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ω３多不饱和脂肪酸对对乙酰氨基酚诱导小鼠急性肝损伤的保护
作用
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摘要：　目的　探讨ω３多不饱和脂肪酸（ω３ＰＵＦＡ）对对乙酰氨基酚（ＡＰＡＰ）诱导的小鼠急性肝损伤的保护作
用及机制。方法　选取健康Ｃ５７ＢＬ／６雌性野生型小鼠（ＷＴ组）和Ｆａｔ１转基因雌性小鼠（Ｆａｔ１组）各２４只，采用腹腔
注射ＡＰＡＰ法建立小鼠急性肝损伤模型，分别于ＡＰＡＰ腹腔注射后０、２、６、２４ｈ应用ＣＯ２法每组处死６只小鼠，采集小
鼠肝组织和静脉血。应用丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）检测试剂盒测定小鼠血清 ＡＬＴ水平，苏木精伊红（ＨＥ）染色观察小鼠
肝组织形态学变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测小鼠肝组织中腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）和磷酸化 ＡＭＰＫ（ｐＡＭＰＫ）水平。
取ＨｅｐａＲＧ细胞，应用ＡＰＡＰ孵育６ｈ诱导ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡，换培养液后将细胞分为ＡＰＡＰ＋二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）
组和ＡＰＡＰ＋二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）组，ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组在培养基中加入ＤＨＡ，ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组在培养基中加入ＤＭＳＯ；
分别于处理０、３、６ｈ时收集ＨｅｐａＲＧ细胞，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＨｅｐａＲＧ细胞中ＡＭＰＫ和 ｐＡＭＰＫ表达水平。取
ＨｅｐａＲＧ细胞并随机分为磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）＋ＤＨＡ组、ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ组、ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组和 ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组，
ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组和ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组细胞应用ＡＰＡＰ孵育６ｈ诱导ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡，ＰＢＳ＋ＤＨＡ组和ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ组
细胞加入ＰＢＳ；换培养液后，ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组和 ＰＢＳ＋ＤＨＡ组在培养基中加入 ＤＨＡ，ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组和 ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ
组在培养基中加入ＤＭＳＯ；各组细胞继续温箱孵育６ｈ，收集细胞，采用流式细胞术检测各组 ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡情况。
结果　２组小鼠腹腔注射ＡＰＡＰ后２、６、２４ｈ时血清ＡＬＴ水平显著高于０ｈ时（Ｐ＜０．０５）；腹腔注射ＡＰＡＰ后２、６、２４ｈ
时，Ｆａｔ１组小鼠血清ＡＬＴ水平显著低于ＷＴ组（Ｐ＜０．０５）。ＨＥ染色结果显示，腹腔注射ＡＰＡＰ后２４ｈＷＴ组小鼠肝
细胞呈现不同程度的变性或坏死，细胞核溶解或固缩，肝细胞索正常形态被破坏并伴有明显的炎性细胞浸润；而Ｆａｔ１
组小鼠肝脏组织病变较轻。腹腔注射ＡＰＡＰ后２、６ｈ时 Ｆａｔ１组小鼠肝组织中 ｐＡＭＰＫ相对表达量显著高于 ＷＴ组
（Ｐ＜０．０５）；ＷＴ组小鼠腹腔注射ＡＰＡＰ后２、６ｈ时肝组织中ｐＡＭＰＫ相对表达量显著低于０ｈ时（Ｐ＜０．０５），Ｆａｔ１组
小鼠腹腔注射ＡＰＡＰ后０、２、６ｈ时肝组织中ｐＡＭＰＫ相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。腹腔注射ＡＰＡＰ
后０、２、６ｈ时２组小鼠肝组织中ＡＭＰＫ相对表达量比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组ＨｅｐａＲＧ细
胞处理３、６ｈ时 ｐＡＭＰＫ相对表达量显著高于 ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组（Ｐ＜０．０５），ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组和 ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组
ＨｅｐａＲＧ细胞处理３、６ｈ时 ｐＡＭＰＫ相对表达量显著低于０ｈ时（Ｐ＜０．０５）；ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组和 ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组
ＨｅｐａＲＧ细胞处理０、３、６ｈ时 ＡＭＰＫ相对表达量比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组、ＡＰＡＰ＋
ＤＨＡ组ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡率均显著高于ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ组和ＰＢＳ＋ＤＨＡ组（Ｐ＜０．０５），ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组ＨｅｐａＲＧ细胞凋
亡率显著低于ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组（Ｐ＜０．０５），ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ组与 ＰＢＳ＋ＤＨＡ组 ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡率比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ω３ＰＵＦＡ对ＡＰＡＰ诱导的小鼠急性肝损伤有保护作用，其机制可能与 ω３ＰＵＦＡ促进 ＡＭＰＫ
通路活化有关。
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　　对乙酰氨基酚 （ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ，ＡＰＡＰ）是一种
广泛使用的解热镇痛药，过量服用会使肝内代谢产

物堆积，直接损伤肝细胞，进而导致严重的急性肝损

伤，约 ４８％的急性肝损伤由 ＡＰＡＰ过量摄入引
起［１］。研究显示，腺苷酸活化蛋白激酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）通路
激活对保护 ＡＰＡＰ诱导的肝损伤起关键作用［２３］。

ω３多不饱和脂肪酸（ω３ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄ，
ω３ＰＵＦＡ）是第１个不饱和键出现在碳链甲基端第３
位 的 ＰＵＦＡ，主 要 包 含 二 十 二 碳 六 烯 酸

（ｄｏｃｏｓａｈｅｘｅｎｏｉｃａｃｉｄ，ＤＨＡ）和 二 十 碳 五 烯 酸
（ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔｅｎｏｉｃａｃｉｄ，ＥＰＡ）［４］。研究显示，ω３ＰＵＦＡ
在多个肝脏疾病模型中发挥保护作用，且具有活化

ＡＭＰＫ通路的功能［５７］。本研究使用能够自身合成
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ω３ＰＵＦＡ的 Ｆａｔ１转基因小鼠，探讨 ω３ＰＵＦＡ对
ＡＰＡＰ诱导的急性肝损伤的保护作用及其对 ＡＭＰＫ
通路的影响。

１　材料与方法

１．１　实验动物　无特定病原体级健康 Ｃ５７ＢＬ／６雌
性野生型（ｗｉｄｅｔｙｐｅ，ＷＴ）小鼠２４只（ＷＴ组）由南
方医科大学医学实验动物中心提供，８周龄，体质量
２２～２５（２３．４７±１．０１）ｇ；Ｆａｔ１转基因雌性小鼠２４
只（Ｆａｔ１组）由南方医科大学基础医学院周嘉惠赠，
８周龄，体质量 ２０～２５（２３．１３±１．４５）ｇ；２组小鼠饲
养８周，饲养温度（２３±２）℃，自然通风，明暗周期
１２ｈ／１２ｈ，自由摄食、饮水。
１．２　细胞、试剂与仪器　ＨｅｐａＲＧ细胞（中国科学
院上海细胞库），ＡＰＡＰ（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），１６４０
细胞培养基、胎牛血清、二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）［赛默飞世尔科技（中国）有限公
司］，丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅｔｒａｎｓａｒｎｉｎａｓｅ，ＡＬＴ）
检测试剂盒（南京建成生物工程研究所），蛋白裂解

液和二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白检测
试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司），异硫氰酸

荧光素标记的膜联蛋白 Ｖ／碘化丙啶（ａｎｎｅｘｉｎＶ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ／ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ／ＰＩ）细胞凋亡检测试剂盒（浙江联科生物技
术有限公司）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和凝胶成像设备（美国
ＢｉｏＲａｄ公司），双激光流式细胞仪（美国 ＢＤ公
司），组织自动脱水机、恒温摊烤片机、石蜡切片机

（德国徕卡公司），显微镜及其拍照系统（日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．３　急性肝损伤小鼠模型制备　参照文献［８］方
法制备急性肝损伤小鼠模型。ＷＴ组和 Ｆａｔ１组小
鼠均腹腔注射 ＡＰＡＰ４００ｍｇ·ｋｇ－１；分别于腹腔注
射后０、２、６、２４ｈ应用ＣＯ２法每组处死６只小鼠，采
集小鼠肝组织和静脉血，用于后续实验。

１．４　小鼠血清 ＡＬＴ水平检测　应用 ＡＬＴ检测试
剂盒检测小鼠血清ＡＬＴ水平，严格按照试剂盒说明
书进行操作。

１．５　苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色观
察小鼠肝组织形态学变化　取腹腔注射后２４ｈ处
死小鼠的肝组织，４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛固定４８ｈ，乙
醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，５μｍ切片，通过烤
片、脱蜡、水化后，苏木精染色 ５ｍｉｎ，蒸馏水返蓝
１ｍｉｎ，伊红染色１ｍｉｎ，然后脱水、透明、封片，显微
镜下观察并拍照。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肝组织中 ＡＭＰＫ和磷酸
化ＡＭＰＫ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡＭＰＫ，ｐＡＭＰＫ）水平
　称取２组小鼠腹腔注射 ＡＰＡＰ后０、２、６ｈ获取的
新鲜肝组织１００ｍｇ，于蛋白裂解液中充分裂解后离
心取上清液，变性制备蛋白样品；将２组样品分别等
质量加样至泳道，电泳后转膜至聚偏氟乙烯膜，

２００ｍＡ冰浴１２０ｍｉｎ；５０ｇ·Ｌ－１牛血清白蛋白室温
封闭６０ｍｉｎ后置于水平摇床，加入 ＡＭＰＫ、ｐＡＭＰＫ
和磷酸甘油醛脱氢酶 （ｒｅｄｕｃｅｄｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）一抗，４℃孵育过
夜；加入二抗孵育 ４５ｍｉｎ；加入发光液在暗室曝光，
经显影、定影后将胶片扫描至电脑，应用 ＩｍａｇｅＪ软
件获取条带的吸光度值进行定量分析。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＨｅｐａＲＧ细胞中 ＡＭＰＫ
和ｐＡＭＰＫ表达　取ＨｅｐａＲＧ细胞，使用含体积分
数１０％胎牛血清的 １６４０完全培养基培养，置于
３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的饱和湿度恒温细胞培
养箱中。应用２０ｍｍｏｌＡＰＡＰ孵育６ｈ诱导ＨｅｐａＲＧ
细胞凋亡，换培养基后将细胞分为 ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组
和ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组，ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组在培养基中加
入５０μｍｏｌＤＨＡ，ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组在培养基中加入
ＤＭＳＯ，使其最终体积分数为１‰；继续温箱孵育，分
别于处理０、３、６ｈ时收集大于１×１０６个ＨｅｐａＲＧ细
胞裂解制备蛋白样品，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
ＨｅｐａＲＧ细胞中 ＡＭＰＫ和 ｐＡＭＰＫ表达，操作步骤
同“１．６”项；实验重复３次。
１．８　流式细胞术检测 ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡情况　取
ＨｅｐａＲＧ细胞并随机分为ＰＢＳ＋ＤＨＡ组、ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ
组、ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组和ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组，ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ
组和ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组细胞加入２０ｍｍｏｌＡＰＡＰ孵育
６ｈ诱导 ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡，ＰＢＳ＋ＤＨＡ组和 ＰＢＳ＋
ＤＭＳＯ组细胞加入ＰＢＳ，换培养基后，ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组
和ＰＢＳ＋ＤＨＡ组在培养基中加入 ５０μｍｏｌＤＨＡ，
ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组和ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ组在培养基中加入
ＤＭＳＯ，使其最终体积分数为１‰；各组细胞继续温箱
孵育６ｈ，收集细胞，应用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡试
剂盒检测ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡率，严格按照试剂盒说明
书进行操作；实验重复３次。
１．９　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两两比
较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　２组小鼠血清 ＡＬＴ水平比较　结果见表１。
腹腔注射ＡＰＡＰ后０ｈ时２组小鼠血清ＡＬＴ水平比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；２组小鼠腹腔注射
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ＡＰＡＰ后２、６、２４ｈ时血清 ＡＬＴ水平显著高于 ０ｈ
时，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；腹腔注射 ＡＰＡＰ
后２、６、２４ｈ时，Ｆａｔ１组小鼠血清 ＡＬＴ水平显著低
于ＷＴ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表１　２组小鼠血清ＡＬＴ水平比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｓｅｒｕｍ ＡＬＴｏｆｍｉｃｅ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＡＬＴ／（Ｕ·Ｌ－１）

０ｈ ２ｈ ６ｈ ２４ｈ
ＷＴ组 ６ ６５．８６±６．１９ ３１３．３０±２６．１２ａ ９４３．００±３７．６７ａ ４２４．２０±１４．６４ａ

Ｆａｔ１组 ６ ７１．８６±２．５３ ２４７．４０±２５．２５ａｂ ４３１．８０±６．１０ａｂ ２４４．８０±１２．６０ａｂ

　　注：与０ｈ时比较ａＰ＜０．０５；与ＷＴ组比较ｂＰ＜０．０５。

２．２　２组小鼠肝组织形态学变化　结果见图 １。
ＨＥ染色结果显示，ＷＴ组小鼠肝细胞呈现不同程度
的变性或坏死，细胞核溶解或固缩，肝细胞索正常形

态被破坏并伴有明显的炎性细胞浸润；而 Ｆａｔ１组
小鼠肝脏组织病变较轻。

Ａ：ＷＴ组；Ｂ：Ｆａｔ１组。

图１　２组小鼠肝组织形态学变化（ＨＥ染色，×１００）
Ｆｉｇ．１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅ
ｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）

２．３　２组小鼠肝组织中 ＡＭＰＫ及 ｐＡＭＰＫ相对

表达量比较　结果见图２和表２。腹腔注射 ＡＰＡＰ

后０ｈ时２组小鼠肝组织中ｐＡＭＰＫ相对表达量比

较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；腹腔注射 ＡＰＡＰ

后２、６ｈ时 Ｆａｔ１组小鼠肝组织中 ｐＡＭＰＫ相对表

达量显著高于 ＷＴ组，差异有统计学意义（Ｐ＜

００５）。ＷＴ组小鼠腹腔注射ＡＰＡＰ后２、６ｈ时肝组

织中ｐＡＭＰＫ相对表达量显著低于０ｈ时，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｆａｔ１组小鼠腹腔注射

ＡＰＡＰ后０、２、６ｈ时肝组织中 ｐＡＭＰＫ相对表达量

比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。腹腔注射

ＡＰＡＰ后０、２、６ｈ时２组小鼠肝组织中 ＡＭＰＫ相对

表达量比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图２　２组小鼠肝组织中ＡＭＰＫ和ｐＡＭＰＫ表达（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＭＰＫａｎｄｐＡＭＰＫｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ

ｏｆｍｉｃｅｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

表２　２组小鼠肝组织中ＡＭＰＫ及ｐＡＭＰＫ表达比较
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＭＰＫａｎｄｐＡＭＰＫｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＡＭＰＫ

０ｈ ２ｈ ６ｈ
ｐＡＭＰＫ

０ｈ ２ｈ ６ｈ
ＷＴ组 ６ １．２０±０．１４ １．１４±０．０６ １．１４±０．０６ ０．７６±０．０７ ０．３８±０．０６ａ ０．１２±０．０４ａ

Ｆａｔ１组 ６ １．１８±０．１０ １．１８±０．０４ １．１６±０．０７ ０．７２±０．１２ ０．８８±０．０５ｂ ０．８０±０．１２ｂ

　　注：与０ｈ时比较ａＰ＜０．０５；与ＷＴ组比较ｂＰ＜０．０５。

２．４　ＤＨＡ对 ＡＰＡＰ诱导的 ＨｅｐａＲＧ 细胞中
ＡＭＰＫ磷酸化的影响　结果见表３和图３。处理
０ｈ时２组ＨｅｐａＲＧ细胞中ｐＡＭＰＫ相对表达量比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；处理 ３、６ｈ时，
ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组ＨｅｐａＲＧ细胞中ｐＡＭＰＫ相对表达量
显著高于ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组，差异有统计学意义（Ｐ＜

００５）。ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组和ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组ＨｅｐａＲＧ
细胞处理３、６ｈ时ｐＡＭＰＫ相对表达量显著低于０ｈ
时，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组和
ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组ＨｅｐａＲＧ细胞处理０、３、６ｈ时ＡＭＰＫ
相对表达量比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表３　２组ＨｅｐａＲＧ细胞中ＡＭＰＫ和ｐＡＭＰＫ表达比较
Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＭＰＫａｎｄｐＡＭＰＫｉｎＨｅｐａＲＧｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＡＭＰＫ

０ｈ ３ｈ ６ｈ
ｐＡＭＰＫ

０ｈ ３ｈ ６ｈ
ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组 ３ １．９４±０．０７ ２．０３±０．０９ １．９６±０．１５ １．０５±０．０７ ０．３１±０．０７ａ ０．０８±０．０３ａ

ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组 ３ １．９７±０．１６ ２．０６±０．１６ ２．０３±０．０８ １．０２±０．０９ ０．５６±０．０５ａｂ ０．２７±０．０６ａｂ

　　注：与０ｈ时比较ａＰ＜０．０５；与ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组比较ｂＰ＜０．０５。
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图 ３　２组 ＨｅｐａＲＧ 细胞中 ＡＭＰＫ 和 ｐＡＭＰＫ 表达
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＭＰＫａｎｄｐＡＭＰＫｉｎＨｅｐａＲＧｃｅｌｌｓ
ｏｆｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

２．５　ＤＨＡ对ＡＰＡＰ诱导ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡的影响
　结果见表 ４。ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组、ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组
ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡率均显著高于 ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ组和
ＰＢＳ＋ＤＨＡ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组 ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡率显著低于
ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ组与 ＰＢＳ＋ＤＨＡ组 ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡
率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
表４　４组ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡率比较
Ｔａｂ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆＨｅｐａＲＧ ｃｅｌｌｓ
ａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 细胞凋亡率／％
ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ组 ３ １．９１±０．１１
ＰＢＳ＋ＤＨＡ组 ３ １．８９±０．０８
ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组 ３ ６．９１±０．１１ａｂ

ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组 ３ ４．０３±０．０９ａｂｃ

　　注：与ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ组比较ａＰ＜０．０５；与ＰＢＳ＋ＤＨＡ组比较ｂＰ＜

０．０５；与ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组比较ｂＰ＜０．０５。

３　讨论

肝脏是药物代谢的主要场所，药物性肝损伤是

指由于药物及其代谢产物的毒性损害或过敏反应而

产生的肝脏损伤［９］。ＡＰＡＰ过量摄入是临床发生药
物代谢性肝损伤的主要原因，寻找缓解 ＡＰＡＰ毒性
的方法非常重要。ω３ＰＵＦＡ是第 １个不饱和键出
现在碳链甲基端第３位的 ＰＵＦＡ，主要包含 ＤＨＡ和
ＥＰＡ。ω３ＰＵＦＡ具有免疫调节和抗炎的特性，可以
通过增加抗氧化酶的能力从而减少过氧化物酶的产

生。研究证明，ω３ＰＵＦＡ在肝硬化、心血管疾病和神
经退行性疾病的预防及治疗中具有重要作用［１０１２］。

Ｆａｔ１基因的编码产物是ω３脂肪酸脱氢酶，其能够
使ω６ＰＵＦＡ脱氢转化为 ω３ＰＵＦＡ，ＫＡＮＧ等［１３］以

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠为背景成功建立了Ｆａｔ１转基因小鼠，
Ｆａｔ１转基因小鼠自身能够合成 ω３ＰＵＦＡ。因此，本
研究采用 Ｆａｔ１转基因小鼠和其野生型 Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠作为研究动物，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＨＥ染色和流式
细胞术等方法，探究ω３ＰＵＦＡ对 ＡＰＡＰ诱导的急性

肝损伤的保护作用及可能机制。

本研究结果显示，小鼠腹腔注射 ＡＰＡＰ后２４ｈ
ＷＴ组小鼠肝细胞呈现不同程度的变形或坏死，而
Ｆａｔ１组小鼠肝脏病变较轻；且 ２组小鼠腹腔注射
ＡＰＡＰ后２、６、２４ｈ时血清 ＡＬＴ水平显著高于 ０ｈ
时，同时 Ｆａｔ１组小鼠血清 ＡＬＴ水平显著低于 ＷＴ
组；另外，体外细胞研究显示，ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组和
ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组 ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡率显著高于
ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ组和 ＰＢＳ＋ＤＨＡ组，ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组
ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡率显著低于 ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组，
ＰＢＳ＋ＤＭＳＯ组与 ＰＢＳ＋ＤＨＡ组 ＨｅｐａＲＧ细胞凋亡
率比较差异无统计学意义；提示 ＡＰＡＰ腹腔注射能
够诱导小鼠急性肝损伤，而ω３ＰＵＦＡ能够缓解小鼠
由ＡＰＡＰ所致的急性肝损伤。

ＡＭＰＫ通路的活化被认为在 ＡＰＡＰ诱导的急性
肝损伤中发挥保护作用，其主要作用机制为稳定肝

细胞的线粒体膜电位、促进线粒体融合以维持线粒

体功能［１４］，抵抗经肝细胞内细胞色素 Ｐ４５０家族成
员ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ１Ａ２及ＣＹＰ３Ａ４代谢 ＡＰＡＰ产生的
代谢产物堆积导致的氧化应激损伤［１５］。有研究显

示，ω３ＰＵＦＡ可促进非小细胞肺癌细胞中 ＡＭＰＫ磷
酸化，从而导致肿瘤细胞凋亡，且 ＡＭＰＫ通路的活
化可以增强胰岛素抵抗的作用，缓解内质网应激造

成的急性损伤［１６］。还有研究表明，ω３ＰＵＦＡ能够减
轻 ＬＰＳ所致脑损伤新生大鼠海马组织中的氧化应
激反应，减少海马组织细胞凋亡［１７］。因此，作者推

测ω３ＰＵＦＡ对 ＡＰＡＰ造成的肝损伤的保护作用也
是通过ＡＭＰＫ信号通路激活而实现的。本研究结
果显示，腹腔注射ＡＰＡＰ后２、６ｈ时Ｆａｔ１组小鼠肝
组织中ｐＡＭＰＫ相对表达量显著高于ＷＴ组，ＷＴ组
小鼠腹腔注射 ＡＰＡＰ后２、６ｈ时肝组织中 ｐＡＭＰＫ
相对表达量显著低于０ｈ时，而Ｆａｔ１组小鼠腹腔注
射ＡＰＡＰ后０、２、６ｈ时肝组织中 ｐＡＭＰＫ相对表达
量比较差异无统计学意义；另外，体外细胞研究显

示，处理３、６ｈ时，ＡＰＡＰ＋ＤＨＡ组 ＨｅｐａＲＧ细胞中
ｐＡＭＰＫ相对表达量显著高于 ＡＰＡＰ＋ＤＭＳＯ组；提
示ω３ＰＵＦＡ可能通过促进 ＡＭＰＫ信号通路活化而
保护ＡＰＡＰ诱导的急性肝损伤。

综上所述，ω３ＰＵＦＡ对 ＡＰＡＰ诱导的急性肝损
伤有保护作用，其机制可能与 ω３ＰＵＦＡ促进 ＡＭＰＫ
通路活化有关。ω３ＰＵＦＡ的主要成分 ＤＨＡ有可能
作为临床营养剂而用于ＡＰＡＰ诱导肝损伤的防治。
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