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Abstract
AIM: To investigate the effect of rosiglitazone 

on insulin resistance and adiponectin in non-
alcoholic fatty liver disease induced by high-fat 
diet in rats.

METHODS: Thirty Wistar rats were randomly 
divided into three groups of 10 rats each: model 
group (high-fat diet + intragastric distilled wa-
ter); control group (normal diet + intragastric 
distilled water); and rosiglitazone group [high-
fat diet + intragastric rosiglitazone, 3 mg/(kg•d)]. 
The levels of triglyceride (TG), total cholesterol 
(TC), aspartate transaminase (AST) and alanine 
transaminase (ALT), and homeostasis model as-
sessment of insulin resistance (HOMA-IR) were 
investigated. Histological liver sections were ob-
served by HE and Sudan Ⅲ staining. Adiponec-
tin mRNA in the liver was detected by real-time 
fluorescent quantitative RT-PCR. Adiponectin 
protein in the liver was detected by Western 
blotting.

RESULTS: There were significant differences in 
TG (1.51 ± 0.37 mmol/L vs 0.98 ± 0.51 mmol/L, 
P < 0.01), TC (2.74 ± 0.65 mmol/L vs 1.71 ± 0.37 
mmol/L, P < 0.05), ALT (450.20 ± 244.12 U/L 
vs 264.56 ± 48.44 U/L, P < 0.01), AST (460.30 ± 
310.13 U/L vs 196.11 ± 52.23 U/L, P < 0.01) and 
HOMA-IR (3.46 ± 1.16 vs 1.07 ± 0.26, P < 0.01) 
between the model and control groups. Rosi-
glitazone obviously decreased the level of TG 
(1.27 ± 0.50 mmol/L), ALT (360.26 ± 244.37 U/L), 
AST (300.20 ± 233.13 U/L) and HOMR-IR (1.44 
± 0.37) (all P < 0.05). The effects were confirmed 
by histopathology. The mRNA (552.40 ± 268.13 
vs 215.95 ± 135.87, P < 0.05) and protein content 
of adiponectin in the rosiglitazone group was 
higher than that in the model group.

CONCLUSION: High-fat diet may induce non-
alcoholic fatty liver disease and insulin resis-
tance, and may lead to abnormal increases in 
aminopherase and blood fat level. Rosiglitazone 
can improve the fatty liver and insulin resistance 
induced by high-fat diet. The mechanism may 
be related to adiponectin.
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
一 种 肝 组 织 学
改变 ,  与酒精性
肝病 (ALD)相类
似 ,  但无过量饮
酒史的临床病理
综合征 .  近年来 , 
N A F L D的发病
率不断增高 ,  欧
美及日本普通成
人N A F L D的患
病率为10%-30%, 
而 肥 胖 者 则 高
达 5 7 % - 7 4 % . 
NAFLD 现已替代
慢性病毒性肝炎
和酒精性脂肪性
肝病 (ALD)成为
欧美等发达国家
的第一大肝病, 在
我国也呈快速增
长趋势, 是健康体
检人群肝酶学异
常的常见原因, 更
严重的是其预后
不容乐观, 28%的
患者发生肝硬化, 
其中半数患者因
门脉高压而需肝
移植, 因此积极治
疗NAFLD将有深
刻的社会和经济
意义, 亦是当今研
究的热点. 
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摘要
目的: 探讨罗格列酮对高脂饮食所致的非酒
精性脂肪肝大鼠模型胰岛素抵抗及脂联素的
影响. 

方法: 30只大鼠随机分为3组, 即模型组(高
脂饮食+蒸馏水ig), 空白对照组(正常饲料+蒸
馏水ig)和罗格列酮组[高脂饮食+罗格列酮3 
mg/(kg•d)ig]. 观察各组血脂、肝功、胰岛素
抵抗指数(HOMA-IR)的变化和各组肝组织HE
染色与脂肪特异性的苏丹Ⅲ染色的变化. 采用
实时荧光定量聚合酶链式反应(PCR)和免疫
印迹(western blot)检测各组肝组织的脂联素
水平.  

结果: 模型组与空白对照组相比, 甘油三酯
(TG)(1.51±0.37 mmol/L vs  0.98±0.51 mmol/L, 
P <0.01), 总胆固醇(TC)(2.74±0.65 mmol/L 
vs  1.71±0.37 mmol/L, P <0.05), ALT(450.20
±244.12 U/L vs  264.56±48.44 U/L, P <0.01), 
AST(460.30±310.13 U/L vs  196.11±52.23 
U/L, P<0.01)和HOMA-IR(3.46±1.16 vs  1.07±
0.26, P <0.01)均显著升高. 罗格列酮治疗可使
TG(1.27±0.50 mmol/L), ALT(360.26±244.37 
U/L), AST(300.20±233.13 U/L)以及HOMR-
IR(1.44±0.37)得到明显改善(均P <0.05). 从
组织病理学亦可得到证实 .  肝组织实时荧
光定量P C R及免疫印迹显示罗格列酮组的
Adiponectin mRNA(552.40±268.13 vs  215.95
±135.87, P <0.05)和蛋白表达均较模型组 
升高.

结论: 高脂饮食可诱导大鼠NAFLD和IR发
生, 并使肝功, 血脂异常升高. 罗格列酮可以改
善高脂饮食大鼠的脂肪肝及IR情况, 可能与
Adiponectin缓解IR和NAFLD改善有关.
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郅敏, 陈旻湖, 陈洁, 陈文激, 郎江明. 罗格列酮对高脂饮食诱导

非酒精性脂肪肝大鼠胰岛素抵抗及脂联素的影响.  世界华人消

化杂志  2007;15(27):2869-2874

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2869.asp

0  引言

随着人们饮食结构、生活方式的改变, 日常膳

食中以脂肪为代表的高热量食物成分所占比

例明显增加 [1-3],  使与代谢异常密切相关的非

酒精性脂肪肝(non alcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)的发病率大幅上升, 并已成为医学关注

和研究的焦点[4-7]. 目前NAFLD的发病机制仍尚

未阐明, 亦缺乏有效的治疗手段. 已知NAFLD的

发生与胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)密切相

关[8-11], 而脂联素(adiponectin)与2型糖尿病的胰

岛素抵抗可能有密切联系[12-15], 因此, 我们通过

高脂饮食诱导大鼠NAFLD, 观察其胰岛素抵抗

及adiponectin在肝组织中的表达情况, 采用胰岛

素增敏剂罗格列酮对其进行干预, 观察罗格列

酮对NAFLD胰岛素抵抗的治疗效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠30只, 2级, 购自中山大

学医学院实验动物中心. 体质量180±10 g, 鼠
龄4-6 wk, 分笼饲养在温度22℃-28℃动物室

中, 明暗各12 h(6 am-6 pm), 实验前适应性饲养

1 wk, 天黑前投食, 自由饮水. 胆固醇购自上海

生工生物有限公司, 猪油自制. 马来酸罗格列

酮(roglitazone)片: 葛兰素史克(天津)有限公司

生产(批号: 05110012). 血糖、三酰甘油(TG)、
胆固醇(TC)、高密度脂蛋白胆固醇(HDL-C)、
低密度脂蛋白-胆固醇(L D L-C)、丙氨酸氨基

转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)测
定试剂盒: 北京中生生物工程高技术公司产品; 
RNA提取试剂盒为RNeasy® Lipid Tissue Mini 
Kit, 购于美国Qiagen公司. RealMasterMix新型

荧光定量PCR试剂盒(SYBR)购于Tiangen公司. 
DNAEngine OPTICONTM实时荧光定量PCR仪
为MJ Research公司产品. 蛋白分析仪为Beckman
公司产品. Adiponectin mAb购于美国R&D公司, 
β-actin mAb购于美国Santa Cruz公司, HRP标记

二抗来自武汉博士德, ECL化学发光试剂购于广

州展晨公司. 大鼠适应性饲养1 wk后分为空白对

照组、模型组和罗格列酮组, 每组10只, 空白对

照组喂饲普通饲料(中山大学医学院实验动物中

心提供), 其蛋白质、脂肪、碳水化合物提供能

量分别为21%, 19%和60%; 模型组[16]喂饲高脂饲

料(普通饲料加20%猪油和1%胆固醇, 中山大学

医学院实验动物中心提供), 其蛋白质、脂肪、

碳水化合物提供能量分别为18%, 63%和19%. 每
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■研发前沿
目前 ,  用于非酒
精性脂肪肝治疗
的药物并不多见. 
原因在于非酒精
性脂肪肝的发病
机制仍不完全清
楚. 最近的研究表
明 ,  几乎所有的
NAFLD患者都存
在周围组织和肝
脏的胰岛素抵抗, 
而且不一定伴有
糖耐量异常或肥
胖, 但胰岛素抵抗
的严重程度却与
NAFLD的病情进
展相关. 罗格列酮
常用于糖尿病患
者的胰岛素抵抗
的治疗, 可明显改
善糖尿病患者的
胰岛素抵抗. 但是
该药仍未用于脂
肪肝患者胰岛素
抵抗的治疗, 究其
原因, 乃缺乏完善
的基础研究和大
规模的临床实验. 
因此, 此方面的研
究也成为近来临
床与基础研究的
热点.
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天测定大鼠的摄食量, 每周测定大鼠体质量. 实
验开始后, 罗格列酮组每天定时以罗格列酮3 
mg/(kg•d)剂量ig. 模型组和空白对照组每日灌等

量蒸馏水, 共进行8 wk.
1.2 方法 
1.2.1 肝功、血脂及胰岛素(INS)测定 葡萄糖氧

化酶法测定血糖; Gpo-Pap法测定TG; Chod-Pap
法测定TC; Ifcc推荐法测定AST、ALT; 放免法

测定INS, 均严格按药盒说明书进行检测. 胰岛

素抵抗指数(HOMA-IR) = FINS×FBG/22.5.
1.2.2 HE及苏丹Ⅲ染色 取各组大鼠肝脏同一部

位固定于40 g/L中性甲醛缓冲液中, 常规切片行

HE染色, 光镜下观察. 另取部分肝脏做冰冻切

片, 行苏丹Ⅲ染色, 光镜观察. 
1.2.3 实时荧光定量RT-PCR测定Adiponectin的
基因表达 取肝组织迅速投入液氮中保存, 按
照RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit的说明书提取

总RNA, A 280/A 260比值均在1.8-2.0之间, 所提取

的总RNA经琼脂糖凝胶电泳鉴定, 可见明显的

28S, 18S两条区带, 且28S约为18S的2倍, 证明其

完整性. -70℃保存待用. RNA先行反转录后, 以
SYBR GreenⅠ作为荧光染料, 进行实时定量RT-
PCR. Adiponectin的PCR 引物: 5'-TTT CCT ACC 
ACA TCA CGG TGT A-3'(上游), 5'-TGC ATA 
GAG TCC ATT GTT GTC C-3'(下游); β-actin
的PCR引物: 5'-CGT GCGTGA CAT TAA AGA 
GAA G-3'(上游), 5'-GGC ATA GAG GTC TT 
ACG GAT G-3'(下游).  20 μL体系中含有Master-
Mix(含SYGB, Hotstart Taq酶, dNTPs, Buffer)9 
μL,  25 mmol/L dNTPs 0.2 μL, 25 μmol/L的引

物各0.5 μL, 逆转录产物1 μL. 反应条件: 94℃ 2 
min; 94℃ 25 s, 58℃ 30 s, 68℃ 30 s, 40 cycles(每
个循环后自动读板1次), 68℃延伸5 min, 做55℃- 
95℃的融解曲线分析, 12℃终止反应. 对扩增产

物进行琼脂糖凝胶电泳分析特异性. 根据绘制

的标准曲线得到Adiponectin及β-actin基因表达

的相对浓度, 以Adiponectin与β-actin相对浓度的

比值来反映Adiponectin表达量. 每个样品做3个
平行管.  
1.2.4 Western blot方法测定Adiponectin的蛋白
表达 常规方法提取组织蛋白, 各样本组织在裂

解液(20 mmol/L Tris-HCl, 150 mmol/LNaCl, 1 
mmol/L EDTA, 1 mmol/L EGTA, 10 g/L Triton, 
0.001 g/L leupeptin和1 mmol/L PMSF, pH 7.5)中
匀浆, 离心取上清. BCA法蛋白质定量. 取20 μL
样本组织蛋白, 常规SDS-PAGE电泳, 然后电转

到硝酸纤维素膜上. 50 g/L脱脂奶粉封闭. 加入

Adiponectin mAb(1∶2000)或β-actin mAb, 4℃孵

育过夜. HRP标记二抗(1∶2000)孵育, PBST洗
脱, ECL化学发光后检测目的蛋白浓度.  
统计学处理 数据以mean±SD表示, 组间差

异显著性分析采用单因素方差分析.

2  结果

2.1 肝功、血脂及HOMA-IR 模型组的TG, TC, 
LDL-C, ALT, AST及HOMA-IR均较空白对照组

明显升高(P <0.05或P <0.01), 罗格列酮治疗后, 该
组的TC与模型组并无显著性差异, 而TG, ALT, 
AST以及HOMR-IR得到明显改善(P <0.05)(表1). 
2.2 HE及苏丹Ⅲ染色 空白对照组肝小叶结构完

整, 中央静脉周围有放射状排列的肝细胞索, 窦
间隙均匀、清晰, 肝细胞体积较大, 呈多边形, 
大圆形核居中, 胞质丰富, 汇管区清晰可辨, 无
明显炎细胞浸润(图1-A1). 苏丹Ⅲ染色后未见明

显橙红色染色(图1-A2). 罗格列酮组HE染色可

见少量小泡性脂肪变性, 未见明显肝细胞坏死

和炎性细胞浸润(图1-B1). 苏丹Ⅲ染色仅见少量

橙红色脂肪小液泡沉积(图1-B2). 模型组肝组织

HE染色可见弥漫性肝细胞大泡或小泡性的脂肪

变性, 以大泡性变性为主. 肝细胞脂肪变性面积

达到2/3以上, 部分肝组织在脂肪变的基础上伴

有肝细胞坏死和炎性细胞浸润, 未见明显的肝

纤维化(图1-C1). 苏丹Ⅲ染色后, 同样可见模型

组肝组织呈弥散性脂质蓄积, 肝细胞内充满较

■相关报道
最 近 的 研 究 表
明 ,  几乎所有的
N A F L D患者都
存在周围组织和
肝脏的胰岛素抵
抗 ,  而且不一定
伴有糖耐量异常
或肥胖 ,  但胰岛
素抵抗的严重程
度与NAFLD的病
情进展相关 .  此
外 ,  胰岛素抵抗
与N A F L D的预
后也可能有关 . 
Perlemuter et al
的研究显示 ,  胰
岛素通过上调集
落生长因子 ,  在
NAFLD发病机制
中起关键作用.

表  1  三组大鼠肝功、血脂及HOMA-IR的水平

     
分组

	                 TC	     TG               HDL-C             LDL-C                   ALT                           AST                  
HOMA-IR

	            (mmol/L)          (mmol/L)        (mmol/L)         (mmol/L)                (U/L)                         (U/L)

空白对照组     1.71±0.37a   0.98±0.51b    0.64±0.15   0.17±0.09b  264.56±48.44       196.11±52.23      1.07±0.26b

模型组	        2.74±0.65    1.51±0.37     0.47±0.16   0.54±0.23   450.20±244.12b    460.30±310.13b   3.46±1.16

罗格列酮组     2.34±0.41c   1.27±0.50a	   0.53±0.16   0.28±0.09c  360.26±244.37ac   300.20±233.13ac  1.44±0.37ac

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组; cP<0.05 vs  模型组.
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大橙红色脂肪液泡(图1-C2). 
2.3 实时荧光定量RT-PCR 模型组Adiponectin 
m R N A的表达明显低于空白对照组(P <0.05), 
罗格列酮治疗后 ,  A d i p o n e c t i n的表达增多

(P <0.05)(表2). 
2.4 Western blot 模型组Adiponectin的蛋白表达

低于空白对照组, 罗格列酮治疗后, Adiponectin
的表达增多(图2).            

3  讨论

脂肪肝是各种原因导致的肝脏脂肪蓄积过多的

一种病理状态, 非酒精性脂肪肝已被认为是隐

源性肝硬化的常见原因, 最常见的病因乃高脂

饮食导致IR, 从而诱发NAFLD的发生[17]. 建立IR
动物模型是研究IR机制的基础. 目前IR大鼠模

型主要分为3类[18-22]: 遗传性肥胖模型、特殊药

物模型和特殊膳食喂养模型. 特殊膳食喂养法

主要有高脂肪和高果糖2种饲料, 其中高脂肪饲

料喂养法因具有可靠性强、饲养方便且价格相

对较低等优点常常被研究者采用. 高脂饮食使

肝脏的TG含量增加, 胰岛素抑制肝糖产生的能

力降低, 肝糖产生和肝糖输出增加, 产生IR. 当

表  2  肝组织中Adiponectin的mRNA表达

     
分组 				     相对比值 

空白对照组 		              666.12±273.45a 

模型组 			               215.95±135.87 

罗格列酮组 		              552.40±268.13a 

aP<0.05 vs  模型组.

■应用要点
本文提示 ,  在非
酒精性脂肪肝的
发病过程中 ,  胰
岛 素 抵 抗 发 挥
重要作用 ,  并且
Adiponectin的下
降可能直接或间
接的促进了全身
以及局部IR的发
生 ,  而罗格列酮
可以改善胰岛素
抵抗 ,  其原因可
能 与 通 过 增 多
Adiponectin从而
缓解内脏组织的
IR相关, 因而提示
罗格列酮可以用
于非酒精脂肪肝
的治疗.

图   1   肝 组 织 的
HE(×200)及苏丹Ⅲ
染色(×400). A1-2: 
空白对照组; B1-2: 

罗格列酮组; C1-2: 

模型组.

A1

B1

C1

A2

B2

C2

图  2  肝组织中Adiponectin蛋白的表达. 1: 模型组; 2: 罗格
列酮组; 3: 空白对照组.
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IR发生后又可加重脂肪肝, 因为IR时胰岛素抑

制脂肪组织的脂解作用减弱, 造成脂质外溢增

加, 使肝脏脂肪增加. 本实验采用主要为饱和脂

肪酸的动物脂肪的高脂饮食饲养Wistar大鼠, 喂
养8 wk后, 大鼠的体质量明显增加, 出现高胰岛

素、高脂血症, 肝功异常. 肝组织病理学显示弥

漫性肝细胞大泡或小泡性的脂肪变性, 以大泡

性变性为主. 肝细胞脂肪变性面积达到2/3以上. 
同时大鼠的HOMA-IR指数升高, 表明高脂饮食8 
wk能成功诱发大鼠NAFLD合并IR.

Adiponectin是目前发现惟一的由WAT分
泌的细胞因子[23-28]. 当脂肪体积增大时其分泌

反而减少. Ad iponec t in在人体的血浆浓度为

5-30 mg/L, 为其他常见激素的3倍, 且女性高于

男性, 无昼夜节律的变化. Adiponectin与体质量

指数、体脂百分比、血糖及空腹胰岛素水平呈

负相关, 与胰岛素敏感性、高密度脂蛋白水平

呈正相关. Adiponectin水平在正常人、糖调节

受损(IGT)及2型糖尿病患者体内逐渐减少, 且
存在显著差异, 发生2型糖尿病后脂联素进一步

下降, Adiponectin水平的降低与胰岛素敏感性

的下降相平行[29-32]. 本实验显示NAFLD模型大

鼠IR明显, 并随IR的加重而加重. 而NAFLD组

Adiponectin水平降低, 且与胰岛素敏感性的下降

相平行, 提示高脂饮食导致大鼠体内脂肪细胞

的增多和分泌功能失调. 其中, Adiponectin的下

降可能直接或间接的促进了全身以及局部IR的

发生.  
噻唑烷二酮类(Thiazolidinediones, TZDs)药

物的作用机制是降低脂肪细胞游离脂肪酸(FFA)
和肿瘤坏死因子(TNF-α)的释放, 增加葡萄糖

的利用, 同时提高胰岛素的敏感性, 调节血糖和

FFA的水平, 能抑制脂质过氧化和TNF-α的活

性, 并能选择性的将脂肪从内脏转移到皮下组

织. 代表性的药物有曲格列酮、罗格列酮和匹

格列酮[33]. Caldwell et al [34]应用曲格列酮治疗非

酒精性脂肪肝患者证明有确切的疗效, 但由于

曲格列酮可诱导致死性的肝毒性, 已经撤出市

场. Belfort et al [35]给糖耐量减低或2型糖尿病, 经
活检证实患非酒精性脂肪性肝炎的患者在低卡

路里饮食的基础上po匹格列酮每天45 mg, 共计

6 mo. 患者TG、糖耐量及转氨酶明显改善, 肝脏

炎症程度也明显减轻, 但是该药长期使用的安

全性需要进一步临床研究. 罗格列酮是PPAR-γ
激动剂, PPAR-γ在脂肪组织表达和调控的特异

性最强, 对脂肪细胞的分化和参与糖、脂代谢

酶的基因有调控作用. Yamauchi et al [36]在动物试

验中发现罗格列酮能明显减少肝脏、肌肉等非

脂肪组织的脂肪堆积, 减轻IR, 与本实验的结果

类似. 值得一提的是罗格列酮组大鼠体质量高

于正常对照组, 但是肝湿重和肝脏在体质量中

所占的比例却明显下降, 提示罗格列酮还可促

使脂肪重新分布, 特别是减少内脏脂肪蓄积, 这
可能是通过增多Adiponectin从而缓解肝脏等内

脏组织的IR完成的.
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