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硫化氢对脂肪肝β氧化的调节作用
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■背景资料
目前对非酒精性
脂肪肝的重视度
越来越高 .  但是 , 
临床治疗效果不
尽人意 ,  表现为
体质量控制不理
想、转氨酶反复
波动、肝脏内部
脂肪不易消除等, 
这与脂肪肝的发
病机制不明确有
关. 有研究提示β-
氧化功能降低是
脂肪肝形成的主
要原因, 所以, 通
过提高β -氧化是
治疗脂肪肝的主
要途径. 
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Abstract
AIM: To observe the regulatory effect of hydro-
gen sulfide on β oxidation in fatty liver in rats. 

METHODS: Eighteen male SD rats were random-
ly divided into a normal control group, a high-
fat diet group and a high-fat diet + NaHS group. 
High-fat diet was ordinary diet supplemented 
with 2% cholesterol and 18% lard. The high-fat 
diet + NaHS group was given a high-fat diet and 
intraperitoneal injection of 400 mmol/L sodium 

hydrosulfide solution (5 mL/kg). Eight weeks 
after treatment, the animals were killed. The con-
tent of ketones and enoyl-CoA hydratase activity 
in liver homogenates were measured, and patho-
logical changes in the liver were observed. 

RESULTS: After 8 wk of treatment, fatty liver 
was successfully induced. Application of sodium 
hydrosulfide reduced fatty liver significantly. In-
trahepatic triglyceride and cholesterol significantly 
increased in the high-fat diet group compared 
with the normal control group (3.87 mmol/L ± 
2.63 mmol/L vs 1.18 mmol/L ± 0.85 mmol/L, 
5.00 mmol/L ± 1.01 mmol/L vs 2.61 mmol/L 
± 0.33 mmol/L), while treatment with sodium 
hydrosulfide significantly reduced hepatic lipid 
composition (2.28 mmol/L ± 0.51 mmol/L vs 3.87 
± 2.63 mmol/L, 4.50 mmol/L ± 1.25 mmol/L vs 
5.00 mmol/L ± 1.01 mmol/L). Compared with the 
normal control group, hydrogen sulfide content in 
the high-fat diet group was significantly reduced 
(14.00 µmol/L ± 6.21 µmol/L vs 20.20 µmol/L ± 
11.90 µmol/L); however, application of sodium 
hydrosulfide significantly increased hydrogen 
sulfide content (48.20 µmol/L ± 8.50 µmol/L vs 
14.00 µmol/L ± 6.21 µmol/L). Compared with the 
control animals, the liver enoyl-CoA activity was 
significantly reduced in the high-fat diet group (25.0 
µmol/min ± 7.7 µmol/min vs 12.6 µmol/min ± 3.1 
µmol/min), by up to 50%, while sodium hydrosul-
fide significantly increased enoyl-CoA activity (19.9 
µmol/min ± 6.0 µmol/min vs 12.6 µmol/min ± 
3.1 µmol/min), by 60%. Hydrogen sulfide content 
was negatively correlated with TG and TC in the 
high-fat diet group (r = -0.621, -0.432, P = 0.01036, 
0.04497), but positively correlated with enoyl-CoA 
hydratase activity (r = 0.513, P = 0.00833). 

CONCLUSION: Hydrogen sulfide promotes β 
oxidation and reduces fat accumulation in fatty 
liver in rats. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
对于脂肪肝的基
本病变(肝细胞脂
肪变性)的机制研
究尚少 .  事实上 , 
减少肝内脂肪的
合成和促进肝内
脂肪分解是治疗
的重点. 已经有文
献提示脂肪肝的
β -氧化途径功能
下降, 这为消除脂
肪肝肝内脂肪提
供思路.

B, Huang LH. Regulatory effect of hydrogen sulfide on 
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摘要
目的: 观察硫化氢对脂肪肝β氧化的影响. 

方法: ♂SD大鼠18只, 随机分成正常对照组、
高脂饮食组和高脂饮食+NaHS组. 高脂饲料
是在普通饲料的基础上添加2%的胆固醇和
18%猪油. 高脂饮食+NaHS组动物在高脂饮
食基础上, 用400 mmol/L硫氢化钠(sodium 
hydrosulfide, NaHS)溶液5 mL/kg腹腔注射干
预, 8 wk后处死动物, 检测肝匀浆中的酮体含
量和烯脂酰CoA水合酶活性, 检测肝脏病理
变化. 

结果: 高脂饮食8 wk后动物脂肪肝形成, 肝脏
匀浆中的甘油三酯和胆固醇较正常饮食组
动物明显增高(3.87 mmol/L±2.63 mmol/L vs  
1.18 mmol/L±0.85 mmol/L, 5.00 mmol/L±
1.01 mmol/L vs  2.61 mmol/L±0.33 mmol/L); 
应用NaHS的动物肝脂肪变性程度较高脂饮食
组动物明显减轻, 肝脏匀浆中甘油三酯和胆
固醇明显下降(2.28 mmol/L±0.51 mmol/L vs  
3.87±2.63 mmol/L, 4.50 mmol/L±1.25 mmol/L 
vs  5.00 mmol/L±1.01 mmol/L). 高脂饮食组动
物肝脏内硫化氢较正常对照组含量明显减少
(14.00 μmol/L±6.21 μmol/L vs  20.20 μmol/L
±11.90 μmol/L), NaHS干预的动物肝脏内硫
化氢明显增加(48.20 μmol/L±8.50 μmol/L vs  
14.00 μmol/L±6.21 μmol/L), 与对照组动物比
较, 高脂饮食组动物肝脏内的烯脂酰CoA活
性明显降低(25.0 μmol/min±7.7 μmol/min vs  
12.6 μmol/min±3.1 μmol/min), 下降达50%, 
NaHS干预组烯脂酰CoA活性较高脂饮食组明
显增加(19.9 μmol/min±6.0 μmol/min vs  12.6 
μmol/min±3.1 μmol/min), 幅度达60%. 高脂
饮食组硫化氢与甘油三酯(triglyceride)、总
胆固醇(total cholesterol)成负相关r  = -0.621、
-0.432, P  = 0.01036、0.04497, 与烯脂酰CoA
水合酶活性之间成正相关, r  = 0.513、P  = 
0.00833. 

结论: 硫化氢可能促进脂肪肝β氧化减少肝内
脂肪积聚. 

© 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: 硫化氢能够通过提高脂肪肝的β-氧化
清除肝内脂肪是硫化氢的又一功能, 也是脂肪肝
研究和治疗的又一个亮点.
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver dis-
ease, NAFLD)已经是我国第二大肝病, 严重影响

人民健康, 因此, 更多的临床医师开始注重脂肪

肝的诊治, 但是仍不能控制转氨酶的反复发作

和体质量增长[1]. 这与脂肪肝发病机制不明确有

关. 我们既往发现硫化氢抑制大鼠肝内脂肪积

聚, 但机制尚未阐明[2]. 由于肝内脂肪主要通过β

氧化为转化为能量, 并且近几年各种调节β氧化

作用的措施均很好的控制肝细胞内脂肪, 所以

β氧化成为NAFLD的治疗靶点[3-5]. 那么, 我们前

期研究中的硫化氢有可能促进脂肪酸β氧化减

少肝内脂肪积聚[2], 为求证这一推断, 本研究观

察硫化氢对β氧化的调节作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级♂SD大鼠18只, 体质量130-150 g, 
购自常州卡文斯实验动物有限公司, 生产许可

证号为SCXK(苏)2011-0003, 在标准饲养条件下

进行饲养. 主要试剂均购自Sigma公司. Olympus 
Au5400自动生化仪用于检测组织匀浆中生化

指标. 甘油三酯(triglyceride, TG)检测试剂购自

日本协和株式会社203ACB; 总胆固醇(total cho-
lesterol, TC)检测试剂盒购自日本协和株式会社

223ABK; 组织长链烯脂酰CoA水合酶活性比色

法定量检测试剂盒购自百事创新(北京)科技有

限公司(GMS50120.2.3). 高脂饲料是在普通饲料

的基础上添加2%的胆固醇和18%猪油.
1.2 方法
1.2.1 脂肪肝模型建立: ♂SD大鼠18只, 随机分

成给予正常饲料的正常对照组, 给予高脂饲料

的高脂饮食组和高脂饮食+NaHS组, 每组动物

各6只, 饲养8 wk后处死, 取肝脏做病理判定脂肪

变性情况. 每2天给予正常和高脂饮食组动物0.5 
mL生理盐水腹腔注射, 高脂饮食+NaHS组动物

给予腹腔注射400 mmol/L NaHS溶液5 mL/kg. 
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■相关报道
我们前期的研究
已经提示硫化氢
可以减少肝内脂
肪的积聚, 之后有
学者研究也提示
其参与了非酒精
性脂肪性肝炎的
发病, 并且通过调
节细胞炎症因子
来实现, 对于肝细
胞内脂肪的作用
机制尚未见报道.



王新国, 等. 硫化氢对脂肪肝β氧化的调节作用								                 3793

1.2.2 肝脏匀浆: 取新鲜肝脏500 mg(应用生理盐

水冲洗血液并滤纸吸干称质量), 剪成碎粒移至

组织匀浆器中, 加生理盐水0.5 mL, 在冰上研磨

3 min. 
1.2.3 肝脏脂肪测定: 肝脏匀浆离心之后, 上清液

应用Olympus Au5400自动生化仪酶法检测TG和

TC. 
1.2.4 肝脏硫化氢测定: 用亚甲基蓝分光光度

法测定. 取肝组织匀浆0.5 mL置入37 ℃温箱15 
min, 加入反应液(含5 mmol的左旋半胱氨酸, 2 
mmol/L的5-磷酸吡多醛3.6 mL). 将反应液移至

反应瓶, 加入0.5 mL的1%醋酸锌, 另裁剪2 cm×

2.5 cm滤纸以增加反应面积. 氮气吹20 s, 石蜡膜

双层封口转移到37 ℃水浴锅中震荡反应90 min, 
再加入50%的三氯醋酸0.5 mL中止反应, 石蜡膜

封闭. 37 ℃水浴60 min使H2S完全吸收, 将中央

室中内容物转移到含有3.5 mL水的试管中, 立
即加入20 mmol/L的对苯二胺盐酸盐0.5 mL和30 
mmol/L的FeCl3 50 µL, 室温静置20 min, 使之充

分显色, 测定各管的光密度值, 根据H2S标准曲

线计算血清中H2S的含量(µmol/L). 
1.2.5 肝脏丙酮测定: 根据脂肪酸经β-氧化生成

的乙酰CoA, 再缩合成乙酰乙酸, 脱羧生成丙酮

代表β-氧化功能的原理, 本研究用正丁酸做底

物, 将之与新鲜的肝匀浆一起保温后, 测定其中

丙酮的生成量判定β-氧化功能. 酮体测定: (1)取
2个锥形瓶, 分别加入预先煮沸肝匀浆(编号为

A)和新鲜肝匀浆(编号为B)2 mL、pH 7.7的磷酸

缓冲液3 mL、0.5 mol/L正丁酸溶液2 mL, 摇匀, 
43 ℃恒温水浴锅孵育40 min. 加入20%三氯乙酸

溶液3 mL摇匀, 室温放置10 min; (2)将混合物用

滤纸在漏斗上过滤, 收集滤液5 mL于编号A、B
的碘量瓶中; (3)加入0.1 mol/L碘液和10%NaOH
各3 mL室温放置10 min后10%盐酸溶液中和至

pH 7.2; (4)用0.02 mol/L硫代硫酸钠溶液滴定到

碘量瓶中的溶液呈浅黄色时, 往瓶中滴加数滴

0.1%淀粉溶液, 使瓶中溶液呈蓝色; (5)继续用

0.02 mol/L硫代硫酸钠溶液滴定到碘量瓶中溶

液的蓝色消褪为止; (6)记录所用的硫代硫酸钠

溶液毫升数, 计算实验中肝匀浆生成丙酮的量

(mol) = (A-B)×0.02 mol/L×1/6. 其中A为滴定

样品(对照)所消耗的0.02 mol/L硫代硫酸钠溶液

的毫升数, B为不滴定样品所消耗的0.02 mol/L
硫代硫酸钠溶液的毫升数. 
1.2.6 烯脂酰CoA水合酶活性检测: 应用试剂盒

比色法定量细胞短链烯脂酰辅酶A水合酶检测

活性, 上述肝匀浆加入细胞裂解液冰上反应30 
min(每10 min涡旋震荡30 s), 4 ℃台式离心机

离心10000 g离心10 min, 取上清. 再取10 µL作
蛋白定量. 另取缓冲液100 µL于比色皿中, 加入

肝匀浆上清20 µL(100 µg蛋白)上下颠倒混匀, 
30 ℃静置2 min, 放分光光度计中置零(波长为

263 nm). 取出比色皿, 加入反应液20 µL上下颠

倒混匀, 即刻放入比色皿中读数(0-15 min读数

值). 计算方法: 样品中烯脂酰CoA水合酶转化

量(µmol/min) = 6.25×(0 min读数-15 min读数

值)/0 min读数. 
统计学处理 应用SPSS19.0统计软件对数据

进行分析, 计量资料以mean±SD表示, LSD-t法
对均数进行检验, Spearman对肝内脂质与硫化

氢、烯脂酰辅酶A水合酶活性进行相关性分析. 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 肝脏脂肪变判定 动物经过8 wk高脂饮食后, 
肝小叶20%发生脂肪变, 以混合不均一脂肪变为

主, 炎症细胞浸润轻度. 高脂饮食+NaHS组肝脏

脂肪变性明显减轻, 炎症不明显(图1). 
2.2 β-氧化过程中各物质的变化
2.2.1 肝脏内脂肪含量变化: 高脂饮食动物肝内

TG和胆固醇明显升高, 腹腔应用NaHS干预后肝

脏脂质成分明显降低(表1). 
2.2.2 肝脏丙酮含量变化: 高脂饮食组动物肝脏

内的丙酮生成量明显少于正常组, 在NaHS的作

用下, 丙酮生成量增加, 改善β-氧化(表1). 
2.2.3 肝脏硫化氢变化: 高脂饮食动物肝脏内硫

化氢较正常组含量明显减少, 应用NaHS干预组

的硫化氢明显增加(表1). 
2.2.4 肝脏烯脂酰CoA水合酶活性变化: 高脂饮

食组动物肝脏内的烯脂酰CoA水合酶活性较正

常组动物烯脂酰CoA水合酶的活性下降达50%, 
高脂饮食+NaHS组烯脂酰CoA水合酶活性较高

脂饮食组增加达60%(表1). 
2.3 相关性分析 高脂饮食组硫化氢与TG、TC成
负相关r  = -0.621、-0.432, P  = 0.01036、0.04497, 
与烯脂酰CoA水合酶活性成正相关, r  = 0.513、
P  = 0.00833. 

3  讨论

NAFLD是以肝细胞脂肪变性为主的临床病理

综合征, 其主要病理结果为肝内脂肪积聚, 这
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■创新盘点
本研究通过实验
性研究硫化氢对
非酒精性脂肪肝
的脂肪积聚的抑
制作用, 并阐明其
通过提高β -氧化
途径实现, 是既往
未曾报道过的. 本
研究中直接检测
肝脏中的脂肪变
化较既往检测血
液中的脂肪改变
更直接、更科学
的反映肝脏脂肪
变性程度.

■应用要点
本研究方法中关
于肝脏脂肪测定
反应脂肪肝变化
程度 ,  是今后脂
肪肝动物研究应
借鉴的 .  硫化氢
提升脂肪肝的β -
氧化功能是今后
临床治疗的又一
方向.



与β-氧化功能低下有关[6,7]. 尽管目前把“二次

打击”理论认为胰岛素抵抗是肝内脂肪积聚

的主要原因[8,9], 然而, 在研究中均显示胰岛素

增敏剂并不能理想地控制肝细胞脂肪变性[10,11], 
而提高β-氧化促进脂肪消耗则较为理想地控

制肝细胞的脂肪变性[12,13], 说明β-氧化是治疗

NAFLD关键. 
β-氧化是脂酰CoA脱氢酶、烯酰CoA水合

酶、β-羟脂酰CoA脱氢酶和β-酮脂酰CoA硫解

酶先后催化完成的脂肪酸降解的主要方式, 其
中任何一种酶的活性和含量改变均可以导致肝

脏脂肪变性异常. 其中, 烯酰CoA水合酶被证实

与非酒精性脂肪肝病的β-氧化降低有关, 在蛋氨

酸胆碱缺乏造模饲料(methionine- and choline-
ceficent diet, MCD)诱导的脂肪肝动物体内和体

外均证实其含量减少[6]. 我们应用高脂饮食形成

的脂肪肝生成的酮体减少, β-氧化降低, 同时发

现烯酰CoA水合酶活性降低, 与MCD饲料复制

动物模型结果相一致, 再次证实非酒精性脂肪

肝病的β-氧化功能障碍. 
β-氧化功能障碍的直接作用是对脂肪酸的

代谢减少, 最终导致脂肪酸积聚在细胞内, 并且

与甘油中间产物合成TG, 导致肝细胞内脂肪积

聚. 既往没有直接文献证实非酒精性脂肪肝肝

内β-氧化障碍与肝细胞内脂肪呈正比, 本研究则

直接证实β-氧化与肝细胞内脂肪的积聚相关, 为
治疗肝内脂肪变性提供实验依据. 

酶活性受pH值、底物浓度、气体小分子等

调节, 其中硫化氢作为重要的气体信号分子调

节多种酶的活性[14], 在非酒精性脂肪肝中调节自

由基产生酶的活性, 改善脂肪肝炎症程度和脂

肪变性[15]. 而本研究显示较低浓度硫化氢提高烯

脂酰CoA水合酶活性而提升β-氧化, 促进脂肪代

谢, 使肝细胞内TG和胆固醇降低, 提示硫化氢可

以促进β-氧化缓解肝内脂肪变性. 
总之, 在非酒精性脂肪肝发生中, 硫化氢不

足可能导致β氧化下降, 增加硫化氢可能促进肝

内脂肪的消耗. 
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图  1  各组肝脏脂肪性改变情况(HE×100). A: 正常组肝细胞排列整齐, 肝细胞无脂肪变性; B: 高脂饮食组肝脏细胞排列紊
乱, 细胞脂肪变性, 炎症细胞轻度浸润; C: 高脂饮食+NaHS组肝脏脂肪变性明显减轻, 炎症浸润不明显.

■名词解释
β-氧化(β-oxidat-
ion): 又称为脂肪
酸的β -氧化 ,  指
脂肪酸活化为脂
酰CoA, 脂酰CoA
进入线粒体基质
后, 在脂肪酸β-氧
化多酶复合体的
催化下, 依次进行
脱氢、水化、再
脱氢和硫解四步
连续反应, 释放出
一分子乙酰CoA
和一分子比原来
少两个碳原子的
脂酰CoA过程. 由
于反应均在脂酰
CoA的β -碳原子
与β -碳原子间进
行, 最后β-碳原子
被氧化成酰基, 故
称β-氧化. 他是脂
肪氧化分解的主
要方式.
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■同行评价
本文能够以 β氧
化为切入点设计
脂肪肝动物模型, 
观察硫化氢对脂
肪肝 β氧化的影
响 ,  并发现硫化
氢可能促进脂肪
肝 β氧化减少肝
内脂肪积聚 ,  揭
示硫化氢可能参
与了脂肪肝的发
生过程 ,  具有重
要的科学意义.
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