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龙胆酒炙前后对四氯化碳诱导小鼠肝损伤保护作用的对比研究 1F  
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摘  要：目的  探讨龙胆 Gentianae Radix et Rhizoma 酒炙前后对四氯化碳（carbon tetrachloride，CCl4）诱导的急性肝损伤小

鼠模型的保肝作用，并通过代谢组学技术揭示其潜在作用机制。方法  采用高效液相色谱及紫外分光光度计测定龙胆酒炙

前后龙胆苦苷及多糖含量变化。将 KM 小鼠随机分为对照组、模型组、水飞蓟素（150 mg/kg）组及生龙胆低、中、高剂量

（2.5、5.0、10.0 g/kg）组和酒龙胆低、中、高剂量（2.5、5.0、10.0 g/kg）组，每组 6 只。小鼠连续 10 d ig 相应药物，除对

照组外其余小鼠 ip 含 0.12% CCl4 的花生油制备急性肝损伤模型。测定小鼠肝脏指数；采用苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，

HE）染色观察肝组织病理变化；采用试剂盒测定血清中丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天冬氨酸氨基

转移酶（aspartate aminotransferase，AST）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）活性及白细胞介素-1β（interleukin-1β，

IL-1β）、IL-6、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水平和肝组织中谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，

GSH-Px）活性、丙二醛（malondialdehyde，MDA）水平；采用免疫组化法检测肝组织中磷酸化核因子-κB（phosphorylated 

nuclear factor-κB，p-NF-κB）表达；采用超高效液相色谱串联飞行时间质谱分析技术（UPLC-Q-TOF-MS）对各组小鼠血清代

谢物进行分析。结果  生、酒龙胆中龙胆苦苷质量分数分别为 3.84%、3.12%，总多糖质量分数分别为 3.27%、5.03%。与模

型组比较，生、酒龙胆高剂量组小鼠肝损伤明显改善，血清中 ALT、AST、ALP 活性和 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平显著降低

（P＜0.01），肝组织 MDA 水平和 p-NF-κB 表达显著降低（P＜0.05、0.01），肝组织 GSH-Px 活性显著升高（P＜0.01）；与生

龙胆高剂量组比较，酒龙胆高剂量组 ALT、AST、ALP 活性和 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平显著降低（P＜0.01），肝组织 MDA

水平和 p-NF-κB 表达显著降低（P＜0.01），肝组织 GSH-Px 活性显著升高（P＜0.01）。代谢组学研究表明龙胆酒炙前后对肝

损伤的保护作用主要涉及甘油磷脂代谢。结论  龙胆酒炙后对 CCl4 诱导的急性肝损伤小鼠的保肝效果优于生龙胆，龙胆保

肝的作用机制可能与甘油磷脂代谢有关。 
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Abstract: Objective  To explore the hepatoprotective effect of Longdan (Gentianae Radix et Rhizoma) before and after processing 

with wine in mice with acute liver injury induced by carbon tetrachloride (CCl4), and to reveal the potential mechanism through 
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metabolomics techniques. Methods  The changes in contents of gentiopicroside and polysaccharides were determined by high-

performance liquid chromatography and ultraviolet spectrophotometer. KM mice were randomly divided into control group, model 

group, silymarin (150 mg/kg) group, Gentianae Radix et Rhizoma low-, medium-, and high-dose (2.5, 5.0, 10.0 g/kg) groups and 

Gentianae Radix et Rhizoma processed with wine low-, medium-, and high-dose (2.5, 5.0, 10.0 g/kg) groups, with six mice in each 

group. Mice were administered the corresponding drug for 10 consecutive days, and except for the control group, acute liver injury 

mice were prepared by administering peanut oil containing 0.12% CCl4. The liver index of mice was measured. Hematoxylin-eosin 

(HE) staining was used to observe pathological changes in liver tissue. Kits were used to measure the activities of alanine 

aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP), the levels of interleukin-1β (IL-1β), IL-6, 

tumor necrosis factor-α (TNF-α) in serum and glutathione peroxidase (GSH-Px) activity and malondialdehyde (MDA) level in liver 

tissue. Immunohistochemistry was used to detect the expression of phosphorylated nuclear factor-κB (p-NF-κB) in liver tissue. The 

serum metabolites of mice in each group were analyzed using ultra-high performance liquid chromatography tandem time-of-flight 

mass spectrometry (UPLC-Q-TOF-MS). Results  The content of gentiopicroside in Gentianae Radix et Rhizoma and Gentianae Radix 

et Rhizoma processed with wine was 3.84% and 3.12%, respectively, and the total polysaccharide content was 3.27% and 5.03%. 

Compared with model group, the liver injury of mice in gentiopicroside in Gentianae Radix et Rhizoma high-dose group and Gentianae 

Radix et Rhizoma processed with wine high-dose group was significantly improved, the activities of ALT, AST, ALP and levels of TNF-

α, IL-1β, IL-6 in serum were significantly reduced (P < 0.05, 0.01), MDA level and p-NF-κB expression in liver tissue were 

significantly reduced (P < 0.05, 0.01), while the activity of GSH-Px in liver tissue was significantly increased (P < 0.01). Compared 

with Gentianae Radix et Rhizoma high-dose group, the activities of ALT, AST, ALP and levels of TNF-α, IL-1β, IL-6 in serum of mice 

in Gentianae Radix et Rhizoma processed with wine high-dose group were significantly reduced (P < 0.01), MDA level and p-NF-κB 

expression in liver tissue were significantly reduced (P < 0.01), while the activity of GSH-Px in liver tissue was significantly increased 

(P < 0.01). Conclusion  The liver protective effect of Gentianae Radix et Rhizoma after processing with wine on CCl4-induced acute 

liver injury mice is better than Gentianae Radix et Rhizoma. The mechanism of Gentianae Radix et Rhizoma on protecting liver may 

be related to glycerophospholipid metabolism. 

Key words: Gentianae Radix et Rhizoma; processing with wine; acute liver injury; metabolomics; gentiopicroside; 

glycerophospholipid metabolism 

肝脏是机体调节新陈代谢、祛除毒素以及存储

糖原的主要器官，免疫反应、病毒感染及药物中毒

等均可诱发急性肝脏损伤[1]，肝脏长期处于损伤状

态将危害机体健康[2-3]。根据肝损伤的症状特征，可

将其划为中医“胁痛”“肝着”等范畴[4-5]，其病机为

肝气郁结不能疏泻，形成胁痛证，中医辨证多为肝

郁气滞证[6]。急性肝损伤是多种肝脏疾病的诱因，

现有的抗肝损伤药物有甘草酸二铵、硫普罗宁、甘

草酸苷等，长期服用可能因药物耐受影响疗效[7]。

目前尚未发现治疗肝脏疾病的理想药物[8]，因此对

治疗肝损伤药物的研发十分迫切。 

龙胆 Gentianae Radix et Rhizoma 为龙胆科植物

条叶龙胆Gentiana manshurica Kitag.、龙胆G. scabra 

Bge.、三花龙胆 G. triflora Pall.或坚龙胆 G. rigescens 

Franch.的干燥根和根茎[9]。龙胆味苦，性寒，归肝、

胆经，具有清热燥湿、泻肝胆火的功效，临床常用

于治疗肝胆实热的疾病，如带状疱疹、高血压、中

耳炎、胆腑郁热型慢性鼻-鼻窦炎等[10]。龙胆在治疗

胁痛方面应用广泛。肝郁不疏是胁痛发病的重要病

理基础，故以疏泻肝胆为法。明代名医龚廷贤认为

“左右胁俱痛者，肝火盛而木气实也”，以当归龙荟

丸、龙胆泻肝汤治疗内有湿热、肝郁气滞甚之左右

胁痛[11]。目前对龙胆保肝作用的研究主要集中在龙

胆苦苷[12-13]或以龙胆苦苷为指标的龙胆提取物[14]，

武俊紫等 [12]发现龙胆苦苷对四氯化碳（ carbon 

tetrachloride，CCl4）引起的急性肝损伤小鼠具有一

定的保肝效果，其作用机制可能与调控 Toll 样受体

4（Toll-like receptor 4，TLR4）/髓样分化因子 88

（myeioid differentiation factor 88，MyD88）/核因子- 

κB（nuclear factor-κB，NF-κB）信号通路及减弱氧

化应激反应相关；王丽娟[14]以龙胆苦苷为指标对龙

胆的关键药效组分进行提取分离，发现龙胆关键药

效组分对酒精和非酒精引起的小鼠肝损伤都具有一

定的保护作用；然而以龙胆水煎液或醇提物对 CCl4

诱导肝损伤的研究少有报道。 

炮制是中医药理论在临床用药上的具体表现，

炮制具有增强药效、降低毒性、缓和药性等作用。酒

炙是中药炮制常用的方法之一，将净选或切制后的

药物，加入定量黄酒拌炒的方法称为酒炙法，酒炙具

有改变药性、降低不良反应、增强药效的作用[15]。黄
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酒为中药炮制辅料之一，作为医用最早见于《五十

二病方》[16]，黄酒能升能散，宣行药势，龙胆酒炙

后可升药力[17]，吴晓燕等[18]发现龙胆酒制后能够促

进龙胆苦苷在肝和肾等器官中的吸收利用，改变龙

胆苦苷在大鼠主要器官组织中的浓度分布。然而，

对于龙胆酒炙前后对肝脏的保护作用研究较少，因

此，本研究采用 CCl4 诱导小鼠肝损伤模型，探讨龙

胆酒炙前后对肝损伤保护作用的差异及可能的作用

机制，为龙胆的临床应用提供参考依据。 

1  材料 

1.1  药材 

生龙胆（批号 20230810）购自广州市华宇药业有

限公司，由陕西中医药大学王昌利教授鉴定为龙胆科

植物龙胆 G. scabra Bge.的干燥根和根茎。取龙胆段，

按 100∶15 的比例加黄酒拌匀，闷润至透，用文火炒

干，表面颜色加深，取出，放凉，即得酒龙胆[19]。 

1.2  动物 

SPF 级雄性 KM 小鼠 54 只，体质量（20±2）g，

购自西安交通大学医学部实验动物中心，动物生产

合格证号 SCXK（陕）2023-002-3788。动物饲养于

陕西中医药大学动物实验室，温度 20～25 ℃，相

对湿度 40%～70%，自由进食饮水。动物实验经陕

西中医药大学医学伦理委员会批准（批准号

SUCMDL20231006001）。 

1.3  药品与试剂 

丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，

ALT）试剂盒（批号 20230805）、天冬氨酸氨基转移

酶（aspartate aminotransferase，AST）试剂盒（批号

20230325）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）

试剂盒（批号 20230410）、谷胱甘肽过氧化物酶

（glutathione peroxidase，GSH-Px）试剂盒（批号

20230725）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）试剂

盒（批号 20230820）购自南京建成生物工程研究所；

肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）

ELISA 试剂盒（批号 M230803-102a）、白细胞介

素 -6（interleukin-6，IL-6）ELISA 试剂盒（批号

M230811-004a ）、 IL-1β ELISA 试剂盒（批号

M231115-001a）购自上海欣博盛生物公司；p-NF-κB

抗体（批号 GB113882）、苏木素-伊红（hematoxylin-

eosin，HE）染色试剂盒（批号 G1202）、HRP 标记

的二抗（批号 GP2403017）、DAB 显色试剂盒（批

号 CR2403084-3）购自武汉赛维尔生物科技有限公

司；龙胆苦苷对照品（批号 GR-134-170520，质量

分数≥98%）购自南京广润生物制品有限公司；水

飞蓟素（批号 M1120A，质量分数≥80%）购自苏州

美仑生物科技有限公司；无水葡萄糖标准品（批号

110833-202309，质量分数≥98.0%）购自江苏永健

医药科技有限公司；戊巴比妥钠（批号 20230125）

购自天津市大茂化学试剂厂；CCl4（批号 0710262）

购自广东汕头市西陇化工厂；甲醇、乙腈、甲酸均

为色谱纯，浓硫酸、苯酚、95%乙醇均为分析纯。 

1.4  仪器 

UV-2600 型紫外可见分光光度计[尤尼柯（上

海）仪器有限公司]；1260 型高效液相色谱仪（美

国 Aglient 公司）；Vanquish Horizon system UHPLC

液相色谱系统、Exploris240 型质谱仪（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）；5430R 型冷冻离心机（德国

Eppendorf 公司）；New Classic MS 电子天平（瑞士

Mettler Toledo 公司）；Epoch 型全波长酶标仪（美国

BioTek 公司）；E100 型显微镜（尼康仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  龙胆酒炙前后提取物的制备和龙胆苦苷、总多

糖含量测定 

2.1.1  生龙胆、酒龙胆提取物的制备  根据课题组

前期实验结果，取生龙胆、酒龙胆饮片，分别用 10

倍量 70%乙醇回流提取 3 次，每次 1 h，合并提取

液，浓缩至相当于生药量 1 g/mL，即得。 

2.1.2  龙胆苦苷含量测定  参照《中国药典》2020

年版[9]，采用高效液相色谱法测定龙胆苦苷含量。

使用 Thermo C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），

以甲醇-水（25∶75）为流动相，进样量 10 μL，在

270 nm 波长下进行检测，以色谱峰峰面积为纵坐标

（y），进样量（μg）为横坐标（x），绘制标准曲线，

得到回归方程 y＝2×106 x＋561 668，R2＝0.999 9，

计算样品中龙胆苦苷含量。 

2.1.3  总多糖含量测定  参照文献方法[20]测定总

多糖含量，采用紫外-可见分光光度计于 487 nm 处

测定吸光度（A）值，以 A 值为纵坐标（y），葡萄糖

质量浓度为横坐标（x），绘制标准曲线，得到回归

方程 y＝4.231 2 x＋0.132 0，R2＝0.999 7，计算样品

中多糖含量。 

2.2  动物分组、给药与造模 

将 54 只 SD 小鼠随机分为对照组、模型组、水

飞蓟素（150 mg/kg）组及生龙胆低、中、高剂量（2.5、

5.0、10.0 g/kg）组和酒龙胆低、中、高剂量（2.5、

5.0、10.0 g/kg）组，每组 6 只。取相应体积的生龙
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胆、酒龙胆提取物，用蒸馏水定容，给药剂量依据

《中国药典》2020 年版推荐用量，依照体表面积法

折算低、中、高剂量相当于临床等效剂量的 0.5、1、

2 倍，给药组 ig 相应药物（20 mL/kg），对照组和模

型组 ig 等体积的蒸馏水，1 次/d，连续给药 10 d。

末次给药后，除对照组外，其余小鼠 ip 含 0.12% 

CCl4的花生油建立小鼠急性肝损伤模型[21-22]，对照

组 ip 等体积的花生油。禁食，自由饮水，用 1%戊

巴比妥钠麻醉小鼠，称定质量，取眼球血及肝组织，

用于后续实验。 

2.3  肝脏指数测定 

称定肝组织质量，计算小鼠肝脏指数。 

肝脏指数＝肝组织质量/体质量 

2.4  HE 染色观察肝组织病理变化 

取小鼠肝组织，于 4%中性甲醛中固定 24 h，包

埋，冰冻切片，HE 染色，脱水，封片，于显微镜下

观察并拍照。 

2.5  生化指标检测 

将收集的血液于 4 ℃、4 500 r/min 离心 15 min，

分离血清，按照试剂盒说明书测定血清中 ALT、

AST、ALP 活性；取各组小鼠同一部位肝组织，制

备组织匀浆，按照试剂盒说明书检测肝组织中GSH-

Px 活性和 MDA 水平。 

2.6  血清中炎症因子水平的检测 

按照 ELISA 试剂盒说明书测定各组小鼠血清

中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平。 

2.7  免疫组化法检测肝组织 p-NF-κB 表达 

取肝组织石蜡切片，脱蜡至水，乙二胺四乙酸

高温修复，冷却后用 PBS 洗涤，3%双氧水避光孵育

25 min，用 PBS 洗涤 3 次，在切片上滴加 p-NF-κB

抗体（1∶50）孵育过夜；PBS 洗涤，滴加二抗，室

温孵育 50 min；PBS 洗涤，滴加 DAB 显色液，苏

木素复染，流水冲洗，切片依次放入 75%乙醇、85%

乙醇、100%乙醇、二甲苯中脱水透明，封片，于显

微镜下观察并拍照。 

2.8  血清代谢组学分析 

采用超高效液相色谱串联飞行时间质谱技术

（UPLC-Q-TOF-MS）对对照组、模型组、生龙胆高剂

量组和酒龙胆高剂量组小鼠血清代谢物进行分析。 

2.8.1  色谱条件  Waters Acquity UPLC HSS T3 色

谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）；流动相 A 为乙

腈-水（5∶95，含 0.1%甲酸），流动相 B 为乙腈-异

丙醇-水（47.5∶47.5∶5，含 0.1%甲酸），梯度洗脱：

正离子模式下 0～3 min，0～20% B；3～4.5 min，

20%～35% B；4.5～5 min，35%～100% B；5～6.3 

min，100% B；6.3～6.4 min，100%～0 B；6.4～8 

min，100% A；负离子模式下 0～1.5 min，0～5% B；

1.5～2 min，5%～10% B；2～4.5 min，10%～30% 

B；4.5～5 min，30%～100% B；5～6.3 min，100% 

B；6.3～6.4 min，100%～0 B；6.4～8 min，100% A。

进样量 3 μL，体积流量 0.4 mL/min，柱温 40 ℃。 

2.8.2  质谱条件  样品经电喷雾电离，分别采用

正、负离子扫描模式采集质谱信号。扫描模式 Full 

MS，分辨率为 60 000；扫描模式 Dependent-MS2，

分辨率为 15 000，碰撞能为 20%、40%、60%；扫

描范围 m/z 70～1 050；鞘气体积流量 60 arb；辅助

气体积流量 20 arb；加热温度 350 ℃；毛细管温度

320 ℃；正离子模式喷雾电压 3.4 kV；负离子模式

喷雾电压−3.0 kV；S-Lens 电压 70 V。 

2.8.3  数据处理  使用 Majorbio Cloud Platform 平

台分别对样本数据进行主成分分析（ principal 

components analysis，PCA）和偏最小二乘-判别分析

（partial least squares-discriminant analysis，PLS-DA）

判断各组样品的整体差异情况，再通过正交偏最小

二乘 -判别分析（orthogonal partial least squares-

discriminant analysis，OPLS-DA）得到代谢物的变量

投影重要性（variable importance in projection，VIP）

值和单变量分析中的差异倍数（fold change，FC）、

P 值，以 P＜0.05 及 VIP＞1 为条件进行差异代谢物

的筛选。采用 Majorbio Cloud 平台对筛选的差异代

谢物进行功能通路富集和拓扑学分析。 

2.9  统计学分析 

采用 IBM SPSS Statistics 26 软件进行统计分析，

数据用 x s 表示。组间比较采用 ANOVA 检验，方

差齐采用 LSD 检验；方差不齐采用邓尼特检验。 

3  结果 

3.1  龙胆酒炙前后的龙胆苦苷及总多糖含量 

经检测，生龙胆中龙胆苦苷质量分数为 3.84%，

总多糖质量分数为 3.27%；酒龙胆中龙胆苦苷质量

分数为 3.12%，总多糖质量分数为 5.03%。 

3.2  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠肝脏指

数的影响 

如图 1 所示，与对照组比较，模型组小鼠肝脏

指数显著升高（P＜0.01），提示 CCl4使小鼠的肝脏

形态发生病理性改变；与模型组比较，水飞蓟素组、

生龙胆高剂量组和酒龙胆高剂量组小鼠肝脏指数显 
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；

与生龙胆相同剂量组比较：△△P＜0.01，图 3 同。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group; 

△△P < 0.01 vs Gentianae Radix et Rhizoma group with same dose, 

same as Fig. 3. 

图 1  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠肝脏指数的影

响 ( x s , n = 6) 

Fig. 1  Effect of Gentianae Radix et Rhizoma before and 

after processing with wine on liver index of mice with acute 

liver injury ( x s , n = 6) 

著降低（P＜0.05、0.01），提示生龙胆、酒龙胆可缓

解 CCl4诱导的肝脏肿胀；与生龙胆相同剂量组比较，

酒龙胆高剂量组小鼠肝脏指数显著降低（P＜0.01），

提示酒龙胆对肝脏肿胀的缓解作用优于生龙胆。 

3.3  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠肝组织

病理变化的影响 

如图 2 所示，对照组小鼠肝细胞呈正常生理状

态，细胞索排列整齐，结构清晰，未见炎症细胞浸 

 

图 2  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠肝组织病理变

化的影响 (HE, ×20) 

Fig. 2  Effect of Gentianae Radix et Rhizoma before and 

after processing with wine on pathological changes in liver 

tissue of mice with acute liver injury (HE, × 20) 

润、细胞坏死、变性等病理变化。模型组小鼠肝细

胞索排列失序，有大量炎症细胞浸润，细胞坏死明

显。与模型组比较，各给药组小鼠肝组织病理状态

均有改善，生龙胆高剂量组和酒龙胆高剂量组的改

善作用尤为显著，偶见炎症细胞浸润，细胞坏死、

变性明显减少。 

3.4  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠血清中

ALT、AST、ALP 活性和肝组织中 GSH-Px 活性、

MDA 水平的影响 

如表 1 所示，与对照组比较，模型组小鼠血清

中 ALT、AST、ALP 活性显著升高（P＜0.01）；与 

表 1  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠血清中 ALT、AST、ALP 活性的影响 ( x s , n = 6) 

Table 1  Effect of Gentianae Radix et Rhizoma before and after processing with wine on activities of ALT, AST and ALP in 

serum of mice with acute liver injury ( x s , n = 6) 

组别 剂量/(g·kg−1) ALT/(U·L−1) AST/(U·L−1) ALP/(U·L−1) 

对照 — 55.71±4.09 92.66±2.17 108.31±4.24 

模型 — 189.34±1.86## 160.88±1.95## 231.30±2.34## 

水飞蓟素 0.15 150.05±3.90** 120.13±5.38** 190.00±1.41** 

生龙胆 2.5 187.22±2.52 161.19±3.33 228.58±2.16 

 5.0 185.65±2.91 163.11±3.28 218.09±2.19** 

 10.0 175.49±2.93** 138.75±2.45** 202.97±3.03** 

酒龙胆 2.5 186.53±2.77 159.88±1.85 230.05±2.36 

 5.0 185.33±3.29* 157.55±2.88△△ 207.35±5.73**△△ 

 10.0 139.08±1.93**△△ 109.63±3.30**△△ 185.72±2.25**△△ 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与生龙胆相同剂量组比较：△△P＜0.01，下表同。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group; △△P < 0.01 vs Gentianae Radix et Rhizoma group with same dose, same as below 

tables. 

对照 模型 水飞  2.5   5.0  10.0   2.5   5.0  10.0 

          蓟素   生龙胆/(g·kg−1)   酒龙胆/(g·kg−1) 
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对照                模型               水飞蓟素 
 

生龙胆 2.5 g·kg−1      生龙胆 5.0 g·kg−1      生龙胆 10.0 g·kg−1     

 

酒龙胆 2.5 g·kg−1      酒龙胆 5.0 g·kg−1      酒龙胆 10.0 g·kg−1     

200 μm 
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模型组比较，水飞蓟素组、生龙胆高剂量组和酒龙

胆高剂量组血清中 ALT、AST、ALP 活性均显著降

低（P＜0.01），生龙胆中剂量组 ALP 活性显著降低

（P＜0.01），酒龙胆中剂量组 ALT、ALP 活性均显著

降低（P＜0.05、0.01）；与生龙胆相同剂量组比较，

酒龙胆高剂量组 ALT、AST、ALP 活性均显著降低

（P＜0.01），酒龙胆中剂量组 AST、ALP 活性显著

降低（P＜0.01）。 

如表 2 所示，与对照组比较，模型组小鼠肝组

织中 GSH-Px 活性显著降低（P＜0.01），MDA 水平

显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，水飞蓟素组、

生龙胆高剂量组和酒龙胆中、高剂量组 GSH-Px 活

性显著升高（P＜0.05、0.01），MDA 水平显著降低

（P＜0.01）；与生龙胆相同剂量组比较，酒龙胆高剂

量组 GSH-Px 活性显著升高（P＜0.01），MDA 水平

显著降低（P＜0.01），酒龙胆中剂量组 MDA 水平

显著降低（P＜0.01）。 

3.5  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠血清中

1L-1β、IL-6 和 TNF-α 水平的影响 

如表 3 所示，与对照组比较，模型组小鼠血清

中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平显著升高（P＜0.01）；

与模型组比较，水飞蓟素组及生龙胆中、高剂量组

和酒龙胆中、高剂量组 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平均

显著降低（P＜0.01），酒龙胆低剂量组 IL-6 水平显

著降低（P＜0.05）；与生龙胆相同剂量组比较，酒

龙胆高剂量组 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平均显著降低

（P＜0.01），酒龙胆中剂量组 IL-1β、TNF-α 水平均

显著降低（P＜0.01）。 

表 2  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠肝组织中 GSH-Px 活性和 MDA 水平的影响 ( x s , n = 6) 

Table 2  Effect of Gentianae Radix et Rhizoma before and after processing with wine on GSH-Px activity and MDA level in 

liver tissue of mice with acute liver injury ( x s , n = 6) 

组别 剂量/(g·kg−1) GSH-Px/(KU·g−1) MDA/(μmol·g−1) 

对照 — 65.04±3.38 0.83±0.04 

模型 — 26.01±1.59## 1.61±0.01## 

生龙胆 2.5 28.42±1.64 1.62±0.03 

 5.0 29.25±1.66 1.61±0.01 

 10.0 46.23±1.69** 1.13±0.04** 

酒龙胆 2.5 34.35±9.01 1.62±0.04 

 5.0 30.00±1.32* 1.41±0.04**△△ 

 10.0 50.97±1.00**△△
 1.01±0.06**△△

 

水飞蓟素 0.15 38.67±1.38** 1.15±0.03** 

表 3  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠血清中 1L-1β、IL-6 和 TNF-α 水平的影响 ( x s , n = 6) 

Table 3  Effect of Gentianae Radix et Rhizoma before and after processing with wine on levels of IL-1β, IL-6 and TNF-α in 

serum of mice with acute liver injury ( x s , n = 6) 

组别 剂量/(g·kg−1) IL-1β/(μg·L−1) IL-6/(μg·L−1) TNF-α/(μg·L−1) 

对照 — 6.20±0.28 12.02±0.59 42.96±2.00 

模型 — 70.15±0.58## 175.84±1.90## 183.96±3.56## 

生龙胆 2.5 69.19±0.89 172.48±1.68 181.47±2.92 

 5.0 61.47±0.81** 155.14±1.82** 178.42±1.78** 

 10.0 54.09±0.79** 132.53±2.37** 148.49±2.69** 

酒龙胆 2.5 68.01±2.15 172.04±3.81* 184.47±2.00 

 5.0 58.39±0.87**△△ 152.15±4.27** 172.66±1.55**△△ 

 10.0 41.88±1.24**△△
 120.00±2.75**△△

 95.09±2.16**△△
 

水飞蓟素 0.15 45.88±1.17** 132.61±5.02** 130.31±2.07** 

3.6  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠肝组织

p-NF-κB 表达的影响 

如图 3 所示，对照组小鼠肝组织内少见 p-NF-

κB 表达，与对照组比较，模型组小鼠肝组织 p-NF-

κB 阳性表达显著增加（P＜0.01）；与模型组比较，

水飞蓟素组、生龙胆高剂量组和酒龙胆高剂量组 p-

NF-κB 阳性表达显著减少（P＜0.05、0.01）；与生龙

胆相同剂量组比较，酒龙胆高剂量组 p-NF-κB 阳性

表达显著减少（P＜0.01）。 

3.7  血清代谢组学研究 

3.7.1  PCA  采用 PCA 来分析各组血清样本的聚

类情况，如图 4 所示，对照组与模型组样本在 PCA
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图 3  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠肝组织 p-NF-κB 表达的影响 (免疫组化, ×25) 

Fig. 3  Effect of Gentianae Radix et Rhizoma before and after processing with wine on p-NF-κB expression in liver tissue of 

mice with acute liver injury (immunohistochemistry, × 25)

 

图 4  各组小鼠血清样本的 PCA 得分图 

Fig. 4  PCA score plot of serum samples of mice in each group

得分图中明显分开，表明 CCl4 致小鼠血清代谢物水

平发生明显改变；龙胆高剂量组和酒龙胆高剂量组

样本与对照组有交集，提示给药后小鼠部分血清代

谢物趋于正常水平。 

3.7.2  PLS-DA  采用 PLS-DA 对各组血清样本进

行分析，图中两组样本分离程度越大，说明分类效

果越显著。如图 5 所示，对照组与模型组分离度良

好，组内样本聚集度高，表明对照组与模型组之间

存在明显的差异代谢物；给药组位于对照组与模型

组的中间位置，表明给药后肝损伤小鼠部分血清代

谢物水平被回调。 

3.7.3  差异代谢物的筛选与鉴定  通过 OPLS-DA

中代谢物的 VIP 值和单变量分析中的 FC、P 值来进

行差异代谢物的筛选。对照组与模型组OPLS-DA中

VIP＞1 且 t 检验（P＜0.05）的代谢物即为与 CCl4

致急性肝损伤小鼠模型相关的差异代谢物，以

log2FC 为横坐标，−lgP 为纵坐标绘制火山图，见图

6。由图 6 可知，大多数代谢产物离子在原点周围聚

集，偏离原点的离子占少数，这些偏离圆点的离子

说明两组之间存在差异；CCl4 致急性肝损伤小鼠模

型中差异性代谢产物既可被上调，也可被下调。 

 通过对小鼠血清样本代谢产物变化的预测，寻

找符合 VIP＞1、P＜0.01 的代谢产物，如表 4 所示，

与对照组比较，模型组磷脂酰胆碱 [14∶1(9Z)/14∶

1(9Z)]、磷脂酰丝氨酸 (15∶0/20∶0)、磷脂酰丝氨

酸 [24∶1(15Z)/20∶3(8Z,11Z,14Z)]、6-β-羟基甲羟 

对照                模型              水飞蓟素 
 

生龙胆 2.5 g·kg−1     生龙胆 5.0 g·kg−1     生龙胆 10.0 g·kg−1     
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图 5  各组小鼠血清样本的 PLS-DA 得分图 

Fig. 5  PLS-DA score plot of serum samples of mice in each group

 

图 6  对照组与模型组差异代谢物火山图分析 

Fig. 6  Volcano plot analysis of metabolic of differences in 

control group and model group 

孕酮、二羟玉米素-O-葡萄糖苷、人参皂苷 A2、甘

氨酰苯丙氨酸、吲哚羧酸硫酸盐和磷脂酰丝氨酸

(24∶0/5-iso PGF2VI) 水平显著降低（P＜0.01），其

余 19 个代谢物水平显著升高（P＜0.01）；与模型组

比较，生龙胆高剂量组和酒龙胆高剂量组磷脂酰胆

碱  [14∶1(9Z)/14∶1(9Z)]、磷脂酰丝氨酸 (15∶

0/20 ∶ 0) 、磷脂酰丝氨酸  [24 ∶ 1(15Z)/20 ∶ 3 

(8Z,11Z,14Z)]、6-β-羟基甲羟孕酮、二羟玉米素-O-葡

萄糖苷、人参皂苷 A2、甘氨酰苯丙氨酸、吲哚羧酸

硫酸盐和磷脂酰丝氨酸 (24∶0/5-iso PGF2VI) 水

平显著升高（P＜0.01），其余 19 种代谢物水平显著

降低（P＜0.01）。表明龙胆酒炙前后对 CCl4 致急性

肝损伤小鼠血清代谢物的调节趋势一致。 

表 4  龙胆酒炙前后对急性肝损伤模型小鼠血清差异代谢物的影响 

Table 4  Effect of Gentianae Radix et Rhizoma before and after processing with wine on differential metabolites in serum of 

mice with acute liver injury 

编号 代谢物 tR/min m/z 分子式 加合物 
模型组 vs

对照组 

生龙胆高

剂量组 vs

模型组 

酒龙胆高

剂量组 vs

模型组 

1 磷脂酰胆碱 [14∶1(9Z)/14∶1(9Z)] 7.483 3 673.468 2 C36H68NO8P M＋H ↓## ↑** ↑** 

2 磷脂酰丝氨酸 (15∶0/20∶0) 7.187 1 758.541 1 C41H80NO10P M－H2O－H ↓## ↑** ↑** 

3 磷脂酰丝氨酸 [24∶1(15Z)/20∶3 

(8Z,11Z,14Z)] 

5.514 6 470.800 4 C50H90NO10P M＋2Na ↓## ↑** ↑** 

4 (2S)-2-氨基-3-[(2S,3R)-2-氨基-3-[(2S)-

2-氨基-3-(4-羟基苯基)丙酰基]氧丁

酰基]氧丙酸 

5.333 1 352.147 0 C16H23N3O7 M＋H－H2O ↑## ↓** ↓** 

5 (2S,4S,5R,6R)-5-乙酰氨基-4-羟基-2-(4-

甲基-2-氧代-色烯-7-基)氧-6-[(2R)-

1,2,3-三羟丙基]四氢吡喃-2-羧酸 

3.166 1 504.092 3 C21H25NO11 M＋K－2H ↑## ↓** ↓** 

6 1-[5-(噻吩-2-基甲氧基)-1H-吲哚-3-基]

丙烷-2-胺 

5.171 6 331.087 7 C16H18N2OS M＋2Na－H ↑## ↓** ↓** 

7 5-羟基吲哚噻唑烷羧酸酯 0.658 5 313.042 2 C13H14N2O3S M＋Cl ↑## ↓** ↓** 

8 6-β-羟基甲羟孕酮 6.282 0 383.218 8 C22H32O4 M＋H－H2O ↓## ↑** ↑** 

9 当归素 3.229 7 461.141 4 C24H26O7 M＋Cl ↑## ↓** ↓** 

10 天冬氨酸 0.816 0 318.165 9 C13H23N3O6 M＋H ↑## ↓** ↓** 

R2＝0.998，Q2＝0.779 R2＝0.868，Q2＝0.689 对照 

模型 

生龙胆 10.0 g·kg−1 

酒龙胆 10.0 g·kg−1

对照 

模型 
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表 4（续） 

编号 代谢物 tR/min m/z 分子式 加合物 
模型组 vs

对照组 

生龙胆高

剂量组 vs

模型组 

酒龙胆高

剂量组 vs

模型组 

11 阿伐度胺 3.357 5 328.142 2 C14H14N4O3 M＋ACN＋H ↑## ↓** ↓** 

12 眼睑素 4.266 3 328.105 8 C14H17NO8 M＋H－H2O ↑## ↓** ↓** 

13 氯莫克舍 3.639 6 305.036 4 C14H17ClO3 M＋K－2H ↑## ↓** ↓** 

14 二羟玉米素-O-葡萄糖苷 5.635 1 825.381 4 C16H25N5O6 2M＋HAC－H ↓## ↑** ↑** 

15 艾司洛尔 2.015 8 316.151 0 C16H25NO4 M＋Na－2H ↑## ↓** ↓** 

16 氟啶酮 3.533 2 310.086 2 C19H14F3NO M－H2O－H ↑## ↓** ↓** 

17 人参皂苷 A2 4.189 0 837.446 3 C42H72O14 M＋K－2H ↓## ↑** ↑** 

18 甘氨酰苯丙氨酸 3.506 5 221.092 9 C11H14N2O3 M－H ↓## ↑** ↑** 

19 吲哚羧酸硫酸盐 3.896 0 286.002 3 C9H7NO5S M＋FA－H ↓## ↑** ↑** 

20 异亮氨酸 2.477 3 318.165 9 C11H20N2O6 M＋ACN＋H ↑## ↓** ↓** 

21 丙氨酸 3.266 6 319.142 7 C13H23N3O6 M＋Na ↑## ↓** ↓** 

22 甲氯芬酯 4.101 1 299.115 7 C12H16ClNO3 M＋ACN＋H ↑## ↓** ↓** 

23 瓦班 3.639 6 619.256 9 C29H44O12 M＋Cl ↑## ↓** ↓** 

24 磷脂酰丝氨酸 (24∶0/5-iso PGF2VI) 5.517 5 938.578 0 C48H88NO13P M＋Na－2H ↓## ↑** ↑** 

25 雷尼替丁-S-氧化物 5.165 0 311.116 5 C13H22N4O4S M－H2O－H ↑## ↓** ↓** 

26 箭藿苷 B 3.416 0 645.219 4 C32H38O14 M－H ↑## ↓** ↓** 

27 丝氨酰甘氨酸 5.359 9 347.115 5  C5H10N2O4 2M＋Na ↑## ↓** ↓** 

28 替西他滨 4.841 7 299.115 7 C10H12FN3O4 M＋ACN＋H ↑## ↓** ↓** 

↑表示上调，↓表示下调。 

↑ indicates up-regulation, ↓ indicates down-regulation. 

3.7.4  代谢通路分析  使用 Majorbio Cloud 平台对

对照组、模型组与给药组的差异代谢物进行功能通

路富集和拓扑学分析，设置代谢物参与通路的富集

显著性 P＜0.01。如图 7 和表 5 所示，给药组的差

异性代谢物主要集中于甘油磷脂代谢、核黄素代谢、

精氨酸和脯氨酸代谢、谷胱甘肽代谢 4 条代谢途径。 
 

 

A-代谢物富集拓扑学分析气泡图；B-代谢通路分析图。 

A-topology analysis bubble chart of metabolite enrichment; B-metabolic pathway analysis diagram. 

图 7  差异代谢物通路富集分析 

Fig. 7  Enrichment analysis of differential metabolite pathway 

表 5  差异代谢物通路信息 

Table 5  Information of differential metabolite pathway 

通路 代谢物总数 匹配个数 影响值 P 值 

甘油磷脂代谢 52 4 0.17 0.00 

核黄素代谢 21 2 0.28 0.01 

精氨酸和脯氨酸代谢 67 3 0.04 0.01 

谷胱甘肽代谢 38 3 0.02 0.00 

4  讨论 

肝脏指数是反映肝脏状态的直观指标，HE 染

色结果可以体现肝细胞形态及炎症浸润状态。CCl4

诱导的肝损伤模型被广泛用于肝脏病理研究，其形

态学和生化特征与人类肝脏疾病细胞病变相似[21]，

ip 给予 CCl4后，小鼠肝细胞色素与肝细胞大分子发
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生偶联，对肝细胞功能产生影响；产生的 CCl4 攻击

肝细胞膜上的磷脂双分子层，细胞膜完整性被破坏；

同时，肝组织中 GSH-Px、MDA 等脂质过氧化指标

水平发生改变，最终导致肝功能受损[23]。肝细胞破

裂后向血液中释放大量 ALT 和 AST，ALT 和 AST 是

肝细胞损伤的标志物[24]，ALP 也是评估肝脏功能的

常用指标。CCl4会引起炎症[25]，促使炎症因子 TNF-

α、IL-6 及 IL-1β 大量释放[26]，这些炎症因子又会推

动氧化应激发生，使肝损伤程度进一步加重[27]。 

研究表明 NF-κB 可以促进多种炎症因子的合

成和释放[28]，NF-κB 通路是肝脏炎症反应的重要信

号通路[29]，通过下调 NF-κB 信号通路可改善炎症反

应触发的肝损伤。TLR4 是细胞表面可与相关病原

分子结合的识别受体，MyD88 是 TLR4 信号通路的

下游信号配体，可对炎症信号进行传导，而 NF-κB

是 TLR4 下游通路的衔接蛋白[30]。由外界刺激导致

的损伤可对 TLR4 信号进行触发，激活下游 MyD88

信号通路，通过信号转导快速激活 NF-κB，导致促

炎因子大量释放，加剧肝细胞的损伤[31]。 

本研究结果显示，生龙胆高剂量组和酒龙胆高

剂量组能够改善急性肝损伤小鼠的肝细胞形态，显

著降低肝损伤小鼠的肝脏指数及血清中 ALT、AST、

ALP 活性和炎症因子水平，升高肝组织中 GSH-Px

活性，降低肝组织中 MDA 含量，降低肝组织中 p-

NF-κB p65 表达，提示龙胆提取物高剂量组对肝脏

损伤具有保护作用。与生龙胆高剂量组比较，酒龙

胆高剂量组各项检测指标均有显著性改善，提示酒

龙胆对肝损伤的保护作用优于生龙胆。 

目前对于龙胆的质量控制指标多为龙胆苦苷，

一般认为龙胆对肝脏的保护效果与龙胆苦苷的含量

有关，而本研究发现龙胆酒炙后龙胆苦苷含量下降，

多糖含量上升，保肝作用增强。《神农本草经》中记

载：“龙胆若复以酒炮制之，则酒性走窜，无所不至，

可助龙胆清除游走之肝火”。研究表明龙胆酒炙后能

够促进龙胆苦苷的吸收利用[14]，增加龙胆苦苷在大

鼠在肝、肺和肾组织中的分布[32-34]；多糖具有调节

机体免疫、抗病毒、抗炎等作用，且有研究证实黄

芪多糖注射液可保护乙肝患者的肝功能[35]。龙胆酒

炙后多糖含量显著增加，研究表明龙胆多糖具有显

著的抗炎、抗氧化活性[36-37]，且多糖可以下调 NF-

κB 蛋白表达，抑制 NF-κB 通路[38]，这可能是龙胆

酒炙后对肝脏保护作用增强的原因，课题组将在后

续对其机制进行进一步研究。 

代谢组学分析己被广泛用于肝损伤发展过程中

的生物标志物和代谢通路的研究，为探寻龙胆酒炙

前后改善肝损伤代谢失调的相关靶点提供了理论依

据。本研究应用非靶向代谢组学技术，通过代谢角

度来研究龙胆酒炙前后提取物对 CCl4 诱导的小鼠

肝损伤中代谢通路的改变。生龙胆高剂量组和酒龙

胆高剂量组所致的差异代谢物主要匹配到甘油磷脂

通路，提示肝损伤保护作用或与甘油磷脂通路密切

相关。甘油磷脂是体内存在最广泛、含量最丰富的

磷脂，在机体细胞活化、保持正常的新陈代谢方面

起到重要作用，同时对增强脂肪及胆固醇代谢、促

进血液循环等方面也有很大作用。近年来，关于肝

脏疾病与脂质代谢关系的研究比较广泛，有研究表

明，炎症会导致肝组织中的三酰甘油、磷脂酰胆碱

和磷脂酰肌醇等表达异常[39]，肝损伤与甘油磷脂代

谢途径密切相关[40]，甘油磷脂代谢被认为是表征肝

损伤的重要代谢通路之一[41]。代谢物注释信息显

示，龙胆酒炙前后对 CCl4致急性肝损伤小鼠差异代

谢物中与甘油磷脂代谢通路相关的代谢物为磷脂酰

胆碱 [14∶1(9Z)/14∶1(9Z)]、磷脂酰丝氨酸 (15∶0/ 

20 ∶ 0) 和磷脂酰丝氨酸  [24 ∶ 1(15Z)/20 ∶ 3 

(8Z,11Z,14Z)]。与对照组比较，模型组磷脂酰胆碱 

[14∶1(9Z)/14∶1(9Z)]、磷脂酰丝氨酸 (15∶0/20∶

0) 和磷脂酰丝氨酸[24∶1(15Z)/20∶3(8Z,11Z,14Z)]

含量显著降低；与模型组比较，给药组这 3 种代谢

物含量显著升高，表明 CCl4 可致小鼠肝脏脂质代谢

紊乱，龙胆提取物可对小鼠肝脏起到保护作用。 

磷脂酰胆碱是细胞膜的重要组成部分，是构成

细胞信号通路的关键因子。磷脂酰丝氨酸是以磷脂

酰胆碱为底物，在磷脂酰丝氨酸合酶的作用下与丝

氨酸发生碱交换反应而生成的。肝是内源性代谢物

溶血磷脂酰胆碱合成和代谢的主要场所，肝损伤必

然会引起机体内磷脂酰胆碱水平和代谢轮廓的变

化[42]，磷脂酰胆碱通过结合 TLR2 和 TLR4 受体激

活 NF-κB、p38 丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-

activated protein kinase，MAPK）等信号通路，调控

促炎细胞因子水平，诱导氧化应激，促进肝炎症的

发展[43]；磷脂酰丝氨酸能通过结合肝激酶 B1（liver 

kinase B1，LKB1）/腺苷酸激活蛋白激酶（AMP-

activated protein kinase，AMPK）/哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR）、

Janus 激酶（Janus kinase，JAK）/信号传导及转录激

活 蛋 白 （ signal transducer and activator of 
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transcription ， STAT ） 和 磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶

（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）-蛋白激酶 B

（protein kinase B，Akt）信号通路缓解小鼠肝脏脂质

体代谢紊乱，JAK/STAT 信号通路是调节许多细胞

因子和激素的主要信号通路，可以影响脂质体代谢

并介导炎症进程[44]。宋丹丹[45]使用 α-萘异硫氰酸酯

诱导肝损伤模型，发现模型组与空白组相比磷脂酰

胆碱 [14∶1(9Z)/14∶1(9Z)] 表达下降，与本研究的

结果相契合。 

综上，龙胆酒炙前后均可对 CCl4 诱导的急性肝

损伤小鼠有一定的保肝作用，其机制可能与调控甘

油磷脂代谢有关，且龙胆酒炙后的保肝效果优于生

龙胆，为龙胆炮制品的临床应用提供了理论依据。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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