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肝纤维化发病机制复杂，与活化的肝星状细胞沉积

细胞外基质有密切关系犤１－２犦。肝星状细胞活化过程中产

生大量的促炎因子、趋化因子和分子，许多炎性因子在肝

星状细胞的活化中起着关键作用，如肿瘤坏死因子－α

·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

芒果苷改善肝损伤模型小鼠肝功能实验研究
陈 星 １，夏晓冬 １，童德银 １，车道标 １，２△

（１．江苏省宿迁市第一人民医院，江苏 宿迁 ２２３８００； ２．江苏省人民医院，江苏 南京 ２１００２９）
摘要：目的 探讨芒果苷对肝损伤模型小鼠肝功能的改善作用。方法 将 ５０只 ＩＣＲ小鼠随机分为 ５组，即空白对照组（等体积０．９％氯
化钠溶液）、模型组（等体积０．９％氯化钠溶液）、水飞蓟素组（０．１ｇ／ｋｇ）和芒果苷高、低剂量组（４０，２０ｍｇ／ｋｇ），各１０只。上述后４组小鼠皮下
注射四氯化碳 －橄榄油（１∶１，Ｖ／Ｖ牘，３ｍＬ／ｋｇ，每周２次，连续６周，以建立小鼠肝纤维化模型。建模成功后，各组小鼠灌胃相应药物，
每天１次，连续６周。采用光学显微镜观察肝脏病理改变情况；采用干化学法和全自动生化分析仪检测小鼠血清天门冬氨酸氨基转移
酶（ＡＳＴ）和丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）活性；采用酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法检测小鼠血清肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、白细胞介素１β（ＩＬ－１β）

和白细胞介素６牗ＩＬ－６牘的含量；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测炎性因子蛋白表达水平。结果 空白对照组小鼠肝脏中央静脉和周围肝细胞结构正常，
模型组小鼠肝组织细胞存在气球样变性和脂肪变化，水飞蓟素组和芒果苷高、低剂量组上述肝组织病理形态学均有不同程度改善。与空白对照

组比较，模型组小鼠血清ＡＬＴ和ＡＳＴ活性均显著增强，ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β，ＩＬ－６含量均显著增加，正Ｎｏｄ样受体蛋白３（ＮＬＲＰ３），凋亡相关斑点
样蛋白（ＡＳＣ），含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶１（Ｃａｓｐａｓｅ－１），ＩＬ－１β，ｐ－Ｐ６５，Ｐ６５，核因子κＢ抑制因子α（ＩκＢα），ＴＧＦ－β，ｐ－Ｓａｍｄ－３，
Ｓｍａｄ－３蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，水飞蓟素组和芒果苷高、低剂量组小鼠血清ＡＬＴ和ＡＳＴ活性显著减弱，ＴＮＦ－α，

ＩＬ－１β，ＩＬ－６含量均显著减少，ＮＬＲＰ３，ＡＳＣ，Ｃａｓｐａｓｅ－１，ＩＬ－１β，ｐ－Ｐ６５，Ｐ６５，ＩκＢα，ＴＧＦ－β，ｐ－Ｓａｍｄ－３，Ｓｍａｄ－３蛋白表达水平均显著降低
（Ｐ＜０．０１）。结论 芒果苷对肝损伤模型小鼠肝功能具有一定改善作用，其机制与降低炎性反应有关。
关键词：芒果苷；肝脏保护；四氯化碳；肝脏损伤；小鼠
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（ＴＮＦ－α）、白细胞介素１β（ＩＬ－１β）和白细胞介素６（ＩＬ－６）犤３犦。
此外，核因子κＢ（ＮＦ－κＢ）、活性氧、脂质过氧化产物和多
种生长因子也促进肝星状细胞的增殖，与增加的肌成纤

维细胞共同作用，最终导致肝纤维化的多种信号通路的

病理生理改变。转化生长因子 β（ＴＧＦ－β）等分子靶标
在肝脏纤维化中具有重要意义。ＴＧＦ－β是生长因子基
因超家族中特征性细胞因子犤４－５犦，分布广泛，被认为是

强有力的促纤维化介质，可促进肝星状细胞的活化和细

胞外基质蛋白的沉积，从而导致肝纤维化 犤６犦。同时，

ＴＧＦ－β与肝硬化的发展密切相关，可刺激细胞外基质
蛋白的产生并消除基质蛋白的去除现象犤７－９犦。芒果苷是

芒果叶的主要成分，是一种四羟基吡酮的碳糖苷，属双苯

吡酮类化合物，具有抗炎和神经保护等多种药理特性犤１０犦。

本研究中探讨了芒果苷对四氯化碳肝损伤模型小鼠的

保护作用。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 动物、仪器与试药
动物：无菌级ＩＣＲ小鼠５０只，雄性，８～１２周，购自

上海西普尔必凯实验动物有限公司，实验动物生产许可

证号ＳＣＸＫ（沪）２００８－００１６。所有动物于室温（２２±１）℃，
空气相对湿度４０％～５０％，昼夜交替１２ｈ，普通饲料喂
养，自由进食、饮水。

仪器：ＵＶ－３２００Ｓ型紫外可见分光光度计（上海
美谱达仪器有限公司）；６８０型酶标仪（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ
公司）；ＢＨ－２型光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
ＤＹＣＺ－２４ＫＳ型电泳仪（北京六一仪器厂）。

试药：芒果苷（美国 Ｓｉｇｍａ公司，批号为 １１１６０７－
２００３０１）；所有抗体均购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；
ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ＩＬ－１β酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试
剂盒（批号分别为 ２００６０９２２，２００６０９２５，２００６０９２６），均
购自南京凯基生物技术公司；天门冬氨酸氨基转移酶

（ＡＳＴ）和丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）试剂盒（批号分别为
２０１６０５１４，２０１６１１５７）均购自南京建成生物工程研究所；
苏木素－伊红染液（ＨＥ，北京索莱宝科技有限公司）。
１．２ 方法

分组、给药与建模：将５０只ＩＣＲ小鼠随机分为５组，
即空白对照组（Ａ组，等体积 ０．９％氯化钠溶液）、模型
组（Ｂ组，等体积０．９％氯化钠溶液）、水飞蓟素组（Ｃ组，
０．１ｇ／ｋｇ）和芒果苷低、高剂量组（Ｄ１组、Ｄ２组，２０，
４０ｍｇ／ｋｇ），各１０只。上述后４组小鼠皮下注射四氯化
碳 －橄榄油（１∶１，Ｖ／Ｖ牘，３ｍＬ／ｋｇ，每周 ２次，连续
６周，以建立小鼠肝纤维化模型。空白对照组小鼠皮下
注射等量橄榄油。建模成功后，各组小鼠灌胃相应药物，

每天１次，连续６周。

肝脏组织病理学检查：小鼠眼眶取血后处死，将肝

脏组织固定于４％中性福尔马林溶液中过夜。将组织固
定包埋于石蜡中，切成４ｍｍ厚的切片。然后去石蜡，ＨＥ
染色，采用光学显微镜观察肝脏病理改变情况。

ＡＳＴ和 ＡＬＴ活性检测：采用干化学法和全自动生
化分析仪检测小鼠血清 ＡＳＴ和 ＡＬＴ活性，严格按试剂
盒说明书步骤操作。

ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β，ＩＬ－６含量检测：采用ＥＬＩＳＡ法检
测小鼠血清 ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β，ＩＬ－６含量。严格按试剂
盒说明书步骤操作。

炎性相关因子蛋白表达水平检测：采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测。将小鼠肝组织剪碎，取５０ｍｇ，加１ｍＬＲＩＰＡ
裂解液提取总蛋白，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，收集上
清液，采用 ＢＣＡ试剂盒进行蛋白定量。各组取２０μｇ上
样，转膜至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，ＴＢＳＴ
清洗３次，加入一抗，４℃孵育过夜，回收一抗，ＴＢＳＴ清
洗 ４次，加入二抗，室温振摇 ２ｈ，回收二抗，ＴＢＳＴ清洗
４次，加入ＥＣＬ化学发光试剂，将ＰＶＤＦ膜放入暗盒中，
压上 Ｘ胶片，取出胶片后显影、定影、清洗。然后，通过
ＩｍａｇｅＪ软件将条带灰度值数字化，目的条带与内参条
带灰度比值为各目的蛋白相对表达水平。

１．３ 统计学处理
采用ＳＰＳＳ２０．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ

表示，行 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 对肝组织病理形态学的影响
Ａ组小鼠肝脏中央静脉和周围肝细胞结构正常。

Ｂ组小鼠肝组织细胞存在气球样变性和脂肪变化，上述
气球样变性和脂肪变化与纤维结缔组织链和严重炎性细

胞浸润相关。Ｃ组和Ｄ１组、Ｄ２组上述肝组织病理形态学
均有不同程度改善。详见图１。
２．２ 其他观察指标

结果见表 １和图 ２。与 Ａ组比较，Ｂ组小鼠肝组织
匀浆中正 Ｎｏｄ样受体蛋白３（ＮＬＲＰ３），凋亡相关斑点样
蛋白（ＡＳＣ），含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 １
（Ｃａｓｐａｓｅ－１），ＩＬ－１β，ｐ－Ｐ６５，Ｐ６５，核因子 κＢ抑制因
子 α（ＩκＢα），ＴＧＦ－β，ｐ－Ｓａｍｄ－３，Ｓｍａｄ－３蛋白表达
水平均显著升高（Ｐ＜０．０１）；与 Ｂ组比较，Ｃ组和
Ｄ１组、Ｄ２组小鼠肝组织匀浆中蛋白表达水平均显著降
低（Ｐ＜０．０１）。
３ 讨论

抑制炎症相关途径是治疗肝纤维化的有效靶点。

本研究结果显示，芒果苷可通过抑制 ＮＬＲＰ３，ＡＳＣ，
Ｃａｓｐａｓｅ－１的表达，降低ｐ－Ｐ６５和ｐ－ＩκＢα的生成，抑
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图２ 肝组织匀浆中相关炎性因子蛋白表达

ＮＬＲＰ３

ＡＳＣ

Ｃａｓｐａｓｅ－１

ＩＬ－１β

ｐ－Ｐ６５

Ｐ６５
ｐ－ＩκＢα

ＩκＢα

ＴＧＦ－β

ｐ－Ｓａｍｄ－３

Ｓｍａｄ－３

ＧＡＰＤＨ

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ１组 Ｄ２组

注：与 Ａ组比较，＃Ｐ＜０．０１；与Ｂ组比较，Ｐ＜０．０１。

剂量

（ｍｇ／ｋｇ）

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

１００
２０
４０

ＡＬＴ
４２．５８±１．２５
８４．９９±２．５８＃

５４．３６±３．２６

７１．２５±４．２１

６４．２１±３．１４

ＡＳＴ
２３．５８±２．０１
８１．２４±３．５２＃

３４．７７±２．４７

４５．６２±２．９９

４１．２２±３．１７

组别

ＴＮＦ－α
４２．５６±２．３６
９８．４７±３．０１＃

４９．８８±１．６９

６２．３５±２．４７

５６．２２±３．２４

ＩＬ－１β
１７．８４±１．２４
６３．６９±３．４１＃

２６．３５±２．４４

４０．２５±３．５２

３６．５５±２．９１

ＩＬ－６
２４．５５±１．６９
８０．２７±４．１５＃

３７．８８±２．７４

４６．５８±３．６１

４１．２７±２．２４

转氨酶牗Ｕ／Ｌ牘 炎性因子水平牗ｐｇ／ｍＬ牘

表１ 各组小鼠血清转氨酶活性和炎性因子水平比较

（Ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ａ．空白对照组 Ｂ．模型组 Ｃ．水飞蓟素组 Ｄ．芒果苷低剂量组 Ｅ．芒果苷高剂量组
图１ 肝组织病理形态学（×２００）
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制 ＴＧＦ－β和 ｐ－Ｓａｍｄ－３在肝组织中的表达，从而抑
制 ＮＬＲＰ３炎症小体反应。四氯化碳已被广泛用于实验
性诱导肝纤维化犤１１－１２犦，其产生过量自由基，导致肝细胞

膜脂质过氧化，随后释放炎性细胞因子和损伤肝细胞。

本研究结果显示，２０ｍｇ／ｋｇ和４０ｍｇ／ｋｇ芒果苷能显著
改善模型小鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ、炎性细胞因子水平和肝组织
病理形态等。

炎性过程为涉及成纤维过程的主要事件犤１３犦。肝脏

损伤时，肝巨噬细胞可激活 ＮＦ－κＢ及其下游信号传
导。ＮＦ－κＢ作为转录因子，上调多种炎性细胞因子的释
放，包括 ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ＩＬ－１β。ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ＩＬ－１β，
进一步维持炎性级联反应。本研究结果显示，四氯化

碳可增加小鼠血清 ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ＩＬ－１β含量，升高

ｐ－ＩκＢα表达水平，从而加重肝脏炎症和纤维化犤１４犦。

２０ｍｇ／ｋｇ和 ４０ｍｇ／ｋｇ芒果苷能显著降低模型小鼠
ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ＩＬ－１β的水平，对 ＮＦ－κＢ信号转导也
有明显的抑制作用。

ＴＧＦ－β可促进肝星状细胞的活化和细胞外基质
蛋白的积累，导致肝纤维化，其过量产生会刺激细胞外

基质蛋白的各种成分的合成和释放。一旦激活，ＴＧＦ－β
结合到Ⅰ型和Ⅱ型丝氨酸 ／苏氨酸激酶受体，将激活受
体调节的ＳＭＡＳ，包括Ｓｍａｄ－３。活化Ｓｍａｄｓ的核易位是
操纵ＴＧＦ－β依赖基因的基本过程。ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ信号
通路失活可能是抗肝纤维化的一个有前途的治疗靶点。

本研究结果显示，在四氯化碳处理的小鼠中，ＴＧＦ－β和
Ｓｍａｄ－３磷酸的表达水平升高，２０ｍｇ／ｋｇ和 ４０ｍｇ／ｋｇ
芒果苷可显著抑制Ｓｍａｄ－３和ＴＧＦ－β的磷酸化。

综上所述，芒果苷对肝损伤模型小鼠具有一定改善

作用，其机制与降低炎性反应有关。

参考文献：

犤１犦ＳＡＮＣＨＥＺＶＡＬＬＥＶ，ＣＨＡＶＥＺＴＡＰＩＡＮＣ，ＵＲＩＢＥＭ，ｅｔａｌ．
Ｒｏｌｅｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｎｇｅｓｉｎｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ：

ａｒｅｖｉｅｗ犤Ｊ犦．ＣｕｒｒｅｎｔＭｅｄｉｃｉｎａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１２，１９（２８）：４８５０－
４８６０．

犤２犦ＲＥＥＶＥＳＨＬ，ＦＲＩＥＤＭＡＮ ＳＬ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅ
ｃｅｌｌｓ－ａｋｅｙｉｓｓｕｅｉｎｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ犤Ｊ犦．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅＡ
Ｊｏｕｒｎａｌ＆ＶｉｒｔｕａｌＬｉｂｒａｒｙ，２００２，７：ｄ８０８－ｄ８２６．

犤３犦ＴＡＣＫＥＦ，ＷＥＩＳＫＩＲＣＨＥＮＲ．Ｕｐｄａｔｅｏｎｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ：

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｒｏｌｅｉｎｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓａｎｄｎｏｖｅｌｉｓｏｌａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ犤Ｊ犦．
ＥｘｐｅｒｔＲｅｖＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＨｅｐａｔｏｌ，２０１２，６（１）：６７－８０．

犤４犦ＳＡＫＡＩＫ，ＪＡＷＡＩＤＳ，ＳＡＳＡＫＩＴ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ－β－ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｏｌｅｏｆｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｉｎｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ犤Ｊ犦．ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌＰａｔｈｏｌｏｇｙ，

２０１４，１８４（１０）：２６１１－２６１７．
犤５犦ＢＯＵＲＤＢＯＩＴＴＩＮＫ，ＢＯＮＮＩＥＲＤ，ＬＥＹＭＥＡ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅａｓｅｐｒｏ
ｆｉｌｉｎｇｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｒｅｖｅａｌｓｔｈｅＡＤＡＭｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅｗｉｔｈ
ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｔｙｐｅ１ｍｏｔｉｆ，１ａｓａｃｅｎｔｒａｌａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ犤Ｊ犦．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２０１１，５４（６）：２１７３－
２１８４．

犤６犦ＫＡＭＡＤＡＹ，ＴＡＭＵＲＡＳ，ＫＩＳＯＳ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｄｃａｒｂｏｎｔｅ


