
 中草药 2021 年 4 月 第 52 卷 第 8 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2021 April Vol. 52 No. 8 ·2343· 

   

川陈皮素防治肝缺血再灌注损伤的作用机制研究5 

杨超君，王跃武，周开珩 

宁波市医疗中心李惠利医院 药剂科，浙江 宁波  315000 

摘  要：目的  探究川陈皮素防治肝缺血再灌注损伤（hepatic ischemia reperfusion injury，HIRI）的作用及机制。方法  SD

大鼠随机分为对照组、模型组和川陈皮素（10 mg/kg）组，采用 ELISA 法检测各组大鼠血清中丙氨酸转氨酶（alanine 

aminotransferase，ALT）和天冬氨酸转氨酶（aspartate aminotransferase，AST）活性；采用苏木素-伊红（HE）染色法考察各

组大鼠肝组织病理变化；采用透射电子显微镜（TEM）观察各组大鼠肝细胞线粒体结构；采用 Western blotting 和 qRT-PCR

考察各组大鼠肝组织自噬相关蛋白 Beclin1、微管相关蛋白 1 轻链 3-II（microtubule associated protein 1 light chain 3-II，LC3-II）、

自噬相关基因-7（autophagy-related gene-7，ATG-7）、p62 蛋白和 mRNA 表达情况。采用 H2O2 诱导大鼠肝细胞 BRL 建立氧

化损伤细胞模型，设置对照组、模型组和川陈皮素（10 μmol/L）组，采用 Western blotting 和 qRT-PCR 考察各组细胞 Beclin1、

LC3-II、ATG-7、p62 蛋白和 mRNA 表达情况；采用 MitoTracker 染色和免疫荧光法考察各组细胞自噬蛋白与线粒体的共定

位情况；考察自噬抑制剂和诱导剂对川陈皮素细胞保护作用的影响。结果  与对照组比较，模型组大鼠血清 ALT 和 AST 活

性均显著升高（P＜0.05），肝组织病变，肝细胞线粒体数目增加，结构错乱，受损的线粒体被吞噬，肝组织中 LC3-II、Beclin1、

ATG-7 蛋白和 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05），p62 蛋白和 mRNA 表达水平显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，川

陈皮素组大鼠血清 ALT 和 AST 活性明显降低（P＜0.05），肝组织病变程度减轻，线粒体形态变化得到明显改善，肝组织中

LC3-II、Beclin1、ATG-7 蛋白和 mRNA 表达水平显著降低（P＜0.05），p62 蛋白和 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05）。

氧化损伤细胞模型中 BRL 细胞 LC3-II、Beclin1、ATG-7 蛋白和 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05），p62 蛋白和 mRNA 表

达水平显著降低（P＜0.05），Beclin1 和 MitoTracker 的共定位数目增加；与模型组比较，川陈皮素组 BRL 细胞中 LC3-II、

Beclin1、ATG-7 蛋白和 mRNA 表达水平显著降低（P＜0.05），p62 蛋白和 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05），Beclin1 和

MitoTracker 的共定位数目减少；自噬抑制剂 3-MA（1、5 mmol/L）显著增强川陈皮素对 BRL 细胞的保护作用（P＜0.05），

自噬诱导剂雷帕霉素显著抑制川陈皮素对 BRL 细胞 Beclin1 蛋白和 mRNA 表达水平的下调作用（P＜0.05）。结论  川陈皮素对

HIRI 具有较好的防治作用，其机制可能与抑制线粒体自噬有关。 
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Protective effect and mechanism of nobiletin on hepatic ischemia reperfusion 

injury 
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Abstract: Objective  To explore the effect and mechanism of nobiletin on preventing and treating hepatic ischemia reperfusion 

injury (HIRI). Methods  SD rats were randomly divided into control group, model group, and nobiletin (10 mg/kg) group. Activities 

of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) in serum of rats in each group were detected by ELISA; 

Hematoxylin-eosin (HE) staining method was used to observe the pathological changes of liver tissue in rats; Transmission electron 

microscope (TEM) was used to observe the mitochondrial structure of hepatocytes in rats; Western blotting and qRT-PCR were used 

to investigate protein and mRNA expressions of autophagy-related protein Beclin1, microtubule associated protein 1 light chain 3-II 

(LC3-II) and autophagy-related gene-7 (ATG-7) and p62. H2O2 was used to induce BRL cells to establish oxidative damage cell 

models. Control group, model group and nobiletin (10 μmol/L) group were set up, Western blotting and qRT-PCR were used to 
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investigate the protein and mRNA expressions of Beclin1, LC3-II, ATG-7 and p62 in BRL cells; MitoTracker staining and 

immunofluorescence were used to investigate the co-localization of autophagy proteins and mitochondria in BRL cells of each group; 

Effects of autophagy inhibitors and inducers on protective effect of cells of nobiletin was investigated. Results  Compared with 

control group, activities of ALT and AST in serum of rats in model group were significantly increased (P < 0.05), liver tissue was 

diseased, number of hepatocyte mitochondria was increased and structure was disordered, the damaged mitochondria were 

phagocytosed, protein and mRNA expressions of LC3-II, Beclin1, ATG-7 were significantly increased (P < 0.05), p62 protein and 

mRNA expressions were significantly reduced (P < 0.05); Compared with model group, activities of ALT and AST in serum of rats in 

nobiletin group was significantly reduced (P < 0.05), liver tissue lesions were reduced, mitochondrial morphological changes were 

improved, protein and mRNA expressions of LC3-II, Beclin1, ATG-7 in liver tissue were significantly reduced (P < 0.05), p62 

protein and mRNA expressions were significantly increased (P < 0.05). In oxidative damage cells model, protein and mRNA 

expressions of LC3-II, Beclin1, ATG-7 in BRL cells were significantly increased (P < 0.05), p62 protein and mRNA expressions 

were significantly reduced (P < 0.05), Co-localization numbers of Beclin1 and MitoTracker were increased; Compared with model 

group, protein and mRNA expressions of LC3-II, Beclin1, ATG-7 in BRL cells of nobiletin group were significantly reduced (P < 

0.05), p62 protein and mRNA expressions were significantly increased (P < 0.05), co-localizations numbers of Beclin1 and 

MitoTracker was reduced; Autophagy inhibitor 3-MA (1, 5 mmol/L) significantly enhanced the protective effect of nobiletin on BRL 

cells (P < 0.05), autophagy inducer rapamycin significantly inhibited the down-regulation of nobiletin on protein and mRNA 

expressions of Beclin1 in BRL cells (P < 0.05). Conclusion  Nobiletin has a good preventive effect on HIRI, and the mechanism 

may be related to the inhibition of mitochondrial autophagy. 

Key words: nobiletin; mitochondria; autophagy; liver; ischemia-reperfusion injury

肝损伤、失血性休克、肝移植术、肝切除术等

情况下会发生肝缺血再灌注损伤（hepatic ischemia 

reperfusion injury，HIRI），导致肝脏甚至多器官衰竭，

造成肝脏手术围手术期的死亡率上升[1-2]。尽管目前

已有药物防治 HIRI 的相关报道[3-5]，但目前尚无公认

有效的治疗方法。HIRI 过程中，活性氧（reactive 

oxygen species，ROS）水平升高，内源性抗氧化剂

大量消耗，导致其对肝细胞的保护作用减弱。线粒

体是 ROS 的主要来源，极易受到氧化损伤的影响[6]。

线粒体自噬是氧化应激损伤的线粒体被溶酶体吞噬

的过程，微管相关蛋白 1 轻链 3-II（microtubule 

associated protein 1 light chain 3-II，LC3-II）、Beclin1、

自噬相关基因-7（autophagy- related gene-7，ATG-7）

和 p62 的表达水平与线粒体自噬过程密切相关[7-12]。

线粒体可以抑制氧化应激等过程，从而保护

HIRI[13-16]。川陈皮素是柑橘皮中一种常见的多甲氧

基黄酮，具有抗氧化、抗炎等作用，常用于治疗哮

喘、结肠炎、阿尔茨海默病、缺血性脑卒中等疾病[17]。

川陈皮素能够保护心肌缺血再灌注、脓毒症小鼠肝

损伤[18-19]。本研究通过体内、外实验，探究川陈皮

素防治 HIRI 的作用机制及其对线粒体功能的影响。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠 30 只，6～8 周龄，体质量

200～220 g，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司，动物许可证号 SYXK（京）2017-0033。动物

于无特殊病原体环境中适应性饲养 1 周，温度 25～

27 ℃，湿度 45%～50%，自由进食饮水。动物实验

经温州医科大学动物伦理委员会批准（批准号

wydw2019-0561）。 

1.2  细胞 

大鼠肝细胞 BRL 购自中国科学院细胞库。 

1.3  药品与试剂 

 川陈皮素（质量分数＞98%，批号 182001）购

自上海同田生物科技股份有限公司；DAPI（批号

183212412）购自梯希爱（上海）化成工业发展有限

公司；丙氨酸转氨酶（alanine aminotransferase，ALT）

试剂盒（批号 A171301B）购自上海一研生物科技有

限公司；天冬氨酸转氨酶（aspartate aminotransferase，

AST）试剂盒（批号 KT17019TO）购自上海哈灵生

物科技有限公司；TRIzol 试剂（批号 17596-026）、

MitoTracker Red CMXRos 试剂盒（批号 1583080）、

LC3-II 抗体（批号 VB2934447）、Beclin1 抗体（批号

RE2205142）、ATG-7 抗体（批号 VB2947563）、p62

抗体（批号 UA2708368C）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）

抗体（批号 QB216541）、FITC 标记的山羊抗大鼠 IgG

抗体（批号 1825822）购自美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司；3-甲基腺嘌呤（3-methyladenine，

3-MA）、雷帕霉素购自美国 Sigma-Aldrich 公司；10%
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中性福尔马林缓冲溶液（批号 180382）、无水乙醇（批

号 180613）购自成都科龙化工试剂有限公司；二甲

苯（批号 1861634）、2.5%戊二醛（批号 1784161）、

多聚甲醛（批号 1853827）、PBS 缓冲液（批号

00915270）购自青岛捷世康生物科技有限公司。 

1.4  仪器 

分光光度计（郑州宏朗仪器设备有限公司）；酶

标仪、显微镜（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；

透射电子显微镜（TEM，日本电子株式会社）；荧

光显微镜（日本 Olympus 有限公司）。 

2  方法 

2.1  动物模型制备、分组与给药 

 根据前期研究[20]，SD 大鼠随机分为对照组、

模型组和川陈皮素（10 mg/kg）组，每组 10 只。大

鼠禁食 12 h，自由饮水，模型组和川陈皮素组大鼠

ip 氯胺酮（25 mg/kg）麻醉，打开腹腔，充分暴露

肝门，用非创伤性血管钳夹闭肝蒂的左、中支，当

肝脏颜色从鲜红色变为深紫色时，缺血 45 min，然

后取下夹子进行肝脏血液再灌注；对照组大鼠仅打

开腹腔，暴露肝门。川陈皮素溶于含 0.5%聚山梨酯

80 的生理盐水中，配制成质量浓度为 10 mg/mL 的

溶液，造模前 30 min 川陈皮素组 ip 川陈皮素，对

照组和模型组 ip 等体积含 0.5%聚山梨酯 80 的生理

盐水。HIRI 6 h 后肝功能发生明显损害[21]，大鼠脱

颈椎处死，取血和肝组织。 

2.2  川陈皮素对 HIRI 大鼠血清中 ALT 和 AST 活

性的影响 

 收集各组大鼠下腔静脉血液，室温静置 1 h，

1000×g 离心 15 min，分离血清，按照试剂盒说明

书测定大鼠血清中 ALT 和 AST 活性。 

2.3  川陈皮素对 HIRI 大鼠肝组织病理变化的影响 

 取各组大鼠肝组织，于 10%中性福尔马林缓冲

溶液固定 48 h，乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡包埋

后切片（厚 5 μm），进行苏木素-伊红（HE）染色，

于显微镜下观察并拍照。 

2.4  川陈皮素对HIRI大鼠肝细胞线粒体结构的影响 

 取各组大鼠肝组织，于含 2.5%戊二醛的 PBS

溶液中固定 2 h，于 1%四氧化锇中固定 1 h，环氧

树脂包埋后切片（厚 100 nm），于 TEM 观察样品的

超微结构。 

2.5  川陈皮素对 HIRI 大鼠肝组织 Beclin1、

LC3-II、ATG-7 和 p62 蛋白表达的影响 

 各组大鼠肝组织加入含蛋白酶抑制剂的

RIPA 裂解液，于冰上裂解，4 ℃、12 000×g 离

心 15 min，吸取上清液，采用 BCA 蛋白定量试剂

盒测定蛋白质量浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，封闭后，

分别加入 LC3-II 抗体（1∶500）、Beclin1 抗体（1∶

500）、ATG-7（1∶200）抗体、p62 抗体（1∶500）

和 GAPDH 抗体（1∶1000），4 ℃孵育过夜；洗

涤后加入 FITC 标记的山羊抗大鼠 IgG 抗体，孵

育后洗涤，加入发光液显影，采用 Image J 软件分

析图像。 

2.6  川陈皮素对HIRI大鼠肝组织Beclin1、LC3-II、
ATG-7 和 p62 mRNA 表达的影响 

 按照试剂盒说明书提取各组大鼠肝组织总

RNA 并合成 cDNA，进行 qRT-PCR 分析。引物序

列：LC3-II 上游引物 5’-GATGTCCGACTTATTCG- 

AGAGC-3’，下游引物 5’-TTGAGCTGTAAGCGC- 

CTTCTA-3’；Beclin1 上游引物 5’-CTGGACACG- 

AGTTTCAAGATCCT-3’，下游引物 5’-TCGCCTG- 

GGCTGTGGTA-3’；ATG-7 上游引物 5’-TGCTATC- 

CTGCCCTCTGTCTT-3’，下游引物 5’-TGCCTC- 

CTTTCTGGTTCTTTT-3’；p62 上游引物 5’-ACCC- 

ATCCACAGGTGAACTC-3’，下游引物 5’-GTGG- 

GAGATGTGGGTACAGG-3’ ； β-actin 上游引物

5’-TGAGACCTTCAACACCCCAG-3’ ，下游引物

5’-GCCATCTCTTGCTCGAAGTC-3’。 

2.7  细胞培养 

BRL细胞用含 10%胎牛血清的DMEM培养基，

于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。 

2.8  川陈皮素对BRL 细胞 Beclin1、LC3-II、ATG-7

和 p62 蛋白表达的影响 

 取处于对数生长期的 BRL 细胞，以 2×105/mL

接种于 6 孔板中，培养 12 h。设置对照组、模型组

和川陈皮素（10 μmol/L）组[22]。模型组和川陈皮素

组加入 H2O2（200 µmol/L）处理 18 h，建立氧化损

伤细胞模型，川陈皮素组在加入 H2O2 前加入川陈

皮素预处理 2 h，对照组加入不含药物的培养基。按

“2.5”项下方法检测 BRL 细胞 Beclin1、LC3-II、

ATG-7 和 p62 蛋白表达情况。 

2.9  川陈皮素对 BRL 细胞 Beclin1、LC3-II、ATG-7
和 p62 mRNA 表达的影响 

 按“2.8”项下处理细胞，按“2.6”项下方法检

测 BRL 细胞 Beclin1、LC3-II、ATG-7 和 p62 mRNA

表达情况。 
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2.10  川陈皮素对 BRL 细胞自噬蛋白与线粒体的

共定位的影响 

按“2.8”项下处理细胞，收集细胞，于 5%多

聚甲醛固定 15 min，制备冷冻切片（厚 10 µm），

PBS 溶液洗涤。加入 1%山羊血清，室温封闭 30 

min，使内源过氧化物酶失活；加入 Beclin1 抗体

（1∶200），4 ℃孵育过夜，PBS 溶液洗涤 3 次，加

入 FITC 标记的山羊抗大鼠 IgG 抗体（1∶150），

室温孵育 60 min，PBS 溶液洗涤 3 次；加入 DAPI

（1 mg/mL）染色细胞核，按照 MitoTracker Red 

CMXRos 试剂盒说明书染色线粒体，于荧光显微镜

下观察并拍照。 

2.11  自噬抑制剂对 BRL 细胞活性的影响 

 取处于对数生长期的 BRL细胞，以 2×105/mL

接种于 96 孔板中，培养 12 h。设置对照组、模型

组、川陈皮素（10 μmol/L）组和川陈皮素（10 

μmol/L）联合自噬抑制剂 3-MA（1、5、10 mmol/L）

组。模型组、川陈皮素组和川陈皮素联合 3-MA

组加入 H2O2（200 µmol/L）处理 18 h，建立氧化

损伤细胞模型，川陈皮素组和川陈皮素联合 3-MA

组在加入 H2O2 前加入相应药物预处理 2 h，对照

组加入不含药物的培养基。加入 100 µL CCK-8 溶

液，孵育 1 h，采用酶标仪测定 450 nm 处的吸光

度（A）值。 

2.12  自噬诱导剂对 BRL 细胞 Beclin1 蛋白和

mRNA 表达的影响 

 取处于对数生长期的 BRL 细胞，以 2×

105/mL 接种于 6 孔板中，培养 12 h。设置对照组、

模型组、川陈皮素（10 μmol/L）组和川陈皮素（10 

μmol/L）联合自噬诱导剂雷帕霉素（10 nmol/L）

组，按“2.11”项下方法处理细胞。按“2.5”和

“2.6”项下方法检测 BRL 细胞 Beclin1 蛋白和

mRNA 表达。 

2.13  统计分析 

数据以  sx  表示，采用 SPSS 20.0 软件进行数

据处理，采用 t 检验、单因素 ANOVA 分析和最小

显著性差异法进行组间比较。 

3  结果 

3.1  川陈皮素对 HIRI 大鼠血清中 ALT 和 AST 活

性的影响 

如表 1 所示，与对照组比较，模型组大鼠血清

中 ALT 和 AST 活性均显著升高（P＜0.05）；与模

型组比较，川陈皮素组大鼠血清中 ALT 和 AST 活 

表 1  川陈皮素对 HIRI 大鼠血清中 ALT 和 AST 活性的影

响 ( 10= n , sx ) 

Table 1  Effect of nobiletin on activities of ALT and AST in 

serum of HIRI rats ( 10= n , sx ) 

组别 
剂量/ 

(mg·kg−1) 
ALT/(U·L−1) AST/(U·L−1) 

对照 — 23.52±1.12  47.26±4.60 

模型 — 86.06±4.71# 116.60±8.70# 

川陈皮素 10 37.00±5.24*  65.00±4.30* 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05 

#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs model group 

性明显降低（P＜0.05）。 

3.2  川陈皮素对 HIRI 大鼠肝组织病理变化的影响 

如图 1 所示，对照组大鼠肝组织形态正常，模

型组大鼠肝细胞水样变性和大片状点状坏死，有出

血灶；川陈皮素组大鼠肝组织结构发生轻度改变。 

3.3  川陈皮素对HIRI大鼠肝细胞线粒体结构的影响 

如图 2 所示，对照组大鼠肝细胞线粒体均匀分

布在细胞质中，结构排列合理；模型组大鼠肝细胞

线粒体数目增加，集中分布在细胞核周围，且十字

型结构发生错乱，受损的线粒体被吞噬；川陈皮素 

 

箭头表示有出血灶 

arrows indicate hemorrhagic foci 

图 1  川陈皮素对 HIRI 大鼠肝组织病理变化的影响 

Fig. 1  Effect of nobiletin on histopathological changes of 

liver in HIRI rats 

 

箭头表示有受损的线粒体被吞噬 

arrows indicate damaged mitochondria which were engulfed 

图 2  川陈皮素对 HIRI 大鼠肝细胞线粒体结构的影响 

(×10 000) 

Fig. 2  Effect of nobiletin on mitochondrial structure of liver 

cells in HIRI rats (× 10 000) 
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组大鼠线粒体形态变化得到明显改善。 

3.4  川陈皮素对 HIRI 大鼠肝组织 Beclin1、

LC3-II、ATG-7、p62 蛋白和 mRNA 表达的影响 

 如图 3、4 所示，与对照组比较，模型组大鼠肝

组织中 LC3-II、Beclin1、ATG-7 蛋白和 mRNA 表

达水平显著升高（P＜0.05），p62 蛋白和 mRNA 表

达水平显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，川陈

皮素组大鼠肝组织中 LC3-II、Beclin1、ATG-7 蛋白

和 mRNA 表达水平显著降低（P＜0.05），p62 蛋白

和 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05）。 

3.5  川陈皮素对 BRL 细胞 Beclin1、LC3-II、

ATG-7、p62 蛋白和 mRNA 表达的影响 

 如图 5、6 所示，与对照组比较，模型组 BRL

细胞中 LC3-II、Beclin1、ATG-7 蛋白和 mRNA 表 
 

 

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05，下图同 

#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs model group, same as belows 

图 3  川陈皮素对 HIRI 大鼠肝组织 Beclin1 (A)、LC3-II (B)、ATG-7 (C) 和 p62 (D) 蛋白表达的影响 ( 10= n , sx ) 

Fig. 3  Effect of nobiletin on expressions of Beclin1 (A), LC3-Ⅱ (B), ATG-7 (C) and p62 (D) in liver of HIRI rats ( 10= n , sx ) 

  

图 4  川陈皮素对 HIRI 大鼠肝组织 Beclin1 (A)、LC3-II (B)、ATG-7 (C) 和 p62 (D) mRNA 表达的影响 ( 10= n , sx ) 

Fig. 4  Effect of nobiletin on mRNA expressions of Beclin1 (A), LC3-Ⅱ (B), ATG-7 (C) and p62 (D) in liver of HIRI rats 

( 10= n , sx ) 

 

图 5  川陈皮素对 BRL 细胞 Beclin1 (A)、LC3-II (B)、ATG-7 (C) 和 p62 (D) 蛋白表达的影响 ( 10= n , sx ) 

Fig. 5  Effect of nobiletin on expressions of Beclin1 (A), LC3-Ⅱ (B), ATG-7 (C) and p62 (D) in BRL cells ( 10= n , sx ) 
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图 6  川陈皮素对 BRL 细胞 Beclin1 (A)、LC3-II (B)、ATG-7 (C) 和 p62 (D) mRNA 表达的影响 ( 10= n , sx ) 

Fig. 6  Effect of nobiletin on mRNA expressions of Beclin1 (A), LC3-Ⅱ (B), ATG-7 (C) and p62 (D) in BRL cells ( 10= n , sx ) 

达水平显著升高（P＜0.05），p62 蛋白和 mRNA 表

达水平显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，川陈

皮素组 BRL 细胞中 LC3-II、Beclin1、ATG-7 蛋白

和 mRNA 表达水平显著降低（P＜0.05），p62 蛋白

和 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.05）。 

3.6  川陈皮素对 BRL 细胞自噬蛋白与线粒体的共

定位的影响 

如图 7 所示，模型组 BRL 细胞中 Beclin1 和

MitoTracker 的共定位数目增加，川陈皮素组 BRL

细胞中 Beclin1 和 MitoTracker 的共定位数目降低，

表明川陈皮素可以减少自噬蛋白与线粒体的共定

位，川陈皮素可以通过抑制线粒体自噬减轻 HIRI。 

3.7  自噬抑制剂和诱导剂对川陈皮素细胞保护作

用的影响 

如图 8 所示，与对照组比较，模型组 BRL 细胞

活力显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，川陈皮

素组、川陈皮素联合自噬抑制剂 3-MA（1、5 

mmol/L）组 BRL 细胞活力显著升高（P＜0.05）。 

如图 9 所示，与对照组比较，模型组 BRL 细胞

Beclin1 蛋白和 mRNA 表达水平均显著升高（P＜ 

 

图 7  川陈皮素对 BRL 细胞自噬蛋白与线粒体共定位的影响 (×200) 

Fig. 7  Effect of nobiletin on co-localization of Beclin1 and MitoTracker in BRL cells (× 200) 
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图 8  3-MA 对 BRL 细胞存活率的影响 ( 10= n , sx ) 

Fig. 8  Effect of 3-MA on cell viability of BRL cells 

( 10= n , sx ) 

0.05）；与模型组比较，川陈皮素组 BRL 细胞 Beclin1

蛋白和 mRNA 表达水平均显著降低（P＜0.05），川

陈皮素联合自噬诱导剂雷帕霉素组 BRL 细胞

Beclin1 蛋白和 mRNA 表达水平无明显变化，表明

雷帕霉素能够抑制川陈皮素对 BRL 细胞氧化损伤

的改善作用，川陈皮素可能通过调控线粒体自噬过

程，从而保护肝细胞。 

4  讨论 

HIRI 发病机制涉及多种细胞和结构，线粒体自

噬在此过程中尤其重要[23]。线粒体受损后，细胞内

ROS 水平升高，促进细胞死亡；自噬效应可通过清

 

 

图 9  雷帕霉素对 BRL 细胞 Beclin1 蛋白和 mRNA 表达的影响 ( 10= n , sx ) 

Fig. 9  Effect of rapamycin on Beclin1 protein and mRNA expressions in BRL cells ( 10= n , sx ) 

除功能异常的线粒体，从而保护细胞[11,24]。本研究发

现，作为抗氧化剂和抗炎药物，川陈皮素对 HIRI 大

鼠具有一定保护作用，可改善 HIRI 大鼠肝细胞线粒

体形态；川陈皮素可显著上调 HIRI 大鼠肝组织和

H2O2 诱导的 BRL 细胞中 LC3-II、Beclin1、ATG-7

蛋白和 mRNA 表达水平，显著下调 p62 蛋白和

mRNA 表达水平，表明川陈皮素可以通过调控线粒

体自噬，从而发挥对 HIRI 的防治作用。 

 研究发现，川陈皮素对大鼠缺血后氧化应激的

产生具有一定的疗效[17]；川陈皮素对神经细胞氧化

损伤具有保护作用[25]。本研究结果显示，川陈皮素

可减少 H2O2 诱导的 BRL 细胞中自噬蛋白与线粒体

的共定位数量，表明川陈皮素可以逆转氧化损伤后

线粒体产生的变化。本研究采用自噬抑制剂 3-MA

和自噬诱导剂雷帕霉素，验证川陈皮素是否通过调

控线粒体自噬过程保护肝细胞，发现川陈皮素可改

善 BRL 细胞氧化损伤，雷帕霉素可抑制川陈皮素对

BRL细胞氧化损伤的改善作用，3-MA（1、5 mmol/L）

可增强川陈皮素对 BRL 细胞氧化损伤的改善作用，

3-MA（10 mmol/L）抑制川陈皮素对 BRL 细胞氧化

损伤的改善作用。自噬的增强可以提高肝脏对 HIRI

的耐受性，但过度的自噬会造成 HIRI 后肝细胞大量

死亡[26-27]。这可能是本研究中川陈皮素联用过量自

噬抑制剂后疗效减弱的原因。 

综上所述，本研究发现川陈皮素对 HIRI 具有

较好的防治作用，其机制与调控线粒体自噬有关。 
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