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Abstract
AIM: To explore the relationship between 
hepatic stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD-1) 
expression and adenosine triphosphate (ATP) 
content in nonalcoholic fatty liver caused by fat-
rich diet.

METHODS: A total of 30 Sprague Dawley rats 
were divided into group A and B. The rats in 
group B were fed with fat-rich diet, consisting of 
10% lard oil and 2% cholesterol, while those in 
group A served as controls. The rats were sacri-

ficed at the 8th, 16th, and 24th week, respectively. 
The hepatic histological changes were evaluated 
by microscopy and transmission electron mi-
crocopy. The ATP contents of hepatic cell were 
measured by luminescent-fluorescein method. 
The ratio of hepatic SCD-1 mRNA to β-actin 
mRNA was analyzed by real-time fluorescence 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR)..

RESULTS: The hepatocytes, stained with Hae-
matoxylin & Eosin, in group B were filled with 
fat under microscope and met the diagnostic 
standard of fatty liver at the 8th week. Simple 
fatty liver was observed at the 8th week, and ste-
atohepatitis came into formation from the 16th 
to 24th week. Marked abnormal morphological 
changes, including swelling, rounding, loss of 
cristae, and stacks of intramitochondrial parac-
rystalline inclusion bodies, were observed in the 
hepatocytic mitochondrion in group B. SCD-1 
expression was lower in group B than that 
in group A, and the ratio of SCD-1 mRNA to 
β-actin mRNA was significantly different (8 wk: 
0.39 ± 0.18 vs 0.83 ± 0.28, P < 0.05; 16 wk: 0.44 ± 
0.17 vs 0.81 ± 0.30, P < 0.05; 24 wk: 0.47 ± 0.23 vs 
0.88 ± 0.22, P < 0.01) at the 8th, 16th and 24th week, 
respectively. The contents of ATP were also sig-
nificantly different between group B and A (8 
wk: 2.40 ± 0.54 vs 2.96 ± 0.43, P > 0.05; 16 wk: 2.26 
± 0.55 vs 3.00 ± 0.42, P < 0.05; 24 wk: 1.74 ± 0.45 
vs 2.79 ± 0.40, P < 0.01). There was a positive cor-
relation between SCD-1 expression and hepatic 
ATP content (r = 0.45, P < 0.05).

CONCLUSION: Fat-rich diet may decrease the 
expression of hepatic SCD-1 mRNA, which may 
result in excessive fat deposition and formation 
of nonalcoholic fatty liver. Meanwhile, it may 
increase free saturated fatty acid concentration, 
impair mitochondrial structure and function, 
and decrease the capability of ATP synthesis 
and storage.
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■背景资料
对高脂饮食引起
的脂肪肝动物模
型的研究发现, 非
酒精性脂肪性肝
脏病变大鼠血浆
游离脂肪酸水平
升高, 造成肝细胞
功能障碍和炎症
反应. 同时, 脂肪
沉积的肝脏ATP
储存能力下降, 导
致肝细胞对氧应
激的反应下降, 加
重游离脂肪酸对
肝细胞的损伤. 硬
脂酰CoA去饱和
酶-1(SCD1)是肝
脏 V L D L 合成的
限速酶, 影响肝脏
内脂肪的排出并
与游离脂肪酸的
增 加 有 关 .  研 究
SCD-1和肝ATP含
量之间的关系将
给临床非酒精性
脂肪肝的预防和
治疗提供理论指
导.
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摘要
目的: 研究非酒精性脂肪肝大鼠肝脏SCD-1表
达及ATP含量之间的关系. 

方法: SD大鼠30只分成正常组、高脂组, 在
实验的第8, 16和24周分批处死, 观察肝脏组
织学改变, 荧光素酶-荧光素法测定肝脏ATP
含量, RT-PCR实时荧光分析大鼠肝SCD-1 
mRNA与β-actin mRNA的比值. 

结果: 肝组织HE染色显示高脂组大鼠肝脏内
有弥漫性肝细胞脂肪变性, 8 wk达到脂肪肝诊
断标准. 8 wk表现为单纯性脂肪肝, 16-24 wk
进展为脂肪性肝炎. 电镜下发现实验组与对
照组相比, 肝细胞线粒体肿胀、增大, 部分
内膜嵴粒脱落, 16 wk发现线粒体内有类圆
形结晶样物质沉积. 实验组肝SCD-1 mRNA
表达下降, 8, 16和24 wk的测定值分别为0.39
±0.18 vs  0.83±0.28(P <0.05)、0.44±0.17 vs  
0.81±0.30(P <0.05)和0.47±0.23 vs  0.88±0.22 
(P <0.01); 每克肝匀浆ATP含量(10-8 μmol/L)减
低(2.40±0.54 vs  2.96±0.43, P >0.05, 2.26±
0.55 vs  3.00±0.42, P <0.05和1.74±0.45 vs  2.79
±0.40, P <0.01). 肝SCD-1 mRNA表达与ATP
含量呈正相关(r  = 0.46, P <0.05).

结论: 长期高脂饮食引起肝SCD-1的表达下
调, 促使脂肪在肝内蓄积形成非酒精性脂肪
肝. 同时使肝细胞内饱和游离脂肪酸增加, 线
粒体结构和功能受损, 使ATP的合成和储存下
降, 加重氧化应激对肝细胞的打击和肝脏的炎
症反应.

关键词�� 非酒精性脂肪肝; 硬脂酰CoA去饱和酶-1; 

三磷酸腺苷; 实时荧光RT-PCR 
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0  引言

硬脂酰CoA去饱和酶(stearoyl-CoA desaturase, 

SCD, E.C. 1.14.99.5)是单不饱和脂肪酸(monou-
nsaturated fatty acid, MUFA)生物合成的限速酶,
是瘦素作用目的基因之一, 在脂肪酸代谢及能

量平衡中起重要的调节作用[1]. MUFA从其前体

饱和脂肪酸经NADH依赖的黄素蛋白细胞色素

b5还原酶、细胞色素b5和SCD 3种物质组成的

酶系催化, 无氧氧化而来. SCD催化硬脂酰和软

脂酰CoA形成油酰和棕榈油酰CoA. 生成的油酰

和棕榈油酰CoA是细胞内合成三酰甘油、胆固

醇酯和膜磷脂MUFA的主要来源[2-4]. 油酸是肝

合成三酰甘油和胆固醇酯的必需脂肪酸, 三酰

甘油和胆固醇酯是肝内装配和分泌VLDL的重

要成份. 非酒精性脂肪肝主要是由于中性脂肪

在肝脏中沉积所引起, 而高脂饮食是非酒精性

脂肪肝形成的原因之一. 对高脂饮食引起的脂

肪肝动物模型的研究发现, 非酒精性脂肪性肝

脏病变大鼠血浆游离脂肪酸(free fatty acid, FFA)
水平升高[5], FFA增加诱发脂凋亡, 造成肝细胞

功能障碍和炎症反应. 同时, 脂肪肝是能量过剩

所在肝脏的表现, 对非酒精性脂肪肝患者及动

物实验研究发现, 脂肪沉积的肝脏ATP储存能力

下降[6-7], 导致肝细胞对氧应激的反应下降, 加重

FFA对肝细胞的损伤[8-9]. 本文旨在通过对引起

FFA增加的SCD-1和肝ATP含量之间关系的研

究, 给临床非酒精性脂肪肝的预防和治疗提供

理论指导. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂S D大鼠 ,  购自于中科院上海实

验动物中心斯莱克公司 ,  体质量150  g左右

(140-160 g). 胆固醇纯品, 上海生化试剂商店. 
猪油, 自备. Taq DNA聚合酶、dNTP及逆转录试

剂均为Promega产品. 荧光素酶-荧光素、标准

ATP粉剂和荧光素酶缓冲液均购自中科院上海

植物生理研究所. FG-100型发光光度计、透射

电子显微镜、MJ扩增仪、低温离心机和全自动

酶标仪.
1.2 方法 

1.2.1 非酒精性脂肪肝模型的建立 30只大鼠正

常喂养1 wk后, 随机分成2组, 对照组15只, 高脂

组15只. 对照组以普通饲料喂养, 高脂组以2%胆

固醇、10%猪油和88%标准大鼠饲料构成的高

脂饲料喂养. 于实验开始后第8, 16和24周分别

处死5只对照组和5只高脂组大鼠. 大鼠以0.1 g/kg
体质量氯胺酮予以麻醉, 腹主动脉采血. 称取肝

湿质量后, 迅速从肝右叶固定部位切取1块肝组

■同行评价
本文通过对非酒
精性脂肪肝大鼠
肝脏SCD-1表达
与ATP含量之间
关系的研究, 为临
床非酒精性脂肪
肝的预防和治疗
提供理论指导. 实
验设计合理, 结论
可靠, 具有较高的
理论水平和临床
实用价值.
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织, 以40 g/L的中性甲醛固定后制备成石蜡切片, 
剩余肝组织经标记后投入液氮罐中冷冻保存备

用, 并取2 mm3的肝脏组织投入戊二醛中固定, 
送电镜检查.
1.2.2 RT-PCR 从液氮中取出肝组织, 称取0.1 g, 
放入Eppendorf管中, 加入1 mL TRIzol, 研磨匀

浆. 匀浆中加入0.2 mL氯仿, 剧烈震荡15 s, 室温

孵育5 min. 4℃, 10 000 g , 离心15 min, 将无色水

相移至另一Eppendorf管. 加入0.5 mL异丙醇, 室
温孵育15 min, 再4℃ 10 000 g离心10 min, 弃上

清. 沉淀加入750 mL/L乙醇1 mL, 洗涤沉淀物. 
4℃ 7500 r/min离心5 min, 弃上清. 沉淀用20 μL 
DEPC水溶解. 取1 μL溶解好的RNA溶液, DEPC
水稀释至100 μL, 微量分光光度计检测RNA纯

度和浓度.
按产品说明书操作. 取总RNA 2 μg, 加入

随机引物2 μL, 用无RNA酶去离子水添至总体

积12 μL, 70℃, 5 min. 取出立即置冰中, 快速冷

却. 然后加入10 mmol/L dNTP 0.8 μL, 10×缓

冲液2 μL, 25 mmol/L MgCl2 3 μL, RNA酶抑制

剂0.7 μL和逆转录酶0.5 μL, 37℃, 20 min, 42℃, 
30 min, 最后95℃, 3 min, 4℃, 5 min. 产物cDNA 
-80℃保存备用.

取10×缓冲液2.5 μL, 25 mmo l/L MgCl2 
3 μL, 10 mmol/L dNTP 0.8 μL, cDNA 2 μL, 
25 μmo l/L引物各0.5 μL, Taq DNA聚合酶1 
U, 20×SYBR greenⅠ1.25 μL, 去离子水加至

25 μL. 按95℃, 3 min变性, 然后95℃, 20 s, 56℃, 
30 s和72℃, 30 s, 40个循环. β-actin的引物为: 
5'-AACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3'和
5'-TCATGAGTAGTCTGTCAGGT-3'; SCD-1的
引物为: 5'-TGCTGATGTGCTTCATCCTG-3'和
5'-GGGAAACCAGGATATTCTCC-3'.
1.2.3 ATP测定 所有试剂均用重蒸馏水配制. 测
定时, 模型組和对照组各个时期均取5个标本, 
共30个标本. 腺苷酸提取液(Tris·HCl 20 mmol/L, 
MgSO4 2 mmol/L). 荧光素酶缓冲液: 每支粉剂

用50 mL重蒸水溶解, 内含 50 mmol/L甘氨酰甘

氨酸(pH 7.6)、10 mmol/L MgSO4、1 mmol/L 
EDTA缓冲液. 将ATP配成1×10-10-5×10-5 mmol/L
的6管应用液进行测定, 以相对荧光强度的log
值与ATP浓度的log值绘制标准曲线(图1). 将从

液氮罐中冷冻的肝脏组织0.15-0.35 g加入1 mL
腺苷酸提取液中, 电动匀浆, 再放入沸水中加热

3 min, 消耗并灭活肝脏组织中的ATP酶, 然后以

4000 r/min离心3 min, 取上清液0.4 mL待检测. 

取代检液0.1 mL加入0.1 mL重蒸水稀释, 将混合

液吸入2 mL的比色杯中, 然后从FG-200型发光

光度计的暗室盖的小孔中快速注入0.8 mL荧光

素酶缓冲液, 记录发光曲线的初始峰值, 该峰值

即为标准或检测样品的荧光强度, 测定温度为

25℃, 测定电压0.5 mV, 查标准曲线求得检测标

本的ATP含量.
统计学处理 8, 16及24 wk的对照组与高脂

组对应指标用t检验, SCD-1 mRNA水平与ATP含
量之间的相关性统计用非参数的Spearman相关

分析, 统计软件为SPSS 9.0.

2  结果

2.1 一般情况及肝脏病理 实验过程中未发生大

鼠死亡, 两组大鼠体质量均呈进行性增长. 8, 16两组大鼠体质量均呈进行性增长. 8, 16组大鼠体质量均呈进行性增长. 8, 16
及24 wk高脂组大鼠的体质量、肝脏湿质量和腹

腔内脂肪均显著高于对照组(表1).
肝脏大体观察, 对照组大鼠肝脏形态、质

地、颜色均正常; 高脂组大鼠的肝脏体积增大, 
外形饱满圆钝, 色泽灰黄, 切面油腻, 质地较脆. 
光镜下, 肝组织HE染色显示高脂组大鼠肝脏内

有弥漫性肝细胞脂肪变, 8 wk达到脂肪肝诊断标

准. 16 wk时, 大鼠肝脏内往往数个坏死灶融合成

片, 汇管区炎症较严重. 24 wk高脂组呈中重度脂

肪肝, 肝脏炎症程度较重.
扫描电镜下, 模型组肝脏中看到其内充满

大量脂滴, 肝细胞内线粒体结构异常, 表现为线

粒体增大、肿胀、内嵴粒脱落、减少, 而且随

着造模时间延长, 线粒体损害加重, 部分线粒体

内可以看到类圆形高密度结晶样物质沉积(图
2A-D). 在24 wk电镜下肝脏内发现胶原纤维沉

积(图2E), 肝细胞核被胞质内积聚的大脂滴推质内积聚的大脂滴推内积聚的大脂滴推

挤, 从肝细胞中央区被推到细胞的周边(图2F).
2.2 对照组与高脂组肝脏SCD-1 mRNA水平及

ATP含量比较 SCD-1和β-actin的扩增产物分别

为201 bp和241 bp. 实验组大鼠的肝脏SCD-1 
m R N A水平及AT P含量均较同期的对照组低

图 1 ATP测定标准曲线.
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(表1).
2.3 肝SCD-1 mRNA水平与ATP含量之间的相关

性 SCD-1 mRNA水平与每克肝匀浆ATP含量之每克肝匀浆ATP含量之ATP含量之

间的Spearman相关系数为0.46(P <0.05). 随着喂

养时间的延长, 大鼠肝脏SCD-1的表达与ATP含
量表现为同步下降, 两者之间呈正相关(表1).

3  讨论

最近的研究表明, SCD是脂质代谢和体质量调

节的关键控制点. 在ob /ob小鼠中, SCD-1功能

缺乏可通过增加AMP激活的蛋白激酶(AMP-
activated protein kinase, AMPK)的磷酸化和肉毒

碱棕榈酰转移酶(carnitine palmitoyltransferase 

图 2 各组大鼠肝脏的扫描电镜结果. A: 正常大鼠(×16 800); B: 12 wk实验组(×16 800); C: 16 wk实验组(×9600); D: 24 wk

实验组(×7600); E: 24 wk实验组(Co: collagen)(×5700); F: 24 wk实验组(×5700).

A B

C D

E F

N

N

N

Co N
N

表 1 大鼠体质量、肝湿质量、腹腔内脂肪、SCD-1/β-actin mRNA比值及肝ATP含量(mean±SD, n = 5)

     
分组                       体质量(g)                  肝湿质量(g)                脂肪质量(g)        SCD-1/β-actin比值           ATP(×10-8 μmol/L)

N 8 wk           372.00±12.55           11.46±0.82              12.78±0.71             0.83±0.28                    2.96±0.43

H 8 wk           421.00±29.66b          15.22±2.41a             13.90±0.77a            0.39±0.18a                   2.40±0.54

N 16 wk         490.00±50.50           13.50±0.61              14.02±2.10             0.81±0.30                    3.00±0.42

H 16 wk         550.00±35.07a          16.16±1.47b             19.20±3.56a            0.44±0.17a                   2.26±0.55a

N 24 wk         496.44±22.05           12.66±1.34              14.28±3.46             0.88±0.22                    2.79±0.40

H 24 wk         563.90±32.89a          17.98±1.95b             19.52±1.02b            0.47±0.23b                  1.74±0.45b

N: 正常组; H: 高脂组; aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.



www.wjgnet.com

3454                        ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2006年12月28日    第14卷   第36期

 
Ⅰ, CPTⅠ)mRNA水平和活性, 提高β-氧化的

速率. 同时, 降低丝氨酸棕榈酰转移酶(ser ine 
palmitoyltransferase, SPT)的mRNA水平及活性, 
降低神经酰胺的合成, 发挥抗脂毒性作用[10]. 对
SCD-1-/-小鼠的研究发现, AMPK的激活可能是

SCD-1缺乏小鼠能量消耗增加的原因[11-12], 尽管

脂毒性与细胞内三酰甘油的含量相关, 但脂质诱

导的组织损伤可能并不是由三酰甘油引起[13-15], 
而是非氧化的棕榈酰CoA的衍生物——神经酰

胺的可能性最大[15-16]. 神经酰胺在细胞的休止、

分化和凋亡中起作用[17-19]. 在不同的胰岛素抵抗

啮齿类动物模型中, 神经酰胺诱导抑制Akt的活

性[20-22]; 在脂毒性中发挥重要作用. 神经酰胺与

发生在Zucker糖尿病大鼠及过度表达酰基-CoA
合成酶的心梗转基因小鼠的胰岛β-细胞[23]和心

脏[24]等非瘦素化组织的脂毒性有关[25], 内源性产

生的神经酰胺是软脂酸诱导的胰岛素抵抗[26]和

凋亡所必需的[23]. 在正常SD大鼠肝脏中表现如

何? 本研究希望通过对高脂饮食喂养的SD大鼠

肝脏组织学改变、SCD-1表达和ATP含量检测, 
研究SCD-1与肝脏能量代谢之间的关系. 

我们发现, 高脂饮食喂养可成功的塑造非

酒精性脂肪肝模型. 大鼠体质量增加、腹腔内

脂肪增多, 肝脏明显增大, 肝细胞内有脂肪颗粒

沉积, 肝细胞的超微结构特别是线粒体受到不

同程度的损坏[27]. 同时发现, 经一段时间喂养高

脂饮食大鼠肝SCD-1 mRNA水平下降, SCD-1 
mRNA水平下降可能与高脂喂养引起的内源性

高瘦素血症有关 [1,28], 瘦素是由脂肪细胞分泌

的抑制进食、刺激能量消耗、维持体质量防

止脂毒性对非脂肪组织损伤的激素[29-32]. Cohen 
et al [1]最近研究显示, SCD-1基因是瘦素信号的

靶基因, 瘦素通过转录因子SREBP[33]或神经肽

(neuropeptide Y, NPY)[34-35]发生作用, 抑制SCD-1
基因的表达. 本研究发现, 高脂饮食喂养SD大鼠

肝脏SCD-1的表达下调在8 wk就表现出显著性

差异, 而肝脏ATP含量及电镜下线粒体结构的改

变在16 wk有显著差异, 可能与SCD-1的表达下

调引起细胞内棕榈酰CoA水平升高, 神经酰胺的

合成增加有关. 对中国昌鼠卵巢细胞的研究发

现, SCD的主要产物油酸在细胞内神经酰胺的合

成起重要的调节作用[13]. 细胞内神经酰胺的水平

升高通常发生在线粒体凋亡阶段之前[36-37]. 线粒

体是神经酰胺介导的凋亡的靶器官, 在细胞凋

亡中起主要的调节作用[38-39]. 神经酰胺的合成位

于胞质内的内质网表面[40-41], 可通过内质网膜与

线粒体膜的近距离接触直接由内质网输入[42-43], 
或由线粒体合成[44-45]. 对线粒体的亚结构成份的

研究发现, 其内、外膜均具有合成神经酰胺的

能力[46]. 神经酰胺形成在线粒体结构上的分布决

定了其功能上的差异[19], 线粒体内膜生成神经酰

胺的能力和神经酰胺作为膜的固有成份[47], 线粒

体内膜的神经酰胺可通过抑制呼吸链的复合物

Ⅰ[48]和Ⅲ[49], 或增加过氧化氢的生成[50], 直接与

线粒体的电子传递链相互作用, 降低ATP的合成

和能量储存.  
通过在大鼠普通饲料中添加脂肪, 经一段

时间喂养后可成功的塑造非酒精性脂肪肝模型. 
高脂饮食使大鼠肝脏SCD-1 mRNA水平下降, 
使脂肪在肝内蓄积形成非酒精性脂肪肝. 同时, 
SCD-1 mRNA水平下降, 游离脂肪酸增加, 对线

粒体产生脂毒性, 引起线粒体结构和功能损伤, 
ATP生成减少, 加重了氧化应激对肝细胞的损伤. 
SCD-1在高脂饮食引起的非酒精性脂肪肝的形

成和治疗中起中枢调节作用, 有望成为临床非

酒精性脂肪肝的预防和药物开发的一个较为合

适的监测指标. 
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第十九届全国中西医结合消化会议征文通知

本����� 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2007-08下旬在石家庄市召开第十九届全国中西

医结合消化学术交流会, 并同时举办全国中西医结合消化疾病诊治新进展学习班.

1 征文内容和要求

征文内容: (1)有关消化系统疾病包括食管、胃、肝、胰等诊疗、实验研究进展; (2)中西医结合对慢性肝炎

(病)、肝纤维化临床诊治以及基础、实验研究; (3)中西医结合对消化系统肿瘤诊治经验与实验研究; (4)中西医

结合对“淤血症”以及脾胃学说与脾虚证研究进展. 征文要求: 来稿请附800字论文摘要, 并附软盘或发电子邮

件至211zyke@163.com或czs.xiaohua@163.com(尽量以电子邮件发送). 征文请于2007-06-30前邮寄.

2 学习班招收对象

学习班招收对象: 从事中西医结合、中医或西医消化专业医师以上人员. 参加学习班者授予国家继续教育学分

12分；在大会有论文报告者另授继续教育学分6分.

3 联系方式

(1) 黑龙江省哈尔滨市南岗区学府路45号 解放军第211医院中医科(中国中西医结合学会消化系统疾病专业

委员会), 邮编: 150080, 联系人: 李春雷, 贾云,  联系电话: 0451-57752440或86632450, 传真: 0451-86603878或

0451-57752440; (2) 河北省石家庄和平西路215号河北医科大学附属第二医院, 邮编: 050000, 联系人: 姚希贤, 

冯志杰, 联系电话: 0311-87222301或13333015658.


