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Abstract
AIM: To investigate the effect of blueberry on 
microtubule-associated protein 1 light chain 3 
(LC3) protein and Beclin1 expression in liver 
tissue of rats with hepatic fibrosis. 

METHODS: Sixty male SD rats were randomly 
divided into a normal control group, a hepatic 
fibrosis model group, high-, medium-, and low-
dose blueberry treatment groups, and a Fufang 
Biejia Ruangan tablet treatment group. Except 
the normal control group, hepatic fibrosis was 
induced in other groups by intraperitoneal 
injection of porcine serum. Simultaneously, 
rats in blueberry treatment groups and Fufang 
Biejia Ruangan tablet treatment group were, 
respectively, given oral blueberry juice at a dose 
of 0.25 mL/100 g, 0.5 mL/100 g, and 1.0 mL/100 
g, and Fufang Biejia Ruangan tablet (0.054 
g/100 g) daily. All rats were killed at the end of 
the 12th week. Serum alanine aminotransferase 
(ALT) and aspartate aminotransferase (AST) 
were measured. Pathological changes in the 
hepatic tissue were evaluated by hematoxylin-
eosin (HE) and Masson staining. The expression 
of LC3-Ⅱ and Beclin1 was examined by 
Western blot and qRT-PCR. The expression of 
collagen Ⅰ (Col Ⅰ) were examined by Western 
blot. 

RESULTS: Serum levels of ALT and AST 
had no significant differences in all the groups 
(P > 0.05). Compared with the normal control 
group, the expression of LC3-Ⅱ, Beclin1 and 
Col Ⅰ were significantly higher (P < 0.01) 
in the hepatic fibrosis model group, and 
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■研发前沿
Hernández-Gea等
通过使用自噬抑
制剂和敲除小鼠
自噬相关基因后, 
发现HSC中脂滴
大量积累 ,  且肝
纤维化程度明显
减轻 ,  因此自噬
可能成为治疗肝
纤维化的新靶点.

the pathological stages of hepatic fibrosis 
were significantly aggravated. Compared 
with the hepatic fibrosis model group, the 
expressions of LC3-Ⅱ, Beclin1 and Col Ⅰ 
were significantly lower (P < 0.01), and 
the pathological stages of hepatic fibrosis 
were significantly reduced in the high- and 
medium-dose blueberry treatment groups (P < 
0.05). 

CONCLUSION: The expression of LC3-Ⅱ and 
Beclin1 increases in rats with hepatic fibrosis. 
The inhibitory effects of blueberry on hepatic 
fibrosis may be achieved by lowering the 
expression of LC3-Ⅱ and Beclin1 and then 
inhibiting autophagy. 

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察蓝莓对免疫性肝纤维化大鼠肝组
织微管相关蛋白轻链3(microtubule-associated 
protein 1 light chain 3, LC3)及Beclin1表达的
影响. 

方法: 60只健康♂SD大鼠随机分为正常对
照组、模型组、蓝莓原浆高剂量组、蓝莓
原浆中剂量组、蓝莓原浆低剂量组及复方
鳖甲软肝片组. 除正常对照组外, 其余各组
均采用腹腔注射无菌猪血清复制大鼠肝纤
维化模型. 造模同时各蓝莓组给予不同浓度
蓝莓原浆(0.25 mL/100 g、0.5 mL/100 g、
1.0 mL/100 g)灌胃, 复方鳖甲软肝片组用复
方鳖甲软肝片灌胃(0.054 g/100 g), 1次/d. 12 
wk处死大鼠, 测定血清谷丙转氨酶(alanine 
transaminase, ALT)、谷草转氨酶(aspartate 
transaminase, AST)含量, 行肝组织病理学检
查; Western blot检测LC3-Ⅱ、Beclin1、Ⅰ型
胶原(ColⅠ)的蛋白水平; 实时定量PCR(real-
time quantitative PCR, qRT-PCR)检测LC3-
Ⅱ、Beclin1的mRNA水平. 

结果: 各组大鼠血清ALT、AST水平差异
无统计学意义(均P >0.05). 与正常对照组比
较, 模型组肝纤维化程度明显(P <0.05), LC3-
Ⅱ、Beclin1的mRNA及蛋白表达、ColⅠ的
蛋白表达明显增高(均P <0.01). 与模型组比
较, 蓝莓原浆高、中剂量组肝纤维化程度明
显减轻(P <0.05), 胶原表达减少; LC3-Ⅱ、

Beclin1的mRNA、蛋白表达及ColⅠ的蛋白
表达明显降低(均P <0.01). 

结论: 猪血清所致的大鼠免疫性肝纤维化中
自噬相关蛋白LC3-Ⅱ、Beclin1升高, 蓝莓对
大鼠免疫性肝纤维化的干预作用可能与下
调LC3和Beclin1的基因及蛋白表达, 进而抑
制自噬有关. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 最新研究表明自噬为肝星状细胞的

活化提供能量从而促进肝纤维化的发生, 本研

究发现蓝莓通过抑制自噬相关标志性蛋白的表

达来发挥对肝纤维化的干预作用. 
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0  引言

肝纤维化是细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM)合成与降解失衡的动态过程, 其中心环

节是肝星状细胞(hepatic stellate cells, HSC)的
活化[1]. 氧化应激参与了肝纤维化过程中ECM
的沉积、HSC的活化等多个重要过程[2]. 且氧

化应激可以激活自噬[3]. 最新的研究[4,5]表明自

噬对肝纤维化的作用是双重的: 可通过调节

脂滴代谢为HSC的活化提供能量, 另一方面可

通过抑制肝脏的炎症来减轻肝纤维化, 但从目

前实验研究[6]来看, 对肝纤维化的促进作用可

能起主导地位. 因此自噬作为一种新的信号通

路, 可能会成为治疗肝纤维化新的靶点. 蓝莓

属杜鹃花科越桔属, 小浆果类蓝色水果, 富含

花青素、酚酸类和类黄酮类等生物活性物质, 
具有强抗氧化性, 可以防止脑神经老化、保护

肝脏、抗炎、提高免疫力[7]. 本课题组前期研
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■相关报道
大量体内外实验
研究发现 ,  自噬
促进肝纤维化的
发生 ,  且抑制自
噬可以减轻肝纤
维化.

究[8-12]证明蓝莓可以提高机体抗氧化应激能力, 
通过抑制HSC的活化、增殖等多途径对大鼠

肝纤维化有一定的干预作用, 但具体机制不明, 
为此我们设想蓝莓可能通过其抗氧化作用调

节自噬从而发挥其抗肝纤维化作用. 因此本研

究建立了免疫性肝纤维化大鼠模型, 探讨自噬

在免疫性肝纤维化中所起的作用及蓝莓对其

影响, 进一步探讨蓝莓对大鼠免疫性肝纤维化

干预作用的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 蓝莓: 兔眼品种, 由贵州省麻江县蓝

莓生产基地提供, -20 ℃储存, 使用时鲜榨汁. 
复方鳖甲软肝片(批号: 20150122)由内蒙古福

瑞中蒙药科技股份有限公司生产. 无菌猪血清

购自北京燕生政博生物科技有限公司(批号: 
141105). 实验动物: 健康♂SD大鼠60只, 体质

量180 g±20 g, 购自贵州医科大学动物实验中

心[动物批号: SYXK(黔)2015-0001], 室温下普

通饲料喂养, 自然采光, 自由饮水, 实验前适应

性喂养1 wk. 主要试剂: Maxima SYBR Green/
ROX qPCR、RevertAidTirst Strand cDNA 
Synthesis Kit均购自ThermoScientic公司; LC3-
Ⅱ、Beclin1、β-actin引物购自上海生工生物

工程有限公司; 引物序列: β-actin, 上游引物: 
5'-CTGAACCCTAAGGCCAACCG-3', 下游引

物: 5'-GACCAGAGGCATACAGGGACAA-3'; 
LC3-Ⅱ ,  上游引物:  5'-CGGGTTGAGGAG
A C A C A C A A-3 ' ;  下游引物 :  5 ' -AT G A G 
CCGGACATCTTCCAC-3'; Beclin1, 上游引物: 
5'-GAATGGAGGGGTCTAAGGCG-3', 下游引

物: 5'-TCTTCCTCCTGGCTCTCTCC-3'; LC3-
Ⅱ抗体(Cell signaling公司); Beclin1抗体(Santa 
Cruz公司); ColⅠ抗体(武汉博士德); β-actin抗
体、羊抗兔二抗(Abmart公司); BCA蛋白定量

试剂盒(碧云天生物公司); ECL化学发光试剂

(百乐公司). 主要仪器: 核酸定量仪(Amersham 
GeneQant™280); 实时定量PCR(rea l-t ime 
quantitative PCR, qRT-PCR)检测仪(Applied 
Biosystems); 高速低温离心机(sigma3K15); 
MSS全波长酶标仪(BioTek, ELX808); 电泳仪

(Bio-rad). 
1.2 方法

1.2.1 动物分组及处理: 60只♂SD大鼠适应性

喂养1 wk后, 随机分为正常对照组(A组)、模

型组(B组)、蓝莓原浆高剂量组(C组)、蓝莓原

浆中剂量组(D组)、蓝莓原浆低剂量组(E组)及
复方鳖甲软肝片组(F组), 除A组外, 其余各组每

周二、五腹腔注射无菌猪血清, 0.5 mL/只, 正
常组腹腔注射等量生理盐水, 造模同时C、D、

E组分别每天给予蓝莓原浆0.25 mL/100 g、
0.5 mL/100 g、1.0 mL/100 g灌胃, F组每天给

予复方鳖甲软肝片(0.054 g/100 g)灌胃, A组和

B组给予等量生理盐水灌胃, 共12 wk[11]. 12 wk
末股动脉放血处死大鼠, 常规留取血清, 取相

同部位肝组织用40 g/L中性甲醛固定, 石蜡包

埋, 行HE和Masson染色, 并参照文献[13]进行

分期. 剩余肝组织-80 ℃保存. 用生化分析仪

按试剂盒要求检测血清丙氨酸转氨酶(alanine 
aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶(aspartate 
aminotransferase, AST).
1.2.2 Western blot检测各组大鼠肝组织ColⅠ、

LC3-Ⅱ和Beclin1的表达: 按照试剂盒说明书提

取蛋白并定量. 取蛋白质样品40 μg, 12%SDS-
PAGE电泳, 转膜, 5%脱脂奶粉封闭, 一抗LC3-
Ⅱ(1∶2000)、Beclin1(1∶1000)、ColⅠ(1∶
500) 4 ℃孵育过夜, 二抗(1∶15000)室温摇床

孵育2 h, ECL曝光显影, Gel Doc EQ凝胶成像

仪扫描, Quantity One软件分析结果. 以β-actin
作为内参照, 目标蛋白表达量用其蛋白灰度值

与内参蛋白灰度值的比值表示. 
1.2.3 q RT-P C R检测大鼠肝组织L C3-Ⅱ和

Beclin1的mRNA水平: 采用TRIzol试剂盒提取

肝组织总RNA, 测定RNA浓度及纯度. 分别取

2000 ng总RNA逆转录成cDNA后加入引物进

行PCR扩增, 以β-actin看家基因作为内参照. 每
组样本相同条件下重复3孔, 得到每个PCR反

应的循环域(Ct)值, 用2-△△Ct值计算各组大鼠

LC3-Ⅱ和Beclin1的相对表达量. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据分析, 计量资料用mean±SD表示; 多组间比

较采用单因素方差分析, 分析前先检查方差齐

性, 方差齐时采用LSD法, 不齐时采用Tamhane's
法; 等级资料采用秩和检验, P<0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 各组大鼠血清ALT、AST比较 与A组对比, 
B、C、D、E、F组血清ALT、AST水平升高, 
差异无统计学意义; 与B组比较, C、D、E、F

丁艳菊, 等. 蓝莓对肝纤维化大鼠肝组织自噬相关蛋白LC3和Beclin1表达的影响
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■创新盘点
前期研究发现, 蓝
莓对肝纤维化大
鼠有一定的干预
作用, 本研究进一
步证实该观点并
探究相关机制.

组血清ALT、AST水平均降低, 差异无统计学

意义; 其他各组间差异均无统计学意义(表1).  
2.2 肝组织病理学改变 HE染色结果显示: A组

大鼠肝脏组织结构正常, 肝小叶结构清楚, 肝
细胞以中央静脉为中心呈放射状分布, 汇管区

及肝组织内无胶原纤维增生; B组大鼠肝实质

广泛被破坏, 肝小叶结构破坏消失, 汇管区纤

维组织增生, 胶原纤维形成纤维条索向肝实质

延伸形成纤维间隔, 分割并破坏肝小叶, 部分

甚至有假小叶形成; E组与B组几乎无差异; C
组、D组及F组肝纤维化程度明显减轻, 且F组
较C、D组肝纤维化程度轻. Masson染色见A
组大鼠肝组织汇管区有少量蓝色胶原纤维; B
组大鼠肝组织胶原纤维明显增生、宽大, 延伸

分布于肝小叶内, 肝小叶结构破坏, 甚者有假

小叶形成; E与B组胶原纤维表达无明显差异; 
C、D、F组大鼠增生的胶原纤维明显减少、

变细, 部分向肝小叶延伸; 且F组较C、D、E组
胶原纤维减少(表1, 图1, 2). 
2.3 各组大鼠肝组织LC3-Ⅱ、Beclin1的蛋白

和mRNA表达 与A组比较, B组肝组织LC3-
Ⅱ、Bec l in1的mRNA及蛋白表达明显增高

(P <0.01); 与B组比较, C组、D组和F组LC3-
Ⅱ、Beclin1的mRNA及蛋白表达均明显降低

(P <0.01); B与E组间无统计学差异; F组与C、
D、E组间均有统计学差异(P <0.01)(表2, 图3). 
2.4 各组大鼠肝组织ColⅠ的蛋白表达 与A组比

较, B组ColⅠ的蛋白含量明显增高(P<0.01); 与
B组相比, C组、D组和F组ColⅠ的蛋白含量显

著降低(P <0.01); B与E组间无统计学差异; F组
与C、D、E组间均有统计学差异(P <0.01)(表2, 
图3). 

3  讨论

自噬是一种维持细胞内稳态的代谢过程, 通过

与溶酶体结合将细胞内受损的或多余的细胞

器降解成氨基酸、游离脂肪酸及其他小分子, 
用于物质和能量循环[14]. 在营养不足、缺氧、

缺血/再灌注损伤和某些细胞应激反应等情况

下, 氧化应激和活性氧的积累可以激活自噬的

     

表  1  各组大鼠肝纤维化分期及血清ALT、AST水平 (n  = 10)

分组 ALT(U/L) AST(U/L)
肝纤维化分期(S)

平均秩次
0 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ

A组   57.44±12.06 143.50±20.22 9 1 0 0 0 0 0     5.70

B组 66.48±7.65 160.66±23.69 0 0 0 0 2 4 4   50.20a

C组 61.59±7.99 145.35±28.64 0 0 3 4 2 1 0   29.80ace

D组   61.77±13.37 156.35±28.66 0 0 3 3 3 1 0   30.85ace

E组 66.29±8.62 159.90±28.32 0 0 0 0 3 3 4   47.40ae

F组   60.91±15.99 143.62±23.64 0 4 3 3 0 0 0   19.05ac

A组: 正常对照组; B组: 模型组; C组: 蓝莓高剂量组; D组: 蓝莓中剂量组; E组: 蓝莓低剂量组; F组: 复方鳖甲软肝片组. aP<0.05 

vs  A组; cP<0.05 vs  B组; eP<0.05 vs  F组. ALT: 丙氨酸转氨酶; AST: 谷草转氨酶.

表  2  各组大鼠肝组织ColⅠ、LC3-Ⅱ、Beclin1的相对蛋白水平 (n  = 10, mean±SD)

     
分组      LC3-Ⅱ      Beclin1       ColⅠ

A组 0.28±0.07 0.33±0.06 0.07±0.04

B组 0.99±0.13b 1.56±0.09b 1.72±0.12b

C组 0.67±0.09bdf 0.73±0.11bdf 0.62±0.06bdf

D组 0.69±0.08bdf 0.81±0.08bdf 0.67±0.13bdf

E组 0.94±0.08bf 1.45±0.15bf 1.79±0.14bf

F组 0.37±0.09bd 0.46±0.04d 0.33±0.06bd

A组: 正常对照组; B组: 模型组; C组: 蓝莓高剂量组; D组: 蓝莓中剂量组; E组: 蓝莓低剂量组; 

F组: 复方鳖甲软肝片组. bP<0.01 vs  A组; dP<0.01 vs  B组; fP<0.01 vs  F组. ColⅠ: Ⅰ型胶原; 

LC3: 微管相关蛋白轻链3.
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■应用要点
肝纤维化与自噬
密切相关 ,  自噬
作为一种信号通
路可能成为防治
肝纤维化的潜在
靶点 ,  研究发现
蓝莓能抑制自噬
从而发挥对肝纤
维化的干预作用, 
为蓝莓的临床研
究和药用价值提
供依据.

发生[15]. 自噬有两种特异性标记蛋白: LC3和
Beclin1. LC3有Ⅰ型、Ⅱ型之分, 自噬发生时, 
LC3-Ⅰ转变为LC3-Ⅱ, 其数量多少与自噬泡的

数量成正比[16]. Beclin1是酵母Atg6的同系物, 
也是哺乳动物参与自噬的特异性基因, 检测这

两种蛋白可以反映自噬水平[17]. 
近年来的研究表明自噬在肝纤维化的发生

过程中起着双重作用, 一方面他能通过抑制炎

症反应和维持细胞内稳态减轻肝纤维化[14], 例
如自噬调节能够帮助清除肝细胞中的酒精小

体、促进脂滴的分解代谢及细胞内受损的线粒

体等细胞器的降解, 对脂肪肝、酒精性肝病及

肝毒性药物诱导的肝细胞损伤均具有明显的保

护作用[18-20]. 另一方面也有一些研究[3,21-26]发现

自噬参与的脂滴丢失为HSC活化提供能量, 且
能诱导ColⅠ合成, 从而促进肝纤维化的发生; 
同时抑制自噬可以减轻肝纤维化的发生. 虽然

自噬对肝纤维化被认为是一把双刃剑, 但从目

前实验研究来看, 自噬对肝纤维化的促进作用

可能起主导地位. 
本课题组前期在蓝莓对CCl4来和猪血清

所致大鼠肝纤维化干预作用的研究中发现蓝

莓可以增强机体抗氧化能力, 通过减轻肝组织

超微结构损伤, 降低大鼠血清ALT、透明质酸

水平及肝组织匀浆丙二醛含量, 升高肝组织匀

浆超氧化物歧化酶活性及谷胱甘肽水平, 抑制

转化生长因子、下调Smad4、TLR4、TLR9及
上调Smad7的表达、促进金属硫蛋白酶的表

达、增强过氧化物酶体增殖物激活受体γ的活

性, 抑制血小板源性生长因子-β从而对大鼠肝

纤维化起一定的干预作用. 同时在蓝莓对体外

HSC的研究[27-31]中, 我们发现蓝莓可通过抑制

大鼠HSC的增殖、活化及诱导HSC的凋亡从

而减轻肝纤维化的发生. 

图  1  各组大鼠肝组织HE染色结果(HE×40). A: 正常对照组; B: 模型组; C: 蓝莓高剂量组; D: 蓝莓中剂量组; E: 蓝莓低

剂量组; F: 复方鳖甲软肝片组.

A B

C D

E F
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■名词解释
自噬 :  是一种维
持细胞内稳态的
代谢过程 ,  通过
与溶酶体结合将
细胞内受损的或
多余的细胞器降
解成氨基酸、游
离脂肪酸及其他
小分子 ,  用于物
质和能量循环.

鉴于氧化应激可以激活自噬, 近年来的部

分研究表明自噬与肝纤维化密切相关, 而蓝莓

具有很强的抗氧化活性, 为此我们采用猪血清

诱导的免疫性肝纤维化大鼠模型并用蓝莓进

行干预, 通过检测各组大鼠肝组织中自噬标志

性蛋白LC3-Ⅱ和Beclin1的表达初步探讨自噬

A B

C D

E F

图  2  各组大鼠肝组织Masson染色结果(Masson×40). A: 正常对照组; B: 模型组; C: 蓝莓高剂量组; D: 蓝莓中剂量组; 

E: 蓝莓低剂量组; F: 复方鳖甲软肝片组.
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图  3  各组大鼠肝组织ColⅠ、LC3-Ⅱ、Beclin1表达. A: 蛋白表达条带; B: mRNA表达水平. 1: 正常对照组; 2: 模型组; 

3: 蓝莓高剂量组; 4: 蓝莓中剂量组; 5: 蓝莓低剂量组; 6: 复方鳖甲软肝片组. bP<0.01 vs  正常对照组; dP<0.01 vs  模型组; 
fP<0.01 vs  复方鳖甲软肝片组. ColⅠ: Ⅰ型胶原; LC3: 微管相关蛋白轻链3.
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在免疫性肝纤维化大鼠肝组织的作用及蓝莓

对LC3-Ⅱ和Beclin1表达的影响, 进一步探讨蓝

莓对大鼠免疫性肝纤维化干预作用的机制.
本次研究结果显示 :  模型组大鼠H E和

Masson染色显示肝组织出现不同程度的纤维

化, ColⅠ含量较正常组显著增加(P <0.01), 提
示模型复制成功. 模型组大鼠肝组织LC3-Ⅱ、

Beclin1的表达较正常组显著上调(P <0.01), 表
明在猪血清所致的大鼠免疫性肝纤维化肝组

织中自噬相关蛋白LC3-Ⅱ、Becl in1水平上

调, 提示自噬可促进肝纤维化的发生, 该结果

和已有的报道 [21-26]一致. 蓝莓原浆高、中剂

量组肝纤维化程度较模型组明显减轻, LC3-
Ⅱ、Beclin1及ColⅠ含量较模型组明显下调

(P <0.01), 提示蓝莓对猪血清诱导的大鼠免疫

性肝纤维化有一定的干预作用, 结合我们既往

的研究结果, 我们推测其机制可能是通过抑制

氧化应激, 下调自噬相关蛋白LC3-Ⅱ、Beclin1
的表达, 进而抑制自噬, 减少HSC的活化有关. 
进一步我们将对自噬及相关蛋白在肝纤维化

形成过程中的变化进行动态观察并在体外实

验中进行验证. 
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