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通过研究肝细胞凋亡及死亡受体信号转导通路在大鼠非酒精性脂肪性肝病"

Q=34R

$形成中的作用!探讨

Q=34R

的发病机制%方法
!

将
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只雄性
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大鼠随机分为对照组和高脂饲料"
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周$组#
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染色观察肝组织光镜下的病

理改变#电镜观察肝细胞超微结构变化#流式细胞仪检测肝细胞凋亡百分数#免疫组化法检测
3F5

&

3F54

在肝组织中的蛋白表达#

实时荧光定量
"%2

法检测半胱天冬酶
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%F5
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F5B#/
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J2Q=

表达%结果
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染色结果显示!对照组大鼠肝脏无异常发现!高脂

组大鼠肝脏
-

周出现脂肪变!

/

周出现轻度脂肪肝!

&)

周出现中&重度脂肪肝#电镜下观察高脂组大鼠肝细胞线粒体肿胀!嵴变短&

减少甚至消失!粗面内质网减少!核型欠规则#流式细胞仪检测显示!与对照组比较!高脂组大鼠肝细胞凋亡百分数增加!随造模时

间延长凋亡率增加更明显#免疫组化染色显示随着肝脏脂肪变加重!
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3F54

蛋白染色加深!阳性细胞数增加#实时荧光定量
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法显示
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F5B#/J2Q=

表达量在高脂组中显著高于对照组!且随肝脏脂肪变及炎症加重呈进行性上升%结论
!
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大鼠模型中!肝细胞凋亡促进
Q=34R

大鼠病情进展#肝细胞凋亡以及
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F5B#/J2Q=

相关调控蛋白的活化是引起

Q=34R

脂肪变性&炎症及纤维化的重要因素%

关键词"脂肪肝#细胞凋亡#半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶#
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随着生活水平的提高*饮食结构的改变#非酒精性脂肪性

肝病$
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Q=34R

&的发病率呈上

升趋势)近年研究发现#肝细胞凋亡在
Q=34R

的发生*进展

中扮演了至关重要的角色'

&#)

(

%肝细胞凋亡途径和相关调控机

制包括死亡受体信号传导通路等'

+

(

)本 研 究 通 过 观 察

Q=34R

大鼠形成中肝细胞凋亡百分率*形态和功能的变化#

以及
3F5

*

3F54

*半胱天冬酶
#/
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%F5
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F5B#/

&激活在肝细胞凋亡

中的作用#从而探讨肝细胞凋亡与
Q=34R

的关系#以及死亡

受体信号传导通路在肝细胞凋亡中的意义)
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公司#链酶菌抗生物素蛋白
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抗氧化酶
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&免疫组化染色试剂盒购自博士德公司#荧光定量
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试

剂盒购自
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公司)
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方法
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动物模型的建立和分组
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将健康成年雄性
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大鼠
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基金项目"泸州医学院基金资助项目$
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只$体质量
&/.

$

)).

M

&随机分为两组#对照组
&'

只#高脂饮食

组
&'

只$予以基础饲料
//7

#猪油
&.7

#胆固醇
)7

&)实验动

物自由饮水进食#将对照组和高脂饮食组大鼠各
'

只分别于

-

*

/

*

&)

周后处死#迅速取出肝组织#制备单细胞悬液#部分固

定备电镜*光镜观察或于
W6.S

低温冰箱保存)
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肝组织病理学变化的光镜观察
!

将取出的新鲜肝组

织用
-7

多聚甲醛固定*石蜡包埋*

]0

染色#光镜下观察肝脏

形态学变化)
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肝组织病理学变化的电镜观察
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取
&JJZ&JJZ&

JJ

的肝组织块用戊二醛*锇酸固定#丙酮脱水#包埋液加环氧

丙烷包埋#固化#切片#枸橼酸铅双染色后放入电镜内观察

照相)
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流式细胞仪$

3%!

&检测肝细胞凋亡
!

取实验大鼠新

鲜肝脏组织约
&

M

#于预冷的
"Y1

中立即剪碎#多次
"Y1

悬浮*

洗涤#

-..

目滤网过滤#得到悬浮肝细胞#加入红细胞裂解液冰

上裂解
&.J:<

#

"Y1

重悬肝细胞%每
&..

#
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细胞悬液加入
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#

4=<<BL:<#3X*%

冰上放置避光
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#再加入
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#
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避

光反应
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#用
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检测)
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免疫组化检测
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蛋白的表达
!

按照
1"

免疫

组化染色试剂盒及
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显色试剂盒说明书进行免疫组化检

测)
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为跨膜蛋白#细胞膜或细胞质呈明显棕色反应

者为阳性细胞)用
XJF
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E?5

软件进行扫描#作积分光密

度$

X_R

&值半定量分析)
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实时荧光定量
"%2

检测
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F5B#/J2Q=

表达
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按

*2Xb_4

试剂说明书提取肝组织中的总
2Q=

#测定
2Q=

的浓

度及纯度)取总
2Q=)

#
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#按一步法
"%2

试剂盒说明书进行

逆转录及
"%2

扩增)
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基因上游引物序列为!
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)内参
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上游引物序列为!

'\#*U=%=*%==U==UU*UU*U=#+\

#

下游引物序列为!
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阳性结果为
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#反应条件为!
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体系
+6S

逆转录
&A

#
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预变性
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#

$-S

变性
).5

#
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退火
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#

6)S

延伸
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个循环%最后
6)S

充分延伸
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统计学处理
!

应用
1"11&+,.

统计软件对计量数据进行

方差分析#所有数据以
F @̂

表示#以
!

%

.,.'

为差异有统计

学意义)

A

!

结
!!

果
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两组大鼠肝脏光镜观察
!

对照组大鼠肝组织切片
-

*

/

*

&)

周
]0

染色形态正常)高脂组
-

周时#大鼠肝组织显示广

泛肝细胞疏松*水肿*气球样变性#散在肝细胞脂肪变#内见小

泡形脂肪滴#但肝小叶形态完整%

/

周时#大鼠肝细胞脂肪变明

显#多为大泡性脂肪变#肝小叶结构紊乱%

&)

周时#大鼠肝细胞

弥漫性脂肪变#小叶内炎症细胞浸润#呈点状和小灶性分布#部

分融合成片#汇管区炎症较重#符合中*重度脂肪肝标准#见插

%

图
&

)

A,A

!

各组大鼠肝脏透射电镜观察
!

高脂组大鼠肝细胞胞质疏

松*水肿#大量类圆形脂滴沉积#糖原少见#核型欠规则#溶酶体

增多%线粒体膜模糊*结构不清晰#嵴变短*变少#粗面内质网减

少#且随着造模时间延长#肝细胞超微结构改变越明显)对照

组肝细胞无明显改变#见图
)
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A,B
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高脂饮食对大鼠肝细胞凋亡百分数的影响
!

高脂组
-

*

/

*

&)

周大鼠与对照组相同时相点比较肝细胞凋亡百分数明显

增加$

!

%

.,.'

&%高脂组
/

周与
-

周*高脂组
&)

周与
/

周相比

肝细胞凋亡百分数显著增加$

!

%

.,.'

&%而对照组各时间点之

间差异无统计学意义$

!

$
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&#见表
&

)

图
)

!!

各组大鼠肝脏透射电镜%
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表
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各组大鼠肝细胞凋亡百分数%

F @̂

&

组别
& -

周
/

周
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周

对照组
' -,)̂ .,) -,&̂ .,+ -,-̂ .,-

高脂组
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&&,(̂ &,&
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&',-̂ &,/
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!
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#与对照组比较%

!

!

!

%
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#与高脂组
-

周比较%

)

!

!

%

.,.'

#与高脂组
/

周比较)
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两组大鼠肝组织
3F5

*

3F54

蛋白表达
!

对照组各时相点

之间比较差异无统计学意义#各高脂组与对照组相同时相点比

较差异有统计学意义$

!

%

.,.'

&#见表
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)随造模时间延长#高

脂组肝组织
3F5

及
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含量逐步升高#高脂组
/

周与
-

周比

较阳性细胞数增多*染色加深%高脂组
&)

周时#脂肪变肝细胞

弥漫阳性染色#见插
-

图
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表
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蛋白在各组大鼠肝组织中的
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表达%
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!

%

.,.'

#与对照组比较%

!

!

!

%

.,.'

#与高脂组
-

周比较 %

)

!

!

%

.,.'

#与高脂组
/

周比较)

表
+

!!

%F5

I

F5B#/J2Q=

%

)

W

##

%>

&在各组大鼠肝

!!!

组织中的表达%

F @̂

&

组别
& -

周
/

周
&)

周

对照组
' &,&.̂ .,+( &,/6̂ .,'( &,$)̂ .,('

高脂组
' ',-(̂ .,$+

"

/,&'̂ &,-/

"!

&6,-+̂ &,$6

")

!!

"

!

!

%

.,.'

#与对照组比较%

!

!

!

%

.,.'

#与高脂组
-

周比较%

)

!

!

%

.,.'

#与高脂组
/

周比较)

A,F

!

各组大鼠肝组织
%F5

I

F5B#/J2Q=

相对表达量
!

高脂组

各时相点
%F5

I

F5B#/J2Q=

相对表达量均显著高于对照组

$

!

%

.,.'

&#高脂组中
%F5

I

F5B#/J2Q=

相对表达量随脂肪肝

程度的加重呈进行性上升#其中以
/

*

&)

周最为明显#高脂组各

-+(
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时相点之间比较差异有统计学意义$

!

%

.,.'

&#见表
+

)

B

!

讨
!!

论

Q=34R

是指除外酒精和其他明确的损肝因素所致的以

弥漫性肝细胞大泡性脂肪变为主要特征的临床病理综合征)

近年
Q=34R

的发病率明显上升#但其发病机制尚未明确)既

往研究主要集中在脂质代谢异常*氧应激及脂质过氧化损伤*

遗传因素的作用*胰岛素抵抗等方面'

-#(

(

)

肝细胞的凋亡是多种肝脏疾病的共同机制之一#它在

Q=34R

中的作用以往并未成为主要的研究方向)但近年来

研究证实#肝细胞凋亡参与了
Q=34R

的发生'

6

(

)

=D:BE

等'

)

(

检测到肝细胞凋亡的多少与脂肪肝的严重程度密切相关)国

内范建高等'

/

(的研究也发现在
Q=34R

中#肝脏脂肪变越重*

炎症反应越重#肝细胞的凋亡也越多)本实验采用流式细胞仪

结合肝细胞超微结构形态改变的观察#结果显示在
Q=34R

动

物模型中#随着造模时间的延长#肝细胞凋亡率呈增加趋势#进

一步说明肝细胞凋亡在大鼠
Q=34R

发病机制中占有重要地

位#且肝脏脂肪变和炎症越重#肝细胞凋亡率越高)

肝细胞凋亡途径和相关调控机制包括死亡受体信号传导

通路*线粒体信号通路和内质网途径等'

+

(

)死亡受体信号传导

通路中的
3F5

#在细胞凋亡中具有信号传导作用'

$

(

)

3F54

是

3F5

在体内的天然配体#可传递死亡信号给
3F5

#从而诱导细胞

凋亡'

&.

(

)

%F5

I

F5B#/

为
3F5

与
3F54

下游的效应分子#是死亡

受体$

3F5

*

R2-

*

R2'

&介导的细胞凋亡途径中的核心成分#即

关键的启动子'

&&

(

)

3F5

与配体
3F54

结合后#

3F5

相关蛋白

$

3F5#F559C:F>B88BF>A89JF:<

I

D9>B:<

#

3=RR

&激活无活性的

%F5

I

F5B#/

蛋白酶原#通过自我催化生成活性形式的
%F5

I

F5B#/

蛋白酶#后者再作用于
%F5

I

F5B#+

*

(

*

6

等#使他们发生逐级活

化'

&)

(

)有研究表明#

%F5

I

F5B#/

几乎能激活凋亡所有级联反应

下游的
%F5

I

F5B

而诱发凋亡'

&+#&-

(

)本实验结果显示#高脂组大

鼠
-

周即出现肝组织
3F5

*

3F54

及
%F5

I

F5B#/

表达上调#随造模

时间延长#

3F5

*

3F54

*

%F5

I

F5B#/

的表达均明显增强#肝脏脂肪

变*肝细胞损伤呈进行性加重%于造模
/

*

&)

周时形成中*重度

脂肪肝*肝细胞灶状坏死*炎性细胞浸润#表明肝脏病变的发

生*发展与
3F5

*

3F54

及
%F5

I

F5B#/

的表达上调有关)其可能

的机制为!高脂饮食致肝细胞脂肪变#沉积的脂质产生过氧化

产物#诱发氧化应激反应#产生大量的活性氧$

2_1

&#

2_1

的

产生可激活
3F5

"

3F54

系统#进一步导致
3F5

致死区结构蛋白

募聚下游
%F5

I

F5B

家族成员#形成蛋白酶促级联反应#导致细

胞结构的破坏#引起
RQ=

断裂#染色体浓缩#引起细胞凋亡)

凋亡的肝细胞可使炎症细胞聚集*库普弗细胞吞噬凋亡小体而

活化#释放大量细胞因子#进一步活化肝星状细胞#促进肝纤维

化发生'

&'

(

)

综上所述#本实验从肝细胞凋亡信号传导的分子途径深入

研究肝细胞凋亡及相关调节因素在
Q=34R

发病机制中的作

用#进一步探明
Q=34R

的发病机制#为开发研制抑制肝细胞

凋亡药物#从而减轻肝脏炎症与纤维化#阻断
Q=34R

进展提

供了理论依据)
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