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目的
!

探讨
52FIFM#,

诱导枯否细胞"

ZE

P

GGFMHFLL+

!

Z5+

#的炎性反应在小鼠非酒精性脂肪肝病

"

YBX8W

#进展中的作用和机制$方法
!

分别用磷脂酰肌醇
'.

激酶的抑制剂渥曼青霉素作用于预先用

52FIFM#,

体外刺激的
Z5+12

!以及由高脂饮食饲养的
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小鼠
$1

周$然后!利用酶联免疫吸附试验

"

A8<4B

#检测细胞上清液及血清细胞因子水平'反转录酶
.

聚合酶链式反应"

=C.;5=

#和蛋白免疫印迹"

eF+D.

FM,KL"D

#法分别检测体内外
Z5+

中目的分子的
I=YB

和蛋白表达水平'记录小鼠体质量变化并检测小鼠胰岛

素耐受和葡糖糖耐受情况'

@A

染色结合
YB4

评分评测小鼠肝脏脂肪变性程度$结果
!

在渥曼青霉素处理的

52FIFM#,.Z5+

或者
YBX8W

模型小鼠中(细胞上清液和血清中白细胞介素
$
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*

!
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#和
<8.$/

的水平明显低于单独用
52FIFM#,

处理组或者单独高脂饮食组'

52FIFM#,

细胞受体"

53Z8=$

#和炎症小体
'

样受体蛋白"

Y8=;'

#的
I=YB

和蛋白表达明显低于单独用
52FIFM#,

处理
Z5+

或者单独高脂饮食的小鼠$

此外!在高脂饮食单独饲养的小鼠的体质量变化&肝功能变化&胰岛素抵抗情况&葡糖糖抵抗情况及肝脏脂肪指

数变化均比渥曼青霉素处理的
YBX8W

模型小鼠变化明显$结论
!

渥曼青霉素能通过下调
53Z8=$

和
Y8.

=;'

的表达减轻由高脂饮食诱导的肝脏脂肪变和
Z5+

介导的炎性反应$
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目前#全球约
1%]

人群患有非酒精性脂肪肝病

$
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#

YBX8W

%的风险#

YBX8W

是糖尿病的主要危险因素#也是慢性肝病进

展为肝癌的危险因素之一&

$

'

,*双重打击+即游离脂

肪酸$
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?

JH#!
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XXB

%和脂多糖$
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P
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+JHH2J.
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8;4

%被认为是单纯非酒精性脂肪肝向非酒精性

脂肪性肝炎转变的最重要的因素&

1

'

,在这个过程中#

枯否细胞$

ZE

P

GGFMHFLL+

#

Z5+

%介导的固有免疫反应

激活#导致持续慢性的肝脏炎症#最终造成肝细胞损

伤)肝纤维化及肝硬化等不可逆的病理变化&

1

'

,因

此#抑制
Z5+

介导的肝脏炎性反应#可缓解单纯非酒

精性脂肪肝向非酒精性脂肪性肝炎转变的进程,

大量的细胞因子和趋化因子参与了
YBX8W

的

进展过程,

52FIFM#,

是一种新近被证实的参与

YBX8W

进展的趋化蛋白之一&

'

'

,

52FIFM#,

还可能

通过调控脓毒症患者糖代谢过程影响患者的生存时

间&

0

'

,此外#

8;4

可上调巨噬细胞表面
52FIFM#,

样

受体 $

H2FI"g#,F.L#gFMFHF

P

D"M$

#

53Z8=$

%的 表

达&

6

'

,因此#

52FIFM#,

参与机体炎性反应中代谢紊

乱的调节,但是#

52FIFM#,

是否能诱导
Z5+

激活#以

及其在单纯非酒精性脂肪肝向非酒精性脂肪性肝炎

转变过程中的作用如何#目前鲜有报道,

最近#磷脂酰肌醇
.'.

羟激酶$

;<'Z

%抑制剂被报

道具有减少脂肪的功能&

)

'

,但是#

;<'Z

抑制剂是否

可通过减轻
Z5+

诱导的炎性反应缓解
YBX8W

的进

展#目前尚不清楚,因此#本研究将利用
;<'Z

抑制剂

渥曼 青 霉 素 $

O"MDIJ,,#,

%作 用 于 体 外 预 先 用

52FIFM#,

处理的
Z5+

模型#以及腹腔注射
YBX8W

小鼠模型#通过
Z5+

介导固有免疫反应相关蛋白的

变化#研究和探讨
52FIFM#,

参与
YBX8W

进展的

机制,
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材料与方法
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动物
!

本实验所用的
56-78
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小鼠$

0

周龄#

$'

#

$6

Q

#雄性%均购买于重庆医科大学动物实验中

心,小鼠饲养在具有昼夜固定周期的独立通风笼盒

$

<b5

%动物房中#可自由进食和饮水,所有与小鼠有

关的操作均得到重庆医学大学动物伦理委员会批准#

以及所有涉及小鼠的操作均符合动物伦理学相关

规定,
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试剂
!

8;4

$
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%购买于美国
4#

Q

IJ

公司,

渥曼青霉素$

41-6/

%购买于美国
4FLLFHg52FI#HJL+

公

司,

52FIFM#,

活性成分
52FI$6-4

$

4=;)%%1

%和
-

型胶原酶$

56$'/

%购买于美国
4#

Q

IJ

公司,鼠白细

胞介素
$

*

$
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*

#
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%酶联免疫吸附试验
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IF.L#,gF!#IIE,"+"MKF,DJ++J
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#

A8<4B

%试剂

盒 $

AZ%'(0

%)鼠
52FIFM#, A8<4B

试 剂 盒

$

AZ$''%

%)兔抗
*

.JHD#,

抗体$

73%)1)

%)辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔
<

Q

>

$

7B$%6%

%和
=<;B

裂解液

$

B=%$%1

%均购买于武汉博士德科技公司,鼠
<8.$/

A8<4B

试剂盒$

56%-'/%

%和基因引物序列均购买于

上海生工生物科技公司,

75B

蛋白浓度测定试剂盒

$

Z>;(%1

%和 超 敏 型
A58

化 学 发 光 试 剂 盒

$

Z>;$$1-

%均购于江苏凯基生物技术公司,总
=YB

提取 试 剂 盒 $

=;6)$1

%)

HWYB

反 转 录 试 剂 盒

$

;=)$%1

%和荧光定量聚合酶链式反应$

GLE"MF+HF,HF

V
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"L

?

IFMJ+FH2J#,MFJHD#",

#

Xf.;5=

%试

剂盒$

;=--%1

%均购于北京百泰克生物技术公司,兔

抗
53Z8=$

抗体$

JK$(()%'

%)兔抗炎症小体
'

样受

体蛋白$

,EHLF"D#!F"L#

Q

"IFM#cJD#",!"IJ#,.L#gFMF.

HF

P

D"MGJI#L

?P?

M#,!"IJ#,H",DJ#,#,

Q

'

#

Y8=;'

%抗

体$

JK1$0$/6

%购 买 于 美 国
BKHJI

公 司,兔 抗

HJ+

P

J+F$

P

$%

$

)-'$0

%抗体购买于美国
54C

公司,

<&>

!

方法

<&>&<

!

Z5+

提取与培养
!

Z5+

的分离和培养参考课

题组
8<

等&

-

'的报道#即
56-78

"

)9

小鼠乙醚吸入麻

醉后#常规备皮)消毒#并逐层剪开皮肤)肌层#以暴露

腹腔)肝脏和门静脉,

6I8

磷酸盐缓冲液$

;74

%经

门静脉原位灌注肝脏#同时开放上腔静脉,然后#游

离肝组织#并在
%&$]

的
-

型胶原酶浸润下离碎肝组

织#之后在
'-`

水浴中消化
'%I#,

,所得的组织匀

浆通过一个
1%%

目的滤网过滤#之后利用密度梯度离

心法纯化,最后#分离得到的细胞沉渣可继续用来培

养#或者提取总蛋白和总
=YB

,

<&>&=

!

52FIFM#,

和渥曼青霉素体外刺激
Z5+

实

验
!

关于
52FIFM#,

刺激实验#即
Z5+

用梯度浓度的

52FI$6-4

$

%

)

$6%

)

'%%,

Q

"

I8

%处理
$12

后#

Xf.

;5=

和蛋白印记法$

eF+DFMKL"D

%分别检测
53Z8=$

的
I=YB

与蛋白表达水平进行后续实验的作用浓度

的判断,关于渥曼青霉刺激实验#即
Z5+

用渥曼青

霉素$

$%%,I"L

"

8

%预处理
$2

后#再用
52FI$6-4

刺

激
$12

,收集细胞上清液#提取细胞总
=YB

和总

蛋白,

<&>&>

!

动物分组与处理
!

1%

只
56-78

"

)9

小鼠分为
0

组#每组
6

只!即标准饲养组$

+DJ,!JM!!#FD

Q

M"E

P

#

4W

组%#即小鼠每天以正常饲料喂养(单独渥曼青霉素处

理组$

eR=

组%#即渥曼青霉素$

%&-

Q

.

g

Q

U$

.

!

U$

%腹

腔注射小鼠
$1

周(高脂饲料饲养组$

@XW

组%#即小鼠

每天以高脂饲料$

10]

蛋白质)

0$]

碳水化合物和
10]

脂肪%喂养(高脂饲料饲养结合渥曼青霉素处理组

$

C=A

组%#即小鼠每天喂以高脂饮食#同时以腹腔注

射渥曼青霉素$

%&-

Q

.

g

Q

U$

.

!

U$

%

$1

周,渥曼青霉

素安全有效剂量参考
b<44A=

等&

/

'的报道,此外#
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4W

和
@XW

组小鼠每天以腹腔注射等量的生理盐水

$1

周作为对照,各组小鼠均于
$1

周后人道处死!收

集小鼠血清以检测肝功能和细胞因子#收集肝组织标

本以分离
Z5+

和进行组织学检测,

<&>&?

!

葡萄糖和胰岛素耐量试验
!

葡萄糖耐量试

验#各组小鼠禁食
/2

#经腹腔注射葡萄糖$

$&6

Q

"

g

Q

%,在胰岛素耐量试验#即小鼠禁食
02

#腹腔注

射胰岛素$

%&-<\

"

g

Q

%,分别在葡萄糖或胰岛素注射

后
%

)

'%

)

$1%I#,

收集小鼠外周静脉血#利用便携式

血糖仪检测血糖水平,

<&>&G

!

A8<4B

试验和肝功能检测
!

用以检测
<8.$

*

和
<8.$/

水平的上清液和血清稀释
1%]

后#利用市售

A8<4B

试剂盒测定,用以检测
52FIFM#,

的血清#其

浓度调整为原液的
6%]

后#利用市售
A8<4B

试剂盒

测定,

A8<4B

检测中涉及的所有的操作均严格按照

试剂盒说明书进行操作,小鼠肝功能指标丙氨酸氨

基转移酶$

JLJ,#,FJI#,"DMJ,+GFMJ+F

#

B8C

%)天门冬氨

酸氨基转移酶$

J+

P

JMDJDFJI#,"DMJ,+GFMJ+F

#

B4C

%和

三酰甘油$

DM#

Q

L

?

HFM#!F

#

C>

%由美国贝克曼全自动生

化分析仪检测,

<&>&H

!

Xf.;5=

检测
!

Z5+

$

$^$%

)

%利用总
=YB

提取试剂盒提取细胞总
=YB

并测定浓度后#进行

HWYB

反转录实验!即
1%

$

8

反应体系$

$

$

Q

总

=YB

)

$%

$

8=FNFM+FDMJ,+HM#

P

DJ+F3<T

)

$

$

8Xf.

;5=

引物和
!!@

1

R

%进行
6%`6I#,

#

-1`1I#,

反应,然后#进行
Xf.;5=

!

1%

$

8

体系包括
$%&%

$

8

1̂ ;LE+4d7=MFJL.D#IF;5=I#hDEMF

)

%&6

$

8

上游

引物$

$%

$

I"L

"

8

%)

%&6

$

8

下游引物$

$%

$

I"L

"

8

%)

$&%

$

8HWYB

模板)

$%

$

8!!@

1

R

,反应条件为!

(0&%`

#

1I#,

(

(0`$6+

#

)%`$6+

#

-1`

)

'%+

#进

行
06

循环反应,最后#利用公式进行定量分析,

!!

1

U

##

5D

i1

U

&$

5D

目的
U5D

内参
%实验组

U

$

5D

目的
U5D

内参
%'

!!

53Z8=$

上游引物序列
6[.BC> >B> CB5

>B5>5CCB5BB5>.'[

#下游引物序列
6[.>>C

>>5>BC>B5BBC5B55B.'[

#大小为
$(1K

P

(

>B;W@

上游引物序列
6[.B>> C5> >C> C>B

B5> >BC CC>.'[

#下游引物序列
6[.C>C B>B

55BC>CB>CC>B>>C5B.'[

#大小为
$1'K

P

,

<&>&L

!

eF+DFM,KL"D

检测
!

用
=<;B

裂解液裂解细

胞提取总蛋白#采用
75B

法检测蛋白浓度并定量,

然后#

$%]

的十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳

$

4W4.;B>A

%垂直电泳!

$%%b

#

$1%I#,

,接着进行

转膜!

16%IB

#

$$%I#,

,然后#利用
6]

脱脂奶粉室

温封闭丙聚偏氟乙烯$

;bWX

%膜
12

(一抗
0`

孵育

$)2

以上(

;bWX

膜洗涤后#加辣根过氧化物酶标记

山羊抗兔
<

Q

>

二抗室温孵育
$&62

后#利用增强化学

发光$

A58

%法进行显影,蛋白半定量分析#目的条带

灰度值与相应
*

.JHD#,

条带灰度值的比值即为目的蛋

白相对表达量,

<&?

!

统计学处理
!

采用
4;44$/&%

$美国%软件进行

统计分析#计量资料以
Ha8

表示#多组间比较采用单

因素方差分析$

BYRbB

%#两组间比较采用独立样本

9

检验,以
!

$

%&%6

为差异有统计学意义,

=

!

结
!!

果

=&<

!

52FIFM#,

诱导体外
Z5+

炎症小体的激活
!

梯

度浓度$

%

#

)%%,

Q

"

I8

%的
52FIFM#,

刺激
$12

后#体

外
Z5+

的
53Z8= I=YB

和蛋白的表达水平在随

着
52FIFM#,

浓度升高而提高,但当
52FIFM#,

浓度

上升至
)%%,

Q

"

I8

时#

53Z8=

的
I=YB

和蛋白的

表达水平将不再升高$图
$B

)

7

%,当用
'%%,

Q

"

I8

的
52FIFM#,

刺激
Z5+

时#细胞上清中
<8.$

*

和
<8.$/

水平明显高于正常
Z5+

#且
Y8=;'

和
HJ+

P

J+F$

P

$%

蛋白表达水平亦明显高于正常
Z5+

$图
$5

#

A

%,因

此#浓度为
'%%,

Q

"

I8

的
52FIFM#,

可作为体外刺激

Z5+

而引起炎症小体激活的适当浓度,

!!

B

!

Xf.;5=

分析图(

7

)

A

!

eF+DFM,KL"D

(

5

)

W

!

A8<4B

分析图(

J

!

!

$

%&%6

图
$

!!

52FIFM#,

诱导体外
Z5+

炎症小体的激活

!!

B

!

eF+DFM,KL"D

(

7

!

Xf.;5=

分析图(

5

)

W

!

A8<4B

分析图(

J

!

!

$

%&%6

图
1

!!

渥曼青霉素抑制由
52FIFM#,

诱导体外

Z5+

炎症小体的激活
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=&=

!

渥曼青霉素抑制由
52FIFM#,

诱导体外
Z5+

炎

症小体的激活
!

利用渥曼青霉素预处理的
52FIFM#,.

Z5+

#其
53Z8=$

)

Y8=;'

和
HJ+

P

J+F$

P

$%

的
I=.

YB

与蛋白的表达水平均明显低于单独使用
52FIFM.

#,

刺激组#且细胞上清液中
<8.$

*

和
<8.$/

水平明显

低于单独使用
52FIFM#,

刺激组$图
1

%,因此#渥曼

青霉素可抑制由
52FIFM#,

诱导体外
Z5+

炎症小体

的激活,

=&>

!

渥曼青霉素缓解高脂饮食诱导的小鼠
YBX8W

!

@XW

组小鼠体质量明显高于
4W

组#而
eR=

组小

鼠体质量明显低于
@XW

组#而高于
4W

组小鼠$图

'B

%(

@XW

组小鼠肝脏指数明显低于
4W

组#

eR=

组

小鼠肝脏指数明显高于
@XW

组#而低于
4W

组小鼠

$图
'7

%(

@XW

组小鼠葡萄糖耐受能力影响低于
4W

组小鼠#而
eR=

组小鼠葡萄糖耐受能力明显高于

@XW

组#而明显低于
4W

组小鼠$图
'5

%(

@XW

组小

鼠胰岛素耐受能力低于
4W

组小鼠#而
eR=

组小鼠

胰岛素耐受能力明显高于
@XW

组#而明显低于
4W

组小鼠$图
'W

%(

@XW

组小鼠的
B8C

)

B4C

)

C>

和

YB4

评分明显高于
4W

组小鼠#而
eR=

组小鼠的

B8C

)

B4C

)

C>

和
YB4

评分明显低于
@XW

组#而明

显高于
4W

组小鼠$图
'A

#

@

%(

@XW

组小鼠肝组织

脂肪变和炎症细胞聚集均明显多于
4W

组小鼠#而

eR=

组小鼠肝组织脂肪变和炎症细胞聚集均明显少

于
@XW

组#明显多于
4W

组小鼠$图
'<

%(以上变化差

异均有统计学意义$

!

$

%&%6

%,利用渥曼青霉治疗

高脂饲料喂养的小鼠#可明显减低小鼠体质量)提高

肝脏指数#改善肝功能$

B8C

)

B4C

和
C>

%#并且缓解

肝组织的脂肪变性)葡萄糖和胰岛素抵抗,

!!

B

!体质量分析(

7

!肝脏指数分析(

5

!小鼠葡萄糖耐受能力分析(

W

!胰岛素耐受能力分析(

A

!

B8C

(

X

!

B4C

(

>

!

C>

(

@

!

YB4

评分(

<

!

@A

染色(

J

!

!

$

%&%6

图
'

!!

渥曼青霉素缓解高脂饮食诱导的小鼠
YBX8W
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!!

B

!

eF+DFM,KL"D

(

7

!

Xf.;5=

(

5

#

A

!

A8<4B

分析结果图(

J

!

!

$

%&%6

图
0

!!

渥曼青霉素抑制高脂饮食诱导的
Z5+

炎症小体激活

=&?

!

渥曼青霉素抑制高脂饮食诱导的
Z5+

炎症小体

激活
!

@XW

组小鼠
Z5+

中
53Z8=$

)

Y8=;'

和

HJ+

P

J+F$

P

$%

的蛋白和
I=YB

相对表达量明显高于

4W

组#而
eR=

组小鼠
Z5+

中
53Z8=$

)

Y8=;'

和

HJ+

P

J+F$

P

$%

的蛋白和
I=YB

相对表达量明显低于

@XW

组#而高于
4W

组$图
0B

)

7

%(

@XW

组小鼠血清

中
<8.$

*

和
<8.$/

的水平明显高于
4W

组#而
eR=

组

小鼠血清中
<8.$

*

和
<8.$/

的水平明显低于
@XW

组#

而高于
4W

组$图
05

)

W

%(以上变化#差异均有统计学

意义$

!

$

%&%6

%,利用渥曼青霉治疗高脂饮食饲养的

小鼠#可 明显抑制
Z5+

中
53Z8=$

)

Y8=;'

和

HJ+

P

J+F$

P

$%I=YB

与蛋白的表达#以及降低血清中

<8.$

*

和
<8.$/

水平,见图
0

,

>

!

讨
!!

论

!!

本研究利用
52FIFM#,

刺激体外
Z5+

#观察到了

53Z8=$

表达升高及
Y8=;'

炎症小体激活,而

;<'Z

的抑制剂渥曼青霉素可抑制
52FIFM#,

诱导的

炎症小体激活,此外#渥曼青霉素还可减轻由高脂饮

食诱导的葡萄糖抵抗)胰岛素抵抗和肝组织脂肪变,

YBX8W

的严重程度与肠道菌群失调密切相关#

即高脂饮食引起肠道通透性增加#导致肠源性细菌产

物
8;4

等积累引起持续的)低程度的肝脏炎症&

(

'

,

52FIFM#,

是机体发生胰岛素抵抗和
YBX8W

的危险

因素,据报道#

52FIFM#,

诱导的葡萄糖代谢紊乱与脓

毒症患者应激性高血糖诱发的病死率密切相关&

0

'

,

因此#

52FIFM#,

在
YBX8W

发病过程中可能起到了降

低机体胰岛素敏感性和增加肝脏炎症的作用,此外#

肥胖患者的血清
52FIFM#,

水平明显高于正常人群#

而进行减肥手术后#

52FIFM#,

水平急剧下降&

$%

'

,相

反#

>=\7AY

等&

$$

'报道在敲除
53Z8=$

不能缓解

非酒精性脂肪肝炎的进展,然而#本研究的数据表

明#

52FIFM#,

可提高
Z5+

中
53Z8=$

表达#以及诱

导炎症小体的激活,此外#

52FIFM#,

和
53Z8=$

在

YBX8W

小鼠模型均明显高于正常饲料喂养的小鼠,

因此#笔者猜测#造成本研究结果与
>=\7AY

等报道

的结果不一致的原因可能是饲养小鼠高脂饲料的配

方和饲养时间,

;<'Z

"

BgD

通路参与巨噬细胞的活化)存活和分

化的调节,而且#

;<'Z

"

BgD

通路与感染)炎症)非酒

精性脂肪肝等疾病的发生发展密切相关&

$1

'

,

;<'Z

的

亚基可诱导
C"LL

样受体
0

区室化#减轻
8;4

诱导的

炎性反应&

$'

'

,

;<'Z

抑制剂可减少小鼠的脂肪储存和

降低小鼠体质量&

)

'

,同时#高脂饮食可诱导肝脏
Z5+

中
Y8=;'

炎症小体激活并增加
Z5+

的炎症因子分

泌&

$0

'

,

Y8=;'

炎症小体通过激活
HJ+

P

J+F.$

促进
Z5

分泌
<8.$

*

和
<8.$/

#从而促进
YBX8W

的进展&

$0

'

,

在本 研 究 中#

;$'Z

抑 制 剂 渥 曼 青 霉 素 可 抑 制

52FIFM#,

诱导体外
Z5+Y8=;'

炎症小体的激活#并

且减轻由高脂饮食诱导的肝脏脂肪变性,这些结果

说明#

;<'Z

抑制剂渥曼青霉素通过下调
Z5+

的

53Z8=$

和
Y8=;'

的表达缓解高脂饮食诱导的

YBX8W

,然而#本研究结果并没有充分的证据证明

53Z8=$

"

Y8=;'

信 号 通 路 的 存 在, 假 设

53Z8=$

"

Y8=;'

通 路 是 确 实 存 在#这 意 味 着

53Z8=$

将可能通过核因子
)

7

$

,EHLFJMGJHD"M

)

7

#

YX.

)

7

%途径激活下游的
Y8=;'

炎症小体,但是#

7RYW\A

等&

$6

'已报道
C8=

激动剂不能改变巨噬细

胞中
52FIFM#,

及其受体
53Z8=$

介导的炎症因子

分泌的水平,因此#本研究结果尚未建立
52FIFM#,

和
Y8=;'

真正的连接机制#需要在
53Z=8$

敲除小

鼠和
Y8=;'

转基因小鼠上进行更深入的研究,

综上所述#

52FIFM#,

可提高
Z5+

中
Y8=;'

和

HJ+

P

J+F.$

P

$%

的表达#并促进炎症因子分泌,而

;<'Z

抑制剂渥曼青霉素通过下调
53Z8=$

和
Y8.

=;'

的表达#从而抑制
52FIFM#,

诱导的炎症小体激

活#以及减轻高脂饮食诱导的小鼠肝脏脂肪病变#这

些发现可为
YBX8W

的防治提供新的思路,
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