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［摘要］　 ［目的］探讨蓝靛果花色甙对小鼠酒精性肝损伤的影响．［方法］取健康雄性昆明种小鼠，随机

分为空白对照组、模型对照组和蓝靛果花色甙低、中、高剂量（０．５，５．０，２０．０ｍｇ／ｋｇ）实验组，各组分别给

予相应剂量的药物，３５ｄ后测定小鼠肝肾组织中 ＭＤＡ，ＧＳＨ含量、ＳＯＤ活性及肝脏匀浆蛋白质（ＰＯＤ）水

平．用显微镜检法检测蓝靛果花色甙对肝原代培养细胞的影响，行 ＨＥ染色观察肝脏的形态学变化．

［结果］与模型对照组比较，蓝靛果花色甙中、高剂量实验组肝组织中 ＭＤＡ含量明显降低（Ｐ＜０．０５），

ＧＳＨ含量和ＳＯＤ活性明显升高（Ｐ＜０．０５），而蓝靛果花色甙低剂量实验组与模型对照组上述指标间差

异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）．［结论］蓝靛果花色甙可降低乙醇对肝脏所造成的损伤．
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　　蓝靛果属忍冬科，是一种椭圆形的蓝紫色浆果，

味酸甜，生长于中国东北长白山和大兴安岭地区．蓝

靛果含有丰富的氨基酸、维生素Ｃ及ＶＰ活性物质，

具有较高的食用价值和药用价值［１］．花色甙是一种
自然色素，安全无毒，是以黄酮核为基础的可表现出

各种颜色的糖甙，具有较强的抗氧化能力和活性氧
消除能力［２－３］．花色甙耐热，耐光，稳定，抗突变性强，
多应用于食用色素［４－６］．本实验探讨了蓝靛果花色甙
对小鼠酒精性肝损伤的影响，旨在为蓝靛果花色甙
的应用提供依据．
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１　材料与方法

１．１　实验动物与分组　实验动物选用７周龄清洁

级雄性昆明种小鼠，体质量为（３５±５）ｇ，由延边大学

实验动物中心提供．取２５只实验小鼠随机分为空白

对照组、模型对照组、蓝靛果花色甙低、中、高剂量
（０．５，５．０，２０．０ｍｇ／ｋｇ）实验组，每组各为５只．用

５６％（体积分数）乙醇制作小鼠酒精性肝损伤模型，

除空白对照组外，其余各组每天灌胃给予乙醇１次

０．０１Ｌ／ｋｇ，连续灌胃３５ｄ，取蓝靛果花色甙粉末

２ｇ／Ｌ加入去离子水溶解后再用去离子水稀释至低、

中、高不同剂量．蓝靛果花色甙低、中、高剂量实验组

分别灌胃给予０．５，５．０，２０．０ｍｇ／ｋｇ花色甙溶液，空

白对照组每天灌胃给予１０ｍＬ／ｋｇ去离子水．为了解

蓝靛果花色甙对正常小鼠肝的影响，在前期３５ｄ实

验结束后再加入２个组，即蓝靛果花色甙中、高剂量

对照组，每天分别灌胃给予５．０，２０．０ｍｇ／ｋｇ蓝靛果

花色甙溶液，连续３５ｄ．

１．２　血清样品的采集与制备　各组小鼠禁食１２ｈ
后取眼球血，用高速冷冻离心机离心（３　０００ｒ／ｍｉｎ，

１５ｍｉｎ），取上清液待检测．

１．３　肝组织匀浆的制备　在４℃条件下准确称取

小鼠肝组织０．２ｇ，用冷生理盐水反复冲洗干净，按

照质量（ｇ）∶体积（ｍＬ）＝１∶９的比例加入９倍的

生理盐水，在冰水浴条件下用高速匀浆机制备１０％
（质量分数）肝组织匀浆，以３　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０

ｍｉｎ，取上清液置于－２０℃环境中保存，用于测定

ＭＤＡ，ＧＳＨ，ＳＯＤ及唾液酸（ＳＡ）、Ｎａ＋Ｋ＋－ＡＴＰ酶值

及白蛋白（ＡＬＢ）水平．

１．４　肝脏抗氧化指标检测

１．４．１　ＳＯＤ活性的测定　采用联苯三酚自氧化

法，波长为３４０ｎｍ，ＰＢＳ温度为２９℃，比色杯中加

入２．９５ｍＬ　ＰＢＳ，以此为空白调零，之后向比色杯内

侧滴加８～９μＬ联苯三酚溶液，迅速盖上玻璃纸，拇

指按住颠倒混匀，放入比色槽，计时３０　ｓ，记录 ＯＤ
值．重复６次，计算出 ＯＤ 值差值的平均值．调整联

苯三酚溶液的用量，直至ＯＤ 平均值接近０．０７后开

始测定．向比色杯中加入２．９５　ｍＬ　ＰＢＳ，再加入待测

样品２０μＬ，之后向比色杯内侧滴加联苯三酚溶液，

迅速颠倒混匀，测定ＯＤ 值 ．ＯＤ 值差值的平均值为

０．０７时加入待测样品２０μＬ，联苯三酚溶液的用量

为７μＬ．ＳＯＤ活力（Ｕ／ｍＬ）＝（０．０７－样品的 ＯＤ

值）／０．０７×２×（２．９５＋０．００７＋０．０２）／０．０２×样品

稀释的倍数．样品的ＳＯＤ比活力＝单位体积活力
（Ｕ／ｍＬ）／样品的蛋白含量（ｇ／Ｌ）．

１．４．２　ＭＤＡ含量的测定　采用ＴＢＡ比色法，取样

品０．１２ｍＬ，分 别 加 入 ８．１％ （质 量 分 数）ＳＤＳ

０．１２ｍＬ，双蒸水０．６ｍＬ，０．２ｍｏｌ／Ｌ乙酸０．９ｍＬ，

１％（质量分数）的ＴＢＡ溶液０．９ｍＬ，振荡混匀后放

入９０℃水浴锅中水浴１５ｍｉｎ，取出冰水浴迅速冷

却，以３　５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，波长为

５３２ｎｍ，利用紫外分光光度计测定ＯＤ值．

１．４．３　ＧＳＨ含量的测定　利用四氧嘧啶法测定

ＧＳＨ水平，取样品稀释液０．１ｍＬ，分别加入双蒸水

０．５ｍＬ、０．１ｍｏｌ／Ｌ四氧嘧啶、０．２４ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ、

０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ溶液各０．３ｍＬ，混匀，避光静置反

应１０ｍｉｎ，加入０．３ｍＬ　１．０ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液，

混匀，波长为３０５ｎｍ，测定ＯＤ值．

１．５　肝脏匀浆蛋白质水平的测定　取６支干净的

试管，分别加入６０μＬ浓度为０，０．２，０．４，０．６，０．８，

１．０　ｍｏｌ／Ｌ的标准蛋白溶液，再向各支试管中滴加

考马斯亮蓝染色液３　ｍＬ，静置５　ｍｉｎ后用分光光度

计测定波长为５９５　ｎｍ时的ＯＤ 值．分别以各管测出

的ＯＤ 值为横坐标，各管标准蛋白溶液浓度为纵坐

标，绘制标准蛋白曲线．测定各组肝脏匀浆蛋白质浓

度时，将各组１０％（质量分数）肝脏匀浆稀释５０倍，

用同样的方法以稀释后的１０％（质量分数）肝脏匀

浆代替标准蛋白溶液，测定 ＯＤ 值，并根据标准蛋

白曲线确定蛋白浓度．

１．６　小鼠肝细胞的制备　脱颈处死小鼠后浸泡于

７５％（体积分数）乙醇中３ｍｉｎ，取出置于无菌纸上，

腹部朝上，剪开腹部肌肉暴露腹腔，无菌分离肝脏组

织．取分离的肝组织，用４℃平衡盐溶液洗净血污，

除去纤维成分及包膜，切碎至细小块状，再次用平衡

盐溶液洗去残留的血污，用离心机以１　０００ｒ／ｍｉｎ离

心４ｍｉｎ，弃去上清液，向沉淀中加入５～６倍体积的

消化液，置于３７℃水浴中加热１５ｍｉｎ，水浴加热的

同时反复翻滚摇晃，使细胞分离．加热完成后用含血

清培养液５ｍＬ洗涤３次，除去胰酶，再用１００目筛

网过滤，除去没有被消化的大块组织，再次以１　０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液后加入无血清培养液

５ｍＬ，冲散细胞，以１　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上

清液，加入含血清培养液１～２ｍＬ（具体根据细胞数

量确定），利用显微镜进行观察，计数．

·４４２·
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１．７　 肝细胞染色 　 收集肝细胞，调整浓度至

１×１０７／ｍＬ，接种在孔板上，每孔１００μＬ，给药组分

别加入低、中、高剂量蓝靛果花色甙溶液（终质量浓

度为０．１，０．４，０．８　ｇ／Ｌ），模型对照组和空白对照组

继续培养，每组设３个复孔．２４　ｈ后分别给模型对照

组和蓝靛果花色甙各剂量组加入１００　ｍｍｏｌ／Ｌ乙

醇，反应１２　ｈ后测定ＯＤ 值，行０．４％（质量分数）台
盘蓝染色，显微镜下观察比较细胞的染色情况．

１．８　统计学分析　采用ＳＰＳＳ　１６．０统计软件进行

数据分析．实验数据以均数±标准偏差（珚ｘ±ＳＤ）表
示，多组均数比较采用单因素方差分析，其样本均数

之间的两两比较采用ＬＳＤ 法，以Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义．

２　结果

２．１　血清生物化学指标　如表１所示，与空白对照

组比较，模型对照组与蓝靛果花色甙低、中、高剂量

实验组ＡＬＴ，ＡＳＴ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），而蓝
靛果花色甙中、高剂量对照组ＡＬＴ活性较空白对照

组略有下降，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）．与空

白对照组比较，模型对照组与蓝靛果花色甙低、中、

高剂量实验组ＡＬＢ水平均明显升高（Ｐ＜０．０５），而
蓝靛果花色甙中、高剂量对照组与空白对照组ＡＬＢ
水平间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）．
２．２　肝脏抗氧化指标　如表２所示，与空白对照组

比较，模型对照组、蓝靛果花色甙低、中、高剂量实验

组ＭＤＡ含量均明显升高（Ｐ＜０．０５），ＧＳＨ水平和

ＳＯＤ活性明显降低（Ｐ＜０．０５），蓝靛果花色甙中、高
剂量对照组与空白对照组ＳＯＤ，ＧＳＨ，ＭＤＡ水平间

差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）．
表１　各组小鼠ＡＬＴ，ＡＳＴ，ＡＬＢ水平比较（珚ｘ±ＳＤ）　

分组
ＡＬＴ

／（Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏ）
ＡＳＴ

／（Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏ）
ＡＬＢ
／（ｇ／Ｌ）

空白对照组 ２０．２４±１２．９５　４５．８１± ８．４７　 ３９．５１±３．２５
模型对照组 ５１．２０± ５．０２＊９４．６２±２３．８２＊ ２４．３８±４．３７＊

蓝靛果花色甙
低剂量实验组 ５０．２３± ６．２９＊９２．０８±２３．２８＊ ２４．８１±８．４７＊

蓝靛果花色甙
中剂量实验组

４３．７５± ３．５０＊８７．２３± ５．７７＊ ２７．０６±２．０３＊

蓝靛果花色甙
高剂量实验组 ３４．３３± ５．５１＊６５．６７±１６．０７＊ ３３．３３±１．７３＊

蓝靛果花色甙
中剂量对照组

１８．５１± ８．０６　４７．７５± ７．７５　 ４０．８２±２．３６

蓝靛果花色甙
高剂量对照组

２１．２３± ５．０２　４５．３３± ５．２５　 ４１．３１±１．５２

注：与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０５．

表２　各组小鼠 ＭＤＡ，ＧＳＨ，ＳＯＤ水平比较（珚ｘ±ＳＤ）

分组　　　　 ＭＤＡ
／（ｎｍｏｌ／ｍｇ　ｐｒｏ）

ＧＳＨ
／（ｍｇ／ｇ　ｐｒｏ）

ＳＯＤ
／（Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏ）

空白对照组　 ０．３４±０．１４　 ２３．１８±４．２６　 ５５．１４±１２．９５
模型对照组　 ３．４５±１．１５＊ ９．４５±６．７７＊ ３２．５９±１０．４９＊

蓝靛果花色甙
低剂量实验组 ３．２５±２．４５＊ ８．４３±３．９６＊ ３２．８８± ９．４５＊

蓝靛果花色甙
中剂量实验组

２．５３±１．９４＊ １２．５４±２．３６＊ ３９．０２±１２．９５＊

蓝靛果花色甙
高剂量实验组 １．２５±０．９２＊ １７．３４±２．４５＊ ４３．１４±１４．９５＊

蓝靛果花色甙
中剂量对照组

０．２９±０．１４　 ２２．８２±５．９１　 ５１．４９±１１．１９

蓝靛果花色甙
高剂量对照组

０．２８±０．１７　 ２４．３５±２．２５　 ４９．６２± ８．３５

注：与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０５．

２．３　肝脏Ｎａ＋Ｋ＋－ＡＴＰ酶活力　由表３所示，与空

白对照组比较，模型对照组、蓝靛果花色甙低、中、高

剂量实验组酶活性均明显降低（Ｐ＜０．０５），蓝靛果

花色甙中、高剂量对照组与空白对照组酶活性间差

异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）．

２．４　肝脏ＳＡ含量　如表３所示，与空白对照组比

较，蓝靛果花色甙中、高剂量对照组ＳＡ含量间差异

均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；模型对照组、蓝靛果花

色甙低、中、高剂量实验组ＳＡ含量较空白对照组略

有升高，但差异亦无统计学意义（Ｐ＞０．０５）．
表３　各组小鼠肝脏ＡＴＰ酶活力及ＳＡ含量比较（珚ｘ±ＳＤ）

分组　　　　 Ｎａ＋Ｋ＋－ＡＴＰ酶
／（Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏ）

ＳＡ
／（ｎｍｏｌ／ｇ　ｐｒｏ）

空白对照组　 １２．６６±０．４２　 ０．０６４±０．００５

模型对照组　 ７．８６±０．３１＊ ０．０６７±０．０２３

蓝靛果花色甙
低剂量实验组 ７．８８±０．３７＊ ０．０７１±０．０１３

蓝靛果花色甙
中剂量实验组 ６．０８±０．０７＊ ０．０７３±０．０１２

蓝靛果花色甙
高剂量实验组 ７．０８±０．９５＊ ０．０７２±０．００７

蓝靛果花色甙
中剂量对照组

１１．３２±０．２２　 ０．０６１±０．０１５

蓝靛果花色甙
高剂量对照组

１１．４６±０．２６　 ０．０６５±０．００５

注：与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０５．

２．５　各组肝细胞ＯＤ 值　与空白对照组比较，模型

对照组、蓝靛果花色甙低、中、高剂量实验组ＯＤ 值

均明显降低（Ｐ＜０．０５），而蓝靛果花色甙高剂量实

验组降低幅度最小，见表４．
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２．６　小鼠肝细胞显微镜下检查　空白对照组正常

肝细胞无色透明（图１Ａ），模型对照组和蓝靛果花色

甙各剂量实验组肝细胞可见被染成棕褐色的凋亡细

胞（图１Ｂ，Ｃ，Ｄ），花色甙高剂量实验组被染色的细

胞数最少（图１Ｅ）．模型对照组、蓝靛果花色甙各剂

量实验组与空白对照组比较肝细胞存活率均降低，

但蓝靛果花色甙高剂量实验组与空白对照组间差异

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）．见表４．

２．７　肝脏病理学检查　空白对照组肝组织结构清

晰，干细胞呈索状排列，未见发生病变（图２Ａ）；模型

对照组、蓝靛果花色甙低、中剂量实验组可见肝窦紊

乱、细胞结构消失、部分核溶解等病变发生（图２Ｂ，

Ｃ，Ｄ），花色甙高剂量实验组病变略有减轻（图２Ｅ）．
表４　各组小鼠肝细胞ＯＤ 值比较（珚ｘ±ＳＤ）

分组　　　　　　　　　　 ＯＤ 值 存活率／％

空白对照组　　　　　　　 ０．６４±０．１２ －

模型对照组 　　　　　　 ０．１５±０．０２＊ ２７．２５±０．７２

蓝靛果花色甙低剂量实验组 ０．１２±０．０３＊ ２４．１９±１．６２

蓝靛果花色甙中剂量实验组 ０．１７±０．０２＊ ２５．７９±１．３５

蓝靛果花色甙高剂量实验组 ０．３９±０．１１＊ ４１．１５±０．８４

Ａ：空白对照组；Ｂ：模型对照组；Ｃ：蓝靛果花色甙低剂量实验组；Ｄ：蓝靛果花色甙中剂量实验组；Ｅ：蓝靛果花

色甙高剂量实验组．

图１　各组肝细胞显微镜下观察所见　ＨＥ×１００

Ａ：空白对照组；Ｂ：模型对照组；Ｃ：蓝靛果花色甙低剂量实验组；Ｄ：蓝靛果花色甙中剂量实验组；Ｅ：蓝靛果花

色甙高剂量实验组．

图２　各组肝脏病理学检查显微镜下观察所见　ＨＥ×１００

３　讨论

ＡＬＢ由肝实质细胞合成，当肝脏受到损伤时，

ＡＬＢ的合成亦受到影响．本实验结果显示，模型对照

组ＡＬＢ水平明显降低，提示乙醇引起了肝脏损伤，

而蓝靛果花色甙低、中剂量实验组与空白对照组

ＡＬＢ水平间有显著差异，提示低、中剂量蓝靛果花

色甙对肝脏未起到保护作用．研究结果显示，酒精性

肝损伤程度与脂质过氧化有关系，当组织受到损伤

时可出现过强氧化作用，而 ＭＤＡ是反映过强氧化

作用的指标之一．ＳＯＤ是机体内清除自由基的重要

抗氧化酶，它的活力大小反映机体的抗氧化及清除

自由基能力，乙醇的摄入可减弱ＳＯＤ活性，加速肝

脏损伤［７－９］．本实验结果显示，模型对照组ＳＯＤ水平

较空白对照组明显降低，提示模型对照组肝脏受到

损伤，蓝靛果花色甙低剂量实验组与模型对照组

ＳＯＤ水平间无明显差异，而花色甙中、高剂量实验

组较模型对照组ＳＯＤ水平有所升高，但较空白对照

组仍有降低，提示高剂量蓝靛果花色甙对酒精性肝

损伤只有一定的保护作用．ＧＳＨ是含巯基的微量抗

氧化物质，在细胞内有丰富的含量，在保持细胞完整

性方面发挥着重要的作用．本实验结果显示，蓝靛果

花色甙低剂量对ＧＳＨ水平未见产生影响，而中、高

剂量实验组ＧＳＨ水平略有升高，且高剂量实验组与

空白对照组间无显著差异，提示高剂量蓝靛果花色

甙对酒精性肝损伤具有保护作用．研究［１０－１３］结果亦

认为高剂量蓝靛果花色甙溶液对乙醇造成的肝

ＧＳＨ水平降低有保护作用．ＳＡ是一种天然的碳水化

·６４２·




延边大学医学学报　２０１８年１２月　第４１卷　第４期

合物，研究结果显示在肝硬化的肝细胞癌变过程中

肝脏ＳＡ水平显著增高．本实验结果显示，模型对照

组、蓝靛果花色甙各剂量实验组肝脏ＳＡ水平与空

白对照组比较没有显著差异，可能原因认为是本实

验共灌胃３５ｄ，可能在３５ｄ内乙醇灌胃的程度不

足以形成肝硬化．ＡＴＰ酶是生物膜上的一种蛋白质，

在组织细胞和细胞器膜上均存在，它在物质运输、能

量转换和信息传递等方面发挥着重要作用［１３－１５］．本

实验结果显示，与空白对照组比较，模型对照组和蓝

靛果花色甙低、中、高剂量实验组ＡＴＰ酶水平均明

显降低，蓝靛果花色甙中、高剂量对照组与空白对照

组间没有显著的差异，提示乙醇可降低肝脏ＡＴＰ酶

活性，而蓝靛果花色甙低、中、高剂量花色甙未能恢

复ＡＴＰ酶活性．台盼蓝无法染色正常肝细胞，但可

染色死亡的肝细胞．本实验结果显示，空白对照组正

常肝细胞未被染色，而模型对照组、蓝靛果花色甙各

剂量实验组大部分肝细胞被染色，蓝靛果花色甙高

剂量组被染色的细胞数明显减少．本实验显微镜下

观察结果显示，模型对照组、蓝靛果花色甙低、中剂

量实验组存在肝窦紊乱、细胞结构消失、部分核溶解

等变化，而高剂量实验组略有缓解．总之，蓝靛果花

色甙具有抗氧化性，高剂量蓝靛果花色甙对酒精性

肝损伤具有一定的保护作用．
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