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摘要 目的 通过腹腔注射氯化镉( CdCl2 ) 建立小鼠急性肝
损伤模型，初步阐明其分子机制。方法 以 4 mg /kg CdCl2
腹腔注射小鼠，观察各时间点小鼠肝组织病理变化和血清丙
氨酸氨基转移酶 ( ALT) 、天冬氨酸氨基转移酶 ( AST) 的变
化，探索 CdCl2 引起明显肝损伤的染毒时间;以 1、2、4 mg /kg
CdCl2 对小鼠腹腔注射染毒，筛选出 CdCl2 诱导急性肝损伤
的最佳染毒剂量; 检测血清丙二醛( MDA) 以及肝匀浆 MDA、

一氧化氮 ( NO) 、谷胱甘肽 ( GSH) 、谷胱甘肽过氧化物酶
( GSH-PX) 含量，观察氧化应激在 CdCl2 诱导的小鼠肝损伤
中的作用。结果 以 4 mg /kg CdCl2 腹腔注射 18 h后，肝脏
组织出现片状坏死，肝细胞严重气球样变，血清 ALT 和 AST
明显升高。此外，与对照组比较，CdCl2 处理 18 h后，血清与
肝脏 MDA及肝脏 NO 水平显著升高，肝脏 GSH、GSH-PX 活
性明显降低。结论 4 mg /kg CdCl2 腹腔注射 18 h后可成功
建立小鼠急性肝损伤模型，其发生可能与 MDA和 NO升高，

肝组织 GSH含量、GSH-PX活性降低相关。
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中毒性肝损伤是指药物、外源性毒物及其代谢
产物引起的肝脏损伤性病变，临床上十分常见，发病
率仅次于病毒性肝炎。目前常用的肝损伤动物模型
包括三大类，即化学性肝损伤动物模型、免疫性肝损
伤动物模型和药物性肝损伤动物模型［1 － 2］。目前化
学性急性肝损伤模型的研究［3 － 6］以对乙酰氨基酚、
四氯化碳、酒精等的研究较为详细，而对重金属导致
的急性肝损伤模型研究较少。重金属诱导的肝损伤
的分子机制可能与四氯化碳等诱导的肝损伤机制不
同，对四氯化碳等诱导的肝损伤有效的保肝药物是
否适用于重金属诱导的肝损伤也应该重新思考。镉

对机体许多组织器官都具有毒性作用［7］，肝脏是急
性镉暴露的主要靶器官之一。目前对镉诱导小鼠急
性肝损伤的研究［8 － 11］在剂量和时间上差异较大，且
动物品系、性别不同，所诱导的肝脏毒性也有所不
同［12］。该研究对氯化镉 ( cadmium chloride，CdCl2 )
诱导的肝损伤进行动态观察，筛选合适的染毒剂量
及最佳染毒时间，建立镉诱导的肝损伤模型，为进一
步研究重金属诱导的肝损伤分子机制及筛选保肝药
物提供参考依据。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 健康清洁级 ICＲ小鼠( 6 ～ 8 周龄，
雄性，体重 28 ～ 35 g) 购自安徽省实验动物中心。实
验前适应性喂养 1 周，自由饮食，昼夜均衡，温度 20
～ 25 ℃，湿度( 50 ± 5) %。实验遵循国家科学技术
部条件财务司颁布的《中华人民共和国实验动物管
理条例》，尽量减少实验动物使用数量和减少实验
动物痛苦，禁止虐待动物。
1． 2 试剂 CdCl2 购自美国 Sigma 公司; 血清丙氨
酸氨基转移酶( alanine aminotransferase，ALT) 、天冬
氨酸氨基转移酶 ( aspartate aminotransferase，AST)
、丙二醛 ( malondialdehyde，MDA) 、谷胱甘肽 ( gluta-
thione，GSH) 、谷胱甘肽过氧化物酶( glutathione per-
oxidase，GSH-PX) 和一氧化氮( nitric oxide，NO) 试
剂盒购自南京建成生物工程研究所。
1． 3 动物处理 为动态观察 CdCl2 诱导的急性肝
损伤，镉处理组小鼠以 0． 1 ml /10 g体重经腹腔注射
4 mg /kg CdCl2，分别在处理 6、12、18、24、48、72 h 后
剖杀。为探讨镉致小鼠急性肝损伤的剂量 －效应关
系，镉处理组小鼠经腹腔注射不同剂量的 CdCl2 ( 1、
2、4 mg /kg) ，镉处理后 18 h剖杀小鼠。正常对照组
给予等容量生理盐水。阳性对照组经腹腔注射给予
300 mg /kg对乙酰氨基酚( acetaminophen，APAP) 并
于 4 h后剖杀［4］。收集血清用于生化指标检测; 取
肝脏称重后，取部分肝脏固定于 4 %多聚甲醛溶液
中，用于制备石蜡切片。其余肝脏组织储存于 － 80
℃，用于生化指标检测。
1． 4 ALT、AST 活力测定 采用改良赖氏比色法
测定血清 ALT、AST 活力以评价肝脏损伤程度。遵
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照试剂盒说明书进行操作。
1． 5 GSH 含量及 GSH-PX 活力测定 采用 Beut-
ler改良法检测肝组织 GSH含量，Lowry 法测定肝组
织蛋白含量。GSH-PX活力测定参照试剂盒说明。
1． 6 脂质过氧化测定 通过测定脂质过氧化的羰
基产物 MDA 水平来反映肝组织的氧化应激水平，
MDA含量测定采用 TBAＲS 比色法。NO 采用化学
法测定。
1． 7 肝脏组织 HE 染色 取小鼠完整未破损的肝
脏组织块，置于 4%多聚甲醛中固定。经无水乙醇
溶液脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、5 μm 连续切片、
HE 染色、光学树脂封片，在光学显微镜下观察肝脏
组织病理学变化并拍照，每组分别制备不同小鼠
HE 染色切片，由安徽医科大学第一附属医院病理
科完成。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行分析，
计量资料以 珋x ± s 表示。采用方差分析检验各组之
间差异有无统计学意义。

2 结果

2． 1 急性镉暴露对雄性小鼠体重及肝脏重量的影
响 在染毒观察期内没有小鼠死亡。4 mg /kg
CdCl2 处理 12 h后小鼠体重及肝脏绝对重量明显下
降，48 h后小鼠体重基本恢复，72 h 后肝脏绝对重
量恢复( F = 2. 86、3. 43，P ＜ 0. 05 ) ，见表 1。不同剂
量镉暴露对小鼠体重及肝脏重量的影响( F = 3. 23、
3. 94，P ＜ 0. 05) ，见表 2。与正常对照组比较，4 mg /
kg CdCl2 暴露 18 h 后小鼠的体重和肝脏重量明显
下降。
表 1 4 mg /kg CdCl2 对雄鼠体重、肝脏重量的影响( n = 6，珋x ± s)

组别 处理前体重( g) 处理后体重( g) 肝脏绝对重量( g)
正常对照 33． 99 ± 1． 49 34． 58 ± 1． 31 2． 15 ± 0． 26
Cd － 6 h 33． 97 ± 2． 06 33． 69 ± 1． 97 2． 04 ± 0． 22
Cd － 12 h 33． 96 ± 1． 92 32． 35 ± 1． 86* 1． 72 ± 0． 09＊＊

Cd － 18 h 34． 46 ± 2． 41 32． 04 ± 1． 74* 1． 78 ± 0． 18＊＊

Cd － 24 h 34． 26 ± 2． 11 31． 64 ± 2． 14* 1． 59 ± 0． 12＊＊

Cd － 48 h 34． 42 ± 3． 50 32． 36 ± 3． 64 1． 71 ± 0． 26＊＊

Cd － 72 h 33． 47 ± 3． 43 32． 45 ± 3． 67 1． 83 ± 0． 36

与正常对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

表 2 不同剂量 CdCl2 对雄鼠体重、肝脏重量的影响( n = 6，珋x ± s)

组别
处理前

体重( g)
处理后

体重( g)
肝脏绝对

重量( g)
正常对照 31． 71 ± 1． 88 33． 11 ± 2． 47 2． 01 ± 0． 28
1 mg /kg CdCl2 31． 35 ± 2． 53 31． 91 ± 2． 79 1． 62 ± 0． 35*

2 mg /kg CdCl2 31． 16 ± 1． 68 30． 46 ± 2． 24* 1． 69 ± 0． 18*

4 mg /kg CdCl2 31． 07 ± 1． 86 29． 40 ± 1． 28＊＊ 1． 65 ± 0． 14＊＊

与正常对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

2． 2 急性镉暴露对雄性小鼠肝脏组织病理学的影
响 正常对照组肝组织切片显示肝小叶结构正常，
肝细胞以中央静脉为中心，向周围呈放射状排列，肝
索和肝血窦清晰可见;阳性对照组肝小叶结构破坏，
出现片状坏死，肝窦淤血，肝细胞胞质淡染呈气球样
变，胞核溶解，炎症细胞浸润。4 mg /kg CdCl2 染毒
后，肝组织病理损伤随时间先逐渐加重，以 18 h 最
为严重，肝组织切片出现片状坏死，坏死区肝索紊
乱，中央静脉和部分肝窦淤血，肝细胞肿大呈气球样
变，胞质淡染疏松化，胞膜破坏及胞核碎裂，炎症细
胞浸润。1 mg /kg CdCl2 剂量组肝组织肝小叶结构
仍然保持正常; 2 mg /kg CdCl2 剂量组肝细胞排列轻
微错乱，部分区域出现肝细胞片状变性，炎症细胞轻
微浸润。见图 1、2。
2． 3 急性镉暴露对血清 ALT 与 AST 的影响
APAP处理 4 h后血清中 ALT明显升高，见表 3。与
正常对照组比较，4 mg /kg CdCl2 处理 12 h 后血清
ALT、AST明显升高，18 h 达最高峰，在镉处理后 24
h血清 ALT、AST 下降，72 h 基本恢复正常( F =
4. 89、4. 43，P ＜ 0. 01) 。此外，与正常对照组比较，1
mg /kg与 2 mg /kg CdCl2 仅引起 ALT、AST的轻微升
高，而 4 mg /kg CdCl2 处理 18 h 后的血清 ALT、AST
明显高于其它两个剂量组，差异有统计学意义( F =
15. 6、50. 2，P ＜ 0. 01) 。见表 4。
2． 4 急性镉暴露对小鼠肝脏氧化应激指标的影响
与正常对照组比较，镉暴露组小鼠血清 MDA、肝

脏 MDA、肝脏 NO水平随时间逐渐升高( F = 5. 33、

表 3 4 mg /kg CdCl2 对雄鼠血清 ALT、AST的影响( n = 6，珋x ± s)

组别 ALT( U /L) AST( U /L)
正常对照 20． 25 ± 4． 16 22． 33 ± 6． 48
阳性对照 150． 29 ± 33． 88＊＊

Cd － 6 h 34． 56 ± 23． 16 39． 28 ± 11． 53
Cd － 12 h 45． 36 ± 17． 80＊＊ 48． 83 ± 12． 37＊＊

Cd － 18 h 222． 12 ± 119． 9＊＊ 99． 09 ± 46． 05＊＊

Cd － 24 h 76． 55 ± 52． 05* 56． 35 ± 15． 04＊＊

Cd － 48 h 45． 50 ± 17． 19＊＊ 35． 67 ± 19． 57
Cd － 72 h 19． 87 ± 5． 52 53． 67 ± 19． 64＊＊

与正常对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

表 4 不同剂量 CdCl2 对雄鼠血清 ALT、AST的影响( n = 6，珋x ± s)

组别 ALT( U /L) AST( U /L)
正常对照 20． 96 ± 5． 26 23． 74 ± 7． 51
1 mg /kg CdCl2 29． 73 ± 17． 09 38． 47 ± 11． 58
2 mg /kg CdCl2 37． 22 ± 24． 38 39． 67 ± 15． 99*

4 mg /kg CdCl2 148． 56 ± 45． 37＊＊## 108． 40 ± 9． 82＊＊△△

与正常对照组比较: * P ＜ 0． 05; ＊＊P ＜ 0． 01; 与 1 mg /kg CdCl2
组比较: ##P ＜ 0． 01;与 2 mg /kg CdCl2 组比较: △△P ＜ 0． 01
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图 1 4 mg /kg CdCl2 对小鼠肝脏组织病理学的影响 HE ×100

A:正常对照组; B:阳性对照组; C: 4 mg /kg CdCl2 处理 6 h; D: 4 mg /kg CdCl2 处理 12 h; E: 4 mg /kg CdCl2 处理 18 h; F: 4 mg /kg CdCl2 处理
24 h

图 2 不同剂量 CdCl2 对小鼠肝脏组织病理学的影响 HE ×200

A:正常对照组; B: 1 mg /kg CdCl2 处理后 18 h; C: 2 mg /kg CdCl2

处理后 18 h; D: 4 mg /kg CdCl2 处理后 18 h

6. 40、8. 16，P ＜ 0. 01) ，而且具有剂量效应关系( F =
6. 46、14. 42、13. 30，P ＜ 0. 01 ) ，4 mg /kg CdCl2 处理
18 h达到高峰;而 GSH含量及 GSH-PX 活力随时间

逐渐降低( F = 28. 99、17. 38，P ＜ 0. 01 ) ，于 18 h 达
到最低点，72 h 基本恢复正常，并具有剂量效应关
系( F = 60. 49、21. 98，P ＜ 0. 01) ，见表 5、6。

3 讨论

近年来，随着新药、新化学物质的不断出现和环
境污染加剧，药物中毒性肝损伤的发病率呈明显上
升趋势。中毒性肝损伤的发病机制非常复杂，对其
肝损伤的分子机制目前尚不清楚。选择合适的肝损
伤模型是探讨中毒性肝损伤的发病机制、做好防治
肝损伤研究的前提。镉是环境中常见的有毒重金属
元素，肝脏是镉急性中毒损伤的主要靶器官。本研
究通过腹腔注射 CdCl2 建立小鼠急性肝损伤的模
型。结果显示: 4 mg /kg CdCl2 腹腔注射 18 h 后引
起小鼠肝脏出现明显的病理损伤，肝组织出现片状
坏死区，肝细胞呈严重气球样变，中央静脉和肝窦淤
血严重。

ALT和 AST是一组催化氨基在氨基酸与 α-酮

表 5 4 mg /kg CdCl2 对小鼠血清与肝脏氧化应激指标的影响( n = 6，珋x ± s)

组别 血清 MDA( nmol /ml) 肝脏 MDA( μmol /gprot) 肝脏 NO( μmol /gprot) 肝脏 GSH( μmol /gprot) 肝脏 GSH-PX( U /L)
正常对照 6． 09 ± 1． 03 2． 14 ± 0． 61 0． 38 ± 0． 15 67． 05 ± 5． 65 754． 72 ± 58． 54
Cd － 6 h 6． 69 ± 1． 93 2． 00 ± 0． 56 0． 46 ± 0． 18 59． 21 ± 10． 55* 692． 23 ± 36． 97*

Cd － 12 h 10． 02 ± 3． 03＊＊ 3． 23 ± 1． 36＊＊ 0． 65 ± 0． 22＊＊ 35． 05 ± 6． 54＊＊ 601． 48 ± 27． 06＊＊

Cd － 18 h 10． 54 ± 1． 87＊＊ 6． 92 ± 2． 18＊＊ 1． 17 ± 0． 39＊＊ 17． 48 ± 5． 55＊＊ 529． 41 ± 37． 40＊＊

Cd － 24 h 8． 63 ± 1． 55＊＊ 2． 75 ± 1． 11 0． 60 ± 0． 15＊＊ 38． 63 ± 6． 28＊＊ 607． 85 ± 20． 89＊＊

Cd － 48 h 6． 24 ± 0． 99 2． 49 ± 0． 26 0． 57 ± 0． 32 61． 89 ± 10． 56 727． 77 ± 65． 72
Cd － 72 h 7． 22 ± 1． 58 2． 18 ± 0． 31 0． 36 ± 0． 16 62． 77 ± 11． 30 733． 61 ± 69． 31

与正常对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01
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表 6 不同剂量 CdCl2 对小鼠血清与肝脏氧化应激指标的影响( n = 6，珋x ± s)

组别 血清 MDA( nmol /ml) 肝脏 MDA( μmol /gprot) 肝脏 NO( μmol /gprot) 肝脏 GSH( μmol /gprot) 肝脏 GSH-PX( U /L)
正常对照 6． 13 ± 0． 76 1． 88 ± 0． 32 0． 36 ± 0． 11 66． 09 ± 6． 05 728． 17 ± 52． 42
1 mg /kg CdCl2 7． 10 ± 1． 68 1． 93 ± 0． 62 0． 43 ± 0． 33 50． 12 ± 8． 70* 683． 80 ± 58． 22
2 mg /kg CdCl2 7． 85 ± 1． 83* 1． 92 ± 0． 82 0． 81 ± 0． 44* 40． 31 ± 6． 56＊＊ 595． 66 ± 33． 59＊＊

4 mg /kg CdCl2 10． 00 ± 1． 66＊＊ 6． 84 ± 1． 26＊＊ 1． 15 ± 0． 31＊＊ 19． 91 ± 5． 00＊＊ 525． 16 ± 41． 34＊＊

与正常对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

酸间转移的酶，是反映肝实质损害的主要酶类。当
肝细胞被破坏、细胞膜通透性增高及线粒体损伤时，
ALT和 AST活力升高，酶活力的高低与肝细胞受损
的程度相一致。本研究显示: 腹腔注射 4 mg /kg
CdCl2 后，小鼠血清 ALT、AST 逐渐升高，18 h 达到
峰值，24 h明显下降，72 h 基本恢复正常。4 mg /kg
CdCl2 处理 18 h 后的小鼠血清 ALT、AST 明显高于
1、2 mg /kg 剂量组。根据上述实验结果，单次腹腔
注射 4 mg /kg CdCl2 18 h 后能够诱导成年雄性 ICＲ
小鼠发生急性肝损伤。

目前研究［2，12］显示镉离子对肝脏的毒性作用与
氧化应激导致的脂质过氧化有关，镉离子消耗
GSH，与分子巯基蛋白结合，引起活性氧化物如超氧
阴离子、羟自由基、过氧化氢等的增多。MDA 是脂
质过氧化反应的主要产物，其含量的高低间接反应
了机体细胞受自由基攻击的严重程度。GSH-PX 是
体内广泛存在的抗氧化酶，其活性的高低反映了机
体抗氧化能力和清除自由基的能力，在细胞内起到
保护细胞膜结构和功能完整的作用。GSH 是有效
的巯基抗氧化剂，能有效防止脂质过氧化，从而减轻
氧化应激。本实验表明，在给予 4 mg /kg CdCl2 12 h
后小鼠血清与肝脏 MDA 升高，至染毒后 18 h 达峰
值;而 4 mg /kg CdCl2处理后肝脏 GSH-PX 活力与
GSH水平显著降低，至 18 h 达最低值，并呈明显的
时间 －效应关系及剂量 －效应关系。提示在本模型
中，小鼠的肝脏受到了自由基的攻击程度比较严重，
自身的抗氧化及清除自由基的能力下降。NO 是一
种重要的细胞内第二信使，对肝细胞具有双重作用，
高浓度的 NO 通过多种机制导致肝细胞损伤或凋
亡，也使肝细胞产生大量自由基，造成 MDA 升
高［13 － 15］。本实验结果显示，单次腹腔注射 4 mg /kg
CdCl2 18 h后小鼠肝匀浆中 NO的含量显著升高，提
示镉引起肝脏氧化应激损伤。

综上所述，本研究显示，以 4 mg /kg CdCl2 腹腔
注射 18 h后可成功建立小鼠急性肝损伤模型，为探
讨重金属类毒物诱导肝损伤的发生机制、筛选保肝
药物、探索保肝作用机制提供了实验动物模型。
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Establishment of mouse model of acute liver injury
induced by cadmium chloride

Wu Yongqin1，Guan Cunjie1，Liu hongmao2，et al
( 1The First School of Clinical，2School of Public Health，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To establish the mouse model of acute liver damage induced cadmium chloride and elucidate
the mechanism of Cd-induced-liver injury． Methods The adult male mice were intraperitoneally ( i． p． ) injected
with a single dose of CdCl2 ( 4 mg /kg) and killed at different time( 6，12，18，24 h) after Cd treatment，or admin-

istrated with different doses of CdCl2 ( 1，2 or 4 mg /kg) i． p． and sacrificed at 18 h after Cd exposure． The control

group received only equal volumes of normal saline． Histopathology of liver tissues，serum of ALT，AST and MDA，
and MDA，NO，GSH，GSH-PX of liver tissues were observed． Ｒesults 18 hours after the treatment of using 4 mg /
kg dosage，i． p，liver tissues appeared visible pathological changes with severe ballooning degeneration and necro-
sis，the levels of ALT and AST in serum were obviously higher． In addition，at 18 h after Cd treatment，the levels
of MDA and NO in liver tissues significantly increased in the cadmium group，however，the level of GSH and the
activity of GSH-PX in liver tissues significantly decreased． Conclusion A mouse model of acute liver injury is
successfully established by intraperitoneal injection with 4 mg /kg CdCl2 at 18 hours after Cd treatment． The mecha-

nism might be associated with the increase of MDA and NO and the decrease of the level of GSH and the activity of
GSH-PX in liver tissues．
Key words cadmium chloride; acute liver injury; animal model; MDA; NO; GSH

◇药学研究◇

白藜芦醇诱导人肺腺癌 A549 细胞细胞凋亡
及其与 p38 MAPK信号途径的联系

华丛书1，陈 海1，张朝东1，赵 欢2，陈晓宇2

摘要 目的 探讨白藜芦醇( Ｒes) 诱导人肺癌 A549 细胞株
凋亡及其与 p38 MAＲK 信号通路的联系。方法 CCK-8 法
检测 Ｒes 对人肺癌 A549 细胞增殖抑制作用，Annexin V-
FITC /PI双染法检测 Ｒes 对肺癌 A549 细胞凋亡率，Western
blot 法检测 Ｒes 对人肺癌 A549 细胞 Caspase 剪切片断
( Caspase-1、Caspase-3) 表达的影响，及其对丝裂原激活蛋白
激酶( MAPK) 通路蛋白( p38、p-p38) 表达的影响。结果 Ｒes

对人肺癌 A549 细胞株生长呈浓度依赖性的抑制作用，48 h

的 Ｒes作用肺癌 A549 的半数抑制浓度( IC50 ) 值为( 10. 6 ±
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1. 2) μmol /L。用 10 μmol /L Ｒes 处理 A549 细胞 24、36、48
h，细胞凋亡率较对照组明显增加 ( P ＜ 0. 01 ) 。Ｒes 作用于
A549 细胞 48 h 后，Western blot 法检测显示 Caspase-1、
Caspase-3 蛋白出现断裂片断，p38、p-p38 表达亦增高。结论
Ｒes明显诱导人肺癌 A549 细胞毒作用，诱导 A549 细胞凋

亡，其机制与激活 p-p38 MAPK途径有关。

关键词 细胞凋亡;信号通路;白藜芦醇;肺癌 A549 细胞
中图分类号 Ｒ 737. 3
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天然的多酚类化合物白藜芦醇 ( resveratrol，
Ｒes) 广泛存在于葡萄、虎杖、花生等植物体内。近
年来，Ｒes的药理作用得到充分研究，Ｒes 具有广泛
的生物学和药理学活性，如抗氧化、抗炎、免疫调节、
抗肿瘤和神经保护等效应［1］。研究［2］证实，丝裂原
激活蛋白激酶 ( mitogen- actived protein kinase，
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