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毕顶念， 时明阳， 胡倩， 汪红玲， 田旭娇， 游安波， 林秀宪， 胡勇

贵州医科大学公共卫生与健康学院/环境污染与疾病监控教育部重点实验室，贵州 贵阳 550025

摘要 ：

[背景] 地方性砷中毒较为突出的特点为肝损伤严重。研究发现肝损伤与氧化应激、溶酶体及
自噬密切相关。

[目的] 通过建立亚砷酸钠（NaAsO2）致大鼠肝损伤模型，观察氧化应激、溶酶体功能以及 AMP
依赖的蛋白激酶（AMPK）/自噬启动激酶 1（ULK1）通路在 NaAsO2 致大鼠肝损伤中的作用。

[方法] SPF 级 Wistar 大鼠 24 只，雌雄各半，随机分为 4 组，每组 6 只：对照组以及 25 、50、
100 mg·L–1 NaAsO2 组。自由饮用不同剂量的 NaAsO2 水溶液 24 周建立砷中毒大鼠肝损伤模
型。染毒 24 周后解剖大鼠取肝脏，采用试剂盒检测肝组织丙氨酸转氨酶（ALT）、碱性磷酸酶
（ALP）、总胆汁酸（TBA）、过氧化氢酶（CAT）、脂质过氧化物（LPO）、总抗氧化能力（T-AOC）水
平；酶联免疫吸附法检测肝组织溶酶体相关膜蛋白 2（LAMP2）、组织蛋白酶 B（CTSB）以及酸
性磷酸酶 2（ACP2）的水平；实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测肝组织 AMPK、ULK1、自噬微管
相关蛋白轻链 3（LC3）、泛素结合蛋白（p62）mRNA 转录水平；免疫组化法检测肝组织 p-
AMPK、p-ULK1、LC3 和 p62 蛋白表达。

[结果] NaAsO2 染毒后，各组间 ALT、ALP、TBA 水平差异均具有统计学意义（F=12.09、72.11
和 23.58，P < 0.05）。与对照组相比，50、100  mg·L– 1 NaAsO2 组大鼠肝组织 ALT 水平升高
（P < 0.05）；25、50、100 mg·L–1 NaAsO2 组 ALP、TBA 水平升高（P < 0.05）；100 mg·L–1 NaAsO2 组
大鼠肝组织 LPO 水平升高（P < 0.05）；25、50、100  mg·L– 1 NaAsO2 组大鼠肝组织 CAT、T-
AOC 水平降低（P < 0.05）。酶联免疫吸附检测结果显示，25、50、100 mg·L–1� NaAsO2 组 ACP2，
100 mg·L–1 NaAsO2 组 CTSB，以及 50、100 mg·L–1 NaAsO2 组 LAMP2 质量浓度与对照组相比均
下降（P < 0.05）。RT-qPCR 与免疫组化结果显示，部分染砷组 AMPK、ULK1、LC3 mRNA 转录和
蛋白表达水平较对照组有不同程度的升高，且 100 mg·L–1 NaAsO2 组的升高均具有统计学意
义 （P < 0.05）；25、50、100 mg·L– 1 NaAsO2 组大鼠肝组织 p62 mRNA 转录表达水平和 50、
100 mg·L–1 NaAsO2 组大鼠肝组织 p62 蛋白表达水平与对照组相比也增加（P < 0.05）。Pearson
相关性分析结果显示，肝组织 T-AOC 与 LAMP2、CTSB、ACP2 呈正相关（r=0.651、0.673、0.626，
P < 0.05）；LPO 与 CTSB、ACP2 呈负相关（r=– 0468、– 0.482，P < 0.05）；p62 与 LAMP2、CTSB、
ACP2 呈负相关（r=–0.570、–0.626、–0.591，P < 0.05），与 ALT、ALP、TBA 呈正相关（r=0.709、
0.897、0.857，P < 0.05）。

[结论] NaAsO2 长期暴露可诱导氧化应激发生，损伤溶酶体功能和激活 AMPK/ULK1 通路，使
自噬通路正常发生受阻，进而造成肝脏损伤。
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Role of oxidative stress-induced AMPK/ULK1� pathway activation and lysosomal dysfunction in
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Abstract:

[Background] A prominent feature of endemic arsenic poisoning is severe liver damage. Studies
have found that liver injury is closely related to oxidative stress, lysosomes, and autophagy.

[Objective] Through  establishing  a  liver  injury  model  of  rats  by  sodium  arsenite  (NaAsO2)
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administration  in  drinking  water,  this  experiment  is  designed  to  explore  the  roles  of  oxidative  stress,  lysosomes,  and  AMP  activated
protein kinase (AMPK)/Unc-51 like kinase 1 (ULK1) pathway in this model.

[Methods] Twenty-four  Wistar  rats  were  randomly  divided  into  four  groups  with  six  rats  in  each  group  (half  male  and  half  female),
including  control  group  and  25,  50,  100  mg·L−1 NaAsO2 groups.  A  rat  liver  injury  model  was  established  by  drinking  water  containing
NaAsO2 freely for 24 weeks. Then liver of rats was dissected after sacrificed, and the levels of alanine aminotransferase (ALT),  alkaline
phosphatase  (ALP),  and  total  bile  acid  (TBA),  catalase  (CAT),  lipid  peroxidation  (LPO),  and  total  antioxidant  capacity  (T-AOC)  in  liver
tissues  were  detected  by  assay  kits.  The  levels  of  lysosomal-associated  membrane  protein  2  (LAMP2),  cathepsin  B  (CTSB),  and  acid
phosphatase (ACP2) were determined by enzyme linked immunosorbent assay.  The mRNA transcriptional  expressions of AMPK, ULK1,
microtubule-associated protein light chain 3 (LC3), and sequestosome 1 (p62) were detected by real-time fluorescence quantitative PCR
(RT-qPCR). The protein expressions of p-AMPK, p-ULK1, LC3, and p62 were detected by immunohistochemistry.

[Results] Following the NaAsO2 administration, significant differences were found in the levels of ALT, ALP, and TBA among the designed
groups (F=12.09, 72.11, and 23.58, P < 0.05). Compared with the control group, the levels of ALT in the 50mg·L−1 and 100 mg·L−1 NaAsO2

groups were increased (P < 0.05); the levels of ALP and TBA in the 25, 50, and 100 mg·L−1 NaAsO2 groups were increased (P < 0.05); the
level of LPO in the 100 mg·L−1 group was increased (P < 0.05); the levels of CAT and T-AOC in the 25, 50, and 100 mg·L−1 NaAsO2 groups
were  decreased  (P < 0.05).  According  to  the  results  of  enzyme  linked  immunosorbent  assay,  the  levels  of  ACP2  in  the  25,  50,  and
100 mg·L−1 NaAsO2 groups, the level of CTSB in the 100 mg·L−1 NaAsO2 group, and the levels of LAMP2 in the 50 and 100 mg·L−1 NaAsO2

groups  were  decreased  compared  with  the  control  group  (P < 0.05).  Based  on  the  results  of  RT-qPCR  and  immunohistochemistry,  the
mRNA  transcriptional  and  protein  expressions  of AMPK, ULK1,  and LC3 in  some  arsenic  groups  were  elevated  to  varying  degrees
compared with the control group, and the increment in the 100 mg·L−1 NaAsO2 group was significant for all the indicators (P < 0.05); the
mRNA transcriptional expressions of p62 in the three arsenic groups and the protein expressions of p62 in the 50 and 100mg·L−1 NaAsO2

groups also increased compared with the control group (P < 0.05). Besides, the results of Pearson correlation analysis showed that there
was  a  positive  correlation  of  T-AOC with  LAMP2,  CTSB,  and  ACP2 (r=0.651,  0.673,  0.626; P < 0.05),  a  negative  correlation  of  LPO with
CTSB and ACP2 (r=−0468, −0.482; P < 0.05), a negative correlation of p62 with LAMP2, CTSB, and ACP2 (r=−0.57, −0.626, −0.591; P < 0.05),
and a positive correlation of p62 with ALT, ALP, and TBA (r=0.709, 0.897, and 0.857, P < 0.05).

[Conclusion] Long-term arsenic exposure may induce oxidative stress, damage lysosomes, and activate the AMPK/ULK1 pathway, which
can lead to the blockage of autophagy process, and eventually result in liver damage.

Keywords: arsenic; oxidative stress; lysosome; AMP activated protein kinase; Unc-51 like kinase 1; autophagy; liver injury

  

世界卫生组织报道全球有 2 亿多人口遭受砷危
害，砷污染已成为全球关注的公共卫生问题[1]。研究表
明，地方性砷中毒以多系统、多脏器损害为主要特点；
除典型的皮肤损害以外，突出特点还有肝损害较重，

死亡率较高；氧化应激是其主要的损伤机制[2]。
自噬是受损的蛋白质及细胞器等大分子物质被

双层膜自噬体隔离，最后被运送到溶酶体中进行降解
的过程[3]。有研究报道，砷可通过诱导氧化应激，持续
激活自噬或诱导自噬发生缺陷，加重肝损伤[4]。溶酶体
作为自噬发生过程中的重要细胞器，在长期氧化应激
状态下会受到损伤，最终影响自噬[5]。AMP 活化的蛋
白激酶（AMP activated protein kinase, AMPK）、Unc51 样
激酶 1（Unc-51 like kinase 1, ULK1）、自噬微管相关蛋
白轻链 3（microtubule-associated protein light chain 3,
LC3）、泛素结合蛋白 p62�是参与自噬发生过程中的重
要蛋白。氧化应激状态下，AMPK 可被磷酸化激活，继
而通过调控其下游因子 ULK1 的表达来调控自噬的发
生[6]。LC3 作为哺乳动物细胞自噬发生的标志，其表达
水平与自噬活性呈正相关，可直接反映自噬发生的强
弱[7]。p62 作为一种自噬底物，可与 LC3 相互作用，随

LC3 被整合到自噬体中，最后随自噬体进入溶酶体中
降解；其含量随自噬的增强而降低，所以 p62 表达水
平的高低在一定程度上可表示自噬是否正常发生[8]。

本实验通过自由饮用不同浓度的亚砷酸钠
（NaAsO2）建立砷中毒大鼠肝损伤模型，探讨氧化应
激、溶酶体功能以及 AMPK/ULK1 通路在 NaAsO2 致大
鼠肝损伤中的作用，旨在为砷暴露致肝损伤机制的研
究提供实验依据。 

1    对象与方法 

1.1    主要仪器试剂
PB303-N 电子天平（中国梅特菲力-托勒多仪器上

海有限公司）、微量移液器（德国 Eppendorf 公司）、
μQuant-Max200 超 级 酶 标 仪 （美 国 BioTek 公 司 ）、
Z36HK 高速冷冻离心机（德国 Hermle 公司）、倒置荧
光显微镜（德国 Leica 公司）。

NaAsO2（分析纯，美国 Sigma 公司）；p-AMPK（T-
172）、p-ULK1（S555）、 LC3、p62 一抗以及二抗（英国
Abcam 公司）；Trizol、实时荧光定量 PCR 试剂盒、反转
录试剂盒（日本 Takara 公司）；过氧化氢酶（catalase,
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CAT）、脂质过氧化物（lipid peroxidation, LPO）、总抗氧
化能力（total  antioxidant capacity,  T-AOC）、丙氨酸转
氨酶 （alanine  aminotransferase,  ALT）、碱性磷酸酶
（alkaline phosphatase, ALP）和总胆汁酸（total bile acid,
TBA）检测试剂盒（中国南京建成生物工程研究所）；溶
酶体相关膜蛋白 2（lysosomal-associated  membrane
protein 2, LAMP2）、组织蛋白酶 B�（cathepsin B, CTSB）
以及酸性磷酸酶 2（acid phosphatase�2, ACP2）酶联免疫
吸附检测试剂盒（中国上海酶联生物科技有限公司）。 

1.2    剂量设计依据
经预实验获得 NaAsO2 大鼠经口半数致死剂量

（LD50）为 45 mg·kg−1
，结合本课题组前期人群砷暴露量

的估算结果，理论上应设立 2.5、5.0、10 mg·kg−1 3 个砷
剂量组[9]。按每只大鼠平均体重 200 g，每日平均饮水
量 20 mL 计算，则 3 个组饮水中 NaAsO2 质量浓度依
次为 25、50、100 mg·L−1。 

1.3    实验动物分组及处理
SPF 级 80~100 g Wistar 大鼠 24 只，雌雄各半，购

自贵州医科大学实验动物中心，动物生产许可证编
号：SCXK（辽）2015-0003；质量合格证编号：SCXK（辽）

2015-0001；动物使用许可证编号： SYXK（黔 ）2018-
0001。本研究经贵州医科大学实验动物伦理委员会审
查批准（批准编号：1900250）。本研究利用课题组时明
阳等[10] 建立的砷中毒大鼠肝损伤模型，具体分组及染
毒方法如下：适应性喂养一周后，大鼠按体重随机分
为对照组以及 25、50、100 mg·L−1 NaAsO2 组（组内、组
间大鼠体重差异符合实验要求），每组 6 只（为防止大
鼠意外死亡，每组实际饲养 12 只动物，最后按照编号
随机每组选择 6 只大鼠进行相关指标的检测）；采用
自由饮水方式进行染毒（染砷组饮用不同浓度无色无
味的 NaAsO2 水溶液，对照组饮用矿泉水），连续染毒
24 周。饲养温度（25±3）℃，相对湿度 45%~65%（体积
分数），自然光线。 

1.4    大鼠肝脏的收集及石蜡切片制备
大鼠染毒结束后处死，剖离肝脏。取肝组织最大

叶部分置于 4%（体积分数）多聚甲醛中固定 24 h 后脱
水，使用石蜡包埋，制作 5 μm 石蜡切片。其余肝脏分
别冻于−80℃ 储存、备用。 

1.5    肝组织肝损伤指标和氧化应激指标的测定
准确称取肝组织 50 μg，按重量体积比加 9 倍生

理盐水制成 10%（质量分数）的匀浆，2 500 r·min−1 离
心 20 min（离心半径 6 cm），取上清液。采用相关试剂
盒检测肝组织 ALP、ALT、TBA、LPO、T-AOC 和 CAT 水平。 

1.6    肝组织溶酶体相关指标的测定
将冻存的肝脏取出，同“1.5”制备肝匀浆；采用

酶联免疫吸附检测试剂盒分别检测 LAMP2、CTSB、
ACP2 水平。 

1.7    实时荧光定量 PCR 法检测肝组织 AMPK、ULK1、
LC3、p62 转录水平

Ϥ−ΔΔCt

取肝脏，Trizol 法提取总 RNA 并反转录为 cDNA，

然后进行扩增反应。反应条件为 95 ℃ 变性 35 s，

40 个循环（95 ℃ 变性 5 s、56 ℃ 退火 1 min），每个标
本重复实验 3 次，采用 法计算 mRNA 表达量。以
甘油醛 -3-磷酸脱氢酶 （glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase, GAPDH）基因作为对照，AMPK、ULK1、
LC3、p62 以及 GAPDH 基因引物序列由上海捷瑞生物
工程有限公司合成，引物序列如表 1 所示。 

1.8    免疫组化法检测肝组织 p-AMPK、p-ULK1、LC3、
p62 蛋白表达

石蜡切片常规脱蜡、抗原修复，3%（体积分数）过
氧化氢室温孵育 25 min，磷酸盐缓冲液洗 3 次，山羊
血清室温封闭 30 min；分别加入一抗（p-AMPK，1∶40、
p-ULK1，1∶100、LC3，1∶100、p62，1∶100）4℃ 孵育过夜。
磷酸盐缓冲液洗 3 次，每次 5 min；加入辣根过氧化物
酶标记的山羊抗兔 IgG（1∶200），室温孵育 50 min 后去
除，磷酸盐缓冲液洗 3 次，每次 5 min；然后加入 DAB
工作液，显微镜下控制显色时间，纯水冲洗切片终止
染色；苏木素复染，1%（体积分数）盐酸乙醇快速分化
液分化后自来水冲洗反蓝，最后进行脱水封片，镜下
观察染色效果并拍照。采用 Image Pro Plus 6.0 软件观
察 p-AMPK、p-ULK1、LC3、p62 的表达情况。阳性表达
呈棕黄色或褐色，在 200 倍光镜下采集免疫组化图
像，每张切片随机采 3 个不重叠视野，计算平均光密
度值，平均光密度=积分光密度/测量总面积[10]。 

1.9    统计学分析

x ± s

采用 SPSS 22.0 统计软件对实验结果进行分析，计
量资料经正态性检验后符合正态分布，结果以 表

 

表 1   引物序列
Table 1    Primer sequences

 

基因名称 正向(5’-3’) 反向(5’-3’)

GAPDH TCTCTGCTCCTCCCTGTTC ACACCGACCTTCACCATCT

AMPK TACCTCGCCTCCAGTCC GTGCTTTGGGGCTGTCT

ULK1 CAGCAAGGGCATCATTCA GTACCGGGCAAATCCAAA

LC3 GGCAACAGCAACAGGAA GGGGATGGTCTGAGTGTC

p62 TTACAGCCAGAGTCAAGGG GGTCCCATTCCAGTCATCT
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示。多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用
LSD 法；指标间相关性分析采用 Pearson 相关分析。检
验水准 α=0.05。 

2    结果 

2.1    大鼠肝组织肝损伤指标水平
单因素方差分析结果显示，各组间 ALT、ALP、

TBA 水平差异均具有统计学意义（F=12.09、72.11 和
23.58，均 P < 0.05）。如表 2 所示，25 mg·L−1 NaAsO2 组
与对照组之间 ALT 水平差异并无统计学意义（P > 
0.05）；50、100 mg·L−1 NaAsO2 组 ALT 水平较对照组升
高（P < 0.05）。与对照组相比，各染毒组中 ALP 和 TBA
水平均升高，且呈现随染毒浓度的增加逐渐上升的趋
势 (P < 0.05)。 

2.2    大鼠肝组织氧化应激指标
各组间 CAT、LPO、T-AOC 水平 差异均有统计学意

义（F=13.51、23.35、18.84，均 P < 0.05）。如表 3 所示，

25、50 mg·L−1 NaAsO2 组 LPO 水平与对照组相比差异
无统计学意义（P > 0.05）；100 mg·L−1 NaAsO2 组 LPO 水
平较对照组升高（P < 0.05）。与对照组相比，各染毒组
中 CAT 和 T-AOC 水平均降低（P < 0.05）。
 

2.3    大鼠肝组织溶酶体相关指标
单因素方差分析显示，各组间 LAMP2、CTSB 及

ACP2 质量浓度差异均有统计学意义（F=3.90、6.94、
6.35，均 P < 0.05）。如表 4 所示，在染毒剂量为 25 mg·L−1

时，染毒组与对照组之间 LAMP2 质量浓度差异并无统
计学意义（P > 0.05）；50、100 mg·L−1 NaAsO2 组 LAMP2

质量浓度较对照组下降（P < 0.05）。25、50 mg·L−1 NaAsO2

组 CTSB 质量浓度与对照组相比差异都不具有统计学

意义（P > 0.05）；100 mg·L−1 NaAsO2 组 CTSB 质量浓度
较对照组降低（P < 0.05）。与对照组相比，各染毒组
ACP2 质量浓度均降低（P < 0.05）。 

2.4    大鼠肝组织 AMPK、ULK1、LC3、p62 mRNA 转
录水平

单因素方差分析显示，各组间 AMPK、ULK1、LC3、
p62 的 mRNA 转录水平差异均存在统计学意义（F=

23.22、20.18、5.46、7.70，均 P < 0.05）。如表 5 所示，与
对照组相比，各染毒组中 AMPK 和 p62 的 mRNA 表达
量均上升（P < 0.05）。25 mg·L−1 NaAsO2 组与对照组之
间 ULK1 mRNA 转录水平差异无统计学意义（P > 0.05）；
50、100 mg·L−1 NaAsO2 组 ULK1 mRNA 转录水平较对照
组升高（P < 0.05）。在染毒剂量为 25、50 mg·L−1 时，染
毒组与对照组之间 LC3 mRNA 转录水平差异均无统计
学意义（P > 0.05）；100 mg·L−1 NaAsO2 组 LC3 mRNA 转
录水平较对照组升高（P < 0.05）。
 

 

x̄ ± s
表 2   亚砷酸钠染毒 24 周后大鼠肝组织 ALT、ALP 和 TBA 水

平变化 （ , n=6） 

x̄ ± s

Table 2    Changes in the levels of ALT, ALP, and TBA in liver
tissues of rats after 24 weeks of sodium arsenite treatment

( , n=6)
 

组别 ALT/(U·g−1)& ALP/(U·g−1)& TBA/(μmol·L−1)

对照组 26.44±2.60 5.17±0.21 102.67±4.47

25 mg·L−1 NaAsO2组 25.66±3.47 6.00±0.16a 105.75±3.56a

50 mg·L−1 NaAsO2组 29.11±2.17a 6.64±0.35ab 114.66±5.28ab

100 mg·L−1 NaAsO2组 34.76±3.18abc 7.34±0.30abc 121.74±3.99abc

F       12.09     72.11         23.58

P <0.05 <0.05 <0.05

[ 注 ] &：以蛋白计。a：与对照组比较，P < 0.05；b：与 25 mg·L−1 NaAsO2

组比较，P < 0.05；c：与 50 mg·L−1 NaAsO2 组比较，P < 0.05。

 

x̄ ± s
表 3   亚砷酸钠染毒 24 周后大鼠肝组织 CAT、LPO 和 T-AOC

水平变化 （ ，n=6） 

x̄ ± s

Table 3    Changes in the levels of CAT, LPO, and T-AOC in liver
tissues of rats after 24 weeks of sodium arsenite

treatment（ , n=6）
 

组别 CAT/(U·mg−1)& T-AOC/(U·mg−1)& LPO/(μmol·g−1)&

对照组 57.73±2.76 0.85±0.07 0.18±0.05

25 mg·L−1 NaAsO2组 54.09±3.17a 0.64±0.06a 0.17±0.07

50 mg·L−1 NaAsO2组 50.01±2.17ab 0.62±0.05a 0.20±0.03

100 mg·L−1 NaAsO2组 49.00±2.48ab 0.60±0.05a 0.35±0.04abc

F       13.51     23.35     18.84

P <0.05 <0.05 <0.05

[ 注 ]&：以蛋白计。a：与对照组比较，P<0.05；b：与 25 mg·L−1 NaAsO2 组
比较，P<0.05；c：与 50 mg·L−1 NaAsO2 组比较，P<0.05。

 

x̄ ± s
表 4   亚砷酸钠染毒 24 周后大鼠肝组织 LAMP2、CTSB 和

ACP2 水平变化 （ ，n=6） 

x̄ ± s

Table 4    Changes in the levels of LAMP2, CTSB, and ACP2 in liver
tissues of rats after 24 weeks of sodium arsenite treatment

( , n=6)
 

组别 LAMP2/(μg·L−1) CTSB/(μg·L−1) ACP2/(μg·L−1)

对照组 102.30±7.51 2 882.16±218.57 7 994.76±389.77

25 mg·L−1 NaAsO2组 97.44±6.50 2 705.69±156.85 7 806.67±409.04a

50 mg·L−1 NaAsO2组 92.70±7.12a 2 747.84±171.20 7 556.67±208.16a

100 mg·L−1 NaAsO2组 93.51±5.40a 2 434.12±142.93abc 7 297.14±206.80ab

F          3.90            6.94               6.35

P <0.05 <0.05 <0.05

[ 注 ]a：与对照组比较，P < 0.05；b：与 25 mg·L−1 NaAsO2 组比较，P <
0.05；c：与 50 mg·L−1 NaAsO2 组比较，P < 0.05。

 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2021, 38(12) 1379

www.jeom.org

www.jeom.org


2.5    大鼠肝组织 p-AMPK、p-ULK1、LC3、p62 蛋白
表达水平

如图 1 所示 ， NaAsO2 染毒后 ，大鼠肝组织 p-
AMPK、p-ULK1、LC3、p62 蛋白的免疫组化染色结果
呈棕黄色或褐色，且颜色逐渐加深。单因素方差分析
结果表明，各组间差异均有统计学意义（F=577.17、
262.2、296.67、163.43，均 P < 0.05）。25、50、100 mg·L−1

NaAsO2 组 p-AMPK、p-ULK1、LC3 的蛋白表达水平较对
照组升高，且呈现随染毒浓度增加逐渐升高的趋
势（P < 0.05）。25 mg·L−1 NaAsO2 组 p62 蛋白表达水平
与对照组相比差异并无统计学意义（P > 0.05），50、
100 mg·L−1 NaAsO2 组 p62 蛋白表达水平较对照组升高
（P < 0.05）。见表 6。 

2.6    各指标间的相关性分析
Pearson 相关分析结果显示，NaAsO2 染毒 24 周

后，氧化应激指标 T-AOC 与溶酶体功能指标 LAMP2、
CTSB、ACP2 呈正相关（均 P < 0.05）；LPO 与溶酶体功

 

x̄ ± s n = Ϩ
表 5   亚砷酸钠染毒 24 周后大鼠肝组织 AMPK、ULK1、

LC3 和 p62 mRNA 转录水平变化 （ , ） 

x̄ ± s

Table 5    Changes in mRNA transcriptional expressions of AMPK,
ULK1, LC3, and p62 in liver tissues of rats after 24 weeks of

sodium arsenite treatment ( , n=6)
 

组别 AMPK ULK1 LC3 p62

对照组 0.80±0.08 0.81±0.06 0.90±0.05 0.87±0.20

25 mg·L−1 NaAsO2组 1.09±0.16a 0.93±0.09 0.98±0.11 1.11±0.62a

50 mg·L−1 NaAsO2组 1.24±0.18a 0.98±0.10a 1.00±0.15 1.19±0.18a

100 mg·L−1 NaAsO2组 1.57±0.21abc 1.31±0.18abc 1.16±0.12abc 1.40±0.28ab

F     23.22     20.18       5.46       7.70

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

[ 注 ]a：与对照组比较，P < 0.05；b：与 25 mg·L−1 NaAsO2 组比较，P <
0.05；c：与 50 mg·L−1 NaAsO2 组比较，P < 0.05。
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褐色，染色深浅表示阳性程度。
图 1   亚砷酸钠染毒 24 周后各组大鼠肝组织 p-AMPK、p-ULK1、LC3 和 p62 的免疫组化结果

Figure 1   IHC results of p-AMPK, p-ULK1, LC3, and p62 in liver tissues of rats after 24 weeks of sodium arsenite treatment

 

x̄ ± s表 6   亚砷酸钠染毒 24 周后各组大鼠肝组织 p-AMPK、p-ULK1、LC3 和 p62 蛋白表达水平变化 （ ，n=6） 

x̄ ± s
Table 6    Changes in protein expressions of p-AMPK, p-ULK1, LC3, and p62 in liver tissues of rats after 24 weeks of sodium arsenite

treatment ( , n=6)
 

组别 p-AMPK p-ULK1 LC3 p62

对照组 0.002 4±0.000 4 0.014 9±0.002 5 0.010 7±0.001 3 0.006 1±0.003 6

25 mg·L−1 NaAsO2组 0.008 3±0.000 7a 0.025 1±0.001 1a 0.022 0±0.005 1a 0.021 9±0.004 9

50 mg·L−1 NaAsO2组 0.016 6±0.001 1ab 0.043 5±0.004 3ab 0.040 8±0.003 0ab 0.047 0±0.004 2ab

100 mg·L−1 NaAsO2组 0.021 3±0.001 0abc 0.064 6±0.004 2abc 0.069 5±0.004 1abc 0.056 6±0.004 9abc

F         577.17         262.2         296.67         163.43

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

[ 注 ]a：与对照组比较，P < 0.05；b：与 25 mg·L−1 NaAsO2 组比较，P < 0.05；c：与 50 mg·L−1 NaAsO2 组比较，P < 0.05。
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能指标 CTSB、ACP2 呈负相关（均 P < 0.05）。大鼠肝组
织自噬相关指标 p62 与溶酶体功能指标 LAMP2、
CTSB、ACP2 呈负相关（均 P < 0.05），与肝损伤相关指
标 ALT、ALP、TBA 呈正相关（均 P < 0.05）。见表 7。 

3    讨论
砷中毒肝损伤病情较严重，砷的毒作用复杂，发

病机制不清，这些因素已成为制约其防控的难点和瓶
颈[11]。本研究利用课题组前期建立的砷中毒大鼠肝损
伤模型[9]

，探讨氧化应激、溶酶体功能、AMPK/ULK1 通
路和肝损伤的关系，旨在为砷暴露致肝损伤机制的研
究提供实验依据。

研究发现，NaAsO2 染毒 24 周后，砷染毒组肝脏
CAT、T-AOC 水平下降，LPO 水平上升，提示 NaAsO2 暴
露可诱导氧化应激发生。此外，大鼠肝组织 ALT、ALP、
TBA 水平均升高，该结果提示长期砷暴露导致机体内
氧化与抗氧化系统失衡，过氧化物不能被及时清除而
大量堆积，可能造成肝脏损伤。

周建华等[12] 研究发现，在早期 2 型糖尿病肾病患
者中，血糖波动可通过激活氧化应激进而引起自噬发
生，但持续的血糖波动可引起氧化应激持续发生，继
而导致自噬缺陷。Tai 等[13] 研究发现，在衰老细胞中过
表达活性氧会导致溶酶体膜完整性和功能性受到损
害。自噬作为一种依赖溶酶体进行降解的途径，溶酶
体功能受损与否与自噬能否正常发生息息相关。溶酶
体是一种由单层脂蛋白膜包裹的细胞器，富含多种适
存于酸性环境中的水解酶。LAMP2 是位于溶酶体膜
上的一类特异性蛋白质，被称为溶酶体功能标志[14]。
ACP2、CTSB 分别是溶酶体水解酶中的一种酸性磷
酸酶类和半胱氨酸蛋白酶类，常被用于溶酶体功能
的检测 [15]。本研究结果显示，各染砷组大鼠肝组织
LAMP2、CTSB 以及 ACP2 水平均下降，提示 NaAsO2 所

致的大鼠肝损伤模型中存在溶酶体功能障碍。为进一
步了解氧化应激与溶酶体功能损伤之间的关系，本研
究对氧化应激指标与溶酶体功能指标进行相关性分
析，结果显示，T-AOC 与 LAMP2、CTSB 以及 ACP2 之间
存在正相关关系，LPO 与 CTSB、ACP2 呈负相关关系，

提示氧化应激状态下可能导致溶酶体损伤。
AMPK 是细胞生长和自噬发生的关键调节剂。有

报道称氧化应激下 AMPK 可被磷酸化激活以调控其下
游因子 ULK1 来促进自噬发生[16]。ULK1 是自噬启动步
骤中的主要调控因子，可通过调控自噬体的形成与成
熟过程，启动自噬发生 [17]。本研究结果显示，NaAsO2

染毒后大鼠肝组织 AMPK 及 ULK1 mRNA 转录水平及
其磷酸化蛋白表达水平均升高，提示 AMPK/ULK1 通路
激活。此外，本研究还检测了自噬发生过程中的经典
蛋白 LC3 及 p62，发现 NaAsO2 染毒后，LC3 转录及蛋
白表达均增加，提示砷暴露可导致自噬激活；但
p62 的蛋白表达也增加，这可能因为氧化应激状态下，

溶酶体功能受损，导致自噬溶酶体降解失败。相关性
分析结果显示，自噬指标 p62 与 LAMP2、CTSB、ACP2
之间呈负相关，提示溶酶体功能受损可能导致自噬发
生损伤。此外，p62 与 ALT、ALP、TBA 水平呈正相关，

表明自噬受损可能参与了砷致肝损伤的调节。
综上，NaAsO2 长期暴露可诱导氧化应激发生，损

伤溶酶体功能和激活 AMPK/ULK1 通路，使自噬通路正
常发生受阻，进而造成肝脏损伤。该结果对氧化应激
诱导肝损伤的机制有了进一步认识，但氧化应激、溶
酶体功能以及自噬受损如何诱导肝损伤发生的具体
机制尚不清楚，还需进一步研究。
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