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摘要: 【目的】 研究虾青素 (AST)对脂多糖 (LPS)诱导的小鼠急性肝损伤的影响。 【方法】 健康雄性 ICR小鼠 40只随

机分为 4组, 包括对照组、AST组、LPS组和虾青素预保护组 (AST+LPS组)。记录小鼠体质量并计算肝脏系数；通

过 ELISA法检测血清中髓过氧化物酶 (MPO)含量；生物化学法测定肝组织中丙二醛 (MDA)的含量及超氧化物歧

化酶 (SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-Px) 和过氧化氢酶 (CAT) 的活性；荧光定量 PCR 法检测抗氧化酶 SOD、

GSH-Px、CAT、谷氨酸半胱氨酸连接酶催化亚基 (GCLC) 的 mRNA 相对表达量；通过 HE 染色观察各组肝脏细胞

形态和肝损伤程度。 【结果】 各组小鼠初始体质量均为 18 g，末次称量与初始体质量相比增加 9~11 g，但各组间体质

量增加无显著性差异 (P>0.05)。与 LPS组相比，AST+LPS组小鼠肝脏系数 (0.054)、血清MPO质量浓度 (10.20 ng·mL–1)

和肝组织中 MDA 质量摩尔浓度 (2.83 μmol·g–1) 显著降低 (P<0.05)，抗氧化酶 SOD(512.14 U·mg–1)、GSH-Px

(848.91 U·mg–1) 和 CAT(61.53 U·mg–1) 活性显著提高 (P<0.05)，抗氧化酶 mRNA 的相对表达量均显著升高

(P<0.05)，同时肝脏损伤程度低，肝细胞形态完整，排列均匀。 【结论】 虾青素可保护小鼠肝细胞形态，提高肝脏抗

氧化水平，调节肝组织中抗氧化酶 mRNA的表达，从而缓解 LPS引起的肝脏氧化应激，减轻急性肝损伤。
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Astaxanthin alleviates lipopolysaccharide-induced
acute liver injury of mice

ZHANG Ziqi1, WU Min1, LAN Hainan1, LIU Huilin2, LI Ruonan1, ZHU Lingyu1, SHEN Jiakun1, ZHENG Xin1

(1 College of Animal Science and Technology, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China;
2 College of Life Sciences, Jilin University, Changchun 130012, China)

Abstract: 【Objective】 To investigate the effect of astaxanthin (AST) treatment on acute liver injury induced

by lipopolysaccharide (LPS) in mouse. 【Method】 Forty healthy male ICR mice were randomly allocated into

four groups including control group(CK), AST group, LPS group and AST preprotection group (AST+LPS

group). Body weight and liver index of mice were recorded. Myeloperoxidase (MPO) level in serum was

measured by ELISA. Malondialdehyde (MDA) content and the activities of superoxide dismutase (SOD),

glutathione peroxidase (GSH-px) and catalase(CAT) were measured by biochemical methods. The relative

mRNA expression levels of antioxidant enzymes including SOD, GSH-Px, CAT and glutamate cysteine ligase

catalytic subunit (GCLC) were measured by fluorescence quantitative PCR. HE staining was used to observe the

histopathological changes. 【Result】 The initial weight of mice in each group was 18 g. The final weight was

9−11 g higher than the initial weight, and there was no significant difference among groups(P>0.05). Compared 
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with LPS group, the liver index (0.054), serum MPO level (10.20 ng·mL–1), and MDA content (2.83 μmol·g–1) in

liver tissue were significantly reduced in AST+LPS group (P<0.05). Astaxanthin increased the activities of

SOD(512.14 U·mg–1), GSH-Px(848.91 U·mg–1) and CAT (61.53 U·mg–1) as well as the relative mRNA

expression levels of tested antioxidases. In addition, the damage degree of liver in AST+LPS group was low,

and hepatocyte structure was perfectly aligned. 【Conclusion】 Astaxanthin treatment can protect the

morphology of hepatocyte, increase antioxidant level and the mRNA expression of antioxidase in liver, and

thereby relive liver oxidative stress and alleviate LPS-induced acute liver injury in mice.
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自由基是在其价轨道中具有不成对电子的分子，

通常具有不稳定性和高度反应性。活性氧 (Reactive
oxygen species, ROS)可引发机体内脂质过氧化，使

DNA链断裂，并且无差别地氧化生物膜和组织中的

所有分子，从而导致机体损伤[1-2]。肝脏是受 ROS影

响的主要器官，当 ROS 过多时，机体内原始的动态

平衡被打破，导致氧化应激。氧化应激被认为是导

致各种肝病 (如慢性病毒性肝炎，酒精性肝病和非

酒精性脂肪性肝炎)发生和发展的病理机制之一[3]。

与此同时，机体内酶促和非酶促抗氧化系统对于正

常生理条件下细胞应答氧化应激至关重要。因此，

超氧化物歧化酶 (Superoxide dismutase，SOD) 、谷
胱甘肽过氧化物酶 (Glutathione peroxidase，GSH-
Px)和过氧化氢酶 (Catalase，CAT)等抗氧化酶以及

谷胱甘肽 (Glutathione，GSH) 等非酶抗氧化剂均可

作为评价氧化应激水平的指标[4]。一系列研究表明

一些抗氧化剂在治疗患有各种肝病的患者中是有

效的[5]。

虾青素 (Astaxanthin，AST) 是存在于海洋生物

如鲑鱼、鳟鱼及甲壳类动物体中的一种类胡萝卜

素。它在每个环结构上含有 2 个氧化基团，因此具

有强抗氧化特性[6]。近年来，虾青素的生物活性越

来越引人注意。研究表明，虾青素作为自由基清除

剂和抗氧化剂比 β−胡萝卜素和 α−生育酚的活性高

出几倍[7]。虾青素为脂溶性，研究发现，其被大鼠摄

入后会在组织中积累，并没有毒性作用[8]。目前瑞

典健康食品委员会已批准其可作为抗氧化食品添

加剂，并且美国食品和药物管理局也允许其可用作

饲料食用色素添加剂[9]。

脂多糖 (Lipopolysaccharide，LPS) 是革兰阴性

细菌的外膜成分，其与白细胞分化抗原 (Cluster of
differentiation 14，CD14)相互作用后与 Toll样受体

4(Toll-like receptor-4，TLR-4) 结合[10]，而后通过核

转录因子 (Nuclear factor-κB，NF-κB)和丝裂原活化

蛋白激酶 (Mitogen-activated protein kinase，MAPK)
信号通路激活炎症基因表达从而引发炎症反应。炎

症反应包括在启动宿主脂质过氧化的各种类型细

胞中自由基生成酶的激活[11]，所以 LPS经常用于炎

症和氧化应激的试验模型中。

本试验通过建立 LPS 诱导的急性肝损伤模型，

研究虾青素预保护对急性肝损伤的保护作用，并对

其抗氧化保护作用机制进行初步探讨。为虾青素作

为食品抗氧化添加剂和药物活性的开发利用以及

其在肝脏疾病防治中的应用提供试验依据。

1   材料与方法

1.1    材料

试验动物：选取 6周龄，体质量相近的雄性 ICR
小鼠 40只，购自长春市亿斯实验动物技术有限责任

公司。小鼠饲养在 12 h明暗交替循环、室温 (25±1) ℃
的无菌动物实验室内，适应环境 1 周后进行试验。

所有小鼠饲喂标准小鼠日粮，在整个饲养期间保证

小鼠自由摄食和饮水。

主要试剂：虾青素 (雅仕达生物技术有限公司)；
MDA、SOD、CAT、GSH-Px 检测试剂盒 (南京建成

生物研究所有限公司)；RNA Lyzol (上海 ExCell 公
司)；cDNA 逆转录试剂盒 (美国 Gene Copoeia 公
司)；SYBR® Premix Ex TaqTMⅡ(日本 TaKaRa)；引
物 (上海生工生物)；ELISA试剂盒 (美国 R&D system
公司)。

主要仪器：高速冷冻离心机 (德国 Sigma) ;
Thermo 酶标仪 (上海赛默飞世尔)；荧光定量 PCR
仪 (美国 Bio-Rad)；切片机 (德国 Leica)。
1.2    方法

1.2.1    动物处理　随机将 40 只小鼠分为 4 组，分

别为：对照组 (CK)、AST 组、LPS 组和虾青素预保

护组 (AST+LPS 组)，每组 10 只。CK 和 LPS 组小

鼠每天灌胃橄榄油；AST 组和 AST+LPS 组小鼠每

天灌胃 50 mg·kg−1 虾青素，虾青素溶于橄榄油中。

小鼠在第 14 天灌胃后禁食不禁水，12 h 后 LPS 组

和 AST+LPS 组小鼠按 1 mg·kg−1 剂量腹腔注射
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LPS，LPS 溶于无菌生理盐水中。同时，CK 和 AST
组腹腔注射无菌生理盐水，3 h 后对各组小鼠进行

血液和肝脏组织采集。记录小鼠初始体质量、末次

体质量及肝脏质量，计算小鼠体质量增加和肝脏系

数，肝脏系数=肝质量/体质量×100%。

1.2.2    ELISA 检测　采用 ELISA 法检测小鼠血清

中髓过氧化物酶 (Myeloperoxidase，MPO)含量。小

鼠眼球采血，血液置于 1.5 mL 离心管中，室温下静

置 30 min以析出血清，4 ℃条件下、3 500 r·min–1 离心

15 min，分离血清。参照 ELISA 检测试剂盒说明

书，检测并计算各组小鼠血清中 MPO 含量。每组

设 3个重复，并且每个样本测 3个重复值。

1.2.3    丙二醛含量和氧化酶活性检测　取出肝脏，

用冰冻的生理盐水冲洗，滤纸吸干后称质量，取

部分肝脏，剪碎后加入 9 倍生理盐水，在冰浴中机

械匀浆成肝组织质量分数为 10% 的肝匀浆液，

3 000 r·min–1 离心 15 min，取上清液，按相应的试剂

盒说明操作，测定肝组织蛋白、丙二醛 (Malond-
ialdehyde, MDA) 含量与 SOD、GSH-Px、CAT 活

性。1 个酶活力单位 (U) 表示每分钟转化 1 μmol底
物的酶量。

1.2.4    荧光定量 PCR 检测抗氧化酶的 mRNA 表

达　新鲜肝脏取出后置于生理盐水中清洗，吸干水分

后在液氮中速冻。根据 RNA Lyzol 说明书提取各

个肝脏组织 RNA，样品质量检测结果 D260 nm/D280 nm

均在 1.8~2.0 之间。然后按照 cDNA 逆转录试剂盒

的步骤将 RNA 反转录为 cDNA。最后进行荧光定

量 PCR，采用 20 μL 的反应体系，SYBR 10 μL、
上下游引物各 1 μL、cDNA模板 2 μL、ddH2O 6 μL，
PCR反应程序为：95 ℃ 预变性 30 s；95 ℃ 变性 5 s，
60 ℃退火 30 s，39个循环。每次试验均设置 18 S RNA
作为内参。用 2 -ΔΔC t 法计算各组小鼠肝脏组织中

SOD、GSH-Px、CAT 和 GCLC 等抗氧化酶 mRNA
的相对表达量，引物序列如表 1所示。

1.2.5    肝脏组织病理学分析　颈椎脱臼处死小鼠，

立即取新鲜肝脏右小叶，40 g·L–1 多聚甲醛溶液固

定，经各级乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋、切片，

苏木精–伊红 (HE) 染色，封片后光学显微镜下观察

病理改变。

1.3    数据分析

x̄± s

应用 SPSS19.0 软件进行统计学分析，数据用

形式表示，采用单因素方差分析数据，采用

Duncan’s法进行多重比较。

2   结果与分析

2.1    小鼠体质量及肝脏系数

称量各组小鼠初始体质量，在其适应 1 周后，

每日测量体质量并在取样时称量肝质量，计算肝脏

系数。结果如表 2 所示，2 组虾青素灌胃组与 2 组

橄榄油灌胃组相比，添加虾青素使小鼠体质量略增

加，但无显著性差异 (P>0.05)。LPS 组小鼠肝脏系

数与对照组相比显著增加 (P<0.05)，而 AST+LPS
组与 LPS组相比，肝脏系数显著降低 (P<0.05)且与

对照组相比无显著差异 (P>0.05)。小鼠的肝脏系数

是衡量肝脏性能的初步观察指标，在此，可以初步

推断虾青素具有保护肝脏的作用。

2.2    虾青素对 LPS 诱导的小鼠血清 MPO 含量的

影响

通过 ELISA 方法检测小鼠血清中 MPO 的水

平。MPO在多形核细胞的颗粒中大量表达，被广泛

用作嗜中性粒细胞募集的指标[12]，其在机体反应中

形成强大的氧化剂次氯酸 (HOCl) 可加速许多慢性

炎症疾病的发生[13]，可通过检测 MPO 含量来评价

氧化损伤程度[14]。如图 1所示，LPS组血清中MPO
含量显著高于对照组和 AST+LPS 组 (P<0.05)，提
示虾青素降低了 LPS 诱导的急性肝损伤小鼠血清

中的 MPO 含量，虾青素对产生氧化应激的机体有

一定的保护作用。

 

表 1   荧光定量 PCR 引物序列

Table 1    Fluorescence quantitative PCR primer sequence
 

基因名称

Gene name
正向序列(5'→3')
Forward sequence

反向序列(5'→3')
Reverse sequence

18S RNA CTCAACACGGGAAACCTCAC CGCTCCACCAACTAAGAACG

SOD CCACTGCAGGACCTCATTTT CACCTTTGCCCAAGTCATCT

GSH-px GGTTCGAGCCCAATTTTACA GGTTCGAGCCCAATTTTACA

CAT ATGGTCACCGGCACATGAATGG GATCTTCCTGAGCAAGCCTTCCTG

GCLC GGGGTGACGAGGTGGAGTA GTTGGGGTTTGTCCTCTCCC
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2.3    虾青素对小鼠肝组织 MDA 含量和抗氧化酶

活性的影响

为验证虾青素对肝脏组织氧化损伤及抗氧化

酶活性的影响，我们检测了各组小鼠肝组织中MDA
含量及 SOD、GSH-Px、CAT 活性。结果如表 3 所

示，LPS 组小鼠与其他组相比肝组织 MDA 含量显

著升高 (P<0.05)，SOD、GSH-PX、CAT 活性显著降

低 (P<0.05)。AST+LPS 组小鼠各项指标和对照组

差异不显著 (P>0.05)。提示 LPS组小鼠肝脏的抗氧

化水平显著降低，氧化损伤明显，而虾青素预保护

能明显增强小鼠肝脏抗氧化能力，缓解 LPS导致的

自由基积累现象以及肝脏氧化损伤。

2.4    虾青素对小鼠肝组织抗氧化酶 mRNA 表达的

影响

从 mRNA 水平上进一步分析了虾青素对 LPS
诱导的小鼠肝脏组织氧化应激抗氧化酶的影响，

如图 2所示，LPS组 SOD、GSH-px、CAT、GCLC的

mRNA 相对表达量与空白组相比均极显著降低

(P<0.01)，而 AST+LPS 组的 mRNA 相对表达量

与 LPS 组相比均显著升高 (P<0.05)。由此看来虾

青素能够通过提升抗氧化酶 mRNA 的表达量来抑

制小鼠肝脏组织产生氧化应激进而保护肝脏不受

损伤。

2.5    肝脏组织病理学观察

显微镜下观察各组小鼠肝脏氧化应激损伤程

度。对照组 (图 3A) 与虾青素组 (图 3B) 小鼠肝脏

颜色红润，有光泽且富于弹性，肝细胞胞质丰富，细

胞核结构清楚，细胞排列整齐，肝小叶结构完整，肝

板结构呈清晰条索状，中央静脉及门管区正常。

LPS 组 (图 3C) 可见出现肝细胞核固缩，体积缩小、

深染，出现弥漫性空泡，胞浆疏松，肝小叶结构异

常，分界欠清晰，肝细胞索结构杂乱，几乎观察不到

 

表 2   不同处理下的小鼠肝脏系数与体质量1)

Table 2    The liver index and body weight of mouse under different treatment
 

处理

Treatment
肝脏系数/%
Liver index

初始体质量/g
Initial weight

末次体质量/g
Final weight

体质量增加/g
Weight increase

CK 0.052±0.002b 18.22±2.34a 27.31±1.24a   9.09±1.37a

AST 0.054±0.005b 18.54±1.76a 29.52±1.69a 10.98±1.27a

LPS 0.061±0.003a 18.31±2.59a 28.87±2.61a 10.56±2.02a

AST+LPS 0.054±0.002b 18.95±3.26a 30.73±3.43a 11.78±1.13a

　1) 同列数据后的不同小写字母表示差异显著 (P<0.05，Duncan’s 法，n=10)
　1) Different lowercase letters in the same column indicated significant difference (P<0.05，Duncan’s test，n=10)

 

表 3   虾青素对小鼠肝组织氧化水平的影响1)

Table 3    Effect of astaxanthin on oxidation level in mouse liver
 

处理

Treatment

酶活性 /(U·mg–1)
Enzyme activity b(MDA)/(μmol·g–1)

SOD CAT GSH-Px

CK 546.73±57.51a 71.19±11.66a 938.50±77.39a 2.29±1.03b

AST 520.16±31.74a 66.28±6.74a 825.62±84.81a 2.41±0.27b

LPS 449.19±33.84b 47.39±7.08b 679.66±102.41b 3.76±0.49a

AST+LPS 512.14±52.40a 61.53±8.64a 848.91±121.42a 2.83±0.81b

　1) 同列数据后的不同小写字母表示差异显著 (P<0.05，Duncan’s 法，n=10)
　1) Different lowercase letters in the same column indicated significant difference (P<0.05，Duncan’s test，n=10)
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图 1    虾青素对小鼠血清 MPO 含量的影响

Fig. 1    Effect of astaxanthin on MPO content in mouse
serum         
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正常的肝板、肝窦，有较多炎性细胞浸润，说明肝损

伤造模成功。虾青素预保护组 (图 3D) 肝细胞胞

浆、细胞核结构及染色正常，肝小叶结构完整，肝索

排列较整齐，仅见局灶性肝小叶周边肝板欠完整，

间质炎性细胞浸润程度轻微。部分肝细胞仅见轻度

的病理改变，病理损伤明显减轻。

3   讨论与结论

氧化应激在特定的生理条件下是有益的，例如

它可以在适当的体育锻炼和缺血时增加生物防御

机制，并通过诱导细胞凋亡以制备分娩产道[15]。然

而，这仅限于特定情况，在大多数情况下，大量的

ROS 和氧化应激将通过坏死和凋亡机制诱导细胞

死亡，导致细胞和组织损伤。肝脏最易受到氧化应

激带来的损伤，并且就药物毒性而言，它是最常见

的靶器官，已经发现许多药物，如抗炎、抗镇痛、抗

癌和抗抑郁药物可以诱导肝脏氧化应激，导致脂质

过氧化产生以及肝脏中抗氧化剂的消耗[1]。Nrf2是
细胞氧化还原平衡的主要调节因子，在正常生理条

件下 Nrf2与 Keap1蛋白结合，其活性被抑制，当机

体处于氧化应激状态时，Nrf2与 Keap1解离后被激

活并易位至细胞核，与抗氧化反应元件相互作用，

促进细胞保护性靶基因 (如抗氧化酶)的表达[16-17]。

机体通过抗氧化酶，如 SOD、GSH-Px 和 CAT
以及非酶抗氧化剂，如维生素 E，β−胡萝卜素，抗坏

血酸和 GSH 来调节机体氧化还原水平，使其稳定

在平衡状态[18]。在平衡被打破后，一些与自由基代

谢有关的抗氧化酶和保护细胞免受氧化应激的抗

氧化剂，例如 CAT、SOD、GSH-Px 和 GSH 通常被

耗尽。GSH 的生物合成通过 γ−谷氨酰半胱氨酸合

成酶 (γ-glutamylcysteinesynthetase，γ-GCS)进行，增

加 γ-GCS 的转录和表达可以增加 GSH 的合成。而

γ-GCS是由其催化亚基 (GCLC)和修饰子亚基 (GCLM)
组成的异二聚体酶[19]。同时，MDA 是过量 ROS 诱

导的脂质过氧化产物，广泛用作氧化应激发生的标

志物[20]。本研究表明，虾青素显著降低 LPS 诱导的
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各图中柱子上方的不同小写字母表示差异显著 (P<0.05, Duncan’s 法)

In each figure, different lowercase letters on the bars indicated significant difference (P<0.05, Duncan’s test)

图 2    虾青素对小鼠肝脏组织抗氧化酶 mRNA 表达的影响

Fig. 2    Effect of astaxanthin on mRNA expression of antioxidase in mouse liver

 

1 mm

1 mm

1 mm

1 mm 
A：CK；B：AST；C：LPS；D：AST+LPS

图 3    显微观察不同处理组小鼠肝脏组织 HE 染色结果

Fig. 3    Microscopic examination of HE stained sections of
mouse liver from different treatment groups

  44 华南农业大学学报 (http://xuebao.scau.edu.cn/zr) 第 40 卷  

 

 
 



小鼠急性肝损伤组织中 MDA 和血清中 MPO
的含量，并显著提高肝组织中抗氧化酶 SOD、CAT、
GSH-Px的活性。通过检测 mRNA水平进一步验证

虾青素可上调组织中抗氧化酶 SOD、CAT、GSH-
Px、GCLC mRNA 的表达。通过 HE 染色从病理形

态学角度展示了虾青素对肝脏氧化损伤的保护，进

而说明了虾青素预保护在缓解小鼠急性肝损伤中

的积极作用。

自由基、炎症和免疫反应之间存在复杂的联

系。研究表明，虾青素可通过抑制脓毒症大鼠模型

中的炎症而显著缓解多器官损伤[21]。另有研究提

出，免疫细胞对氧化应激特别敏感，通常会产生更

多的氧化产物。Park等[7]研究表明虾青素可以下调DNA
氧化损伤的生物标志物，减轻炎症并增强免疫反应。

总之，虾青素的免疫调节、抗氧化和抗炎活性可能

会影响癌症和炎性疾病。尽管虾青素在抗炎、抗氧

化等方面具有积极作用，但它在保护组织损伤中的

确切作用机制仍需进一步探究。同时，目前并无试

验报道虾青素具有毒副作用。这些都提示虾青素是

一种潜在的保护机体氧化损伤的保健品或食品添

加剂，并为替换非甾体抗炎药开辟一条新的途径。

但本研究仅基于动物试验，需要进一步临床研究来

评估其是否适用于急性肝损伤的临床治疗。

综上，本研究表明虾青素预保护可降低 LPS诱

导的急性肝损伤小鼠的肝脏系数、血清 MPO 水平

和肝组织中 MDA 的含量，提高肝组织中抗氧化酶

mRNA 表达，减轻肝组织病理损伤程度。潜在的机

制与其抑制脂质过氧化反应、增强肝脏抗氧化能

力、修复细胞质膜、抗炎活性等密切相关。
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