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壳寡糖对黄曲霉毒素 B1致大鼠肝损的干预效果
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摘　要： 黄曲霉毒素 B1（Aflatoxin B1，AFB1）分布广、肝毒性强，能够导致肝脏氧化性损伤。本研究通过注射

AFB1建立大鼠急性肝损伤模型，探究具有抗氧化活性的壳寡糖（Chitosan oligosaccharide，COS）对肝损伤的干

预效果及方式。实验设置空白组、COS对照组、模型组、COS干预组、阳性对照组，连续灌胃 8 d，模型组、COS
干预和阳性对照组仅在第 6天注射 1 mg/kg AFB1。以大鼠血清肝功能指标、脂质过氧化物含量、抗氧化酶活

性以及肝脏组织切片，评价 COS对肝损伤的干预效果，并利用 RNA 测序（RNA-Seq）技术获得差异表达基因

（Differentially expressed genes，DEGs）以分析COS干预方式。结果表明：与模型组相比，COS干预组显著降低

了血清肝功能指标和脂质过氧化物含量，提高了抗氧化酶活性；肝脏切片观察显示COS有利于改善大鼠肝脏

形态；RNA-Seq数据表明，COS干预组和模型组比较共有 968个DEGs，富集的基因本体（Gene ontology，GO）条

目主要与肝脏代谢功能、氧化应激反应和蛋白质合成相关。综上，COS对AFB1引起的急性肝损伤具有一定的

干预作用，为COS用于预防AFB1诱导的肝损伤提供理论参考依据。
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黄曲霉毒素B1（Aflatoxin B1，AFB1）由黄曲霉和

寄生曲霉产生，广泛存在于谷物和粮油制品中［1］。
AFB1在P450酶系统的活化下，形成具有致癌性的

AFB1-8，9-环氧化物（AFBO）［2］，并产生大量活性氧

（Reactive oxygen species，ROS），导致机体肝脏氧化

损伤、DNA 损伤和蛋白质羟基化［3-4］。目前去除

AFB1的方法多从原料中进行，常用方式包括物理

法、化学法与生物法等，但存在食物营养价值降低、

易残留和效率低等缺点［5-7］。而营养干预法是近年

来从体内降低AFB1毒性的新策略，主要途径是促

进机体解毒与抑制AFB1代谢［8-9］。干预物质多为合

成化合物或天然化合物，后者具有安全无毒的优

势，且有良好的生物相容性［8］，因此，利用天然化合

物干预由AFB1导致的肝损伤已成为研究热点。

壳寡糖（Chitosan oligosaccharide，COS）是天然

多糖甲壳素的低聚物，水溶性强、黏度低并易于被

胃肠道吸收。更重要的是，COS具有抗氧化、抗肿

瘤和降“三高”等生物特性。在高脂饮食小鼠模型

中COS被证实可提高机体的抗氧化酶活性［10］，也
有从体外探究 COS对 AFB1损伤肝细胞的干预效

果［11］，发现COS通过提高细胞的抗氧化能力降低

AFB1 的毒性作用，但在动物体内利用 COS 干预

AFB1诱导肝损伤的研究及干预方式鲜有报道。

RNA 测序（RNA-Seq）是目前研究基因表达

情况的较好方法，它能在短时间内获得极多的样

本基因且灵敏度较高［12-14］。该方法既能显示单个

基因表达量差异，还可与数据库联合分析基因功

能［12］。本研究通过建立 AFB1诱导大鼠急性肝损

伤模型，评估COS的干预效果并基于RNA-Seq技

术探索其干预方式。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

SPF 级雄性 Wistar 大鼠 40 只，180~200 g，购
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自上海斯莱克实验动物有限责任公司，饲养温度

22~24 ℃，湿度 50%~55%，昼夜交替。所有大鼠

均饲养于上海中医药大学动物实验中心，严格按

照大鼠饲养标准管理。动物实验伦理编号为

PZSHUTCW210115014。
AFB1（纯度≥99.9%），购自上海吉至科技；

COS（MW≤1.5 ku），购自山东卫康生物；水飞蓟素

（Silymarin，SIL），购自天士力制药；2，2-二苯基-1-
苦基肼基（DPPH）检测试剂盒、谷丙转氨酶

（Glutamic pyruvic transaminase，ALT）检 测 试 剂

盒 、 谷 草 转 氨 酶 （Glutamic oxaloacetic 
transaminase，AST）检 测 试 剂 盒 、碱 性 磷 酸 酶

（Alkaline phosphatase，ALP）检测试剂盒、丙二醛

（Malondialdehyde，MDA）检测试剂盒、谷胱甘肽

过氧化物酶（Glutathione peroxidase，GSH-Px）检

测 试 剂 盒 、超 氧 化 物 歧 化 酶（Superoxide 
dismutase，SOD）检测试剂盒，购自北京索莱宝；

MagZol Reagent 试 剂 盒 ，VAHTS® Universal V8 
RNA-seq Library Prep Kit，购自南京诺唯赞生物。

1. 2　仪器与设备

ADVIA 2120i 自动生化分析仪，日立（中国）

有限公司；Tissuelyser-192 全自动样品快速研磨

仪，上海净信科技有限公司；UV1102紫外可见分

光光度计，上海天美生化仪器设备工程有限公

司；CT14RD低温高速离心机，上海天美生化仪器

设备工程有限公司；SYNERGY2 多功能酶标仪，

美国伯腾仪器有限公司。

1. 3　方法

1. 3. 1　动物分组及处理

大鼠适应性饲养 7 d后随机分成 5组（每组 8
只）。空白对照组（CK组）正常饲养；壳寡糖对照组

（COS组）、壳寡糖干预组（ICOS组），COS 600 mg/kg
灌胃；模型组（AFB1组）生理盐水灌胃；阳性药物

对照组（ISIL组）SIL 100 mg/kg灌胃。实验周期 8 
d，其中 AFB1、ICOS 和 ISIL 组在第 6 天腹腔注射 1 
mg/kg AFB1。AFB1的剂量选择基于 YAN 等［15］的
研究，根据预实验结果选用COS的剂量为600 mg/kg
进行干预，阳性药物选择及使用剂量参考崔燕［9］

的研究。

造模 48 h 后注射 10% 的水合氯醛（3.5 mL/
kg）麻醉大鼠，腹腔主动脉取血，离心（4 000 r/
min，4 ℃）15 min制备血清。取大鼠肝脏组织，生

理盐水清洗后吸干称重。取肝小叶于 4%多聚甲

醛中固定后进行组织病理学检测，余下肝组织

-80 ℃保存。

1. 3. 2　COS抗氧化活性检测（DPPH法）

参考LIU等［16］的方法检测COS的DPPH自由

基清除力。将COS配制成不同质量浓度的溶液，

再按照DPPH试剂盒说明书进行操作。维生素C
（Vitamin C，Vc）为阳性对照，在 515 nm 处测定吸

光度，将提取液作为空白对照。DPPH 自由基清

除率计算公式：

wDPPH =（1-A 测定/A 空白）×100% （1）
式中：wDPPH 为自由基清除率，%；A 测定为样品组的

吸光度；A 空白为空白组的吸光度。

1. 3. 3　肝组织病理学检测（H. E染色）

肝脏组织在多聚甲醛中充分固定后，通过浸

蜡、包埋、切片和染色等一系列步骤后，用光学显

微镜采集图像，分析肝脏病理变化。

1. 3. 4　血清肝功能指标测定

取适量离心后收集的血清，利用 ADVIA 
2120i 自动生化分析仪检测 ALT、AST 和 ALP 活

性。

1. 3. 5　肝组织脂质过氧化产物含量和抗氧化酶

活性的测定

称取一定量的肝脏组织，用无菌生理盐水制

备 10% 肝组织匀浆液，5 000 r/min 离心 5 min后，

取上清液按照试剂盒说明书检测各组大鼠肝脏

中MDA含量，SOD和GSH-Px活性。

1. 3. 6　RNA-Seq
利用RNA提取试剂盒提取肝脏总RNA，测序

过程由金唯智公司完成。获得测序数据后，用基

因本体（Gene ontology，GO）数据库分析基因功能。

1. 4　数据处理与分析

所有实验数据采用 GraphPad Prism 8软件进

行绘图，应用Excel和 SPSS 25.0软件进行ANOVA
分析和 Duncan's 检验，结果采用平均值±标准差

（Mean±SD）表示。P<0.05 被认为具有显著性差

异统计学意义。

2　结果与讨论

2. 1　体外检测 COS 的抗氧化活性

DPPH法是体外判断抗氧化性的常用方法之

一［17］。如图1所示，以Vc作为对照，随着COS浓度

升高清除能力增强，当质量浓度为1.2 mg/mL时，清

除率达到96%，表明COS具有较好的抗氧化能力。
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2. 2　大鼠体质量和肝脏系数的变化

如表 1 所示，实验过程中，CK 和 COS 组大鼠

体质量正常增长，其余 3组体质量均降低，与前期

研究［18-19］结果相似。与AFB1组比较，ICOS和 ISIL
组大鼠体质量降低量减少，故干预组在一定程度

上缓解了 AFB1对大鼠代谢能力的影响。由表 1
可知：AFB1会导致大鼠摄食量减少，代谢能力下

降，不能充分吸收营养物质，但经 COS 的干预能

有效改善AFB1引起的大鼠食欲减退。

脏器系数是反映动物生物学特性的主要指

标之一［20-21］。如图 2 所示，与 CK 组比较，COS 组

肝脏系数无显著性差异（P>0.05）；AFB1组肝脏系

数显著升高（P<0.05）。与 AFB1 组相比，ICOS 和

ISIL 组肝脏系数显著降低（P<0.05），并恢复到正

常水平。该结果表明 COS 在一定程度上能够缓

解AFB1引起的肝脏系数异常变化。

2. 3　大鼠肝脏组织病理学变化

为了直观了解 COS 对 AFB1急性暴露的干预

作用，本文采用苏木素-伊红（Hematoxylin-eosin，
H.E）染色法检测大鼠肝脏组织病理学变化。具有

代表性的病理切片结果显示（图 3），CK和COS组

大鼠的肝组织结构完整，肝小叶清晰且大小均匀；

AFB1组肝组织结构不完整，细胞有条索状坏死，并

伴有炎细胞浸润现象，导致肝细胞肿胀；对比AFB1
组，ICOS和 ISIL组可见肝细胞点状坏死现象有不

同程度的减少，同时仅出现较轻炎细胞浸润现象。

该结果与肝脏系数变化相似，说明了 ICOS组能够

减轻大鼠经AFB1诱导而引起的肝脏细胞肿大，降

低肝脏的脏器指数，并且COS在一定程度上改善

了AFB1诱导大鼠肝脏损伤的影响。

2. 4　大鼠肝功能指标的检测

通常通过指标转氨酶 ALT 和 AST 活性来判

定肝细胞是否受到损伤［22］。血清中 ALT 和 AST
升高分别反映肝细胞膜和细胞器受损［23］，而ALP
值则与肝脏胆道功能是否异常相关［24-25］。图 4显

示，与CK组相比，COS组ALT、AST和ALP无显著

性变化（P>0.05），而AFB1组的相关指标均极显著

升高（P<0.01），分别升高了 17.43，3.09和 0.98倍。

与 AFB1组相比，ICOS 和 ISIL 组肝功能指标显著

降低（P<0.01），但除 ISIL 组 ALP 值与 CK 组相比

表 1　COS 对大鼠体重的影响
Tab. 1　Effect of COS on body weight in rats

n=8，Mean±SD 

组别
Groups

CK
COS
AFB1
ICOS
ISIL

剂量
Dose/

（mg/kg）
0

600
1

600
100

体质量平均增长量
Average body mass gain/（g/d）
造模前

Before modeling （6 d）
3.81 ± 0.33
3.42 ± 0.24
5.29 ± 0.36
4.74 ± 0.12
5.83 ± 1.09

造模后
After modeling （2 d）

4.22 ± 1.67
4.08 ± 1.16

-4.75 ± 0.90
-1.48 ± 0.29
-1.23 ± 0.51

同一指标字母不同为存在显著性差异，P<0. 05。
Different letters in each testing parameter represent statistical 
significance among groups， P<0. 05.
图 2　COS 对 AFB1诱导大鼠肝脏系数异常变化的影响

Fig. 2　Effects of COS on abnormal changes of rat liver 
coefficients induced by AFB1

图 1　COS 和 Vc 对 DPPH 自由基的清除能力（n=3）
Fig. 1　Scavenging abilities of COS and Vc on DPPH 

free radical（n=3）
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无显著性差异外，其余仍显著高于 CK 组（P<
0.05）。并且与 AFB1组相比，ICOS 和 ISIL 组 ALT
降低了 67% 和 73% 倍，AST 降低了 57% 和 62%，

ALP降低了 23%和 46%倍。综上所述，COS干预

可有效抑制AFB1引起的肝功能指标急剧上升，在

一定程度上可以与护肝药SIL相媲美。

2. 5　脂质过氧化物含量和抗氧化酶活性的检测

AFB1可诱导机体产生过量自由基，攻击细胞

膜导致脂质过氧化［26］，并能引起氧化应激反

应［24］。通过测定大鼠肝脏的 MDA含量可间接反

映机体细胞脂质过氧化的受损程度。如图 5 所

示，相比CK组，COS组的MDA含量无显著性差异

（P>0.05），经 AFB1诱导的大鼠肝脏 MDA 含量急

剧上升，且上升了 1.90 倍（P<0.05），而 COS 的干

预则有效降低了 MDA 的含量。结果表明，AFB1
可引起大鼠肝脏的脂质过氧化，造成大鼠肝损，

而 COS的干预可以缓解 AFB1对大鼠肝细胞脂质

过氧化的影响。

大鼠肝组织中 SOD和GSH-Px的活性可以直

接反映机体抗氧化的能力。图 5 显示，CK 组和

图 3　大鼠肝组织病理切片（H. E 染色，×200）
Fig. 3　Pathological sections of rat liver tissue （H. E， ×200）

同一指标字母不同为存在显著性差异，P<0. 05。
Different letters in each testing parameter represent statistical significance among groups， P<0. 05.

图 4　COS 对 AFB1诱导大鼠肝功能指标变化的影响
Fig. 4　Effects of COS on changes of liver function indexes in rats induced by AFB1
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COS 组的 SOD 和 GSH-Px 活性均无显著性差异

（P>0.05），而 AFB1组的 SOD 和 GSH-Px 活性显著

性降低（P<0.05）。与 AFB1 组相比，ICOS 组中

SOD活性升高了 0.66倍且与 ISIL组相当，GSH-Px

活性也显著恢复到正常水平。但相比 CK 组，

ICOS和 ISIL组的SOD和GSH-Px活性仍具有显著

性差异（P<0.05）。综上所述，COS 能够显著改善

AFB1导致的肝脏氧化性损伤。

2. 6　差异基因表达分析

本研究选用 R 语言中的 DESeq2 软件包分

析 CK 和 AFB1 组、AFB1 和 ICOS 组间的差异表达

基因（Differentially expressed genes，DEGs）。按

照 FDR≤0.05 和 |log2FC|≥2 的标准进行筛选，将

筛选出的 DEGs绘制成火山图（图 6）。AFB1组与

CK组比较共有 1 059个基因表达存在显著差异，

其中有 612 个基因上调，447 个基因下调；ICOS
组与 AFB1组比较共有 968 个基因表达存在显著

差异，其中有 413 个基因上调，555 个基因下调。

结合 COS 对 AFB1 引起肝脏表型指标的改善情

况，这些显著变化的 DEGs 表明了，在一定程度

上 COS对 AFB1引起的大鼠肝脏基因表达具有显

著调控作用。

为了进一步了解COS的干预方式，对AFB1和
ICOS组间的DEGs进行GO富集分析。GO条目的

功能被分为 3大类：分子功能（Molecular function，
MF）、细胞组分（Cellular component，CC）和生物学

进 程（Biological process，BP）。 AFB1-vs-ICOS 
DEGs 显著富集了 622 条 GO 条目（BP：380，MF：
170，CC：72，P<0.05）。分别从 MF、CC 和 BP 中选

取差异表达基因最显著的前 10条 GO条目，绘制

了GO富集柱状图（图7）。

根据图 7可知，在BP分类中，有 38 个基因显

著富集在翻译功能，8 个基因富集在葡萄糖代谢

过程的积极调控功能，24个基因富集在翻译起始

功能和 18个基因富集在葡萄糖稳态功能等。说

明了COS的干预主要影响了糖类和脂质代谢调节

过程，以及RNA翻译的起始过程。肝脏是机体的

主要代谢器官，AFB1的毒性作用对其产生极大影

响［27］。这也与表型指标中 COS 干预降低 AFB1对

大鼠体质量影响有联系。在 MF分类中，有 48 个

基因显著富集在核糖体结构成分功能，21个基因

富集在血红素结合功能，7 个基因富集在胰岛素

激活受体活性功能和 20个基因富集在铁离子结

合功能等。COS 的干预主要影响了 AFB1急性毒

性对血红素、氧气和铁离子结合反应以及氧气运

输活动。DEGs富集在这些条目说明COS可以缓

解 AFB1毒性作用使肝脏处于缺氧状态的现象。

机体缺氧与AFB1诱导机体产生大量ROS有关，机

体为了适应缺氧环境，会启动无氧酵解途径提供

能量，促进红细胞增殖、血管扩张和生成分支血

管，这些机体应激反应有可能会引发一系列疾

病［28-29］。在CC分类中，有 29个基因显著富集在胞

质大核糖体亚基功能，5 个基因富集在高铁血红

蛋白复合体功能，5 个基因富集在血红蛋白复合

同一指标字母不同为存在显著性差异，P<0. 05。
Different letters in each testing parameter represent statistical significance among groups， P<0. 05.

图 5　COS 对 AFB1诱导大鼠肝中 MDA 含量，和 SOD、GSH-Px 活性变化的影响
Fig. 5　Effects of COS on MDA content， and SOD， GSH-Px activity changes in AFB1-induced rat liver
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体功能和 17个基因富集在胞质小核糖体亚基功

能等。COS降低了AFB1对在核糖体、内质网和细

胞核上执行功能基因的影响。核糖体、内质网和

细胞核是蛋白质合成分泌以及DNA形成的场所。

GO条目的3个分类中，影响最显著的GO条目

是翻译（Translation）、核糖体的结构成分（Structural 
constituent of ribosome）和胞质核糖体（Cytosolic 

large ribosomal subunit），表明大鼠肝脏蛋白质翻译、

合成分泌以及转运过程都严重受到AFB1的影响。

这与前期研究中AFB1诱导产生的ROS可导致蛋白

质结构功能发生变化的结果相一致［30-31］。综上所

述，ICOS与AFB1组比较的差异基因GO富集结果说

明，COS主要改善了由AFB1引起的肝脏代谢功能异

常，氧化应激反应和蛋白质合成受阻。

3　结论

本研究在给大鼠腹腔注射 1 mg/kg AFB1后，

发现肝功能指标 ALT、AST 和 ALP 活性和脂质过

氧化物MDA含量急剧升高；肝脏出现肝细胞大量

坏死和炎细胞浸润等现象；抗氧化酶 SOD 和

图 6　差异表达基因火山图
Fig. 6　Differential expressed gene volcano map

图 7　AFB1-vs-ICOS 组 GO 富集柱状图
Fig. 7　AFB1-vs-ICOS group GO enrichment histogram
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GSH-Px活性降低，该结果表明 1 mg/kg AFB1可导

致大鼠肝细胞损伤、胆道堵塞和氧化损伤，与前

期研究［32-33］结果一致。基于该模型本文探究了

COS对肝损伤的干预效果及干预方式。发现COS
干预显著改善了AFB1引起各指标的异常变化，而

且 ICOS组肝脏切片显示仅有少量肝细胞坏死，炎

细胞浸润现象也较轻。说明 COS 不仅可以提高

机体抗氧化能力，还能降低AFB1对肝脏形态的影

响。进一步的 RNA-Seq 结果显示，ICOS 组和

AFB1 组比较的 DEGs 共有 968 个，COS 的干预可

显著调控差异表达基因。差异基因富集的GO条

目主要与糖类和脂质代谢、机体抗氧化应激能力

以及蛋白质合成相关，表明COS可以降低AFB1对
这些功能相关基因的影响，具体基因功能机制有

待进一步研究。另外，本文中还设置了COS实验

组，从各指标和肝脏切片结果可知，COS 对正常

大鼠健康无影响。综上所述，COS可以降低AFB1
急性暴露对肝脏代谢功能、氧化系统防御能力和

蛋白质合成的影响，即COS能够减轻AFB1诱导大

鼠产生的肝毒性。
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Intervention effect of chitosan oligosaccharide on aflatoxin B1-induced liver 
injury in rats

CHEN Lin1， YAN Jiahui1， ZHANG Zhaohuan1，2，3， ZHAO Yong1，2，3， OU Jie1，2，3

（1. College of Food Sciences and Technology， Shanghai Ocean University， Shanghai  201306， China； 2. Shanghai Engineering 
Research Center of Aquatic-Product Processing & Preservation， Shanghai  201306， China； 3. Laboratory of Quality & Safety 
Risk Assessment for Aquatic Product on Storage and Preservation， Ministry of Agriculture and Rural Affairs， Shanghai  201306， 
China）

Abstract: Aflatoxin B1 （AFB1） is widely distributed and highly hepatotoxic， which can cause oxidative 
damage to human liver.  In this study， a rat model of acute liver injury was established by injecting AFB1 to 
explore the intervention effect and method of chitosan oligosaccharide （COS） with antioxidant activity on liver 
injury.  The experiment was designed with blank group， COS control group， model group， COS intervention 
group， and positive control group.  Consecutive gavage for 8 days， the model group， COS intervention and 
positive control group were injected with 1 mg/kg AFB1 only on the 6th day.  The intervention effect of COS on 
liver injury was evaluated by serum liver function indexes， lipid peroxide content， antioxidant enzyme activity 
and liver tissue sections in rats， and differentially expressed genes （DEGs） were obtained by RNA 
sequencing （RNA-Seq） technology to analyse the intervention mode of COS.  The results showed that 
compared with the model group， the COS intervention group significantly decreased the serum liver function 
indexes and lipid peroxide content， and increased the activity of antioxidant enzymes； the observation of liver 
slices showed that COS was beneficial to improve the liver morphology of rats.  RNA-Seq data showed a total 
of 968 DEGs in the COS intervention group compared with the model group， and the enriched gene ontology 
（GO） entries were mainly related to liver metabolic function， oxidative stress response and protein synthesis.  
In conclusion， COS has a certain intervention effect on AFB1-induced acute liver injury， which provides a 
theoretical basis for COS to prevent AFB1-induced liver injury.
Key words: chitosan oligosaccharide； aflatoxin B1； liver injury； anti-oxidation； RNA-Seq
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