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红花红色素对小鼠急性 CCl4性肝损伤的作用 
 

李晓斐，李志珂，武双婵，丁虹 

（武汉大学药学院药理学实验室，湖北武汉 430071） 

摘要：本文提取红花红色素并对其体外抗氧化能力及体内护肝作用进行检测。用 0.1 mol/L的碳酸钠溶液浸泡红花，提取红色素；

研究红花红色素对羟自由基、DPPH 的清除作用；建立急性CCl4肝损伤模型，生化法测定小鼠血清中ALT、AST、ALP 的活性,肝组

织匀浆中 CAT、SOD 的活性以及 MDA、GSH 的含量；肝组织 HE 染色，观察对小鼠肝脏组织的影响；蛋白印迹法测定小鼠肝组织

Nrf2、OH-1、NQO1 蛋白表达量。结果表明红花红色素具有很强的体外抗氧化能力。在体内实验中与模型组相比，肝组织损伤情况

明显改善；血清中 ALT、AST、ALP 活性显著下降，最高达到 50%以上；肝组织匀浆中 CAT、SOD 活性和 GSH 含量显著升高，最

高达到 30%以上，MDA 的含量显著降低，最高达到 36.02%；Nrf2，GSTα 和 NQO1 蛋白表达量增加。红花红色素对急性 CCl4性肝

损伤有明显保护作用，其机制可能与调节血清酶、抗氧化物酶的活力、含量和通过 Nrf2 通路的抗氧化作用有关。 
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Effect of Safflower Red Pigment on Acute Liver Injury Induced  

by CCl4 in Mice 

LI Xiao-fei, LI Zhi-ke, WU Shuang-chan, DING Hong 

(Department of Pharmacology, Pharmacy College of Wuhan University, Wuhan 430071, China) 

Abstract: Safflower red pigment was isolated from safflower by 0.1mol/L NaCO3 aqueous solution and its anti-oxidative and liver 

protection capability were investigated. Acute injury models were set by CCl4 in mice. ALT, AST and ALP activities in serum, CAT, SOD 

activities, MDA content and GSH content in liver homogenates were measured by biochemical assays. Liver tissue of the mice was stained with 

HE for observing the effect of safflower red pigment on mice liver histopathology. Expression levels of Nrf2, OH-1, NQO1 protein were 

measured by western blot analysis. Results showed that safflower red pigment had strong antioxidant ability in vitro. In vivo study showed that, 

compared with model group, ALT, AST and ALP activities in serum declined significantly and the maximal recline rate was more than 50%. 

CAT, SOD activities and GSH content in liver homogenates significantly increased, with the maximum increasing rate being more than 30%. 

MDA content in liver homogenates declined significantly and the maximal decling rate was 36.02%. Expression levels of Nrf2, GSTα and 

NQO1 were all improved in the safflower red pigment group. The safflower red pigment successfully reduce hepatotoxicity in CCl4-induced 

liver injury mice, due to the regulation of serum enzymes ,antioxidant enzymes and antioxidant activity via the Nrf2 pathway. 
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红花（Carthamu stinctorius L.），又称草红花，属

双子叶植物纲、菊科。原产埃及，在欧洲、美洲、澳

大利亚和中国等许多地方都有栽培。红花味辛性温，

具有活血通经、散瘀止痛的功效，对冠心病、血管栓

塞性疾病、传染性肝炎有一定的疗效，可以用于食品、

医药、化妆品等多个领域。红花冠中主要是含有黄色

素和红色素两种色素，其中黄色素含量较高，提取也

较为容易，目前已有大量关于黄色素的研究，如红花 
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黄色素对缺血缺氧造成的心肌损伤的缓解作用[1]、拮抗

炎症因子IL-1β的诱导的软骨终板细胞凋亡的作用[2]。

红花红色素由于含量低不易提取，所以相关的药理作

用研究也较少。近年来，由于红花红色素的提取纯化

工艺逐渐成熟，关于红花红色素的性质已经有了一些

初步的探究，比如红花红色素可能具有体外抗氧化的

活性，但是相关的药理作用的研究较少。 

本实验通过建立经典小鼠四氯化碳（carbon 

tetrachloride，CCl4）急性肝损伤模型，观察小鼠的肝组

织病理学的变化以及小鼠血清和肝组织匀浆生化指标

的改变，来研究红花红色素对小鼠的CCl4急性肝损伤的

保护作用，使用Western Blot的方法初步探究了红花红
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色素的这种护肝作用的可能机制，同时也对红花红色

素的提取纯化和体外抗氧化作用进行了探求验证。 

红花在我国的应用历史悠久，在我国的河南、浙

江、四川等地都有种植，并且有相关的产业衍生。研

究红花的附加值对拓展红花的应用前景有重要作用。

本实验中关于红花红色素的护肝作用的研究可以对红

花资源的开发利用起到一定的促进作用。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

昆明鼠36只，雌雄各半，体重18~22 g，由武汉大

学实验动物中心提供。 

1.2  供试品与试剂 

红花；Tris Base（科瑞生物）；邻苯三酚（上海试

一化学试剂有限公司）；DPPH（sigma公司）；硫酸亚

铁（中国仙桃市第一化工厂）；超氧化物歧化酶（SOD）

试剂盒、丙二醛（MDA）含量测定试剂盒、谷胱甘肽

（GSH）含量测定试剂盒、过氧化氢酶（CAT）含量测

定试剂盒、天门冬氨酸氨基转移酶（AST）含量测定试

剂盒、血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）含量测定试剂盒、

碱性磷酸酶（ALP）试剂盒（试剂盒都来自南京建成生

物工程研究所）。 

1.3  仪器 

离心机（飞鸽牌系列）；分析天平，HANGPING 

FA1004；超声仪，厦门华益通超声设备有限公司；恒

温水浴装置，TB-85型，日本岛津公司；酶标仪，KHB 

ST-360，上海科华。 

1.4  方法 

1.4.1  红花红色素的提取 

红花100 g，蒸馏水洗至无色，加入1600 mL 0.1 

mol/L碳酸氢钠溶液浸泡，超声浸泡15 min，抽滤得滤

液，用0.5 mol/L的柠檬酸溶液调节pH至酸性，锡纸包

或避光放置过夜。过夜后以5000 r/min离心，收集沉淀。

红色素不稳定，将所得红色素沉淀冷冻干燥，得到红

色素的冻干粉0.35 g。 

1.4.2  红花红色素的体外抗氧化实验 

1.4.2.1  DPPH自由基的清除实验 

将红花红色素稀释为31.25 mg/L~1000 mg/L之间

的一系列浓度，取5 μg红花红色素稀释液与150 μL l20 

mg/L DPPH溶液加人同一试管中，摇匀，在黑暗中放

置30 min，以无水乙醇为空白在517 nm测定其吸光度

A。 

清除率计算公式：[A0-(A-A1)]/A0×100% 

注：A0：空白对照液的吸光度；A：测定组的吸光度；A1：

对照组的吸光度。 

1.4.2.2  红花红色素对羟自由基的清除试验 

将红花红色素稀释为31.25 mg/L~1000 mg/L之间

的一系列浓度。反应体系中含9.8 mmol/L H2O2 30 μL，

9 mmol/L FeSO4 30 μL，9 mmol/L水杨酸-乙醇60 μL，

不同浓度的待测物溶液30 μL。最后加H2O2启动反应，

37 ℃反应30 min，以超纯水为参比，在510 nm下测量

各浓度的吸光度。考虑到多糖本身的吸收光值，以9 

mmol/L FeS04 2 mL，9 mmol/L水杨酸一乙醇2 mL，不

同浓度的待测物溶液2 mL和2 mL超纯水作为多糖的本

底吸收。 

清除率计算公式：[(A0-Ax-Axo)/A0]×100% 

注：A0：空白对照液的吸光度；Ax：加入多糖溶液后的

吸光度；Axo：不加显色剂 H2O2 多糖溶液的吸光度。 

1.4.3  四氯化碳急性肝损伤治疗实验 

1.4.3.1  动物分组 

36 只实验小鼠随机分为空白组、模型组、阳性对

照组、红花红色素高浓度组（20 mg/kg）、红花红色素

中浓度组（10 mg/kg）、红花红低浓度组（5 mg/kg），

每组各 6 只。建立 CCl4 小鼠急性肝损伤模型，第 5 d，

空白组腹腔注射大豆油 0.1 mL/g，模型组腹腔注射1%

的 CCl4 大豆油溶液。所有小鼠同室分笼饲养,正常饮

食、进水，室温(20±2) ℃。空白组、CCl4 损伤模型组

每天灌服双蒸水 0.1 mL/g，阳性对照组每天灌服谷胱

甘肽 0.5 mL/g，红花红色素保护组每天分别灌服不同

浓度的红花红色素稀释液 0.1 mL/g，共 7 d。于最后一

次灌药后 24 h 处死老鼠，并进行眼球取血，常温4000 

r/min 离心 10 min,留取上清液。剪取内脏保存。 

1.4.3.2  血清转氨酶检测 

取血清上清液，按试剂盒操作步骤 ALT、AST、

ALP 的活力值以及血清总蛋白的含量。 

1.4.3.3  肝组织匀浆生化指标的检测 

取肝组织匀浆（生理盐水）上清液，按照试剂盒

操作步骤，测得SOD、CAT 的活力和 GSH、MDA的

总含量以及肝组织匀浆中总蛋白的含量。 

1.4.3.4  组织病理学观察 

留取相同部位肝组织，用 10%福尔马林固定，石

蜡包埋，切片，HE染色，光镜观察肝组织病理变化。 

1.4.3.5  Western Blot 法测定肝组织匀浆的 Nrf2、

HO-1、GSTα 含量 

根据 BCA 法测得的蛋白含量，用生理盐水将肝

组织匀浆（蛋白裂解液）上清液稀释至同一浓度(2000 

μg/mL)，加入4×的上样缓冲液，沸水浴 5 min，-40 ℃

保存备用；取样 10 μL，进行 SDS-PAGE凝胶电泳（分

离胶为 10%），恒压 80 V电泳 30 min，换至120 V电

泳至结束取下凝胶进行转膜；流 200 mA转膜 10 min，
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封闭液室温封闭 PVDF 膜过夜。剪下不同区带的

PVDF 膜，分别入 1:250 的 Nrf2、HO-1、GSTα、β-actin

第一抗体，室温孵育 1 h，TBST 振摇漂洗3×5 min 次；

加入 1:5000 的第二抗体室温孵育 45 min，TBST 振摇

漂洗 3×5 min 次；ECL法显色，暗室中曝光 2 min，

显影定影。 

2  结果与讨论 

2.1  体外抗氧化实验 

表 1 红花红色素、VC及 BHT 对 DPPH 和羟自由基的清除能力 

Table 1 Comparsion of the DPPH and OH scavenging activities 

of safflower red pigment, VC and BHT 

分组 
IC50 

DPPH/(mg/L) OH·/(mg/L) 

红花组 461.91±19.86 460.70±13.85 

BHT 组 890.84±17.13 1254.69±24.56 

VC 组 335.60±10.44 554.69±10.74 

BHT和VC是食品工业中常用的抗氧化剂[3]。本次

实验中，我们采用DPPH和OH·这两种自由基清除实验，

用BHT和Vc对DPPH自由基的清除能力作对照。在

DPPH清除实验中，红花红色素、BHT和Vc的IC50值（清

除50%的自由基所需要的浓度）分别是461.91±19.86 

μg/mL、890.84±17.13 μg/mL和335.60± 10.44 μg/mL，显

示出红花红色素的清除能力显著强于BHT。在OH·清除

实验中，红花红色素、BHT和Vc 的IC50值分别是

460.70±13.85、1254.69±24.56和554.69±10.74，显示出

红花红色素的清除能力明显强于Vc和BHT，结果见表

1。这表明红花红色素具有预防和减轻肝的氧化性损伤

的能力。 

2.2  红花红色素对血清 ALT、AST、ALP 含量

的影响 

四氯化碳（CCl4）是一种广泛用于评估保肝作用

的药物和植物提取物的肝毒性剂[4]。在肝损伤检测中，

常用到血清转氨酶的测定。当肝细胞受到损伤时，如

果仅有细胞膜通透性轻度改变时，ALT轻度升高，肝

细胞大量破坏时，AST、ALT可大幅度增高，因此，

血清中这两种酶活性的增高在一定程度上反映了肝细

胞损害的程度。胆汁酸浓度的升高可促进ALP合成，

所以ALP是胆汁淤滞的重要酶指标，无论肝内或者肝

外胆道阻滞时，ALP含量均升高 [5~6]。故选用ALT、

AST、ALP这三个指标来反映肝损伤的情况。 

由实验结果可知，与正常组相比，模型组的AST、

ALT、ALP值显著增高（P<0.05或P<0.01），表明模型

组肝组织损伤严重，而各红花红色素保护组的AST、

ALT、ALP值显著低于模型组（P<0.05或P<0.01），低

剂量不明显。随着红花红色素的浓度降低，对肝脏的

保护作用逐渐下降，结果见表2。 

表 2 红花红色素对血清 AST、ALT、ALP 活性的影响 

Table 2 Effect of safflower red pigment on serum ALT, AST and ALP activities in mice with liver injury induced by CCl4  

分组 ALT/(U/L) AST/(U/L) ALP/(U/L) TP/(U/L) 

空白组 5.12±1.84 12.30±3.05 19.37±6.74 8.43±0.432 

模型组 14.32±3.77## 35.40±16.78# 68.19±12.83## 7.42±0.46## 

谷胱甘肽组 8.85±1.75* 17.93±1.04* 36.83±12.47** 8.08±0.38* 

红色素高剂量组 

（20 mg/kg） 
6.64±2.32** 14.99±8.94* 21.97±9.26** 8.17±0.32* 

红色素中剂量组 

（10 mg/kg） 
8.10±2.35* 17.45±2.87* 40.61±20.95* 8.06±0.33* 

红色素低剂量组 

（5 mg/kg） 
11.47±2.03 20.52±5.36 54.95±8.16 7.99±0.31 

注：#P<0.05，##P<0.01 vs 空白组；*P<0.05，**P<0.01 vs 模型组。 

2.3  红花红色素对肝组织中 SOD、CAT 活力

和 GSH、MDA 含量的影响 

超氧化物歧化酶（SOD）是一种重要金属酶，是

体内氧自由基清除系统的首要防线。在肝细胞受到自

由基攻击时，作为机体的保护性机制，肝脏内 SOD

也可因其耗竭而减少[7]。谷胱甘肽（GSH）可以互通

过还原型和氧化型的相转化而起到抗氧化的作用，一

般来说肝损伤越严重，GSH的含量越下降。过氧化氢

酶（CAT）是一种酶类清除剂，可促使 H2O2分解为分

子氧和水，清除体内的过氧化氢，肝损伤程度越重，

肝脏内的 CAT 的含量越少[8]。丙二醛（MDA）为脂

质过氧化的终产物，肝损伤程度越重，肝脏内的 MDA

含量则越高[9]。故通过测定肝组织匀浆中的 SOD、

GSH、CAT、MAD 指标，来反映肝损伤的程度。 

模型组与空白组相比，其 SOD、CAT 的活力和

GSH 的含量明显降低，而且红花红色素保护组的
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SOD、CAT 活力和 GSH 的含量较模型组均有明显增

加，说明红花红色素对小鼠的急性肝损伤有一定程度

的治疗和保护的作用，使肝脏内的抗氧化功能增强，

并且疗效与红花红色素所用的剂量成正比关系。模型

组与空白组相比，MDA 的含量明显增高，而且红花

红色素保护组的 MDA 含量较模型组均有明显降低，

其中红高组最接近空白组，说明红花红色素抑制了

MDA的产生，减少了 MDA的分解，从而减小了 MDA

分解所引起的细胞损伤，这也说明红花红色素有助于

肝脏的抗氧化功能。结果见表 3。 

表3 红花红色素对肝组织中SOD、CAT活性以及GSH、MDA含量的影响 

Table 3 Effect of safflower red pigment on SOD, CAT activities and GSH,MDA content in mice with liver injury induced by CCl4 

分组 
SOD/ 

(10U/mg Pro) 

CAT/ 

(U/mg Pro) 

GSH 

/(mg/mg Pro) 

MDA/ 

(nmol/mg Pro) 

空白组 207.91±26.38 16.09±2.44 11.77±1.58 2.50±0.77 

模型组 142.02±22.63## 5.52±1.52# 6.64±1.19## 4.22±0.91## 

谷胱甘肽组 180.03±15.73** 11.37±1.68** 8.30±1.29* 2.83±0.59* 

红色素高剂量组

（20mg/kg） 
198.03±26.18** 13.14±3.94** 8.77±1.05* 2.70±0.61* 

红色素中剂量组

（10mg/kg） 
173.77±17.03* 11.56±4.40** 8.44±1.11* 2.89±0.67* 

红色素低剂量组

（5mg/kg） 
168.63±22.63* 10.27±4.44* 7.12±0.63* 3.10±0.60 

注：#P<0.05，##P<0.01 vs 空白组；*P<0.05，**P<0.01 vs 模型组。 

2.4  红花红色素对肝组织的病理学影响 

 
图1 红花红色素对肝脏组织病理学的影响（100×） 

Fig.1 Effect of safflower red pigment on liver histopathology 

(100) 

注：A：空白组，B：四氯化碳模型组，C：谷胱甘肽组，

D：红花红色素组（20 mg/kg），E：红花红色素组（10 mg/kg），

F：红花红色素组（5 mg/kg）。 

小鼠肝脏病理切片显示，空白组小鼠的肝脏结构

正常，肝细胞索呈明显的放射状，汇管区无变性、坏

死及炎症细胞浸润等病变，总体观察，肝细胞形态正

常。CCl4模型组小鼠肝脏呈现显著的肝细胞碎片性坏

死、汇管区扩大、有较多炎细胞浸润等病变。谷胱甘

肽阳性对照组，偶见细胞坏死，汇管区少量炎症细胞

浸润。红花高剂量组肝脏组织均最接近空白组，汇管

区正常无扩大，肝小叶结构基本完整，肝细胞少有坏

死。低、中剂量组的肝脏组织较模型组也有一定改善，

但与红花高剂量组比较，中剂量组效果稍差，低剂量

组最差。结果见图1。 

2.5  红花红花素对 Nrf2、OH-1、NQO1 表达

水平的影响 

 

图 2 CCl4介导的肝损伤小鼠的肝组织中 Nrf2、GSTα、NQO1 的

表达 

Fig.2 Expression of Nrf2, GSTα, NQO1 in mice liver with liver 

injury induced by CCl4 

注：A：空白组，B：四氯化碳模型组，C：谷胱甘肽组（阳

性对照），D：红花红色素组（20 mg/kg），E：红花红色素组 10 

mg/kg），F：红花红色素组（5 mg/kg）。 

在四氯化碳诱导的肝损伤的发病机制中，高活性

的代谢物引起的氧化应激起到了关键作用，而越来越

多的证据表明Nrf2在第二阶段的抗氧化和排异反应中

起到了重要的作用[10]。本次试验是首次证明红花红色

素能够通过Nrf2通路提高抗氧化物酶的活性。与其他研

究结果一致，本次研究表明，在CCl4损伤模型组中，

Nrf2、GSTα、NQO1的蛋白表达水平明显降低，表明
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CCl4可以引起氧化性肝损伤。与CCl4损伤模型组比较，

红花红色素保护组中，Nrf2、GSTα、NQO1的蛋白表

达水平有效地提升，表明了红花红色素能够通过Nrf2

通路对氧化性肝损伤起到治疗作用。至于其对Nrf2通路

的具体作用机制，还需后续试验的进一步研究。结果

见图2，表4。 

表 4 红花红花素对 Nrf2、OH-1、NQO1 表达水平的影响 

Table 4 Effect of safflower red pigment on expression of GSTα, 

Nrf2 and NQO1 in rat liver in rats with liver injury induced by 

CCl4 

分组 GSTα/actine% Nrf2/actine% NQO1/actine% 

空白组 31.21±4.13 62.62±11.65 40.43±4.89 

模型组 18.93±10.85# 30.43±6.21# 15.65±4.81# 

谷胱甘肽组 22.53±4.92 37.63±8.36 28.32±3.37* 

红色素高剂量 

组(20mg/kg) 
42.56±5.97* 65.43±10.19* 41.81±6.46* 

红色素中剂量 

组(10mg/kg) 
32.63±3.46* 60.53±9.14* 32.52±5.83* 

红色素低剂量 

组(5mg/kg) 
24.79±4.03 41.05±8.61 29.40±3.82 

注：#P<0.05，##P<0.01 vs 空白组；*P<0.05，**P<0.01 vs

模型组。 

3  结论 

本实验通过优化红色素的提取工艺，加入超声萃

取等得到了高纯度红花红色素，进而开展了红花红色

素对体内外抗氧化的作用的研究，得到红花红色素无

论在体内还是体外都有良好的抗氧化功能的结论，还

通过实验证明了红花红色素的治疗肝损伤与 Nrf2 通

路有关。作为一种常用的食品添加剂，红花红色素还

具有良好的保肝护肝作用，说明红花红色素有一定的

市场发展前景。至于其对 Nrf2通路的具体作用机制，

还需后续试验的进一步研究。 
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