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摘要 目的 观察对乙酰氨基酚( APAP) 诱导的小鼠急性肝
损伤中 Bruton酪氨酸激酶( Btk) 、磷酸化 Btk( p-Btk) 、核因子
κB( NF-κB) 、核苷酸结合寡聚域样受体蛋白 3 ( NLＲP3 ) 、白
细胞介素 1β ( IL-1β) 、肿瘤坏死因子-α ( TNF-α) 的动态变
化，初步探讨 Btk在 APAP诱导的急性肝损伤中的作用。方
法 随机将 54 只小鼠分为 9 组，分别为对照组、APAP 0. 5 h
组、APAP 1 h组、APAP 3 h 组、APAP 6 h 组、APAP 12 h 组、
APAP 24 h组、APAP 36 h组、APAP 48 h组，每组 6 只。禁食
12 h后，单次腹腔注射 APAP ( 300 mg /kg) 0. 5、1、3、6、12、
24、36、48 h后处死相应组别的小鼠。测定各组血清丙氨酸
氨基转移酶( ALT) 、天门冬氨酸氨基转移酶( AST) ; 观察各
组肝脏病理变化; ELSIA 测定各组肝组织匀浆中 IL-1β 和
TNF-α;Western blot 测定肝组织中 Btk、p-Btk、NF-κB 及 NL-
ＲP3 表达。结果 与对照组比较，APAP 干预后的各组血清
ALT( F = 100. 968，P = 0. 000) 、AST( F = 73. 539，P = 0. 000) 、
肝脏坏死程度 ( F = 29. 845，P = 0. 000 ) 、肝脏 Btk ( F =
441. 280，P = 0. 000 ) 、p-Btk ( F = 1 323. 022，P = 0. 000 ) 、NF-
κB( F = 133. 125，P = 0. 000) 及 NLＲP3 水平( F = 820. 095，P
= 0. 000) 、IL-1β( F = 8. 643，P = 0. 000) 、TNF-α( F = 20. 545，
P = 0. 000) 含量均有变化，其中 24 h的各种指标最高。结论
单次腹腔注射 APAP诱导的小鼠肝损伤呈现动态变化，其
病理机制可能与其激活 Btk，导致 NLＲP3 形成、NF-κB 激活
及炎症因子升高有关。
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对乙酰氨基酚 ( acetaminophen，APAP) 是目前
普遍使用的解热镇痛剂，过量使用则可导致严重的

肝功能损害甚至急性肝衰竭乃至死亡，是药物性肝

损伤及肝衰竭的常见原因。APAP 所致肝损伤发病
机制复杂，涉及多种机制，可能与活性代谢产物的形

成、氧化应激、内质网应激、自噬、无菌性炎症等有
关［1］，确切机制目前仍不明确。核苷酸结合寡聚域
样受体蛋白 3 ( nucleotide-binding oligomerization do-
main-like receptor protein 3，NLＲP3 ) 是肝脏中研究
较多的炎性小体，其活化后可引起白细胞介素 ( in-
terleukin，IL) -1β、IL-18 等炎性因子的释放，参与
APAP 诱 导 的 肝 损 伤［2］。 Bruton 酪 氨 酸 激 酶
( Bruton＇s tyrosine kinase，Btk) 是胞浆非受体酪氨酸
蛋白 Tec家族成员之一，对 B淋巴细胞的增殖、分化
和凋亡起着重要的调控作用［3］。近期有文献报
道［4］Btk是先天免疫炎性反应中的关键因子，可通
过调控核因子 κB ( nuclear factor κB，NF-κB) 引起
NLＲP3 的激活，也可直接调控 NLＲP3 的激活。已有
研究［5］表明 Btk参与缺血再灌注性肝损伤，抑制 Btk
可减轻肝脏的炎性损伤，然而其在 APAP 诱导的肝
损伤中的作用及机制目前未见相关文献报道，该研

究重点研究 APAP 诱导的肝损伤中 Btk、磷酸化 Btk
( phosphorylated Btk，p-Btk) 、NF-κB、NLＲP3、IL-1β、
肿瘤坏死因子-α( tumor necrosis factor-α，TNF-α) 的
动态变化，从而探讨 Btk 在 APAP 肝损伤中的重要
作用及机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 54 只 SPF 级健康成年的 C57BL /
6J雄性小鼠，鼠龄 6 ～ 8 周，体质量 18 ～ 24 g，购自斯
贝福( 北京 ) 生物技术有限公司，动物许可证号:

SCXK( 京) 2016-0002。
1． 2 实验材料与仪器 APAP( 纯度大于 99% ) 购
自美国 MedChemExpress 公司; 小鼠 TNF-α、IL-1β
elisa试剂盒购自武汉基因美生物科技有限公司; Btk
抗体［Btk( D3H5) Ｒabbit mAb × 8547］、p-Btk 抗体均
购自美国 Cell Signaling 公司; NLＲP3 抗体购自英国
Abcam公司; NF-κB抗体购自英国 Abcam 公司; ＲI-
PA裂解液、SDS-PAGE ( 5 × ) 蛋白上样缓冲液均购
自上海碧云天生物技术有限公司; 全自动生化分析
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仪购自瑞士 ＲocheModular 公司; 紫外分光光度计购
自上海菁华科技仪器有限公司产品; 成像系统购自

美国阿尔法公司产品。
1． 3 方法
1． 3． 1 实验分组与方法 适应性饲养 1 周后，54
只小鼠随机分为 9 组，每周 6 只，分别为对照组
( APAP 0 h组) 、APAP 0. 5 h组、APAP 1 h组、APAP
3 h组、APAP 6 h 组、APAP 12 h 组、APAP 24 h 组、
APAP 36 h组、APAP 48 h 组，所有小鼠禁食不禁水
12 h后，APAP 0. 5 h组、APAP 1 h组、APAP 3 h组、
APAP 6 h组、APAP 12 h组、APAP 24 h组、APAP 36
h组、APAP 48 h组小鼠分别单剂量腹腔注射 APAP
300 mg /kg，对照组小鼠腹腔注射 0. 9%生理盐水同
等体质量 APAP 组小鼠。所有小鼠自由进食水，明
暗各 12 h，温度 20 ～ 25 ℃，相对湿度 ( 50 ± 5 ) %。
所有小鼠均自由进食标准饲料。分别在相应的时间
小鼠处死前称量小鼠体质量，用 10%的水合氯醛( 4
ml /kg) 腹腔注射麻醉后摘除小鼠眼球收集血液，断
头处死。全血标本于 4 ℃冰箱静置过夜后，3 500 r /
min离心 15 min留取上清液，－ 20 ℃冻存待测。剪
取部分肝左叶用 10%福尔马林缓冲液固定行肝脏
病理学检查，其余肝脏组织冻存于液氮中，随后转移

至 － 80 ℃ 冰箱储存待测。
1． 3． 2 血清丙氨酸氨基转移酶( alanine aminotrans-
ferase，ALT) 、天门冬氨酸氨基转移酶( aspartate ami-
notransferase，AST) 活性检测 全自动化生化分析仪
检测 ALT、AST活性。
1． 3． 3 肝组织病理学观察 经 10%福尔马林缓冲
液固定的肝脏标本，常规脱水，石蜡包埋，切片( 厚 5
μm) ，HE染色，光学显微镜下观察肝组织病理形态
学改变。采用 Image-Pro Plus 6. 0 高清晰图像分析
系统进行分析。计算肝脏坏死面积百分比 = ( 阳性
细胞所占面积 /整个视野总面积) × 100%。
1． 3． 4 ELISA 检测肝匀浆 IL-1β 和 TNF-α 的表达
剪取 － 80 ℃冻存的肝组织按 1 ∶ 9( g ∶ ml) 加入相
应的 PBS 匀浆肝组织，留取上清液，严格按照试剂
盒说明书操作步骤测定 IL-1β、TNF-α。
1． 3． 5 Western blot 检测肝脏 Btk、p-Btk、NF-κB、
NLＲP3 蛋白表达 剪取适量的肝组织加入 ＲIPA 裂
解液充分匀浆提取总蛋白。用 BCA 法进行蛋白定
量。加入 SDS-PAGE ( 5 × ) 蛋白上样缓冲液，沸水
中煮沸 5 min，－ 80 ℃ 冰箱中冻存。以 β-actin
( 1 ∶ 1 000) 作为内参，以抗 Btk 抗体( 1 ∶ 3 000) 、抗
p-Btk抗体( 1 ∶ 1 000) 、抗 NF-κB 抗体( 1 ∶ 5 000 ) 、

抗 NLＲP3 抗体 ( 1 ∶ 2 500 ) 和抗 β-actin 抗体 ( 1 ∶
1 000) 作为一抗进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。采用自
动化学发光系统拍摄分析。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 25. 0 进行统计学分
析。计量资料以 珋x ± s 表示。多组间比较采用单因
素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验。以 P
＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 ALT和 AST 酶活性检测结果 与对照组比
较，APAP 腹腔注射 0. 5、1 h 组小鼠血清 ALT、AST
水平差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ; 给药后 3 h 血
清 ALT、AST升高，持续至 24 h 仍维持在较高水平
( P ＜ 0. 01) ，36、48 h血清 ALT、AST下降，但仍高于
对照组( P ＜ 0. 01) 。见表 1。

表 1 不同时间点血清 ALT、AST变化( n = 6，珋x ± s)

组别 ALT( U /L) AST( U /L)
对照 36． 17 ± 5． 85 116． 33 ± 24． 01
APAP 0． 5 h 37． 33 ± 4． 37# 140． 33 ± 29． 45#

APAP 1 h 50． 33 ± 10． 09# 210． 33 ± 77． 78#

APAP 3 h 3 092． 17 ± 633． 38* # 2 537． 00 ± 700． 39* #

APAP 6 h 4 294． 50 ± 797． 21* 3 693． 00 ± 942． 40＊△

APAP 12 h 4 822． 17 ± 743． 74* 4 400． 50 ± 503． 60*

APAP 24 h 4 554． 00 ± 730． 81* 4 304． 33 ± 835． 77*

APAP 36 h 1 533． 83 ± 280． 11* # 1 122． 33 ± 236． 24* #

APAP 48 h 1 000． 67 ± 182． 90* # 951． 50 ± 133． 10* #

F值 100． 968 73． 539
P值 0． 000 0． 000

与对照组比较: * P ＜ 0. 01; 与 APAP 24 h比较: △P ＜ 0. 05，#P ＜

0. 01

2． 2 肝组织病理检查结果 对照组，肝小叶结构正
常，未见肝细胞变性、坏死以及肝窦充血。APAP 处
理后 0. 5、1 h 肝脏病理形态学与对照组比较差异无
统计学意义。APAP处理后 3 h肝窦充血，可见点状
坏死灶，APAP处理后 6、12 h肝窦充血明显，坏死面
积逐渐增大，持续至 24 h，主要表现为小叶中心性坏
死; APAP处理 36 h后肝脏病理变化逐渐减轻，坏死
面积逐渐减少。APAP 干预后的各组小鼠肝脏坏死
程度较对照组有变化( F = 29. 845，P = 0. 000 ) 。见
图 1、2。
2． 3 肝组织匀浆 IL-1β、TNF-α检测结果 与对照
组比较，APAP 腹腔注射 1、3 h 后，TNF-α、IL-1β 分
别开始升高，且均在 24 h时含量最高( P ＜ 0. 01) ，后
逐渐降低。见表 2。
2． 4 Western blot 检测结果 与对照组比较，
APAP干预后的各组小鼠肝脏 Btk ( F = 441. 280，

·1811·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2020 Aug; 55( 8)



图 1 不同时间点肝脏病理学变化 × 200

A:对照组; B: APAP 0. 5 h组; C: APAP 1 h组; D: APAP 3 h组; E: APAP 6 h组; F: APAP 12 h组; G: APAP 24 h组; H: APAP 36 h组; I: APAP

48 h组

表 2 不同时间点肝组织 IL-1β、TNF-α表达量( n = 6，珋x ± s)

组别 IL-1β( pg /ml) TNF-α( pg /ml)
对照 47． 64 ± 4． 83 267． 64 ± 36． 88
APAP 0． 5 h 53． 33 ± 6． 56# 2 96． 87 ± 12． 88#

APAP 1 h 54． 05 ± 8． 90# 334． 63 ± 39． 95* #

APAP 3 h 61． 16 ± 9． 01△# 380． 42 ± 41． 38* #

APAP 6 h 64． 22 ± 8． 39* # 4 18． 57 ± 34． 35*

APAP 12 h 74． 64 ± 7． 78* 441． 26 ± 20． 56*

APAP 24 h 81． 28 ± 7． 53* 454． 82 ± 32． 79*

APAP 36 h 74． 64 ± 18． 92* 389． 08 ± 51． 33* #

APAP 48 h 56． 70 ± 7． 42# 370． 88 ± 20． 12* #

F值 8． 643 20． 545
P值 0． 000 0． 000

与对照组比较: △P ＜ 0. 05，* P ＜ 0. 01;与 APAP 24 h 组比较: #P

＜ 0. 01

P = 0. 000 ) 、p-Btk ( F = 1 323. 022，P = 0. 000 ) 、NF-
κB( F = 133. 125，P = 0. 000 ) 及 NLＲP3 水平 ( F =
820. 095，P = 0. 000) 含量均有变化。正常肝组织中
仅有少量的 Btk表达，APAP处理组小鼠随着给药时
间的延长，Btk及 p-Btk的表达逐渐增多，于 24 h 表
达最高( P ＜ 0. 01 ) ，后表达逐渐下降。NF-κB、NL-
ＲP3 表达与 Btk及 p-Btk 表达变化趋势相一致。见
图 3。

图 2 不同时间点小鼠肝脏坏死面积

与对照组比较: * P ＜ 0. 01;与 APAP 24 h组比较: #P ＜ 0. 01

3 讨论

APAP 引起的肝损伤病理组织学主要表现为肝
小叶中心性坏死［6 － 7］。ALT、AST 是目前评价肝脏
损伤程度的常用指标。本实验结果显示，小鼠单次
腹腔注射 APAP ( 300 mg /kg ) 0. 5、1 h，血清 ALT、
AST及肝脏病理形态学与对照组无明显差异; 其余
各组血清中 ALT、AST水平、3 h 后各组肝细胞坏死
面积明显高于对照组，同时肝脏HE染色也可见不
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图 3 各组小鼠肝组织 Btk、p-Btk、NF-κB、NLＲP3 蛋白表达情况

与对照组比较: * P ＜ 0. 01

同程度的肝窦充血。这些生化及病理改变与相关文
献报道［6 － 7］一致，提示 APAP 诱导的小鼠肝损伤模
型复制成功。本实验研究发现 APAP ( 300 mg /kg)
单次干预造成的肝损伤并非完全随时间的延长而加

重，36 h后肝损伤的程度有所减轻，提示单次 APAP
造成的小鼠肝损伤存在自身修复过程。

APAP 诱导的肝细胞坏死的发生与过量服用
APAP 或肝脏基础水平还原型谷胱甘肽被耗竭，代
谢产生的 N-乙酰对苯醌亚胺不能被肝脏还原型谷
胱甘肽结合，造成肝细胞代谢损伤和氧化应激损伤，

破坏线粒体膜等有关［1］。Btk 是一种非受体型酪氨
酸激酶，表达于除 T 淋巴细胞及浆细胞的髓系细
胞。Btk通过调控中性粒细胞募集和激活参与炎症
过程［5］。当细胞受到细菌、真菌、病毒及其他危险
信号的刺激时，Btk 以磷酸化的形式活化后可直接
调节 NLＲP3 或间接调节 NLＲP3 等信号进而引起炎
性因子的释放［3 － 4］。Btk 参与调控多个重要炎症信
号转导通路中许多关键的信号蛋白，包括 NF-κB、
NFAT、PKC、Pin1、TLＲs、caveolin-1 等［8］。近期研
究［5］表明在小鼠肝脏缺血再灌注损伤模型中，Btk
抑制剂可减轻缺血再灌注引起的肝脏炎性损伤。本

实验结果显示:正常小鼠肝组织中仅有少量 Btk 表
达; APAP 作用 24 h 内，随着 APAP 作用时间的延
长，小鼠肝组织中 Btk 及 p-Btk 逐渐升高，肝损伤的
严重程度与 Btk 及 p-Btk 表达变化趋势相一致。提
示 Btk的活化参与了 APAP肝损伤病理的形成。

Btk是先天免疫炎性反应中的关键因子，参与
调控炎症信号转导通路中许多关键的信号蛋

白［4，8］，其参与 APAP 诱导的肝损伤可能作用机制
为:① 激活 NF-κB 导致 NLＲP3 形成及炎性因子升
高。文献报道 Btk /NF-κB 信号通路可参与视神经
脊髓炎的发病，引起急性炎症［9］。NF-κB 可激活
NLＲP3 炎性体造成炎性因子过度表达，进而导致炎
症和自身免疫疾病的进展［10 － 11］。抑制 Btk、NF-κB
信号通路可显著控制炎症及减轻疾病［12 － 13］。通过
药物或遗传手段抑制 Btk 可严重抑制 NLＲP3 炎性
小体的激活，减轻 IL-1β、IL-6、TNF-α 等炎性因子的
释放，进而减轻缺血性脑损伤引起的炎性反应［14］。
本实验结果显示，正常小鼠肝组织中仅有少量 Btk
表达，随着 APAP 作用时间的延长，小鼠肝组织中
Btk及 p-Btk逐渐升高，NF-κB、NLＲP3、IL-1β、TNF-α
表达也逐渐升高，肝损伤的严重程度与 Btk 及 p-
Btk、NF-κB、NLＲP3、IL-1β、TNF-α 表达变化趋势相
一致。表明 Btk磷酸化可能激活了 NF-κB 导致 NL-
ＲP3 形成及炎症因子升高引起了肝损伤。② 直接
激活 NLＲP3 炎性小体。NLＲP3 炎症小体的激活一
方面主要通过激活 NF-κB 通路上调 NLＲP3 和 pro-
IL-1β 的蛋白表达，另一方面线粒体 DNA，穿孔毒
素，病原体相关成分等信号也参与其激活［15］。近年
来有文献［14］报道 Btk 是 NLＲP3 炎性小体的重要组
成部分，在炎症小体中起重要作用，可通过物理方式

直接与 NLＲP3、ASC相互作用，激活炎性反应，引起
炎性损伤。但 APAP导致的急性肝损伤中，Btk激活
NLＲP3 的确切机制尚有待进一步探讨。
综上所述，本研究结果显示，Btk 在单次 APAP

致肝损伤的过程中存在动态变化，APAP 诱导的肝
损伤中 Btk、p-Btk、NF-κB、NLＲP3、IL-1β、TNF-α 表
达变化与肝损伤的严重程度基本相一致，表明 Btk
可能在 APAP 肝损伤中起着重要作用，将为寻找
APAP肝损伤新的防治靶点提供了理论基础。
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Changes and significance of Bruton＇s tyrosine kinase
in acetaminophen induced liver injury in mice

Liu Xiaoqing，Lu Huanbing，Liu Ｒuixue，et al
( Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To observe the dynamic changes of Bruton＇s tyrosine kinase( Btk) ，phosphorylated Btk ( p-
Btk) ，nuclear factor κB ( NF-κB) ，nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor protein 3 ( NLＲP3 ) ，
interleukin-1β ( IL-1β ) ，tumor necrosis factor-α ( TNF-α ) in acute liver injury induced by acetaminophen
( APAP) in mice，and preliminarily explore the role of Btk in acute liver injury induced by APAP． Methods 54
mice were randomly divided into 9 groups，including control group，APAP 0. 5h group，APAP1h group，APAP3h
group，APAP6h group，APAP12h group，APAP24h group，APAP36h group and APAP48h group． After fasting for
12h，mice in the corresponding groups were sacrificed after a single intraperitoneal injection of APAP( 300 mg /kg)
for 0. 5 h，1 h，3 h，6 h，12 h，24 h，36 h and 48 h． Serum alanine aminotransferase ( ALT) and aspartate amin-
otransferase ( AST) were measured by chemical method． Liver tissue damage was observed by HE staining． IL-1β
and TNF-α in liver tissue homogenate were measured by ELSIA． The expression of Btk，p-Btk，NF-κB and NLＲP3
was determined by Western blot． Ｒesults Compared with the control group，serum ALT ( F = 100. 968，P =
0. 000) ，AST ( F = 73. 539，P = 0. 000 ) ，liver necrosis degree ( F = 29. 845，P = 0. 000 ) ，liver Btk ( F =
441. 280，P = 0. 000) ，p-Btk ( F = 1 323. 022，P = 0. 000) ，NF-κB ( F = 133. 125，P = 0. 000) ，NLＲP3 levels
( F = 820. 095，P = 0. 000 ) and the content of IL-1β ( F = 8. 643，P = 0. 000 ) ，TNF-α ( F = 20. 545，P =
0. 000) all changed． Among them，the various kinds index of 24h was respectively the highest． Conclusion Liver
injury induced by single intraperitoneal injection of APAP shows dynamic changes，which pathogenesis may be re-
lated to APAP-induced activation of Btk ，resulting in formation of NLＲP3，activation of NF-κB and increase of in-
flammatory factors．
Key words acetaminophen; drug-induced liver injury; Bruton＇s tyrosine kinase; NF-κB; NLＲP3
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