
网络出版时间: 2025 － 06 － 30 12: 59: 45 网络出版地址: https: / / link． cnki． net /urlid /34． 1065． Ｒ． 20250630． 0856． 003

PGC － 1α介导的线粒体生物合成在 AMPK 激动剂
抗肝脏缺血再灌注损伤中的作用

敖 宇，张旭阳，唐 聃，刘公伟，黄 丹，蔡治方

( 遵义医科大学第二附属医院肝胆外科，遵义 563000)

摘要 目的 探讨 PGC-1α介导的线粒体生物合成在腺苷酸活化蛋白激酶( AMPK) 激动剂抗肝脏缺血再灌注损伤( HIＲI) 中

的作用及机制。方法 将 SD 大鼠随机分为对照组( Control) 、HIＲI 组、HIＲI + AMPK 激动剂 AICAＲ 组( HIＲI + AICAＲ) 、HIＲI
+ PGC-1α抑制剂 SＲ-18292 组( HIＲI + SＲ-18292) 和 HIＲI + AICAＲ + SＲ-18292 组，每组 8 只。于术前分别经腹腔注射 AICAＲ

( 500 mg /kg) 或 SＲ-18292( 32 mg /kg) 干预大鼠，采用无创血管夹阻断法构建 HIＲI 模型，再灌注 24 h 后取材。检测血清中丙氨

酸氨基转移酶( ALT) 和天冬氨酸氨基转移酶( AST) 含量及肝脏组织中丙二醛( MDA) 、超氧化物歧化酶( SOD) 和三磷酸腺苷

( ATP) 水平; HE 染色观察肝组织病理学变化; 荧光探针法检测肝组织中活性氧( ＲOS) 水平和线粒体膜电位变化; qＲT-PCＲ 检

测肝组织中线粒体 DNA( mtDNA) 拷贝数及线粒体生物合成相关基因 PGC-1α、NＲF1、TFAM、UQCＲC2 mＲNA 表达水平; West-
ern blot 检测肝组织中 AMPKα、p-AMPKα、mTOＲ、p-mTOＲ、PGC-1α和 TFAM 蛋白表达水平。结果 与 Control 组比较，HIＲI 组

大鼠血清中 ALT、AST 水平及肝组织中 MDA、ＲOS 水平升高，SOD 和 ATP 水平降低( 均 P ＜ 0. 05) ; 同时，肝组织中 mtDNA 拷贝

数、线粒体膜电位及 PGC-1α、NＲF1、TFAM、UQCＲC2 mＲNA 表达水平降低，p-AMPKα /AMPKα蛋白比值和 PGC-1α、TFAM 蛋白

表达水平降低，p-mTOＲ/mTOＲ 蛋白比值升高( 均 P ＜ 0. 05) 。与 HIＲI 组比较，HIＲI + AICAＲ 组大鼠血清中 ALT、AST 水平及

肝组织中 MDA、ＲOS 水平降低，SOD 和 ATP 水平升高( 均 P ＜ 0. 05) ; 同时，肝组织中 mtDNA 拷贝数、线粒体膜电位及 PGC-1α、
NＲF1、TFAM、UQCＲC2 mＲNA 表达水平升高，p-AMPKα /AMPKα 蛋白比值和 PGC-1α、TFAM 蛋白表达水平升高，p-mTOＲ/
mTOＲ 蛋白比值降低( 均 P ＜ 0. 05) 。联合 SＲ-18292 干预可明显逆转 AICAＲ 对 HIＲI 大鼠肝组织的保护作用。结论 PGC-1α
介导的线粒体生物合成参与调节 AMPK 激动剂介导的 HIＲI 保护作用，其作用机制可能与激活 AMPK/mTOＲ 信号通路有关。
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肝脏缺血再灌注损伤( hepatic ischemia reperfu-
sion injury，HIＲI) 是肝切除、肝移植等手术中常见的

继发性组织损伤，可导致肝功能衰竭［1］，其核心机

制与缺血再灌注过程中活性氧( reactive oxygen spe-
cies，ＲOS) 爆发引起的线粒体功能障碍及能量代谢

障碍密切相关［2 － 4］。腺苷酸活化蛋白激酶 ( AMP-
activated protein kinase，AMPK) 作为细胞能量稳态

的核心调节因子，通过调控巨噬细胞极化、抑制铁死

亡和改善能量代谢等途径在脑、心肌、肝脏等多种组

织器官缺血再灌注损伤中发挥保护作用［5 － 7］，其机

制可能与过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活

因 子 1α ( peroxisome proliferator-activated receptor

gamma coactivator-1α，PGC-1α ) 介导的线粒体生物

合成 有 关。AMPK 磷 酸 化 可 激 活 PGC-1α，通 过

AMPK/PGC-1α /Nrf2 通路调节线粒体功能和氧化还

原稳态［8］。基因沉默实验也证实 PGC-1α 是 AMPK
的下游靶标，激活 AMPK /PGC-1α 通路可缓解肝脏

代谢异常［9］。以上研究提示，PGC-1α 介导的线粒

体生物合成可能是参与调节 AMPK 抗 HIＲI 的重要

分子机制。该研究拟建立 HIＲI 模型大鼠，并给予

AMPK 激动剂预处理，探讨 PGC-1α 介导的线粒体

生物合成在 AMPK 激动剂抗 HIＲI 过程中的作用，

旨在为以 AMPK 为靶点的 HIＲI 治疗药物开发提供

理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 SPF 级 SD 雄性大鼠 88 只，鼠龄

8 周，体质量 220 ～ 240 g，购自遵义医科大学实验动
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物中心，生产许可证号: SCXK( 黔) 2021-0002。饲养

于独立通风换气笼中，温度 22 ～ 24 ℃，湿度 40% ～
70%，适应性喂养 1 周。本研究获得遵义医科大学

第二附属医院医学伦理审查委员会批准( 审批号:

KYLL-2025-001) 。
1． 1． 2 主要试剂 AMPK 激动剂 AICAＲ、PGC-1α
抑制剂 SＲ-18292 ( 货号: HY-13417、HY-101491 ) 购

自美国 Med Chem Express 公司; AMPKα、p-AMPKα、
mTOＲ、p-mTOＲ、PGC-1α、TFAM、GAPDH 抗 体

( 货号: ab32047、ab133448、ab134903、ab109268、
ab313559、ab307302、ab181602 ) 购 自 英 国 Abcam 公

司; 丙二醛( malondialdehyde，MDA) 、超氧化物歧化

酶( superoxide dismutase，SOD ) 、ＲOS、三 磷 酸 腺 苷

( adenosine triphosphate，ATP ) 检 测 试 剂 盒 ( 货 号:

S0131、S0101、S0033、S0026) 购自上海碧云天生物技

术有限公司; SuperScriptTMⅢ PlatinumTM一步法 qＲT-
PCＲ 试 剂 盒 ( 货 号: 11732020 ) 购 自 美 国 Thermo
Fisher 公司; HE 染液、JC-1 线粒体膜电位试剂盒( 货

号: G1005、G1515) 购自武汉赛维尔生物科技有限公

司。
1． 1． 3 主要仪器 呼吸麻醉机( 型号: Ｒ500IE) 购

自深圳市瑞沃德生命科技股份有限公司; 酶标仪、实
时荧光定量 PCＲ 系统( 型号: MultiskanTM FC、Quant-
StudioTM1 Plus) 购自美国 Thermo Fisher 公司; 自动

生化分析仪( 型号: BS-350S) 购自深圳迈瑞生物医

疗电子股份有限公司; 化学发光成像仪( 型号: Che-
miScope S6) 购自上海勤翔科学仪器有限公司。
1． 1． 4 动物造模 采用无创血管夹阻断法构建

HIＲI 大鼠模型［10］，具体方法如下: 使用呼吸麻醉机

麻醉大鼠，固定四肢，腹部剃毛备皮，延腹中线作切

口开腹腔，暴露第一肝门，使用无创血管夹阻断肝脏

左侧门静脉支，观察到 70% 的肝脏表面颜色由红变

为灰白即为缺血成功，缺血 45 min 后进行再灌注。
1． 2 方法

1． 2． 1 分组与干预 将 88 只大鼠随机进行以下分

组及处理，造模失败或死亡大鼠及时进行补充。为

了考察不同再灌注时间对大鼠肝组织线粒体生物合

成水平的影响，分别对大鼠进行缺血再灌注 0、6、
12、24、48 h 处理，另设置正常组( Normal) 大鼠，每

组 8 只。另，为了探讨 PGC-1α 介导的线粒体生物

合成在 AMPK 激动剂抗 HIＲI 中的作用及机制，将

大鼠随机分为: Control 组: 大鼠正常饲养，不做干

预; HIＲI 组: 大鼠按照“1. 1. 4”项下方法缺血后再灌

注 24 h 取材; HIＲI + AICAＲ 组: 于术前 1 h 腹腔注

射 AICAＲ( 500 mg /kg) ［7］干预大鼠，缺血后再灌注

24 h 取材; HIＲI + SＲ-18292 组: 于术前 50 min 腹腔

注射 SＲ-18292 ( 32 mg /kg) ［11］干预大鼠，缺血后再

灌注 24 h 取材; HIＲI + AICAＲ + SＲ-18292 组: 于术

前 1 h 腹腔注射 AICAＲ( 500 mg /kg) ，10 min 后再次

经腹腔注射 SＲ-18292( 32 mg /kg) 干预大鼠，缺血后

再灌注 24 h 取材，每组 8 只。
1． 2． 2 生化分析仪检测 麻醉大鼠，经腹主动脉采

血，4 ℃离心取上清液，设置生化分析仪参数，上样

检测各组血清中丙氨酸氨基转移酶( alanine amin-
otransferase，ALT) 和天冬氨酸氨基转移酶( aspartate
aminotransferase，AST) 含量。
1． 2． 3 试剂盒检测 取各组大鼠肝组织，0. 9% 氯

化钠溶液漂洗后剪碎，制备肝组织匀浆液，严格按照

试剂盒说明书操作，检测肝组织 中 ATP、MDA 和

SOD 水平。
1． 2． 4 ＲOS 检测 取各组大鼠肝组织制作冰冻切

片，复温后控干水分，使用组画笔在组织周围画圈，

向圈内滴加 DCFH-DA 荧光探针，37 ℃恒温孵育 30
min，然后滴加 DAPI 染核，显微镜下观察并采集图

像，ＲOS 活性结果以荧光度值表示。
1． 2． 5 qＲT-PCＲ 检测 取各组大鼠肝组织，分别

提取组织中总 ＲNA 和线 粒 体 DNA ( mitochondrial
DNA，mtDNA) ，使用一步法 qＲT-PCＲ 试剂盒将 ＲNA
反转录为 cDNA，设计目的基因引物( 表 1 ) ，与 cD-
NA 样本、聚合酶及脱氧核糖核苷三磷酸等混合得

到反应体系，于实时荧光定量 PCＲ 系统上进行扩增

表 1 引物序列

Tab． 1 Primer sequences

Genes Primer sequences ( 5'-3')
mtDNA F: TCTCGATGGTAACGGGTCT

Ｒ: ACGGCTATGTTGAGGAAGG
PGC-1α F: GGACGAATACCGCAGAGAGT

Ｒ: CCATCATCCCGCAGATTTAC
NＲF1 F: AAACCGAACACATGGCTACC

Ｒ: CTGCCGTGGAGTTGAGTATG
TFAM F: CACCCAGATGCAAAACTTTCAG

Ｒ: CTGCTCTTTATACTTGCTCACAG
UQCＲC2 F: AAAGGGCAACTGCTAGAGCC

Ｒ: TCCCTTGTTGCAGTCACACTTA
GAPDH F: CAGATCCACAACGGATATATTGGG

Ｒ: CATGACAACTTTGGCATTGTGG
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( 反应条件: 95 ℃ 3 min，95 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，72
℃ 5 min，循环 40 次) ，以线粒体编码基因 NADH 脱

氢酶 1 基因表达作为 mtDNA 拷贝数，以 GAPDH 内

参，采 用 2 － ΔΔCT 值 法 计 算 mtDNA 以 及 PGC-1α、
NＲF1、TFAM、UQCＲC2 基因 mＲNA 相对表达水平。
1． 2． 6 HE 染色 取大鼠部分肝组织于 10% 多聚

甲醛中固定 24 h，石蜡包埋并制作石蜡切片，依次将

切片放入二甲苯和梯度乙醇中脱蜡至水，再入苏木

精和伊红染液中染色，流水冲洗，脱水、封片，显微镜

下观察组织病理学改变，细胞核呈蓝色，细胞质呈红

色。
1． 2． 7 线粒体膜电位检测 按照“1. 2. 4”项下方

法制备大鼠肝组织冰冻切片，向圈内滴加 JC-1 染色

工作液，恒温孵育 20 min，荧光显微镜下观察线粒体

膜电位水平，红色荧光为线粒体膜电位正常，绿色荧

光为线粒体膜电位下降。
1． 2． 8 Western blot 检测 取各组大鼠肝组织，加

入 ＲIPA 裂解液，于冰上碾磨后离心提取上清液即

为总蛋白溶液，BCA 法测定蛋白浓度。取 20 μg 蛋

白溶液经沸水浴变性，使用 SDS-PAGE 凝胶电泳分

离蛋白，随后转至 PVDF 膜上，加入 5% 脱脂奶粉封

闭 1 h，加 入 一 抗 稀 释 液 ( p-AMPKα、AMPKα、p-
mTOＲ、mTOＲ、PGC-1α、TFAM、GAPDH，1 ∶ 1 000稀

释) 4 ℃孵育过夜。TBST 洗涤 3 次，加入 HＲP 标记

的二抗稀释液( 1 ∶ 10 000稀释) 室温孵育 1 h，曝光

显影，采用 ImageJ 软件分析目的蛋白条带灰度值与

内参蛋白条带灰度值的比值。
1． 3 统计学处理 使用 SPSS26. 0 软件分析数据，

结果用 �x ± s 表示。多组间比较采用单因素方差分

析，两组间比较采用 Tukey 检验。P ＜ 0. 05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同肝脏再灌注时间对大鼠肝组织线粒体水

平的影响 与 Normal 组比较，缺血再灌注不同时间

点大鼠血清中 ALT 和 AST 水平以时间依赖方式升

高( P ＜ 0. 05) ，而肝组织中 ATP 水平及 mtDNA 拷贝

数以时间依赖方式降低 ( P ＜ 0. 05 ) 。见图 1。与

Normal 组比较，缺血再灌注不同时间点大鼠肝组织

中线粒体生物合成相关基因 PGC-1α、NＲF1、TFAM、

图 1 各组大鼠血清肝功能和肝组织中 ATP 及 mtDNA 水平比较( �x ± s，n = 8)

Fig． 1 Comparison of serum liver function and the levels of ATP and mtDNA in liver tissue among groups ( �x ± s，n = 8)

A: ALT levels in serum; B: AST levels in serum; C: ATP levels in liver tissue; D: Cellular mtDNA copy number in liver tissue; * P ＜ 0. 05 vs Normal

group．
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UQCＲC2 mＲNA 表达水平以时间依赖方式降低( P
＜ 0. 05) 。见图 2。本研究后续实验选择缺血再灌

注 24 h 取材。
2． 2 各组大鼠肝组织病理学改变 Control 组大鼠

肝组织结构正常，无细胞损伤; HIＲI 组和 HIＲI + SＲ-
18292 组大鼠肝组织出现大面积细胞质空泡化、核

固缩及边界模糊，大量血窦膨胀，炎性细胞渗入; HI-
ＲI + AICAＲ 组大鼠肝组织病理损伤较 HIＲI 组明显

改善，多数细胞结构恢复正常，炎性细胞渗入减少，

而 HIＲI + AICAＲ + SＲ-18292 组大鼠肝组织损伤较

HIＲI + AICAＲ 组再次加重。见图 3。
2． 3 各组大鼠血清肝功能指标水平 与 Control 组

比较，HIＲI 组 大 鼠 血 清 中 ALT 和 AST 水 平 升 高

( P ＜ 0. 05) 。与 HIＲI 组比较，HIＲI + AICAＲ 组大鼠

血清中 ALT 和 AST 水平降低( P ＜ 0. 05) ; 而 HIＲI +
SＲ-18292 组大鼠血清中 ALT 和 AST 水平升高( P ＜
0. 05) 。与 HIＲI + AICAＲ 组比较，HIＲI + AICAＲ +
SＲ-18292 组大鼠血清中 ALT 和 AST 水平升高( P ＜
0. 05) 。见图 4。
2． 4 各组大鼠肝组织中氧化应激水平 与 Control
组比较，HIＲI 组大鼠肝组织中 MDA 和 ＲOS 水平升

高，SOD 水平降低( P ＜ 0. 05) 。与 HIＲI 组比较，HI-
ＲI + AICAＲ 组大鼠肝组织中 MDA 和 ＲOS 水平降

低，SOD 水平升高( P ＜ 0. 05 ) ; 而 HIＲI + SＲ-18292
组大鼠肝组织中 MDA 和 ＲOS 水平升高，SOD 水平

降低( P ＜ 0. 05) 。与 HIＲI + AICAＲ 组比较，HIＲI +
AICAＲ + SＲ-18292 组大鼠肝组织中 MDA 和 ＲOS 水

平升高，SOD 水平降低( P ＜ 0. 05) 。见图 5。

图 2 各组大鼠肝组织中线粒体生物合成相关基因表达水平比较( �x ± s，n = 8)

Fig． 2 Comparison of mitochondrial biosynthesis-related gene expression levels in liver tissue of rats in each group ( �x ± s，n = 8)

A: PGC-1α mＲNA expression level in liver tissue; B: NＲF1 mＲNA expression level in liver tissue; C: TFAM mＲNA expression level in liver tissue;

D: UQCＲC2 mＲNA expression level in liver tissue; * P ＜ 0. 05 vs Normal group．

图 3 各组大鼠肝组织病理学改变 HE ×200

Fig． 3 Liver histopathological changes in each group HE ×200
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图 4 各组大鼠血清肝功能指标水平比较( �x ± s，n = 8)

Fig． 4 The levels of serum liver function index in each group were compared ( �x ± s，n = 8)

A: ALT levels in serum; B: AST levels in serum; a: Control group; b: HIＲI group; c: HIＲI + AICAＲ group; d: HIＲI + SＲ-18292 group; e: HIＲI + AIC-

AＲ + SＲ-18292 group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs HIＲI group; △P ＜ 0. 05 vs HIＲI + AICAＲ group．

图 5 各组大鼠肝组织中氧化应激

水平比较( �x ± s，n = 8)

Fig． 5 Comparison of oxidative stress levels

in liver tissues of rats in each group ( �x ± s，n = 8)

A: MDA level in liver tissue; B: SOD level in liver tis-

sue; C: ＲOS level in liver tissue ( × 400) ; a: Control group;

b: HIＲI group; c: HIＲI + AICAＲ group; d: HIＲI + SＲ-18292

group; e: HIＲI + AICAＲ + SＲ-18292 group; * P ＜ 0. 05 vs

Control group; #P ＜ 0. 05 vs HIＲI group; △P ＜ 0. 05 vs HIＲI

+ AICAＲ group．

2． 5 各组大鼠肝组织细胞线粒体膜电位水平 与

Control 组比较，HIＲI 组大鼠肝组织细胞线粒体膜电

位水平降低; 与 HIＲI 组比较，HIＲI + AICAＲ 组大鼠

肝组织细胞线粒体膜电位水平升高，而 HIＲI + SＲ-
18292 组 降 低; 与 HIＲI + AICAＲ 组 比 较，HIＲI +
AICAＲ + SＲ-18292 组大鼠肝组织细胞线粒体膜电
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位水平降低。见图 6。
2． 6 各组大鼠肝组织中线粒体生物合成水平 与

Control 组比较，HIＲI 组大鼠肝组织中 ATP 水平、
mtDNA 拷贝数及线粒体生物合成相关基因 PGC-
1α、NＲF1、TFAM、UQCＲC2 mＲNA 表达水平均降低

( 均 P ＜ 0. 05) ; 与 HIＲI 组比较，HIＲI + AICAＲ 组大

鼠肝组织中 ATP 水平、mtDNA 拷贝数及线粒体生物

合成相关基因 PGC-1α、NＲF1、TFAM、UQCＲC2 mＲ-
NA 表达水平均升高，而 HIＲI + SＲ-18292 组均降低

( 均 P ＜ 0. 05 ) ; 与 HIＲI + AICAＲ 组 比 较，HIＲI +
AICAＲ + SＲ-18292 组大鼠肝组织中 ATP 水平、mtD-
NA 拷贝数及线粒体生物合成相关基因 PGC-1α、
NＲF1、TFAM、UQCＲC2 mＲNA 表达水平均降低( 均

P ＜ 0. 05) 。见图 7。

图 6 各组大鼠肝组织细胞线粒体膜电位水平比较 × 400

Fig． 6 Comparison of mitochondrial membrane potential of liver tissue cells in each group × 400

a: Control group; b: HIＲI group; c: HIＲI + AICAＲ group; d: HIＲI + SＲ-18292 group; e: HIＲI + AICAＲ + SＲ-18292 group．

图 7 各组大鼠肝组织中线粒体生物合成相关基因表达水平比较( �x ± s，n = 8)

Fig． 7 Comparison of mitochondrial biosynthesis-related gene expression levels in liver tissue of rats in each group ( �x ± s，n = 8)

A: ATP level in liver tissue; B: Cellular mtDNA copy number in liver tissue; C: mＲNA expression levels of mitochondrial biosynthesis-related genes in

liver tissues; a: Control group; b: HIＲI group; c: HIＲI + AICAＲ group; d: HIＲI + SＲ-18292 group; e: HIＲI + AICAＲ + SＲ-18292 group; * P ＜ 0. 05 vs Con-

trol group; #P ＜ 0. 05 vs HIＲI group; △P ＜ 0. 05 vs HIＲI + AICAＲ group．
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2． 7 各组大鼠肝组织中 AMPK/mTOＲ 信号通路

和线粒体相关蛋白表达水平 与 Control 组比较，

HIＲI 组大鼠肝组织中 p-AMPKα /AMPKα 蛋白比值

和 PGC-1α、TFAM 蛋白表达水平降低，而 p-mTOＲ /
mTOＲ 蛋白比值升高( 均 P ＜ 0. 05 ) 。与 HIＲI 组比

较，HIＲI + AICAＲ 组 大 鼠 肝 组 织 中 p-AMPKα /
AMPKα 蛋白比值和 PGC-1α、TFAM 蛋白表达水平

升高，p-mTOＲ /mTOＲ 蛋白比值降低( 均 P ＜ 0. 05 ) ;

HIＲI + SＲ-18292 组大鼠肝组织中 PGC-1α 和 TFAM
蛋白表达水平降低 ( P ＜ 0. 05 ) ，p-AMPKα /AMPKα
和 p-mTOＲ /mTOＲ 蛋白表达比值无显著变化( P ＞
0. 05) 。与 HIＲI + AICAＲ 组比较，HIＲI + AICAＲ +
SＲ-18292 组大鼠肝组织中 PGC-1α 和 TFAM 蛋白表

达水 平 降 低 ( P ＜ 0. 05 ) ，p-AMPKα /AMPKα 和 p-
mTOＲ /mTOＲ 蛋 白 表 达 比 值 无 显 著 变 化 ( P ＞
0. 05) 。见图 8。

3 讨论

HIＲI 是一个由多因素参与的复杂病理过程，包

括氧自由基的损伤、钙超载损伤和多种细胞因子、黏
附分子等作用导致的损伤［12 － 13］。线粒体作为细胞

进行有氧呼吸和代谢的主要场所，为细胞制造能量，

而肝脏作为人体内最大的代谢器官，依赖于线粒体

的正常功能以保证肝组织细胞的结构完整［14］。众

多研究［15 － 17］表明，线粒体对脑、心肌、肝脏等多器官

缺血、缺氧敏感，再灌注过程中线粒体基层内钙超

载，通过高通透性的线粒体膜，触发氧自由基损伤，

导致细胞死亡; 同时，组织缺血缺氧导致细胞中磷酸

肌酸快速耗竭，ATP 生成显著减少，线粒体呼吸功能

受限，细胞无法进行正常的有氧代谢致细胞酸中毒

死亡，进而损伤组织功能。本研究采用无创血管夹

阻断法构建 HIＲI 大鼠模型，检测结果显示，随着再

灌注时间的延长，大鼠肝功能受损，ATP 耗竭，同时

mtDNA 拷贝数和线粒体生物合成相关基因表达水

平逐渐降低，说明再灌注过程中肝细胞线粒体生物

合成功能被破坏，进而导致肝脏功能受损，与 Lu et
al［18］研究结果一致。提示促进线粒体生物合成及

恢复线粒体数量和功能可能是预防和治疗 HIＲI 的

有效途径。
AMPK 作为 一 种 细 胞 能 量 传 感 器，被 证 明 在

Thr172 位点激活可以调节线粒体生物发生和裂变，

减轻各种病理过程中的细胞凋亡［19 － 20］。本研究结

图 8 各组大鼠肝组织中 AMPK/mTOＲ 信号通路和线粒体相关蛋白表达水平比较( �x ± s，n = 8)

Fig． 8 Comparison of AMPK/mTOＲ signaling pathway and mitochondria-related

protein expression levels in liver tissues of rats in each group ( �x ± s，n = 8)

A: Pattern of protein bands; B: p-AMPKα /AMPKα protein ratio in liver tissue; C: p-mTOＲ /mTOＲ protein ratio in liver tissue; D: Mitochondrial relat-

ed protein expression levels in liver tissue; a: Control group; b: HIＲI group; c: HIＲI + AICAＲ group; d: HIＲI + SＲ-18292 group; e: HIＲI + AICAＲ + SＲ-

18292 group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs HIＲI group; △P ＜ 0. 05 vs HIＲI + AICAＲ group．
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果显示，AMPK 激动剂 AICAＲ 预处理可改善 HIＲI
大鼠血清肝功能，提高肝脏组织中 ATP 水平和 mtD-
NA 拷贝数，同时降低肝组织中 MDA 含量和 ＲOS 水

平，提 高 SOD 活 性 水 平 和 线 粒 体 膜 电 位，说 明

AMPK 可能通过抑制氧化应激，改善线粒体功能，减

轻 HIＲI 大鼠肝组织损伤。AMPK /mTOＲ 信号通路

是经典的自噬调控通路，雷帕霉素与其抗真菌特性

的靶标 TOＲ 蛋白复合物 TOＲC1 结合形成复合体

mTOＲ，其活性被激活的 AMPK 抑制，参与整合细胞

内、外信号调节机体的生理病理过程［21］。而 AMPK
和 mTOＲ 同时也在细胞能量代谢过程中扮演关键

角色，AMPK 可直接感应细胞 ATP 水平，生理状态

下 ，细胞营养和能量降低时AMPK被激活，通过抑

制合成代谢减缓 ATP 消耗，而 mTOＲ 在高营养状态

下被激活调控分解和代谢，二者功能相反，相互制

约，共同维持着细胞内的营养物质水平和代谢平

衡［22］。既往研究［23 － 24］表明，调节 AMPK /mTOＲ 信

号通路可改善脑和肝脏等多组织缺血再灌注损伤，

但其作用机制均集中于增强自噬、抑制凋亡方面。
而 Zhu et al［25］研究显示，激活 AMPK /mTOＲ 信号通

路可通过抑制心肌细胞中的线粒体损伤和细胞凋

亡，保 护 心 肌 缺 血 再 灌 注 损 伤 的 心 肌 组 织，但

AMPK /mTOＲ 信号通路是否在 HIＲI 中发挥线粒体

保护作用，目前尚不明确。本研究结果显示，HIＲI
大鼠肝组织中 p-AMPKα /AMPKα 蛋白比值及 PGC-
1α、TFAM 蛋白表达水平较正常大鼠降低，p-mTOＲ /
mTOＲ 蛋白比值升高，说明 AMPK /mTOＲ 信号通路

被抑制; 而 AICAＲ 预处理可上调 HIＲI 大鼠肝组织

中 p-AMPKα /AMPKα 蛋白比值及 PGC-1α、TFAM 蛋

白表达水平，下调 p-mTOＲ / mTOＲ 蛋白比值，说明

AICAＲ 对 HIＲI 大鼠肝组织损伤的改善作用可能是

通过激活 AMPK /mTOＲ 信号通路实现的。
PGC-1α 是一个主要在心脏、肝脏、肾脏等富含

线粒体的组织中表达的转录共激活因子，具有促进

线粒体生物合成、葡萄糖代谢、脂肪酸氧化等多种生

理学功能［26］。NＲF1 和 TFAM 是 PGC-1α 的下游目

标基因，PGC-1α 通过对 NＲF1 和 TFAM 的转录控制

维持 mtDNA 的转录和复制，同时促进线粒体呼吸链

复合物Ⅲ中的 UQCＲC2 基因表达，促进 ATP 的产

生，为组织细胞提供能量［27］。研究［28］显示，PGC-1α
受 AMPK 调控，在 Thr172 位点磷酸化激活 AMPK 会

上调蛛网膜下腔出血大鼠脑组织中的 PGC-1α，通过

改善线粒体损伤发挥神经保护作用。而 Li et al［29］

研究通过调节 AMPK-PGC1α 信号通路介导的抗炎、
抗氧 化 和 抗 凋 亡 作 用 减 轻 小 鼠 HIＲI 损 伤。但

PGC1α 介导的线粒体生物合成在 AMPK 抗 HIＲI 中

作用如何，目前尚不明确。本研究结果显示，AICAＲ
预处理可显著上调 HIＲI 大鼠肝组织中线粒体生物

合成相关基因 PGC-1α、NＲF1、TFAM、UQCＲC2 mＲ-
NA 表达水平，而 SＲ-18292 联合干预可明显逆转激

活 AMPK 对 HIＲI 大鼠肝组织的保护作用，说明激

活 AMPK /mTOＲ 信号通路可能通过调节 PGC-1α 介

导的线粒体生物合成改善 HIＲI 大鼠肝组织损伤。
综上所述，在 HIＲI 过程中肝脏线粒体受氧化应

激损伤，由 PGC-1α 介导的线粒体生物合成能力降

低。激活 AMPK /mTOＲ 信号通路，可通过上调 PGC-
1α表达，促进线粒体生物合成，减轻 HIＲI 引起的肝

脏损伤。本研究阐明了 PGC-1α 介导的线粒体生物

合成在 AMPK 激动剂抗 HIＲI 中的作用机制，为肝

脏外科手术中缺血再灌注损伤的预防及治疗提供理

论依据。
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The role of PGC － 1α mediated mitochondrial biosynthesis in the protection
of AMPK agonist against hepatic ischemia － reperfusion injury

Ao Yu，Zhang Xuyang，Tang Dan，Liu Gongwei，Huang Dan，Cai Zhifang
( Dept of Hepatobiliary Surgery，The Second Affiliated Hospital of Zunyi Medical University，Zunyi 563000)

Abstract Objective To investigate the role and mechanism of PGC-1α-mediated mitochondrial biosynthesis in
AMP-activated protein kinase ( AMPK) agonist anti-hepatic ischemia-reperfusion injury ( HIＲI) ． Methods SD rats
were randomly divided into Control group，HIＲI group，HIＲI + AICAＲ group，HIＲI + SＲ-18292 group and HIＲI +
AICAＲ + SＲ-18292 group，with 8 rats in each group． The rats were intraperitoneally injected with AICAＲ ( 500 mg /
kg) or SＲ-18292 ( 32 mg /kg) before operation，and then the HIＲI model was established by non-invasive vascular
clamp clamping method． The samples were taken 24 hours after reperfusion． The contents of alanine aminotransferase
( ALT) and aspartate aminotransferase ( AST) in serum and the levels of malondialdehyde ( MDA) ，superoxide dis-
mutase ( SOD) and adenosine triphosphate ( ATP) in liver tissue were detected． HE staining was used to observe
the pathological changes of liver tissue． The level of reactive oxygen species ( ＲOS) and the changes of mitochondri-
al membrane potential in liver tissue were detected by fluorescence probe． The copy number of mitochondrial DNA
( mtDNA) and the mitochondrial biosynthesis-related genes PGC-1α，NＲF1，TFAM，UQCＲC2 and other mＲNA ex-
pression levels were detected by qＲT-PCＲ． Western blot was used to detect the protein expression levels of
AMPKα，p-AMPKα，mTOＲ，p-mTOＲ，PGC-1α and TFAM in liver tissue． Ｒesults Compared with the control
group，the levels of ALT and AST in serum and MDA and ＲOS in liver tissue of rats in HIＲI group increased，while
the levels of SOD and ATP decreased ( all P ＜ 0. 05 ) ． At the same time，the mtDNA copy number，mitochondrial
membrane potential and the mＲNA expression levels of PGC-1α，NＲF1，TFAM，and UQCＲC2 in liver tissues de-
creased，and the protein ratio of p-AMPKα /AMPKα and the protein expression levels of PGC-1α and TFAM de-
creased． The ratio of p-mTOＲ /mTOＲ protein increased ( both P ＜ 0. 05) ． Compared with HIＲI group，the levels of
ALT and AST in serum and MDA and ＲOS in liver tissue of rats in HIＲI + AICAＲ group decreased，while the levels
of SOD and ATP increased ( all P ＜ 0. 05) ． At the same time，the mtDNA copy number，mitochondrial membrane
potential and the mＲNA expression levels of PGC-1α，NＲF1，TFAM，and UQCＲC2 in liver tissue increased，and the
protein ratio of p-AMPKα /AMPKα and the protein expression levels of PGC-1α and TFAM increased． The ratio of
p-mTOＲ /mTOＲ protein decreased ( both P ＜ 0. 05) ． However，combined with SＲ-18292 intervention，the protective
effect of AICAＲ on liver tissue of HIＲI rats was significantly reversed． Conclusion PGC-1α mediated mitochondri-
al biosynthesis is involved in the regulation of AMPK agonist-mediated protective effect of HIＲI，and its mechanism
may be related to the activation of AMPK /mTOＲ signaling pathway．
Key words ischemia-reperfusion injury; AMP-activated protein kinase; mTOＲ; PGC-1α; mitochondrial biosyn-
thesis; AMPK /mTOＲ signaling pathway
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