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Abstract
AIM: To explore the effects of resistin in the 
pathogenesis of a rat model of non-alcoholic 
steatohepatitis (NASH), and to observe the effect 
of Jiangzhi Yigan Chongji on resistin mRNA in 
the liver of that model, to explore its mechanism 
of action.

METHODS: 24 male Wistar rats were randomly 
divided into three groups (eight rats in each): 
normal group fed with standard diet, model 
group, and treated group fed with a high-fat 
diet. The treated group was given Jiangzhi Yigan 
Chongji (1 mL/100 g, its concentration is 0.8 
g/mL, twice daily) by intragastric administra-
tion after 12 weeks. Meanwhile, the normal and 
model groups were separately given drinking 
water by the same means. After 17 weeks, they 
were killed. Resistin mRNA in the liver of the 

rat model of NASH induced by high-fat diet was 
detected with RT-PCR. Level of alanine amino-
transferase (ALT) and asparate aminotransferase 
(AST) was detected by an automatic biochem-
istry analyzer; fasting blood glucose (FBG) was 
detected by glucose oxidase method; and tumor 
necrosis factor a (TNF-a) and fasting insulin 
(FINS) in serum were detected by radioimmu-
noassay. Degrees of steatosis and steatohepatitis 
were observed.

RESULTS: A positive correlation was found be-
tween mRNA expression of resistin and TNF-a, 
ALT and AST, and the degree of steatohepatitis 
(r = 0.873, 0.772, 0.716 and 0.892, P < 0.05) in the 
model group, but had no correlation with ISI. 
The relative level of resistin mRNA in the liver 
tissue of the model group (2.14 ± 0.11) was sig-
nificantly higher than that in the normal group 
(0.42 ± 0.08), and that in the treated group (0.90 
± 0.06) was significantly lower than that in the 
model group (P < 0.01).

CONCLUSION: Resistin may play an important 
role in the damage of NASH. Jiangzhi Yigan 
Chongji can significantly decrease the expression 
of resistin mRNA in liver tissue of NASH rats, 
and resistin may be a pharmacological target.
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摘要
目的: 观察降脂益肝冲剂对非酒精性脂肪性
肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)大鼠
肝脏抵抗素mRNA表达的影响, 并探讨抵抗素
在大鼠NASH发病机制中的作用.

方法: 24只♂Wistar大鼠随机分为3组: 正常
组普通饲料喂养, 模型组和治疗组高脂饮食

®

■背景资料
研究发现约20%
的N A S H可进展
为肝硬化 ,  其中
30%-40%死于肝
相关疾病, 部分发
生亚急性肝功能
衰竭和肝细胞肝
癌. 目前认为其与
代谢综合征密切
相关, 属于代谢综
合征的肝脏表现. 
但其发病机制尚
不明确, 临床上仍
缺乏有效的治疗
手段.
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喂养. 治疗组在高脂饮食12 wk后给予降脂益
肝冲剂, 同时模型组和正常组给予等量的生
活饮用水灌胃, 17 wk末处死各组大鼠. 观察
动物一般情况, 肝组织脂肪变性及炎症活动
程度, 测定血清TNF-α、ALT、AST, 空腹血
糖(FBG)、空腹胰岛素(FINS), 并计算胰岛素
敏感指数(ISI); RT-PCR法检测肝组织抵抗素
mRNA相对含量. 

结果: 在正常肝脏组织探测到抵抗素mRNA的
微量表达(0.42±0.08), 模型组其表达量显著
升高(2.14±0.11, P <0.01), 与模型组相比治疗
组则显著下降(0.90±0.06, P <0.01). 模型组抵
抗素水平与血清TNF-α、ALT、AST水平、
肝脏炎症活动度计分成显著正相关(r  = 0.873, 
0.772, 0.716, 0.892, P <0.05), 与ISI无相关. 治
疗组上述各项指标均得到显著改善.

结论: 抵抗素与反映肝脏炎症程度及肝功能
的指标密切相关, 可能在NASH的发病中起重
要作用. 降脂益肝冲剂对NASH有很好的疗效, 
抵抗素是其可能的作用靶点.

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; 降脂益肝冲剂; 抵抗

素; 大鼠; 逆转录聚合酶链反应
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0  引言

抵抗素是一种富含半胱氨酸的分泌性蛋白, 因
其可影响与胰岛素作用相关的葡萄糖代谢以及

脂代谢, 具有对抗胰岛素的作用而被命名. 新近

研究表明他还可作为促炎因子参与炎症的级联

反应, 与NASH的发病关系密切. 为此, 本研究采

用高脂胆固醇饮食建立非酒精性脂肪肝大鼠模

型, 观察其肝组织中抵抗素mRNA的表达情况, 
对抵抗素在NASH发病机制中的作用进行初步

探讨; 同时观察降脂益肝冲剂对肝组织抵抗素

mRNA表达的影响, 探讨其可能的分子治疗机

制, 为其更广泛的临床应用提供实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 实验动物及饲料配制: (1)选用体质量

为160-210 g的清洁级♂Wistar大鼠24只. 由山西

医科大学生制实验室提供. (2)普通饲料: 玉米面

35.45%, 白面29.55%, 麸皮12.5%, 豆粉12%, 鱼粉

8%, 酵母粉2% (g/100 g)等. 高脂饲料[1]: 由85%的

普通饲料, 13%的猪油和2%的胆固醇组成. 胆固

醇, 成都科龙化工试剂厂产品; 降脂益肝冲剂由

丹参、泽泻、何首乌、茯苓、草决明、山楂等

18味中药组成, 为无糖颗粒型制剂, 由山西医科

大学第一医院生产并提供; 葡萄糖试剂盒购自中

生北控生物科技股份有限公司, 胰岛素和TNF-α
测定试剂盒购自北京科美东雅生物技术有限公

司, 游离脂肪酸(FFA)测试盒购自南京建成生物

工程公司, RT-PCR试剂盒购自立陶宛Fermentas
公司; PCR引物由上海生物工程公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型制备和药物剂量: 将24只大鼠

随机分为3组, 每组8只. 正常对照组喂普通饲

料, 模型组和治疗组喂高脂饲料. 实验动物自

由饮水, 分笼(每笼4只)饲养于(20±2)℃的动

物实验室内. 每天8:00 am-8:00 pm为采光时间, 
8:00 am-9:00 am, 4:00 pm-5:00 pm为喂食和给

药的时间. 实验第13周开始给予降脂益肝冲剂1 
mL/100g, 以0.8 g/mL的浓度溶解ig, 每日2次, 共
5 wk. 药物剂量按徐叔云 et al [2]主编“药制实验

方法学”计算, 公式: dB = dA×RB/RA×(WA/ 
WB)1/3; [dA, dB分别为人, 大鼠的每公斤体质量

剂量(mg/kg), RA, RB分别为人, 大鼠的体形系

数(查表可得), WA, WB分别为人, 大鼠的体质量

(kg)值]. 按成年人60 kg体质量的剂量(40 g/d)计
算出大鼠的药物剂量, 每周根据体质量调整一

次剂量. 同时模型组和正常组分别给予等量的

生活饮用水ig, 每日2次.
1.2.2 标本采集和处制: 饲养满17 wk, 自由饮水, 
禁食12 h后用100 g/L的水合氯醛0.35 mL/100 g
体质量经腹腔内注射麻醉后开腹, 腹主动脉取

血, 3000 r/min离心15 min分离血清; 迅速取出肝

脏, 置于4℃生制盐水中反复漂洗, 然后用匀浆

器制备匀浆, 1 g肝组织加入9 mL 8.6 g/L NaCl
溶液, 经4000 r/min离心10 min后取上清液即为

10%的大鼠肝匀浆; 另称取0.1 g肝左叶置于1.5 
mL EP管, 均保存于-70℃冰箱待用. 取肝左叶, 
于40 g/L的多聚甲醛中固定24-48 h, 自来水冲洗

24 h, 逐级乙醇脱水, 二甲苯透明, 浸蜡, 石蜡包埋

切片, 常规HE染色, 光镜下观察肝组织病制变化.
1.2.3 检测方法: 葡萄糖氧化酶法测定空腹血糖

(FBG), 放免法测定血清空腹胰岛素(FINS)并计

算胰岛素敏感指数(ISI = ln[1/(FINS×FBG)]); 放
免法测定TNF-α水平; ALT、AST在全自动生化

分析仪(Olympus Au1000)上测定. RT-PCR法检

测肝脏抵抗素mRNA表达: (1)按TRIzol试剂盒说

■研发前沿
脂肪细胞因子在
其发病机制中的
作用日益受到关
注, 瘦素、脂联素
已发现在肝脏中
表达 ,  抵抗素有
望成为又一种可
在肝脏探及并与
N A S H发病密切
相关的脂肪细胞
因子.
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明书从大鼠肝脏中提取总RNA; (2)AMV反转录

合成cDNA第一链; (3)PCR扩增: resistin上游引

物: 5-CCAGAAGGCACAACCGTCACTA-3; 下
游引物5-TCAACCGTCCTCAGGAACCAA-3; 
PCR反应条件: 94℃ 5 min, 94℃ 20 s, 56℃ 30 
s, 72℃ 30 s, 37个循环后, 72℃继续延伸10 min, 
产物为154 bp. GAPDH上游引物: 5-TCCCTCA
AGATTGTCAGCAA-3, 下游引物5-AGATCCA
GAACGGATACATT-3, PCR反应条件: 94℃ 5 
min, 94℃ 20 s, 50℃ 30 s, 72℃ 30 s, 35个循环后, 
72℃继续延伸10 min, 产物为308 bp; (4)PCR产
物分析: PCR产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化

乙锭(0.5 mg/L)染色后于Tanon Gis 2010图像分

析仪扫描分析. 目标基因mRNA的相对含量用目

标基因与GAPDH吸光度值×面积的比值表示. 
(5)用多聚甲醛固定肝组织, 经石蜡包埋, 5 mm连

续切片, 常规苏木精-伊红染色, 光镜下评估脂肪

变性程度及计算炎症活动度计分. 肝细胞脂肪

变性程度判断标准[3], 以肝小叶内未见脂滴肝细

胞为阴性, 脂滴肝细胞占肝细胞总数小于1/3为
+, 1/3-2/3为++, 大于2/3为+++, 几乎均呈脂滴肝

细胞为++++. 炎症活动度计分[4]: 按汇管区炎症

(P)、小叶内炎症(L)、碎屑坏死(PN)及桥接坏死

(BN, 包括多小叶坏死)四项指标, 再依病变程度

分别计为1、2、3、4分, 因BN、PN的严重度与

病变活动度和预后直接相关, 故在计分时加倍, 
计分公式为: P+L+2(PN+BN).
统计学处理 计量资料用mean±SD表示, 采

用方差分析及LSD-t检验, 等级资料采用秩和检

验, 参数间进行Pearson相关分析, 采用SPSS13.0
软件处理, P <0.05被认为有显著性差异.

2  结果

2.1 一般情况 普通饮食大鼠行动活跃, 被毛整

洁, 细密, 柔顺; 高脂饮食组大鼠行动迟缓, 但易

激惹; 且模型组大鼠与治疗组相比, 被毛散乱, 
粗糙, 缺乏光泽.

2.2 各组大鼠血清TNF-α、ALT、AST水平的
变化 模型组血清TNF-α、ALT、AST较正常组

显著升高(P值均<0.01). 与模型组相比, 治疗组

TNF-α、ALT、AST显著下降(P值均<0.01)(表1).
2.3 各组大鼠FBS、INS和ISI水平的变化 模型

组与正常组相比FBS、INS明显升高(P均<0.01), 
I S I明显下降(P <0.01), 用药组与模型组相比

FBS、INS明显降低(P分别<0.05和<0.01), ISI明
显升高(P<0.01)(表1).
2.4 各组大鼠肝组织抵抗素mRNA表达结果 正
常组肝脏可探测抵抗素mRNA的微量表达(0.42
±0.08), 模型组其相对表达量显著升高(2.14
±0.11, P <0.01), 与模型组相比, 治疗组抵抗

素mRNA的相对表达量显著降低(0.90±0.06, 
P <0.01), 但仍较正常组偏高(P <0.01)(图1, 表2).
2.5 各组大鼠肝组织变化
2.5.1 大体形态观察: 正常组大鼠肝脏呈紫红色, 
质地柔软, 被膜光滑, 边缘锐利, 切面光洁, 与周

围无粘连; 模型组大鼠肝脏体积明显增大, 呈黄

褐色, 被膜紧张, 边缘饱满, 质地稍韧, 与周围组

织粘连, 不易分离, 切面有油腻感; 治疗组大鼠

肝脏轻度肿大, 呈较浅淡的黄褐色, 被膜较光滑, 
边缘较锐利, 切面较光洁, 质地较正常组略差.
2.5.2 组织病理学改变: HE染色光镜下观察, 正
常组肝小叶结构完整, 肝细胞呈多边形, 围绕中

央静脉呈放射状, 肝窦清晰可见, 肝索排列整齐; 
模型组大鼠肝组织弥漫性脂肪变, 小叶结构不

清, 界限消失, 肝索排列紊乱, 小叶内和汇管区

表  1  各组大鼠血清TNF-α、ALT、AST、FBS、INS和ISI的变化(n  = 8, mean±SD)

分组	      TNF-α(μg/L)                ALT(U/L)                    AST(U/L)                 FBS(mmol/L)         INS(μIU/mL)                     ISI

正常组          0.72±0.14           37.67±7.17        125.00±19.70           7.21±0.92         25.62±4.61        -5.20±0.21

模型组          2.37±0.35b        110.50±25.65b     273.50±27.49b        12.98±4.61b       51.31±9.38b       -6.42±0.46b

治疗组          1.69±0.29bd         77.50±16.11bd    226.17±17.79bd         8.50±2.85bc      38.68±5.06bc      -5.75±0.42c

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  模型组.

表  2  肝脏脂变及炎症活动度

     
分组	 n

         肝脂肪变性的程度         
炎症活动度计分

	        -    +    ++    +++    ++++	

正常组     8     8    0     0       0         0                  0

模型组     8     0    0     1       2         5           7.75±1.98b

治疗组     8     0    1     4       2         0           2.57±0.98d

bP<0.01模型组 vs  正常组, dP<0.01 vs  模型组.

■创新盘点
本 实 验 中 模 型
组 抵 抗 素 水 平
与血清TNF-α、
A L T 、 A S T水
平、肝脏炎症活
动度计分成显著
正相关, 与胰岛素
抵抗无相关.
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不同程度的炎症细胞浸润和坏死; 治疗组大鼠

仍可见条索状排列的肝细胞, 脂变程度较模型

组明显减轻, 且仅有轻微的炎性细胞浸润, 未见

坏死灶. 模型组炎症活动度计分明显高于正常

组(P <0.01), 治疗组炎症活动较模型组明显减轻

(P <0.01, 图2).
2.6 模型组抵抗素水平与各项指标相关性分析 
在模型组中, 抵抗素mRNA相对表达量与血清

TNF-α、ALT、AST水平、肝脏炎症活动度计

分成显著正相关(r  = 0.873, 0.772, 0.716, 0.892,  
P <0.01或P <0.05), 与ISI无相关性.

3  讨论

研究发现约20%的NASH可进展为肝硬化, 而后

者发生原发性肝细胞癌、肝功能衰竭和移植肝

复发的概率高达30%-40%[5]. 现在普遍认为肝纤

维化和肝硬化只有在NASH的基础上才会发生, 
无炎则无硬化. 可见探讨其发病机制寻求有效

的临床用药, 对阻断NASH向终末期肝病发展具

有重要意义.
抵抗素是Steppan et al [6]发现的一种脂肪细

胞因子, 因其可诱导胰岛素抵抗而被命名. 但也

有与之相反或无关的结论[7-8]. 新近研究表明抵

抗素还可作为促炎因子参与炎症的级联反应. 
一般认为, 抵抗素在啮齿类动物主要由白色脂

肪组织表达, 人类主要由外周血单核细胞分泌. 
而最近研究发现无论大鼠或人类在发生慢性肝

损害时均可导致抵抗素在肝脏的显著表达[9-10]. 
可见探讨抵抗素在肝脏疾病发生中的作用值得

深入研究.
本实验用高脂加胆固醇饮食成功复制了实

验性大鼠NASH模型, 此模型与人类NASH的发

病经过相似, 故所研究的理论易于推广应用于

人类. 结果发现: (1)模型组肝细胞普遍发生脂

肪变性, 出现汇管区炎症, 炎症细胞以单核细

胞为主, 炎症活动度计分明显增高; 血清ALT、
AST、TNF-α显著升高. 证实长期高脂饮食为

主的营养过度可引起肝脏脂肪浸润及脂肪性肝

炎. (2)正常对照组肝脏即有抵抗素mRNA表达, 
模型组其表达量显著增高, 提示抵抗素的高表

达可能与NASH的发生密切相关. (3)进一步相

关分析显示, 模型组抵抗素水平与血清TNF-α、
ALT、AST水平、肝脏炎症活动度计分成显著

正相关, 提示抵抗素在导致肝脏炎症变性及肝

功能损害中发挥重要作用. (4)模型组抵抗素水

平与ISI无相关性, 提示抵抗素在参与NASH发生

过程中并非通过影响胰岛素敏感性途径发挥作

用, 即其与胰岛素抵抗的直接关联在NASH的发

病中并不发挥主要作用. 本研究结果与Bertolani 
et al [10]报道在人类正常对照组可见抵抗素在肝

■应用要点
本实验用高脂加
胆固醇饮食复制
的 实 验 性 大 鼠
NASH模型, 与人
类N A S H的发病
经过相似, 故所研
究理论易于推广
应用于人类, 从而
提供了有效治疗
N A S H的中成药
物.

图  2  肝组织(HE×300). A: 正常组; B: 模型组; C: 治疗组.

A B C

图  1  NASH大鼠肝脏抵抗素mRNA表达. 
M: DNA Marker; 1: 正常组; 2: 模型组; 3: 

治疗组; A: GAPDH(308 bp); B: resistin(154 

bp).
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脏的表达, NASH组表达增强, 且表达量与NASH
炎症活动度计分成显著正相关结果一致. 且该

实验同时发现抵抗素可刺激肝星状细胞分泌

MCP-1、IL-8等细胞因子导致肝脏炎症的发生. 
亦支持本实验结论抵抗素可导致肝脏炎症变性

及肝功能损害. Pagano et al [11]和Bahr et al [12]在对

NAFLD及肝硬化患者的研究中发现血浆抵抗素

水平与胰岛素抵抗无相关, 亦与本实验结论一

致. 在随后的实验中我们期望可以定位抵抗素

在NASH模型大鼠肝脏中的表达细胞, 并进一步

探究其分子作用机制, 为NASH发生与防治提供

新的理论依据.
降脂益肝冲剂主要由丹参、泽泻、山楂、

何首乌、五味子、枸杞子、草决明、柴胡等18
味中药组方, 本实验研究表明, 他对NASH具有

良好的治疗效果, 可减少TNF-α的释放减轻肝脏

的炎症反应, 降低血清ALT、AST促进肝功能恢

复, 升高ISI改善胰岛素抵抗, 以及减轻肝细胞脂

变与炎细胞浸润. 而其部分作用的发挥可能与

下调肝脏抵抗素mRNA的表达有关, 但其机制不

包括改善胰岛素抵抗作用. 这也提示我们以降

低抵抗素表达为靶点来治疗胰岛素抵抗相关代

谢性疾病仍有待商榷.
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WCJD 和WJG 即将开始实行网络版文章
与该文章发表前纪录的链接

本刊讯 WCJD和WJG即将开始实行网络版的每篇文章上都有该文发表前纪录的链接, 包括首次提交的稿

件, 同行评议人报告, 作者给审稿人回信和作者修回稿, 以PDF格式上传. 读者可以针对论文、审稿意见和

作者的修改情况发表意见, 指出问题与不足; 作者也可以随时修改完善自己发表的论文. 使文章的发表成为

一个编者、同行评议者、读者、作者互动的动态过程. (总编辑: 马连生 2007-11-15)


