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　　［摘　要］　目的：探讨姜黄素是否通过抑制内质网应激（ＥＲＳ）来减轻非酒精性脂肪性肝炎（ＮＡＳＨ）大鼠肝细
胞凋亡，从而发挥对肝脏的保护作用。方法：３０只雄性ＳＤ大鼠随机分为正常对照组（ｎ＝１０）、模型组（ｎ＝１０）及
姜黄素组（ｎ＝１０）。模型组和姜黄素组采用高脂饮食喂养４周以建立 ＮＡＳＨ模型。继续喂养４周，姜黄素组每日
给予姜黄素（２００ｍｇ／ｋｇ）灌胃，模型组与正常对照组给予等量生理盐水。４周后处死大鼠，留取血液及肝脏组织，检
测血清丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）和天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）水平；ＨＥ染色观察肝组织病理学变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测葡
萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）和Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（ＣＨＯＰ）蛋白的表达；ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡情况。结果：与正常对
照组相比，模型组大鼠血清ＡＬＴ和ＡＳＴ水平均显著升高，姜黄素组大鼠血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ较模型组显著降低（Ｐ＜
００５）；同时，姜黄素组大鼠的肝细胞脂肪变性及炎性程度均较模型组减轻，未见明显坏死灶。模型组 ＧＲＰ７８和
ＣＨＯＰ蛋白的表达水平均较正常对照组显著增加，姜黄素组 ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ的表达水平较模型组显著降低（Ｐ＜
００１）。ＴＵＮＥＬ结果表明，模型组大鼠肝组织内凋亡细胞较正常对照组增多，姜黄素组大鼠的凋亡肝细胞较模型组
减少。结论：高脂饮食能诱发肝脏细胞发生过度ＥＲＳ，从而启动细胞凋亡，导致ＮＡＳＨ的发生。姜黄素减轻肝细胞
凋亡的作用机制可能与其抑制ＥＲＳ有关。
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　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉ
ｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是全球最常见的慢性肝病之一，成人
患病率介于６３％～４５％，其中１０％～３０％可发展为
非酒精性脂肪性肝炎（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，
ＮＡＳＨ）［１］。ＮＡＳＨ是全球范围内较为严重的一种
ＮＡＦＬＤ病理类型［２］，发展成为肝纤维化、肝硬化等

的风险性大。Ｈｅｒｂｅｒｔ等［３］提出的“多重平行打击”

认为ＮＡＳＨ是多种机制共同作用的结果，较为准确
地解释了ＮＡＳＨ的发病机制，提出包括内质网应激
（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）、细胞凋亡、自噬、
相关脂肪因子紊乱和肠道菌群因素等在内的多种因

素参与了其发病过程。蛋白激酶 Ｒ样内质网激酶
（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｋｉｎａｓｅ，
ＰＥＲＫ）是内质网上的一种跨膜蛋白，随着内质网中
错误及非折叠蛋白量的积累，葡萄糖调节蛋白 ７８
（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）从 ＰＥＲＫ上脱
离下来，大量 ＰＥＲＫ通过自身磷酸化被激活，空出的
ＧＲＰ７８过表达还会进一步促进 ＰＥＲＫ的激活［４］。激

活的ＰＥＲＫ使得真核细胞翻译起始因子２α（ｅｕｋａｒｙ
ｏｔｉｃｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α，ｅＩＦ２α）第 ５１位的丝氨酸磷
酸化，使其磷酸化而被激活［５７］。正常情况下，ｅＩＦ２α
无磷酸化，活化转录因子 ４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）上游５’端存在抑制 ＡＴＦ４翻译的特
定区域；只有当 ｅＩＦ２α磷酸化时才可直接翻译
ＡＴＦ４。ＡＴＦ４下游是转录因子 ＣＣＡＡＴ／增强子结合
蛋白同源蛋白［ＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（Ｃ／
ＥＢＰ）ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ］，是 ＥＲＳ引发凋亡
的信号。研究表明 ＮＡＳＨ的发病过程中，大量的游
离脂肪酸（ｆｒｅｅｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＦＦＡ）介导脂质过氧化反
应，并通过 ＰＥＲＫｅＩＦ２αＡＴＦ４ＣＨＯＰ通路导致肝细
胞发生凋亡坏死［８］，这条通路中 ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ被
认为是其中重要的标志性信号［９］。

由于ＮＡＳＨ发病机制极其复杂，临床至今仍缺
乏针对其发病机制的药物。研究表明，姜黄素（ｃｕｒ
ｃｕｍｉｎ）能抑制肝细胞凋亡来减轻肝脏损伤［１０］，同时

过度的ＥＲＳ参与了肝细胞凋亡的发生［９］。目前姜黄

素的肝脏保护作用是否与 ＥＲＳ有关鲜有报道［１１］。

本项工作主要通过分子生物学的方法，探讨姜黄素

对ＥＲＳ诱导的ＮＡＳＨ大鼠肝细胞的保护作用是否与

抑制ＥＲＳ中的 ＰＥＲＫ通路有关，为临床上 ＮＡＳＨ的
治疗提供实验依据。

材　料　和　方　法

１　动物
　　选取 ＳＰＦ级 ６周龄 ＳＤ雄性大鼠 ３０只，体重
（２００±１０）ｇ，购自锦州医科大学实验动物中心，许
可证号为ＳＣＸＫ（辽）２０１７０００３。
２　主要试剂
　　普通饲料：由锦州医科大学实验动物中心提供；
高脂食物组成：７９５％玉米面（粮食杂货店）＋０５％
胆固醇（河南万邦实业有限公司，批号：２０１７０３１６２５）
＋２０％猪油（粮食杂货店）；姜黄素（上海瑞永生物科
技有限公司）；甲醛溶液（沈阳天罡化学试剂厂）；抗

ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ抗体（沈阳万类生物有限公司）；
ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶（武汉博士德生
物有限公司）。

３　主要方法
３．１　建立模型　３０只雄性ＳＤ大鼠适应性喂养１周
后，将其随机分为３组，分别为正常对照（ｎｏｒｍａｌｃｏｎ
ｔｒｏｌ）组（ｎ＝１０）、模型（ｍｏｄｅｌ）组（ｎ＝１０）及姜黄素
（ｃｕｒｃｕｍｉｎ）组（ｎ＝１０）。各组均行普通饲料喂养，模
型组与姜黄素组在普通饲料喂养基础上予高脂食物

（３ｍｌ·ｋｇ－１·ｄ－１）灌胃４周，正常组予等量生理盐
水灌胃，喂养４周后，每组随机处死２只大鼠，留取
血液行肝功能检测、肝组织行病理学检测。观察到

模型组及姜黄素组大鼠丙氨酸转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉ
ｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）和天冬氨酸转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉ
ｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）较正常对照组显著升高，同时，光
镜下可见明显肝细胞脂肪变性及大量炎细胞浸润，

造模成功［１１］。

３．２　药物干预　从第５周开始，在喂养方法不变基
础上，姜黄素组给予姜黄素灌胃，给药剂量为 ２００
ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，模型组与正常对照组予等量生理盐
水灌胃，灌胃４周，第８周末结束实验。称重，禁食
１２ｈ后麻醉，解剖，采心脏血，检测ＡＬＴ和ＡＳＴ；迅速
取出肝脏并称重，取部分肝脏组织制作石蜡切片，另

一部分肝脏组织至于－８０℃冰箱中用于制作肝组织
匀浆。
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３．３　检测方法　（１）生化检测：全自动生物化学分
析仪检测ＡＬＴ和ＡＳＴ水平；（２）病理组织学：制作石
蜡切片，行ＨＥ染色，光镜下观察肝脏脂肪变性及炎
症程度；（３）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测：精确称取相同部位的
肝脏组织３００ｍｇ，制备肝组织匀浆，检测 ＧＲＰ７８和
ＣＨＯＰ蛋白的表达；（４）ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡：按
试剂盒说明书操作。细胞核中出现棕褐色颗粒者为

阳性细胞。

４　统计学处理
　　ＳＰＳＳ２１０进行统计学分析，计量资料用均数 ±
标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）来表示，计数资料比较经正态分

布检验，采用两组独立样本ｔ检验分析。以Ｐ＜００５
认为差异有统计学意义，病理形态学结果用对比描

述方法分析。

结　　果

１　各组大鼠血生化相关指标（ＡＬＴ和ＡＳＴ）变化
　　第４周末，模型组和姜黄素组分别与正常对照
组对比，大鼠血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ均升高（Ｐ＜００５）。
实验结束时，与正常对照组相比，模型组大鼠血清

ＡＬＴ和 ＡＳＴ显著升高，姜黄素组大鼠血清 ＡＬＴ和
ＡＳＴ与模型组比较显著降低（Ｐ＜００５），见表１。

表１　肝功指标的变化
Ｔａｂｌｅ１．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｄｅｘ（Ｕ／Ｌ．Ｍｅａｎ±ＳＤ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｅｎｄｏｆｔｈｅ４ｔｈｗｅｅｋ（ｎ＝２）
ＡＬＴ ＡＳＴ

Ｅｎｄｏｆｔｈｅ８ｔｈｗｅｅｋ（ｎ＝８）
ＡＬＴ ＡＳＴ

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ４１．２３±５．３４ １２１．２０±８．６２ ４３．００±７．６４ １３９．２５±１０．３０
Ｍｏｄｅｌ ５３．９３±７．３７ １７７．０５±１１．５６ ５８．５０±８．７３ ２５０．７５±１３．０５

Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ５５．６０±３．２９＃ １５９．８８±１２．８７＃ ５０．６３±９．２９＃＃ １４７．８８±１２．８７＃＃

　Ｐ＜００５，Ｐ＜００５ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

２　各组大鼠肝脏组织病理学变化
　　第４周末，模型组和姜黄素组大鼠较正常对照
组肝细胞胞质内见脂肪滴，炎症细胞明显增多，结合

生化指标结果，提示造模成功，见图１；第８周末，正
常对照组大鼠肝小叶结构完整，肝索排列整齐，肝细

胞大小、形态规则；模型组大鼠肝小叶边界模糊，肝

索排列紊乱，可见炎症细胞浸润，肝细胞体积明显增

大，胞质内可见大泡性脂肪滴；姜黄素组大鼠肝细胞

脂肪变性及炎性程度均明显减轻，未见明显坏死灶，

见图２。

Ｆｉｇｕｒｅ１．Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｒａｔｌｉｖｅｒａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｔｈｅ４ｔｈｗｅｅｋ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）．Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．Ｒｅｄ
ａｒｒｏｗ：ｆａｔｄｒｏｐ；ｂｌａｃｋａｒｒｏｗ：ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

图１　第４周末各组大鼠肝脏病理学结果

Ｆｉｇｕｒｅ２．Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｒａｔｌｉｖｅｒａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｔｈｅ８ｔｈｗｅｅｋ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）．Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：
ｃｕｒｃｕｍｉｎｇｒｏｕｐ．Ｒｅｄａｒｒｏｗ：ｆａｔｄｒｏｐ；ｂｌａｃｋａｒｒｏｗ：ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

图２　第８周末各组大鼠肝脏病理学结果
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３　各组大鼠肝组织相关蛋白表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝组织 ＥＲＳ相关蛋白 ＧＲＰ７８
和ＣＨＯＰ的表达，得到相应条带，可见：模型组较正
常对照组 ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ表达显著上调，姜黄素组
较模型组 ＣＲＰ７８和 ＣＨＯＰ表达显著下调 （Ｐ＜
００１），见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧＲＰ７８ａｎｄＣＨＯＰｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓ
ｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝８．＃＃Ｐ＜００１
ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图３　各组大鼠ＣＲＰ７８和ＣＨＯＰ的表达变化

４　各组大鼠肝细胞凋亡情况
　　正常对照组大鼠肝细胞可见极少凋亡细胞，模
型组凋亡细胞增多；姜黄素组大鼠的凋亡肝细胞较

模型组减少，见图４。

讨　　论

　　ＮＡＳＨ的发病机制仍不十分明确，被广泛接受的
是“二次打击”学说，即脂类在肝细胞沉积为第１次
打击过程，由此引发的一系列细胞毒性反应为第 ２
次打击［１２－１３］，进一步导致肝脏损伤。目前研究表

明，ＮＡＳＨ的发病过程是多因素共同作用的结果，过
度的 ＥＲＳ能造成肝细胞功能失调，诱发肝细胞凋亡
的发生［１４］，而肝细胞凋亡可被游离脂肪酸诱导引起

脂肪代谢紊乱并进一步诱发 ＥＲＳ，最终导致 ＮＡＳＨ
的出现［１５１７］。ＧＲＰ７８是位于内质网膜上辅助内质网
中新生肽形成正确构象的蛋白，当内质网中未折叠

及错误折叠蛋白蓄积增加时，ＧＲＰ７８蛋白与 ＰＥＲＫ
分离［１５］，表达上调，故被认为是ＥＲＳ启动信号，这为
临床判断肝细胞内质网的应激状态提供了思路，即

检测ＧＲＰ７８蛋白表达水平高低［１８］。ＣＨＯＰ存在于
细胞质中，在ＥＲＳ激活时而转至细胞核，通过下调抗
凋亡基因Ｂｃｌ２以及上调促凋亡成员 Ｂｉｍ的表达促
进细胞凋亡，因此被认为是ＥＲＳ最主要的凋亡因子。
　　本研究采用高脂饮食构建 ＮＡＳＨ模型，显示模
型组ＡＬＴ和 ＡＳＴ高于正常对照组，并出现了肝细胞
脂肪变性和炎症因子浸润，凋亡细胞明显增多，提示

造模成功；而经姜黄素治疗后，肝细胞脂肪变性、炎

症细胞浸润及肝细胞凋亡程度、以及肝功能（ＡＬＴ和
ＡＳＴ）均显著下降，提示姜黄素对 ＮＡＳＨ大鼠肝脏具
有保护作用。姜黄素是从植物姜黄中提取的有效物

质，国内外研究发现姜黄素具有抗炎、抗氧化应激、

抗肿瘤和抗纤维化等药理作用［１９］；姜黄素可减轻衣

霉素诱导ＥＲＳ引起的肝损伤［２０］，同时能够清除自由

基，防止脂质过氧化。随着临床对姜黄素的抗肿瘤

作用的持续关注和深入，有研究指出姜黄素能够通

Ｆｉｇｕｒｅ４．Ｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｈｅｐａｔｏｃｙｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｃｕｒｃｕｍｉｎｇｒｏｕｐ．Ｂｌａｃｋａｒｒｏｗ：ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｃｅｌｌｓ．

图４　肝细胞凋亡结果
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过ＥＲＳ途径诱导癌细胞的细胞周期阻滞和凋亡，抑
制癌细胞活性［２１］。姜黄素可通过ＣＨＯＰ途径抑制肝
癌细胞增值，其增殖抑制作用与药物浓度及作用时

间有关［２２］。而本研究结果也证实模型组大鼠

ＧＲＰ７８及ＣＨＯＰ蛋白的表达较正常对照组均增高，
说明ＮＡＳＨ大鼠肝细胞发生内质网应激并诱导产生
肝细胞凋亡；姜黄素组大鼠 ＧＲＰ７８和 ＣＨＯＰ蛋白的
表达降低。由此可见，姜黄素可通过下调 ＧＲＰ７８和
ＣＨＯＰ表达抑制ＥＲＳ发生，从而减轻肝细胞凋亡，发
挥保护肝脏的作用。

　　综上所述，姜黄素能改善 ＮＡＳＨ大鼠肝功能、减
轻其病理学改变、减轻肝细胞凋亡的生理作用可能

与其抑制 ＥＲＳ有关，为临床应用姜黄素治疗 ＮＡＳＨ
提供了依据。但因本研究样本量有限，需要扩大样

本量进一步研究。
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