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羟基积雪草苷对小鼠急性肝损伤的保护作用

李洪忠1，万敬员1’，张力2，罗福玲1，章卓1，周岐新1

(1．重庆医科大学重庆市生物化学与分子药理学重点实验室，重庆400016I

2．重庆医科大学基础医学院病理生理教研室，重庆400016)

摘要：目的研究羟基积雪草苷对小鼠急性肝损伤的保护作用及其初步机制。方法建立四氯化碳(CCI．)诱导

的小鼠急性肝损伤模型，检测羟基积雪草苷(3、10、30 mg／kg)对血清丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转

移酶(AST)以及肝组织一氧化氮(N0)的影响；Western—blotting检测肝组织中诱导型一氧化氮合成酶(iNOS)、

环氧合酶一2(COX·2)蛋白的表达，并取部分肝组织进行H卜’染色，观察病理学改变。结果 羟基积雪草苷明显降

低急性肝损伤小鼠血清中ALT、AST活性及肝组织中NO fJ0量，抑制肝组织中iNOS、COX一2蛋白的表达，病理切

片显示羟基积雪草苷组病变程度远较模型组为轻。结论 羟基积雪草苷具有一定的肝保护作用，其机制可能与其

抗炎作用有关。
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Protection of madecassoside on mice with acute liver injury and its mechanism
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Abstract：Objective To discuss the protective effect and mechanism of madecassoside on mice with

acute liver injury induced by CCI‘．Methods Mice models of acute liver injury were provided with

madecassoside at different doses(3，10，and 30 mg／kg)separately．Serum function indexes including

alanine aminotransferase(ALT)and aspartate aminotransferase(AST)，and contents of N0 in liver tissue

were measured according to the instruction of test kits．Western blotting was used for the analysis of

protein expression of induced nitric oxide synthase(iNOS)and cyclooxygenase 2(COX一2)in liver tissue．

Some liver tissues were dyed with HE and histopathological changes in liver were observed under light

microscope．Results The levels of ALT and AST in serum and the content of NO in liver tissue were

reduced significantly by madecassoside in mice with acute liver injury．Meanwhile，the protein expression

of iNOS and COX一2 in liver tissue was also inhibited by madecassoside with histopathological changes of

liver more improved than that in model group．Conclusion Madecassoside iS effective in amelioration of

CCl4-induced hepatotoxicity．The effect may be due to its antinflammatory activity associated with less

increase in hepatic iNOS and COX一2 protein content．
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积雪草Centella asiatica(L．)Urban为伞形科

积雪草属植物，全草入药，性寒，味苦、辛，具有清热

利湿，解毒消肿之功效。临床多用于湿热黄疸、痈肿

疮毒、跌打损伤、传染性肝炎、皮肤病、流行性脑脊髓

膜炎等。羟基积雪草苷为三萜类化合物，是积雪草主

要活性成分之一[1]。另有研究报道，含有羟基积雪草

苷的积雪草总苷对二甲基亚硝氨诱导的大鼠慢性肝

纤维化具有良好的治疗作用[2]，这些提示羟基积雪

草苷存在着一定的肝保护作用。本实验通过CCl．诱

导小鼠急性肝损伤，观察羟基积雪草苷对急性肝损

伤的作用，并对其作用机制进行初步探讨。

1材料与方法

1．1药品与试剂：丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天冬

氨酸氨基转移酶(AST)、N0测定试剂盒为南京建

成生物工程研究所产品；CCl．为上海新中化学试剂

厂产品，临用前用花生油稀释；羟基积雪草苷(质量

分数95％，批号20060127)，由广西昌洲天然植物

开发有限公司提供；BCA蛋白定量试剂盒购自
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Pierce公司；诱导型一氧化氮合成酶(iNOS)、环氧

合酶2(COX一2)抗体，购自Abcam公司。

1．2动物：清洁级BALB／c小鼠，重庆医科大学实

验动物中心提供。

1．3实验分组及造模方法[3]：健康小鼠50只，雌雄

各半，随机分为5组：对照组，模型组，羟基积雪草苷

大、中、小剂量组(30、10、3 mg／kg)，每组10只。对

照组与模型组给予等体积生理盐水，药物组ig对应

剂量药物，连续给药3 d。第3天，ig 1 h后，除对照组

ip橄榄油5 mL／kg外，其余各组ip 0．5％CCI。油溶

液5 mL／kg，禁食，24 h后麻醉小鼠，眼球取血，离

心取血清，按照试剂盒说明书测定ALT、AST活

性。处死小鼠后取肝脏左叶10％甲醛固定，脱水、

脱钙后石蜡包埋切片，HE染色。取中叶和右叶肝组

织一80℃冰冻保存，留做Western—blotting及

NO测定，NO的测定按照试剂盒要求进行。

1．4 免疫印迹法检测肝组织中iNOS、COX一2蛋白

表达：取小鼠肝组织，称质量，研磨后裂解细胞提取

蛋白，BCA法蛋白定量。取50弘g蛋白上样，SDS—

PAGE电泳后，转移至硝酸纤维素膜上，室温下封

闭1 h；加入一抗4℃冰箱封闭过夜；次日脱洗3

次，二抗孵育1 h，再脱洗5次后，ECL显色，X光片

曝光，洗片。

1．5统计学处理：各组数据以z士5表示，两样本均

数比较采用t检验。

2 结果

2．1血清ALT、AST活性测定：结果见表1。模型

组ALT、AST活性明显高于对照组，而羟基积雪草

苷组可明显降低CCI。引起的ALT、AST活性升高，

且具有一定的剂量依赖性。

寰1羟基积冒草苷对小鼠急性肝损伤血清ALT和AST

活性的影响(i士s，一=10)

Table 1 Effect of madecassoside on activity of ALT

and AST in serum of mice with acute liver

injury(j士s，矗=10)

与对照组比较：一P<0．01

与模型组比较：4P<O．05
4

4P<O．01

。P<O．01 w control group

4P<O．05
4

4P<O．01 w model group

2．2肝组织中NO量的测定：结果见图1。模型组

NO量远高于对照组，而羟基积雪草苷30 mg／kg

组、10 mg／kg组可显著降低急性肝损伤产生的过量

NO(P<0．01、0．05)；3 mg／kg组NO平均值低于

模型组，但无统计学意义。

2．3 羟基积雪草苷对肝组织中iNOS、COX一2蛋白

表达的影响：模型组iNOS、CoX一2蛋白表达明显高

于对照组，而羟基积雪草苷可显著降低急性肝损伤

中iNOS、COX一2蛋白的过量表达，并呈现出一定的

剂量依赖关系。见图2。
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图1羟基积叠草苷对急性肝损伤小鼠肝组织NO的影响

Fig．1 Effect of madecassoside on level of NO in liver

tissue of mice with acute liver in jury
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图2羟基积冒草苷对急性肝损伤小鼠肝组织中iNOS、

COX一2蛋白表达的影响

Fig．2 Effect of madecassoside on expression of iNOS

and COX．2 protein in liver tissue of mice

with acute liver injury
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2．4病理学检查结果：对照组小鼠光镜下肝小叶结

构完整，肝细胞索排列整整齐，以中央静脉为中心呈

放射状排列，肝细胞核大而圆，位于肝细胞中央。模

型组小鼠肝小叶失去正常结构，肝细胞普遍变性坏

对照

死，浑浊肿胀，胞浆疏松，并可见大量炎性细胞浸润。

羟基积雪草苷组肝细胞仍有部分变性坏死，且有少

量中性粒细胞浸润，但病变程度远比模型组轻。结果

见图3。

模型 羟基积雪草苷00 mE kg‘1)

图3羟基积葺草苷对CCI．损伤小鼠肝组织病理形态改变的影响

Fig．3 Effect of madecassoside on hepatic histopathoIogicaI changes of mice with liver Injury induced by CCI·

3讨论

CCI。导致的急性肝损伤是经典模型之一，被广

泛用于肝炎药物的研发。CCI。导致肝损伤引起脂质

过氧化而导致细胞膜、细胞器损伤，并引起ALT、

AST溢出至血液，使血清中ALT与AST活性升

高[．]。本实验显示羟基积雪草苷明显抑制CCl．引起

的ALT、AST活性升高，减轻了肝损伤的程度，对

肝组织起到了较好的保护作用。

NO在调节血管及炎症反应等生理进程中起着

重要作用，在很多炎症及自身免疫性疾病中都存在

过量表达[5]。在急性肝损伤中过量表达的NO可通

过抑制肝细胞线粒体的呼吸、蛋白质的合成、干扰细

胞代谢等途径损伤肝组织。NO的合成依赖NO合

成酶家族，其中iNOS在炎症及自身防御体系中起着

关键的调节作用，其不断表达直接导致NO的过量

产生，从而参与炎症进程[6汀]。本实验表明羟基积雪草

苷明显抑制肝组织中iNOS表达，减少N0生成。

COX一2在炎症过程中起着重要作用，可被内毒

素、有丝分裂原、细胞因子等诱导表达。在CCl．所致

急性肝损伤中，炎症反应被激活，包括COX一2在内

的各种炎症因子大量生成，导致肝细胞进一步坏死，

加重了肝损伤程度。而且有报道，COX一2选择性抑

制剂可明显减轻CCI。引起的肝损伤，这也为肝损伤

的治疗提供了新的思路[8]。本实验中羟基积雪草苷

能明显抑制肝组织中COX一2的表达，这也可能是

其肝保护作用的主要机制之一。．

积雪草在我国长江以南地区广泛生长，研究其

有效成分的药理作用将对我国传统中药的开发和利

用提供一定的理论依据。
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