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低剂量ＬＰＳ通过上调巨噬细胞ＴＬＲ４表达促进非酒精性脂肪性肝炎进展
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　　［摘要］　目的　　探讨ＬＰＳ在促进非酒精性脂肪性肝炎（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）中的
作用及相关机制。方法　６～８周龄 Ｂ６．ＷＴ小鼠分别给予正常饲料（ＮＤ组）、高脂饲料（ＨＦＤ组）和
ＨＦＤ联合ＬＰＳ注射（ＨＦＤ＋ＬＰＳ组）。ＨＦＤ＋ＬＰＳ组每周 １次腹腔注射 ＬＰＳ（０１１１∶Ｂ４，１．２５μｇ／ｇ体质
量），其他两组注射等体积生理盐水，饲养１０周。酶法检测血清和肝组织 ＴＧ、ＴＣ、ＡＬＴ、ＡＳＴ水平，油红
Ｏ染色观察肝内脂质沉积；ＥＬＩＳＡ法、ＲＴｑＰＣＲ检测血清和肝组织 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２、ＣＣＬ４水
平；ＨＥ染色观察肝组织病理变化和炎症细胞浸润；免疫荧光（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ＩＦ）观察肝内巨噬细
胞、中性粒细胞浸润及ＴＬＲ４蛋白表达；流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）观察肝脏浸润单个核细胞中巨
噬细胞及中性粒细胞比例。结果　ＨＦＤ组血清 ＴＧ、ＴＣ水平显著高于 ＮＤ组（Ｐ均＜０．０５）。ＨＦＤ＋ＬＰＳ
组肝内脂质沉积以及ＴＧ、ＴＣ水平显著高于ＨＦＤ组（Ｐ均＜０．０１），肝脏细胞空泡样变、炎症细胞浸润更
为明显，ＮＡＳ评分（Ｐ＜０．０５）和肝脏单个核细胞数（Ｐ＜０．０１）显著高于ＨＦＤ组。同时，ＩＦ及ＦＣＭ检测证
实肝脏巨噬细胞、中性粒细胞浸润显著多于 ＨＦＤ组（Ｐ均＜０．０５），ＨＦＤ＋ＬＰＳ组血清中 ＩＬ１β、ＴＮＦα、
ＣＣＬ５、ＣＣＬ２、ＣＣＬ４水平显著高于ＨＦＤ组（Ｐ＜０．０５）；肝组织中ＩＬ１β、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２的蛋白和ｍＲＮＡ水平
均显著高于ＨＦＤ组（Ｐ均＜０．０５）。免疫荧光结果提示ＬＰＳ作用后肝组织中ＴＬＲ４呈现明显的细胞膜转
位，且ＴＬＲ４与巨噬细胞共定位显示，ＨＦＤ＋ＬＰＳ组巨噬细胞表面 ＴＬＲ４表达显著高于 ＨＦＤ组（Ｐ＜
０．０１）。结论　ＬＰＳ通过诱导趋化因子及促炎因子释放，募集以巨噬细胞为主的炎性细胞浸润，从而加
重ＨＦＤ小鼠ＮＡＳＨ进程；其机制可能与上调巨噬细胞表面ＴＬＲ４表达有关。
　　［关键词］　非酒精性脂肪性肝炎；高脂饲料；ＬＰＳ；趋化因子；炎症因子；ＴＬＲ４
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ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅ；Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１８７３８８３），ｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆ

Ｃｈｉｎａ（８２０００５２５），ｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＰｌａｎｏｆＳｈａｎｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ（２０１８ＷＳ０６５），ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ

ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＰｌａｎｏｆＷｅｉｆａｎｇＣｉｔｙ（２０２０ＹＸ０１１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ：ＬＩＡＮＧＳｈｕｊｕａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｌｉａｎｇｓｈｊ＠ｗｆｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ；ＣＨＥＮＧＬｉｘｉａ，

Ｅｍａｉｌ：ｗｆｎｆｍｃｌｘ＠１６３．ｃｏｍ．

　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅｓ，ＮＡＦＬＤ）是一种与胰岛素抵抗和遗传易感密
切相关的代谢应激性肝损伤，主要病理特征为肝细胞

内甘油三酯（Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）异常聚集［１］。其疾病谱

系包括：非酒精性单纯性脂肪肝（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｓｉｍｐｌｅ
ｆａｔｌｙｌｉｖｅｒ，ＮＡＦＬ）以及由其演变的非酒精性脂肪性肝
炎（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）和非酒精性脂
肪性肝硬化。近年来，随着饮食结构西方化，摄入食品

中以脂肪、糖类（蔗糖或果糖）为代表的高热量食物和

饮品所占比例明显增加，ＮＡＦＬＤ发病率也逐年递增。
ＮＡＳＨ是ＮＡＦＬＤ疾病谱中关键性的进展阶段［２］，是肝

硬化甚至肝细胞肝癌等严重致死性疾病的重要危险因

素［３］。因此，明确 ＮＡＳＨ发病机制对 ＮＡＦＬＤ治疗及
减缓恶化有重要意义。

　　相关研究指出，高脂肪和高糖饮食能够改变肠道
菌群，出现肠道菌群失调或紊乱，此时肠道内革兰阴性

菌过度生长会引起内源性内毒素（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ）释放增
加。高脂饮食通常也会引起肠黏膜屏障的破坏，由于

“肠肝轴”的存在，肠腔内的脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈｒｉｄｅｓ，
ＬＰＳ）可以通过肝门静脉进入血液循环。进入血液循
环的ＬＰＳ可导致全身炎症［４］，从而影响相应器官疾病

的发生，例如循环型 ＬＰＳ可以加重动脉粥样硬化［５］。

肝脏是ＬＰＳ进入循环前首先被累及的器官之一，已经
有研究表明，肠道菌群紊乱导致的持续性低浓度 ＬＰＳ
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在ＮＡＳＨ中起着重要作用，但相关机制尚不完全明确。
为此，本研究在高脂饮食基础上对小鼠进行低剂量

ＬＰＳ腹腔注射，进一步探讨内源性 ＬＰＳ在 ＮＡＳＨ进展
中的作用及相关机制，以期为 ＮＡＳＨ的临床治疗提供
新思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　６～８周雄性野生型 Ｂ６．ＷＴ
（Ｃ５７ＢＬ／６）小鼠（购于潍坊医学院动物实验中心，
４６只，体质量１８～２０ｇ）饲养在无特定病原体环境中，
恒温（２０±２）℃、恒湿（５０±２）％、明暗各１２ｈ，所有动
物研究根据潍坊医学院动物保护与使用委员会批准

的方案进行。

１．１．２　动物饲料　　高脂饲料（货号 ＭＤ１２０３３，供能
比：蛋白质２０％、脂肪 ６０％、碳水化合物 ２０％）购自江
苏美迪森生物医药有限公司。大小鼠繁殖饲料（供能

比：蛋白质２４．０２％、脂肪１２．９５％、碳水化合物６３．０３％）
购自北京科奥协力饲料有限公司。

１．１．３　试剂　　ＬＰＳ（０１１１∶Ｂ４）、ＯＲＯ粉末购自美国
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ；ＴＧ、ＴＣ、ＡＬＴ和 ＡＳＴ测试盒购自南京建
成生物工程研究所。用于免疫荧光（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅ，ＩＦ）检测的大鼠抗小鼠 Ｆ４／８０ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７
（Ｆ４／８０６４７）、大鼠抗小鼠 ＩｇＧ购自美国 Ａｂｃａｍ，山羊
抗大鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＦＩＴＣ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，山羊抗兔
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７购自英国 ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕ
ｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ，兔抗小鼠ＩｇＧ抗体购自美国Ｂｉｏｒｂｙｔ。用于
流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测的大鼠抗小鼠
ＣＤ１６／ＣＤ３２抗体、ＣＤ１１ｂＰＥ、Ｌｙ６ＣＦＩＴＣ、Ｌｙ６ＧＡＰＣ
均购自美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ。ＲＩＰＡ裂解液、肝组织ＴＧ检测
盒购自北京普利莱基因技术有限公司，ＢＣＡ蛋白浓度
测定试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司，小鼠 ＩＬ
１β、ＴＮＦα检测试剂盒购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，小鼠
ＣＣＬ４、ＣＣＬ５检测试剂盒购自中国 Ａｂｓｉｎ公司，小鼠
ＣＣＬ２检测试剂盒购自达科为有限公司，反转录试剂盒
购自美国 Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ｑＰＣＲ试剂盒购自美国
Ｒｏｃｈｅ公司。
１．２　方法
１．２．１　动物饲养及分组　　取 ６～８周龄的 Ｂ６．ＷＴ
雄性小鼠，分别给予正常饮食（ＮＤ组）与高脂饮食
（ＨＦＤ组），自建模开始，ＨＦＤ＋ＬＰＳ组每周１次腹腔注
射ＬＰＳ（１．２５μｇ／ｇ体质量），ＮＤ组和 ＨＦＤ组注射等
体积生理盐水，干预１０周处死小鼠，每组至少４只，实

验重复３次。
１．２．２　酶法检测血清、肝组织匀浆中 ＴＧ、ＴＣ水平　
　收集小鼠血清，依据试剂盒说明书检测 ＴＧ、ＴＣ水
平。准确称取新鲜肝脏组织，按照１ｍｇ组织加２０μＬ
裂解液，冰水浴条件下机械匀浆，根据试剂盒说明书检

测ＴＧ、ＴＣ含量，并用蛋白浓度进行校正。
１．２．３　油红Ｏ染色观察肝组织脂质沉积　　收集小
鼠新鲜肝组织，ＯＣＴ包埋后液氮快速冰冻，进行冰冻
切片，厚度５μｍ。６０％异丙醇快速固定后，ＰＢＳ冲洗，
油红Ｏ染色８ｍｉｎ，苏木精复染后用５０％甘油封片，光
学显微镜下观察并采集图像，观察肝组织脂质沉积情

况，并用ＩｍａｇｅＪ软件对其进行定量分析。
１．２．４　酶法检测血清中、肝组织中 ＡＬＴ、ＡＳＴ水平　
　收集小鼠血清；准确称取新鲜肝脏组织，按照 １ｍｇ
组织加９μＬ生理盐水，冰水浴条件下机械匀浆，取上
清。依据试剂盒说明书分别检测血清与肝脏组织中

ＡＬＴ、ＡＳＴ的水平，并用蛋白浓度进行校正。
１．２．５　ＨＥ染色观察肝脏组织炎症浸润　　末次注
射ＬＰＳ１２ｈ处死小鼠，将新鲜肝脏组织置于４％多聚
甲醛固定过夜，常规石蜡包埋后进行切片，切片厚度

５μｍ，经二甲苯及梯度酒精脱蜡水化后，用苏木精染
色５ｍｉｎ，伊红复染后封片，光学显微镜下观察并采集
图像，观察肝脏组织炎症浸润情况。同时，采用美国国

立卫生研究院ＮＡＳＨ临床研究网病理工作组指南中的
ＮＡＦＬＤ活动评分（ＮＡＦＬＤａｃｔｉｖｉｔｙｓｃｏｒｅ，ＮＡＳ）［６］对
ＮＡＳＨ的严重程度进行评估。
１．２．６　ＥＬＩＳＡ检测血清、肝组织中 ＩＬ１β、ＴＮＦα、
ＣＣＬ５、ＣＣＬ２、ＣＣＬ４水平　　末次注射ＬＰＳ６ｈ后收集
小鼠血清，检测ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２、ＣＣＬ４的水
平，操作过程严格按照说明书进行。准确称取新鲜肝

脏组织，按照１ｍｇ肝脏组织加入１０μＬ与蛋白酶抑制
剂预混的ＲＩＰＡ裂解缓冲液，冰水浴条件下机械匀浆，
１２０００×ｇ，４℃离心１０ｍｉｎ，取上清液。ＢＣＡ定量法检
测组织抽提物的蛋白浓度。选择适量肝脏组织抽提物

检测ＩＬ１β（５００μｇ）、ＴＮＦα（５００μｇ）、ＣＣＬ５（１２．５μｇ）、
ＣＣＬ２（５００μｇ）、ＣＣＬ４（５０μｇ）的水平，操作过程严格
按照说明书进行。

１．２．７　ＩＦ检测肝脏组织巨噬细胞、中性粒细胞沉积
及ＴＬＲ４蛋白表达　　将ＯＣＴ包埋的冰冻组织进行切
片，厚度为５μｍ，冷丙酮固定１０ｍｉｎ，１０％山羊血清封
闭１ｈ，用于后续检测。Ｆ４／８０ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７（１∶５０）
为直标抗体，４℃孵育过夜；大鼠抗小鼠 Ｇｒ１抗体
（１∶１００）、兔抗小鼠ＴＬＲ４抗体（１∶２００）为间标抗体，同
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时设置Ｉｓｏｔｙｐｅ组，加入各自抗体同种属、同型、同来
源、同型的免疫球蛋白作为对照，用以排除假阳性。

４℃孵育过夜后加入山羊抗大鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＦＩＴＣ
（１∶４００）室温孵育 １ｈ，ＤＡＰＩ染色 ５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后
加抗荧光淬灭剂封片，置于荧光显微镜下观察。

１．２．８　ＲＴｑＰＣＲ检测肝脏中ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２、
ＣＣＬ４ｍＲＮＡ水平　　采用 ＲＴｑＰＣＲ检测相关基因
ｍＲＮＡ表达。利用 ＴＲＩｚｏｌ氯仿法提取小鼠肝脏组织
ＲＮＡ，测定ＲＮＡ浓度及纯度。以５μｇＲＮＡ进行反转
录，反应体系为２０μＬ。取２μＬ反转录产物ｃＤＮＡ进行
检测，引物序列由上海铂尚生物技术有限公司合成

（见表１），总反应体系为２０μＬ，以ＧＡＰＤＨ作为内参，
通过 ２－ΔΔＣｔ分析 ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＣＣＬ２、ＣＣＬ５、ＣＣＬ４的
ｍＲＮＡ水平变化。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列

基因 序列（５′→３′） 产物长度／ｂｐ

ＩＬ１β 正义 ＧＡＣＧＧＡＣＣＣＣＡＡＡＡＧＡＴＧＡＡ ２８３

反义 ＡＴＧＧＧＡＡＣＧＴＣＡＣＡＣＡＣＣＡＧ

ＩＬ８ 正义 ＡＧＡＴＡＣＣＧＣＣＡＣＧＴＴＣＴＧＡＣ ２５２

反义 ＧＡＡＡＴＧＧＡＧＡＧＧＣＡＴＣＣＧＧ

ＴＮＦα 正义 ＣＡＧＧＣＧＧＴＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＣ ８８

反义 ＣＧＡＴＣＡＣＣＣＣＧＡＡＧＴＴＣＡＧＴＡＧ

ＣＣＬ５ 正义 ＧＣＴＣＣＡＡＴＣＴＴＧＣＡＧＴＣＧＴＧ ２４２

反义 ＧＡＧＣＡＧＣＴＧＡＧＡＴＧＣＣＣＡＴＴ

ＣＣＬ２ 正义 ＧＡＣＣＣＧＴＡＡＡＴＣＴＧＡＡＧＣＴＡＡＴＧＣ １１７

反义 ＡＡＴＴＡＡＧＧＣＡＴＣＡＣＡＧＴＣＣＧＡＧＴＣ

ＣＣＬ４ 正义 ＣＣＡＧＧＧＴＴＣＴＣＡＧＣＡＣＣＡＡＴ １２２

反义 ＴＴＧＧＡＧＣＡＡＡＧＡＣＴＧＣＴＧＧＴ

ＧＡＰＤＨ 正义 ＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡ １３１

反义 ＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＧＡＧ

１．２．９　ＦＣＭ检测小鼠肝脏单个核细胞中的巨噬细胞
及中性粒细胞　　２００目尼龙网上低温研磨新鲜肝脏

组织，离心去除杂质及肝实质细胞，通过红细胞裂解液

去除红细胞，４０％Ｐｅｒｃｏｌｌ梯度分层，８００×ｇ离心
２５ｍｉｎ，升速５、降速 ０，以收集肝脏单个核细胞，进行
计数。取１×１０６个细胞，加入抗小鼠ＣＤ１６／ＣＤ３２抗体
１μＬ封闭 １５ｍｉｎ，加入相应细胞群的检测抗体：
ＣＤ１１ｂＰＥ、Ｌｙ６ＣＦＩＴＣ抗体标记巨噬细胞；ＣＤ１１ｂＰＥ、
Ｌｙ６ＧＡＰＣ抗体标记中性粒细胞。避光染色 ３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤细胞后，用 ＦＣＭｂｕｆｆｅｒ重悬细胞经２００目尼
龙网过滤，经流式细胞仪检测。

１．３　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０．１统计软件进行分析，
计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间均数采用 ｔ检验，以 Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＰＳ联合 ＨＦＤ对血清中脂代谢指标 ＴＧ、ＴＣ水
平的影响

　　建模 ４周后，动态检测模型小鼠血清 ＴＧ、ＴＣ水
平，每次均选择在 ＬＰＳ注射前采样。结果显示：建模
４周开始，ＨＦＤ组小鼠血清 ＴＧ（Ｐ＜０．０５，图 １Ａ）、ＴＣ
（Ｐ＜０．０５，图 １Ｂ）水平升高，显著高于 ＮＤ组，提示建
立的模型成功。随后比较ＨＦＤ组与同期ＨＦＤ＋ＬＰＳ组
小鼠以上指标差异，结果显示，两组小鼠 ＴＧ、ＴＣ水平
无明显差异（Ｐ＞０．０５）。
２．２　ＬＰＳ联合ＨＦＤ对小鼠肝内脂质沉积的影响
　　干预１０周，处死小鼠，油红Ｏ染色检测肝组织内脂
质沉积，ＨＦＤ＋ＬＰＳ组小鼠肝内脂滴沉积明显高于ＨＦＤ
组（图２Ａ）。ＩｍａｇｅＪ定量分析，ＨＦＤ＋ＬＰＳ组小鼠肝脏
脂质沉积面积（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｂ）与平均脂滴大小（Ｐ＜
０．００１，图２Ｃ）皆高于ＨＦＤ组。检测各组小鼠肝内ＴＧ、
ＴＣ水平，ＨＦＤ＋ＬＰＳ组肝内ＴＧ（Ｐ＜０．０１，图２Ｄ）、ＴＣ（Ｐ＜
０．０１，图２Ｅ）水平显著高于ＨＦＤ组。以上提示，ＬＰＳ加
重ＨＦＤ诱导的ＮＡＳＨ小鼠肝组织内脂质沉积。
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图２　各组小鼠肝脏组织油红Ｏ染色观察结果及ＴＧ、ＴＣ水平定量分析　（ＮＤ组ｎ＝８，ＨＦＤ与ＨＦＤ＋ＬＰＳ组ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

２．３　ＬＰＳ联合ＨＦＤ加重小鼠肝内炎症浸润
　　ＨＥ染色观察结果表明，单纯 ＨＦＤ组肝脏组织结
构紊乱，出现明显空泡样变，存在少量的炎性因子浸

润，ＨＦＤ＋ＬＰＳ组肝脏组织脂肪样变及炎症细胞浸润皆
显著高于ＨＦＤ组（图３Ａ）；ＨＦＤ＋ＬＰＳ组的肝组织ＮＡＳ
评分（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）及肝脏内单个核细胞计数均显
著高于 ＨＦＤ组（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｃ），提示 ＬＰＳ加重了
ＨＦＤ诱导的小鼠肝内炎症反应。但是，ＨＦＤ＋ＬＰＳ组
小鼠血清、肝组织 ＡＳＴ、ＡＬＴ水平与 ＨＦＤ组无明显差
异（Ｐ＞０．０５，图３Ｄ～Ｇ），提示在 ＮＡＳＨ早期，ＬＰＳ并未
造成明显的肝脏损伤。

２．４　ＬＰＳ联合 ＨＦＤ促进小鼠肝内巨噬细胞、中性粒
细胞浸润

　　采用ＩＦ技术观察小鼠肝脏组织原位巨噬细胞、中

性粒细胞炎性浸润情况。结果显示，ＨＦＤ组肝脏组织
中巨噬细胞（Ｆ４／８０＋）浸润明显多于 ＮＤ组，但中性粒
细胞（Ｇｒ１＋）无明显差异；ＨＦＤ＋ＬＰＳ组小鼠肝脏组织
中性粒细胞（Ｇｒ１＋）、巨噬细胞（Ｆ４／８０＋）浸润显著高
于ＨＦＤ组（图 ４、５）。同时，采用 ＦＣＭ技术检测肝脏
中浸润的巨噬细胞和中性粒细胞情况，结果显示，ＨＦＤ
组肝脏单个核细胞中 ＣＤ１１ｂ＋Ｌｙ６Ｃ＋巨噬细胞、ＣＤ１１ｂ＋

Ｌｙ６Ｃｈｉ单核细胞比例显著高于 ＮＤ组，但 ＣＤ１１ｂ＋

Ｌｙ６Ｇ＋中性粒细胞无显著性差异。而 ＨＦＤ联合 ＬＰＳ
后 ＣＤ１１ｂ＋Ｌｙ６Ｇ＋中性粒细胞（Ｐ＜０．０００１，图 ４）、
ＣＤ１１ｂ＋Ｌｙ６Ｃ＋巨噬细胞（Ｐ＜０．００１，图 ５）、ＣＤ１１ｂ＋

Ｌｙ６Ｃｈｉ单核细胞（Ｐ＜０．０００１，图５）显著高于 ＨＦＤ组。
提示ＬＰＳ存在导致以巨噬细胞为主的炎性细胞被募集
至肝脏，可能是加重ＨＦＤ所致ＮＡＳＨ的重要因素。

７２４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２２）



２．５　ＬＰＳ联合 ＨＦＤ升高小鼠血清 ＩＬ１β、ＴＮＦα、
ＣＣＬ５、ＣＣＬ２、ＣＣＬ４水平

　　ＩＬ１β、ＴＮＦα被认为是ＮＡＳＨ进展的主要细胞因
子，检测结果显示：ＨＦＤ＋ＬＰＳ组血清 ＩＬ１β（Ｐ＜０．０５，
图６Ａ）、ＴＮＦα（Ｐ＜０．００１，图 ６Ｂ）水平显著高于 ＨＦＤ
组，其中ＩＬ１β变化较为显著。趋化因子作为继发性
炎症因子，可促进单核巨噬细胞募集。检测与巨噬细

胞趋化相关因子 ＣＣＬ５、ＣＣＬ４、ＣＣＬ２的结果显示：ＨＦＤ
＋ＬＰＳ组血清ＣＣＬ５（Ｐ＜０．００１，图６Ｃ）、ＣＣＬ２（Ｐ＜０．０００１，
图６Ｄ）、ＣＣＬ４（Ｐ＜０．０１，图６Ｅ）水平高于ＨＦＤ组，其中
ＣＣＬ５、ＣＣＬ２变化更为明显。以上提示低水平 ＬＰＳ主
要影响ＩＬ１β、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２加重全身炎症水平，从而进
一步促进ＮＡＳＨ发展。
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图３　各组小鼠肝脏病理学观察及血清、肝脏组织ＡＬＴ、ＡＳＴ水平对比　（ＮＤ组ｎ＝８，ＨＦＤ与ＨＦＤ＋ＬＰＳ组ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
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２．６　ＬＰＳ联合ＨＦＤ上调小鼠肝内ＩＬ１β、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２
ｍＲＮＡ表达

　　采用ＲＴｑＰＣＲ检测小鼠肝脏组织内相关炎性和
趋化性因子表达，结果显示：ＨＦＤ＋ＬＰＳ组肝内 ＩＬ１β
（Ｐ＜０．０５，图 ７Ａ）ｍＲＮＡ水平高于 ＨＦＤ组，而 ＴＮＦα
ｍＲＮＡ无明显差异（Ｐ＞０．０５，图 ７Ｂ）。ＨＦＤ＋ＬＰＳ组
ＣＣＬ５（Ｐ＜０．００１，图７Ｃ）、ＣＣＬ２（Ｐ＜０．０５，图７Ｄ）ｍＲＮＡ
水平显著高于 ＨＦＤ组，ＣＣＬ４ｍＲＮＡ无明显差异（Ｐ＞
０．０５，图７Ｅ）。

２．７　ＬＰＳ联合ＨＦＤ促进小鼠肝内ＩＬ１β、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２
蛋白表达

　　采用ＥＬＩＳＡ检测肝脏组织提取物中趋化因子和
炎症性因子的水平。结果显示：ＨＦＤ＋ＬＰＳ组肝组织
ＩＬ１β（Ｐ＜０．０５，图８Ａ）、ＣＣＬ５（Ｐ＜０．０５，图８Ｃ）、ＣＣＬ２
（Ｐ＜０．０５，图 ８Ｄ）水平高于 ＨＦＤ组，但 ＴＮＦα、ＣＣＬ４
无显著性差异（Ｐ＞０．０５，图 ８Ｂ、８Ｅ），这结果与 ｍＲＮＡ
分析结果相一致。综上结果提示，ＬＰＳ增加ＨＦＤ小鼠
肝内炎症因子水平。
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Ａ：ＩＬ１β；Ｂ：ＴＮＦα；Ｃ：ＣＣＬ５；Ｄ：ＣＣＬ２；Ｅ：ＣＣＬ４；ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０００１，ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＨＦＤ组比较

图６　小鼠血清ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２、ＣＣＬ４水平　（ＮＤ组ｎ＝８，ＨＦＤ与ＨＦＤ＋ＬＰＳ组ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
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１：ＮＤ组；２：ＨＦＤ组；３：ＨＦＤ＋ＬＰＳ组
Ａ：ＩＬ１β；Ｂ：ＴＮＦα；Ｃ：ＣＣＬ５；Ｄ：ＣＣＬ２；Ｅ：ＣＣＬ４；ａ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．００１，ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＨＦＤ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＤ组比较

图７　ＲＴｑＰＣＲ检测各组小鼠肝脏组织中ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２、ＣＣＬ４ｍＲＮＡ表达　（ＮＤ组ｎ＝８，ＨＦＤ与ＨＦＤ＋ＬＰＳ组
ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
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１：ＮＤ组；２：ＨＦＤ组；３：ＨＦＤ＋ＬＰＳ组
Ａ：ＩＬ１β；Ｂ：ＴＮＦα；Ｃ：ＣＣＬ５；Ｄ：ＣＣＬ２；Ｅ：ＣＣＬ４；ａ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＨＦＤ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＤ组比较

图８　ＥＬＩＳＡ检测小鼠肝脏抽提物ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＣＣＬ５、ＣＣＬ２、ＣＣＬ４表达水平　（ＮＤ组ｎ＝８，ＨＦＤ与ＨＦＤ＋ＬＰＳ组ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

２．８　ＬＰＳ联合ＨＦＤ诱导小鼠肝脏巨噬细胞表达高水
平的膜型ＴＬＲ４

　　ＴＬＲ４是ＬＰＳ作用的重要受体，为了深入探讨ＬＰＳ
诱导小鼠表达高水平炎症相关因子的机制，检测了肝

脏组织中ＴＬＲ４表达水平。结果显示：ＨＦＤ小鼠肝脏
组织中ＴＬＲ４蛋白主要表达于细胞内，水平高于ＮＤ组
（Ｐ＜０．０１）；ＬＰＳ联合ＨＦＤ作用后ＴＬＲ４水平高于ＨＦＤ

组（Ｐ＜０．０５），并出现明显的由细胞质向细胞膜的转位
现象。此外，ＴＬＲ４与 Ｆ４／８０共定位染色结果显示，与
ＨＦＤ小鼠相比，ＨＦＤ＋ＬＰＳ组小鼠肝脏巨噬细胞表达
ＴＬＲ４蛋白水平升高（Ｐ＜０．０１，图９），提示ＬＰＳ诱导的
炎症因子释放和炎症浸润增加可能与上调巨噬细胞表

达ＴＬＲ４有关，这一机制可能在 ＮＡＳＨ过程中发挥重
要作用。

１３４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２２）
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３　讨论

　　由于ＮＡＦＬＤ发病机制的复杂性，ＮＡＳＨ的发病并
非单一因素作用的结果。包括神经内分泌、免疫炎症

网络在内的“多重打击”理论，较准确地概括了从脂肪

变性到ＮＡＳＨ进展背后的病理生理因素［３］。高脂饮

食作为第一次打击诱发了胰岛素抵抗与脂质沉积，线

粒体功能障碍、内质网应激、炎症激活、肠道菌群、脂肪

组织功能障碍、铁超载等因素导致第二次打击，脂肪变

的肝细胞发生炎症、坏死、纤维化／硬化。已有研究［７］

表明，ＮＡＳＨ患者小肠内细菌过度繁殖是造成患者体
内ＬＰＳ水平增高的主要原因。这些研究支持 ＬＰＳ与
ＮＡＳＨ发展密切相关，但相关机制尚不明确。
　　为探讨低水平 ＬＰＳ对 ＮＡＳＨ的影响及其相关机
制，本研究利用高脂饲料饲喂小鼠，建立 ＮＡＳＨ模型，
并长期腹腔注射低剂量 ＬＰＳ。结果显示，低水平 ＬＰＳ
加剧ＮＡＳＨ小鼠肝组织内脂质沉积，出现大量脂滴空
泡融合及明显的肝细胞气球样变。肝组织 ＨＥ染色表
明ＬＰＳ明显促进肝内炎性浸润，这些数据均支持 ＬＰＳ
在ＮＡＳＨ发生发展中发挥了重要作用。但 ＨＦＤ＋ＬＰＳ
组血清和肝组织内ＡＬＴ、ＡＳＴ水平与ＨＦＤ组无显著差
异，可能的原因是此阶段肝细胞损伤不明显，仍然处于

早期炎细胞浸润反应，这与非酒精性脂肪性肝病防治

指南［８］（２０１８版）认为的血清 ＡＬＴ正常并不意味着无
肝组织炎症损伤相一致。近年来，越来越多的研究指

出，巨噬细胞、中性粒细胞募集在多种慢性肝脏疾病中

发挥作用［９］。肝内固有免疫细胞亚群变化参与影响

脂代谢紊乱的关键过程［１０］，关注ＬＰＳ诱导的固有免疫
紊乱对肝脏脂肪代谢的影响具有重要意义。据此，本

研究采用ＩＦ原位观察小鼠肝脏内巨噬细胞、中性粒细
胞浸润情况，发现 ＨＦＤ＋ＬＰＳ组小鼠肝脏原位巨噬细
胞、中性粒细胞浸润显著多于 ＨＦＤ组。同时，ＦＣＭ结
果显示，ＨＦＤ＋ＬＰＳ组小鼠肝脏内巨噬细胞与中性粒细
胞比例均明显增多。据此推断循环中的巨噬细胞与中

性粒细胞由于内毒素作用被募集至肝血窦进而影响脂

肪代谢过程。研究表明，ＣＤ１１ｂ＋Ｌｙ６Ｃ＋中 Ｌｙ６Ｃｈｉ细胞
群可分化为组织炎症巨噬细胞，是造成肝脏细胞损

伤的浸润性巨噬细胞的前体细胞，表达炎症趋化因

子受体、模式识别受体与细胞因子［１１］。ＬＰＳ联合
ＨＦＤ刺激，小鼠肝脏内 ＣＤ１１ｂ＋Ｌｙ６Ｃｈｉ细胞比例显著
高于 ＨＦＤ组，这提示 ＬＰＳ诱导 ＮＡＳＨ肝脏中促炎性
巨噬细胞增加。

　　趋化因子在募集免疫细胞向组织浸润过程中发挥

关键作用，系由上游炎症介质如ＩＬ１或ＴＮＦ诱导产生
的继发性炎症介质［１２］。临床资料显示，ＮＡＳＨ患者体
内ＣＣＬ２、ＣＣＬ４、ＣＣＬ５等水平高于健康人群［１３］。对趋

化因子与 ＮＡＦＬＤ关系的分析提示，ＣＣＬ２、ＣＣＬ４浓度
升高与ＮＡＦＬ或 ＮＡＳＨ密切有关［１４］。游离脂肪酸的

增加和ＴＬＲｓ的激活通过ＮＦκＢ促进ＣＣＬ２的产生，从
而趋化单核细胞造成肝脏损伤［１５］。而肝细胞产生的

ＣＣＬ５能够促进 ＮＡＦＬＤ发生肝纤维化［１６］。综合以上

结果，说明ＬＰＳ导致ＨＦＤ小鼠全身及肝组织内炎症因
子及趋化因子水平升高。由此推测，ＬＰＳ可能主要通
过诱导ＩＬ１

!

、ＣＣＬ２、ＣＣＬ５高表达，导致炎症反应加重
进而促进疾病进展。但是，以上炎症和趋化因子的细

胞来源仍需进一步确认。

　　ＴＬＲ４是 ＬＰＳ触发巨噬细胞免疫应答的关键受
体［１７］，ＬＰＳ触发ＴＬＲ４后将刺激巨噬细胞分泌大量炎
症因子［１８］，因而在炎症反应中扮演重要角色。研究表

明，ＮＡＳＨ和ＮＡＦＬ患者肝组织中ＴＬＲ４＋巨噬细胞水平
升高，且与 ＬＰＳ水平呈正相关，提示 ＬＰＳ可能活化
ＴＬＲ４＋巨噬细胞诱导炎症反应［１９］。本研究结果显示：

ＨＦＤ＋ＬＰＳ组小鼠肝脏中巨噬细胞浸润数量、肝脏中
ＴＬＲ４表达水平皆显著高于ＨＦＤ组。利用免疫荧光共
定位分析证实，ＨＦＤ＋ＬＰＳ组小鼠肝脏内巨噬细胞与
ＴＬＲ４呈现共定位模式，且 ＴＬＲ４出现明显的由细胞质
向细胞膜的转位。综合以上数据，本研究提示 ＬＰＳ不
仅能够通过增加肝脏内巨噬细胞浸润，还能通过上调

巨噬细胞表面 ＴＬＲ４的表达，导致炎性和趋化性因子
释放增加，从而加剧肝内脂代谢相关炎症损伤，促进

ＮＡＳＨ进程。靶向ＬＰＳ激发的促进ＮＡＳＨ相关机制将
为临床该类疾病的预防和治疗提供有力依据和潜在靶

点；同时这一问题背后的深入机制仍需要进一步研究

予以解析。
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