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五味子、黄芪混合多糖的提取及对小鼠急性 
酒精性肝损伤的保护作用

孙 卉，苑荣爽，李 贺，张宇航，师继超，陈建光，王春梅*
（北华大学药学院，吉林 吉林 132013）

摘  要：目的：优化五味子、黄芪混合多糖的提取工艺，并探讨其对急性酒精所致小鼠肝损伤的保护作用。方

法：采用正交试验优化水提醇沉法提取五味子、黄芪混合多糖，将40 只小鼠随机分为空白对照组（CON）和空

白对照＋五味子黄芪多糖治疗组（CON＋SAP）、肝损伤模型组（MOD）、肝损伤模型＋五味子黄芪多糖治疗

组（MOD＋SAP）。SAP组小鼠每日灌胃给予五味子黄芪混合多糖100 mg/kg，CON组和MOD组给予同体积蒸馏

水，连续30 d。末次给药后1 h，MOD组和MOD＋SAP组小鼠灌胃给予50%酒精12 mL/kg，CON组和CON＋SAP
组灌胃给予同体积蒸馏水。16 h后取血与肝脏，计算各组小鼠的肝脏指数，测定小鼠血清中谷丙转氨酶（alanine 
aminotransferase，ALT）和谷草转氨酶（aspartate aminotransferase，AST）的水平，并测定肝组织中的甘油三酯

（triglyceride，TG）、微量还原型谷胱甘肽（glutathione，GSH）和丙二醛（malondialdehyde，MDA）的含量，

苏木精-伊红染色法观察肝脏病理学变化。结果：五味子、黄芪混合多糖最佳提取工艺为料液比1∶45（g/mL）、 

提取时间3 h、提取温度1 0 0 ℃；与酒精性肝损伤模型组比较，五味子、黄芪混合多糖可降低小鼠肝脏 

指数（P＜0.05），降低血清中ALT和AST水平（P＜0.05），升高肝组织GSH含量（P＜0.01），并显著降低肝组织

MDA和TG含量（P＜0.05），改善肝脏病理学变化。结论：五味子、黄芪混合多糖对小鼠急性酒精性肝损伤具有一

定的保护作用。
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Extraction of Polysaccharides from Mixed Fructus Schisandrae and Radix Astragali and Their Protective  

Effects on Acute Liver Injury Induced by Alcohol in Mice

SUN Hui, YUAN Rongshuang, LI He, ZHANG Yuhang, SHI Jichao, CHEN Jianguang, WANG Chunmei*
(School of Pharmacy, Beihua University, Jilin 132013, China)

Abstract: Objective: This study aimed to optimize the extraction of polysaccharides from mixed Fructus Schisandrae and 

Radix Astragali (SAP) and to examine their protective effects on alcohol-induced acute liver injury in mice. Methods: An 

orthogonal array design was applied to optimize SAP extraction by water extraction and alcohol precipitation. A total of 40 

mice were randomly divided equally into normal control (CON) group, CON + SAP group, liver injury model (MOD) group 

and MOD + SAP group. The mice in the SAP-treated groups were intragastrically administered with 100 mg/kg SAP, and 

those in the CON and MOD groups were administered with an equal volume of distilled water for 30 days in the same way. 

Fifty percent ethanol (12 mL/kg) was orally given to the mice in the MOD and MOD + SAP groups at 1 hour after the last 

administration, and those in the CON and CON+SAP group were given an equal volume of distilled water intragastrically. 

Sixteen hours later, blood and liver samples were collected for the calculation of liver indexes of the mice in each group and 

the detection of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) levels in serum as well as the contents 

of reduced glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) and triglyceride (TG) in liver tissues. Hematoxylin-eosin staining 

(HE) was performed to observe pathological changes of liver tissues. Results: The optimum conditions for SAP extraction 

were determined as follows: solid-to-liquid ratio, 1:45; extraction time, 3 h; and temperature, 100 ℃. Compared with the 

alcohol-induced liver injury model, SAP significantly reduced the liver index in mice (P < 0.05) and the levels of ALT and 

AST in serum (P < 0.05), elevated the content of GSH (P < 0.01), significantly reduced the contents of TG and MDA in liver 
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tissues (P < 0.05), and improved the pathological changes of liver tissues. Conclusions: SAP could have a protective effect 

on alcohol-induced acute liver injury in mice.
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长期饮酒容易引起酒精性肝病，严重危害身体健康[1]。

常见的保肝药有很多种类，中草药中的五味子作为传统

保肝药，具有降酶、促进肝再生、抗脂质过氧化、利

胆、抗疲劳和增强免疫功能等作用[2-3]。目前的研究多集

中在五味子木脂素类成分，而多糖是从五味子干燥成熟

果实中提取出来的含有五味子总多糖的混合物[4]，在五味

子中高达20%[5]。研究表明，五味子多糖药理活性强、毒

性低，在护肝降酶、提高免疫、抗疲劳、抗衰老、抗肿

瘤等方面具有显著的作用和广泛的应用前景[6-10]。黄芪的

药用历史悠久，应用广泛，多糖为其主要药效成分，具

有提高人体免疫功能、增强巨噬细胞活性、双向调节血

糖等作用[11]。有药理研究表明，黄芪多糖具有明显的减

轻酒精性肝损伤作用[12]。本研究在中医理论的指导下，

通过五味子的滋肾敛阴，黄芪的补气健脾，研究两药混

合多糖的提取工艺以及对急性酒精性肝损伤的保护作

用，为进一步的开发利用提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与实验动物

五味子 吉林省集安五味子种植基地；中药饮片黄芪

（批号20140701-1） 河北祁新中药颗粒饮片有限公司； 

谷丙转氨酶（alanine aminotransferase，ALT，批号

20150724）、谷草转氨酶（aspartate aminotransferase，
A S T ，批号 2 0 1 5 0 6 2 5 ）、微量还原型谷胱甘肽

（glutathione，GSH，批号20150723）及甘油三酯

（triglyceride，TG，批号20150728）4 种测定试剂盒 

南京建成生物工程研究所；丙二醛（malondialdehyde，
MDA）检测试剂盒（批号 20150726） 上海碧云天生物

技术有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

清洁级健康ICR小白鼠，雄性，体质量（20±2）g，
由长春亿斯实验动物研究中心提供，许可证号为SCXK-
（吉）2012-0005，合格证号为0007195。实验室条件：

室温20～25 ℃，分笼饲养，饲料充足，饮水不限，适应

环境5 d后用于实验。

1.2 仪器与设备

JY92-IID超声波细胞粉碎机 宁波新芝生物科技股

份有限公司；KDM调温电热套 山东鄄城华鲁电热仪

器有限公司；旋转蒸发器 上海申生科技有限公司；

Eppendorf AG小型台式冷冻离心机、721B 型分光光度计  
上海第三分析仪器厂；Infinite M200酶标仪 瑞士Tecan
集团公司。

1.3 方法

1.3.1 五味子、黄芪混合多糖提取工艺

取五味子、黄芪药材→粉碎→水提取→抽滤→浓缩→ 

醇沉→干燥→称质量得粗多糖→溶解→稀释→苯酚-浓硫

酸法测定含量→计算多糖质量浓度

1.3.2 单因素试验

多糖提取工艺中涉及 3   个关键条件即料液比

（1∶10、1∶20、1∶30、1∶40、1∶50（g/mL））、提取温

度（70、80、90、100 ℃）、提取时间（1、2、3、4、
5 h），因此本研究针对这3 个条件分别做单因素试验。

1.3.3 正交试验设计

通过单因素试验结果结合文献资料，进行正交试验

设计，因素与水平如表1所示。

表 1 正交试验因素与水平设计

Table 1 Factors and their levels used in orthogonal array design

水平
因素

A料液比（g/mL） B提取时间/h C提取温度/℃

1 1∶35 3 90
2 1∶40 4 100
3 1∶45 5 95

1.3.4 多糖提取率及含量测定

五味子、黄芪样品质量的比例为1∶3，多糖提取率计

算如式（1）所示：

/% 100 （1）

准确称取5 mg无水葡萄糖稀释到5 mL，再取0.5 mL
稀释到10  mL制成0 .05  mg /mL的标准溶液，分别取
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0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 mL补水至2 mL，加

1.0 mL 5%苯酚溶液，混匀，加入5 mL浓硫酸，充分振

摇2 min，80 ℃水浴15 min，冷却，488 nm波长处测定吸

光度，以吸光度Y为纵坐标，质量浓度X（mg/mL）为横

坐标，绘制标准曲线，得回归方程：y=15.076x＋0.465
（R²=0.998 8），以此曲线测定并计算所提粗多糖中的多

糖含量。

1.3.5 动物实验分组与处理

4 0 只小鼠随机分成 4   组，分别为空白对照组

（CON）、空白对照＋五味子黄芪多糖治疗组（CON＋ 

SAP）、酒精性肝损伤模型组（MOD）、肝损伤模型＋

五味子黄芪多糖治疗组（MOD＋SAP）。常规饲料喂

养，自由饮水。CON＋SAP组和MOD＋SAP组小鼠每日

灌胃给予五味子黄芪混合多糖100 mg/kg，CON组和MOD
组每天灌胃给予同体积蒸馏水，连续30 d。末次给药1 h
后，MOD组和MOD＋SAP组小鼠分别灌胃给予50%酒精

12 mL/kg，CON组和CON＋SAP组给予同体积蒸馏水，

禁食，不禁水。16 h后，各组小鼠分别摘眼球取血，分

离血清，分装入EP管，－80 ℃冻存。断髓处死小鼠，迅

速剖腹取出肝脏，于冷的生理盐水中洗净血液，滤纸吸

干，称取肝脏质量，计算肝脏指数，如式（2）所示。

剪下肝左叶置于10%甲醛溶液中固定，待做肝病理检

查。取肝组织加入9 倍量的生理盐水于冰水浴中制成组

织匀浆，离心后取上清液，冻存。采用酶法测定血清中

AST、ALT水平及肝组织中的GSH、TG、MDA含量，具

体方法参照试剂盒说明书。

/% 100 （2）

1.4 统计学分析

采用SPSS 19.0软件进行统计学处理，数据均以 ±s
表示，多组间比较用单因素方差分析方法，两组间比较

采用最小显著差t检验，P＜0.05有显著性差异。

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果

2.1.1 料液比对五味子、黄芪混合多糖提取率的影响
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图 1 料液比对混合多糖提取率的影响

Fig. 1 Effect of solid-to-liquid ratio on the yield of SAP

分别选取料液比1∶10、1∶20、1∶30、1∶40、1∶50
（g/mL），提取温度90 ℃，提取时间2 h进行浸提，抽

滤，75%醇沉，干燥，称质量，计算提取率，观察料液

比对浸提效果的影响。由图1可知，五味子、黄芪混合

多糖的提取率随溶剂用量的增大而增加，当料液比在

1∶40之后时，提取率下降，因此选取料液比为1∶40较为

合适。

2.1.2 提取时间对五味子和黄芪混合多糖提取率的影响
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图 2 提取时间对混合多糖提取率的影响

Fig. 2 Effect of extraction time on the yield of SAP

分别选取时间1、2、3、4、5 h，提取温度为90 ℃，

料液比1∶40（g/mL），进行浸提，抽滤，75%醇沉，干

燥，称质量，计算提取率，观察提取时间对浸提效果的影

响。如图2所示，随着提取时间的延长，混合多糖提取率增

加，4 h后增加趋于平缓，因此选择最佳提取时间为4 h。
2.1.3 提取温度对五味子和黄芪混合多糖提取率的影响
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图 3 提取温度对混合多糖提取率的影响

Fig. 3 Effect of temperature on the yield of SAP

分别选取温度 7 0、 8 0、 9 0、 1 0 0  ℃，料液比 

1∶40（g/mL），时间4 h，观察温度对浸提效果的影响。

如图3所示，随着温度的升高，多糖提取率增加，因此确

定最佳提取温度为100 ℃。

2.2 正交试验结果

综合单因素试验结果，选择提取温度100 ℃、提取

时间4 h与料液比1∶40（g/mL）3 个因素的较优水平，按

L9（33）设计进行正交试验，结果见表2和表3。
由表3可知，3 个因素对多糖含量的影响顺序为提

取温度＞料液比＞提取时间，方差分析结果表明，料液

比与提取温度对提取的多糖含量有一定的影响，提取

时间的影响不显著。综合考虑，选取的最佳工艺条件为

A3B1C2，即料液比1∶45、提取时间3 h、提取温度100 ℃。
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表 2 五味子、黄芪混合多糖提取正交试验结果

Table 2 Orthogonal array design with experimental results

试验号 A料液比
B提取
时间

C提取
温度

提取率/% 多糖含量/
（mg/mL）

1 1 1 1 13.51 56.18

2 1 2 2 16.96 64.44

3 1 3 3 12.67 53.26

4 2 1 2 17.08 68.69

5 2 2 3 15.24 54.94

6 2 3 1 17.35 51.35

7 3 1 3 14.62 62.32

8 3 2 1 16.73 57.35

9 3 3 2 17.21 71.92

K1 173.88 187.19 164.88

K2 174.98 176.73 205.05

K3 191.59 176.53 170.52

k1 57.96 62.40 54.96

k2 58.33 58.91 68.35

k3 63.86 58.84 56.84

R 5.9 3.56 13.39
主次顺序 C＞A＞B
优组合 A3B1C2

表 3 方差分析

Table 3 Analysis of variance

来源 离差平方和 自由度 均方 F值 F0.05（2,2） P值
A料液比 65.638 5 2 32.819 2 14.877 0 19 ＜0.05

B提取时间 24.787 5 2 12.393 7 5.618 1 19
＜0.05C提取温度 315.306 6 2 157.653 3 71.464 6 19

误差 4.412 1 2 2.206 0 

2.3 五味子、黄芪混合多糖对小鼠急性酒精性肝损伤的

影响

2.3.1 各组小鼠体质量和肝脏指数

表 4 各组小鼠体质量和肝脏指数（x±s，n＝10）

Table 4 Body weights and liver indexes of mice in different groups  

(x  ± s, n = 10)

分组 剂量/（mg/kg） 体质量/g 肝脏质量/g 肝脏指数/%

CON 33.80±2.10 1.54±0.18 4.55±0.36
CON＋SAP 100 34.44±3.32 1.55±0.19 4.50±0.49

MOD 33.67±3.64 1.73±0.20a 5.15±0.52a

MOD＋SAP 100 33.70±3.83 1.60±0.19 4.74±0.40c

注：a.与CON和CON＋SAP组比较，差异显著（P＜0.05）；b.与CON和
CON＋SAP组比较，差异极显著（P＜0.01）；c.与MOD组比较，差异显
著（P＜0.05）；d.与MOD组比较，差异极显著（P＜0.01）。下同。

由表4可知，与CON组比较，MOD组小鼠体质量未

见明显变化，而肝脏质量和肝脏指数均明显增大，差异

显著（P＜0.05），说明灌胃给予50%酒精后对小鼠肝

组织造成了损伤，引起肝组织水肿。与MOD组相比， 

MOD＋SAP组小鼠的体质量无明显差异，而肝脏质量及

肝脏指数均有所下降。五味子黄芪多糖对正常小鼠体质

量及肝脏质量均无明显影响。

2.3.2 各组小鼠血清中ALT和AST水平

由表5可知，与CON组比较，模型组小鼠血清AST和

ALT水平均显著增高（P＜0.05或P＜0.01），说明小鼠

一次性灌胃50%酒精可引起小鼠肝细胞损伤。与MOD组

比较，MOD＋SAP组小鼠血清中ALT、AST水平均显著

下降（P＜0.05），提示其对酒精诱导的小鼠肝损伤具有

一定的保护作用。而五味子黄芪多糖对正常小鼠血清中

ALT和AST水平均无明显影响。

表 5 各组小鼠血清中ALT和AST水平（x±s，n＝10）

Table 5 Activities of serum ALT and AST in different groups  

(x  ± s, n = 10)

分组 剂量/（mg/kg） ALT/（U/L） AST/（U/L）
CON 6.94±1.15 10.55±1.64

CON＋SAP 100 6.62±1.30 9.93±1.81
MOD 20.08±4.09b 15.95±2.12a

MOD＋SAP 100 14.01±3.15c 11.65±1.98c

2.3.3 各组小鼠肝组织中GSH、MDA和TG的含量

表 6 各组小鼠肝组织中GSH、MDA和TG的含量（x±s，n＝10）

Table 6 Levels of GSH,TG and MDA in liver tissue in different groups 

(x  ± s, n = 10)

分组
剂量/

（mg/kg）
GSH/

（μmol/g pro）
MDA含量/

（nmol/mg pro）
TG含量/

（mmol/g pro）
CON 17.97±2.12 7.50±2.04 0.63±0.19

CON＋SAP 100 18.21±2.45 7.62±1.94 0.60±0.12
MOD 15.24±2.28a 14.48±4.71a 1.42±0.77b

MOD＋SAP 100 21.59±4.60d 8.42±2.85c 0.89±0.26c

由表6可知，与CON组比较，MOD组小鼠肝组织中

GSH水平显著降低（P＜0.05）、MDA和TG含量均显著

升高（P＜0.05或P＜0.01），表明酒精致肝损伤小鼠肝

脏抗氧化能力降低，氧化应激增强，肝组织中脂质含量

增加。与MOD组比较，MOD＋SAP组小鼠肝组织中GSH
含量明显升高（P＜0.01），MDA和TG含量均有显著性

降低（P＜0.05），提示小鼠肝脏的氧化应激状况得以改

善，脂类物质含量下降。而五味子黄芪多糖对正常小鼠

肝组织中GSH、MDA和TG含量水平均无明显影响。

2.3.4 各组小鼠肝组织病理形态变化

A BA B

C DC D

A. CON组；B. CON＋SAP组；C. MOD组；D. MOD＋SAP组。

图 4 各组小鼠肝组织病理形态（苏木精-伊红染色，×200）

Fig. 4 Liver pathomorphology in different groups (HE staining, × 200)
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由光学显微镜结果显示，CON组小鼠的肝细胞排列

整齐，大小正常，细胞核大而圆，核质均匀分布，无水

肿、变性、坏死、无炎症细胞浸润等现象（图4A）。

MOD组小鼠肝组织中肝索排列不规则，整个肝细胞胞浆

疏松化，表明小鼠急性酒精性肝损伤模型建立成功（图

4C）。MOD＋SAP组小鼠肝细胞排列整齐，整个肝细胞

胞浆疏松化明显减轻，表明五味子黄芪多糖对小鼠酒精

性肝损伤预防治疗有效（图4D）。

3 讨 论

五味子为木兰科植物五味子的果实，传统中医理

论研究表明五味子具有益气生津、补肾养心、收敛固涩

之功效，实验证明五味子能降酶护肝，可用于治疗慢性

肝炎[13]。黄芪具有补气固表、利水消肿、脱毒生肌等功

效，研究表明黄芪对中毒性肝损伤有保护作用，能增强

机体的免疫功能，有助于肝炎恢复[14]。两药合用无配伍

禁忌，且可同时发挥肝脏保护作用。

近年来，对植物多糖的研究越来越广泛，其抗肿瘤、

抗病毒、抗氧化、增强免疫力等多种生物活性日益受到重

视[15]。多糖是五味子和黄芪的主要活性成分，然而关于两

药的多糖成分并未得到很好的研究开发和利用。本研究采

用正交试验考察料液比、提取时间、提取温度对五味子、

黄芪混合多糖含量的影响并优选出了提取工艺。经直观分

析和方差分析确定了五味子、黄芪混合多糖最佳提取工艺

为料液比1∶45、提取时间3 h、提取温度100 ℃。

为了探讨五味子、黄芪混合多糖对肝损伤有保护作

用，本实验采用50%酒精一次性灌胃建立小鼠急性酒精性

肝损伤模型[16]，因AST和ALT是肝细胞内的主要功能酶，

是肝细胞损害的敏感性指标，故小鼠血中AST和ALT水平

的高低可判断其肝细胞损伤的程度[17]。本研究MOD组小

鼠血清中AST和ALT水平均高于CON组，加之病理结果

显示MOD组小鼠整个肝细胞胞浆明显疏松化，表明小鼠

急性酒精性肝损伤动物模型制备成功，五味子、黄芪混

合多糖可使肝损伤小鼠血清中AST和ALT水平明显降低，

肝细胞病理恢复正常，显示出良好的肝损伤保护作用。

机体摄入大量酒精后，酒精经过酶类代谢时，产生大

量的氧自由基，消耗很多还原性保护物质如GSH，引起脂

质过氧化反应，导致肝损伤[18-19]，因此GSH含量的多少是

衡量机体抗氧化能力大小的重要因素[20]，而脂质过氧化反

应的最终代谢产物MDA[21]，可破坏细胞膜结构，导致细

胞肿胀坏死[22]，MDA的含量可以反映过氧化损伤和细胞

受损的程度[23-25]。本实验中MOD组小鼠肝组织中MDA水

平升高、GSH水平降低，而五味子、黄芪混合多糖治疗显

著降低了肝组织MDA水平，升高了GSH水平，对抗自由

基脂质过氧化反应，阻止肝细胞脂质过氧化，维持细胞质

膜的正常结构，保护肝细胞免受损伤。酒精还可以使三羧

循环和脂肪酸氧化受阻从而影响脂肪代谢，致使脂肪在肝

细胞内沉积，大量蓄积可能导致病变。本实验中MOD组

小鼠肝组织中TG水平显著升高，五味子、黄芪多糖治疗

使TG水平均显著降低，改善了小鼠肝脏的脂肪代谢。

综上所述，本研究通过正交试验优选了五味子、黄

芪混合多糖的提取工艺，并发现其对酒精诱导的急性肝

损伤具有显著的保护作用，其作用机制可能与抗自由基

脂质过氧化反应及改善肝脏脂质代谢有关，这些结果为

五味子、黄芪的进一步开发利用提供了理论依据。
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