
一 576 一  重庆医科大学学报 2016年第 41卷第6期 (Journal of Chongqing Medical University 2016．Vo1．41 No．6) 

蚓 DOI：10．13406~．cnki．cyxb．000993 

P38丝裂原活化蛋白激酶在大鼠非酒精性脂肪肝中的作用 
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【摘 要】目的：观察 P38丝裂原活化蛋白激酶(p38 mitogen activated protein kinase，P38MAPK)在大鼠非酒精性脂肪肝 nonaleo— 

holic fatty liver disease，NAFLD)中的表达以及对炎症反应的影响，探讨 P38MAPK信号转导通路在NAFLD中的作用。方法：清 

洁级成年雄性sD大鼠36只。随机分为对照组、高糖模型组和SB203580干预组，每组 12只。高糖模型组大鼠经高糖饮食 12周 

造成非酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis，NASH)模型；SB203580干预组大鼠在给予高糖饮食的同时并每周腹腔注 

射 1次SB203580；12周后处死，留取标本。观察各组肝组织病理学形态，测定血清生化、肝指数、胰岛素抵抗和肝匀浆中炎症因 

子的含量，免疫印迹法测定肝中p38MAPK、P—p38MAPK的表达。结果：与对照组比较，高糖模型组肝组织病理学显示肝脂肪变 

性明显，血清中丙氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase，ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶(aspertate aminotransferase，AST)、葡 

萄糖(glucose，Glu)、胆固醇(cholesterol，CHO)、甘油酯(triglyceride，TG)明显升高，肝指数、胰岛素抵抗评估和肝匀浆中肿瘤坏 

死因子一ot(rumor necrosis factor一 ，TNF一0【)和白介素(Interleukin，IL)一6均明显升高；SB203580干预组上述指标较高糖模型组 

明显减轻。与对照组比较，高糖模型组大鼠肝组织 P—P38MAPK表达明显增加；与高糖模型组比较，SB203580干预组 P— 

P38MAPK表达明显降低。各组大鼠 P38MAPK表达无统计学意义。结论 ：P38MAPK信号转导通路参与了大鼠 NAFLD中炎症因 

子的调控．在 NASH中起着重要作用 ，对 P38MAPK的抑制可成为干预 NAFLD的潜在有效手段。 
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Effects of p38 mitogen—activated protein kinase in rats 

with nonalcoholic fatty liver disease 

Hart Ran ，zeng Xiangmei1 Wu Xiaolin2 

(J．Department of Gastroenterology，Guizhou A erospace Hospital；2．Department of Digestive Internal Medicine， 

the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To observe the influence of p38 mitogen—activated protein kinase(P38MAPK)signal transduction pathway on the 

inflammatory reaction and to explore the role of P38MAPK in nonalcoholic fatty liver disease(NAFLD)．Methods：Totally 36 healthy 

adult male SD rats were randomly divided into three equal groups：normal control group，high sugar model group and SB203580 pre— 

treatment group．Rats in high sugar model group were administered with high-carbohydrate diet for 12 weeks；rats in SB203580 group 

was administered with high-carbohydrate diet for 12 weeks and injected via abdominal cavity weekly．At the 12 weeks，rats were 

sacrificed，and pathological changes of the liver tissue were examined with light microscope．Serum biochemistry ，liver index，insulin 

resistance and inflammatory factor expression levels of liver homogenate were examined．P38MAPK and phospho—p38MAPK(p- 

P38MAPK)expression condition were determined by Western blot．Results：Compared with those in normal control group，the ob- 

vious hepatic steatosis was observed in high sugar model group and alanine aminotransferase，aspertate aminotransferase，glucose， 

cholesterol，triglyceride in the serum，liver index，insulin resistance and tumor necrosis faetor-o~，interleukin-6 of liver homogenate were 

increased obviously in high sugar model group．Compared with those in high sugar model group，those indexes were improved in 

SB203580 pretreated group．The expression levels of P-P38MAPK in liver tissues were significantly higher in high sugar model 

group than in control group and the expression of p-p38MAPK were reduced significantly in SB203580一group than in high sugar 

model group．There was no difference in P38MAPK expression among three groups．Conclusion：P38MAPK signal transaction path 
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participates in cytokines releasion process and plays an impor- 

tant role in NASH． Inhibition of P38MAPK activity has the po- 

tential as an effective therapeutic strategy in interventions of 

NAFLD． 

【Key words]nonalcoholic fatty liverdisease；high sugar；p38 mito- 

gen activated protein kinase(P38MAPK)；inflammatory reaction 
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非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 

disease．NAFLD)是一系列除外酒精和其他明确损 

肝因素所致的、以肝实质细胞脂肪堆积为主要特征 

的疾病，可发展为肝纤维化，甚至导致肝硬化、肝细胞 

癌(hepatocellular carcinoma。HCC)或肝功能衰竭等 

终末期肝病f】1。目前，随着人们生活方式 ，NAFLD己 

成为严重影响人类健康的常见病、其发病率呈逐年 

升高的趋势。在发达国家已成为最常见肝脏疾病[21， 

但其具体发病机制至今尚未完全阐明。NAFLD发 

病机制中，广为接受的是 “二次打击”学说。胰岛素 

抵抗(insulin resistance，IR)被认为是 NAFLD和代 

谢综合征的中心环节[31。炎症细胞因子是影响胰岛素 

敏感『生的重要因素 。近来研究发现，NAFLD和代谢 

综合征患者体内炎症细胞因子的水平均发生显著变 

化 ．同时也有研究证实炎症细胞因子参与 NAFLD 

疾病的发生与发展阎。大量研究己证实p38MAPK信 

号通路涉及了类风湿性关节炎 、早老性痴呆、病毒 

性肝炎、急性肺损伤以及炎性肠病等多种疾病的发 

病机理_9_l 1．但 P38丝裂原活化蛋白激酶(p38 mito— 

gen activated protein kinase。P38MAPK)信号通路在 

高糖诱导的动物 NAFLD中的作用尚不清楚。本实 

验拟用高糖复制大鼠NASH模型，观察肝病理、血清 

生化、炎性介质和 P38MAPK信号通路等指标的变 

化以及采用 P38MAPK抑制剂 SB203580干预后对 

其产生的影响。探讨 P38MAPK信号通路在NASH 

中的作用，为临床上NAFLD的防治提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

健康、雄性、清洁级成年 sD大鼠，由贵阳医学院动物实 

验中心提供，体质量为(120±20)g。实验动物被安置在 12 h 

的光线与黑暗循环交替的温度控制的环境。按实验室标准自 

由地随意饮食和水。实验由贵阳医学院动物管理与使用委员 

会批准，并遵照实验动物管理与使用指南进行。 

1．2 试剂与仪器 

高糖购于 Sigma—Aldrich(St．Louis，MO)。肿瘤坏死因子一 

(tumor necrosis factor一0【，TNF一0【)、白介素 (Interleukin，IL)一 

1B和 IL一6酶联免疫法试剂盒购于武汉三鹰生物技术有限 

公司。考马斯亮蓝法蛋白测定试剂盒购于南京建成生物工程 

研究所。Polink一2plus免疫组化检测试剂盒购于北京中杉金桥 

生物技术有限公司，SB203580购于美国 Promega公司，兔抗 

P38MAPK，P-P38MAPK购于美国Cell Signaling Technology。山 

羊抗 p—actin多克隆抗体购于美国 Santa C／3．1Z公司。蛋白电 

泳仪(美国Bio—Rad公司)，3K30型高速冷冻离心机(德国 

Sigma公司)，电子分析天平(北京赛多利斯电子天平有限公 

司)、SHHW 电热恒温三用水浴锅(北京永光明医疗仪器厂)、 

Model 550型酶标仪(美国BIO—Tek公司)、全自动生化分析 

仪 au5400(日本 Olympus)。 

1．3 动物模型和分组 

将实验动物随机分为 3组，每组为 l2只。对照组：普通 

饮食 12周，普通饲料热量组成为：碳水化合物、脂肪、蛋白质 

分别占65．5％、10．3％和24．2％。高糖模型组：高糖饮食 12周， 

高糖饲料热量组成为：80％普通饲料加 20％蔗糖 ，碳水化合 

物、脂肪、蛋白质分别占总热量的76．5％、17％和6．5％。SB203580 

干预组：高糖饮食 12周．每周给予腹腔注射 SB203580(5 mg／ 

kg，溶于 5 mg／ml二甲基亚砜(DMSO)次／周)。在造模 12周将 

大鼠用 2％戊巴比妥钠(45 mg／kg)腹腔注射，麻醉后下腔静 

脉放血处死大鼠。 

1．4 病理学检测 

将大鼠肝组织取 出后 。迅速予冰生理盐水进行漂洗 ，去 

血液。用滤纸拭干 ，予 4％多聚甲醛溶液进行固定，固定 48 h 

后 ，脱水，石蜡内予包埋，HE染色。光镜下观察肝组织的病理 

改变，进行照相。 

1．5 血清血生化检测 

处死大鼠后 ，经下腔静脉收集血液，取血 2 ml后 ，待其 

自行凝固见有血清析出时 2 000 r／rain X 10 min离心．分离出 

血清。采用全自动生化分析仪检测各组丙氨酸氨基转移酶 

(alanine aminotransferase，ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶 as— 

pertate aminotransferase，AST)、葡萄糖(glucose，Glu)、胆固醇 

(cholesterol，CHO)、甘油酯(triglyceride，TG)，并计算胰岛素 

抵抗指数(homeostosis model—insulin resistance，HOMA—IR)。 

1．6 肝 指数 测定 

实验结束处死动物时称体质量、肝湿重。肝重指数=肝重／ 

体质量。 

1．7 肝匀浆TNF一仅、IL一6检测 

采用放免法检测肝匀浆TNF— 、IL一6水平，将肝匀浆标 

本严格按试剂盒说明书进行操作，使用波长450 nm酶标仪， 

测定光密度。根据标准曲线测出各组上清液中 IL一6、TNF— 

浓度。 

1．8 Western blot测定肝组织 P38MAPK蛋白表达 

取 100 mg肝组织，加 2 ml单去污剂细胞裂解液，冰浴 

内匀浆。离心后取上清，即为肝裂解物。用考马斯亮蓝法检测 

各组裂解物蛋白浓度后行免疫印迹检测。分别采用兔抗 

p38MAPK、P—P38MAPK单克隆抗体作为第一抗体，一抗的稀 

释比例均为 1：1 000。用 Quantity one ChemiDocXRS图像采集 

系统及分析软件对蛋白条带进行分析处理。 

1．9 统计学处理 

所有数据采用 SPSS 16．0软件进行统计学处理。计量资 

料均以均数 4-标准差 (x±s)表示，采用单因素方差分析推 

断组间差异，组间两两比较采用 Dunnett—t检验，方差不齐 

用非参数检验 ，检验水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 肝组织病理学检查 

见图 1。对照组光镜下观察，肝小叶结构清楚 ，肝索排列 

规则且以中心静脉放射排列，未见明显肝脂肪变。高糖模型 
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3 讨 论 

临床上已有很多大规模回顾性临床病例分析 

数据显示．NAFLD的患者血脂以TG升高为主，苏 

琳【 21等的研究证实 ，高脂饮食模型以胆固醇升高为 

主，高糖饮食模型以TG升高为主，说明不同的饮食 

结构会对血脂的成分构成不同的影响，而我国饮食 

主要以高糖为主，故在我国研究血脂与 NAFLD的 

关系应以高糖饮食模型为佳，在本实验研究结果中， 

动物造模无 1例死亡 ．与对照组相比，在高糖模型 

组中采用高糖饮食后出现了一系列病理改变，包括 

血清生化改变、肝指数、IR评估和镜下显微结构的 

明显改变，这些改变较好的模拟了临床上 NAFLD变 

化；在血清生化方面 ALT、AST、GLU、CHO、TG明显 

升高，肝指数和 IR评估均明显升高，同时病理改变 

显示明显的脂肪变，这能够说明成功建立了高糖诱 

导的NASH模型。 

TNF一仅、IL一6是作为重要的致炎细胞因子，在 

以往研究证实，NAFLD患者存在脂肪组织和肝脏的 

天然免疫功能紊乱，脂肪组织和肝脏聚集了异常增 

多的巨噬细胞『l31。后者是炎症细胞因子的重要来源； 

另外脂肪细胞和肝细胞也可分泌 TNF—OL、IL一6，后者 

又可介导巨噬细胞浸润I14J。本实验研究发现，在高糖 

模型组中肝匀浆中炎症因子 TNF一0【和 IL一6大量 

表达，明显高于对照组，这提示 TNF一 和 IL一6可以 

作为NAFLD病变程度的指标。 

在NAFLD发病机制中，涉及多种信号转导通 

路 ，至今尚未完全明了。P38MAPK是信号转导通路 

的重要成员之一。P38MAPK主要被促炎因子(TNF一 

和 IL一6)、应激刺激(紫外线、过氧化氢、热损伤、 

高渗透性损伤)、脂多糖、蛋白合成抑制剂、细菌病 

原体及其产物等激活。P38MAPK被激活后可进入 

到细胞核或转移到其他部位，主要参与应激条件下 

细胞的免疫调节、炎症反应和细胞凋亡过程 5]。 

SB203580属吡啶咪唑衍生物，分子量为377．43， 

分子式为 C21H16FN3OS．可以通透细胞 ．能与 p38 

底物竞争结合而选择性抑制p38MAPK的活性，从而 

抑制炎I生细胞因子的产生t 61。本研究发现，p38MAPK 

抑制剂 SB203580明显减少了肝组织 p-p38MAPK 

的表达．明显减少了高糖模型组大鼠血清生化ALT、 

AST、GLU、CHO、TG水平，减轻 IR，并减轻肝组织脂 

肪变．说明 SB203580对高糖诱导的NAFLD有较好 

的保护作用；同时 SB203580明显降低高糖模型组 

大鼠肝组织中的TNF—o【和IL-6水平，表明高糖诱导 

的 NASH中．p38MAPK磷酸化参与了炎症 因子的 

表达，促进了肝脂肪变。 

研究表明，外界刺激可以通过保守的三级激酶 

级联 MAPKKK—MAPKK—MAPK启动细胞内信号 

传递系统 ，介导蛋白酪氨酸激酶、ERK和p38丝 

裂原活化蛋白激酶的激活。活化转录因子(AFI'2、NF— 

KB、ELK一1、AP—l、CREB)等，促使效应细胞表达、合 

成和释放TNF一仅、IL一113、IL一6、IL一8等多种炎性细 

胞因子和花生四烯酸代谢产物，参与炎症过程_l81。本 

研究表明，高糖诱导的 NASH能激活肝组织细胞的 

P38MAPK，然后作用于各 自的底物 ，影响多种转录 

因子的活性 ，从而调节包括 TNF一0【、IL一6等多种细 

胞因子的释放。 

本研究结果显示，高糖诱导的 NASH中，p38 

MAPK磷酸化 明显增加 ，运用 p38MAPK抑制剂 

SB203580显著抑制P38MAPK的磷酸化表达。下调 

肝组织的炎症因子 TNF一0【和 IL．6水平，减轻肝组织 

脂肪变，对高糖诱导的NASH有显著的保护作用，表 

明p38MAPK通路活化介导了炎症因子的产生，促 

进了NAFLD的发生和发展 。对 p38MAPK的抑制可 

能成为 NAFLD潜在有效的治疗手段 
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AG490通过JAK2／STAT3信号通路对肝癌细胞裸鼠 

移植瘤的抑制作用及机制 

赵冀安 ，穆秀娥 ，董 梁。，孙会凤 ，周小慧 ，朱俊青 ，李增宁 

(河北医科大学第一医院 1．肝胆外科；2．心外科；3．医务处；4．临床营养科，河北 050013) 

【摘 要】目的：探讨JAK2／STAT3信号通路在AG490干预下对人肝细胞癌裸鼠移植瘤生长、凋亡的影响以及与相关基因表达 

之间的关系。方法：建立人肝癌细胞裸鼠移植瘤模型，将 BALB／C—nu裸鼠随机平均分成 3组，按照实验设计分为对照组(生理盐 

水)、低浓度 AG490组(浓度 4 mg／kg的 AG490)、高浓度 AG490组(浓度为 8 mg／kg的 AG490)，而后按照实验设计分别给予生 

理盐水或 AG490处理裸鼠。观察期间记录各组裸鼠体质量、瘤重、肿瘤体积、计算肿瘤生长抑制率；通过流式细胞法检测细胞周 

期变化和凋亡情况；蛋 白质印迹法检测细胞中p-JAK2、JAK2、p-STAT3、STAT3、MMP一2、Bcl一2、Bcl—xl及 Bax蛋白表达的变化： 

免疫组织化学检测移植瘤组织中p-JAK2和p-STAT3蛋白表达。结果：实验组裸鼠瘤重、肿瘤体积均小于对照组，抑瘤率高于 

对照组 ，差异均具有统计学意义(P<0．05)。流式细胞分析结果显示低浓度 AG490组(73．98±0．90)％、高浓度 AG490组(81．39士 

1．66)％的细胞周期 G0／G1期较对照组(59．30±1．13)％明显增加(P<0．05)，同样低浓度 AG490组(33．32±1．16)％和高浓度 

AG490组(52．22±1．06)％的细胞凋亡率较对照组(1．50±0．12)％明显增高(P<0．05)。Western blot结果显示低浓度 AG490组 

(1．073±0．028)、(0．955±0．025)和高浓度 AG490组(0．763±0．023)、(0．751±0．037)的p-JAK2，p-STAT3蛋白表达均较对照组 

(1．265±0．012)、(1．477±0．020)明显降低( 0．05)。同时下调通路下游蛋白 MMP一2，Bcl一2，Bcl—xl和上调 Bax表达水平。免疫组 

化结果显示 AG490组移植瘤肿瘤组织 p-JAK2和 p-STAT3蛋白表达较对照组明显降低(尸<O．05)。结论：AG490能够通过抑制 

JAK2／STAT3信号通路促进人肝癌细胞的凋亡、抑制增殖和侵袭作用达到抑制裸鼠移植瘤的生长 ，提示 JAK2／STAT3通路在肝 

细胞癌恶性演进过程中发挥了重要作用。 

【关键词】JAK2／STAT3信号通路；AG490；肝癌裸鼠移植瘤 
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