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对乙酰氨基酚活化巨噬细胞HO-1/ROS途径诱导急性肝损伤

的实验研究
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摘     要             背景与目的：对乙酰氨基酚 （APAP） 是一种安全有效的退热镇痛抗炎药，但过量使用会迅速引发急性

肝损伤和肝功能衰竭，从而导致患者死亡或需要进行肝移植。研究表明，巨噬细胞在维持肝脏稳态以

及调控急慢性肝损伤的进展中发挥着重要作用，因此，本研究探讨巨噬细胞功能变化在 APAP 所致急

性肝损伤中的作用与机制。

方法：将 BALB/c 雄 性 小 鼠 随 机 分 为 对 照 组 （生 理 盐 水 灌 胃）、 药 物 性 肝 损 伤 模 型 组 （APAP 组 ，

600 mg/kg APAP 灌胃）、药物性肝损伤模型+巨噬细胞清除剂氯膦酸盐脂质体 （CL） 组 （APAP+CL 组，

APAP 灌胃前 12 h 尾静脉注射 CL）。APAP 灌胃 3 h 后收集各组小鼠血清和肝脏组织标本。检测血清中碱

性磷酸酶 （ALP）、丙氨酸氨基转移酶 （ALT） 和天门冬氨酸氨基转移酶 （AST） 水平。观察肝脏组织

病理改变，检测肝组织中活性氧 （ROS） 水平与血红素氧化酶 1 （HO-1） 表达。将 RAW246.7 细胞分别

用 APAP 和 APAP+HO-1 抑制剂锌原卟啉Ⅸ （ZnPPⅨ） 孵育后，以无处理的 RAW246.7 细胞为对照，观察

细胞 ROS 水平与 HO-1 表达的变化。

结果：动物实验结果显示，与对照组比较，APAP 组肝脏出现明显肝损伤病理改变，血清 ALP、ALT 和

AST 明显升高，肝组织 ROS 水平与 HO-1 表达明显升高；APAP+CL 组以上指标的变化均被明显抑制，所

有定量指标的差异均有统计学意义 （均 P<0.05）。细胞实验结果显示，APAP 孵育后，RAW246.7 细胞的

ROS 水平与 HO-1 表达明显升高，而同时用 ZnPPⅨ孵育，APAP 诱导的 ROS 水平与 HO-1 表达升高被明显

抑制 （均 P<0.05）。

结论：APAP 可能通过诱导 HO-1 表达促进巨噬细胞 ROS 生成，从而导致急性肝损伤，对该途径的干预

是临床急性肝损伤防治的新思路。

关键词             化学性与药物性肝损伤；醋氨酚；巨噬细胞；血红素氧化酶-1；活性氧；氧化应激
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Abstract             Background and Aims: Acetaminophen (APAP) is a safe and effective antipyretic, analgesic, and anti-

inflammatory drug. However, excessive use of APAP can rapidly induce acute liver injury and liver 

failure, leading to patient death or the need for liver transplantation. Studies have shown that 

macrophages are essential in maintaining liver homeostasis and regulating the progression of acute and 

chronic liver injuries. Therefore, this study investigated the role and mechanisms of macrophage 

functional changes in APAP-induced acute liver injury.

Methods: Male BALB/c mice were randomly divided into the control group (gavage with normal 

saline), drug-induced liver injury model group (APAP group, 600 mg/kg APAP gavage), and drug-

induced liver injury model plus macrophage depletion agent clodronate liposomes (CL) group (APAP+

CL group, intravenous injection of CL 12 h before APAP gavage). After 3 h of APAP gavage, serum and 

liver tissue samples were collected from each group of mice. The serum levels of alkaline phosphatase 

(ALP), alanine aminotransferase (ALT), and aspartate aminotransferase (AST) were measured. Liver 

tissue pathological changes were observed, and the levels of reactive oxygen species (ROS) and heme 

oxygenase-1 (HO-1) expression in the liver tissue were detected. RAW246.7 cells were cultured with 

APAP or APAP plus HO-1 inhibitor zinc protoporphyrin Ⅸ (ZnPPⅨ) using untreated RAW246.7 cells 

as a control. Then, the changes in cellular ROS levels and HO-1 expression were observed.

Results: The results of the animal experiment showed that compared to the control group, the APAP 

group exhibited significant pathological changes in the liver, with significant increases in serum levels of 

ALP, ALT, and AST, as well as elevated levels of ROS and HO-1 expression in liver tissue. However, in 

the APAP+CL group, these changes were significantly suppressed, and the differences in all quantitative 

indicators were statistically significant (all P<0.05). The cell experiment results showed that ROS levels 

and HO-1 expression in RAW246.7 cells were significantly increased after incubation with APAP. 

However, when co-incubated with ZnPP Ⅸ , the APAP-induced ROS levels and HO-1 expression 

elevation were significantly inhibited (all P<0.05).

Conclusion: APAP may promote macrophage ROS generation by inducing HO-1 expression, causing 

acute liver injury. Intervention targeting this pathway may provide a new approach to preventing and 

treating clinical acute liver injury.

Key words           Chemical and drug induced liver injury; Acetaminophenol; Macrophages; Heme oxidase 1; Reactive oxygen species; 

Oxidative Stress
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药 物 性 肝 损 伤 是 指 由 各 类 化 学 药 物 和 保 健 品

等 对 肝 脏 直 接 产 生 的 损 伤 ， 是 导 致 急 性 肝 衰 竭

（acute liver failure， ALF） 的 常 见 原 因[1-3]。 对 乙 酰

氨基酚 （paracetamol，APAP） 是临床常用药物，研

究[4] 发 现 大 量 摄 入 APAP 后 通 过 肝 细 胞 色 素 P450

（cytochrome P450， CYP） 途 径 诱 导 N- 乙 酰 苯 醌 亚

胺 （N-acetyl-p-benzoquinone imine， NAPQI） 生 成 ，

进而耗竭肝脏还原型谷胱甘肽 （glutathione，GSH）

并 最 终 诱 发 肝 细 胞 死 亡 。 巨 噬 细 胞 属 于 肝 脏 固 有

免疫细胞[5]，肝巨噬细胞由驻留在肝脏的 Kupffer 细

胞 （Kupffer cell，KC） 和单核细胞来源的巨噬细胞

组 成 ， 在 维 持 肝 脏 稳 态 以 及 调 控 急 慢 性 肝 损 伤 的

进 展 中 发 挥 着 重 要 作 用 [6] 。 研 究 [7] 发 现 巨 噬 细 胞

功 能 改 变 在 由 药 物 引 起 的 肝 损 伤 过 程 中 起 着 重 要

的 作 用 。 除 此 之 外 ， 巨 噬 细 胞 与 中 性 粒 细 胞 间 的

相 互 作 用 通 过 促 细 胞 因 子 释 放 进 而 参 与 肝

损伤 [8] 。

目 前 由 药 物 所 引 起 的 肝 毒 性 在 诊 断 及 治 疗 上

均 面 临 巨 大 的 困 难[9-11]， 主 要 包 括 有 治 疗 药 物 少 ，

致 病 机 制 不 明 等 方 面 。 本 研 究 旨 在 探 讨 巨 噬 细 胞

调控在 APAP 导致的急性肝损伤中的作用机制，为

预防和治疗 APAP 导致的急性肝损伤提供新的治疗

靶 点 和 治 疗 方 案 ， 也 为 进 一 步 的 药 物 开 发 提 供 理

论依据。

1     资料与方法 

1.1 实验动物　

健 康 雄 性 SPF 级 BALB/c 小 鼠 30 只 ， 体 质 量

25~30 g， 购 自 哈 尔 滨 医 科 大 学 附 属 第 二 医 院 实 验

动 物 中 心 ， 实 验 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK （黑）

2019-001， 实 验 动 物 使 用 许 可 证 号 ： SYXK （黑）

2019-001， 实 验 动 物 饲 料 生 产 许 可 证 号 ： SCXK

（京） 2014-0008。本实验通过哈尔滨医科大学附属

肿瘤医院伦理委员会批准 （批件号：KY2016-16）。

实 验 动 物 饲 养 于 屏 障 级 动 物 房 ， 环 境 室 温 （22±

2） ℃，相对湿度 40%~70%，12 h 昼夜交替。

1.2 主要试剂　

99% 纯度 APAP 购买于上海麦克林生化科技有

限 公 司 ； 丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶 （alanine transaminase，

ALT） 检 测 试 剂 盒 （货 号 BC1555） 和 天 门 冬 氨 酸

氨 基 转 移 酶 （aspartate transaminase， AST） 检 测 试

剂 盒 （货 号 BC1565） 均 购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限

公司；碱性磷酸酶 （alkaline phosphatase，ALP） 购

自南京建成生物工程研究所 （货号 A059-1-1）；血

红 素 氧 化 酶 1 （hemeoxygenase1， HO-1） 购 自

Proteintech 公 司 （Cat#10701-1-Ap）； 巨 噬 细 胞 清 除

剂 氯 膦 酸 盐 脂 质 体 （clodronate liposomes， CL） 购

自上海舜纳生物科技有限公司。

1.3 实验方法　

11..33..11 动物模型制备　　雄性 BALB/c 小鼠常规饲养后，

随 机 分 为 对 照 组 （5 只）， 药 物 性 肝 损 伤 模 型 组

（APAP 组）（10 只）， 药 物 性 肝 损 伤 模 型 +CL 组

（APAP+CL 组）（10 只）。 对 照 组 给 予 生 理 盐 水 ；

APAP 组 按 照 600 mg/kg 给 予 APAP 灌 胃 ； APAP+

CL 组于实验前 12 h 通过鼠尾静脉注射 （125 μL/只）。

APAP 灌胃 3 h 后，处死动物，分离血清及肝组织。

11..33..22 组织病理学染色　　给予 APAP 后，分离实验动

物肝组织。4% 中性甲醛溶液固定 24 h 后，利用美

国 ThermoFisher Scientific 公 司 Excelsior AS 全 自 动 组

织 脱 水 机 制 备 石 蜡 组 织 样 本 。 二 甲 苯 中 脱 石 蜡 ，

95% 乙 醇 脱 二 甲 苯 ， Gemini AS 自 动 染 色 机 苏 木 素

染色 3 min，自来水冲洗后伊红染色 3 min，梯度乙

醇 脱 水 ， 以 二 甲 苯 透 明 ， 中 性 树 脂 封 片 ， 置 于 显

微镜下进行组织形态观察。

11..33..33 酶联免疫吸附测定 （ELISA） 　　 给 予 APAP 灌

胃 3 h、眼眶取血后，4 ℃条件下 3 000 r/min 速度离

心 10 min， 收 集 上 层 血 清 ， 于 -80 ℃ 保 存 。 采 用

ELISA 测定血清中 ALP，ALT 和 AST 含量。

11..33..44 细胞培养与处理　　RAW246.7 细胞 （小鼠单核

巨 噬 细 胞） 复 苏 后 ， 采 用 DMEM 培 养 基 （含 10%

热 灭 活 FBS、 谷 氨 酰 胺 2 mmol/L、 链 霉 素 100 g/L、

青 霉 素 100 U/mL） 于 37 ℃ ， 5% CO2 孵 箱 中 培 养 。

观察细胞生长，每 2~3 天更换 1 次。待细胞生长平

稳 后 ， 预 孵 育 HO-1 抑 制 剂 锌 原 卟 啉 Ⅸ （zinc 

protoporphyrin Ⅸ ， ZnPPⅨ） 10 μM [12]。 1 h 后 给 予

APAP 处理细胞。

11..33..55 Western blot 检测　　用含有 1% 蛋白酶抑制剂的

RIPA 裂 解 液 裂 解 细 胞 获 取 蛋 白 质 样 品 。 在 4 ℃ ，

13 500 r/min 离心 15 min，转移含有蛋白质的上清。

使用美国 Bio-Rad 公司 BCA 蛋白检测试剂盒检测蛋

白 浓 度 。 取 50 μg 蛋 白 样 品 通 过 SDS-PAGE 电 泳 法

分离，恒定电流下转移至硝酸纤维素膜 （NC 膜）。

用含有 5% 脱脂牛奶的 TBS 封闭后，在 4 ℃条件下

一 抗 孵 育 过 夜 （HO-1， 1∶1 000）。 用 含 有 0.1% 

TWEEN20 的 PBS （PBST） 洗 涤 后 ， 与 二 抗 （1∶

10 000） 避 光 室 温 孵 育 1 h。 用 Odyssey v3.0 软 件 对

条带密度进行量化处理。

11..33..66 活 性 氧 （reactive oxygen species， ROS） 检 测　　

采 用 ROS 试 剂 盒 测 定 组 织 ROS 水 平 。 样 本 经

10 μmol/L 二 氯 二 氢 荧 光 素 二 乙 酸 酯 （DCFH-DA）

37 °C 避光孵育 20 min，然后用 PBS 清洗 3 次，以去

除 残 留 的 探 针 。 DCFH-DA 经 非 特 异 性 酯 酶 在 细 胞

内水解，经氧化剂氧化形成荧光化合物 2，7-二氯

荧光素 （DCF）。用荧光显微镜检测 DCF 的荧光信

号强度。激发波长为 488 nm，发射波长为 525 nm。

荧光强度反映 ROS 水平。

1.4 统计学处理　

通 过 SPSS 20.0 软 件 进 行 统 计 分 析 ， 数 据 以 平

均值±标准差 （x̄ ± s） 表示，行单因素方差分析，

P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 肝脏组织病理学观察结果　

大 体 标 本 观 察 结 果 显 示 ， 对 照 组 小 鼠 肝 脏 呈

暗 红 色 ， 边 缘 光 滑 且 弹 性 良 好 。 给 予 APAP 灌 胃

3 h 后，APAP 组动物肝脏表面明显黑化，并伴有肝
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靶 点 和 治 疗 方 案 ， 也 为 进 一 步 的 药 物 开 发 提 供 理

论依据。

1     资料与方法 

1.1 实验动物　

健 康 雄 性 SPF 级 BALB/c 小 鼠 30 只 ， 体 质 量

25~30 g， 购 自 哈 尔 滨 医 科 大 学 附 属 第 二 医 院 实 验

动 物 中 心 ， 实 验 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK （黑）

2019-001， 实 验 动 物 使 用 许 可 证 号 ： SYXK （黑）

2019-001， 实 验 动 物 饲 料 生 产 许 可 证 号 ： SCXK

（京） 2014-0008。本实验通过哈尔滨医科大学附属

肿瘤医院伦理委员会批准 （批件号：KY2016-16）。

实 验 动 物 饲 养 于 屏 障 级 动 物 房 ， 环 境 室 温 （22±

2） ℃，相对湿度 40%~70%，12 h 昼夜交替。

1.2 主要试剂　

99% 纯度 APAP 购买于上海麦克林生化科技有

限 公 司 ； 丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶 （alanine transaminase，

ALT） 检 测 试 剂 盒 （货 号 BC1555） 和 天 门 冬 氨 酸

氨 基 转 移 酶 （aspartate transaminase， AST） 检 测 试

剂 盒 （货 号 BC1565） 均 购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限

公司；碱性磷酸酶 （alkaline phosphatase，ALP） 购

自南京建成生物工程研究所 （货号 A059-1-1）；血

红 素 氧 化 酶 1 （hemeoxygenase1， HO-1） 购 自

Proteintech 公 司 （Cat#10701-1-Ap）； 巨 噬 细 胞 清 除

剂 氯 膦 酸 盐 脂 质 体 （clodronate liposomes， CL） 购

自上海舜纳生物科技有限公司。

1.3 实验方法　

11..33..11 动物模型制备　　雄性 BALB/c 小鼠常规饲养后，

随 机 分 为 对 照 组 （5 只）， 药 物 性 肝 损 伤 模 型 组

（APAP 组）（10 只）， 药 物 性 肝 损 伤 模 型 +CL 组

（APAP+CL 组）（10 只）。 对 照 组 给 予 生 理 盐 水 ；

APAP 组 按 照 600 mg/kg 给 予 APAP 灌 胃 ； APAP+

CL 组于实验前 12 h 通过鼠尾静脉注射 （125 μL/只）。

APAP 灌胃 3 h 后，处死动物，分离血清及肝组织。

11..33..22 组织病理学染色　　给予 APAP 后，分离实验动

物肝组织。4% 中性甲醛溶液固定 24 h 后，利用美

国 ThermoFisher Scientific 公 司 Excelsior AS 全 自 动 组

织 脱 水 机 制 备 石 蜡 组 织 样 本 。 二 甲 苯 中 脱 石 蜡 ，

95% 乙 醇 脱 二 甲 苯 ， Gemini AS 自 动 染 色 机 苏 木 素

染色 3 min，自来水冲洗后伊红染色 3 min，梯度乙

醇 脱 水 ， 以 二 甲 苯 透 明 ， 中 性 树 脂 封 片 ， 置 于 显

微镜下进行组织形态观察。

11..33..33 酶联免疫吸附测定 （ELISA） 　　 给 予 APAP 灌

胃 3 h、眼眶取血后，4 ℃条件下 3 000 r/min 速度离

心 10 min， 收 集 上 层 血 清 ， 于 -80 ℃ 保 存 。 采 用

ELISA 测定血清中 ALP，ALT 和 AST 含量。

11..33..44 细胞培养与处理　　RAW246.7 细胞 （小鼠单核

巨 噬 细 胞） 复 苏 后 ， 采 用 DMEM 培 养 基 （含 10%

热 灭 活 FBS、 谷 氨 酰 胺 2 mmol/L、 链 霉 素 100 g/L、

青 霉 素 100 U/mL） 于 37 ℃ ， 5% CO2 孵 箱 中 培 养 。

观察细胞生长，每 2~3 天更换 1 次。待细胞生长平

稳 后 ， 预 孵 育 HO-1 抑 制 剂 锌 原 卟 啉 Ⅸ （zinc 

protoporphyrin Ⅸ ， ZnPPⅨ） 10 μM [12]。 1 h 后 给 予

APAP 处理细胞。

11..33..55 Western blot 检测　　用含有 1% 蛋白酶抑制剂的

RIPA 裂 解 液 裂 解 细 胞 获 取 蛋 白 质 样 品 。 在 4 ℃ ，

13 500 r/min 离心 15 min，转移含有蛋白质的上清。

使用美国 Bio-Rad 公司 BCA 蛋白检测试剂盒检测蛋

白 浓 度 。 取 50 μg 蛋 白 样 品 通 过 SDS-PAGE 电 泳 法

分离，恒定电流下转移至硝酸纤维素膜 （NC 膜）。

用含有 5% 脱脂牛奶的 TBS 封闭后，在 4 ℃条件下

一 抗 孵 育 过 夜 （HO-1， 1∶1 000）。 用 含 有 0.1% 

TWEEN20 的 PBS （PBST） 洗 涤 后 ， 与 二 抗 （1∶

10 000） 避 光 室 温 孵 育 1 h。 用 Odyssey v3.0 软 件 对

条带密度进行量化处理。

11..33..66 活 性 氧 （reactive oxygen species， ROS） 检 测　　

采 用 ROS 试 剂 盒 测 定 组 织 ROS 水 平 。 样 本 经

10 μmol/L 二 氯 二 氢 荧 光 素 二 乙 酸 酯 （DCFH-DA）

37 °C 避光孵育 20 min，然后用 PBS 清洗 3 次，以去

除 残 留 的 探 针 。 DCFH-DA 经 非 特 异 性 酯 酶 在 细 胞

内水解，经氧化剂氧化形成荧光化合物 2，7-二氯

荧光素 （DCF）。用荧光显微镜检测 DCF 的荧光信

号强度。激发波长为 488 nm，发射波长为 525 nm。

荧光强度反映 ROS 水平。

1.4 统计学处理　

通 过 SPSS 20.0 软 件 进 行 统 计 分 析 ， 数 据 以 平

均值±标准差 （x̄ ± s） 表示，行单因素方差分析，

P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 肝脏组织病理学观察结果　

大 体 标 本 观 察 结 果 显 示 ， 对 照 组 小 鼠 肝 脏 呈

暗 红 色 ， 边 缘 光 滑 且 弹 性 良 好 。 给 予 APAP 灌 胃

3 h 后，APAP 组动物肝脏表面明显黑化，并伴有肝
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脏 质 地 粗 糙 及 弹 性 差 等 改 变 。 预 先 耗 竭 巨 噬 细 胞

后明显拮抗由 APAP 所引起的肝脏黑化 （肝表面土

黄色，边缘光滑且弹性良好）（图 1A）。HE 染色结

果 显 示 ， 对 照 组 肝 小 叶 结 构 完 整 ， 清 晰 易 辨 认 ，

肝 细 胞 以 中 央 静 脉 为 中 心 呈 放 射 状 排 列 ， 小 叶 间

静、动脉及小叶间胆管结构完整；APAP 组可见广

泛 肝 细 胞 凝 固 性 坏 死 ， 肝 脏 细 胞 间 质 及 肝 小 叶 中

央 静 脉 内 存 在 大 量 红 细 胞 淤 积 ； 预 先 清 除 巨 噬 细

胞 （APAP+CL 组） 明显抑制由 APAP 所引起的组织

间隙充血及肝细胞凝固性坏死 （图 1B）。

2.2 血清学检测结果　

血清学检测结果显示，与对照组比较，APAP 组

血 清 ALP， ALT 和 AST 均 明 显 升 高 （均 P<0.01），

而 APAP+CL 组血清 ALP、ALT 和 AST 明显降低 （均

P<0.001）（图 2）。

2.3 肝组织ROS生成检测结果　

ROS 生 成 的 改 变 在 多 种 疾 病 中 均 具 有 重 要 的

意 义 。 本 实 验 结 果 显 示 ， 给 予 APAP 灌 胃 3 h 后 明

显增加肝组织中 ROS 的生成。而给予 CL 清除巨噬

细胞后则明显减轻由 APAP 所引起的肝组织 ROS 生

成 （图 3）。

对照组 APAP 组 APAP+CL 组

A

B

图1　各组小鼠肝脏组织病理学情况　　A：大体标本；B：组织病理学观察 （×200）

Figure 1　Histopathological examination of liver tissues in each group of mice　　 A: Gross specimen; B: Histopathological 

observation(×200)
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图2　各组小鼠血清ALP、ALT和AST水平

Figure2　Macrophage elimination inhibited high serum level of ALP、ALT and AST induced by APAP
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2.4 肝组织HO-1表达检测结果　

HO-1 是血红素分解的限速酶，多种外源性刺

激 均 具 有 诱 导 HO-1 表 达 的 作 用 。 本 实 验 结 果 显

示 ， 应 用 APAP 处 理 后 ， 小 鼠 肝 脏 组 织 中 HO-1 含

量 明 显 升 高 ， 而 清 除 巨 噬 细 胞 后 可 明 显 抑 制 由

APAP 所引起的 HO-1 表达升高 （均 P<0.05）（图 4）。

上 述 结 果 提 示 巨 噬 细 胞 HO-1 表 达 异 常 在 由 APAP

引起的急性肝损伤中具有重要的作用。

2.5 细胞实验结果　

以 上 动 物 实 验 结 果 表 明 ： ⑴ 巨 噬 细 胞 清 除 剂

抑制由 APAP 引起的肝组织 ROS 生成；⑵巨噬细胞

清 除 剂 抑 制 由 APAP 引 起 的 HO-1 表 达 升 高 。 但 是

二 者 之 间 的 关 联 不 清 楚 。 细 胞 实 验 结 果 显 示 ，

RAW246.7 细胞孵育 HO-1 抑制剂 ZnPPⅨ后明显拮抗

由 APAP 所 引 起 的 细 胞 内 ROS 生 成 （P<0.001）

（图 5）。 应用 APAP 处理 RAW246.7 后，发现 HO-1

含量明显升高。而给予 HO-1 抑制剂 ZnPPⅨ后，可

明 显 抑 制 由 APAP 所 引 起 的 HO-1 表 达 升 高 （P<

0.001）（图 6）。
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图4　各组小鼠肝组织HO-1表达水平

Figure 4　Expression levels of HO-1 in liver tissues of each 

group of mice
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图5　各组RAW246.7细胞ROS生成检测

Figure5　ROS generation detection in each group of RAW246.7 cells
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图3　各组小鼠肝组织ROS检测结果

Figure3　ROS detection results in liver tissues of each group of mice

1049



中国普通外科杂志 第 32 卷 

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net

3     讨　论 

药 物 性 肝 损 伤 是 药 物 自 身 或 者 药 物 代 谢 物 对

肝脏造成的损伤，轻度损伤在停药后会慢慢恢复，

而 重 度 肝 损 伤 常 常 会 危 及 生 命[13-14]。 N- 乙 酰 半 胱

氨酸 （NAC） 是目前临床治疗由 APAP 诱发肝毒性

的唯一有效药物[15-16]。NAC 可以通过拮抗 APAP 代

谢 产 物 进 而 减 少 其 对 肝 细 胞 内 GSH 的 消 耗 ， 并 最

终 减 轻 肝 损 伤 。 然 而 NAC 在 使 用 的 过 程 中 常 伴 有

明 显 的 副 作 用[17]。 而 且 NAC 的 有 效 治 疗 时 间 为

APAP 摄 入 后 的 8 h 之 内 ， 随 着 时 间 的 延 长 ， NAC

治疗成功率会逐渐降低[18-19]。因此，寻找新的治疗

靶点对抗由 APAP 所引起的急性肝损伤便显得极为

重要。

研 究[20] 表 明 ， 肝 脏 固 有 巨 噬 细 胞 清 除 或 功 能

改 变 具 有 调 控 肝 纤 维 化 及 抑 制 胆 汁 淤 积 型 肝 损 伤

的[21]。 同 时 也 有 研 究 发 现 ， 肝 脏 巨 噬 细 胞 清 除 可

以 明 显 减 少 肝 损 伤 面 积 。 这 也 就 提 示 巨 噬 细 胞 在

维 持 正 常 肝 脏 功 能 中 具 有 重 要 的 作 用[22]。 本 实 验

发 现 ， 应 用 CL 清 除 巨 噬 细 胞 后 可 以 明 显 抑 制 由

APAP 所 引 起 的 肝 组 织 淤 血 及 血 清 转 氨 酶 活 性 升

高 ， 这 也 提 示 巨 噬 细 胞 在 药 物 诱 导 的 急 性 肝 损 伤

中 具 有 重 要 的 意 义 。 机 体 内 巨 噬 细 胞 存 在 有 两 种

亚型：M1 型 （促炎） 和 M2 型 （抑炎），这两种不

同 亚 型 的 巨 噬 细 胞 在 机 体 炎 症 反 应 和 组 织 损 伤 后

修复等过程中均具有不同的作用[23-24]。结合本研究

动 物 实 验 结 果 及 考 虑 到 氯 磷 酸 脂 质 体 耗 竭 巨 噬 细

胞 亚 型 不 确 定 的 这 一 特 点 ， 很 难 推 断 究 竟 是 哪 一

种 亚 型 的 巨 噬 细 胞 在 药 物 诱 导 的 急 性 肝 损 伤 中 具

有 重 要 作 用 。 因 此 ， 后 续 研 究 将 通 过 转 基 因 小 鼠

进 一 步 研 究 不 同 亚 型 的 巨 噬 细 胞 在 药 物 诱 导 的 急

性肝损伤中的作用。

尽管发现巨噬细胞清除具有抗 APAP 诱导的肝

急 性 肝 损 伤 的 作 用 ， 但 其 具 体 机 制 依 旧 不 清 楚 。

目前研究[25-26]发现，药物诱导的氧化应激反应在肝

损 伤 中 具 有 重 要 作 用 。 同 时 结 合 本 研 究 动 物 实 验

的 研 究 结 果 ， 笔 者 推 测 由 巨 噬 细 胞 所 介 导 的 氧 化

应 激 在 APAP 介 导 的 急 性 肝 损 伤 中 具 有 重 要 作 用 。

通过动物实验，笔者发现 APAP 具有促肝组织 ROS

生 成 的 作 用 ， 而 巨 噬 细 胞 清 除 却 可 以 明 显 抑 制 由

APAP 所引起的 ROS 生成。本研究在细胞水平同样

观 察 到 APAP 具 有 促 RAW246.7 细 胞 ROS 生 成 的 作

用 。 事 实 上 由 巨 噬 细 胞 产 生 并 释 放 的 ROS 在 炎 症

反 应 和 组 织 损 伤 过 程 中 具 有 重 要 的 意 义[27]。 而 且

这种由巨噬细胞所产生的 ROS 还具有破坏细胞膜，

进 而 造 成 细 胞 死 亡 的 作 用[28]。 结 合 本 实 验 所 观 察

到 的 现 象 ， 可 以 认 为 抑 制 巨 噬 细 胞 功 能 在 缓 解 组

织 损 伤 或 者 抑 制 药 物 诱 导 的 急 性 肝 损 伤 中 具 有 重

要 作 用 。 需 要 注 意 的 是 ， 虽 然 巨 噬 细 胞 清 除 可 抑

制 APAP 诱 导 的 急 性 肝 损 伤 ， 但 是 本 实 验 给 予 CL

的 方 式 是 鼠 尾 静 脉 注 射 而 非 肝 脏 靶 向 性 给 药 ， 导

致 不 可 避 免 地 出 现 全 身 性 巨 噬 细 胞 清 除 现 象 。 研

究[29] 证 实 巨 噬 细 胞 于 多 组 织 脏 器 中 均 明 显 存 在 ，

且在维持机体功能中同样具有重要的作用。因此，

不 排 除 全 身 性 的 巨 噬 细 胞 清 除 会 对 机 体 的 生 理 功

能 及 内 环 境 稳 定 产 生 影 响 。 但 是 结 合 本 实 验 所 观

察到的结果 （一般生理状况），笔者认为这种全身

性的巨噬细胞清除对于机体无影响。

HO-1 属于诱导型血红素氧合酶，是血红素分

解的限速酶。HO-1 于正常组织和细胞内均处于低

表达状态。但是在外界刺激因素作用下细胞内 HO-

1 表达明显升高。笔者通过研究发现 HO-1 在 APAP

诱 导 的 肝 损 伤 中 具 有 重 要 作 用[30]， 同 时 结 合 已 有

研 究[31-32] 证 实 HO-1 具 有 促 氧 化 应 激 反 应 的 作 用 ，

由此推测 APAP 诱导巨噬细胞 HO-1 表达进而促 ROS

生 成 。 本 研 究 发 现 ， 小 鼠 给 予 APAP 灌 胃 及 APAP

孵育 RAW246.7 细胞均明显上调 HO-1 表达，而且拮
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图6　各组RAW246.7细胞HO-1表达检测

Figure6　 HO-1 expression detection in each group of 

RAW246.7 cells

抗 RAW246.7 细 胞 HO-1 表 达 具 有 抑 制 ROS 生 成 的

作用。

虽 然 本 实 验 发 现 巨 噬 细 胞 耗 竭 具 有 拮 抗 由

APAP 所诱导的急性肝损伤的作用。但是靶向巨噬

细 胞 耗 竭 、 巨 噬 细 胞 耗 竭 亚 型 难 以 确 定 等 问 题 依

旧存在，CL 是目前应用最为广泛的巨噬细胞耗竭

工 具[33]。 尽 管 具 备 经 济 ， 制 备 简 单 等 特 点 ， 但 是

其耗竭效率却存在明显差异。CL 目前仅作为工具

药 使 用 ， 而 且 临 床 也 无 相 关 匹 配 药 物 。 再 者 ， 本

实 验 采 用 的 是 预 先 清 除 巨 噬 细 胞 的 方 式 来 研 究 巨

噬 细 胞 在 药 物 诱 导 的 急 性 肝 损 伤 中 的 作 用 ， 给 药

方 式 仅 适 用 于 基 础 研 究 而 不 适 用 于 临 床 治 疗 。 尽

管 本 实 验 存 在 一 些 不 足 之 处 ， 但 实 验 结 果 为 防 治

药 物 诱 导 的 急 性 肝 损 伤 提 供 了 新 的 治 疗 靶 点 以 及

治 疗 手 段 。 未 来 的 研 究 重 点 可 着 重 于 探 索 巨 噬 细

胞 耗 竭 的 靶 向 给 药 方 式 设 计 及 确 定 何 种 亚 型 巨 噬

细胞参与由药物诱导的急性肝损伤。

综上所述，本研究探讨巨噬细胞清除在 APAP

诱导的急性肝损伤中的作用，发现 APAP 通过 HO-1

途 径 活 化 促 巨 噬 细 胞 ROS 生 成 参 与 急 性 肝 损 伤 的

新 机 制 ， 揭 示 了 巨 噬 细 胞 ROS 生 成 是 药 物 诱 导 急

性 肝 损 伤 的 关 键 节 点 ， 为 探 寻 肝 脏 病 理 功 能 的 研

究 提 供 了 指 导 ， 同 时 也 为 临 床 防 治 对 药 物 诱 导 的

急 性 肝 损 伤 防 治 和 治 疗 提 供 了 新 的 靶 点 ， 为 临 床

药物研发提供新的思路。
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抗 RAW246.7 细 胞 HO-1 表 达 具 有 抑 制 ROS 生 成 的

作用。

虽 然 本 实 验 发 现 巨 噬 细 胞 耗 竭 具 有 拮 抗 由

APAP 所诱导的急性肝损伤的作用。但是靶向巨噬

细 胞 耗 竭 、 巨 噬 细 胞 耗 竭 亚 型 难 以 确 定 等 问 题 依

旧存在，CL 是目前应用最为广泛的巨噬细胞耗竭

工 具[33]。 尽 管 具 备 经 济 ， 制 备 简 单 等 特 点 ， 但 是

其耗竭效率却存在明显差异。CL 目前仅作为工具

药 使 用 ， 而 且 临 床 也 无 相 关 匹 配 药 物 。 再 者 ， 本

实 验 采 用 的 是 预 先 清 除 巨 噬 细 胞 的 方 式 来 研 究 巨

噬 细 胞 在 药 物 诱 导 的 急 性 肝 损 伤 中 的 作 用 ， 给 药

方 式 仅 适 用 于 基 础 研 究 而 不 适 用 于 临 床 治 疗 。 尽

管 本 实 验 存 在 一 些 不 足 之 处 ， 但 实 验 结 果 为 防 治

药 物 诱 导 的 急 性 肝 损 伤 提 供 了 新 的 治 疗 靶 点 以 及

治 疗 手 段 。 未 来 的 研 究 重 点 可 着 重 于 探 索 巨 噬 细

胞 耗 竭 的 靶 向 给 药 方 式 设 计 及 确 定 何 种 亚 型 巨 噬

细胞参与由药物诱导的急性肝损伤。

综上所述，本研究探讨巨噬细胞清除在 APAP

诱导的急性肝损伤中的作用，发现 APAP 通过 HO-1

途 径 活 化 促 巨 噬 细 胞 ROS 生 成 参 与 急 性 肝 损 伤 的

新 机 制 ， 揭 示 了 巨 噬 细 胞 ROS 生 成 是 药 物 诱 导 急

性 肝 损 伤 的 关 键 节 点 ， 为 探 寻 肝 脏 病 理 功 能 的 研

究 提 供 了 指 导 ， 同 时 也 为 临 床 防 治 对 药 物 诱 导 的

急 性 肝 损 伤 防 治 和 治 疗 提 供 了 新 的 靶 点 ， 为 临 床

药物研发提供新的思路。
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