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健脾醒酒方通过雌激素受体1调控
PI3K/Akt通路改善酒精诱导的肝细胞损伤*

李 堃1，周广泉1，杨 琰1，葛 飞2

（1.海安市中医院，江苏 海安 226000；
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[摘要] 目的：研究健脾醒酒方通过雌激素受体1（ESR1）对磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B（PI3K/Akt）通路的

调控作用，以明确其对酒精诱导肝细胞损伤小鼠的影响及其作用机制。方法:将60只SPF级BALB/c雄性小鼠适应

性饲养1周后随机分为空白组、模型组、健脾醒酒方低剂量组、健脾醒酒方高剂量组、阳性药组1和阳性药组2，每

组10只。除空白组外各组喂养含乙醇去离子水，从第2天至第5天乙醇体积分数分别从1%逐渐增加至4%，第6天

至第13天为5%，第7天开始灌胃0.5 mL 20%乙醇，非酒精喂养组接受等体积去离子水，第8天开始各组小鼠灌胃

相应药物7 d，空白组及模型组灌胃等体积去离子水。末次灌胃后0.5 h，摘眼球取血，处死小鼠解剖取肝脏和胃。

采用气相色谱法测定乙醇含量；赖氏法检测各组小鼠谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）；比色法检测乙醇脱

氢酶（ADH）、乙醛脱氢酶（ALDH）水平；ELISA法检测超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、白细胞介素6（IL-

6)、肿瘤坏死因子-琢（TNF-琢)；Western blotting法检测小鼠肝脏组织中PI3K、Akt、p-PI3K、p-Akt、ESR1、基质金属

蛋白酶-2（MMP-2）表达水平及胃组织中PTPN11表达水平；光学显微镜观察小鼠肝胃组织病理切片。结果:健脾

醒酒方低剂量组、健脾醒酒方高剂量组、阳性药组1小鼠血液乙醇含量均低于模型组（ <0.05）；与模型组小鼠比

较，健脾醒酒方低剂量组、健脾醒酒方高剂量组、阳性药组1小鼠的ADH、ALDH均升高，ALT、AST均降低（ <0.05）；

与模型组小鼠相比，健脾醒酒方低剂量组、健脾醒酒方高剂量组、阳性药组1、阳性药组2的IL-6、TNF-琢、MDA均

降低，SOD均升高（ <0.05）；与模型组小鼠相比，健脾醒酒方低剂量组、健脾醒酒方高剂量组ESR1、MMP-2、PTPN11、

p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt蛋白表达均降低（ <0.05）；肝胃组织病理形态学显示健脾醒酒方高剂量组病理情况明显

改善。结论:健脾醒酒方可能通过ESR1调控的PI3K/Akt信号通路，抑制MMP-2、PTPN11蛋白表达，从而降低血液

乙醇含量，减轻酒精诱导的肝脏、胃黏膜炎症损伤，缓解轻度酒精中毒。
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Jianpi Xingjiu Recipe (健脾醒酒方) Improves Alcohol-Induced Liver Cell

Damage by Regulating the PI3K/Akt Pathway through Estrogen Receptor1

[Abstract] Objective: To study the regulation of Jianpi Xingjiu recipe through estrogen receptor 1 (ESR1)

by phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) pathway to explore its effect on alcohol-induced

liver cell injury in mice and its mechanism of action. Methods: Totally 60 SPF grade BALB/c male mice were

adaptively raised for 1 week and randomly divided into blank group, model group, Jianpi Xingjiu recipe low-dose

group, Jianpi Xingjiu recipe high-dose group, positive drug group 1 and positive drug group 2, 10 rats in each

group. Except for the blank group, each group was fed deionized water containing ethanol. From the 2nd to the

5th day, the ethanol concentration gradually increased from 1% to 4%, and from the 6th to the 13th day, the

ethanol concentration was 5%. Starting from the 7th day, 0.5 mL of 20% ethanol was administered by intragastric
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肝 作 为 酒 精 代 谢 的 主 要 器 官 ， 长 期 饮 酒 会 使 肝 脏 解 毒 代

谢 能 力 下 降 ， 同 时 酒 精 可 对 胃 黏 膜 产 生 刺 激 ， 过 量 饮 酒 可 导

致 胃 溃 疡 出 血 、 酒 精 中 毒 。 酒 精 性 肝 病 （ alcoholic liver disease，

ALD） 是 酒 精 中 毒 的 常 见 并 发 症 ， 由 长 期 饮 酒 超 过 上 限 导 致 ，

统 计 学 研 究 显 示 目 前 全 球 6% 左 右 的 死 亡 原 因 与 酒 精 相 关 [1]。

急 性 酒 精 中 毒 会 导 致 患 者 大 脑 抑 制 功 能 减 弱 、 昏 睡 、 呕 吐 甚

至 死 亡 ， 慢 性 酒 精 中 毒 可 发 展 为 慢 性 肝 病 、 肝 纤 维 化 、 肝 硬 化

甚 至 癌 变 [2]。 西 医 治 疗 ALD以 戒 酒 、 调 整 饮 食 、 盐 酸 纳 诺 酮 等 催

醒 护 胃 药 物 为 主 ， 患 者 难 以 控 制 ， 治 疗 效 果 有 限 [3]， 因 此 寻 找

更 多 醒 酒 护 肝 护 胃 治 疗 方 案 对 促 进 ALD患 者 改 善 预 后 具 有 重

要 意 义 。

中 医 学 针 对 ALD 治 疗 历 史 源 远 流 长 ， 如 《 兰 室 秘 藏 》 中 记

载 的 葛 花 解 酲 汤 ， 具 有 化 酒 祛 湿 、 温 中 和 胃 的 功 效 ， 现 代 研 究

表 明 葛 花 解 酲 汤 可 通 过 抑 制 环 氧 合 酶 -2 通 路 、 改 善 氧 化 应 激

等 发 挥 解 酒 护 肝 的 作 用 [4]。 本 院 名 老 中 医 结 合 临 床 经 验 将 葛

花 解 酲 汤 化 裁 而 成 健 脾 醒 酒 方 ， 对 于 轻 中 度 酒 精 中 毒 收 效 显

著 ， 本 研 究 意 在 为 健 脾 醒 酒 方 临 床 疗 效 提 供 确 切 药 理 学 证 据 。

水 飞 蓟 宾 是 由 中 药 水 飞 蓟 中 提 取 的 活 性 成 分 ， 具 有 抗 炎 保 肝

的 作 用 ， 对 ALD 具 有 一 定 疗 效 [5]。 胃 泰 颗 粒 常 用 于 治 疗 慢 性 胃

炎 ， 具 有 消 炎 止 痛 、 保 护 胃 黏 膜 、 抗 溃 疡 等 作 用 [6]。 因 此 本 研 究

以 水 飞 蓟 宾 、 胃 泰 颗 粒 为 阳 性 药 组 ， 探 讨 健 脾 醒 酒 方 护 肝 护

胃 效 果 。 磷 脂 酰 肌 醇 -3 激 酶 （ phosphatidylinositol 3-kinase ，

PI3K） /蛋 白 激 酶 B（ protein kinase B， Akt） 信 号 通 路 与 炎 症 反

应 、 细 胞 自 噬 密 切 相 关 ， 同 时 是 胃 癌 细 胞 的 重 要 调 控 通 路 ， 既

往 研 究 发 现 荆 防 颗 粒 解 酒 保 肝 机 制 与 雌 激 素 受 体 1（ ESR1） 、 类 质

金 属 蛋 白 酶 （ MMP） 靶 点 、 PI3K/Akt 信 号 通 路 有 关 [7-8] 。 同 时

PTPN11 基 因 编 码 的 酪 氨 酸 磷 酸 酶 的 破 坏 可 通 过 调 节 氧 化 应

激 以 减 轻 乙 醇 在 肝 脏 中 的 副 作 用 [9]。 因 此 ， 本 研 究 基 于 ESR1 、

MMP 、 PTPN11 靶 点 及 PI3K/Akt 信 号 通 路 ， 探 讨 健 脾 醒 酒 方 对

酒 精 诱 导 肝 细 胞 损 伤 小 鼠 的 影 响 及 其 作 用 机 制 。

1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF 级 6 周 龄 雄 性 BALB/c 小 鼠 60 只 ， 体 质 量

（ 35.27依3.45） g。 小 鼠 均 购 自 上 海 南 方 模 式 生 物 科 技 股 份 有 限 公

司 [ 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK（ 沪 ） 2019-0002； 动 物 质 量 合 格

证 号 ： 20190002013206]。 饲 养 于 苏 州 大 学 SPF 级 动 物 房 [ 动 物

使 用 许 可 证 号 ： SYXK（ 苏 ） 2021-0074]， 环 境 温 度 （ 23依3） 益 ， 相

对 湿 度 45%耀65%， 适 应 性 饲 养 1 周 后 进 行 实 验 。 实 验 过 程 完 全

遵 守 《 关 于 善 待 实 验 动 物 的 指 导 性 意 见 》 ， 并 已 获 得 海 安 市 中

医 院 伦 理 委 员 会 的 审 核 批 准 （ 伦 理 批 准 号 ： HZYLL2019-025） 。

1.2 药物与试剂 葛 花 （ 批 号 ： 240424） 、 六 神 曲 （ 批 号 ：

240812） 、 白 术 （ 批 号 ： 240919） 、 白 芍 （ 批 号 ： 240620） 、 砂 仁 （ 批

号 ： 240913） 、 茯 苓 （ 批 号 ： 240724） 、 竹 茹 （ 批 号 ： 240717） 、 葛 根

（ 批 号 ： 240302） 、 菊 花 （ 批 号 ： 241015） 、 黄 芩 （ 批 号 ： 240509） 、

牡 丹 皮 （ 批 号 ： 240729） 、 白 及 （ 批 号 ： 240904） 、 佛 手 （ 批 号 ：

240522） 、 陈 皮 （ 批 号 ： 240816） 和 甘 草 （ 批 号 ： 240813） 均 购 自

南 通 三 越 中 药 饮 品 有 限 公 司 ， 经 苏 州 大 学 药 学 院 刘 江 云 教 授

administration, and the non-alcohol feeding group received an equal volume of deionized water. Starting from

the 8th day, the mice in each group were administered with corresponding drugs for 7 days, and the blank

group and model group were administered with an equal volume of deionized water. The eyeballs were removed

to collect blood 0.5 h after the last gastric administration. The mice were sacrificed and the liver and stomach

were dissected and removed. Gas chromatography was used to determine ethanol content, and Reich's method

was used to detect alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST). Colorimetric method was

used to detect alcohol dehydrogenase (ADH) and aldehyde dehydrogenase (ALDH) levels. Enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) method was used to detect superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA),

interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢). Western blotting method was used to detect the

expression levels of PI3K, Akt, p-PI3K, p-Akt, ESR1 and MMP-2 in liver tissue and the expression level of

PTPN11 in gastric tissue. The pathological sections of mouse liver and stomach tissue were observed with an

optical microscope. Results: The Jianpi Xingjiu recipe low-dose group, Jianpi Xingjiu recipe high-dose group

and positive drug group 1 showed lower blood ethanol contents than model group (P<0.05). Compared with the

model group, ADH and ALDH increased in Jianpi Xingjiu recipe low-dose group, Jianpi Xingjiu recipe high-dose

group and positive drug group 1, while ALT and AST decreased (P<0.05). Compared with the model group, the

IL-6, TNF-琢 and MDA decreased in Jianpi Xingjiu recipe low-dose group, Jianpi Xingjiu recipe high-dose

group, positive drug group 1 and positive drug group 2, while SOD increased (P<0.05). Compared with the

model group, the protein expressions of ESR1, MMP-2, PTPN11, p-PI3K/PI3K, and p-Akt/Akt were reduced

in Jianpi Xingjiu recipe low-dose group and Jianpi Xingjiu recipe high-dose group (P<0.05), and liver and

stomach tissue pathological morphology showed that the pathological conditions were significantly improved in

Jianpi Xingjiu recipe high-dose group. Conclusion：Jianpi Xingjiu recipe may inhibit MMP-2 and PTPN11 protein

expression through the PI3K/Akt signaling pathway regulated by ESR1, thereby reducing blood ethanol content,

alleviating alcohol-induced liver and gastric mucosal inflammatory damage, and alleviating mild alcoholism.

[Keywords] alcoholic liver injury; Jianpi Xingjiu recipe; estrogen receptor1; phosphatidylinositol 3-kinase/

protein kinase B pathway; mice
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鉴 定 为 正 品 。 健 脾 醒 酒 方 组 成 ： 葛 花 30 g ， 焦 六 神 曲 10 g ， 白 术

12 g， 白 芍 20 g， 砂 仁 （ 后 下 ） 6 g， 茯 苓 20 g， 姜 竹 茹 10 g， 葛 根 30 g，

菊 花 12 g， 黄 芩 10 g， 牡 丹 皮 15 g， 白 及 3 g， 佛 手 10 g， 陈 皮 6 g， 甘 草

6 g ， 由 海 安 市 中 医 院 中 药 制 剂 室 纯 水 煎 煮 浓 缩 后 得 到 生 药 质

量 浓 度 1.0 g/mL 的 药 液 ； 无 水 乙 醇 （ 泉 州 Ruixinbio 公 司 ， 批 号 ：

E20230913-RX202414M） ； 谷 草 转 氨 酶 （ alanine aminotrans原

ferase ， ALT） 、 谷 丙 转 氨 酶 （ aspartate aminotransferase ， AST） 、

乙 醇 脱 氢 酶 （ alcohol dehydrogenase ， ADH） 、 乙 醛 脱 氢 酶

（ aldehyde dehydrogenase， ALDH） 、 白 细 胞 介 素 -6（ interleukin-6 ，

IL-6） 、 肿 瘤 坏 死 因 子 -琢（ tumor necrosis factor alpha ， TNF-琢）

试 剂 盒 （ 武 汉 Servicebio 公 司 ， 批 号 ： CR2312073） ； 水 飞 蓟 宾 （ 江

苏 天 士 力 帝 益 药 业 有 限 公 司 ， 批 号 ： H20040336） ； 胃 泰 颗 粒 （ 深

圳 华 润 三 九 医 药 股 份 有 限 公 司 ， 批 号 ： Z44020705） ； 去 离 子

水 （ 武 汉 ABclonal 公 司 ， 批 号 ： 4000000174） ； PI3K、 Akt 、 ESR1 、

MMP-2 、 PTPN11一 抗 、 二 抗 ， 内 参 GAPDH（ 武 汉 Servicebio 公

司 ， 批 号 ： 2A7A3220224） ； 苏 木 精 -伊 红 染 液 （ hematoxylin-eosin

staining ， HE） （ 武 汉 Servicebio 公 司 ， 批 号 ： AC2311261） 。

1.3 主要仪器 D3024R台 式 高 速 冷 冻 离 心 机 （ 北 京 DragonLab

公 司 ） ； AF-630A 气 相 色 谱 仪 （ 北 京 北 分 瑞 利 仪 器 有 限 公 司 ） ；

SVE-2 垂 直 电 泳 仪 （ 武 汉 Servicebio 公 司 ） ； ChemiSciope 6100T

化 学 发 光 仪 （ 上 海 CLINX 公 司 ） ； T18 匀 浆 机 （ 德 国 IKA 公 司 ） ；

UV-2450 紫 外 分 光 光 度 计 （ 日 本 岛 津 公 司 ） ； OLYMPUS 光 学 显

微 镜 （ 北 京 普 瑞 赛 斯 仪 器 有 限 公 司 ） ； ImageLab 凝 胶 分 析 系 统

（ 美 国 BioRad 公 司 ） ； AU5800 全 自 动 生 化 分 析 仪 （ 美 国 贝 克 曼

库 尔 特 股 份 有 限 公 司 ） 。

1.4 分组与造模 60 只 SPF 级 6 周 龄 雄 性 BALB/c 小 鼠 适 应 性

饲 养 1 周 后 ， 采 用 慢 性 酒 精 诱 导 肝 细 胞 损 伤 小 鼠 模 型 ， 随 机 分

为 6 组 ， 每 组 10 只 ， 分 为 空 白 组 、 模 型 组 、 健 脾 醒 酒 方 低 剂 量

组 、 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 、 阳 性 药 组 1 、 阳 性 药 组 2， 每 日 监

测 小 鼠 体 质 量 ， 除 空 白 组 外 其 余 各 组 每 日 喂 养 含 乙 醇 去 离 子

水 0.5 mL ， 2~5 d 间 乙 醇 体 积 分 数 从 1% 增 加 到 4% ， 6~13 d 喂

养 5% 乙 醇 ， 第 7 天 开 始 灌 胃 0.5 mL 20% 乙 醇 ， 非 酒 精 喂 养 组

接 受 等 体 积 去 离 子 水 。

1.5 实验给药 造 模 成 功 后 （ 第 8 天 ） ， 各 组 小 鼠 灌 胃 相 应 药

物 7 d ， 空 白 组 及 模 型 组 灌 胃 等 体 积 去 离 子 水 。 按 临 床 用 药 剂

量 经 动 物 与 人 体 间 的 等 效 剂 量 换 算 公 式 [10]， 健 脾 醒 酒 方 低 剂

量 组 小 鼠 剂 量 为 1.6 g/kg ， 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 小 鼠 剂 量 为

5.2 g/kg 。 健 脾 醒 酒 方 低 剂 量 组 小 鼠 予 健 脾 醒 酒 方 混 悬 液

（ 1.6 g/kg） 灌 胃 ， 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 小 鼠 予 健 脾 醒 酒 方 混

悬 液 （ 5.2 g/kg） 灌 胃 ， 阳 性 药 组 1 小 鼠 予 水 飞 蓟 宾 （ 54.6 mg/kg）

灌 胃 ， 阳 性 药 组 2 小 鼠 予 胃 泰 颗 粒 （ 20.0 mg/kg） 灌 胃 ， 给 药 体 积

为 50 mL/kg ， 1 次 /d ； 模 型 组 和 空 白 组 小 鼠 给 予 等 量 去 离 子 水 ，

50 mL/kg， 1 次 /d 。 末 次 灌 胃 后 0.5 h， 通 过 腹 腔 注 射 戊 巴 比 妥 钠

溶 液 （ 30 mg/kg） 麻 醉 后 摘 眼 球 取 血 ， 通 过 二 氧 化 碳 吸 入 处 死

小 鼠 ， 解 剖 取 肝 脏 和 胃 组 织 ， 以 4% 多 聚 甲 醛 固 定 部 分 肝 脏 及

胃 组 织 ， 留 待 病 理 检 测 ， 其 余 部 分 冻 入 -80 益 冰 箱 ， 备 用 。 小 鼠

血 液 样 本 在 4 益 离 心 机 中 离 心 10 min（ 3 000 r/min， 离 心 半 径

为 8 cm） 后 取 上 层 血 清 备 用 。

1.6 观察指标

1.6.1 血 液 乙 醇 含 量 测 定 量 取 2.540mL无 水 乙 醇 放 置 100mL

容 量 瓶 中 加 超 纯 水 至 刻 度 线 ， 摇 匀 配 置 成 20 mg/mL 混 合 标 准

溶 液 ， 再 分 别 量 取 0.625、 1.250、 2.500、 5.000、 12.500、 25.000 mL

混 合 标 准 溶 液 分 别 放 入 6 个 50 mL 容 量 瓶 加 超 纯 水 至 刻 度 混

匀 ， 配 置 标 准 系 列 溶 液 ， 再 各 量 取 100 滋L 置 于 顶 空 瓶 ， 采 用 气

相 色 谱 法 分 离 测 定 建 立 乙 醇 标 准 曲 线 。 除 空 白 组 外 各 组 分 别

将 小 鼠 血 液 取 出 600 滋L 加 入 0.5 滋L 肝 素 钠 置 于 顶 空 瓶 中 ，

30 min 内 检 测 各 组 乙 醇 含 量 。

1.6.2 肝 组 织 中 ADH、 ALDH、 ALT、 AST 活 性 检 测 称 取 小 鼠

肝 组 织 ， 冰 上 匀 浆 ， 随 后 在 4益离 心 机 中 离 心 15 min（ 4 000 r/min，

离 心 半 径 为 8 cm） 后 取 上 清 液 ， 按 照 检 测 试 剂 盒 说 明 测 定 乙

醇 相 关 酶 ADH、 ALDH、 ALT、 AST 活 性 ， ADH 为 紫 外 比 色 法 ，

ALDH为 比 色 法 ， ALT、 AST为 赖 氏 法 。

1.6.3 肝 组 织 中 超 氧 化 物 歧 化 酶 （ superoxide dismutase， SOD） 、

丙 二 醛 （ malondialdehyde， MDA） 、 血 清 中 IL-6、 TNF-a 活 性 检 测

应 用 全 自 动 生 化 分 析 仪 检 测 肝 组 织 匀 浆 中 SOD、 MDA 活 性 水

平 ， 应 用 ELISA法 测 定 血 清 IL-6、 TNF-a水 平 。

1.6.4 肝 脏 组 织 PI3K、 Akt、 p-PI3K、 p-Akt、 ESR1 、 MMP-2 及

胃 组 织 中 PTPN11 蛋 白 表 达 水 平 取 冻 存 肝 、 胃 组 织 ， 提 取 总

蛋 白 ， BCA 法 检 测 总 蛋 白 浓 度 ， 将 蛋 白 溶 液 的 终 浓 度 配 置 为

2 滋g/mL， 置 于 热 水 中 煮 沸 10 min 后 ， 保 存 在 -20 益 冰 箱 中 ， 取

30 滋g的 蛋 白 样 品 进 行 电 泳 ， 200 V电 压 ， 转 移 蛋 白 样 品 至 PVDF

膜 上 ， 用 5% 脱 脂 奶 粉 封 闭 PVDF 膜 1 h ， 将 一 抗 P13K 、 AKT 、

p-P13K、 p-AKt、 ESR1、 MMP-2（ 1颐1 000） 加 入 到 PVDF膜 上 ， 4 益

孵 育 过 夜 ， 冲 洗 PVDF 膜 后 加 入 二 抗 （ 1颐1 000） ， 室 温 孵 育 2 h，

洗 膜 后 加 入 用 电 化 学 发 光 液 （ ECL） ， 曝 光 显 影 后 用 Image Lab

软 件 分 析 条 带 灰 度 值 ， 以 GAPDH 为 内 参 ， 磷 酸 化 蛋 白 以 对 应

总 蛋 白 为 参 照 ， 计 算 蛋 白 相 对 表 达 量 。

1.6.5 肝 脏 、 胃 组 织 病 理 切 片 的 观 察 小 鼠 肝 胃 组 织 切 成

1 cm伊1 cm伊1 cm 方 块 ， 生 理 盐 水 清 洗 后 以 4% 多 聚 甲 醛 固 定

24 h ， 进 行 脱 水 、 包 埋 制 作 石 蜡 切 片 ， 石 蜡 切 片 脱 蜡 至 水 ， 进 行

HE染 色 ， 脱 水 封 片 后 ， 显 微 镜 观 察 并 拍 照 。

1.7 统计学方法 使 用 SPSS 25.0 统 计 学 软 件 进 行 分 析 。 计

量 资 料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 数 据 满 足 正 态 性 和 方 差

齐 性 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 多 重 比 较 采 用 LSD-t

检 验 。 <0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 各组小鼠血液乙醇含量比较 健 脾 醒 酒 方 低 剂 量 组 、 健

脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 、 阳 性 药 组 1 小 鼠 血 液 乙 醇 含 量 均 低 于 模

型 组 （ <0.05） 。 （ 见 表 1）

表 1 各组小鼠血液乙醇含量比较 （x依s）

组 别 n 血 液 乙 醇 含 量 /（ mg/mL）

模 型 组 10 5.02依1.37

健 脾 醒 酒 方 低 剂 量 组 10 3.84依1.05a

健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 10 3.36依0.83a

阳 性 药 组 1 10 3.23依0.75a

阳 性 药 组 2 10 4.68依1.14

5.713

0.001

注：与模型组比较，a <0.05。

2.2 各组小鼠肝组织中ADH、ALDH、ALT、AST比较 与 空 白 组

比 较 ， 模 型 组 小 鼠 肝 组 织 中 ADH 、 ALDH 降 低 ， ALT 、 AST 升 高
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（ <0.05） ； 与 模 型 组 比 较 ， 健 脾 醒 酒 方 低 剂 量 组 、 健 脾 醒 酒 方

高 剂 量 组 、 阳 性 药 组 1小 鼠 肝 组 织 中 ADH、 ALDH均 升 高 ， ALT、

AST均 降 低 （ <0.05） 。 （ 见 表 2）

表 2 各组小鼠肝组织中 ADH、ALDH、ALT、AST比较（x依s）

组 别 n ADH/（ U/mg） ALDH/（ U/mg） ALT/（ U/L） AST/（ U/L）

空 白 组 10 135.68依10.31 157.19依10.75 25.42依5.94 30.43依6.03

模 型 组 10 70.65依8.83a 42.68依6.34a 51.27依7.83a 47.89依6.98a

健 脾 醒 酒 方 低 剂 量 组 10 80.19依8.92b 76.15依8.17b 37.78依7.25b 39.15依7.43b

健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 10 89.84依9.18b 108.64依10.34b 30.12依5.18b 32.58依6.17b

阳 性 药 组 1 10 90.16依9.23b 115.74依10.39b 28.14依6.51b 31.43依6.59b

阳 性 药 组 2 10 76.78依8.36 46.54依7.22 45.76依7.36 43.67依7.14

65.137 241.132 23.726 11.219

0.000 0.000 0.000 0.000

注：与空白组比较，a <0.05；与模型组比较，b <0.05。

2.3 各组小鼠血清IL-6、TNF-琢及肝组织SOD、MDA水平比

较 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 小 鼠 血 清 IL-6 、 TNF-琢 及 肝 组 织

MDA水 平 升 高 ， SOD水 平 降 低 ； 与 模 型 组 比 较 ， 健 脾 醒 酒 方 低

剂 量 组 、 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 、 阳 性 药 组 1、 阳 性 药 组 2 小 鼠 血

清 IL-6、 TNF-琢 及 肝 组 织 MDA 水 平 均 降 低 ， SOD 水 平 均 升 高 。

（ 见 表 3）

表 3 各组小鼠血清 IL-6、TNF-琢及肝组织 SOD、MDA

水平比较 （x依s）

组 别 n IL-6/（ pg/mL） TNF-琢/（ pg/mL） SOD（ U/mg） MDA/（ nmol/mg）

空 白 组 10 92.16依17.08 80.19依14.35 892.09依154.72 0.98依0.09

模 型 组 10 164.62依28.57a 159.73依25.84a 550.83依41.09a 1.73依0.35b

健 脾 醒 酒 方 低 剂 量 组 10 140.45依21.16b 138.56依17.93b 597.87依43.45b 1.36依0.28b

健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 10 113.27依19.58b 108.73依18.96b 685.29依58.68b 1.07依0.13b

阳 性 药 组 1 10 125.56依23.05b 134.38依20.53b 637.39依55.26b 1.28依0.15b

阳 性 药 组 2 10 132.51依24.13b 125.65依21.78b 612.75依44.18b 1.34依0.10b

11.886 18.363 25.353 14.359

0.000 0.000 0.000 0.000

注：与空白组比较，a <0.05；与模型组比较，b <0.05。

2.4 各组小鼠肝组织PI3K、Akt、p-PI3K、p-Akt、ESR1、MMP-2

及胃组织中PTPN11表达水平比较 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 小

鼠 肝 组 织 ESR1 、 MMP-2、 p-PI3K、 p-Akt 及 胃 组 织 中 PTPN11 蛋

白 表 达 均 升 高 （ <0.05） ； 与 模 型 组 比 较 ， 健 脾 醒 酒 方 低 剂 量

组 、 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 小 鼠 肝 组 织 ESR1 、 MMP-2 、 p-PI3K 、

p-Akt 及 胃 组 织 中 PTPN11 蛋 白 表 达 均 降 低 （ <0.05） 。 （ 见 表 4、

图 1）

表 4 各组小鼠肝脏组织 PI3K、Akt、p-PI3K、p-Akt、ESR1、

MMP及胃组织中 PTPN11蛋白表达水平比较 （x依s）

组 别 n ESR1 MMP-2 PTPN11 p-PI3K/PI3K p-Akt/Akt

空 白 组 10 0.12依0.03 0.13依0.02 0.09依0.02 0.15依0.04 0.20依0.03

模 型 组 10 0.65依0.08a 0.71依0.07a 0.85依0.09a 0.73依0.05a 0.91依0.05a

健 脾 醒 酒 方 低 剂 量 组 10 0.41依0.06b 0.55依0.09b 0.38依0.07b 0.36依0.05b 0.43依0.06b

健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 10 0.24依0.05b 0.27依0.08b 0.22依0.05b 0.22依0.02b 0.31依0.04b

阳 性 药 组 1 10 0.58依0.07 0.36依0.06b 0.55依0.09b 0.29依0.05b 0.37依0.02b

阳 性 药 组 2 10 0.59依0.06 0.65依0.08 0.73依0.08b 0.68依0.09 0.85依0.08

125.525 104.839 171.079 207.648 341.052

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

注：与空白组比较，a <0.05；与模型组比较，b <0.05。

注：A.空白组；B.模型组；C.健脾醒酒方低剂量组；D.健脾

醒酒方高剂量组；E.阳性药组1；F.阳性药组2。

图 1 6组小鼠肝脏组织 PI3K/Akt通路、ESR1、MMP-2及胃

组织 PTPN11蛋白印迹图

2.5 各组小鼠肝脏、胃组织病理形态学改变 空 白 组 小 鼠 肝

组 织 结 构 完 整 ， 肝 小 叶 轮 廓 清 晰 ， 肝 索 排 列 整 齐 ， 肝 细 胞 无 明

显 变 性 坏 死 ， 无 炎 症 细 胞 浸 润 及 纤 维 组 织 增 生 。 模 型 组 小 鼠

脂 肪 小 滴 积 累 ， 出 现 脂 肪 空 泡 ； 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 、 阳 性 药

组 1 肝 细 胞 饱 满 圆 润 ， 未 见 明 显 炎 症 细 胞 浸 润 ， 低 剂 量 组 小 鼠

肝 细 胞 细 胞 质 略 疏 松 。 （ 见 图 2） 空 白 组 小 鼠 胃 黏 膜 结 构 正 常 ，

未 见 充 血 及 炎 症 细 胞 浸 润 ， 黏 膜 上 皮 腺 细 胞 均 正 常 ； 模 型 组

小 鼠 胃 黏 膜 下 层 充 血 ， 黏 膜 上 皮 细 胞 近 胃 腔 端 腺 上 皮 脱 落 ； 健

脾 醒 酒 方 低 剂 量 、 高 剂 量 组 小 鼠 胃 黏 膜 各 层 结 构 正 常 ， 低 剂

量 组 小 鼠 近 胃 腔 端 出 现 轻 度 脱 落 ， 高 剂 量 组 小 鼠 未 见 充 血 、 腺

上 皮 脱 落 ； 阳 性 药 组 1 小 鼠 胃 黏 膜 轻 度 充 血 ， 近 胃 腔 端 腺 上 皮

细 胞 轻 度 脱 落 ； 阳 性 药 组 2 小 鼠 未 见 明 显 异 常 。 （ 见 图 3）

注：A.空白组；B.模型组；C.健脾醒酒方低剂量组；D.健脾

醒酒方高剂量组；E.阳性药组1；F.阳性药组2。

图 2 健脾醒酒方对小鼠酒精性肝损伤后肝脏组织病理学影响

注：A.空白组；B.模型组；C.健脾醒酒方低剂量组；D.健

脾醒酒方高剂量组；E.阳性药组1；F.阳性药组2。

图 3 健脾醒酒方对小鼠酒精性肝损伤后胃组织病理学影响
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3 讨 论

世 界 卫 生 组 织 调 查 显 示 过 量 饮 酒 导 致 的 ALD 患 病 率 为

4%， 病 死 率 则 为 3.2% ， 严 重 危 害 人 体 健 康 [11]。 大 量 饮 酒 易 造 成

急 性 酒 精 中 毒 、 肝 脏 脂 肪 变 性 ， 导 致 酒 精 性 脂 肪 肝 向 酒 精 性

肝 炎 转 变 ， 同 时 因 乙 醇 消 耗 内 源 性 抗 氧 化 剂 导 致 肝 脏 氧 化 应

激 反 应 ， 造 成 肝 细 胞 损 伤 [12]。 研 究 认 为 ESR1 过 度 表 达 与 肝 脏

脂 肪 堆 积 有 关 ， 而 肝 脏 脂 肪 堆 积 过 多 会 引 发 氧 化 应 激 反 应 ，

损 伤 肝 细 胞 的 同 时 激 活 炎 症 反 应 ， 形 成 慢 性 炎 症 状 态 ， P13K/

Akt信 号 通 路 传 导 是 氧 化 应 激 的 重 要 通 路 之 一 ， 在 多 种 肝 脏 疾

病 中 发 挥 关 键 作 用 [13]。 研 究 表 明 PTPN11 是 编 码 酪 氨 酸 磷 酸 酶

的 原 癌 基 因 ， 相 关 磷 酸 酶 活 性 与 细 胞 活 性 调 节 相 关 ， 同 时 蛋

白 酪 氨 酸 磷 酸 酶 2 参 与 P13K 通 路 的 激 活 和 信 号 传 导 [14]。 葛 花

解 酲 汤 因 其 具 有 不 良 反 应 较 少 、 疗 效 显 著 等 优 势 ， 本 院 名 老

中 医 结 合 临 床 经 验 将 其 化 裁 为 健 脾 醒 酒 方 ， 临 床 应 用 于 轻 中

度 酒 精 中 毒 收 效 显 著 。 网 络 药 理 学 研 究 显 示 ALD 核 心 靶 点 为

ESR1 ， 葛 花 、 枳 椇 子 可 直 接 干 预 PI3K/Akt 、 TNF-琢 信 号 通 路

发 挥 抗 肝 纤 维 化 、 肝 硬 化 作 用 ， 同 时 破 坏 蛋 白 酪 氨 酸 磷 酸

酶 1B 可 减 轻 酒 精 诱 导 ALD 模 型 小 鼠 的 肝 损 伤 、 炎 症 及 脂 肪 变

性 [15-16]。 基 于 此 ， 本 研 究 意 在 研 究 健 脾 醒 酒 方 通 过 ESR1 调 控

PI3K/Akt 通 路 ， 探 讨 其 对 酒 精 诱 导 肝 细 胞 损 伤 小 鼠 的 影 响 及

其 作 用 机 制 。

中 医 学 根 据 ALD的 临 床 症 状 将 其 归 属 为 “ 酒 癖 ”“ 酒 疸 ” 等

范 畴 ， 患 者 若 长 期 嗜 酒 无 度 、 饮 食 不 节 损 伤 脾 胃 ， 运 化 失 职 ，

湿 浊 内 生 ， 郁 而 化 热 ， 湿 热 酒 毒 之 邪 蕴 阻 中 焦 ， 壅 滞 气 机 ， 水

谷 精 微 失 于 输 布 ， 肝 疏 泄 功 能 失 常 ， 肝 气 郁 滞 发 为 胸 胁 脘 腹

胀 满 疼 痛 、 呕 恶 吐 酸 等 症 状 ， 治 疗 宜 以 调 和 肝 脾 、 解 酒 祛 毒 化

湿 为 主 。 健 脾 醒 酒 方 方 中 以 葛 花 为 君 药 ， 醒 酒 健 脾 ， 臣 以 焦 神

六 曲 消 食 和 胃 ， 白 术 健 脾 燥 湿 ， 白 芍 柔 肝 养 肝 ， 砂 仁 开 胃 醒

脾 ， 茯 苓 利 水 渗 湿 ， 佐 以 竹 茹 化 痰 止 呕 ， 葛 根 生 津 止 渴 ， 菊 花 、

黄 芩 、 牡 丹 皮 清 热 解 毒 ， 白 及 护 胃 生 津 ， 佛 手 和 胃 止 痛 ， 陈 皮

理 气 化 痰 ， 使 以 甘 草 调 和 诸 药 ， 共 同 发 挥 清 热 解 酒 祛 湿 、 健 脾

护 肝 、 消 食 和 胃 的 功 效 。 乙 醇 经 肝 脏 进 行 代 谢 降 解 ， 通 过 ADH

将 乙 醇 代 谢 为 乙 醛 ， 经 ALDH 形 成 乙 酸 后 排 出 体 外 [17]。 本 实 验

结 果 发 现 健 脾 醒 酒 方 低 剂 量 组 、 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 、 阳 性

药 组 1 小 鼠 血 液 乙 醇 含 量 均 低 于 模 型 组 ， 且 健 脾 醒 酒 方 低 剂

量 组 、 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 、 阳 性 药 组 1 小 鼠 肝 组 织 中 ADH、

ALDH均 升 高 ， 表 明 健 脾 醒 酒 方 与 水 飞 蓟 宾 均 具 有 解 酒 作 用 。

分 析 其 中 原 因 ， 健 脾 醒 酒 方 中 重 用 葛 花 为 君 ， 其 提 取 物 异 黄

酮 复 配 对 ADH激 活 率 高 达 175.38%， 解 酒 效 果 显 著 [18]。

当 肝 细 胞 受 到 酒 精 损 害 ， ALT、 AST 分 散 到 血 液 中 呈 现 异

常 升 高 水 平 ， 可 反 映 肝 损 伤 情 况 ， SOD作 为 清 除 氧 化 自 由 基 酶

类 ， 其 活 性 降 低 导 致 自 由 基 蓄 积 诱 导 肝 细 胞 损 伤 ， MDA可 与 酶

和 蛋 白 质 交 联 ， 可 反 应 氧 化 应 激 对 肝 脏 的 损 伤 程 度 [19]。 同 时 酒

精 会 损 伤 肠 道 黏 膜 导 致 肠 道 内 有 毒 物 质 进 入 肝 脏 ， 诱 导 细 胞

活 化 释 放 炎 症 因 子 如 IL-6 、 TNF-琢引 发 肝 脏 炎 症 ， 加 剧 酒 精 性

肝 细 胞 损 伤 进 展 [20]。 本 实 验 结 果 显 示 与 模 型 组 比 较 ， 健 脾 醒 酒

方 低 剂 量 组 、 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 、 阳 性 药 组 1 小 鼠 肝 组 织 中

ALT、 AST 均 降 低 ， 健 脾 醒 酒 方 低 剂 量 组 、 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 、

阳 性 药 组 1 、 阳 性 药 组 2 小 鼠 血 清 IL-6 、 TNF-琢 及 肝 组 织 MDA

均 降 低 ， SOD 均 升 高 ， 与 吴 洁 等 [21] 发 现 水 飞 蓟 宾 可 缩 短 ALD

模 型 小 鼠 醉 酒 期 ， 降 低 ALT 、 AST 含 量 ， 魏 晴 等 [22] 发 现 胃 泰 颗

粒 可 降 低 胃 溃 疡 模 型 小 鼠 MDA、 TNF-琢， 升 高 SOD等 结 果 相 符 。

本 次 研 究 表 明 健 脾 醒 酒 方 可 通 过 提 高 抗 氧 化 酶 SOD 活 性 、 降

低 MDA 水 平 抵 御 氧 化 应 激 损 伤 ， 调 控 炎 症 因 子 活 化 从 而 缓 解

酒 精 性 肝 损 伤 。 其 原 因 可 能 与 陈 皮 中 陈 皮 苷 可 调 控 凋 亡 基 因

表 达 ， 葛 根 中 异 黄 酮 类 化 合 物 通 过 抗 氧 化 、 抗 炎 等 作 用 减 轻 酒

精 引 发 的 急 性 肝 损 伤 [23]有 关 。 本 研 究 发 现 与 模 型 组 相 比 ， 健 脾

醒 酒 方 低 剂 量 组 、 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量 组 ESR1、 MMP-2、 PTPN11 、

p-PI3K、 p-Akt 蛋 白 表 达 均 降 低 。 ESR1、 MMP-2 、 PTPN11 在 肿

瘤 细 胞 分 化 侵 袭 中 发 挥 重 要 作 用 ， MMP-2 同 时 发 挥 促 纤 维 化

作 用 ， 本 研 究 结 果 与 KONERU M等 [24]学 者 的 研 究 结 论 相 近 ， 提

示 健 脾 醒 酒 方 可 能 通 过 ESR1 调 控 P13K/Akt 信 号 通 路 ， 抑 制

PTPN11、 MMP-2 蛋 白 活 性 从 而 发 挥 抑 制 肝 纤 维 化 、 调 控 肝 细

胞 分 化 等 作 用 。 肝 胃 组 织 病 理 形 态 学 显 示 健 脾 醒 酒 方 高 剂 量

组 病 理 情 况 明 显 改 善 ， 进 一 步 佐 证 了 健 脾 醒 酒 方 治 疗 ALD 的

效 果 ， 表 明 健 脾 醒 酒 方 治 疗 酒 精 性 肝 损 伤 具 有 一 定 剂 量 - 效

应 关 系 ， 解 酒 护 肝 护 胃 效 果 较 好 ， 其 原 因 可 能 与 茯 苓 、 菊 花 中

所 富 含 的 玉 米 黄 质 通 过 调 控 MMP 类 、 PI3K/Akt 基 因 表 达 以 减

少 胃 黏 膜 、 肝 细 胞 损 伤 及 炎 症 细 胞 浸 润 [25]有 关 。 然 而 ， 健 脾 醒

酒 方 的 药 理 学 成 分 尚 不 清 晰 ， 仍 需 进 一 步 开 展 基 础 实 验 ， 从

氧 化 应 激 、 炎 症 反 应 及 抑 制 纤 维 化 等 作 为 切 入 点 着 手 开 展 深

入 研 究 。

综 上 所 述 ， 健 脾 醒 酒 方 可 通 过 降 低 血 液 乙 醇 含 量 ， 减 轻

酒 精 诱 导 的 肝 脏 、 胃 黏 膜 炎 症 损 伤 ， 缓 解 轻 度 酒 精 中 毒 症 状 。

其 机 制 可 能 在 于 健 脾 醒 酒 方 通 过 ESR1 调 控 PI3K/Akt 信 号 通

路 相 关 蛋 白 分 子 的 表 达 ， 抑 制 PTPN11 、 MMP-2 蛋 白 活 性 ， 调

节 ADH 、 ALDH 乙 醇 代 谢 酶 ， 减 少 IL-6 、 TNF-琢 、 MDA 分 泌 ， 而

改 善 肝 细 胞 纤 维 化 、 氧 化 应 激 、 炎 症 浸 润 损 伤 。
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