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糖皮质激素对小鼠急性肝衰竭的干预作用研究 *

宋银雪 王 军 高 烨 许 静 徐之超
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摘要 目的：探讨糖皮质激素对小鼠急性肝衰竭（Acute liver failure, AHF）的干预作用。方法：通过腹腔注射 D-GaIN/LPS构建 AHF

小鼠模型，并随机分为对照组、AHF模型组（AHF组）和糖皮质激素处理急性肝衰竭组（GCs + AHF组）。通过全自动生物化学分

析仪检测小鼠血清中 ALT、AST、TBA、TBIL、DBIL水平；采用 ELISA试剂盒测定小鼠血清中 IL-1茁、TNF-琢、IL-6水平；通过定量
PCR检测 mRNA表达水平；苏木精 -伊红（H&E）染色检测肝组织病理学情况；免疫组织化学检测肝组织中 SOX9表达水平；蛋白

质印迹检测 Hedgehog信号通路关键蛋白因子的表达水平。结果：与对照组相比，AHF组小鼠血清 ALT、AST、TBA、TBIL、DBIL、

MDA、TNF-琢、IL-1茁和 IL-6水平显著升高，SOD、GSH和 CAT活性水平显著降低（P＜0.01）；与 AHF组相比，GCs+AHF组小鼠血

清中 ALT、AST、TBA、TBIL、DBIL、MDA、TNF-琢、IL-1茁和 IL-6水平显著降低，SOD、GSH和 CAT活性水平显著升高（P＜0.01）。

H&E染色结果显示，对照组小鼠的肝脏切片显示正常的细胞结构，AHF组小鼠出现广泛的细胞坏死和炎性细胞浸润；与 AHF组

相比，GCs + AHF组小鼠中细胞坏死和炎性细胞浸润等病理变化显著减弱。免疫组织化学结果显示：与对照组相比，AHF小鼠肝

脏中 SOX9的表达水平显著升高（P＜0.01）；与 AHF组相比，GCs+AHF组小鼠肝脏中 SOX9的表达水平显著降低（P＜0.01）。

Western blotting结果显示，与对照组相比，AHF组小鼠的 Hedgehog通路关键蛋白因子 Shh、Ptch-1和 Gli-1蛋白表达水平显著升高

（P<0.01）；与 AHF组相比，GCs+AHF组的 Shh、Ptch-1和 Gli-1蛋白表达水平显著降低（P<0.01）。结论：GCs可有效改善 AHF小鼠

肝功能指标，降低炎性因子表达，提高急性肝衰竭小鼠抗氧化能力，并使 Hedgehog通路关键蛋白因子表达恢复正常。
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The Effect of Glucocorticoids on Intervention of Acute Liver Failure
in Mice*

To investigate the effects of glucocorticoid on the intervention ofmicewith acute liver failure (AHF).

AHF mouse model was established by intraperitoneal injection of D-GaIN /LPS. The mice were randomly divided into control group,

AHF model group and glucocorticoid treated acute liver failure group. The levels of ALT, AST, TBA, TBIL and DBIL in serum of mouse

were detected by automatic biochemical analyzer, and the levels of IL-1茁, TNF-琢 and IL-6 in serum were determined by ELISA kit The

expression of SOX9 in liver tissue was detected by immunohistochemistry, and the expression of key protein factors in Hedgehog signal-

ing pathway was detected by Western blotting. Compared with those in control group, the serum levels of ALT, AST, TBA,

TBIL, DBIL, MDA, TNF-琢, IL-1茁 and IL-6 in AHF group were significantly increased, while the activities of SOD, GSH and CAT were

significantly decreased (P<0.01). Compared with AHF group, the serum levels of ALT, AST, TBA, TBIL, DBIL, MDA, TNF-琢, IL-1茁
and IL-6 in GCs+AHF group were significantly decreased, while the activities of SOD, GSH and CAT were significantly increased(P<0.
01). The results of H&E staining showed that the liver sections of control group showed normal cell structure, and AHF group showed

extensive cell necrosis and inflammatory cell infiltration; compared with AHF group, the pathological changes such as cell necrosis and

inflammatory cell infiltration in GCs+AHF group were significantly reduced. The results of immunohistochemistry showed that compared

with control group, the expression level of SOX9 in the liver of AHF group was significantly increased (P<0.01), while compared with

AHF group, the expression level of SOX9 in the liver of GCs+AHF group was significantly decreased (P<0.01). Western blotting results

showed that compared with control group, the protein expression levels of Shh, Ptch-1 and Gli-1 of Hedgehog pathway in AHF group

were significantly increased (P<0.01), while compared with AHF group, the protein expression levels of Shh, Ptch-1 and Gli-1 in

GCs+AHF group were significantly decreased (P<0.01). GCs can effectively improve the liver function of AHF mice, re-

duce the expression of inflammatory factors, improve the antioxidant capacity of AHF mice, and normalize the expression of key protein
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factors of hedgehog pathway.
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前言

急性肝衰竭（Acute liver failure，AHF）是一种罕见但危及

生命的疾病，其特点是肝损伤迅速发作，并伴有肝细胞坏死和

肝功能受损[1]。急性肝衰竭患者的临床症状大多是非特异性的，

可能包括疲劳、厌食、恶心、呕吐、黄疸、瘙痒和右上腹部疼痛[2]。

文献表明，炎症反应和肝细胞凋亡在 AHF的发病机制中发挥

重要作用[3]。糖皮质激素（Glucocorticoid, GCs）常被应用于急性

肝衰竭的治疗[4]，但一直存在着争议。近年来，大部分学者都支

持 GCs应用于急性肝衰竭治疗的基础研究[5]。通过采取较小剂

量的 GCs成功阻止部分急性肝衰竭患者病情的恶性发展[6]；但

较长时间使用 GCs会引起免疫抑制而影响肝脏修复过程[7]。

Hedgehog信号通路在动物胚胎发育、组织及损伤修复过

程中发挥关键作用，并高度保守[8]。文献表明，Hedgehog信号通

路参与了多种疾病（胃癌、胰腺癌及卵巢癌等）的发生发展，并

参与了肿瘤的转移过程[9]。此外，Hedgehog信号通路在肝脏的

生理及发病过程中也发挥重要作用[10]。研究表明，Hedgehog信

号通路的异常激活与非酒精性脂肪肝、肝纤维化、肝衰竭、肝癌

密切联系[11]。激活 Hedgehog信号通路不仅可以调节肝祖细胞

数量，还可以增加肝的炎症反应，促进肝纤维化及血管的重构

进程[12]。本文旨在探讨糖皮质激素对小鼠急性肝衰竭中肝功能、

炎症以及 Hedgehog信号通路等的干预作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

C57BL6小鼠购自西安交通大学实验动物中心[SCXK（陕）

2020-001]；D-GaIN/LPS购于 Sigma公司；氢化可的松、DAPI购

于索莱宝生物技术有限公司；ELISA试剂盒购于 Thermo公司；

苏木精 -伊红（H&E）染色试剂盒购于碧云天生物技术有限公

司；DAKO免疫组化试剂盒购于上海力敏实业有限公司；驴血

清购于上海文韧生物科技有限公司；ProLongTM Gold AntiFade

试剂购于 Cell Signaling Technology 公司；SYBR green PCR

Master Mix 试剂盒购于上海欣百诺生物；RIPA 缓冲液购于

Thermo公司；增强化学发光（ECL）试剂购于 Thermo 公司；所

有一抗及二抗购于 Abcam公司。

1.2 方法

1.2.1 急性肝衰竭小鼠模型构建 小鼠于温度 18～22℃、湿

度 50～60%、12小时光暗循环的环境下适应性饲养 1周，保证

水和食物充足，筛选出状态不佳的小鼠。将保留的健康小鼠随

机选出部分小鼠用于构建 AHF模型小鼠。AHF模型小鼠采用

腹腔注射 D-GaIN（750 mg/kg）/LPS（15 滋g/kg），作用 6 h，建立

AHF模型；通过检测肝功能水平及肝脏组织的病理状态判断

AHF模型是否建造成功。选出 AHF造模成功的部分小鼠进行

尾静脉注射氢化可的松（糖皮质激素的一种，50 mg/kg小鼠），

将这些小鼠实验分组为：注射等量生理盐水的实验对照组（8

只）、AHF模型组（8只，AHF组）和糖皮质激素处理急性肝衰竭

组（8只，GCs+AHF组）。

1.2.2 小鼠肝功能水平指标检测 采用颈椎脱臼法处死小鼠

并收集肝组织及外周血。肝组织贮存于 -80℃保存，以备后续实

验。外周血于 4℃，5000 rpm离心 10 min，分离血清并保存于

-20℃，以备后续肝功能检测。肝功能检测指标采用全自动生物

化学分析仪检测血清 ALT、AST、TBA、TBIL、DBIL水平，采用

ELISA试剂盒并严格按照使用说明书测定血清 IL-1茁、TNF-琢
和 IL-6水平。

1.2.3 小鼠肝酶活指标检测 将收集得到的肝脏组织，立即用

冰冷的生理盐水洗涤，并在 4℃、5000 rpm 下匀浆并离心 30

min，收集上清液。然后根据商用化检验试剂盒评估 SOD、

CAT、GSH和MDA的水平。

1.2.4 苏木精 -伊红（H&E）染色 取出冻存于 -80℃冰箱保存

的肝组织，快速解冻，进行石蜡包埋，然后进行石蜡切片（5 滋m）。
对制好的石蜡切片于二甲苯中脱蜡 10 min，于新鲜的二甲苯再

次脱蜡 10 min；采用乙醇梯度洗脱（无水乙醇，2 min；90%乙醇

2 min；80%乙醇 2 min；70%乙醇 2 min），再采用蒸馏水洗脱

2 min。对已处理好的切片采用碧云天 H&E试剂盒中苏木精染

色液染色 10 min，并使用蒸馏水洗去多余的染料，再用伊红染

色液染色 2 min。最后经脱水、透明、封片或进行其他染色，用显

微镜观察。

1.2.5 免疫组织化学 将切好的肝组织切片，在 PBS中洗涤 2

次。使用 DAKO免疫组化试剂盒中 DAKO溶液加压 20 min进

行抗原修复。冷却后，用 PBS洗涤玻片，在室温下用含 0.1%

Triton X-100的 PBS中渗透 20 min。样品用硫代巴比妥钠洗涤

3次，然后用 5%驴血清加 0.1%吐温 20在抗体稀释液中室温封

闭 60 min。然后将一抗 SOX9（1:1000）于 4℃孵育过夜。再次将

样品在 PBS中洗涤 3次，并与二抗（1：500）在室温下孵育 2 h。

样品用 PBS洗涤 3次，用 DAPI孵育 30 s。样品用 PBS洗涤 3

次，然后将 ProLongTM Gold AntiFade试剂加入样品中。最后将

样品于尼康 Eclipse钛荧光显微镜拍摄并分析。

1.2.6 实时定量 PCR 用 Trizol 试剂从肝脏样品中分离总

RNA。使用 SYBR green PCR Master Mix进行定量 PCR。引物

的序列如下：茁-actin：5'-CTGAGAGGGAAATCGTGCGT-3'（正
向） 和 R:5'-CCACAGGATTCCATACCCAAGA-3' （反向）；

TNF-琢：5'-GGCAGGTCTACTTTGGAGTCATTGC-3'（正向）和
5'-ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG-3' （反 向）；IL-6：

5'-TTCTTGGGACTGATGCTG-3'（正向）和 5'-CTGGCTTTGT-

CTTTCTTGTT-3'（反向）；IL-1茁：5'-GCAACTGTTCCTGAAC-
TCA-3'（正向）和 5'-CTCGGAGCCTGTAGTGCAG-3'（反向）。

PCR在以下条件下进行：95℃变性 30 s，然后在 95℃变性 5 s，

60℃退火 45 s，72℃延伸 60s，扩增 30个循环。

1.2.7 蛋白质印迹（Western blotting） 取小鼠肝组织匀浆，用

含有蛋白酶抑制剂复合物的 RIPA缓冲液裂解，提取总蛋白。

3819窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.20 OCT.2021

用 Bio-Rad 蛋白分析试剂盒测定蛋白浓度。蛋白质经 10%

SDS-PAGE凝胶电泳分离后，并转移到聚偏氟乙烯固定化膜

上。用 5%脱脂奶粉与 1× TBST（含 0.05%吐温 -20的 PBS）在

室温下封闭 1 h后，用 Shh（1:2000）、PTCH-1（1:1500）、Gli-1（1:

1000）、茁-actin（1:2000）一抗在 4℃下孵育 16 h。然后使用 TBST

清洗 3次，每次 5 min。将膜与辣根过氧化物酶（HRP）偶联的二

抗 IgG（1:10000）在室温下孵育 1 h。用增强化学发光（ECL）检

测试剂盒检测靶蛋白。用 Gelscape软件进行蛋白质印迹定量

分析。

1.3 数据统计学分析

所有实验值均以均数± 标准差（SD）表示。采用 t检验和单

因素方差分析（ANOVAS）对结果进行统计分析，然后进行

Tukey's post-hoc多重比较检验。P<0.05被认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 糖皮质激素改善 AHF小鼠的肝功能指标

与对照组相比，AHF组小鼠血清中 ALT、AST、TBA、TBIL

和 DBIL水平显著升高（P＜0.01）；与 AHF组相比，GCs+AHF

组小鼠血清 ALT、AST、TBA、TBIL 和 DBIL 水平显著降低

（P＜0.01）。与对照组相比，AHF组小鼠的 MDA水平显著升

高，SOD、GSH和 CAT活性显著降低（P<0.01）；与 AHF组相

比，GCs+AHF 组小鼠的 MDA 水平显著降低，SOD、GSH 和

CAT活性显著升高（P<0.05）。见表 1和图 1。

Note: Compared with control group, *P<0.01; compared with AHF group, #P<0.01.

表 1 糖皮质激素改善 AHF小鼠血清 ALT、AST、TBA、TBIL和 DBIL水平

Table 1 Glucocorticoid improves serum ALT, AST, TBA, TBIL and DBIL levels in AHFmice

Groups No. ALT/(U·L-1) AST/(U·L-1) TBA/(滋mol·L-1) TBIL/(滋mol·L-1) DBIL/(滋mol·L-1)

Control 8 62.25± 9.78 45.25± 6.25 30.25± 6.87 5.57± 1.26 2.58± 0.59

AHF 8 482.25± 68.25* 325.28± 36.58* 52.29± 8.25* 18.25± 3.69* 10.98± 2.14*

GCs+AHF 8 125.59± 23.48# 82.57± 9.25# 35.87± 5.47# 7.25± 2.47# 4.58± 0.98#

图 1 GCs对 AHF小鼠肝脏MDA（A）、SOD（B）、CAT（C）和 GSH（D）活性水平的影响

Fig.1 The effect of GCs on the activities of MDA (A), SOD (B), CAT (C) and GSH (D) in the liver of AHFmice

Note: Compared with con group, **P<0.01; compared with AHF group, ##P<0.01.

2.2 糖皮质激素改善 AHF小鼠肝组织病理变化

H&E染色结果显示，对照组小鼠的肝脏切片显示正常的

细胞结构，AHF组小鼠显示出明显的病理变化，包括广泛的细

胞坏死和炎性细胞浸润。与 AHF组相比，GCs+AHF组中细胞

坏死和炎性细胞浸润等病理变化显著减弱。这说明 GCs 对

D-GaIN/LPS诱导的小鼠肝损伤具有保护作用。见图 2。

图 2 GCs对 AHF小鼠肝组织病理变化的影响

Fig.2 Effect of GCs on pathological changes of liver tissue in AHF mice

Note: The scale is 50 滋m.

2.3 糖皮质激素抑制 AHF小鼠肝脏 BTSC表面标志物 SOX9

的表达

免疫组织化学结果显示，与对照组相比，AHF组小鼠肝脏

中 SOX9的表达水平显著升高（P＜0.01）；与 AHF组相比，

GCs+AHF 组小鼠肝脏中 SOX9 的表达水平显著降低（P＜
0.01）。见图 3。
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2.4 糖皮质激素抑制 AHF小鼠的炎症

与对照组相比，AHF组小鼠血清中炎性细胞因子 TNF-琢、
IL-1茁和 IL-6蛋白质和 mRNA表达水平均显著升高（P<0.01）；

与 AHF组相比，GCs+AHF组小鼠血清中 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6

蛋白质和 mRNA表达水平均显著降低（P<0.01）。这些结果表
明糖皮质激素抑制了 AHF小鼠炎症因子的表达，见图4。

图 3 免疫组织化学检测 AHF小鼠肝脏中 SOX9的表达情况

Fig.3 The expression of SOX9 in the liver of AHF mice was detected by immunohistochemistry

Note: A: Immunohistochemical test; B: SOX9 positive cells calculation; scale is 100 滋m; compared with con group, **P<0.01; compared with AHF
group, ##P<0.01.

图 4 GCs降低了 AHF小鼠的炎症反应

Fig.4 GCs reduced the inflammatory response in AHF mice

Note: The serum levels of TNF-琢 (A), IL-6 (B) and IL-1茁 (C) were detected by ELISA kit; the mRNA levels of TNF-琢 (D), IL-1茁 (E) and IL-6 (F) in liver

tissue were detected by real-time fluorescent quantitative PCR; compared with con group, **P<0.01; compared with AHF group, ##P<0.01.

2.5 糖皮质激素影响 AHF小鼠 Hedgehog通路

Western blotting结果显示：与对照组相比，AHF组小鼠的

Hedgehog通路关键蛋白因子 Shh、Ptch-1和 Gli-1蛋白表达水

平显著升高（P<0.01）；与 AHF组相比，GCs+AHF组小鼠的

Shh、Ptch-1和 Gli-1蛋白表达水平显著降低（P<0.01），见图 5。

图 5 糖皮质激素下调 AHF小鼠 Hedgehog通路关键蛋白因子的表达

Fig.5 Glucocorticoid down regulates the expression of key protein factors of hedgehog pathway in AHF mice

Note: Compared with con group, **P<0.01; compared with AHF group, ##P<0.01.
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3 讨论

目前，肝脏临床中AHF的预后效果非常差并且死亡率高[13]。

因此，需要通过对治疗机制的研究，寻找新的治疗药物或靶点。

当发生肝功能衰竭时，肝功能会发生严重受损，并伴有肠内毒

素血症[14]。文献表明，巨噬细胞活化和炎症反应在急性和慢性

肝衰竭中起着重要作用[15]。D-GaIN/LPS诱导的小鼠 AHF已被

用作有前途的动物模型，用于模拟人中 AHF的形成并阐明确

切的发病机理[16]。

文献表明，脂多糖（Lipopolysaccharide, LPS）诱导的肝损伤

与肝窦间隙内皮细胞和枯否细胞的活化有关 [17]。因此，

D-GaIN/LPS诱导可以扩大肝损伤，刺激肝细胞凋亡，脂质过氧

化和其他机制等过程[18]。本次研究中，血清 ALT、AST、TBA、

TBIL和 DBIL水平和肝组织病理学改变的肝损伤动物模型与

AHF患者的临床观察一致。也与使用 D-GaIN/LPS作为 AHF

模型的其他研究保持一致；但糖皮质激素（GCs）可以降低血清

中相应因子的表达水平，并改善肝组织的病理学状态。

研究表明，氧化应激可能与 LPS/D-GalN诱导的急性肝损

伤有关[19]。脂质过氧化终产物MDA的含量反映了体内脂质过

氧化的程度，也间接反映了肝细胞损伤的程度[20]。肝组织中的

抗氧化酶（例如 SOD和 CAT）在细胞中形成天然的保护屏障，

并通过抵抗外来和产生的自由基来保护细胞的完整性[21]。GSH

作为体内的自由基清除剂，可与抗氧化酶结合使用，以防止氧

化损伤并防止 ROS引起的细胞损伤和死亡[22]。本研究结果表

明，单独使用 LPS/D-GaIN处理的小鼠中 SOD、GSH、CAT的水

平降低和MDA的水平增加，这表明肝细胞受损。但使用 GCs

可以显著恢复 SOD，GSH和 CAT的活性，并降低MDA的水

平。这表明 GCs的有益作用部分与其抗氧化能力有关。

文献表明，TNF-琢，IL-1茁 和 IL-6 等炎性细胞因子是

LPS/D-GaIN引起的急性肝衰竭的关键病因子[23]；D-GaIN/LPS

诱导的肝细胞凋亡主要由 TNF-琢介导[23]。此外，GalN/LPS诱导

的 AHF小鼠中的 TNF-琢水平与大鼠存活和肝细胞凋亡相关[24]。

另外，研究表明，处于危急状态的 AHF患者由于持续的严重免

疫和炎症反应而经常导致进一步的肝损伤[25]。在本研究中，炎

性细胞因子（TNF-琢，IL-1茁和 IL-6）的表达与肝损伤密切相关，

但 GCs可有效降低这些炎性因子的表达水平。

文献表明，SOX9 是小鼠肝脏胆管树干细胞（Biliary tree

stem cell, BTSC）的标志物 [26]。在转换成熟肝细胞的结果中，

Notch信号的活化与 SOX9表达水平的增加相关[27]。本研究结

果表明，AHF小鼠中肝脏中 SOX9 的表达水平显著升高，而

GCs可有效降低 SOX9的表达水平。在急性肝衰竭和肝细胞癌

中，Hedgehog 信号通路高度活化是肝细胞癌的发生机制之

一[28]。文献表明，当使用 Shh拮抗剂可以阻断 Hedgehog信号通

路，减少其下游靶基因的表达[29]。在肝母细胞瘤中 Hedgehog信

号通路异常激活且肝组织样本中 Shh和 Gli-1高表达，且与肿

瘤分级、肿瘤大小、病理类型呈正相关[30]。本研究结果表明，

AHF组的 Hedgehog通路关键蛋白因子 Shh、Ptch-1和 Gli-1蛋

白表达水平显著增加，而 GCs可有效降低这些关键因子的表

达水平。

综上所述，糖皮质激素可有效改善急性肝衰竭小鼠肝功能

指标，降低炎性因子表达，提高 AHF小鼠抗氧化能力，并使

Hedgehog通路关键蛋白因子表达恢复正常。
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