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摘要 目的：观察雷公藤甲素诱导小鼠急性肝损伤的形态学特征，为进一步研究雷公藤甲素肝毒性的病理特点和毒理机制提供基

础。方法：昆明种小鼠以雷公藤甲素 LD50剂量（0.8 mg/kg）水溶液灌胃，分别于给药 12 h及 24 h后取肝组织，制备石蜡切片、冰冻

切片，行常规 HE染色、PCNA染色、TUNEL染色及光镜观察。部分肝组织经戊二醛固定、制备超薄切片，行透射电镜下观察。

PCNA及 TUNEL染色结果采用图像分析软件进行定量分析及统计学处理。结果：0.8 mg/kg雷公藤甲素灌胃后 12 h即可诱导肝

组织炎细胞浸润、结构破坏、肝细胞坏死及代偿性增生。透射电镜下可见肝细胞内细胞骨架结构异常、细胞器大量脱落、自噬体明

显增多。PCNA及 TUNEL染色结果表明，雷公藤甲素可诱导肝细胞出现显著的增殖及凋亡。结论：雷公藤甲素可诱导肝组织炎性

反应发生，同时伴随肝细胞凋亡、坏死及代偿性增生。推测肝细胞自噬性凋亡是雷公藤甲素诱导急性肝损伤的关键病理环节。
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The Morphological Study on Acute Liver Injury of Mice
Induced by Triptolide*

To observe the morphological characteristics of acute liver injury induced by triptolide in mice，and provide

the basis of pathological characteristics and toxicological mechanisms of triptolide in liver for our further research. Kunming

mice were given triptolide orally according to median lethal dose (LD50), and dissected after 12 and 24 hours separately. Liver tissue

were detected by HE, PCNA and TNUEL staining and transmission electron microscope. Then images were analyzed by image analysis

software and the data was analyzed by statistical software. After treated with 0.8 mg/kg of triptolide for 12 hours, liver tissue was

inflamed and destroyed, hepatocyte necrosis and compensatory hypertrophy can be observed. The transmission electron microscope im-

ages show the cytoskeleton was abnormal, organelles were dropped and autophagosomes were increased. Triptolide can in-

duce inflammatory reaction, accompanied by apoptosis, necrosis and compensatory hyperplasia in liver. We speculated that autophagic

cell death induced by triptolide may be the key pathological factor for acute liver injury.

Triptolide; Mice; Acute liver injury; Morphology; Autophagic cell death

前言

雷公藤（Tripterygium Wilfordii Hook. f.）为卫矛科植物，以

根入药，苦、辛、凉，有大毒，是已有报道中发生不良反应事件最

多的中药之一，也是单味药中肝毒性最严重的中药之一[1]，其不

良反应的临床特征为肝肿大、胆汁淤积、肝细胞脂肪样变、肝细

胞凋亡及坏死等[2,3]。

已有的研究表明，雷公藤中主要活性物质是雷公藤甲素

（Triptolide）[4]，又名雷公藤内酯醇，属环氧化二萜内酯化合物，

具有抗炎、免疫抑制、抗肿瘤等多种生物活性[5-7]。动物实验表

明，雷公藤甲素对肿瘤、类风湿关节炎、糖尿病肾病等均具有较

好的疗效，是国内外着重研究的天然产物之一。然而，雷公藤甲

素还具有较强的毒副作用（如肝损伤、肾损伤等）[8,9]，这在一定

程度上限制了该药的临床应用及深度开发。因此，本实验采用

致毒剂量的雷公藤甲素对小鼠进行单次灌胃以诱发其急性肝

损伤，采用光镜、电镜等形态学方法检测肝组织、细胞学特征，

以期为深入探究雷公藤甲素肝毒性的病理特点及毒理机制提

供基础，为雷公藤甲素能够最终应用于临床提供相应的线索与
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资料。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器
6周龄雄性昆明种小鼠，购自北京维通利华实验动物公司

(SCXK-京 -2012-0001)。雷公藤甲素,购自南京泽朗医药科技有

限公司（纯度≥ 98%）。细胞增殖核抗原 PCNA试剂盒，购自
Protein Tech公司（批号 10205-2-AP）。TUNEL试剂盒,购自霍

夫曼 -罗氏公司（批号 14590300）。哈瑞氏苏木素染色液及伊红
Y染色液，购自北京益利精细化学品有限公司。其余常规试剂、

耗材均购自北京百诺威生物科技有限公司。

1.2 实验方法
1.2.1 动物分组及处置 将雄性昆明种小鼠（SPF 级）30 只

（20± 5 g）随机分为 3组：正常组、12 h损伤组、24 h损伤组，每

组 10只。依照文献及本实验室前期预实验结果[10],全部小鼠适

应性喂养 7天后进行实验：12 h损伤组、24 h损伤组均于首日
8时按小鼠体重以雷公藤甲素水溶液 0.8 mg/kg剂量灌胃，给

药容积为 0.2 mL/10g体重，正常组予以相同体积生理盐水灌胃

处理。实验期间，各组小鼠均饲喂普通维持饲料，自由摄食摄

水，观察进食、二便、活动、毛发等情况。12 h损伤组于当日 20

时取材，24 h损伤组及正常组于次日 8时取材。实验小鼠经称

重、麻醉（10%水合氯醛，0.035 mL/kg）、腹主动脉放血后，取相

同部位肝组织，所取肝组织分为三部分，分别以 4%多聚甲醛溶

液固定后经脱水、透明、浸腊、包埋并制备石蜡切片（4 滋m），
OCT包埋剂包埋冷冻后制备冰冻切片（10 滋m），3%戊二醛溶

液固定后经脱水、包埋、修块并制备超薄切片（60 nm）。
1.2.2 指标检测 石蜡切片按常规操作方法经脱蜡、复水后行

HE 染色，依照试剂盒说明书步骤进行 PCNA 显色；冰冻切片

依照试剂盒说明书步骤进行 TUNEL染色。石蜡及冰冻切片行

相应染色后经光镜观察并摄片。超薄切片经电子染色、透射电

镜观察并摄片。

1.3 统计学处理
PCNA及 TUNEL的染色结果在光镜下用相同放大倍数、

相同观察条件，经 5点采样法摄片。各组图片用 ImagePro Plus

6.0图像分析软件作图像分析，计量单位面积内的阳性细胞数

及积分光密度。定量数据采用 SPSS17.0软件作统计学分析。对

符合正态分布且方差齐性的计量资料组间比较采用 ANOVA

单因素方差分析，组间差异以表示，P<0.05表示组间差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 行为学观察及存活率统计结果

预实验结果显示，雷公藤甲素灌胃 4 h 后，大量小鼠出现

自发活动减少、共济失调等症状；16 h后部分小鼠呼吸障碍、口

唇颜色紫黑；给药后 18 h左右出现第一例小鼠死亡情况；给药

后 38 h左右有半数小鼠死亡，具体结果见图 1。对死亡小鼠尸

检发现，胃肠黏膜充血，肝脏颜色灰暗、表面呈明显颗粒状。未

死亡小鼠毒性反应逐渐消失，48 h后大部分小鼠恢复自主活动

及正常进食、进水行为。

2.2 小鼠肝组织石蜡切片 HE染色光镜观察结果

肝组织病理学观察结果表明，正常对照小鼠肝组织着色均

匀、肝小叶结构清晰、肝索排列整齐、肝细胞形态完好（图

2-A）。雷公藤甲素 12 h损伤组小鼠肝组织呈嗜碱性，肝细胞损

伤多见于肝腺泡 I区，以肝细胞肿胀、泡沫样变及少量坏死为

主，局部区域出现炎性细胞浸润（图 2-B）。雷公藤甲素 24 h损

伤组肝组织同样呈嗜碱性，肝小叶普遍出现肝细胞损伤，且以

中央静脉周围（肝腺泡 III区）肝细胞坏死最为严重，且出现大

量炎性病灶（图 2-C）。

图 1 0.8 mg/kg雷公藤甲素急性毒性实验结果（n=20）

Fig. 1 The acute toxicity experiment result of Triptolide 0.8 mg/Kg(n=20)

图 2 小鼠肝组织石蜡切片 HE染色光镜观察（× 100）

Fig. 2 Optical microscope observation of HE staining of mice liver tissue paraffin sections (× 100)

A：正常对照组 B：12 h损伤组 C：24 h损伤组

A: normal group B: 12 h injury group C: 24 h injury group

3208· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.17 JUN.2015

2.3 小鼠肝组织超薄切片透射电镜观察结果

透射电镜显示，正常组小鼠肝细胞电子染色均匀，细胞器

结构清晰、完整（图 3-A）。12 h损伤组小鼠肝细胞骨架结构出

现异常、细胞器减少（脱落）、自噬体增多（图 3-B）。24 h损伤组

小鼠肝细胞内细胞器因大量脱落显著减少、细胞骨架损伤严

重、部分胆小管出现肿大及连接结构损坏（图 3-C）。

图 3 小鼠肝组织超薄切片透射电镜观察（× 10000）

Fig. 3 Transmission electron microscopy observation of mice liver tissue ultra-thin slicing

A: normal group B: 12 h injury group C: 24 h injury group

(Note: N-nucleus; M- mitochondria; BC-bile canaliculus; Ly-lysosome;圯-autophagosome; ★ -dropped organelles or necrosis).

2.4 小鼠肝组织石蜡切片 PCNA显色光镜观察结果
PCNA显色结果显示，正常组小鼠肝组织有少量细胞核呈

棕黄色阳性反应（图 4-A）；12 h损伤组小鼠肝组织中出现大量

阳性反应细胞核（图 4-B）；24 h损伤组小鼠肝组织中细胞核普

遍发生阳性反应，大量细胞核呈深棕色强阳性反应（图 4-C）。

如图 4-D所示，图像分析结果显示，与正常组比较，12 h损伤组

及 24 h 损伤组的单位面积阳性细胞数均显著高于正常组

（P<0.01）；与 12 h损伤组比较，24 h损伤组的单位面积阳性细

胞数显著升高（P<0.01）。

图 4 小鼠肝组织石蜡切片 PCNA显色光镜观察（× 100）

Fig. 4 Optical microscope observation of PCNA staining of mice liver tissue paraffin sections (× 100)

A：正常对照组 B：12h损伤组 C：24 h损伤组 D：图像分析结果

A: normal group B: 12 h injury group C: 24 h injury group D: image analysis result
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2.5 小鼠肝组织冰冻切片 TUNEL显色光镜观察结果
TUNEL显色结果显示，正常组小鼠肝组织未出现显著的

棕黄色阳性反应区域（图 5-A）；12 h损伤组小鼠肝组织中有少

量肝细胞核及非肝实质细胞的细胞核呈棕黄色阳性反应（图

5-B）；24 h 损伤组小鼠肝组织中出现大量强阳性细胞核（图
5-C）。图像分析结果显示，与正常组比较，12 h损伤组及 24 h

损伤组的积分光密度值均显著高于正常组（P<0.01）；与 12 h损

伤组比较，24 h损伤组的积分光密度值显著升高（P<0.01）。

图 5 小鼠肝组织冰冻切片 TUNEL显色光镜观察（× 100）

Fig. 5 Optical microscope observation of TUNEL staining of mice liver tissue frozen sections (× 100)

A：正常对照组 B：12 h损伤组 C：24 h损伤组 D：图像分析结果

A: normal group B: 12 h injury group C: 24 h injury group D: image analysis result

3 讨论

多项临床观察表明，雷公藤制剂在对类风湿关节炎及肿瘤

等重大疑难疾病的疗效肯定[11,12]，这引起国内外研究者的高度

关注，一致认为雷公藤制剂有望成为继青蒿素和银杏叶提取物

之后的下一个被国际认可的天然药物制剂。然而，雷公藤制剂

的毒副作用较大，限制了该药的深入开发和临床应用。2004年
至 2011年，国家药品不良反应监测中心病例报告数据库中记

录了涉及雷公藤多苷片病例 633例、雷公藤片病例 201例，主

要表现为药物性肝损伤[13]。

目前为止，已有大量的文献报道了有关雷公藤及其提取物

的毒性研究，但观点不尽相同，部分基础研究数据仍需进一步

验证。本课题组近年来围绕雷公藤提取物诱发肝损伤的机制开

展了大量基础研究工作[14,15]，本实验着重观察致毒剂量（LD50

剂量）雷公藤甲素诱发急性肝损伤的形态学改变，结果表明 0.8

mg/kg雷公藤甲素灌胃给药 12小时后，肝细胞损伤集中出现

在肝小叶边缘区（雷公藤甲素随血循环从小叶间动脉或小叶间

静脉进入肝小叶，肝腺泡 I区的细胞最先接触药物），提示这种

损伤可能缘于雷公藤甲素对肝细胞的直接杀伤作用；给药 24

小时后，肝细胞损伤加剧且呈弥漫性分布，并以肝腺泡 III区为

主；给药 38小时后，雷公藤甲素可导致半数小鼠死亡。透射电

镜观察发现，雷公藤甲素灌胃后，肝细胞骨架结构发生明显改

变，细胞器降解、脱落及数量减少；且在给药 12小时后，肝细胞

内可观察到显著的自噬现象；在给药 24小时后，肝细胞自噬体

显著减少，而细胞器数量显著减少、细胞骨架结构损坏严重。

自噬是细胞维持自身内环境稳定、对抗危险因素的主动性

保护机制[16]。已有的研究表明，肝细胞在缺氧、中毒等应激状态

下可通过诱导自噬形成细胞自我保护的“挽救”模式，而这种主

动的保护作用可以有效阻止细胞凋亡及坏死的发生[17]，从而防

止或减轻肝组织损伤。然而，在伴刀豆球蛋白 A（Con A）诱导小

鼠急性肝损伤模型中，自噬则是促进细胞凋亡或坏死的主要病

理机制之一[18]；为此，本实验进一步观察了雷公藤甲素对肝细

胞增殖和凋亡的影响，结果表明给药 24 h后，肝细胞增殖与凋

亡均显著高于 12 h 损伤组，这提示自噬性凋亡及坏死（au-
tophagic cell death and necrosis）是雷公藤甲素诱导急性肝损伤

的关键病理特征。

而在实际临床应用中，雷公藤制剂（如雷公藤多苷片）中雷

公藤甲素的含量相对较低，尚未发现急性肝损伤的典型病例。

已有的资料多见服用雷公藤多苷片 4周左右出现黄疸、皮疹、

瘙痒等胆汁淤积性肝炎的不良反应[19]。禄保平等[20]用雷公藤多

苷灌胃制备小鼠急性肝损伤模型，结果表明：135 mg/kg雷公藤

多苷片（相当于 20倍临床用量）灌胃给药 18小时后，小鼠可出
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现肝细胞广泛损伤、大量肝细胞凋亡、肝细胞超微结构异常（细

胞器数量减少、线粒体及内质网肿胀或囊泡化）。本实验的结果

与上述报道基本吻合，进一步证实了雷公藤制剂的肝毒性存在

剂量依赖性，其肝损伤的病理机制与多途径诱导肝细胞凋亡相

关联。本研究的初步结果表明，雷公藤甲素诱导肝细胞自噬性

凋亡及坏死可能是雷公藤制剂致肝损伤的启动因素。目前，本

课题组正在开展相关的分子机制研究，希望揭示雷公藤肝毒性

的科学内涵，并为雷公藤甲素这一具有多种生物活性的天然产

物能够应用于临床做出贡献。
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