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轮叶党参皂苷对二乙基亚硝胺致肝细胞
DNA损伤的保护作用

郑春姬1，俞 星1,2，韩春姬1,2,*
(1.延边大学医学院，吉林 延吉 133002；2.延边大学食品研究中心，吉林 延吉 133002)  

摘  要：目的：探讨轮叶党参皂苷(Codonopsis lanceolata saponin，CLS)对二乙基亚硝胺(DEN)致肝细胞DNA损伤的保护作

用，为开发肝癌化学预防剂提供参考依据。方法：将50只小鼠随机分为5组：阴性对照组(每日灌胃蒸馏水10mL/(kg·d))，

DEN组(隔日腹腔注射DEN 20mg/kg)，CLS高、中、低剂量组(每日分别灌胃CLS 200、100、50mg/(kg·d)，同时隔日腹腔

注射DEN 20mg/kg)，连续给药6周。采用单细胞凝胶电泳技术分别对肝细胞DNA损伤进行分析，用比色法测定肝组

织中丙二醛(MDA)含量、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)和超氧化物歧化酶(SOD)活力。 结果：CLS对DEN引起小鼠

体质量增长抑制作用没有明显的改善作用。CLS 3个剂量组的彗星尾长、彗星长、尾矩、Olive尾矩及尾DNA百分

率均显著低于单纯DEN组(P＜0.05)，各剂量组DNA损伤程度均低于DEN组(P＜0.05)。CLS高剂量组肝组织SOD活

性明显高于DEN组，CLS高、中剂量组肝组织GSH-Px活性明显高于DEN组(P＜0.01)，CLS 3个剂量组肝组织匀浆中

MDA含量均显著低于DEN组(P＜0.01)，且呈剂量依赖性减少。结论：轮叶党参皂苷对DEN致小鼠肝细胞DNA损伤

有一定的保护作用。
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Protective Effect of Codonopsis lanceolata Saponin on DNA Damage in Liver Cells Induced by Diethylnitrosamine
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Abstract：Objective: To explore the preventive effect of total saponin (CLS) from Codonopsis lanceolata on DNA damage 
in liver cells induced by diethylnitrosamine (DEN), and provide a reference for chemical prevention of liver cancer. Methods: 
Fifty mice were randomly divided into five groups including negative control group (intragastric administration of distilled 
water), DEN group (DEN 20 mg/kg by intraperitoneal injection every other day), and high, middle and low dose groups 
(CLS 200, 100 mg/(kg·d) and 50 mg/(kg·d) by intragastric administration every day, DEN 20 mg/kg by intraperitoneal 
injection every other day). The treatments were lasted for 6 weeks. DNA damage of liver cells were analyzed by a single cell 
gel electrophoresis technique, the content of malondialdehyde (MDA), the activities of glutathione peroxidase (GSH-Px) and 
superoxidedismutase (SOD) in liver tissues were determined by colorimentry. Results: CLS had no significant improvement 
for mice on the inhibition of body weight. Comet tail length, comet length, tail moment, Olive tail moment and tail DNA (%) 
of three CLS dose groups were significantly lower than those of DEN group (P ＜ 0.05), DNA damage of each CLS dose 
group was significantly lower than that of DEN group (P ＜ 0.05). SOD activity of CLS high dose group was significantly 
higher than that of DEN group (P ＜ 0.01), GSH-Px activities of CLS high and middle groups were significantly higher than 
that of DEN group (P ＜ 0.01), the contents of MDA in three CLS dose groups were significantly lower than that of DEN 
group in a dose-dependent manner (P ＜ 0.01). Conclusion: Codonopsis lanceolata saponin has obvious protective effects 
against DNA damage in mouse liver cells induced by DEN.
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原发性肝癌成为世界第5个最常见的恶性肿瘤，在人

类癌症中占5.6%[1] ，也是我国最常见的恶性肿瘤之一。

尽管目前对肝癌的主要治疗方法采取手术措施，肝癌死亡

率仍很高。因此，研究肝癌发生早期阶段的预防剂是非常

必要的，尤其是选用天然无毒的化学预防剂是国内外学

者重视的课题。轮叶党参(Codonopsis lanceolata)又名山海

藻，属于桔梗科党参属植物，广泛分布于中国、韩国、朝

鲜、日本等地。轮叶党参主要是作为山野菜食用，未见任

何毒副作用。现代药理学研究表明，轮叶党参提取物具有

抗氧化、抗衰老、抗突变、抗肿瘤、抗疲劳以及提高机

体免疫力等作用[2-5]。本实验室前期的研究结果表明，轮

叶党参提取物具有显著的预防化学性肝损伤的作用[6-7]。

最近的研究结果表明，轮叶党参经活性酵母发酵后，其抗

氧化活性明显增强[8]，但有关轮叶党参对化学致癌物二乙

基亚硝胺(DEN)的早期肝脏损伤的保护作用尚未见报道。

本实验旨在探讨发酵轮叶党参皂苷(Codonopsis lanceolata 
saponin，CLS)对DEN致小鼠肝脏氧化损伤的保护作用，

以期能为肝癌化学预防剂的开发提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

轮叶党参采集自长白山。轮叶党参采用活性酵母发

酵，CLS的制备方法同俞星等[9]的报道。

雄性SPF级KM小鼠50只，体质量20～22g，由延边

大学实验动物科提供，在本研究室IVC系统中饲养并进行

实验。

DEN 日本半井化学药品株式会社；正常熔点琼脂

糖(normal melting point agarose，NMPA)、低熔点琼脂糖

(low melting agarose，LMPA) 美国Promega公司；溴化

乙啶(ethidium bromide，EB)、二甲亚砜(DMSO)、Triton 

X-100 美国Sigma公司；超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱

甘肽过氧化物酶(GSH-Px)、丙二醛(MDA)试剂盒 南京

建成生物工程研究所。 

1.2 仪器与设备

DYY-6B型电泳仪 北京市六一仪器厂；CK-43荧

光倒置显微镜 日本Olympus公司；DY89-Ⅱ电动玻璃

匀浆机 宁波新芝生物科技股份有限公司；彗星图像分

析软件(CASP version 1.2.3b1，从http://casplab.com获取) 。

1.3 方法

1.3.1 动物分组及处理

雄性SPF级KM小鼠50只，适应性喂养3d，然后随机分为

阴性对照组、单纯DEN组(隔日腹腔注射DEN 20mg/kg)及CLS

高、中、低3个剂量组(灌胃剂量200、100、50mg/(kg·d)，同

时隔日腹腔注射DEN 20mg/kg)。连续6周，每天记录各组

体质量变化情况。

1.3.2 制备肝细胞悬液

处死动物后取小鼠肝组织，用冰冷的磷酸盐缓冲液

(PBS)清洗，剪碎，加少量PBS液，在匀浆器中将组织研

碎。200目铜网过滤，1000r/min离心10min，弃上清液。

用冰冷PBS液洗涤细胞2次，用冰冷PBS液调整细胞数目

为105～107个/mL。

1.3.3 单细胞凝胶电泳实验

按传统方法[10]略加修改，用24孔培养板盖取代载玻

片，采用两层铺胶法。第1层胶：0.5%正常熔点琼脂糖

100μL，待凝固；第2层胶：制备好的细胞混悬液5μL和

0.6%低熔点琼脂糖45μL迅速混匀后铺于第1层胶上面，待

凝固。铺胶后迅速移入4℃冰箱，使其凝固。在4℃条件

下裂解、解旋、电泳、中和，溴化乙锭染色后尽快在荧

光显微镜下观察。以上步骤均避光、低温操作，避免额

外的DNA 损伤。每个样品观察100个细胞，显微摄像拍

照，用CASP软件分析彗星图像[11]。

1.3.4 肝组织中丙二醛(MDA)含量、谷胱甘肽过氧化物

酶(GSH-Px)和超氧化物歧化酶(SOD)活力含量测定

每只小鼠取200mg左右的肝组织，用冷生理盐水冲

洗、拭干、称质量、剪碎，置玻璃匀浆器中，加冷生

理盐水，匀浆，制成10%的组织匀浆液，4000r/min离心

10min，取上清液待测。SOD、GSH-Px活性及MDA含量

测定严格按照试剂盒说明书操作。

1.3.5 统计学分析

用SPSS17.0软件进行数据分析，体质量变化的比较

采用单因素方差分析，组间比较采用LSD-t检验，损伤分

级的比较采用K-W秩和检验，损伤程度与药物剂量间的

相关性采用Kendall等级相关分析方法。

2 结果与分析

2.1 小鼠一般体征的变化

实验组分别腹腔注射DEN，同时灌胃不同浓度的

CLS。连续观察6周后，所有受试小鼠活动正常，均未见

毛色、饮食、大小便等异常，无死亡发生。

2.2 小鼠体质量增长的变化
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图 1 各组小鼠体质量的变化

Fig.1 Change in body weight of mice from different groups
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由图1可知，实验第3～5周，单纯DEN组小鼠体质

量增长显著低于阴性对照(P＜0.05)，CLS高、中、低3个

剂量组小鼠体质量增长与DEN组比较，其差异无统计学

意义，第6周，所有实验组小鼠体质量无明显差异，表明

CLS在DEN引起小鼠体质量增长受抑制过程中，未起到

明显的改善作用。

2.3 对DEN致肝细胞DNA损伤的影响

表 1 轮叶党参皂苷对DEN诱导小鼠肝细胞DNA损伤的影响(x±s，
n=10)

Table 1 Effect of CLS on DNA damage induced by DNE in mouse liver 

(x±s，n=10)

组别 尾长/μm 彗星长/μm 尾矩 Olive尾矩 尾DNA/%

阴性对照组 12.98±9.60 98.60±27.06 1.82±3.51 3.23±4.58 7.81±12.61

DEN组 68.02±14.10* 148.54±19.70* 23.06±16.42* 20.61±8.82* 32.91±18.76*

CLS低剂量组 50.85±12.49# 140.75±29.68# 14.06±13.36# 14.44±9.29# 26.93±20.23#

CLS中剂量组 48.59±17.63# 123.89±24.93# 11.49±10.19# 12.27±7.21# 26.95±20.85#

CLS高剂量组 42.67±10.04# 117.87±13.64# 11.65±9.15# 10.21±5.58# 21.97±17.75#

注：*. 与阴性对照组比较，有显著性差异(P ＜ 0.05) ；#. 与 DEN 组比较，有

显著性差异(P ＜ 0.05) ；Δ.与 CLS 中剂量组比较，有显著性差异(P ＜ 0.05)。

表 2 同。

由表1可知，DEN组的彗星实验5个指标(尾长、彗

星长、尾矩、Olive尾矩及尾DNA百分率)均显著高于阴

性对照组(P＜0.05)。高、中、低3个剂量组的彗星实验5

个指标均显著低于单纯DEN组(P＜0.05)。给予CLS的3个

剂量组彗星尾长、彗星长及Olive尾矩与CLS存在剂量依

赖性，但尾矩和尾DNA含量与给药剂量不呈剂量依赖关

系，提示彗星实验中用尾长、彗星长及Olive尾矩3个指标

代表DNA损伤程度比尾矩和尾DNA含量指标更为敏感。

表 2 各组DNA损伤等级比较

Table 2 Comparison of DNA damage grades in different groups

组别 正常(＜20μm) Ⅰ级损伤(20～40μm) Ⅱ级损伤(40～60μm) Ⅲ级损伤(60～80μm) Ⅳ级损伤(≥80μm)

阴性对照组 70 30 0 0 0

DEN组* 0 0 30 58 12

CLS低剂量组# 0 21 60 15 4

CLS中剂量组# 0 36 32 28 4

CLS高剂量组# 0 42 55 3 0

由表2可知，单纯DEN组DNA损伤等级与阴性对照

组比较，有显著性差异(P＜0.05)，即DEN组的DNA损伤

程度高于阴性对照组。给予CLS的3个组DNA损伤程度均

低于DEN组，有显著性差异(P＜0.05)，且给予CLS的各

剂量组DNA损伤分级以Ⅰ级和Ⅱ级为主，单纯DEN组的

DNA损伤分级以Ⅲ级为主，药物剂量与损伤程度间的相

关系数τ为－0.403(P＜0.01)。

2.4 SOD、GSH-Px活性和MDA含量变化

由表3可知，DEN组肝组织匀浆中SOD、GSH-Px

活性显著低于阴性对照组(P＜0.01)；CLS高剂量组肝组

织SOD活性明显高于DEN组，CLS高、中剂量组肝组织

GSH-Px活性极显著高于DEN组(P＜0.01)；并随着药物

浓度的增高，小鼠肝组织匀浆中GSH-Px活性也随之增

高。DEN组肝组织匀浆中MDA含量极显著高于阴性对照

组(P＜0.01)；轮叶党参总皂苷高、中、低3个剂量组肝组

织匀浆中MDA含量极显著显低于DEN组(P＜0.01)，并呈

剂量依赖性减少。

表 3 各组小鼠肝组织中SOD、GSH-Px活性及MDA含量比较(x±s，
n=10)

Table 3 Comparison of SOD, GSH-Px activity and MDA content in 

liver tissues of mice from different groups (x±s，n=10)

组别
SOD活力/
(U/mg pro)

MDA含量/
(nmol/mg pro)

GSH-Px活力/
(U/mg pro)

阴性对照组 80.59±9.41 1.51±0.36 9.89±0.52

DEN组 72.45±3.19** 2.44±0.35** 6.72±0.52**

CLS低剂量组 77.12±6.47 1.96±0.21## 7.24±0.54

CLS中剂量组 76.54±3.93 1.86±0.37## 7.58±0.64##

CLS高剂量组 79.89±5.71## 1.48±0.27## 8.85±0.82##

注：**. 与阴性对照组比较，有极显著性差异(P＜ 0.01)；#. 与 DEN 组比较，

有极显著性差异(P＜ 0.01)。

3 讨 论

本实验应用改良的单细胞凝胶电泳技术，采用24

孔细胞培养板的板盖铺胶，不易脱片，操作简便，速度

快，耗材用量少；荧光染色均匀，背景清晰无杂质，彗

星图片质量很高。非常适合于大量样本的分析。

本研究结果表明在给予DEN第3～5周，小鼠体质量

增长明显低于正常对照组，给予CLS未能改善体质量增

长，这可能是本实验中所采用的DEN剂量在诱发肝硬变

早期对小鼠毒性比较大，以至于CLS对其体质量的影响

不能起到明显的改善作用。但从实验结果中看到，DEN

模型组和3个CLS组小鼠体质量在实验第6周时继续呈上

升趋势，因此对CLS对DEN染毒小鼠体质量增长的影响

有待于今后进一步延长给药时间，观察期长期的效果。

DEN被公认为自然界的强致癌物，且DEN诱发小鼠肝

癌模型，其特点为诱癌成功率高，肝细胞所占比例大[12]，

且其诱发的肿瘤多为肝细胞癌，与人肝细胞癌相似[13-14]。

DEN诱发大鼠肝癌的过程要经过3个阶段，即肝硬变前期

(1～8周)、肝硬变期(8～14周)、癌变期(14～20周)[15]。本

实验结果表明，小鼠给予DEN 20mg/kg连续6周，肝组织

抗氧化酶活性显著下降，过氧化物堆积，肝细胞DNA出

现明显的损伤，表明以小鼠作为实验模型，6周时出现肝

脏损伤的变化。

DEN在肝细胞内通过细胞色素CYP2E1亚型代谢而

形成活性氧(ROS)，后者对机体产生氧化应激
[16]
，ROS与

有些细胞成分(包括脂质、蛋白、DNA、碳水化合物、硫

醇及其他低分子质量抗氧化剂)结合，引起大分子氧化，

最终导致病理改变
[17]

，进入肝癌的启动阶段。在DEN诱

发肝癌的早期，如果降低体内过多的自由基水平，可以
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抑制或消除肝癌的启动及发展。体内氧自由基的增加可

以引起细胞膜脂质过氧化，进而引起细胞核中的DNA受

损。MDA作为脂质过氧化终产物，能反映机体内脂质过

氧化程度。本研究结果表明，单纯给予DEN的小鼠肝细

胞DNA严重受损，而同时给予CLS的各个剂量组DNA损

伤程度明显减轻，且呈剂量依赖性，表明在化学致癌物

作用于机体的早期使用CLS，可以有效控制致癌物的肝

癌启动阶段，进而达到预防肝癌的目的。本研究结果表

明，DEN诱发小鼠肝癌的早期肝组织MDA水平显著提

高，给予CLS的各个剂量组MDA水平明显低于单纯DEN
组，表明CLS在体内通过清除DEN代谢过程中产生的过

多的自由基，保护肝细胞DNA受损。

SOD是一种广泛存在于生物体内、具有清除氧自由

基的功效，能够平衡机体的氧自由基，避免体内超氧阴

离子自由基的过度积累。GSH-Px是一种广泛存在于体内

的过氧化物分解酶，能清除体内过多的脂质过氧化物，

因此，SOD和GSH-Px在体内协同作用，防止脂质过氧

化及其代谢产物对机体的损害。本研究结果表明，给予

小鼠腹腔注射DEN的同时给予CLS，高剂量组的SOD和

中、高剂量组的GSH-Px活性显著的提高，表明CLS保护

SOD和GSH-Px两大抗氧化酶，清除由DEN代谢过程中产

生的过多的自由基和过氧化物，从而保护了细胞膜的完

整性，阻止DNA的损伤。

刘婷婷等 [8]证明发酵轮叶党参乙醇提取物在体外具

有很强的清除DPPH自由基能力，其作用强于未发酵轮叶

党参， Kim等[3]证明轮叶党参乙醇提取物和正丁醇提取物

在体外实验中具有很强的还原能力、清除DPPH自由基能

力，并认为轮叶党参提取物是直接抗氧化剂。因此，推

测CLS对DEN诱发小鼠肝细胞DNA损伤的保护作用除了

通过保护SOD、GSH-Px酶活性而清除自由基和过氧化物

的途径外，还可能是通过CLS自身的直接抗氧化和清除

自由基作用来实现的。
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