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摘 要 目的：探讨汉防己多糖对急性酒精性肝损伤小鼠的保护作用及其机制。方法：将60只小鼠随机分为空白对照组（生理盐

水）、模型组（生理盐水）、联苯双酯组（阳性对照，150 mg/kg）和汉防己多糖低、中、高剂量组（100、200、400 mg/kg），每组10只，ig给

药，每天1次，连续7 d。末次给药1 h后，除空白对照组外其余各组小鼠均 ig 50％乙醇（0.1 mL/10 g）溶液复制急性酒精性肝损伤

模型。12 h后，测定小鼠血清中丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）水平以及肝组织中丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶

（SOD）、谷胱甘肽（GSH）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）水平；苏木精-伊红染色观察小鼠肝组织病理改变；流式细胞术检测肝细

胞凋亡率。结果：与空白对照组比较，模型组小鼠肝组织发生水肿、细胞排列紊乱及局部坏死等病变，血清中ALT、AST水平和肝

组织中MDA水平以及肝细胞凋亡率显著升高，肝组织中SOD、GSH、GSH-Px水平显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.01）。与

模型组比较，汉防己多糖中、高剂量组小鼠肝组织细胞变性和坏死程度均减轻；除汉防己多糖低剂量组小鼠肝细胞凋亡率降低不

明显外，其余各给药组小鼠上述指标均显著改善（P＜0.05或P＜0.01）。结论：汉防己多糖对急性酒精性肝损伤小鼠具有明显的保

护作用，其机制可能与抗氧化应激及减少肝细胞凋亡有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the protective effect and its mechanisms of Sinomenium acutum polysaccharide on mice

with acute alcoholic liver injury. METHODS：60 mice were randomly divided into blank control group（normal saline），model

group （normal saline），bifendate group （positive control，150 mg/kg） and S. acutum polysaccharide low-dose，medium-dose，

high-dose groups（100，200，400 mg/kg），10 in each group，intragastrically administrated，once a day，for continual 7 d. 1 h af-

ter last administration，mice received 50％ ethanol（0.1 mL/10 g）intragastrically to induce acute alcoholic liver injury model ex-

cept for those in blank control group. After 12 h，alanine aminotransferase（ALT），aspartate aminotransferase（AST）levels in se-

rum，malondialdehyde（MDA），superoxide dismutase（SOD），glutathione（GSH），glutathione peroxidase（GSH-Px）levels in liv-

er tissue of mice were determined；hematoxylin-eosin staining was conducted to observe the pathological changes in liver tissue；

flow cytometry was used to detect the cell apoptosis rate. RESULTS：Compared with blank control group，mice in model group

showed pathological changes in edema，disordered cell arrangement and local necrosis；ALT and AST levels in serum，MDA level

in liver tissue and hepatocyte apoptotic rate were significantly increased，while the SOD，GSH and GSH-Px levels in liver tissue

were significantly decreased，with statistical significances（P＜0.01）. Compared with model group，cell degeneration and necrosis

degree of mice were improved in S. acutum polysaccharide medium-dose and high-dose groups；except for cell apoptosis rate of liver

in S. acutum polysaccharide low-dose group was not decreased significantly，the above-mentioned indicators in other treatment groups

were significantly improved（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：S. acutum polysaccharide shows obvious protective effect on

mice with acute alcoholic liver injury，its mechanism might re-

late to anti-oxidation stress and inhibiting hepatocyte apoptosis.

KEYWORDS Sinomenium acutum polysaccharide；Acute al-

coholic liver injury；Anti-oxidation；Cell apoptosis；Mice
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汉防己为传统中药材，应用历史悠久，为防己科多

年生藤本植物，其块根入药。研究表明，汉防己具有利

水消肿、行气止痛、祛风除湿等功效，其中生物碱、挥发

油及多糖为汉防己的主要活性成分[1]。汉防己对肝损伤

的保护作用多见报道，尤其是汉防己甲素对实验性肝损

伤具有明显的保护作用[2]。汉防己多糖为汉防己的活性

成分之一，其体内、外抗氧化作用均已被证实[3]。鉴于已

有大量关于植物多糖具有减轻肝损伤作用的报道，且氧

化应激损伤在急性酒精性肝损伤进展中起着重要作

用[4-5]，故本研究旨在通过探讨汉防己多糖对急性酒精性

肝损伤小鼠是否具有保护作用，并初步阐明其与氧化应

激及肝细胞凋亡的相关性，以期为后续的深入研究及临

床应用奠定实验基础。

1 材料
1.1 仪器

722型可见光分光光度计（上海欣茂仪器有限公

司）；TDL-40B型台式离心机（上海安亭科学仪器有限公

司）；Smarte-500型数码生物显微镜（上海蔡康光学仪器

有限公司）；EPICS-XL 型流式细胞仪（美国贝克曼公

司）。

1.2 药品与试剂

汉防己多糖（由长春中医药大学提供，批号：201502，

规格：多糖含量为 86.7％）；联苯双酯滴丸（浙江万邦药

业股份有限公司，批号：02140107，规格：1.5 mg/丸）；丙

氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、丙二醛

（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽（GSH）、谷

胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）检测试剂盒（南京建成生

物工程研究所，批号：150126、150222、150328、141211、

150408、150114）。

1.3 动物

健康清洁级KM小鼠 60只，♀♂各半，由吉林大学

实验动物中心提供，许可证号为SCXK（吉）2010-0005。

所有大鼠于常规条件下适应性饲养1周后用于实验。

2 方法
2.1 分组、给药与造模

将 60只小鼠随机分为 6组，分别为空白对照组（生

理盐水）、模型组（生理盐水）、联苯双酯组（阳性对照，

150 mg/kg）[6]和汉防己多糖低、中、高剂量组（100、200、

400 mg/kg，剂量参考预实验结果设置），每组 10只。ig

给药（0.1 mL/10 g），每天 1次，连续 7 d。末次给药 1 h

后，除空白对照组外，其余各组小鼠均 ig 50％乙醇（0.1

mL/10 g）复制急性酒精性肝损伤模型，空白对照组小鼠

ig等体积蒸馏水。

2.2 血清和肝组织生化指标的测定

于造模12 h后，各组小鼠均摘眼球取血，离心，取血

清，采用终点比色法按照试剂盒说明书测定血清中

ALT、AST水平。然后小鼠经断髓处死，迅速取肝组织，

将肝左叶剪下后于10％中性福尔马林中固定；另取肝组

织100 mg，在冰水浴下加0.9 mL生理盐水，制成10％组

织匀浆，离心取上清，按试剂盒说明书进行MDA、SOD、

GSH及GSH-Px水平的检测。

2.3 肝组织病理学变化观察

取出于10％福尔马林溶液中固定24 h的肝组织，在

0.01 mol/L磷酸盐缓冲液（PBS）中放置12 h，然后进行梯

度乙醇脱水；经石蜡包埋后进行切片（4 μm），行苏木精-

伊红（HE）染色；再次梯度乙醇脱水，中性树胶封片，观

察并拍照。

2.4 细胞凋亡率的测定

将肝组织研碎，用PBS洗涤2次，用结合缓冲液调整

细胞密度为3×108 mL－1的细胞悬液，取200 μL结合缓冲

液重悬细胞，加入5 μL膜联蛋白-Ⅴ-绿色荧光蛋白（An-

nexin-Ⅴ-GFP）工作液，室温下避光反应 30 min；用结合

缓冲液洗涤细胞 2次，300 µL结合缓冲液重悬细胞，加

入碘化丙啶（PI）溶液 5 μL，充分混匀后，室温避光孵育

15 min；1 h内用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

2.5 统计学方法

采用SPSS 18.0软件进行统计分析。实验数据均用

x±s表示，组间比较采用单因素方差分析。P＜0.05表

示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 汉防己多糖对急性酒精性肝损伤小鼠血清中

ALT、AST水平的影响

与空白对照组比较，模型组小鼠血清中 ALT、AST

水平均显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组小

鼠血清中上述指标均显著改善（P＜0.05或P＜0.01），且

汉防己多糖的作用呈现一定的剂量依赖性，结果见表1。

表 1 各组小鼠血清中ALT、AST水平测定结果（x±±s，

n＝10）

Tab 1 Determination results of ALT，AST levels in se-

rum of mice in each group（x±±s，n＝10）

组别
空白对照组
模型组
联苯双酯组
汉防己多糖低剂量组
汉防己多糖中剂量组
汉防己多糖高剂量组

剂量，mg/kg

150

100

200

400

ALT，U/L

10.74±2.14

23.00±2.77＊＊

12.25±1.66##

15.54±4.17##

14.42±3.50##

12.68±1.66##

AST，U/L

14.18±5.15

42.25±4.36＊＊

25.54±14.63##

31.34±2.74#

28.68±2.04##

25.78±2.01##

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. blank control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.2 汉防己多糖对急性酒精性肝损伤小鼠肝组织中

MDA、SOD、GSH和GSH-Px水平的影响

与空白对照组比较，模型组小鼠肝组织中MDA水

平升高，SOD、GSH和GSH-Px水平降低，差异均有统计

学意义（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组小鼠上述指
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标均显著改善（P＜0.05或P＜0.01），且汉防己多糖的作

用呈现一定的剂量依赖性，结果见表2。

表 2 各组小鼠肝组织中MDA、SOD、GSH和GSH-Px

水平测定结果（x±±s，n＝10）

Tab 2 Determination results of MDA，SOD，GSH

and GSH-Px levels in liver tissue of mice in

each group（x±±s，n＝10）

组别

空白对照组
模型组
联苯双酯组
汉防己多糖低剂量组
汉防己多糖中剂量组
汉防己多糖高剂量组

剂量，
mg/kg

150

100

200

400

MDA，
nmol/mg prot

2.01±0.41

7.27±1.21＊＊

3.09±0.30##

5.69±1.17##

4.32±0.33##

3.39±0.56##

SOD，U/mg prot

233.06±13.72

126.73±27.79＊＊

201.09±10.86##

180.12±21.25##

181.94±15.37##

195.71±17.01##

GSH，
μmol/g prot

4.29±0.82

1.45±0.15＊＊

3.07±0.45##

1.91±0.60##

2.74±0.25##

2.94±0.45##

GSH-Px，
U/mg prot

644.15±19.17

401.89±49.91＊＊

576.66±21.28##

424.23±46.13#

497.42±12.10##

515.75±16.37##

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. blank control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.3 汉防己多糖对急性酒精性肝损伤小鼠肝组织病理

学的影响

空白对照组小鼠肝细胞均以中央静脉为中心呈放

射状排列，未见炎性细胞浸润、变性、坏死等改变。模型

组小鼠肝细胞排列紊乱，出现水肿现象，同时可见局部

坏死。联苯双酯组小鼠肝细胞形态与空白对照组小鼠

接近，未见变性、坏死等情况。汉防己多糖低剂量组小

鼠肝组织形态基本与模型组接近，而汉防己多糖中、高

剂量组小鼠肝细胞变性和坏死程度与模型组比较显著

减轻，结果见图1。

3.4 汉防己多糖对急性酒精性肝损伤小鼠肝细胞凋亡

的影响

与空白对照组比较，模型组小鼠肝细胞凋亡率显著

升高，存活率显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，联苯

双酯组和汉防己多糖中、高剂量组小鼠肝细胞凋亡率显

著降低，存活率显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）；汉防己

多糖低剂量组小鼠肝细胞存活率显著升高（P＜0.05）。

流式细胞图见图2、凋亡率测定结果见表3。

表3 各组小鼠肝细胞凋亡率测定结果（x±±s，n＝10）

Tab 3 Determination results of cell apoptotic rate in

liver of mice in each group（x±±s，n＝10）

组别
空白对照组
模型组
联苯双酯组
汉防己多糖低剂量组
汉防己多糖中剂量组
汉防己多糖高剂量组

剂量，mg/kg

150

100

200

400

凋亡率，％
2.13±0.33

17.84±2.54＊＊

4.51±0.62##

16.37±4.37

13.25±3.81#

9.64±2.73##

存活率，％
94.36±11.82

75.84±10.69＊＊

91.18±14.85##

81.26±10.01#

84.44±9.72##

87.29±11.28##

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. blank control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

4 讨论
近年来，随着我国人们饮食结构和生活水平的改

变，酒精性肝损伤的发病率呈明显升高趋势，严重危害

了人们身体健康。开发和筛选治疗酒精性肝损伤的药

物是解决急性酒精性肝病的重要课题之一[7]。酒精的过

量摄入可引起肝细胞受损，引起脂肪变性、炎性细胞浸

润或坏死，如果早期阶段没有得到适当的治疗可能有转

化为肝硬化的风险。临床生化指标检测中，血清转氨酶

活性被认为是肝细胞损伤的一项敏感指标。ALT 和

AST 主要分布于肝脏，当肝细胞损害严重时 ALT 和

AST释放入血[8]。联苯双酯对酒精性肝损伤具有确切的

图1 各组小鼠肝组织形态观察结果（HE染色，×200）

Fig 1 Observation results of liver tissue morphology

of mice in each group（HE staining，×200）

空白对照组 模型组 联苯双酯组

汉防己多糖低剂量组 汉防己多糖中剂量组 汉防己多糖高剂量组

图2 各组小鼠肝细胞凋亡率测定的流式细胞图

Fig 2 Cell apoptotic rate in liver of mice in each

group determined by flow cytometry
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防治作用，可有效降低血清中ALT、AST水平。因此，在

多数同类研究中均将其作为阳性对照药物使用[9]。本研

究结果发现，联苯双酯及汉防己多糖均可以有效降低急

性酒精性肝损伤小鼠血清中ALT、AST水平，这表明两

者对急性酒精性肝损伤均具有一定的保护作用。

急性酒精性肝损伤发病机制中的一个重要环节是

酒精导致的氧化应激。已知酒精可明显降低细胞抗氧

化能力，使氧化应激产物增多，提升许多组织尤其是肝

组织的氧化应激水平。用各种方法抑制肝细胞氧化应

激水平的提高均有利于肝损伤的治疗[10]。MDA是脂质

过氧化反应的终产物，可以沉积于细胞内，使细胞膜结

构发生损坏，从而导致细胞肿胀、坏死，其水平高低可以

反映过氧化损伤及细胞受损程度[11]。SOD为最重要的

抗氧化酶之一，其水平高低可间接反映机体抗氧化和清

除自由基的能力，具有防止细胞氧化损伤的作用。GSH

为非酶类抗氧化物质，不仅可间接或直接清除自由基，

还可参与另一抗氧化物酶GSH-Px的催化反应[12]。本研

究结果发现，汉防己多糖可以明显改善急性酒精性肝损

伤小鼠肝组织的病理改变，同时降低肝组织中MDA水

平，升高肝组织中SOD、GSH、GSH-Px水平，提示其对急

性酒精性肝损伤的保护作用可能是通过抗氧化应激而

实现的。

肝细胞凋亡是指基因控制下的肝细胞自主而有序

地死亡，此过程是为了更好地适应生存环境[13]。研究结

果显示，细胞凋亡是急性酒精性肝病的重要发病机制之

一，而酒精作为一种肝细胞凋亡诱导剂，可通过促进脂

质过氧化反应，引起肝细胞结构及功能的异常，从而引

发肝细胞凋亡[14-15]。本实验结果显示，中、高剂量汉防己

多糖均可显著降低急性酒精性肝损伤小鼠肝细胞凋亡

率，且低、中、高3个剂量汉防己多糖均能显著提高肝细

胞存活率。以上结果提示，汉防己多糖可通过抑制酒精

性肝损伤小鼠肝细胞凋亡而起到治疗肝损伤的作用。

综上所述，汉防己多糖对急性酒精性肝损伤小鼠具

有明显的保护作用，其机制可能涉及抗氧化应激及减少

肝细胞凋亡等，但仍需进一步研究证实。
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