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Abstract
AIM: To develop a suitable rat model of alcohol-
ic liver fibrosis, which is easily available and low 
in cost with a high success rate, and to detect the 
alteration of expression of genes involved in the 
pathogenesis of alcoholic liver disease.

METHODS: Rats were raised individually in 
respective cages and were fed ad libitum. Rats 
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酒精性肝纤维化大鼠模型的建立及Smad7/TGF-β表达变化
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■背景资料
随着生活水平的
提高, 各种酒精饮
料的消费量不断
升高, 人群的饮酒
率不断增加. 酒精
性肝病的发病率
自然也随之大幅
度升高, 成为我国
医学工作者必须
要应对的研究课
题. 国内外多以大
鼠或小鼠的动物
模型作为研究平
台, 但目前的造模
方法仍在某些方
面存在欠缺, 需进
一步完善. 

were divided into two groups: a normal control 
group and an experimental group. The normal 
control group was given a normal diet with 
alcohol-free water. The experimental group was 
further divided into three subgroups, namely, a 
normal diet subgroup, a high fat diet subgroup 
and a limited high fat diet subgroup. Commer-
cially available Chinese spirit was diluted into 
different concentrations (6%, 9%, 12%, 20%) 
using distilled water and used as the source of 
alcohol consumption for rats in the experimental 
group. Rats in the experimental group were fed 
distilled water containing 6% (v/v) alcohol at 
the beginning of the experiment, and the con-
centration of alcohol was gradually increased to 
20% within 4 wk. Ultimately, water containing 
20% alcohol was maintained towards the end of 
the study. At the end of the experiment, livers 
of rats were dissected for histological studies 
whereas serum samples were taken to detect the 
levels of alanine aminotransferase (ALT) and as-
partate aminotransferase (AST). The mRNA and 
protein expression of transforming growth fac-
tor β1 (TGF-β1) and Smad7 in liver tissues was 
detected by real-time PCR and Western blot, 
respectively.

RESULTS: No pathological changes were ob-
served in the liver of rats in the normal control 
group. However, rats in the experimental group 
demonstrated histopathological changes such 
as fatty change, inflammation as well as fibro-
sis. The histopathological changes were most 
severe in the subgroup fed a limited high fat 
diet, followed by those fed a high fat diet. Fatty 
changes were observed in the liver of rats in 
the experimental subgroup fed a normal diet. A 
small amount of collagen fibrils, inflammation 
and a more severe fatty change were found in 
the liver of rats fed a high fat diet. Bundles of 
closely packed collagen fibrils, inflammation, 
and fatty change were observed in rats fed a lim-
ited high fat diet. Serum levels of AST and ALT 
were higher in the experimental group compared 
to the normal control group. The subgroup fed 
a normal diet had lower levels of AST and ALT 
compared to the other two subgroups, although 
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■研发前沿
酒精性肝病发病
率 高 ,  发 展 到 晚
期 病 情 危 重 ,  对
人群的生命健康
造 成 严 重 威 胁 . 
其发病机制和治
疗方法是近年研
究 的 热 点 .  大 量
相关研究需要利
用大鼠等动物模
型 进 行 ,  模 型 的
质量和科研成果
的价值直接相关, 
理想动物模型的
制 备 至 关 重 要 . 
目前动物模型制
备过程中动物死
亡 率 过 高 ,  造 模
时 间 过 长 ,  动 物
模型的肝脏病变
轻 微 ,  造 模 过 程
与人类患病过程
相似性差等问题
都需要解决.

no significant difference was seen between sub-
groups fed a high fat diet and a limited high fat 
diet. Protein expression of TGF-β1 and Smad7 
was positively correlated with their mRNA lev-
els, respectively. TGF-β1 expression level in the 
normal control group was lower compared to the 
three experimental subgroups, and the level was 
positively correlated with the severity of hepatic 
pathological changes. Smad7 expression was 
shown to be higher in the normal control group 
compared to the experimental subgroups. How-
ever, there was no correlation between the level 
of Smad7 and hepatic pathological changes.

CONCLUSION: Feeding a limited high fat diet 
with alcohol ad libitum in rats is a convenient, 
low cost method for developing an animal mod-
el of alcoholic liver disease with a high rate of 
success. Inability of Smad7 to inhibit the TGF-β1 
pathway contributes to the development of alco-
holic liver fibrosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 为酒精性肝病发病机制及治疗研究提
供简便、经济、成模率高的动物模型并探究
酒精性肝病的发病机制.  

方法: 以单笼喂养, 自由摄取食水的方式饲养
大鼠. 对照组不予饮酒, 自由摄取食水; 实验
组予饮酒, 分为正常饲料组、高脂饲料组及
高脂限食组. 将市售白酒稀释成(6%、9%、

12%、20%)等不同浓度的水溶液, 以其作为
大鼠的唯一水源. 先给予6%的白酒水溶液, 
待大鼠适应白酒气味之后, 逐渐提高白酒浓
度, 第4周时将白酒浓度提高至20%, 一直到实
验结束. 实验结束后取肝组织观察病理学变
化, 用生化检测仪检测大鼠血浆丙氨酸氨基
转移酶(alanine aminotransferase, ALT)和天门
冬氨酸氨基转移酶(aspartate aminotransferase, 
AST)变化. 用Real-time RCR检测肝组织转化
生长因子β1(transforming growth factor beta 

1, TGF-β1)和Smad7 mRNA水平变化, 并用
Western blot检测蛋白水平变化.  

结果: 对照组肝脏组织形态正常, 实验组中正
常饲料组肝组织出现脂肪肝表现, 高脂饲料
组脂肪变性程度加重并出现了肝炎及胶原纤
维增生. 限食高脂组肝组织出现了大量成束
的胶原纤维并伴有肝炎及脂肪肝表现. 血清
ALT、AST结果显示: 至实验结束时, 对照组
比实验组转氨酶活性明显升高(P <0.05), 不同
实验组间比较高脂饮食组和限食高脂组转氨
酶活性无差别, 但均较正常饲料组高(P <0.05). 
TGF-β1和Smad7这两个基因的蛋白丰度与他
们各自的mRNA表达水平呈正相关, 与对照组
比较3个实验组TGF-β1表达水平升高, 并与肝
脏病理损伤程度呈正相关, 实验组Smad7表达
水平降低, 但与肝脏病理变化无相关性.  

结论: 饮用白酒水溶液结合限食及高脂饮食
的方法可以成功建立酒精性肝纤维化的大鼠
模型, Smad7不能有效抑制TGF-β1促进了肝纤
维化的形成.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本实验选用雌性Wistar大鼠制备酒精

性肝病模型, 用白酒水溶液作为其唯一水源, 逐
步增加酒精浓度的方法克服了大鼠厌酒的问题, 
并成功制备出酒精性肝纤维化动物模型. 随后用

Real-time PCR和Western blot检测肝纤维化相关

基因的表达情况, 发现TGF-β1表达的升高及其抑

制物Smad7的降低共同发挥了促纤维化作用.  
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0  引言

酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)是长

期大量饮酒导致的一种肝脏疾病. ALD占所有

肝病的比率由1991年的4.2%猛增至1996年的

21.3%[1]. 依病情轻重分为酒精性脂肪肝、酒精

性肝炎、酒精性肝纤维化和酒精性肝硬化. 临
床诊疗实践证明肝硬化不可逆转, 而肝纤维化

仍有治愈的可能, 对肝纤维化发病机制的研究

至关重要. 对酒精性肝病发病机制及治疗方法
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■相关报道
近几十年来众多
研究者制备了多
种 酒 精 性 肝 硬
化 动 物 模 型 ,  其
各 有 优 缺 点 :  以
TSUKAMOTO-
FRENCH模型为
代表的大鼠模型
能很好地控制酒
精及各种营养素
的摄入量, 便于研
究酒精和其他营
养元素在酒精性
肝病中的作用. 用
狒狒等灵长类动
物也成功制备出
了酒精性肝病模
型, 模型的制备过
程与人类发病过
程非常相似.

的研究能否成功很大程度取决于所使用的动物

模型的可重复性及与人类A L D发病过程的相

似性. 以往国内多采用白酒灌胃法造模, 但死亡

率很高. 也有研究借助四氯化碳等化学药物建

立肝纤维化动物模型, 但发病机制及组织形态

学改变与酒精性肝纤维化有较大差异. 肝组织

转化生长因子β1(transforming growth factor β1, 
TGF-β1)是肝纤维化过程中起主要促进作用的

细胞因子, Smad7蛋白是TGF-β1通路中的主要

抑制因子[2]. 本实验旨在建立一种操作简便、死

亡率低且发病机制与人类酒精性肝病相近的动

物模型, 并检测TGF-β1和Smad7蛋白的表达以

研究酒精性肝纤维化的发病机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 ♀Wistar大鼠36只, 6-7周龄, 体质量

180-220 g, 由天津医科大学实验动物中心提

供. 大鼠酒精性肝病模型建立过程中使用市售

山庄老酒, 浓度38%(v/v), 由承德避暑山庄企业

集团酒业有限公司生产. 实验用玉米油购自美

国Sigma公司. 全自动生化检测仪(日本OLYM-
PUS640). 透射电镜(日本日立H-7650). Real-time 
PCR仪(德国Eppendorf realplex)总RNA和蛋白

提取试剂盒、反转录试剂盒及Real-t ime PCR
购自德国凯杰公司(分类号: 80004、205311、
204054). TGF-β1和Smad7抗体购自美国圣克

鲁斯生物公司(产品编号分别为: SC-134013、
SC-146). PCR反应中所需上下游引物由上海生

工合成, 引物序列如表1所列. 
1.2 方法

1.2.1 分组: 共分为4组, 每组9只. 正常对照组, 该
组予基础饲料喂养, 不施加任何处理因素; 饮用

白酒的实验组根据饮食结构不同分为: 正常饲

料组, 高脂饲料组及限食高脂组. 正常饲料组食

用基础饲料且对食量不加限制; 高脂饲料组: 以
基础饲料(85%)及玉米油(15%)制成高脂饲料, 
其中玉米油热量约占总热量的25%[3]. 食量不限. 

限食高脂组: 食用高脂饲料, 食量减半.  
1.2.2 酒精性肝纤维化大鼠模型的建立: 将市售

38%(v/v)山庄老酒用蒸馏水稀释成6%、9%、

12%、20%等不同浓度. 先以6%白酒喂养大鼠3 
d, 之后逐渐增加酒精浓度, 9%白酒喂养3 d, 12%
白酒喂养2 wk, 之后以20%白酒喂养, 第7周时以

38%白酒喂养3 d, 期间大鼠饮水体积明显减少, 
故将酒精浓度再次降至20%直至第16周末实验

结束.  
1.2.3 大鼠饮酒量及体质量变化的记录: 实验中

大鼠均采用单笼饲养, 每日添加白酒稀释液之

前均记录每只大鼠前1天饮用酒精量. 以每kg体
质量摄入乙醇量计量大鼠饮酒量, 按以下乙醇

换算公式计算: 每kg体质量摄入乙醇量(g) = 饮
酒量(mL)×乙醇含量(%)×0.8/1000 g. 于实验开

始后每个月第1周称量各组大鼠体质量.  
1.2.4 大鼠血浆谷丙转氨酶(alanine transaminase, 
ALT)、谷草转氨酶(glutamic-oxalacetic transami-
nase, AST)检测: 内眦静脉取血, 用EDTA抗凝, 
离心后取上层血浆, 用生化仪测定血浆中ALT、
AST活性. 实验开始前检测1次作为基础值, 之后

每个月月末检测1次以观察其变化情况.  
1.2.5 总RNA提取、反转录及Real-time PCR检测

TGF-β1和Smad7表达水平: 严格按照试剂盒说

明书步骤提取肝脏总RNA, 用紫外分光光度计

检测RNA的纯度及浓度, 所得RNA保存于-80 ℃
冰箱. 每次反转录以1 μg总RNA为模版, 反应体

系20 μL, 步骤完全按照试剂盒说明书进行, 所
得1 μg cDNA保存于-20 ℃冰箱. Real-time PCR
反应于96孔板中进行, 以GAPDH为内参基因, 
每个样本设3个复孔, 每孔中依次加入2×SYBR 
Green PCR Master Mix 12.5 μL, cDNA 1 μL, 上
下游引物各1 μL, 双蒸水9.5 μL, 总体积25 μL. 
PCR仪参数设定: 95 ℃预变性5 min, 再于95 ℃
变性10 s, 复性温度60 ℃, 延伸30 s, 循环次数

35, 最终温度于20 min内匀速上升至95 ℃以绘

制溶解曲线.  所得结果由∆∆Ct算法得出, 数值以

     

表  1  TGF-β1、Smad7、GAPDH 基因上下游引物序列

基因                    上游引物序列                      下游引物序列

TGF-β1 5'-CAAGTGGACATCAACGGGTT-3' 5' -GCAGGAGCGCACGATCATGT-3'

Smad7 5'-GCTTGCTGGCCTAATAGCAG-3' 5'-GCAGGACACCCTGATAGGAA-3'

GAPDH 5'-CGGATTTGGTCGTATTGGGC-3' 5'-GTCATACCAGGAAATGAGCTTG-3'

TGF-β1: 转化生长因子β1.



何培元, 等. 酒精性肝纤维化大鼠模型的建立及Smad7/TGF-β表达变化					               2695

2014-07-08|Volume 22|Issue 19|WCJD|www.wjgnet.com

■创新盘点
国外有研究证明
热量摄入不足会
加重酒精引起的
肝脏损伤, 而且雌
性大鼠肝脏对酒
精更敏感. 本实验
选用雌性大鼠并
在造模过程中限
制其进食量, 结果
大鼠肝脏出现了
肝纤维化等病理
改变.

mean±SD表示.  
1.2.6 Western blot法检测TGF-β1及Smad7蛋白

水平: 按蛋白提取试剂盒操作提取肝脏组织总

蛋白. 在10%聚丙烯酰胺凝胶中电泳后转膜至聚

丙二氟乙烯膜. 用含10%脱脂奶粉Tris Tween缓
冲液(TTBS)封闭, 加入一抗后孵育过夜, TTBS
洗掉多余的一抗后加入以1∶1000稀释的二抗, 
37 ℃温育1 h, TTBS冲洗尚未结合的二抗终止反

应后染色, 于凝胶图像分析系统照相, 应用软件

BandScan分析每个条带的吸光度值. 参照蛋白

为β-actin. 以目标蛋白数值/参照蛋白数值得出

目标蛋白的相对丰度, 数值以mean±SD表示.  
1.2.7 光镜下观察大鼠肝脏病理学改变: 打开腹

腔, 取出大鼠肝脏, 固定于40 g/L的中性甲醛中, 
石蜡包埋, 切片, HE染色, 光镜下观察组织病理

学变化.  
1.2.8 电镜下观察大鼠肝脏病理学改变: 处死大

鼠后取小块肝组织切割成小米粒大小, 固定于

电镜液中. 常规电镜切片, 染色, 于电镜下观察

肝细胞超微结构变化.  
统计学处理  结果以m e a n±S D表示 ,  用

SPSS10.0统计软件对实验数据进行统计学分析, 
计量资料采用方差分析统计方法, P <0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠一般情况 正常对照组大鼠毛发有光泽, 
灵活好动, 反应灵敏, 食欲及大便均正常, 体质

量持续增加. 饮酒的实验组大鼠毛发乱而无光

泽, 精神萎靡, 反应迟钝, 活动量减少, 体质量增

加缓慢. 第4周末饮酒后部分大鼠表现为活动减

少, 行动迟缓, 步态蹒跚, 食欲减退. 而另外一部

分表现为烦躁, 好斗, 易激惹. 第10周1/4大鼠出

现尾尖红肿、渗血甚至坏死, 2只大鼠出现鼻衄. 
第16周时一半实验组大鼠出现尾尖红肿渗血, 
另一半大鼠尾尖坏死、变黑、脱落.  高脂饲料

组有1只大鼠于第14周死亡, 限食高脂组有2只
大鼠于第12周死亡, 均于醉酒出现意识障碍之

后死亡, 解剖后未发现明确死因, 考虑可能为大

量酒精抑制呼吸中枢所致.  
2.2 每日饮白酒稀释液体积及每1 kg体质量摄

入酒精量 开始以6%的白酒水溶液为唯一水源

喂养大鼠, 第4周逐渐增加至20%, 在前6 wk内
大鼠摄入酒精量由3.7 g/(kg•d)±0.7 g/(kg•d)增
至10.6 g/(kg•d)±1.8 g/(kg•d), 饮用白酒稀释液

体积由每天16.00 mL±3.33 mL降至13.38 mL±
2.27 mL. 第7周予饮用未经稀释的38%市售白酒

3 d, 摄入酒精量可增至13.9 g/(kg•d)±1.9 g/(kg•
d), 但饮用白酒体积降至每天9.94 mL±1.96 mL, 
大鼠饮水量过少, 故将白酒稀释液浓度降至20%
直至实验结束, 每1 kg体质量摄入酒精量维持在

     

表  2  每日大鼠饮酒量

时间

点(d)

白酒水溶液

浓度(v/v, %) 

每1 kg体质量每天

摄入酒精量(g)    

每只大鼠每日摄入

白酒稀释液体积(mL)    

1   6    3.7±0.7 16.00±3.33

4   9    6.5±1.0 18.24±2.98

7 12    8.0±1.5 17.00±3.19

16 12    7.5±1.3 15.94±3.13

24 20    9.4±2.1 12.00±2.85

29 20    8.2±1.4 11.78±2.01

37 20 10.6±1.8 13.38±2.27

43 38 13.9±1.9   9.94±1.96

54 20   9.5±1.3 12.92±2.18

68 20   9.9±1.6 13.70±2.37

87 20 10.1±1.9 13.84±2.71

94 20 10.1±1.1 14.02±2.17

105 20 10.2±1.4 14.47±2.32

112 20 10.9±1.5 15.35±2.41
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图  1  大鼠摄入酒精量及白酒
稀释液体积. 
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10 g左右, 每天饮用白酒稀释液体积约14 mL(表
2, 图1).  
2.3 各组大鼠体质量变化 对照组大鼠呈持续匀

速增长, 到第4个月时最重达298.6 g±35.91 g; 高
脂饲料组大鼠体质量在第1个月增长最快, 之后

明显减慢, 第4个月体质量258.45 g±32.71 g; 普
通饲料组体质量增加非常缓慢, 第4个月时体质

量244.8 g±20.65 g, 较实验开始时每只大鼠体质

量仅平均增长32 g; 限食高脂组前两个月体质量

略有增加最高达229.74 g±23.87 g, 之后出现体

质量下降, 第4个月时体质量217.85 g±25.16 g, 
较实验之初没有明显增加. 至第4个月时正常对

照组体质量明显高于实验组(P <0.05). 三个实验

组之间无明显差异(P >0.05)(表3, 图2).  
2.4 血浆ALT及AST变化 随着时间的推移, 对照

组ALT、AST在不同的时间点无明显升高, 而三

个实验组在饮用稀释白酒后ALT、AST水平都

有不同程度升高, 到实验结束时, 与开始实验前

所测基础值相比有显著差异(P <0.05). 三个实验

组组间比较, 高脂饲料组及限食高脂组AST升高

■应用要点
本研究中的酒精
性肝病大鼠模型
的 制 备 方 法 简
单、大鼠死亡率
低 、 造 模 成 本
低、成模时间相
对较短、且研究
者不需特殊的技
术培训和昂贵的
仪器设备, 适用于
不同水平的科研
实验单位.

     

表  3  不同处理组大鼠不同时间体质量变化 (mean±SD, g)

分组          第1月         第2月           第3月          第4月

对照组 207.30±13.00 232.40±17.45 255.86±26.74 298.60±35.91

普通饲料组 202.75±16.78 201.43±19.78 232.80±22.20 244.80±20.65

高脂饲料组 201.75±14.63 245.11±16.70 257.62±19.25 258.45±32.71

限食高脂组 204.95±14.50 221.96±18.70 229.74±23.87 217.85±25.16

     

表  4  不同处理组ALT、AST变化 (mean±SD, U/L)

分组          第1天     第1月末     第2月末     第3月末      第4月末

正常对照组

  ALT   42.18±4.86   44.20±3.91   27.59±4.16   34.48±3.20   36.54±5.23

  AST 130.45±21.45 121.20±16.54 140.38±25.64 151.68±30.03 141.6±28.14

正常饲料组

  ALT   40.06±4.19   66.09±6.10   50.48±4.60   58.76±6.34   61.68±7.66

  AST 138.53±18.31 147.67±28.10 170.24±35.60 169.87±38.84 178.31±24.58

高脂饲料组

  ALT   38.67±3.86   69.14±6.55   52.74±10.02   58.89±9.41   68.83±12.38

  AST 142.98±22.08 155.70±34.65 171.68±30.80 193.65±35.4 238.45±41.5

限食高脂组

  ALT   42.69±5.6   66.70±7.80   68.55±8.12   77.48±9.08   71.95±11.01

  AST 147.16±20.88 210.83±37.20 236.16±25.50 288.56±40.5 242.17±46.50

ALT: 丙胺酸氨基转移酶; AST: 天门冬氨酸氨基转移酶.
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图  2  不同时间各处理组大
鼠体质量变化. 
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的幅度无明显差别(P >0.05), 但均大于正常饲料

组(P <0.05). 三个实验中间ALT水平无明显差异

(P >0.05)(表4).  
2.5 肝脏组织形态学改变 正常对照组肝脏组织

形态学正常. 进食正常饲料的9只实验组大鼠均

出现了不同程度的脂肪肝表现, 其中22%(2/9)脂
肪变性程度轻, 根据酒精性肝病诊疗指南的诊

断标准属于F1级[4], 11%(1/9)出现F2级脂肪肝表

现, 其余67%(6/9)脂肪肝程度较重属于F3级. 进
食高脂饲料的大鼠脂肪肝程度加重达到了F4级, 
其中62.5%的大鼠(5/8)还出现了G1-G2级酒精

性肝炎的表现, 37.5%的大鼠(3/8)肝脏在电镜下

还观察到S1级胶原纤维的增生; 限食高脂组中

71.4%(5/7)的大鼠出现了S2-S3级轻重不等的肝

纤维化改变同时伴有G1-G2级肝炎和F1级脂肪

肝改变; 另外28.6%(2/7)的大鼠肝脏只出现了脂

肪肝及肝炎表现.  
2.5.1 光镜下改变: 正常对照组: 肝细胞大小及形

态正常, 肝细胞境界清晰, 细胞核圆, 位于细胞

中央. 细胞索以小叶中央静脉为中心呈放射状

排列, 肝窦清晰, 无扩张及充血. 正常饲料组: 肝
脏可见酒精性脂肪肝表现, 肝组织内可见呈弥

漫性分布的肝细胞脂肪变性, 肝细胞胞浆内可

见大小不等的圆形或类圆形脂肪滴, 细胞质疏

松, 可见散在嗜酸性变. 高脂饲料组: 光镜下可

见肝组织内弥漫的细胞脂肪变性, 胞浆内可见

大小不等的脂滴, 部分重度脂肪肝可见肝细胞

增大细胞核被大的圆形脂滴挤至细胞边缘, 肝
细胞索排列紊乱. 腺泡3带可见明显肝细胞气球

样变、点状坏死灶及少量深染的双核肝细胞. 
限食高脂组: 腺泡3带可见明显肝细胞气球样变, 
有点片状坏死灶, 可见少量深染的双核肝细胞, 
有淋巴细胞及中性粒细胞浸润. 腺泡内肝细胞

周围纤维化, 可见大量成束胶原纤维及广泛桥

接纤维化. 部分区域可见细胞脂肪变性, 脂肪变

性的肝细胞在30%以下. 上述炎症、脂肪变性及

纤维化改变在肝内呈不均匀分布(图3).  
2.5.2 肝组织超微结构改变: 正常对照组: 肝细胞

核呈圆形或类圆形, 核仁位于细胞核中央或近

中央区. 部分细胞胞浆内含有少量脂滴. 肝细胞

间隙及窦周隙无胶原纤维增生及淋巴细胞等炎

性细胞浸润, 无线立体肿胀变形及细胞质异常

溶解等变化. 正常饲料组: 可见脂肪肝表现.  核
仁边集, 核膜略显迂曲, 核周间隙扩张, 细胞质

疏松. 线粒体增生、肿胀, 多呈球形, 胞浆内可

见大小不等的圆形或类圆形脂滴. 高脂饲料组: 
肝细胞面间隙增加, 并出现微绒毛, 窦周间隙和

肝细胞间隙可见淋巴细胞浸润, 线粒体增生, 肿
胀, 呈球形, 线粒体嵴减少、变短, 细胞质疏松. 
细胞间隙中可见少量胶原纤维增生. 细胞内可

见圆形及类圆形脂滴. 限食高脂组: 窦周隙被成

束的胶原蛋白占据, 肝细胞微绒毛减少, 线粒体

呈球形, 线粒体嵴减少、变短, 内质网表面光滑, 
呈囊状. 细胞间可见成束的胶原纤维. 细胞内可

见少量圆形及类圆形脂滴(图4).  
2.6 大鼠肝组织TGF-β1及Smad7 mRNA表达

水平变化 与正常对照组比较实验组肝组织中

TGF-β1 mRNA表达水平升高(P <0.05), 在实验

组中限食高脂组TGF-β1 mRNA水平表达较普通

饲料组及高脂饲料组升高(P <0.05), 而普通饲料

组和高脂饲料组比较没有差别(P >0.05). 与正常

对照组比较实验组肝组织中Smad7 mRNA表达

水平降低(P <0.05), 在实验组中普通饲料组、高

脂饲料组及限食高脂组三组组间比较没有差别

(P >0.05)(表5, 图5). 
2.7 不同实验组大鼠肝组织TGF-β1及Smad7蛋

白表达水平变化 对照组比较各实验组TGF-β1
表达均有所升高, 而S m a d7表达水平均下降. 
从普通饮食组到高脂饮食组再到限食高脂组

TGF-β1表达量也逐步升高, 但Smad7表达水平

在3个实验中无明显差异(图6).  

3  讨论

近年来生活条件的不断提高, 人群的饮酒率明

显增加酒精饮料的消费量不断上升. 我国四大

地区饮酒情况的调查表明, 一般人群饮酒率为

59.5%, 人均年饮酒量折合成纯酒精为3.6 L[5]. 酒
精饮料有潜在的成瘾性并可以对人体多种脏器

造成损伤. 其中最具代表性的是酒精性肝损伤. 
最初表现为脂肪肝和肝炎, 之后可逐渐发展为

肝纤维化及肝硬化. 酒精性肝病已经成为我国

第2大肝病, 是目前医务工作者面临的重大课题. 

■同行评价
本文设计合理, 研
究内容丰富, 具有
一定指导意义.

     

表  5  TGF-β1、Smad7在不同处理组中大鼠肝脏中
mRNA表达水平的变化(mean±SD)

分组    TGF-β1      Smad7

正常对照组 0.70±0.119 1.14±0.102

普通饲料组 0.91±0.146 0.94±0.091

高脂饲料组 0.95±0.131 0.87±0.093

限食高脂组 1.18±0.198 0.89±0.077

TGF-β1: 转化生长因子β1.
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该类研究目前主要在动物模型上进行. 有学者

用狒狒等灵长类动物历时一年多制作出肝硬化

的动物模型, 但动物稀缺、历时长、费用高, 不
适于推广使用[6]. 大鼠生来厌酒, 国内多采用酒

精灌胃法制备大鼠模型[7-9], 这确实解决了厌酒

的问题, 但也存在不可忽视的问题: (1)大鼠死亡

率高, 导致模型制备的时间受到限制. 常见的死

因为消化系穿孔、酒精误吸入气管引起窒息及

吸入性肺炎等; (2)用于灌胃的酒精浓度不能太

高, 否则会灼伤大鼠的消化道黏膜, 加之大鼠胃

容积仅约3.4 mL[10], 使灌胃的酒精量受到了很大

的限制. 肝脏病理学损伤轻微, 绝大多数只能看

到脂肪肝、急性或慢性肝炎的病理改变[8]; (3)
大鼠饮酒一段时间后会出现易激惹等异常表现, 
灌胃者有被咬伤或抓伤的风险. 少数研究中出

现了肝纤维化, 但用时长达24 wk[11]. 有研究为了

加重肝损伤缩短造模时间而加用四氯化碳、吡

唑等药物[9], 该类模型是在酒精及药物的双重作

图  3  不同处理组大鼠肝脏HE染色结果. A: 对照组(×100); B: 对照组(×200); C: 正常饲料组(×400); D: 正常饲料组(×400); 

E: 高脂饲料组(×400); F: 限食高脂组(×200); G: 限食高脂组(×200); H: 限食高脂组(×200).
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用下形成的, 与人类酒精性肝病的病理过程相

差较远. 有研究证明不同病因所致的肝纤维化

其细胞外基质形态等存在明显差别[12]. 有研究者

通过手术置入导管再用微量泵持续注入酒精的

方法控制酒精摄入量[13,14], 但术者需要特殊培训, 
手术有一定死亡率, 还要特殊的设备持续注入

酒精, 对人员和设备要求高, 应用受到了很大的

局限. 酒精性肝硬化动物模型的建立方法有待

进一步改进和提高.  
在生活中, 饮酒的同时往往进食肉类、油炸

食品等高脂饮食. 长期饮酒对肝脏、胰腺及消

化系的损伤都非常明显, 食欲不振在长期饮酒

的人群中普遍存在. Mezey等[15]研究发现厌食是

酒精性肝病患者饮食摄入减少的主要原因, 酒
精引起的消化不良也是造成营养不良的因素. 
既往的研究也表明, 高脂饮食和热量摄入不足

这两个因素均可加重酒精的肝损伤作用[16,17]. 总
之, 高脂饮食和热量摄入不足这两个因素既能

加重酒精的肝细胞损伤又符合酒精性肝病患者

的饮食特点. 因此, 本研究采用酒精、高脂饮食

及限制热量摄入这3个处理因素共同作用于大

鼠, 以期能缩短酒精性肝纤维化大鼠模型的制

图  4  不同处理组大鼠
肝脏电镜超微结构改变
(×20000). A, B: 正常对

照组. 细胞核、线粒体和

内质网等细胞器大小及

形态均正常; C: 正常饲料

组. 核仁边集, 核膜迂曲, 

胞浆可见大量脂滴, 线粒

体水肿; D: 高脂饲料组. 

线粒体肿胀, 呈球形, 线

粒体嵴减少、变短, 细胞

质疏松. 细胞内可见大量

圆形及类圆形脂滴; E: 高

脂饲料组. 线粒体增生, 

体积增大, 细胞间隙见淋

巴细胞浸润; F: 高脂饲

料组. 细胞间隙见少量胶

原纤维增生; G: 限食高

脂组. 细胞间隙被大量成

束的胶原纤维所占据; H: 

限食高脂组. 细胞间隙见

淋巴细胞浸润.

A B

DC

E F

HG
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备. 不同种类的脂肪酸的作用不同, 鱼油、玉米

油等不饱和脂肪酸可加重肝损伤, 而牛油等饱

和脂肪酸可起到肝细胞保护作用[18,19], 因此研究

中采用玉米油制备高脂饲料. 此外, 有研究表明

雌性大鼠比雄性大鼠对酒精更敏感[20-22], 故实验

中选用雌性大鼠.  
首先, 用低浓度的白酒水溶液作为大鼠唯

一水源迫使大鼠饮酒, 之后逐渐提高浓度增加摄

人酒精量. 本实验中最初大鼠可以耐受浓度为

6%(v/v), 之后逐渐提高酒精浓度, 在1 mo内酒精

浓度可以提高到20%(v/v), 第3周时每1 kg体质量

摄入酒精量逐渐增至7.5 g/(kg•d)±1.3 g/(kg•d), 
第6周达10.6 g/(kg•d)±1.8 g/(kg•d), 饮用白酒稀

释液体积13.38 mL/d±2.27 mL/d. 第7周曾尝试给

大鼠饮用38%(v/v)未经稀释的白酒, 每1 kg体质

量摄入酒精量升至13.9 g/(kg•d)±1.9 g/(kg•d), 但
饮用白酒体积下降至9.94 mL/d±1.96 mL/d, 大鼠

饮水量不足, 如长期如此必将导致大鼠死亡. 遂

将浓度再次降至20%(v/v), 直到第16周实验结束, 
大鼠摄入白酒量一直保持稳定. 以第14周为例, 
大鼠摄入酒精10.1 g/(kg•d)±1.1 g/(kg•d), 白酒稀

释液体积14.02 mL±2.17 mL. 实验结果证明, 以
白酒稀释液为唯一水源并逐步提高酒精浓度的

方法可以成功克服大鼠的厌酒习性, 第10周之后

大鼠甚至出现不同程度的嗜酒表现. 另外, 通过

自由饮用的方式酒精摄入量可达10 g/(kg•d). 林红

等[7]应用灌胃法制备酒精性肝病大鼠模型, 酒精

量以8 g/(kg•d)起始, 至第9周增至10 g/(kg•d). 本实

验中第6周就达到了10.6 g/(kg•d)±1.8 g/(kg•d). 周
东方等[23]用灌胃法制备大鼠模型, 酒精量为5-9 
g/(kg•d). 本研究中大鼠摄入酒精量已达到甚至

超过酒精灌胃法注入的酒精量. 
饮用白酒稀释液的实验组大鼠ALT及AST

较对照组明显升高. 实验组间比较发现, 高脂饲

料组及限食高脂组血浆AST较普通饲料组明显

升高, ALT水平在3个实验组间无明显差别. 可见

酒精可致大鼠肝功能受损, 高脂饮食及限食可

增强酒精对肝细胞的损伤作用. 本研究应用光

镜及电镜2种方法观察大鼠肝组织形态学变化.  
进食正常饲料的实验组大鼠肝脏出现了F1及F3
程度不等的脂肪肝表现; 进食高脂饲料的大鼠

脂肪肝程度加重达到了F4级, 其中62.5%的大鼠

(5/8)还出现了G2级酒精性肝炎的表现, 37.5%的

大鼠(3/8)肝脏在电镜下还观察到S1级胶原纤维

的增生; 限食高脂组中71.4%(5/7)的大鼠出现了

S2-S3级轻重不等的肝纤维化改变同时伴有G2
级肝炎F1级脂肪肝改变; 另外28.6%(2/7)的大鼠

肝脏只出现了脂肪肝及肝炎表现. 光镜及电镜

下的改变证明高脂饲料饮食及限制热量摄入能

加重肝脏损伤, 从而缩短模型制备时间. 研究中

发现, 脂肪变性, 炎症及纤维化等病理改变在肝
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图  5  TGF-β1和Smad7在不同处理组肝组织中mRNA表达的变化. TGF-β1: 转化生长因子β1.
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图  6  不同实验组大鼠肝组织TGF-β1及Smad7蛋白表达水
平变化. A: 不同实验组中Smad7及管家基因β-actin在肝组织

蛋白中的表达; B: 不同实验组中TGF-β及管家基因β-actin
在肝组织蛋白中的表达. 1: 正常对照组; 2: 普通饲料组; 3: 

高脂饲料组; 4: 限食高脂组. TGF-β1: 转化生长因子β1.
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脏呈不均匀分布, 这对临床工作中肝脏组织活

检有一定的指导意义. 在临床工作中从B超及CT
结果可知酒精性脂肪肝可以呈局灶性分布, 在
CT结果表现为肝内低密度病灶, B超下可见块状

强回声, 需与原发性肝癌进行鉴别诊断. 临床上

没有能清晰显示肝炎及肝纤维化的影像学检查, 
多采用肝穿活检, 取出几万分之一的肝组织进

行病理学检查, 难以观察到炎症及纤维化在整

个肝脏的分布. 我们在不同部位取活检可能得

到不同结果, 多部位活检可以提高检出率, 更准

确评估病变严重程度. 
对肝纤维化形成机制的研究表明: 酒精性

肝纤维化的出现是由各种促纤维化因子的增多

和/或胶原蛋白酶等抑纤维化因子相对不足导

致的[24]. TGF-β1是一种属于转化生长因子β超家

族的细胞因子, 首次在人的血小板中被发现, 有
促进创伤愈合的作用[25]. 此后在人体内还陆续

发现了TGF-β2及TGF-β3两个亚型. 这个生长因

子家族在纤维化、血管生成、造血和细胞增生

等多方面发挥广泛的生物学作用[26]. TGF-β1是
为数不多的具有促进纤维化形成及抑制细胞外

基质降解双重作用的促纤维化因子, 在肝纤维

化形成过程中起到重要作用[27]. 一方面, TGF-β
可以诱导部分肝细胞发生上皮间质转化而成为

成纤维细胞[28], 从而促进肝纤维化的形成. 另一

方面, TGF-β通路可以促进纤溶酶原激活抑制物

-1(plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1)的转

录, 纤溶酶原激活减少, 活性下降, 纤维蛋白生

成和降解失衡, 最终造成肝纤维化的形成[29]. 此
外, TGF-β1还能通过调节ADH1来增强细胞内氧

化应激来加重肝细胞损伤[30]. Smad家族是TGF-β
通路的细胞内信号传导分子[2]. Smad7通过阻断

Smad2/3磷酸化来阻断信号的传导, 是该通路的

主要抑制物[31-33]. Rui等进行的临床实验证实, 酒
精性肝纤化患者肝组织中TGF-β1表达水平较正

常对照组升高, 说明TGF-β1在肝纤维化的发生

过程中起到了促进作用[31]. 为进一步深入探讨

TGF-β1在酒精性肝病中的作用机制, 本实验在

mRNA及蛋白两个水平同时检测TGF-β1及其抑

制物Smad7在肝组织中的表达情况. 结果表明与

对照组比较实验组TGF-β1表达均有所升高, 而
Smad7表达水平均下降. 本实验中不同的实验组

出现了从酒精性脂肪肝、酒精性肝炎到酒精性

肝纤维化等不同程度的病变, 随着肝脏组织病

理学改变的加重TGF-β1表达量也逐步升高, 但
Smad7表达水平在3个实验中无明显差异. 实验

结果表明在酒精性肝病中TGF-β1表达的升高及

其抑制物Smad7的降低共同发挥了促纤维化作

用, 其中TGF-β1表达水平与肝脏损伤程度呈正

相关.  
实验结果表明, 以白酒稀释液作为唯一水

源, 之后逐渐增加酒精浓度可以成功克服大鼠

的厌酒习性, 且酒精的摄入量可以达到或超过

同类研究中的酒精摄入量. 高脂饮食及限食可

加重酒精的肝脏损伤, 到第16周末限食高脂组

大鼠中有71.4%(5/7)出现了轻重不等的肝纤维

化表现. 应用酒精灌胃法造模的同类研究中实

验组大鼠死亡率达22.2%、46.6%, 高低不等[7,34], 
而本实验组中死亡率为11.1%(3/27)较灌胃法

明显降低. 本研究采用的模型制备方法操作简

便、成本低、成模时间相对较短、大鼠死亡率

低, 应用的高脂饮食及限食等干预因素符合酒

精性肝病患者的饮食特点, 动物模型制备过程

更接近于人类发病过程. 实验中发现几乎所有

实验组大鼠出现尾尖红肿、渗血, 有一半大鼠

的尾尖坏死、变黑并最终脱落. 在之前同类研

究中未见相关报道, 发生机制也不清楚, 可能与

长期大量饮酒导致末梢循环障碍及末梢神经炎

有关, 有待进一步研究.  
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