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电针对非酒精性脂肪肝大鼠肝细胞角蛋白１８表达的影响
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　　摘　要：目的　研究电针对非酒精性脂肪肝（ＮＡＦＬＤ）大鼠肝细胞角蛋白１８（ＣＫ１８）表达的影响。方法　将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠分为

正常组和造模组，造模组大鼠模型建立成功后，再分为ＮＡＦＬＤ模型组、药物组、电针组，药物组给予东宝肝泰灌胃，电针组针刺脾

俞、丰隆、阳陵泉、三阴交穴。治疗４周后处死所有动物，观察肝组织病理学变化情况；采用比色法检测肝内丙二醛（ＭＤＡ）含量、

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性的变化，免疫组化法检测ＣＫ１８的表达。结果　与ＮＡＦＬＤ模型组比较，电针组和药物组大鼠肝组织

脂肪变性得到不同程度的减轻；肝脏ＣＫ１８表达均受抑制；肝内 ＭＤＡ均有不同程度的降低（犘＜０．０１；犘＜０．０５），ＳＯＤ活性升高

（犘＜０．０１；犘＜０．０５）。结论　电针治疗可能通过抑制肝脏ＣＫ１８表达的上调，减轻脂质过氧化反应。
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　 　 非 酒 精 性 脂 肪 肝 （ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，

ＮＡＦＬＤ）是指排除过量饮酒及其他明确的肝损害因素所致的

以肝细胞内脂质沉积和变性为主要特征的临床病理综合征［１］。

随着肥胖症和糖尿病患者的日益增多，ＮＡＦＬＤ患病率迅速上

升［２］。其发病机制尚不完全清楚，研究发现细胞角蛋白１８（ｃｙ

ｔｏｋｅｒａｔｉｎ１８，ＣＫ１８）在ＮＡＦＬＤ中的高表达导致脂质过氧化反

应增强是脂肪肝发生、发展的重要因素［３］。近年来临床采用针

刺治疗ＮＡＦＬＤ疗效确切
［４５］。本研究通过电针干预 ＮＡＦＬＤ

大鼠，观察大鼠肝脏ＣＫ１８表达及肝内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）

活性、丙二醛（ＭＤＡ）含量的变化，从而探讨电针治疗脂肪肝的

作用机制，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠购自重庆医科大学动物实验中

心［动物使用许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００１］；胆固醇购自上

海生工化学试剂厂；猪油为市售；东宝肝泰片剂购自中国通化

东宝药业股份有限公司，配制成１％的混悬液；ＭＤＡ、ＳＯＤ、

ＣＫ１８抗体购自南京建成生物有限公司；即用型ＳＡＢＣ免疫组

化染色试剂盒购自武汉博士德生物工程公司；一次性无菌针灸

针购自江苏医疗用品有限公司。匀浆机、低温离心机、加液器、

紫外分光光度计、光学显微镜、图像采集系统、图像分析系统等

设备由重庆医科大学中医药实验室和基础医学院提供。

１．２　方法

１．２．１　分组与造模　雄性ＳＰＦ级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠４３只，体质量

（２００±２０）ｇ，适应性饲养７ｄ，标记后分为正常组（狀＝１１）和造

模组（狀＝３２）。造模组采用陈世清高脂饮食法建立ＮＡＦＬＤ大

鼠模型［６］，喂养饲料由２０ｇ／Ｌ胆固醇、１００ｇ／Ｌ猪油和８８０ｇ／
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Ｌ普通饲料混合组成（由重庆医科大学动物实验中心按配方配

制）。８周后随机处死正常组大鼠１只和造模组大鼠２只，取肝

脏做病理组织学检查以验明造模情况。将余下的造模组大鼠

３０只予以标记后再分为３组：ＮＡＦＬＤ模型组（狀＝１０）、电针组

（狀＝１０）、药物组（狀＝１０）。模型组不做任何治疗；电针组给予

电针治疗；药物组给予东宝肝泰灌胃。根据活血化淤、化痰利

湿的治则，取三阴交、丰隆、脾俞、阳陵泉穴。所取穴位参照《实

验针灸学》［７］定位。针刺方法：置大鼠于固定器中（重庆医科大

学中医药实验室自制）中，取双侧穴位，用规格为０．３ｍｍ×５０

ｍｍ的毫针，分别剌入４～６ｍｍ深度。然后接通电子针灸治

疗仪（苏州医疗用品有限公司制造），采用强度２Ｖ，频率１０Ｈｚ

的疏密波［８］，疏波和密波自动交替，以大鼠下肢抖动为宜，保持

清醒状态，每天１次，每次２０ｍｉｎ，连续４周。药物组大鼠按照

０．２８ｇ／ｋｇ（１％的混悬液２０ｍＬ／ｋｇ）灌胃
［９］，每天１次，连续４

周。治疗期间，模型组大鼠分别置入固定器中２０ｍｉｎ，连续４

周。正常组始终喂以基础饲料，模型组、药物组和电针组继续

饲以高脂饲料。

１．２．２　检测指标及检测方法　（１）肝脏生化指标检测：取大鼠

肝右叶，在４℃下加生理盐水制成１０％的肝匀浆液，３０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取上清液，ＳＯＤ活性测定采用黄嘌呤氧化

酶比色法；ＭＤＡ含量测定采用硫代巴比妥酸比色法，严格按

试剂盒说明书进行检测。（２）免疫组化检查：肝脏以１０％甲醛

固定，常规石蜡切片（切片厚度约４μｍ），每块组织切片３张。

采用ＣＫ１８单克隆抗体进行免疫组化染色（ＡＢＣ法），ＤＡＢ显

色，显微镜下观察。ＣＫ１８免疫组化显示棕黄色颗粒为阳性，

每张切片最少取２０个高倍视野观察棕黄色颗粒染色程度，用

ＩＰＰ６．１免疫组化分析软件对图片阳性区域进行累积光密度值

（ＩＯＤ）的量化测定。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件包进行统计学分析，

计量资料用狓±狊表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较选用ＳＮＫ法。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．　模型的验证　实验过程中，造模组大鼠体质量明显增加、

形体肥胖。肉眼可见造模组大鼠肝脏体积增大，颜色变黄；光

镜下 ＨＥ染色显示正常组大鼠肝小叶结构清晰，肝细胞呈放射

状整齐排列，造模组肝细胞出现中度至重度的脂肪变性，肝索

紊乱，大量的肝细胞肿胀呈圆形，细胞间界限不清，偶尔可见碎

屑样坏死，细胞核被脂肪空泡挤到肝细胞的边缘，病理学检查

可证实造模组大鼠脂肪肝已形成（图１）。

　　Ａ：正常组；Ｂ：造模组。

图１　　正常组与造模组大鼠肝组织病理切片（ＨＥ×４００）

２．２　肝组织病理形态变化　至１２周末，肉眼观察正常组大鼠

肝色鲜红；模型组肝脏体积增大，颜色偏黄，电针组和药物组大

鼠肝色接近正常组。光镜下：正常组肝小叶结构清晰，肝细胞

形态正常，呈放射状整齐排列；模型组肝细胞出现中度至重度

的脂肪变性，肝索紊乱，大量的肝细胞肿胀呈圆形，细胞间界限

不清，胞质内充满以大泡型为主的脂肪空泡或脂滴，偶尔可见

碎屑样坏死；电针组肝脏病理形态接近正常组，肝细胞结构趋

于正常，胞质疏松，肝窦增宽，极少数肝细胞内可见小脂滴，无

炎性细胞浸润；药物组有少数肝细胞内可见小泡型脂滴，未见

坏死及纤维组织增生，有少量炎性细胞浸润。与模型组比较，

电针组和药物组大鼠肝组织脂肪变性程度和炎性损伤均有不

同程度的改善，电针组改善较为明显（图２）。

　　Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：电针组；Ｄ：药物组。

图２　　各组大鼠肝组织病理学改变（ＨＥ×４００）

　　：犘＜０．０１，与正常组比较；：犘＜０．０１，＃：犘＜０．０５，与模型组

比较。

图３　　各组大鼠肝ＳＯＤ和 ＭＤＡ含量比较（狓±狊，狀＝１０）

２．３　各组大鼠肝ＳＯＤ和 ＭＤＡ含量变化　模型组与正常组

比较，ＳＯＤ显著下降（犘＜０．０１），ＭＤＡ显著升高（犘＜０．０１）；

与模型组比较，电针组和药物组ＳＯＤ显著升高（犘＜０．０１；犘＜

０．０５），ＭＤＡ显著降低（犘＜０．０１；犘＜０．０５），见图３。

２．４　各组大鼠肝组织ＣＫ１８表达　ＣＫ１８免疫组化显示棕黄

色颗粒为阳性。正常组几乎未显示阳性表达细胞；模型组显示

ＣＫ１８阳性表达细胞数量比正常组明显增多；与模型组比较，

电针组和药物组ＣＫ１８阳性表达细胞数量均减少，电针组阳性

表达细胞数量的减少更显著（图４）。

　　采用ＩＰＰ６．１软件对图片阳性区域进行ＩＯＤ测定，见图５。
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与正常组比较，模型组ＩＯＤ值显著升高（犘＜０．０１），为强阳性

表达；与模型组比较，电针组和药物组ＣＫ１８免疫组化ＩＯＤ值

显著降低（犘＜０．０１；犘＜０．０５）。

　　Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：电针组；Ｄ：药物组。

图４　　各组大鼠肝ＣＫ１８免疫组化染色（×４００）

　　：犘＜０．０１，与正常组比较；：犘＜０．０１，＃：犘＜０．０５，与模型组

比较。

图５　　各组大鼠肝ＣＫ１８免疫组化ＩＯＤ值变化

３　讨　　论

ＮＡＦＬＤ发病机制极其复杂，“二次打击”学说是目前比较

公认的ＮＡＦＬＤ的发病和进展机制，即胰岛素抵抗（ＩＲ）和脂质

过氧化（ＬＰ）。首次打击主要指胰岛素抵抗影响脂质代谢导致

的肝细 胞 内 脂 质 沉 积 和 脂 肪 变 性，形 成 单 纯 性 脂 肪 肝

（ＮＡＦＬ）；二次打击主要以脂质过氧化、促炎性细胞因子释放

等因素导致脂肪变性的肝细胞发生炎症、坏死，引起非酒精脂

肪性肝炎（ＮＡＳＨ）。近年研究发现ＣＫ１８与二次打击所造成

的肝损伤关系密切［１０１１］。

ＣＫ１８是表达于成熟上皮细胞的中间丝蛋白，是肝细胞凋

亡和坏死过程中相对特异的一种蛋白。ＣＫ１８作为一种细胞坏

死的生物标志物，被认为是新发现与 ＮＡＦＬＤ相关的指标，目

前对ＣＫ１８参与ＮＡＦＬＤ机制的研究尚处于起步阶段，许多研

究结论尚存在分歧。ＣＫ１８在肝细胞病理生理过程中起着重

要作用，环境损伤如嗜肝病毒、药物和乙醇等因素引起的持续

损害使ＣＫ１８基因发生了改变，导致ＣＫ１８表达的异常从而使

肝病进展甚至进入终末期［１２］。研究发现ＣＫ１８在肝脏“二次

打击”过程中发挥重要作用，参与 ＮＡＦＬＤ的发生和进展，以

ＩＲ等因素导致的ＬＰ反应增强一方面造成肝细胞炎性坏死，促

进ＣＫ１８片段从坏死的肝细胞中释放到血中
［１３］，另一方面对

肝造成持续损害，促使ＣＫ１８基因发生改变，导致肝ＣＫ１８表

达异常，从而使 ＮＡＦＬＤ肝病持续发展至终末期
［１４］。ＳＯＤ可

有效清除体内超氧阴离子，其活性的变化间接反映机体内自由

基的生成和代谢。ＭＤＡ是脂质过氧化终产物，含量可间接反

映脂质过氧化的程度。

本实验结果表明，与模型组比较，病理学结果显示电针组

和药物组大鼠肝脂肪变性程度和炎性损伤均有不同程度的改

善；ＭＤＡ含量均有不同程度的降低，ＳＯＤ活性升高；免疫组化

显示肝ＣＫ１８表达受到一定程度的抑制。以上研究结果证实

电针治疗在一定程度上改善了 ＮＡＦＬＤ大鼠的肝脏脂肪变性

和炎性损伤。推测其机制可能是电针通过抑制 ＮＡＦＬＤ大鼠

肝ＣＫ１８表达的上调，减轻脂质过氧化反应，增强了机体的抗

氧化能力，以此保护肝细胞免受损伤。

ＮＡＦＬＤ在中医学中无独立的病名，可归属于“胁痛”、“肝

着”、“积聚”等范畴。中医认为其主要病机为肝脾气化失司、痰

浊内蕴、湿邪内生，致使后期肾精亏虚，肝、脾、肾功能失调，终

致滞气、淤血、痰湿相互搏结，痹阻于肝脏脉络而成。临床采用

针刺疗法治疗本病，以达疏肝健脾、理气燥湿、活血化淤之功，

降脂作用肯定。实验证明三阴交和丰隆穴可加快脂肪代谢和

促进血液循环；脾俞和阳陵泉穴善长调节消化系统功能［１５］。

本次实验针刺大鼠脾俞、丰隆、三阴交、阳陵泉穴，加用电针治

疗，使ＮＡＦＬＤ大鼠获得了明显的疗效。此研究结果对应用电

针治疗ＮＡＦＬＤ有一定的参考价值。

参考文献：

［１］ 中华医学会肝脏病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组．非

酒精性脂肪性肝病诊疗指南［Ｊ］．中华肝脏病杂志，２０１０，
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ｔｏｌｏｇｙ，２００６，４４（３）：５２１５２６．
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理抗原，通过高表达主要组织相容性复合体（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍ

ｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）分子、共刺激分子、细胞黏附因子１

（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）以及淋巴细胞

功能相关抗原（ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ１，ＬＦＡ

１）等细胞表面分子，在体内外能有效激发初始和继发性Ｔ细

胞免疫应答效应，同时可分泌辅助性Ｔ细胞１型细胞因子ＩＬ

１２，诱导Ｔ细胞和自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）产生ＩＦＮ

γ和增强激活 ＮＫ细胞的细胞毒活性。ＣＩＫ细胞是由多种细

胞因子如ＩＬ２、ＩＦＮγ和ＣＤ３单克隆抗体等诱导的一种免疫

活性细胞，兼有Ｔ淋巴细胞强大的抗瘤活性与 ＮＫ细胞的非

主要组织相容性复合物（ＭＨＣ）限制性杀瘤特点，并通过分泌

高水平的ＩＬ１２、ＩＦＮγ等辅助性Ｔ细胞１类细胞因子，以调节

体内其他细胞因子的分泌达到促进ＣＩＫ对肿瘤细胞杀伤作用

的敏感性，起到抑制肿瘤和杀伤肿瘤的作用［７］。将具有强大肿

瘤抗原提呈能力的ＤＣ与具有高效杀瘤活性的ＣＩＫ细胞共培

养，二者可分别通过识别抗原、激活获得性免疫系统和发挥自

身的细胞毒活性、分泌细胞因子协同杀伤肿瘤细胞，从而形成

高效能的免疫效应。本研究证实ＤＣＣＩＫ组培养上清液中ＩＬ

１２、ＩＦＮγ浓度水平明显高于ＣＩＫ组及其他两组。可见，大量

分泌细胞因子是ＤＣＣＩＫ细胞抗肿瘤免疫效应的重要机制。

本研究通过体外诱导扩增 ＤＣ和ＣＩＫ细胞，将其一起培

养，观察共培养物ＤＣＣＩＫ细胞对前列腺癌细胞的杀伤作用。

结果显示ＤＣＣＩＫ细胞能产生强大的抗前列腺癌效应，比同条

件下单纯ＣＩＫ细胞抗肿瘤活性增强，与方慧云等
［８］报道的ＤＣ

ＣＩＫ细胞抗鼻咽癌免疫应答效果一致。同时也证实 ＤＣＣＩＫ

细胞具有比ＣＩＫ细胞更强的抗肿瘤活性。ＣＩＫ细胞属于异质

细胞群，其抗肿瘤作用与ＣＤ３＋ＣＤ８＋、ＣＤ３＋ＣＤ５６＋双阳性细

胞及分泌细胞因子的水平密切相关。同时ＣＩＫ细胞又是具有

ＮＫ活性的Ｔ细胞，具有Ｔ细胞的抗肿瘤活性和ＮＫ细胞的非

ＭＨＣ限制性杀瘤优点
［９］。本研究结果表明，ＤＣＣＩＫ细胞具

有高表达ＣＤ８＋ 细胞和ＣＤ３＋／ＣＤ５６＋ 细胞，即产生了大量的

ＮＫ细胞样淋巴细胞和细胞毒性淋巴细胞，使抗前列腺癌细胞

的免疫效应进一步增强。同时 ＤＣ的抗原提呈作用能促使

ＣＩＫ细胞分泌ＩＦＮγ的时间延长，分泌量增加，进一步增强对

肿瘤细胞的细胞毒活性。本研究结果显示，ＤＣＣＩＫ细胞作为

一类强大的抗肿瘤免疫效应细胞，可作为一种抗前列腺癌的免

疫治疗方法。
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