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摘要 　目的 :研究五味子提取物和黄芪多糖配伍后对对乙酰氨基酚引起小鼠急性肝损伤的协同保护作用及

其机制。方法 :以对乙酰氨基酚 500 mg/kg腹腔注射给药造成小鼠急性肝损伤模型 ,通过测定小鼠血清丙氨

酸氨基转移酶 (ALT)、门冬氨酸氨基转移酶 (AST)的活性、肝组织还原性谷胱甘肽 ( GSH )和丙二醛 (MDA )

含量及观察肝组织病理学改变 ,以评价五味子提取物、黄芪多糖及其组合物对小鼠肝损伤的保护作用。结

果 :五味子提取物 (270 mg/kg)和黄芪多糖 (900 mg/kg)单独给药对对乙酰氨基酚肝损伤小鼠的血清 ALT、

AST和肝组织 GSH和 MDA没有显著性影响。30、90和 270 mg/kg五味子提取物分别与 100、300和 900 mg/

kg黄芪多糖配伍 ,可使对乙酰氨基酚肝损伤小鼠血清 ALT、AST活性及肝组织 MDA含量显著降低 ( P < 0. 05

或 P < 0. 01) ,肝组织 GSH含量显著提高 ( P < 0. 05或 P < 0. 01) ,肝组织细胞的病变程度得到明显改善。在

高剂量配伍下 ,各指标的五味子提取物和黄芪多糖间相互作用指数 CD I均小于 0. 7。结论 :五味子提取物和

黄芪多糖通过协同提高对乙酰氨基酚致肝损伤小鼠肝脏的还原性谷胱甘肽和抗氧化水平 ,降低血清 ALT和

AST水平 ,减轻肝组织细胞的损伤。
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Synerg istic protective effect of F ructus Sch isandrae ch inensis with A straga lus poly2
sacchar ides on paracetam ol2induced acute liver in jury in m ice
YAN Fei, ZHANG Q iao2yan, ZHANG Hong, HAN Ting, J IAO Lei, Q IN Lu2p ing(Department of Pharmacognosy, School of Pharma2
cy, Second M ilitaryMedical University, Shanghai 200433, China)

ABSTRACT　O bjective: To study the synergistic p rotective effect and mechanism of extracts from Fructus Schisandrae ch inensis

( EFS) with astragalus polysaccharides (APS) on paracetamol2induced liver injury in m ice. M ethods:M ice liver injury was induced by

peritoneal injection paracetamol physiologic saline solution at a dose of 500 mg/kg. The activities of serum alanine am inotransferase

(ALT) and asparate am inotransferase (AST) , the contents of malondialdehyde (MDA ) and glutathione ( GSH ) in the liver tissue,

and the liver histopathological changes were observed to evaluate the effects of EFS, APS and their combination on liver injury. Re2
sults: The EFS (270 mg/kg) or APS (900 mg/kg) alone did not p roduce any effect on liver injury induced by paracetamol in m ice.

The combination of EFS at dose of 30、90 and 270 mg/kg respectively with APS at dose of 100、300 and 900 mg/kg significantly de2
creased the activities of ALT and AST in serum and MAD level in liver tissue ( P < 0. 05 or P < 0. 01) , increased the GSH content in

liver tissue ( P < 0. 05 or P < 0. 01) , and imp roved liver histopathological changes. The coefficients drug interaction (CD I) of related

parameters between EFS (270 mg/kg) and APS (900 mg/kg) were all less than 0. 7. Conclusion: The combination of EFS and APS

reduced the ALT and AST level in serum, imp roved the liver histopathological changes of liver injury m ice through synergistically in2
creasing GSH content and antioxidant ability of liver.
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　　中医药防治肝损伤具有悠久历史。中药五味子

为木兰科植物 S ch isandra ch inensis ( Turcz. ) Bail. 的

干燥成熟果实 ,现代药理学研究表明五味子提取物

对多种原因引起的肝损伤具有保护作用 ,其主要活

性物质为联苯环辛烯型木脂素类成分 [ 1 ]。黄芪多

糖为从中药黄芪 (R ad ix A straga li) 中提取的多糖类

物质 ,具有调节免疫、抗衰老和抗癌等多方面的药理

作用 [ 2 ]。有文献报道 ,五味子制剂联合黄芪饮片治

疗慢性乙型肝炎 ,能够增强肝脏解毒功能 ,有利于肝

细胞功能的恢复 [ 3 ]。本实验研究五味子提取物、黄

芪多糖及其组合物对对乙酰氨基酚引起的小鼠急性

肝损伤的保护作用 ,探讨二者配伍的协同作用机制 ,

为将五味子提取物和黄芪多糖应用于肝损伤的防治

043 Joumal of Pharmaceutical Practice Vol. 27 2009 No. 5



提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　药物与试剂　联苯双酯滴丸 (浙江医药股份有限

公司新昌制药厂 ,批号 : 070703) ;对乙酰氨基酚片 (天津

市健生制药有限公司 ,批号 : 070805) ; GSH、MDA、蛋白

定量试剂盒 (南京建成生物工程研究所 )。

1. 2　仪器　Mettler Toledo电子天平 (梅特勒 -托利多

仪器厂 ) ; Anke TGL216G离心机 (上海安亭科学仪器

厂 ) ;紫外分光光度计 UV1120 (上海天美有限公司 ) ;日

立全自动血清生化分析仪 (76002020,日本 ) ; Agilent

1100高效液相色谱仪 (美国 Agilent公司 )。

1. 3　动物 　昆明种小鼠 , ♂, 18～20 g , 80只 ,购自

上海斯莱克实验动物有限责任公司 ,许可证号 :

SCXK(沪 ) 200720005。

1. 4　五味子提取物和黄芪多糖的制备 　五味子药

材 1 kg,以 10倍量 95%乙醇回流提取 2次 ,每次

120 m in, 过滤 ,提取液减压浓缩至无醇味 ,浓缩液

加 30%乙醇稀释到 1 000 mL (即每 mL 含 1 g药

材 ) ,作为上柱样品液。将样品液按 1 BV上样量通

入装有 AB 28型大孔吸附树脂的色谱柱中 ,依次用 5

BV的 30%乙醇、10 BV的 95%乙醇洗脱 ,收集 95%

乙醇洗脱液 ,减压浓缩至无醇味 , 50℃干燥至恒重

后 , HPLC方法测定其中木脂素类成分的含量。色

谱条件 : Agilent 1100 高效液相色谱仪 , C18柱 ( E2
clip se XDB , 5μm, 4. 6 ×250 mm ) ,保护柱 Extend2
C18柱 (5μm, 4. 6 ×12. 5 mm )。检测波长为 254 nm;

柱温为 30℃;进样量 20μL,流速为 0. 8 mL /m in。

以水 (A ) 2乙腈 ( C)为流动相进行梯度洗脱 : 0～15

m in, Aζ C (50ζ 50～45ζ 55) ; 15～25 m in, A ζ C

(45ζ 55 ～ 25ζ 75) ; 25～35 m in, Aζ C (25ζ 75 ～

20ζ 80)测得其五味子醇甲、五味子甲素、五味子乙

素的总含量为 28. 3% ,色谱图见图 1。

图 1　五味子木脂素含量测定 HPLC色谱图

12五味子醇甲 , 22五味子甲素 , 32五味子乙素

黄芪药材 1 kg,以 12倍量水煎煮提取 3次 ,每

次 90 m in,过滤 ,合并水提液 ,减压浓缩至约 830 mL

(即每 mL含黄芪药材 1. 2 g) ,加入 4倍量体积的

95%乙醇 ,静置 24 h,收集沉淀 ,于 50 ℃真空干燥至

恒重 ,粉碎 ,得黄芪多糖 ,用苯酚硫酸法测得多糖的

含量为 49. 7%。

1. 5　实验设计 　昆明种小鼠 80只 ,适应性喂养 3 d

后 ,按体重分层后随机分为 8组 :正常对照组 (生理

盐水 25 mL /kg) ;模型组 (生理盐水 25 mL /kg) ;阳

性对照组 (联苯双酯滴丸 150 mg/kg) ;黄芪多糖组

(900 mg/kg) ;五味子提取物组 ( 270 mg/kg) ;配伍

低剂量组 (五味子提取物 30 mg/kg + 黄芪多糖 100

mg/kg) ;配伍中剂量组 (五味子提取物 90 mg/kg +

黄芪多糖 300 mg/kg) ;配伍高剂量组 (五味子提取

物 270 mg kg + 黄芪多糖 900 mg/kg)。按剂量每

日灌胃给药一次 ,连续 5 d,末次给药后 1 h,除正常

对照组外 ,其余各组均腹腔注射对乙酰氨基酚无菌

生理盐水溶液 500 mg/kg造模 [ 4 ]。小鼠禁食不禁水

24 h,摘除小鼠眼球取血 ,用于测定血清生化指标 ;

取出肝脏以制备肝组织匀浆和肝组织病理学检查。

1. 6　指标的测定

1. 6. 1　血清 ALT和 AST的测定 　小鼠造模后禁食

不禁水 24 h,摘除小鼠眼球取血 ,静置 1 h, 3 000 r/

m in,离心 15 m in取血清 ,冷藏 4 ℃待用自动生化分

析仪测 ALT、AST。

1. 6. 2　肝组织匀浆的中 GSH和 MDA的测定 　取

出肝脏 ,冰的生理盐水洗去血渍 ,滤纸吸干水分 ,右

肝叶每个样本精密称取 0. 1 g, 放入小烧杯中加 0. 9

mL冰的 0. 9%生理盐水 :用眼科小剪剪碎组织块 ,

倒入玻璃匀浆管中 ,左手持匀浆管将下端插入盛有

冰水混合物的器皿中 ,上下研磨 ,充分研碎 ,使组织

匀浆化 ,将制备好的匀浆离心 15 m in, 3 000 r/m in,

取上清液为 10%的肝组织匀浆备用。GSH、MDA及

蛋白含量测定严格按照试剂盒 (南京建成生物工程

研究所提供 )说明书操作。

1. 6. 3　肝组织病理学检查 　左肝叶切成 0. 5 cm ×

0. 5 cm ×0. 2 cm的薄片并用 10%的福尔马林固定 ,

常规石蜡包埋 , HE染色。光镜下观察肝组织病理

学变化 ,肝组织病变分级参照有关文献 [ 5 ]。0级 :无

病变 ; Ⅰ级 :肝细胞疏松肿胀 ,散在性嗜酸性小体和

肝细胞坏死灶 ,伴轻度炎性细胞浸润 ; Ⅱ级 :肝细胞

脂肪变性、空泡变性灶性坏死 ,可见多个炎性细胞浸

润 ; Ⅲ级 :广泛肝细胞空泡变性灶性坏死 ,肝小叶内

细胞浸润明显。

1. 7　药物联合作用评价 [ 6 ] 　采用两药相互作用指

数 ( coefficient of drug interaction, CD I)评价两药相互

作用性质 , CD I按下列公式计算 : CD I = AB / (A ×

B)。根据各指标的酶活水平或含量进行计算 , AB

为两药联合组与对照组指标的比值 ; A或 B是各药

物单独使用组与对照组指标的比值。当 CD I < 1时
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两药作用性质为协同 ;当 CD I < 0. 7时 ,协同作用非

常显著 ; CD I = 1,则两药作用性质为相加 ; CD I > 1,

则两药作用性质为拮抗。

1. 8　数据处理 　计量资料数据以均数 ±标准差表

示 ,组间差异用 t检验。多组等级资料的分析采用

Kruskal2W allis检验 ,两两比较采用 Nemenyi法。

2　结果

2. 1　对小鼠血清转氨酶水平的影响 　五味子提取

物、黄芪多糖及其配伍对对乙酰氨基酚致小鼠急性

肝损伤血清转氨酶的影响结果见表 1。与正常对照

组相比较 ,模型组小鼠血清 ALT、AST均显著升高

( P < 0. 001)。阳性对照药物联苯双酯滴丸可以显

著降低对乙酰氨基酚引起的小鼠血清转氨酶升高 ,

黄芪多糖对小鼠血清转氨酶水平没有显著的影响 ,

五味子提取物可显著降低小鼠血清的 ALT活性 ( P

< 0. 005)。五味子提取物和黄芪多糖配伍后 ,剂量

依赖性地显著降低小鼠血清的 ALT、AST水平。在

270 mg/kg LFS + 900 mg/kg APS剂量下 , ALT和

AST分别降低了 49. 6%和 25. 8% ,与同剂量的黄芪

多糖和五味子提取物相比 , ALT和 AST的药物相互

作用指数 CD I分别为 0. 47、0. 73,表明黄芪多糖和

五味子提取物协同降低对乙酰氨基酚引起的小鼠血

清转氨酶升高。

表 1　五味子提取物、黄芪多糖及其配伍对小鼠血清转氨酶水平的影响

组别 动物只数 ALT(U /L) AST (U /L)

正常对照组 10 20. 01 ±2. 12 86. 80 ±7. 12

模型组 8 48. 70 ±9. 142) 136. 60 ±13. 462)

联苯双酯滴丸组 (150 mg/kg) 9 24. 27 ±7. 664) 118. 27 ±9. 713)

黄芪多糖组 (900 mg/kg) 10 37. 43 ±6. 14 114. 25 ±15. 54

五味子提取物组 (270 mg/kg) 10 34. 98 ±7. 043) 111. 80 ±23. 80

配伍低剂量组 ( EFS30 mg/ kg + APS100 mg/kg) 10 29. 29 ±3. 444) (0. 56) 111. 50 ±17. 454) (0. 80)

配伍中剂量组 ( EFS90 mg/ kg + APS300 mg/kg) 10 25. 82 ±4. 924) (0. 50) 105. 91 ±15. 024) (0. 76)

配伍高剂量组 ( EFS270 mg/kg + APS900 mg/ kg) 10 24. 56 ±3. 734) (0. 47) 101. 42 ±6. 634) (0. 73)

1) P < 0. 01, 2) P < 0. 05, 与正常对照组比较 ; 3) P < 0. 05, 4) P < 0. 01,与模型组比较。

注 :括号内为药物相互作用指数 CD I值

2. 2　对小鼠肝组织 GSH和 MDA的影响 　五味子

提取物、黄芪多糖及其配伍对对乙酰氨基酚致急性

肝损伤小鼠肝组织 GSH,MDA含量的影响结果见图

2A和图 2B。模型组小鼠肝组织 GSH含量与正常对

照组相比较显著降低 ( P < 0. 01) , MDA含量显著升

高 ( P < 0. 01)。五味子提取物及黄芪多糖对对乙酰

氨基酚肝损伤小鼠肝组织 GSH及 MDA含量没有显

著影响。五味子提取物和黄芪多糖配伍可显著降低

肝组织 GSH和 MDA含量 ,在 270 mg/kg EFS + 900

mg/kg APS剂量下 , GSH含量从 0. 80 (mg/g p rot)提

高到 1. 10 (mg/g p rot) ,MDA含量从 1. 92 ( nmol/mg

p rot)降至 1. 19 ( nmol/mg p rot) ,药物相互作用指数

CD I分别为 0. 69、0. 70,表明黄芪多糖和五味子木脂

素的协同作用抑制对乙酰氨基酚引起的肝组织脂质

过氧化水平。

图 2A　五味子提取物、黄芪多糖及其配伍
对小鼠肝组织谷胱甘肽含量的影响

图 2B　五味子提取物、黄芪多糖及其配伍
对小鼠肝组织丙二醛含量的影响

1) P < 0. 01,与正常对照组比较; 2) P < 0. 05; 3) P < 0. 01,与模型组比较。

A2正常对照组 ; B2模型组 ; C2阳性对照组 (150 mg/kg) ;

D2黄芪多糖组 (900 mg/kg) ; E2五味子提取物组 (270 mg/kg) ;

F2配伍低剂量组 ( EFS30 mg/kg + APS100 mg/kg) ;

G2配伍中剂量组 ( EFS90 mg/kg + APS300 mg/kg) ;

H2配伍高剂量组 ( EFS270 mg/kg + APS900 mg/kg)。

2. 3　对肝组织细胞的病理学变化的影响 　光镜

下正常对照组小鼠肝细胞排列整齐 ,肝细胞以中

央静脉为中心呈放射性排列 ,肝小叶结构完整 ,无

病理改变 (图 3A )。对乙酰氨基酚使小鼠肝细胞

出现空泡和灶性坏死 ,小叶内和汇管区有大量酸

性粒细胞浸润 (图 3B )。黄芪多糖、五味子提取物

及其配伍均可改善对乙酰氨基酚引起的小鼠肝组

织细胞形态变化 (见图 3C～H )。五味子木脂素与

黄芪多糖配伍给药在 EFS (270 mg/kg) +APS( 900

mg/kg) 剂量下 ,小鼠肝细胞变性、坏死程度明显
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减轻 ,炎性细胞浸润减少 ,肝组织病变明显改善

(图 3H )。采用 Kruskal2W allis法进行检验 ,结果

显示组间肝细胞坏死、炎性细胞浸润的病理学改

变差异均有显著性意义 ( P < 0. 001 ) ,采用 Neme2

nyi法两两比较 ,结果显示五味子木脂素和黄芪多

糖配伍的高剂量组以及阳性对照组的肝细胞坏

死、炎性细胞浸润病理改变均明显低于模型组 ,差

异具有显著性意义 ( P < 0. 05,表 2)。

表 2　五味子提取物、黄芪多糖及其配伍对小鼠肝组织病理学的影响

组别 动物只数
肝组织病理分级

0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ

正常对照组 10 10 0 0 0

模型组 1) 8 0 1 2 5

阳性对照组 (150 mg/kg) 2) 9 0 4 3 2

黄芪多糖组 (900 mg/kg) 10 0 2 5 3

五味子提取物组 (270 mg/ kg) 10 0 3 4 3

配伍低剂量组 ( EFS30 mg/kg + APS100 mg/kg) 10 0 2 6 2

配伍中剂量组 ( EFS90mg/kg + APS300 mg/kg) 10 0 4 4 2

配伍高剂量组 ( EFS270 mg/kg + APS900 mg/kg) 2) 10 0 5 4 1

1) P < 0. 001,与正常对照组比较 ; 2) P < 0. 05,与模型组比较.

图 3　小鼠肝组织病理组织学变化 ( ×100)

A2正常对照组 ; B2模型组 ; C2阳性对照组 (150 mg/kg) ; D2黄芪多糖组 (900 mg/kg) ; E2五味子提取物组 (270 mg/kg) ;

F2配伍低剂量组 ( EFS30 mg/kg + APS100 mg/kg) ; G2配伍中剂量组 ( EFS90 mg/kg + APS300 mg/kg) ;

H2配伍高剂量组 ( EFS270 mg/kg + APS900 mg/kg) ;染色方法 :苏木素伊红

3　讨论

药物性肝损伤是指在使用某种或几种药物后 ,

由药物本身或其代谢产物引起的肝脏损伤。据报道

在已上市应用的化合性或生物性药物中 ,有 1 100

种以上的药物具有潜在的肝毒性 ,很多药物的赋形

剂、中草药以及保健药亦有导致肝损伤的可能

性 [ 7 ]。药物性肝损伤可表现为目前所知的任何类

型急性或慢性肝脏疾病 ,但以急性肝损伤最常见 ,约

占报告病例数的 90%以上 ,少数患者可发生威胁生

命的暴发性或重症肝功能衰竭 ,是药物肝毒性临床

监测和防治的重点。对乙酰氨基酚是一种温和解热

镇痛药 ,治疗剂量下无毒性 ,但对于易感者 ,或在日

剂量大于 4 g (成人 )或 150 mg/kg (儿童 )时 [ 8 ]
,则

可成为强肝毒性物质 ,引起肝组织细胞的病变和损

伤。在药理学研究中 ,对乙酰氨基酚诱导的小鼠肝

损伤常被用来作为药物性急性肝损伤模型 [ 9 ]进行

保肝药物作用的研究。

当机体摄入过量的对乙酰氨基酚时 ,其代谢过

程中产生的大量 N2乙酰基 2对苯醌亚胺 (NAPQ I)超

过了 GSH的解毒能力 ,未被清除的 NAPQ I与生物

大分子共价结合 ,导致蛋白质巯基被氧化和芳香化
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从而改变蛋白质的功能 ,特别是与膜相关的钙泵 ,引

起肝细胞内钙稳态的破坏 ,造成肝细胞坏死和肝功

能减退。丙氨酸氨基转移酶 (ALT)和天门冬酸氨基

转移酶 (AST)是肝内的主要功能酶 ,在肝脏组织损

伤及坏死时 ,酶从细胞内溢入血液 ,使得血清相关转

氨酶的水平显著升高。此外 ,对乙酰氨基酚在肝内

代谢过程中产生的自由基可引起肝细胞膜脂质过氧

化 , GSH含量降低 ,MDA升高 [ 10 ]。我们通过比较药

物组小鼠和模型组小鼠血清 ALT、AST活力水平 ,肝

组织 GSH含量以及脂质过氧化产物 MDA含量 ,发

现五味子提取物单独给药对对乙酰氨基酚引起的小

鼠肝损伤没有显著的保护作用 ,而五味子提取物和

黄芪多糖配伍 ,可降低对乙酰氨基酚引起的小鼠血

清转氨酶和肝组织 MDA水平 ,提高肝组织 GSH含

量 ,使肝组织细胞损伤得到一定程度的恢复 ,从而具

有保护肝损伤的作用。CD I结果表明 ,二者配伍应

用具有协同的保肝作用。

小鼠摄入过量的对乙酰氨基酚诱发急性肝损

伤 ,药物活性代谢产物可与肝蛋白如细胞色素酶

P450共价结合使其发生改变 ,这种改变的蛋白以外

来物被机体免疫系统识别 ,导致对正常肝细胞成分

的自动免疫攻击 ,引起免疫反应和免疫介导的损

伤 [ 11 ]。本研究中 ,当五味子提取物单独作用时 ,其

降酶保肝的作用并不显著 ,而与黄芪多糖配伍后 ,便

表现出显著的肝保护作用。有文献报道黄芪多糖具

有免疫调节作用 ,并且对于外源性物质引起的免疫

性肝损伤有良好的保护作用。所以 ,黄芪多糖可能

通过调节肝损伤小鼠的免疫功能 ,协同五味子提取

物提高肝脏的还原性谷胱甘肽和抗氧化水平 ,保护

肝细胞 ,有效地对抗对乙酰氨基酚过量引起的肝毒

性。
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