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胡椒碱对 CCl4诱导小鼠急性肝损伤的保护作用
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摘 要 研究了胡椒碱（piperine，PIP）对四氯化碳（carbon tetrachloride，CCl4）诱导小鼠急性肝损伤的保护作用 . 将
40只雄性昆明小鼠随机分为正常对照组（normal control，NC）、模型组（CCl4）、阳性对照水飞蓟素组（silymarin，SIY）、

胡椒碱低剂量组（CCl4+PIP 10 mg/kg）和胡椒碱高剂量组（CCl4+PIP 20 mg/kg）组 . 观察了小鼠肝脏病理学变化，检测

肝脏指数及肝功能指标，同时检测了肝内 SOD、GSH-Px、MDA、TNF-α、IL-1β和 IL-6的活性或含量 . 通过实时荧光定

量PCR、免疫印迹和免疫组化法检测肝内NLRP3、ASC、Caspase-1和 IL-1β的基因转录水平和蛋白表达的变化情况 . 
结果显示：PIP可以有效改善肝功能的各项指标及肝组织病理变化，并减轻小鼠肝脏的氧化应激状态 . 进一步研究

显示，PIP可以降低小鼠肝脏内 NLRP3、ASC、caspase-1和 IL-1β编码因子的转录水平和下调这些炎症蛋白的表达 . 
从以上结果可知，PIP可以通过缓解氧化应激、抑制炎症反应来改善CCl4诱导的急性肝损伤 .
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Protective effect of piperine on acute liver injury induced by CCl4 in mice
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Abstract The protective effect of piperine （PIP） on acute liver injury caused by carbon tetrachloride （CCl4） and the 
potential molecular mechanisms were explored. Forty male Kunming mice were stochastically divided into the normal 
control （NC） group， model （CCl4） group， positive control group treated with silymarin （SIY）， low dose of PIP group 
（10 mg/kg CCl4+PIP） and high dose of PIP group （20 mg/kg CCl4+PIP）. Pathological changes in livers ， Liver index and 
liver function indices of all the mice were detected. While the activities or levels of SOD， GSH-Px， MDA， TNF-α， IL-1β， 
and IL-6 in the liver were respectively evaluated by relevant kit assays； Gene transcript levels and protein expression of 
NLRP3， ASC， Caspase-1 and IL-1β in the liver were measured using quantitative real-time PCR， Western blot， and 
immunohistochemistry. Results showed PIP effectively improved the indexes of liver function and pathological changes of 
liver tissue， alleviated the oxidative stress state. Further research showed that PIP reduced the mRNA and the protein 
expressions of NLRP3， ASC， caspase-1 and IL-1β. In conclusion， PIP may play a protective role in CCl4-induced acute 
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liver injury by alleviating oxidative stress and inhibiting inflammatory reactions. 
Keywords piperine； CCl4； NLRP3 inflammasome； oxidative stress； inflammatory reaction

急性肝损伤（acute liver injury，ALI）是一种以代

谢紊乱、内部环境失衡和肝功能丧失为主要特征的

严重肝损伤性疾病 . 主要是指短期内由化学物质、

酒精、药物、细菌、病毒等大剂量外源物质暴露于生

物体而导致肝脏严重受损［1-2］. 长期肝损伤常可导致

肝纤维化，也是肝硬化和肝细胞癌发生的重要诱发

因素［3］. 四氯化碳（CCl4）作为一种经典的肝毒性物

质被广泛应用于动物模型诱导急慢性肝损伤［4-5］，其

作用机制多是激发肝脏内的氧化应激和炎症反应

来对肝细胞造成损伤［6］.
胡椒碱（PIP）是从胡椒科胡椒属植物胡椒

（Piper nigrum L.）的干燥成熟果实或种子中提取的

一种酰胺类生物碱（图 1），具有抗惊厥、抗菌、抗炎、

抗氧化、免疫调节、肝保护等药理作用［7］. 有研究表

明，胡椒碱可以通过降低氧化应激、缓解炎症反应、

调节 TGF- β1/Smad 轴等方式来发挥保肝护肝作

用［8-9］. 然而，胡椒碱是否能缓解 CCl4诱导急性肝损

伤的报道还较少 . 因此，本研究旨在评价胡椒碱对

CCl4所致小鼠急性肝损伤的影响，并探讨其可能的

作用机制 .

1　材料与方法

1.1　实验动物

SPF 级雄性昆明种小鼠，8 周龄，体质量 18~22 
g，由辽宁长生公司提供，许可证号：SCXK（辽）2020-

0001. 在正常光照饲养7 d后进行实验 .
1.2　试剂与仪器

胡椒碱（纯度≥98%）和水飞蓟素（Silymarin，SIY）
（上海源叶）；天冬氨酸转移酶（aspartate aminotrans）
检测试剂盒、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白介素-1β
（IL-1β）和白介素-6（IL-6）（上海江莱）；苏木素伊红

（HE）染色（上海碧云天）. 兔抗 NOD 样受体热蛋白

结构域相关蛋白 3（NLRP3）抗体、兔抗胱天蛋白酶-1

（caspase-1）抗体、兔抗凋亡相关斑点样蛋白（ASC）
抗体、兔抗白细胞介素-1β（IL-1β）抗体和兔抗 β-肌

动蛋白（β-actin）抗体（武汉爱博泰克）. 实时荧光定

量PCR仪（美国应用生物系统有限公司）；全波长酶

标仪（美国赛默飞）；低温高速离心机（长沙平凡）、

微型漩涡混匀仪（上海沪西分析仪器厂）.
1.3　动物模型建立、生化分析与 ELISA 实验

将 40 只雄性昆明小鼠随机分组，每组 8 只 . 分
为正常对照组（NC）、四氯化碳模型组（CCl4 组，25% 
10 mL/kg，溶于橄榄油）、阳性对照水飞蓟素给药组

（CCl4+SIY 100 mg/kg）、胡椒碱低高剂量给药组

（CCl4+PIP 10 mg/kg，CCl4+PIP 20 mg/kg）. 采用预防

给药方法并依据课题组之前的研究选择 PIP 的剂

量［10-11］. 正常对照组、模型组分别灌胃生理盐水，阳

性对照组灌胃 100 mg/kg 的 SIY，PIP 给药组灌胃不

同剂量PIP，连续 7 d，1次/d［12］. 末次给药 2 h后，对模

型组和给药组的小鼠进行腹腔注射25% CCl4
［13］. 24 h

后，采集血液、肝脏标本，进行下一步实验 . 根据生

化检测试剂盒说明，对小鼠血清中 AST和ALT的活

力、肝脏中 MDA 的含量以及 SOD 和 GSH-PX的活性

进行检测，ELISA试剂盒测定小鼠肝脏内 IL-6、IL-1β
和TNF-α的含量 .
1.4　小鼠肝组织总蛋白免疫印迹分析

称取小鼠肝组织提取总蛋白，进行Western blot
分析，用 Image J 软件对蛋白条带灰度进行定量

分析［14］.
1.5　小鼠肝组织切片的 HE 染色和免疫组化染色

将固定好的小鼠肝脏用石蜡包裹，并将其切割

成 5 μm厚的组织切片，随后按照HE染色试剂盒说

明，对组织切片进行 HE 染色 . 并依照文献说明，对

组织切片进行免疫组织化学染色［15］.
1.6　定量反转录 PCR（qRT-PCR）检测炎症小体相

关基因表达水平变化

称取小鼠肝组织，使用 TRIzol 试剂盒抽取总 
RNA，按照测试盒说明书对其进行反转录，采用

qPCR法对待测样品进行扩增，引物序列见表1.
1.7　统计学分析

所有的实验结果均以 x
_
±s 表示，并用 GraphPad 

Prism 8软件对实验结果进行了统计分析，用单因素

方差分析（one way ANOVA）或 Turkey 法来进行检

验，P<0.05表示差异显著 .

图1 胡椒碱化学式（C17H19NO）
Fig. 1　Chemical structure of Piperine（C17H19NO）
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2　结果与分析

2.1　PIP 对 CCl4诱导急性肝损伤小鼠肝功能的影响

如图 2所示，与正常对照组相比，CCl4模型组小

鼠血清 AST、ALT 活性和肝指数极显著升高（P<
0.01）. 与 CCl4模型组相比，SIY 组和 PIP 低、高剂量

组小鼠血清 AST 活性以及肝指数极显著降低（P<
0.01）；PIP 低剂量组小鼠血清 ALT 活性也显著降低

（P<0.05），SIY组和PIP高剂量组小鼠血清ALT活性

极显著降低（P<0.01）. 这表明，PIP 能够缓解 CCl4诱

导的小鼠肝功能异常及肝肿大 .

2.2　PIP 对 CCl4诱导小鼠肝组织病理学变化的影响

正常对照组小鼠肝脏外观呈红褐色，表面光

滑，质地柔软，无肿胀（图 3）. 与正常对照组相比，

CCl4模型组小鼠外观呈灰白色，表面粗糙，肿胀严重

且有明显的颗粒感 . 与 CCl4 模型组相比，SIY 组和

PIP低、高剂量给药组小鼠外观较红润，颗粒感和肿

胀有所缓解 . 此外，H&E染色结果表明，正常对照组

小鼠肝小叶表面平滑且构造完整，没有显著的炎症

细胞浸润和变性坏死现象 . 与正常对照组相比，CCl4
模型组小鼠肝细胞肿胀严重，结构破坏，出现显著

的脂肪空泡，肝内出血严重，肝血窦受压、狭窄 . 与
CCl4模型组相比，SIY 组和 PIP 低、高剂量给药组小

鼠肝小叶结构逐渐清晰、肝血窦挤压情况有所缓

解，病理损伤程度显著减轻 . 这说明，PIP 能够缓解

CCl4诱导的肝脏组织病理学变化 .
2.3　PIP 对 CCl4诱导小鼠肝脏内氧化应激的影响

由表 2可知，与正常对照组相比，模型组小鼠肝

脏中MDA的含量极显著升高且 SOD和GSH-PX活性

下降极明显（P<0.01）. 与模型组相比，PIP低剂量给

药组小鼠 MDA 含量显著降低，SOD 和 GSH-Px 活性

显著升高（P<0.05）； PIP高剂量给药组小鼠MDA含

量极显著降低，SOD和GSH-Px活性极显著升高（P<
0.01）. 这说明 PIP 能够减轻 CCl4诱导肝损伤小鼠的

氧化应激状态 .
2.4　PIP 对 CCl4诱导小鼠肝脏炎症反应的影响

与正常对照组相比（表 2），模型组小鼠极显著

提高了肝脏 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 的表达（P<0.01）. 
与模型组相比，PIP低、高剂量给药组小鼠极显著降

低了TNF-α的表达（P<0.01）；PIP低剂量给药组显著

降低了 IL-6和 IL-1β的表达（P<0.05），PIP高剂量给

药组极显著降低了 IL-6 和 IL-1β 的表达（P<0.01），

这说明PIP可以减轻CCl4诱导急性肝损伤小鼠的炎

症反应 .
2.5　PIP 对 CCl4诱导的肝损伤小鼠炎症因子的影响

如图 4所示，与正常对照组相比，通过 qPCR 检

测，CCl4模型组极显著上调了小鼠肝组织中NLRP3、

表1　反转录PCR引物序列

Tab. 1　Primer sequences used for PCR
Target gene

GAPDH （mouse）-Forward
GAPDH （mouse）-Reverse
IL-1β （mouse）-Forward
IL-1β （mouse）-Reverse

NLRP3 （mouse）-Forward
NLRP3 （mouse）-Reverse

ASC （mouse）-Forward
ASC （mouse）-Reverse

Caspase-1 
（mouse）-Forward

Caspase-1 
（mouse）-Reverse

Primer
5'-AGGTCGGTGAACGGATTTG-3'
5'-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3'
5'-GCATCCAGCTTCAAATCTCA-3'
5'-ATCATCCCACGAGTCACAGA-3'
5'-ATCACAGGCGAGACCTCTG-3'
5'-GTCCTCTGGCATACCATAGA-3'
5'-GAAGTGGACGGAGTGCTGGATG-3'
5'-CTTGTCTTGGCTGGTGGTCTCTG-3'
5'-CATCCTGTCAGGGGCTCACTTTTC-3'

5'-CTATCAGCAGTGGGCATCTGTAGC-3'

与正常对照组相比，##P<0.01；与CCl4模型组相比，*P<0.05，**P<0.01.
图2 PIP对CCl4诱导的急性肝损伤小鼠肝脏指数及肝功能指标的影响（n=8）

Fig. 2　Effects of PIP on liver index and liver function in CCl4-induced acute liver injury mice （n=8）
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Caspase-1、ASC 和 IL-1β 的转录（P<0.01）；与模型组

相比，PIP 低剂量给药组可以显著降低 NLRP3 的转

录（P<0.05），PIP 高剂量给药组可以极显著降低

ASC、Caspase-1 和 IL-1β 的转录（P<0.01）. 这些结果

说明PIP对CCl4引起小鼠急性肝损伤的保护作用与

抑制肝组织中炎症反应有关 .
2.6　PIP 对 小 鼠 肝 脏 中 炎 症 相 关 蛋 白 NLRP3、

Caspase-1、ASC、IL-1β 表达的影响

如图 5所示，与正常对照组相比，模型组小鼠显

著提高了肝组织中NLRP3、caspase-1、ASC、IL-1β蛋

白的表达水平（P<0.01）. 与模型组相比，PIP给药组

明显下调了这些蛋白的表达（P<0.01）. 以上的研究

结果通过免疫组织化学方法进行了验证（图 6）. 这
说明PIP可能是通过抑制NLRP3炎症小体的激活来

保护CCl4诱导的小鼠急性肝损伤 .

3　讨论

CCl4诱导急性肝损伤动物模型是公认的经典急

性肝损伤模型［16-17］. 研究表明，很多天然产物及活性

化合物对 CCl4所致的急性肝损伤有良好的防治作

用［18］. 王磊等通过调节 Nrf2和 NF-κB信号通路探讨

了花青素对 CCl4诱导急性肝损伤作用［19］. 本课题组

之前研究发现PIP对肝纤维化具有很好的预防治疗

作用［8，11］，在此基础上，本文重点探究了 PIP 对 CCl4
诱导急性肝损伤的保护作用 . AST和ALT是反映肝

细胞损伤的生化指标［20］. 给小鼠腹腔注射CCl4后，血

清中的ASL和ALT水平显著增加 . H&E染色检测也

有明显的肝脏组织病理学变化 . 而 PIP的预处理可

以有效地缓解这些病变 . 这表明，PIP对CCl4引起的

急性肝损伤具有保护作用 .
氧化应激是CCl4诱导急性肝损伤的一个重要因

素，CCl4可导致氧化应激相关自由基的过量产生，最

终导致急性肝功能障碍［21］. SOD和GSH-Px是重要的

抗氧化酶，可以降低肝脏的脂质过氧化水平，减轻

肝脏受到的氧化损伤 . 脂质过氧化的产物 MDA 的

增加被认为是异常过氧化和抗氧化防御受损的直

接指标［22］.PIP 预处理可以提高 SOD 和 GSH-Px 的表

达水平并降低MDA的表达水平 . 这表明PIP可以提

高肝脏的抗氧化能力 . 炎症因子与CCl4诱导的急性

肝损伤关系密切［23］. CCl4可通过激活单核/巨噬细胞

（M1/M2）系统，使炎症反应加剧，从而造成肝脏损

图3 PIP对CCl4诱导的急性肝损伤小鼠病理学形态的影响（200 ×）
Fig. 3　Effect of PIP on pathological morphology of CCl4-induced acute liver injury in mice （200 ×）

表2　胡椒碱对急性肝损伤小鼠肝脏中氧化应激指标及炎症反应水平的影响（n=8）
Tab. 2　Effect of piperine on the levels of oxidative stress indices in the liver of mice with acute liver injury （n=8）

Group
Normal

CCl4
CCl4+PIP（10 mg/kg）
CCl4+PIP（20 mg/kg）

SOD
/（U/mg protein）
283.35±18.13
157.14±23.02##

219.22±27.15*
246.81±23.24**

MDA
/（nM/mg protein）

17.85±4.92
45.76±3.95##

37.59±5.27*
33.07±5.44**

GSH-PX
/（μM/g protein）
237.01±28.10
124.42±28.93##

163.51±26.50*
202.85±20.61**

IL-1β
/（pg/mg protein）
136.43±20.58
319.27±29.65##

278.53±31.21*
228.77±34.09**

IL-6
/（pg/mg protein）
135.19±16.90
270.79±22.72##

235.76±33.16*
197.95±20.01**

TNF-α
/（pg/mg protein）
319.14±23.16
729.88±73.57##

562.24±89.42**
486.81±58.56**

注：与正常对照组相比，##P<0.01；与CCl4模型组相比，*P<0.05，**P<0.01.
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与正常对照组相比，##P < 0. 01；与CCl4模型组相比，**P < 0. 01.
图5 小鼠肝组织中NLRP3炎症小体相关蛋白的表达水平（n=3）

Fig. 5　Expression level of NLRP3 inflammator-related protein in mouse liver tissue （n=3）

与正常对照组相比，##P < 0. 01；与CCl4模型组相比，*P < 0. 05，**P < 0. 01.
图4 胡椒碱对各组小鼠肝组织中NLRP3炎症小体各组分的mRNA表达水平的分析（n=3）

Fig. 4　Analysis of mRNA expression level of NLRP3 inflammatory factor in mouse liver tissue by piperine（n=3）
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伤［24］. 而炎症因子的产生又与NLRP3炎症小体关系

密切［25］. CCl4诱导的肝细胞损伤可以激活NLRP3 炎
性小体，进而释放 TNF-α、IL-6 和 IL-β 等促炎因子，

招募炎症细胞，参与炎症反应［26］.结果显示，在 CCl4
模型组小鼠中，IL-6、IL-β 和 TNF-α 表达明显升高，

胡椒碱的预处理降低了这些促炎因子的表达水平 . 
NLRP3炎症小体的转录水平和蛋白表达显著上调，

进而引起炎症和组织损伤 . 而 PIP的预处理有效地

降低了这些转录水平和蛋白的表达 . 这表明，胡椒

碱可能通过抑制炎症反应，发挥抗 CCl4诱导小鼠急

性肝损伤的作用 .
综上，PIP 对四氯化碳所致的小鼠急性肝损伤

有明显的改善作用，机理可能与增加抗氧化酶GSH-

PX、GSH活性，降低MDA水平；减少肝脏中炎症因子

TNF-α、IL-6、IL-β的释放以及抑制NLRP3炎症小体

的激活有关，PIP主要显示抗氧化和抗炎的作用 .
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