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Abstract
AIM: To observe the changes of laminin (LN) 
and hyaluronic acid (HA) on the formation of 
non-alcoholic fatty liver fibrosis in rabbits.

METHODS: Firstly, the rabbit models of fatty 
liver and liver fibrosis were set up by hypercho-
lesteremia. Liver tissues were collected and the 
histopathological changes were observed using 
transmission endoscopy and staining methods. 
Immunohistochemistry was used to detect LN 
expression and radioimmunoassy was used the 
measure serum HA concentration. Successive 
observation was used to outline the dynamic 
changes of basement membrane of hepatic sinu-
soid during the formation of non-alcoholic fatty 
liver fibrosis in rabbits.

RESULTS: Sinusoidal capillarization was char-
acterized by defenestration of sinusoidal endo-
thelial cells (SEC) and formation of basement 
membrane. Along with the formation of liver 
fibrosis, the positive expression (area percent-
age) of LN on sinusoidal wall and the concentra-
tion (mg/L) of serum HA increased gradually, 
and both of them reached the peak at 8 wk; there 
were significant differences in contrast with 
those in the normal group (LN: 25.2 ± 1.0 vs 5.1 ± 
0.7, P < 0.01; serum HA: 1422.18 ± 20.9 vs 1189.3 
± 13.1, P < 0.01). After stopping high-sterone 
feeding, the positive expression of LN and con-
centration of HA decreased gradually.

CONCLUSION: The changes of serum HA con-
centration are in accordance with the defenes-
tration of hepatic sinusoid and LN changes. LN 
and HA may be used as cardinal markers for he-
patic sinusoidal capillarization and liver fibrosis.

Key Words: Laminin; Hyaluaric acid; Non-alcoholic 
fatty liver; Liver fibrosis; Hepatic sinusoidal capil-
larization
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摘要
目的: 研究非酒精性脂肪肝家兔肝纤维化形
成过程中肝窦壁层粘连蛋白(LN)及透明质酸
(HA)的变化. 

方法: 用高脂饲料诱发脂肪肝的方法建立家
兔非酒精性肝病动物模型, 取肝组织用扫描
电镜、特殊染色等进行病理组织形态学观察; 
免疫组化检测LN; 放射免疫法测定血清HA, 
研究非酒精性脂肪肝家兔在肝纤维化形成过
程中肝窦壁基底膜成分的动态变化. 

结果: 肝窦毛细血管化, 即窗孔消失、基底膜
形成; 肝窦壁LN表达(面积百分比)和血清HA
含量(mg/L)均随着肝纤维化形成逐渐增加, 在

®

■背景资料
肝窦毛细血管化
是肝纤维化过程
中一个重要的病
理改变, 目前对肝
窦毛细血管化在
非酒精性脂肪肝
肝纤维化中的形
成过程尚少见报
道 .  肝 窦 内 皮 下
基底膜的形成是
肝纤维化过程中
肝窦毛细血管化
的一个重要特征, 
而关于基底膜主
要成分层粘连蛋
白、以及反应肝
窦内皮细胞功能
的透明质酸含量
在非酒精性脂肪
肝肝纤维化过程
中的动态变化尚
缺乏系统的研究. 

■同行评议者
郝春秋 ,  副教授 , 
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8 wk末阳性最强, 均与对照组有显著性差异
(LN: 25.2±1.0 vs  5.1±0.7, P <0.01; 血清HA: 
1422.18±20.9 vs  1189.3±13.1, P <0.01), 停止
造模后逐渐下降, 但停药8 wk均强于正常组.

结论: 家兔肝纤维化形成过程中, 肝窦壁功能
性基底膜被破坏, 发生肝窦毛细血管化. 血清
HA含量的变化与电镜下SEC去窗孔的改变, 
以及LN的变化相一致.

关键词: 层粘连蛋白; 透明质酸; 非酒精性脂肪肝; 
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0  引言

多种原因可导致肝纤维化 ,  但形成的机制至

今仍然不清 .  有人认为肝窦内皮细胞 ( l i v e r 
sinusoids endothelial cell, LSEC)的失窗孔化和肝

窦毛细血管化(sinusoid capillarization)的形成是

其中的发病机制之一[1-5], 而肝窦内皮下基底膜

的形成是肝纤维化过程中肝窦毛细血管化的一

个重要特征[6-9]. 有关基底膜的主要成分层粘连

蛋白(laminin, LN), 以及反映肝窦内皮细胞功能

的透明质酸(hyaluaric acid, HA)含量在非酒精性

脂肪肝肝纤维化过程中动态变化尚缺乏系统的

研究. 我们采用Buyssens的方法[10]成功地建立了

实验性高胆固醇血症家兔肝纤维化模型, 对此

领域进行初步的探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 新西兰白种家兔40只, 体质量2.5-3.5 kg, 
由中国医科大学实验动物部提供, 用平衡饲料喂

养1 wk后随机分模型组25只, 对照组15只, 分笼

饲养. 模型组家兔给予高脂饲料喂养, 即在普通

平衡饲料基础上加2%胆固醇, 该剂量持续8 wk
末, 之后停用胆固醇, 用平衡饲料再继续观察8 
wk(共16 wk); 对照组给予普通平衡饲料喂养16 
wk. 于2、4、8、12、16 wk末分别处死模型组家

兔各5只及对照组家兔各3只. 经ip麻醉后, 经心

脏灌流固定, 从肝右叶中部切取肝组织, 40 g/L甲
醛溶液固定, 制备光镜标本. 
1.2 方法 
1.2.1 肝脏组织病理学检测: HE染色及VG苦味

酸染色, VG苦味酸染色结果用病理图像分析仪

(北京微电子所PJ2000型)分析, 测定胶原纤维面

积百分比. 每张切片选取四周及中央5个区域, 
均取该区域中胶原纤维含量最多的视野(每个视

野至少包括1个中央静脉), 10倍物镜下测定胶原

纤维面积百分比(胶原纤维面积/肝组织面积×

100%), 取平均值. 另取肝组织, 25 mg/L戊二醛

溶液固定后, 制备电镜标本. 
1.2.2 层粘连蛋白免疫组织化学染色: 按免疫组

化ABC法染色. 兔抗人层粘连蛋白多克隆抗体

ABC试剂盒及DAB显色试剂均购自武汉博士德

公司. 免疫组化染色结果用病理图象分析仪分

析, 以细胞膜/细胞质中有棕黄色颗粒或线状沉

积为阳性, 测定阳性反应面积比, 每张切片选取

四周及中央5个区域, 均取该区域中阳性反应最

多的视野, 10倍物镜下测定阳性反应面积比(阳
性面积/肝组织面积×100%), 取平均值. 
1.2.3 血浆透明质酸测定: 于2、4、8 wk末和停

药后4、8 wk末分别对模型组家兔各5只及对照

组家兔各3只, 耳缘静脉取血, 分离血浆, 按照上

海海军医学研究所生产的放免测定试剂盒说明

书测定HA的含量. 
统计学处理 数据用mean±SD表示, 模型组

和对照组比较采用t检验, 以P <0.05为差异有显

著性.

2  结果

2.1 家兔非酒精性脂肪肝纤维化模型的制备情

况 对照组HE染色可见正常中央静脉及放射状

排列的肝板. VG苦味酸染色可见中央静脉及汇

管区有极少量的胶原纤维. 模型组2 wk末, HE染
色可见肝细胞轻度脂肪变性及点状坏死, VG苦

味酸染色较对照组轻度增加. 4 wk末, 模型组HE
染色可见肝细胞中重度脂肪变性, 炎性细胞浸

润加重, VG苦味酸染色较前稍增加. 8 wk末模型

组HE染色肝细胞坏死增多, 炎性细胞浸润成团, 
VG苦味酸染色终末静脉(包括中央静脉)增厚, 
胶原纤维向窦周隙延伸, 窦周纤维组织较前增

加(图1). 停止造模4 wk末HE染色肝细胞坏死及

炎性细胞浸润明显减轻, 停止造模8 wk末可见肝

细胞轻度脂肪变, VG苦味酸染色胶原纤维染色

逐渐减弱, 但至16 wk末仍强于正常组. VG苦味

酸染色病理图像分析结果可见模型组胶原纤维像分析结果可见模型组胶原纤维分析结果可见模型组胶原纤维

面积百分比明显高于对照组(P <0.01, 表1). 
2.2 电镜下肝窦内皮细胞的变化  对照组的LSEC
扁平, 胞核及细胞器排列规则, 远侧胞质呈薄片

状, 有许多窗孔, 内皮下缺乏基底膜(BM)(图2A). 
模型组2 wk末, 部分肝窦内皮细胞远侧胞质窗孔

■研发前沿
本文用高脂饲料
诱发脂肪肝的方
法建立家兔非酒
精性肝病动物模
型, 通过病理组织
形态学观察、层
粘连蛋白的免疫
组化观察及血清
透明质酸测定, 研
究了非酒精性脂
肪肝家兔在肝纤
维化形成过程中
肝窦壁基底膜成
分的动态变化. 而
有关层粘连蛋白
如何诱导整合素
的表达还有待深
入研究.
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数减少, 内皮下尚未见基底膜形成; 4 wk末, 窗孔

数减少或消失, 内皮下已开始有不完全的基底

膜形成, 同时有功能活跃的纤维母细胞形成(图
2B); 8 wk末进一步加重, 甚至可见完整的BM形

成(图2C). 停止高脂饲料喂养12 wk末, 失窗孔及

内皮下BM形成有所减轻, 内皮下基底膜成不连

续状. 16 wk末, 失窗孔及内皮下BM形成明显减

轻(图2D). 
2.3 肝组织层粘连蛋白免疫组织化学染色 LN在

正常家兔汇管区血管壁表达阳性, 肝窦壁没有

层粘连蛋白表达(图3A), 以后随着肝纤维化程度

的增加, 肝窦壁阳性着色增强而显著(图3B), 并
沿肝窦呈连续着色. 8 wk末阳性最强(图3C), 停
止造模后阳性逐渐减弱, 但至16 wk时仍强于正

常组(图3D). 免疫组化病理图象分析结果见表1. 
2.4 透明质酸含量的变化 模型组2 wk末, 家兔血

清HA含量开始增高, 至8 wk末时达到高峰(与对

照组比较P <0.01), 停止造模后家兔血清透明质

酸含量逐渐下降, 但停药8 wk时仍强于正常组

(表1). 

3  讨论

在肝纤维化的病理形成过程中, 绝大部分都经

过脂肪肝的阶段, 因此研究脂肪肝的形成和脂

肪肝时的病理、各种病理生理的改变, 对防止

肝纤维化的发生与发展具有重要的意义 [11-16]. 
许多原因可引起脂肪肝, 其中长期和大量进食

高脂肪、高胆固醇饮食为常见的原因. 我们用

Buyssens的方法成功建立了实验性高胆固醇血

症家兔脂肪肝伴小叶中心肝纤维化模型. 应用

HE染色和VG苦味酸染色发现, 随造模时间的延

长脂肪变性、点状坏死和炎性细胞浸润逐渐加

重, 8 wk末炎性细胞侵润成团, 停药后逐渐好转; 
纤维化的发生也有同样的趋势, 但停药后有所

减轻并未迅速好转. 说明脂肪变性和炎性细胞

浸润是一个急性过程, 较易恢复, 一旦发展到胶

原的沉积, 恢复明显减慢. 该实验也再次提示重

视脂肪肝的重要性[16-17]. 
SEC是特殊化的毛细血管内皮细胞, 在肝窦

形成无隔膜、无BM的窗孔(fenestrae), 这种窗孔

结构有利于肝细胞和血液之间进行物质的交换, 
在维持肝脏结构和实现各种功能中起着非常重

要的作用[18-21]. 各种原因导致的肝纤维化中均可

见肝窦结构发生不同程度的改变, 即出现肝窦

内皮细胞持续去窗孔和内皮下基底膜形成, 甚
至形成肝窦毛细血管化. 肝窦毛细血管化是肝

纤维化过程中的一个重要的病理改变, 肝窦内

皮下基底膜形成是肝窦毛细血管化的一个重要

特征[22]. 该实验中电镜下超微结构观察, 正常的

SEC扁平, 胞核及细胞器排列规则, 远侧胞质呈

薄片状, 有许多窗孔, 内皮下缺乏基底膜. 高胆

固醇喂养2 wk末, 可见部分SEC远侧胞质窗孔数

减少, 但无基底膜形成; 4 wk末, 窗孔数减少或消

失, 内皮下已开始有不完全的基底膜形成, 同时

有功能活跃的纤维母细胞形成; 8 wk末进一步加

重, 甚至可见完整的基底膜形成; 停止高脂饲料

8 wk末, 失窗孔及内皮下基底膜形成明显减轻. 

表  1  家兔肝组织胶原纤维及LN面积比和HA的变化

     
指标                             分组

                                                                                      t /wk

                                                                      2                             4                              8                            12                           16

胶原纤维面积比      对照组               4.5±0.2               4.6±0.6               4.8±0.5               4.7±0.4              4.3±0.8

                                  模型组               5.1±0.3             12.5±0.8a            18.5±0.9ad           11.1±0.7a             6.2±0.3a 

LN面积比                对照组               4.4±0.1               4.8±0.5               5.1±0.7               5.1±0.6              4.9±0.7

                                 模型组               5.3±0.2             17.7±0.8a            25.2±1.0ad           15.3±0.5a             9.8±1.7a 

血清HA(mg/L)          对照组         1191.3±12.9       1188.4±15.8       1189.3±13.1       1189.9±13.1      1189.9±13.6

                              模型组         1211.5±21.3       1320.3±21.5a    1422.18±20.9ad     1280.4±21.1a     1208.2±15.7

aP<0.05 vs  前期; dP<0.01 vs  对照组.

图  1  家兔肝纤维化模型组8 wk末(VG×100).

■创新盘点
家兔肝纤维化形
成过程中, 肝窦壁
功能性基底膜被
破坏, 取而代之由
于层粘连蛋白在
肝组织中不断沉
积, 并沿肝窦壁形
成基底膜, 发生肝
窦毛细血管化. 血
清透明质酸含量
的变化与电镜下
肝窦内皮细胞去
窗孔的改变, 以及
层粘连蛋白的变
化相一致, 提示层
粘连蛋白及透明
质酸在肝窦毛细
血管化及肝纤维
化的发病机制中
有着重要的作用. 
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结果提示在脂肪肝形成过程中就伴随着SEC的

去窗孔化和基底膜的形成, 后者是肝纤维化形

成的基础. 
有研究表明, 一些物质可调节肝窦内皮细

胞的窗孔和肝窦毛细血管化, 其中层粘连蛋白

(laminin, LN)较最为重要[23-27]. LN为分子质量较

大的糖蛋白, 能与Ⅳ型胶原、非胶原性糖及硫

酸肝素等多种基质成分交联, 并能自身交联, 在
基底膜形成过程中起重要作用. 据报道, LN在正

常肝窦几乎不表达, 而在慢性肝炎碎片状坏死

灶和肝硬变纤维间隔附近的肝窦明显表达, 肝
硬化再生结节中的肝窦表达也增强[28]. 本实验

中可见, 正常肝窦无LN分布; 随着造模时间的延

长, 肝窦壁着色逐渐增强, 停止造模后逐渐减弱, 

■应用要点
本研究为非酒精
性脂肪肝肝纤维
化的发病机制提
供了基础. 对逆转
肝纤维化有重要
的临床意义. 

图  2  家兔肝纤维化电镜(TME×10 000). A: 对照组; B: 模型组4 wk末; C: 模型组8 wk末; D: 模型组停药8 wk.

A B

C D

图  3  家兔肝纤维化LN表达(SABC×200). A: 对照组; B: 模型组4 wk末; C: 模型组8 wk末; D: 模型组停药8 wk末.

A

C D

B
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纤维化各期窦周LN着色阳性面积比差异有显著

性(P <0.01). LN的变化与电镜下的基底膜变化相

一致, 表明LN可作为肝窦毛细血管化基底膜形

成的一个重要标志. 
肝损伤过程中HA的浓度升高被认为与星

状细胞合成和分泌增多, 以及SEC摄取和降解功

能减退有关. 有学者认为他是反映SEC表型发生

改变的标志[29]. 本实验过程中, 血清HA含量的变

化与电镜下SEC去窗孔化的改变, 以及组织学中

LN的变化相一致, 提示HA浓度的变化可能间接

地反映肝窦毛细血管化的强弱. 我们观察到LN
及HA在非酒精性脂肪肝家兔肝纤维化形成过程

中的变化, 为非酒精性脂肪肝肝纤维化的发病

机制提供了基础, 但LN如何诱导整合素的表达

还有待深入研究.
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