
■背景资料
非 酒 精 性 脂 肪
性 肝 病 ( n o n -
a lcoho l i c  f a t ty 
l i v e r  d i s e a s e , 
NAFLD)已成为
最常见的慢性肝
病病因 ,  但目前
仍 无 特 异 性 的
治疗方法 .  明确
N A F L D 与 肠 道
黏膜屏障的相关
性也许可以为完
善临床治疗提供
保障 .  替度鲁肽
是肠道特异性修
复剂 ,  目前用于
治疗短肠综合征, 
能 否 用 于 治 疗
NAFLD还有待进
一步证实.
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Abstract
AIM: To assess the therapeutic effect of 
glucagon-like peptide (GLP-2) analogue 
teduglutide on non-alcoholic fatty liver disease 
(NAFLD) in rats. 

METHODS: Thirty SD rats were randomized 
into a normal diet group and a high-fat diet 
group. After feeding for 12 weeks, six rats were 
respectively selected from the two groups to 
determine whether the NAFLD model was 
successfully established. From the 13th week, 
the rest rats in the normal diet group served as 
controls (n = 6), and the rest rats of the high-
fat diet group were randomized into a NAFLD 
group (n = 6) and a GLP-2 group (n = 6). The 
rats in the GLP-2 group were injected with 
teduglutide and the other two groups were 
injected with normal saline for 7 days. Then 
blood samples were collected from the ocular 
veniplex and rats were sacrificed. NAFLD related 
biochemical indicators were determined and 
pathological results were observed. 

R E S U LT S :  T h e  N A F L D m o d e l  w a s 
successfully established. Compared to the 
normal group, triglyceride (TG) and total 
cholesterol (TC) levels in liver homogenate and 
NAFLD activity score (NAS) were significantly 
higher in the high-fat diet group (P < 0.05). 
Moreover, duodenal mucosal epithelial cells 
were loosely arranged, and intercellular 
space and Claudin-2 protein expression were 
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■研发前沿
至今治疗NAFLD
仍无特异性方法, 
且其与肠道黏膜
屏障紧密连接蛋
白(tight junctions, 
TJs)改变的相关
性 仍 未 被 完 全
认识 .  明确肠道
黏膜 T J s 蛋白与
N A F L D 发 病 的
相关性 ,  有助于
指导临床进一步
诊疗工作.

increased (P < 0.05). After treatment with 
GLP-2, TG and TC levels in liver homogenate 
and liver NAS were significantly lower 
than those of the NAFLD group (P < 0.05). 
Accordingly, the arrangement of intestinal 
epithelial cells was improved, and intercellular 
space and Claudin-2 protein expression were 
decreased (P < 0.05). 

CONCLUSION: NAFLD can cause the loose 
of intestinal mucosal cells and the increase of 
Claudin-2 protein expression. Teduglutide 
might exert its therapeutic effect on NAFLD by 
decreasing the expression of Claudin-2 protein.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨G L P-2类似物替度鲁肽治疗大
鼠非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)的作用. 

方法: 30只SD大鼠随机分为正常饮食组和高
脂饮食组, 至第12周末时两组分别取6只大
鼠判断NAFLD造模成功与否. 第13周起, 以
剩余正常饮食组大鼠为对照(n  = 6), 高脂饮
食组随机分为NAFLD组(n = 6)和GLP-2组(n = 
6), 其中GLP-2组注射替度鲁肽液, 对照组和
NAFLD组注射生理盐水, 7 d后眼眶取血并
处死取材, 检测NAFLD相关生化指标和病理
观察. 

结果: NAFLD模型成功构建, 高脂饮食组
肝脏匀浆的总甘油三酯(triglyceride, TG)、
总胆固醇(total cholesterol, TC)及肝脏活动
度积分(NAFLD activity score, NAS)均高于
正常饮食组(P <0.05); 且高脂饮食组十二指
肠肠道黏膜上皮细胞排列疏松、间隙变大, 
黏膜Claudin-2蛋白表达增多(P <0.05). 给药
GLP-2后, 肝脏匀浆的TG、TC及肝脏NAS
均低于NAFLD组(P <0.05); 且改善了肠道黏
膜上皮细胞的排列, 减小了细胞间隙和黏膜
Claudin-2蛋白的表达(P <0.05). 

结论:  N A F L D发病可导致肠道黏膜细胞
间隙增大, C laud in-2蛋白表达升高, 替度
鲁肽可能通过降低N A F L D大鼠肠道黏膜
Claudin-2蛋白的表达, 从而改善NAFLD的
肝脏病变. 

© 2016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: 近年来, 非酒精性脂肪性肝病(non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD)与肠道黏

膜屏障的相关性研究已成为热点 ,  本文发现

N A F L D发病可导致肠道黏膜细胞间隙增大, 
Claudin-2蛋白表达升高, 替度鲁肽可能通过降

低NAFLD大鼠小肠黏膜Claudin-2蛋白的表达, 
从而改善NAFLD的肝脏病变.
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(n o n-a l c o h o l i c f a t t y 
liver disease, NAFLD)已成为世界上最常见

的慢性肝病病因, 其在世界各国的发病率约

为10%-30%, 且每年发病率都在上升[1,2]. Yan
等[3]和Fung等[4]发现我国部分地区的发病率

已超30%, 香港人群的NAFLD发病率甚至高

达42%. 目前临床上治疗NAFLD并无特异性

的方法, 其治疗多以调整饮食及运动、改善

胰岛素抵抗、药物降脂和护肝为主. 近年来, 
N A F L D与小肠黏膜屏障的关系已成为研究

热点, 如Miele等[5]早期研究表明NAFLD患者

发病与小肠黏膜屏障通透性增加有关, 但是

通过保护肠黏膜治疗N A F L D的机制仍不明

确[6,7]. 据报道[8-11], GLP-2类似物替度鲁肽可

以修复肠道黏膜屏障, 从而使短肠综合征患

者获益, 然而通过替度鲁肽保护肠道黏膜用

以治疗NAFLD并未见报道. 本研究通过高脂

饮食造模、腹腔注射替度鲁肽, 检测相关生

化指标, 观察大鼠肝脏、小肠黏膜形态学变

化和肠黏膜紧密连接(tight junctions, TJs)蛋白

Claudin-2的表达, 从而探讨替度鲁肽对NAFLD
的治疗作用. 
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1  材料和方法

1.1 材料 SPF级别SD大鼠, 体质量180-220 g, 购
自南方医科大学实验动物中心. 饲料均购自

广东省医学实验动物中心, 其中高脂饲料中

碳水化合物、脂肪和蛋白质分别占总热量的

53.0%、27.4%和19.6%. 替度鲁肽(上海吉尔生

化有限公司); 兔抗Claudin-2多克隆抗体(武汉

博士德公司); 山羊抗兔IgG(H+L)(北京中杉金

桥公司). 
1.2 方法

1.2.1 造模: 30只大鼠适应性喂养1 wk后分为正

常(饮食)组和高脂(饮食)组, 自由进食至第12
周末, 从两组中分别随机取6只大鼠, 处死、取

材判断NAFLD造模成功. 以剩余正常组大鼠

为对照(n  = 6), 取高脂组大鼠随机分为NAFLD
组(n  = 6)和GLP-2组(n  = 6)后饮食同前, GLP-2
组注射替度鲁肽液(250 μg/kg), 2次/d, 正常组

和NAFLD组分别腹腔注射等体积生理盐水, 
注射7 d后取血并全部处死, 取血清和肝脏匀浆

测定总甘油三酯(triglyceride, TG)、总胆固醇

(total cholesterol, TC)水平, 取肝脏做HE染色、

十二指肠做HE染色和Claudin-2蛋白免疫组

织化学染色. 免疫组织化学参照Shimizu等[12]

的标准进行半定量评分. 生化检测: 采用日立

HITACHI系列全自动生化分析仪检测血清、

肝脏组织匀浆中TG、TC水平.
1.2.2 肝脏病理: 取肝右叶0.5 cm×0.5 cm组织

用40 g/L甲醛固定后脱水、包埋、切片、苏

木素-伊红染色后镜下观察. 肝脏组织病理采

用NAFLD活动度积分(NAFLD activity score, 
NAS)评分[13]. 十二指肠病理: 取近端十二指肠

0.2 cm用于石蜡包埋, 切片、苏木素-伊红染色

后镜下观察. 
1.2.3 免疫组织化学检测十二指肠Claudin-2蛋

白表达: 取上述十二指肠蜡块, 切片脱蜡至水, 
3%H2O2灭活内源酶, pH 8.0 EDTA修复抗原, 
5%牛血清蛋白封闭, 滴加抗Claudin-2一抗(1∶
750), 4 ℃过夜, PBS漂洗3次, 每次2 min, 滴加二

抗(1∶500), 37 ℃孵育30 min, PBS漂洗2 min×
3次, 室温下进行二氨基联苯显色反应. 以PBS
代替一抗作为阴性对照. 

统计学处理 采用SPSS19.0软件进行统计

分析, 数据采用mean±SD表示, 多组间比较采

用ANOVA分析, 两两比较采用t检验, P <0.05为
差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 NAFLD大鼠模型的建立

2.1.1 肝脏大体及组织学病变: 实验过程中两组

大鼠均无死亡, 12 wk高脂组大鼠平均体质量

较高, 但与正常组间无显著差异(P >0.05, 表1). 
肉眼观察见正常组肝脏多呈暗红色; 高脂组肝

脏多为奶黄色, 有油腻感, 包膜稍紧张, 边缘圆

钝. 肝脏病理切片观察: 正常组肝小叶结构清

晰, 肝索排列有序, 肝细胞质呈细密颗粒状, 门
管区无炎细胞浸润(图1A); 高脂组大鼠多数呈

现脂肪肝状态, 可见肝窦狭窄变性、肝细胞肿

胀及肝细胞气球样改变, 部分可见炎性细胞浸

润及局部灶状坏死(图1B); 高脂组肝脏NAS评
分高于正常组(P <0.05, 图1C). 
2.1.2 血清和肝脏匀浆生化: 12 wk时各组大鼠

血清TG、TC水平无显著异性, 而高脂组大鼠

的肝脏TG、TC水平显著高于正常组(表1). 
2.1.3 十二指肠HE染色和Claudin-2蛋白免疫

组织化学: 12 wk时HE染色显示正常组十二

指肠黏膜上皮细胞排列紧密, 未见细胞间隙

增加(图2A); 而高脂组十二指肠黏膜上皮细

胞排列疏松, 细胞间隙明显增加(图2B). 免疫

组织化学显示十二指肠黏膜上皮C l a u d i n-2
蛋白呈棕褐色信号, 从隐窝到绒毛表面分布

逐渐减少, 主要集中于隐窝处. 正常组和高脂

组的Claudin-2蛋白表达量分别为2.50±0.55
和5.17±0.75, 高脂组十二指肠黏膜隐窝及

黏膜绒毛处阳性表达都较正常组多且均匀

(P <0.05, 图2C, D). 
2.2 GLP-2干预后

2.2.1 肝脏大体及组织学病变: 13 wk NAFLD
组和GLP-2组大鼠平均体质量较高, GLP-2组
较正常组间有显著差异(P <0.05, 表2). 正常组

和NAFLD组大鼠的肝脏性状各与其12 wk鼠
大致相同; 而GLP-2组略呈浅黄色, 包膜略紧

张, 边缘略圆钝. 肝脏病理切片观察: 正常组肝

小叶结构同12 wk正常组大致相似, 门管区无

炎细胞浸润(图3A); NAFLD组大鼠均呈现脂肪

肝状态, 肝窦狭窄、肝细胞肿胀及肝细胞气球

样改变明显可见, 肝小叶内局部可见炎性细胞

浸润及灶状坏死, 部分切片可见门管区炎细胞

浸润及纤维增多(图3B); GLP-2组大鼠可见脂

肪肝样改变, 但肝窦变性、肝细胞变性都不及

NAFLD组明显, 且肝炎性细胞浸润不多见(图
3C). 肝脏NAS评分表明NAFLD和GLP-2组的

■创新盘点
本文发现NAFLD
发 病 时 小 肠 黏
膜 T J s 蛋白中的
Claudin-2表达增
加, 使用替度鲁肽
干预后Claudin-2
表达可回到正常
水平、肝脏脂肪
病减轻, 进一步证
实了NAFLD发病
与肠道黏膜屏障
的相关性, 且为替
度鲁肽用于治疗
NAFLD提供了实
验依据.
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评分都高于正常组(P <0.05), 且GLP-2组评分低

于NAFLD组(P <0.05, 图3D). 
2.2.2 血清和肝脏匀浆生化: 13 wk NAFLD组

和GLP-2组大鼠的血清和肝脏匀浆的TG、TC
水平均显著高于正常组(P <0.05); GLP-2组血清

TG和肝脏TG、TC水平均低于NAFLD组, 但没

有显著性差异(表2). 
2.2.3 十二指肠HE染色和Claudin-2蛋白免疫

组织化学: 13 wk HE染色显示正常组、GLP-2
组十二指肠黏膜上皮细胞排列紧密, 未见细胞

间隙明显增加(图4A, E); 然而NAFLD组十二

指肠黏膜上皮细胞排列疏松, 细胞间隙明显

增加(图4C). 正常组、NAFLD组和GLP-2组
的十二指肠黏膜上皮C l a u d i n-2蛋白表达量

分别为2.83±0.75、5.50±1.05和4.33±0.82, 
NAFLD组和GLP-2组Claudin-2蛋白阳性表达

均较正常组多(P <0.05), GLP-2组Claudin-2蛋
白表达少于NAFLD组(P <0.05), 正常组表达最

少(图4B, D, F). 

3  讨论

本文NAFLD大鼠成功建模后, 发现小肠黏膜

上皮细胞间隙增大, 表明肠道屏障与NAFLD
的发病发展密切相关, 这与Sellmann等[14]提出

的长期高糖或高脂饮食会改变肠道屏障功能

从而导致NAFLD的发生、发展结论相符合. 
肠道屏障据功能可归纳分为机械屏障、化学

屏障、免疫屏障、生物屏障四大类型, 其中

机械屏障主要指肠道黏膜上皮细胞间TJs. TJs

■应用要点
明 确 N A F L D 与
肠道黏膜屏障的
相关性 ,  有助于
指导临床特异性
治疗 .  肠道特异
性修复药物替度
鲁肽除了可用于
治疗短肠综合征, 
也许将来也能运
用 于 炎 症 性 肠
病、NAFLD等肠
道发生改变的疾
病治疗中.

     

表  1  12 wk各组大鼠生化指标对比

分组 起始质量(g) 结束质量(g) 血清TG(mmol/L) 血清TC(mmol/L) 肝脏TG(mmol/L) 肝脏TC(mmol/L)

正常组   228.43±12.55 567.60±46.68 0.90±0.18 1.78±0.30 0.79±0.09 0.13±0.31

高脂组 234.21±9.00 587.86±47.86 0.90±0.21 2.05±0.34  1.23±0.14a  0.35±0.03a

aP<0.05 vs  正常组.

     

表  2  13 wk各组大鼠生化指标对比

分组 起始质量(g) 结束质量(g) 血清TG(mmol/L) 血清TC(mmol/L) 肝脏TG(mmol/L) 肝脏TC(mmol/L)

正常组   224.50±11.45 551.40±36.45 1.29±0.24 1.97±0.20 0.50±0.08 0.09±0.11

NAFLD组   229.20±14.31 599.30±47.28  2.48±0.40a  2.52±0.30a  1.07±0.09a  0.19±0.34a

GLP-2组 238.20±8.00  628.90±59.03a  2.02±0.59a  2.59±0.22a  1.01±0.27a  0.19±0.25a

aP<0.05 vs  正常组.

图  1  12 wk大鼠光镜下肝脏病理及NAS评分. A: 正常组

(HE×400); B: 高脂组(HE×400); C: NAS统计图. aP<0.05 

vs  正常组.

正常组                     高脂组

N
A

S评
分

6

4

2

0

a

A

B

C
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常位于上皮细胞顶端侧面, 环绕整个细胞, 呈
带状连接从而起到屏障和篱笆的双重作用[15]. 
TJs是一种由多种蛋白构成的复杂复合体, 其
可能含有“孔通道”和“漏通道”: 孔通道由

高容量-高电荷-高分子选择性的Claudins组成, 
主要调节离子和小分子的通透性; 漏通道由低

容量-低电荷-低分子选择性的occludin和ZO-1
组成, 主要调节大分子的通透性[16]. Claudins
家族是肠道黏膜上皮细胞TJs的重要蛋白, 主

要调节离子和小分子的通透性 [16,17], 目前认

为其有27种亚型[18]. 许多研究表明, Claudins
家族与炎症性肠病等肠道病变有相关性, 如
Schumann等[19]发现在乳糜泻活动期, 十二指肠

的Claudin-2和15表达会显著增加; Yuan等[20]亦

发现Claudin-1、Claudin-2表达的增加与结肠

黏膜损伤的关系. 此外, 在克罗恩病活动期乙

状结肠中, 多数Claudins不可检测或未发生改

变, 但Claudin-5和8都减少并移位, Claudin-2表

■名词解释
C l a u d i n - 2 : 
Claudins家族是
肠道黏膜上皮细
胞 T J s 的重要蛋
白 ,  主要调节离
子和小分子的通
透性 ,  目前研究
发 现 炎 症 性 肠
病 等 肠 道 疾 病
发病时小肠黏膜
Claudin-2蛋白表
达升高.

正常组        NAFLD组      GLP-2组

N
A

S评
分

6

4

2

0

a

ac
D

A B

C

图  3  13 wk大鼠光
镜下肝脏病理及NAS
评分. A: 正常组(HE

×400); B: NAFLD组

(HE×400); C: GLP-2

组(HE×400); D: NAS

统计图. aP <0.05 vs  
正常组; cP <0.05 vs  
GLP-2组.

A B

C D

图  2  12 wk大鼠十二
指肠染色. A: 正常组

HE染色(×400); B: 高

脂组HE染色(×400); 

C: 正常组免疫组织

化学染色(×100); D: 

高脂组免疫组织化学

染色(×100).
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达急剧上调[21]. 本研究发现NAFLD小肠黏膜

上皮细胞间隙变大, 再次确认了NAFLD发病

导致肠道通透性增加的现象, 这与同类文献报

道[6,22-24]一致, NAFLD患者或动物的肠道通透

性变大, 肠道黏膜紧密连接改变, 从而导致相

关蛋白的减弱甚至缺失. NAFLD小肠黏膜上

皮隐窝和绒毛的Claudin-2蛋白明显增多, 据此

推测, 长期的高脂饮食可能会导致Claudin-2蛋
白表达的增加, 从而导致上皮细胞间的TJs功
能失调, 破坏了肠道黏膜的通透性. 

替度鲁肽是GLP-2类似物, 目前已被美国食

品和药物管理局(Food and Drug Administration, 
FDA)和欧洲药品管理局(EMA)批准用于治疗短

肠综合征患者, 其药理机制研究可见于Jeppesen
等[8]的报告: GLP-2加强肠道上皮屏障功能是

通过经细胞和经细胞旁途径共同实现的, 其
信号通路可能包括蛋白激酶A(protein kinase 
A, PKA)/PKB/糖原合成酶激酶-3(glycogen 
synthesis kinanse-3, GSK-3)、细胞外调节蛋白

激酶1/2(extracellular regulated protein kinases 1/2, 
ERK1/2)和p90核糖体S6激酶(p90RSK)和丝裂原

激活蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase, 
MAPK)信号通路等[25-27]. 本研究运用替度鲁肽

显著改善了肝脏生理结构和生化指标(图3, 表
2), 且改善了肠道黏膜上皮细胞的排列, 减小了

细胞间隙和调节黏膜Claudin-2蛋白的表达. 其
原因可能如下: (1)GLP-2主要由哺乳动物肠内

分泌L细胞分泌, 可以抑制胃酸分泌和胃排空, 
促进肠黏膜生长, 增加肠道血流, 从而保护肠道

黏膜屏障、促进肠道吸收营养物质[28,29]; (2)替
度鲁肽减少NAFLD肠道黏膜TJs中的Claudin-2
蛋白的表达, 恢复了上皮细胞间TJs的功能, 从
而改善肠道屏障的的通透性(图4); (3)由于二肽

基肽酶Ⅳ(DPP-Ⅳ)的降解作用, GLP-2在体内产

生后半衰期较短(7 min左右), 而替度鲁肽可以

抵抗DPP-IV, 显著提高了GLP-2的半衰期、延

长其体内活性, 从而增强了其黏膜保护作用[30]. 
本研究发现N A F L D组大鼠十二指肠黏

■同行评价
肠黏膜通透性异
常 在 N A F L D 发
病机制及防治中
的研究相对较少, 
本 文 从 N A F L D
肠黏膜通透性的
角度探讨其防治
具有一定的创新
性和科学性 ,  所
用研究方法基本
可靠 ,  所得结论
有新意 ,  论文可
读性强.

A B

C D

E F

图  4  13 wk大鼠十二
指肠染色. A: 正常组

HE染色(×400); B: 正

常组免疫组织化学染

色(×100); C: NAFLD

组的HE染色(×400); 

D: NAFLD组免疫组

织化学染色(×100); 

E: GLP-2组的HE染

色(×400); F: GLP-2

组免疫组织化学染色

(×100).
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膜上皮细胞间的间隙增大、紧密连接蛋白

Claudin-2表达增多, 这也许是导致脂肪肝发

生、发展的先决条件. 肠道屏障损坏可能导致

过多的内毒素、能量物质尤其是脂质进入门

脉系统从而引起肝脏炎症应激反应及过度的

脂质沉积. 而使用替度鲁肽干预后, 高脂饮食

大鼠十二指肠黏膜上皮细胞间隙未见明显增

大、Claudin-2蛋白增多不如盐水干预组显著. 
我们据此推测替度鲁肽可能通过降低肠道黏膜

Claudin-2蛋白表达而修复肠道黏膜, 减少了内

毒素及脂质等的吸收, 从而改善NAFLD肝脏病

变. 由于替度鲁肽用于治疗NAFLD的作用机制

不明确, 仍需进一步研究, 故其可行性也有待进

一步的临床研究证实. 
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