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基于Nrf2信号通路探析桑黄多糖对运动疲劳

小鼠肝损伤的保护作用

李昆展1，王颖1，郑佳1*，刘浩2

（1.郑州工商学院体育学院，河南郑州 451450）（2.郑州大学公共卫生学院，河南郑州 450001）

摘要：该研究采用超声波辅助热水浸提桑黄多糖，通过 Nrf2 信号通路探讨其对运动疲劳小鼠肝损伤的保护作

用。结果表明，桑黄多糖提取得率为 7.64%，纯化效率为 23%。与运动疲劳模型组相比，桑黄多糖显著降低了小鼠

的肝脏系数，低、中、高浓度组力竭游泳时间分别显著提高了 15.58%、34.69%、53.06% ；相比安静对照组，模型

组肝脏内 SOD、CAT、GSH-Px 活性显著降低，MDA 含量显著升高，血清炎症因子（TNF-α、IL-1β、IL-6）水平和

ALT、AST 活性均显著升高，与模型组相比，低、中、高浓度组肝脏抗氧化酶活性显著升高，MDA 含量显著降低，

其中高浓度组小鼠血清 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平分别显著降低了 50.54%、50.51%、46.21%，ALT、AST 活性分别

显著降低了 33.30%、34.57%。模型组 Nrf 2、HO-1、NQO1 mRNA 表达水平较安静对照组显著降低，Keap1 mRNA

表达水平显著升高，补充多糖后，低、中、高浓度组 Nrf 2、HO-1、NQO1 mRNA 表达水平显著升高，Keap1 mRNA

表达水平显著降低。提示桑黄多糖通过激活肝脏 Nrf2 信号通路，起到提高运动疲劳小鼠肝脏的抗氧化和降低炎症因

子的作用，从而减轻小鼠的肝损伤。
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Abstract: Ultrasound-assisted hot water extraction was utilized to obtain Phellinus linteus polysaccharides (PLPs), 

and its protective effect on liver injury in exercise-induced fatigue mice was investigated through modulation of the Nrf2 

signaling pathway. Results showed a PLP extraction yield of 7.64%, with a purification efficiency of 23%. PLP administration 

led to a significant reduction in the liver coefficient of mice compared to the exercise-induced fatigue model group. Moreover, 

it increased swimming endurance times of the low-, medium-and high-dose groups by 15.58%, 34.69% and 53.06%, 
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respectively. Compared to the sedentary control group, the model group exhibited significantly diminished activities of 

antioxidative enzymes in the liver, including superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-

Px), alongside increased malondialdehyde (MDA) content; serum inflammatory factors such as tumor necrosis factor-alpha 

(TNF-α), interleukin-1 beta (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6); and alanine transaminase (ALT) and aspartate transaminase (AST) 

activities. Conversely, the low-, medium-and high-dose groups demonstrated elevated antioxidant enzymes activity in the liver 

and reduced MDA content in comparison to the model group. Notably, the high-dose group exhibited significant reductions 

in serum TNF-α, IL-1β, and IL-6 levels by 50.54%, 50.51%, and 46.21%, respectively, alongside ALT and AST activities by 

33.30% and 34.57%, respectively. Moreover, mRNA expression levels of Nrf 2, HO-1, and NQO1 were significantly lower 

in the model group compared to the sedentary group , while Keap1 mRNA expression was significantly higher. Post-PLP 

supplementation, mRNA expression levels of Nrf 2, HO-1 and NQO1 significantly increased in the low-, medium-and high-

dose groups, while Keap1 mRNA expression significantly decreased. These findings collectively suggest that PLPs enhance 

hepatic antioxidant capacity and reduce inflammatory factors in exercise-induced fatigue mice by activating the hepatic Nrf2 

signaling pathway, thereby mitigating liver injury.

Key words: Nrf2 signaling pathway; Phellinus linteus polysaccharide; exercise fatigue; inflammatory factors; liver injury

运动性疲劳是机体经过高强度或长时间运动后

体内出现能量代谢失衡和代谢产物堆积，使得运动

能力和耐力水平下降的一种正常生理现象 [1] 。研究

表明机体在运动疲劳状态下会产生大量的活性氧

（ROS）和炎性因子，肝脏作为人体最大的排毒器

官也是最脆弱的器官，易受 ROS 和炎性因子刺激，

触发肝细胞的氧化应激和炎症反应，从而导致肝功

能紊乱和脏器受损 [2] 。因此，通过补充具有抗疲劳

功效的保健品或药品，降低细胞 ROS 和炎症因子水

平对改善运动疲劳引起的肝损伤具有重要作用。

桑黄（Phellinus linteuse）是一种珍贵的食药用

真菌，多糖是桑黄主要的活性物质之一。研究表明

桑黄多糖（Phellinus linteuse Polysaccharide, PLP）
具有抗炎 [3] 、抗氧化 [4] 、抗肿瘤 [5] 、提高免疫力 [6] 、

保肝护肝 [7] 、抗疲劳 [8] 等作用。研究发现桑黄多糖

可以通过激活 AMPK/Nrf2 信号通路降低肝脏细胞

的氧化应激水平，来减轻外源物质诱导的急性肝损

伤 [9] ，桑黄多糖还具有提高肝脏抗氧化酶活性，降

低小鼠血清中氨基转移酶活性，对肝脏起到一定的

保护作用 [10] 。此外，张珈宁等 [11] 研究表明桑黄多糖

可以上调肝脏内 Nrf 2 和 Gsta4 基因表达，降低细

胞的氧化应激水平，抑制肝纤维化病变。说明桑黄

多糖可以通过抗氧化途径对肝脏起到一定的保护作

用，推测其通过激活细胞内 Nrf2 信号通路提高抗氧

化水平，对运动疲劳小鼠肝损伤具有一定保护作用。

核因子 E2 相关因子 2（Nuclear Factor Erythroid-2 
Related Factor 2, Nrf2）是调节细胞氧化应激水平的

重要转录因子 [12] 。在正常情况下，细胞内 Nrf2 与

Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1（Kelch-1ike ECH-
Associated Protein l, Keap1）稳定结合在细胞质中，

处于无活性状态，当细胞受到外源因子诱导时，

Nrf2 与 Keap1 解偶联，被激活后进入细胞核与抗氧

化反应原件结合，从而启动抗氧化反应系统，提高

下游抗氧化酶基因表达，如血红素氧合酶 1（Heme 
Oxygenase-1, HO-1）、 醌 氧 化 还 原 酶（Quinone 
Oxidoreductase 1, NQO1） [13] 。Zhang 等 [14]  研究表明

虾青素可以激活 Nrf2 信号通路提高肝脏抗氧化酶活

性，改善小鼠运动疲劳，对肝脏起到保护作用；任

东根等 [2] 研究表明川麦冬多糖能够激活 AMPK/Nrf2/
HO-1 信号通路，降低肝脏细胞的氧化应激水平，

缓解运动疲劳对肝脏造成的氧化损伤。可见，Nrf2
信号通路对缓解运动疲劳状态下肝脏的氧化应激损

伤起到了重要作用。

目前，关于桑黄多糖对运动疲劳小鼠肝损伤的

研究报道还很少，对其缓解肝损伤的研究机制还尚未

有报道。鉴于此，本研究通过力竭游泳运动建立小鼠

运动疲劳模型，测定肝脏损伤的相关指标，同时基

于 Nrf2 信号通路探析桑黄多糖对改善运动疲劳小鼠

肝脏损伤的可能作用机制，为扩大桑黄多糖药理作用

及开发运动功能性保健食品提供理论参考依据。

1  材料与方法

1.1 材料和试剂

桑黄子实体（品种：沪桑 2 号，Phellinus linteuse），
浙江海宁宏欣农业生物科技有限公司；SPF 级 KM
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小鼠，体质量（22.7±1.4）g，郑州市惠济区华兴

实验动物养殖场，生产许可证：SCXK（豫）

2019-0002 ；普通小鼠饲料，江苏省协同医药生物工

程有限公司；Sevag 试剂（氯仿 : 正丁醇 =5:1）、无

水乙醇、丙酮、乙醚，国药集团化学试剂有限公

司；谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）试剂

盒，上海博湖生物科技有限公司；肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）、白细胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介素 -6
（IL-6）ELISA 试剂盒，上海继和生物科技有限公司；

丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化

氢酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）测

定试剂盒，南京建成生物工程研究所；RNA 提取试

剂盒、反转录试剂，北京索莱宝科技有限公司；引

物设计，生物工程 ( 上海 ) 股份有限公司；DEAE 纤

维素层析柱、葡聚糖凝胶 G-100，上海联迈生物工

程有限公司；其他分析试剂均为分析纯。

1.2 仪器

Icycler实时荧光定量PCR仪：美国Bio-Rad公司；

Varioskan LUX 多功能酶标仪：赛默飞世尔科技公司；

N-1300V-WB 旋转蒸发仪：东京理化；FA2004 电子分

析天平，上海舜宇恒平科学仪器有限公司；PF4250
分离纯化系统，法国 Interchim 公司；JD-XSC 型小鼠

恒温游泳池：上海继德教学实验器械厂。

1.3 方法

1.3.1 桑黄多糖提取和纯化

参考袁满等 [15] 的方法，并进行适当修改。将桑

黄子实体 50 ℃烘干，粉碎过 60 目筛，称取 50 g 粉

末，加入 1 L 蒸馏水，放入 90 ℃恒温水浴锅中 1 h，
取出后待温度降至 60 ℃时，放入超声破碎仪中，

设置温度 60 ℃、功率 200 W、超声时间 30 min ；取

出后继续置于 90 ℃恒温水浴锅中 2 h。5 000 r/min 离

心 10 min，取上层清液，滤渣重复操作一次，最后

离心合并上清液，旋转蒸发浓缩至约 150 mL ；加入

Sevag 试剂 50 mL，反复震荡多次，倒入分液漏斗中，

留取上层液体，继续加入 Sevag 试剂，重复操作至无

明显蛋白产生；加入等体积的无水乙醇，4 ℃冰箱过

夜，收集沉淀物，依次经丙酮、乙醚、无水乙醇冲洗，

蒸馏水溶解沉淀倒入 5 000 u 透析袋中，4 ℃冰箱中

透析 2 d，截留液旋转蒸发浓缩后，真空冷冻干燥，

即得桑黄粗多糖。称取 5 g 粗多糖，加入 20 mL 蒸

馏水溶解，上样到纤维素层析柱，分别经蒸馏水

和 0.1、0.3、0.5 mol/L 氯化钠溶液洗脱，洗脱流

速 0.8 mL/min，合并洗脱液，再经葡聚糖凝胶柱层

析分离，将最后收集到的洗脱液，加入等体积无水

乙醇，重复上述操作，最后真空冷冻干燥即得到纯

化桑黄多糖（PLP）。

1.3.2 小鼠运动疲劳模型建立

小鼠适应性饲养 5 d，通过游泳训练剔除在水

中四肢不运动小鼠。选取 50 只小鼠，根据体重随

机分为 5 组，分别为安静对照组（NEcon）、运动

疲劳模型组（Econ）、运动疲劳 + 低浓度多糖组

（E-PLP-L）、运动疲劳 + 中浓度多糖组（E-PLP-M）、

运动疲劳 + 高浓度多糖组（E-PLP-H），每组 10 只，

每笼 5 只。桑黄多糖质量浓度参考李英基等 [16] 方法，

低、中、高质量浓度分别为 10、25、50 mg/mL。
NEcon 不进行运动干预，Econ 进行运动干预，均灌

胃生理盐水；E-PLP-L、E-PLP-M、E-PLP-H，均进行

运动干预，同时分别灌胃 10、25、50 mg/mL 桑黄多

糖溶液。根据小鼠体质量所有组别灌胃体积均为

0.1 mL/10 g。运动组小鼠（Econ、E-PLP-L、E-PLP-M、

E-PLP-H）进行游泳训练，一周训练 6 d，休息 1 d，
连续训练 5 周，每周日对全部小鼠进行称重；上午

灌胃结束后休息 1 h，然后在游泳箱中进行游泳训练，

水温（30±2）℃，水深 50 cm。第 1~2 周每天持续

游泳训练 30 min，2~4 周进行负重 5% 铅块，每天游

泳训练 30 min，第 5 周进行负重 5% 铅块，每天游泳

至力竭，并记录每只小鼠的力竭游泳时间，从小鼠

放入水中到头部沉入水下 7 s 未浮出水面的时间
 [17] 。

在小鼠游泳训练中，保持小鼠四肢一直处于运动状

态，整个试验周期中，Econ 组死亡小鼠 2 只，E-PLP-L
组死亡 1 只，其余小鼠均符合试验要求。

1.3.3 桑黄多糖对小鼠体质量和肝脏指数的影响

在试验开始前、试验期间每周日对全部小鼠

进行称重，同时在最后一次游泳结束，吹干小鼠

毛发，全部称重后放回笼中休息 16 h，通过眼球

采血，3 000 r/min 低温离心 5 min 并收集血清，-20 ℃
冰箱保存。颈椎脱臼法处死全部小鼠，用解剖刀取

小鼠肝脏，预冷的生理盐水清洗，滤纸控干，称重，

计算肝脏指数。

A = 
B
C

×100%    

式中：

A——肝脏指数，% ；

B——肝脏质量，g ；

C——小鼠体质量，g。
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表 1  引物序列

Table 1 Primer sequences

引物名称 正向引物（5’ ➝ 3’） 反向引物（5’ ➝ 3’）

Nrf 2 CCAGTACCAGCAACGGCAT TGTTGTGCTTTCAGGGTGGT

Keap1 TTGTTCTGCTGCCTCTTCTGC GTGGGTGTTGCTGTCACCATG

HO-1 ATGGACTTCCGGTAGGTTCA GCCCTTGCCCAGTAGCTTCA

NQO1 GCCATCATTTGGGCAAGTCC TCCTTGTGGAACAAAGGCGA

β-actin CATTGCTGACAGGATGCAGAAG GAGCCACCAATCCACACAGAGT

1.3.4 桑黄多糖对小鼠血清ALT、AST的影响

严格按照试剂盒说明书操作，测定小鼠血清中

ALT 和 AST 活性。

1.3.5 桑黄多糖对小鼠血清和肝脏组织中炎症因

子水平的影响

称取 0.1 g 肝脏组织，加入 0.9 mL 磷酸盐缓冲液

（pH 值 6.8），电动研磨机制成 10% 匀浆，3 000 r/min
离心 5 min，取上层清液待测，-80 ℃保存。根据

ELISA 试剂盒说明书，分别测定小鼠血清和肝脏组

织中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平。

1.3.6 肝脏组织切片染色

清洗干净的肝脏组织经 4 wt.% 多聚甲醛固

定，体积分数 50%、70%、85%、100% 乙醇脱水，

再石蜡包埋，切成 5 μm 薄片，干燥后，60 ℃预

热 30 min，再依次经苏木精染液、伊红染液染色，

梯度乙醇脱水，风干后显微镜观察并拍照。

1.3.7 肝脏组织抗氧化酶活性和丙二醛含量测定

取方法 1.3.6 保存的肝脏组织液，按照试剂盒

说明书测定抗氧化酶（SOD、CAT、GSH）活性和

MDA 含量。

1.3.8 肝脏组织Nrf2信号通路相关基因mRNA的表

达水平检测

按照说明书提取肝脏组织 RNA，参考任盼红

等 [18] 的方法，反转录成 cDNA，试剂盒三步法进行

荧光定量 PCR 扩增，分别检测 Nrf 2、Keap1、HO-1、
NQO1 mRNA 表达水平，以 β-actin 为内参，采用 2-ΔΔCt

法对目的基因进行定量分析。详细引物信息见表 1。

1.4 数据处理

数据采用软件 SPSS 22.0 分析，数据使用均数

± 标准差（x-±s）表示，多组间数据比较采用单因

素方差分析，组间数据采用 t 检验，P＜0.05 表示差

异显著，P＜0.01 表示差异极显著，GraphPad Prism 
9.5.1 绘图。

2  结果与分析

2.1 桑黄多糖（PLP）的分离纯化

50 g 桑黄子实体提取得到粗多糖 3.82 g，5 g 粗

多糖经纤维素柱和葡聚糖凝胶柱层析后得到纯化多

糖 1.15 g，桑黄多糖的提取得率为 7.64%，纯化效率为

23%。桑黄多糖经纤维素柱层析得到 3 个组分，见图 1。
PLP-1 是经蒸馏水洗脱得到，组分占比 42.36%，PLP-2
经 0.1 mol/L NaCl 洗脱得到，组分占比 48.75，PLP-3 经

0.3 mol/L NaCl 洗脱得到，组分占比 8.89%。

图 1 桑黄多糖分离纯化图

Fig.1 Separation and purification of Phellinus linteuse 

polysaccharide

2.2 桑黄多糖对小鼠生长和力竭游泳时间的
影响

从表 2 可知，小鼠体质量在逐渐增加，第 7、
14、28、35 天时，NEcon 组小鼠体质量均高于

其他组，但各组之间小鼠体质量均不存在显著差

异（P＞0.05），说明运动疲劳对小鼠体质量会产生

一定的影响，但差异较小可以忽略，PLP 对小鼠体

质量不产生影响，对小鼠的生长发育没有促进和抑

制作用。从小鼠肝脏指数可以看出，各组间均存在

显著差异（P＜0.05），Econ 组肝脏指数最大，说明

运动疲劳模型组小鼠肝脏可能出现了充血、增生肥

大；在补充低、中、高浓度桑黄多糖后，肝脏指数

呈显著降低趋势，说明桑黄多糖改善了小鼠的肝脏结
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构。从力竭游泳时间上看，与 NEcon 相比，Econ 组小

鼠力竭游泳时间最低，说明长期的运动疲劳降低了小

鼠的运动耐力；与 Econ 组相比，桑黄多糖低、中、高

浓度组小鼠力竭游泳时间均显著增加，分别显著提高

了 15.58%、34.69%、53.06%（P＜0.05），说明补充桑

黄多糖具有提高小鼠运动耐力的作用。综上结果表

明，桑黄多糖不仅改善了运动疲劳小鼠肝脏组织结

构，还提高了小鼠运动耐力，且随着多糖浓度的提

高，效果越明显。

2.3 桑黄多糖对小鼠肝脏组织抗氧化酶活性
和丙二醛含量的影响

从表 3 可知，与 NEcon 相比，Econ 组小鼠肝

脏组织抗氧化酶（SOD、CAT、GSH-Px）活性显著

降低（P＜0.05），MDA 含量则显著升高（P＜0.05），
说明运动疲劳抑制了肝脏组织内抗氧化酶活性，使

得细胞处于氧化应激中；与 Econ 相比，E-PLP-L、

E-PLP-M、E-PLP-H 组小鼠肝脏组织中 SOD、CAT、
GSH-Px 活性均出现了显著升高（P＜0.05），MDA
含量则出现了显著下降（P＜0.05）；与 E-PLP-L 相

比，E-PLP-M、E-PLP-H 组 SOD、CAT、GSH-Px
活性均得到了显著提高（P＜0.05），MDA 含量显

著降低（P＜0.05）；与 E-PLP-M 相比，E-PLP-H 组

SOD、CAT、GSH-Px 活性进一步显著提高，MDA
含量进一步显著降低（P＜0.05）；此外，还可以看

出，E-PLP-H 中 SOD 活性、MDA 含量与 NEcon 不

存在显著差异（P＞0.05），而 CAT、GSH-Px 活性

则显著高于 NEcon（P＜0.05）。上述结果表明，小

鼠在运动疲劳状态下，肝脏组织中抗氧化酶活性受

到了明显的抑制，肝脏细胞受到了氧化应激损伤，

在补充桑黄多糖后，明显的提高了抗氧化酶活性，缓

解了细胞的氧化应激作用，且多糖浓度越高，细胞的

氧化应激水平越低，补充 50 mg/mL 的桑黄多糖，运动

疲劳小鼠肝脏氧化应激可以恢复到正常对照组水平。

表 2  桑黄多糖对小鼠体质量、肝脏指数和力竭游泳时间的影响

Table 2 Effects of Phellinus linteuse polysaccharide on body weight, liver index and exhaustive swimming time in mice

分组
体质量 /g 肝脏指数

/%
游泳时间

/min第 0 天 第 7 天 第 14 天 第 28 天 第 35 天

NEcon 23.65±1.65a 30.92±1.87a 36.41±1.93a 42.57±2.20a 45.85±2.53a 4.22±0.09e 17.86b

Econ 23.76±1.75a 28.76±1.67a 34.22±1.84a 38.78±1.82a 43.72±2.04a 5.76±0.15a 12.57e

E-PLP-L 24.04±1.82a 29.54±2.01a 34.54±1.98a 39.24±2.13a 44.25±1.87a 5.53±0.21b 14.78d

E-PLP-M 23.66±1.78a 28.87±1.64a 35.18±2.31a 39.22±2.32a 45.37±2.44a 4.87±0.24c 16.93c

E-PLP-H 23.58±1.24a 29.34±1.83a 34.72±2.11a 38.64±2.45a 43.62±2.58a 4.48±0.17d 19.24a

注：同列数字后不同的小写字母表示差异显著（P＜0.05），下表同。

表 3  桑黄多糖对小鼠肝脏组织MDA含量和SOD、CAT、GSH-Px活性的影响

Table 3 Effect of Phellinus linteuse polysaccharide on MDA content and activities of SOD, CAT and GSH-Px in liver of mice

分组 SOD/(U/mg) CAT/(U/g) GSH-Px/(μmol/g) MDA/(nmol/mg)

NEcon 376.28±14.35a 32.69±2.36b 36.35±3.05b 4.23±0.84d

Econ 183.25±12.58d 16.85±3.24e 19.86±4.12e 10.35±1.36a

E-PLP-L 223.47±13.45c 21.24±4.35d 24.63±3.48d 8.47±0.85b

E-PLP-M 263.48±15.28b 28.63±5.78c 34.82±5.62c 6.82±0.76c

E-PLP-H 382.62±17.62a 35.72±4.23a 42.76±5.84a 4.33±0.73d

表 4  桑黄多糖对小鼠血清TNF-α、IL-1β、IL-6水平的影响

Table 4 Effect of Phellinus linteuse polysaccharide on serum levels of TNF-α, IL-1β and IL-6 in mice

分组 TNF-α/(pg/mL) IL-1β/(pg/mL) IL-6/(pg/mL)

NEcon 753.14±22.53d 56.27±8.35d 86.75±12.35d

Econ 1 462.85±25.47a 124.73±12.24a 186.82±14.26a

E-PLP-L 1 232.45±23.18b 103.51±9.76b 152.43±13.87b

E-PLP-M 965.78±18.73c 89.65±8.46c 126.84±11.62c

E-PLP-H 723.49±23.65d 61.73±9.38d 92.85±12.16d
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2.4 桑黄多糖对小鼠血清炎症因子水平的影响

从表 4 可知，与 NEcon 相比，Econ 组小鼠血清

中炎症因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平分别显著升高

了 94.23%、121.66%、115.35%（P＜0.05），说明运

动疲劳状态下，小鼠血清中炎症因子水平会明显

上升，小鼠体内出现了严重的炎症反应。与 Econ
相比，E-PLP-L、E-PLP-M、E-PLP-H 组小鼠血

清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平均出现了显著降

低（P＜0.05），其中高浓度多糖组 E-PLP-H 中小

鼠血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平降低最明显，分

别显著降低了 50.54%、50.51%、46.21%（P＜0.05），
另外，与 NEcon 相比，E-PLP-H 组各炎症因子水平

不存在显著差异（P＞0.05），说明补充 50 mg/mL
的桑黄多糖，可以使运动疲劳小鼠血清中炎症因子

水平恢复到正常状态。结果表明，桑黄多糖具有改

善运动疲劳下小鼠体内的炎症作用，缓解肝脏损伤。

2.5 桑黄多糖对小鼠血清ALT、AST的影响

从表 5 可知，与 NEcon 相比，Econ 组小鼠血

清 ALT 和 AST 活性出现了显著增加（P＜0.05），
说明运动疲劳使得小鼠血清中 ALT 和 AST 含量大

幅升高，肝脏结构出现了异常损伤。与 Econ 相比，

E-PLP-L、E-PLP-M、E-PLP-H 小 鼠 血 清 中 ALT
活性分别显著降低了 15.44%、22.42%、33.30%
（P＜0.05），AST 活性分别显著降低了 16.90%、

26.73%、34.57%（P＜0.05），依次呈现显著降低趋势。

另外，可以观察到 E-PLP-H 与 NEcon 相比，ALT
和 AST 活性均不存在显著差异（P＞0.05）。上述结

果表明，桑黄多糖具有改善运动疲劳小鼠肝功能损

伤的作用，且多糖浓度越高改善效果越好，高浓度

组小鼠肝功能可以恢复到正常组水平。

表 5  桑黄多糖对ALT、AST的影响

Table 5 Effect of Phellinus linteuse polysaccharide on 
ALT and AST

分组 ALT/(U/L) AST/(U/L)

NEcon 47.58±6.25d 125.82±17.32d

Econ 68.14±9.74a 194.63±21.35a

E-PLP-L 57.62±8.14b 161.74±16.84b

E-PLP-M 52.86±8.35c 142.61±14.38c

E-PLP-H 45.45±5.71d 127.35±15.72d

2.6 桑黄多糖小鼠肝脏组织结构的影响

从图 2 可以看出，NEcon 组小鼠肝脏细胞索排

列整齐，条纹清洗，细胞间隙大小均匀，没有出现

炎性细胞浸润；与 NEcon 相比，Econ 细胞索排列

凌乱，细胞大小不一，细胞核被杂乱拥挤，出现了

大面积的细胞空泡和炎性细胞浸润；与 Econ 相比，

E-PLP-L、E-PLP-M、E-PLP-H 的肝组织病理情况

有显著改善，肝小叶结构和细胞核逐渐变得清晰，

炎性浸润逐渐减少，细胞排列逐渐变得有规则，其

中 E-PLP-H 的肝细胞大小均匀程度趋于正常水平，

胞间间隙和细胞轮廓变得更加规则清晰，细胞炎性

浸润得到了显著改善。结果表明，运动疲劳使得小

鼠肝脏结构出现了明显病理性变化，补充桑黄多糖

后可以显著改善细胞排列，细胞核形态逐渐恢复到

正常对照组水平，细胞炎性浸润减少，且多糖浓度

越高，肝脏细胞病理结构改善效果越显著。

图 2 桑黄多糖对运动疲劳小鼠肝脏结构病理形态的影响

（HE，比例尺 20 μm）

Fig.2 Effect of Phellinus linteuse polysaccharide on pathological 

morphology of liver structure in exercise fatigue mice

2.7 桑黄多糖对肝脏组织Nrf2信号通路相关
基因mRNA表达水平的影响

由图 3 可知，与 NEcon 相比，Econ 组小鼠

肝脏中 Nrf 2、HO-1、NQO1 的 mRNA 表达水平

显著降低，Keap1 的 mRNA 表达水平则显著升

高（P＜0.05），说明运动疲劳抑制了 Nrf2 信号通

路上 Nrf2 和其下游抗氧化酶相关基因 mRNA 的表

达。与 Econ 相比，补充低、中、高浓度桑黄多糖

的 E-PLP-L、E-PLP-M、E-PLP-H 组小鼠肝脏中

Nrf2、HO-1、NQO1 的 mRNA 表达水平逐渐显著
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升高（P＜0.05），Keap1 mRNA 表达水平则逐渐显

著降低（P＜0.05），说明补充桑黄多糖可以激活小

鼠肝脏中 Nrf2 信号通路，提高下游抗氧化酶 HO-1、
NQO1 的 mRNA 表达，进而提高肝脏细胞的抗氧化

能力，缓解细胞的氧化应激损伤。

 

图 3 桑黄多糖对运动疲劳小鼠肝脏 Nrf 2、Keap1、HO-1、

NQO1 mRNA 表达水平的影响

Fig.3 Effect of Phellinus linteuse polysaccharide on the 

mRNA expression levels of Nrf 2, Keap1, HO-1, and NQO1 in 

the liver of exercise-induced fatigue mice

注：柱上不同小写字母表示组间差异显著（P＜0.05）。

3  讨论

机体在运动疲劳状态下，体内的糖代谢和脂质

代谢机制均会发生变化，机体的整个代谢过程中，

肝脏起着重要的调控作用 [19] 。机体在运动疲劳刺

激下，肝脏线粒体内会产生大量的活性氧（ROS），
ROS 与细胞内抗氧化酶（SOD、CAT、GSH-Px）
结合，其清除自由基活性被抑制，使细胞内氧化和

抗氧化失衡。ROS 是诱导细胞发生氧化应激损伤

最主要的物质，ROS 可攻击细胞膜上不饱和脂肪

酸，发生脂质氧化反应，产生大量脂质过氧化物丙

二醛（MDA），MDA 进一步会与细胞膜上的跨膜蛋

白以及功能蛋白发生交联作用，增大细胞膜的通透

性，从而使细胞代谢功能紊乱，肝脏受到损伤 [20] 。

在本研究中，运动疲劳模型组小鼠肝脏内 MDA 含

量显著升高，SOD、CAT、GSH-Px 活性显著低于

安静对照组，细胞受到严重的氧化应激作用，在补

充桑黄多糖后，可以显著提高抗氧化酶活性，降低

MDA 含量，说明桑黄多糖可以明显改善运动疲劳

小鼠肝脏的氧化应激水平，且浓度越高，改善效果

越显著。张琦等 [21] 、权树琳等 [22] 分别研究发现松乳

菇多糖和灰树花多糖均可以提高运动疲劳小鼠肝脏

抗氧化酶活性，缓解肝脏的氧化应激损伤，这与本

研究中的桑黄多糖具有相似的功效。这些研究结果

共同说明从一些不同材料中提取到的多糖对提高小

鼠体内抗氧化酶活性均具有较好的作用，但由于不

同多糖其结构存在一定差异，其表现出的抗氧化酶

活性必然存在一定差异，因此，本研究后续将会对

桑黄多糖理化性质和结构进行表征，针对性的分析

不同结构多糖对提高抗氧化酶活性的差异。

肝脏在受到氧化应激损伤过程中，炎症因子在

其中同样起着重要作用。当机体处于运动疲劳状态

下，体内的代谢组织会发出相应的响应，诱导细

胞释放炎症因子，进而发生炎症反应，导致肝脏

组织受损。TNF-α、IL-1β、IL-6 是与肝脏损伤密

切相关的典型细胞炎症因子，可参与机体的免疫

及病理反应
 [23] 。机体在受到外源刺激时，介导促

炎细胞因子应答会被激活，从而造成肝脏细胞出

现炎症症状 [24,25] 。本研究中，运动疲劳模型组小鼠

血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 出现了异常升高，显

著高于安静对照组，说明诱发促炎细胞因子反应被

激活，肝脏组织受到了炎症损伤。此外，在对小鼠

血清中 ALT、AST 活性检测时发现，运动疲劳模

型组小鼠血清中 ALT、AST 活性显著高于安静对
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照组，说明运动疲劳使得小鼠肝脏组组细胞膜通透

性增大，ALT、AST 向血液中渗透。与此同时，在

对肝脏组织切片染色时发现，运动疲劳模型组小鼠

肝脏细胞索排列凌乱，出现了大面积的细胞炎症浸

润，这些结果更加验证了肝脏组织受到了运动疲劳

诱导的氧化和炎症损伤。在给运动疲劳小鼠补充桑

黄多糖后，血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 因子水平显

著降低，ALT、AST 活性同样显著降低，且肝脏细

胞炎性浸润逐渐减少，观察发现高浓度多糖组小鼠

血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 因子水平和 ALT、AST
活性均与安静对照组不存在显著差异。结果表明补

充高浓度多糖后可以明显降低运动疲劳小鼠肝脏的

炎症反应，起到保肝护肝作用。陈湑慧 [26] 发现生姜

茎叶多糖具有降低脓毒血症小鼠血清中炎症因子水

平，起到早期干预预防肝损伤，赵裕沛等 [27] 研究发

现葛根多糖具有降低酒精性肝损伤小鼠血清中炎症

因子水平，对肝脏起到保护作用，前人的研究和本

研究结果均表明多糖对小鼠的肝损伤具有一定的保

护作用，不仅可以保护外源物质诱导的肝损伤还可

以保护运动疲劳诱导的肝损伤。

图 4 桑黄多糖对运动疲劳小鼠肝损伤的保护作用机制

Fig.4 Protective mechanism of Phellinus linteuse 

polysaccharides on liver injury in exercise fatigue mice

Nrf2 信号通路是参与细胞氧化应激、免疫调节、

细胞分化和凋亡最重要的信号转导通路之一 [28] 。

Nrf2 在肝脏组织中与氧化应激反应和炎症反应紧

密联系，在介导肝脏受到氧化应激损时发挥重要作

用。研究表明提高 Nrf2 的活性，可以激活 Nrf2 信

号通路，提高下游抗氧化酶（HO-1、NQO1）高表

达，清除过多的 ROS，降低细胞的氧化应激水平，

保护肝脏细胞免受氧化损伤 [29] 。较多的研究证实，

多糖可以激活 Nrf2 信号通路，提高抗氧化酶高表

达，不仅提高了小鼠的运动耐力还保护肝脏免受氧

化损伤 [30] 。本研究中，与安静对照组相比，运动疲

劳模型组小鼠肝脏中 Nrf 2 基因 mRNA 表达被抑制，

其下游 HO-1、NQO1 的 mRNA 表达水平显著降低，

补充桑黄多糖后，Nrf 2、HO-1、NQO1 的 mRNA
表达水平均显著提高，且随着多糖浓度的提高，其

mRNA 表达水平随之提高。由此可见，桑黄多糖可

通过调控 Nrf2 信号通路来减轻肝脏的氧化应激反

应，其可能作用机制见图 4。

4  结论

与运动疲劳模型组相比，桑黄多糖不仅显著降

低了小鼠的肝脏系数，还显著提高了小鼠的力竭游

泳时间，低、中、高浓度组力竭游泳时间分别显著

提高了 15.58%、34.69%、53.06% ；此外，桑黄多

糖还降低了运动疲劳小鼠体内炎症因子水平，提高

了抗氧化酶活性，其中高浓度组小鼠血清 TNF-α、
IL-1β、IL-6 水平分别显著降低了 50.54%、50.51%、

46.21%，ALT、AST 活性分别显著降低了 33.30%、

34.57% ；同时，桑黄多糖还改善了运动疲劳诱导的

小鼠肝损伤。桑黄多糖对小鼠肝损伤的保护作用机

制可能是通过激活肝脏内 Nrf2 信号通路，提高下游

抗氧化酶基因高表达，减轻细胞的氧化应激和炎症

损伤实现的。可见桑黄多糖具有开发成为运动功能

饮料和保肝护肝药物的潜力。
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