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Absract 
AIM: To examine the expression of nuclear fac-
tor κB (NF-κB) and Bcl-2 in non-alcoholic fatty 
liver disease (NAFLD) in rats and to investigate 
the role of the mitochondrial injury pathway in 
hepatocyte apoptosis and the pathogenesis of 
NAFLD.

METHODS: Thirty-six rats were randomly and 
equally divided into two groups: a control group 
and an experimental group. The rats were killed 
at weeks 6, 10, and 14, and histopathological fea-
tures of the liver were observed by microscopy. 
Plasma levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

were measured by radioimmunoassay, hepato-
cyte apoptosis was assessed by TUNNEL assay, 
and expression of Bcl-2 and NF-κB proteins in 
hepatocytes was measured by immunohisto-
chemistry.

RESULTS: Histopathological staining showed 
the liver structure was normal in the control 
group. However, lobular steatosis was observed 
in the model group. Portal and periportal in-
flammation and lobular inflammation were not-
ed at week 10, and liver fibrosis was visible at 
week 14. Compared to the control group, apop-
tosis was increased in the model group, and this 
process was time-dependent. A time-dependent 
increase in the expression of Bcl-2 and NF-κB in 
liver tissue and serum levels of TNF-α was also 
found in the model group compared to the con-
trol group.

CONCLUSION: Apoptosis is a critical step for 
the development of NAFLD, and NF-κB and 
Bcl-2 play an important role in hepatocyte apop-
tosis in NAFLD.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 通过核因子κ B(n u c l e a r f a c t o r κ B, 
N F-κ B)、B c l-2在大鼠非酒精性肝病(n o n-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD)中的表达, 
研究线粒体损伤途径在肝细胞凋亡中的作用
及NAFLD的发病机制. 

方法: 将36只SD大鼠随机分为正常组18只, 模
型组18只, 分别于6、10、14 wk处死各组大
鼠, 6只在光镜下观察肝组织病理学形态; 血
浆肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 

■背景资料
非 酒 精 性 肝 病
( n o n - a l c o h o l i c 
fatty liver disease, 
NAFLD)是以肝
实质细胞脂肪变
性和脂肪储积为
特征的临床综合
征 ,  病 理 学 改 变
与酒精性肝病(al-
coholic fatty liver 
disease, ALD)相
似, 但无过量饮酒
史 .  其 病 理 过 程
包括单纯性脂肪
肝、脂肪性肝炎
和脂肪性肝纤维
化, 最后导致肝硬
化、肝 衰 竭 ,  并
可能引起肝癌、
移植肝复发等问
题. 近年来, 随着
社 会 经 济 发 展 , 
NAFLD发病率逐
年增加, 成为一种
危害人类健康的
常见慢性肝脏疾
病, 其发病机制尚
未阐明. 
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TNF-α)采用放免法测定; TUNNEL法测肝细
胞凋亡百分数; 免疫组织化学检测Bcl-2、NF-
κB蛋白在肝细胞中的表达情况. 

结果: 肝组织病理结果提示正常组肝组织结
构正常, 模型组第6、10、14周大鼠肝小叶脂
肪变性, 门管区及周围及腺泡第10、14周大鼠
可见炎性细胞浸润, 第14周大鼠出现胶原纤维
生成. 细胞凋亡百分数结果提示正常组在各时
间段有散在凋亡阳性表现, 模型组凋亡细胞表
达明显高于正常组, 且随时间的延长表达逐
渐增多. 免疫组织化学结果显示造模组随时间
的延长Bcl-2表达逐步增加, 且脂肪变明显的
区域阳性染色细胞较相对正常肝细胞染色深. 
NF-κB定位于细胞质和/或细胞核, 模型组第
6、10、14周大鼠肝细胞内可见NF-κB明显活
化, 而且随造模时间延长, 其表达随之增多. 各
组大鼠血浆TNF-α测定模型组各组大鼠血浆
TNF-α表达随着造模时间的延长逐渐增高, 且
均高于同时间段正常组表达. 

结论: 细胞凋亡是NAFLD病情进展的重要阶
段, NF-κB、Bcl-2在NAFLD肝细胞凋亡中起
到重要作用. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: Bcl-2及其家族成员是调节肝细胞凋亡

的核心机制之一, 而核因子κB对Bcl-2家族蛋白的

调节起着重要作用, 可以利用促凋亡蛋白的抑制

剂或者抑制凋亡蛋白的保护剂作为抗肝细胞凋

亡的药物, 阻止肝细胞凋亡的过程, 延缓疾病进

展, 以期待对非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic 
fatty liver disease)的治疗有新的方法. 
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0  引言

随着社会经济发展, 非酒精性脂肪性肝病(non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD)发病率逐年

增加, 成为一种危害人类健康的常见慢性肝脏

疾病. 全球流行病学调查表明, 成人的NAFLD
发病率为20%-33%, 肥胖或2型糖尿病患者中

NAFLD发病率达到75%, 最新的研究发现该病

呈低龄化趋势. 为此, NAFLD在西方国家和世

界其他地区越来越受到重视[1-3]. 随着对NAFLD
的研究的深入, 肝细胞凋亡在NAFLD发病中

的作用也逐渐被重视[4]. 肝细胞凋亡有多种途

径, 其中, 线粒体损伤途径是NAFLD中肝细胞

发生凋亡的中心环节, 是诱导肝细胞凋亡的执

行者[5]. 本实验通过观察NAFLD大鼠中核因子

κB(nuclear factor κB, NF-κB)、Bcl-2、肿瘤坏死

因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)的表达及

肝细胞凋亡百分数等, 进一步研究线粒体损伤

途径在NALFD肝细胞凋亡中的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 TUNNEL试剂盒, TNF-α放免试剂盒购

自上海沪宇生物科技有限公司; 兔抗大鼠NF-κB
多克隆抗体、兔抗大鼠Bcl-2多克隆抗体、二抗

羊抗兔IgG、SP免疫组织化学染色试剂盒、DAB
显色试剂盒购自上海博谷生物科技有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 分组及造模: 将健康成年SPF级♂SD大鼠

36只, 体质量150 g±30 g, 随机分为正常组18只
(普通饮食喂养), 模型组18只(高脂饮食喂养: 胆
固醇2.0%, 胆酸钠0.5%, 丙硫氧嘧啶0.2%, 蔗糖

5.0%, 猪油10.0%, 基础饲料82.3%由泸州医学院

实验动物中心新鲜配制)自由进水, 于第6、10、
14周处死各组大鼠6只, 分离出的血清和取出的

肝脏组织放置-80 ℃冰箱保存. 
1.2.2 检测指标: 肝脏病理学检查: 将取出的肝组

织用10%多聚甲醛固定1 d, 石蜡包埋并切片, 行
HE染色, 在光镜下观察肝组织病理学形态; 血浆

TNF-α采用放免法测定; TUNNEL法测肝细胞凋

亡百分数, 肝脏组织切片依次脱蜡、水化, 再
清除内源性过氧化物酶, 以TUNEL反应液作用

50 min, 转化POD, DBA显色3 min; 随即中性树

胶封片. 阴性对照标本上不加酶溶液, 仅加标记

液. 结果分析: 对5个高倍视野下进行阳性细胞

定量分析. 棕黄色或棕褐色颗粒为阳性表达, 计
算方法: 凋亡细胞数/总细胞数×100%; 免疫组

织化学检测Bcl-2、NF-κB蛋白在肝细胞中的表

达情况, 结果评定: NF-κB主要在细胞膜或细胞

浆出现棕褐色染色. Bcl-2主要在胞浆内着色, 偶
见核膜着色. 每张切片取5个高倍镜视野(每个视

野>500个细胞), 分别计算阳性率, 阳性率 = 阳性

细胞数/总细胞数×100%. 
统计学处理 使用SPSS17.0软件进行统计学

分析. P <0.05为差异有统计学意义. 计量资料用

mean±SD表示, 不同时间段正常组与模型组比

■研发前沿
随着对NAFLD的
研究的深入, 肝细
胞凋亡在NAFLD
发病中的作用也
逐渐被重视. 多个
研究发现NAFLD
存在肝细胞凋亡, 
并随病情进展加
重, 但其具体机制
尚不清楚.
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较采用两样本均数比较的t检验, 不同时间点模

型组与模型组, 正常组与正常组间比较采用方

差分析, 并进行方差齐性检验, 方差齐者采用单

因素方差分析. 

2  结果

2.1 肝组织病理结果 各时间段(第6、10和14周)
正常组HE染色后的肝组织切片, 肝小叶结构保

持完整, 模型组第6周大鼠肝小叶内33%以上的

肝细胞可见脂肪变性, 门管区及腺泡内未见明

显炎性细胞浸润, 无明显胶原纤维生成, 无纤维

化, 属于脂肪肝变化肝细胞脂肪变阶段. 模型组

第10周大鼠肝脏脂肪变肝细胞占总数的50%以

上, 部分在66%以上, 腺泡3带明显气球样变, 腺
泡内见点状肝细胞坏死, 门管区出现炎性细胞, 
属于非酒精性肝炎阶段. 造模组第14周可见程

度不等的小叶内炎症、汇管区炎症, 腺泡3带广

泛气球样变, 还有汇管区变性及点状, 灶状坏死, 
甚至部分坏死融合成片, 门管区及门管区周围炎

症明显, 4/6只大鼠出现肝细胞窦周纤维化(图1). 
2.2 肝细胞凋亡百分数结果 正常组在各时间段

有散在凋亡阳性表达, 模型组凋亡细胞表达明

显高于正常组(P <0.01), 且随时间的延长表达逐

渐增多(P <0.05)(表1, 图2). 
2.3 各组大鼠肝组织免疫组织化学测Bcl-2、NF-
κB蛋白的结果 Bcl-2主要在胞浆内着色, 偶见核

膜着色, 正常组大鼠Bcl-2的表达均为部分肝细

胞散在弱阳性表达; 模型组第6周为肝细胞散在

阳性表达较对照组组有所增强, 造模组随时间

的延长Bcl-2表达逐步增加, 且脂肪变明显的区

域阳性染色细胞较相对正常肝细胞染色深. NF-
κB细胞染色呈黄色或棕黄色为阳性, 定位于细

胞质和/或细胞核, 模型组第6、10、14周大鼠肝

细胞内可见NF-κB明显活化, 而且随造模时间延

长, 其表达随之增多(表2). 
2.4 各组大鼠血浆TNF-α测定 模型组各组大鼠

血浆TNF-α表达随造模时间的延长逐步增高, 均
高于同时间段正常组TNF-α表达(P <0.05, 表3). 

3  讨论

NAFLD是一类与代谢相关的肝脏疾病谱, 其发

病与胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)、肥胖、

高甘油三酯血症和遗传易感性有密切关系[6]其

病理学改变与酒精性肝病(alcoholic liver disease, 
ALD)相似, 但无过量饮酒史[7]. 病程包括单纯

性脂肪肝及由演变而来的非酒精性脂肪性肝炎

(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)和非酒精

性脂肪性肝纤维化, 最后可能导致肝硬化和肝

癌、肝衰竭、移植肝复发等问题. 多个研究发

现NAFLD存在肝细胞凋亡, 并随病情进展加重. 
Feldstein等[8]通过对NASH患者肝组织活检标本

应用TUNEL法检测肝细胞凋亡比单纯脂肪肝

组或正常对照组显著增加, 并随NASH炎症与

纤维化严重程度增加而增加, 而Shimizu等[9]也

发现在酒精性肝炎和非酒精性肝病以及相关的

肝纤维化中, 均有明显的肝细胞凋亡现象发生. 

■相关报道
Feldstein通过对
非酒精性脂肪性
肝炎(nonalcoholic 
s tea tohepat i t i s , 
NASH)患者肝组
织活检标本应用
TUNEL法检测肝
细胞凋亡比单纯
脂肪肝组或正常
对照组显著增加, 
并随N A S H炎症
与纤维化严重程
度增加而增加, 而
Nitchell等也发现
在酒精性肝炎和
非酒精性肝病以
及相关的肝纤维
化中, 均有明显的
肝细胞凋亡现象
发生. Nan等在小
鼠N A S H实验模
型中也证实此观
点 .  细 胞 核 因 子
NF-κB是一种具
有多向性调节作
用的蛋白质因子, 
有 研 究 表 明 N F -
κB及其调控产物
的过度表达在肝
脏慢性炎症、肝
纤维化的发生及
发展中起重要作
用 .  已 经 有 实 验
证明Bcl-2其作为
NK-κB的下游因
子, 可以通过该条
途径起抗细胞凋
亡作用.
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A B

C D

图   1   肝 组 织 病 理
学结果(HE×100). A: 

正常组; B: 第6周末

模型组; C: 第10周末

模型组; D: 第14周

末模型组.
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■创新盘点
本实验通过改良
高脂饮食建立非
酒精性脂肪性肝
病 大 鼠 模 型 ,  并
随着其病变进展
在不同时间点观
察肝细胞凋亡、
炎症、纤维化以
及 相 关 的 蛋 白
BCL-2、NF-κB的
表达情况, 从而探
讨以上两种相关
蛋白在非酒精性
肝病中的作用及
其机制.

Nan等[10]在小鼠NASH实验模型中也证实此观

点. 本研究通过动态建立非酒精性肝病模型并

测定不同时间点肝细胞凋亡百分数再次说明细

胞凋亡在该病中占重要地位. 
NAFLD肝细胞凋亡有3种途径: 由Fas、

Fas-L介导的死亡受体途径、线粒体损伤途径和

内质网应激(endoplasmic reticulum stress, ERS)
途径. 其中ERS为高同型半胱氨酸血症和氧化应

激等因素所诱导的机体的一种保护机制[11], 而线

粒体损伤途径是NAFLD中肝细胞发生凋亡的中

心环节, 是诱导肝细胞凋亡的执行者, 因为所有

的信号物质均直接或间接地以线粒体为靶目标, 

另两种途径均需要经过线粒体途径进一步放大. 
线粒体途径主要由NF-κB介导的Bcl-2家族蛋白

调控, 包括抑制凋亡的Bcl-2家族蛋白(如Bcl-2
和Bcl-xL)和促进凋亡的Bcl-2家族蛋白(如Bid、
Bax和Bak). 现阶段研究认为NF-κB、Bcl-2信号

途径在肝细胞凋亡中发挥着主导作用[12]. 
NF-κB是一种能与免疫球蛋白κ链基因启

动子序列特异性结合的核蛋白因子 ,  1986年
在B淋巴细胞核提取物中首次发现, 属于N F-
κB/Rel家族一员. 该家族包含2类共5种蛋白: NF-
κB1(p50)、NF-κB2(p52); RelA(p65)、RelB、
c-ReJ, 他们可以两两之间形成同源或异源二聚
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表  1  肝细胞凋亡指数 (mean±SD, %)

     分组        第6周       第10周       第14周

正常组   1.11±0.15   1.26±0.11   1.15±0.20 

模型组 11.15±0.82bce  16.19±1.23be  19.23±2.31b  

bP<0.01 vs 正常组; cP<0.05 vs  模型组第10周; eP<0.05 vs  模型组第14周.

表  2  Bcl-2、 NF-κB蛋白在各组大鼠肝组织中的表达 (mean±SD, %)

     
分组

       Bcl-2         NF-κB

       第6周       第10周       第14周        第6周        第10周       第14周

正常组   6.72±0.76   6.13±0.97   6.65±1.33   4.48±0.34        4.48±0.34   4.78±0.74

模型组 24.41±0.37bce 43.18±1.58be 74.34±0.75b 29.61±3.21bce 44.61±2.81be 67.04±3.22b

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组第10周; eP<0.05 vs  模型组第14周. NF-κB: 核因子κB.

A B

C D

图  2  肝细胞凋亡
百分数结果(TUR×
100). A: 正常组; B: 

第6周末模型组; C: 

第10周末模型组; D: 

第14周末模型组. 
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体, NF-κB多以p50和p65的异源二聚体形式存

在, 由于p50、p65的前体包含有NF-κB的抑制

因子IκB, 故在细胞静息状态下此异源二聚体

尚与IκB结合, 以保证NF-κB处于失活状态. Rel
家族蛋白同都有一个由300个氨基酸组成的氨

基末端, 称为Rel同源区, 此区域即为Rel蛋白与

DNA、其他细胞因子结合或形成二聚体的功能

区, 该区域可以识别不同的κB序列而产生不同

的细胞特性, 故NF-κB活化后因刺激源的不同而

结合不同的κB序列而产生多种生物学效应[13]. 
本研究结果说明, 在模型组中, 随着造模

时间的延长, 肝组织病理检查证明肝脏的脂肪

变、炎症、纤维化的出现, 肝细胞凋亡的增多, 
NF-κB、TNF-α表达逐渐增加, 其机制可能因为

NF-κB二聚体的组成不同, 以及调控不同靶基

因时DNA序列各异, NF-κB对肝细胞凋亡调节

具有抑制和诱导的双向作用, 其抑制凋亡作用

主要通过包含Bcl-2家族蛋白在内的一系列与

凋亡蛋白酶相作用的抗凋亡蛋白蛋白来实现. 
如TNFR-associated factor: TRAF1、TRAF-2、
J N K等 [14], 其中B c l-2家族包括抗细胞凋亡的

Bcl-2、Bcl-X1、BHRF1和促细胞凋亡的Bax、
Bcl-Xs、Bad、Bak及参与细胞存活调节的Al、
Mcl-1等. 有研究发现, Bcl-2、Bcl-X1基因上有

κB结合位点, 而Bax、Bad则无该位点. NF-κB
激活可引起Bcl-2家族中抗细胞凋亡的基因表

达增加, 进而发挥降低线粒体膜的通透性、抑

制线粒体去极化及细胞色素C释放的抗凋亡作

用[15-17]. 活化的NF-κB又能促进抗凋亡基因如 
FLICE抑制蛋白和X连锁凋亡抑制蛋白的转录, 
这些抗凋亡蛋白可从不同水平干扰T N F引起

的半胱天冬酶活化从而抑制肝细胞凋亡. 其次, 
NF-κB活化后主要作用于TNF-α, 血清中TNF-α
与其受体TNF-Rl结合, 刺激Bcl-2家族的另一促

凋亡因子bid, bid介导bax改变自身构象, 并向线

粒体移动, 插入线粒体内启动凋亡机制, 而ROS

增多亦能放大这一信号途径, 另外TNF-α还可以

通过死亡受体通路激活一系列caspase分子引起

肝细胞凋亡[18]并产生大量炎性介质, 激活bax等
线粒体上的促凋亡蛋白, 导致肝细胞凋亡. 

肝细胞凋亡是非酒精性肝病发病的中心环

节已经得到肯定. 但是由于肝细胞凋亡是一把

双刃剑, 有必要对其具体的调控环节, 特别是各

种调控之间的关系进行深层次的研究, Bcl-2及
其家族成员是调节肝细胞凋亡的核心机制之一, 
而NF-κB对Bcl-2家族蛋白的调节起着重要作

用, 并通过改变抑制凋亡蛋白和促进凋亡蛋白

的比值起双向调节作用, 可以利用促凋亡蛋白

的抑制剂或者抑制凋亡蛋白的保护剂作为抗肝

细胞凋亡的药物, 阻止肝细胞凋亡的过程, 延缓

肝细胞的损伤, 炎症及纤维化的发生, 以期待对

NAFLD的治疗有新的方法. 
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表  3  血浆TNF-α测定结果 (μg/L) 
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                             TNF-α(μg/L)
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bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组第10周; eP<0.05 vs  模型

组第14周. TNF-α: 肿瘤坏死因子-α.
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■同行评价
本文研究了大鼠
NAFLD模型的相
关凋亡因子, 对揭
示肝细胞凋亡与
NAFLD发病机制
具有一定的参考
意义.
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