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胶红酵母胞外多糖抗氧化活性及其对

药物性肝损伤的护肝机制
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摘要!目的!研究胶红酵母!

$>7:7=7C%81 U%<&81

.

&-7@1

NY*#

#胞外多糖对小鼠药物引起肝损伤的保护作用"分

析其潜在的分子机制$方法!在多糖抗氧化活性的基础

上评估胶红酵母胞外多糖组分
5+)6J*##

对小鼠异烟肼

!

ZMC

#和利福平!

5ZW

#引起的肝脏毒性的影响$结果!与

ZMC

和
5ZW

处理的小鼠相比"

5+)6J*##

给药后血清丙

氨酸转氨酶!

@_H

#%天门冬氨酸氨基转移酶!

@JH

#水平

和肝脏丙二醛!

YI@

#含量显著降低"肝脏超氧化酶

!

J4I

#活性和谷胱甘肽过氧化物酶!

ĴC

#含量显著恢

复&此外"肝脏的组织病理学损伤和凋亡肝细胞数量改善

显著&保护作用主要是由于细胞色素
6(&"!)#

!

N[6!)#

#

+5M@

表达水平的调节"导致有害自由基和活性氧的形

成减少"同时伴随着其抗氧化能力的显著诱导$结论!由

胶红 酵 母
$MU%<&81

.

&-7@1 NY*#

菌 株 提 取 的 多 糖

5+)6J*##

能够对
ZMC

和
5ZW

引起的小鼠急性肝损伤有

一定的保护作用$

关键词!胶红酵母&胞外多糖&抗氧化&护肝
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药物性肝损伤!
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IZ_Z

#是指

在应用治疗剂量的药物时$由于药物或其代谢产物引起

的肝细胞毒性损伤$或肝脏对药物及代谢产物的过敏反

应所致 的 疾 病(

#

)

%

IZ_Z

约 占 所 有 药 物 不 良 反 应 的

%1"L

"

'1"L

$占肝炎患者的
#"L

$随着临床药物种类的

不断增加$

IZ_Z

的发病率也随之增多%

IZ_Z

目前尚无特

效疗法$关键是早发现+早停药$并特异性地给予保肝解

毒药物$其治疗基本原则是停止用药+查明原因+对症支

持治疗(

!

)

%因此$重视和加强
IZ_Z

的发生与防治尤为

重要%

#'!
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胶红酵母!

$MU%<&81

.

&-7@1

#是酵母种属的一种$为

单细胞真核生物(

%U(

)

%课题组前期通过形态学+碳源'氮

源同化试验及
#/J;IM@

生物学方法$鉴定菌株
NY*#

为

胶红酵母菌!

$MU%<&81

.

&-7@1

#%从
$MU%<&81

.

&-7@1NY*

#

无机培养基中分离得到水溶性胞外多糖
5+)6J

$其产

量为
V1%&

P

'

_

$多糖
5+)6J

经纤维素交换柱+凝胶渗透

等纯化方法可得到单一组分多糖
5+)6J*##

%文章拟通

过研究胶红酵母胞外多糖对小鼠药物引起肝损伤的保护

作用$分析其潜在的分子机制$为胶红酵母胞外多糖在功

能性食品与药品中的应用提供依据%

#

!

材料与方法
#1#

!

材料

#1#1#

!

材料与试剂

昆明小鼠"体重
#$

"

!(

P

$雄性$动物许可证号
JNS\

!京#

!"#$*"""$

$北京维通利华实验动物技术有限公司*

胶红酵母!

$>7:7=7C%81U%<&81

.

&-7@1 NY*#

#菌株"

陕西科技大学食品与生物工程学院微生物研究室*

抗坏血酸"分析纯$河北鸿韬生物工程有限公司*

#

$

#*

二苯基
*!*

三硝基苯肼!

I66C

#"分析纯$北京百

奥莱博科技有限公司*

!

$

!*

联 氮
*

二 !

%*

乙 基
*

苯 并 噻 唑
*$*

磺 酸#二 铵 盐

!

@KHJ

#"分析纯$湖南韵邦生物医药有限公司*

偶氮二异丁脒盐酸盐!

@@6C

#"分析纯$上海基星生

物科技有限公司*

异烟肼!

ZMC

#"生物试剂$西安利君制药有限责任

公司*

利福平!

5ZW

#"生物试剂$钟祥市耀威生物科技有限

公司*

水飞蓟素!

J-.

<

+,;-8

#"生物试剂$上海西宝生物科技

股份有限公司*

超氧化物歧化酶!

J4I

#测试盒+谷胱甘肽过氧化物

酶!

ĴC*6D

#检测试剂盒"上海朝瑞生物科技有限公司*

!

$

(*

二硝基苯肼"分析纯$成都联禾化工医药有限责

任公司%

#1#1!

!

仪器与设备

酶标分析仪"

CKJ*#"'$@

型$南京德铁实验设备有限

公司*

高速冷冻离心机"

NH#&5H

型$上海天美生化仪器设

备有限公司*

数显恒温水浴锅"

CC*(

型$金坛市宏华仪器厂*

实时荧光定量
6N5

仪"

Y%/#("'

型$北京中西远大

科技有限公司%

#1!

!

试验方法

#1!1#

!

抗氧化活性
!

根据课题组(

&

)前期研究测定
I66C

自由基+

@KHJ

自由基和氧自由基清除能力$以及还原力%

#1!1!

!

对异烟肼和利福平肝毒性的保护作用
!

将雌雄小

鼠随机分为
(

组$雌雄各半$每组
/

只%小鼠饲养
#

周后$

采用相同给药方式$每天给药
#

次$持续给药
V>

$其他饲

养条件正常$最后
#>

给药后$禁食禁水
#!Q

后进行采样

处理%试验组"

$

空白对照组"注射
"1'L M,N.

溶液

!

!"+_

'

7

P

的
"1'L M,N.

注射液#*

%

ZMC

模型对照组"

灌胃给药
ZMC

!以
"1V(++3.

'

7

P

按
"1!+_

'

#"

P

体重#*

&

5+)6J*##

模型处理组"在
ZMC

模型组基础上$注射

5+)6J*##

溶 液 !按
#"" +

P

'

7

P

进 行 肝 保 护#和

%""+

P

'

7

P

5ZW

*

+

水飞蓟素组"

#""+

P

'

7

P

水飞蓟素和

%""+

P

'

7

P

5ZW

体重灌胃%

#1!1%

!

脏器指数测定及样品处理

!

#

#血样处理和脏器指数测定"根据文献(

$U'

)并修

改%每只小鼠称重后$摘取眼球取血$将血样保存用于后

期生物理化指标测定$包括丙氨酸转氨酶!

@_H

'

6̂H

#+

天冬氨酸转氨酶!

@JH

'

4̂H

#+超氧化物歧化酶!

J4I

#+

蛋白质总浓度!

H*6;3:9-8

#$丙二醛!

YI@

#和谷胱甘肽过

氧化物酶!

ĴC*6S

#等%脱臼处死小鼠$剖腹取出肝和

肾$观察其颜色及大小变化程度$称重%取肝脏右叶部分

组织$一部分冻存用于测定生物指标$一部分样品用锡箔

纸包好放入无
5M@,F9

的
)6

管中$液氮速冻后转入

U/"a

冰箱用于后期分子学试验*另一部分用
#"L

福尔

马林固定后$用于后续光镜下检验其病理学变化%

!

!

#肝匀浆制备"将保存的部分肝脏用生理盐水清

洗$精确称重$剪碎$与生理盐水混匀制备肝匀浆组织(

#"

)

$

离心$上清液于
(a

保存%

!

%

#

@_H

'

6̂H

的测定"按照试剂盒要求测定%

!

(

#

@JH

'

4̂H

的测定"按照试剂盒要求测定%

#1!1(

!

H*6;3:9-8

测定
!

按照试剂盒要求测定%

#1!1&

!

J4I

测定
!

按照试剂盒要求测定%

#1!1$

!

YI@

测定
!

按照试剂盒要求测定%

#1!1V

!

ĴC*6S

测定
!

按照试剂盒要求测定%

#1!1/

!

病理学研究
!

经
C)

染色剂染色后(

##

)

$光镜下观

察肝组织的病理学变化%正常"肝组织结构相对正常$无

变性等*

#

级"小叶结构正常$肝细胞略有脂肪变性$伴有

轻度坏死*

!

级"变性程度加重$肝小叶可见明显坏死*

%

级!

TTT

#"肝小叶结构不清$可见明显的大片状坏死

病灶%

#1!1'

!

相关基因
62F̂ Q_

及表达
!

采用荧光实时定量

6N5

对其相关基因
62F̂ Q

进行定量表达%以
+#FN(

为内参基因$将
U/"a

冻存的小鼠肝脏在
+5M@

转录水

平上进行
62F̂ Q_

和
62F_#̂

的差异研究%

#1!1#"

!

总
5M@

的提取纯化
!

根据文献(

#!U#&

)并

修改%

!

#

#破碎匀浆"将样品分别从
U/"a

冰箱中取出$加

入液氮用研钵反复研磨成粉末状$并于冻融前研碎$转至

$'!

提取与活性
)SH5@NHZ4M X @NHZgZH[

总第
!(&

期
#

!"!!

年
%

月
#



加入
5M@-F36.EF

的裂解液中$振荡混匀%将匀浆液转

移至离心管中$室温静置
&+-8

$

(a

+

#!""";

'

+-8

离心

&+-8

%

!

!

#提取"将氯仿加至匀浆裂解液中$振荡混匀$静

置%

(a

+

#!""";

'

+-8

离心
&+-8

$吸取上清液$加入等

体积异丙醇$混匀$静置$

(a

+

#!""";

'

+-8

离心
&+-8

%

!

%

#

5M@

沉淀的清洗和溶解"向沉淀中加入乙醇溶

液$

(a

+

#!""";

'

+-8

离心
&+-8

$除去乙醇$添加一定量

的
5M,F9*R;99

水溶解沉淀$待
5M@

沉淀完全溶解后于

U/"a

保存%

!

(

#荧光实时定量
6N5

"按照试剂盒说明加样$在普

通
6N5

的退火温度附近选择几个温度$用同一样品$得

到
6

:

值最小的为最佳温度%

!

&

#统计学处理"采用
J6JJ##1&

统计软件进行数据

处理%

!

!

结果与分析
!1#

!

抗氧化活性分析

!1#1#

!

I66C

自由基清除能力
!

由图
#

!

,

#可知$

I66C

自由基清除活性随样品质量浓度的增加而增加%当样品

质量浓度为
/+

P

'

+_

时$

5+)6J*##

和维生素
N

的清除

率分别为
$$1#&L

$

'V1$!L

%

5+)6J*##

的
ZN

&"

值为

!1'$+

P

'

+_

%综上$

5+)6J*##

具有较高的
I66C

自由

基清除能力$提示
5+)6J*##

可以将电子或氢供给

I66C

自由基%

!1#1!

!

@KHJ

自由基清除能力
!

由图
#

!

O

#可知$

5+)6J*

##

对
@KHJ

自由基的清除能力随样品质量浓度的增加而

增加%当样品质量浓度为
/+

P

'

+_

时$

5+)6J*##

和维

生素
N

的清除率分别为
/!1/"L

$

''1&VL

$说明
5+)6J*

##

表现出一定的
@KHJ

自由基清除活性%

!1#1%

!

还原力
!

由图
#

!

2

#可知$当样品质量浓度为
"

"

/+

P

'

+_

时$还原能力随样品浓度的增加而增大$当样

品质量浓度为
/+

P

'

+_

时$还原力高达
"1V&%

%

!1#1(

!

氧自由基清除能力!

45@N

值#

!

经计算$

5+)6J*

##

的
45@N

值为!

&$"1%/̀ $1(&

#

#

+3.H)

'

P

%由图
#

!

>

#

可知$

5+)6J*##

具有强的氧自由基清除能力$主要因为

多糖的氢原子贡献给了环上的
N

&

C

键或醛糖+糖醛酸

上的
4

&

C

和其他位点来清除自由基%

!1!

!

肝功能活性分析

由表
#

可知$通过异烟肼和利福平处理后
@JH

和

@_H

含量显著提高!

F

"

"1"#

#$表明其增大了肝脏的氧

化应激%与空白对照组相比$模型组
@JH

和
@_H

含量

显著升高!

F

"

"1"#

#%阳性对照组和
5+)6J*##

治疗组

与
ZMC

模型对照组相比$

@JH

+

@_H

含量显著降低!

F

"

"1"#

#$因此
@JH

+

@_H

可作为异烟肼和利福平肝毒性的

评估指标%

YI@

+

J4I

和
ĴC

含量也有类似变化%异

烟肼和利福平处理后$试验鼠体内
YI@

含量升高$

J4I

图
#

!

多糖
5+)6J*##

和抗坏血酸的抗氧化活性

W-

P

E;9#

!

W;99;,>-2,.F2,G98

P

-8

P

,8>;9>E2-8

PB

3?9;,2:-G-:-9F3R,F23;O-2,2->,8>5+)6J*##

%'!

#

g3.1%/

#

M31%
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表
#

!

通过
5+)6J*##

治疗后血清中
@_H

"

@JH

"

J4I

"

YI@

"

ĴC

含量h

H,O.9#

!

)RR92:F3R5+)6J*##38F9;E+@_H

#

@JH.9G9.F,8>Q9

B

,:-2J4I,2:-G-:

<

#

YI@,8> ĴC238:98:-8;,:F

组别
@_H

'

] @JH

'

] J4I

'!

]

0

+

P

U#

#

YI@

'!

8+3.

0

_

U#

#

ĴC

'!

#

+3.

0

_

U#

#

空白对照组
$(1&̀ $1% V"1&̀ '1$ /#1(̀ #"1/ !#1$̀ &1$ $/1!̀ /1/

ZMC

模型对照组
#$/1!̀ #%1"

,

#V"1$̀ #!1$

,

("1!̀ '1$

,

&"1!̀ $1'

,

%'1(̀ #"1!

,

5+)6J*##

模型处理组
V'1&̀ /1&

O

/"1/̀ '1V

O

V!1&̀ /1!

O

!(1!̀ '1"

O

&'1(̀ V1&

O

水飞蓟素组
/#1!̀ #!1(

O

/$1&̀ /1'

O

V%1&̀ V1%

O

!&1(̀ /1!

O

&/1(̀ /1%

O

!

h

!

,

表示与空白对照相比
F

"

"1"#

*

O

表示与
ZMC

模型对照组相比
F

"

"1"&

%

和
ĴC

含量降低!

F

"

"1"#

#$与空白对照组相比$表明脂

质过氧化$导致异烟肼和利福平中毒%阳性对照组和

5+)6J*##

治疗组与
ZMC

模型对照组相比$能降低
YI@

含量+调高
J4I

和
ĴC

含量$最终接近模型组!

F

"

"1"#

#$表明
5+)6J*##

在逆转肝损伤过程中起到一定

作用%

由图
!

可知$对照组的小鼠肝脏病理切片显示正常

组织形态*用异烟肼和利福平处理的试验鼠呈现肝硬化+

经典的组织凝固性坏死+大量纤维化+单核细胞浸润+出

血+脂肪变性和再生结节的形成%

5+)6J*##

治疗组和阳

性对照组中未发现组织病理学变化%综上$

5+)6J*##

能

够治疗和改善异烟肼和利福平引起的肝损伤%

图
!

!

小鼠肝组织的病理切片

W-

P

E;9!

!

C-F:3.3

P

-2,.9D,+-8,:-383R.-G9;:-FFE9

F92:-38FF:,-89>?-:QC)

!

b(""

#

!1%

!

62F̂ Q_

的表达

由图
%

可知$

62F̂ Q_

在
ZMC

模型组中的表达量

!

#1'"̀ "1(!

#与空白组!

"1'/`"1!$

#相比极显著升高

!

F

"

"1"#

#$但
JN

阳性对照组!

"1V&̀ "1#'

#和
5+)6J*##

治疗组!

"1/!̀ "1!!

#与
ZMC

模型组差异显著!

F

"

"1"&

#$

62F̂ Q_

表达量明显降低%

!!

异烟肼!

ZMC

#和利福平!

5ZW

#是用于抗结核化疗的

一线药物$具有潜在的肝毒性$可能导致药物引起的肝损

伤$如果这种肝毒性不能及早识别$后果是致命的$且引

起肝毒性的发病机制是多方面的(

#$U#V

)

%一些研究(

#/U!"

)

表明$

62F̂ Q_

参与
ZMC

和
5ZW

肝毒性的形成过程$可

能是细胞内过多自由基或毒性代谢产物堆积$造成氧化

#1

空白对照组
!

!1

模型组
!

%1

阳性对照组
!

(15+)6J*##

治疗组

图
%

!

62F̂ Q_ +5M@

的表达

W-

P

E;9%

!

HQ962F̂ Q_ +5M@9D

B

;9FF-38-8,..

P

;3E

B

F

应激引起肝毒性$而抗氧化剂可以保护细胞和组织免受

各种疾病中活性氧和其他自由基的有害影响%

%

!

结论
在多糖抗氧化活性的基础上评估了

5+)6J*##

对小

鼠异烟肼和利福平引起的肝脏毒性的影响%结果显示$

与异烟肼和利福平处理的小鼠相比$

5+)6J*##

给药后

血清丙氨酸转氨酶+天门冬氨酸氨基转移酶水平和肝脏

丙二醛含量显著降低$肝脏超氧化酶活性和谷胱甘肽过

氧化物酶含量显著恢复%此外$肝脏的组织病理学损伤

和凋亡肝细胞数量改善显著%机制研究表明$保护作用

主要是由于
62F̂ Q_ +5M@

表达水平的调节$导致有害

自由基和
54J

的形成减少$同时抗氧化能力提高$多糖

5+)6J*##

通过抑制肝
62F̂ Q_

抑制脂质过氧化$增加

自由基的清除%在此基础上$后续应开展胶红酵母胞外

多糖的急毒研究$研究半数致死量或最大耐受量$为其后

期的开发利用提供安全依据%
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