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■背景资料
近年来随着经济
社会发展 ,  人们
生 活 压 力 增 加 ,  
酗酒的人数越来
越多 ,  因而由酒
精造成的肝损伤
也 在 不 断 增 多 .  
酒精性肝病已经
成为继病毒性肝
炎之后导致肝硬
化肝癌的第二大
病因 .  肝细胞损
伤是酒精性肝病
的病理基础 ,  因
此研究慢性酒精
性肝损伤中的病
理变化可为临床
用药打下基础.
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Abstract
AIM
To investigate the pathological changes in the 
process of alcoholic liver injury.

METHODS
Thirty healthy male Kunming mice were 
randomly divided into a control group (n = 
10) and a model group (n = 20). The control 
group was executed to take the liver tissue 
at 0 wk. The model group was treated with 
alcohol of 56 degrees (0.15 ml/20 g•d) for 
8 wk, and then executed to take the liver 
t issue at four and 8 wk. The expression 
changes of lipid droplets during alcoholic 
liver injury were assessed by hematoxylin 
and eosin staining and oil red O staining. 
The integral optical density of histology 
s a m p l e s  w a s a n a l y z e d w i t h I m a g e -
ProPlus6.0 software. 

RESULTS
The content of lipid drops began to increase 
at 4 wk (20.29 ± 7.07 vs 8.06 ± 2.06, P < 0.01), 
and significantly increased at 8 wk (34.88 ± 
15.33 vs 8.06 ± 2.06, P < 0.01). Compared to 
that at 4 wk, the amount of expression of lipid 
droplets showed a rising trend at 8 wk (34.88 
± 15.33 vs 20.29 ± 7.07, P < 0.05).
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CONCLUSION
The levels of lipid droplets show a growing 
trend along with the aggravation of hepatic 
steatosis during alcoholic liver injury in mice.

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

Key Words: Mice; Alcoholic liver injury; Oil red O 
staining; Hematoxylin and eosin staining

Lu HJ, Li SQ, Zhang YY, Wang SL, Qiao XJ, Huo XL, 
Li XP, Hou SL. Expression changes of lipid droplets 
during alcohol-induced liver injury in mice. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2016; 24(25): 3683-3688  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v24/
i25/3683.htm  DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.
v24.i25.3683

摘要
目的
探究小鼠酒精性肝损伤中的病理表现. 

方法
健康昆明小鼠♂30只, 随机分为对照组(n  = 
10), 模型组(n  = 20), 对照组于0 wk处死, 取
肝脏; 模型组进行适应性喂养1 wk后, 给予
56度白酒灌胃(0.15 mL/20 g•d), 连续8 wk, 
于4 wk和8 wk, 颈椎脱臼处死小鼠, 取其肝
脏待用, 制备石蜡切片和冰冻切片, 采用HE
染色和油红O染色, 观察酒精性肝损伤中的
脂滴表达变化, 采用Image-ProPlus6.0对病
理切片样本进行累计光密度(integral optical 
density, IOD)定量分析.  

结果
与对照组比较 ,  第4周脂滴含量开始增加
(20.29±7.07 vs  8.06±2.06, P <0.01), 第8周
末脂滴含量明显增多(34.88±15.33 vs  8.06
±2.06, P <0.01), 8 wk与4 wk相比, 脂滴的表
达量呈上升趋势(34.88±15.33 vs  20.29±
7.07, P <0.05).

结论
8 wk末成功建立了酒精性脂肪肝模型, 可以
用来评估酒精性脂肪肝治疗药物的预后作
用; 在小鼠酒精性肝损伤中, 随着脂肪变性
的发生, 脂滴含量不断增加. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 小鼠酒精性肝损伤过程中肝组织脂

滴的变化与肝细胞的凋亡有密切关系. 实验通

过酒精诱导的慢性肝脏损伤动物模型, 观察并

分析得出脂滴的表达变化, 随着脂肪变性的发

生呈上升趋势, 并与肝脏的损伤修复密切相关, 
对今后研究酒精性肝病的发生发展有一定理

论意义.
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0  引言

酒精依赖被认为是一个世界性的公共卫生问

题, 与酒精性肝病的发生发展有直接因果关

系. 随着社会的发展, 酒精性肝病成为世界范

围内发病率和死亡率持续攀升的主要原因

之一 ,  临床上主要包括: 脂肪肝、酒精性肝

炎、酒精性肝纤维化、酒精性肝硬化、肝细

胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)[1]. 大约

60%-90%的人, 每天饮酒超过60 g, 已经被证

实有脂肪变性[2]. 近年来人们生活水平提高, 在
国内, 酒精性肝脏疾病的发病率呈现年轻化及

上升趋势[3]. 其发病原因比较复杂, 包括炎症反

应、氧自由基、凋亡等. 其中, 细胞凋亡在慢

性肝病的发病机制中扮演重要角色[4]. 脂肪肝

变性是酒精性肝病的最早最普遍的表现, 最终

可能进展为脂肪肝. 本实验主要通过小鼠酒精

灌胃来模拟人类酒精性肝损伤, 并对肝组织进

行油红O染色和定量分析, 旨在观察在肝脏损

伤的各个阶段发展过程中, 肝细胞内脂滴表达

的变化规律. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级昆明小鼠♂30只, 体质量20 g±
5 g, 河南省实验动物科研中心提供, 许可证号: 
SCXK(豫)2015-0004. 56度北京红星二锅头(生
产于北京红星股份有限公司); 油红O(北京索

莱宝科技有限公司); 伊红(北京索莱宝科技有

限公司); 多聚赖氨酸(北京索莱宝科技有限公

司). 载玻片(江苏世泰实验器材有限公司); 石
蜡切片机(德国Leica); 切片石蜡(上海标本模

型厂); Motic 102M光学显微镜, Moticam Pro 
285A显微照相机(生产于麦克奥迪中国实业有
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■研发前沿
酒精性肝损伤的
发病机制 ,  细胞
凋亡 ,  治疗与预
后是研究的热点, 
但关于酒精性肝
损伤后肝细胞的
脂肪变及肝细胞
的自我修复机制
尚待研究.
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■相关报道
王东风在D-柠檬
烯对大鼠酒精性
肝损伤脂质代谢
紊乱的影响 ,  一
文中提出“脂质
代谢紊乱及脂肪
变性是酒精性肝
损伤的早期特征, 
研究表明肿瘤坏
死因子-α在酒精
性肝损伤发病中
起到促进作用”, 
为本文的研究提
供了理论依据.

限公司); DW-HW50 -80 ℃超低温冰箱(购自中

科美菱低温科技有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 小鼠酒精性肝损伤模型的建立及取材: 健
康♂小鼠30只, 随机分为对照组(n  = 10), 模型

组(n  = 20), 每天给予正常饮食饮水, 0 wk颈椎脱

臼处死对照组, 取肝脏备用; 饲养1 wk后, 模型组

进行酒精灌胃, 每日1次, 每次0.15 mL/20 g, 分别

于第4周和第8周取材, 备用. 
1.2.2 HE染色观察各组小鼠酒精性肝损伤过

程中肝组织的病理学变化: 取各组肝组织于

10%中性甲醛固定, 常规步骤制作石蜡切片; 
切片厚度5 μm, 捞片, 烤片; 常规脱蜡至水, 并
进行苏木素染液2 min, 盐酸酒精分化30 s, 自
来水返蓝, 伊红染液1 min, 蒸馏水洗3 min, 乙
醇梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 中性树胶封片, 
拍照. 
1.2.3 油红染色检测各组小鼠酒精性肝损伤过

程中脂滴的表达变化: 取各组小鼠肝组织于液

氮环境固定, 并制作冰冻切片, 厚度10 μm, 将
切片置于涂有多聚赖氨酸的载玻片上, 并放

入10%的甲醛固定液中, 固定10 min; 用蒸馏

水稍洗, 待切片干燥, 将切片置于油红工作液

中浸染8-10 min; 用60%乙醇分色; 蒸馏水稍

洗; 苏木素淡染细胞核30 s; 自来水泛蓝; 用滤

纸把周围水分吸干, 甘油明胶封片; 在光学显

微镜下观察各组肝组织中脂滴含量的变化, 并
按照照相软件统一参数进行拍照, 运用Image-
ProPlus6.0软件对图片进行分析. 

统计学处理 运用SPSS16.0软件对数据进

行分析, 资料以mean±SD表示, 多组间的比较

用ANOVA分析, 以P <0.05为差异具有统计学

意义, P <0.01为差异具有显著统计学意义. 

2  结果

2.1 酒精对实验过程中小鼠存活情况的影响 对
照组小鼠精神状态良好, 皮毛有光泽, 行动轻

便灵活, 进食量及大便正常; 模型组小鼠表现

精神萎靡、活动量减少、消瘦、皮毛粗糙和

缺少光泽, 到第4周共有5只死亡, 其中4只死于

夜间, 1只于灌胃后表现呼吸急促、眼球放大, 
最终死亡, 到第8周又有3只死亡, 1只死于晚上, 
有被撕咬痕迹, 另外2只于灌胃后, 次日早上出

现腹部膨隆, 呼吸困难而死. 
2.2 小鼠酒精性肝损伤中的病理学改变

2.2.1 HE染色结果: 对照组在光学显微镜下, 肝
脏形态结构完整, 肝小叶清晰可见, 肝细胞核

排列整齐, 位于细胞中央, 肝索围绕中央静脉

呈放射状排列(图1A); 模型组分为4 wk和8 wk, 
其中4 wk时可见肝细胞核固缩, 并且排列紊乱, 
胞质和胞核间空隙增大, 出现水样变, 部分可

见炎症细胞浸润, 有局部灶状坏死, 并有脂肪

空泡的形成(图1B); 当造模到第8周时, 可见肝

细胞内出现大量的圆形脂肪空泡, 与4 wk相比

明显增多, 肝小叶轮廓不清晰, 胞核被挤到一

侧, 部分区域可见肝细胞核的再生和气球样变

(图1C).
2.2.2 油红染色结果: 对照组在光学显微镜下观

察可见肝细胞轮廓清晰, 肝索排列整齐, 呈射

线状, 细胞内呈现的红色脂肪颗粒极少(图2A); 
模型组(4 wk)可见红色脂肪颗粒有所增多, 汇
管区出现炎症细胞浸润(图2B), 模型组(8 wk)
可见肝细胞核出现明显水肿, 围绕中央静脉有

炎细胞的浸润, 出现较多的红色脂肪颗粒聚集

(图2C). 
2.3 各组小鼠肝组织中油红染色的定量分析

及统计学结果  油红染色是反应肝细胞内脂

图  1  不同阶段小鼠酒精性肝损伤中HE染色结果(×200). A: 对照组; B: 模型组(4 wk); C: 模型组(8 wk).

A B C
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■创新盘点
本文着重研究脂
滴在酒精性肝损
伤中的含量表达
变化 ,  实验结果
表明脂滴的含量
变化与肝脏组织
的损伤与修复密
切相关 ,  但具体
分子机制尚需进
一步研究.

肪含量高低的常用指标. 通过运用Image-Pro-
P lus16.0软件对其表达的红色颗粒的累计光

密度的测量, 并用SPSS16.0对其数据进行统

计分析. 在小鼠酒精性肝损伤中, 对照组脂滴

含量极低, 在第4周和第8周脂滴表达开始增

多(20.29±7.07, 34.88±15.33 vs  8.06±2.06, 
P <0.01), 模型组8 wk与4 wk相比, 脂滴的表达

量呈上升趋势.

3  讨论

酒精性肝病是长期饮酒导致的肝脏疾病, 生
理条件下, 仅有一部分乙醇(10%)通过细胞色

素P4502E1(CYP2E1)氧化为乙醛[4-8], 细胞的

抗氧化能力, 是可以与产生的活性氧(reactive 
oxygen species, ROS)相抗衡的, 但长期酒精滥

用, 可使CYP2E1表达增多, 从而使ROS产生增

多, 一方面加速酒精的消除, 另外也破坏肝细

胞的组织结构, 导致肝细胞损伤, 进而引起肝

细胞脂肪变性[9,10]. 脂肪变性可能进展为脂肪

肝, 脂肪肝的特点是肝细胞损伤, 炎症和纤维

化. 并且随着脂肪变性加重, 细胞凋亡和肝纤

维化程度也会增加[11]. 本实验采用56度白酒灌

胃, 这种造模方式更符合人类的饮酒习惯, 能
更好地模拟人类酒精性肝损伤. 

酒精性肝病是一种进展性疾病, 在早期病

理变化为肝细胞氧化损伤, 进一步可进展为酒

精性脂肪肝, 到晚期则无法治愈, 因而在氧化

损伤之前干预有重要作用[12-14]. 另外, 酒精过量

摄入可造成肝细胞线粒体功能受损, 过氧化物

酶增殖体的表达被抑制, 进一步抑制肝脏脂类

的氧化利用, 最终导致肝脏TG沉积, 诱发脂代

谢紊乱, 发生脂肪变性[15-17]. 该实验中采用HE
染色和制作冰冻切片进行油红染色来观察及

分析酒精性肝损伤中的脂滴变化规律, 显微镜

下观, 模型组可见大量的圆的脂肪颗粒聚集, 
并有大量炎细胞浸润, 肝细胞形态不规整. 而
且冰冻切片制作方便, 可以节省时间, 病理切

片也能更直观反映肝细胞的病理变化. 乙醇可

能诱导了相关肝细胞炎症因子的表达增多, 促
进了脂肪变性的发生, 该实验结果也与国内外

的文献一致[18-22]. 
在酒精诱导的肝损伤模型中, LPS通过激

活TLR-4表达, 激活下游信号通路, 最终激活

转录因子, 如: 核因子-κB, 激活子蛋白-1, 进而

诱发肝细胞炎症, 主要表现为肿瘤坏死因子

-α(tumor necrosis factor alpha, TNF-α)、白细

胞介素-6、单核细胞趋化蛋白-1的释放[23-25]; 
TNF-α是酒精性肝损伤发生和发展的重要因

素, 已有文献报道[26]TNF-α诱导了ROS的增

加, 促使氧化应激发生, 在酒精性脂肪肝的发

病历程中起到促进作用[27-29]; 在正常肝脏组织

中, 脂质代谢保持一种稳定的平衡状态, 当肝

脏长期遭受酒精的刺激, 就会打破这种平衡

状态, 导致肝细胞内过多的脂肪积累, 增加肝

脏负荷, 最终引起脂肪变性和酒精性肝损伤. 
在该实验中, 肉眼观察可见对照组肝脏呈现

鲜红色, 肝脏边缘较锐, 表面光滑; 模型组肝

脏出现肿大, 颜色呈现暗红色, 肝脏边缘较钝, 
表面出现白点, 缺少光泽. 油红染色结果提示, 
模型组出现肝组织结构疏松和脂肪沉积, 提
示随着脂肪变性的发生发展, 脂滴含量呈上

升趋势, 并在第8周成功建立酒精性脂肪肝模

型. 也有文献报道, 酒精刺激使小鼠肝细胞内

磷酯酰肌醇3激酶(phosphoinositide-3-kinase, 
PI3K)及骨桥蛋白(osteopontin, OPN)表达增

多, 而OPN和PI3K可能在肝组织脂肪变的发

生发展中扮演重要角色[30,31]; 脂肪变性也可能

与CYP2E1表达增多有关, 但具体影响机制尚

A B C

图  2  不同阶段小鼠酒精性肝损伤中脂滴的表达(×400). A: 对照组; B: 模型组(4 wk); C:模型组(8 wk).

■应用要点
酒精性肝损伤早
期变性出脂肪变
性 ,  最终进展为
脂肪肝 ,  而脂肪
肝的特点是肝细
胞损伤 ,  炎症和
纤维化 .  并且随
着脂肪变性加重, 
细胞凋亡和肝纤
维化程度也会增
加 .  因此研究肝
损伤早期脂滴的
变化规律对于临
床上及时阻断酒
精性肝病的进展
有重要参考价值.
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需要进一步研究. 
总之, 本实验通过酒精诱导的小鼠酒精性

肝损伤模型, 观察分析得出随着脂肪变性发生, 
脂滴含量呈现上升趋势, 并与肝脏的损伤修复

密切相关, 对今后研究酒精性肝损伤的预防与

治疗的关系有一定理论意义.
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主要是中性脂肪, 
也可有磷脂或胆
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■同行评价
本文成功建立了
酒精性脂肪肝的
小鼠模型 ,  试验
设计合理 ,  书写
规范, 图文并茂, 
通过病理学的分
析 ,  在一定程度
上可反映脂滴在
慢性酒精性肝损
伤过程中的变化
规律.
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