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还原型谷胱甘肽对实验性大鼠非酒精性脂肪肝的 

疗效观察及其分子机制探讨 

杨朝 霞，代 东伶 ，沈 薇 

(重庆医科大学附属第二医院消化内科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨解偶联蛋白2(UCP2)在非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)发病中的作用；观察还原型谷胱甘肽(GSH，商品 

名阿托莫兰)对实验性 NAFLD的治疗效果，探讨其可能的分子机制。方法：高脂饮食建立大鼠 NAFLD模型，同时设正常饮食 

对照组(Basic diet，B组)，模型对照组(单纯性非酒精性脂肪肝，NAFL组)，病理对照组(非酒精性脂肪性肝炎，NASH组 )，阿 

托莫兰治疗组(GSH组)。肝组织匀浆测 SOD，GSH，MDA；HE染色法观察肝脏病理改变；ELISA测定血清 TNFc~；免疫组织化 

学染色观察肝组织 TNFc~，UCP2蛋白表达情况；逆转录 PCR检测肝组织 UCP2mRNA。结果：(1)与 B组相比，NAFL组大鼠的 

肝组织 MDA、SOD、GSH均无明显变化；肝组织广泛脂肪变性，脂质沉积 ；UCP2mRNA表达水平显著上升，血清和肝组织 TNFc~ 

无显著变化。(2)与 NAFL组相比，NASH组大鼠的肝组织 SOD、GSH显著下降，MDA显著升高；肝组织广泛弥漫肝细胞脂肪 

变性，炎性细胞浸润，坏死，局部纤维组织增生；血清和肝组织 TNFc~增多，UCP2阳性细胞数和 UCP2mRNA表达水平进一步上 

升。(3)与 NASH组相比，GSH组大鼠肝组织 GSH、SOD显著增高；肝细胞广泛脂肪变性，炎症细胞浸润，灶性及点状坏死，但 

是未见纤维组织增生；血清和肝组织 TNFc~显著下降，UCP2水平略低，无统计学意义。结论：NAFLD时肝脏 UCP2表达上调， 

可能是机体的一种适应性反应；而更晚期血清及肝脏 TNFc~水平显著升高，UCP2过度表达，则可能诱导或加剧脂肪性肝病向 

脂肪性肝炎，甚至向脂肪性肝纤维化进展。GSH通过减少ROS及其产物的形成，间接影响对TNFc~、UCP2的表达诱导，发挥护 

肝作用。 
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The Effect of Glutathione On ExperimentaI Rat With 

Fatty Iiver And Its Possible Molecular Mechanism 

ⅣG Zhaoxia．et al 

(Department of Gastroenterology，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the role of uncoupling protein一2 in development of nonalcoholic fatty liver diseases(NAFLD)，and 

explore the effect of glutathione(GSH)on NAFLD．Methods：32 SD rats were randomly divided into basic diet—treated group(B 

group)，model group(M group)，Pathology group(P group)and GSH treated group(G group)．The following parameters were deter— 

mined by biochemical analysis：superoxide dismutase(SOD)，glutathione(GSH)，malondialdehyde(MDA)．Liver histopathologic e— 

valuation was performed by hematoxylin—eosin staining．Serum tumor necrosis factor alpha(TNFc~)level was done by enzyme—linked 

immunoadsordent assay(ELISA)．Ucp2 and TNFc~proteins expression in hepatoeytes was examined by immunohistochemistry．and 

UCP2mRNA expression by semi—quantitative reverse transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)．Results：(1)compared 

with B group，no evident increase in liver MDA，SOD and GSH of M group rats as well as serum TNFalevel were observed．Neither 

marked change in number of hepatocytes with TNFc~positive was shown by immunohistochemistry staining，but an increase in UCP2 

mRNA and UCP2 protein expression was seen in M group rats．(2)Compared with M group，a significant increase in serum TNFc~and 

MDA levels was found in P group，while a significant decrease in liver homogenate SOD and GSH was observed．An apparent increase 

in number of hepatoeytes with TNFc~and UCP2 positive was shown by immunohistochemistry staining，as well as UCP2mRNA level by 
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RT—PCR．(3)Compared with P group,a significant decrease in sevilm MDA and a significant increase in liver homogenate SOD， 

GSH levels was found in G group． A little 1ower level of UCP2 expression was shown in G group than in P group．Conclusion：High lev 

e1 of senlm and tissue TNFetand UCP2 over—expression are concomitant with an extreme decrease even depletion in the liver ATP in 

NAFLED mode1 rats．that cause oxidative stress and lipid super—oxidation in liyer，and induce or exacerbate fatty liver disease pro— 

gression to steatohepatitis even fibrosis． G1utathione seems to be effective to some extent for NAFLD by protection of liver function 

through replenishment of exogenous antioxidants． 

【Key words】Fatty liver nonalcoholic；Uncoupling protein一2；Serum tumor necrosis factor alpha(TNFet)；Glutathione 

随着经济的发展和生活水平的提高，NAFLD的 

发病率在发达国家乃至发展中国家均达到相当高的 

水平，逐渐成为继病毒性肝炎之外的第一大病因而 

日益受到学者的重视。NAFLD包括单纯性脂肪肝 

及脂肪性肝炎，后者可以进展为肝纤维化和肝硬化。 

尽管 NAFLD发病机理尚不十分清楚。但 目前已知 

与过多脂质摄入、肥胖和胰岛素抵抗有关，而活性氧 

(ROS)在脂肪性肝炎发病中的作用也逐渐为人们所 

接受；尽管目前对 NAFLD尚没有一种完全有效的治 

疗策略和方法，但是从现在所知的发病机制来说，可 

针对氧应激和脂质过氧化，以减少相应的产物和细 

胞因子引起炎症、坏死和纤维化的发生。本研究针 

对氧应激引起的 ROS增多这一环节，外源性补充还 

原性谷光甘肽以增加机体抗氧化活性，观察单纯补 

充外源性谷光甘肽对 NAFLD的影响，从而筛选出对 

NAFLD有效的治疗药物。 

1 材料与方法 

1．1 动物模型的建立⋯ 

雌性 SD大鼠32只，购自第三军医大学大坪医院动物中 

心，体重 181．42±12．05g，正常喂养 1周后随机分为 2组。 

正常对照组(B组)8只以普通饮食喂养，高脂饮食组 24只 

以88％普通饮食 +10％猪油 +2％胆崮醇喂养 ，自由饮水。 

实验开始后第 8周末从高脂饮食组随机抽取 8只处死作为 

模型对照组(NAFL组)，高脂饮食组剩余大鼠随机分为阿托 

莫兰组 (GSH组)、病理对照组(NASH组)。阿托莫兰组 8 

只，从第 9周开始以0．15g／100g体重阿托莫兰每13灌 胃；病 

理对照组 8只，以生理盐水 1．5ml／lOOg体重每13灌 胃。于 

第 l8周末处死全部大鼠。 

1．2 标本采集 

大鼠处死前禁食 6h，称重后以 1％ 的戊巴比妥 0．08 

gBW 腹腔注射麻醉，眶静脉采血，血细胞 自然沉降后，取血 

清 一20~C保存待检。打开腹腔，取出肝脏并称取湿重，从肝 

右叶中部切取一块肝组织 ，10％甲醛固定后制备石蜡切片。 

1．3 生化指标检测 

肝匀浆超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、GSH按 

照试剂盒说明书操作。血清肿瘤坏死因子 Ot(TNFet)水平采 

用双抗体夹心 ELISA法测定，试剂盒购自生物晶美公司。 

1．4 组 织病理及免 疫组 化结果评 价 

肝脏切片甲醛固定 ，石蜡包埋，HE染色并评价组织脂肪 

变性、炎症、坏死程度。两位病理科医生对切片染色结果按 

Lee 的标准进行盲法评分，根据肝细胞脂肪含量将脂肪变 

性评分为0～4分(无 ，0分；≤25％，1分；25％ ～50％，2分 ； 

50％ ～75％，3分；t>75％，4分)。每低倍视野下坏死灶数评 

价炎症程度(无，0分；1个病灶 ，1分；2个以上病灶，2分；桥 

接或融合性坏死，3分)。据以下方法评定纤维化程度 ：无，0 

分；灶性或不完全性非桥接纤维化(≤50％肝小叶)，1分；广 

泛非桥接纤维化 (>50％肝小叶)，2分；桥接纤化，3分；肝 

硬化4分。光学显微镜下观察肝细胞损伤情况，包括气球样 

变性，细胞骨架结构异常(比如 Mallary's小体)等用来评分， 

将总分相加并进行比较。 

1．5 肝组织 UCP2、TNFet表达 

兔抗大鼠UCP2、TNFet多克隆抗体购自武汉博士德生物 

工程公司，工作浓度 1：100。抗兔 sP免疫组化试剂盒购 自 

北京中山公司。肝组织切片经常规脱蜡水化，3％过氧化氢 

孵育消除内源性过氧化物酶活性，微波修复，3％过氧化氢浸 

泡，血清孵育，滴加一抗，阴性对照以 PBS代替，4~C过夜，加 

入相应的二抗、亲和素 一生物素系统。DBA显色，苏木素复 

染，中性树胶封片。光镜下恒定 200倍，每张切片摄取 1张 

图片，输入计算机，应用北航 CM一2000B型生物医学图像分 

析系统进行处理 ，自动分析得出平均光密度值结果。 

1．6 RT—PCR检测 UCP2的表达 

(1)试剂及引物：UCP2目的片段上游引物 5。一AA— 

CAGTYCTACACCAAGGGC一3‘，下游引物 5’一AGCATGGTA— 

AGGGCACAGTG一3‘，产物长度 479bp；以稳定表达的 8一 

ACTIN作 为 内参 照，上游 序列 5。一TYGTAACCAACTGG— 

GACGATATGG一3。，下游序 列 5’一GATCTYGATCTYCATG— 

GTGCTAGG一3。，产物长度 650bp。肝组织总 RNA提取按照 

试剂盒说明书操作。RT—PCR试剂盒购自13本 TAKARA试 

剂公司，总 RNA抽提试剂盒购自大连宝生物公 司。目的及 

内参照片段引物由上海申能博采公司合成。 

(2)反转录合成cDNA的过程：按照逆转录反应试剂盒 

操作程序进行。Mgcl2 41xl，RNA buffer 21xl，dNTP 21xl，RNA 

酶抑制剂 0．51xl，Transcriptase 1 l，OligdT 1 l，RNA 1Ixg按 

30oC10min，42~C30min，99℃5min，5~C5min反应。 

(3)PCR扩增及产物分析：将 cDNA模板 21xl转移到无 
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2 结 果 

2 I 肝 组炽 志 学变 化 

HE 色 小 l{ l旰小“If'r~i ‘屯 ．无尘H 坏 

矩 炎性’ffl胞 址 『绯组塑II甜 造栏7 

【 、}I 组大肚)．,ij 川。Cite!!r泛脂胁变 ，脂质 
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1区精崔程J譬 坩较轻 圳也基半正 骨，组 牲 恂 

完憾 铺 单 ”l 胁小的治断 准 ’；NASH爿【k 

鼠月 【纵广泛 泄 封兀毗脂Ⅱ玎变 凝 细胞埕润． 
'Zl：'tk 限厦忻接坷、儿 ．̈ 部柏 部 织增牛．假小 

“f轮廓肜 ．什合脯肿性川定．JJ；_} 肝纤维化的诊 

断杯 ： ； H组j泛盯细玎乜情J忻 ．疑痣 胞 

浸润，卅 垃 状坏北，但是术 纤维 织增生 统 

iI结 点 I fiSH 能仃救J；I【l Jj 匝 肝细J地内 

沉冉{．们是目有抑制忏脏 卸，化鸵牛柏竹 川 

表 i 各组大鼠肝脏组织学改变比较 

组 牛奄化程废 

引 盐r上 托痖坷 地 纤堆陀 

It 虮 【)。 0’一 0。 

( H埘 s0± 42 2 20±0 42’ 0一 

N̂ FI纰 3 I3±0 35～ 【】一 fl 

 ̂l纵 ) ±D 35 2 ±0 35 I 13±0 35 

表示 AII期 比 P<0(15．̂ ^ 』  ̂ I 比 I’ 

<0 ( 

2 2 还 原 型咎耽 甘 肤 对非 酒特性 脂 肪 肝肝 组 织 

sOD MI)A，【；SII鲁量的 澎响 

本实 验发 AFI虮 几鼠 内 SOl J GSH MIIA 

改业 II虮扪比没有显旨性卷 (／’>0 05)；而 

"4~SII绑 SO1)c H显 J、降，Ⅵ_1A皿 苛(P( 

【1 05j；讣讯恍孙充违吼 扑恍甘味 ．I；SH组 

图 l 大鼠 肝组 织形 态 ．显示 l 组大 鼠 

肝 组织 无脂 肪变 陛 {H J·x 101)) 

囤 2 大 鼠肝 组织 形态 ． AIq 组大 鼠肝 组缨 

广泛脂肪变性 ．无炎症坏死殛纤维化(ItE×100 

图 大鼠肝组 形态．N̂ I组大鼠肝组织 

广泛弥漫脂肪变性．明显炎症坏死，局部纤维组织增生． 

假小 叶 轮廓形 成 (1ie x llH】) 

SOIl、GSI{水平鞍 ASH小 菁升高．M})A较 NASIl 

表2 各组大鼠肝组织 SOl’．MI)̂．(，sH含量变化 

组圳 、l】1 _l rllgT~ll )CSH ⋯ ⅢM rI fil1]ill Fm r(1l 

II 【 】 ±2 37” 29 ±2 86、 6 81)±ll 98 

AF J l I2 1 7±I 611 25 98 5 I 7 55 1I 4(I 

GNII }I I 3 53±2 47 28fi4±3 71) 6 95±I 26一 

、SII 6 93±¨ 9s I9 63±I 65 I 2 24±I 35 

计： 狂 F̂l 比P(”l ：△表 ，̂̈ 卦1lLIJ 

(0 05(il组 P̂I组腰 GSH 之川嚣 持 尤川握 晕】 
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圄 4 大 鼠肝 组织 形态 ．I． II蛆 大 鼠肝 组织 广泛 月 肪 变性 ． 
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饥怍山珂-境氧化与批氧化怍乐帕 衡 
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表3 各组大鼠肝组织liCP~蛋白强 -̈Ji 表̂选情况 
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l： 表 与NAFI 主_]止 1’<0 O5；△丧示 与NASH f 

(f)05 

F̂I l1的发病机 尚不I归确 世 ．液钉出学|兑 

饵到大多数几认同 岛脂饮食，怫岛末抵抗等引 

越惰硪在 细胞内沉租是导致 N̂F1．11曲根本娘圆 

细胞脂胁畦供给址多．使线粒体1f吸活动增加．生 

成的ROS l尢『 增加 促发肝脏发生辄 激．峙戚 
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山，起质子遁j直的作用．在解似联状忐下， 通过 

&TP 成旁路从绒粒体 {，卜从新进入膜内．趴ifl J淌 

球跨脱质子电化学梯度．使线粒怵氧化磷崾fE解偶 

暇，m止线粒体呼哑时将能量台成 ATP．而是 』̈热量 

的形式释破出去 降低线粒悱4 j{q J乎啦时的轼化还 

吁 力．押制 ROS }垃．促进 匝氧化．啃质过轧化 

物f LPO)生成减少 llcl 睫因他于人类 ll号 色 

似．鼠类 7好凝色体上 毕固区 肥胖 父 

峰瞥 LICIU(il体l 广泛表达 世正常时川组纵巾仅 

Kup1]~：z细胞蠢选 LICI~．盯-'Iff胞不是沾或 丧选水半 

很佩 ， N&FLD {-的作用H益受到 视， 

fH是苒在非酒精 脂肪 川犒发病进罹中的怍崩研 

， t道硅少 nF耻一种促炎壮细胞困于．TNF J亡 

其胜TNi’ 埘脂腑肝发嫡甲期技】i-进 展均有 作 

刖 TNF HI TNF—RI结台后．多种信息系统被激 

活，引起细胞陶 化学吲子和粘附外于释放．从而 

引越毙 细胞裎润．杀死 F细胞．启动愈台反 发， 

纤维化 Fag{!i~mi I Pinto等宜验已讯一实试 

l哲 存l司步业化 小实验川时检测 r¨ P2 

TNFo．的 太逃水平．发现 l{组大鼠血清和肝组织 

I Fix水 F均低接 幢删不到．LICIt2表逃也很低． 

ASFI纽大鼠 TN 和 [；CP2戒边同步增高．球见 

T L；CP2之间存在午『』同的变化趋势．拦 者 
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之间可能有某种内在的相互联系。同时本实验发现 

在NAFL组 UCP2表达上升，但是 TN 并未相应上 

升，SOD、GSH、MDA无明显变化，说明肝细胞脂肪酸 

供给过多引起 UCP2表达上升，启动机体的适应性 

反应，在一定程度 卜__Hf以增加脂质 B氧化，抑制 

ROS和 LPO的生成，产生一定的保护作用  ̈” 。 

但是这种适应机制有一定的限度，到 NASH阶段，氧 

化和抗氧化失衡，UCP2剧烈上调表达，ATP含量极 

度降低甚至耗竭，组织发生炎症坏死，甚至纤维组织 

增生。因此 UCP2过度上调使肝细胞更容易发生坏 

死 ，加重 NAFLD，并向更晚期肝病进展。 

肝细胞脂肪变性引起 ROS大量生成是第二次 

打击的中心环节。阿托莫兰具有抗氧化活性，调节 

氧化和抗氧化的平衡状态，减轻氧化应激，减少 

ROS，发挥护肝作用。TNFo~在非酒精性脂肪性肝病 

的进展中具有重要的作用，作用的又一机制就是，肝 

细胞 GSH的耗竭可以使肝细胞刘’TNF引起的坏死 

敏感，线粒体通透性转换孔(MPT)开放，膜电位消 

失，ATP耗竭，引起细胞坏死  ̈。因此补充外源性 

GSH一方面可以减轻 ROS对 TN 的诱导，避免 

UCP2的过度表达；另一方面_uT以缓解肝细胞对 

TNFo~的敏感性，从而发挥其保护肝细胞的作用。 

本实验中，GSH组大鼠与 NASH组大鼠比 MDA明 

显低 组织 SOD和 GSH明显高，同时血清和肝组织 

TNFo~均低，而肝脏病理组织学也仪见局灶性坏死， 

未见纤维增生，正说明了这一点。但是，实验发现阿 

托莫兰并不能下调 UCP2的表达，故不能从根本上 

纠正脂代谢和能量代谢的失衡。所以：单纯外源性 

补充抗氧化物可能对 NAFLD具有一定的保护作用， 

可以有效维持机体内环境氧化与抗氧化体系的平 

衡，通过减少 ROS及其产物的形成，间接影响对 

TNFo~、UCP2的表达诱导，但是不能改善脂代谢异 

常，纠正能量代谢的平衡失调，故可能非酒精性脂肪 

性肝病是多环节共同致病，因此临床上应该联合用 

药综合治疗。 
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