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• 药理与临床 • 

基于 mTOR 信号通路研究黄芩苷对对乙酰氨基酚诱导肝损伤后肝修复作用 

张  娟，孙武燕，王春宝，白庆云*  

宜春学院化学与生物工程学院，江西 宜春  336000 

摘  要：目的  探讨黄芩苷对对乙酰氨基酚（acetaminophen，APAP）诱导的肝损伤后肝再生的作用及机制。方法  C57BL/6

小鼠随机分成对照组、模型组和黄芩苷（40、80 mg/kg）组，小鼠 ip APAP（300 mg/kg）1 h 后 ig 黄芩苷，ip APAP 24 h 或

48 h 后检测血清中天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）、丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，

ALT）活性；通过苏木素-伊红（HE）染色法观察肝脏的病理变化；采用 qRT-PCR 检测肝脏组织中肝细胞生长因子（hepatocyte 

growth factor，HGF）和表皮生长因子（epidermal growth factor，EGF）mRNA 表达；通过 BeyoClick™ EdU 法检测肝脏组织

细胞增殖情况；通过免疫组化染色法观察肝脏组织中增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）阳性细胞数

量；通过 Western blotting 检测肝脏组织中 PCNA、细胞周期蛋白 D1（Cyclin D1）、p62、微管相关蛋白 1 轻链 3（microtubule-

associated protein 1 light chain，LC3B）、磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（phosphorylated mammalian target of rapamycin，p-

mTOR）和 p-S6 蛋白的表达。给予 mTOR 抑制剂雷帕霉素后，观察雷帕霉素对黄芩苷促进肝修复作用的影响。结果  黄芩

苷可以显著减少 APAP 诱导的急性肝损伤小鼠的肝坏死面积（P＜0.05、0.01），上调肝脏 HGF、EGF mRNA 表达和 PCNA、

Cyclin D1、p62、p-S6、p-mTOR 蛋白表达（P＜0.05、0.01），下调 LC3B 蛋白表达（P＜0.05、0.01），从而激活 mTOR 信号

通路，促进 APAP 诱导的肝损伤后肝再生。此外，黄芩苷对肝再生的促进作用在给予 mTOR 抑制剂雷帕霉素后减弱（P＜

0.05）。结论  黄芩苷能够通过激活 mTOR 信号通路，促进肝细胞增殖，并抑制其介导的自噬，从而促进肝修复。 
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Effect of baicalin on liver repair after acetaminophen-induced liver injury based 

on mTOR signaling pathway 

ZHANG Juan, SUN Wuyan, WANG Chunbao, BAI Qingyun 

School of Chemistry and Bioengineering, Yichun University, Yichun 336000, China 

Abstract: Objective  To explore the effect and mechanism of baicalin on liver regeneration after acetaminophen (APAP)-induced 

liver injury. Methods  C57BL/6 mice were randomly divided into control group, model group and baicalin (40, 80 mg/kg) groups. 

After 1 h of ip APAP (300 mg/kg), mice were given baicalin, activities of aspartate aminotransferase (AST) and alanine 

aminotransferase (ALT) in serum were measured after 24 h or 48 h of ip APAP; The pathological changes of liver tissue was observed 

using hematoxylin eosin (HE) staining method; qRT-PCR was used to detect hepatocyte growth factor (HGF) and epidermal growth 

factor (EGF) mRNA expressions in liver tissue; BeyoClick™ EdU method was used to detect the cell proliferation in liver tissue; The 

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) positive cells in liver tissue was observed using immunohistochemistry staining method; The 

expressions of PCNA, Cyclin D1, p62, microtubule associated protein 1 light chain 3 (LC3B), phosphorylated mammalian target of 

rapamycin (p-mTOR) and p-S6 proteins in liver tissue were detected using Western blotting. After administering mTOR inhibitor 

rapamycin, the effect of rapamycin on the promotion of liver repair by baicalin was observed. Results  Baicalin could significantly 

reduce the area of liver necrosis in APAP-induced acute liver injury mice (P < 0.05, 0.01), up-regulate HGF, EGF mRNA expressions 
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and PCNA, Cyclin D1, p62, p-S6 and p-mTOR protein expressions in liver tissue (P < 0.05, 0.01), down-regulate LC3B protein 

expression (P < 0.05, 0.01), thereby activating the mTOR signaling pathway and promoting liver regeneration after APAP-induced 

liver injury. In addition, the promoting effect of baicalin on liver regeneration was weakened after administration of mTOR inhibitor 

rapamycin (P < 0.05). Conclusion  Baicalin can promote liver cell proliferation and inhibit its mediated autophagy by activating 

mTOR signaling pathway, thereby promoting liver repair. 

Key words: acetaminophen; baicalin; mTOR; liver regeneration; liver repair 

药物性肝损伤（drug-induced liver injury，DILI）

是影响全球人群的严重临床药物不良反应之一[1]。

对乙酰氨基酚（acetaminophen，APAP）是解热镇痛

抗炎药，但当过量使用 APAP 时可诱发 DILI[2]。已

有研究表明 APAP 诱导的肝损伤不是来自其本身，

而是由细胞色素 P450 2E1（cytochrome P450 2E1，

CYP2E1）和 CYP1A2 氧化形成的有毒代谢物 N-乙

酰对苯醌亚胺（ N-acetyl-p-benzoquinoneimine ，

NAPQI）导致的 [3]。NAPQI 进一步与谷胱甘肽

（glutathione，GSH）结合，在治疗剂量下对肝细胞

无明显有害影响。而过量的 APAP 会使 GSH 耗竭，

导致 NAPQI 与许多蛋白质的半胱氨酸上的巯基形

成共价连接，从而改变这些蛋白质的功能并触发肝

细胞坏死和肝损伤[4]。临床上对 APAP 致肝损伤的

解毒主要局限于 N-乙酰半胱氨酸（N-acetylcysteine，

NAC）的应用[5]，但其必须在肝损伤早期应用[6]。然

而，NAC 也有恶心、呕吐甚至休克等不良反应[7]。

目前对 APAP 肝毒性防治药物的研究几乎都集中在

肝损伤的早期阶段[8]，而对于肝损伤的晚期阶段却

鲜有研究。由此可见，寻找到高效、安全的拮抗

APAP 肝毒性的药物具有重要意义，尤其是能够促

进损伤后肝修复的药物更值得深入研究。 

黄 芩 苷 是 从 唇 形 科 植 物 黄 芩 Scutellaria 

baicalensis Georgi 干燥的根中提取的一种黄酮类化

合物[9]，具有抗菌、抗病毒、抗炎、抗氧化等药理作

用[10-11]。已有研究表明黄芩苷可以减轻 APAP 诱导的

早期肝损伤[12-13]，但目前对其在肝损伤后的修复和

再生研究较少 [14]。哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mammalian target of rapamycin，mTOR）是磷脂酰肌

醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）家族

中的丝氨酸蛋白激酶，包含 10 种不同蛋白复合物的

70个催化亚基，称为mTOR复合物 1和 2（mTORC1、

mTORC2）[15]，mTORC1 的激活导致 p70S6 激酶

（S6K）和真核翻译起始因子 4E 结合蛋白 1（eIF4E-

binding protein 1，4E-BP1）的磷酸化，并随后激活和

磷酸化 S6K1[16-18]。据报道，阻断蛋白激酶 B（protein 

kinase B，Akt）/mTOR 信号通路可降低细胞增殖，

诱导细胞凋亡和周期阻滞，抑制增殖细胞核抗原

（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）表达[19]。

因此，本研究基于 mTOR 信号通路探讨黄芩苷在

APAP 诱导的肝损伤晚期肝修复中的作用及机制。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠，体质量 20～22 g，

购自湖南斯莱克景达实验有限公司，许可证号

SCXK 湘 2019-0004。动物饲养于温度（22±2）℃、

自动通风、明暗光照周期 12h/12 h、相对湿度 50%～

60%的环境中，自由进食饮水，适应性喂养 1 周。

动物实验经宜春学院动物伦理委员会批准，批准号

为伦审科第 2023（035）号。 

1.2  药品与试剂 

黄芩苷（质量分数≥98.0%，批号 B20570）购自

上海源叶生物科技有限公司；APAP（质量分数≥

99.0%，批号 103-90-2）购自上海麦克林生化科技有

限公司；mTOR 抑制剂雷帕霉素（质量分数≥99.0%，

批号 53123-88-9）购自上海奥默生物技术有限公司；

β-actin（批号 18）、PCNA（批号 7）、周期蛋白 D1

（Cyclin D1）抗体（批号 3）、微管相关蛋白 1 轻链 3

（microtubule-associated protein 1 light chain，LC3B）抗

体（批号 3）、p62 抗体（批号 4）、p-mTOR 抗体（批

号 12）、p-S6 抗体（批号 21）、抗兔二抗（批号 28）

购自美国 CST 公司；天冬氨酸氨基转移酶（aspartate 

aminotransferase，AST）试剂盒（批号 20201205）、丙

氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）试

剂盒（批号 20201203）购自南京建成生物科技有限公

司；BCA 蛋白定量试剂盒（批号 091823240222）、EdU-

488 细胞增殖检测试剂盒（批号 071821211124）、

Western 及 IP 细胞裂解液（批号 030722220523）均购

自上海碧云天生物技术有限公司；其他试剂均为分析

试剂，购自国药集团化学试剂有限公司。 

1.3  仪器 

Legend Micro 21R 型高速冷冻离心机、超微量
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分光亮度计[赛默飞世尔科技（中国）有限公司]；

BWS-10 型恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有限公

司）；1681130A 型 Imark 酶标仪、703930 型蛋白电

泳仪、RT-PCR 扩增仪（美国 Bio-Rad 公司）；

AR224CN 型电子天平（上海奥豪斯仪器有限公司）；

VORTEX-5 型涡旋混合仪（上海析域仪器设备有限

公司）；IMS-20 型雪花制冰机（常熟市雪科电器有

限公司）；Alpha Imager HP 型凝胶成像系统（美国

Alpha 科技有限公司）；Ti2-U 型荧光显微镜（日本

Nikon 公司）。 

2  方法 

2.1  分组、造模及给药 

2.1.1  黄芩苷对 APAP 诱导的肝损伤小鼠的保护作

用  C57BL/6 小鼠随机分成对照组、模型组和黄芩

苷（40、80 mg/kg）组，每组 12 只。对照组 ip 生理

盐水后 1 h，ig 0.5%羧甲基纤维素钠（CMC-Na）溶

液；模型组和各给药组 ip APAP（300 mg/kg）后 1 h，

ig 0.5% CMC-Na 溶液或黄芩苷溶液。ip APAP 24 h

或 48 h 后解剖取材，处死前 4 h ip EDU（50 mg/kg）。 

2.1.2  mTOR 抑制剂雷帕霉素对黄芩苷保肝作用的

影响  C57BL/6 小鼠随机分成对照组、模型组、黄

芩苷（40 mg/kg）组和黄芩苷（40 mg/kg）＋雷帕霉

素（2.5 mg/kg）组，每组 12 只。对照组 ip 生理盐

水后 1 h，ig 0.5% CMC-Na 溶液；模型组和各给药

组 ip APAP（300 mg/kg）后 1 h，ig 0.5% CMC-Na

溶液或黄芩苷溶液或同时 ip 雷帕霉素。ip APAP 24 h

或 48 h 后解剖取材，处死前 4 h ip EDU（50 mg/kg）。 

2.2  血清中 ALT 和 AST 活性检测 

给药结束后，眼球取血，将小鼠血清样本放入

1.5 mL 离心管中，放置在碎冰内静置 3 h，然后将

样本放入高速冷冻离心机，4 ℃、3 500 r/min 离心

10 min，取上清液。按试剂盒说明书检测血清中 ALT

和 AST 活性。 

2.3  肝组织病理学观察 

小鼠处死后解剖取出肝脏，将肝大叶放置在

10%福尔马林中固定过夜，然后经医用全自动脱水

机脱水后进行石蜡包埋，用切片机进行切片。接着

用梯度乙醇进行脱蜡处理，并用苏木素-伊红（HE）

染液进行染色，最后固定于载玻片中。在光学显微

镜下观察，每个切片样本拍摄 3 个随机区域的相片

进行坏死面积统计。 

2.4  免疫组化染色检测肝脏组织 PCNA 表达 

石蜡包埋的肝脏切片固定后，使用 3%过氧化

氢淬灭，5%牛血清白蛋白孵育，加入 PCNA 抗体

4 ℃孵育过夜，之后采用 DAKO EnVision 检测试剂

盒检测。在显微镜下采集图像，每个样本取 3 个随

机视野（每组 4 个样本），用 Image J 软件人工计数

PCNA 阳性细胞。 

2.5  EDU 细胞增殖实验检测肝脏细胞增殖情况 

石蜡包埋的肝脏切片在二甲苯中脱蜡，然后经

梯度乙醇复水，用 EdU 细胞增殖测定试剂盒检测细

胞增殖情况，于荧光显微镜下观察并拍照。 

2.6  qRT-PCR 检测肝脏组织表皮生长因子

（epidermal growth factor，EGF）、肝细胞生长因子

（hepatocyte growth factor，HGF）mRNA 表达 

按照试剂盒说明书提取肝脏组织总 RNA 并合

成 cDNA，进行 qRT-PCR 分析。引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 序列 (5’-3’) 

β-actin F: GGGAAATCGTGCTGAC 

R: AGGCTGGAAAAGAGCCT 

EGF F: AGAGCATCTCGGATTGACC 

R: CCCGTTAAGGAAAACTCTTAGCA 

HGF F: AACAGGGGTTTACGTTCACT 

R: CGTCCCTTTATAGCTGCCTCC 

2.7  Western blotting 实验检测肝脏组织 PCNA、

Cyclin D1、LC3B、p62、p-mTOR、p-S6 蛋白表达 

取肝组织，加入裂解液匀浆提取总蛋白，采用

BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度，蛋白样品经蛋

白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转

至 PVDF 膜，分别孵育一抗和二抗，用 ECL 化学发

光试剂盒进行显影。用 Alpha Fluor Chem 凝胶成像

仪检测蛋白条带，并对条带进行灰度值分析。 

2.8  统计学分析 

数据以 x s 表示，组间差异通过非参数单因素

方差分析（ANOVA）进行评估，当 ANOVA 发现 F

的显著值没有特质性差异时，再进行最小显著差异

（LSD）事后检验。否则，进行 Mann-Whitney U 非

参数方差分析。 

3  结果 

3.1  黄芩苷减轻 APAP 诱导的小鼠肝损伤 

为了评估肝损伤的程度，检测了小鼠血清中

ALT 和 AST 活性。如图 1-A 所示，给予 APAP 24 h

或 48 h，模型组小鼠血清中 ALT 和 AST 活性均显

著升高（P＜0.05）；与模型组比较，各剂量黄芩苷

处理后均显著降低了小鼠血清中 ALT 和 AST 活性
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A-小鼠 ip APAP 24、48 h 后血清中 ALT 和 AST 活性（n＝6）；B-肝脏组织 HE 染色（×100），虚线为坏死面积；C-肝脏坏死相对面积（n＝6）；

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同。 

A-activities of ALT and AST in serum of mice after 24, 48 h of ip APAP (n = 6); B-HE staining of liver tissue (× 100), dotted line represents necrotic area; 

C-liver necrosis relative area (n = 6); #P < 0.05 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as below figures. 

图 1  黄芩苷抑制 APAP 诱导的小鼠急性肝损伤 

Fig. 1  Baicalin inhibits APAP-induced acute liver injury in mice 

（P＜0.05、0.01）。如图 1-B 所示，与模型组比较，

黄芩苷明显抑制小鼠肝内出血、核固缩和肝细胞死

亡，从而减轻 APAP 诱导的肝损伤。如图 1-C 所示，

给予 APAP 24 h 或 48 h，小鼠肝坏死面积增加，而

黄芩苷显著减少了坏死面积（P＜0.05、0.01），且 40 

mg/kg 黄芩苷作用较好。 

3.2  黄芩苷促进 APAP 诱导的小鼠肝细胞增殖 

如图 2-A、B 所示，给予 APAP 24 h 或 48 h，

有丝分裂肝细胞数量显著减少（P＜0.05）；黄芩苷

（40、80 mg/kg）治疗后显著增加 APAP 诱导的小鼠

有丝分裂肝细胞数（P＜0.05），提示可能发生肝再

生。据报道，黄芩苷能够促进肝细胞的体外增殖[20]。

本研究中也观察到这种现象，如图 2-C、D 所示，

给予 APAP 24 h 或 48 h，小鼠肝脏 EDU 荧光强度

微弱，肝细胞增殖率显著降低（P＜0.05）；与模型

组比较，黄芩苷（40、80 mg/kg）治疗后肝脏 EDU

荧光强度增强，肝细胞增殖率显著升高（P＜0.05）。 

3.3  黄芩苷促进 APAP 诱导的小鼠肝脏中生长因

子和细胞周期蛋白的表达 

生长因子具有诱导受损肝细胞再生和修复的能

力[21]。如图 3-A、B 所示，给予 APAP 24 h 或 48 h，

与模型组比较，40、80 mg/kg 黄芩苷显著升高小鼠

肝脏组织 HGF、EGF mRNA 表达水平（P＜0.05）。

如图 3-C、D 所示，黄芩苷显著增加 APAP 诱导的

小鼠肝脏组织中 PCNA 染色阳性肝细胞数量（P＜

0.05、0.01）。Western blotting 结果（图 3-E～G）显

示，与对照组比较，给予 APAP 24 h 或 48 h，小鼠

肝脏组织 PCNA 和 Cyclin D1 蛋白表达水平均显著

降低（P＜0.05）；给予 40 mg/kg 黄芩苷治疗后，小

鼠肝脏组织 PCNA 和 Cyclin D1 蛋白表达水平均显

著升高（P＜0.05、0.01）。 

3.4  黄芩苷激活 mTOR 信号通路 

 通过检测 p62、LC3B、p-mTOR 和 p-S6 蛋白表

达的变化来评估黄芩苷是否激活 mTOR 信号通路。

如图 4 所示，与对照组比较，模型组小鼠肝脏组织

p62、p-mTOR 和 p-S6 蛋白表达水平显著降低（P＜

0.05），LC3B 蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）。

与模型组比较，黄芩苷治疗后小鼠肝脏组织中 p62、

p-mTOR 和 p-S6 蛋白表达水平明显升高（P＜0.05、

0.01），LC3B 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、

0.01），但 24 h 黄芩苷（40 mg/kg）组和 48 h 黄芩苷

（80 mg/kg）组 p-S6 蛋白表达水平无统计学差异。
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A-小鼠 ip APAP 24、48 h 后肝脏组织学观察（×100），箭头表示有丝分裂的肝细胞；B-有丝分裂的肝细胞计数（n＝6）；C-小鼠 ip APAP 24、

48 h 后肝脏细胞增殖情况（×100）；D-肝细胞增殖率（n＝6）。 

A-observation of liver histology in mice after 24, 48 h of ip APAP (× 100), arrows indicate mitotic liver cells; B-mitotic liver cell count (n = 6); C-

proliferation of liver cells in mice after 24, 48 h of ip APAP (× 100); D-liver cell proliferation rate (n = 6). 

图 2  黄芩苷促进 APAP 诱导的小鼠肝细胞增殖 

Fig. 2  Baicalin promotes APAP-induced proliferation of liver cells in mice 
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A、B-小鼠 ip APAP 24 h 或 48 h 后肝脏组织 HGF、EGF mRNA 表达（n＝6）；C-肝脏组织 PCNA 免疫组化染色（×100）；D-PCNA 阳性细胞

数（n＝3）；E～G-小鼠 ip APAP 24 h 或 48 h 后肝脏组织 PCNA 和 Cyclin D1 蛋白表达（n＝6）。 

A, B-HGF, EGF mRNA expressions in liver tissue of mice after 24 h or 48 h of ip APAP (n = 6); C-PCNA immunohistochemical staining in liver tissue 

(× 100); D-PCNA positive cell count (n = 3); E—G-expressions of PCNA and Cyclin D1 protein in liver tissue of mice after 24 h or 48 h of ip APAP 

(n = 6). 

图 3  黄芩苷促进 APAP 诱导的小鼠肝脏中生长因子和细胞周期蛋白的表达 

Fig. 3  Baicalin promotes expressions of growth factors and cyclin in liver tissue of APAP-induced mice 

 

图 4  黄芩苷激活 mTOR 信号通路 ( x s , n = 6) 

Fig. 4  Baicalin activates mTOR signaling pathway ( x s , n = 6) 
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3.5  雷帕霉素抑制黄芩苷激活 mTOR 信号通路 

为了进一步证实 mTOR 信号通路在黄芩苷增

强肝细胞增殖、促进肝脏修复中的作用，使用 mTOR

抑制剂雷帕霉素进行干预，结果显示，随着剂量的

升高，雷帕霉素对 mTOR 的抑制作用越明显（P＜

0.05、0.01，图 5-A）。因此，以 2.5 mg/kg 雷帕霉素

进行后续实验。 

通过 Western blotting 检测 mTOR 信号通路相

关蛋白，观察雷帕霉素是否抑制了黄芩苷对 mTOR

信号通路的激活。如图 5-B～F 所示，给予 APAP 

24 h，40 mg/kg 黄芩苷显著增加 p62、p-mTOR 和 p-

S6 的蛋白表达（P＜0.05），降低 LC3B 的蛋白表达

（P＜0.05）；小鼠 ip 雷帕霉素（2.5 mg/kg）后可以

明显降低 p-mTOR 和 p-S6 的蛋白表达（P＜0.05），

增加 LC3B 的蛋白表达（P＜0.05）。 

给予 APAP 48 h，40 mg/kg 黄芩苷显著增加 p62

和 p-mTOR 的蛋白表达（P＜0.05），降低 LC3B 的

蛋白表达（P＜0.05）；给予雷帕霉素后能明显逆转

上述现象（P＜0.05），并且发现上述所有现象在给

予 APAP 24 h 效果最好。表明黄芩苷对肝损伤后的

修复作用可能与激活 mTOR 信号通路有关。 

3.6  雷帕霉素抑制黄芩苷的保肝作用 

血清中 ALT 和 AST 活性可以反映肝损伤的损

伤程度。如图 6-A、B 所示，与对照组比较，模型组 

  

 

A-小鼠 ip APAP 1 h 后给予雷帕霉素，APAP 处理 24 h 检测肝脏组织 p-mTOR 蛋白表达；B～F-小鼠 ip APAP 1 h 后给予雷帕霉素或黄芩苷，

APAP 处理 24 h 或 48 h 检测肝脏组织 p62、LC3B、p-mTOR 和 p-S6 蛋白表达；与黄芩苷组比较：&P＜0.05，下图同。 

A-mice were given rapamycin 1 h after ip APAP, p-mTOR protein expression in liver tissue was detected after APAP treatment for 24 h; B—F-mice were 

treated with rapamycin or baicalin after 1 h of ip APAP, p62, LC3B, p-mTOR and p-S6 protein expressions in liver tissue was detected after APAP treatment 

for 24 h or 48 h; &P < 0.05 vs baicalin group, same as below figures. 

图 5  雷帕霉素抑制黄芩苷激活 mTOR 信号通路 ( x s , n = 6) 

Fig. 5  Rapamycin inhibits activation of mTOR signaling pathway by baicalin ( x s , n = 6) 
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A-小鼠 ip APAP 1 h 后给予雷帕霉素或黄芩苷，APAP 处理 24 h 或 48 h 检测血清中 ALT 活性（n＝6）；B-小鼠 ip APAP 1 h 后给予雷帕霉素或

黄芩苷，APAP 处理 24 h 或 48 h 检测血清中 AST 活性（n＝6）；C-肝脏组织 HE 染色（×100），虚线为坏死面积；D-肝脏坏死相对面积（n＝6）。 

A-mice were treated with rapamycin or baicalin after 1 h of ip APAP, ALT activity in serum of mice was detected after 24 h or 48 h of ip APAP (n = 6); B-

mice were treated with rapamycin or baicalin after 1 h of ip APAP, AST activity in serum of mice was detected after 24 h or 48 h of ip APAP (n = 6); C-

HE staining of liver tissue (× 100), dotted line represents necrotic area; D-liver necrosis relative area (n = 6). 

图 6  雷帕霉素抑制黄芩苷对肝脏的保护作用 

Fig. 6  Rapamycin inhibits protective effect of baicalin on liver 

小鼠血清中 ALT 和 AST 活性显著升高（P＜0.05），

给予黄芩苷后能显著降低 APAP 诱导的小鼠血清中

ALT 和 AST 活性（P＜0.05）。给予 APAP 24 h，雷

帕霉素能明显取消黄芩苷降低血清 ALT 活性的作

用。给予 APAP 48 h，雷帕霉素对黄芩苷降低 ALT

和 AST 活性的作用无显著影响。 

如图 6-C 所示，从小鼠肝脏病理切片可以观察

到，对照组肝细胞没有坏死，并且以肝小叶中间为

中心向周围呈放射状排列，而模型组出现大量坏死

的肝细胞以及肝出血，肝细胞的边界模糊不清。黄

芩苷治疗后坏死的肝细胞减少，肝出血也得以明显

改善。给予雷帕霉素后坏死细胞明显增加，肝细胞

边界模糊并带有少许空泡样变。将肝脏切片中坏死

面积进行量化（图 6-D），发现给予 APAP 后，肝坏

死面积显著增加（P＜0.05），给予黄芩苷后能明显

减少坏死面积（P＜0.05），给予雷帕霉素后能明显

抑制黄芩苷对肝损伤面积的改善作用（P＜0.05）。

表明雷帕霉素可以抑制黄芩苷对肝脏的保护作用。 

3.7  雷帕霉素抑制黄芩苷促肝细胞增殖的作用 

如图 7-A、B 所示，给予 APAP 24 h 或 48 h，

小鼠有丝分裂肝细胞数显著减少（P＜0.05）；黄芩

苷干预后可以显著增加 APAP 诱导的小鼠有丝分裂

肝细胞数（P＜0.05），而雷帕霉素可以逆转这一改

变（P＜0.05）。EDU 细胞增殖实验也得到了相似的

结果，如图 7-C、D 所示，给予 APAP 24 h 或 48 h，

小鼠肝脏 EDU 荧光强度微弱，肝细胞增殖率显著

降低（P＜0.01）；给予黄芩苷治疗后肝脏 EDU 荧光

强度增强，肝细胞增殖率显著升高（P＜0.01）；给

予雷帕霉素后荧光强度变弱，肝细胞增殖率显著降

低（P＜0.05）。表明雷帕霉素可以抑制黄芩苷促肝

细胞增殖的作用。 

3.8  雷帕霉素抑制黄芩苷诱导的增殖相关蛋白的

表达 

如图 8-A、B 所示，给予 APAP 24 h 或 48 h，

小鼠肝脏组织中 PCNA染色阳性细胞数量显著降低

（P＜0.05）；给予黄芩苷后显著增加 APAP 诱导的小

鼠肝脏组织中 PCNA 染色阳性细胞数量（P＜0.05），

而给予雷帕霉素后小鼠肝脏组织中PCNA阳性细胞

数明显减少（P＜0.05）。Western blotting 结果（图 8-

C～E）显示，如图 8-C～E 所示，与模型组比较，

黄芩苷给药后小鼠肝脏组织中 PCNA 和 Cyclin D1

的蛋白表达显著升高（P＜0.05），给予雷帕霉素后

能够逆转黄芩苷对 PCNA 和 Cyclin D1 表达的上调

作用（P＜0.05）。 
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A-小鼠 ip APAP 1 h 后给予雷帕霉素或黄芩苷，APAP 处理 24、48 h 观察肝脏组织学变化（×100），箭头表示有丝分裂的肝细胞；B-有丝分裂

的肝细胞计数（n＝6）；C-小鼠 ip APAP 1 h 后给予雷帕霉素或黄芩苷，APAP 处理 24、48 h 检测肝脏细胞增殖情况（×100）；D-肝细胞增殖率

（n＝6）。 

A-mice were treated with rapamycin or baicalin after 1 h of ip APAP, liver histology of mice was observed after 24, 48 h of ip APAP (× 100), arrows 

indicate mitotic liver cells; B-mitotic liver cell count (n = 6); C-mice were treated with rapamycin or baicalin after 1 h of ip APAP, proliferation of liver 

cells was detected after 24, 48 h of ip APAP (× 100); D-liver cell proliferation rate (n = 6). 

图 7  雷帕霉素抑制黄芩苷促肝细胞增殖的作用 

Fig. 7  Rapamycin inhibits pro-proliferative effect of baicalin on hepatocytes

4  讨论 

肝脏的再生受多种细胞因子和生长因子以及信

号通路调控的影响[22]。APAP 给药后 6 h 出现急性

肝损伤，而 APAP 给药后约 12 h 出现肝再生[23-24]。

据报道，PCNA 和 Cyclin D1 在调节肝脏再生中起

着关键作用[25]。为了研究黄芩苷对 APAP 诱导的急

性肝损伤后肝脏再生的修复作用，分别于 APAP 处

理后 24 h 和 48 h 处死小鼠，发现黄芩苷减少了肝

坏死面积，增加了肝细胞的有丝分裂和 EDU 阳性

数量，提高了肝脏组织 PCNA 和 Cyclin D1 蛋白表

达，提示黄芩苷对 APAP 诱导的急性肝损伤具有促

进肝再生的作用。mTOR 能够调节细胞增殖和生长

速度，并在肝脏再生中发挥重要作用[26-27]。然而，

少有研究关注 mTOR 通路在 APAP 诱导的急性肝损

伤后肝脏再生中的作用。本研究发现黄芩苷激活

mTOR 信号通路，在 APAP 处理后 24 h 和 48 h 促
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A-小鼠 ip APAP 1 h 后给予雷帕霉素或黄芩苷，APAP 处理 24 h 或 48 h 观察肝脏组织 PCNA 免疫组化染色（×100）；B-PCNA 阳性细胞数

（n＝3）；C～E-小鼠 ip APAP 1 h 后给予雷帕霉素或黄芩苷，APAP 处理 24 h 或 48 h 检测肝脏组织 PCNA 和 Cyclin D1 蛋白表达（n＝6）。 

A-mice were treated with rapamycin or baicalin after 1 h of ip APAP, PCNA immunohistochemical staining in liver tissue was observed after 24 h or 48 h 

of ip APAP (× 100); B-PCNA positive cell count (n = 3); C—E-mice were treated with rapamycin or baicalin after 1 h of ip APAP, expressions of PCNA 

and Cyclin D1 protein in liver tissue were detected after 24 h or 48 h of ip APAP (n = 6). 

图 8  雷帕霉素抑制黄芩苷诱导的增殖相关蛋白的表达 

Fig. 8  Rapamycin inhibits expressions of proliferation-related proteins induced by baicalin

进肝脏修复。 

mTOR 促进下游靶标 p70S6K 和 4E-BP1 的磷

酸化，从而刺激细胞周期从 G1 期到 S 期所需的蛋

白质翻译[28]。胰岛素、EGF 和 FGF 以及 G 蛋白偶

联受体配体可调节 p70S6K 的活性[29-30]。当生长因

子和丝裂原激活 p70S6 激酶时，会导致 S6 核糖体

蛋白磷酸化[31]。S6 核糖体蛋白的磷酸化与 mRNA

转录物的翻译增加有关，并参与细胞周期进程，从

而有效促进细胞生长和增殖[32]。本研究发现黄芩苷

可以上调 mTOR 和 S6 的磷酸化，同时能显著提高

APAP诱导的急性肝损伤小鼠肝脏组织HGF和EGF 

mRNA 表达水平，表明黄芩苷促进肝细胞增殖和肝

修复的机制可能与 mTOR 信号通路的激活有关。雷

帕霉素是一种经典的 mTOR 抑制剂[33]，用于进一步

研究黄芩苷诱导的肝再生作用机制。结果显示，雷

帕霉素显著抑制了黄芩苷对肝再生的促进作用，表

明黄芩苷促进 APAP 肝损伤后肝脏的修复与激活

mTOR 信号通路密切相关。 

自噬是一种形成自噬体的细胞过程，自噬体是

包裹细胞质物质的双层膜结构[34]。p62 蛋白具有多

种功能，不仅可以作为自噬的选择性底物，还可以

与 Rag C 和 Raptor 特异性相互作用，从而以氨基酸

依赖的方式促进 mTOR 的激活[35-37]。p62 在自噬中

起双向作用，一方面，细胞内 p62 水平受自噬活性

的调控；另一方面，p62 也可通过激活 mTORC1 信

号通路负调控自噬活性[38-39]。在自噬过程中，p62 与

泛素化的蛋白质结合，与 LC3B 相互作用渗入到自

噬体并通过自噬溶酶体有效地降解[40]。LC3B 是一

种自噬标记物，指示自噬囊泡的形成，并诱导 LC3B-

I 向 LC3B-II 转变[41-42]。本研究结果表明黄芩苷能

够抑制 LC3B-I 向 LC3B-II 转化，并显著增加 p62 和

p-mTOR 的蛋白表达水平。 

综上，本研究发现黄芩苷能够减轻 APAP 诱导

的肝损伤，促进肝细胞增殖，上调 EGF、HGF、

PCNA、Cyclin D1 的表达。从而加速肝脏修复，这

与其激活 mTOR 信号通路促进细胞增殖、抑制自噬

密切相关。目前对黄芩苷拮抗急性肝损伤作用的研

究大多数为预防性给药或是对肝脏早期损伤（6 h

内）的治疗，而对损伤后修复期的干预作用却鲜见

报道，本研究从体内系统阐释了黄芩苷拮抗 APAP
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肝损伤后的修复作用，并利用信号通路抑制剂，在

整体动物水平通过靶向调控 mTOR 信号通路，揭示

了黄芩苷促进对 APAP 肝损伤后肝脏修复的机制。

但由于条件限制未在转基因动物以及体外细胞水平

上进一步验证，这也将是后续的研究内容之一。本

研究为 APAP 肝损伤和其他肝损伤后的肝脏修复提

供新的策略，为黄芩苷保肝作用的进一步发掘提供

实验依据。 
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