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丹酚酸B对千里光碱致小鼠肝损伤的保护作用
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摘要: 近年来, 我国由于误服含吡咯里西啶生物碱 (pyrrolizidine alkaloids, PAs) 的中草药而导致药源性肝损伤

的报道逐年增多。丹酚酸B (salvianolic acid B, Sal B) 是丹参 (Salvia miltiorrhiza Bge.) 中的主要水溶性有效成分,

具有抗凝血和抗氧化等作用。本研究旨在研究丹酚酸B对千里光碱 (senecionine, SEN) 肝毒性的保护作用及其可

能的作用机制。实验方案经上海中医药大学动物实验伦理委员会批准, 所有程序均严格按照动物使用和护理的伦

理原则进行。实验采用SEN (50 mg·kg-1) 单次灌胃造成小鼠急性肝损伤模型, 使用Sal B (10 mg·kg-1) 进行干预。结

果表明, Sal B能显著改善SEN致小鼠肝损伤, 降低血清谷丙转氨酶和谷草转氨酶活力, 并明显改善肝窦内出血、肝

细胞坏死等病理状况, 血清PAs毒性标志物吡咯蛋白加合物的含量也明显减少。进一步检测凝血、氧化应激和纤维

化等相关通路关键因子, 发现Sal B可降低纤溶酶原激活物抑制因子 1的表达以抑制凝血系统, 可调节谷胱甘肽及

超氧化物歧化酶水平等改善机体的抗氧化应激能力, 还可以通过影响基质金属蛋白酶 9、转化生长因子-β1、信号传

导蛋白和转录激活物 3、趋化因子 1等肝纤维化相关因子改善细胞外基质的过度沉积及延缓肝纤维化进程。本研究

表明, 丹酚酸B对千里光碱肝毒性的保护作用与调控凝血系统、改善氧化应激以及调控肝纤维化相关因子等有关,

为临床上应用丹酚酸B治疗PAs肝损伤提供了理论依据。
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Abstract: In recent years, there has been an increase in the incidence of herbal-induced liver injury due to the

accidental ingestion of herbal medicines containing pyrrolizidine alkaloids (PAs) in domestic. Salvianolic acid B

(Sal B), a hydrophilic component in Salvia miltiorrhiza Bge., shows activities of anticoagulation, antioxidation,

and other pharmacological activities. This research aims to investigate the protective effect of Sal B on hepatotoxicity

induced by senecionine (SEN) and its potential mechanism. The animal experiment was approved by the Experi‐

mental Animal Ethical Committee of Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, and all mice have

received humane care in compliance with the institutional animal care guidelines. Mice were treated with Sal B
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(10 mg·kg-1) 3 days before and 1 day after SEN (50 mg·kg-1) treatment. The animals were sacrificed 48 h after SEN

administration. As a result, Sal B effectively ameliorated SEN-induced liver injury. The mice in the group treated

with Sal B showed lower serum activities of alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase, less hepatic

sinusoidal hemorrhage, and reduced hepatocyte necrosis. Besides, contents of pyrrole-protein adducts, the marker

for PA-induced toxicity, were also decreased in serum. The key factors related to coagulation, oxidative stress, and

liver fibrosis were further analyzed. It was found that Sal B inhibited the coagulant system by reducing the expres‐

sion of plasminogen activator inhibitor-1. Sal B also modulated glutathione and superoxide dismutase levels and

improved the anti-oxidative defense system. In addition, Sal B decreased the excessive deposition of extracellular

matrix and inhibited the progression of liver fibrosis via down-regulating several key factors related to liver fibrosis,

including matrix metalloproteinase 9, transforming growth factor-β1, signal transducer and activator of transcrip‐

tion 3, and chemokine 1. In conclusion, Sal B ameliorated SEN-induced liver injury in mice by regulating the

blood coagulation system, improving oxidative stress, and modulating liver fibrosis-related factors. Our present

study pointed to the possibility of utilizing salvianolic acid B for protection against PA-induced liver injury clinically.

Key words: Salvia miltiorrhiza Bge.; salvianolic acid B; pyrrolizidine alkaloid; senecionine; drug-induced

liver injury; plasminogen activator inhibitor-1

吡咯里西啶生物碱 (pyrrolizidine alkaloids, PAs)

是一类天然毒性物质, 广泛存在于菊科、豆科和紫草科

等植物中, 可导致肝毒性、肺毒性和遗传毒性等[1]。近

年来, 因服用菊科植物菊三七 (Gynura japonica) 等含

PAs的中草药所致肝窦阻塞综合征 (hepatic sinusoidal

obstruction syndrome, HSOS) 的报道逐年增多。菊三

七含有多种 PAs, 其中千里光碱 (senecionine, SEN) 是

菊三七中含量最高、毒性最强的一种 PA, 其含量高达

9.8 mg·g-1菊三七水提物[2]。研究表明, 大部分 PAs需

在肝脏经过细胞色素P450酶代谢活化, 产生活性中间

体脱氢吡咯, 水解后与细胞蛋白非特异性结合形成吡

咯蛋白加合物 (pyrrole-protein adducts, PPAs), 继而诱

发毒性[3]。

PAs 致肝损伤的主要临床变化有 : 腹胀、肝区疼

痛、肝肿大、腹水和黄疸等。根据现有报道, 其机制可

能与肝窦内皮细胞谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 的耗

竭、一氧化氮损耗、基质金属蛋白酶 (matrix metallo‐

proteinases, MMPs) 表达上调、局部凝血系统激活及氧

化应激等相关[4]。然而, 目前临床上主要采用对症支

持治疗, 如多烯磷脂酰胆碱、异甘草酸镁和谷胱甘肽

等, 或在有肝内胆汁淤积的情况下与熊去氧胆酸联用

进行保肝治疗[5]。但重症患者死亡率高、预后不佳, 亟

需寻找有效的治疗药物。

丹酚酸B (salvianolic acid B, Sal B) 是唇形科植物

丹参 (Salvia miltiorrhiza Bge.) 根和根茎中的主要水溶

性活性物质, 具有抗凝血、抗氧化和抗炎等多种药理作

用。有研究报道, 丹酚酸B可保护对乙酰氨基酚致小

鼠急性肝损伤[6], 也能保护四氯化碳致大鼠肝纤维

化[7]。亦有文献[8]报道了丹参对菊三七致小鼠实验性

HSOS的保护作用。

因此, 本研究探讨丹酚酸B对千里光碱致小鼠肝

损伤的保护作用, 并从抗凝血和抗炎等角度阐明其药

效机制, 为临床治疗 PAs致药源性肝损伤的治疗提供

新的思路和理论依据。

材料与方法

药品与试剂 千里光碱 (批号: PRF8101624) 及丹

酚酸 B (批号: PRF10041802) 均购自成都普瑞法科技

开发有限公司, 纯度均大于 98%。RNA极速抽提试剂

盒购于上海飞捷生物技术有限公司; 逆转录试剂盒及

TB Green™预混液购自日本 TAKARA公司; 引物购自

上海冠泰生物科技有限公司; 还原型谷胱甘肽 (GSH)

试剂盒和超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase,

SOD) 试剂盒购自南京建成生物科技有限公司; 通用

型组织固定液购于武汉赛维尔生物科技有限公司 ;

RIPA及BCA蛋白定量试剂盒购自美国Thermo Fisher

Scientific 公司 ; 纤溶酶原激活物抑制因子 1 (plas‐

minogen activator inhibitor 1, PAI-1, 又称 serpine1) 兔

单 克 隆 抗 体 (#ab222754)、MMP-9 兔 单 克 隆 抗 体

(#ab228402) 和转化生长因子 β1 (transforming growth

factor-β1, TGF-β1) 兔单克隆抗体 (#ab179695) 购自英

国Abcam公司; 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 (glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) 兔单克隆抗体

(#5174)、β-肌动蛋白 (β-actin) 兔单克隆抗体 (#4970)、

信号转导和转录激活因子 3 (signal transducer and acti‐

vator of transcription 3, STAT3) 兔单克隆抗体 (#30835)

和 705Tyr phospho-STAT3兔单克隆抗体 (#9145) 购自美

国Cell Signaling Technology公司; 辣根过氧化物酶标

记山羊抗兔 IgG 购自美国 Jackson ImmunoResearch
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公司。

实验仪器 QuantStudio 6 Flex 型实时荧光定量

PCR 仪 (Applied Biosystems, MA, USA), 低温高速离

心机 (HITACHI, Tokyo, Japan), 凝胶电泳仪及转印仪

(Bio-Rad, CA, USA), 化学发光成像设备 (GE, CT, USA),

SparkTM多功能酶标仪 (TECAN, Männedorf, CHE), 全

自动生化分析仪 (日和贸易有限公司, 上海, 中国), 光

学数码显微镜 (OLYMPUS, Tokyo, Japan), Shimadzu

CBM-30 A高效液相色谱系统 (Shimadzu, Kyoto, Japan)

连接 ABSCIEX QTRAP6500 质谱系统 (AB SCIEX,

CA, USA)。

实验动物 实验方案经上海中医药大学动物实验

伦理委员会批准 (伦理号: PZSHUTCM200717017), 所

有程序均严格按照动物使用和护理的伦理原则进行。

C57BL/6小鼠 (雄性, 体重 22 ± 2 g) 购自上海斯莱克实

验动物有限责任公司 [合格证号 : SCXK (沪) 2017-

0005], 饲养于上海中医药大学动物实验中心SPF级饲

养室, 室温 22 ± 1 ℃, 湿度 60%～70%, 12 h昼夜交替,

可自由摄取食物和水。

药物配制 称取适量 SEN, 用 5% 的盐酸水溶液

溶解, 加入 1 mol·L-1 氢氧化钠调节至 pH 6.5, 配制成浓

度为 5 g·L-1溶液。称取适量 Sal B, 加生理盐水溶解 ,

配制成浓度为1 g·L-1溶液。

动物实验 适应性饲养 1周后, 将 30只小鼠随机

分成空白对照组 (control)、千里光碱模型组 (SEN) 和

丹酚酸B保护组 (SEN + Sal B), 每组10只。模型组单次

灌胃 SEN (50 mg·kg-1); 丹酚酸B保护组每日 1次灌胃

Sal B (10 mg·kg-1), 连续给药第3天后2 h单次灌胃SEN

(50 mg·kg-1), 并于第 4 天再次灌胃 Sal B (10 mg·kg-1);

空白组小鼠每天灌胃相同体积生理盐水。SEN给药后

48 h, 以异氟烷麻醉小鼠, 取血及肝脏用于后续实验分

析, 造模前及取材前小鼠禁食不禁水过夜。

血清生化指标检测 全血室温静置 2 h后于 4 ℃

下 4 000 r·min-1离心 15 min分离得到血清, 采用全自动

生化分析仪检测血清中谷丙转氨酶 (alanine amino‐

transferase, ALT) 和谷草转氨酶 (aspartate aminotrans‐

ferase, AST) 活力。

肝脏病理学检查 取小鼠肝脏最大叶中央区域肝

脏 (约0.5 cm×0.5 cm×0.5 cm) 于组织固定液中固定24 h,

进行脱水、石蜡包埋、切片、苏木精-伊红 (hematoxylin

and eosin, HE) 染色, 后将切片置于光学显微镜下观察

肝脏损伤情况。

肝脏中 GSH含量测定 称取小鼠肝脏约 50 mg,

使用南京建成 GSH 含量测定试剂盒 , 按照说明书操

作, 测定小鼠肝脏中的GSH含量。

肝脏中超氧化物歧化酶 SOD活力测定 称取小

鼠肝脏约 50 mg, 使用南京建成SOD测定试剂盒, 按照

说明书操作, 测定小鼠肝脏中的SOD活力水平。

血清中PPAs含量的测定 参考课题组前期报道

方法[9], 血清经硝酸银和 Ehrlich试剂等进行衍生化前

处理, 再以液相色谱-质谱联用技术进行检测。

逆转录-聚合酶链式反应分析 取小鼠肝脏约10 mg,

按照 RNA 极速抽提试剂盒说明书提取肝脏总 RNA,

按照逆转录试剂盒步骤逆转录成 cDNA, 使用实时定

量基因扩增荧光检测系统 (real-time quantitative PCR,

RT-qPCR) 检测肝脏中相关 mRNA 的表达水平。以

Gapdh为内参基因, 使用 2-∆∆Ct法计算基因的相对表达

量, 空白对照组设为1, 引物序列见表1。

蛋白免疫印迹检测 取小鼠肝脏约50 mg, 用RIPA

裂解液提取总蛋白, 采用BCA法测定蛋白浓度并调整

至统一浓度, 并与上样缓冲液混合、高温变性。取30 μg

总蛋白进行蛋白免疫印迹分析。使用 Photoshop软件

对蛋白条带图像进行灰度分析, 以目标蛋白与内参蛋

白 GAPDH 或 β-actin 的比值作为蛋白的相对表达量 ,

空白对照组设为1。

统计学分析 实验结果均以均数±标准差 (
-
x ± s)

表示, 采取GraphPad Prism 8.0统计软件中的学生 t检

验 (student t test) 分析比较组间差异, P < 0.05表示差

异具有统计学意义。

结果

1 丹酚酸B改善千里光碱致小鼠肝损伤

SEN模型组小鼠给药 24 h后活动减少, 精神畏缩,

毛发竖立; Sal B保护组小鼠精神状态良好, 无明显行

Table 1 The primer sequences for real-time quantitative PCR.

Gapdh: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Hmox-1: Heme

oxygenase 1; Stat3: Signal transducer and activator of transcription

3; Cxcl1: Chemokine (C-X-C motif) ligand 1; Gclc: Glutamate-

cysteine ligase, catalytic subunit

Target
Gapdh

Hmox-1

Serpine1

Stat3

Cxcl1

Gclc

Primer
F

R
F

R
F

R
F

R
F

R
F

R

Sequence (5' to 3')
GGCCGAGAATGGGAAGCTTGT

ACATACTCAGCACCGGCCTCA
TCTGGAATGGAGGGAGATACC

CTGCTGGTTTCAAAGTTCAGG
ACTTTACCCCTCCGAGAATC

CCTGCTGAAACACTTTTACTCC
AGATTCAGTGACTCAAAGCCA

GTCTTGGAGACAATGTCCTCA
GGGAGGCTGTGTTTGTATGTC

AATGTCCAAGGGAAGCGTC
CTACCACGCAGTCAAGGACC

CCTCCATTCAGTAACGGCTGGAC
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为异常。由图 1可知, SEN模型组血清肝功能检测指

标ALT和AST活力均显著升高 (P < 0.01, P < 0.05), 而

Sal B保护组中ALT和AST较模型组均明显下降 (P <

0.01, P < 0.05)。空白对照组小鼠肝细胞排列整齐, 中

央静脉及汇管区结构正常, 未出现病变现象; SEN组小

鼠肝细胞大面积坏死, 细胞核固缩明显, 肝窦内有大量

瘀血, 内皮细胞脱落; 而 Sal B保护组小鼠肝脏未见明

显的瘀血及肝细胞坏死。已有研究报道, PPAs在血清

中的含量与肝损伤程度相关[10], Sal B能显著降低血清

中 PPAs含量 (P < 0.05)。以上结果表明, Sal B能明显

改善SEN致小鼠肝损伤。

2 丹酚酸B降低PAI-1在肝脏中的表达

有文献[11]报道, PAI-1可以作为诊断HSOS及评价

其预后的一个临床指标 , 且相较于其他肝病患者 ,

HSOS患者具有更高的PAI-1水平, 并与疾病严重程度

相关。如图 2 所示 , SEN 致损伤小鼠肝脏中 PAI-1 的

mRNA 及蛋白表达较空白组显著升高 (P < 0.05, P <

0.001); 经 Sal B 干预后其蛋白表达显著下降 (P <

0.001), mRNA水平也有下降趋势, 与空白对照组趋近

一致, 提示 Sal B可通过调节凝血系统改善 SEN造成

的小鼠肝损伤。

3 丹酚酸B降低SEN致小鼠氧化应激

PAs经P450酶代谢后生成的活性中间体脱氢吡咯

可与细胞内 GSH 结合 , 生成 GSH 结合物从而快速排

除。因此, 肝脏GSH抗氧化系统被认为是 PAs肝毒性

的一种防御机制[12]。研究表明, PAs肝损伤的动物肝

脏内 GSH 含量升高 , 是机体对抗外来毒物的自我调

节[12]。如图 3A 所示, 本研究中 SEN 模型组小鼠肝脏

GSH 较空白对照组显著上调 , 其肝脏调节 GSH 合成

的Gclc的mRNA表达水平也有上调趋势。Hmox-1是

经典核因子 E2 相关因子 2 (nuclear factor erythroid-2

related factor 2, Nrf2) 抗氧化通路中的一个重要的基

因[13], 其表达在 SEN 模型组中也显著上调 (图 3B)。

Sal B保护组中, 肝脏GSH含量以及Gclc和Hmox-1的

mRNA表达均较 SEN模型组显著下调。超氧化物歧

化酶 SOD是机体内天然存在的超氧自由基清除因子,

Figure 2 Sal B inhibited the activation of plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1). A: Hepatic mRNA expression of serpine1; B: Hepatic

protein expression of PAI-1. n = 10,
-
x ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001

Figure 1 Effect of salvianolic acid B (Sal B) on senecionine (SEN)-induced liver injury in mice. Mice were treated with Sal B (10 mg·kg-1)

3 days before and 1 day after the treatment of SEN (50 mg·kg-1), and sacrificed 48 h after SEN administration. A: Chemical structures of

Sal B and SEN; B: Serum activities of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST); C: Hematoxylin and eosin

staining of the liver; D: Concentration of pyrrole-protein adducts (PPAs) in serum. N.D.: Not detected. n = 10,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01
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如图 3C所示, Sal B保护组对 SEN致肝损伤小鼠的肝

SOD活力降低有显著逆转作用。这些结果提示, Sal B

能通过调节氧化应激改善SEN致小鼠肝损伤。

4 丹酚酸B调控肝纤维化相关因子

课题组前期研究[14]表明, TGF-β和炎症因子等肝

纤维化相关因子的激活是菊三七致肝损伤的重要毒性

机制。本研究中, SEN模型组肝脏MMP-9蛋白表达显

著升高 (图 4)。MMP-9 的升高是 PAs 损伤的重要标

志, Sal B保护组中其表达水平降低, 进一步证实其药

效。此外, SEN组模型组小鼠肝脏中TGF-β1的蛋白表

达升高 (图 4)、STAT3的磷酸化显著增加 (图 5A), Stat3

及其下游靶基因Cxcl1的mRNA表达也显著上调 (图

5B)。而Sal B保护组中以上变化均被逆转。以上数据

表明, Sal B能够改善肝损伤, 并抑制 SEN致肝纤维化

相关因子的激活。

讨论

近年来, 含千里光碱等 PAs的中草药导致的药源

性肝损伤事件引起了国内外的广泛关注。2017年中

华医学会消化病学分会肝胆疾病协作组发布了针对

PAs致临床HSOS的诊断和治疗指南[15], 极大地有利于

该疾病的临床治疗; 然而, 目前临床尚无有效的治疗药

物。有研究[16,17]报道 , 凝血系统的异常在 HSOS 病程

中起重要作用。丹参是活血化瘀要药, 有文献[8]报道

了丹参对菊三七致小鼠HSOS的保护作用, 但对其药

效成分未有深入探讨。本研究表明, 丹酚酸B能显著

降低千里光碱致肝损伤小鼠的血清ALT和AST活性,

并改善小鼠肝脏肝窦及内皮出血等病理状况。

Figure 3 Salvianolic acid B improved the oxidative stress. A: Glutathione (GSH) concentration and mRNA expression of glutamate-cysteine

ligase, catalytic subunit (Gclc) in liver tissue; B: Hepatic mRNA expression of heme oxygenase 1 (Hmox-1); C: Superoxide dismutase (SOD)

activity in liver tissue. n = 10,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01

Figure 5 Sal B inhibited the activation of inflammation-related factors. A: Phosphorylation level of signal transducer and activator of

transcription 3 (STAT3) in liver tissue; B: Hepatic mRNA expression of Stat3 and chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (Cxcl1). n = 10,
-
x ± s.

*P < 0.05, ***P < 0.001

Figure 4 Sal B decreased the hepatic expression of matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) and transforming growth factor-β1 (TGF-β1). n =

10,
-
x ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001
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HSOS患者由于肝窦内皮损伤后释放具有促凝活

性的细胞因子如肿瘤坏死因子-α和白介素-1β, 刺激

组织因子和 PAI-1表达升高使机体处于高凝状态[16]。

有文献[17]报道, 在 HSOS模型小鼠中, PAI-1敲除的小

鼠未表现出肝功能障碍或形成静脉血栓 , 这表明

PAI-1在肝静脉血栓中起到拮抗的作用, 可能成为治疗

HSOS的一个靶标。有研究[18]指出, 丹酚酸 B可以通

过降低人脐静脉内皮细胞中 PAI-1的表达来增加内皮

细胞溶解纤维蛋白的能力。在本研究中, 丹酚酸B能

显著降低千里光碱致肝损伤小鼠肝脏中 PAI-1 的表

达 , 提示丹酚酸 B 可调节抗凝系统而改善 SEN 致肝

损伤。

此外, 丹参酸B还具有抗氧化、抗纤维化和抗炎等

药理活性。大量文献[19]报道, PAs的毒性与谷胱甘肽

的耗竭相关, Hmox-1的表达升高可能是一种细胞用来

抑制炎症和减少细胞损伤的内源性防御机制。在本研

究中 , 千里光碱致肝损伤小鼠肝脏中 GSH 含量与

Hmox-1 的 mRNA 表达都显著升高 , 与文献[13]报道相

符; 而丹酚酸B调节机体抗氧化系统, 使其趋于正常。

肝纤维化与细胞膜外基质 (extracellular matrix, ECM)

的过度沉积、肝星状细胞的活化等密切相关。在本研

究中, 丹酚酸B能通过下调MMP-9及 TGF-β1在肝脏

中的表达 , 减少 ECM 的沉积并延缓肝纤维化进程。

STAT3是调节机体免疫与炎症的一个重要的多功能因

子, 可以被肝脏中的细胞因子、生长因子等激活。据报

道, STAT3在不同类型的肝损伤中被激活从而导致机

体的炎性反应。此外, 有研究称, 在由FOLFOX所导致

的HSOS中, STAT3的激活与细胞衰老有关[20]。CXCL1

能调控嗜中性粒细胞的释放, 有研究表明CXCL1能诱

导中性粒细胞募集, 与血小板相互作用形成中性粒细

胞胞外网状陷阱导致血栓, 从而促进门静脉高压的发

生[21]。本研究表明, 丹酚酸B显著降低了小鼠肝脏中

Stat3和Cxcl1的mRNA表达, 且抑制了 STAT3的磷酸

化, 说明丹酚酸B能够通过抑制机体的炎症反应, 从而

减轻肝损伤。

综上所述, 中药丹参活性成分丹酚酸B对千里光

碱致小鼠肝损伤有明显的保护作用, 其作用机制可能

与调控凝血系统、调节氧化应激以及调控肝纤维化相

关因子有关。本研究为临床上应用丹参和丹酚酸B治

疗PAs肝损伤提供了理论依据。
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