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去甲斑蝥素对 LPS 诱导的体外培养的肝细胞损伤的保护作用

周钧1，王琴2，王群伟1，段文斌1

( 中南大学湘雅二医院    1. 微创外科中心；2. 妇产科，长沙 410011)

[ 摘要 ] 目的：通过体外观察去甲斑蝥素 (NCTD) 对 LPS 所致肝细胞损伤和 TNF-α 表达的影响，探讨 NCTD 的作

用及其机制。方法：胶原酶Ⅳ灌流分离培养大鼠肝细胞，将细胞分为对照组、LPS 组、NCTD 组。对照组用无血清

DMEM 培养 , LPS 组用 LPS (40 mg/L) 诱导，NCTD 组用不同浓度 NCTD(0.5，1.0，2.5 μg/mL) 与 LPS (40 mg/L) 共同作

用，各组作用时间均为 24 h。MTT 法检测肝细胞的增殖情况、测定培养上清液乳酸脱氢酶 (LDH) 含量，ELISA 法检

测 TNF-α 和 IL-6 表达。结果：LPS (40 mg/L) 作用于原代培养大鼠肝细胞 24 h 后，与对照组相比，细胞生长抑制率

达 27％，培养上清液 LDH 含量增加 20 倍，TNF-α 和 IL-6 的表达以及 NF-κB DNA 结合活性均明显增加 (P<0.05)。

给予不同浓度 NCTD 后，培养上清液 LDH，TNF-α 和 IL-6 的含量及 NF-κB DNA 结合活性均明显下降，且呈量效

关系。结论：NCTD 拮抗 LPS 所致的肝细胞损伤，其保护作用的机制可能与其抑制 TNF-α 和 IL-6 的表达有关。
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ABSTRACT Objective: To study the effects of norcantharidin (NCTD) on lipopolysaccharide (LPS)–induced 
hepatocyte injury and the expression of TNF-α and IL-6 in vitro. 

 Methods: Hepatocytes were isolated from male Sprague-Dawley rats by collagenase perfusion. LPS 
at concentration of 40 mg/L was used to induce injury to the cultured cells, and NCTD (0.5, 1.0, 
2.5 μg/mL) was added at the same time. After 24 h of incubation, the cell proliferation rates were 
detected by MTT. LDH, TNF-α and IL-6 were measured by appropriate reagent kits.NF-κB DNA 

binding activity was measured.
 Results: 40 mg/L LPS caused a 27% growth inhibition in primary hepatocytes. LDH leakage was 20-

fold higher in NCTD-treated hepatocytes than  in normal ones.  TNF-α and IL-6 expression significantly 
increased. In cells treated with NCTD at doses of 0.5, 1.0 and 2.5 μg/mL, LDH leakage, TNF-α and IL-6 
expression, and NF-κB DNA binding activity were attenuated in a dose dependent manner.

 Conclusion: NCTD protects hepatocytes from injury induced by LPS; the protection is associated 
with suppression of the inflammatory cytokine TNF-α and IL-6.
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肝脏是人体生物转化和解毒最重要的脏器，

同 时 与 肠 道 存 在 密 切 的 血 供 联 系。 因 此， 在 机

体 发 生 严 重 感 染、 休 克、 严 重 创 伤 等 情 况 下，

肝 脏 也 首 当 其 冲 面 临 来 自 肠 道 的 细 菌 和 毒 素 的

侵袭 [1]。肝脏在机体清除大肠杆菌等产生的内毒

素 过 程 中 具 有 重 要 作 用， 而 内 毒 素 中 的 脂 多 糖

(lipopolysaccharide, LPS) 成分与其受体结合后又可

通过多种途径引起肝细胞损害 [2-3]。随着内毒素信

号通路的研究进展 , 使用药物阻断早期肝细胞损失

的研究已成为一种趋势。

去 甲 斑 蝥 素 (norcantharidin,NCTD) 是 斑 蝥 素

的重要衍生物 , 是一种特异性蛋白磷酸酶抑制剂 , 

在 既 往 研 究 [4] 中 被 证 实 具 有 抗 癌、 抗 纤 维 化、

抗炎等多种生物学活性。但 NCTD 对抗内毒素对

机体损伤的作用未见报道。本研究通过体外观察

NCTD 对 LPS 所 致 肝 细 胞 损 伤 以 及 对 TNF-α 和

IL-6 表达的影响，探讨 NCTD 的作用及机制。

1  材料与方法

1.1  材料

雄 性 SD 大 鼠 购 于 上 海 西 普 尔 - 比 凯 实

验 动 物 有 限 公 司， 体 质 量 约 200 g， 合 格 证

SCXK( 沪 )2003-000；LPS，NCTD 和胶原酶Ⅳ均购

于美国 Sigma 公司；LPS( 美国 Sigma 公司产品 ) 以

三蒸水配制成 2 g/L 储存液 , 分装冻存于 -20 ℃ , 临

用前用培养液稀释至终浓度；槲皮素 ( 美国 Sigma

公司产品 ) 用 DMSO 配制成 10 mmol/L 储存液 , 1 周

内使用 , 临用前用培养液稀释至终浓度；NF-κB p65

检测试剂盒为美国 Sigma 公司产品；TNF-α 和 IL-6 

ELISA 检测试剂盒购于美国 Biosource 公司。

1.2  方法

1.2.1�大鼠原代肝细胞分离及培养

取雄性 SD 大鼠 1 只， 3% 戊巴比妥麻醉，无

菌条件下打开腹腔 , 按文献 [5] 采用 0.5 g/L 胶原酶

Ⅳ两步法原位灌流消化分离肝细胞 , 台盼蓝染色计

数细胞活力 >85%，含 10%FBS 和 20 U/L 胰岛素的

DMEM 培养液 (Gibco) 洗涤后重悬细胞，并调整密

度至 1×108/L，接种于鼠尾胶包被的培养板。第 2

天换液，去除未贴壁的细胞。细胞贴壁 48 h 后状态

良好成多边形 , 细胞较大，胞质丰富，核仁明显，

部分细胞片状融合，可以用于实验。

1.2.2　LPS 对原代培养大鼠肝细胞损伤作用及槲

皮素的作用

细胞贴壁 48 h 后更换不含胰岛素的 DMEM 培

养液，LPS 组加入终浓度为 40 mg/L LPS 诱导肝细

胞损伤；另设空白对照组。加入终浓度为 0.5，1.0，

2.5 μg/mL 的 NCTD 进行干预，分别命名为 N0.5，

N1.0，N2.5 组。孵育 24 h 后进行检测。

1.2.2.1��MTT 实验

按上述分组接种肝细胞于 96 孔板，每组设 6

复孔，孵育 24 h 后每孔加 5 g/LMTT 试剂 20 μL，孵

育 4 h 后小心吸干培养液 , 每孔加 150 μL DMSO 并

振荡 30 min 溶解沉淀 , 于酶标仪 490 nm 处读取吸光

度值，根据公式 : 抑制率 =(1- 处理组吸光度值 / 对

照组吸光度值 )×100%，计算肝细胞生长抑制率 [6]。

1.2.2.2��LDH 含量测定

按如上所述分组接种肝细胞于 24 孔板 , 每组

设 6 复孔 , 孵育 24 h 后吸取各孔培养上清液 0.5 mL,

在全自动生化仪上测定各组细胞培养上清液中 LDH

含量。

1.2.2.3��培养上清 TNF-α 和 IL-6 蛋白 ELISA 检测

按如上所述分组接种肝细胞于 96 孔板 , 每组

设 6 复孔 , 孵育 24 h 后吸取培养上清液 , 按试剂盒

说明书操作 , 每孔加培养上清 50 μL, 并做标准曲线 ,

经与抗体孵育 2 h, 生物素亲和素放大 30 min, 加显

色液 20 min 终止后 , 于酶标仪 490 nm 处读取数据 ,

根据标准曲线计算各孔 TNF-α 和 IL-6 的浓度。

1.2.2.4��细胞核内 NF-κB 活性的测定

结合反应的混合物 ( 总体系 15 μL) 在室温孵

育 20 min 后 , 于 8% 非变性的聚丙酰胺凝胶进行

电泳分析。电泳后 , 凝胶用凝胶干燥器 ( Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA ) 干燥 , 并于 -70 ℃下

用增感屏和 X 线片曝光。结合带用生物影象分析

系统 (Millipore Co. Imaging System， Ann Arbor，

MI) , 以光密度扫描法定量测定，A450 nm 值代表被

测样品活性。

1.3　统计学处理

用 SPSS 11. 5 统计学软件进行分析。计量资以

均数 ± 标准差 (x±s) 表示 , 组间比较采用单因方差

分析 , 均数的两两比较采用 t 检验 ；P<0.05 认为差

异有统计学意义。

2  结 果

2.1 细胞生长状态

各组细胞边缘整齐，细胞质均匀，没有黑点或

斑，显示各组细胞均生长良好 ( 图 1)。

2.2  细胞生长抑制率

LPS 组肝细胞生长抑制率达 29.0%，与对照组

相比，抑制率显著升高 (P<0.05)；而加入 2.5 μg/mL 
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NCDT 可使细胞生长抑制率降至 7.1%，与 LPS 相

比较，抑制率明显降低 (P<0.05)，且 0.5~2.5 μg/mL 

NCDT 降低 LPS 所致抑制肝细胞生长的效应呈量效

关系 (P<0.05，图 2)

2.3  细胞培养上清液中 LDH 含量

40 mg/L LPS 作用 24 h 后，肝细胞培养上清

LDH 含 量 与 对 照 组 比 较 显 著 升 高 (P<0.05), 0.5，

1.0，2.5 μg/mL NCDT 干预后 LDH 含量明显下降 ,

且呈量效关系 (P<0.05，图 3)。

2.4  细胞培养上清中 TNF-α 和 IL-6 的含量

LPS(40 mg/L) 刺激肝细胞后，细胞培养液中

TNF-α 和 IL-6 均明显增加 (P<0.05), NCDT(0.5~2.5 

μg/mL) 可降低 LPS 所致的培养上清液中 TNF-α 和

IL-6 的增加 (P<0.05，图 4)，且呈量效关系。

图 1  光镜下各组细胞的生长状态。 A: 对照组； B：LPS 组； C:N2.5 组。

Figure 1  Light microscope showing the growth status of hepatocytes in groups. A:Control group; B: LPS group; C: N2.5 

group.

图 2   各组肝细胞生长抑制率 (n=6，x±s)。与对照组比较，
*P<0.05；与 LPS 组比较，#P<0.05。

F i g u r e  2   G r o w t h  i n h i b i t i o n  o f  h e p a t o c y t e s  i n 

groups(n=6,x ± s). *P<0.05 vs the con group;#P<0.05 vs the 

LPS group.

图 3  各组肝细胞培养上清液中 LDH 含量 (n=6，x±s)。与

对照组比较，*P<0.05；与 LPS 组比较，#P<0.05。

Figure 3  Comparison of LDH in supernatant among the 

groups(n=6,x ± s). *P<0.05 vs the con group;#P<0.05 vs the  

LPS group.

图 4  肝细胞培养上清 TNF-α 和 IL-6 含量 (n=6，x±s)。与对照组比较，*P<0.05；与 LPS 组比较，#P<0.05。

Figure 4  Comparison of TNF-α and IL -6 in supernatant among the groups(n=6,x ± s). *P<0.05 vs the con group;#P<0.05 vs  

the LPS group.
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2.5  NF-κB DNA 结合活性

LPS(40 mg/L) 刺激后 , 肝细胞核内 NF-κB DNA

活 性 明 显 增 加 (P<0.05)，NCDT(0.5~2.5 μg/mL)

对 NF-κB DNA 活 性 具 有 抑 制 作 用 且 呈 量 效 关 系

(P<0.05，图 5)。

3  讨  论

斑蝥素是一种强效丝氨酸 / 苏氨酸蛋白磷酸

酶 1 和 2A 抑制剂，主要对细胞周期产生影响，诱

导细胞凋亡，影响癌细胞蛋白质的合成过程，具

有 抗 肿 瘤 特 性。NCTD 是 来 源 于 斑 蝥 属 (mylabris 

phalerata pall) 去甲基化形式的斑蝥素，分子式为

C8H8O4，相对分子质量为 168.14，是更容易合成、毒

性更低、同时保留抗癌活性的斑蝥素衍生物 [5]。NCTD

作用靶点多 , 作用机制复杂。研究 [6] 发现：斑蝥素

可 明 显 抑 制 高 转 移 卵 巢 癌 细 胞 株 (HO-8910PM 细

胞 )Smad3 和 NF-κBp65 的 表 达 , 并 可 能 通 过 进 一

步降低调控肿瘤转移相关靶基因 VEGF、尿激酶

型 纤 维 蛋 白 酶 原 激 活 剂 (uPA), 黏 着 斑 激 酶 (FAK)

及 TGF-β1 的表达水平 , 促进 HO-8910PM 细胞凋

亡 , 抑 制 其 生 长 和 侵 袭 转 移 能 力。NCTD 还 可 以

通过影响肿瘤转移和基质溶解相关基因蛋白的表

达 , 维持基质金属蛋白酶 2/ 基质金属蛋白酶抑制

因子 (MMP2/TIMP) 动态平衡 , 降低细胞外基质和

基底膜的降解和破坏 , 从而发挥抑制癌细胞侵袭

和转移的作用 [6-9]。但 NCTD 对 LPS 损伤原代培养

的肝实质细胞有何影响 , 目前研究尚少。在本研究

中 , 40 mg/L LPS 作用于原代培养大鼠肝细胞 24 h

后 , 与对照组相比，细胞生长抑制率达 29%, 培养

上 清 液 LDH 含 量 增 加 19 倍。 给 予 0.5，1.0，2.5 

μg/mL NCTD 后 , 反映细胞损伤各项指标：上清液

中 LDH，TNF-α 和 IL-6 的含量及细胞核内 NF-κB 

DNA 结合活性均有明显改善 , 且呈量效关系。这

表明 NCTD 对 LPS 所致肝细胞损伤有明确的保护

作用，且提示 NCTD 在 2.5 μg/mL 时保护作用明显 ,

使用时应控制剂量。

TNF-α 已是公认的最主要的炎性因子之一 ,

不仅可以直接作用于肝细胞表面的 TNF-α 受体 ,

对其造成损伤 , 还可以通过诱导各种炎性细胞趋

化因子、细胞间黏附分子、血管黏附分子的生成 ,

将损伤作用进一步放大 [10-11]。IL-6 可由淋巴细胞

及非淋巴细胞产生，在调节免疫应答、急性期反

应、 促 进 骨 髓 造 血 等 方 面 均 具 有 重 要 作 用，IL-6

可 增 加 TNF-α 的 效 应， 作 为 炎 症 介 质 被 认 为 是

TNF-α 的某些生物效应的放大因子。本实验也显

示 LPS 诱 导 肝 细 胞 损 伤 后 TNF-α 和 IL-6 的 表 达

明显增加 , 而 NCDT 可使 TNF-α 和 IL-6 蛋白表达

上调受到抑制，这可能与其抑制 NF-κB 活性有关。
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