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【摘要】 目的 观察非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)兔肝组织硫化氢(H2 S)、一氧化氮(NO)浓度，探讨 H2 S、

NO 在 NAFLD 发病中的作用。方法 40 只日本大耳白兔数字法随机分为重度 NAFLD 组(重度组)、轻度 NAFLD

组(轻度组)、空白对照组(对照组)。重度组给予高脂饲料 160 g /(兔·d)，轻度组给予高脂饲料 80 g /(兔·d) +

普通饲料 80 g /(兔·d)，对照组给予普通饲料 160 g /(兔·d)。均饲养 13 周。实验前后采集血浆标本，同步检测

甘油三酯(TG)、胆固醇(TC);肝组织匀浆检测 NO、H2 S 浓度。肝组织 HE 染色，光镜观察肝脏病理学。结果 ⑴
TC、TG:饲养前重度组、轻度组、对照组 TC、TG 比较差异无统计学意义(P > 0. 05)，饲养后重度组 TC、TG 分别为
(32. 12 ± 1. 25)、(6. 02 ± 2. 12) mmol /L，轻度组 TC、TG 分别为(18. 34 ± 2. 10)、(4. 39 ± 1. 93) mmol /L，均高于饲养

前(P ﹤ 0. 01)，饲养后重度组 TC、TG 高于轻度组(P ﹤ 0. 01)。⑵ 肝组织 NO:重度组(132. 4 ± 20. 7μmol / g 蛋白)

和轻度组(95. 4 ± 19. 8 μmol / g 蛋白) 肝组织 NO 浓度显著高于对照组(74. 9 ± 34. 7 μmol / g 蛋白，P ﹤ 0. 01)，重度

组又显著高于轻度组 (P ﹤ 0. 01)。⑶ 肝组织 H2 S 浓度:与对照组比较，重度组和轻度组肝组织 H2 S 明显下降 (P

﹤ 0. 01)，重度组与轻度组比较下降更显著(P ﹤ 0. 05)。⑷ 肝脏病理学:重度组肝脏病理学改变呈重度 NAFLD，

轻度组呈轻度 ～中度 NAFLD。结论 NO、H2 S 参与 NAFLD 的发生、发展，通过干预 NO、H2 S 防治 NAFLD 可能是未

来方向。
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Relationship of Nitric Oxide and Hydrogen Sulfide in the Liver Tissue
of Rabbit with Nonalcoholic Fatty Liver Disease
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【Abstract】 Objective To observe the changes of nitric oxide (NO) and hydrogen sulfide (H2 S) levels in the

liver tissue of rabbit with nonalcoholic fatty liver disease ( NAFLD )，and explore the effect of NOand H2 S in the

pathogenesis of NAFLD. Methods Forty Japanese white rabbits were randomly divided into severe NAFLD group，mild

NAFLD group，and blank control group. The severe NAFLD group was given high fat diet 160 g / rabbit. day，the mild

NAFLD group was given high fat diet 80 g / rabbit. day and normal diet 80 g / rabbit. day，and the blank control group was

given normal diet160 g / rabbit. day. The raising cycle was 13 weeks. Plasma samples were collected before and after the

experiment，and the concentration of triglyceride (TG)，cholesterol (TC)，and the levels of NO and H2 S in the liver tissue



were determined. Pathological changes of the liver tissue were examined by light microscopy with HEstaining. Results

(1) TC and TG levels: There was no significant difference between the mild and blank control groups (P > 0. 05) . After

the high diet feeding，the TC and TG were (32. 12 ± 1. 25) and (6. 02 ± 2. 12) nmol / L in the severe NAFLD group，

(18. 34 ± 2. 10) and (4. 39 ± 1. 93)nmol / L in the mild NAFLD group，respectively，before experiment (P < 0. 01)，and

those in the severe were also significantly higher than thosein the mild NAFLD group (P < 0. 01) . (2) The NO level in the

liver tissue: It was (132. 4 ± 20. 7)μmol / g. pro in the severe，(95. 4 ± 19. 8)μmol / g. pro in the mild NAFLD group，and

(74. 9 ± 34. 7) μmol / g. pro in the blank control group，with a very significant difference between the severe and mild

NAFLD groups，and between the two NAFLD and the blank control groups. (3) The H2S level in the liver tissue of the

severe and mild NAFLD groups was significantly decreased，compared with that in the blank control group (P < 0. 01)，

and between the severe and mild NAFLD groups (P < 0. 05) . (4) Liver pathology: Moderate changes were seen in the

severe NAFLD group，slight to moderate changes in the mild NAFLD group，and normal histological appearance in the liver

tissue of the blank control group. Conclusions NO and H2S participate the pathogenesis of nonalcoholic fatty liver disease. It

is possible that intervention of the NO and H2S may become another future direction in prevention of this disease.
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非酒精性脂肪性肝病( nonalcoholic fatty liver
disease，NAFLD)是指以肝实质细胞脂肪变性为病
理特征，无过量饮酒史，又除外其他肝病的临床综

合征，其病理类型包括单纯性脂肪肝、脂肪性肝炎
(NASH) 及 NASH 相关肝硬化，后者可发展为肝
癌
［1 － 3］。NAFLD 的发病机制至今仍不明确。“二次
打击”学说认为，第二次打击主要是氧应激和脂质
过氧化，是疾病进展的关键

［4］。一氧化氮(NO) 作
为气体信号分子，在 NAFLD 发病过程中具有重要的
作用;硫化氢(H2S)参与肝硬化的发病过程

［5，6］。但
NAFLD 肝组织 H2S 与 NO 浓度之间的关系国内外
未见报道，本文通过高脂饲料饲养建立不同程度

NAFLD 兔模型，对此进行研究。

1 材料和方法

1. 1 实验动物
40 只日本大耳白兔(月龄相似，雌雄各半)，体

质量(2. 2 ± 0. 2) kg，由湖北医药学院动物实验中心
提供(合格证号:No. 00006546)。普通饲料由湖北
医药学院动物实验中心提供，高脂饲料由湖北医药

学院动物实验中心按实验配方配制成成品使用(配

方:86%普通饲料 + 2% 胆固醇 + 6% 蛋黄 + 6% 猪
油)。
1. 2 材料及设备
胆固醇购自北京双旋生物培养基制品厂(批

号:2009. 07. 15)，猪油由市售板油自行炼制而成，
蛋黄粉由市售鸡蛋自行制作，NO 检测试剂购自南
京建成科技有限公司，甘油三酯(TG)、胆固醇(TC)
检测试剂为瑞士 Roche /Hitache 公司原装进口试剂。
全自动生化检测仪(瑞士产，Roche /Hitache7600 )，

冷冻低温离心机(上海中科生物医学高科技开发有

限公司，DL-45R-L)，Olympus DP-70 显微摄影系统
(日本奥林巴斯公司产品)，紫外光分光光度计(北

京，北方华粤贸易有限公司)。
1. 3 肝组织、血浆 H2S 检测设备、试剂
应用北京大学生理学系相关设备及试剂。

1. 4 实验模型的建立
1. 4. 1 动物分组与饲养 : 兔购入后，用普通饲料
饲养观察 1 周。无不良反应后，将 40 只兔分为 3
组。重度 NAFLD 组(重度组，n = 14 只):每兔每天
给予高脂饲料 160 g;轻度 NAFLD 组(轻度组，n = 13
只):每兔每天给予高脂饲料 80 g +普通饲料 80 g;
空白对照组(对照组，n = 13 只):每兔每天给予普通
饲料 160 g。每天上午 9 时、下午 5 时各组分别投入
一半饲料。全部动物单笼、单兔喂养，自由饮水。
建立高脂血症致重度 NAFLD 模型、轻度 NAFLD 模
型、空白对照模型。
1. 4. 2 饲养周期与 NAFLD 程度的观测:按照参考
文献［7］的方法，通过肝脏 CT 了解 NAFLD 的程度，
最终确定实验周期为 13 周。
1. 5 标本采集与检测
1. 5. 1 血液的采集: 实验前从耳中动脉采集血液
标本 5 mL 于肝素管，离心取血浆，保存于 － 20℃的
冰柜中待检。试验结束时，10%的水合氯醛耳缘静
脉麻醉，暴露腹主动脉，腹主动脉采集血液 5 mL 于
肝素管，离心取 2 份血浆，保存于 － 20℃的冰柜中
待检。
1. 5. 2 肝组织的取材:在肝脏最大叶边缘 0. 5 cm
处取小块肝组织冰生理盐水冲洗，滤纸吸干，称取

0. 5 g 置于预冷的 5 mL 生理盐水，迅速用内切式匀
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浆机 4 000 r /min 匀浆 10 s /次，间隙 30 s，连续 3 次，
碎冰块中制成 10% 的肝匀浆，然后用高速冷冻离心
机 4℃，3 000 r /min 离心 10 min，取上清 3 mL 密封，
－ 20℃冷存待检。
1. 5. 3 肝组织 H2S 检测: 将匀浆加入预先配制好
的反应体系中(反应体系由 100 mmol /L pH7. 4 磷酸
钾缓冲液、10 mmol /L 的 L-半胱氨酸、2 mmol /L 的 5＇
磷酸吡哆醛组成)，使组织匀浆占反应系的 10%。
吸取 1%醋酸锌 0. 5 mol /L 加人中央室，另剪裁(2 ×
2. 5) cm 的实验用滤纸置入中央室，以增加空气 /液
体接触面积。将内盛反应体系及中央室 25 mL 锥形
瓶用氮气充盈后，以石蜡膜双层封口。转移锥形瓶
至 37℃水浴摇床中摇荡反应 90 min 后，在反应体系
中加入 0. 5 mL 的 50%三氯醋酸中止反应。再次石
蜡膜封闭锥形瓶，继续 37℃水浴反应 60 min，使反
应体系中释放出的 H2S 被完全吸收。将中央室的
内容物转移到预先加 3. 5 mL 水的试管中，立即加入
0. 5 mL 的 7. 2 mol /L 含盐酸对苯二胺的盐酸溶液，
再加入 0. 4 mL 的 1. 2 mol /L 含三氯化铁的盐酸溶
液，20 min 后测 665 nm 波长处的吸光度值。通过标
准曲线计算 H2S 的转化率。
1. 5. 4 肝组织 NO 检测: 取肝组织称重，置于其
重量 5 倍的 4℃组织匀浆缓冲液匀浆，匀浆经 4 000
r /min 离心 15 min，取上清液备用;采用硝酸还原法
检测肝组织 NO 水平，操作均按试剂盒说明书要求
进行。
1. 5. 5 血脂检测: 同步按仪器和试剂说明书要求，
检测 TG、TC。
1. 5. 6 肝脏病理学: 10% 的水合氯醛耳缘静脉麻
醉，在肝脏在肝脏最大叶边缘 0. 5 cm 处取(1. 5 ×
1. 5 × 1. 5) cm 大小肝组织 1 块，浸泡于 10%甲醛固
定液固定 48 h，脱水石蜡包埋，切片，HE 染色，观察
肝脏组织形态学改变。
1. 6 统计学方法
所有数据采用 SPSS 9. 0 统计学软件处理，数据

以均数 ±标准差表示，治疗前后组内及组间比较用 t
检验，P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组标本数
重度组饲养至 9 周时死亡 1 只，病理检查发现

肝脏为重度 NAFLD，由于无相关血液标本，统计时
将死亡动物的实验前资料剔除，各组实有动物

13 只。
2. 2 肝组织 H2S 变化
重度组、轻度组肝组织 H2S 明显下降，与对照

组比较差异均有统计学意义(P < 0. 01);重度组与
轻度组比较差异也有统计学意义( P < 0. 05 ) (图
1)。

图 1 不同程度脂肪肝肝组织 H2 S 浓度变化。

a:P < 0. 01，重度组、轻度组与对照组比较;

b:P < 0. 05，重度组与轻度组比较。

Fig. 1 Changes of the H2 S concentration in the liver

tissues of different NAFLD severities.
Note: a: P < 0. 01，severe group，mild group vs. the control group;

b:P < 0. 05，severe group vs. the mild group.

2. 3 肝组织 NO 浓度变化
重度组和轻度组肝组织 NO 浓度明显升高，

与对照组比较差异有非常显著性(P ﹤ 0. 01);重度
组与轻度组比较差异有显著性( P ﹤ 0. 01 )，(表
1)。
2. 4 TG、TC 变化
对照组饲养前后 TG、TC 比较无差异;轻度组饲

养后 TG、TC 升高(P ﹤ 0. 05);重度组饲养后 TG、
TC 升高更显著(P ﹤ 0. 01);饲养后重度组 TG、TC

高于轻度组(P ﹤ 0. 01)，(表 1)。
2. 5 肝脏病理学
重度组为重度 NAFLD，轻度组为轻度 ～ 中度

NAFLD，对照组为正常肝脏。实验造模成功，符合
实验设计。

3 讨论

NAFLD 已成为发达国家和地区的第一大肝病，

在我国亦可能成为慢性肝病的首要病因。与之相
反，脂肪肝的发病机理仍然停留在“二次打击”学说
上。H2S、NO、CO 等 3 种气体信号分子在诸多内分
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表 1 3 组动物饲养前后血浆 TG、TC 和肝组织 NO 变化(n = 13，珋x ± s)
Tab. 1 Changes of the plasma TG and TC levels，liver tissue NO in the rabbits of the 3 groups

before and after experimnt. (珋x ± s，n = 13)

分组 Group
胆固醇 TC 甘油三酯 TG 肝组织 NO Liver tissue NO

饲养前

Before feeding
饲养后

After feeding
饲养前

Before feeding
饲养后

After feeding
饲养后

After feeding

重度组 Severe NAFLD group 1. 11 ± 0. 21 32. 12 ± 1. 25①② 0. 83 ± 0. 29 6. 02 ± 2. 12①② 132. 4 ± 20. 7②③

轻度组 Mild NAFLD group 1. 10 ± 0. 20 18. 34 ± 2. 10① 0. 82 ± 0. 31 4. 39 ± 1. 93① 95. 4 ± 19. 8③

对照组 Control group 1. 12 ± 0. 21 1. 13 ± 0. 20 0. 83 ± 0. 30 0. 84 ± 0. 26 74. 9 ± 34. 7

注:TG、TC 单位:mmol / L。①饲养前后组内比较，P < 0. 01;②饲养后重度组与轻度组比较，P < 0. 01。③饲养后肝组织 NO 重度组、轻度组与对
照组比较，P < 0. 01。
Note: TG and TC in units mmol / L. ① Comparison in the same group before and after experiment，P < 0. 01; ②Comparison between the severe and mild
NAFLD groups，P < 0. 01; ③ After feeding，comparison of the NO in liver tissue in the severe and mild NAFLD groups with control group after
experiment，P < 0. 01.

泌代谢、心血管病的发病中具有重要意义。肝脏作
为人体代谢中心，与许多内分泌代谢、心血管病的
发病密切相关，探讨 NAFLD 发病中脂肪肝程度与肝
组织 NO、H2S 浓度的关系，可能对明确 NAFLD 发病
机理有重要意义。
本研究结果显示，重度组病理变化为重度

NAFLD，轻度组为轻 ～中度 NAFLD，对照组为正常
肝脏，说明造模成功。TG、TC 在重度组异常程度
重于轻度组，说明高脂血症致不同程度 NAFLD 造
模成功。NO 检测结果显示，与对照组比较，肝组
织 NO 水平在重度组、轻度组明显升高;重度组高
于轻度组。H2 S 检测结果显示，H2 S 的变化与 NO
相反，即 NAFLD 组 H2 S 下降，重度组比轻度组下
降更显著。

NO 主要在肝实质细胞和 Kupffer 细胞中产生，
NO 在肝脏中一方面作为一个潜在脂质过氧化抑制
因子保护肝脏细胞免受氧化损伤

［8］，另一方面 NO
极易穿过线粒体膜与线粒体产生的超氧阴离子

(O2 － )发生反应，形成氧化性更强的过氧化亚硝酸

盐(OONO － )，进一步促使线粒体脂质过氧化，造成

更为严重的氧化损伤
［9］。NO 在 NAFLD 的发病过

程中是一把“双刃剑”，其作用的好坏与浓度关系密
切，生理浓度下，NO 可以保护肝脏免受氧化损伤，
而高浓度的 NO 可造成肝脏的氧化损伤，加重脂肪
肝的病变程度

［10］。已有研究证实，NO 在一氧化氮
合成酶(nitric oxide synthase，NOS)的作用下形成。
NOS 依据是否需要钙元素分为结构型一氧化氮合
酶( cNOS，cNOS 又分为内皮型和神经型)和诱导型
一氧 化 氮 合 酶 ( inducible nitric oxide synthase，
iNOS)［11］。内皮型一氧化氮合酶形成的 NO 对肝脏
有有益作用，而 iNOS 合成的一氧化氮合酶对肝脏
有毒性作用

［12 － 14］。高脂喂养脂肪肝大鼠肝脏中
iNOS 活性增强，以及诱导生成的 NO 水平也增高，

iNOS、NO 在脂肪肝肝损害中发挥重要作用［15］。本
研究发现重度、轻度 NAFLD 组 NO 浓度显著增加，
与 NAFLD 程度相关，说明随 NAFLD 程度加重 NO
导致的肝脏氧化损伤加重，形成 NO 浓度与脂肪肝
程度的恶性循环;至于肝脏高浓度的 NO 是由那种
一氧化氮合酶合成的有待于进一步研究。
肝脏是体内 H2S 生成的主要部位，对维持循环

血液中 H2S 的浓度起到重要作用，而 H2S 在调节正

常及肝硬化的微循环中的作用也已被证实
［16］。高

脂血症导致肝脏血液循环障碍，NAFLD 时肝血管重
构使肝组织缺血缺氧，内源性 H2S 作为气体信号分
子首先被消耗，从而导致 NAFLD 肝组织 H2S 浓度
下降，且与脂肪肝程度成反比。

NO 和 H2S 作为气体信号分子，可能存在一个
网络，具有负向调节作用;NAFLD 程度与肝组织 NO
浓度成正比，说明高浓度的 NO 作为氧化剂导致氧
化应急加重，促进 NAFLD 的进展。H2S 能够在一定
范围内抑制肝星形细胞(HSC)的增殖，减少氧化损
伤，提高抗氧化能力

［17］。说明在 NAFLD 形成过程
中 NO 和 H2S 作为氧化剂、抗氧化剂互相抑制。本
研究说明在 NAFLD 防治中，通过内源性或外源性提
高 H2S 浓度，降低 NO 浓度，也许会为 NAFLD 的防
治提供新的思路。
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