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摘 要:目的:研究蜂胶枳椇子复合物对小鼠乙醇所致急性肝损伤的预防保护作用。方法:实验设5
个组,分别为模型对照组、阴性对照组以及高、中、低3个剂量组,各组小鼠12只,3个剂量组每日灌胃

受试物的剂量分别为1.8g/kg、1.2g/kg、0.6g/kg,模型对照组和阴性对照组提供等剂量的蒸馏水。
灌胃持续30d后,测定各组小鼠肿瘤坏死因子α(TNF-α)活性、丙二醛(MDA)、三酰甘油(TG)和还原

型谷胱甘肽(GSH)含量,并观察肝细胞脂肪变性情况。结果:各剂量组实验前后小鼠体质量对比阴性

对照组、模型对照组均未产生显著影响;对比模型对照组,高剂量组的TG含量、MDA含量显著降低,
中高剂量组的GSH含量明显升高,且其血清和肝组织匀浆中TNF-α含量显著降低,其病理组织学显

示:高剂量组与模型对照组比较,肝细胞脂肪变性程度和肝损伤程度均明显减轻。结论:蜂胶枳椇子

复合物可以有效保护和预防酒精诱导下小鼠急性肝损伤。
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StudyonProtectiveEffectofPropolisHoveniaComplexonAlcoholInducedLiverInjuryinMice
LiuDan,ZhangMeiping,LiYing

(ShanxiZhendongWuheMedicalCareHallCo.,Ltd.,Changzhi047100,China)

Abstract:Objective:ThepreventiveandprotectiveeffectsofpropolisHoveniadulciscomplexonacuteliverinjuryin-
ducedbyalcoholinmicewasevaluatedinthispaper.Methods:Fivegroupsweresetupintheexperiment,whichwere
modelgroup,negativegroup,andhigh,medium,andlowdosegroups,with12miceineachgroup.Thedailydoseoftest
objectsinthethreedosegroupswas1.8g/kg,1.2g/kg,and0.6g/kg,respectively.Themodelgroupandthenegative
groupwereprovidedwiththesameamountofdistilledwater.After30daysofcontinuousintragastricadministration,
tumornecrosisfactor(TNF-α)activity,malondialdehyde(MDA),triglyceride(TG),andreducedglutathione(GSH)
contentsweremeasured,andthesteatosisofhepatocyteswasobserved.Results:Therewasnosignificanteffectonthe
weightofmiceinthenegativegroupandthemodelgroupbeforeandaftertheexperiment.Comparedwithmodelgroup,
TGcontentandMDAcontentweresignificantlydecreasedinthehigh-dosegroup,GSHcontentwassignificantlyin-
creasedinthemedium-highdosegroup,andTNF-αcontentinserumandliverhomogenatewasdecreasedconsiderably.
Thehistopathologyshowedthatcomparedwiththemodelcontrolgroup,thedegreeofhepatocytesteatosisandliverin-
juryweresignificantlyreducedinthehigh-dosegroup.Conclusion:PropolisHoveniacompoundcaneffectivelyprotect
andpreventacuteliverinjuryinducedbyalcoholinmice.
Keywords:Propolis;Hovenia;Pueraria;AlcoholicLiverInjury

  急性酒精性肝损伤,是指短期内或一次性饮酒
过量,使血液中乙醇量远超肝脏解毒能力所导致的
各种改变,诸如肝脂肪变性和肝细胞受损等[1]。当
今,饮酒已成为一种人们普遍的社交娱乐方式。根
据调查显示,中国酒精性肝病的发病率逐年增长[2]。
长期酗酒不仅会引发肝纤维化和脂肪肝等,严重时
还会导致肝癌、肝硬化等疾病,严重威胁人民群众的

身体健康[3]。现阶段,治疗急性酒精性肝损伤的临
床手段包括药物辅助治疗、营养支持、戒酒等,但疗
效一般,且药物介入后常会产生不良反应[4]。

酒精性肝病治疗无特效药,多因为酒精性肝病
发病机制复杂,从国内外研究结果看,主要是单致病
因素、多致病因素共同作用所致。酒精性肝损伤作
用机制与多种因素有关,包括氧化应激反应和炎症
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信号通路等。中药黄酮类化合物成分是一种天然产
物,能通过多种机制调控酒精性肝损伤的发生和发
展,起到缓解酒精性肝病的效果[5]。蜂胶是一种固体
胶状物质,微苦,呈青绿色、棕褐色,是一种药食同源
类原料。研究表明,蜂胶具有抗氧化、抗菌、抗肿瘤、降
血糖、保护肝脏和提高免疫力等诸多功效[6],蜂胶能降
低乙醇所致肝损伤模型小鼠肝组织中的TG含量,升
高其肝组织中GSH含量,减轻肝组织脂肪变性程
度[7-8]。近年来,市场上出现了大量中药配伍类型的护
肝解酒保健食品,最常见的是葛根枳椇子配伍[9],其主
要护肝活性成分为黄酮类[10-11],蜂胶含有丰富的黄酮
类化合物,其抗氧化作用显著[12]。基于蜂胶与枳椇子
和葛根的药效作用,本研究将3种原料配伍成复合制
剂,进一步观察3种成分复合在一起时的整体护肝效
果,旨在充分研究和评估该受试物在改善化学性肝损
伤方面的复合作用。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

SPF级昆明种雄性小鼠60只,体质量为18~
22g,提供者为山西医科大学,动物生产许可证号为

SCXK(晋)2019-0004,动物使用许可证号SYXK(晋)
2019-0012,蜂胶粉(长葛市燕元蜂产品有限公司),枳
椇子提取物、葛根提取物(山东济南秦越人农业发展
有限公司),甘油三酯(Triglyceride,TG)试剂盒、丙二
醛(Malondialdehyde,MDA)试剂盒、还原型谷胱甘肽
(Glutathione,GSH)试剂盒(南京建成),ELISA试剂
盒(赛默飞),HeraeusMegafuge8R型超高速冷冻离
心机(赛默飞),BX51F32H01光学显微镜(OLYM-
PUS),MS204S型电子分析天平(MettlerToledo)。
1.2 实验方法

1.2.1 蜂胶枳椇子复合物的制备 将微晶纤维素
和糊精混合10min后,加入提取比例为10∶1的葛
根提取物和提取比例为8∶1的枳椇子提取物、蜂胶
粉混合10min,加入浓度为85%的乙醇制备颗粒,再
加入硬脂酸镁混合后压片,片质量0.6g,总黄酮含量
为4.27%,人群推荐服用量为6片/d,其中蜂胶粉、
枳椇子提取物、葛根提取物分别占比14%、11%、
22%。
1.2.2 实验动物分组与剂量设计 SPF级小鼠在

控温20~25℃、相对湿度为40%~70%环境中饲养,
自由进食、饮水适应1周后,随机分为5组,即为阴性
对照组、模型对照组、高中低3个剂量组,每组12只。
按照人群日推荐用量3.6g/60kgBW(0.06g/kg)作
为剂量设计依据,3个剂量组的剂量为1.8g/kg、
1.2g/kg、0.6g/kgBW(分别等同于人群推荐量的30
倍、20倍与10倍)。
1.2.3 实验方法 准确称取粉碎后的蜂胶枳椇子
复合物18g、12g、6g,用蒸馏水定容至200mL作为高
剂量组、中剂量组、低剂量组小鼠灌胃用,开始试验
前配制,灌胃前将其摇晃均匀,未使用的样品存储于

4℃冰箱中。3个剂量组每日经口灌胃相应浓度的
受试物,灌胃容量为0.2mL/10g,肝损伤模型对照
组、阴性对照组提供等剂量蒸馏水,每7天对动物进
行称重,根据体质量变化调节灌胃量,在第30天,对
模型组和3个剂量组1次灌胃给予50%浓度的乙醇

14mL/kg[13-14],阴性对照组提供等剂量的蒸馏水,各
组动物禁食16h,从眼球取血,在4℃环境中,将血液

3000r/min离心15min进行分离,得到血清,按照试
剂盒中的详细说明和步骤,检测血清中TNF-α的含
量。取血后小鼠颈椎脱臼处死,快速并及时处理肝
脏,制 备 肝 匀 浆 后 检 测 各 项 指 标(MDA、还 原 型

GSH、TG、TNF-α),具体步骤按照试剂盒说明操作,
并进行肝脏病理组织学检查且在显微镜下观察肝细
胞受损程度(根据病变所占视野面积的不同程度进
行变性评分)。
1.3 数据处理

用EXCEL建立数据库,统计分析软件为SPSS
25.0,采用样本t检验和参数统计方法。样本量>30
近似服从正态分布,可以直接采取样本t检验的模
型。将各组进行两两比较,得出概率P 值来判断两
组间差异是否具有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 蜂胶枳椇子复合物对小鼠体质量的影响
各实验组小鼠饮食、摄食活动正常,体质量逐日

增长,从表1可见,受试物对各剂量组小鼠体质量无
明显影响,与模型对照组和阴性对照组比较,差异无
统计学意义(P>0.05)。见表1。

表1 蜂胶枳椇子复合物对小鼠体质量的影响 (􀭵x±s,g)

组别 剂量(g/kgBW) 动物数(只) 0周 1周 2周 3周 4周

阴性对照组 0.0 12 19.7±0.2 30.5±1.2 33.7±0.7 35.6±1.0 37.2±1.9
模型对照组 0.0 12 19.9±0.1 31.0±1.6 33.5±0.9 35.1±1.5 36.7±2.5
低剂量组 0.6 12 20.1±0.1 31.6±0.7 33.3±1.4 35.3±2.1 36.9±3.1
中剂量组 1.2 12 20.0±0.4 30.9±0.9 34.2±1.6 36.0±2.5 37.9±3.0
高剂量组 1.8 12 19.9±0.5 31.6±0.8 33.4±1.0 35.2±2.2 36.6±2.7
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2.2 蜂胶枳椇子复合物对小鼠肝脏匀浆中TG含量
的影响

  酒精短时间大量进入体内导致脂类物质在肝脏
过度沉积,促进肝内脂类物质TG合成增加,脂蛋白
的合成及分泌受阻[15]。由表2数据可见,模型对照
组较阴性对照组肝组织中TG显著升高(P<0.01),
说明酒精诱发肝脏内脂质代谢紊乱,与模型组比较,
高剂量组能显著降低小鼠肝组织中TG含量(P<
0.01),表明蜂胶枳椇子复合物能缓解酒精诱发的肝
脏组织脂质过氧化,可明显预防酒精引起的肝脏脂
质蓄积。见表2。

表2 各组小鼠肝匀浆中TG的含量 (􀭵x±s)

组别 剂量(g/kgBW) 动物数(只) TG(mmol/L)
阴性对照组 0.0 12 1.27±0.88
模型对照组 0.0 12 3.78±0.48*

低剂量组 0.6 12 3.29±1.08
中剂量组 1.2 12 3.13±1.09
高剂量组 1.8 12 2.87±0.90##

注:模型组与阴性组比较,*P<0.01;各剂量组与模型组比较,##P<
0.01。

2.3 蜂胶枳椇子复合物对小鼠肝脏匀浆中 MDA、
还原型GSH的影响

  酒精经酶代谢时,会消耗大量还原型物质如

GSH,无法将大量自由基完全清除,产生氧化应激现
象,从而导致细胞脂质过氧化产物迅速增加,引起肝
细胞膜受损。由此可见,还原型GSH的量是衡量抗
氧化能力的重要因素[16]。MDA是脂质过氧化的产
物,其含量的多少可以反映过氧化损伤程度和细胞
受损程度[17]。本实验按14mL/kgBW的剂量给予

50%浓度的酒精16h后与阴性对照组比较,肝损伤
模型组肝匀浆中MDA升高,还原型GSH降低,差异
有统计学意义(P<0.01、P<0.01),说明本次实验模
型成功,与模型对照组比,高剂量组能够降低肝匀浆
中 MDA,差异有统计学意义(P<0.05),中高剂量组
能够升高肝匀浆中还原型GSH,差异有统计学意义
(P<0.01、P<0.01),说明蜂胶枳椇子复合物能减轻
乙醇所致肝损伤小鼠的过氧化损伤和肝细胞受损程
度,能提高其抗氧化能力,保护肝细胞。见表3。

表3 各组小鼠肝匀浆中 MDA、还原型GSH的含量
(􀭵x±s)

组别
剂量 动物数 MDA 还原型GSH

(g/kgBW) (只) (nmol/mgprot) (mg/gprot)
阴性对照组 0.0 12 1.46±0.74 6.65±1.14
模型对照组 0.0 12 2.44±0.61* 2.32±0.75*
低剂量组 0.6 12 2.13±0.39 3.53±2.00
中剂量组 1.2 12 1.93±1.05 4.23±0.76##
高剂量组 1.8 12 1.89±0.52# 4.17±0.75##

注:模型组与阴性组比较,*P<0.01;各剂量组与模型组比较,#P<
0.05,##P<0.01。

2.4 蜂胶枳椇子复合物对小鼠肝匀浆和血清中

TNF-α含量的影响

  肿瘤坏死因子α(TNF-α)是一种主要由巨噬细
胞和单核细胞产生的促炎细胞因子,可导致肝细胞
脂肪变性、炎症因子浸润、肝细胞凋亡坏死等一系列
问题。由此,降低TNF-α的高表达,还可阻断与酒
精性肝损伤有关的炎症通路,抑制病程的发展[10]。
本实验测定小鼠血清以及肝匀浆中TNF-α含量,模
型对照组与阴性对照组比较,TNF-α含量显著升高
(P<0.01),说明α促炎因子参与了酒精引发小鼠肝
损伤的过程,中高剂量组均能显著降低TNF-α含量
(P<0.05、P<0.01),说明蜂胶枳椇子复合物能有效
抑制 TNF-α促 炎 症 因 子 分 泌,血 清 及 肝 匀 浆 中

TNF-α结果一致。见表4。
表4 各组小鼠肝匀浆和血清中TNF-α含量 (􀭵x±s)

组别
剂量 动物数 肝匀浆中TNF-α 血清中TNF-α

(g/kgBW) (只) (pg/mL) (pg/mL)
阴性对照组 0.0 12 58.38±1.28 20.28±1.13
模型对照组 0.0 12 78.88±7.08* 29.05±4.49*

低剂量组 0.6 12 72.54±8.92 28.07±1.61
中剂量组 1.2 12 67.20±12.77# 23.30±0.92##

高剂量组 1.8 12 60.79±1.40## 21.76±7.88#

注:模型组与阴性组比较,*P<0.01;各剂量组与模型组比较,#P<
0.05,##P<0.01。

2.5 蜂胶枳椇子复合物对小鼠肝脏病理组织学的
影响

  模型对照组与阴性对照组比较,肝细胞变性评
分差异有统计学意义(P<0.01),表明实验小鼠酒精
性肝损伤模型成立,高剂量组与模型组相比较,肝细
胞脂肪变性 程 度 减 轻,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),表明蜂胶枳椇子复合物能减轻酒精性肝损伤
小鼠肝脏脂肪变性及炎性细胞浸润程度。见表5。

表5 蜂胶枳椇子复合物对小鼠肝脏病理组织学的影响
(􀭵x±s)

组别 剂量(g/kgBW) 动物数(只) 肝细胞变性评分(分)
阴性对照组 0.0 12 0.25±0.45
模型对照组 0.0 12 3.08±1.00*

低剂量组 0.6 12 2.83±1.03
中剂量组 1.2 12 2.75±0.87
高剂量组 1.8 12 2.25±0.45#

注:模型组与阴性组比较,*P<0.01;各剂量组与模型组比较,#P<0.05。

肝脏病理组织苏丹Ⅲ染色结果显示,阴性对照
组小鼠肝细胞大小未见改变,且肝组织未见异常,而
模型组小鼠部分肝细胞坏死且有炎症细胞浸润,说
明动物实验模型成立,低中剂量组小鼠局部炎症细
胞有所改善,高剂量组可明显减轻病变程度和范围,
进一步说明蜂胶枳椇子复合物可以减轻受损的肝脏
炎症,达到护肝的功效。见图1。
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注:① 阴性对照组;② 模型对照组;③ 低剂量组(0.6g/kg);④中剂量组(1.2g/kg);⑤ 高剂量组(1.8g/kg)。

图1 蜂胶枳椇子复合物对小鼠肝脏的影响 (苏丹Ⅲ染色,×400)

3 讨论

近年来,由酒精性肝损伤所引起的肝硬化、肝衰
竭等疾病发病率逐年增长,严重威胁到人们的身体
健康。其影响机理为机体摄入大量乙醇后,在乙醇
脱氢酶的催化下乙醇大量脱氢氧化,使脂肪酸氧化
减弱和三羧酸循环受阻,从而影响脂肪代谢,致使脂
肪在肝细胞内沉积而引起肝细胞脂肪变性和TG水
平升高。酒精短时间内大量进入机体时,会消耗

GSH类还原型物质从而引起氧化应激反应,导致肝
细胞受损,而 MDA的多少则能反映其受损严重
性[18-19]。因此,清除氧自由基、降低肝脏组织脂质过
氧化、降低TG含量是被视为对肝脏有保护作用的
指标[11]。

蜂胶、枳椇子、葛根单独使用可用于防治急性酒
精性肝损伤[7,20-21],本研究用这3种原料配伍成复合
制剂,进一步观察3种成分复合在一起的整体效果。
本实验表明,蜂胶枳椇子复合物对小鼠的正常生长
无影响,能显著降低小鼠肝匀浆中TG含量,从而预
防肝脏脂质蓄积,能显著降低肝匀浆中 MDA含量,
升高肝匀浆中还原型GSH,减轻过氧化损伤和肝细
胞受损程度,提高其抗氧化能力。蜂胶枳椇子复合
物还能抑制TNF-α等促炎症因子的分泌,改善酒精
性肝损伤小鼠肝脏脂肪变性及炎性细胞浸润程度。
因此,蜂胶枳椇子复合物能够保护和预防酒精引起
的小鼠急性肝损伤,其作用机制与抑制炎症反应、抗
脂质过氧化相关。
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