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榛蘑多糖对乙醇所致大鼠血管内皮细胞 
损伤的保护作用
张俊慧，陈然然，丛 贺，沈明花*
（延边大学医学院，吉林 延吉 133002）

摘  要：探究榛蘑多糖对乙醇所致大鼠血管内皮细胞损伤的保护作用。将40 只SD大鼠随机分成4 组（正常对照

组、损伤组、榛蘑多糖低剂量组、榛蘑多糖高剂量组）。除正常对照组外的其余各组均按10 mL/kg mb灌胃体积

分数40%乙醇诱导血管内皮细胞损伤。榛蘑多糖低、高剂量组分别以100、400 mg/kg mb灌胃榛蘑多糖，其余组以

等体积生理盐水代替，实验共进行4 周。使用苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色观察颈动脉组织病理变

化；检测血清甘油三酯（triglyceride，TG）、总胆固醇（total cholesterol，T-CHO）、低密度脂蛋白胆固醇（low 

density lipoprotein cholesterol，LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（high density lipoprotein cholesterol，HDL-C）、内

皮型一氧化氮合酶、诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，iNOS）、一氧化氮（NO）、内皮素1

（endothelin 1，ET-1）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）和丙二醛（malondialdehyde，MDA）水

平。此外，以600 μmol/mL乙醇诱导人脐静脉内皮细胞损伤模型，分析不同剂量（100、400 μg/mL）榛蘑多糖对细

胞活性氧（reactive oxygen species，ROS）、线粒体跨膜电位、细胞凋亡以及凋亡相关蛋白B淋巴细胞瘤2（B cell 

lymphoma 2，Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）和Caspase-3表达的影响。结果表明：榛

蘑多糖减轻乙醇所致的血管内膜损伤，降低T-CHO、TG、LDL-C、iNOS、NO、ET-1和MDA水平，提高HDL-C和

SOD活性；在体外条件下，榛蘑多糖降低细胞ROS水平，抑制乙醇所致的线粒体跨膜电位的下降和细胞凋亡，并提

高Bcl-2/Bax，下调Cleaved caspase-3表达水平。综上，榛蘑多糖对乙醇诱导的大鼠血管内膜损伤有保护作用，机制

可能与其降脂、抗氧化和抗凋亡作用有关。
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Protective Effects of Armillaria mellea Polysaccharides against Ethanol-Induced Vascular Endothelial Cell Injury in Rats
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(Medical College, Yanbian University, Yanji 133002, China)

Abstract: The aim of this study is to evaluate the protective effect of Armillaria mellea polysaccharides (AMP) against 

ethanol-induced vascular endothelial cell injury in rats. Altogether 40 SD rats were randomly divided into 4 groups: normal 

control, injury, low- and high-dose AMP. The rats from all groups except the normal control group were gavaged with 40% 

ethanol at 10 mL/kg mb to induce endothelial cell injury. The rats in the low- and high-dose groups were gavaged with AMP 

at 100 and 400 mg/kg mb, respectively, while the remaining groups were given an equal volume of physiological saline. The 

administration period lasted for 4 weeks. The histopathological changes of carotid arteries were observed by hematoxylin-

eosin (HE) staining. Serum triglycerides (TG), total cholesterol (T-CHO), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), 

high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), endothelial nitric oxide synthase (eNOS), inducible nitric oxide synthase 

(iNOS), nitric oxide (NO), endothelin 1 (ET-1), superoxide dismutase (SOD), and malondialdehyde (MDA) levels were 

detected. In addition, the effects of different doses (100 and 400 μg/mL) of AMP on the levels of reactive oxygen species 

(ROS), mitochondrial transmembrane potential, apoptosis, and the expression of apoptosis-associated proteins such as B cell 

lymphoma 2 (Bcl-2), Bcl-2 associated X protein (Bax), and caspase-3 in human umbilical vein endothelial cell injured by 
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600 μmol/mL ethanol were investigated. Results: AMP attenuated ethanol-induced endothelial cell injury, decreased T-CHO, 

TG, LDL-C, iNOS, NO, ET-1, and MDA levels, and increased HDL-C and SOD activity. In vitro, AMP reduced cellular 

ROS levels, inhibited the ethanol-induced decrease in mitochondrial transmembrane potential and apoptosis, increased  

Bcl-2/Bax ratio and down-regulated the expression of cleaved caspase-3. Conclusion: AMP have a protective effect against 

ethanol-induced endothelial cell injury in rats, and the mechanism may be related to their lipid-lowering, antioxidant, and 

anti-apoptotic effects.
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长期大量饮酒是造成心血管疾病的主要原因之一[1-2]。 

长期大量饮酒可引起脂类代谢紊乱，从而增加心血管疾

病的风险[3]。内皮细胞是血管内膜的主要成分，是一种天

然屏障，在调节血管张力以及白细胞黏附和血小板聚集

过程中起重要作用，且在心血管系统稳态中发挥关键作

用[4]。因此，内皮细胞结构、功能的损伤与众多心血管疾

病的发生发展密切相关[5]。乙醇所致的脂类代谢紊乱或

其代谢过程中产生的代谢产物可直接作用于血管内皮细

胞，影响其结构或功能。已有研究表明，大鼠慢性乙醇

中毒会引起其脑毛细血管内皮细胞结构改变[6]。乙醇代谢

过程中产生活性氧（reactive oxygen species，ROS）[7]，

后者引发氧化应激，最终会引起细胞凋亡[8]。因此，调节

乙醇所致的脂类代谢紊乱或降低细胞ROS水平对保护血

管内皮细胞以及心血管疾病的防治具有重要意义。

榛蘑（Armillaria mellea）是一种药食用菌，主要分

布于我国内蒙古、黑龙江和吉林等地区，具有抗氧化、

降脂等功效[9-10]。前期研究表明，榛蘑多糖具有保护血管

内皮的作用[11-12]。乙醇对血管内膜的损伤与氧化应激和高

血脂有关，而榛蘑多糖具有抗氧化及降脂作用。为探究

榛蘑多糖是否对乙醇诱导的血管内膜损伤有保护作用，

本研究以乙醇诱导血管内膜损伤SD大鼠为模型，分析榛

蘑多糖对血管内膜的影响。旨在为榛蘑多糖对乙醇所致

大鼠血管内膜损伤的保护作用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物、材料与试剂

清洁级SD大鼠40 只，体质量为180～200 g，雌雄各

半，生产许可证号：SCXK（吉）2017-0003，由延边大

学实验动物中心提供。动物实验按照GB/T 35892—2018

《实验动物 福利伦理审查指南》执行。

人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial 

cel ls，HUVEC）购于上海佛雷堡生物科技发展有限 

公司。

榛蘑多糖由延边大学医学院生化教研室提供；总

胆固醇（total cholesterol，T-CHO）、血清甘油三酯

（triglyceride，TG）、低密度脂蛋白胆固醇（low density 

lipoprotein cholesterol，LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇

（high density lipoprotein cholesterol，HDL-C）、内皮素1 

（endothelin 1，ET-1）、超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）

检测试剂盒  南京建成生物工程研究所；NO、内皮

型一氧化氮合酶（endothelial nitric oxide synthase，

eNOS）、诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide 

synthase，iNOS）检测试剂盒 上海研谨生物科技有限

公司；胎牛血清和RPMI-1640培养基 美国Gibco公司； 

CCK8试剂盒 美国APExBio公司；ROS检测试剂盒  

上海碧云天生物技术有限公司；AO /EB双染色试剂

盒、JC-1试剂盒 北京索莱宝生物科技有限公司；藻

红蛋白（phycoerythrin，PE）偶联Annexin-V凋亡检测

试剂盒  美国BD公司；B淋巴细胞瘤2蛋白（B cell 

lymphoma 2，Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bcl-2 associated 

X protein，Bax）、Caspase-3、β-actin一抗、辣根过氧化

物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记羊抗兔免疫球

蛋白G（immunglobulin G，IgG）、HRP标记羊抗鼠IgG  

美国Cell Signaling公司。

1.2 仪器与设备

BX53F荧光倒置显微镜 日本Olympus株式会社；

RT-2100酶标仪 深圳雷杜生命科学股份有限公司； 
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c280化学发光成像系统 美国Azure Biosystems公司； 

A 0 0 - 1 - 1 1 0 2流式细胞仪  美国B e c k m a n  C o u l t e r 

公司。

1.3 方法

1.3.1 动物分组及处理

将S D大鼠随机平分为4  组，即正常对照组、损

伤组、榛蘑多糖低剂量组和榛蘑多糖高剂量组。每日

8:00，除正常对照组外其余各组大鼠按10 mL/kg mb以

体积分数40%乙醇灌胃，正常对照组使用生理盐水代

替。每日16:00，榛蘑多糖低、高剂量组分别按100、 

400 mg/kg mb灌胃榛蘑多糖溶液，正常对照组和损伤组均

以等体积生理盐水代替。连续灌胃4 周后大鼠禁食、禁水

24 h。24 h后以乌拉坦麻醉大鼠，取颈动脉，用苏木精-

伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色，并心脏采血用于

血清学指标的检测。

1.3.2 颈动脉形态学观察

将大鼠颈动脉用4%多聚甲醛溶液固定24 h，自来水

冲洗，经乙醇梯度脱水、二甲苯透明、石蜡包埋后切片

后进行HE染色，在400 倍光学显微镜下观察血管组织的

病理变化。

1.3.3 血清学指标检测

常规方法分离血清，按试剂盒说明书进行T-CHO、

TG、LDL-C、HDL-C、SOD、MDA、NO、eNOS、

iNOS和ET-1水平的检测。

1.3.4 细胞培养及存活率测定

将HUVEC培养于含10%胎牛血清的RPMI-1640培养

基。将HUVEC接种于96 孔板，分为对照组、乙醇组、榛

蘑多糖低、高剂量组，每组设6 个复孔，每孔接种密度

为1×105 cells/mL。除对照组外，其余各组分别与终浓度

600 μmol/mL乙醇作用12 h，对照组以RPMI-1640培养基

代替。12 h后榛蘑多糖低、高剂量组分别与终质量浓度

100、400 μg/mL的榛蘑多糖作用24 h，对照组和乙醇组以

RPMI-1640培养基代替。24 h后每孔加入10 μL CCK8溶液

（试剂盒自带）孵育1 h。使用酶标仪在450 nm波长处测

定光密度（OD450 nm），细胞存活率按下式计算：

100/%
OD450 nm

OD450 nm

1.3.5 细胞ROS水平测定

将HUVEC以3×105 cells/孔的密度接种于6 孔板，实

验分组及处理同1.3.4节。将4 组细胞以不同方式处理后，

弃上清液，用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，

PBS）洗涤2 次。加入1 mL按照1 000∶1用无血清培养基

稀释的2’,7’-二氯二氢荧光素二乙酸酯（2’,7’-dichlorodih

ydrofluorescein diacetate，DCFH-DA）荧光探针，其终浓

度为10 μmol/L，在37 ℃培养箱中避光孵育30 min。后弃

上清液，使用PBS洗涤。每孔加入1 mL RPMI-1640，在

480 nm激发波长下观察并拍照，分析细胞的荧光强度，

该值代表细胞ROS水平。

1.3.6 JC-1染色法观察线粒体跨膜电位水平

将HUVEC以3×105 cells/孔的密度接种于24 孔板，

实验分组及处理同1.3.4节。将4 组细胞以不同方式处理

后，弃上清液，用PBS洗涤后分别加入250 μL无血清培养

基和JC-1染色工作液，37 ℃培养箱中避光孵育30 min。

30 min后弃上清液，用JC-1染色缓冲液洗涤。加无血清培

养液500 μL，在515、585 nm激发波长下观察并拍照，计

算585、515 nm波长处的荧光强度比值，该值代表线粒体

跨膜电位水平。

1.3.7 AO/EB染色法观察细胞凋亡

将HUVEC接种于6  孔板爬片，细胞分组及处理

同1.3.4节。按说明书加入AO/EB工作液，在室温放置

5 min。封片后在荧光显微镜下观察拍照。

1.3.8 流式细胞术检测细胞凋亡

将HUVEC接种于6 孔板，细胞分组及处理同1.3.4节。 

小心收集细胞培养液到离心管中备用，每孔加入0.5 mL

胰酶置于培养箱中消化细胞，至细胞可以被轻轻吹打

下来时，加入收集的细胞培养液，吹打下所有贴壁细

胞，再次收集到离心管内，1 000×g离心3 min，沉淀细

胞，小心吸除上清。用预冷PBS洗涤细胞2 次，然后以

1×106 cells/mL将细胞重悬于Annexin V结合缓冲液中。

取100 µL细胞悬液，加入PE标记的Annexin V和7-氨基放

线菌素D（7-aminoactinomycin D，7-AAD）各5 µL，室

温下避光孵育15 min。加入400 µL Annexin V结合缓冲

液，使用流式细胞仪检测凋亡率。

1.3.9 蛋白免疫印迹法检测Bax、Bcl-2和Cleaved 

caspase-3的表达水平

将HUVEC接种于培养皿，实验分组及处理方法

同1.3.4节。收集各组细胞后用PBS洗涤并用RIPA缓冲

液裂解细胞，提取蛋白质。用BCA法进行蛋白定量后

进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，用

5 g/100 mL脱脂乳粉将聚偏氟乙烯膜室温封闭2 h，加入

相应的一抗，于4 ℃孵育过夜。用TBST缓冲液洗涤后加

入二抗，室温孵育1 h。最后进行冲洗、显影。

1.4 数据处理

实验数据用平均值±标准差表示，使用SPSS 20.0统

计学软件对数据进行单因素方差统计分析，P＜0.05表示

差异具有显著意义。使用ImageJ软件进行细胞荧光强度

分析，使用Graphpad Prism 9.5.1软件作图。
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2 结果与分析

2.1 颈动脉形态学观察结果

由图1可知，正常对照组大鼠颈动脉结构正常，血管

内膜结构完整并且内皮细胞连续性良好。经乙醇诱导后

损伤组血管明显收缩，管腔变窄，内皮细胞脱落明显。

表明所用的乙醇剂量可引起血管内皮的损伤。与损伤组

相比，经榛蘑多糖处理后内膜较完整，内皮细胞脱落现

象得到明显改善，表明榛蘑多糖有一定的血管内膜保护

作用。

100 µm 100 µm

A B

100 µm 100 µm

C D

A.正常对照组；B.损伤组；C.榛蘑多糖低剂量组；D.榛蘑多糖高剂量组。

图 1 大鼠颈动脉HE染色结果（×400）

Fig. 1 Morphological observation of carotid artery in rats (× 400)

2.2 榛蘑多糖对乙醇诱导大鼠血脂水平的影响

血清T-CHO、TG、LDL-C和HDL-C水平可以反映机

体脂类代谢水平[13]。大量饮酒可引起脂类代谢紊乱[14]， 

而血脂异常是内皮受损的诱因[15]。由表1可知，与正常对

照组相比，经乙醇处理后大鼠血清T-CHO、TG、LDL-C

水平极显著升高（P＜0.01），HDL-C水平极显著降低

（P＜0.01），表明乙醇引起脂类代谢的紊乱并进一步影

响血管内膜的结构及功能。用不同剂量的榛蘑多糖干预

后可逆转上述指标的变化，说明榛蘑多糖具有一定的降

脂作用。研究表明，榛蘑多糖通过降低血脂改善糖尿病

及其并发症的发生[16]，与本研究中榛蘑多糖的降脂作用

相符。

表 1 榛蘑多糖对乙醇诱导大鼠血清T-CHO、TG、LDL-C和 

HDL-C浓度的影响

Table 1 Effects of Armillaria mellea polysaccharides on T-CHO, TG, 

LDL-C and HDL-C concentrations in serum of ethanol-induced rats

mmol/L

组别 T-CHO浓度 TG浓度 LDL-C浓度 HDL-C浓度

正常对照组 1.85±0.22 0.42±0.11 0.11±0.02 5.31±0.91

损伤组 4.00±0.95** 0.65±0.02** 0.40±0.14** 1.23±0.25**

榛蘑多糖低剂量组 3.10±1.32 0.56±0.07# 0.17±0.05## 3.63±0.79##

榛蘑多糖高剂量组 2.01±0.38## 0.41±0.07## 0.16±0.04## 3.57±0.98##

注：与正常对照组相比，**.差异极显著（P＜0.01）；与损伤组相比，
#.差异显著（P＜0.05），##.差异极显著（P＜0.01）。表2～3同。

2.3 榛蘑多糖对乙醇诱导大鼠血清eNOS、iNOS及NO

水平的影响

研究表明，乙醇及其代谢过程中产生的ROS可以激

活NOS。此外，乙醇对精氨酸酶的抑制作用促进L-精氨

酸转变成NO[17]。由表2可知，损伤组大鼠iNOS和NO水平

极显著高于正常对照组（P＜0.01），这可能与乙醇所致

的氧化应激有关。有研究表明，乙醇上调iNOS，促进主

动脉环收缩[18]，这与本研究结果相符。经榛蘑多糖干预

后，与损伤组相比，高剂量组iNOS和NO水平极显著降低

（P＜0.01），而各组之间eNOS水平无显著差异。在生

理条件下，eNOS催化NO生成，调节血管舒张及血小板

聚集[19]。在氧化应激、炎症等刺激下iNOS被激活，产生

大量NO，继发产生过氧亚硝基阴离子（ONOO－），引

起细胞损伤[20-21]。因此，降低iNOS活性对氧化应激所致

细胞损伤具有一定积极意义。本研究结果表明，乙醇诱

导后iNOS水平显著增高，产生过量NO，后者氧化产生

的产物直接损伤血管内膜。而经榛蘑多糖干预后，抑制

乙醇所致的iNOS活性升高，以及NO过度生成，从而保

护内皮细胞，这与本研究的HE染色结果相符。

表 2 榛蘑多糖对乙醇诱导大鼠血清eNOS、iNOS及NO水平的影响

Table 2 Effects of Armillaria mellea polysaccharides on the levels of 

eNOS, iNOS and NO in serum of ethanol-induced rats

组别
eNOS质量浓度/

（pg/mL）
iNOS活力/
（U/mL）

NO浓度/
（μmol/L）

正常对照组 6.1±1.3 5.1±1.3 1.7±0.3

损伤组 9.2±3.1 16.2±3.1** 3.7±0.7**

榛蘑多糖低剂量组 9.7±3.2 9.4±1.4## 3.4±0.5

榛蘑多糖高剂量组 6.3±1.1 5.9±0.9## 1.9±0.8##

2.4 榛蘑多糖对乙醇诱导大鼠血清ET-1、SOD和MDA

水平的影响

ET-1是一种血管收缩物质，主要由内皮细胞产生和

释放，可作为检测内皮功能障碍的指标[22]。SOD作为重

要的抗氧化酶，可以清除体内的超氧阴离子[23]。MDA是

一种脂质过氧化产物，可以间接反映细胞受自由基攻击

的程度。乙醇的代谢过程中产生ROS[7]，而过量ROS可

引起细胞氧化损伤。因此，提高机体的抗氧化水平对乙

醇所致的细胞氧化损伤有保护作用。由表3可知，与正常

对照组相比，乙醇处理后ET-1和MDA水平极显著升高，

而SOD活性极显著下降（P＜0.01）。然而，与损伤组相

比，经榛蘑多糖干预后，高剂量组大鼠血清ET-1和MDA

水平显著降低，SOD活性显著升高（P＜0.05）。结果

表明，榛蘑多糖通过提高抗氧化酶活性抑制氧化损伤，

从而保护血管内膜，与本研究中血管内膜病理改变结 

果相符。
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表 3 榛蘑多糖对乙醇诱导大鼠血清ET-1、SOD和MDA水平的影响

Table 3 Effects of Armillaria mellea polysaccharides on the levels of 

ET-1, SOD and MDA in serum of ethanol-induced rats

组别
ET-1质量浓度/

（ng/L）
SOD活力/
（U/mL）

MDA浓度/
（nmol/mL）

正常对照组 19.8±3.4 62.4±2.0 2.5±0.3

损伤组 31.0±2.5** 56.4±3.2** 4.3±0.6**

榛蘑多糖低剂量组 29.4±1.2 56.8±1.5 3.6±0.4#

榛蘑多糖高剂量组 27.5±1.5# 60.0±1.2# 2.6±0.2##

2.5 榛蘑多糖对乙醇诱导HUVEC存活率的影响

由图2可知，在体外实验中，经乙醇处理后细胞存活

率显著下降，说明600 μmol/mL乙醇有一定的内皮毒性。

榛蘑多糖干预后细胞存活率逐渐提高，高剂量组平均存

活率极显著高于乙醇组（P＜0.01），提示榛蘑多糖可以

保护乙醇所致的细胞损伤。

0

150

50

100
##

**

/%

**.与正常对照组相比差异极显著（P＜0.01）；##.与

乙醇组相比差异极显著（P＜0.01）。图3～6同。

图 2 榛蘑多糖对HUVEC存活率的影响

Fig. 2 Effect of Armillaria mellea polysaccharides on HUVEC viability

2.6 榛蘑多糖对乙醇诱导HUVEC ROS水平的影响

DCFH-DA常用于细胞ROS水平的检测[24]。DCFH-DA 

在细胞内经酯酶水解生成DCFH，后者被ROS氧化生成具

有绿色荧光的2’,7’-二氯荧光素，其荧光强度可以反映细

胞ROS水平。由图3可知，乙醇作用后细胞ROS水平极显

著升高（P＜0.01），而榛蘑多糖干预后高剂量组ROS水

平较乙醇组极显著降低（P＜0.01）。过量ROS可促进不

饱和脂肪酸的氧化，导致MDA等脂质过氧化产物增多。

榛蘑多糖可能通过提高SOD等抗氧化酶活性，清除自由

基，抑制脂质过氧化，从而保护细胞，这与2.4、2.5节得

到的结果相符。

100 µm 100 µm

A1 A2

100 µm 100 µm

A3 A4

0.0

2.5 B

0.5

1.0

1.5

2.0

##

**

A.细胞荧光强度图；下标1.对照组，下标2.乙醇组，下标3.榛蘑多糖

低剂量组，下标4.榛蘑多糖高剂量组，图4～6同；B.平均荧光强度。

图 3 榛蘑多糖对HUVEC ROS水平的影响

Fig. 3 Effect of Armillaria mellea polysaccharides on ROS levels in HUVEC

2.7 榛蘑多糖对乙醇诱导HUVEC线粒体跨膜电位的 

影响

线粒体是细胞进行物质代谢和能量代谢的主要细胞

器。线粒体跨膜电位可以反映线粒体功能，其水平的降

低是线粒体功能障碍的标志之一[25]。本研究用JC-1荧光

探针检测线粒体跨膜电位水平。当线粒体跨膜电位高时

JC-1以聚合体的形式存在，发出红色荧光；而其水平降

低时JC-1则以单体形式存在，产生绿色荧光。JC-1红/绿

荧光比值可以反映线粒体跨膜电位相对水平。由图4可

知，与对照组相比，乙醇组绿色荧光显著增强，JC-1红/绿 

荧光比值极显著降低（P＜0.01），说明乙醇引起ROS水

平的升高并诱导氧化应激，引起线粒体跨膜电位降低；

而与乙醇组相比，榛蘑多糖高剂量组绿色荧光强度减

弱，JC-1红/绿荧光比值极显著升高（P＜0.01），说明榛

蘑多糖可以抑制乙醇所致的线粒体跨膜电位降低，这可

能与其清除ROS作用有关。

JC-1

A1 A2 A3 A4
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A. JC-1染色细胞荧光强度图；B. JC-1红/绿荧光比值。

图 4 榛蘑多糖对HUVEC线粒体跨膜电位的影响

Fig. 4 Effects of Armillaria mellea polysaccharides on mitochondrial 

membrane potential in HUVEC

2.8 榛蘑多糖对乙醇诱导HUVEC凋亡的影响

研究表明，乙醇所致的氧化损伤会引起细胞凋 

亡 [26]。由图5A可知，正常对照组细胞形态正常，呈梭

形，细胞核呈均匀绿色荧光；乙醇组细胞失去正常结

构、明显变小变圆，细胞核固缩并呈黄绿色，呈凋亡细

胞形态，提示乙醇诱导细胞凋亡。与乙醇组相比，经榛

蘑多糖干预后可见凋亡细胞明显减少，细胞形态趋于正

常，说明榛蘑多糖可以抑制乙醇所致的细胞凋亡。为进

一步观察榛蘑多糖对乙醇所致细胞凋亡的影响，用流式

细胞仪检测凋亡率。由图5B～C可知，与对照组相比，

乙醇作用后细胞凋亡率极显著增加（P＜0.01），而榛蘑

多糖干预后细胞凋亡减少，榛蘑多糖高剂量组作用尤为显

著，与图5A结果相一致。线粒体跨膜电位是观察早期细胞

凋亡的重要指标[27]。榛蘑多糖抑制乙醇所致的线粒体跨膜

电位降低，从而可以解释减少细胞凋亡的结果。
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A. AO/EB染色结果（×200）；B.流式细胞术 

检测结果；C.流式细胞术检测结果统计。

图 5 榛蘑多糖对HUVEC凋亡的影响

Fig. 5 Effect of Armillaria mellea polysaccharides on apoptosis in HUVEC

2.9 榛蘑多糖对乙醇诱导HUVEC凋亡相关蛋白Bax、

Bcl-2、Cleaved caspase-3表达的影响

线粒体凋亡是细胞凋亡的主要途径之一[28]。Bax、

Bcl-2和Caspase-3介导线粒体凋亡途径[29]。Bax和Bcl-2调

控线粒体膜的通透性，调节细胞色素C的释放，进而影响

Caspase-3的活化。由图6可知，与对照组相比，乙醇极显

著下调Bcl-2表达，极显著上调Bax和Cleaved caspase-3水

平（P＜0.01）。与乙醇组相比，经榛蘑多糖干预后上调

Bcl-2表达水平、降低Bax和Cleaved caspase-3表达并降低

Bax/Bcl-2。上述结果提示，榛蘑多糖通过调控线粒体凋

亡相关蛋白表达，从而抑制细胞凋亡。
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图 6 榛蘑多糖对Bax、Bcl-2和Cleaved caspase-3表达的影响

Fig. 6 Effects of Armillaria mellea polysaccharides on the expression of 

Bax, Bcl-2 and cleaved caspase-3

3 结 论

血管内膜作为直接与乙醇或其代谢产物接触的部

位，是乙醇毒性作用的靶点。本研究以体积分数40%乙

醇溶液灌胃4 周的方法建立大鼠血管内膜损伤模型，分

析榛蘑多糖对血管内膜的保护作用。结果表明，乙醇作

用后大鼠血管明显收缩、管腔变窄、可见部分内皮细

胞脱落，ET-1水平升高，提示乙醇诱导的血管内膜损

伤模型建立成功。同时，损伤组大鼠的T-CHO、TG、

LDL-C、NO、MDA水平显著升高，表明乙醇引起脂代

谢紊乱并引发氧化应激反应，促进脂质过氧化。体外实

验结果表明，600 μmol/mL的乙醇降低细胞存活率、提

高细胞ROS水平、降低线粒体跨膜电位，从而促进细胞

凋亡。Bax、Bcl-2和Caspase-3是介导线粒体凋亡途径的

重要蛋白。Bax/Bcl-2的增加促进细胞色素Ｃ释放，后者

介导凋亡复合体的形成，进而活化Caspase-3，从而促进

细胞凋亡。线粒体跨膜电位的下降是线粒体凋亡途径的

早期事件。经不同剂量榛蘑多糖干预后减轻了血管内膜

的氧化损伤，降低细胞ROS水平、抑制乙醇所致的线粒

体跨膜电位下降，从而抑制细胞凋亡，这可能与其下调 

Bax/Bcl-2、Cleaved caspase-3有关。综上所述，榛蘑多糖

对乙醇诱导的大鼠血管内膜损伤有保护作用，其机制可

能与其降脂、抗氧化和抗凋亡作用有关，具体作用机制

有待进一步研究。
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