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原儿茶醛对环磷酰胺所致急性肝损伤的保护作用及机制研究  
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摘  要：目的  探讨原儿茶醛（protocatechuic aldehyde，PCA）对环磷酰胺（cyclophosphamide，CPA）所致急性肝损伤的预

防作用及其机制。方法  分别以 PCA（15、30 mg/kg）和甘草酸二铵（diammonium glycyrrhizinate，DG，67.5 mg/kg）ig 小

鼠，1 次/d，连续 14 d 后，ip CPA（200 mg/kg）建立急性肝损伤小鼠模型，第 2 天收集小鼠血清和肝脏组织；采用生化法检

测小鼠血清中丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）和天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）

水平以及肝脏组织匀浆中超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、过氧化氢酶（catalase，CAT）、谷胱甘肽过氧化物

酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）和丙二醛（malondialdehyde，MDA）水平；采用苏木素-伊红（hematoxylin eosin，HE）

染色观察各组小鼠肝组织病理变化；TUNEL 染色检测小鼠肝脏细胞凋亡情况；采用超氧阴离子荧光探针检测小鼠肝细胞内

活性氧（reactive oxygen species，ROS）的表达情况；采用免疫组织化学染色检测小鼠肝细胞中核因子-E2 相关因子 2（nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）的易位情况；采用蛋白质免疫印迹法检测小鼠肝组织凋亡淋巴细胞瘤-2（B cell 

lymphoma 2，Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2-associated X protein，Bax）和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cysteine containing 

cysteinyl aspartate-3，Caspase-3）的表达，及氧化应激相关蛋白 Kelch 样 ECH 关联蛋白 1（Kelch-like ECH-associated protein 

1，Keap1）、Nrf2、血红素加氧酶（heme oxygenase，HO-1）、谷氨酸-半胱氨酸连接酶催化亚基（glutamate - cysteine ligase 

catalytic subunit，GCLC）、谷氨酸-半胱氨酸连接酶调节亚基（glutamate-cysteine ligase modifier subunit，GCLM）、醌氧化还

原酶 1 [NAD(P)H quinone oxidoreductase 1，NQO1] 的表达情况。结果  PCA 可以增加肝脏指数，降低血清 ALT 和 AST 水

平，减少肝组织的细胞间隙和细胞肿胀，呈剂量相关性地减轻 CPA 诱导的肝损伤（P＜0.05、0.01、0.001）；PCA 能明显降

低肝组织 TUNEL 荧光染色强度（P＜0.005）。此外，蛋白质免疫印迹结果显示，PCA 可以增加 Bcl2 的表达（P＜0.001），降

低 cleaved-Caspase3 和 Bax 的表达（P＜0.05、0.001），表明 PCA 可以有效抑制肝细胞凋亡。氧化应激指标测定结果显示，

PCA 提高了肝脏 SOD、CAT 和 GSH-PX 酶活性（P＜0.05、0.01、0.001），降低了 ROS 和 MDA 水平（P＜0.01、0.001）。此

外，PCA 还能显著降低 Keap1 的表达（P＜0.01、0.001），引起 Nrf2 的核易位，并增加 Nrf2 及下游抗氧化蛋白的表达（P＜

0.05、0.01、0.001）。结论  PCA 可以预防 CPA 所致急性肝损伤，其作用机制可能与抑制氧化应激和细胞凋亡有关。 
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Abstract: Objective  To explore the prophylactic effect and mechanism of protocatechuic aldehyde (PCA) against cyclophosphamide 

(CPA)-induced acute liver injury. Methods  Mice were orally treated with PCA at dosages of 15, 30 mg/kg or diammonium 

glycyrrhizinate (DG) at 67.5 mg/kg once daily for 14 days, followed by a single intraperitoneal injection of CPA at 200 mg/kg to 

establish an acute liver injury model. The serum and liver tissue were collected on the next day. The levels of alanine aminotransferase 

(ALT) and aspartate aminotransferase (AST) in mice serum and superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase 

(GSH-Px) and malondialdehyde (MDA) in liver tissue homogenate were detected by biochemical kit. Hematoxylin eosin (HE) staining 

was used to observe the pathological changes of liver tissue. The apoptosis of liver cells was detected by dUTP nickel end-labeled 

fluorescent staining (TUNEL) mediated by terminal deoxynucleotide transferase. The expression of reactive oxygen species (ROS) in 

hepatocytes was detected by superoxide anion fluorescence staining. Immunohistochemical staining was used to detect the translocation 

of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) in mouse hepatocytes. Western blotting was adopted to detect the protein expression 

of B cell lymphocyte 2 (Bcl-2), Bcl-2-associated X protein (Bax), cysteine containing cysteinyl aspartate-3 (Caspase-3), Kelch-like 

ECH-associated protein 1 (Keap1), Nrf2, heme oxygenase-1 (HO-1), glutamate-cysteine ligase catalytic subunit (GCLC), glutamate-

cysteine ligase modifier subunit (GCLM) and NAD(P)H quinone oxidoreductase (NQO1). Results  PCA could increase liver index, 

decrease serum ALT and AST levels, reduce cell space and cell swelling in liver tissue, and alleviate CPA-induced liver injury in a 

dose-dependent manner (P < 0.05, 0.01, 0.001). PCA significantly decreased the intensity of TUNEL fluorescence staining (P < 0.001). 

In addition, western blotting results showed that PCA could increase the expression of Bcl-2 (P < 0.001) and decrease the expression 

of cleaved Caspase-3 and Bax (P < 0.05, 0.001), indicating that PCA could effectively inhibit hepatocyte apoptosis. The results of 

oxidative stress index showed that PCA increased the levels of SOD, CAT and GSH-Px (P < 0.05, 0.01, 0.001), and decreased the 

levels of ROS and MDA (P < 0.01, 0.001). It is worth noting that PCA could decreased Keap1 expression (P < 0.01, 0.001), induce 

nuclear translocation of Nrf2 and increase the expression of Nrf2 and downstream antioxidant proteins (P < 0.05, 0.01, 0.001). 

Conclusion  PCA could prevent CPA-induced acute liver injury, which might be attributed to inhibiting oxidative stress and apoptosis.  

Key words: protocatechuic aldehyde; liver injury; cyclophosphamide; oxidative stress; cell apoptosis; Keap1/Nrf2/HO-1 signaling 

pathway 

环磷酰胺（cyclophosphamide，CPA）是临床上

常用的免疫抑制剂和抗癌药物，肝脏是 CPA 激活和

代谢的主要部位，也是其毒性作用的靶器官[1-2]，极

大地限制了其临床应用和治疗效果[3]。CPA 可通过

诱导氧化应激和细胞凋亡引起肝损伤。因此，常通

过腹腔注射 CPA 建立急性肝损伤模型来评价药物

的保肝作用[4]。CPA 通过诱导肝脏产生过量的活性

氧（reactive oxygen species，ROS），干扰肝脏抗氧

化防御系统的作用，从而抑制肝脏抗氧化能力，诱

导氧化应激[5]。氧化应激是影响细胞凋亡的重要因

素之一。过量的 ROS 可以抑制抗凋亡蛋白 B 淋巴

细胞瘤-2（B cell lymphoma 2，Bcl-2）的表达，上调

促凋亡蛋白 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2-associated X 

protein，Bax）的表达，导致线粒体膜通透性增加，

细胞色素 C 从线粒体释放到细胞质中，激活半胱氨

酸天冬氨酸蛋白酶-3（cysteine containing cysteinyl 

aspartate-3，Caspase-3），诱导细胞凋亡[6-7]。 

核因子-E2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 

2-related factor 2，Nrf2）是发挥抗氧化功能的关键

因子之一。当细胞受到氧化应激刺激时，Nrf2 从

Kelch 样 ECH关联蛋白 1（Kelch-like ECH-associated 

protein 1，Keap1）中分离出来，进入细胞核，与受

体和抗氧化反应元件结合，促进下游抗氧化因子的

释放，从而抑制氧化应激。研究表明，多种药物均

可通过调节 Keap1/Nrf2 信号通路蛋白及下游抗氧

化因子的表达来减轻急性肝损伤[8-10]。 

原儿茶醛（protocatechuic aldehyde，PCA）是酚

酸类化合物的代表，主要存在于多种药用植物中，具

有活血化瘀的作用，还具有清除自由基、抗氧化[11]、

抗炎、抑制血小板聚集[12]及抑制细胞凋亡[13]等多种

药理作用。此外，复方丹参护肝颗粒对脂肪肝、酒

精性的化学性肝损伤及慢性肝炎等肝损伤具有防治

作用，而PCA便是其中鉴定出的主要化合物之一[14]。

含有 PCA 成分的黄酮类化合物也可能通过激活 Nrf2/

血红素加氧酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）信号通路，

改善脂多糖/D-半乳糖胺诱导的急性肝损伤[15]。另有

研究表明，PCA 能抑制四氯化碳诱导的肝纤维化

大鼠肝星状细胞的增殖 [16]。据此，本研究推测

PCA 具有良好的保肝作用，采用 PCA 预先干预，

再利用 CPA 建立小鼠急性肝损伤模型，观察 PCA

对急性肝损伤的预防作用，并从抗氧化应激和细

胞凋亡的角度探讨其可能机制，以期为肝损伤的
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防治提供新的思路，为 PCA 的临床应用提供理论

依据。 

1  材料 

1.1  动物 

40 只雄性 SPF 级 KM 小鼠，7 周龄，体质量

26～30 g，购自北京斯贝福生物科技有限公司，动

物许可证号 SYXK（冀）2020-007。动物饲养于华

北理工大学实验动物中心，室温 25 ℃、湿度 40%～

60%、12 h 昼夜循环的环境中，饲养期间动物自由

摄食和饮水。本研究动物实验方案经华北理工大学

实 验 动 物 福 利 伦 理 委 员 会 批 准 （ 批 准 号

2023SY029）。 

1.2  药品和试剂 

PCA（批号 S30203，质量分数 99.9%）购自上

海源叶生物技术有限公司；CPA（批号 04200501）

购自山西普德药业股份有限公司；甘草酸二铵

（diammonium glycyrrhizinate，DG，国药准字号

H20040628，批号 10921110）购自江苏正大天晴药

业 有 限 公 司 ； 丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶 （ alanine 

aminotransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移酶

（aspartate aminotransferase，AST）、超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）、过氧化氢酶（catalase，

CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，

GSH-Px）和丙二醛（malondialdehyde，MDA）生化

试剂盒（批号 G1237W48、G1236W48、G0101W48、

G0105W、G0204W48、G0109W48）均购自厦门仑

昌硕生物科技有限公司；苏木素-伊红（hematoxylin 

eosin，HE）染色试剂盒（批号 G1120）购自北京索

莱宝生物技术有限公司；DHE 探针（批号 S0063）、

TUNEL 试剂盒（批号 C1086）购自上海碧云天生物

技术有限公司；BCA 蛋白定量试剂盒（批号 ZJ101）

购自上海雅酶生物科技有限公司；含 DAPI 的抗淬

灭封片剂（批号 C1211）购自中国北京普利莱基因

科技有限公司。一抗 Caspase-3、cleaved-Caspase-3、

Bcl-2、Bax 和 HRP 标记山羊抗兔二抗（批号

AF6311、AF7022、AF6139、AF0120 和 S0001）均

购自美国 Affinity 公司。一抗 Keap1、Nrf2、HO-1、

谷氨酸 -半胱氨酸连接酶催化亚基（glutamate-

cysteine ligase catalytic subunit，GCLC）、谷氨酸-半

胱氨酸连接酶调节亚基（glutamate-cysteine ligase 

modifier subunit ， GCLM ）、醌氧化还原酶 1

［NAD(P)H quinone oxidoreductase，NQO1］和 β-actin

抗体（批号 R26935、R380773、R24541、R24419、

R382192、R381695 和 380624）均购自成都正能生

物技术有限责任公司。 

1.3  仪器 

LX-165T2R 型高速冷冻离心机（青岛海尔生物

医疗有限公司）；M200Pro 型酶标仪（瑞士 TECAN

公司）；BX53 型正置显微镜（美国 OLYMPUS 公

司）；MILLMIX20 型研磨珠均质器（欧洲 DOMEL

公司）；SCZ2＋型电泳/电转设备（北京君意东方电

泳设备有限公司）；ChemiDoc XRS＋型化学发光成

像仪（美国 BIO-RAD 公司）；SK-O180-E 型圆周摇

床（美国 Scilogex 公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模及给药 

普通维持饲料适应性喂养 1 周后，将 40 只小

鼠随机分为对照组、模型组和 PCA 低、高剂量（15、

30 mg/kg）[17]组及 DG（67.5 mg/kg）组，每组 8 只。

各给药组小鼠分别 ig 相应药物（20 mL/kg），对照

组和模型组小鼠 ig 等体积生理盐水，1 次/d，连续

14 d。末次给药 1 h 后，除对照组外，其余组小鼠均

ip CPA（200 mg/kg）诱导急性肝损伤小鼠模型[18-19]。

小鼠禁食 12 h 后，称体质量，麻醉，腹主动脉采血。

血液静置 2 h 后，3 000 r/min、4 ℃离心 15 min，取

上清。剖取小鼠肝脏并称定质量，计算肝脏指数。

将小鼠肝脏一部分固定于 4%多聚甲醛，另一部分

储存于−80 ℃冰箱，用于后续实验。 

肝脏指数＝肝脏质量/体质量 

2.2  生化指标检测 

根据试剂盒说明书，采用酶标仪检测各组小鼠

血清中 ALT 和 AST 水平。取小鼠肝脏组织用预冷

生理盐水按 1∶9（g/mL）的比例混匀制备肝脏匀浆，

3 000 r/min、4 ℃离心 10 min，取上清。根据试剂

盒说明书，用酶标仪检测各组小鼠肝脏组织中

SOD、GSH-Px、CAT 和 MDA 水平。 

2.3  HE 染色法观察肝脏组织病理变化 

取多聚甲醛中固定的小鼠肝脏组织，流水冲洗

过夜。经梯度脱水、蜡浸、石蜡包埋后制备厚度为

4 μm 的切片，进行 HE 染色。石蜡切片密封，自然

干燥，于光学显微镜下观察肝组织病理损伤并拍照。 

2.4  TUNEL 染色观察肝脏组织病理变化 

石蜡切片用二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，PBS

缓冲液洗涤，滴加 20 μg/mL 不含 DNase 的蛋白酶

K，37 ℃孵育 30 min 后，PBS 彻底清洗切片，滴加

TUNEL 染液，37 ℃孵育 1 h，经 DAPI 染色后封
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片，于荧光显微镜下观察并拍照分析。 

2.5  超氧阴离子染色观察超氧阴离子表达 

采用超氧阴离子探针 DHE 测定肝细胞中 ROS

水平。将肝组织制成 5 μm 厚度的冰冻切片，PBS 缓

冲液洗涤，再滴入 1∶1 000 的超氧阴离子工作液，

37 ℃下孵育 1 h，PBS 缓冲液洗涤至少 40 min，最

后用 DAPI 染色后封片，在荧光显微镜下观察超氧

阴离子的表达，取 200×图像，通过荧光强度分析

肝细胞内活性氧表达。 

2.6  免疫组织化学法检测肝脏组织相关蛋白表达 

内源性过氧化物酶抑制剂滴加到修复后的石蜡

切片中孵育，后每个切片加入 Nrf2 抗体（稀释比为

1∶100），4 ℃孵育过夜。第 2 天加入酶标二抗，室

温孵育 2 h，然后加入适量新鲜制备的 DAB 显影剂。

用苏木精液染色细胞核，用 1%盐酸-乙醇分化液分

化 5 s，蒸馏水冲洗数分钟恢复蓝色。用中性树脂密

封后，在显微镜下观察并拍照分析。 

2.7  Western blotting 检测肝脏组织相关蛋白表达 

肝组织裂解后得到组织蛋白提取物，用 BCA 试

剂盒检测蛋白浓度。电泳采用十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳（10%），负载等量的不同组蛋白。

然后将蛋白样品转移到 PVDF 膜（0.45 μm）上。将

膜置于无蛋白快速封闭缓冲液中室温孵育 40 min，

然后与一抗Keap1（1∶5 000）、Nrf2（1∶2 000）、HO-

1（1∶1 000）、GCLC（1∶1 000）、GCLM（1∶1 000）、

NQO1（1∶1 000）、Caspase-3（1∶1 000）、cleaved-

Caspase-3（1∶1 000）、Bcl-2（1∶1 000）、Bax

（1∶1000）和 β-actin（1∶1 000）孵育。TBST 洗涤 3

次后，用山羊抗兔 IgG（H＋L）HRP（1∶1 000）在

37 ℃下孵育 60 min，加入增强化学发光 ECL 溶液

检测目的蛋白条带。最后，利用 Image-J 软件对蛋

白质条带灰度值进行分析。 

2.8  统计学分析 

数据以 x s 表示。所有数据采用单因素方差分

析（GraphPad Prism 9.0.0 软件），事后检验采用

Turkey’s 检验。 

3  结果 

3.1  对 CPA 所致肝损伤小鼠肝指数、肝功能及病

理形态学的影响 

如图 1-A 所示，与对照组比较，模型组小鼠肝

脏指数显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，PCA

高剂量组和 DG 组小鼠肝脏指数均显著升高（P＜

0.05）。如图 1-B、C 所示，与对照组比较，模型组

AST、ALT 水平均显著升高（P＜0.001）。与模型组

比较，各给药组小鼠 AST、ALT 水平均显著降低

（P＜0.01），且呈质量浓度相关性。如图 1-D 所示，

对照组小鼠的肝组织结构完整，肝细胞排列紧密。

与对照组比较，模型组小鼠肝组织疏松，肝索排列

紊乱，肝细胞水肿，细胞间隙增大，局部可见炎性

细胞浸润。与模型组比较，各给药组小鼠肝组织排

列逐渐紧密，细胞间隙减小，肝细胞水肿减轻，其

中 PCA 高剂量组和 DG 组的效果更明显。 

3.2  对 CPA 所致肝损伤小鼠肝脏细胞凋亡的影响 

如图 2-A、B 所示，TUNEL 染色呈绿色荧光，

DAPI 复染后在紫外激发下细胞核为蓝色荧光。与对

照组比较，模型组小鼠肝脏中 TUNEL 的荧光强度显

著升高（P＜0.001）。与模型组比较，各给药组 TUNEL

染色荧光强度均显著降低，PCA 的作用呈质量浓度依

赖性（P＜0.001）。如图 3-A～D 所示，与对照组比

较，模型组小鼠肝脏中 cleaved-Caspase-3、Bax 蛋白

表达量均显著升高（P＜0.01），Bcl2 蛋白表达量显著

降低（P＜0.001）。与模型组比较，cleaved-Caspase-3

和 Bax 蛋白表达均显著降低（P＜0.05），Bcl-2 蛋白

表达均显著升高（P＜0.001）。结果表明，PCA 可以抑

制 CPA 诱导的小鼠肝细胞凋亡。 

3.3  对 CPA 所致肝损伤小鼠肝脏氧化应激的影响 

为探究 PCA 对 CPA 诱导的肝损伤小鼠氧化应

激的影响，本研究采用 DHE 染色检测 ROS 水平，

生化分析检测抗氧化酶和脂质过氧化产物水平。

ROS 阳性表达为绿色荧光，DAPI 复染后在紫外激

发下细胞核为蓝色荧光。如图 4-A、B 所示，与对

照组比较，模型组小鼠肝脏中 ROS 的表达显著升高

（P＜0.001）；与模型组比较，高剂量 PCA 组和 DG

组小鼠肝脏中 ROS 的表达明显降低（P＜0.01）。如

图 4-C～F 所示，与对照组比较，模型组小鼠肝脏

SOD、CAT 和 GSH-Px 水平显著降低（P＜0.01），

MDA 水平显著升高（P＜0.001）；与模型组比较，

高剂量 PCA 组和 DG 组小鼠肝脏 SOD、CAT 和

GSH-Px 水平均显著升高（P＜0.05），MDA 水平显

著降低（P＜0.001）。结果表明，PCA 可以通过抑制

氧化应激减轻小鼠急性肝损伤。 

3.4  对 CPA 所致肝损伤小鼠肝脏 Keap1/Nrf2/HO-1

信号通路的影响 

为进一步探究 PCA 抑制氧化应激的机制，本研

究检测 Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路及其下游蛋白的

表达。如图 5-A 所示。与对照组比较，模型组小鼠肝
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与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below figures. 

图 1  对 CPA 所致肝损伤小鼠肝脏指数 (A)、肝功能 (B、C) 及病理形态学 (D) 的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 1  Effect on liver index (A), liver function (B, C) and pathological morphology (D) in CPA-induced mice ( x s , n = 8) 

细胞核内 Nrf2 棕色沉积明显减少。与模型组比较，高

剂量 PCA 组小鼠肝细胞核内 Nrf2 棕色沉积明显增

加，说明更多的 Nrf2 参与了抗氧化能力的发挥。如图

5-B～H 所示，与对照组比较，模型组小鼠肝脏中

Keap1 蛋白表达量显著升高（P＜0.01），Nrf2、HO-1、

GCLC、GCLM、NQO1 蛋白表达量显著降低（P＜

0.05）。与模型组比较，PCA 各给药组和 DG 组 Keap1

蛋白表达均显著降低（P＜0.01），Nrf2、HO-1、GCLC、

GCLM 和 NQO1 蛋白表达均显著升高（P＜0.05）。

PCA 组和 DG 组之间无统计学差异。上述结果表明，

PCA 通过调控 Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路，增强了

CPA 诱导的肝损伤小鼠的抗氧化能力。 

4  讨论 

CPA 是临床上常用的免疫抑制剂和抗癌药物，

但是用药后造成的肝毒性大大限制了其应用，亟需

探寻能够对抗环磷酰胺所致肝毒性的药物。目前的

研究多集中于考察药物对环磷酰胺所致肝损伤的治

疗作用[20-21]，而预防环磷酰胺所致肝损伤的药物研

究显得较为匮乏。本研究为发现能够预防环磷酰胺

所致肝损伤的药物提供了实验依据。 

DG 是一种从丹参根中提取的活性成分，具有抗

炎、抗氧化和免疫调节等广泛的药理活性[22-23]。在亚洲

国家，已被广泛用于治疗多种类型的肝脏疾病以及由

药物和化学品引起的肝毒性损伤[24-25]。研究表明，DG

可以通过降低Keap1 的表达，增加Nrf2 及相关 II 期抗

氧化酶的表达来减轻丙戊酸诱导的肝损伤[26]。因此，本

研究选择DG 作为阳性对照药物。 

PCA 是多种中草药（如丹参、天麻等）的主要成

分，具有毒性低、代谢速度快、不良反应少等诸多优

点，体内和体外实验证明其具有抗炎[27-28]、抗氧化[29]、

抑制细胞凋亡[30]、抗纤维化[31]等诸多药理作用，并

被证实可以有效改善四氯化碳诱导的大鼠急性肝损

伤[32]。但是目前尚无关于 PCA 对 CPA 诱导的肝损

伤影响的研究。 

脏器指数是指动物的器官或组织质量与全身质

量的比值，可以直接反映动物的生理状态，评价药
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A-TUNEL 荧光染色 (×20)；B-平均荧光强度。 

A-TUNEL fluorescent staining (× 20); B-average fluorescence intensity. 

图 2  对 CPA 所致肝损伤小鼠肝脏细胞凋亡的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 2  Effect on apoptosis of liver cells in CPA-induced liver injury mice ( x s , n = 4) 

 
A-Caspase-3、cleaved-Caspase-3、Bcl-2 和 Bax 蛋白质免疫印迹条带；B～D-半定量分析结果。 

A-Caspase-3, cleaved Caspase-3, Bcl-2 and Bax protein immunoblot bands; B—D-results of semi-quantitative analysis. 

图 3  对 CPA 所致肝损伤小鼠肝脏中凋亡相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 3  Effect on expression of apoptosis-related proteins in liver of mice with CPA-induced liver injury ( x s , n = 4)
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A-DHE 荧光染色 (×20)；B-平均荧光强度；C～F-肝组织中 SOD、CAT、GSH-Px 和 MDA 水平。 

A-DHE fluorescence staining (× 20); B-average fluorescence intensity; C—F-levels of SOD, CAT, GSH-Px and MDA in liver tissue. 

图 4  对 CPA 所致肝损伤小鼠肝脏氧化应激的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 4  Effect on hepatic oxidative stress in CPA-induced liver injury mice ( x s , n = 4) 

 

A-肝组织 Nrf2 免疫组织化学染色；B-蛋白质免疫印迹条带；C～H-半定量分析结果。 

A-Nrf2 immunohistochemical staining of liver tissue; B-protein immunoblot bands; C—H-semi-quantitative analysis results. 

图 5  对 CPA 诱导的肝损伤小鼠肝脏 Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路表达的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 5  Effect on expression of Keap1/Nrf2/HO-1 signaling pathway in mice with CPA-induced liver injury ( x s , n = 4)
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物的毒性作用[33]。与先前的研究相一致[34-35]，在本

研究中，CPA 干预后，小鼠肝脏指数明显下降，HE

染色结果也证实了 CPA 能诱导小鼠肝细胞水肿，导

致肝细胞间形成空泡，排列紊乱等一系列病理损伤。

结果证明，PCA 干预能显著提高小鼠肝脏指数，减

轻肝细胞病理损伤。 

当肝细胞发生炎症、肿胀或坏死时，ALT和AST

升高，这也表明肝脏受到了严重的损伤[36]。因此，

ALT 和 AST 常被作为反映肝功能的关键指标[37]，

而 CPA 可增加肝毒性，导致肝功能受损。本研究结

果证明，PCA 能显著降低 ALT 和 AST 水平，减轻

CPA 引起的肝功能损害。 

细胞凋亡，又称程序性细胞死亡，是一种主动

的细胞死亡过程。TUNEL 是对完整的凋亡细胞核

或凋亡小体的原位染色，能准确反映细胞凋亡的

特点。Caspase 是一个调控细胞凋亡的蛋白酶家

族，下游的 Caspase-3 作为执行者，可以直接激活

细胞凋亡过程[38]。线粒体外膜的完整性和细胞色

素的释放受到 Bcl-2 蛋白家族调控，Bcl-2 蛋白家

族由以 Bcl-2 为代表的抗凋亡蛋白和以 Bax 为代

表的促凋亡蛋白组成[39]。抗凋亡蛋白通过阻止线

粒体间隙蛋白如细胞色素 C 和凋亡诱导因子的释

放来抑制细胞凋亡。促凋亡蛋白则是刺激线粒体

释放细胞色素 C，从而促进细胞凋亡[40]。先前的

研究证明，CPA 可在小鼠肝脏中产生大量 ROS，

激活 Caspase-3，上调小鼠肝脏中 Bax 蛋白的表

达，下调 Bcl-2 蛋白的表达，使 Bcl-2 失去维持线

粒体外膜完整性的功能，阻断线粒体信号转导通

路，导致细胞凋亡[4,41]。本研究结果表明，PCA 能

有效上调小鼠肝脏中 Bcl-2 的表达，显著降低小

鼠肝脏中 cleaved-Caspase-3 和 Bax 的表达，抑制

CPA 诱导的小鼠肝细胞凋亡。 

细胞凋亡与氧化应激存在密切的关系。外部的

刺激和内部的代谢紊乱所引起的氧化应激损伤已被

证明是触发细胞凋亡的关键因素之一。过多的自由

基通过破坏 DNA 结构和提高线粒体膜通透性导致

细胞凋亡[42-43]。SOD、CAT 和 GSH-Px 是体内重要

的抗氧化防御功能酶[44]，能够清除超氧阴离子自由

基、羟基自由基和过氧化氢等氧化物分子，维持氧

化还原稳态，故被广泛用作评价氧化应激损伤的标

志物[45-46]。许多研究均证明氧化应激是 CPA 发挥细

胞毒性和诱导肝损伤的关键机制之一[47-48]。CPA 可

刺激肝脏产生大量 ROS 和 MDA。前者破坏肝脏氧

化还原稳态，干扰以 SOD 和 GSH-Px 为主要成员的

抗氧化酶防御系统，甚至导致细胞凋亡[49]，后者破坏

细胞膜结构，进一步破坏抗氧化系统的不平衡[50]。本

研究结果证明，PCA 可以显著降低 CPA 干预后的

小鼠肝脏中 ROS 和 MDA 的生成，提高 SOD、CAT

和 GSH-Px 的水平，从而提高肝脏抗氧化系统的活

性，抑制氧化应激。 

Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路是体内非常重要

的抗氧化信号通路。Nrf2 是氧化还原反应的主控

因子。在正常细胞中，Nrf2 受负调控蛋白 Keap1

的影响而位于细胞质内[51]。当受到刺激时，Nrf2

与 Keap1 解离并活化，活化的 Nrf2 进入细胞核与

受体蛋白及多种下游抗氧化反应元件结合，激活

抗氧化酶，解毒 HO-1、NQO1 等相关酶，发挥抗

氧化作用[52]。GCLC 和 GCLM 是参与谷胱甘肽合

成的 2 个关键酶。实验证明 Nrf2 可以提高二者启

动子的活性，从而促进 GSH-Px 的合成，提高肝

脏的抗氧化能力[53]。当 ROS 过量生成时，Nrf2 及

下游相关蛋白和酶表达减少，提示氧化应急损伤

和抗氧化防御能力减弱，难以弥补 ROS 过量生成

所造成的损伤，形成恶性循环[54]。本研究结果证

明，PCA 可显著降低 Keap1 蛋白的表达，引起 Nrf2

的核易位，上调 Nrf2、HO-1、GCLC、GCLM 和

NQO1 蛋白的表达，从而有效增强肝脏的抗氧化

能力，抑制氧化应激损伤。 

综上，本研究发现，PCA 可以减轻CPA 诱导的小

鼠急性肝损伤。一方面，PCA 可以影响Keap1/Nrf2/HO-

1 信号通路相关蛋白表达，并能提高抗氧化酶 SOD、

CAT 和 GSH-Px 的活性、抑制活性氧的产生来抑制肝

脏氧化应激。另一方面，PCA 可以抑制肝细胞的凋亡。

且各指标 PCA 组和DG 组之间无统计学差异。因此，

PCA 有望成为抗急性肝损伤的有效药物。PCA 是否通

过调节Keap1/Nrf2/HO-1 信号通路抑制氧化应激、细胞

凋亡而发挥作用，还有待进一步研究。 
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