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大叶藻黄酮对酒精性肝损伤的保护作用

李    静，  张朝辉*，  段筱杉，  应    锐
(中国海洋大学食品科学与工程学院，山东 青岛    266003)

摘要： 为了深入挖掘大叶藻黄酮(ZF)的生物活性，提高大叶藻的利用价值，本实验研究
了ZF对酒精性肝损伤的保护作用；实验采用纤维素酶-超声波辅助复合浸提法提取大叶
藻中的天然活性物质黄酮类化合物，并采用聚酰胺树脂柱层析法对其进行纯化；研究
ZF的体外抗氧化能力；将60只ICR小鼠随机分成6组，通过建立酒精性肝损伤模型，研究
ZF对肝损伤的保护作用；结果显示，经纯化后ZF的含量达到80%。体外实验表明ZF对
DPPH自由基和羟基自由基有清除能力，具有一定的抗氧化活性；体内实验表明ZF对酒
精性肝损伤小鼠的抗氧化能力、脂质代谢能力以及乙醇代谢能力均有影响。ZF各剂量组
与模型组相比，血清ALT、AST和γ-GT活性显著降低，肝组织MDA含量显著降低，乙醇
代谢酶活性显著提高；ZF中、高剂量组小鼠肝组织GSH-Px和SOD活性显著提高，血脂
浓度显著降低。长期过量饮酒可导致小鼠肝脏严重损伤，ZF可以改善小鼠肝组织损伤情
况，对酒精性肝损伤起到保护作用，其机制可能与增强机体抗氧化能力、调节脂质代谢
和乙醇代谢能力有关。
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长期饮酒对机体的多种器官具有毒害作用，

其中对肝脏的损害最为严重，由其造成的中毒

性肝损伤称为酒精性肝病(alcoholic liver disease,
ALD)，根据病情及病程，ALD可分为轻症酒精

性肝病(mild alcoholic injury, MAI)、酒精性脂肪肝

(alcoholic fatty liver, AFL)、酒精性肝炎(alcoholic
hepatitis, AH)、酒精性肝纤维化(alcoholic hepatic
fibrosis, AHF)和酒精性肝硬化(alcoholic cirrhosis,
AC) 5个阶段  [1]。我国因酒精导致的肝损伤病例

呈现逐年上升的趋势，ALD是继病毒性肝炎后导

致肝损伤的第二大病因 [ 2 ] 。临床研究表明，

ALD的病理学改变是不可逆的，但临床治疗药物

的副作用逐渐突出，因此从天然植物中提取安

全的活性成分并应用于此类疾病的治疗成为关

注的焦点[3]。

黄酮类化合物是一类来源广泛的生物活性物

质，具有抗氧化[4]、抗衰老[5]、降血脂[6]等生物活

性，研究表明黄酮对许多疾病具有预防及抑制

作用，具有广泛的开发前景[7]。

大叶藻(Zostera marina)是一种生活在咸水环

境中的高等植物，属被子植物门(Angiospermae)，单

子叶植物纲 ( M o n o c o t y l e d o n e a e )，沼生目

(Helobiae)，隶属于眼子菜科(Potamogetonaceae)大
叶藻属 [8]。大叶藻属中的大叶藻、丛生大叶藻(Z.
caespitosa)、具茎大叶藻(Z. caulescens)、宽叶大

叶藻(Z. asiatica)和矮大叶藻(Z. japonica)主要分布

在山东、河北、辽宁沿海 [9]。大叶藻属于多年生

草本植物，作为海草床的重要组成部分，近年来

在国内外已经引起了广泛的关注。Kim 等[10]首次从

大叶藻中发现黄酮类化合物，为后续研究大叶

藻黄酮的生物活性奠定了基础。

本研究以海洋高等植物大叶藻为原料，研究
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大叶藻黄酮的体外抗氧化作用，并建立酒精性

肝损伤的模型，研究大叶藻黄酮对酒精性肝损

伤的保护作用，以期进一步挖掘大叶藻的价值，

提高大叶藻的利用价值，为寻求对酒精性肝损

伤有保护作用的天然活性物质提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    材料与试剂

大叶藻采自山东青岛栈桥附近海域。将采回

的大叶藻清洗烘干，用捣碎机研磨并过40目筛，

保存在干燥处备用。

DPPH，sigma公司；联苯双酯滴丸，北京协

和药厂；谷丙转氨酶(ALT)试剂盒、谷草转氨酶

(AST)试剂盒、γ-谷氨酰转移酶(γ-GT)试剂盒、超

氧化物歧化酶(SOD)试剂盒、谷胱甘肽过氧化物

酶(GSH-Px)试剂盒、丙二醛(MDA)试剂盒、乙醇

脱氢酶(ADH)试剂盒、蛋白(TP)定量测定试剂盒

均购于南京建成生物工程研究所；甘油三酯

(TG)试剂盒、胆固醇(TC)试剂盒均购于北京中生

北 控 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ； 乙 醛 脱 氢 酶

(ALDH)试剂盒，长春汇力生物技术有限公司；

无水乙醇、Vc、双氧水、水杨酸、七水合硫酸

亚铁等均为国产分析纯。

1.2    仪器与设备

WB-200小型高速粉碎机，北京维博创机械

设备有限公司；SHA-B恒温振荡器，江苏常州国

华电器有限公司；AL204 电子天平，梅特勒托利

多(上海)有限责任公司；TC-15K-H型电子天平，

常熟双杰测试仪器厂；HH-4数显恒温水浴锅，

国华电器有限公司；XW-微型漩涡混合仪，上海

泸西分析仪器厂；2-16KL高速冷冻离心机，Sigma
公司；680型酶标仪，美国BIORAD公司；旋转

蒸发仪，德国Heidolph公司；FSH2型高速内切式

组织匀浆机，江苏金坛金城国胜实验仪器厂。

1.3    实验动物

S P F级雄性健康 I C R ( i n s t i t u t e  o f  c a n c e r
research)小鼠，体质量18~22 g，购于青岛市实验

动物和动物实验中心。饲养条件：小鼠置于经

84消毒的塑料笼中饲养，温度 (22±3) °C，湿度

50%~75%，光暗周期12 h/12 h，自由摄食、饮

水，适应性喂养1周后开始实验。

1.4    实验方法

大叶藻黄酮的提取        采用纤维素酶-超声波

复合辅助浸提法提取黄酮，即称取适量大叶藻

粉末，按料液比3∶50(g/mL)加入70% (V/V)乙
醇，加入0.025 g/g原料纤维素酶，调节酶解pH值

为5，酶解温度25 °C，酶解30 min，再超声处理

15 min，超声功率设置为250 W，55 °C浸提3 h，
过滤收集滤液。提取3次，合并提取液，浓缩、

冷冻干燥即得大叶藻黄酮粗提物。

大叶藻黄酮的纯化        采用聚酰胺树脂柱层

析法纯化大叶藻黄酮。纯化条件：大叶藻黄酮

粗提物的质量浓度为1.25 mg/mL，上样液pH值为

4，上样体积 5  B V，上样流速 3  B V / h， 7 0 %
(V/V)乙醇洗脱，洗脱体积6.5 BV，洗脱流速

3 BV/h。经2次纯化后黄酮纯度达到80%。

大叶藻黄酮清除DPPH自由基(DPPH·)能力的

测定        参照文献[11]中的方法，在10 mL比色管

中加入1 mL不同浓度的提取液和2 mL 0.1 mol/L
的DPPH乙醇溶液，充分混匀后避光反应20 min，
以等体积的提取溶剂和无水乙醇的混合液调

零，在517 nm处测定其吸光度，其值为Ai；测定

1 mL不同浓度的提取液与2 mL无水乙醇的吸光

度，其值为 A j；测定 1  m L提取溶剂与 2  m L
DPPH乙醇溶液的吸光度，其值为Ac。DPPH·清
除率计算公式：

DPPH¢ ( ) =

µ
1¡ A i ¡ A j

A c

¶
£ 100

(1)

大叶藻黄酮清除羟基自由基(·OH)能力的测定 
      参照文献[12]中的方法，在10 mL比色管中依

次加入2 mmol/L的 FeSO4溶液3 mL，1 mmol/L的

H2O2溶液3 mL，再加入6 mmol/L的水杨酸溶液

3 mL，摇匀，37 °C水浴15 min取出，加入1 mL不
同浓度的样液，同时加入 1 mL超纯水作为对

照，用来消除后加的1 mL样液中由于水造成的

体系吸光度的降低，定容至10 mL刻度线摇匀，

再在37 °C条件下水浴15 min，取出后在510 nm处

测其吸光值A1，对照所测吸光值为A2。样液对

·OH清除率的计算公式：

¢OH ( ) =
A 2¡ A 1

A 2
£ 100 (2)

小鼠酒精性肝损伤模型建立        将60只ICR小

鼠适应性饲养1周后，随机分为正常对照组(C)，
模型对照组(M)，阳性对照组(P)，大叶藻黄酮低
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(FL)、中  (FM)、高 (FH)剂量组，每组 10只。

M组、P组、FL组、FM组和FH组按0.2 mL/20 g剂
量灌胃50%乙醇，C组灌胃蒸馏水。1 h后，P组
灌胃150 mg/kg联苯双酯；FL组、FM组和FH组分

别灌胃40、80和160 mg/kg大叶藻黄酮；C组和

M组灌胃相应体积的蒸馏水。

小鼠肝脏指数及抗氧化能力的测定        末次

灌胃后，禁食不禁水24 h，称体质量，眼球取

血，室温放置30 min后，7000 r/min下离心10 min，
取血清低温冷冻保存备用；同时将小鼠颈椎脱

臼处死，迅速剥离肝脏，称重并按公式(3)计算

肝脏指数；取小鼠肝脏，制备10%的肝脏组织匀

浆液备用。参照试剂盒操作说明分别测定小鼠

血清肝功能指标ALT、AST和γ-GT活性，以及肝

组织匀浆GSH-Px、SOD活性和MDA含量。

( ) =
(g)
(g)

£ 100 (3)

小鼠脂质代谢能力及乙醇代谢能力测定       
取小鼠血清测定其血脂浓度，参照试剂盒操作

说明测定TC和TG浓度；取小鼠肝脏10%组织匀

浆液，参照试剂盒操作说明测定肝组织匀浆中

ADH和ALDH活性。

1.5    统计学分析

实验数据采用SPSS 19.0软件进行单因素方差

分析，以平均值±标准差表示，比较组间差异，

P<0.05为各组之间差异显著，P<0.01为各组之间

差异极显著。

2    结果与讨论

2.1    大叶藻黄酮体外抗氧化活性

Vc是常用的抗氧化剂，是自由基清除实验

最好的对照品 [13]。Vc对DPPH·的清除能力高于

ZF，Vc和ZF的IC50值分别为0.051和0.328 mg/mL，

Vc在很小的浓度时清除率就达到80%以上(图1-
a)。DPPH·清除能力的测定广泛应用于各类天然

产物的自由基清除能力的评价，是一种稳定的

质子自由基 [ 1 4 ]，结果表明ZF是一种较有效的

DPPH·清除剂。ZF对·OH的清除能力略高于Vc，
ZF和Vc的IC50值分别为0.581和0.699 mg/mL，且

清除能力与浓度具有明显的量效关系。·OH是活

性氧中最活泼的自由基之一，是造成机体过氧

化损伤的主要因素[15]，结果显示ZF可以有效清除

·OH，具有一定的抗氧化能力(图1-b)。

2.2    大叶藻黄酮对小鼠肝脏指数的影响

肝脏指数是实验中反映肝脏功能是否下降、

肝脏是否受损的常用指标。M组小鼠肝脏指数增

加了15.2%，与C组差异显著 (P<0.05)，表明长期

饮酒使肝脏存在受损肿胀的情况；与M组相比，

ZF各剂量组小鼠肝脏指数显著下降(P<0.01)，且

趋于正常，表明ZF可以抑制长期饮酒造成的肝

脏肿胀，缓解小鼠肝脏受损情况(图2)。

2.3    大叶藻黄酮对酒精性肝损伤小鼠血清ALT、
AST和γ-GT的影响

肝脏是机体最大的解毒器官，肝脏是否正常

对机体非常重要。ALT绝大多数存在于细胞质

中，是肝细胞受损的重要指标，AST主要存在于

线粒体中，肝细胞出现严重坏死时AST含量会明

显上升，因此ALT和AST是目前最常用的肝功能

指标。γ-GT活性的升高是酒精性肝损伤的重要

特征，该指标能够明显区分非酒精性肝病  [16 ]。

连续灌胃6周后，M组小鼠血清ALT、AST和γ-

图 1    大叶藻黄酮、Vc对DPPH·(a)和·OH (b)的清除能力

Fig. 1    The scavenging activities of Z. marina flavonoids and Vc on DPPH• (a) and •OH (b)
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GT活性分别升高了130.7%、53.8%和70.9%，与

C组差异极显著(P<0.01，图3)，说明长期饮酒已

经对小鼠的肝脏造成严重的损伤，小鼠酒精性

肝损伤模型建立成功。与M组相比，FL组的

ALT活性显著下降(P<0.05)，AST和γ-GT活性极

显著下降(P<0.01)；FM和FH组的ALT、AST和γ-
GT活性均极显著下降(P<0.01)，其中FH组ALT、

AST和 γ-GT活性分别下降了39.0%、27.5%和

25.7%，3种酶的活性趋于正常水平，说明ZF可以

抑制小鼠因酒精造成的ALT、AST和γ-GT活性的

升高，使肝功能得到改善。结果表明ZF对小鼠

酒精性肝损伤有一定的保护作用。

2.4    大叶藻黄酮对酒精性肝损伤小鼠肝脏

GSH-Px、SOD和MDA含量的影响

乙醇在机体代谢过程中会生成大量的活性氧，

如果不能及时清除则会对机体的抗氧化能力产

生影响。GSH-Px是机体中催化过氧化氢分解的

重要酶，是机体重要的抗过氧化能力的指标之

一，对细胞膜结构及功能的完整起到保护作

用；SOD是机体重要的自由基清除剂，对机体的

氧化与抗氧化能力的平衡起着至关重要的作

用；MDA是自由基作用于脂质发生过氧化反应

的产物，通过测定MDA的量可以反映机体脂质

过氧化的程度，是常用的膜脂过氧化指标[17]。因

此，测定肝脏中GSH-Px、SOD活性以及MDA含

量，可以反映小鼠肝脏受乙醇代谢产物损害的

程度。M组小鼠肝脏GSH-Px、SOD活性显著降低

(P<0.01)，分别降低了45.0%和40.8%，与C组差异

极显著 (P<0.01)；MDA含量显著增加了79.0%

(P<0.01)，说明酒精导致小鼠肝脏中过氧化物明

显升高，而抗氧化能力下降(图4)。与M组相比，

FM组GSH-Px和SOD活性分别升高了48.9%和

27.7%，差异显著 (P<0.05)；FH组GSH-Px和
SOD活性分别升高了60.1%和44.2%，差异极显著

(P<0.01)；FL、FM和FH组MDA含量分别下降了

31.6%、43.2%和39.3%，差异极显著  (P<0.01)，
说明ZF可以有效阻止饮酒小鼠的肝细胞发生过

氧化反应，促使小鼠肝脏内氧化和抗氧化的平

衡趋于正常。结果表明ZF可以增强机体的抗氧

化能力，其对酒精性肝损伤的保护作用可能与

抗氧化作用有关。

2.5    大叶藻黄酮对酒精性肝损伤小鼠血清

TC和TG的影响

肝脏是酒精代谢的场所，同时也是脂肪代谢

图 2    大叶藻黄酮对各组小鼠肝脏指数的影响(n=10)
与正常组相比，*. P < 0.05，**. P < 0.01；与模型组相比，#. P <
0.05，##. P < 0.01，下同

Fig. 2    Effects of Z. marina flavonoids
on liver index in mice

Compared to normal group, *. P < 0.05，**. P < 0.01; compared to
model group, #. P < 0.05, ##. P < 0.01, the same below

图 3    大叶藻黄酮对各组小鼠血清ALT(a)、AST(b)和
γ-GT(c)的影响(n=10)

Fig. 3    Effects of Z. marina flavonoids on the serum
ALT(a), AST(b) and γ-GT(c) in mice
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的场所。临床研究显示酒精性脂肪肝与血脂的

关系密切，酒精摄入过多则会使脂类物质在肝

脏中堆积，如果肝脏发生脂肪性病变则会导致

血脂浓度的升高[18]。因此，血脂浓度可以反映小

鼠肝脏脂肪性病变的程度。M组小鼠血清TC、

T G含量均显著升高 ( P < 0 . 0 1 )，分别升高了

21.6%和58.9%，说明长期饮酒会导致小鼠体内

TC和TG的堆积，使脂肪代谢受到阻碍(图5)。与

M组相比，P、FM和FH组小鼠血清TC、TG含量

均显著降低(P<0.01)。FH组TC和TG分别降低了

1 4 . 5 5 %和 3 2 . 5 9 %， P组分别降低了 1 5 . 5 %和

30.8%，说明ZF可以在一定程度上抑制TC和

TG的堆积，使血脂浓度趋于正常。结果表明ZF

对酒精性肝损伤的保护作用可能与调节脂质代

谢有关。

2.6    大叶藻黄酮对酒精性肝损伤小鼠肝脏ADH
和ALDH的影响

乙醇在 ADH催化下生成乙醛，乙醛再经

ALDH催化生成乙酸，乙酸再以乙酰CoA的形式

进入三羧酸循环，最后氧化成二氧化碳和水排

出体外[19]。因此，影响乙醇代谢速率的关键酶是

ADH和ALDH，酶活性升高有助于加快乙醇代

谢，减轻乙醇对机体的毒害作用。M组小鼠肝脏

ADH和ALDH活性显著下降(P<0.01)，分别下降

了58.0%和63.7%，说明酒精性肝损伤小鼠肝脏中

的乙醇代谢酶活性受到抑制，酒精性肝损伤与

乙醇代谢酶的活性密切相关(图6)。与M组相比，

P组和ZF各剂量组小鼠肝脏ADH和ALDH活性均

显著升高(P<0.01)，FH组ADH和ALDH活性分别

升高了124.3%和97.8%，说明ZF可以提高乙醇代

谢酶的活性，进而提高乙醇在肝脏中的代谢速

率，缩短乙醇及其代谢产物在体内的停留时间，

图 4    大叶藻黄酮对各组小鼠肝脏GSH-Px(a)、
SOD(b)和MDA(c)的影响(n=10)

Fig. 4    Effects of Z. marina flavonoids on the hepatic
GSH-Px(a), SOD(b) and MDA(c) in mice

图 5    大叶藻黄酮对各组小鼠血清TC和

TG的影响(n=10)

Fig. 5    Effects of Z. marina flavonoids on
the serum TC and TG in mice

图 6    大叶藻黄酮对各组小鼠肝脏ADH和

ALDH的影响(n=10)

Fig. 6    Effects of Z. marina flavonoids on the hepatic
ADH and ALDH in mice
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避免积累，减轻对肝脏的损害。

3    结论

本研究以海洋高等植物大叶藻为原料，经提

取、纯化得到大叶藻黄酮，成功建立酒精性肝

损伤模型，研究大叶藻黄酮的体外抗氧化活性

及其对小鼠酒精性肝损伤的保护作用。刘超群

等[20]研究表明，大蒜多糖可以降低酒精性肝损伤

引起的血清ALT、AST活性水平，增加肝组织

GSH-Px、SOD活性，降低肝组织MDA含量，表

明大蒜多糖对酒精性肝损伤有一定的保护作

用；孟宪军等 [21]研究表明北五味子 (Schisandra
chinensis)藤茎总三萜化合物对酒精性肝损伤有保

护作用；本实验结果显示大叶藻黄酮具有一定

的体外抗氧化活性，其对小鼠酒精性肝损伤有

明显的保护作用，因此推测大叶藻黄酮对酒精

性肝损伤的作用机制与大蒜多糖、北五味子藤

茎总三萜化合物等相似，其机制可能与调控各

种代谢酶的活性有关，即大叶藻黄酮能够提高

机体的GSH-Px、SOD、ADH和ALDH活性水平，使

乙醇由ADH途径代谢成乙醛，且ALDH活性的提

高加快了乙醛的代谢，GSH-Px和SOD活性的提

高能够提升乙醇代谢产生的活性氧的清除率，

从而减少乙醇代谢产物对机体的损伤，具体作

用机制还有待进一步研究。本研究为大叶藻的

综合开发利用以及为寻找对酒精性肝损伤有保

护作用的天然活性物质提供了理论依据。
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Protective effect of flavonoids from Zostera marina against
chronic alcohol hepatic injury in mice

LI Jing,    ZHANG Zhaohui*,    DUAN Xiaoshan,    YING Rui
(College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao    266003,  China)

Abstract: The aim of this study was to investigate the protective effect and its mechanism in the context of
antioxidant of flavonoids from Zostera marina (ZF) on chronic alcohol hepatic injury in mice. This study would
provide scientific basis for the prevention of chronic alcohol hepatic injury. ZF were extracted by the combination
of cellulose and ultrasonic wave assisted and purified by polyamide resin column chromatography. The scavenging
DPPH and hydroxyl free radicals abilities of ZF were studied. To establish chronic alcohol hepatic injury model,
60 ICR mice were randomly divided into 6 groups (10 mice per group): normal group (C), model group (M),
positive group (P) , FL group treated with ZF at dose of 40 mg/kg∙d, FM group treated with ZF at dose of 80
mg/kg∙d and FH group treated with ZF at dose of 160 mg/kg∙d. Mice in normal group were treated with distilled
water by gavage, and mice in other groups were treated with 50% alcohol by gavage. 60 min later, mice in normal
group and model group were given distilled water, positive group mice were given bifendate and other group mice
were given ZF of different doses. After 6 weeks of treatment, all mice were killed and blood samples were taken to
measure the activities of ALT, AST, γ-GT and the contents of TC and TG. And liver was taken to detect the
activities of GSH-Px, SOD, ADH, ALDH and the content of MDA. The ZF flavonoids content reached 80% after
purification. The antioxidant activity of ZF was evaluated by in vitro experiments. In vivo experiments, the liver
index of model group was significantly increased, while the liver index of ZF treated groups was significantly
lower than that of model group. These results suggest that ZF have some protective effect against alcohol hepatic
injury. The activities of ALT, AST, γ-GT and lipid levels in serum and the MDA content of liver in model group
significantly increased; the activities of GSH-Px, SOD and ethanol metabolic enzymes of liver in model group
evidently decreased, indicating that chronic consumption of alcohol resulted in a serious hepatic injury in mice,
and the model of chronic alcohol hepatic injury of mice succeeded. Compared with model group, ZF groups
significantly reduced the activities of ALT, AST, γ-GT and lipid levels in serum, the content of MDA in liver
increased the activities of GSH-Px, SOD and ethanol metabolic enzymes. The results show that ZF protected mice
against chronic alcohol hepatic injury by increasing antioxidant capacity, regulating lipid metabolism and alcohol
metabolism. Long-term excessive drinking can lead to hepatic injury; ZF have protective effects against chronic
alcohol  hepatic  injury,  and the mechanism is  related to antioxidant  capacity,  lipid metabolism and alcohol
metabolism.
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