
■背景资料
随着国内生活水
平 的 日 益 提 高 , 
人们的工作生活
竞争压力的增加, 
酒精消耗量显著
增长 ,  长期大量
的酒精摄入所致
的肝脏损伤性疾
病 ,  包括轻症酒
精性肝损伤、酒
精性脂肪肝、酒
精性肝炎、酒精
性肝纤维化和酒
精性肝硬化等病
变 ,  也呈逐年增
加的趋势 .  目前
仍需大量的研究
来证实酒精性肝
损伤的具体机制, 
为临床进一步诊
断治疗酒精性肝
病提供理论支持. 
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Abstract
AIM: To detect the dynamical expression of 
heat shock protein 70 (HSP70) during alcoholic 
liver injury in mice. 

METHODS: Fifty healthy male mice were 
randomly divided into a control group (n = 
10) and a model group (n = 40). Alcoholic liver 
injury was induced in mice by intragastric 
infusion of 56% alcohol (0.05 mL/10 g), once 
a day for 4 wk. At the end of weeks 1, 2, 3 and 
4, liver samples were, respectively, taken for 
observing tissue pathological changes and for 
preparing 10% liver homogenate to detect the 
amount of HSP70 during liver injury using 
Western blot. 

RESULTS: Compared with normal mice, 
the expression of HSP70 in the model group 
gradually increased from 1st week to 2nd week, 
peaking at the 2nd week (P < 0.01). At the 3rd 
week, HSP70 expression began to gradually 
decline but was still significantly higher than 
that of the normal mice. At the 4th week, HSP70 
expression was lower in model mice than in 
the normal mice (P < 0.05). HE staining showed 
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■研发前沿
酒精性肝病是西
方国家最常见的
肝病 ,  但近几年
我国酒精消耗量
也 在 不 断 增 加 , 
因此对酒精性肝
损伤机制的研究
成为国内外的热
点 ,  但其具体的
分子机制不是很
明确 ,  需要大量
的研究进一步明
确 ,  并为酒精性
肝病临床诊断治
疗提供有力的理
论支持. 

that there was more significant inflammatory 
cell infiltration in the model group compared 
with the control group, and hepatic steatosis 
and ballooning degeneration were increasingly 
seen during alcoholic liver injury. Especially, 
spotty necrosis was found at the 4th week.

CONCLUSION: The expression of HSP70 
significantly changes during alcoholic liver 
injury, indicating that the expression of HSP70 
may play a protective role during alcoholic 
liver injury in mice.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨热休克蛋白70(heat shock protein 
70, HSP70)在小鼠酒精肝损伤过程中的变化
规律及意义.  

方法: 将50只♂小鼠随机分为两组, 对照组(n  
= 10)和模型组(n  = 40). 对照组小鼠正常饲养
处死取肝脏; 模型组小鼠连续4 wk白酒灌胃
(0.05 mL/10 g), 每天1次, 并分别在第1、2、
3、4周各用小鼠5只取肝脏. 将所得肝脏分别
处理做组织切片染色观察小鼠肝脏组织病理
变化以及用Western blot 法检测小鼠酒精肝
损伤过程中HSP70含量的动态变化.

结果: 在小鼠酒精性肝损伤过程中, 模型组
小鼠第1周H S P70的表达量明显高于对照
组(P <0.05), 并在第2周达到最高峰(P <0.01), 
随后H S P70表达量开始下降; 在第3周时, 
HSP70的表达量仍比对照组高(P <0.05); 但
在第4周时小鼠HSP70的表达量却明显低于
对照组(P <0.05). HE染色显示, 与对照组相
比, 模型组中小鼠肝组织中炎细胞浸润增加, 
肝细胞的脂肪变、气球样变也明显增多, 甚
至在第4周时肝组织中出现了点状坏死. 

结论: 小鼠酒精肝损伤过程中HSP70的表达
量有明显的动态变化规律, 与小鼠肝脏损伤

程度变化一致, 表明HSP70表达与小鼠酒精
性肝损伤过程中的保护作用密切相关.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.

关键词: 酒精性肝损伤; 热休克蛋白70; 蛋白印迹; 

HE染色

核心提示: 本研究使用蛋白印迹的方法检测热

休克蛋白70(heat shock protein 70, HSP70)在小

鼠急性酒精肝损伤过程中表达量的动态变化, 
探讨HSP70表达量的增加与肝脏组织修复的关

系, 认为HSP70对小鼠酒精肝损伤具有保护作

用, 同时也为进一步研究HSP70可能作为靶点

的药物提供了理论基础. 

王莲丽, 李三强, 卢华杰, 马秀青, 侯松林, 潘勇阳, 叶倩雅, 

孙晓昕. 小鼠酒精性肝损伤过程中热休克蛋白70的表达及

意义.  世界华人消化杂志  2016; 24(18): 2869-2874 URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v24/i18/2869.htm 
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v24.i18.2869

0  引言

近几年随着我国居民生活习惯的改变, 酒精消

耗量不断增加, 酒精性肝病的发病率呈逐年增

长的趋势, 过量或长期的饮酒会影响体内正常

的糖代谢渠道, 从而产生氧自由基导致心、

肝、脾、肾等许多脏器系统的损害[1], 给人们

的生活质量带来极大的危害. 因此近几年国内

研究者不断探究该疾病的发病机制, 但引起肝

损伤的因素有很多, 具体的分子学机制仍不是

很清楚. 目前为止, 国内外研究最成熟的酒精

性肝损伤模型是大鼠或小鼠酒精灌胃[2]. 大量

研究表明热休克蛋白70(heat shock protein 70, 
HSP70)在药物性肝损伤中具有重要的保护作

用, 但在酒精性肝损伤中作用机制的研究并不

多. 我们实验就是通过直接酒精灌胃检测酒精

性肝损伤过程中HSP70表达量的变化, 来讨论

HSP70的表达在酒精性肝损伤中的保护作用, 
以及其可能的潜在临床意义.  

1 材料和方法 

1.1 材料 清洁健康Balb/c ♂小鼠, 体质量25 g
±4 g, 河南科技大学医学院动物实验中心提

供. 56%红星二锅头, 北京红星股份有限公司

生产; H S P70鼠源性单克隆抗体, 购自美国

Santa Cruz公司; 辣根过氧化物酶标记的兔抗

■相关报道
林红华等通过对
不同病理分化的
肠黏膜组织中热
休克蛋白70(heat 
shock protein 70, 
HSP70)的过表达
情况的研究 ,  证
明了两者之间的
相关性 ,  对病变
的恶变倾向及病
情、疗效、预后
的评估和检测发
挥十分重要的作
用 ,  对临床治疗
上起着一定的治
疗指导作用.
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小鼠二抗, 购自北京中杉金桥生物技术有限公

司; 其余化学试剂均为市售分析纯. JY300C电
泳仪, 北京君意东方电泳设备有限公司产品; 
CX31RBSF光学显微镜, 奥林巴斯(中国)有限

公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 小鼠酒精性肝损伤模型的建立: 将50只健

康♂小鼠分为对照组(n  = 10)和模型组(n  = 40). 
在室温22 ℃的实验室里饲养1 wk后, 模型组中

的小鼠用56%红星二锅头连续灌胃4 wk(0.05 
mL/10 g), 每天1次, 观察小鼠的活动状态, 分别

于第1、2、3、4周时取5只小鼠的肝脏; 对照

组小鼠正常喂养4 wk后直接取肝脏. 将所得肝

脏分为两份, 一份制成蜡块进行HE染色观察

小鼠肝脏病变, 另一份匀浆取蛋白检测HSP70
在小鼠肝脏中表达情况.
1.2.2 HE染色: 肝组织石蜡切片在二甲苯中脱

蜡2次, 每次15分钟, 再移入二甲苯和纯乙醇(1∶1)
混合液中10 min, 逐次移入1000、950、850、
700 mL/L的乙醇中浸泡, 各为5 min, 最后经蒸

馏水转入苏木精染液. 染色1 min, 水冲洗玻片

上多余染液, 在0.5%-1.0%盐酸乙醇(700 mL/L
乙醇配制)溶液中分色4 s, 在碳酸锂饱和液中

短时间碱化, 放入蒸馏水中返蓝后用0.5%伊红

染液染色5 min, 再依次经过700、850、950、
1000 mL/L乙醇脱水处理, 各为5 min, 用二甲苯

透明(2次), 共约10 min, 最后用树胶脂进行分

片, 镜下观查组织病变.
1.2.3 蛋白印迹HSP70检测及处理: 利用考马斯

亮蓝G250蛋白定量后取50 µg蛋白样品经SDS-
PAGE电泳后, 将蛋白转移到硝酸纤维素膜上, 
用5%脱脂奶粉、0.1%Tween-20、PBS(PBST)
室温封闭45 min, 用一抗HSP70(1∶600), 37 ℃
孵育1 h, PBST洗3次, 每次5 min, 加入辣根过

氧化物酶标记的羊抗鼠二抗(1∶800)于37 ℃
孵育1 h, PBST洗3次每次5 min, DAB显色, 检
测阳性信号. 扫描仪扫描后, 用Gel Pro4.0软件

计算出蛋白相对表达值, 进行比较(被检测的目的

蛋白相对表达值 = 目的蛋白条带灰度值/β-actin
蛋白条带灰度值). 

统计学处理 利用Gel Pro4.0软件分析蛋

白条带, 实验数据以mean±SD表示, 显著性分

析用ANOVA, 组间比较使用Duncan's test, 用
SPSS13.0进行数据统计分析处理. P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 小鼠一般情况 正常对照小鼠整体表现为运

动状况良好, 反应敏捷, 活泼多动, 精神、食欲

状况良好, 毛发光滑, 光泽鲜明. 模型组小鼠在

灌胃后的急性表现为行走摇摆, 活动度减少; 
灌胃1 wk后, 与对照组相比, 活动度和食欲状

态下降, 易激惹; 但从第3周开始, 小鼠精神和

饮食情况差异更加明显, 毛发光泽感降低, 颜
色变得粗糙有发黄的趋势, 不同程度的懒动, 
行动迟缓, 体质量不增或增长迟缓.
2.2 肝脏组织切片观察 镜下组织切片显示: 对
照组小鼠(图1A)肝细胞以中央静脉为中心向

外周呈放射状分布, 结构紧密, 排列整齐, 肝细

胞轮廓清晰, 胞质均染; 对照组中小鼠第1周
(图1B), 肝小叶中央静脉有轻微的充血扩张, 
细胞排列尚好, 轻微肿胀; 第2周(图1C), 肝小

叶血管旁出现了少量的炎性细胞浸润, 细胞胞

浆内散在空泡, 肝细胞肿胀明显, 间隙增大, 肝
细胞排列欠规则; 第3周(图1D), 炎细胞浸润增

多, 肝窦充血扩张明显, 肝小叶中央静脉区脂

肪变性增多, 胞浆染色不均, 鲜见肝细胞点状

坏死; 第4周(图1E), 肝组织内炎性细胞成团聚

集, 肝小叶形成以较大空泡样变为主的变化, 
出现肝细胞的点状和小片状的坏死. 肝组织病

理变化的进展表明肝脏损伤越来越严重, 说明

酒精肝损伤模型建立成功.
2.3 蛋白印迹检测酒精肝损伤中HSP70的表达

变化 在连续酒精损伤刺激下, 与对照组相比, 
第1周HSP70的表达量显著上升, 并在第2周达

到最高(P <0.01); 第3周该蛋白的表达量开始下

降, 但仍高于对照组(P <0.05); 在第4周HSP70
的量继续降低, 并明显低于对照组HSP70的蛋

白表达量(P <0.05)(图2).

3  讨论

酒精主要是在肝脏中代谢, 饮酒达到一定量后

会对肝脏造成明显的损伤, 所以实验通过持

续酒精灌胃建立酒精性肝损伤模型, 并根据肝

脏的病理生化变化来判断酒精性肝损伤的程

度. 酒精对肝脏的损伤是由多因素引起的: 酒
精及其代谢产物的直接损伤; 氧化应激及自由

基损伤; 细胞因子及内毒素引导的免疫炎症反

应; 局部的缺血缺氧以及胞膜结构的损伤等.具
体的分子机制却不是很明确, 但损伤的核心主

要是由氧化应激和自由基产生增多引起的. 因

■创新盘点
已有大量研究表
明HSP70在药物
性肝损伤中具有
重要的保护作用, 
但在酒精性肝损
伤中作用机制以
及可能的实用意
义的研究讨论并
不多. 



王莲丽, 等. 小鼠酒精性肝损伤过程中热休克蛋白70的表达及意义

2016-06-28|Volume 24|Issue 18|WCJD|www.wjgnet.com 2872

为无论是细胞色素P450 2e1(cytochrome P450 
2E1, CYP2e1)产生增多、还是KUPERR激

活、线粒体功能的丧失, 都使活性氧(reactive 
oxygen species, ROS)的生成增多, 产生脂质过

氧化反应, 使肝细胞不断凋亡、坏死[3-5]. 酒精

性损伤作为外来的应激源, 刺激机体产生应激

反应, 通过各种分子信号的传导, 来增强机体

的保护能力; 在这个过程中, HSP70的表达量

也随着酒精肝损伤的加重, 呈现出一定变化规

律, 说明HSP70可能与肝脏的应激保护机制密

切关系.
HSP70是热休克蛋白家族中最保守、最

重要的一族, 也是机体由各种损伤刺激导致

的应激反应中变化最显著的、高度保守的

一类蛋白质. 在本实验中, 第1、2周, HSP70
的表达量逐渐上升, 是肝脏保护作用逐渐增

强的表现. 这与HSP70的各种重要的生物学

保护功能有关[6]: (1)分子伴侣作用, HSP70在
HSF与SHE协调作用下, 增加表达, 与机体产

生的变性蛋白结合 ,  遏制其错误的折叠 ,  影
响蛋白翻译成熟, 通过其他细胞器将其降解, 
从而减少变性蛋白对机体的损伤; (2)抗细胞

凋亡的作用,  HSP70与合成诱导凋亡酶激活

因子-1(apoptotic protease activating factor-1, 
A p a f-1)结合, 来阻止C a s p a s e9前体聚集到

Apaf-1蛋白体上, 从而阻断功能性凋亡蛋白的

装配, 抑制细胞凋亡; (3)抗氧化作用, HSP70
通过抑制氧自由基的关键酶即NADPH氧化酶

的产生以及直接释放内源性过氧化物酶, 来减

少氧自由基, 增强机体抵抗应激的作用; (4)免
疫调节作用, HSP70通过与核因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB)结合, 阻断其向核转移, 同时

诱导NF-κB的抑制蛋白(IκB)合成增加, 进一

步抑制NF-κB的活化, 从而减少炎症介质的释

A B

C D

E

图  1  不同时间点小鼠肝组织的病理变化(HE染色×200). A: 正常组; B: 模型组第1周; C: 模型组第2周; D: 模型组第3周; 

E: 模型组第4周. 

■应用要点
本实验成功建立
了小鼠酒精性肝
损伤模型 ,  对实
验动物模型的建
立具有指导意义; 
同时实验证明了
HSP70的表达对
小鼠酒精性肝损
伤可能具有保护
作用 ,  为进一步
研究增加HSP70
在体内的含量作
为保肝药物治疗
的新靶点提供理
论基础. 
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放, 对肝脏起免疫保护作用.
第3周HSP70的表达量开始下降, 组织观

察肝脏的损伤程度也明显加重, 说明HSP70
的保护作用下降, 导致肝脏抗损伤的能力减

弱, 这可能与HSP70的生理老化现象有关. 因
为HSP70本身也是一种蛋白质, 他的合成与分

解、表达与变性也和其他蛋白质一样, 受到内

环境变化的影响. 持续的酒精刺激使其代谢

产物在肝脏中过多蓄积, 特别是氧化应激的

产物ROS增多, 脂质过氧化物蓄积, 直接使肝

细胞变性、凋亡、坏死, 使产生HSP70的功能

性肝组织不断减少. 赵云霞等[7]在显微镜下观

察到酒精性损伤的肝细胞膜以及膜结构, 如
线粒体、内质网, 还有细胞核的结构发生明

显改变, 这会使三羧酸循环、磷酸化、脂质代

谢以及蛋白转录翻译等生理生化过程紊乱, 导
致HSP70合成障碍; 再加上肝细胞水肿破裂坏

死, 炎性反应增强, 以及肝窦的缺血缺氧, 进一

步使HSP70的表达、翻译受阻. 这解释了第4
周灌胃后肝脏HSP70表达量低于对照组, 说明

HSP70的表达不足而不能抵抗酒精损伤刺激, 
使肝脏损伤加重. 最新研究表明, 这也可能与

脂质过氧化物的标志物在机体过度蓄积有关: 
4-羟基壬烯酸(4-hydroxynonena, 4-HEN)与肝

细胞中蛋白HSP70形成加合物影响蛋白的翻

译和修饰, 改变HSP70结构和功能, 使其有效

含量减少, 导致机体的抗氧化的作用减弱[8]. 这
些过程都可以作为增强HSP70表达的靶点. 总
的来说, 本实验结果证明在酒精性肝损伤中, 
HSP70表达量与其损伤进程密切相关: HSP70
表达量增多, 对肝脏保护作用增强; HSP70表
达量减少, 其保护作用减弱.

近几年来, HSP70作为机体保护因子以及

敏感的刺激反应信号, 已被广泛的引入各种医

学临床研究中: 在肝脏手术切除创伤研究中

发现, 创伤越重, HSP70表达的量越多, 在创伤

修复过程中, 其表达量又逐渐恢复, 可以使其

作为评断手术创伤严重程度的指标[9]; 短暂性

脑缺血中, HSP70在一定的缺血域中具有量效

关系, 可作为脑缺血的敏感指标[10]; 多器官功

能障碍重症中, 血清HSP70的变化值对评估病

情的程度上具有重要意义: 变化值越大, 死亡

率越高[11]; HSP70表达的增加不仅是炎性肠病

进展中表达一个重要因子, 也可能会成为未来

药物治疗的新靶点[12]. 而且有研究在肝损伤进

程中通过使用谷氨酰胺、槲皮素来分别调节

HSP70的表达增加和减少, 其对损伤恢复的进

程分别有着促进和抑制的作用, 进一步说明可

以通过药物调节体内HSP70的表达来增强应

激反应, 加强对肝脏的保护作用[13-15]. 本实验结

果表明, HSP70在小鼠酒精性肝损伤中同样具

有重要的保护作用, 也许也可以通过机体预刺

激增加HSP70或直接补充体内HSP70含量, 加
强机体抗氧化作用, 减缓或控制酒精性肝脏病

程的发展.
总之, 小鼠酒精性肝损伤中HSP70的表达

对机体具有重要保护作用. HSP70能否作为检

测肝功能、评估肝损伤程度的一种指标或能

否通过增加HSP70的含量及抑制体内HSP70的
减少来增加机体抗应激作用, 作为治疗酒精性

肝病药物的作用靶点, 还需要进一步的实验研

究证明. 本次实验为以后进一步研究HSP70与
酒精性肝病的诊断或治疗提供了一定的理论

基础. 
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■同行评价
本实验动态观察
了酒精性肝损伤
过程中HSP70表
达 量 的 变 化 情
况 ,  探究讨论了
HSP70表达量增
加对脏器组织以
及机体的保护作
用 ,  为进一步研
究以HSP70为作
用靶点的保肝药
物提供了理论基
础 .  本文语言流
畅 ,  行文逻辑清
晰 ,  具有一定的
学术价值. 
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