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摘要 � 目的:研究脱氢卡维汀 ( YHL�DC)对四氯化碳 ( CC l4 )致小鼠急性肝损伤的影响。方法: YHL�DC预防

和治疗给药后观察其对 CC l4致急性肝损伤小鼠血清谷丙转氨酶 ( ALT )、谷草转氨酶 ( AST )和总胆红素

( TB IL)的影响, 并对肝脏进行了病理组织学及电镜观察。结果: YHL�DC预防和治疗给药均能显著降低急性

肝损伤小鼠 ALT、AST和 TB IL的升高,有效减轻 CC l4引起的小鼠肝细胞变性、坏死、炎性细胞浸润和肝细胞

超微结构的破坏。结论: YHL�DC对四氯化碳致小鼠急性肝损伤具有保护作用。
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ABSTRACT� Objective: To investig ate the effects of Dehydrocav id ine ( YHL�DC) on ca rbon tetrachlor ide ( CC l4 ) induced acute liv�

e r in jury in m ice. M ethods: The m ice we re pre�trea tm ent w ith YHL�DC prior to the adm in istra tion of CC l
4

and po st�treatment w ith

YHL�DC after the adm inistration of CC l4, and the changes of serum alanine am ino transferase ( ALT ), aspartate am inotransfe rase

( AST ) and to ta l bilirubin ( TBIL) in these m icew ere exam ined respective ly. H istopatho logy changes of liverw ere also observed under

both ligh t and e lec tron m icroscope. R esu lts: P re�treatm ent and po st- treatmentw ith YHL�DC sign ificantly prevented increase in serum

enzyma tic activ ities o f ALT, AST and TBIL in a dose�dependent m anner. H epa tocy te degeneration and necrosis, infiltration of in flam�

m atory ce lls and destruction of hepatocyte ultrastructure appeared in carbon te trachlor ide induced acu te in jured liver in m ice, wh ile ex�

tenua tions we re observed in both pre�and post�treatm ent groups adm inistered w ith YHL - DC. Conc lu sion: The results suggest that

YHL�DC has a po tent hepatopro tective action on CCl4 induced acu te live r in jury in m ice.

KEY WORDS� Dehydrocav id ine; corydalis sax icola bunting; ca rbon te trach lor ide; liver in jury

� � 岩黄连 (Corydalis sax icola Bunting)为紫堇科紫

堇属多年生草本植物, 性凉, 味微苦, 具有清热解毒

利湿之功效。在桂西北山区,岩黄连是当地民众用

于消炎止痛、拔毒、治疗疥疮肿毒、急性腹痛等的一

种常用中草药,并被广泛用于治疗肝炎、肝硬化等疾

病
[ 1, 2]
。岩黄连具有抗菌消炎、抗肿瘤、增强腹腔巨

噬细胞吞噬功能、提高机体免疫力、修复损伤肝细

胞、促进肝细胞再生及促进胆汁排泄等功能
[ 3 ]
。岩

黄连能有效稳定肝细胞膜、线粒体膜等,起到护肝保

肝作用,岩黄连及其制剂正逐步得到推广应用。脱

氢卡维汀 ( YHL�DC )是岩黄连的主要活性成分之

一, 本研究旨在探讨 YHL�DC对四氯化碳 ( carbon

tetrachloride, CC l4 )致小鼠急性肝损伤的保护作用,

为其临床应用提供试验依据。

1� 材料与方法

1. 1� 动物 � 昆明株雄性小鼠 120只,体重 20 � 2 g,清

洁级,由上海复旦大学医学院实验动物部提供,实验动

物质量合格证号: (沪 ) SCXK 2002�0026。自由饮食,在

室温 19~ 25  ,湿度 40% ~ 70%的条件下饲养。

1. 2� 药品与试剂 � 脱氢卡维汀 ( YHL�DC)注射液

(批号: 20050120 )由上海第二军医大学药学院提
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供。四氯化碳 ( CC l4 ) (批号: W 00040403), 分析纯,

国药集团化学试剂有限公司生产。橄榄油 (批号:

20050918) ,化学纯, 中国医药 (集团 )上海化学试剂

公司生产。甘草酸二铵 (批号: DG1580)由江苏正大

天晴药业股份有限公司生产。生理盐水 (批号:

051220), 上海长征富民药业有限公司生产。丙氨

酸氨基转移酶 ( ALT)试剂盒 (批号: D060453)及天

冬氨酸氨基转移酶 ( AST)试剂盒 (批号: D060893)

均为上海复星长征医学科学有限公司产品。总胆红

素 ( T�B IL)测定试剂盒 (批号: DP9541)由日本和光

纯药工业株式会社生产。

1. 3� 实验仪器 � H ITACH I�7080日立全自动生化分
析仪,日本日立公司生产。O lympus BX41TF型双目

光学生物显微镜, 日本 O lympus公司生产。日立

H800型透射电镜, 日本日立公司制造。M indray

BC�3000全自动血液细胞分析仪, 深圳迈瑞生物医

疗电子股份有限公司生产。Anke TLG�16G台式离
心机, 上海离心机械研究所生产。

1. 4� 实验方法

1. 4. 1� YHL�DC对 CC l4所致小鼠急性肝损伤的预

防作用 � 取小鼠 60只,按体质量随机分成 6组,每

组 10只。组别分别为正常对照组, 模型对照组,

YHL�DC低、中、高剂量组, 阳性对照组。正常对照

组动物 ip生理盐水, YHL�DC低、中、高剂量组分别

ip YHL�DC 0. 125、0. 250、0. 500mg /kg, 阳性对照组

ip甘草酸二铵 50. 00mg /kg,每日 1次,连续 3 d, 给

药容积均为 10mL /kg。给药组均在第 1次给药后 2

h ig 2% ( v /v) CC l4橄榄油溶液 10 mL /kg, 正常对

照组 ig 10 mL /kg橄榄油。四氯化碳染毒后 24 h,全

部动物以 2%戊巴比妥钠麻醉后腹主动脉取血, 分

离血清, 测定谷丙转氨酶 ( alan ine am inotransferase,

ALT ) 和谷草转氨酶 ( aspartate am inotransferase,

AST )及总胆红素 ( tota l bilirubin, T�B IL), 取肝脏进

行病理组织学和电镜观察。

1. 4. 2� YHL�DC对 CC l4所致小鼠急性肝损伤的治

疗作用 � 取小鼠 60只, 按体质量随机分成 6组,分

组及给药剂量同前, 除正常对照组动物外,其余各

组第 1天均 ig 2% ( v /v) CC l4橄榄油溶液, 给药容

积均为 10mL /kg。造模后 24、48、71 h分别 ip不同

剂量的 YHL�DC或甘草酸二铵, 给药容积均为 10

mL /kg。造模后 72 h, 全部动物以 2%戊巴比妥钠麻

醉后腹主动脉取血,分离血清, 测定 ALT、AST及 T�
B IL,取肝脏进行病理组织学和电镜观察。

1. 5� 病理观察 � 取小鼠左肝叶相同部位肝组织,用

10%福尔马林固定, 石蜡包埋切片, HE染色, O lym�
pus双目光学显微镜观察, D12型显微数码摄影图片

记录。参照 Lefkow itch ( 1996 ) 提出的组织病理学

综合计分方法,将肝急性毒性损伤程度划分为 6个

等级: 0级表示无异常; 1~ 2级表示肝轻度损伤, 病

变主要表现为区域性或弥漫性的轻度肝细胞变性,

坏死性病变一般缺如,或仅伴见少数散在的单个肝

细胞坏死或凋亡,肝支架结构依然完好; 3~ 4级表

示肝中度损伤,病变主要表现为肝结构紊乱,呈现弥

漫性的中、重度肝细胞变性, 坏死性病变累及肝小叶

的数量未超过 1 /3, 中心区坏死或桥性坏死病灶数

量有限,坏死范围多局限在肝小叶中间区及边缘区;

5~ 6级表示肝重度损伤,病变主要表现为中、重度

坏死性病变,小叶中心区和桥状坏死病灶明显且广

泛, 甚至坏死灶连及相邻或多个肝小叶,正常结构全

部或大部遭受破坏
[ 4]
。

1. 6� 电镜观察 � 取小鼠左肝叶相同部位肝组织,在

低于 4  条件下用 2%多聚甲醛液固定保存并送检。

1. 7� 统计学方法 � 数据用 �x � s表示, 采用 SPSS

11. 5统计分析软件处理分析数据,组间样本比较采

用 t检验, 肝组织病理变化经过 Rad it分析统计处

理, P < 0. 05为显著性界限。

2� 结果

2. 1� YHL�DC对 CC l4所致小鼠急性肝损伤的预防

作用

2. 1. 1� YHL�DC预防给药对小鼠血清生化指标的

影响 � YHL�DC预防给药对小鼠血清生化指标的影

响结果见表 1,由表 1可见模型组血清中 ALT、AST

和 T�B IL明显高于正常组 (P < 0. 01)。YHL�DC预

防给药能显著降低四氯化碳致急性肝损伤小鼠血清

ALT、AST和 T�B IL的水平, 且存在剂量�效应关系,

YHL�DC高剂量组的预防效果与阳性对照药甘草酸

二铵效果相近。

2. 1. 2� YHL�DC预防给药对小鼠肝脏病理组织学

的影响 � 病理组织学检查可见正常对照组肝脏结构

完好,未发现肝细胞气球样变性及坏死病灶;模型对

照组肝脏正常结构破坏,肝细胞排列异常紊乱,出现

广泛的中、重度水样变性或空泡变性,以及弥漫分布

的大小不一的小叶中心性坏死, 桥性坏死或亚大块

肝坏死,呈现为成片分布的胞质红染、核缺如、无特

定结构的蛋白质块,有的坏死肝细胞大多溶解消失,

代之灶片状中性粒细胞浸润; YHL�DC低剂量组肝

脏结构紊乱,肝细胞弥漫性轻、中度水样变性或空泡

变性,并伴有区域性小叶中心坏死、桥性坏死或亚大

块凝固坏死灶,但数量已趋减少, 且多数坏死灶内表

现有较多的炎症细胞浸润反应。少数动物尚可见结

构基本正常的肝小叶结构; YHL�DC中剂量组肝脏
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正常结构轻度紊乱,呈现肝细胞弥漫性轻、中度水样

变性或空泡变性,可见少数散在分布的小叶中心区

坏死、小叶外周碎屑样坏死、桥性坏死或亚大块灶性

坏死, 病变范围大多较小,且多有炎细胞浸润反应,

部分动物尚可查见结构基本正常的肝小叶; YHL�DC

高剂量组肝脏主要病变为区域性或弥漫性轻度水样

变性,坏死病灶数量稀少, 以溶解性坏死灶为主, 大

部分动物可见结构基本正常的肝小叶;甘草酸二铵

组肝脏呈现肝细胞弥漫性轻中度水样变性或空泡变

性, 可见少数散在分布的小叶中心区坏死、桥性坏死

或亚大块坏死,病变多有炎细胞浸润反应,部分动物

也可查见结构基本正常的肝小叶。

表 1� YH L�DC预防给药对 CC l4致急性肝损伤小鼠 ALT、AST和 T�B IL的影响 (�x � s, n= 10)

组别 � � � 剂量 (m g/kg) ALT( nm ol / s /L) AST( nmo l/ s /L) � � � � � T�B IL (�m ol /L) � � � � �

正常对照组 - 610 � 184 1 543 � 211 1. 71 � 0. 41

模型对照组 - 3 289 � 8671) 3 273 � 7601) 5. 44 � 0. 611)

甘草酸二铵组 0. 025 1 541 � 2913) 1 303 � 1903) 2. 16 � 0. 583)

YHL�DC低剂量组 0. 125 2 339 � 8502) 2 143 � 4633) 2. 75 � 0. 242)

YHL�DC中剂量组 0. 250 2 387 � 8212) 1 846 � 5993) 2. 70 � 0. 693)

YHL�DC高剂量组 0. 500 1 368 � 3563) 1 479 � 3053) 2. 21 � 0. 503)

1) P < 0. 01, 与正常对照组比较; 2) P < 0. 05, 3) P < 0. 01,与模型对照组比较。

� � 病理组织学检查评分结果见表 2, 由表 2可见

模型组小鼠肝脏病理组织学评分平均达 4. 8, 明显

高于正常对照组, 表示肝脏中、重度受损。YHL�DC

各剂量组均显示能够降低小鼠肝脏病理组织学评

分,各组小鼠均呈现肝轻、中度损伤。其中 YHL�DC

高剂量组预防肝脏损伤效果最好, 甘草酸二铵的作

用介于 YHL�DC高剂量与中剂量之间。

表 2� YHL�DC预防给药对 CC l
4
致急性肝损伤

小鼠肝组织病理学的影响 ( �x � s, n = 10)

组别 剂量 (m g/kg) 病理组织学评分

正常对照组 - 1. 2 � 0. 29

模型对照组 - 4. 8 � 0. 311)

甘草酸二铵组 0. 025 3. 2 � 0. 582)

YHL�DC低剂量组 0. 125 4. 3 � 0. 69

YHL�DC中剂量组 0. 250 3. 6 � 0. 372)

YHL�DC高剂量组 0. 500 2. 8 � 0. 473)

1) P < 0. 01,与正常对照组比较; 2) P < 0. 05, 3) P < 0. 01,与模型对照

组比较。

2. 1. 3� YHL�DC预防给药小鼠肝脏电镜观察结果

� 电镜观察可见正常对照组肝细胞结构正常, 细胞

核、内质网、线粒体等结构完好;模型对照组肝细胞

基本结构明显破坏,多见细胞凋亡形态,细胞核固缩

严重, 染色质大量边集,糖原在细胞内呈灶性分布,

团块样聚集, 线粒体和内质网大部分结构肿胀、扩

张、甚至消失。YHL�DC低剂量组病变主要表现为

肝细胞出现部分细胞核固缩,染色质边集,线粒体和

内质网部分结构肿胀、扩张、甚至消失。近半数动物

的肝细胞内见有大量糖原在细胞内呈灶性分布,团

块样聚集,并出现泡样结构。个别动物出现线粒体

和内质网部分结构消失; YHL�DC中剂量组病变主

要表现为部分动物肝细胞结构形态有改变, 细胞核

稍有固缩,线粒体稍有肿胀, 但形态改变的细胞数量

较低剂量少; YHL�DC高剂量组肝细胞结构基本正

常, 少部分动物肝细胞形态有改变, 细胞核偶有固

缩, 线粒体轻微肿胀;甘草酸二铵组肝细胞结构基本

正常,少部分动物细胞形态改变,细胞质偶有边集,

线粒体轻微肿胀, 线粒体嵴部分消失。电镜观察结

果见图 1。

2. 2� YHL�DC对 CC l4所致小鼠急性肝损伤的治疗

作用

2. 2. 1� YHL�DC治疗给药对小鼠血清生化指标的

影响 � YHL�DC治疗给药对小鼠血清生化指标的影

响结果见表 3。由表 3可见模型组血清中 ALT、AST

和 T�B IL明显高于正常组 (P < 0. 01)。YHL�DC治

疗给药能明显降低 CC l4 致急性肝损伤小鼠血清

ALT、AST和 T�BIL的水平, 存在剂量�效应关系, 阳

性对照药甘草酸二铵也显现明显的治疗作用。

2. 2. 2� YHL�DC治疗给药对小鼠肝脏病理结果的

影响 � 病理组织学检查可见正常对照组肝脏正常结

构完好,未发现肝细胞出现变性和坏死;模型对照组

肝脏正常结构基本破坏,肝细胞排列异常紊乱,表现

为广泛的中、重度水样变性或空泡变性,位于肝小叶

的中央静脉周围或分布在汇管区旁且多与汇管区间

质相延续,病灶中可见巨细胞,核形有圆形、马蹄形

或不规则形,并常见核分裂或核碎裂图像,染色质粗

大、深染, 胞质多呈弱嗜碱性, 可能是一种溶解坏死

的特殊病理形态; YHL�DC低剂量组病变主要表现

为区域性肝细胞轻、中度水样变性或空泡变性,近半

数动物的肝实质见有形状大小不同的坏死病灶, 如
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图 1� YHL�DC对 CC l4所致小鼠急性肝损伤预防作用肝脏电镜照片

A�正常对照组; � B�模型对照组; � C�甘草酸二铵组; D�低剂量组; E�中剂量组; F�高剂量组

小叶中心性、亚大块性等,个别动物还发现有局灶性

碎屑样坏死病灶, 以及炎症细胞浸润; YHL�DC中剂

量组病变主要表现为肝细胞区域性或弥漫性轻、中度

水样变性或空泡变性,以及不规则弥散分布的溶解坏

死性病变灶等; YHL�DC高剂量组病变主要为区域性

或弥漫性轻、中度肝细胞水样变性,溶解坏死病灶较

少见;甘草酸二铵组肝细胞可见弥漫性轻、中度水样

变性或空泡变性,小叶中心区及部分汇管区可见形状

不一的溶解坏死灶,灶内出现有数量不等的增生及退

变的单核或多核的巨细胞和浸润的炎症细胞。

表 3� YH L�DC治疗给药对 CC l
4
致急性肝损伤小鼠 ALT、AST和 T�B IL的影响 (�x � s, n= 10)

组别 � � 剂量 ( m g/kg) ALT ( nm oL /s /L) AST( nmoLs /L ) T�B IL( �m oL /L) � � � �

正常对照组 - 395 � 97 960 � 97 1. 86 � 0. 44

模型对照组 - 1 220 � 3821) 2 189 � 3471) 3. 92 � 0. 401)

甘草酸二铵组 0. 025 567 � 1083) 1 247 � 1783) 1. 06 � 0. 793)

YHL�DC低剂量组 0. 125 920 � 682) 1 350 � 3453) 2. 32 � 0. 293)

YHL�DC中剂量组 0. 250 824 � 933) 1 326 � 2493) 2. 42 � 0. 393)

YHL�DC高剂量组 0. 500 653 � 2583) 1 441 � 2753) 2. 04 � 0. 563)

1) P < 0. 01, 与正常对照组比较; 2) P < 0. 05, 3) P < 0. 01,与模型对照组比较。

� � 病理组织学检查结果见表 4, 由表 4可见模型

组小鼠肝脏病理组织学评分平均达 4. 9,明显高于

正常对照组,表示肝组织中、重度受损。YHL�DC各

剂量组均显示能够降低小鼠肝脏病理组织学评分,

26 Joum a l o f Pharm aceutica l P ractice Vo.l 26 2008 No. 1



其中 YHL�DC中、高剂量组抗肝脏损伤效果较好, 高

剂量的治疗作用与阳性对照药甘草酸二铵相当。

表 4� YHL�DC治疗给药对 CC l4致急性肝损伤
小鼠肝组织病理学的影响 ( �x � s, n = 10)

组别 剂量 (m g/kg) 病理组织学评分

正常对照组 - 1. 1 � 0. 29

模型对照组 - 4. 9 � 0. 611)

甘草酸二铵组 0. 025 3. 2 � 0. 683)

YHL�DC低剂量组 0. 125 4. 1 � 0. 29

YHL�DC中剂量组 0. 250 3. 7 � 0. 372)

YHL�DC高剂量组 0. 500 3. 1 � 0. 273)

1) P < 0. 01, 与正常对照组比较; 2) P < 0. 05, 3 ) P < 0. 01,与模型对

照组比较。

2. 2. 3� YHL�DC治疗给药小鼠肝脏电镜观察结果

电镜观察可见正常对照组细胞核、内质网、线粒体等

肝细胞结构基本正常; 模型对照组肝细胞基本结构

呈凋亡形态,细胞核固缩严重, 异染色质呈团块状分

布或大量边集,糖原在细胞内呈灶性分布,团块样聚

集, 线粒体和内质网大部分结构扩张或消失; YHL�
DC低剂量组病变主要表现为部分肝细胞出现细胞

核固缩,染色质边集,部分胞质内线粒体和内质网部

分结构肿胀、扩张甚至消失, 肝细胞内见有糖原在细

胞内呈灶性分布,团块样聚集; YHL�DC中剂量组病

变主要表现为部分动物肝细胞结构形态有改变, 细

胞核稍有固缩, 内质网有部分扩张, 线粒体稍有肿

胀, 线粒体嵴部分消失; YHL�DC高剂量组肝细胞超

微结构比较完好, 细胞核、细胞器基本正常, 仅部分

动物肝细胞形态有稍改变如细胞核偶有固缩, 异染

色质少量边集,线粒体轻微肿胀; 甘草酸二铵组肝细

胞结构基本正常,偶见异染色质少量边集,线粒体轻

微肿胀,线粒体嵴部分消失, 出现少量板层结构即髓

样体。电镜观察结果见图 2。

图 2� YHL�DC对 CC l
4
所致小鼠急性肝损伤治疗作用肝脏电镜照片

� � � � � � � � � � A�正常对照组; � B�模型对照组; � C�甘草酸二铵组; D�低剂量组; E�中剂量组; F�高剂量组 (下转第 50页 )
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分别取同一 0. 02%醋酸氯己定对照液 5mL,置

10个 100 mL棕色容量瓶中, 其中 5个直接加蒸馏

水稀释至刻度,摇匀; 其余 5个加入 5mL 0. 1%亚硝

酸钠溶液后,再加蒸馏水稀释至刻度, 摇匀; 然后均

依照紫外分光光度法
[ 2]
测定醋酸氯己定含量, 并计

算回收率, 结果分别为 101. 25% (RSD: 1. 11% )和

106. 84% (RSD: 0. 75% ), 经统计学检验, P < 0. 05,

两者有显著性差异,说明亚硝酸钠存在下,直接采用

紫外分光光度法测定醋酸氯己定含量会使结果产生

正偏差。

4� 讨论

对不同比例的乙腈 -水组成的流动相进行了考

察,结果以乙腈�水 ( 42� 58)作为流动相时, 出峰时

间适宜 ( 6. 85m in) ,基线平直。流动相中加入三乙

胺,可以抑制或掩蔽固定相表面的游离硅醇基的活

性,减少色谱峰的拖尾现象,改善峰形。

醋酸氯己定不稳定, 可随温度和浓度的升高而

使降解产物 (对氯苯胺 )增多,在紫外光照下尤为明

显
[ 6]
, 因此所有操作均应避光进行。

本文建立的反相高效液相色谱法不受亚硝酸钠

的干扰,直接用于测定器械保存液中醋酸氯己定的

含量,快速准确,重现性好,结果满意。
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3� 讨论

本实验采用 CC l4造成小鼠急性肝损伤模型,并

观察了 YHL�DC对 CC l4致小鼠急性肝损伤的保护

作用。CC l4是一种强烈的可诱发肝细胞坏死的化

合物, 一直被研究者用来诱发各种肝损伤模型以阐

明化合物的肝脏毒性或保护机制
[ 6]
。 CC l4进入体

内后, 经肝脏细胞色素 P450激活, 生成三氯甲基自由

基,与细胞膜及细胞内的大分子发生共价结合,使酶

的功能丧失,引起膜的脂质过氧化, 胞浆 Ca
2+
浓度

升高, 继而引起膜结构和功能完整性的破坏, 且

CC l4能够影响线粒体的结构和功能, 最终致使肝细

胞变性坏死,胞浆内转氨酶渗入血液,使血清中该酶

的水平升高。

本研究发现 YHL�DC预防和治疗给药均能明显

降低 CC l4致急性肝损伤小鼠血清中 ALT、AST及 T�

B IL水平, 这与国内外岩黄连研究的报道一致
[ 1, 5 ]

,

由此也可以证明 YHL�DC是岩黄连的主要有效成

分。病理观察结果表明, YHL�DC可有效减轻 CC l4

引起的肝细胞变性、坏死及炎性细胞浸润等病变,降

低肝组织的病理组织学评分。电镜观察结果提示

YHL�DC预防及治疗给药可减轻 CC l4致急性肝损

伤的小鼠肝细胞超微结构的破坏。因此 YHL�DC对

CC l4所致的急性肝损伤有保护作用, 这种作用可能

与 YHL�DC具有一定的稳定肝细胞膜,对抗 CC l4引

起的脂质过氧化, 从而保护肝细胞的结构完整及功

能稳定有关,其作用机制有待进一步深入探讨。本

实验也提示 YHL�DC作为保肝护肝的中药有效成

分, 具有进一步开发和应用价值。
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