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Abstract
AIM: To investigate the expression of tight 
junction protein occludin in intestinal epithelial 
cells and to analyze its relationship with tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) level in rats with 
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD).

METHODS: Thirty male Sprague-Dawley rats 
were divided into two groups: control group 
and model group. The control group was fed a 
normal diet while the model group was fed a 
high-fat diet. All the animals were sacrificed af-
ter 12 wk of feeding. Hematoxylin & eosin stain-
ing of hepatic tissue was performed to confirm if 
NAFLD was induced successfully. Serum TNF-α 

level was determined by radioimmunoassay. 
The expression of TNF-α in hepatic cells and oc-
cludin in intestinal epithelial cells was detected 
by immunohistochemistry. Intestinal epithelial 
tight junctions were observed by electron mi-
croscopy.

RESULTS: Serum TNF-α level in the model 
group was significantly higher than that in the 
control group (3.21 µg/L ± 0.45 µg/L vs 2.10 
µg/L ± 0.29 µg/L, t = -6.157, P < 0.01). In the 
model group, TNF-α was mainly distributed 
in the cytoplasm of liver cells, presenting with 
brownish-yellow fine granules, whereas only 
scattered positive cells were seen in the control 
group. Immunohistochemistry analysis showed 
that occludin was localized to the apical region 
of the intestinal lateral plasma membrane and 
distributed in a continuous pattern in the con-
trol group but significantly down-regulated 
and distributed in a non-continuous pattern in 
the model group. Electron microscopy analysis 
demonstrated that tight junctions were signifi-
cantly shorter in the model group than in the 
control group (0.50 µm ± 0.21 µm vs 0.78 µm ± 
0.19 µm, P < 0.05).

CONCLUSION: TNF-α may inhibit the expres-
sion of tight junction protein occludin in intesti-
nal epithelial cells, which may result in intestinal 
barrier dysfunction and promote the develop-
ment and progression of NAFLD.
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摘要
目的: 研究非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)大
鼠肠上皮细胞中紧密连接蛋白Occludin的表
达及与肿瘤坏死因子α(TNF-α)的关系. 
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
一种获得性代谢
性应激相关的肝
脏 疾 病 ,  目 前 国
内 外 发 病 率 呈
明 显 上 升 趋 势 . 
N A F L D 临 床 上
包括单纯性脂肪
肝、脂肪性肝炎
( N A S H ) 和 脂 肪
性肝硬化三种类
型 .  患 者 从 单 纯
性脂肪肝进展为
N A S H的发生机
制尚不明确.

■同行评议者
宣世英, 教授, 山
东省青岛市市立
医院肝病内科



方法: 30只♂SD大鼠平均分为2组, 对照组普
通饮食, 模型组给予高脂饮食, 喂养12 wk后处
死. 模型组肝脏HE染色显示脂肪肝造模成功. 
采用放免法检测血清TNF-α水平, 取肝脏组织
行免疫组织化学检测TNF-α的表达, 取空肠组
织应用免疫组织化学检测肠上皮细胞间紧密
连接蛋白Occludin表达并电镜下观察肠上皮
细胞间紧密连接部位的变化. 

结果: 模型组血清TNF-α水平较对照组明显增
高, 差异具有统计学意义(3.21 µg/L±0.45 µg/
L vs  2.10 µg/L±0.29 µg/L, t = -6.157, P <0.01). 
模型组大鼠肝脏TNF-α阳性物质主要分布在
肝细胞的胞质, 呈棕黄色细颗粒状, 而对照组
仅个别散在肝细胞阳性. 对照组Occludin蛋白
主要沿大鼠空肠黏膜上皮细胞膜的顶端呈线
状分布, 而模型组阳性染色较之明显减弱, 呈
非连续性分布. 电镜下模型组紧密连接明显短
于对照组, 具有显著性差异(0.50 µm±0.21 µm 
vs  0.78 µm±0.19 µm, P <0.05).

结论: TNF-α可能抑制了空肠上皮细胞中紧密
连接蛋白Occludin的表达, 从而破坏了肠黏膜
机械屏障, 促进NAFLD的发生及发展.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 肿瘤坏死因子α; 

Occludin; 免疫组织化学
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
d isease, NAFLD)是一种获得性代谢性应激相

关的肝脏疾病, 以肝实质细胞脂肪变性和脂肪

贮积为病理特征, 但无过量饮酒史. 临床上包

括单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎(non-alcohol ic 
steatohepatitis, NASH)和脂肪性肝硬化三种类

型[1]. 患者从单纯性脂肪肝进展为NASH的发

生机制尚不明确, 但近年来研究证实, 内毒素

(endotoxin, ET)在NASH的发病机制中发挥了重

要作用. 单纯性脂肪肝时常已伴有肠道菌群紊

乱和/或内毒素血症. 某些细胞因子(如TNF-α)
可以诱导肠上皮细胞凋亡[2-4]和细胞间紧密连接

蛋白结构及功能的改变[5], 导致肠上皮通透性增 
加[6], 从而发生细菌移位及内毒素血症, 形成恶

性循环[7]. 目前已有研究[8,9]证实, 肝硬化、急性

肝功能衰竭等疾病时肠紧密连接蛋白的表达下
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降, 并与TNF-α有一定相关性, 而关于NAFLD时

紧密连接蛋白表达的改变尚未见报道. 本研究

在于探讨NAFLD大鼠肠上皮细胞间紧密连接蛋

白Occludin的表达及与TNF-α的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠30只, ♂, 周龄6-8 wk, 体质量

180-220 g, 由南京市江宁区青龙山动物繁殖

场提供. 兔抗Occludin多克隆抗体, 美国Zymed
公司; 兔抗TNF-α多克隆抗体, 荷兰HBT公司; 
PV6001兔二步法免疫组织化学试剂盒, 北京中

杉金桥公司. TNF-α放免试剂盒, 中国人民解放

军总医院科技开发中心放免研究所. 
1.2 方法 
1.2.1 脂肪肝动物模型制备: 适应性喂养1 wk后, 
随机平均分为2组: 正常对照组给予普通饲料喂

养, 模型组以10%猪油、2%胆固醇、0.5%蛋黄

粉、0.2%脱氧胆酸钠及87.3%基础饲料构成的

高脂饲料喂养. 两组均自由饮水. 喂养12 wk后处

死所有动物. 立即取出肝脏, 滤纸吸干表面水分

后称其湿质量, 计算肝指数[肝指数 = (肝湿质量

/大鼠体质量)×100]. 取部分肝组织及空肠组织

置于40 g/L甲醛中固定制备石蜡标本. 留取部分

空肠组织固定于4%戊二醛中, 以备电镜检查. 
1.2.2 空肠免疫组织化学染色观察肠上皮紧密

连接蛋白Occludin的表达: 石蜡切片常规脱蜡水

化, 蛋白酶K 37 ℃消化10 min, PBS冲洗, 兔抗大

鼠多克隆Occludin抗体4 ℃过夜, PBS冲洗, 二抗

PV6001抗体37 ℃ 30 min, PBS冲洗. DAB显色, 
镜下控制显色时间. PBS代替一抗做空白对照. 
1.2.3 肝脏免疫组织化学染色观察TNF-α的表达: 
石蜡切片脱蜡水化, 取pH6.0柠檬酸盐缓冲液

1 500 mL于压力锅中, 大火加热直至沸腾, 将脱

蜡水化后的组织切片置于不锈钢架上, 放入已

沸腾的缓冲液中, 盖上锅盖, 扣上压力阀, 继续

加热至喷汽, 从喷汽开始计时, 2 min后, 压力锅

离开热源, 冷却至室温, 取出玻片. PBS冲洗, 兔
抗大鼠多克隆Occludin抗体4 ℃过夜, PBS冲洗, 
二抗PV6001抗体37 ℃ 30 min, PBS冲洗. DAB显
色, 镜下控制显色时间. PBS代替一抗做空白对照.

统计学处理 采用SPSS11.5软件进行统计分

析, 数据采用mean±SD表示. 两组间指标的差异

采用t检验.

2  结果

2.1 动物模型的建立指标

2.1.1 体质量改变: 实验过程中, 各组大鼠均无死

www.wjgnet.com

■研发前沿
TNF-α抑制肠上
皮紧密连接蛋白
Occludin的表达, 
使肠道机械屏障
受损, 这一表现可
能是NAFL发展为
N A S H 的病理生
理和发病机制中
的一重要环节. 这
一发现为临床预
防和治疗NAFLD
提供了一种可能
的途径.
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亡, 皮毛光泽度好, 进食饮水可, 活动自如, 对外

界刺激反应迅速. 12 wk末模型组大鼠体质量、

肝湿质量及肝指数明显增加, 与对照组相比有

显著差异(P <0.01, 表1).
2.1.2 肝脏的病理改变: 肉眼观察, 12 wk处死的

对照组大鼠肝脏颜色呈暗红; 模型组大鼠肝脏

体积增大, 包膜稍紧张, 边缘圆钝, 呈奶黄色, 有
油腻感. 病理切片观察, 对照组: 肝小叶结构清

晰, 肝细胞索排列无异常, 肝细胞质呈细密颗粒

状, 门管区无炎细胞浸润; 模型组大鼠均呈现脂

肪性肝炎状态, 表现为: 肝窦狭窄, 肝细胞肿胀, 
胞质内充满大小不等的空泡, 部分肝细胞呈气

球样形态, 可见灶状坏死及小叶内炎性细胞浸

润. 部分切片可见门管区炎细胞浸润及纤维增

多(图1).
2.2 血清TNF-α水平的比较 模型组血清TNF-α
水平较对照组明显增高, 差异具有统计学意义

(3.21 µg/L±0.45 µg/L vs  2.10 µg/L±0.29 µg/L, t  
= -6.157, P <0.01). 
2.3 肝脏TNF-α免疫组织化学染色 细胞中棕黄

色颗粒存在为阳性. 模型组阳性物质主要分布

在胞质, 呈棕黄色细颗粒状, 部分浸润单核细胞

和少数汇管区. 而对照组仅个别散在肝细胞阳

性(图2). 
2.4 空肠Occludin免疫组织化学染色 对照组Oc-
c lud in蛋白主要沿大鼠空肠黏膜上皮细胞膜的

顶端呈线状分布, 呈棕褐色信号. 而模型组阳性

染色较之明显减弱, 呈非连续性分布, 定位与对

照组无显著区别(图3). 
2.5 电镜结果 对照组电镜下肠黏膜上皮排列规

则、紧密, 上皮细胞表面微绒毛丰富, 排列规则, 
细胞间靠腔面为紧密连接, 下方为桥粒结构, 紧
密连接比较长, 结构清晰, 连接缝隙小, 桥粒结

构丰富, 胞质内各类细胞器结构良好, 上皮细胞

核位于基底; 模型组电镜下肠黏膜上皮排列紧

密, 上皮细胞表面微绒毛丰富, 排列规则, 少数

细胞微绒毛倒伏, 细胞间靠腔面为紧密连接, 下
方为桥粒结构, 紧密连接较正常组稍变短, 桥
粒结构良好, 其他细胞器结构良好. 电镜下模型

组紧密连接明显低于对照组, 具有显著性差异

(0.50 μm±0.21 μm vs  0.78 μm±0.19 μm, t  = 2.31, 
P<0.05, 图4).

3  讨论

N A F L D是遗传-环境-代谢应激相关性疾病 , 
具体发病机制尚未明确 ,  但较为公认的机制

■相关报道
马力等报道肝硬
化、急性肝衰竭
大鼠肠紧密连接
蛋白的表达下降, 
并与TNF-α有一
定相关性. Patrick
等 的 研 究 显 示
TNF-α能降解紧
密连接蛋白, 抑制
Occludin的表达.

表  1  模型组与对照组体质量、肝湿质量、肝指数 (n = 15)

     
   分组 	       体质量(g)           肝湿质量(g)	          肝指数

对照组	 331.33±30.93       8.72±0.67      2.64±0.21

模型组	 397.06±23.50     14.39±1.98      3.62±0.43

t值	   -5.076	             -8.134	    -6.061

P值	     0.008	               0.001	       0.002

A B

C D

图  1  两组大鼠肝脏光镜下表现(HE染色). A: 对照组(×200);  B: 模型组(×100); C: 模型组(×200); D: 模型组(×400).
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为“二次打击”学说 :  胰岛素抵抗 ( i n s u l i n 
resistance, IR)引起的肝细胞内脂肪过度积聚及

肝细胞对损害因子的敏感性增加是NAFLD形成

的“第一次打击”, 是肝内脂肪积聚的关键机

制; “第一次打击”将促进“第二次打击”发

生, 导致肝细胞损伤、炎症及纤维化形成, 诱导

肝细胞损伤的两条主要途径是氧应激诱导的脂

质过氧化和细胞因子介导的损伤. 此外, 肠道细

菌产生的ET可能作为“第二次打击”的因素参

与NAFLD的发病. 传统上认为如果肝脏能够适

应脂肪变性的发生, 则仅表现为脂肪变性, 如果

肝脏不能够适应, 在有其他病理生理异常的情

况下将发生非酒精性脂肪性肝炎, 甚至肝硬化

及肝癌[10]. 西方国家NAFLD患病率约20%-30%, 
亚太地区接近12%-24%[11], 其中约10%的患者发

展成NASH, NASH中近30%的患者可进展为肝

硬化, 或者发生终末期的肝功能衰竭, 需行肝脏

移植手术[12]. 单纯性脂肪肝的近期预后良好, 而
NASH的长期预后并不优于HCV引起的肝硬化[13].

正常情况下, 少量肠源性ET经门脉系统入

肝, 主要由库普弗细胞(Kupffer cell, KC)吞噬清

除, 维持肝脏内环境的稳定. 但在多种肝脏疾病

时, 因肠道功能紊乱、KC功能受损和/或侧枝

循环形成等多种因素作用, ET产生增加, 不能

被有效清除而进入体循环, 从而形成肠源性ET
血症[14]. 由“二次打击”学说可以看出, ET在

NASH的发病机制中起重要作用. 其一方面通过

直接细胞毒性作用, 诱导细胞凋亡、坏死. 更为

重要的是, 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)与受

体结合诱导以KC为主的肝脏间质细胞活化, 产
生释放IL-1、IL-6、IL-8、TNF-α等炎症因子以

及一氧化氮(NO)、氧自由基等生物活性物质, 
构成炎症介质网络, 扩大LPS作用, 促进NASH的

发生发展[15,16]. 
TNF-α是一种促炎性细胞因子, 在免疫反

应、炎症和对损伤反应中起重要作用, 正常情

况下主要是由脂肪组织产生, 其血清水平与机

体的脂肪含量和胰岛素敏感性相关. 有研究发

现, 脂酶活性抑制和IR导致的肝细胞内脂肪积

累可能是NAFLD发病关键环节, 而TNF-α基因

表达水平增加可以抑制脂肪组织的脂酶活性, 
而导致血清中三酰甘油浓度的升高[17,18], 还可

诱导IL-1、IL-6等细胞因子的产生, 共同参与肝

损害. 另外还可引起中性粒细胞趋化, 进而导致

肝脏炎症反应, 并通过脂质过氧化使细胞受损, 
最终导致肝细胞坏死[19]. 本研究NAFLD大鼠血

清及肝脏组织TNF-α水平均高于对照组, 提示

TNF-α参与了高脂饮食脂肪肝损伤过程. 最近越

来越多的研究表明, TNF-α还可以增加肠上皮细

胞细胞旁的通透性[20], 降低肠上皮细胞屏障的

跨上皮电阻, 并认为这是TNF-α引起肠黏膜屏障

通透性增高的主要原因[4,21]. 
肠黏膜屏障在保护机体免受食物抗原、微

生物及其产生的有害代谢产物的损害, 保持机

体内环境的稳定方面起重要作用[22-24]. 正常情

况下肠黏膜具有完善的机械屏障, 以抵御较强

的刺激和正常菌群的侵犯. 机械屏障由肠黏膜

表面黏液、微绒毛、上皮细胞及其间的紧密

连接以及黏膜的特殊结构组成[25]. 多种炎症因

子可损害肠上皮细胞屏障功能, 导致肠黏膜通

透性增高, 包括ET、TNF-α、γ-干扰素等. 肠上

皮细胞间连接由紧密连接、黏附连接、缝隙连

■创新盘点
本研究在于探讨
NAFLD大鼠肠上
皮细胞间紧密连
接蛋白Occ lud in
的 表 达 及 与
TNF-α的关系, 为
NAFLD的发病机
制提出了新论点
和依据. 国内外尚
无此方面的报道.

A B

图  2  两组大鼠肝脏组织TNF-α表达(免疫组织化学×400). 
A: 对照组; B: 模型组.

A B

图  3  肠黏膜上皮细胞Occludin蛋白表达(免疫组织化学×
400). A: 对照组; B: 模型组.

图  4  两组肠黏膜上皮细胞间紧密连接的电镜下表现. A: 

对照组; B: 模型组.

A B

1 mm 0.5 mm
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接等构成. 紧密连接为一狭窄的带状结构, 位于

上皮细胞膜外侧的顶部, 相邻细胞互相包裹, 形
成融合点或吻合点, 连接起来就形成一个连续

的渔网状结构. 紧密连接是肠上皮细胞间的主

要连接方式, 对维持上皮细胞极性及调节肠屏

障的通透性发挥着重要的作用. 紧密连接主要

由Claudin蛋白、Occludin蛋白、JAM、ZOs等
结构蛋白及各类连接蛋白分子共同组成 [26,27]. 
Occludin蛋白作为紧密连接蛋白之一, 相对分子

质量为65 kDa, 4个跨膜结构将Occludin分为2个
细胞外环和2个细胞内环, 相邻细胞就是通过外

环以拉链状结合而封闭细胞旁间隙[28-30]. 低氧、

炎性因子刺激等病理情况可引起Occludin等分

布异常、表达减少, 导致紧密连接结构和功能

异常, 细胞间隙增宽, 从而导致内皮间通透性升

高[31,32]. 有学者[33]认为缺乏Occludin则不能形成

典型的紧密连接结构. 维持肠上皮的完整性对

于保护肠道屏障功能、防止细菌内毒素及毒性

大分子物质进入体内具有重要意义. 
本研究发现NAFLD大鼠小肠上皮细胞间

紧密连接蛋白Occ lud in的表达下降, 紧密连接

明显缩短, 提示肠道机械屏障受损在NAFLD的

病理生理机制中发挥一定的作用, 为临床预防

和治疗NAFLD提供了一种可能的途径. 既往体

外研究证实TNF-α能降解紧密连接蛋白[34], 抑
制Occ lud in的表达[35], 使肠道上皮细胞的通透

性增加. 本研究高脂饮食脂肪肝大鼠血及肝脏

TNF-α水平增高, 而肠上皮细胞间紧密连接蛋

白Occludin表达下降, 提示NAFLD大鼠肠上皮

紧密连接蛋白Occludin表达下降与TNF-α升高

存在一定的相关性. TNF-α可能抑制了小肠上

皮细胞中紧密连接蛋白Occludin的表达, 从而破

坏了肠黏膜机械屏障, 促进NAFLD的发生及发

展. 肠上皮细胞间紧密连接带破坏、肠黏膜通

透性增高、小肠细菌过度繁殖(small intestinal 
bacterial overgrowth, SIBO)、内毒素及TNF-α
的产生、肠腔内乙醇产物增加、高脂饮食及果

糖摄入过多、抗氧化物水平降低等, 通过肠-肝
对话诱致肝细胞脂变、肝性IR、氧化应激及亚

临床系统性炎症的发生和发展. 而内脏肥胖、

脂肪肝和IR都是前炎状态, 其特点是促炎因子

增多及选择性巨噬细胞浸润(第二次打击), 内脏

脂肪和肝脏通过对脂肪酸的转运和处理进行对

话, 由此扩大代谢-炎症及代谢-免疫的相互关联, 
介导肝性IR、NASH、代谢综合征(metabolism 
synd rome, MS)及心血管疾病的发生[13]. 目前

NAFLD尚无特效治疗药物, 本实验为NAFLD的

治疗提供了方向.
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《世界华人消化杂志》按时完成 2009 年度出版任务

本刊讯 2009-12-28,《世界华人消化杂志》按时完成2009年1-36期的出版任务, 出版各类文章774篇, 全部经过

同行专家评议. 其中评论性文章158篇(20.41%), 原创性文章237篇(30.62%), 研究快报91篇(11.76%), 临床经验

253篇(32.69%), 病例报告13篇(1.68%), 会议纪要2篇(0.26%).

2010年, 《世界华人消化杂志》将坚持开放获取(open access, OA)的出版模式, 编辑出版高质量文章, 努力

实现编委、作者和读者利益的最大化, 努力推进本学科的繁荣和发展, 向专业化、特色化和品牌化方向迈进. 
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■同行评价
本研究选题和思
路都很好, 从总体
的讨论和实验过
程 来 看 ,  值 得 肯
定, 有较好的学术
价值.


