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　　［摘要］　目的　研究蓝莓益生菌通过对白细胞介素２２（ＩＬ２２）调控的酪氨酸蛋白激酶１（ＪＡＫ１）／信号转导激活转录因子３

（ＳＴＡＴ３）信号通路的影响，进一步探明其改善非酒精性脂肪肝病（ＮＡＦＬＤ）的作用机制。方法　清洁级ＳＤ大鼠４０只分为正常

对照组（ＮＧ）、观察组（ＭＧ）、蓝莓组（ＢＧ）、益生菌组（ＰＧ）和蓝莓＋益生菌组（ＢＰＧ）。除ＮＧ（１００％普通饮食）外，其余大鼠均采用

复合高脂饲料制备脂肪肝模型共１２周。确认造模成功后再将剩余 ＭＧ大鼠分为ＢＧ、ＰＧ及ＢＰＧ，共观察８周。结果　ＢＰＧ与

ＭＧ、ＢＧ及ＰＧ比较：肝脏指数、血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、三酰甘油（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、低

密度脂蛋白（ＬＤＬ）显著下降（犘＜０．０１），高密度脂蛋白（ＨＤＬ）显著升高（犘＜０．０１）；酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测ＩＬ２２：ＢＰＧ

的蛋白水平较 ＭＧ、ＢＧ、ＰＧ增高（犘＜０．０１）；定量反转录酶聚合酶链锁反应（ｑＲＴＰＣＲ）：ＢＰＧ的ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３的表达较 ＭＧ、

ＢＧ、ＰＧ显著升高（犘＜０．０１），胆固醇调节元件蛋白１ｃ（ＳＲＥＢＰ１ｃ）表达显著降低（犘＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ：ＢＰＧ的ＩＬ２２、ＪＡＫ１、

ＳＴＡＴ３的表达较 ＭＧ、ＢＧ、ＰＧ显著升高（犘＜０．０１），ＳＲＥＢＰ１ｃ表达明显减少（犘＜０．０１）。结论　蓝莓益生菌能有效改善ＮＡＦＬＤ

的病理组织结构，减轻肝细胞脂肪变性，其机制可能是蓝莓益生菌可增加肝脏ＩＬ２２的表达，激活下游的ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路，下

调ＳＲＥＢＰ１ｃ的基因表达，抑制ＳＲＥＢＰ１ｃ的作用，增强胆固醇代谢，减少脂质沉积，是ＮＡＦＬＤ的一个辅助治疗方案。

［关键词］　蓝莓；益生菌；白细胞介素２２；酪氨酸蛋白激酶１；信号转导激活转录因子３；非酒精性脂肪肝
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ＮＡＦＬＤ．
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　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，

ＮＡＦＬＤ）已成为全世界最常见的肝脏疾病之一
［１］，且其发展呈

上升趋势。白细胞介素（ＩＬ）２２是抗炎因子ＩＬ１０家族成员中

的一员，与ＩＬ１０在结构上存在明确的相关性，是重要的护肝
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因子，在多种肝脏疾病中呈现保护作用［２］。酪氨酸蛋白激酶１

（ＪＡＫ１）／信号转导激活转录因子３（ＳＴＡＴ３）信号通路是近年

来发现的一条由细胞因子刺激的信号转导通路，参与细胞的增

殖、分化、凋亡及免疫调节等许多重要的生物学过程。Ｂｉｎ

等［３］发现ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路受ＩＬ２２调控，对酒精性脂

肪肝病有潜在的保护作用。目前，临床尚缺乏治疗ＮＡＦＬＤ的

特效药物［４］，益生菌作为肠道微生态调节剂能有效减轻内毒素

血症，改善肠道屏障功能，在 ＮＡＦＬＤ的治疗中能起到一定的

作用［５］。中医认为“上工治未病”，因此通过饮食调节是治疗

ＮＡＦＬＤ的重要手段。蓝莓营养成分丰富，富含花青素及多种

多酚类物质，具有很好的抗氧化及抗炎作用，可增强机体免疫

力。研究显示，蓝莓具有良好的护肝作用，可逆转肝纤维化［６］，

并且联合益生菌后能有效减轻肝脏炎症，改善肝细胞脂肪变

性［７］。基于上述研究基础，本实验拟将蓝莓与益生菌联合运用，

通过对ＩＬ２２调控的ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路的影响达到改善

ＮＡＦＬＤ的目的，从而探讨二者辅助治疗ＮＡＦＬＤ的机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物与试剂　ＳＤ大鼠４０只，雄性，清洁级，体质

量（２２０±３０）ｇ，购自贵州医科大学动物实验中心，合格证号：

ＳＣＸＫ（黔）２０１２０００１，用于建立 ＮＡＦＬＤ动物模型
［８］。实验

动物ＮＡＦＬＤ造模诱导饲料（江苏美迪森生物有限公司，批号：

ＭＤ１２０５１）；选用贵州麻江兔眼园兰蓝莓，－２０℃冻存，临用时

解冻提取原浆，其成分包括花青素、微量元素、类黄酮、维生素

等［９］；益生菌干片（婴儿双歧杆菌、动物双歧杆菌、乳杆菌：中国

微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心）；ＩＬ２２酶联免

疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（ｃａｔａｌｏｇｎｕｍｂｅｒ：Ｍ２２００，Ｑｕａｎ

ｔｉｋｉｎｅ）；ＭａｘｉｍａＳＹＢＲＧｒｅｅｎ／ＲＯＸｑＰＣＲ预混液（美国Ｔｈｅｒ

ｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，批号：００３３０６３２）；βａｃｔｉｎ、ＪＡＫ１引物、ＳＴＡＴ３引

物、固醇调节元件结合蛋白１ｃ（ＳＲＥＢＰ１ｃ）引物（上海生工生物

工程技术服务有限公司，批号：１０４４１５３５）；ａｎｔｉＩＬ２２（英国 Ａｂ

ｃａｍ，批号：ａｂ９８９１７）；ａｎｔｉＪＡＫ１（英国 Ａｂｃａｍ，批号：ａｂ１２５０５１，

Ａｂｃａｍ）；ａｎｔｉＳＴＡＴ３（英国Ａｂｃａｍ，批号：ａｂ１１９３５２）；ａｎｔｉＳＲＥＢＰ

１ｃ（英国Ａｂｃａｍ，批号：ａｂ３２５９）。

１．１．２　主要实验仪器　ＶｉｉＡ７实时荧光定量ＰＣＲ（Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）；ＮＡＮＯｄｒｏｐ２０００超微量分

光光度计（Ｔｈｅｒｍａｌｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；ＥＰＳ６０１电泳仪（Ａｍｅｒ

ｓｈａｍ，美国）；ＳｙｎｅｒｇｙＨ４多功能酶标仪（ｂｉｏｔｅｋ，美国）；显微镜

图像采集系统ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ４１（Ｏｌｙｍｐｕｓ，美国）。

１．２　方法

１．２．１　动物模型制备及分组　将４０只ＳＤ大鼠分成５组：正

常对照组（ＮＧ）８只，观察组（ＭＧ）８只，蓝莓组（ＢＧ）８只，益生

菌组（ＰＧ）８只和蓝莓＋益生菌组（ＢＰＧ）８只。ＮＧ正常饮食，

自由饮水；其余大鼠均用复合型高脂饲料（８８．３％普通饲料＋

１０．０％猪油＋１．５％胆固醇＋０．２％胆酸钠）喂养１２周。造模

结束后取部分 ＭＧ大鼠，股动脉放血处死（处死前称体质量），

留取血液及全部肝脏：每只大鼠取相同部位肝脏用１０％中性

甲醛固定，病理切片，苏木素伊红（ＨＥ）染色及油红染色，剩余

肝脏组织－８０℃低温冰箱保存。确认造模成功后，将 ＭＧ剩

余大鼠分为ＢＧ（蓝莓原浆：每日１．５ｍＬ／１００ｇ灌胃，前期实验

摸索出的最佳浓度及剂量）、ＰＧ（将益生菌干片磨至粉末状，加

适量蒸馏水溶解，益生菌水平：１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ；益生菌溶液

１．５ｍＬ／ｄ灌胃，前期实验摸索出的最佳剂量）、ＢＰＧ（将益生菌

干片磨至粉末状后加入蓝莓原浆中混匀，参照文献［１０］混合液

１．５ｍＬ／１００ｇ体质量灌胃，每日１次，益生菌水平：１×１０
８

ＣＦＵ／ｍＬ），同时上述分组后给予正常饮食，观察８周，实验结

束，禁食１２ｈ后称大鼠体质量，股动脉放血，留取全部肝脏组

织：称肝脏湿质量，每只大鼠取肝右叶置于１０％中性甲醛固定

后，石蜡包埋，用于制作组织切片。

１．２．２　肝脏指数　计算方法为：肝脏指数＝（肝脏质量／体质

量）×１００％。

１．２．３　血清学检测　血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、门冬氨

酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、三酰甘油（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、低密度

脂蛋白（ＬＤＬ）及高密度脂蛋白（ＨＤＬ）。

１．２．４　肝组织病理检测　动物处死后，立即解剖，取相同部位

１．０ｃｍ×１．０ｃｍ×０．５ｃｍ大小的肝右叶置于１０％中性甲醛缓

冲液中固定１周，常规石蜡包埋切片行 ＨＥ染色及油红染色。

ＨＥ切片光镜下评估肝脏脂肪变性和炎症活动情况。病理诊断

和疗效评估参照美国国立卫生研究院ＮＡＳＨ临床研究网病理

委员会所订指南［１１］，常规进行ＮＡＦＬＤ活动度积分（ＮＡＦＬＤａｃ

ｔｉｖｉｔｙｓｃｏｒｅ，ＮＡＳ）。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测肝组织中ＩＬ２２水平　肝脏组织匀浆后，

４０００ｒ／ｍｉｎ１５ｍｉｎ、４℃离心取上清液备用。标准品按照说明

书分别稀释成５００．０、２５０．０、１２５．０、６２．５、３１．５、１５．６ｐｇ／ｍＬ的

标准溶液；在酶标包被板上设置空白孔、标准品孔及待测样品

孔后上样；封板膜封板后３７℃温育３０ｍｉｎ；用洗涤液反复洗板

５次后加入酶标试剂，３７℃温育３０ｍｉｎ，洗涤液再次洗板５次；

分别加入显色剂和终止液后上机检测吸光度（犃，４５０ｎｍ波

长）；根据标准品浓度和犃值，采用ＣｕｒｖｅＥｘｐｅｒｔ１．３软件绘制

标准曲线（犚＝０．９９９８３），并根据曲线方程式计算出各组肝组

织中ＩＬ２２水平。

１．２．６　定量反转录酶聚合酶链式反应（ｑＲＴＰＣＲ）测定

ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３及ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达　称取５０～１００ｍｇ

肝组织用ＴＲＩｚｏｌ提取总ＲＮＡ。琼脂糖凝胶电泳判断ＲＮＡ完

整性。超微量分光光度计检测总 ＲＮＡ纯度和浓度，测定值

犃２６０／犃２８０＞１．８，证明所提取的ＲＮＡ纯度好。ＲＮＡ逆转录合

成ｃＤＮＡ按试剂盒说明书操作。所用引物按参考文献设计并

在ＧｅｎＢａｎｋ 进行核对。βａｃｔｉｎ引物：正义链５′ＣＴＧ ＡＡＣ

ＣＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧ３′；反义链５′ＧＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴ

ＡＣＡＧＧＧ ＡＣＡ Ａ３′。ＪＡＫ１ 引物：正义链 ５′ＧＧＡ ＧＧＡ

ＧＣＡ ＧＡＡ ＴＣＣ ＡＧＡ ＣＡＴ３′；反义链５′ＴＣＡ ＡＣＣＴＴＣ

ＣＣＡＡＡＧＴＧＡＣＣ３′。ＳＴＡＴ３引物：正义链５′ＣＴＧＡＧＴ

ＧＡＧＣＧＴＧＧＧＴＧＡＴ３′；反义链５′ＡＣＡＧＧＣＧＧＡＣＡＧ

ＡＡＣ ＡＴＡ ＧＧ３′。ＳＲＥＢＰ１ｃ引 物：正 义 链 ５′ＣＧＣ ＴＡＣ

ＣＧＴＴＣＣＴＣＴＡＴＣＡＡＴＧ３′；反义链５′ＣＧＴＴＴＣＴＡＣ

ＣＡＣＴＴＣＡＧＧＴＴＴＣＡ３′。ｑＲＴＰＣＲ 反应体系（２０μＬ）：

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１０μＬ，双蒸水（ｄｄＨ２Ｏ）６μＬ，Ｐｒｉｍｅｒｍｉｘ２μＬ，模

板ｃＤＮＡ２μＬ。反应条件：第１阶段，５０℃２ｍｉｎ；第２阶段，

９５℃１０ｍｉｎ；第３阶段，９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４０个循环。

结果判定：通过βａｃｔｉｎ作为内参照，比较目的基因与内参基因

的Ｃｔ值差异，从而对上述基因在各组中的表达进行相对定量。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定ＩＬ２２、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３和ＳＲＥＢＰ１ｃ

蛋白表达　抗原蛋白提取后进行蛋白水平测定，取蛋白质样品

３０μｇ，计算蛋白上样量，８％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳，转膜（５５Ｖ，１００ｍＡ，９０ｍｉｎ），封闭（５ｇ脱脂

奶粉＋ＴＢＳＴ１００ｍＬ），用ＩＬ２２抗体（１∶１０００）、ＪＡＫ１抗体

（１∶１０００）、ＳＴＡＴ３抗体（１∶５０００）、ＳＲＥＢＰ１ｃ抗体（１∶１０００）

４℃孵育过夜，二抗（１∶２００００）避光孵育２ｈ，电化学发光
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（ＥＣＬ）曝光显影，ＧｅｌＤｏｃＥＱ凝胶成像仪扫描，ＩｍａｇｅＪ软件分

析结果。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ．１１．５统计软件进行分析，计量

资料用狓±狊表示，多组间比较用单因素方差分析，分析前行方

差齐性检验，方差齐时用ＳＮＫ 法（狇检验），若方差不齐时用

Ｔａｍｈａｎｅ法（狇′检验），检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肝指数检测结果　ＭＧ的肝指数较 ＮＧ明显增加（犘＜

０．０１），经干预后ＢＧ、ＰＧ、ＢＰＧ的肝指数较 ＭＧ降低，且ＢＰＧ

的各指标变化更为显著（犘＜０．０１），见表１。

表１　　各组大鼠肝脏指数比较（狓±狊）

组别 狀 肝脏指数

ＮＧ ８ ２．３５±０．１４

ＭＧ ８ ５．１７±０．１３ａ

ＢＧ ８ ２．９７±０．１０ｂｃ

ＰＧ ８ ２．９５±０．１３ｂｃ

ＢＰＧ ８ ２．３２±０．１５ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＮＧ比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＭＧ比较；ｃ：犘＜０．０１，与

ＢＰＧ组比较。

２．２　血清酶学指标　ＭＧ的ＡＬＴ、ＡＳＴ较ＮＧ明显增加（犘＜

０．０１）；ＢＧ、ＰＧ、ＢＰＧ的转氨酶较 ＭＧ降低，且ＢＰＧ的各指标

变化更为显著（犘＜０．０１），见表２。

表２　　各组大鼠血清酶学ＡＬＴ、ＡＳＴ比较（狓±狊）

组别 狀 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）

ＮＧ ８ ４２．０４±１．３４ ４９．７３±２．４５

ＭＧ ８ １２１．０２±８．４４ａ １５１．５２±１４．１２ａ

ＢＧ ８ ７２．８３±４．７１ｂｃ １００．４１±３．７１ｂｃ

ＰＧ ８ ７０．５２±３．５８ｂｃ １００．９３±２．９８ｂｃ

ＢＰＧ ８ ４９．５０±７．４７ｂ ５３．３３±５．９７ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＮＧ比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＭＧ比较；ｃ：犘＜０．０１，与

ＢＰＧ组比较。

２．３　血清血脂指标　ＭＧ的 ＴＧ、ＴＣ及ＬＤＬ较 ＮＧ明显增

加，ＨＤＬ明显降低（犘＜０．０１）；而ＢＧ、ＰＧ、ＢＰＧ的ＴＧ、ＴＣ及

ＬＤＬ较 ＭＧ降低，ＨＤＬ升高，且ＢＰＧ的各指标变化更为显著

（犘＜０．０１），见表３。

表３　　各组大鼠ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ、ＨＤＬ比较（狓±狊）

组别 狀
ＴＧ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＴＣ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＬＤＬ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＨＤＬ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＮＧ ８ ０．６７±０．０３ １．３４±０．１０ ０．６４±０．０７ ０．４１±０．０８

ＭＧ ８ ４．１９±０．７２ａ ５．２４±０．６０ａ ２．１５±０．３５ａ ０．２１±０．０９ａ

ＢＧ ８ １．９８±０．８４ｂｃ ２．６７±０．３４ｂｃ １．３９±０．０６ｂｃ １．１３±０．０７ｂｃ

ＰＧ ８ １．９７±０．８７ｂｃ ２．７９±０．３４ｂｃ １．３７±０．０５ｂｃ １．１５±０．０７ｂｃ

ＢＰＧ ８ ０．６７±０．１４ｂ １．６０±０．２０ｂ ０．５４±０．０８ｂ １．６７±０．０７ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＮＧ比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＭＧ比较；ｃ：犘＜０．０１，与

ＢＰＧ组比较。

２．４　大鼠肝脏组织形态学改变　光镜下肝组织病理变化：ＨＥ

染色提示ＮＧ大鼠肝小叶结构完整、清晰；中央静脉大而壁薄，

肝细胞索布于其周，呈放射状，排列整齐，肝窦清晰可见，大小

较一致，核结构清晰可见，无脂肪变性；ＭＧ可见肝细胞肿胀程

度明显加重，呈中大泡性，微泡性脂肪变，肝细胞内有粉红色脂

滴，伴气球样变，可见中性粒细胞和淋巴细胞浸润；ＰＧ和ＢＧ

肝细胞脂肪变性较 ＭＧ明显改善，但两组间无明显差别；ＢＰＧ

与ＢＧ、ＰＧ相比，肝细胞脂肪变明显减少，炎性细胞浸润明显

减少，肝索结构基本恢复。油红染色：ＭＧ可见细胞质广泛染

色，细胞内可见明显的红色脂滴大量累积，部分脂滴融合变大，

细胞边缘模糊；ＰＧ和ＢＧ细胞质红染程度较 ＭＧ减轻，但两组

间无明显差别；ＢＰＧ与ＢＧ、ＰＧ相比，细胞质内红色脂滴明显

减少，见图１、２。

２．５　ＮＡＳＨ评价体系　根据美国国立卫生研究院 ＮＡＳＨ临

床研究网病理委员会所订指南对各组进行 ＮＡＳ积分：ＭＧ的

积分较 ＮＧ明显升高（犘＜０．０１）；ＢＧ、ＰＧ和ＢＰＧ的积分较

ＭＧ明显下降，且ＢＰＧ积分下降更为显著（犘＜０．０１），见表４。

２．６　在光学显微镜下选取１０个视野检测统计脂肪细胞数量

及面积　ＭＧ的细胞脂肪变性面积较 ＮＧ增大（犘＜０．０１），通

过干预后，ＢＧ、ＰＧ、ＢＰＧ的脂肪变性面积较 ＭＧ明显缩小，且

ＢＰＧ更为明显（犘＜０．０１），见表４。

２．７　ＥＬＩＳＡ检测肝组织中ＩＬ２２水平　ＭＧ的ＩＬ２２蛋白水

平较ＮＧ明显降低（犘＜０．０１）；经蓝莓、益生菌干预后ＢＧ、ＰＧ、

ＢＰＧ的ＩＬ２２水平较 ＭＧ升高，且ＢＰＧ变化更为显著（犘＜

０．０１），见表４。

表４　　各组大鼠ＮＡＳ评分、脂肪细胞大小及ＩＬ２２

　　　水平比较（狓±狊）

组别 狀 ＮＡＳ评分（分） 脂肪面积（ｍｍ２） ＩＬ２２（ｎｇ／ｍＬ）

ＮＧ ８ ０．３３±０．５２ ７．７２±０．５３ １０９．１３±５．９３

ＭＧ ８ ６．１７±０．４１ａ ２０．２９±０．８５ａ ４２．５９±１０．１５ａ

ＢＧ ８ ３．６７±０．５２ｂｃ １２．５１±０．７３ｂｃ １００．７１±１．５７ｂｃ

ＰＧ ８ ３．８３±０．４１ｂｃ １２．３０±０．７３ｂｃ １００．８５±２．９３ｂｃ

ＢＰＧ ８ １．８３±０．７５ｂ ９．７３±０．４３ｂ １２８．９０±４．７５ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＮＧ比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＭＧ比较；ｃ：犘＜０．０１，与

ＢＰＧ组比较。

２．８　ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３及ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达　与ＮＧ相比，

ＭＧ的ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３的 ｍＲＮＡ 表达明显降低，ＳＲＥＢＰ１ｃ

ｍＲＮＡ明显升高；经干预后，与 ＭＧ 比较，ＢＧ、ＰＧ、ＢＰＧ 的

ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３的 ｍＲＮＡ 升高，ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ 降低，且

ＢＰＧ的各指标变化更为显著，见图３。

２．９　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达 　ＭＧ 的ＩＬ２２、ＪＡＫ１、

ＳＴＡＴ３蛋白表达较 ＮＧ明显降低，ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达水平较

ＮＧ升高（犘＜０．０１）；ＢＧ、ＰＧ和ＢＰＧ的ＩＬ２２、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３

表达较 ＭＧ明显升高，ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达水平较 ＭＧ降低，且

ＢＰＧ的改变更为明显（犘＜０．０１），见表５。

表５　　各组大鼠肝组织中ＩＬ２２、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３和

　　　ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白质相对表达量（狓±狊）

组别 狀 ＩＬ２２ ＪＡＫ１ ＳＴＡＴ３ ＳＲＥＢＰ１ｃ

ＮＧ ８ ０．７５±０．０５ ０．９８±０．０２ １．０１±０．０３ ０．５３±０．０８

ＭＧ ８ ０．３８±０．０２ａ ０．７７±０．０９ａ ０．９９±０．０５ａ ０．８０±０．０２ａ

ＢＧ ８ ０．８８±０．０３ｂｃ １．４３±０．０５ｂｃ １．５１±０．０４ｂｃ ０．３８±０．０４ｂｃ

ＰＧ ８ ０．９１±０．０４ｂｃ １．４６±０．０５ｂｃ １．４９±０．０３ｂｃ ０．４０±０．０２ｂｃ

ＢＰＧ ８ １．２９±０．０５ｂ ２．４１±０．０４ｂ ２．９７±０．０６ｂ ０．２６±０．０５ｂ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＮＧ比较；ｂ：犘＜０．０１，与 ＭＧ比较；ｃ：犘＜０．０１，与

ＢＰＧ组比较。
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　　Ａ：ＮＧ；Ｂ：ＭＧ；Ｃ：ＢＧ；Ｄ：ＰＧ；Ｅ：ＢＰＧ。

图１　　各组大鼠肝脏组织 ＨＥ染色（×２００）

　　Ａ：ＮＧ；Ｂ：ＭＧ；Ｃ：ＢＧ；Ｄ：ＰＧ；Ｅ：ＢＰＧ。

图２　　各组大鼠肝脏组织油红染色（×２００）

　　：犘＜０．０１，与ＮＧ比较；＃：犘＜０．０１，与 ＭＧ比较；△：犘＜０．０１，与ＢＰＧ组比较。

图３　　各组大鼠ｍＲＮＡ表达结果

３　讨　　论

　　ＮＡＦＬＤ被视为全球最常见的慢性肝病之一，并已成为危

害公共健康的问题。随着疾病进展可发展至肝硬化、肝癌。近

年来免疫炎症对ＮＡＦＬＤ的影响逐渐受到重视，肝内多种具有
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免疫功能的细胞受到细菌、病毒、药物或其他一些代谢产物［如

脂多糖（ＬＰＳ）］刺激后，可通过ＬＰＳ／Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）信号

通路下游的衔接分子 ＭｙＤ８８诱导促炎因子［如ＩＬ２１、趋化因

子１０（ＣＸＣＬ１０）］和抗炎因子（如ＩＬ１０）的产生。促炎因子激

活相关信号通路上调ＳＲＥＢＰ１ｃ等具有脂肪合成功能的基因

表达，导致肝细胞内的 ＴＧ和胆固醇聚集，而发生 ＮＡＦＬＤ。

ＩＬ２２可由多种细胞分泌［如自然杀伤细胞（ＮＫ细胞）、辅助性

Ｔ细胞淋巴细胞（Ｔｈ）１７、Ｔｈ２２等］，在控制细菌感染、稳定内

环境和组织修复中起到重要作用［１２］。有学者发现，ＩＬ２２在多

种肝脏疾病中起到保护作用，是重要的护肝因子，主要通过其

受体ＩＬ２２发挥生物作用
［１３］。ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路参与细

胞的增殖、分化、凋亡及免疫调节的功能已有较多发现，主要由

３个成分组成，即酪氨酸激酶相关受体、酪氨酸激酶ＪＡＫ和转

录因子ＳＴＡＴ。ＪＡＫ即ＪａｎｕｓＫｉｎａｓｅ，是一种非受体的酪氨酸

蛋白激酶，成员有７个同源区，其中ＪＡＫ１区为激酶区，其下游

的效应分子ＳＴＡＴ３在整个信号通路中起到承上启下的作用。

当ＪＡＫ１激酶活化，可催化结合在受体上的ＳＴＡＴ蛋白发生磷

酸化修饰，并以二聚体形式进入细胞核内与靶基因结合，调控

基因转录。同时，细胞因子对激活ＳＴＡＴ具有一定的选择性，

Ｙａｎｇ等
［１４］的研究显示，ＩＬ２２可通过激活ＳＴＡＴ３通路下调

ＴＧ合成的相关基因改善因肥胖所致的脂肪肝；Ｘｉａｏ等
［１５］通

过ＩＬ２２治疗乙醇诱导的肝损伤的研究发现，ＩＬ２２可通过其

受体ＩＬ２２激活ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路，下调脂肪酸转运蛋

白（ＦＡＴＰ）的表达而达到治疗目的，从而改善肝细胞脂肪变

性［１５］。综上，ＩＬ２２对多种肝脏疾病有保护作用，本研究推测，

由ＩＬ２２ 调 控 的 ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３ 信 号 通 路 也 参 与 了 拮 抗

ＮＡＦＬＤ。

通过饮食调节，从 ＮＡＦＬＤ的早期阶段介入预防，早期控

制，避免其进展为终末期肝病具有重大意义。益生菌作为肠道

微生态调节剂可用于ＮＡＬＦＤ的治疗，以改善肠道微生态环境，

减轻内毒素血症，从而减轻肝细胞炎症，达到治疗ＮＡＦＬＤ的目

的［１６］。蓝莓素有“浆果之王”的美称，不仅是一种果品，更是一

种具有保健功能的食品。相关研究发现，蓝莓富含花青素、类黄

酮及多酚类等物质，具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤、调节免疫、降血

脂等功效［１７］，且蓝莓中的花青素能激活免疫系统，使免疫球蛋

白不受自由基的侵害，激活巨噬细胞，增强人体的免疫力。本团

队在前期研究中发现：蓝莓对急性酒精性脂肪肝有保护作

用［１８］，其机制可能是蓝莓能有效抑制肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα），

下调ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达，合理改善脂代谢，减少脂质沉积于肝

脏。相关的报道也显示：蓝莓对益生菌的生长有促进作用［１９］；

同时，益生菌能增强蓝莓的生物活性，二者有协调作用［２０］。

基于上述研究，本实验将蓝莓与益生菌联合运用，观察二

者的协同效应对ＩＬ２２调控的ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路的影

响，从而探明蓝莓益生菌改善 ＮＡＦＬＤ的作用机制。研究发

现：ＨＥ染色可见ＢＰＧ的肝细胞脂肪变性程度较 ＭＧ明显降

低，油红染色可见细胞质内红色脂滴较 ＭＧ明显减少，脂肪细

胞面积测定值下降明显（犘＜０．０１）；肝脏指数、ＡＬＴ、ＡＳＴ、

ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ均较 ＭＧ、ＢＧ、ＰＧ 明显降低，ＨＤＬ明显升高

（犘＜０．０１），但ＢＧ与ＰＧ差异无统计学意义（犘＞０．０５）；通过

参照美国国立卫生研究院制订的 ＮＡＦＬＤ活动度积分表得出

ＢＰＧ的ＮＡＳ评分较其余各组明显下降，说明蓝莓益生菌具有

显著的拮抗肝细胞脂肪变性、改善脂质代谢、减轻肝细胞炎症

的作用。通过对ＩＬ２２、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３及ＳＲＥＢＰ１ｃ进行检测

发现：ＢＰＧ的ＩＬ２２、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３的表达均明显高于 ＭＧ、

ＢＧ和ＰＧ（犘＜０．０１），但单独使用蓝莓或益生菌的差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。不难看出，ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３的变化与ＩＬ２２

一致，呈正相关。ＳＲＥＢＰ１ｃ是影响肝脏脂质合成的重要转录

调控因子，其活性调节与脂肪肝的发病相关，Ｒａｄａｅｖａ等
［２１］发

现，ＩＬ２２激活ＳＴＡＴ３信号通路可上调抗凋亡基因、抗氧化应

激基因的表达，下调脂肪生成基因表达（如ＳＲＥＢＰ１ｃ），以达到

改善脂肪肝的目的。而本研究也发现，ＭＧ的ＳＲＥＢＰ１ｃ较

ＮＧ明显升高，经蓝莓和益生菌干预以后，ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达逐

渐降低，ＢＰＧ降低更为明显（犘＜０．０１），说明蓝莓与益生菌联

合改善脂代谢的作用较单独运用蓝莓或益生菌强，并且

ＳＲＥＢＰ１ｃ表达随着ＩＬ２２、ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３的增加而减少，呈

现负相关。

综上所述，实验证实了本研究推测是合理的，其改善

ＮＡＦＬＤ的作用机制可能是蓝莓与益生菌联合，增强了彼此的

生物学活性，抑制炎性因子对肝细胞的损伤，同时增加肝脏

ＩＬ２２的表达，ＩＬ２２选择性的激活ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ３信号通路，下

调ＳＲＥＢＰ１ｃ表达，减少 ＴＧ及胆固醇沉积于肝脏，改善肝细

胞炎症及脂肪变性。但二者对 ＮＡＦＬＤ更深层次的作用机制

还有待进一步研究。
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［２１］ＲａｄａｅｖａＳ，ＳｕｎＲ，ＰａｎＨＮ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２２（ＩＬ２２）

ｐｌａｙｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｉｎＴｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｍｕｒｉｎｅｈｅｐａｔｉ

ｔｉｓ：ＩＬ２２ｉｓａｓｕｒｖｉｖａｌｆａｃｔｏｒｆｏｒｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｖｉａＳＴＡＴ３

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２００４，３９（６）：１３３２１３４２．

（收稿日期：２０１６０７１２　修回日期：２０１６０９１２）

４６１ 重庆医学２０１７年１月第４６卷第２期


