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甘草苷激活Nrf2改善对乙酰氨基酚诱导小鼠肝损伤的研究
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摘要: 本文主要探究甘草苷 (liquiritin, LQ) 改善对乙酰氨基酚 (acetaminophen, APAP) 诱导小鼠肝损伤的作用

及其潜在机制。采用APAP (300 mg·kg-1) 灌胃诱导小鼠急性肝损伤模型, 1 h后灌胃给药LQ, APAP给药 6 h后检测

血清生化指标和氧应激指标, 并结合肝脏病理形态变化, 全面评价甘草苷对小鼠肝损伤的改善作用 (本实验获得上

海中医药大学实验动物伦理委员会批准, 批准号为 PZSHUTCM2401080003, PZSHUTCM2510170008)。采用蛋白

免疫印迹 (Western blot, WB)、实时荧光定量聚合酶链式反应 (quantitative real-time polymerase chain reaction, qPCR) 

及体外细胞模型, 深入探究LQ改善小鼠肝毒性的作用机制。结果显示, LQ (25和 50 mg·kg-1) 能够显著改善APAP

诱导的小鼠肝损伤 (P < 0.05, P < 0.01, P < 0.001), 有效减轻肝脏氧化应激 (P < 0.05, P < 0.01, P < 0.001) 与炎症 

(P < 0.05, P < 0.01) 反应。WB及 qPCR实验结果表明, LQ能够促进APAP诱导的小鼠肝脏中核因子E2相关因子 2 

(nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2) 的核转位激活 (P < 0.05), 促进Nrf2下游基因的表达; 而在Nrf2敲除

小鼠中, LQ的改善作用消失。以上结果表明, LQ能够通过激活Nrf2抗氧化信号通路, 抵御肝脏氧应激损伤, 从而发

挥改善APAP诱导肝毒性的药效。
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Abstract: This study investigates the protective effects of liquiritin (LQ) against acetaminophen (APAP) -

induced liver injury in mice and explores the underlying mechanisms. A drug-induced liver injury model was 

established in mice by intragastric administration of APAP (300 mg·kg-1). LQ was administered intragastrically at 1 h 

after APAP treatment. Serum biochemical indices, oxidative stress markers, and hepatic histopathological changes 

were evaluated at 6 h after APAP administration to comprehensively assess the ameliorative effects of LQ (animal 

experiments were approved by the Animal Ethics Committee of Shanghai University of Traditional Chinese 

Medicine, approval Nos. PZSHUTCM2401080003 and PZSHUTCM2510170008). Furthermore, Western blot 

(WB), quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR), and in vitro cell models were employed to 

elucidate the underlying molecular mechanisms. The results demonstrated that LQ (25 and 50 mg·kg-1) 

收稿日期: 2026-01-20;     修回日期: 2026-03-09.

基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (82304845); 上海市优秀学术带头人计划 (23XD1404000).

*通讯作者Tel: 86-21-51322456, E-mail: jilili@shutcm.edu.cn; shutcm_wmj@163.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2026-0081

·· 2544



张坤宇等: 甘草苷激活Nrf2改善对乙酰氨基酚诱导小鼠肝损伤的研究

significantly ameliorated APAP-induced liver injury (P < 0.05, P < 0.01, P < 0.001), hepatic oxidative stress (P < 

0.05, P < 0.01, P < 0.001) and alleviated the inflammatory response (P < 0.05, P < 0.01). WB and qPCR analyses 

revealed that LQ promoted the nuclear translocation and activation of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

(Nrf2), and upregulated downstream gene expression in APAP-induced mouse livers (P < 0.05). Notably, the 

protective effects of LQ were abolished in Nrf2 knockout mice. These findings indicate that LQ alleviates APAP-

induced hepatotoxicity primarily by activating Nrf2 antioxidant signaling pathway to counteract oxidative stress.

Key words: liquiritin; acetaminophen; oxidative stress; drug-induced liver injury; nuclear factor erythroid 2-

related factor 2

对乙酰氨基酚 (acetaminophen, APAP) 作为全球

使用最为广泛的解热镇痛药, 被世界卫生组织列入基

本药物清单, 是治疗疼痛和发热的一线药物[1]。尽管

在治疗剂量下其安全性良好, 但过量服用 APAP会导

致严重的药物性肝损伤 (drug-induced liver injury, 

DILI)[2]。流行病学数据显示, APAP诱导的 DILI已成

为导致急性肝衰竭的主要原因之一[3-5]。目前, N-乙酰

半胱氨酸 (N-acetylcysteine, NAC) 是临床唯一批准的

针对APAP的特异性解毒剂。然而, NAC不仅存在严

重的胃肠道不良反应, 其治疗效果还严格依赖于给药

时间窗口 (通常需在摄入APAP后 8 h内使用)[6], 这极

大地限制了其临床应用。因此, 深入探索DILI的发病

机制并寻找高效、低毒且治疗时间窗更宽的潜在新型

治疗药物迫在眉睫[7]。

现有的病理学研究表明, 氧化应激是 APAP诱导

DILI发生发展的核心驱动因素。APAP的毒性代谢产

物N-乙酰基-4-苯醌亚胺 (N-acetyl-4-benzoquinone imine, 

NAPQI) 会耗竭肝细胞内的谷胱甘肽 (glutathione, 

GSH), 导致线粒体功能障碍、DNA 断裂, 从而产生严

重的氧化损伤[8]。因此, 增强机体的内源性抗氧化防

御系统是治疗DILI的关键策略。核因子E2相关因子

2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2) 被认

为是细胞抗氧化反应的主要调节因子。在氧化应激状

态下, Nrf2易位至细胞核, 与小Maf蛋白 (MafF、MafG

或MafK) 形成异二聚体, 识别并结合下游基因启动子

区域的抗氧化反应元件 (antioxidant response element, 

ARE), 从而启动包括 GSH 合成酶在内的一系列抗氧

化基因的转录表达。激活 Nrf2通路能够减轻多种化

学性肝损伤 , 如抗结核药物[9,10]、抗肿瘤药[11-13]、降脂

药[14]、抗免疫药[15]等。以上内容提示, Nrf2可能是治疗

DILI的理想靶点。

甘草作为一种传统的草本植物, 在中医药理论中

具有“清热解毒”和“调和诸药”的核心功效, 常被用于

缓解药物毒性, 即中医所谓的“药毒”。现代药理学研

究证实, 甘草及其复方 (如芍药甘草汤) 对APAP诱导

的肝损伤具有显著的保护作用[16], 但其具体的效应物

质基础尚需进一步明确。甘草苷 (liquiritin, LQ) 是中

国药典规定的甘草主要质控指标成分之一, 属于黄酮

类化合物。既往研究表明, LQ在骨质疏松[17]、癌症及

肿瘤[18,19]、神经系统疾病[20]等模型中表现出显著的抗

氧化、抗炎、抗血管新生、抗铁死亡等活性。有研究报

道, LQ 的苷元甘草素能通过经典与非经典通路激活

Nrf2并保护肝脏免受氧化性肝损伤[21], 在肝脏脂肪变

性中也能激活Nrf2发挥改善作用[22]。LQ和甘草素均

能够激活 Nrf2 缓解野百合碱诱导的肝窦阻塞综合

征[23]。然而 , LQ 是否能通过调控 Nrf2 信号通路改善

APAP诱导的DILI, 目前尚缺乏系统性的研究证据。

材料与方法

实验动物 6～8 周龄、体重 18～20 g 的雄性

C57BL/6J小鼠购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司 , 合格证号: SCXK (沪) 2022-0004。Nrf2 基因敲除 

(Nrf2-/-) 的雄性C57BL/6J小鼠[24]由上海斯丹赛生物技

术有限公司提供。小鼠在上海中医药大学实验动物中

心进行饲养, 饲养环境严格控制标准室温 (22 ± 1 ℃), 

相对湿度维持在 (65% ± 5%), 并采用 12 h明暗交替循

环。所有实验均已获得上海中医药大学实验动物伦理

委员会的批准 , 批准号为 PZSHUTCM2401080003, 

PZSHUTCM2510170008。

药品与试剂 丙氨酸转氨酶 (alanine aminotrans‐

ferase, ALT; 货号: C009-1-1)、天冬氨酸转氨酶 (aspartate 

aminotransferase, AST; 货号: C010-1-1)、谷胱甘肽 (货

号 : A006-2-1)、丙二醛 (malondialdehyde, MDA; 货号 : 

A003-1-2)、超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, 

SOD; 货号: A001-3-2)、髓过氧化物酶 (myeloperoxidase, 

MPO; 货号: A044-1-1) 检测试剂盒均购自南京建成生

物工程研究所 ; 2', 7'- 二氯荧光素二乙酸酯 (2′ ,

7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate, H2DCFDA; 货

号: D399) 购自美国 MedChemExpress公司; Trizol (货

号: AL11815A) 购自宝日医生物技术有限公司; 焦碳

酸二乙酯 (货号: J301KA8421)、SYBR green premix (货

号: 11201ES08)、Luciferase Reporter Gene Assay Kit 萤
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火虫荧光素酶报告基因检测试剂盒 (11401ES60) 均购

自翌圣生物科技股份有限公司; PrimeScript® RTMaster 

Mix (货号 : AG11728) 购自艾科瑞生物 ; LQ (货号 : 

FX-10017) 购自成都普菲德生物技术有限公司; NAC 

(货号: A1217601) 购自北京经科宏达生物技术有限公

司; DMEM 培养基 (货号: MA0212) 购自美仑生物技

术有限公司; William's E 培养基 (货号: A1217601) 购

自美国Gibco公司; 胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS; 

货 号 : 12484028)、NE-PER® nuclear and cytoplasmic 

extraction reagents (货号 : 78835) 均来自美国 Thermo 

Fisher Scientific公司; APAP (货号: 117K0017)、苏木精 

(货号 : HHS16)、伊红 Y (货号 : E6003) 均购自美国

Sigma 公司 ; 谷氨酰半胱氨酸连接酶催化亚单位 

(glutamate-cysteine ligase catalytic subunit, GCLC) 抗

体 (货号: A4499) 购自武汉爱博泰克生物科技有限公

司 ; 谷氨酸−半胱氨酸连接酶修饰亚基 (glutamate-

cysteine ligase modifier subunit, GCLM) 抗体 (货号 : 

CY5156)、核纤层蛋白 B1 (Lamin B1) 抗体 (货号 : 

AB0054) 购自上海埃必威生物技术有限公司; Nrf2抗

体 (货号: GXT103322) 购自GeneTex Inc.; 过氧化物酶

结合的山羊抗兔二抗 (货号 : 111-035-003) 购自美国

Jackson Immuno Research 公司 ; 多聚甲醛 ( 货号 : 

80096628) 购自国药集团化学试剂有限公司。

仪器 BioTek Synergy H4 酶标仪 (美国 Bio-Tek

公司); 低温离心机、微量移液器 (德国 Eppendorf 公

司); − 80 ℃ 低温冰箱 ( 美国 Thermo Fisher 公司); 

QuantStudio 6 flex 实时荧光定量 PCR 仪 (美国 Life 

Technology公司); 病理切片扫描机和荧光显微镜 (日

本 Olympus 公司); 制冰机、高压蒸汽灭菌锅 (日本

SANYO公司)。

DILI小鼠模型与给药

LQ 改善小鼠 DILI 实验的动物分组 将 25 只

C57BL/6J 小鼠随机分成 5 组, 每组 5 只, 组别分别为: 

① 正常对照组 (Cont); ② 模型组 (APAP, 300 mg·kg-1); 

③ APAP + LQ低剂量组 (25 mg·kg-1); ④ APAP + LQ高

剂量组 (50 mg·kg-1); ⑤ 阳性对照组 (NAC, 800 mg·kg-1)。

探究Nrf2在LQ改善小鼠DILI重要性的动物实验

分组 雄性野生型 (Nrf2+/+) 小鼠或 Nrf2敲除 (Nrf2-/-) 

小鼠共 18 只 , 随机分为 6 组 , 每组 3 只 , 组别分别为 : 

① Nrf2+/+ control 组 ; ② Nrf2+/+ APAP 组 (300 mg·kg-1); 

③ Nrf2+/+ APAP + LQ组 (50 mg·kg-1); ④ Nrf2-/- control

组; ⑤ Nrf2-/- APAP 组 (300 mg·kg-1); ⑥ Nrf2-/- APAP + 

LQ组 (50 mg·kg-1)。

小鼠适应性喂养 1周后, 于实验开始前禁食过夜, 

APAP 组、APAP + LQ 组单次灌胃 APAP 300 mg·kg-1, 

对照组单次灌胃等量生理盐水 , 灌胃 APAP 1 h 后 , 

APAP + LQ组分别单次灌胃相应剂量的LQ, 阳性对照

组单次腹腔注射相应剂量的NAC, 对照组单次灌胃等

量生理盐水。灌胃APAP 6 h后, 小鼠经麻醉处理后处

死。随后, 迅速收集小鼠的血液和肝组织, 用于后续实

验。此外, 将每组小鼠的部分肝叶固定在 4% 多聚甲

醛溶液中, 用于后续制作病理切片, 以观察肝脏组织的

病理学变化。

血清ALT、AST酶活力检测 将血液样本静置2 h

后 , 离心取上清。按照试剂盒的说明检测血清中的

ALT和AST活力水平。

肝脏MDA、SOD、MPO含量测定 剪取适量肝脏

制备10%匀浆。根据试剂盒说明检测肝脏中的MDA、

SOD、MPO含量。

小鼠原代肝细胞分离 将小鼠麻醉后打开腹腔, 

从下腔静脉以流速约为 3 mL·min-1灌入灌流液, 待肝

脏充盈后剪断肝门静脉使血液流出, 待肝脏颜色变白

后将灌流液换为消化液, 利用消化液将肝脏内部充分

消化。取下消化好的肝脏置于 50 mL离心管中, 置冰

上。在超净台中将肝脏研磨至肝细胞完全脱落 , 以

70 μm滤网将肝细胞过滤离心 (50 ×g, 3 min, 4 ℃), 沉

淀即为肝实质细胞。移去上清后加入 5 mL铺板培养

基并让细胞沉淀重悬, 离心 (200 ×g, 10 min, 4 ℃), 保

留细胞沉淀并加入等体积 90% Percoll和铺板培养基, 

上下颠倒混匀。离心 (200 ×g, 10 min, 4 ℃), 弃上清后

即得原代肝细胞。

GSH含量测定 剪取适量肝脏或收集适量细胞, 

根据试剂盒说明检测GSH含量。

活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 含量测

定 剪取适量肝脏或收集适量细胞 , 加入 PBS 制备

10%匀浆, 4 ℃离心取上清测蛋白含量, 沉淀重悬于含

10 μmol·L-1 H2DCFDA 的预冷 PBS, 避光 37 ℃孵育

1 h, 立即检测荧光强度并以同样本蛋白浓度校正, 以

空白组为基准计算相对ROS水平。

肝组织形态学观察 取相同部位的新鲜肝脏组织

放在 4%多聚甲醛中固定 24 h, 常规脱水、石蜡包埋并

切片, 用于H&E染色, 光学显微镜下观察拍照。

Real-time PCR 分析 按照 Trizol 试剂盒说明书

提取小鼠肝脏组织 RNA。 RNA 根据 PrimeScript® 

RTMaster Mix 试剂盒说明书步骤逆转录为 cDNA, 得

到的 cDNA 按照 SYBR green premix 试剂盒说明进行

操作; 在实时荧光定量 PCR仪上进行 real-time PCR扩

增。目标基因的相对表达量用 β-actin 标准化 , 采用

2−ΔΔCt法进行数据计算。本文使用的引物序列如表 1

所示。
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Western blot (WB) 实验 剪取适量肝脏或收集

细胞, 加入含蛋白酶抑制剂的裂解液制成 10%的匀浆, 

用NE-PER® nuclear and cytoplasmic extraction reagents

试剂盒抽提胞浆胞核蛋白。检测样品蛋白浓度, 并配

制所有样品至相同浓度 , 99 ℃煮样 10 min。用 10% 

SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白并转至 PVDF 膜 , 

一抗孵育过夜, 第二天用含 0.1% Tween 20的TBST洗

膜 3 次后室温孵育二抗 2 h, TBST 摇洗 3 次后显影成

像。蛋白条带以AlphaViewSA (Version: 3.4.0) 软件扫

描灰度。

细胞培养 过表达 ARE 启动子区域结合荧光素

酶序列的 L-02 细胞株 (L-02-ARE) 购自汉恒生物公

司, 培养条件: 10% FBS、1%双抗、2 μg·L-1嘌呤霉素的

DMEM 培养基。细胞培养条件: 37 ℃、5% CO2、饱和

湿度恒温培养箱。待细胞长至对数生长期时用于实

验。小鼠原代肝细胞分离后使用铺板培养基进行铺

板 , 隔 4 h 后弃原培养基 , 将其换为含 10% FBS 的

William's Medium E 培养基进行培养 , 其他条件同

L-02-ARE细胞。

荧光素酶 (luciferase) 实验 将L-02-ARE细胞培

养在 96孔板中, 贴壁过夜并与化合物一起孵育, 24 h

后收集细胞裂解液上清至白板中, 避光加入荧光素酶 

(每孔100 μL) 混匀后检测发光值。

统计学分析 实验数据以平均值 ± 标准差 (mean ± 

SD) 表示。各组数据进行单因素方差分析 (one-way 

ANOVA检验) 和方差齐性检验, 当方差齐则使用方差

分析 (LSD检验); 当方差不齐则使用非参数检验进行

两个独立样本的秩和检验。P < 0.05则组间差异具有

统计学意义, 以上分析均运用 IBM SPSS 统计 21.0 软

件完成。

结果

1　LQ改善APAP诱导的小鼠肝损伤

如图 1A、B 所示, 与 control组相比, APAP 造模后

小鼠肝脏ALT、AST酶活力显著升高 (P < 0.001), 表明

肝脏损伤明显; 在给予 LQ (25 和 50 mg·kg-1) 后 , ALT

和AST水平均显著下降 (P < 0.001, P < 0.01), 提示LQ

对肝脏损伤具有显著的保护作用; NAC能够降低ALT

水平 (P < 0.001), AST水平无显著变化。H&E染色切

片及统计结果 (图 1C、D) 显示, APAP组出现了明显的

肝内出血、细胞核固缩及消失、肝细胞死亡, 提示肝脏

病理损伤严重; 而在给予不同剂量LQ或NAC之后, 肝

脏组织中坏死区域面积显著降低 (P < 0.05)、细胞核固

缩及消失减少。这说明 LQ 对 DILI 具有显著的改善

效果。

2　LQ减轻APAP诱导肝毒性小鼠肝脏的氧化应激损

伤与炎症水平

如图 2A、B 所示, 与 control组相比, APAP 组小鼠

肝脏中 ROS 和 MDA 含量显著升高 (P < 0.01, P < 

0.001), 表明肝脏氧化应激水平显著加剧; 在给予 LQ 

Table 1　List of primers for real-time PCR. Actb: β -Actin; Gclc: Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit; Gclm: Glutamate-cysteine 

ligase modifier subunit; Hmox-1: Heme oxygenase 1; Il1β: Interleukin 1 beta; Il6: Interleukin 6; Nqo1: NAD(P)H quinone dehydrogenase 1; 

Ptgs2: Prostaglandin-endoperoxide synthase 2; Sod1: Superoxide dismutase 1; Tnf: Tumor necrosis factor; Forward: Forward primers; 

Reverse: Reverse primers

Gene name
Actb

Gclc

Gclm

Hmox1

Il1b

Il6

Nqo1

Ptgs2

Sod1

Tnf

Species
Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Primer
Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Sequence
5'-TTCGTTGCCGGTCCACACCC-3'

5'-GCTTTGCACATGCCGGAGCC-3'

5'-CGGAGGAACGATGTCTGAGT-3'

5'-CAATGACCCGAAAGAACTGC-3'

5'-AGGAGCTTCGGGACTGTATCC-3'

5'-GGGACATGGTGCATTCCAAAA-3'

5'-AAGCCGAGAATGCTGAGTTCA-3'

5'-GCCGTGTAGATATGGTACAAGGA-3'

5'-TCGCAGCAGCACATCAACAAGAG-3'

5'-AGGTCCACGGGAAAGACACAGG-3'

5'-CTCCCAACAGACCTGTCTATAC-3'

5'-CCATTGCACAACTCTTTTCTCA-3'

5'-GACAGGAGCGACCAGCACATTC-3'

5'-GTACTGGCCGGTCTCCGTACC-3'

5'-CAAGCACAATAGATGCACAAGAAG-3'

5'-ATATAGAATGCGTAGAGAGGGGAG-3'

5'-TGTCCATTAAGATCGTGTGAT-3'

5'-TCATCTTGTTTCTCATGGACCA-3'

5'-ATGTCTCAGCCTCTTCTCATTC-3'

5'-GCTTGTCACTCGAATTTTGAGA-3'
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(25和 50 mg·kg-1) 后, ROS含量有所降低 (P < 0.01), 而

给予不同剂量 LQ后MDA水平均显著下降 (P < 0.01, 

P < 0.001), 提示肝脏脂质过氧化损伤得到了显著缓

解。GSH 能够与 APAP 的代谢产物结合从而发挥对

DILI的解毒作用, SOD能够清除体内的过氧化物, 从

而改善氧应激。如图 2C、D所示, APAP组的小鼠肝脏

中 GSH与 SOD含量均显著下降 (P < 0.01), 表明氧化

应激状态下机体抗氧化能力减弱; 而在给予不同剂量

LQ 后 , GSH 与 SOD 水平均显著上升 (P < 0.05, P < 

0.01, P < 0.001), 提示LQ能够有效缓解DILI病变中肝

脏的氧化应激损伤。如图 2E所示, APAP组肝脏MPO

水平相较于 control组明显升高, 表明 APAP会诱导肝

脏炎症水平升高, 不同剂量 LQ 给药均能显著降低肝

脏 MPO 水平。图 2F 表明 , LQ (50 mg·kg-1) 能够降低

APAP 处理小鼠肝脏中促炎相关基因白细胞介素-1β 

(interleukin 1 beta, Il1β)、白细胞介素 -6 (interleukin 6, 

Il6)、前 列 腺 素 内 过 氧 化 物 合 酶 2 (prostaglandin-

endoperoxide synthase 2, Ptgs2)、肿瘤坏死因子 (tumour 

necrosis factor, Tnf) 的 mRNA 表达增加 , 提示 LQ 对

APAP诱导的小鼠肝脏炎症具有改善作用。

3　LQ 促进 APAP 诱导肝毒性小鼠肝脏中 Nrf2 的核

转位激活

图 3A、B显示, APAP组小鼠肝脏中的Nrf2入核显

著减少 (P < 0.05), 而在给予 LQ (25 和 50 mg·kg-1) 之

后, Nrf2的入核显著升高 (P < 0.05), 提示LQ能够有效

促进 Nrf2的核转位激活。进一步检测了 Nrf2下游的

抗氧化基因水平, 结果发现LQ (50 mg·kg-1) 能有效提

高Gclc、Gclm的基因表达 (P < 0.01, P < 0.001)。此外, 

LQ (25 mg·kg-1) 还能升高因APAP造模而降低的肝脏

中血红素氧合酶 1 (heme oxygenase 1, Hmox1)、NAD

(P)H 醌脱氢酶 1 [NAD(P)H quinone dehydrogenase 1, 

Nqo1]、氧化物歧化酶 1 (superoxide dismutase 1, Sod1) 

的基因表达 (P < 0.05, P < 0.01, 图 3C)。采用WB进一

步检测 GCLC及 GCLM 的蛋白表达水平。结果显示, 

与 control 组相比 , APAP 组中 GCLC 与 GCLM 蛋白表

达水平均显著下调 (P < 0.05); 而 LQ (50 mg·kg-1) 则可

显著上调 GCLC 及 GCLM 蛋白表达水平 (P < 0.05)。

这表明LQ能够促进DILI小鼠肝脏中Nrf2的核转位与

激活, 并促进其下游基因的表达。

4　LQ改善体外APAP毒性且能够激活Nrf2

如 图 4A 所 示 , 在 体 外 实 验 中 , 采 用 APAP 

(7.5 mmol·L-1) 刺激小鼠原代肝细胞, 并同时给予不同

浓度的LQ (10和 25 μmol·L-1) 共同孵育 24 h。结果显

示, APAP 造模后会显著降低细胞存活率 (P < 0.001), 

LQ (10 和 25 μmol·L-1) 给药会逆转这一趋势 (P < 

0.001)。ROS结果也表明, APAP诱导细胞内ROS含量
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显著升高 (P < 0.05), 表明细胞内氧化应激水平显著增

加, 给予 LQ (10和 25 μmol·L-1) 后细胞内 ROS含量显

著降低 (P < 0.05) (图 4B)。在 L-02-ARE细胞模型上, 

不同浓度的 LQ 均能显著促进 Nrf2 的转录激活 (P < 

0.05, P < 0.01) (图4C)。

5　LQ依赖于Nrf2发挥改善APAP肝毒性的作用

如图 5A、B 所示, 与 Nrf2+/+ control组相比, Nrf2+/+ 

APAP 造模后小鼠肝脏 ALT、AST 酶活力显著升高 

(P < 0.05, P < 0.001), Nrf2-/- APAP组的ALT、AST酶活

力水平相较于 Nrf2+/+ APAP 组进一步升高 (P < 0.05, 

P < 0.01); LQ (50 mg·kg-1) 给药能够降低Nrf2+/+ APAP

组的ALT、AST酶活力 (P < 0.05, P < 0.001), 但在Nrf2

敲除后没有显著降低。H&E染色切片结果 (图 5C) 显

示, 与Nrf2+/+ control组相比, Nrf2+/+ APAP造模后小鼠

肝脏出现显著中央静脉区的病理改变 (P < 0.05), 伴随

肝细胞坏死、细胞核消失及细胞水肿, Nrf2-/- APAP组

的病理改变区域面积相较于Nrf2+/+ APAP组进一步扩

大 (P < 0.05), 出血及细胞水肿进一步加重; LQ给药能

够降低 Nrf2+/+ APAP 组的病理改变区域面积 (P < 

0.05) 以及细胞核固缩与消失, 但在Nrf2敲除后没有显

著改善作用。Nrf2+/+与Nrf2-/-组在APAP造模后, 均出

现显著的ROS水平升高 (图 5E) 与GSH水平降低 (图

5F), 且 Nrf2-/- APAP 组变化程度更显著 (P < 0.05), 

Nrf2+/+ LQ 给药后则能够改善 (P < 0.05), Nrf2 敲除后

LQ的改善作用消失。以上结果表明, Nrf2敲除后LQ

的肝脏保护效果消失, LQ依赖于 Nrf2发挥改善 DILI
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的作用。

讨论

甘草作为传统中药, 素有“解毒”之效, 其肝脏保护

作用已获现代药理学广泛认可。既往研究多集中于甘

草酸、甘草次酸等皂苷类成分, 证实它们主要通过抗

炎、抗菌等途径发挥保肝效应[25-29]。然而, 近年来甘草

黄酮类成分因其优越的抗氧化特性日益受到关

注[30-32]。鉴于LQ是甘草黄酮的关键活性单体, 深入探

究其抗氧化机制, 对阐释甘草“解毒”的科学内涵具有

重要价值。

APAP在小鼠体内的代谢过程与人类高度相似[33], 

其过量代谢产物 NAPQI 在耗竭肝内 GSH 后 , 进一步

与线粒体蛋白结合形成加合物, 从而引发严重的氧化
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应激和线粒体功能障碍[34]。本研究结果显示, APAP造

模后小鼠肝脏中 ROS 和 MDA 水平显著升高 , 同时

GSH和 SOD水平急剧降低, 这与已知的APAP诱导肝

损伤病理机制一致[7]。值得注意的是, LQ治疗显著逆

转了上述氧化应激指标的变化, 且组织病理学分析进

一步验证了其对肝组织的保护作用, 同时肝组织MPO

和相关炎症因子表达的结果发现 LQ 也可以改善

APAP 诱导的肝脏炎症反应 , 表明 LQ 具有明确的抗

APAP肝毒性活性。与目前 APAP致肝损伤临床一线

救治药物 NAC 相比 , LQ 在部分关键肝功能指标 (如

AST) 上表现出更显著的改善作用; 同时, LQ可从转录

及蛋白水平同步上调 GSH 合成关键酶 Gclc、Gclm 的

表达, 从源头促进内源性GSH生成与氧化还原平衡重

建, 而NAC主要作为GSH前体发挥外源性补充作用。

二者作用机制存在明显差异, 提示 LQ 具有独特的药

理优势与一定的临床转化潜力。

氧化应激失衡的核心在于内源性抗氧化系统的崩

溃, 而 Nrf2作为调控该系统的核心转录因子, 对维持

细胞氧化还原平衡至关重要[35,36]。本研究发现, LQ在

抵御 APAP诱导的氧化应激中表现出显著效果, 提示

其可能通过促进Nrf2核转位激活, 进而发挥抗氧化作

用以缓解DILI。WB和 qPCR结果表明, LQ处理可显

著提高细胞核内Nrf2蛋白水平, 并上调下游一系列抗

氧化基因的表达 , 包括 GSH 合成限速酶亚基 (Gclc、

Gclm) 以及Hmox1、Nqo1、Sod1。其中, Gclc和Gclm的

上调直接解释了 LQ 对 GSH 水平的恢复作用 , 而

Hmox1和Nqo1的高表达则协同增强了活性氧及有毒

代谢产物的清除能力。值得注意的是 , 本研究中

APAP模型组Gclc mRNA水平较对照组有所升高 (图

3C), 这一现象可能反映了肝细胞在急性氧化应激状态

下的代偿性防御反应。APAP主要通过耗竭GSH并诱

发线粒体氧化损伤启动肝损伤, 在此过程中Nrf2通路

可被瞬时激活, 进而诱导部分下游抗氧化基因的转录

上调。然而, 由于APAP代谢产物NAPQI对GSH的持

续消耗及 Nrf2 蛋白自身翻译后调控的复杂性 , 单纯

Gclc mRNA的上调并不足以有效恢复GSH水平或遏

制氧化损伤[37]。同时, APAP组GCLC与GCLM的蛋白

水平表达降低 , 进而限制了肝脏 GSH 平衡的重建。

LQ (50 mg·kg-1) 处理则可同步上调 Gclc与 Gclm的转

录及蛋白表达 , 从而促进肝脏 GSH 的平衡重建 (图
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2C), 改善APAP诱导的小鼠DILI。为确证Nrf2的关键

地位 , 本研究进一步利用 Nrf2 基因敲除小鼠进行验

证, 结果显示, Nrf2 缺失会加剧 APAP 诱导的肝损伤, 

印证了Nrf2在抵御DILI中的保护作用。更重要的是, 

在Nrf2-/-小鼠中, LQ降低ALT、AST及改善肝组织病理

损伤的作用基本消失, 证实 LQ的抗DILI活性依赖于

Nrf2。

本研究表明, LQ 可显著促进 Nrf2 核易位并促进

其下游抗氧化基因表达, 然而 LQ激活 Nrf2的上游分

子机制尚待深入研究。Nrf2 的细胞内稳定性主要受

Keap1 依赖的泛素−蛋白酶体途径调控 , Keap1 作为

Nrf2的负调控蛋白, 其特定半胱氨酸残基的共价修饰

可直接导致Nrf2构象改变与释放。有研究表明, 黄酮

类化合物因其邻二酚羟基结构常具亲电特性 , 干扰

Keap1-Nrf2 蛋白−蛋白的相互作用, 从而稳定 Nrf2 蛋

白并促进其入核[38]。Nrf2亦可作为多种激酶信号通路

的磷酸化底物被间接激活, 如ERK通路可通过磷酸化

Nrf2的Ser40残基促进其与Keap1解离[39]; PI3K/Akt通

路则可通过调控糖原合成酶激酶-3β活性影响 Fyn介

导的 Nrf2 核输出, 从而延长其在核内的滞留时间[40]。

LQ 激活 Nrf2的上游机制仍有待进一步深入研究, 探

明上述机制将为深入理解LQ的分子药理特征与药物

开发提供关键依据。

综上所述, 本研究证实 LQ 可作为有效的 Nrf2激

活剂, 通过促进 Nrf2核转位、上调下游抗氧化基因表

达、重建肝脏氧化还原平衡并减轻肝脏炎症反应, 从而

显著改善APAP诱导的急性肝损伤。该结果为甘草传

统“解毒”功效提供了现代药理学依据, 也为开发治疗

药物性肝损伤的候选药物奠定了基础。本研究仍存在

一定局限性, 包括动物样本量相对较少, 且尚未深入探

讨 LQ 发挥肝保护作用的其他潜在机制, 有待在后续

研究中进一步完善。
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