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川芎嗪通过 AMPK/SIRT1 通路介导的自噬在急性肝衰竭中的作用及其
机制研究 

吾斯曼·艾海提，买尔旦·米吉提，唐国华，艾则孜江·艾尔肯* 
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摘  要：目的  探讨川芎嗪对脂多糖（LPS）/D-氨基半乳糖（D-GalN）诱导的急性肝衰竭小鼠的作用及其机制。方法  将

C57BL/6J 小鼠随机分对照组、模型组、川芎嗪组、川芎嗪联合 SIRT1 抑制剂（EX527）组，每组 10 只。通过 ip LPS/D-GalN

构建急性肝衰竭小鼠模型，检测血清中天冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）的水平；苏木精–伊红（HE）

染色检测肝组织病理学变化；实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测肝组织中肿瘤坏死因子‐α（TNF‐α）、白细胞介素-6（IL-

6）、IL-1β 和环氧化酶-2（COX-2）mRNA 水平；检测肝组织中氧化应激因子谷胱甘肽（GSH）、丙二醛（MDA）和超氧化物

歧化酶（SOD）含量；Western blotting 检测肝组织中沉默调节蛋白 1（SIRT1）、磷酸化单磷酸腺苷活化蛋白激酶 α（p-AMPK）

α/AMPKα 蛋白和自噬相关蛋白人微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）-II/LC3-I、p62 的水平。结果  与模型组比较，川芎嗪组小

鼠血清 ALT 和 AST 水平均显著降低，肝细胞坏死区域以及炎症细胞浸润明显减少，肝组织中 MDA、TNF-α、IL-6、IL-1β、

COX-2 mRNA 和 p62 蛋白水平均显著降低，SOD、GSH、SIRT1、p-AMPKα/AMPKα、LC3-II/LC3-I 蛋白水平显著升高（P＜

0.05）。EX527 处理后显著逆转了川芎嗪对急性肝衰竭小鼠的作用。结论  川芎嗪通过抑制 LPS/D-GalN 诱导的急性肝衰竭

小鼠炎症反应发挥肝脏保护作用，其机制可能与 AMPK/SIRT1 信号通路和自噬有关。 
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Effect and mechanism of ligustrazine in acute liver failure mediated by AMPK/ 

SIRT1 pathway 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of ligustrazine on lipopolysaccharide (LPS)/D-galactose (D-GalN) - induced acute liver 

failure in mice, and its mechanism. Methods  C57BL/6J mice were randomly divided into control group, model group, ligustrazine 

group, and ligustrazine + SIRT1 inhibitor (EX527) group, each group had 10 mice. The mice model of acute liver failure was established 

by ip LPS/D-GalN, and the serum levels of aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) were detected in 

each group. Hematoxylin and eosin (HE) staining was used to detect the pathological changes of liver tissue in each group. mRNA 

levels of tumor necrosis factor-α (TNF‐α), interleukin (IL)-6, IL-1β, and cyclooxygenase-2 (COX-2) in liver tissue of each group 

were detected by real-time fluorescent quantitative PCR (RT-qPCR). Contents of oxidative stress factors glutathione (GSH), 

malondialdehyde (MDA), and superoxide dismutase (SOD) in liver tissue were detected. Western blotting was used to detect the levels 

of silencing regulatory protein 1 (SIRT1), phosphorylated adenosine monophosphate activated protein kinase (p-AMPK) α/AMPKα 

protein and autophagy-related proteins human microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) -II/LC3-I and p62 in liver tissue of 

mice in each group. Results  Compared with the model group, the serum levels of ALT and AST in ligustrazine group were 

significantly decreased, the necrosis area of hepatocytes and the infiltration of inflammatory cells were significantly decreased, and the 

mRNA and protein levels of MDA, TNF-α, IL-6, IL-1β, and COX-2 in liver tissue were significantly decreased. Protein levels of 
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SOD, GSH, SIRT1, P-AMPKα /AMPKα, and LC3-II/LC3-I were significantly increased (P < 0.05). EX527 treatment significantly 

reversed the effect of ligustrazine on acute liver failure mice. Conclusion  Ligustrazine exerts hepatic protection by inhibiting the 

inflammatory response in acute liver failure mice induced by LPS/D-GalN, and its mechanism may be related to AMPK/SIRT1 

signaling pathway and autophagy. 

Key words: ligustrazine; acute liver failure; AMPK/SIRT1 signaling pathway; autophagy; AST; ALT; autophagy; TNF-α; IL-6; LC3 
 

急性肝衰竭以炎症介导的肝细胞损伤为特征，

常伴有肝细胞凋亡和坏死。它是由肝炎病毒、肝毒

性药物和肝脏缺血再灌注损伤等多种因素引起的，

临床表现为起病急、进展快、病死率高[1]。自 1983

年以来，肝移植被认为是治疗急性肝衰竭最有效的

方法[2]。然而，随着生活水平的不断提高，急性肝

衰竭的发病率也在逐年增加。因此，等待移植的患

者数量与器官供应之间的差距正在扩大，迫切需要

开发一种替代肝移植的治疗方法。脂多糖（LPS）联

合 D-氨基半乳糖（D-GalN）常被用于建立肝功能衰

竭的动物模型，其特征是激活核因子（NF）-κB 和

过度分泌炎性细胞因子导致全身炎症反应[3]。越来

越多的证据表明，各种促炎细胞因子 /介质参与

LPS/D-GalN 诱导的肝毒性，如肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）、白细胞介素（IL）-1β、IL-6、环氧化酶-

2（COX-2）[4]。因此，抑制炎症反应可能是治疗肝

功能衰竭的一种方法。单磷酸腺苷活化蛋白激酶

（AMPK）是参与能量代谢调节的重要激酶，在肝损

伤急性期起保护作用[5]。沉默调节蛋白 1（SIRT1）

是一种依赖烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）的组

蛋白去乙酰化酶，是能量代谢的主要调节因子，也

是细胞存活的重要组成部分[6]。此外，一些报道表

明自噬激活抑制促炎因子的产生，在缓解特定炎症

疾病的症状中发挥重要作用[7]。自噬在真核细胞中

广泛存在，通常被认为是一种细胞保护机制，以维

持细胞稳态和防止不利应激条件下的生物损伤。越

来越多的证据也表明，自噬在维持肝脏稳态方面起

着重要作用。在某些肝脏病理过程中也发现了自噬

相关蛋白的异常表达，如脂肪肝、病毒性肝炎和肝

癌等，表明自噬在肝细胞损伤和修复中具有重要作

用[8]。此外，研究发现自噬与急性肝衰竭动物模型

有关[9]。川芎嗪是一种从川芎中提取的生物碱，具

有抗氧化、抗纤维化、抗炎和抗肿瘤等多种作用。

此前有报道表明，川芎嗪通过核因子 E2 相关因子

2（Nrf2）/缺氧诱导因子-1α（HIF-1α）通路依赖机

制减轻酒精诱导的肝脏脂肪变性[10]。然而，川芎嗪

在急性肝衰竭的作用及其机制仍有待充分阐明。因

此，本研究采用 LPS/D-GalN 诱导急性肝衰竭小鼠

模型，探讨川芎嗪通过调控 AMPK/SIRT1 信号通路

和自噬在急性肝衰竭中的作用。 

1  材料 

1.1  实验动物 

雄性 C57BL/6J 小鼠，6～8 周龄，体质量 18～

20 g，由新疆维吾尔自治区实验动物研究中心提供，

合格证编号 SYXK（新）2019-0002。所有动物均饲

养在温度为（24±1）℃、相对湿度 45%～65%、12 h

光照/12 h 黑暗循环的动物房中，可自由获取水和食

物。所有动物实验均经本院伦理委员会批准，动物

实验伦理审查号 2020-0076。 

1.2  主要试剂仪器 

川芎嗪（质量分数≥98%，批号 200809E2）购

自哈尔滨三联药业有限公司；LPS（批号 L9641）、

D-GalN（批号 G1639）均购自 Sigma-Aldrich 公司；

丙二醛（MDA，批号 20200417）、超氧化物歧化酶

（SOD，批号 20200425）、谷胱甘肽（GSH，批号

20200508）、天冬氨酸氨基转移酶（AST，批号

20200718）、丙氨酸氨基转移酶（ALT，批号

20200624）检测试剂盒均购自南京建成生物工程研

究所有限公司；SIRT1 抑制剂（EX-527，批号

HZ0281）购自上海沪震实业有限公司；苏木素–伊

红（HE）染色试剂盒（批号 G1120）购自北京索莱

宝科技有限公司；反转录试剂盒 PrimeScript RT 

Master Mix（批号 RR036A）、PCR 试剂盒 SYBR 

Premix Ex Taq（批号 RR420A）购自宝生物工程（大

连）有限公司；兔抗 SIRT1 抗体（批号 2496S）、兔

抗 AMPKα 抗体（批号 2603P）、兔抗 p-AMPKα 抗

体（批号 4188S）、兔抗微管相关蛋白轻链 3（LC3）

抗体（批号 3868S）、兔抗 p62 抗体（批号 8025S）

均购自 Cell Signaling Technology 公司。实时荧光定

量 PCR 仪购自美国 ABI 公司；多功能酶标仪购自

美国 Biotek 公司；显微镜购自日本 Olympus 公司。 

2  方法 

2.1  动物模型构建及分组 

将 C57BL/6J 小鼠随机分为对照组、模型组、

川芎嗪组、川芎嗪＋EX527 组，每组 10 只。模型组

小鼠 ip 10 μg/kg LPS 和 600 mg/kg D-GalN 诱导急
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性肝衰竭[11]。川芎嗪组在造模前 ig 川芎嗪 200 

mg/kg[12]，川芎嗪＋EX527 组在 ig 川芎嗪的同时 ip 

EX527 5 mg/kg[13]。对照组小鼠给予等量生理盐水。 

2.2  生化指标检测 

在 LPS 联合 D-GalN 处理小鼠 6 h 后，麻醉小

鼠，经眼眶后静脉丛采集血液。处死小鼠，解剖分

离肝脏组织。将收集的血液离心 10 min，收集血清，

根据说明书使用 AST 和 ALT 试剂盒检测血清中

ALT 和 AST 水平。将收集的肝组织匀浆，收集上清

液，根据相应的试剂盒说明书分别检测肝组织中

GSH、MDA、SOD 含量。 

2.3  肝组织病理 

采用苏木精–伊红染色法对肝组织病理变化

进行观察，使用颈椎脱臼法处死小鼠，解剖腹腔，

取出肝脏组织，将组织置于 4%多聚甲醛中过夜，随

后用梯度酒精脱水，二甲苯透明，制作 4 μm 肝组

织石蜡切片。使用 HE 染色试剂盒，根据说明书对

肝组织进行染色，中性树胶封片，最后使用显微镜

观察肝组织病理变化。 

2.4  实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测相关基

因表达 

根据试剂说明书，使用 Trizol 从肝脏组织中提

取总 RNA。使用紫外分光光度计检测 RNA 在 260 

nm 和 280 nm 的吸光度值（A260/A280）验证 RNA 纯

度。使用反转录试剂盒将 RNA 用于合成 cDNA 的

第一条链。以 cDNA 为模板，使用 SYBR Green 进

行 PCR 反应。β-actin 作为内部对照，采用 2-∆∆Ct法

计算相关基因的相对表达量。基因引物序列如下。

IL-6：正向（5’-3’）TCCATCCAGTTGCCTTCTTG，

反向（5’-3’）TTCCACGATTTCCCAGAGAAC；IL-

1β：正向（5’-3’）TCGCTCAGGGTCACAAGAAA，

反向（5’-3’）CATCAGAGGCAAGGAGGAAAAC；

TNF-α：正向（5’-3’）AGGCTGCCCCGACTACGT，

反向（5’-3’）GACTTTCTCCTGGTATGAGATAGCA 

AA；COX-2：正向（5’-3’）TGAGCAACTATTCCA 

AACCAGC，反向（5’-3’）GCACGTAGTCTTCGA 

TCACTATC；β-actin：正向（5’-3’）GGCTGTATTCCC 

CTCCATCG，反向（5’-3’）CCAGTTGGTAACAAT 

GCCATGT。 

2.5  Western blotting 法检测相关蛋白表达量 

使用含蛋白酶抑制剂 PMSF 的 RIPA 缓冲液裂

解肝组织。根据试剂盒说明书，用 BCA 法测定蛋白

质浓度。用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶（SDS-

PAGE）电泳分离蛋白质，将分离的蛋白质转移到聚

偏二氟乙烯（PVDF）膜上。使用 QuickBlock™封闭

液封闭膜 1 h，然后与一抗在 4 ℃下孵育过夜，然

后用相应的辣根过氧化物酶偶联的二抗孵育膜 2 h。

使用化学发光成像系统对蛋白质进行可视化。

Image J 软件分析蛋白质条带的灰度值。 

2.6  统计学分析 

使用 SPSS 21.0 和 GraphPad Prism 7.0 软件对

数据进行统计学分析，所有数据均表示为x ± s。各

组间差异采用单因素方差（ANOVA）分析。 

3  结果 

3.1  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠血清ALT和 AST水

平的影响 

与对照组比较，模型组血清 ALT 和 AST 水平

均显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，川芎嗪组

血清 ALT 和 AST 水平均显著降低（P＜0.05）；与

川芎嗪组比较，川芎嗪＋EX527 组血清 ALT 和 AST

水平均显著升高（P＜0.05），见图 1。 

 
与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与川芎嗪

组比较：▲P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; ▲P < 0.05 vs 

ligustrazine group 

图 1  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠血清 ALT 和 AST 水平的影响

（x ± s，n = 10） 

Fig. 1  Effects of ligustrazine on serum ALT and AST levels 

in acute liver failure mice (x ± s, n = 10 ) 

3.2  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠肝组织病理学改变

的影响 

对照组小鼠肝组织内肝细胞排列整齐，没有炎

症和细胞坏死。模型组小鼠肝组织出现明显的病理

改变，肝细胞肿胀，排列紊乱，细胞坏死以及炎症
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细胞浸润。与模型组比较，川芎嗪处理后小鼠肝细

胞坏死区域以及炎症细胞浸润明显减少；与川芎嗪

组比较，川芎嗪＋EX527 组小鼠肝细胞坏死区域显

著增加，炎症细胞浸润增多，见图 2。 

 

图 2  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠肝组织病理学改变的影响

（HE 染色，×400） 

Fig. 2  Effect of ligustrazine on pathological changes of liver 

tissue in acute liver failure mice (HE staining, ×400) 

3.3  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠肝组织中氧化应激

水平的影响 

与对照组比较，模型组小鼠肝组织中 MDA 水

平显著升高，SOD和GSH水平显著降低（P＜0.05）；

与模型组比较，川芎嗪组小鼠肝组织中 MDA 水平

显著降低，SOD 和 GSH 水平显著升高（P＜0.05）；

与川芎嗪组比较，川芎嗪＋EX527 组小鼠肝组织中

MDA 水平显著升高，SOD 和 GSH 水平显著降低

（P＜0.05），见图 3。 

3.4  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠肝组织中炎症细胞

因子 mRNA 水平的影响 

与对照组比较，模型组小鼠肝组织中 TNF-α、

IL-6、IL-1β、COX-2 mRNA 水平均显著升高（P＜

0.05）；与模型组比较，川芎嗪组小鼠肝组织中 TNF-

α、IL-6、IL-1β 和 COX-2 mRNA 水平均显著降低

（P＜0.05）；与川芎嗪组比较，川芎嗪＋EX527 组小

鼠肝组织中 TNF-α、IL-6、IL-1β 和 COX-2 mRNA

水平均显著升高（P＜0.05），见图 4。
 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与川芎嗪组比较：▲P＜0.05 

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

图 3  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠肝组织中氧化应激水平的影响（x ± s，n = 10） 

Fig. 3  Effect of ligustrazine on the level of oxidative stress in liver tissues of acute liver failure mice (x ± s, n = 10 ) 

 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与川芎嗪组比较：▲P＜0.05 

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

图 4  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠肝组织中炎症细胞因子水平的影响（x ± s，n = 10） 

Fig. 4  Effect of ligustrazine on level of inflammatory cytokines in liver tissue of acute liver failure mice (x ± s, n = 10 ) 
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3.5  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠肝组织中 AMPK/ 

SIRT1 通路蛋白的影响 

与对照组比较，模型组肝组织中 SIRT1 和 p-

AMPKα/AMPKα 蛋白水平均显著降低（P＜0.05）；

与模型组比较，川芎嗪组小鼠肝组织中 SIRT1 和 p-

AMPKα/AMPKα 蛋白水平均显著升高（P＜0.05）；

与川芎嗪组比较，川芎嗪＋EX527 组小鼠肝组织中

SIRT1 和 p-AMPKα/AMPKα 蛋白水平均降低（P＜

0.05），见图 5。 

3.6  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠肝组织中自噬蛋白

的影响 

与对照组比较，模型组小鼠肝组织中 LC3-

II/LC3-I 蛋白表达降低，而 p62 蛋白表达升高（P＜

0.05）；与模型组比较，川芎嗪组小鼠肝组织中 LC3-

II/LC3-I 蛋白表达显著升高，p62 蛋白表达显著降低

（P＜0.05）；与川芎嗪组比较，川芎嗪＋EX527 组小

鼠肝组织中LC3-II/LC3-I蛋白表达显著降低，而p62

蛋白表达显著升高（P＜0.05），见图 6。

 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与川芎嗪组比较：▲P＜0.05 

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

图 5  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠肝组织中 AMPK/SIRT1 通路蛋白的影响（x ± s，n = 10） 

Fig. 5  Effect of ligustrazine on AMPK/SIRT1 pathway protein in liver tissue of acute liver failure mice (x ± s, n = 10 ) 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与川芎嗪组比较：▲P＜0.05 

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

图 6  川芎嗪对急性肝衰竭小鼠肝组织中自噬蛋白的影响（x ± s，n = 10） 

Fig. 6  Effect of ligustrazine on autophagy protein in liver tissue of acute liver failure mice (x ± s, n = 10 ) 

 

4  讨论 

肝脏是重要的代谢组织，在维持平衡和健康方

面起着重要作用。急性肝衰竭是一种严重危及生命

的临床综合征，其特点是发展迅速，死亡率高。寻

找一种有效治疗急性肝衰竭的临床方法是一项重

要的挑战。近年来，越来越多的证据表明川芎中提

取的川芎嗪具有明显的抗炎症和抗氧化应激作用。

如川芎嗪通过 SIRT1/NF-κB 和 Nrf-2/血红素氧合酶

1（HO-1）通路减轻关节炎模型大鼠的炎症和氧化

应激[14]。此外，川芎嗪可以减少非酒精性脂肪肝高

脂饮食小鼠肝脏的炎症反应[15]。因此，基于川芎嗪

的药理作用，本研究通过 ip LPS/D-GalN 成功建立

急性肝衰竭模型，首次报道了川芎嗪对急性肝衰竭

的潜在治疗效果，并初步探讨了川芎嗪的作用机

制。AST 和 ALT 的活性可作为急性肝损伤的关键

生化标志物[16]。在本研究中，LPS/D-GalN 诱导的急

性肝衰竭小鼠肝组织形态和结构损伤，肝细胞死

亡，生化标志物 ALT、AST 水平明显增加，而川芎
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嗪治疗改善了肝组织损伤以及 ALT、AST 水平。 

炎症和氧化应激是导致肝损伤、肝纤维化、坏

死和凋亡的重要因素[17-18]。TNF-α 是与 LPS/D-GalN

诱导的肝损伤相关的重要炎症介质，可诱导肝细胞

坏死，进而导致器官衰竭。此外，TNF-α 可能引发

炎症级联反应并诱导其他细胞因子的产生，包括 IL-

10 和 IL-6。有研究报道，抑制 TNF-α 合成可抑制

细胞因子的产生并减少肝损伤 [19]。有研究报道

COX-2 作为关键的炎症介质参与了肝损伤的发生

发展[20]。在本研究中，LPS/D-GalN 诱导的急性肝衰

竭小鼠肝组织中炎症因子TNF-α、IL-10、IL-6、COX-

2 和 MDA 水平增加，GSH 和 SOD 水平降低，而川

芎嗪治疗显著减少炎症因子的产生，并降低了氧化

应激水平，表明川芎嗪治疗改善了急性肝衰竭小鼠

的炎症反应和氧化损伤，提示川芎嗪对肝脏具有保

护作用。 

基于上述结果，本研究进一步探讨了川芎嗪对

急性肝衰竭小鼠中 LPS/D-GalN 诱导的炎症的保护

机制。SIRT1 是 Sir2 家族的重要成员，通过调节自

噬在预防肝脏代谢损伤中发挥关键作用[21]。SIRT1

是由多靶点相互作用调节，其中 AMPK 激酶起重要

作用。在应激条件时，磷酸化的AMPK上调了SIRT1

的表达，触发自噬以调节能量稳态和代谢应激[22]。

前期研究表明，肝细胞 AMPKα 是肝脏代谢和先天

免疫功能的关键调节因子[23]。在本研究中，LPS/D-

GalN 诱导的急性肝衰竭小鼠肝组织中 SIRT1 和 p-

AMPKα/AMPKα 蛋白水平均降低，而川芎嗪处理后

SIRT1 和 p-AMPKα/AMPKα 的水平升高。进一步证

实了 AMPK/SIRT1 水平的上调与炎症因子的表达

趋势相反。将 SIRT1 抑制剂 EX527 和川芎嗪联合

处理 LPS/D-GalN 诱导的急性肝衰竭小鼠后，发现

EX527 显著逆转了川芎嗪对急性肝衰竭小鼠的肝

脏保护作用，表明川芎嗪可能通过调控 AMPK/ 

SIRT1 信号通路抑制 LPS/D-GalN 诱导的急性肝衰

竭小鼠肝脏炎症反应。 

在肝脏中，自噬对于维持细胞功能中能量和营

养平衡，清除受损蛋白质和抵抗氧化应激至关重

要。因此，肝脏自噬的紊乱可能对肝脏的生理和病

理疾病有重要影响。最近的一些报道表明自噬与急

性肝衰竭发生发展中的炎症反应密切相关[24]。本研

究结果发现，川芎嗪治疗后小鼠肝组织中自噬蛋白

LC3II/LC3I 的水平明显高于 LPS/D-GalN 诱导的小

鼠中的水平，而 p62 水平较低，而 EX527 则逆转了

这一结果。表明川芎嗪诱导自噬激活，而 SIRT1 抑

制剂 EX527 可能通过抑制自噬来逆转川芎嗪对肝

脏的保护作用。因此，川芎嗪诱导自噬可能是预防

和治疗肝损伤的一种新颖而有前途的方法。 

综上所述，本研究表明川芎嗪预处理可能通过

调节 AMPK/SIRT1 通路和自噬来减轻 LPS/D-GalN

诱导的急性肝衰竭炎症反应，改善肝脏损伤。为川

芎嗪临床治疗急性肝衰竭提供理论和实验依据。 
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