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摘要：本文研究诸葛菜种子水提物对对乙酰氨基酚（APAP）诱导小鼠急性肝损伤的保护作用。健康雄性 C57 BL/6J 小鼠被随机

分为 7 组：正常组，模型组，双环醇阳性对照组（200 mg/kg），葵花护肝片阳性对照组（350 mg/kg），诸葛菜种子水提物低（125 mg/kg）、

中（250 mg/kg）、高（500 mg/kg）剂量组。各组均灌胃给药，1 次/d，连续灌胃给药 4 d，除正常组外其余各组均腹腔注射 APAP 溶

液（450 mg/kg）建立急性肝损伤模型，处死小鼠。检测血清中丙氨酸氨基转移酶（ALT），谷草转氨酶（AST）活性与胆红素（TBIL）

水平；肝组织中超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、还原型谷胱甘肽（GSH）；HE 染色观察小鼠肝组织病理变化；蛋白印迹

法检测磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶（p-AMPK）、磷酸化 AKT 蛋白（p-AKT）、磷酸化葡萄糖合成激酶 3β（p-GSK-3β）、磷酸化 c-Jun

氨基末端激酶( p-JNK)、B 淋巴细胞瘤-2 基因（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、活化半胱胺酸蛋白酶蛋白-9 抗体（Caspase-9）、活

化半胱胺酸蛋白酶蛋白-3 抗体（Caspase-3）蛋白的表达。与模型组相比，诸葛菜各剂量组均能明显改善肝脏病理变化，中剂量组 ALT，

AST 活性分别降低了 48.73%、59.11%，高剂量组分别降低了 71.38%、59.33%，中剂量组 SOD 和 GSH 分别上升了 45.05%、219.45%，

高剂量组 SOD 和 GSH 分别上升了 48.68%和 232.80%，同时可致肝组织中 p-JNK、Bax、Caspase-3、Caspase-9 蛋白表达水平显著减

少，Bcl-2、p-AMPK、p-AKT、p-GSK-3β蛋白表达水平显著增加。其机制可能与 AMPK/AKT/GSK-3β信号通路被激活有关。 
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by acetaminophen in mice were investigated. C57BL/6J male mice were randomly divided into seven groups: normal group, model group, 

bicycle control group (200 mg/kg), Kuihua Hugan tablets control group (350 mg/kg), water extracts of Orychophragmus violaceus seeds 

low-dose group (125 mg/kg), water extracts of Orychophragmus violaceus seeds middle-dose group (250 mg/kg), and water extracts of 

Orychophragmus violaceus seeds high-dose group (500 mg/kg). The mice were intragastrically administered with drugs or distilled water 

according to the body weight once a day. Four days later, all of the groups except for the normal group were treated with APAP (450 mg/kg) 

through intraperitioneal injection to establish the acute liver injury model. The mice were killed. The levels of glutamic-pyruvic transaminase, 

glutamic oxalacetic transaminase and total bilirubin in serum were detected. What’s more, the activities of superoxide dismutase and the level of 

glutathione and malondiadehyde in liver tissue were detected. HE staining was used to observe the pathological changes of liver tissue in mice. 

Western blot was used to detect the expressions of p-AMPK, p-AKT, p-GSK-3β, p-JNK, Bcl-2, Bax, Caspase-9 and Caspase-3. Compared with 

the model group, water extracts of Orychophragmus violaceus seeds could significantly improve the pathological conditions of liver, and the 

ALT and AST activities in the middle-dose group were reduced by 48.73% and 59.11%, respectively; and the high-dose group were reduced by 

71.38% and 59.33%, respectively, in serum of APAP induced liver injury mice. The activities of SOD and GSH were increased by 45.05% and 

219.45% respectively in the middle dose group and 48.68% and 232.80% respectively in the high dose group. Meanwhile, water extracts of 

Orychophragmus violaceus seeds down-regulated the expressions of p-JNK, Bax, Caspase-3, and Caspase-9 (p<0.05) and up-regulated the 

expressions of Bcl-2, p-AMPK, p-AKT and p-GSK-3β (p<0.05). It suggested that water extracts of Orychophragmus violaceus seeds has 

protective effect against APAP induced hepatocyte apoptosis by up-regulating the AMPK/AKT/GSK-3β signaling pathway. 

Key words: water extracts of Orychophragmus violaceus seeds; APAP; acute liver injury; AMPK/AKT/GSK-3β 

 

肝脏是药物代谢的主要场所，由于药物滥用不断

增加，药物性肝损伤的发病率也逐年上升，严重时可

引发脂肪肝、肝癌、肝功能衰竭，甚至可引发死亡[1]。

对乙酰氨基酚（acetaminophen，APAP）肝损伤模型

是常用的药物性肝损伤模型，对乙酰氨基酚是一种全

世界广泛使用的镇痛和解热药[2]。服用常规剂量的

APAP，其可经Ⅱ相代谢与体内的葡萄糖醛酸等结合成

大分子缀合物而排毒，不会产生毒性代谢产物 N-乙酰

基-对苯醌亚胺（NAPQI）；然而长时间或大量服用

APAP 会导致毒性代谢产物 N-乙酰基-对苯醌亚胺大

量蓄积，通过耗竭谷胱甘肽和产生活性氧，引起氧化

应激、线粒体损伤、最终导致肝细胞凋亡、坏死。在

美国每年因 APAP 过量引起的死亡人数多达 500 人，

在我国因过量服用 APAP 导致的药物性肝损伤也成为

严重的医疗卫生问题[3]。目前在临床上对于 APAP 过

量导致药物性肝损伤的治疗，效果并不理想。因此，

需要寻找新的治疗 APAP 过量导致的药物性肝损的药

物。 
诸葛菜（Orychragmus violaceus）又称二月兰，诸

葛菜属，十字花科草本植物[4]。已有研究表明，诸葛

菜含有儿茶素、槲皮素、水杨酸、腺苷等多种化学成

分可作为保健食品被人们长期使食用[5]。本课题组前

期研究已证实诸葛菜种子水提物中诸葛菜碱Ι、表告依

春和 ZNL-11 具有明显的肝保护作用和显著的抗氧化

活性[6]。本实验采用一次性腹腔注射 APAP 诱导小鼠

急性严重肝损伤的方法，进一步研究诸葛菜种子水提

物对药物急性肝损伤的保护作用，同时探讨诸葛菜种

子水提物是否通过抑制 APAP 诱导肝细胞凋亡而发挥

保护肝损伤作用，为今后诸葛菜种子水提物的开发利

用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  动物 

雄性健康的 C57BL/6J 小鼠，SPF 级，18~20 g，
购自于北京斯贝福生物技术有限公司，许可证号

SCXK（京）2017-0005。饲养在 SPF 级屏障环境中，

12 h 昼夜交替，温度（25±1） ℃，湿度 55%±5%，

自由进食和饮水。 

1.2  药物与试剂 

诸葛菜种子采自于 2017 年 9 月北京市，经中国医

学科学院北京协和医学院药用植物研究所丁万隆研究

员鉴定，标本保存于北京协和医学院药用植物研究所

标本室（NO.150811）。样品的提取：取 5 kg 诸葛菜种

子，加 50 L 的水，煎煮 2 次，每次 2 h，合并提取液，

浓缩，真空干燥，得到水提物 450 g，每 1 g 水提物相

当于生药量 90 g/kg，于阴凉干燥处保存。对乙酰氨基

酚（美国 Sigmaaldrich 试剂公司，批号 A800441）与

1xPBS 缓冲液按比例配制成质量浓度为 22.5 mg/mL
的溶液，60 ℃水浴锅加热至完全溶解；双环醇（北京

协和药厂，批号 H20040467），葵花护肝片（葵花药业，

批号 Z20003336）；谷丙转氨酶（glutamic-pyruvic 
transaminase，ALT），谷草转氨酶（glutamic oxalacetic 
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transaminase，AST），总胆红素（total bilirubin，TBIL）
自动生化仪试剂盒购自中生北控生物科技有限公司生

产批号分别为 20180741，20180761，20180471；超氧

化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、还原型谷

胱甘肽（ glutathione ， GSH ）试剂盒、丙二醛

（malondiadehyde，MDA）试剂盒均购自南京建成生

物工程有限公司生产批号分别为 20190417 ，

20190509，20190510；GAPDH，Bcl-2，Bax，P-AKT，
P-AMPK，Caspase-3；羊抗兔 IgG 抗体均购自美国 CST
公司生产货号分别为 2118S，3498S，2772S，4069S，
5256S，9662S，7074P2；p-JNK，Caspase-9，p-GSK-3β
均购 Santa Cruze 公司生产货号分别为 sc-6254，
sc-8008，sc-373800，实验用的其他试剂均为分析纯。 

1.3  仪器与设备 

全自动生化分析仪（Beckman Coulter 公司，型号

AU480）；-80 ℃冰箱（海尔公司）；电子天平（梅特

勒托利多仪器有限公司，型号 AL104）；离心机（湖

南湘仪实验室仪器开发有限公司，型号 TGL-16M）；

酶标仪（Thermo 公司，型号 Multiskan FC）；凝胶成

像仪（美国 Bio-rad 公司，型号 chemida XRS）。 

1.4  方法 

1.4.1  动物分组、给药 

健康雄性 C57/6J 小鼠 56 只，饮食自由，适应性

饲 3 d 后，随机分为 7 组，分别为正常对照组，对乙

酰氨基酚模型组，葵花护肝片阳性对照组（350 
mg/kg），双环醇阳性对照组（200 mg/kg），诸葛菜种

子水提物低（125 mg/kg）、中（250 mg/kg）、高（500 
mg/kg）剂量组。各组均采取灌胃给药，正常组、模

型组灌胃给予相应的蒸馏水，阳性对照组及诸葛菜组

均灌胃给予相应药物，连续灌胃给药 4 d，每天观察记

录动物的行为饮食状态，每 2 d 称一次体质量，记录

下来。 
1.4.2  建立对乙酰氨基酚肝损伤模型及脏器指

数的计算  

各组连续灌胃给药 4 d，第 4 d 给药 1 h 后，模型

组、阳性对照组、诸葛菜种子水提物各剂量组均依次

腹腔注射对乙酰氨基酚溶液（450 mg/kg）造模，造模

完成后禁食不禁水。12 h 后称重记录体质量，摘眼球

取血，脱臼处死后解剖取肝脏，用预冷的生理盐水把

肝表面冲洗干净，并用滤纸将多余的水分吸干，电子

天平精密称重，计算肝指数。取完材后迅速淋上液氮

放入-80 ℃冰箱保存。 
脏器指数=脏器质量（mg）/体质量（g）×100% 

1.4.3  血清中 ALT、AST、TBIL 活性的检测 
各组小鼠均摘眼球取血，样品在 4 ℃中静置 3 h

待血液凝固后，4000 r/min 离心 10 min，用移液枪吸

取上清，分装于 1.5 的 EP 管中，-20 ℃保存，用于第

二天生化检测。检测时将血清与生理盐水按 1:2 稀释，

全自动生化仪检测血清中 ALT、AST、TBIL 的活性。 
1.4.4  肝组织 SOD、MDA、GSH 水平的测定 

取冻存的小鼠肝组织 100 mg 左右，加入 9 倍量

生理盐水作为匀浆介质，用匀浆机制成 10%小鼠肝组

织匀浆液，全过程应在冰上操作，4 ℃，3500 r/min
离心 10 min，为避免反复冻融取上清液分装成 3 份，

置-20 ℃保存。根据试剂盒说明书检测肝组织总蛋白

含量，SOD 的活性，GSH 和 MDA 含量。 
1.4.5  肝脏病理学检测  

解剖时将小鼠肝脏左叶剪下置于 4%甲醛溶液固

定 12 h~24 h。将固定后的肝脏用 0.01 mol/L 磷酸盐缓

冲溶液浸泡过夜，酒精脱水，石蜡包埋及切片等步骤

制成 4 μm 石蜡切片。经脱蜡及乙醇复水后进行苏木

素-伊红（HE）染色 20 s，再用 75%乙醇脱水，脱水

后将组织切片中的 75%乙醇用二甲苯置换出，最后封

片，已备观察。 
1.4.6  Western blot 法检测相关蛋白表达 

称取 100 mg 左右的肝脏组织，加入 9 倍量的生

理盐水，制成肝匀浆。4 ℃，3500 r/min 离心 15 min，
弃上清，在沉淀中加入裂解液，每隔 20 min 涡旋一次，

超 30 s，待裂解完全后，4 ℃，12000 r/min 离心 10 min，
用移液枪吸取上清，进行 BCA 蛋白定量，-80 ℃保存

备用，用于 Western blot 检测，整个操作过程于冰上

进行。配胶，进行 SDS-PAGE 电泳分离，然后电转形

成转膜“三明治”，目的是将已分离蛋白条带转至

PVDF 膜上，5%脱脂牛奶室温封闭 2 h，分别以 1:1000
稀释 Bcl-2、Bax、p-AMPK、p-AKT、p-GSK-3β、GAPDH
抗体，以 1:500 稀释 p-JNK，Caspase-9，Caspase-3 抗

体，封一抗于 4 ℃中过夜，TBST 洗 3 次，每次 15 min，
封二抗，室温孵 2 h，TBST 洗 3 次，每次 15 min，完

成后加入显色液于凝胶成像仪中显影成像，并用

ImageJ 软件进行条带的定量分析。 
1.4.7  统计结果处理  

实验数据以 X±S 表示，采用 SPSS 21.0 软件进行

单因素方差分析和 t 检验等处理，以 LSD 法统计组间

差异，p<0.05 认为差异具有统计学意义。 

2  结果与讨论 

目前，草药和天然产品的开发被认为是有效治疗

药物性肝损伤的主要方法[7]。本课题组前期研究表明
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[8,9]，诸葛菜种子水提物对酒精肝损、四氯化碳肝损均

有良好的保肝效果。与这两种肝损伤模型相比，APAP
引起的肝损伤动物模型的代谢和中毒机制更接近临床

实际，又具有简便、廉价、时间短等众多优点，近年

逐渐成为国内外主要的药物性肝损伤动物模型[10,11]。

由本实验结果可知，模型组与正常组相比 ALT、AST
活性明显升高（p<0.001）；GSH 的含量及 SOD 活性

显著下降（p<0.05），MDA 含量显著上升（p<0.001）；
同时肝脏系数也明显增大（p<0.05）；病理切片结果显

示，APAP 模型组肝细胞变性坏死程度严重，表明

APAP 导致了严重的急性肝损伤。给予诸葛菜种子水

提物能明显改善 APAP 造成的上述肝损伤情况。 

2.1  诸葛菜种子水提物对对乙酰氨基酚致小

鼠急性肝损伤肝脏指数的影响 

表1 诸葛菜种子水提物对小鼠肝脏指数的影响 

Table 1 Effect of water extracts of Orychophragmus violaceus 

seeds on liver index in mice( sx ± ，n=8) 

组别 剂量/(mg/kg) 肝指数/% 

正常组 - 4.24±0.43 

模型组 - 6.34±0.40### 

双环醇 200 5.23±0.57*** 

葵花护肝片 350 5.34±0.35*** 

诸葛菜提取物 125 5.13±048*** 

 250 5.32±0.38*** 

 500 5.37±0.53*** 

注：与正常组比较# p<0.05，## p<0.01，### p<0.001；与模

型组比较* p<0.05，** p<0.01，*** p<0.001(表 2，3 同）。 

与正常组相比，模型组小鼠肝指数上升了

49.51%，具有极显著差异（p<0.001），表明模型组小

鼠有明显的肝肿胀情况，造模成功；与模型组相比，

诸葛菜种子水提物低、中、高剂量组肝指数分别下降

了 19.10%、16.09%、15.30%，而阳性药双环醇与葵

花护肝片肝指数分别下降了 17.51%、15.70%，表明诸

葛菜种子水提物对对乙酰氨基酚诱导小鼠急性肝损伤

具有明显的改善作用，见表 1。 

2.2  诸葛菜种子水提物对对乙酰氨基酚致急

性肝损伤小鼠血清中ALT，AST，TBIL的影响 

AST 和 ALT 是检测肝功能最敏感的指标，其活

性的高低反映了肝脏受损的程度。正常状态时，AST
与 ALT 存在于肝细胞浆；肝细胞受到损伤时，二者则

会从肝脏渗漏到血液中，导致 AST 与 ALT 在血清中

的浓度急剧上升。由表 2 可知，与正常组相比，模型

组小鼠血清中 ALT、AST 活性分别上升了 7843.12%、

1235.66%，TBIL 水平上升 82.00%，表明 APAP 对小

鼠肝脏造成了严重的损伤；与模型组相比，阳性药双

环醇组 ALT，AST 活力分别下降了 4811.53%、

462.00%，TBIL 水平下降了 16.10%；阳性药葵花护肝

片组 ALT、TBIL 分别下降了 35.85%、7.11%，但是对

AST 的降低效果不明显；而诸葛菜种子水提物各剂量

组均能不同程度的降低小鼠血清中 ALT，AST 活性与

TBIL 水平，中剂量组 ALT、AST 活性与模型组相比

分别降低了 48.73%、59.11%，高剂量组分别降低了

71.38%、59.33%，此外，高剂量组还能显著降低 TBIL
水平，与模型组相比降低了 22.46%。由实验结果可知，

虽然诸葛菜种子水提物中、高剂量组对 ALT、AST 活

性降低效果不及阳性药双环醇，但远比葵花护肝片的

降低效果明显，表明诸葛菜种子水提物对模型组小鼠

的肝功能有显著的改善作用。 
表2 诸葛菜提取物对血清中ALT，AST和 TBIL的影响 

Table 2 Effect of water extracts of Orychophragmus violaceus seeds on serum ALT，AST and TBIL activities (x±s，n=8) 

组别 剂量/(mg/kg) ALT/(U/L) AST/(U/L) TBIL/(U/L) 

正常组 - 30.31±4.71 143.15±22.87 2.32±0.42 

模型组 - 2407.56±879.47### 1909.98±586.93### 4.23±0.51### 

双环醇 200 49.35±8.03*** 340.32±143.87*** 3.55±0.96* 

葵花护肝片 350 1544.28±226.91*** 2334.63±291.4 3.93±0.26 

诸葛菜提取物 125 1578.46±371.74*** 1491.71±356.76** 3.67±1.01 

 250 1234.82±329.73*** 781.26±351.88*** 3.62±0.63 

 500 689.08±380.57*** 776.77±26.84*** 3.29±0.65** 

2.3  诸葛菜种子水提物对对乙酰氨基酚致急性

肝损伤小鼠肝脏中 SOD，MDA，GSH 的影响 

肝脏是产生 GSH 主要脏器，当 APAP 过量时，过

多的 NAPQI 的产生会耗尽 GSH，而 GSH 的耗竭会影

响肝脏的正常功能[12]。MDA 是一种很好的脂质过氧

化程度的生物标志物，其含量的高低反映 APAP 对小
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鼠肝脏的损伤程度。结果见表 3。与正常组相比，模

型组小鼠肝组织匀浆中 SOD 的活性与 GSH 的含量分

别下降了 14.31%、51.90%，MDA 含量上升了 64.10%，

说明对乙酰氨基酚对小鼠肝脏造成了严重的氧化损

伤；与模型组比较，阳性药双环醇组 GSH 升高了

171.47%，MDA 的含量降低了 31.25%，对 SOD 活性

升高效果不明显；阳性药葵花护肝片组 SOD 升高了

19.96%，MDA 降低了 28.13%，但是对 GSH 升高效

果不明显；而诸葛菜种子水提物中、高剂量组 SOD

和 GSH 升高效果明显，中剂量组 SOD 和 GSH 与模

型组相比分别上升了45.05%、219.45%，高剂量组SOD 
和 GSH 分别上升了 48.68%和 232.80%，此外，高剂

量组能显著降低 MDA 水平，与模型组相比降低了

29.69%。由实验结果可知诸葛菜种子水提物中、高剂

量组 SOD 和 GSH 升高效果比阳性药双环醇组和葵花

护肝片组明显。说明诸葛菜种子水提物能显著提高小

鼠的抗氧化能力。 

表3 诸葛菜种子水提物对对乙酰氨基酚致小鼠肝损伤的肝组织匀浆中SOD活性及MDA、GSH含量的影响 

Table 3 Effect of water extracts of Orychophragmus violaceus seeds on the levels of SOD and MDA and GSH in liver induced by APAP 

(x±s，n=8) 

组别 剂量/(mg/kg) SOD/(U/mg prot) GSH/(μmoL/g prot) MDA/(nmol/mg prot) 

正常组 - 58.93±8.16 173.86±47.15 0.39±0.12 

模型组 - 50.66±5.72# 83.64±29.93# 0.64±0.27### 

双环醇 200 50.68±3.34 227.06±49.38*** 0.44±0.04** 

葵花护肝片 350 60.77±10.53** 52.67±13.38 0.46±0.06* 

诸葛菜提取物 125 61.74±3.22** 64.75±21.23 0.58±0.06 

 250 73.5±5.75*** 267.19±113.58*** 0.51±0.09 

 500 75.32±5.86*** 278.35±145.47*** 0.45±0.13** 

2.4  诸葛菜种子水提物对对乙酰氨基酚致肝

损伤小鼠肝组织病理变化的影响  

  

  

  

 
图1 诸葛菜种子水提物对对乙酰氨基酚致肝损小鼠肝脏组织

的病理学观察（×400） 

Fig.1 Effect of water extracts of Orychophragmus violaceus 

seeds on liver histopathological features in liver injury model 

mice induced by APAP (×400) 

注：A：正常组；B：模型组；C：双环醇阳性组；D：葵

花护肝片阳性组；E：诸葛菜种子水提物 125 mg/kg 组；F：诸

葛菜种子水提物 250 mg/kg 组；G：诸葛菜种子水提物 500 mg/kg

组（图 2、3、4 同）。 

显微镜下观察结果见图 1。正常组动物肝脏组织

的组织病理学分析显示，肝细胞形态正常，均匀分布， 
细胞核大而完整；对乙酰氨基酚模型组的小鼠肝细胞

排列紊乱，出现明显的灶状坏死，并伴有较多炎性细

胞浸润；诸葛菜种子水提物各给药组肝脏组织坏死程

度介于模型组与正常组之间。其中，诸葛菜种子水提

物高剂量组的小鼠肝细胞形态明显好转，炎性浸润及

坏死细胞较模型组明显减少。 

2.5  诸葛菜种子水提物对小鼠肝组织中

p-AMPK 、 p-AKT 、 p-GSK-3β 、 p-JNK 、

Caspase-9、Caspase-3、Bax、Bcl-2蛋白表达的

影响 

为了探讨诸葛菜种子水提物抑制 APAP 诱导肝细

胞凋亡的机制，本研究检测了肝组织中 AMPK、AKT、
GSK-3β、Caspase-9、Caspase-3、p-JNK、促凋亡蛋白

Bax 和抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达情况。线粒体氧化应

激已被认为是 APAP 引起肝损伤的关键。氧化应激可
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导致细胞膜通透性增加，使凋亡诱导因子释放到细胞

质，引发细胞凋亡，APAP 介导细胞凋亡的 Caspase
通路是其造成急性肝损伤的必要途径[13]。3.2 AMPK
是细胞内行使能量代谢调节的蛋白激酶，参与糖、脂

肪、蛋白质及细胞生长和凋亡等多种代谢过程[14]。

AKT 是 AMPK 重要的下游效应分子，当 AMPK 受到

细胞外信号刺激发生磷酸化被激活时，信号转导至细

胞膜，进而引起 AKT 膜电位转变而磷酸化，p-AKT
转入细胞内，促进 GSK-3β 磷酸化，磷酸化了的

GSK-3β处于非活性状态，可抑制 Caspase-3 活化，从

而抑制细胞凋亡，减少肝细胞损伤[[15-18]。此外，研究

表明过量 APAP 也可导致细胞质中 JNK 磷酸化，JNK
磷酸化后可调节 Bcl-2 家族的成员，加速细胞色素 C
从线粒体释放到细胞质，促进细胞凋亡[19]。实验结果

表明诸葛菜种子水提物可促进 AMPK、AKT、GSK-3β
蛋白的磷酸化表达，使 AMPK/AKT/ GSK-3β通路被

激活，抑制 Caspase-3 活化。此外，诸葛菜种子水提

物也可抑制 JNK 磷酸化，使 Bcl-2 蛋白表达增加，Bax
蛋白表达下降，抑制 Caspase 家族的级联反应，进而

抑制细胞凋亡[20-22]。 

 

 
图2 诸葛菜种子水提物对小鼠肝组织中p-AMPK、p-AKT、

p-GSK-3β蛋白表达的影响 

Fig.2 Effect of water extracts of Orychophragmus violaceus 

Seeds on the expression of p-AMPK，p-AKT，p-GSK-3β in liver 

tissue of mice (x±s，n=3) 

注：与正常组比较# p<0.05，## p<0.01，### p<0.001；与模

型组比较* p<0.05，** p<0.01，*** p<0.001(图 3，4 同）。 

由 图 2 可 知 ， 诸 葛 菜 种 子 水 提 物 对

AMPK/AKT/p-GSK-3β信号通路发挥调控作用，与正

常组相比，模型组细胞中 p-AMPK、p-AKT 和

p-GSK-3β的蛋白表达量明显降低（p<0.001）；与模型

组比较，诸葛菜种子水提物高剂量组显著提高

p-AMPK 、 p-AKT 和 p-GSK-3β 的蛋白表达量

（p<0.001）。 
凋亡相关蛋白表达结果见图 3、4。模型组

Caspase-9、Caspase-3 蛋白的表达量明显高于正常组，

具有显著性差异（p<0.01），与模型组相比，诸葛菜种

子水提物高剂量组中 Caspase-9、Caspase-3 前体蛋白

含量明显降低（p<0.01），表明二者被大量激活，肝细

胞发生凋亡。 
由图 4 可知，与正常组相比，模型组 p-JNK 蛋白

表达水平极显著升高（p<0.01），且 Bcl-2/Bax 的蛋白

比值显著降低（p<0.01），表明过量的 APAP 可激活

JNK，使其磷酸化增加，进而激活凋亡通路相关蛋白，

促进细胞凋亡。而与模型组相比，诸葛菜种子水提物

高剂量组 p-JNK 蛋白表达显著降低（p<0.001），
Bcl-2/Bax 的蛋白比值极显著升高（p<0.001）。由图 3、
4 表明诸葛菜种子水提物可显著抑制 APAP 诱导的凋

亡蛋白 Caspase-9、Caspase-3、p-JNK、Bax 表达量的

增加以及 Bcl-2 表达的降低。这些结果表明诸葛菜种

子水提物对 APAP 诱导肝损伤的保护作用可能是通过

抑制细胞凋亡实现的。 

 

 
图3 诸葛菜种子水提物对小鼠肝组织中Caspase-9、Caspase-3

蛋白表达的影响 

Fig.3 Effect of water extracts of Orychophragmus violaceus 

seeds on the expression of Caspase-9, Caspase-3 in liver tissue 

of mice (x±s，n=3) 
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图4 诸葛菜种子水提物对小鼠肝组织中Bcl-2/Bax、p-JNK蛋

白表达的影响 

Fig.4 Effect of water extracts of Orychophragmus violaceus 

Seeds on the expression of p-JNK, Bax, Bcl-2 in liver tissue of 

mice (x±s，n=3) 

3  结论 

综上所述，诸葛菜种子水提物可能是通过上调

AMPK 和 AKT 蛋 白 磷 酸 化 水 平 ， 激 活

AMPK/AKT/GSK-3β 信号通路，从而上调下游 Bcl-2
蛋白的表达和下调 Bax、Caspase-3 蛋白的表达来抑制

肝细胞的凋亡，起到对 APAP 诱导肝损伤的保护作用，

其确切的分子机制还有待深入研究。 
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