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摘 要 目的：研究白屈菜碱对四氯化碳诱导肝纤维化模型大鼠的改善作用及可能机制。方法：将48只大鼠按随机数字表法随

机分成正常对照组，模型组，白屈菜碱低、中、高剂量组（0.125、0.25、0.50 mg/kg）和阳性对照组（护肝片，0.42 g/kg），每组8只。除正

常对照组外，其余各组大鼠均采用腹腔注射四氯化碳-橄榄油溶液8周建立肝纤维化模型。于造模第5周开始，正常对照组和模型

组大鼠灌胃水，各给药组大鼠灌胃相应药液，每天1次，连续10周。末次灌胃后，计算大鼠肝指数；测定大鼠血清中天冬氨酸转氨

酶（AST）、丙氨酸转氨酶（ALT）、透明质酸（HA）和肝组织中羟脯氨酸（Hyp）水平；观察大鼠肝组织中胶原纤维蛋白染色情况；测定

大鼠肝组织中α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、微管相关蛋白1轻链3（LC3）、p62蛋白表达水平和磷脂酰肌醇3激酶（PI3K）、蛋白激酶B

（Akt）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）的磷酸化水平，以及上述蛋白对应的mRNA表达水平。结果：与正常对照组比较，模型

组大鼠肝指数，血清中AST、ALT、HA、Hyp水平，肝组织中胶原纤维蛋白阳性染色面积百分比和α-SMA、LC3-Ⅱ的mRNA及其蛋

白表达水平均显著升高（P＜0.05）；p62蛋白表达水平，PI3K、Akt、mTOR的蛋白磷酸化水平以及p62、PI3K、Akt、mTOR mRNA表

达水平均显著降低（P＜0.05）。与模型组比较，白屈菜碱低剂量组大鼠PI3K、mTOR的蛋白磷酸化水平均显著降低（P＜0.05）；白

屈菜碱中、高剂量组上述指标（除中剂量组肝指数、HA水平外）的变化均被显著逆转（P＜0.05）。结论：白屈菜碱对四氯化碳所致

大鼠肝纤维化具有一定的改善作用；其机制可能与激活PI3K/Akt/mTOR信号通路、抑制细胞自噬有关。

关键词 白屈菜碱；肝纤维化；磷脂酰肌醇3激酶/蛋白激酶B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白信号通路；自噬
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肝纤维化是由多种原因导致的急性或慢性肝病的

共同病理过程，如病毒性肝炎、酒精肝、脂肪肝以及自身

免疫性疾病等均可引起肝组织细胞外基质（ECM）过度

沉积，最终导致肝纤维化[1－2]。肝纤维化是一个动态发

展的过程，当肝脏受到损伤时，会刺激肝星状细胞

（HSC）活化，进而分泌α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、Ⅰ型

胶原蛋白和纤维连接蛋白等ECM，加快肝纤维化进程，

甚至会发展成为肝硬化-肝细胞癌；若肝脏在发生纤维

化时经过积极治疗，可终止或逆转肝纤维化的病理学改

变[3－4]。细胞自噬是通过自我消化受损的细胞器等来维

持细胞内、外环境的稳定，可为HSC提供能量，促进HSC

的活化、增殖，进而促进肝纤维化的发展[5]。磷脂酰肌醇

3激酶（PI3K）/蛋白激酶B（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（mTOR）在肝纤维化的进程中扮演着重要角色，其中

mTOR是PI3K和Akt下游的重要靶点，同时也是自噬的

关键负调节因子，因此可通过PI3K/Akt/mTOR信号通路

来调节细胞自噬[6]。

白屈菜为罂粟科白屈菜属多年生草本植物白屈菜

Chelidonium majus L.的全草，味苦，性凉，有小毒，归肺、

心、肾经，具有镇痛、止咳、平喘、消肿之功效[7]。白屈菜

碱是中药白屈菜中的主要活性成分之一[8]。现代药理学

研究表明，白屈菜碱具有抗纤维化、抗炎、抗肿瘤、抗菌、

镇痛、解痉等多种药理作用[9]，尤其是其抗纤维化、抗肿

瘤作用，近年受到了越来越多学者的关注。相关研究显

示，白屈菜碱可调节丙氨酸转氨酶（ALT）等肝酶活性，

抑制大鼠肝纤维化[10]。本课题组前期研究也表明，白屈

菜碱对活化的大鼠HSC——CFSC-8B细胞的增殖和细

胞中的胶原合成具有抑制作用[11]。但目前关于白屈菜

碱抗肝纤维化的作用机制尚未完全阐明。鉴于此，本研

究拟以四氯化碳（CCl4）诱导建立大鼠肝纤维化模型，探

讨白屈菜碱的抗肝纤维化作用及其对 PI3K/Akt/mTOR

信号通路和自噬的调控作用，为进一步阐明白屈菜碱抗

肝纤维化的作用机制提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用的主要仪器有Stratagene Mx3005P型实

时荧光定量聚合酶链式反应（PCR）仪（美国 Agilent 公

司），JY-ZY2型转移电泳槽、JY-CZ1型单垂直电泳槽（北

京君意东方电泳设备有限公司）、CKX41型倒置显微镜

（日本Olympus公司）、SmartChemiTM Ⅱ型一体式化学发

光图像分析系统（北京赛智创业科技有限公司）、

ELX800型全自动酶标仪（美国 Bio Tek 公司）、XPE504

型分析天平（瑞士Mettler-Toledo公司）。

1.2 主要药品与试剂

本研究所用的主要药品与试剂包括：白屈菜碱对照

品（中国食品药品检定研究院，批号 18041303，纯度≥

98％），护肝片（黑龙江葵花药业股份有限公司，批号

201609128，规格为每片0.35 g），苦味酸-酸性品红（VG）

染色试剂盒、BCA蛋白定量试剂盒（北京索莱宝科技有

限公司，批号分别为 20161121、20160519），透明质酸

（HA）检测试剂盒（武汉默沙克生物科技有限公司，批号

201709），肝组织羟脯氨酸（Hyp）检测试剂盒、ALT检测

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improvement effects and potential mechanism of chelidonine on CCl4-induced hepatic

fibrosis model rats. METHODS：According to the random number table method，a total of 48 rats were randomly divided into

normal control group，model group，chelidonine low-dose，middle-dose and high-dose groups（0.125，0.25，0.50 mg/kg），positive

control group（Liver-protecting tablet，0.42 g/kg），with 8 rats in each group. Except for normal control group，other groups were

given CCl4-olive oil solution intraperitoneally for 8 weeks to induce hepatic fibrosis model. From the fifth week of modeling，

normal control group and model group were given water intragastrically；administration groups were given relevant medicine

intragastrically，once a day，for consecutive 10 weeks. After last intragastric administration，hepatic index of rats was calculated.

The levels of aspartate aminotransferase（AST），alanine aminotransferase（ALT）and hyaluronic acid（HA）in serum and the level

of hydroxyproline（Hyp） in liver tissue were determined. The staining of collagen fibrin in rat liver was observed. The protein

expression of α-smooth muscle actin （α-SMA），microtubule-associated protein 1 light chain 3（LC3） and p62 as well as the

phosphorylation level of phosphoinositide 3 kinase（PI3K），protein kinase B（Akt）and mammalian target of rapamycin（mTOR）in

liver tissue were determined；mRNA expression corresponding to above protein were also determined. RESULTS：Compared with

normal control group，the hepatic index，the serum levels of AST，ALT，HA and Hyp，the percentage of positive staining area for

collagen fibrin， the mRNA and protein expression of α-SMA and LC3- Ⅱ were increased significantly （P＜0.05）. Protein

expression of p62，phosphorylation levels of PI3K，Akt and mTOR as well as mRNA expression of p62，PI3K，Akt and mTOR

were significantly down-regulated （P＜0.05）. Compared with model group，phosphorylation levels of PI3K and mTOR were

decreased significantly in chelidonine low-dose group（P＜0.05）. The changes of above indexes in chelidonine middle-dose and

high-dose groups （except for liver index， HA level in middle-dose group） were reversed significantly （P＜0.05）.

CONCLUSIONS：Chelidonine can attenuate CCl4-induced liver fibrosis in rats；the mechanism of it may be associated with

activating PI3K/Akt/mTOR signaling pathway and inhibiting autophagy.

KEYWORDS Chelidonine；Hepatic fibrosis；PI3K/Akt/mTOR signaling pathway；Autophagy
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试剂盒、天冬氨酸转氨酶（AST）检测试剂盒、兔抗鼠p62

多克隆抗体（南京建成生物工程研究所，批号分别为

20180103、20171220、20171216、20200113），PrimeScript

RT Reagent Kit反转录试剂盒[宝生物工程（大连）有限公

司，批号AJ10935A]，细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂

盒、兔抗鼠Akt多克隆抗体、兔抗鼠磷酸化Akt（p-Akt）多

克隆抗体（上海碧云天生物技术有限公司，批号分别为

052720200827、033018200921、033018200921），TRIzol

试剂（美国Ambion公司，批号229009），兔抗鼠微管相关

蛋白 1轻链 3（LC3）多克隆抗体（美国Abcam公司，批号

GR219724-1），兔抗鼠α-SMA多克隆抗体、兔抗鼠 PI3K

多克隆抗体、兔抗鼠磷酸化PI3K（p-PI3K）多克隆抗体、

兔 抗 鼠 mTOR 多 克 隆 抗 体 、兔 抗 鼠 磷 酸 化 TOR

（p-mTOR）多克隆抗体、兔抗鼠 3-磷酸甘油醛脱氢酶

（GAPDH）多克隆抗体（美国Cell Signaling公司，批号分

别为19245、4257、4228、2983、2974、2118S），生物素标记

的山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）二抗、ECL超敏发光检

测试剂盒（北京康为世纪生物科技有限公司，批号分别

为00051405、40532），欧丽薇兰橄榄油（益海嘉里食品营

销有限公司，批号F20160814）；PCR实验中引物均由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成；其余试剂均为分

析纯，水为自制双蒸水。

1.3 动物

本研究所用动物为 SPF 级雄性 Wistar 大鼠，共 48

只，5～6周龄，体质量为（180±10）g，由齐齐哈尔医学

院动物实验中心提供，动物生产许可证号为SCXK（黑）-

2016-001。全部大鼠饲养于SPF级动物实验室中，实验

室温度为 20～25 ℃，12 h照明/12 h黑暗交替。大鼠饲

养期间常规进食、饮水，适应性饲养1周后进行正式实验。

2 方法

2.1 分组、造模与给药

将48只大鼠按随机数字表法随机分为正常对照组，

模型组，白屈菜碱低、中、高剂量组（0.125、0.25、0.50

mg/kg，剂量根据前期预实验结果设定）和阳性对照组

（护肝片，0.42 g/kg[12]），每组 8只。除正常对照组外，其

余各组大鼠均采用腹腔注射CCl4-橄榄油溶液诱导建立

肝纤维化模型（造模前禁食 12 h）。本研究所用的造模

方法是在文献[13]的基础上加以改进后得到，具体为：造

模大鼠首次按 8 mL/kg的剂量腹腔注射 50％CCl4-橄榄

油溶液，之后均继续以5 mL/kg的剂量注射，每3天1次，

持续 8周。于造模第 5周开始，各给药组大鼠灌胃相应

药物（均以水溶解），正常对照组和模型组大鼠灌胃水，

灌胃体积均为1 mL，每天1次，连续10周。

2.2 样本采集与处理

于第 14周末次灌胃后，大鼠禁食不禁水 24 h，称其

体质量后以乙醚麻醉，于股动脉取血。将血液以 3 000

r/min离心 5 min，收集上层血清，备用。将大鼠处死，摘

取其肝组织并称定质量，然后于冰盒上取一小块肝组织

并置于4％甲醛溶液中固定24 h，用于病理组织学检查；

将一部分肝组织置于液氮中快速冻存，用于Western blot

和PCR实验相关指标检测；剩余肝组织直接用于Hyp水

平测定。

2.3 肝指数测定

根据大鼠体质量和肝组织质量计算大鼠肝指数：肝

指数（％）＝肝组织质量/体质量×100％。

2.4 血清中AST、ALT和HA水平测定

取“2.2”项下血清适量，分别按相应试剂盒说明书方

法操作，测定大鼠血清中AST、ALT和HA水平。

2.5 肝组织中Hyp水平测定

取“2.2”项下肝组织，参照文献[14]方法进行处理

后，按相应试剂盒说明书方法操作，测定大鼠肝组织中

Hyp水平。

2.6 肝组织中胶原纤维蛋白表达情况观察

取“2.2”项下于甲醛溶液中固定24 h后的肝组织，常

规制备石蜡切片（厚度约3 μm），经二甲苯及梯度乙醇脱

蜡至水后，按照VG染色试剂盒说明书方法对切片进行

染色（VG阳性染色呈鲜红色）。将切片置于倒置显微镜

下观察、拍照，利用 Image-Pro Plus 6.0软件计算胶原纤

维蛋白阳性染色面积和染色总面积，并计算胶原纤维蛋

白阳性染色面积百分比（胶原纤维蛋白阳性染色面积/染

色总面积×100％）。结果处理时，以正常对照组数据为

标准（100％）计算其余各组结果的相对值。

2.7 肝组织中α-SMA、LC3-ⅡⅡ、p62的蛋白表达水平和

PI3K、Akt、mTOR的蛋白磷酸化水平测定

采用Western blot法进行测定。取“2.2”项下冻存的

肝组织，于冰上常规解冻后，按细胞核蛋白与细胞浆蛋

白抽提试剂盒说明书方法提取肝组织中的总蛋白。采

用BCA法测定总蛋白浓度后，煮沸5 min使其变性。取

变性后的蛋白进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离（浓缩胶电压75 V、电泳时间30 min，分离胶电压

110 V、电泳时间 90 min），然后电转至硝酸纤维素膜上

（电流 350 mA，转膜时间 2 h），加入含 5％脱脂奶粉的

TBST 溶液，于 4 ℃封闭过夜；分别加入α-SMA、LC3、

p62、p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、p-mTOR、mTOR、GAPGH

一抗（稀释比例均为1 ∶1 000），于37 ℃孵育4 h；以TBST

洗膜3次、每次10 min，然后加入生物素标记的 IgG二抗

（稀释比例 1 ∶ 1 000），于 37 ℃孵育 2 h；以 TBST 洗膜 3

次、每次10 min，然后加入ECL荧光检测剂，采用一体式

化学发光图像分析系统测定各蛋白条带的灰度值。以

α-SMA、LC3-Ⅱ、p62与内参GAPDH的蛋白条带灰度值

的比值表示这 3种蛋白的表达水平，以 p-PI3K与PI3K、

p-Akt与Akt、p-mTOR与mTOR的蛋白条带灰度值的比
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值表示这3种蛋白的磷酸化水平。

2.8 肝组织中α-SMA、LC3-ⅡⅡ、p62、PI3K、Akt、mTOR

的mRNA表达水平测定

采用实时荧光定量PCR法进行测定。取“2.2”项下

冻存的肝组织，于冰上常规解冻后，采用TRIzol试剂提

取肝组织中总RNA，然后按反转录试剂盒说明书方法反

转录合成cDNA，并以cDNA为模板进行PCR扩增（引物

序列及扩增产物片段长度见表 1）。PCR 反应体系为：

cDNA模板2 μL，dNTP溶液1.6 μL，上、下游引物各0.8 μL，

BeyoTaq Buffer 2 μL，BeyoTaq DNA Polymerase 0.1 μL，

加双蒸水至总体积为20 μL。PCR反应条件为：95 ℃预

变性4 min；95℃变性20 s，60℃退火30 s，72℃延伸30 s，

共 40个循环。最后进行溶解曲线分析。以GAPDH为

内参，采用 2－ Δ Δ Ct 法计算肝组织中α-SMA、LC3、p62、

PI3K、Akt、mTOR的mRNA表达水平（公式中Ct表示每

个反应管内荧光信号强度达到设定阈值时所经历的循

环次数），并以正常对照组数据为标准（1.00）计算其余各

组结果的相对值。

表1 引物序列及扩增产物片段长度

Tab 1 Primer sequence and the length of amplified

product fragment

基因
α-SMA

LC3

p62

PI3K

Akt

mTOR

GAPDH

上游：

下游：

上游：

下游：

上游：

下游：

上游：

下游：

上游：

下游：

上游：

下游：

上游：

下游：

引物序列
5′-AACTCCACGAGCACACAGG-3′
5′-GGCAGTCCGTCTCATACACA-3′
5′-CGGAGCTTTGAACAAAGAGT-3′
5′-CTCTCTCACTCTCGTACAC-3′
5′-TCCCTGTCAAGCAGTATCC-3′
5′-TCCTCCTTGGCTTTGTCTC-3′
5′-CAAAGCCGAGAACCTATTGC-3′
5′-TTGAGGGAGTCATTGTGCTG-3′
5′-TGGACTACTTGCACTCCGAG-3′
5′-CGCAGAACGTCTTCATGGTG-3′
5′-TGGCTTCTAAGTCTACCACGAC-3′
5′-GAGGTCCTGACATTCCCTGATT-3′
5′-GCCTCGTCTCATAGACAAGA-3′
5′-GAAGGCAGCCCTGGTAACC-3′

扩增产物片段长度，bp

164

158

147

226

155

356

160

2.9 统计学方法

采用 SPSS 13.0软件进行统计分析。实验数据以

x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用SNK检验。检验水准α＝0.05。

3 结果

3.1 大鼠肝指数和血清中AST、ALT、HA水平

与正常对照组比较，模型组大鼠肝指数和血清中

AST、ALT、HA水平均显著升高（P＜0.05）。与模型组比

较，白屈菜碱中剂量组大鼠血清中AST、ALT水平均显

著降低（P＜0.05）；白屈菜碱高剂量组和阳性对照组大

鼠肝指数和血清中AST、ALT、HA水平均显著降低（P＜

0.05）。各组大鼠肝指数和血清中AST、ALT、HA水平测

定结果见表2。

表 2 各组大鼠肝指数和血清中AST、ALT、HA水平测

定结果（x±±s，n＝8）

Tab 2 Liver index，serum levels of AST，ALT and

HA of rats in each group（x±±s，n＝8）

组别
正常对照组
模型组
白屈菜碱低剂量组
白屈菜碱中剂量组
白屈菜碱高剂量组
阳性对照组

肝指数，％
2.37±0.10

3.81±0.24＊

3.63±0.29

3.52±0.21

3.06±0.17#

3.29±0.15#

AST，U/L

28.78±2.60

83.81±6.53＊

79.93±7.67

72.13±7.85#

61.33±4.53#

69.56±7.05#

ALT，U/L

44.39±5.99

106.55±11.31＊

102.77±14.00

92.26±10.40#

77.68±6.28#

86.30±10.57#

HA，μg/L

89.12±10.73

161.57±16.07＊

156.58±15.62

140.06±12.11

123.83±10.92#

129.51±15.82#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05

3.2 大鼠肝组织中Hyp水平

与正常对照组比较，模型组大鼠肝组织中Hyp水平

显著升高（P＜0.05）。与模型组比较，白屈菜碱中、高剂

量组和阳性对照组大鼠肝组织中Hyp水平均显著降低

（P＜0.05）。各组大鼠肝组织中 Hyp 水平测定结果见

表3。

表3 各组大鼠肝组织中Hyp水平和胶原纤维蛋白阳性

染色面积百分比测定结果（x±±s，n＝8）

Tab 3 Level of Hyp and the percentage of positive

staining area for collagen fibrin in liver tissue

of rats in each group（x±±s，n＝8）

组别
正常对照组
模型组
白屈菜碱低剂量组
白屈菜碱中剂量组
白屈菜碱高剂量组
阳性对照组

Hyp，μg/g

97.42±12.46

272.16±21.52＊

259.49±23.13

238.22±19.21#

179.60±15.83#

212.30±19.60#

胶原纤维蛋白阳性染色面积百分比，％
100.00±14.46

664.26±79.31＊

578.34±65.56

516.09±59.75#

290.40±33.63#

395.63±20.65#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05

3.3 大鼠肝组织中纤维蛋白染色情况

正常对照组大鼠肝组织结构正常，汇管区及中央静

脉周围无纤维增生。模型组大鼠肝组织汇管区扩大，胶

原纤维大量增生。与模型组比较，各给药组大鼠肝组织

汇管区不同程度地缩小，胶原沉积不同程度地减少；其

中白屈菜碱高剂量组和阳性对照组大鼠肝组织汇管区

及中央静脉周围仅有极少量的胶原沉积。与正常对照

组比较，模型组大鼠肝组织中胶原纤维蛋白阳性染色面

积百分比显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，白屈菜碱

中、高剂量组和阳性对照组大鼠肝组织中胶原纤维蛋白

阳性染色面积百分比均显著降低（P＜0.05）。各组大鼠

肝组织中胶原纤维蛋白染色显微图见图 1，胶原纤维蛋

白阳性染色面积百分比测定结果见表3。
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3.4 大鼠肝组织中α-SMA、LC3-ⅡⅡ、p62蛋白表达水平

和PI3K/Akt/mTOR信号通路相关蛋白磷酸化水平

与正常对照组比较，模型组大鼠肝组织中α-SMA、

LC3-Ⅱ蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05），p62蛋白表

达水平和PI3K、Akt、mTOR的蛋白磷酸化水平均显著降

低（P＜0.05）。与模型组比较，白屈菜碱低剂量组大鼠

肝组织中 PI3K、mTOR 的蛋白磷酸化水平均显著升高

（P＜0.05）；白屈菜碱中、高剂量组和阳性对照组大鼠肝

组织中α-SMA、LC3-Ⅱ蛋白表达水平均显著降低（P＜

0.05），p62蛋白表达水平和 PI3K、Akt、mTOR 的蛋白磷

酸化水平均显著升高（P＜0.05）。各组大鼠肝组织中

α-SMA、LC3-Ⅱ、p62和 PI3K/Akt/mTOR 信号通路相关

蛋白表达的电泳图见图 2，蛋白表达水平或磷酸化水平

测定结果见表4。

3.5 大鼠肝组织中 α-SMA、LC3、p62 和 PI3K/Akt/

mTOR信号通路相关基因mRNA表达水平

与正常对照组比较，模型组大鼠肝组织中α-SMA、

LC3 mRNA表达水平均显著升高（P＜0.05），p62、PI3K、

Akt、mTOR mRNA表达水平均显著降低（P＜0.05）。与

模型组比较，白屈菜碱中、高剂量组和阳性对照组大鼠

肝组织中α-SMA、LC3 mRNA表达水平均显著降低（P＜

0.05），p62、PI3K、Akt、mTOR mRNA表达水平均显著升

高（P＜0.05）。各组大鼠肝组织中α-SMA、LC3、p62和

PI3K/Akt/mTOR信号通路相关基因mRNA表达水平测

定结果见表5。

图1 各组大鼠肝组织中胶原纤维蛋白染色显微图（VG

染色，×400）

Fig 1 Micrograph of collagen fibrin staining in liver

tissue of rats in each group（VG staining，×400）

A.正常对照组 B.模型组

C.白屈菜碱低剂量组 D.白屈菜碱中剂量组

E.白屈菜碱高剂量组 F.阳性对照组

图 2 各组大鼠肝组织中α-SMA、LC3-ⅡⅡ、p62和PI3K/

Akt/mTOR信号通路相关蛋白表达的电泳图

Fig 2 Electrophoretic map of the expression of

α-SMA，LC3- ⅡⅡ ，p62 and PI3K/Akt/mTOR

signaling pathway related proteins in liver

tissue of rats in each group

α-SMA

LC3-Ⅱ

p62

GAPDH

p-PI3K

PI3K

p-Akt

Akt

p-mTOR

mTOR

42 kDa

16 kDa

62 kDa

37 kDa

85 kDa

85 kDa

60 kDa

60 kDa

289 kDa

289 kDa

正常对照组 模型组 白屈菜碱
中剂量组

白屈菜碱
高剂量组

阳性对照组白屈菜碱
低剂量组

表4 各组大鼠肝组织中α-SMA、LC3-ⅡⅡ、p62蛋白表达

水平和PI3K、Akt、mTOR的蛋白磷酸化水平测定

结果（x±±s，n＝8）

Tab 4 Protein expressions of α-SMA，LC3- ⅡⅡ and

p62 and phosphorylation levels of PI3K，Akt

and mTOR in liver tissue of rats in each group

（x±±s，n＝8）

组别

正常对照组

模型组

白屈菜碱低剂量组

白屈菜碱中剂量组

白屈菜碱高剂量组

阳性对照组

α-SMA/
GAPDH

0.29±0.04

0.99±0.12＊

0.88±0.12

0.68±0.09#

0.64±0.08#

0.67±0.09#

LC3-Ⅱ/
GAPDH

0.18±0.04

0.76±0.07＊

0.74±0.08

0.57±0.05#

0.46±0.08#

0.63±0.07#

p62/GAPDH

0.88±0.10

0.49±0.06＊

0.63±0.07

0.70±0.08#

0.73±0.09#

0.65±0.08#

p-PI3K/PI3K

0.93±0.09

0.40±0.06＊

0.56±0.08#

0.60±0.07#

0.63±0.08#

0.77±0.09#

p-Akt/Akt

1.33±0.16

0.31±0.06＊

0.37±0.07

0.66±0.10#

0.81±0.11#

0.86±0.11#

p-mTOR/
mTOR

1.57±0.15

0.79±0.10＊

1.07±0.12#

1.30±0.11#

1.30±0.13#

1.39±0.15#

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. normal control group，＊ P＜0.05；vs. model group，#P＜

0.05
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4 讨论

CCl4进入体内后，可在肝脏中生成三氯甲基自由基

和氯自由基，进而溶解肝细胞膜，使肝细胞中大量肝内

酶（AST、ALT等）渗入血液，造成肝损伤和肝纤维化[15]。

因此，本研究选择腹腔注射CCl4-橄榄油溶液来建立大鼠

肝纤维化模型。护肝片具有保护肝损伤的作用，在肝损

伤相关研究中常用作阳性对照药物进行对照观察[16－17]。

血清中肝内酶（AST、ALT）水平是评价肝损伤和肝

纤维化程度的重要指标，轻度的肝细胞损伤即可使血液

中肝内酶的浓度增加数倍[18]。肝损伤后会导致组织中

HSC 激活并合成α-SMA，产生大量以胶原蛋白为主的

ECM沉积。Hyp是胶原蛋白特有的氨基酸，HA是ECM

中糖胺聚糖的主要成分，随着ECM的不断沉积，肝组织

中 Hyp、HA 含量也随之增加，因此检测肝组织中

α-SMA、Hyp、HA水平对于判断肝组织损伤和肝纤维化

程度具有重要意义[19]。本研究结果显示，模型组大鼠肝

指数和血清中 AST、ALT 水平以及肝组织中α-SMA、

Hyp、HA水平较正常对照组均显著升高，肝组织纤维化

明显，表明肝纤维化大鼠模型制备成功。当给予不同剂

量白屈菜碱处理后，大鼠肝指数和血清中AST、ALT水

平以及肝组织中α-SMA（mRNA 及其蛋白表达）、Hyp、

HA水平较模型组均不同程度地降低，肝组织纤维化程

度减轻，说明白屈菜碱对CCl4诱导的大鼠肝纤维化损伤

具有较好的改善作用。

肝内自噬是肝细胞对自身结构蛋白及细胞器进行

降解的一种方式，在肝纤维化损伤中具有重要作用[20－21]。

自噬可以通过分解、减少脂滴而促进 HSC 活化 [22]。

Thoen等[23]用 3-甲基腺嘌呤抑制HSC自噬时，细胞内脂

滴的数量和体积明显增加、脂肪酸合成明显减弱，HSC

的活化受到抑制。上述结果提示，通过调节细胞自噬，

可抑制 HSC 活化，进而抑制肝纤维化。自噬相关蛋白

LC3在自噬小体的形成中具有重要作用，是细胞自噬的

特异性标志物 [24]。LC3可分为Ⅰ型（LC3-Ⅰ）和Ⅱ型

（LC3-Ⅱ），当自噬发生时，LC3于细胞质内转变为可溶

性LC3-Ⅰ；LC3-Ⅰ被自噬相关蛋白Atg7识别并活化后，

再经泛素化加工修饰生成LC3-Ⅱ——LC3-Ⅱ的表达水

平与自噬体数量成正比，且LC3-Ⅱ在自噬过程的晚期阶

段表达，因此常作为反映自噬强度的指标[25]。p62蛋白

作为自噬降解的底物之一，也是反映自噬水平的重要指

标 [26]。本研究结果显示，给予不同剂量白屈菜碱处理

后，肝纤维化模型大鼠肝组织中LC3 mRNA及其蛋白的

表达水平均不同程度地降低，p62 mRNA及其蛋白的表

达水平均不同程度地升高，提示白屈菜碱能够对肝内自

噬产生影响。

PI3K/Akt/mTOR 信号通路在自噬过程中起到关键

的调节作用，其中 PI3K是一种存在于细胞质中的复合

体，是该信号通路的重要组成部分[27]。激活的PI3K（即

p-PI3K）会将磷脂酰肌醇二磷酸（PIP2）磷酸化为磷脂酰

肌醇三磷酸（PIP3），PIP3再将目标蛋白Akt募集到细胞

膜上，进而磷酸化激活Akt分子；激活后的Akt分子再磷

酸化激活下游的mTOR；而mTOR是抑制自噬过程的关

键蛋白，可阻碍自噬小体的形成，进而抑制细胞自

噬 [28]。本研究结果显示，给予不同剂量白屈菜碱处理

后，肝纤维化模型大鼠肝组织中PI3K、Akt、mTOR的蛋

白磷酸化水平及相应基因的mRNA表达水平均不同程

度地升高。这表明白屈菜碱能够调节 PI3K/Akt/mTOR

通路相关基因mRNA及其蛋白的表达，进而影响细胞自

噬标志蛋白LC3、p62的表达，阻止HSC的活化，并抑制

肝纤维化的发生。

综上所述，白屈菜碱可改善CCl4诱导大鼠的肝纤维

化，其机制可能与激活PI3K/Akt/mTOR信号通路、抑制

细胞自噬有关。然而，自噬是一把“双刃剑”，其与肝纤

维化的关系复杂。因此，白屈菜碱通过调控自噬抗肝纤

维化的作用机制还需后续进一步深入研究。
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PI3K/Akt/mTOR signaling pathway-related

gene in liver tissue of rats in each group（x±±s，

n＝8）

组别
正常对照组
模型组
白屈菜碱低剂量组
白屈菜碱中剂量组
白屈菜碱高剂量组
阳性对照组

α-SMA

1.00±0.16

4.88±0.43＊

4.76±0.44

4.14±0.25#

3.04±0.31#

3.18±0.23#

LC3

1.00±0.15

3.58±0.38＊

3.44±0.36

3.02±0.33#

2.71±0.24#

3.14±0.34#

p62

1.00±0.10

0.22±0.03＊

0.26±0.04

0.33±0.05#

0.49±0.06#

0.41±0.06#

PI3K

1.00±0.14

0.21±0.04＊

0.26±0.06
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0.39±0.06
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