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Abstract
AIM: To investigate mechanism of puerarin on 
alcoholic hepatitis in rats. 

METHODS: Twenty-one Wistar rats were divid-
ed into three groups randomly, with intragastric 
administration of the control group by corn oil 
+ 500 g/L glucose 20 mL/(kg•d); intragastric 
administration of the model group by 400 mL/L 
alcohol 8 g/(kg•d)+ corn oil; peritoneal injection 
of the puerarin group by puerarin 5 mg/(kg•d); 
After thirty days. Serum and liver tissue samples 
were prepared, and the levels of alanine trans-
aminase (ALT), aspartate transaminase (AST), 
and γ-glutamyltranspeptidase (GST) were deter-
mined by chromatometry, serum PGE2, TNF-α 
and IL-6 by radioimmunity method, and COX-2 
expression on the hepatic tissue by Western blot. 

Pathological changes on hepatic tissue was de-
termined by light microscopy. 

RESULTS: The serum ALT, AST and GST was 
significantly higher in model group than in con-
trol group (107.5 ± 6.81 vs 33.20 ± 10.55, 138.29 ± 
9.72 vs 47.86 ± 14.3, 3.57 ± 0.53 vs 1.43 ± 0.43, all 
P < 0.01). The serum ALT and AST was signifi-
cantly lower in puerarin group than in model 
group (52.33 ± 13.19, 63.33 ± 7.03, P < 0.01). The 
serum GST level was lower, but not signifi-
cantly. The levels of serum PGE2, TNF-α and 
IL-6 were significantly higher in model group 
than in control group (274.13 ± 26.15 vs 193.84 
± 23.97, 1.85 ± 0.11 vs 0.90±0.18, 68.07 ± 12.64 vs 
40.50 ± 5.09, all P < 0.01), and the levels of the 
serum PGE2, TNF-α and IL-6 were significantly 
lower in puerarin group than in model group 
(227.05 ± 21.55, 1.35 ± 0.19, 53.16 ± 5.62, all P < 
0.01). Expression of COX-2, was weak, but had 
high expression in model group(P < 0.01). The 
expression of COX-2 in puerarin group was 
down regulated, compared with model group (P 
< 0.01). 

CONCLUSION: Puerarin has effects on hepatic 
injury in alcoholic hepatitis. 
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landin E2; Tumor necrosis factor; Interleukin-6; 
Cyclooxygenase type 2
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摘要
目的: 探讨葛根素对酒精性肝炎的作用机制. 

方法: 21只Wistar大鼠, 随机分为3组, 正常对
照组(n  = 7)用玉米油+500 g/L葡萄糖20 mL/
(kg•d)灌胃, 模型组(n  = 7)用400 mL/L乙醇按
8 g/(kg•d)+玉米油灌胃, 葛根素组(n  = 6): 葛根
素+酒精, 按葛根素5 mg/(kg•d)腹腔注射给药. 
采用比色法测定血清AST, ALT及GST, 放免法
测定血浆PGE2, TNF及IL-6, Western blot方法
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■背景资料
酒精性肝炎(AL)
目前尚无特效的
治疗药物, 本研究
为葛根素对酒精
性肝炎的实验研
究, 探讨了葛根素
对酒精性肝炎的
作用机制.

■同行评议者
李军祥, 教授, 北
京中医药大学附
属东方医院消化
内科

   



检测肝组织COX-2表达, 并通过光镜观察肝组
织病理变化.  

结果: 血浆ALT, AST及GST模型组与正常对
照组比较有明显升高(107.5±6.81 vs  33.20
±10.55, 138.29±9.72 vs  47.86±14.3, 3.57
±0.53 vs  1.43±0.43, 均P <0.01); 与模型组
比较, 葛根素组血浆ALT及AST水平(52.33±
13.19, 63.33±7.03)有明显下降(P <0.01). GST
有下降趋势, 但无明显著意义; 模型组与正常
对照组比较血浆PGE2, TNF及IL-6明显上升
(274.13±26.15 vs  193.84 ±23.97, 1.85±0.11 
vs  0.90±0.18, 68.07±12.64 vs  40.50±5.09, 均
P <0.01); 与模型组比较, 葛根素组血浆PGE2, 
TNF及IL-6明显下降(227.05±21.55, 1.35±
0.19, 53.16±5.62, 均P <0.01), COX-2正常对照
组呈弱表达, 模型组显著高表达, 与正常对照
组比较差别显著(P <0.01), 葛根素组COX-2表
达下调, 与模型组相比有明显下调(F  = 27.94, 
P <0.01). 

结论: 葛根素通过抑制肝脏COX-2的表达, 从
而减少炎症介质PGE2、TNF及IL-6的生成, 
最终减轻酒精对肝脏的损伤作用. 

关键词: 葛根素; 酒精性肝炎; 前列腺素2; 肿瘤坏死

因子; 白介素6; 环氧化物酶2
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0  引言

酒精性肝炎(alcohotic hepatitis, AL)为常见病及

多发病, 严重者发展为肝坏死或肝功能衰竭, 进
一步发展为肝硬化、肝癌、肝昏迷等合并症[1-2]. 
目前尚无特效的治疗药物. 目前应用于临床试

验研究的药物有糖皮质激素, 已酮可可碱, 抗氧

化剂, 抗TNF-α抗体等[2]. 从中医中药角度为治

疗酒精性肝炎提供了新途径, 葛根素(puerarin)
是从豆科植物野葛的干燥根中提取的一种化学

成分, 其化学名为8-β-D葡萄吡喃糖-4', 7二羟基

异黄酮[3-6]. 葛根素药理实验研究表明, 其具有抗

酒精中枢抑制作用, 对心肌的保护作用, 对肾的

保护作用, 抗氧化作用抗缺血再灌注损伤作用, 
抗酒精中枢抑制作用, 降血糖, 防治糖尿病及其

并发症, 改善血液流变学指标, 改善微循环和抗

血小板聚集的作用. 临床上有报道用葛根素治

疗酒精性肝炎冠心病等[9-12], 但对酒精性肝炎的
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1  材料和方法

1.1 材料 兔抗鼠COX-2多克隆抗体(美国Cayman
公司); 小鼠抗大鼠, β-actin mAb(美国Sigma公
司); 生物素标记的羊抗兔二抗(英国KPL公司), 
辣根过氧化物酶标记羊抗兔及羊抗鼠二抗、

化学发光剂ECL北京中山生物技术有限公司), 
PGE2, TNF及IL-6放免试剂盒(北京北方生物技

术研究所). 葛根素注射液为北京协和药厂生产

(批号国药准字H2003122), 硝酸纤维素膜(北京

鼎国生物技术有限责任公司), 其他试剂均为分

析纯. 
1.2 方法 
1.2.1 分组: 21只Wistar大鼠, ♂, 体质量170-220 
g ,  购于吉林大学动物部 (许可证号S C X K 
2003-007), 随机分为3组, 对照组(n  = 7)用玉米油

2 g/(kg·d)+500 g/L葡萄糖20 mL/(kg·d)灌胃, 模
型组(n  = 7)用400 g/L乙醇按8 g/(kg·d)+玉米油2 
g/(kg·d)灌胃, 葛根素组(n  = 7): 葛根素+酒精, 葛
根素0.05 g/dL, 按葛根素5 mg/kg ig给药, 处死大

鼠取血清及肝脏. 给药30 d造模结束后, 采用巴

比妥钠麻醉、腹主动脉釆血后处死大鼠, 共剩

余对照组7只, 模型组7只, 葛根素组6只. 各取全

血约4-5 mL, 4000 r/min, 10 min离心后收集上清

分装-70℃保存. 取肝右叶生理盐水洗净, 滤纸吸

干盐水后分成数份, 1份于100 g/L中性甲醛溶液

中固定, 其他于液氮速冻数分钟后-70℃保存.  
1.2.2 血清AST, ALT, GST的测定: 采用比色法, 
用日立7170全自动生化分析仪检测.  
1.2.3 血清PGE2, TNF及IL-6的测定: 采用125I标记

放射免法测定, 按试剂盒说明书进行. 所用仪器

为FJ-2008PSγ计数器. 3000 r/min, 3 s离心, -70℃
保存待检, 检测前40℃ 3500 r/min, 离心15 min, 
取上清液分别检测. 
1.2.4 肝组织病理学检查: 光镜观察肝组织, 100 
g/L甲醛固定标本, 乙醇梯度脱水, 二甲苯透明.  
1.2.5 COX-2表达检测: 使用Western blot方法检

测肝组织COX-2表达, 冷冻的肝组织称质量后按

1∶10比例用三去污蛋白裂解液裂解, 离心10 000 
r/min, 5 min, 2次, 取上清. 用考马斯亮蓝(G250)
测定蛋白含量. 以每样品总蛋白为150 μg上样, 
用不连续100 g/L SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳, 半
干转转蛋白至硝酸纤维素膜: 100 g/L脱脂奶粉

封闭; 一抗4℃过夜; TBS洗膜; 辣根过氧化物酶

标记二抗37℃ 2 h, TBST洗膜, ECL作用后X胶
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■相关报道
Bykov et al 报道
酒精性肝病PGE2
及 T N F 升 高 ,  而
用COX-2抑制剂
Celecoxib可以显
著改善酒精性肝
病的肝损害.
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片曝光, 经显影、定影等处理后观察结果. 并用

Bandscan软件作灰度扫描分析, 用COX-2与内参

(β-ac t in)灰度值比值表示各样本COX-2表达强

度, 并作统计学处理. 
统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  用

SPSS13.5统计软件处理数据, 采用方差分析和最

小显著法检验, P <0.05或0.01具有显著性差异. 

2  结果

2.1 一般情况 实验过程中乙醇灌胃组有1只大鼠

死亡, 死因为灌胃误入气管. 正常对照组存活大

鼠初始体质量各组相比没有显著性差异. 实验

中, 大鼠的一般表现: 正常对照组被毛光滑, 精
神状态好, 食欲佳, 体质量增加. 模型组大鼠精

神萎靡, 活动减少, 食欲减退, 消瘦, 皮毛无光泽, 
有脱毛现象, 体质量较前有所下降. 给药组大鼠

精神、食欲及活动介于正常组与模型组之间. 
2.2 肝脏的病理学变化 
2.2.1 肉眼观: 正常大鼠肝脏被膜光滑, 呈红褐

色, 明亮有光泽. 模型组大鼠肝脏体积明显增大, 
包膜紧张, 边缘圆钝, 颜色浅黄或土黄色, 与周

围组织有粘连, 可见局灶性黄白色变性灶, 切面

油腻, 无光泽. 给药组肝脏变化介于正常组与模

型组之间, 颜色较正常组浅, 较模型组深, 无局

灶黄白色变性灶, 切面无明显油腻感, 尚有光泽. 
2.2.2 HE染色: 正常对照组, 大鼠肝细胞以中央

静脉为中心呈放射状排列, 细胞形态正常, 小叶

结构正常(图1A); 模型组有细胞肿胀, 细胞内轻

度气球样变, 有小叶结构紊乱, 但无明显肝细胞

坏死、炎症细胞浸润及明显脂肪肝改变(图1B); 
葛根素组肝细胞亦有轻度细胞肿胀, 几乎无气

球样变, 小叶结构基本正常(图1C). 
2.3 肝脏生化指标的变化 由表1所见血浆ALT, 
AST及GST模型组与正常对照组比较有明显升

高, 差别均有显著性意义(P <0.01); 葛根素组与

模型组比较血浆ALT, AST及与正常对照组比

较有明显下降, 差别均有显著性意义(P <0.01), 
GST与模型组比较有下降趋势, 但无显著意义

(P >0.05), 葛根素具有保护肝细胞损伤作用. 
2.4 血清PGE2, TNF及IL-6的变化 由表2所见模

型组血清PGE2, TNF及IL-6与正常对照组比较

有明显升高, 差别均有显著性意义(P <0.01); 葛
根素组与模型组比较血清PGE2, TNF及IL-6明
显下降, 差别均有显著性意义(P <0.05), 葛根素

具有减少炎症介质PGE2, TNF及IL-6作用. 

表  1  各组血清ALT, AST及GST变化 (mean±SD, IU/L)

     
分组            n             ALT                         AST                  GST

对照组       7    33.20±10.55     47.86±14.30   1.43±0.43    

模型组       7  107.50±6.81b    138.29±9.72b   3.57±0.53b

葛根素组   6    52.33±13.19d    63.33±7.03d   3.00±0.63

F值                         96.82                134.49            30.02

bP<0.01 vs  对照组; dP<0.01 vs  模型组.

表  2  血清PGE2, TNF及IL-6的变化 (mean±SD, μg/L)

     分组           n            PGE2  	      TNF                       IL-6

对照组      7   193.84±23.97     0.90±0.18     40.50±5.09

模型组      7   274.13±26.15b    1.85±0.11b      68.07±12.64b

葛根素组  6   227.05±21.55c     1.35±0.19c    53.16±5.62c

F值                       19.60                 61.04                17.83

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05 vs  模型组.

图  1  肝脏组织病理学变化(HE染色×400). A: 对照组; B: 模

型组; C: 葛根素组.

A

B

C
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2.5 肝组织COX-2表达 正常对照组呈弱表达, 
模型组显著高表达 ,  与对照组比较差别显著

(P <0.01, 图2). 葛根素组COX-2表达下调, 与模

型组相比有明显下调(P <0.01),  F  = 27.94. 经计

算机Bandscan软件分析其灰度值, COX-2灰度值

与β-actin灰度值比值为: 对照组(n  = 7)为0.196±
0.079, 模型组(n  = 7)为0.421±0.033, 葛根素组(n 
= 6)为0.281±0.046. 

3  讨论

COX是前列腺素类(prostaglandins, PGs)物质合

成过程中的一个限速酶. COX-2是他的一个亚

型, 他在正常组织中不表达或低表达, 但在炎

症、肿瘤等病理状态下, 可受众多因素的刺激, 
使其表达明显升高[13-15]. 己经有实验证实, 在酒

精性肝炎中, 肝脏COX-2表达明显升高, 使其合

成产物PGE2升高, 加重酒精性肝炎的各种病理

损伤. 本实验通过建立酒精性肝损伤的大鼠模

型, 观察葛根素对大鼠酒精肝损伤的影响, 同时

测定肝组织COX-2的表达, 以明确COX-2与肝损

伤的关系, 探索葛根素及选择性COX-2抑制剂对

酒精性肝损伤的影响. 本实验表明对照组呈弱

表达, 模型组显著高表达, 与对照组比较差别显

著. 葛根素组COX-2表达下调, 与模型组相比有

明显下调, 与Bykov et al报道一致[16]. 
酒精性肝损伤时, 首先损害线粒体, 因肝

细胞内线粒体AST浓度大大超过肝窦血液中的

浓度, 即使肝细胞无明显坏死, 而仅有肝细胞

膜的通透性增加时, 血中AST的浓度就可明显

升高[17-20], 故他是酒精性肝损伤的敏感指标而血

清ALT则在酒精性肝炎时可正常或轻微升高. 本
实验中, 虽然肝组织学改变没有达到明显脂肪

肝、酒精性肝纤维化的程度, 但仍明显存在肝

细胞损伤, 故其血清ALT、AST在模型组中较

对照组均有明显升高. 而经葛根素组, 其AST、
ALT较肝损伤组均有降低, 提示葛根素可以减

轻酒精所致大鼠肝细胞损伤. GST主要存在于

细胞膜和微粒体上, 参与谷胱甘肽的代谢, 当肝

细胞损伤时, 即释放到血液中[21]. 本实验结果显

示, 在酒精性肝损伤的模型组中, 血浆GST活性

升高, 模型组与对照组相比均有显著性意义, 其
同时出现的血清AST、ALT升高也说明了这一

点[22-24]. 在使用葛根素血浆GST有下降趋势, 但
无统计学意义, 表明葛根素可以减轻酒精所致

大鼠肝细胞损伤. 
急性酒精性肝炎的病理学特点是伴有肝细

胞损伤的炎症性改变, 其机制为炎症因子释放,
过氧化物打击, 内毒素的释放, Kupffer的侵润等, 
炎症因子有PGE2, TNF, TGF及IL-6等, PGE2为
COX-2的代谢产物, Bykov et al报道酒精性肝病

PGE2及TNF升高, 而用COX-2抑制剂Celecoxib
可以显著改善酒精性肝病的肝损害[16], 我们的

结果表明模型组血清PGE2, TNF及IL-6与对照

组比较有明显升高, 差别均有显著性意义; 葛根

素组与模型组比较血清PGE2, TNF及IL-6明显

下降, 差别均有显著性意义, 葛根素具有减少炎

症介质PGE2, TNF及IL-6作用. 
以上结果表明, 在酒精性肝损伤过程中, 早

期的肝组织化学性炎症改变即可刺激其COX表

达, 进而导至炎症介质PGE2, TNF及IL-6的释放. 
而使用葛根素可以拮抗上述变化, 从而减轻酒

精导致的肝组织损伤. 
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