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芒果苷对小鼠肝缺血再灌注损伤的保护作用

李晓　史才兴△　柳新平　徐旭东
（济宁医学院基础医学院，济宁２７２０６７）

　　摘　要　目的　探讨芒果苷对小鼠肝缺血再灌注损伤的保护作用及其作用机制。方法　成年昆明小鼠２４
只，体重１８～２０ｇ，随机分成缺血再灌注损伤组（Ｉ／Ｒ组）、芒果苷组和假手术组（ｓｈａｍ组）。Ｉ／Ｒ组采用夹闭肝蒂
３０ｍｉｎ、再灌注６ｈ制作肝缺血再灌注损伤模型。芒果苷组于缺血前３０ｍｉｎ时腹腔注射芒果苷２０ｍｇ／ｋｇ；ｓｈａｍ组
和Ｉ／Ｒ组腹腔注射等容量生理盐水。再灌注６ｈ时，取材，ＨＥ染色，光学显微镜下观察肝细胞形态学变化；比色
法检测血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）的水平及肝组织中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧
化物酶（ＧＳＨＰｘ）的活性；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝组织Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达。结果　经芒果苷处理后，芒果
苷组与Ｉ／Ｒ组相比肝细胞形态学异常明显减轻；血清ＡＬＴ（１３３．７３±１１．５３）含量和肝组织ＭＤＡ（７．５９±０．９７）含
量较Ｉ／Ｒ组明显降低，差异有统计学意义（ｔ＝－７．２２，Ｐ＜０．０５；ｔ＝－３．０７，Ｐ＜０．０５）；肝组织ＳＯＤ（１１９．４０±１３．
９５）和ＧＳＨＰｘ（９７．５９±１４．０７）含量较Ｉ／Ｒ组升高，差异有统计学意义（ｔ＝３．３４，Ｐ＜０．０５；ｔ＝３．３２，Ｐ＜０．０５）。
经芒果苷处理后，芒果苷组与Ｉ／Ｒ组相比肝组织 Ｃａｓｐａｓｅ３及 Ｂａｘ蛋白表达降低，差异有统计学意义（ｔ＝－３．
１８，Ｐ＜０．０５；ｔ＝－８．８６，Ｐ＜０．０５）；Ｂｃｌ２蛋白表达升高，差异有统计学意义（ｔ＝４．４７，Ｐ＜０．０５）。结论　芒果苷
对小鼠肝缺血再灌注损伤具有保护作用，其保护机制可能与其抗氧化作用和抑制细胞凋亡有关。
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　　在肝切除、肝移植、严重的肝外伤处理以及严
重的休克等过程中都会造成肝缺血再灌注损伤，
直接影响手术的成功率和患者的存活率。其损伤

机制与大量氧自由基的产生有关［１］。芒果苷又名

芒果素，是一种多酚类化合物，具有止咳平喘、抗

炎镇痛、保肝利胆的功效，近年来随着研究的深

入，发现芒果苷还具有抗氧化、抗癌、抗病毒等作

用［２３］。本实验采用小鼠肝缺血再灌注损伤模型
观察芒果苷对小鼠肝缺血再灌注损伤的保护作
用，并探讨其作用机制，为芒果苷的临床应用提供

理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
健康成年雄性昆明小鼠２４只（由济宁医学院

实验动物中心提供），随机分成 ３组：假手术组
（ｓｈａｍ组）、缺血再灌注损伤组（Ｉ／Ｒ组）、芒果苷
组，每组８只。
１．２　试剂

芒果苷购于广西百色市天星植物科技有限公

司；丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧化物酶
（ＧＳＨＰｘ）试剂盒购于南京建成试剂公司；兔抗
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ多克隆抗体购自 Ｓｉｇｎａｌｗａｙ
Ａｎｔｉｂｏｄｙ公司；全蛋白抽提试剂盒、ＢＣＡ蛋白测定
试剂盒购自南京凯基生物有限公司；化学发光液

和硝酸纤维素购自密理博中国有限公司。

１．３　方法
１．３．１　模型制备及药物预处理　小鼠称重，以
１０％水合氯醛４ｍｌ／ｋｇ腹腔注射麻醉，上腹部做正
中切口，充分暴露第一肝门，游离肝门血管，用小

号无创血管夹夹闭第一肝门。３０ｍｉｎ后去除血管
夹，恢复血流，再灌注６ｈ制作肝缺血再灌注损伤
模型。芒果苷组在缺血前３０ｍｉｎ腹腔注射２０ｍｇ／
ｋｇ芒果苷，ｓｈａｍ组和 Ｉ／Ｒ组腹腔注射等容量生理
盐水。ｓｈａｍ组仅麻醉、开腹，分离肝血管，不阻断
血供。实验过程中动物体温维持在３７℃。

１．３．２　肝细胞形态观察　再灌注结束后处死小鼠，
取肝组织，置于１０％中性福尔马林溶液固定２４ｈ以
上，３０％蔗糖沉底过夜，冰冻切片（厚９μｍ），苏木素
伊红（ＨＥ）染色，光镜下观察细胞形态的变化。
１．３．３　ＡＬＴ、ＭＤＡ、ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ的含量检测　
再灌注 ６ｈ时，心脏采血，室温静置 ９０ｍｉｎ，４０００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后取血清，按试剂盒说明书操作，测
血清中ＡＬＴ水平；取肝组织用冰冷的生理盐水漂
洗３次，滤纸拭干，称重后按重量（ｇ）∶体积（ｍｌ）＝
１∶９的比例加入生理盐水，用匀浆器研磨后，３０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清，即为１０％组织匀浆，按试
剂盒说明书操作，测肝组织匀浆中 ＭＤＡ、ＳＯＤ和
ＧＳＨＰｘ的含量。
１．３．４　肝组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白的检
测　每组选取４只动物作为检测蛋白表达标本，按
试剂盒说明提取总蛋白，ＢＣＡ试剂盒蛋白定量后，
取１２０μｇ蛋白用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ进行电泳。９０Ｖ
恒压将蛋白转至醋酸纤维膜（ＮＣ膜），转膜时间
７０ｍｉｎ。室温下将 ＮＣ膜用５％脱脂奶粉封闭２ｈ，
加兔抗鼠Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ一抗（１∶１０００）稀释
液，４℃孵育过夜。洗液漂洗３次，每次１０ｍｉｎ。加
辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗（１∶１０００），室
温孵育 ２ｈ。洗液漂洗 ３次，每次 １０ｍｉｎ。加 ＥＣＬ
试剂显色后用全自动化学发光成像系统（ＢｉｏＲａｄ
ＸＲＰ＋）成像检测。
１．４　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件对结果进行分析，所
有数据均以（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素
方差分析，两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５则
差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　芒果苷对缺血再灌注后肝细胞形态和功能
的影响

ｓｈａｍ组肝组织肝索排列清晰，肝细胞结构完
整，未见变性坏死、炎细胞浸润等病理学变化。Ｉ／
Ｒ组可见局灶性坏死，肝细胞排列紊乱，部分肝索、

·６０２·
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肝血窦分界不清，肝细胞呈空泡变性，门管区有大

量炎细胞浸润。芒果苷组肝细胞水肿减轻，中央

静脉、肝索结构清晰，病理损害明显较 Ｉ／Ｒ组减
轻。见图１。

注：Ａ．ｓｈａｍ组；Ｂ．Ｉ／Ｒ组；Ｃ．芒果苷组

图１　芒果苷可减轻肝缺血再灌注损伤引起的肝细胞形态学改变 （ＨＥ×４００）

　　血清ＡＬＴ水平可反映肝细胞损害和坏死的程
度。结果显示，与ｓｈａｍ组相比，Ｉ／Ｒ组血清ＡＬＴ水
平明显升高，差异具有统计学意义（ｔ＝１１．４１，Ｐ＜
０．０５）。与Ｉ／Ｒ组相比，芒果苷组血清ＡＬＴ水平明
显降低，差异具有统计学意义（ｔ＝－７．２２，Ｐ＜０．
０５），说明芒果苷预处理可减少缺血再灌注后ＡＬＴ
的释放。见表１。

表１　芒果苷对缺血再灌注后血清中ＡＬＴ和肝
组织中ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ含量的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＡＬＴ

／Ｕ·ｍｇ－１
ＭＤＡ

／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１
ＳＯＤ

／Ｕ·ｍｇ－１
ＧＳＨＰＸ
／Ｕ·ｍｇ－１

ｓｈａｍ组 ８ ８７．１６±８．４６ ４．６２±０．３７ １３７．７９±１６．８３ １５２．３６±１９．７１

Ｉ／Ｒ组 ８ ２１２．６４±２３．３９ １２．３２±１．７１ ８２．６９±９．８３ ６２．３２±１１．７１

芒果苷组 ８ １３３．７３±１１．５３＃ ７．５９±０．９７＃ １１９．４０±１３．９５＃ ９７．５９±１４．０７＃

Ｆ值 － ６６．６７ ３３．４２ １７．０５ ３２．０７

Ｐ － ０．００ ０．００ ０．００ ０．００

　　注：与ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０１；与Ｉ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０１

２．２　芒果苷对缺血再灌注后肝组织 ＭＤＡ、ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ含量的影响

数据显示，与 ｓｈａｍ组相比，Ｉ／Ｒ组 ＭＤＡ含量
上升，差异有统计学意义（ｔ＝８．０９，Ｐ＜０．０５），表
明肝组织遭受严重的氧化损伤；芒果苷组 ＭＤＡ含
量明显降低，与Ｉ／Ｒ组相比差异有统计学意义（ｔ＝
－３．０７，Ｐ＜０．０５）。与 ｓｈａｍ组相比，Ｉ／Ｒ组 ＳＯＤ
含量明显下降，差异有统计学意义（ｔ＝－５．８３，Ｐ＜
０．０５）；芒果苷组 ＳＯＤ含量明显升高，与 Ｉ／Ｒ组相
比差异有统计学意义（ｔ＝３．３４，Ｐ＜０．０５）。与此
同时，Ｉ／Ｒ组ＧＳＨＰｘ含量明显下降，与 ｓｈａｍ组相
比差异有统计学意义（ｔ＝－７．９６，Ｐ＜０．０５）；芒果

苷组ＧＳＨＰｘ含量明显升高，与 Ｉ／Ｒ组相比差异有
统计学意义（ｔ＝３．３２，Ｐ＜０．０５）。提示芒果苷可
以减少缺血再灌注后肝组织中脂质过氧化物的产
生，并提高抗氧化酶的活性。见表１。
２．３　芒果苷对缺血再灌注后肝组织中 Ｃａｓｐａｓｅ
３，Ｂｃｌ２及Ｂａｘ蛋白表达的影响

数据显示，与 ｓｈａｍ组相比，Ｉ／Ｒ组 Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达上升，差异有统计学意义（ｔ＝７．７５，Ｐ＜０．
０５），与Ｉ／Ｒ组相比，芒果苷组 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
下降，差异有统计学意义（ｔ＝－３．１８，Ｐ＜０．０５）；
与ｓｈａｍ组相比，Ｉ／Ｒ组 Ｂｃｌ２蛋白表达下降，差异
有统计学意义（ｔ＝－８．４１，Ｐ＜０．０５），与 Ｉ／Ｒ组相
比，芒果苷组 Ｂｃｌ２蛋白表达升高，差异有统计学
意义（ｔ＝４４７，Ｐ＜０．０５）；与 ｓｈａｍ组相比，Ｉ／Ｒ组
Ｂａｘ蛋白表达升高，差异有统计学意义（ｔ＝１１．６９，
Ｐ＜０．０５），与Ｉ／Ｒ组相比，芒果苷组 Ｂａｘ蛋白表达
下降，差异有统计学意义（ｔ＝－８．８６，Ｐ＜０．０５）。
提示芒果苷可以降低缺血再灌注后肝组织中凋亡
蛋白的表达，减少肝细胞凋亡。见表２、图２。

表２　芒果苷对缺血再灌注后肝组织中
Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｂｃｌ２及Ｂａｘ蛋白表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白 Ｂｃｌ２蛋白 Ｂａｘ蛋白

ｓｈａｍ组 ８ ０．１３±０．０２ ０．５１±０．０８ ０．２７±０．０２

Ｉ／Ｒ组 ８ ０．５２±０．１１ ０．２２±０．０１ ０．６４±０．１８

芒果苷组 ８ ０．３５±０．０３＃ ０．３７±０．０４＃ ０．３５±０．０４＃

Ｆ值 ３０．３７ ３５．４１ ７４．４６

Ｐ ０．００ ０．００ ０．００

　　注：与ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５；与Ｉ／Ｒ组比较，＃Ｐ＜０．０５
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与ｓｈａｍ组相比Ｐ＜０．０１；与Ｉ／Ｒ组相比＃Ｐ＜０．０１

图２　芒果苷对缺血再灌注后肝组织中Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｂｃｌ２及Ｂａｘ蛋白表达的影响

３　讨论

缺血再灌注损伤（Ｉ／Ｒ）是指缺血组织恢复血
液供应后反而出现损伤加重的现象［４］。其发生机

制十分复杂，其中氧自由基生成增加是引起缺血
再灌注损伤的重要原因。芒果苷及其衍生物具有

很强的抗氧化作用，对脑、心脏和肾脏等氧化损伤

有很好的保护作用［５９］，因此，我们推测其对肝缺

血再灌注损伤具有保护作用。本实验通过复制小
鼠肝缺血再灌注损伤模型发现，缺血再灌注后肝
组织变性、坏死，肝索断裂、排列紊乱，血清中 ＡＬＴ
水平上升，表明肝功能受损严重，造模成功。与缺

血再灌注组比较，芒果苷组 ＡＬＴ水平明显降低，
说明芒果苷能改善肝功能，对肝缺血再灌注损伤
有显著的保护作用，但其机制尚不明确。进一步

研究发现，缺血再灌注后肝组织中 ＭＤＡ含量升
高，ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ含量下降。说明再灌注后氧自
由基产生过多，抗氧化酶耗尽，引起脂质过氧化损

伤，使肝组织结构和功能受到破坏。与以往的研

究结果一致［１０］。经芒果苷处理后，肝组织中 ＭＤＡ
含量下降，ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ含量升高，肝组织损伤
减轻。说明芒果苷能够抑制缺血再灌注后脂质过
氧化，增加活性氧的清除，从而保护肝细胞。

细胞凋亡是引起缺血再灌注损伤的另一重要
原因［６］。Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ是一对调节细胞凋亡的基
因，Ｂｃｌ２表达上升，能抑制细胞凋亡；Ｂａｘ表达上

升，能促进细胞凋亡。Ｃａｓｐａｓｅ３是最关键的凋亡
蛋白酶，活化后可激活细胞凋亡通路引起细胞凋

亡。本文结果显示，缺血再灌注后肝组织中
Ｃａｓｐａｓ３和Ｂａｘ蛋白表达上升，Ｂｃｌ２蛋白表达下
降，细胞凋亡通路激活；芒果苷能降低肝组织中

Ｃａｓｐａｓｅ３及 Ｂａｘ蛋白的表达，上调 Ｂｃｌ２蛋白表
达，说明芒果苷可以通过抑制细胞凋亡来发挥对

肝脏的保护作用。

综上所述，本研究表明芒果苷通过提高机体

抗氧化系统的活性、减轻脂质过氧化损伤和抑制

细胞凋亡对小鼠肝缺血再灌注损伤产生保护作
用，为芒果苷的临床应用提供了一定的理论依据，

并为进一步开发利用我国中药材提供了重要线

索。
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