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摘 要 为了探讨芒果苷（mangiferin，MGF）在对乙酰氨基酚（acetaminophen，APAP）诱导的小鼠急性药物性肝损伤

上的保护作用及机制，将 36只C57BL/6雄性小鼠随机分成 6组：空白对照组（Control）、模型组（APAP）、阳性对照组

（NAC，300 mg/kg）、APAP+芒果苷低剂量组（25 mg/kg），APAP+芒果苷中剂量组（50 mg/kg），APAP+芒果苷高剂量组

（100 mg/kg），每组6只 . 灌胃给予MGF 7 d，最后一次灌胃2 h后，各组小鼠腹腔注射APAP 0.5% CMC-Na溶液构建急

性肝损伤模型，12 h后麻醉小鼠并眼球取血，解剖摘取肝脏，用于生化指标测定、肝脏组织病理观察及Keap-1/Nrf2/
HO-1 通路相关蛋白水平检测 . 结果显示，与 Control 组比较，APAP 组小鼠血清中 AST、ALT、ALP，肝组织中 MDA、

MPO水平和Keap-1蛋白表达显著升高，肝组织中 SOD、GSH-Px和Nrf2、NQO1、HO-1蛋白表达显著降低；与APAP组

比较，MGF 各剂量组小鼠血清 AST、ALT、ALP，肝组织 MDA、MPO 水平和 Keap-1 蛋白表达显著降低，肝组织 SOD、

GSH-Px水平和Nrf2、NQO1、HO-1蛋白表达显著提高 . MGF对APAP诱导的急性肝损伤小鼠保护作用明显，其机制

可能与调节Keap-1/Nrf2/HO-1信号通路有关 .
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acute liver injury in mice
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Abstract To investigate the protective effect of mangiferin （MGF） on APAP-induced acute liver injury in mice and its 
mechanism，thirty-six C57BL/6 male mice were randomly divided into 6 groups： control group （Control）， model group 
（APAP）， positive group （NAC， 300 mg/kg）， APAP + mangiferin low-dose group （MGF-L， 25 mg/kg）， APAP + 
mangiferin medium-dose group （MGF-M， 50 mg/kg）， and APAP + mangiferin high-dose group （MGF-H， 100 mg/kg）， 6 
mice in each group. The positive group and the low- ， medium- and high-dose mangiferin groups were intragastriclly 
administrated for 7 days， and after the last administration for 2 h， APAP was dissolved in 0.5% CMC-Na to prepare a dose 
of 400 mg/kg， the mice in each group were intraperitoneally injected with APAP to establish acute liver injury model 
except for the control group， and 12 h later， the mice were anesthetized and the blood was taken from the eyeball， and the 
liver was dissected and removed. The contents of AST， ALT， ALP in serum and MDA， MPO， SOD， GSH-Px in liver were 
determined. HE staining was used to observe the histopathological changes. Western Blot was used to detect the protein 
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expressions of Keap-1， Nrf2， NQO1 and HO-1 in liver. Compared with the control group， the levels of AST， ALT， ALP， 
MDA， MPO and Keap-1 protein in the APAP group significantly increased， and the levels of SOD， GSH-Px， Nrf2， NQO1 
and HO-1 significantly decreased. Compared with the APAP group， the levels of AST， ALT， ALP， MDA， MPO and Keap-

1 protein in the MGF dose group were significantly reduced， and the levels of SOD， GSH-Px and Nrf2， NQO1 and HO-1 
proteins significantly increased. Mangiferin exhibited protective effect on APAP-induced acute liver injury， and its 
underlying mechanism may be related to the regulation of Keap-1/Nrf2/HO-1 signaling pathway. 
Keywords oxidative stress； APAP； mangiferin； acute liver injury

肝脏在药物代谢中起着核心作用，全世界范围

内引起急性肝损伤的主要原因是药物中毒 . 药物性

肝损伤（drug-induced liver injury，DILI），可导致肝功

能衰竭，甚至威胁生命 . 据统计，在欧美地区药物性

肝损伤患者占总急性肝衰竭患者一半以上［1-2］，中国

急性药物性肝损伤患者数量亦逐年增加 .对乙酰氨

基酚（APAP）为常用感冒药的核心成分，APAP导致

的急性肝损伤在药物中毒引起的急性肝损伤中居

主要地位，超剂量服用可造成脏器损伤甚至死亡 . 
APAP所导致的肝损伤模型是最具代表性的药物性

肝损伤模型［3-4］. 因此，从中药、天然药物中寻找有效

的肝保护药物具有重要意义 .
川东獐牙菜为龙胆科 Gentianaceae獐牙菜属植

物 Swertia davidi Franch.的干燥全草，系长江三峡库

区珍稀濒危药用植物，化学成分多样，药理作用显

著［5］. 芒果苷（mangiferin，1，3，6，7-四羟基氧杂蒽

酮-C2-β-D-葡萄糖苷，MGF）是一种天然存在的C-葡

萄糖基氧杂蒽酮，又称为芒果素，主要从漆树科植

物芒果（Mangifera indica L.）、龙胆科植物川西獐牙

菜（Swertia mussotii Franch）和川东獐牙菜（Swertia 
davidii Franch.）等植物中分离得到［6］. 课题组前期对

川东獐牙菜的化学成分进行了系统分离，将川东獐

牙菜干燥全草用 10倍量 50%甲醇/水浸提 5次，依次

用不同极性有机溶剂（石油醚、乙酸乙酯、正丁醇）

萃取 3次，将乙酸乙酯萃取部位减压浓缩后以二氯

甲烷-甲醇系统（1∶0， 20∶1， 10∶1， 5∶1， 1∶1， 0∶1）
经正相硅胶柱色谱梯度洗脱，得到 Fraction A-G 共

7 个组分，其中组分 D 经反相中压制备色谱（甲醇-

水，1∶9~1∶0）洗脱得到 D1-D6 共 6 个亚组分，组分

D2经正相硅胶柱色谱（石油醚-乙酸乙酯，1∶0~0∶1）
洗脱后得到D2.1-D2.5共 5个小组分，其中D2.2经制

备型HPLC分离可得到芒果苷 . 研究表明，川东獐牙

菜全草中芒果苷含量为1.87 mg·g−1，根、茎、叶中均存

在芒果苷，且其含量叶（2.16 mg·g−1）>根（1.51 mg·g−1）>
茎（0.94 mg·g−1）［7］.

芒果苷具有广泛的药理活性，也是中药川东獐

牙菜的主要活性成分，研究表明芒果苷可以明显改

善动物急慢性肝损伤及酒精性肝损伤［8-9］. 由于氧杂

蒽酮的化学结构，芒果苷具有氧化还原活性芳烃体

系，有抗氧化的特性，能够显著降低活性氧（ROS）水

平，提高超氧化物歧化酶（SOD）活性，并降低丙二醛

（MDA）含量，改善心衰诱导的炎症反应及氧化应

激 ，这可能是通过激活 Nrf2/HO-1 信号通路实

现的［10］.
本研究以APAP诱导的小鼠急性肝损伤模型为

研究对象，探讨川东獐牙菜的活性成分芒果苷对急

性肝损伤的保护作用，从减轻氧化应激反应的角度

探讨其改善急性肝损伤可能的分子机制，以阐述芒

果苷治疗急性药物性肝损伤的科学基础，为川东獐

牙菜产品的研发提供研究基础和科学依据 .

1　材料与方法

1.1　实验动物

36只 SPF级健康雄性 C57BL/6小鼠（18~22 g），

购于湖南斯莱克景达公司［SCXK（湘）2019-0004］，

适应性喂养一周［温度（22±2）℃，相对湿度 60%± 
10%］. 动物实验均符合动物伦理规范 .
1.2　实验试剂与仪器

芒果苷（成都德思特公司/DM0031），N-乙酰半

胱氨酸（上海源叶），对乙酰氨基酚（湖北威德利），

GPT试剂盒、GOT试剂盒、碱性磷酸酶（ALP/AKP）测

试盒（南京建成），小鼠（GSH-Px）ELISA 试剂盒、小

鼠（MPO）ELISA 试剂盒（江苏酶标生物），超氧化物

歧化酶（SOD）试剂盒、丙二醛（MDA）试剂盒（艾迪

生），Nrf2 抗体、Keap-1抗体、HO-1抗体、NQO1抗体

（Immunoway生物），Western Blot二抗稀释液、10%快

速凝胶试剂盒（上海碧云天），RIPA 裂解液（苏州新

赛美），BCA试剂盒（上海雅酶生物）.
高速冷冻离心机（美国赛默飞），优普系列超纯

水机（四川优普），恒温水浴锅（上海力辰邦西），全

波长酶标仪（北京凯奥），荧光倒置显微成像系统
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（德国徕卡），免染蛋白印迹检测分析系统（美国伯

乐），生物组织摊烤片机（YD-AB2，金华益迪医疗）.
1.3　实验方法

1.3.1　实验动物分组、造模与给药

将适应性喂养后的雄性C57BL/6小鼠随机分为

6组，分别为空白对照（Control）组，模型对照（APAP，
400 mg·kg-1）组，阳性对照组（NAC，300 mg·kg-1），芒果

苷低剂量组（MGF-L，25 mg·kg-1），芒果苷中剂量组

（MGF-M，50 mg·kg-1），芒果苷高剂量组（MGF-H，100 
mg·kg-1）. 芒果苷溶于 0.5% 的 羧 甲 基 纤 维 素 钠

（carboxymethylcellulose sodium，CMC-Na）水溶液中，

连续灌胃7 d，阳性对照组灌胃给予 300 mg·kg-1的 N-

乙酰半胱氨酸（N-acetylcysteine，NAC），空白对照组

与APAP模型对照组灌胃给予等量的 0.5% CMC-Na
水溶液 . 末次给药 2 h后，各组（空白对照组除外）均

腹腔注射 400 mg·kg-1 APAP建立小鼠急性肝损伤模

型 . 造模 12 h 后，麻醉小鼠并眼球取血、摘取肝脏，

保存备用 .
1.3.2　血清肝功能指标检测

将各组小鼠血液室温下静置 1 h 后离心（4 ℃，

4000 r·min-1，10 min），取上清液，运用ELISA法检测

小鼠血清肝功指标ALT、AST及ALP水平变化，所有

操作步骤均严格遵循试剂盒的说明手册进行 .
1.3.3　肝组织氧化应激指标的检测

将各组肝组织用匀浆器进行匀浆，按照 100 mg
的肝脏样品，加1 g生理盐水制备成10%匀浆，4 ℃下

2500 r·min-1离心 10 min，取上清液，通过相关试剂盒

检测各组肝脏中 MPO、GSH-Px、SOD 和 MDA 的水

平，所有操作步骤均在严格遵循试剂盒的说明手册

下进行 .
1.3.4　肝脏组织病理学观察

解剖并取小鼠肝脏，将部分肝脏置于组织固定

液中，依次经过脱水、透明、浸蜡，包埋、切片，苏木

精-伊红（HE）染色后，在光学显微镜下观察各组小

鼠肝脏组织病理形态学特征 .
1.3.5　Western Blot检测蛋白表达水平

运用蛋白质印迹法（Western Blot）检测小鼠肝脏

组织中氧化应激通路相关蛋白 Keap-1、Nrf2、HO-1、
NQO1蛋白的表达情况 . 各组小鼠肝脏匀浆后，提取蛋

白，进行 SDS-PAGE 电泳，然后转膜、染色、封闭、一

抗孵育、二抗孵育、ECL化学发光曝光显影等步骤，

用 Image J软件对蛋白表达条带进行半定量分析［11］.
1.3.6　统计学分析

采用GraphPad Prism 7.0对数据进行统计分析，

实验数据均以平均值±标准差表示，两组数据间的

差异采用独立样本 t 检验评估，多组数据间的比较

通过 one-way ANOVA 方差进行分析，P<0.05认为差

异具有统计学意义 .

2　结果

2.1　MGF对小鼠血清肝功指标AST、ALT及ALP的
影响

肝功受损异常的 ALP、ALT、AST是反应急性肝

损伤的常规指标（图 1），与 Control组相比，APAP 组

小鼠血清中 ALT、AST 及 ALP 水平显著上升（P<
0.01），表明模型构建成功 . 与APAP组相比，MGF各

组小鼠血清中ALT、AST及ALP水平均明显降低（P<
0.05），尤其高剂量组效果更为显著 . 结果表明，MGF
能够明显降低急性药物性肝损伤小鼠血清中 AST、
ALT及ALP水平 .
2.2　MGF对小鼠肝脏氧化应激指标的影响

如图 2所示，与 Control组相比，APAP 组小鼠肝

脏中 MPO和 MDA水平显著升高，SOD和 GSH-Px水
平显著降低，均有统计学差异（P<0.01）；与APAP组

相比较，MGF 各剂量组小鼠肝脏中 MPO 和 MDA 水

平均降低，SOD 和 GSH-Px 水平均显著升高（P<
0.05）. 结果表明，MGF 能够明显降低急性肝损伤小

鼠肝脏中MPO、MDA水平，并升高SOD和GSH-Px活
性，改善肝脏内的抗氧化酶系统，提高小鼠的抗氧

化能力，进而改善小鼠急性肝损伤 .
2.3　MGF对小鼠肝脏组织病理变化的影响

如图 3 所示，HE 染色后，Control 组小鼠肝脏细

胞排列整齐，肝小叶和中央静脉内皮结构正常 . 与
Control 组相比，APAP 组小鼠的肝小叶出现明显损

伤，表现为汇管区肝细胞水肿，呈空泡状，肝血窦挤

压消失 . 与APAP组相比，MGF各剂量组小鼠的肝小

叶结构较清晰，肝索呈放射状排列，肝损伤明显减

轻 . 肝脏的病理学评价结果进一步证实了MGF在小

鼠急性肝损伤中的保护作用 .
2.4　MGF对小鼠肝脏中氧化应激相关蛋白表达的

影响

如图 4所示，与APAP组相比，MGF各剂量组小

鼠肝脏中 Nrf2、NQO1和 HO-1蛋白表达水平均显著

升高（P<0.05），Keap-1 蛋白表达水平显著降低（P<
0.05）. 该结果表明，MGF 可能通过调节氧化应激通

路Keap-1/Nrf2/HO-1相关蛋白的表达来缓解和减轻
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氧化应激反应，进而改善 APAP 诱导的小鼠急性肝 损伤 .

红色箭头为肝细胞水肿，黄色箭头为肝血窦挤压 .
图3 MGF对APAP小鼠肝组织形态的影响（200 ×）

Fig. 3　The effect of MGF on the morphology of liver tissue in APAP mice（200 ×）

与Control组相比较，**P<0.01；与APAP组相比较，#P<0.05，##P<0.01.
（a） AST的水平；（b） ALT的水平；（c） ALP的水平

图1 MGF对APAP小鼠血清肝功指标的影响

Fig. 1　The effect of MGF on serum liver function indicators in APAP mice

与Control组相比较，**P<0.01；与APAP组相比较，#P<0.05，##P<0.01.
（a） SOD的水平；（b） MDA的水平；（c） GSH-Px的水平；（d） MPO的水平

图2 MGF对APAP小鼠肝组织中氧化应激指标的影响

Fig. 2　The effect of MGF on oxidative stress indicators in the liver tissue of APAP mice
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3　讨论

对乙酰氨基酚（APAP）是一种非甾体抗炎药，广

泛用于治疗疼痛和发热，在推荐剂量下通常是安全

的 . 然而，过量服用 APAP 会导致严重的肝损伤、肝

衰竭甚至死亡［12］. APAP 过量是发达国家急性肝功

能衰竭（ALF）最常见的原因，在美国和英国占 ALF
病例的50%~60%［13-14］.

在 APAP 诱导的肝毒性中，其毒性代谢产物 N-

乙酰基对苯醌亚胺（NAPQI）的产生至关重要 . 在治

疗剂量下，约 85%~90% 的 APAP 通过 II 期结合酶

UDP 葡 糖 醛 酸 基 转 移 酶（UGT）和 硫 酸 转 移 酶

（SULT）代谢为无毒物质从尿液排出［15］. 只有5%~9%
的 APAP被细胞色素 P450酶（主要是 CYP2E1）代谢

为高活性亲电氧化剂NAPQI［16］. 尽管NAPQI可以通

过与 GSH 结合而快速解毒，但在 APAP 过量的情况

下，当 II 期代谢酶饱和且 GSH 耗尽时，过量的

NAPQI会导致线粒体氧化应激和功能障碍，并最终

导致肝细胞坏死［17-18］.
目前，抗氧化剂乙酰半胱氨酸（NAC）是治疗

APAP过量早期的唯一药物 . 然而，由于其狭窄的治

疗窗口，很大一部分患者错过了 NAC 治疗的机会，

使肝移植成为唯一的治疗选择［19］. NAC虽能有效治

疗 APAP 急性过量用药，但是静脉注射 NAC 会导致

荨麻疹、瘙痒或其他副作用的出现［20］. 因此，迫切需

要探索和鉴定来源于天然产物的生物活性成分，用

于治疗APAP引发的肝损伤 .
Nrf2是由 NFE2L2基因编码的碱性亮氨酸拉链

（bZIP）蛋白［21］. 它通过调节抗氧化基因的表达发挥

抗氧化作用 . 在非应激条件下，Nrf2 被 Keap1 E3 连

接酶靶向蛋白酶体降解，因此丰度较低 . 在氧化应

激时，Nrf2被稳定并转运到细胞核，在那里它通过与

启动子上的抗氧化反应元件（ARE）结合，促进广泛

的抗氧化和抗炎基因的表达，如谷胱甘肽-S-转移酶

（Gst）和 NAD（P）H：醌氧化还原酶 1 （Nqo1）［22-23］. 因
此，Nrf2在许多疾病中发挥保护作用，其中氧化应激

是病理过程的基础 . 这些疾病包括代谢性疾病、炎

症、免疫紊乱、癌症等［24］.
超过肝脏解毒能力的毒性代谢产物 NAPQI 的

积累是 APAP 诱导的急性肝损伤的潜在机制 . NAC
是美国食品药品监督管理局批准的唯一抗APAP过

量的解药，可以增加 GSH 的合成并提高抗氧化能

力［25］. Nrf2作为体内抗氧化机制的核心调控因子，在

APAP诱导的急性肝损伤中受到越来越多的关注和

与Control组相比较，**P<0.01；与APAP组相比较，#P<0.05，##P<0.01.
（a） APAP小鼠肝脏中Nrf2、Keap-1、NQO-1、HO-1的蛋白表达水平；（b） Nrf2蛋白表达量相对灰度值；

（c） Keap-1蛋白表达量相对灰度值；（d） NQO1蛋白表达量相对灰度值； （d） HO-1蛋白表达量相对灰度值

图4 MGF对APAP小鼠肝脏氧化应激相关蛋白表达的影响

Fig. 4　The effect of MGF on the expression of oxidative stress proteins in the liver of APAP mice
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研究 . 研究表明，肠道中的乳酸杆菌可以强烈激活

Nrf2，以抵抗 APAP 过量引起的氧化性肝损伤［26］.在
APAP 过量小鼠模型中，Farrerol 治疗可显著提高模

型小鼠的存活率 . 其机制主要是 Farrerol 通过

AMPK/AKT 途径激活 Nrf2并诱导自噬，以防止线粒

体功能障碍并减少 APAP 诱导的急性肝损伤［27］. 更
多研究表明，尿锂蛋白A、桑色素和虾青素可以通过

激活 Nrf2 对 APAP 诱导的急性肝损伤发挥抗氧化

作用［28-29］.
MGF可通过降低ROS［30］、铁和脂质过氧化物调

节 Nrf2-GPX4 轴抑制铁死亡，增加抗铁死亡酶的表

达抑制 MIRI 引起的心肌铁死亡 . 芒果苷作为一种

天然活性成分，具有广泛的应用前景，研究表明芒

果苷对肝脏疾病有治疗作用，包括肝损伤、非酒精

性脂肪性肝病、酒精性肝病、肝纤维化和肝细胞

癌［31-32］，这表明芒果苷在肝脏中具有重要的调节功

能，在治疗肝脏疾病中发挥着重要作用 .
本研究以 APAP 诱导的小鼠急性肝损伤为模

型，初步探讨了川东獐牙菜的活性成分芒果苷对小

鼠血清中ALT、AST及ALP水平、肝脏中氧化应激酶

的含量和相关蛋白表达的影响 . 结果证实芒果苷对

APAP诱导的急性药物性肝损伤小鼠具有明显的保

护作用，其作用机制可能涉及 Keap-1/Nrf2/HO-1 信

号通路的调节，从而减轻氧化应激反应来改善小鼠

的急性肝损伤（图 5）. 本研究可以为川东獐牙菜及

其活性成分芒果苷的应用开发提供研究基础和科

学依据 .
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