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摘要 采用胰酶消化法分离原代建鲤肝细胞并进行培养,用四氯化碳(CCl4)构建建鲤肝细胞损伤模型,以

3种不同浓度的猪苓多糖进行干预,检测肝细胞培养液中丙氨酸转氨酶(GPT)、天冬氨酸转氨酶(GOT)、乳酸脱

氢酶(LDH)、超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)的含量及肝细胞存活率;收集肝细胞进行RNA提取,并用

RT-PCR法测定CYP3A 基因表达情况。结果表明:以前处理组中质量浓度为0.8mg/mL的猪苓多糖效果最

好,与CCl4组相比,显著降低了GOT、GPT、MDA在肝细胞中的释放;极显著降低了LDH在肝细胞中的释放;

显著升高了肝细胞中SOD活性值;显著提高了肝细胞的存活率;显著诱导了CYP3AmRNA的表达。这说明猪

苓多糖能有效抑制CCl4所造成的建鲤肝细胞损伤。
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  近年来,鱼类肝胆综合症发病率越来越高,给广

大养殖户造成了不小的损失。鱼类肝胆综合症发病

原因多样,但其共性都是造成鱼类肝组织损伤,进而

引起代谢紊乱并引发细菌和病毒感染而造成鱼类的

死亡。关于该病,目前还没有有效治疗方法。现代

药理学研究表明,猪苓多糖(polyporuspolysaccha-
ride,PPS)具有抗氧化、增强免疫功能和保护肝脏等

作用,临床应用也取得了较好疗效。如聂红等[1]研

究发现,猪苓多糖具有提高免疫功能低下小鼠T、B
淋巴细胞转化能力,增强或促进小鼠的非特异性和

特异性免疫功能;刘洪超等[2]研究发现猪苓多糖具

有抗氧化、清除自由基作用,对羟自由基和超氧阴离

子自由基均具有较好的清除作用;王伟[3]研究发现

猪苓多糖与乙肝疫苗等药物联合用于慢性肝炎的治

疗,可取得良好的治疗效果。但猪苓多糖在鱼类方

面的研究国内少有相关报道。
本试验主要以原代培养的建鲤肝细胞为试验材

料,从细胞及分子水平研究猪苓多糖对于抗药物四

氯化碳(CCl4)所造成的肝细胞损伤是否有保护作

用。原代培养的鱼类肝细胞在国外已经被广泛应用

于研究肝结构和功能的诸多方面,而我国的鱼类肝

细胞研究还比较薄弱,运用肝细胞的体外模型来研

究肝细胞的功能和药物的药理则更是少见,国内的

药理研究还停留在个体水平上。笔者进行本试验,
旨在为新型保肝药物的开发奠定基础,为鱼类肝脏

疾病的治疗提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验鱼

试验用建鲤取自中国水产科学研究院淡水渔业

研究中心渔场,体质健康、无伤,体质量为60g左

右。将建鲤饲养于循环水系统中驯养1周,培养水

温为25℃,每天投喂2次商品饲料。
1.2 试剂和仪器

猪苓多糖,购自南通四海植物精华有限公司(有
效成 分 猪 苓 多 糖 为 60%);L15 培 养 基、HBSS
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(hanksbalancedsaults)溶 液、链 霉 素/青 霉 素

(streptomycin/penicillin)购于美国Sigma公司;胎
牛血清(FBS)和细胞培养板购于GIBCO公司;CCl4
(分析纯)购于国药集团化学试剂有限公司;GPT、

GOT、LDH、MDA和SOD测定试剂盒购于南京建

成生物工程研究所科技有限公司;WST-1购自于碧

云天生物技术研究所;ABIPrism7500FastReal-
TimePCRSystem 购自美国应用生物系统公司;

723分光光度计购自上海欣茂仪器有限公司;酶标

仪 MK3购于美国Thermo公司。
1.3 建鲤肝细胞的分离和培养

无菌采取建鲤肝脏,放入含双抗的 HBSS液漂

洗,修剪,加入约为剪碎组织5倍体积的胰蛋白酶消

化液,27℃水浴下消化15~20min。74μm过滤网

过滤,滤液在1200r/min离心10min,用HBSS洗

3次。弃上清,加入含10%(体积分数)胎牛血清

(FBS)的L-15培养基制成细胞悬液,分别接种于24
孔培养板和96孔培养板中,27℃、5%CO2(体积分

数)条件下培养,备用。
1.4 肝细胞处理及分组

将培养于96孔板和24孔板中建鲤肝细胞培养

24h后,上清,换用含CCl4和不同浓度猪苓多糖的

L-15培养基进行培养处理,观察猪苓多糖对肝细胞

的保护作用。具体分组情况为:

1)空白对照组:不添加任何药物处理肝细胞,用

L-15培养基培养8h后,再换用新鲜的L-15培养基

继续培养4h,然后24孔板收集上清液。

2)四氯化碳造模组:肝细胞用L-15培养基培养

8h后,再换用含8mmol/LCCl4的L-15培养基继

续培养4h,然后24孔板收集上清液。

3)猪苓多糖对照组:用 L-15培养基培养8h
后,换用含0.8mg/mL猪苓多糖的L-15培养基继

续培养4h,然后24孔板收集上清液。

4)猪苓多糖前处理组:用L-15培养基培养4h
后,换用含猪苓多糖(0.2、0.4、0.8mg/mL)的L-15
培养基继续培养4h,再换用含8mmol/LCCl4的

L-15培养基培养4h,然后24孔板收集上清液。

5)猪苓多糖后处理组:用 L-15培养基培养4h
后,换用含8mmol/LCCl4的L-15培养基培养4h,
再换用含猪苓多糖(0.2、0.4、0.8mg/mL)的L-15
培养基继续培养4h,然后24孔板收集上清液。

6)猪苓多糖前后处理组:用含猪苓多糖(0.2、

0.4、0.8mg/mL)的L-15培养基培养4h后,换用

含8mmol/LCCl4的L-15培养基培养4h,再换用

含猪苓多糖(0.2、0.4、0.8mg/mL)的L-15培养基

继续培养4h,然后24孔板收集上清液。
以上每个试验组均设8个重复孔。取24孔板

各组上清液进行生化指标检测。
1.5 细胞活力检测

将接种于96孔板中的肝细胞继续培养24h,分
别用CCl4和猪苓多糖进行处理,然后每孔加10μL
WST-1,混合均匀后继续孵育2h,于450nm波长

处,用酶联免疫检测仪测定各孔光吸收值,并记录结

果。细胞存活率计算公式:细胞存活率=A450(处理

组)/A450(I组)×100%。
1.6 生化指标活力测定

参照试剂盒说明书测定肝细胞培养液中生化参

数:GPT、GOT、LDH、SOD和 MDA。
1.7 建鲤肝细胞总 RNA 的提取和反转录

收集抗CCl4损伤较好的前处理组肝细胞进行

试验,采用Trizol试剂盒提取总RNA,根据试剂盒

(ReverseTranscriptaseM-MLV)说明书进行反转

录。将获得的cDNA溶液放入-20℃冰箱备用。
1.8 实时定量 RT-PCR

实时定量PCR采用美国应用生物系统公司生

产的ABIPrism7500FastReal-TimePCRSystem。
具体操作方法参照SYBRPremixExTaqTM说明书。目

的基因CYP3A(CytochromeP4503A)和β-actin的定量

引物 序 列 如 下:CYP3A(F1:CACCGCTTTATTTC-
CTTTCATC,R1:CTCGCTTCTTCTTGTGGTCCT),

β-actin (F1:GTCAAGTCCGTTGAGATGCACC,R1:

GGATGAGACCTGAGCATTGAAGC),CYP3A 引物

及内参β-actin引物分别按照鲤(GU046696.1)和β-ac-
tin(M24113.1)基因序列设计,由上海捷瑞生物技术

有限公司合成。
1.9 统计学处理

数据分析采用 SPSS16.0软件包进行处理,

P<0.05表示差异显著,P<0.01表示差异极显著。

2 结果与分析

2.1 猪苓多糖对建鲤肝细胞存活率的影响

由图1可以看出,经CCl4处理后的细胞存活率

下降明显,与空白对照组相比,差异显著。经过猪苓

多糖处理后,3个处理组中肝细胞存活率均出现不

同程度的升高,在前处理组,0.4mg/mL和0.8
mg/mL组显著提高了建鲤肝细胞的存活率,与
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CCl4组 相 比 差 异 显 著;在 前 后 处 理 组 中,0.8
mg/mL的猪苓多糖显著提高建鲤肝细胞的存活率,
与CCl4组相比,差异显著。综合比较,以前处理组

中0.8mg/mL的猪苓多糖提高肝细胞存活率效果

较好。

 *P<0.05;**P<0.01表示:与CCl4组相比较,差异显著或

极显著。下 同。Valuesareexpressedasmean±SD (n=8).

*P <0.05;**P<0.01,comparedwiththegrouptreatedwith

CCl4alone.Thesameasbelow.

图1 猪苓多糖对CCl4诱导肝细胞损伤存活率的影响

Fig.1 EffectsofPPSonthecellviabilityin
CCl4-treatedprimaryhepatocytes

2.2 猪苓多糖对肝细胞中 GOT、GPT 和 LDH 活性

的影响

  由图2A可以看出,经CCl4处理后的GPT活性

值升高明显,与空白对照组相比,差异极显著。加入

3种不同质量浓度的猪苓多糖后,3个处理组GPT

活性 值 出 现 不 同 的 变 化,在 前 处 理 组 中,0.8
mg/mL的猪苓多糖显著降低GPT活性值,与CCl4
组相比,差异显著;在后处理组中,GPT活性值无明

显变化;在前后处理组中,以0.8mg/mL的猪苓多

糖效果较好,能显著降低肝细胞培养液中 GPT活

性值,与CCl4组相比,差异显著;综合比较可知,以
前处理组中0.8mg/mL的猪苓多糖效果较好。

由图2B可以看出,经CCl4处理后的GOT活性

值升高明显,与空白对照组相比,差异极显著。加入

3种不同质量浓度的猪苓多糖后,3个处理组GOT
活性 值 出 现 不 同 的 变 化,在 前 处 理 组 中,0.8
mg/mL的猪苓多糖显著降低GOT活性值,与CCl4
组相比,差异显著;在后处理组中,GOT活性值无明

显变化;在前后处理组中,以0.8mg/mL的猪苓多

糖效果较好,显著降低肝细胞培养液中GOT活性

值,综合比较可知,以前处理组中0.8mg/mL的猪

苓多糖效果较好。
由图2C可以看出,经CCl4处理后的LDH活性

值升高明显,与空白对照组相比,差异极显著。加入

3种不同质量浓度的猪苓多糖后,3个处理组LDH
活性值均出现了降低,在前处理组中,0.4mg/mL
猪苓多糖显著降低LDH活性值,与CCl4组相比,差
异显著,0.8mg/mL的猪苓多糖极显著降低LDH
活性值,与CCl4组相比,差异极显著;在后处理组

中,0.4mg/mL的猪苓多糖显著降低了细胞培养液

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

Fig.2 EffectsofPPSonGPT,GOTandLDHinCCl4-treatedprimaryhepatocytes
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中LDH的活性值,与CCl4组相比,差异显著;在前

后处理组中,0.4和0.8mg/mL的猪苓多糖都显著

降低LDH活性值,与CCl4组相比,差异显著,结果

以前处理组中0.8mg/mL的猪苓多糖效果较好。
2.3 猪苓多糖对肝细胞培养液中 SOD 活性和

MDA 含量的影响

  由图3A可以看出,经CCl4处理后的SOD活

性值下降明显,与空白对照组相比,差异显著。加入

3种不同质量浓度的猪苓多糖处理后发现,在前处

理组中,0.8mg/mL的猪苓多糖显著提高了肝细胞

培养液中SOD活性值,与CCl4组相比,差异显著;
在后处理组中,猪苓多糖提高SOD活性值效果较

差,SOD活性值无明显变化;在前后处理组中,0.8

mg/mL的猪苓多糖均显著提高了肝细胞培养液中

SOD活性值,与CCl4组相比,差异显著,综合结果后

发现,以前处理组中0.8mg/mL的猪苓多糖效果

较好。
由图3B可以看出,经CCl4处理后的 MDA含

量升高明显,与空白对照组相比,差异显著。加入不

同质量浓度的猪苓多糖处理后发现,3个处理组中

MDA值均出现了不同程度的降低,在前处理组中,

0.8mg/mL的猪苓多糖可以显著降低 MDA含量

值,与CCl4组相比,差异显著;在后处理组中 MDA
含量值无明显变化。在前后处理组中,0.4和0.8
mg/mL的猪苓多糖均可以显著降低 MDA含量值,
与CCl4组相比,差异显著,综合各结果分析,以前处

图3 猪苓多糖对CCl4损伤肝细胞培养液中SOD活性和MDA含量的影响

Fig.3 EffectsofPPSonthecontentofSODandMDAinCCl4-treatedprimaryhepatocytesculturemedium

理组中0.8mg/mL的猪苓多糖效果较好。
2.4 猪苓多糖对肝细胞中 CYP3A mRNA 相对表

达量的影响

  由图4可以看出,CCl4处理肝细胞后,细胞中

CYP3A mRNA的表达明显下降,与空白对照组相

比,差异显著,待加入猪苓多糖后,3个质量浓度处

理组中肝细胞CYP3A mRNA的表达均升高,有随

着质量浓度的加大而升高的趋势,呈浓度依赖性关

系,与CCl4组相比,分别升高了5%、20%、25%,0.8
mg/mL的猪苓多糖处理组肝细胞CYP3A mRNA
表 达量最多,与CCl4组相比,差异显著。因此 以

图4 猪苓多糖对CCl4损伤肝细胞中

CYP3AmRNA表达的影响

Fig.4 EffectsofPPSonthelevelofCYP3A
mRNAinCCl4-treatedprimaryhepatocytes

0.8mg/mL的猪苓多糖诱导效果最好。

3 讨 论

3.1 猪苓多糖对建鲤原代肝细胞存活率的作用

关于CCl4的损伤机制研究[4-6],目前普遍认为

CCl4在细胞色素P450的作用下转化为三氯甲基

(-CCl3),继而形成自由基CCl3OO-·。正常情况

下,自由基不断产生也不断地被清除,如果机体发生

了病理反应,自由基产生和消除会失去平衡,失去平

衡后会攻击细胞膜和膜样物质,如线粒体和内质网,
引起脂质过氧化,使得细胞内环境紊乱,最后引起细

胞死亡。
通过研究建鲤肝细胞的存活率发现,用CCl4来

刺激建鲤肝细胞后,肝细胞存活率明显下降,与空白

对照组相比,差异显著。加入中药猪苓多糖后,3个

处理组均能不同程度地提高肝细胞的存活率,但尤

以前处理组中猪苓多糖效果较好,随着质量浓度的

增加,猪苓多糖提高肝细胞存活率的作用逐渐增大。
质量浓度为0.8mg/mL的猪苓多糖显著提高建鲤

肝细胞的存活率,明显抵抗CCl4对肝细胞存活率的
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抑制作用,与CCl4组相比,差异显著。这说明猪苓

多糖能够抑制CCl4造成的肝细胞损伤,具有保护建

鲤肝细胞的作用。
3.2 猪苓多糖对建鲤肝细胞培养液中生化指标的

影响

  国内有不少学者对猪苓多糖的抗氧化性进行了

研究,如朱月等[7]研究发现,猪苓多糖对羟自由基有

一定的清除作用,并且在一定的浓度范围内随着多

糖浓度的增加,对羟自由基的清除能力增强;李志

洲[8]对猪苓多糖的提取及其锌配合物抗氧化性研究

发现,猪苓多糖和猪苓多糖锌对羟自由基和超氧阴

离子自由基具有较好的清除作用,清除能力随加入

量的增大而增大;陈卓鹏等[9]对28例慢性肝炎患者

进行药理试验后发现,猪苓多糖具有稳定肝细胞膜、
保护肝细胞线粒体和维护肝细胞CAMP/CGMP比

值相对稳定的作用,可以降低血清转氨酶、促进糖原

生成、病变肝细胞的再生及修复;汪茂荣等[10]研究

猪苓多糖和水飞蓟宾对CCl4中毒肝细胞膜超微结

构的保护作用时,发现猪苓多糖和水飞蓟宾对肝细

胞膜表面超微结构均有一定的保护作用,可能是通

过清除氧自由基而实现的。
在本试验中,CCl4造模损伤后,由于建鲤肝细胞

膜受损,通透性增加,导致肝细胞中 GOT、GPT、

LDH、MDA的含量显著升高,SOD活性值显著下

降,使建鲤肝细胞处于氧化应激状态,这说明GOT、

GPT、LDH、MDA、SOD可能参与了CCl4在建鲤肝

细胞中的代谢解毒过程,来抵抗CCl4对肝细胞所造

成的损伤,由于消耗过多,才出现了上述酶在细胞培

养液中的结果。加入3种不同质量浓度的猪苓多糖

后,降低了GOT、MDA、GPT、LDH 在肝细胞中的

释放,提高了肝细胞中SOD活性值,可能是由于猪

苓多糖参与了对CCl4 的抵抗作用,对肝细胞有一个

修复作用。本试验结果与陈卓鹏等[9]、汪茂荣等[10]

相关研究报道相符,猪苓多糖具有较好的抗氧化性

能,可以抵抗CCl4所造成的肝损伤。
3.3 猪苓多糖对肝细胞细胞色素酶 CYP3A 的影响

  CYP3A 是 CYP450酶系中含量最丰富的亚

型[11-13],主要存在于肝脏和小肠中,在药物代谢中发

挥着重要的作用。CYP3A的研究多集中于哺乳动

物[14-18],对鱼类的研究还非常欠缺,且大多从环境毒

理及鱼类繁殖入手,如Vaccaro等[19]指出恩诺沙星

和红霉素对黑鲈CYP3A活性有抑制作用,提示在

水产临床用药上应加以注意;Hasselberg等[20]研究

了烷基酚和 E2对初次抱卵的两性大西洋鳕 鱼

CYP3A的抑制,发现抑制存在着性别差异;张国伟

等[21]研 究 发 现 猪 苓 及 猪 苓 多 糖 均 可 使 样 本 中

CYP450酶活性显著降低,其中猪苓对CYP450酶

活性抑制呈剂量依赖性关系。当前,涉及到药物对

鱼类细胞色素酶CYP3A 基因表达的调控作用的报

道较少,利用原代肝细胞作为试验材料来进行鱼类

药物筛选工作的报道国内则几乎是空白。而对鱼类

细胞色素P450酶进行科学研究,将有助于阐明药

物作用机制及毒副作用发生机制,对于指导临床合

理用药及保障水产品安全具有非常重要的意义。
本研究筛选了保护肝细胞效果较好的前处理组

的肝细胞进行试验,结果发现3种不同质量浓度猪

苓多糖均诱导了CYP3A mRNA的表达,且随着浓

度的加大,表达量也在不断增加,以质量浓度为0.8
mg/mL的猪苓多糖效果较好。从试验结果可以看

出,猪苓多糖可以明显诱导CYP3A mRNA 的表

达,本试验的成功开展为以后研究中药对细胞色素

CYP3A 的相互作用机制提供了科学依据。
由以上结果可以看出,猪苓多糖作为猪苓的主

要成分,可以从抗氧化、清除自由基等多方面来发挥

抗CCl4所引起的肝细胞损伤,在以后肝病防治当中

具有良好的发展前景。本次研究尤其以前处理组中

质量浓度为0.8mg/mL的猪苓多糖的效果较好,
能有效抵抗CCl4所造成的自由基及脂质过氧化,增
加肝细胞的抗氧化能力,同时也初步了解了猪苓多

糖对细胞色素CYP3A 的诱导作用,为以后新渔药

的开发奠定了基础。
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EffectsofpolyporuspolysaccharidesonbiochemicalindexesandCYP3A
expressionofcarbontetrachlorideinjuredprimaryhepatocytesofJiancarp

DUJin-liang1 LIUYing-juan2 CAOLi-ping1 JIARui2 WANGJia-hao2 YINGuo-jun1,2
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Abstract Inordertostudytheprotecteffectsofpolyporuspolysaccharideonhepatocytesinjuredby
carbontetrachloride(CCl4),theprimaryhepatocytesinJiancarpwereisolatedbytrypsindigestion
method,culturedinvitroandinducedbyCCl4.Thehepatocytesweretreatedwithpolyporuspolysaccha-
rideofdifferentconcentrations,theculturemediumofhepatocyteswerethencollected,thecontentofal-
anineaminotransferase(GPT),aspartateaminotransferase(GOT),superoxidedismutase(SOD),ma-
londialdehyde(MDA),lacticaciddehydrogenase(LDH),andcelllivabilityofprimaryculturedhepato-
cytesweredeterminated.TotalRNAinprimaryculturedhepatocyteswasextractedwithtrizolreagent
andthemRNAlevelsofCYP3AweredeterminedbyRT-PCR.Theresultsshowedthatinthepre-treat-
mentgroupat0.8mg/mLofpolyporuspolysaccharide,thereleaseofGOT,GPT,MDAweresignifi-
cantlydecreased,theactivityofSODwasincreased,thereleaseofLDHwasdecreased,thecelllivability
andtheexpressionofCYP3AatmRNAlevelwereincreased,indicatingbestprotecteffectofthisgroup.
Itcanbeconcludedfromthedataobtainedthatpolyporuspolysaccharidescouldeffectivelyprotectthe
primaryculturedhepatocytesagainstCCl4inducedinjury.

Keywords Cyprinuscarpiovar.Jian;polyporuspolysaccharide;carbontetrachloride;hepatocytes
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