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基于氧化应激-铁死亡途径探讨莫诺苷改善顺铂致肝毒性的作用机制  
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摘  要：目的  探讨莫诺苷对顺铂诱导肝毒性的保护作用及其分子机制。方法  C57BL/6J小鼠 ip顺铂诱导建立肝毒性模

型，给予莫诺苷干预 4周后，测定血清肝功能指标；苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色观察肝组织病理变化；普鲁

士蓝染色检测肝组织内铁累积水平；ELISA 法测定血清中炎症因子水平及肝脏丙二醛（malondialdehyde，MDA）和相关抗

氧化酶活性；Western blotting和免疫组化法测定肝脏中核因子 E2相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 2、Nrf2）

和血红素加氧酶-1（heme oxygenase 1，HO-1）以及谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）等铁死亡相关

蛋白表达。体外采用顺铂诱导建立 AML12细胞损伤模型，给予莫诺苷、铁死亡抑制剂 ferrostatin-1（Fer-1）和铁死亡诱导剂

erastin 诱导细胞，考察莫诺苷对 AML12 细胞铁死亡的影响。观察细胞形态，并用 DCFH-DA 荧光探针检测细胞内活性氧

（reactive oxygen species，ROS）水平；采用 JC-1 染色检测细胞线粒体膜电位变化；采用吖啶橙 /溴化乙啶（acridine 

orange/ethidium bromide，AO/EB）染色检测细胞死亡情况；采用免疫荧光法检测细胞 GPX4和 Nrf2蛋白的表达情况。结果  

莫诺苷能够显著改善顺铂诱导的小鼠肝功能障碍，降低血清中丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天冬氨

酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）活性及总胆红素（total bilirubin，TBIL）水平（P＜0.05、0.01、0.001），降

低肝脏中白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-6、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水平（P＜0.05、0.01、

0.001），提高谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）等抗氧化酶的活性并降低MDA水平（P＜0.05、0.01、

0.001）。莫诺苷显著改善了顺铂诱导的肝毒性模型小鼠的肝索排列紊乱和肝细胞质空泡化，恢复部分细胞发生的坏死，并减

少炎症细胞的大量浸润。在分子机制水平，莫诺苷通过调控 GPX4蛋白表达抑制铁死亡（P＜0.01），上调 Nrf2和 HO-1的表

达减轻氧化应激损伤（P＜0.05、0.01、0.001），从而抑制顺铂诱导的肝损伤。体外实验结果与体内实验结果一致，莫诺苷显

著缓解了顺铂诱导的 AML12细胞氧化应激和铁死亡。结论  莫诺苷通过调控 Nrf2/HO-1轴和上调 GPX4蛋白表达来抑制肝

脏发生氧化应激及铁死亡，从而减轻顺铂诱导的肝毒性。 
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Mechanism of morroniside in ameliorating cisplatin-induced hepatotoxicity based 

on oxidative stress and ferroptosis pathway 
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Abstract: Objective  To investigate the protective effect and underlying molecular mechanisms of morroniside on cisplatin-induced 

hepatotoxicity. Methods  The liver toxicity model of C57BL/6J mice was established by intraperitoneal injection of cisplatin. After 

four weeks of morroniside intervention treatment, the serum liver function indicators were measured. Hematoxylin-eosin (HE) stainin 

was used to observe liver histopathological changes; Iron accumulation in liver tissue was assessed by Prussian blue staining; Levels 

of inflammatory cytokine in serum were detected by ELISA; Malondialdehyde (MDA) content and activities of antioxidant enzymes 
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in liver tissues were also determined. Western blotting and immunohistochemistry were used to detect the expressions of ferroptosis-

related proteins including nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), heme oxygenase-1 (HO-1) and glutathione peroxidase 4 

(GPX4) in liver tissues. The AML12 cell injury model was established in vitro by cisplatin induction. Morroniside, ferroptosis inhibitor 

ferrostatin-1 (Fer-1), and ferroptosis inducer erastin were administered to induce cells, and the effect of morroniside on ferroptosis in 

AML12 cells was investigated. Cell morphology was observed; Intracellular reactive oxygen species (ROS) level was detected using 

DCFH-DA fluorescent probe; The changes of mitochondrial membrane potential were assessed using JC-1 staining; Cell death was 

evaluated using acridine orange/ethidium bromide (AO/EB) staining; Immunofluorescence staining was used to detect GPX4 and Nrf2 

expressions. Results  Morroniside significantly improved cisplatin-induced liver dysfunction in mice by reducing levels of alanine 

aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and total bilirubin (TBIL) in serum (P < 0.05, 0.01, 0.001), lowering levels 

of interleukin-1β (IL-1β), IL-6 and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in liver tissue (P < 0.05, 0.01, 0.001), enhancing the activities of 

antioxidant enzymes such as glutathione peroxidase (GSH-Px), and decreasing MDA level (P < 0.05, 0.01, 0.001). Morroniside also 

significantly improved the disordered arrangement of hepatic cords and vacuolation of hepatic cytoplasm in mice with cisplatin-induced 

hepatotoxicity, restored necrosis in some cells, and reduced the massive infiltration of inflammatory cells. At the molecular level, 

morroniside inhibited ferroptosis by regulating GPX4 expression (P < 0.01), and attenuated oxidative stress by up-regulating Nrf2 

and HO-1 expressions (P < 0.05, 0.01, 0.001), thereby inhibiting cisplatin-induced liver injury. The results of in vitro experiments 

were consistent with those of in vivo experiments, morroniside significantly relieved cisplatin-induced oxidative stress and ferroptosis 

in AML12 cells. Conclusion  Morroniside alleviates cisplatin-induced hepatotoxicity by suppressing oxidative stress and ferroptosis 

through the regulation of the Nrf2/HO-1 axis and up-regulation of GPX4 expression. 

Key words: morroniside; cisplatin; hepatotoxicity; ferroptosis; Nrf2/HO-1 axis; oxidative stress 

肝脏是重要的代谢和解毒器官，易受酒精、药

物及病毒侵害[1]。顺铂虽具有抗肿瘤作用，但其大

剂量化疗或低剂量重复给药后患者的耳毒性、肾毒

性、肝毒性等不良反应频发，大大限制了顺铂在临

床上的广泛应用[2]。肝毒性的发生可能是因为顺铂

在肝内蓄积，引发炎症与氧化应激等不良反应，导

致肝功能损伤[3]。肝毒性在组织学上表现为肝索紊

乱、局部性炎性病变和坏死；血清指标表现为天冬

氨酸氨基转移酶（（aspartate aminotransferase，AST）、

丙氨酸氨基转移酶（（alanine aminotransferase，ALT）

活性及血清胆红素等水平升高，进而出现黄疸等肝

功能不良的症状[4]。目前，顺铂的耳毒性和肾毒性

已进入动物和临床研究阶段，但肝毒性尚未引起足

够重视，值得进行探究。 

脂质过氧化和铁死亡在药物性肝损伤模型中

起着核心作用[5]。Yamada 等[6]发现给予小鼠高浓度

（（10 mmol/L）对乙酰氨基酚时，铁死亡抑制剂

ferrostatin-1（（Fer-1）可显著减轻血清 ALT、AST活

性的升高与组织坏死，并抑制脂质过氧化标志物积

聚，明显减轻肝细胞损伤。而顺铂进入体内结合谷

胱甘肽后形成共轭物，导致谷胱甘肽耗竭及活性氧

（（reactive oxygen species，ROS）积累，谷胱甘肽过

氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）、超氧

化物歧化酶（（superoxide dismutase，SOD）等抗氧化

酶体系功能受损，细胞内发生明显的氧化应激[7]。

氧化应激条件下，机体通过核因子 E2 相关因子 2

（（nuclear factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）/血

红素加氧酶-1（（heme oxygenase-1，HO-1）轴调控细

胞铁代谢、减少游离铁积累，从而抑制铁死亡的发

生[8]。但为了防止过度的抗氧化反应，肿瘤蛋白 53

（（tumor protein 53，p53）可通过促进 Nrf2的降解来

对其活性进行负反馈调节[9]。研究发现，通过激活

溶质载体家族 7 成员 11（solute carrier family 7 

member 11，SLC7A11）和谷胱甘肽过氧化物酶 4

（（glutathione peroxidase 4，GPX4）等因子能够抑制

细胞铁死亡，从而缓解酒精过量触发的肝损伤[10]。

因此靶向铁死亡相关机制为肝损伤的预防和治疗

提供了新的潜在策略。 

中医学认为，顺铂毒性易耗气伤阴，致机体元

气大衰，形成脾湿中阻、肾阴亏虚的证候，肝失濡

养（（肝肾同源），肝络受损[11]，中医药在临床上治疗

肝损伤也取得了一定的研究进展。莫诺苷是从山茱

萸 Cornus officinalis Sieb. et Zucc.中提取的环烯醚萜

苷类化合物，具有抗炎、抗氧化等活性[12]。研究表

明，莫诺苷通过提高 Nrf2、HO-1 蛋白表达，减轻

氧化应激以保护雷公藤甲素诱导的肝细胞凋亡[13]。

但目前莫诺苷对顺铂肝毒性的作用机制尚无研究

报道。因此，本研究通过体内外实验阐明莫诺苷是

否通过减轻氧化应激和干预铁死亡相关通路来改

善顺铂诱导的肝损伤。 
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1  材料 

1.1  动物与细胞 

SPF级雄性 C57BL/6J小鼠 60只，6周龄，购

自杭州启真实验动物科技有限公司，生产许可证号

SCXK（（浙）2019-0005。小鼠饲养在浙江海洋大学

实验动物房 SPF屏障系统中，饲养期间自由饮食与

饮水。动物实验经浙江海洋大学实验动物伦理委员

会批准（批准号 2023109）。 

小鼠正常肝细胞 AML12（（批号 CL-0602）购自

武汉普诺赛生命科技有限公司。 

1.2  药品与试剂 

莫诺苷（（批号 B20872，质量分数≥98%）购自

上海源叶生物科技有限公司；顺铂（（批号 QE1202）

购自合肥千盛生物科技有限公司；氨磷汀（批号

BD61657）购自上海毕得医药科技股份有限公司；

铁死亡抑制剂 Fer-1（（批号 GC10380）、铁死亡诱导

剂 erastin（（批号 GC16630）购自上海宏叶生物科技

有限公司；ALT检测试剂盒（（批号 C009-3-2）、AST

检测试剂盒（批号 C010-2-1）、胆碱酯酶

（（cholinesterase，CHE）检测试剂盒（批号 C019-2-

1）、白蛋白（（albumin，ALB）检测试剂盒（（批号 A028-

2-1）、总胆红素（（total bilirubin，TBIL）检测试剂盒

（（批号 C019-1-1）、直接胆红素（direct bilirubin，

DBIL）检测试剂盒（（批号 C019-2-1）、γ-谷氨酰转移

酶（γ-glutamyl transferase，γ-GT）检测试剂盒（批

号 C017-2-1）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）

检测试剂盒（（批号 A003-1-2）、SOD检测试剂盒（（批

号 A001-3-2）、过氧化氢酶（（catalase，CAT）检测试

剂盒（批号 A007-1-1）、总抗氧化能力（ total 

antioxidant capacity，T-AOC）检测试剂盒（批号

A015-2-1）、GSH-Px检测试剂盒（批号 A006-2-1）

均购自南京建成生物工程研究所；白细胞介素-6

（（interleukin-6，IL-6）ELISA试剂盒（（批号 E-MSEL-

M001）、IL-1β ELISA试剂盒（（批号 E-MSEL-M003）、

肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）

ELISA 试剂盒（批号 E-MSEL-M002）均购自武汉

伊莱瑞特生物科技股份有限公司；GPX4 抗体（批

号 67763-1-Ig）、铁蛋白轻链（ferritin light chain，

FTL）抗体（（批号 10727-1-AP）、SLC7A11抗体（（批

号 26864-1-AP）、p53抗体（（批号 10442-1-AP）、Kelch

样 ECH 相关蛋白 1（Kelch-like ECH-associating 

protein 1，Keap1）抗体（批号 10503-2-AP）、Nrf2

抗体（（批号 16396-1-AP）、HO-1抗体（（批号 10701-

1-AP）、NAD(P)H 醌氧化还原酶 1[NAD(P)H 

dehydrogenase quinone 1，NQO1]抗体（（批号 11451-

1-AP）、谷氨酰半胱氨酸合成酶调节亚基（（glutamate-

cysteine ligase modifier subunit，GCLM）抗体（（批号

14241-1-AP ）、 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（（ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）抗体（（批号 60004-1-Ig）均购自武汉三鹰

生物技术有限公司；p62抗体（（批号 AF0279）、JC-

1线粒体膜电位检测试剂盒（（批号 C2006）、ROS检

测试剂盒（批号 S0033S）、柠檬酸抗原修复液（批

号 P0081）、DAB显色试剂盒（（批号 P0202）均购自

上海碧云天生物技术有限公司；核受体共激活因子

4（（nuclear receptor coactivator 4，NCOA4）抗体（（批

号 abs147274）、驴抗兔 IgG-AF594荧光抗体（（批号

abs20021）、驴抗鼠 IgG-AF488 荧光抗体（批号

abs20014）均购自上海爱必信生物科技公司；HRP

标记的山羊抗兔 IgG抗体（（批号 HKS23303）、HRP

标记的山羊抗小鼠 IgG抗体（批号 HKS23301）均

购自杭州浩克生物科技有限公司；吖啶橙-溴化乙啶

（（acridine orange/ethidium bromide，AO/EB）双染色

试剂盒（批号 CA1140）、高效 RIPA裂解液（批号

R0010）、牛血清白蛋白（批号 A8020）、亚铁离子

（（Fe2+）试剂盒（批号 BC5415）均购自北京索莱宝

科技有限公司。 

1.3  仪器 

Mini Sub Cell型电泳系统、Spectra Max型多功

能酶标仪（（美国 Bio-Rad公司）；CX31型光学显微

镜、CKX41型倒置显微镜（日本 Olympus公司）；

FORMA991 型−80 ℃超低温冰箱、Foema3111 型

37 ℃恒温CO2培养箱（（美国Thermo Fisher Scientific

公司）；CF16RX Ⅱ型高速低温离心机（日本日立公

司）；YD-335-HJ 型切片机（益迪医疗设备有限公

司）；Fluor Chem FC3型化学发光成像分析系统（（美

国 Protein Simple公司）；SK-0180-S型回旋平板振

荡器（美国赛洛捷克 Scilogex 公司）；Axio Imager 

A2型荧光显微镜（德国卡尔蔡司公司）。 

2  方法 

2.1  体内实验 

2.1.1  动物分组、顺铂诱导肝毒性模型的构建与给

药  60只 C57BL/6J小鼠适应性饲养 7 d后，随机

分为对照组、模型组、氨磷汀（10 mg/kg）组和莫

诺苷低、高剂量（10、20 mg/kg）组，每组 12只。

除对照组外，其余各组小鼠每隔 7 d于下午 ip顺铂
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（7 mg/kg）共 4次以诱导肝损伤模型[14]。在造模的

基础上，各给药组小鼠每天上午 ip 氨磷汀或 ig 莫

诺苷，对照组和模型组 ig等体积的蒸馏水。第 5周

实验结束时，小鼠禁食不禁水 12 h，称定质量，麻

醉后眼球取血，静置 1 h后，于 4 ℃、1 400×g离

心 10 min，收集上层血清，于−80 ℃冰箱保存，后

续用于生化分析。颈椎脱臼法处死小鼠，取肝脏组

织，肝脏左叶用 4%多聚甲醛固定，剩余肝脏储存在

−80 ℃以用于进一步实验。 

2.1.2  血清肝功能指标的检测  取小鼠血清，按说

明书进行操作，采用多功能酶标仪测定血清中

ALT、AST、γ-GT、CHE活性及 ALB、TBIL、DBIL

水平。 

2.1.3  肝脏苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）

染色  将固定后的肝脏，常规脱水后石蜡包埋，切

成 5 μm厚的切片。脱蜡至水后进行 HE染色，于光

学显微镜下观察并拍照。 

2.1.4  肝脏 MDA水平及抗氧化酶活性的检测  取

小鼠肝脏组织，加入 9倍量的 PBS溶液，冰上研磨

制备肝脏组织匀浆，按照试剂盒说明书检测肝脏组

织 MDA 水平及抗氧化酶 SOD、GSH-Px、CAT 和

T-AOC活性。 

2.1.5  肝脏炎症因子水平的检测  取小鼠肝脏组

织，加入 9倍量的 RIPA裂解液，冰上研磨制备 10%

肝脏组织匀浆，离心取上清。按照 ELISA试剂盒说

明书检测肝脏组织炎症因子 IL-6、IL-1β 和 TNF-α

的水平。 

2.1.6  肝脏普鲁士蓝染色和 Fe2+水平的检测  取肝

脏组织石蜡切片，常规脱蜡至水，按照普鲁士蓝染

色试剂盒说明书进行染色，于光学显微镜观察并拍

照。按 2.1.5”项下方法制备肝脏组织匀浆，离心

取上清，按照试剂盒说明书检测肝脏组织 Fe2+水平。 

2.1.7  免疫组化检测肝脏组织Nrf2和HO-1蛋白表

达  取肝脏组织石蜡切片，脱蜡至水，3% H2O2室

温处理 10 min，加入 1×柠檬酸钠抗原修复液煮沸

30 min，5%牛血清白蛋白封闭 30 min，滴加多克隆

抗体 Nrf2（1∶200）和单克隆抗体 HO-1（1∶200），

4 ℃孵育过夜；滴加相应二抗（1∶1 000），室温孵

育 1 h，采用 DAB试剂盒染色 5～10 min，苏木素

染色 3 min，封片后于光学显微镜下观察蛋白表达，

并采用 Image J软件对 Nrf2和 HO-1的阳性表达进

行分析。 

2.1.8  Western blotting检测肝脏组织 Nrf2/GPX4信

号通路相关蛋白的表达  取肝脏组织，加入 RIPA裂

解液提取蛋白，蛋白样品经 10%十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，于 5%脱脂牛

奶中室温封闭 1 h，分别加入 GAPDH（1∶50 000）、

GPX4（1∶3 000）、FTL（1∶3 000）、SLC7A11（1∶

1 000）、p53（1∶10 000）、Keap1（1∶5 000）、NCOA4

（1∶1 000）、Nrf2（1∶3 000）、HO-1（1∶3 000）、

NQO1（1∶4 000）、GCLM（1∶3 000）、p62（1∶

1 000）抗体，4 ℃孵育过夜；次日，加入相应二抗，

室温孵育 1 h，采用化学发光成像分析系统检测蛋

白表达情况。 

2.2  体外实验 

2.2.1  细胞活力的测定  将 AML12细胞接种于 96

孔板中，随后分别给予不同浓度的莫诺苷（0.1、0.5、

1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0、100.0 μmol/L）、

顺铂（0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、

50.0 μmol/L）、erastin（0.01、0.02、0.05、0.10、0.20、

0.50、1.00、2.00、5.00、10.00、20.00、50.00 μmol/L）

或 Fer-1（0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0、100.0 

μmol/L）处理 24 h。处理结束后，每孔加入 10 μL 

CCK-8试剂，37 ℃孵育 1 h。随后采用酶标仪在 450 

nm波长下测定吸光度（A）值，以评估细胞活力。 

2.2.2  细胞分组与给药  取对数生长期的 AML12

细胞，以 5×103个/孔接种于 96孔板，培养过夜。

设置对照组、顺铂组（2 μmol/L顺铂）、铁死亡诱

导组（1 μmol/L erastin）、顺铂治疗组（2 μmol/L顺

铂＋5 μmol/L莫诺苷）、铁死亡抑制组（2 μmol/L顺

铂＋5 μmol/L Fer-1）、铁死亡治疗组（1 μmol/L 

erastin＋5 μmol/L莫诺苷）。细胞用顺铂预处理 6 h

建立模型，随后再给予莫诺苷、erastin 或 Fer-1 干

预 24 h，进行后续检测。 

2.2.3  ROS 与线粒体膜电位的测定  按照 JC-1 染

色试剂盒说明书操作，检测细胞中 ROS水平，并测

定线粒体膜电位的变化。 

2.2.4  细胞抗氧化和 Fe2+水平的检测  收集细胞上

清，按照试剂盒说明书检测 CAT、T-AOC、GSH-Px、

SOD活性及MDA、Fe2+水平。 

2.2.5  细胞炎症因子水平的检测  收集细胞，加入

含有 1%蛋白酶抑制剂的细胞裂解液 50 μL，冰上裂

解 30 min，4 ℃、12 000 r/min离心 10 min，取上清

液，采用 BCA试剂盒检测蛋白浓度，按照试剂盒说

明书检测 IL-6、IL-1β、TNF-α水平。 

2.2.6  AO/EB 双荧光染色  采用 AO/EB 双染色试
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剂盒进行细胞染色，荧光显微镜采集荧光图像，采

用 Image J软件对荧光强度进行定量分析。 

2.2.7  免疫荧光检测 GPX4 和 Nrf2 蛋白表达  细

胞固定、透化，加入 GPX4（1∶200）和 Nrf2（1∶

200）一抗，4 ℃孵育过夜；加入荧光二抗，室温孵

育 30 min，DAPI染色 5 min。荧光显微镜采集免疫

荧光图像，采用 Image J软件对 GPX4和 Nrf2的表

达进行定量分析。 

2.3  统计学分析 

所有实验均重复 3次，采用 GraphPad Prism 8.3

软件对数据进行统计分析，结果以 x s 表示。两组

间比较用非配对 Student t检验，多组间比较用单因

素方差分析（ANOVA），进一步两两比较用 Tukey

检验。 

3  结果 

3.1  莫诺苷对顺铂诱导的肝毒性小鼠模型肝功能

指标的影响 

肝功能指标异常通常是肝脏损伤的标志之一，

二者密切相关[15]。如图 1所示，与对照组比较，模

型组小鼠血清中 ALT、AST、γ-GT活性及 DBIL、

TBIL水平显著升高（（P＜0.001），CHE活性及 ALB

水平显著降低（（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，各

给药组小鼠血清中 ALT、AST、γ-GT活性及 DBIL、

TBIL水平显著降低（（P＜0.05、0.01、0.001），CHE

活性及 ALB水平显著升高（（P＜0.05、0.01），其中

莫诺苷高剂量组对 ALT、AST的改善作用显著优于

莫诺苷低剂量组（P＜0.01）。提示莫诺苷能有效改

善顺铂诱导的肝毒性小鼠肝脏损伤。 

 

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；与莫诺苷低剂量组比较：△P＜0.05  

△△P＜0.01  △△△P＜0.001，图 3～5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; △P < 0.05  △△P < 0.01  △△△P < 0.001 vs 

morroniside low-dose group, same as Figs. 3—5. 

图 1  莫诺苷对顺铂诱导的肝毒性小鼠模型肝功能指标的影响 ( x s , n = 12) 

Fig. 1  Effect of morroniside on liver function indicators in mice with cisplatin-induced hepatotoxicity ( x s , n = 12)

3.2  莫诺苷对顺铂诱导的肝毒性小鼠模型肝脏组

织病理变化的影响 

如图 2所示，对照组小鼠肝小叶结构清晰，肝

索和肝血窦围绕中央静脉排列。模型组则见肝索排

列紊乱，细胞质出现空泡，部分细胞坏死，且伴随

着明显的炎症细胞的浸润。与模型组比较，氨磷汀

组小鼠肝索排列有所恢复，细胞质空泡和炎症细胞

浸润减少；给予不同剂量的莫诺苷干预后，肝小叶

结构接近正常，肝细胞质中的空泡明显减少，肝细

胞坏死现象明显减轻，少见炎症细胞的浸润。提示

莫诺苷一定程度上可以改善顺铂诱导的肝毒性小

鼠肝脏组织结构损伤。 

3.3  莫诺苷对顺铂诱导的肝毒性小鼠模型氧化应

激和炎症反应的影响 

如图 3-A所示，与对照组比较，模型组小鼠肝

脏组织中 T-AOC、CAT、SOD、GSH-Px 活性显著

降低（（P＜0.05、0.01、0.001），MDA水平显著升高

（（P＜0.001）；与模型组比较，各给药组小鼠肝脏组 
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图 2  莫诺苷对顺铂诱导的肝毒性模型小鼠肝脏组织病理变化的影响 

Fig. 2  Effect of morroniside on pathological changes in liver tissue of mice with cisplatin-induced hepatotoxicity 

 

图 3  莫诺苷对顺铂诱导的肝毒性模型小鼠氧化应激 (A) 和炎症反应 (B) 的影响 ( x s , n = 12) 

Fig. 3  Effect of morroniside on oxidative stress (A) and inflammatory response (B) in mice with cisplatin-induced 

hepatotoxicity ( x s , n = 12) 

织中 T-AOC、SOD、GSH-Px 活性显著升高（P＜

0.05、0.01、0.001），MDA水平显著降低（（P＜0.05、

0.01、0.001），氨磷汀组和莫诺苷高剂量组 CAT活

性显著升高（（P＜0.05、0.01）；与莫诺苷低剂量组比

较，莫诺苷高剂量组 T-AOC和 SOD活性显著升高

（（P＜0.05、0.01），MDA水平显著降低（（P＜0.05）。

提示莫诺苷能够缓解顺铂诱导的肝毒性小鼠肝脏

的氧化应激损伤。 

如图 3-B所示，与对照组比较，模型组小鼠肝

脏组织中 IL-1β、IL-6、TNF-α水平显著升高（P＜

0.05、0.001）；与模型组比较，各给药组小鼠肝脏组

织中 IL-1β、IL-6、TNF-α水平均显著降低（（P＜0.05、

0.01、0.001），其中莫诺苷高剂量组 IL-6、TNF-α水

平显著低于莫诺苷低剂量组（（P＜0.05、0.01）。提示

莫诺苷对顺铂诱导的肝毒性模型小鼠的炎症反应

具有抑制作用。 

3.4  莫诺苷对顺铂诱导的肝毒性模型小鼠肝脏组

织 Nrf2/HO-1 通路相关蛋白表达的影响 

如图 4-A所示，与对照组比较，模型组小鼠肝

脏组织中 Keap1蛋白表达水平显著升高（（P＜0.05），

Nrf2、HO-1、NQO1、GCLM蛋白表达水平显著降

低（（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，各给药组小鼠

肝脏组织中 Keap1 蛋白表达水平显著降低（P＜

0.05、0.01），HO-1、NQO1蛋白表达水平显著升高 
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A-Western blotting检测 Nrf2/HO-1通路相关蛋白表达；B-免疫组化检测 Nrf2和 HO-1蛋白表达。 

A-expressions of Nrf2/HO-1 pathway related proteins detected by Western blotting; B-expressions of Nrf2 and HO-1 proteins detected by 

immunohistochemistry. 

图 4  莫诺苷对顺铂诱导的肝毒性模型小鼠肝脏组织 Nrf2/HO-1 通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 12) 

Fig. 4  Effect of morroniside on Nrf2/HO-1 pathway related protein expressions in liver tissue of mice with cisplatin-induced 

hepatotoxicity ( x s , n = 12)

（（P＜0.05、0.01、0.001），氨磷汀组和莫诺苷高剂量

组 Nrf2、GCLM蛋白表达水平显著升高（（P＜0.05、

0.01、0.001）；与莫诺苷低剂量组比较，莫诺苷高剂

量组 Nrf2 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01），而

Keap1蛋白表达水平显著降低（P＜0.05）。 

肝脏免疫组化的结果如图 4-B所示，与对照组

比较，模型组小鼠肝脏组织中 Nrf2、HO-1 蛋白阳

性表达显著降低（（P＜0.001）；与模型组比较，各给

药组小鼠肝脏组织中 Nrf2、HO-1 阳性表达显著升

高（P＜0.05、0.01、0.001），其中莫诺苷高剂量组

Nrf2、HO-1阳性表达水平显著高于莫诺苷低剂量组

（（P＜0.05、0.01）。提示莫诺苷可能通过调控 Nrf2/ 

HO-1 轴来缓解顺铂诱导的肝毒性模型小鼠氧化应

激损伤。 

3.5  莫诺苷对顺铂诱导的肝毒性模型小鼠肝脏铁

含量及铁死亡通路相关蛋白表达的影响 

如图 5-A所示，与对照组比较，模型组小鼠肝

脏组织中普鲁士蓝染色蓝色沉积明显增多，并伴随

Fe2+含量显著升高（（P＜0.01）；与模型组比较，氨磷

汀组和莫诺苷高剂量组小鼠肝脏组织中蓝色沉积

明显降低，并伴随 Fe2+含量显著降低（P＜0.05、

0.01）。 

如图 5-B所示，与对照组比较，模型组小鼠肝

脏组织中 p62、FTL、NCOA4、p53蛋白表达水平显 
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A-普鲁士蓝染色（×200）和 Fe2+试剂盒检测肝脏内铁含量；B-Western blotting检测铁死亡信号通路相关蛋白表达。 

A-iron content in liver by Prussian blue staining (× 200) and Fe2+ kit; B-ferroptosis signaling pathway related protein expressions detected by Western 

blotting. 

图 5  莫诺苷对顺铂诱导的肝毒性模型小鼠肝脏组织铁死亡的影响 ( x s , n = 12) 

Fig. 5  Effect of morroniside on ferroptosis in liver tissue of mice with cisplatin-induced hepatotoxicity ( x s , n = 12) 

著升高（P＜0.05、0.01），GPX4和 SLC7A11蛋白

表达水平显著降低（（P＜0.05、0.001）；与模型组比

较，各给药组小鼠肝脏中 NCOA4蛋白表达水平显

著降低（（P＜0.05、0.01、0.001），GPX4和 SLC7A11

蛋白表达水平显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），

氨磷汀组和莫诺苷高剂量组 p62、FTL、p53蛋白表

达水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）；与莫诺

苷低剂量组比较，莫诺苷高剂量组 FTL、NCOA4表

达水平显著降低（P＜0.05、0.01），SLC7A11蛋白

表达水平显著升高（P＜0.01）。提示莫诺苷可能通

过调控 GPX4/SLC7A11 通路来缓解顺铂诱导的肝

毒性模型小鼠肝脏铁死亡。 

3.6  莫诺苷对AML12 细胞损伤模型细胞活力的影响 

如图 6-A所示，不同浓度的莫诺苷、顺铂、铁

死亡诱导剂 erastin和铁死亡抑制剂 Fer-1对AML12

细胞活力的影响不同。与对照组比较，0.1～20.0 

μmol/L的莫诺苷和 0.1～10.0 μmol/L的 Fer-1对细

胞无明显影响，50.0～100.0 μmol/L 的莫诺苷和

20.0～100.0 μmol/L的 Fer-1可使 AML12细胞活力

降低（P＜0.05），但细胞活力仍高于 80%，提示莫

诺苷和 Fer-1 安全用药浓度范围较广；与对照组比

较，2.0～50.0 μmol/L的顺铂和 0.50～50.00 μmol/L

的 erastin 显著降低 AML12 细胞活力（P＜0.05、

0.01、0.001），其中浓度高于 2 μmol/L的顺铂和高

于 1 μmol/L的 erastin 会使细胞活力低于 80%。因

此，选择 2 μmol/L顺铂和 1 μmol/L erastin用于后续

建立细胞损伤模型。 

如图 6-B所示，与对照组比较，随着莫诺苷浓

度升高，莫诺苷对 2 μmol/L顺铂和 1 μmol/L erastin

导致的细胞活力下降的恢复作用先显著增强（P＜

0.05、0.01、0.001），随后显著减弱（（P＜0.01、0.001），

其中 5 μmol/L莫诺苷对 2 μmol/L顺铂和 1 μmol/L 

erastin导致的细胞活力下降的恢复效果最接近对照

组；与对照组比较，随着 Fer-1 浓度升高，莫诺苷

对 2 μmol/L 顺铂导致的细胞活力下降的恢复作用

先显著增强（（P＜0.05、0.01），随后显著减弱（（P＜

0.01、0.001），其中 5 μmol/L Fer-1对 2 μmol/L顺铂

导致的细胞活力下降的恢复效果最接近对照组。提

示可用 5 μmol/L莫诺苷和 Fer-1对 2 μmol/L顺铂和

1 μmol/L erastin导致的细胞损伤进行保护。 
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与对照组比较：&P＜0.05  &&P＜0.01  &&&P＜0.001。 

&P < 0.05  &&P < 0.01  &&&P < 0.001 vs control group. 

图 6  不同浓度的莫诺苷、顺铂、erastin、Fer-1 对 AML12 细胞活力的影响 (A) 和不同浓度的莫诺苷、Fer-1 对顺铂、

erastin 诱导的细胞损伤的作用 (B) ( x s , n = 6) 

Fig. 6  Effects of different concentrations of morroniside, cisplatin, erastin, Fer-1 on viability of AML12 cells (A) and effects 

of different concentrations of morroniside and Fer-1 on cisplatin and erastin-induced cell damage (B) ( x s , n = 6)

3.7  莫诺苷对 AML12 细胞损伤模型细胞形态和

ROS 水平的影响 

如图 7所示，与对照组比较，顺铂组和 erastin

组视野下均可见贴壁 AML12 细胞明显较少，漂浮

的死细胞较多，并伴随 ROS荧光强度增强；与顺铂

组比较，顺铂＋莫诺苷组和顺铂＋Fer-1组贴壁细胞

数量较多，死细胞数量较少，ROS荧光强度明显减

弱；与 erastin组比较，erastin＋莫诺苷组可见贴壁

细胞明显较多，死细胞数量较少，ROS荧光强度明

显减弱。提示莫诺苷能够改善顺铂和 erastin诱导的

细胞内 ROS累积，并在一定程度上改善细胞损伤，

提高细胞存活率；同时 Fer-1 能够改善顺铂诱导的 

 

图 7  莫诺苷对 AML12 细胞损伤模型细胞形态 (A) 和 ROS 水平 (B) 的影响 (×200) 

Fig. 7  Effect of morroniside on cell morphology (A) and ROS level (B) in AML12 cell injury model (× 200) 
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细胞内 ROS累积和细胞损伤，与莫诺苷效果一致。 

3.8  莫诺苷对AML12细胞损伤模型抗氧化水平和

线粒体膜电位的影响 

如图 8-A所示，与对照组比较，顺铂组和 erastin

组抗氧化指标 SOD、CAT、GSH-Px 的活性显著降

低（（P＜0.05、0.01），MDA水平显著升高（（P＜0.01）；

与顺铂组比较，顺铂＋莫诺苷组和顺铂＋Fer-1组抗

氧化指标的活性显著升高（P＜0.05、0.01），MDA水

平显著降低（P＜0.05）；与 erastin组比较，erastin＋

莫诺苷组抗氧化指标的活性显著升高（P＜0.05），

MDA水平显著降低（P＜0.01）。 

如图 8-B所示，与对照组比较，顺铂组和 erastin

组细胞表现出明显的线粒体膜电位下降，线粒体中

JC-1以单体形式存在，绿色荧光增强；与顺铂组比

较，顺铂＋莫诺苷组和顺铂＋Fer-1组线粒体膜电位

恢复，JC-1以聚合物形式存在，橙红色荧光增强；

与 erastin组比较，erastin＋莫诺苷组线粒体膜电位

升高，与其他给药组效果一致。提示莫诺苷能够升

高顺铂和 erastin诱导的细胞抗氧化酶活力降低和线

粒体膜电位降低，同时 Fer-1 也能够改善顺铂诱导 

 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与顺铂组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 erastin组比较：△P＜0.05  △△P＜0.01  △△△P＜0.001，图 9、10同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs cisplatin group; △P < 0.05  △△P < 0.01  △△△P < 0.001 vs erastin group, same as Figs. 

9, 10. 

图 8  莫诺苷对 AML12 细胞损伤模型抗氧化水平 (A) 和线粒体膜电位 (B, ×200) 的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 8  Effect of morroniside on antioxidant level (A) and mitochondrial membrane potential (B, × 200) in AML12 cell injury 

model ( x s , n = 6)

的细胞氧化应激损伤。 

3.9  莫诺苷对 AML12 细胞损伤模型炎症因子、

Fe2+水平以及细胞死亡的影响 

如图 9-A所示，与对照组比较，顺铂组和 erastin

组炎症因子 IL-6、IL-1β、TNF-α和 Fe2+水平显著升

高（（P＜0.05、0.01）；与顺铂组比较，顺铂＋莫诺苷

组和顺铂＋Fer-1 组炎症因子和 Fe2+水平显著降低

（（P＜0.05、0.01）；与 erastin组比较，erastin＋莫诺

苷组炎症因子和 Fe2+水平显著降低（（P＜0.05、0.01、

0.001）。 

如图 9-B所示，与对照组比较，顺铂组和 erastin

组细胞受损死亡，仅溴化乙锭能穿透受损细胞膜与

核DNA结合，橙红色荧光增强；与顺铂组比较，顺

铂＋莫诺苷组和顺铂＋Fer-1组细胞恢复活力，吖啶

橙能够穿透健康细胞的细胞膜与细胞核内的 DNA

结合，绿色荧光增强；与 erastin组比较，erastin＋莫

诺苷组细胞活力也有所恢复，与其他给药组效果一

致。提示莫诺苷能够改善顺铂和 erastin诱导的细胞

死亡和炎症反应，并降低受损细胞的 Fe2+水平，同

时 Fer-1也具有相似的效果。 

3.10  莫诺苷对 AML12 细胞损伤模型 Nrf2 和

GPX4 蛋白表达的影响 

如图 10所示，与对照组比较，顺铂组和 erastin

组细胞内 Nrf2 和 GPX4 蛋白表达水平均显著降低 
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图 9  莫诺苷对 AML12 细胞损伤模型炎症因子、Fe2+水平 (A) 以及细胞死亡 (B, ×200) 的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 9  Effect of morroniside on inflammatory cytokines, Fe²⁺ levels (A) and cell death (B, × 200) in AML12 cell injury model 

( x s , n = 6) 

 

蓝色荧光为 DAPI，红色荧光为 Nrf2，绿色荧光为 GPX4。 

Blue fluorescence is DAPI, red fluorescence is Nrf2, and green fluorescence is GPX4. 

图 10  莫诺苷对 AML12 细胞损伤模型 Nrf2 和 GPX4 蛋白表达的影响 (×200; x s , n = 6) 

Fig. 10  Effect of morroniside on Nrf2 and GPX4 protein expressions in AML12 cell injury model (× 200; x s , n = 6) 
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（（P＜0.05、0.01）；与顺铂组比较，顺铂＋莫诺苷组

和顺铂＋Fer-1组 Nrf2和 GPX4蛋白表达水平显著

升高（P＜0.01）；与 erastin 组比较，erastin＋莫诺

苷组细胞蛋白表达水平变化与顺铂给药组趋势一

致（（P＜0.01）。提示莫诺苷通过升高细胞内 Nrf2和

GPX4 水平来缓解顺铂和 erastin 诱导的细胞铁死

亡，同时 Fer-1 也能够改善顺铂诱导的细胞氧化应

激损伤和铁死亡。 

4  讨论 

顺铂是一种小分子，能够轻易穿透细胞膜并进

入细胞核，改变 DNA 结构。尽管顺铂诱导肝毒性

的病理生理机制尚未被充分阐明，但氧化应激[16]和

铁死亡[17]是肝损伤的重要诱导因素。研究表明，顺

铂会使肝组织中脂质过氧化标志物 MDA 水平升

高，并减少肝组织中抗氧化标志物谷胱甘肽水平降

低[18]。在氧化应激状态下，通常存在 ROS过度生成

或抗氧化系统功能受损的情况。研究发现单次注射

10 mg/kg 的顺铂诱导肝毒性，血清肝功能指标

（（ALT、AST、ALP）显著升高，肝细胞水肿、坏死、

炎症细胞浸润，促炎因子水平显著上升[19]。 

中药在顺铂所致的肝损伤保护中具有独特的

优势，如灵芝天然提取物在大鼠顺铂模型中可以降

低 ALT、AST活性及 TBIL水平，抑制高迁移率族

蛋白 B1（ high mobility group box-1 protein，

HMGB1）、TNF‑α等炎症因子表达，同时升高谷胱

甘肽水平和 SOD活性，改善肝脏组织结构损伤[20]。

而山茱萸中的天然提取物莫诺苷具有抗氧化活性，

能够清除自由基，具有潜在的肾脏保护作用[21]。但

莫诺苷在改善顺铂诱导的肝毒性方面的具体作用

尚未有明确报道。本研究通过体内外实验探讨了莫

诺苷对顺铂诱导小鼠肝损伤和 AML12 细胞毒性的

影响，并在分子水平上阐明了其可能的保护作用机

制。体内研究结果表明，莫诺苷对顺铂诱导的小鼠

肝损伤具有显著的改善作用，具体表现为肝功能相

关指标如 ALT、AST、γ-GT、DBIL和 TBIL显著下

降，CHE 和 ALB 水平明显升高；小鼠肝脏组织结

构恢复，肝小叶结构清晰，细胞质空泡和炎症细胞

浸润显著减少；炎症因子 IL-6、IL-1β和 TNF-α的

水平明显降低。在抗氧化水平上，因顺铂对含巯基

化合物具有较高亲和力，尤其谷胱甘肽这一关键抗

氧化分子在与顺铂结合后被耗竭，削弱了机体的抗

氧化防御功能[22]。谷胱甘肽的减少促使 ROS积聚，

进而加剧氧化损伤；同时，脂质过氧化产物如MDA

的持续积累亦进一步加重细胞损伤[23]。本研究发

现，模型组小鼠表现为 MDA水平升高，抗氧化酶

（（SOD、GSH-Px、CAT）活性降低，与既往报道一

致。莫诺苷干预显著降低了 ROS 生成和 MDA 水

平，同时恢复了抗氧化酶活性，这些结果在 AML12

细胞模型中亦得到了验证。 

转录因子 Nrf2 在调节抗氧化基因表达和抵御

氧化应激方面发挥重要作用。Okkay等[24]发现顺铂

显著抑制肝脏 Nrf2/HO‑1表达，而熊果苷干预后恢

复 Nrf2/HO‑1水平，同时改善 ALT、AST等肝功能，

抑制炎症及凋亡通路。本研究中，模型组小鼠肝脏

组织 Nrf2及其下游蛋白（（如 HO-1、NQO1、GCLM）

表达下调，而 Nrf2 抑制因子 Keap1 表达上调。莫

诺苷干预后显著逆转了上述蛋白表达变化，表明莫

诺苷可通过激活 Nrf2 通路缓解氧化应激导致的肝

损伤。 

铁死亡的主要特征是细胞内铁和 ROS 水平升

高。铁代谢异常导致铁过量积聚，通过 Fenton反应

产生 ROS，激活脂氧合酶，促进脂质过氧化[25]。细

胞对铁死亡的敏感性受铁代谢相关蛋白表达水平

的影响。FTL 作为铁稳态的关键调控因子，其水

平反映细胞内铁储存量，是细胞铁过载的标志物

之一[26]。除铁储存功能外，FTL水平还可影响铁死

亡敏感性。FTL通过铁蛋白自噬与 NCOA4相互作

用，将储存铁释放至细胞内[27]，但在氧化应激或化

疗环境下，NCOA4 的识别功能可能遭到破坏，

NCOA4的负反馈机制可能失效。Song等[28]研究发

现，FTL高表达会增加细胞内铁水平并增强对铁死

亡的敏感性。此外，自噬适配蛋白 p62也通过调节

铁蛋白降解参与铁代谢，进而影响铁释放和积聚。

本研究发现，莫诺苷改善了顺铂诱导的细胞内 ROS

累积，顺铂诱导的小鼠肝组织中 p62表达升高，导

致铁蛋白降解、游离铁增加，从而促使 FTL水平升

高。顺铂诱导 NCOA4水平升高，可能是由于顺铂

破坏了 NCOA4的识别功能。但在铁死亡条件下，

尽管 FTL表达上升，其抗氧化能力可能不足以抵御

铁过载和脂质过氧化。 

除了铁代谢通路外，以 GPX4为核心的抗氧化

通路是防止铁死亡的关键机制 [29]。GPX4 和

SLC7A11在铁死亡调控中发挥关键作用。SLC7A11

通过调节细胞内半胱氨酸摄取，间接促进谷胱甘肽

合成，从而增强 GPX4活性[30]。GPX4活性受到抑

制时，会导致脂质过氧化物的积累，触发铁死亡。
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此外，p53 蛋白可抑制 SLC7A11 表达，破坏铁稳

态，诱导铁过载和氧化应激，进而加速铁死亡[31]。

已有研究表明，铁死亡诱导剂 erastin主要通过抑制

Xc⁻系统（半胱氨酸/谷氨酸反向转运系统）发挥作

用，其直接作用靶点即为 SLC7A11 功能亚基[32]。

本研究发现，顺铂处理后小鼠肝组织中出现铁积聚

和铁离子水平的升高，GPX4和 SLC7A11蛋白的表

达下降，而 p53水平升高，说明顺铂通过调控 p53/ 

SLC7A11/GPX4通路破坏抗氧化防御系统，诱导铁

死亡。但莫诺苷干预后上调了肝组织中 SLC7A11和

GPX4蛋白的表达，提示其可能通过增强 SLC7A11

和 GPX4表达、降低脂质过氧化水平、恢复抗氧化

系统，从而抑制铁死亡。此外，在 AML12 细胞中

使用 erastin 诱导铁死亡模型，通过莫诺苷和 Fer-1

的干预进一步验证了莫诺苷通过GPX4抗氧化通路

抑制铁死亡、缓解顺铂肝毒性的作用。 

综上，莫诺苷对顺铂致肝脏毒性的改善作用主

要归因于其抑制氧化应激和铁死亡，这一作用通过

激活 Nrf2/HO-1信号通路以及调控 GPX4/SLC7A11

轴实现，这 2个通路均在细胞内铁稳态维持中起关

键作用。因此，莫诺苷有潜力作为治疗药物用于改

善肝功能、减轻顺铂诱导的肝毒性。未来的研究可

进一步探讨莫诺苷在顺铂诱导的肝损伤中的剂量

相关性效应，以深入理解其潜在的保护机制。 
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