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樟芝多糖保护小鼠急性肝损伤的机制研究 
   

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

 
摘要：目的  研究樟芝多糖保护小鼠急性肝损伤的机制。方法  通过 D-氨基半乳糖构建急性肝损伤小鼠，C57BL/6 小鼠

分为对照组、模型组、樟芝多糖高剂量组、樟芝多糖低剂量组，樟芝多糖高、低剂量组每日分别给予 50，25 mg·kg1 的

樟芝多糖 2 次，对照组和模型组给予等体积的生理盐水。给药 7 d 后紫外比色法测试盒检测大鼠肝组织中谷丙转氨酶

(ALT)、谷草转氨酶(AST)水平；TBA 法试剂盒检测肝组织中丙二醛(MDA)的水平；ELISA 试剂盒检测肝组织中白介素

-6(IL-6)的表达；Western-Blot 检测肝脏组织中 NLRP-3、白介素-1β(IL-1β)、pro-caspase-1 和 caspase-1 的表达；HE 染色观

察小鼠肝脏病理；RT-qPCR 检测肝脏组织中 Bcl-2、Bax、caspase-3、caspase-1 的 mRNA 表达。结果  与模型组相比，樟

芝多糖可以明显改善急性肝损小鼠的肝脏病理，降低 ALT、AST 的表达以及 MDA 和 IL-6 的表达(P<0.01)，肝脏组织中

NLRP-3、IL-1β以及 pro-caspase-1 和 caspase-1 的表达相比模型组显著降低(P<0.05)，Bax、caspase-3、caspase-1 的 mRNA

表达相比模型组显著降低(P<0.01)，Bcl-2 显著升高(P<0.01)。结论  樟芝多糖对于小鼠急性肝损伤有着很好的保护作用，

其作用机制与炎性小体 NLRP-3 及其相关炎症因子的抑制有关。 
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Protective Mechanism of Polysaccharides from Anoderma Camphora on Acute Liver Injury in Mice 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the mechanism of protect effect of polysaccharides from Anoderma camphora on the 
acute liver injury in mice. METHODS  Acute liver injury mice were constructed by D-galactosamine. C57BL/6 mice were 
divided into control group, model group, high and low dose group of Anoderma camphora polysaccharides. High and low dose 

group of Anoderma camphora polysaccharides were given 50, 25 mg·kg1 Anoderma camphora polysaccharides for 2 times daily, 
the control group and model group were given saline measurement. After administration of 7 d, UV colorimetric test box was 
used to detect alanine aminotransferase(ALT), aspartate aminotransferase(AST); TBA test box was used to detect 
malondialdehyde(MDA) and ELISA method detected interleukin-6(IL-6) expression in liver tissues of rats; Western-blot was 
used to detect the expression of NLRP-3, interleukin-1β(IL-1β), pro-caspase-1 and caspase-1 in liver tissues; HE staining was 
used to observe the liver pathology of mice. The expression of Bcl-2, Bax, caspase-3 and caspase-1 mRNA in liver tissues was 
detected by RT-qPCR. RESULTS  The polysaccharide from Anoderma camphora could obviously improve the liver pathology 
in the liver lesion mice, the expression of ALT and AST and the expression of MDA and IL-6 were significantly lower than those 
of model group(P<0.01). The expression of NLRP-3, IL-1β, pro-caspase-1 and caspase-1 in liver tissue was significantly lower 
than that in model group (P<0.05). The expression of Bax, caspase-3 and caspase-1 mRNA was significantly lower than that in 
model group(P<0.01), and Bcl-2 increased significantly(P<0.01). CONCLUSION  Polysaccharide from Anoderma camphora 
has a good protective effect on acute liver injury mice. The mechanism is related to the inhibition of inflammatory body NLRP-3 
and related inflammatory factors. 
KEYWORDS: polysaccharide from Anoderma camphora; inflammatory corpuscle NLRP-3; acute liver injury 
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急性肝损伤是由各种肝脏疾病所导致的病变

结果，目前我国急性药物性损伤发病率呈逐年增

高趋势，占爆发性肝功能衰竭患者的 15%~30%[1]。

而目前越来越多的研究结果表明，NLRP3 炎性小

体与急性肝损伤的发生发展有关[2]，且 NLRP3 可

以作为急性肝损伤预防和治疗的重要靶点。正常

肝组织一般低表达 NLRP3，但是经过 CCl4 等干预

后导致肝组织中 NLRP3 的表达显著上调，同时伴

随 IL-18 和 IL-1β等下游炎症因子表达，所以可以

说 NLRP3 在急性肝损伤中有着重要的作用[3]。同

时 NLRP3 还可以作为氧化应激和炎症疾病的调节

位点[4]。有研究发现，LPS 诱导的肝功能损伤中，
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HO-1 可以介导 NLRP3 信号调控炎症反应，所以

NLRP3 引起的炎症反应调控机制是多样的[5]。 

樟芝是中国台湾独有的一种多孔菌类食用/药

用真菌，富含丰富的多糖、三萜、腺苷、氨基酸、

蛋白质类等物质[6-7]。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，所以有着很好

的研究价值和应用前景[8]。中国台湾对于樟芝保肝

护肝的作用有诸多报道，而课题组前期研究发现，

樟芝多糖对于急性肝损伤有着很好的保护作用[9]，

但是目前其确切的作用机制和有效成分尚未被揭

示。在多糖的研究中已经发现，知母多糖、茯苓

多糖等具有较好的抗炎作用，其抗炎机制与 IL-1β、

IL-6 的调节有关，这成为多糖抗炎的药理基础，

而 IL-1β 作为 NLRP3 小体下游重要的炎症因子，

所以推测多糖可以调节上游 NLRP3 抑制 IL-1β 的

作用，但还需要验证。所以本研究基于樟芝多糖

可能是通过抑制 NLRP3 炎症小体起到保肝作用的

假设，揭示樟芝多糖保护急性肝损伤小鼠的药理

机制，为樟芝多糖的研究及应用提供理论依据。 

1  材料和方法 

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。 

1.2  试剂 

谷丙转氨酶(ALT)测试盒(紫外比色法检测，批

号：112341)、谷草转氨酶(AST)测试盒(紫外比色

法检测，批号：102145)、丙二醛(MDA)测试盒(TBA

法检测，批号：11254)、白介素-6(IL-6)ELISA 试

剂盒(批号：121147)均购自南京建成生物工程研究

所；D-氨基半乳糖(Sigma 公司，批号：85142)；

实时定量 PCR 试剂盒/SYBR Green Realtime PCR 

Master Mix(北京 Sinobio 公司，批号：E090)；总

RNA 提取试剂盒(TRIzol 法，BioTeKe 公司，批号：

RP2041)；NLRP-3、白介素-1β(IL-1β)、pro-caspase-1

和 caspase-1 的一抗和 HRP 标记的二抗(批号：

114548，147720，147256，147678)、内参 GAPDH

的一抗(批号：148245)均购于 Abcam 公司；乙醇、

三氟乙酸、氯仿(纯度>99%，批号：80176961，

80134726，10006818)均购于国药试剂股份有限公

司；双蒸水(实验室自制)。 

1.3  动物 

清洁级 C57BL/6 小鼠 40 只，♀♂各半，体质

量(20±5)g，购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 5 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，小鼠活动、摄食自由。 

1.4  仪器 

7020 型全自动生化分析仪(日本日立公司)；

ME204E 型电子分析天平(梅特勒-托里多仪器有限

公司 )；DP11 显微镜 (日本奥林巴斯公司 )；

BS97MyCycler 型 PCR 仪、1658001 型 Western-Blot

电泳仪、ChemiDoc MP 凝胶成像分析系统(美国

Bio-Rad 公司)。 

2  方法 

2.1  樟芝多糖的提取 

采用乙醇沉淀法提取：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，

得到粗多糖，按照上述方法反复 3~4 次后得到多

糖纯品，采用硫酸-蒽酮法测定总多糖，BCA 法测

定总蛋白含量。 

2.2  动物模型的构建及分组 

采用 D-氨基半乳糖构建急性肝损伤小鼠，取

清洁级小鼠 40 只，适应性饲养 1 周，均给予基础

饲料，饮水、活动自由。1 周后随机分为对照组(健

康小鼠)、模型组、樟芝多糖高剂量组和樟芝多糖

低剂量组，樟芝多糖高剂量组小鼠每天灌胃给予

樟芝多糖 (100 mg·kg1·d1 ， 1 d 2 次，每次

50 mg·kg1)、樟芝多糖低剂量组小鼠每天灌胃给予

樟芝多糖 (50 mg·kg1·d1 ， 1 d 2 次，每次

25 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、高剂量组和低剂量组小鼠腹

腔注射 1 000 mg·kg1 的 D-氨基半乳糖的生理盐水

溶液，对照组给予等剂量的生理盐水。 

2.3  检测指标 

在末次给药后 24 h，断颈处死小鼠后，取右

叶肝脏，以 4%甲醛溶液固定，石蜡包埋，HE 染

色，做病理组织学检查。病理学分级分期标准采

用 Brunt 分级分期标准：将细胞变性程度从无到重

分为 4 级(0~3)，有无炎症反应分为 4 级(0~3)，干

细胞损伤和气球样病变分为 3 级(0~2)，每张切片

3 项组织学评分之和为评分值，分数越高，肝脏组

织损伤越严重。 
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取肝组织 2 份，每份 200 mg，用无菌剪刀剪

成小块，其中 1 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经过BCA

法蛋白定量后，按照测试盒操作检测 ALT、AST、

MDA 的水平，ELISA 试剂盒检测 IL-6 的表达。 

组织使用液氮研磨后，加入含 PMSF 的 NP40

裂解液(1 g 组织加 6 μL)，冰上裂解 30 min 后在预

冷的离心机上 1 000 ×g 离心 15 min，取上清液后

BCA 法定量并调整蛋白浓度。利用 SDS-PAGE 凝

胶电泳法分离蛋白，经过转膜、封闭、一抗孵育、

二抗孵育后 ECL 法检测蛋白， 后在 ChemiDoc 

MP 凝胶成像分析系统中分析目的蛋白和内参蛋

白的灰度值比值。按上述方法依次检测 NLRP-3、

IL-1β、pro-caspase-1 和 caspase-1 的表达。 

第 2 份肝组织加入液氮研磨后，按照 TRIzol

试剂盒说明书操作，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、caspase-1 的 mRNA 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。 

表 1  引物序列 

Tab. 1  Primer sequence 

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 

caspase-1 F primer 
R primer 

GCCTGTTCCTGTGATGTGGAG 
TGCCCACAGACATTCATACAGTTTC 

2.4  数据处理和统计 

计量数据均以 sx  表示，对组间比较采用单

因素方差分析(one-way ANOVA)，并用 Bonferoni

校正的 t 检验进行组间两两比较。以 P<0.05 为差

异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  樟芝多糖浓度及所含蛋白结果 

硫酸-蒽酮法测定总多糖，BCA 法测定总蛋白

含量，结果显示樟芝多糖含量为 92.3%，蛋白含量

为 18.7 mg·g1。 

3.2  小鼠肝功能指标 ALT、AST 的变化 

相比对照组小鼠，模型组小鼠肝组织中 ALT

和 AST 表达显著升高(P<0.01)，而樟芝多糖干预

后 ALT 和 AST 的表达显著下降且相比模型组具有

显著性差异(P<0.01)，说明樟芝多糖对于小鼠急性

肝损伤的肝功能有一定的调节作用。结果见表 2。 

表 2  小鼠肝组织中 ALT 和 AST 的水平( sx  ，n=10) 

Tab. 2  Level of ALT and AST in liver tissues of mice 
( sx  , n=10) 

组别 剂量/mg·kg1·d1 ALT/U·L1 AST/U·L1 

对照组  78.52±8.52 170.23±18.52 

模型组  112.32±12.311) 237.32±28.521)

樟芝多糖低剂量组 50 92.38±18.221)2) 210.34±37.521)2)

樟芝多糖高剂量组 100 82.24±11.131)2) 186.54±21.351)2)

注：与对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 

Note: Compared with the control group, 1)P<0.01; compared with the 
model group, 2)P<0.01. 

3.3  小鼠肝组织中炎症因子 IL-6 和 MDA 水平的

变化 

相比对照组小鼠，模型组小鼠肝组织中 MDA

和 IL-6 表达显著升高(P<0.01)，而樟芝多糖干预后

MDA 和 IL-6 的表达显著下降且相比模型组具有

显著性差异(P<0.01)，说明樟芝多糖对于小鼠急性

肝损伤中炎症因子表达有抑制作用。结果见表 3。 

表 3  小鼠肝组织中 MDA 和 IL-6 的水平( sx  ，n=10) 

Tab. 3  Level of MDA and IL-6 in liver tissues of mice 
( sx  , n=10) 

组别 剂量/mg·kg1·d1 MDA/nmol·mg1 IL-6/nmol·mg1

对照组  2.10±0.21 1.21±0.41 

模型组  5.17±0.741) 6.24±0.821) 

樟芝多糖低剂量组 50 4.51±0.671)2) 4.15±0.551)2)

樟芝多糖高剂量组 100 3.24±0.871)2) 2.87±0.431)2)

注：与对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 

Note: Compared with the control group, 1)P<0.01; compared with the 
model group, 2)P<0.01. 

3.4  肝组织中 NLRP-3、IL-1β、pro-caspase-1 和

caspase-1 的表达 

模型组小鼠 NLRP-3、IL-1β、pro-caspase-1 和

caspase-1 的表达显著高于对照组(P<0.05)，而樟芝

多糖干预后，炎症小体 NLRP-3 及 IL-1β、

pro-caspase-1 和 caspase-1 的表达显著降低，相比

模型组具有显著差异(P<0.05)。结果见图 1。 
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图 1  小鼠肝组织中 NLRP-3、IL-1β、pro-caspase-1 和

caspase-1 的表达 
与对照组相比，1)P<0.05；与模型组相比，2)P<0.05。 
Fig. 1  Expression of NLRP-3, IL-1β, pro-caspase-1 and 
caspase-1 in liver tissues of mice 
Compared with control group, 1)P<0.05; compared with model group, 
2)P<0.05. 

3.5  小鼠肝组织 HE 染色结果 

相比对照组(评分 0 分)，模型组小鼠肝组织评

分为(5.8±0.6)分，出现明显细胞肿胀和气球样变

性，樟芝多糖干预后，小鼠肝组织中细胞肿胀变

性程度减轻，低剂量组评分为(3.6±0.8)分，高剂量

组评分为(2.0±0.5)分，差异具有显著意义(P<0.01)。

说明樟芝多糖对小鼠急性肝损伤的组织病理有一

定的保护作用。结果见图 2。 

 
图 2  小鼠肝组织 HE 染色结果(400×) 

Fig. 2  HE staining result of liver tissue in mice(400×) 

3.6  小鼠肝组织中 Bcl-2、Bax、 caspase-3、

caspase-1 的 mRNA 表达 

相比对照组，模型组中 Bcl-2 表达显著降低

(P<0.01)，而 Bax、caspase-3 和 caspase-1 的表达

显著升高(P<0.01)。这表明急性肝损伤小鼠肝细胞

凋亡和炎性死亡比例较高，D-半乳糖破坏了肝组

织。樟芝多糖干预后，Bcl-2 的表达增高，Bax、

caspase-3、caspase-1 的表达降低，相比模型组具

有显著差异(P<0.01)。结果见表 4。 

表 4  小鼠肝组织中 Bcl-2、Bax、caspase-3、caspase-1 的 mRNA 表达( sx  , n=3) 

Tab. 4  Expression of Bcl-2, Bax, caspase-3 and caspase-1 mRNA in liver tissues of mice( sx  , n=3) 

组别 剂量/mg·kg1·d1 Bcl-2 Bax caspase-3 caspase-1 

对照组  2.12±0.18 0.30±0.08 0.20±0.04 0.19±0.08 

模型组  1.10±0.131) 1.33±0.121) 1.28±0.081) 0.98±0.051) 

樟芝多糖低剂量组 50 1.42±0.101)2) 0.95±0.131)2) 0.85±0.101)2) 0.77±0.071)2) 

樟芝多糖高剂量组 100 1.66±0.131)2) 0.71±0.151)2) 0.58±0.111)2) 0.42±0.061)2) 

注：与对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 

Note: Compared with the control group 1)P<0.01; compared with the model group, 2)P<0.01. 
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4  讨论 

炎性小体是定位于细胞内的蛋白复合体，参

与人体炎症和免疫反应，和糖尿病、动脉粥样硬

化、肠道炎症、肿瘤和肝损伤多种疾病有关[10-11]。

NLRP3 的核心成分是 NLRs 家族的 NLRP3 和接头

分 子 凋 亡 相 关 斑 点 样 蛋 白 及 效 应 分 子

pro-caspase-1 组成[12]。炎性小体激活炎症反应，调

节 caspase-1 和 IL-1β 的解离和活化，进而导致复

杂的细胞反应网络，启动局部和全身炎症反应[13]。

在急性肝损伤的研究中发现，D-GalN 和 LPS 引起

的肝脏炎症反应及肝脏功能障碍中发现 HO-1 可

以通过抑制 NLRP3 保护肝脏损伤[14]，而在肝损伤

小鼠模型中发现，肝实质细胞的 NLRP3 表达增高

可以导致 caspase-1、IL-1β、IL-6、IL-18 的表达增

高，干扰 NLRP3 的表达后可以显著减轻肝脏损伤

及炎症反应，同样的，抑制 IL-1β和 IL-18 等可以

利于肝脏保护[15-16]。这些前期研究可以说明在急

性肝损伤的研究中，NLRP3 小体及下游的关键信

号因子 IL-1β 的高表达可以促进肝损伤的进程，而

抑制 NLRP3 的活化可以显著改善肝损伤。 

樟芝作为一种原产于中国台湾的多孔菌类，

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、抑制肿瘤细胞增

殖、改善心血管循环系统等[17-18]，在保肝护肝的

研究中，陆震鸣等[19]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 MDA

浓度，上调 GSH 相关酶[20]。在动物水平的研究发

现，其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[21]发现其水提物对于ALT和AST的降低效果

为明显。而本实验主要研究了樟芝多糖对于急性

肝损伤小鼠的 NLRP3 炎性小体及相关的炎症因子

干预作用，结果发现，樟芝多糖可以调节急性肝

损伤小鼠的肝功能，降低 ALT 和 AST 的表达，并

且显著下调 IL-6 炎症因子的表达以及 MDA 的水

平，进一步研究发现，樟芝多糖可以下调 NLRP3

及其相关 caspase-1、pro-caspase-1，IL-1β 的表达

水平，降低了细胞炎性死亡的概率。樟芝多糖可

以使肝组织中凋亡信号 Bax、caspase-3 的 mRNA

表达下调，Bcl-2 的 mRNA 表达上升。NLRP3 在

炎症起始时招募 ASC 和 pro-caspase-1 组装成复合

物，而复合物通过切割作用，将 pro-caspase-1 和

pro-IL-1β进行切割，形成活性 caspase-1 和 IL-1β，

启动细胞凋亡和炎症因子的释放。由于 NLRP3 也

是氧化应激调控的关键点，所以本研究显示，在

肝损伤炎症反应中 MDA 的表达上调，IL-6 是一种

炎症因子，在多种炎症反应中表达均增高。本研

究肝脏病理结果显示，樟芝多糖干预后，NLRP3

小体的表达得到了抑制，肝脏病理中炎症反应抑

制，虽然 NLRP3 激活可以代表炎症反应的激活，

但是炎症因子需要得到释放后才可以作用在邻细

胞中，所以笔者推测，肝脏组织中虽然 NLRP3 得

到了激活，但是炎症因子释放受阻，所以肝脏病

理中炎症反应得到了抑制，这也提示樟芝多糖的

作用除了与 NLRP3 的激活抑制有关，还与炎症因

子的释放有关。 

综上所述，樟芝多糖对于急性肝损伤有着很

好的干预作用，其作用机制与降低炎性小体

NLRP3 及其相关炎症因子的表达有关，是一种具

有开发潜力的多糖类药物。 
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