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灵芝益甘粉对 D-氨基半乳糖诱导
小鼠肝损伤的保护作用研究
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摘　要:目的:观察灵芝益甘粉保肝作用, 并探讨其作用机制。 方法:实验分为:正常对照组 、模型对照组 、阳性对

照组 、灵芝益甘粉高 、中 、低剂量组。造模 24h 后处死动物并取材, 测定:①肝 、脾 、胸腺与体重之比;②血清谷丙转

氨酶( ALT ) 、谷草转氨酶( AST )活性;③肝组织丙二醛( MDA ) 、谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-PX)含量;④小鼠肝组

织病理变化。结果:灵芝益甘粉低 、中 、高剂量给药组对模型小鼠升高的 ALT 和 AST 活性降低。与模型组比较,

灵芝益甘粉可以明显降低小鼠肝匀浆 MDA 的水平, 升高 GSH-PX 活性。模型组小鼠肝细胞气球样变性 、坏死程

度高于对照组,灵芝益甘粉能明显改善肝细胞坏死病变程度。结论:灵芝益甘粉对 D-氨基半乳糖诱导的肝损伤具

有一定的保护作用,其保护作用可能与其抑制脂质过氧化损伤有关。
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　　灵芝(Ganoderma lucidum) ,是祖国中医药宝库中的珍

品,通常所称的灵芝是指灵芝[ Ganoderma lucidum( Leyss.

ex Fr .) Karst.]的子实体部分,包含多种活性成分, 如:多

糖类 、三萜类甾醇类和肽类等。药理与临床研究均证明,灵

芝具有抗肿瘤 、免疫调节 、镇静 、调节血脂 、降血糖 、保肝 、抗

氧化等作用
[ 1-8] 。灵芝益甘粉是以段木栽培的灵芝 、丹参 、

大黄为主要原料,经科学合理提取,佐以精氨酸和牛磺酸而

成。仅有的报道证明,该品对 CCl4 诱导的化学性肝损伤有

辅助保护作用
[ 9] 。本文探讨了灵芝益甘粉对 D-GalN 诱导

肝损伤的保护作用。

1　材料和方法

1.1　药物与试剂

灵芝益甘粉由福州东星生物技术有限公司提供, 组份

为:灵芝 52%、丹参 19%、大黄 2.3%、牛黄酸 6.7%、精氨

酸 20%,为棕褐色粉剂,易溶于水,实验前用生理盐水溶解;

氨基半乳糖:INA LCO SPA M ILANO ITALY 公司;宽胸解

毒颗粒:购自北京中医科学院西苑医院, 京药制字:

Z20063019;门冬氨酸氨基转移酶试剂盒( AST) 、丙氨酸氨基

转移酶试剂盒( ALT)由北京北化康泰临床试剂有限公司提

供;谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-PX)测试盒 、丙二醛( MDA)

测定试剂盒由南京建成生物工程研究所第一分所提供。

1.2　实验动物

昆明种小鼠,雄性, 体重 25±3g,批准号为 SKXK-京-

2006-0008,北京大学医学部实验动物中心提供 。

1.3　分组与给药

实验分组及给药方法 。动物按体重随机分组,每组 12

只 。灵芝益甘粉低 、中 、高剂量组分别每日灌胃灵芝益甘粉

0.125g/kg 、0.25g/kg 、0.5g/kg 。正常组 、模型组均以等体

积生理盐水灌胃, 阳性药对照组每日灌胃宽胸解毒颗粒

1g/kg。给药 4周后按下述方法制备肝损伤模型。

1.4　制备肝损伤模型方法

除正常组以外各组均一次性腹腔注射, D-氨基半乳糖

( D-GalN ) ( 650mg/kg)造模, 24h后,处死动物,取材 。

1.5　观察指标及检测方法

1.5.1　血清 ALT 活性测定　剖杀前一天断饲,第 2天摘

眼球取血, 3 500rPm 离心 5min,取血清, 以改良赖氏法检

测[ 10] ,血清中的 ALT 能与丙氨酸和 α-酮戊二酸反应生成

丙酮酸及谷氨酸,丙酮酸与 2, 4-二硝基苯肼生成 2, 4-二硝

基苯腙在碱性液中显棕红色,在 505 nm 处有最大吸收值。

先用丙酮酸标准液作标准曲线,然后测定样品的吸光度,查
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阅标准曲线,并且乘以血清稀释倍数,计算 ALT 的活力。

1.5.2　血清 AST活性测定　血清中的 A ST 能与天冬氨

酸和α-酮戊二酸反应生成草酰乙酸和谷氨酸,草酰乙酸与

2, 4-二硝基苯肼生成 2, 4-二硝基苯腙在碱性液中显棕红

色,在 505nm 处有最大吸收值。同上法计算 AST的活力 。

1.5.3　肝组织匀浆丙二醛(MDA) 、谷胱甘肽过氧化物酶

( GSH-PX)测定　取肝脏约 0.5g,用冰冷的生理盐水漂洗,

除去血液,滤纸拭干,称重,在冰浴的平皿上剪碎,用生理盐

水配 10%肝组织,用匀浆器匀浆,低温离心,化学比色法和

硫代巴比妥酸法 [11]测定肝匀浆中 GSH-PX和 MDA活性。

1.5.4　肝组织 HE 染色　肝左叶同一部位组织, 4%甲醛

固定,按常规方法制备切片,在光镜下进行病理学检查。

1.6　统计学方法

计量资料均以  x±s表示,所有数值变量均采用 SPSS

10.0 单因素方差分析( one-way AVONA ) 。

2　结果

2.1　灵芝益甘粉对急性 D-氨基半乳糖( D-GalN)肝损伤小

鼠肝 、脾 、胸腺体重比的影响

　　至动物给药结束时,灵芝益甘粉各组肝/体重比均低于

模型组,其中低剂量组和高剂量组与模型组比较有显著性

差异( P <0.05) ;灵芝益甘粉各组脾/体重比以及胸腺/体

重比与模型组比较无统计学差异(表 1) 。

表 1　灵芝益甘粉对急性 D-GalN 肝损伤小鼠肝 、脾、胸腺的影响

组别
剂量

( g/ kg)
肝/体重
( mg/ g)

脾/体重
( mg/ g)

胸腺/体重
( mg/g)

空白组 - 55.1±2.3 2.8±0.6 1.8±0.5

模型组 - 56.4±5.4 3.9±2.2 1.7±0.6
宽胸颗粒组 1 56.4±7.6 6.4±3.0＊ 2.3±3.2

灵芝益甘粉 0.125 50.4±4.2＊ 5.6±2.5 1.7±0.2
灵芝益甘粉 0.25 52.5±5.0 3.9±1.0 1.7±0

灵芝益甘粉 0.5 48.1±3.7＊ 4.2±1.2 1.5±0.3

　注:n=12,与模型组比较:＊P<0.05。

2.2　灵芝益甘粉对急性 D-GalN肝损伤小鼠血清 ALT 、

AST的影响

　　实验结果可见,模型组的血清 ALT 、AST 活性显著高

于对照组,灵芝益甘粉各组的血清 ALT 、AST 活性较模型

组均有明显降低 。提示灵芝益甘粉对急性肝 D-GalN 损伤

小鼠肝脏均有一定的保护作用,使血清中 ALT 、AST 活性

趋于正常(表 2) 。

表 2　灵芝益甘粉对急性 D-GalN肝损伤
小鼠血清 ALT 、AST 的影响

组别 剂量( g/ kg) ALT( U/ L) AST ( U/ L)

空白组 - 30.4±6.5 125.7±40.3
模型组 - 155.7±77.2# 190.5±40.8#

宽胸解毒颗粒组 1 51.2±23.0＊＊ 153.9±16.2＊

灵芝益甘粉×4w 0.125 42.0±11.5＊＊ 123.1±13.0＊＊

灵芝益甘粉×4w 0.25 52.6±12＊ 131.9±26.4＊＊

灵芝益甘粉×4w 0.5 40.0±16.3＊＊ 125.9±19.4＊＊

　注:n=12,与模型组比较:＊P<0.05, ＊＊P<0.01;模型与空白组比
较#P<0.05。

2.3　灵芝益甘粉对急性D-GalN肝损伤小鼠肝 GSH-PX、

MDA的影响

　　模型组肝组织 GSH-PX显著低于对照组,而灵芝益甘

粉组肝组织GSH-PX则比模型组活性显著升高;模型组肝

组织MDA显著高于对照组,而灵芝益甘粉组肝组织 MDA

比模型组显著下降,说明灵芝益甘粉对小鼠急性肝损伤时

出现的活性氧自由基释放有抑制作用(表 3) 。

表 3　灵芝益甘粉对急性 D-GalN 肝损伤小鼠

　　肝组织匀浆中 GSH-PX、M DA 的影响

组别 剂量( g/ kg) GSH-PX(活力单位) MDA( nm ol/mL)

空白组 - 634.9±26.8 6.6±1.3

模型组 - 423.3±35.8# 7.4±1.1

宽胸颗粒组 1 490.4±141.6＊ 3.6±0.4＊＊

灵芝益甘粉 0.125 558.1±113.0＊ 4.7±0.9＊＊

灵芝益甘粉 0.25 681.5±18.9＊ 4.4±0.7＊＊

灵芝益甘粉 0.5 702.5±23.0＊ 4.0±0.6＊＊

　注:n=12,与模型组比较:＊＊P<0.01;模型与空白组比较:#P<

0.05。

2.4　灵芝益甘粉对D-GalN肝损伤小鼠肝组织病理学影响

小鼠肝脏病理组织学检查结果显示,正常组肝小叶结

构正常,无肿胀和明显水肿,无脂肪变性,肝小叶内及汇管

区无炎细胞浸润,无纤维结缔组织增生;模型组小鼠可见肝

小叶结构紊乱不清,肝细胞明显肿胀,体积增大,水肿变性

及气球样变性,小区出现肝细胞片状坏死伴多量炎细胞浸

润,汇管区大量炎细胞浸润及明显纤维结缔组织增生,说明

模型建立成功;灵芝益甘粉低剂量组显示不同程度的肝细

胞变性及炎性细胞浸润,大 、中剂量组和宽胸解毒颗粒治疗

组肝细胞变性 、坏死程度显著减轻, 炎性细胞浸润减少,肝

组织病变明显改善(图 1 —6) 。

图 1　正常组 HE×200

图 2　模型组 HE×200
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图 3　宽胸颗粒组( 1g/ kg) H E×200

图 4　灵芝益甘粉组( 0.125g/kg ) HE×200

图 5　灵芝益甘粉组( 0.25g/kg) H E×200

图 6　灵芝益甘粉组( 0.5g/ kg) H E×200

3　讨论

肝炎包括病毒性肝炎和非病毒性肝炎两大类 。非病毒

性肝炎主要是由乙醇 、化学毒物或药物引起的中毒性肝炎。

病毒性肝炎的治疗包括抗病毒 、调节免疫和保肝。尽管目

前已有一些抗病毒药如干扰素 、干扰素诱导剂 、拉米夫定

等,但这些药物疗效不够理想,且不良反应较多。由于病毒

性肝炎患者同时存在免疫功能障碍和肝损伤,故保肝和免

疫治疗仍是重要的治疗环节。在化学毒物或药物引起的肝

损伤,保肝治疗更是非常重要的手段 。

D-GalN 肝损伤动物模型,接近人肝炎发生的病理过

程,是筛选和研究保肝药物较为理想的模型之一。肝细胞

内许多物质代谢过程与磷酸尿嘧啶核苷密切相关,磷酸尿

嘧啶核苷如果发生耗竭, 可以引起肝细胞损伤甚至坏死。

D-GalN是一种肝细胞磷酸尿嘧啶核苷干扰剂,通过竞争生

成二磷酸尿苷半乳糖使磷酸尿苷耗竭,导致物质代谢障碍,

引起肝细胞变性 、坏死[ 12] 。D-G alN 作为急性肝损伤工具

药,仅需给药 1次,较 CCl4 方便,目前已被广泛用于小鼠和

大鼠肝损伤模型制备,因此,我们本实验采用 D-Gal作为致

毒物可制成小鼠特异性肝损伤模型。

灵芝[赤芝 Ganoderma lucidum ( Leyss.exFr .) Karst

]是担子菌纲多孔菌科灵芝属真菌的子实体,曾有报道[ 13] ,

灵芝乙醇提取物对四氯化碳( CCl4)诱发的小鼠肝损伤有明

显保护作用,可降低肝损伤小鼠血清 ALT,肝脏甘油三酯

( TG) ,并改善中毒小鼠肝脏的解毒功能,王明宇等
[ 14]
证明

灵芝中提取的三萜类化合物均能明显降低 CCl4 、D-Gal 及

BCG+LPS 引起的小鼠肝损伤模型的血清 ALT 和肝脏

TG含量,并不同程度减轻动物肝损伤的程度。灵芝三萜

类化合物除对 CCl4 和 D-氨基半乳糖引起的肝损伤有明显

的保护作用外,还对卡介苗( BCG) +脂多糖( LPS )引起的

免疫性肝损伤有明显保护作用[ 15] 。另外,灵芝肽( GLP)对

D-Gal诱导的小鼠肝损伤有很好的保护作用[ 16] 。中药丹参

具有活血通络 、祛疲止痛 、凉血消痈 、清心除烦之功效。现

代药理研究证明,丹参对小鼠四氯化碳 、D-GalN 肝损伤有

明显的保护作用[ 17] 。大黄具有泻下攻积 、清热泻火 、止血

解毒 、活血祛瘀 、利胆退黄之功效 。生大黄对四氯化碳或酒

精中毒性肝炎的动物具有减轻肝脏炎症或坏死的作用
[ 18]

,

实验证明,灵芝辅以丹参 、大黄和氨基酸,对化学性肝损伤

具有保护作用
[9] 。

本实验结果指出,灵芝益甘粉明显改善肝脏组织病理

学,显著降低肝损伤小鼠血清ALT和 AST 的活性;使肝组

织 GSH-Px活性显著升高 、MDA 含量显著降低,提示灵芝

益甘粉可能通过清除自由基 、保护细胞膜和抗脂质过氧化

而发挥肝细胞保护作用。然而,灵芝益甘粉保肝作用机制

尚需进一步研究。
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The Protective Effect of Ganoderma Liver-protective Powder
on D-galactose Induced Liver Injury in Mice

Li Min, Luan Yingjie, Zhang Dalei, Wang Q uan, Li Yue, Peng Shuai, Li Weidong, Lin Zhibin

( Depa rtment of Pharmacolo gy, Schoo l of Basic Medical Sciences,

Peking University Heal th Science Center, Beijing 100191, China)

Abstract:Objective:To obse rve the effect of Ganoderma liv er-pro tective pow de r ( GLPP ) on liver pr otection and explore the

mechanism.Methods:Expe rimental animals div ided into four g roup e.g.contro l g roup, model g roup, positive contro l g roup,

GLPP high, medium and low-dose g roups.Af te r 24 hours modeling , w e kill the mice and take samples:①calculated the ratio of

liver , spleen, thymus with body weight;②detected the activity o f serum alanine amino transferase( ALT ) , aspa rtate amino trans-

ferase ( AST ) ;③detectedthe content o f liv er maleic dialdehyde ( MDA) and g lutathione pero xida se( GSH-PX) ;④observed histo-

pa tho lo gy of liver were.Results:The low-dose, medium-do se and high-dose of GLPP decreased the eleva ting activity o f A LT and

AST.The low-dose, medium-do se and high-do se of GLPP could obviously decrease the content of MDA o f liv er homogenate, The

activity of GSH-PX in liv er homogenate increased.Histopa tho log ical changes in liver tissue show that, the re are balloon- like de-

genera tion in liv er cells and cellular necro sis in model and the deg ree higher than contro l.GLPP could obviously improve the de-

g ree of hepa tic necro sis.Conclusion:GLPP showed significant pro tective action on acute liver injury induced by D-GalN in mice,

and pro tective effect may be related to the inhibition of lipid pe rox idation damage.

Key words:Ganoderma live r-pro tective powder;Liver damage;D-galacto se;pharmaco log ical study

—18—


