
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年1月8日; 16(1): 81-85
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

Bad、Bax和Bid蛋白表达在非酒精性脂肪性肝炎中的作用

南月敏, 胡云龙, 付 娜, 吴文娟

南月敏, 胡云龙, 付娜, 河北医科大学第三医院中西医结合
肝病科 河北省石家庄市 050051
吴文娟, 河北医科大学第三医院放射科 河北省石家庄市 
050051
河北省自然科学基金资助项目, No. C2006000842
通讯作者: 南月敏, 050051, 河北省石家庄市自强路139号, 河北
医科大学第三医院中西肝病科. nanyuemin@163.com
电话: 0311-87027951-2353  传真: 0311-87027232
收稿日期: 2007-07-11   修回日期: 2007-11-24

Novel effect of the expression 
of proapoptotic proteins Bad, 
Bax and Bid in non-alcoholic 
steatohepatitis

Yue-Min Nan, Yun-Long Hu, Na Fu, Wen-Juan Wu

Yue-Min Nan, Yun-Long Hu, Na Fu, Department of Com-
bined Herbal Medicine and Western Medical Hepatology, 
the Third Hospital of Hebei Medical University, Shijia-
zhuang 050051, Hebei Province, China 
Wen-Juan Wu, Department of Radiology, the Third Hos-
pital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050051, 
Hebei Province, China 
Supported by: the Natural Science Foundation of Hebei 
Province, No. C2006000842
Correspondence to: Yue-Min Nan, Department of Com-
bined Herbal Medicine and Western Medical Hepatology, 
the Third Hospital of Hebei Medical University, 139 Ziq-
iang Road, Shijiazhuang 050051, Hebei Province, 
China. nanyuemin@163.com
Received: 2007-07-11    Revised: 2007-11-24 

Abstract
AIM: To explore the effects of expression of 
apoptosis-related proteins Bad, Bax and Bid on 
the progress of non-alcoholic steatohepatitis 
(NASH) in mice.

METHODS: Experimental NASH models were 
established by feeding mice with a high fat, 
methionine and choline deficient (MCD) diet 
(MCD group). Control animals were fed with a 
choline-methionine supplemented diet (control 
group). Hepatic steatosis, inflammation and fi-
brosis were graded by routine H&E staining of 
liver sections. The levels of proapoptotic-related 
proteins, such as Bad, Bax and Bid, were deter-
mined by Western blot.

RESULTS: Mice fed with the MCD diet exhib-

ited mild steatosis on day 10, moderate steato-
hepatitis in week 3 and severe steatohepatitis in 
week 8, as detected by H&E staining, in parallel 
with a rise in the levels of transaminases. Hepat-
ic expression of Bad and Bax proteins was more 
pronounced from day 10, and continued to rise 
until week 3 and 8 in the MCD group compared 
with the control group (P < 0.05, P < 0.01 and 
P < 0.05, respectively). Moreover, Bid was acti-
vated through hydrolyzation and up-regulated 
by day 10, week 3 and 8 (P < 0.01).

CONCLUSION: Combined expression of the 
proapoptotic proteins Bad, Bax and Bid may be 
involved in the progression of MCD-induced 
steatohepatitis.
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摘要
目的: 探讨细胞凋亡相关蛋白B a d、B a x和
B i d表达在小鼠非酒精性脂肪性肝炎(n o n-
alcoholic steatohepatitis, NASH)中的作用.

方法: 采用胆碱-蛋氨酸缺乏、高脂(high fat, 
methionine and choline deficient, MCD)饮食
建立小鼠NASH模型(实验组), 以胆碱-蛋氨
酸充足饮食设立对照组. HE染色观察肝脏脂
肪变、炎症活动和纤维化程度; 采用Western 
blot检测Bad、Bax和Bid蛋白表达.

结果: MCD饮食喂养小鼠10 d可见轻度肝脂
肪变, 3 wk形成中、重度肝脂肪变及明显的炎
性细胞浸润, 8 wk肝脂肪变、肝细胞坏死、炎
性细胞浸润加重, 或伴有轻度肝纤维化. 血清
丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase, 
A LT)水平随肝损伤加重而进行性升高. 10 
d、3 wk和8 wk实验组小鼠肝组织Bad和Bax
蛋白表达显著高于对照组(P <0.05、P <0.01
和P <0.05); 造模10 d实验组小鼠Bid蛋白活
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■背景资料
随着生活水平的
提高, 非酒精性脂
肪性肝炎的发病
率逐年上升. 有关
N A S H的发病机
制的研究成为热
点. 细胞凋亡在各
种肝病的发生中
起重要作用, 亦可
能为N A S H发生
及进展的关键因
素. 



化, 10 d、3 wk和8 wk表达均显著高于对照组 
(P <0.01).

结论: MCD饮食可导致小鼠NASH, 诱发细胞
凋亡调节蛋白Bad、Bax和Bid表达上调.

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; 凋亡; Bad; Bax; Bid
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0  引言

细胞凋亡为急、慢性肝病的主要特征之一, 近
年研究发现, 肝细胞凋亡是单纯性脂肪肝向脂

肪性肝炎进展“二次打击”机制中的重要肝

损伤表现 [1-3], 与炎症程度和纤维化进展相关. 
细胞凋亡途径包括内源性和外源性两条途径, 
均存在于非酒精性脂肪性肝炎(non-alcohol ic 
steatohepatitis, NASH)发生和发展过程中[4-5]. 细
胞凋亡受多种凋亡基因调节, 如B细胞淋巴瘤/白
血病-2基因(B-cell lymphoma/leukemia -2 gene, 
Bcl-2)家族中Bcl-2、Bcl-xL蛋白具有抗凋亡作

用, 而Bad、Bax和Bid等具有促凋亡作用[6]. 目
前, 关于Bad、Bax和Bid在NASH发病机制中

的作用研究尚少. 我们采用高脂、胆碱-蛋氨酸

缺乏(high fat, methionine and choline deficient, 
MCD)饮食建立小鼠NASH模型, 以探讨上述促

细胞凋亡基因表达与NASH进展的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂C57BL6/J小鼠40只, 周龄7-8 wk, 
体质量20-25 g, 购于中国医学科学院实验动物研

究所. 胆碱-蛋氨酸缺乏的高脂饲料和胆碱-蛋氨

酸充足的饲料为ICN生物医学化学药品公司产

品. 兔抗鼠Bad、Bax和Bid mAb、鼠抗鼠β-actin 
mAb以及辣根过氧化物酶标记的抗兔、抗鼠多

克隆抗体购于Santa Cruz公司.
1.2 方法 
1.2.1 造模和采集标本: 按文献报道[2]建立实验

模型, 将实验所用40只小鼠随机分为4个实验组

和4个对照组, 每组5只. 分别采用MCD饲料和胆

碱-蛋氨酸充足的饲料喂养2 d、10 d、3 wk和8 
wk, 处死小鼠, 留取血清和肝组织标本. 部分肝

组织经40 g/L甲醛固定, 备做病理切片. 其余肝

组织采用液氮快速冷冻、-80℃保存, 以备蛋白

提取. 
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1.2.2 测定ALT: 采用处死实验小鼠的当日血清, 
以Olympus AU2700全自动生化分析仪速率法检

测, 试剂为日本第一化学药品株式会社产品.
1.2.3 观察肝组织病理学: 石蜡包埋, 常规组织

切片(5 μm), HE染色, 光镜下观察肝组织学变

化, 参照《非酒精性脂肪性肝病诊疗指南》[7]及

2001年《病毒性肝炎防治方案》[8], 肝脂肪变分

为4度(F0-4), 炎症活动度分为3级(G0-3), 肝纤维

化分为4期(S0-4).
1.2.4 检测Bad、Bax和Bid蛋白表达和激活水平: 
采用Western blot实验, 提取肝组织蛋白匀浆, 以
紫外分光光度计(750 nm)测定蛋白浓度. 取含60 
μg蛋白肝组织匀浆, 变性处理后经120 g/L SDS-
PAGE电泳分离, 4℃条件下经2-3 h将蛋白电转

移至硝酸纤维素膜, 置膜于含50 g/L脱脂牛奶中

(TBST缓冲液稀释)封闭1 h. 分别加入特异性兔

抗鼠Bad、Bax和Bid mAb(1∶500稀释)、鼠抗

鼠β-actin mAb及辣根过氧化物酶标记的抗兔、

抗鼠多克隆抗体(1∶5000稀释)进行免疫反应, 
以增强化学发光显色系统显色, 超敏胶片曝光, 
以β-actin为内参照.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用SPSS10.0统计软件进行检验, 数据比较采用t
检验, P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 ALT水平和肝组织学 对照组小鼠ALT正常, 
肝组织学无异常变化(图1A). 实验组小鼠2 d 
ALT轻度增高, 肝组织学无明显异常; 造模10 d 
ALT明显增高, 形成大泡性轻度肝细胞脂肪变

(F1, G0-1, S0)(图1B); 随造模时间延长, 至3 wk
和8 wk肝脏功能严重受损, ALT显著异常, 肝组

织学呈现中、重度肝细胞脂肪变, 分别伴有点

状或灶状肝细胞坏死、炎性细胞浸润和不同

程度肝纤维化(分别为F2-3, G1-2, S0-1和F3-4, 
G2-3, S1-2)(表1, 图1C).
2.2 实验组小鼠Bad、Bax和Bid的表达 实验组小
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■研发前沿
本 文 建 立 小 鼠
NASH模型, 着重
研究细胞凋亡相
关蛋白Bad、Bax
和Bid的表达在非
酒精性脂肪性肝
炎中的作用机制, 
明确细胞凋亡为
N A S H发病的重
要环节.

表  1  两组小鼠血清ALT水平(mean±SD, n  = 5)

     
分组

	                                    ALT(U/L)

	         2 d               10 d             3 wk            8 wk

对照组           29.8±        18.4±        34.8±       65.8±

                      29.6             6.0            24.0           50.0

实验组         136.8±      328.0±      296.8±      470.6±

                    108.2            71.3          171.3         147.7

P                  0.0600         <0.0001     0.0023        0.0013
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鼠肝组织Bax和Bad蛋白表达水平于造模10 d、
3 wk和8 wk均高于对照组, 差异具有统计学意义

(P <0.05、P <0.01和P <0.05). 实验组小鼠Bid蛋白

10 d、3 wk和8 wk明显活化, tBid蛋白表达明显

增高(P <0.01), 对照组小鼠Bid蛋白活化不明显

(P >0.05)(图2-4).

3  讨论

NASH为单纯性脂肪肝向肝硬化发展的重要阶

段[9], 建立快速、复制率高的NASH模型, 探讨其

发病的分子生物学机制, 对阻止单纯性脂肪肝发

生脂肪性肝炎以及向肝硬化的进展具有重要意

义. 本实验采用MCD饮食成功诱导NASH小鼠模

型, 表现为血清ALT升高、肝组织学上有肝细胞

脂肪变、坏死、炎症细胞浸润或伴有肝纤维化, 
且随造模时间的延长肝损伤呈进行性加重.

细胞凋亡是细胞基因调控、维持内环境稳

定的一种自主性细胞死亡, 是维持人体正常生

理功能的必需过程, 其中存在由Bcl-2家族调节

的线粒体凋亡途径[1]和Fas-L/Fas介导的外在细

胞凋亡途径[3]. Bcl-2家族成员通过形成不同形

式同源或异源二聚体对细胞凋亡产生抑制或促

进作用. 其中Bax-Bax同源二聚体诱导细胞凋亡, 
Bcl-2通过与Bax形成Bcl-2-Bax异源二聚体抑制

细胞凋亡. 因此, Bcl-2与Bax的比例决定细胞凋

亡是否发生. Bad蛋白与Bcl-xL结合作用强于与

Bcl-2结合, 其功能为通过与Bcl-xL-Bax二聚体

中Bcl-xL结合, 置换出游离Bax, 进一步形成Bax-
Bax同源二聚体而启动细胞凋亡[10]. 同时, Bid蛋
白经caspase-8水解形成活性分子tBid, tBid向线

粒体转位, 一方面通过激活促凋亡蛋白Bak发生

寡聚化, 另一方面与Bax相互作用使其构象改变

而插入线粒体膜, 通过在线粒体外膜形成跨膜

通道, 或开启线粒体通透性转换孔(permeability 
transition pore, PTP)引起线粒体跨膜电位下降和

细胞色素C释放, 进一步激活下游caspase级联反

MCD
     2 d                       10 d                        3 wk                         8 wk
+            -             +             -             +              -             +             -

Bad(28 kDa)

MCD
     2 d                       10 d                        3 wk                         8 wk
+            -             +             -             +              -             +             -

Bax(23 kDa)

MCD
     2 d                       10 d                        3 wk                         8 wk
+            -             +             -             +              -             +             -

tBid(15 kDa)

Bid(25 kDa)

β-actin(42 kDa)

MCD
     2 d                       10 d                        3 wk                         8 wk
+            -             +             -             +              -             +             -

图  2  肝组织Bad、Bax和Bid蛋白表达情况. MCD+: 对照组; MCD-: 实验组.

←

←

←

←

←

图  1  各组小鼠肝脏组织学改变
(HE200×). A: 对照组; B: 实验组
10 d; C: 实验组8 wk, 绿箭头示脂

肪变肝细胞, 黄箭头示肝细胞坏

死及炎性细胞浸润.

←
←

A B C ■创新盘点
本 文 所 采 用 的
N A S H动物模型
具有复制率高、
模型建立迅速、
具备人类N A S H
病理特征, 是目前
国际公认的最理
想的N A S H动物
模型, 可于较短时
间内形成以大泡
性为主的脂肪肝
模型, 并随造模时
间延长可进展为
脂肪性肝炎、肝
纤维化和肝硬化
等系列病变.
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应导致细胞凋亡[11-12].
本实验结果显示, MCD饮食喂养小鼠10 d-8 

wk, 肝组织Bad和Bax蛋白表达持续增强, Bid
蛋白裂解活化, 并随之出现中、重度肝脂肪变, 
点、灶状肝细胞坏死和炎症细胞浸润或伴有肝

纤维化, 表明Bad、Bax和Bid蛋白的表达上调或

活化与肝组织损伤及其进展有关. 上述改变的

可能机制为MCD饮食导致肝细胞脂肪变, 沉积

的脂质产生过氧化物诱发氧化应激, 产生大量

活性氧(reactive oxygen specimens, ROS), ROS
的产生可激活Fas-L/Fas系统, 进一步导致Fas
致死区结构蛋白募集下游的caspase家族成员, 
引起caspase-8活化[3,13-14]; 氧化应激和活性氧的

产生亦可增加TNF-α的释放, TNF-α与其受体

TNF-R1相互作用亦引起caspase-8活化, 后者水

解胞质中的Bid形成活性分子tBid, tBid进入线粒

体, 激活Bak及Bax蛋白引起线粒体跨膜电位下

降及细胞色素C释放, 进一步激活下游caspase级
联反应, 使凋亡信号扩大. 此外, TNF-α的释放可

阻止Bad蛋白的磷酸化, 促进其与Bcl-2、Bcl-xL

蛋白结合而减弱二者与Bax结合的抗凋亡作用, 
增强Bax对线粒体的损伤, 加速细胞凋亡[13,15]. 凋

亡的肝细胞可导致炎症细胞的聚集、枯否细胞

吞噬凋亡小体而活化, 释放大量细胞因子, 进一

步可激活肝星状细胞导致纤维组织增生. 
研究结果表明, MCD饮食可导致肝细胞脂

肪变和氧化应激, 诱发细胞凋亡调节蛋白Bad、
Bax和Bid表达上调, 引起线粒体损伤和细胞色

素C释放而激活下游caspase级联信号转导通路, 
促进肝细胞凋亡, 并导致肝脏炎症和纤维化. 因
此, 进一步探讨有效的抗氧化剂和基因调节治

疗可能有助于阻止NASH发生及进展. 
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图  4  小鼠肝组织Bid与tBid. A: 实验组; B: 对照组; bP<0.01 vs  Bid.
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图  3  各时间点肝组织Bad和Bax表达变化. A: Bad; B: Bax; aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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凋 亡 治 疗 延 缓
N A S H发生及进
展的作用奠定基
础.
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