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摘要 目的 观察白藜芦醇( ＲSV) 对 Lieber-DeCarli 酒精液

体饲料诱导的小鼠酒精性脂肪肝的作用，并初步探讨其可能

的相关分子机制。方法 6 ～ 8 周龄雄性 C57BL /6J 小鼠随

机分为 6 组: 正常对照组、模型组、ＲSV ( 10、30、100 mg /kg)

组和谷胱甘肽( GSH，200 mg /kg) 阳性对照组，造模的同时

给予药物干预共 10 d，实验结束后称取体重，处死小鼠，收集

血液和肝脏，分离血清测定相关指标，病理切片观察肝脏的

脂肪蓄积，免疫组化法检测脂肪分化相关蛋白( ADＲP) 的表

达，Western blot 法检测肝脏腺苷酸激活蛋白激酶 ( AMPK)

及脂素 ( lipin1) 的表达。结果 与模型组比较，ＲSV 组血清

中谷丙转氨酶( ALT) 和谷草转氨酶 ( AST) 水平显著降低

( P ＜ 0. 01) ，但血清三酰甘油 ( TG) 水平降低不明显; 肝脏

TG( 低 剂 量: P ＜ 0. 05，中、高 剂 量: P ＜ 0. 01 ) 和 丙 二 醛

( MDA) 含量显著降低( P ＜ 0. 01) ，超氧化物歧化酶( SOD) 活

性显著升高( P ＜ 0. 01) 。病理组织学结果显示 ＲSV 明显减

轻肝脏脂肪变性，免疫组化法结果显示 ＲSV 能够抑制 ADＲP
的表达，Western blot 法结果表明 ＲSV 能激活 AMPK 活性，增

加其磷酸化水平，并能抑制 lipin1 蛋白的表达。结论 ＲSV
对小鼠酒精性脂肪肝具有一定的保护作用，其机制可能与激

活 AMPK-lipin1 通路有关。
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酒精性脂肪肝( alcoholic fatty liver，AFL) 为长

期大量饮酒所致的一种慢性肝病，在酒精性肝病中

最为常见。常伴随有肝细胞脂肪变性、肝细胞损伤

及炎症细胞浸润，若继续饮酒，可进一步发展为肝

纤维化、肝硬化甚至肝癌［1］。目前尚无有效的治疗

药物，因此寻找一个防治酒精性脂肪肝发生发展的

药物尤为重要。
白藜芦醇( resveratrol，ＲSV) 是一种广泛存在于

红酒、葡萄、花生等一些植物中的膳食多酚。其具有

广泛的药理作用，包括抗癌、抗氧化、抗炎、抗血管新

生、保肝等作用。研究［2］表明，ＲSV 通过去乙酰化

酶 1 ( sirtuin 1，SIＲT1 ) － 腺 苷 酸 激 活 蛋 白 激 酶

( AMP-activated protein kinase，AMPK) 途径对酒精

性肝脂肪变性有一定治疗效果。在摄入酒精的小鼠

肝脏，ＲSV 通 过 提 高 SIＲT1 基 因 表 达 水 平，激 活

AMPK 活性，从而减少肝脏脂质积累。
脂素( lipin) 是脂质代谢的关键调控因子。2001

年 Peterfy et al［3］利用定位克隆技术在肝脏脂质营

养不良( fld) 小鼠中发现了该突变基因，命名为 lipin
基因。lipin1 在脂质代谢调节中具有双向调控作用。
一方面，lipin1 作为三酰甘油合成所必须的一种磷

脂酸磷酸酶( phosphatidic acid phosphatase，PAP) ，

催化磷脂酸的去磷酸化，促进脂质的合成［4］; 另一

方面，lipin1 作为一种转录协同刺激因子，与过氧化

物酶体增生激活受体 γ( peroxisome proliferator acti-
vated receptorγ，PPAＲγ) 协同激活因子和 PPAＲα 共

同促进脂肪酸的氧化［5］。近年来，对 lipin1 在肝脏

脂质代谢的研究逐渐增加，有研究［6］表明，长期乙

醇摄入会激活固醇调节元件结合蛋白-1( sterol regu-
latory element-binding proteins， SＲEBP-1 ) ，抑 制

AMPK 活性，从而上调 lipin1 的表达，导致肝脏过多

的脂质积累。该研究旨在观察 ＲSV 对 Lieber-De-
Carli 酒精液体饲料诱导的小鼠 AFL 的作用并探讨

相关的分子机制。

1 材料与方法

1． 1 动物和饲料 普通级雄性 C57BL /6J 小鼠共

96 只，购自安徽医科大学实验动物中心，6 ～ 8 周龄，

20 ～ 22 g，室温 22 ～ 25 ℃，相对湿度 55% ～ 60%。
Lieber-DeCarli 酒精液体饲料购自南通特洛菲饲料

科技有限公司，ＲSV 购自上海沃凯化学试剂有限公

司。
1． 2 小鼠 AFL 模型的建立及分组给药 造模过程

包括 Lieber-DeCarli 液体饲料适应期( 5 d) 、造模期

( 10 d) 、灌胃( 1 次) 和取标本( 1 d) ，总计 16 d。小

鼠随机分为 6 组: ① 正常对照组: 每天给予对照液

体饲料( 不含酒精) ; ② 模型组: 给予 Lieber-DeCarli
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酒精液体饲料;③ ＲSV 10 mg /kg 组;④ ＲSV 30 mg /
kg 组;⑤ ＲSV 100 mg /kg 组;⑥ 阳性对照组: 还原型

谷胱甘肽( reduced glutathione，GSH，200 mg /kg) 。
ＲSV 灌胃给药，GSH 腹腔注射给药，连续给药 10 d。
各组小鼠造模期间每天观察精神活动、反应能力、毛
色等一般状态。造模结束，第 16 天上午 7 ～ 9 时模

型组酒精灌胃 1 次，对照组糊精灌胃，9 h 后称重麻

醉采血，离心取血清，肝脏称重后，分装，计算肝指数

( 肝重 /体重 × 100% ) 。部分肝脏用 4% 多聚甲醛固

定，剩余保存于 － 80 ℃冰箱备用。
1． 3 血清和肝组织相关指标检测 取血清按试剂

盒说明书方法测定血清谷丙转氨酶( alanine amin-
otransferase，ALT ) 、谷 草 转 氨 酶 ( aspartate amin-
otransferase，AST) 和三酰甘油 ( triglyceride，TG) 活

性。用 0． 9%的生理盐水制备 10% 肝匀浆，按试剂

盒说明书方法测定肝匀浆上清液中超氧化物歧化酶

( superoxide dismutase，SOD) 活力及丙二醛( malond-
ialdehyde，MDA) 、TG 含量。
1． 4 肝组织 HE 染色 取肝脏相同部分用 4% 多

聚甲醛固定，石蜡包埋切片，HE 染色，显微镜下观

察其病理变化。
1． 5 免疫组化法检测 ADＲP 的表达 将小鼠肝组

织切片经 3%H2O2 溶液封闭及微波修复后，用 AD-
ＲP 抗体 4 ℃孵育过夜，再经生物素标记的二抗处理

后，滴加 HＲP，然后 DAB 染色，苏木素复染，脱水、透
明、封片。
1． 6 Western blot 法检测肝脏 AMPK、p-AMPK、
Lipin1 相关蛋白的表达 用 ＲIPA 裂解液于冰上提

取组织蛋白，BCA 试剂盒测定各样本蛋白浓度，蛋

白煮沸变性后上样，10%聚丙烯酰胺凝胶电泳，用湿

性转膜法将蛋白转移至 PVDF 膜上。含 5% 脱脂奶

粉的 TBST 封闭 2 h 后分别用一抗稀释液稀释的 lip-
in1、p-AMPKα、AMPKα 抗体 4 ℃ 孵育过夜，洗膜 3
次，加入二抗稀释液稀释的辣根过氧化酶标记的二

抗，室温孵育 2 h，洗膜 3 次后加入化学发光液，采

用 Image Quant LAS 4000 mini 成像系统自动曝光。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 17． 0 软件进行分析，

多组资料间比较采用方差分析。

2 结果

2． 1 ＲSV 对 AFL 小鼠体重和肝指数的影响 造

模前各组小鼠体重差异无统计学意义，造模结束后

正常对照组小鼠体重自然增加，其它各组小鼠体重

均有所减轻。模型组小鼠肝脏重量明显高于对照

组。与正常对照组比较，模型组肝指数明显增加，肝

脏指数在一定程度上可反映肝脏受损伤程度; ＲSV
各用药小鼠肝脏指数较模型组有所降低，但差异无

统计学意义，见表 1。
2． 2 ＲSV 对 AFL 小鼠肝组织外观及病理改变的

影响 正常对照组小鼠肝脏无明显的脂滴形成，肝

小叶结构正常; 模型组小鼠肝脏内弥漫大量脂肪变

性，细胞中可见大小不等，分布不均的脂滴空泡，有

轻微的炎性细胞浸润。ＲSV( 尤其是 100 mg /kg) 用

药后明显减轻肝脏脂肪变性和炎性细胞浸润，脂滴

空泡明显减少。见图 1。
2． 3 ＲSV 对 AFL 小鼠肝组织 SOD、MDA 和 TG
的影响 与正常对照组比较，模型组 AFL 小鼠肝脏

SOD 的活性明显降低，而 MDA 和 TG 的含量明显升

高; 与模型组比较，ＲSV 显著降低 AFL 小鼠肝脏的

MDA( F = 15. 319，P ＜ 0. 01) 和 TG( F = 67. 546，P ＜
0. 01) 水平，升高 AFL 小鼠肝脏 SOD 的活性( F =
8. 351，P ＜ 0. 01) ，见图 2。
2． 4 ＲSV 对 AFL 小鼠血清 ALT、AST 和 TG 的影

响 模型组小鼠血清 ALT、AST 和 TG 水平明显升

高，ＲSV ( 30，100 mg /kg) 降低 AFL 小鼠血清过高

的 ALT( F = 12. 279，P ＜ 0. 01 ) 、AST ( F = 10. 870，P
＜ 0. 01) 水平。然而，与肝组织的 TG 水平有所不

同，ＲSV 对血清 TG 含量没有显著影响( F = 5. 880，

P ＞ 0. 05) ，见图 3。
2． 5 ＲSV 对 AFL 小鼠肝组织 ADＲP 表达水平的

影响 ADＲP 主要定位于成熟脂肪细胞胞膜上，对

照组只有少数肝细胞 ADＲP 表达阳性，AFL 模型组

小鼠肝脏 ADＲP 有较强表达，ＲSV 各给药组 ADＲP
表达相对 AFL 模型组明显减轻，见图 4。

表 1 ＲSV 对小鼠体重、肝重及肝指数的影响( 珋x ± s)

指标 正常对照组 模型组
ＲSV 给药组( mg /kg)

10 30 100
阳性对照组 F 值

体重( g) 23． 90 ± 1． 92 21． 06 ± 1． 70 18． 88 ± 1． 68 18． 56 ± 1． 45 18． 95 ± 1． 77 18． 55 ± 2． 08 16． 122
肝重( g) 0． 984 ± 0． 168 1． 154 ± 0． 137 1． 015 ± 0． 126 1． 001 ± 0． 132 1． 012 ± 0． 121 0． 989 ± 0． 131 1． 922
肝指数( % ) 4． 101 ± 0． 510 5． 485 ± 0． 526＊＊ 5． 404 ± 0． 762 5． 392 ± 0． 585 5． 349 ± 0． 568 5． 361 ± 0． 710 12． 167

与正常对照组比较: ＊＊P ＜ 0． 01
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图 1 各组小鼠肝脏病理组织学变化 HE ×200

A: 正常对照组; B: 模型组; C: ＲSV 10 mg /kg 组; D: ＲSV 30 mg /kg 组; E: ＲSV 100 mg /kg 组; F: 阳性对照组

图 2 ＲSV 对 AFL 小鼠肝脏指标的影响( 珋x ± s)

A: SOD 的活性; B: MDA 的水平; C: 肝脏 TG 的水平; 1: 正常对照组; 2: 模型组; 3: ＲSV 10 mg /kg 组; 4: ＲSV 30 mg /kg 组; 5: ＲSV 100 mg /kg

组; 6: GSH 200 mg /kg 组; 与正常对照组比较: ##P ＜ 0. 01; 与模型组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 3 ＲSV 对 AFL 小鼠血清指标的影响( 珋x ± s)

A: ALT 的水平; B: AST 的水平; C: 血清 TG 的水平; 1: 对照组; 2: 模型组; 3: ＲSV 10 mg /kg 组; 4: ＲSV 30 mg /kg 组; 5: ＲSV 100 mg /kg 组; 6:

GSH 200 mg /kg 组; 与正常对照组比较: ##P ＜ 0. 01; 与模型组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 6 ＲSV 对 AFL 小鼠肝脏 AMPK、p-AMPK、lip-
in1 蛋白表达的影响 结果显示模型组小鼠肝脏 p-
AMPK 的水平显著降低，而 ＲSV 用药后 p-AMPK 蛋

白的表达明显增加( F = 34. 236，P ＜ 0. 01) ，见图 5。
模型组小鼠肝脏 lipin1 蛋白表达增加，ＲSV 用

药后其表达下调( F = 190. 507，P ＜ 0. 01 ) 。这些结

果均表明，ＲSV 对小鼠酒精性脂肪肝的保护作用，

可能与其激活 AMPK 活性，抑制 lipin1 蛋白的表达

有关，见图 6。

3 讨论

长期大量乙醇摄入会导致肝细胞脂肪合成增加

和脂质在肝细胞沉积，从而形成 AFL。本实验结果

表明，乙醇促使小鼠肝指数增加，肝脏 TG 含量积

聚，血清 TG、ALT 和 AST 的水平升高，肝细胞中过

量脂滴形成和轻微的炎症产生，从而导致肝细胞脂
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图 4 各组小鼠肝脏 ADＲP 表达的免疫组化结果 SP × 200

A: 正常对照组; B: 模型组; C: ＲSV 10 mg /kg 组; D: ＲSV 30 mg /kg 组; E: ＲSV 100 mg /kg 组; F: 阳性对照组

图 5 ＲSV 对 AFL 小鼠肝脏 AMPK 表达的影响

1: 正常对照组; 2: 模型组; 3: ＲSV 10 mg /kg 组; 4: ＲSV 30 mg /kg

组; 5: ＲSV 100 mg /kg 组; 6: 阳性对照组; 与正常对照组比较: ##P ＜

0. 01; 与模型组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

肪变性。研究［7］表明，ＲSV 能够减少小鼠肝脏中胆

固醇和 TG 的积累，减少肝脏 TG 的合成。本实验

结果显示，ＲSV 通过降低血清 ALT、AST 的水平，减

少肝脏脂质沉积，从而改善酒精性脂肪肝。然而，值

得一提的是，本研究显示 ＲSV 对血清 TG 含量无显

著影响。ＲSV 对肝脏和血清 TG 含量影响差异的原

因有待进一步研究。
脂肪分化相关蛋白( adipose differentiation-relat-

ed protein，ADＲP) 在脂滴的合成和储存中具有重要

图 6 ＲSV 对 AFL 小鼠肝脏 lipin1 表达的影响

1: 正常对照组; 2: 模型组; 3: ＲSV 10 mg /kg 组; 4: ＲSV 30 mg /kg

组; 5: ＲSV 100 mg /kg 组; 6: 阳性对照组; 与正常对照组比较: ##P ＜

0. 01; 与模型组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

作用。因 ADＲP 比 HE 染色更易发现肝细胞微小脂

滴，可作为酒精性脂肪肝形成的标志［8］。免疫组化

结果表明，模型组小鼠肝脏 ADＲP 表达显著增高，而

ＲSV 用药后，可明显降低表达过高的 ADＲP 水平。
表明 ＲSV 能够抑制脂滴的形成，缓解肝脏脂质沉

积。
氧化应激和脂质过氧化对 AFL 的发生和发展

同样起着重要作用。发生脂肪肝时，肝细胞内生成

过多的活性氧( reactive oxygen，ＲOS) ，SOD 的活性

减弱，SOD 反映了细胞清除 ＲOS 的能力。过多的
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ＲOS 导致脂质过氧化，过量的自由基也使肝脏脂质

过氧化增加，MDA 生成增多，MDA 能损伤细胞膜，

影响细胞膜功能［9 － 10］。本研究表明，ＲSV 显著提升

SOD 活性，降 低 肝 脏 过 高 的 MDA。因 此，ＲSV 对

AFL 的保护作用可能部分与其抗氧化作用有关。
AMPK 作为能量代谢的关键调节因子，被喻为

“细胞能量调节器”，其活化形式为 Thr-172 位磷酸

化，AMPK 也是 AFL 发病的关键信号分子。AMPK
的活化能增加脂肪酸氧化，减少脂肪合成［11 － 12］。如

前所述，lipin1 是脂质合成中的 PAP，不论在动物还

是人的酒精性脂肪肝中，肝脏的 PAP 活性都显著增

加［13 － 14］，小鼠肝脏 lipin1 的缺失会加重酒精诱导的

肝脏脂肪变性［15］。lipin1 是 AMPK 介导的脂质代谢

中一个重要的下游调节因子，AMPK-lipin1 通路是

AFL 中的重要信号通路。乙醇抑制 AMPK 的活性，

阻断 lipin1 信号通路，导致 AFL 的发生和发展［6，16］。
本实验结果表明，乙醇显著抑制 AMPK 的活性，促

进 AFL 小鼠肝脏 lipin1 的表达。ＲSV 可显著提高

AFL 小鼠 AMPK 的磷酸化水平，下调 lipin1 的表达，

改善 AFL 小鼠肝脏病变。这些结果表明 ＲSV 可能

通过 AMPK-lipin1 信号通路发挥对 AFL 的保护作

用。
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Protective effects and the potential mechanism of
resveratrol on alcoholic fatty liver in mice

Chen Yi1，Hu Chengmu1，Tang Liying1，et al
( 1School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Dept of Pharmacy，The Fourth Affiliated

Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230011)

Abstract Objective To evaluate the protective effects of resveratrol ( ＲSV) on alcoholic fatty liver ( AFL) mice，
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and investigate the potential molecular mechanism． Methods We conducted vivo studies in C57BL /6J mice fed
with ethanol Lieber-DeCarli liquid diet and treated with ＲSV ( 10，30，100 mg /kg) and GSH ( 200 mg /kg) ． Ｒe-
sults The results showed that ＲSV ( 30 or 100 mg /kg) treatment significantly attenuated hepatic steatosis with
lowering activities of serum alanine aminotransferase ( ALT) ，aspartate aminotransferase ( AST) and levels of he-
patic triglyceride ( TG) ，increasing superoxide dismutase ( SOD) activities，decreasing malondialdehyde ( MDA)

content，although the levels of serum TG were not changed significantly． Immunohistochemistry analysis and HE
staining showed that ＲSV suppressed the expression of adipose differentiation-related protein ( ADＲP) and reduced
hepatic lipid accumulation． Western blot analysis showed that ＲSV stimulated AMP-activated protein kinase
( AMPK) activity and inhibited lipin1 expression． Conclusion ＲSV has protective effects on alcoholic fatty liver，
and the potential mechanism might be involved in activation of AMPK-lipin1 signaling and its antioxidant roles．
Key words resveratrol; alcoholic fatty liver; AMPK; lipin1

◇临床医学研究◇

结直肠癌中 ICAM-1 和 VCAM-1 的表达和临床意义
吴 勇，刘 弋

摘要 目的 检测细胞间黏附分子-1 ( ICAM-1) 和血管细胞

黏附分子-1( VCAM-1) 在结直肠癌( CＲC) 组织和外周血中的

表达，探讨 ICAM-1 和 VCAM-1 在 CＲC 发生、转移中的作用

和临床意义。方法 应用免疫组织化学法( SP 法) 测定 78
例 CＲC 原发病灶及癌旁正常组织、42 例结直肠腺瘤组织中

ICAM-1 和 VCAM-1 的表达，用 ELISA 法检测 78 例 CＲC 患

者和 40 例健康者血清 ICAM-1 和 VCAM-1 的含量。结果

CＲC 原发病灶组织中 ICAM-1 和 VCAM-1 的表达明显高于

结直肠腺瘤组织和癌旁正常组织，差异有统计学意义( P ＜
0. 01) ; CＲC 组血清 ICAM-1 和 VCAM-1 含量明显高于正常

对照组( P ＜ 0. 01) ; 组织中 ICAM-1 和 VCAM-1 的表达与性

别、年龄、肿瘤部位及组织学分型无关( P ＞ 0. 05) ，但与淋巴

结转移及 Dukes 分期有相关性( P ＜ 0. 01 ) 。结论 ICAM-1

和 VCAM-1 在 CＲC 原发病灶组织和外周血中均呈高表达，

且随着肿瘤浸润转移的发展而增加，其可能对肿瘤的进展、
恶性程度的判断及发生机制具有重要意义。

关键词 结直肠癌; 细胞间黏附分子-1; 血管细胞黏附分子-
1; 免疫组织化学法; ELISA
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结直肠癌( colorectal cancer，CＲC) 是我国最常

见的恶性肿瘤之一，近年来，其发病率呈逐年增高的

趋势，虽已进行广泛的研究，但其发生与发展的机制

尚不明确，且行手术时多已存在转移灶，因此行根治

性手术之后，部分患者出现复发，很多学者正在寻找

一些客观的生物指标，用于 CＲC 的早期诊断及预测

患者侵袭转移情况。黏附分子( cell adhesion mole-
cules，CAMs) 是介导细胞与细胞或细胞与基质之间

相互接触和结合的一类大分子，其中，细胞间黏附分

子-1 ( intercellular adhesion molecule-1，ICAM-1 ) 和

血管细胞黏附分子( vascular cell adhesion molecule-
1，VCAM-1) 是属于免疫球蛋白超家族的黏附分子，

这两种分子不仅在细胞免疫介导机制尤其是抗原提

呈和识别、淋巴细胞细胞毒作用中起重要作用，而且

与肿瘤的一些生物学行为如侵袭转移等均有一定联

系［1］。该研究应用免疫组化和 ELISA 法对 CＲC 患

者组织和血清中 ICAM-1 和 VCAM-1 进行测定，探

讨 ICAM-1 和 VCAM-1 在 CＲC 发生、发展的不同阶

段的作用，为 CＲC 的诊断、治疗及预后判断提供理

论依据。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集安徽医科大学第一附属医院
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