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甘草水提物对雷公藤甲素致大鼠急性肝损伤的改善作用及对其
体内 IL-10、TNF-α水平的影响Δ
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摘 要 目的：观察甘草水提物对雷公藤甲素致大鼠急性肝损伤的改善作用及对其体内 IL-10、TNF-α水平的影响。方法：60只健

康雄性SD大鼠随机分为空白对照组、模型组、阳性对照组（异甘草酸镁）和甘草水提物低、中、高剂量组。空白对照组、模型组大鼠

灌胃等容生理盐水，阳性对照组大鼠灌胃异甘草酸镁药液（13.5 mg/kg），甘草水提物低、中、高剂量组大鼠灌胃甘草水提物药液

（120、240、480 mg/kg，以提取物量计），给药体积均为1 mL，每天1次，连续给药7 d。第8 天时，模型组、阳性对照组和甘草水提物

各剂量组大鼠均一次性灌胃雷公藤甲素药液（0.6 mg/kg）以建立急性肝损伤模型。采用苏木精-伊红染色法检查大鼠肝组织病理

学变化；采用酶偶联反应法检测各组大鼠血清中丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）的活性；采用Western blotting法检测

大鼠肝组织中白细胞介素10（IL-10）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）的蛋白表达水平。结果：与空白对照组比较，模型组大鼠肝组织出

现明显病理学变化，血清中 ALT、AST 活性均显著升高，肝组织中 TNF-α蛋白表达水平显著升高、IL-10蛋白表达水平显著降低

（P＜0.01）。与模型组比较，甘草水提物各剂量组大鼠肝组织病理学变化程度明显减轻；除甘草水提物低剂量组大鼠血清中AST

活性外，甘草水提物各剂量组大鼠血清中ALT、AST活性和肝组织中TNF-α蛋白表达水平均显著降低，肝组织中 IL-10蛋白表达水

平均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）。结论：甘草水提物能减轻雷公藤甲素所致大鼠急性肝损伤，其机制可能与下调促炎因子

TNF-α的表达、上调抗炎因子 IL-10的表达有关。
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甘草（Glycyrrhiza uralensis Fisch.）为豆科甘草属多

年生草本，其药用部位是根及根茎 [1]。中医上称为“国

老”的甘草，因其具有“能补、能和、能缓”的药性，在临床

上多用于缓和药性及降低药物毒性，其应用极其广泛，无

论在时方还是经方中皆有出现[1]。已有文献和长期临床

实践表明，甘草联用其他药物后，可能会改变药物的代

谢，从而影响药物药效并中和药物毒性[2]。雷公藤甲素

是从卫茅科植物雷公藤（Tripteryginum wilfordii Hook. f.）

中提取所得的活性成分，具有显著的免疫抑制、抗炎、抗

肿瘤和抗生育等作用[3]；同时，雷公藤甲素也是雷公藤的

主要毒性成分，其所导致的肝损伤较为常见且机制复

杂 [4]。研究表明，甘草对雷公藤类药物具有确切的减毒

作用[5]，但是其减毒作用机制尚未明确。本文通过考察

甘草水提物对雷公藤甲素致急性肝损伤模型大鼠的减

毒作用及对其体内白细胞介素 10（IL-10）、肿瘤坏死因

子α（TNF-α）水平的影响，旨在进一步探讨甘草水提物对

雷公藤甲素致肝脏毒性的减毒作用机制。

1 材料

1.1 仪器

Discovery专用型十万分之一分析天平（美国奥豪斯

仪器上海有限公司）；Mini Protean Tetra 小型垂直电泳

仪、Gel Doc 2000型凝胶成像仪、Chemi Doc XRS+型化

学发光成像分析仪（美国Bio-Rad 公司）；5424R型台式

高速冷冻离心机（德国Eppendorf公司）；IX73型倒置显

微镜（日本 Olympus 公司）；Nanodrop-2000型超微量核

酸蛋白定量仪（美国Thermo Fisher Scientific公司）。

1.2 药品与试剂

甘草水提物（西安瑞鸿生物技术有限公司，批号：

20150901，甘草酸钠盐含量：11.8％）；雷公藤甲素对照品

（上海阿拉丁生化科技股份有限公司，批号：D1601041，

纯度：≥98％）；异甘草酸镁原料药（江苏正大天晴药业

有限公司，批号：1604081201，纯度：≥98％）；鼠β-肌动

蛋白（β-actin）单克隆抗体（中杉金桥生物技术有限公

司）；鼠 IL-10单克隆抗体、鼠TNF-α单克隆抗体、辣根过

Improvement Effects of Water Extract of Glycyrrhiza uralensis on Acute Hepatic Injury Caused by

Triptolide and Its Effects on the Levels of IL-10 and TNF-α in Rats
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ABSTRACT OBJECTIVE：To observe the improvement effects of water extract of Glycyrrhiza uralensis on acute hepatic injury

caused by triptolide and its effects on the levels of IL-10 and TNF-α in rats. METHODS：A total of 60 healthy male SD rats were

randomized into blank control group，model group，positive control group（magnesium isoglycyrrhizinate）and G. uralensis water

extract low-dose，middle-dose and high-dose groups. Blank control group and model group were given isochoric normal saline

intragastrically；positive control group was given Magnesium isoglycyrrhizinate liquid intragastrically（13.5 mg/kg）；G. uralensis

water extract low-dose，middle-dose and high-dose groups were given G. uralensis water extract intragastrically 1 mL（120，240，

480 mg/kg，by the amount of extract），qd，for consecutive 7 d. At 8th day of administration，model group，positive control group

and G. uralensis water extract groups were given Triptolide liquid intragastrically（0.6 mg/kg）to establish acute liver injury model.

HE staining was used to detect the pathological changes of liver tissue in rats. The activities of ALT and AST in serum were

determined by enzyme coupling reaction. The protein expression of IL-10 and TNF-α in liver tissue were analyzed by Western

blotting. RESULTS：Compared with blank control group，obvious pathological changes of liver tissue in rats were observed in

model group；serum activities of ALT and AST，the protein expression level of TNF-α in liver tissue were increased significantly，

while the protein expression level of IL-10 was decreased significantly （P＜0.01）. Compared with model group，pathological

changes of liver tissue were relieved significantly. Except for the activity of AST in serum of rats in G. uralensis water extract

low-dose group，the activities of ALT and AST in serum，the protein expression level of TNF-α in liver tissue were decreased

significantly in G. uralensis groups，while the protein expression level of IL-10 in liver tissue was increased significantly（P＜0.05

or P＜0.01）. CONCLUSIONS：G. uralensis water extract can relieve triptolide-induced acute liver injury in rats，the mechanism of

which may be associated with expression down-regulation of pro-inflammatory factor TNF-α and expression up-regulation of

anti-inflammatory factor IL-10.

KEYWORDS Glycyrrhiza uralensis water extract；Triptolide；Rats；Acute liver injury；IL-10；TNF-α
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氧化物酶标记山羊抗鼠免疫球蛋白 G（IgG）（美国 Pro-

teintech 公司）；RIPA 组织裂解液 、苯甲基磺酰氟

（PMSF）、十二烷基磺酸钠（SDS）、二喹啉甲酸（BCA）蛋

白定量试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）；电化学

发光法（ECL）Plus发光液（北京Bridgen桥生物公司）；其

余试剂均为分析纯或实验室常用规格，水为去离子水。

1.3 动物

健康雄性SD大鼠60只，体质量180～220 g，由桂林

医学院实验动物中心提供，动物生产许可证号：SCXK

（桂）2016-0001。实验期间动物自由摄食和饮水，并保

持室内温度为18～22 ℃、相对湿度为40％～60％。

2 方法

2.1 分组、造模、给药与取样

取大鼠60只，随机分为空白对照组、模型组、阳性对

照组和甘草水提物低、中、高剂量组，每组10只。取甘草

水提物、雷公藤甲素、异甘草酸镁，以二甲基亚砜

（DMSO）充分溶解（DMSO体积比均小于 1％），然后以

生理盐水稀释至适当浓度。空白对照组、模型组大鼠均

灌胃等容生理盐水，阳性对照组大鼠灌胃异甘草酸镁药

液（13.5 mg/kg，剂量根据本课题组前期研究及文献[6]设

置），甘草水提物低、中、高剂量组大鼠灌胃甘草水提物

药液（120、240、480 mg/kg，剂量根据临床用量换算结果

设置，以提取物量计），给药体积均为1 mL，每天1次，连

续给药7 d。第8天时，除空白对照组大鼠灌胃等体积生

理盐水外，模型组、阳性对照组和甘草水提物各剂量组大

鼠均一次性灌胃雷公藤甲素药液（0.6 mg/kg，剂量根据本

课题组前期研究及文献[6]设置）以建立急性肝损伤模型。

第 9 天实验结束后，于各组大鼠腹主动脉采血 3

mL，3 000 r/min离心 10 min后，取其上层血清约 1 mL，

于－20 ℃条件下保存。处死所有大鼠，迅速剖取肝脏相

同部位组织，以生理盐水漂洗后，一部分用作组织病理

学检查，另一部分存于冻存管投于液氮并在－80 ℃条件

下保存。通过检测大鼠血清肝功能指标并观察其肝组

织病理学变化，确定其急性肝损伤模型是否成功建立。

2.2 大鼠肝组织病理学观察

采用苏木精-伊红（HE）染色法检查。取大鼠肝右叶

相同部位约1 cm×1 cm×0.5 cm 的组织小块，放入10％甲

醛溶液中固定，然后脱水、透明、石蜡包埋，进行常规切

片及HE染色。在显微镜下观察肝组织病理学变化。

2.3 大鼠血清肝功能指标检测

取大鼠血清样品送至桂林医学院附属医院检验科，

采用酶偶联法检测丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨

酶（AST）活性。

2.4 大鼠肝组织中 IL-10、TNF-α的蛋白表达水平检测

采用 Western blotting 法进行检测。取大鼠肝组织

50 mg，以 RIPA 组织裂解液 -PMSF 混合液（体积比为

100 ∶ 1）进行处理，将裂解后的样品进行涡旋震荡、4 ℃下

12 000 r/min离心，吸取上清液得到肝组织总蛋白。肝组

织总蛋白以BCA蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，再经

变性处理后采用SDS分离胶套装进行分离（根据目的蛋

白 IL-10和TNF-α的分子量大小选择 12％分离胶和 5％

浓缩胶），湿法转膜，再以洗膜液配制的 5％脱脂奶粉

溶液在 4 ℃下封闭过夜；然后加入鼠 TNF-α单克隆抗

体（1 ∶2 500）、鼠 IL-10单克隆抗体（1 ∶2 500）、鼠β-actin单

克隆抗体（1 ∶ 1 000），在 4 ℃下孵育过夜；以TBS缓冲液

洗涤 3次后，加入辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠 IgG

（二抗，1 ∶5 000），于室温下孵育1 h；以TBS缓冲液洗涤3

次后，采用化学发光仪进行发光显影，检测蛋白条带。采

用Image J 2X软件对蛋白条带进行灰度分析，以目标蛋白

条带灰度值与内参β-actin条带灰度值之比表示目标蛋白

的表达水平。

2.5 统计学方法

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间

比较采用SNK-q检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 甘草水提物对雷公藤甲素致急性肝损伤模型大鼠

肝组织病理学的影响

空白对照组大鼠肝组织细胞结构明显清晰，细胞核

大且圆，核膜清晰且核仁明显，无细胞变性坏死现象；模

型组大鼠肝组织细胞高度肿胀，胞质透亮，排列紊乱，肝

窦受压消失；阳性对照组大鼠肝组织细胞未见明显肿

胀，排列较整齐，肝窦可见；甘草水提物低剂量组大鼠肝

组织部分细胞稍肿胀，排列较紊乱，肝窦不太明显；甘草

水提物中、高剂量组大鼠肝组织细胞肿胀不明显，排列

较整齐，肝窦可见。各组大鼠肝组织病理学变化显微图

见图1。

3.2 甘草水提物对雷公藤甲素致急性肝损伤模型大鼠

血清肝功能指标的影响

与空白对照组比较，模型组大鼠血清中 AST、ALT

A.空白对照组 B.模型组 C.阳性对照组

D.甘草水提物低剂量组 E.甘草水提物中剂量组 F.甘草水提物高剂量组

图 1 各组大鼠肝组织病理学变化显微图（HE染色，×

200）

Fig 1 Pathological micrographs of liver tissue of rats

in each group（HE staining，×200）
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活性均显著升高，差异均有统计学意义（P＜0.01）；与模

型组比较，阳性对照组和甘草水提物低、中、高剂量组大

鼠血清中ALT活性均显著降低，甘草水提物中、高剂量

组大鼠血清中AST活性均显著降低，差异均有统计学意

义（P＜0.05或 P＜0.01）。各组大鼠血清肝功能指标检

测结果见表1。

表1 各组大鼠血清肝功能指标检测结果（x±±s，n＝10）

Tab 1 Comparison of serum liver function indexes of

rats in each group（x±±s，n＝10）

组别
空白对照组
模型组
阳性对照组
甘草水提物低剂量组
甘草水提物中剂量组
甘草水提物高剂量组

ALT，U/L

33.81±6.48

52.44±9.91＊＊

40.63±3.72#

39.45±7.49#

33.97±8.11##

31.12±3.66##

AST，U/L

68.75±5.92

87.58±9.93＊＊

77.98±6.85

77.42±9.22

73.23±8.51#

66.20±4.53##

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 甘草水提物对雷公藤甲素致急性肝损伤模型大鼠

肝组织中 IL-10、TNF-α蛋白表达的影响

与空白对照组比较，模型组大鼠肝组织中TNF-α蛋

白表达水平显著升高，IL-10蛋白表达水平显著降低，差

异均有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，阳性对

照组和甘草水提物低、中、高剂量组大鼠肝组织中

TNF-α蛋白表达水平均显著降低，IL-10蛋白表达水平均

显著升高，差异均有统计学意义（P＜0.01）。各组大鼠

肝组织中 IL-10、TNF-α蛋白表达电泳图见图2，蛋白表达

水平柱形图见图3。

4 讨论

雷公藤甲素毒性作用的主要靶器官之一为肝脏[7]，

其可导致肝细胞变性坏死、膜通透性增强，引起继发性

肝细胞坏死和肝内炎症反应[8]，故以雷公藤甲素建立的

药物性肝损伤模型成为以中药建立肝损伤模型中的代

表。甘草最早记载于《神农本草经》，其性味甘、平，归

心、肺、脾、胃经，有祛痰止咳、清热解毒、调和诸药等功

效[9]，中药方剂中多见配伍甘草以缓药性。研究表明，甘

草酸二铵可诱导细胞色素P450（CYP）3A4活性上调和降

低活性氧簇（ROS）水平，从而减轻雷公藤甲素诱导的肝

细胞毒性[10]。因此，考察甘草水提物对雷公藤甲素诱导

的急性肝毒性模型动物的肝损伤、血清生化指标及相关

蛋白表达的影响具有重要意义。

异甘草酸镁是一种肝细胞保护剂，具有抗炎、保护

肝细胞膜及改善肝功能的作用，其对四氯化碳引起的大

鼠慢性肝损伤具有显著改善效果，能抑制血清转氨酶的

升高，减轻肝细胞变性、坏死及炎症细胞浸润，从而改善

肝功能、减轻肝组织炎症活动度及纤维化程度 [11]。因

此，本研究选择异甘草酸镁作为阳性药物。

TNF-α是一种主要由单核巨噬细胞分泌的、具有多

种生物活性的多肽调节因子，在机体免疫反应过程中起

主要介导作用，而机体免疫反应在急性肝损伤病理过程

中起着重要作用[12]。当发生肝损伤时，TNF-α表达水平

显著升高，而降低TNF-α的表达水平可以减轻肝细胞的

坏死和凋亡，减少中性粒细胞的募集和淋巴细胞浸润，

继而起到保肝作用[13-14]。IL-10是由包括巨噬细胞在内

的多种免疫细胞以及包括肝脏在内的许多器官分泌的

细胞因子合成抑制因子[15]，是一个关键的肝脏保护性细

胞因子，提高 IL-10表达水平可抑制部分细胞合成和释

放促炎介质，从而抑制炎症反应[16]。TNF-α和 IL-10分别

作为促炎因子和抗炎因子，两者间的平衡关系在炎症发

生、发展过程中起重要作用，肝损伤早期的炎症反应发

图2 各组大鼠肝组织中 IL-10、TNF-α蛋白表达电泳图

Fig 2 Electrophoretograms of protein expression of

IL-10 and TNF-α in liver tissue of rats in each

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

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

图3 大鼠肝组织中 IL-10、TNF-α蛋白表达水平柱形图

Fig 3 Bar graphs of protein expression levels of IL-10

and TNF-α in liver tissue of rats in each group
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生主要是促炎因子和抗炎因子间的平衡被打破所致；若

炎症反应持续存在，则会引起机体免疫缺失[17]。

本研究结果显示，雷公藤甲素诱导的模型组大鼠肝

组织出现明显病理学变化，血清ALT、AST活性与空白

对照组比较均显著升高，提示雷公藤甲素诱导的大鼠急

性肝损伤模型建立成功；而给予不同剂量甘草水提物干

预后，大鼠肝组织病理学变化程度减轻，血清ALT、AST

活性与模型组比较显著降低，提示甘草水提物能减轻雷

公藤甲素诱导的大鼠肝损伤。Western blotting法检测结

果显示，雷公藤甲素可致大鼠肝组织中TNF-α蛋白表达

水平与空白对照组比较显著升高、IL-10蛋白表达水平

显著降低；而给予不同剂量的甘草水提物干预后，大鼠

肝组织中TNF-α蛋白表达水平与模型组比较显著降低、

IL-10蛋白表达水平显著升高，表明甘草水提物能下调

雷公藤甲素致肝损伤模型大鼠肝组织中促炎因子的表

达、上调抗炎因子的表达。

综上所述，甘草水提物可能通过下调雷公藤甲素致

肝损伤模型大鼠肝组织中TNF-α表达、上调 IL-10表达，

从而调节机体抗炎、促炎作用间的平衡，进而减轻大鼠

肝细胞损伤，起到保肝作用。
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