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Abstract
AIM: To clarify whether protein kinase B (PKB) 
serine phosphorylation pathway is involved 
in the pathogenesis of nonalcoholic fatty liver 
disease (NAFLD) induced by high-fat diets.

METHODS: Sixty male Wistar rats were ran-
domly divided into group A, B and C. The rats 
in group A served as controls, and those in 
group B and C were fed with high-fat diets for 
16 wk. Meanwhile, the rats in group C were also 
treated with rosiglitazone 4 mg per day. At the 
end of 16th wk, all the animals were sacrificed. 
Liver index (liver/body weight ratio), serum ac-

tivities of liver-associated enzymes, blood lipids, 
liver index, fasting blood glucose, fasting plasma 
insulin, liver histology and liver ultrastructure 
were assayed in all the groups. The expression 
of serine phosphorylated PKB was detected by 
immunohistochemistry. The liver histological 
and ultrastructural changes were observed by 
light and electron microscopy.

RESULTS: The liver index, plasma triglycerides 
(TG), homeostasis model assessment of insulin 
resistance (HOMA-IR), serum activities of ala-
nine aminotansferase (ALT), gamma glutamyl 
transferase (GGT) were significantly increased 
in group B than those in the normal controls 
(3.96% ± 0.32% vs 2.31% ± 0.21%, P < 0.01; 2.87 
± 0.3 mmol/L vs 0.56 ± 0.20 mmol/L, P < 0.05; 
15.59 ± 1.7 vs 1.79 ± 1.7, P < 0.05; 1108.5 ± 0.61 
nkat/L vs 231.7 ± 0.23 nkat/L, P < 0.05; 1700.3 
± 0.92 nkat/L vs 158.4 ± 0.63 nkat/L, P < 0.05), 
while the expression of serine phosphorylated 
PKB was markedly lower (34.2% vs 89.06%, P 
< 0.01). Macroscopic and microscopic findings 
demonstrated that lipid accumulation in the 
liver was observed as early as 2 wk after high-fat 
diets used used; a fatty liver phenotype devel-
oped at 12 wk; and severe steatosis, mainly as 
microvesical steatosis, lobular inflammatory, cell 
infiltration and necrosis, occurred at 16 wk. Elec-
tron microscopy showed that the structures of 
cell organelle disappeared, and the ruptured mi-
tochondrial crista or vacuole-like mitochondria 
was observed. However, the histopathological 
and ultrastructural changes were notably allevi-
ated in group C.

CONCLUSION: PKB signaling pathway may be 
involved in the pathogenesis of NAFLD induced 
by high-fat diets.
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■背景资料
非酒精性脂性肝
脏疾病(NAFLD)
是最常见的弥漫
性 肝 脏 病 变 之
一, 15%的患者可
以从单纯的脂肪
肝转变为肝纤维
化、肝 硬 化 ,  甚
至3%的患者可能
进展为肝功能衰
竭 .  流 行 病 学 显
示: 在不同的国家
中NAFLD的发病
率约占20%-34%, 
肥胖人的发病率
高达57%-74%. 无
症状性转氨酶升
高 的 患 者 中 ,  在
排除了其他肝病
后约42%-90%是
由 N A F L D 引 起
的. 在肥胖人群中
发NAFLD病率增
加4-6倍 ,  在我国
有1/3的糖尿患者
患有NAFLD. 在
我国肥胖人群中
2/3以上患有肝脂
肪 变 性 ,  在 发 达
国家NAFLD与2
型糖尿病一样可
发生于任何年龄, 
NAFLD并有不断
增加的趋势, 严重
地威胁着人们的
健康, 有效地控制
NAFLD的发生已
成为全球关注的
热点.



in pathogenesis of nonalcoholic fatty liver disease 
induced by high-fat diets. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
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摘要
目的: 探讨蛋白激酶B丝氨酸磷酸化在高脂诱
导大鼠非乙醇性脂肪肝发病机制中的作用. 

方法: 选Wistar大鼠60只, 随机分为正常对照
组(n  = 20), 高脂组(n  = 20)和高脂+罗格列酮
组(n  = 20). 分别用正常、高脂和高脂+罗格列
酮饲料喂养16 wk, 处死, 观察血脂、胰岛素、

肝功, 肝脏组织学及超微结构的变化, 免疫组
化法检测丝氨酸磷酸化的蛋白激酶B在肝脏
中的表达. 

结果: 高脂组16 wk后, 肝细胞中出现大量的脂
肪滴, 小叶内及汇管区炎性细胞浸润并伴有点
片状坏死. 超微结构示: 细胞器结构消失, 线
粒体嵴断裂或空泡变. 肝指数、甘油三酯、

胰岛素抵抗指数、肝脏谷丙转氨酶(ALT)、γ-
氨基酰胺转肽酶(GGT)(分别为3.96%±0.32%, 
2.87±0.3 mmol/L, 15.59±1.7, 136.7±0.26 
nkat/L和1700.3±0.92 nkat/L)较正常对照组
(2.31%±0.21%, 0.56±0.20 mmol/L, 1.79±
1.7, 125.0±0.14 nkat/L和158.4±0.63 nkat/L)
相比明显增加(P <0.01或P <0.05). 高脂组肝脏
蛋白激酶B蛋白表达量为34.2%, 与正常对照
组的89.06%相比明显减弱(P <0.01).

结论: 高脂可能通过抑制蛋白激酶B的活性的
表达影响胰岛素信号传导而产生胰岛素抵抗
进而参与了非乙醇性脂肪肝的形成.

关键词: 非乙醇性脂肪肝; 蛋白激酶B; 丝氨酸磷酸

化; 高脂饮食; 胰岛素抵抗
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0  引言

非乙醇性脂肪性肝病(NAFLD)是一种多病因引

起的肝细胞内脂质蓄积过多的临床病理综合征. 
NAFLD常与中心性肥胖、高血压、高TG血症

及2型糖尿病相伴行. 近年来, NAFLD已被认为

是代谢综合征的肝脏表现[1]. 最近的几个临床研

究[2-4]亦发现, 几乎所有的NAFLD患者都既存在

外周胰岛素抵抗, 又存在肝脏胰岛素抵抗, 并认

为胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)所导致的脂
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质在肝脏中蓄积是NAFLD发病的基础. 
有关I R所导致的脂质在肝脏中蓄积的发

病机制并不完全清楚, 众所周知, 在肝脏中, 胰
岛素通过肝细胞表面受体及细胞内的调节, 如
PI3/PKB(磷酸肌醇激酶3激酶/蛋白激酶B)即控

制脂代谢又控制糖代谢, 胰岛素信号传导通路

PI3/PKB途径发生障碍是导致IR的主要机制[5], 
基于此, 我们试图通过分析胰岛素传导通路中

的关键酶-蛋白激酶B (PKB)的表达情况与肝脏

组织学和超微结构的变化的关系探讨脂质在肝

脏中的蓄积的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 用♂Wistar大鼠60只, 体质量160-180 g, 
购自哈医大学第一临床医学院实验动物中心, 
合格证号: 黑动字第P00102008号. 正常普通饲

料由本实验中心提供, 其组成中小麦面占10%, 
麸子占30%, 玉米面占30%, 豆饼占20%, 鱼粉

占5%, 骨粉占2%, 酵母占2%, 氯化钠占1%. 高
脂饲料为在普通饲料中添加10%猪油, 2%胆固

醇, 0.2%甲基硫氧嘧啶, 0.5%胆盐. 人胰岛素试

剂盒批号(Tarrytown, NY 10591-5079 USA), 购
自拜耳公司, PKBSer473兔抗鼠PKB多克隆抗

体和羊抗兔IgG/HRP (SA1022, 二抗)均购自

SentaCruzBiotechInc. (Calif. USA). 胆固醇购自

Sigma公司.
1.2 方法 所有大鼠适应性喂养3 d后, 随机分为2
组, 正常对照组(Con, n  = 20)给予普通饮食喂养; 
高脂组和高脂组+罗格列酮(n = 20)分别给予含

20%脂肪的高脂食料和高脂组每日加用罗格列

酮4 mg/(kg·d)喂养16 wk, 高脂组病理证实造模

成功. 肝指数: 肝湿质量/体质量×100%. 生化指

标检测: 大鼠0 wk左眼底静脉丛采血1 mL; 第
16周时禁食12 h后戊巴比妥钠(60 mg/kg, ip)麻
醉, 开胸心脏采血4 mL, 开腹取肝脏. 测肝功、

三酯酰甘油(TG), 胆固醇(TC)和胰岛素(FINS). 
所取肝脏置于40 g/L的多聚甲醛溶液中. 胰岛

素的测定和胰岛素抵抗指数的计算: 胰岛素的

测定采用化学发光法: 胰岛素抵抗指数(HOMA-
IR)和胰岛素敏感指数(ISI)的判定: HOMA-IR = 
(FBG×FINS)/22.5, ISI = 1/FBS×FINS, 取大鼠

肝脏后, 去除包膜, 长轴方向对切, 用10 g/L的中

性甲醛固定后, 石蜡包埋切片, 切片厚度1 mm, 
作常规H E染色 .  使用日本电子公司生产的

JEM-1220型透射电镜. 肝脏石蜡切片免疫组化

染色程序: 石蜡切片常规脱蜡至水, 行30 mL/L 
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■研发前沿
目 前 研 究 显 示
NAFLD的发生与
胰岛素抵抗有关, 
基于此, 本研究试
图以胰岛素传导
通路的关键酶-磷
酸肌醇激酶3激酶
/蛋白激酶B(PKB)
为线索, 观察使用
胰岛素增敏剂前
后PKB活性和在
肝脏中的表达情
况与肝脏组织学
和超微结构的变
化关系, 探讨脂质
在肝脏中的蓄积
的机制并寻找出
治疗NAFLD的有
效方法.
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H2O2去除内源性过氧化物酶, 进行热修复和BSA
封闭. 滴加一抗(1∶800)和二抗[生物素化山羊

抗兔(鼠)血清], 再滴加试剂SABC. 用苏木素复

染1 min, 自来水冲洗返蓝5 min. 切片经过梯度

酒精脱水干燥, 二甲苯透明5 min, 中性树胶封

片. 免疫组化染色判定结果: 胞膜/胞质内呈明显

棕黄色颗粒的细胞为阳性细胞.
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 采

用SPSS 12分析软件, 组间差异用单因素方差

分析.

2  结果

2.1 肝指数、肝功和生化指标 正常对照组和高

脂组分别为2.31%±0.21%和3.96%±0.32%, 差
异显著(P <0.01). 罗格列酮组为2.98%±0.26%
与高脂组相比差异显著(P <0.05)(表1). 高脂组: 
ALT和GGT分别为1108.5±0.61 nkat/L和1700.3
±0.92 nkat/L与正常组的231.7±0.23 nkat/L和
158.4±0.63 nkat/L相比差异显著(P <0.05), 其中

ALT增加5倍, GGT增加10倍, 而AST两组值分别

为136.7±0.26 nkat/L和125.0±0.14 nkat/L, 两组

无显著差异(P >0.05, 表1). 高脂组: TG和TC分别

为2.87±0.3 mmol/L和2.68±0.26 mmol/L与正常

对照组的0.56±0.20 mmol/L和1.42±0.15 mmol/
L相比显著差异(P <0.05), 且其中TG增加5-6倍, 
TC增加1倍. 罗格列酮组TG明显降低(P <0.05), 
胰岛素抵抗指数(HOMA IR): 高脂组15.59±1.7
与正常对照组的1.79±1.7明显升高(P <0.05), 

罗格列酮组4.55±1.9与高脂组相比明显降低

(P <0.05, 表2).
2.2 肝脏的病理变化 正常对照组大鼠肝色鲜红, 
边缘锐利, 质韧; 高脂组大鼠肝外观呈奶油黄或

红黄相间, 体积明显增大, 边缘变钝, 质地变软, 
切面略带油腻感. 正常对照组大鼠肝小叶清晰, 
肝细胞索排列整齐, 偶见小泡性脂肪滴空泡; 高
脂组: 肝小叶中心带肝细胞中出现大小不等的

脂肪滴, 以大泡性脂肪滴为主, 部分肝细胞核则

被脂肪滴挤压而明显偏位, 小叶内及汇管区局

灶性炎性细胞浸润, 并伴有一定程度的点片状

坏死. 罗格列酮组: 病理改变较高脂组明显减轻. 
2.3 肝脏的超微结构变化 正常对照组肝细胞胞

质内细胞器结构完好, 线粒体、粗面内质网和

游离核蛋白体丰富发达, 未见脂肪颗粒, 狄氏间

隙内肝细胞的微绒毛完整(图1A); 高脂组肝细胞

胞质内充满大量的脂肪颗粒, 细胞器结构消失, 
被大量的脂滴所充填(图1B); 罗格列酮组: 胞质

内脂肪颗粒减少, 线粒体和粗面内质网细胞器

结构完整(图1C). 
2.4 肝脏PKB的表达水平 正常对照组肝细胞索

和肝血窦清晰, 肝脏细胞的表达出现较强阳性

信号, 以胞质为主, 阳性细胞率89.06%(图2A), 高
脂组表达减弱, 阳性细胞率为34.2%(图2B), 罗格

列酮组为66.21%(图2C).

3  讨论

IR是导致脂质在肝脏中蓄积的基础[6], 但其确

     

表  1  高血脂喂养16  wk大鼠生化指标的变化

                          三酰甘油             胆固醇           空腹血糖                ALT                       AST                        GGT

                           (mmol/L)            (mmol/L)          (mmol/L)              (nkat/L)                (nkat/L)                  (nkat/L)

正常对照       0.56±0.20       1.42±0.15       4.1±0.2       231.7±0.23       125.0±0.14       158.4±0.63

高脂              2.87±0.3b        2.68±0.26b    10.2±0.9b    1108.5±0.61b     136.7±0.26      1700.3±0.92b

罗格列酮       1.92±0.2a        1.98±0.2         8.2±0.41a    393.4±0.47a     151.7±0.32          63.3±0.81a

aP<0.05 vs  高脂; bP<0.01 vs  正常对照.

分组

     

表  2  高血脂对大鼠FISN, IRI, ISI影响 (n  = 20, mean±SD) 

分组                                   肝指数(%)             胰岛素FINS    胰岛素抵抗指数IRI     胰岛素敏感指数ISI

正常对照                       2.31±0.21              9.8±5            1.79±1.7                  0.06±0.2      

高脂                              3.96±0.32b           34.3±6          15.59±1.7b               0.002±0.4b     

高脂+罗格列酮             2.98±0.26            13.5±5             4.55±1.9ab               0.01±0.4ab     

aP<0.05 vs  正常对照; bP<0.01 vs  高脂.

■相关报道
目前研究尚发现
胰岛素抵抗患者
的脂肪、肝脏和
肌肉组织对胰岛
素的反应减退, 从
而降低了脂肪和
肌肉对葡萄糖的
摄 取 ,  增 加 肝 脏
的葡萄糖释放并
且增加脂肪组织
游离脂肪酸的释
放. 游离脂肪酸水
平的升高会进一
步加重肝脏和肌
肉的胰岛素抵抗. 
Sanyal et al在研究
胰岛素抵抗时观
察到血清游离脂
肪酸(FFA)上升伴
有胰岛素抵抗和
NAFLD出现 ,  另
组研究发现胰岛
素抵抗的严重程
度与脂肪沉积部
位有关, 即以躯干
内脏性肥胖最为
重要.
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切的机制尚不清楚. 我们通过建立高脂血症胰

岛素抵抗Wistar大鼠脂肪肝模型, 旨在探讨胰岛

素信号传导通路在非酒精性脂肪肝发病机制中

的作用, 进一步确定胰岛素抵抗在NAFLD发病

机制的意义和地位. 持续高脂喂养Wistar大鼠

16 wk, 大鼠肝脏从大体解剖、组织学至肝脏的

超微结构均有明显改变, 同时胰岛素抵抗指数

与肝脏脂肪含量及肝脏组织损害程度呈一致性, 
我们研究发现随着大鼠食物脂肪含量的增加, 
肝脏GGT, ALT, IRI数值也随之增高, 与正常对

照组相比差异显著P <0.05, 且IRI与肝脏脂肪的

含量呈正比, 而罗格列酮组随着胰岛素敏感性

的改善, 肝细胞脂肪堆积量也明显减轻, 肝脏的

酶学和组织结构也趋于正常, 此结果表明体内

胰岛素抵抗程度和肝脏中脂肪沉积量与肝细胞

的损伤相一致, 进一步证实IR是引起脂质在肝

细胞中沉积的原因, 还发现高脂组肝脏酶学升

高以GGT, ALT为主, 且以GGT表现更为显著, 故
推测以GGT升高为主的肝脏酶学改变为非酒精

性脂肪肝酶学升高的一大特点. 
磷脂酰肌醇3-激酶(phopha t idy l inos i to l 

3-kinase, PI3-K)途径是胰岛素作用的主要信号

转导途径之一, 而作为PI3-K下游激酶的PKB/
AKT是这一途径中重要的丝氨酸/苏氨酸激酶, 
PKB表达量的改变是导致IR的主要机制之一[7]. 
目前有关高脂诱导IR的分子机制尚不清楚. 本
研究免疫组化结果发现磷酸化的PKB在正常肝

脏的表达近乎达95%以上, 个别片子全表达, 而
高脂组表达量只有34%较正常对照组减弱50%
以上, 同时高脂组血脂的变化以TG升高为主, 同
时肝脏内有大量的脂肪沉积, 于是我们推测血

中大量的甘油三脂可能在脂肪、肌肉和肝脏细

胞中的沉积使PKB丝氨酸磷酸化受抑制, 从而

削弱了细胞内胰岛素信号蛋白PKB丝氨酸磷酸

化进一步使胰岛素传递受损, 从而抑制糖的转

运活动而诱导IR. 反之, 具有IR的个体, 体内增

高的胰岛素水平作用于脂肪细胞促进其对脂肪

的分解, 形成的大量游离脂肪酸(free fatty acids, 
FFA)通过门脉系统送至肝细胞中并合成脂肪酸, 
又加重了FFA在肝脏的沉积. 升高FFA除直接的

图  1  各组肝细胞透射电镜观察
结果. A: 正常肝细胞, 肝细胞胞质

内细胞器结构完好, 线粒体、粗面

内质网和游离核蛋白体丰富发达, 

未见脂肪颗粒, 狄氏间隙内肝细胞

的微绒毛完整; B: 高脂组肝细胞, 

肝细胞胞质内充满大量的脂肪颗

粒, 细胞器结构消失, 被大量的脂

滴所充填; C: 高脂+罗格列酮组, 

胞质内脂肪颗粒减少, 线粒体和粗

面内质网细胞器结构完整.

A B C

A

B

C

图  2  各组肝免疫组化结果. A: 正常组, 可见约40%肝细胞

胞质内有棕色颗粒沉着, 为肝细胞的阳性表达, 大多在中央

静脉附近; B: 高脂组, 可见细胞间有大量的脂肪滴, 大多远

离中央静脉, 大部分细胞肿胀, 肝细胞内未见明显棕色颗粒

沉着; C: 高脂+罗格列酮组, 细胞间有的脂肪滴明显减少, 可

见在中央静脉附近, 约20%的肝细胞内有棕色颗粒沉着.

■创新盘点
非乙醇性脂肪肝
发病机制仍不清
楚, 有报道胰岛素
抵抗在NAFLD形
成过程中起了重
要的作用. 但目前
国内外尚未有人
系统地观察以胰
岛素传导通路为
线索, 从肝脏的病
理组织学, 超微结
构对其发病机制
进行探讨. 国内外
尚未有人系统地
观察应用胰岛素
的增敏剂干预后
大鼠肝脏的形态
学、超微结构和
胰岛素传导通路
关键酶活性和蛋
白水平表达量的
变化, 确定治疗脂
肪肝的有效方法.

■应用要点
目前对于NAFLD 
仍无有效地治疗
手段. 对糖尿病、

高脂血症患者, 主
要目标是治疗原
发病, 但效果不理
想. 寻找对脂肪肝
具有潜在治疗作
用的药物, 依然是
亟待研究的重要
课题. 此研究的实
现是为脂肪肝的
治疗开辟一条新
思路.
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细胞毒性外, 可抑制胰岛素受体底物和磷脂酰

肌醇-3激酶信号途径-P13. 严重IR的大鼠表现出

胰岛素介导的IRS-1和PI3-K激酶活性下降[8]. 同
时我们尚推论IR时高胰岛素水平也促使肝脏的

生脂作用进一步加重, 而导致脂肪在肝细胞中

的沉积, 我们的研究与Wilkinson et al [9]有关“高

浓度FFA 可影响胰岛素信号转导途径中的重要

物质包括胰岛素受体底物1 (IRS-1)和蛋白激酶C
等, 从而诱导发生IR的研究”有一致之处. 

我们尚发现高脂喂养后的大鼠在加用罗格

列酮治疗16 wk后, 磷酸化的PKB在肝脏中阳性

细胞的表达数由高脂组的34%增加至66%, 同时

肝脏的酶学、肝脏细胞内脂沉积的量和细胞的

超微结构均明显改善, 进一步证实胰岛素抵抗

可能作为原发病因参与NAFLD的发生和发展. 
且实验中尚发现高脂组与正常对照组及高脂组

与罗格列酮组大鼠血糖增加的均数差与ALT、
GGT的均数差相一致, 推测NAFLD可能是IR发
展为糖尿病的中间阶段. 

至今NAFL的发病机制尚未明确, 我们研究

的PKB丝氨酸磷酸化受抑而致胰岛素传导信号

障碍而引发的胰岛素抵抗是NAFLD的发病的基

础, 提高胰岛素的活性, 可能是改善NAFLD的有

效手段. 
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■同行评价
本 文 对 P K B 在
NAFLD发病机制
中的作用进行研
究, 设计合理, 研
究结果有一定意
义.


