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［摘要］　目的：探讨非酒精性脂肪性肝病（ＮＡＦＬＤ）大鼠血清脂联素水平、肝脏脂联素受体（ａｄｉｐｏＲ）ｍＲＮＡ表达与肝组织病

理改变的关系。方法：喂养高脂饲料建立ＮＡＦＬＤ大鼠模型，分别于第２、４、８、１２周处死，ＥＬＩＳＡ法检测血清脂联素及其他生

化指标，测肝指数，ＲＴＰＣＲ法检测肝脏ａｄｉｐｏＲｍＲＮＡ表达，肝组织切片苏丹Ⅲ脂肪染色、ＨＥ常规染色和 Ｍａｓｓｏｎ三色纤维

染色，显微镜下观察。结果：模型组大鼠第２、４、８、１２周血清脂联素水平逐步下降，均低于同期对照组（Ｐ 均＜０．０１）；血清脂

联素水平与肝指数（ｒ＝－０．３８３，Ｐ＝０．０１５）、肝脏炎症评分（ｒ＝－０．４７５，Ｐ＝０．００２）、纤维化评分（ｒ＝－０．４５９，Ｐ＝０．００３）均显

著负相关。模型组肝脏ａｄｉｐｏＲ１ｍＲＮＡ表达逐步上升，ａｄｉｐｏＲ２表达逐步下降，分别于４周、２周开始与对照组相比具有统计

学差异（Ｐ均＜０．０１）；肝脏ａｄｉｐｏＲ２表达与肝指数（ｒ＝－０．４３１，Ｐ＝０．００６）、纤维化评分（ｒ＝－０．３５３，Ｐ＝０．０２５）均显著负相

关。结论：ＮＡＦＬＤ大鼠肝脏ａｄｉｐｏＲｍＲＮＡ表达异常、血清脂联素水平降低，后者与肝脏脂肪性炎症、纤维化程度相关，提示

血清脂联素降低，肝脏ａｄｉｐｏＲ表达异常，尤其是ａｄｉｐｏＲ２ｍＲＮＡ降低与ＮＡＦＬＤ密切相关。
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　　近年来非酒精性脂肪性肝病（ＮＡＦＬＤ）发病率
呈逐年上升趋势，非酒精性脂肪性肝炎（ＮＡＳＨ）发
病机制已成为目前研究的热点。目前已证实脂肪
肝、糖尿病、肥胖等胰岛素抵抗患者血清脂联素（ａｄｉ
ｐｏｎｅｃｔｉｎ）水平降低［１］，而有关脂联素及其脂联素受
体（ａｄｉｐｏＲ）与肝脏脂肪性炎症的相关性报道较少。
本研究拟在高脂饲料喂养建立的ＮＡＦＬＤ大鼠模型
上，探讨血清脂联素水平、ａｄｉｐｏＲｍＲＮＡ表达与肝
脏组织病理改变的关系，为研究 ＮＡＦＬＤ的发病机
制和治疗靶点选择提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　纯系清洁级ＳＤ大鼠购自上
海西普尔必凯实验动物有限公司，饲养于第二军医
大学动物实验中心，动物基础饲料购自上海海军医
学研究所，胆固醇纯品购自上海生化试剂公司，猪油
市购。脂联素ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国Ａｓｓａｙｐｒｏ公
司。ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰ及逆转录试剂购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

１．２　模型构建与分组　ＮＡＦＬＤ模型参照文献［２］制

备。实验选用５周龄雄性健康 ＳＤ 大鼠，体质量
（２００±１０）ｇ。普通饲料喂养１周后随机分为２组：
对照组（Ｃ）２４只继续普通饲料喂养，模型组（Ｆ）４０只
给予高脂饲料（８８％标准饲料＋１０％猪油＋２％胆固
醇）；分别于实验第２、４、８、１２周末处死。动物处死
前禁食１０ｈ并称质量，以２％戊巴比妥钠４５ｍｇ／ｋｇ
体质量腹腔注射麻醉，开腹后心脏穿刺取血，提取血
清置于－２０℃保存待用；取血完毕后迅速摘取肝脏，
称肝质量、计算肝指数（肝湿质量／体质量×１００％），
切取肝右叶相同部位部分肝脏，部分制成冰冻切片，
部分置于１０％中性甲醛液固定待用。

１．３　血生化指标及血清脂联素检测　全自动生化
分析仪测定血清丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、门冬氨酸转
氨酶（ＡＳＴ）、胆固醇、三酰甘油等生化指标。ＥＬＩＳＡ
方法检测血清脂联素。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测ａｄｉｐｏＲｍＲＮＡ表达

１．４．１　引物设计　脂联素受体引物由上海钰森生
物技术有限公司合成。ＡｄｉｐｏＲ１上游引物为５′
ＴＴＣＡＧＧＧＡＴＴＧＣＴＣＴＡＣＴＧＡＴＴ３′，下游
引物为５′ＧＴＡＡＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴＧＴＡＧＧＴＴ

Ｇ３′，扩增片段４６３ｂｐ；ａｄｉｐｏＲ２上游引物为５′ＴＧＧ
ＧＧＡＴＣＴＴＴＴＡＴＡＴＧＴＴＴＣＧ３′，下游引物为

５′ＣＡＴＡＡＴＧＣＡＡＧＧＴＡＧＧＧＡＴＧＡＴ３′，扩
增片段４０５ｂｐ；内参照βａｃｔｉｎ上游引物为５′ＣＡＴ
ＣＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＡＣＣＴ３′，下游引物为５′ＧＴＡ
ＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧＧ ＡＧＧ ＡＧ３′，扩增片段４９９
ｂｐ。

１．４．２　ＲＴＰＣＲ检测　按ＴＲＩｚｏｌ法抽提肝组织总

ＲＮＡ，ＲＮＡ样品纯度根据２６０ｎｍ及２８０ｎｍ处光

密度比值计算。取总ＲＮＡ５μｇ在逆转录酶作用下

逆转录为ｃＤＮＡ，以此为模板，按以下程序进行ＰＣＲ
反应、扩增：９４℃５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，５４℃４５ｓ，７２℃

４５ｓ，３０个循环，７２℃１０ｍｉｎ。取１０μｌＰＣＲ产物进

行１．５％琼脂糖凝胶电泳，紫外分析仪观察和扫描分

析。根据灰度值与βａｃｔｉｎ的比值，对受体ｍＲＮＡ进

行半定量分析。

１．５　组织病理学检测　肝组织冰冻切片苏丹Ⅲ脂

肪染色、石蜡切片分别做 ＨＥ染色和 Ｍａｓｓｏｎ三合

染色后光镜下观察。病理学评分标准参照中华医学

会ＮＡＦＬＤ诊疗指南（２００６年２月修订）［３］。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理，

各指标以珚ｘ±ｓ表示。对数据首先进行方差齐性检
验，方差齐性数据组间比较采用两样本均数的ｔ检
验，等级资料和方差不齐数据用非参数秩和检验，以

Ｐ＜０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　肝脏大体及病理学改变　各组大鼠的平均肝
湿质量、肝指数均随周龄延长而增加，但模型组肝湿
质量、肝指数均高于同周龄对照组，差异有统计学意
义（均Ｐ＜０．０１，表１）；如图１所示，对照组大鼠１２
周肝脏轻度增大，色泽无显著变化，细胞形态、小叶
结构及汇管区均未见异常；模型组大鼠肝脏均明显
增大，外观土黄、油腻，镜下可见全肝小叶细胞脂肪
变性，脂质沉积，空泡变性，排列紊乱，局部见纤维组
织增生，汇管区炎症明显，脂肪变性、炎症和纤维化
评分均显著高于同周龄对照组（Ｐ＜０．０１）；随高脂喂
养时间的延长，模型组肝脏炎症评分和纤维化评分
均逐步升高。
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表１　ＮＡＦＬＤ大鼠肝脏大体及组织病理学改变

Ｔａｂ１　ＨｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＮＡＦＬＤｒａｔｌｉｖｅｒ
（珚ｘ±ｓ）

Ｔｉｍｅ
ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ
ｔ／ｗｅｅｋｓ

Ｎｏｒｍａｌ（ｎ＝６）

Ｌｉｖｅｒｉｎｄｅｘ
／％

Ｓｔｅａｔｏｓｉｓ
ｓｃａｌｅ

Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｓｃａｌｅ

Ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｓｃａｌｅ

Ｍｏｄｅｌ（ｎ＝１０）

Ｌｉｖｅｒｉｎｄｅｘ
／％

Ｓｔｅａｔｏｓｉｓ
ｓｃａｌｅ

Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｓｃａｌｅ

Ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｓｃａｌｅ

２ ２．３８±０．１１ ２．５０±０．７１ ０．１０±０．００ ０．３０±０．００ ３．７８±０．２８ ４．００±０．００ ０．６７±０．２６ ０．３３±０．２６
４ ２．４１±０．１７ ２．７５±０．７５ ０．１２±０．１０ ０．１８±０．１３ ３．８５±０．４６ ４．００±０．００ １．４２±０．４９ ０．８２±０．２５

８ ２．３６±０．０２ ３．２５±１．０６ ０．０５±０．０７ ０．１０±０．００ ３．７７±０．３８ ４．００±０．００ １．６７±０．６１ １．０５±０．３４

１２ ２．３７±０．１０ ４．００±０．００ ０．２０±０．１４ ０．１５±０．２１ ３．７６±０．４８ ４．００±０．００ １．５０±０．６３ １．０３±０．７１

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐｏｆｓａｍｅｔｉｍｅ

图１　大鼠造模后不同时间肝脏病理ＨＥ染色

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒａｔｌｉｖｅｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ；Ｃ：４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ；Ｄ：８ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ；Ｅ：１２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒ

ｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．２　肝功能、血脂改变　模型大鼠随着高脂餐喂养
时间的延长，ＡＬＴ、ＡＳＴ和胆汁酸均逐渐升高，但模
型组 ＡＬＴ 仅 在 ８、１２ 周 ［（１０２．８３±５３．７５）、
（１３９．１７±７５．７６）Ｕ／Ｌ］显著高于对照组［（６２．００±
２４．０４）、（４２．５０±２．１２）Ｕ／Ｌ，Ｐ＜０．０１］，其他两个
时间点升高无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；模型大鼠血
清血脂水平逐渐升高，高密度脂蛋白胆固醇水平在
第２、４、８、１２周时分别为（０．５６±０．１０）、（０．６７±
０．１１）、（０．８７±０．１７）、（０．９６±０．２０）ｍｍｏｌ／Ｌ，均显
著高于同期对照组［（０．５８±０．０７）、（０．５４±０．０８）、
（０．６２±０．１０）、（０．５７±０．０１）ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＜０．０１］；
总胆固醇水平在第８、１２ 周时分别为 （１．０４±
０．１９）、（１．２６±０．４６）ｍｍｏｌ／Ｌ，均显著高于同期对
照组 ［（１．０２±０．１２）、（１．００±０．３３）ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＜
０．０５］；三酰甘油水平在第８、１２周时分别为（０．４０±
０．０８）、（０．４３±０．２０）ｍｍｏｌ／Ｌ，均显著高于同期对
照组［（０．３２±０．２１）、（０．３２±０．３３）ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＜
０．０１］；低密度脂蛋白胆固醇水平在第８、１２周时分
别为（０．４７±０．１１）、（０．５７±０．２９）ｍｍｏｌ／Ｌ，均显著
高于同期对照组［（０．１２±０．０１）、（０．０９±０．０６）

ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＜０．０１］。

２．３　血清脂联素水平、肝脂联素受体表达　随着高
脂餐喂养时间的延长，模型组大鼠血清脂联素水平
呈逐步下降趋势，均显著低于同期对照组（Ｐ 均＜
０．０１）；随着高脂餐喂养时间的延长，模型组大鼠肝
脏ａｄｉｐｏＲ１ｍＲＮＡ表达逐渐上升，４周开始显著高
于同期普通饲料对照组（Ｐ 均＜０．０１），而ａｄｉｐｏＲ２
ｍＲＮＡ表达逐渐下降，２周开始显著低于对照组
（Ｐ均＜０．０１）。具体数据见表２。

２．４　相关性分析　ＮＡＦＬＤ大鼠血清脂联素水平
与肝指数（ｒ＝－０．３８３，Ｐ＝０．０１５）、肝脏炎症评分
（ｒ＝－０．４７５，Ｐ＝０．００２）、纤维化评分（ｒ＝－０．４５９，

Ｐ＝０．００３）均 显 著 负 相 关，与 血 清 ＡＬＴ（ｒ ＝
－０．１６４，Ｐ＝０．３１３）、ＡＳＴ（ｒ＝－０．１２２，Ｐ＝０．４５５）
无显著相关。ＮＡＦＬＤ大鼠肝ａｄｉｐｏＲ２表达与肝指
数（ｒ＝－０．４３１，Ｐ＝０．００６）、纤维化评分（ｒ＝
－０．３５３，Ｐ＝０．０２５）均显著负相关，与血清 ＡＬＴ
（ｒ＝－０．０２５，Ｐ＝０．８７６）、ＡＳＴ（ｒ＝－０．０５４，Ｐ＝
０．７４２）、肝脏炎症评分（ｒ＝－０．２８７，Ｐ＝０．０７２）无显
著相关；肝脏ａｄｉｐｏＲ１表达与上述指标均无显著
相关。
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表２　ＮＡＦＬＤ大鼠血清脂联素及肝脏脂联素受体表达的改变

Ｔａｂ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｓｅｒｕｍａｎｄｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆＮＡＦＬＤｒａｔｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｔｉｍｅ
ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ
ｔ／ｗｅｅｋｓ

Ｎｏｒｍａｌ（ｎ＝６）

Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ
ρＢ／（ｍｇ·ｍｌ－１）

ＡｄｉｐｏＲ１／βａｃｔｉｎ
ｍＲＮＡｒａｔｉｏ

ＡｄｉｐｏＲ２／βａｃｔｉｎ
ｍＲＮＡｒａｔｉｏ

Ｍｏｄｅｌ（ｎ＝１０）

Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ
ρＢ／（ｍｇ·ｍｌ－１）

ＡｄｉｐｏＲ１／βａｃｔｉｎ
ｍＲＮＡｒａｔｉｏ

ＡｄｉｐｏＲ２／βａｃｔｉｎ
ｍＲＮＡｒａｔｉｏ

２ ５．４８±２．４６ ０．４３１±０．０２５ ０．５５６±０．０２７ ３．９６±０．４８ ０．４３９±０．０２１ ０．５０４±０．００６

４ ４．９１±０．１８ ０．４３６±０．０２５ ０．５６１±０．０２０ ３．９０±０．７７ ０．４４９±０．０５８▲ ０．４８６±０．０５２

８ ６．３４±２．４９ ０．４０５±０．００３ ０．５３３±０．００１ ３．７７±０．６４ ０．４５５±０．０４９▲ ０．４８３±０．１４６▲▲

１２ ４．９２±０．１６ ０．４５３±０．００１ ０．５７５±０．０３２ ３．６７±０．７９ ０．４８１±０．０１２▲▲△０．４６９±０．０４３▲

　Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐｏｆｓａｍｅｔｉｍｅ；▲Ｐ＜０．０５，▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｍｏｄｅｌｒａｔｓａｔ２ｗｅｅｋｓ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｒａｔｓａｔ４ｗｅｅｋｓ

３　讨　论

　　脂联素是近年来新发现的多肽类物质，由脂肪
组织分泌入血，参与机体葡萄糖和脂肪代谢调节。
动物实验和临床研究一致发现肥胖、胰岛素抵抗及

２型糖尿病、ＮＡＦＬＤ的实验动物和患者血清脂联素
水平降低，另有进一步研究发现脂肪肝患者血清脂
联素与腰臀比、体质量指数（ＢＭＩ）、胰岛素抵抗指数
（ＨＯＭＡＩＲ）、血糖呈正相关［４］，提示血清脂联素水
平降低可能与ＩＲ乃至ＮＡＦＬＤ发生、发展有密切关
系。本研究以喂养高脂饲料建立大鼠 ＮＡＦＬＤ模
型，模型肝湿质量、肝指数增高，出现肝脏脂肪浸润、
脂肪性肝炎以及肝纤维化等ＮＡＳＨ病理学特征；随
着高脂餐喂养时间的延长，血清脂联素水平呈逐步
下降趋势，均显著低于同期对照组（Ｐ均＜０．０１），且
血清脂联素水平与肝指数（ｒ＝－０．３８３，Ｐ＝０．０１５）
显著负相关，与国内外研究结果一致。

　　最近研究［５］发现，血清高密度脂蛋白的表达存
在基因多态性，Ｔ／Ｔ基因型的肥胖患者血清高密度
脂蛋白反而较高。本研究发现，随着高脂餐喂养时
间的延长，大鼠血清高密度脂蛋白逐渐升高。这可
能与血清高密度脂蛋白表达的基因多态性有关。

　　炎症是单纯性脂肪性肝病发展为脂肪性肝炎、
肝硬化进程中的关键机制，国外学者［６７］认为低脂联

素水平是独立于ＩＲ和ＴＮＦα的ＮＡＳＨ的特征，可
能与β细胞功能障碍和肝脏坏死性炎症及纤维化的
发生有关。本实验证实ＮＡＦＬＤ大鼠血清脂联素水
平与肝脏病理炎症评分、纤维化评分的相关关系使
血清脂联素水平检测可能成为判断 ＮＡＳＨ 肝病理
炎症改变严重程度的血清学指标。本研究还发现，
模型大鼠血清脂联素水平与肝脏病理炎症评分（ｒ＝
－０．４７５，Ｐ＝０．００２）、纤维化评分（ｒ＝－０．４５９，Ｐ＝
０．００３）也显著负相关，进一步说明脂联素血清水平
降低与ＮＡＦＬＤ，尤其是ＮＡＳＨ形成发展关系密切，
类似脂联素水平变化与肝脏病理改变的相关关系的

研究国内外报道较少。

　　脂联素的生物学效应是通过与脂联素受体结合
后实现的。脂联素受体主要两种：除脂肪组织、胰腺

β细胞有ａｄｉｐｏＲ１、ａｄｉｐｏＲ２表达外，ａｄｉｐｏＲ１主要表
达于骨骼肌，ａｄｉｐｏＲ２主要表达于肝脏，肝脏也有一
定量的 ａｄｉｐｏＲ１ 表达［８］。Ｋａｓｅｒ等［９］检测 １３ 例

ＮＡＳＨ患者和９例单纯性脂肪肝患者的脂联素及
其受体ｍＲＮＡ在肝脏表达水平，发现 ＮＡＳＨ 患者
肝组织脂联素和ａｄｉｐｏＲ２的 ｍＲＮＡ表达水平显著
低于单纯性脂肪肝患者；Ｓｈｉｍｉｚｕ等［１０］报道１４例

ＮＡＦＬＤ患者与７例正常肝脏患者相比，肝脏ａｄｉ

ｐｏＲ２表达明显下调，而肝脏ａｄｉｐｏＲ１表达无差异。
本研究发现模型组大鼠随着高脂餐喂养时间的延

长，肝脏ａｄｉｐｏＲ１表达逐渐上升，４周开始显著高于
同期普通饲料对照组（Ｐ 均＜０．０１），而ａｄｉｐｏＲ２表
达逐渐下降，２周开始显著低于对照组（Ｐ 均＜
０．０１），与上述研究结果相似。此外本实验还发现

ＮＡＦＬＤ 大 鼠 肝 ａｄｉｐｏＲ２ 表 达 与 肝 指 数 （ｒ＝
－０．４３１，Ｐ＝０．００６）、纤维化评分（ｒ＝－０．３５３，Ｐ＝
０．０２５）均显著负相关，提示肝脏ａｄｉｐｏＲ１、ａｄｉｐｏＲ２
的表达与 ＮＡＦＬＤ的发展密切相关；ａｄｉｐｏＲ２有可
能成为ＮＡＦＬＤ肝脏病理检测的一项评估指标。

　　最近，Ｂｊｕｒｓｅｌｌ等［１１］研究证实ａｄｉｐｏＲ１、ａｄｉｐｏＲ２
参与机体能量物质的代谢，但两受体的效应恰恰相
反：ａｄｉｐｏＲ１基因敲除鼠模型的脂肪增多、糖耐量下
降、自发性运动减少、能量消耗减少；而ａｄｉｐｏＲ２基
因敲除鼠模型比较消瘦、糖耐量改善、自发性运动和
能量消耗增加、血浆胆固醇水平降低。Ｂａｒｎｅａ等［１２］

以高脂餐诱导出 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ大鼠肥胖和胰岛素抵
抗，证实肝脏ａｄｉｐｏＲ１、ａｄｉｐｏＲ２ｍＲＮＡ 表达均下
降。这些研究提示ａｄｉｐｏＲ１、ａｄｉｐｏＲ２的变化可能参
与了ＮＡＦＬＤ形成与发展。但是，ａｄｉｐｏＲ１、ａｄｉｐｏＲ２
在ＮＡＦＬＤ形成和发展中的确切作用及其机制，尚
需进一步研究。

　　总之，本研究表明 ＮＡＦＬＤ大鼠肝脏ａｄｉｐｏＲ１
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表达增加，ａｄｉｐｏＲ２表达降低，血清脂联素水平降
低，且与肝脏脂肪性炎症、纤维化相关，提示低脂联
素水平降低及其受体在肝脏中表达异常，尤其是ａｄ
ｉｐｏＲ２表达降低与 ＮＡＳＨ 形成和发展可能有密切
关系，深入研究脂联素、脂联素受体的功能及其调
控，对探索ＮＡＳＨ发病机制及新的治疗靶点可能有
益。
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