
ｄｏｉ：１０．１１６５９ｊｊｓｓｘ．０５Ｅ０２２０６５　　　 ·基础研究·

阿托伐他汀诱导 Ｎｒｆ２缓解非酒精性脂肪性肝病大鼠肝变性
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［摘　要］　目的　观察阿托伐他汀对非酒精性脂肪性肝病（ＮＡＦＬＤ）大鼠肝的保护作用，并探讨其作用机制。方法　取５０只
健康ＳＤ大鼠，随机分为对照组、模型组、阿托伐他汀低剂量组、阿托伐他汀中剂量组、阿托伐他汀高剂量组，每组１０只。除对照组
采用普通饲料喂养外，其余各组均采用高脂饲料喂养诱导ＮＡＦＬＤ模型；阿托伐他汀低剂量组、阿托伐他汀中剂量组、阿托伐他汀高
剂量组每日灌胃２．５ｍｇ／ｋｇ、５．０ｍｇ／ｋｇ、１０．０ｍｇ／ｋｇ阿托伐他汀，连续４周。实验结束后，检测血清天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）、丙氨酸
转氨酶（ＡＬＴ）、总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）、高密度脂蛋白（ＨＤＬ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ）、血糖及血清胰岛素水平；检测肝组织丙
二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）水平；通过ＨＥ染色观察大鼠肝组织病理改变；ＴＵＮＥＬ染色检
测肝细胞凋亡情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝组织核因子相关因子２（Ｎｒｆ２）、ｐＮｒｆ２、血红素加氧酶（ＨＯ１）和奎宁氧化还原酶１（ＮＱＯ１）
表达。结果　阿托伐他汀能明显减轻高脂诱导的ＮＦＡＬＤ大鼠的体质量增加、胰岛素抵抗、血脂异常（Ｐ＜０．０５）；阿托伐他汀能明显
改善肝组织脂肪变性，减少肝细胞凋亡；阿托伐他汀能显著提高肝组织抗氧化酶 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平，减少 ＭＤＡ形成（Ｐ＜０．０５）；此
外，阿托伐他汀能明显诱导肝组织Ｎｒｆ２磷酸化，上调ＨＯ１、ＮＱＯ１表达（Ｐ＜０．０５）。结论　阿托伐他汀不仅能改善 ＮＦＡＬＤ大鼠血
脂紊乱，还可能通过激活Ｎｒｆ２／ＨＯ１／ＮＱＯ１信号通路，促进下游抗氧化酶ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ等表达减少氧化应激水平，防止ＮＡＦＬＤ进展。
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　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）作为代谢综合征的肝表现，近年来患病
率呈上升趋势［１２］。肝内脂质的堆积是 ＮＡＦＬＤ发生
的始动因素［３］。研究认为脂质过氧化及氧化应激反

应是ＮＡＦＬＤ进程中肝损伤的重要机制［４］。核因子相

关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒＥ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒｓ，Ｎｒｆ２）信号
通路是近年来研究的热点信号通路之一，其活化能促

进机体产生多种抗氧化酶，有助于抑制活性氧所致的

氧化应激反应［５］。阿托伐他汀作为经典的调血脂药

物，在ＮＡＦＬＤ动物模型和患者中能改善血脂和胰岛素
抵抗［６７］，但少有研究探讨其对 ＮＡＦＬＤ致病机制中氧
化应激的作用。本研究通过构建大鼠ＮＡＦＬＤ模型，从
改善代谢和氧化应激两方面探讨阿托伐他汀对

ＮＡＦＬＤ肝损伤的保护作用，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　实验动物、主要试剂与仪器
雄性ＳＤ大鼠５０只，体质量２００～２３０ｇ，购自湖北

省实验动物研究中心，实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（鄂）２０１５００１８。

阿托伐他汀（纯度≥９８％，上海吉至生化科技有
限公司）；兔抗鼠 Ｎｒｆ２、ｐＮｒｆ２、血红素加氧酶（ｈｅｍｅ
ｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＨＯ１）、奎宁氧化还原酶［ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：ｑｕｉ
ｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１，ＮＱＯ１］、ＧＡＰＤＨ抗体（英国 Ａｂ
ｃａｍ公司）；ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ二抗（美国 ＣＳＴ公
司）；天冬氨酸转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＳＴ）、丙
氨酸转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、总胆固醇
（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、高
密度脂蛋白（ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬ）、低密度脂
蛋白（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌ
ｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）及谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＧＳＨＰｘ）检测试剂盒（南京建成）；全自动生化分析仪
（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；酶标免疫分析仪（美国 Ｂｉｏｔｅｋ
公司）。

１．２　大鼠ＮＡＦＬＤ模型制备及分组
将５０只 ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型组、阿托

伐他汀低剂量组、阿托伐他汀中剂量组、阿托伐他汀高

剂量组，每组１０只。对照组以普通饲料（３．４５ｋｃａｌ／ｇ）
喂养，其余组以高脂饲料（脂肪含量６０％，５．２４ｋｃａｌ／ｇ）
喂养，自由进食、水；阿托伐他汀低剂量组、阿托伐他汀

中剂量组、阿托伐他汀高剂量组每日分别灌胃

２．５ｍｇ／ｋｇ、５．０ｍｇ／ｋｇ、１０．０ｍｇ／ｋｇ阿托伐他汀（以生
理盐水溶解）［８］，对照组和模型组同时使用等体积生

理盐水灌胃，连续处理４周。记录每日体长、体质量和
每周食物摄取量，计算肥胖指数，肥胖指数 ＝体质量

（ｇ）
１
３ ×１０００／体长（ｃｍ）。实验结束后禁食１晚，经眼

眶采血后处死，摘取肝组织。

１．３　大鼠血生化指标检测
使用全自动血生化分析仪检测血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ、

ＴＣ、ＴＧ、ＨＤＬ、ＬＤＬ、血糖及空腹血清胰岛素水平，操作
按说明书进行。

１．４　大鼠肝组织ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ检测
制备肝组织匀浆，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上

清液，利用比色法检测上清液中ＭＤＡ、ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ
水平，操作按说明书进行。

１．５　大鼠肝组织ＨＥ染色和ＴＵＮＥＬ染色
取１０％福尔马林固定的大鼠肝组织，常规脱水、

透明、包埋和４μｍ切片。将切片分别按照 ＴＵＮＥＬ和
ＨＥ染色步骤染色。封片后分别在光镜下观察肝组织
病理改变及细胞凋亡。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠肝组织相关蛋白表达
采用ＢＣＡ法对提取蛋白质进行定量后，取５０μｇ

上样在 １００Ｖ电压条件下经聚丙烯酰胺凝胶电泳
５０ｍｉｎ，３００ｍＡ转膜 １ｈ转印至硝酸纤维素膜，５％
脱脂牛奶室温封闭２ｈ后，加入 ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）、
Ｎｒｆ２（１∶５００）、ｐＮｒｆ２（１∶５００）、ＨＯ１（１∶１０００）、
ＮＱＯ１（１∶１０００）一抗，并于４℃孵育过夜；洗膜后加
入二抗室温孵育２ｈ，ＥＣＬ法显色，ＩｍａｇｅＪ软件分析
条带灰度值。

１．７　统计学方法
使用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件分析数据，ＧｒａｐｈＰｄａ

Ｐｒｉｓｍ５作图，计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多
组间比较使用单因素方差分析，进一步两两比较采取

ＳＮＫ法。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠血糖、肥胖指数、空腹血清胰岛素比较
与对照组比较，模型组大鼠血糖、肥胖指数、空腹

血清胰岛素水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，
阿托伐他汀中剂量组、阿托伐他汀高剂量组血糖、肥胖

指数、空腹血清胰岛素水平均显著降低（Ｐ＜０．０５），
见图１。
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：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５
图１　各组大鼠血糖、肥胖指数、空腹血清胰岛素水平

２．２　各组大鼠血脂水平比较
与对照组比较，模型组、阿托伐他汀低剂量组、阿

托伐他汀中剂量组和阿托伐他汀高剂量组大鼠血清

ＴＣ、ＴＧ和ＬＤＬ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），ＨＤＬ水平
显著下降（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，阿托伐他汀中剂
量组、阿托伐他汀高剂量组血清ＴＣ、ＴＧ和ＬＤＬ水平均
显著降低（Ｐ＜０．０５），ＨＤＬ水平显著升高（Ｐ＜０．０５），
见表１。
表１　各组大鼠血脂水平比较（ｘ±ｓ，ｎ＝１０，ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别 ＴＣ ＴＧ ＨＤＬ ＬＤＬ
对照组 １．１４±０．２１ ０．４４±０．０９ １．２６±０．１６ ０．１８±０．０５
模型组 ４．７３±０．４４１．６９±０．２１０．４４±０．０８ ０．７８±０．０９

阿托伐他汀低剂量组 ４．６８±０．３７１．６２±０．３２０．４７±０．０６ ０．７５±０．０６

阿托伐他汀中剂量组 ２．９２±０．３９＃１．０８±０．１８＃０．８８±０．０９＃ ０．３９±０．０７＃

阿托伐他汀高剂量组 １．８２±０．６２＃０．５７±０．０７＃１．１８±０．１４＃ ０．２８±０．０６＃

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　各组大鼠血清ＡＳＴ、ＡＬＴ水平比较
与对照组比较，模型组、阿托伐他汀低剂量组、阿

托伐他汀中剂量组和阿托伐他汀高剂量组大鼠血清

ＡＳＴ、ＡＬＴ水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，

阿托伐他汀中剂量组、阿托伐他汀高剂量组血清ＡＳＴ、
ＡＬＴ水平均显著降低（Ｐ＜０．０５），见表２。
表２　各组大鼠血清ＡＳＴ、ＡＬＴ水平比较（ｘ±ｓ，ｎ＝１０，Ｕ／Ｌ）

组别 ＡＬＴ ＡＳＴ
对照组 ２２．５６±５．４６ ４４．１１±７．６９
模型组 １４８．５４±１５．６８ ８６．７８±１２．３５

阿托伐他汀低剂量组 １４７．８３±１１．２３ ８５．８９±９．５８

阿托伐他汀中剂量组 ９６．２３±１４．３２＃ ６６．２１±８．９２＃

阿托伐他汀高剂量组 ５７．６６±１０．１２＃ ５２．３５±６．１３＃

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　各组大鼠肝组织病理形态改变及肝细胞凋亡情况
光镜下可见对照组大鼠肝细胞形态、小叶结构正

常。而模型组肝小叶内肝细胞呈弥漫性脂肪变性，主

要为大泡性脂肪变性，也有部分小泡性脂肪变性，小叶

内及汇管区可见炎性细胞浸润。不同剂量阿托伐他汀

干预后肝脂肪变性程度明显改善，炎性细胞浸润明显

减少。ＴＵＮＥＬ染色结果显示，与对照组比较，模型组
大鼠肝细胞凋亡增多；与模型组比较，阿托伐他汀呈剂

量依赖性减少肝细胞凋亡（图２）。

图２　各组肝组织病理变化及肝细胞凋亡情况（×２００）
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２．５　阿托伐他汀对 ＮＡＦＬＤ大鼠肝组织 ＭＤＡ、ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ水平的影响

　　与对照组比较，模型组、阿托伐他汀低剂量组、阿
托伐他汀中剂量组和阿托伐他汀高剂量组肝组织中

ＭＤＡ水平增加（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ及 ＧＳＨＰｘ水平降低
（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，阿托伐他汀中剂量组、阿
托伐他汀高剂量组ＭＤＡ水平降低（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ及
ＧＳＨＰｘ水平升高（Ｐ＜０．０５），见表３。
表３　各组大鼠肝组织ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平比较（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＭＤＡ（μｍｏｌ／Ｌ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍＬ） ＧＳＨＰｘ（Ｕ／ｍＬ）
对照组 ４．４２±１．２３ ９９．８４±１１．０３ ９３３．０９±４８．７３
模型组 ８．３５±０．９３ ５１．５３±８．２６ ５６８．２０±４５．７６

阿托伐他汀低剂量组 ８．１８±１．０１ ５５．８７±７．０３ ５８０．７１±５０．８４

阿托伐他汀中剂量组 ６．５０±０．９７＃ ７１．０３±８．１４＃ ７０６．８０±４４．３５＃

阿托伐他汀高剂量组 ５．２７±０．７０＃ ８６．６２±７．３９＃ ８４０．１４±５２．６８＃

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５

２．６　阿托伐他汀对ＮＡＦＬＤ大鼠Ｎｒｆ２／ＨＯ１／ＮＱＯ１信
号通路的影响

　　与对照组比较，模型组 ｐＮｒｆ２／Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＱＯ１
水平降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，阿托伐他汀中剂
量组、阿托伐他汀高剂量组 ｐＮｒｆ２／Ｎｒｆ２、ＨＯ１、ＮＱＯ１
水平显著升高（Ｐ＜０．０５），见图３。

３　讨论

既往研究认为，肥胖、糖耐量受损和血脂异常与

ＮＡＦＬＤ相关，并可能在其发病中发挥作用［９１１］。本研

究ＨＥ和ＴＵＮＥＬ染色结果显示，对照组肝组织未见明
显病理改变，小叶内无炎性细胞浸润，而模型组肝小叶

内见广泛的肝细胞弥漫性脂肪变性，小叶及汇管区内

伴有大量炎性细胞浸润，肝细胞凋亡增加，符合

ＮＡＦＬＤ肝损伤的病理形态［１２］。另外，模型组ＡＳＴ、

Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：阿托伐他汀低剂量组；Ｄ：阿托伐他汀中剂量组；Ｅ：阿托伐他汀高剂量组；：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与
模型组比较，Ｐ＜０．０５

图３　各组大鼠肝组织Ｎｒｆ２／ＨＯ１／ＮＱＯ１信号通路相关蛋白表达

ＡＬＴ水平较对照组显著增加，由此可见本研究成功建
立了高脂诱导的ＮＡＦＬＤ模型。

目前“二次打击学说”是被广泛接受的 ＮＡＦＬＤ发
生、发展理论。其中胰岛素抵抗与脂代谢紊乱作为始

动因素引起肝脂肪变性的首次打击［１３］；各种因素所致

的氧化应激与脂质过氧化损伤，引起肝组织炎症和纤

维化的二次打击［１４１５］。可见，脂质代谢平衡对减轻肝

脂肪变性起到重要作用。阿托伐他汀作为经典的高效

调血脂药物在临床应用广泛，但对于其在ＮＡＦＬＤ中的
作用研究较少。本研究结果显示，阿托伐他汀通过改

善脂质代谢和氧化应激对肝脂肪变性具有保护作用。

ＮＡＦＬＤ被认为是代谢综合征的肝表现，本研究中，高
脂饮食大鼠出现体质量增加、高脂血症、胰岛素抵抗以

及肝脂肪变性等 ＮＡＦＬＤ模型的典型表现。而阿托伐
他汀治疗可以显著改善高脂饮食引起的肝脂肪变性。

此外，阿托伐他汀减少了体质量的增长，降低了血清

ＴＣ、ＴＧ和ＬＤＬ水平。胰岛素抵抗是肥胖与ＮＡＦＬＤ相
关的中心环节，而他汀类药物被报道具有改善肝胰岛

素敏化的作用［１６］。本研究中应用阿托伐他汀显著改

善了ＮＡＦＬＤ模型大鼠的胰岛素抵抗，提示阿托伐他汀
能影响ＮＡＦＬＤ发生发展中的关键环节进而发挥治疗
作用。

氧化应激与脂质过氧化损伤是 ＮＡＦＬＤ进展中第
二次打击的关键。氧化应激使肝 ＧＳＨＰｘ活力降低，
导致脂质过氧化产物过度产生，形成恶性循环。有研

究发现肝损伤小鼠 ＭＤＡ水平与疾病严重程度密切相
关［１７］。而ＳＯＤ与 ＧＳＨＰｘ等酶系统能防止机体发生
过氧化损伤［１８１９］。本研究证实阿托伐他汀能提高机

体的抗氧化力，减轻ＮＡＦＬＤ大鼠肝损伤。
Ｎｒｆ２在机体对抗氧化应激损伤中发挥重要作

用［２０２３］；Ｎｒｆ２磷酸化激活并与抗氧化反应元件相结
合，诱导ＨＯ１、ＮＱＯ１和 ＧＳＨＰｘ表达，对抗各种因素
引发的氧化应激损伤［２４２５］。Ｎｒｆ２缺乏被证实在动物
模型中表现为对多种肝疾病易感［２６］。Ｓｕｎ等［２７］研究

中阿托伐他汀通过激活 Ｎｒｆ２信号通路改善心脏缺血
再灌注大鼠的氧化应激损伤。本研究结果显示，激活

机体内源性 Ｎｒｆ２／ＨＯ１／ＮＱＯ１信号通路可以对抗氧
化应激损伤。Ｎｒｆ２磷酸化是其活化的关键标志。本
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研究Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，阿托伐他汀可以明显诱导
Ｎｒｆ２的磷酸化并上调 ＨＯ１、ＮＱＯ１表达水平，且表现
为明显的剂量依赖趋势，因此推测阿托伐他汀可能通

过激活 Ｎｒｆ２／ＨＯ１／ＮＱＯ１信号通路激活对抗 ＮＡＦＬＤ
大鼠的氧化应激损伤而发挥肝保护作用。

综上所述，阿托伐他汀不仅能改善ＮＡＦＬＤ大鼠血
脂紊乱，还可通过激活 Ｎｒｆ２／ＨＯ１／ＮＱＯ１信号通路，
促进下游ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ等表达，降低ＭＤＡ水平从而发
挥肝保护作用。
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［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２０１８，７５（１７）：３１４３－３１５７．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ０００１８－
０１８－２８５２－６．

［２７］ＳｕｎＧ，ＬｉＹ，ＪｉＺ．Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｒａｔｈｅａｒｔｖｉａｔｈｅＮｒｆ２ｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐＭｅｄ，２０１５，８（９）：１４８３７－１４８４５．
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