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摘要： 目的　 考察辣木种子提取物对小鼠实验性肝损伤 （急性酒精性肝损伤、 四氯化碳致急性肝损伤） 的保护作用。
方法　 ＲＴ⁃ＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分别检测小鼠肝组织 ＡＤＨ１ 和 ＡＬＤＨ２ ｍＲＮＡ、 蛋白表达。 建立小鼠急性酒精性肝损伤

模型， 测定 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＡＬＰ、 ＬＤＨ、 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平； 建立小鼠四氯化碳致急性肝损伤模型， 测定 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、
ＧＳＨ、 ＭＤＡ、 Ｔ⁃ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ、 ＧＲ 水平， ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｃ ／ ＥＢＰα、 ＴＮＦ⁃α、 ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达， ＨＥ 染色观

察小鼠肝组织病理学变化。 结果　 提取物 （５００ ｍｇ ／ ｋｇ） 可提高 ＡＤＨ１ ｍＲＮＡ、 蛋白表达， 但对 ＡＬＤＨ２ 无明显影响。
对于急性酒精性肝损伤小鼠， 各剂量提取物 （１２５、 ２５０、 ５００ ｍｇ ／ ｋｇ） 降低 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＡＬＰ、 ＬＤＨ、 ＭＤＡ 水平， 提高

ＧＳＨ 水平； 对于四氯化碳致急性肝损伤小鼠， 各剂量提取物 （３２􀆰 ５、 ７５、 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 降低 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＭＤＡ、 ＧＳＨ⁃
Ｐｘ 水平及 ＣＯＸ⁃２、 ＴＮＦ⁃α、 ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ ｍＲＮＡ 表达， 提高 Ｔ⁃ＳＯＤ、 ＧＳＨ、 ＧＲ 水平及 Ｃ ／ ＥＢＰα ｍＲＮＡ 表达， 改善肝组织

形态。 结论　 辣木种子提取物对小鼠实验性肝损伤有明显保护作用， 其机制可能与加快乙醇代谢、 缓解炎症反应、 抑

制脂肪酸和胆固醇合成、 改善脂质代谢紊乱有关。
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　 　 辣木 Ｍｏｒｉｎｇａ ｏｌｅｉｆｅｒａ Ｌａｍ． 为辣木科辣木属落

叶乔木， 又名油辣木、 辣根树、 鼓槌树等， 原产于

印度， 现广泛分布于非洲、 阿拉伯、 东南亚等热带

海洋气候区， 我国广东韶关、 云南、 海南、 贵州等

地现有引种［１］。 辣木是非洲和东南亚地区一种历

史悠久的传统药物， 其药效价值和营养价值在当地

被广泛认可， 辣木籽在民间常被用于醒酒和排毒，
具有抗炎、 抗菌、 降血压、 降血脂、 调节血糖、 抗

肿瘤以及抗氧化等功能［２］； 辣木树叶或种子提取

物可保护大鼠的肝损伤［３⁃５］， 但相关研究很少涉及

其作用机理。 因此， 本实验建立小鼠急性酒精性肝

损伤、 小鼠四氯化碳致急性肝损伤模型， 研究辣木

种子提取物对小鼠肝脏的保护作用及机制， 为治疗

急性肝损伤提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ＳＰＦ 级雄性昆明小鼠， 体质量 ２０ ～
２２ ｇ， 购于广东省医学实验动物中心， 许可证号

ＳＣＸＫ （粤） ２００８⁃０００２。 小鼠饲养于 ２５ ℃ 恒温动

物房中， 每天明暗交替 １２ ｈ （７： ００～１９： ００）； 自

由饮水和饮食， 适应性饲养 ７ ｄ 后进行实验。
１􀆰 ２　 试药　 辣木种子提取物由本课题组制备， 方

法为辣木种子粉碎后按 １ ∶ １０ 比例加水回流提取 ３
次， 每次 ２ ｈ， 过滤后浓缩， 即得。 Ｐｉｅｒｃｅ ＢＣＡ
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓａｙ ｋｉｔ 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； 甘草酸苷

片购自日本米诺发源制药株式会社 （批号 １５０８９）；
乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ）、 丙二醛 （ＭＤＡ）、 谷丙转氨

酶 （ＡＬＴ）、 谷草转氨酶 （ ＡＳＴ）、 碱性磷酸酶

（ＡＬＰ）、 总超氧化物歧化酶 （Ｔ⁃ＳＯＤ）、 谷胱甘肽

还原酶 （ＧＲ）、 谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ⁃Ｐｘ）、
谷胱甘肽 （ＧＳＨ）、 ＨＥ 染色试剂盒均购自南京建

成生物工程研究所； 兔抗乙醇脱氢酶 １Ａ ／ １Ｂ ／ １Ｃ
（ ＡＤＨ１Ａ ／ １Ｂ ／ １Ｃ ） 抗 体、 兔 抗 乙 醛 脱 氢 酶 ２
（ＡＬＤＨ２） 抗体均购自美国 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ 公司； 小鼠

抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体购自武汉博士德生物工程有限公司；
辣根标记山羊抗兔 ＩｇＧ、 辣根标记兔抗小鼠 ＩｇＧ 均

购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ 公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＭＫ３ 型酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；
ＩＸ５１ 型倒置荧光显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；
ＲＭ２２３５ 型切片机购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司； 凝胶成像

分析系统、 ＰＣＲ 仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司； ＢＳ２１０Ｓ
型电子分析天平购自德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司； ３⁃１８ Ｋ 型

台式高速冷冻离心机、 ２⁃５ 型离心机购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司； ＵＬＴＲＡ⁃ＴＵＲＲＡＸ Ｔ８ 型组织匀浆机购

自德国 ＩＫＡ Ｌａｂｏｒｔｅｃｈｎｉｋ 公司。
２　 方法

２􀆰 １　 辣 木 种 子 提 取 物 对 小 鼠 肝 组 织 ＡＤＨ１ 和

ＡＬＤＨ２ ｍＲＮＡ、 蛋白表达的影响

２􀆰 １􀆰 １　 分组及给药　 ２４ 只小鼠随机分为对照组和

辣木种子提取物组， 每组 １２ 只， 对照组灌胃

１０ ｍＬ ／ ｋｇ生 理 盐 水， 辣 木 种 子 提 取 物 组 灌 胃

５００ ｍｇ ／ ｋｇ的提取物溶液 （１０ ｍＬ ／ ｋｇ）， 每天 １ 次，
共 ７ ｄ。 最后 １ 次灌胃后 ０􀆰 ５ ｈ， 颈椎脱臼处死小

鼠， 取肝脏， 提取 ｍＲＮＡ， 于－８０ ℃冰箱中保存。
２􀆰 １􀆰 ２　 ｍＲＮＡ 表达检测　 Ｔｒｉｚｏｌ 提取肝组织匀浆中

总 ＲＮＡ， 紫外分光光度测定 ２６０、 ２８０ ｎｍ 波长处

的吸光度， 计算 ＯＤ２６０ ｎｍ ／ ＯＤ２８０ ｎｍ， 总 ＲＮＡ 浓度 ＝
ＯＤ２６０ ｎｍ×稀释倍数×０􀆰 ０４０。 采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法进行逆

转录构建 ｃＤＮＡ 模板， 逆转录反应条件参照试剂盒

说明， 通过 ＮＣＢＩ 网页找到所需基因序列， 利用

Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ６􀆰 ０ 设计特异性引物： ＡＤＨ１ 正向 ５′⁃
ＴＴＴＴＧＴＡＧＣＣＧＡＡＧＣＧＡＴＣＴＧ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＴＡＣ⁃
ＣＡＣＧＧＴＧＴＡＣＴＧＧＧＡＧＡＡ⁃３′， ＰＣＲ 产 物 长 度

１２９ ｂｐ； ＡＬＤＨ２ 正 向 ５′⁃ＧＡＣＧＣＣＧＴＣＡＧＣＡＧＧ
ＡＡＡＡ⁃３′， 反向 ５′⁃ＣＧＣＣＡＡＴＣＧＧＴＡＣＡＡＣＡＧＣ⁃３′，
ＰＣＲ 产物长度 １８９ ｂｐ； ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＡＧＧＴＣＧ⁃
ＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ⁃３′， 反向 ５′⁃ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧ⁃
ＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ⁃３′， ＰＣＲ 产物长度 １２３ ｂｐ。

然后， 通过 ＰＣＲ 仪进行扩增， 反应条件为

９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ， ９５ ℃变性 １０ ｓ， ５６ ℃退火１０ ｓ，
７２ ℃延伸 １０ ｓ， 共 ４５ 个循环； 熔解曲线条件为

９５ ℃ ５ ｓ， ６５ ℃ １ ｍｉｎ， ０􀆰 １１ ℃ ／ ｓ 升温至 ９７ ℃， 每

升温 ５ ℃检测 １ 次荧光， 最后降温至 ５０ ℃。
２􀆰 １􀆰 ３　 蛋白表达检测 　 肝脏加入 ＲＩＰＡ 裂解液进

行裂解、 提取蛋白， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法［６］进行聚丙烯酰胺凝胶电泳， 转

膜， ５％ 脱脂牛奶溶液室温封闭 １ ｈ， ４ ℃孵育一抗

过夜， 在摇床上用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ，
室温孵育二抗 １ ｈ， ＴＢＳＴ 再洗涤 ３ 次， 通过 ＥＣＬ
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发光液检测 ＡＤＨ１、 ＡＬＤＨ２ 蛋白表达， 并根据灰

度值计算两者蛋白表达相对量。
２􀆰 ２　 辣木种子提取物对急性酒精性肝损伤小鼠的作用

２􀆰 ２􀆰 １　 建模、 分组及给药　 ６０ 只小鼠适应性饲养

１ 周后随机分为对照组、 模型组、 甘草酸苷组及提

取物低、 中、 高剂量组， 每组 １０ 只， 对照组、 模

型组小鼠灌胃生理盐水， 甘草酸苷组灌胃８５ ｍｇ ／ ｋｇ
甘草酸苷， 提取物低、 中、 高剂量组分别灌胃

１２５、 ２５０、 ５００ ｍｇ ／ ｋｇ 提 取 物， 给 药 量 均 为

１０ ｍＬ ／ ｋｇ， 连续 １０ ｄ， 末次灌胃前 １２ ｈ 禁食不禁

水。 第 １０ 天灌胃 ３０ ｍｉｎ 后， 除对照组外各组小鼠

灌胃 １８ ｍＬ ／ ｋｇ ５０％ 乙醇。
２􀆰 ２􀆰 ２　 取样及检测 　 ５０％ 乙醇灌胃 ８ ｈ 后乙醚麻

醉小 鼠， 心 脏 采 血 至 肝 素 抗 凝 管 中， ４ ℃、
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ下离心 １５ ｍｉｎ 取血浆， 测定 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、 ＡＬＰ、 ＬＤＨ 水平； 肝组织在生理盐水中高速

匀浆 ３０ ｓ， 制备 １０％ 生理盐水肝匀浆液， ４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液于新 ＥＰ 管中，
作为肝组织匀浆液， 根据相应试剂盒操作步骤测定

ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平。
２􀆰 ３　 辣木种子提取物对四氯化碳致急性肝损伤小

鼠的作用

２􀆰 ３􀆰 １　 建模、 分组及给药　 ６０ 只小鼠适应性饲养 １
周后随机分为对照组、 模型组、 甘草酸苷组及提取

物低、 中、 高剂量组， 每组 １０ 只， 对照组、 模型组

小鼠灌胃生理盐水， 甘草酸苷组灌胃 ８５ ｍｇ ／ ｋｇ 甘草

酸苷， 提取物低、 中、 高剂量组分别灌胃 ３２􀆰 ５、 ７５、
１５０ ｍｇ ／ ｋｇ 提取物， 连续 １５ ｄ， 末次灌胃前 １２ ｈ 禁

食不禁水。 第 １５ 天灌胃 ３０ ｍｉｎ 后， 对照组小鼠腹腔

注射 １０ ｍＬ ／ ｋｇ 橄榄油， 其他各组小鼠腹腔注射

１０ ｍＬ ／ ｋｇ 四氯化碳橄榄油溶液 （１６ ｍｇ ／ ｋｇ）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 取样及检测　 各组小鼠腹腔注射 ＣＣｌ４ 橄榄

油溶液 １８ ｈ 后乙醚麻醉， 心脏采血至肝素抗凝管

中， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 取血浆， 测定

ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平。 同时取肝组织， 一部分放入 ４％
多聚甲醛溶液中固定， 制成石蜡切片用于病理学检

查； 另一部分按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法匀浆， 根据相

应试剂盒操作步骤测定 ＭＤＡ、 ＧＳＨ、 Ｔ⁃ＳＯＤ、 ＧＲ、
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平。

再采 用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法 检 测 Ｃ ／ ＥＢＰα、 ＴＮＦ⁃α、
ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表 达， 操 作 方 法 同

“ ２􀆰 １􀆰 ２ ” 项。 Ｃ ／ ＥＢＰα 正 向 ５′⁃ＴＴＡＣＡＡＣＡＧＧＣ⁃
ＣＡＧＧＴＴＴＣＣ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＧＧＣＴＧＧＣＧＡＣＡＴＡＣＡＧ⁃
ＴＡＣＡ⁃３′， ＰＣＲ 产物长度 １８７ ｂｐ； ＴＮＦ⁃α 正向 ５′⁃

ＡＴＧＡＧＣＡＣＡＧＡＡＡＧＣＡＴＧＡＴＣ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＴＡＣＡ
ＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣＧＡＡＴＴ⁃３′， ＰＣＲ 产物长度 １１０ ｂｐ；
ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ 正向 ５′⁃ＴＧＴＴＧＧＣＡＴＣＣＴＧＣＴＡＴＣＴＧ⁃３′，
反向 ５′⁃ＡＧＧＧＡＡＡＧＣＴＴＴＧＧＧＧＴＣＴＡ⁃３′， ＰＣＲ 产物

长度 １８９ ｂｐ； ＣＯＸ⁃２ 正向 ５′⁃ＧＣＡＣＴＴＣＡＣＣＣＡＴ⁃
ＣＡＧＴＴ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＡＧＴＴＧＣＴＣＡＴＣＡＣＣＣＣＡＣ⁃３′，
ＰＣＲ 产物长度 ３７５ ｂｐ； ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＡＧＧＴＣＧ⁃
ＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ⁃３′， 反向 ５′⁃ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧ⁃
ＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ⁃３′， ＰＣＲ 产物长度 １２３ ｂｐ。

然后， 通过 ＰＣＲ 仪进行扩增， 反应条件为

９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ， ９４ ℃变性 ３０ ｓ， 退火 ３０ ｓ （Ｃ ／
ＥＢＰα 退火温度 ５１ ℃， ３０ 个循环； ＴＮＦ⁃α 退火温

度 ５０ ℃， ４０ 个循环； ＳＲＥＢＰ ⁃１ｃ 退火温度 ５１ ℃，
２８ 个循环； ＣＯＸ⁃２ 退火温度 ６０ ℃， ３０ 个循环；
ＧＡＰＤＨ 退火温度 ６０ ℃， ３０ 个循环）， ７２ ℃ 先延

伸 ３０ ｓ 再延伸 ７ ｍｉｎ 使产物延伸完全。 反应结束

后， 取 １０ μＬ 产物进行琼脂糖凝胶电泳， Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
凝胶成像系统拍照。
２􀆰 ４　 统计学分析 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 数据通过 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
４８０ 软件进行处理， 用 ｔａｒｇｅｔ ／ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ 比值表示；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 数据通过 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 软件进行灰

度分析。 所有数据均采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ⁃ｔｅｓｔ 进行统计

学分析， 用 （ｘ±ｓ） 表示。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有

统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 提取物对 ＡＤＨ１ 和 ＡＬＤＨ２ ｍＲＮＡ、 蛋白表达

的影响 　 图 １ 显示， 与对照组比较， 提取物组

ＡＤＨ１ ｍＲＮＡ、 蛋白表达显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但

对 ＡＬＤＨ２ 无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 １　 提取物对 ＡＤＨ１和 ＡＬＤＨ２ ｍＲＮＡ、 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ， ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｏｆ ＡＤＨ１ ａｎｄ ＡＬＤＨ２
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３􀆰 ２　 提取物对急性酒精性肝损伤小鼠血浆 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、 ＬＤＨ、 ＡＬＰ 水平的影响　 表 １ 显示， 与对照组

比较， 模型组 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＬＤＨ、 ＡＬＰ 水平显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 提取物组 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、
ＡＬＰ 水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且中、 高

剂量组 ＬＤＨ 水平也显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 １　 提取物对 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＬＤＨ、 ＡＬＰ、 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ＡＬＴ， ＡＳＴ， ＬＤＨ， ＡＬＰ， ＧＳＨ ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别
剂量 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＡＬＴ ／

（ＩＵ·Ｌ－１）

ＡＳＴ ／

（ＩＵ·Ｌ－１）

ＬＤＨ ／

［ｎｍｏｌ·（ｍｉｎ·ｍｇ） －１］

ＡＬＰ ／

（ＩＵ·Ｌ－１）

ＧＳＨ ／

（μｇ·ｍｇ－１）

ＭＤＡ ／

（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）
对照组 — ４６􀆰 ２６±６􀆰 １８ ５３􀆰 ７８±６􀆰 ７０ ３ ３７３􀆰 ２９±３２４􀆰 ８２ ６􀆰 ０６±０􀆰 ３９ ２􀆰 ２３±０􀆰 １９ ２􀆰 ８９±０􀆰 ８２
模型组 — ６６􀆰 ４２±１０􀆰 ７９＃＃ ７９􀆰 ５０±１０􀆰 ３９＃＃ ４ ５１２􀆰 ４２±３８７􀆰 ２９＃＃ ８􀆰 ９５±０􀆰 ９３＃＃ １􀆰 ９３±０􀆰 １０＃＃ ７􀆰 ８３±１􀆰 ８４＃＃

甘草酸苷组 ８５ ４６􀆰 ８１±９􀆰 ７３∗ ５１􀆰 ３０±８􀆰 ０９∗∗ ３ ４９４􀆰 ８２±３２５􀆰 ７２∗∗ ７􀆰 １２±０􀆰 ６１∗∗ ２􀆰 １０±０􀆰 １０∗∗ ４􀆰 ０５±１􀆰 ４１∗∗

提取物低剂量组 １２５ ５２􀆰 ７４±４􀆰 ８７∗∗ ６６􀆰 ０２±１１􀆰 ２５∗ ４ ０２９􀆰 １３±３６８􀆰 ９９ ７􀆰 ０２±０􀆰 ７７∗∗ ２􀆰 １９±０􀆰 ２５∗ ７􀆰 ３９±１􀆰 ８０
提取物中剂量组 ２５０ ４９􀆰 ５１±７􀆰 ４３∗∗ ６０􀆰 ３６±５􀆰 ５７∗∗ ３ ８０７􀆰 ４５±３７８􀆰 ９３∗ ６􀆰 ９７±０􀆰 ７３∗∗ ２􀆰 ２５±０􀆰 ２４∗∗ ５􀆰 ５７±０􀆰 ９９∗∗

提取物高剂量组 ５００ ４４􀆰 ５３±６􀆰 ９２∗∗ ５５􀆰 ６０±６􀆰 ８８∗∗ ３ ７３３􀆰 ５４±３８５􀆰 ８３∗∗ ６􀆰 ６９±０􀆰 ４２∗∗ ２􀆰 ３８±０􀆰 ２１∗∗ ４􀆰 ５０±１􀆰 １０∗∗

　 　 注：与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

３􀆰 ３ 　 提取物对急性酒精性肝损伤小鼠肝组织

ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平的影响 　 表 １ 显示， 与对照组比

较， 模型组 ＧＳＨ 水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ
水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 提取物

组 ＧＳＨ 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且

中、 高剂量组 ＭＤＡ 水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

３􀆰 ４　 提取物对四氯化碳致急性肝损伤小鼠血浆

ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平的影响 　 表 ２ 显示， 与对照组比

较， 模型组 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 提取物组两者水平显著降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

表 ２　 提取物对 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 Ｔ⁃ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＧＳＨ、 ＧＲ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ＡＬＴ， ＡＳＴ， Ｔ⁃ＳＯＤ， ＭＤＡ， ＧＳＨ， ＧＲ ａｎｄ ＧＳＨ⁃Ｐｘ ｌｅｖｅｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别
剂量 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＡＬＴ ／

（ＩＵ·Ｌ－１）

ＡＳＴ ／

（ＩＵ·Ｌ－１）

Ｔ⁃ＳＯＤ ／

（Ｕ·ｍｇ－１）

ＭＤＡ ／

（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）

ＧＳＨ ／

（μｇ·ｍｇ－１）

ＧＲ ／

（Ｕ·ｍｇ－１）

ＧＳＨ⁃Ｐｘ ／

（Ｕ·ｍｇ－１）
对照组 － ３２􀆰 ６２±６􀆰 ５５ ３６􀆰 ０２±３􀆰 ８７ ２８５􀆰 ７９±１６􀆰 ５９ １􀆰 ８８±０􀆰 ４８ １􀆰 ５０±０􀆰 ２１ １􀆰 １７±０􀆰 ２２ ３６􀆰 ０２±３􀆰 ８７
模型组 － １０ ７８２±１ ２５４＃＃ ７ ２６４±８９７＃＃ ２３０􀆰 １４±８􀆰 ０９＃＃ ５􀆰 ８１±１􀆰 ０１＃＃ １􀆰 ０１±０􀆰 １５＃＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 １１＃＃ ７２􀆰 ６４±８􀆰 ９７＃＃

甘草酸苷组 ８５ ４ ５９８±８７６∗∗ ４ ４５９±４７７∗∗ ２６０􀆰 １３±２４􀆰 ００∗∗ ３􀆰 ３２±０􀆰 ５３∗∗ １􀆰 ２３±０􀆰 ２３∗∗ ０􀆰 ８７±０􀆰 １８∗∗ ４４􀆰 ５９±４􀆰 ７７∗∗

提取物低剂量组 ３２􀆰 ５ ９ ３８３±１ ２４９∗ ７ ３２６±６７１∗∗ ２４８􀆰 ９８±１４􀆰 ２６∗∗ ４􀆰 ６２±１􀆰 ０７∗ １􀆰 １４±０􀆰 ０９ ０􀆰 ６３±０􀆰 １４ ６３􀆰 ２６±６􀆰 ７１∗∗

提取物中剂量组 ７５ ９ １５７±１ ４７９∗ ５ ９４１±６９３∗∗ ２５７􀆰 ２５±１３􀆰 １６∗∗ ３􀆰 ９７±０􀆰 ６６∗∗ １􀆰 ２０±０􀆰 ２８ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０７∗∗ ５９􀆰 ４１±６􀆰 ９３∗∗

提取物高剂量组 １５０ ７ ８８２±８４２∗∗ ５ ３８３±３６０∗∗ ２５８􀆰 ９９±１５􀆰 ２２∗∗ ３􀆰 ６２±０􀆰 ５７∗∗ １􀆰 ３５±０􀆰 １６∗∗ ０􀆰 ８３±０􀆰 １７∗∗ ５３􀆰 ８３±３􀆰 ６０∗∗

　 　 注：与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

３􀆰 ５　 提取物对四氯化碳致急性肝损伤小鼠肝组织 Ｔ⁃
ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＧＳＨ、 ＧＲ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平的影响　 表 ２
显示， 与对照组比较， 模型组 Ｔ⁃ＳＯＤ、 ＧＳＨ、 ＧＲ
水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水平显

著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 提取物组 Ｔ⁃
ＳＯＤ 水平显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 水

平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且高剂量组

ＧＳＨ 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 中、 高剂量组 ＧＲ
水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ６　 提取物对四氯化碳致急性肝损伤小鼠肝组织

病理学的影响　 图 ２ 显示， 对照组小鼠肝细胞排列

整齐、 大小均一， 细胞核呈圆形， 界限清晰， 分布

在肝细胞中央， 肝小叶结构正常； 模型组小鼠肝细

胞排列紊乱， 细胞质疏松、 肿胀， 嗜酸性下降

（嗜酸性细胞质容易和酸性染料伊红结合， 染成粉

红色）， 细胞核固缩， 形态不一， 小静脉周围可见

大量点状或片状坏死， 肝细胞索排列紊乱， 肝小叶

界限不清， 肝细胞内呈现明显空泡状； 提取物低剂

量组小鼠肝细胞坏死有所减少， 肝细胞排列较模型

组稍紧密， 细胞内空泡减少； 提取物高剂量组小鼠

肝细胞排列整齐、 致密， 肝细胞内无明显的空泡和

疏松， 肝小叶结构基本完整， 结构清晰， 肝细胞索

排列整齐。
３􀆰 ７　 提取物对四氯化碳致急性肝损伤小鼠肝组织

Ｃ ／ ＥＢＰα、 ＴＮＦ⁃α、 ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达的

影响　 图 ３ 显示， 与对照组比较， 模型组 Ｃ ／ ＥＢＰα、
ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达显著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＴＮＦ⁃α、
ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ ｍＲＮＡ 表达显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 提取物组 Ｃ ／ ＥＢＰα ｍＲＮＡ 表达显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达

显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且中剂量组 ＴＮＦ⁃
α ｍＲＮＡ 表达显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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图 ２　 提取物对肝组织病理学的影响 （ＨＥ 染色）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｌｉｖｅｒ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

４　 讨论

为了考察辣木种子提取物降低血液中乙醇体积

分数的方式， 本实验检测了与酒精代谢有关的乙醇

脱氢酶 １ （ ＡＤＨ１） 和乙醛脱氢酶 ２ （ ＡＬＤＨ２）
ｍＲＮＡ、 蛋 白 表 达， 发 现 连 续 ７ ｄ 给 予 小 鼠

５００ ｍｇ ／ ｋｇ提取物后， ＡＤＨ１ ｍＲＮＡ、 蛋白表达均显

著增加， 但对 ＡＬＤＨ２ 影响不明显。 由此可知， 辣

木种子提取物能通过提高 ＡＤＨ１ 表达加速乙醇在肝

脏的代谢， 从而降低血液中乙醇体积分数。
研究显示， 酒精性肝损伤与超氧离子和自由基

大量生成有关［７⁃８］， 两者可攻击生物膜引起脂质过

氧化， 造成细胞膜和线粒体膜等功能障碍， 从而导

致细胞损伤或死亡， 这个过程伴随转氨酶释放、 脂

质过氧化产物生成、 抗氧化相关酶 （ ＳＯＤ、 ＧＲ、
ＧＳＨ⁃Ｐｘ） 活性改变、 抗氧化物质 ＧＳＨ 水平变化

等。 本实验发现， 辣木种子提取物能够不同程度降

低急性酒精性肝损伤小鼠血浆转氨酶水平， 缓解了

ＡＬＰ、 ＬＤＨ 水平升高， 呈现出对肝脏的保护作用；
升高肝组织 ＧＳＨ 水平， 表明提取物能提高肝脏抗

氧化水平， 而肝组织 ＭＤＡ 水平的降低提示脂质过

氧化水平的降低。 总的来说， 辣木种子提取物可能

通过加强小鼠肝脏的抗氧化平衡体系来减少酒精对

肝脏的损伤。
由于四氯化碳肝损伤模型中肝脏病理学改变与

人的肝脏疾病具有很高的相似性， 故四氯化碳常用

来复制人的肝病模型［９］。 血液中转氨酶水平是衡

量肝损伤的重要指标， 其升高是 ＣＣｌ４ 肝损伤的重

要表现， 其中丙二醛 （ＭＤＡ） 水平反映机体脂质

过氧化程度［１０］； 总超氧化物歧化酶 （Ｔ⁃ＳＯＤ） 活

力间接反映机体清除自由基能力［１１］； 谷胱甘肽还

原酶 （ＧＲ） 能催化氧化谷胱甘肽 （ＧＳＳＨ） 还原

成还原型谷胱甘肽 （ＧＳＨ）， 其主要作用是清除自

由基， 防止脂质过氧化反应发生， 其水平也是衡量

机体抗氧化能力的重要因素； 谷胱甘肽过氧化物酶

（ＧＳＨ⁃Ｐｘ） 活性反映 ＧＳＨ 抗氧化能力变化。
本实验发现， 四氯化碳可使血浆 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 水

平显著升高， 而辣木种子提取物可不同程度地缓

解。 同时， 提取物能显著降低肝组织 ＭＤＡ 水平，
缓解四氯化碳致 Ｔ⁃ＳＯＤ 活力下降， 在抗脂质氧化、
维持肝组织抗氧化水平方面具有一定作用； 缓解

ＧＳＨ 水平下降， 增强肝组织 ＧＲ 活力， 使 ＧＳＨ 合

成量增加、 水平升高， 可能与增强 ＧＲ 的活力和提

高机体抗氧化能力有关； 逆转四氯化碳致小鼠肝脏

ＧＳＨ⁃Ｐｘ 代偿性升高， 减少因对抗自由基损伤而造

成的 ＧＳＨ 的损耗， 提高 ＧＳＨ 水平； 明显改善四氯

化碳对小鼠肝组织的病理损伤， 可能与缓解炎症反

应发生有关。
肝星状细胞 （ＨＳＣ） 的激活在肝脏疾病， 如

肝纤维化和肝硬化中发挥着主要作用， 通过在活化

的 ＨＳＣ 中过表达 Ｃ ／ ＥＢＰα 可抑制 ＨＳＣ 增殖， 表明

上调 Ｃ ／ ＥＢＰα 表达可以抑制 ＨＳＣ［１２］。 本实验发现，
辣木种子提取物可明显上调 Ｃ ／ ＥＢＰα ｍＲＮＡ 表达，
表明它对对小鼠肝损伤的保护作用可能与通过上调

Ｃ ／ ＥＢＰα ｍＲＮＡ 表达、 抑制 ＨＳＣ 激活有关。 同时，
Ｃ ／ ＥＢＰα 还是 ＣＯＸ⁃２ 的关键调节因子， 高表达的

ＣＯＸ⁃２ 能激活 ＣＯＸ⁃前列腺素通路， 造成细胞炎症

和坏死； 本实验发现辣木种子提取物可使 ＣＯＸ⁃２
ｍＲＮＡ 表达显著下降， 可能与其参与 Ｃ ／ ＥＢＰα 调控

有关。 由此推测， 辣木种子提取物抗炎作用可能与

上调 Ｃ ／ ＥＢＰα ｍＲＮＡ 表达、 抑制 ＨＳＣ 激活、 降低

ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达有关。
在正常情况下， 机体内 ＴＮＦ⁃α 活性极低， 而
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 提取物对 Ｃ ／ ＥＢＰα （Ａ）、 ＴＮＦ⁃α （Ｂ）、 ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ
（Ｃ）、 ＣＯＸ⁃２ （Ｄ） ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ Ｃ ／ ＥＢＰα （Ａ）， ＴＮＦ⁃α （Ｂ），
ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ （Ｃ） ａｎｄ ＣＯＸ⁃２ （Ｄ） ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎｓ

在病理条件下它会大量表达， 对机体造成损伤。 本

实验发现， 四氯化碳造成了小鼠肝脏 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ
表达明显提高， 表明四氯化碳通过刺激 Ｋｕｐｆｆｅｒ 细

胞大量表达 ＴＮＦ⁃α 来损害肝细胞， 而辣木种子提

取物能降低其表达。 由此可知， 辣木种子提取物还

可能通过抑制 ＣＣｌ４ 对 Ｋｕｐｆｆｅｒ 细胞激活、 降低 ＴＮＦ⁃
α 表达来发挥肝脏保护作用。

ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ 与肝脏脂肪变性密切相关， 其过表

达会造成脂肪酸合成酶 ｍＲＮＡ 水平增加 ４ 倍；
ＳＲＥＢＰ⁃１ 基因敲除小鼠血清甘油三酯水平显著降

低， 而其基因过表达时小鼠则表现出肝脏脂肪堆

积、 胆固醇合成相关基因的大量表达［１３］。 本实验

发现， 四氯化碳促进了小鼠肝脏 ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ ｍＲＮＡ
表达， 而辣木种子提取物可下调其表达， 推测它可

能通过抑制肝损伤时 ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ 激活来抑制脂肪酸

和胆固醇合成， 从而减轻脂质代谢紊乱给肝脏带来

的损伤。
综上所述， 辣木种子提取物对小鼠实验性肝损

伤 （急性酒精性肝损伤、 四氯化碳致急性肝损伤）
有明显保护作用， 其机制可能涉及如下几个方面：
（１） 辣木种子提取物通过提高 ＡＤＨ１ 蛋白表达，
从而加快乙醇的代谢； （２） 辣木种子提取物通过

上调 Ｃ ／ ＥＢＰα ｍＲＮＡ 表达， 从而调控并抑制 ＣＯＸ⁃２
ｍＲＮＡ 表达， 减缓炎症反应发生； （３） 辣木种子

提取物部分降低前炎症因子 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达，
从而抑制炎症反应的发生； （４） 辣木种子提取物

通过下调 ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ ｍＲＮＡ 表达， 从而抑制脂肪酸

和胆固醇合成， 减轻脂质代谢紊乱给肝脏带来的伤

害。 由此可知， 日常服用辣木种子可预防和改善酒

精或其他化学物质对肝脏造成的损伤。
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摘要： 目的　 探讨赶黄草水提取物、 ７０％ 乙醇提取物、 ９５％ 乙醇提取物对小鼠内毒素性肝损伤的保护作用。 方法　 脂

多糖刺激 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞建立体外炎症模型， 尾静脉注射脂多糖建立小鼠体内肝损伤模型， ３ 种提取物干预， 肝苏颗

粒为阳性对照。 Ｇｉｅｍｓａ 法观察细胞形态学变化， ＭＴＳ 法检测细胞活力， ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃
α）、 白细胞介素⁃１β （ＩＬ⁃１β） 水平， ＨＥ 染色观察肝组织病理学变化， 赖氏法测定血浆丙氨酸氨基转移酶 （ＡＬＴ）、 门

冬氨酸氨基转移酶 （ＡＳＴ） 水平， 超氧化物歧化酶法测定肝组织超氧物歧化酶 （ＳＯＤ） 水平， ＴＢＡ 法检测肝组织丙二

醛 （ＭＤＡ） 水平， 免疫荧光法检测肝组织凋亡相关斑点样蛋白 （ＡＳＣ）、 核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 ３
（ＮＬＲＰ３） 表达。 结果　 与脂多糖组比较， 脂多糖＋７０％ 乙醇提取物组 （２５、 ５０ ｍｇ ／ Ｌ） 明显抑制细胞形态学变化，
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， ７０％ 乙醇提取物组明显改善肝组织病理损伤， 降

低 ＡＳＣ、 ＮＬＲＰ３ 表达， 显著降低 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＭＤＡ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 赶黄草 ７０％ 乙醇提取物对小鼠内毒素性肝

损伤具有明显保护作用， 其机制可能与减少 ＴＮＦ⁃α 产生、 调控 ＲＯＳ ／ ＮＬＲＰ３ ／ ＩＬ⁃１β 通路有关。
关键词： 赶黄草； 水提取物； ７０％ 乙醇提取物； ９５％ 乙醇提取物； 内毒素性肝损伤
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