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鳖甲寡肽ＩＣＦ６抗酒精诱导小鼠急性
肝损伤活性研究
徐士勋　 王咪娜　 林锦旋　 程亚涛　 王艳慧　 绪扩　 张宇忠　 雷海民

【摘要】　 目的　 探讨鳖甲寡肽ＩＣＦ６对６０％酒精诱发的小鼠急性肝损伤的保护作用。方法
将４８只ＩＣＲ小鼠随机分为正常对照组、模型组、寡肽低剂量组（０． １２ ｍｇ·ｋｇ －１）、寡肽高剂量组（０ ２４
ｍｇ·ｋｇ －１）、阳性药组（２４０ ｍｇ·ｋｇ －１）。正常对照组和模型组均皮下注射生理盐水（０ １２ ｍｌ·ｋｇ －１）；寡肽
低剂量组和寡肽高剂量组分别皮下注射寡肽的生理盐水溶液（０ １２ ｍｌ·ｋｇ －１）；阳性药组灌胃还原
型谷胱甘肽生理盐水溶液（０ １２ ｍｌ·ｋｇ － １），每天１次，连续３０天。３０天后，除正常对照组外，其余
组均灌胃６０％乙醇３次（１０小时／次）（０ １２ ｍｌ·ｋｇ － １），末次给酒精１２小时后处死小鼠采集血液
样品和肝组织样品，测定血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷草转氨酶（ＡＳＴ）、肝组织超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）活力、丙二醛含量（ＭＤＡ），并进行病理组织学检查。结果　 鳖甲寡肽ＩＣＦ６使灌胃酒精
后小鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ含量和肝匀浆ＭＤＡ含量显著降低（Ｐ ＜ ０ ０５），肝匀浆ＳＯＤ活力显著升高
（Ｐ ＜ ０ ０５），肝脏病理损伤减轻。结论　 鳖甲寡肽ＩＣＦ６对小鼠急性酒精性肝损伤具有一定的
预防保护作用。
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　 　 目前酒精滥用已经成为世界性的危害，长期大
量饮酒对肝脏有直接毒害作用，从而引发酒精性肝
病（ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＬＤ）。在中国ＡＬＤ发病
率呈逐年上升趋势，已经严重威胁了人民健康［１］，
酒精性肝病已成为仅次于病毒性肝炎的第二大
肝病［２］。

近年来中医中药防治酒精性肝病的临床和实
验研究已有报道［３］，鳖甲作为一味常用的保肝、护
肝良药［４６］，本课题组从醋炙鳖甲中分离获得寡肽Ｉ
ＣＦ６，通过药理研究证实该物质对ＣＣｌ４ 诱导的急
性肝损伤具有防护作用，初步推断其机理可能与提
升肝脏内抗氧化酶谷胱甘肽还原酶及谷胱甘肽过
氧化物酶与超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）活性有关［７８］。临床和实验研究报道，鳖甲对
酒精引起的肝病也具有一定临床应用［９１０］，因此本
实验探讨了其对小鼠急性酒精性肝损伤的作用。

本实验采用预先注射给药３０天后以６０％酒精
灌胃３次诱导建立小鼠急性肝损伤模型，考察各实
验组血清谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）
酶含量及肝脏ＳＯＤ活力、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）含量及肝组织病理学检查，观察并分析评价
鳖甲寡肽化合物ＩＣＦ６防治酒精致小鼠急性肝损
伤效果，深入研究了该化合物的肝保护作用，为寡
肽ＩＣＦ６用于临床防治酒精性肝病提供一定的实
验依据。
!

　 材料与方法
１ １　 动物

健康雄性ＩＣＲ小鼠１８ ～ ２０ ｇ，北京中医药大学
实验动物中心提供，实验动物生产许可证ＳＣＸＫ
（京）２０１２０００１。
１ ２　 药物和试剂

鳖甲寡肽ＩＣＦ６（序列：ＧＡＧＰＨＧＧ，纯度大
于９８％），实验室从醋炙鳖甲中分离纯化确证结
构，委托上海科肽生物科技有限公司合成。乙醇，
生理盐水，双蒸水。ＡＬＴ试剂盒、ＡＳＴ试剂盒、ＳＯＤ
试剂盒、ＭＤＡ试剂盒，均购自南京建成生物工程研
究所，其它试剂均为国产分析纯，均购自北京化

工厂。
１ ３　 仪器

万分之一分析天平（上海分析仪器厂）；ＴＤＬ５
Ａ ＣＥＮＴＲＺＦＵＧＥ高速离心机（飞鸽牌）；ＤＫ９８Ｉ型
恒温水浴锅；注射器（常州悦康医疗器械有限公
司）；ＲＭ２０１５组织切片机（Ｌｅｉｃａｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ Ｌｔｄ． ）；
Ｎｉｋｏｎ ＥＣＬＩＰＳＥ９０ｉ显微镜。
１ ４　 动物分组

雄性ＩＣＲ小鼠４８只，体重（１８ ± ２）ｇ，随机分为
５组：正常对照组８只，模型组１０只，寡肽低剂量、
寡肽高剂量组各１０只，阳性药组１０只，实验过程中
无动物死亡。
１ ５　 给药与造模

动物适应饲养１周后，正常对照组和模型组均按
０ １２ ｍｌ·ｋｇ －１剂量皮下注射生理盐水，每天１次；寡肽
低剂量组和寡肽高剂量组分别以０ ３２ ｍｇ·ｋｇ －１和
０ ６４ ｍｇ·ｋｇ －１浓度，按０ １２ ｍｌ·ｋｇ －１剂量皮下注射
寡肽的生理盐水溶液；阳性药组以２４０ ００ ｍｇ·ｋｇ －１
浓度按０ １２ ｍｌ·ｋｇ －１剂量灌胃还原型谷胱甘肽，连
续３０天。３０天后，除正常对照组以０ １２ ｍｌ·ｋｇ －１
剂量灌胃生理盐水外，其余组均以０ １２ ｍｌ·ｋｇ －１剂
量灌胃６０％乙醇３次（１０小时／次）。
１ ６　 取材

第３０天给药结束后，连续３次灌胃６０％酒精
后（１０小时／次），最后一次禁食不禁水１２小时，小
鼠摘取眼球取血后，分离血清，－ ２０ ℃保存待检；小
鼠取血处死后，打开腹腔，观察肝脏色质形态等情
况，从肝右叶切取１ ０ ｃｍ ×０ ８ ｃｍ ×０ ３ ｃｍ大小肝
组织一块做苏木精—伊红染色，取肝左叶１ ０ ｇ，制
备１０％的肝匀浆待检。
１ ７　 观测指标

小鼠行为学状态：小鼠饮食量、毛发光泽、体
重、粪便状态、醉酒状态。

小鼠肝体指数：称量小鼠体重及肝重，记录后
以肝脏质量除以体重，得到小鼠的肝体指数。

血清ＡＬＴ、ＡＳＴ测定：按试剂盒说明书步骤操作
检测血清ＡＬＴ，ＡＳＴ活性。

肝组织ＭＤＡ、ＳＯＤ的测定：按试剂盒说明书步
骤操作检测肝脏ＭＤＡ，ＳＯＤ水平。
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１ ８　 统计学处理
采用ＳＰＰＳＳ １７ ０统计软件，计量指标用ｘ ± ｓ

表示。两组之间的比较采用双尾独立样本ｔ检验；
组间差异用单因素重复测量方差分析（Ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）；参数之间的相关性采用相关分析。以Ｐ
＜０ ０５为差异有统计学意义。
"

　 结果
２ １　 小鼠体重及外观行为变化

模型组小鼠毛质粗糙，厌食，精神萎靡，动作迟
缓，体重明显减轻，解剖肝脏花斑样改变，苍白、质
硬，有的有腹腔积液；给药组有所改善。实验过程
中，模型组小鼠无死亡现象。
２ ２　 小鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ比较

与正常对照组相比，模型组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ的活
性含量明显升高（Ｐ ＜ ０ ０５）；与模型组相比，寡肽组
和阳性药组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ含量明显降低（Ｐ ＜
０ ０５）；与寡肽组相比，阳性药组血清ＡＬＴ、ＡＳＴ的含
量无明显差异（Ｐ ＞０ ０５）。见表１。

表１　 寡肽ＩＣＦ６对酒精所致急性肝损
伤小鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ的影响（ｘ ± ｓ）

组别 ｎ
给药浓度
（ｍｇ·ｋｇ －１） ＡＬＴ（Ｕ·Ｌ －１） ＡＳＴ（Ｕ·Ｌ －１）

正常对照组８ － ２０ ８１ ± ０ ５８ ４１ ６５ ± ２ ５９

模型组 １０ － ２９ ３０ ± １ ２０ａ ５９ ７１ ± ７ ９８ａ

寡肽低剂量组１０ ０ ３２ ２４ １５ ± ０ ９５ｂ ４９ ７２ ± ７ ５３ｂ

寡肽高剂量组１０ ０ ６４ ２３ ８２ ± ３ ０９ｂ ４４ ２４ ± ５ ４１ｂ

阳性药组 １０ ２４０ ００ ２１ ２１ ± ０ ８８ｃ ４２ ０７ ± ２ ５２ｃ

注：与正常对照组比较，ａＰ ＜ ０ ０５；与模型组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５；与模型
组相比，ｃＰ ＜ ０ ０５。

２ ３　 小鼠肝脏肝体指数、ＳＯＤ、ＭＤＡ比较
与正常对照组相比，模型组肝匀浆ＳＯＤ活力显

著降低、ＭＤＡ含量明显升高（Ｐ ＜ ０ ０５）；与模型组

相比，寡肽组和阳性药组肝匀浆ＳＯＤ活力显著升
高、ＭＤＡ含量明显降低（Ｐ ＜ ０ ０５）；与寡肽组相比，
阳性药组肝匀浆ＳＯＤ活力显著升高、ＭＤＡ含量明
显降低（Ｐ ＜０ ０５）；见表２。
２ ４　 小鼠肝组织病理学检查

ＨＥ染色后，电镜下观察，正常对照组对照肝细
胞核深染，胞浆较大，胞质均匀（Ａ）。模型组肝细胞
中央静脉周围存在碎片状肝细胞坏死，部分肝细胞
核溶解消失，有充血现象（Ｂ）。寡肽低剂量组肝细
胞水肿范围较大，出现肝细胞空泡（Ｃ）。寡肽高剂
量组肝细胞水肿较轻（Ｄ）。阳性药组肝部分肝细胞
侵润，肝细胞正常范围多（Ｅ）。见图１。

Ａ Ｂ

Ｃ Ｄ

Ｅ

Ａ　 正常对照组；Ｂ　 模型组；Ｃ　 寡肽低剂量组（０ ３２ ｍｇ·ｋｇ －１）；
Ｄ　 寡肽高剂量组（０ ６４ ｍｇ·ｋｇ －１）；Ｅ　 阳性药组（２４０ ｍｇ·ｋｇ －１）

图１　 小鼠肝组织病理学检查（ＨＥ染色× ４００）

表２　 寡肽ＩＣＦ６对酒精所致急性肝损伤小鼠肝匀浆ＳＯＤ、ＭＤＡ及肝体指数的影响（ｘ ± ｓ）
组别 ｎ 给药浓度（ｍｇ·ｋｇ －１） ＳＯＤ（Ｕ·ｍｌ －１） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ·ｍｌ －１） 肝体指数

正常对照组 ８ － ６０ ４４ ± ５ ４４ １ ８２ ± ０ ２９ ０ ０５０ ± ０ ００３３

模型组 １０ － ４５ ３７ ± ８ ５５ａ ４ ５４ ± １ ４８ａ ０ ０５９ ± ０ ００３４

寡肽低剂量组 １０ ０ ３２ ５７ ５９ ± ２ ５８ｂ ２ ０５ ± ０ ３５ｂ ０ ０５２ ± ０ ００３８

寡肽高剂量组 １０ ０ ６４ ５４ ９４ ± ３ ５５ｂ １ ９１ ± ０ ５８ｂ ０ ０５０ ± ０ ００３７

阳性药组 １０ ２４０ ００ 　 ５８ ０１ ± １４ ９５ｃ 　 ２ ０１ ± ０ ２２ｃ ０ ０４９ ± ０ ００２９

注：与正常对照组比较，ａＰ ＜ ０ ０５；与模型组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５；与模型组相比，ｃＰ ＜ ０ ０５。
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#

　 讨论
酒精吸收入血后，９０％以上主要在肝脏代谢，其

肝损伤机制主要有乙醇的直接毒性、乙醇氧化成乙
醛导致的化学性损伤、氧应激和脂质过氧化等，可
损害肝脏各种细胞器和酶的结构功能［１１］。

ＡＬＴ和ＡＳＴ是用于诊断肝实质损害的主要酶
类，是肝损伤的主要指标，当肝细胞被破坏、细胞膜
通透性增高及线粒体损伤时，ＡＬＴ和ＡＳＴ被释放到
血液中，使之明显升高［１２］；自由基引起的氧化损伤
被认为是酒精性肝损伤的重要病理机制［１３］，它可以
激活氧分子产生氧自由基导致肝细胞膜的脂质过
氧化［１４１５］，其中ＳＯＤ对机体的氧化与抗氧化平衡起
着重要的作用，它能清除超氧阴离子自由基，保护
细胞免受损伤［１６］；ＭＤＡ是脂质过氧化反应的终产
物，它既能反映机体内氧化反应，也能作为机体损
伤的损害因子［１７］。

还原型谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）是由谷氨
酸、半胱氨酸及甘氨酸组成的一种三肽，能参与体
内氧化还原过程，和过氧化物及自由基本结合对抗
氧化剂对巯基的破坏，保护细胞膜中含巯基的蛋白
质和含巯基酶不被破坏，同时还可对抗自由基对重
要脏器的损害，临床上常应用于肝脏疾病［１８］。

由实验结果可以发现模型组的肝体指数最大，
可能是酒精对肝组织造成了影响，使肝脏肿胀、膨
大，造成了一定的肝损伤；由血清指标及肝脏指标
的统计比较可见，模型组小鼠血清指标ＡＬＴ、ＡＳＴ及
肝脏ＭＤＡ较正常对照组有显著升高，肝脏ＳＯＤ活力
明显降低；而给予寡肽药物的两个剂量组肝功能指标
均有不同程度的改善，其中寡肽高剂量组在对ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＭＤＡ的抑制作用方面和ＳＯＤ活力升高方面尤
其明显，阳性药组则优于寡肽组。肝组织ＨＥ染色后
的形态学观察亦说明，寡肽ＩＣＦ６可改善酒精导致
的急性肝损伤；由此说明鳖甲寡肽ＩＣＦ６对酒精诱
导的小鼠急性肝损伤有较好的预防保护作用。

由鳖甲寡肽ＩＣＦ６可以升高肝脏ＳＯＤ酶活力
和降低ＭＤＡ含量可以说明其酒精性肝损伤保护机
制可能是通过抗自由基及脂质过氧化而实现，但仍
需进一步实验证实。

本实验所用药物鳖甲寡肽ＩＣＦ６是一种由７
个Ｌ氨基酸组成的具有全新结构的小肽化合物，其
分子量小于１０００，与蛋白质相比，小分子肽的抗原
性小，不易引起过敏反应，而且还具有很好的溶解

性，在体内吸收快、利用率高，因此更有利于发挥药
效。以上研究表明，鳖甲寡肽化合物ＩＣＦ６在防
治酒精诱导形成的小鼠急性肝损伤方面有着较为
显著作用，具有保护肝细胞作用，为后续先导化合
物的开发和研究奠定基础，为后期临床研究提供一
定的参考依据。
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中的应用）［Ｍ］．北京：科学出版社，１９９９：２００２０５．
［１７］　 Ｍａｓａｌｋａｒ ＰＤ，Ａｂｈａｎｇ ＳＡ． Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｓｔａｔｕｓ

ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］． Ｃｌｉｎ ＣｈｉｍＡｃｔａ，２００５，
３５５（１２）：６１６５．

［１８］　 袁平戈，张大志．还原型谷胱甘肽的作用机制及临床应用
［Ｊ］．药品评价，２００６，３（５）：３８５３９０．

（收稿日期：２０１３０７１３）
（本文编辑：刘群）
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