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锌 alpha2 糖蛋白在小鼠 NAFLD 发展中的动态变化

肖新华,李摇 菡,杨娇娇,冉摇 莉,杨摇 靖,刘江华,文格波

(南华大学附属第一医院内分泌科,湖南,衡阳,421001)

摘摇 要:摇 目的摇 建立高脂饲料喂养的非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)小鼠模型,动态观察锌 alpha2 糖蛋白

(ZAG)的表达变化,初步探讨 ZAG 与 NAFLD 的关系。 摇 方法摇 将 48 只 8 周龄 C57BL / 6 小鼠随机分成高脂饮食组

(HFD 组)和标准饮食组(SD 组),分别给予高脂饲料和标准饲料饲养 4 周、8 周、12 周和 16 周。 HE 染色分析肝脏

组织病理学改变。 酶联免疫吸附法(ELISA)检测肝脏甘油三酯(TG)含量、血清 ZAG 以及炎症因子水平。 荧光实

时定量聚合酶链反应(PCR)检测肝脏 ZAG 的 mRNA 表达。 摇 结果 摇 4 周开始,HFD 组小鼠血清肿瘤坏死因子 琢
(TNF鄄琢)较 SD 组小鼠明显升高(P < 0. 05),且随非酒精性脂肪性肝病的发展而持续增加。 8 周起 HFD 组小鼠白细

胞介素 6( IL鄄6)、IL鄄8 以及 IL鄄1茁 水平逐渐升高(P < 0. 05)。 4 周起,HFD 组小鼠肝脏 ZAG mRNA 表达逐渐下降(P
< 0. 05),而血清 ZAG 浓度从 8 周开始明显降低(P < 0. 05)。 摇 结论摇 肝脏 ZAG 表达水平降低可能参与 NAFLD 的

发生。
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Dynamic Observation of Zinc alpha2 Glycoprotein
in Mice of Non鄄alcoholic Fatty Liver Disease

XIAO Xinhua,LI Han,YANG Jiaojiao,et al
(Department of Endocrinology,the First Affiliated Hospital, University of South China,

Hengyang, Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To establish a nonalcoholic fatty liver disease model induced by high fat diet and observe the
dynamic changes of Zinc alpha2 glycoprotein. 摇 Methods摇 All of 48 C57BL / 6 mice were randomly divided into high fat
diet (HFD) group and standard diet(SD)group. The serum IL鄄6, IL鄄8, TNF鄄琢,IL鄄1茁 and ZAG were assayed by ELISA
kit at the 4th, 8th, 12th and 16th week. Hepatic triglyceride content was detected by ELISA kit. The liver tissues of mice
were stained by HE. The mRNA expression of ZAG in liver was detected by real鄄time PCR. 摇 Results摇 Compared with SD
group, the level of serum TNF鄄琢 was significantly increased in HFD group from the 4th week (P < 0. 05). From the 8th
week, the weight gain, liver index, hepatic triglyceride content, IL鄄6,IL鄄8 and IL鄄1茁 were increased gradually(P < 0.
05). The mRNA level of ZAG in liver of mice induced by HFD was gradually decreased from the 4th week (P < 0. 05).
From the 8th week, the serum ZAG in HFD group was decreased compared to SD group (P < 0. 05). 摇 Conclusion摇 The
mouse model of NAFLD could be successfully established with high fat diet. The low expression level of ZAG in liver could
be associated with the development of NAFLD.
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摇 摇 营养性肥胖导致非酒精性脂肪性肝病(nonalco鄄
holic fatty liver disease, NAFLD) 的发病率不断增

加[1]。 NAFLD 是一种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,其疾病谱包括单纯性

脂肪肝、非酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohep鄄
atitis,NASH)、肝纤维化和肝硬化。 锌alpha2糖蛋白

(Zinc alpha2 glycoprotein, ZAG)是近年来新发现的一

种脂肪细胞因子,有研究发现其在肝脏及脂肪组织高

表达[2],但目前尚未见有 ZAG 与 NAFLD 关系的相关

报道。 本研究通过高脂喂食 C57BL / 6 小鼠构建

NAFLD 模型,观察不同时期小鼠肝脏 ZAG mRNA 表

达变化、血清 ZAG 及炎症因子水平的变化,初步探讨

ZAG 在 NAFLD 中的变化及意义。

1摇 材料与方法

1. 1摇 仪器和试剂

摇 摇 组织甘油三酯酶法测定试剂盒购于普利莱基因

技术有限公司 (货号 E1003鄄2 )。 小鼠炎症因子

ELISA 试剂盒购于欣博盛生物公司,逆转录试剂盒

(Thermo Scientific),小鼠 ZAG 酶联免疫吸附法

(ELISA)试剂盒(Abnova 公司),UNIQ鄄10 柱式 Trizol
总 RNA 抽提试剂盒,引物合成购于上海生工公司。
饲料均由南华大学实验动物中心配制。

酶标 仪 ( 美 国 ECX808 ), 倒 置 相 差 显 微 镜

TS100鄄F(日本尼康),Srtorius 电子秤(北京赛多利斯

有限公司),荧光定量 PCR 仪(美国罗氏)。
1. 2摇 动物及分组

48 只 8 周龄 SPF 级健康雄性 C57BL / 6 小鼠

(购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司,许可证

号:SCXK(湘)2011鄄0003),体重 20 ~ 26 g。 所有小

鼠饲养于南华大学实验动物中心,采用 IVC 笼具喂

养,室内温度 20益 ~26益,相对湿度 40% ~ 70% ,同
时采用空气净化流动换气,所需饲料、饮用水均通过

高压消毒。 小鼠进食、饮水不受限制,昼夜时间为

12 h / 12 h,实验过程中所涉及的动物实验操作均严

格按照国家动物伦理委员会要求进行。
所有小鼠适应性喂养 1 周后,根据体重随机分

为标准饮食组(SD 组)和高脂饮食组(HFD 组),每
组 24 只,标准饮食组给予普通标准饲料,高脂饮食

组给予高脂饲料(84% 标准饲料 + 14% 猪油 + 2%
胆固醇)。 两组小鼠分别于喂养第 4、8、12、16 周末

时各随机抽取 6 只,测定相关指标。

1. 2摇 方法

利用酶联免疫吸附法(ELISA)试剂盒检测小鼠

血清炎症因子肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)、白细胞介

素 6(IL鄄6)、IL鄄8、IL鄄1茁 及 ZAG。 分离小鼠肝脏,用
冰盐水冲洗后,称量并记录肝湿重,计算肝脏指数

(肝脏指数% = 肝湿重 /体重 伊 100% ),同时观察肝

脏色泽、质地。 组织甘油三酯(TG)酶法测定肝脏

TG 含量;Trizol 法提取肝脏总 RNA,利用 SYBR 绿色

染料试剂盒进行荧光定量聚合酶链反应(PCR)检测

肝脏 ZAG mRNA 的水平。 引物序列如下:mouse
ZAG,Forward, 5 爷鄄GGA CAC TAC AGG GTC TCA
CAC CTT -3爷, Reverse,5爷鄄TGA AAT CCT CTC CGT
CGT AGG C鄄3 爷; mouse 茁鄄actin: Forward, 5 爷鄄ACG
GCC AGG TCA TCA CTA TTG鄄3爷, Reverse 5爷鄄CAA
GAA GGA AGG CTG GAA AAG A鄄3爷。 切取每块肝

脏相同部位肝叶组织用 10% 甲醛固定,进行 HE 染

色。 参照 2005 年推荐的 NASH鄄CRN 非酒精性脂肪

性肝病组织病理学观察方法,利用半定量计分法,脂
肪变性为 0 ~ 3 分:0 分 < 5% ;l 分 5% ~ 33% ;2 分

> 33% ~66% ;3 分 > 66% [3]。
1. 3摇 统计学分析

所有实验数据均使用 x 依 s 表示,运用 SPSS13. 0
统计软件分析。 两组间比较用 t 检验、多组间比较

用单因素方差分析(One鄄Way ANOVA ),P < 0. 05
表示差异有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 小鼠肝脏外观及病理变化

摇 摇 与 SD 组比较,8 周末 HFD 组小鼠肝脏体积增

大,包膜紧张,颜色逐渐变浅变黄,边缘变钝,有油腻

感,夹之易碎。 至 16 周末,其肝脏外观明显肿大,形
态极不规则,颜色呈浅黄色(图 1)。 肝脏组织学显

示,8 周末 HFD 组小鼠可见中央静脉周围脂肪空泡

增多,至 16 周末,肝小叶内发生弥漫性脂肪变,正常

肝脏组织结构消失(图 1)。 肝脏组织脂肪变性情况

如表 1 所示,高脂喂养小鼠 4 周(评分为 0 分)无明

显脂肪变性,随时间延长,肝脏脂肪变性程度逐渐加

重,第 8 周时脂肪变性明显(评分 1. 33 依 0. 52 分)
(P < 0. 05);造模 12 周脂肪变程度虽加重(评分 1.
67 依 0. 53 分)(P < 0. 05),但与 8 周比较,差异无统

计学意义(P > 0. 05);至第 16 周,出现典型肝脂肪

变性(评分 2. 83 依 0. 41 分)(P < 0郾 05)。
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图 1摇 肝脏的大体形态及组织 HE 染色

表1摇 高脂组造模不同时间小鼠肝脏脂肪变性的情况(只,n =6)

脂肪变性分级 4 周 8 周 12 周 16 周

< 5% 6 0 0 0
5% ~33% 0 4 0 0
33% ~66% 0 2 4 1
> 66% 0 0 2 5

2. 2摇 小鼠的体重、肝脏指数及肝脏 TG 含量的变化

8 周开始,HFD 组较 SD 组小鼠体重增加明显

递增、肝脏指数和肝脏 TG 含量逐渐增加,16 周末分

别为 SD 组小鼠的 2. 4 倍、2. 0 倍和 3. 5 倍(P < 0.
05)(表 2)。

表 2摇 两组小鼠体重增加、肝脏指数和肝脏 TG 含量的变化

时间
体重增加(g)

SD 组 HFD 组 P 值

肝脏指数(% )

SD 组 HFD 组 P 值

肝脏 TG 含量(mmol / L)

SD 组 HFD 组 P 值

4 周 1. 47 依 0. 96 1. 77 依 0. 67 0. 718 4. 41 依 0. 15 4. 50 依 0. 29 0. 062 0. 76 依 0. 05 0. 82 依 0. 15 0. 069

8 周 1. 98 依 0. 44 3. 72 依 0. 65 0. 034 3. 91 依 0. 17 4. 66 依 0. 34 0. 022 0. 73 依 0. 12 0. 95 依 0. 27 0. 026

12 周 4. 13 依 0. 63 6. 98 依 1. 57 0. 045 3. 87 依 0. 17 5. 37 依 0. 49 0. 040 0. 68 依 0. 07 1. 19 依 0. 16 0. 024

16 周 4. 63 依 0. 91 11. 02 依 2. 40 0. 035 3. 56 依 0. 39 6. 07 依 0. 14 0. 033 0. 62 依 0. 11 2. 17 依 0. 40 0. 032

2. 3摇 炎症因子 IL鄄6、TNF鄄琢、IL鄄8 及 IL鄄1茁 的变化

8 周开始,HFD 组小鼠血清 IL鄄6、IL鄄8 及 IL鄄1茁
浓度逐渐升高,持续至 16 周末,HFD 组小鼠炎症因

子 IL鄄6、TNF鄄琢、IL鄄8 与对照组比较,有统计学差别

(P < 0. 05)。 而 TNF鄄琢 的变化最早,从第 4 周开始,
HFD 组小鼠血清 TNF鄄琢 浓度高于对照组 ( P <
0郾 05)(表 3)。
2. 4摇 小鼠肝脏 ZAG mRNA 表达及血清 ZAG 的变化

荧光定量 PCR 结果显示, HFD 组小鼠肝脏

ZAG mRNA 表达水平均低于 SD 组(P < 0郾 05)。 第

8 周时 HFD 组小鼠肝脏 ZAG mRNA 表达水平最低。
HFD 组血清 ZAG 浓度从第 8 周开始均低于 SD 组

(P < 0. 05),并呈递减趋势(图 2)。

3摇 讨摇 摇 论

非酒精性脂肪性肝病是一种临床病理综合征,
包含不同程度的病程阶段,其过程首先由单纯性脂

肪肝开始,逐渐发展为脂肪性肝炎(NASH),最终演

变为肝纤维化甚至硬化。 在发达国家,NAFLD 患病

率约为 20% ~ 30% [4],是西方国家里最常见的肝

病;近年来国内也大约有 12% ~ 15% 患病率,并有

逐年增长趋势[5]。 此外,NAFLD 与肥胖、2 型糖尿

病以及高脂血症密切相关。 其中,T2DM、肥胖人群

NAFLD 发病率高达 70% ~ 90% [6]。 因此,深入了

解 NAFLD 的发病机制对 NAFLD 防治尤其重要。
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表 3摇 两组小鼠血清炎症因子的变化

时间
IL鄄6(pg / mL)

SD 组 HFD 组 P 值

TNF鄄琢(pg / mL)

SD 组 HFD 组 P 值

IL鄄8(pg / mL)

SD 组 HFD 组 P 值

IL鄄1茁(pg / mL)

SD 组 HFD 组 P 值

4 周 8. 81 依0. 76 15. 27 依1. 56 0. 123 15. 15 依0. 44 32. 57 依1. 36 0. 046 13. 05 +1. 40 19. 45 +3. 12 0. 960 15. 75 依0. 67 21. 76 依1. 18 0. 274

8 周 8. 85 依0. 61 20. 48 依2. 85 0. 020 15. 58 依0. 41 39. 21 依3. 02 0. 002 12. 70 +1. 43 26. 21 +3. 17 0. 037 18. 22 依1. 36 37. 68 依5. 52 0. 002

12 周 10. 39 依1. 03 31. 64 依3. 18 0. 048 16. 96 依1. 10 65. 75 依7. 27 0. 009 14. 19 +1. 25 46. 89 +4. 72 0. 002 21. 72 依1. 39 49. 99 依5. 03 0. 037

16 周 10. 05 依0. 72 36. 59 依2. 55 0. 010 21. 61 依1. 28 88. 30 依10. 88 0. 012 20. 96 +1. 49 58. 49 +4. 90 0. 011 24 依0. 41 70. 37 依4. 59 0. 039

图 2摇 小鼠肝脏 ZAG mRNA 表达及血清 ZAG 的变化摇 与

SD 组比较,﹡:P < 0. 05

近年来,NAFLD 动物模型的种类越来越多[7],
考虑营养失调型动物模型需要具备简单、经济、方便

等特点,因此,人们通常选择鼠类。 而在 NAFLD 鼠

类模型中,尤其以 C57BL / 6 小鼠最为常见。 原因在

于 C57BL / 6 小鼠是一种品系稳定,易于繁殖的近交

系动物。 高脂饮食可诱导其产生肥胖和胰岛素抵

抗,而上述病理过程恰好具备人类 NAFLD 的一系列

特征性改变[8]。 高脂饮食主要通过与 Toll 样受体

(TLRs)相互作用引起机体的炎性反应。 Toll 样受

体与配体结合后,激活下游的 NF鄄资B,使 NF鄄资B 从

细胞质转移至细胞核内,调控炎性相关靶基因的表

达,如 IL鄄1、IL鄄6 和 TNF鄄琢 等。 本研究通过比较不

同时期两组小鼠组织病理学变化发现,由于高脂喂

养 4 周时间较短,相关炎症指标以及组织学无明显

变化;自 8 周开始,高脂组小鼠有不同程度肝脂肪变

的组织学变化。 本研究发现,第 8 ~ 12 周模型小鼠

的各项炎性指标维持在高水平的稳定状态,是建立

模型的较好周期。 8 ~ 16 周均能较好反映 NAFLD
的主要病理学特征,这也是大多数研究报道选择 8
周 ~ 12 周左右作为 NAFLD 造模时间的原因[9鄄10]。
结合肝脏脂肪变性程度和炎症因子水平,本研究认

为高脂饮食喂养 16 周造模更合理。
近年来, 研究发现多种脂肪细胞因子参与

NAFLD 的发病,例如:脂联素、瘦素、肿瘤坏死因子

等。 锌 alpha2 糖蛋白(ZAG)是一种能强烈促进脂

肪分解, 减少脂肪蓄积的新型脂肪细胞因子。
NAFLD 被认为是肥胖及代谢综合征在肝脏中的表

现,肥胖人群肝脏 ZAG 含量测定时发现,肥胖患者

肝脏 ZAG 水平也明显降低[2,11],但其原因和意义尚

不明确。 ZAG 是一种广泛分布于人体,分子量为 41
kDa 可溶性糖蛋白,其晶体结构与主要组织相容性

复合体玉类分子高度同源。 因能被锌盐沉淀,且与

血浆 琢2 球蛋白有类似的电泳特性而得名。 ZAG 在

机体多个器官组织表达,包括脂肪组织、肾脏、乳腺、
皮肤、唾液腺、气管、胰腺、肝脏以及前列腺等,尤以

脂肪组织和肝脏表达较高[12]。 作为一种新型脂肪

细胞因子,ZAG 被证实具有强大的脂肪分解作用,
在脂肪的利用与脂肪组织的丢失中扮演至关重要的

角色[13鄄16]。 多数学者通过对肥胖患者以及肥胖小

鼠模型中脂肪组织 ZAG 的表达情况的研究,结果发

现这些肥胖患者和小鼠脂肪组织 ZAG 表达减少。
相反,诱导肥胖小鼠 ZAG 过表达后,其脂肪组织明

显减少,体重明显减轻从而使肥胖得到改善[17]。 但

是该结果多数基于脂肪组织及细胞的研究。
众所周知,肝脏甘油三酯 ( TG) 异常蓄积是

NAFLD 发病的关键环节,而炎症因子活化是其进展

的重要机制。 NAFLD 肥胖小鼠的肝脏和脂肪组织

中,ZAG 表达减少可能与 TNF鄄琢 表达增加有关[11]。
另外,研究者还发现,用 TNF鄄琢 分别处理人前脂肪

细胞系 SGBS 细胞后,脂肪细胞 ZAG 表达水平明显
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降低[18]。 本文通过高脂诱导小鼠发生 NAFLD,不
同时期检测检测肝脏及血清 ZAG,血清炎症因子在

NAFLD 过程中的表达变化。 研究结果发现,高脂诱

导的 NAFLD 小鼠肝脏及血清 ZAG 明显减少,多种

炎症因子显著增加, 提示提示 ZAG 可 能 参 与

NAFLD 的发生发展。 但 ZAG 在 NAFLD 发生发展

中究竟起什么作用仍需进一步的探索和研究。
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