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摘要　目的：观察维药黑种草子对急性乙醇性肝损伤小鼠保护作用及对ＮＦκＢ炎性反应信号通路的抑制作用。方法：５０
只昆明小鼠随机分为模型组、空白组、阳性对照组、黑种草子水提液高剂量组（６ｇ／ｋｇ）、黑种草子水提液低剂量组（２ｇ／
ｋｇ）。除空白组外，其余各组每日均灌胃给予５６度白酒１０ｍＬ／ｋｇ，连续灌胃１５ｄ。禁食不禁水１０ｈ后，观察小鼠一般状
态，检测体质量，肝重，肝指数，肝功能指标谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ），肝组织核因子 κＢ（ＮＦκＢ）及肿瘤坏死
因子α（ＴＮＦα）的表达，并进行肝组织病理学检查。结果：与空白组相比，模型组小鼠体质量和肝指数均降低，血清 ＡＬＴ
及ＡＳＴ活性升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与模型组相比，黑种草子水提液各组小鼠肝体质量和肝指数有所升高，
血清ＡＬＴ及ＡＳＴ活性降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。模型组小鼠肝细胞明显气球样变性、坏死和并伴有少量炎细
胞浸润，黑种草子水提液组较肝损伤模型组病变情况显著减轻。模型组ＮＦκＢ及ＴＮＦα表达强度均高于空白组，黑种草
子各给药组较模型组ＮＦκＢ及ＴＮＦα表达强度均下降。结论：黑种草子水提液对急性乙醇性肝损伤小鼠具有一定保护
作用，并且能明显抑制小鼠肝细胞ＮＦκＢ及ＴＮＦα的表达。
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　　大量的乙醇摄入会使肝脏受到不同程度的损 坏，而短时间内的大量饮酒更会加重肝脏的损伤。
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随着社会生活水平的不断提高，乙醇性肝损伤已经

成为了一个不可忽视的健康问题。目前临床上对急

性乙醇性肝损伤的治疗还不是十分理想，所以天然

保肝类药物的研发成为了人们新的需求。维药黑种

草子为我国新疆维吾尔族的传统常用药材。具有抗

肿瘤、镇痛、保肝、抗炎、抗氧化、抗血小板聚集、抗菌

等功效［１４］。前期实验研究发现黑种草子对急性乙

醇性肝损伤有一定的治疗作用，但其具体作用机制

尚不明确。核转录因子 ＮＦκＢ是一种在核细胞基
因转录中重要的调控因子，参与多种疾病的病理生

理过程，在机体的免疫和炎性反应及凋亡调控等方

面发挥着重要作用［５］。长期乙醇摄入可使肝组织中

ＮＦκＢ活化，造成多种下游炎性反应因子如肿瘤坏
死因子α（ＴＮＦα）等的大量产生。故ＮＦκＢ炎性反
应信号通路对乙醇性肝损伤的发生发展起着十分重

要的作用。本研究拟观察黑种草子对急性乙醇性肝

损伤小鼠肝组织中 ＮＦκＢ及 ＴＮＦα表达强度的影
响，探究乙醇性肝损伤的防治机制，为维药黑种草子

临床应用提供实验资料和理论依据。

１　材料与方法
１１　一般资料　昆明小鼠 ５０只，雌雄各半，清洁
级，体质量为１９～２４ｇ。由贵州医科大学动物管理
中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ（黔）２０１２—００１。黑种草
子购于新疆维吾尔民族医院。红星牌５６度白酒，北
京红星二锅头股份有限公司生产，批号：２０１４０８２９。
血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、检测试剂盒，武汉博士德生物工程
有限公司，批号：ＡＲ００２４。ＮＦκＢ及 ＴＮＦα多克隆
抗体，免疫组化试剂盒，武汉博士德生物工程有限公

司，批号：ＡＲ０００３。葵花护肝片，北京葵花药业有限
公司生产，批号：Ｚ２０００３３３６。７１５０型全自动生化分
析仪，日本日立公司生产；ＲＭ２０１５型石蜡切片机，德
国莱卡公司生产；５４３０型离心机，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司生产；ＭＤＦ３８２Ｅ型低温冰箱，日本三洋公司生产；
移液器，德国 ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ公司生产；ＤＳＨＺ３００型
恒温水浴箱，江苏太仓医用仪器厂生产；ＢＸ５１Ｔ
ＰＨＤＪ１１型显微镜，日本奥林巴斯公司生产。
１２　实验方法　昆明小鼠５０只，雌雄各半，体质量
１９～２４ｇ，适应性饲养５ｄ，随机分为５组：空白组：每
日上午、下午分别按照１０ｍＬ／ｋｇ灌胃０９％生理盐
水；模型组：每日上午按照１０ｍＬ／ｋｇ灌胃０９％生理
盐水，下午灌胃１０ｍＬ／ｋｇ，５６度白酒；黑种草子水提
液高剂量组：每日上午１０ｍＬ／ｋｇ灌胃６ｇ／ｋｇ黑种草
子，下午灌胃１０ｍＬ／ｋｇ，５６度白酒；黑种草子水提液

低剂量组：每日上午按照１０ｍＬ／ｋｇ灌胃２ｇ／ｋｇ黑种
草子，下午灌胃１０ｍＬ／ｋｇ，５６度白酒；阳性对照组：
每日上午按照１０ｍＬ／ｋｇ灌胃６ｇ／ｋｇ葵花护肝片，下
午灌胃 １０ｍＬ／ｋｇ，５６度白酒；各组连续灌胃 １５ｄ。
实验期间观察各组小鼠活动状态，毛色，体质量，饮

食等一般状态。末次给予白酒后禁食不禁水１０ｈ，
放血处死。取血清测定血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷
草转氨酶（ＡＳＴ）活性。迅速取出肝脏称重，计算肝
指数（计算肝指数 ＝肝重／体质量），取肝右叶用
１０％甲醛固定，石蜡包埋切片，进行 ＨＥ染色，观察
其病理变化。用免疫组化法检测 ＮＦκＢ及 ＴＮＦα
的表达。所有实验采用 ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学
分析。数据以均数加减标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比
较采用单因素方差分析进行统计学分析，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　小鼠一般情况　空白组小鼠各指标均正常，模
型组小鼠较正常对照组相比体重减轻，嗜睡，毛发光

泽度下降，并伴有反应迟钝，活动，进食减少，腹部肿

胀等症状。少量小鼠出现便稀现象。模型组有两只

小鼠由于将乙醇误吸入气管而导致死亡，其他各组

均无死亡现象。与模型组相比黑种草子水提液各给

药组小鼠情况均有明显改善，其中高剂量组最为明

显。与空白组相比模型组小鼠体重及肝脏指数下

降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。瘤果黑种草子
水提液各给药组与阳性对照组组较模型组体重均有

不同程度的上升，且肝脏指数也表现为上升，其中瘤

果黑种草子高剂量组最为明显，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５）。各实验组体重及肝指数比较结果见表
１。
２２　黑种草子对急性乙醇性肝损伤小鼠血清肝功
能影响　由表 ２可见与空白组相比，模型组小鼠
ＡＬＴ及ＡＳＴ活性表达增高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），说明建模成功。与模型组相比，瘤果黑种草
子水提液各组均可降低小鼠体内ＡＬＴ及ＡＳＴ活性，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２３　黑种草子对小鼠肝组织外观及病理改变的影
响　正常对照组小鼠肝组织外观呈红褐色且具有明
显光泽，触之感觉柔软且富有弹性。模型组小鼠肝

组织外观呈黄褐色，少数呈深红色及灰白色，触之感

觉质地较硬且缺少弹性。黑种草子各给药组情况均

介于模型组与空白对照组之间，其中高剂量组更接

近于正常对照组。肝脏病理情况改变。见图１：ＨＥ。
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表１　瘤果黑种草子对小鼠体重及肝指数的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数（只） 终体重（ｇ） 肝脏指数

空白组 １０ ３５２±２４ ００４９２±０００６８
模型组 ８ ２３２±３４ ００４１９±０００３９

瘤果黑种草子（高剂量） １０ ２６８±３６△ ００４６３±０００４９△△

瘤果黑种草子（低剂量） １０ ２６１±２５△ ００４４２±０００６２△

葵花护肝片组（阳性对照组） １０ ２８７±３２△△ ００４５９±０００３２△

　　注：与空白组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组相比，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

表２　瘤果黑种草子对急性乙醇性肝损伤小鼠血清ＡＬＴ及ＡＳＴ的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数（只） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）

空白组 １０ ２６４±４３ ６８５±８５
模型组 ８ ７０３±７８ １２１２±７５

瘤果黑种草子（高剂量组） １０ ４５２±５４△△ ９２７±６６８△△

瘤果黑种草子（低剂量组） １０ ５９３±８８△ １１１４±５７△△

葵花护肝片组（阳性对照组） １０ ５２９±１１１△△ １０９５±１０９△

　　注：与空白组相比Ｐ＜００１；与模型组相比，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

染色后镜下观察可见空白组肝细胞完整，肝小叶结

构清晰，多数为单核，少见双核及多核。模型组小鼠

肝细胞肿胀，并伴有气球样变。肝小叶结构不清晰，

肝细胞排列混乱。部分肝细胞伴有少量炎性反应细

胞浸润。阳性对照组及黑种草子不同剂量给药组对

急性乙醇性肝损伤小鼠肝脏病理情况均有不同程度

的改善作用，部分细胞可见气球样变性及少量点状

坏死，其中黑种草子高剂量组改善最为明显。

图１　不同分组肝细胞病变情况（４００）

２４　黑种草子对小鼠肝组织ＮＦκＢ及ＴＮＦα免疫
组化染色结果　由图二显示 ＮＦκＢ阳性细胞主要

分布于肝细胞坏死灶周围细胞的胞质中，ＴＮＦα阳
性细胞主要分布于中央静脉及肝细胞坏死灶周围细

胞的胞质中。模型组 ＮＦκＢ及 ＴＮＦα表达强度明
显高于空白组，黑种草子各给药组较模型组均能抑

制ＮＦκＢ及ＴＮＦα的表达强度，其中黑种草子高剂
量组最为明显。

图２　不同分组肝细胞ＮＦκＢ及ＴＮＦα免疫组化染色（２００）

３　讨论
肝脏是乙醇在机体代谢中极为重要的脏器，过

量的饮酒则会造成肝组织不同程度的损伤。随着社

会生活水平的不断提高，乙醇性的肝损伤已经成为
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了一个不可忽视健康问题［６７］。其已成为继病毒性

肝炎后的另一种多发的肝损伤疾病［８］。在机体中

９０％以上的乙醇在肝脏中代谢［９］，当过量饮酒后体

内的乙醇代谢显著提高，从而产生大量的乙醛与细

胞因子（如ＴＮＦα）。乙醛对肝细胞有破坏作用，可
使大量的肝细胞变性及坏死。而细胞因子则参与了

肝细胞的损伤过程，过多的细胞因子可导致肝细胞

发生炎性病变，造成肝脏的损伤［１０］。

ＡＬＴ及ＡＳＴ是肝细胞损伤的敏感指标，ＡＬＴ主
要存在于细胞质内，ＡＳＴ主要存在于细胞质内及线
粒体中，当肝细胞严重受损失时，会引起肝细胞通透

性增加，胞质内的ＡＬＴ及线粒体内的ＡＳＴ会释放进
入血，导致血液中的ＡＬＴ及ＡＳＴ的表达水平大幅升
高［１１］。因此血液内ＡＬＴ及ＡＳＴ的含量是衡量乙醇
性肝损伤对肝脏影响的重要指标。ＮＦκＢ是一种分
布与作用十分广泛的真核细胞转录因子，其与乙醇

性肝病的发生，发展关系密切。它的功能有赖于它

的活化，核内聚集，ＤＮＡ结合能力以及它所引起的
相应基因的转录，表达［１２］。研究证实，长期乙醇摄

入可以使肝组织中ＮＦκＢ活化，活化后的ＮＦκＢ进
入细胞核内与多种炎性反应因子启动子区域中 κＢ
序列结合，促进炎性反应细胞因子的转录，引起肝细

胞的进一步炎性反应，坏死，凋亡与纤维化形成［１３］。

同时ＴＮＦα在乙醇性肝损伤的发生，发展中也占有
重要的地位，在敲除ＴＮＦα受体基因的大鼠给予乙
醇灌胃不引起肝脏的炎性反应与坏死性改变［１４］。

同样ＴＮＦα也是 ＮＦκＢ炎性反应信号通路中关键
的促炎物质，它既是 ＮＦκＢ的激活物质，也是激活
后的产物，其在ＮＦκＢ炎性反应信号的传导中起到
了重要作用。

中草药，特别是一些民族药物在近些年中从多

方面，多靶点的治疗方式治疗乙醇性肝损伤已逐渐

得到认可［１５１６］。本实验结果显示，黑种草子水提液

给药后各给药组均能提高小鼠肝脏重量及肝脏指

数，并减缓ＡＬＴ及ＡＳＴ升高的趋势。其中黑种草子
高剂量给药组结果最为明显。进一步观察小鼠肝脏

组织病理学切片发现高剂量黑种草子组能够明显减

轻急性乙醇性肝损伤小鼠肝小叶结构的破坏及肝细

胞的气球样变，肿胀及坏死。随着黑种草子剂量的

减少，其治疗作用也逐步减弱。与空白组相比，急性

乙醇性肝损伤小鼠肝组织 ＮＦκＢ和 ＴＮＦα含量明
显升高，引起炎性损伤。与模型组相比，各剂量给药

组肝组织中ＮＦκＢ及ＴＮＦα表达水平均明显降低，

且呈一定的剂量反映关系。

综上所述黑种草子对急性乙醇性肝损伤有保护

作用，其具体机制可能与通过抑制 ＮＦκＢ炎性反应
信号通路的激活，减少了如 ＴＮＦα等炎性反应因子
的释放，进而发挥其抗炎作用有关。
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