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Abstract
AIM: To investigate the effect of resveratrol on 
gene expression of cyclooxygenase (COX)-2 
in mice with die t - induced nonalcohol ic 
steatoheptatitis (NASH).

METHODS: Thirty male C57BL/6J mice were 
assigned randomly to three groups: normal 
control group, high fat group (HF group) 
and high fat resveratrol treatment group (HR 
group). The mice in normal control group (n = 
10) were fed with standard diet. The mice in HF 
group (n = 10) and in HR group (n = 10) were 
fed with high fat diet. After 8–week high fat 
diet, the mice in HR group were fed with res-
veratrol 400 mg/(kg•day) for 16 wk. Hepatic 

COX-2 expression was determined using RT-
PCR and Western blot. 

RESULTS: Steatoheptatitis was discernable in 
HF group and was markedly alleviated in HR 
group. COX-2 were not expressed in normal 
mouse liver. The mRNA expression and protein 
expression of COX-2 were significantly lower in 
HR group than those in HF group(0.76% ± 0.18% 
vs 1.48% ± 0.23%, 11.2% ± 3.5% vs 27.9% ± 4.6%, 
both P < 0.01), but not returned to normal level.  

CONCLUSION: COX-2 may play an important 
role in NASH pathogenesis. Resveratrol im-
proves NASH at least partly by downregulating 
expression of COX-2 in the liver.

Key Words: Fatty liver; Nonalcoholic fatty liver dis-
ease; Cyclooxygenase 2; Resveratrol
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摘要
目的: 研究白藜芦醇对饮食诱导的非乙醇性
脂肪性肝炎(NASH)小鼠肝脏COX-2表达的 
影响. 

方法: ♂小鼠30只随机分为正常对照组(NC
组, n  = 10)、高脂喂养组(HF组, n  = 10)和高
脂喂养白藜芦醇治疗组(HR组, n  = 10). NC组
给予标准基础饲料, HF组和HR组给予高脂饲
料喂养. HR组小鼠高脂喂养8 wk后, 每日给予
400 mg/kg白藜芦醇灌胃治疗. HR组和HF组均
继续高脂饲料喂养16 wk. 实验结束后处死小
鼠并取肝脏组织, 分别用RT-PCR法及免疫印
迹法检测肝脏COX-2 mRNA和蛋白的表达. 

结果: HF组小鼠出现明显的脂肪性肝炎, HR
组小鼠的脂肪性肝炎明显减轻. NC组小鼠肝
组织无COX-2 mRNA和蛋白的表达, HF组小
鼠肝组织有高水平的COX-2 mRNA和蛋白的
表达, 分别为1.48%±0.23%和27.9%±4.6%, 
HR组COX-2 mRNA和蛋白的表达水平较HF

®

■背景资料
随着非乙醇性脂
肪肝(NAFLD)呈
流行趋势, NASH
患 病 率 也 增 加 . 
其发病机制并不
十 分 清 楚 ,  但 炎
症过程与其发生
发展有密切的关
系, NASH时肝脏
COX-2表达增加. 
白藜芦醇是一种
多酚类植物抗毒
素, 具有抗氧化、

抗炎等多种作用, 
可能对N A S H具
有有益的作用.

■同行评议者
陈耀凯 ,  副教授 , 
中国人民解放军
第三军医大学西
南医院全军感染
病研究所
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组明显降低, 分别为0.76%±0.18%和11.2%±

3.5%, 两组间差异有统计学意义(P <0.01), 但
未降至正常. 

结论: COX-2在NASH中发挥着重要作用, 白
藜芦醇至少部分是通过下调肝脏COX-2的表
达达到改善NASH的作用.
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0  引言

非乙醇性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)是一种无过量饮酒史肝实质

细胞脂肪变性和脂肪沉积为特征的临床病理

综合征, 疾病谱随病程的进展表现为单纯脂肪

肝、脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, 
NASH)、脂肪性肝纤维化和肝硬化[1-3]. 流行病

学研究发现[4], 在美国和其他西方发达国家中

20%-30%的成年人具有NAFLD, 这其中又有

10%的人达到NASH的诊断标准, 成为严重的

公共卫生问题. 在我国随着生活水平的改善和

提高, NAFLD和NASH的发病人数也在增加[5]. 
NAFLD的发病机制并不十分清楚, 但是炎症过

程与NAFLD的发生发展有密切关系, NASH时

肝脏COX-2表达增加[6-8]. 白藜芦醇是一种多酚

类植物抗毒素[9], 具有抗氧化、抗炎等多种作用. 
我们观察白藜芦醇是否可以改善饮食诱导的

NASH, 并初步探讨其机制, 尤其是对NASH肝组

织COX-2表达的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂4 wk龄SPF级C57BL/6J小鼠30只, 体
质量11-13 g, 购于北京维通利华实验动物技术

有限公司. 小鼠正常基础饲料购自湖北省实验

动物中心, 其脂肪、蛋白质、碳水化合物热卡

含量分别为0.10、0.21、0.69. 高脂饮食脂肪(主
要是熟猪油)、蛋白质、碳水化合物热卡含量分

别为0.59、0.20、0.21. 小鼠随机分为2组, 高脂

喂养组20只和正常对照组(NC)10只. NC组给予

标准基础饲料, HF组给予高脂饲料喂养. 动物饲

养于华中科技大学同济医学院实验动物中心清

洁级环境, 明暗周期为12 h, 室温22-26℃, 相对

湿度50%-80%, 自由摄食、饮水. 两组小鼠喂养8 

wk后, 高脂喂养组分为单纯高脂组(HF, 10只)和
白藜芦醇干预组(HR, 10只), 每日给予400 mg/kg
白藜芦醇灌胃治疗, NC组和HF组(10只)均给予

相同体积生理盐水灌胃. HR组和HF组均继续高

脂饲料喂养16 wk.
1.2 方法 实验结束时小鼠禁食12 h, 眼眶取血法

采血, 分离血清, 采用日本日立7600-020全自动

生化分析仪, 测定血清总胆固醇(TC)、三酰甘油

(TG); 酶法测定FBG; ELISA法测定胰岛素(Fins). 
次日称体质量, 戊巴比妥钠i p麻醉, 迅速取出

肝脏称质量后, 一部分用生理盐水清洗后置于

-80℃冰箱冻存; 一部分置于40 g/L甲醛液固定, 
留待行病理检查. 另取少量剪成小块, 置110℃
烘至恒定质量, 精确称取干燥后的肝脏, 磨成细

粉, 加氯仿∶甲醇(2∶1, V /V ), 再按上述测定血

清脂质的方法测脂质含量.
1.2.1 肝组织COX-2 mRNA表达的测定: 按RNA
抽提纯化操作方法提取肝组织总RNA. 提取的

RNA通过紫外光分光光度计测定260和280 nm
吸光度值, 计算RNA纯度和浓度. 将RNA逆转

录成cDNA, 再进行PCR扩增引物为Primer5.0软
件自行设计. 使用GAPDH作为内参照. 引物序

列: COX-2正义链5'-CTTAGCACAACAGA-3, 
反义链5'-CGGAAGTGAGA-3; GAPDH正义链

5'-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3, 反义链5'-
AGATCCACAACGGATACATT-3. 目的片段长

度COX-2为253 bp; GAPDH为308 bp. 反应条件: 
94℃预变性5 min; 94℃变性30 s, 退火30 s, 72℃
延伸60 s, 循环28-38次; 最后72℃延伸10 min. 各
基因退火温度和循环次数分别为: COX-2 55℃, 
36个循环; GAPDH 55℃, 28个循环. 扩增产物进

行琼脂糖凝胶电泳, 紫外灯下拍照, 使用GAS凝
胶图像处理系统分析吸光度值, 以GAPDH为内

参照, 计算待测基因mRNA相对表达量.
1.2.2 肝脏COX-2蛋白表达的测定: 取-80℃保

存的各组动物肝组织100 mg, 提取细胞膜蛋白, 
经S D S-聚丙酰胺凝胶电泳, 采用兔抗小鼠的

COX-2多克隆抗体(购自美国CST生物工程公

司), 测定小鼠肝脏的COX-2蛋白水平, 一抗稀释

度为1∶1000, β-actin表达水平作为内对照, 利用

图像分析系统扫描确定X光片上杂交条带的相

对光密度值.
统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计分

析, 数据采用mean±SD表示. 组间比较采用单因

素方差分析, 多组间两两比较采用q检验, P <0.05
为有统计学意义.

■相关报道
Yu et al发现, 正常
饮食的小鼠肝脏
没有COX-2的表
达, 而高脂饮食诱
导的小鼠 N A S H
肝组织COX-2的
表达增加, 国内许
树长 et al 和刘晓
珺 et al 也有相同
的发现.
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2  结果

2.1 血清TC, TG, FBG和Fins水平 与NC组相比, 
HF组FBG、TG、TC明显升高, 同时Fins升高, 
白藜芦醇治疗后, FBG、TG降至正常, TC略有

下降, 但未降至正常(表1).
2.2 肝组织学变化 大体形态观察, 正常组大鼠肝

脏外观呈红褐色, 表面光滑; HF组大鼠肝脏体积

明显增大, 呈黄褐色, 被膜紧张, 边缘饱满, 质地

稍韧, 切面有油腻感, 严重者表面有细颗粒状隆

起; HR组小鼠肝脏轻度肿大, 呈较浅淡的红褐

色, 被膜较光滑, 边缘较锐利, 切面较光洁, 质地

较正常组略差. HE染色光镜下观察, 正常组肝小

叶结构完整, 肝细胞呈多边形, 围绕中央静脉呈

放射状, 肝窦清晰可见, 肝索排列整齐, 未见异

常; HF组小鼠肝组织弥漫性脂肪变, 小叶结构不

清, 界限消失, 肝索排列紊乱, 小叶内和汇管区

不同程度的炎症细胞浸润和坏死; HR组小鼠仍

可见索条状排列的肝细胞, 脂变程度较模型组

明显减轻, 且仅有轻微的炎性细胞浸润, 未见坏

死灶(图1).
2.3 体质量、肝质量和肝组织TG含量变化 与NC
组相比, HF组体质量明显增加(P <0.01), 白藜芦

醇治疗后体质量降至正常. HF组小鼠肝组织内

TG较正常对造组明显升高, HR组肝组织TG明

显下降但未降至正常水平(表2).
2.4 肝组织COX-2表达 正常对照组未见COX-2 
mRNA和蛋白表达, HF组和HR组COX-2 mRNA

表达分别为1.48%±0.23%和0.76%±0.18%, 蛋
白表达分别为27.9%±4.6%和11.2%±3.5%, 后
两组与NC组比较差异有统计学意义(P<0.01), HF
和HR组之间差异亦有统计学意义(P<0.01, 图2).

3  讨论

在脂肪肝的动物模型中, 主要有先天性、转基

因动物和化学物质诱导以及高脂饲料诱导这4
种实验性动物模型[10]. 用高脂饲料诱导的脂肪

肝动物模型, 因其病理特征与人类相似, 且价格

低廉、方法简单而广泛使用, 是诱导非乙醇性

脂肪肝的常用方法[2]. ♂C57BL/6J小鼠对NASH
营养性肝损伤模型有显著易感性, 发生的病变

最接近类似于人的组织学特征[11-12]. 本实验中

C57BL/6J小鼠经过高脂喂养总共24 wk, 出现了

明显的高血糖, 高脂血症, 肝脏内TG沉积增加, 
肝脏大体观可见肝脏肿大, 颜色呈黄褐色, 严重

者表面呈细颗粒状, 显微镜下观察肝组织弥漫

性脂肪变, 小叶结构不清, 界限消失, 肝索排列

紊乱, 小叶内和汇管区不同程度的炎症细胞浸

润和坏死, 提示NASH诱导成功. 
NASH是肝硬化和肝细胞癌的原因之一, 肝

细胞TG的沉积产生脂肪浸润, 导致氧化应激和

炎症等[13-14]. COX是一种双功能酶, 具有环氧合

■创新盘点
本 文 首 次 报 道
了 白 藜 芦 醇 对
N A S H 具有改善
作用, 部分与下调
肝脏COX-2的表
达有关.

表  1  小鼠NAFLD血清TC, TG, FBG和Fins水平 (n  = 10, 
mean±SD)

     
分组

         FBG	      Fins	            TG	               TC

             (mmol/L)	   (mU/L)	      (mmol/L)       (mmol/L)

NC    5.21±1.37     8.52±2.36   0.59±0.11    1.86±0.36

HF    8.69±1.85b  18.75±3.69b  0.97±0.07b  4.23±0.27b

HR    5.73±1.66d  11.27±4.37d	 0.61±0.08d   3.98±0.34b

bP<0.01 vs  NC; dP<0.01 vs  HF. 

表  2  小鼠体质量, 肝质量和肝脏TG水平 (n = 10, mean±SD)

     
分组        体质量(g)	          肝质量(g)         肝脏TG(mmol/g)

NC         33.2±1.3	       1.21±0.11         0.083±0.027

HF         42.1±1.7b	       1.45±0.24b	 0.216±0.086b

HR         34.3±1.4d	       1.25±0.23d	 0.122±0.058d

bP<0.01 vs  NC; dP<0.01 vs  HF. 

图  1  小鼠肝脏组织学改变(HE×200). A: NC组; B: HF组; C: HR组.

A B C

图  2  小鼠肝脏内COX-2蛋白表达.

COX-2

b-actin

NC                 HF                  HR
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酶和过氧化氢酶活性, 是花生四烯酸分解为前

列腺素的(prostaglandins, PGs)限速酶, 在人体内

COX包括结构型COX-1和诱导型COX-2, 以及

近几年新近发现的COX-3[15]. 在COX的3种同工

酶中, COX-2是经剌激迅速产生的诱导型酶, 正
常情况下, COX-l呈原生性表达, 几乎分布于体

内所有正常组织, COX-2在多数组织不表达或

低表达, 而在炎症、肿瘤等病理状态其表达上

调, 是有力的炎症介导因子[16-17], 和炎症的程度

以及纤维化的进展有高度相关[18-19]. 高表达的

COX-2使炎症介质PGE和TXB2等生成增加, 促
进炎症细胞浸润, 同时还可通过调节NF-κB释放

多种炎症介质, 如TNF-α, IL-8, ICAM-l, E选择

素(E-selectin)等[20-21], 这些炎症介质又可进一步

激活COX-2的表达, 形成一种正反馈环路, 扩大

炎症反应, 延长炎症过程. Yu et al [7]发现, 正常饮

食的小鼠肝脏没有COX-2的表达, 而高脂饮食诱

导的小鼠NASH肝组织COX-2的表达增加, 国内

许树长 et al [6]和刘晓珺 et al [8]也有相同的发现. 
本实验中正常对照组大鼠肝组织结构正常, RT-
PCR检测无COX-2 mRNA表达, 经过24 wk高脂

喂养的大鼠肝组织有明显COX-2 mRNA和蛋白

的强表达, 表明COX-2在高脂饮食诱导的NASH
中活动增强, 在脂肪性肝炎发生机制中具有重

要作用.
目前认为, NASH小鼠肝组织COX-2的高

表达是由于长期过量摄入高脂食物, 使脂肪大

量贮积在肝细胞, 诱发脂质过氧化损伤, 导致库

普弗细胞激活并释放炎性细胞因子和COX-2. 
Enomoto et al [22]和Mohammed et al [23]研究发现库

普弗细胞等炎症浸润细胞是COX-2 mRNA的主

要来源, 在炎症细胞浸润的肝组织中, COX-2表
达明显升高, 而正常对照组库普弗细胞只表达

COX-1. COX-2的产物前列腺素E2(PGE2)与肝

细胞膜上的EP2/EP4受体结合后, 激活腺苷酸环

化酶, 使肝细胞内的cAMP增多, 进一步引起TG
在肝细胞内堆积, 进而导致脂肪肝及脂肪性肝

炎的形成. 因此针对COX-2靶点的治疗措施将有

助于NASH的改善.
白藜芦醇是一种多酚、非黄酮类植物抗

毒素, 富含白藜芦醇的植物主要有葡萄、花生

及中药虎杖等, 尤其在新鲜的葡萄皮中含量最

高. 研究表明他具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤、

抗心血管疾病、诱导细胞凋亡、延长寿命等活 
性[9,24-27]. 白藜芦醇的抗炎作用包括抑制炎症因

子的合成和释放, 抑制某些活化的免疫细胞和

抑制COX-1和COX-2等[24]. 既往的实验证明, 在
急慢性结肠炎和β淀粉素处理的神经胶质瘤细

胞中, 白藜芦醇均可以抑制COX-2蛋白的表达水

平, 具有明显的抗炎作用[28-29]. 还有实验证明白

藜芦醇可以使佛波醇诱导的小鼠皮肤COX-2的
表达减少[30], 并且是通过抑制IKK的活性起作用. 
Das et al [24]的实验表明, 白藜芦醇主要是通过抑

制转录因子NF-κB和AP1的活性来下调COX-2
表达. 我们的研究表明, 白藜芦醇可以明显改善

NASH小鼠肝脏组织的炎症反应和脂肪变性, 降
低血清TG和FBG, 同时肝脏COX-2的表达水平

明显下降, 因此肝脏脂肪变性和炎症的改善至

少部分与白藜芦醇下调肝脏局部的COX-2的表

达有关. 由于NAFLD发病率在全球迅速增加, 而
白藜芦醇在NASH的治疗中具有明显的作用, 值
得进一步研究.
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