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桦褐孔菌总三萜类化合物对小鼠肝损伤的保护作用 
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摘要：为研究桦褐孔菌中总三萜类化合物（TIO）对对乙酰氨基酚（APAP）致小鼠肝损伤模型的保护作用及机制，该研究将 SPF

级 ICR 雄性小鼠 48 只，分为空白对照组、模型组、水飞蓟素组（50 mg/kg）、TIO 低、中、高剂量组（15 mg/kg、30 mg/kg、60 mg/kg），

连续给药7 d，末次给药后，除空白组小鼠外均一次性腹腔注射300 mg/kg APAP造肝损伤模型。测定小鼠体内丙氨酸氨基转移酶（ALT）、

天门冬氨酸氨基转移酶（AST）、超氧化物歧化酶（SOD）的活性、还原型谷胱甘肽（GSH）和丙二醛（MDA）含量。同时取肝脏进

行苏木精-伊红（HE）染色和 Hoechst 33258 染色，观察小鼠肝脏病理学改变。结果表明，与模型组比较，TIO 高剂量干预组降低 AST、

ALT 含量至 8.38 U/L、11.13 U/L，降低 MDA 含量至 20.71 pmol/(mg pro)，增加 SOD、GSH 水平至 628.39 U/(mg pro)、126.28 U/(mg pro)。

HE 染色后，TIO 中、高剂量干预与水飞蓟素组肝小叶结构基本完整清晰，肝细胞损伤程度有较大修复。Hoechst 33258 染色后，TIO

干预组凋亡肝细胞数量明显减少，且荧光团颜色减弱。以上结果说明桦褐孔菌中总三萜类化合物对 APAP 所致肝损伤小鼠有一定的保

护作用。其机制可能与减轻氧化应激和抑制凋亡有关。 
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Abstract: To study the action mechanisms of total triterpenoids (TIO) in Inonotus obliquus on acetaminophen (APAP)-induced liver 

injury in mice, a total of 48 SPF-grade ICR male mice were divided into six groups with seven-day administration as follows: blank control; 

model; silymarin-treated (50 mg/kg); and TIO-treated low , medium, and high dose (15 mg/kg, 30 mg/kg, and 60 mg/kg, respectively). After the 

last administration, all groups, except the blank group, were subjected to a one-time abdominal injection of 300 mg/kg APAP to establish the 

liver injury models. Subsequently, the activities of alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, and superoxide dismutase were 

determined, and the contents of reduced glutathione and malondialdehyde were measured. Furthermore, the liver was processed for 

hematoxylin–eosin and Hoechst 33258 staining to observe pathological changes. The high dose of TIO reduced the aspartate aminotransferase 

and alanine aminotransferase contents to 8.38 U/L and 11.13 U/L, respectively, and that of malondialdehyde to 20.71 pmol/(mg pro). The 

superoxide dismutase and reduced glutathione levels were increased to 628.39 U/(mg pro) and 126.28 U/(mg pro), respectively.  
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Hematoxylin-eosin staining revealed the structure of the liver lobules in the TIO-treated medium- and high-dose and the silymarin-treated 

groups to be complete and clear, and the liver cell injury to be effectively repaired. Hoechst 33258 staining showed that the numbers of apoptotic 

liver cells in the TIO-treated groups were significantly reduced, and the fluorophore color was weakened. The above results indicate that the total 

triterpenoids in Inonotus obliquus provide marked protection against APAP-induced liver injury in mice. The mechanism may be related to 

reduction in oxidative stress and inhibition of apoptosis. 

Key words: Inonotus obliquus; total triterpenoids; acetaminophen-induced liver injury 

 

肝脏作为人体最大的器官，主要负责清除许多毒

物、化学物质和药物。药物性肝损伤是指由各种处方

药或非处方药诱发的肝损伤，其中包括小分子化学药

物、生物制剂、中药、天然药物、保健品和膳食补充

剂等[1]。其中对乙酰氨基酚（APAP）是一种传统的非

甾体解热镇痛药物，APAP 作为日常中常见的药物，

作用相对安全，并且在治疗剂量范围内几乎没有副作

用，广泛用于治疗各种疼痛。然而在过去的几年中，

临床数据监测表明，过量服用 APAP 可出现肝毒性、

肾毒性和急性肝衰竭[2]，高剂量的 APAP 在细胞色素

P450 酶系统（即 cyp2e1 和 cyp3a4 同工酶）的氧化作

用下生成 N-乙酰-P-苯丙醌亚胺（NAPQI），NAPQI
是一种高毒性代谢产物，可以通过大量结合谷胱甘肽，

并耗尽谷胱甘肽后，与肝细胞内蛋白质结合，形成蛋

白质结合物，引起细胞内氧化应激，线粒体损伤、DNA
损伤，最终导致肝坏死[3-5]。 

桦褐孔菌被认定是一种无毒害作用的可食用真

菌，在我国的黑龙江、吉林两省资源较丰富，其作为

食用真菌药物的应用在俄罗斯已经通过相关部门的官

方批准，并获得了美国 FDA 的认证[6]。桦褐孔菌具有

抗炎症、抗肿瘤、抗真菌、抗病毒、提高机体免疫力、

保肝和抗氧化等活性[7]。因具有多种生物活性，被认

为是一种珍贵的、具有极好疗效的药物，也是具有发

展前途和开发价值的经济适用性药食同源植物。桦褐

孔菌中主要含有多糖、三萜、多酚等成分。大量研究

显示，三萜类具有抗氧化、抗癌、抗病毒，抗炎和防

止糖尿病[8]等功能。王文娟等[9]研究发现桦褐孔菌提取

物能改变肿瘤细胞增殖周期使其滞留于 G2 期从而显

著抑制肝癌细胞 HepG2 的增值，对肝癌细胞有抑制作

用，说明桦褐孔菌对肝细胞有一定的保护作用。但桦

褐孔菌中三萜类是否能够通过抗氧化应激对 APAP 引

起的肝损伤有保护效果未见报道。本文以桦褐孔菌子

实体为原料，经过回流提取、硅胶柱分离纯化得到桦

褐孔菌总三萜（Triterpenoids of Inonotus obliquus，
TIO），通过 APAP 急性肝损伤模型实验，探究 TIO 的

保肝作用，为桦褐孔菌三萜类化合物的进一步研究提

供理论支持。 
 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试品 TIO 由羊毛甾醇（20.00%）、桦褐孔菌醇

（20.63%）、麦角甾醇（24.19%）、白桦脂醇（6.45%）、

3β-羟基羊毛甾-8,24-二烯-21-醛（20.76%）组成，由实

验室制备；SPF 级 ICR 雄性小鼠，体重 22~25 g，购自

长春市亿斯实验动物技术有限责任公司，合格证号：

SCX（吉）2016-0004。 

1.2  主要试剂 

对乙酰氨基酚（APAP），购于美国 Sigma 公司；

水飞蓟素，购自于上海瀚鸿科技股份有限公司；丙氨

酸氨基转移酶（ALT）、天门冬氨酸氨基转移酶（AST）、
超氧化物歧化酶（SOD）的活性、还原型谷胱甘肽

（GSH）和丙二醛（MDA）测试盒，苏木素-伊红染色

液（HE），Hoechst 33258 染色试剂盒均购于南京建成

生物工程研究所；生理盐水购自长春豪邦药业公司。 

1.3  主要仪器 

BP211D 型十万分之一电子天平，北京赛多利斯天

平有限公司；Elx800 型酶标仪，美国 Bio-Rad 公司；

5430R 冷冻离心机，美国 LUNAR 公司；YZ-875 超净

工作台，苏州净化设备厂；KQ5200 型超声波清洗器，

昆山市超声仪器公司；FSH-2A 可调高速匀浆机，常州

金坛良友仪器有限公司。 

1.4  方法 

1.4.1  桦褐孔菌总三萜（TIO）制备 
取桦褐孔菌干燥子实体粗粉适量，经二氯甲烷水

浴回流提取、除杂、减压回收溶剂，浓缩，挥干溶剂

得到干膏。干法上样，采用硅胶柱色谱分离，以石油

醚:乙酸乙酯=8:2 等度洗脱，点板合瓶分成 Fr1-Fr7 组

分，组分 Fr2 采用石油醚:乙酸乙酯=9:1~8:2 梯度洗脱，

点板合瓶，合并出 5 个组分为 Fr 2-1~Fr 2-5，同时纯化

得到 3β-羟基羊毛甾-8,24-二烯-21-醛、桦褐孔菌醇和白 
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桦脂醇。对 Fr5 组分采用中压柱色谱分离，以石油醚:
乙酸乙酯=6:4等度洗脱，得到5个组分为Fr 5-1~Fr 5-5，
同时纯化得到羊毛甾醇；对组分 Fr 5-3 正相硅胶柱色

谱层析，以石油醚:乙酸乙酯=8:2~6:4 梯度洗脱，得到 3
个组分，同时纯化得到麦角甾醇。将五个成分按一定

配比成 TIO，用 0.5%羧甲基纤维素钠混悬至规定浓度，

待小鼠灌胃使用。 
1.4.2  动物分组及处理 

将小鼠随机分成 6 组，每组 8 只。表 1 为动物实

验设计，空白组与模型组小鼠分别给予 0.5%羧甲基纤

维素钠溶液，水飞蓟素组与 TIO 干预组小鼠分别按照

剂量 50 mg/kg、15 mg/kg、30 mg/kg 和 60 mg/kg 连续 7 
d 灌胃给药，末次给药后，空白组小鼠注射 0.9%的生

理盐水，除空白组小鼠外均一次性腹腔注射 300 mg/kg 
APAP 制造肝损伤模型。24 h 后小鼠眼球取血，血液室

温凝结 1 h 后，4000 r/min 离心 15 min，留取上清供血

清指标检测。切取一部分肝脏组织溶于 0.9%氯化钠中

制成肝匀浆用于氧化应激水平检测，另取相同部位的

肝组织固定在 4%多聚甲醛中，用于肝组织切片观察病

理变化，其余部分立即冻存在-80 ℃冰箱。 
表1 动物实验设计 

Table 1 Animal experiment design 
分组 药物类型 

空白组 羧甲基纤维素钠 

模型组 300 mg/kg 

水飞蓟素组 50 mg/kg 

TIO 低剂量组 15 mg/kg 

TIO 中剂量组 30 mg/kg 

TIO 高剂量组 60 mg/kg 

1.4.3  免疫器官指数检测 
取小鼠肝脏和脾脏称重记录，计算脏器指数。肝

脏（脾脏）指数=肝脏（脾脏）质量/体质量。 
1.4.4  血清指标检测 

小鼠进行眼球取血，静置离心后留取上清液，按

照试剂盒的操作说明测定检测 ALT、AST 酶活力。 
1.4.5  氧化应激指标检测 

取-80 ℃冻存的小鼠肝组织，置于冰上解冻后，加

入生理盐水，制备匀浆，留取上清液，按照 SOD、GSH
和 MDA 试剂盒的操作说明书测定相关指标。 
1.4.6  HE 染色检测肝组织病变 

将肝组织浸入 4%多聚甲醛溶液，24 h 后修整，石

蜡包埋，切成 5 μm 切片，脱蜡至水，按 HE 染色步骤

进行染色，光学显微镜观察肝组织病理变化。 
1.4.7  Hoechst 33258 染色检测肝细胞凋亡 

从每组中随机选择三个肝组织，切成 5 μm 切片，

按 Hoechst 33258 染色步骤进行染色。静置 3~5 min 后

用 PBS 洗涤三次。用荧光淬灭封片液封片，避光烘干

后于荧光显微镜下观察细胞核凋亡情况。 
1.4.8  统计学处理 

采用单因素方差分析（ANOVA）对数据进行分析，

使用 Graphpadprism 5.0 创建结果数据图表。p<0.01 或

p<0.05，具有显著性，被认为具有统计意义。 

2  结果与讨论 

2.1  对小鼠体重和器官指数的影响 

动物脏器重量、脏器指数作为动物实验中常用的

重要基础数据，一定程度上可以反映药物对脏器的影

响或损伤程度[10]。如表 2 所示，各组小鼠的初始体重

差异不明显。给药一周后，模型组小鼠的肝脏指数为

72.37、脾脏指数 6.56，与空白组肝指数 62.52、脾脏指

数 4.80 相比有明显差异（p<0.05），说明 APAP 能够使

小鼠发生肝、脾肿胀现象。与模型组相比，加入 TIO
干预与水飞蓟素治疗后可以降低小鼠肝脏和脾脏指

数。表明不同质量浓度 TIO 对小鼠 APAP 急性肝损伤

均具有一定疗效。因此选择 15、30、60 mg/kg 作为 TIO
低、中、高剂量进行干预治疗。 

 
表2 桦褐孔菌三萜对小鼠体重与器官指数的影响 

Table 2 Effects of TIO on body weights and organ indices in mice (x±s, n=8) 

组别 剂量/(mg/kg) 初始体重/g 最终体重/g 肝指数 脾指数 
空白组 - 19.13±0.77 27.71±1.57 62.52±2.68* 4.80±0.15* 

模型组 300 19.12±0.72 26.32±2.37 72.37±2.69 6.56±1.47 

水飞蓟素组 50 19.06±0.61 26.61±2.90 63.86±3.27* 5.16±0.57* 

TIO 低剂量组 15 19.06±0.59 26.09±1.9 68.49±3.35* 6.46±0.96 

TIO 中剂量组 30 19.16±0.57 26.80±2.17 67.32±6.78* 5.51±0.51* 

TIO 高剂量组 60 19.48±0.55 26.37±3.35 64.82±2.95* 5.43±0.59* 

注：“*”表示与模型组相比较有显著差异（p<0.05）。 
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表3 血清生化指标结果 

Table 3 Serum biochemical index results 

血清生化指标 空白组 模型组 水飞蓟素组 TIO 低剂量组 TIO 中剂量组 TIO 高剂量组

ALT/(U/L) 5.66±0.79** 13.54±0.82 6.88±2.17 11.98±1.17 9.64±0.54** 8.38±0.85** 

AST/(U/L) 7.62±0.86** 16.39±1.01 9.82±0.69 13.67±0.71 11.74±0.99** 11.13±0.98**

注：“**”表示与模型组相比较有极显著性差异（p<0.01）。 

表4 氧化应激指标结果 

Table 4 Oxidative stress index results 

氧化指标 空白组 模型组 水飞蓟素组 TIO 低剂量组 TIO 中剂量组 TIO 高剂量组

MDA/(pmol·mg-1 pro) 16.39±0.72** 34.90±1.37 20.83±1.16 30.31±0.78 20.71±1.51** 22.15±12.08**

GSH/(U·mg-1 pro) 147.44±6.83** 93.90±4.94 133.93±4.68 105.81±6.57 112.35±6.05 126.28±6.58* 

SOD/(U·mg-1 pro) 636.31±36.67** 510.62±26.73 600.51±9.57 559.57±11.33 605.25±6.44* 628.39±23.51**

注：“*”表示与模型组相比较有显著性差异（p<0.05）；“**”表示与模型组相比较有极显著性差异（p<0.01）。 

2.2  TIO 对小鼠血清生化指标的影响及氧化应

激指标的影响 

血清中 ALT、AST 属于药物性肝损伤的生物标志

物[11,12]，AST 和 ALT 是检测肝功能最重要、最敏感的

指标，其活性的高低直接反映了肝脏受损的程度[13]。

正常状态下 ALT 和 AST 存在于肝细胞浆中，当过量服

用 APAP 后，当体内的毒性产物不能及时排除体外，

与肝组织内的蛋白质结合，引起肝细胞受损，AST 和

ALT 会从肝脏渗漏到细胞外间隙血液中，从而导致二

者血清浓度急剧升高。表 3 所示，空白组小鼠血清 ALT
和 AST 分别是 5.66 U/L、7.62 U/L，而模型组小鼠血清

中的含量显著上升到 13.54 U/L、16.39 U/L，说明小鼠

APAP 型肝损伤造模成功。水飞蓟素组和 TIO 干预组小

鼠血清 ALT 和 AST 活性与模型组相比均降低，且 TIO
高剂量组效果最好，显著降低血清中 ALT 和 AST 活力

至 8.38 U/L 和 11.13 U/L，最高降低了 47.56%，说明

TIO 能够减轻或阻断由过氧化引起的肝细胞膜损伤导

致的肝细胞坏死，从而达到降低 ALT 和 AST 效果。 
氧化应激也是药物引起肝毒性的最常见原因[14,15]。

在 APAP 过量时，大量的 NAPQI 产生会耗尽肝脏中主

要产生的 GSH[16]，当 GSH 消耗殆尽时肝脏失去清除自

由基作用，肝脏新陈代谢受到影响。所以 GSH 的含量

直接反映了自由基损耗细胞的程度[17]。MDA 是一种膜

脂过氧化物的产物[18,19]，通过测定 MDA 的含量可以了

解膜脂过氧化程度，可以间接测定膜系统受损程度。

SOD 是保护活性氧反应的重要的酶，可以反映机体过

氧化损伤程度[20]。通过测定小鼠肝组织中 SOD、GSH
和 MDA 的活性，进而初步确定药物是否具有肝保护作

用。表 4 可见，模型组小鼠肝脏 SOD 活性为 510.62 

U/(mg pro)、GSH 活性为 93.90 U/(mg pro)；TIO 干预组

相比于模型组，SOD、GSH 活性均显著升高，且 TIO
高剂量组 SOD 活性效果最好，其活性升高为 628.39 
U/(mg pro)，最高升高了 49.34%。与模型组相比，TIO
干预组与水飞蓟素组 MDA 含量均显著降低，且 TIO
中剂量干预组效果最好，减少至 20.71 pmol/(mg pro)，
最高降低了 72.23%。说明 TIO 能够通过增强 SOD 及

GSH 的活性，减少细胞膜脂质过氧化产物 MDA 的含

量，促使肝细胞的抗氧化能力增强，从而抵御脂质过

氧化，降低肝细胞受损程度，达到保肝护肝的目的。 

  

  

  
图1 TIO对 APAP致急性肝损伤小鼠肝组织病理变化的影响

（×100） 

Fig.1 Effect of TIO on the pathological changes of liver tissue in 

mice with acute liver injury induced by APAP (×100) 

注：a：空白组；b：模型组；c：水飞蓟素组；d：TIO 低

剂量组；e：TIO 中剂量组；f：TIO 高剂量组。下同。 
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图2 TIO对 APAP致急性肝损伤小鼠肝组织凋亡的影响（×400） 

Fig.2 Effect of TIO on liver tissue apoptosis in mice with acute 

liver injury induced by APAP (×400) 

2.3  TIO 对小鼠对小鼠肝组织病理学和肝细胞

凋亡的影响 

肝组织的病理学检查同样是肝损伤诊断的有效手

段，对于肝损伤有鉴别诊断及早期准确的评估肝损伤

至关重要。APAP 是目前应用最广泛的解热镇痛药物，

长期或过量服用会引起严重的肝损伤，主要表现为肝

坏死，以肝脏小叶中央型坏死最为常见[21,22]，将六组肝

脏组织切片进行 HE 染色。结果如图 1 所示，正常小鼠

肝脏可见清晰的肝小叶结构，肝细胞排列整齐致密，

细胞索呈放射状排列在中央静脉周围；模型组肝组织

结构破坏，肝小叶结构不清晰，肝细胞水肿明显，部

分肝细胞有明显的点状和灶状坏死，紊乱等典型病理

特征。进一步证实了 APAP 诱导的急性肝损伤模型建

立成功。相比于模型组，经不同浓度 TIO 干预及水飞

蓟素保护后，肝细胞状态有所恢复，肝脏结构较清楚，

少量细胞点状坏死，肝细胞水肿明显减轻。TIO 高剂量

组与水飞蓟素组比较，无明显差异，说明 TIO 能显著

改善小鼠肝细胞变性和坏死，其治疗效果较好。 

同时为了确定 TIO 是否能缓解 APAP 诱导的肝细

胞凋亡，我们采用 Hoechst 33258 染色观察肝细胞凋亡

的程度。如图 2 所示，空白组小鼠的肝细胞核形态完

整，整齐排列，轮廓清晰，染色质均匀并轻微染色。

然而，模型组中可以清楚的观察到大面积，高密度的

蓝色凋亡肝细胞且分布不均，细胞核缩小，呈不规则

状，且有较强荧光团出现。与模型组相比，用 TIO 不

同浓度连续干预 7 d 处理后，细胞凋亡数量明显减少，

荧光团明显减弱，且随 TIO 浓度增加，肝细胞凋亡情

况明显改善。TIO 高剂量组与水飞蓟素组比较，无明显

差异，说明 TIO 能明显抑制 APAP 引起的肝细胞损伤

凋亡。 

3  结论 

综上所述，TIO 可以明显减轻 APAP 引起的急性

肝损伤，对肝脏及其功能有一定的保护作用，在给予

不同剂量 TIO 干预后，血清生化指标 ALT 和 AST 均

显著性降低；同时 TIO 高剂量干预组升高小鼠肝组织

中的氧化应激指标 SOD 和 GSH 含量，降低 MDA 含

量；TIO 干预后肝组织细胞坏死和紊乱现象明显改善，

肝细胞凋亡数量明显减少。其机制可能通过减轻氧化

应激和抑制凋亡有关。因此对桦褐孔菌总三萜作为一

种具有潜力的护肝功能食品原料的研究有重要意义。 
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