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刺梨果汁对拘束负荷诱发小鼠肝损伤的保护作用

于丽伟, 王聪智, 何蓉蓉*

(暨南大学 中药及天然药物研究所,广东 广州 510632)

摘 要: 研究新鲜刺梨果汁和刺梨胶原饮料对拘束负荷诱发小鼠肝损伤的保护作用。将雄性昆明

种小鼠分为正常对照组、应激模型组、刺梨果汁组,刺梨胶原饮料组, 每天灌胃给药一次,连续 7 d,

最后一次给药 30 m in 后模型组和给药组给予一次性拘束负荷 18 h。检测小鼠血浆谷丙转氨酶

( ALT)水平、抗氧化能力指数( ORAC)、肝组织丙二醛( MDA )含量、超氧化物歧化酶( SOD)活性、

谷胱甘肽( GSH )含量以及刺梨果汁和胶原饮料的体外抗氧化水平。结果与应激模型组相比,刺梨

果汁及胶原饮料明显降低小鼠血浆 ALT 水平和肝组织中 MDA 含量, 改善血浆 ORAC及肝组织

SOD活性。其中,刺梨胶原饮料还能显著提高肝组织 GSH 含量。此外, 体外实验结果证明刺梨果

汁及胶原饮料均显示一定的抗氧化活性。刺梨果汁和刺梨胶原饮料对拘束负荷诱发的小鼠肝损

伤具有一定的保护作用,其作用机制可能部分来自于清除自由基和抑制脂质过氧化过程。
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Protective Effect of Rosa roxburghii Tratt Drink Against Liver Injury

in Mice Loaded with Restraint Stress

YU Li w ei, WANG Cong zhi, HE Rong rong*

( Institute of T raditional Chinese Medicine and Natural Products, Ji'nan Univ ersity , Guangzhou 510632, China)

Abstract:OBJECT IVE T o invest igate the protect ive ef fect o f Rosa r oxbur ghii Trat t juice( 100%

raw juice) and Rosa roxburghi i T rat t co llag en drink on rest raint - st ress induced liv er injury o f

mice. M ETHODS T he male KM mice w ere randomly divided into normal control g roup, st ress

model g roup, Rosa r oxbur ghii Tr at t juice group and Rosa r ox bur ghi i Trat t col lag en drink g roup.

T he m ice w ere orally adm inistered samples once a day successively for 7 day s, then r est rained for

18 h af ter 30 min of the last int ragastr ic adm inist rat ion. Datum wer e obtained including act ivities

of A lanine aminot ransferase ( A LT ) and the Oxygen r adical absorbance capacity ( ORAC) value in

plasma, the content o f M alondialdehyde ( MDA) , glutathione ( GSH ) and activ it ies of super oxide

dismutase( SOD) in liver. Antiox idant capacity of Rosa r ox burg hi i Trat t juice and co llagen drink

in vit ro w er e also determined. RESULT S Rosa r oxbur ghii Trat t juice and col lag en drink can

markedly decrease act ivit ies of ALT in plasma, reduced MDA level in liver and ef fect ively

increase ORAC value in plasma of m ice compared w ith the model g roup. T hey can also increase

SOD activit ies in mice liver. Apart from the above ro les, Rosa r oxbur ghii Tr at t co llagen drink



can incr ease GSH content in mice liver compared w ith model g roup. Addit ionally , Rosa

r ox burg hi i Trat t juice and collagen drink can ef f ectiv ely increase the ORA C value in vitr o .

CON CL USION The result s indicate that Rosa r ox burg hi i Trat t and collagen drink had the ef fect

of protect ing liv er f rom damage induced by str ess in m ice. It is consider ed that this protect iv e

effect may be related to its free radical scavenging act iv ity and lipid pero xidat ion inhibitory

effects.

Key words: Rosa r oxbur ghii T ratt juice, Rosa roxburghi i Trat t collagen dr ink, rest raint st ress,

pr otect iv e ef fect against liver injury

刺梨是生长在云贵高原及攀西高原的一种蔷

薇科蔷薇属多年生落叶丛生灌木刺梨( Rosa r ox

bug hi i T rat t. )的果实,是我们西南区域特有的野生

植物资源。刺梨含有丰富的 VC、超氧化物歧化酶

( SOD)、刺梨黄酮、刺梨多糖及多种人体必须氨基

酸[ 1] , 民间多用于消食、止泻、解暑及治疗积食腹

胀。至今为止的研究证明刺梨含有的一些活性成

分还具有抗肿瘤[ 2] , 调节机体免疫功能、解毒、镇

静、延缓衰老[ 3- 4] 及抗动粥样硬化 [ 5] 等功能。但有

关刺梨制品与肝组织保护方面的研究尚不多见, 为

此本实验通过建立小鼠急性拘束负荷模型探讨刺

梨果汁和刺梨胶原饮料对应激性肝损伤的影响, 旨

在揭示刺梨果汁和刺梨胶原饮料对人体健康调节

功效的科学内涵,同时为刺梨植物资源的开发利用

提供理论依据。

1 材料与方法

1 1 实验动物

清洁级昆明种雄性小鼠, 体重( 18~ 22) g ,购自

广东省医学实验动物中心, 许可证号 SCXK (粤)

2008 0002。小鼠在饲养温度( 23 2)  和照明时
间 12 h/ d( 7: 00~ 19: 00开灯)的条件下, 饲养一周

后进行实验。

1 2 试剂

刺梨果汁为新鲜刺梨果实的生榨汁; 刺梨胶原

饮料为贵州卡璐丽卡生物医药科技有限公司产品

(批号: 20090511) ;丙氨酸氨基转移酶( ALT ) 测定

试剂盒、丙二醛( MDA) 测定试剂盒、超氧化物歧化

酶( SOD) 测定试剂盒及考马斯亮兰蛋白测定试剂

盒均为南京建成生物工程研究所产品; 谷胱甘肽

( GSH )标准品购自日本东京 Kohjin 公司; 抗氧化

标准物 T rolox ( 6 hydro xy 2, 5, 7, 8 tet ramethyl

chroman 2 carboxy lic acid, 维生素 E 的水溶性衍

生物)、自由基产生剂 AAPH ( 2, 2! azobis 2 amidi

nopropane dihydr ochlor ide)及荧光素钠(三者均为

分析纯) 为日本大阪 Wako Pure Chem ical Indus

tr ies公司产品;辛烷磺酸钠( SOS) (色谱纯)购自美

国 DIMA 科技有限公司; 乙二胺四乙酸 ( EDT A)

(分析纯)购自天津市大茂化学试剂厂; 甲醇(色谱

纯)为天津市科密欧化学试剂有限公司产品。

1 3 仪器

高效液相色谱仪: 日本 H itachi 公司产品,

ECD 100型电化学检测器: 日本 Eicom 公司产品,

N2000色谱数据工作站:浙江大学, 25 L 微量进样

器: 上海高鸽工贸有限公司生产; MK3型酶标仪:芬

兰雷博产品; GENios型多功能荧光酶标仪: Magel

lan 工作站; ULT RA TURRAX T8型组织匀浆机:

德国 IKA 公司产品; 3 18K 型台式高速冷冻离心

机: 德国 Sigma 公司产品; BS210S 电子分析天平:

德国 Sar to rius 公司产品; WH 861 型漩涡混合器:

太仓市科教器材厂产品; pH S 25型酸度计: 上海伟

业仪器厂生产。

1 4 方法

1 4 1 分组造模及给药 实验将小鼠随机分为 4

组, 每组 7只, 分别为正常对照组、拘束模型组、刺

梨果汁组、刺梨胶原饮料组。按刺梨胶原饮料的建

议服用量计算为每人每天 0 86 mL/ kg, 按动物剂

量换算公式确定每只小鼠每天的给药剂量为 7 83

mL/ kg。刺梨果汁组灌胃等剂量刺梨果汁,正常对

照组和拘束模型组均灌胃等剂量水溶液, 每天 1

次, 给药第 7 d 的 30 min 后, 模型组和给药组给予

一次性拘束负荷 18 h。小鼠拘束装置中参考文献

[ 6]改制, 为通风良好的 50 mL 尖底聚丙烯塑料离

心管,拘束期间小鼠不能进食饮水, 正常对照组小

鼠为非拘束禁食禁水小鼠。

1 4 2 抗氧化能力指数 ORAC值的测定 本实验

参照 Davalos等人方法 [ 7- 8]并加以改进。其原理为

荧光素钠在 485 nm 光激发下, 发射 527 nm 荧光,

可以被 AAPH 释放的过氧自由基氧化而使荧光特

性消失。当抗氧化剂存在时,可与荧光素钠竞争氧
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化剂,减缓其荧光消退的速度。根据这一特性, 可

用来测定样品氧自由基清除活性。具体测定方法

是将 96孔板每个微孔中加入待测样品溶液 20 L,

再加入磷酸钾缓冲液 20 L 和 AAPH140 L(终浓

度 12 8 mmo l/ L ) , 最后添加荧光素钠 20 L 至终

浓度为 63 nmol/ L , 立即启动反应并迅速将酶标板

置于预温 37  的荧光酶标仪中开始测定。采用动
力学方式,每 2 min测定一个点, 至荧光强度衰减为

零为止。ORAC 值是以 1 mo l/ L 的 T rolo x 在荧

光衰减曲线上对应的保护积分面积作为标准对照

计算。

1 4 3 血浆中 ALT 的测定 小鼠乙醚麻醉后心

脏采血,并置于肝素处理过的离心管中以 5000 r/

min 离心 5 min 分离血浆, 以赖氏法 ( Reitman

Frankel)测定血浆中 ALT 活性。测定原理为利用

ALT 在 37  及 pH 7 4条件下作用于丙氨酸及

酮戊二酸组成的底物可生成丙酮酸及谷氨酸。反

应半小时后,加入 2, 4 二硝基苯肼( DNPH )盐酸溶

液终止反应。由于 DN PH 与酮酸中羰基加成生成

丙酮酸苯腙,而苯腙在碱性条件下呈红棕色, 因此

可在 492 nm 下采用比色法进行测定。

1 4 4 肝组织中 MDA 含量的测定 肝组织的

10%生理盐水匀浆在 4  条件下以 9 000 r/ m in 离

心 10 min, 取上清液稀释成 2%后以考马斯亮兰蛋

白试剂盒测定蛋白含量。小鼠肝组织匀浆中 MDA

含量采用 MDA 检测试剂盒测定。测定原理为

MDA 与硫代巴 比妥 酸 ( Thiobarbituric Acid,

TBA)缩合,形成在 532 nm 处有最大吸收峰性质的

红色产物, 通过比色法进行测定并计算 MDA 含

量。

1 4 5 肝组织中 SOD 活性的测定 小鼠肝组织

制成质量分数 1%的生理盐水匀浆, 采用 SOD检测

试剂盒测定 SOD活性。测定原理为通过黄嘌呤及

黄嘌呤氧化酶反应系统产生超氧阴离子自由基

( O2 ∀ ) ,后者氧化羟胺形成亚硝酸盐, 在显色剂的

作用下呈现紫红色,用可见光分光光度计测其吸光

度。当被测样品中含 SOD时, 则对超氧阴离子自

由基有专一性的抑制作用, 使形成的亚硝酸盐减

少,比色时测定管的吸光度值低于对照管的吸光度

值,通过公式计算可求出被测样品中的 SOD活力。

1 4 6 肝组织中 GSH 含量的测定 小鼠肝组织

在添加终浓度为质量分数 3%高氯酸( PCA)的条件

下匀浆, 并在 4  条件下以 12 000 r/ min 离心 15

min, 取上清液用 0 45 m 微孔滤膜过滤后 20  
保存用于 GSH 分析。GSH 含量是利用 H PLC 方

法进行测定,方法为使用日本 Nacalai Tesque 公司

Cosmosil系列 5C18 柱( 4 6 mm # 150 mm) , 流动

相为 99 mmol/ L 磷酸二氢钠缓冲液( pH= 2 2) ,体

积分数 1%甲醇, 200 mg/ LSOS, 5 mg/ LEDTA, 用

磷酸调节 pH 值至 2 24 后用于本实验[ 9]。柱温为

25  ,流速设定为 1 mL/ min, 电压为600 mV, 制备

好的样品进样 10 L 测定其峰面积, 并以峰面积 y

( mV ∀ s)依据回归方程和蛋白含量, 算出样品的浓

度 x ( g / g)。

1 5 数据统计处理方法

实验数据以 Mean SD 表示, 采用 SPSS13 0

软件,利用 ANOVA 检验和 Dunnet t! s检进行统计
学处理, P< 0 05被认为有统计学意义。

2 结果与分析

2 1 刺梨果汁和刺梨胶原饮料对拘束小鼠血浆

ALT水平, ORAC值;肝组织MDA含量, SOD活性,

GSH含量的影响

与正常对照组相比, 拘束模型组小鼠的血浆

ALT 水平显著升高( P< 0 01) , 说明拘束负荷诱发

了小鼠急性肝细胞损伤。我们在检测氧化应激水

平时发现拘束负荷小鼠肝组织的 MDA 含量明显升

高( P< 0 01)的同时,血浆 ORAC 值有意的降低( P

< 0 01) , 显示拘束负荷引起小鼠机体处于一种氧

化损伤状态。此外,我们在实验中确认拘束负荷小

鼠的肝组织 SOD 活性显著降低( P < 0 01) , GSH

含量明显下降( P< 0 01) , 这一结果可能是来自拘

束负荷诱发的氧化应激增加了对肝组织中抗氧化

系统的破坏作用。与拘束模型组相比, 刺梨果汁和

刺梨胶原饮料能显著降低因应激负荷引起的小鼠

ALT 水平上升( P< 0 01) , 具有缓解急性肝损伤的

效果。此外,刺梨果汁和刺梨胶原饮料也显示改善

机体的氧化应激状态, 缓解 MDA 水平和显著增加

血浆 ORAC作用( P< 0 05)。同时, 刺梨果汁和刺

梨胶原饮料也能明显的改善小鼠肝组织 SOD活性

( P< 0 05, P< 0 01) ,其中刺梨胶原饮料对拘束引

起的肝组织 GSH 含量下降具有明显的改善作用( P

< 0 05) , 表明刺梨果汁和刺梨胶原饮料能够提高

肝组织的抗氧化能力水平(见表 1)。

2 2 刺梨果汁和刺梨胶原饮料的体外 ORAC值测定

刺梨果汁和胶原饮料在体外均能明显延缓荧

光物质被活性氧自由基淬灭的速度(见图 1)。我们

的实验结果显示, 刺梨果汁的抗氧化能力指数

ORAC值 (样本数为 3 的均值 标准误 ) 为 ( 90

271 20 11 987 49) U/ mL, 刺梨胶原饮料为( 104
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392 9 15 068 26) U / mL,说明刺梨果汁和胶原饮 料在体外具有一定的抗氧化能力。

表 1 刺梨果汁和刺梨胶原饮料对拘束小鼠血浆 ALT水平 ORAC值的影响(均值 标准差, n= 7)

Tab. 1 Effects of Rosa roxburghii Tratt juice and collagen drink on ALT, ORAC in plasma and MDA, SOD, GSH in liver of mice

loaded with restraint stress ( Mean SD, n= 7)

组别
ALT /
( IU / L )

ORAC/
( U / mL)

MDA/
( nmo l/ mg)

SOD/
( U / mg)

GSH /
( g / g)

正常
对照组

30. 30 4. 36 15247. 68 1829. 72 8. 02 1. 95 10. 63 1. 76 200. 58 36. 74

拘束
模型组

107. 28 12. 87 ∃ ∃ 10948. 48 1423. 30 ∃ 27. 38 4. 00 ∃ ∃ 7. 92 0. 91∃ ∃ 107. 58 29. 02 ∃ ∃

刺梨
果汁组

37. 50 4. 13* * 13421. 76 1275. 07* 17. 97 7. 27* 9. 59 1. 30* 108. 31 31. 11

刺梨胶原
饮料组

38. 01 4. 37* * 13609. 92 1497. 09* 14. 76 5. 69* * 10. 51 1. 45* * 153. 64 23. 59*

注:与正常对照组比 ∃ P< 0 05, ∃ ∃ P< 0 01, 与应激对照组相比* P < 0 05, * * P< 0 01

图 1 刺梨果汁和胶原饮料体外 ORAC荧光衰减曲线

Fig. 1 Inhibition ef fects of Rosa roxburghii Tratt juice and collagen drink on fluorescence decay in vitro

2. 3 讨论

一般认为应激反应是机体在负荷身心压力时

表现的一种适应性生理过程,但持续性应激负荷会

引发机体在机能和代谢上发生病理变化 [ 10]。应激

负荷不仅会影响激素水平,增加脂质过氧化, 也会

降低内源性抗氧化物质的含量 [ 11- 12]。Rauen [ 13] 等

的研究证明肝脏在应激负荷状态下大量生成活性

氧自由基, 使机体内自由基的生成和消除失去平

衡,过多的活性氧自由基攻击生物膜中的不饱和脂

肪酸而发生脂质过氧化反应,破坏脂肪酸链和细胞

膜的完整性,损伤肝脏细胞,引起血浆 ALT 活性升

高。我们在检测氧化应激水平时发现,与正常对照

组相比,拘束负荷小鼠的血浆 ALT 水平显著升高,

表明应激负荷诱发小鼠肝组织损伤。肝组织的

MDA 含量明显升高的同时, 血浆抗氧化能力指数

ORAC值显著降低, 显示拘束负荷引起小鼠机体处

于氧化应激状态。同时,拘束负荷使 SOD和 GSH

等机体抗氧化系统重要成分[ 14] 的水平也显著下

降。, 力量化激化系统的我们探讨刺梨果汁和刺梨

胶原饮料的抗应激作用发现,刺梨果汁和刺梨胶原

饮料具有改善机体的氧化应激状态, 提高肝组织抗

氧化系统能力,缓解急性肝损伤的效果。

刺梨是我国西南区域特有的野生植物资源, 不

仅含有维生素、多糖等多种活性成分[ 1] , 也富含

SOD及刺梨黄酮等抗氧化物质 [ 15] , 我们的体外实

验结果确认刺梨果汁和刺梨胶原饮料有较强的抗

氧化能力,提示刺梨果汁和刺梨胶原饮料对肝组织

的保护作用可能是通过其富含小分子抗氧化活性

物质及提高内源性抗氧化能力实现的。

3 结 语

研究结果表明刺梨果汁和刺梨胶原饮料能有

效缓解拘束负荷小鼠机体的氧化应激状态,减轻拘
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束负荷诱发的自由基对肝组织的损伤,改善肝组织

机能,其作用机制可能是通过清除自由基和防止脂

质过氧化来实现保护肝组织的作用。
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