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糖原合成酶激酶-3β在D-GalN/LPS诱导的小鼠急性肝衰
竭中的作用

杨丙章, 任 锋, 温 韬, 殷继明, 王欣欣, 朴正福, 陈德喜, 郑素军, 张 晶, 陈 煜, 段钟平, 师水生

®

■背景资料
在 我 国 ,  肝 衰 竭
的发病原因主要
是 肝 炎 病 毒 ,  其
发病机制一是由
病毒直接或间接
所致原发性损伤
(炎症反应), 二是
以内毒素-细胞因
子轴-肝细胞凋亡
学说为核心的继
发 性 损 伤 .  国 内
外研究相继发现
糖原合成酶激酶
(GSK-3β)在炎症
反应和细胞凋亡
中发挥着重要作
用, 但GSK-3β在
肝衰竭中的作用
机制尚不清楚. 
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Abstract
AIM: To study the role of glycogen synthase 
kinase-3β (GSK-3β) in the pathogenesis of acute 
liver failure (ALF) induced by injection of D-ga-
lactosamine/lipopolysaccharide (D-GalN/LPS) 
in mice. 

METHODS: ALF was induced in C57BL/6 mice 
by intraperitoneal injection of D-GalN/LPS. Ani-
mal experimental groups included control group, 
ALF model group, SB216763 pretreatment group 
(SB216763 in DMSO, i.p, two hours before the 
induction of ALF) and SB216763 treatment group 
(SB216763 in DMSO, i.p, two hours after the in-
duction of ALF). Phosphorylation level of GSK-
3β was analyzed by Western blot. Serum levels 
of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate 
aminotransferase (AST) were measured to assess 
the liver function. HE staining was conducted to 
analyze histological injury. Inflammatory gene 
expression was detected by quantitative real-time 
PCR. The expression of apoptosis-related protein 
Caspase 3 was detected by Western blot. One-
way ANOVA was used for pair-wise comparison 
of means of multiple samples (homogeneity of 
variance with LSD-t test, unequal variances with 
Games-Howell method). 

RESULTS: The phosphorylation level of GSK-
3β decreased initially and then increased in the 
progression of ALF. Inhibition of GSK-3β, either 
by pretreatment or treatment with SB216763, 
could improve liver function (serum ALT and 
AST levels decreased significantly, and there 
was obvious improvement in liver tissue injury), 
suppress inflammatory responses (inhibition of 
expression of pro-inflammatory cytokines, such 
as TNF-α, IL-6 and IL-1β, and promotion of ex-
pression of anti-inflammatory cytokine IL-10), 
and reduced the expression of apoptosis-related 
protein Caspase 3. 

■同行评议者
唐世刚, 教授, 湖
南省人民医院
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■相关报道
任 锋 等 报 道 ,  缺
血提高了GSK-3β
的 活 性 ,  促 进 炎
症反应的发生并
导致肝脏组织的
损 伤 .  特 异 性 抑
制GSK-3β后, 可
通过降低炎症反
应水平来减轻小
鼠肝脏的缺血再
灌注损伤.

CONCLUSION: GSK-3β is activated in D-GalN/
LPS-induced ALF in mice, and inhibition of 
GSK-3β activity can improve liver injury by re-
ducing inflammation and hepatocyte apoptosis,  
GSK-3β may be a new target for the treatment of 
ALF.

Key Words: D-Galactosamine; Lipopolysaccharide; 
Inflammation; Acute liver failure; Glycogen syn-
thase kinase-3β
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of glycogen synthase kinase 3β in the pathogenesis of 
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摘要
目的:  研究细胞信号分子糖原合成酶激酶
-3β(glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β)在D-
氨基半乳糖/脂多糖联合注射诱导小鼠重型肝
炎肝衰竭中的作用. 

方法: 以C57BL/6小鼠为研究对象, 腹腔注射
D-氨基半乳糖/脂多糖建立小鼠重型肝炎肝衰
竭模型. 动物实验分组: 对照组, 重型肝炎肝
衰竭模型组, SB216763干预组(建模前2 h腹腔
注射), SB216763治疗组(建模后2 h腹腔注射). 
Western blot检测肝脏组织GSK-3β磷酸化水
平, 检测血清转氨酶(alanine aminotransferase, 
A LT)、天门冬酸氨基转移酶 ( a s p a r t a t e 
aminotransferase, AST)评价肝脏功能, 观察肝
脏组织病理变化评价肝脏损伤情况, 实时荧光
定量PCR法检测肝脏细胞炎症因子基因表达, 
并检测凋亡相关蛋白Caspase 3的活性表达. 多
组样本均数的两两比较采用One-way ANOVA
分析(方差齐者用LSD-t 检验, 方差不齐者用
Games-Howell法), P<0.05有统计学意义. 

结果: Western blot结果显示, GSK-3β在急性
肝衰竭过程中磷酸化水平先降低(活性升高)
后再次升高; 抑制GSK-3β活性, 无论是干预
还是治疗都改善肝脏功能(血清ALT、AST水
平明显下降, 肝组织病理损伤明显改善), 并
且抑制炎症反应[抑制促炎因子肿瘤坏死因
子α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白介素
6(Interleukin-6, IL-6)、IL-1β表达, 促进抗炎
因子IL-10高表达], 并可降低凋亡相关蛋白
Caspase 3表达. 

结论: 在D-氨基半乳糖/脂多糖诱导小鼠急性
肝衰竭过程中GSK-3β被激活, 抑制GSK-3β活
性通过降低炎症反应和肝细胞凋亡从而改善

肝损伤. 因此, 对信号分子GSK-3β活性进行干
预有可能为重型肝炎肝衰竭的治疗提供一个
新的靶点. 

关键词: D-氨基半乳糖; 脂多糖; 炎症; 急性肝衰竭; 
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0  引言

重型肝炎肝衰竭在临床上病情危重、发展迅

速、病死率很高, 迄今在临床上还缺少特异有

效的治疗药物和方法, 这主要是因为其确切发

病机制并不清楚. 目前认为主要是免疫损伤、

缺血缺氧性损伤和内毒素血症损伤等促进炎症

反应及细胞凋亡, 最终导致肝衰竭[1-4]. 细胞内

信号分子糖原合成酶激酶-3β(glycogen synthase 
kinase-3β, GSK-3β)在炎症反应以及细胞凋亡调

节方面均发挥着重要作用[5-17]. 那么, GSK-3β在

重型肝炎肝衰竭发病机制中作用如何？最新的

实验表明, 在D-氨基半乳糖/脂多糖联合注射诱

导小鼠重型肝炎肝衰竭模型中, GSK-3β活性升

高, 说明GSK-3β在重型肝炎肝衰竭致病机制中

发挥一定调节作用, 因此我们分别利用GSK-3β
特异性抑制剂SB216763, 分别探讨GSK-3β活性

抑制对重型肝炎肝衰竭的干预和治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂C57BL/6小鼠, 8-12周龄, 体质

量18-25 g, 购自军事医学科学院, 在北京市肝病

研究所饲养, 实验前12 h和实验期间禁食, 自由

饮水; GSK-3β特异性抑制剂SB216763购自美国

Sigma公司; p-GSK-3β、GSK-3β、Caspase 3、
Cleaved caspase 3兔抗鼠单克隆抗体以及辣根过

氧化酶(HPR)偶联的羊抗兔多克隆抗体均购自

美国Cell Signaling公司; β-Actin抗体购自美国

Santa Cruz公司; 增强化学发光试剂盒购自美国

Thermo公司; 蛋白定量试剂盒购自美国Bio-Rad
公司, SuperScript Ⅲ Platinum Two-step qRT-PCR
试剂盒和TRIzol试剂均购自美国Invitrogen公司. 
1.2 方法

1.2.1 模型的建立: C57BL/6小鼠腹腔注射D-
氨基半乳糖(700 m g/k g)/脂多糖(10 μ g/k g), 
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■创新盘点
本文首次试图以
GSK-3β, 从炎症
反应和细胞凋亡
两方面入手, 研究
重型肝炎肝衰竭
可能的发病机制.

SB216763在注射D-GalN/LPS之前或之后2 h注
射, 浓度为50 mg/kg. 随后在不同的时间点处死

小鼠收集肝脏组织及外周血. 
1.2.2 实验分组: 为研究GSK-3β在重型肝炎肝衰

竭过程中的表达, 将模型组分为0、1、3、6 h 4
个亚组, 干预实验分建模前2 h和建模后2 h 2个
亚组, 于建模后6 h处死小鼠. 
1.2.3 肝组织蛋白提取、浓度测定及Western blot
检测: 取小鼠肝组织约100 mg, 立即置于l mL预
冷的组织裂解液, 冰浴下充分匀浆, 然后于冰上

静置30 min, 4 ℃下12 000 g离心5 min, 用Bio-
Rad Dc蛋白分析微孔板法测定上清液中蛋白浓

度, 具体操作按说明书进行; Western blotting操
作如下: 取60 μg肝脏组织蛋白上样、蛋白样品

的电泳(开始80 V, 当蛋白Marker电泳至分离胶

后调为120 V至蛋白充分分离)、蛋白转膜(聚
偏氟乙烯膜, 30 V、4 ℃过夜转膜)、一抗(1∶
1 000稀释)4 ℃孵育过夜、二抗(1∶2 000稀释)
室温孵育1 h、TBST漂洗3次, 取等量的增强化

学发光试剂A液和B液混匀后孵育聚偏氟乙烯

膜, 压片曝光. 
1.2.4 生物化学分析仪检测 采用全自动生物化

学分析仪测定血清转氨酶(alanine aminotransfer-
ase, ALT)、天门冬酸氨基转移酶(aspartate ami-
notransferase, AST)水平.
1.2.5 病理学检测: 常规石蜡包埋, 切片HE染色, 
光学显微镜观察肝组织损伤情况. 
1.2.6 炎症因子实时荧光定量PCR检测: 使用

TRIzol试剂提取肝脏组织总RNA, 具体操作按

照说明书进行; 测定总RNA浓度并配制等量总

RNA的溶液; 使用SuperScript Ⅲ Platinum Two-
step qRT-P CR试剂盒合成cDNA第一链, 随后进

行实时荧光定量PCR检测, 具体操作按试剂盒说

明书进行; 所测定细胞炎症因子及其引物见表1. 
统计学处理 所有数据采用均数±标准差

(mean±SD)表示, 用SPSS13.0进行数据处理, 多
组样本均数的两两比较采用One-way ANOVA分

析(方差齐者用LSD-t检验, 方差不齐者用Games-
Howell法), P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 GSK-3β活性在重型肝炎肝衰竭进展中的活

性变化 Western blot结果显示(图1), 总GSK-3β
水平在重型肝炎肝衰竭期间虽无明显变化, 但
GSK-3β第9位丝氨酸位点磷酸化水平在建模后

1、3 h降低(活性升高), 建模后6 h磷酸化水平又

重新升高(活性降低), 结果说明GSK-3β活性在

重型肝炎肝衰竭中的活性增高是暂时的, 随疾

病的进展其活性再次降低. 
2.2 抑制GSK-3β活性改善重型肝炎肝衰竭小鼠

的肝脏功能 对于模型组, 在建模6 h后, 小鼠血

清ALT、AST水平分别为2 195.3 IU/L±450.5 
IU/L和3 705.3 IU/L±632.8 IU/L; 对于SB216763
干预组, 血清ALT、AST水平分别为961.1 IU/L
±356.0 IU/L和2 709.9 IU/L±423.9 IU/L, 与模

型组相比, 差异具有显著的统计学意义. 对于

SB216763治疗组, 血清ALT、AST水平分别为

1 491.2 IU/L±622.9 IU/L和2 274.5 IU/L±651.0 
IU/L, 与模型组相比, 差异也具有显著的统计学

意义(图2). 因此, 无论是干预和治疗, 抑制GSK-
3β活性都显著改善重型肝炎肝衰竭小鼠的肝脏

功能. 
2.3 抑制GSK-3β活性减轻重型肝炎肝衰竭的病

理学损伤 正带小鼠肝脏体积正常, 呈鲜红色, 
表面光滑, 边缘整齐, HE染色显示肝小叶形态

表  1  实时定量PCR检测炎症细胞因子基因引物

     靶基因                        正向引物                             反向引物

HPRT 5-TCAACGGGGGACATAAAAGT-3 5-TGCATTGTTTTACCAGTGTCAA-3

IL-10 5-ACTGCACCCACTTCCCAGT-3 5-TGTCCAGCTGGTCCTTTGTT-3

IL-12p40 5-CAGCTTCTTCATCAGGGACAT-3 5-CTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG-3

TNF-α 5-GCCTCTTCTCATTCCTGCTTGT-3 5-TTGAGATCCATGCCGTTG-3

IL-1b 5-TTGACGGACCCCAAAAGAT-3 5-GATGATCTGAGTGTGAGGGTCTG-3

IL-6 5-GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA-3 5- CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA -3

p-GSK3b

GSK3b

Control 6 h

D-GalN/LPS

3 h1 h

图  1  GSK-3β在重型肝炎肝衰竭进展中的活性变化. 
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■应用要点
目前国内外对重
型肝炎肝衰竭的
治疗主要包括药
物治疗、人工肝
治疗及肝移植. 这
些治疗虽然对减
轻肝脏损伤, 挽救
患者生命起一定
的作用, 但尚缺乏
特异、有效的干
预手段, 整体疗效
较差, 病死率居高
不下. 而GSK-3β
有可能为重型肝
炎肝衰竭的治疗
提供新的靶点.

结构完整, 未见变性、坏死及炎症细胞浸润等. 
D-GalN/LPS诱导重型肝炎肝衰竭6 h, 部分肝小

叶出现结构紊乱、细胞肿胀变性、细胞凋亡及

炎症细胞浸润, 可见大块坏死区. 给予SB216763

干预或者治疗, 肝细胞变性、坏死明显减轻, 炎
细胞浸润减少, 坏死区明显减少(图3). 结果提示

GSK-3β抑制剂改善D-GalN/LPS所致小鼠重型

肝炎肝衰竭的病理损伤. 

3000

2000

1000

     0

血
清

始
氨

酶
水

平
(I

U
/L

)

1            2            3            4

P<0.05

P<0.05

5000

4000

3000

2000

1000

     0血
清

天
门

冬
酸

氨
基

始
移

酶
水

平
(I

U
/L

)

1               2               3                4

P<0.05

图  2  抑制GSK-3β活性改善重型肝炎肝衰竭小鼠的肝脏功能. 1: Control组; 2: DMSO+D-GalN/LPS组; 3: SB+D-GalN/LPS

组; 4: D-GalN/LPS+SB组.

图  3  抑制GSK-3β活性减轻重型肝炎肝衰竭小鼠的病理学损伤. A, B: Control组; C, D: DMSO+D-GalN/LPS组; E, F: 

SB+D-GalN/LPS组; G, H: D-GalN/LPS+SB组.

A B C

FED

G H
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2.4 抑制GSK-3β活性对肝脏炎症反应的影响 
RT-PCR结果表明, D-GalN/LPS诱导的急性肝

衰竭模型组肝脏组织中促炎因子肿瘤坏死因子

α(tumor necrosis factor α, TNF-α)、白介素6(In-
terleukin-6, IL-6)、IL-1β基因表达升高, IL-10
表达也升高; 而GSK-3β活性干预组肝脏组织中

TNF-α、IL-6、IL-1b的表达明显降低, 同时促进

抗炎因子IL-10的基因高表达, 并且差异均具有

统计学意义(图4). 该研究表明抑制GSK-3β活性

显著减轻D-GalN/LPS所致小鼠肝脏炎症反应. 
2.5 抑制GSK-3β活性对肝细胞凋亡的影响 为
了探明抑制GSK-3β活性对小鼠肝脏中肝细胞

凋亡的影响, 我们分别检测了肝脏中Caspase-3
及其活性片断的蛋白表达情况 .  结果表明 , 
D-GalN/LPS诱导的急性肝衰竭模型组6 h时间

点的Caspase-3活性片断Cleaved Caspase-3的表

达升高, 说明肝脏中肝细胞的大量凋亡存在; 而
SB216763干预组较模型组相比, Cleaved Caspase 
3表达降低, 说明干预组中肝脏组织肝细胞凋亡

减少(图5). 因此研究结果提示GSK-3β活性抑制

可抑制D-GalN/LPS诱导的肝细胞凋亡. 

3  讨论

糖原合成酶激酶-3是一个丝氨酸/苏氨酸类激酶, 
广泛存在于真核生物中, 哺乳动物体内发现有2
种亚型: GSK-3α和GSK-3β, 在不同的组织中有

不同的分布. 早期研究认为GSK-3β主要功能是

磷酸化肝糖原合成酶(glycogen synthase, GS)并
使之失活, 后来研究表明, GSK-3β在调节细胞

活性、分化和生存方面具有广泛的生物学活性, 
并且在静止细胞中持续表达. 后来研究表明, 该
酶可磷酸化众多底物而发挥调节细胞增殖、凋

亡, 调节炎症反应等重要功能[18,19], 在蛋白质合

成、细胞增殖、细胞分化和炎症反应[2-5]等诸多

方面扮演着相当重要的角色. 我们过去的实验

已经证明GSK-3β活性调节在小鼠肝脏热缺血再

灌注损伤中发挥重要作用[20,21]. 我们最新研究结

果显示, GSK-3β在D-GalN/LPS诱导小鼠重型肝

炎肝衰竭中也发挥重要的作用. 
本研究的结果显示, 在D-GalN/LPS诱导小

鼠重型肝炎肝衰竭过程中, GSK-3β磷酸化水平

在建模后1、3 h明显降低而活性升高, 建模后

6 h磷酸化水平又明显升高而活性降低, 这提示

GSK-3β活性调节比较精细, 可能在重型肝炎肝

衰竭中发挥着重要作用. 
GSK-3β在细胞凋亡和炎症反应发挥着调节

作用[5,22-29]. GSK-3β活性增强可通过调节外源性

凋亡信号途径和内源性凋亡信号途径调节细胞

凋亡. GSK-3β活性增强, 促进了一些促炎细胞因

子的产生, 例如: IL-6、IL-1β和TNF-α; 另一方

面, GSK-3β活性增强却减少了抗炎因子IL-10的
产生; 而抑制GSK-3β的活性却大大减少了促炎

因子IL-6、IL-1β和TNF-α的产生并且增加了抗

炎因子IL-10的产生[5]. 由此可以推断, 抑制GSK-
3β活性可能通过抑制炎症反应和细胞凋亡, 对
D-GalN/LPS诱导小鼠重型肝炎肝衰竭起到一定

的治疗作用. 
我们的研究结果也表明, 抑制GSK-3β活性

可以显著改善小鼠肝脏功能; 可以改善小鼠肝脏

病理损伤; 可以抑制促炎因子TNF-α、IL-6、IL-
1b的表达, 相反促进抗炎因子IL-10的表达, 而改

善肝脏的炎症反应; 同时可以降低凋亡效应蛋白

Cleaved Caspase 3表达. 我们可以做出推断, 抑制

GSK-3β活性可以通过抑制炎症反应和细胞凋亡, 
来改善肝脏功能、减轻肝脏损伤[30-32]. 

总之, GSK-3β活性在D-GalN/LPS诱导小鼠

重型肝炎肝衰竭中发挥重要作用. 抑制GSK-3β

活性对D-GalN/LPS诱导小鼠重型肝炎肝衰竭进

行干预, 可减轻肝脏炎症反应和病理损伤, 抑制

细胞凋亡, 改善肝脏功能. 因此, 干预GSK-3β活

性可能为重型肝炎肝衰竭治疗提供新的靶点. 
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