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摘   要 目的：探讨蓝莓花青素对人肝癌 HepG2 细胞凋亡及组蛋白乙酰化修饰的影响。

方法：从贵州麻江蓝莓中提取花青素，用高效液相色谱法检测花青素的含量并鉴定。观察蓝莓花青素

孵育后，HepG2 细胞的形态变化、细胞增殖与凋亡情况，以及细胞组蛋白 H3K9、H3K14、H3K18、

H3K27 乙酰化修饰的情况。

结果：与无处理的对照组 HepG2 细胞比较，不同浓度蓝莓花青素（50、100、150、200、300 µg/mL）

处理 HepG2 细胞 48 h 后，HepG2 细胞体积明显缩小，细胞增殖明显抑制（均 P<0.05），凋亡明显增加，

且作用呈随浓度增加而增强；不同浓度蓝莓花青素（50、100、200 µg/mL）孵育 48 h 后，HepG2 细胞

组蛋白 H3K9、H3K14、H3K18、H3K27 乙酰化修饰明显增加（均 P<0.05），且呈浓度依赖性。

结论：蓝莓中花青素对 HepG2 有抑制增殖的作用，其机制可能通过增加组蛋白乙酰化修饰而促进细胞

凋亡有关。
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Abstract Objective: To investigate the effect of blueberry anthocyanin on apoptosis and histone acetylation modification 

in human hepatocellular carcinoma HepG2 cells.

Methods: The anthocyanin was extracted from blueberries native to Majiang county of Guizhou province, 

and the content determination and identification of anthocyanin were performed by high performance liquid 

chromatography. In HepG2 cells after incubation with blueberry anthocyanin, the morphological changes, 

cell proliferation and apoptosis as well as the acetylation of histone H3K9, H3K14, H3K18, and H3K27 were 

observed.
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肝 癌 在 世 界 上 常 见 恶 性 肿 瘤 中 排 列 第 5 位 ，

且 全 球 发 病 率 不 断 上 升 ， 而 我 国 每 年 肝 癌 的 发 病

例 数 占 全 世 界 的 5 5 % ， 并 且 这 一 数 字 还 在 逐 渐 增

加 [1]。研究 [2]表明，肿瘤的发生发展、浸润及转移

是 多 个 癌 基 因 、 抑 癌 基 因 及 肿 瘤 生 长 因 子 共 同 造

成 。 不 论 是 否 接 受 药 物 或 手 术 治 疗 的 肝 癌 患 者 ，

其病死率排列第3位，新近报道 [3]全世界每年有大

约75万肝癌患者，而其5年生存率仅为0~14%。研

究[4]表明，蓝莓是目前水果及蔬菜中花青素含量最

高 的 。 花 青 素 是 一 类 天 然 色 素 ， 对 人 类 的 健 康 具

有重要意义[5]。本研究自贵州省麻江县蓝莓种植基

地 采 摘 的 蓝 莓 提 取 花 青 素 ， 并 用 高 效 液 相 色 谱 法

法进行鉴定，用xCELLigence RTCA、免疫荧光、

Western blot分析蓝莓花青素对HepG2细胞增殖、

凋 亡 的 影 响 ， 并 从 表 观 遗 传 学 中 组 蛋 白 乙 酰 化 探

索其在诱导细胞凋亡的可能机制。

1　材料与方法

1.1  实验材料

HepG2细胞为本实验室保存；蓝莓购自贵州

省 麻 江 县 蓝 莓 种 植 基 地 ， 品 系 为 杜 鹃 花 科 越 橘 属

矮丛蓝莓，品种为巴尔德温，-80 ℃液氮冻存。

1.2  主要试剂

胎 牛 血 清 购 自 G i b c o 公 司 ； D M E M 培 养 基

购 自 H y C l o n e 公 司 ； D N a s e  I 、 彩 虹 M a r k e r 购 自

S o l a r b i o ； 细 胞 裂 解 液 、 蛋 白 酶 抑 制 剂 、 B C A 蛋

白 定 量 试 剂 盒 、 A n n e x i n  V - F I T C / P I 细 胞 凋 亡 检

测 试 剂 盒 、 A l e x a  F l u o r 4 8 8 标 记 山 羊 抗 小 鼠 I g G

（H+L）、DyLight549标记山羊抗兔IgG（H+L）

购自上海碧云天生物技术有限公司；H3、H3K9、

H3K14、H3K18、H3K27抗体均购自abcam公司。实

时无标记细胞分析仪有杭州艾森生物有限公司提供，

用于检测（real time cellular analysis，RTCA）。

1.3  实验方法

1.3.1  蓝莓花青素的提取及鉴定　蓝莓自 –80 ℃

中取出，称重碾磨，用含 0.1% 盐酸（HCl）的甲醇

作为提取溶剂，按蓝莓与提取溶剂 1:4 的比例，将

碾磨后的蓝莓溶于其中 2 h。将混合物 4 000 r/min

离心 15 min，0.25 µm 滤器进行过滤，通过 40 ℃

旋 转 蒸 发 去 除 残 留 的 盐 酸 及 甲 醇。 利 用 大 孔 树 脂

AB-8 对粗提物进行纯化，纯化后的花青素利用高

效 液 相 色 谱 法（HPLC-MS） 鉴 定， 通 过 与 质 谱 库

中的数据进行比较，分析蓝莓花青素的成分。

1.3.2  细胞培养　用含 10% 胎牛血清及青、链霉

素的 DMEM 培养基置于 5%、37 ℃细胞培养箱内

培养，定期换液传代，取对数生长期细胞用于实验。

1.3.3  细胞增殖抑制率的检测　取对数生长期的

HepG2 细胞，在 E-Plate 内加入 50 µL DMEM，检

测基线，确保每个实验孔的 Cell Index 低于 0.063，

取出板后，加入调整好不同浓度梯度蓝莓花青素 [6]

（50、100、150、200、300 µg/mL）100 µL 混

匀的 HepG2 细胞悬液加入所需检测板内，使每孔

细胞数目在 5 000 细胞 /100 µL，同时设置未用花

青素处理细胞的对照组。将 E-Plate 静置在超净台

内 30 min 后， 放 入 RTCA Station 上 检 测， 使 用

iCELLigenic 系 统 每 隔 15 min 检 测 细 胞 的 贴 壁、

生 长 和 增 殖 过 程， 监 测 48 h。 传 感 器 检 测 获 得 的

细 胞 阻 抗 参 数 用 细 胞 指 数（cell index） 表 示， 实

验重复 3 次。检测蓝莓花青素对 HepG2 细胞的半

数抑制浓度（IC50）。根据抑制率（%）=（正常组 -

实验组）/ 正常组 ×100%。

Results: Compared with untreated control HepG2 cells, in HepG2 cells after incubation with different 

concentrations of blueberry anthocyanin (50, 100, 150, 200, and 300 µg/mL) for 48 h, the cell volume was 

obviously reduced, proliferation was significantly inhibited (all P<0.05) and apoptosis was remarkably increased, 

and all these effects were increased with increasing concentration of blueberry anthocyanin; the acetylation of 

histone H3K9, H3K14, H3K18 and H3K27 were significantly enhanced in HepG2 after treatment with different 

concentrations of blueberry anthocyanin (50, 100 and 200 µg/mL) for 48 h  (all P<0.05), with a concentration-

dependent manner.

Conclusion: Blueberry anthocyanin has inhibitory effect on the proliferation of HepG2 cells, and the mechanism 

may probably be related to its enhancing histone acetylation and thereby promoting cell apoptosis.

Key words Carcinoma, Hepatocellular; Anthocyanins; Apoptosis; Acetylation
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1.3.4  Annexin V-FITC/PI 双 染 法 检 测 细 胞 凋 亡

　取对数生长期的 HepG2 于 3 cm 无包被的塑料皿

中铺 1×105 个细胞，置于 CO2 孵箱中培养，待细胞

贴壁 80% 左右，弃旧培养液，PBS 洗 3 次，加入含

胎牛血清 10% 的全培养液调整好的不同浓度蓝莓花

青 素 培 养 液（50、100、150、200、300 µg/mL） 培

养作用于细胞；培养结束后，普通光镜下观察花青

素处理后的 HepG2 细胞形态。按顺序加入 Annexin 

V-FITC 结合液 15 µL/ 皿，Annexin V-FITC 5 µL/ 皿，

PI 10 µL/ 皿，室温摇床避光孵育 20 min，分 别 在

倒置荧光显微镜下观察细胞形态。

1.3.5  Western blot 法 检 测 HepG2 细 胞 中

acH3K9、acH3K14、acH3K18 修 饰 水 平　 收 集

各 组 细 胞， 加 入 蛋 白 裂 解 液， 冰 上 裂 解 10 min， 

12 000 r/min、4 ℃、20 min，弃沉淀，收集上清，

使用 BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，具体操

作步骤依照说明书进行。蛋白定量后，取 40 µg 总

蛋 白 上 样， 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳， 转 移 蛋 白 至 硝

酸纤维素膜，用含 5% 脱脂奶粉的 TBST 封闭，分

别加入 1:5 000 稀释的兔抗 acH3K9 抗体、1:1 000

稀 释 的 兔 抗 acH3K14 抗 体、1:1 000 稀 释 的 兔 抗

acH3K18 抗体，1:1 000 稀释的兔抗 acH3K18 抗体，

4℃摇床过夜。第 2 天，TBST 洗膜后加入辣根过氧

化 物 酶 标 记 的 二 抗（1:4 000） 室 温 孵 育 90 min，

TBST 洗膜 3 次，ECL 发光成像，以 H3 为内参照。

条带用 Image lab.lnk 图像分析软件对每个条带灰

度值进行定量分析。

1.4  统计学处理

用SPSS 20.0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  不同蓝莓花青素处理 HepG2 细胞后的细胞

形态

不同浓度蓝莓花青素处理HepG2细胞后，与

对照组比较，细胞形态发生显著改变；50 µg /mL

蓝莓花青素处理HepG2细胞48 h后，随着蓝莓花青

素 浓 度 的 不 断 增 加 ， 细 胞 的 体 积 进 一 步 缩 小 ， 漂

浮的细胞逐渐增多（图1）。

2.2  蓝莓花青素对 HepG2 细胞增殖的影响

RTCA结果显示，100、150、200、300 µg/mL

的花青素对He pG2细胞均有抑制作用，差异具有

统计学意义（均P<0 .01），且呈浓度依赖性。除

50 µg/mL外，其余浓度组在近48 h后均显示出大于

50%的抑制率（图2）。 

图 1　不同蓝莓花青素组处理后的 HepG2 细胞形态变化（×200）　　A：对照组；B：花青素 50 µg/mL；C：花青素 100 µg/mL； 

D：花青素 150 µg/mL；E：花青素 200 µg/mL； F：花青素 300 µg/mL
Figure 1　Morphological changes in HepG2 after treated with different concentrations of blueberry anthocyanin (×200)　　A: Control group;  

B: Anthocyanin 50 µg/mL; C: Anthocyanin 100 µg/mL; D: Anthocyanin 150 µg/mL; E: Anthocyanin 200 µg/mL; F: Anthocyanin  
300 µg/mL

A B C

D E F



中国普通外科杂志 第 27 卷58

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

图 2　不同浓度蓝莓花青素处理后 HepG2 增殖的时 - 效曲线
Figure 2　The time-effect curves of HepG2 cells after treatment with 

different concentrations of blueberry anthocyanin
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2.3 荧光显微镜观察花青素对 HepG2 细胞凋亡的

影响

在 荧 光 显 微 镜 下 ， A n n e x i n  V - F I T C / P I 染 色

后 ， 观 察 发 现 ， 对 照 组 细 胞 基 本 没 有 荧 光 信 号 ，

蓝莓花青素处理后的He pG2细胞，可见随着浓度

的增加，细胞出现凋亡逐渐增多，凋亡细胞早期细

胞膜被绿染，随花青素不同浓度处理后的HepG2细

胞，凋亡明显增多，细胞核被红染（图3）。

2.4  Western blot 法检测蓝莓花青素对 HepG2

细胞组蛋白乙酰化的影响

W e s t e r n  b l o t 结 果 显 示 ， 与 对 照 组 比 较 ，

各 组 蓝 莓 花 青 素 处 理 H e p G 2 细 胞 中 a c H 3 K 9 、

a c H 3 K 1 4 、 a c H 3 K 1 8 、 a c H 3 K 2 7 修 饰 增 加 （ 均

P<0.01）（图4）。     

图 3　不同浓度蓝莓花青素处理 HepG2 细胞的凋亡情况（×200）　　A：对照组；B：花青素 50 µg/mL；C：花青素 100 µg/mL； 

D：花青素 150 µg/mL；E：花青素 200 µg/mL； F：花青素 300 µg/mL
Figure 3　The apoptosis of HepG2 cells after treatment with different concentrations of blueberry anthocyanin (×200) 　　A: Control 

group; B: Anthocyanin 50 µg/mL; C: Anthocyanin 100 µg/mL; D: Anthocyanin 150 µg/mL; E: Anthocyanin 200 µg/mL;  
F: Anthocyanin 300 µg/mL
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图 4　Western blot 检测 HepG2 细胞 acH3K9、acH3K14、acH3K18、acH3K27 修饰情况

Figure 4　Western blot analysis for acetylation of acH3K9, acH3K14, acH3K18, and H3K27 in HepG2 cells
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3　讨　论

近 年 来 ， 将 食 物 中 的 天 然 营 养 成 分 作 为 综 合

防 治 肿 瘤 引 起 了 广 泛 的 关 注 。 本 研 究 使 用 贵 州 省

麻 江 县 蓝 莓 提 取 的 花 青 素 ， 有 待 于 阐 明 其 对 肝 癌

细 胞 在 表 观 遗 传 学 中 的 组 蛋 白 乙 酰 化 修 饰 的 相 应

位点抑制肝癌细胞发展进程的潜在关系。

原 发 性 肝 癌 的 主 要 病 因 是 H B V 、 H C V 及

H D V [ 7 ]感 染 、 黄 曲 霉 素 的 接 触 ， 过 量 饮 酒 ， 非 酒

精性脂肪肝及肝硬化[8]。原发性肝癌按组织学分类

可分为肝细胞肝癌（hepatoce l lu la r  carc inoma，

H C C ） ， 胆 管 细 胞 癌 （ c h o l a n g i o c a r c i n o m a ，

CC）和混合型肝癌（mixed carcinoma of  l iver，

M C L ） ， 其 中 以 H C C 为 主 要 类 型 [ 9 ]， 具 有 侵 袭 性

强 、 进 展 快 、 易 转 移 ， 早 期 诊 断 相 对 困 难 等 特

点 ， 但 其 发 病 机 制 尚 不 明 了 ， 过 去 认 为 环 境 因 素

改 变 后 导 致 遗 传 学 的 改 变 是 肿 瘤 发 生 的 原 因 ， 目

前 ， 越 来 越 多 的 实 验 证 明 其 发 生 是 一 个 多 步 骤 、

多 基 因 、 多 阶 段 与 遗 传 及 表 观 遗 传 共 同 参 与 的

复杂过程 [10]。有研究 [11]表明在体外蓝莓花青素对

HBeAg具有一定的抑制作用。

表观遗传是指不通过改变DNA序列就能影响

基 因 表 达 的 、 可 遗 传 的 遗 传 修 饰 ， 组 蛋 白 修 饰 包

括甲基化、乙酰化、磷酸化、泛素化等[12-13]。然而

这些修饰的程度 与状态决定着基因是否表达 [ 12]。

组 蛋 白 乙 酰 化 修 饰 是 通 过 组 蛋 白 乙 酰 基 转 移 酶

（histon acetyl t ransferases，HATs）和组蛋白去

乙酰化酶（histone  deacety lases，HDACs）联合

调控，取决于HAT和HDAC的动态平衡 [ 14]。有研 

究[15-17]表明高乙酰化可中和组蛋白赖氨酸残基的正

电荷，减少组蛋白与DNA的接触，利于转录因子

与DNA结合进行转录，而低乙酰化引起相反的效

应。组蛋白乙酰化修饰多在H3赖氨酸残基上的9、

14、18、23位点和H4精氨酸残基上的5、8、12、 

16位点，而这些位点可激活基因也可沉默基因[18-19]。

组蛋白有多种修饰方式，其中H3K9乙酰化是修饰

基因转录调控的重要机制[20]。

蓝 莓 因 富 含 花 青 素 具 有 延 缓 衰 老 、 调 节 免 疫

功能及抗癌等多种功效[21]。国内外均有文献[22-23]报

道蓝莓可抑制体外HSCs的活化。因此，本研究蓝

莓中花青素对肝 癌He pG2细胞的细胞凋亡及组蛋

白 乙 酰 化 修 饰 某 些 位 点 的 影 响 ， 而 目 前 蓝 莓 花 青

素 诱 导 肝 癌 细 胞 凋 亡 的 机 制 尚 不 明 确 ， 是 否 通 过

组 蛋 白 乙 酰 化 相 关 位 点 进 行 调 控 ， 亟 待 进 一 步 的

研究。

本 研 究 结 果 显 示 ， 与 正 常 对 照 组 相 比 ， 蓝

莓花青素对肝癌He pG2细胞的细胞学形态及细胞

凋 亡 有 着 浓 度 依 赖 性 ， 随 着 蓝 莓 花 青 素 浓 度 的 增

加，凋亡逐渐增多，这与Yi等 [24-25 ]发现蓝莓内所

含 的 花 青 素 能 抑 制 C a c o - 2 及 H T - 2 9 大 肠 癌 细 胞 株

的增生并使其凋亡的研究一致。使用RTCA检测细

胞增殖结果显示，100、150、200、300 µg/mL的

花青素对He pG2细胞均有抑制作用，差异具 有统

计 学 意 义 ， 且 呈 剂 量 依 赖 性 ， 其 中 以 加 入 浓 度 为

100 µg/mL培养48 h后已显示出>50%的抑制率。

通 过 W e s t e r n  b l o t 检 测 ， 对 照 组 与 1 0 0  µ g / m L 组

的He pG2细胞相比，组蛋白乙酰化修饰的相 应位

点，H3K9、H3K14、H3K18、H3K27的修饰水平

是 增 高 了 ， 综 合 以 上 实 验 结 果 ， 发 现 蓝 莓 中 的 花

青 素 可 以 使 得 肝 癌 细 胞 形 态 学 发 生 改 变 ， 促 进 其

死 亡 ， 通 过 凋 亡 也 发 现 了 蓝 莓 花 青 素 可 使 肝 癌 细

胞 的 凋 亡 增 加 ， 使 用 免 疫 印 迹 分 析 法 也 发 现 了 在

肝 癌 细 胞 中 的 组 蛋 白 乙 酰 化 修 饰 水 平 得 到 了 相 应

的提升。

由 于 细 胞 的 凋 亡 是 一 个 复 杂 的 过 程 ， 本 实 验

初步探讨了贵州省麻江县蓝莓中花青素对He pG2

胞 凋 亡 的 作 用 及 少 部 分 组 蛋 白 乙 酰 化 修 饰 位 点 的

变 化 情 况 ， 具 体 是 否 通 过 该 途 径 引 起 细 胞 凋 亡 ，

目前尚不清楚，需进一步的深入研究。
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