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摘要!用不同剂量的美味牛肝菌多糖!
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S*a

$给予小鼠灌胃连续
6"L

后"按
#";b

-

I

E

剂量腹腔注射含体积分数
"A!Y ((>

+

的花生油溶液"建立

((>

+

诱导小鼠肝损伤模型#测定肝脏指数&肝脏重量&血

清谷丙转氨酶!

1bV

$&谷草转氨酶!

1)V

$"以及肝组织中

超氧化物岐化酶!

)-.

$&丙二醛!

0.1

$&谷胱甘肽过氧化

物酶!

\)2:aT

$及还原型谷胱甘肽!

\)2

$水平"并进一步

观察肝脏组织病理学变化#结果表明(

S*a

能显著抑制

((>

+

急性肝损伤小鼠肝脏指数&血清
1bV

&

1)V

水平以

及肝脏
0.1

含量的升高"提高肝脏
\)2:aT

&

)-.

及

\)2

活性"其中
%"";

E

-!

I

E

S_

A

L

$剂量水平效果最

佳"

S*a

对
((>

+

急性肝损伤小鼠有一定的保护作用#
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美味牛肝菌又称白牛肝菌$大脚菌#为担子菌亚门层

菌纲菌目牛肝菌科大型菌根食用真菌/

#

0

%菌盖呈扁半球

型或稍平展#在重庆彭水一带生长较多#因肉厚细软味道

鲜美#深受当地百姓喜爱%研究发现#美味牛肝菌液体培

养菌丝体和野生子实体均含有蛋白质$多糖$氨基酸$脂

肪$纤维素$矿物质等多种营养成分/

!X6

0

#具有增强免

疫/

+

0

$抗氧化/

&

0

$抗肿瘤/

7

0

$降血脂/

W

0等作用#经济价值

极高%

肝脏是人体最大的腺体器官#在药物和有毒化学物

质代谢中发挥着重要的作用%肝脏极易受有毒化学物质

损伤#造成肝脏代谢功能紊乱%目前肝损伤已成为了尤

为突出的全球性健康问题/

%X#"

0

%多糖是牛肝菌所含的活

性物质之一#具有明显的抗
):#%"

肿瘤/

##

0

$抗氧化/
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护肾脏/

#6

0与肝脏/

#+

0等功效%笔者团队/

#&

0前期研究发

现#美味牛肝菌多糖具有较强的体外抗氧化能力#但目前

有关美味牛肝菌多糖对
((>

+

导致的急性肝损伤的保护作

用还未见报道%

四氯化碳)

B<OKCDFHFO<BG>CO=LH

#

((>

+

+是急性肝损伤

造模的经典化学物质#会直接损害肝细胞从而引起一些

特异变化%试验拟采用
((>

+

建立急性肝损伤小鼠模型#

从体内抗氧化和病理切片方面讨论美味牛肝菌多糖对急

性肝损伤小鼠的保护作用#旨在为开发保肝解毒的保健

食品原料提供理论和试验依据#同时为武陵山区美味牛

肝菌的精深加工提供一定的参考%

#

!

材料与方法
#A#

!

材料与试剂

美味牛肝菌*重庆彭水武陵山区,

雄性昆明小鼠*清洁级#许可证号
)(g8

)川+

!"#6:

!+

#体重)

!"̂ !

+

E

#成都达硕实验动物有限公司,

谷丙转氨酶)

1bV

+$谷草转氨酶)

1)V

+$丙二醛

)

0.1

+$还原型谷胱甘肽)

\)2

+$谷胱甘肽过氧化物酶

)

\)2:aT

+$超氧化物歧化酶)

)-.

+试剂盒*南京建成生

物工程研究所,

四氯化碳*分析纯#成都市科龙化工试剂厂,

1S:%

大孔树脂*上海锐谷生物科技有限公司,

.*1*:&!

纤维素*华中海威基因科技有限公司,

基础饲料*成都达硕实验动物有限公司,

其他试剂均为国产分析纯%

#A!

!

仪器与设备

冷 冻 离 心 机*

2HO<HMN 0M>F=JM

E

Hg6'

型#美 国

VGHO;C,=NGHO)B=HDF=J=B

公司,

高速万能粉碎机*

,_%"

型#天津市泰斯特仪器有限

公司,

旋转蒸发器*

g.:&!11

型#上海贤德实验仪器有限

公司,

全波长扫描式多功能读数仪*

Z<O=CNI<D,><NG

型#芬

兰
VGHO;C)B=HDF=J=B

公司,

超声波清洗机*

)S:&!"".V.3

型#宁波新芝生物科

技股份有限公司,

全自动新型热风干燥箱*

e,.:&"+"

型#上海智成分

析仪器制造有限公司,

光学显微镜*

4=ICD*B>=

Q

NH*#""

型#日本尼康公司%

#A6

!

试验方法

#A6A#

!

美味牛肝菌多糖的制备与测定

)

#

+ 美 味 牛 肝 菌 多 糖 )

A&@;F/E;>/@+E

Q

C>

@

N<:

BBG<O=LHN

#

S*a

+的制备*将干燥的美味牛肝菌用超微植物

粉碎机粉碎#

7"

目过筛#准确称量
#A""

E

美味牛肝菌粉

末#加入
$"[

热水
6";b

#充分搅拌#置于
6""_

超声波

清洗机中超声处理
!";=D

#然后
$"[

水浴浸提
#G

%浸

提后过滤除渣#旋转蒸发仪浓缩至原体积的
#

.

6

#加入

+

倍体积
$&Y

乙醇醇沉#静置过夜#

+"""O

.

;=D

离心

#&;=D

#取下层沉淀#依次用两次无水乙醇$一次乙醚$一

次丙酮洗涤#

+"""O

.

;=D

离心
#&;=D

#取下层沉淀自然风

干#即为美味牛肝菌粗多糖%牛肝菌粗多糖经
)HR<

E

H

法

脱除蛋白#再采用
1S:%

大孔树脂脱色#而后通过
.*1*:

&!

纤维素离子交换柱#采用
4<(>

溶液梯度洗脱分离#得

牛肝菌纯化多糖%

)

!

+多糖含量测定*采用苯酚-硫酸法/

#7

0

#以葡萄糖

绘制标准曲线)曲线方程
*

c"A"#W$Hp"A#"+#

#

O

!

c

"A$$""

+%经测定#美味牛肝菌多糖提取率为
7A&Y

#多糖

含量约为
$"A!Y

%

#A6A!

!

动物饲养及模型建立

)

#

+饲养条件*小鼠喂养
#

周#待适应环境后#随机分

为
&

组#各组小鼠在室温
!![

#自然光照条件下常规饲

养%试验期间#

S*a

低$中$高剂量组按每日灌胃
"A&;b

分别给予
!""

#

+""

#

%"";

E

.)

I

E

S_

2

L

+牛肝菌多糖#空

白组和模型组给予等体积
"A$Y

的生理盐水#连续
6"L

%

各组小鼠自由摄食$饮水%每周称重一次#以调整灌胃

浓度%

)

!

+

((>

+

肝损伤模型的建立*末次灌胃
#G

后#以

#";b

.

I

E

剂量#空白组小鼠腹腔注射花生油#其他各组

腹腔注射体积分数
"A!Y((>

+

花生油溶液#禁食不禁水%

造模
#7G

后称重#眼球取血后以
6"""O

.

;=D

离心
#&;=D

分离血清备用%脱臼处死小鼠后#立即解剖并取出肝脏#

用生理盐水冲洗残血后#滤纸滤干$称重并计算肝脏指数

)肝脏质量与小鼠体重的质量百分比+

/

#W

0

%

#A6A6

!

血清指标的测定
!

血清谷丙转氨酶$谷草转氨酶

活性按照试剂盒说明书进行测定%

#A6A+

!

肝脏指标的测定
!

取适量小鼠肝脏#按
#

$

$

)

E

.

;b

+比例加入生理盐水#充分研磨制成质量浓度
#"Y

的肝脏匀浆#

6"""O

.

;=D

离心
!";=D

#取上清液#按照试

剂盒说明书测定超氧化物歧化酶$谷胱甘肽$谷胱甘肽过

氧化物酶$丙二醛含量%

#A6A&

!

肝脏病理组织学观察
!

将各组小鼠的新鲜肝脏切

成小方块#浸入
#"Y

福尔马林固定#经石蜡包埋$切片#常

规
2*

染色后#在光学显微镜下观察%

#A6A7

!

统计分析
!

试验数据采用)

*

H^5:

+表示#

)a))

##A"

软件进行数据处理及分析%

!

!

结果与分析
!A#

!

对
((>

+

急性肝损伤小鼠体重#肝重及肝脏指数的

影响

!!

美味牛肝菌多糖对
((>

+

急性肝损伤小鼠体重$肝重

及肝脏指数的影响见表
#

%

"$!

提取与活性
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总第
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期
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表
#

!

S*a

对
((>

+

急性肝损伤小鼠体重与肝指数的影响

V<K>H#

!

*JJHBFCJS*aCDKCL

@

PH=

E

GF<DL>=RHOPH=

E

GF

=DLHTHN=D;=BHP=FG>=RHO=D

U

MO

@

$

'c#"

%

组别 终体重.
E

肝脏重量.
E

肝脏指数.
Y

空白组
!

6%A%#̂ #A76 #A#%̂ "A#"

!

6A"!̂ "A!#

!

模型组
!

6%A#$̂ !A$! #A6%̂ "A#7

((

6A&&̂ "A!%

(((

低剂量组
6%A!&̂ #A#& #A!%̂ "A"& 6A6+̂ "A#&

;

中剂量组
6WA#6̂ 6A%& #A!%̂ "A!" 6A!$̂ "A!+

;;

高剂量组
6WA%"̂ !A!! #A!#̂ "A"W

;;

6A!$̂ "A#+

;;

!

m

!

相对于空白组#

((

Aa

'

"A"#

#

(((

Aa

'

"A""#

,相对于模

型组#

;

Aa

'

"A"&

#

;;

Aa

'

"A"#

%

!!

由表
#

可以看出#

S*a

对小鼠体重无显著性影响%

模型组小鼠肝重及肝指数均显著高于空白对照组)

a

'

"A"#

+#说明
((>

+

会导致小鼠肝脏受损#肝脏肿大#建模成

功,与模型组相比#高剂量
S*a

显著降低急性肝损伤小鼠

的肝重)

a

'

"A"#

+#各剂量组
S*a

均显著降低了小鼠的肝

脏指数)低剂量组
a

'

"A"&

#中$高剂量组
a

'

"A"#

+#由此

说明#一定剂量的
S*a

能有效抑制
((>

+

所致的小鼠肝脏

肿大%

!A!

!

对
((>

+

急性肝损伤小鼠血清
1)V

#

1bV

的影响

谷丙转氨酶)

1bV

+和谷草转氨酶)

1)V

+是评价肝脏

受损的两个重要血清生化指标%正常情况下#

1bV

和

1)V

在血清中的含量较低#而当肝脏受损时#会有大量

1bV

和
1)V

释放入血液#引起血清中这两种酶的活性明

显提高/

#%

0

%如图
#

$

!

所示#模型组小鼠血清中
1bV

$

1)V

活性显著高于空白组)

a

'

"A""#

+#说明造模成功%

与模型组相比#低$中剂量组小鼠血清
1bV

$

1)V

显著降

低)

a

'

"A"#

+#高剂量组小鼠血清
1bV

$

1)V

极显著低于

模型组)

a

'

"A""#

+#表明
S*a

具有一定的保肝作用%

相对于空白组#

(((

Aa

'

"A""#

,相对于模型组#

;;

Aa

'

"A"#

#

;;;

Aa

'

"A""#

图
#

!

S*a

对
((>

+

急性肝损伤小鼠血清中

谷草转氨酶!

1)V

$的影响

,=

E
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急性肝损伤小鼠肝脏组织
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活性及
0.1

含量的影响
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如图
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所示#与空白组比较#模型组
((>
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造成肝组织

的
)-.
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及
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活性显著降低)
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"A"#

+#而
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在肝脏堆积)
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+#并进一步破坏细胞膜结

构#说明
((>
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引起的小鼠肝损伤与氧化应激有关/
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)-.

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#其活性高低可间

接反映机体的抗氧化能力/
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0

,而
0.1

是脂质过氧化的

终产物之一#其含量的多少直接反映了细胞损伤程度/

!#

0

%

与模型组比较#灌胃
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各剂量组小鼠肝组织中
)-.

活

性均显著增强)
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0.1

含量显著降低)
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见图
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\)2:aT

是机体中广泛存在的一种含硒

酶#同样具有清除自由基的作用#其活性越高#自由基清

除速率越快#如图
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+所示#
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中剂量组和高剂量组肝

脏
\)2:aT

活性显著高于模型组#而低剂量组与模型组
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脏氧化进程#提高肝脏抗氧化能力#从而降低
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含量#

避免肝脏损伤#同时#这种肝脏保护作用存在一定的剂量

效应%
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急性肝损伤小鼠肝脏组织形态的影响
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染色结果表明#空白组小鼠肝小叶结构完整$轮

廓清晰#细胞排列整齐#未见细胞变性坏死及炎症细胞浸

润#见图
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+,而模型组可以观察到肝细胞大片坏死#排

列紊乱#细胞核大小不一#说明造模成功#见图
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+,低剂

量组和中剂量组出现炎性细胞浸润#但与模型组相比#肝
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+,高剂量组肝细胞结构较为完整#炎性细胞数

量较少#炎性细胞浸润程度明显减轻#见图
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+#由此说

明#美味牛肝菌多糖可有效保护肝细胞抵御
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的损害%
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结论
研究了美味牛肝菌多糖对四氯化碳急性肝损伤小鼠

的保护作用%结果表明*一定剂量的美味牛肝菌多糖能

减轻
((>

+

引起的小鼠肝损伤#降低血清谷草转氨酶和谷

丙转氨酶活性及肝脏丙二醛含量#提高肝脏抗氧化能力#

对
((>

+

所致小鼠肝损伤有保护作用#其具体的作用机制

还有待于进一步的研究%
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