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摘要 目的 利用酒精性脂肪肝大鼠模型，探讨褪黑素对酒

精性脂肪肝的保护作用和相关机制。方法 42 只 SD 雌性
大鼠随机分成 4 组: 模型组 12 只，正常组、褪黑素低剂量组
和褪黑素高剂量组各 10 只，用酒精灌胃法，持续 8 周制造出
大鼠酒精性脂肪肝模型。褪黑素组大鼠在酒精灌胃后腹腔
注射褪黑素。8 周实验结束后，HE 染色观察大鼠肝脏病理
改变，免疫组化法检测肝组织中肿瘤坏死因子 α( TNF-α) 和
白介素-6( IL-6) 的表达。生化法检测各组大鼠谷丙转氨酶
( ALT) 、谷草转氨酶( AST) 、胆红素( TBIL) 的水平以及大鼠
肝匀浆中丙二醛( MDA ) 的水平和谷胱甘肽过氧化物酶
( GPx) 的活性。结果 与正常组比较，模型组肝细胞可见较
多的炎性细胞浸润，脂肪变性明显，大量脂肪空泡出现，而褪

黑素各组大鼠肝组织病理变化程度均较模型组减轻。与正
常组比较，模型组大鼠血清中肝生化指标( ALT、AST 和
TBIL) 水平明显升高( P ＜ 0. 01) ，肝匀浆中 MDA含量明显升
高( P ＜ 0. 01) ，GPx 活性明显降低( P ＜ 0. 01) ，而褪黑素低、
高剂量组大鼠肝生化水平较模型组显著降低( P ＜ 0. 05) ，肝
匀浆 MDA含量较模型组显著降低( P ＜ 0. 01 ) ，GPx 活性较
模型组明显升高( P ＜ 0. 01) 。并且褪黑素能降低大鼠肝组
织中 TNF-α和 IL-6 的表达( P ＜ 0. 01) 。结论 褪黑素可能
抑制大鼠酒精性脂肪肝的发展，具体机制与其抵抗氧化应激

作用和抑制肝组织中 TNF-α 和 IL-6 等相关因子的表达有
关。
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长期大量饮酒可导致肝脏疾病，但酒精对肝脏

造成损害的机制尚未完全阐明。酒精的主要代谢器
官是肝脏，在肝脏的主要代谢途径是通过肝内的微

粒体乙醇氧化系统( microsomal ethanol oxidizing sys-
tem，MEOS ) 、乙醇脱氢酶系统 ( alcoholdehydroge-
nase，ADH ) 和过氧化氢酶系统代谢［1］。在 MEOS
途径中，乙醇产生的大量活性氧可造成肝脏损害，在

其他途径中，乙醇代谢产生的大量乙醛也对肝脏有

损害作用，因为乙醛是高度反应活性分子，能与蛋白

质结合形成乙醛 －蛋白加合物，该分子对肝细胞有
直接损伤作用。另外，酒精代谢过程中诱导的氧化
应激反应，集聚大量氧化产物、脂质过氧化分子、氧
自由基、内毒素、细胞因子等有害物质，可进一步导
致肝细胞代谢紊乱、Kupffer 细胞功能低下，从而导
致酒精性脂肪肝发生［2］。褪黑素是一种生物活性
物质，由松果体分泌，是一种自由基清除因子，有抗

氧化作用，同时可以诱导抗氧化酶的表达，而这些抗

氧化酶在保护肝脏免受酒精损害中发挥重要作

用［3］。故可以推测褪黑素在酒精性肝病的发病过
程中，对肝脏可能存在保护作用，而该研究旨在探讨

褪黑素对酒精性脂肪肝的保护作用及其相关机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 健康雌性普通级 SD 大鼠，180 ～
300 g，购自安徽医科大学实验动物中心，标准环境
下，给予正常饮食，适应饲养 1 周。
1． 2 试剂与仪器 瑞士 Ｒoche Modular DPP全自动
生化分析仪( 瑞士罗氏公司) ; 台式高速离心机( 美

国 Sigma公司) ; DT600K 分析天平( 北京友仪四方
科技发展有限公司) ; 752N 分光光度计( 上海绿宇
生物科技有限公司) ; 光学显微镜( 日本 NIKON 公
司) ; 褪黑素( 美国 Sigma 公司) ; 免疫组化试剂盒、
DAB染色液、丙二醛( malondialdehyde，MDA) 和谷
胱甘肽过氧化物酶( glutathione peroxidase，GPx ) 检
测试剂盒、考马斯亮兰蛋白测定试剂盒( 南京建成
生物工程研究所) ; 肿瘤坏死因子 α ( tumor necrosis
factor-α，TNF-α) 兔抗鼠多克隆抗体、白介素-6 ( in-
terleukin-6，IL-6) 兔抗鼠多克隆抗体( 北京博奥森生
物技术有限公司) 。
1． 3 造模及动物处理 大鼠分组如下: 正常组( 10
只) 、模型组( 12 只) 、褪黑素低剂量组( 10 只) 、褪黑
素高剂量组( 10 只) ，模型组和褪黑素组大鼠的酒精
摄入量为 8 g / ( kg·d) ，酒精体积比为 40% ( v / v) ，
考虑到大鼠胃内容量体积局限，每天灌胃 2 次，中间
间隔 8 h，共造模 8 周。在第 2 次酒精灌胃后 1 h，给
予褪黑素低剂量组和高剂量组老鼠腹腔注射褪黑素

10、20 mg /kg至 8 周末。实验最后，大鼠腹主动脉
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取的血标本，离心后获得血清标本。取新鲜肝脏组
织，获得肝脏标本。
1． 4 大鼠血清生化、MDA和 GPx活性检测 全自
动生化分析仪测定大鼠血清中谷丙转氨酶( alanine-
transarninase，ALT ) 、谷草转氨酶 ( aspartate amin-
otransferase，AST) 、胆红素( total bilirubin，TBIL) 的水
平。按照试剂盒说明书步骤，制备新鲜肝脏组织匀
浆液，生理盐水稀释，离心，取上清液，进行蛋白定

量，再用分光光度法得光密度值( optical density，
OD) ，计算出 MDA含量和 GPx活性。
1． 5 病理检测方法 取肝脏左叶部分组织，在
10%的甲醛中固定至少 24 h，石蜡包埋，再切至 5
μm厚组织薄片，HE 染色后，在光学显微镜下观察
大鼠肝脏组织病理学改变。对切片按照如下标准进
行分级评估: 0 级( 正常肝细胞) ，1 级( ＜ 1 /4 肝细胞
出现脂肪变性) ，2 级( 1 /4 ～ 1 /2 肝细胞出现脂肪变
性) ，3 级( 1 /2 ～ 3 /4 肝细胞出现脂肪变性) ，4 级
( ＞ 3 /4 肝细胞出现脂肪变性) ［4］。
1． 6 TNF-α和 IL-6 的免疫组化检测及阳性细胞
严格按照试剂盒说明书操作步骤，标本切片脱蜡、水
化、抗原修复，再灭活组织内源性过氧化物酶，血清
封闭孵化后，滴加一抗，在 4 ℃环境下孵育过夜，次
日加入二抗，然后 DAB 染色，分别设立阳性对照和
阴性对照，阴性对照一抗改用 PBS 液替代，最后镜
下摄片分析结果。TNF-α 和 IL-6 阳性均表达在肝
细胞的胞质内，免疫组化染色后胞质内可见较强的

棕黄色阳性反应颗粒。每张切片在电子显微镜( ×
400) 下随机选取 5 个高倍视野，再用 Image-Pro Plus
影像分析器进行图像分析，获得定量资料，进行统计

分析。
1． 7 统计学处理 运用 SPSS 16． 0 统计软件进行
分析，计量资料以 珋x ± s 表示，采用单因素方差分析
( One-Way ANOVA) ，两组间比较采用 LSD 方法检
验。等级资料( 病理分级) 采用 Ｒidit 分析进行统计
分析。

2 结果

2． 1 肝脏病理学改变 Ｒidit 分析总体等级资料，
差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，见表 1。正常组大鼠
肝脏病理可见肝小叶结构清晰，肝细胞索排列整齐，

肝细胞无坏死、炎症，无纤维化等明显病理改变。模
型组大鼠肝脏镜下可见明显脂肪空泡，一些细胞肿

胀变形，汇管区出现炎性细胞浸润，肝小叶界限模

糊。与模型组比较，褪黑素组大鼠肝脏结构镜下显
示肝细胞肿胀明显减轻，脂肪变性炎性细胞浸润程

度明显降低，肝组织总体病理变化程度明显减轻。
见图 1。

图 1 各组大鼠肝脏病理切片 HE ×400

A: 正常组; B: 模型组; C: 褪黑素低剂量组; D: 褪黑素高剂量组

2． 2 大鼠血清肝功能检测结果 方差分析结果显
示大鼠血清 ALT、AST、TBIL 差异有统计学意义( F
= 9. 54、5. 58、11. 24，P ＜ 0. 05 ) ，与正常组相比，模
型组大鼠血清 ALT、AST 和 TBIL 明显升高( P ＜
0. 01) 。与模型组比较，褪黑素组大鼠肝功能水平
有所降低( P ＜ 0. 05) 。见表 1。
2． 3 大鼠肝匀浆MDA 水平及 GPx 活性的检测结
果 方差分析结果显示，各组 MDA 含量及 GPx 活
性差异有统计学意义( F = 24. 42、16. 37，P ＜ 0. 05) ，
与正常组比较，模型组大鼠肝匀浆 MDA 水平显著
升高( P ＜ 0. 01) ，GPx活性显著下降( P ＜ 0. 01) 。各
剂量褪黑素能显著降低酒精性脂肪肝模型大鼠肝匀

浆中 MDA水平( P ＜ 0. 01) ，可升高肝匀浆中 GPx活
性( P ＜ 0. 05) 。见表 2。

表 1 各组大鼠血清中 ALT、AST、TBIL水平( 珋x ± s)

项目 正常组( n = 7) 模型组( n = 8) 褪黑素低剂量组( n = 7) 褪黑素高剂量组( n = 6)
ALT( U /L) 35． 14 ± 4． 95 44． 00 ± 4． 60＊＊ 38． 43 ± 3． 26# 38． 07 ± 4． 50#

AST( U /L) 91． 86 ± 11． 77 118． 62 ± 10． 07＊＊ 105． 29 ± 9． 71# 103． 83 ± 5． 56#

TBIL( U /mg prot) 0． 37 ± 0． 09 0． 59 ± 0． 08＊＊ 0． 48 ± 0． 10# 0． 46 ± 0． 10#

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0． 01; 与模型组比较: #P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01

·6111· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2015 Aug; 50( 8)



表 2 各组大鼠肝匀浆中MDA、GPx的水平( 珋x ± s)

项目 正常组( n = 7) 模型组( n = 8) 褪黑素低剂量组( n = 7) 褪黑素高剂量组( n = 6)
MDA( nmol /mg prot) 1． 47 ± 0． 32 2． 29 ± 0． 40＊＊ 1． 70 ± 0． 43## 1． 50 ± 0． 25##

GPx( nmol /mg prot) 50． 46 ± 2． 97 34． 71 ± 3． 80＊＊ 38． 91 ± 4． 20# 41． 52 ± 6． 87##

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0． 01; 与模型组比较: #P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01

表 3 各组大鼠肝组织中 TNF-α和 IL-6 的表达( 珋x ± s)

项目 正常组( n = 7) 模型组( n = 8) 褪黑素低剂量组( n = 7) 褪黑素高剂量组( n = 6)
TNF-α 0． 343 ± 0． 041 0． 545 ± 0． 049＊＊ 0． 456 ± 0． 036## 0． 398 ± 0． 025##

IL-6 0． 404 ± 0． 055 0． 640 ± 0． 056＊＊ 0． 567 ± 0． 053# 0． 488 ± 0． 048##

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0． 01; 与模型组比较: #P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01

2． 4 免疫组化检测 TNF-α 和 IL-6 的表达 方差
分析结果显示，TNF-α 和 IL-6 表达差异有统计学意
义( F = 46. 18、29． 36，P ＜ 0. 05) ，光镜下可见正常组
大鼠肝脏组织 TNF-α和 IL-6 有微量表达，仅表现在
细胞质中可见淡黄色颗粒。而模型组有抗原的明显
表达( P ＜ 0. 01 ) ，TNF-α 和 IL-6 表现为细胞质内出
现清晰的颗粒状棕黄色物质。与模型组相比，褪黑
素能显著降低 TNF-α和 IL-6 的表达( P ＜ 0. 05，P ＜
0. 01) 。见表 3、图 2、3。

图 2 各组大鼠的 TNF-α表达水平 × 400

A: 正常组; B: 模型组; C: 褪黑素低剂量组; D: 褪黑素高剂量组

图 3 各组大鼠 IL-6 的表达水平 × 400

A: 正常组; B: 模型组; C: 褪黑素低剂量组; D: 褪黑素高剂量组

3 讨论

酒精性脂肪肝是酒精性肝病的早期阶段，其脂

肪代谢已受到影响，肝脏组织中可出现空泡脂肪变

性，可进一步发展为肝硬化［5］。本研究模型组大鼠
肝脏病理观察到典型的酒精性脂肪肝改变如脂肪变

性、炎性细胞浸润等，说明此次造模成功，为下一步
实验提供良好基础。另外，本实验显示，褪黑素能不
同程度减轻大鼠肝脏病理学改变，降低酒精性脂肪

肝大鼠血清 ALT、AST 活性和 TBIL 水平，以及大鼠
肝组织中脂质过氧化产物 MDA 的含量，说明褪黑
素对酒精性脂肪肝有保护作用。
氧化应激在酒精诱导的细胞反应中发挥重要作

用，可引起脂质的过氧化和细胞膜损伤，产生大量活

性氧，与酒精代谢产生的内毒素一起刺激激活肝脏

Kupffer细胞产生多种促炎因子和免疫调节因子，如
核转录因子 κB ( unclear transcription factor-κB，NF-
κB) 、前列腺素 E2 和 TNF-α，TNF-α 可诱发肝细胞
发生坏死和凋亡［6］，并引起线粒体功能障碍，刺激

过氧化物及其他炎性因子发挥作用，造成肝脏损

害［7 － 8］。NF-κB 和 TNF-α 可反过来刺激肝脏
Kupffer细胞释放大量细胞 IL-6、IL-8 等炎症因子，
与 TNF-α等一起参与肝细胞的变性、坏死［9］。在本
实验中，模型组大鼠肝脏 TNF-α 和 IL-6 的表达较正
常组大鼠明显增强，该结果与相关报道符合，认为酒

精性脂肪肝的发生与 TNF-α 的过度表达以及相关
炎症介质、细胞因子大量释放有密切关系。
褪黑素的分泌受到昼夜节律的调节，在很多生

物损伤模型中，表现出强大的器官保护作用。褪黑
素作为一种自由基清除剂，能清除大量活性氧，并具

有提高抗氧化酶的作用［3，10］。相关实验描述了褪黑
素在缺血再灌注肝损伤和免疫性肝损伤大鼠模型中

显现了肝脏保护作用，大鼠转氨酶水平和自由基清

除能力的变化均通过实验得到证实［11 － 12］。但褪黑
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素与慢性酒精损害相关的研究报道不多。在本次酒
精性肝损伤实验中，褪黑素有效的提高抗氧化酶

GPx的活性，能明显降低作为衡量脂质过氧化程度
的 MDA 水平。同时褪黑素组大鼠肝脏 TNF-α 和
IL-6 的表达较模型组减少，认为褪黑素能有效抑制
酒精性脂肪肝的发生发展，并且提示褪黑素防治酒

精性脂肪肝的作用机制之一与降低 TNF-α 和 IL-6
等细胞因子的产生有关。
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Animal studies of melatonin suppression alcoholic fatty liver development
Hu Qizhen，Hong Ｒutao，Gao Xuemei

( Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，
Key Laboratory of Disease of Anhui Province，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the protective effects of melatonin and possible mechanisms on rats with alco-
holic fatty liver ( AFL) ． Methods All rats were randomly divided into 4 groups: normal group ( n = 10) ，model
group ( n = 12) and melatonin groups ( 10 mg /kg，20 mg /kg; n = 10，respectively) ． The model of rats’alcoholic
fatty liver was induced by intragastric influsion of ethanol for 8 weeks． The melatonin groups’rats received melato-
nin by intraperitoneal injection after intragastric infusion of ethanol． Histopathological changes were evaluated by
hematoxylin and eosin staining． The expressions of tumor necrosis factor-α ( TNF-α) and interleukin-6 ( IL-6) were
detected by immunohistochemical methods． The detection of aspartate aminotransferase ( AST) levels and alanine
transarninase ( ALT) levels and the total bilirubin ( TBIL) levels in serum were provided by routine laboratory
methods using an autoanalyzer． The levels of malondialdehyde ( MDA ) and activities of glutathione peroxidase
( GPx) were measured by spectrophotometry． Ｒesults Compared with the normal group，the liver cells of the mod-
el group showed obvious steatosis and significant swelling． However，less degree and less extensive of steatosis and
swelling were observed in the melatonin groups． Compared with the normal group，the levels of ALT，AST and
TBIL in serum and the levels of MDA in liver homogenates were significantly increased in the model group ( P ＜
0. 01) ，and the activities of GPx were distinctly decreased in the model group( P ＜ 0. 01 ) ． But in the melatonin
groups，the levels of ALT，AST and TBIL in serum and the levels of MDA in liver homogenates were decreased ( P
＜ 0． 01) ，and the activities of GPx were increased ( P ＜ 0. 01) ． Additionally，melatonin lessened the expression of
TNF-α and IL-6 in liver obviously ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Melatonin may inhibit the development of alcoholic
fatty liver and its possible mechanism is the ability to resist oxidative stress and lessen the expression of TNF-α and
IL-6 and other relevant factors in liver．
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