
肝移植（OLT）是治疗终末期肝病的最有效方法。

然而，供体器官的短缺使得对“边缘供体”的使用越来越

多，如脂肪肝供体。这类供体自身抗打击能力较弱，冷

保存及缺血再灌注损伤（ischemia-reperfusion, I/R）容

易导致移植后器官功能低下［1-3］。在大多数移植中心，将

脂肪肝供体可使用标准定为脂肪变性程度低于30%［4］。

肝X受体α（LXRα）是肝X受体（LXRs）即核受体超家族

中的一员，他们是一些可通过结合配体而激活的转录因

子，可以被氧化的胆固醇衍生物激活。LXRα可通过激

活脂调节元件结合蛋白（SREBP-1c）而在脂肪酸代谢中

发挥重要的作用［5］。据报道，在非酒精性脂肪肝患者的肝

脏中，LXRα和SREBP-1c的表达明显上调［6］。Nakamuta

等发现，当细胞、组织内甘油三酯及其他脂类蓄积时，

SREBP-1c作为脂肪酸代谢的主要调节因子，其表达也

是明显增强的［7］。另外，LXRα还与促进脂肪酸摄取的转
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摘要：目的 探讨LXRα RNA干扰（RNAi）改善脂肪肝供肝大鼠肝移植术后肝功能的作用及机制。方法 50只SD大鼠，给予高脂

饲料和56%的酒精喂养，诱导成平均脂变程度大于60%的脂肪肝作为肝移植供体。实验组25只脂肪肝供体大鼠在移植前72 h

自门静脉注射7×107 TU LXRα-RNAi的慢病毒混悬液（LXRα-RNAi-LV），对照组25只脂肪肝供体大鼠移植前72 h自门静脉接受

阴性对照慢病毒（NC-LV）载体液注射。受体大鼠均接受原位肝移植术。术后检测肝酶学、组织切片、TUNEL、细胞因子、组织

蛋白及RT-PCR水平。结果 LXRα-RNAi-LV治疗组与对照组相比较，术后移植肝肝细胞内脂肪酸蓄积明显受到抑制，肝酶学及

肝组织损伤相关细胞因子水平明显下降，组织损伤较轻，大鼠平均生存率提高。RT-PCR示实验组LXRα mRNA水平明显低于

对照组，Western blotting 提示LXRα，SREBP-1c，CD36表达明显低于对照组。结论 LXRα-RNAi-LV 基因治疗能明显降低LXRα
基因的表达，改善脂肪肝供肝大鼠肝移植术后肝功能、提高生存率。
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Abstract: Objective To investigate whether RNA interference (RNAi) of LXRα gene in donor rats with fatty liver improves
liver graft function after transplantation. Methods Fifty donor SD rats were fed a high-fat diet and 56% alcohol to induce
macrovesicular steatosis exceeding 60% in the liver. The donor rats were injected via the portal veins with 7 × 107 TU
LXRα-RNAi-LV mixture (n=25) or negative control-LV (NC-LV) vector (n=25) 72 h before orthotopic liver transplantation. At 2,
24, and 72 h after the transplantation, the recipient rats were sacrificed to examine liver transaminases, liver graft histology,
immunostaining (TUNEL), and protein and mRNA levels of LXRα. Results Lentivirus-LXRα RNAi inhibited LXRα gene
expression at both the mRNA and protein levels in the liver graft and reduced the expressions of SREBP-1c and CD36 as
compared with the controls, resulting also in reduced fatty acid accumulation in the hepatocytes. The recipient rats receiving
RNAi-treated grafts showed more obvious reduction in serum ALT, AST, IL-1β and TNF-α levels, and exhibited milder hepatic
pathologies than the control rats after the transplantation. TUNEL assay demonstrated a significant reduction in cell apoptosis
in LXRα-RNAi-LV-treated liver grafts, and the rats receiving treated liver grafts had a prolonged mean overall survival time.
Conclusion LXRα-RNAi-LV treatment of the donor rats with fatty liver can significantly down-regulate LXRα gene expression
in the liver graft and improve the graft function and recipient rat survival after liver transplantation.
Key words: fatty liver; liver transplantation; LXRα; RNA interference; ischemia-reperfusion injury

基础研究

收稿日期：2014-03-19

基金项目：昆明市重点科学基金（09H130201）

作者简介：赵英鹏，在读博士研究生，E-mail: prisoner33230393@hotmail.

com

通信作者：李 立，教授，博士生导师，E-mail: ynkmlili62@hotmail.com

J South Med Univ, 2014, 34(7): 1005-1010 doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2014.07.18 ·· 1005



移酶CD36关系密切。另有学者发现，降低体外培养脂

肪肝细胞L02中LXRα的表达可有效减少肝细胞中甘油

三酯的总量，提高脂肪肝细胞的自我修复能力［8］。脂肪

肝供体易导致肝移植后原发性移植物无功能（PNF）的

主要机制目前尚不清楚，可能包括以下几方面［9］：①肝细

胞脂肪变性程度和肝血窦血流量成反比，脂肪在肝细胞

内聚集，引起细胞体积增大，部分或全部阻塞了肝血窦，

增加了血流阻力，造成脂变肝细胞相对缺血，从而更进

一步增加了对缺氧及缺血-再灌注损伤的敏感性；②肝

血窦内皮细胞受损，影响质膜流动，产生大量细胞因子，

加上脂肪酸释放激活了磷脂酶和脂质过氧化反应，使氧

自由基大量产生，进一步增加肝细胞受损；③在热缺血

及冷保存过程中的乏氧代谢，使得脂肪肝线粒体中ATP

生成和储存能力下降，使得脂肪肝易受缺血损伤。因

此，为了减轻脂肪肝供体对缺血-再灌注损伤的敏感性，

提高移植物功能，不仅要提高供体抗打击能力，更要在

短时间内减少脂肪酸在肝细胞中的蓄积，从源头上降低

细胞损伤。

本实验将建立与临床类似的大鼠脂肪肝供体肝移

植模型［10-15］，通过使用 LXRα的 RNA 干扰来下调其

mRNA的表达，目的就是在短时间内减少肝细胞内脂肪

酸的蓄积，减少自由脂肪酸数量，探讨是否能由此来提

高脂肪肝供肝肝移植大鼠移植后的肝功能。

1 材料和方法

1.1 材料

雄性Sprague-Dawley（SD）大鼠100只，体质量90~

150 g，由昆明医科大学动物实验中心提供。实验动物

许可证号：SYXK（滇）2011-0006。ELISA试剂盒购自

Bender MedSystems公司（奥地利）；TUNEL试剂盒购

自Intergen公司（美国）；LXRα，SREBP-1c和CD36抗体

购自Proteintech Group公司（美国）；TRIzol试剂购自

Invitrogen公司（美国）；M-MLV逆转录反应体系购自

Promega公司（美国）。

1.2 方法

1.2.1 LXRα-RNAi慢病毒载体构建 在Genebank中查

到大鼠LXRα基因序列（NM-013627.2），参照RNAi设计

原则，设计一条LXRα-RNAi靶序列（5'-GGA GTG TGT

CTT ATC AGA A-3'），合成RNAi，转录模板如下：正义

链：5'-CCG GGA GGA GTG TGT CTT ATC AHA

ACT CGA GTT CTG ATA AGA CAC ACT CCT CTT

TTT G-3'；反义链：5'-AAT TCA AAA AGA GGA GTA

TAT CTT ATC AGA ACT CGA GTT CTG ATA AGA

CAC ACT CCT C-3'。慢病毒载体质粒为 GV115：

hU6-MCS-CMV-EGFP。RNAi由上海吉凯基因公司合

成，简称LXRα-RNAi-LV，包装成慢病毒载体颗粒，同时

制备阴性对照的慢病毒载体（NC-LV）。

1.2.2 模型建立 供体大鼠50只给予高脂饲料（含猪油

20%、胆固醇2%及基础饲料78%）喂养，同时用56%酒

精灌胃（10 ml/kg·d），4周后，诱导大鼠肝脏形成脂肪

肝，病理组织学检测脂肪变性程度≥60%（图1）。另50

只体质量年龄相仿的同系SD大鼠作为原位肝移植受

体。实验分为两组，实验组：脂肪肝供体大鼠在肝移植

手术前 72 h 从肠系膜上静脉一分支接受注射携带

LXRα-RNAi的慢病毒载体液（7×107 TU/ml）和感染增

效剂polybrene的混合液1 ml入门静脉；对照组：脂肪肝

供体大鼠经同样的途径在术前72 h接受注射阴性对照

慢病毒载体液（NC-LV）1 ml入门静脉。两组大鼠均采

用“双袖套法”［16］建立大鼠同种异体原位肝移植模型，术

后2、24及72 h每组分别处死5只大鼠，经腹主动脉取

血，3500 r/min离心 10 min，收集血清检测肝酶学、血

脂，ELISA法检测 IL-1β、TNF-α水平；部分肝组织制成

匀浆后检测组织内甘油三酯含量。

1.2.3 病理组织学及TUNEL染色观察 取肝组织标本

常规脱水、石蜡包埋制作切片。HE染色显示肝小叶形

态学变化，根据Suzuki［17］对肝移植模型肝组织 I/R损伤

的评估标准进行分析，依据窦状内皮细胞肿胀、肝细胞

坏死和气球样变3个指标的不同病变程度分为五级。

无坏死、充血和小叶气球样变得分为0分，极轻微病变

（0%~10%）1分，轻度病变（11%~30%）2分，中度病变

（31%~60%）3分，重度病变（>60%）4分；切片用二甲苯

脱蜡、乙醇亲水性预处理后，根据TUNEL试剂盒步骤进

行染色。

1.2.4 Western blot测定LXRα、SREBP-1c及CD36的表

达 肝组织从液氮中取出，研磨成粉末，取蛋白裂解液

裂解组织，4 ℃离心，取总蛋白进行SDS-PAGE分离，蛋

白转移至PVDF膜，印迹膜用5%脱脂牛奶室温封闭后

分别加入一抗、二抗孵育，ECL试剂发光显影。扫描图

片后用Bio-Gel图像系统计算各条带的荧光强度值及其

与GAPDH的比值。实验重复3次。

图 1 大泡型脂肪变性肝供体（脂肪变性程度≥
60%）
Fig.1 Bullous steatotic liver graft (steatosis≥60%).
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1.2.5 LXRα RT-PCR检测 取各组大鼠肝脏组织，液氮

碾磨成粉状后，按Trizol试剂盒步骤提取总RNA，采用

M-MLV逆转录试剂盒合成cDNA，RT-PCR检测干扰后

和阴性对照组中LXRα表达水平，以GAPDH为内参。

引物：5'-GTACAACCCTGGGAGTGAGA-3'；5'-GGT

TGATGGAGACATAGGCA-3'。相对基因表达水平采

用2- ∆ ∆ Ct分析法进行分析。

1.2.6 统计学分析 数据采用SPSS 13.0进行分析，以均

数±标准差表示，两组间比较用 t检验，P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 病理组织学检查及TUNEL染色结果

肝移植后72 h，组织切片显示两组肝小叶均有炎性

细胞浸润，均可见多形性肝细胞核固缩，细胞间隙和中

心静脉可见微血栓形成。实验组显示肝组织脂肪变性

程度明显减轻，以肝小叶中心部分肝细胞更明显；对照

组组织坏死较重。Suzuki评分显示，对照组得分：9.67±

1.51，实验组得分：3.33±0.82，两组差异有统计学意义

（P<0.05），对照组组织损伤较重，而实验组组织损伤较

轻。TUNEL染色结果显示，肝细胞凋亡率术后2 h时实

验组19%，对照组28%，P>0.05，差异无统计学意义；24 h

后实验组26.4%，对照组68.3%（P<0.05），差异有统计学

意义；此趋势持续到 72 h 后，实验组 29.5%，对照组

33.5%（图2）。

A B

图2 肝移植术后24 h TUNEL染色法检测肝组织细胞凋亡情况
Fig.2 TUNEL staining showing cell apoptosis in the liver graft at 24 h after OLT. Fewer
positively stained hepatocytes were observed in LXRα -RNAi-LV-treated rats than in
NC-LV-treated rats (B) (P<0.05).

2.2 生化学检查

两组肝酶值均升高，在2 h时两组肝酶值无差别，

24 h后实验组升高幅度明显低于对照组（P<0.05，图

3）。而外周血血脂情况两组无差异（图4）。肝组织内甘

油三酯（TG）含量在各时间点实验组明显低于对照组

（表1）。
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图3 ALT(A)和AST (B)在不同时间点的变化
Fig.3 ALT (A) and AST (B) levels at different time points after OLT. *P<0.05 vs NC-LV group.

2.3 肝移植后细胞因子的变化

通过ELISA法检测IL-1β和TNF-α，2h时两因子升

高幅度实验组低于对照组（图5），24 h后两组差异更明

显，有统计学意义（P<0.05）。

2.4 Western blot和LXRα RT-PCR检测结果

术后24 h移植肝组织内LXRα蛋白相对表达水平，
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实验组0.5082±0.08232和对照组1.0850±0.12116，P=

0<0.05；同时，肝组织CD36和 SREBP-1c蛋白相对表达

水平，实验组明显低于对照组（P<0.05，图6）。RT-PCR

定量检测 LXRα mRNA表达水平，实验组较对照组明显

下调（0.532±0.030和0.937±0.020；P=0.00012）。

2.5 肝移植受体大鼠生存时间

所有移植大鼠术后存活均超过2 h，累计受体存活

时间，实验组较对照组有明显提高（P=0.045，图7）。

3 讨论

边缘供体的使用成为当今解决肝移植供体短缺的

方法之一［18］。有研究证实，脂肪肝供体与正常肝供体在

肝移植时发生 I/R损伤的特点有所不同，脂肪肝供体在

I/R损伤中表现为严重组织坏死，肝组织再生能力削弱，

而正常肝供体主要表现为以凋亡为主的病变，肝组织再

生良好，这也是脂肪肝供体肝移植术后较容易导致PNF

的原因［19-20］。而究其根本，是由于脂肪肝肝细胞内脂类

的大量蓄积，为了在短时间内减轻脂类物质在肝细胞类

的堆积，我们选择了与肝内脂肪酸代谢密切正相关的

LXRα基因，选用慢病毒载体携带其RNAi来下调该基因

的表达，最终达到减轻肝组织脂肪蓄积，保护移植物功

能的目的。本研究数据显示，慢病毒载体携带的

LXRα-RNAi的基因治疗能减轻脂肪肝供肝大鼠肝移植

术后 I/R损伤、提高移植肝功能、延长受体大鼠存活时

间。肝移植术后24 h，实验组肝脏酶学水平明显地低于

对照组，病理切片也提示实验组大鼠肝组织损伤明显较

轻，且脂肪浸润程度明显好转，实测肝组织内TG含量确
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图4 两组大鼠术后外周血TG和TC水平无差异
Fig.4 TG and TC levels in the two groups 24 h after the
operation.
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表1 两组大鼠术后受体肝组织内TG含量
Tab.1 TG content in the liver homogenates in the groups
(Mean±SD, mmol/L)

*P<0.05 vs NC-LV group.
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图6 肝移植术后24 h，实验组和对照组大鼠受体肝内
LXRα、CD36和SREBP-1c的蛋白表达情况
Fig.6 Western blot analysis of the protein levels in the
liver grafts 24 h after OLT showing significantly
inhibited LXRα, CD36, and SREBP-1c gene expressions
in LXRα-RNAi-LV group compared with those in NC-LV
group (P<0.05).

图5 用ELISA法所测TNF-α和IL-1β值
Fig.5 Serum TNF-α and IL-1β levels in the two
groups at 2 and 24 h after OLT. *P=0.0023, **P=0.0017
vs NC-LV group.
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图7 两组受体大鼠各10只术后生存时间分析对比
Fig.7 Kaplan-Meier analysis showing significantly
longer survival of the rats in LXRα-RNAi-LV group
than in NC-LV group (P<0.05).
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实低于对照组，而外周血两组血脂水平无差别，说明

LXRα-RNAi转染后，可能仅减少了肝组织内局部的脂

肪堆积，减轻了肝血窦的阻塞，从而改善了肝小叶血运，

提高了肝细胞抵御损伤的能力。而组织细胞活力的提

升，将大大减少氧自由基的产生，这也是移植物受损、功

能低下及生存率降低的重要因素［21］。而RNAi的转染并

未改善受体的高血脂状态。

在本研究中，我们发现实验组大鼠移植肝内LXRα
mRNA 和组织蛋白表达水平均明显下调，同时

SREBP-1c蛋白水平也明显下调。有报道称SREBP-1c

的阳性表达是通过以LXRα为主的转录因子调节实现

的［22］。而肝组织内脂肪酸的大量合成又主要通过

SREBP-1c的调节实现［23］。上调SREBP-1c的表达将增

加脂肪酸的从头合成及肝细胞内的脂肪蓄积［24］。因此，

LXRα RNAi 通过下调 LXRα mRNA 的表达来下调

SREBP-1c表达，可能就是其降低肝细胞脂变水平的原

因之一。另外，实验组中，CD36的蛋白水平也明显下

调。包括CD36/FAT在内的细胞表面受体是促进肝脏

摄取脂肪酸的主要因子，CD36的过表达将使组织更多

地摄取和利用脂肪酸及脂蛋白［25］。而CD36也被证明受

到LXRα这类核受体的调节。近来有报道显示LXR可以

通过激活CD36的表达来提高组织脂肪生成［26］。更有研

究证实CD36的完整表达和激活是脂肪变性所必需的

部分［27］。因此，LXRα基因的有效沉默也抑制了CD36因

子的表达，从而减轻肝组织内的脂肪蓄积。

TUNEL和H&E染色切片均观察到了实验组肝组

织较对照组有明显较少的凋亡和坏死情况。有报道说，

TUNEL并不能特异地将细胞凋亡和坏死相区分［28］，然

而，对于本实验来说，其检测结果对实验效果并不影

响。因为二者均为脂肪肝在I/R损伤中的的细胞病变形

式。有报道证实CD36的过表达在大鼠非酒精性脂肪

肝肝炎中将激活细胞死亡受体并诱导凋亡［29-31］。也有报

道 称 CD36 可 能 为 凋 亡 启 动 因 子［32］。 因 此 ，

LXRα-RNAi-LV基因治疗有可能通过下调CD36的表

达来减少移植肝肝细胞潜在的凋亡和坏死。

组织 I/R损伤的程度通常可以通过诸如TNF-α和

IL-1β这类细胞因子来反映。这两个细胞因子在 I/R中

将被广泛激活并造成组织损伤，它们诱导中性粒细胞与

组织内皮细胞的相互作用导致局部微循环障碍［33］。而

本实验中TNF-α和IL-1β表达的明显下降也在减轻组织

缺血再灌注损伤中发挥了重要作用。

综上所述，LXRα-RNAi-LV的基因治疗，不仅提高

了脂肪肝供肝肝移植大鼠受体术后肝脏的功能，更重要

的是延长了受体的存活时间，说明该治疗手段可以提高

脂肪变性边缘供肝在大鼠中的使用率和成功率，这也为

我们进一步地探索人类脂肪肝供肝的使用提供了实验

基础。
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