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石榴叶多酚对急性酒精性肝损伤小鼠肾脏、 
心脏及免疫器官的抗氧化作用

王美菊，陶明煊*，牛文颖，朱 成，叶理跃，邢 佳
（南京师范大学金陵女子学院，江苏 南京 210097）

摘  要：目的：研究石榴叶多酚（purified polyphenols from Punica granatum L. leaves，PPPL）对酒精所致急性肝损

伤小鼠肾脏、心脏、脾脏、胸腺的保护作用。方法：将66 只雄性小鼠随机分为空白对照组、模型对照组、阳性对

照组（联苯双酯150 mg/（kg·d）），PPPL低、中、高剂量组（100、200、400 mg/（kg·d）），连续灌胃30 d，

第31天除空白对照组外其余各组给予50%乙醇（12 mL/kg），建立小鼠急性肝损伤模型。将小鼠脱臼处死后取肾

脏、心脏、脾脏及胸腺，测定其超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、过氧化氢酶（catalase，CAT）、

谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）活力及丙二醛（malondialdehyde，MDA）、还原型谷胱甘肽

（glutathione，GSH）含量。结果：与模型对照组相比，PPPL各剂量组均能提高小鼠各脏器的SOD、CAT、GSH-Px活

性和GSH含量，降低MDA含量。结论：PPPL对酒精性肝损伤小鼠肾脏、心脏及免疫器官具有明显的抗氧化作用。
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Abstract: Objective: To investigate the protective effect of purified polyphenols from leaves of Punica granatum L. (PPPL) 

on kidney, heart, spleen and thymus in a mouse model of acute alcohol-induced hepatic injury. Methods: Sixty-six male mice 

were randomly divided into blank control group, alcoholic injury model group, positive control group (administered with  

150 mg/(kg·d) bifendate by gavage) and PPPL low, medium, and high dose groups (100, 200 and 400 mg/(kg·d)). All mice 

were administered for 30 days. On the next day, the mice from all groups except the blank control group were administered with 

50% alcohol (12 mL/kg), and then all the mice were subjected to dislocation death to assay the activities of SOD, CAT and GSH-Px  

and the contents of MDA and GSH in kidney, heart, spleen and thymus. Results: Compared with the alcoholic injury model 

group, the activities of SOD, CAT and GSH-Px and the contents of GSH in kidney, heart, spleen and thymus revealed an obvious 

increase in the PPPL treatment groups while the contents of MDA were obviously decreased. Conclusion: PPPL has pronounced 

antioxidant effect on kidney, heart and immune organs in mice with alcoholic hepatic injury.
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随着社会和经济的发展，饮酒已成为一种普遍行为，

酒的消耗量呈逐年上升趋势，长期过量饮酒导致的健康隐

患已成为全世界关注的公共卫生问题[1]。大量研究表明，

饮酒与冠心病、高血压、动脉粥样硬化等疾病的发生呈

“J”型曲线关系，少量饮酒可降低这些疾病的发生率，

而饮酒过量则会大大增加发病的风险[2]。长期大量饮酒会

导致心肌细胞膜脂质过氧化而被破坏，造成心肌损伤，亦

会降低心肌收缩力，出现心室肥大和纤维化，重度饮酒还

会导致心律失常[3-5]；乙醇进入机体后，有5%～10%通过

肾脏代谢，过量饮酒则使肾脏代谢超负荷[6]，乙醇、乙醛

便积聚浓缩在肾脏细胞和间质内，导致肾脏损伤[7]，有研

究称乙醇可导致肾小管-间质损伤，最终表现为肾间质纤

维化、慢性肾功能衰竭[8-9]。脾脏和胸腺是机体重要的免

疫器官，有研究表明哺乳动物过量饮酒会显著抑制二者

的生长发育，导致脾脏和胸腺细胞脂质过氧化，细胞膜

通透性增强，使膜表面受体损伤，免疫机能降低[10]。

石榴（Punica granatum L.）为石榴科石榴属落叶灌

木，大量研究表明石榴及其产品中含有丰富的抗氧化成

分，具有延缓衰老、治疗心脑血管疾病、抗癌、提高机

体免疫力等功效[11-12]。现代研究显示，石榴叶具有收敛止

泻、解毒杀虫、治疗跌打损伤、调节血脂水平、清除自

由基等功效[13-14]，富含没食子酸型多酚类物质和鞣花酸

等具有抗氧化活性的化合物[14]，近年来对其抗氧作用的

研究已不断深入。本实验以石榴叶为原料，研究石榴叶

纯化多酚（purified polyphenols from Punica granatum L. 
leaves，PPPL）对急性酒精性肝损伤小鼠肾脏、心脏及

免疫器官的抗氧化作用，旨在为天然药物或保健食品的

研制、开发提供理论和实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

石榴叶采自江苏省南京市鼓楼区，经洗净烘干、粉

碎后，过60 目筛，得石榴叶细粉，将其与50%乙醇按

1∶20（m/V）料液比混匀，冰水浴超声波破碎10 min，调

节pH值为2，70 ℃水浴1.5 h，5 000 r/min冷冻离心10 min
后过滤，得石榴叶粗多酚（crude polyphenols from Punica 
granatum L. leaves，CPPL），将CPPL旋转蒸发、冷冻干燥

后过大孔树脂AB-8，所得样品过聚酰胺即得PPPL[15-16]。经

Folin-酚比色法[17]测得PPPL的多酚纯度为92.83%。

1.2 动物

6  周龄昆明种雄性小鼠，体质量（27±2）   g，
在江苏省中医院动物饲养中心饲养，动物饲养许可证

号：SYXK（苏）2012-0047，保持饲养室环境温度

为（23±2） ℃，相对湿度（50±5）%，照明时间

为12 h。

1.3 试剂与仪器

四乙氧基丙烷 美国Fluka公司；还原型谷胱甘肽

（glutathione，GSH）、牛血清白蛋白（bovine serum 

albumin，BSA） 美国Sigma公司；氯化硝基四氮唑

蓝（nitro blue tetrazolium，NBT）、5,5’-二硫双-2-硝

基苯甲酸（5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoic acid，DTNB）  

南京卓尔生化有限公司；H 2 O 2、无水乙醇、硫代

巴比妥酸（ th iobarbi tur ic  acid，TBA）、甲硫氨酸

（methionine，Met）等生化试剂为国产分析纯。

722可见分光光度计  上海精密科学仪器有限公

司；754紫外-可见分光光度计 上海光谱仪器有限公

司；HH-δ数显恒温水浴锅 金坛市富华仪器有限公司； 

GL-22M高速冷冻离心机 湖南赛特湘仪离心机厂。

1.4 方法

1.4.1 动物分组及模型建立

66 只小鼠适应性喂养3 d后，随机分为空白对照组，模

型对照组，阳性对照组（联苯双酯150 mg/（kg·d））， 

PPPL低、中、高剂量组（100、200、400 mg/（kg·d））， 

用蒸馏水配制样品，每天灌胃1 次，连续灌胃30 d，空白

对照组及模型对照组灌胃等剂量蒸馏水，每周称小鼠体

质量两次。实验期间提供全价颗粒饲料，不限制饮食饮

水。第31天，各组小鼠禁食不禁水12 h，除空白对照组外

其余各组用50%乙醇灌胃，剂量为12 mL/kg，建立小鼠急

性酒精性肝损伤模型，空白对照组灌胃等体积蒸馏水。

去除死亡小鼠后每组剩余10 只小鼠，在灌胃12 h后，脱

臼处死小鼠，取肾脏、心脏、脾脏及胸腺测定抗氧化 

指标。

1.4.2 10%脏器匀浆及组织粗酶液的制备

测定各抗氧化指标前，将脏器置于4 ℃冰箱存放过

夜。准确称取0.1 g脏器，用生理盐水洗去污血后拭干，

置于表面皿中，在冰浴上用手术刀切碎，移入1.5 mL离

心管中，再加入0.9 mL预冷的50 mmol/L磷酸盐缓冲液

（pH 7.8），冰水浴超声波破碎（400 W，5 s/次，间隙

10 s，重复5～7 次），然后在4 ℃条件下10 000 r/min离

心10 min，取上清液即为10%组织匀浆液，该匀浆用于测

定丙二醛（malondialdehyde，MDA）、GSH含量。

10%组织匀浆液与饱和硫酸铵溶液以3∶1（V/V）混

合，10 000 r/min离心10 min，取上清液即为粗酶液，用

于测定GSH-Px、CAT、SOD活力。

1.4.3 蛋白质含量的测定

采用Bradford法[18]测定蛋白质含量，以BSA为标准

蛋白。
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1.4.4 MDA含量的测定

采用TBA法[19]测定MDA含量。

1.4.5 SOD活力的测定

参照Stewart等[20]的NBT光还原法测定SOD活力。

1.4.6 CAT活性的测定

采用紫外吸收法[21]测定CAT活力。

1.4.7 GSH-Px活力的测定

采用照DTNB法[22]测定GSH-Px活力。

1.4.8 GSH含量的测定

按文献[23]的方法测定GSH含量。

1.5 数据统计分析

采用DPS 13.5统计软件对实验数据进行分析，单因

素方差分析检验组间数据是否存在显著性差异，数据用 

±s表示，以P＜0.05及P＜0.01为差异具有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 PPPL对急性酒精性肝损伤小鼠肾脏、心脏及免疫

器官MDA含量的影响

MDA是脂质过氧化的终产物之一，是评价细胞

膜过氧化程度的重要指标，其含量与细胞损伤程度成

正相关。如表1所示，模型对照组小鼠肾脏、脾脏、

胸腺MDA含量明显高于空白对照组，且差异极显著 

（P＜0.01），心脏MDA含量与空白对照组相比也有显

著差异（P＜0.05）。给予PPPL后，小鼠各脏器的MDA

含量均明显下降，且存在一定的剂量-效应关系。PPPL

高剂量组小鼠各脏器的MDA含量均达到阳性对照组水

平，与模型对照组相比差异显著或极显著（P＜0.05或 

P＜0.01）。以上结果说明PPPL能显著提高酒精性肝损伤

小鼠肾脏、心脏及免疫器官的抗氧化水平，对酒精性脏

器损伤具有一定的保护作用。

表 1 PPPL对小鼠肾脏、心脏及免疫器官MDA含量的影响（x±s，n＝10）
Table 1 Effect of PPPL on MDA contents in kidney and heart and 

immune organs of mice (x  ± s, n = 10) 

nmol/mg pro

组别 肾脏 心脏 脾脏 胸腺

空白对照组 4.70±1.14cB 3.31±0.50bA 2.32±0.36bC 0.98±0.05dC

模型对照组 10.04±1.08aA 6.14±0.30aA 7.20±0.10aA 5.37±0.57aA

阳性对照组 6.02±0.12bcAB 3.58±0.20bA 3.50±0.60bBC 1.48±0.07cdBC

PPPL高剂量组 7.41±0.21abcAB 3.73±0.45bA 3.31±0.48bBC 1.44±0.18bBC

PPPL中剂量组 8.57±0.32abAB 4.63±0.54abA 5.51±0.26aAB 2.60±0.15dBC

PPPL低剂量组 9.01±1.42abAB 5.10±0.22abA 6.09±0.19aA 2.85±0.19bB

注：同列小写字母不同表示差异显著（P ＜ 0.05）；同列大写字母不同表

示差异极显著（P ＜ 0.01）。下同。

2.2 PPPL对急性酒精性肝损伤小鼠肾脏、心脏及免疫

器官SOD活性的影响

表 2 PPPL对小鼠肾脏、心脏及免疫器官SOD活力的影响（x±s，n＝10）
Table 2 Effect of PPPL on SOD activities in kidney, heart and immune 

organs of mice (x  ± s, n = 10) 

U/mg pro

组别 肾脏 心脏 脾脏 胸腺

空白对照组 39.12±0.98abA 16.85±0.26aA 60.55±2.26aA 56.31±1.01aA

模型对照组 27.98±2.09dB 5.29±1.48dB 24.55±1.49dC 19.44±3.93dC

阳性对照组 39.46±0.85aA 13.73±1.56abAB 56.80±0.71abA 50.50±1.16abAB

PPPL高剂量组 35.72±1.17abcAB 11.40±1.19abcAB 47.58±4.28bcAB 45.27±1.56bcAB

PPPL中剂量组 32.94±1.47bcdAB 9.43±1.70bcdAB 47.62±4.28bcAB 42.32±2.69bcAB

PPPL低剂量组 32.48±1.45cdAB 6.13±0.46cdB 39.05±1.65cB 39.25±0.59cB

SOD是生物体内重要的抗氧化酶，能有效清除代

谢过程中产生的氧自由基，减缓细胞衰老进程，测定其

活性可间接反映机体的抗氧化能力。如表2所示，模型

对照组小鼠各脏器SOD活力均极显著低于空白对照组 

（P＜0.01），表明造模成功。给予PPPL后，小鼠各脏器

的SOD活力明显增强，且存在剂量-效应关系。PPPL高剂

量组小鼠心脏、胸腺的SOD活力与阳性对照组无极显著

差异（P＞0.01）。以上结果说明PPPL能有效提高小鼠肾

脏、心脏及免疫器官的SOD活性，减缓其氧化进程，减

轻酒精对其损害。

2.3 PPPL对急性酒精性肝损伤小鼠肾脏、心脏及免疫

器官CAT活性的影响

表 3 PPPL对小鼠肾脏、心脏及免疫器官CAT活力的影响（x±s，n＝10）
Table 3 Effect of PPPL on CAT activities in kidney, heart and immune 

organs of mice (x  ± s, n = 10) 

U/mg pro

组别 肾脏 心脏 脾脏 胸腺

空白对照组 135.85±17.47aA 120.97±9.00aA 98.83±2.51aA 66.77±1.27aA

模型对照组 75.33±3.78cB 57.30±8.56cB 74.00±2.10cA 14.30±2.76dD

阳性对照组 116.67±6.22abAB 100.50±6.93abA 94.29±6.14abA 49.19±1.73bB

PPPL高剂量组 99.11±1.82abcAB 103.14±5.81abA 87.30±3.32abcA 50.08±0.95bB

PPPL中剂量组 98.50±6.23bcAB 99.32±3.61abA 80.54±6.92abcA 34.77±3.22cC

PPPL低剂量组 92.41±3.67bcAB 81.49±7.21bcAB 77.64±2.83bcA 34.56±1.02cC

CAT可催化过氧化氢分解为水和分子氧，从而清除

机体内的过氧化氢，减轻其对细胞的损害。如表3所示，

模型对照组小鼠肾脏、心脏、胸腺的CAT活力明显低于

空白对照组（P＜0.01），脾脏CAT活力的变化虽然不及

其他3 个脏器明显，但与空白对照组相比，仍具有显著

差异（P＜0.05），表明造模成功。给予PPPL后，小鼠各

脏器的CAT活力均明显增强，且存在一定的剂量-效应关

系。PPPL高剂量组小鼠的各脏器CAT活力均达到阳性对

照组水平。以上结果说明PPPL能有效提高急性酒精性肝

损伤小鼠肾脏、心脏及免疫器官的CAT活性，增强了小

鼠机体的抗氧化能力。
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2.4 PPPL对急性酒精性肝损伤小鼠肾脏、心脏及免疫

器官GSH-Px活性的影响

表 4 PPPL对小鼠肾脏、心脏及免疫器官GSH-Px活力的影响 

（x±s，n＝10）
Table 4 Effect of PPPL on GSH-Px activities in kidney, heart and 

immune organs of mice (x  ± s, n = 10) 

U/mg pro

组别 肾脏 心脏 脾脏 胸腺

空白对照组 16.07±0.87aA 22.25±0.42aA 24.99±0.50aA 16.70±0.85aA

模型对照组 9.74±0.36bB 11.87±2.10cB 9.83±0.79dE 7.55±2.05cB

阳性对照组 13.87±0.40abAB 20.54±1.36abA 19.98±0.88bBC 16.65±0.35aA

PPPL高剂量组 13.93±2.43abAB 20.41±0.50abA 22.03±0.58bAB 16.23±1.24aA

PPPL中剂量组 12.43±1.31abAB 17.92±0.89abAB 16.83±0.41cCD 14.25±0.77abAB

PPPL低剂量组 10.08±0.88bAB 16.19±1.50bcAB 14.65±0.47cD 9.94±1.32bcAB

GSH-Px是广泛存在于机体内的一种含硒酶，能够

清除机体代谢产生的自由基，减缓脂质过氧化进程，从

而保护细胞膜结构和功能的完整性。如表4所示，模型

对照组小鼠各脏器GSH-Px活力均极显著低于空白对照组 

（P＜0.01），表明造模成功。给予PPPL后，小鼠各脏器

的GSH-Px活力明显升高，且存在一定的剂量-效应关系。

PPPL高剂量组小鼠的各脏器GSH-Px活力与阳性对照组

相比均无极显著差异（P＞0.01），且PPPL中剂量组小鼠

的肾脏、心脏GSH-Px活力亦达到阳性对照组水平。以上

结果说明PPPL能显著提高急性酒精性肝损伤小鼠肾脏、

心脏及免疫器官的GSH-Px活性，提高其清除自由基的能

力，抑制小鼠衰老进程。

2.5 PPPL对急性酒精性肝损伤小鼠肾脏、心脏及免疫

器官GSH含量的影响

表 5 PPPL对小鼠肾脏、心脏及免疫器官GSH含量的影响（x±s，n＝10）
Table 5 Effect of PPPL on GSH contents in kidney, heart and immune 

organs of mice (x  ± s, n = 10) 

μmol/g pro

组别 肾脏 心脏 脾脏 胸腺

空白对照组 44.66±0.33aA 10.43±0.42aAB 7.22±0.48aA 3.85±0.00aA

模型对照组 21.79±0.66cB 5.06±0.38dD 3.23±0.30cB 2.01±0.20cB

阳性对照组 44.54±0.65aA 11.60±1.13aA 6.89±0.15aA 3.25±0.16abAB

PPPL高剂量组 43.47±0.16abA 9.55±0.14abABC 6.95±0.57aA 3.32±0.14abAB

PPPL中剂量组 42.92±1.23bA 7.61±0.17bcBCD 5.53±0.61abAB 3.40±0.50abAB

PPPL低剂量组 40.74±0.05bA 6.73±0.11cdCD 4.25±0.36bcAB 2.76±0.14bcAB

GSH是由谷氨酸、半胱氨酸、甘氨酸组成的小分

子肽，是一种重要的抗氧化剂，其结构中含有极其活

泼的巯基，容易氧化脱氢，从而可清除自由基，提高机

体免疫力，延缓衰老。如表5所示，模型对照组小鼠各

脏器的GSH含量明显低于空白对照组，且差异极显著 

（P＜0.01），说明急性酒精灌胃（12 mg/kg）会降低小

鼠肾脏、心脏、脾脏及胸腺的GSH含量。阳性对照组小

鼠各脏器的GSH活力明显高于模型对照组（P＜0.01或 

P＜0.05），说明实验方法及操作可靠，重复性良好，

实验数据具有统计学意义。给予PPPL后，小鼠各脏器的

GSH含量明显高于模型对照组，且随着PPPL剂量的增大

而提高，PPPL高剂量组小鼠各脏器的GSH含量甚至与阳

性对照组无极显著差异（P＞0.01）。以上结果说明PPPL
可明显提高急性酒精性肝损伤小鼠肾脏、心脏及免疫器

官的GSH含量，增强其抗氧化能力，对酒精所致以上脏

器损伤具有一定保护作用。

3 讨 论

过量饮酒会导致急性或慢性酒精中毒。乙醇进入机

体后，在代谢过程中会产生大量的超氧阴离子自由基、

过氧化物、羟自由基等活性氧，这些自由基极其活泼，

能与细胞膜上的不饱和脂肪酸反应，破坏脂质的氧化-抗
氧化体系平衡，促进脂质过氧化进程[24-25]，导致生物膜严

重受损；自由基还会导致蛋白质、DNA等生物大分子发

生修饰、交联，破坏其正常结构及功能[26]。自由基造成

的氧化损伤广泛存在于机体的组织或器官中，对心脏、

肾脏、脾脏及胸腺均存在一定的危害。

机体内的抗氧化防御体系分为酶和非酶两大类，抗氧

化酶类包括SOD、GSH-Px、CAT等，非酶抗氧化剂则包括

GSH、VC及VE等。现代研究表明，大多数酚类体外清除

自由基的能力要高于VC，且吸收率高[27]；除了作用于活

性氧，这些酚类物质还可提高酶类抗氧化剂的活性[28-29]；

此外，其具有螯合金属离子的作用，能够有效阻断金属离

子对氧化反应的催化进程；以上因素协同配合，最终使酚

类化合物具有良好的抗氧化活性。石榴叶多酚的具体组分

包括鞣花酸、没食子酸和短叶苏木酚等鞣质类成分以及以

木犀草素4’-O-β-葡萄糖苷为代表的黄酮类成分[30-31]。鞣质

类成分的结构中含有没食子酰基或六羟基联苯二酰基，

易与自由基反应，生成相对稳定的中间产物；黄酮类物

质含有大量酚羟基，在自由基的清除方面也表现出良好

的活性[14]；以上活性成分的存在，使石榴叶多酚表现出

良好的抗肿瘤、抗突变及抗氧化功效。

本实验以石榴叶为原材料提取多酚，并通过建立小

鼠急性酒精性脏器损伤模型，测定各组小鼠脏器MDA、

GSH含量及SOD、GSH-Px、CAT活性，研究PPPL对小

鼠肾脏、心脏及免疫器官酒精性损伤的保护作用。结果

表明，造模后小鼠以上脏器SOD、GSH-Px、CAT活性

和GSH含量均明显低于空白对照组，而MDA含量明显

著高于空白对照组，其机制是过量乙醇进入机体，代谢

产生大量活性氧自由基，导致SOD、GSH、GSH-Px、
CAT耗竭，机体抗氧化防御机能降低，细胞膜脂质过

氧化，最终导致其产物MDA含量升高。给予PPPL后，

与模型对照组相比小鼠各脏器的SOD、GSH-Px、CAT
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活性及GSH含量明显提高，MDA含量明显降低，说明

PPPL能够提高急性酒精性肝损伤小鼠肾脏、心脏及免

疫器官的抗氧化酶活性，增强机体抗氧化能力，减轻酒

精对以上脏器的毒害。

过量饮酒甚至酗酒引发的一系列健康及社会问题不

容忽视，本研究结果表明，PPPL具有较好的抗酒精性脏

器损伤作用，机制与其较强的抗氧化作用有关，PPPL有
望被开发成一种抗化学性脏器损伤的保健食品。
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