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乙醇分级沉淀的樟芝多糖对于小鼠急性肝损伤的保护作用 
  

杨毅，官俏兵，张晓玲，郭丽，韩晨阳*
(嘉兴市第二医院，浙江 嘉兴 314001) 

 
摘要：目的  研究不同浓度乙醇沉淀获得的樟芝多糖对于急性肝损伤小鼠的保肝作用。方法  采用不同浓度的乙醇沉淀

获得樟芝多糖，建立 D-氨基半乳糖的急性肝损伤小鼠，Elisa 法检测各组血清的谷丙转氨酶(ALT)，谷草转氨酶(AST)，肿

瘤坏死因子(TNF-α)、白介素-6(IL-6)、白介素-10(IL-10)的表达以及肝组织中 SOD、CAT、GSH-Px、GSH 的表达，肝脏

HE 染色检查组织病理，qPCR 检测肝组织中 Bcl-2、Bax、Caspase-3 的 mRNA 的表达。确定樟芝多糖中对于小鼠急性肝

损伤有效的部分。结果  樟芝多糖的各浓度的乙醇沉淀物均有一定的保肝作用，其中 90%乙醇沉淀的多糖对于小鼠模型

ALT、AST 的含量具有显著的降低作用且优于其他组多糖(P<0.05)。4 种多糖可以显著降低血清中肿瘤坏死因子(TNF-α)、

白介素-6(IL-6)、和肝组织中 Bax、Caspase-3mRNA 的表达，提高白介素-10(IL-10)和肝组织中 SOD、CAT、GSH-Px、GSH

蛋白表达以及 Bcl-2mRNA 的表达(P<0.05)。且 PW90 多糖效果较好。结论  不同浓度乙醇沉淀的樟芝多糖对于急性肝损

伤有着一定的保护作用，90%乙醇沉淀获得的多糖保肝作用优于其他浓度乙醇沉淀获得的多糖。 
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Protective Effect of Polysaccharides from Ethanol Precipitation in Antrodia Cinnamomea on Acute Liver 
Injury in Mice 
 
YANG Yi, GUAN Qiaobing, ZHANG Xiaoling, GUO Li, HAN Chenyang*(The Second Hospital of Jiaxing, Jiaxing 

314001, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the protective effect of polysaccharides from different concentrations of ethanol on 
acute liver injury in mice. METHODS  Polysaccharide was obtained by ethanol precipitation at different concentrations, 
Establishment of acute liver injury mice induced by D-Galactosamine, Elisa method for detection of alanine aminotransferase 
(ALT), aspartate aminotransferase(AST), tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha) and interleukin-6(IL-6), interleukin-10(IL-10) 
expression in serum and SOD, CAT, GSH-Px, GSH expression in liver. Liver HE staining was used to examine histopathology. 
The expression of Bcl-2, Bax and Caspase-3 mRNA in liver tissue was detected by qPCR In order to determine the effective part 
of polysaccharide on acute liver injury in mice. RESULTS  Each concentration ethanol precipitate of the polysaccharide 
precipitated of antrodia camphorata polysaccharide had hepatoprotective effect. 90% alcohol significantly reduced ALT, AST in 
mice and the effect was better than the other groups (P<0.05). Four kinds of polysaccharides could significantly reduce the 
expression of tumor necrosis factor (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), in serum and Bax and Caspase-3mRNA in liver tissue, 

improve the interleukin -10 (IL-10) expression in serum and SOD, CAT, GSH-Px, GSH protein expression、Bcl-2mRNA in liver 

tissue (P<0.05). The effect of PW90 polysaccharide was better. CONCLUSION  Different concentrations of ethanol 
precipitation of the polysaccharide has a protective effect on acute liver injury, 90% ethanol precipitated polysaccharide was 
better than other ethanol concentration. 
KEY WORDS: Antrodia Cinnamomea polysaccharides; acute liver injury; ethanol precipitation 
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樟芝是台湾独有的一种多孔菌类食用/药用真

菌，其中富含丰富的多糖、三萜、腺苷、氨基酸、

蛋白质类物质[1-4]。与传统的灵芝相比，樟芝中的

多糖和三萜含量远远高于灵芝，有着很好的研究

价值和应用前景。樟芝对于酒精性肝病，药源性

肝损伤等有着很好的治疗效果，但是对于其确切

的作用成分目前尚未明确，鉴于樟芝中多糖成分

高达 30%以上[5-6]，为主要的活性成分。本研究基

于樟芝多糖有着对抗急性肝损伤的作用这一假说

进行研究，探究其保肝护肝的有效多糖成分，为该
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种天然菌类的药理研究和新药开发提供理论支持。 

1  材料 

1.1  药物 

樟芝粉末(杭州众芝康股份有限公司，批号：

20160214)已过 50 目筛。对照药物：联苯双酯(上

海信谊天平药业有限公司，批号：20151209)。乙

醇、三氟乙酸、氯仿(国药试剂股份有限公司，纯

度>99%)；双蒸水(实验室自制)。 

1.2  试剂 

谷丙转氨酶(ALT)试剂盒、谷草转氨酶(AST)

试剂盒、肿瘤坏死因子(TNF-α)试剂盒、白介素

-6(IL-6)试剂盒、白介素-10(IL-10)试剂盒(南京建成

生物工程研究所，批号分别为 112341、102145、

145212、121147、101124)；D-氨基半乳糖(sigma

公司，批号：85142)；SOD、CAT、GSH-Px、GSH

的 Elisa 试剂盒(凯基生物技术有限公司，批号依次

为 KGT00100-1、KGT017、KGT014、KGT006)；

cDNA 试剂盒(凯基生物技术有限公司，批号：

KGA1311)；实时定量 PCR 试剂盒/SYBR Green 

Realtime PCR Master Mix(sinobio，批号：E090)；

总 RNA 提取试剂盒(TRIzol 法)(BioTeKe 公司，批

号：RP2041)。 

1.3  动物 

清洁级小鼠 70 只，♀♂各半，体质量(20±5)g，

购置于浙江中医药大学动物实验中心[实验动物许

可证号：SCXK(浙)2013-0184]，小鼠分笼饲养，

每笼 6 只。动物实验室温度为 20~25 ℃，湿度为

(70±5)%，依据国家标准啮齿类动物干燥饲料喂

养，大鼠活动自由、摄食自由。 

1.4  仪器 

7020 全自动生化仪(日立公司)；ME-204 电子

天平(梅特勒-托里公司)。 

2  方法 

2.1  樟芝多糖的提取 

100 g 樟芝粉末加入 500 mL 双蒸水，80 ℃回

流提取 2 次，每次 2 h。合并滤液后浓缩至 150 mL，

加入 3 倍体积的乙醇混匀后于 4 ℃条件下静置

12 h。抽滤获得沉淀。沉淀溶于 100 mL 热水，采

用 Sevag 方法脱蛋白 5 次，调节乙醇浓度为 90%，

4 ℃条件下静置 12 h，获得第一部分沉淀记为

PW90，以此类推分别获得 70%乙醇沉淀多糖记为

PW70、50%乙醇沉淀获得的多糖记为 PW50 和

30%乙醇沉淀获得的多糖记为 PW30 多糖。采用硫

酸-蒽酮法测定总多糖，BCA 法测定总蛋白含量。 

2.2  动物的分组 

采用 D-氨基半乳糖构建急性肝损伤小鼠，取

清洁级小鼠 70 只，适应性饲养 1 周，均给予基础

饲料，饮水、活动自由。1 周后随机分为正常对照

组(健康小鼠)、模型组、联苯双酯组、实验组(PW90

组、PW70 组、PW50 组和 PW30 组)，实验组和联

苯双酯组小鼠每天灌胃给药 2 次，其中联苯双酯

组给药剂量为(200 mg·kg1·d，1 日 2 次，每次

100 g·kg1)、PW90 组、PW70 组、PW50 组和 PW30

组给药量均为 200 mg·kg1·d1，每次 100 mg·kg1 

(以多糖计)，而模型组和对照组小鼠每日给予等剂

量的生理盐水灌胃 2 次，连续 7 d，末次给药后，

模型组、联苯双酯组和实验组小鼠腹腔注射

1 000 mg·kg1 的 D-氨基半乳糖的生理盐水溶液，

正常对照组给予等剂量的生理盐水。 

2.3  检测指标 

在上述各组小鼠经过干预的 24 h 后取眼内眦

静脉丛取血 0.5 mL，3 000 r·min1 离心 5 min，取

血清，按试剂盒操作要求测定谷丙转氨酶(ALT)，

谷草转氨酶(AST)，肿瘤坏死因子(TNF-α)、白介

素-6(IL-6)、白介素-10(IL-10)。 

取右叶肝脏，以 10%甲醛溶液固定，石蜡包

埋，HE 染色，做病理组织学检查。 

取肝组织 2 份，每份 100 mg，用无菌剪 剪

成小块，其中一份加入 10 倍量的生理盐水，冰浴

匀浆后在 4 ℃、12 000×g 离心 20 min，得到上清

液，在 4 ℃条件下保存，待处理完所有样品后按

照试剂盒操作检测 SOD、CAT、GSH-Px、GSH 的

表达。 

第 2 份肝组织加入液氮研磨后，按照 TRIzol

试剂盒操作，提取组织中总 RNA，UV 检测总浓

度，定量后按照 AMV First cDNA Synthesis Kit 试

剂盒方法进行反转录，得到的 cRNA 在20 ℃保

存， 后利用 qPCR 检测 Bcl-2、Bax、Caspase-3 

mRNA 的表达。每个样本设置 3 个复孔，计算平

均 Ct 值，设置阴性对照。采用 2(Ct)计算拷贝数，

并且以 GAPDH 为内参。引物设计见表 1。 

2.4  数据处理和统计 

实验数据均以 sx  表示，用 SPSS 17.0 进行

统计学处理，组间比较 P<0.05 视为差异有统计学

意义。 
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表 1  引物设计 

Tab. 1  Primer design 
基因名称 引物名称 序列(5，-3，) 

GAPDH F  primer 
R  primer 

GGTTGTCTCCTGCGACTTCA 
TGGTCCAGGTTTCTTACTCC 

Bcl-2 F  primer 
R  primer 

TGTCACAGAGGGGCTACGAGT
TCAGGCTGGAAGGAGAAGATG

Bax F  primer 
R  primer 

GATGAACTGGACAGCAATATGG
GCAAAGTAGAAGAGGGCAACC

Caspase-3 F  primer 
R  primer 

CTGACTGGAAAGCCGAAACTC
CTGCAAAGGGACTGGATGAAC

3  结果 

3.1  不同乙醇沉淀的樟芝多糖和糖蛋白含量的结果 

通过硫酸-蒽酮法测定樟芝多糖的含量，结果

PW90，PW70，PW50 和 PW30 的多糖含量分别为

52.8%，60.5%，55.7%和 63.6%。通过 BCA 法测

定糖蛋白的含量，结果 PW90，PW70，PW50 和

PW30 中蛋白含量分别为 21.7，18.4，20.8，

26.4 mg·g1。 

3.2  樟芝多糖对于急性肝损伤小鼠血清 ALT 和

AST 的影响 

与正常组比较，模型组 ALT 和 AST 水平明显

增高(P<0.01)，说明急性肝损伤小鼠模型构建成

功。与模型组相比，联苯双酯组、PW90 组、PW70

组、PW50 组和 PW30 组中 ALT 和 AST 水平显著

降低(P<0.01)；PW90 组 ALT 和 AST 水平显著低

于 PW70组、PW50组和 PW30组(P<0.05)，而 PW70

组和 PW50 组和 PW30 组之间差异不具有统计学

意义。结果见表 2。 

表 2  不同乙醇沉淀的樟芝多糖对于小鼠血清 ALT、AST

的影响(n=10， sx  ) 

Tab. 2  Effects of different ethanol precipitated polysaccharides 
on serum ALT and AST in mice(n=10, sx  ) 

组 别 剂量/mg·kg1 ALT/U·L1 AST/U·L1 

正常组  75.52±6.243)4) 180.47±24.523)4) 

模型组  97.52±5.412)4) 245.21±37.852)4) 

联苯双酯 100   78.54±11.241)3)4)  205.44±41.222)3)4)

PW90 100 82.24±8.132)3) 213.54±24.572)3) 

PW70 100  90.51±9.432)3)4)  221.52±31.522)3)4)

PW50 100  91.05±7.612)3)4)  223.04±28.412)3)4)

PW30 100   89.75±10.242)3)4)  219.76±30.112)3)4)

注：与正常组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与模型组比较，3)P<0.01；

与 PW90 组比较，4)P<0.05。 

Note: Compared with the normal group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared 
with the model group, 3)P<0.01; compared with group PW90, 4)P<0.05. 

3.3  樟芝多糖对于急性肝损伤小鼠血清 TNF-α、

IL-6、IL-10 的影响 

与正常组比较，模型组中 TNF-α、IL-6 水平

明显增高，IL-10 水平显著降低(P<0.01)；与模型

组相比，联苯双酯组、PW90 组、PW70 组、PW50

组和 PW30 组均可以显著降低 TNF-α、IL-6 水平，

升高 IL-10 的水平(P<0.01)；并且 PW90 中 TNF-α、

IL-6 水平显著低于 PW70 组、PW50 组和 PW30 组

(P<0.05 或 P<0.01)，IL-10 的水平显著高于 PW70

组、PW50 组和 PW30 组(P<0.05 或 P<0.01)。结果

见表 3。 

表 3  不同乙醇沉淀的樟芝多糖对于小鼠血清 TNF-α、

IL-6、IL-10 的影响(n=10, sx  ) 

Tab. 3  Effects of different ethanol precipitated polysaccha- 
rides on serum TNF-α, IL-6 and IL-10 in mice with acute 
liver failure(n=10, sx  ) 

组 别
剂量/

mg·kg1 TNF-α/pg·mL1 IL-6/pg·mL1 IL-10/pg·mL1

正常组  22.11±11.122)4) 18.21±4.152)4) 38.12±8.132)4) 

模型组  98.52±21.731)4) 63.51±7.411)4) 18.47±7.411)4) 

联苯双酯 100 48.13±14.511)2)4) 27.10±10.211)2)4) 72.63±11.451)2)4)

PW90 100 57.34±12.871)2) 34.51±9.211)2) 62.47±12.471)2)

PW70 100 60.21±13.131)2)3) 37.15±8.731)2)4) 60.76±10.791)2)3)

PW50 100 73.12±18.541)2)4) 48.74±10.431)2)4) 47.63±5.411)2)4)

PW30 100 71.12±21.541)2)4) 50.12±9.111)2)4) 50.12±7.151)2)4)

注：与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01；与 PW90 组

比较，3)P<0.05，4)P<0.01。 

Note: Compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with the 
model group, 2)P<0.01; compared with group PW90, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 

3.4  樟芝多糖对于急性肝损伤小鼠肝脏病理的变化 

肝组织 HE 染色进行病理学检查，正常组的肝

脏结构正常，未见细胞的变形坏死，而模拟组的

病变区域可见肝细胞的水肿和坏死，联苯双酯组

和多糖组的小鼠肝脏病理显示水肿以及坏死的程

度明显低于模型组。结果见图 1。 

3.5  樟芝多糖对于小鼠肝脏组织 SOD、CAT、

GSH-Px、GSH 的表达影响 

与对照组相比较，模型组肝组织中 SOD、

CAT、GSH-Px、GSH 的表达显著降低，而 PW90、

PW70、PW50 和 PW30 可以增加 SOD、CAT、

GSH-Px、GSH 的表达，与模型组比较具有显著性

差异(P<0.01)，组间比较发现，PW90 干预后的表

达显著高于 PW70、PW50 和 PW30(P<0.01)。这表
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明 D-氨基半乳糖可以造成肝组织的氧化性损伤，

降低相关抗氧化酶的表达，而樟芝多糖可以显著

拮抗这种氧化损伤，提高抗氧化酶的表达水平。

结果见表 4。 

3.6  樟芝多糖对于肝组织中 Bcl-2、Bax、Caspase-3 

mRNA 的表达影响 

与正常组相比，模型组小鼠肝组织中 Bcl-2 表

达显著降低，而 Bax 和 caspase-3 表达显著增高

(P<0.01)，表明 D-氨基半乳糖可以导致肝细胞的凋

亡，破坏肝组织。而樟芝多糖干预后，PW90、

PW70、PW50、PW30 均可以提高 Bcl-2 表达，降

低 Bax 和 caspase-3 表达，且和模型组比较具有显

著差异(P<0.05)。组间比较发现，PW90 组降低 Bax

和 caspase-3 表达的能力优于其他 3 组(P<0.05)，

而对于 Bcl-2 表达增高来看，4 组多糖之间比较无

显著性差异。结果见表 5。 

 
图 1  小鼠肝脏病理图 
A正常组；B模型组；C联苯双酯组；DPW90 组；EPW70 组；FPW50 组；GPW30 组。 

Fig. 1  The picture of liver pathology 
Anormal group; Bmodel group; Cbifendate group; DPW90 group; EPW70 group; FPW50 group; GPW30 group. 

表 4  不同乙醇沉淀的樟芝多糖对于肝脏组织 SOD、CAT、GSH-Px、GSH 的表达影响(n=10, sx  ) 

Tab. 4  Effects of different ethanol precipitated polysaccharides on the expression of SOD, CAT, GSH-Px and GSH in liver 
tissues(n=10, sx  ) 

组 别 剂量/mg·kg1 SOD/U·mg1 CAT/U·mg1 GSH-Px/U·mg1 GSH/μmol·g1 

正常组  75.21±8.523)5) 35.47±5.213)5)  195.32±12.113)5) 40.52±2.543)5) 

模型组  40.53±5.782)5) 20.84±4.782)5) 114.58±9.582)5) 20.21±3.742)5) 

联苯双酯 100  71.32±9.212)3)5)  37.51±5.771)3)5)   213.21±10.772)3)5)  38.64±4.111)3)4) 

PW90 100 65.33±8.772)3) 32.85±3.152)3)  176.32±15.212)3) 36.85±3.222)3) 

PW70 100  60.88±6.212)3)5)  28.57±5.412)3)5)   153.85±17.342)3)5)  37.03±5.202)3)5) 

PW50 100   53.85±10.112)3)5)  27.12±4.872)3)5)   141.58±15.742)3)5)  32.51±4.852)3)5) 

PW30 100  47.51±9.212)3)5)  24.25±4.212)3)5)   140.32±15.362)3)5)  30.88±5.412)3)5) 

注：与正常组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与模型组比较，3)P<0.01；与 PW90 组比较，4)P<0.05，5)P<0.01。 

Note: Compared with the normal group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with the model group, 3)P<0.01; compared with group PW90, 4)P<0.05, 5)P<0.01. 

表 5  不同乙醇沉淀的樟芝多糖对于肝组织中 Bcl-2、Bax、Caspase-3mRNA 的表达影响(n=10, sx  ) 

Tab. 5  Effects of different ethanol precipitated polysaccharides on the expression of Bcl-2, Bax and Caspase-3mRNA in liver 
tissues(n=10, sx  ) 

组 别 剂量/mg·kg1 Bcl-2 Bax caspase-3 

正常组  2.15±0.214)5) 0.38±0.064)5) 0.13±0.064) 

模型组  1.03±0.182)5) 1.25±0.102)6)  1.14±0.082)6) 

联苯双酯 100  1.86±0.121)3)5) 0.41±0.07 4)5)   0.26±0.101)3)5) 

PW90 100 1.63±0.131)3) 0.63±0.061)3)  0.38±0.071)3) 

PW70 100 1.60±0.201)3)  0.85±0.071)3)5)   0.76±0.081)3)5) 

PW50 100 1.65±0.171)3)  0.90±0.081)3)5)   0.72±0.061)3)5) 

PW30 100 1.57±0.131)3)  0.88±0.091)3)5)   0.81±0.081)3)5) 

注：与正常组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与模型组比较，3)P<0.05，4)P<0.01；与 PW90 组比较，5)P<0.05，6)P<0.01。 

Note: Compared with the normal group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with the model group, 3)P<0.05, 4)P<0.01; compared with group PW90, 5)P<0.05, 
6)P<0.01.

4  讨论 

肝损伤的患者由于肝代谢功能的减退会导致

内毒素的蓄积，而内毒素的蓄积又可以加重肝损

伤引起多种并发症[7-10]，D-氨基半乳糖是一种选择

性肝损伤的化学物质，可以耗竭肝细胞中 UTP，

抑制 RNA 的合成，促使肥大细胞释放组胺造成炎

性损伤，是目前研究肝损伤病理和药理常用的模

型之一。 
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樟芝作为一种原产于台湾的多孔菌类由于富

含大量的多糖，目前是研究的热点，研究表明樟

芝多糖可以提高免疫力、抑制癌细胞增殖、改善

心血管循环系统等[11-12]，在保肝护肝的研究中，

陆震鸣等[13]发现牛樟芝醇提物可以显著抑制肝损

伤标志物天门冬氨酸氨基转移酶和丙氨酸氨基转

移酶的水平，还可以降低肝组织中丙二醛浓度，

上调 GSH 相关酶[14]。在动物水平的研究发现，子

实体和菌丝体提取物均可以对 CCl4 造成的急性肝

损伤小鼠起到很好的干预作用，Chiang 等[15]发现

水提物对于 ALT 和 AST 的降低效果 为明显。 

本研究主要考察利用乙醇分级沉淀获得的多

糖对于急性肝损伤小鼠的保肝作用。通过实验获

得了 4 种多糖，在成功构建急性肝损伤小鼠的前

提下，利用联苯双酯作为阳性对照药物，在相同

剂量的干预下发现 4 种多糖对于急性肝损伤均有

着一定的保护作用，通过肝酶 AST 和 ALT 的表达，

PW90 组的多糖效果明显优于其他组，而血清中相

关炎症因子的检测中发现，4 种多糖均可以降低炎

症因子的表达，并升高 IL-10 的表达，IL-10 是公

认的抑制炎症因子[16]，而有研究表明在急性肝损

伤中 IL-10 起着重要的调节作用 TNF-α、IL-6 是重

要的炎症因子[17]，它们的表达上调可以促进急性

肝损伤，所以亦有指示作用。在肝组织的相关检

测发现，樟芝多糖对于抗氧化损伤的相关酶-SOD、

CAT、GSH-Px、GSH 表达具有上调作用，而肝组

织中细胞凋亡相关因子 Bax、Caspase-3mRNA 具

有下调作用，这显示了樟芝多糖可以很好抵抗肝

细胞凋亡，拮抗氧化损伤，且 PW90 的效果优于

其他 3 种多糖。 

综上：樟芝多糖对于进行肝损伤的保护作用

是确切的，不同乙醇沉淀获得的多糖保肝作用是

有差异的，PW90 显著优于 PW70、PW50 和 PW30，

但是多糖中确切的构成还有待进一步研究。 
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