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重楼皂苷对微囊藻毒素致小鼠肝

损伤保护作用的组织学研究

杨黎江１，路　斌１，沈　放１，杨　晶１，马银海２

（１昆明学院 生命科学与技术系，云南 昆明 ６５０２１４；２昆明学院 化学科学与技术系，云南 昆明 ６５０２１４）

摘要：试验用重楼薯蓣皂苷（ＳＹ）和偏诺皂苷（ＰＮ）对微囊藻毒素浸染的小鼠进行连续灌胃，并通过对小鼠肝脏
进行石蜡包埋、制片和ＨＥ染色，观察小鼠肝组织的显微结构，目的在于研究重楼皂苷类化合物对微囊藻毒素
（ＭＣ）所致肝损伤的保护作用．结果显示，微囊藻毒素具有肝毒性，致肝小叶结构严重破坏，而重楼薯蓣皂苷和偏
诺皂苷对微囊藻毒素所致的肝损伤均有保护作用．
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　　高原湖泊滇池已成为我国境内被严重污染的三
大淡水湖之一，每年从５～６月份开始藻类大量繁
殖，其中蓝藻的增加是滇池富营养化的典型特点之

一，蓝藻细胞腐败分解释放到水体中的微囊藻毒素

（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎ，ＭＣ）已严重威胁到水体中生物的生
存，并对人类健康及其他生物构成潜在危害．百合科
（Ｌｉｌｉａｃｅａｅ）重 楼 属 （Ｐａｒｉｓ）植 物 中 的 重 楼
（Ｐａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ）在我国以西南地区分布较多，其
中滇重楼在西南三省广为分布，尤其在云南省的分

布最为集中，它是著名的云南白药、宫血宁等中成药

的重要原料之一．重楼属植物的化学成分复杂，但以

薯蓣皂苷（ＳＹ）和偏诺皂苷（ＰＮ）为主［１］．目前有关

重楼的药理学研究主要集中在消肿止痛、止血、抗肿

瘤、免疫调节等方面，而针对肝损伤是否具有保护作

用的报道甚少．本研究主要从组织学层面剖析重楼
皂苷对肝损伤的保护作用，探讨重楼皂苷活性成分

抗微囊藻毒素的机制．

１　材料与方法

１１　材料
采集滇池水体中的蓝藻，经过滤后获取蓝藻藻

体，将其置于－２０℃冰箱中冻融３～４次，使蓝藻细
胞通透性改变，收集藻浆并用醋酸搅提，经旋转蒸发

浓缩后获得微囊藻毒素粗提物［２］．试验所用薯蓣皂

苷和偏诺皂苷由昆明学院化科系马银海教授分离制

备并提供．

１２　仪器和试剂
ＭＯＴＩＣＢＡ３００型显微图像分析系统；ＭＥＴＴＩＥＲ

ＸＳ２０５ＤＵ天平；ＬＥＩＣＡＲＭ２２３５型组织切片机；ＨＥ
组织制片常规设备及试剂．

１３　动物及分组
选用性成熟健康昆明种小鼠，雌雄不限，体质量



２０～２５ｇ，由昆明医科大学实验动物中心提供（许可
证号：２００５０１７）．试验前小鼠随机分为：对照组（ｎ＝
５）；ＭＣ组（ｎ＝１０）；ＭＣ＋ＳＹ组（ｎ＝１０）；ＭＣ＋ＰＮ
组（ｎ＝１０）．之后将小鼠置于室温条件下，自然光照
生活３～５ｄ，以适应环境．
１４　微囊藻毒素慢性毒性试验

将 ＭＣ粗提物用蒸馏水稀释成质量浓度为
５８７ｍｇ／ｍＬ的溶液，而 ＭＣ组小鼠灌胃剂量为
０１ｍＬ／（ｄ·只），对照组小鼠每天灌胃剂量为同等
体积生理盐水．３０ｄ后，称小鼠体质量，断颈处死后
解剖，将其肝脏完整离体并称其湿质量，取肝脏右叶

置于固定液中，石蜡包埋并制片．
１５　薯蓣皂苷（ＳＹ）和偏诺皂苷（ＰＮ）抗微囊藻毒
素试验

用蒸馏水将ＳＹ和ＰＮ样品各３ｍｇ分别配成质
量浓度为０２ｍｇ／ｍＬ的溶液，之后分别与 ＭＣ稀释
液等体积混合得到混合液．ＭＣ＋ＳＹ组和 ＭＣ＋ＰＮ
组小鼠按０１ｍＬ／（ｄ·只）的剂量用混合液连续灌
胃３０ｄ，同时记录小鼠进食、行为及活动情况．３０ｄ
后，小鼠称体质量，断颈处死后解剖，将其肝脏完整

离体并称其湿质量，取肝脏右叶置于固定液中，石蜡

包埋并制片．
１６　采集小鼠肝脏组织形态学特征

小鼠肝脏标本经 ＨＥ染色后，利用显微图像分
析系统采集各组小鼠肝脏组织形态资料．
１７　数据处理

小鼠肝脏系数用（平均数±标准差），即（ｘ±ｓ）
表示，采用ｔ检验进行组间差异比较．

２　结果

２１　小鼠肝脏系数对比
各组小鼠处死后，解剖暴露肝脏，肉眼观察可

见 ＭＣ组小鼠肝脏肿胀，淤血块明显，肝叶轮廓模
糊，有的小鼠可见肝表面有白色点状斑分布；

ＭＣ＋ＰＮ组小鼠肝叶有轻度肿胀现象，未见淤血；
ＭＣ＋ＳＹ组小鼠的上述表现不明显．之后离体各组
小鼠完整肝脏，称全肝湿质量，然后计算其肝脏系

数，见下表１．
肝脏系数＝（肝脏湿质量／体质量）×１００％．
表１　ＭＣ及重楼皂苷对小鼠肝脏系数的影响（ｘ±ｓ）

分组 体质量／ｇ 肝脏湿质量／ｇ 肝脏系数／％

对照组 ４９３５０±０２１２ ２１７４±０１２８ ４４０４±０２４１

ＭＣ组 ４２７６０±３９３７ ２２８６±０２２１ ５３７５±０４６７ａ

ＭＣ＋ＳＹ组 ４４５５０±１１９０ ２１４７±０２５４ ４８１１±０４５４ｂ

ＭＣ＋ＰＮ组 ４１６５０±００７１ ２１５８±０１６７ ５１８１±０４０９ａ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜００５；与ＭＣ组比较，ｂＰ＜００５．

表１结果显示，ＭＣ组和 ＭＣ＋ＰＮ组小鼠肝脏

系数与对照组间差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
ＭＣ＋ＳＹ组肝脏系数与 ＭＣ组小鼠间差异也具有统
计学意义（Ｐ＜００５）．

２２　微囊藻毒素致小鼠肝组织损伤
经ＨＥ染色后的小鼠肝组织，低倍镜下对照组

（见下图１）肝组织肝小叶结构清晰、完整，中央静脉
贯穿小叶中央．高倍镜下（见下图 ２），肝细胞多角
形，每个细胞有１～２个核且染色深，呈圆形．每个肝
小叶中的肝细胞以中央静脉为中心呈放射状分布，

并形成肝细胞索．细胞索相互吻合，肝血窦间有巨噬
细胞分布．

对于 ＭＣ组小鼠（下图３（ａ），图３（ｂ）），肝组
织损伤严重，表现为肝小叶结构异常，肝细胞轮廓

模糊，细胞体积变小，部分肝细胞膜破裂、胞质呈

不同程度疏松状，核消失，肝血窦扩张，肝索断裂，

部分肝小叶中央静脉周围有大量炎症细胞浸润现

象，肝细胞发生局灶性坏死，肝小叶结构遭到严重

破坏．

２３　重楼皂苷对小鼠肝组织的保护作用
低倍镜下，观察 ＭＣ＋ＳＹ组小鼠的肝组织（见

下图４），肝小叶结构清晰、完整，中央静脉贯穿小叶
中央．高倍镜下（见下图５）见肝细胞形态清楚，细胞
核染色深，轮廓清晰，肝细胞索状排列，围绕中央静

脉呈放射状分布，肝血窦间隙均匀，其间有巨噬细胞

分布．肝组织结构与对照组相比极为相似．
ＭＣ＋ＰＮ组（下图６（ａ））肝组织经 ＨＥ染色后，

高倍镜下观察到肝细胞形态基本清楚，核染色深且

清晰可见．但肝细胞的排列与对照组和 ＭＣ＋ＳＹ组
相比较混乱，细胞的索状排列不典型，肝血窦不均

匀，间隙小，血窦内见巨噬细胞分布．从下图６（ｂ）可
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见，部分肝细胞的轮廓模糊，少数细胞的核消失，有

少量炎症细胞浸润现象．
上述结果提示，两种重楼皂苷对微囊藻毒素所

致的小鼠肝损伤有不同程度的保护作用．

３　讨论

本研究中用微囊藻毒素、毒素与薯蓣皂苷混合

液及毒素与偏诺皂苷混合液分别对不同试验组小鼠

连续灌胃，之后解剖小鼠观察到 ＭＣ组小鼠肝脏肿
胀，有淤血，肝叶轮廓模糊，有的小鼠可见肝表面有

白色点状斑分布，其肝脏系数与对照组比较差异有

统计学意义（Ｐ＜００５）；ＭＣ＋ＳＹ组小鼠的上述表
现不明显，其肝脏系数与 ＭＣ组比较差异有统计学
意义（Ｐ＜００５），与对照组比较差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）；ＭＣ＋ＰＮ组小鼠肝叶有轻度肿胀现象，

未见淤血，其肝脏系数与对照组比较差异有统计学

意义（Ｐ＜００５），与 ＭＣ组比较差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）．ＭＣ作为一种肝毒素，既可破坏内质网
引起核糖体脱颗粒而阻碍蛋白质合成，还可诱发核

结构异常，激活原癌基因；其次，ＭＣ对线粒体嵴结
构的损伤，将严重影响细胞内氧化磷酸化过程，抑制

ＡＴＰ的合成［３］．从ＭＣ组试验结果可知（图３（ａ），图

３（ｂ）），ＭＣ对肝小叶结构破坏，大量炎症细胞浸润
导致肝细胞发生局灶性坏死，从而进一步证实了上

述研究结果．
肝脏由于含有丰富的代谢酶成为机体核心的

代谢器官．其次，肝内集中分布了大量的吞噬细胞
（枯否细胞），能吞噬和清除血中的异物，构成机体

防御系统的重要组成部分．当小鼠被 ＭＣ浸染后，
进入体内的毒素作为一种异物，将刺激小鼠的免

疫系统，活化的免疫细胞合成并分泌多种细胞因

子．在ＩＬ１和ＴＮＦ前炎症因子的介导下，我们观察
到图３（ａ）和图３（ｂ）中大量炎症细胞浸润现象．在
致炎因子的作用下，炎细胞在肝内的大量聚集是

肝损伤的病理基础．其次，ＩＬ１和 ＴＮＦ在免疫过程
中参与和影响其他细胞因子，如趋化因子、黏附分

子等的表达，实现对炎症反应的放大作用［４］．另一
方面，当肝内吞噬细胞被激活时耗氧明显增加，即

呼吸爆发或氧爆发（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｂｕｒｓｔ）．增加的耗氧量
主要用于生成超氧阴离子（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｒａｄｉｃａｌ），成
为体内主要自由基（ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌ）的来源之一．由于
自由基具有高度化学活泼性，如果它的生成数量

超过机体自身的调控和保护能力，必将造成组织

损伤［５］．据此推测，小鼠接受毒素后，肝内吞噬细
胞活化诱发产生的超氧阴离子可能是造成小鼠肝

脏结构被严重破坏的原因之一．有研究者［６］报道，

重楼提取物能有效清除自由基而表现抗氧化能

力．这一结果支持本试验中观察到的重楼薯蓣皂
苷和偏诺皂苷对小鼠肝脏具有保护作用．

周满红等［７］关于重楼可抑制腹腔巨噬细胞分泌

ＴＮＦα及ＩＬ１β的报道提示，有毒物质诱导巨噬细
胞活化后引起体内ＴＮＦα和ＩＬ１β等炎症介质水平
的升高，这些因子通过协同作用引起炎症的过度发

展，最终导致小鼠肝脏的免疫损伤．相反，邱海波
等［８］研究证实，抑制巨噬细胞的活性将减少 ＴＮＦα
和ＩＬ１β炎症介质的产生，进而缓解机体因炎症带
来的损伤．周满红等［７］在其研究中还提出，重楼皂苷

对细菌内毒素诱导巨噬细胞产生ＴＮＦα和ＩＬ１β均
有显著抑制作用．这与我们用重楼皂苷类化合物对
抗ＭＣ所致小鼠肝损伤表现出来的保护作用是一致
的．然而，重楼抑制活化的巨噬细胞释放炎症介质的
机制还不十分清楚．在炎症、感染等应激状态下，巨
噬细胞胞质中的核转录因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ＫａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）被激活转入核内，与多种细胞因子
和炎症介质基因启动子部位的 κＢ位点特异性结合
调控靶基因表达［５］，即 ＮＦκＢ对 ＴＮＦα和 ＩＬ１β的
表达调控影响炎症反应的发生和发展．相反，如果能
对ＮＦκＢ的激活过程加以控制，就可能控制炎症反
应．有研究［９］提出，重楼清除自由基及抗氧化的作用

也许具有抑制ＮＦκＢ活化的能力，这样可能在ＤＮＡ
转录阶段抑制 ＩＬ１β和 ＴＮＦα的生成，有效控制炎
症反应，最终实现重楼皂苷类化合物对小鼠肝脏的

保护作用．
甾体皂苷作为重楼属植物的主要有效成分，其

药理活性受皂苷的苷元和所连糖基的影响．本试验
中造成两种重楼皂苷对毒素所致肝损伤表现出不同

程度的保护作用机制还需深入研究．
（下转第４１页）
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溶剂的进入，溶解并释放目标物质，从而进一步提 高提取率［１１］．

３　结论

采用真空超声法提取了灯盏花中的槲皮素黄酮

化合物，对提取工艺进行了优化，联用高效液相色谱

法进行测定．改进后的真空超声提取法的萃取量达
００９３５ｍｇ／ｇ（质量分数），优于常压超声提取的萃
取量００４２３ｍｇ／ｇ（质量分数）．改进后的真空超声
提取法具有明显的优势，不仅有利于溶质的溶出，还

能避免黄酮化合物的氧化．
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