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右美托咪定通过上调LC3-II表达减轻LPS/D-Gal诱导的急性肝

损伤
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摘  要：本研究旨在探讨右美托咪定(dexmedetomidine, DEX)对脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)/D-半乳糖胺(D-galactosamine, 
D-Gal)诱导的急性肝损伤的作用及其机制。给雄性BALB/c小鼠腹腔注射LPS和D-Gal诱导急性肝损伤，注射前30 min给予

DEX或联合自噬抑制剂3-甲基腺嘌呤(3-methyladenine, 3-MA)预处理。用试剂盒测定血清丙氨酸氨基转移酶(alanine amino-
transferase, ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(aspartate aminotransferase, AST)活性，以及肝组织髓过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)
活性，用ELISA测定血清肿瘤坏死因子α (tumor necrosis factor α, TNF-α)和白细胞介素6 (interleukin-6, IL-6)水平，用Western 
blot检测肝组织P62、LC3-II蛋白表达水平，用HE染色观察肝组织病理学改变。结果显示，与对照组比较，LPS/D-Gal组血清

ALT和AST活性升高，TNF-α和IL-6水平提高，肝组织MPO活性升高，LC3-II蛋白表达水平下调，P62蛋白表达水平下调，肝

组织出现明显的病理损伤。DEX可逆转LPS/D-Gal组的上述变化，而3-MA可阻断DEX的这些肝保护效应。上述结果提示，

DEX可减轻LPS/D-Gal诱导的急性肝损伤，这可能与上调LC3-II蛋白表达、激活自噬有关。
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Dexmedetomidine alleviates LPS/D-Gal-induced acute liver injury via up-regulation 
of LC3-II expression in mice
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Abstract: The aim of the present study was to investigate the effects of dexmedetomidine (DEX) on acute liver injury induced by 
lipopolysaccharide (LPS)/D-galactosamine (D-Gal) and the underlying mechanism. Male BALB/c mice were intraperitoneally injected 
with LPS/D-Gal to induce acute liver injury model, and pretreated with DEX or in combination with the autophagy inhibitor, 3-meth-
yladenine (3-MA) 30 min before injection. Serum alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) activity, as 
well as myeloperoxidase (MPO) activity in liver tissue were determined with the corresponding kits. Serum tumor necrosis factor α 
(TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) levels were determined by ELISA. The protein expression levels of LC3-II and P62 in liver tissue 
were determined by Western blot. Liver histopathological changes were detected by HE staining. The results showed that, compared 
with control group, LPS/D-Gal enhanced ALT and AST activity, increased TNF-α and IL-6 levels, as well as MPO activity, up-regu-
lated LC3-II and P62 protein expression levels, and significantly induced pathological damage in liver tissue. DEX reversed the above 
changes in the LPS/D-Gal group, whereas these protective effects of DEX were blocked by 3-MA. The above results suggest that 
DEX alleviates LPS/D-Gal-induced acute liver injury, which may be associated with the up-regulation of LC3-II protein expression 
and the activation of autophagy.
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急性肝炎是肝细胞在炎症与免疫损伤的基础

上，发生的细胞变性、坏死等一系列病理组织学

改变，可导致肝功能障碍甚至肝功能衰竭而死亡 [1]，

在临床上发病率很高。目前病因多为感染、自身

免疫、药物、毒素等因素 [1–3]。脂多糖 (lipopoly-
saccharide, LPS) 是革兰氏阴性细菌菌体的一种有

毒成分 [4]，文献报道其通过作用于细胞膜表面的

Toll 样受体产生强烈致炎作用 [5]，因此也被称作内

毒素。D- 半乳糖胺 (D-galactosamine, D-Gal) 在肝

细胞中被选择性代谢，可显著增强肝脏对 LPS 的

敏感性 [6]。LPS/D-Gal 诱导的小鼠急性肝损伤模型

在形态和病理生理学方面与人类肝炎非常相似，

因此被广泛用于肝炎的发病机制和新的肝脏保护

剂研究中 [7]。

右美托咪定 (dexmedetomidine, DEX) 是一种高

选择性α2肾上腺素能受体激动剂，具有良好的镇静、

镇痛等作用，被临床广泛应用于手术麻醉和危重

症患者治疗中 [8–10]。最近研究显示，DEX 除具有镇

静、镇痛效应外，还发挥抗炎、抗氧化应激等药理

作用 [11–13]，DEX 可显著降低危重症患者白细胞介

素 6 (interleukin-6, IL-6)、IL-1β 和肿瘤坏死因子 α 
(tumor necrosis factor α, TNF-α) 等促炎细胞因子的

释放 [14]，另外有研究显示，DEX 在体外细胞实验

中通过抑制氧化应激发挥对原代神经元的保护作

用 [15]。这些研究结果表明，DEX 具有对炎症反应

的负性调节作用。自噬是细胞代谢的重要过程，研

究表明自噬与炎症有着紧密的关系，激活自噬将减

轻炎症反应 [16, 17]。而近期研究显示，DEX 通过下

调凋亡相关蛋白 Caspase、JNK 等蛋白表达水平减

轻 LPS/D-Gal 诱导的小鼠急性肝损伤和脓毒症诱发

的大鼠肝损伤 [18, 19]，并通过激活自噬相关通路减轻

LPS 诱导的急性肾损伤 [20, 21]，提示 DEX 可能通过

激活自噬作用减轻炎症损伤。另外有研究显示，在

LPS 诱导的急性肺损伤中，自噬相关蛋白 LC3-II 表
达水平显著下调 [22]。然而，DEX 是否可通过影响

LC3-II 的表达减轻急性肝损伤，尚不清楚。为此，

本研究复制了 LPS/D-Gal 诱导的小鼠急性肝损伤模

型，观察 DEX 对急性肝损伤的作用以及对 LC3-II
蛋白表达的影响，以期为 DEX 在急性肝损伤治疗

中的潜在临床应用提供实验证据。

1  材料与方法

1.1  主要试剂材料　　LPS、DEX 购于 Sigma 公司；

自噬抑制剂 3- 甲基腺嘌呤 (3-methyladenine, 3-MA)
购于 Cayman 公司；丙氨酸氨基转移酶 (alanine 
aminotransferase, ALT)、天冬氨酸氨基转移酶

(aspartate aminotransferase, AST)、髓过氧化物酶

(myeloperoxidase, MPO) 检测试剂盒购于南京建成

生物工程研究所；小鼠 TNF-α、IL-6 检测试剂盒购

于欣博盛生物科技有限公司；抗 P62、LC3-II、
β-actin 抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗均

购自 Cell Signaling 公司；BCA 蛋白定量试剂盒、

增强化学发光 ECL 试剂盒均购于 Thermo 公司。

1.2  动物分组及实验　　所用 BALB/c 雄性小鼠，

6~8 周龄，体重 18~22 g，购于陆军军医大学实验

动物中心实验，动物生产许可证号为 SCXK( 渝 ) 
2017-0002。饲养环境温度为 20~25 °C，相对湿度

为 (50 ± 5)%，12 h/12 h 黑暗 / 白光循环，动物适应

1 周后被用于实验，按实验室标准给予自由饮水和

喂食。本研究的动物实验方案获陆军军医大学第一

附属医院实验动物伦理委员会批准，动物实验严格

按照相关国家实验动物管理规则以及相应操作使用

指南进行。总共取 180 只小鼠，其中 40 只小鼠采

用随机数字表法分为 5 组，每组 8 只，分别为对照组、

单纯 DEX 组、LPS/D-Gal 组、DEX+LPS/D-Gal 组、

3-MA+DEX+LPS/D-Gal组。另取 80只随机分为 4组，

每组 20 只：对照组、单纯 DEX 组、LPS/D-Gal 组、

DEX+LPS/D-Gal 组，用于生存率分析。另再取 60
只随机分为 3 组，每组 20 只，分别为 LPS/D-Gal 组、

DEX+LPS/D-Gal 组、3-MA+DEX+LPS/D-Gal 组，用

于再一次生存率分析。

处理方法：对照组：等体积生理盐水腹腔注射；

单纯 DEX 组：给予 DEX (200 μg/kg) 腹腔内注射；

LPS/D-Gal 组：LPS (10 μg/kg)/D-Gal (700 mg/kg) 腹
腔内注射，建立急性肝损伤模型；DEX+LPS/D-Gal
组：腹腔注射 DEX (200 μg/kg)，30 min 后同 LPS/
D-Gal 组处理；3-MA+DEX+LPS/D-Gal 组：腹腔注

射 3-MA (15 mg/kg)，30 min 后同 DEX+LPS/D-Gal
组处理。LPS、D-Gal、DEX 溶液分别用生理盐水

溶解配制，3-MA 溶液用 DSMO 和玉米油按 1:9 比

例溶解配制。各组动物均在 LPS/D-Gal 处理后 6 h
处死，采集血清和肝组织标本，取固定部位的肝组

织用 4% 甲醛固定后切片，用于 HE 染色，其余标

本在 −80 °C 低温冰箱保存备用。

1.3  血清 ALT、AST 活性检测　　小鼠血清标本用

生理盐水 1:20 稀释后，按试剂盒说明书进行操作，
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用酶标仪在 505 nm 波长下检测各样本光密度，计

算并求出各样本 ALT、AST 活性。

1.4  TNF-α、IL-6 含量和 MPO 活性检测　　按

TNF-α、IL-6 ELISA 试剂盒说明书进行操作，检测

采集的血清含量。MPO 检测依据试剂盒操作说明，

将采集的肝组织匀浆并制备检测样本，酶标仪 450 
nm 下测得 OD 值，通过与各样本总蛋白进行标准

化对比得出 MPO 活性。

1.5  肝组织病理学检查　　取肝左外侧叶的肝组织，

用多聚甲醛溶液固定后，乙醇脱水，石蜡包埋，切

片机 (HistoCore BIOCUT，徕卡 ) 切片，片厚 4 μm，

HE 染色，光学显微镜下观察肝组织损伤程度。

1.6  蛋白免疫印迹 (Western blot)　　肝脏组织按总

蛋白提取试剂盒操作说明提取总蛋白，制备上样样

本，并用 BCA 蛋白检测试剂盒测定总蛋白浓度。

各组上样样本在不同浓度 ( 依据目的蛋白分子量制

备 ) 聚丙烯酰胺凝胶上进行蛋白电泳分离，然后经

电转至硝酸纤维素膜上，5% 脱脂乳奶封闭，用抗

P62 (1:2 000)、LC3-II (1:2 000) 或 β-actin 抗体 (1: 
4 000) 抗体 4 °C 孵育过夜，TBST 洗涤，二抗 (1: 
2 000 稀释 ) 室温孵育 1 h，TBST 洗涤，ECL 发光，

采集蛋白表达图片，使用 ImageJ 软件分析条带灰度

值，β-actin 作为内参计算各样本中目的蛋白的相对

表达量。

1.7  生存率分析　　观察并记录各组小鼠 72 h 生存

率，通过 Kaplan-Meier 方法描述并绘制生存率曲

线图。

1.8  统计学分析　　除生存率分析外，其他数据均

用 mean ± SD 表示，用 SPSS 22.0 进行统计分析，

多组间样本差异采用单因素方差分析 (one-way 
ANOVA)，两组间样本差异采用 Turkey’s 检验，P < 
0.05 时认为差异具有统计学意义。

图   1. 右美托咪定(DEX)降低LPS/D-Gal处理小鼠血清ALT、AST活性

Fig. 1. Dexmedetomidine (DEX) decreased serum ALT and AST activity in LPS/D-Gal-treated mice. A: Levels of ALT. B: Levels of 
AST. Mean ± SD, n = 8. *P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs LPS/D-Gal. CON, Control; L/D, LPS/D-Gal.

图    2. 右美托咪定(DEX)减轻LPS/D-Gal诱导的肝组织病理损伤

Fig. 2. Dexmedetomidine (DEX) alleviated LPS/D-Gal (L/D)-induced pathohistological alterations in liver (HE staining). Scale bar, 
200 μm (upper line), or 50 μm (lower line).
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2  结果

2.1  DEX减轻LPS/D-Gal诱导的肝损伤

和对照组相比，LPS/D-Gal 组小鼠血清 ALT 和

AST 显著升高 (P < 0.05)，而 DEX 干预显著抑制

LPS/D-Gal 组 ALT、AST 活性的升高 (P < 0.05)( 图
1A、B)。HE 染色结果与此结果一致，与对照组比较，

LPS/D-Gal 组小鼠肝小叶界限模糊，肝索结构破坏，

大量肝细胞溶解、死亡，并伴有大量炎性细胞浸润，

红细胞淤积，而 DEX 可明显减轻 LPS/D-Gal 组肝

脏病理改变 ( 图 2)。同时，DEX 干预组生存率较

LPS/D-Gal 模型组有明显的提高 (P < 0.05)( 图 3)。
以上结果表明，DEX 可减轻 LPS/D-Gal 诱导的肝

损伤。

2.2  DEX减轻LPS/D-Gal诱导的炎症反应

与对照组相比，LPS/D-Gal 组血清 TNF-α 和 IL-6
水平显著提高 (P < 0.05)，而 DEX 干预可显著降

低 LPS/D-Gal 组这些炎症因子水平 (P < 0.05)( 图 4)。
同时，与对照组相比，LPS/D-Gal 组小鼠肝组织

MPO 水平显著提高 (P < 0.05)，而 DEX 干预可显著

降低 LPS/D-Gal 组 MPO 活性 (P < 0.05)( 图 5)。以

上这些结果表明，DEX 可抑制 LPS/D-Gal 诱导的炎

症反应，这与病理学结果相一致。

2.3  在LPS/D-Gal诱导的急性肝损伤中DEX上调自

噬蛋白LC3-II
Western blot 结果显示，和对照组相比，LPS/

D-Gal 组 LC3-II 蛋白表达水平显著下调，P62 蛋白

表达水平显著上调，DEX 可逆转 LPS/D-Gal 组的这

些变化 ( 图 6)。
2.4  自噬抑制剂3-MA逆转DEX对急性肝损伤的保

护作用

3-MA 逆转 DEX 对急性肝损伤模型小鼠血清

图   3. 右美托咪定(DEX)提高LPS/D-Gal暴露的小鼠生存率

Fig. 3. Dexmedetomidine (DEX) increased survival rate in LPS/
D-Gal-exposed mice. n = 20. *P < 0.05 vs LPS/D-Gal group.

图  4. 右美托咪定(DEX)降低LPS/D-Gal诱导的炎症因子

TNF-α、IL-6水平

Fig. 4. Dexmedetomidine (DEX) decreased serum TNF-α and 
interleukin-6 (IL-6) levels in LPS/D-Gal-induced mice. A: Levels 
of serum TNF-α. B: Levels of serum IL-6. Mean ± SD, n = 8; *P < 0.05 
vs control group; #P < 0.05 vs LPS/D-Gal group. CON, Control; 
L/D, LPS/D-Gal.

图   5. 右美托咪定(DEX)降低LPS/D-Gal诱导的肝组织MPO
活性

Fig. 5. Dexmedetomidine (DEX) decreased hepatic myeloperox-
idase (MPO) activity in LPS/D-Gal-exposed mice. Mean ± SD, 
n = 8. *P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs LPS/D-Gal group. 
CON, Control; L/D, LPS/D-Gal.

ALT、AST 活力的降低作用 ( 图 7A) 和对小鼠的生

存率的提高作用 ( 图 7B)(P < 0.05) ；3-MA 阻断 DEX
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对血清 TNF-α、IL-6 水平的降低作用 ( 图 8A、B)，
并且 3-MA 也阻断 DEX 对肝脏损伤的减轻作用 ( 图

8C) ；同时，3-MA 逆转 DEX 对 LC3-II 蛋白表达水

平的上调作用和对 P62 蛋白表达水平的下调作用

图   6. 各组LC3-II、P62自噬蛋白在肝组织的表达水平

Fig. 6. The protein expression levels of LC3-II and P62 autophagy proteins in liver tissue detected by Western blot. Mean ± SD, n = 4; 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs LPS/D-Gal group. CON, Control; L/D, LPS/D-Gal.

图    7. 自噬抑制剂3-MA逆转右美托咪定(DEX)对急性肝损伤小鼠血清ALT、AST和生存率的影响

Fig. 7. Autophagy inhibitor 3-MA reversed the protective effect of dexmedetomidine (DEX) on ALT, AST activity and survival rate.  
in acute liver injury. A: Activity of serum ALT and AST. B: Survival rate. Mean ± SD, n = 8. *P < 0.05 vs LPS/D-Gal group; #P < 0.05 
vs DEX+LPS/D-Gal group. CON, Control; L/D, LPS/D-Gal.

图   8  自噬抑制剂3-MA逆转右美托咪定(DEX)对急性肝损伤小鼠炎症因子和自噬蛋白的影响

Fig. 8. Autophagy inhibitor 3-MA reversed the protective effect of dexmedetomidine (DEX) on inflammatory factors and autophagy 
proteins in acute liver injury. A: Levels of serum TNF-α. B: Levels of serum IL-6. Mean ± SD, n = 8. C: Histopathological alterations 
observed by HE staining. Scale bar, 50 μm. D: Protein expression levels of LC3-II and P62 detected by Western blot. Mean ± SD, n = 4. 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs LPS/D-Gal group. CON, Control; L/D, LPS/D-Gal.
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( 图 8D)。这些结果提示，DEX 对 LPS/D-Gal 诱导

的急性肝损伤的减轻作用可能与自噬激活有关。

3  讨论

越来越多的证据表明，DEX 除了在中枢神经系

统中具有重要作用外，在炎症反应中也起着重要的

调节作用 [23, 24]。本研究结果显示，DEX 能显著减

轻 LPS/D-Gal 诱导的急性肝损伤，抑制血清转氨酶

活性升高，改善组织病理学异常，提高实验动物的

生存率，表明 DEX 对 LPS/D-Gal 诱导的急性肝损

伤有一定的预防和治疗作用。

LPS 刺激 D-Gal 致敏的小鼠后，炎症细胞的激

活与炎症介质的产生释放被认为是 LPS/D-Gal 诱导

肝损伤的早期事件 [25, 26]。本研究结果显示，DEX
抑制 LPS/D-Gal 诱导的代表性炎症介质 TNF-α、IL-6
水平，提示 DEX 对 LPS/D-Gal 诱导的肝损伤具有

抗炎作用。与本研究结果一致，Chang 等和 Bao 等

研究显示，DEX 可抑制 LPS 诱导巨噬细胞或胶质

细胞产生 TNF-α[27, 28]。另外，MPO 活性的增加被认

为是炎症中中性粒细胞活化和积聚的一个重要指

标 [29]。本研究的 MPO 检测结果提示，LPS/D-Gal
组肝组织中性粒细胞浸润增多，而 DEX 处理则减

轻了这一现象。因此，DEX 的抗炎效应可能是其对

LPS/D-Gal 诱导的急性肝损伤减轻作用的机制之一。

自噬是真核生物体内一个高度保守的过程，通

过溶酶体降解途径清除受损的细胞器、多余的蛋白

质氨基酸、抗微生物等功能，在生长因子或营养

素缺乏的情况下对细胞的生存起着至关重要的作

用 [16]。近年来研究表明，自噬过程与炎症损伤的发

病机制和预后有着紧密的联系 [22, 30]。LC3-II、P62
被认为是自噬的标志性蛋白 [16–22]。Zhao 等 [20] 研究

显示，DEX 通过抑制 PI3K/AKT/mTOR 通路激活自

噬，减轻 LPS 诱导的急性肾损伤；Yang 等 [21] 研究

显示，DEX 通过 α2-AR/AMPK/mTOR 通路增强自

噬，进而抑制 NLRP3 炎性小体激活，从而减轻

LPS 诱导的急性肾脏损伤，表明 DEX 可通过增强

自噬作用来减轻炎症损伤。而近期研究显示，DEX
减轻 LPS/D-Gal 诱导的小鼠急性肝损伤，其机制是

下调凋亡相关蛋白 Caspase、JNK 的表达 [18, 19]。目

前有多项研究表明自噬存在于各种动物肝损伤模型

中，并通过各种机制调节发挥保护作用，但具体的

机制仍需要进一步探讨 [31–34]。因此，本研究复制

LPS/D-Gal 诱导的急性肝损伤模型，观察 DEX 是否

通过激活肝脏的自噬作用减轻肝损伤。结果显示，

LPS/D-Gal 诱导的急性肝损伤小鼠肝组织内 LC3-II
蛋白表达水平下调，P62 蛋白表达水平上调，表明自

噬作用受到抑制，而 DEX 药物处理显著上调 LC3-II
蛋白表达水平，同时下调 P62 蛋白表达水平，表明

DEX 激活了自噬作用。自噬抑制剂 3-MA 干预可显

著阻断 DEX 对急性肝损伤模型小鼠的保护作用。

上述这些结果表明，DEX 可在 LPS/D-Gal 诱导的急

性肝损伤进展中激活自噬。因此，我们推测 DEX
通过恢复受损的自噬作用，至少部分地对 LPS/D-Gal
诱导的小鼠急性肝损伤发挥保护作用。然而，DEX
在肝组织中如何激活自噬作用，并通过具体哪一条

通路的激活，即上调自噬蛋白 LC3-II 表达过程涉及

哪些上、下游相关蛋白，并没有进行深入的研究，

同时本研究仅检测自噬的两个标志性蛋白 (LC3-II、
P6)，而没有采用电镜检测自噬形态学变化，我们

后续将进一步深入明确 DEX 上调自噬蛋白 LC3-II
是通过对哪些上、下游靶蛋白的调控，从而更加清

楚地阐述 DEX 在肝脏中增强自噬的具体机制。

综上所述，本研究结果显示，DEX 能减轻 LPS/ 
D-Gal 诱导的急性肝脏炎症损伤，降低血清转氨酶

活性，抑制炎症因子释放，减轻肝组织病理学损伤，

提高生存率，这些有益的肝保护作用伴随着自噬标

志性蛋白 LC3-II 蛋白表达水平的上调及 P62 蛋白

表达水平的下调。此外，自噬抑制剂 3-MA 可阻断

DEX 对 LPS/D-Gal 诱导的小鼠急性肝损伤的保护作

用，表明 DEX 对 LPS/D-Gal 诱导的小鼠急性肝损

伤的保护机制可能与自噬激活有关。尽管 DEX 如

何激活自噬的详细机制有待进一步研究，但目前的

研究结果提示了 DEX 可能对急性肝损伤具有潜在

的预防和治疗价值。
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