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"摘要#

!

目的
!

探讨人参皂苷
4I$

'

;\

及
4I$f;\d$f$

混合物对酒精性肝病"

87<

$大鼠的作用%方

法
!

用
A)

度白酒
.

玉米油
.

吡唑混合液诱导大鼠
87<

模型!共
$)

周!之后分别给予各实验组对应药物治疗
'

周!同时模型组和对照组给予等容量
%&(]

生理盐水!于第
$(

周"实验结束$时采集大鼠眼眶静脉血检测各项生

化指标!并分离大鼠肝组织行
6C

染色!电镜观察肝组织病理变化!应用体视学方法计量各组大鼠肝细胞线粒

体的体积密度"

iDB

$'面积密度"

2DB

$'面数密度"

>HB

$及比表面"

hB

$%结果
!

与对照组比较!各造模组大鼠

血清丙氨酸转氨酶"

875

$'天冬氨酸氨基转移酶"

825

$'碱性磷酸酶"

87=

$水平明显升高"

!

$

%&%A

$%与模型

组比较!

4I$

组'

;\

组'

4I$.;\

组及三七总皂苷"

=>2

$组大鼠血清
875

'

825

水平均明显降低"

!

$

%&%A

$!

4I$.;\

组大鼠血清
87=

水平降低"

!

$

%&%A

$(

4I$

组'

;\

组及
4I$.;\

组大鼠肝脏脂肪变及肝细胞线粒体

体视学结果有明显改善"

!

$

%&%A

$%结论
!

人参皂苷
4I$

'

;\

及其混合物可明显改善
87<

大鼠肝酶水平'肝

脏脂肪病变及线粒体结构%
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酒精性肝损伤(人参皂苷
4I$

(人参皂苷
;\

(肝功能(线粒体体视学
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!!

随着乙醇在全世界范围内的广泛消费#其已逐渐

成为引起肝脏疾病的主要原因&

$

'

)近年来#人参皂苷

抗慢性肝病的研究正成为热点)人参皂苷含
1%

多种

单体成分#如人参皂苷
4

G

$

+

4

G

'

+

4P$

+

4I$

+

4I1

等)

研究表明#人参皂苷能明显降低酒精性损伤小鼠的肝

脏系数+血清三酰甘油$

5̂

%水平及丙氨酸转氨酶

$

875

%+天冬氨酸氨基转移酶$

825

%活力#可在一定

程度上降低肝脏组织中丙二醛水平#减少组织病理损

伤&

1

'

)作为人参皂苷单体代谢产物#人参皂苷
4I$

及

;\

在酒精性肝损伤过程中有着怎样的作用#本文通

过诱导大鼠酒精性肝病$

HLK"I"L#KL#DEM!#+EH+E

#

87<

%

模型#对经不同处理后各组大鼠的肝酶水平+肝组织

病理及线粒体体视学变化进行对比+分析#希望能为

今后提取人参皂苷有效成分治疗
87<

提供理论

依据)

A

!

材料与方法

A&A

!

材料

A&A&A

!

药物与试剂
!

人参皂苷
4I$

+人参皂苷
;\

+

人参皂苷
4I$f;\d$f$

混合物+三七总皂苷

$

=>2

%由云南与诺生物工程有限责任公司参照文献

&

'

'报道的方法从人参或三七药材中提取+酶转化+分

离和纯化(含量!高效液相色谱$

6=7;

%

&

((]

(红星

二锅头$北京红星股份有限责任公司生产%购于沃尔

玛超市(金龙鱼玉米油$西班牙生产%购于沃尔玛超

市(吡唑+

$%]

甲醛+

1]

戊二醛+

%&(]

生理盐水购于

昆明医科大学第一附属医院)

A&A&B

!

动物
!

健康
2<

大鼠
$%%

只#体质量$

$/%c

1%

%

G

#雄鼠#购自昆明医科大学动物科#动物合格证

号!

2;[\

$滇%

1%$A.%%%0

)室温喂养#自由饮食饮水)

A&B

!

方法

A&B&A

!

实验分组及
87<

大鼠模型的制备
!

将
$%%

只健康雄性
2<

大鼠分为对照组+模型组+

4I$

组+

;\

组+

4I$.;\

组及
=>2

组
)

组#模型组和对照组每组

$%

只#其余每组
1%

只)除对照组外#每天清晨给予其

余各组大鼠
A)

度红星二锅头
.

吡唑
.

玉米油混合液灌

胃#其中玉米油的摄入量为$

1

G

,

T

G

X$

,

!

X$

%#吡唑

的摄入量为$

10B

G

,

T

G

X$

,

!

X$

%#白酒量及营养液灌

胃量根据大鼠体质量变化+毛色+活跃程度及死亡情

况进行调整)按上述方法喂养大鼠共
$)

周后#抽取

每组大鼠各
1

只#进行眼眶静脉采血检测肝功能#采

血后取肝脏组织做石蜡切片行
6C

染色#观察肝脂肪

变性程度及肝细胞形态变化情况#检验大鼠
87<

模

型的制备情况)

A&B&B

!

药物干预
!

87<

模型制备成功后#大鼠每天

清晨称质量#每组大鼠除继续同
$&1&$

项下喂养以

外#将$

)%B

G

,

T

G

X$

,

!

X$

%的人参皂苷
4I$

+

;\

+

4I$f;\d$f$

混合物及
=>2

溶于
A)

度红星二锅

头
.

吡唑
.

玉米油混合液分别灌胃
4I$

组+

;\

组+

4I$.

;\

组+

=>2

组大鼠#同时模型组和对照组给予等容量

%&(]

生理盐水#治疗时间为
'

周)

A&B&C

!

动物处理
!

治疗
'

周结束后#大鼠禁食不禁

水
$I

后#称体质量#于眼眶静脉采血#用超速离心机

离心血液#分离出血清#同时剖腹取肝脏组织#固定于

1&A]

戊二醛溶液)

A&B&D

!

检测指标
!

观察大鼠肝脏!用肉眼对所有大

鼠肝脏的质地和色泽等进行观察#并行肝脏
6C

染

色#检验大鼠
87<

模型的制备情况#比较各组大鼠肝

脏脂肪变程度)用全自动生物化学分析仪检测大鼠

血清生物化学指标!大鼠血清
875

+

825

+碱性磷酸

酶$

87=

%+总胆红素$

5:

%+直接胆红素$

<:

%及谷氨酰

转肽酶$

^̂ 5

%)

A&B&E

!

肝细胞电镜标本制作及读片
!

由病理专业医

师制作电镜标本#将制作好的标本编号登记后打乱#

在
_CZ.$%$$

型透射电镜下对肝细胞+细胞间质+肝细

胞胞质及线粒体进行详细观察#选择反差好+无污染

及制片过程无损坏的部位进行拍照#在低倍下拍摄肝

细胞及间质#高倍下拍摄肝细胞胞质及线粒体#电镜

摄片由病理专业医师读片)对线粒体的体视学分析

要求高倍$

'%%%%

倍%下每组拍摄不少于
'%

张照

片&

0

'

)体视学定量分析主要针对超微形态下线粒体

进行研究#选择肝细胞质为参照系)采用的体视学指

标有!体积密度$

iDB

%#为某一结构的体积与其所在

的参照系体积之比(比表面$

hB

%#为结构成分的表面

积与体积之比(面积密度$

2DB

%#为某一膜结构的面积

与其所在的参照系体积之比(面数密度$

>HB

%#为单

位面积参照系界面中包含的某种颗粒的截面数)将

所摄拍的电镜照片在
6=382.$%%%

高清晰度彩色病

理图文报告分析系统
,EQ

下测得以下二维图像上的

线粒体初级参数!$

$

%截面积($

1

%截面曲线长($

'

%线

粒体$截面%数)由以上二维参数计算出肝细胞线粒

体的
iDB

+

2DB

+

>HB

+

hB

)

A&C

!

统计学处理
!

用
2=22$-&%

统计软件进行分析#

计量资料以
Ic/

表示#对线粒体的有关参数值分别

进行单因素方差分析和多组间两两比较采用
72<.B

检验#以
!

$

%&%A

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

各组大鼠血清生化指标检测水平比较
!

模型组

大鼠的
875

+

825

水平明显高于对照组和各加药组#

差异均有统计学意义$

!

$

%&%A

%(与模型组比较#

4I$.

;\

组大鼠
87=

水平明显下降$

!

$

%&%A

%)各组大

鼠胆红素水平比较#差异无统计学意义$

!

%

%&%A

%#见

表
$

)

B&B

!

各组大鼠肝组织
6C

染色观察结果
!

肝脏
6C

染色显示#对照组可见肝细胞排列整齐#以中央静脉

为中心#向周围呈放射状排列(模型组可见肝细胞排

列紊乱#肿大变圆#细胞间隙变大#肝细胞含大量脂

滴#中央静脉缺如#可见大量胶原沉积于细胞间质#大

量炎性细胞浸润(

=>2

组可见中央静脉及肝细胞间质

0-('

重庆医学
1%$/

年
$$

月第
0-

卷第
'$

期



受累#一定数量炎性细胞浸润#肝细胞肿胀#含大量脂

滴#一定量胶原沉积(

4I$

组+

;\

组+

4I$.;\

组大鼠

肝脏
6C

染色改变介于对照组与模型组之间#肝细胞

大致以中央静脉为中心#向周围呈放射状排列#可见

少量脂滴#细胞间质可见少量炎性细胞浸润#见图
$

)

B&C

!

各组大鼠肝组织的电镜观察结果
!

对照组大鼠

肝细胞电镜下观察#见细胞核圆#核仁大#核膜清晰#

核染色质分布均匀#核仁明显(肝细胞内有丰富的细

胞器#可见大量核糖体+内质网和线粒体#分布正常#

脂滴少见#线粒体形态多为圆形或椭圆形#内可见基

质颗粒#粗面内质网呈层状排列(

<#++E

间隙内有丰富

的微绒毛(毛细胆管内无淤胆(

<#++E

间隙内无胶原纤

维增生(肝细胞间隙稀疏#胞间偶见少量胶原纤维#肝

细胞超微结构正常)模型组大鼠肝脏电镜下见肝细

胞内大量大小不等的脂质空泡变性#部分肝细胞质水

肿#线粒体可见增生肥大+肿胀#少数可见固缩#部分

细胞内线粒体残体增多#基质颗粒减少#甚至出现致

密+边界不清的絮状物#内质网成囊状扩张#并有脱颗

粒(肝血窦可见淤血+扩张#

<#++E

间隙变窄)

=>2

组

大鼠肝脏电镜下见与模型组相似#肝细胞内见一定数

量脂肪空泡变性#部分线粒体肿胀#内质网呈囊状扩

张(可见肝血窦淤血+扩张(

<#++E

间隙明显增宽#微绒

毛较多#胶原沉积减少(较模型组对
87<

无明显改善

作用)

4I$

组+

;\

组+

4I$.;\

组各组内大鼠肝脏电

镜观察基本改变介于对照组与
=>2

组之间#见图
1

)

B&D

!

肝细胞线粒体体视学分析
!

以下照片数均为
'/

张)

4I$

组+

4I$.;\

组及模型组
iDB

较对照组明显

增高$

!

$

%&%A

%(

;\

组+

=>2

组较对照组有所增高#

但差异无统计学意义$

!

%

%&%A

%)

4I$

组+

4I$.;\

组+

=>2

组及模型组
2DB

较对照组明显增高$

!

$

%&%A

%(

;\

组+

4I$

组+

4I$.;\

组+

=>2

组
2DB

较模

型组明显降低$

!

$

%&%$

%)

4I$

组+

=>2

组+模型组

>HB

较对照组明显增高$

!

$

%&%$

%(

;\

组+

4I$

组+

4I$.;\

组
>HB

较模型组明显降低$

!

$

%&%A

%)对

照组大鼠
hB

高于其他组#但差异无统计学意义$

!

%

%&%A

%#见表
1

)

表
$
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各组大鼠肝功能检测结果比较%
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各组大鼠肝组织的电镜观察结果%
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细胞线粒体体视学计量结果%
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论
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87<

是我国最主要的慢性肝病之一#其主要由

于长期大量饮酒所致)初期表现为脂肪肝#进而可发

展为酒精性肝炎+肝纤维化和肝硬化&

A

'

)来自世界卫

生组织$

V6W

%的报道称#全球范围内约
''%

万的死

亡由乙醇引起&

)

'

)肝脏为乙醇代谢的主要场所#

(%]

的乙醇在肝内代谢#通过乙醇脱氢酶+微粒体氧化系

统和过氧化氢酶等不同途径而氧化为乙醛#乙醛又经

乙醛脱氢酶作用氧化成为毒性较低的乙酸盐&

-

'

#最终

生成二氧化碳和水)乙醇及乙醛对肝细胞存在直接

毒性作用#亦可诱导肝内其他细胞+炎症介质等参与

疾病的发生+发展过程#乙醛也被视为导致
87<

进展

的直接毒物中的关键组分&

/

'

)在肝细胞受到内外因

素干扰时#线粒体反应最早+变化最敏感+也最明显#

是决定细胞由可逆到不可逆改变的关键细胞器(多个

研究表明#乙醇及其代谢产物对肝脏线粒体结构+线

粒体
<>8

的破坏及对其功能的影响#在脂肪肝发生

机制中起到重要作用&

(.$%

'

)人参皂苷
4I$

为人参皂

苷
4

G

$

+

4E

经肠内菌群代谢后产生的代谢产物&

$$

'

#经

研究证实#人参皂苷
4

G

$

具有抗氧化和抗肝纤维化作

用&

$1

'

#可有效地降低异常升高的血清生化指标#减轻

线粒体嵴断裂膜破坏#缓解肝脏损伤等病理改变&

$'

'

)

人参皂苷
;\

为人参皂苷
4P$

经肠道菌群转化作用

的结果#其具有抗炎+抗肿瘤+抗衰老的作用)本研究

采用线粒体作为观察指标#并猜测对线粒体结构与功

能有作用的药物对
87<

所致的肝损伤可能有改善作

用)本研究通过建立一个与人类酒精性肝损伤发展

病变过程相似的动物模型以探索人参皂苷单体成分

对改善酒精性肝损伤的作用机制)

通过实验发现#人参皂苷
4I$

+

;\

及
4I$f;\

混合物可降低
87<

肝酶水平)

875

和
825

是存在

于肝细胞质内的可溶性酶#肝细胞损伤后#细胞膜的

通透性增加#导致
875

+

825

释放入血#故血清

875

+

825

水平高低可以反映肝细胞的损伤程

度&

$0.$A

'

)研究提示人参皂苷可能通过下调肝酶水平

从而改善
87<

的肝损伤#延缓
87<

的进展)人参皂

苷
4I$f;\

还能降低大鼠
87=

水平#但
4I$

+

;\

对

大鼠
87=

无显著作用#因此#可推测人参皂苷
4I$f

)-('
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;\

混合物保肝作用较强)此外#本研究中观察到人

参皂苷
4I$

+

;\

及
4I$f;\

混合物明显改善
87<

中肝脏组织的病理改变)本研究结果显示#经加药处

理后肝脏中脂肪沉积及炎性反应较前缓解#以此延缓

87<

进展)最后#人参皂苷
4I$

+

;\

及
4I$f;\

混

合物可改善受损线粒体形态及结构)在长期乙醇暴

露过程中#肝细胞内多种细胞器活性均可受其影响#

包括多重水平线粒体损伤+内质网应激产生+蛋白酶

体活性减低+微管功能破坏等多个方面综合作用)这

其中#线粒体被视为乙醇毒性作用的关键靶点之

一&

-

'

)线粒体受损后其病理表现多样#例如!细胞形

态异常#水肿#嵴的数量减少+排列紊乱#以及晶体样

杂质形成#内膜的破坏和溶解#脂滴在周边沉积等&

$)

'

)

本实验中#模型组小鼠肝脏线粒体形态各异#肿胀明

显#线粒体膜融合#基质电子密度下降#嵴断裂或消

失#与上述报道相符)模型组
iDB

+

2DB

+

>HB

均较

对照组增高#提示线粒体结构变化以肿胀或增生为

主#此与电镜下观察结果一致)而加药处理后各组中

上述指标较模型组降低#且数值介于模型组和对照组

之间)由此证实#当发生
87<

时#肝细胞线粒体形态

及结构发生改变+功能受损#而人参皂苷相关成分可

改善上述变化#恢复线粒体功能#从而起到减轻酒精

性肝损伤的作用)

因以上两种人参皂苷成分在天然人参中含量极

少甚至不存在#批量制备成本较高#且工程化生产工

艺不成熟#导致其在临床应用方面受到限制#对其药

理+毒副作用方面的研究尚欠缺)由对人参皂苷其他

单体成分的研究可知#其对神经系统+内分泌系统+消

化系统+肿瘤等各方面均有影响&

$-

'

#在改善肝细胞损

伤+抗肝纤维化方面亦有特殊作用)考虑其可能的作

用机制!$

$

%减少机体脂肪酸合成#抑制肿瘤坏死因子
.

"

$

5>?.

"

%+

37.)

等的产生($

1

%抑制过氧化物酶体增

殖物激活受体
*

$

==84

*

%的表达#从而减轻肝脏炎症

反应($

'

%通过下调血小板衍生生长因子$

=<̂ ?

%及转

化生长因子
.

+

$

$

5̂ ?.

+

$

%的表达抑制肝星状细胞的活

化与增殖延缓肝纤维化的发展等&

$/.$(

'

)通过本研究

进一步证实人参皂苷
4I$

及
;\

可降低肝酶水平+延

缓肝细胞病理改变+减轻肝细胞脂肪变性程度及改善

线粒体结构与功能 #其中又以人参皂苷
;\

作用最为

明显#其次为
4I$.;\

#再次为人参皂苷
4I$

)此结果

可能为今后提取人参皂苷单体成分改善
87<

患者酒

精性肝损伤及临床药物研发提供理论依据)
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ê878

#

78;\>C4;

#

EFHL&C827KL#,#.

KHL

@

MHKF#KE!N#!EL#,E+

!

BH,H

G

EBE,F"JHLK"I"L.MELHFE!L#DEM

!#+EH+E

&

_

'

&_6E

@

HF"L

#

1%$/

#

)(

$

$

%!

$A0.$/$&

&

-

'
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