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摘要# 目的!观察芒果苷236745/C46对自发性高血压大鼠脑组织炎症损伤的保护作用以及对脑组织炎性因子表达 N̂Y+
"HNNE# 信号通路的影响’ 方法!%( 只自发性高血压大鼠随机分为模型组& 苯那普利组 )"( 27H"]7-@#* 与芒果苷
高( 中( 低剂量 )%(( #(( "( 27H"]7-@#* 组& 另外 * 只同周龄的雄性大鼠为正常对照组’ 连灌胃给药 * 周后& 观
察自发性高血压大鼠的脑组织形态学$ 用1UVAG法测定大鼠脑组织中肿瘤坏死因子.KM+%( 白细胞介素VU+)( 细胞间
粘附分子VNĜ +" 的水平$ 免疫组织化学法和J/9W/C6 Z0>W法检测大鼠脑组织单核细胞趋化蛋白 N̂Y+"( 细胞表面趋化
因子受体NNE# 蛋白的表达& E.+YNE检测大鼠脑组织307D!( 00J@ 2EKG的表达’ 结果!正常对照组及模型组脑组
织形态学均无明显病变& 苯那普利组( 芒果苷各剂量组形态学均正常’ 芒果苷可显著降低自发性高血压大鼠脑组织
VU+)( .KM+%( VNĜ +" 的含有量及 N̂Y+"( NNE# 蛋白和2EKG表达量’ 结论!芒果苷对自发性高血压大鼠脑组织的
炎症具有明显的抗炎作用& 其机制与抑制 N̂YHNNE#信号通路表达有关’
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!!近年来& 人们逐渐认识到血压升高和器官损害
都可使心血管疾病的危险性显著增加)"* & 研究表
明炎症与心血管疾病的发生( 发展具有密切的关
系& 炎症与高血压的关系也越来越受到重视)#* ’
炎症与高血压存在着相互作用! 一方面& 高血压可
以通过刺激一些因子如白介素( 细胞粘附分子( 内
皮素+"( 血管紧张素(( 生长因子等的表达& 引起
前炎症状态的活化$ 另一方面& 前炎症状态的活化
又促进了高血压的发展及导致血管重构和靶器官损
伤如脑组织的损伤)$* ’ 以往的研究表明! 自发性
高血压大鼠存在心脑肾等多组织炎症损伤)%* ’

芒果苷是芒果叶中的主要活性成分’ 药效学研
究表明& 芒果苷具有多方面的药理效应& 包括抗
炎( 抗肿瘤( 抗氧化( 免疫调节( 抗病原微生物(
代谢调节等)’* ’ 尤其具有确切的抗炎效应’ 而且&
芒果苷对炎症以及缺血再灌注引起的大鼠脑损伤具
有保护作用))+,* ’

本研究以自发性高血压大鼠 "AOE# 作为高
血压动物模型& 观察芒果苷对 AOE脑组织炎性因
子表达及 N̂Y+"HNNE# 信号通路的影响& 将进一
步了解芒果苷对 AOE脑组织炎症损伤的保护作用
及其机制& 也为芒果苷的新药开发提供实验依据’
I‘材料
"F"!实验动物!* 只同周龄的雄性魏+凯二氏大鼠
"Jcf# 和 %( 只 "( 周龄的雄性 AOE& 体质量介于
#*( a$#( 7& 许可证号 ANRc "京# #("#+((("& 购
自北京维通利华实验动物有限责任公司’ 实验动物
的饲养维持可控的温度( 湿度和光照条件& 并提供
无限制的食物和水’ 实验动物的使用和护理参照欧
盟保护试验用动物指令 "编号 #("(H)$H1e#’
"F#!药品和试剂!芒果苷 "NGA 号 %,,$+-)+(& 分
子式 N"-O"*[""& 纯度 -*!& 批号 #("’()($& 化学
结构如图 " 所示# 从漆树科植物杧果 "3+/6-(1*+
-/,-$+ U&# 叶中提取& 由广西昌洲天然药业有限公
司提供’ 苯那普利 "批号 R"’)%# 由北京诺华制
药有限公司提供$ 肿瘤坏死因子+% ".KM+%#( 白
介素+) "VU+) #( 细胞间粘附分子+" "VNĜ +" #
1UVAG试剂盒由美国 V6\4WC>7/6 公司提供$ NNE#
"3Z#")),#( N̂Y+" "3Z,#(## 由美国 GZ=32抗体
公司提供$ .C48>0C/37/6W"N3W&K>&p"’’-)+(#)# 由

美国 V6\4WC>7/6 公司提供$ =DKG试剂盒 "U>W!
(((-$$-’# 由美国 M/C2/6W39公司提供$ 其他试剂
为分析纯’

图 IJ芒果苷化学结构
W#.PIJ>5&3#’,6)(2+’(+2&"%3,-.#%&2#-

"F$!主要仪器和设备!h*( d超低温冰箱 "德国
A4/2/69公司#$ 切片机 "德国 U/4=3公司#$ .AP+‘
型全自动封闭式组织脱水机( ĝ P+)型包埋机
"常州市中威医疗仪器有限公司#$ gG%(( 显微摄
像系统 "广州麦克奥迪公司#$ 倒置相差显微镜
"日本 [Uf̂ YeA 公司#$ V237/+YC>Y0:9图像分析
系统 "美国 /̂@43N;Z/C6/W4=9& V6=&公司#$ 全自动
酶标仪 "美国.T/C2>公司#$ J[+-%"$g型凝胶成
像系统( DfNQ+#%DK型电泳仪( DfNQ+%(D型电
泳仪 "转膜# "北京六一仪器厂#$ AW/B [6/XYNE
仪 "美国GgV公司#’
KJ实验方法
#F"!实验分组!%( 只 AOE随机分为模型组( 苯
那普利组( 芒果苷高剂量组( 芒果苷中剂量组( 芒
果苷低剂量组& 每组 * 只& 以 * 只同周龄的雄性
Jcf为正常对照组’
#F#!实验给药!AOE模型组与 Jcf正常对照组
给予等容量三蒸水灌胃& 芒果苷高( 中( 低剂量组
分别给予 %(( #(( "( 27H"]7-@#芒果苷灌胃& 苯
那普利组给予 "( 27H"]7-@#灌胃& 各组动物均按
"( 2UH"]7-@#连续灌胃& 灌胃给药 * 周后停药&
处死大鼠前禁食 "# T’
#F$!样本采集!实验第 * 周结束& 用 "(!水合氯
醛 $ 2UH]7腹腔注射麻醉& 打开脑壳& 取出大脑’
以上材料均分为两半& 一半用于形态学观察(
1UVAG及免疫组化分析& 另一半用液氮速冻& 保存
于h*( d待测’
#F%!形态学观察!脑组织用 %!多聚甲醛固定&
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脱水前用自来水冲洗过夜& 全自动脱水机各级乙醇
脱水( .[透明液透明( # 次浸蜡$ 包埋机常规石
蜡包埋$ 轮转式切片机切片 ’ "2$ O1染色$ 切片
以.[透明液透明& 加拿大树胶封片供镜检’
#F’!双抗体夹心酶联免疫 %1UVAG& 法测定大鼠
脑组织 .KM+%" VU+)" VNĜ +" 的含有量!具体操
作步骤严格按照说明书进行’
#F)!免疫组织化学法检测大鼠脑组织 N̂Y+""
NNE# 蛋白的分布和表达!"(!福尔马林固定( 脱
水( 透明( 石蜡包埋及切片& 进行免疫组织化学染
色’ 常规脱蜡水化& $!O#[# 甲醇封闭内源性过氧
化物酶$ 用微波暴露抗原& 封闭内源性生物素$ 滴
加 " b"( 正常兔血清& "(!小牛血清蛋白室温下孵
育 # T& 封闭非特异性抗原’ 分别滴加兔抗大鼠
N̂Y+"( NNE# 单克隆抗体 "" b#((#& % d过夜’
滴加生物素化二抗 V7L "" b#((#& $, d %( 246$
洗涤后室温下滴加 DGg显色液& 镜下控制显色时
间’ 苏木素复染( "!盐酸酒精分化’ 常规脱水(
透明( 封片’ 实验均采用删除第一抗体作内阴性对
照’ 在光镜 #(( 倍视野下& 随机采集图像& 共 "(
个视野& 用U/4=3图像分析系统进行分析’
#F,!蛋白免疫印迹 %J/9W/C6 Z0>W& 检测大鼠脑组
织 N̂Y+"" NNE# 蛋白表达!取大鼠冻存脑组织
#(( 27& 在 # 2U中含有蛋白酶抑制剂的 YgA "BO
,F%# 中匀浆组织& % d离心 "’ 246 # 次& 取上清
即为总蛋白样本’ 用U>?C;法测定蛋白浓度后& 按

照每孔 ’( "7蛋白样品上样’ 聚丙烯酰胺凝胶电泳
"ADA+YGL1# 分离总蛋白& 电转移蛋白至硝酸纤
维素膜& ’!的脱脂奶粉室温下封闭 " T& 分别加入
一抗 N̂Y+" " " b" ((( #( NNE# " " b" ((( #(
LGYDO "" b’ (((# % d过夜’ YgA+.洗膜 $ n
’ 246后& 以辣根过氧化物酶 "OEY# 标记的相应
二抗 "" b’ (((# 室温孵育 " T& 化学发光法进行
显色反应& 最后在暗室中显影定影’
#F*!荧光实时定量 YNE检测大鼠脑组织 307D!"
00J@ 2EKG的表达
#F*F"!总EKG的提取及=DKG合成!取大鼠冻存
脑组织 "(( 27& 用.C48>0法提取组织总EKG& 并用
紫外分光光度计分析纯度’ [047>" @.# "* 引物(
@K.Y24S( E/\/CG4@ +̂̂:U_反转录酶在 YNE热
循环仪将EKG逆转录为=DKG’
#F*F#!荧光实时定量 YNE检测!大鼠 307D!(
00J@ 及内参基因 4+C,% 引物由 V6\4WC>7/6 公司提
供’ 见表 "’ 参照试剂盒说明书& 配制反应体系’
实时定量YNE反应在 AW/B [6/XYNE仪上进行’ 反
应程序为! 预变性 -’ d # 246& 变性 -’ d "’ 9&
退火 )#F’ d $( 9& 延伸 ,# d $( 9& 共 %( 个循环&
每个循环结束后采集荧光信号$ 最后绘制熔解曲线
以确定反应产物无引物二聚体及非特异性扩增’ 当
荧光信号强度超过基线 " Z39/046/# 时& 其域值循
环数 "NW值# 被记录下来’

表 IJ=&,6(#3&=<70>=反应基因引物序列’ 产物长度
<,4PIJ02#3&2)&/+&-’&,-!,386#%#’,(#"-82"!+’(6&-.(5"%2&,6(#3&=<70>=2&,’(#"-

引物名称 序列"’.%$.# 产物长度HZB

307D!
正向引物LG.N.L.LN.LGNNNNGG.GGLL

反向引物LL.LN.LGGL.NN..GLLL..LG
"#$

00J@
正向引物GGLGLLNG.GLLLN.L.LGLL

反向引物NN.LNG.LLNN.LL.N.GGL.
"’,

4+C,%
正向引物NGGL..NGGNLLNGNGL.NGGL

反向引物GNLNNGL.GLGN.NNGNLGNG.
"%"

#F-!统计学处理!所有数据以均数i标准差表示&
数据分析采用 AYAA ",F( 统计软件进行分析& 样本
间均数比较用单因素方差分析& 7j(F(’ 为差异有
统计学意义’
LJ实验结果
$F"!对 AOE脑组织形态学的影响!正常对照组及
AOE模型组脑组织均无明显病变$ 苯那普利组&
芒果苷高( 中( 低剂量组均正常’ 结果见图 #’
$F#!对 AOE脑组织炎性因子含有量的影响!与正
常对照组比较& 模型组 .KM+%含有量显著升高

"7j(F("#$ 芒果苷低剂量可以显著降低模型组大
鼠.KM+%含有量 "7j(F(’#$ 芒果苷低剂量组
.KM+%含有量明显低于苯那普利组 "7j(F(’#’
与正常对照组比较& 模型组 VU+) 含有量显著升高
"7j(F(’#$ 芒果苷各剂量均可显著降低模型组大
鼠VU+) 含有量 "7j(F(" 或 7j(F(’#’ 与正常对
照组比较& 模型组 VNĜ +" 含有量显著升高 "7j
(F(’#$ 苯那普利及芒果苷各剂量均可显著降低模
型组大鼠 VNĜ +" 含有量 "7j(F(" 或7j(F(’#’
结果见表 #’
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图 KJ各组大鼠脑组织形态学比较
W#.PKJ>"38,2#)"-"%’&2&42,65#)("8,(5"6".S #-2,()"%&,’5.2"+8

表 KJ各组大鼠脑组织炎性因子含有量比较 $!M"% #NY&
<,4PKJ>"38,2#)"-"%’&2&42,6#-%6,33,("2S %,’("2)( ’"-(&-()#-2,()"%&,’5.2"+8$!M"% #NY&

组别 .KM+%H"67-Uh"# VU+)H"67-Uh"# VNĜ +"H"67-Uh"#
正常对照组 ""F$# i$F"# "F"# i(F") #)F$) i,F""
模型组 #’F#’ i)F"$!! #F%# i(F#%! %$F() i"(F("!

苯那普利组 #%F$% i’F"% "F*% i(F’- #’F#’ i*F)#!

芒果苷高剂量组 "*F%’ i)F$) "F%" i(F"-! #%F"’ i-F("!

芒果苷中剂量组 #"F)" i%F*# "F#* i(F#$!! ##F’, i)F$)!!

芒果苷低剂量组 "%F’" i"F$" !’ "F)" i(F’"! #,F," i,F%-!

!!注! 与正常对照组比较& !7j(F(’&!!7j(F("$ 与模型组比较&! 7j(F(’&! ! 7j(F("$ 与苯那普利组比较&’7j(F(’

$F$!对 AOE脑组织 N̂Y+"" NNE# 蛋白平均光密
度的影响!免疫组化结果显示! 与正常对照组比
较& 模型组 N̂Y+" 表达量显著升高 "7j(F("#$
苯那普利及芒果苷各剂量均可显著降低模型组大鼠
N̂Y+" 表达量 "7j(F(" 或 7j(F(’#’ 与正常对
照组比较& 模型组 NNE# 表达量显著升高 "7j
(F("#$ 苯那普利可显著降低模型组大鼠 NNE# 表
达量 "7j(F("#$ 芒果苷高( 低剂量均可显著降
低模型组大鼠 NNE# 表达量 "7j(F(’#$ 芒果苷
中剂量组NNE# 表达量明显高于苯那普利组 "7j
(F(’#’ 结果见图 $’
$F%!对 AOE脑组织 N̂Y+"" NNE# 蛋白表达的影
响!J/9W/C6 Z0>W结果显示! 与正常对照组比较&
模型组 N̂Y+" 表达量显著升高 "7j(F("#$ 苯那
普利及芒果苷各剂量均可显著降低模型组大鼠
N̂Y+" 表达量 "7j(F(" 或 7j(F(’#’ 与正常对
照组比较& 模型组 NNE# 表达量显著升高 "7j
(F(’#$ 芒果苷中剂量可显著降低模型组大鼠

NNE# 表达量 "7j(F(’#$ 芒果苷中剂量组 NNE#
表达量明显低于苯那普利组 "7j(F(’#’ 结果见
图 %’
$F’!对 AOE脑组织 307D!" 00J@ 2EKG表达的
影响!E/30W42/E.+YNE结果显示! 与正常对照组
比较& 模型组307D! 2EKG表达量显著升高 "7j
(F("#$ 芒果苷高剂量可显著降低模型组大鼠
307D! 2EKG表达量 "7j(F("#’ 与正常对照组
比较& 模型组 00J@ 2EKG表达量显著升高 "7j
(F(’#$ 芒果苷中剂量可显著降低模型组大鼠
00J@ 2EKG表达量 "7j(F(’#’ 结果见图 ’’
XJ讨论

高血压病是一个低度炎症状态性疾病)** ’ 高
血压常伴有脂肪和糖代谢紊乱以及心( 脑( 肾和视
网膜等器官功能性或器质性改变)-* ’ 药理学研究
表明& 芒果苷对多种炎症性疾病或炎症反应具有明
确的抗炎药效)"(+""* ’ 在本研究中& 本研究探讨了
芒果苷对 AOE脑组织炎症损伤的保护作用及其可
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P:6/#(",
_>0&$-!K>&)



注! 与正常对照组比较&!!7j(F("$ 与模型组比较&!7j(F(’&!!7j(F("$ 与苯那普利组比较&’7j(F(’

图 LJ各组大鼠脑组织@>07I’ >>=K 蛋白平均光密度比较 $!M"% #NY&
W#.PLJ>"38,2#)"-"%’&2&42,6@>07I% >>=K 82"(&#-3&,-"8(#’,6!&-)#(S #-2,()"%&,’5.2"+8$!M"% #NY&

能的机制’ 结果表明! 芒果苷可以减轻 AOE脑组
织炎症损伤& 其机制可能与抑制 N̂Y+"HNNE# 信
号通路有关’

AOE是最接近人类原发性高血压的遗传背景
的动物模型& 该模型可以自发地增加血压水平& 因
此被广泛地应用于高血压的研究)"#* ’
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注! G图中 " a) 分别代表正常对照组& 模型组& 苯那普利组& 芒果苷高( 中( 低剂量组$ 与正常对照组比较&!7j(F(’&!!7j(F("$

与模型组比较&!7j(F(’&!!7j(F("$ 与苯那普利组比较&’7j(F(’

图 XJ各组大鼠脑组织@>07I’ >>=K 蛋白表达量比较 $!M"% #NY&
W#.PXJ>"38,2#)"-"%’&2&42,6@>07I’ >>=K 82"(&#-2&6,(#]&&R82&))#"-#-2,()"%&,’5.2"+8$!M"% #NY&

注! 与正常对照组比较&!7j(F(’&!!7j(F("$ 与模型组比较&! 7j(F(’&!!7j(F("

图 TJ各组大鼠脑组织1$2*+’ $$%3 3=E9相对表达量比较 $!M"% #NY&
W#.PTJ>"38,2#)"-"%’&2&42,61$2*+% $$%3 3=E92&6,(#]&&R82&))#"-#-2,()"%&,’5.2"+8$!M"% #NY&

苯那普利是血管紧张素转换酶抑制剂类抗高血
压药& 同时具有抗心血管炎症的作用)"$* ’ 因此&
在本实验中作为阳性对照药使用’

炎性因子是指机体的免疫细胞 "单核细胞H巨
噬细胞( 淋巴细胞等#( 非免疫细胞 "表皮细胞(
血管内皮细胞( 成纤维细胞等# 合成和分泌的一
组具有广泛生物学活性的小分子多肽& 它们调节多
种细胞的炎症和免疫应答’ 与高血压相关的炎性因

子主要有 VU+)( .KM+%( VNĜ +" 等)"%* ’ 1UVAG研
究结果表明! 苯那普利可显著降低模型组大鼠脑组
织VNĜ +" 含有量$ 芒果苷可以降低模型组大鼠脑
组织 VU+)( .KM+%( VNĜ +" 的含有量’ 说明芒果
苷可以调节 AOE炎性因子的表达从而抑制脑组织
炎症反应’ 其机制可能与抑制氧化应激& 进而抑制
脑组织炎症浸润有关’

为了进一步揭示芒果苷抗 AOE脑组织炎性损
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伤的机制& 本实验研究了芒果苷对 N̂Y+"HNNE#
信号通路的作用’ N̂Y+" 是单核细胞趋化蛋白 #
亚家族的代表& 具有趋化与激活单核细胞的双重活
性’ N̂Y+" 在体内及体外均有强大的诱导单核( 巨
噬细胞聚集( 附壁和游走的功能’ N̂Y+" 使循环中
的单核细胞与内皮细胞粘附& 从而促进粘附分子的
表达& 参与并扩大炎症反应& 最终形成炎性瀑
布)"’* ’ N̂Y+" 的趋化作用是通过其特异性受体
NNE# 完成的& NNE# 在 N̂Y+0介导的信号传导途
径中起重要作用)")* ’ N̂Y+" 在许多炎症性疾病如
高血压)",* ( 动脉粥样硬化)"** ( 关节炎)"-* 和癌
症)#(*中有高表达’ 在该项研究中& 本实验通过免
疫组化和J/9W/C6 Z0>W分析了 N̂Y+" 和 NNE# 的蛋
白质表达水平’ 免疫组织化学结果表明! 模型组
N̂Y+"( NNE# 表达量显著升高$ 苯那普利及芒果
苷各剂量均可显著降低模型组大鼠 N̂Y+" 表达量$
苯那普利及芒果苷高( 低剂量均可显著降低模型组
大鼠 NNE# 表达量’ J/9W/C6 Z0>W结果表明! 模型
组 N̂Y+"( NNE# 表达量显著升高$ 苯那普利及芒
果苷各剂量均可显著降低模型组大鼠 N̂Y+" 表达
量$ 芒果苷中剂量可显著降低模型组大鼠NNE# 表
达量’ 同时& 本研究对307D! 和00J@ 2EKG表达
水平进行了实时定量E.+YNE检测& 结果表明! 模
型组307D!( 00J@ 2EKG表达量显著升高$ 芒果
苷高剂量可显著降低模型组大鼠 307D! 2EKG表
达量$ 芒果苷中剂量可显著降低模型组大鼠 00J@
2EKG表达量’ 这些研究结果表明! N̂Y+"HNNE#
信号通路在 AOE脑组织炎性损伤中发挥了重要作
用& 芒果苷可以抑制 N̂YHNNE# 信号通路表达’
其可能的机制为芒果苷通过抑制 N̂YHNNE# 信号
通路表达& 抑制单核细胞的激活& 从而抑制单核细
胞分泌 .KM+%( VU+))#"*及 VNĜ +")##* & 达到抑制炎
症反应的效应’

本研究还观察了芒果苷对 AOE脑组织形态学
的影响& 结果发现! 正常对照组及 AOE模型组脑
组织均无明显病变$ 苯那普利组& 芒果高( 中( 低
剂量组均正常’ 表明芒果苷对 AOE脑组织形态学
没有明显的影响’

综上所述& AOE存在明显的炎症反应& 芒果
苷对 AOE血压及脑组织形态学没有明显的影响&
但有明显的抗炎药效’ 其抗炎机制与抑制 N̂YH
NNE# 信号通路表达& 从而抑制单核细胞的活化及
炎性细胞因子表达有关’ AOE模型组脑组织无明
显形态学病变& 可能与模型组大鼠周龄偏小有关&

因为随着 AOE周龄的不断增大& 其脑组织形态学
损伤会呈现逐渐加重的趋势& 如 AOE海马 NG"
区( 灰质( 胼胝体( 外囊( 齿状回白质等区体积会
逐渐下降& NG" 区神经元丢失范围逐渐扩大& 神
经胶质酸性蛋白 "LMGY# 免疫阳性 "脑损伤标志
物# 的星型胶质细胞数目及体积也会逐渐增
加)#$+#’* ’ 芒果苷可以减轻脑组织炎症反应& 起到
保护 AOE脑组织损伤的作用& 因此& 开发以芒果
苷为先导化合物的新型药物& 可以防治高血压病脑
组织等靶器官炎症损伤’

目前& 关于高血压脑组织炎症损伤的报道较
少’ 主要集中在药物对 AOE脑组织脂质过氧化损
伤( 氧化应激等方面)#)+#,*的研究’ 芒果苷防治高
血压脑组织炎症损伤的优势& 在于它具有保护脑组
织炎症损伤的作用& 且没有明显的毒副作用’

本研究结果进一步丰富了芒果苷抗炎药效的内
涵& 提升了芒果苷在高血压病防治方面的地位和作
用& 为芒果苷的新药开发提供实验依据’
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