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［摘要］　目的：研究粗叶悬钩子总生物碱对肝细胞凋亡及肝细胞超微结构的影响。方法：６０只大鼠随机分为正常组、模
型组、粗叶悬钩子总生物碱处理组和阳性药对照组。采用ＣＣｌ４腹腔内注射建立肝损伤大鼠模型。应用ＴＵＮＥＬ检测各组肝组
织的凋亡指数，电镜观察肝细胞超微结构。结果：粗叶悬钩子总生物碱处理组与阳性药对照组的大鼠肝细胞超微结构损伤程

度、肝组织中凋亡指数，均分别较模型组显著减轻与下降。结论：粗叶悬钩子总生物碱能明显减轻肝细胞超微结构损伤，抑制

肝组织中细胞凋亡。
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　　粗叶悬钩子 ＲｕｂｕｓａｌｃｅａｅｆｏｌｉｕｓＰｏｉｒ为蔷薇科悬
钩子属植物，根、叶均可入药，在福建闽南安溪一带

广泛应用于各型肝炎治疗，疗效显著。该草药具有

良好民间用药基础，是一种极具潜力药用资源，值得

大力开发研究。本课题组前期研究工作表明粗叶悬

钩子根部粗提物与总生物碱对急性肝损伤有防治作

用［１２］，为探讨其作用机制，进一步研究其抑制肝细

胞凋亡现象及其损伤的超微结构。

１　材料
１１　动物 清洁级ＳＤ大鼠６０只，体重１８０～２２０ｇ，
雌雄各半，上海斯莱克实验动物有限责任公司提供；

适应性饲养５ｄ后再行实验。
１２　总生物碱的制备［３４］　粗叶悬钩子根部醇提取
液沉淀，晾干；所得物质分别经饱和苦味酸检识证明

是生物碱，再配制成低、中、高（１∶３∶６）剂量组待用。
２　方法
２１　分组造模与给药　ＳＤ大鼠按体重随机分为６
组，分别为正常空白组、急性肝损伤模型组、总生物

碱（低、中、高剂量）干预组和阳性药对照组，雌雄各

半，每组１０只。空白组给予生理盐水一次性腹腔注
射０２ｍＬ；其余各组给予９９５％四氯化碳（ＣＣｌ４，分
析纯）一次性腹腔注射（１００ｇ体重０１ｍＬ），造成大
鼠急性肝损伤模型。造模２４ｈ后，空白组及模型组
用生理盐水灌胃；阳性药组给予联苯双酯灌胃（０１
ｇ·ｋｇ－１，１％）；总生物碱干预组分别给予生物碱低
剂量３６％、中剂量７２％、高剂量１４４％，灌胃量２
ｍＬ／只、１次／ｄ（相当于总生物碱 ０３６，０７２，１４４
ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１），连续７ｄ。
２２　常规光镜制样与观察　于末次操作后禁食不
禁水，２４ｈ后取材。取肝右叶中央部位组织，１０％
中性福尔马林溶液中固定，石蜡包埋，切片 ５μｍ，
ＨＥ染色，光镜下作组织病理学观察。
２３　ＴＵＮＥＬ（原位末端标记法）染色观察凋亡细胞
　石蜡切片５μｍ，二甲苯脱蜡，ＰＢＳ冲洗，胃蛋白酶
消化，ＰＢＳ冲洗；加ＴＵＮＥＬ反应液（福建迈新公司提
供试剂盒）３７℃孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；加碱性磷酸
酶抗体 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；加 １～２滴
ＢＣＩＰ／ＮＢＴ，室温下孵育１０～３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；苏木
素复染；水性封片剂封片、烘干，光镜观察细胞核蓝

黑色为阳性。每组取６个样本，每个样本计数５个
不同视野凋亡肝细胞的总数。

２４　细胞凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）统计学分析
　凋亡细胞Ｔｕｎｅｌ法染色片，每张切片在显微镜高倍
镜下随意选取５个视野，计算阳性率平均值，并分为５
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级（０级＜２％，１级＜３％～９％，２级＜１０％～１９％，３
级＜２０％ ～３９％，４级 ＞４０％）［５］。观察各组肝凋亡
细胞比例以确定凋亡指数。用 ＳＰＳＳ１１５版本统计
软件处理，计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，使用单因素方差分
析，计数资料用秩和检验。

２５　透射电镜制样与观察　取材后经３％戊二醛
１５％多聚甲醛前固定数天（４℃），１％锇酸１５％
亚铁氰化钾后固定１５ｈ，ＰＢＳ漂洗；７０％乙醇饱和
醋酸铀染液块染，乙醇丙酮梯度脱水，环氧树脂６１８
包埋剂包埋。超薄切片８０ｎｍ，醋酸铀、柠檬酸铅各
染色５ｍｉｎ；在日立透射电镜下观察、摄影。
３　结果
３１　ＴＵＮＥＬ（原位末端标记）染色光镜观察　
ＴＵＮＥＬ染色阳性的凋亡细胞核呈紫黑色。空白
组肝细胞状态良好，细胞圆形或类圆形，细胞质

形状规则，细胞核仅见极少数明显的紫黑色细

胞。模型组中有很多细胞核被深染为紫黑色的

凋亡细胞，可见细胞缩小，细胞间隙增大，凋亡细

胞体积变小、变形；细胞凋亡晚期可见凋亡小体，

而坏死细胞的体积胀大，细胞膜损伤或裂解成碎

片。阳性药对照组中可见到小片坏死脱落细胞

碎片，但细胞形态明显好于模型组。生物碱低剂

量组可见凋亡细胞，数量与模型组相比没有显著

性差异，多个细胞有明显凋亡形态改变，细胞染

色质浓缩、靠近核膜和出现核着边现象，核膜裂

解、染色质分割成块状；细胞周围可见多个完整

膜包裹的凋亡小体；偶可见坏死细胞，细胞肿胀

崩解，形态不规则。生物碱中剂量组可见散在凋

亡细胞，但数量明显少于模型组。生物碱高剂量

组偶见凋亡细胞（图１）。

图１　各组肝组织细胞凋亡观察（ＴＵＮＥＬ法，×２００）

３２　ＴＵＮＥＬ染色检测凋亡指数（ＡＩ）　模型组大
鼠肝组织凋亡指数明显增高，与空白组相比有高

度显著性差异（Ｐ＜００１）；粗叶悬钩子生物碱治
疗组不同程度地降低了肝组织凋亡指数，中剂量

组与造模组比较具有显著性差异（Ｐ＜００５），高
剂量组与造模组比较具有高度显著性差异（Ｐ＜
００１）（表１）。
３３　透射电镜观察　空白组：多数细胞结构正常，
线粒体丰富、散在或成堆；板层状粗面内质网

（ＲＥＲ）可见，滑面内质网（ＳＥＲ）呈小泡状；未见空
泡样结构及内质网扩张；糖原量中等或偏少，多散

　　 表１　粗叶悬钩子总生物碱对ＣＣｌ４所致大鼠
急性肝损伤凋亡指数（ＡＩ）的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
剂量

／ｇ·ｋｇ－１
ＡＩ

空白 － ０２３±０１６

模型 － ３７５±１０４１）

联苯双酯 ０１０ １９１±１０２３）

生物碱 ０３６ ２８７±０９３

０７２ ２３０±０７６２）

１４４ １３２±０９１３）

　　注：与空白组比１）Ｐ＜００１；与模型组比２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。
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在；部分细胞可见中小溶酶体；少数细胞内可见数个

较小脂滴。模型组：胞质粗面内质网急剧扩张，可见

大小不一“池内隔离”现象；大量滑面内质网增生；

并有大量大小不同脂滴，空泡样结构常见；可见溶酶

体及髓鞘样结构；线粒体固缩、基质深或形态结构较

不规则，散在分布。少数区域少数细胞内尚有糖原

散在。多数细胞呈上述不同程度变性外，肝窦附近

的肝细胞受损较明显，坏死细胞多见，一些细胞已崩

解，释出胞质成分；并见白细胞浸润。可见早期凋亡

细胞，核固缩变小，或异染色质边聚（沿着核膜下分

布）。阳性药对照组：大部分区域细胞结构未见明

显受损，未见明显扩张的 ＲＥＲ或“池内隔离”现象；
少部分区域 ＲＥＲ扩张；少部分细胞的局部 ＳＥＲ较
多，可见少量小残体或空泡，有的细胞中小脂滴较常

见，个别细胞局部区域见糖原；部分近肝窦的区域细

胞受损仍明显，见大脂滴散在、中小脂滴成堆，线粒

体肿胀；并见早期凋亡细胞，核染色质边聚。生物碱

中剂量组：部分组织区域细胞结构较好，相当多细胞

中线粒体形态结构较好；线粒体丰富，糖原丰富；溶

酶体常见，残体可见；细胞未见空泡样变及明显扩张

的ＲＥＲ。部分区域胞质基质松散，线粒体基质深，
ＳＥＲ扩张，少数板层状ＲＥＲ可见；或脂滴较多、大小
不一；见个别早期凋亡细胞。近肝窦处可见细胞破

坏；脂滴比高剂量组多。生物碱高剂量组：大多数细

胞结构较正常，线粒体丰富，ＲＥＲ较丰富、散在；未
见空泡样结构或内质网扩张。少部分细胞内糖原成

堆或散在；少部分细胞中见一点中小脂滴。未见凋

亡细胞（图２）。

图２　各组肝细胞超微结构观察（ＴＥＭ，×５０００）

４　讨论
肝细胞凋亡是肝炎及肝衰竭的重要病理变化之

一，既可直接引起肝细胞数量减少，也可引起继发性

的肝细胞坏死和肝内炎症，而影响肝细胞数量和功

能；在缺乏肝细胞再生前提下，肝细胞凋亡可引起肝

萎缩［５］。研究表明抗氧化剂能抑制肝细胞凋亡［６］，

而粗叶悬钩子就有减轻脂质过氧化等作用［２］。

ＣＣｌ４诱导的急性肝损伤模型组，细胞凋亡指数
比正常组显著增高，表明细胞凋亡是导致急性肝损

伤重要作用之一，电镜下可见一些早期凋亡细胞和

坏死细胞。而许多细胞超微结构出现不同程度破

坏，如粗面内质网急剧扩张，形成大量“池内隔离”

现象，将严重影响蛋白质合成功能，是药物中毒后出

现的细胞致死性变化；肝细胞大量滑面内质网增生，

是细胞增强解毒功能的表现；线粒体固缩等变化将

影响细胞供能；髓鞘样结构出现，提示细胞生物膜结

构受损明显，故溶酶体也相应增加，通过自嗜作用清

除受损膜性结构；而大量脂滴出现，表明正常脂代谢
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受影响，故大量 ＣＣｌ４也可以造成脂肪性肝炎。由于
ＣＣｌ４及其代谢物通过血循环进入肝脏，因此血窦附近
受破坏的细胞较明显。由于肝细胞膜和线粒体膜受

损致通透性增加，甚至细胞坏死，使分布于细胞质与

线粒体中丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转
移酶（ＡＳＴ）释放入血，致血清中转氨酶活性增高［７］。

本研究结果显示粗叶悬钩子生物碱干预组不同

程度地降低了肝组织中凋亡指数，其中高剂量组与

模型组比较具有高度显著性差异，表明粗叶悬钩子

能抑制肝细胞凋亡。电镜观察见生物碱高剂量组，

大多数细胞结构恢复正常，线粒体和内质网结构与

分布较正常，未见凋亡细胞、内质网扩张，只有少部

分细胞中见小脂滴。结果显示粗叶悬钩子生物碱可

改善在细胞凋亡进程中具有重要作用的内质网和线

粒体超微结构，修复肝细胞的生物膜，而抑制肝细胞

凋亡，从而减少肝损伤。其机制可能是粗叶悬钩子

的粗提物［１］尤其是总生物碱［２］，通过抑制 ＣＣｌ４引起
的脂质过氧化反应、ＮＯ细胞毒作用，以及总多糖［４］

抑制炎症因子异常增高，而抑制中毒的肝细胞凋亡，

从而减轻肝细胞损害，故此可降低血清转氨酶［７８］活

性。同时，生物碱高剂量组肝细胞脂滴明显减少，表

明粗叶悬钩子具有调节肝脏脂类代谢，避免脂肪肝

形成的潜在作用，值得深入研究开发。因此，粗叶悬

　　

钩子与几种不同保肝中药有类似作用现象［９］，通过

抑制肝细胞凋亡，并促进正常肝细胞增值，而达到保

肝与治疗的作用。
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