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维生素 E 和硒对大鼠非酒精性脂肪性肝病解偶联 
蛋白 2 及相关因子表达的影响 
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摘要：采用高脂饮食诱导大鼠非酒精性脂肪性肝病模型，分别给予维生素 E、亚硒酸钠或两者合用干预 5 周，

检测血清中甘油三酯（TG）、胆固醇（TC）、谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）水平、丙二醛（MDA）含

量和超氧化物歧化酶（SOD）活力；观察肝脏病理变化，检测肝组织 UCP2 mRNA 与蛋白表达情况；从而探讨维

生素 E 和硒对非酒精性脂肪肝大鼠肝脏解偶联蛋白 2(UCP2)及相关因子的影响。结果显示，维生素 E 和硒两者合

用组大鼠血清中 TG、TC 含量明显降低，SOD 活力升高显著，肝组织中 UCP2 mRNA 与蛋白表达下调明显。上

述结果表明维生素 E 和硒合用降低氧自由基和脂质过氧化物的生成，下调 UCP2 表达水平的效果最好。 
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Influence of Vitamin E and Selenium on UCP2 and Other 
Correlation Factors in Non-alcoholic  

Fatty Liver of Rats 
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Abstract: Forty male SD rats were randomly divided into five groups：normal、model、Vitamin E、Selenium and 
a combination group. Rats were fed with an improved high fat diet, but a different diet, with the addition of Vitamin E 
(250 mg/kg diet)，Selenite (0.5 mg/kg diet) or both combined, was used in the intervention groups. All subjects were 
terminated at the end of the fifth week. Pathological changes in rat livers were observed. TG, TC, ALT, AST, MDA, SOD 
in serum and expression of UCP2 mRNA and protein in liver tissue were detected. We also studied the effects of Vitamin 
E and Selenium on UCP2 and other correlation factors on the rat model of non-alcoholic fatty liver. The results show the 
levels of TG, TC in the combination group decreased significantly, but the level of SOD activity increased. Expression of 
UCP2 mRNA and protein in rat liver tissue decreased. The conclusion we reached was that a combination of Vitamin E 
and Selenium lowers the levels of ROS, LPO and UCP2 expression, with beneficial results. 
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近年来的研究表明氧应激损害是非酒精性脂

肪性肝病（non-alcoholic fatty liver disease，NAFLD）

的一个重要致病因素，由此提出干预治疗NAFLD
的原则为有选择性的使用抗氧化剂，恢复氧化应激

和 脂 质 过 氧 化 - 抗 氧 化 损 伤 系 统 动 态 平 衡

(Mitsuyoshi et al, 2006)。目前临床上常应用抗氧化

剂预防和治疗NAFLD，硒和维生素E是其中两种重

要的抗氧化剂，它们所具有的抗氧化作用正日益受

到关注。大量实验或临床研究报告表明维生素E和
硒这两种抗氧化剂具有显著的抗衰老、抗肿瘤、预

防心血管疾病、提高机体免疫力等功能(Yakaryilmaz 
et al, 2007; Macao et al, 2007; Kune et al, 2006)；国内

外亦有文献显示维生素E和硒联合应用比单一应用

能进一步提高机体的抗氧化能力(Alvarado et al, 
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2006)；但有关维生素E和硒对非酒精性脂肪肝的干

预治疗作用的研究却少有报道。本实验参考相关文

献确定给予非酒精性脂肪肝大鼠模型维生素E和硒

的干预剂量(Fiskin et al, 2006)，通过给予维生素E和
硒对非酒精性脂肪肝进行干预，进一步探讨这两种

抗氧化物质对非酒精性脂肪肝肝脏UCP2及相关因

子表达水平的影响，为这两种物质的临床应用提供

实验依据。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 
40 只 7 周龄雄性 SD 大鼠，体重 200—300 g，

由重庆医科大学实验动物中心提供。 
1.2  药品和试剂 

维生素 E 片(厦门鱼肝油厂)；亚硒酸钠粉剂（分

析纯）（北京市朝阳区中联化工试剂厂）；超氧化物

歧化酶试剂盒，丙二醛试剂盒均购自南京建成生物

工程研究所；Trizol 试剂购自上海生工生物工程技

术服务有限公司；RT-PCR 试剂盒购自大连 TakaRa
试剂公司；兔抗大鼠 UCP2 多克隆抗体、SABC 免

疫组化染色试剂盒、DAB 显色试剂盒购自武汉博士

德生物工程公司； 
1.3  动物模型的制备 

参照国内外文献对常规高脂饲料进行改良(Ai 
et al, 2005)，在加入猪油、胆固醇的基础上再加入

0.5%胆酸钠、0.2%丙基硫氧嘧啶和 5%蔗糖。 
1.4  动物的分组及标本的采集 

将 40 只 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、维

生素 E 组、硒组、维生素 E 加硒组,每组各 8 只。

正常组给予基础饲料喂养，模型组给予改良高脂饲

料喂养，其他 3 组除给予改良高脂饲料喂养外分别

同时给予维生素 E 250 mg/kg 饲料；亚硒酸钠 0.5 
mg/kg 饲料；维生素 E250 mg/kg 饲料加亚硒酸钠 0.5 
mg/kg 饲料，同一饲养环境下喂养 5 周。大鼠处死

前摘除眼球取血，断颈处死大鼠即刻打开腹腔，从

肝右叶中部切取肝组织，其中一部分液氮保存备

用，剩余部分福尔马林固定做常规光镜观察。 
1.5  指标检测 
1.5.1  生化指标的检测  使用美国康宁全自动生

化仪检测大鼠血清丙氨酸转移酶（ALT）、天冬氨酸

氨基转移酶（AST）、甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)。
另用比色法检测血清中 SOD 活力和 MDA 含量。 
1.5.2  肝脏病理学观察  肉眼观察鼠肝脏的形态、

体积及颜色变化；肝组织石蜡切片作 HE 染色，冰

冻切片作苏丹Ⅳ染色，光镜下进行一般形态学观

察。对肝细胞内经苏丹Ⅳ染色证实的脂质空泡进行

分级。分级标准(The Fatty Liver and Alcoholic Liver 
Disease Group of Hepatopathy Branch of Chinese 
Medical Association, 2002)如下：胞浆内脂质空泡占

肝小叶 1/3—1/2 为轻度脂肪肝，用+表示；占肝小

叶 1/2—2/3 为中度脂肪肝，用++表示；占肝小叶 2/3
以上者或肝细胞弥漫脂肪变性为重度脂肪肝，用

+++表示。 
1.5.3  UCP2 的 RT-PCR 检测  ①总 RNA 提取：从

液氮内取出 100 mg 肝脏组织，加入 1 mL Trizol，彻

底匀浆，提取总 RNA，-70℃冰箱保存待检。 
②引物合成：由 GenBank 获得 UCP2 mRNA 序

列（AB006613），应用 Primer5.0 软件设计 UCP2 的

RT-PCR 引物, 将引物在 Genbank 中进行同源性比

对。引用参考文献 ß-actin 引物（Fan et al, 2005）。
引物设计完成后交大连 TakaRa 公司合成。 

UCP2 引物序列：上游 5′-GACGACCTCCCT- 
TGCCACTT-3′，下游 5′-AGGAAGGAAGGCAT- 
GAACCC-3′，扩增子大小为 200 bp；ß-actin 引物

序列：上游：5′-AACCCTAAGGCCAACCGTGAA- 
AAG-3′，下游：5′-TCATGAGGTAGTCTGTCAG- 
GT-3′，扩增子大小为 241 bp。 

③RT- PCR：将总 RNA 逆转录为 cDNA、PCR
扩增 cDNA、琼脂糖电泳检测扩增产物、凝胶扫描

成像，通过 Quantity one 图像分析软件读取目的电

泳条带的斑点光密度扫描值，以相应标本的 UCP2
斑点光密度值除以内参照 ß-actin 斑点光密度值，两

者的比值作为标本 mRNA 的表达水平值。 
ß-actin PCR 反应条件：94℃ 3 min；94℃ 45 s，

56℃ 45 s，72℃ 45 s，40 个循环；72℃10 min。 
UCP2 PCR 反应条件：94℃ 2 min；94℃30 s，

57℃ 30 s，72℃ 30 s，40 个循环；72℃7 min。 
1.5.4  UCP2 的免疫组织化学检测   肝组织中

UCP2 蛋白免疫组化染色阳性表现为肝细胞胞浆显

示棕黄色颗粒。采用成都金盘电子科大多媒体技术

有限公司 GD-8 型病理影像多媒体图文操作系统进

行 UCP2 蛋白表达范围及程度的分析。 
1.6  统计学处理 

所有数据均使用 SPSS11.5 软件包进行统计学

分析。计量资料用平均数加减标准差（X±SE）的

形式表示，正常组和模型组之间进行两样本均数比
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较，采用 t 检验（正态分布）或 Wilcoxon 秩和检验

（非正态分布）；模型组和 3 个干预组之间采用析

因设计资料的方差分析；其中维生素 E 加硒组与模

型组之间的比较采用 Dunnett’s t 检验的方法；计数

资料的假设检验用 Kruskal—Wallis 秩和检验。 

2  结  果 

2.1  VitE 和 Se 对非酒精性脂肪肝大鼠血清 SOD 
活力和 MDA 含量的影响 

与正常组比，模型组大鼠血清 MDA 含量升高，

SOD 活力明显降低(P<0.05)；对模型组和其余 3 个

干预组进行析因方差分析，结果显示：维生素 E 和

硒对 SOD 活力的影响具有协同作用（P<0.05），与

模型组比，维生素 E 组 SOD 活力无明显变化(P> 
0.05)，而硒组和维生素 E 加硒组 SOD 活力显著增

高（P<0.05）；维生素 E 和硒对 MDA 含量的影响不

具有协同作用（P>0.05），与模型组比，维生素 E
组和硒组 MDA 含量无明显变化(P> 0.05)，而维生

素 E 加硒组 MDA 含量有所降低（P<0.05）；见表 1。 
2.2  VitE 和 Se 对非酒精性脂肪肝大鼠血清丙氨酸 

转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、
甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)的影响 
与正常组比，模型组大鼠血清 AST、TG、TC、

ALT 水平均有明显的升高（P<0.05）。方差分析结

果显示：维生素 E 和硒对 AST、ALT 水平变化不具

有协同作用（P> 0.05），与模型组比，硒组、维生

素 E 组和维生素 E 加硒组 ALT、AST 均无明显变

化(P> 0.05)；维生素 E 和硒对 TG、TC 水平变化具

有协同作用（P<0.05），与模型组比，硒组和维生素

E 组 TG、TC 水平无明显变化(P>0.05)，而硒组加

维生素 E 组 TG、TC 水平有显著降低（P<0.05）,
见表 2。 
2.3  肝脏的病理改变 
2.3.1  肉眼观察  模型组大鼠肝脏体积增大，约为

正常组大鼠肝脏体积的 2 倍，包膜稍紧张，边缘圆

钝，呈淡黄色，有油腻感。维生素 E 组大鼠肝脏体

积增大，约为正常组大鼠肝脏体积的 1.5 倍，呈黄

色；硒组大鼠肝脏体积介于正常组和维生素 E 组大

鼠体积之间，表面可见红色斑点；而维生素 E 加硒

组肝脏颜色、体积接近正常组大鼠肝脏。 
2.3.2  光镜观察  与正常组比，模型组肝细胞内均

可见弥漫性空泡，小叶内见少量的淋巴细胞，未见

明显坏死灶及肝纤维化；与模型组比，维生素 E 组

和硒组大鼠肝细胞内可见少量脂滴；硒加维生素 E
组大鼠的肝细胞脂肪变性程度有改善，炎症细胞浸

润不明显，无坏死和纤维化病变。对各组的脂肪变

性程度进行分级，并经统计学分析显示硒组和维生

素 E 加硒组大鼠脂肪变性程度有所改善(P<0.05)，
见表 3。 
2.4  VitE 和 Se 对非酒精性脂肪肝大鼠肝组织 

UCP2 mRNA 表达的影响 
扩增产物电泳结果见图 1，其光密度值分析结

表 1  大鼠血清的 SOD 活力和 MDA 含量(X±S) 
Tab. 1  The content of MDA and energy of SOD in rat serum (X±S) 

组别 Group 例数 Number SOD(U/mL) MDA(nmol/mL) 

正常组 Normal group 8 714.48±161.21 5.89±1.05 
模型组 Model group 8 312.83±48.81* 13.40±4.24* 
维生素 E 组 Vitamin E group 8 356.03±69.65a 12.83±2.45a 
硒组 Selenium group 8 393.78±42.96b 12.46±0.65a 
维生素 E＋硒组 Combination group 8 525.23±75.52b 8.01±1.78b 

与正常组比,*P<0.05；与模型组比，aP>0.05, bP<0.05。 
*P<0.05 vs normal group；aP>0.05，bP<0.05 vs model group. 

表 2  大鼠血清 ALT、AST、TG、TC 含量(X±S) 
Tab. 2  The content of ALT、AST、TG and TC in rat serum (X±S) 

组别 Group 例数 Number ALT (U/L) AST (U/L) TG (mmol/L) TC ( mmol/L)

正常组 Normal group 8 70.88±2.27 201.84 ±25.87 0.72 ±0.12 1.71 ±0.03 
模型组 Model group 8 91.10±11.16* 209.85±14.98* 1.28±0.61* 12.78±1.47* 
硒组 Selenium group 8 81.44±8.90a 203.71±10.20a 1.23±0.04a 10.76±8.83a 
维生素 E 组 Vitamin E group 8 82.88±14.80a 197.23±10.37a 1.26±0.01a 12.14±1.52a 
维生素 E＋硒组 Combination group 8 84.68±14.49a 196.99±9.20a 0.76±0.11b 5.95±2.46b 

与正常组比，*P<0.05; 与模型组比，aP>0.05，bP<0.05。 
*P<0.05 vs normal group；aP>0.05，bP<0.05 vs model group. 
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果示：与正常组比，模型组肝组织 UCP2 mRNA 表

达强度明显增高(P<0.05)。析因方差分析结果显示：

维生素E和硒对UCP2 mRNA表达强度具有协同作

用（P<0.05）；与模型组比，硒组、维生素 E 组和

维生素E加硒组UCP2 mRNA表达强度均显著降低

（P<0.05）(见表 4)。 
2.5  VitE 和 Se 对大鼠肝组织 UCP2 蛋白表达水平 

的影响 
UCP2 蛋白免疫组化染色显示正常组大鼠肝细

胞呈阴性表达；模型组大鼠中阳性细胞多，呈弥漫

性分布，与肝细胞脂变的严重程度和分布相一致；

维生素 E 组与硒组大鼠中阳性细胞亦呈弥漫性分

布，但表达强度有减弱；而维生素 E 加硒组大鼠中

阳性细胞数目少，主要表达在少数几个肝细胞内，

见图 2。采用病理影像多媒体图文操作系统进行图

像分析，其结果显示与正常组比，模型组 UCP2 蛋

白表达强度明显上调(P<0.05)；析因方差分析结果

显示：维生素 E 和硒对 UCP2 蛋白表达水平具有协

同作用（P<0.05）,与模型组比，硒组和维生素 E 组

UCP2 蛋白表达水平无明显变化(P>0.05),而维生素

E 加硒组 UCP2 蛋白的表达水平显著降低（P<0.05）,
见表 5。 

3  讨  论 

非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）的确切发病机 

表 3  大鼠脂肪变性程度 
Tab. 3  The degrees of steatosis in rats 

 0 + ++ +++ 

正常组 Normal group 8 0 0 0 
模型组 Model group 0 1 2 5 
维生素 E 组 Vitamin E group 0 3 4 1 
硒组 Selenium group b 0 5 3 0 
维生素 E＋硒组  
Combination group b 

0 4 3 1 

与模型组比，bP<0.05 ( bP<0.05 vs model group). 

表 4   UCP2mRNA 表达水平的变化 (X±S) 
Tab. 4  The changes of expression of UCP2mRNA (X±S) 

组别 Group 
例数 

Number 
UCP2/ß-actin

正常组 Normal group 8 0.37 ±0.06 
模型组 Model group 8 0.83±0.08* 
维生素 E 组 Vitamin E group 8 0.64±0.03b 
硒组 Selenium group 8 0.61±0.02b 
维生素 E＋硒组 Combination group 8 0.51±0.07b 

与正常组比, *P<0.05；与模型组比，bP<0.05。 
*P<0.05 vs normal group；bP<0.05 vs model group. 

表 5  UCP2 蛋白面积分光密度值表达 (X±S) 
Tab. 5  The expression of area integral optical densities  

of UCP2 protein (X±S) 

组别 Group 
例数 

Number 

UCP2 

(AIOD/µm2) 

正常组 Normal group 8 0 

模型组 Model group 8 0.11±0.02* 

维生素 E 组 Vitamin E group 8 0.10±0.03a 

硒组 Selenium group 8 0.08±0.06a 

维生素 E＋硒组 Combination group 8 0.02±0.01b 

与正常组比,*P<0.05；与模型组比，aP>0.05，bP<0.05。 
*P<0.05 vs normal group；aP>0.05；bP<0.05 vs model group. 

制目前尚不清楚，但“二次打击学说”较为流行。该

学说认为胰岛素抵抗可导致肝脏脂肪沉积，为

NAFLD 发病机制的一次打击；在肝脏脂肪沉积的

基础上发生的氧应激和脂质过氧化则为二次打击。 
氧应激损害的具体作用机制为：两个恶性循

环。活性氧簇（ROS）能损伤线粒体呼吸链，而呼

吸链的任何部位被阻断均可增加 ROS 的产生，增

加的 ROS 进一步增加氧化性脂质沉积，引起更多

的脂质过氧化，抑制呼吸链的电子传递，形成一个

恶性循环。另一个恶性循环是抗氧化物质的消耗，

脂肪变性导致的脂质过氧化和 ROS 能消耗超氧化

物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽（GSH）和维生素 E 等

抗氧化物质，这些保护性物质的消耗增强了 ROS
对线粒体的损害效应(Petrosillo et al, 2007; Mehta et 
al, 2002)。 

另外，线粒体是细胞 ATP 合成和活性氧生成的

主要部位。UCP2 是 1997 年发现的一种位于线粒体

内膜上的载体蛋白，起质子通道作用，在解偶联状

态下，H+通过 ATP 合成旁路从线粒体膜外重新进入

膜内，从而消除跨膜质子电化学梯度，使线粒体氧

化磷酸化解偶联，阻止线粒体呼吸时将能量合成

ATP(Rousset et al, 2007)。 
有研究表明 NAFLD 时脂肪变的肝细胞 UCP2

表达增强，并可能与高脂饮食、游离脂肪酸增多、

过氧化酶体增殖物激活受体 γ活化，氧化应激增强，

内毒素血症，以及肿瘤坏死因子增多等诸多因素密

切相关 (Collins et al, 2005; Baffy et al, 2002; 
Horimoto et al, 2004)；如 Lee et al(1999)将小鼠肝脏

部分切除，发现术后肝细胞线粒体产物 H2O2 迅速

增加，随后引起 UCP2 表达上升，提示活性氧可以

诱导肝细胞 UCP2 表达。目前，UCP2 在 NAFLD 
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图 1  正常组与模型组、干预组 UCP2 mRNA 表达的 RT-PCR 检测结果 

Fig. 1  RT-PCR products of UCP2 mRNA of normal group、model group and intervention groups 

Lane 1, 2 (Normal group): 1-UCP2, 2-β-actin; Lane 3, 4 (Model group): 3-UCP2, 4-β-actin; Lane 5, 6 (Vitamin E group): 5-UCP2, 
6-β-actin; Lane 7, 8 (Selenium group): 7-UCP2, 8-β-actin；Lane 9, 10 (Combination group): 9-UCP2, 10-β-actin. 

 

图 2  UCP2 免疫组化染色 
Fig. 2  Immunohistochemical of UCP2 

A: 正常组; B: 模型组; C: 维生素 E 组; D: 硒组; E: 维生素 E 加硒组(SABC×400)。 
A: Normal group; B: Model group; C: Vitamin E group; D: Selenium group; E: Combination group (SABC×400). 

中的作用尚无定论，Cheng et al(2003)认为 NAFLD
时肝脂肪变化及其相关改变导致 UCP2 表达增强

时，可通过影响肝内能量贮备等途径使肝细胞对坏

死的敏感性增加，从而促进非酒精性脂肪性肝病的

发生和发展。由此，补充抗氧化物质，减少 ROS
和 LPO 的生成，下调肝脏 UCP2 表达，是寻找有效

防治 NAFLD 措施的新的突破口。 
本实验分析结果显示采用改良高脂饲料 5 周可

成功建立大鼠非酒精性脂肪肝模型；并提示非酒精

性脂肪肝病的发生发展与氧应激和脂质过氧化物

损伤的程度以及 UCP2 表达水平的上调有关。 
同时，本实验采用维生素 E 和硒两种抗氧化物

质对大鼠非酒精性脂肪肝进行干预，维生素 E 通过

清除氧自由基或干扰氧化物链反应来阻止氧化反

应，保护脂质膜免遭自由基攻击，是最重要的脂溶

性断链型抗氧化剂；硒作为人体必需的微量元素，

具有直接清除自由基的作用；另外，它还是谷胱甘

肽过氧化物酶(GSH-Px)的重要组成成分；GSH-Px
能催化脂质过氧化物转化为细胞毒性较小的醇类，

硒通过增加 GSH-Px 活性，促进脂质过氧化物分解

而起抗氧化作用。硒在保护细胞膜免受氧化方面，

对维生素 E 起着补偿和协调的作用。硒还可通过谷

胱甘肽过氧化物的不同功能，防御缺乏维生素 E 对

肝脏的损害。所以硒和维生素 E 在抗氧化中起着协

同作用(Bjelakovic et al, 2007)。本实验研究亦证实

这一点。 
本实验结果显示：单用维生素 E 对恢复 SOD

活力无明显影响，而与硒共同使用时效果明显；单
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用维生素 E 或硒对改善血清 TG、TC 高水平亦无明

显作用，但两者合用能有效降低血清中 TG、TC 水

平；结果亦表明维生素 E 和硒两者合用使肝组织中

UCP2 mRNA 表达强度和肝组织 UCP2 蛋白表达水

平显著下降；同时病理形态学观察结果表明两者合

用减轻肝细胞脂肪变性的效果更佳。以上研究结果

均提示硒和维生素E两者合用对非酒精性脂肪肝病

的防治具有协同作用，为临床干预治疗 NAFLD 的

进一步研究提供了可靠的实验依据和更广阔的前

景。 
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