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Abstract
AIM: To investigate the effects of Hu Gan Ling 
on lytic enzymes of ethanol in the experimental 
rats.

METHODS: The rat model of liver injury was 
induced intragastically by alcohol administra-
tion. After treatment with Essentiale, high- and 
low-dose Hu Gan Ling, the alcohol concentration 
in serum was determined by dual wavelength 
spectrophotometry, and the contents of catalase 

(CAT) and alcohol dehydrogenase (ADH) in 
liver homogenate were detected according to 
the instruction of kit and by spectrophotometric 
method, respectively. The expressions of ADH 
and CYP450ⅡE1 mRNA were examined by re-
verse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR).

RESULTS: In comparison with that in the normal 
controls, the serum content of alcohol in model 
group was significantly increased (545.7 ± 108.85 
mg/L vs -51.4 ± 2.83 mg/L, P < 0.05), but the tis-
sue content of ADH or CAT was significantly 
decreased (667 ± 272 nkat/L vs 1884 ± 650 nkat/L, 
P < 0.05; 112 ± 29 nkat vs 255 ± 43 nkat, P < 0.05). 
However, Hu Gan Ling reduced the serum con-
tent of alcohol (low dose: 248.5 ± 96.63 mg/L; 
high dose: -0.1 ± 33.94 mg/L; both P < 0.01), but 
increased the tissue content of ADH (low dose: 
1184 ± 422 nkat/L; high dose: 1550 ± 458 nkat/L; 
both P < 0.05) or CAT (low dose: 202 ± 31 nkat/L; 
high dose: 167 ± 34 nkat/L; both P < 0.05). After 
modeling, the expression of CYP450ⅡE1 mRNA 
was significantly down-regulated (10 ± 2 vs 15 ± 
2, P < 0.01), and then further down-regulated by 
Hu Gan Ling treatment (high dose: 8 ± 2, P < 0.05). 
The mRNA expression of ADH was not marked-
ly changed after modeling and drugs treatment (P 
> 0.05).

CONCLUSION: Hu Gan Ling can activate the 
lytic enzymes of ethanol, and enhance the in-
tracorporal ethanol metabolism.
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摘要
目的: 探讨中药护肝灵对乙醇代谢相关酶的
影响. 

方法: 以乙醇灌胃法复制大鼠模型, 分别以易
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善复及高、低剂量护肝灵处理, 双波长法检
测血中乙醇浓度, 按试剂盒说明书检查肝匀
浆中CAT含量, 活性分光光度法检测肝匀浆
ADH含量, 荧光实时定量RT-PCR观察ADH和
CYP450ⅡE1的mRNA表达. 

结果: 与正常对照组相比, 模型组血清乙醇含
量显著升高(545.7±108.85 mg/L vs  -51.4±
2.83 mg/L, P <0.05), ADH和CAT含量显著降低
(667±272 nkat/L vs  1884±650 nkat/L, P <0.05; 
112±29 nkat vs  255±43 nkat, P <0.05). 与模
型组相比, 中药护肝灵可以降低口服乙醇大
鼠血中乙醇含量(低剂量: 248.5±96.63 mg/L; 
高剂量: -0.1±33.94 mg/L; 均P <0.01), 提高
肝组织ADH(低剂量: 1184±422 nkat/L; 高剂
量: 1550±458 nkat/L; 均P <0.05 )和CAT(低剂
量: 202±31 nkat/L; 高剂量: 167±34 nkat/L; 
均P <0.05)含量. 造模后肝组织CYP450ⅡE1 
mRNA显著下降(10±2 vs  15±2, P <0.01), 护
肝灵可使肝组织CYP450ⅡE1 mRNA表达进
一步下降(高剂量: 8±2, P <0.05). 造模及药物
处理后, ADH mRNA均无显著变化(P >0.05).

结论: 中药护肝灵可激活乙醇代谢相关酶, 进
而促进乙醇在体内的代谢.

关键词:  护肝灵; 分解酶; 乙醇; 大鼠
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0  引言

采用中药复方治疗酒精性肝病(alcoholic liver 
disease, ALD)的报道很多[1-5]. 实验研究中乙醇灌

胃法是较公认的动物模型复制方法[5-9]. 国内较

常用的是采用反转录聚合酶链反应(RT-PCR)技
术研究其机制[10-15],  但未见同时对基因的扩增

进行实时定量研究的报道. 部分研究者在研究

其他肝病时报道过加用光密度扫描定量[15]. 我们

采用白酒灌胃法复制大鼠模型, 用荧光实时定

量RT-PCR来研究自制中药护肝灵对实验大鼠乙

醇分解酶的影响如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 同批繁殖Winstar大鼠50只, 全♂, 体质

量180-220 g, 四川大学华西动物中心提供. 乙
醇(ethanol, EtOH)(分析醇)成都蜀都实业有限

责任公司生产 .  护肝灵胶囊(枳椇、虎杖、砂

仁、白茅根)0.3 g/粒, 相当于生药2.14 g/粒,  
四川天然药物研究所加工 .  多烯磷脂酰胆碱

(polyenephosphatidylcholie, APSULES、商品

名: 易善复)A.Nattermann & Cie. Gmbh Koln生
产. 肝匀浆介质PH7.4, 0.01 mol/L缓血酸氨(Tris-
HCl), 0.0001 mol/L乙二胺四乙酸钠(EDTA-2Na), 
0.01 mol/L蔗糖, 8 g/L NaCl溶液, 所用试剂在成

都试剂厂购置. 过氧化氢酶(catalase, CAT)试剂

盒南京建成生物工程研究所生产. 乙醇脱氢酶

(alcohol dehydrogenase, ADH)引物探针根据ADH
基因序列(NM_019286): 
1 ggccattacg gccggggact gcaggaggga agaagtctac 
gagaatccat ccatttcctg
61 cccacagcga aggacagcat gagcacagct ggaaaagtaa 
tcaaatgcaa agcggccgtg
121 ctatgggagc ctcacaagcc cttcaccatc gaggacatag 
aagtcgcacc ccccaaggcc
181 catgaagttc gcattaagat ggtggccacc ggagtctgcc 
gctcagacga tcacgcggtt
241 agtggatccc tgttcacgcc tcttcctgca gttctaggcc 
acgagggagc tggcattgtt
301 gagagcattg gagaaggggt gacttgtgtg aaaccaggtg 
ataaagtcat cccgctgttc
由上海生工生物工程有限公司合成 .  上游引

物:  ADH1F(自定义的上游引物) 5'-gagc
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逆转录试剂盒(RevertAidTM, RT Kit), 将提取的

各个标本的总RNA 2 μL, 随机引物1 μL,  超纯

水(ddH2O)209 μL,  置入70℃,  5 min,  然后行冰

水猝冷, 使RNA变性; 然后再加入8 μL预混液[5
×buffer(逆转录缓冲液)4 μL, 10 mmol/L dNTP 
2 μL, RNA酶抑制剂(RNasin)1 μL, 鼠源逆转录

酶M-MLV 1 μL]; 20℃ 10 min,  42℃保温60 min, 
70℃变性5 min, 得到模板cDNA, 置于-20℃冰箱

保存备用. 逆转录. 在PCR反应管中加入cDNA
模板5 μL, 25  μL PCR预混液[10×buffer(逆转

录缓冲液)3 μL, 10 mmol/L dNTP 1 μL,  Taq 
DNA聚合酶0.3 μL(1.5 U),  25 mmol/L氯化

镁(MgCl2)3 μL,  10 μmol/L上、下游引物各

1 μL,  对应的10 μmol/L TaqMan探针1 μL,  H2O 
14.7 μL]; 瞬时离心, 于FTC2000荧光定量PCR仪
上94℃ 2 min后,  按94℃ 20 S,  53℃ 30 S, 60℃
40 S(此时收集检测荧光)循环45次, 观察记录各

个反应的Ct值. 同时将已知拷贝数的标准品按10
倍比例稀释成107, 106, 105, 104, 103的浓度梯度. 每
个梯度的标准品分别进行荧光定量PCR反应, 统
计其Ct值, 并以Ct值为横坐标, 标准品模板拷贝

数对数为纵坐标, 作标准曲线, 其相关系数r>0.96
时,  即可认为Ct值与模板拷贝数对数成线性关

系, 并据此标准曲线计算各个标本的cDNA模板

拷贝数.
统计学处理 使用PEMS 3.1统计软件处理数

据, 所有计量资料用mean±SD表示, 组间比较用

t检验, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 大鼠血清中EtOH含量 模型组EtOH值较阴

性对照组明显升高, 差异有显著性(P <0.05); 高
剂组、低剂组EtOH值较模型组明显降低, 差异

有显著性(P <0.05),  高剂组已接近阴性对照组值

(P >0.05)(表1).  
2.2 肝组织ADH和CAT含量 模型组ADH和CAT
含量较阴性对照组明显降低 ,  差异有显著性

(P <0.05); 护肝灵高剂组、低剂组ADH值较模型

组明显升高, 差异有显著性(P <0.05), 高剂组已

接近阴性对照组值(P >0.05), CAT含量较模型组

明显升高,  差异有显著性(P <0.05)(表1). 
2.3 肝组织ADH和CYP450ⅡE1 mRNA表达  
A D H m R N A表达C t值各组间差异均无显著

性(P >0.05). 乙醇造模的4组大鼠CYP450ⅡE1 
mRNA表达Ct值均明显低于阴性对照组, 差异有

显著性(P <0.01); 4组中以高剂组降低最明显, 与
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-3'. 扩增片段长度为90 bp. 
1.2 方法 常规饲养7 d后, 称量体质量, 按体质量

大小分4层后查数随机分为正常对照组(阴性对

照组)、模型对照组(模型组)、护肝灵低剂量组

(低剂组)、护肝灵高剂量组(高剂组)、易善复

对照组(药物对照组),  每组10只; 除阴性对照组

外,  其余各组用500 mL/L乙醇(蒸馏水稀释)按
12 mL/kg造模; 低剂组和高剂组每日同时分别予

护肝灵0.15 g/kg和0.3 g/kg剂量的蒸馏水稀释液

灌胃(依次相当于人用量的5倍和10倍),  药物对

照组每日同时予易善复0.15 g/kg稀释液灌胃; 造
模与给药均连续42 d. 各组均普食普水饲养,  连
续观察大鼠的活泼及自卫、饮食饮水、体毛皮

表、大小便、分泌物、死亡等情况,  并记录. 造
模及药物干预结束后,  禁食禁水12 h,  称量体质

量,  取大鼠股动脉血2 mL,  -196℃液氮保存携

带,  45℃温箱孵育、3000 r/min离心,  取上清液

参照王向阳报导的双波长法检测乙醇浓度[17]; 肝
匀浆制备: 取大鼠肝脏胸侧叶下第二层的三叶

中的右侧叶肝脏作标本, -196℃液氮保存携带、

-60℃保存, 肝标本用8.6 g/L冷生理盐水洗涤,  滤
纸吸干水份,  准确称质量,  移取9倍肝质量冷匀

浆介质的1/3到匀浆玻璃管中,  剪碎,  约12 000 r/
min冰水中间隙匀浆4次,  吸出到离心管,  其余冷

匀浆介质2/3洗涤匀浆玻璃管,  移到前述离心管,  
3000 r/min离心15 min,  取上清液,  制成100 g/L
的肝匀浆储备液,  按试剂盒说明书检测CAT含
量, 参照胡建强 et al [18]报道的活性分光光度法

检测ADH含量, 并用荧光实时定量RT-PCR法作

ADH和CYP450ⅡE1的mRNA表达实验. 
A D H及C Y P 4 5 0ⅡE 1的标准品制备将

5'-ccaaggaaca ccttcagtca ctggacatca actgcgcccg 
ggatgtgact gactgtctcc tcatagagat ggagaaggaa  
aaacacagcc-3'和5'-gagcacagct ggaaaagtaa tcaaatgcaa 
agcggccgtg 121 ctatgggagc ctcacaagcc cttcaccatc 
gaggacatag aagtcgcacc ccccaaggcc 181 catgaagttc 
gcattaagat ggtggc-3', 序列分别经PCR扩增, 与T-
载体连接, 克隆到大肠杆菌DH5α, 并经测序验

证, 大量提取质粒, 紫外分光光度计测定质粒

浓度, 稀释成1013拷贝/L,  获得ADH及CYP450
ⅡE1的标准品. 取冻存的大鼠右侧叶肝脏组织

约30 mg于玻璃匀浆器中,  加入1 mL RNA提取

试剂(Trizol), 冰浴中匀浆2 min, 按试剂盒使用

说明书要求提取总RNA, 溶解于20 μL焦碳酸

二乙酯(DEPC)处理的纯水中, 紫外分光光度计

测定RNA浓度, 稀释至1 g/L. 采用MBI公司的

■名词解释
1 TaqMan探针: 结
构特点为两端有
荧光素和淬灭基
团, 当两者同时存
在时, 说明未发生
新的碱基互补, 这
时荧光定量PCR
仪上不能收集到
荧光点, 反之即可
收集到荧光点. 
2 起跳点: 当荧光
点开始快速升高
时的点, 称其为起
跳点. 
3 Ct值: 即从能收
集到荧光点到起
跳点时的循环次
数.



模型组比较差异有显著性(P <0.05)(表1).

3  讨论

ALD的病理组织学分型包括轻型酒精性肝病、

酒精性脂肪肝、酒精性肝炎、酒精性肝纤维

化、酒精性肝硬化等病型[19]. ALD是西方国家最

常见的肝硬化病因, 也是十大常见死因之一[20]. 
1979年世界卫生大会决定把过量饮酒问题列入

世界公共卫生的主要问题[21]. 
中医认为酒毒为湿热, 戒酒为预防酒毒伤

人的根本办法. 由于戒酒很难, 所以, 本研究

以“以疏代堵”为立意 ,  精选枳椇、虎杖、

砂仁、白茅根等中药组方, 通过清湿热、运脾

湿、利小便, 达到解酒毒、护肝脏的目的(专利

申请号20041004864.2). 
酒中有效成分为EtOH, 长期、过量饮酒是

造成乙醇性肝损伤的最主要原因, 其发病机制

有5个方面[22]. 乙醇在肝细胞内存在2个代谢系

统: ADH系统和非ADH系统, 2个代谢系统分

为3条代谢途径[24]: ADH途径, 定位于胞质内; 
MEOS (microsomal enzyme oxidizing system, 
MEOS)途径, 定位于内质网内; CAT途径, 定位

于过氧化物酶体内. 乙醇代谢过程是乙醇→乙

醛→乙酸,后者以乙酰辅酶A的形式进入三羧酸

循环, 氧化生成二氧化碳和水. 我们的实验结果

显示, 模型组EtOH 值较阴性对照组明显升高, 
差异有显著性; 护肝灵高剂组、低剂组EtOH值

较模型组明显降低, 差异有显著性, 高剂组已接

近阴性对照组值. 
ADH是乙醇的氧化还原酶, 在乙醇代谢中

主要是将乙醇氧化为乙醛, 为乙醛进一步代谢

成为乙酸提供可能. 我们的实验结果显示, 模型

组ADH值较阴性对照组明显降低, 差异有显著

性; 护肝灵高剂组、低剂组ADH值较模型组明

显升高, 差异有显著性, 高剂组已接近阴性对照

组值. 荧光实时定量RT-PCR检查ADH mRNA

表达, 其Ct值显示: 各组间相互比较差异均无显

著性. 按文献报道和推测, 阴性对照组、模型组

间ADH mRNA表达Ct值差异应该有显著性[24], 
但本实验结果相反. 我们拟做一个标品对照以

进一步验证,  但因样本已使用完,  故未能做比

较,  存疑. 
CAT亦称触酶, 在人体内以肝脏、肾脏含

CAT活性最高. CAT能将细胞代谢所产生的毒

性物质过氧化氢迅速加以清除, 从而起到保护

巯基酶、膜蛋白和解毒的作用. 本结果显示, 模
型组CAT含量较阴性对照组明显降低, 差异有

显著性; 护肝灵高剂组、低剂组CAT含量较模

型组明显升高, 差异有显著性. 
M E O S是肝内酒精氧化的另一重要途径, 

主要存在于肝小叶第三区, 其关键酶是CYP450
ⅡE1, 分为3个亚型 [25], 作用的环节在于加速

乙醛的氧化, 促进肝脏的解毒功能[26]. 中国人

CYP450ⅡE1表达水平和酶活性的个体差异与

RsaⅠ识别的基因多态有关[27]. 实验大鼠肝组织

荧光实时定量RT-PCR检查CYP450ⅡE1 mRNA
表达的C t值结果显示 ,  乙醇造模的四组大鼠

CYP450ⅡE1 mRNA表达的Ct值均明显低于阴

性对照组, 差异有显著性; 四组中以高剂组降

低最明显, 与模型组比较差异有显著性. 表明

阴性对照组大鼠的循环周期长, CYP450ⅡE1 
mRNA不易表达, 而受到乙醇刺激后循环周期

缩短,  易于表达, 给药干预后循环周期更加缩

短, 更易于表达, 受到乙醇刺激的4组中以高剂

组循环周期最短, 最易于表达. 
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