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　　［摘要］　目的　探讨维生素Ｅ（ＶＥ）对苯并［ａ］芘（Ｂ［ａ］Ｐ）诱导的雄性ＳＤ大鼠肝损害的作用及其机制。方法　６０只４

周龄的雄性ＳＤ大鼠随机分为空白对照组（未处理）、溶剂对照组（植物油）、单独染Ｂ［ａ］Ｐ组（５ｍｇ／ｋｇ）、ＶＥ低剂量组 （１０ｍｇ／ｋｇ

ＶＥ＋５ｍｇ／ｋｇＢ［ａ］Ｐ）、ＶＥ中剂量组（５０ｍｇ／ｋｇＶＥ＋５ｍｇ／ｋｇＢ［ａ］Ｐ）、ＶＥ高剂量组（１００ｍｇ／ｋｇＶＥ＋５ｍｇ／ｋｇＢ［ａ］Ｐ）６组，每组

大鼠１０只。连续灌胃３０ｄ后，测定大鼠血清中丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）的活性；测定肝脏组织中超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）的活性和８羟脱氧鸟苷（８ＯＨｄＧ）、丙二醛（ＭＤＡ）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）

的含量；ＨＥ染色观察大鼠肝脏组织形态结构。结果　与对照组相比，单独染Ｂ［ａ］Ｐ组大鼠肝脏组织结构破坏，血清ＡＬＴ

和ＡＳＴ活性增加（犘＜０．０５），８ＯＨｄＧ、ＭＤＡ和ＴＮＦα含量升高，ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性下降（犘＜０．０５）。与单独染Ｂ［ａ］Ｐ组相

比，ＶＥ各剂量组大鼠的肝脏组织损伤呈现不同程度的减轻，ＡＳＴ、ＡＬＴ活性下降，８ＯＨｄＧ、ＭＤＡ、ＴＮＦα含量降低，ＳＯＤ、

ＧＳＨＰｘ活性明显改善，差异均具有统计学意义（犘＜０．０５）；该效应具有剂量依赖性。结论　ＶＥ能拮抗Ｂ［ａ］Ｐ对雄性ＳＤ大

鼠的肝脏毒性，起到肝脏保护作用。
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第６期．张孝英，等．维生素Ｅ拮抗苯并［ａ］芘对雄性大鼠的肝脏毒性

　　苯并芘（ｂｅｎｚｏ［ａ］ｐｙｒｅｎｅ，Ｂ［ａ］Ｐ）是广泛存在

于环境和食品中的一类多环芳烃类化合物，具有

明确的致畸性、致癌性和神经毒性。Ｂ［ａ］Ｐ通过

皮肤、消化道、呼吸道等途径进入人体，在体内经

过肝脏代谢，一部分经活化反应后生成终致癌物

７，８二氢二醇９，１０环氧苯并［ａ］芘（ｂｅｎｚｏ［ａ］

ｐｙｒｅｎｅｄｉｏｌｅｐｏｘｉｄｅ，ＢＰＤＥ）。动物经多环芳烃染

毒后可出现癌前肝脏毒性［１］，而Ｂ［ａ］Ｐ在体内活

化过程中也可产生大量的自由基，造成生物分子

氧化损伤。氧化应激是导致肝脏损害的重要机

制之一。维生素Ｅ（ｖｉｔａｍｉｎＥ，ＶＥ）是人体内最丰

富的脂溶性抗氧化剂，能与自由基结合而发生抗

脂质过氧化的作用。动物实验和临床治疗中均

发现 ＶＥ有很好的保肝作用，ＶＥ在由活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和脂质过氧化物引

起的肝损伤中起关键性保护作用［２４］。动物实验

研究表明，ＶＥ可拮抗氯氰菊酯造成的小鼠肝组

织氧化损伤和病理损伤，也能减少氧自由基的产

生而减轻肝脏缺血再灌注损伤［５６］。Ｓｏｄｅｎ等
［７］

报道了ＶＥ对肝病动物模型的抗氧化作用。但有

关ＶＥ对Ｂ［ａ］Ｐ引起的肝脏毒性的影响却鲜有报

道。基于此，本研究拟通过建立Ｂ［ａ］Ｐ亚慢性染

毒大鼠模型，探讨脂质过氧化是否为Ｂ［ａ］Ｐ导致

肝脏损伤的可能机制以及ＶＥ对Ｂ［ａ］Ｐ所致肝脏

毒性的拮抗作用，为Ｂ［ａ］Ｐ肝脏毒性的防治提供

理论依据。

１　材料和方法

１．１　实验材料

１．１．１　主要仪器和试剂　ＶＥ（纯度９８％，购于美国

Ｓｉｇｍａ公司），Ｂ［ａ］Ｐ标准品（纯度９９％，购于美国

Ｓｉｇｍａ 公 司 ）； 丙 氨 酸 转 氨 酶 （ａｌａｎｉｎｅ

ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）测定试剂盒、天冬氨酸转氨

酶（ａｓｐｅｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）测定试剂盒、

超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）检测

试剂 盒、谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）检 测 试 剂 盒、丙 二 醛

（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试剂盒、８羟脱氧鸟

苷（８ｈｙｄｒｏｘｙ２ｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ，８ＯＨｄＧ）检测试

剂盒、肿瘤坏死因子 （ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，

ＴＮＦα）检测试剂盒均购于南京建成生物工程研究

所。ＩＸ５３ 奥林巴斯显微镜为日本奥林巴斯

（Ｏｌｙｍｐｕｓ）产品。ＥＬＸ８０８ＩＵ酶标仪为美国宝特

（Ｔｈｅｒｍｏ）产品。

１．１．２　实验动物及处理　重庆医科大学实验动物

中心提供的６０只健康ＳＤ雄性大鼠［动物使用许可

证号为ＳＹＸＫ（渝）２０１２０００１］，４周龄，体质量７０～

１００ｇ。大鼠采用全营养饲料及自来水喂养，自由采

食；动物房保持１２ｈ／１２ｈ光暗周期、温度（２５±

１）℃、湿度（５０±１０）％。适应性喂养１周后用于实

验。将ＳＤ大鼠随机分为６组，每组１０只，每天１次

连续灌胃３０ｄ。分组及剂量如下：空白对照组（未处

理）、溶剂对照组（５ｍｇ／ｋｇ植物油）、单独染Ｂ［ａ］Ｐ

组（５ｍｇ／ｋｇＢ［ａ］Ｐ）、ＶＥ低剂量组 （１０ｍｇ／ｋｇ

ＶＥ＋５ｍｇ／ｋｇＢ［ａ］Ｐ）、ＶＥ中剂量组（５０ｍｇ／ｋｇ

ＶＥ＋５ｍｇ／ｋｇＢ［ａ］Ｐ）、ＶＥ高剂量组（１００ｍｇ／ｋｇ

ＶＥ＋５ｍｇ／ｋｇＢ［ａ］Ｐ）。记录每日大鼠的饮食、体质

量等一般情况。计算大鼠肝脏质量与其体质量的比

值（肝脏脏器系数）。

１．２　肝脏组织ＨＥ染色　末次灌胃２４ｈ后，处死大

鼠，取出肝脏组织。取部分肝脏组织置于４％多聚甲

醛中固定４８ｈ后脱水，透明，浸蜡包埋制作石蜡切片

（切片厚３μｍ）。温水展开后移至载玻片上，ＨＥ染

色，封片后，显微镜下观察肝脏组织的病理学变化。

１．３　 血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ活性的测定　用注射器取

大鼠心脏血１０ｍＬ，静置１ｈ后低温离心（３３０６×犵，

１５ｍｉｎ）。取上清液，按照试剂盒说明书操作测定大

鼠血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ活性水平。

１．４　大鼠肝脏中氧化应激指标和８ＯＨｄＧ水平、

ＴＮＦα含量的测定　处死大鼠取出肝脏组织后，取

大鼠肝左叶同一部位组织０．５ｇ，加入适量生理盐水

研磨，制备成１０％（质量体积分数）肝匀浆后低温冷

冻离心（１１０２×犵，１０ｍｉｎ），取上清液于－２０℃保

存，用于测定 ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＳＨＰｘ、８ＯＨｄＧ 和

ＴＮＦα的水平。测定时严格按照试剂盒说明书操

作，用酶标仪读取数据后，根据标准曲线计算出各项

指标值。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对实

验数据进行分析。计量资料以珔狓±狊表示，组间比较

采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），两两比较采用

·１８７·
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ＳＮＫ法。检验水准 （α）为０．０５。

２　结　果

２．１　一般情况　实验大鼠全部存活，各组大鼠饮食

及活动正常。单独染Ｂ［ａ］Ｐ组大鼠后期出现饮食

和（或）饮水减少、精神萎靡、反应迟钝、体质量增长

缓慢的表现。

２．２　肝脏脏器系数　处理结束后，计算各组大鼠的

肝脏脏器系数：空白对照组为（３．１１±０．７６）％、溶剂

对照组（３．１５±０．４３）％、单独染Ｂ［ａ］Ｐ组（４．５４±

０．６７）％、ＶＥ低剂量组 （４．５１±０．４０）％、ＶＥ中剂

量组（３．２０±０．６２）％、ＶＥ 高剂量组（３．０７±

０．６３）％。与空白对照组和溶剂对照组相比，单独染

Ｂ［ａ］Ｐ组大鼠肝脏脏器系数增加，差异具有统计学

意义（犘＜０．０５）；与单独染Ｂ［ａ］Ｐ组相比，ＶＥ各剂

量组大鼠随着ＶＥ剂量的增加，肝脏脏器系数不断

下降。ＶＥ中、高剂量组与单独染Ｂ［ａ］Ｐ组及ＶＥ

低剂量组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　肝脏的组织形态学变化　ＨＥ染色光镜下可

见，空白对照组大鼠肝细胞以中央静脉为中心向周

围放射状整齐排列、胞核位于细胞中央、大而圆、清

晰可见（图１Ａ、１Ｂ）；单独染Ｂ［ａ］Ｐ组大鼠肝脏明显

损伤、肝细胞索紊乱、肝小叶界限不清、大量肝细胞

胞质疏松、肿胀水肿、气球样变性（图１Ｃ）。ＶＥ各剂

量组大鼠与单独染Ｂ［ａ］Ｐ组相比，随着ＶＥ剂量的

增加，肝组织的损伤呈现不同程度的好转，肝细胞索

紊乱减轻、肝细胞内浊肿、气球样变及间质炎症减轻

（图１Ｄ～１Ｆ）。

图１　犎犈染色观察各组大鼠肝细胞形态变化

Ａ：空白对照组；Ｂ：溶剂对照组；Ｃ：单独染Ｂ［ａ］Ｐ组；Ｄ：ＶＥ低剂量组；Ｅ：ＶＥ中剂量组；Ｆ：ＶＥ高剂量组．ＶＥ：维生素Ｅ；Ｂ［ａ］Ｐ：苯并［ａ］

芘．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　血清ＡＳＴ、ＡＬＴ活性的测定　与空白对照组

和溶剂对照组相比，单独染Ｂ［ａ］Ｐ组大鼠血清

ＡＳＴ、ＡＬＴ活性均增加，差异具有统计学意义（犘＜

０．０５）；与单独染Ｂ［ａ］Ｐ组相比，ＶＥ中剂量组和ＶＥ

高剂量组大鼠血清ＡＳＴ活性水平降低，差异具有统

计学意义（犘＜０．０５）；相较于单独染Ｂ［ａ］Ｐ组，ＶＥ

高剂量组大鼠血清ＡＬＴ活性水平降低，差异具有统

计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　各组大鼠血清犃犛犜、犃犔犜水平

狕Ｂ／（Ｕ·Ｌ－１），狀＝１０，珔狓±狊

　　组别 ＡＳＴ活性 ＡＬＴ活性

空白对照组 １４２．９１±１９．２４ ２９．３０±７．１２

溶剂对照组 １４６．４５±３．４５ ３４．４９±７．８１

单独染Ｂ［ａ］Ｐ组 ２６１．３６±１１．８２△ ６５．２９±１９．６７△

ＶＥ低剂量组 ２５４．８５±５．４１△ ６０．６７±６．８６△

ＶＥ中剂量组 ２４５．５０±６．７５△▲ ５４．０５±１２．０７△

ＶＥ高剂量组 １４３．９９±１０．７３▲# ４１．０６±８．４７▲#

　　犘＜０．０５与空白对照组比较；△犘＜０．０５与溶剂对照组比较；

▲犘＜０．０５与单独染Ｂ［ａ］Ｐ组比较；#犘＜０．０５与ＶＥ低剂量组比

较．ＡＳＴ：天冬氨酸转氨酶；ＡＬＴ：丙氨酸转氨酶；Ｂ［ａ］Ｐ：苯并［ａ］

芘；ＶＥ：维生素Ｅ

２．５　肝脏组织中 ＭＤＡ、８ＯＨｄＧ和ＴＮＦα含量

及ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性的测定　与空白对照组和

溶剂对照组相比，单独染Ｂ［ａ］Ｐ组大鼠肝脏组织

ＭＤＡ含量升高（犘＜０．０５），ＶＥ高剂量组 ＭＤＡ

含量与ＶＥ低剂量组、单独染Ｂ［ａ］Ｐ组相比差异

均有统计学意义（犘＜０．０５）。单独染Ｂ［ａ］Ｐ组的

ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性与空白及溶剂对照组相比

均下降（犘＜０．０５），随 ＶＥ剂量的增加，ＳＯＤ和

ＧＳＨＰｘ活性均上升。见表２。

由表２可见，与空白及溶剂对照组相比，单独染

Ｂ［ａ］Ｐ组８ＯＨｄＧ含量升高，ＶＥ各剂量组８ＯＨｄＧ

含量下降，其中ＶＥ高剂量组与Ｂ［ａ］Ｐ组、ＶＥ低剂

量组的差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。与对照组

相比，单独染Ｂ［ａ］Ｐ组和ＶＥ低剂量组大鼠肝脏组

织ＴＮＦα含量升高（犘＜０．０５）；与单独染Ｂ［ａ］Ｐ组

相比，ＶＥ中、高剂量组ＴＮＦα含量下降，差异具有

统计学意义（犘＜０．０５）。
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表２　肝脏组织犕犇犃、８犗犎犱犌、犜犖犉α含量及犛犗犇、犌犛犎犘狓活性

狀＝１０，珔狓±狊

组别
ＭＤＡ含量

（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）
ＳＯＤ活性

（Ｕ·ｍｇ－１）
ＧＳＨＰｘ活性

（Ｕ·ｍｇ－１）
８ＯＨｄＧ含量

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

ＴＮＦα含量

ρＢ／（ｐｇ·ｍＬ
－１）

空白对照组 １．１５±０．７７ ３１２．１０±９．９２ ２１１．０６±１１．０７ ７．８５±１．３２ １２．９５±１．７３

溶剂对照组 １．０４±０．８３ ３１７．１４±６．２１ ２０８．９６±１４．８５ ７．９４±０．９０ １４．４９±２．７１

单独染Ｂ［ａ］Ｐ组 ２．２７±０．１１△ ２２０．９２±１１．１６△ １４９．７６±１２．８８△ ２２．８４±４．２１△ ３３．１７±６．３３△

ＶＥ低剂量组 ２．１７±０．７６△ ２３９．３２±４．９９△▲ １５７．９９±２２．２４△ １９．３１±１．８３△▲ ３１．４２±７．５９△

ＶＥ中剂量组 ２．１６±０．１２△ ３１３．７４±１０．６６▲# １７０．２１±１９．４３△▲ １５．９５±１．４３△▲# １５．７５±４．５９▲#

ＶＥ高剂量组 １．２１±０．２３▲# ３１１．０２±７．２４▲# ２０８．４９±２１．５６▲# ８．９３±１．９０▲# １４．７８±５．８０▲#

　　ＭＤＡ：丙二醛；ＳＯＤ：超氧化物歧化酶；ＧＳＨＰｘ：谷胱甘肽过氧化物酶；８ＯＨｄＧ：８羟脱氧鸟苷；ＴＮＦα：肿瘤坏死因子α；Ｂ［ａ］Ｐ：苯并

［ａ］芘；ＶＥ：维生素Ｅ．犘＜０．０５与空白对照组比较；△犘＜０．０５与溶剂对照组比较；▲犘＜０．０５与单独染Ｂ［ａ］Ｐ组比较；#犘＜０．０５与ＶＥ低

剂量组比较．

３　讨　论

研究认为Ｂ［ａ］Ｐ进入人体后，在肝细胞微粒体

中的细胞色素Ｐ４５０的作用下生成终致癌物，从而损

伤ＤＮＡ，启动致癌／致突变过程；而Ｂ［ａ］Ｐ代谢过程

中产生的大量中间代谢物将进入氧化还原循环，产

生活性氧物质引发机体的氧化应激反应［８］。ＶＥ是

一种常见的抗氧化剂，能够中断脂质过氧化链式反

应，从而影响细胞的氧化应激反应［９］。

动物染毒后，受损脏器质量发生改变，脏器系数

也随之改变。本研究结果显示，单独染Ｂ［ａ］Ｐ组大

鼠肝脏脏器系数增加，随着ＶＥ剂量的增加，大鼠肝

脏脏器系数逐步趋向于正常值。肝脏组织经 ＨＥ

染色后，光镜下观察发现单独染Ｂ［ａ］Ｐ组大鼠肝脏

明显损伤、肝细胞索紊乱、肝小叶界限不清，肝细胞

出现肿胀水肿、气球样变性，表明Ｂ［ａ］Ｐ具有肝脏

毒性。随着ＶＥ剂量的增加，肝组织的损伤呈现不

同程度的好转，提示ＶＥ对Ｂ［ａ］Ｐ损伤的肝脏组织

细胞有保护作用。

大鼠血清中ＡＳＴ、ＡＬＴ的活性是评价肝损伤

的重要指标。在本研究中单独染Ｂ［ａ］Ｐ组大鼠血

清ＡＳＴ、ＡＬＴ活性增加，提示Ｂ［ａ］Ｐ染毒可致大鼠

肝脏损伤，而ＶＥ各剂量组的ＡＳＬ、ＡＬＴ活性均有

下降，表明一定剂量的ＶＥ可拮抗Ｂ［ａ］Ｐ所产生的亚

慢性肝脏毒性作用。

既往研究结果认为，Ｂ［ａ］Ｐ诱导细胞凋亡是通

过氧化应激实现的［１０］。当机体产生的自由基增加

到一定程度时，清除自由基的特异性酶类如ＳＯＤ、

ＧＳＨＰｘ的活性降低，机体清除自由基的能力下降，

造成自由基在体内大量堆积，ＭＤＡ等脂质过氧化物

增加，最终导致机体发生脂质过氧化而致损伤［１１１２］。

本研究结果显示单独染Ｂ［ａ］Ｐ组大鼠肝脏组织中

ＭＤＡ含量升高，而ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性降低，提

示大鼠肝脏组织发生了氧化损伤，这与胡梦林等［１３］

的研究结果一致。而与单独染Ｂ［ａ］Ｐ组相比，ＶＥ

各剂量组ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的活性上升、ＭＤＡ含量降

低，表明加入抗氧化剂ＶＥ处理后，机体清除氧自由

基的能力提高，抗氧化能力增强，说明ＶＥ可拮抗

Ｂ［ａ］Ｐ所致的组织氧化损伤，这与既往研究结

果［１４１５］基本一致。

８ＯＨｄＧ是机体在氧化应激状态下产生的大量

活性氧自由基直接攻击ＤＮＡ的产物之一，测定机

体８ＯＨｄＧ含量可评估ＤＮＡ氧化损伤和氧化应激

状态。ｕｃｚａｊ等
［１６］发现肝脏组织ＲＯＳ增加造成肝

细胞损伤时，肝细胞中的ｍｔＤＮＡ碱基氧化表达的

８ＯＨｄＧ增多。本研究结果显示，与对照组比较，单

独染Ｂ［ａ］Ｐ组８ＯＨｄＧ含量升高，ＶＥ各剂量组

８ＯＨｄＧ含量下降，其中ＶＥ高剂量组与Ｂ［ａ］Ｐ组

及ＶＥ低剂量组的差异具有统计学意义，表明给予

合适剂量的ＶＥ能减轻Ｂ［ａ］Ｐ造成的ＤＮＡ氧化损

伤，结合氧化应激指标，进一步证实ＶＥ具有清除肝

脏组织内氧自由基、减轻机体氧化损伤的能力。体

内ＴＮＦα主要是由肝脏的库普弗细胞产生，本研究

结果显示单独染Ｂ［ａ］Ｐ组和ＶＥ低剂量组ＴＮＦα

含量升高，而ＶＥ中、高剂量组ＴＮＦα含量下降，这

与Ｌｉ等
［１７］报道的肝脏疾病如缺血再灌注损伤、肝炎

等引起肝脏损害时ＴＮＦα含量升高的结果一致。

综上所述，本研究进一步证明了Ｂ［ａ］Ｐ具有肝

脏毒性，能破坏肝脏组织的结构、扰乱机体的抗氧化

系统，造成肝脏组织的氧化损伤；而适量的ＶＥ能对
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Ｂ［ａ］Ｐ所致的肝脏损伤有一定的拮抗作用，其机制

可能与提高抗氧化特异酶类活性、降低脂质过氧化

产物含量、减轻肝脏细胞ＤＮＡ氧化损伤等有关。
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