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葛根素的提取及对小鼠解酒护肝功能的鉴定
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　　［摘　要］　目的　提取葛根中的葛根素，ＨＰＬＣ法检测提取的葛根素，并比较不同剂量的葛根素与解酒效果的相关性，评价不
同剂量葛根素解酒护肝效果。方法　在前期实验所得的最优条件下提取葛根素备用，ＨＰＬＣ法定性定量检测葛根醇提物（ＰＲＥ），将
雄性健康昆明小鼠随机分为空白组、阳性对照组、葛根素干预组（每组１０只）。先给小鼠灌胃葛根提取物，３０ｍｉｎ后灌胃白酒，观察
醉酒小鼠的醒酒时间及测定小鼠肝组织ＡＤＨ、ＧＯＴ、ＧＰＴ含量变化，以探讨葛根素对醉酒小鼠的影响。结果　ＨＰＬＣ测定８倍体积
分数的７０％乙醇，在６０℃恒温摇床水浴提取３０ｍｉｎ为葛根素提取的最优条件；与阳性对照组相比，低、中、高剂量的葛根醇提物能
显著缩短醉酒小鼠的醒酒时间，中剂量的ＰＲＥ能有效抑制酒精的吸收，降低肝组织中ＡＤＨ、ＧＯＴ、ＧＰＴ的浓度，而高剂量的 ＰＲＥ对
酒精的吸收影响较小。结论　ＨＰＬＣ法能对葛根素提取物进行定性定量测定；葛根素对急性酒精中毒导致的小鼠肝损伤有保护性
调控作用，葛根素剂量与解酒效果呈良好的正性相关。
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Ｋｕｎｍｉｎｇｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｐｕｅｒａｒｉｎｇｒｏｕｐ，ｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆ１０．Ｇｉｖｅｍｉｃｅｆｅｄｐｕｅｒａｒｉａ
ｅｘｔｒａｃｔ，３０ｍｉｎａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｌｉｑｕｏｒ，ｄｒｕｎｋｍｉｃｅｓｏｂｅｒｉｎｇｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒＡＤＨ，ＧＯＴ，ＧＰＴｃｏｎ
ｔｅｎｔｉｎｏｒｄｅｒｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐｕｅｒａｒｉｎｏｎｄｒｕｎｋｅｎｍｉｃｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＨＰＬＣｆｒａｃｔｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄａｔ８ｔｉｍｅｓｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆ７０％ ｅｔｈａ
ｎｏｌ，６０℃ ｃｏｎｓｔａｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｔｅｒｂａｔｈｓｈａｋｅｒａｔ３０ｍｉｎｆｏｒｏｐｔｉｍａｌｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｐｕｅｒａｒｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ：ｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅｓｏｆａｌｃｏｈｏｌｅｘｔｒａｃｔｏｆｐｕｅｒａｒｉａｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｈｏｒｔｅｎｔｈｅｔｉｍｅｔｏｓｏｂｅｒｕｐｄｒｕｎｋｅｎｍｉｃｅ，ｔｈｅｄｏｓｅ
ｏｆＰＲＥｃｏｕｌｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆａｌｃｏｈｏｌ，ｒｅｄｕｃｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅＡＤＨ，ＧＯＴ，ＧＰＴ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｇｈｄｏｓｅｓｏｆＰＲＥａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆ
ａｌｃｏｈｏｌｗａｓｓｍａｌｌ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｃａｐａｂｌｅｏｆｐｕｅｒａｒｉｎｅｘｔｒａｃｔｔｈｅｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｕｅｒａｒｉｎｏｎｌｉｖｅｒ
ｉｎｊｕｒｙｃａｕｓｅｄｂｙａｃｕｔｅａｌｃｏｈｏｌｉｓｍａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅ，ａｎｄｔｈｅｈａｎｇｏｖｅｒｅｆｆｅｃｔｏｆｐｕｅｒａｒｉｎｄｏｓｅｓｈｏｗｅｄａｇｏｏｄｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｕｅｒａｒｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ＨＰＬＣ；ｐｒｏｔｅｃｔｌｉｖｅｒｔｈｅｒａｐｙ；ａｃｕｔｅａｌｃｏｈｏｌｉｓｍ

　　传统中药葛根有解酒功效，葛根始载于《神农本
草经》，具有解肌退热、生津、透疹、升阳止泻等功

效［１］，属于无毒中药。现代药理学表明葛根具有提高

肝细胞的再生能力，恢复肝脏正常机能，预防肝脏脂肪

堆积；促进新陈代谢，增强肝脏解毒功能，预防酒精对

肝脏的损伤；改善心肌缺血状态，防治心血管疾病；改

善脑缺血状态，防治脑血管疾病；强化肝胆细胞自身免

疫力，抵抗病毒入侵等作用功效。葛根的主要成分为

异黄酮类、葛根苷类、三帖皂苷类、生物碱及其他化合

物４类［２］。在葛根的有效成分中，异黄酮类最受关注，

其中又以葛根素研究更受关注。葛根素可防治慢性乙

醇中毒引起的记忆减退，提高脑 ＳＯＤ活性，从而减少
脑内脂褐素积累，逆转乙醇导致的海马突触界面细微

结构的衰退性变化［３］。目前，过量饮酒及酗酒的现象

日益明显，酒精性肝病的发病率逐年攀升。乙醇的氧

化代谢解毒过程绝大多数于肝脏中进行，其在肝脏中

主要代谢生成活性中间产物乙醛和多种氧自由基。乙

醛能在黄嘌呤氧化酶作用下形成超氧化物，引起脂质

过氧化，直接导致肝细胞内线粒体受损［４］。此外，乙

醛还可与蛋白质结合形成乙醛复合物，致使蛋白质功

能紊乱，导致细胞再次受损［５］。乙醛经与肝脏谷胱甘

肽（ＧＳＨ）结合反应最终生成乙酸解毒，而自由基则继
续氧化细胞膜的脂质和蛋白质，最终导致肝细胞结构

与功能的损害。谷丙转氨酶（ＧＰＴ）和谷草转氨酶
（ＧＯＴ）的升高可以直接反映肝脏的受损情况，是肝细
胞损害的“金标准”。为此，我们对葛根主要提取物葛

根素进行了实验研究，为其解酒护肝的临床应用，以及

为低值葛根的高值化利用提供实验和理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂和仪器
　　实验动物为昆明种雄性小鼠，体质量２５～３５ｇ，购自四川
大学实验动物中心；野葛根购于太极大药房（安国市蔺氏药材

有限责任公司）；ＡＤＨ、ＧＯＴ、ＧＰＴ试剂盒均购自南京建成生物
工程研究所；葛根素标准品购自上海源叶生物科技有限公司。

５２°红星牌二锅头酒、甲醇为色谱纯、肝素钠、氯化钠、乙醇等均
为分析醇。

　　电子天平ＦＡ２１０４（上海五久自动化设备有限公司）；高效
液相色谱仪 ＬＣ２０Ａ／１０Ａ（杭州瑞析科技有限公司 ）；离心机
ＴＤ５Ｇ（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；数显水浴恒温振
荡器ＳＨＡＣＡ／ＳＨＺ８２往复（北京成萌伟业科技有限公司）；旋
转蒸发仪ＲＥ５２０３（常州杰博森仪器有限公司）；酶联免疫检测
仪ＤＮＭ９６０２Ａ（北京普朗新技术有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　葛根醇提物（ＰＲＥ）的制备　　将葛根干燥，粉碎后过
药典２号筛。根据前期响应面法优化提取条件的实验结果，称
取葛根粉末置于锥形瓶中，加 ８倍体积分数的 ７０％乙醇，在
７０℃恒温摇床水浴提取 ３０ｍｉｎ。分液漏斗过滤，取滤液，在
５０℃旋转蒸发仪以２０ｒ／ｍｉｎ旋蒸浓缩去乙醇。
１．２．２　ＨＰＬＣ对ＰＲＥ定性分析以及测定ＰＲＥ中葛根素含量　
　精密称取葛根素适量，加９５％的乙醇溶解，配制成一定量的
葛根素对照品液备用。取该对照品液分别配制成 ２、４、６、８、
１０ｍｇ／Ｌ的葛根素标品溶液。在流动相为８０％甲醇；检测波长
２５０ｎｍ；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量２０μｌ的条件下检测葛根素标
品的出峰时间及峰面积，以样品浓度为横坐标，出峰时间为纵

坐标绘制葛根素标准曲线，检测 ＰＲＥ的出峰时间及峰面积计
算ＰＲＥ中葛根素的含量。
１．２．３　小鼠急性酒精中毒模型制备　　取昆明种雄性小鼠４０
只，体质量为２５～３５ｇ，随机分５组，每组８只。禁食６ｈ后，各

·９５３·



局解手术学杂志　２０１５年 第 ２４卷　第 ４期　　 ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ，２０１５，Ｖｏｌ．２４，Ｎｏ．４

组小鼠分别按体质量的１０％、１２％、１５％、１７％、２０％灌胃５２°饮
用白酒，连续灌胃３ｄ，每次灌酒剂量减少为上次剂量的２／３，观
察小鼠醉酒表现，记录小鼠醉酒时间，醒酒数以及死亡数。以

确定最适醉酒剂量。

１．２．４　小鼠急性酒精中毒酒醒指标的测定　　取５０只昆明
雄性小鼠，体质量２５～３５ｇ，随机分为５组，每组１０只。空白
组：１ｇ／ｋｇＰＲＥ等量的生理盐水 ＋体质量的１５％ ｍＬ／ｋｇ的白
酒等量的生理盐水。对照组：１ｇ／ｋｇＰＲＥ等量的生理盐水＋体
质量的１５％ ｍＬ／ｋｇ的白酒；低剂量组：０．５ｇ／ｋｇＰＲＥ＋体质量
的１５％ ｍＬ／ｋｇ的白酒；中剂量组：１ｇ／ｋｇＰＲＥ＋体质量的
１５％ ｍＬ／ｋｇ的白酒；高剂量组：１．５ｇ／ｋｇＰＲＥ＋体质量的
１５％ ｍＬ／ｋｇ的白酒。醒酒指标的确定：翻正反射小时时间以小
鼠背部向下保持３０ｓ为标准；醒酒时间以活动自如、灵活、精
神，即翻正反射恢复的时候；醉酒时间 ＝翻正反射恢复时间 －
翻正反射小时时间；醒酒时间 ＝翻正恢复时间 －给酒时间，醒
酒时间是醉酒潜伏期和睡眠时间的综合体现。

１．２．５　小鼠急性酒精中毒肝组织中的ＡＤＨ、ＧＯＴ、ＧＰＴ的测定
　　在连续灌胃３ｄ后，第３次醒酒后立即断颈处死，取肝右叶
制备组织匀浆进行测定。肝组织ＡＬＴ活力测定：准确称取肝组
织质量，按质量（ｇ）

!

体积（ｍＬ）＝１
!

９的比例，加入９倍体积的
生理盐水，冰水条件下机械匀浆，制备 １０％的组织匀浆，
２５００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上清液，再用生理盐水１０倍稀释
成１％的浓度待测。肝组织ＡＤＨ活力测定：准确称取肝组织质
量，按质量（ｇ）

!

体积（ｍＬ）＝１
!

９的比例，加入９倍体积的生理
盐水制备１０％的组织匀浆，２５００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上清进行
测定。

１．３　统计学处理
　　所有数据经Ｅｐｉｄａｔａ双向核查输入计算机，使用 ＳＰＳＳ１７．０
进行统计分析，计量资料采用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，实验
组间各指标比较使用两独立样本 ｔ检验方法，Ｐ＜０．０５为具有
统计学差异。

２　结果

２．１　小鼠模型制备结果
　　１５％的灌胃剂量能使实验小鼠的醉酒率最高而死亡率最
低。在１５％的灌胃剂量下成功６只，死亡１只（酒精不耐受）。
因此选择此剂量作为后续实验的最适醉酒剂量。

２．２　ＨＰＬＣ法对葛根素提取物定量定性分析
　　检测波为 ２５０ｎｍ时，ＨＰＬＣ测得 ＰＲＥ的出峰时间为
２．６ｍｉｎ，经与标品对比为葛根素，见图 １。回归方程为 Ｙ＝
－７．２５３ｅ＋０．０４＋７．１２２ｅ＋００４Ｘ，相关系数 ｒ２＝０．９９９２６２，见
图２。将旋蒸浓缩后的 ＰＲＥ稀释１００００倍后用 ＨＰＬＣ法计算
其浓度，最后得旋蒸后醇提物的浓度为１３６ｍｇ／ｍＬ。

２．３　葛根素对急性酒精中毒小鼠醒酒时间的影响
　　葛根各实验组葛根素醇提物能显著缩短急性酒精中毒小
鼠的醒酒时间（Ｐ＜０．０５），且能延长小鼠的醉酒潜伏时间，缩短
睡眠时间，与阳性对照组相比存在显著差异（Ｐ＜０．０５），且
ＰＲＥ的浓度越高，预防醉酒的效果越好（表１）。

表１　葛根素的抗醉酒实验结果（珔ｘ±ｓ）

组别
给药剂量

（ｇ／ｋｇ）

酒剂量

（ｍＬ／ｋｇ）

入睡动物

（只）

醉酒潜伏期

（ｍｉｎ）

醒酒时间

（ｍｉｎ）

阳性对照组 ０ １５ １０ １８．４７±９．２５ ４７３±１６

低剂量组　 ０．５ １５ １０ ２５．７３±１０．２３ ４２０±２８

中剂量组　 １ １５ ９ ３８．１４±１６．３５３９８±１１　

高剂量组　 １．５ １５ ９ ４５．５６±１４．８７３７２±３２　

：与阳性对照组比较，Ｐ＜０．０５
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图１　ＨＰＬＣ在检测波为２５０ｎｍ时所得的葛根素标准液与葛
根素醇提物的出峰时间
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图２　葛根素标线

２．４　各组肝匀浆ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＡＤＨ的比较
　　与空白组比较，模型组ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＡＤＨ水平均有明显升高
（Ｐ＜０．０５），各给药组较阳性对照组有明显降低（Ｐ＜０．０５）；各
给药组之间没有统计学差异（Ｐ＞０．０５），见表２。

表２　各肝组织ＡＬＴ、ＡＳＴ的变化（珔ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＧＰＴ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ＧＯＴ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ） ＡＤＨ（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）

空白组　　 １４９．６±１４．８ １８０．１±１６．８ １０５．７±２３．１

阳性对照组 ２５３．３±１４．６ ３１２．５±１９．７ １３７．６±２４．７

低剂量组　 １８５．５±１８．４＃ ２１７．８±２１．３＃ １３２．３±１８．５＃

中剂量组　 １８４．２±１５．３＃ ２０５．１±１７．５＃ １２７．２±２２．９＃

高剂量组　 １８７．２±２０．３＃ ２２３．５±１６．６＃ １３５．８±２３．３＃

：与空白组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与阳性对照组相比，Ｐ＜０．０５

３　讨论

　　人体摄入乙醇后，作为人体的重要解毒器官，乙醇
的解毒代谢９０％都是以肝内氧化的方式在体内进行
的［６］，其余１０％则是通过呼气、尿、出汗等形式排泄到
体外。大量饮酒或长期酗酒，超过肝脏正常代谢解毒

·０６３·
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能力，乙醇在血液和肝脏中大量的蓄积。肝内蓄积的

乙醇及其Ⅱ相反应产物直接刺激机体产生内毒素，内
毒素刺激肝脏Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞产生大量的炎症因子，直接
引起肝细胞脂肪变性、炎症、坏死和导致肝细胞缺氧，

最终导致酒精性肝病的发生［７］。乙醇脂溶性大，体内

蓄积的乙醇可透过血脑屏障入脑，抑制运动中枢和呼

吸中枢兴奋，严重的急性中毒可发生呼吸、循环衰竭。

乙醇进入人体后主要途径：①部分乙醇在胃黏膜 ＡＤＨ
作用下首过消除；②肝细胞胞浆内的 ＡＤＨ氧化反应；
③肝微粒体内的乙醇氧化酶系统（ＭＥＯＳ）。④肝过氧
化酶体内的触酶四条途径进行代谢［８］。葛根具有多

种药理作用，而解酒功能主要机理在于葛根素参与肝

脏的代谢过程。葛根素能够在乙醇的肠胃吸收及代谢

解毒两个环节发挥作用，现代药理学研究发现，异黄酮

可使血中乙醇、乙醛浓度下降，抑制尿素氮（ＢＵＮ）的
升高，从而起到解酒作用［９］。葛根素通过抗自由基，

可以减少自由基对肝细胞膜的破坏作用，同时葛根素

能有效降低酒精性肝损伤模型大鼠的转氨酶水平，一

定程度上抑制酒精导致的肝纤维化的产生［１０］，从而预

防醉酒引起的急性酒精性肝损伤。

　　本实验在 ＨＰＬＣ法对葛根醇提物进行定性分析
时，发现进样速度影响出峰时间，因此进样时需迅速。

对葛根的处理条件能直接影响葛根素的提取量，其原

理为：葛根中含有大量的淀粉，所以在提取时应注意避

免高温使淀粉糊化。粉碎能增大葛根表面积，加快浸

出速度，所以提取葛根素时一定要尽量将葛根破碎。

检测波长选择，制备葛根素标准液，参照紫外－可见分
光光度法，于１９０～９００ｎｍ波长范围内进行全波长光
谱扫描，记录吸收光谱。于 ２５０ｎｍ处出现最大吸收
峰，故选用２５０ｎｍ为检测波长［１１］。实验结果表明乙

醇的体积分数、料液比、提取时间均对葛根素的提取有

一定影响，经方差分析，提取时间、料液比对提取效果

影响不显著，乙醇的体积分数则有显著影响 。

　　本实验研究表明，ＰＲＥ各剂量组均能延长醉酒小
鼠的醉酒潜伏期，减少睡眠时间，缩短醒酒时间起到预

防醉酒的效果。其机制为葛根素抑制了消化道对乙醇

的吸收，加强了乙醇在胃肠道的首过消除，从而减小了

乙醇生物利用度［１２］。肝脏含酶丰富，由阳性对照组得

知，当肝脏受到实质性损害时，会引起肝匀浆中 ＧＰＴ、
ＧＯＴ浓度升高。ＰＲＥ各剂量组可使肝匀浆中 ＧＰＴ、
ＧＯＴ浓度受抑制，表明葛根素能有效地提高机体抗氧
化能力，减少脂质过氧化物的产生，从而降低酒精对肝

脏的损伤。其作用机制为葛根素促了机体进新陈代

谢，增加肝脏乙醇代谢解毒速度［１２］。减少乙醇在机体

的蓄积，从而降低血中乙醇浓度，减轻乙醇对人体神经

系统、消化系统等的损害，起到有效的降醇解酒护肝作

用。但并非ＰＲＥ剂量越大肝匀浆中ＧＰＴ、ＧＯＴ浓度越
小，剂量越大效果越好，说明用药剂量要恰当。

　　本研究分析了葛根的解酒预防效果，通过醒酒时
间个肝组织中酶的变化的处以下结论：①葛根素对急
性酒精中毒小鼠具有明显的解酒预防效果，能延长醉

酒小鼠的醉酒潜伏期，减少睡眠时间，缩短醒酒时间和

保护肝脏。②ＰＲＥ各剂量组肝匀浆中 ＧＰＴ、ＧＯＴ浓度
均受抑制，表明葛根具有素具有降低酒精对肝脏的损

伤的作用。其作用机制与提高肝脏ＧＰＴ和ＧＯＴ活力，
加速乙醇的代谢过程，提高肝脏抗氧化能力，降低氧自

由基对肝细胞膜上脂质和蛋白的损伤，维持细胞膜结

构与功能完整性有关。葛根素的解酒效果与葛根素的

含量有一定的相关性，随着葛根素摄入剂量的增加，醉

酒小鼠的醒酒时间降低。本实验为葛根素作解酒护肝

的临床应用，以及低值葛根的高值化加工和利用提供

了理论依据。
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