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实验研究

健脾活血方对大鼠２４ｈ急性酒精中毒的
保肝效应及机制研究
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摘要　目的：研究健脾活血方对大鼠２４ｈ急性酒精中毒的保肝效应及作用机制。方法：２８只 ＳＤ大鼠随机分为正常组（８
只）、模型组和健脾活血方组（各１０只）。予相应饮用水或健脾活血汤１０ｍＬ／１００ｇｗｔ，连续３ｄ，２次／ｄ。第３天末次给药
后，禁食禁水１６ｈ，再次灌胃饮用水或健脾活血汤１０ｍＬ／１００ｇｗｔ。１ｈ后，予等剂量５６％乙醇灌胃模型组和健脾活血方
组大鼠复制酒精中毒模型。２４ｈ后麻醉，留取血清及肝组织标本，检测相关指标。结果：与模型组比较，健脾活血方组血
清ＡＬＴ活性显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）ＨＥ染色见肝细胞胞质内小空泡状改变减轻，库普弗细胞减少，肝组
织ＧＳＨ活性显著升高（Ｐ＜００１），肝组织ＴＮＯＳ、ｉＮＯＳ活性显著降低（Ｐ＜００５）。结论：健脾活血方通过提高２４ｈ急性酒
精中毒大鼠肝脏ＧＳＨ含量，降低ｉＮＯＳ水平，起到抗氧化应激损伤保护肝脏的作用。
关键词　健脾活血方；急性酒精中毒；氧化应激；肝损伤
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　　流行病学调查发现，酒精性肝病（ＡｌｃｏｈｏｌｉｃＬｉｖｅｒ
Ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＬＤ）在我国的发病率呈逐年上升趋势［１］。

ＡＬＤ的发生与长期过量饮酒密切相关，单次超量饮
酒可致使急性酒精中毒，也就是俗称的醉酒。《黄帝

内经》将该病命名为“酒悖”与“酒风”。研究表明，

体内大部分乙醇经肝脏乙醇脱氢酶代谢为乙醛，再

由线粒体内乙醛脱氢酶氧化为乙酸，分解为水和二

氧化碳。当乙醛蓄积过量时，产生肝细胞毒性，引起

脂质过氧化、线粒体损伤及谷胱甘肽（ＧＳＨ）缺乏［２］。

历代医家关于酒伤之病的治法颇多，有效方药层出

不穷，有用于解酒、戒酒者，也有用于治疗酒伤病者。

课题组基于对既往酒精性脂肪性肝病的临床认识，

创制具有健脾活血、升清降浊之功效的“健脾活血

方”临床研究疗效确切［３］。动物实验研究发现其主

要通过调节肠道菌群、保护肠道屏障，改善 Ｌｉｅｂｅｒ
Ｄｅｃａｒｌｉ酒精饲料诱导慢性和７ｄ急性酒精性肝损伤
模型大鼠的肝功能损伤，抑制肝内脂肪沉积的作

用［４５］。同时，应用该方预防性治疗２４ｈ大鼠急性
酒精中毒模型，发现其可提高肝脏乙醇脱氢酶活性，

发挥解酒保肝的作用［６］。鉴此，本研究在已往工作

基础上，进一步探讨健脾活血方对２４ｈ大鼠急性酒
精中毒的保肝作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＤ雄性大鼠 ２８只，ＳＰＦ级，体重
（１８０±１０）ｇ，由上海西普尔—必凯实验动物有限公
司提供，合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２００８００１６。饲养于上
海中医药大学实验动物中心，自由饮水。

１１２　药物　健脾活血方由白术、丹参、枳壳、白
芍、葛根、泽泻、姜黄组成，其中蜜麸炒枳壳（上海华

鹰药业有限公司生产，批号：ＨＹ２０１１０９０９０１）；片姜
黄：（上海德华国药制品有限公司生产，批号：

ＤＨ２０１００３１９０９）；生丹参（上海余天成中药饮片有限
公司生产，批号：ＹＴ２０１１０９１６０８）；蜜麸炒白芍（上海
华 浦 中 药 饮 片 有 限 公 司 生 产，批 号：

ＨＰ２０１１１００６０４）；葛根（上海华鹰药业有限公司生
产，批号：ＨＹ２０１１０４２７０１）；泽泻（上海雷允上中药饮
片厂生产，批号：ＬＹ２０１１０８００４０）；制北五味子（上海
德 华 国 药 制 品 有 限 公 司 生 产，批 号：

ＤＨ２０１１１０１２０１）；蜜麸炒白术（上海华鹰药业有限公
司生产，批号：ＨＹ２０１１１０１１０２）。
１１３　试剂与仪器　无水乙醇：国药集团化学试剂
有限公司产品，分析纯，批号：２０１１０９０７，５６ｍＬ无水
乙醇与４４ｍＬ饮用水混合制成５６％乙醇溶液。谷

丙转氨酶（ＡＬＴ）试剂盒；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试
剂盒；总抗氧化能力（ＴＡＯＣ）试剂盒；过氧化氢酶
（ＣＡＴ）试剂盒，；还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）试剂盒；谷
胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）测试盒；一氧化氮合
酶（ＮＯＳ）试剂盒；血清铁试剂盒；考马斯亮兰试剂盒
及苏木素伊红（ＨＥ）染液，上述试剂均购自南京建
成生物工程研究所。ＣＹＰ４５０２Ｅ１多克隆抗体（货
号：ａｂ４２３９），购自 ａｂｃａｍ公司；αｔｕｂｌｉｎ多克隆抗体
（货号：２２５１１），购自 ＥＰＩＴＯＭＩＣＳ公司；ＢＣＡ定量试
剂盒（货号：ＮＣ１３２２５ＣＨ），购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司。ＡＳＰ３００自动脱水机、ＥＧ１１６０石蜡包埋机、
ＲＭ２０３５轮转切片机、ＨＩ１２１０恒温水浴、ＨＩ１２２０烤
片机，德国ＬＥＩＣＡ公司。倒置显微镜（３７×Ｂ）、美国
Ｄｅｎｖｅｒ公司。微孔多功能酶标仪，美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ公司。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将 ２８只 ＳＤ大鼠，ＳＰＦ
级，体重（１８０±１０）ｇ，随机分为正常组（８只）、模型
组和健脾活血方组（各１０只）。模型组和健脾活血
方组按照１５ｍＬ／１００ｇｗｔ灌胃由５６ｍＬ无水乙醇混
合４４ｍＬ饮用水配置而成的５６％乙醇，复制大鼠酒
精中毒模型。

１２２　给药方法　乙醇提取健脾活血方中白术、枳
壳、姜黄、五味子分别在乙醇提取２～３次，１～２ｈ／
次；水浸丹参、葛根、泽泻、白芍１ｈ，８～１０倍水提取
３次，８０℃时，水提物浓缩至相对密度１０８～１１２，
纯化处理。上述乙醇提取物、水提纯化物合并混匀，

配制成生药含量０９ｇ／ｍＬ。药物制备在上海中医
药大学附属肝病研究所进行。予０９ｇ／ｍＬ健脾活
血汤灌胃健脾活血方组大鼠１０ｍＬ／１００ｇｗｔ，正常
组和模型组灌胃等剂量饮用水，连续 ３ｄ，２次／ｄ。
第３天末次给药后，禁食禁水１６ｈ，健脾活血方组给
予健脾活血汤１０ｍＬ／１００ｇｗｔ灌胃，正常组和模型
组给予等量的饮用水灌胃。１ｈ后，乙醇灌胃复制酒
精中毒模型，２４ｈ后，称取大鼠体重，腹腔注射３％
戊巴比妥钠麻醉大鼠，留取血清及肝组织。

１２３　检测指标与方法　１）血清肝功能指标 ＡＬＴ
活性测定，按试剂盒内提供方法检测；２）肝组织病理
变化：苏木素—伊红（ＨＥ）染色；３）乙醇代谢酶
ＣＹＰ４５０２Ｅ１蛋白表达ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ方法；４）脂质
过氧化指标 ＧＳＨ及血清铁含量、ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＴＡＯＣ、ＴＮＯＳ、ｉＮＯＳ活性依据试剂盒所供方法
测定。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件进行
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统计分析，计量资料以平均值 ±标准差（珋ｘ±ｓ）形式
表示，多组间比较采用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　一般情况　５６％乙醇灌胃后，模型组内大鼠短
时间即进入兴奋期，躁动不安至激惹，随后表现为萎

靡不振，触之懒动，快速呈现醉酒酣睡状态。健脾活

血方组大鼠长时间处于萎靡不振，触之即动，逐渐表

现醉酒状态。模型组因灌饲不当死亡１只，其余２
组均无死亡。

２２　血清 ＡＬＴ活性变化　模型组与正常组比较，
血清ＡＬＴ水平显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。健脾活血方组与模型组比较，ＡＬＴ水平有下
降趋势，但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与正常组
比较，ＡＬＴ变化的差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２３　肝组织病理变化　模型组与正常组比较，肝小
叶中央静脉结构正常，大部分肝细胞胞质内可见小

空泡状脂肪变，细胞核仍居中，伴有中性粒细胞及库

普弗细胞增多，未见肝血窦明显扩张。健脾活血方

组与模型组相较，胞质中小空泡状脂肪变减少，肝小

叶内中性粒细胞及库普弗细胞数量减少。见图１。

图１　各组大鼠肝组织ＨＥ染色（１０×２０）
　　注：Ｎ正常组；Ｍ模型组；Ｊ健脾活血方组。

２４　肝组织乙醇代谢酶 ＣＹＰ４５０２Ｅ１蛋白表达　与
正常组比较，模型组肝组织 ＣＹＰ４５０２Ｅ１蛋白表达显
著升高（Ｐ＜００１）。与模型组比较，药物组肝组织
ＣＹＰ４５０２Ｅ１蛋白表达差异无统计学意义。见图２。
２５　健脾活血方抗氧化应激机制研究　与正常组
比较，模型组大鼠肝组织 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＴＡＯＣ、ＧＳＨＰｘ
活性显著下降（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；ＴＮＯＳ、ｉＮＯＳ活
性显著升高（Ｐ＜００１），ＧＳＨ活性及血清铁含量变
化的差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与模型组比较，
健脾活血方组经健脾活血方干预后能降低 ＴＮＯＳ、
ｉＮＯＳ活性（Ｐ＜００５）；显著升高 ＧＳＨ活性（Ｐ＜
００１），ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＴＡＯＣ、活性均有升高趋势，但无
统计学差异（Ｐ＞００５），而 ＧＳＨＰｘ活性及血清铁含
量差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１、表２。
３　讨论

元代朱丹溪《本草衍义补遗》云：“酒，《神农本

草经》止言其热而有毒，不言其湿中发热近于相火，

大醉后振寒战栗者可见矣……必大伤耗。”乙醇口服

后由食道入胃，其中约有９０％乙醇被胃肠道吸收后
由门静脉输入肝脏，主要经乙醇脱氢酶（ＡＤＨ）系统
关键酶ＡＤＨ及微粒体乙醇氧化酶（ＭＥＯＳ）系统关
键酶ＣＹＰ４５０２Ｅ１代谢生成乙醛，由乙醛脱氢酶氧化
成乙酸，参与三羧酸循环，最终分解成 Ｈ２Ｏ和
ＣＯ２

［７８］。一次性大量摄入乙醇可引起肝脏代谢紊

乱，使氧自由基反应和脂质过氧化反应间平衡关系

失调。过量的乙醇强烈诱导 ＣＹＰ４５０２Ｅ１表达，产生
以超氧阴离子（Ｏ２－）为代表的大量活性氧（ＲＯＳ），
形成氧自由基连锁反应，损害生物膜及其功能，最终

可导致急性酒精性肝损伤［９］。本研究采用了灌胃方

式的急性酒精中毒模型，即予５６％乙醇１５ｍＬ／１００
ｇ鼠重一次性灌胃。观察结果显示，模型组大鼠较
健脾活血方组，更早出现短暂兴奋，易激惹，随即发

生醉酒昏睡状态。与正常组比较，模型组大鼠 ＡＬＴ
明显升高，肝组织病理见肝细胞内小空泡状改变，胞

核尚居中，库普弗细胞数量增多，ＭＥＯＳ系统中关键
酒精代谢酶ＣＹＰ４５０２Ｅ１蛋白表达显著增高，提示急
性酒精中毒模型复制成功，存在酒精性肝损伤伴大

量的ＲＯＳ产生。
短时间内乙醇代谢产物乙醛及 ＲＯＳ的大量堆

积，可结合肝内 ＧＳＨ的巯基并使其失活［１０１１］。其

次，过量的乙醇还将激活过氧化氢酶系统和黄嘌呤

氧化酶系统，使 ＲＯＳ和活性氮等自由基生成增
加［１２］。当自由基总量超过 ＳＯＤ等抗氧化酶系及
ＧＳＨ等非酶类抗氧化物质的清除能力时，则引起氧
化应激［１３］。值得一提的是，氧化应激促进 ｉＮＯＳ高
表达，诱导肝脏合成大量的ＮＯ与Ｏ２－生成强氧化剂
ＯＮＯＯ诱发硝化反应，造成细胞骨架构造改变；同时
能灭活 ＧＳＨＰｘ，增强氧化应激［１４］。而 Ｆｅ２＋与 Ｏ２－

启动 ＨａｂｅｒＷｅｉｓｓ反应，直接损害线粒体内膜，导致
活性氧溢出线粒体外，加重线粒体损伤［１５］。本研究

的模型组与正常组比较显示，体内 ＴＡＯＣ、ＴＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ水平均显著下降，提示氧化应激；
ＴＮＯＳ、ｉＮＯＳ水平升高，提示硝化应激。正如明代周
之干在《周慎斋遗书·卷八·伤酒》云：“凡酒客初

病，发不甚重，解酒足矣；续自病重者，以内伤法立

方，少加醒酒药味”。提前予以白术、白芍为君药，以

丹参、葛根为臣药，佐以泽泻、枳壳、姜黄、五味子，共

行健脾活血、升清降浊之效的“健脾活血方”干预，

能显著升高 ＧＳＨ水平，拮抗氧化性毒物导致的中
毒，提高 ＴＡＯＣ、ＴＳＯＤ、ＣＡＴ水平，清除 Ｏ２－等自由
基，促进Ｈ２Ｏ２分解为Ｈ２Ｏ，明显降低ＴＮＯＳ、ｉＮＯＳ水
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图２　肝组织ＣＹＰ４５０２Ｅ１蛋白表达（ｎ＝４）；Ａ免疫印迹；Ｂ灰度积分

　　注：Ｎ正常组；Ｍ模型组；Ｊ健脾活血方组；与正常组比较，Ｐ＜００１。

表１　各组大鼠血清ＡＬＴ及肝组织ＴＡＯＣ、ＴＳＯＤ、ＣＡＴ活性变化（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 ＡＬＴ（Ｕ／ｍＬ） ＴＡＯＣ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ＴＳＯＤ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ＣＡＴ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）

正常组 ８ １４７６±５１５ ０６４±０１７ ７１３８±１２３７ １１３３４±１７５９
模型组 ９ ２２５２±６９９ ０３４±００８ ５２８０±９６９ ７４１７±１１２８

健脾活血方组 １０ １７１６±６１６ ０３９±００７ ５７３１±７４１ ８２５９±１１２７

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

表２　各组大鼠肝组织ＧＳＨ、ＧＳＨＰｘ、ＴＮＯＳ、ｉＮＯＳ及血清铁含量变化（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 ＧＳＨ（ｍｇ／ｇｐｒｏｔ） ＧＳＨＰｘ（ｎｍｏｌ／ｍｇ） ＴＮＯＳ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ｉＮＯＳ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） 血清铁（ｍｇ／Ｌ）

正常组 ８ １１３４±４４８ １９５７６２±３４３０８ ０１１±００３ ０１０±００２ ２１５±０５４
模型组 ９ １０３７±３８６ １５７７１９±２３８００ ０２１±００６ ０１９±００５ ２３０±１２１

健脾活血方组 １０ ３３５５±１２１６△△ １５５６７５±２５９２２ ０１４±００５△ ０１３±００４△ ２１５±０９２

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

平，减少ＮＯ的合成，减轻氧化应激损伤。血清铁作
为线粒体损伤的间接标志，各组间未有明显差异。

综上所述，本研究在前期证明该方通过提高肝

脏ＡＤＨ活性，发挥解酒保肝作用的基础上［８］，进一

步证明了其抗急性酒精中毒导致的肝损伤的作用机

制，关键在于提高ＧＳＨ含量抵抗急性酒精中毒造成
的氧化应激损伤，降低 ｉＮＯＳ水平抗硝化应激。结
合课题组前期对７ｄ急性酒精性肝损伤大鼠模型和
ＬｉｅｂｅｒＤｅｃａｒｌｉ酒精饮料诱导的大鼠慢性酒精性肝损
伤的研究结果，证明健脾活血方对急、慢性酒精性肝

损伤均具有良好的干预作用［５７］，有深入研究和开发

的前景。
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