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Abstract
AIM: To establish a rat model of nonalcoholic 
fatty liver disease (NAFLD) to detect the changes 
in the expression of liver fatty acid-binding 
protein (L-FABP) and peroxisome proliferator-
activated receptor-α (PPAR-α) mRNAs in NAFLD 
and to explore the mechanism underlying the 
pathogenesis of the disease.

METHODS: Eighty-four male Wistar rats were 
randomly and equally divided into two groups: 
control group (fed a normal diet for 18 weeks) 
and model group (fed a high-fat diet for 12 wk 
and a normal diet for another 6 wk). Each group 

was further divided into 7 subgroups for testing 
at weeks 0, 2, 4, 8, 12, 16 and 18. Rats in the two 
groups were sacrificed at each time point. Blood 
samples were taken to measure serum ALT, TG, 
CHOL, HDL-C and LDL-C. Liver samples were 
taken for HE staining and for detection of the 
expression of L-FABP and PPAR-α mRNAs by 
real-time fluorescence quantitative RT-PCR. 

RESULTS: The expression of L-FABP and 
PPAR-α mRNAs in control rats showed no 
obvious changes. No steatosis was observed at 
week 2 in rats fed a high-fat diet. The expres-
sion of L-FABP mRNA increased obviously in 
rats fed a high-fat diet at week 4 (0.59 ± 0.06 
vs 0.52 ± 0.03, P < 0.05), reaching the peak at 
weeks 8 and 12 (0.91 ± 0.07 and 0.92 ± 0.08 vs 0.52 
± 0.03, respectively; both P < 0.01). At week 18, 
the expression level of L-FABP mRNA declined 
significantly (0.59 ± 0.04 vs 0.92 ± 0.08, P < 0.01) 
but was still higher than that in the control 
group (P < 0.05). The expression of PPAR-α 
mRNA decreased obviously in rats fed a high-
fat diet at week 4 (1.05 ± 0.09 vs 1.13 ± 0.07, 
P < 0.05), reaching the lowest level at weeks 
8 and 12 (0.89 ± 0.04 and 0.85 ± 0.07 vs 1.13 ± 
0.07, respectively; both P < 0.01). At week 18, 
the expression level of PPAR-α mRNA was el-
evated obviously (1.04 ± 0.07 vs 0.85 ± 0.07, P < 
0.01) but was still lower than that in the control 
group. Steatosis become worst at week 12 but 
was improved greatly at week 18. 

CONCLUSION: In the progression of rat NAFLD, 
PPAR-α mRNA expression decreases and L-FABP 
mRNA expression increases as steatosis becomes 
worse. Steatosis can be improved through diet. 

Key Words: Rat; High-rich diet; Nonalcoholic fatty 
liver disease; Liver fatty acid-binding protein; Per-
oxisome proliferator-activated receptor-α; Fluores-
cence quantitative RT-PCR
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■背景资料
在我国, 近年来非
脂肪肝发病率成
逐年上升趋势, 并
且通常伴随并发
症发生. 其发病机
制得到广泛研究, 
脂肪酸转运机制
越来越受到重视.

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科



摘要
目 的 :  检 测 非 酒 精 性 脂 肪 肝 大 鼠 肝 脏 中
L-FABP、PPAR-α mRNA的动态变化, 探讨非
酒精性脂肪肝的发病机制.

方法: ♂大鼠84只, 体质量180 g±10 g, 随机
分为饮食基础饲料的正常对照组和饮食高脂
饲料的实验组; 各组又随机分为0、2、4、
8、12、16、18 wk 7个时相组, 其中高脂饲料
组在12 wk以后饮食正常饲料, 使其脂肪肝处
于自然恢复状态. 分别于不同时相从心脏取
血, 测定血清中ALT、TG、CHOL、HDL-C和
LDL-C的含量; 收集肝脏标本, 分别进行病理
学检测和L-FABP和PPAR-α mRNA的动态变
化检测. 

结果:  对照组大鼠肝脏L-FA B P和P PA R-α 
mRNA在不同时相间的表达无显著性变化. 高
脂饮食脂肪肝大鼠第2周时病理切片没有观察
到脂肪变性. L-FABP mRNA在第4周升高(0.59
±0.06 vs  0.52±0.03, P <0.05), 第8、12周显
著升高(0.91±0.07, 0.92±0.08 vs  0.52±0.03, 
均P <0.01), 正常饮食6 wk后显著下降(0.59±
0.04 vs  0.92±0.08, P <0.01), 但是与对照组比
较仍升高(P <0.05). PPAR-α mRNA在第4周下
降(1.05±0.09 vs  1.13±0.07, P <0.05), 第8、
12周显著下降(0.89±0.04, 0.85±0.07 vs  1.13
±0.07, 均P <0.01), 正常饮食6 wk后显著升高
(1.04±0.07 vs  0.85±0.07, P <0.01), 但是与对
照组比较仍下降(P <0.05). 脂肪变性面积在第
12周时最大, 但未见明显的炎症反应, 正常饮
食6 wk后脂肪变性明显好转.

结论:  高脂饮食脂肪肝大鼠模型L-FA B P 
mRNA表达阈值的出现和PPAR-α mRNA表达
下调可能在脂肪变性形成过程中起到重要作
用, 且单纯脂肪变性在一定程度上是可以通过
饮食调节自然恢复的.

关键词: 大鼠; 高脂饮食; 非酒精性脂肪肝; 肝型脂

肪酸结合蛋白; 过氧化物酶体增殖物激活受体-α; 

荧光定量逆转录聚合酶链式反应
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0  引言

肝型脂肪酸结合蛋白(liver fatty acid binding 
protein, L-FABP)是脂肪酸结合蛋白(fatty acid 
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binding proteins, FABPs)家族成员之一. L-FABP
主要表达于肝脏组织, 介导脂肪酸及多种疏水

基团转运, 涉及脂类代谢疾病的发病机制. 多年

来其转运机制备受关注[1-4]. 过氧化物酶体增殖

物激活受体-α(peroxisome proliferator-activated 
receptor-α, PPAR-α)是一种由配体激活的核转

录因子, 属于核受体超家族成员, 具有调节脂

肪代谢、炎症、免疫以及细胞分化的作用, 从
而参与脂肪性肝病的发病机制[5-7]. 本文结合非

酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)大鼠模型建立及恢复过程中肝脏病理

变化及血清指标的变化, 探讨L-FABP和PPAR-α
可能的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Wistar大鼠, ♂, 体质量180 g±10 
g, 购自佳木斯大学实验动物中心, 实验动物中心

许可证编号: SYXK(黑)2006-004. 胆固醇、胆酸

盐购自北京奥博星生物技术责任有限公司, 猪油

自制. TRIzol购自Invitrogen公司, TaqMan® Reverse 
Transcription Reagents, TaqMan® Gene Expression 
Master Mix, TaqMan® Gene Expression Assays, 
Power SYBR® Green PCR Master Mix, Rnase抑
制剂均购自美国ABI公司. PPAR-α引物引自文

献[8], β-actin引物由TaKaRa公司设计并合成.   
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 大鼠84只饲养1 wk后, 随机

分为正常对照组和高脂饮食组, 每组42只, 各组

又分为0、2、4、8、12、16、18 wk 7个时相

组, 每时相组6只. 正常对照组给予基础饲料, 高
脂饮食组饲料配比如下: 基础饲料87.8%、猪油

10%、胆固醇2%、胆盐0.2%, 自然采食.分别于

不同时相以0.1 g/kg体质量氯胺酮麻醉大鼠, 腹
主动脉采血, 切取肝脏右叶0.5 cm×0.4 cm×0.5 
cm大小组织块浸泡在100 g/L酸性甲醛固定液

中, 剩余肝脏储存于液氮中备用.
1.2.2 血清中指标测定: 3 000 r/min离心血液10 
min, 取上层血清, 通过采用自动生化学分析仪

测定丙氨酸氨基转移酶(alanine amiotransferase, 
ALT)、三酰甘油(t r ig lycer ide, TG)、胆固醇

(choles tero l, CHOL)、高密度脂蛋白胆固醇

(high-density lipoprotein cholesterol, HDL-C)和
低密度脂蛋白胆固醇(low-density lipoprotein 
cholesterol, LDL-C).
1.2.3 病理学检查: 甲醛固定后进行石蜡切片, 
HE染色, 观察脂肪肝程度.

www.wjgnet.com

■研发前沿
脂类在肝脏、血
液和脂肪组织的
储存、降解平衡
调控机制成为研
究热点与重点.
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1.2.4 荧光定量RT-PCR: (1)RNA提取: 从液氮中

取出肝脏组织, 研钵中边加液氮边研磨, 充分研

磨, 取小米粒大小粉末放入Eppendorf管中, 加
入1 mL TRIzol, 充分混匀. 加入0.2 mL氯仿, 剧
烈震荡15 s, 室温孵育5 min. 4 ℃, 10 000 g , 离心

15 min, 将0.4 mL无色水相移至另一Eppendorf
管. 加入0.4 mL异丙醇, 静置10 min, 4 ℃ 10 000 
g离心10 min, 弃上清. 沉淀加入750 mL/L乙醇1 
mL, 洗涤沉淀物. 4℃ 7 500 r/min离心5 min, 弃
上清. 自然干燥10 min, 加入10 μL DEPC处理

的双蒸水溶解, 55 ℃-60 ℃孵育10 min. 取1 μL
溶解好的RNA溶液, DEPC水稀释至100 μL, 微
量分光光度计检测RNA纯度和浓度, 1%甲醛

变性琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性. (2)反
转录: 依据说明书取总RNA 2 μg, 10×反转录

缓冲液2 μL, 100 mmol/L dNTP 0.8 μL, 10×反

转录随机引物2 μL, 50 U/μL反转录酶1 μL, 40 
U/μL RNA酶抑制剂0.5 μL, DEPC处理过的去

离子水补至20 μL. 25 ℃ 10 min, 37 ℃ 120 min, 
85 ℃ 5 s, -20 ℃保存待用. (3)荧光定量PCR: 取
500 ng cDNA依次梯度稀释1倍、10倍、102倍、

103倍、104倍, 分别作为模板按照以下反应体

系和反应条件进行扩增, 7300 PCR仪自动生成

标准曲线, 通过R2值检验标准曲线的可行性. 每
一个待测指标对应一条标准曲线, 且标准曲线

的模板来自同一管cDNA. 依据说明书取cDNA 
50 ng, 2×TAQMEN PCR预混液10 μL, 20×基

因表达试剂盒1 μL, 灭菌去离子水补至20 μL, 
50 ℃ 2 min预热, 95 ℃ 10 min预变性, 然后95 ℃ 
15 s, 60 ℃ 1 min, 40个循环. L-FABP和Actb的
引物序列和探针序列均购自美国ABI公司, 编

号分别为: Rn00664587_m1, Fabp1, rCG56226, 
扩增产物大小129 bp; Rn00667869_m1, Actb, 
rCG42822, 扩增产物大小91 bp. 依据说明书

取cDNA 50 ng, 2×SYBR GREEN PCR预混液

10 μL, 10 μmol/L的上下游引物各0.4 μL, 灭
菌去离子水补至20 μL, 50 ℃ 2min预热, 95 ℃ 
10 min预变性, 然后95 ℃ 15 s, 58 ℃ 1 min, 40
个循环, 每个循环均设置荧光收集步骤: 95 ℃ 
15 s, 60℃ 30 s, 95 ℃ 15 s. β-actin上游引物: 
5'-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3', 
下游引物: 5'-ATGGAGCCACCGATCCACA- 
3', 扩增产物长度171 b p. P PA R-α上游引物: 
5'-TGAACAAAGACGGGATG-3', 下游引物: 
5'-TCAAACTTGGGTTCCATGAT-3', 扩增产物

长度106 bp.
统计学处理 实验所得计量资料用mean±

SD表示, 应用SPSS15.0软件进行单因素方差分

析(One-way ANOVA), P <0.05表示差异有统计学

意义. 两两比较采用LSD检验.

2  结果

2.1 大鼠脂肪肝程度 高脂饮食脂肪肝大鼠造模过

程中及恢复正常饮食过程中肝脏病理学变化见

图1. 第4周时出现轻微脂肪变性, 第8周脂肪变性

增强, 第12周时脂肪变性最严重, 但是并未发现

明显的炎症反应. 恢复正常饮食4 wk后, 即第16周
时还有较轻微的脂肪变性, 第18周恢复明显.
2.2 血清指标 高脂饮食脂肪肝大鼠造模过程中及

恢复正常饮食过程中血清指标的动态变化(表1).
2.3 荧光定量RT-PCR 荧光定量RT-PCR标准曲

线、溶解曲线及L-FABP和PPAR-α mRNA的动

■相关报道
Schroeder等提出
L-FABP介导支链
脂肪酸至PPAR-α, 
从而调控基因转
录. Landrier等发
现他汀类药物诱
导L-FABP表达实
验表明其表达水
平上调机制中有
PPAR-α参与, 甚
至PPAR-α可能是
他汀类药物的靶
基因.

图  1  大鼠脂肪肝程度(HE×400). A: 0 wk; B: A: 2 wk; C: 4 wk; D: 8 wk; E: 12 wk; F: 16 wk, G: 18 wk.

A B C D

E F G
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态表达量(图2, 3, 表2).

3  讨论

NAFLD是一种与代谢综合征(metabolic syndrome, 
MS)有关的肝病, 其病程包括单纯性脂肪肝、脂

肪性肝炎、脂肪性肝纤维化和肝硬化[9]. 最常见

的危险因子是肥胖、糖尿病和高TG血症. 其他诱

因包括毒性物质、药物、先天性代谢障碍[10-12]. 
NAFLD的病理生理学仍需深入研究, 但是实

质的证据已经揭示了几种机制. 由胰岛素抵抗

(insulin resistance, IR)引起的过量的肝脏脂质聚

积是“二次打击”学说的第一步. 线粒体脂肪

酸氧化引起的氧化应激, NF-κB-依赖的炎症细

胞因子表达和脂肪细胞因子是所有的被认为是

导致第二次打击产生肝细胞损伤、炎症和纤维

化的潜在因素[13-16].
L-FABP是一种与遗传有关的脂肪酸连接

蛋白家族成员, 大量存在于胞质中. 在许多代谢

有关的疏水基团转运过程中起到重要作用, 包
括多不饱和脂肪酸、饱和脂肪酸、胆固醇和胆

汁酸, 还可以结合脂溶性肝细胞毒性物质[17]. 基
因控制小鼠表明L-FABP-/-小鼠体内长链脂肪酸

(long-chain fatty acids, LCFA)的吸收、氧化和酯

化水平都有所降低[18-20]. PPAR-α结合L-FABP基
因启动子区是其体内表达调控所必要的, 却不

是足够的条件[21].
近来L-FABP通过增加PPAR-α活性或者表

达水平来影响LCFA代谢的可能性引起重视[22-26]. 
PPAR作为核受体超家族的一员, 其作用广泛, 他
涉及脂质和脂蛋白代谢、葡萄糖代谢、细胞增
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图  2  探针法检测L-FABP. A: L-FABP标准曲线; B: Actb标准曲线.

■创新盘点
本文动态监测了
高 脂 饮 食 导 致
脂 肪 肝 形 成 过
程 中 L - FA B P 和
PPAR-α mRNA的
表达变化, 生理水
平上揭示了其在
脂类代谢中表达
变化的相关性.

表  1  不同时相高脂组及恢复组大鼠血清中ALT、TG、CHOL、HDL-C和LDL-C的含量 (n  = 6, mean±SD)

     
指标

	                
对照组(0 wk)

		        高脂饮食组			        恢复正常饮食组

		      	           第2周             第4周                第8周	            第12周	 第16周	          第18周

ALT(U/L) 42.67±2.52 49.67±3.05 61.00±2.00b 79.00±8.72b 72.33±5.86b 55.33±3.21bd 48.67±1.53d

TG(mmoL/L)   0.62±0.04   0.64±0.04   0.72±0.03a   0.75±0.05b   0.86±0.04b   0.76±0.07ac   0.67±0.03d

CHOL(mmoL/L)   1.10±0.08   1.17±0.05   1.45±0.05b   1.77±0.07b   1.94±0.07b   1.22±0.06ad   1.17±0.02d

HDL-C(mmoL/L)   0.87±0.04   0.79±0.02a   0.74±0.06b   0.59±0.02b   0.62±0.04b   0.77±0.04ad   0.81±0.03d

LDL-C(mmoL/L)   0.32±0.03   0.47±0.06   1.06±0.07b   1.59±0.18b   1.85±0.09b   0.58±0.09ad   0.38±0.03d

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  第12周.

表  2  不同时相的高脂组及恢复组大鼠肝脏L-FABP和PPAR-α mRNA的相对表达量 (n  = 6, mean±SD)

     
指标

	                
对照组(0 wk)

		        高脂饮食组			        恢复正常饮食组

		      	           第2周             第4周                第8周	            第12周	 第16周	          第18周

L-FABP 0.52±0.03 0.57±0.05 0.59±0.06a 0.91±0.07b 0.92±0.08b 0.63±0.04bd 0.59±0.04ad

PPAR-α 1.13±0.07 1.15±0.06 1.05±0.09a 0.89±0.04b 0.85±0.07b 0.94±0.09bc 1.04±0.07ad

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  第12周.
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殖分裂和凋亡. PPAR-α在肝中高表达, 通过诱

导线粒体和过氧化物酶体氧化水平及L-FABP
基因表达来刺激脂肪酸分解代谢, 保护肝脏免

受脂肪变性[27]. ApoA-Ⅳ是人类肝脏中新发现的

高度敏感性的PPAR-α调节基因, 可能是PPAR-α
激动剂引导TG降低和HDL上升的机制之一[28]. 
L-FABP与PPAR-α有着相似的配给结合特性, 体
内体外的一系列实验[22,23]证明L-FABP很有可能

作为脂肪酸和降脂类药物等PPAR-α激动剂进入

核的通道. Hostetler等[29]首次发现葡萄糖可以直

接结合PPAR-α, 改变构象. 数据表明PPAR-α通
过脂类和葡萄糖的浓度调节能量平衡, PPAR-α
介导的糖类和葡萄糖损伤不只是间接地通过增

加长链脂肪酸的水平而且还可以通过葡萄糖直

接作用于PPAR-α来调节.
本实验观察脂肪肝形成及恢复过程中的病

理变化, 同时检测L-FABP与PPAR-α mRNA在

不同时期的动态表达. 病理切片在第4周时有轻

微脂肪变性, 血清中ALT、TG、CHOL和LDL-C
在脂肪肝形成过程中均有不同程度的升高直至

饮食结构改变, 各指标才有所下降. HDL-C造模

过程中显著下降直至饮食结构改变才有所上升. 
血清指标显著性改变伴随甚至早于病理学明显

改变, 说明血清指标变化可以作为脂肪肝发生

的一个重要参考. L-FABP和PPAR-α mRNA的表

达与脂肪变性程度有关, 伴随脂肪变性的严重

程度L-FABP mRNA首先表现为适应性升高, 升
高至一定程度停止升高, 而脂肪变性则继续加

重. 如果可以刺激L-FABP继续高表达, 使脂肪酸

流动通畅, 可能在一定程度上减轻脂肪肝程度, 
或者延迟脂肪肝的发生. PPAR-α mRNA伴随脂

肪变性的严重程度一直降低直至饮食结构改变. 
通过药物诱导PPAR-α表达, 调节脂肪酸代谢相

关基因的表达, 改善IR, 减缓脂肪变性, 可以作

为治疗脂肪变性的一个途径. L-FABP介导配基

进入细胞核激活PPAR-α转录进而增加脂类物质

燃烧, 影响脂类和葡萄糖的代谢和储存[23], 但本

实验高脂饮食过程中L-FABP mRNA的升高与

PPAR-α mRNA的降低似乎是矛盾的. PPAR-α配
基的载体可能不止L-FABP一种, PPAR-α的表达

调控也没有揭示清楚. 脂肪变性机制将为患者

早期发现和治疗靶位提供帮助, 且合理饮食可

以有效改善肝脏脂肪变性程度.
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■应用要点
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为药物治疗提供
靶点. 且单纯性脂
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饮食和体育锻炼
逐渐好转.
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■同行评价
本文具有一定的
探索价值, 对非酒
精性脂肪肝发病
机制提供了一些
有价值的信息.


