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瘦素和转化生长因子 β1 在大鼠肝

纤维化过程中的作用
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【摘要】 目的 探讨瘦素和转化生长因子 β1 ( transforming growth β1，TGF-β1 ) 在肝纤维化发生、发展过程中的

作用。方法 雌性 Wistar 大鼠随机分为正常对照组和纤维化模型 1 周组、2 周组、4 周组、6 周组。纤维化模型各组

以 CCl4 造成化学性肝损伤。常规 HE 染色观察肝脏病变; 检测血浆和肝组织瘦素及 TGF-β1 水平; 天狼猩红胶原染

色和肝组织羟脯氨酸( Hyp) 含量测定观察肝纤维化程度，并对肝组织瘦素水平、TGF-β1 水平及肝纤维化指数( FI)

进行相关性分析; 赖氏法测定血浆丙氨酸氨基转移酶( ALT) 。结果 与正常对照组比较，纤维化模型各组血清和

肝组织瘦素和 TGF-β1 水平显著升高( P ＜ 0. 05 ) ，且纤维化模型各组肝组织瘦素水平、TGF-β1 水平及 FI 之间两两

均呈显著正相关。结论 肝组织瘦素在肝纤维化发病过程中具有独立的致病作用，并可能通过激活 TGF-β1 通路

导致肝维化的形成。
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Effect of Leptin and Transforming Growth β1 during
Experimental Hepatic Fibrosis
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【Abstract】 Objective To explore the effect of leptin and transforming growth β1 in fibrosis liver． Methods The

female Wistar rats were randomly divided into normal control group and four model groups( 1 week ，2 week ，4 week ，6

week) ． Carboan tetrachloride was injected for establishing hepatic fibrosis model in model groups． The levels of leptin and

transforming growth β1 were determined ． The pathological hepatic changes were observed by HE． The degree of liver

fibrosis was observed by stained of sirius red of collagen and the content of hydroxyproline in liver tissues，and the

relationship with leptin and transforming growth β1 and FI were amalyzed． The ALT of serum was mensurated with laishi

method． Results Compared with control group，the expression of leptin and transforming growth β1 increased significantly

in liver fibrosis group ( P ＜ 0. 05 ) ． The expression of leptin and transforming growth β1 in liver tissue were correlated

positively with FI in liver fibrosis group． Conclusions The results of the study demonstrate increased leptin and

transforming growth β1 levels of liver tissue in liver fibrosis model groups，and activating leptin may up-regulate the

expression of transforming growth β1 during experimental hepatic fibrosis．
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肝纤维化是一种损伤愈合反应，是慢性肝病发 展成为肝硬化的必经过程，是多种因素参与的、复



杂的、并且在一定程度上可逆的病理过程。瘦素是
由 ob 基因编码的蛋白类激素，对机体能量代谢的调
节具有重要的作用。近年来的研究发现瘦素与肥
胖、氧化应激和脂质代谢异常有关［1］。最新的研究
显示活化的星状细胞瘦素 mRNA 表达和蛋白质合
成均增加［2］，提示瘦素可能与肝纤维化有关，而转

化生长因子 β1 ( transforming growth β1，TGF-β1 ) 是目

前已知的最强的促纤维化因子之一，其在肝纤维化

过程中主要的作用是促进细胞外基质的合成并抑

制其降解，也有间接促星状细胞增殖活化作用［3］。
为了进一步明确肝组织瘦素和 TGF-β1 在肝纤维化

发生、发展过程中的作用，我们设计了本研究。

1 材料和方法

1. 1 动物及材料
健康清洁级雌性 Wistar 大鼠，体重( 220 ± 20 )

g，购自山西医科大学实验动物中心［SCXK ( 晋 )
2010-0001］。四氯化碳为中国中邦化工分析纯; 瘦
素放射免疫测定试剂盒购于美国 Linco 公司; TGF-
β1 ELISA 试剂盒购于晶美生物工程有限公司; 天狼
猩红和羟脯氨酸标准品购于美国 Sigma 公司。
1. 2 动物的分组及处理措施

44 只雌性 Wistar 大鼠，常规在控光鼠房中分笼
普食普水饲养，温度 18℃ ～ 25℃，湿度 45%，1 周
后，确定所用实验大鼠健康后，开始实验。将 44 只
大鼠随机分为 5 组，正常对照组、模型组 1 周、模型
组 2 周、模型组 4 周、模型组 6 周。正常对照组给予
皮下注射生理盐水，每周 2 次( 周一和周五注射) ，
其余各组给予首剂 5 mL /kg 体重 CCl4 分析纯，之后
按 3 mL /kg 体重皮下注射 40% CCl4 植物油( V /V )
混合液，时间和次数与正常对照组同步，各组动物

按实验设计分别于给药后 1 周、2 周、4 周和 6 周末
模型形成后( 正常对照组每次至少相应处理 3 只大
鼠) ，在乙醚麻醉，无菌无热源条件下，从大鼠腹主

动脉采血，注入加有肝素( 15 U /mL) 的无热源玻璃

试管中，4℃离心 20 min ( 3000 r /min ) ，吸出血浆置
于玻璃试管中封口，于-80℃低温保存。取肝左叶一
部分立即固定于 4% 多聚甲醛，24 h 内石蜡包埋，5
μm 切片; 一部分于 － 80℃低温保存。
1. 3 检测项目与方法
1. 3. 1 肝纤维化程度的判定 常规 HE 染色和天狼
猩红胶原染色、显微镜观察并摄像和李文才等［4］报
道的方法测定肝组织羟脯氨酸( Hyp) 含量以判定肝
纤维化的程度。胶原纤维呈红色，运用 Image-pro
plus5. 0 图象分析软件半定量计数肝组织胶原面积，
每组织随机取 5 个视野，通过比较各组肝组织的纤
维化指数( FI ) 值评价肝纤维化程度［5］。FI = 纤维
染色区面积 /整个视野面积 × 100%。
1. 3. 2 赖氏法测定血浆丙氨酸氨基转移酶( ALT) 。
1. 3. 3 放射免疫法测定肝组织和血浆瘦素水平。
1. 3. 4 双抗夹心酶联免疫吸附实验( ELISA ) 法测
定肝织组织和血浆 TGF-β1 含量。
1. 4 统计学处理
采用 SPSS11. 5 软件分析，实验数据以均数 ±标

准差( 珋x ± s) 表示，行单因素方差分析，q 检验进行两
两比较，spearman 相关分析。

2 结果

2. 1 一般情况及造模效果
实验过程，正常对照组大鼠健康状态良好，体

重增加( 100 ± 30 ) g，肝脏表面光滑，色质红润; 模型
组大鼠实验前期出现烦燥、易激惹，约 1 周后趋于平
静，随着给 CCl4 时间延长活动慢慢减少，精神萎靡，
毛发杂乱无光，食量减少，体重明显下降，肝脏表面

欠光滑，色质灰暗，体积变大，边缘圆钝。模型组病
理切片观察有较多纤维形成( 彩插 3 图 1B、D) ; 从 2
周起模型组肝组织 Hyp 含量开始显著升高，后呈递
增趋势，6 周时达最高( 表 1 ) ，提示肝纤维化模型
形成。

表 1 各组大鼠血浆 ALT、肝组织 Hyp 和 FI 的变化
Tab． 1 Changes of plasma ALT，liver Hyp，FI in each group

组别 Group N 丙氨酸氨基转移酶 ALT( U /L) 羟脯氨酸 Hyp( mg / g) 纤维化指数 FI( % )
对照组 Control group 12 28. 90 ± 7． 32 0. 18 ± 0． 06 0. 25 ± 0． 16
模型组 Model group
1 周 1 week 7 120. 29 ± 10． 52 * 0. 29 ± 0． 05 * 0. 37 ± 0． 24
2 周 2 week 8 182. 17 ± 8． 80 * 0. 33 ± 0． 04 * 0. 41 ± 0． 18
4 周 4 week 8 164. 31 ± 9． 83 *# 0. 40 ± 0． 05 * 0. 47 ± 0． 18
6 周 6 week 8 147. 10 ± 8． 90 *# 0. 53 ± 0． 07 * 2. 17 ± 0． 25 *

注: * P ＜ 0. 05 与对照组比较; #P ＜ 0. 05 与 2 周组比较
Note: * P ＜ 0. 05 compared with nomal control group; #P ＜ 0. 05 compared with 2 weeks

65 中国比较医学杂志 2011 年 7 月第 21 卷第 7 期 Chin J Comp Med，July 2011，Vol． 21． No． 7



表 2 血浆和肝组织瘦素、TGF-β1 的变化
Tab． 2 Changes of leptin and TGF-β1 in plasma and liver homogenate

组别 Group N
血浆瘦素

Plasma leptin
( μg /L)

肝组织瘦素
Liver leptin
( μg /L)

血浆 TGF-β1

Plasma TGF-β1

( μg /L)

肝组织 TGF-β1

Liver TGF-β1

( μg /L)
对照组 Control group 12 1. 80 ± 0． 32 30. 71 ± 3． 55 6. 54 ± 0． 60 58. 33 ± 2． 11

模型组 Model group
1 周 1 week 7 2. 50 ± 0． 19 * 63. 03 ± 2． 98 * 6. 64 ± 0． 44 59. 87 ± 0． 93
2 周 2 week 8 3. 79 ± 0． 66 * 100. 20 ± 2． 04 * 7. 12 ± 0． 19 69. 50 ± 1． 17
4 周 4 week 8 5. 30 ± 0． 41 * 165. 88 ± 9． 37 * 31. 10 ± 8． 14 * 123. 76 ± 27． 29 *

6 周 6 week 8 6. 54 ± 0． 41 * 210. 75 ± 6． 85 * 61. 95 ± 2． 54 * 239. 30 ± 32． 06 *

注: * P ＜ 0. 05 与正常对照比较
Note: * P ＜ 0. 05 compared with nomal control group

2. 2 肝组织病理学变化
HE 和胶原染色显示: 光镜下正常对照组大鼠

肝细胞核多为单个，以中央静脉为中心呈放射状排

列，小叶结构正常，肝细胞索排列规则有序，未见变

性坏死，肝窦与汇管区有少量胶原纤维( 彩插 3 图
1A、C) ; 模型组从 1 周末就有肝细胞出现脂肪变性，

2 周可现肝细胞脂肪变性加重，有轻度的坏死及纤

维结缔组织增生，4 周末表现为坏死区及汇管区纤
维结缔组织增生较明显并成细小条索，6 周末可见

汇管区有大量炎症细胞浸润，纤维增生明显加重，

呈星芒状向肝小叶内延伸，有假小叶形成( 彩插 3

图 1B、D) 。 Image-proplus 5. 0 图像分析结果: FI 变
化显示模型组 6 周时肝组织中胶原纤维含量比正常

对照组明显增多( P ＜ 0. 05 ) ( 如表 1 ) 。

2. 3 血浆 ALT 和肝组织 Hyp 含量变化
从第 1 周末起模型组 ALT 和 Hyp 含量比正常

对照组有显著升高，模型组 ALT 第 2 周末达高峰，

第 4 至 6 周又逐渐回降( 与 2 周组比较( P ＜ 0. 05 ) ，

但与正常对照组相比仍显著升高 ( P ＜ 0. 05 ) ( 表
1 ) ; Hyp 则呈逐渐升高的趋势( 表 1 ) 。

2. 4 血浆和肝组织瘦素、TGF-β1 的变化

模型组各时期血浆和肝组织瘦素均高于正常

对照组，且随着 CCl4 作用时间的延长呈梯度上升
( 表 2 ) ，与正常对照组比较，模型组血浆和肝组织
TGF-β1 含量从 4 周开始显著升高，6 周达最高( 表
2 ) 。

2. 5 相关性分析
肝纤维化过程中: 肝组织瘦素含量与 TGF-β1

含量呈显著正相关关系( r = 0. 887，P ＜ 0. 01 ) ; 肝组
织瘦素含量与 FI 呈显著正相关关系( r = 0. 754，P

＜ 0. 01 ) ; 肝组织 TGF-β1 含量与 FI 呈显著正相关关
系( r = 0. 899，P ＜ 0. 01 ) 。

3 讨论

肝纤维化是大多数慢性肝病共有的病理过程，

是继慢性损伤后肝组织修复过程中的代偿反应，是

慢性肝病发展为肝硬化的必经病理过程，目前认为

其发病机制是由于各种原因，使肝细胞外基质

( ECM) 的沉积和降解的动态平衡打破而造成肝脏
基质成分改变和数量的增加，其在一定程度上是一

个可逆的过程。研究发现各种慢性损害因素引起
肝损伤的病理过程中，损害因素可直接或间接介导

免疫病理损伤，从而导致肝星状细胞、肝窦内皮细
胞、枯否细胞以及纤维化附近的炎症细胞等分泌大
量的 TGF-β1，同时 TGF-β1 又可活化星状细胞，进一

步促进 ECM 成分的合成，同时抑制 ECM 的分解，导
致 ECM 的大量沉积，从而引发肝纤维化的形
成［6 － 7］。也有报道 TGF-β1 在肝纤维化过程中可活

化肝星状细胞( hepatic stellate cell，HSC ) ，还可促进
胶原基因的表达，从而促进细胞外基质的合成与沉

积，是肝纤维化过程中最重的始动因子之一，TGF-

β1 作用涉及面广，具有双向作用，即其正常表达时

可抑制炎症反应、抑制细胞增殖，异常表达时可诱
导细胞增殖、纤维蛋白的形成，从而促进纤维化的
发生和发展［8］。

瘦素是由 ob 基因编码的蛋白类激素，由 167 个
氨其酸残基组成，分子量为 16 × 103［9］，通常认为瘦

素主要是由脂肪细胞表达，但近年来的研究发现胎

盘、肝脏组织和胃组织内可产生瘦素，且瘦素的表
达与肝纤维化有着密不可分的关系［10］，也有研究发

现，肝硬化患者血清瘦素水平明显高于慢性肝炎

组，但令研究者困惑的是，该两组患者瘦素水平却

均低于正常对照组，并发现女性患者的血清瘦素水

平明显高于男性，也有研究发现血清瘦素水平无论

男女，均与身体脂肪百分比 ( BFP ) 及身体脂肪量
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( BFM) 有显著相关性，由此可见影响血清瘦素水平
的因素更多是非肝脏来源的，故肝纤维化瘦素血清

学研究存在很大的障碍和局限性。最近有研究者
发现肝组织在纤维化病程中有大量瘦素表达，由此

提示肝组织原位瘦素与肝纤维关系可能更为直接，

故我们通过动态观察肝纤维化过程中肝组织瘦素、
TGF-β1 和 Hyp 含量变化的同时辅以血浆相应指标
的对照研究，并对肝组织瘦素、TGF-β1 和肝纤维化

指数( FI) 进行了相关性分析。
在我们的实验中，首先 HE 和胶原染色显示，模

型组有较多纤维形成，证明造模成功; 其次我们发

现，在肝纤维化过程中血浆丙氨酸氨基转移酶

( ALT) 从模型组 1 周开始显著升高，第 2 周达最高，
后又回降，提示化学因素 CCl4 在导致肝纤维化的同
时，可损伤肝功能，且在首次受到打击时，可对肝功

能形成强烈的应激性损害，后随着机体的调节，可

逐渐适应慢性损害，从而显示出肝功能回降的趋

势; 实验结果显示在肝纤维化过程中肝组织 Hyp 含
呈递增趋势，表明在肝损害过程中肝脏的纤维化修

复一旦激活，将会持续进行，直至发生肝损伤的不

可逆病变 －肝硬化病理过程; 最后我们在研究的过
程中，为了排除其它因互对瘦素和 TGF-β1 的影响，

直接对模型组各时期肝组织瘦素表达和 TGF-β1 水

平以及 FI 进行了相关性分析，发现瘦素表达和
TGF-β1 水平以及 FI 两两成显著正相关，另不论血
浆还是肝组织，瘦素均先于 TGF-β1 表达升高，由此

我们初步推断，肝组织原位瘦素水平的是肝纤维化

发生发展过程的一个重要始动环节，并且肝组织原

位瘦素水平的升高可能是通过上调 TGF-β1 表达，

从而促进肝纤维化的发生和发展。
然而，瘦素在肝纤维化发生、发展过程中的作

用有多大，是肝纤维化发生、发展的关键因素，还是
一种辅助因素，目前仍然不清，我们今后的实验将

进一步研究; 还有肝组织原位瘦素在人类慢性肝损

伤过程中的作用机制如何，也是我们今后研究的

目标。
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