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虎杖提取物对 CCl4诱导建鲤损伤肝细胞生化指标的影响 
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摘 要：为探明虎杖对鱼类损伤肝细胞是否具有修复作用，分离建鲤肝细胞，设 6个试验组：I组(空白对照组)；

II组(CCl4模型组)；III组(800 μg/mL虎杖提取物对照组)；IV组(造模前 200、400、800 μg/mL虎杖提取物处理组)；

V组(造模后 200、400、800 μg/mL虎杖提取物处理组)；VI组(造模前、后 200、400、800 μg/mL虎杖提取物处理

组)。各组细胞经处理后继续培养 12 h，收集肝细胞培养液，检测上清培养液中丙氨酸转氨酶(GPT)、天冬氨酸转

氨酶(GOT)、乳酸脱氢酶(LDH)、超氧化物歧化酶(SOD)等酶活性，丙二醛(MDA)含量及肝细胞的存活率。结果表

明：III组肝细胞培养液中 GOT、GPT、LDH、SOD、MDA值及细胞存活率与 I组相比无明显变化(P＞0.05)，说

明 800 μg/mL虎杖提取物没有细胞毒性，可用于后续试验；与 II组相比，IV组中 800 μg/mL虎杖提取物处理组的

效果优于其他 2个浓度组，可以极显著降低培养液中 GOT值(P<0.01)，显著降低培养液中 GPT、LDH值(P<0.05)，

显著提高肝细胞的存活率(P<0.05)，而MDA含量和 SOD值差异无统计学意义(P＞0.05)；与 II组相比，V组中 400 

μg/mL虎杖提取物效果优于其他 2个浓度组，可以极显著降低培养液中 GOT值(P<0.01)，显著降低培养液中 LDH

值(P<0.05)，显著提高肝细胞的存活率(P<0.05)，但 GPT 值、MDA 含量、SOD 的差异无统计学意义(P＞0.05)；

与 II组相比，VI组中 800 μg/mL虎杖提取物效果优于其他 2个浓度组，能极显著降低培养液中 GOT、GPT、LDH

在肝细胞中的释放(P<0.01)，显著降低培养液中 MDA 含量(P<0.05)，显著提高肝细胞的存活率(P<0.05)。综合以

上结果，以 VI组中 800 μg/mL的虎杖提取物效果最好，能有效抑制 CCl4所造成的肝细胞损伤，其机制可能与其

抗氧化作用有关。 
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Abstract: To investigate whether Polygonum cuspidatum (PCE) has remedy effects on injured fish liver，primary 

hepatocytes were isolated from Jian carp and randomly divided into six groups: group I (blank control), group II (treated 

with CCl4), group III (treated with 800 μg/mL PCE), IV (treated with 200, 400 or 800 μg/mL PCE before CCl4 treatment), 

group V(treated with 200, 400 or 800 μg/mL PCE after CCl4 treatment), group VI(treated with 200, 400 or 800 μg/mL 

PCE before and after CCl4 treatment), 12 h after treatment, culture medium of hepatocytes were collected to determinate 

the activity of alanine aminotransferase (GPT), aspartate aminotransferase (GOT), lactic acid dehydrogenase(LDH), 

superoxide dismutase (SOD), the content of malondialdehyde (MDA) and the cell viability of hepatocytes in each group. 
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The results showed that in group III，GOT, GPT, LDH, SOD, MDA and cell viability had no obvious change compared 

with the group I (P＞0.05)，indicating 800 μg/mL PCE had no cell toxicity and can be used for further testing. In group 

IV, the remedy effect of 800 μg/mL PCE was better than the other two concentrations, which very significantly decreased 

the activity of GOT in culture medium (P<0.01); significantly decreased the activity of GPT and LDH (P<0.05); and 

significantly increased the cell livability of hepatocytes (P<0.05), compared with the group II, but the difference in the 

content of MDA and the activity of SOD were not statistically significant (P＞0.05). In group V, the effect of 800μg/mL 

PCE was better than the other concentrations, which could very significantly decrease the activity of GOT in culture 

medium (P<0.01); significantly decrease the activity of LDH (P<0.05); significantly increase the cell viability (P<0.05), 

compared with the group II, but the difference in the content of MDA and the activity of GPT were not statistically 

significant (P＞0.05). In group VI, the effect of 800 μg/mL PCE was better than the other concentrations, which very 

significantly decreased the release of GOT, GPT, LDH in hepatocytes (P<0.05)；significatntly decreased the content of 

MDA (P<0.05); significantly increased the cell viability of hepatocytes (P<0.05), compared with the group II. It is 

concluded that 800 μg/ml PCE in group VI had the best effect, which could effectively protect the primary hepatocytes 

against CCl4 induced injury, which was possibly associated to its anti-oxidative activity. 

Key words: Cyprinus carpio var. Jian; Polygonum cuspidatum extract; hepatocytes; CCl4 

 

近年来，随着水产养殖规模的不断扩大，鱼类

肝胆综合症频繁发生。目前认为主要由环境污染、

滥用药物、饲料配比不合理等造成。如果肝损伤得

不到及时有效的治疗，会造成鱼类的大量死亡，给

养殖户造成巨大经济损失。由于现阶段还没有治疗

此病的有效药物，养殖户通常在鱼类饲料中长期低

剂量添加一些抗生素类药物，如四环素、土霉素、

利福平、异烟肼、磺胺类等[1–3]来进行预防和治疗。

虽然这些药物在一定程度上能缓解肝损伤程度，但

由于抗生素的长期使用会对鱼类的肝、胆、肾等产

生损害作用，同时也会造成药物在鱼体内残留以及

产生耐药性；因此，选用、开发具有解毒护肝、疏

肝理气、促进肝细胞再生的中药来防治鱼类肝病具

有重要意义。 

虎杖(Polygonum cuspidatum)为蓼科植物，虎杖

的根茎含有多种药理活性成分，具有护肝、抗菌、

抗病毒、抗肿瘤的作用[4–6]。张斌等[7]运用虎杖清肝

汤治疗慢性乙型肝炎，结果显示，虎杖清肝汤对慢

性乙型肝炎有较好的临床疗效和抗肝纤维化作用。

虎杖对鱼类是否有保肝、护肝作用目前还不清楚。

笔者以分离培养的建鲤肝细胞为实验材料，用四氯

化碳(CCl4)构建鱼类的肝损伤模型，从细胞水平上

探究虎杖提取物对 CCl4 所造成的肝细胞损伤的影

响，旨在为鱼类保肝药物的开发提供参考依据。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

1.1.1 供试鱼 

试验所用建鲤取自中国水产科学研究院淡水

渔业研究中心渔场，体质健康、无伤，规格基本一

致，在循环水系统中驯养 1周。 

1.1.2 试剂和仪器 

虎杖提取物购自南通四海植物精华有限公司；

L–15培养基、HBSS溶液、链霉素/青霉素购于美国

SIGMA 公司；胎牛血清(FBS)和细胞培养板购于

GIBCO公司；0.25%胰蛋白酶–EDTA消化液购于美

国 SIGMA公司；CCl4(分析纯)购于国药集团化学试

剂有限公司；GPT、GOT、LDH、MDA和 SOD测

定试剂盒购于南京建成生物工程研究所科技有限

公司；细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒(WST–1)购

自碧云天生物技术研究所；723 分光光度计购自上

海欣茂仪器有限公司；酶标仪 MK3 购于美国

Thermo公司。 

1.2 方 法 

1.2.1 建鲤肝细胞的分离和培养 

无菌采取建鲤肝脏，放入含双抗的 HBSS溶液

漂洗、修剪，加入约为剪碎组织 5倍体积的胰蛋白
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酶消化液[8–9]，27 ℃水浴下消化 15~20 min后，用

孔径 74 μm过滤网过滤，滤液以 1 200 r/min 离心

10 min，用 HBSS溶液洗 3 次。弃上清，加入含体

积分数 10%胎牛血清的L–15培养基制成细胞悬液，

分别接种于 24孔培养板和 96孔培养板中，27 ℃、

5%(体积分数)CO2 条件下培养，备用。 

1.2.2 肝细胞处理及分组 

将 96 孔板和 24 孔板中的建鲤肝细胞培养 24 h 

后，弃掉上清，换用含 CCl4 或不同浓度虎杖提取物

的 L–15 培养基进行培养，观察虎杖提取物对 CCl4

所致肝细胞损伤的修复作用。具体分组情况为： 

空白对照组(I组)：不用任何药物处理，具体做

法为肝细胞用 L–15培养基培养 8 h后，再换用新

鲜的 L–15培养基继续培养 4 h，然后从 24孔板收

集上清液。 

CCl4造模组(II组)：肝细胞用L–15培养基培养

8 h后，再换用含8 mmol/L CCl4的L–15培养基继续

培养4 h，然后从24孔板收集上清液。 

虎杖提取物对照组(III组)：肝细胞用L–15培养

基培养8 h后，换用含800 μg/mL虎杖提取物的L–15

培养基继续培养4 h，然后从24孔板收集上清液。 

造模前虎杖提取物处理组(IV组)：肝细胞用

L–15培养基培养4 h后，换用含虎杖提取物(200、

400、800 μg/mL)的L–15培养基继续培养4 h，再换

用含8 mmol/L CCl4的L–15培养基培养4 h，然后从

24孔板收集上清液。 

造模后虎杖提取物处理组(V组)：肝细胞用 

L–15培养基培养4 h后，换用含8 mmol/L CCl4的

L–15培养基培养4 h，再换用含虎杖提取物(200、

400、800 μg/mL)的L–15培养基继续培养4 h，然后

从24孔板收集上清液。 

造模前、后虎杖提取物处理组(VI组)：肝细胞用

含虎杖提取物(200、400、800 μg/mL)的L–15培养基

培养4 h后，换用含8 mmol/L CCl4的L–15培养基培养

4 h，再换用含虎杖提取物(200、400、800 μg/mL)的

L–15培养基继续培养4 h，然后从24孔板收集上清液。 

以上每个试验组肝细胞取自 4 尾鱼，每尾鱼 4

个重复孔。以上从 24 孔板各组收集的上清液用于

生化指标检测。 

1.2.3 细胞活力的检测 

对 96 孔培养板中各组细胞进行活力检测：每

孔加入 10 μL WST–1继续孵育 2 h，在 450 nm波长

处，用酶联免疫检测仪测定各孔光吸收值，并记录

结果。细胞存活率=处理组的 A450 nm/I组的 A450 nm。 

1.2.4 生化指标测定 

参照试剂盒说明书测定肝细胞培养液中的生

化参数，包括丙氨酸转氨酶(GPT)、天冬氨酸转氨

酶(GOT)、乳酸脱氢酶(LDH)、超氧化物歧化酶(SOD)

活力等和丙二醛(MDA)含量。 

1.2.5 数据统计分析 

试验数据采用 SPSS16.0进行处理。 

2 结果与分析 

2.1 建鲤原代肝细胞的存活率 

建鲤肝细胞的分离方法有很多，主要有组织块

法、机械分散法、酶消化法和二步灌流法等，但常

用的方法是酶消化法，且一般多应用胰蛋白酶来进

行消化。本试验成功用胰蛋白酶消化法对建鲤肝细

胞进行了分离，细胞存活率在 95%以上，同时用含

体积分数为 10%胎牛血清的L–15培养基进行培养，

细胞生长状况良好；因此，用胰蛋白酶消化法获得

的建鲤肝细胞可以用于模型的构建和药理研究。 

2.2 虎杖提取物对建鲤肝细胞存活率的影响 

由表 1可以看出，经过 CCl4处理的Ⅱ组细胞的

存活率下降明显，与对照 I 组相比，差异显著

(P<0.05)。与 II组相比，IV组质量浓度为 800 μg/mL

虎杖提取物处理能显著提高建鲤细胞的存活率

(P<0.05)；V 组中质量浓度为 400 μg/mL 虎杖提取

物处理能显著提高建鲤肝细胞的存活率(P<0.05)；

VI组中质量浓度 200 μg/mL和 800 μg/mL虎杖提取

物处理能显著提高建鲤肝细胞的存活率(P<0.05)。

比较而言，以 800 μg/mL虎杖提取物组效果较好，

而虎杖提取物对照组(III)与Ⅰ组相比无明显变化。 
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表 1 不同质量浓度虎杖提取物对建鲤肝细胞存活率

的影响 
Table 1 Effects of PCE on the cell viability of primary hepatocytes 

in different groups  

组别 质量浓度/(μg·mL–1) 肝细胞存活率/% 

I  (100.00±1.23)a 

Ⅱ   (66.20±3.77)b 

III 800  (99.71±2.29)a 

IV 200  (78.02±5.14)ab 

 400  (75.42±3.50)ab 

 800  (86.87±3.22)a 

V 200  (76.79±6.73)ab 

 400  (88.84±2.23)a 

 800  (76.86±7.83)ab 

VI 200  (88.86±5.62)a 

 400  (71.21±8.06)ab 

 800  (89.66±5.10)a 
 
 
 

2.3 虎杖提取物对建鲤肝细胞培养液中GOT活性

的影响 

由表 2 可以看出，Ⅱ组细胞经 CCl4处理后的

GOT 活性值升高明显，与 I 组相比，差异极显著
(P<0.01)。加入 3 种不同浓度的虎杖提取物后，3
个处理组均出现了 GOT 活性值下降的现象，与造
模 II组相比，IV组中 200 μg/mL和 400 μg/mL虎杖
提取物处理能显著降低 GOT 活性(P<0.05)，800 
μg/mL 虎杖提取物处理能极显著降低 GOT 活性值 
(P<0.01)；与 II组相比，V组中 400 μg/mL虎杖提
取物处理能极显著降低 GOT 活性值(P<0.01)，800 
μg/mL 虎杖提取物处理能显著降低 GOT 活性值 
(P<0.05)；与 II组相比，VI组中 200 μg/mL虎杖提
取物处理能显著降低 GOT 活性值(P<0.05)，800 
μg/mL 虎杖提取物处理能极显著降低 GOT 活性值 
(P<0.01)。综合分析后发现，以 VI组中 800 μg/mL
的虎杖提取物处理降低 GOT活性的效果较好，与 I
组最接近，而 III组与Ⅰ组相比无明显变化。 

表 2 虎杖提取物对建鲤肝细胞培养液中 GOT、GPT、LDH、SOD、MDA 变化的影响 
Table 2 Effects of PCE on the activity of GOT, GPT, LDH, SOD and content of MDA in primary hepatocyte culture medium 

组别 
虎杖提取物质量

浓度/(μg·mL–1) 
   GOT/(U·L–1) GPT/(U·L–1) LDH/(U·L–1) SOD/(U·L–1) MDA/(nmol·mg–1) 

I  (9.13±0.95)A (8.76±1.11)A (357.46±24.34)A (12.28±1.35)a (0.86±0.04)a 

Ⅱ   (29.05±1.34)Ba (19.95±2.42)Ba (672.29±34.52)Ba (7.72±1.01)b (1.44±0.09)b 

Ⅲ 800  (7.15±0.43)A (8.31±2.12)A (352.48±23.43)A (11.93±0.90)a (0.77±0.02)a 

IV 200  (16.36±0.61)b (14.72±0.98)ab (570.81±53.23)ab (13.02±0.84)a (1.03±0.04)ab 

 400  (14.21±0.72)b (12.78±1.08)ab (438.23±23.47)b (11.48±0.57)a (1.12±0.03)ab 

 800  (12.05±0.83)A (10.83±1.32)b (442.65±37.23)b (8.71±0.93)ab (1.38±0.07)b 

V 200  (21.89±0.94)ab (17.32±0.78)ab (513.56±24.28)ab (9.62±0.99)ab (0.97±0.07)a 

 400  (12.46±0.76)A (15.23±0.91)ab (427.39±43.02)b (11.01±1.00)ab (1.09±0.08)ab 

 800  (15.91±0.94)b (11.33±1.09)b (498.34±29.38)ab (11.57±1.11)a (1.51±0.03)b 

VI 200  (14.11±1.18)b (15.23±0.65)ab (492.82±31.540)ab (10.23±0.52)ab (0.98±0.03)a 

 400  (18.32±0.54)ab (12.89±1.56)ab (374.74±34.90)A (9.59±0.62)ab (1.59±0.05)b 

 800  (10.77±0.88)A (9.72±0.89)A (362.64±28.47)A (12.48±0.97)a (0.82±0.07)a 
 

2.4 虎杖提取物对建鲤肝细胞培养液中 GPT 活性

的影响 

由表 2可以看出，Ⅱ组细胞经 CCl4处理后 GPT
活性值升高明显，与 I组相比，差异极显著(P<0.01)；
加入不同浓度的虎杖提取物后，3 个处理组中 800 
μg/mL 的虎杖提取物处理均能显著降低 GPT 活性
值，与 II 组相比差异显著(P<0.05)；3 个处理组中
以 VI组 800 μg/mL的虎杖提取物处理降低 GPT活

性的效果较好，与 I组最接近，而 III组与 I组相比
无明显变化。 

2.5 虎杖提取物对建鲤肝细胞培养液中 LDH 活性

的影响 

由表 2 可以看出，Ⅱ组细胞经 CCl4处理后的

LDH活性值升高明显，与空白对照 I组相比，差异
极显著(P<0.01)。加入 3 种不同浓度的虎杖提取物
后，3个处理组均出现了 LDH活性值下降的现象：
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在 IV组中，400 μg/mL和 800 μg/mL虎杖提取物处
理能显著降低 LDH 活性值，与 II 组相比差异显著
(P<0.05)；在 V 组中，400 μg/mL 虎杖提取物处理
能显著降低 LDH 活性值，与 II 组相比差异显著
(P<0.05)；在 VI组中，400 μg/mL和 800 μg/mL虎
杖提取物处理也能显著降低 LDH 活性值，与 II 组
相比差异极显著(P<0.01)。综合分析得出，以 VI组
中 800 μg/mL的虎杖提取物降低 LDH活性的效果
较好，与 I组最接近， III组与 I组间差异无统计学
意义。 

2.6 虎杖提取物对建鲤肝细胞培养液中SOD活性

的影响 

由表 2 可以看出，Ⅱ组细胞经 CCl4处理后的

SOD活性值下降明显。加入 3种不同浓度的虎杖提
取物处理后发现，在 IV组中 200、400 μg/mL虎杖
提取物处理均可以显著提高 SOD 活性值，与 II 组
相比差异显著(P<0.05)；V 组中质量浓度为 800 
μg/mL 的虎杖提取物与 VI 组中相同浓度的虎杖提
取物处理均能显著提高 SOD 活性值，与 II 组相比
差异显著(P<0.05)，但以 VI 组中质量浓度为 800 
μg/mL 的虎杖提取物处理提高 SOD 活性的效果较
好，与 I组最接近，III组与Ⅰ组相比无明显变化。 

2.7 虎杖提取物对建鲤肝细胞培养液中MDA含量

的影响 

由表 2 可以看出，Ⅱ组细胞经 CCl4处理后的

MDA值升高明显，与空白对照 I组相比，差异显著
(P<0.05)。加入不同浓度的虎杖提取物处理后，IV
组中 MDA 值与Ⅱ组相比变化不明显，但随着虎杖

提取物浓度的增加，MDA 含量呈增加的趋势；V
组中 200 μg/mL 的虎杖提取物处理可以显著降低
MDA值，与Ⅱ组相比差异显著(P<0.05)；VI组中，
200、800 μg/mL的虎杖提取物处理均可以显著降低
MDA值(P<0.05)，但以 VI组中 800 μg/mL的虎杖
提取物处理降低 MDA 含量的效果最好，与 I 组最
接近，而 III组与Ⅰ组相比无明显变化。 

3 结论与讨论 

与 CCl4处理组比较，虎杖提取物 3个处理组中
肝细胞的存活率均有不同程度的提高，这说明虎杖

提取物具有促进受损肝细胞恢复、保护肝细胞的作

用。而虎杖提取物处理 III 组中细胞存活率与空白
对照Ⅰ组相比无明显变化，说明虎杖提取物本身对

肝细胞不产生毒性作用或毒性很小。 
关于 CCl4的损伤机制，目前普遍认为是自由基

的形成及引发的链式过氧化反应[10–13]，破坏了生物

膜结构的完整性，引起膜通透性增高，最终导致肝

细胞死亡。肝细胞受损后，转氨酶会从肝细胞内溢

出，导致细胞外 GOT、GPT 水平增高，故 GOT、
GPT 是判断肝损伤的重要标志。LDH 广泛分布于
机体组织细胞的胞质内，当肝细胞受到损伤后，其

含量也会升高。关于 CCl4致肝细胞损伤的研究，报

道的对象多为人、小鼠、大鼠[14–18]，而在鱼类方面

未见有相关报道。研究人员发现，在 CCl4致人或大

鼠肝细胞损伤的模型组中，GOT、GPT活性值明显
升高，与正常对照组相比，差异极显著(P<0.01)。
在本研究中，经过 CCl4造模后，GOT、GPT、LDH
的活性值均明显升高，说明肝细胞损伤模型的制备

是成功的。本实验结果与亢泽春、罗霄山等利用

CCl4致人或大鼠肝细胞损伤后的 GOT、GPT 活性
值变化情况相符[17–18]。将 3种不同浓度的虎杖提取
物处理建鲤肝细胞后，肝细胞培养液中 GOT、GPT、
LDH的活性值均降低，但以造模前、后 800 μg/mL
虎杖提取物处理的效果最好，能降低 CCl4对肝细胞

造成的损伤，对建鲤肝细胞有一定的保护作用。 
SOD是机体中重要的抗氧化酶，其活性值变化

在一定程度上反映了机体抗氧化能力的高低。而

MDA 是脂质过氧化物的产物，其含量变化则在一
定程度上反映了受自由基攻击的情况。在本实验

中，CCl4造模后，由于建鲤肝细胞膜受损，通透性

增加[19–20]，导致肝细胞中MDA含量显著上升，SOD
活性显著下降，使建鲤肝细胞处于氧化应激状态，

这说明MDA、SOD可能参与了 CCl4在建鲤肝细胞

中的代谢解毒过程，以抵抗 CCl4对肝细胞所造成的

损伤。待加入 3 种不同浓度的虎杖提取物后，3 个
处理组中 MDA含量出现不同程度的降低，其中以
虎杖提取物前、后处理组中 800 μg/mL的处理降低
MDA的效果最好，说明 800 μg/mL虎杖提取物可
以明显抵抗 CCl4 脂质过氧化，对肝细胞有修复作

用。3个处理组中SOD活性值出现不同程度的升高，
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其中以 800 μg/mL 虎杖提取物提高 SOD 活性的效
果最好。 
综上所述，造模前、后虎杖提取物处理组修复

损伤肝细胞的效果明显好于造模前处理组和造模

后处理组，3个试验浓度中以 800 μg/mL的虎杖提
取物作用效果略好于其他 2个浓度的效果。虎杖提
取物能明显提高建鲤肝细胞的抗氧化功能，降低氧

自由基和脂质过氧化物的产生，保护细胞膜结构与

功能的完整，减轻 CCl4对建鲤肝细胞造成的损害，

因此，虎杖提取物可以作为一种鱼类保肝药物，用

来防治鱼类肝损伤。 
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