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灵芝孢子粉多糖对 APAP肝损伤的
保护作用研究

刘　洋1,2，韩忠明2，刘琳玲1，李金涛1，张　楠1,2，闫梅霞1, *

（1.中国农业科学院特产研究所，吉林长春 130112；
2.吉林农业大学中药材学院，吉林长春 130118）

摘　要：目的：探讨灵芝孢子粉多糖（Ganoderma lucidum spore polysaccharide，GLSP）在对乙酰氨基酚（Aceta-
minophen，APAP）肝损伤中的保护作用。方法：将 50只小鼠随机分为五组，分别为空白组、模型组、阳性药物

组、GLSP低剂量组和 GLSP高剂量组，每组 10只，各组按相应剂量连续 14 d预给药后，使用 APAP造模、取

材，测定肝脏指数、血清指标（谷草转氨酶（glutamic oxalacetic transaminase，AST）、谷丙转氨酶（glutamic-
pyruvic transaminase，ALT））及肝组织匀浆指标（谷胱甘肽（glutathione，GSH）、丙二醛（malonaldehyde，
MDA）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、Caspase-3、Bax 和 Bcl-xl）。结果：与空白组相比，模

型组中 ALT、AST、MDA及促凋亡基因 Caspase-3、Bax 均极显著升高（P<0.01），SOD、GSH含量极显著降低

（P<0.01），HE染色结果显示 APAP处理的小鼠肝脏出现典型的小叶中心性坏死；多糖剂量组与模型组相比 ALT、
AST极显著降低（P<0.01），多糖低剂量组 SOD、GSH显著升高（P<0.05），MDA显著降低（P<0.05），在多

糖高剂量组中，SOD、GSH极显著升高（P<0.01），MDA极显著降低（P<0.01），多糖组促凋亡基因 Caspase-
3、Bax 极显著降低（P<0.01），且肝组织病理学观察中可见肝组织坏死面积减小。结论：灵芝孢子粉多糖对

APAP肝损伤能够起到预保护作用，其作用机制可能与提高肝脏的抗氧化能力和抑制凋亡的发生有关。
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Abstract：Objective:  To  investigate  the  protective  effects  of Ganoderma  lucidum  spore  polysaccharide  (GLSP)  on  liver
injury caused by acetaminophen (APAP). Methods: Fifty mice were randomly divided into five groups: Blank group, model
group,  positive  drug  group,  GLSP  low-dose  group  and  GLSP  high-dose  group,  with  10  mice  in  each  group.  After  each
group was  pre-administered according to  the  corresponding dose  for  14 consecutive  days,  the  liver  index,  serum indexes
(glutamic  oxalacetic  transaminase  (AST),  glutamic-pyruvic  transaminase  (ALT))  and  liver  tissue  plasma  indexes
(glutathione  (GSH),  malonaldehyde  (MDA),  superoxide  dismutase  (SOD), Caspase-3, Bax  and Bcl-xl)  were  determined.  
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Results:  Compared  with  the  blank  group,  ALT,  AST,  MDA  and  proapoptotic  genes  Caspase-3  and  Bax  were  very
significantly increased in the model group (P<0.01). The contents of SOD and GSH decreased very significantly (P<0.01),
and  HE staining  showed that  APAP treated  mice  showed typical  lobular  central  necrosis  of  liver.  Compared  with  model
group,  ALT  and  AST  were  very  significantly  decreased  in  polysaccharide  dose  group  (P<0.01),  SOD  and  GSH  were
significantly  increased (P<0.05)  and MDA was significantly  decreased in  polysaccharide  low-dose group (P<0.05),  SOD
and GSH were  very  significantly  increased  (P<0.01)  and MDA was  very  significantly  decreased  in  polysaccharide  high-
dose  group  (P<0.01),  and  pro-apoptotic  genes Caspase-3  and  Bax  were  very  significantly  decreased  in  polysaccharide
group  (P<0.01),  and  the  liver  histopathological  observation  showed  that  the  necrotic  area  of  liver  tissue  decreased.
Conclusion: Ganoderma lucidum spore polysaccharide can preprotect APAP liver injury, and its mechanism may be related
to improving the antioxidant capacity of liver and inhibiting the occurrence of apoptosis.

Key words：Ganoderma lucidum spore；polysaccharide；acetaminophen (APAP)；antioxidant factor；apoptosis gene

灵芝孢子（Ganoderma  lucidum  spore）是灵芝

（Ganoderma lucidum）子实体弹射出的极细小的孢

子，为灵芝的生殖细胞，孢子内具有灵芝的全部遗传

活性物质，主要化学成分有多糖类、三萜类、脂肪酸

类、核苷类等[1−2]。灵芝中的多糖类为天然产物，具有

较高的安全性，具有抗肿瘤[3]、保肝[4]、免疫调节[5]、

抗氧化[6] 等作用。其保肝作用尤为突出，对酒精[7−8]、

D-氨基半乳糖[9]、CCl4
[10] 以及鹅膏毒肽[11] 等所致肝

损伤可起到降低 ALT和 AST活力、改善肝脏氧化

应激水平等作用。

对乙酰氨基酚，也称为扑热息痛、APAP，是一种

临床上常用的解热镇痛药[12]。在治疗剂量内，对乙酰

氨基酚具有退热、止痛效果，但超出安全剂量的

APAP在肝脏代谢后形成与谷胱甘肽（GSH）结合的

活性代谢物 N-乙酰苯亚胺基醌（NAPQI），使 GSH
耗竭，进而导致肝损伤，严重的甚至导致肝衰竭和死

亡[13−14]。N-乙酰半胱氨酸（NAC）是目前 FDA唯一

批准用于治疗肝脏毒性的药物，其结构主要为半胱氨

酸的 N-乙酰化衍生物[15]，然而对超过 8 h肝损伤患

者的治疗效果显著降低[16]。4-甲基吡唑、亚甲基蓝

和二甲双胍等药物对肝损伤也有一定治疗作用，但这

些药物有的处于临床试验阶段，有的存在着服用剂量

和副作用较大、作用机制尚不完全明确等问题[17]。

因此，开发具有预防和治疗肝损伤作用的天然药物具

有重要意义。

灵芝孢子粉多糖为天然多糖，目前研究证实其

具备保肝作用，Li等[18] 发现灵芝多糖在哺乳动物中

对化学、自身免疫和氧化应激引起的肝损伤具有显

著影响，灵芝多糖对 CCl4 诱导的鲤鱼肝损伤具有保

肝和抗氧化作用，灵芝多糖显著降低 CYP450酶的

活性，并下调 NF-κB和炎性细胞因子的基因表达水

平。常珊珊等 [19] 指出灵芝多糖通过调节依赖于

FXR-SHP/FGF途径的胆汁酸合成并抑制其下游脂

肪途径，确定了灵芝多糖对非酒精性脂肪肝疾病

（NAFLD）的治疗作用。本研究通过动物模型实验，

探究灵芝孢子粉多糖对对乙酰氨基酚诱导的急性肝

损伤的保护作用机制，为治疗 APAP诱导急性肝损

伤提供参考，也为后续基础研究和临床实践提供方向

以及灵芝的产品开发和应用提供数据参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

50只雄性 ICR小鼠（20~22 g）　由辽宁省长生

生物技术股份有限公司提供，实验动物许可证号：

SCXK（辽）2020-0001。实验期间，小鼠的饲养温度

维持在（23±1）℃，湿度 55%±10%，光照黑暗各 12 h
的循环环境中。动物实验经中国农业科学院特产研

究所实验动物管理及福利伦理委员会批准，编号：特

产所动（福）第 2022-059M号（NO.ISAPSAEC-2022-
059M）；灵芝孢子粉多糖　由木段基质灵芝孢子粉

（中国农业科学院特产研究所食药用菌团队提供）经

乙醇脱脂后，以热水浴方法进行提取[20] 得到，经测定

粗多糖中多糖含量为 93.3%；对乙酰氨基酚　上海阿

拉丁科技股份有限公司；谷丙转氨酶试剂盒（C009-2-
1）、谷草转氨酶试剂盒（C010-2-1）、谷胱甘肽试剂盒

（A006-2-1）、丙二醛试剂盒（A003-1-2）、超氧化物歧

化酶试剂盒（A001-3-2）　南京建成生物工程研究所；

TRNzol Universal试剂盒（DP424）　北京天根生物；

HiScript II 1st Strand cDNA Synthesis Kit（R211-01）、
Taq  Pro  Universal  SYBR  qPCR  Master  Mix（Q712-
02）　诺唯赞生物科技有限公司；无水乙醇、二甲苯、

福尔马林溶液等　均为国产分析纯。

D3024R高速冷冻离心机　美国 SCILOGEX；

Epoch酶标仪　BioTek；组织包埋机、半自动石蜡切

片机　德国 Leica；NLCD500数码生物显微镜　江

南永新光学股份有限公司；T25可调高速匀浆机　

IKA；荧光定量 PCR仪　德国 Analytik Jena。 

1.2　实验方法 

1.2.1   实验动物的分组与造模给药　将小鼠随机分

为 5组，分组信息详见表 1。小鼠适应性喂养 3 d
 

表 1    实验动物分组信息

Table 1    Grouping information of experimental animals

分组 药物 剂量（mg/kg） 数量（只）

空白组 生理盐水 − 10
模型组 生理盐水 − 10

阳性药物组 联苯双酯滴丸 150 10
多糖低剂量组 灵芝孢子粉多糖 150 10
多糖高剂量组 灵芝孢子粉多糖 600 10
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后，各组按相应剂量灌胃给药，小鼠饲养环境温度控

制为（23±1）℃。连续预给药 14 d后，模型组、阳性

药物组及多糖剂量组腹腔注射对乙酰氨基酚

（250 mg/kg）造模，造模后禁食不禁水，24 h后称量

体重，进行眼球取血，血浆室温静置 1 h后以 3500 r/
min离心 15 min，取血清，4 ℃ 冷藏，用于后续相应

指标的测定。取血后小鼠颈椎脱臼处死，沿腹中线剖

开腹腔，取出肝脏，置于预冷的生理盐水中清洗干净，

滤纸吸干水分，称量肝脏重量。小鼠肝组织分两部分

保存，一部分保存于−80 ℃ 冰箱中，另一部分置于

10%的中性福尔马林溶液中固定，用于病理切片的

制作。

正式实验前进行预实验，确定 APAP造模剂量

为 250 mg/kg，造模时间为 24 h。 

1.2.2   小鼠肝脏指数的测定　造模 24 h后，称量小

鼠体重及肝组织重，肝脏指数按下列公式进行计算。

肝脏指数(%) =
肝组织重量(g)
小鼠体重(g)

×100
 

1.2.3   血清中 ALT、AST的测定　血清中的 ALT和

AST参照试剂盒说明书进行测定。 

1.2.4   GSH、MDA、SOD的测定　取肝组织加生理

盐水，使用匀浆机匀浆，制备成 10%组织匀浆液，参

照试剂盒说明书，对肝组织中的 GSH、MDA、SOD
进行测定。 

1.2.5   肝组织形态学观察　小鼠的肝组织称重后置

于 10%中性福尔马林溶液中固定。固定好的组织流

水冲洗 3次，每次 20  min。再经梯度乙醇（75%-

85%-95%-95%-无水乙醇-无水乙醇-无水乙醇）脱水，

二甲苯透明（20 min，10~20 min）后浸蜡包埋。包埋

好的组织经切片（4 μm）、展片、捞片后脱蜡复水，再

以苏木素-伊红（HE）染色后脱水封片，显微镜下观察

肝组织形态学变化[21−22]。 

1.2.6   凋亡相关基因的检测　 

1.2.6.1   总 RNA的提取及 cDNA的制备　参照

TRNzol Universal试剂盒说明书进行总 RNA的提

取，并测定提取的总 RNA浓度。按 HiScript II 1st
Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒说明书进行第一

链 cDNA合成反应，合成好的 cDNA置于−20 ℃ 保

存，备用。 

1.2.6.2   qPCR　引物设计合成由吉林省库美生物技

术有限公司完成，以上述合成的 cDNA为模板，进行

实时荧光定量 PCR。引物信息见表 2，按 Taq Pro
Universal SYBR qPCR Master Mix试剂盒说明书进

行 qPCR反应（表 3）。 

1.3　数据处理

所有数值均以平均数±标准偏差表示，采用

SPSS进行单因素方差分析。运用 GraphPad Prism
8.0软件作图。 

2　结果与分析 

2.1　肝脏指数

小鼠肝脏指数见表 4，与空白组相比，模型组肝

指数极显著升高（P<0.01），可能是由于肝细胞受到损

伤，提示小鼠肝脏发生肿胀、坏死。与模型组相比，

阳性药物组肝脏指数极显著降低（P<0.01），低剂量组
 

表 2    引物信息

Table 2    Primer information

基因名称
引物序列（5’-3’）

上游引物 下游引物

GAPDH CGTGCCGCCTGGAGAAACC TGGAAGAGTGGGAGTTGCTGTTG
Caspase3 GTGTCCATGCTCACGAAAGA CCAGGAGGACCGTCAGATTA

Bax CTCAAGGCCCTGTGCACTAA CACGGAGGAAGTCCAGTGTC
Bcl-xl TGACCACCTAGAGCCTTGGA TGTTCCCGTAGAGATCCACAA

 

表 3    反应程序

Table 3    Reaction procedure

步骤 重复次数 反应温度（℃） 反应时间

预变性 1 95 3 min

循环反应 40
95 3 s
60 32 s

熔解曲线 1
95 15 s
60 60 s
95 15 s

 

表 4    各组小鼠的肝脏指数

Table 4    Liver index of mice in each group

组别 空白组 模型组 阳性药物组 GLSP低剂量组 GLSP高剂量组

肝脏指数（%） 4.05±0.21 6.21±0.12** 4.67±0.11## 5.66±0.30# 4.63±0.18##

注：*表示与空白组相比具有显著性差异（P<0.05），**表示与空白组相比具有极显著差异（P<0.01）；#表示与模型组相比具有显著性差异（ P<0.05），
##表示与模型组相比具有极显著差异（P<0.01）；表5~表6，图2同。
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肝指数显著降低（P<0.05），多糖高剂量组的肝指数与

阳性药物组相近，与模型组相比均极显著降低（P<
0.01），说明 GLSP可能对 APAP肝损伤有预保护的

作用。 

2.2　血清中 ALT、AST的水平

ALT、AST是反映肝损伤的敏感指标，当肝细胞

受损时两者均会快速释放进入血液[23]，ALT、AST的

升高标志着肝损伤。本实验 ALT、AST测定结果见

表 5，与空白组相比，模型组中两种酶的活性极显著

升高（P<0.01），表明肝细胞发生损伤，造模成功；与模

型组相比，阳性药物组、多糖剂量组的两种酶活性都

极显著降低（P<0.01），且呈剂量相关性，说明 GLSP

对 APAP肝损伤具有保护作用。 

2.3　GSH、MDA、SOD的水平

SOD的主要作用就是降解清除体内的活性氧自

由基，因此检测 SOD的活性可以反映清除自由基的

能力及抗氧化能力。GSH是肝脏细胞内主要的水溶

性抗脂质过氧化的物质，它除了能调节细胞内氧化还

原反应外，还有非常明显的解毒功能。因此，测定

GSH的含量可以了解氧化应激反应及脂质过氧化的

程度。MDA是自由基作用于脂质发生过氧化反应

的最终产物之一。因此，通过测定 MDA的含量可以

反映机体脂质过氧化的程度，是最常用的膜脂质过氧

化指标[24]。测定结果如表 6所示，与空白组相比，模

型组中 GSH极显著降低（P<0.01），提示过量 APAP

在肝脏代谢时大量消耗 GSH，同时，还原性酶 SOD

含量极显著降低，氧化产物 MDA含量极显著升高

（P<0.01），提示肝脏氧化应急水平升高；与模型组对

比，多糖低剂量组 GSH、SOD显著升高，MDA含量

显著降低（P<0.05）；多糖高剂量组中 SOD的活性及

GSH含量极显著升高，同时 MDA极显著降低（P<

0.01），提示 GLSP可提升 APAP肝损伤中的抗氧因

子水平，其保肝作用可能与调节肝组织中的氧化应激

水平有关。 

2.4　肝组织 HE染色结果

小鼠肝组织 HE染色见图 1，空白组肝细胞完

整，细胞核呈圆形位于中央，胞浆完整，肝索清晰；模

型组肝细胞破裂，核丢失，肝索排列紊乱，中央静脉周

围出现大面积坏死和炎症浸润；预给予多糖后，各剂

量组小叶结构清晰，多糖低剂量组肝细胞坏死面积有
 

表 5    血清中 AST和 ALT的活性

Table 5    Activity of AST and ALT in serum

组别 空白组 模型组 阳性药物组 GLSP低剂量组 GLSP高剂量组

AST（U/L） 44.7±7.0 285.1±4.9** 58.8±9.4## 142.6±6.5## 67.4±15.6##

ALT（U/L） 41.0±3.2 224.4±8.5** 38.5±3.3## 178.5±2.5## 43.4±1.2##

 

表 6    肝组织匀浆中 SOD、GSH和MDA的水平

Table 6    SOD, GSH and MDA levels in liver tissue homogenate

组别 空白组 模型组 阳性药物组 GLSP低剂量组 GLSP高剂量组

SOD（U/mg prot） 4.95±0.11 2.58±0.14** 4.30±0.27## 3.51±0.27# 3.93±0.06##

GSH（μmol/g prot） 7.41±0.69 1.57±0.15** 11.74±2.16## 2.40±0.68# 9.85±2.72##

MDA（nmol/mg prot） 1.44±0.05 3.52±0.34** 1.44±0.03## 2.51±0.31# 1.95±0.30##

 

空白组 模型组 阳性药物组

GLSP低剂量组 GLSP高剂量组

图 1    肝组织病理切片（HE，200×）
Fig.1    Pathological section of liver tissue (HE, 200×)

注：图中↑为中央静脉，→为坏死和炎症浸润，←为正常肝细胞。
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所减少，阳性药物组和多糖高剂量组可见损伤程度明

显减轻。 

2.5　凋亡相关基因的测定结果

细胞凋亡基因主要包括两类：促进凋亡基因和

抑制凋亡基因。Bax 属于促进凋亡基因，其能够直接

或间接促进细胞凋亡的发生；Bcl-xl 属于抑制凋亡基

因，其能够抑制细胞凋亡的发生；另外 Caspase 家族

也是细胞凋亡调控中不可或缺的一部分，其能够直接

参与细胞凋亡的执行过程，从而促进细胞凋亡的发

生[25]。小鼠肝组织中 Caspase3、Bax、Bcl-xl 的mRNA

表达水平见图 2。与空白组相比，模型组中凋亡因

子 Caspase3、Bax 的表达极显著升高（P<0.01），提示

肝细胞发生凋亡；与模型组相比，多糖低、高剂量组

均极显著降低促凋亡基因 Caspase3、Bax 的表达

（P<0.01），提示 GLSP的保肝活性可能与参与调节凋

亡基因的表达有关。此外，各剂量组抑凋亡基因 Bcl-
xl 的 mRNA表达差异均不显著。 

3　讨论
目前，APAP诱导的肝损伤已成为测试天然类药

物和其他肝脏保护干预措施中最流行的和临床相关

的模型[26]。血清中谷丙转氨酶和谷草转氨酶是评估

肝功能的典型指标，二者的急剧升高是肝损伤发生的

标志之一[27]。在本研究中，给予 APAP后，小鼠两种

酶活性以及肝指数极显著升高，提示小鼠的肝细胞发

生损伤；同时，肝脏的病理变化也证实了这一点，可见

模型组的肝小叶结构紊乱、炎症浸润和肝细胞坏死；

阳性药物组和多糖剂量组的 ALT、AST和肝指数均

显著降低，肝组织的病理病变得到治疗和缓解，灵芝

孢子粉多糖与灵芝菌丝体多糖效果一致，都能起到降

低 ALT、AST的作用[8]，且灵芝孢子粉多糖降低 AST
效果更显著。

据报道，灵芝中的多糖可能减少肝损伤的程度，

其保肝活性常归因于抗氧化和抗炎特性[28]。在 APAP
肝损伤类型中，氧化应激也是导致其肝毒性的主要原

因之一，过量的 APAP导致 GSH的大量消耗，肝脏

氧化水平升高，使线粒体功能障碍，细胞坏死进而诱

发无菌炎症和凋亡[29]。本研究中，多糖剂量组的 GSH
含量显著高于模型组，且与阳性药物组相比差异不显

著，提示 GLSP可能具有保护 APAP肝损伤的潜力。

此外，肝组织中还原酶 SOD和氧化产物 MDA也可

以作为判断氧化应激水平的重要依据[30]，相对于模

型组，多糖组中这两种指标均有所改善，MDA和

SOD水平的提高可以加快体内脂质代谢和氧化分

解，通过减轻氧化应激反应并提高抗氧化能力来保护

肝脏[7]。

细胞凋亡是细胞的程序性死亡，在急性肝损伤

中发挥着重要的作用[31−32]。过量 APAP引起的线粒

体膜透化可能激活 Bax 凋亡因子，导致细胞色素 c
从线粒体释放到细胞质中，触发半胱天冬酶级联反应

导致细胞凋亡[33]，Caspase3、Bax 和 Bcl-xl 这些凋亡

基因在该过程中起到调控作用。本实验结果与前人

研究基本一致，模型组促凋亡基因 Caspase3、Bax 表

达升高，阳性药或多糖预给药组促凋亡基因表达极显

著降低，提示 GLSP的保肝作用可能和参与调节细

胞凋亡有关，而抑凋亡基因 Bcl-xl 却呈降低趋势且差

异并不显著。此外，关于 APAP肝损伤过程中有关

凋亡的研究中，Xandra等[34] 认为坏死可能在 APAP
肝损伤中细胞坏死占据主导地位；Schulze等[35] 和

Layal等[36] 认为 APAP的 TUNEL染色是胞质性的，

而不是凋亡性肝细胞死亡中常见的核阳性，且不伴

有 Caspase3的裂解，也不能被 Caspase抑制剂阻

止。因此，GLSP对 APAP肝损伤的保护作用还有待

深入研究。 

4　结论
综上所述，灵芝孢子粉多糖对 APAP肝损伤具
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图 2    Caspase3、Bax、Bcl-xl 的 mRNA表达水平

Fig.2    mRNA expression levels of Caspase3, Bax and Bcl-xl
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有保护作用，灵芝孢子粉多糖可降低血清中 AST、
ALT，并对抗氧化指标 SOD、GSH、MDA和促凋亡

基因 Caspase-3、Bax 均有改善。故其机制可能与调

节肝组织的氧化应激水平、抑制凋亡的发生有关。

同时，在本次实验中，仅初步探讨灵芝孢子粉粗多糖

对 APAP肝损伤的保护作用，其详细的作用机制仍

需进一步研究。

© The Author(s)  2024.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
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