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［摘　要］目的：研究蓝莓对四氯化碳（ＣＣｌ４）致肝损伤大鼠肝功能、肝纤维化及组蛋白乙酰化修饰的影响。方
法：将５０只ＳＤ大鼠随机均分为对照组、模型组、蓝莓治疗组、蓝莓干预组和自然恢复组５组；模型组、蓝莓治疗

组、蓝莓干预组和自然恢复组均给予ＣＣｌ４植物油溶液皮下注射４周处死；蓝莓治疗组于造模结束后给予蓝莓汁

灌胃８周，共１２周；蓝莓干预组在造模４周前至造模结束均以蓝莓汁灌胃，共８周；自然恢复组在造模４周后自

然饮食８周，共１２周；检测５组大鼠血清中肝功能［丙氨酰胺基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）］２

项指标及肝纤维化［血清透明质酸（ＨＡ）、Ⅳ型胶原（ＣⅣ）、血清层粘连蛋白（ＬＮ）、Ⅲ型前胶原（ＰⅢＮＰ）］４项指

标，肝脏切片ＨＥ染色行肝脏病理检查，肝脏组织进行核浆分离后检测各组大鼠肝脏组织中组蛋白乙酰化

ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４和ａｃＨ３Ｋ１８蛋白的表达。结果：与对照组比较，各组大鼠血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＨＡ和 ＣⅣ明显增

高（Ｐ＜００５）；与模型组比较，蓝莓治疗组及蓝莓干预组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＨＡ和 ＣⅣ水平均明显下降（Ｐ＜

００５）；肝脏ＨＥ染色显示，４周ＣＣｌ４植物油溶液皮下注射造模成功；与模型组比较，蓝莓干预组大鼠肝脏有明显

改善，而蓝莓治疗组及自然恢复组大鼠的肝脏有轻微改善；与对照组比较，蓝莓治疗组及蓝莓干预组大鼠肝脏组

织中ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４和 ａｃＨ３Ｋ１８修饰水平的差异不明显（Ｐ＞００５）；与模型组比较，余各组大鼠肝脏组织中

ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４和ａｃＨ３Ｋ１８蛋白修饰水平增高（Ｐ＜００１）；与自然恢复组比较，蓝莓治疗组和蓝莓干预组肝组

织中ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４、ａｃＨ３Ｋ１８修饰降低程度比模型组稍高（Ｐ＜００５）。结论：灌胃蓝莓可改善 ＣＣｌ４肝损伤

模型大鼠的部分肝功能指标，其机制可能与其影响大鼠肝组织组蛋白乙酰化修饰水平有关。
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ｔｈｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅｂｌｕｅｂｅｒｒｙａｎｄｂｌｕｅｂｅｒｒｙｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｌｉｇｈｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｂｌｕｅｂｅｒｒｙｂｙｇａｖａｇｅｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｐａｒｔｉａｌｌｉｖｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｄｅｘｅｓｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅ
ｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｔｓｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｒａｔｓ，ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ；ｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ；ｂｌｕｅｂｅｒｒｙ；ｃａｒｂｏｎｔｅｔ
ｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ；ｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ

　　多种病因造成急性肝功能异常是急性肝病的
共同病理基础，其主要机制是有毒物质、病毒感染

或肝毒性药物等引起的肝损伤［１］。四氯化碳（ｃａｒ

ｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）诱导肝损伤模型被广泛用
于肝坏死、肝纤维化、肝硬化的病因学和组织学等

研究，模型还用于护肝药物和药用植物提取物的评

估［２－３］中。有研究显示，蓝莓中含量较高的有效成

分—花青素是一类天然色素，对人类的健康有着重

要的意义，并具有很多生物活性［４－６］。蓝莓作为目

前研究较为热门的一种水果，是否能通过改善肝脏

相关代谢而减轻肝损伤，目前尚无相关报道，本文

拟观察蓝莓对四氯化碳所致肝损伤大鼠组蛋白乙

酰化修饰的作用，为下一步实验提供参考依据，现

报道如下。

１　材料和方法

１１　动物与试剂

选择雄性ＳＤ大鼠５０只，体质量（１６０±１０）ｇ，
动物许可证编号为１７００１０７，大鼠及饲料由贵州医
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科大学实验动物中心提供。食用植物油由市场自

购，蓝莓由贵州省黔东南州麻江县蓝莓种植基地提

供，组蛋白乙酰化抗体购自Ａｂｃａｍ公司。
１２　肝损伤大鼠模型建立及分组

５０只 ＳＤ大鼠分为对照组、模型组、蓝莓治疗
组、蓝莓干预组和自然恢复组５组，每组１０只，造
模期间无大鼠死亡。对照组，按每１００ｇ体重皮下
注射０３ｍＬ食用植物油，每隔３ｄ注射１次，注射
４周末处死（共 ４周，ｎ＝１０）；余各组组以 ４０％
ＣＣｌ４植物油溶液，同上剂量及时间皮下注射，造模
４周末处死（共４周，ｎ＝１０）；蓝莓治疗组，造模４
周后给予８周蓝莓汁灌胃，５ｍＬ／次，每天２次（共
１２周，ｎ＝１０）；蓝莓干预组，造模前４周给予蓝莓
汁灌胃同上剂量及时间至４周造模结束（共８周，ｎ
＝１０）；自然恢复组，造模４周后给予正常饮食８周
（共１２周，ｎ＝１０）。各组造模结束后取大鼠血清
检测其肝功能和肝纤维化４项指标，取大鼠肝脏组
织做ＨＥ染色检测造模是否成功。
１３　标本采集及检测

对照组和模型组大鼠于实验４周结束时、蓝莓
干预组大鼠于实验８周结束时、蓝莓治疗组和自然
恢复组大鼠于实验１２周结束时，自左髂血管取血
检测血清中肝功能［丙氨酰胺基转移酶（ＡＬＴ）、天
门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）２项指标及肝纤维化
中血清透明质酸（ＨＡ）、Ⅳ型胶原（ＣⅣ）、血清层粘
连蛋白（ＬＮ）、Ⅲ型前胶原（ＰⅢＮＰ）］４项；取肝脏
组织镜下进行组织观察，剩余肝脏置于 －８０℃冰
箱备用；称取 ６０ｍｇ大鼠肝脏组织，参照博奥德
（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ）核浆分离试剂盒提取核蛋白，使用 ＢＡＣ
蛋白定量试剂盒进行核蛋白定量。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分
别取４０μｇ的核蛋白与浆蛋白进行 ＳＤＳ聚丙烯酰
胺凝胶电泳，电泳完成后转移到 ＰＶＤＦ膜，然后按
照常规方法添加一抗和二抗进行孵育，ＥＣＬ发光试
剂孵育１～２ｍｉｎ后，使用ＢＩＯ－ＲＡＤ凝胶成像仪曝
光成像，每组实验重复３次，检测组蛋白的乙酰化水
平（ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４、ａｃＨ３Ｋ１８蛋白修饰水平。）
１４　统计学处理

用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行分析。数据均采
用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因
素方差分析（ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用最小显
著性差异法（ＬＳＤ法）。以 Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果
２１　ＡＬＴ和ＡＳＴ水平

与对照组比较，各组大鼠血清 ＡＬＴ及 ＡＳＴ增
高（Ｐ＜００５）；与模型组比较，蓝莓治疗组、蓝莓干
预组及自然恢复组大鼠血清 ＡＬＴ及 ＡＳＴ均降低
（Ｐ＜００５）；与蓝莓治疗组比较，蓝莓干预组及自
然恢复组大鼠血清 ＡＬＴ及 ＡＳＴ无明显改变（Ｐ＞
００５）。见表１。

表１　各组大鼠血清ＡＬＴ及
ＡＳＴ水平（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｔａｂ．１　ＳｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＡＬＴａｎｄ
ＡＳＴｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）
对照组 ２５１２±２６６ １０８０７±９１６
模型组 　 １３４０６±１１１２（１） 　　２４７２３±１９３２（１）

蓝莓治疗组　　 ５７５５±６１９（１）（２）　　　１４６９６±３０１９（１）（２）

蓝莓干预组　 　 　４４８６±７４２（１）（２）（３）　 　 　１１１５２±８５６（１）（２）（３）

自然恢复组　 　　　６４９１±１１０３（１）（２）（３）　　　　１６０５２±２５９８（１）（２）（３）

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５；（３）

与蓝莓治疗组比较，Ｐ＞００５

２２　ＨＡ、ＣⅣ、ＬＮ及ＰⅢＮＰ水平
与对照组比较，另外４组大鼠血清 ＨＡ和 ＣⅣ

增加（Ｐ＜００５）；与模型组比较，蓝莓治疗组、蓝莓
干预组大鼠血清ＨＡ和 ＣⅣ降低（Ｐ＜００５），自然
恢复组大鼠血清ＨＡ和ＣⅣ也降低，但差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）；与蓝莓治疗组比较，蓝莓干预
组大鼠血清ＨＡ和ＣⅣ降低（Ｐ＜００５），自然恢复
组大鼠血清ＨＡ和ＣⅣ也降低，但差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）；与蓝莓干预组比较，自然恢复组大
鼠血清ＨＡ和 ＣⅣ增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；各组大鼠血清ＬＮ、ＰⅢＮＰ比较，差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）。见表２。
２３　各组大鼠肝脏组织学观察

肝脏组织切片ＨＥ染色可见，对照组大鼠肝脏
细胞大小均一，未见脂肪空泡；模型组大鼠肝脏中

肝小叶结构异常，部分肝细胞中－重度肿胀及脂肪
变性，细胞核受到一定挤压，有脂肪空泡形成；蓝莓

治疗组大鼠肝脏脂肪变性减轻，可见少许灶状坏

死；蓝莓干预组大鼠肝脏中肝小叶结构正常，肝细

胞轻度水肿，仅见少许点状坏死；自然恢复组大鼠

肝脏中肝小叶尚存在，肝细胞呈中度水肿，可见少

量炎症细胞浸润及灶状坏死。见图１。
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表２　各组大鼠血清ＨＡ、ＣⅣ、ＬＮ及ＰⅢＮＰ水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｔａｂ．２　ＳｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＨＡ，ＣⅣ，ＬＮａｎｄＰⅢＮＰｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别 ＨＡ（μｇ／Ｌ） ＬＮ（μｇ／Ｌ） ＰⅢＮＰ（μｇ／Ｌ） ＣⅣ（μｇ／Ｌ）
对照组 １０２９６±２０１ ０２３±００１ ０００±０００ ００２±０００
模型组 　 ２１０２５±４６２５（１） ０２０±０００ ０００±０００ ０４３±００５（１）

蓝莓治疗组 　　１４５８８±８３４（１）（２） ０２０±０００ ０００±０００ ０２９±００１（１）（２）

蓝莓干预组 　　　１１６００±７２３（１）（２）（３） ０２０±０００ ０００±０００ ０１０±００１（１）（２）（３）

自然恢复组 　　　１６３４３±８３１（１）（２）（４） ０２０±０００ ０００±０００ ０３６±００３（１）（２）（３）（４）

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５；（３）与蓝莓治疗组比较Ｐ＜００５；（４）与蓝莓干预组比较，Ｐ＜００５

注：Ａ、Ｂ为对照组；Ｃ、Ｄ为模型组；Ｅ、Ｆ为蓝莓治疗组；Ｇ、Ｈ为蓝莓干预组；Ｉ、Ｊ为自然恢复组

图１　各组大鼠肝脏组织学切片
Ｆｉｇ．１　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｓｌｉｃｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２４　肝脏组织中 ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４及 ａｃＨ３Ｋ１８
蛋白表达

与对照组比较，模型组、自然恢复组大鼠肝脏

组织中ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４和 ａｃＨ３Ｋ１８蛋白表达降
低（Ｐ＜００１），蓝莓治疗组及蓝莓干预组变化不明
显，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。与模型比较，
蓝莓治疗组、蓝莓干预组和自然恢复组大鼠肝脏组

织中 ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４和 ａｃＨ３Ｋ１８蛋白表达增
高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。与蓝莓治疗组
比较，蓝莓干预组大鼠的肝脏组织中这些指标变化

不明显（Ｐ＞００５），而自然恢复组大鼠肝脏组织中
ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４和ａｃＨ３Ｋ１８蛋白表达降低，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。与蓝莓干预组比较，自
然恢复组大鼠肝脏组织中 ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４和
ａｃＨ３Ｋ１８蛋白表达降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。见图２。

３　讨论

ＣＣｌ４具有肝脏毒性，研究表明其对肝脏的毒

性作用与脂质过氧化反应及氧化应激相关。ＣＣｌ４
进入肝细胞后可产生多种自由基，并与肝细胞膜、

内质网及线粒体膜上的磷脂分子结合，发生脂质过

氧化反应，从而损伤相应膜的结构及功能［７－９］。

ＣＣｌ４的代谢产物能刺激肝脏的枯否细胞（Ｋｕｐｆｆｅｒ
ｃｅｌｌｓ）并释放促炎性细胞因子，加重肝脏的损
伤［１０］；肝细胞膜受损后，细胞内的 ＡＬＴ、ＡＳＴ溢出，
使得血浆中ＡＬＴ、ＡＳＴ增高［１１］；因而，ＡＬＴ、ＡＳＴ增
高的程度可作为判断肝细胞损伤严重程度的重要

指标［１２］。

表观遗传学调控是不通过脱氧核糖核酸（ｄｅ
ｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＤＮＡ）序列改变就能影响基因
表达的、可遗传的调控方式，包括 ＤＮＡ甲基化、微
小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）和 组 蛋 白 修 饰
等［１３－１４］。组蛋白乙酰化是在组蛋白乙酰基转移酶

（ｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＡＴ）作用下将乙酰基转
移到核心组蛋白富含赖氨酸（ｌｙｓｉｎｅ，Ｋ）残基的尾
巴上来中和掉组蛋白氨基端赖氨酸残基的正电荷，

削弱组蛋白与缠绕在其上的 ＤＮＡ之间的接触，产
生一个更加开放的染色质环境，有利于转录因子与
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注：Ａ为对照组，Ｂ为模型组，Ｃ为蓝莓治疗组，Ｄ为蓝莓干预组，Ｅ为自然恢复组；（１）与对照组比较，

Ｐ＜００５；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５；（３）与蓝莓治疗组比较Ｐ＜００５；
（４）与蓝莓干预组比较，Ｐ＜００５

图２　各组大鼠肝脏组织中ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４及ａｃＨ３Ｋ１８蛋白表达
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆａｃＨ３Ｋ９，ａｃＨ３Ｋ１４ａｎｄａｃＨ３Ｋ１８ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ＤＮＡ的结合，从而促进转录［１５－１６］。

蓝莓，又名越橘，富含蛋白质、脂肪、碳水化合

物、膳食纤维和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ），具有抗氧
化性、清除氧自由基的作用，对肿瘤、高脂血症和肥

胖等多种疾病有一定的效果［１７］。Ｋａｌｔ等［１８］将蓝

莓饲养猪后，发现肝、眼、脑均含有花青素。

本研究发现，模型组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ含量
及血清ＨＡ、ＣⅣ含量均较对照组大鼠显著升高，肝
组织病理学检测发现模型组大鼠肝细胞空泡样变

严重，提示大鼠肝损伤模型复制是成功的；而蓝莓

治疗组及蓝莓干预组大鼠上述指标较模型组均有

不同程度下降，且以蓝莓干预组更为明显，提示蓝

莓可在一定程度上改善大鼠的肝功能及肝损伤，但

具体机制尚不清楚。Ｒｉｍａｎｄｏ等［１９］发现蓝莓中含

有具有抗氧化作用的物质的存在。还有研究发现

蓝莓对大鼠肝纤维化的抑制可能与增强过氧化物

酶体增殖物激活受体 γ的活性，从而抑制血小板
源性生长因子 －Ｂ，减少细胞外基质的生成有
关［２０］。本研究发现蓝莓可使得 ＣＣｌ４所致的肝纤
维化大鼠中肝功能得以恢复，并能使得其的

ａｃＨ３Ｋ９、ａｃＨ３Ｋ１４、ａｃＨ３Ｋ１８修饰水平上调。因此，
蓝莓能使ＣＣｌ４所致的肝损伤大鼠的损伤程度得以
一定的恢复，推测可能与蓝莓改善了大鼠肝组织中

组蛋白乙酰化修饰水平有关，其机制需要进一步的

探讨。
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