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老鼠簕生物碱 A 对肝纤维化大鼠 PI3K/Akt/mTOR/p70S6K 信号通路的影响 

黄秀昆，孙雪梅，韦秀桂，王红园，朱勋帅，刘  林，林  兴，林  军* 

广西医科大学药学院，广西 南宁  530021 

摘  要：目的  观察老鼠簕生物碱 A（HBOA）对四氯化碳（CCl4）致肝纤维化大鼠磷酸肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B

（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）/p70 核糖体蛋白 S6 激酶（p70S6K）信号通路的影响，探讨 HBOA 抗肝纤维化

的作用机制。方法  大鼠随机分成对照组、模型组及 HBOA 高、中、低剂量（100、50、25 mg/kg）组和秋水仙碱（0.4 mg/kg）

组。除对照组外，其余各组 ig 给予 50% CCl4橄榄油溶液，每周 2 次，连续 12 周，诱导肝纤维化大鼠模型。于造模第 9 周

起，给药组分别 ig 相应的受试药物，每天 1 次，给药 4 周。实验结束后，计算各组大鼠体质量变化、肝脏指数；检测各组

大鼠肝匀浆中丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）活性；蛋白免疫印迹法（Western blotting）法检测肝组织 P-PI3K、

p-Akt、p-mTOR、p-p70S6K 蛋白的表达。结果  与模型组比较，各给药组大鼠体质量增加量显著升高，均能降低肝脏指数

及肝组织中 ALT、AST 活性；此外，HBOA 高、中剂量组均能显著抑制 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、p-p70S6K 蛋白的表达。

结论  HBOA 对肝纤维化大鼠具有一定的保护作用，其机制可能与抑制 PI3K/Akt/mTOR/p70S6K 信号通路有关。 
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Effect of Acanthus ilicifolius alkaloid A on PI3K/Akt/mTOR/p70S6K signaling 

pathway in rats with hepatic fibrosis 
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Abstract: Objective  To observe the effect of Acanthus ilicifolius alkaloid A (HBOA) on PI3K/AKT/mTOR/p70S6K signaling 

pathway in rats with hepatic fibrosis induced by carbon tetrachloride (CCl4), and to explore the mechanism of action of HBOA against 

liver fibrosis. Methods  Rats were randomly divided into normal group, model group, high, medium; and low-dose HBOA groups 

(100, 50, 25 mg/kg), and colchicine group (0.4 mg/kg). Except for the normal group, the rats in other groups were given with a 50% 

CCl4 olive oil solution twice a week for 12 weeks to induce a rat model of liver fibrosis. From the ninth week of modeling, the 

drug-administered group was given the corresponding test drug once daily for 4 weeks. After the experiment, the body mass change and 

liver index were calculated. The levels of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) in the liver 

homogenate of each group were detected. The protein expression of p-PI3K, p-Akt, p-mTOR, and p-p70S6K in liver tissue was 

detected by Western blotting. Results  Compared with the model group, the body weight of mice of each drug-administered group was 

significantly increased, and the liver index, and ALT and AST levels were decreased in liver tissue. In addition, HBOA high and 

medium-dose groups significantly inhibited the protein expression of p-PI3K, p-Akt, p-mTOR, and p-p70S6K. Conclusion  HBOA 

has a protective effect on hepatic fibrosis rats, and its mechanism may be related to the inhibition of PI3K/Akt/mTOR/p70S6K 

signaling pathway.  
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肝纤维化是肝脏在不同的代谢、病毒和化学毒

性刺激下急性或慢性损伤引起的持续疤痕反应所致

的肝脏病理性特征[1]。而激活的肝星状细胞（HSCs）

是肝纤维化发生发展的开端，在肝纤维化过程中扮 
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演着重要的角色。活化的 HSCs 在肝损伤部位移行、

增殖、分化，产生大量细胞外基质（ECM）和细胞

因子，是肝纤维化形成的中心环节，而磷酸肌醇 3-

激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）/哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白（mTOR） /p70 核糖体蛋白 S6 激酶

（p70S6K）信号通路在肝纤维化的发生发展过程中

有非常重要的调节作用，其参与细胞增殖、分化和

凋亡等多种细胞功能的调节 [2-5]。因此，调控

PI3K/Akt/mTOR/p70S6K 信号通路对抗肝纤维化有

重要的意义。 

老鼠簕 Acanthus ilicifolius L. 是一种爵床科老

鼠簕属的红树林植物，其可用于急、慢性肝炎，淋

巴结肿大，肝脾肿大等[6]。国内外研究表明其乙醇

提取物具有抗氧化、保肝、抗菌和抗肿瘤等药理作

用[7-10]。老鼠簕生物碱 A（4-羟基苯并 唑-2-酮，

HBOA）是本课题组用乙醇从老鼠簕中提取出来的

一种生物碱，现在已经可以化学合成。本研究采用

CCl4 制备大鼠肝纤维化模型，观察大鼠肝组织中

PI3K/Akt/mTOR/p70S6K 信号通路变化，旨在探讨

HBOA 对 CCl4 诱导肝纤维化大鼠肝脏的保护作用

及机制。 

1  材料 

1.1  仪器 

Spectra Max Plus384 连续光谱扫描式酶标仪

（美国 Molecular Devices 公司）；5810R 型高速冷冻

离心机（德国 eppendorf 公司）；DW-86L628 型超低

温冰箱（青岛海尔股份有限公司）；Sa 型 Odyssey

双色红外荧光扫描成像系统（美国 Licor 公司）；

SWB-20L-1 恒温摇床、MP-300V 型电泳仪、转膜仪

（Major Science 公司）。 

1.2  药品与试剂 

HBOA 由广西医科大学药学院药物化学教研

室合成（质量分数 99.4%）；丙氨酸转氨酶（ALT），

天冬氨酸转氨酶（AST）试剂盒（南京建成生物

工程研究所）；Akt、p-Akt、p-mTOR、p70S6K 抗

体（美国 CST 公司）；PI3K、mTOR 抗体（武汉

三鹰生物技术有限公司）；p-PI3KK、p-p70S6K 抗

体（美国 SAB 公司）；GAPDH 抗体（美国 Abcam

公司）；二抗（美国 LI-COR 公司）；秋水仙碱片

（批号 20160901，规格 0.5 mg，云南植物药业有

限公司）。 

1.3  动物 

雄性 SD 大鼠 72 只，体质量（200±20）g，由

广西医科大学实验动物中心提供，实验动物使用许

可证号 SYXK（桂）2014-0003，实验动物生产许可

证号 SCXK（桂）2014-0002。实验大鼠在标准实验

室内饲养，每天光照 12 h，环境温度及湿度均适宜。 

2  方法 

2.1  分组及给药 

大鼠适应性饲养后，分为对照组、模型组及

HBOA 高、中、低剂量（100、50、25 mg/kg）组和

阳性对照秋水仙碱（0.4 mg/kg）组，每组 12 只。

除对照组外，其余各组 ig 给予 50% CCl4橄榄油溶

液，对照组给予相应体积橄榄油，每周 2 次，连续

12 周。造模第 9 周起，给药组分别 ig 给予相应的

受试药物，对照组和模型组 ig 等量溶媒，每天 1 次，

连续 4 周。 

2.2  标本的采集及处理 

12 周后，处死大鼠，取新鲜肝组织 500 mg 左

右，按 1∶9 加入枸橼酸缓冲液，制成 10%肝匀浆

液，4 ℃、3 000×g 离心 15 min，取上清液分装，

−80 ℃保存备用。 

2.3  各组大鼠生命体征、体质量变化、肝脏指数及

大鼠肝组织中 ALT、AST 水平检测 

大鼠适养 1 周后，第 1 次 ig CCl4 前称量大鼠体

质量。每天观察各组大鼠食欲及精神状况并记录，

使用酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒检测大鼠肝组

织 ALT、AST 的量，严格按照试剂盒的操作步骤进

行检测。末次给药后禁食 8 h，处死大鼠前称量各组

大鼠体质量，计算实验前后大鼠体质量变化。处死

大鼠后，取出肝脏，称肝脏湿质量，计算肝脏指数。 

肝脏指数＝肝脏湿质量/末次体质量 

2.4  Western blotting 法检测大鼠肝组织中

p-PI3K、p-Akt、mTOR、p70S6K 蛋白表达 

根据蛋白提取试剂盒说明书步骤提取蛋白，

BCA 法检测样品蛋白浓度，蛋白样品按照 4∶1 加

入 5×上样缓冲液，95 ℃变性 10 min，将分装好的

蛋白置于−80 ℃冰箱保存备用。取样品蛋白进行十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），

再湿转法转移至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜，用封

闭液封闭 1 h 后，再分别与一抗 PI3K（1∶1 000）、

p-PI3K（1∶1 000）、Akt（1∶1 000）、p-Akt（1∶

1 000）、mTOR（1∶1 000）、p70S6K（1∶1 000）、

p-mTOR（1∶1 000）、p-p70S6K（1∶1 000）抗体

反应，4 ℃孵育过夜，经 TBST 摇床震荡漂洗 3 次

各 10 min，加入二抗室温孵育 1 h，取出再 TBST
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摇床震荡漂洗 3 次各 10 min 后，扫膜。以 GAPDH

作为内参，进行定量分析。 

2.5  统计学分析 

采用 SPSS 21.0 软件进行统计分析。实验数据以

±x s 表示，各项指标采用单因素方差分析（One-way 

ANOVA）进行组间比较，组间差异用 LSD 检验。 

3  结果 

3.1  HBOA 对肝纤维化大鼠一般状态及体质量的

影响 

对照组大鼠精神状态好，且食欲旺盛。模型组

大鼠毛发光泽度差，体质量增长较缓慢，多数大鼠

食欲较差。HBOA 各剂量组和秋水仙碱组大鼠精神

状态较好，整体状态优于模型组大鼠。与对照组比

较，模型组大鼠体质量增加量明显降低（P＜0.01）。

与模型组比较，HBOA 各剂量组和秋水仙碱组大鼠

体质量增加量明显升高（P＜0.01）。见表 1。 

3.2  HBOA 对肝纤维化大鼠肝脏指数的影响 

与对照组比较，模型组大鼠肝脏指数明显增加

（P＜0.01）；与模型组比较，HBOA 各剂量组及秋水

仙碱组大鼠肝脏指数明显降低（P＜0.01）。见表 2。 

表 1  HBOA 对肝纤维化大鼠体质量的影响 ( x ±s, n = 12) 

Table 1  Effect of HBOA on body weight of hepatic fibrosis rats ( x ±s, n = 12) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 
体质量/g 

体质量增加量/g 
实验前 实验后 

对照 — 195.14± 9.69 447.29±28.64 252.14±25.17 

模型 — 194.67± 7.45 343.93±23.70 149.27±16.75** 

秋水仙碱   0.4 199.80± 8.53 408.00±44.94 208.20±37.48## 

HBOA 100.0 193.57±10.49 412.64±33.20 219.07±23.57## 

  50.0 189.83± 9.54 383.17±19.01 193.33±13.25## 

  25.0 196.33±10.54 388.02±40.21 191.68±30.17## 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01，表 2 同 

**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group, same as table 2 

表 2  HBOA 对肝纤维化大鼠肝脏指数的影响 ( x ±s, n = 12) 

Table 2  Effect of HBOA on liver index of hepatic fibrosis 

rats ( x ±s, n = 12) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) 肝脏指数/% 

对照 — 2.37±0.10 

模型 — 4.01±0.65** 

秋水仙碱   0.4 2.97±0.68## 

HBOA 100.0 2.85±0.54## 

  50.0 2.97±0.47## 

  25.0 3.09±0.32## 

 

3.3  HBOA 对肝纤维化大鼠肝组织 ALT、AST 含

量的影响 

与对照组比较，模型组大鼠肝组织 ALT、AST

水平显著升高（P＜0.05）。与模型组比较，HBOA

各剂量组和秋水仙碱组大鼠肝组织 ALT、AST 水平

显著降低（P＜0.05）。见表 3。 

3.4  HBOA 对肝纤维化大鼠肝组织 p-PI3K、

p-Akt、p-mTOR、p-p70S6K 蛋白表达的影响 

与对照组比较，模型组大鼠肝组织 p-PI3K、

p-Akt、p-mTOR、p-p70S6K 蛋白表达显著升高（P＜

0.05）。与模型组比较，HBOA 各剂量组和秋水仙碱

组大鼠肝组织 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、p-p70S6K 

表 3  HBOA 对肝纤维化大鼠肝组织 ALT、AST 含量的影

响 ( x ±s, n = 12) 

Table 3  Effect of HBOA on liver tissue ALT and AST 

content of hepatic fibrosis rats ( x ±s, n = 12) 

组别 
剂量/ 

(mg∙kg−1) 
ALT/(U∙L−1) AST/(U∙L−1) 

对照 — 32.65± 4.01 48.33± 9.22 

模型 — 120.13±24.34* 148.67±16.51* 

秋水仙碱   0.4 79.33±13.08# 87.53±12.20# 

HBOA 100.0 54.57±18.72# 64.50± 9.65# 

  50.0 67.67±15.63# 78.00±11.67# 

  25.0 83.24±17.23# 90.17± 9.84# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05，表 4 同 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group, same as table 4 

蛋白表达显著降低（P＜0.05）。见表 4、图 1。 

4  讨论 

本研究发现，大鼠 ig 50% CCl4，每周 2 次，连

续 12 周后，模型组大鼠体质量增加缓慢，肝脏指数

及肝匀浆 ALT、AST 水平明显增加，提示模型制备

成功。HBOA 干预 4 周后，高、中、低剂量均能显

著降低肝脏指数及肝组织 ALT、AST 的活性，提示

HBOA 可改善 CCl4 引起的肝损伤，对肝纤维化大鼠

具有一定的保护作用。PI3K/Akt 信号通路对调控细 
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表 4  HBOA 对肝纤维化大鼠肝组织 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、p-p70S6K 蛋白表达的影响 ( x ±s, n = 12) 

Table 4  Effect of HBOA on p-PI3K, p-Akt, p-mTOR, and p-p70S6K expression in liver tissue of hepatic fibrosis rats ( x ±s, n = 12) 

组别 剂量/(mg∙kg−1) p-PI3K/PI3K p-Akt/Akt p-mTOR/mTOR p-p70S6K/p70S6K 

对照 — 0.25±0.13 0.34±0.16 0.32±0.11 0.21±0.12 

模型 — 0.88±0.19* 0.78±0.17* 0.91±0.22* 0.70±0.18* 

秋水仙碱   0.4 0.50±0.22# 0.52±0.21# 0.52±0.19# 0.40±0.13# 

HBOA 100.0 0.54±0.21# 0.50±0.16# 0.49±0.18# 0.41±0.14# 

  50.0 0.59±0.23# 0.57±0.13# 0.53±0.17# 0.58±0.16# 

  25.0 0.75±0.15# 0.71±0.15# 0.83±0.18# 0.61±0.13# 

 
 

图 1  HBOA 对肝纤维化大鼠肝组织 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、p-p70S6K 蛋白表达的影响 

Fig. 1  Effect of HBOA on p-PI3K, p-Akt, p-mTOR, and p-p70S6K expression in liver tissue of hepatic fibrosis rats 

胞分化、浸润和转移等具有非常重要的作用，其能

够促进细胞增殖和避免凋亡[11-14]。PI3K 是 PI3K/Akt

信号通路的关键因子，能够特异性催化酯酰肌醇第

3 位羟基磷酸化，产生具有第二信使作用的肌醇脂

物质[15]。PI3K 与酪氨酸残基受体结合后，PI3K 被

激活，生成 3 位磷酸化的磷脂产物，该产物使得 Akt

从细胞质转位到细胞膜上，在磷酸肌醇依赖性酶

（PDK）的作用下，Akt 磷酸化后进而正性调控细胞

周期，促进细胞周期的转换、HSCs 增殖，加强 HSCs

胶原合成[16-18]。通过抑制 PI3K/Akt 信号通路能显著

减少 HSCs 增殖、I 型胶原 mRNA 的表达和 I 型胶

原蛋白的分泌[19]。mTOR 和 p70S6K 作为 Akt 下游靶

点，其活化依赖 PI3K，降低 mTOR 和 p70S6K 活性

可以显著抑制 HSCs 增殖、活化，抑制胶原分泌，

mTOR/p70S6K 信号通路在 HSCs 活化过程中具有核

心作用[19-23]。因此，本研究从PI3K/Akt/mTOR/ p70S6K

信号通路探讨 HBOA 抗大鼠肝纤维化的作用机制。 

本研究结果显示，模型组大鼠肝组织中

p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、p-p70S6K 蛋白水平较对

照组显著升高。经 HBOA 干预后，HBOA 高、中剂

量组大鼠肝组织中 PI3K、Akt、mTOR、p70S6K 蛋

白的磷酸化水平较模型组明显降低，提示 PI3K/ 

Akt/mTOR/p70S6K 通路参与了肝纤维化的发生发

展过程。多项研究表明，可以通过调控 PI3K/ 

Akt/mTOR/p70S6K 信号通路抑制 HSCs 的增殖、活

化和胶原的合成，从而达到抗纤维化的作用[24-26]。

因此，降低 PI3K、Akt、mTOR、p70S6K 的活性可

以抑制 HSCs 的活化和减少胶原分泌。进而表明，

HBOA 对 CCl4 引起的肝纤维化发生发展过程具有

一定干预作用，其机制可能与抑制 PI3K/Akt/ 

mTOR/p70S6K 信号通路，下调 p-PI3K、p-Akt、

p-mTOR、p-p70S6K 蛋白表达水平有关。 

综上所述，HBOA 可改善 CCl4 引起的肝损伤，

对肝纤维化大鼠具有一定的保护作用，可能是通过

阻断 PI3K/Akt/mTOR/p70S6K 信号通路来抑制

HSCs 活化，加快胶原的降解来改善肝纤维化。后

续将进行体外实验的研究，探讨 PI3K/Akt/mTOR/ 

p70S6K 通路与肝纤维化的关系。由于信号通路网
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的相互作用十分复杂 ，还需探讨 PI3K/Akt/ 

mTOR/p70S6K信号通路与其他通路间的相互作用，

进一步阐明 HBOA 抗肝纤维化的作用机制。 
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