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摘要　目的：观察苹果多酚（ＡｐｐｌｅＰｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ，ＡＰ）对小鼠免疫性肝损伤的保护作用。方法：采用卡介苗联合脂多糖制备小鼠
免疫性肝损伤模型。研究ＡＰ对小鼠肝指数和脾指数，血清中谷草转氨酶（ＡｓｐａｒｔａｔｅＴｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＳＴ）和谷丙转氨酶（Ａｌａｎｉｎｅ
Ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＬＴ）活性，血清总蛋白（ＴｏｔａｌＰｒｏｔｅｉｎ，ＴＰ），白蛋白（Ａｌｂｕｍｉｎ，Ａｌｂ）和白蛋白／球蛋白（Ａ／Ｇ）含量的改善作用，同时
采用ＨＥ染色方法观察ＡＰ对免疫性肝损伤小鼠肝脏病理改变的保护作用。结果：ＡＰ能明显抑制免疫性肝损伤模型小鼠异常
升高的肝指数和脾指数，降低血清中ＡＳＴ活性，不同程度地升高血清中 ＴＰ和 Ａｌｂ的含量，同时对肝组织病理异常变化也有显
著的改善作用。结论：ＡＰ对卡介苗联合脂多糖所致的小鼠免疫性肝损伤具有保护作用。
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　　肝脏是机体排解毒物和代谢的重要器官，易受多
种病原体、毒物及免疫紊乱所累及，引发肝脏疾病，影

响人体正常的生理功能。病毒性肝炎、自身免疫性肝

病等是困扰人类已久的肝脏疾病，多数易由急转慢，长

期可发展至肝纤维化、肝硬化，甚至肝癌等，因此在这

类疾病的早期防治方面，阻止慢性发展过程、保护肝功

能就显得十分关键和重要。虽然这类疾病诱发因素各

有不同，但是目前公认异常免疫应答是这类肝病发病

的重要机制之一［１－２］。因此，利用免疫反应诱导的肝

损伤动物实验模型，从天然产物中寻求能显著减轻肝

损伤，提高肝功能且安全性高的活性成分就具有重要

的现实意义。

苹果多酚（Ａｐｐｌｅｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ，ＡＰ）是苹果中具有
重要生物活性的一类天然多酚类物质，具有强抗氧化、

清除自由基作用［３－４］，在抗癌［５－６］、抗过敏［７－８］、抑

菌［９］、抗炎［１０］和减肥降脂［１１］等方面都表现出良好的

活性。因ＡＰ具有众多活性功能和潜在的开发应用前
景，其研究越来越受到人们的关注。我们前期研究已

经发现 ＡＰ能通过清除自由基、提高机体抗氧化能力
对ＣＣｌ４等所致化学性肝损伤具有显著的改善作
用［１２］。我们利用卡介苗（ＢａｃｉｌｌｕｓＣａｌｍｅｔｔｅ－Ｇｕｅｒｉｎ
ｖａｃｃｉｎｅ，ＢＣＧ）联合脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）方
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法诱导建立小鼠免疫性肝损伤模型，来研究 ＡＰ对免
疫性肝损伤的保护作用。

１　材料与方法
１１　药品　ＡＰ由天津尖峰天然产物研究开发有限公
司提供。含有多酚类物质 ８１２９％，其中绿原酸
１７０８％，原花青素７３１％，根皮苷５１７％。实验时用
蒸馏水配制成所需浓度。联苯双酯滴丸（Ｂｉｆｏｎｄａｔｅ
Ｐｉｌｌｓ，ＢＰ），浙江医药股份有限公司新昌制药厂，批号
０９０７０１。ＢＣＧ，中国生物制品检定检验所，批号：２００８
－７。ＬＰＳ，Ｓｉｇｍａ公司，批号１０３Ｈ０５２４。
１２　动物　昆明种小鼠（雄性）ＳＰＦ级，体质量（２０±
２）ｇ，沈阳药科大学实验动物中心提供，合格证号：
ＳＣＸＫ２００７－００４。适应性饲养２～３ｄ后进行实验。
１３　仪器　美国ＢＨ１３ＭＤ１６００型全自动生化分析仪。
瑞士Ｌ１０４－ＩＣ型电子天平。
１４　动物分组、模型建立及给药　小鼠随机分为 ６
组：溶媒对照组，模型组，阳性药联苯双酯滴丸

（ＢＰ）组，ＡＰ２００、４００和８００ｍｇ／ｋｇ剂量组。采用
ＢＣＧ结合ＬＰＳ制备免疫性肝损伤模型。实验第１ｄ，
除溶媒对照组尾静脉注射等容量生理盐水外，各组小

鼠经尾静脉注射 ＢＣＧ２５ｍｇ／０２ｍＬ／只。溶媒对照
组和模型组灌胃蒸馏水，阳性药组灌胃 ＢＰ２００ｍｇ／
ｋｇ，ＡＰ组灌胃ＡＰ２００、４００或８００ｍｇ／ｋｇ，连续给药
１２ｄ。末次给药后除溶媒对照组尾静脉注射等容量生
理盐水外，其他各组小鼠尾静脉注射脂多糖 ＬＰＳ７５
μｇ／０２ｍＬ／只。
１５　血清 ＡＳＴ，ＡＬＴ，ＴＰ和 Ａｌｂ检测　ＬＰＳ注射１０ｈ
后眶静脉丛取血，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离血清。
全自动生化分析仪测定 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＴＰ和 Ａｌｂ水平，并
计算Ａ／Ｇ值。计算方法如下。

Ａ／Ｇ值＝白蛋白
球蛋白

（球蛋白＝总蛋白－白蛋白）

１６　肝指数和脾指数计算　实验末日动物称重，将动
物处死，取肝和脾称重，计算肝指数和脾指数。计算方

法如下。

肝指数＝肝重
体重

×１００％　脾指数＝脾重
体重

×１００％

１７　肝脏病理学检查　取肝右小叶置于 １０％甲醛
中，固定，ＨＥ染色，进行组织病理学检查，病理变化分
级评价判断标准如下［１３］：根据肝组织炎症、坏死程度，

将肝组织病理改变分五级（０－Ⅳ）；“０”肝细胞形态结
构正常，无损害，无坏死；“Ⅰ”有轻微变性水肿，散在
炎细胞，点状坏死；“Ⅱ”肝细胞坏死呈灶状或片状，占
肝小叶１／３以内，炎症细胞浸润呈灶状；“Ⅲ”肝细胞坏

死呈广泛坏死，占小叶 １／３～１／２，炎症浸润呈片状；
“Ⅳ”肝细胞坏死占小叶１／２以上，重度炎性细胞浸润，
呈片状。

１８　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１３０软件进行统计分
析，实验数据用（珋ｘ±ｓ）表示，采用 Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ
单因素方差分析评价整体性差异，方差齐性用 ＬＳＤ方
法进行组间比较，方差不齐用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓＴ３分析方法
进行组间比较。病理学评分采用秩和检验进行比较。

２　结果
２１　ＡＰ对免疫性肝损伤小鼠肝指数和脾指数的影响

与对照组相比，ＢＣＧ联合 ＬＰＳ所致的免疫性肝损
伤小鼠出现肝指数和脾指数显著升高（Ｐ＜００１）。给
药１２ｄ后，ＡＰ２００、４００和 ８００ｍｇ／ｋｇ均可显著抑制
ＢＣＧ和ＬＰＳ引起的肝、脾指数的升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１）。阳性药ＢＰ２００ｍｇ／ｋｇ同样能显著抑制ＢＣＧ和
ＬＰＳ引起的肝、脾指数的升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。
结果见表１。

表１　ＡＰ对免疫性肝损伤小鼠肝指数和脾指数的影响（珋ｘ±ｓ）

分组 剂量 例数 肝指数（％） 脾指数（％）

溶媒对照 ——— １２ ４８２±０１０ ０５９±００３
ＢＣＧ＋ＬＰＳ２５ｍｇ＋７５μｇ／只 ８ ５６１±０１８ ０７３±００５

ＡＰ ２００ｍｇ／ｋｇ １０ ５１１±０１４△ ０６２±００１△

４００ｍｇ／ｋｇ ８ ５１７±０１５△ ０６３±００２△

８００ｍｇ／ｋｇ ９ ５１１±０１４△ ０６１±００３△△

ＢＰ ２００ｍｇ／ｋｇ ８ ４８９±００８△△ ０５８±００３△

　　注：与溶媒对照组比，Ｐ＜００１；与模型组比，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜
００１。

２２　ＡＰ对免疫性肝损伤小鼠血清 ＡＳＴ和 ＡＬＴ的影
响　ＢＣＧ联合 ＬＰＳ所致的免疫性肝损伤小鼠血清中
ＡＳＴ和ＡＬＴ活性显著升高（Ｐ＜００１），ＡＰ８００ｍｇ／ｋｇ
给药１２ｄ后显著降低 ＢＣＧ联合 ＬＰＳ所致的免疫性肝
损伤小鼠血清中升高的ＡＳＴ活性（Ｐ＜００５）。阳性药
ＢＰ２００ｍｇ／ｋｇ也能使血清中异常升高的 ＡＳＴ和 ＡＬＴ
活性显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜００１）。结果见表２。

表２　ＡＰ对免疫性肝损伤小鼠血清ＡＬＴ和
ＡＳＴ活性的影响（珋ｘ±ｓ）

分组 剂量 例数 ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）

溶媒对照组 ——— １２１１４７７±２９３ ３９５４±３５３
ＢＣＧ＋ＬＰＳ２５ｍｇ＋７５μｇ／只 １２８２２８３±４４８７３７５００±２１７６

ＡＰ ２００ｍｇ／ｋｇ １０６３９５０±４０５３ ３０８８９±８６９６
４００ｍｇ／ｋｇ １２６４５９０±３４７１ ３２１６７０±９３９１
８００ｍｇ／ｋｇ １１５４５３６±５７５４△ ３６０３８±７２４７

ＢＰ ２００ｍｇ／ｋｇ ８５２３００±３７５４△△１６０６２±１３１１△△

　　注：与溶媒对照组比，Ｐ＜００１；与模型组比，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜
００１。

２３　ＡＰ对免疫性肝损伤小鼠血清 ＴＰ、Ａｌｂ和 Ａ／Ｇ比
值的影响　与空白组相比，ＢＣＧ联合 ＬＰＳ所致的肝损
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伤可以显著降低小鼠血清ＴＰ、Ａｌｂ含量及Ａ／Ｇ比值（Ｐ
＜００１），ＡＰ２００、４００ｍｇ／ｋｇ可显著升高血清中 ＴＰ含

量（Ｐ＜００５），ＡＰ４００ｍｇ／ｋｇ可显著升高血清中 Ａｌｂ
含量（Ｐ＜００１）。结果见表３。

表３　ＡＰ对免疫性肝损伤小鼠血清ＴＰ、Ａｌｂ和Ａ／Ｇ活性的影响（珋ｘ±ｓ）

分组 剂量 例数 ＴＰ（ｇ／Ｌ） Ａｌｂ（ｇ／Ｌ） Ａ／Ｇ

溶媒对照组 ——— １２ ６３２２±０８３ ４０６２±０７３ １８４±００７
ＢＣＧ＋ＬＰＳ ２５ｍｇ＋７５μｇ／只 １２ ５０６０±１１１ ３０６５±０４６ １５６±００５

ＡＰ ２００ｍｇ／ｋｇ １０ ５４１９±１３８△ ３２７３±１３３ １５３±００６
４００ｍｇ／ｋｇ １２ ５４８５±１３８△ ３３９１±０８７△△ １６３±００４
８００ｍｇ／ｋｇ １１ ５１１６±０７７ ３２０４±０６７ １６６±００８

ＢＰ ２００ｍｇ／ｋｇ ８ ５２０８±１６６ ３２１５±１２６ １６１±００４

　　注：与溶媒对照组比，Ｐ＜００１；与模型组比，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

２４　病理组织学观察　溶媒对照组病理切片光镜下
观察可见肝小叶结构正常，肝细胞胞浆饱满（图１Ａ），
等级评价为０级（表４）。ＢＣＧ联合ＬＰＳ诱导肝损伤模
型组可见肝小叶图像紊乱，结构不清楚，肝细胞嗜酸性

变性，炎性细胞浸润严重，并伴有大面积点状或片状坏

死（图１Ｂ），等级评价显示模型组损伤程度显著高于溶
媒对照组（Ｐ＜００１）（表４）。ＡＰ２００、４００ｍｇ／ｋｇ组可
见肝组织出现不同程度凝固性坏死，炎性细胞浸润

（图１Ｃ和图１Ｄ），等级评价与模型组相比无统计学意
义（表４）。ＡＰ８００ｍｇ／ｋｇ组肝小叶结构较清晰，炎性
细胞浸润减少，肝细胞坏死面积减少，病变程度明显改

善（图１Ｅ），等级评价较模型组有显著降低（Ｐ＜００５）
（表４）。ＢＰ２００ｍｇ／ｋｇ肝组织亦可见不同程度凝固性
坏死，炎性细胞浸润（图１Ｆ）。

　　Ａ：溶媒对照组；Ｂ：ＢＣＧ＋ＬＰＳ组；Ｃ－Ｅ：ＡＰ２００、４００、８００
ｍｇ／ｋｇ组；Ｆ：ＢＰ２００ｍｇ／ｋｇ组。

图１　各组小鼠代表性的肝脏ＨＥ染色图片（×４００）

表４　ＡＰ对免疫性肝损伤小鼠肝组织病理评分的影响

分组 剂量 例数
肝组织病理分级

０ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ｐ

溶媒对照组 ——— １２ １２ ０ ０ ０ ０
ＢＣＧ＋ＬＰＳ２５ｍｇ＋７５μｇ／只 ８ １ ２ ３ ２ ０ ＜０００１
ＡＰ ２００ｍｇ／ｋｇ １１ ０ ６ ４ １ ０

４００ｍｇ／ｋｇ ８ ３ ２ ２ １ ０
８００ｍｇ／ｋｇ ９ ５ ４ ０ ０ ０ ＜００５

ＢＰ ２００ｍｇ／ｋｇ ８ １ ０ ４ ２ １

　　注：与溶媒对照组比，Ｐ＜０００１；与模型组比，Ｐ＜００５。

３　讨论
病毒性肝炎、自身免疫性肝炎等肝脏疾病严重威

胁人类健康。虽然诱发病因各不相同，但研究显示活

化的淋巴细胞所引起的机体异常免疫反应与病毒性肝

炎和自身免疫性肝病的病理过程相关，机体免疫应答

异常已被公认为是这类疾病发病过程的重要机制之

一［１－２］。以免疫机制诱发的免疫性肝损伤动物实验模

型，因能刺激Ｔ淋巴细胞活化，激活肝内免疫反应，最
终导致肝细胞损伤、坏死，可以很好的模拟肝炎病症的

免疫病理过程，对病毒性肝炎和自身免疫性肝病的研

究具有重要意义［１４］。

ＢＣＧ和ＬＰＳ联合作用诱导的小鼠免疫性肝损伤
模型是常用的研究病毒性肝炎及保肝药物的经典动物

模型［１５－１６］。ＢＣＧ是一种减毒的活性结核杆菌疫苗，
具有抗原性，但不含内毒素，毒性极弱，ＬＰＳ为革兰氏
阴性菌细胞壁主要成分，ＢＣＧ处理后的动物对 ＬＰＳ十
分敏感，能引发以凋亡为特点的肝细胞损伤。ＢＣＧ进
入体内能使 Ｔ淋巴细胞致敏，激活肝中巨噬细胞 －
Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞，引起Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞的聚集和肝内浸润，此
时给予低剂量ＬＰＳ攻击，可激发这些致敏的细胞向肝
中释放对肝细胞有毒性作用的细胞因子 ＴＮＦ－α、白
介素等，从而激活凋亡通路、诱导氧化应激等一系列生

物效应，最终导致肝损伤［１７］。本文采用尾静脉注射

ＢＣＧ刺激１２ｄ后ＬＰＳ诱导攻击的方式制备小鼠免疫
性肝损伤模型。小鼠出现肝脾指数、血清中 ＡＳＴ和
ＡＬＴ活性显著增加升高，血清 ＴＰ、Ａｌｂ含量及 Ａ／Ｇ比
值显著降低，肝细胞中度或重度炎性细胞浸润，存在点

状、灶性坏死等现象，说明在我们的实验条件下成功制

备了小鼠免疫性肝损伤模型。

使用此模型发现 ＡＰ能显著抑制肝脾指数的升
高，不同程度地减少肝功能的异常，表现为降低血清中

ＡＳＴ活性，同时升高血清中ＴＰ和Ａｌｂ的含量。对肝组
织病理变化也有改善作用。本研究首次发现 ＡＰ具有
改善免疫性肝损伤的作用。ＡＰ是苹果中多元酚类物
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质的总称，主要成分包括黄酮类化合物（儿茶素、表儿

茶素、根皮苷、原花青素和槲皮素等），酚酸及羟基酚

酸酯（主要为绿原酸和咖啡酸）和糖类衍生物等［１８］。

由于ＡＰ的众多活性都与其强大的清除自由基和抗氧
化作用相关［１９－２０］，推测ＡＰ改善免疫性肝损伤的作用
也可能与其清除自由基和抗氧化作用相关。具体的机

制值得深入研究。

对于病毒性肝炎和自身免疫性肝病，阻止发病过

程中病程恶化，提高和改善肝功能极为重要，现有的抗

病毒药物或免疫抑制剂虽可从致病原因上遏制疾病发

展，但在改善肝脏病理状态，维持肝细胞结构，提高肝

脏功能等方面并不具有优势，加之不同程度的不良反

应，限制了使用人群。ＡＰ是从苹果皮渣中提取的天然
产物，安全性高。本研究拓宽了 ＡＰ保肝作用的应用
范围，显示出了其良好的应用前景。
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