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炎症通过ＳＣＡＰＳＲＥＢＰ２ＬＤＬｒ途径促进四氯化碳诱导的小鼠脂肪变肝细胞胆固醇
内流

田　琳１，刘　宏２，谢友红３　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院：消化内科１，生殖健康与不孕专科２；４０１３３１重庆，重
庆医科大学附属大学城医院消化中心３）

　　［摘要］　目的　探讨炎症促进ＣＣｌ４所致的单纯性脂肪变肝细胞进一步脂质集聚形成脂肪肝的分子机制。方法 　
将１２只６～８周龄的 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠采用随机数字表法分为对照组（ｎ＝６）和炎症组（ｎ＝６）。２组均预先皮下注射
ＣＣｌ４２周，再分别给予对照组和炎症组生理盐水和酪蛋白皮下注射１６周，１８周后留取小鼠血清及肝组织，检测血清炎症因
子及脂质水平，ＨＥ及油红Ｏ染色观察小鼠脂肪肝病变程度，ＲＴＰＣＲ、免疫组化及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测小鼠肝组织的低
密度脂蛋白受体（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬｒ）、固醇调节元件结合蛋白２（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，
ＳＲＥＢＰ２）和ＳＲＥＢＰ裂解激活蛋白（ＳＲＥＢＰｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＣＡＰ）的基因和蛋白表达水平。结果 　 炎症组的血
清淀粉样蛋白（ｓｅｒｕｍａｍｙｌｏｉｄＡ，ＳＡＡ）和ＴＮＦα的表达均较对照组明显升高［分别为（２３６．０９±３８．４５）ｎｇ／ｍＬｖｓ（３５．６８±
１１．３４）ｎｇ／ｍＬ，（８２．５９±１１．４８）ｐｇ／ｍＬｖｓ（１７．９１±２．７７）ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＜０．０５］，炎症组的血清ＨＤＬｃ、ＬＤＬｃ、ＴＣ均较对照组明
显降低［分别为（０．９１±０．１０）ｖｓ（１．８０±０．１２）ｍｍｏｌ／Ｌ，（２．６５±０．４４）ｖｓ（５．７６±０．３３）ｍｍｏｌ／Ｌ，（３．６９±０．２６）ｖｓ（４．１６±
０２２）ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＜０．０５］，ＨＥ及油红Ｏ染色显示炎症组可见大量的脂质堆积。炎症组的 ＬＤＬｒ、ＳＲＥＢＰ２、ＳＣＡＰ的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达比对照组明显增高（Ｐ＜０．０５）。结论　 炎症可能通过上调肝细胞ＬＤＬｒ、ＳＲＥＢＰ２、ＳＣＡＰ的表达，导致 ＣＣｌ４刺
激下的脂肪变肝细胞摄入外源性胆固醇增加，加重肝脏脂质的异常集聚。

　　［关键词］　 炎症；四氯化碳；ＳＲＥＢＰ２；ＬＤＬｒ；ＳＣＡＰ
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　　非酒精性脂肪肝（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，
ＮＡＦＬＤ）包括了肝脏损伤的一个广泛的疾病谱。从单
纯性脂肪变性到非酒精性脂肪性肝炎（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ），随后可进展为肝硬化和终末期
肝病。其中 ＮＡＳＨ作为 ＮＡＦＬＤ中的关键阶段［１］，研

究其发病机制对ＮＡＦＬＤ的治疗起着相当重要的作用。
现已有研究证实ＮＡＦＬＤ中甘油三酯和游离脂肪酸的
代谢失调机制，但胆固醇在炎症状态下参与“第二次

打击”，形成ＮＡＦＬＤ的机制仍不清楚。本实验利用四
氯化碳（ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）的趋肝毒性使小鼠
肝细胞发生内质网应激，使固醇调节元件结合蛋白

（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＲＥＢＰｓ）表达增
加［２－３］，导致肝细胞内脂质集聚，出现肝细胞的脂肪变

性，实现“第一次打击”，再用酪蛋白诱发慢性低丰度

炎症的产生，探讨炎症因子作为一个独立的危险因素

在肝细胞脂肪变性的基础上发挥“第二次打击”形成

脂肪肝的分子机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　６～８周龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠（购自重庆医科大学实验动

物中心）１２只，体质量２０～２６ｇ，许可证号：ＳＣＸＫ２０１２０００１，重

庆医科大学实验动物中心 ＳＰＦ室饲养。采用随机数字表法将

小鼠分为２组。对照组（ｎ＝６）：隔天皮下注射质量分数４０％
的ＣＣｌ４植物油溶液（０．３ｍＬ／１００ｇ）２周后，再隔天皮下注射生
理盐水０．５ｍＬ１６周；炎症组（ｎ＝６）：隔天皮下注射质量分数
４０％的ＣＣｌ４植物油溶液（０．３ｍＬ／１００ｇ）２周后，再隔天皮下注
射１０％酪蛋白（ｃａｓｅｉｎ）０．５ｍＬ１６周。实验结束后，留取小鼠

血清和肝脏组织，－８０℃保存。

１．２　血清中炎症因子测定
　　淀粉样蛋白（ｓｅｒｕｍａｍｙｌｏｉｄＡ，ＳＡＡ）和肿瘤坏死因子α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）的浓度使用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测

（分别购自美国Ｒ＆Ｄ公司及欣博盛生物科技有限公司）。

１．３　血清脂质含量测定
　　小鼠血清中总胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、低密度脂蛋白
胆固醇（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬｃ）和高密度脂蛋
白胆固醇（ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬｃ）浓度采用
酶偶联比色法检测（试剂盒购自重庆百杰生物技术公司）。

１．４　肝脏ＨＥ染色及油红Ｏ染色
　　取部分新鲜肝组织用４％多聚甲醛固定，分别制作石蜡切
片及冰冻切片。石蜡切片用二甲苯脱蜡后梯度酒精脱水，苏木

精染色８ｍｉｎ，蒸馏水冲洗多余染液，伊红染色２ｍｉｎ，９５％酒精
脱水５ｍｉｎ，二甲苯透明 ５ｍｉｎ，中性树胶封片。冰冻切片用
１０％福尔马林盐溶液固定３０ｍｉｎ，１，２丙二醇孵育２ｍｉｎ后，油
红Ｏ（Ｓｉｇｍａ公司）染色１０～１５ｍｉｎ，苏木精复染１ｍｉｎ，流水冲
洗返蓝１０ｍｉｎ，甘油封片。再分别在显微镜下观察肝组织脂肪
病变程度。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ
　　采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取肝组织总 ＲＮＡ，用 ＤＥＰＣ水稀释后测定
浓度及Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）值（正常值为１．８～２．０），标化到相同
浓度。按照逆转录试剂盒（ＴａＫａＲａ）操作说明将总ＲＮＡ逆转录
成ｃＤＮＡ。采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测肝组织的
低密度脂蛋白受体（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬｒ）、固醇
调节元件结合蛋白２（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，
ＳＲＥＢＰ２）、ＳＲＥＢＰ裂解激活蛋白（ＳＲＥＢＰｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＣＡＰ）的ｍＲＮＡＣｔ值，引物序列见表１。取２μＬ逆转
录产物进行实时荧光定量ＰＣＲ，以 βａｃｔｉｎ作为内参照，反应体
系为２０μＬ。扩增条件：９５℃３０ｓ预变性，９５℃５ｓ，５８℃３０ｓ，
７０℃ １ｍｉｎ，共４０个循环。采用相对定量ΔΔＣｔ计算２组小鼠
基因表达的差异，计算公式如下：实验组相对于对照组基因表

达水平的倍数＝－ｅｘｐ（ΔΔＣｔ），其中ΔΔＣｔ＝实验组 ΔＣｔ－对照
组ΔＣｔ，ΔＣｔ＝目的基因Ｃｔ值－内参基因Ｃｔ值。

１．６　免疫组织化学染色
　　肝组织固定后石蜡包埋切片，兔抗ＬＤＬｒ一抗（１∶２００，北京
博奥森），兔抗ＳＲＥＢＰ２一抗（１∶３００，北京博奥森），兔抗 ＳＣＡＰ
一抗（１∶２５０，北京博奥森）４℃孵育过夜，用即用型免疫组化试
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剂盒（北京中杉金桥）进行染色，具体步骤详见说明书。ＤＡＢ
染色后，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。显微镜下

观察照相，肝细胞中棕黄色颗粒分布为阳性表达。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列及产物大小

基因 引物序列 产物大小（ｂｐ）

ＬＤＬｒ 上游引物：５′ＴＧＡＣＴＣＡＧＡＣＧＡＡＣＡＡＧＧＣＴＧ３′ １１８

下游引物：５′ＡＴＣＴＡＧＧＣＡＡＴＣＴＣＧＧＴＣＴＣＣ３′

ＳＣＡＰ 上游引物：５′ＴＧＧＡＧＣＴＴＴＴＧＡＧＡＣＴＣＡＧＧＡ３′ １５９

下游引物：５′ＴＣＧＡＴＴＡＡＧＣＡＧＧＴＧＡＧＧＴＣＧ３′

ＳＲＥＢＰ２ 上游引物：５′ＴＧＡＡＧＧＡＣＴＴＡＧＴＣＡＴＧＧＧＧＡＣ３′ １０６

下游引物：５′ＣＧＣＡＧＣＴＴＧＴＧＡＴＴＧＡＣＣＴ３′

βａｃｔｉｎ 上游引物：５′ＡＣＧＧＣＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＴＧ３′ ８７

下游引物：５′ＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡＧＡＡＧ３′

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
　　按蛋白提取试剂盒说明提取小鼠肝组织总蛋白，用ＢＣＡ法
进行蛋白定量并标化，每孔蛋白上样量为８０～１００μｇ，βａｃｔｉｎ作
为内参照蛋白。样品加变性缓冲液煮沸１０ｍｉｎ。ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶电泳，然后转至 ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，分别
加入一抗ＳＲＥＢＰ２（１∶５００，北京博奥森）、一抗ＬＤＬｒ（１∶２００，北
京博奥森），一抗 ＳＣＡＰ（１∶５００，北京博奥森），一抗 βａｃｔｉｎ
（１∶５０００，北京中杉金桥），４℃过夜孵育，ＴＢＳＴ漂洗１０ｍｉｎ×
３次，加入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗（联科生物技术
有限公司），３７℃ 孵育２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗１０ｍｉｎ×３次，ＥＣＬ光化
学法进行显色。

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，所有结果以 珋ｘ±ｓ表示，２组间结
果行独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　炎症因子检测结果
　　炎症组的 ＳＡＡ［（２３６．０９±３８．４５）ｎｇ／ｍＬ］和 ＴＮＦα
［（８２５９±１１．４８）ｐｇ／ｍＬ］明显高于对照组［分别为（３５．６８±
１１．３４）ｎｇ／ｍＬ，（１７．９１±２．７７）ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＜０．０５］。

２．２　血清脂质水平检测结果
　　炎症组的ＨＤＬｃ［（０．９１±０．１０）ｍｍｏｌ／Ｌ］、ＬＤＬｃ［（２．６５±
０．４４）ｍｍｏｌ／Ｌ］、ＴＣ［（３．６９±０．２６）ｍｍｏｌ／Ｌ］的血清浓度相对于
对照组明显降低［分别为（１．８０±０．１２）、（５．７６±０．３３）、（４．１６±
０２２）ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＜０．０５］。

２．３　肝脏ＨＥ染色结果
　　由图１可以看出，对照组肝细胞的细胞核清晰，索状排列，
呈放射状分布在中央静脉周围。炎症组肝索结构破坏，肝细胞

排列紊乱，可见大量脂滴空泡和炎症细胞浸润。每组取３个肝
组织切片，每张切片取 ３个典型视野，根据 ＮＡＦＬＤ活动度
（ＮＡＦＬＤａｃｔｉｖｉｔｙｓｃｏｒｅ，ＮＡＳ）评分，对照组评分＜３分，为正常肝
细胞形态，而炎症组ＮＡＳ评分＞４分，可诊断为ＮＡＳＨ。

!

"

Ａ：对照组；Ｂ：炎症组

图１　各组小鼠肝脏组织形态学变化　（ＨＥ×４００）

２．４　小鼠肝细胞油红Ｏ染色结果
　　图２显示对照组可见点或片状红染颗粒，炎症组可见大量
红染颗粒积聚成片，提示炎症可加重ＣＣｌ４处理后脂肪变性肝细
胞的脂质集聚。

!

"

Ａ：对照组；Ｂ：炎症组

图２　各组小鼠肝脏组织油红Ｏ染色观察　（×４００）

２．５　小鼠肝组织ＬＤＬｒ、ＳＲＥＢＰ２、ＳＣＡＰ的ｍＲＮＡ表达
　　实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，炎症组相对于对照组的
ＬＤＬｒ、ＳＲＥＢＰ２、ＳＣＡＰ基因的表达明显升高（Ｐ＜０．０５，图３）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图３　实时荧光定量ＰＣＲ检测各组小鼠肝组织中ＬＤＬｒ、ＳＲＥＢＰ２和

ＳＣＡＰ的ｍＲＮＡ表达水平

２．６　肝组织免疫组化染色结果
　　ＳＲＥＢＰ２、ＳＣＡＰ蛋白表达于肝细胞的胞质中，ＬＤＬｒ蛋白表
达于肝细胞的胞膜与胞质。抗原阳性表达为棕黄色颗粒样着

色。从图４可看出，炎症组的 ＬＤＬｒ、ＳＲＥＢＰ２、ＳＣＡＰ的表达比
对照组增多。

２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组相比，炎症组 ＬＤＬｒ、
ＳＲＥＢＰ２、ＳＣＡＰ蛋白表达明显增高，与 ｍＲＮＡ检测结果相符
（图５）。
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Ａ～Ｃ：对照组；Ｄ～Ｆ：炎症组；Ａ、Ｄ：ＬＤＬｒ；Ｂ、Ｅ：ＳＲＥＢＰ２；Ｃ、Ｆ：ＳＣＡＰ

图４　小鼠肝组织中ＬＤＬｒ及其调控基因ＳＲＥＢＰ２和ＳＣＡＰ的蛋白表达　（ＳＰ×４００）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：炎症组；Ｂ：半定量分析结

果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肝组织ＬＤＬｒ、ＳＲＥＢＰ２、ＳＣＡＰ的

蛋白表达

３　讨论

　　ＮＡＳＨ作为ＮＡＦＬＤ发展的一个关键点，其发病机
制复杂，目前被人们所接受的是 “二次打击学

说”［４－５］。近年来关于ＮＡＦＬＤ甘油三酯和游离脂肪酸

的代谢失调机制已有大量报道，但关于胆固醇的代谢

失调机制研究较少［６］。

　　现有的研究发现［７－９］，机体维持胆固醇稳态平衡

的代谢过程由以下３个方面进行调控：通过 ＬＤＬｒ摄
取适量胆固醇，并通过３羟基３甲基戊二酰辅酶Ａ还
原酶（３Ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
ＨＭＧＣＲ）调节胆固醇的内源性合成，而过多的胆固醇
则通过三磷酸腺苷结合盒转运体 Ａ１、Ｇ１转到细胞之
外。其中机体通过ＬＤＬｒ摄入血浆胆固醇是细胞内胆
固醇的主要来源［１０］。本研究通过动物体内实验证明

肝细胞经“二次打击”形成严重脂肪肝的胆固醇代谢

失调机制。采用ＣＣｌ４激发肝细胞膜脂质过氧化反应，
引发内质网应激［１１－１３］，内质网应激时，胆固醇被消耗，

从而激活ＳＲＥＢＰｓ，它与ＳＣＡＰ结合形成复合物从内质
网转移到高尔基体，在两个蛋白酶（Ｓ１Ｐ、Ｓ２Ｐ）的作用
下，ＳＲＥＢＰｓ被裂解，其具有转录活性的 Ｎ末端片段进
入细胞核内［１４－１５］，促进 ＬＤＬｒ基因及其他生脂相关酶
等靶基因的诱导表达，增加肝细胞胆固醇的集聚，破坏

正常的ＬＤＬｒＳＣＡＰＳＲＥＢＰ２反馈调节［１６－１８］，即“第一

次打击”；再进行酪蛋白皮下注射，使单纯性脂肪变性

的小鼠处于持续性低丰度炎症状态，引起细胞表面的

脂蛋白受体失调，细胞通过 ＬＤＬｒ异常大量地摄取血
液循环中的胆固醇，胆固醇逆转运减少，导致肝细胞内

胆固醇大量集聚，实现对肝细胞的“第二次打击”，使
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肝细胞由单纯性脂肪变性转化为严重的脂肪肝［１９－２１］。

　　本研究中Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠经２周 ＣＣｌ４注射后再经
１６周的酪蛋白注射处理，炎症组的 ＳＡＡ及 ＴＮＦα浓
度比对照组明显升高（Ｐ＜０．０５），说明小鼠慢性系统
性炎症模型构建成功。ＨＥ染色及油红 Ｏ染色中，炎
症组可见大量的脂肪空泡及红染颗粒，提示炎症可促

进小鼠肝细胞中的脂质集聚。炎症组小鼠血清中的

ＨＤＬｃ、ＬＤＬｃ、ＴＣ含量较对照组明显降低（Ｐ＜０．０５），
说明炎症可促进肝细胞通过 ＬＤＬｒ异常大量地摄取血
液中的胆固醇酯，促进肝细胞内的脂质集聚。ＲＴＰＣＲ
检测结果显示炎症组的ＬＤＬｒ、ＳＣＡＰ、ＳＲＥＢＰ２的ｍＲＮＡ
表达较对照组分别升高了１．８７、５．２４、２．３９倍，且免疫
组化及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ都可看出炎症组这３种基因的蛋
白表达较对照组明显升高，与基因表达趋势一致，结果

表明炎症因子可能通过促进 ＬＤＬｒＳＲＥＢＰ２ＳＣＡＰ的
表达加强肝细胞胆固醇的异常摄入，导致肝细胞脂质

的异常集聚。

　　综上所述，本研究将 ＣＣｌ４导致的肝细胞脂肪变性
与控制脂质代谢的 ＳＲＥＢＰｓ联系起来，通过体内实验
证实了炎症微环境对 ＣＣｌ４导致的单纯性脂肪变进行
了“第二次打击”，干扰 ＳＣＡＰＳＲＥＢＰ２ＬＤＬｒ的正常反
馈调节，促使肝细胞异常大量地摄取胆固醇，阐述炎症

因子在脂肪肝形成过程中的重要作用，为脂肪肝抗炎

治疗的必要性提供理论依据，同时也为ＮＡＦＬＤ治疗的
新药开发提供线索途径，但ＮＡＦＬＤ胆固醇酯异常集聚
的机制复杂，对引起其代谢失衡的其他通路还有待进

一步研究。
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