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摘要　目的：探究山柰酚（ＫＡ）抵抗对乙酰氨基酚（ＡＰＡＰ）诱导的肝细胞损伤的作用。方法：ＣＣＫ８法检测 ＫＡ对肝细胞
活性的影响，检测细胞ＬＤＨ释放比率确定ＡＰＡＰ诱导肝细胞损伤模型的浓度和时间；ＣＣＫ８法检测肝细胞活性，检测肝细
胞释放的ＬＤＨ，观察肝细胞形态评估ＫＡ对对乙酰氨基酚诱导肝细胞损伤的影响；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ｐＪＮＫ、ＪＮＫ、ＥｎｄｏＧ蛋
白表达。结果：本研究采用５ｍｍｏｌ／ＬＡＰＡＰ诱导肝细胞２４ｈ建立药物肝损伤细胞模型。与ＡＰＡＰ组比较，ＫＡ组肝细胞细
胞的形态明显改善，凋亡细胞明显减少（Ｐ＜００１），ＬＤＨ释放比率明显下降（Ｐ＜０００１），ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果表明经ＫＡ治疗
后，肝ｐＪＮＫ和ＥｎｄｏＧ蛋白表达明显下调。结论：该研究表明ＫＡ通过抑制ｐＪＮＫ和ＥｎｄｏＧ来抵抗ＡＰＡＰ诱导肝细胞凋
亡以达到肝细胞的保护作用。
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　　对乙酰氨基酚（Ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ，ＡＰＡＰ）又名扑热
息痛，是常用的解热镇痛药物，也是引起肝功能衰竭

最常见的药物。过量的ＡＰＡＰ在肝脏经过细胞色素
Ｐ４５０酶（主要是ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ１Ａ２）代谢产生的活性
产物Ｎ乙酰基对苯醌亚胺（Ｎａｃｅｔｙｌ４ｂｅｎｚｏｑｕｉｎｏｎｅ
ｉｍｉｎｅ，ＮＡＰＱＩ）是损伤肝细胞的毒素［１］。ＮＡＰＱＩ过
度消耗肝脏还原型谷胱甘肽（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ｒｇｌｕｔａｍｙｌ
Ｃｙｓｔｅｉｎｇｌ＋ｇｌｙｃｉｎｅ，ＧＳＨ），并且ＮＡＰＱＩ与线粒体膜上
蛋白质形成加合物，破坏线粒体结构，进而导致线粒

体氧化应激、线粒体功能障碍和核 ＤＮＡ碎片化，导

致肝细胞坏死［２，３］，最终大量的肝细胞坏死造成急性

肝衰竭。目前 Ｎ乙酰半胱氨酸（ＮＡｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅ
ｉｎｅ，ＮＡＣ）是急性肝衰竭的特定治疗药物，但治疗时
间窗口窄，不少患者因缺乏及早发现肝衰竭的诊断

标志物而错过治疗的最佳时间，最后导致肝衰竭。

对ＡＰＡＰ造成肝损伤严重的病例，唯一的治愈性治
疗选择是肝移植，而前５年存活率约为７０％。因此，
临床上急需替代治疗方案［４５］。那么，开发早期预防

和治疗ＡＰＡＰ导致肝衰竭的药物也具有重要的临床
意义。
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山柰酚（Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ，ＫＡ）属于黄酮类化合物，微
溶于水，溶于热乙醇、乙醚和碱，广泛分布于韭菜、洋

葱、绿豆、南瓜、马铃薯、番茄、草莓等多种蔬菜与水

果，以及连翘、迷迭香、金合欢、银杏叶、含羞草、桂皮

等传统中草药［６］，近年研究表明，ＫＡ具有抗氧化、抗
炎、抗癌、解毒等多种药理活性作用［７１２］，本研究旨

在探究ＫＡ对ＡＰＡＰ诱导肝细胞损伤的影响。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株　人肝源细胞株（ＬＯ２）由中山大学
黄河清教授实验室赠送。

１１２　药物　ＫＡ，纯度≥９８％（南京朗泽科技有限
公司，生产批号：５２０１３８）；ＡＰＡＰ，纯度≥９９％（上
海麦克林生化科技有限公司，货号：１０３９０２）。
１１３　试剂与仪器　ＤＭＥＭ培养基（赛默飞世尔科
技（中国）有限公司，货号：２１６０００３４，Ｇｉｂｃｏ）；胎牛
血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，货号：ＳＶ３００８７０１）；青霉素和
链霉素溶液（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，货号：ＳＶ３００１０）；ＣＣＫ８
试剂盒（艾美捷科技有限公司，货号：ＫＴＣ０１１００１）；
ｔｒｉｔｏｎＸ１００（上海生工生物工程有限公司，生产批
号：９００２９３１）；ＬＤＨ试剂盒（南京建成生物工程研
究所有限公司，货号：Ａ０２０２）；脱脂奶粉（上海生工
生物工程有限公司，货号：Ｅ３０６ＢＡ０００７）；ｐＪＮＫ一
抗（武汉博士德生物工程有限公司，货号：ＢＭ４３８０）；
ＪＮＫ一抗（武汉博士德生物工程有限公司，货号：
ＢＭ４３２９）；ＥｎｄｏＧ一抗（ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，货
号：ＤＦ８５４１）；ＨＲＰ标记的山羊抗兔抗体（普洛麦格
（北京）生 物 技 术 有 限 公 司，货 号：Ｗ４０１８）。
３１１１ＣＯ２细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＢＤＳ系列倒置
生物显微镜（重庆奥特光学仪器有限公司）；ＬＥＧ
ＥＮＤＭＩＣＲＯ１７Ｒ冷冻高速离心机（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；
ＷＤ９４０５Ｂ水平摇床（北京市六一仪器厂）；Ｔｒａｎｓ
ｂｌｏｔｔｕｒｂｏ转膜系统（ＢｉｏＲＡＤ公司）；ＱＢ２０６多用途
旋转摇床（上海市其林贝尔仪器制造有限公司）；

３３０００２９７Ｑ化学发光仪（上海勤翔科学仪器有限公
司）。

１２　方法
１２１　ＬＯ２细胞培养　含１０％胎牛血清和１％双
抗的ＤＭＥＭ完全培养基，在３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿
度的细胞培养箱培养。

１２２　ＡＰＡＰ诱导 ＬＯ２细胞损伤模型建立　每孔
预先加入１００μＬ完全培养基，将对数生长的ＬＯ２细
胞１０５个／ｍＬ的密度接种于 ９６孔板，每个孔 １００
μＬ，在细胞培养箱中培养２４ｈ，更换新鲜无血清培

养基在培养箱培养１２ｈ。配制０，２５，５，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＰＡＰ的无血清培养基，分别处理１２、１６、２４ｈ后分
别检测上清液和上清液等体积的１％ ｔｒｉｔｏｎＸ１００溶
液裂解细胞，计算ＬＤＨ释放比率。

ＬＤＨ释放比率＝ 上清液ＬＤＨ
（上清液ＬＤＨ＋细胞裂解液ＬＤＨ）×１００％

１２３　ＣＣＫ８检测ＫＡ对 ＬＯ２细胞活性的影响　
每孔预先加入 １００μＬ完全培养基，将对数生长的
ＬＯ２细胞１０５个／ｍＬ的密度接种于９６孔板，每个孔
１００μＬ，在细胞培养箱中培养２４ｈ，更换新鲜无血清
培养基在培养箱培养１２ｈ。加入不同浓度的ＫＡ（０，
１２５，２５，５０，１００μｍｏｌ／Ｌ），每个浓度设置３个复孔，
培养箱培养２４ｈ，吸去培养基，每孔加入９０μＬ无血
清培养基和１０μＬＣＣＫ８溶液，在细胞培养箱３ｈ后
检测酶标仪４５０ｎｍ吸光度。

细胞存活率＝Ａ（加药）－Ａ（空白）Ａ（０加药）－Ａ（空白）×１００％

１２４　ＫＡ对ＡＰＡＰ诱导ＬＯ２细胞损伤的影响　实
验分为 ６组，分别是空白对照组，模型组（ＡＰＡＰ：５
ｍｍｏｌ／Ｌ）、阳性对照组（黄芩苷，Ｂａｉｃａｌｉｎ，缩写ＢＡ：１０
μｍｏｌ／Ｌ）和 ＫＡ低、中、高剂量３个实验组（ＡＰＡＰ：５
ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＡ：５，１０，２０μｍｏｌ／Ｌ）。将对数生长的 ＬＯ２
细胞１０５个／ｍＬ的密度接种于６孔板，每个孔２ｍＬ，
细胞培养箱中培养２４ｈ，更换无血清培养基在培养
箱培养１２ｈ，确保细胞密度在７０％左右，ＡＰＡＰ和给
药干预２４ｈ，观察肝细胞形态学变化，检测上清液和
ＬＯ２细胞裂解液ＬＤＨ，计算ＬＤＨ释放比率。
１２５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ｐＪＮＫ、ＪＮＫ、ＥｎｄｏＧ蛋白
表达情况　按照以上既定的 ＫＡ对 ＡＰＡＰ诱导肝损
伤的实验方法进行实验，在药物干预２４ｈ后弃掉细
胞上清液，ＰＢＳ轻轻洗涤细胞３次，加入１００μＬ细
胞裂解液（ＲＩＰＡ：ＰＭＳＦ＝１００∶１），用细胞刷收集细
胞到１５ｍＬＥＰ管，放冰上裂解３０ｍｉｎ，４℃ １２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清。ＢＣＡ法测定蛋白浓度，
配制相同各组蛋白浓度，制备 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ上样样
品，每个样品上２０μｇ蛋白，进行电泳。电泳结束，
ＰＶＤＦ膜用甲醇活化５ｍｉｎ，浸入转膜液中１０ｍｉｎ，根
据仪器的规范转膜方法进行操作，２５０ＭＡ恒流转膜
９０ｍｉｎ；转膜结束后ＰＶＤＦ膜使用１％ＴＢＳＴ洗３次，
１０ｍｉｎ／次，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜后４℃
孵育一抗１２ｈ，ｐＪＮＫ、ＪＮＫ、ＥｎｄｏＧ、ＧＡＤＰＨ抗体（抗
体：一抗稀释液 ＝１∶１０００）孵育，ＴＢＳＴ洗膜后二抗
（１∶５０００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，最后加入化学
发光液显影。

１３　统计学方法　实验所得数据均用（珋ｘ±ｓ）表示，
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数据统计由ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件处理，组间比较用
单因素ｔ检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　ＣＣＫ８检测 ＫＡ对 ＬＯ２细胞活性的影响　为
确定ＫＡ对 ＬＯ２的安全浓度范围，本实验用 ＣＣＫ８
检测ＫＡ（０、１２５、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）在２４ｈ对ＬＯ２
细胞的毒性作用，根据细胞存活率要高于９０％，因
此，选择了低、中、高３个安全浓度（５、１０、２０μｍｏｌ／
Ｌ）进行后续实验。见图１。

图１　ＫＡ对ＬＯ２细胞活性的影响

２２　ＡＰＡＰ诱导 ＬＯ２细胞损伤模型的建立　为确
定ＡＰＡＰ诱导ＬＯ２细胞损伤模型的浓度和时间，本
实验设计了不同的 ＡＰＡＰ浓度（０、２５、５、１０ｍｍｏｌ／
Ｌ）和不同处理时间（１２ｈ、１６ｈ、２４ｈ）双因素，以
ＬＤＨ释放率来确定造模条件。结果表明，ＡＰＡＰ浓
度为 ５ｍｍｏｌ／Ｌ，时间为 ２４ｈ时 ＬＨＤ释放比率为
４０％，数值升高明显而稳定，以此为造模条件进行后
续实验。见图２。

图２　不同ＡＰＡＰ浓度及不同作用时间对ＬＯ２细胞
ＬＤＨ释放比率的影响

　　注：与０ｍｍｏｌ／Ｌ组比：Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１

２３　ＫＡ对ＡＰＡＰ诱导ＬＯ２细胞损伤的保护作用　
ＬＤＨ释放比率实验结果显示，相比于空白对照组，模
型组ＬＤＨ释放比率明显升高（Ｐ＜０００１）；阳性对照
组对比模型组ＬＤＨ释放比率更高，３个不同浓度ＫＡ
处理组的ＬＤＨ释放比率都有不同程度的下降（Ｐ＜
００５，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），呈剂量依赖，以高剂量组
的下降最明显，表明ＫＡ对ＡＰＡＰ诱导的肝细胞损伤
有一定的保护作用。见图３Ａ。

图３　ＫＡ对ＡＰＡＰ诱导肝细胞损伤的保护作用
　　注：ＡＬＤＨ释放比率；ＢＡＰＡＰ诱导的 ＬＯ２形态（原始放大１００
倍）；ＣＡＰＡＰ诱导下的 ＣＣＫ８。与空白对照组比，△△△ Ｐ＜
０００１，△△△△Ｐ＜００００１，与模型组，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ
＜０００１，Ｐ＜００００１
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　　形态学观察发现，空白对照组细胞生长良好，密
度大，背景清晰，透明度大，遮光性均匀；模型组发生

明显的凋亡，细胞数量减少，细胞皱缩变圆；阳性对

照组对比模型组细胞形态明显改善，凋亡细胞数量

少，大多数细胞呈梭形。相比于模型组，中剂量组和

高剂量组细胞状态有所改善，细胞数量有所增加，凋

亡细胞数量减少。高剂量组细胞透明度大，背景清

晰。表明ＫＡ对ＡＰＡＰ诱导的ＬＯ２细胞损伤有一定
程度的保护作用。见图３Ｂ。

ＣＣＫ８检测结果显示，模型组中的细胞存活率
明显降低（△△△△Ｐ＜００００１），阳性对照组中的细胞
存活率对比模型组明显提高（Ｐ＜００００１），３
个不同浓度ＫＡ（５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）实验组均能提高
细胞的存活率（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜００１），而且
呈现剂量依赖性，高剂量的 ＫＡ提高 ＬＯ２细胞存活
率的作用最大。表明 ＫＡ对 ＡＰＡＰ诱导的细胞损伤
具有保护作用，与细胞形态学观察结果一致。见图

３Ｃ。
２４　ＫＡ对ＡＰＡＰ诱导ＬＯ２细胞凋亡的保护作用　
ＷｅｓｔｒｅｎＢｌｏｔ结果显示，相对于空白对照组，模型组
ｐＪＮＫ和ＥｎｄｏＧ蛋白表达量都显著上调；对比模型
组，阳性对照组ｐＪＮＫ和ＥｎｄｏＧ蛋白表达都明显下
调；与模型组比较，ＫＡ低中高组 ｐＪＮＫ表达均有下
调，高剂量最明显，呈剂量依赖；与模型组比较，高剂

量组ＥｎｄｏＧ表达明显下调。见图４。

图４　ＫＡ对ＡＰＡＰ诱导的ＬＯ２凋亡的保护作用

３　讨论
摄入过量ＡＰＡＰ是目前药物性肝衰竭最主要的

原因。不少患者因缺乏及早发现肝衰竭的诊断标志

物而错过治疗的最佳时间，最后导致肝衰竭。对

ＡＰＡＰ造成肝损伤严重的病例，唯一的治愈性治疗选
择是肝移植，而前５年存活率约为７０％。因此，临床
上急需替代治疗方案，开发早期预防和治疗 ＡＰＡＰ
导致肝衰竭的药物也具有重要的临床意义。

人肝源细胞（ＬＯ２细胞）是筛选保肝药物的常用

细胞［１３］。本实验建立稳定的 ＡＰＡＰ诱导 ＬＯ２细胞
损伤的模型，探究不同 ＡＰＡＰ浓度（０、２５、５、１０
ｍｍｏｌ／Ｌ）和诱导时间（１２、１６、２４ｈ）对 ＬＯ２细胞的损
伤程度，发现 ＡＰＡＰ（５ｍｍｏｌ／Ｌ），诱导２４ｈ，ＬＯ２细
胞ＬＤＨ释放比率提高到４０％，提高值明显且稳定，
所以确定５ｍｍｏｌ／Ｌ，２４ｈ作为造模条件。ＣＣＫ８法
（ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８，细胞增殖毒性检测试试剂盒）
是可以直接进行细胞增殖和毒性分析的一种方法，

该方法广泛应用于药物筛选，细胞增殖测定以及细

胞毒性测试等。本实验使用ＣＣＫ８法检测了ＫＡ对
ＬＯ２细胞活性以确定 ＫＡ干预 ＬＯ２的安全浓度范
围，实验结果表明，ＫＡ在１２５～２５μｍｏｌ／Ｌ的２４ｈ
细胞活力在９０％以上，因此确定了 ＫＡ低、中、高３
个浓度（５μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ、２０μｍｏｌ／Ｌ）作为后续
实验研究。

ＬＤＨ可做为肝细胞损伤的标志物，当 ＬＯ２细胞
损伤时会释放ＬＤＨ到细胞外，此时检测上清液和细
胞内的ＬＤＨ，计算出 ＬＤＨ释放比率，可评估 ＬＯ２细
胞的损伤程度［１４］。本研究显示，对比模型组，３个
ＫＡ干预组的 ＬＤＨ比率明显降低（Ｐ＜００５、Ｐ＜
００１、Ｐ＜０００１），且具有剂量依赖性。观察各组细
胞形态，空白对照组细胞生长良好，密度大，背景清

晰，透明度大，遮光性均匀；模型组发生明显的凋亡，

细胞数量减少，细胞皱缩变圆；不同浓度 ＫＡ对 ＬＯ２
细胞有不同程度的保护作用，对中剂量组和高剂量

组的保护作用明显，细胞数量有所增加，凋亡细胞数

量减少，高剂量组细胞透明度大，背景清晰；ＣＣＫ８
检测结果显示，模型组中的细胞存活率明显降低（Ｐ
＜００００１），阳性对照组中的细胞存活率对比模型组
明显提高（Ｐ＜００００１），ＫＡ低中高３个剂量组（５、
１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）均能提高细胞的存活率（Ｐ＜００５，Ｐ
＜００１，Ｐ＜００１），高剂量组药效为最佳。以上结果
表明ＫＡ能抑制ＡＰＡＰ诱导的ＬＯ２损伤和凋亡。

持续的ＪＮＫ激活循环在ＡＰＡＰ诱导的急性肝损
伤和细胞凋亡中有着十分重要的作用。过量的

ＡＰＡＰ在肝脏经过细胞色素 Ｐ４５０酶（ＣＹＰ２Ｅ１、
ＣＹＰ１Ａ２等）代谢产生的活性产物 ＮＡＰＱＩ，ＮＡＰＱＩ过
度消耗肝细胞中线粒体还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ），随
后ＮＡＰＱＩ会与线粒体膜上的蛋白共价结合形成
ＮＡＰＱＩ加合物，导致线粒体功能中度障碍和 ＲＯＳ释
放［１２］。ＪＮＫ是一种与应激有关的促分裂原活化蛋
白激酶，由活性氧（ＲＯＳ）激活。其中 ＪＮＫ激活（即
ＪＮＫ磷酸化为 ｐＪＮＫ）的幅度和持续时间是造成
ＡＰＡＰ急性肝损伤的主要因素［１１］。ＪＮＫ激活会加重
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线粒体障碍，进一步释放 ＲＯＳ，形成 ＪＮＫ激活循环
导致线粒体持续损伤。线粒体功能障碍导致 ＡＴＰ
下降，最终引发肝细胞死亡；发生功能障碍的线粒体

释放核酸内切酶（ＥｎｄｏＧ）到细胞质中，ＥｎｄｏＧ转位
到细胞核中使ＤＮＡ断裂诱发细胞凋亡［１５］。Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ结果显示，ＫＡ能抑制ｐＪＮＫ和下调ＥｎｄｏＧ蛋白
表达，提示ＫＡ通过抑制 ＪＮＫ激活改善线粒体功能
而达到肝细胞的保护作用。

综上所述，ＫＡ通过抑制 ＪＮＫ磷酸化，降低肝细
胞氧化应激，保护线粒体功能，抵抗 ＤＮＡ断裂诱发
细胞凋亡，从而达到保护过量 ＡＰＡＰ导致的肝细胞
损伤；其作用效果可以利用体内实验作进一步验证。

ＫＡ可作为开发治疗ＡＰＡＰ导致肝损伤的潜在药物。
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