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［摘　要］目的 明确人源长寿保障基因（ＬＡＳＳ２）过表达或敲低在非酒精性脂肪性肝病（ＮＡＦＬＤ）中的作用，并初步探讨其
分子机制。方法 采用高脂饮食（ＨＦＤ）喂养Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠建立 ＮＡＦＬＤ动物模型，游离脂肪酸（ＦＦＡｓ）诱导小鼠原代肝细
胞（ＭＰＨｓ）脂肪变性。通过腺病毒载体在体内外构建ＬＡＳＳ２过表达或敲低模型，检测各组小鼠肝重、肝脏脂肪含量、血清丙
氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬＣ）和
低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）及肝脏ＴＧ、ＴＣ水平。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胆固醇代谢及自噬通路相关蛋白表达水平；利用
ＭｉｔｏＳＯＸＴＭＲｅｄ探针标记活细胞成像检测线粒体活性氧（ｍｔＲＯＳ）水平。结果 与对照组相比，ＨＦＤ诱导后小鼠肝重、血清
ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＧ、ＴＣ、ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ及肝脏ＴＧ、ＴＣ水平均显著升高，而 ＬＡＳＳ２过表达可明显降低上述指标（Ｐ＜００５）。ＲＴ
ｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＬＡＳＳ２过表达显著抑制ＳＲＥＢＰ２及ＨＭＧＣＲ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平（Ｐ＜００５）。活细胞
成像显示，ＬＡＳＳ２过表达诱导ｍｔＲＯＳ生成增加（Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＬＡＳＳ２过表达显著上调ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值及
Ｂｅｃｌｉｎ１、ＡＴＧ３、ＡＴＧ５、ＡＴＧ７蛋白表达水平，同时下调ｐ６２蛋白表达（Ｐ＜００５）。ＬＡＳＳ２敲低则产生相反的效应。结论 ＬＡＳＳ２
可能通过诱导ｍｔＲＯＳ生成激活自噬，进而抑制胆固醇合成，改善脂代谢紊乱，为ＮＡＦＬＤ的治疗提供潜在新靶点。
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　　近年来，随着社会发展和人们生活方式的改变，
非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）患病率持续上升，目前全球患病率约
为２５％。该病以肝脏游离胆固醇积累为特征［１］，需

排除其他导致肝脏脂肪变性的病因，如病毒性脂肪

性肝炎、自身免疫性肝炎和药物诱发的肝损伤等［２］。

ＮＡＦＬＤ涵盖了一系列肝脏病变，如良性脂肪变和非酒
精性脂肪肝炎（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ），
后者可进展为肝硬化和肝细胞癌［３］，这意味着该

疾病存在潜在的进行性。此外，ＮＡＦＬＤ不仅累及
肝脏，还与乳腺癌及２型糖尿病等疾病的患病风险
增加相关［４５］，造成了巨大的社会和经济负担。

研究表明，ＮＡＦＬＤ是一种多因素参与的慢性
疾病，其发病机制与肝脏甘油三酯聚积、炎性细胞

因子、线粒体功能障碍、代谢紊乱、胰岛素抵抗以及

肠道菌群失调有关［６８］，但仍未完全阐明。脂质代

谢紊乱被认为是 ＮＡＦＬＤ发生的核心驱动环节［９］，

肥胖、胰岛素抵抗、糖尿病和血脂异常都是其风险

因素［１０］，其中胆固醇稳态对维持脂代谢稳态至关

重要，在 ＮＡＦＬＤ发病中发挥着关键作用。然而，
ＮＡＦＬＤ病因治疗存在一定的局限性，且治疗费用
高昂，逆转周期较长，已经成为影响患者生活质量

的全球性疾病［１１］。值得关注的是，如果在疾病早

期及时干预，可有效阻止 ＮＡＦＬＤ向肝硬化甚至肝
癌进展，同时降低治疗成本，缩短疾病周期。因此，

深入了解胆固醇的调控机制，对于寻找 ＮＡＦＬＤ的
有效治疗靶点具有重要意义。

线粒体作为物质和能量代谢的核心，在肝脏中

含量极为丰富，占肝脏体积的１３％～２０％，同时也
是ｍｔＲＯＳ产生的主要部位［１２］。ｍｔＲＯＳ作为信号
分子，能够调节多个信号通路，包括自噬。自噬是

一种在所有真核生物中保守的细胞过程，负责降解

功能失调的细胞器或大分子胞质分子［１３］。越来越

多的研究证明，自噬在脂质代谢中发挥着关键作

用，其通过促进储存的胆固醇外排清除脂滴及调节

胆固醇代谢［１４１５］，从而维持脂代谢稳态。

人源长寿保障基因２（ｌｏｎｇｅｖｉｔｙａｓｓｕｒａｎｃｅｈｏｍ
ｏｌｏｇ２，ＬＡＳＳ２）是神经酰胺合成酶家族成员之一，
主要催化超长链神经酰胺的合成。神经酰胺作为

重要的脂质信号分子，参与细胞生长、分化、衰老和

凋亡等过程。ＬＡＳＳ２主要在肝脏中表达。有研究
报道，敲除ＬＡＳＳ２能够改善 ＨＦＤ诱导的小鼠肝脂
肪变性［１６］；而 Ｒａｉｃｈｕｒ等［１７］报道 ＬＡＳＳ２单倍体不
足可增加饮食诱导的脂肪性肝炎的易感性。由此

可见，ＬＡＳＳ２在ＮＡＦＬＤ中的功能具有复杂性，其机
制有待进一步阐明。本研究在ＮＡＦＬＤ动物及细胞
模型中对 ＬＡＳＳ２进行过表达和敲低，结果显示，过
表达ＬＡＳＳ２可改善肝脂肪变性，而敲低ＬＡＳＳ２加重
肝脂肪变性，其作用机制可能与“ｍｔＲＯＳ自噬胆
固醇代谢”信号轴有关。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　细胞　小鼠原代肝细胞（ＭＰＨｓ）从健康
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠分离、培养获得。
１．１．２　实验动物　６周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠购自
北京华阜康生物科技有限公司。动物实验经遵义医

科大学实验动物福利伦理委员会审查批准（ＮＯ：伦
审〔２０１９〕２２３０），所有操作均严格遵循准则要求。
１．１．３　主要试剂及耗材　４５％高脂饲料（江苏美
迪森生物医药有限公司）；普食饲料（江苏省协同

医药生物工程有限责任公司）；９６孔板及 Ｔ２５（美
国Ｃｏｓｔａｒ公司）；无菌针头式过滤器（无锡ＮＥＳＴ生
物科技有限公司）；乙酸（上海麦克林生化科技有

限公司）；２００目的细胞网筛（美国 ＢＤ公司）；
ＤＭＥＭ／Ｆ１２基础培养基（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；胎牛
血清（澳大利亚 ＡｕｓＧｅｎｅＸ公司）；胶原蛋白Ⅰ、改
良ＨＥ染色试剂盒、ＤＥＰＣ水及青链霉素混合液
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（北京索莱宝科技有限公司）；ＱＰＣＲ引物（大连宝
生物工程有限公司）；ＭｉｔｏＳＯＸＴＭ Ｒｅｄｐｒｏｂｅ（美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２活细胞染色液（上
海碧云天生物技术有限公司）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅ
ａｇｅｎｔＫｉｔ；ＴＢＧｒｅｅｎ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ ＩＩ及 ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ（北京宝日医生物技术有限公司）；ＰＡＧＥ凝胶
速制备试剂盒；抗体稀释液及蛋白上样缓冲液（上

海雅酶生物科技有限公司）；ＰＶＤＦ膜（美国 Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ公司）；ＬＡＳＳ２多克隆抗体及 ｐ６２单克隆抗体
（英国Ａｂｃａｍ公司）；ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（杭州华
安生物技术有限公司）；Ｂｅｃｌｉｎ１单克隆抗体；
ＬＣ３Ａ／Ｂ单克隆抗体；Ａｔｇ５单克隆抗体；Ａｔｇ３单克
隆抗体及Ａｔｇ７单克隆抗体（美国 ＣＳＴ公司）；总胆
固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）含量检测试剂盒、高密
度脂蛋白胆固醇（ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒ
ｏｌ，ＨＤＬＣ）测定试剂盒、总胆固醇测定试剂盒、甘
油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）测定试剂盒、丙氨酸氨基
转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）检测试剂
盒、低密度脂蛋白胆固醇（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬＣ）测定试剂盒及天门冬氨酸氨
基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）检测试
剂盒（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；ＴＧ及 ＴＣ含量检测试
剂盒（北京索莱宝科技有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　动物实验造模及分组　６周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／
６Ｊ小鼠共３０只，适应性喂养１周后随机分成５组：
普食组（ＣＨＤ）和高脂喂养４组（ＨＦＤ１～ＨＦＤ４）。所
有小鼠喂养１６周，定期称体质量。高脂喂养的４组
小鼠在１６周后分别尾静脉注射不同的ＡＡＶＴＢＧ病
毒：ＨＦＤ１组注射 ＡＡＶＴＢＧＧＦＰ，记为 ＨＦＤＶｅｃｔｏｒ
组；ＨＦＤ２组注射 ＡＡＶＴＢＧＬＡＳＳ２ＧＦＰ，记为 ＨＦＤ
ｍＬＡＳＳ２组；ＨＦＤ３组注射ＡＡＶＴＢＧｓｈｃｏｎｔｒｏｌ，记为
ＨＦＤｓｈＮＣ组；ＨＦＤ４组注射ＡＡＶＴＢＧｓｈｍＬＡＳＳ２，
记为ＨＦＤｓｈｍＬＡＳＳ２组。注射４周后处死小鼠，取
血清和肝组织进行后续实验。

１．２．２　ＭＰＨｓ细胞实验造模及分组　取 ８周龄
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，麻醉后开腹，经导管针灌注灌注液
后将肝脏剪下，撕碎后过筛，４℃下５０×ｇ离心纯
化细胞。台盼蓝染色计数后，按３０×１０５个细胞／
ｍＬ的密度接种到包被了鼠尾胶原蛋白Ⅰ的培养板
上。１ｈ后换液，接着再培养４ｈ。使用 ＣＫ１８抗
体对ＭＰＨｓ细胞进行鉴定，阳性细胞呈棕黄色或棕
褐色，纯度在９５％以上即为分离成功。

ＭＰＨｓ细胞采用２４０μｍｏｌ／ＬＦＦＡｓ（油酸∶棕榈
酸＝２∶１）处理２４ｈ诱导脂肪变性，各组分别加入

ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ置于培养箱孵育２０～２５ｍｉｎ后加入病毒，
６ｈ后更换新鲜培养基继续培养至４８（过表达）或
７２ｈ（敲低），提取ＲＮＡ或蛋白，ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ验证感染效率。实验分组情况如下：阴性对照
组（ＮＣ组）、过表达空载组（ＡｄｖＧＦＰ，Ｖｅｃｔｏｒ组）、
ＬＡＳＳ２过表达组（ＡｄｖｍＬＡＳＳ２ＧＦＰ，ＬＡＳＳ２ＯＥ组）、
敲低空载组（Ａｄｖｓｈｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｈＮＣ组）、ＬＡＳＳ２敲低
组（ＡｄｖｓｈＬＡＳＳ２，ｓｈＬＡＳＳ２组）共５组。
１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）　采用 Ｔｒｉｚｏｌ提取试
剂盒抽提肝组织总ＲＮＡ、定量并使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒逆转录，
采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法进行ＲＴｑＰＣＲ反应，引物序列
如表１所示。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列
引物名称 方向 引物序列

ＬＡＳＳ２ 正向 ５′ＣＡＴＣＧＴＴＴＴＣＡＴＣＡＴＣＡＣＴＣＧ３′
反向 ５′ＴＣＡＣＴＧＣＧＴＴＣＡＴＣＴＴＣＴＡＴＣ３′

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′ＧＴＧＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＣＡＡＴＧＴＧＴ３′
反向 ５′ＡＴＴＧＴＣＡＴＡＣＣＡＧＧＡＡＡＴＧＡＧＣＴＴ３

ＳＲＥＢＰ２ 正向 ５′ＴＧＡＡＧＧＡＣＴＴＡＧＴＣＡＴＧＧＧＧＡＣ３′
反向 ５′ＣＧＣＡＧＣＴＴＧＴＧＡＴＴＧＡＣＣＴ３′

ＨＭＧＣＲ 正向 ５′ＴＣＧＴＴＡＧＣＡＣＴＧＧＴＣＣＡＧＧＡＡ３′
反向 ５′ＧＧＣＴＣＣＡＴＣＡＴＴＧＧＣＴＣＴＧＴＡ３′

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　提取肝细胞及肝组织总蛋
白，经定量、变性、冷却后，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。
电泳结束后转膜，用脱脂奶粉室温封闭 ＰＶＤＦ膜
２ｈ，随后使用 ＴＢＳＴ洗涤３次，每次１０ｍｉｎ。加入
一抗后 ４℃孵育过夜（稀释比例参照厂家说明
书）。次日，用 ＴＢＳＴ洗去一抗，洗涤 ３次，每次
１０ｍｉｎ，接着加入二抗，室温孵育２ｈ（稀释比例参
照厂家说明书），ＴＢＳＴ充分洗涤后显影。
１．２．５　血清生化指标测定　各组小鼠禁食空腹后
经眼眶取血，立即分离血清，使用全自动生化分析

仪（型号 ＡＵ５８２１）对生化指标 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＧ、ＴＣ、
ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ进行检测。其中，ＴＧ采用甘油磷酸
氧化酶过氧化物酶（ＧＰＯＰＯＤ）法，ＴＣ采用酶法，
ＨＤＬＣ及ＬＤＬＣ均采用直接法检测，ＡＬＴ和 ＡＳＴ
分别采用乳酸脱氢酶法和苹果酸脱氢酶法测定。

１．２．６　活细胞成像　收集经病毒感染４８或７２ｈ
后的ＭＰＨｓ细胞，ＨＢＳＳ缓冲液洗涤２次，加入Ｍｉ
ｔｏＳＯＸＴＭＲｅｄ工作液于３７℃细胞培养箱避光孵育２０
ｍｉｎ。孵育结束后使用ＨＢＳＳ缓冲液洗涤细胞，按照
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２与培养基比例为１∶１００的比例配制
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２工作液，加入Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２工作液对
细胞核进行复染，５～１０ｍｉｎ后用ＨＢＳＳ缓冲液洗涤
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细胞３次，于激光共聚焦显微镜下观察并拍照。
１．２．７　ＨＥ染色　取小鼠肝脏组织固定后进行常
规石蜡包埋、切片。石蜡切片经二甲苯Ⅰ、Ⅱ各脱蜡
１０ｍｉｎ，接着放入无水乙醇Ⅰ、Ⅱ中各５ｍｉｎ，梯度乙醇
（９５％、８０％、７０％）各浸泡５ｍｉｎ，蒸馏水冲洗５ｍｉｎ。
苏木素染色６ｍｉｎ，水洗１０ｓ；分化液处理５ｓ后水
洗；接着放入返蓝液返蓝３０ｓ后水洗；伊红染色２
ｍｉｎ，水洗５ｓ；随后依次经９５％乙醇Ⅰ、Ⅱ各５ｍｉｎ，无
水乙醇Ⅰ、Ⅱ各５ｍｉｎ，二甲苯Ⅰ、Ⅱ各５ｍｉｎ脱水，自然晾
干后中性树胶封片，显微镜下观察并拍照。

１．２．８　肝脏组织ＴＧ测定　称取１００ｍｇ小鼠肝脏
组织，加入１ｍＬ预冷的正庚烷与异丙醇混合试剂
（１∶１，Ｖ／Ｖ）进行冰浴匀浆，在４℃条件下８０００×ｇ
离心１０ｍｉｎ后取上清进行后续实验。按照试剂盒
说明书配制反应体系，反应完成后于４２０ｎｍ波长
处测定吸光度。以ＢＣＡ法对蛋白含量进行测定并
计算每克肝脏组织蛋白中ＴＧ含量。
１．２．９　肝脏组织ＴＣ测定　称取１００ｍｇ小鼠肝脏
组织，加入１ｍＬ异丙醇进行冰浴匀浆，在４℃条件
下１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ后取上清进行后续实验。
按照试剂盒说明书配制反应体系，反应完成后于

５００ｎｍ波长处测定吸光度。以 ＢＣＡ法对蛋白含量

进行测定并计算每克肝脏组织蛋白中ＴＣ含量。
１．３　统计学分析　运用ＳＰＳＳ２９０、ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ、
Ｆｉｇｄｒａｗ对数据进行分析与作图，服从正态分布计量
资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间比较选取
独立样本 ｔ检验；多组比较采用单因素方差分析
（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），若组间差异具有统计学意义，
则进一步采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法进行两两比较。Ｐ＜
００５为差异具有统计学意义。

２　结果
２．１　ＬＡＳＳ２敲低及过表达动物实验模型的构建与
验证　ＨＦＤ喂养小鼠分别经尾静脉注射 ＡＡＶ
ＴＢＧｓｈｃｏｎｔｒｏｌ、ＡＡＶＴＢＧｓｈｍＬＡＳＳ２、ＡＡＶＴＢＧ
ＧＦＰ、ＡＡＶＴＢＧｍＬＡＳＳ２ＧＦＰ重组 ＡＡＶＴＢＧ表达
载体（图１Ａ），４周后收集肝脏组织（图１Ｂ）。采用
ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝组织ＬＡＳＳ２表达水
平，结果显示，与 ＨＦＤＶｅｃｔｏｒ组相比，ＨＦＤｍＬＡＳＳ２
组ＬＡＳＳ２ｍＲＮＡ和蛋白水平均显著升高；与 ＨＦＤ
ｓｈＮＣ组相比，ＨＦＤｓｈＬＡＳＳ２组ＬＡＳＳ２ｍＲＮＡ和蛋白
水平均显著降低（Ｐ＜００１，图１Ｃ、Ｄ），提示ＨＦＤ诱导
小鼠ＬＡＳＳ２敲低及过表达动物实验模型构建成功。

　　Ａ：ＡＡＶＴＢＧ重组表达载体；Ｂ：动物造模时程；Ｃ：各组小鼠 ＬＡＳＳ２ｍＲＮＡ相对表达水平；Ｄ：各组
小鼠ＬＡＳＳ２蛋白表达水平；：Ｐ＜００１。

图１　ＨＦＤ喂养小鼠体内ＬＡＳＳ２敲低及过表达模型的构建与验证

·０９５·

遵 义 医 科 大 学 学 报　 ４９卷　



２．２　ＬＡＳＳ２表达水平影响 ＨＦＤ诱导的小鼠肝脂
肪变性　为了验证 ＬＡＳＳ２在高脂饮食诱导的小鼠
脂代谢紊乱中的作用，本研究进行了组织学观察及

血清生化分析。图２Ａ及图２Ｂ展示各组小鼠体型
及肝脏外观变化，图２Ｃ显示小鼠体质量变化。肝
组织ＨＥ染色显示，ＨＦＤ组小鼠肝细胞脂肪变性明
显，胞内出现大量大小不等的空泡，伴有炎性细胞

浸润，ＨＦＤｍＬＡＳＳ２组脂肪变性程度相对减轻，而
ＨＦＤｓｈｍＬＡＳＳ２组则进一步加重（图 ２Ｄ）。使用

酶法检测小鼠肝脏 ＴＧ及 ＴＣ含量结果显示，过表
达ＬＡＳＳ２使小鼠肝脏ＴＧ及ＴＣ含量显著降低，敲
低ＬＡＳＳ２则得到相反的结果（图２Ｅ、Ｆ，Ｐ＜００１）。
全自动生化分析仪检测小鼠血清生化指标结果显

示，ＨＦＤ组小鼠ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＧ、ＴＣ、ＨＤＬＣ和ＬＤＬＣ
均高于ＣＨＤ组小鼠（Ｐ＜００５）。与ＨＦＤＶｅｃｔｏｒ组
比较，ＨＦＤｍＬＡＳＳ２组上述指标均下降，而 ＨＦＤｓｈ
ｍＬＡＳＳ２组较ＨＦＤｓｈＮＣ组则进一步增加（图２Ｇ～
Ｌ，Ｐ＜００５）。

　　Ａ：高脂饮食诱导小鼠（左）、高脂饮食诱导小鼠肝脏特异性过表达ＬＡＳＳ２（中）、高脂饮食诱导小鼠肝
脏特异性敲低ＬＡＳＳ２；Ｂ：高脂饮食诱导小鼠肝脏外观；Ｃ：各组小鼠体质量变化；Ｄ：小鼠肝组织 ＨＥ染色；
Ｅ、Ｆ：小鼠肝脏ＴＧ、ＴＣ含量；Ｇ～Ｌ：血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ、ＴＧ、ＨＤＬＣ、ＬＤＬＣ含量；、：Ｐ＜００５、Ｐ＜
００１；＃、＃＃：与ＨＦＤＶｅｃｔｏｒ组比较，Ｐ＜００５、Ｐ＜００１；、：与ＨＦＤｓｈＮＣ组比较，Ｐ＜００５、Ｐ＜００１。

图２　ＨＦＤ喂养小鼠体内ＬＡＳＳ２敲低及过表达对小鼠脂肪变性的影响
·１９５·
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２．３　ＬＡＳＳ２负向调控ＨＦＤ及ＦＦＡｓ诱导的胆固醇
相关基因及蛋白的表达　为进一步确认 ＬＡＳＳ２在
ＮＡＦＬＤ中的功能，采用 ＨＦＤ诱导的小鼠模型及
ＦＦＡｓ诱导的 ＭＰＨｓ细胞模型，在体内外水平检测
了ＬＡＳＳ２过表达或敲低对胆固醇代谢相关通路的
影响。ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照
组相比，过表达 ＬＡＳＳ２可显著降低 ＨＦＤ诱导小鼠
体内 ＳＲＥＢＰ２及 ＨＭＧＣＲｍＲＮＡ及蛋白表达水平

（图３Ａ～Ｃ，Ｐ＜０００１）。随后，构建了ＬＡＳＳ２体外
过表达及敲低模型，ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示模型构建成功（图３Ｄ、Ｅ，Ｐ＜００１）。与此同
时，胆固醇合成相关蛋白 ＳＲＥＢＰ２及 ＨＭＧＣＲ表达
水平在ＬＡＳＳ２过表达组中明显下调，而在ＬＡＳＳ２敲
低组中显著上调，敲低ＬＡＳＳ２则得到相反的结果（图
３Ｆ、Ｇ，Ｐ＜００５）。以上结果表明，ＬＡＳＳ２可通过抑
制胆固醇合成进而改善脂代谢紊乱。

　　Ａ、Ｂ：ＨＦＤ诱导小鼠肝脏组织 ＳＲＥＢＰ２及 ＨＭＧＣＲｍＲＮＡ表达水平；Ｃ：ＨＦＤ诱导小鼠肝脏组织 ＳＲＥＢＰ２及
ＨＭＧＣＲ蛋白表达水平；Ｄ、Ｅ：ＭＰＨｓ细胞 ＬＡＳＳ２ｍＲＮＡ及蛋白表达水平；Ｆ：ＭＰＨｓ细胞 ＳＲＥＢＰ２ｍＲＮＡ表达水平；
Ｇ：ＭＰＨｓ细胞ＳＲＥＢＰ２及ＨＭＧＣＲ蛋白表达水平；、：Ｐ＜００５、Ｐ＜００１。

图３　ＬＡＳＳ２在胆固醇代谢中的作用
·２９５·
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２．４　过表达 ＬＡＳＳ２诱导 ｍｔＲＯＳ生成　本课题组
前期研究发现，ＬＡＳＳ２与 ＮＤＵＦＳ２存在互作，而
ＮＤＵＦＳ２是ｍｔＲＯＳ生成主要部位—线粒体上复合物
Ｉ的关键亚基。为探究ＬＡＳＳ２调控胆固醇相关基因

及蛋白表达的机制，采用ＭｉｔｏＳＯＸＴＭＲｅｄ探针标记活
细胞成像检测ｍｔＲＯＳ水平，结果显示ＬＡＳＳ２过表达
诱导ＦＦＡｓ处理的ＭＰＨｓ细胞中ｍｔＲＯＳ生成，ＬＡＳＳ２
敲低则抑制ｍｔＲＯＳ生成（图４，Ｐ＜００５）。

、：Ｐ＜００５、Ｐ＜００１。

图４　ＭｉｔｏＳＯＸＴＭＲｅｄ检测线粒体ＲＯＳ水平

２．５　ＬＡＳＳ２过表达通过激活自噬调控胆固醇代谢
　为探究ＬＡＳＳ２诱导的ｍｔＲＯＳ生成增加是否影响
自噬通路，在 ＦＦＡｓ诱导的 ＭＰＨｓ细胞中检测了自

噬标志物。结果显示，过表达ＬＡＳＳ２使ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３
Ⅰ比值和Ｂｅｃｌｉｎ１表达上调，ｐ６２表达下调（图５Ａ，
Ｐ＜００１）；同时，显著增加 ＡＴＧ３、ＡＴＧ５和 ＡＴＧ７

·３９５·
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的蛋白水平（图５Ｂ，Ｐ＜００５）；敲低 ＬＡＳＳ２则呈现
出完全相反的效应。以上结果提示，ＬＡＳＳ２可能通

过促进ｍｔＲＯＳ生成激活自噬，进而影响胆固醇代
谢改善ＮＡＦＬＤ。

　　Ａ：ＦＦＡｓ处理下 ＬＡＳＳ２对 ＭＰＨｓ细胞中 ＬＣ３、ｐ６２及 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达水平的影响；Ｂ：ＦＦＡｓ处理下
ＬＡＳＳ２对ＭＰＨｓ细胞中ＡＴＧ３、ＡＴＧ５及ＡＴＧ７蛋白表达水平的影响；、：Ｐ＜００５、Ｐ＜００１。

图５　ＬＡＳＳ２对自噬相关通路蛋白表达的影响

３　讨论
ＮＡＦＬＤ是导致肝脏相关发病和死亡的常见原

因，同时与多种疾病的发病率和死亡率相关。

ＮＡＦＬＤ的本质是肝脏脂质代谢的稳态失衡［１８２０］，

尽管目前已有大量研究表明该疾病与２型糖尿病
和肥胖、炎症发生、线粒体功能障碍以及氧化应激

之间存在复杂的关联，但临床上仍缺乏有效的靶向

治疗药物。近年来，脂质代谢紊乱的调控机制已成

为ＮＡＦＬＤ研究的重点，寻找调控脂质代谢的关键
分子对该病的防治具有重要意义。ＬＡＳＳ２作为神
经酰胺合成途径的关键酶，主要参与长链神经酰胺

的合成，且与脂代谢相关［２１］，但其在 ＨＦＤ诱导的
肝脂肪变性中的具体作用及机制尚不明确。因此，

本研究以 ＬＡＳＳ２为中心展开系列实验，探讨其在
肝脏脂代谢中的作用及机制，为 ＮＡＦＬＤ的治疗提
供实验依据。

本研究采用 ＨＦＤ喂养小鼠，通过尾静脉注射
ＡＡＶＴＢＧ病毒的方式构建ＬＡＳＳ２过表达和敲低动
物模型，４周后处死小鼠，收集肝脏组织及血清进
行后续实验。首先通过 ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
验证 ＬＡＳＳ２过表达及敲低模型构建成功。由于
ＡＡＶＴＢＧ载体能够特异性靶向肝脏，该模型可确

保ＬＡＳＳ２在小鼠肝脏中特异性表达，避免其他组
织的干扰，提高了实验的可靠性。在此基础上，通

过 ＨＥ染色、小鼠血清及肝脏组织生化指标探讨
ＬＡＳＳ２在ＨＦＤ诱导的小鼠肝脏脂肪变性中的作
用。小鼠肝脏 ＨＥ染色及 ＴＧ、ＴＣ结果显示，与
ＨＦＤＶｅｃｔｏｒ组小鼠相比，ＨＦＤｍＬＡＳＳ２组小鼠脂肪
变性程度明显减弱，而 ＨＦＤｓｈＬＡＳＳ２组则进一步
加重，提示ＬＡＳＳ２过表达可改善 ＨＦＤ诱导的肝脏
脂肪变性，敲低则加剧了该病理过程。血清生化指

标结果显示，与 ＣＨＤ组小鼠相比，ＨＦＤ组小鼠血
清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＧ、ＴＣ、ＨＤＬＣ及 ＬＤＬＣ均明显升
高，说明ＨＦＤ成功诱导小鼠肝损伤以及脂质代谢
紊乱；与 ＨＦＤＶｅｃｔｏｒ组相比，ＨＦＤｍＬＡＳＳ２组上述
指标均显著下降，而ＨＦＤｓｈＬＡＳＳ２组较ＨＦＤｓｈＮＣ
则进一步上升，提示ＬＡＳＳ２过表达能够缓解肝脏脂
肪变性，改善肝功能，敲低则进一步加重肝脂肪变

性及肝损伤。

为了进一步明确 ＬＡＳＳ２在脂代谢调控中的作
用，本研究采用 ＦＦＡｓ诱导 ＭＰＨｓ细胞构建体外模
型，在体内外探究ＬＡＳＳ２过表达和敲低对胆固醇代
谢相关 ｍＲＮＡ及蛋白表达水平的影响。结果显
示，与对照组相比，过表达 ＬＡＳＳ２显著下调胆固醇
代谢相关蛋白 ＳＲＥＢＰ２和 ＨＭＧＣＲｍＲＮＡ及蛋白

·４９５·
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表达水平。上述指标在 ＬＡＳＳ２敲低组中则产生相
反的效应。ＳＲＥＢＰ２是调节胆固醇稳态的重要转
录因子，ＨＭＧＣＲ作为ＳＲＥＢＰ２下游靶基因，是胆固
醇合成过程中的限速酶［２２］。以上结果表明，ＬＡＳＳ２
通过抑制胆固醇合成，进而减少脂质在肝脏中的

蓄积。

本研究检测了 ｍｔＲＯＳ水平，发现 ＬＡＳＳ２过表
达可显著增加其生成。传统上，高水平 ｍｔＲＯＳ被
认为通过氧化应激加剧 ＮＡＦＬＤ进展，然而越来越
多的研究表明，ｍｔＲＯＳ具有双重作用：过量 ｍｔＲＯＳ
导致慢性炎症和损伤，而一定水平的 ｍｔＲＯＳ可作
为信号分子参与细胞稳态的维持［２３］。ＲＯＳ在多条
信号通路中发挥重要作用，且是自噬的上游触发因

素［２４］。进一步研究发现，ＬＡＳＳ２过表达使 ＬＣ３
Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值及 Ｂｅｃｌｉｎ１表达上调，ｐ６２表达下
调。同时，ＬＡＳＳ２过表达使 ＡＴＧ３、ＡＴＧ５及 ＡＴＧ７
表达水平升高，ＡＴＧ蛋白是自噬体形成过程中的
关键分子［２５］，进一步证明 ＬＡＳＳ２过表达激活自噬
相关通路。自噬已被报道参与调节脂代谢的多个

方面，包括脂质吸收、消化、分解、生物合成和过氧

化［２６］，并可负调控 ＳＲＥＢＰ２活性［１５］，与本研究中

观察到的胆固醇合成抑制表型一致。以上结果提

示，ＬＡＳＳ２可能通过诱导适度 ｍｔＲＯＳ生成，激活自
噬，调节胆固醇代谢，改善ＮＡＦＬＤ。

综上所述，本研究将 ＬＡＳＳ２、ｍｔＲＯＳ、自噬及胆
固醇合成整合到一个完整的信号轴中，从而初步揭

示ＬＡＳＳ２可能通过诱导 ｍｔＲＯＳ增加激活自噬，进
而抑制ＳＲＥＢＰ２及ＨＭＧＣＲ表达水平，维持胆固醇
代谢稳态，为ＮＡＦＬＤ的临床治疗提供新的靶点及
研究方向。然而，本研究也存在一些局限性，目前

仅初步讨论了 ＬＡＳＳ２改善脂代谢紊乱的可能机
制，后续将通过靶向 ｍｔＲＯＳ清除试剂或自噬抑制
剂进行回复实验，进一步阐明ＬＡＳＳ２通过“ｍｔＲＯＳ
自噬胆固醇代谢”轴改善ＮＡＦＬＤ的完整机制。
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