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复方丹参片通过 LKB1-AMPK 通路干预高脂血症大鼠的作用
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摘要：目的 基于 LKB1-AMPK 通路探讨复方丹参片对高脂血症大鼠的保护作用及相关机制。方法 采用腹

腔注射 75%蛋黄乳液+连续饲喂高脂饲料 4 周的方式制备高脂血症大鼠模型。将大鼠随机分为正常组、模型

组、辛伐他汀组（0.02 g·kg-1）和复方丹参低、中、高剂量组（复方丹参片，1.5、3、6 g·kg-1），每组 10 只。各组

大鼠每日 1 次给予相应剂量药物灌胃，连续干预 4 周。采用 ELISA 法检测血清甘油三酯（TG）、总胆固醇

（T-CHO）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天

冬氨酸氨基转移酶（AST）水平；测定大鼠肝脏系数；采用 HE 染色法观察肝脏组织病理形态；采用免疫组织化

学法检测肝脏组织中 AMPK、p-AMPK、LKB1、HMGCR 蛋白水平；采用 Real-time PCR 法检测肝脏组织中

AMPK、LKB1、HMGCR mRNA 表达水平。结果 与正常组比较，模型组大鼠的肝脏系数及血清 TG、T-CHO、

LDL-C、ALT、AST 水平明显升高（P＜0.05），HDL-C 水平明显降低（P＜0.05）；肝脏出现脂肪性病变；肝脏组

织中 AMPK、p-AMPK、LKB1 蛋白及 mRNA 表达水平明显降低（P＜0.05），HMGCR 蛋白及 mRNA 表达水平明

显升高（P＜0.05）。与模型组比较，复方丹参片低、中、高剂量能明显降低高脂血症模型大鼠的肝脏系数及血

清 TG、T-CHO、LDL-C、ALT、AST 水平（P＜0.05），升高 HDL-C 水平（P＜0.05）；改善肝脏脂肪性病变；升

高肝脏组织中 AMPK、p-AMPK、LKB1 蛋白及 mRNA 表达水平（P＜0.05），降低 HMGCR 蛋白及 mRNA 表达水

平（P＜0.05）。结论 复方丹参片可能通过激活 LKB1-AMPK 通路及抑制 HMGCR 表达水平来实现对高脂血症

大鼠的保护作用。
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Protective Effect of Compound Danshen Tablets on Hyperlipidemic Rats by Regulating LKB1-AMPK
Signal Pathway
ZHANG Minghao1， ZHANG Tong1，GUO Shen1， ZHAO Shen1，DU Jingwen1， ZU Zhaoxuan1，DING Yanyan2

（1. School of Medicine，Henan University of Chinese Medicine，Zhengzhou 450046 Henan，China；2. School of
Pharmacy，Henan University of Chinese Medicine，Zhengzhou 450046 Henan，China）
Abstract：Objective To study the protective effect of compound Danshen tablets on hyperlipidemic rats and its
mechanism based on LKB1-AMPK signal pathway. Methods Hyperlipidemic rat model was induced by intraperitoneal
injection of 75% solution of egg yolk and feeding high fat food. Rats were randomly divided into normal group，
model group，simvastatin group and compound Danshen group（1.5，3，6 g·kg-1）. Animals in each group were given
the corresponding dose of drugs daily by gavage，and the intervention was continued for 4 weeks. The serum levels
of TG，T-CHO，LDL-C，HDL-C，ALT and AST were measured by ELISA. Liver weight was measured and liver
index was calculated. HE staining was applied to observe the pathological morphology of liver tissues.
Immunohistochemical method was used to detect the protein expression levels of AMPK， p- AMPK， LKB1 and
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HMGCR in liver tissues. RT-PCR was used to detect the mRNA levels of AMPK，LKB1 and HMGCR in liver
tissues. Results Compared with normal group，there was extensive steatosis in the rats’livers of the model group；
the liver index and the levels of TG，T-CHO，LDL-C，ALT，AST were significantly higher（P＜0.05）and the
level of HDL-C were significantly reduced（P＜0.05）in the model group； the levels of AMPK，p-AMPK，LKB1
protein and mRNA were significantly reduced（P＜0.05） and the levels of HMGCR protein and mRNA were
significantly higher（P＜0.05）in the model group（P＜0.05）. In the compound Danshen groups（1.5，3，6 g·kg-1），

compound Danshen tablets significantly reduced the liver indexes and the levels of TG，T-CHO，LDL-C，ALT，
AST（P＜0.05）， improved the levels of HDL-C in rats（P＜0.05），and improved the pathological changes of liver
tissues. It was also found that the levels of AMPK，p-AMPK，LKB1 protein and mRNA were significantly higher
（P＜0.05）， and the levels of HMGCR protein and mRNA were significantly reduced（P＜0.05） in liver tissues.
Conclusion Compound Danshen tablets had the protective effect on hyperlipidemia rats，and its mechanism may be
related to the activation of LKB1-AMPK and down-regulating the expression of HMGCR.
Keywords：Compound Danshen tablets；hyperlipidemic；LKB1-AMPK pathway；HMGCR protein；rats

高脂血症（Hyperlipidemic）是由脂肪代谢紊乱引

起的一种血浆脂质失衡性疾病[1]，以血液中总胆固醇

（Total cholesterol，T-CHO）、甘油三酯（Triglyceride，TG）、
低密度脂蛋白胆固醇（Low density lipoproteincholesterol，
LDL- C）水平升高或高密度脂蛋白胆固醇（High
density lipoprotein-cholesterol，HDL-C）水平降低为主

要临床表现 [2-3]，是动脉粥样硬化、脂肪肝、冠心病

及脑卒中的主要诱发因素[4]。临床上常以降低血脂水

平、促进血脂代谢作为高脂血症治疗的核心策略。

复方丹参片是以丹参为君药，辅以三七、冰片而制

成的一种复方制剂，具有活血化瘀、理气止痛之功

效，对于防治心脑血管疾病疗效较好[5]。本实验拟从

活血化瘀的药理作用出发，通过建立高脂血症大鼠

模型，观察复方丹参片的降血脂及对肝脏的保护作

用，并基于肝激酶 B1-单磷酸腺苷活化蛋白激酶

（LKB1-AMPK）信号通路探讨其可能的作用机制。

1 材料与方法
1.1 动物 雄性 SD 大鼠，SPF 级，体质量 180~200 g，
8 周龄，购自郑州市惠济区华兴实验动物养殖场，动

物生产许可证号：SCXK（豫）2019-0002，动物使用

许可证号：SYXK（豫）2020-0004。本研究经河南中

医 药 大 学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ， 批 准 号 ：

DWLL20180018。
1.2 药物及试剂 复方丹参片（每片 0.6 g），批号：

G20A045，广州白云山和记黄埔中药有限公司；辛伐

他汀（每片 10 mg），批号：1810409，华润双鹤利民

药业（济南）有限公司。高脂饲料，由郑州市惠济区

华兴实验动物养殖场提供，配方：白糖 10%、猪油

10%、蛋黄粉 10%、胆固醇 2%、基础饲料 68%。氨

基甲酸乙酯，批号：20200326，天津百伦斯生物技

术有限公司；甘油三酯（TG，批号：A110-1-1）、总

胆固醇（T-CHO，批号：A111-1-1）、低密度脂蛋白

胆固醇（LDL-C，批号：A113-1-1）、高密度脂蛋白

胆固醇（HDL-C，批号：A112-1-1）、天冬氨酸氨基

转移酶（AST，批号：C010-2-1）ELISA 检测试剂盒，

均由南京建成生物工程研究所提供；丙氨酸氨基转

移酶（ALT）试剂盒（批号：A001），由长春汇力生物技

术有限公司提供；兔 SP 试剂盒（批号：SP-9001）、

DAB 显色试剂盒（批号：ZLI-9018），均由北京中杉

金桥生物技术有限公司提供；兔抗大鼠 AMPK（货

号： bs- 10344R）、 p-AMPK（货号： bs- 12972R）、

LKB1（货 号 ： bs- 3948R）、 HMGCR（货 号 ： bs-
5068R）抗体，均由北京博奥森生物技术有限公司提

供；AMPK、LKB1、HMGCR 引物序列由武汉塞维尔

生物科技有限公司合成。

1.3 仪器 BS110S 型电子天平，北京赛多利斯天平

公司；MR-96TB 型酶标仪，骋克仪器（上海）有限公

司； RM2235 型石蜡切片机，德国 Leica 公司；

D3024R 型台式高速冷冻型微量离心机，大龙兴创实

验仪器（北京）有限公司；YD-6D 型组织包埋机、

YD-A 型组织摊片机、YD-B 型组织烤片机，金华市

科迪仪器设备有限公司；CX23 型光学显微镜，日本

奥林巴斯公司；Stepone plus 型荧光定量 PCR 仪，美

国 ABI 公司。

1.4 动物分组、模型复制及给药 雄性 SD 大鼠 60 只，
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适应性饲养 1 周后，按体质量随机分为正常组、模

型组、辛伐他汀组（0.02 g·kg-1）和复方丹参低、中、

高剂量组（复方丹参片，1.5、3、6 g·kg-1），每组

10 只。正常组常规饲养，其余 5 组大鼠按 10 mL·kg-1

腹腔注射 75%蛋黄乳液，禁食 16 h，自由饮水，16 h
后饲喂高脂饲料，连续喂养 4 周[6]。辛伐他汀组和复

方丹参低、中、高剂量组在造模同时即按设定剂量

灌胃给药，灌胃体积 10 mL·kg-1，正常组、模型组给

予等体积生理盐水，每日 1 次，连续 4 周。

1.5 样本采集 末次给药 24 h 后，各组大鼠称质量

后腹腔注射氨基甲酸乙酯麻醉，腹主动脉取血，以

3 000 r·min-1（离心半径 10 cm）离心 10 min，取上清

液于-80 ℃下储存，备用。然后解剖取肝脏，去除肝

脏周围结缔组织，用生理盐水洗涤，以滤纸吸尽脏

器表面液体后用电子天平称质量，计算肝脏质量

（LW）占体质量（BW）的比值，即为肝脏系数（LW/
BW）。再将肝脏组织一分为二，其中 1 份用 4%多聚

甲醛固定，另 1 份用液氮速冻后于-80 ℃下储存，

备用。

1.6 ELISA 法检测血清中 TG、T-CHO、LDL-C、

HDL-C、ALT、AST 含量 按照试剂盒说明书操作，

采用 ELISA 法检测各组大鼠血清中 TG、T-CHO、
LDL-C、HDL-C、ALT、AST 水平。

1.7 肝脏组织病理学检测 各组大鼠肝脏组织用 4%
多聚甲醛固定后，经脱水、透明、包埋、切片等步

骤，制作得到 4 μm 病理切片，进行苏木素-伊红

（HE）常规染色，在光学显微镜下观察肝脏组织的病

理变化。

1.8 免疫组织化学（IHC）法检测肝脏组织中 AMPK、

p-AMPK、LKB1、HMGCR 蛋白表达水平 石蜡

切片经脱蜡、水化后，用 H2O2封闭，PBS 清洗，柠

檬酸盐缓冲液热修复；滴加山羊血清封闭液，室温

下孵育，倾去液体，分别滴加 AMPK、p-AMPK、

LKB1、HMGCR 抗体（1∶100），4 ℃下孵育过夜；二

抗 37 ℃下孵育 20 min，DAB 显色，自来水冲洗，苏

木素复染 1~2 min；盐酸乙醇分化，自来水再次冲

洗，脱水、透明、封片、镜检。每只大鼠肝脏切片

在光学显微镜下（×400）随机选取 1 个视野，以棕黄

色为阳性染色，采用 Image-Pro Plus 6.0 软件测定每

个视野中的积分光密度（Integrated optical density，
IOD）值。

1.9 Real- time PCR 法 检 测 肝 脏 组 织 中 AMPK、

LKB1、HMGCR mRNA 表达水平 取 100 mg 大鼠

肝脏组织，用液氮研磨后收集于 EP 管中；加入

1 mL TriQuick 试剂提取肝脏组织总 RNA，检测 RNA
含量和纯度（A260/A280=1.8～2.0）。采用 Servicebio 逆转

录试剂盒进行逆转录反应，反应条件为：65 ℃
5 min，42 ℃ 60 min，70 ℃ 5 min，4 ℃保持。然后

进行 PCR 反应，反应体系为 15 μL，反应条件：预

变性 95 ℃ 10 min，变性 95 ℃ 15 s，退火 60 ℃ 1 min，
共 40 个循环。扩增反应后进行熔解曲线分析，判断

产物是否有非特异性扩增；分析扩增曲线，计算 Ct
值；以 GAPDH 为内参基因，采用 2-△△CT法计算各组

间 mRNA 表达水平差异，正常组基因表达量设为

1；实验重复 3 次。AMPK、LKB1、HMGCR 引物序

列由武汉塞维尔生物科技有限公司合成，见表 1。
表 1 Real-time PCR引物序列

Table 1 Primer sequences for real-time PCR
基因

AMPK
LKB1
HMGCR
GAPDH

上游引物（5’→3’）序列

CACTGGATGCACTCAACACAAC
GCCTTGCACCCTTTCGCT
CCTTGACGCTCTGGTGGAATG
CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

下游引物（5’→3’）序列

TCACTACCTTCCATTCAAAGTCC
AGTGGTGGAGCGCAGTCA
GTGAGCGTGAACAAGAACCAGG
GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

1.10 统计学处理方法 采用 SPSS 22.0 统计软件进行

数据分析；计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较采用 LSD 检验；以 P＜0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果
2.1 复方丹参片对高脂血症大鼠血脂水平的影响 结

果见图 1。与正常组比较，模型组大鼠血清中 LDL-C、
TG、T-CHO 水平明显升高（P＜0.05），HDL-C 水平

明显降低（P＜0.05）。与模型组比较，辛伐他汀组和

复方丹参低、中、高剂量组大鼠血清 TG、T-CHO、

LDL-C 水平明显降低（P＜0.05），HDL-C 水平明显升

高（P＜0.05）。结果表明，复方丹参片能够降低高脂

血症大鼠的血脂水平。

2.2 复方丹参片对高脂血症大鼠肝脏功能的影响 结

果见图 2。与正常组比较，模型组大鼠的肝脏系数和

血清 ALT、AST 水平明显升高（P＜0.05）。与模型组

比较，辛伐他汀组和复方丹参低、中、高剂量组大

鼠的肝脏系数及血清 ALT、AST 水平均明显降低

（P＜0.05）。结果表明，复方丹参片能够改善高脂血

症大鼠的肝功能。

2.3 复方丹参片对高脂血症大鼠肝脏组织病理变化

的影响 结果见图 3。正常组大鼠肝细胞排列整齐，
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大小形态正常，肝小叶结构正常，无病变和脂肪滴

存在；模型组大鼠肝细胞排列不规则，细胞肿胀，

细胞间分界模糊，胞浆内可见大量脂肪滴存在；辛

伐他汀组和复方丹参低、中、高剂量组大鼠肝细胞排

列较整齐，大小形态正常，胞浆内可见少量脂肪滴。

2.4 复方丹参片对高脂血症大鼠肝脏组织 AMPK、

p-AMPK、LKB1、HMGCR 蛋白表达水平的影响

结果见图 4。与正常组比较，模型组大鼠肝脏组织的

AMPK、p-AMPK、LKB1 蛋白表达水平明显降低（P＜

0.05），HMGCR 蛋白表达水平明显升高（P＜0.05）。

与模型组比较，辛伐他汀组和复方丹参低、中、高

剂量组大鼠肝脏组织的 AMPK、p-AMPK、LKB1 蛋

白表达水平明显升高（P＜0.05），HMGCR 蛋白表达

水平明显降低（P＜0.05）。

注：与正常组比较，
*
P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

图 1 复方丹参片对高脂血症大鼠血脂水平的影响（x ± s，n=10）
Figure 1 The effect of compound Danshen tablets on lipid levels in hyperlipidemic rats serum（x ± s，n=10）
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图 2 复方丹参片对高脂血症大鼠肝脏功能的影响（x ± s，n=10）
Figure 2 The effect of compound Danshen tablets on liver function in hyperlipidemic rats（x ± s，n=10）
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图 3 复方丹参片对高脂血症大鼠肝脏病理的影响（HE 染色，×400）
Figure 3 The effect of compound Danshen tablets on liver histopathology in hyperlipidemic rats（HE staining，×400）

a. 正常组 b. 模型组 c. 辛伐他汀组 d. 复方丹参低剂量组 e. 复方丹参中剂量组 f. 复方丹参高剂量组
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2.5 复方丹参片对高脂血症大鼠肝脏组织 AMPK、

LKB1、HMGCR mRNA 表达水平的影响 结果见

图 5。与正常组比较，模型组大鼠肝脏组织 AMPK、

LKB1 mRNA 表达水平明显降低（P＜0.05），HMGCR
mRNA 表达水平明显升高（P＜0.05）。与模型组比

较，辛伐他汀组和复方丹参低、中、高剂量组大鼠

肝脏组织 AMPK、LKB1 mRNA表达水平明显升高（P＜

0.05），HMGCR mRNA 表达水平明显降低（P＜0.05）。

3 讨论
随着社会发展和人们生活条件的改善，高脂高糖

饮食伴随不良生活习惯导致血脂异常发病率呈逐年

升高的趋势，而血脂异常升高会引起心脑血管疾病

及肥胖等多种相关疾病的发生 [7-8]。血脂是血浆中

T-CHO、TG 及类脂的总称，其水平异常升高即为高

脂血症 [9]。LDL-C 是一种脂蛋白，主要参与 T-CHO
从肝脏至外周组织的转运过程；HDL-C 是将 T-CHO

AMPK

p-AMPK

LKB

HMGCR

a. 正常组 b. 模型组 c. 辛伐他汀组 d. 复方丹参低剂量组 e. 复方丹参中剂量组 f. 复方丹参高剂量组

注：与正常组比较，
*
P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

图 4 复方丹参片对高脂血症大鼠肝脏组织 AMPK、p-AMPK、LKB1、HMGCR 蛋白水平的影响（免疫组化，×400；x ± s，

n=10）
Figure 4 The effect of compound Danshen tablets on AMPK，p-AMPK，LKB1，HMGCR protein of liver tissues in hyperlipidemic rats
（IHC，×400；x ± s，n=10）
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图 5 复方丹参片对高脂血症大鼠肝脏组织 AMPK、LKB1、HMGCR mRNA表达水平的影响（x ± s，n=10）
Figure 5 The effect of compound Danshen tablets on AMPK，LKB1，HMGCR mRNA of liver tissues in hyperlipidemic rats（x ± s，n=10）
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从外周组织转运至肝脏代谢的一种脂蛋白 [10]。当

LDL-C 水平升高且 HDL-C 水平下降时，机体脂质代

谢清除能力下降，引起高血脂症。在对高脂血症的

病因、病理及降脂新药研究中，构建与人类病变基

本相似且具有重复性的高脂血症动物模型是基础条

件。故本研究采用了一次性腹腔注射蛋黄乳液后饲

喂高脂饲料的方法，诱导构建了高脂血症大鼠模

型[6]。结果发现，与正常组比较，该模型大鼠的血清

T-CHO、TG 和 LDL-C 水平明显升高，而 HDL-C 水

平明显下降，表明造模成功。该模型与临床上人类

高脂血症特征相似，可用于高脂血症研究。

在高脂血症治疗方面，西医常以他汀类药物作为

主要治疗手段，该类药虽具有较好的降血脂作用，

但长期用药易造成肝、肾功能及肌肉损害，停药后

血脂水平易反跳 [1]。高脂血症在中医上属“痰浊”

“血瘀”范畴，故祛瘀通络为其主要治疗思路[11]。复

方丹参片是由丹参、三七、冰片组成的中药复方制

剂，能够活血化瘀、理气止痛，具有调节脂质代谢

及抗氧化等多种药理作用[12]。运用复方丹参片治疗高

脂血症符合“祛瘀通络”的治疗理念。辛伐他汀是

一种 HMG-CoA 还原酶抑制剂，可以有效降低血脂水

平[7]。基于以上思路，本研究选择复方丹参片为治疗

药物，以辛伐他汀为阳性对照药，探讨了其对高脂

血症大鼠的治疗作用。结果发现，复方丹参片可以

明显降低高脂血症大鼠血清 T-CHO、TG、LDL-C 水

平，提高 HDL-C 水平，表明复方丹参片具有较好的

降血脂作用。

由于肝脏是机体脂质代谢的主要场所，血脂异常

升高则会导致肝脏出现脂肪堆积，并引起肝实质细

胞出现脂肪性病变，肝脏功能受损，脂质代谢过程

紊乱。肝脏系数可以反映肝脏的病理状态，其升高

则提示肝脏可能出现了肿胀、肥大、充血、水肿、

增生等病理变化。ALT 和 AST 水平是反映肝细胞膜

稳定性的重要指标，也是临床上肝功能的判断标

准，其水平升高提示肝细胞病变 [13]。本研究结果发

现，高脂血症大鼠的血清 ALT、AST 水平明显上

调，肝脏系数明显升高，而复方丹参片可以下调高

脂血症大鼠的血清 ALT、AST 水平，并使肝脏系数

降低；进一步病理学观察发现，高脂血症大鼠的肝

脏细胞呈现脂肪性病变，而复方丹参片可以改善高

脂血症大鼠肝脏细胞脂肪变性程度，表明复方丹参

片对高脂血症大鼠的肝脏功能具有保护作用。

AMPK 是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，参与机

体的能量代谢调节过程，并与多种能量代谢异常疾

病密切相关[14]，而 LKB1-AMPK 则是肝脏中主要的激

活 AMPK 的信号通路。当细胞内 AMP/ATP 升高时，

AMPKα 亚基上的 Thr172 位点可被 LKB1 磷酸化为

p-AMPK 而激活 [15-18]。研究 [19-20]表明，p-AMPK 可通

过多条通路调控机体脂质代谢水平，主要包括通过

促进 CD36 和 LPL 转运以增加脂肪酸摄入；通过磷酸

化抑制 ACC1 来抑制脂肪酸合成；通过磷酸化抑制固

醇调节元件结合蛋白-1c（Sterol regulation element
binding protein-1c，SREBP-1c），在转录水平抑制脂

肪酸和 TG 合成相关酶的表达；通过磷酸化抑制

HMGCR 来抑制胆固醇合成；通过抑制 ACC2，活化

CPT1 以促进脂肪酸进入线粒体内进行 β 氧化分解。

此外，机体内 70%～80%的 T-CHO 在肝脏合成，涉

及多步酶催化反应，其中 HMGCR 是 T-CHO 合成过

程中的限速酶，其活性降低可以减少胆固醇的合

成[21-23]。本研究结果发现，高脂血症大鼠肝脏组织中

AMPK、p-AMPK、LKB1蛋白及mRNA水平明显降低，

LKB1-AMPK 通路被抑制，HMGCR 蛋白及 mRNA 水

平明显升高，T-CHO 合成增加。而复方丹参片可以

上调高脂血症大鼠肝脏组织中的 AMPK、p-AMPK、

LKB1 蛋白及 mRNA 水平，下调 HMGCR 蛋白及

mRNA 水平，即通过激活 LKB1-AMPK 通路以提升
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脂质代谢水平，抑制 HMGCR 以降低 T-CHO 合成水

平，从而发挥其对高脂血症的治疗作用。

综上所述，复方丹参片对高脂血症大鼠血脂水平

及肝脏功能具有较好的干预和保护作用，其降血脂

作用机制可能是通过上调 AMPK、p-AMPK、LKB1
水平以激活 LKB1-AMPK 通路，以及下调 HMGCR
水平以抑制 T-CHO 合成来实现的，该结果可为复方

丹参片在高脂血症治疗方面的深入开发利用提供新

的实验依据。
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