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非酒精 性 脂 肪 肝 ( non - alcoholic fatty liver

disease, NAFLD)是由于各种原因引起肝脏脂肪代

谢功能障碍而导致肝细胞内脂肪 (主要为甘油三

酯)蓄积过多的病理变化 , 可由肝脏本身和肝外因

素所致 , 常见原因有营养缺乏、肥胖、糖尿病、妊

娠、糖皮质激素、肝炎及药物或毒物的损伤等 [1], 具

盐酸二甲双胍对非酒精性脂肪肝大鼠脂肪组织肿瘤

坏死因子α基因表达的影响
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摘 要 :【目的】以逆转录(RT)和实时定量聚合酶链式反应 ( real- time qPCR)方法检测和分析非酒精性脂肪

肝(NAFLD)大鼠模型的药物干预效果。【方法】以高脂饲料饲喂雄性 Wistar 大鼠 12 周诱发 NAFLD, 然后转以

基础饲料饲养,并分别进行盐酸二甲双胍干预与蒸馏水灌喂对照,每组 8 只,为期 4 周。从大鼠脂肪组织提取总

RNA并逆转录成为 cDNA,通过 real- time qPCR 检测肿瘤坏死因子 α( TNF-α) mRNA的相对水平 , 以 t 检验分

析两组间数据的差异。【结果】干预组大鼠脂肪组织的 TNF–αmRNA相对水平平均值(0.063±0.006)比对照组

(0.126±0.015)下降 , 其差异显著 ( t=4.662, P=0.001)。【结论】盐酸二甲双胍可以显著地降低 NAFLD大鼠脂肪组

织 TNF-α基因的表达水平 , 能够调节肝脏脂肪代谢和改善肝细胞脂肪变性。
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Tumor Necrosis Factor αGene Expression in Adipose Tissue of Non- alcoholic Fatty
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Abstract:【Objective】To detect and analyze the effect of medical intervention for the rat model of non- alcoholic

fatty liver disease (NAFLD) using the reverse transcription (RT) and real- time quantitative polymerase chain reaction

(Real- time qPCR). 【Methods】 The male Wistar rats were fed with high fatty chow for 12 weeks to induce NAFLD.

And then, two groups of these rats were fed with the low fatty chow, and separately intervened by metformin

hydrochloride or controlled by distill water for 4 weeks. Each group consisted of 8 rats. The total RNA of adipose tissue

was extracted and reversely translated into cDNA. The relative level of tumor necrosis factorα (TNF-α) mRNA was

detected in the real- time qPCR. The data difference between two groups was analyzed by t- test. 【Results】 The

relative level of TNF-αmRNA in adipose tissue of intervenient group (0.063±0.006) was decreased than that of control

group (0.126±0.015). Their difference was significant (t=4.662, P=0.001).【Conclusion】Metformin hydrochloride can

significantly decrease the expression level of the TNF-αgene in adipose tissue of NAFLD rats. It can adjust the adipose

metabolism of liver and improve the steatosis in liver cell.

Key words: non- alcohol fatty liver disease; tumor necrosis factor α, intervention; gene expression; metformin

hydrochloride
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体的发病机理尚未完全清楚 , 其中 NAFLD的发病

因素与肥胖最为密切。由于临床上取材的限制 ,动

物模型在探索脂肪肝的发病机制、评价诊断方法、

筛选防治药物等领域均有重要作用 [2], 高脂饲料喂

养是最常用的动物模型诱发 NAFLD方法[3]。二甲双

胍具有降低血糖、血甘油三酯和总胆固醇的功效,

可改善胰岛素敏感性和引起胃肠不适而减少摄食

量, 能够明显改善 NAFLD患者的肝功能和肝组织

学指标[4],在脂肪肝大鼠干预的研究结果表明,该药

具有显著降低血脂、肝脂以及改善肝功能的效果[5]。

应用二甲双胍治疗 NAFLD的临床报道显示, 患者

口服该药物后血清转氨酶下降 [6], 但该药的具体疗

效、治疗机制及其副作用仍有待研究 [4]。TNF-α作

为一种细胞因子,在正常情况下主要是由脂肪组织

产生,其血清水平与机体脂肪含量相关。TNF-α可

促进胰岛素抵抗,影响肝内的糖代谢和引起肝脂变

性,从而促进 NAFLD的形成和发展[4], TNF-α的抑

制品可改善 NAFLD病例的病况 [7] 以及改善实验

动物的胰岛素敏感性、肝细胞脂肪变性和肝炎的

状况[8]。盐酸二甲双胍是临床常用的 2 型糖尿病治

疗药物 , 国内外尚无关于该药影响脂肪组织 TNF-

αmRNA水平的报告。本研究以目前最有效的定

量检测方法———实时定量 PCR 技术检测 Wistar

大鼠脂肪组织的 TNF-αmRNA 水平并以此作为

检验 NAFLD干预效果和药物筛选的一个分子生

物学指标 , 探讨盐酸二甲双胍对 NAFLD大鼠的干

预效果 , 为今后个性化治疗做一种探索性的基础

研究。

1 材料与方法

1.1 动 物

清洁级 Wistar 雄性大鼠购自广州医学院实验

动物中心 (合格证号 :2002A044) , 体质量 180~

230 g, 共 32 只 , 随机分为基础饲料组、高脂饲料

组、对照组和干预组四组 , 每组 8 只。大鼠自由饮

水进食 , 分笼饲养在该中心的清洁级动物室 (合格

证号:2002B025)。饲养室内以 80 W日光灯照明 ,

实行 12 h 光/暗循环 ,设置室温(25±1)℃。除基础饲

料组大鼠外 , 其余各组饲喂高脂饲料 12 周 , 以取

得脂肪肝大鼠模型。

1.2 高脂饲料与药物

高脂饲料按质量由 86.3%基础饲料、5%猪油、

8%蛋黄粉、0.2%胆酸钠 (北京双旋卫生物培养基

制品厂 , 批号 20030617)和 0.5%胆固醇(上海源聚

生物科技有限公司 ,批号 031005)配制而成。干预

药物为盐酸二甲双胍(美迪康 , 深圳市中联制药有

限公司 ,国药准字 H44024853)。

1.3 干预与对照

经 12 周饲养后 ,解剖高脂饲料组和基础饲料

组大鼠 , 并进行肝组织病理切片检查 , 确认高脂饲

料组大鼠均已形成脂肪肝后 , 才将其余两组脂肪

肝大鼠改喂基础饲料 , 参照药品说明书的成人用

药量为 1~2 g/d 折算和预实验效果 , 在自由饮食的

条件下 , 两组大鼠均在每天的上、下午分别进行 1

次灌喂 , 进行为期 4 周的药物干预与对照实验 , 其

中干预组按体质量以 1.2 g/( kg·d) 的药物水溶液

灌胃 ,对照组则以 7 mL/( kg·d)的蒸馏水灌胃。

1.4 组织标本保存

所有动物在最后 1 次饲喂或给药后禁食 15 h

后 , 以 70 g /L水合氯醛腹腔注射 , 大鼠麻醉后取

出肝 , 在肝大叶距边缘约 4 mm处切下小块组织 ,

以 100 mL/L的甲醛溶液固定 , 供病理切片用。剥

离体内最大的脂肪组织块—附睾脂肪组织 , 立即

置- 85℃超低温冰箱保存 ,以提取总 RNA。

1.5 肝组织病理学检查

固定后的肝组织块以石蜡包埋、切片行 HE

染色 ,在 200 倍的光学显微镜下观察和摄影。

1.6 总 RNA 提取

根 据 试 剂 盒 TRIZOL Reagent ( Invitrogen

15596- 026)的使用方法 , 以 300 mg冷藏的脂肪组

织提取总 RNA, 并用试剂盒 Rnase- Free DNase Set

( QIAGEN 79254) 消化总 RNA 样品中所含的

DNA。然后 , 在 20 μL的 RNA溶液中加入 0.6 μL

的500 mmol/L的EDTA溶液 , 在65℃加热5 min, 使

DNA酶Ⅰ失活。所取得的RNA样品保存在- 85℃超

低温冰箱。

1.7 逆转录反应

使用试剂盒 ImProm- IITM Reverse Transcription

System (Promega 179215), 以 Oligo( dT) 15 引物进行

逆转录反应 , 所合成 cDNA并将样品保存在- 20℃

低温冰箱。

1.8 实时定量聚合酶链式反应

根据大鼠的 β- 肌动蛋白 (β- actin)和 TNF-α

的 mRNA序列 , 合成看家基因和目标基因的引物

(上海博亚生物技术有限公司)。看家基因 β- actin
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的引物对序列为 5′- attgtgatggactccggaga- 3′和 5′-

ctcggtcaggatcttcatga- 3′, 扩增的 DNA 片段长度为

132 bp。目标基因 TNF-α的引物对序列为 5′-

tgccgtgtggtaatctacct - 3′和 5′- cacattgagctgcacgtact -

3′,扩增的 DNA片段长度为 135 bp。

实时定量 PCR 使用试剂盒 QuantiTectTM SYBR

Green PCR (QIAGEN 204143), 20 μL的 PCR 反应

混合液中含有 : 10 μL 的 2×Quantiect SYBR Green

PCR Master Mix、7 μL 的 RNase Free Water、2 μL

的 3μmmol/L引物对混合液和 1 μL的 cDNA( 100

ng)。 在 荧 光 定 量 PCR 仪 (MJ Research, DNA

Engine Opticon TM 2 System) 进行实时定量 PCR, 反

应条件设定 :预热变性 , 95℃, 15 min;变性 , 94 ℃,

15 s; 退火 , 51 ℃, 30 s; 延伸 , 72 ℃, 30 s; 读板 , 检

测荧光值。重复由变性到读板步骤 44 次 , 共进行

45 个循环的扩增。在完成 45 个循环的扩增反应

后 ,以 0.2℃/s 的间隔从 65℃至 90℃读板,获得溶

解曲线。在同一实时定量 PCR 中 , 所有样品都是

复管检测。

采用内参照样品的 β- actin cDNA的 PCR 产物

(模板浓度 0.0001~10 ng/reaction)进行共 6 个点的

10 倍稀释梯度系列的扩增 [9], 起始模板浓度的对

数与对应的 PCR 产物的阈值循环 ( Threshold

cycle, CT)数值构成标准曲线图。

1.9 数据和统计分析

样品的荧光量的数据和扩增曲线图由荧光定量

PCR 仪的支持软件 Opticon MONITORTM Analysis

software version 2.02(MJ Research)实时产生。以阈值

循环比较定量法[Comparative CT (ΔCT) quantification

method][9-11]进行目标基因表达量分析,各样品目标基

因的相对表达水平通过其参考基因进行 mRNA的

定量校准。采用成对双样本平均值分析的 t-检验方

法, 比较基础饲料组与高脂饲料组之间以及干预组

与对照组之间目标基因相对表达量的差异, 当 P<

0.05时,可认为具有统计学差异。

2 结 果

2.1 肝组织的病理改变

经 12 周高脂饲料喂养的大鼠肝脏组织每单

位面积 1/3 以上的肝细胞内出现明显脂滴 , 为大

泡和小泡相伴的混合性肝细胞脂肪变性(图 1A) ,

经 4 周的盐酸二甲双胍水溶液干预后 , 肝细胞内

的脂变大泡基本消失(图 1B)。对照组的脂变大泡

趋于减少 ,但改善状况不及干预组明显。

2.2 标准曲线和线性范围

参考基因 β- actin 定量标准曲线 (图 2)的相

关系数 (correlation coefficient, r) 表明内参照样品

DNA的对数浓度与阈值循环数间具有极强的线性

关系 , r2=1.000。

2.3 PCR 产物的确定

β- actin 和 TNF-α的溶解曲线均表明它们的

溶点分别在 84.4℃和 83.0℃, 参考基因和目标基

因的 PCR 产物均呈单一的峰 , 峰形状都较尖锐

(图 3) , 表明实验中未出现污染、引物二聚体和假

阳性的现象 , 经电泳后观察 , 证实所有的 PCR 产

物都是目的条带。

2.4 脂肪组织的 TNF-αmRNA 水平的变化

实时定量 PCR 结果和配对 t-检验显示 , 经过

12 周高脂饲料的喂养 , NAFLD 大鼠脂肪组织的

TNF–αmRNA相对表达量平均值 ( 3.637±0.736)

比基础饲料组大鼠的平均值(3.917±0.822)稍有下

图 1 非酒精性脂肪肝大鼠的肝组织切片

Fig.1 Slides of liver tissue of NAFLD rat

A. Before intervention; B. After intervention

图 2 参考基因 β- actin 的标准曲线

Fig.2 Standard curve of reference geneβ- actin

A B
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降 ,配对 t 检验结果显示差异不显著。NAFLD大鼠

经过 4 周的盐酸二甲双胍干预之后 , TNF–α

mRNA 的相对表达量平均值(0.063±0.006)比蒸馏

水对照组大鼠的平均值(0.126±0.015)下降 , 配对 t

检验表明差异显著( t=4.662, P=0.001)。

3 讨 论

近几年来 , 国内外对于临床和动物模型的

NAFLD 发病途径及其干预药物的研究渐趋于在

遗传缺陷和基因表达差异等方面进行。NAFLD作

为一种遗传-环境-代谢应激相关性疾病, 与遗传

因素、肥胖、环境因素、氧应激、脂质代谢异常、脂

质氧化障碍、胰岛素抵抗和免疫反应损害等密切

相关 , 这对于研究具体的发病机理有着极大的难

度。在 NAFLD病例 ,脂肪组织 TNF-αmRNA水平

的增加可以抑制其脂酶的活性 , 显著地影响到血

清中甘油三酯浓度上升 , 而血清 TNF-α的增加可

抑制胰岛素受体的酪氨酸激酶活性 , 造成胰岛素

抵抗的增加和引发炎症 , 脂酶活性的抑制和胰岛

素抵抗导致的肝脂积累可能是 NAFLD 发病的关

键环节 [12,13]。病例或 ob/ob 小鼠实验报道 , NAFLD

肝组织 TNF-αmRNA 水平有所增加 [4], 影响肝内

糖、脂代谢并促进 NAFLD的形成和发展。

在本研究中 , 经 12 周的高脂饲料喂养 , 实验

大鼠肝组织病理切片显示肝细胞出现大、小泡混

合性的脂肪变性 , 高脂饲料组 NAFLD大鼠脂肪组

织的 TNF-αmRNA 相对表达量比基础饲料组的

正常大鼠稍有下降而无显著差异。这提示 ,以高脂

饲料喂养实验大鼠 , 在短期内诱发 NAFLD的过程

并非是由于同时的脂酶活性抑制和胰岛素抵抗等

因素所致 , 而是过量摄入的食物脂类超过了动物

本身脂酶的消化能力 , 导致脂类在肝细胞内积聚

和引起病变 , 高脂饲料组 NAFLD 大鼠脂肪组织

TNF-αmRNA相对水平稍有下调 , 可能是在短期

内该组织在基因转录水平上对机体高脂状况和

TNF-α含量增加的反馈性调节。本项实验结果显

示 , 以高脂饲料对正常大鼠诱发 NAFLD的机理及

病程发展与过量摄食高脂、高营养和高能量食物

所致的 NAFLD病例相似。然而 ,在 NAFLD的实际

病例中 , 往往致病原因复杂且发病进展经历较长

的时程 , 采用不同方法建立 NAFLD动物模型 , 以

分别研究各种诱因致病的机理和干预效果以及应

用于临床个性化治疗显得尤为必要。

NAFLD大鼠被改喂基础饲料及经过 4 周的干

预和对照实验之后 , 干预组大鼠肝细胞的大泡性

脂变现象基本消失 , 对照组大鼠肝细胞的脂变程

度也有所改善 , 脂变大泡减少或趋于消退。这表

明 , 经过一段时间的食物结构调整之后 , 短期内过

度摄入高脂、高营养食物所致的 NAFLD病症可以

逆转。干预组和对照组大鼠在 NAFLD的逆转过程

中 , 脂肪组织 TNF-α基因的低水平转录有利于增

加脂酶活性、改善肝细胞脂肪变性和促进肝脂的

消减 , 其脂肪组织的 TNF-αmRNA相对水平均下

降并低于基础饲料组的正常大鼠 , 这种现象可能

是对于机体仍然存在高含量 TNF-α的适应性调

整。

本项研究结果显示 , 经盐酸二甲双胍干预 4

周之后 , NAFLD大鼠脂肪组织的 TNF–α基因的

相对表达量比对照组显著下降。这表明 ,盐酸二甲

双胍可降低脂肪组织 TNF-α基因的表达水平 , 以

增加脂酶的活性和提高胰岛素敏感性 , 在调节肝

脏的脂肪代谢功能和改善肝细胞脂肪变性等方面

具有临床效果 , 这对于使用该药治疗 NAFLD, 尤

其是伴有胰岛素抵抗和发炎症状的病例应是一种

可行的考虑。
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