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　 　 摘要:　 以四氯化碳(ＣＣｌ４)构建建鲤体内急性肝损伤模型ꎬ对姜黄素、甘草次酸和香菇多糖联合护肝作用进行

研究ꎮ 分别采用含有姜黄素、甘草次酸、香菇多糖和低、中、高剂量姜黄素＋甘草次酸＋香菇多糖联合中草药的饲料

投喂 ６０ ｄ 后ꎬ各组建鲤腹腔注射 ３０％ ＣＣｌ４ꎬ 注射剂量为每 １ ｇ 鱼体注射 ０􀆰 ００５ ｍｌꎬ禁食 ７２ ｈꎬ以诱导建鲤急性肝损

伤ꎮ 通过测定各组建鲤生长指标、血清和肝脏生化指标及肝组织炎性细胞因子 ｍＲＮＡ 的表达情况ꎬ观察姜黄素、甘
草次酸和香菇多糖联合用药的保肝效果ꎮ 结果显示:甘草次酸单味用药及中、高剂量姜黄素＋甘草次酸＋香菇多糖

联合用药能显著提高建鲤的相对增重率和特定生长率ꎬ显著降低饵料系数ꎻ与模型组相比ꎬ各用药组能显著抑制

ＣＣｌ４导致的血清中谷丙转氨酶(ＧＰＴ)、谷草转氨酶(ＧＯＴ)和乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)活性的升高ꎬ显著恢复肝组织中谷胱

甘肽(ＧＳＨ)和超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)水平ꎬ抑制丙二醛(ＭＤＡ)生成ꎬ能显著抑制 Ｃ￣Ｒｅｌ、ｉＮＯＳ、ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 和

ＩＬ￣８ 表达量的升高ꎻ与姜黄素、甘草次酸或香菇多糖单味用药相比较ꎬ姜黄素＋甘草次酸＋香菇多糖联合用药的保肝

效果更明显ꎬ随着联合用药剂量的升高ꎬ作用愈加显著ꎮ 说明姜黄素、甘草次酸和香菇多糖联合用药ꎬ对 ＣＣｌ４诱导

的建鲤肝损伤具有协同保护作用ꎮ
关键词:　 建鲤ꎻ 四氯化碳ꎻ 肝损伤ꎻ 中草药
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(１.Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５００９ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ ａｎｄ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ Ｕｔｉｌｉｚａ￣
ｔｉｏｎꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｉｓｈｅｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｗｕｘｉ ２１４０８１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｉｎｔ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｆｉｓｈ ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ｆｉｓｈｅｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｗｕｘｉ ２１４０８１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４.Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓꎬ
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ｄａｍａｇｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣｌ４ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ
ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｌｉｖｅｒ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ
ａｃｉｄ (ＧＣ)ａｎｄ ｌｅｎｔｉｎａｎ (ＬＮＴ). Ｆｅｅｄｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬ
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ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄꎬ ｌｅｎｔｉｎａｎ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｌｏｗꎬ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｆｅｅｄ ｃａｒｐ ｆｏｒ ６０
ｄꎬ ｔｈｅｎ ３０％ ＣＣｌ４ ｍｉｘｔｕｒｅ ａｔ ０.００５ ｍｌ / ｇ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙꎬ ａｎｄ ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｃａｒｐ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｆｔｅｒ ｆａｓｔｉｎｇ
ｆｏｒ ７２ ｈ. Ｔｈｅｎ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓꎬ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｈｏ￣
ｍｏｇｅｎａｔｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＦ￣κＢ/ Ｃ￣Ｒｅｌ ａｎｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ＩＬ￣
１βꎬ ｔｈａｔ ｉＮＯＳꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣６ ａｎｄ ＩＬ￣８ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＧＣ
ａｎｄ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｅ (ＲＷＲ) ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ
(ＳＧＲ )ꎬ ｒｅｄｕｃｅ ｆｅｅｄ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ (ＦＣＲ ). Ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬ ＧＣ ａｎｄ ＬＮＴ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｃ ｏｘａｌａｃｅｔｉｃ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ (ＧＯＴ)ꎬ ｇｌｕｔａｍｉｃ ｐｙｒｕｖｉｃ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ (ＧＰＴ) ａｎｄ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ (ＬＤＨ) ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔｓ ｉｎ ｃａｒｐ ｓｅｒｕｍ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＣＣｌ４ꎬ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ (ＧＳＨ) ａｎｄ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ) ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅ ｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｓ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ) ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ. Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬ ＧＣ ａｎｄ ＬＮＴ ａｎｄ ｃｏｍ￣
ｂｉｎｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃ￣Ｒｅｌꎬ ｉＮＯＳꎬ ＩＬ￣１βꎬ ＴＮＦ￣αꎬＩＬ￣６ ａｎｄ ＩＬ￣８ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ＣＣｌ４. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉｎｇｌｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｗｉｔｈ ａ ｄｏｓｅ ｅｆｆｅｃｔ. Ｔｈｅ ｃｏｍ￣
ｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬ ＧＣ ａｎｄ ＬＮＴ ｃｏｕｌｄ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＣｌ４.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ Ｊｉａｎꎻ ＣＣｌ４ꎻ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｄａｍａｇｅꎻ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ

　 　 中药姜黄为姜科姜黄属植物姜黄(Ｃｕｒｃｕｍａ ｌｏｎ￣
ｇａ Ｌ.)的干燥根茎ꎬ现代药理学研究证明其具有广

泛的药理作用[１￣２]ꎮ 姜黄素(Ｃｕｒｃｕｍｉｎ)是中药姜黄

的主要活性成分ꎬ是唯一一种具有酚基和醌基的天

然药物[３]ꎬ毒性低ꎬ耐受性好ꎬ具有较强的抗炎、抗
氧化、抗肿瘤、保肝及免疫调节等活性ꎬ且无明显的

毒副作用ꎬ是常用传统中药[４]ꎮ 甘草次酸(Ｇｌｙｃｙｒ￣
ｒｈｅｔｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ＧＡ)是甘草的重要成分ꎬ具有抗炎、镇
痛、抗肿瘤、免疫调节、保肝等广泛的药理学作用ꎮ
香菇多糖(ＬｅｎｔｉｎａｎꎬＬＮＴ)是从担子菌纲香菇中提取

的一种 Ｂ￣Ｄ￣(１ꎬ３)葡萄糖残基为主链、(１ꎬ６)葡萄糖

残基为侧链的葡聚糖[５]ꎬ具有抗病毒、抗肿瘤、调节

免疫功能和促进干扰素生成等功能[６￣８]ꎮ
临床上ꎬ利用不同中药联合用药治疗疾病是中

医用药的特色和优势ꎮ 联合用药的优势一方面是中

药基本性能发挥作用ꎬ另一方面是各个组成药物之

间的协同放大作用ꎮ 复方甘草酸苷联合水飞蓟素治

疗药物性肝病的效果明显优于单味用药[９]ꎮ 五味

子与黄芪多糖协同作用ꎬ能显著提高乙酰氨基酚致

肝损伤小鼠谷胱甘肽( ＧＳＨ)和丙二醛(ＭＤＡ)水

平ꎬ降低谷丙转氨酶(ＧＰＴ)、谷草转氨酶(ＧＯＴ)水

平ꎬ减轻肝组织损伤程度[１０]ꎮ 鉴于姜黄素、甘草次

酸和香菇多糖的保肝和免疫调节功效ꎬ本研究以

ＣＣｌ４诱导建鲤肝损伤ꎬ并建立急性肝损伤模型ꎬ通过

检测建鲤生长指数、血清和肝脏组织匀浆中相关生

化指标及细胞因子 ｍＲＮＡ 表达的变化ꎬ研究姜黄

素、甘草次酸和香菇多糖联合用药对建鲤急性肝损

伤的保护作用ꎬ探讨这 ３ 种中药配伍的合理性和科

学性ꎬ为进一步开发鱼类保肝中草药配方奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 试验鱼

建鲤取自中国水产科学院淡水渔业研究中心渔

场ꎬ体质健康无伤ꎬ规格基本一致ꎬ饲养于循环水系统

中ꎮ 驯养条件为:(２７± ２) ℃ꎬｐＨ６.８~ ７􀆰 ６ꎬ溶解氧

(ＤＯ)质量浓度>５ ｍｇ / ＬꎬＮＨ３质量浓度<０􀆰 ０５ ｍｇ / Ｌꎬ
Ｈ２Ｓ 质量浓度<０􀆰 ０１ ｍｇ / Ｌꎮ 每天投喂普通饲料(粗蛋

白 ４０％ꎬ 粗脂肪 １０％ꎬ 灰分 １０％ꎬ 能量 ２１ ｋＪ / ｇ)２ 次ꎬ
每次投喂饲料量为鱼体质量的 ２％ꎬ驯养 ７ ｄꎮ
１.２　 主要药品与仪器

姜黄素、甘草次酸购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ香菇多糖粗

制粉购自无锡正大畜禽有限公司ꎮ ＣＣｌ４(分析纯)购
于国药集团化学试剂有限公司ꎬ配置成 ３０％的 ＣＣｌ４￣
橄榄油溶液(ＣＣｌ４ ∶ 橄榄油＝ ３ ∶ ７ꎬ体积比)ꎮ 谷丙转

氨酶(ＧＰＴ)、谷草转氨酶(ＧＯＴ)、乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)
和超氧化物歧化酶 ( ＳＯＤ)活性以及谷胱甘肽(
ＧＳＨ)和丙二醛(ＭＤＡ)含量测定试剂盒购自于南京

建成生物工程研究所科技有限公司ꎮ ＤｕＧｒｅｅｎ 核酸

染料(１０ ０００×水溶液)购自硕世生物科技有限公司ꎬ
总 ＲＮＡ 抽提试剂盒及实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒购

自于 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ ＭＫ３ 酶标仪为 Ｔｈｅｒｍｏ 公司产

品ꎬＡＢＩ￣７５００ 型 ＰＣＲ 仪为美国 ＡＢＩ 公司产品ꎮ
１.３　 试验设计

初体质量为(３０.０±１􀆰 ０) ｇ 的健康鲤鱼ꎬ 饲养于

淡水渔业研究中心宜兴屺亭基地 ７００ ｃｍ×４３５ ｃｍ×
１２０ ｃｍ 的室内水泥池内ꎮ 随机分为 ８ 组ꎬ每组 ２０
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尾ꎬ分别为空白对照组、模型对照组(ＣＣｌ４)、姜黄素

组(５􀆰 ０ ｇ / ｋｇ姜黄素)、甘草次酸组(３􀆰 ０ ｇ / ｋｇ甘草次

酸)、香菇多糖组(３􀆰 ０ ｇ / ｋｇ香菇多糖)、联合药物低

剂量组(１􀆰 ０ ｇ / ｋｇ姜黄素＋１􀆰 ０ ｇ / ｋｇ甘草次酸＋１􀆰 ０
ｇ / ｋｇ香菇多糖)、联合药物中剂量组(２􀆰 ５ ｇ / ｋｇ姜黄

素＋１􀆰 ５ ｇ / ｋｇ甘草次酸＋１􀆰 ５ ｇ / ｋｇ香菇多糖)和联合

药物高剂量组(５􀆰 ０ ｇ / ｋｇ姜黄素＋ ３􀆰 ０ ｇ / ｋｇ甘草次

酸＋３􀆰 ０ ｇ / ｋｇ香菇多糖)ꎮ 其中ꎬ空白对照和模型对

照组均投喂普通饲料ꎬ其他各药物组分别投喂含相应

剂量中药的饲料ꎮ 每天投喂 ２ 次ꎬ每天记录投喂饵料

量ꎬ每天投喂量约为鱼体质量的 ２％ꎬ共投喂 ６０ ｄꎮ 投

喂结束后ꎬ空白对照组腹腔注射橄榄油ꎬ 模型对照组

和各药物组腹腔注射 ３０％的 ＣＣｌ４ꎬ 注射剂量为每 １０
ｇ 鱼体注射 ０􀆰 ０５ ｍｌꎮ 禁食 ７２ ｈꎬ以诱导肝损伤ꎮ ＭＳ￣
２２２ 麻醉ꎬ各组称质量、采集血液和肝组织ꎮ
１.４　 香菇多糖的制备及纯度测定

香菇多糖粗制粉的制备采用水煮醇沉法[１１]ꎬ略
加修改ꎮ 称取香菇多糖粗制粉 １００ ｇ 加于 １００ ｍｌ 无
菌水中ꎬ １００ ℃水浴加热溶解 ３０ ｍｉｎꎬ待完全冷却

后ꎬ３５０ ｇ、２０ ℃离心 １０ ｍｉｎꎬ弃沉淀ꎮ 上清液用无水

分析乙醇沉淀至终浓度为 ８０％ꎬ静置过夜ꎮ 次日ꎬ
用 ２ 层纱布滤出沉淀ꎬ并用无水乙醇洗涤沉淀 ２~ ３
次ꎮ ４０ ℃烘箱中烘干沉淀ꎬ干燥后研磨过筛ꎬ备用ꎮ

采用 Ｄｕｂｏｔｌｓ 法[１２]绘制葡萄糖标准曲线并测定

样品中多糖的含量ꎮ 精密称取 １０５ ℃干燥恒质量的

葡萄糖 １０ ｍｇꎬ置于 １００ ｍｌ 容量瓶中定容ꎮ 准确吸

取标准溶液 ０􀆰 ２ ｍｌ、０􀆰 ４ ｍｌ、０􀆰 ６ ｍｌ、０􀆰 ８ ｍｌ 和 １􀆰 ０ ｍｌ
分置于试管中ꎬ各加蒸馏水使体积为 ２􀆰 ０ ｍｌꎬ再各加

５％的苯酚 １􀆰 ０ ｍｌꎬ摇匀ꎬ滴加浓硫酸 ５􀆰 ０ ｍｌꎬ摇匀放

置 １０ ｍｉｎꎬ置沸水浴中加热 １５ ｍｉｎꎬ冷却ꎬ同时另取

蒸馏水 ２􀆰 ０ ｍｌꎬ同上操作为空白对照ꎮ 在 ４９０ ｎｍ 处

测定吸光度ꎬ以浓度和吸光度为坐标绘制标准曲线ꎬ
得到标准曲线回归方程:Ｙ＝ １􀆰 ０２１ ９＋１􀆰 ７２２ ５ｘꎬＲ２ ＝
０􀆰 ９９９ꎮ 精密称取 ２ ｍｇ 香菇多糖提纯样品ꎬ溶解后

按标准曲线绘制方法测定的吸光度值为 ２􀆰 ６３８ꎬ以
回归方程计算出样品中葡萄糖含量为 ９３􀆰 ８２％ꎮ
１.５　 生长指标的测定

饲养试验结束后ꎬ按照以下公式ꎬ计算每组鱼相

对增质量率、特定生长率和饵料系数ꎮ 相对增质量

率( ＲＷＲ) ＝ (Ｗｔ － Ｗ０ ) /Ｗ０ × １００％ꎬ 特定生长率

(ＳＧＲ)＝ ( ｌｎＷｔ －ｌｎＷ０) / ｔ×１００％ꎬ饵料系数(ＦＣＲ)＝
Ｆ / (Ｗｔ－Ｗ０)×１００％ꎬ其中ꎬＷｔ为终体质量ꎬＷ０为初始

体质量ꎬｔ 为投喂时间ꎬＦ 为投喂饲料量ꎮ
１.６　 血清生化指标的测定

试验结束后ꎬ用一次性注射器采集鱼尾静脉血ꎮ
各组血液样品 ４ ℃静置 ２ ｈ 后ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４ ℃离

心 １５ ｍｉｎ 分离血清ꎬ－２０ ℃保存ꎬ备用ꎮ 按照试剂

盒操作说明分别测定血清中谷丙转氨酶(ＧＰＴ)、谷
草转氨酶(ＧＯＴ)和乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)活性ꎮ
１.７　 肝组织匀浆生化指标的测定

将抽完血的鱼进行解剖ꎬ在肝脏右中叶相同部位

取肝脏组织ꎬ用预冷的生理盐水漂洗血液ꎬ剪去肝脏表

面附着的结缔组织ꎬ再用滤纸吸去表面水分ꎬ称质量ꎬ
用眼科剪刀剪碎ꎬ移入匀浆管中ꎬ加入 ９ 倍体积的生理

盐水(体积分数为 ０􀆰 ８６％) 进行匀浆ꎮ 该匀浆以２ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ备用ꎮ 按照试剂盒操作

说明分别测定肝匀浆中超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性、
谷胱甘肽(ＧＳＨ)含量和丙二醛(ＭＤＡ)含量ꎮ
１.８　 肝组织中 ＮＦ￣ｋＢ / Ｃ￣Ｒｅｌ、 ｉＮＯＳ、ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣
α、ＩＬ￣６和 ＩＬ￣８ ｍＲＮＡ 的表达水平测定

　 　 鲤鱼处死后ꎬ剖取适量肝组织ꎬ参照 ＲＮＡｉｓｏ Ｒｅ￣
ａｇｅｎｔ 说明书提取总 ＲＮＡꎮ 采用紫外分光光度计测

定 ＲＮＡ 的浓度及纯度ꎬ以 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０值达到１.８~
２􀆰 ０ 作为合格标准ꎮ 以 Ｏｌｉｇｏ ( ｄＴ) １８为引物进行 ＲＴ
反应ꎬ合成 ｃＤＮＡꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应按照

ＴａＫａＲａ 公司生产的 ＥｘＳｃｒｉｐｔ ＴＭ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ ( Ｐｅｒ￣
ｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ : ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ) 说明书进行ꎮ 基因

特异引物及内参 β￣ａｃｔｉｎ 引物分别按照鲤 ＮＦ￣ｋＢ / Ｃ￣
Ｒｅｌ、ｉＮＯＳ、ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 和 β￣ａｃｔｉｎ 基因序

列采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计(表 １)ꎮ

表 １　 用于基因表达分析的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

基因　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　

ＮＦ￣ｋＢ / Ｃ￣Ｒｅｌ Ｆ:ＡＡＴＧＴＧＧＴＧＣＧＴＣＴＧＴＧＣＴＴ
Ｒ:ＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＧＡＴＧＧＧＧＴＴＧＧＡ

ｉＮＯＳ Ｆ:ＣＡＣＴＣＧＴＧＴＴＣＧＧＧＴＧＴＣＧ
Ｒ:ＴＴＧＧＧＴＴＧＴＣＣＡＧＴＣＴＧＣＣＴＡ

ＩＬ￣１β Ｆ:ＣＡＡＣＡＴＴＣＧＴＧＴＣＧＡＧ
Ｒ:ＡＡＧＴＴＴＧＴＧＧＴＴＣＧＧＧ

ＴＮＦ￣α Ｆ:ＡＡＣＣＡＧＧＡＣＣＡＧＧＣＴＴＴＣＡＣＴ
Ｒ:ＣＡＴＧＴＡＧＣＧＧＣＣＡＴＡＧＧＡＡＴＣ

ＩＬ￣６ Ｆ:ＣＡＴＡＴＣＧＣＡＧＣＧＣＡＴＣＴＴＧ
Ｒ:ＣＡＣＡＧＧＧＴＴＧＧＴＴＧＧＡＧＧＡ

ＩＬ￣８ Ｆ:ＧＧＧＴＧＴＡＧＡＴＣＣＡＣＧＣＴＧＴＣ
Ｒ:ＡＧＧＧＴＧＣＡＧＴＡＧＧＧＴＣＣＡＧＡ

β￣ａｃｔｉｎ Ｆ:ＧＴＣＡＡＧＴＣＣＧＴＴＧＡＧＡＴＧＣＡＣＣ
Ｒ:ＧＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧＡＧＣＡＴＴＧＡＡＧＣ
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１.９　 数据分析

试验数据用平均值±标准差表示ꎬ数据分析采

用 ＳＰＳＳ１５ 软件包中的单因素方差分析( ｏｎｅ￣ｗａｙ￣
ＡＮＯＶＡ)ꎮ

２　 结果

２.１　 姜黄素、甘草次酸和香菇多糖对肝损伤建鲤生

长指标的影响

　 　 ６０ ｄ 的试验结果(表 ２)显示:与对照相比ꎬ甘草

次酸单味用药及中、高剂量姜黄素＋甘草次酸＋香菇

多糖联合用药能显著提高建鲤的相对增质量率和特

定生长率(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ显著降低饵料系数(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
姜黄素、香菇多糖单味用药及低剂量联合用药的效

果不明显(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ与姜黄素、甘草次酸或香菇多

糖单味用药相比较ꎬ姜黄素＋甘草次酸＋香菇多糖联

合用药对这 ３ 个生长指标有显著作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ随
着联合用药组剂量的升高ꎬ效果愈加明显ꎮ

表 ２　 不同用药组建鲤相对增质量率、特定生长率和饵料系数的比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｗｅｉｇｈｔ ｒａｔｅꎬ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ａｎｄ ｆｅｅｄ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ Ｊｉａｎ ｃａｒｐ

组别　 　 　 初始体质量(ｇ) 终体质量(ｇ) 相对增质量率(％) 特定生长率(％ / ｄ) 饵料系数(％)

对照组 ３２.１２±１.０６ ５９.６７±４.６５ａ ８５.７±８.１２ａ １.０３±０.０７２ａ ２.１９±０.１２０ａ

姜黄素组 ３１.９６±３.０１ ６３.３５±２.１６ａ ９８.２±６.４３ａｂ １.１４±０.０６９ａｂ １.９１±０.０９１ａｂ

甘草次酸组 ３１.８９±２.３８ ６５.８４±４.３２ａｂ １０６.４±９.２３ｂｃ １.２１±０.０８２ｂｃ １.８６±０.１１０ｂｃ

香菇多糖组 ３３.０８±２.２３ ６２.１７±３.６５ａ ８７.９±９.３３ａ １.０５±０.０５４ａｂ １.９３±０.０５０ａｂ

联合用药低剂量组 ３２.１８±０.９８ ６５.０９±３.２２ａｂ １０２.２±６.９８ａｃ １.１７±０.０７４ｂｃ １.９４±０.０５９ａｂ

联合用药中剂量组 ３１.０２±１.３４ ６９.７６±３.７６ｂ １２４.２±６.１５ｃ １.３５±０.０６８ｃ １.８２±０.０８９ｃ

联合用药高剂量组 ３１.４５±２.７７ ６９.９８±２.４５ｂ １２２.２±７.６７ｃ １.３３±０.０８１ｃ １.８２±０.０７７ｃ
同一列中不同字母表示组间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２.２　 姜黄素、甘草次酸和香菇多糖对肝损伤建鲤生

化指标的影响

　 　 图１ 显示:３０％ ＣＣｌ４￣橄榄油腹腔注射建鲤后７２ ｈꎬ
血清中 ＧＯＴ、ＧＰＴ 和 ＬＤＨ 活性均显著性高于空白对照

组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ各个用药组与 ＣＣｌ４对照组相比较ꎬ血清中

ＧＯＴ、ＧＰＴ 和 ＬＤＨ 活性均显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与姜黄

素、甘草次酸或香菇多糖单味用药组相比较ꎬ姜黄素＋
甘草次酸＋香菇多糖联合用药对恢复血清中的 ＧＯＴ、
ＧＰＴ 和 ＬＤＨ 活性有显著作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ随着联合用药

剂量的升高ꎬ协同作用愈加明显ꎮ

１:空白对照组ꎻ２:ＣＣｌ４对照组ꎻ３:姜黄素组ꎻ４:甘草次酸组ꎻ５:香菇多糖组ꎻ６:联合用药低剂量组ꎻ７:联合用药中剂量组ꎻ８:联合用药高剂量

组ꎮ 不同字母表示组间差异显著(Ｐ<０. ０５)ꎮ
图 １　 不同用药组建鲤血清中谷草转氨酶(ＧＯＴ)、谷丙转氨酶(ＧＰＴ)和乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)水平的比较

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｃ ｏｘａｌａｃｅｔｉｃ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ (ＧＯＴ)ꎬ ｇｌｕｔａｍｉｃ ｐｙｒｕｖｉｃ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ (ＧＰＴ) ａｎｄ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ (ＬＤＨ)
ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ Ｊｉａｎ ｃａｒｐ ｓｅｒｕｍ

　 　 从图 ２ 可见ꎬ３０％ ＣＣｌ４￣橄榄油腹腔注射建鲤后

７２ ｈꎬ肝组织匀浆中 ＧＳＨ 含量和 ＳＯＤ 活性均显著低

于空白对照 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬＭＤＡ 含量显著升高 (Ｐ<

０􀆰 ０５)ꎻ 与 ＣＣｌ４对照相比ꎬ姜黄素、甘草次酸、联合用

药均能显著促进组织中 ＳＯＤ 活性及 ＧＳＨ 含量水平

恢复(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ显著抑制 ＭＤＡ 生成(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其
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中ꎬ香菇多糖组能显著提高 ＧＳＨ 水平ꎬ抑制 ＭＤＡ 生

成(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但对 ＳＯＤ 活性恢复没有明显作用(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎻ 与姜黄素、甘草次酸或香菇多糖单味用药相

比较ꎬ姜黄素＋甘草次酸＋香菇多糖联合用药对恢复

肝组织中 ＳＯＤ 活性和 ＧＳＨ 水平及降低 ＭＤＡ 含量

有显著作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ随着联合用药剂量的升高ꎬ
作用愈加显著ꎮ

１:空白对照组ꎻ２:ＣＣｌ４对照组ꎻ３:姜黄素组ꎻ４:甘草次酸组ꎻ５:香菇多糖组ꎻ６:联合用药低剂量组ꎻ７:联合用药中剂量组ꎻ８:联合用药高剂量

组ꎮ 不同字母表示组间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 不同用药组建鲤肝组织中超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性以及谷胱甘肽(ＧＳＨ)和丙二醛(ＭＤＡ)含量的比较

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ) ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ (ＧＳＨ) ａｎｄ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ) ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ Ｊｉａｎ ｃａｒｐ ｌｉｖｅｒ

２.３　 姜黄素、甘草次酸和香菇多糖对建鲤肝组织中

炎性细胞因子表达的影响

　 　 为了考察中药联合用药对建鲤肝组织中炎性细

胞因子表达的影响ꎬ应用实时定量 ＰＣＲ 方法测定了

ＮＦ￣ｋＢ / Ｃ￣Ｒｅｌ、ｉＮＯＳ、 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣８ ｍＲ￣
ＮＡ 相对含量ꎮ 结果(图 ３)显示ꎬ ３０％ＣＣｌ４￣橄榄油

腹腔注射建鲤后 ７２ ｈꎬ肝组织中炎性细胞因子的

ｍＲＮＡ 表达量与空白对照相比ꎬ均显著升高 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ与 ＣＣｌ４对照组相比ꎬ姜黄素、甘草次酸、联合

用药均能显著抑制 ＮＦ￣ｋＢ / Ｃ￣Ｒｅｌ、ｉＮＯＳ、ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣
α、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣８ 表达量的升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与姜黄素、
甘草次酸或香菇多糖单味用药相比较ꎬ姜黄素＋甘
草次酸＋香菇多糖联合用药对恢复肝组织中炎性细

胞因子的 ｍＲＮＡ 水平有显著作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ随着

联合用药剂量的升高ꎬ作用愈加显著ꎮ

３　 讨 论

ＣＣｌ４诱导建鲤肝组织损伤后ꎬ中间代谢产物过

氧化三氯甲烷自由基(ＣＣｌ３ Ｏ２􀅰) [１３] 通过攻击肝细

胞膜上磷脂分子引起脂质过氧化ꎬ损伤肝细胞ꎬ导致

肝组织中的生化指标发生变化ꎮ ＧＰＴ、ＧＯＴ 和 ＬＤＨ
是主要功能酶ꎬ肝细胞受损或坏死时ꎬ这些酶会进入

血液ꎬ使血清中酶水平显著提高[１４]ꎮ 同时脂质过氧

化会导致 ＳＯＤ 活性、ＧＳＨ 含量下降ꎬＭＤＡ 含量增

加[１５￣１７]ꎮ 本研究中采用 ３０％ＣＣｌ４￣橄榄油腹腔注射

建鲤后ꎬ发现姜黄素、甘草次酸、香菇多糖单味用药

及联合用药均可以降低 ＣＣｌ４诱导的建鲤血清中酶

活性和肝组织中 ＭＤＡ 含量ꎬ恢复肝组织中 ＳＯＤ 和

ＧＳＨ 水平ꎬ说明姜黄素、甘草次酸和香菇多糖不管

是单独使用还是联合用药均有保护肝组织的作用ꎮ
研究结果还表明ꎬ姜黄素＋甘草次酸＋香菇多糖联合

用药与 ３ 种中药单独使用相比较ꎬ降低肝损伤的作

用更显著ꎬ且具有剂量依懒性ꎬ说明三者联合使用具

有协同保护作用ꎮ
另一方面ꎬＣＣｌ３ Ｏ２􀅰可激活核转录因子 ＮＦ￣

κＢꎬ导致炎细胞大量释放炎性介质(例如细胞因子

ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 及 ＩＬ￣８ 等)ꎬ介质进一步活化中

性粒细胞等炎细胞ꎬ通过级联反应而导致肝细胞变

性死亡[１８￣１９]ꎮ 抑制有关细胞因子的表达ꎬ可以有效

降低肝损伤[２０￣２１]ꎮ 本研究结果显示ꎬ３０％ ＣＣｌ４￣橄榄

油腹腔注射建鲤后ꎬ肝组织中 ＮＦ￣κＢ / Ｃ￣Ｒｅｌ、 ｉＮＯＳ、
ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣８ ｍＲＮＡ 表达量显著增加ꎬ
而姜黄素、甘草次酸和香菇多糖均能抑制相关因子

的表达上调ꎬ而联合用药的效果更为显著ꎬ表明姜黄

素、甘草次酸和香菇多糖能通过抑制 ＮＦ￣κＢ / Ｃ￣Ｒｅｌ
的活化以及下调炎症细胞因子的表达来降低 ＣＣｌ４
诱导的肝损伤ꎬ具有肝保护作用ꎬ３ 种药联合使用对

抑制细胞因子表达具有协同作用ꎮ
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１:空白对照组ꎻ２:ＣＣｌ４对照组ꎻ３:姜黄素组ꎻ４:甘草次酸组ꎻ５:香菇多糖组ꎻ６:联合用药低剂量组ꎻ７:联合用药中剂量组ꎻ８:联合用药高剂量

组ꎮ 不同字母表示组间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 不同用药组建鲤肝组织中 ＮＦ￣ｋＢ / Ｃ￣Ｒｅｌ、ｉＮＯＳ、ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６和 ＩＬ￣８ ｍＲＮＡ 表达量的比较

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＮＦ￣ｋＢ / Ｃ￣Ｒｅｌꎬ ｉＮＯＳꎬ ＩＬ￣１βꎬ ＴＮＦ￣α ꎬ ＩＬ￣６ ａｎｄ ＩＬ￣８ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ Ｊｉａｎ ｃａｒｐ ｌｉｖｅｒ

　 　 临床上ꎬ甘草被广泛应用于中药复方配伍里ꎬ甘
草对增加溶解性ꎬ提高有效成分利用率ꎬ增强药效和

降低毒性有显著作用[２２￣２３]ꎮ 甘草次酸作为甘草的

主要有效成分之一ꎬ也表现出与甘草类似的调和性

质ꎮ 常明向等发现相较于姜黄素或甘草次酸单独用

药ꎬ两者联合用药药效呈现相加或增强作用[２４]ꎮ 周

京辉等也发现ꎬ甘草次酸能加强姜黄素对 ＨｅｐＧ￣２、
ＭＣＦ￣７、Ａ５４９ 癌细胞增殖的抑制作用ꎬ而且两者在

癌细胞的增殖抑制方面表现出协同作用[２５]ꎮ 这些

发现与本研究结果具有一致性ꎬ姜黄素、甘草次酸和

香菇多糖联合用药对 ＣＣｌ４诱导的建鲤肝损伤具有

协同保护作用ꎬ这除了与它们自身的药性作用有关

外ꎬ可能还与甘草次酸的调和特性及香菇多糖能提

高机体免疫力的作用有关ꎬ这也表明姜黄素、甘草次

酸和香菇多糖联合用药的合理性和科学性ꎮ
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