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摘要 为探讨黄芪多糖对鲤肝细胞的保护作用,利用8mmol/L的四氯化碳(CCl4)作用肝细胞4h来构建

鲤肝细胞体外损伤模型,用不同质量浓度(0.2、0.4和0.8mg/mL)的黄芪多糖分别前处理、后处理和前后处理

肝细胞,然后观察肝细胞形态,检测肝细胞活力,细胞上清中谷草转氨酶(GOT)、谷丙转氨酶(GPT)、乳酸脱氢酶

(LDH)、超氧化物歧化酶(SOD)和丙二醛(MDA)含量以及肝细胞中细胞色素P450酶1A和3A(CYP1A 和

CYP3A)mRNA的相对表达量。结果显示:黄芪多糖显著地抑制由CCl4损伤引起的肝细胞培养上清中GPT、

GOT、LDH活性和 MDA含量的升高,提高SOD活性及肝细胞的活力(P<0.05或P<0.01);同时,0.4和0.8
mg/mL黄芪多糖显著提高CYP1A mRNA的相对表达量(P<0.05),0.4mg/mL黄芪多糖显著提高CYP3A
mRNA的相对表达量(P<0.05),形态学观察结果也显示黄芪多糖有效地抑制鲤肝细胞死亡。以上结果表明,

黄芪多糖可有效保护鲤化学性肝细胞损伤,并对CYP1A 和CYP3A 的表达有积极作用。
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  在水环境中,鱼类直接暴露在各种污染物中,很
多毒物需经过肝脏进行代谢,因此,和其他器官相

比,肝脏更容易受到损害[1]。研究表明,四氯化碳、
铬化物、二噁英、乙醇等化学物质在肝细胞内代谢产

生大量的自由基导致肝损伤[2]。目前,在水产动物

的病害防治及其健康养殖中,中草药提取物以及添

加剂已被广泛应用,可提高鱼类免疫力,增强病原菌

抵抗能力,促进鱼类生长等[3-4]。研究发现,抗生素、
杀虫剂和抗病毒药物对鱼类肝损伤治疗效果不明

显[1,5],而一些研究者利用天然药物提取物来防治

鱼类肝损伤,并取得一定效果[6-7]。中草药为天然药

物,具有很多优势,如毒副作用小,不会在鱼体内残

留等,已经成为替代抗生素、杀虫剂等治疗、预防水

产动物疾病的首选药物。因此,中草药在水产动物

肝损伤防治中的应用将逐渐扩大。
研究表明,体外培养细胞可作为代替模型用于

药理和环境毒理学研究[8]。原代肝细胞培养模型被

广泛应用于各个方面的研究,如肝细胞结构、血清蛋

白的合成与分泌、碳水化合物和氨基酸的代谢和药

物作用机理等[7,9]。体外研究可减少实验动物所用

数量、节约试验时间、可排除体内其他因素的干

扰[10],同时可进行多种药物的药理试验[11]。
黄芪 为 豆 科 紫 云 英 膜 荚 黄 芪 [Astragalus

membranceus(Fisch)Bge.]及内蒙黄芪[Astraga-
lusme mbranceus (Bge.)(A.mongolicusBge.)

Hsian]的根,是一种传统的中草药,用于多种疾病

的防治。黄芪的主要药用活性成分黄芪多糖(As-
tragaluspolysaccharides,APS)具有多方面的活

性,可增强机体免疫力、改善肝细胞的功能、提高抗

氧化能力[12-13]。在水产动物中,Yin等[3,14]研究显

示,黄芪提取物以及主要成分黄芪多糖能显著提高

鲤、罗非鱼的免疫力和抗嗜水气单胞菌感染能力。
笔者用CCl4对体外原代肝细胞进行损伤,通过检测

细胞中各种生化指标以及CYP1A 和CYP3A 基因



  华 中 农 业 大 学 学 报 第33卷 

的相对表达量来探索黄芪多糖对鲤肝细胞的保护作

用机制,同时为黄芪提取物在鱼类肝损伤疾病防治

中的应用提供一些基础数据。

1 材料与方法

1.1 试验用鱼

试验所用鱼饲养于中国水产科学研究院淡水渔

业研究中心渔场,体质量(60±2)g,健康无病,试验

前暂养于循环水养殖系统中。
1.2 试 剂

黄芪提取物购自西安应化生物技术有限公司,
有效成分黄芪多糖含量为70%。

四氯化碳(CCl4)购自海谷研科技有限公司;L-
15培养基、Dulbecco’sPhosphate-BufferedSaline
(D-PBS)、两性霉素B(amphotericinB)、链霉素/青

霉素(streptomycin/penicillin)、二甲基亚砜(DM-
SO)、0.25%胰蛋白酶和0.5%台盼蓝购于SIGMA
公司(St.Louis,Missouri,USA);新 生 胎 牛 血 清

(FCS)购 自 GIBCO 公 司 (USA);GPT、GOT、

LDH、SOD和 MDA剂盒购于南京建成科技有限公

司;WST-1购自碧云天生物技术研究所。
1.3 鲤肝细胞分离与培养

肝细胞的分离根据笔者前期建立的方法进

行[10]。已分离的肝细胞用台盼蓝染色后进行活细

胞计数,只有在活细胞数达到细胞总数的90%以上

时,方可进行下一步试验。细胞浓度用L-15培养基

(含1%S/P和5%FCS)调整为每毫升1×106个细

胞,接种到96孔板中和24孔板中,96孔板中每孔

100μL,24孔板中每孔1mL,27℃培养,备用。
1.4 试验设计

将培养于96孔板和24孔板中的待用肝细

胞,吸 弃 上 清,加 入 L-15 培 养 基 (含 CCl4 和

APS),进行肝细胞体外损伤并与保护研究。具

体分组为:
正常对照组(Ctrl):用 L-15培养基培养培养

8h后,换用新鲜的L-15培养基孵育4h,每孔100

μL或1mL,24孔板收集上清和细胞。

CCl4组(CCl4):用L-15培养基培养8h后,换
用含8mmol/LCCl4的L-15培养基培养孵育4h,
每孔100μL或1mL,24孔板收集上清和细胞。

黄芪多糖对照组(APSCtrl):用L-15培养基培

养培养8h后,换用含0.8mg/mL黄芪多糖L-15
培养基培养孵育4h,每孔100μL或1mL,24孔板

收集上清;黄芪多糖对照组用于验证黄芪多糖对鲤

肝细胞是否有毒性。
黄芪多糖前处理组(pre-treatment):用L-15培

养基培养4h后,换用含黄芪多糖(0.2、0.4、0.8
mg/mL)的 L-15 培 养 基 孵 育 4h,再 换 用 含

8mmol/L的CCl4的L-15培养基孵育4h,每孔100

μL或1mL,24孔板收集上清和细胞。前处理组用

于研究黄芪多糖对鲤肝细胞损伤的预防作用。
黄芪多糖后处理组(post-treatment):用 L-15

培养基培养4h后,换含8mmol/LCCl4的L-15培

养基培养4h,再换用含黄芪多糖0.2、0.4、0.8
mg/mL的 L-15培养基孵育4h,每孔100μL或

1mL,24孔板收集上清。后处理组用于研究黄芪

多糖对鲤肝细胞损伤的治疗作用。
黄芪 多 糖 前 后 处 理 组 (preandpost-treat-

ment):含黄芪多糖0.2、0.4、0.8mg/mL的L-15
培养基培养4h,换用含8mmol/LCCl4的L-15培

养基孵育4h,再换用含黄芪多糖0.2、0.4、0.8
mg/mL的L-15培养基孵育4h,每孔100μL或

1mL,24孔板收集上清。前后处理组用于研究

黄芪多 糖 对 鲤 肝 细 胞 损 伤 的 预 防 和 治 疗 同 时

作用。
以上L-15培养基均含1%S/P和5%FCS,每

个试验组均设4个平行重复,4条鱼重复,96孔板用

于检测细胞活力,24孔板用于检测生化指标以及

CYP1A 和CYP3AmRNA表达。
1.5 细胞活力的检测

细胞活力通过 WST-1试剂盒检测(碧云天生

物技术研究)。将已处理过的96孔板中的细胞加入

WST-1溶液,每孔10μL,然后孵育2h,用酶联免

疫检测仪测定各孔光吸收值,波长为450nm,记录

结果。细胞存活率按公式计算:细胞存活率=D450

(处理组)/D450(对照组)×100%。
1.6 生化指标的测定

收集每组的细胞上清,GPT、GOT和LDH 用

相应的检测试剂盒测定,SOD用 WST法[15]检测;

MDA通过硫代巴比妥酸(TBA)法[16]测定,操作方

法根据试剂盒说明书进行。
1.7 CYP1A 和 CYP3A 相对表达量的测定

  收集前处理组中的细胞,检测CYP1A和CYP3A
基因的相对表达量。根据GenBank中鲤CYP1A 序

列(AB048939.1)和CYP3A序列(GU046696.1),设计

2对 引 物,CYP1A(F1:TGACAAGGACAACATC-
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CGAGAG, R1: ATAGACGACAAGCCCAA-GA-
CAGAG);CYP3A (F2:CTCGCTTCTTCTTGTG-
GTCCT, R2: CACCGCTTTATTTCCT-
TTCATC),用 鲤 的 管 家 基 因 β-actin 序 列

(M24113.1),设 计 β-actin 引 物 (F1:GT-
CAAGTCC-GTTGAGATGCACC, R1: GGAT-
GATGACCTGAGCATTGAAGC)。所有引物由上

海捷瑞生物技术有限公司合成,扩增的片段为150~
173bp。收集前处理组的鲤肝细胞,参照RNea-sy
MiniHandbook(QIAGEN公司)说明书用试剂盒

提取总 RNA,D260/D280保持在1.8~2.0左右。
按照SYBR®PrimeScriptTMRT-PCRKit(大

连TaKaRa公司)使用说明,进行RT反应,然后以

RT反应液为模板进行实时定量PCR,荧光染料为

SYBRGreenI。反应条件为:95℃3min,然后40
个循环(95℃15s,57℃60s,读板记录荧光量),最
后72℃3min。熔解曲线的反应条件为65~92℃,
每升高0.2℃保持0.02s读板记录荧光量,溶解曲

线分析检测引物的特异性。以β-actin为内参,对得

到的各样品Ct值进行均一化处理,以对照组的值为

基准,应 用 2-ΔΔCt法[17]计 算 CYP1A 和 CYP3A
mRNA的相对表达量。
1.8 数据分析

所有数据均用SPSS17.0软件包中的单因素方

差分析(one-way-ANOVA)处理,对样本之间进行

t检验。P<0.05表示有显著性差异,P<0.01表

示有极显著性差异。试验数据用平均值±标准误表

示(mean±SD)。

2 结果与分析

2.1 黄芪多糖对肝细胞活力的影响

图1结果表明,CCl4导致鲤肝细胞活力极显著

下降,为正常组的60.29%(P<0.01);而黄芪多糖

处理组的肝细胞存活率明显上升,除后处理组中0.2
mg/mL黄芪多糖对肝细胞存活率作用不显著外,
其他各个处理组中黄芪多糖显著地抑制CCl4引起

的肝细胞损伤。
2.2 黄芪多糖对肝细胞中 GOT、GPT 和 LDH 活性

的影响

  图2结果显示,CCl4导致鲤肝细胞损伤,和对

照组相比,CCl4组细胞培养液中GOT、GPT和LDH

 *、**表示与CCl4组相比较 P<0.05,P<0.01。下图同。

*P<0.05,**P<0.01comparedwithcellstreatedwithCCl4
only.Thesameasbelow.Ctrl:正常对照组 Normalcontrol;APS

Ctrl:黄芪多糖对照组,下同。APScontrol,thesameasbelow.

图1 黄芪多糖对CCl4损伤原代肝细胞活力的影响

Fig.1 EffectsofAPSoncellviabilityin
CCl4-treatedprimaryhepatocytes

图2 黄芪多糖对CCl4损伤原代肝细胞中GPT(A)、GOT(B)和LDH(C)活性的影响

Fig.2 EffectofAPSonGPT(A),GOT(B)andLDH(C)inCCl4-treatedprimaryhepatocytes
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活性出现极显著上升,GPT和LDH值升高1倍左

右,GOT值升高2倍左右。与CCl4组相比,3种酶活

性在黄芪多糖前处理组、后处理组和前后处理组都明

显升高(P<0.01或P<0.05)。
2.3 黄芪多糖对肝细胞中 SOD 活性和 MDA 含量

的影响

  图3A结果显示,与对照组相比,CCl4组中SOD
活性下降36.7% (P<0.05)。而当用黄芪多糖作

用后,SOD活性下降被显著抑制,其中前处理组和

前后处理组中0.4mg/mL的APS极显著提高细胞

中SOD活性。
图3B结果显示,CCl4组 MDA含量比对照组高

1倍,表明CCl4致使肝细胞严重损伤,促使 MDA大

量生成。药物处理组各浓度均不同程度地抑制肝细

胞中 MDA的生成,减少肝细胞受损,其中后处理组

0.8mg/mL对肝细胞的保护作用不明显,而其他各

处理组中 MDA含量极显著低于CCl4组。

2.4 黄芪多糖对肝细胞中 CYP1A 和 CYP3A 表达

的影响

  肝细胞受到 CCl4损伤后,CYP1A 和CYP3A

mRNA相对表达量显著下降,与正常组相比分别下

降28.3%和24.5%(P<0.05)。而先用黄芪多糖

作用后,2种基因的相对表达量有不同程度的提升,

在0.4mg/mLAPS组中CYP1A 和CYP3A 的表

达量显著高于CCl4组,同样在0.8mg/mLAPS组

中 CYP1A 的 表 达 量 也 显 著 高 于 CCl4 组

(图4A,B)。

图3 黄芪多糖对CCl4损伤原代肝细胞中SOD(A)和MDA(B)的影响

Fig.3 EffectofAPSonSOD (A)andMDA (B)inCCl4-treatedprimaryhepatocytes

图4 黄芪多糖对CCl4损伤原代肝细胞中CYP1A (A)和CYP3A (B)表达的影响

Fig.4 EffectofAPSonCYP1A (A)andCYP3A (B)expressioninCCl4-treatedprimaryhepatocytes

2.5 离体肝细胞形态观察

用CCl4损伤4h后,在倒置显微镜下观察肝细

胞形态和数量。图5B显示,肝细胞数量下降,部分

肝细胞破裂、坏死并悬浮于培养基中。黄芪多糖处

理组肝细胞坏死明显减少,肝细胞数量也多于CCl4
组,大部分形态正常(图5C)。
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 A:正常对照组 Normalcontrol;B:CCl4处理组 CCl4treatment;C:黄芪前处理组(APS质量浓度:0.8mg/mL)APSpre-treatment
(APSconcentration:0.8mg/mL).

图5 离体肝细胞形态观察(200×)

Fig.5 Morphologicalobservationofthehetatocytesinvitro(200×)

3 讨 论

四氯化碳(CCl4)损伤模型是目前保肝药物筛选

以及作用机制研究中最常用的病理模型。CCl4在肝

细胞内经过P4502E1代谢产生三氯甲基自由基

(·CCl3)、二氯甲基自由基 (·CC12)及过氧化甲

基自由基(CCl3OO·)[6]。过量的自由基与膜上的

不饱和脂质共价结合,致使脂质过氧化,细胞膜流动

性和通透性改变,破坏细胞膜的结构和完整性[18]。
和哺乳动物肝细胞类似,鱼类肝细胞对CCl4也同样

敏感[19]。研究表明,CCl4可致使虹鳟肝(细胞)严重

损伤,细胞膜通透性增强,LDH 大量外泄和 GSH
含量损耗,并且这些不利的变化呈剂量依赖性[20]。
本研究结果也显示,CCl4会引起鲤肝细胞活力的显

著下降以及GPT、GOT和LDH大量外泄。

GPT、GOT和LDH为肝细胞是否损伤的经典

指标,是存在于肝细胞浆内的可溶性酶,其活性变化

反映肝细胞受损伤程度[21]。CCl4致使肝细胞损伤,
细胞膜通透性增强,细胞内的这3种酶溢出量显著

增高[7]。本试验中,肝细胞损伤后,GPT、GOT和

LDH 大量释放入细胞培养液,致使细胞培养液

GPT、GOT和LDH浓度显著升高。当用黄芪多糖

处理后,细胞培养液中GPT、GOT和LDH 活性显

著降低。由此推断黄芪多糖对鲤肝细胞膜具有修复

作用,有研究者也推测这种保护机制与其抗磷脂氧

化作用有关[22]。研究表明,在哺乳动物体内黄芪多

糖可有效地抗脂质氧化,保护细胞膜的完整性[13]。
此结果和以前对小鼠的研究结果一致[23]。

药物抗氧化能力在肝保护中起主要作用[24]。

对哺乳动物的研究表明,黄芪多糖能较好地保持

SOD酶的含量,从而防止自由基对细胞结构的损

伤[25]。本研究也显示了类似的结果,黄芪多糖可不

同程度地抑制CCl4使肝损伤导致的肝细胞中SOD
活性的下降。有研究发现,黄芪多糖能够增强机体

的抗氧化能力,提高清除自由基的能力[13]。由此可

推测,黄芪多糖对鲤肝细胞保护作用与其清除自由

基能力和还原能力有关。
脂质过氧化是CCl4肝损伤的重要指标之一,其

主要产物为 MDA,在细胞内可与生物大分子结合

形成加醛复合物,进一步破坏细胞膜结构,因此其含

量的高低可反映细胞受自由基攻击程度[26]。CCl4
在细胞内代谢为多种自由基,这些自由基能够介导

MDA大量生成[27]。段荟等[28]研究结果显示,黄芪

提取物可抑制 MDA的上升,提示黄芪提取物对肝

细胞的保护作用与其对机体脂质过氧化作用的抑制

有关。本试验结果显示,CCl4可显著增加鲤肝细胞

MDA的含量,促使肝细胞脂质过氧化;黄芪多糖处

理后 MDA的生成显著被抑制,表明黄芪多糖可有

效抑制CCl4引起的肝组织脂质过氧化。
中药与损伤剂的给予顺序会影响黄芪多糖对肝

细胞的保护作用。图1显示,前处理组细胞活力高

于后 处 理 组,LDH 和 MDA 含 量 在 前 处 理0.4
mg/mL组中最低,同时,前处理0.4mg/mL组中

SOD含量高于其他处理组,表明黄芪多糖对鲤肝损

伤的预防作用比治疗作用更重要。
细胞色素P450(CYP450)是一组结构和功能相

关的超家族基因编码的同工酶,主要分布于肝脏。

90%以上的药物和毒物代谢都要通过肝微粒体酶的
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细胞色素P450[29]。研究表明,CYP酶系统对CCl4
非常敏感,CYP2E1对CCl4在体内的代谢中起关键

性的作用。Kose等[30]在对小鼠的研究中,发现

CCl4造成肝损伤时,体内的CYP酶活力要低于正常

对照组;Yokogawa等[31]也发现小鼠肝脏暴露在

CCl424h后,其CYP1A 和CYP3A 的 mRNA相对

表达量显著降低;后来研究者用 Westernblot方法

分析发现,CCl4损伤后小鼠肝脏中CYP3A含量也

明显下降[32]。但也有研究发现,一定含量的CCl4引

起CYP1A含量的升高[27];同样,有研究报道CCl4
能诱导淋巴细胞瘤细胞株(MCL-5)中CYP1A1和

CYP3A4的表达[33];Bastien等[34]研究也发现不同

剂量的低浓度的CCl4对大部分酶活力影响不大,但
能使肝组织有些 CYP2E活力升高,而高剂量的

CCl4明显地降低大部分细胞色素酶活力。

水产动物肝组织中CYP1A和CYP3A含量很

丰富,在药物和和毒物代谢过程中都起着重要作

用[34]。研究表明,在水产动物中CYP1A对各种毒

性物质非常敏感,如TCDD常被作为检测水环境污

染的 标 志 物[35]。当 水 体 受 到 污 染 时 鱼 体 内 的

CYP1A会出现上升趋势,但鱼肝脏受到严重损伤后

CYP1A 的表达出现下降[23]。CYP1A 和 CYP3A
在鱼药的代谢研究中也非常广泛,CYP3A 活性变

化直接影响药物治疗效果和毒性反应[32]。CYP450
活性及表达受药物种类、研究物种和性别差异等因

素影响[36]。

目前,大多数研究着重于诱导剂对细胞色素

P450酶活性影响以及其酶活性诱导后导致的药物

间相互作用,而在分子水平的研究报告很少。本研

究发现,肝细胞暴露在8mmol/L的CCl4中时,其

mRNA相对表达量明显下降,当用黄芪多糖处理

后,CYP1A 和CYP3A mRNA相对表达量明显上

升。表明 黄 芪 多 糖 能 增 强 肝 细 胞 中 CYP1A 和

CYP3A 基因的表达,从而使肝细胞内的CYP1A和

CYP3A含量有可能升高,进而增强了肝细胞的解毒

能力。

本研究结果显示,黄芪多糖对鲤肝细胞具有保

护作用,这种保护作用可能和黄芪多糖的抗氧化能

力以及诱导CYP450酶的表达有关;同时也表明黄

芪多糖可作为一种保肝药物,用来防治鱼类化学性

肝损伤。
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InhibitioneffectofAstragaluspolysacharinonchemicalhepatocyte
damageofcommoncarp(Cyprinuscarpio)

JIARui1,2 DUJin-liang2 CAOLi-ping2 XUPao1,2 YINGuo-jun1,2 BAIAi-xu3

1.WuxiFisheriesCollege,NanjingAgriculturalUniversity,Wuxi214081,China;
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ChineseAcademyofFisherySciences,Wuxi214081,China;

3.Huai’anEntry-exitInspectionandQuarantineBureau,Huai’an223001,China

Abstract ToevaluatetheinhibitioneffectofAstragaluspolysacharin(APS)onchemicalhepato-
cyteinjuryofcommoncarp,APS(0.2,0.4and0.8mg/mL)wasaddedtotheprimaryhepatocytespre-
treatment,post-treatmentandbothpre-andpost-treatmentwiththeincubationofhepatocytesinthe
culturemediumwith8mmol/LCCl4.Themorphologyoflivercellswasthenobservedbymicroscope,

lactatedehydrogenase(LDH),glutamatepyruvatetransaminase(GPT),glutamateoxalatetransaminase
(GOT),superoxidedismutase(SOD)andmalondial-dehyde(MDA)inthesupernatantsweremeasured,

hepatocyteviabilitywasinvestigatedandthemRNAexpressionofcytochromeP4501Aand3A(CYP1A
andCYP3A)inthehepatocyteswerestudied.TheresultsshowedthatAPSsignificantlyimprovedcell
viability,inhibitedtheelevationofGPT,GOT,LDHandMDA,andincreasedtheSODlevelinthesuper-
natants(P<0.05orP<0.01).TheexpressionofCYP1AmRNAwasimprovedin0.4and0.8mg/mL
APStreatments(P<0.05)andtheexpressionofCYP3A mRNAwasupgradedin0.4mg/mLAPS
treatment(P<0.05).TheobservationofmorphologyalsoshowedthatAPSeffectivelyinhibitedmortal-
ityofthehepatocytes.ItcanbeconcludedfromthedataobtainedthatAPSexhibitedprotectiveeffecta-
gainstCCl4-inducedhepatotoxicityinfish,andpositivelyinducedtheexpressionofCYP1AandCYP3A.

Keywords Cyprinuscarpio;hepatocytes;Astragaluspolysacharin;cytochromeP-450;carbon
tetrachloride
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