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（浙江中医药大学，动物实验研究中心，杭州　 ３１００５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过高脂饮食诱导 Ｗｉｓｔａｒ⁃ＳＤ 高脂血症易感（ＷＳＨｃ）大鼠建立非酒精性脂肪性肝病

（ＮＡＦＬＤ）模型，从 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因揭示该大鼠 ＮＡＦＬＤ 的发病机制。 方法　 取 ３０ 只 ６ 周龄的 ＷＳＨｃ 大鼠，高脂饲

喂 ２ 周后，分为高脂对照组、高脂 ＋ ＡＡＶ 空载组、高脂 ＋ ＡＡＶ 组，每组 １０ 只。 高脂 ＋ ＡＡＶ 空载组、高脂 ＋
ＡＡＶ 组分别于门静注射不含病毒的载体和含 ｓｈＲＮＡ（ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ）病毒的载体。 另取 １０ 只同周龄的

ＷＳＨｃ 大鼠饲喂正常饲料作为正常对照组。 每 ２ 周检测血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ、ＡＬＰ、ＴＢＡ、ＧＬＵ、ＣＨＯＬ 和 ＴＧ 水

平。 继续饲喂 ８ 周后处死动物，取肝行苏木素⁃伊红（ＨＥ）、油红“Ｏ”、Ｍａｓｓｏｎ 和天狼星红染色，观察各组大鼠

肝组织形态、脂质沉积和纤维化情况。 利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测肝 Ｓｒｅｂｐ⁃１、Ａａｃｓ、ＦＡＳＮ、ＬＤＬＲ 等脂质代谢相关基因

的表达；分离培养 ＷＳＨｃ 大鼠肝细胞，分为正常对照组和高脂对照组，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因表达；并构建

Ｓｒｅｂｐ⁃１ 敲除组，检测肝细胞 ＴＧ 含量，油红“Ｏ”染色观察脂肪聚集。 结果　 高脂饲喂 １０ 周后，ＷＳＨｃ 大鼠血清

ＡＬＴ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），ＡＬＰ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），ＴＢＡ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＧＬＵ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），ＣＨＯＬ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）显著升高，肝脂质

异常沉积形成大泡性脂滴并见纤维化病变，Ｓｒｅｂｐ⁃１ 表达水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；与高脂对照组 ＷＳＨｃ 大鼠

相比，高脂 ＋ ＡＡＶ 组 ＡＬＴ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＧＬＵ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）降低，肝脂质沉积情况减轻，视野下未见大泡性脂滴，
ＦＡＳＮ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＬＤＬＲ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）等基因表达明显升高。 此外，高脂对照组肝细胞的 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 表达明显升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因敲除以后，细胞 ＴＧ 降低，且脂滴聚集程度减轻。 结论　 ＷＳＨｃ 大鼠 ＮＡＦＬＤ 模型肝

Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因能影响血脂代谢和肝脂质沉积，还能调控肝脂代谢相关基因的表达；体外实验表明，Ｓｒｅｂｐ⁃１ 低表

达可减轻肝细胞脂毒性损伤，这表明 ＷＳＨｃ 大鼠 ＮＡＦＬＤ 形成与 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因异常高表达密切相关。
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ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ Ｓｒｅｂｐ⁃１ ｇｅｎｅ ｐｌａｙｓ ａ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｒｏｌｅ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ， ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＷＳＨｃ
ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＮＡＦＬＤ． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｒｅｂｐ⁃１ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｌｉｐｏｔｏｘｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ
ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＮＡＦＬＤ ｉｎ ＷＳＨｃ ｒａｔｓ ｉｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｂｎｏｒｍａｌｌｙ ｈｉｇｈ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｒｅｂｐ⁃１ ｇｅｎｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＷＳＨｃ ｒａｔｓ； ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ； Ｓｒｅｂｐ⁃１
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 非酒精性脂肪肝 （ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ ） 又 称 代 谢 相 关 脂 肪 性 肝 病

（ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＭＡＦＬＤ）是全球主要的慢性肝病，除肥胖

和糖尿病外，影响全球约 ２５％的人口［１］，临床表

现在没有过多饮酒的情况下，肝细胞出现以脂肪

变性和脂质沉积为特征的一种病理综合征［２］。
尽管该疾病在全球的影响力不断增加，但其发病

的确切机制尚不清楚，目前也无批准的治疗方法

可用于治疗 ＮＡＦＬＤ。 研究发现，ＮＡＦＬＤ 包括广

泛的 肝 病 理， 从 单 纯 脂 肪 变 性 （ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ，ＮＡＦ）到非酒精性脂肪性肝炎

（ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ），若不加以干

预，最终可发展为更严重的慢性肝病，包括肝硬

化和肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ） ［３］。
ＮＡＦＬＤ 发生取决于多种因素的综合作用：第一阶

段是在高脂饮食的诱导下，肝的摄取、合成、分泌

或降解改变，进而引起肝脂肪酸代谢的不平衡，

甘油三酯 （ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ） 和游离脂肪酸 （ ｆｒｅｅ
ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ，ＦＦＡ）在体内不断增多并引起肝脂肪积

聚，导致肝细胞发生脂肪变性；第二阶段是诱发

肝炎症、内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ，
ＥＲＳ）、氧化应激、线粒体功能障碍，造成肝细胞严

重坏死，最终发展为肝硬化和 ＨＣＣ［４－５］。
本研究采用的高脂血症易感 （ Ｗｉｓｔａｒ⁃ＳＤ

ｈｙｐｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｍｉａ，ＷＳＨｃ）大鼠是本动物实验研

究中心偶然发现并保种培育的一种通过高胆固

醇饲料饲喂易发生高胆固醇血症的特色实验大

鼠品系［６］。 基础研究发现，ＷＳＨｃ 大鼠经高脂饲

喂 ２ 周时，血清 ＴＣ 值大于 ６􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的发生率

为 ９０％，在高脂饲喂第 ８ 周时达到峰值，并可稳定

保持处于高于临床诊断标准的高血脂状态，且易

形成临床相似的左心室重构和早期动脉粥样硬

化等心血管并发症［７］。 为探讨 ＷＳＨｃ 大鼠易发

高脂血症的机制，本课题组利用转录组学分析经

高脂诱导后的大鼠肝，使用蛋白质⁃蛋白质相互作

１００１
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用网络和 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｏｎｅ 聚类中的信息探索了识别

的基因谱，发现胆固醇调控因子结合蛋白 １（ｓｔｅｒｏｌ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＳＲＥＢＰ１）为核

心基因，提示 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因过表达可能是引起

ＷＳＨｃ 大鼠高血脂和 ＮＡＦＬＤ 的重要影响因素。
ＳＲＥＢＰｓ 是 位 于 内 质 网 （ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ

ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ，ＥＲ）的膜结合转录因子，作为内质网中

无活性前体，当细胞中的胆固醇水平超过阈值浓

度，便会转移到高尔基体释放出转录活性形

式［８］。 ＳＲＥＢＰ⁃１ 在哺乳动物细胞中有 ３ 种亚型：
ＳＲＥＢＰ⁃ｌａ、 ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ 和 ＳＲＥＢＰ⁃２［９］。 ＳＲＥＢＰ⁃２
主要调控胆固醇合成酶的表达，ＳＲＥＢＰ⁃１ｃ 是肝

中主要的 ＳＲＥＢＰ⁃１ 亚型，调控脂肪酸和 ＴＧ 合成

酶编码基因的表达［１０－１１］。 有研究发现 ＳＲＥＢＰ⁃１
的靶基因包括：乙酰辅酶 Ａ 羧化酶（ ａｃｅｔｙｌ ＣｏＡ
ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ， ＡＣＣ） ［１２－１３］、脂肪酸合成酶（ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＦＡＳＮ） ［１４］、低密度脂蛋白受体 （ ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬＲ） ［１５］ 等与脂肪合

成和葡萄糖代谢有关的基因，能够激活低密度脂

蛋白受体和胆固醇合成酶的编码基因，主要参与

脂肪酸、甘油三酯和胆固醇合成和代谢，过量表

达能导致肝细胞内脂质过度蓄积加速 ＮＡＦＬＤ 的

发展［１６］。 本文进一步探讨 ＷＳＨｃ 大鼠 ＮＡＦＬＤ 易

发机制，构建 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因敲减 ＷＳＨｃ 大鼠，并分

离 ＷＳＨｃ 大鼠肝细胞构建 Ｓｒｅｂｐ⁃１ ＫＯ 细胞，研究

Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因在 ＮＡＦＬＤ 进程中的作用，提高 ＷＳＨｃ
大鼠这一特色实验动物新品系的应用价值和科

学价值，为 ＮＡＦＬＤ 的研究和相关药物研发提供

合适的、机制明确的动物模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

来源于上海斯莱克实验有限公司 【 ＳＣＸＫ
（沪）２０１２－０００２】的 ＳＰＦ 级 ８ 周龄，１２０ ～ １４０ ｇ
的雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 １ 只，经高脂诱导 ２ 周出现血

脂升高异常，而后由本课题组繁殖，取其繁殖的

后代 ＳＰＦ 级 ６ 周龄 １６０ ～ １８０ ｇ 的雌性 ＷＳＨｃ 大

鼠 ４０ 只，饲养于浙江中医药大学动物实验研究中

心屏障实验室【ＳＹＸＫ（浙）２０２１－００１２】，饲养条件

为：室温（２２ ± ２） ℃，相对湿度 ５０％ ～ ６０％，在
ＩＶＣ 笼内饲养，自由饮食，光照 １２ ｈ 明暗交替，噪

声 ＜ ５０ ｄＢ。 在实验过程中按“３Ｒ”原则给予人道

的关怀。 本研究获得浙江中医药大学实验动物

伦理审查委员会批准通过（ＩＡＣＵＣ⁃２０２２１２⁃０１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

腺病毒购自上海吉凯基因科技有限公司；普
通基础饲料购自仪征安立卯生物科技有限公司

有限公司；谷丙转氨酶（ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＬＴ）（货号：２１０８１９１０１）、谷草转氨酶（ ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）（货号：２１０８３０２０１）、总胆红

素（ｔｏｔａｌ ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，ＴＢＩＬ）（货号：２１１００６３０２）、血清

碱性磷酸酶 （ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ） （货号：
２１１０２６１０１）、血清总胆汁酸（ ｔｏｔａｌ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ，ＴＢＡ）
（货号：２１０７１４１０２）、葡萄糖 （ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＧＬＵ） （货

号： ２１０６０７１０１ ）、 总 胆 固 醇 （ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，
ＣＨＯＬ ） （ 货 号： ２１０９０１１０１ ）、 三 酰 甘 油

（ｔｒｉｙｌｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ） （货号：２１０８２３１０１）检测试剂

盒均购自美康生物科技股份有限公司；苏木素和

ＥＯＳＩＮ⁃Ｙ 伊红染液，购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；蛋白提取

试剂盒购自凯基生物；预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；近红外染料标记的二抗 （ Ｌｉ⁃
ＣＯＲ）天狼猩红染色试剂盒（货号：Ｓ８０６０）购自索

莱宝公司；油红 Ｏ 染料（货号：Ｇ１２６０）购自索莱宝

公司，ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ，ＲＴ ｋｉｔ 和 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ， 购 自 ＴａＫａＲａ 公 司。 滨 松

ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ Ｓ６０ 数字切片扫描仪 （滨松光子公

司）； ＮＤＰ 图像软件采集 （ 滨 松 光 子 公 司 ）；
Ｏｄｙｓｓｅｙ 近红外双色激光成像系统（美国 ＬＩ⁃ＣＯＲ，
Ｏｄｙｓｓｅｙ ＣＬｘ）；垂直电泳系统 （美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ，
ｍｉｎｉ⁃ＰＲＯＴＥＡＮ）；蛋白转移系统（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ，
ＰｏｗｅｒＰａｃ）； 生 物 样 品 均 质 机 （ 法 国 ＢＩＲＴＩＮ，
Ｐｒｅｃｅｌｌｙｓ ２４）；生化培养箱（上海博讯实业有限公

司医疗设备厂，ＳＰＣ⁃１５０ＢＺ）；生物安全柜（美国

Ｔｈｅｒｍｏ，１３００Ａ２）；荧光定量 ＰＣＲ 仪（美国 ＡＢＩ，
Ｓｔｅｐｏｎｅ ｐｌｕｓ）；微量核酸测定仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ，
ｎａｎｏｄｒｏｐ）；ＰＣＲ 仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，Ｓ１０００）；移液器

（德国 Ｅｐｐｅｎｄｒｏｆ，Ｒｅｓｅａｒｃｈ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及模型建立

ＳＰＦ 级 ６ 周龄的雌性 ＷＳＨｃ 大鼠 ３０ 只，进行

高脂饲料（ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ，ＨＦＤ）饲喂 ２ 周，ＨＦＤ 配

方：１％胆固醇、１０％起酥油、１０％蛋黄粉、０􀆰 ５％ ３
号胆盐、７８􀆰 ５％基础饲料。 取 １０ 只高脂饲喂的大

２００１
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鼠作为高脂对照组，另取同周龄雌性 ＷＳＨｃ 大鼠

１０ 只饲喂普通饲料作为正常对照组。 每天观察

大鼠的精神、活动、被毛色泽、饮食、饮水等，每周

称量大鼠的体质量。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｓｈＲＮＡ 病毒载体的构建与干预

取上述高脂饲料饲喂的大鼠 １０ 只，利用

ＮＣＢＩ 数 据 库 中 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 转 录 本 序 列 （ ＮＭ ＿
００１２７６７０７􀆰 １），构建 ＡＡＶ 载体，Ｈ１３１８４ ｐＲＬｅｎｔｉ⁃
ＥＦ１ａ⁃ＥＧＦＰ⁃Ｐ２Ａ⁃Ｐｕｒｏ⁃ＣＭＶ⁃Ｓｒｅｂｆ１⁃３Ｆｌａｇ，由和元

生物公司合成。 高脂 ＋ ＡＡＶ 组大鼠门静脉注射

含有 ｓｈＲＮＡ 的病毒载体，对 ＷＳＨｃ 大鼠 Ｓｒｅｂｐ⁃１
进行抑制，另取 １０ 只高脂饲喂大鼠注射空载体病

毒作为高脂 ＋ ＡＡＶ 空载组，注射操作在生物安全

柜中进行。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清生化指标检测

各组大鼠每 ２ 周 １ 次检测血液生化，禁食

１２ ｈ，颌下静脉取血，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，分
离血清，测定血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、 ＴＢＩＬ、ＡＬＰ、ＧＬＵ、
ＣＨＯＬ、ＴＧ 含量。 在 ＷＳＨｃ 大鼠注射腺相关病毒

８ 周后，禁食 １２ ｈ，安乐死后立即心脏取血，并于

３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，分离血清，测定血清

ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ、ＡＬＰ、ＧＬＵ、ＣＨＯＩ、ＴＧ 含量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色

ＷＳＨｃ 大鼠注射病毒 ８ 周后，动物禁食 １２ ｈ，
安乐死后，每组取肝组织标本，经中性甲醛固定

后，常规脱水、石蜡包埋后切片，切片厚度为

４ μｍ，制成的肝组织切片留存供下一步染色备

用。 切片置 ６０ ℃烤箱烘烤 ２ ｈ；二甲苯Ⅰ、二甲苯

Ⅱ各 １５ ｍｉｎ；无水乙醇Ⅰ、Ⅱ各 １０ ｍｉｎ；９５％乙醇、
８０％乙醇、７０％乙醇各 ２ ｍｉｎ；自来水冲洗 １ ｍｉｎ；
苏木素染液染 ５ ｍｉｎ；流水冲洗 ２ ｍｉｎ；０􀆰 ５％盐酸

酒精分化 ５ ｓ；流水冲洗 １ ｍｉｎ；０􀆰 ５％稀氨水返蓝

２０ ｓ；流水冲洗 ３ ｍｉｎ；０􀆰 ５％伊红染液染色 ２ ｍｉｎ；
流水冲洗 １ ｍｉｎ；８０％乙醇、９５％乙醇各 ３０ ｓ；无水

乙醇Ⅰ、Ⅱ各 ２ ｍｉｎ；二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ各 ５ ｍｉｎ；
中性树胶封固后显微镜下观察染色结果。
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

脱蜡至水步骤与上述 ＨＥ 染色相同，而后用

苏木素染色液染核 １ ｍｉｎ，蒸馏水冲洗后用 １％盐

酸酒精分化 ３ ｍｉｎ，充分冲洗；加入 Ｍａｓｓｏｎ 丽春红

染液复红 １０ ｍｉｎ，１％磷钼酸溶液洗分化 ３ ｍｉｎ，不
用水洗，直接经 １％苯胺蓝染液染 ５ ｍｉｎ；最后依次

在 ９５％、１００％乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封

固后镜下观察并拍照。
１􀆰 ２􀆰 ６　 油红“Ｏ”染色

组织冰冻切片后 １０％中性甲醛固定 ５ ｍｉｎ，清
洗后加入配制好的油红“Ｏ”工作液染色 １０ ｍｉｎ；
６０％异丙醇分化，清洗后加入苏木素染液染核

１ ｍｉｎ；超纯水清洗后显微镜观察染色结果。
１􀆰 ２􀆰 ７　 天狼星红染色

常规石蜡切片脱蜡至水，将切片入饱和苦味

酸天狼猩红染色液内染色 ８ ｍｉｎ；而后置于无水乙

醇中漂洗数分钟。 将制作好的切片于 ６０ ℃烤箱

烤干后，用二甲苯透明 ５ ｍｉｎ，中性树胶封片，显微

镜镜检，并采集分析图像。
１􀆰 ２􀆰 ８　 实时荧光定量 ＰＣＲ 法（ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）检测肝组织中 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 及下

游基因转录

在干冰上取新鲜肝组织 ２０ ｍｇ 左右，置于预

冷并放置磁珠的均质管中，加入试剂盒中的

Ｂｕｆｆｅｒ ＲＬ，立即在均质机组织破碎仪中进行高速

震荡破碎，随后按照 ＴａＫａＲａ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ
试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ。 初步提取的 ＲＮＡ 用

Ｎａｎｏｄｒｏｐ 微量核酸测定仪测定其浓度和纯度。
随后加入 ５ × ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 进行逆转

录为 ｃＤＮＡ。 得到的 ｃＤＮＡ 用 ＴａＫａＲａ 荧光定量

试剂盒 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ在实时荧光定

量 ＰＣＲ 仪中进行扩增，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测肝组织中

Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因和下游 Ａａｃｓ、ＦＡＳＮ、ＬＤＬＲ 的 ｍＲＮＡ
表达水平。 ＰＣＲ 的扩增条件：９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；
９５ ℃ １０ ｓ，６５ ℃ ３０ ｓ，共 ４０ 个循环。 熔解曲线反

应条件：从 ５５ ℃开始，每 ３０ ｓ 升高 ０􀆰 ５ ℃，直到

９５ ℃，循环一次。 内参基因为 β⁃ａｃｔｉｎ，各组基因

表达差异采用 ２－ΔΔＣＴ 相对定量法进行分析。 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 引物信息如表 １ 所示，引物序列由生工生

物工程（上海）有限公司设计并合成。
１􀆰 ２􀆰 ９　 肝细胞原代分离培养

取新生 ３ ｄ 的 ＷＳＨｃ 大鼠处死，放入 ７５％乙

醇中消毒 １０ ｍｉｎ，无菌手术器械开腹取肝，置于预

冷的含双抗 ＰＢＳ 液中反复漂洗，除去肝包膜，将
肝剪碎成 ５ ｍｍ × ５ ｍｍ × ５ ｍｍ 的组织块，ＰＢＳ 洗

２ 次，将组织块移入无菌 ５０ ｍＬ 离心管中，用

０􀆰 ２５％胰酶于 ３７ ℃ 消化 ５ ｍｉｎ，去胰酶，加入

０􀆰 ０３％ Ⅳ胶原酶 １０ ｍＬ。 于 ３７ ℃ １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 水

３００１
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　 　 　 　 　 　 表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

序列（５’ － ３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’ － ３’）

扩增片段长度 ／ ｂｐ
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

退火温度 ／ ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

基因序列号
Ｇｅｎｅ ＩＤ

Ｓｒｅｂｐ⁃１
Ｆ：ＣＧＡＣＴＡＣＡＴＣＣＧＣＴＴＣＴＴＡＣ
Ｒ：ＣＡＣＣＡＧＧＴＣＴＴＴＣＡＧＴＧＡＴＴ

１００ ６０ ７８９６８

Ａａｃｓ
Ｆ：ＧＡＡＧＡＴＧＧＧＣＧＴＧＡＡＧＡＡＡ
Ｒ：ＡＣＴＣＣＡＡＡＴＧＧＣＴＣＣＡＡＴＡＣ

１０６ ６０ ６５９８４

ＦＡＳＮ
Ｆ：ＧＡＣＣＣＴＧＡＣＴＣＣＡＡＧＴＴＡＴＴＣ
Ｒ：ＧＣＡＧＣＴＣＣＴＴＧＴＡＴＡＣＴＴＣＴＣ

１００ ６０ ５０６７１

ＬＤＬＲ
Ｆ：ＴＣＴＴＣＧＧＡＧＣＣＡＴＣＣＴＣＣＴＧ
Ｒ：ＣＴＣＧＴＣＣＴＣＣＧＴＧＧＴＣＴＴＣＴ

９８ ６０ ３００４３８

β⁃ａｃｔｉｎ
Ｆ：ＧＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡ
Ｒ：ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ

１５０ ６０ ８１８２２

浴摇床中消化 １５ ｍｉｎ，移液器吹打充分，静置取上

清，余下加入 ０􀆰 ０３％ Ⅳ胶原酶 １０ ｍＬ 重复以上步

骤。 ３ ～ ４ 次后直到几乎完全消化。 过 ２００ 目筛，
离心去上清，破红，１０ ～ １５ 倍 ＰＢＳ 稀释，继续离

心去上清。 用 １５％血清完全培养基重悬后接种

于 Ｔ２５ 培养瓶中。 利用大鼠肝实质细胞提取试剂

盒提取肝细胞，调整好密度的细胞接种在胶原包

被的培育板中，培育 ２４ ｈ 后换液，除去红细胞。
１􀆰 ２􀆰 １０　 腺病毒转染

在生物安全柜中，取 １０ μＬ 腺病毒原液加入

９９０ μＬ 的 Ｅｐ 管中做 １ ∶ １００ 稀释（１０－２）；然后以

此为起点用完全培养基将病毒浓度稀释为 １０－４

浓度。 将原细胞培养基弃去，换成含腺病毒培养

基继续培养 ４８ ｈ 后换液。 荧光显微镜观察转染

效率，ＰＣＲ 检测转染效果，确定构建 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因

敲除（ｋｎｏｃｋｏｕｔ，ＫＯ）组简称 Ｓｒｅｂｐ⁃１ ＫＯ 组。
１􀆰 ２􀆰 １１　 肝细胞鉴定和造模

将每毫升 ６ × １０５ 个肝细胞悬液接种于置有玻

片的 ６ 孔培养板，置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 孵育箱中培

养，待细胞 ８０％ ～ ９０％融合后，取出爬片，ＰＢＳ 洗 ２
次。 高脂对照组的细胞铺板 ２４ ｈ 后，采用棕榈酸

（ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ，ＰＡ）和油酸（ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ，ＯＡ）联用处理，
０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ ＋ ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＯＡ 处理 ２４ ｈ［１７－１８］。
１􀆰 ２􀆰 １２　 细胞 ＴＧ 含量测定

造模后收细胞，裂解 （ １％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ１００，ＰＢＳ
稀释）４０ ｍｉｎ，生化检测仪检测。
１􀆰 ２􀆰 １３　 细胞油红“Ｏ”染色

收集各组细胞培养液，去上清，轻轻加入 ＰＢＳ

洗 １ 遍；１００％异丙醇润洗 １ 次，后去除；加入工作

液每孔 １ ｍＬ，室温孵育 ３０ ｍｉｎ，后回收；用 ＰＢＳ 洗

２ 遍后拍照，在生物安全柜中取 １０ μＬ 腺病毒原

液加入 ９９０ μＬ 的 Ｅｐ 管中做 １ ∶ １００ 稀释（１０－２）；
取 １２ ｍＬ 油红 Ｏ 母液加入 ８ ｍＬ 的纯水（３ ∶ ２），
配制成工作液，滤纸过滤后浸染。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验数据通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行分析，对
于不同分组的数据实行非配对 ｔ 检验，并用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件作图。 检测结果用平均

值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有

显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 高脂诱导对 ＷＨＳｃ 大鼠的影响

与正常对照组相比，高脂对照组大鼠在高脂

饲喂 ８ 周后，血清 ＡＬＴ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 １Ａ），ＡＬＰ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 １Ｄ），ＴＢＡ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ｅ），ＧＬＵ
（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 １Ｆ），ＣＨＯＬ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 １Ｇ）浓
度显著升高，而 ＡＳＴ，ＴＢＩＬ 和 ＴＧ（图 １Ｂ，图 １Ｃ，图
１Ｈ）含量未出现明显变化，说明在高脂饲料的诱

导下，ＷＳＨｃ 大鼠易出现 ＮＡＦＬＤ 临床鉴定的血清

生化指征，且较为稳定。
病理染色结果发现（图 ２），正常对照组大鼠

肝结构清晰，肝细胞胞浆丰富、形态完好、肝细胞

索排列整齐。 高脂对照组大鼠肝组织经 ＨＥ 染色

镜检发现，肝空泡样变，大泡状、空泡变大，胞核

被脂滴挤向一侧，高脂对照组以大泡性脂肪变为

４００１



中国实验动物学报 ２０２５ 年 ７ 月第 ３３ 卷第 ７ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｌｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． ７

注：Ａ：各组大鼠 ＡＬＴ 水平；Ｂ：各组大鼠 ＡＳＴ 水平；Ｃ：各组大鼠 ＴＢＩＬ 水平；Ｄ：各组大鼠 ＡＬＰ 水平；Ｅ：各组大鼠 ＴＢＡ 水平；

Ｆ：各组大鼠 ＧＬＵ 水平；Ｇ：各组大鼠 ＣＨＯＬ 水平；Ｈ：各组大鼠 ＴＧ 水平；与正常对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与高

脂对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 １　 各组大鼠血液生化指标

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＡＬＴ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． ＡＳＴ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． ＴＢＩＬ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｄ． ＡＬＰ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｅ． ＴＢＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｆ． ＧＬＵ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｇ． ＣＨＯＬ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｈ． ＴＧ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

图 ２　 各组大鼠肝 ＨＥ、油红“Ｏ”、Ｍａｓｓｏｎ 和天狼星红染色

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｌｉｖｅｒ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＨＥ， Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ， Ｍａｓｓｏｎ ａｎｄ ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ
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主，即呈空泡状并伴有小泡性脂肪变性；经油红

“Ｏ”染色镜下示肝出现重度脂质沉积；Ｍａｓｓｏｎ 和

天狼星红染色见肝细胞排列紊乱，正常肝索状结

构消失，且胶原纤维大量增生，聚集成条索状，并
伴有炎性细胞浸润。 可见，ＷＨＳｃ 大鼠经高脂诱

导易出现肝细胞脂质沉积，导致肝脂肪变性等典

型的 ＮＡＦＬＤ 病理变化。
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果见，经高脂诱导的 ＷＨＳｃ 大鼠

肝组织中 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 的相对表达量显著性上调至两

倍（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，图 ３Ａ）；同样，在高脂对照组大鼠

肝细胞中 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 相对表达水平升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
图 ３Ｂ），预示 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 在 ＷＨＳｃ 高脂对照组大鼠中

发挥重要作用。

注：Ａ：各组大鼠肝组织中 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 的相对表达水平；Ｂ：各组

大鼠肝细胞中 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 的相对表达水平。

图 ３　 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 在各组大鼠肝组织和肝细胞中的

相对表达水平

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｓｒｅｂｐ⁃１ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ． Ｂ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｓｒｅｂｐ⁃１
ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｓｒｅｂｐ⁃１ ｉｎ ｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ２　 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 对 ＷＨＳｃ 大鼠生理指标和血脂代

谢的影响

与高脂对照组相比，高脂 ＋ ＡＡＶ 组大鼠血清

ＡＬＴ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ａ），ＧＬＵ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图 １Ｆ）浓
度降低，ＡＳＴ，ＴＢＩＬ，ＡＬＰ，ＴＢＡ，ＣＨＯＬ 和 ＴＧ（图 １Ｂ
～ 图 １Ｅ，图 １Ｇ，图 １Ｈ）含量未出现明显变化。 说

明 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因的缺失可能影响 ＷＨＳｃ 大鼠血脂

代谢。

２􀆰 ３　 Ｓｒｅｂｐ⁃１对 ＷＨＳｃ 大鼠肝脂质沉积的影响

ＨＥ 染色结果显示（图 ２），与高脂对照组相

比，高脂 ＋ ＡＡＶ 组 ＷＨＳｃ 大鼠肝细胞质中空泡状

减轻，细胞核多位于细胞中央，未出现大泡状脂

肪变性。 油红“Ｏ”染色结果显示（图 ２），与高脂

对照组相比，高脂 ＋ ＡＡＶ 组 ＷＨＳｃ 大鼠肝细胞脂

质沉积情况减轻，视野中未见大量脂质沉积。
Ｍａｓｓｏｎ 染色和天狼星红染色结果显示，与高脂对

照组相比，高脂 ＋ ＡＡＶ 组 ＷＨＳｃ 大鼠肝细胞排列

结构清晰，有少量胶原纤维增生，其间有少量炎

性细胞存在（图 ２）。 说明 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因在 ＷＨＳｃ
大鼠肝脂质沉积过程中发挥重要作用，Ｓｒｅｂｐ⁃１ 缺

失会减缓 ＮＡＦＬＤ 进程。
２􀆰 ４　 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 调控 ＷＨＳｃ 大鼠肝组织脂肪代谢

相关基因表达水平

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果发现，与正常对照组相比，
ＷＨＳｃ 大鼠经高脂诱导后，肝组织脂肪代谢相关

基因 Ａａｃｓ，ＦＡＳＮ，ＬＤＬＲ 的相对表达量显著降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１，图 ４Ａ ～ 图 ４Ｃ）。 与高脂对照组大鼠相

比，高脂 ＋ ＡＡＶ 组 ＷＨＳｃ 大鼠肝组织中 ＦＡＳＮ，
ＬＤＬＲ 相对表达量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，图
４Ｂ，图 ４Ｃ）。 该结果提示，Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因被干预后

可升高 ＷＨＳｃ 大鼠肝组织中脂肪代谢相关基因的

表达，这可能是 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因调控 ＷＨＳｃ 大鼠

ＮＡＦＬＤ 的重要机制之一。
２􀆰 ５　 Ｓｒｅｂｐ⁃１缺失可减轻肝细胞脂毒性损伤

与正常对照组大鼠肝细胞对比，高脂对照组

大鼠肝细胞中 ＴＧ 含量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图
５），油红“Ｏ”染色结果图见高脂诱导的肝细胞中

脂肪聚集程度加重，预示着脂肪沉积（图 ６）。 为

探究 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 在肝细胞脂质代谢中的作用，本实验

通过腺病毒转染构建了 Ｓｒｅｂｐ⁃１ ＫＯ 肝细胞，并采

用 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＡ ＋ ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＯＡ 联用诱导造

模。 检测 ＴＧ 指标显示，与高脂对照组相比，
Ｓｒｅｂｐ⁃１ ＫＯ 组中 ＴＧ 浓度下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ５）；
同时，油红“Ｏ”染色结果显示（图 ６），与正常对照

组相比，Ｓｒｅｂｐ⁃１ ＫＯ 组细胞脂滴颗粒密度下降，并
未形成大片空泡脂肪聚集。 由此说明，Ｓｒｅｂｐ⁃１
ＫＯ 组肝细胞脂肪聚集减少，与高脂对照组大量

脂肪聚集引发氧化应激损伤肝细胞相比，Ｓｒｅｂｐ⁃１
缺失可减轻肝细胞脂毒性损伤。
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注：Ａ：各组大鼠肝 Ａａｃｓ 的相对表达水平；Ｂ：各组大鼠肝 ＦＡＳＮ 的相对表达水平；Ｃ：各组大鼠肝 ＬＤＬＲ 的相对表达水平。

图 ４　 各组大鼠肝中脂肪代谢相关基因的相对表达水平

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ａａｃｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｂ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＦＡＳＮ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒｓ ｏｆ
ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃ． Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＬＤＬＲ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆａｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

图 ５　 各组大鼠肝细胞中 ＴＧ 含量

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＴＧ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨论

ＮＡＦＬＤ 是全球最常见的慢性肝病之一，成人

患病率可高达 ４５％，严重威胁人类生命健康［１］。
动物模型是研究疾病发生发展规律的重要手段

和关键环节，而当前常用的无论啮齿类动物模

型，亦或是禽类和猴类都无法模拟人类 ＮＡＦＬＤ
的全部病理特征，在实际应用过程中存在局限。
ＷＳＨｃ 大鼠是本课题组所在动物研究中心发现并

封闭培育和开发研究的一个新的大鼠品系。 前

期研究发现，与普通 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠相比，ＷＳＨｃ 大鼠

　 　 　 　 　 　

图 ６　 各组大鼠肝细胞油红“Ｏ”染色结果

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ

经高脂饲料诱导后血清总胆固醇显著升高［７］。
众所周知，血脂代谢紊乱是 ＮＡＦＬＤ 发生的一个

重要信号［１９］，本研究继续研究 ＷＳＨｃ 大鼠的血液

生化指标，发现与正常 ＷＨＳｃ 大鼠相比，ＷＳＨｃ 大

鼠血清 ＡＬＴ，ＡＬＰ，ＴＢＡ，ＧＬＵ，ＣＨＯＬ 等水平显著

升高，预示 ＷＨＳｃ 大鼠经高脂诱导易发并稳定保

持高血脂症，与 ＮＡＦＬＤ 临床水平接近。 肝脂质

沉是 ＮＡＦＬＤ 最具特征性的临床病变。 经过单纯

肝脂质沉积会进入脂肪性肝炎阶段，表现为肝细

胞大泡性或以大泡性为主的混合型脂肪变［２０］。

７００１
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本研究发现 ＷＳＨｃ 大鼠 ＮＡＦＬＤ 的脂肪变性更严

重，且出现大泡性脂肪变性，脂质沉积和炎性细

胞浸润，更符合人类脂肪性肝炎的临床病变。 因

此，研究人员认为 ＷＳＨｃ 大鼠可能是研究 ＮＡＦＬＤ
的理想模型动物，可以模拟多种人 ＮＡＦＬＤ 临床

特征。
为进一步研究 ＷＳＨｃ 大鼠高脂血症易感机

制，分析其独特的脂代谢模式，对ＷＳＨｃ 大鼠的脂

肪代谢相关基因的表达分析，发现 ＷＳＨｃ 大鼠肝

组织 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因表达异常升高。 有报道称，
Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因参与肝脂质代谢过程，若机体出现

Ｓｒｅｂｐ⁃１ 持续高表达会加速 ＮＡＦＬＤ 的发生［２１］。
研究人员前期的肝转录组分析研究也发现，
ＷＳＨｃ 大鼠肝 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 通路基因出现高表达，推测

ＷＳＨｃ 大鼠的 ＮＡＦＬＤ 易感性可能与 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 的高

表达有关。 因此，本研究通过腺病毒载体抑制

ＷＳＨｃ 大鼠肝中 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因的表达，探讨 Ｓｒｅｂｐ⁃１
在 ＷＳＨｃ 大鼠 ＮＡＦＬＤ 发生发展中的作用，为

ＷＳＨｃ 大鼠 ＮＡＦＬＤ 研究中的应用提供依据。
转录因子 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 是脂肪生成的核心驱动因

素，调节多种脂生成酶的表达，这些酶参与胆固

醇、脂肪酸和甘油三酯的生物合成［２２］。 观察

Ｓｒｅｂｐ⁃１ 敲减 ＷＳＨｃ 大鼠肝组织中其他脂肪代谢

相关基因的表达水平，其中脂肪代谢相关基因

ＦＡＳＮ 和低密度脂蛋白 ＬＤＬＲ 的表达水平升高。
基于此，研究人员推测， Ｓｒｅｂｐ⁃１ 自发性升高在

ＷＳＨｃ 大鼠 ＮＡＦＬＤ 病变进程中起到了关键作用。
当 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 缺失后，其他脂肪代谢相关基因代偿性

高表达［２３］。 有研究提出，Ｓｒｅｂｐ⁃１ 还是无数生理和

病理生理细胞过程的枢纽，在转录和转录后调控

中发挥作用［９］。 发现 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 缺失组 ＡＬＴ 浓度降

低，而 ＡＬＴ 是肝细胞损伤的标记物， 临床中

ＮＡＦＬＤ 患者与肝纤维化重症患者血清的 ＡＬＴ 水

平均显著高于正常人群［２４］。 通过组织病理学染

色对比发现，Ｓｒｅｂｐ⁃１ 缺失后肝脂肪沉积情况减

轻，未发生大泡性脂肪变性，停留在单纯肝脂质

沉积初级阶段，说明 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因敲减会减缓

ＮＡＦＬＤ 进程。 此外，研究人员还发现 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 缺

失后，ＷＳＨｃ 大鼠血清 ＧＬＵ 浓度降低，说明 Ｓｒｅｂｐ⁃
１ 基因还参与血糖的调节。 糖尿病与 ＮＡＦＬＤ 一

样是代谢性疾病，未来可以继续研究 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 基因

在 ＷＨＳｃ 大鼠代谢过程中的调控作用，探讨糖尿

病与 ＮＡＦＬＤ 的联合发生或相互影响。
ＮＡＦＬＤ 患者肝内游离脂肪酸不断增加，抑制

肝糖原的利用，进而导致脂质成分在肝细胞中沉

积，引起内质网应激，造成肝细胞脂毒性损伤［２５］。
Ｓｒｅｂｐ⁃１ 参与内质网应激和细胞死亡的调控。 在

骨肉瘤细胞中，Ｓｒｅｂｐ⁃１ 的过表达抑制细胞增殖，
上调蛋白激酶 ＲＮＡ 样内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ＲＮＡ⁃ｌｉｋｅ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｋｉｎａｓｅ， ＰＥＲＫ）的
表达和磷酸化，并放大 ＰＥＲＫ 激活的未折叠蛋白

反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ＵＰＲ），导致内质

网应激诱导的细胞凋亡和自噬［２６］。 沉默 Ｓｒｅｂｐ⁃１
可减弱这种应激反应［２７］。 在构建的 Ｓｒｅｂｐ⁃１ ＫＯ
肝细胞中发现，与高脂对照组相比，Ｓｒｅｂｐ⁃１ 敲除

组的细胞脂滴颗粒密度下降，ＴＧ 浓度也相应降

低，说明 Ｓｒｅｂｐ⁃１ 是调控 ＷＨＳｃ 大鼠易发 ＮＡＦＬＤ
的核心基因，在高脂诱导下，通过其高表达启动

肝细胞内质网应激，引起炎症反应和肝细胞脂毒

性损伤等一系列生理和病理反应。 但是，新生

ＷＳＨｃ 大鼠分离肝细胞与成年 ＷＳＨｃ 大鼠模型的

脂代谢和基因表达存在差异，如何建立更完美的

Ｓｒｅｂｐ⁃１ ＫＯ 肝细胞中进行体外实验是一大难点。
ＮＡＦＬＤ 患者肝细胞严重硬化会会发展成为 ＨＣＣ。
在一项研究中发现，Ｓｒｅｂｐ⁃１ 在 ＨＣＣ 发生、进展、
转移和治疗耐药中发挥重要作用，揭示了ｓｒｅｂｐ⁃１
靶向策略在 ＨＣＣ 预防和治疗中的潜力［２７］。 那

么，ＷＨＳｃ 大鼠 ＮＡＦＬＤ 模型中，Ｓｒｅｂｐ⁃１ 是否可以

成为药物治疗作用的靶点同样值得思考。
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ｄｉｓｅａｓｅｓ： ａ ｍｉｎｉ⁃ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｈｅｐａｔｏｌ， ２０１８，
６（３）： ３３２－３３８．

［２４］　 ＶＥＲＭＡ Ｓ， ＪＥＮＳＥＮ Ｄ， ＨＡＲＴ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ
ＡＬＴ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ （ ＮＡＳＨ） ａｎｄ
ａｄｖａｎｃｅｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ
（ＮＡＦＬＤ） ［Ｊ］． Ｌｉｖｅｒ Ｉｎｔ， ２０１３， ３３（９）： １３９８－１４０５．

［２５］　 ＧＡＧＧＩＮＩ Ｍ， ＭＯＲＥＬＬＩ Ｍ， ＢＵＺＺＩＧＯＬＩ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｎ⁃
ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ （ ＮＡＦＬＤ） ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ， ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ａｎｄ
ｃｏｒｏｎａｒｙ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ］． Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ， ２０１３， ５（５）： １５４４
－１５６０．

［２６］　 ＨＵ Ｑ， ＭＡＯ Ｙ， ＬＩＵ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｆｏｒｍ ｏｆ
ＳＲＥＢＰ１ ａｍｐｌｉｆｉｅｓ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＰＥＲＫ ［Ｊ］． ＦＥＢＳ Ｊ， ２０２０， ２８７（１１）： ２３４８－２３６６．

［２７］　 ＳＵ Ｆ， ＫＯＥＢＥＲＬＥ Ａ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ＳＲＥＢＰ⁃１
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［收稿日期］ 　 ２０２４⁃０９⁃０４
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