
雷延昌, 罗盼, 李雯, 南昌大学附属感染病医院 江西省南昌
市 330006
雷延昌, 主任医师, 主要从事病毒性肝炎肝衰竭的研究. 
国家自然科学基金资助项目, No. 81160065
作者贡献分布: 课题设计由雷延昌主持; 研究过程由罗盼与李雯
实施; 论文写作由雷延昌完成. 
通讯作者: 雷延昌, 主任医师, 330006, 江西省南昌市洪都中大
道167号, 南昌大学附属感染病医院. ycleihust@sina.com 
电话: 0791-88499615
收稿日期: 2013-10-30   修回日期: 2013-11-17 
接受日期: 2013-11-19   在线出版日期: 2013-11-28

Carbamazepine protects 
the liver against ischemia/
reperfusion injury in mice 

Yan-Chang Lei, Pan Luo, Wen Li 

Yan-Chang Lei, Pan Luo, Wen Li, Infectious Diseases 
Hospital of Nanchang University, Nanchang 330006, Ji-
angxi Province, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 81160065 
Correspondence to: Yan-Chang Lei, Chief Physician, 
Infectious Diseases Hospital, Nanchang University, 167 
Hongdu Middle Road, Nanchang 330006, Jiangxi Province, 
China. ycleihust@sina.com
Received: 2013-10-30    Revised: 2013-11-17
Accepted: 2013-11-19    Published online: 2013-11-28

Abstract
AIM: To explore the effects of carbamazepine (CBZ) 
on hepatic ischemia/reperfusion (I/R) injury in 
mice. 

METHODS: Hepatic ischemia in male Balb/c 
mice was induced by occluding the portal triad 
for 1 h, and reperfusion was initiated by remov-
ing a microvascular clamp. Mice were randomly 
assigned to three groups (n = 6 for each group): 
I/R group as control, CBZ treatment group, and 
CBZ plus chloroquine (CQ) group. Serum ALT/
AST levels at different time points were measured 
using biochemical methods. Hepatic morphologi-
cal changes at 6 h after I/R were assessed by HE 
staining, and hepatocyte high mobility group box 
1 (HMGB1) cytoplasmic translocation was de-
tected by immunohistochemistry. Expression of 
Caspase3, Atg7, Beclin-1 and light chain 3 Ⅱ (LC3
Ⅱ) in liver tissue was analyzed by Western blot. 
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卡马西平保护小鼠肝脏缺血再灌注损伤

雷延昌, 罗 盼, 李 雯

®

■背景资料
自噬是细胞依赖
溶酶体清除处理
过剩或失去功能
胞浆蛋白和细胞
器的过程, 对肝脏
缺血再灌损伤具
有保护作用. 最近
发现, 卡马西平促
进肝细胞自噬治
疗α1-抗胰蛋白酶
缺乏肝纤维化, 对
肝脏缺血再灌的
保护作用不清楚. 

RESULTS: CBZ blocked the depletion of Atg7 
and Beclin-1 and LC3II expression after reperfu-
sion. CBZ treatment decreased ALT/AST levels 
significantly 2, 6 and 12 h after I/R compared 
with the I/R group (all P < 0.01). Expression of 
Caspase3 in liver tissue and hepatocyte HMGB1 
cytoplasmic translocation at 6 h after I/R were 
also decreased significantly in the CBZ group 
(both P < 0.01). CQ antagonized the effect of 
CBZ in decreasing ALT/AST levels, Caspase3 
expression and hepatocyte HMGB1 cytoplasmic 
translocation. 

CONCLUSION: CBZ protects the liver against 
I/R injury in mice. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 了解卡马西平对肝脏缺血再灌注的保
护作用. 

方法: 动脉夹阻断肝脏血流1 h释放形成再灌
建立小鼠肝脏缺血再灌注模型 .  6-8周龄♂

Balb/c随机分为缺血再灌组(对照组)、卡马
西平组、卡马西平+氯喹组, 每组6只. 生化检
测各组缺血再灌不同时间点血清丙氨酸转氨
酶(alanine aminotransferase, ALT)和谷草转氨
酶(aspartate transaminase, AST)水平. HE染色
观察肝脏形态学变化, 免疫组织化学分析肝
脏高迁移率族蛋白B1(high mobility group box 
1, HMGB1)表达, 免疫印迹检测Caspase3、
Atg7、Beclin-1和微管相关蛋白1轻链3Ⅱ(light 
chain 3 Ⅱ, LC3Ⅱ)表达. 

■同行评议者
李胜, 研究员, 山
东省肿瘤防治研
究院肝胆外科
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■研发前沿
相 关 研 究 表 明 , 
自噬保护肝脏缺
血 再 灌 损 伤 ,  基
因治疗和雷帕霉
素促进自噬面临
安全性、免疫抑
制和高脂血症等
不 良 反 应 .  寻 找
临床不良反应较
小的促自噬药物
对治疗缺血再灌
具有重要意义.

结果: 卡马西平阻止缺血再灌注小鼠肝脏LC3
Ⅱ和自噬相关基因Atg7与Beclin-1的表达下降. 
卡马西平组缺血再灌后2、6和12 h血清ALT/
AST水平显著低于缺血再灌组(P <0.01). 卡马
西平降低缺血再灌6 h肝细胞Caspase3表达和
HMGB1胞浆移位. 抑制自噬的药物氯喹具有
对抗卡马西平降低Caspase3表达、HMGB1胞
浆移位和血清ALT/AST水平的效应. 

结论: 卡马西平通过促进肝细胞自噬保护肝
脏缺血后再灌注损伤. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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蛋白B1胞浆移位

核心提示: 本研究发现卡马西平增加缺血再灌

小鼠肝脏细胞自噬, 降低血清丙氨酸转氨酶

(alanine aminotransferase)/谷草转氨酶(aspartate 

transaminase)水平、Caspase3表达和高迁移率族蛋

白B1(high mobility group box B1)胞浆移位. 氯喹

抑制自噬对抗卡马西平的上述效应. 表明卡马西

平促进肝细胞自噬保护缺血再灌损伤, 具有重要

临床应用价值. 
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0  引言

自噬是细胞依赖溶酶体及时清除或处理过剩的

或失去功能的胞浆蛋白或细胞器的过程. 自噬

是主要的肝脏蛋白分解代谢方式, 对肝脏缺血

再灌损伤具有保护作用. 研究显示, 上调自噬相

关基因表达降低缺血再灌损伤线粒体通透性增

加, 从而减轻其功能障碍[1,2]. 因此, 促进自噬对肝

脏缺血再灌损伤具有潜在的治疗价值. 然而, 目
前通过基因和药物增加自噬面临一些问题. 基因

治疗存在安全性、治疗效率、免疫反应、致突

变和伦理方面问题[3]. 在药物方面, 雷帕霉素及

其类似物有效促进自噬, 但存在免疫抑制和高

脂血症等严重不良反应[4,5]. 最近发现, 抗惊厥药

物卡马西平降低细胞内肌醇水平促进自噬[6]. 并
且发现, 卡马西平用于治疗α1-抗胰蛋白酶(α1-
antitrypsin, α1-AT)缺乏肝纤维化, 其作用机制是

通过自噬降解突变的Z蛋白[7,8]. 为了解卡马西平

对肝脏缺血再灌损伤的作用, 进行本研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 6-8周龄♂Balb/c小鼠, 体质量20 g±
0.5 g, 由南昌大学医学院动物实验中心提供(动
物质量合格证编号: 2013091206), 动物饲养和

处理严格按照美国国立卫生研究院实验动物饲

养和使用指南. 主要试剂: 卡马西平(Carbamaze-
pine, CBZ)和氯喹(Chloroquine, CQ)标准品购自

中国生物制品检定所; 兔抗鼠高迁移率族蛋白

B1(high mobility group box 1, HMGB1)(ABGENT
公司, 美国); 兔抗鼠Caspase3(Scant Cruz公司, 美
国); 兔抗鼠Atg7、Beclin-1和LC3Ⅱ(Cell signal-
ing公司, 美国). 
1.2 方法

1.2.1 动物模型及分组: Balb/c小鼠♂实验前12 h
禁食, 不禁水. 将体质量和周龄相同的动物随机

分为3组: 缺血再灌组(对照组)、卡马西平组、

卡马西平+氯喹组, 每组6只. 肝脏缺血再灌注模

型参照文献[1]进行, 采用动脉夹阻断肝脏血流

1 h后释放形成再灌. 小鼠乙醚麻醉下打开胸腔, 
动脉夹住肝门1 h, 释放动脉夹血流再灌, 无菌手

术缝合腹部切口, 敷料包扎. 卡马西平组肝脏缺

血再灌注前12 h给予卡马西平25 mg/kg腹腔注

射, 卡马西平+氯喹组, 分别于缺血再灌前12 h和
6 h给予卡马西平(25 mg/kg)和磷酸氯喹(60 mg/
kg)腹腔注射, 肝脏缺血再灌注组给予等量PBS
腹腔注射[9,10]. 
1.2.2 标本收集: 肝脏缺血前、缺血1 h, 再灌后2、
6、12、24、48 h动物乙醚麻醉眼眶采血50 µL, 
分离血清置于-80 ℃保存. 分别在肝脏缺血1 h和
再灌后6 h处死部分动物, 肝组织-80 ℃冻存用于

免疫印迹检测, 40 g/L的中性甲醛固定肝组织, 进
行HE染色和免疫组织化学检测HMGB1表达. 
1.2.3 血清生化检测: 全自动生化分析仪检测丙

氨酸转氨酶(alanine aminotransferase, ALT)和谷

草转氨酶(aspartate transaminase, AST)按照生产

厂家说明书进行, 根据标准曲线计算结果. 
1.2.4 免疫印迹及其分析: 取0.5 g肝组织研磨后

加入1 mL含蛋白酶抑制剂混合物的双蒸水混匀

-80 ℃保存, 取10 µL样品加入90 µL RIPA高效

裂解液(碧云天, 中国)充分裂解, 6000 g离心30 s, 
加入50 µL上样缓冲液, 聚丙烯酰胺凝胶电泳后

转移至硝酸纤维素膜上, 10%的BSA在4 ℃封闭

过夜, 一抗37 ℃孵育2 h, 1∶10000辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔IgG抗体37 ℃孵育0.5 h, 化学发

光法检测结果. 
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■相关报道
自噬保护肝脏缺
血再灌损伤, 促进
自噬减轻脂肪性
肝炎和肝癌发生, 
HBC和HCV促进
肝细胞自噬利于
其 生 存 .  最 近 发
现, 卡马西平促进
肝细胞自噬治疗
α1-抗胰蛋白酶缺
乏肝纤维化.

统计学处理 所有数据用SPSS18.0软件作统

计学分析, 数据资料以mean±SD表示, 两组均数

之间的比较应用t检验, 两组样本率的比较采用

χ2检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 卡马西平对缺血再灌注小鼠肝细胞自噬相

关基因Atg7 和Beclin-1 表达的影响 免疫印迹检

测自噬特异性LC3Ⅱ表达显示, LC3Ⅱ在缺血期

无明显表达, 而在再灌6 h时LC3Ⅱ表达增加, 卡
马西平促进肝脏缺血再灌注肝细胞LC3Ⅱ表达

水平, 促进自噬(图1). 为进一步了解卡马西平对

肝脏缺血再灌注肝细胞自噬的作用, 免疫印迹

检测自噬相关蛋白Atg7和Beclin-1表达显示, 卡
马西平同样可以增加肝脏缺血再灌注肝细胞自

噬相关蛋白的表达(图1). 表明卡马西平增加肝

脏缺血再灌注肝细胞自噬. 
2.2 卡马西平对肝脏缺血再灌注小鼠血清ALT/
AST水平和肝脏Caspase3表达的影响 生化检

测血清A LT水平可了解患者和小鼠肝细胞损

伤的程度. 肝脏缺血再灌注小鼠血清ALT水平

在缺血1 h开始升高, 再灌后6 h达到峰值, 在12
和24 h逐渐降低, 48 h恢复至正常水平. 卡马西

平治疗降低血清ALT/AST水平, 其中再灌2、6
和12 h的ALT/AST水平与对照组差异有显著性

(P <0.01, 图2A, B). 表明, 卡马西平对肝脏缺血再

灌注损伤具有被保护作用. 在本实验条件下, 肝
脏缺血再灌注6 h肝组织HE染色未发现肝细胞

坏死. 为进一步了解卡马西平对肝脏缺血再灌

肝细胞保护作用, 免疫印迹检测肝脏凋亡相关

蛋白Caspase3的表达显示, 肝脏缺血再灌6 h肝
脏Caspase3的表达升高, 而卡马西平治疗组肝脏

Caspase3的表达显著降低(图2C). 表明, 卡马西

平具有保护缺血再灌肝脏细胞凋亡的作用. 为
了解卡马西平肝损伤保护作用与自噬的关系, 
缺血再灌注前给予氯喹抑制自噬, 发现卡马西

平降低小鼠血清ALT、AST水平和肝脏缺血再

灌6 h肝脏Caspase3表达的作用消失(图2), 肝细

胞损伤和凋亡有所增加. 提示卡马西平对肝脏

缺血再灌损伤的保护作用依赖于促进肝细胞自

噬效应. 
2.3 卡马西平降低肝脏缺血再灌注小鼠肝细胞

HMGB1胞浆移位的影响 肝脏缺血再灌注6 h肝
组织HE染色未发现肝细胞坏死(图3A, B), 但已

经出现肝细胞凋亡. 免疫组织化学检测肝细胞

HMGB1表达发现, 缺血再灌注6 h后接近三分

之一肝细胞胞浆表达HMGB1, 发生HMGB1肝
细胞胞浆移位, 而卡马西平治疗组HMGB1在肝

细胞胞浆几乎无表达(图3C, D). 氯喹预处理抑

制自噬抵消卡马西平抑制肝细胞HMGB1胞浆

移位(图3E). 图像分析显示, 卡马西平组肝细胞

HMGB1胞浆移位率显著低于对照组和卡马西

平+氯喹组, 差异有显著性(P <0.01, 图3F). 

3  讨论

肝脏移植、手术、休克和心力衰竭等因素均可

导致肝脏缺氧, 有氧代谢障碍、ATP减少和酸中

毒, 再灌恢复正常氧和营养物质浓度, 肝脏损伤

加重, 发生缺血后再灌注损伤. 肝脏和其他一些

组织在血流再灌时线粒体通透性增加, 导致氧

化磷酸化解偶联, 线粒体功能障碍和细胞死亡[1]. 
然而, 目前对缺血再灌的线粒体功能障碍缺乏

有效的治疗方法. 
研究显示, 自噬在生理病理情况下都具有重

要作用. 在生理情况下, 自噬主要为细胞提供营

养. 在应激情况下, 如缺血再灌、酒精和对乙酰氨

基酚肝损伤和脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)刺激

等, 自噬成为适应这些应激的一种反应[1,2,9,11,12]. 本
研究显示, 卡马西平提高缺血再灌肝脏自噬水

平, 降低ALT/AST水平和肝细胞凋亡, 并减轻肝

细胞HMGB1胞浆移位, 从而保护缺血再灌肝损

伤, 具有潜在的治疗应用价值. 
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图  1  免疫印迹检测卡马西平对肝脏缺血再灌注小鼠肝脏自噬相关基因Atg7 和Beclin-1 表达及对肝细胞自噬的影响. 1: 缺血

1 h; 2: 缺血1 h后再灌6 h; 3: 卡马西平25 mg/kg腹腔注射12 h, 缺血1 h后再灌6 h. LC3: 微管相关蛋白1轻链3.
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■创新盘点
本 研 究 发 现 ,  临
床不良反应较小
的卡马西平增加
缺血再灌小鼠肝
脏 自 噬 ,  降 低 血
清ALT/AST、抑
制肝细胞凋亡和
HMGB1胞浆移位.

最近在研究α1-AT肝纤维化的研究中发现, 
抗惊厥药物卡马西平促进肝细胞自噬, 其机制

是通过降低细胞内肌醇水平[6-8]. 本研究显示, 卡
马西平25 mg/kg腹腔注射, 增加缺血再灌6 h小
鼠肝脏LC3Ⅱ表达水平, 促进肝细胞自噬. 与之

相一致, 卡马西平增加自噬相关蛋白Atg7和Be-
clin-1表达. 研究显示, 自噬相关蛋白Atg7和Be-
clin-1在肝损伤保护中具有重要作用, Atg7基因

敲除小鼠肝脏出现异常线粒体聚集, 而Beclin-1
缺失加重肝脏缺血再灌损伤[13-15]. 卡马西平增加

Atg7和Beclin-1表达进一步显示其自噬依赖的肝

脏保护作用. 
在本研究实验条件下, 小鼠肝脏缺血再灌

注2 h后ALT/AST水平明显升高, 再灌后6 h达到

峰值, 12 h仍维持在较高水平, 与国内外的研究

一致[16-19]. 卡马西平治疗降低再灌2、6和12 h的
ALT/AST水平. 然而, 缺血再灌6 h肝组织HE染
色并未发现肝细胞坏死, 但免疫印迹检测发现, 
卡马西平降低缺血再灌6 h肝脏Caspase3表达, 提

示卡马西平通过抑制肝细胞凋亡保护缺血再灌

肝损伤. 
近年来发现, HMGBl在肝脏缺血后再灌注

损伤发挥重要作用[20]. 正常情况下, HMGB1主
要存在于胞核, 肝细胞坏死被动释放HMGB1, 
炎症如LPS, 肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)和缺氧等刺激肝细胞主动释放

HMGB1, 从胞核至胞浆后释放, 放大炎症反应及

其损伤[20-23]. 因此, 检测HMGB1肝细胞胞浆移位

可以间接早期了解肝脏受损情况. 研究显示, 急
性肝衰竭患者和小鼠模型早期出现血清HMGB1
升高和大量肝细胞HMGB1胞浆移位[11,24-26]. 因
此, 检测肝细胞HMGB1胞浆移位可以间接早期

了解肝脏受损情况. 然而HMGB1胞浆移位在肝

脏缺血再灌中的作用尚不清楚. 本研究发现, 肝
脏缺血再灌6 h后虽然肝组织未出现肝细胞坏死, 
但已出现Caspase3表达提示肝细胞凋亡, 同时出

现大量肝细胞HMGB1胞浆移位, 而卡马西平治

疗可显著减少HMGB1胞浆移位肝细胞数量. 进
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图  2  卡马西平对肝脏缺血再灌
注小鼠血清ALT/AST水平和肝脏
Caspase3表达的影响. A: 卡马西

平降低肝脏缺血再灌注小鼠血清

ALT水平. bP <0.01 vs  对照组. B: 

卡马西平降低肝脏缺血再灌小鼠

血清AST水平. dP<0.01 vs  对照组. 

C: 卡马西平治疗肝脏缺血再灌

6 h肝脏Caspase3表达. I: 缺血1 h, 

IR2、6、12、24和48 h: 缺血再灌

注2、6、12、24和48 h; CQ: 氯喹; 

CBZ: 卡马西平; ALT: 丙氨酸氨

基转移酶; AST: 天门冬酸氨基转

移酶.
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一步表明卡马西平对肝脏缺血再灌保护作用. 
已知, 氯喹是目前公认的已知自噬药物[27,28], 

为了解卡马西平肝损伤保护作用与自噬的关系, 
缺血再灌注前给予氯喹阻断自噬, 发现卡马西平

降低小鼠血清ALT/AST水平、Caspase3表达和

肝细胞HMGB1胞浆移位的作用消失, 肝细胞损

伤增加. 提示卡马西平对肝脏缺血再灌损伤的保

护作用依赖于促进肝细胞自噬效应. 最近研究发

现, 促进肝细胞自噬可以保护对乙酰氨基酚、D-
氨基半乳糖(D-galactosamine, D-GaIN)/LPS以及

酒精对小鼠的肝细胞毒性, 抑制肝细胞自噬增加

TNF-α和D-GalN诱导的肝细胞凋亡及损伤[9,29-31]. 
本研究发现卡马西平增加肝细胞自噬是保护缺

血再灌肝损伤脏的机制之一. 
本研究发现, 卡马西平降低肝脏缺血再灌

小鼠血清ALT/AST水平、Caspase3表达和肝细

胞HMGB1胞浆移位, 自噬抑制剂氯喹使卡马西

平的上述作用消失. 表明, 卡马西平具有依赖自

噬保护缺血再灌肝损伤作用. 该结果为卡马西

平保护肝脏缺血再灌损伤提供了新的理论基础, 
具有重要的理论和应用价值, 应用卡马西平治

疗缺血再灌肝损伤值得进一步实验和临床研究. 
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■同行评价
本文具有一定的
基础和临床应用
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