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　　摘要：采用乙醇诱导正常人肝细胞 Ｌ０２形成乙醇性肝损伤的体外模型，通过检测细胞内甘油三酯（ＴＧ）、活性氧
（ＲＯＳ）含量、胞外谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷草转氨酶（ＡＳＴ）活性等指标，评价毛木耳多糖提取物对乙醇性肝损伤的的保
护作用及机理。结果表明，毛木耳多糖提取物的最佳作用浓度为４０μｇ／ｍＬ时，与模型组相比较，细胞的存活率提高
了２６．８４百分点，细胞内甘油三酯的含量显著下降，胞外转氨酶 ＡＬＴ和 ＡＳＴ的活性降低。这一结果说明毛木耳多糖
提取物能够提高损伤细胞的存活率，降低乙醇引发的肝内脂肪堆积，减少细胞凋亡，同时游离活性氧的检测结果显示

毛木耳多糖提取物能够显著降低细胞内活性氧的含量，从而可推断其可能是通过抗氧化途径发挥防护作用。
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　　乙醇进入体内后主要是通过肝脏来完成代谢的，如果摄
入的乙醇量过大，细胞色素 Ｐ４５０２Ｅ１（ＣＹＰ２Ｅ１）会被诱导表
达参与乙醇的代谢，产生活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）。ＲＯＳ能够与生物大分子反应造成蛋白变性、酶失活、
ＤＮＡ结构改变、脂质过氧化，从而造成细胞的损伤［１］。大量

摄入乙醇不仅引发肝损伤，还会促使乙醇性脂肪肝的形成，并

向乙醇性肝炎、乙醇性肝纤维化、肝硬化转变［２］。据２００６年
公布的我国首部《中国居民营养与健康之行为和生活方式调

查报告》中显示，我国居民现在饮酒率为２１％，这一数字还在
不断上升［３］，乙醇已成为继病毒性肝炎之后导致肝损害的第

二大病因。

食用菌类多糖是一种非特异性免疫促进剂，能增强网状

内皮系统的吞噬功能，提高调整机体免疫功能［４］；研究表明

大多数食用菌多糖对各种病毒如流感病毒、单纯胞疹病毒等

具有抑制作用［５］；研究发现多糖的多种生物活性均与抗氧化

性有关，通过缓解疾病、辐射、代谢等引起的氧化应激达到治

疗和预防肿瘤发生、免疫力低下等疾病［６］。多糖的抗氧化性

可能是其多种活性的作用机理之一。毛木耳多糖具有抗氧

化［７］、提高免疫［８］、降低血糖血脂［９］等功能，并且可以抑制化

学致癌物及促癌物对肿瘤的诱发［１０］，因此在保健食品方面具

有广阔的应用前景。毛木耳多糖保护乙醇性肝脏损伤功能研

究是一个全新的领域。本研究主要目的是在乙醇性肝损伤模

型的基础上，探索毛木耳多糖提取物保护肝细胞乙醇性损伤

的作用，为毛木耳多糖的开发以及深加工食品的研发奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
细胞株Ｌ０２，购自中国医学科学院肿瘤医院；毛木耳３号

菌株，笔者所在实验室保藏菌株；胎牛血清（ＦＢＳ）、ＲＰＭＩ１６４０
培养液、胰酶和双抗（青霉素和链霉素），购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；ＭＴＴ测试液，购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ），购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；台盼蓝染液和无水乙醇，
购自国药集团化学试剂有限公司；ＢＣＡ蛋白质定量检测试剂
盒，购自北京博迈德生物技术有限公司；甘油三酯（ＴＧ）酶法
测定试剂盒、谷草转氨酶（ＡＳＴ）测试盒、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）测
试盒和细胞活性氧（ＲＯＳ）试剂盒，购自南京建成科技有限
公司。

ＭＳＣ－１．２生物安全柜，购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；Ｓｔｅｔｉ－ｃｙ
ｃｌｅ３７１ＣＯ２培养箱，购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；Ｒ－２１５旋转蒸发
仪，购自瑞士Ｂｕｃｈｉ公司；ＨＹＣ－３６０药品保存箱，购自中国海
尔公司；ＳＨＺ－８８Ａ恒温水浴锅，购自北京精科华瑞仪器有限
公司；５８１０Ｒ冷冻离心机，购自美国 Ｅｐｐｅｎｄｒｏｆ公司；ＩＸ－７１
倒置显微镜，购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；移液器，购自美国
Ｄｒｕｍｍｏｎｄ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　毛木耳多糖提取物的制备　将毛木耳子实体放入高
速万能破碎机进行破碎制备成约１００目的均一干粉。称取
５０ｇ干粉，按１∶６０比例加入去离子水，静置３ｈ，利用水浴摇
床控制温度和转速对混合溶液进行提取，条件控制为 ９０℃、
水浴４ｈ，６０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取上清，将沉淀物以上述方
法再提取１次，合并上清液，利用旋转蒸发技术浓缩，确定多
糖溶液的体积，加入４倍体积的无水乙醇使多糖析出，静置过
夜待固液分离。通过６０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，获得固体多
糖，放至６０℃的烘箱中烘干直至质量恒定，研磨成粉末状待
用。功能检测时将多糖粉末配制成５００μｇ／ｍＬ的母液，其中
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多糖浓度以硫酸－苯酚法测定［１１］。

１．２．２　乙醇性损伤模型的建立　Ｌ０２细胞用含１０％胎牛血
清的ＲＰＭＩ１６４０培养液（含 １％青霉素、链霉素混合液）置
３７℃、５％ ＣＯ２饱和湿度的培养箱中培养，待细胞生长至
８０％～９０％时，用 ０．２５％胰蛋白酶消化，调整细胞浓度以
８×１０３个／孔的细胞量接种于９６孔培养板中，置于３７℃培养
箱中培养至细胞贴壁后，更换培养液，使培养液中乙醇浓度达

到１．６％、１．８％、２．０％、２．２％、２．５％、３．０％，设置对照组，继
续培养４８ｈ。以ＭＴＴ方法测定细胞的存活率，以未加入乙醇
的空白组作为对照，设定其细胞存活率为１００％。
１．２．３　毛木耳多糖提取物对乙醇性肝损伤的保护作用
１．２．３．１　毛木耳多糖提取物对 Ｌ０２细胞的毒性评价　取对
数生长期的 Ｌ０２细胞，以８×１０３个／孔接种于９６孔培养板
中，待细胞贴壁后，分别加入含多糖的培养液，使终浓度达到

０、５０、１００、２００、５００、１０００μｇ／ｍＬ，继续培养２４ｈ，测定细胞存
活率，分析多糖对Ｌ０２细胞的毒性作用，设定对照组的细胞存
活率为１００％。
１．２．３．２　毛木耳多糖提取物保肝作用　细胞以浓度为
８×１０３个／孔的接种量置于９６孔培养板中，待细胞贴壁后，
设置对照组（不加乙醇）和损伤模型组（乙醇终浓度为３％），
治疗组的细胞中加入终浓度为３％的乙醇和不同浓度的多糖
提取物（１０、２０、３０、４０、５０μｇ／ｍＬ），３７℃培养４８ｈ后，测定细
胞存活率，设定对照组的细胞存活率为１００％。
１．２．３．３　肝细胞特征性指标检测　细胞以３×１０５个／孔接
种于６孔培养板中，选用多糖提取物终浓度为４０μｇ／ｍＬ和损
伤模型３７℃培养４８ｈ后，分别收集培养液和细胞，利用胞外
谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷草转氨酶（ＡＳＴ）试剂盒测定培养液中
的酶活力，利用组织甘油三酯测定试剂盒测定 ＴＧ含量，用
ＢＣＡ法测定蛋白含量，细胞中加入荧光探针，利用组织内活
性氧（ＲＯＳ）测定试剂盒测定ＲＯＳ的含量。
１．２．４　数据统计分析　采用 ＳＰＳＳ１１．５统计软件对数据进
行处理，试验结果以“平均值 ±标准差（ｘ±ｓ）”表示，采用
Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ检验，Ｐ＜０．０５表示具有显著性差异。

２　结果与分析

２．１　肝细胞乙醇性损伤模型
本研究采用正常肝脏细胞株 Ｌ０２为载体细胞，以不同浓

度的乙醇作为诱导条件建立损伤模型，评价毛木耳多糖对乙

醇性肝损伤的改善作用。以前期建立模型的条件为基础［１２］，

检测乙醇刺激对 Ｌ０２细胞存活率的影响。从表１可知，在单
纯乙醇因素的刺激下，随着乙醇浓度增加，细胞存活率明显下

降，从８６．５９％下降到５０．７７％，各处理组与对照组比较均达
到显著性差异（Ｐ＜０．０５）。这一检测结果与之前的研究结果
相近，具有良好的重复性，说明此诱导方法能够建立起稳定的

乙醇性肝损伤模型。细胞存活率检测结果显示３０％乙醇对
细胞损伤较大，细胞存活率降低至 ５０．７７％，满足模型的需
求，设定其为模型损伤浓度。

２．２　毛木耳多糖提取物细胞毒性检测
多糖以终浓度０～１０００μｇ／ｍＬ直接处理细胞，通过ＭＴＴ

检测发现所有细胞处理组的细胞存活率均在９０％以上，且与
对照组未达到显著性差异（Ｐ≥０．０５），说明毛木耳多糖对

表１　乙醇浓度对Ｌ０２细胞存活率的影响

乙醇浓度

（％）
吸光度

（Ｄ５６２ｎｍ）
细胞存活率

（％）

０ １．３０±０．０５ １００．００±３．８５
１．６ １．１２±０．０２ ８６．５９±１．５４

１．８ １．１０±０．０９ ８４．６２±６．９２

２．０ １．０５±０．０８ ８０．７７±６．１５

２．２ ０．９０±０．０５ ６９．２３±３．８５

２．５ ０．６９±０．０１ ５３．５８±０．７７

３．０ ０．６６±０．１１ ５０．７７±８．４６

　　注：数据结果均以平均值 ±标准差表示（ｎ＝５），“”表示与对
照组达到显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｌ０２细胞不具有明显的细胞毒性。图１显示的是不同浓度多
糖处理条件下细胞存活率的变化趋势，虽然未达到显著性差

异程度，但是随着多糖浓度增加，细胞存活率还是呈现下降的

趋势。因此功能检测中应选取低浓度的多糖开展研究，以降

低试验结果受浓度的影响。

２．３　毛木耳多糖提取物的保肝功能
以３．０％乙醇浓度的损伤条件和毛木耳多糖共同处理细

胞４８ｈ后发现，不同浓度的多糖均对细胞具有保护作用，但
是保护效果并未呈现出剂量的依赖性。图２显示的是各浓度
多糖对肝细胞的保护作用，其中多糖终浓度为 １０、２０、３０、
４０μｇ／ｍＬ的处理组与模型组比较都能够显著性提高细胞存
活率。其中多糖终浓度为４０μｇ／ｍＬ时，细胞的存活率最高，
为８４．７９％，与模型组比较提高了２６．８６百分点，设定其为最
佳护肝剂量。

２．４　多糖提取物对肝细胞特征指标的影响
本试验不仅研究了多糖对细胞存活率的影响，同时以

ＴＧ、胞外ＡＳＴ和ＡＬＴ的指标反映多糖对肝细胞功能的保护
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作用。胞内ＴＧ含量检测结果显示毛木耳多糖提取物具有降
低肝细胞中ＴＧ的作用，与模型组比较能够降低７６．５１％，说
明其可以减少乙醇引起的胞内脂肪堆积；胞外转氨酶的检测

结果发现多糖可以明显减少ＡＬＴ和ＡＳＴ的胞外释放，保护肝

细胞的结构完整性。ＲＯＳ检测结果显示多糖提取物能够降
低胞内活性氧的含量，说明毛木耳多糖具有抗氧化的作用，可

以减小细胞因氧化而发生的损伤，推断其是通过抗氧化途径

来发挥护肝功效的。

表２　毛木耳多糖提取物保护肝脏特征指标的作用

组别
ＴＧ

（μｍｏｌ／ｍｇ）
ＲＯＳ

（５２５ｎｍ下荧光值）
ＡＬＴ
（Ｕ／ｍｇ）

ＡＳＴ
（Ｕ／ｍｇ）

对照组　　　 ３０９±４１ ３３１８±２３２ ４０１４±２７９ ３０１８±６２７
提取物处理组 ６１７±５２ ５２５８±５８２ １０６２８±４３７ ６３８９±３７４

模型组　　　 ２６２７±１１ １０５４８±３１９ １６５４４±４６８ １５０７２±５７９

　　注：数据结果均以平均值±标准差表示（ｎ＝３），“”表示与模型组达到显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

３　结论与讨论

乙醇在肝细胞内主要是由乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶催化

代谢的，摄入肝内后在脱氢酶和乙醇氧化酶系统作用下被氧

化成乙醛，再氧化成乙酸，最后进入三羧酸循环被彻底氧化成

ＣＯ２和Ｈ２Ｏ，并释放出能量
［１３］。此过程使辅酶不断转变为还

原型辅酶，二者比例的改变抑制线粒体内三羧酸循环，脂肪氧

化减弱，肝内脂肪酸合成增多［１４］，最终导致肝脏中脂肪含量

升高，因此 ＴＧ是评价肝损伤的特征指标。从表２可知，４８ｈ
后提取物处理组的 ＴＧ含量较模型组明显降低，说明毛木耳
多糖能够有效缓解细胞中的脂质沉积作用。

ＲＯＳ是以氧原子为中心的自由基及其活性衍生物［１５－１６］，

细胞内线粒体是ＲＯＳ产生的最主要来源［１７］。氧化应激与乙

醇性肝损伤关系密切，当体内产生的 ＲＯＳ过多，无法被抗氧
化物质完全清除时，会发生氧化应激，过量的 ＲＯＳ会与生物
大分子反应，造成机体的损伤，甚至导致疾病。从表２可知，
经提取物处理４８ｈ后，ＲＯＳ指标检测结果表明毛木耳多糖提
取物有效改善了肝细胞内的氧化水平。

ＡＬＴ、ＡＳＴ是反映肝细胞损害情况最常用的酶学检查指
标。ＡＳＴ是一种线粒体酶，乙醇在代谢过程中产生的中间产
物乙醛、自由基等，可导致氧应激和脂质过氧化反应，造成线

粒体损伤，使大量存在于线粒体的 ＡＳＴ进入周围的循环系
统［１］，因此乙醇性肝损伤细胞的培养液中 ＡＳＴ升高。ＡＬＴ主
要分布于胞浆，在肝细胞质中有传输氨基酸的作用，研究表明

仅有１％的肝细胞坏死，就可以使 ＡＬＴ增高１倍，因此，ＡＬＴ
被世界卫生组织推荐为肝功能损害最敏感的检测指标［１８］。

从表２可知，经提取物处理４８ｈ后，ＡＬＴ和 ＡＳＴ的释放量降
低，说明毛木耳多糖提取物能够保护细胞的完整性，具有保肝

的作用。

本研究通过细胞毒性检测表明毛木耳多糖提取物对肝细

胞不具有细胞毒性，其能够提高肝损伤细胞的存活率，具有保

护乙醇性损伤的作用。在多糖作用浓度为４０μｇ／ｍＬ时，细
胞存活率与模型组比较可提高２６．８６百分点，细胞内甘油三
酯和ＲＯＳ的含量分别降低了７６．５１％和５０．１５％，培养液中
ＡＬＴ、ＡＳＬ含量分别降低了３５．７６％、５７．６１％。研究结果证明
毛木耳多糖不仅对肝细胞具有保护作用，而且可以促进肝细

胞行使功能，具有开发应用前景。
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