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Abstract
AIM
To detect the dynamic expression of adiponectin signa-

ling pathway molecules in a non-alcoholic fatty liver 
disease (NAFLD) model. 

METHODS
Twenty-four male SD rats were randomly divided into 
four groups: a normal group (N, n = 6) and three model 
groups (M4, M8, and M12, n = 6 each). The normal 
group was given an ordinary diet, and the NAFLD 
model groups were given a high-fat diet. At the end 
of the fourth week, rats in group M4 were sacrificed. 
M8 rats were killed at the end of the eighth week, and 
rats in groups N and M12 were sacrificed at the end of 
the twelfth weeks. Tissue samples were collected for 
histopathological examinations. Serum adiponectin was 
detected by ELISA. The expression of AdipoR2 mRNA 
and PPARα mRNA was determined by RT-PCR. Protein 
expression of AdipoR2, PPARα, and phosphorylated 
AMPK was examined by Western blot. 

RESULTS
HE staining showed that liver cell swelling was obvious 
at the end of the twelfth weeks, with a large number 
of fat vacuoles in the cytoplasm and a small number of 
necrotic liver cells, which suggested that NAFLD was 
successfully induced. Compared with the normal group, 
serum adiponectin in the model group rats gradually 
decreased from week 4 to weeks 8 and 12. Compared 
with the normal group, the expression of AdipoR2 
mRNA and PPARα mRNA in the liver of the model 
group rats gradually decreased from week 4 to weeks 8 
and 12. Compared with the normal group, the protein 
expression of adiponectin signaling pathway molecules 
in the liver of the model group rats gradually decreased 
from week 4 to weeks 8 and 12. There was a significant 
difference between each two groups (P < 0.05).

CONCLUSION
The protein expression of adiponectin signaling pathway 
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molecules decreases gradually in the formation process 
of NAFLD. The activity decrease of the adiponectin 
signaling pathway is possibly one of the mechanisms 
contributing to NAFLD.

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
研究肝脏脂联素信号通路分子在大鼠非酒精性脂肪
性肝病(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)形成
过程不同时期的表达变化. 

方法
SD雄性大鼠24只随机分为4组: 正常组N组(6只), 模
型组M4组(6只), 模型组M8组(6只), 模型组M12组(6
只). 正常组给予普通饲料喂养, NAFLD模型组给予
高脂饲料喂养. 分别于第4周末处死M4组大鼠, 第8
周末处死M8组大鼠, 第12周末处死N组和M12组大
鼠. 采用HE染色法观察各组大鼠肝组织病理学改变; 
ELISA检测各组大鼠血清脂联素水平; RT-PCR法检
测大鼠肝脏AdipoR2、PPARα的mRNA表达; Western 
blot蛋白印记法检测各组大鼠肝脏AdipoR2、PPARα
及磷酸化AMPK蛋白表达. 

结果
肝脏HE染色显示, 第12周末时模型组大鼠可见肝细
胞肿胀明显, 细胞质内可见大量的脂肪空泡, 少量肝
细胞发生坏死, 提示造模成功. ELISA法结果表明, 与
正常组相比, 模型组大鼠第4周末、第8周末、第12
周末血清脂联素水平逐渐降低, 每两组之间比较差
异有显著性(P＜0.05). RT-PCR法结果表明, 与正常
组相比, 模型组大鼠肝脏第4周末、第8周末、第12
周末AdipoR2、PPARα的mRNA表达逐渐减弱, 每两
组之间比较差异有显著性(P＜0.05). Western blot蛋
白印记法结果显示, 与正常组相比, 模型组大鼠肝脏
AdipoR2、PPARα及磷酸化AMPK蛋白表达在第4周
末、第8周末、第12周末逐渐减弱, 每两组之间比较
差异有显著性(P＜0.05).

结论
脂联素信号通路分子在NAFLD形成过程中表达逐渐

减弱. 脂联素信号通路活性逐渐降低可能是NAFLD
形成的机制之一. 

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 脂联素; 脂联素受体2; 过

氧化物酶体增殖因子激活受体α; 腺苷酸活化蛋白激酶

核心提要: 脂联素信号通路在非酒精性脂肪性肝病(non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD)进展的不同时期

如何发挥作用, 目前没有详细的论述. 本文研究在构建

NAFLD模型过程的不同时期(第4周末, 8周末, 12周末), 
脂联素信号通路分子的动态表达变化, 探讨NAFLD的

发病机制.

刘浩, 时昭红. 脂联素信号通路分子在非酒精性脂肪性肝病模型构建不同

时期的表达变化. 世界华人消化杂志 2018; 26(28): 1645-1650  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v26/i28/1645.htm  DOI: 
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)是除外酒精和其他明确的损肝因素所致的, 以
弥漫性肝细胞大泡性脂肪变为主要特征的临床病理综

合征. 我国NAFLD的发病率呈逐年上升趋势, 严重危害

人民身体健康[1]. 脂联素(adiponectin)是一种具有多种生

物学效应的细胞因子, 脂联素及其下游信号通路分子

参与了多种疾病的脂质代谢[2], 并参与了NAFLD的形成

和发展[3]. 但是脂联素信号通路分子在NAFLD进展的

不同时期如何发挥作用, 目前仍然没有详细的论述. 本
文通过实验大鼠构造NAFLD模型, 研究NAFLD形成过

程的不同时期, 脂联素信号通路分子的表达变化, 探讨

NAFLD的发病机制, 为NAFLD的防治提供理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级SD雄性大鼠24只体重180 g±20 g, 购于

湖北省实验动物研究中心. 大鼠脂联素双抗夹心ELISA
法试剂盒由深圳依诺生物科技有限公司提供. 100 bp 
DNA Ladder购自华美生物工程公司, 所有引物均由上

海生工生物制品公司合成. AdipoR2、PPARα抗体购自

美国Santa Cruz公司, 磷酸化AMPK抗体购自美国Cell 
Signaling Technology公司. 
1.2 方法 将24只SD雄性大鼠随机分为4组: 正常组N
组(6只), 模型组M4组(6只), 模型组M8组(6只), 模型组

M12组(6只), 组间暴露无差异. 正常组给予普通饲料喂

养, NAFLD模型组给予高脂饲料(普通饲料+2%胆固醇
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+14%猪油)喂养造模. 模型组分别于第4周末处死M4组
大鼠, 第八周末处死M8组大鼠, 第十二周末处死M12组
大鼠. 正常组于十二周末全部处死N组大鼠. 同时取各

组大鼠的血清和肝脏相同部位的标本储存备用. 
ELISA操作方法: 确定检测所需的已包被抗体的酶

标板孔数目, 并增加1孔作为TMB空白显色孔, 总数 ＝ 
样品数＋9. 将浓度梯度标准品(从6000 pg/mL到0)各0.1 
mL依次加入一排8孔中. 将大鼠血清稀释10倍, 依次每

孔加入0.1 mL. 然后依据说明书进行操作, 显色后用酶

标仪在450 nm测定OD值. 将TMB空白显色孔作为对照. 
所有的样品和样品的吸光值减去零孔的吸光值后, 在坐

标纸上画出曲线, 以吸光值作为纵坐标, 以浓度作为横

坐标. 根据样品的吸光值在坐标上找出对应的浓度. 乘
以10倍后, 为每个样品的实际值. 

逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)操作方法: TRIzol试
剂(美国GIBCO公司)一步反向引物法抽提细胞总RNA, 
紫外分光光度仪检测其浓度和纯度, 1%琼脂糖变性电

泳检验RNA完整性. 取3 μg RNA, 用M-MLV逆转录酶

(Promega公司)进行反转录, PCR扩增上述4种基因, 同时

扩增β-actin作为内参照. 取6-10 μL扩增产物在1.5%琼脂

糖凝胶电泳, 放在紫外投射仪上进行观察和照相. 
Western blot蛋白印记: 取少量肝脏组织样品, 用机

械匀浆器打碎, 溶解在200 μL RIPA裂解液中, 12 000 rpn/
min, 30 min, 去掉上层乳白色油脂和管底沉淀, 取上清液

作为蛋白溶液样品. 测算蛋白的浓度, 放在-20 ℃保存备

用. 配制好10%SDS-聚丙烯酰胺凝胶, 在每孔加入80 μg
蛋白, 进行电泳分离. 以β-actin蛋白作为内参照. 把蛋白

电转移到硝酸纤维素膜, 放在脱脂奶粉中4 ℃封闭摇动

过夜. 在室温下把膜放在一抗中孵育2 h, TBS洗涤, 二抗

室温2 h, 加入1 μL显色液, X线下底片曝光, 然后显影和

定影, 用计算机的密度扫描对反应条带进行定量分析. 
统计学处理 实验结果以mean±SD表示, 各组计量

资料分析应用完全随机设计的单因素方差分析, 计数资

料采用Ridit检验法. 统计结果用SPSS13.0软件包处理. 
P<0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 组织形态学改变 肝脏HE染色显示, 正常组大鼠肝

组织肝索结构清晰, 肝细胞以中央静脉为中心呈放射状

排列, 肝组织内无脂肪空泡, 未见明显脂滴分布. 模型组

大鼠均出现不同程度的弥漫性肝细胞脂肪变性. 第4周
末时模型组大鼠肝组织可见散在肝细胞脂肪变性. 第8
周末时模型组大鼠可见肝细胞肿胀, 肝组织可见散在

片状肝细胞脂肪变性. 第12周末时模型组大鼠可见肝

细胞肿胀明显, 呈圆形, 细胞质内可见大量的脂肪空泡, 

空泡之间界限模糊. 少量肝细胞发生坏死. 根据肝细胞

脂肪变性程度, “-”为0分, “+”为1分, “++”为2分, 
“+++”为3分, 计算出脂肪变性百分率(图1和表1). 
2.2 ELISA法检测血清脂联素值变化 与正常组相比, 模
型组血清脂联素值均示降低. 且随着时间推移, 第4周
末、第8周末、第12周末模型组血清脂联素值呈逐渐减

弱趋势, 每两组之间比较差异有显著性(P＜0.05)(表2). 
2.3 RT-PCR法检测大鼠肝脏AdipoR2、PPARα的

mRNA结果 与正常组相比, 模型组大鼠AdipoR2、
PPARα的mRNA表达减弱. 随着造模时间的延长, 模
型组第4周末、第8周末、第12周末模型组AdipoR2、
PPARα的mRNA表达呈逐渐减弱, 每两组之间比较差异

有显著性(P＜0.05)(图2和表2). 
2.4 Wes te rn b lo t蛋白印记法检测肝脏AdipoR2、
PPARα和磷酸化AMPK蛋白表达结果 与正常组相比, 
模型组大鼠肝脏AdipoR2、PPARα、磷酸化AMPK蛋白

表达减弱. 随着造模时间的延长, 模型组第4周末、第8
周末、第12周末大鼠肝脏AdipoR2、PPARα、磷酸化

AMPK蛋白表达逐渐减弱, 每两组之间比较差异有显著

性(P＜0.05)(图3和表3). 

3  讨论

NAFLD的病理特征是脂质在肝脏过量沉积, 肝细胞存

在大量脂肪变[4]. NAFLD是临床上最常见的主要慢性肝

脏疾病之一, 疾病谱包括单纯性脂肪肝以及由其演变的

脂肪性肝炎和肝硬化, 缺乏有效治疗药物[5]. NAFLD的

发病机制较为复杂, 至今尚未完全明确, 目前广为接受

的是由Donati等[6]和 Diehl[7]提出的“二次打击”学说, 
其中, “初次打击”与肝脂质代谢紊乱及胰岛素抵抗密

切相关, “二次打击”与肝脏炎症坏死及细胞因子、氧

化应激以及脂质过氧化密切相关[8,9]. 本实验以脂肪乳灌

胃建立的NAFLD模型, 病理切片上提示肝脏脂质沉积

增多, 有不同程度的泡状脂肪变性, 符合人类NAFLD的

发病机制. 
脂联素是一种具有多种生物学效应的细胞因子, 

由脂肪细胞分泌, 并在脂肪组织中大量表达[10]. 脂联素

通过与其受体结合, 有调节脂质代谢、改善胰岛素抵

抗、调节炎症反应、抗氧化应激、抗纤维化等一系列

生物活性作用, 具有降血糖、降血脂、抗炎等作用, 参
与肥胖、2型糖尿病、动脉粥样硬化等多种疾病的病

理生理过程, 同时对预防或延缓NAFLD的发生、发展

具有显著效果[11]. 大量研究表明, 脂联素作为一种保护

性细胞因子可以抑制肝脏脂肪合成, 促进脂肪氧化分

解, 增强周围组织对胰岛素的敏感性, 抑制炎症因子

产生,对抗氧化应激和纤维化, 阻止NAFLD的进展[2,12]. 
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Komshilova等[13]通过研究 NAFLD患者血清脂联素水

平, 结果表明NAFLD患者血清脂联素水平明显降低, 且
与患者NAFLD病情严重程度呈相关性. 本实验研究也

表明, 随着实验性大鼠NAFLD的发生发展, 血清脂联素

水平在第4周、第8周和第12周末逐渐降低. 因此, 血清

脂联素水平降低对NAFLD的预测和诊断均有一定的价

值, 可作为NAFLD的一个判断 指标, 为NAFLD的无创

性诊断提供一条新的思路和方法. 
脂联素通过与细胞膜上的特异性受体结合发挥多

种生理作用. 2003年, Kadowaki等[14]应用分子克隆技术

     

表  1  各组大鼠肝组织脂肪变性结果比较(n  = 6)

分组
脂肪变性程度

脂肪变性百分率%
- + ++ +++

正常组 6 0 0 0 0

模型组(M4) 0 5 1 0 38.8

模型组(M8) 0 2 4 0 55.5

模型组(M12) 0 0 1 5 94.4

     

表  2  各组大鼠血清脂联素及肝脏AdipoR2、PPARα的mRNA表达比较(n  = 6)

分组 血清脂联素(μg/ mL) AdipoR2mRNA PPARαmRNA

正常组 38.56 ± 2.93 1.75 ± 0.65 1.15 ± 0.45

模型组第4周末(M4)    33.24 ± 3.21a,c    1.40 ± 0.70a,c    0.74 ± 0.36a,c

模型组第8周末(M8)  28.52 ± 2.77a  0.98 ± 0.56a  0.48 ± 0.35a

模型组第12周末(M12)    22.91 ± 2.62a,c    0.61 ± 0.43a,c    0.29 ± 0.28a,c

aP＜0.05, 与正常组比较; cP＜0.05, 与M8组比较.

     

表  3  各组大鼠肝脏AdipoR2、PPARα、磷酸化AMPK蛋白表达比较(n  = 6)

分组 AdipoR2 PPARα 磷酸化AMPK

正常组 3.77 ± 0.93 1.85 ± 0.45 1.26 ± 0.41

模型组第4周末(M4)    3.11 ± 0.61a,c    1.43 ± 0.40a,c    0.90 ± 0.33a,c

模型组第8周末(M8)  1.95 ± 0.47a  1.12 ± 0.38a  0.68 ± 0.28a

模型组第12周末(M12)    0.66 ± 0.22a,c    0.58 ± 0.23a,c    0.47 ± 0.26a,c

aP＜0.05, 与正常组比较; cP＜0.05, 与M8组比较.

图  1  各组大鼠肝脏HE染色图(HE×100). A: 正常组; B: 模型组(M4组); C: 模型组(M8组); D: 模型组(M12组).

A B C D
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确定脂联素受体存在两种异构体, 分别称为脂联素受

体1(AdipoR1)和脂联素受体2(AdipoR2), AdipoR1在骨

骼肌有丰富表达, 而AdipoR2主要在肝脏表达[15]. 目前

一系列研究表明, 脂联素与肝细胞AdipoR2结合后, 主
要通过激活过氧化物酶体增殖因子激活受体α(PPARα)
途径[12,16], 以及活化AMPK途径[17,18], 引起下游一系列

分子的改变, 实现肝细胞糖原异生减少和脂肪酸β氧化

增加. PPARα是一类在肝脏大量表达的核转录因子, 通
过由相应配体激活, 调节编码肝脏脂肪酸结合蛋白等

基因的转录与活化, 从而抑制肝脏对脂肪酸的摄取和

代谢, 减少肝脏脂肪沉积[16]. PPARα的激活与脂联素刺

激的脂肪酸氧化有关, 而与葡萄糖摄取无关[19]. 高胰岛

素血症会使PPARα表达下调或活性受抑,而引起一系

列与脂质代谢有关的蛋白质和酶基因的转录水平降

低, 进一步加重肝脏脂肪酸沉积,再加之各种细胞因子

释放, 从而促进脂肪性肝炎、脂肪性肝纤维化的形成和

发展[20]. 因此, 脂联素受体及其信号转导机制在脂联素调

控NAFLD的发生过程中发挥关键的作用. 但是这种调控

机制在NAFLD形成和发展的不同时期, 是如何发挥作用

的, 目前仍然没有详细的论述. 
本研究采取体内实验的方法, 以高脂饲料喂养

法建立NAFLD大鼠模型, 观察NAFLD形成过程中大

鼠血清脂联素的动态变化, 以及脂联素信号通路分子

AdipoR2、AMPK、PPARα在大鼠肝脏中不同时期的

表达变化. 结果表明, 随着NAFLD的发生发展, 血清脂

联素水平在第4周、第8周和第12周末逐渐降低, 肝脏

AdipoR2、PPARα、磷酸化AMPK表达在第4周、第8
周和第12周末逐渐减弱, 提示了脂联素信号通路活性

逐渐降低可能是NAFLD形成的机制之一. 因此, 如能在

NAFLD发生的中后期增强脂联素信号通路的活性, 则
可能减轻NAFLD引起的肝细胞损伤. 

文章亮点

实验背景

随着近年来饮食习惯和生活方式的改变, 非酒精性脂肪

性肝病(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)的发病

率逐年增高, 目前已经成为我国临床上最常见的慢性肝

病之一. 因此NAFLD的防治逐渐成为医学工作者的研

究热点. 

实验动机

目前研究发现, 脂联素信号通路在NAFLD的形成过

程中发挥着重要的作用. 但是脂联素信号通路分子在

NAFLD进展的不同时期如何发挥作用, 目前仍然没有

详细的论述. 

实验目标

通过大鼠构建NAFLD模型, 研究脂联素及其下游信号

通路分子AdipoR2、PPARα和AMPK在NAFLD形成过

程中第4周末、第8周末、第12周末的表达变化, 探讨

NAFLD的发病机制, 为寻找新的NAFLD防治方法提供

理论依据. 

实验方法

通过ELISA法检测血清脂联素值变化, RT-PCR法检测大

鼠肝脏AdipoR2、PPARα的mRNA结果, Western blot蛋
白印记法检测肝脏AdipoR2、PPARα和磷酸化AMPK蛋

白表达, 并对第4周末、第8周末、第12周末的实验数据

进行比较, 研究脂联素信号通路分子在NAFLD形成过

图  2  各组大鼠肝脏AdipoR2mRNA和PPARαmRNA表达比较, 从右
到左依次为正常组, 模型组(M4组), 模型组(M8组), 模型组(M12组). A: 

AdipoR2mRNA表达比较; B: PPARαmRNA表达比较.

β-actin蛋白

AdipoR2蛋白

PPARα蛋白

磷酸化AMPK蛋白

图  3  各组大鼠肝脏β-actin、AdipoR2、PPARα、磷酸化AMPK蛋
白表达比较, 从左到右依次为正常组, 模型组(M4组), 模型组(M8组), 
模型组(M12组). A: β-actin蛋白; B: AdipoR2蛋白; C: PPARα蛋白; D: 

磷酸化AMPK蛋白.

A B
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程中的动态变化. 

实验结果

随着动物模型大鼠N A F L D的发生发展 ,  血清脂联

素水平在第4周、第8周和第12周末逐渐降低, 肝脏

AdipoR2、PPARα、磷酸化AMPK表达在第4周、第8周
和第12周末逐渐减弱. 

实验结论

脂联素信号通路活性逐渐降低可能是NAFLD形成的机

制之一. 如能在NAFLD发生的中后期增强脂联素信号

通路的活性, 则可能减轻NAFLD引起的肝细胞损伤, 对
NAFLD起到预防作用. 

展望前景

本课题可更加细致的研究脂联素信号通路分子在

NAFLD进展过程中每周的表达变化, 这样得出的实验

结果就更为详实可靠. 同时可加入对肝细胞凋亡动态变

化的研究, 探讨在NAFLD形成过程中脂联素信号通路

与肝细胞凋亡的关系, 进一步探讨NAFLD可能的发生

机制. 
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