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调控核酸代谢 、 能量转移等重要

生理功能 。 动物体内 除 了 自身合成外 ， 也通过饮食摄取以维持代谢平衡 。 ＩＭＰ 的二
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（ＮＡＦＬＤ －ＬＣ ） 症状 ， 首次揭示 了ＩＭ Ｐ 具有潜在的肝脏毒性 。

鉴于办／办 小 鼠和正常小 鼠 的遗传学差异 ， 必须了解 ＩＭＰ 对这两种体质小 鼠的

作用差别 ， 才能全面地理解 ＩＭＰ 的食品安全性及损害肝脏的详细作用机制 。

实验方法
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续给药 ４ 个月 后 ， 对小鼠体重 、 体脂率进行检测 ， 测定小鼠血清 内血脂 、 炎症因子 、

肝损伤因子和乙酰辅酶 Ａ 等含量以及肝脏组织油红 Ｏ 染色观测脂肪蓄积 ， 肝脂及

乙酰辅酶 Ａ 的含量分析 。

为探宄 ＩＭ Ｐ 是否具有致癌效果 ， 对正常小 鼠 、 ＩＭＰ 给药各组正常小 鼠 、 必／必

小 鼠 以及 ＩＭＰ 给药 必／通 小鼠的肝脏开展了ＤＮＡ 彗星 电泳实验 ， 彗星电泳实验用

于检测细胞 ＤＮＡ 损伤情况 。 ＤＮＡ 损伤越严重 ，
ＤＮＡ 超螺旋结构越松散 ， 产生 的

断裂点越多 ， 电泳结果显示出 彗星形状 ， 根据彗尾 的长度 、 面积和荧光强度判断细

胞是否癌变 。

在前期研 宄中 ， 我们发现 ＩＭ Ｐ 可 以与 ＡＭＰＫ
ｙ

ｌ 亚基形成稳定的复合体 ， 通过

促进 ＡＭＰＫ 的磷酸化而活化 ＡＣＣ－脂肪酸 Ｐ 氧化 ， 在体外实验中 ＩＭＰ 显示强烈的降

脂活性 ， 但在办／办 小鼠肝脏内显著促进了 以 乙酰辅酶 Ａ 合成甘油三酯 （ ＴＧ ） 而导

致 ＮＡＦＬＤ 恶化 ， 出现了ＮＡＦＬＤ －ＬＣ 。 为证 明 ＡＭＰＫ 是 ＩＭＰ 调控脂肪代谢的作用

靶点 ， 利用 油酸诱导脂肪蓄积的 Ｈ ｅｐＧ２ 细胞模型研究 ＡＭＰＫ 正常和被抑制功能期

间 ＩＭＰ 的降脂活性 ， 根据 ＩＭ Ｐ 的功效差异验证 ＡＭ ＰＫ 是 ＩＭＰ 的 作用靶点 。 利用

蛋 白质免疫 印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂ
ｌｏｔ ） 实验探究 ＩＭ Ｐ 给药对正常小 鼠肝脏内 ＡＭＰＫ 下游

的脂质分解代谢相关蛋 白表达的影响情况 。 ＩＭＰ 诱导正常小鼠产生早期 ＮＡＦ ＬＤ 症

状 ， Ｗ办 小 鼠 自 发产生 ＮＡＦＬＤ 症状和 ＩＭＰ 诱导 办／办 小鼠产生的肝硬化症状反

映 了高嘌呤饮食环境中的人类因瘦素抵抗逐渐恶化 ， 出现不同阶段的 ＮＡＦＬＤ 的原

因 。 发现每个阶段的差异表达的蛋 白质种类可解析 ＮＡ ＦＬＤ 演化的分子机制 。 基于

ＴＭＴ定量蛋 白质组学发现不同诱因 导致小 鼠 ＮＡ ＦＬＤ 发病的肝细胞 内 蛋白种类和利

１
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

用生物信息学方法研究 ＩＭＰ 通过诱发这些蛋 白质表达变化导致 ＮＡＦＬＤ 发生和演化

的作用机制 。

实验结果

ＩＭＰ 对正常小 鼠体重无显著影响 ，
１ ００ｍｇ／（

ｋｇ
？ｖ ｄ

）
ＩＭ Ｐ 引起小鼠体脂率显著升

高 ， 表明高剂量 ＩＭＰ 促进正常小鼠体 内 脂质积累 。 ＩＭＰ 给药后各组小 鼠的血脂较正

常组升高 ， 乙酰辅酶 Ａ 含量随 ＩＭＰ 给药剂量的升高而升高 ， 炎症因子随 ＩＭＰ 给药

剂量的升髙而降低 ， 肝损伤 因子无显著变化 。 肝组织切片经油红 〇 染色观察发现低

剂量组小鼠肝脏无明显的脂肪蓄积 ， 中 、 高剂量组小鼠肝脏 内 出现脂质蓄积现象 ，

脂肪蓄积量和 ＩＭＰ 剂量为正相 关 ， 表 明高剂量的 ＩＭＰ 给药依然促进正 常小 鼠

ＮＡＦＬＤ ， 但即使是高剂量 ＩＭＰ
， 诱导的正常小 鼠 ＮＡＦＬＤ 的症状可能逆转 ， 因此不

能武断地判定 ＩＭＰ 有食 品危害性 。 但对严重瘦素抵抗体质的小 鼠或人 ， 不宜在饮食

中额外添加 ＩＭＰ ， 同时要避免高嘌呤饮食 。

ＤＮＡ 彗星电泳实验显示仅 ＩＭＰ 给药的也他 小鼠肝脏 ＤＮＡ 被损伤 ， 表 明 ＩＭＰ

对 办／办这样的极端瘦素抵抗体质的小 鼠有促进肝细胞癌变的活性 ， 验证 了ＩＭＰ 诱

导 办／必 小 鼠出现的症状为癌变前期的 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 。

利用 ＡＭＰＫ 抑制剂进一步验证 ＡＭＰＫ 是否为 ＩＭＰ 在肝细胞内的作用靶点 ， 证

明 ＩＭＰ 和 ＡＭＰＫ 形成复合体导致 ＡＭＰＫ 激活 ， 引发 了脂肪酸 ｐ氧化反应加速 ， 促

进了乙酰辅酶 Ａ 蓄积 、 ＴＧ 合成和肝脏氧化应激等诱发 办／％ 小鼠的 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 。

蛋 白质免疫印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔ ） 实验发现 ＩＭＰ 活化 ＡＭＰＫ 促进 ＡＣＣ １ 和 ＡＣＣ２

表达和磷酸化 ， 加速脂肪酸Ｐ氧化生成乙酰辅酶 Ａ
， 促进脂肪合成 ； 同时诱导 ＡＴＧＬ

表达促进脂肪分解 。 表明 ＩＭＰ 作用 下正常小鼠肝脏内 出现了促进脂肪蓄积和脂肪分

解的互相拮抗 。 低剂量 ＩＭＰ 作用时脂肪分解能力大于合成能力 ， 中 、 高剂量 ＩＭＰ

作用时脂肪分解能力小于蓄积能力 ， 因而观察到 ＩＭＰ 促进脂肪蓄积和剂量之间存在

正相关 。

ＴＭＴ 定量 蛋 白 质 组 学和生物 信 息学方法发现 ＩＭＰ 导致正常小 鼠 肝脏 内

Ｈｅｐｄｄｉ ｎ 等 ４ 种蛋 白含量显著增加 ， 补体成分 Ｃ ９
（
Ｃ９

）等 ２３ 种蛋白表达显著减少 ；

ＩＭＰ 导致Ｗ办 小 鼠肝脏 内 Ｐｈｏ ｓｐ
ｈｏ ｌ 等 ６５ 种蛋白显著增加 ， Ｃａｍ ｌｇ 等 １ １ ０ 种蛋 白

表达显著减少 。 Ｗ必 小鼠相对于正常小 鼠 ， 肝脏内 Ｇｅｔ４ 等 ２６０ 种蛋 白表达显著增

加 ，
Ｊａｇｎ

ｌ 等 １ ４８ 种蛋 白表达显著减少 。 ＩＭＰ 诱导正常小鼠 、 ＩＭＰ 诱导 通／必 小鼠

以及Ｗ必 小鼠产生各 自表型的 ＮＡＦＬＤ 进程中 Ｃ ９ 表达量都降低 ， 表 明 ＩＭＰ 通过

下调 Ｃ９ 表达引起肝细胞炎症是促进 ＮＡＦＬ 发生和进展为 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 的原因 ， 这种

炎症发生和肝细胞内 脂质变性无因果关系 。 此外 ， 办／办 小鼠相对于正常小鼠 ， 肝

细胞胞间质 （ ＥＣＭ ） 沉积相关的蛋 白质如 ＩＴＢ ３ 、 ＬＡＭＢ２ 等的表达量显著提升 ， 是

导致 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 发生的必要条件 。

２
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结论

对照 ＩＭＰ 诱导正常饮食的 Ｃ５ ７／ＢＬ６Ｊ 小 鼠和 办／办 小鼠 出现的 ＮＡＦＬＤ 的表型

差异和作用机制证 明 ＮＡＦＬＤ －ＬＣ 发病 的必要条件是高度瘦素抵抗体质动物体内 出

现 ＩＭＰ 过剩 。 此外 ， ＩＭ Ｐ 导致肝脏内补体蛋 白 Ｃ ９ 的表达下调是 引发非酒精性脂肪

肝炎 ， 加速 ＮＡＦＬＤ 恶化 ， 为研宄 ＮＡＦＬＤ －ＬＣ 的发病机制提供新思路 。 这些结果证

明 了 常规饮食条件下 ， 由 于代谢异常或过量摄入 ＩＭＰ 引 发体 内 嘌呤核苷酸过剩是

ＮＡＦＬＤ 发生和演化的原因 。 因此 ， 正常饲养条件下用 ＩＭＰ 诱导正常小 鼠可建立

ＮＡＦＬＤ 的疾病新模型 ，
ＩＭ Ｐ 诱导祕Ｍ、 鼠可建立 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 疾病新模型 ， 这两

种模型分别反映 了高嘌呤饮食环境中的人类 ＮＡＦ ＬＤ 或 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 的病理特征 ， 为

ＮＡＦＬＤ 发病和演化为肝硬化分子机制研宄指明 了新方 向 。

关键词 ：
５

’

－肌苷酸（
ＩＭ Ｐ

） ； 非酒精性脂肪肝病 ；
肝硬化 ； 动物模型 ； 演化机制

３
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ｎｅｗｍｏｄｅ ｌｏｆＮＡＦＬＤ －ＬＣｄ ｉ ｓｅａｓｅ ．Ｔｈｅｓｅｔｗｏｍｏｄｅ ｌ ｓ
，ｒｅｓｐ ｅｃｔ ｉ ｖｅ ｌｙ ，ｒｅｆｌ ｅｃ ｔ ｔｈｅ

６
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ｐａｔｈｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌｆｅａ ｔｕｒｅｓｏｆｈｕｍａｎＮＡＦＬＤｏｒＮＡＦＬＤ －ＬＣｉｎａｈ ｉ ｇｈ
－

ｐｕｒ ｉｎｅｄ ｉｅｔｓｅｔｔ ｉｎｇａ

ｎｅｗｄ ｉｒｅｃｔｉｏｎｆｏｒ ｔｈｅｓｔｕｄｙｏ
ｆｔｈｅｍｏ ｌｅｃｕｌ

ａｒｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｓｕｎｄｅｒｌｙｉ ｎｇ
ｔｈｅｐ

ａｔｈｏｇｅｎｅｓ ｉｓ

ａｎｄｅｖｏ ｌｕ ｔｉ ｏｎ ｏｆ 

ＮＡＦＬＤ ｉｎ ｔｏｃｉ ｒｒｈｏｓ ｉｓ ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ ：
Ｉｎｏｓｉｎｅ５

９

－

ｍｏｎｐｈｏｓｐ
ｈａｔｅ

（
ＩＭＰ

）
；ＮＡＦＬＤ ；ｌ ｉｖｅｒｃ ｉｒｒｈｏ ｓ ｉｓ

；ａｎ ｉｍａ ｌｍｏｄｅｌ
；

ｅ ｖｏ ｌｖ
ｉ
ｎｇ
ｍｅ ｃｈａｎ ｉ ｓｍ

７
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前言

非酒精性脂肪肝病 （ＮＡＦＬＤ ）是
一

种进行性疾病ｍ ， 从非酒精性脂肪肝 （ＮＡＦＬ ） ，

到非酒精性脂肪性肝炎 （ ＮＡ ＳＨ ） ， 再到肝纤维化 ， 最后可 能会发 展成肝硬化

（ＮＡＦＬＤ－ＬＣ ） 和肝细胞癌 （ＨＣＣ ）
， 是 引 发肝脏相关疾病死亡率增加 的危险因素Ｉ

ＮＡＦＬＤ 的全球患病率约为 ２５％％ 并且呈现继续上升的趋势 。 随着我国社会经济

的发展进步 ， 人民的生活方式和饮食习惯发生巨大变化 ， ＮＡＦＬＤ 已成为 中 国最常

见的肝脏疾病Ｗ
。

ＮＡＦＬＤ 的发生和进展是
一

个复杂 的过程 。 ＮＡＦＬＤ 的发病机制
一

直是学术界讨

论的热点 。 最初 ，

“
二次打击

”

学说被用来解释 ＮＡＦＬＤ 的发病机制⑴
。 根据该理论 ，

高脂饮食 、 肥胖和胰岛素抵抗等因素通过促进甘油三酯 （ ＴＧ ） 在肝脏中 的沉积是

ＮＡＦＬＤ 发病机制中 的
“

第
一

击
”

。 细胞因子 、 脂肪因子 、 内质网应激和线粒体功能

障碍等通过激活炎症级联反应和纤维化进程是造成 ＮＡ ＦＬＤ 进展的
“

第二次打击
”

【

６
】
。

随着人们对机体各种代谢过程之间的认识和联系不断加强 ， 传统的
“

双重打击
”

理论

逐渐演变成
“

多重平行打击
”

假设％ 即 ＮＡＦＬＤ 的发病及演化是多因素共同导致的结

果 。 近期研宄发现 ， 来 自 肝外器官中的下丘脑在促进 ＮＡＦＬＤ 发展过程 中发挥着重

要作用％ 下丘脑在感知和整合外周组织 的信号及维持代谢稳态方面发挥着关键作

用 ， 突变或炎症导致的下丘脑信号通路受损将会导致肥胖和 ＮＡＦＬＤ 的发展

总之 ，
ＮＡＦＬＤ 的发病机制还需我们不断完善和补充 ， 为 ＮＡＦＬＤ 的药物开发提供

新思路 。

发病机制复杂模糊是造成 目 前没有专门用于治疗 ＮＡＦＬＤ 的上市批准药物 的原

因之一 ， 但我们面临的困难远不止于此 。 药物临床试验告诉我们 ， 在动物模型上有

效的药物不
一

定对人类有效ｍ ｉ

， 制约 ＮＡＦＬＤ 药物开发的另
一

障碍是缺乏经过适当

验证 以表征人类 自然发病规律且符合人体生理病理学特点的动物模型 。 目 前常用的

ＮＡＦＬＤ 模型主要有饮食和药物诱导动物模型 、遗传背景改变的动物模型ｍ＾ＮＡＦＬＤ

饮食诱导动物模型主要以高脂 、 高糖 、 高胆固醇等饮食单独喂养及以 多种组合形式

喂养或喂养蛋氨酸 、 胆碱缺乏饲料Ｍ ， 药物诱导模型通常伴随着饮食诱导 以缩短造

模时间 。 该类模型存在一定的局限性 ， 因为通过饮食或药物诱导虽然模拟 了ＮＡＦＬＤ

相 关的病理特征 ， 但与人类正常饮食状态相差甚远 ， 代谢状态也与人类 ＮＡ ＦＬＤ 患

者不同 ， 限制 了 该模型 在研究中 的使用 。 遗传背景改变的 ＮＡＦＬＤ 动物模型主要有

瘦素缺乏症 小 鼠和瘦素受体缺乏症 （ 说／办 ） 小 鼠 。 瘦素是
一

种主要 由 白

色脂肪组织的脂肪细胞分泌 的肽激素 ， 在能量平衡的调节中起着至关重要的作用 ，

瘦素缺乏或抵抗可导致人类严重肥胖 、 糖尿病和不育 以／〇６ 小 鼠缺乏功能性瘦

素 ， 它们 易 出现严重的胰岛素抵抗从而导致脂肪在肝脏中 的积 累Ｍ 。 由 于 小

８
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鼠对肝纤维化具有抗性且大多数人类 ＮＡＦＬＤ 患者的血清瘦素水平正常 ［＾
， 因此

小鼠模型用于 ＮＡＦＬＤ 研宄的能力有限 。 必／办 小 鼠体 内瘦素受体缺陷 ， 瘦素

信号传导过程失效 【

］Ｗ６／必 小 鼠的表型与 小鼠相似 ， 存在食欲增加 ， 并出现

肥胖 、 高血糖 、 高胰岛素血症 、 胰岛素抵抗和脂肪肝 ， 但其发展为晚期肝纤维化和

ＨＣＣ 的能力较弱ｍ 。 为此我们迫切需要找到贴合人类 ＮＡＦＬＤ 发病规律的稳定动物

模型来评价和筛选 ＮＡＦＬＤ 药物 。

ＩＭＰ 是
一

种 内源性分子 ， 在人体 中可通过六种酶催化 ， 经由十步反应将嘌呤碱

基依次组装到磷酸核糖焦磷酸 （
ＰＲＰＰ

）
上而从头合成 ［

１８
］

。 ＩＭＰ 作为嘌呤从头合成的
一

个关键产物 ， 在体 内很容易通过四种酶的催化作用生成腺苷酸基琥珀酸 （ Ｓ
－ＡＭＰ ） 、

５
＇

－单磷酸腺苷 （
ＡＭＰ

） 或 ５
＇

－单磷酸鸟苷（
ＧＭＰ

）
。 Ｓ －ＡＭＰ 是 ＩＭＰ 的结构类似物 ， 也

是 ＩＭＰ 合成 ＡＭＰ过程中 的中 间产物 我们的前期研宄发现 ， Ｓ－ＡＭＰ通过与 ＡＭＰＫ

形成复合体 ， 提高 ＡＭＰＫ 磷酸化水平进而激活 ＡＭＰＫ 下游通路 ， 从而在体外显示

出优于同等浓度的洛伐他汀的降脂活性 ， 在体 内 显示出较强的降低小 鼠血脂和抑制

肝脏内脂质 蓄积的作用 ［
２°

］
。 作为 Ｓ

－ＡＭＰ 的结构类似物 ，
ＩＭＰ 也可以与 ＡＭＰＫ 相互

作用形成复合体 ， 同时显示出较强的体外降脂活性 ， 但 ＩＭＰ 体 内 实验结果却截然相

反 ， 前期实验以 ５０ｍ ｇ／（ｋｇ 
Ｗｙ ｄ）剂量 ＩＭＰ 灌 胃给药六月龄 办／办 小 鼠 ， 连续给药八

周后 ， 发现 ＩＭＰ 造成了 办／油 小 鼠血清内 ＴＣ 、 ＴＧ 含量的显著上升 ， 谷草转氨酶 、

谷丙转氨酶升高 ， 小 鼠肝脏 内脂质严重蓄积 ， 显示出肝硬化症状 【
２ １

］ 。

ＩＭＰ 的二钠盐是食品生产和菜肴烹饪过程中广泛使用的添加剂 ， 呈味作用稳定

持久 ， 被业内誉为液体调味增鲜剂 的最佳选择网 。 近年来 ， 随着我国人民生活水平

的提高 ， 对食物的 口感要求也相应提高 ， ＩＭＰ 等食品添加剂的使用更加广泛 ， 鉴于

前期在 油妯 小鼠上发现 ＩＭＰ 的危害 ， 我们更需全面 了解 ＩＭＰ 的食品安全性 ， 建立

ＩＭＰ 食品安全标准 。 前期实验表 明 ＩＭＰ 具有造成办／泌 小 鼠 ＮＡＦＬＤ －ＬＣ 的危害性 ，

这提示我们 ＩＭＰ 可能具有诱导 Ｃ５ ７ＢＬ ／６ Ｊ 小鼠 （正常小 鼠 ） ＮＡＦＬＤ 的作用 。 因此

本实验开展 了探宄 ＩＭＰ 对于正常小 鼠肝脏影响 的实验 。 探索 ＩＭＰ 诱导正常小 鼠作

为 ＮＡＦＬＤ 模型 的可行性 ， 同时进
一

步探究 ＩＭＰ 造成 必 小鼠非酒精性脂肪肝硬

化的机制 ， 全面理解 ＩＭＰ 的食品安全性 。

蛋白质是组成
一

切细胞、 组织的重要成分ｍ ， 它是机体生命活动的主要承担者

同时也是生物过程中重要的信息传递者％ 。 蛋 白质是生物功能的效应物 ， 它们的表

达水平不仅取决于相应的 ｍＲＮＡ 水平 ，
还取决于翻译及翻译后修饰的调节过程 。 蛋

白质组的概念最早由 ＭａｒｃＷ ｉ ｌｋ ｉｎｓ 提出％ 指 由
一

个基因组或
一

个细胞、 组织表达

的所有蛋 白质 。 蛋 白质组学是指在特定时 间 以蛋 白质组为研究对象 ， 研宄细胞 、 组

织或生物体蛋 白质组成及蛋白 定位 、 相互作用 、 翻译后修饰和转运特征及其变化规

律的科学岡 。 蛋白质组学在全面了解机体生物学功能方面发挥着关键作用 ， 被视为

最能表征生物系统各项生理过程和功能的相关数据集 。 近十年来 ， 质谱技术的快速

９
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发展为蛋 白质组学的进步提供 了腾飞的翅膀 ［
２ ７

］

， 应用质谱技术来研究蛋 白质组学解

决生物领域的相关难题 已成为蛋 白质研宄领域不可或缺的技术手段 。

定量蛋白 质组学 （ Ｑｕ ａｎ ｔｉ ｔａｔ ｉｖｅＰｒｏｔｅｏｍ ｉｃｓ ） 是蛋 白质组学研宄领域最重要的应

用之
一

， 通过定量蛋 白质组学技术 ， 对不同组别样品之间 的蛋 白质水平的变化进行

定量 比较Ｗ 。 定量蛋 白质 组学技术包括基于稳定 同位素标记 的定量和非标定量

（ Ｌａｂｅ ｌ

－

ｆｒｅｅ
ｑｕａ ｎ

ｔｉｆ
ｉ
ｃａｔ ｉｏｎ ） 两大类 。 串联质量标签 （ ＴａｎｄｅｍＭａｓｓ Ｔａｇ ， ＴＭＴ ） 技

术属于定量标记 ， 利用多肽体外标记技术 ， 通过特异性标记多肽的氨基基团 ， 进行

串联质谱分析 ， 可同时比较多个不 同样品 中蛋 白质的相对含量 ［
２９

］

。 ＴＭＴ 标签由三部

分组成 ： 报告离子 、 平衡基团 、 反应基 团 ， 每种标签的总分子量
一

致 。 报告离子的

峰强度能够反应 出所标记的多肽的样品丰度 ， 再经过软件处理得到蛋 白质 的定量信

息Ｍ 。 在高通量技术的支持下 ， 收集得到大量的蛋白 质组学数据 。

生物信息学的迅速发展和应用为为蛋 白质组学数据的分析提供了有力支持 ， 利

用各种生物信息学工具和方法筛选差异表达的蛋 白质 通过 ＧＯ 分析 、 ＫＥＧＧ 分

析 、 ＰＰ Ｉ 等生物信息学方法研宄差异表达蛋 白 的主要功能 、参与的主要信号通路 ， 构

建蛋白互作网络以探宄蛋 白质之间的相互作用关系 ， 寻找潜在的上下游调控因子 ，

筛选出调控重要信号通路的关键蛋 白 ， 评估关键差异蛋白 的生物学意义 。 从高通量

的数据分析中挖掘出对机制研宄有价值的信息和规律 ， 为生物学机制和通路的探宄

提供线索和帮助 。

本实验基于 ＴＭＴ 标记定量蛋 白质技术联合液相色谱＿ 串联质谱技术 ， 通过对

比 ＩＭＰ 诱导下正常小鼠和前期实验 小鼠 的肝脏蛋 白质组学变化差异 ， 结合生

物信息学技术分析和寻找 ＩＭＰ 促进 ＮＡＦＬＤ 发生和恶化 的关键通路 ， 为全面理解

ＩＭＰ 的食品安全性提供相关实验证据 ， 同时为发现 ＮＡＦＬＤ 相关的生物标志物 、 疾

病产生机制 、 全新药物靶标提供新思路 。

１ ０
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第
一

章 ＩＭＰ 诱导正常小 鼠发生 ＮＡＦＬＤ 的活性研宄

引言

ＩＭＰ 是体 内嘌呤核苷酸从头合成的关键分子 ， 其二钠盐是常见的鲜味剂 ， １ ９ １ ３

年 由 Ｓｈ ｉｎ ｔａｒｏ Ｋｏｄａｍａ－ Ｉ ｋｅｄａ 的学生在鲣鱼干中检测发现 ｔ
３２

］ 。 我国 《食品添加剂使用

卫生标准 》 （
ＧＢ ２７６０ －２０ １ ４

）对 ＩＭＰ 在食品生产中 的使用剂量未有明确规定 。 据报道 ，

ＩＭＰ 等鲜味剂通过促进核苷酸降解和尿酸产生 ， 诱导雄性小 鼠肥胖 、 下丘脑炎症和

中央瘦素抵抗 ［
３ ３

］

。 Ｎａｔａ ｌ
ｉｅＤ ．

Ｌｕｓｃｏｍｂｅ
－Ｍａｒｓｈ 等人发现 ， 在高蛋白膳食中添加 ＩＭＰ

和谷氨酸钠 ， 没有增强饱腹感 ， 并且可能会增加第二道菜的能量摄入 王方等人

发现腺苷单磷酸脱氨酶 ２
（
ＡＭＰＤ ２

）在肥胖患者中 高表达 ， ＡＭＰＤ２ 可将体 内 的 ＡＭＰ

转化为 ＩＭＰ ， 提示 ＩＭＰ 的蓄积与肥胖发生存在重要联系 Ｐ ５
］

。 以上研宄均提示 ＩＭＰ

在体内 蓄积会给机体带来不利影响 。

在课题组前期研宄中 ， 以 ５０ｍｇ／（ｋｇ ｍ ６

＿

ｄ
）
剂量 ＩＭＰ 灌 胃给药六月龄 必／办 小鼠 ，

连续给药八周后 ， 发现其造成而／必 小鼠体 内血脂含量的急剧上升 ， 其 中胆固醇含

量增加三倍 ， 油红 ０ 染色观察到小鼠肝脏脂质严重蓄积 ， ＩＭＰ 给药造成 必／办 小 鼠

严重肝损伤 ， 小 鼠 出现肝硬化症状 。 首次观察到 ＩＭＰ 诱导正常饮食状态下小 鼠出现

非酒精性脂肪性肝硬化症状 ， 为建立疾病模型研宄发病机制奠定基础 。

鉴于 ％／办 小 鼠为瘦素受体缺陷小 鼠 ， 体质较为特殊 ， 不能武断地认为 ＩＭＰ 对

办／必 小鼠造成肝脏危害就判断其具有食品危害性 。 为全面了 解 ＩＭＰ 的食品安全性

能 ， 我们还需 了解 ＩＭＰ 对正常小 鼠 的影响情况 ， 加之正常小 鼠在 自然衰老过程中发

生的 ＮＡＦＬＤ 更能准确地模拟人体发病特点 ， 本实验即开展了ＩＭＰ 给药诱导 ４ 月龄

正常小鼠 ＮＡＦＬＤ 发病活性研究 ， 参照 ＩＭＰ 给药对办／办 小鼠 引 发肝硬化的剂量 ，

我们将 ＩＭＰ 给药剂量设为低 、 中 、 高三组 ， 分别以 １ ０ ，５０ ， １ ００ ｍｇ／（
ｋｇ ｗｙ ｄ ）剂量

间 隔 ２４ 小时灌 胃给药
一

次 ， 连续给药四个月至小 鼠八月龄 ， 以期探究 ＩＭ Ｐ 对正常

小鼠从体发育成熟期到老龄期间肝脏的影响 。

在前期开展的体外实验中发现 ， ＩＭＰ 促进高脂 Ｈｅｐ
Ｇ２ 模型细胞产生过量 的活

性氧 ， 为探宄 ＩＭ Ｐ 是否具有致癌活性 ， 我们进行 彗星电泳实验 。 该实验可用于检测

ＤＮＡ 损伤情况 ， ＤＮＡ 损伤越严重 ， ＤＮＡ 超螺旋结构越松散 ， 产生的断裂点越多 ，

ＤＮＡ 片段越小 ， 彗 星尾部出现的 ＤＮＡ 片断越多 ， 慧尾的长度 、 面积和荧光强度越

大 。 利用前期实验中 的 必／说 小 鼠和 ＩＭＰ 给药 办／办 小鼠肝脏组织作为参照 ， 通过

测量对照组小 鼠和 ＩＭＰ 低 、 中 、 高剂量给药组小鼠肝细胞彗星尾部的长度 、 面积及

荧光强度等指标 ， 对各组小 鼠肝脏 ＤＮＡ 的损伤程度进行定性分析 。

１ １
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第
一

节 探究 ＩＭＰ 给药对正常小鼠体重和体脂率的影响

１ 实验材料与设备

１ ．１ 实验动物

实验动物 ：
４ 月龄雄性 ＳＰＦ 级 Ｃ ５７ＢＬ／６Ｊ 小鼠购 自北京维通利华生物技术有限公司 ，

【合格证号 ：
ＳＣＸＫ （京 ） ２０ １ ９ －００ １ ０ 】 。

实验饲料 ： 大小 鼠生长维持词料 ， 购 自 江苏省协同 医药生物工程有限公司 ， 货号

１ ０ １ ０００９ ， 配方组分表见表 １ 。

表 １
： 饲料配方组分表

水ｍｍ纤维
｜

灰分
｜

蛋 白质
｜ｗｍｍ

＜ ｌ 〇〇Ｒ


＞４０ ｇ


＜５０ｇ＜８０ｇ＞
１ ８０ｇ


＞ ８
．
２ｇ

甲硫氣酸＋胱氨酸


Ｃ ａ


Ｐ


Ｃａ ：
Ｐ

５
．３ ｇ１ ０－

１ ８ｇ６ － １ ２ｇ ｜１
．
２

：
１
￣

１ ＿ ７ ： １

饲养环境 ： 饲养于中国 医学科学院药用植物研宄所 ＳＰＦ 动物房 内 ， 饲养室内 温度维

持在 ２２
°
Ｃ左右 ， 相对湿度维持在 ４５％ ， 噪音￡５ ５ｄＢ ， 明暗交替 ， 保证照 明 时间为

１ ２ ｈ
，
严格按照实验动物饲养规程进行其他指标的调控 。

１ ．２ 试剂及原料

含量约为 ９５％的 ＩＭＰ 购 自 于 山东聊城希杰生物技术有限公司 ， 本实验室通过过

滤、 重结晶纯化的方法得到纯度大于 ９９ ． ５％的 ＩＭＰ 。 准确称量纯化后 的 ＩＭＰ ， 以双

蒸水进行稀释 ， 配制成 ２
／
ｚｍｏ ｌ／Ｌ 、 １ ０

／ｍｉｏ ｌ／Ｌ 、 ２０ ｐｍｏ ｌ／Ｌ 水溶液 ， 分装储存于－２０
°Ｃ

冰箱 ， 每次给药前放置于室温下回温 。

１ ．３ 仪器和设备

精密 电子分析天平 （上海海康 电子仪器厂 ） ， 身体成分分析仪 （Ｔｈｅ ｍ ｉｍ ｉ ｓｐｅｃ

ＬＦ６５ ＢＲＵＫＥＲ ）
， 电子秤 （北京赛多利斯 ） 。

２ 实验方法

实验动物 ＳＰＦ 级 ４ 月 龄 Ｃ ５ ７ＢＬ／６Ｊ
（
Ｃ ５７

）小 鼠购 自北京维通利华实验动物技术有

限公司 【合格证号 ： ＳＣＸＫ
（
京

）
２０ １ ９－００ １ ０ 】 。 将到达动物房 的小鼠放置紫外消毒室 ，

打开紫外灯照射半小时 以上 ， 随后转移进入动物房屏障内 ， 将小 鼠进行随机分组 ，

分为正常对照组 （Ｎｏｒｍａｌ ） 、 ＩＭＰ 处理低剂量组 １ ０ ｍｇ／ （ｋｇ ｗｙ ｄ）
、 ＩＭＰ 处理中剂量

组 ５ ０ ｍｇ／ （
ｋ
ｇ ｍ６

＊

ｄ
）
、 ＩＭＰ 处理高剂量组 １００ ｍｇ／（ｌｃｇ ｍ６

＊

ｄ
） ， 每组 ５ 只

一

笼 。 在 中国医

１２
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学科学院药用植物研究所 ＳＰＦ 动物房 内用普通维持饲料饲养 ， 保证正常给水给食 。

在动物房适应性喂养五天后进行 ＩＭ Ｐ 给药 ， 给药组小鼠分别 以 １ ０ ，５ ０ ，１ ０ ０ｍｇ／（
ｋｇ

ｍｒ ｄ）
剂量灌 胃 ， 正常组小 鼠灌 胃等量蒸馏水 ， 间隔 ２４ 小时灌 胃给药至小鼠 ８ 月龄。

每隔
一

月测量小 鼠体重变化情况 。 测量前重新更换垫料和笼具 ， 确保笼内无饲

料 ， 将小 鼠禁食给水 １ ２ｈ
， 电子秤测量体重 ，

记录数据 。 测量完成后 ， 恢复小鼠饮

食 。 在最后
一

次灌 胃结束后 ， 将小鼠禁食给水 １ ２ ｈ ， 进行体脂率测定 。 提前打开小

鼠身体成分分析仪 ， 预热 ４ ｈ ， 将黑筒放入仪器 内进行仪器 自 检 ， 自检结束后将小

鼠放入测量红桶中压紧固定 ， 注意不能压太紧 以保证小 鼠的存活 ， 随后放入机器内

进行测量 ， 记录数据 ， 用 ｆａｔ值
（ｇ）
除以体重

（ｇ）乘 １ ００％得到小 鼠的体脂率 。

数据处理 ： 实验结果用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉ ｓｍ８ ．
０ １ 进行行处理和分析 ， 结果表示为

ｍｅａｎ士ＳＤ 。 采用单因素方差分析 、 Ｔｕｋｅｙ
＇

ｓ 检验分析组间差异 。 以 Ｐ＜０
． ０５ 界定为

差异有统计学意义 。

３ 结果

在正常小 鼠给药期间 ， 每隔
一

月测量的体重变化结果如图 １Ａ 所示 ， 随着给药

时间 的推移 ， 各组小 鼠体重呈上升趋势 ， 正常组和中剂量 丨ＭＰ 给药组体重增长较快 。

总体来看 ， ＩＭＰ 给药对正常小 鼠的体重无明显影响 ， 各组小 鼠未显示出
一

定 的量效

关系和统计学差异 。 在末次给药结束后 ， 对各组小 鼠体脂率进行测量 ， 结果如 图 １Ｂ

所示 ， 与正常组小 鼠相 比 ， ＩＭＰ 给药各组小鼠 的体脂率均呈现上升趋势 ， 低 、 中剂

量组 ＩＭＰ 给药的两组小鼠 中 ， 个别小 鼠 的体脂率增加明显 ， 但相对正常组小 鼠 ， 平

均体脂率无显著性变化 。 高剂量 ＩＭＰ 给药组小 鼠的平均体脂率增加 了 约 ５ ５％
，
且与

正常组小 鼠相 比差异 显著 。 体重和体脂率的结果表明 ，
ＩＭ Ｐ 给药正常小 鼠不会造成

体重的 明显变化 ， 但会引起小 鼠体 内脂质含量 的增加 ， 脂质含量的增加表明小鼠 的

代谢可能产生了
一

定的 问题 。 以上结果提示髙剂量 丨Ｍ Ｐ 摄入促进 了正常小 鼠 明显 的

脂肪蓄积 。

１３
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图 １
．Ａ ： 给药期 间正常组及 ＩＭＰ 给药各组小 鼠的体重变化 ； Ｂ ：末次给药后各组小 鼠的体脂率 。

（与空

白对照组 比较 ＊
Ｐ ＜０ ． ０５ ， ｎ

＝

５
）
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第二节 ＩＭＰ 给药结束后样品的采集及相关生理学指标分析

１ 实验材料与设备

１ ． １ 试剂及原料

甘油三酯测定试剂盒（
ＧＰＯ－ＰＡＰ 法

）中生北控生物科技有限公司

总胆固醇测定试剂盒 （ＣＨＯＤ
－ＰＡＰ 法）中生北控生物科技有限公司

直接高密度脂蛋 白胆固醇测定试剂盒（
清除法

）
中生北控生物科技有限公司

低密度脂蛋 白胆固醇测定试剂盒（清除法 ）中生北控生物科技有限公司

乙酰辅酶 Ａ 测定试剂盒 （ 比色法 ）北京华英生物技术研究所

碱性磷酸酶测定试剂盒
（
连续监测法 ）中生北控生物科技有限公司

天门冬氨酸氨基转移酶试剂盒 （
连续监测法）中生北控生物科技有限公司

丙氨酸氨基转移酶测定试剂盒 （连续监测法）中生北控生物科技有限公司

乳酸脱氢酶测定试剂盒 （连续监测法 ）中生北控生物科技有限公司

肿瘤坏死因子 －

ａ（酶联免疫法 ）中生北控生物科技有限公司

白细胞介素－６（酶联免疫法 ）中生北控生物科技有限公司

白细胞介素 －

Ｐ（酶联免疫法 ）中生北控生物科技有限公司

游离脂肪酸 ＮＥＦＡ试剂盒 （酶法 ）南京建成生物工程研宄所

福尔马林北京化工厂

无水乙醇北京化工厂

二 甲苯北京化工厂

１ ．２ 仪器和设备

迈瑞 Ｂ Ｓ －４２０ 全 自动生化仪深圳迈瑞生物医疗 电子股份有限公司

连续波长酶标仪ＴＥＣＡＮ 公司

台式多用途高速冷冻离心机广州吉迪仪器有限公司

全景扫描仪 ＣＳ２ 型Ａ
ｐｅｒ ｉｏ 公司

Ｌｅ
ｉ
ｃ ａ 切片机 ＲＭ２ １ ３ ５ 型强生医疗器械公司

Ｌｅ ｉ ｃ ａ包埋机 ＥＧ 丨 １ ６０ 型强生医疗器械公司

１５
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２ 实验方法

２ ． １ 取材及预处理

末次给药结束 ， 将各组小鼠从 Ｓ ＰＦ 动物房 中取 出 ， 转移到动物取材室进行取材 。

采用摘眼球法进行取血 ， 取血完成后拖颈椎处死小 鼠 。 对每只小鼠进行组织取材 ，

依次将完整的肾脏 、 肝脏 、 心脏取 出 。 将左肾放入液氮冻存 ， 右肾放入 １ ０％福尔马

林溶液中 固定 ， 心脏用 ０
． ９％的生理盐水漂洗干净 ，

一

分为二 ，

一

半放入液氮冻存 ，

一半放入 １ ０％福尔马林溶液中 固定 。 将肝脏分为大小两份 ， 大份放入液氮冻存 ， 小

份放入 １ ０％福尔马林溶液中固定 。 待取材结束后 ， 将液氮中的组织分组装袋 ， 做好

标记 ， 转移至－

８０
°

Ｃ冰箱保存 ， 将福尔马林溶液中 固定 的组织放到水平摇床 ， 左右摇

晃 ， 使组织充分固定 。 将取材后小鼠的尸体和笼具归还动物房进行集 中处理 。 将摘

眼球取得的血液放室温下静置 １ｈ ， ７ ５００ｒｍｐ 离心 ３ ０ｍ ｉｎ ， 吸取上清转移至 １ ． ５ｍｌ

离心管中后放入－２０
°Ｃ冰箱中备用 。

２ ．２ 全自动生化仪进行生理指标检测

按照试剂盒检测说明书 ， 用全 自动生化仪检测小 鼠高密度脂蛋 白 （ＨＤＬ ） 、 低

密度脂蛋 白 （ＬＤＬ ） 、 总胆固醇 （ＴＣ ） 、 甘油三酯 （ＴＧ ） 的含量 ， 以及碱性磷酸

酶 （
ＡＬＰ

）
、 谷草转氨酶 （ＡＳＴ ） 、 谷丙转氨酶 （ＡＬＴ ） 、 乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ ） 这 四

项表征肝损伤情况的物质含量 。 根据仪器操作流程 ， 将仪器开机预热 ３ ０ｍ ｉｎ ， 预热

完成后按照仪器操作指示将各个试剂盒放在对应的位置上 ， 将准备好的血清样本依

次放入样品架上 ， 再将样品架放到传送轨道上进行各项指标的测量 。 按照试剂盒说

明书进行血清中肿瘤坏死因子－

ｅｘ（ＴＮＦ －ａ ） 、 白细胞介素 －６（ ＩＬ－６ ） 、 白细胞介素 －

ｐ

（ ＩＬ－

ｐ
） 含量的检测 。

２ ．３ 血清中乙酰辅酶 Ａ 含量检测

按照试剂盒说明书完成工作液的配置 ，
置冰上待用 。 随后称取各组小鼠肝脏

组织约 ０
． １
ｇ ，

血清 １ ００
／
／Ｌ

， 加入 ｌ ｍＬ 试剂
一

， 肝组织进行冰浴匀浆 ， 血清进

行冰浴超声 。 随后按照 ８ ０００
ｇ

， ４
°
Ｃ条件离心 １ ０ｍ ｉｎ ， 取上清 ， 置冰上待测 ， 打

开分光光度计 ， 预热 ３ ０ｍ ｉｎ 后用蒸馏水在波长 ３ ４０ｎｍ 处调零 。 取 ９２０

ｐＬ 工作

液和 １ ００必 样本至 １ｍ Ｌ 石英比色皿 ，
混匀 ，

立即准确记录 ２０ｓ 的吸光值 Ａ １ 和

８０ ｓ 时的吸光值 Ａ２ ， 计算ＡＡ＝Ａ２－Ａ １ 。 按照蛋 白浓度法计算乙酰辅酶 Ａ 含量 。

２．４ 肝脏匀浆组织检测肝脂含量

１６
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准确称取各组小 鼠同
一

部位肝组织 ， 称重 ， 按照质量 （ ｇ ） ：体积 （ｍＬ ） 为 １
： ９

的 比例加入无水 乙醇 ， 先用剪刀剪碎组织 ， 随后置冰上机械匀浆 ， 匀浆完成后 １２０００

卬 １１１ ／１ １１ 丨 １１ 离心 １ ５ 〇１ １ １ １ 取上清 ， 按照试剂盒说 明书 ， 在酶标仪上进行 １（１； 、 丁０ 和

ＮＥＦＡ 的测定 。

２
．
５ 肝脏油红 Ｏ 切片染色及拍照－

（ １ ） 取冻存在 －

８０
°

Ｃ冰箱的肝组织适量 ， 制作冷冻切片 ， 油红 ０ 染色观察 。

（ ２ ） 冷冻切片制作方法 ：组织取 出后 ， 用吸水纸拭去组织周 围的液体 ， 用取材刀切

去合适大小的组织块 ， 放于托盘上 ， 使用冰冻包埋剂 ， 将其完全包裹住 ，
立即置于

托盘 中 ， 将托盘放于 －

８０
°

Ｃ冰箱中冰冻 ２０ｍ ｉｎ
； 将冰冻组织放于冰冻切片机的凹槽

位置 ， 进行切片 ， 根据实验要求切取厚度为 ６
－

１ ０ ／
ｍｉ 的冰冻切片 。

（ ３ ） 油红 ０ 染色 ：切片放入 １ ０％中性福尔马林固定 １ ５ｍ ｉｎ ， 蒸馏水水浸洗 ３ 次 ，

晾千 。 配制油红 ０ 工作液 ， 以 ５０％乙醇为溶解剂 ， 配制油红 ０ 工作液 。 将组织置

入油红 ０ 工作液中染色 １ ５ｍ ｉｎ
，
使其与油红充分接触 。 取 出切片 ， 停留 ３ｓ 后于 ６０％

异丙醇中漂洗 ６ 次 。 将漂洗后的切片置于蒸馏水中浸洗 ３ 次 ， 充分洗去组织表面异

丙醇 ， 苏木素染色液复染核 ２ｍ ｉｎ ， 蒸馏水浸洗 ｌ ｍ ｉｎ ， 滤纸吸干水分 ， 甘油 明胶封

固 。

（ ４ ） 观察

将制作好的肝组织油红 ０ 切片于全景扫描仪中扫描 ， 调整适当 的放大倍数拍照、 观

察染色结果 。

２ ．６数据处理

实验结果采用 Ｇｒａ
ｐｈｐ

ａｄ
ｐ

ｒ
ｉ
ｓｍ８ ．０ １ 分析 ， 结果表示为 ｍｅａｎ士 ＳＤ ， 采用单因素

方差分析 ，

Ｔｕｋｅｙ
＇

ｓ 检验分析组间差异 。 与空 白 对照组 比较 ＊户 ＜ ０ ． ０５ ，

＊＊尸 ＜ ０
． ０ １

，

０ ．００ １
； 与１ ０ｍｇ／ （ｋｇ ｗｂ

＿

ｄ
） 

ＩＭＰ组 比较 ＃
Ｐ ＜０ ． ０５ ，

＃＃

尸 ＜ ０ ． ０ １
，

＃＃＃
Ｐ ＜０ ． ００ １

，
与

５０ ｍｇ
／
（
ｋ
ｇ

／？ｂｄ ）
ＩＭ Ｐ组比较 ，

＆
Ｐ＜０ ． ０５

，

＆＆Ｐ＜０
＿ ０ １ ，

＆＆＆Ｐ＜０ ．００ １ 。

３ 结果

３ ．
１ 血脂四项含量测定结果

检测小 鼠血清中血脂四项含量 ， 检测结果如 图 ２ 所示 。 与正常组相 比 ，
ＩＭＰ 给

药后小 鼠血清 ＴＧ 含量呈现上升趋势 ， 其中 ＩＭ Ｐ 给药低剂量组 ＴＧ 含量最高 ， 与之

相 比 ， 丨Ｍ Ｐ 给药中 、 高给药剂量组 ＴＧ 含量下 降 ， 但仍高于正常组含量 。 与正常组

相 比 ，
丨ＭＰ 给药低剂量组血清 ＴＣ 含量下降 ，

丨Ｍ Ｐ 给药中 、 高剂量组 ＴＣ 含量有所

１ ７
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增加 ， 但并无统计学差异 。 丨Ｍ Ｐ 给药低剂量组小 鼠血中 ＴＧ 含量显著上升 ，
ＴＣ 含量

显著下降 ， 提示 丨Ｍ Ｐ 给药造成其血脂代谢紊乱 。 与正常组相 比 ， 丨Ｍ Ｐ 给药各组 Ｌ Ｄ Ｌ

含量呈现增加趋势 ，
ＩＭＰ 给药中剂量组组 Ｈ ＤＬ 含量下降 ， 但差异并不显著 ， 与 ＩＭＰ

给药低剂量组相 比 ， ［Ｍ Ｐ 给药中 、 高剂量组 Ｈ ＤＬ 含量有所上升 。 总体来看 ， ＩＭＰ

给药后小 鼠血清 中血脂呈现上升趋势 ， 但血脂上升程度小于前期在 办／办 鼠上测得

的结果 ， 提示 ＩＭ Ｐ 给药对不同体质小 鼠的血脂变化造成的影响不同 。

Ａ？Ｎ ｏｒｍ ａ ｌ▲５ ０ｍ
ｇ

／（
ｋ
ｇ
＂ ，

Ａ

．

ｄ
）Ｂ？Ｎ ｏ ｒｍ ａｌ▲５ ０ｍ

ｇ
／（ｋ

ｇ

＂Ｖ ｄ
）

５■ｌ 〇 ｍｇ

＆

／ （

＆

ｋ

＆

ｇ ＷＶ ｃ
ｌ
＞▼１ ００ ｎｌ

ｇ
／
（ ｋｇ

？ｖ ｔ
ｌ
）＾１ 〇 ｍ

ｇ
／
（ｋ ｇ ？ｖ ｄ

）
， ｌ 〇 〇

２｜



．＃＃

Ｉ
４
－＊＊ ＊獅＊

１

 ＃＃＃
▲▼２

Ｓ
１ １ １ １ ｉ

ｉ ｉ ｉ ｖ
 ｖＳ１ｎ？ＡＺ

ｆ ３
－＆＞ｆｔ ｐ ，Ｉ

１ ０
＇

ｆ

ｉ ２
．＇＆ｒ

－

ｉｎ ＾ ｎ ｎ
ｇ２

；ｋ ｆ
）＼Ｉ

０ －５
＇

▲▼
■

ＴＧＴＣＬＤＬＨＤ Ｌ

图 ２ ．Ａ ： 正常组及 丨Ｍ Ｐ 给药各组小 鼠血清中 ＴＧ 、 ＴＣ 含量 ；
Ｂ ：正常组及 ＩＭＰ 给药各组小 鼠血清中

ＬＤＬ 、 ＨＤＬ 含量 。
（组间差异按 ２ ． ６ 所述方式标注 ）

３
．２ 血清肝损伤指标检测结果

小 鼠血清中 的肝损伤测定结果如图 ３ 所示 。 与正常组相 比 ， ＩＭＰ 给药低 、 中剂

量组小 鼠血清的谷草转氨酶含量上升 ， 谷草转氨酶含量上升是肝损伤的重要指标 ［
３ ６

］

，

提示 ＩＭＰ 给药后小 鼠开始 出现肝损伤的特征 ， 但差异并不显著 。 ＩＭ Ｐ给药低 、 中剂

量组小鼠血清谷丙转氨酶 、 碱性磷酸酶的含量较正常组有所上升 ， 与谷草转氨酶的

含量变化趋势
一

致 。 与正常小 鼠相 比 ， ＩＭＰ 给药低剂量组的碱性磷酸酶含量略有升

高 ， 但差异不显著 。 表明 Ｉ ＭＰ 给药对小 鼠肝脏造成了
一

定的刺激 ， 提示其具有肝损

伤 的危害性 。

１８
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Ａ？Ｎ ｏｒｍ ａ ｌ▲５ ０ｍ ｇ ／
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ｋ ｇ ｗｖｄ ）

Ｂ１ 〇〇 °

６ ０ ０
－

，■ｌ 〇 ｍ ｇ
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（
ｋ ｇ ／？
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ｄ
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－
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１３ｎ^

１Ｍ／／／／
Ｏｒ
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图 ３ ．Ａ ：
正常组及 丨Ｍ Ｐ 给药各组小 鼠血清 中 Ａ ＳＴ 、 ＡＬＴ 、 Ａ ＬＰ 含量 ；

Ｂ ：正常组及 丨Ｍ Ｐ 给药各组小 鼠

血清中 ＬＤＨ 含量 。

（
组 间差异按 ２ ． ６ 所述方式标注

）

３ ．３ 血清炎症因子检测结果

小 鼠血清中的 炎症因子测定结果如 图 ４ 所示 。 与正常组相 比 ， ＩＭ Ｐ 给药后小 鼠

血清 炎症 因子 丨 Ｌ
－

ｌ ｐ 、 １ Ｌ
－

６ 、 ＴＮ Ｆａ含量成先上升后下降趋势 。 与正常组相 比 ，
ＴＮＦａ

含量在低 、 中 、 高三组小 鼠血清中均显著上升 。 表明 丨Ｍ Ｐ 给药后激活小鼠体 内 的炎

症反应 ， 该炎症反应的强弱与 ＩＭ Ｐ 的给药剂量成负相关 。

？Ｎ ｏ ｒｍ ａ ｌａ５０ｍ ｇ ／
（
ｋｇ ／ ／ ／＾ ｄ

）

２ ００ －

ｉ■ １
０ｍ ｇ

／
（
ｋ
ｇ

／； ；
Ａ
ｄ

）▼１ ０ ０ｍ ｇ／
（
ｋ ｇ ／ ／ ？

Ａｄ ）

＿

Ｓ？？ｉ

會 １ ５０
－

ｌ＊ ＊ ＊ Ｉ％

ｃ＃＃＃１

？

｜
１ ０ ０

－１

￣

１
；

＃＃
＆ ＆ ＆ ■

［ １考
為Ｉ

ｔＴＳ
－

＇

ｓ？Ａ ．

〇５ ０
－

＃ａ

１

Ｊ晦ｍ—

Ｉ Ｌ －

１ ｐＴＮＦａ ＩＬ
－６

图 ４
．
正常组及 ＩＭＰ 给药各组小 鼠血清中 Ｉ Ｌ －

ｉ ｐ
、

丨 Ｌ －６ 、 ＴＮ Ｆａ 含量 。

（组 间差异按 ２ ．６ 所述方式标注）

３ ． ４ 肝脏和血清中 乙酰辅酶 Ａ 含量

小 鼠肝脏和血清 乙酰辅酶 Ａ 含量测定结 果图 ５ 所示 。 乙酰辅酶 Ａ 是人体内重

要的化学物质 ， 它是体内糖 、 脂肪 、 蛋白 质 的代谢产物 ， Ｎ时又是是脂酸合成 、 胆

１ ９
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固醇合成和酮体生成的碳来源 ［
３７

］

。 与正常组相 比 ， ＩＭ Ｐ 给药组小鼠肝脏 内 乙酰辅酶

Ａ 含量降低 ， 且随着给药剂量的增加 ， 乙酰辅酶 Ａ 含量也相应增加 。 小 鼠血清中 乙

酰辅酶 Ａ 含量变化情况与肝脏结果相
一

致 ， 与正常对照组相 比 ，
丨Ｍ Ｐ 给药后各组小

鼠血清乙酰辅酶 Ａ 含量下 降 。 不同剂量的 丨 ＭＰ 给药组相 比 ， 血清 中 乙酰辅酶 Ａ 的

含量随着给药剂量的增加而上升 ， 表 明 ＩＭ Ｐ 诱导正常小 鼠乙酰辅酶 Ａ 含量的蓄积 。

乙酰辅酶 Ａ 的变化提示 ＩＭ Ｐ 给药造成了 小鼠体 内代谢过程 的紊乱 。

本 本 本

ｇ
★ 幸＊

木 木 本■ 本 ３＾ 伞

官３ ， Ｉ＊ Ｉ＾

５° －

｜
 １

，

＾ｍ

￣

：

￣

Ｉ＾＾＾ １

謹「獅
｜

４０ －

ＲＬ
－

孑
２ ＿＇Ａ＜ ３ ０

－＇

＾１

ａ产ｉ
“
ａｉ

各ｉ
２０ 

－^

ｇ
１
－

ｓ
５＾＾１〇 

－

Ｉ｜？

〇？〇Ｍ ，
■Ｌ＿ｌＬＪ Ｉｊ〇ｉ

１̄

／＾＾ｆ，
々

／ ／ ／／／ ／
图 ５ ．Ａ ： 正常组及 ＩＭ Ｐ给药小 鼠肝脏乙酰辅酶浓度 ； Ｂ ： 正常组及 丨 ＭＰ 给药小 鼠血清 内 乙酰辅酶 Ａ

浓度 。
（
组间 差异按 ２ ． ６ 所述方式标注

）

３ ．５ 各组小 鼠肝脏油红 Ｏ 染色切片

为探究 ＩＭ Ｐ 给药 Ｃ ５ ７ 正常小 鼠是否产生如课题组前期在 办／办 鼠中所观察到 的

严重肝脏脂肪变性 ， 将各组正常小 鼠肝脏进行油红 ０ 切片染色 ， 结果如图 ６ 所示 。

切 片结果表明 ，
正常对照组和 ＩＭＰ 低剂量给药组未观察到红色脂滴 ， 中剂量给药组

小 鼠有少量 的红色脂滴 ， 高剂量组小鼠 的红色脂滴较为 明显 ， 表明随着 ＩＭ Ｐ 给药剂

量的增加 ， 小鼠肝脏 内的脂质蓄积程度也增加 。 可见 ＩＭ Ｐ 作用于正常体质小 鼠会造

成脂质蓄积等肝脏损伤 ， 且随着 ＩＭ Ｐ 剂量 的增加其危害程度变大 。 但各组 ＩＭ Ｐ 给

药正常小 鼠肝脏脂质蓄积程度小于前期实验中 丨ＭＰ 给药后 的 必／办 鼠 表明 ＩＭ Ｐ

对肝脏造成的危害程度因体质不 同而有所差异 ， 并且随着剂量的增大对肝脏造成的

危害加深 。

２ ０
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Ｎ ｏｒｍａ ｌ１ ０ ｍｇ／ｋ
ｇ

Ｉ ＭＰ５０ｍ
ｇ

／ ｋ
ｇ

ＩＭＰ１ ００ｍ
ｇ

／Ｋ
ｇ

ＩＭＰ

５０ｕｍ

图 ６ ． 正常组及 ＩＭ Ｐ 给药各组小鼠肝组织油红 ０ 切片染色 （ ２０〇 ｘ
）

３
．
６ 各组小 鼠肝脏脂质含量

测定各组小 鼠肝脏 内 ＴＧ 、 Ｎ ＥＦＡ 、 ＴＣ 含量 ， 测定结果如图 ７ 所示 。 与正常组

相 比 ，
丨
Ｍ Ｐ 给药低 、 中 剂量组 ＴＧ 含量上升 ， 因小 鼠个体差异较大 ， 各组 比较之间

无统计学意义 。 与正常对照组相 比 ， 丨Ｍ Ｐ 给药各组 ＮＡ ＦＡ 、 ＴＣ 含量均上升 ， 各组

比较无显著差异 。 总体来看 ，
ＩＭＰ 有促进小鼠肝脏内脂质含量上升 的趋势 ， 但无明

显的规律 。

Ａ？Ｎ ｏ ｒｍａ ｌ▲５ ０ｍ
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ｋ
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ｄ
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ｍ
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６
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图 ７ ．Ａ ： 各组小 鼠肝脏 内 ＴＧ 、 ＾Ｉ ＥＦＡ 含 量 ； Ｂ ： 各组 小 鼠肝脏 内 ＴＣ 含量 。
（组间差异按 ２ ． ６ 所述方

式标注 ）

２ １
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第三节 彗星电泳检测小鼠肝脏 ＤＮＡ 损伤情况

１ 试验材料与设备

１ ． １ 试剂及原料

四型胶原酶 Ａ罗 氏公司

ＤＮＡ 损伤试剂盒南京建成生物工程研宄所

ＤＭＥＭ 高糖培养基美国 ＨｙＣ ｌｏｎｅ

ＰＢＳ 缓冲液美国 ＨｙＣ ｌｏｎｅ

１ ．２ 仪器与设备

台 式多用途高速冷冻离心机广州吉迪仪器有限公司

倒置荧光显微镜美国 ＯＰＬＥＮＩＣ

恒温水浴锅上海昕伩

２ 实验方法

着星电泳实验用于检测肝细胞 ＤＮＡ 损伤情况 。 ＤＮＡ 损伤越严重 ，
ＤＮＡ 超螺

旋结构越松散 ， 产生的断裂点越多 ，
ＤＮＡ 片段越小 ， 彗星尾部 出现的 ＤＮＡ 片断越

多 ， 慧尾的长度 、 面积和荧光强度越大 。 通过测量正常对照组小 鼠 ， ＩＭＰ 各剂量给

药正常小 鼠和前期实验中 的 办／必 小 鼠和 ＩＭＰ给药必／必小 鼠肝脏曽星尾部的长度 、

面积及荧光强度等指标 ， 对各组小 鼠肝脏 ＤＮＡ 的损伤程度进行定性分析 。

２ ．１ 肝细胞提取

分别从正常对照组 、 办／办 模型组 、 ＩＭＰ 给药必／油 小 鼠 、 ＩＭＰ 给药的低 、 中 、

高剂量组的正常小 鼠肝脏组织中 ， 称取适量肝组织 ， 剪碎 ， 胶原蛋 白酶消化后制备

细胞悬液 。

２ ．２凝胶制备

将正常熔点琼脂糖铺于载玻片上制备第
一

层凝胶 ， 将 ２
．
１ 制得的肝细胞悬液和

低溶点琼脂糖混匀后铺在第
一

层凝胶上制得第二层凝胶 ， 第二层凝胶凝固后 ， 在室

温下小心移去盖玻片 ， 用低溶点琼脂糖制备第三层凝胶 。

２２
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２
．
３ＤＮＡ 电泳

移去盖玻片 ， 将载玻片置于平皿中 ， 倒入预冷的裂解缓冲液于 ４
°
Ｃ冰箱 中裂解

细胞 ２ ｈ ， 取出后 ＰＢ Ｓ 漂洗 。 在水平电泳槽 内倒入新配制的碱性电泳缓冲液 ， 将漂

洗过的载玻片置入 ， 常温静置 ３０ｍ ｉｎ 使 ＤＮＡ 碱解旋 。 调节 电压 ２ ５Ｖ
， 电泳 ２５ｍ ｉ ｎ 。

２ ．４ 染色拍照

加入 ０
．
４ｍｍｏ ｌ ／Ｌ 三羟 甲基氨基甲烷盐酸盐 （

Ｔ ｒ ｉｓ
－Ｈ Ｃ ＩＰＨ７ ． ５

）缓冲液没过载玻片 ，

４
°
Ｃ中和 １ ０ｍ ｉ ｎ 共三次 ， 弃去 Ｔｒ ｉ ｓ

－ＨＣ ｌ 缓冲液 ， 加入 ２０
＂
ＬＰ Ｉ 染液避光染色 １ ０ ｍ ｉ ｎ 。

荧光显微镜下观察 、 拍照和分析 。

３ 结果

通过 彗星 电泳实验检测各组小 鼠肝脏 ＤＮＡ 的损伤情况 ， 结果如 图 ８ 所示 。 通

过观察发现 ＩＭ Ｐ 给药办／办 小鼠的细胞核 ＤＮ Ａ 出现明 显的拖尾现象 ， 表明 ＤＮＡ 链

不稳定性增加 ， 遗传物质 出现损伤 。 在正常对照组 ， ＩＭ Ｐ 给药低 、 中 、 高剂量正常

对照组和 办／办 模型 鼠 中均未观察到 ＤＮＡ 拖尾现象 ， 由此可见 ， 在正常小 鼠肝脏

内 ，
ＩＭ Ｐ 给药并不会引 起其核 内 ＤＮＡ 严重损伤 ， 而 ＩＭ Ｐ 给药 ｃ／Ｍ＊ 鼠会使其肝细

胞 ＤＮＡ 链 断裂 ， 显示较强的促癌活性 。 该结 果提示 ＩＭ Ｐ 对不同体质 的小 鼠造成的

影响程度不同 ， 只灯瘦素受体缺陷体质加上 Ｉ Ｍ Ｐ 的额外刺激才会造成 ＤＮＡ 的严重

损伤 。 丨Ｍ Ｐ 给药后 ， 小鼠的 ＮＡ ＦＬ Ｄ 向 ＨＣ Ｃ 发展 ， 这与该组 出现 ＮＡ ＦＬ Ｄ －

ＬＣ

的表型相 印证 。

ＩＭＰ ｎｏ ｔ ｔ
ｒｅ ａ ｔ ｅｄ １ ０ｍｇ ／

（
ｋｇ

／／／

ｂ
ｄ

） 
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ｍ
ｇ

／
（ｋｇ 

ｍ
ｂｄ ）

ＩＭＰ １ ００ｍｇ／
（ｋｇ

ｍ
ｂ



■

ｄ
） 

ＩＭＰ

一

■■■■
ＩＭＰ ｎｏｔｔｒｅａ

ｔ
ｅｄ５ ０ｍ

ｇ
／
（
ｋ
ｇ
ｗ

ｂ
ｄ

） ＩＭＰ

■■■
ｍＭ

２００
 ｆ

ｉｍ

图 ８ ． ｉ
ｔ：常组及 ＩＭ Ｐ 给药各组 、 必／必 组和 Ｉ ＭＰ 给药 ｃ

／／
＞
／必 组 小 鼠肝细胞 ＤＮＡ 彗星 电泳图 。

２ ３
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讨论

对比课题组前期用 ５０ｍｇ／
（
ｋ
ｇ
ｗｖ ｄ

）剂量 ＩＭＰ 给药 办 鼠 ， 造成其体 内血脂含

量显著升高 ， 肝脏脂质严重蓄积并显示出现肝硬化病理特征的情况 ， 发现 ＩＭＰ 按照

１０ ，５０ ， １０ ０ ｍｇ／
（
ｋ
ｇ
ｍ＾ ｄ）剂量灌 胃给药正常小鼠后 ， 小 鼠血脂和肝脂含量呈现上升

趋势 ， 但没有出现严重的高脂血症状和肝损伤 。 肝组织油红 ０ 切片染色和体脂率测

量结果表明 ， 高剂量 ＩＭＰ 摄入会引 起正常小鼠肝脏脂质 的蓄积 ， 造成轻度的 ＮＡＦＬＤ 。

Ｐａｏ ｌａ Ｔｏ ｌｅｄｏ－

Ｉｂｅ ｌ ｌｅｓ 等人在患有 ＮＡＦＬＤ 的兔子肝组织 中 发现次黄嘌呤显著增加及

嘌呤代谢变化异常 。 结合我们 的发现 ， 表明无论是体外补充额外补充嘌呤核苷酸

类化合物还是体内 嘌呤核苷酸类物质的 自主蓄积 ， 都可能会引发 ＮＡＦＬＤ 。

ＩＭＰ 给药后 ， 各组小鼠中肝脏和血清中的 乙酰辅酶 Ａ 含量随着 ＩＭＰ 给药剂量

的增大而升高 ， 该结果与前期 ＩＭＰ 给药 办／办 小 鼠造成其乙酰辅酶 Ａ含量显著上升

的结果相符 ， 表明 ＩＭＰ 刺激会造成体内 乙酰辅酶 Ａ 的蓄积 。 ＩＭＰ 低、 中剂量对小

鼠肝脏影响相对较小 ，
ＩＭＰ 高剂量造成肝脏内

一

定的脂质蓄积 ， 为 ＮＡＦＬＤ 发展的

早期阶段 。 可以看出 ，
ＩＭＰ 以低 、 中剂量给药正常小 鼠四个月 ， 尚未达到病理特征

明显稳定的 ＮＡＦＬＤ 模型条件 ， 高剂量摄入 ＩＭＰ 对正常小 鼠肝脏带来损害 ，
造成

一

定的脂质蓄积 ， 可作为 ＮＡＦＬＤ 的早期模型进
一

步开发 。

在彗星电泳实验中 ， 我们观察到在 ＩＭＰ 的刺激下 ，
办々历 小 鼠肝细胞出现 ＤＮＡ

拖尾现象 ， 表明 ＩＭＰ 具有诱发说／過 小 鼠 ＨＣＣ 的活性 。 ＩＭＰ 引起办／Ａ 小鼠 ＤＮＡ

损伤反应 （ＤＤＲ ） 促进癌变 ， 对 ＮＡＦＬＤ 形成
“

多重打击
”

与其肝硬化的表型相符 。

ＩＭＰ给药正常小 鼠并未造成 ＤＮＡ 拖尾现象 ，表明正常小 鼠肝细胞 ＤＮＡ 未 出现损伤 ，

ＩＭＰ 对正常体质小 鼠 的危害性较小 ， 无促癌倾向 。

ＩＭＰ 作为常见的食品添加剂 ， 在我们 日常饮食中 随处可见 ， 虽然食品安全生管

理产办法中未对其用量进行明确规定 ， 但上述发现提示我们 ， 在 日 常饮食中应注意

ＩＭＰ 的每 日摄取量 。 肥胖及代谢综合症人群在 日 常饮食中应严格注意 ＩＭＰ 的摄入总

量 ， 注意高嘌呤食物的摄入量 ， 尽量避免 ＩＭＰ 等食品添加剂的使用 ， 以免对身体造

成不利影响 。

２４
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第二章 ＩＭＰ 引起 你 小鼠和正常小鼠肝脏脂质蓄积的机制

研究

引言

在前期研宄 中 ， 我们发现 ＩＭＰ 可 以与 ＡＭＰＫ
ｙ

ｌ 亚基形成稳定 的复合体 ， 通过

促进 ＡＭ ＰＫ 的磷酸化而活化 ＡＭＰＫ 通路 ， 加速脂肪酸卩氧化反应使得 ＩＭＰ 在体外

显示较强的降脂活性 ， 在体内促进 必／办 小 鼠肝脏乙酰辅酶 Ａ 的 蓄积导致 ＴＧ 合成

加剧并沉积在肝脏 内恶化 ＮＡＦＬＤ 。 本实验通过 ＡＭＰＫ 抑制剂靶向干扰 ＡＭＰＫ ， 利

用 油酸诱导的高脂 Ｈ ｅｐＧ２ 细胞模型进
一

步验证 ＩＭＰ 的作用靶点 。

为进
一

步探宄 ＩＭＰ 造成正常小鼠肝脏
一

定脂质蓄积的原 因 ， 我们采用 Ｗｅ ｓｔｅｒｎ

Ｂ ｌｏｔ技术测定正常小 鼠肝脏脂代谢通路中的相关蛋白 的表达情况 。

第
一

章结果表 明 ， ＩＭＰ 以低 、 中剂量给药正常小鼠对小鼠肝脏脂质蓄积造成的

影响较轻 ， 高剂量 ＩＭＰ 给药造成正常小鼠肝脏内 脂质的
一

定蓄积 ， 属于早 ＮＡＦＬＤ 。

与前期实验结果相比 ， ＩＭＰ 给药对正常小 鼠的危害整体小于对 办／必 小 鼠 。 ＩＭＰ给

药造成两种体质小鼠 ＮＡＦＬＤ 的原 因和机制值得我们深入探宄 ， 但生物体代谢过程

复杂 ， 信号通路繁多 ， ＡＭＰＫ 代谢通路只 是糖脂代谢通路中的一条 ， 因此我们借助

蛋白质组学技术获得全面的差异蛋 白质表达谱 ，
通过 比较不同样品中 蛋白质表达的

相对含量来进
一

步分析和探究 。

利用该技术对正常组小 鼠 ， ＩＭＰ 给药高剂量组正常小鼠及前期实验中 的 必／办

小鼠和 ＩＭＰ 诱导的 办／办 小 鼠的肝脏进行蛋 白质组学检测 ， 结合生物信息学技术筛

选 出 差异蛋 白 质参与的生物学过程 ， 有助于进一步 明确 ＩＭＰ 造成两种体质小 鼠

ＮＡ ＦＬＤ 发生和恶化的分子机制及造成两种体质肝脏影响差别原因 ， 同 时也为发现

潜在的 ＮＡ ＦＬＤ 诊断标志物提供分子水平的理论指导依据 。

第
一

节 通过 ＡＭＰＫ 抑制剂反向验证 ＩＭＰ 的作用靶点

１ 实验材料与设备

１ ． １ 细胞系

Ｈ ｅｐＧ２ 细胞北京协和医学院细胞库

１ ．２试剂及原料

ＤＭＥＭ 高糖培养基美国 ＨｙＣ ｌｏｎ ｅ

ＰＢＳ 缓冲溶液天津灏洋生物

２５
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０ ．
２５％胰蛋白酶美国 ＨｙＣ ｌｏｎｅ

青霉素－链霉素北京博奥龙

胎牛血清
ＦＢ Ｓ美国Ｇ ｉｂ ｉｏＬ ｉｆｅＴｅｃｈｎ ｏｌｏｇｉ

ｅｓ

油酸北京化工厂

洛伐他汀美国 Ｓ
ｉｇｍ ａ－Ａ ｌｄｒａｃｈ

ｂｏｄｉｐｙ４９３ ／５０ ３美国ＴｈｅｒｍｏＦｉ ｓｈｅｒ

ＡＭＰＫ抑制剂美国ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ

１ ．３ 仪器与设备

双人单面超净工作 台苏州净化

恒温水浴锅上海昕仪

低速离心机湖南凯达科技

荧光倒置显微镜美国 ＯＰＬＥＮＩＣ

１ ．４ 溶液的配置 （超净台 中进行 ）

２ 实验方法

为验证 ＩＭＰ 的作用靶点是否为 ＡＭＰＫ ， 使用 ＡＭＰＫ 抑制剂靶向抑制 ＡＭＰＫ 通路 ，

继而观察 ＩＭＰ 的 降脂作用是否受到影响 ， 进
一步确证 ＩＭＰ 的作用靶点 。

２ ． １ 溶液配置

（
１
）配制 ５ ０ｍＬ 完全培养基

取 ５ ０ｍＬ 无菌离心管放入超净台中紫外照射 ３ ０ｍ ｉｎ
， 倒入基本培养基 ４５ｍＬ ，

取室温融化的胎牛血清 ５ｍＬ 和双抗 ５ ００
／
＾Ｌ 依次加入 ， 盖紧盖子 ， 轻摇使液体混合

均匀 ， 标记好 日 期 、 名称 ， 用封 口膜封 口 ， 置于 ４
°
Ｃ冰箱储存 。

（
２
）
配置油酸造模液

用分析天平准确称取 ０
．
１
ｇ

ＢＳＡ 、 ０ ．０ ５６
ｇ 氢氧化钾放入 １ ５ｍＬ 离心管中 ， 加入

ｌ Ｏ ｍＬ ＰＢ Ｓ
， 待固体溶解混匀后加入 ３ １

．
６
／
／Ｌ 的油酸 ， ０ ． ２２

／
ｍａ 无菌滤膜过滤后分装

于 １
．
５ ｍＬ 离心管中 。 此溶液即为 １ ０ ｍＭ 油酸储存液 。 使用 时用 ＤＭＥＭ 基本培养

基稀释成 １ ００
／
／Ｍ 油酸工作液 。

（
３

）配制 ＡＭＰＫ 抑制剂

２ ６
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将 ５ｍｇ 
ＡＭＰＫ 抑制剂粉末轻轻离心 ， 加入 １ ． ２５ １ ６ｍＬＤＭＳＯ ，

８ ０
°
Ｃ金属浴溶

解 ， 超声助溶 ， 配置成 丨 〇ｍＭＡＭＰＫ 抑制剂储存液 ， ０ ． ２２
／
ａｎ 无菌滤膜过滤后 ２００

分装保存 ， 锡箔纸包裹 ， 随后放于 －

８ ０
°Ｃ冰箱储存 。 使用时用 ＤＭＥＭ 基本培养基稀

释成 １ ０
／
／Ｍ ＡＭＰＫ 抑制剂工作液 。

（
４

）
配制 ＩＭＰ 工作液

准确称取 ０
．
０３ ９

ｇ
ＩＭＰ 标准品溶解于 １ｍＬ 无菌水中 ，

０
．
２２

／
ｍｉ 无菌滤膜过滤后

得到 １ ００ｍＭ ＩＭＰ 工作液 ， 储存于－２０
°
Ｃ冰箱 。 使用时用 ＤＭＥＭ 基本培养基稀释成

ｌ Ｏ ｐＭ ＩＭＰ 工作液 。

（
５

）配制洛伐他汀标准品母液

准确称取洛伐他汀粉末 ０ ． ００２２
ｇ 于离心管 中 ， 用 ２７２ 的 ＤＭ ＳＯ 溶解 ， 即得

１ ０ｍＭ 洛伐他汀标准品母液 ， 储存于 －２０
°
Ｃ冰箱 。 使用 时用 ＤＭＥＭ 基本培养基稀释

成 １ ０
／
＾Ｍ 洛伐他汀工作液 。

２ ．２ 细胞复苏

提前 ３０ｍ
ｉ
ｎ进入细胞间 ， 打开紫外灯照射超净台 。 同时打开水浴锅 ，

预热培养

基 。 取出冻存于液氮中 的 Ｈ ｅｐＧ２ 细胞 ， 放入 自封袋 内 ， 将 自封袋置于 ３ ７
°
Ｃ水浴锅

中快速升温融化 ， 将融化后的冻存管表面喷洒酒精后移至超净台中 ， 将细胞液转移

至 １ ５ｍＬ 离心管中 ， 在离心管中迅速加入 ３ｍＬ 预热至室温的基本培养基 ， 移液枪

轻轻吹打混匀 。 吹打后 ， 置于离心机内 以 １ ０００ｒｐｍ 转速离心 ５ 分钟 。 离心后迅速弃

去上清液 。 加入 １ｍＬ含有 １ ０％ＦＢ Ｓ 和 １％双抗的完全培养基 ， 移液枪多次轻柔吹

打后转移至细胞培养瓶中 ， 补加 ４ｍＬ 完全培养基 。 拧好瓶盖 ， 并注意留有
一

定的

空隙保证细胞正常呼吸 。 左右轻轻摇晃 ， 混匀细胞 。 随后在细胞培养瓶底部标记好

相应的细胞名称 、 培养时间 ， 置于恒温培养箱中培养 。 第二 日 ， 于显微镜下观察细

胞生长状态和贴壁情况 ， 及时进行换液或传代 。

２ ． ３ 细胞传代

从培养箱中取出细胞 ， 于显微镜下观察细胞状态 ， 当细胞生长到 ７０
￣８０％时 ，

进行细胞传代 。 打开紫外灯照射超净 台 ３ ０ ｍ ｉｎ 以上 。 将完全培养基 、 分装好的胰蛋

白酶 、 ＰＢＳ 放入 ３ ７
°
Ｃ水浴锅中回温 。 弃掉细胞培养瓶中 旧液 ， 加入 ３ ｍＬ 无菌 ＰＢＳ

左右混匀清洗细胞 ， 弃清洗液 ， 加入 ｌ ｍ Ｌ 胰酶 ， 在培养瓶中 左右轻轻摇匀 ， 置于

培养箱中消化 ，
１ｍ ｉｎ 后取出并于显微镜下察看细胞形态 ， 当细胞变得又亮又圆 ，

轻磕培养瓶发现大片细胞脱落时 ， 立即加入 ３ｍＬ 完全培养基终止消化 。 用移液枪

２ ７
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将细胞从瓶上轻轻吹下来 ， 随后转移至 １ ５ｍＬ 离心管中 ，
１ ０００ｒｐｍ 离心 ５ 分钟 ， 弃

旧液 ， 加入 ３ｍＬ 完全培养基 ， 重复吹打混悬细胞 ， 取 １ｍＬ 细胞混悬液分别加入到

三个培养瓶中 ， 随后补加 ４ｍＬ 完全培养基 ， 标记好细胞名称和时间 。

２
．
４ 细胞铺板

取状态 良好且处于对数生长期 的 ＨｅＰ
Ｇ２ 细胞 ， 加入 １ｍＬ 胰蛋 白酶进行消化 ，

随后按照上述传代步骤得到细胞混悬液 。 将得到的细胞混悬液转移至 ５ ０ｍＬ 离心管

中 ， 摇匀后进行细胞计数 。 根据细胞计数结果适当稀释 ， 将细胞密度控制在 ｌ
ｘ

ｌ 〇
４

个／ｍＬ ， 将细胞接种于 ９６ 孔细胞培养板中 ， 每孔 ２００砵 悬液 。 盖好培养板的盖子 ，

做好标记后左右轻轻晃匀 ， 置于培养箱中继续培养 。

２ ．５ 换液加药

当 ９６ 孔板细胞生长到 ７０％时 ， 开始加药 。 吸弃板中的 旧液 ， 加入 ２００， ＰＢ Ｓ

清洗
一

次 。 弃去 ＰＢＳ 后 ， 分别在 ＡＭＰＫ 抑制剂处理组和未加抑制剂 的对照组中加

入基本培养基培配置的 １ ０
／
ｍｉｏ ｌ ／ＬＡＭＰＫ 抑制剂工作液 ２００和添加千分之

一

的

ＤＭＳＯ 的基本培养基 ２００
／
／Ｌ 。 细胞培养箱 内 ３７

°
Ｃ培养 ８ 小时后弃去培养液 。 ＰＢＳ

清洗后 ， 分别将两种处理的细胞分为四组 ： 空 白组 ， 模型组 ， 阳性药对照组 ， ＩＭＰ

给药组 。 各组加入 ２００
／

ｉ
Ｌ ＤＭＥＭ 基本培养基 ，

１ ００
／
？ｎｏｌ ／Ｌ 油酸 ，

１ ０
／
ｍｉｏ ｌ／Ｌ 洛伐他

汀和 １ ００
／
ｍｉｏ ｌ

／Ｌ 油酸混合液 ， １ ０
／
／ｍ ｏｌ／Ｌ 的 ＩＭＰ 和 ｌ ＯＯ ｐｍｏ ｌ／Ｌ 油酸混合液 。 随后置

于细胞培养养箱中培养约 ２４ｈ 。

２ ．６ Ｂｏｄｉｐｙ
染色

每孔用 ２００
／
＾Ｌ 的 ＰＢＳ 清洗 １ 次 ， 弃去 ＰＢＳ

， 每孔加入 １ ００外 的 ４％多聚甲醛

常温固定细胞 ３ ０ｍ ｉｍ 于摇床上轻轻摇晃 。 弃去多聚甲醛后 ， 每孔加入 １ 〇〇的

Ｂｏｄ ｉｐｙ 工作液染色 ， 置于 ３ ７
°

Ｃ恒温箱中避光孵育 ３０ｍ
ｉ
ｎ 。 弃去染液后用 ＰＢ Ｓ 清洗

三次 ， 每次摇床摇晃 ５ｍｉｎ。 荧光显微镜下观察并拍照 。

３ 结果

细胞中 的脂质被 Ｂｏｄ ｉｐｙ
４９３ ／５ ０３ 染色后 ， 会呈现出绿色荧光 。 因此 ， 观测细胞

产生 的 荧光强度可 以直观反映化合物 的 降脂活性强弱 。 如 图 ９ 所示 ， 在添加

０
．
１％ＤＭＳＯ 的未加 ＡＭＰＫ 抑制剂的培养体系 内 ，

ＩＭ Ｐ 给药组的降脂活性显著高于

同等浓度的洛伐他汀组 ， 和 已报道的未添加 ＤＭＳＯ 培养体系内 ＩＭＰ 的降脂活性相

似 。 １ ０ ／
ｍｉｏ ｌ／Ｌ 的 ＡＭＰＫ 抑制剂导致 ＡＭＰＫ 失活的情况下 ，

ＩＭＰ 的 降脂活性明显低

２８
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于 同等浓度的洛伐他汀 ， 此外 ， 抑制剂导致 ＡＭ ＰＫ 失活对洛伐他汀的降脂活性无显

著影响 。这些研究结果证明 了ＡＭ ＰＫ 是 ＩＭＰ 加速脂肪酸卩氧化形成乙酰辅酶 Ａ 蓄积

诱导 办／油 小 鼠 Ｎ ＡＦ ＬＤ 恶化的作用靶点 。

Ｃｏ ｎｔ ｒｏ
ｌ

Ｍｏｄ ｅ ｌＬｏｖ ａｓ ｔａ ｔ ｉ ｎＩＭＰ

２ ００
Ｘ

Ｂ３
１５０

－

ｉＣ〇
１ 〇 〇

１３■Ｃｏ ｎ ｔｒｏ ｌＢ…■Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

＾■Ｍｏ ｄｅ
ｌ８ 〇

－

■ ■
■Ｍｏｄｅ ｌ

Ｊ
１ ００

－■ Ｌｏｖ ａｓ ｔａ ｔ ｉ ｎ２■ ■ ■Ｌｏｖ ａｓｔａｔ ｉ ｎ

ｇ■？１ＭＰ■■■■ＩＭＰ

ｌ ｉｍｉｉ

Ｄ ＩＭＳＯＲＭＳＯ＋Ｄ ｏ ｒｓ ｏｍｏｒ
ｐ
ｈ

ｉ
ｎ

图 ９ ．

Ａ ：油酸诱导的 ＨｅｐＧ２细胞 内 ＡＭＰＫ■ 抑制剂对 ＩＭＰ 降脂活性 的影响 ；
Ｂ ： 添加 ０ ． １ ％ＤＭＳＯ 组细

胞荧光强度值 ；

Ｃ
：添加 ＡＭ ＰＫ 抑制剂组细胞荧光强度值 。

（与 Ｃｏｎ ｔｒｏ 丨 相 比 ＜ ０ ． ０ １ ，＜０ ．００ １
；

与Ｍ ｏｄｅ ｌ相 比 ＜０ ． ０ １＜０ ． ００
１ ，与Ｌｏｖ ａｓｔａ ｔ ｉ ｎ相比 ，

＆＆
尸＜ ０ ． ０ １ ，

）

２９
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第二节 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ 检测小 鼠肝脏脂代谢通路蛋 白表达

１ 试验材料与设备

１ ． １ 试剂及原料

脱脂奶粉美国 Ｂ ｅｃｔｏｎＤ ｉｃｋ ｉｎｓｏｎ

ＢＣＡ 试剂盒美国 Ｔｈｅｒｍｏ

蛋 白磷酸酶抑制剂混合物 （ ｌ 〇〇 ｘ
）北京索莱宝

ＲＩＰＡ 裂解液（
ｓｔｒｏｎｇ）北京康为世纪生物科技有限公司

增强型 ＥＣＬ 化学发光试剂大连美仑生物技术有限公司

标准分子量预染彩虹 Ｍａｒｋｅｒ大连美仑生物技术有限公司

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳预制胶ＧｅｎＳｃｒｉ
ｐ
ｔ 公司

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳缓冲液粉末ＧｅｎＳ ｃｒｉｐｔ 公司

ＰＶＤＦ 转印膜美国默克密理博

ＧＡＰＤＨ兔多克隆抗体 美国Ｃ ｅｌｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ

ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ

山羊抗兔 ＩｇＧ（
Ｈ＋Ｌ

）北京博奥龙

Ｐｈｏｓ
ｐ
ｈｏ

－ＡＭＰＫａ兔多克隆抗体美国Ｃ ｅｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ
ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ

ＡＭＰＫａ兔多克隆抗体美国Ｃ ｅｌ ｌＳｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ
ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ

Ｐｈｏｓ
ｐ
ｈｏ

－Ａｃｅｔｙｌ

－ＣｏＡＣａｒｂｏｘｙｌ ａｓｅ兔抗美国Ｃｅｌ ｌＳｉｇｎａｌ ｉｎｇ
ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ

Ａｃｅｔｙ
ｌ

－ＣｏＡ Ｃａｒｂｏｘｙ ｌａｓｅ兔抗美国Ｃ ｅｌ
ｌＳ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ

ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ

Ａｃｅｔｙ
ｌ

－ＣｏＡ Ｃａｒｂｏｘｙ ｌａｓｅ１兔抗美国Ｃｅｌ ｌＳ ｉ

ｇ
ｎａ ｌ ｉｎ

ｇ
ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ

Ａｎｔ
ｉ
－Ａｄ ｉｐｏ ｓｅＴｒ ｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅＬ ｉｐａｓｅ兔抗美国Ａｂｅａｍ公司

１
．
２ 仪器与设备

台式多用途高速冷冻离心机广州吉迪仪器有限公 司

电泳仪美 国 Ｂ
ｉ
ｏ－Ｒａｄ

制冰机杭州亿捷科技有限公司

多功能成像分析系统上海琴翔科学技术有限公司

１ ．３ 实验对象

正常对照组 、 ＩＭＰ 给药低 、 中 、 高剂量组小 鼠肝脏

３０
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２ 实验方法

２ ． １ 溶液配制

（
１

）Ｒ ＩＰＡ 工作液

取 Ｒ １ＰＡ 裂解液 （ ｓ ｔｒｏｎｇ ） １ ９
．
６ ｍＬ＋ １ ００ｘ 蛋 白酶抑制剂 ２００ＰＬ＋ １ ００Ｘ 磷酸酶抑制剂

２００Ｖ
Ｌ ， 注意现用现配 ， 配完立即使用 。

（
２
）ＢＣＡ 蛋白 定量工作液

取 １ ５ｍＬ 离心管 ， 按照 ５ ０ ：
１ 比例吸取 Ａ

：
Ｂ 试剂 ， 混匀后用锡箔纸包被 ， 现用现配 ，

使用时避光 。

（
３

）预制胶电泳液

将
一

袋 Ｔ ｒｉ ｓ
－ＭＯＰＳ－

ＳＤＳ 预制胶粉末倒入大烧杯 ， 量筒取 １ ０ ００ｍＬ 蒸馏水 ， 转移大

烧杯中 ， 玻璃棒搅匀 ， 室温放置 。

（ ４ ） 转膜液

称取 Ｔｒｉ ｓ 碱粉末 ３ ． ０３
ｇ

、 甘氨酸粉末 １４ ．
４
ｇ 倒入量筒 ， 加入 １ ０％ ＳＤＳ 溶液 ｌ ｍ ｌ ，

无水甲醇 ２００ ｍＬ
， 蒸溜水定容至 １ ０００ｍＬ 。

（
５

）封闭液

称取 ５
ｇ 脱脂奶粉 ， 加入 ＴＢＳＴ 定容至 ｌ ＯＯ ｍＬ ， 置－２０

°
Ｃ储存 。

（ ６ ）ＴＢＳＴ 缓冲液

称取氯化钠８ ． ８
ｇ于烧杯中 ， 加入１ ０ｍＬ的１ＭＴｒ ｉｓ

－ＨＣ ｌ
 （ｐＨ７ ． ５

）
，０ ． ５ｍＬＴｗｅｅ ｎ２０

溶液 ， 蒸馏水定容至 １ ０００ｍＬ ， 常温储存 。

（
７）抗体的配制

按照说明 书 的稀释 比例用封闭液进行配置 ， 注意置－２ ０
°
Ｃ储存 。

ＧＡＰＤＨ 兔多克隆抗体１
：５０００

山 羊抗兔 ｌｇＧ （
Ｈ＋Ｌ

） １
：５０００

Ｐ －ＡＭＰＫａ兔多克隆抗体１
：
１ ００ ０

ＡＭＰＫａ兔多克隆抗体丨
：

１ ０００

Ｐ －ＡＣＣ 兔多克隆抗体丨 ：
１ ０００

３ １
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ＡＣＣ 兔多克隆抗体１
：１ ０００

ＡＡＣ １抗体１
：１ ０００

ＡＴＧＬ
抗体１

：
 １ ０００

（
８

）发光液的配置

增强型 ＥＣＬ 工作液 由 Ａ 、 Ｂ 两种液体组成 ， １ ： １ 等体积混合配置 ， 避光保存 。

２ ．２ 蛋白样品的制备

从－８ ０
°
Ｃ的冰箱中取出各组小鼠肝组织 ， 置入冰上解冻 ， 迅速称取 ０

．
１
ｇ组织加

入配好的 ｌ ｍＬＲＩＰＡ 裂解液中 ， 用剪刀将组织剪碎 ， 随后置于匀浆机上低温匀浆 ，

冰水浴中超声 ３ ０ｍ ｉｎ 。 提起打开离心机预冷 ， 将转子冻于 －２０
°
Ｃ 。 随后将离心机温

度设置为 ４
°
Ｃ 、 转速调节为 １２０００ｒｐｍ ， 离心 １ ５ｍ ｉｎ 。 离心后 ， 小心吸取 ４００

／
／Ｌ 透

明上清液于新离心管中 ， 即组织蛋 白 ， 加入 ４００的 ２ ｘ
ｐｒ〇ｔｅ ｉｎｓａｍｐ

ｌｅｂｕｆｆｅｒ 。 打开

高温金属浴 ，
温度调节为 １００

°
Ｃ 。 将离心管放入金属浴中 ， 煮 １ ０ｍ

ｉ
ｎ ， 使蛋 白变性 。

待蛋白样品 自然冷却至室温 ， 将样品分装于冰箱冷冻保存 。

２ ．３ 蛋白含量的测定

按前面所述方法配置好 ＢＣＡ 工作液 ， 取 ０ ． ５ｍｇ／ｍＬ 的 Ｂ ＳＡ 母液 ， 蒸馏水稀释 ，

使其终浓度分别为０ ．５ｍｇ／ｍＬ 、 ０ ．２５ｍｇ／ｍＬ 、 ０ ． １ ２５ｍｇ／ｍＬ 、 ０ ． ０６２５ｍ ｇ／ｍＬ ，
０

．
０３ １ ２５

ｍｇ／ｍＬ 、 ０ｍｇ／ｍＬ 。 向 ９６ 孔酶标板中加入工作液 ２００
／

＜Ｌ／？Ｌ ， 再分别加入 ２５
ｙ
Ｌ 稀释

好的标准品 ， 用来制作蛋 白标曲 。 将肝脏组织样品稀释十倍 ， 取 ２５
／
＾Ｌ 待测样品加

入 ２００
／
／Ｌ 工作液中 ， 每个样 品重复三次 。 将处理好的 ９ ６ 孔板放入提前调整至 ３ ７

°
Ｃ

的恒温箱中孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。 随后放入酶标仪 ， 设置波长为 ５ ５２ｎｍ ， 测定每孔吸光度值 。

２ ．４ＳＤＳ －ＰＡＧＥ电泳

取 ４％－

１ ２％的梯度预制胶 ， 打开外包装后拆下预制胶底部塑料贴条 ， 将预制胶

用卡槽夹好后放入电泳槽中 ， 加入电泳缓冲液使其没过电泳槽电极 。 随后小心拔 出

预制胶 的梳子 ， 确保电泳液没入孔道且孔道中无气泡 。 根据蛋白质定量的结果调整

蛋白 上样量使每个样品 中均含有 ３ ０纯 的蛋 白 。 用 ２０ ／
＾Ｌ 移液枪上样 ， 在胶的最左

侧加如彩虹 Ｍａｒｋｅｒ３
ｙ
Ｌ 。 打开电泳仪 ， 设置电压 １ ００ Ｖ ， 蛋白样品跑至浓缩胶后重

新调节 电压为 １ ２０Ｖ ， 继续电泳至样品跑到预制胶底部后暂停 电泳 ， 关闭电源 ， 准

备转膜操作 。

２ ．５ 转膜

３２
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根据电泳凝胶大小裁剪 ＰＶＤＦ 膜 ， 甲醇活化 １ ５Ｓ ， 取
一

干净托盘 ， 倒入转膜液 ，

将 ＰＶＤＦ 膜放入转膜液中漂洗 ， 取 ４张滤纸 、 ２ 张海绵 ， 泡入转膜液中 。 取转膜夹

子 ， 打开后按照黑色朝下 、 白色朝上的顺序在转膜盒中摆放 。 取
一

张浸泡过的海绵

平铺在黑面上 ， 叠铺两张滤纸 ， 注意不要有小气泡 ， 可用离心管来回滚动排除气泡

来保证转膜效果 。 将预制胶撬开 ， 拿掉单侧板子后 ， 切掉浓缩胶后根据 Ｍａ ｒｋｅ ｒ 指

示将不需要 的位置切掉 ， 小心剥下分离胶 ， 在转膜液中舒展分离胶后使其平铺于滤

纸上 ， 保证 Ｍａｒｋｅｒ 在右侧 ， 同时注意排赶气泡 ， 将活化后 的 ＰＶＤＦ 平铺于胶上 ，

保证 ＰＶＤＦ 膜盖过胶面并排赶气泡 ， 随后在膜上叠加两张滤纸再盖上
一

张海绵 。 对

齐后 ， 合上夹子 ， 按照黑对黑 ， 白对红 的顺序 ， 放入转膜槽中 ， 同时放入一盒冰袋 ，

将转膜液倒入转膜槽 。 将转膜槽放入加入冰袋的水盆中 ， 接通电源 ， ３ ００ｍＡ 恒流 ，

小分子量蛋白 转膜 ５５ｍ ｉｎ ， 大分子量蛋 白转膜 ５ｈ 。

２
．
６ 免疫反应

转膜结束后 ， 参考 Ｍａｒｋｅ ｔ

■

的位置进行裁膜 ， 随后放入抗体孵育盒中 ， 加满封

闭液 ， 常温下封闭 ２ ｈ ， 并于水平摇床上轻轻摇动 。 封闭结束后 ， 将提前配好的
一

抗加到相应的槽内 ， 同时在抗体孵育盒上做好标记 。 将孵育盒放入左右摇晃的摇床

上 ， 将摇床置入 ４
°
Ｃ冰箱 ， 过夜孵育 。 转天 ， 将孵育盒从冰箱拿 出 。 将抗体分别回

收 ， 用 ＴＢ ＳＴ 清洗膜 ，
１ ５ 分钟 ｘ ３ 次后弃去 ＴＢ ＳＴ 。 于室温下用二抗在水平摇床摇动

孵育 １ ．５ ｈ ， 回收二抗 ，
ＴＢ ＳＴ 洗膜 ， １ ５ ｍ ｉｎ ｘ３ 次 。

２ ．７ 化学发光 、 显影 、 定影

洗膜结束后进行化学发光反应 ， 根据膜的多少 ， 配制
一定量的 ＥＣＬ 工作液 。 将

爆片仪打开 ， 预冷到 －３ ０
°
Ｃ方可进行工作 。 将膜置于黑板上 ， 蛋 白 面朝上 ， 将发光液

液均匀滴加在膜上 ， 同时轻轻晃匀 ， 使发光液完全覆盖在膜上 。 放入仪器内 ， 选择

化学发光 ， 超高灵敏度 ， 自动曝光 ， 显影 、 拍照 、 保存照片 。

２ ．
８凝胶图像分析

用 Ｉｍ ａｇｅ 』 软件 ， 进行条带灰度扫描 ， 计算相对强度进行分析 。

２ ．９ 统计分析

将扫描的灰度值结果表示为平均值 （ｍｅａｎ ）士标准偏差 （
ＳＤ

）
，Ｇ ｒａｐｈＰａｄＰｒｉ ｓｍ

８ ．
０

． １ 软件用 于统计分析 ， 单因素方差分析 ，
Ｔ ｕｋｅｙ

＇

ｓ 检验 ， 分析各组间 统计学差异 ，

组间差异按 ２ ．６ 所述方式标注 。

３ ３





中 国医学科学院＆北京 协和医 学院硕士学位论文


３ 结果

在真核细胞中 ， 腺苷酸活化蛋 白激酶 （
ＡＭＰＫ

）在调节细胞能量平衡中起着重要

作用 。 ＡＭ ＰＫ 响应细胞内腺嘌呤核苷酸水平的变化 ， ＡＭ Ｐ 可触发 ＡＭＰＫ 的变结构

激活 ， 促进 Ｔ ｌｕ ｌ ７ ２ 位点的磷酸化并抑制去磷酸化 ， 磷酸化后的 ＡＭＰＫ 促进糖 、 月 旨

质等代谢通路活化 １
３９

］

。 ＩＭＰ 作为 ＡＭ Ｐ 的结构类似物 ， 可以与 ＡＭ ＰＫ 形成复合体 ，

促进 ＡＭＰＫ 的磷酸化則 。 小鼠肝脏中 Ｗ ｅｓｔ ｅ ｒｎＢ ｌ ｏ ｔ 结果如图 １ ０ 所示 ， 低 、 中 、 高

剂量 ＩＭ Ｐ 给药 Ｃ５ ７ 正常小 鼠肝脏 内 ＡＭ ＰＫ 的磷酸化水平均显著增加 ， 这与 ＩＭＰ 给

药 小 鼠的结果
一

致 ， 表明 ＩＭＰ 激活小 鼠肝脏 内 ＡＭ ＰＫ 信号通路 。

脂肪甘油三酯脂肪酶 （ＡＴＧＬ ）催化细胞内甘油三酯的水解 ， 释放脂肪酸供机体能

量代谢岡 。 与正常组相 比 ， 正常小 鼠低 、 中 、 高剂量组 的 ＡＴＧＬ 表达量提高 ， 表明

ＩＭ Ｐ 给药后小 鼠肝脏 内脂肪分解过程被促进 。 这与我们之前用 ＩＭＰ 给药 办／办 小 鼠

的结果不同 ， ＩＭＰ 给药后促进了正常小鼠的 ＡＴＧＬ 表达 ， 而对 办／办 小鼠的 ＡＴＧＬ

无影响 ， 这解释了 ＩＭ Ｐ 给药正常小 鼠未造成 同给药办／办 小鼠肝脏 内严重 ＮＡＦＬＤ

的原因 ， ＩＭＰ 促进了正常小鼠肝脏甘油三酯的分解 ， 因而未造成肝脏 内严重的脂质

蓄积 。 乙酰辅酶 ａ 羧化酶 （
ＡＣＣ ）是催化合成脂肪酸底物丙二酰辅酶 ａ 的关键调节分

子 ， 在调控机体能量代谢中 发挥着重要作用？ 。 在哺乳动物中发现 了ＡＣＣ 的两种

亚型 ，

一

种是 ＡＣＣ ｌ

（
ＡＣＣａ ，２６５ｋＤａ

）
， 定位于细胞质 中 ， 多表达在肝脏和 脂肪组

织中 。 另
一

种是 ＡＣＣ２
（
ＡＣＣ

Ｐ
， ２７ ５ｋＤａ

）
定位于线粒体 中 ， 多表达在心脏和骨骼肌 。

与正常组相 比 ， 丨Ｍ Ｐ 给药低 、 中 、 高剂量组小 鼠 ＡＣＣ １ 的表达量显著提高 ， ＩＭＰ 给

药高剂量组 ＡＣＣ２ 及总磷酸化 ＡＣＣ 显 著提高 ， 表 明 ＩＭＰ 给药促进了小 鼠肝脏内 脂

肪酸的合成 。 以上结果表明 ，
ＩＭＰ 给药促进正常小 鼠肝脏内 脂质 的分解代谢 以及脂

肪酸的合成 ， 肝脏内脂质代谢处于亢进状态 。

ＡＲ
１

＿ＷＭＮ ｏｒｍａ ｌＣ３１ ０ ｍ
ｇ

／
（Ｖｇ

／ｎ
＾ 
ｄ

）ｍ５ ０ ｍ
ｇ
／

（
ｋ
ｇ

／＾ 
ｄ

）Ｃ３１
００ ｍ

ｇ
／
（
ｋ
ｇ＾ｄ ）

Ｎ ｏｎｎａ
Ｊ１０ ５＆１ ００ ＊＊ ？




Ｉ ｈ＾Ｉ
”

，

￣￣

＊

＾

，

則＿＿＿＿？

｜６｜■｜ ３
－

ＡＴＡ

ｉｎ＾－ ＊！？？ｎ ｎ
％．

－

ｒ
＇

ＩＩｒ
１

｜
１１ １

—

１１Ｉ
ａ ｃ？ ￡■ｓＩ

１ ；

；

｜ ｜ ｜ｉ
ｔ

ｉ＾■
．棚

■￣＿—

｜Ｈ ｉ ｉ ｎ １｜ＨＵ Ｈ１ １ １ １ １ＩＨ ｌ ｌ｜１ １ １１
１

１

—一細，？
２

ｐ：：ｍ ｉ

！

ｋ１ＡｃｃＡｃ

＂＂

ｃａｗ ，

＾

ＡＴＧＬ

图 １ ０ ．ＷＢ 法测定各组小 鼠肝脏 内 ＡＭ ＰＫ 、 ＡＣ Ｃ 表达量和磷酸化水平及 ＡＴＧＬ 的表达量变化 （组 间差

异按 ２ ． ６ 所述方式标注 ）

３４
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第三节 基于 ＴＭＴ 蛋 白质组学探究 ＩＭＰ 促进不同体质小 鼠

ＮＡＦＬＤ 发生恶化的机制

１ 试验材料与设备

１ ． １ 试剂及原料

碳酸氢铵 、 ＴＥＡＢ 、 甲酸美国 Ｓ ｉ

ｇｍ ａ
－Ａ

ｌ
ｄｒｉｃｈ

尿素 、 二硫苏糖醇 ＤＴＴ 、 碘代 乙酰胺 １ＡＭ 美国 Ａｍｒｅ ｓｃｏ

蛋 白定量染液北京华兴博创

牛血清白蛋 白美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉｃ

胰蛋白酶北京普洛麦格

Ｚｉ

ｐ
ｔ ｉ

ｐ美国Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏ ｒｅ

乙腈美国 Ｊ
．
Ｔ

．
Ｂａｋｅ ｒ

氣水日本
ＷａｋｏＰｕｒｅＣ ｈｅｍ ｉｃａ ｌ Ｉｎｄｕ ｓｔｒ ｉ ｅｓＬｔｄ

ＴＭＴ Ｉ Ｏ
ｐ ｌ

ｅｘ
？

Ｉ ｓｏｂａｒ ｉｃＬａｂｅ ｌＲｅａｇｅｎ ｔＳ ｅｔ美国Ｔｈｅｒｍｏｆｉ ｓ ｈｅｒ

ＸＢｒ
ｉｄｇｅＰｅｐｔ ｉｄｅＢＥＨ５ｕｍＣ １ ８色谱柱 美国ｗａｔｅｒｓ

１
．
２仪器与设备

Ｒ ＩＧＯＬＬ－３ ０００ 高效液相色谱系统 美国 Ｓ ｉ

ｇｍａ
－Ａ ｌｄｒｉｃｈ

涡旋振荡器美国 ＳＣ ＩＬＯＧＥＸ

真空离心浓缩仪北京吉艾母科技有限公司

电热恒温水浴锅北京市光明 医疗仪器有限公司

超低温四度离心机德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

酶标仪德朗 ＤＲ２００Ｂ

电泳系统美国 ＢＩＯ －ＲＡＤ

高通量组织研磨器上海贺帆仪器有限公司

超声破碎仪上海沪析实业有限公司

２ 实验方法

基于 ＴＭＴ 蛋 白质组学方法 ， 通过筛选正常对照组与 丨ＭＰ 高剂量给药正常小 鼠

组 、 办／办 模型组与 ＩＭＰ 给药 ％／办 小 鼠组 、 正常对照组与 必 ／油 模型组小鼠肝脏差

异表达蛋 白质 ， 结合生物信息学探索 丨ＭＰ 给药对两种不 同体质小鼠的影响通路 ， 寻

３５
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找 ＩＭＰ 在 ＮＡＦＬＤ 进展过程中涉及到 的关键通路 ， 并基于 以往相关研宄 ， 筛选出有

进
一

步研宄价值的差异蛋 白 ， 探讨其作为新 的 ＮＡＦＬＤ 标志物及恶性进展评估指标

的潜在可能 。

２ ． １ 样品处理

取出储存于 －８ ０
°
Ｃ冰箱的八月 龄正常对照组 、 ％ 模型组 、 ＩＭＰ 给药 必Ｍ ？ 组

和 ＩＭＰ 给药正常对照组各三只 小鼠肝脏组织 ， 放在冰上解冻 。 解冻后准确称取 ０ ． １
ｇ

肝脏组织 ，
放入预冷 ＥＰ 管 中 ， 加入 ３００

ｙ
Ｌ８Ｍ 尿素 ， 冰水浴中超声 １ｓ ， 停 ２ｓ ， 累

计 〗 ２０ｓ ，
４
°
Ｃ１４０００

ｇ 离心 ２０ｍ ｉ ｎ ， 取上清进行蛋 白定量 ， 采用 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 电泳进

行质控 。 将提取的 １ ００仰 蛋 白加入终浓度为 ｌ Ｏ ｍＭ ＤＴＴ 溶液 ， ３ ０
°
Ｃ 水浴 １ｈ ， 之

后恢复室温 ， 加入终浓度为 ４０ｍＭ 的 ＩＡＭ ， 室温静置 ４５ｍ ｉｎ 。 用 ２５ｍＭ 碳酸氢

铵将样本稀释 ４ 倍 。 按照 ５０ ： １ 的 比例加入蛋 白和胰酶 ， ３ ７
°
Ｃ 过夜 。 转天加入 ５０

＜０
．
１％的

ＦＡ进行终止。 取１ ００
＃
Ｌ １ ０ ０％ＡＣＮ

清洗Ｃ １ ８
柱 ，

１ ２００ｒｐｍ离心 ３ｍ ｉｎ ，

之后用 １ ００
／ｚ
ＬＯ

．
ｌ％ ＦＡ 清洗

一

次 ，
１ ２００ ｒｐｍ 离心 ３ｍ ｉｎ 。 更换 ＥＰ 管 ， 加入样品 ，

１ ２００

印１１１ 离心 ３ 〇１ 丨 １１ 。 用 １ ００
；

？［ ０ ． １％ 尸八 清洗柱子 ， １ ２００ 印 １１１ 离心 ３ １１１ 丨 １１ 。 取 １ ００
；

？ １＾ １４

１０ 的水清洗
一

次 。 更换 ＥＰ 管 ， 用 ７０％
ＡＣＮ 洗脱 。 取洗脱液 ， 冻干 。 取样进行 ＴＭＴ

标记 ， 标记操作过程按照 ＴＭＴ 生产厂家的说明进行 。 标记后 的样品等量混合后 ，

使用 Ｓｅｐ
－

Ｐａｋ Ｃ １ ８ 除盐。 真空抽干 ， 利用 ｈ ｉ

ｇ
ｈ ＰＨ 反向色谱分离法分级分离混合样

品 。 真空抽干 ， 存于－８０
°
Ｃ 冰箱 ， 准备上机检测 。

２ ．２ 质谱检测

质谱数据使用 Ｏｒｂ ｉ ｔｒｐ
Ｆｕｓ ｉｏｎＬ ｕｍｏｓ 质谱仪串联 ＥＡＳＹ－

ｎＬＣ１ ２００ 液相的液质

联用系统进行采集 。

２ ．３ 数据分析

质谱数据通过 Ｍａｘ Ｑｕａｎｔ
（
Ｖ １

．
６

．６
）软件进行检索 ， 采用 的数据库检索算法是

Ａｎｄｒｏｍｅｄａ 。 检索使用的数据库是 Ｕｎ ｉ

ｐｒｏ
ｔ 中 Ｍｏｕ ｓｅ 的蛋白质组参考数据库 。 主要

检索参数如下 ： 项 目类型选 ＴＭＴ
；
可变修饰选 Ｏｘ ｉｄａｔ ｉｏｎ

（
Ｍ

） ，
Ａｃｅｔｙｌ

（
Ｐｒｏｔｅ ｉｎ

Ｎ－

ｔｅｒｍ
）

； 固定修饰 Ｃａｒｂａｍ ｉｄｏｍｅｔｈｙ ｌ ； 酶切选 Ｔｒｙｐｓ ｉｎ／Ｐ
；
—

级质谱匹配容差在初次

检索中设置为 ２０
ｐｐｍ

， 主要检索中设置为 ４ ．５
ｐｐｍ ；

二级质谱匹配容差设置为 ２０
ｐｐｍ

。

检索结果以蛋 白和肽段水平 １％ ＦＤＲ 为标准进行筛选 ， 删去反库蛋 白 、 污染蛋白 、

只有
一

个修饰肽段的蛋 白条 目 ， 余下的鉴定信息用作后续分析 。

２ ．４ 生信分析

３６
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（ １ ） 差异蛋 白筛选

将得到的差异蛋 白筛选定量值 ， 中值 归一化后用 ｐ
ｅｒｓｅｕｓｅ 进

一

步归
一

化 ， 得到

最后结果 。 样品的重复次数大于等于 ３ 次 ， 直接采用 ｔ －ｔｅｓｔ 进行差异分析 。 当 Ｐ 值

小于 ０
．
０５ 时 ， 将差异蛋 白表达变化量 （ ｆｏ ｌｄ ｃｈａｎｇｅ ，

ＦＣ ）１
．
２ 作为变化阈值 ， ＦＣ ＞ １ ． ２

为上调差异表达蛋 白 ，
ＦＣ＜ １ ／ １

．
２（ ０ ． ８３ ３ ） 为下调差异表达蛋白 。

（ ２ ）ＧＯ 分析

使用 ＧＯ 数据库 ， 将基 因按照其参与的生物过程 （ Ｂ ｉｏ ｌ ｏｇ ｉｃａｌ Ｐｒｏｃｅｓ ｓ
， 
ＢＰ ） 、

细胞组分 （Ｃｅｌ ｌｕ ｌａｒＣｏｍｐｏｎｅｎ
ｔ

，
ＣＣ ）

， 分子功能 （Ｍ ｏ ｌ ｅｃｕ ｌａｒ Ｆｕｎｃｔ ｉｏｎ
，
ＭＦ ） 三个方

面进行分类注释 。 本部分研究通过 Ｉ ｎｔ ｅｒＰｒｏＳｃａ ｎ 软件对小鼠肝脏组织中鉴定到 的差

异表达蛋 白进行分类注释和统计分析 。

（ ３ ）ＫＥＧＧ分析

ＫＥＧＧ
（
ＫｙｏｔｏＥｎｃｙ ｃ

ｌ
ｏｐｅｄ ｉ

ａｏｆ
Ｇ ｅｎｅ ｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ

） 是指京都基 因与基 因组百

科全书 。 将各组小 鼠肝脏中 的鉴定蛋白与差异蛋 白数据上传至 ＫＥＧＧ 网站 ， 使用

ＫＥＧＧ 在线服务工具 ＫＡＡ Ｓ 注释差异表达蛋 白 ， 后续通过 ＫＥＧＧｍａｐｐ ｅｒ 软件将差

异表达蛋 白 富集到对应的通路中 ， 得到所有通路的 ｍａｐ 结果 。

（ ４ ） 相互作用分析

以本实验中筛选到的差异表达蛋 白进行网络构建 ， 寻找这些差异蛋 白 的相互关

系以及可能处于的功能群 。 分析使用 ＳＴＲ ＩＮＧ 在线软件 （ ｈ ｔｔ
ｐｓ ： ／／ｓｔｒ ｉｎｇ

－ｄｂ ．ｏｒｇＡ
Ｖｅｒｓｉ ｏｎ ：

１ １ ．
０ ） ， 分析选到的蛋 白质 的相互关联的紧密程度并提取 出 目 标蛋 白的互作关系构

建网络 。

３ 结果

３ ． １ 鉴定蛋 白的评估和统计分析

本次实验质谱分析共得到 ３ ６９４６２ 个二级谱图 （ Ｔｏ ｔａ ｌｓｐｅｃｔｒａ ）
，
经数据库搜索 ，

可得 １ ３ ７３ ９９ 有效谱图数 （Ｍａｔｃｈｅｄｓｐｅｃｔ ｒｕｍ ） ， ５４ １ ６３ 个鉴定到的肽段总数 （ Ｐｅｐ
ｔ ｉｄｅ ） ，

其中 ， 鉴定到的蛋 白 质 总数 （ Ｉ ｄｅｎ ｔ ｉｆｉｅｄ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ） 为 ５ ８ ８９ 个 ， 如下表所示 。 鉴定蛋

白 质的理化性质反应 了在肽段推导蛋 白的过程中 以及蛋 白质组样品的鉴定情况 ， 从

蛋 白质 匹配的肽段数分布 、 蛋 白 质 匹配的 ＰＳＭ 数 目 分布 、 鉴定蛋 白质的 分子量分

布 、 鉴定蛋 白被肽段覆盖率的分布这四个方面对试验样本进行鉴定 。 反应肽段的蛋

白 质鉴定效率和蛋白质鉴定的重复性 。 从结果可看出 ， 平均每个蛋 白匹配的肽段较

少 ， 说明肽段的蛋 白 质鉴定效率较高 。 由于 ＰＳＭ 数 目 可 以用于 图谱计数的定量 ，

这项指标显示了不 同蛋 白质丰度水平的蛋 白质 的数量分布 。 鉴定蛋 白质 的分子量分

布 ， 反应整体鉴定到 的蛋 白 的分子量的分布情况 ， 大部分蛋 白 分子量大小集中在

３ ７
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０
？

２００Ｋ Ｄ ａ 范围 内 。 鉴定蛋 白被狀段覆盖率指标能显不蛋 白质被鉴定的情况 ， 覆 盖

率越高 ， 越有利于解释蛋白 质的异构体 ，检测结果显示蛋 白质被肽段覆盖率 良好 ， 检

测结果可靠 。



表 ２
． 蛋 白 质鉴

￥
结果统计


＿
．Ｍａ ｔｃ ｈ ｅｄＩｄ ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｅｄ

ｎ ａｍｅｌ ｏ ｔａ ｌｓｐ
ｅｃ ｔｒａｐ ｅｐ ｔ ｉｄｅ

ｓｐｅｃ ｔｒｕｍｐ ｒｏｔｅ ｉ ｎ

Ｔｏ ｔａ ｌ３６９４６ ２１ ３ ７３ ９９５４ １ ６３５ ８ ８９

ＡＤ ｉ ｓ ｔｒｉｂｕ ｔｉｏｎｏｆ  ｉ ｄｅｎ ｔ ｉｆｉ ｅ ｄ
ｐ
ｅｐ ｔｉ

ｄ ｅ ｎｕｍ ｂ ｅ ｒｓｆｏ ｒ
ｐ

ｒｏｔｅＢＤ ｉ ｓ ｔｒ ｉ ｂｕ ｔｉｏ ｎｏｆ ＰＳ Ｍｎｕｍｂ ｅ ｒｍａ ｔ ｃ ｈｅｄｔｏ
ｐ

ｒ ｏ ｔｅ ｉｎｓ

§１Ｉ

ｌｉ

ｔ§
－

ｉ

ｊＩ？ ： ． Ｉ

Ｅ｜
ＬＳ

＾

Ｉ

§８－Ｉ ｓ

；Ｉ
－

Ｉｚ 『

Ｔｈ ｉ
２
ｓ －ｋ

〇＿Ｌ 
－  ． １ １ １Ｉ Ｔ Ｉ

￣

ｆ Ｉ
ｎｎｎ ｒｒ

ｉｆｒｖ〇＿


￣

＞
■

—

１４７１ ０ １４ １８２２２６３３３７４３ｔ５９１ ３１６２３２８３ ３３８４ ３４９５４６
＇

Ｎｕｍｂｅ ｒ ｏ ｆｉ
ｄｅｎ ｔ ｉｆｉｅｄ ｐｅｐｔ ｉｄｅｓＭ ｕｍｂｅｒｏｆ ＰＳＭｓ ｍａｔ ｃｈｅｄ ｔｏ ｐｒ ｏｔｅｉ ｎ

＾ＭＷ ｄｉ ｓ ｔｒ ｉｂｕｔ ｉｏｎ ｆｏｒ  ｉｄ ｅｎｔｉ ｆｉｅｄ
ｐｒｏｔｅ ｉ ｎｓＤＣｏｖｅ ｒａ

ｇ
ｅｄ ｉ ｓｔ ｒｉｂ ｕｔ ｉｏｎｆｏｒ ｉｄ ｅｎｔｉ ｆｉｅ ｄ

ｐｒｏｔｅ ｉｎｓ

ｍ
§

１

｜

Ｉ§
－Ｉ？

－

 ！

｜
〇 －

ｌｌｌＩＩ
－

 

ｌ

蠢§
＿ｄ

 Ｉ

．

Ｉ ｌｉｕｍ
ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ

０ Ｊ
＞０１ ００１ ５０ ２００ ０２０４０６ ０８ ０１０ ０

Ｍｏｌ
ｗｅ ｉ ｇｈｔ

 ｛
ＫＤａ

｝Ｃｏｖｅｒａｇ ｅ＜％
）

图 １ １
．Ａ ：为蛋 白匹配到的肽段数 目 统计 图 ；

Ｂ ：为蛋 白质匹配的 ＰＳＭ 数 目分布统计图 ；
Ｃ ：为蛋 白分子量

分布统计阁 ；
Ｄ ：为鉴记蛋 白 的肽段逍盖率分布统计阁 。

３ ．
２

． １ 正常对照组与 ＩＭＰ 给药正常对照组差异蛋 白统计分析

使用 Ｒ 语言 中 ｔ ． ｔｅ ｓｔ 函数计算样本间差异显著性 ｐ 值 ， 本实验 中 ， 显著差异

表达蛋白 的筛选标准为 ： ｐ
＜ 〇 ．〇 ５ 且 ＦＣ Ｃ ０ ． ８ ３ 或 ＦＣ ＞ １ ．２０ 。 正常对照组与 ＩＭ Ｐ 给

药正常对照组差共富集到 ２７ 个差异蛋 白 ， 其中上调蛋 白 ４ 个 ， 下调蛋 白 ２ ３ 个 ， 表

２ 为两组小 鼠肝脏差异蛋 白 统计 。

与正常对照组相 比 ， ＩＭ Ｐ 给药正常对照组共有四个差异蛋 白 显著上调 ， 分别是

铁调素 （ ＨＥＰＣ ） 、 磺基转移酶 １ Ａ １（ ＳＴ １ Ａ １ ） 、 单酰基甘油脂肪酶 （Ａ ＢＨＤ ２ ） 、

超长链脂肪酸延伸蛋 白 ５（ ＥＬ０Ｖ ５ ） 。 ＩＭ Ｐ 给药后下调的 ２３ 个蛋 白 中大多 是补体

成分相关蛋 白 ， 如补体成分 Ｃ ８ 链 （ Ｃ０ ８Ａ ） 、 补体成分 ５（ Ｃ０５ ） 、 补体成分 ９
（
Ｃ ９

）
、

补体 因子 （
ＣＦＡＨ

）
、 补体成分 Ｃ４

（
Ｃ０４Ｂ

）等 。

３ ８
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

表 ３ ．正常对照组与 ＩＭＰ 给药正常对照组差异蛋 白统计分析


Ａｃｃｅｓｓ ｉｏ ｎＳ
ｙ
ｍｂｏｌＤ ｅｓｃｒｉｐ ｔｉｏｎＲａｔｉｏｐ

－Ｖａ ｌｕ ｅ

Ｑ９ＥＱ２ １ＨＥＰＣＨ ｅｐｃ ｉｄ ｉｎ１ ．２０
．
０２５７

Ｐ ５２ ８４０ＳＴ Ｉ Ａ １Ｓｕ ｌ ｆｏｔｒａｎｓｆｅ ｒａｓｅ １
Ａ １１

．
２６０

．
０ ３３ １

Ｑ９ＱＸＭ０ＡＢＨＤ２Ｍｏｎｏ ａｃｙ ｌｇ ｌｙｃｅ ｒｏｌｌ ｉ ｐａｓ ｅＡＢＨＤ２１ ． ３０
．
０ ３５３

Ｑ ８ＢＨ Ｉ７ＥＬＯＶ５Ｅ
ｌ
ｏｎｇａｔｉ ｏｎｏｆ

ｖｅｒｙ
ｌ
ｏｎｇ

ｃｈ ａｉ
ｎｆａｔｔｙ

ａｃ
ｉｄｓ ｐｒｏｔｅ ｉｎ５１ ． ２４０

．
０４ ３６

Ｑ８Ｋ １ ８２Ｃ０ ８ＡＣｏｍｐ ｌ
ｅｍｅｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎ ｔＣ８ ａｌｐｈａｃｈａｉｎ０ ． ７９０ ．００２４

Ａ６Ｘ ９３ ５ＩＴＩＨ４Ｉｎｔ ｅｒａ ｌ

ｐ
ｈａ－

ｔｒｙｐｓ ｉｎｉｎｈ ｉｂｉ ｔｏｒ
，
ｈｅａｖｙ

ｃｈ ａｉｎ ４０ ． ７８ ０ ．００４９

Ｐ０６６８４Ｃ０ ５Ｃｏｍｐ ｌ ｅｍｅｎｔＣ５０ ． ８ １０ ．００６９

Ｐ０６９０９ＣＦＡＨＣｏｍｐ ｌ ｅｍｅｎｔｆａｃ ｔｏｒＨ０
．
８２０

．００ ８ １

Ｐ０６６８ ３Ｃ９Ｃｏｍｐｌ ｅｍｅｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｃ９０
． ７８０ ．００ ９ １

Ｑ６ １ ６４６ＨＰＴＨ ａｐｔｏｇｌｏｂ ｉ
ｎ０ ．

６０
．
０ １ １ ４

Ｑ９ＥＴ２２ＤＰＰ２Ｄ ｉｐ ｅｐｔ
ｉｄｙ ｌ

ｐ
ｅｐｔ ｉ ｄａｓｅ２０ ． ８ １０ ．０ １ ２９

Ｑ ８Ｋ ５５８ＴＲＭＬ １Ｔｒｅｍ－

ｌ ｉｋｅｔｒａｎ ｓｃ ｒｉｐ ｔ１ｐｒｏｔｅｉ
ｎ０

．
８

１０ ．０ １４３

Ｑ ８ＶＣＧ４Ｃ０ ８ＧＣｏｍｐｌ ｅｍｅｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
Ｃ８

ｇａｍｍａ ｃｈａ ｉ ｎ０ ． ８ １０ ．０ １ ７

Ｑ９Ｄ １Ｍ７ＦＫＢ １ １Ｐｅｐｔ ｉ ｄｙ ｌ

－

ｐｒｏｌ

ｙｌｃ ｉ ｓ
－

ｔｒａｎｓ ｉｓｏｍｅ ｒａｓｅＦＫＢＰ １ １０ ． ７８０ ．０２３

Ｐ５８０４４ＩＤ Ｉ １ Ｉ ｓｏｐｅｎｔｅｎｙ
ｌ
－ｄ

ｉｐｈｏｓｐ
ｈａｔｅＤｅ ｌｔａ－

ｉ ｓｏｍｅ ｒａｓｅ１０ ． ８ １０ ．０２６４

Ｐ０ １ ０２９Ｃ０４ＢＣｏｍｐｌ ｅｍｅｎｔＣ４－Ｂ０
．
８ １０ ． ０３２

Ｐ５ ３７９８ＦＤＦＴＳｑｕａ ｌ
ｅｎｅｓｙｎｔｈａ ｓｅ０ ．

７２０
．
０３２

Ｑ６ １ ７０４ＩＴＩＨ３Ｉ ｎｔ ｅｒ
－ａｌｐｈａ

－

ｔ ｒｙｐ ｓ
ｉ
ｎｉ

ｎｈｉ
ｂ

ｉ ｔｏｒｈｅａｖｙ
ｃｈａｉ

ｎＨ３０ ． ８ １０
．
０３４ １

０ ３ ５９８８ＳＤＣ４Ｓｙｎｄｅｃａｎ
－４０

．
７ ７０

．
０３４６

Ｑ９ １Ｘ７２ＨＥＭＯＨ ｅｍｏｐｅｘｉ
ｎ０

．
７０ ．

０３５６

Ｐ３ ３ １
４６ＣＡＤ １ ５Ｃａｄｈｅｒ ｉｎ

－

１ ５０ ．７ ８０ ． ０３７２
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３．２ ．２ 正常对照组与 ＩＭＰ 给药正常对照组 ＧＯ 分析

对 ＩＭＰ 给药 Ｃ ５７ 组和 Ｃ ５ ７ 正常组的差异蛋白 进行 ＧＯ 条 目 富集分析 ，
取具有显

著性的条 目 制作成直观的分析图 ， 纵坐标表示 ＧＯ 条 目 ， 横坐标为该条 目所包含的

差异蛋 白 数量 ， 富集到的条 目 如图 １ ２ 所示 。 发现其差异蛋 白 显著影响 的生物学过

程为定位 、 机体物种间相互作用 、 免疫系统过程 。 细胞组分包括其他有机部分 。 分

子功能包括分子传感器活动 、 分子功能调控 。
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图 １ ２ ． ＩＭＰ 给药正常组小 鼠肝脏差异蛋 ＧＯ 分析

３ ． ２ ．３ 正常对照组与 ＩＭＰ 给药正常对照组 ＫＥＧＧ 分析

对正常对照组与 ＩＭＰ给药正常对照组的差异蛋 白进行ＫＥＧＧ通路富集分析 ， 显

著富集到的通路结果如 图 １ ３所示 ， 图 中每个气泡为
一

个ＫＥＧＧ条 目 ， 横坐标表示富

集率 ， 颜色表示富集的显著性即 Ｐ值的负对数 ， 如右边图例所示 。 气泡大小表示此

通路中富集到 的蛋 白个数 。 该组差异蛋 白显著富集到的通路有阿米巴病 、 系统性红

斑狼疮 、 朊病毒疾病 、 金黄色葡萄球菌感染 、 百 日 咳 、 补体系统和凝血级联系统 ，

细胞粘附分子 （
ＣＡＭ ｓ

）等 。 与ＧＯ富集到 的条 目 类似 ， 炎症信 号因子和免疫过程被富

集得到 。
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图 １ ３ ． Ｉ Ｍ Ｐ 给药正常对照组肝脏差异蛋 白 ＫＥＧＧ 分析

４０
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３
．
３

．
１ＩＭＰ 给药 ｒｆＭ／６ 组和 模型组差异蛋白分析

与上述方法相 同 ， 按照 ｐ
＜ ０

．
０ ５

，
ＦＣＣ ０ ． ８３ 或 ＦＣ＞ １ ．２０ 筛选显著差异表达蛋

白 。 ＩＭＰ 办／办给药组与 办／必 模型组相 比 ， 有 １ ７５ 个显著差异蛋 白 ， 其中上调蛋 白

６５ 个 ， 下调蛋 白 １ １ ０ 个 。 表 ４ 按照 Ｐ 值从小到大的顺序 ， 列出 了差异表达上调和 下

调的二十个蛋 白 。 其中 ， 显著上调的蛋 白有磷酸 乙二醇胺 ／磷光啉磷酸酶腺苷酸环化

酶 （ Ｐｈｏｓｐｈｏ ｌ ）
， 腺苷酸环化相关蛋 白 １（ Ｃａｐ ｌ ）

，
ｔａｔａ 框结合蛋 白相关因子 ４（ Ｔａｆ４ ）

等 ， 显著下调蛋白有钙信号调节亲环素配体 （ Ｃ ａｍ ｌ ｇ
） ， 受体表达增强蛋 白 ５（ｒｅｅ

ｐ
５ ）

，

四肽重复蛋 白 １（Ｗ ｄｔｃ ｌ
）等 。
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表 ４
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ＩＭ Ｐ办／说＞给药组和 办／通 组差异蛋 白统计分析
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图 １４ ．ｌＭ Ｐ ｃ／６／ｃ／６ 给药组小 鼠肝脏茇异 蛋 ＧＯ 白分析

３ ．３ ．３ 丨Ｍ Ｐ ｒ／ＡＡ／Ａ 给药组和Ｗ必 模型组 ＫＥＧＧ 分析

对 １ Ｍ Ｐ 办／办 给药 纟Ｕ和 办／办 校塑 纟丨 〖的 羞 异进 丨

＇

丨 进 彳ｒＫＥＧＧ 汕路富集分析结 汜

如 图 １ ５ 所示 ， 其主要富集到的通路包括病毒感染通路 （ 单纯疱疹病毒 １ 感染 、 麻

疫 、 疟疾 、 军 团病 、 ＥＢ 病毒感染 、 人类乳头瘤病 毒感染 、 百 Ｕ 咳 、 甲 型流感 ） ，

信号传导通路 （坏死性凋亡通路 、 胞质 ＤＮＡ 传感通路 、 Ｐ ５ ３ 佶号通路 、 肾素－血管

紧张素系统 ）
， 肿瘤通路 （黑素瘤 、 胰腺癌 、

１

１

：小细胞肺癌 、 慢性粒细胞 卩 丨
血病 ） ，

癌症中 的小分子核糖核酸 ， 溶酶体 ，
造血通路 ， 类风湿性关节炎通路 。 这些通路的

活跃表明 ｉｍ ｐ 给药 办／必 小 鼠使 ｊ ｃ ｎ 身的免疫系统受到影响 ， 易受码毒和细菌的感

４３
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些癌症通路被激活 ， 与彗星 电泳 的结果相符 。 图 １ ６ 为该组差异蛋 白氧化磷

酸化通路的 ＫＥＧＧ 通路图 ， 红色代表差异显著上调蛋 白 ， 绿色代表差异显著下调蛋
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图 １ ５ ． Ｉ Ｍ Ｐ 给药组小 鼠肝脏差异蛋 白 ＫＥＧＧ 分析

３
．
４ ． １ 必／洲 模型组与正常对照组差异蛋 白统计分析
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３ ．４ ．２ 必／必模型组和正常对照组 ＧＯ 分析

对 办／办 模型组和 Ｃ ５ ７ 正常组差异蛋 白进行功能注释 ， ＧＯ 富集结果如 图 １ ６ 所

示 ， 其主要生物学过程涉及对细菌 的抵抗反应 、 白细胞迁移 、 糖原代谢过程的调节 、

糖酵解过程调节 、 甘油三酯分解代谢过程的负调控等免疫反应过程和糖脂代谢通路

过程的调节 。 差异蛋 白 重点参与的细胞组分包括胞外组分 、 含胶原蛋 白 的细胞外基

质 、 细胞质膜 、 整合素复合物 、 免疫球蛋 白复合物等 。 富集得到的分子功能包括细

胞外基质结构成分 、 整合素结合 、 碳水化合物激酶活性 、 乳酸跨膜转运活性 、 酮 己

糖激酶 、 脂多糖结合 、 水解酶活性 、 磷脂酰胆碱结合 、 乙酰辅酶 Ａ 氧化活性等 。 可

见瘦素基因受体敲除后 ，
小鼠体 内 炎症反应增强 ， 糖脂代谢紊乱 ， 肝脏细胞内 的信

号传导增强 ， 细胞氧化应激过程激活 。
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图 １ ６ ．说？／办 模型组小 鼠肝脏差异蛋 白 ＧＯ 分析
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３
．
４

．
３洲／必 模型组和正常对照组 ＫＥＧＧ 分析

对 办／必 模型组和正常对照组差异蛋 白进行 Ｋ ＥＧＧ 通路富集分析结果如图 １ ７

所示 ， 发现这些差异蛋 白 主要与细胞外基质 －受体相互作用 、 补体和凝血级联激活通

路 、 糖尿病通路 、 病毒和寄生虫感染通路 （朊病毒 、 人类乳头瘤病毒感染 、 阿米 巴

病 ） 、 自 然杀伤细胞介导的细胞毒性 、 白细胞跨 内 皮迁移 、 血小板激活 、 粘着斑 、

Ｐ Ｉ３Ｋ／Ａ ＫＴ 信号通路 、 疾病缺氧诱导因子 －

ｌ ａ 、 松弛素信 号通路 ， 小细胞肺癌和蛋 白

质消化吸收等通路相关 。
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阁 １ ７ ．必／办 模型组小 鼠肝脏差异蛋 白 ＫＥＧＧ 分析

３ ．５ 共同差异蛋 白分析

对各组差异蛋 ［

＇

丨 进行韦恩图分析 ， 分析结果如图 １ ８ 所示 。 其中 ， ａ 表示正常对

照组￣Ｉ Ｍ Ｐ 给药正常对照组差异 蛋 白 ， ｂ 表示正常对照组与 办／办 模型组差异蛋 白 ，

ｃ 表示 说々历 模型组与 ＩＭ Ｐ 给药 办／办 组差异蛋 白 。 在各组差异蛋 白 的分析中 ， 我

们 发现差异蛋 白 Ｃ９ 的表达在 ａ 、 ｂ 、 ｃ 三组 中均显著下降 。 正常对照组 ，
丨Ｍ Ｐ 给药

正常对照组 ， 必／办 模型组 ，
ＩＭ Ｐ 给药 必／油 组四组小鼠 中 ，

肝脏 ＮＡ ＦＬＤ 从无到有 ，

依次加 ！１
，
Ｃ９ 蛋白 的表达也逐渐 下降 。 表明 Ｃ９ 蛋 白在 ＮＡＦ ＬＤ 的进展中发挥重要

作用 ， 可能是 ＮＡ ＦＬＤ 的发病进展中的潜在新靶点 。

４ ７
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ｂ

３ ６８

ａ

窝 Ｖ
２ ５１６９

图 １ ８ ．各组差异 蛋 白韦恩图

３
．６ 正常对照组和 ＩＭＰ 给药正常对照组差异蛋 白互作分析

对正常对照组和 ＩＭ Ｐ 给药正常对照组的 ２７ 个差异蛋 白进行互作分析 ， 选取可

信度前 １ ５ ０ 的互作关系绘制 了 网络平面 图 ， 见图 １ ９ 。 补体组分 Ｃ９
，Ｃ ８ ，Ｃ４ 在网络

蛋 白 互作的 中心位置 ， 表明 ＩＭ Ｐ 给药正常小鼠后主要是通过影响补体系统促进小 鼠

肝脏 ＮＡ ＦＬＤ 的 发展 ， 这与前面 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 的分析结果
一

致 。

Ｈ ａｍ ｐ

Ｆｋ＿＼／

图 １ ９ ．正常对照组和 丨Ｍ Ｐ 给药正常对照组差异蛋 白互作分析

４８
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讨论

本章实验结果显示 ， 在油酸造模的 Ｈｅｐ
Ｇ２ 细胞中 ，

ＩＭＰ 显示出较强的降脂活

性 ， 在加入 ＡＭＰＫ 抑制剂后 ，
ＩＭＰ 的降脂活性下降 ， 验证 了ＩＭＰ 是通过靶向 ＡＭＰＫ

通路激活脂肪酸 Ｐ氧化发挥体外降脂活性 。 在 Ｗｅ ｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 结果 中 ， 我们观察到在

ＩＭＰ 给药正常小 鼠的肝脏内 ， 随着 ＩＭＰ 给药剂量的增加 ， 其 ＡＭＰＫ 蛋 白的磷酸化

水平也随之增强 ， 与前期在 办／必 小 鼠肝脏中发现的结果
一

致Ｍ ， 表明 ＩＭＰ 在体内

激活 ＡＭＰＫ 通路 ， 活化脂质代谢过程 。 表征肝细胞 内脂肪酸氧化活性的 ＡＣＣ２ 蛋

白磷酸化水平升高 ， 表明 ＡＭＰＫ 通路激活后活化肝脏 内 的脂肪酸氧化过程 。 动物体

内 脂肪酸氧化主要以 Ｐ氧化为主 ， 生成大量 的 乙酰辅酶 Ａ 作为合成脂质 、 酮体的原

料或供给 ＴＣＡ 循环为机体供能 。 结合第
一

章小 鼠血清和肝脏中的乙酰辅酶 Ａ 随着

ＩＭＰ给药剂量的增大而升高的现象 ， 表明 ＩＭＰ 在正常小 鼠体内 活化 ＡＭＰＫ 信号通

路激活下游脂肪酸Ｐ氧化使乙酰辅酶 Ａ 逐渐沉积 ， 肝脏利用 乙酰辅酶 Ａ 为机体不断

合成 ＴＧ 、 ＴＣ ， 从而导致正常小 鼠肝脏 内 脂质的蓄积 。 但 ＩＭ Ｐ 同 时提高正常小 鼠

ＡＴＧＬ 表达量 ， ＡＴＧＬ 可促进体内 ＴＧ 的水解 ， 减轻肝脏 内 的脂质蓄积 ， 缓解 ＮＡＦＬＤ

的症状 。

ＩＭＰ 等鲜味剂可以诱导中枢瘦素抵抗 随着 ＩＭＰ 摄入剂量的增大 ， 机体瘦素

抵抗愈加强烈 ， 这可能是随着 ＩＭＰ 给药剂量增大 ， 正常小 鼠肝脏脂质蓄积严重的原

因之
一

。 当正常小鼠瘦素抵抗情况达到办／必 小 鼠的严重程度时 ， 蛋 白表达异常情

况也将 办／％ 小 鼠类似 。 结合蛋 白质组学结 果 ， 我们发现 ％／办 小 鼠 中整合素ａ３

（ Ｉｎ ｔｅｇｒ ｉｎ ａ３ ） 、 补体蛋白 ａ４（ Ｃｏ ｌ ｌ ａｇｅｎａ４ ） 、 粘连蛋 白 （ Ｌａｍ ｉｎｉｎ ） 、 血管假性血

友病因子 （ ｖｏｎｗ ｉ ｌ ｌｅｂｒａｎｄｆａｃｔｏｒ ） 等与细胞外基质 （
Ｅｘｔｒａｃｅ ｌ

ｌｕ ｌａｒｍ ａ ｔｒ ｉｘ ， 简称
ＥＣＭ

）

合成相关的蛋 白表达显著升高 ， 办／必 小 鼠中肝纤维化过程被激活 ， 办／办 小 鼠由于

瘦素受体基因缺失而先天肥胖 ， 小 鼠体内脂质大量积累 ， 细胞内 游离脂肪酸和其他

脂质代谢物水平升高 ， 进而导致肝星状细胞 （ＨＳＣ ） 的激活 ， 活化的 ＨＳＣ 分泌过

多 的细胞外基质
（
ＥＣＭ

）

Ｍ
，
这些细胞外基质会积聚并损害肝脏的结构和功能 ， 促进

肝纤维化的发生和进展 。 在 ＥＣＭ 大量合成 的 ％／办 小鼠 内 ， 加上 ＩＭ Ｐ 的额外刺激 ，

使得小鼠 由 ＮＡＳＨ 进展为 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 。

综上 ， 我们可以得 出结论 ， ＩＭＰ 促进 乙酰辅酶 Ａ 合成导致 ＴＧ 合成加剧并沉积

在肝脏内 引 发第
一

重打击是 ＮＡＦＬＤ 发病的原因 。 由于 ＩＭ Ｐ 没有提高 办／办 小鼠肝

脏内 ＡＴＧ Ｌ 表达量 ， 表明肝脏分解脂肪的活性没有增加 。 体 内 自 身分解脂肪产生的

脂肪酸不能满足被加速的脂肪酸Ｐ氧化反应需求时 ， 乙酰辅酶 Ａ 被用 于合成 ＴＣ ， 经

肝脏分泌进入小肠促进脂肪消化 ， 产生的脂肪酸被吸收入肝脏加剧了新
一

轮脂肪酸

Ｐ氧化
—乙酰辅酶 Ａ 沉积—ＴＧ 沉积—ＮＡＦＬＤ 恶化 ， 于是形成了ＴＣ 介导 的 ＩＭＰ 促

进肝细胞内 ＴＧ合成和沉积的恶性循环 。此外小 鼠肝脏 ＤＮＡ 受损 ， 引发对肝脏的
“

多

４９
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重打击
”

， 加之必／通 小 鼠 ＥＣＭ 合成过程活跃 ， 小 鼠肝纤维化易感 ， 在 以上多种因

素共同作用下最终诱发 办／办 小 鼠的肝硬化 。 与之相反的是 ＩＭＰ 能提高正 常小 鼠

ＡＴＧＬ 表达量 ， 增加体内脂肪分解 ， 产生的脂肪酸可 以供给加速的脂肪酸ｐ氧化反应 ，

ＴＣ 介导 的肠道 内脂肪酸吸收活性被降低 ， 肝脏内氧化反应压力较小 ， 因而 ＮＡＦＬＤ

的症状轻微 。

结合蛋 白 质组学结果 ， 我们对 ＩＭＰ 给药造成正常小鼠轻度 ＮＡＦＬＤ 的原因进

行进
一

步分析 。 与正常小 鼠相比 ， ＩＭＰ 给药正常小 鼠造成其铁调素 （ＨＥＰＣ ） 的表

达显著上升 。 铁调素是普遍存在于包括人类在 内 的多种生物体 内 的
一

种抗微生物肽 ，

最初因其抗菌特性而被发现 ， 后续研究发现 ， 铁调素是铁代谢的主要调节剂 ， 主要

由肝细胞产生 ， 以响应细胞中 的铁负荷抑 。 当肝细胞内铁负荷增加时 ， 肝细胞中 的

铁调素表达就会上升 ， 从而导致血清铁调素水平升高 。 有人提 出 ， 铁可能参与肝细

胞氧化应激的产生 ， 作为 ＮＡＳＨ 发病机制 中 的传统
“

第二次打击
”

。 研宄表明 ， 血

清铁蛋 白水平与 ＮＡＳＨ 的存在之间存在相关性 。 在肝硬化 、 酒精性肝硬化 、 肝脏

自 身免疫性疾病和 ＮＡＦＬＤ 等
一

系列肝脏疾病 中均观察到铁调素紊乱Ｍ 。 Ｓｅｎａｔｅｓ Ｅ

等研宄发现与正常对照组相比 ，ＮＡＦＬＤ 组中铁调素水平显著上升 但关于ＮＡＦＬＤ

中铁调素紊乱的原因和具体机制 尚未清楚 。 Ｒａｖａｓ ｉ 等人发现ＮＡＦＬＤ 组中铁调素的

上调与炎症标志物及脂质代谢紊乱有关％ 。 Ｌｕ 等人发现脂质代谢异常和铁调素的表

达存在
一

定的相互作用 ， 可能在 ＮＡＦＬＤ 的进展中发挥重要作用闷 。 铁调素可能通

过影响脂质代谢紊乱和炎症反应促进 ＮＡＦＬＤ 的进展 。 结合本实验发现 ＩＭＰ 给药刺

激正常小 鼠 引起小鼠肝脏中铁调素表达量显著上升的结果 ， 我们推测 ＩＭＰ 通过促进

铁调素蛋 白表达活跃进而影响肝脏内的脂质代谢和炎症过程 ， 诱发早期 ＮＡＦＬＤ 。

蛋 白质组学中 富集到 的另
一

个差异蛋 白补体蛋 白 Ｃ９ 同样引 起我们 的关注 。 在

正常对照组 ， ＩＭＰ 给药正常对照组 ， 办／必 模型组 ，
ＩＭＰ 给药 办／办 组四组小 鼠中 ，

肝脏 ＮＡＦＬＤ 从无到有 ， 依次加重 ，
Ｃ９ 蛋白 的表达也逐渐下降 ， 提示 Ｃ９ 是 ＮＡＦＬＤ

发生及恶化的关键分子 。 Ｃ ９ 是补体系统的
一

种相关蛋 白 ， 补体系统是
一

个复杂 的

血清蛋白网络 ， 在人体的先天性免疫和适应性免疫中均发挥重要作用 【
４８

］
。 补体激活

通过三种不同的途径启动 ： 经典途径 、 替代途径和凝集素途径 ， 补体蛋 白之间联合

形成膜攻击复合物 （ＭＡＣ ） 共价沉积到靶标表面 ， 最终通过裂解或吞噬破坏靶标 ，

从而达到清除病原体保护宿主细胞的作用Ｍ 。 Ｃ９ 是
一种大小 ６ １ｋＤａ 的糖蛋 白 ， 作

为 ＭＡＣ 组装的最终成分 ， 它在功能和结构上类似于穿孔素州 ， 与穿孔素相似 ， 多

个 Ｃ ９ 蛋 白 自行聚合成孔发挥作用 。 越来越多 的研宄表明 ， 补体系统在人类疾病和

异常代谢中发挥作用 ， 如神经系统疾病Ｍ ， 肥胖和胰岛素抵抗％ ， 癌症 【

５ ３
］

， 酒精相

关性肝炎网 ， 甚至近期严重威胁全球人民健康的 Ｃ０Ｖ ＩＤ －

１ ９Ｍ 。 作为补体系统的
一

个关键成分 ， Ｃ ９ 蛋 白 引起许多研宄者的重视 。 ＷＲ 等人的研究表明 ，
血浆 Ｃ９ 水

平是类风湿性关节炎疾病活动的 良好标志物 【

５５
】 。 Ｃ９ 蛋 白 在 ＮＡＦＬＤ 领域也曾经被报

５０
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道 。 Ｓｏｍｉ
Ｓｕｂｕｄｈ ｉ 等人发现与人类正常肝脏组相 比 ，

ＮＡＦＬＤ 组肝脏内 的 Ｃ ９ 表达下

降 ， 同时伴随着其他炎症基因表达增加 这与我们在小 鼠体 内发现随着 ＮＡＦＬＤ

的进展 Ｃ９ 表达下降的结果
一

致 。 而 Ｓａ ｎｄｅｒＳ Ｒｅｎｓ ｅｎ 等人发现 ， 与健康组相 比 ， 大

多数ＮＡＦＬＤ 患者的肝脏 中出现补体激活 ，
且 ＮＡＳＨ 阶段患者较 ＮＡＦＬＤ 轻度患者

中更频繁地观察到膜攻击复合物 （ＭＡＣ ） 相关 Ｃ ９ 沉积％ ， 与我们发现 Ｃ９ 蛋白 在

ＮＡＦＬＤ 进展中表达降低的结果相反 。 Ｃ ９ 蛋 白 与 ＮＡＦＬＤ 的发展关系具体机制 目 前

仍不清楚 ， 值得深入探索 ， 有望成为 ＮＡＦＬＤ 的发病进展中 的重要靶点 。

结合生物信息学分析结果 ， 在各组小 鼠差异蛋 白的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析中我们发

现 ， ＩＭ Ｐ 给药正常小 鼠后主要通过影响免疫过程 ， 促进肝脏细胞 内 的炎症反应 ， 恶

化 ＮＡＦＬＤ ，ＩＭＰ 给药廳“ 、 鼠中 ， 不仅
一

些炎症小体被富集到 ， 细胞凋亡信号通

路和肿瘤坏信号通路也被富集到 。 表明 ＩＭ Ｐ 给药 办／必 小 鼠后 ， 不仅促进 了肝脏内

的炎症反应 ， 还促进肝细胞 内肿瘤信号通路的活化 ， 使该组小 鼠 ＮＡＦＬＤ 进
一

步恶

化 ， 向肝硬化与 ＨＣＣ 过程发展 ， 与该组小鼠 出现彗星电泳拖尾现象相符 。 由此可

见 ，
ＩＭ Ｐ对瘦素抵抗受体缺乏体质为代表的肥胖和代谢综合症人群造成的危害更大 。

Ｐ ａｏ ｌａ Ｔｏ
ｌ
ｅｄｏ

－

Ｉｂｅ ｌ ｌｅｓ 等人报道 ， 高脂饮食诱导产生 ＮＡＦＬＤ 的兔子肝组织 内 ， 其

次黄嘌呤含量显著增加 ， 并且肝组织显示出 ＲＯＳ 浓度增加和嘌呤代谢变化岡 。 我

们的研宄发现 ， 正常饮食中额外补充大量次黄嘌呤核苷酸会导致正常小 鼠发生轻度

ＮＡＦＬＤ ， 办／办 小 鼠发生肝硬化 ， 这提示我们体外额外补充 ＩＭＰ 等嘌呤核苷酸类物

质或体内 嘌呤核苷酸类物质代谢紊乱 引起的过量蓄积是导致ＮＡＦＬＤ 发生发展 的重

要推动力 ， 改善嘌呤代谢的降尿酸药物可能是治疗 ＮＡＦＬＤ 的新方法 。

各组差异蛋 白可作为 ＮＡＦＬＤ 不同进展过程中 的预测分子 。 其中 ，
ＩＭＰ 给药正

常小 鼠引 起的差异蛋白 可作为早期 ＮＡＦＬＤ 的预测分子 。 与正常对照组相比 ， ＩＭＰ

给药正常对照组的显著上调差异蛋 白 中 ， 磺基转移酶 １ Ａ １（ ＳＴ １ Ａ １ ） 、 单酰基甘油

脂肪酶 （ＡＢＨＤ２ ） 、 超长链脂肪酸延伸蛋 白 ５（ ＥＬ０Ｖ５ ） 尚未报道与 ＮＡＦＬＤ 的发

生相关 ， 为新发现的 ＮＡＦＬＤ 早期发生的潜在标志物 。 ＳＴ１ Ａ １ 是利用 ３
＇

－磷酸 －５
＇

－腺

苷酸硫酸盐 （
ＰＡＰ Ｓ

） 作为磺酸盐供体催化多种带有羟基或胺基的受体分子 的硫酸

盐结合的磺基转移酶 ， 可通过磺化过程增加大多数化合物的水溶性 ， 促进它们的肾

脏排泄 ， 它亦可通过活化化合物生物结构促进活性代谢物的生成 。 此外它还介导致

癌 Ｎ－羟基芳胺的代谢活化 ， 促进 ＤＮＡ 加合物高反应性中 间体的形成 ， 可能导致

ＤＮＡ 诱变 。 ＡＢＨＤ ２ 是 ＴＧ 水解生成甘油和脂肪酸 （
ＦＡ ｓ

）的最后
一

步关键调节酶 ［

５８
】
，

ＴＧ 的异常代谢对细胞有害 ，
ＴＧ 过量积累在脂肪和肝脏组织可造成肥胖和 ＮＡ ＦＬＤ ，

ＴＧ 过量 分解生成 的 游离 脂肪酸在炎症过程 中 发挥着关键信 号分子 的 作用Ｗ 。

ＡＢＨＤ２ 的显著上调与 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌ ｏｔ 结果中 ＡＴＧ Ｌ 的表达量上调相符 ， 他们均促进

ＴＧ 的分解 。 ＥＬ０ＶＬ５ 蛋白 是参与哺乳动物中微粒体脂肪酸延长 的七种脂肪酸缩合

酶之一 。 Ｙｕｎ Ｗａｎｇ 等人报道Ｍ ， ＥＬ０ＶＬ５ 活性升高会影响控制肝脏脂质和碳水化合

５ １
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物组成的 多种途径 。 上述三种蛋白 中作为早期 ＮＡＦＬＤ 中发现的相关新蛋白 ， 可作

为 ＮＡＦＬＤ 的早期预测分子值得我们进
一

步研宄 。

ＩＭＰ 给药 必／通 小 鼠引起的差异蛋 白可作为 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 的预测分子 。 丨ＭＰ 给药

办／办 小 鼠 ， 促进其从 ＮＡ ＳＨ 恶化为肝硬化 【

２ １

］ 。 两组小 鼠肝脏的差异蛋 白可作为肝

硬化发生的预警分子 。 其 中 ， 显著上调蛋白磷酸 乙二醇胺／磷光啉磷酸酶腺苷酸环化

酶 （ Ｐｈｏ ｓｐｈｏ ｌ ） 、 腺苷酸环化相关蛋 白 １（ Ｃａｐ ｌ ） 、 ｔａｔａ 框结合蛋 白相关因子 ４（Ｔａｆ４ ）

尚未被报道与 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 相关 。 Ｐｈｏ ｓｐ
ｈｏ ｌ 在矿物质化细胞中高表达 ， 参与基质矿

化的无机磷酸盐的生成过程 ［
６ １

］

。 Ｋａｒ
ｌ
ａＪ Ｓｕｃｈａｃｋｉ 等人报道 ， 在小 鼠中敲除 Ｐｈｏｓｐｈｏ ｌ

基因后 ， 小 鼠基础葡萄糖稳态改善 ， 并能抵抗高脂饮食引起的体重增加和糖尿病 ，

因此 Ｐｈｏ ｓｐｈｏ
ｌ 被确定为治疗肥胖和糖尿病的潜在骨源性治疗靶点 ＩＭＰ 给药后 ，

也他 小 鼠肝细胞 Ｐｈｏｓｐ
ｈｏ ｌ 显著上调 ， 提示 ＩＭＰ 可能通过影响 Ｐｈｏ ｓｐ

ｈｏ ｌ
， 使肝细

胞的矿化 ， 引 起小 鼠肝细胞糖脂代谢恶化 ，
造成 办／必 小 鼠 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 。 ＣＡＰ １ 是

一

种参与调节肌动蛋 白丝的蛋 白质 ， Ｙｕｙｕ Ｚｈｕ 等人报道 ， 巨噬细胞中 ＣＡＰ １ 的敲低

消除了抵抗素介导 的炎症活动 ，
ＣＡＰ １ 的过度表达会加重巨噬细胞中的炎症 【

６ ３
］

。

Ｙａｎｈｕａ Ｌ ｉｕ等人报道 ，
ＣＡＰ １ 的表达上调促进肝细胞癌 中的肿瘤迁移和转移 ［

６４
］

。 有

学者发现 ，
Ｃａｐ ｌ 和抵抗素可调节小 鼠肝细胞中胰岛素抵抗相关基因的表达％ ， 但具

体机制 尚不清楚 。 ＩＭＰ给药 必／必 小 鼠后 ，
Ｃａｐ ｌ 的表达显著上调 ， 可作为肝硬化发

生的潜在标志物 。 Ｔａｆ４ 蛋 白是转录过程中的关键调控蛋 白 ， 是细胞分化和癌症转移

扩散的关键调节剂 【

６６
］ 。 Ｍａｒｇａｒ ｉｔａＫａ

ｌ
ｏｇｅｒｏｐｏｕ ｌｏｕ 等人发现 Ｔａｆ４ 通过特异性调节上

皮间质转化和整合素ａ的靶基因 ， 改变细胞迁移特性促进癌症进展Ｍ 。 在 ＩＭＰ给药

的 办／必 小 鼠肝脏中 Ｔａｆ４ 蛋 白显著高表达 ， 提示其可能小 鼠与肝细胞的癌变过程相

关 。 ＩＭＰ 给药后 办／必 鼠 中显著下调的蛋 白有钙信号调节亲环素配体 （ Ｃａｍ ｌｇ ） 、

受体表达增强蛋 白 ５（ ｒｅｅｐ５ ） 、 四肽重复蛋 白 １（Ｗｄ ｔｃ ｌ
）
等 。 Ｃ ａｍ ｌｇ 是

一

种完整 的

内 质网跨膜蛋 白 ， 可增加细胞溶质钙浓度 ， 激活细胞转录活性 ， 增加细胞内钙的动

员 Ｃａｍ ｌｇ 是成熟外周 Ｔ 细胞存活的关键蛋 白 ， 是适应性免疫过程中重要的蛋 白 。

尚未有报道指出 Ｃａｍ ｌ

ｇ 与 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 的关系 ， ＩＭＰ 给药 必／办 小 鼠后 ， 小鼠肝脏

内 Ｃａｍ ｌｇ 显著下调 ，
造成小 鼠 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ

， 可作为该病的潜在标志物。 ｒｅ ｅｐ５ 蛋白

含量的 降低会导致肌内质 网膜不稳定 、 管腔空泡化及 Ｃａ
２＋ 循环的中断 ＩＭＰ 给

药后 ｒｅｅｐ５ 蛋 白在肝脏中表达下降 ， 提示其可能会小鼠肝细胞 ＮＡＦＬＤ 的恶化相关 ，

与 Ｃａｍ ｌｇ 的下降影响
一

致 ，
ｒｅｅｐ５ 蛋 白 的下降也会影响 Ｃ ａ

２＋

信号的传导 ，
Ｃａ

２＋ 信

号传导可能在 ＩＭＰ 刺激下恶化 办 小 鼠 ＮＡＦＬＤ 进程中发挥关键作用 。 Ｗｄｔｃ ｌ 蛋

白是
一

种脂质积累抑制因子 ，低表达 Ｗｄ ｔｃ ｌ 与小 鼠和人类的肥胖有关 ， 据报道Ｗｄｔｃ ｌ

通过 ＣＲＬ４－ＷＤＴＣ卜 Ｅ３ 连接酶抑制脂肪生成１

？
］ 。 ＩＭＰ 给药后 必 鼠肝脏内 Ｗｃｈｃ ｌ

的低表达促进 了其脂肪的积累 ， 从而进
一

步恶化 ＮＡＦＬＤ ， 可作为 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 的预

测分子 。

５ ２
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正常小鼠与 办／办 小 鼠的差异表达蛋 白可作为 ＮＡ ＦＬＤ －ＬＣ 和 Ｈ ＣＣ 易感的预警

分子 。 瘦素受体敲除后 ， 办／办 小 鼠体内瘦素信号传导异常 ， 小 鼠出现肥胖 、 二型

糖尿病 ， 肝组织切片显示 Ｎ Ａ ＳＨ 症状 。 其与正常小 鼠差异表达的蛋 白 中 ， 显著上调

蛋 白 磷酸酶家族结构域蛋 白 １（ Ｅｅ ｐ
ｄ

ｌ ） 引 起我们的关注 。 Ｅｅ ｐ
ｄ

ｌ 为
一

种核酸酶 ， 可

通过调节 留醇反应性核受体诱导胆固醇流出转运蛋 白 的表达 ， 以促进过量细胞胆固

醇的流出 ， 从而在动脉粥样硬化的发展 中起作用ｍ ， Ｅｅｐ
ｄ

ｌ 蛋 白表达的 显著升高与

办／办 小 鼠血清中胆固醇含量增加 的结果相
一

致［
２ ｜

］

， 且 Ｅ ｅｐｄ ｌ 蛋 白 尚未被报道与

ＮＡ Ｆ ＬＤ 的进展相关 ， 可作为预测 ＮＡＦ ＬＤ 发生和恶化的新型诊断标志物 。 与 Ｃ５ ７

正常组相 比 ， 我们特别关注 办／％ 组中表达显著下调 的蛋 白 为 Ｊ ａｇ ｉｍ ａ ｌ 同源物 １

（ Ｊ ａｇｎ
ｌ ） 。 Ｊａｇｎ

ｌ 在调节胰腺 Ｐ细胞 中胰 岛素原生物合成中发挥作用 ，
ｊ ａｇｎ

ｌ 的敲低

导致葡萄糖刺激的胰 岛素分泌增加 办／ｔ／Ａ 组中 Ｊａｇ ｎ ｌ 表达下降 ， 与其体 内胰岛 素

表达升高 、 糖脂代谢紊乱 的表型相符 ， 可作为 ＮＡ Ｆ ＬＤ －ＬＣ 和 ＨＣＣ 易 感的预警分子 。

＝＝） Ｉ

－

＾＞ ７

ＡＭ ＰＫ－Ｐ

ＩＢＭ１１

邏 丨

！

＿／／ＩＵｕｍｉ

Ｉ ＴＢ３ ， Ｌ ＡＭＢ２ ，ＶＷＦ……

１Ｔ
＿

＿Ｔ一

图 ２０ ． ＩＭ Ｐ 造成 ＮＡＦＬＤ 发少和演化的作用机制 。

５３
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总结与展望

（
１
）
ＮＡＦＬＤ 发病机制 尚不清楚 ，

一

般认为脂质代谢水平降低 、 胰岛素抵抗等多

为 ＮＡＦＬＤ 的诱因 。 本研究结果证明了生物体 内 的 ＩＭＰ 过量蓄积是 ＮＡＦＬＤ 发表和

演化的促进剂 。 在正常饲养条件下 ， 发现 ＩＭＰ 诱导正常小 鼠可作为 ＮＡＳＨ 的疾病

新模型 ，
ＩＭＰ 诱导 办Ａ／６ 小 鼠可建立 ＮＡＦＬＤ－ＬＣ 疾病模型 。 为今后开展嘌呤核苷酸

调控脂质代谢引发 ＮＡＦＬＤ 的机制研宄奠定基础 。

（
２
） 鉴于 ＩＭＰ促肝脏炎症和肝脏内脂肪蓄积 ， 建议肥胖人群在饮食中避免额外

添加含 ＩＭＰ 等呈味核苷酸的调味品 ， 同时减少高嘌呤饮食以降低肝硬化发病的风险 。

由于嘌呤核苷酸等物质在体内 最终被代谢为尿酸排出体外 ， 我们建议 ＮＡＦＬＤ 人群

适量增加饮水促进排尿 ， 通过降低嘌呤核苷酸的蓄积 ， 避免 ＮＡＦＬＤ 的恶化 。

（
３
）ＩＭＰ促进乙酰辅酶 Ａ 合成导致 ＴＧ 合成加剧并沉积在肝脏内 引发第

一

重打

击是 ＮＡＦＬＤ 发病的原因 。 在正常对照组 ，
ＩＭＰ 给药正常对照组 ，

办祕模型组 ，
ＩＭＰ

给药 办／办 组四组小 鼠中 ， 肝脏 ＮＡＦＬＤ 从无到有 ， 依次加重 ， Ｃ９ 蛋 白 的表达也逐

渐下降 。 Ｃ９ 蛋 白 是补体系统中 引发肝脏内部炎症反应的关键蛋 白质 ， 在 ＮＡ ＳＨ 发

展进程中发挥关键作用 。 Ｃ ９ 蛋 白促进ＮＡＦＬＤ 的发病和演化机制 尚不清楚 ， 可通过

基因敲除或过表达 Ｃ９ 的方法全面探究 Ｃ９ 对肝脏的影响 ， 有望发现 ＮＡＦＬＤ 药物作

用新靶标 ， 为建立诊疗新方案奠定基础 。

（
４

）ＩＭＰ 作用的 办／办 小 鼠肝脏 内炎症 、 脂肪蓄积和肝细胞间质沉积都恶化 ， 满

足 ＮＡＦＬＤ －ＬＣ 发病三要素 ， 而 ＩＭＰ 作用的正常小鼠仅出现肝脏炎症和脂肪蓄积 ，

因此诱导细胞间质沉积的蛋白质如 ＩＴＢ 等有望作为诊断 ＮＡＦＬＤ－ ＬＣ 的分子标志物 。

５４
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综述

非酒精性脂肪肝病 自发产生的分子机制的研宄进展

非酒精性脂肪性肝病 （
ＮＡＦＬＤ

）是肝细胞从单纯性脂肪变性（
ＳＳ

）
逐步发展到非酒

精性脂肪性肝炎 （
ＮＡＳＨ

）
、 肝纤维化 、 肝硬化甚至肝细胞癌进程中

一

系列疾病的统称

【
１
］

。 流行病学调查显示在全球范 围内 ，
ＮＡＦＬＤ 的发病率约为 ２５％且呈现 日益增长

趋势 Ｐ］

， 在男性中 ，
ＮＡＦＬＤ 的患病率倾 向于从年轻到中年人群增加 ， 并且与 ＮＡＦＬＤ

的非老年患者相 比 ， 老年患者的 ＮＡＳＨ 和晚期纤维化患病率更高 【
３
］

， 在美国 ， 从 ２００５

年到 ２０ １ ７ 年 ＮＡＦＬＤ 发展为急慢性肝衰竭 （
ＡＣＬＦ

） 患者的增加率达 ３ ３ １ ．６％ ， 随着

ＮＡＦＬＤ 人群的持续增长和年龄增长 ，
ＮＡＦＬＤ －ＡＣＬＦ 患者死亡的风险激增 １

４
］

。

一

项

对 曰 本 １ ８２９ 名女性的调查显示 ， ＮＡＦＬＤ 的患病率在该群体中随年龄增长而增加 ，

且与体重增加或代谢综合征的影响无关 ， 表明衰老是绝经前妇女 ＮＡＦＬＤ 的危险因

素 【
５

】 。 因此随着年龄增加 ， ＮＡＦＬＤ 发病率也随之增加 ， 已被世界卫生组织（
ＷＨＯ

）

确认为危害身体健康的慢性病 。 迄今为止 ，
ＮＡＦＬＤ 的发病机制有

“

双重打击
”

和
“

多

重打击
”

学说 。 双重打击学说针对肝脏病变机制 ， 认为肝细胞 内脂肪增加 ， 突 出表

现为甘油三酯蓄积和胰 岛素抵抗引起的肝脂肪变性为第
一

重打击 ； 肝细胞 内 的炎症

反应 、 线粒体功能障碍和氧化应激等增强诱导 ＮＡＦＬ 发展为 ＮＡＳＨ 、 肝纤维化 以及

肝硬化为第二重打击Ｗ 。 多重打击学说针对肝脏以外的诱导肝脏病变机制 ， 认为遗

传和环境因素的相互作用 以及不 同组织器官 ， 诸如脂肪组织 、 胰腺 、 肠 、 肝脏等的

代谢循环紊乱引 发的广泛代谢失调诱发 ＮＡＦＬＤｍ 。 近年来的研究表明 ， 伴随衰老导

致的肝细胞代谢失调和炎症与 ＮＡＦＬＤ 发生和恶化的呈现正相关性 。 伴随细胞逐渐

衰老 ，

“

双重打击
”

和
“

多重打击
”

随之增强是导致 ＮＡＦＬＤ 发生和恶化的重要因素 。

动物细胞衰老主要表现为从正常分化二倍体细胞进入细胞周期停滞状态并丧失其

增殖能力导致细胞分裂能力下降ｗ
。 在光学显微镜下可见衰老细胞的特征是细胞和

细胞核 明 显变大 。 细胞的代谢失调被衰老进程中 染色质病灶
（
ＳＡＨＦ

）
和分泌表 型

（
ＳＡＳＰ

）
增加等促进 【

９
］

。 ＳＡＳＰ 涉及促炎细胞因子 、 生长因子、 蛋 白酶 、 纤连蛋 白 、 活

性氧（
ＲＯＳ

）和
一

氧化氮等的含量变化 ， 细胞内这些物质含量显著增加表明细胞 已经

衰老 。 迄今为止 ， 伴随衰老 ＮＡＦＬＤ 自 发产生的分子机制尚不清楚 ， 其他因素诱导

的 ＮＡＦＬＤ 产生的详细的分子机制也不清楚 。 全面深入研宄衰老进程中 ＮＡＦＬＤ 自

发产生 的分子机制不仅补充 ＮＡＦＬＤ 的发病机制认识的空 白点 ， 而且能为研发

ＮＡＦＬＤ 新药提供新思路 。

６ ０
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１ ． 衰老进程中的 ＳＡＨＦ 诱发 ＮＡＦＬＤ

１ ． １ ． 端粒缩短诱发 ＮＡＦＬＤ

细胞衰老进程中 ＳＡＨＦ 增加的表型之
一

是端粒缩短 。 端粒位于染色体末端 ， 为

重复 ＤＮＡ 序列和端粒结合蛋 白组成的复合体 ， 端粒长度变短证明细胞 已经衰老 【
１ 。

】 。

端粒酶是端粒酶逆转录酶（
ｈＴＥＲＴ

）
和端粒酶 ＲＮＡ

（
ｈＴＥＲＣ

）形成的复合体 ， 具有核糖

核酸蛋 白酶功能 ， 可催化真核生物端粒 ＤＮＡ 的延伸 １

＂
］

。 正常肝脏中 ， 伴随肝细胞

衰老端粒酶活性也随之降低 ， 导致端粒缩短 。 在年龄相仿情况下 ，
ＮＡＦＬＤ 患者的

肝细胞端粒短于作为对照组的正常肝？ ， 表明端粒缩短与脂肪变性存在紧密关联 ，

同时也显示在 同样年龄的人类中 ， 细胞衰老进程加快的个体肝细胞 内脂肪变性程度

显著增加 ， 可迅速发展为 ＮＡＦＬＤ 。 动物实验表明 ， 端粒酶功能障碍导致小 鼠肝脏

再生受损 ， 并响应慢性肝损伤而加速 了肝硬化 的发展Ｍ ， 有学者认为端粒长度减少

可作为判断肝组织硬化发生的
一

种标志 Ｉ
１ ４

】

。 在 ＮＡ ＳＨ 发展为肝硬化的年轻患者来源

的肝细胞内 的端粒长度明显短于作为对照的正常人 【
１ ５

】

，
且细胞衰老标记物诸如

（

３
－半

乳糖苷酶 ，

ｐ
ｌ ６ ，ｐ

２ １ 和 ｐ
５ ３ 等在肝细胞中表达量也显著高于正常人 ，

ＳＡＳＰ 为严重

衰老型 Ｉ

１ ６
〗 。此外 ， 端粒缩短也增加 ＮＡＦＬＤ介导的癌症易感性 。从健康肝脏到ＮＡ ＦＬＤ －

肝硬化－肝细胞癌 （
ＨＣＣ

）的发展进程中 ， 外周血 白细胞的端粒长度逐渐降低 因此 ，

衰老进程中端粒缩短导致 ＳＡＨＦ 增加 ， 是 ＮＡＦＬＤ 加速恶化推动力之一 。

１ ．２ ．ＤＮＡ 损伤诱发 ＮＡＦＬＤ

细胞抵抗外部和 内部环境变化产生 的应激反应导致 ＤＮＡ 损伤称为 ＤＮＡ损伤反

应 （
ＤＤＲ

）
。 己经存在 ＤＤＲ 的细胞通常激活 ＤＮＡ 修复机制或通过抑制细胞周期来抵

抗 ＤＤＲ 对生命活动带来的不 良影响 。 在抑制细胞周期的情况下 ，
ＤＤＲ 触发共济失

调 －毛细血管扩张突变 （
ＡＴＭ ）和提高 Ｒａｄ ３ 相关的 蛋白激酶表达量 ， 提高 ｐ５ ３ 磷酸化

水平并激活 ｐ ２ １ ， 导致细胞周期停滞 １

｜ ８
］

。 同时 ， ｐ
２ １ 和 ｐ

ｌ ６ 抑制视网膜母细胞瘤因

子
（
Ｒｂ ）的磷酸化 ， 使其与 Ｅ２Ｆ 转录因子结合并终止细胞周期的进程 有利于肝细

胞内变性脂肪蓄积 。 对比易 发生 ＮＡＦＬＤ 大鼠与 ＮＡＦＬＤ 抵抗大 鼠肝脏蛋 白表达也

观察到这样的 ｐ
２ １ 和 ｐ

ｌ ６ 变化差异 ， 但这种差异是 由组蛋 白 的修饰差异 引起的 。 与

ＮＡＦＬＤ 抵抗大 鼠相 比 ， 易发生 ＮＡＦＬＤ 大鼠 ｐ
ｉ
６ 启动子和编码区组蛋 白 Ｈ４ 的 乙酰

化水平显著升高 ， ｐ ｌ ６ 编码区 中组蛋 白 Ｈ３ 赖氨酸 ２７ 甲 基化水平较低 。 在 ｐ２ １ 启 动

子上 ， 组蛋 白 Ｈ ３ 和 Ｈ４ 的乙酰化水平均 显著增加 ， ｐ２ １ 启动子组蛋 白 Ｈ３ 赖氨酸 ２ ７

三 甲基化降低而二甲基化显著升高叫 。 由此可见 ， 衰老细胞 内 ＤＤＲ 和特定的组蛋

白 修饰差异具有正相关性 ， ｐ
２ １ 、

ｐ ｌ ６ 等蛋白 的表达增加可作为判断 ＮＡＦＬＤ 发生或

６ １
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恶化的标志Ｍ 。

１ ．３ＤＮＡ 甲基化水平降低诱发 ＮＡＦＬＤ

ＤＮＡ 甲基化水平降低是衰老细胞 ＳＡＨＦ 的另
一

种表型 。 比较缺乏胆碱和叶酸

饲料喂养引起的 ＮＡＦＬＤ 小鼠的 ＤＮＡ 甲基化水平发现肝脏 ＤＮＡ 甲基化水平较低的

小 鼠更容易发生肝损伤 。 而在人类肝脏活检中发现 ， 相对于轻度 ＮＡＦＬＤ
， 晚期

ＮＡＦＬＤ 表现出 明显的 ＤＮＡ 低 甲基化现象 。 在重度 ＮＡＦＬＤ 中 ， 纤维细胞生长因子

受体 ２
（
ＦＧＲ２

）和胱天蛋白 酶 ｌ
（
ＣＡＳ Ｐ ｌ

）基因的 甲基化水平显著降低 ， 蛋氨酸腺苷 甲基

转移酶 １Ａ
（
ＭＡＴ １ Ａ

）
基因的 甲基化水平升高 肝脏 内这些蛋 白质基因 的 甲基化水

平增加和 ＤＮＡ 甲基化水平降低也可 以作为判断 ＮＡＦＬＤ 是否恶化的标志 。

２ ． 衰老进程中的 ＳＡＳＰ 诱发 ＮＡＦＬＤ

２ ．１ 衰老基因表达诱发 ＮＡＦＬＤ

衰老基因表达变化促进肝脏内脂肪变性 。 张西元等人通过研宄高脂饮食 （
ＨＦＤ

）

诱导的易肥胖和抗肥胖大鼠的衰老基因表达差异发现在基因转录水平上 ， 易肥胖大

鼠 的 ｐ
ｌ ６ 和 ｐ

２ １ 的 ｍＲＮＡ 水平显著升高 ；
在蛋白水平上 ， ＮＡＦＬＤ 大 鼠肝脏中 ｐ２ １

蛋白水平明显升高 ， 激活 ｐ
ｌ ６ 的转录因子的 Ｅｔｓ ｌ 蛋 白质表达量也增加 了２ ． ５ 倍 ， 但

是 Ｒｂ 磷酸化水平却显著降低 ［气 衰老标记蛋 白 ３０
（
ＳＭＰ３ ０

）
是
一

种抗凋亡蛋 白 ， 具

有随着年龄 的增加而减少的特点 。 动物实验显示 ， 与单纯 办／必 小 鼠相 比 ， 敲除

ＳＭＰ３ ０ 的 ｄｂ ／ｄｂ 小 鼠的肝脂质和脂质过氧化水平升高 ， 内质网应激增加 ， 显示出伴

有炎性反应和氧化应激的脂肪肝Ｍ 。 由此可见 ， ＳＭＰ３ ０表达量减少和 ｐ
ｌ ６

，ｐ２ １ 等

蛋 白表达量增加有关 ， 可能是筛选治疗 ＮＡＦＬＤ 新药潜在的靶标 。

２ ．２ 衰老引起的线粒体失调诱发 ＮＡＦＬＤ

线粒体生物合成减少是衰老的
一

项显著特征 。 细胞衰老可 以通过诱导线粒体功

能障碍 ， 导致脂肪代谢活性低下 ， 从而导致细胞脂肪变性 。 体外实验表明 ， 与代谢

年轻的肝细胞相 比 ， 代谢衰老肝细胞的线粒体分解棕榈酸诱导蓄积在细胞内脂质的

能力降低 ［
２５

］

。 因此衰老细胞中变性脂肪容易积累 。 在动物实验中 ， 与幼年和青年鼠

相 比 ， 中年小 鼠更容易产生饮食诱导的胰岛素抵抗 ， 发展为 ＮＡＦＬＤ 的敏感性更高 ，

同时细胞内线粒体质量减少 ， 肝脏中柠檬酸合酶活性降低 ， 可能与核因子类红细胞

衍生因子 ２ 样蛋白 ２
（
ＮＦＥ２Ｌ２

）
介导的肝线粒体的脂肪酸氧化能力 降低有关 意味

着衰老动物体 内的三羧酸循环活性低下 。 人类肝脏活检发现 ， 与轻度脂肪变性相 比 ，

６２
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ＮＡＳＨ 患者肝脏 中线粒体编码的 ＮＡＤＨ 脱氢酶 ６
（
ＭＴ－ＮＤ６

）
高度 甲基化 ， ＤＮＡ 甲基

转移酶水平也升高 ， 线粒体出现形态缺陷和过氧化物酶体增殖等％是促进变性脂肪

蓄积的原因 。

３ ． 嘌呤核苷酸恶化衰老动物体内 ＮＡＦＬＤ 症状

近期我们发现肌苷酸 （
ＩＭＰ

）
、 腺苷酸基琥珀酸 （

Ｓ －ＡＭＰ
）

、 腺苷酸 （
ＡＭＰ

）等嘌呤核

苷酸都能和人体 内 ＡＭＰ 活化蛋 白激酶
（
ＡＭＰＫ

）
的Ｙ亚基形成复合体 ， 提高 ＡＭＰＫａ

亚基上 Ｔｈｒ ｌ ７２ 的磷酸化水平而活化 ＡＭＰＫ ［
２ ８ ，

２ ９
］

。 应用油 酸诱导 的脂质 蓄积的

Ｈｅｐ
Ｇ２ 细胞的降脂实验显示 ＡＭＰＫ 被 ＩＭ Ｐ 等嘌呤核苷酸活化后显示出 比洛伐他汀

更强的降脂活性 ， 细胞 内甘油三酯脂肪酶 （
ＡＴＧＬ

）
和 乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 ２

（
ＡＣＣ ２

）
的

表达量和磷酸化显著上升 ， 表明细胞内 的脂肪分解为脂肪酸以及脂肪酸被氧化代谢

的活性被显著增加 【
２８

，
２９

】

。 对饮食诱导产生 ＮＡＦＬＤ 的 ３ 月 龄小 鼠以剂量 ３ ００ｍｇ／ｋｇ

的 Ｓ －ＡＭＰ 灌 胃给药 １ ８ 天后能导致小鼠的血脂浓度和肝细胞 内脂质蓄积降低 ［
２ ８

］

， 而

对 ６ 月龄 心／＆ 小鼠 以剂量 ５ ０ｍｇ／ｋｇ 的 ＩＭＰ灌 胃给药 ８ 周后发现小 鼠肝细胞内蓄积

增加 ， 血清中 总胆固醇 （
ＴＣ

）含量比未给药 办／通 小 鼠增加约 ３ 倍 ， 磷酸化的乙酰辅

酶 Ａ羧化酶 ２
（
ＡＣＣ２

）的表达量显著上升 ， 肝脏内 乙酰辅酶 Ａ 含量也显著增加 ， 和

体外实验结果不同 的是肝细胞 内 ＡＴＧＬ 表达量未见显著变化 ＮＡＦＬＤ 症状反而恶化

［
２ ９

］
， 造成上述差别的原因是嘌呤核苷酸激活 ＡＭＰＫ后促进肝细胞体内脂肪酸加速氧

化 ，
乙酰辅酶 Ａ 是脂肪酸 Ｐ氧化的重要 中间产物 ， 是体 内合成 ＴＣ 、 ＴＧ 和经 由三羧

酸循环（
ＴＣＡ

）分解为 Ｃ０
２和 Ｈ

２
０ 的原料 。 伴随身体衰老 ＴＣＡ 循环活性随之降低 ［

３°
］

，

当 ＴＣＡ 循环不能消耗因脂肪酸过度氧化产生的 乙酰辅酶 Ａ 时 ， 乙酰辅酶 Ａ 蓄积在

肝脏 内 主要被用于合成 ＴＣ 和 ＴＧ 。 ＴＣ 进入到小肠内促进脂肪消化为脂肪酸 ， 脂肪

酸被吸收后直接进入肝脏后加大肝细胞 内脂肪酸氧化水平 ， 于是形成 了嘌呤核苷酸

驱动 的胆固醇介导的肝脏 内利用外源脂肪酸合成新甘油三酯的通路 。 肝脏组织形态

学分析表明 ， 正常饲料饲养的 ８ 月 龄小 鼠已经存在明显的 ＮＡＦＬＤ 症状 ， 而 ４ 月 龄

小 鼠尚未有明 显的肝脏细胞 内 脂质 蓄积 因此 ， 这个通路的活性随衰老导致的

ＴＣＡ 循环活性降低而更加活跃 ， 是肝脏受到第
一

重打击的重要推动力 。 此外 ， 由 于

脂肪酸加速氧化 ， 肝脏内 需要产生更多 的活性氧来完成相应的脂肪酸氧化 ， 因此形

成 了肝脏氧化应激 ， 使得 ＳＡＨＦ 和 ＳＡ ＳＰ 中显著提高 ， 这是肝脏受到第二重打击的

重要推动力 。

４ ．总结与展望

高脂 、 高糖等特殊饲料诱导产生 ＮＡＦＬＤ 的小鼠或大 鼠 以及敲除瘦素受体或瘦

素基因 的小鼠等是常用于研宄 ＮＡＦＬＤ 的 发病机制和药物研宄的模型动物％ ， 从中

发现了 用于筛选治疗 ＮＡＦＬＤ 药物的靶蛋白 。 在新药研发方面国 内外都取得 了重大

６３
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进展 ，

一

些候选药物已进入到 ＩＩＩ 期临床试验 ， 但迄今为止依然没有新药获批上市 【
３２ ＿

３ ３
］

。 中华医学会肝病分会药物性肝病学组组长茅益 民教授认为迄今为止还没有任何

动物模型能够 完全模拟 ＮＡ ＳＨ 等的病理特征 、 发病机制等是造成这
一

困境的重

要原因 （上海 国际肝病高峰论坛 ， 中国 ， 上海 ， ２０２０
．
１ ２

．
１ １ － １ ３

）
。 鉴于人 、 小 鼠等动

物在 自 然衰老进程中会 自发产生 ＮＡＦＬＤ ， 正常饲养小 鼠产生 ＮＡＦＬＤ 的年龄段是

小 鼠从发育成熟期到 中年衰老期 间Ｐ ８ ，＇ 这个正好和人体 自 发产生ＮＡＦＬＤ 的年龄

段高度吻合 ， 因此 ４
－

８ 月龄小 鼠的 ＮＡＦＬＤ 发病机制更准确地模拟人体内对应病症

的病理特征 、 发病机制 ， 应该作为研宄 ＮＡＦＬＤ 发病机制的新模式 ， 深入开展不同

衰老时间点的代谢失调机制 。

非酒精脂肪肝病 （ＮＡＦＬＤ ） 又称代谢相关脂肪肝病是
一

种进行性疾病 ， 病情演

化进程中依次出现脂肪肝及肝炎 、 肝纤维化 、 肝硬化和肝细胞癌 。 传统观点认为过

量摄入糖分 、 脂肪是诱发ＮＡＦＬＤ 的根本原 因 ， 但尽管随着避免过量摄入脂肪的健

康饮食不断推广 ，
ＮＡＦＬＤ 的发病率依然呈现增长趋势 ， 因此解析常规饮食条件下

ＮＡＦＬＤ 的发病机制更能准确地判断当今社会生活 中人群的 ＮＡＦＬＤ 的病 因和病理

特征 ， 为药物研究指明新方向 。

６４
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