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非酒精性脂肪性肝病大鼠肠粘膜紧密连接蛋白 ZO-1

及肌球蛋白轻链激酶的变化 *
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摘要目的：研究不同阶段非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）大鼠肠粘膜紧密连接蛋白 ZO-1及肌球蛋白轻链激酶（MLCK）的变化。

方法：将 60只雄性清洁级 SD大鼠随机分为两组：正常饮食组（NDG）和高脂饮食组（FDG）。于 4周、8周、12周时观察各组大鼠肝

脏病理学改变；应用 ELISA方法测定各阶段大鼠血清谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）、甘油三酯（TG）、胆固醇（CHOL）的

变化；应用鲎实验测定各阶段大鼠门静脉血中内毒素（ET）水平；应用免疫组化方法检测肠道粘膜肌球蛋白轻链激酶（MLCK）及

紧密连接蛋白（ZO-1）的表达及分布情况。结果：随着高脂饮食时间增长，高脂饮食组大鼠肝脏脂肪变性程度逐渐加重；血清 ALT、

AST、TG、CHOL水平逐渐升高（4周时，P>0.05, 8周和 12周时 P<0.05）；大鼠血浆内毒素的水平逐渐上升（0.11± 0.01比 0.11±

0.01, P>0.05；0.36± 0.01比 0.11± 0.01，P<0.05；0.44± 0.15比 0.18± 0.03，P<0.05）；高质饮食组较正常饮食组大鼠紧密连接蛋白

ZO-1表达逐渐下降（3.6± 0.7比 3.9± 0.32，P>0.05；2.8± 0.63比 3.8± 0.42，P<0.05；1.8± 0.79比 3.7± 0.48，P<0.05），MLCK表达

逐渐增多（0.5± 0.53比 0.3± 0.48，P>0.05；1.3± 0.48比 0.4± 0.52，P<0.05；1.9± 0.74比 0.5± 0.53，P<0.05）。结论：肠粘膜紧密连接

蛋白 ZO-1及MLCK可通过影响肠粘膜屏障功能，改变肠粘膜的通透性，促进非酒精性脂肪肝病发生发展。
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Changes of Intestinal Mucosal Tight Junction Protein ZO-1 and MLCK in
Different Stages of Nonalcoholic Fatty Liver Disease Rats*

To investigate the expression and distribution of the intestinal mucosal tight junction protein zonula

occluden-1 (ZO-1) and myosin light chain kinase (MLCK) in rats from the different stages of nonalcoholic fatty liver disease(NAFLD).

Sixty Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into two groups: normal diet group (NDG) and high fat diet group

(FDG). The pathologic changes of hepatic tissue were assessed by Hematoxylin-Eosin (HE) staining at 4 weeks, 8 weeks, 12 weeks. The

expression levels of alanine aminotransferase(ALT), aspartate transaminase(AST), triglyceride(TG), cholesterol(CHOL) of two groups in

serum were evaluated by enzyme linked immune sorbent assay(ELISA). The expression levels of the plasma Endotoxin(ET) in rats from

different stages of NAFLD were quantified by limulus test. The expression and distribution of ZO-1 and MLCK were determined by

immunohistochemistry. As time went on, the degree of hepatic steatosis gradually increased in rats feed with high fat diet. The

levels of ALT, AST, TG, CHOL in serum and ET in plasma were gradually elevated in high fat diet group (0.11± 0.01 vs 0.11± 0.01,

P>0.05; 0.36± 0.01 vs 0.11± 0.01, P<0.05; 0.44± 0.15 vs 0.18± 0.03, P<0.01). The result of immunohistochemistry showed that the

expression of tight junction ZO-1 in high fat diet group gradually decreased (3.6± 0.7 vs 3.9± 0.32, P>0.05; 2.8± 0.63 vs 3.8± 0.42,

P<0.05; 1.8± 0.79 vs 3.7± 0.48, P<0.01), while the expression of MLCK gradually increased (0.5± 0.53 vs 0.3± 0.48, P>0.05; 1.3±

0.48 vs 0.4± 0.52, P<0.05; 1.9± 0.74 vs 0.5± 0.53, P<0.01). Intestinal mucosal tight junction protein ZO-1 and MLCK play

a role in intestinal barrier dysfunction, which may result in the increase of intestinal mucosal permeability and the development and

progression of NAFLD.

Nonalcoholic fatty liver disease; Intestinal mucosal barrier; Myosin light chain kinase; Tight junction protein zonula

occluden-1
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前言

非酒精性脂肪肝病 (non alcoholic fatty liver disease,

NAFLD)是一种代谢性应激性疾病，具体的发病机制尚未明确
[1，2]。一直以来广受学者认可的学说主要有 "两次打击学说 "及

"肝 -肠轴学说 "[3，4]。最新的国外实践指南[5]将 NAFLD分为两

类：非酒精性脂肪肝(non alcoholic fatty liver, NAFL)和非酒精

性脂肪性肝炎(non alcohol steatohepatitis, NASH)。有研究提出：

NAFLD可进一步发展为肝硬化甚至肝癌[6，7]。

近年来，关于非酒精性脂肪性肝病与肠粘膜屏障的研究逐

渐受到越来越多的关注[8-10]。正常的肠粘膜屏障可分为：肠粘膜

机械屏障、肠粘膜化学屏障、肠粘膜生物屏障、肠粘膜免疫屏

障。肠道屏障功能及器质上的完整性对维持机体尤为重要。肠

粘膜紧密连接蛋白 ZO-1及 MLCK为细胞间紧密连接的重要

组成部分，ZO-1属于紧密连接结构中的细胞质蛋白，主要定位

于细胞间紧密连接的细胞膜表面，具有信号转到功能，调节细

胞间的封闭性；MLCK是一类钙 /钙调蛋白依赖性酶，该激酶

可通过磷酸化肌球蛋白轻链，促进肌球蛋白与肌动蛋白微丝相

互作用，从而产生细胞骨架的收缩活动，影响细胞间紧密连接

作用。关于非酒精性脂肪肝病发展进程中肠道粘膜损伤的具体

发病机制尚未完全清晰。本文通过研究不同阶段 NAFLD大鼠

与肠粘膜紧密连接蛋白闭锁小带蛋白 -1 (zonula occluden-1,

ZO-1)及肌球蛋白轻链激酶(myosin light chain kinase, MLCK)的

变化，以及探知两者是否存在密切关联，进而为临床预防及控

制 NAFLD发生发展提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

雄性清洁级 SD大鼠 60只，鼠龄为一月，体重约 200 g，购

自山东省青岛市福德养殖公司。胆固醇、猪胆盐(上海蓝季科技

发展有限公司)，蛋黄粉 (哈尔滨市南岗区宝来科研试剂经销

部）。牛血清白蛋白 (上海蓝季科技发展有限公司，批号

120605），SV0002-兔 IgG两步法免疫组化检测试剂盒(武汉博

士德生物有限公司，产品编号 SV0002），Rabbit Anti-MLCK(北

京博奥森生物技术有限公司，产品编号：bs-4705R），Rabbit An-

ti-ZO-1 (武汉博士德生物有限公司，产品编号 BA2825），DAB

(辣根过氧化物酶）显色试剂盒(武汉博士德生物有限公司，产品

批号：AR1025）。显色基质鲎试剂（厦门市鲎试剂试验厂有限公

司，批号：CE80845）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及建模 SD大鼠适应性喂养一周随机分为两

组：正常饮食组(Normal diet group, NDG)和高脂饮食组(Fat diet

group, FDG)，各 30只。正常饮食组给予普通大鼠饲料，高脂饮

食组给予一定配比的高脂饲料（普通饲料 80.5%，胆固醇 2%，

蛋黄粉 10%，猪胆盐 0.5%，猪油 7%）[11]。

1.2.2 标本收集与保存 在 4周、8周、12周时随机选取正常

饮食组及高脂饮食组各 10只大鼠。取门静脉血离心后取血浆

通过鲎实验方法测定门静脉中内毒素水平。取大鼠下腔静脉血

离心后留取血清测定血清中谷丙转氨酶、谷草转氨酶、总胆固

醇、甘油三酯水平。取肝脏（大小约为 1.0 cm*0.5 cm）及小肠组

织（空回肠动脉各 1份，长约 1 cm）保存于 4%的多聚甲醛中，

包埋后保存待下一步进行 HE染色及免疫组化。

1.2.3 肝脏病理组织学检测 将收集好的肝脏组织标本取出，

通过 HE染色法（苏木精 -伊红染色法），观察肝脏脂肪变性程

度及有无炎性细胞浸润。

1.2.4 免疫组化：小肠粘膜 ZO-1、MLCK表达情况 应用免疫

组化方法检测大鼠小肠粘膜紧密连接蛋白 ZO-1、MLCK表达

情况，通过高倍显微镜镜判断细胞的阳性染色情况。阳性判断

标准为：细胞内呈棕色反应颗粒。按照阳性细胞所占百分比计

数：-（无显色细胞，用 "0" 表示）、±（显色细胞在 0-25%，用

"1"表示）、+（显色细胞在 25%-50%，用 "2"表示）、++（显色细

胞在 50%-75%，用 "3"表示）、+++（显色细胞大于 75%，用 "3"

表示）[12]。

1.3 统计学分析

对数据进行处理和分析，计量资料应用 t检验，P<0.05有

统计学意义；免疫组化结果为半定量数据，因此组间差异可采

用秩和检验，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠一般状况

正常饮食组大鼠皮毛有光泽，无脱毛、出血等现象，无腹泻

及血便，食欲好，动作灵活，行走姿势正常。高脂饮食组大鼠随

着高脂饮食时间延长，大鼠出现活动度减低，懒动，进食量较前

略有减少，有出现脱毛现象，少数出现大便不成形，尿频等现

象。对比两组大鼠体重增长情况 FDG体重均较 NDG高，前四

周时大鼠体重均增长较快，8周时两组体重增长基本持平，12

周时大鼠体重增长速度明显减慢，对比两组体重水平，高脂饮

食组体重仍高于 NDG。

2.2 大鼠肝脏病理学变化

2.2.1 肝脏大体病理学变化 正常组 SD大鼠肝脏呈暗红色，

细腻，边缘柔软，各肝叶体积正常。高脂饮食组大鼠随着时间增

长，肉眼观肝脏颜色变浅，体积增大，边缘变钝，12周时大鼠肝

脏体积较同期正常组增大，肝被膜紧张，边缘圆钝，表面呈粗颗

粒状，切面油腻感（见图 1）。

2.2.2 肝脏 HE染色病理学变化 正常饮食组大鼠肝脏病理

学表现为：肝小叶结构完整，肝板排列整齐，肝细胞大小正常，

无脂肪变性及炎性细胞浸润。4周时高脂饮食组大鼠肝小叶结

构正常，肝细胞有少量的脂肪沉积；8周时高脂饮食组大鼠肝

细胞脂肪变性程度加重，变性的肝细胞浆内出现大小不一的空

泡，部分融合为一大空泡，形似脂肪细胞，肝小叶汇管间有少量

炎性浸润；12周时高脂饮食组大鼠呈弥漫性肝细胞脂肪变性，

以大泡性为主，少数标本出现点状坏死，大部分出现汇管区炎

性细胞（见图 2）。

2.3 血液中 AST、ALT、CHOL、TG、ET水平变化

分别对比 4周、8周、12周大鼠血清 CHOL、TG，发现随着

高脂饮食的时间的延长，血清 CHOL、TG水平逐渐升高(P<0.

05)（见表 1）。对比各阶段大鼠血清中 ALT、AST，在 4周时两组

指标无明显差异（P>0.05）,在 8周和 12周时高脂饮食组明显高

于同时期正常饮食组，差异具有统计学意义（P<0.05）。对比两

组血浆中 ET的含量，发现 4周时两组 ET含量无明显差异，差
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AST（U/L） ALT (U/L) CHOL(mmol/L) TG (mmol/L) ET(EU/mL)

4W NDG 127.35± 0.87 37.65± 1.28 0.79± 0.11 0.36± 0.03 0.11± 0.01

FDG 128± 1.02 38.47± 1.74 1.82± 0.22 0.54± 0.03 0.11± 0.01

P 0.15 0.25 <0.01 <0.01 0.89

8W NDG 127.58± 1.03 37.81± 1.07 0.84± 0.07 0.36± 0.02 0.11± 0.01

FDG 134.27± 1.43 54.47± 3.54 1.81± 0.06 0.56± 0.04 0.36± 0.01

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

12W NDG 127.88± 1.09 37.97± 0.79 0.84± 0.07 0.38± 0.02 0.18± 0.03

FDG 188.67± 10.74 58.97± 1.06 2.09± 0.14 0.67± 0.03 0.44± 0.15

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

表 1 ALT、AST、CHOL、TG、ET的水平变化(x依s)
Table 1 Changes of ALT, AST, CHOL, TG, ET levels

异不具有统计学意义；对比 8 周、12 周时 ET 含量，高脂饮食

组高于对照组，且差异具有统计学意义（P<0.05）。具体数据见

表 1。

图 1大鼠肝脏大体病理学表现：图 1A为正常饮食组，1B、1C、1D分别为 4周、8周、12周高脂饮食组大鼠。图 2大鼠肝脏病理学表现：图 2A为正

常饮食组，2B、2C、2D分别为 4周、8周、12周高脂饮食组大鼠肝脏病理学表现 10× 40

Fig.1 Observation of the whole liver in rats: Fig. 1A is the normal diet group, Fig. 1B, Fig.1C, Fig. 1D were respectively gross morphology changes of liver

in high fat diet group at 4 weeks, 8 weeks, 12weeks. Fig.2 Pathological changes of liver in rats: Fig.2A is the normal diet group, Fig.B, Fig.2C, Fig.D were

respectively pathological changes of liver in high fat diet group at 4 weeks, 8 weeks, 12 weeks.

2.4 小肠粘膜 ZO-1、MLCK免疫组化检测结果

应用免疫组化方法分别检测各组小肠粘膜 ZO-1、MLCK

表达情况。ZO-1在小肠上皮细胞反应呈棕色颗粒状，在正常饮

食组中可见阳性表达率高，细胞内的棕色颗粒最多，且随着饮

食时间的增长 ZO-1在小肠粘膜的表达量变化不大。而高脂饮

食组随着时间的增长 ZO-1阳性染色量减少，即 ZO-1表达量

减低。高脂饮食组大鼠 4周时小肠上皮细胞 ZO-1阳性染色率

与正常组相比有所减少，但差异不具有统计学意义(P>0.05)；8

周和 12周时，对比同阶段两组表达值 P<0.05,差异具有统计学

意义（表 2，图 3）。

正常饮食组大鼠小肠粘膜组织中 MLCK表达极少或者不

表达，而高脂饮食组随着时间的增长MLCK阳性染色量增加，

即MLCK表达量增多。MLCK是一类钙调蛋白依赖酶，通常

在肠粘膜细胞胞浆内表达，通过免疫组化方法可检测到细胞

质内浅棕色的染色颗粒。分别对比正常饮食组与高脂饮食组

4周、8周、12周，4周时 MLCK的表达量两组间无明显差异，

不具有统计学意义（P>0.05）；8周和 12周时 MLCK的表达量

组间有差异的，且差异具有统计学意义（P<0.05）(见表 2及图

4，图 4中黑色箭头所示浅棕色物质为免疫组化后 MLCK阳

性染色物质)。

3 讨论
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图 3大鼠小肠粘膜 ZO-1免疫组化的表达情况：图 3A为正常饮食组，3B、3C、3D分别为 4周、8周、

12周高脂饮食组。图 4大鼠小肠粘膜MLCK免疫组化结果：图 4A为正常大鼠，图 4B、图 4C、图 4D分别表示高脂饮食组 4周、8周、12周。

10× 40

Fig.3 The immunohistocheminical expression of ZO-1 in small intestine mucosa of rats: Fig. 3A is normal diet group, Fig.3B, Fig.3C, Fig.3D are

respectively high fat diet rats at 4 weeks, 8 weeks and 12 weeks. Fig.4 The immunohistocheminical result of MLCK in small intestine mucosa of rats:

Fig.4A is normal diet group, Fig.4B, Fig. 4C, Fig.4D are respectively high fat diet rats at 4 weeks, 8 weeks and 12 weeks.

ZO-1 MLCK

NDG FDG P NDG FDG P

4w 3.90± 0.32 3.60± 0.70 0.24 0.30± 0.48 0.50± 0.53 0.39

8w 3.80± 0.42 2.80± 0.63 <0.01 0.40± 0.52 1.30± 0.48 <0.01

12w 3.70± 0.48 1.80± 0.79 <0.01 0.50± 0.53 1.90± 0.74 <0.01

表 2 正常饮食组与高脂饮食组大鼠小肠粘膜 ZO-1、MLCK表达对比(x依s)
Table 2 Compare the expression of ZO-1 and MLCK at small intestine of rats between normal diet group and high-fat diet group

随着人们生活水平的提高，NAFLD的发病率逐年上升，非

酒精性脂肪性肝病已成为常见疾病之一[13,14]，有关 NAFLD的

研究受到越来越多关注。研究证明，NAFLD发生发展与肥胖、

糖尿病、高血脂症疾病有关[15]。迄今为止，明确的发病机制尚未

系统阐述，目前较为人们所接受的是 "两次打击学说 "：肝脏的

脂肪变性及脂质的过氧化反应产生过量的活性氧及代谢产物

影响了肝细胞的代谢[16]。研究认为，机体对自身代谢产生的活

性氧及代谢产物有一定范围的去毒能力及防御范围，当显著超

过这个范围时，机体内抗氧化物与氧化物之间的动态平衡失

调，出现脂肪沉积于肝细胞内，继续发展可出现炎症细胞的浸

润、细胞坏死及纤维化。因此，肝细胞内脂质特别是甘油三酯

沉积成为了 NAFLD重要的发病原因之一。导致肝细胞脂质

沉积的因素有许多，其中最基础是脂质的摄入异常和线粒体

功能障碍。

本研究通过给予大鼠高脂饮食成功建立从单纯性脂肪肝

到脂肪性肝炎的非酒精性脂肪肝病模型[17,18]。研究发现，4周时

大鼠肝细胞与正常组肝细胞相比仅有少量肝细胞中有脂质沉

积，检测血清中总胆固醇和甘油三酯均有升高，而谷草转氨酶、

谷丙转氨酶以及血液中的内毒素并没有明显改变。该现象提示

在非酒精性脂肪肝处于单纯性脂肪肝阶段时，肝脏功能并未损

伤，提示临床可通过改善饮食，控制脂肪的摄入，减脂活动等肝

脏可恢复至正常。随着高脂饮食时间延长，肝细胞脂质沉积增

多，肝细胞发生脂肪变性，后期肝细胞的汇管区可见炎细胞浸

润，此阶段血液学检测也同时发现不仅总胆固醇、甘油三酯有

显著性改变，谷丙转氨酶、谷草转氨酶、内毒素高脂组均较正常

组高，该现象提示肝脏已进入非酒精性脂肪肝炎阶段，该阶段

不仅存在肝脏功能损伤，肠道粘膜屏障功能也受到损伤，导致

内毒素入血增多，内毒素的增多对于肝脏也是一个极大的负

担，肝脏需处理过量的脂质过氧化反应产生氧化应激产物以及

由肝肠循环所致的不断增多的内毒素，当超过肝脏细胞的处理

能力时，肝细胞将发生变性、坏死等反应。

肠粘膜屏障由肠上皮细胞(intestinal epithelial cell, IEC)、细

胞间的紧密连接(tight junction, TJ)、微绒毛以及粘膜表面的粘

液层等构成，肠道粘膜上皮的完整性的维持对于机体是尤为重

要的，当完整性被破坏时，肠道通透性增加，细菌及内毒素极易

穿透粘膜层进入机体影响各脏器正常代谢。肠道上皮细胞间的

封闭性主要是通过组成紧密连接的各种蛋白分子与肌动蛋白

骨架连接而形成。肠道上皮细胞间的紧密连接由多种结构蛋白

也称为跨膜蛋白（Claudin蛋白、Occludin蛋白、粘附分子(junc-

tional adhesion molecule，JAM)、细胞质蛋白（ZO-1、ZO-2、ZO-3

等）组成。在以上蛋白分子的参与下机体选择性调节离子、氨基

酸、蛋白质等从肠腔向肠粘膜以及血液中转运。肠粘膜紧密连

接蛋白 ZO-1是维持肠屏障功能正常的重要组成部分，因各种

因素导致 ZO-1表达下调时，肠粘膜屏障功能受损，如急性胰腺

炎时肠粘膜 ZO-1表达较对照组明显下降，提示急性胰腺炎时

肠粘膜屏障损伤肠腔内毒素及细菌入血与 ZO-1 的下调相关
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[19]。MLCK为肌动蛋白骨架重要组成之一，与紧密连接蛋白共

同调节肠道屏障功能。研究发现急性重症胰腺炎发生时，小肠

粘膜MLCK蛋白表达上调，肠上皮细胞间紧密连接的完整性

受损，提示急性胰腺炎肠黏膜屏障功能障碍与 MLCK的表达

上调关系密切[20]。本实验通过建立各阶段 NAFLD模型大鼠时

发现正常大鼠肠粘膜 ZO-1 表达较多，MLCK 表达极少。在

NAFLD初期单纯性脂肪肝阶段时 ZO-1及MLCK的表达与正

常组肠粘膜的表达差异并不显著。在逐渐发展为非酒精性脂肪

肝炎过程中（8周和 12周时）大鼠肠粘膜 ZO-1逐渐减少，而

MLCK逐渐增多，内毒素入血明显增多，肝脏功能（AST和

ALT）发生明显改变，表明 ZO-1对于肠粘膜屏障属于正性调节

分子，MLCK属于负性调节分子。这就提示，通过补充 ZO-1分

子或者刺激产生 ZO-1分子，以及给予 MLCK抑制剂抑制ML-

CK的产生，改善肠粘膜屏障受损情况，进而改善肝脏损伤。

综上所述，在非酒精性脂肪性肝病发展过程中，肝脏的脂

肪沉积及脂质的过氧化反应一方面使肝细胞发生脂肪变性及

坏死，另一方面改变了肠道粘膜屏障通透性，引起了肠粘膜紧

密连接 ZO-1、MLCK表达发生改变。通过肠道粘膜屏障功能的

改变，肠道通透性增加，内毒素入血致使肝脏细胞损伤进一步

加重。这说明紧密连接蛋白 ZO-1、MLCK在 NAFLD的发生发

展中具有重要作用。对 ZO-1及MLCK表达进行干预可减少内

毒素入血，减轻肝脏负担，延缓 NAFLD进一步发展为肝炎、肝

硬化的趋势，对于预防和治疗 NAFLD具有重要意义。
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