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运动对高脂喂食小鼠肠黏膜屏障功能和肝脏脂质蓄积及炎症的影响
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　　［摘要］　目的　观察运动对高脂喂食小鼠的肠黏膜屏障功能和肝脏脂质蓄积及炎症的影响，探讨
肠黏膜屏障功能和肝脏脂质蓄积及炎症的潜在联系。方法　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠按随机数字表法分为３组：
普通饲料组（ＮＤ）、高脂饲料组（ＨＦＤ）、高脂运动组（ＨＦＤ＋ＥＸ）。采用小鼠跑步机对 ＨＦＤ＋ＥＸ组小鼠
进行运动干预。８周后检测各组小鼠血浆和肝脏的一般生化及炎症指标，进行肝组织 ＨＥ染色、油红 Ｏ
染色，观察肠组织结构变化。结果　与 ＮＤ组相比，ＨＦＤ组小鼠血浆甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇
（ＴＣＨＯ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）、内毒素（ＬＰＳ）、空腹胰岛素（ＦＩＮＳ），肝组织 ＴＧ、ＴＣＨＯ，空腹
血糖（ＦＢＧ）的含量和ＴＬＲ４、ＴＮＦα、ＩＬ６的表达水平均显著增加（Ｐ＜０．０５）；与 ＨＦＤ组相比，ＨＦＤ＋ＥＸ
组小鼠血浆ＴＧ、ＬＰＳ，ＦＢＧ，肝组织 ＴＧ、ＴＣＨＯ的含量和 ＴＬＲ４、ＴＮＦα和 ＩＬ６的表达水平均显著降低
（Ｐ＜０．０５）。病理切片显示，ＨＦＤ组较ＮＤ组小鼠脂肪空泡增多，脂滴增大；ＨＦＤ＋ＥＸ组较 ＨＦＤ组小
鼠脂肪空泡减少，脂滴减小。透射电镜结果显示，与ＮＤ组相比，ＨＦＤ组小鼠肠上皮黏膜微绒毛稀疏且
紧密连接结构宽度增大，ＨＦＤ＋ＥＸ组小鼠较ＨＦＤ组肠上皮黏膜微绒毛增多且紧密连接结构宽度减小。
结论　运动可能通过保护肠黏膜屏障功能改善高脂喂食小鼠肝脏脂质蓄积和炎症状态。
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　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种无过量饮酒史，由各种原因引起
的肝细胞内脂肪堆积，以肝细胞脂肪变性和脂质蓄积

为主要特征的临床病理综合征［１－２］，已成为全球重要

的健康问题之一，与肝硬化和肝癌的发生、发展密切相

关［３］。在疾病早期，积极探索安全有效的干预措施十

分必要，可显著提高患者的生活质量并减轻国家的医

疗负担。运动是世界公认的最方便、安全、经济、有效

的防治ＮＡＦＬＤ的措施，是早、中期ＮＡＦＬＤ转归的理想
方案［４－７］。尽管已有多个人群研究［８－１０］表明适度的

耐力运动可以有效管理 ＮＡＦＬＤ，动物实验［１１］也揭示

运动可通过抑制巨噬细胞浸润而减少肝脏炎症、损伤

和纤维化，但具体机制仍未明确。运动对ＮＡＦＬＤ的影
响，部分可能是直接作用，更多的可能是通过体内不同

组织之间的相互作用而实现。近年肠黏膜屏障功能与

ＮＡＦＬＤ的关系研究受到关注，肠黏膜屏障在营养素吸
收和防止有害大分子进入人体的过程中发挥重要的生

理、物理、化学及免疫学作用［１２］。在急、慢性肝病患者

中常出现肠黏膜屏障功能的减退。研究表明 ＮＡＦＬＤ
患者肠道菌群失调、小肠黏膜通透性增加进而影响肝

脏脂肪分布［１３］。本研究利用高脂饲料诱导 Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠建立ＮＡＦＬＤ动物模型，同时以小鼠跑步机运动训
练作为干预方式，观察小鼠肠黏膜屏障功能和肝脏脂

质蓄积及炎症状态改变之间的联系，从肠黏膜屏障功

能的角度探讨运动减轻肝脏脂质蓄积和炎症的可能机

制，为运动防治ＮＡＦＬＤ的机制研究提供一个新的思路。

１　材料与方法

１．１　小鼠ＮＡＦＬＤ模型构建和分组
　　８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２７只，体质量（２４．３±
０．５）ｇ（第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验
动物中心提供）。小鼠在 ＳＰＦ级动物中心饲养，室温

（２３±１）℃，相对湿度５０％ ～６０％，明暗周期１２ｈ，自
由饮水和进食。适应１周后按随机数字表法分为３组
（ｎ＝９）：普通饲料组（ＮＤ）、高脂饲料组（ＨＦＤ）、高脂
运动组（ＨＦＤ＋ＥＸ）。普通饲料（江苏美迪森生物医药
有限公司，ＭＤ１２０３１）的能量比例：碳水化合物７０％、
蛋白质２０％、脂肪１０％；高脂饲料（江苏美迪森生物医
药有限公司，ＭＤ１２０３２）的能量比例：碳水化合物
３５％、蛋白质２０％、脂肪４５％。
１．２　运动方案
　　与高脂造模同时开始为期８周的运动训练（小鼠
自动跑步机，ＹＳＬ１０Ｂ），前２周为运动时间递增的适
应性运动，强度为１２～２０ｍ／ｍｉｎ，运动时间每日递增
１０ｍｉｎ，达到并维持６０ｍｉｎ／ｄ，５ｄ／周。为避免应激压
力，对小鼠自动跑步机的电刺激装置进行了绝缘处理。

８周后，所有小鼠经５％水合氯醛麻醉后眼眶取血，然
后处死取材。剥离附睾脂肪组织、皮下脂肪组织和肝

组织后称量。

１．３　检测指标
１．３．１　一般情况观察　　实验期间，每日观察小鼠健
康状态，每周记录饲料消耗量和小鼠体质量。

１．３．２　血浆生化指标检测　　分别采用相关试剂盒
（南京建成科技有限公司）检测小鼠血浆甘油三酯

（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣＨＯ）、高密度脂蛋白胆固醇
（ＨＤＬＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）；用稳豪倍易
型血糖仪（强生）测空腹血糖（ＦＢＧ）；用小鼠胰岛素酶
联免疫分析试剂盒（上海酶联生物科技有限公司）测

空腹胰岛素（ＦＩＮＳ）并计算胰岛素指数（ＨＯＭＡＩＲ）；用
鲎试剂盒（厦门鲎试剂有限公司）检测小鼠血浆内毒

素（ＬＰＳ），具体操作按产品说明书进行。
１．３．３　肝组织炎症指标测定及病理切片观察　　分
别采用相关试剂盒（南京建成科技有限公司）检测小
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鼠肝组织ＴＧ、ＴＣＨＯ的浓度；采用相关酶联免疫分析
试剂盒（上海酶联生物科技有限公司）检测小鼠肝组

织Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）和
白细胞介素６（ＩＬ６）的含量，具体操作按产品说明书
进行。取部分小鼠肝脏进行ＨＥ和油红Ｏ染色。
１．４　透射电镜观察各组小鼠结肠组织结构
　　取小鼠的结肠组织于２．５％的戊二醛溶液中固定，
高压８０ｋＶ的透射电镜（ＴＥＣＮＡＩ１０）下观察并拍照。
１．５　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，
进行单因素方差分析。

２　结果

２．１　运动对小鼠一般生化指标的影响
　　与 ＮＤ组相比，ＨＦＤ组小鼠的体质量、血浆 Ｔ
ＣＨＯ及 ＴＧ、ＬＤＬＣ、肝组织 ＴＧ及 ＴＣＨＯ、ＦＢＧ、ＦＩＮＳ
和ＨＯＭＡＩＲ指数均显著增加，血浆 ＨＤＬＣ显著降低

（Ｐ＜０．０５，表１）；与 ＨＦＤ组小鼠相比，ＨＦＤＥＸ组小
鼠血浆ＴＧ与 ＬＤＬＣ、肝组织 ＴＧ与 ＴＣＨＯ、ＦＢＧ、ＨＯ
ＭＡＩＲ指数均显著降低（Ｐ＜０．０５，表１）。
２．２　运动改善高脂喂食小鼠肝脏脂质蓄积
　　ＮＤ组小鼠肝脏外观呈红褐色，质地软而富有弹
性。经ＨＥ染色可见肝小叶结构清晰，细胞排列整齐，
大小均匀，未见脂肪空泡；ＨＦＤ组小鼠肝细胞内存在
大量脂肪空泡；ＨＦＤＥＸ组小鼠肝细胞排列轻度紊乱，
脂肪空泡减少（图１Ａ～Ｃ）。肝组织油红 Ｏ染色可见
ＨＦＤ组小鼠胞内脂滴大且数量多，ＨＦＤＥＸ组小鼠胞
内脂滴变小，数量减少（图１Ｄ～Ｆ）。
２．３　运动对小鼠肝组织 ＴＬＲ４、ＴＮＦα和 ＩＬ６表达水

平的影响

　　与 ＮＤ组相比，ＨＦＤ组小鼠肝脏中 ＴＬＲ４、ＴＮＦα
和ＩＬ６的表达水平均显著增加（Ｐ＜０．０５，表 ２）；与
ＨＦＤ组相比，ＨＦＤＥＸ组小鼠肝脏中 ＴＬＲ４、ＴＮＦα和
ＩＬ６的表达水平均显著降低（Ｐ＜０．０５，表２）。

表１　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠一般生化指标（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

血浆（ｍｍｏｌ／Ｌ） 肝组织（ｍｍｏｌ／ｇ）
组别

体质量

（ｇ）

ＦＢＧ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＦＩＮＳ

（ｍＩＵ／Ｌ）

ＨＯＭＡＩＲ

指数ＴＣＨＯ ＴＧ ＬＤＬＣ ＨＤＬＣ ＴＧ ＴＣＨＯ

ＮＤ组 ２．２１±０．２２ ０．９９±０．１１ ０．２３±０．０１ １．４１±０．０９ ０．２５±０．０１ ０．０８±０．０１ ３２．９０±１．５６ ４．６８±０．３５ ９．５９±１．３８ １．９７±０．２２

ＨＦＤ组 ３．７６±０．８５ａ １．４７±０．１０ａ ０．３３±０．０４ａ １．２３±０．０８ａ ０．２８±０．０１ａ ０．１１±０．０２ａ ４０．６０±２．８４ａ ５．５２±０．３３ａ １７．９９±１．７２ａ ４．１３±０．２７ａ

ＨＦＤＥＸ组 ３．３７±０．６７ａ １．３４±０．０６ａｂ ０．３２±０．０２ａ １．３７±０．０９ｂ ０．２７±０．０１ａｂ ０．０９±０．０２ｂ ３８．２１±２．７７ａ ５．１３±０．４２ａｂ１７．００±１．６１ａ ３．８５±０．１６ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＤ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＦＤ组比较
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Ａ、Ｄ：ＮＤ组；Ｂ、Ｅ：ＨＦＤ组；Ｃ、Ｆ：ＨＦＤＥＸ组；Ａ～Ｃ：ＨＥ染色；Ｄ～Ｆ：油红Ｏ染色

图１　运动对各组小鼠肝组织的影响　（×２００）
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Ａ：ＮＤ组；Ｂ：ＨＦＤ组；Ｃ：ＨＦＤＥＸ组　红色箭头示紧密连接结构
图２　透射电镜观察小鼠结肠黏膜微绒毛排列及紧密连接结构

表２　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠肝脏ＴＬＲ４、ＴＮＦα和ＩＬ６的表达

（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

组别 ＴＬＲ４（μｇ／ｇ） ＴＮＦα（μｇ／ｇ） ＩＬ６（ｎｇ／ｇ）
ＮＤ组 ０．３７±０．０５ ２９．８９±３．７５ ３．４４±０．２７
ＨＦＤ组 ０．４８±０．０５ａ ３７．００±１．４９ａ ３．７７±０．１３ａ

ＨＦＤＥＸ组 ０．４２±０．０６ｂ ３２．３２±２．４２ｂ ３．５４±０．２４ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＤ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＦＤ组比较

２．４　运动保护高脂喂食小鼠肠黏膜屏障功能
　　透射电镜结果显示，ＮＤ组小鼠结肠绒毛分布均
匀、规则；ＨＦＤ组小鼠结肠绒毛稀疏、变短且紧密连接
结构变宽；ＨＦＤＥＸ组小鼠结肠绒毛较 ＨＦＤ组小鼠增
多且分布稍规则，紧密连接结构宽度降低（图２）。
２．５　运动降低高脂喂食小鼠血浆ＬＰＳ浓度
　　与ＮＤ组比较，ＨＦＤ、ＨＦＤＥＸ组小鼠血浆中 ＬＰＳ
的浓度显著增加（Ｐ＜０．０５）；与 ＨＦＤ组相比，ＨＦＤＥＸ
组小鼠血浆中ＬＰＳ浓度显著降低（Ｐ＜０．０５，图３）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＤ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＦＤ组比较
图３　各组小鼠血浆ＬＰＳ浓度

３　讨论

　　ＮＡＦＬＤ是一种与胰岛素抵抗和遗传易感性密切
相关的代谢应激性肝损伤，以肝内脂肪变性和脂质蓄

积为主要特征，发病机制十分复杂，其中持续存在的慢

性低度炎症反应起重要作用［１４］。在众多ＮＡＦＬＤ防治

措施中，运动是一种有效、廉价的管理手段。动物实

验［１１］已证实运动可减少ＮＡＦＬＤ导致的肝脏炎症及纤
维化，在本实验中也得到验证。从小鼠血生化指标、肝

组织生化指标、肝脏炎症指标的测定结果以及肝脏病

理切片可以看出，运动有效减轻了高脂诱导小鼠肝脏

脂质蓄积及炎症。目前运动干预肝脏脂质蓄积和炎症

的机制有不同学说。最新研究表明，运动通过 ＰＡＮ
ＤＥＲＡＫＴ转运信号通路和刺激脂肪酸氧化，下调脂肪
合成，抑制肝脏脂肪堆积［１５］。运动能诱发肝脏中

ＡＭＰＫ磷酸化，ｐＡＭＰＫ通过抑制固醇调节元件结合蛋
白１ｃ（ＳＲＥＢＰ１ｃ）表达抑制生脂酶，从而减少脂肪酸的
合成［５］。ｐＡＭＰＫ也能通过丙二酰辅酶 Ａ脱羧酶
（ＭＣＤ）和磷酸化乙酰辅酶Ａ羧化酶（ｐＡＣＣ）增强肉碱
棕榈酰转移酶（ＣＰＴＩ）的活性，从而增加 β氧化，抑制
甘油三酯的合成，降低甘油３磷酸转酰酶（ＧＰＡＴ）的
活性［５］。动物实验显示，长期有氧运动可下调高脂饮

食大鼠骨骼肌和小鼠脂肪组织中大麻素受体１（ＣＢ１）
的蛋白表达［１５－１６］，而 ＣＢ１激动剂加剧了油酸引起的
人体肝细胞脂肪变性程度［１７］。因此，运动对 ＮＡＦＬＤ
的影响，很可能是通过体内不同组织之间的相互作用

实现。本研究寻找肠屏障功能和肝脏脂质蓄积及炎症

的潜在联系，探讨运动对肝脏脂质蓄积及炎症可能的

作用机制。

　　肠道在系统炎症和代谢综合征的发生、发展中处
于中枢环节，肠道黏膜屏障功能与 ＮＡＦＬＤ关系密切，
肠道屏障功能的损伤伴随肠源性抗原（如ＬＰＳ）泄漏的
增加可能导致内脏脂质沉积［１８］。已证实，ＮＡＦＬＤ患
者同时伴随肠道菌群失调、小肠通透性增加以及肠道

细菌位移，肠源性内毒素血症加重肝脏炎症［１９］。本研

究显示，高脂诱导小鼠发生肝脏脂质蓄积和炎症的同

时，结肠组织微绒毛整齐的排列结构被破坏、紧密连接

结构的宽度增加，血浆中 ＬＰＳ浓度显著升高，表明高
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脂诱导小鼠ＮＡＦＬＤ的建模过程中肠黏膜屏障功能被
破坏，进而导致循环入血的 ＬＰＳ浓度升高，与以往的
研究结果一致，提示在ＮＡＦＬＤ的病程中肠黏膜屏障功
能受到影响。

　　正常情况下，肠道的生物屏障黏膜可防止有害物
质吸收入血，但当肠黏膜屏障功能被破坏时，肝脏的肠

道微生物及其产物（如ＬＰＳ）暴露机会增加，ＬＰＳ（最有
效的炎症触发体和革兰阴性菌细胞壁的主要组分之

一）通过与免疫细胞表面的复合受体 ＣＤ１４／ＴＬＲ４结
合［２０］，激活免疫系统，触发促炎症细胞因子的释放，引

起炎症反应，从而诱发代谢性疾病［２１］。本研究发现，

ＨＦＤ组小鼠肠黏膜屏障功能损伤和血浆 ＬＰＳ浓度升
高的同时，肝脏中 ＬＰＳ的受体 ＴＬＲ４及其下游的炎症
因子ＴＮＦα和ＩＬ６的表达水平均显著增加；而与之相
对应的ＨＦＤＥＸ组小鼠，肠黏膜屏障功能被修复和血
浆ＬＰＳ浓度降低的同时，肝脏中ＴＬＲ４及其下游ＴＮＦα
和ＩＬ６的表达水平也显著降低，说明运动通过保护肠
黏膜屏障功能进而减轻高脂诱导小鼠肝脏脂质蓄积以

及炎症状态。

　　本研究根据已有研究［１１，２２－２３］采用有效的运动强

度作为干预措施，观察肝脏脂质蓄积和炎症以及肠黏

膜屏障功能的变化，探究运动通过保护肠黏膜屏障功

能防治 ＮＡＦＬＤ发生、发展的可能机制，为运动防治
ＮＡＦＬＤ的作用机制提供新的依据，认为重视保护肠道
屏障功能的措施有助于临床上早期 ＮＡＦＬＤ的防治和
转归。本研究的局限在于高脂饲料诱导 Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠建立的ＮＡＦＬＤ模型与人体非酒精性脂肪性肝病的
发生过程存在很大差异，并且对小鼠有效的跑步机运

动对人体的强度效应还需进一步通过人群实验验证。

肠道菌群在肠黏膜屏障功能的改变中发挥重要作用，

肠道菌群的改变及其代谢产物会直接或间接地影响宿

主的炎症状态进而改变机体的代谢平衡［２４］。由于运

动和饮食对肠道菌群及其代谢产物的影响很大［２５］，本

课题组后续还将检测各组小鼠粪便中肠黏膜屏障有益

菌和有害菌的丰度及其代谢产物短链脂肪酸的含量，

为运动通过保护肠屏障功能改善 ＮＡＦＬＤ的机制寻找
更全面的证据。
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２０１３，５４（９）：２３２５－２３４０．ＤＯＩ：１０．１１９４／ｊｌｒ．Ｒ０３６０１２

［２５］ＭａｒｌｉｃｚＷ，ＬｏｎｉｅｗｓｋｉＩ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｅｒｃｉｓｅａｎｄｄｉｅｔｏｎ
ｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙ［Ｊ］．Ｇｕｔ，２０１５，６４（３）：５１９－５２０．
ＤＯＩ：１０．１１３６／ｇｕｔｊｎｌ２０１４３０７９０９

（收稿：２０１５０９０５；修回：２０１５０９２４）

（编辑　吴培红）

２４４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　


