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摘要：目的  探究胡萝卜苷对刀豆蛋白 A(concanavalin A，conA)诱导的急性肝损伤的保护作用及相关机制。方法  将 50
只 C57 BL/6 小鼠随机分成 5 组：正常组、模型组和胡萝卜苷低、中、高剂量组，每组 10 只。尾静脉注射 conA 制备急性

肝损伤模型后，胡萝卜苷各剂量组立即灌胃胡萝卜苷治疗，12 h 后处死动物。测定肝指数，检测血清中谷丙转氨酶(alanine 
aminotransferase，ALT)、谷草转氨酶(aspartate aminotransferase，AST)活性及肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α，

TNF-α)、白细胞介素-1β(interleukin-1β，IL-1β)、白细胞介素-6(interleukin-6，IL-6)的含量。HE 染色观察肝组织病理学改

变。qRT-PCR 检测 TNF-α、IL-1β、IL-6 在肝组织中的转录水平。Western blotting 检测信号转导与转录激活子(signal 
transduction and activator of transcription，STAT3)及 p-STAT3 的表达。结果  胡萝卜苷各剂量组的血清 ALT、AST、TNF-α、

IL-1β、IL-6 含量，肝脏 TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNA 表达，肝脏 STAT3、p- STAT3 水平皆低于模型组(P<0.05 或 P<0.01)。
HE 染色结果也表明，胡萝卜苷的治疗能够有效减轻肝损伤。结论  胡萝卜苷具有抵抗 conA 诱导的肝损伤的作用，该作

用可能与抑制 STAT3 的表达有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the protective effect and mechanisms of daucosterol on acute liver injury induced by 
concanavalin A(conA). METHODS  Fifty C57 BL/6 mice were randomly divided into 5 groups: normal group, model group, 
low, medium and high dose group of daucosterol, 10 rats in each group. After injection of conA into the tail vein, the daucosterol 
was administered immediately in each group of daucosterol. After 12 h, killed the animals. The liver index was measured, and the 
activity of alanine aminotransferase(ALT), aspartate aminotransferase(AST) and the contents of tumor necrosis factor-α(TNF-α), 
interleukin-1β(IL-1β) and interleukin-6(IL-6) in serum were detected. The pathological changes of liver tissue were observed by 
HE. qRT-PCR was used to detect the transcription levels of TNF-α, IL-1β and IL-6 in liver. Western blotting was used to detect 
the expression of STAT3 and p-STAT3. RESULTS  The indexes of each group of daucosterol were lower than the model 
group(P<0.05 or P<0.01), such as the content of ALT, AST, TNF-α, IL-1β, IL-6 in serum, the expression of TNF-α, IL-1β, IL-6 
mRNA in liver, and the levels of STAT3 and p-STAT3 in liver. The results of HE staining also showed that the treatment of 
daucosterol can effectively reduce liver damage. CONCLUSION  Daucosterol has a protective effect on liver injury induced by 
conA, which may be related to inhibition of STAT3 expression and activation. 
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急性肝损伤是由物理、化学及生物因素等造成

肝细胞死亡，肝脏功能失代偿，无法满足机体需求，

导致内环境紊乱的一种疾病，严重者可威胁生命。

若急性肝损伤病情迁延，则可发展至肝硬化、肝癌

等难治性肝病[1]。胡萝卜苷是一种广泛存在于众多

中草药中的天然化合物。近年来，胡萝卜苷保护血
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管内皮、促进神经细胞增殖、抗肿瘤及抗炎等药理

作用被不断发掘[2-5]。其中抗炎作用的相关研究还尚

未深入，目前仅体现出了胡萝卜苷能够抑制脂多糖

刺激的巨噬细胞 NO 的分泌这一表观抗炎现象[5]。

我国肝病发病率最高的乙型肝炎的病理过程以炎

症反应为主[6]。因此为深入探索胡萝卜苷的药理作

用，继续揭示其抗炎作用，加强胡萝卜苷的开发，

本研究以刀豆蛋白 A(concanavalin A，conA)诱导的

小鼠急性免疫性肝损伤模型为研究模型，探讨胡

萝卜苷的抗炎作用。 
1  材料 
1.1  药品及试剂 

胡萝卜苷(上海源叶有限公司，货号：B20517；

批号：P26F9F54684；HPLC≥98%；规格：20 mg)；
conA(美国 Sigma 公司，货号：C2010；批号：

MKBH2406V ； 规 格 ： 25 mg) ； 肿 瘤 坏 死 因 子 - 
α (tumor necrosis factor-α ， TNF-α)( 货 号 ：

EK2822/2；批号：228271031)、白细胞介素 -1β 
(interleukin-1β，IL-1β) (货号：EK201B2/2；批号：

2201B70832) 与 白 细 胞 介 素 -6(interleukin-6 ，

IL-6)(货号：EK2062/2；批号：220670831)均购自

联科生物科技有限公司；STAT3(批号：D3Z2G)、
p-STAT3(批号：D3A7)一抗购自美国 CST 公司；

β-actin(批号：BM3873)一抗及羊抗兔二抗(批号：

BA1055)购自博士德公司；PCR 引物由上海生工生

物工程有限公司合成。 
1.2  动物 

SPF 清洁级 C57 BL/6 ♂小鼠 50 只，体质量

19~21 g，由北京维通利华生物技术有限公司提供，

动物生产许可证号：SCXK(京)2016-0011。 
1.3  仪器 

BS200 全自动生化分析仪(德国 IKA 公司)；
5424 低温超速离心机 (德国 Eppendorf 公司)；

DYCZ-24KF 电泳仪、DYCZ-40G 转膜仪、DYY-12D
电 泳 仪 电 源 均 购 自 北 京 六 一 ； ImageQuant™ 
LAS4000 超灵敏化学发光成像分析仪(GE 医疗集

团)；Eclipse E200 显微镜(日本 Nikon)。 
2  方法 
2.1  药物配置 

取 20 mg 胡萝卜苷混于 25 mL 生理盐水，形

成终浓度 0.8 mg·mL−1 的药液。取 25 mg conA 溶

于 31.25 mL 生理盐水，形成终浓度 0.8 mg·mL−1

的 conA 溶液。 

2.2  动物造模及给药 
参考李红等[7]对于 conA 致 C57 BL/6 ♂小鼠免

疫性肝损伤模型的研究，并结合本研究的预实验，

将 50 只 C57 BL/6 6 周龄，♂小鼠适应性喂养 7 d，

随机分为 5 组：正常组、模型组和胡萝卜苷低、中、

高剂量组(5，10，20 mg·kg–1)。除正常组外，所有

实验小鼠尾静脉注射 12 mg·kg–1 conA。胡萝卜苷各

剂量组紧接着以相应剂量灌胃。于注射 conA 后

12 h 处死所有实验小鼠，摘眼球取血，解剖取其肝

脏，并按相关检测指标所需储存条件储存样品。 
2.3  肝指数测定 

处死小鼠前称量体质量，处死后采集肝脏，

用生理盐水冲洗，滤纸吸干，称量肝脏质量，并

记录。肝指数=肝脏质量/体质量×100%。 
2.4  谷丙转氨酶(alanine aminotransferase，ALT)、
谷草转氨酶(aspartate aminotransferase，AST)测定 

摘眼球取血，静置 1 h 后，4 ℃ 4 000 r·min–1

离心 5 min，取上清，立即放入全自动生化分析仪

进行检测。 
2.5  HE 染色 

处死小鼠后采集肝脏样本，取一叶肝叶浸泡于

4%多聚甲醛 24 h 固定处理，其余肝组织存于–80 ℃
冰箱备用。固定完成后，进行常规石蜡包埋，切

片，HE 染色，脱水，封片。将病理切片放于显微

镜 100×倍镜下观察。 
2.6  ELISA 检测 

将 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 ELISA 试剂盒从 4 ℃
冰箱取出，平衡置室温。按说明书要求配置一定

浓度梯度的标准品及相关试剂。样品孔加入 80 μL 
1×检测缓冲液、20 μL 待测血清及 50 μL 按说明书

要求稀释的检测抗体，室温孵育 1.5 h。弃废液，每

孔加入 300 μL 洗液洗板，每次洗涤 90 s，拍板，吸

干水分，共洗涤 6 次。洗涤完成后，每孔加入 100 μL
经说明书要求稀释的辣根过氧化物酶标记的链霉

亲和素，室温孵育 30 min，重复上述洗涤步骤，

最后进行显色反应，于 450 nm 处测得 OD 值。 
2.7  qRT-PCR 检测 

取 0.1 g 肝组织，剪碎研磨，加入 1 mL TRIzol
提取总 RNA。使用酶标仪分析 RNA 的浓度和纯度。

通过使用 Thermo Scientific RevertAid First Strand 
cDNA 试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA。qRT-PCR
反应条件为：95 ℃ 15 s，58 ℃ 1 min，重复 40 个
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循环。进行 cDNA 样品的 qRT-PCR 测定。GAPDH
用为内部参照。比较 CT 值，2–ΔΔCT 法计算基因表

达的倍数变化。引物序列见表 1。 
 

表 1  引物序列 
Tab. 1  Primer sequence 

引物 序列 

TNF-α 正向 ACGGCATGGATCTCAAAGAC 
TNF-α 反向 CGGACTCCGCAAAGTCYAAG 
IL-6 正向 CATGTTCTCTGGGAAATCGTGG 
IL-6 反向 GTACTCCAGGTAGTCATGGTAC 
IL-1β 正向 GAGCTTCAGGCAGGCAGTAT 
IL-1β 反向 ATGGGAACGTCACACACCAG 
β-actin 正向 TACCACCATGTACCCAGGCA 
β-actin 反向 CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT 

 

2.8  Western blotting 试验 
取 0.1 g 肝组织，剪碎，研磨，加入 1 mL RIPA

裂解液，组织匀浆器匀浆，接着超声破碎(超声 3 s，

间隔 7 s，共计 2 min)，冰上裂解 30 min 后，4 ℃
13 000 r·min–1 离心 20 min，取上清。通过 BCA 法

检测蛋白浓度，并配平各样品的浓度。加入 5 倍

上样缓冲液，99 ℃煮样 10 min，使蛋白充分变性。

制取 10%的分离胶及 5%的浓缩胶，浓缩胶电泳时

75 V，分离胶电泳时 115 V，PVDF 膜 275 mA 恒

流转膜 75 min，5%脱脂牛奶封闭 1.5 h，孵育一抗

4 ℃过夜，β-actin(稀释 1∶4 000)，STAT-3(稀释 1∶

1 000)，p-STAT3(稀释 1∶1 000)，TBST 洗脱 3 次，

每次 10 min，室温孵育二抗(稀释 1∶15 000)，2 h
后 TBST 洗脱 3 次，每次 10 min，超灵敏化学发

光成像分析仪 ECL 法显影。 
2.9  统计分析 

采用 SPSS 24.0 软件进行分析，结果以 sx ±
表示，组间比较方差分析及独立样本 t 检验。以

P<0.05 表示差异有统计学意义。 
3  结果 
3.1  胡萝卜苷对肝指数、ALT 及 AST 的影响 

与正常组相比，模型组的肝指数、ALT 及 AST
都显著上升(P<0.01)，这表明尾静脉注射 conA 对

于肝脏造成了一定的损伤。与模型组相比，胡萝

卜苷各剂量组皆表现出良好的治疗效果，能够有

效降低肝指数、ALT 及 AST(P<0.05 或 P<0.01)。
结果见图 1。 
3.2  胡萝卜苷对肝脏组织病理学的影响 

正常组小鼠肝脏肝小叶结构完好，肝细胞

排列均匀，无炎症浸润等损伤现象；模型组镜

下可见大范围肝细胞死亡，肝小叶结构紊乱，

炎症浸润明显；胡萝卜苷各剂量组随着剂量的

增加，抗损伤及缓解炎症的作用也进一步增强，

肝细胞损伤面积也随之减少。小鼠肝脏 HE 染色

结果见图 2。 

 
图 1  胡萝卜苷对肝指数、ALT 及 AST 的影响( sx ± ，n=10) 
与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 1  Effects of daucosterol on liver index, ALT and AST( sx ± , n=10) 
Compared with normal group, 1)P<0.01; compared with model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 
图 2  组织病理学检查(HE，100×) 
A−正常组；B−模型组；C−胡萝卜苷低剂量组；D−胡萝卜苷中剂量组；E−胡萝卜苷高剂量组；箭头表示肝细胞坏死区域伴炎症浸润。 

Fig. 2  Histopathological examination(HE, 100×) 
A−normal group; B−model group; C−daucosterol low dose group; D−daucosterol medium dose group; E−daucosterol high dose group; the arrow indicates 
the hepatocyte necrosis with inflammation infiltration. 
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3.3  胡萝卜苷对 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 的影响 
相较于正常组，模型组血清中 TNF-α、IL-1β

及 IL-6 的含量显著上升(P<0.01)。胡萝卜苷各剂量

组治疗 conA 诱导的免疫性肝损伤后，小鼠血清中

TNF-α、IL-1β 及 IL-6 的含量低于模型组，具有统

计学意义(P<0.05 或 P<0.01)。结果见图 3。 
3.4  胡萝卜苷对 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 转录的影响 

qRT-PCR 结果显示，相较于正常组，模型组

中 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 的 mRNA 表达水平明显

升高(P<0.01)。胡萝卜苷各剂量呈现剂量依赖地抑

制 conA 诱导的 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 的 mRNA 的

高表达(P<0.05 或 P<0.01)，结果见图 4。 
3.5  胡萝卜苷对 STAT3 及 p-STAT3 的影响 

Western blotting 结果显示，相较于正常组，模

型 组 中 STAT3 及 p-STAT3 的 表 达 显 著 上 调

(P<0.01)。胡萝卜苷治疗后，STAT3 及 p-STAT3 的

表达随着胡萝卜苷剂量的增加而逐渐减少(P<0.05
或 P<0.01)，结果见图 5。 

4  讨论 
急性肝损伤是肝脏功能障碍乃至结构破坏的

病理过程，根据病因可分为物理性(如外伤)、化学

性(如 CCl4)、生物性(如乙型肝炎病毒)等[1]。在我

国，乙型肝炎病毒是最常见的肝损伤诱导因素[6]。

ConA 诱导免疫性肝损伤被认为是一种适合研究

肝脏炎症的动物模型，包括乙型肝炎；同时也是

一种适用于研究自身免疫性肝炎的动物模型[7-8]。 
ConA 是一种 T 细胞分裂原，进入小鼠体内后，

诱导 T 细胞增殖分化加强，诱导其分泌促炎细胞

因子，因肝脏血流丰富、肝细胞能够分泌炎症介

质等特点，受到巨噬细胞、中性粒细胞、自然杀

伤细胞等免疫细胞浸润，产生细胞不良反应，造

成严重的肝细胞死亡[9]。 
肝脏的炎症反应是 conA 诱导的免疫性肝损伤

的基本过程[9-11]，炎症反应通过炎性细胞释放的促

凋亡细胞因子(TNF-α、IL-1β 等)和活性氧来诱导

肝细胞死亡，而死亡的肝细胞释放的细胞内容物 
 

 

 
 

图 3  胡萝卜苷对 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 的影响( sx ± ，n=10) 
与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 3  Effects of daucosterol on TNF-α, IL-1β and IL-6( sx ± , n=10) 
Compared with normal group, 1)P<0.01; compared with model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 
 

 
 

图 4  胡萝卜苷对 TNF-α、IL-1β 及 IL-6 转录水平的影响( sx ± ，n=10) 
与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 4  Effects of daucosterol on the transcription levels of TNF-α, IL-1β and IL-6( sx ± , n=10) 
Compared with normal group, 1)P<0.01; compared with model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
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图 5  胡萝卜苷对 STAT3 及 p-STAT3 的影响( sx ± ，n=10) 
与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 5  Effects of daucosterol on STAT3 and p-STAT3 
( sx ± ,  n=10) 
Compared with normal group, 1)P<0.01; compared with model group, 
2)P<0.05, 3)P<0.01. 
 

可反作用于炎症，促进炎症进展[12]。IL-1β 是扩大

炎症反应的主要细胞因子之一，通过结合细胞表

面 IL-1R，激活促分裂原活化蛋白激酶-激酶 3/6，

继而激活 JNK、p38 信号通路，诱导免疫细胞分泌

TNF-α 等细胞因子[13-14]。TNF-α 是炎症基础上引

发肝细胞死亡的主要细胞因子，能够通过结合细

胞表面死亡受体激活死亡受体凋亡途径，诱导肝

细胞死亡[15]。 
STAT3 信号通路是早期炎症的调控途径之

一，能够协同 NF-κB 调节 TNF-α 等炎症因子的表

达[16]。Zhao 等[17]在研究脂多糖诱导的急性肺损伤

时发现了 STAT3 的显著活化并与炎症的发生相

关，使用 STAT3 抑制剂 LLL12 能够通过有效抑制

STAT3 的活化从而降低炎症因子 TNF-α，IL-1β 和

iNOS 的产生。TNF-α、IL-1β 和 iNOS 都是 NF-κB
的 下 游 分 子 ， STAT3 抑 制 剂 的 抑 制 作 用 提 示

STAT3 除了可以与 NF-κB 产生协同作用外，

STAT3 在炎症反应中的优先级可能大于 NF-κB。

此外，IL-6 是 STAT3 主要的胞外刺激因子，通过

结合细胞表面 IL-6 受体，使得信号转导蛋白 gp130
二聚化并活化，进而激活 JAK2/STAT3 信号轴。

Katz 等[18]发现 IL-6 缺陷小鼠较野生型小鼠具有更

强的抵抗肝损伤的能力，这也提示 IL-6/STAT3 炎

症通路在肝损伤进程中的损伤促进作用。Liu 等[9]

研究发现抑制 STAT3 的磷酸化，能够有效减少

IL-1β 的 分 泌 ， 缓 解 肝 脏 炎 症 。 因 此 ， 抑 制

IL-6/STAT3/IL-1β 炎 症 通 路 可 能 可 以 作 为 抵 抗

conA 诱导的急性肝损伤的机制。 
本研究对 IL-6 及 IL-1β 在血清中的含量进行

检测，发现 conA 能够明显上调血清中 IL-6 及 IL-1β
的表达。经胡萝卜苷治疗后，高表达的 IL-6 及

IL-1β 的表达明显受到了抑制，且随着胡萝卜苷剂

量的增加，抑制作用随之增强。Western blotting
结果显示，conA 上调了 STAT3 蛋白表达及磷酸化

水平，而胡萝卜苷各剂量组皆发挥了抑制 STAT3
表达及磷酸化的作用。当高剂量的胡萝卜苷干预

conA 诱导的模型小鼠后，STAT3 的总蛋白水平接

近正常组水平，而 p-STAT3 磷酸化也接近正常组

水平。由于 STAT3 的总蛋白水平在 conA 和胡萝

卜苷的干预下都发生了改变，因此胡萝卜苷对于

p-STAT3 的表达不是特别明确。但可以肯定的是胡

萝卜苷能够下调 STAT3 的总蛋白表达，且该作用

可能与 p-STAT3 的下调相关，最终产生抑制炎症

的作用。 
综上所述，胡萝卜苷抗 conA 诱导的免疫性肝

损伤的作用良好，且该作用可能与抑制 STAT3 信

号通路、减轻炎症损伤有关。但本研究着重于炎

症方面的探讨，就胡萝卜苷其他治疗 conA 诱导的

急性肝损伤的机制研究较为欠缺。Jiang 等[19]报道

了胡萝卜苷的抗凋亡作用，这可能也是胡萝卜苷

保护肝脏的机制之一。因此，胡萝卜苷抵抗 conA
诱导的肝脏损伤的作用机制还可继续由炎症以外

的方面进行探究，为其将来作为临床用药提供更

多的理论基础。 
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