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Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ２在小鼠肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除所致肝脏微泡型脂肪变性中的作用
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　　［摘要］　目的　探究 Ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ２（Ｐｌｉｎ２）在肝脏 ＣＧＩ５８特异性敲除所致脂肪肝的作用，并比较
Ｐｌｉｎ２和Ｐｌｉｎ３在脂滴生成和脂质蓄积的作用效能。方法　将 ２０只 ７周龄 ＣＧＩ５８Ｆｌｏｘ／Ｆｌｏｘ小鼠（雄鼠
１０只，雌鼠１０只）根据性别采用完全随机分组法分为对照组（ＮＣ组，ｎ＝５，注射靶向肝脏实现过表达
Ｃｒｅ蛋白及对照ＭｉｃｒｏＲＮＡ的腺相关病毒）和实验组（ＭｉＫＤ组，ｎ＝５，注射靶向肝脏实现过表达 Ｃｒｅ蛋
白及靶向Ｐｌｉｎ２的ＭｉｃｒｏＲＮＡ的腺相关病毒），记录小鼠体质量变化，检测小鼠代谢相关表型和肝脏病
理学的差异，ＲＴｑＰＣＲ检测小鼠肝脏脂质代谢和胆固醇代谢相关基因的改变；以ＡＭＬ１２小鼠肝细胞作
为细胞模型，构建ＳｉＲＮＡ实现ＡＭＬ１２细胞 Ｐｌｉｎ２／Ｐｌｉｎ３敲低，Ｂｏｄｉｐｙ染色和酶比色法检测对比正常培
养和ＯＡ诱导下Ｐｌｉｎ２／Ｐｌｉｎ３敲低后 ＡＭＬ１２细胞脂滴生成和脂质蓄积。结果　ＭｉＫＤ小鼠肝脏中的
ＰＬＩＮ２蛋白水平降低了９９％以上；ＭｉＫＤ缓解了ＣＧＩ５８特异性敲除雌鼠的肝肿大（Ｐ＝０．０１９５）和肝细
胞损伤（Ｐ＝０．０００４），降低了组织学ＮＡＳ评分（Ｐ＝０．０００２）和肝脏甘油三酯含量（Ｐ＝０．０１６６），显著改
善了肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除所致的肝脏微泡型脂肪变性；敲低 Ｐｌｉｎ２使 ＡＭＬ１２细胞内甘油三酯含量
呈下降趋势，敲低 Ｐｌｉｎ３显著降低 ＡＭＬ１２细胞内甘油三酯含量（Ｐ＝０．００１４）；在 ＯＡ诱导下，Ｐｌｉｎ２／
Ｐｌｉｎ３敲低均显著降低ＯＡ诱导的 ＡＭＬ１２细胞内甘油三酯的蓄积（Ｐ＜０．０５）。结论　肝脏 Ｐｌｉｎ２在
ＣＧＩ５８敲除所致的微泡型脂肪变性的发展过程中至关重要，Ｐｌｉｎ２和 Ｐｌｉｎ３均参与肝细胞脂滴生成与脂
质蓄积，且Ｐｌｉｎ３的作用强于Ｐｌｉｎ２。
　　［关键词］　 肝脏微泡型脂肪变性；围脂滴包被蛋白２；比较鉴定基因５８：钱林多尔夫曼综合征；脂滴
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ｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌＮＡＳｓｃｏｒｅ（Ｐ＝０．０００２）ａｎｄｈｅｐａｔｉｃｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔ（Ｐ＝０．０１６６）ｉｎｔｈｅ
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种组织和细胞中广泛表达。ＣＧＩ５８是脂肪分解的重
要调节因子，能在体外和体内与脂肪甘油三酯脂肪酶
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甘油三酯水解酶活性［１－２］。人类ＣＧＩ５８基因突变会导
致钱林多尔夫曼综合征（ＣｈａｎａｒｉｎＤｏｒｆｍａｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＣＤＳ），这是一种罕见的常染色体隐性遗传疾病。自
１９８５年首次发现以来［３］，超过１５０例患者被报道［４－６］。

约６０％的ＣＤＳ患者集中在地中海沿岸，土耳其占据其
中绝大部分［４］，在中国［５］和日本［７］也偶有报道。目前

对ＣＤＳ尚无有效的治疗方法。
　　ＣＤＳ是一组临床表现具有异质性的遗传疾病，病
理特征为脂滴（ｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔ，ＬＤ）在大多数组织的细胞
质中异常蓄积，临床表现包括肝肿大（肝脂肪变性和

脂肪性肝炎）、鱼鳞病、肌病、听力损失、共济失调、智

力低下等［５，８］。据统计，在 １２２例 ＣＤＳ合并肝脏受累
的患者的肝脏活检中，１５％的患者肝脏病理切片中发
现微泡型脂肪变性，而ＣＤＳ合并肝硬化的患者病理切
片均提示小结节性肝硬化的发生［５］。脂肪肝的病理

特征包括大泡型脂肪变性和微泡型脂肪变性。肝脏微

泡型脂肪变性的出现被认为与基因突变或酗酒引起的

线粒体功能障碍或脂质过氧化有关［９］，提示更严重的脂

肪变性，往往代表更高的非酒精性脂肪肝（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ

ｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）活动度评分和更易进展为脂
肪性肝炎和肝硬化［１０－１１］。在肝脏 ＣＧＩ５８特异性敲除
的小鼠模型中观察到肝脏微泡型脂肪变性的发生［１２］。

　　本课题组前期通过基于腺相关病毒（ａｄｅｎｏ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）载体的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ递送系统，发
现靶向肝细胞Ｐｌｉｎ３可减轻肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除所
致雌鼠肝脏的脂肪变性和脂肪性肝炎，表明脂肪分解

和脂质蓄积之间的平衡在肝脏 ＣＧＩ５８特异性敲除所
致肝脏病变发生发展中至关重要，并为 ＣＤＳ提供了潜
在的治疗方法［１３］。这种作用仅限于Ｐｌｉｎ３还是与脂滴
的生成有关，干预脂滴的生成是否能缓解 ＣＤＳ仍有待
进一步探讨。Ｐｌｉｎ２和Ｐｌｉｎ３是肝细胞中主要的脂滴包
被蛋白，在脂滴的生成中具有不同的功能。前期研究

表明，在肝脏 ＣＧＩ５８特异性敲除的小鼠中，Ｐｌｉｎ２和
Ｐｌｉｎ３的表达均显著上调［１４］，干预Ｐｌｉｎ２是否也可以缓
解ＣＤＳ有待进一步探究。
　　Ｐｌｉｎ２是Ｐｌｉｎ３的一个同源基因，在肝细胞中大量
表达，受细胞内脂肪酸信号的调节，Ｐｌｉｎ２随着脂滴的
生成而堆积［１５］，在脂肪分解过程中被伴侣介导的自噬

作用降解［１６］。Ｐｌｉｎ３在脂滴生成的早期过程中至关重
要，当脂滴体积逐渐增大时，包被脂滴的Ｐｌｉｎ３被Ｐｌｉｎ２
取代［１７－１９］。虽然 Ｐｌｉｎ２和 Ｐｌｉｎ３都能参与肝细胞脂滴
的生成［２０］，但对脂滴生成及脂质代谢的调节效应仍未

明确。本研究试图探讨Ｐｌｉｎ２在肝脏ＣＧＩ５８特异性敲
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除的小鼠肝脂肪变性中的作用，并比较 Ｐｌｉｎ２和 Ｐｌｉｎ３
对肝细胞脂滴生成和脂质蓄积的作用。

１　材料与方法

１．１　动物实验
　　动物实验均通过陆军军医大学实验动物福利与伦
理委员会批准（批准文号：ＡＭＵＷＥＣ２０１９４７４）。ＣＧＩ
５８Ｆｌｏｘ／Ｆｌｏｘ基因小鼠的构建如前文所述，其 ＣＧＩ５８基因
第３号外显子两侧插入 ｌｏｘＰ位点［２１］。小鼠在陆军军

医大学的无特定病原体动物房中适应１周，动物房开
关灯时间为８：００至 ２０：００，１２ｈ光／暗循环。相同性
别的小鼠被分成２组，分别用同时表达 Ｃｒｅ重组酶和
靶向Ｐｌｉｎ２的ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ＭｉＫＤ）或表达Ｃｒｅ重组酶和
对照序列（ＮＣ）的不同腺相关病毒载体进行转染。在
小鼠（区分雄鼠和雌鼠）７周龄时通过尾静脉注射
１×１０１２Ｖ．Ｇ．的 ＡＡＶ，病毒注射给予 ６０％的高脂饮食
喂养（ＨＦＤ，ＲｅｓｅａｒｃｈＤｉｅｔｓ＃Ｄ１２４９２）（ｎ＝５）。每周记
录１次体质量，禁食６ｈ（３：００至９：００）后，小鼠被安乐
死，随后收集肝脏、脂肪组织和血清样本，液氮快速冷

冻后保存在－８０℃冰箱中。
１．２　腺相关病毒载体
　　将预先筛选的靶向 Ｐｌｉｎ２的 ＰｒｅｍｉＲＮＡ序列
（ＡＣＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＣＡＣＴＧＴＧＴＴ）或阴性对照（ＮＣ）序
列 （ＧＴＣＴＣＣＡＣＧＣＧＣＡＧＴＡＣＡＴＴＴ）连 接 到 载 体
ｐＡＡＶ２ｈＴＢＧＭａｓｔｅｒＲＮＡｉ１５５（ＭＣＳ）ＣｒｅｅＧＦＰＷＰＲＥ
ｐＡ（中国泰儿图生物科技有限公司）中。用 ＡＡＶ８载
体包装并纯化，病毒滴度≥１．３×１０１３Ｖ．Ｇ．／ｍＬ。
１．３　代谢表型
　　葡萄糖耐量试验（ｇｌｕｃｏｓｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｅｓｔ，ＧＴＴ）：小
鼠高脂饮食喂养３周后，禁食８ｈ（９：００至１７：００），测
量０点血糖，随后按２ｇ／ｋｇ的剂量腹腔注射２０％葡萄
糖（ＭＡＣＫＬＩＮ＃Ｇ６１７２），在注射后的 １５、３０、４５、６０、９０
和１２０ｍｉｎ用血糖仪（ＣｏｎｔｏｕｒＴＳ＃１８１６）测量血糖。胰
岛素耐受试验（ｉｎｓｕｌｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｅｓｔ，ＩＴＴ）：小鼠在高脂
饮食喂养４周后，禁食６ｈ（９：００至１５：００），测量０点
血糖，随后按雄鼠０．５Ｕ／ｋｇ、雌鼠０．４Ｕ／ｋｇ的剂量腹
腔注射重组人胰岛素溶液（Ｐｒｏｃｅｌｌ＃ＰＢ１８０４３２），在注
射胰岛素后的１５、３０、４５、６０、９０和１２０ｍｉｎ测量血糖。
１．４　组织学和血液化学测试
　　小鼠肝脏组织用多聚甲醛（Ｂｏｓｔｅｒ＃ＡＲ１０６８）固定，
完成肝脏苏木精伊红染色（ＨＥ）后，通过正置光学显
微镜获得图像。应用 ＮＡＦＬＤ活动度评分（ＮＡＦＬＤ
ａｃｔｉｖｉｔｙｓｃｏｒｅ，ＮＡＳ）分析肝脏病理，该系统的描述略有
改动［２２－２３］：肝脏脂肪变性（脂肪变性面积＜５％，０分；
５％～３３％，１分；＞３３％～６６％，２分；＞６６％，３分；微泡型

脂肪变性，１分），小叶内／门静脉炎症（无，０分；＜２个
点，１分；２～４个点，２分；＞４个点，３分），肝细胞气球
样变性（无，０分；少量气球样细胞，１分；大量细胞／明
显气球样变，２分），每个 ＨＥ切片分析 ５张图像。按
照油红试剂（ＳｉｇｍａＯ０６２５）的说明，１０μｍ的肝脏冷冻
切片完成油红 Ｏ染色。心脏穿刺取血，室温放置
２０ｍｉｎ后，４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分离血清。小
鼠血清用０．９％的预冷生理盐水稀释 ５倍，按 ５００μＬ
体积血清稀释液送至陆军军医大学第一附属医院检验

科进行血液生化检验。血液生化结果数据见表１。
１．５　肝脏甘油三酯和胆固醇定量
　　室温条件５０ｍｇ肝脏用５ｍＬ氯仿／甲醇体积比为
２∶１的混合溶剂萃取过夜。将溶剂在真空干燥器
（ＨＥＮＧＺＷＥＬＬＨＺＫ５５）中 ６５℃干燥后，用 ３ｍＬ氯
仿／甲醇体积比为 ２∶１重新溶解。将未溶解的固体物
离心分离，１Ｎ的ＮａＯＨ溶解后 ＢＣＡ法进行蛋白定量。
重新溶解的提取液加入６００μＬＨ２ＳＯ４溶液，涡旋后离
心。取出１００μＬ的底相，真空干燥器中干燥后加入含
１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的氯仿，蒸发溶剂。加入 ０．９％ ＮａＣｌ
并涡旋至溶液变清。分别使用甘油三酯检测试剂盒

（Ａｂｃａｍ＃ａｂ６５３３６）和胆固醇检测试剂盒（Ａｂｃａｍ＃
ａｂ６５３９０）对甘油三酯和胆固醇含量进行检测，测量结
束后使用蛋白质的含量进行量化（ｍｇ／ｇ）。
１．６　细胞培养和Ｂｏｄｉｐｙ染色
　　ＡＭＬ１２细胞在含有 １０％胎牛血清（ＦＢＳ）的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中培养，加入适量的胰岛素、转铁蛋
白、硒、地塞米松和青霉素／链霉素（Ｐｒｏｃｅｌｌ＃ＣＭ０６０２），
在含５％ＣＯ２的３７℃培养箱中培养。细胞在１２孔板
上生长，并以５×１０４个细胞接种到每个孔中。接种１２ｈ
后，５０ｎｍｏｌ／ＬＰｌｉｎ２ｓｉＲＮＡ 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ＃Ｌ３０００００８）混合后转染细胞［中国擎科生
物技术有限公司；靶向序列：ＧＧＡＡＧＧＡＴＴＴＧＡＴＡＴ；正
义链（５′→３′）：ＧＧＡＡＧＧＡＴＴＴＧＡＴＧＡＴＧＧＴＴ，反义链
（３′→５′）：ＧＧＡＡＧＧＡＵＵＵＧＡＵＡＵＧＧＵＵ］；对照 ｓｉＲＮＡ
正义链（５′→３′）：ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ；反义
链（３′→５′）：ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ。转染
３６ｈ后，２００μｍｏｌ／Ｌ油酸（Ｓｉｇｍａ＃Ｏ１００８）和 ＤＭＳＯ载
体（Ｂｏｓｔｅｒ＃ＰＹＧ００４０）处理细胞１２ｈ，然后收集细胞分
别进行ＲＮＡ、蛋白质和 Ｂｏｄｉｐｙ染色（所有实验：ｎ＝３，
重复２次）。在进行Ｂｏｄｉｐｙ染色时，用４％多聚甲醛固
定细 胞 １５ｍｉｎ，１０ｎｍｏｌ／ＬＢｏｄｉｐｙ４９３／５０３溶 液
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ＃Ｄ３９２２）染色 １０ｍｉｎ，ＤＡＰＩ（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ＃
Ｃ１００５）染色 ５ｍｉｎ。用荧光显微镜（尼康 ＮｉＵ）观察
细胞并拍照。
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１．７　细胞甘油三酯定量
　　ＰＢＳ冲洗细胞后，含用除垢剂 ＣＡ６３０（Ｓｉｇｍａ＃
ＭＫＣＬ４１５６）的ＰＢＳ溶解。然后进行脂肪酶孵育，将甘
油三酯分解为脂肪酸和甘油。甘油三酯检测试剂盒

（Ａｂｃａｍ＃ａｂ６５３３６）用于测量细胞内甘油三酯含量，以
１０－３μｍｏｌ／百万细胞为单位。
１．８　实时定量ＰＣＲ
　　使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ＃ＣＡ９２００８）或 Ｅａｓｔｅｐ
ＳｕｐｅｒＴｏｔａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ＃ＬＳ１０４０）
提取约 ４０ｍｇ肝组织或 ＡＭＬ１２细胞的 ＲＮＡ。使用
ＧｏＳｃｒｉｐｔ逆转录试剂和引物（Ｐｒｏｍｅｇａ）从１０００ｎｇＲＮＡ
样品中转录出互补ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）。使用 ｉＴａｑＵｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ（ＢｉｏＲａｄ＃１７２５１２４）和ＰＣＲ热循
环仪（ＢｉｏＲａｄＣ１０００）在１０μＬ体积（１０ｎｇ总ＲＮＡ）的
反应体系中反应。程序为９５℃ ３ｍｉｎ，然后进行４０个
循环：９５℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ。使用ｕ３６ｂ４基因作为内参

或标准曲线法对数据进行定量［２４］。引物序列见表１。
１．９　ＳＤＳＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　在含有蛋白酶抑制剂（Ｒｏｃｈｅ＃ＣＯＵＥＤＴＡＦＲＯ）和
蛋白磷酸酶抑制剂（Ｒｏｃｈｅ＃ＰＨＯＳＳＲＯ）的 ＲＩＰＡ缓冲
液中制备肝组织匀浆或 ＡＭＬ１２细胞裂解液。总共
３０μｇ组织匀浆蛋白或２０μｇ细胞裂解蛋白在８０Ｖ电
压下进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分离，然后湿转法将蛋白转移到
ＰＶＤＦ膜（ＢｉｏＲａｄ＃１６２０１７７）上。用５％脱脂牛奶封闭
１ｈ后，一抗４℃孵育过夜，二抗室温下孵育１ｈ后用
含０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲盐水洗涤３次，在
ＡｚｕｒｅＣ５００成像系统中使用 ＥＣＬ化学发光底物（Ｂｉｏ
Ｒａｄ＃１７０５０６２）进行显影。洗膜：使用抗体去除液
（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ＃Ｐ００２５Ｂ）清洗ＰＶＤＦ膜２０ｍｉｎ，用含０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲盐水洗涤 ３次，重新开始封
闭和孵育一抗、二抗并显影。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验至少重
复２次。

表１　 ＲＴｑＰＣＲ使用的引物序列

基因 　　　　　　　　序列

Ｐｌｉｎ２
正义链：５′ＧＧＡＧＧＡＡＡＧＡＣＴＧＣＣＴＡＴＴＣＴＧＡ３′
反义链：３′ＣＡＴＣＣＴＴＣＧＣＣＣＣＡＧＴＴＡＣＧ５′

Ｐｌｉｎ３
正义链：５′ＡＴＧＴＣＴＡＧＣＡＡＴＧＧＴＡＣＡＧＡＴＧＣ３′
反义链：３′ＣＧＴＧＧＡＡＣＴＧＡＴＡＡＧＡＧＧＣＡＧＧ５′

Ｐｌｉｎ５
正义链：５′ＴＧＴＣＣＡＧＴＧＣＴＴＡＣＡＡＣＴＣＧＧ３′
反义链：３′ＣＡＧＧＧＣＡＣＡＧＧＴＡＧＴＣＡＣＡＣ５′

Ｃｇｉ５８
正义链：５′ＴＧＧＴＧＴＣＣＣＡＣＡＴＣＴＡＣＡＴＣＡ３′
反义链：３′ＣＡＧＣＧＴＣＣＡＴＡＴＴＣＴＧＴＴＴＣＣＡ５′

Ｓｒｅｂｐ１
正义链：５′ＡＡＣＧＴＣＡＣＴＴＣＣＡＧＣＴＡＧＡＣ３′
反义链：３′ＣＣＡＣＴＡＡＧＧＴＧＣＣＴＡＣＡＧＡＧＣ５′

Ｃｈｒｅｂｐ
正义链：５′ＣＴＧＧＧＧＡＣＣＴＡＡＡＣＡＧＧＡＧＣ３′
反义链：３′ＧＡＡＧＣＣＡＣＣＣＴＡＴＡＧＣＴＣＣＣ５′

Ｆａｓｎ
正义链：５′ＴＴＧＡＣＧＧＣＴＣＡＣＡＣＡＣＣＴＡＣ３′
反义链：３′ＣＧＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＣＴＣＴＴＣＡＧ５′

Ｓｃｄ１
正义链：５′ＡＧＧＴＧＣＣＴＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＧＡ３′
反义链：３′ＣＣＡＧＧＡＧＴＴＴＣＴＴＧＧＧＴＴＧＡ５′

Ｄｇａｔ１
正义链：５′ＣＧＴＧＧＴＡＴＣＣＴＧＡＡＴＴＧＧＴＧ３′
反义链：３′ＧＧＣＧＣＴＴＣＴＣＡＡＴＣＴＧＡＡＡＴ５′

Ｃｄ３６
正义链：５′ＡＴＧＧＧＣＴＧＴＧＡＴＣＧＧＡＡＣＴＧ３′
反义链：３′ＧＴＣＴＴＣＣＣＡＡＴＡＡＧＣＡＴＧＴＣＴＣＣ５′

Ｆａｔｐ１
正义链：５′ＧＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＣＧＴＡＴＣＣＴＣ３′
反义链：３′ＴＣＴＴＣＴＴＧＴＴＧＧＴＧＧＣＡＣＴＧ５′

Ｐｎｐｌａ２
正义链：５′ＴＣＣＧＴＧＧＣＴＧＴＣＴＡＣＴＡＡＡＧＡ３′
反义链：３′ＴＧＧＧＡＴＡＴＧＡＴＧＡＣＧＴＴＣＴＣＴＣＣ５′

Ｐｎｐｌａ３
正义链：５′ＡＧＧＴＣＡＴＴＴＣＴＧＧＣＡＡＧＧＴＴＣ３′
反义链：３′ＴＣＣＡＣＧＡＣＴＴＣＧＴＣＴＴＴＧＧＡＡ５′

Ｐｐａｒａ
正义链：５′ＴＡＣＴＧＣＣＧＴＴＴＴＣＡＣＡＡＧＴＧＣ３′
反义链：３′ＡＧＧＴＣＧＴＧＴＴＣＡＣＡＧＧＴＡＡＧＡ５′

基因 　　　　　　　　序列

Ｓｒｅｂｐ２
正义链：５′ＧＣＡＧＣＡＡＣＧＧＧＡＣＣＡＴＴＣＴ３′
反义链：３′ＣＣＣＣＡＴＧＡＣＴＡＡＧＴＣＣＴＴＣＡＡＣＴ５′

Ｉｎｓｉｇ２
正义链：５′ＧＧＡＧＴＣＡＣＣＴＣＧＧＣＣＴＡＡＡＡＡ３′
反义链：３′ＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＡＣＴＡＡＴＧＣＣＡＧＧＡ５′

Ｈｍｇｃｒ
正义链：５′ＴＧＴＴＣＡＣＣＧＧＣＡＡＣＡＡＣＡＡＧＡ３′
反义链：３′ＣＣＧＣＧＴＴＡＴＣＧＴＣＡＧＧＡＴＧＡ５′

Ｐｎｐｌａ７
正义链：５′ＴＧＧＡＧＧＣＴＧＣＡＴＴＴＣＡＴＧＧＡＧ３′
反义链：３′ＡＣＣＡＡＣＧＡＡＧＧＣＴＡＧＧＧＴＡＡＧ５′

ＡｐｏＢ
正义链：５′ＣＣＡＧＡＧＴＧＴＧＧＡＧＣＴＧＡＡＴＧＴ３′
反义链：３′ＴＴＧＣＴＴＴＴＴＡＧＧＧＡＧＣＣＴＡＧＣ５′

Ｍｔｔｐ
正义链：５′ＣＴＣＣＡＣＡＧＴＧＣＡＧＴＴＣＴＣＡＣＡ３′
反义链：３′ＡＧＡＧＡＣＡＴＡＴＣＣＣＣＴＧＣＣＴＧＴ５′

Ｔｍｅｍ４１ｂ
正义链：５′ＧＡＴＡＴＧＧＡＴＧＡＣＧＣＣＡＡＧＧＣＴ３′
反义链：３′ＣＡＡＡＣＡＡＡＣＡＡＧＧＡＡＴＡＡＧＧＣＡＡＧ５′

Ｓａｒ１ｂ
正义链：５′ＴＴＣＣＴＴＧＧＡＴＴＧＧＡＴＡＡＴＧＣＣＧ３′
反义链：３′ＧＣＣＡＧＣＡＡＴＡＧＴＡＡＧＣＴＣＴＴＣＴＧ５′

Ｓｕｒｆ４
正义链：５′ＧＡＧＴＣＡＣＣＡＡＧＣＡＧＴＡＣＣＴＧ３′
反义链：３′ＧＧＴＴＧＡＧＧＡＡＣＡＣＧＡＡＧＧ５′

Ａｂｃｇ５
正义链：５′ＡＧＧＧＣＣＴＣＡＣＡＴＣＡＡＣＡＧＡＧ３′
反义链：３′ＧＣＴＧＡＣＧＣＴＧＴＡＧＧＡＣＡＣＡＴ５′

Ａｂｃｇ８
正义链：５′ＣＴＧＴＧＧＡＡＴＧＧＧＡＣＴＧＴＡＣＴＴＣ３′
反义链：３′ＧＴＴＧＧＡＣＴＧＡＣＣＡＣＴＧＴＡＧＧＴ５′

Ｌｄｌｒ
正义链：５′ＣＣＡＴＡＴＧＣＡＴＣＣＣＣＡＧＴＣＴＴ３′
反义链：３′ＧＣＧＡＴＧＧＡＴＡＣＡＣＴＣＡＣＴＧＣ５′

ｕ３６ｂ４
正义链：５′ＡＧＡＴＧＣＡＧＣＡＧＡＴＣＣＧＣＡＴ３′
反义链：３′ＧＴＴＣＴＴＧＣＣＣＡＴＣＡＧＣＡＣＣ５′
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１．１０　抗体
　　ＰＬＩＮ２抗体（＃１５２９４１ＡＰ）、ＰＬＩＮ３抗体（＃１０６９４
１ＡＰ）和 ＰＬＩＮ５抗体（＃２６９５１１ＡＰ）购自 ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈ
公司；ＣＧＩ５８抗体（＃Ｈ０００５１０９９Ｍ０１）购自 Ｎｏｖｕｓ公
司；βａｃｔｉｎ抗体（＃ＡＣ０２６）购自 Ａｂｃｌｏｎａｌ公司；ＨＳＰ９０
抗体（＃Ｅ２０５３５９６）购自 ＥｎｏＧｅｎｅ公司；ＨＳＰ６０抗体
（＃１２１６５）、ＨＳＰ７０抗体（＃４６４７７）、ＨＲＰ结合物抗兔
ＩｇＧ（＃７０７４）和ＨＲＰ结合物抗鼠ＩｇＧ（＃７０７６）抗体购自
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
１．１１　统计学分析
　　以 珋ｘ±ｓ表示正态分布且方差齐的定量资料；多组
间比较采用单因素方差分析，采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｉｎｏｉ校正进
行组间两两比较；两组间重复测量数据及不同干预数

据采用双因素方差分析，采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｉｎｏｉ校正进行多
重比较，两组间数据比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。所有数据的统计分析由 Ｐｒｉｓｍ

（ＧｒａｐｈＰａｄ，Ｖ８．０．１）完成。

２　结果

２．１　肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除和 Ｐｌｉｎ２敲低小鼠模型
的构建

　　为了研究Ｐｌｉｎ２在肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠肝
脏脂肪变性中的作用，构建肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除和
肝脏 Ｐｌｉｎ２敲低的双敲小鼠模型。１×１０１２Ｖ．Ｇ．的
ＡＡＶ转染７周龄大的 ＣＧＩ５８Ｆｌｏｘ／Ｆｌｏｘ小鼠，该病毒在源
自人甲状腺素结合球蛋白（ｈｕｍａｎｔｈｙｒｏｘｉｎｅｂｉｎｄｉｎｇ
ｇｌｏｂｕｌｉｎ，ｈＴＢＧ，肝细胞特异性启动子）基因的作用下
表达Ｃｒｅ重组酶和靶向Ｐｌｉｎ２的ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ＭｉＫＤ）或
Ｃｒｅ重组酶和对照 ｍｉｃｒｏＲＮＡ序列（ＮＣ）（图 １Ａ）。选
择ＡＡＶ２／８的血清型和ｈＴＢＧ启动子分别是为了实现
靶向肝细胞和肝细胞特异性基因表达。上述小鼠用高

脂肪饮食（ｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔ，ＨＦＤ）饲养５周。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：肝脏ＣＧＩ５８敲除和／或Ｐｌｉｎ２敲低小鼠模型构建的模式图；Ｂ：ＣＧＩ５８在小鼠肝脏中的转录水平（ｎ＝５）；Ｃ：小
鼠肝脏中ＣＧＩ５８蛋白水平；Ｄ：雄鼠肝脏中主要ＰＡＴ家族基因的表达（ｎ＝５）和蛋白水平（ｎ＝３）；Ｅ：雌鼠肝脏中
主要ＰＡＴ家族基因的表达（ｎ＝５）和蛋白水平（ｎ＝３）

图１　肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除和Ｐｌｉｎ２敲低小鼠模型的构建
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　　为了验证 ＣＧＩ５８的敲除，比较野生型（ＷＴ）和
ＡＡＶＣｒｅ转导组（ＭｉＫＤ和ＮＣ）肝脏样本中ＣＧＩ５８的
转录水平。小鼠肝脏实时定量聚合酶链反应（ＲＴ
ｑＰＣＲ）结果表明，ＣＧＩ５８在 ＷＴ组和 ＡＡＶＣｒｅ转导组
之间显著下降（Ｐ＜０．０１，图１Ｂ）。免疫印迹结果显示，
ＡＡＶＣｒｅ转导组小鼠肝脏中 ＣＧＩ５８蛋白含量低于野
生型小鼠（图１Ｃ）。
　　为了验证Ｐｌｉｎ２基因的敲低效率，分别检测ＮＣ小
鼠和ＭｉＫＤ小鼠肝脏中ＰＡＴ家族蛋白Ｐｌｉｎ２的转录水
平和蛋白水平。与ＮＣ相比，雄鼠的Ｐｌｉｎ２转录水平下
降了８０％以上（Ｐ＝０．０１２９）。与此同时，Ｐｌｉｎ３和
Ｐｌｉｎ５转录水平呈上升趋势，且 Ｐｌｉｎ５转录显著增加
（Ｐ＝０．０４１９）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析表明，ＭｉＫＤ使雄鼠
的ＰＬＩＮ２蛋白减少了９９％（Ｐ＜０．０１），但未改变ＰＬＩＮ３
和ＰＬＩＮ５的水平（图１Ｄ）。与 ＮＣ相比，雌鼠的 Ｐｌｉｎ２
转录水平下降了８０％（Ｐ＝０．０００７），Ｐｌｉｎ３转录水平也
显著降低（Ｐ＝０．０３２１），但 Ｐｌｉｎ５转录水平呈上升趋
势。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析表明，ＭｉＫＤ使雌鼠ＰＬＩＮ２蛋白
减少了 ９９％（Ｐ＜０．０１），未改变 ＰＬＩＮ３的水平，但
ＰＬＩＮ５蛋白水平呈上升趋势（图１Ｅ）。
２．２　肝脏Ｐｌｉｎ２敲低可改善 ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠

的葡萄糖耐量和胰岛素敏感性

　　注射ＡＡＶ后，对小鼠进行了为期５周的高脂饮食

喂养，每周监测小鼠的体质量变化。发现 ＭｉＫＤ组小
鼠和ＮＣ组小鼠在体质量上未出现显著差异（图 ２Ａ、
Ｂ）。在高脂饮食的第３周和第４周，分别对小鼠进行
葡萄糖耐量试验和胰岛素耐量试验，使用双因素方差

分析分别比较了雌鼠和雄鼠的ＭｉＫＤ组和ＮＣ组注射
葡萄糖或胰岛素后小鼠血糖水平，发现相同性别的两

组小鼠均出现显著差异，表明 ＭｉＫＤ组小鼠具有更好
的葡萄糖耐量（Ｐ＜０．０１，图 ２Ｃ、Ｄ）和胰岛素敏感性
（Ｐ＜０．０１，图２Ｅ、Ｆ）。
２．３　肝脏Ｐｌｉｎ２敲低可以缓解高脂饮食喂养的小鼠肝脏

ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠的肝肿大和肝细胞损伤
　　从肝脏大体形态学上看，ＭｉＫＤ可减少肝脏ＣＧＩ５８
特异性敲除雌鼠的肝脏肥大（肝肿大）（图３Ａ），ＭｉＫＤ
使雌鼠的肝脏湿质量减少了３３．４％（图３Ｂ），并使雌鼠
肝脏质量／体质量（肝体比）降低了３４．７％（Ｐ＝０．００３４，
图３Ｃ），在雄鼠上仅发现肝脏湿质量和肝体比下降的
趋势。ＭｉＫＤ未能改变肝脏 ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠
性腺周围白色脂肪组织（ｐｇＷＡＴ）的质量（图３Ｄ）。血
清生化分析表明，ＭｉＫＤ使雄鼠和雌鼠血清丙氨酸氨
基转移酶（ＡＬＴ）水平分别降低了３５．３％（Ｐ＝０．０３７５）
和３２．４％（图 ３Ｄ），并使雄鼠和雌鼠血清天门冬氨酸
转氨酶（ＡＳＴ）血清水平分别降低了５３．２％（Ｐ＝０．００１２）
和５３．３％（Ｐ＝０．０００４）（图３Ｅ）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：雄性小鼠体质量（ｎ＝５）；Ｂ：雌性小鼠体质量（ｎ＝５）；Ｃ：雄性小鼠葡萄糖耐量试验（ｎ＝４）；Ｄ：雌性小鼠葡萄
糖耐量试验（ｎ＝４）；Ｅ：雌性小鼠胰岛素耐受测试（ｎ＝４）；Ｆ：雌性小鼠胰岛素耐受测试（ｎ＝５）

图２　肝脏Ｐｌｉｎ２敲低可改善ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠的葡萄糖耐量和胰岛素敏感性
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：肝脏大体解剖；Ｂ：肝脏质量；Ｃ：肝体比值；Ｄ：性腺旁脂肪组织质量；Ｅ：血清丙氨酸氨基转移酶；Ｆ：天门冬氨酸转氨酶

图３　肝脏Ｐｌｉｎ２敲低可以缓解高脂饮食喂养的肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠的肝肿大和肝细胞损伤

２．４　肝脏 Ｐｌｉｎ２敲低可以改善高脂饮食喂养的肝脏
ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠的肝脏微泡型脂肪变性

　　考虑雌鼠肝脏Ｐｌｉｎ２敲低相较于雄鼠更能够显著
减轻肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除所致的肝肿大和肝细胞
损伤，重点对雌鼠的肝脏进行深入研究。肝脏组织病

理学显示，ＭｉＫＤ几乎使肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠
肝细胞中存在的小而多的脂滴（微泡型脂肪变性）消

失（图４Ａ）。采用非酒精性脂肪肝活动评分（ＮＡＳ）对
肝脏病理进行了半定量分析（微泡型脂肪变性的样本

在脂肪变性类别中得１分），在 ＭｉＫＤ小鼠的 ＮＡＳ评
分中，脂肪变性和肝细胞气球样变２种病理特征评分
显著降低（Ｐ＜０．０１），而炎症评分在两组间无显著差
异，ＭｉＫＤ组的ＮＡＳ总分比 ＮＣ组降低了３．８分（Ｐ＝
０．０００２，图４Ｂ）。肝脏冰冻切片的油红 Ｏ染色表明
ＭｉＫＤ减少了肝脏 ＣＧＩ５８特异性敲除所致的肝脏脂
质蓄积（图４Ｃ），用酶比色法检测小鼠肝脏甘油三酯的

结果显示，ＭｉＫＤ使肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠肝脏
中的甘油三酯含量下降了４６％（Ｐ＝０．０１６６，图４Ｄ），但
肝脏胆固醇含量呈现上升的趋势（Ｐ＝０．０８００，
图４Ｅ），这可能与血清中低密度脂蛋白胆固醇水平显
著降低有关（Ｐ＝０．０３１１，表２）。
２．５　肝脏 Ｐｌｉｎ２敲低后高脂饮食喂养的肝脏 ＣＧＩ５８

特异性敲除小鼠脂肪代谢相关的基因表达

　　ＲＴｑＰＣＲ检测显示，ＭｉＫＤ没有改变小鼠肝脏中
Ｃｄ３６或Ｆａｔｐ１的转录水平（图 ５Ａ），但是使脂质合成
相关基因包括Ｃｈｒｅｂｐ和Ｓｃｄ１（Ｐ＜０．０５）、Ｆａｓｎ和Ｄｇａｔ１
（Ｐ＜０．０１）基因表达显著上调。考虑到 ＭｉＫＤ肝脏胆
固醇含量的增加，通过ＲＴｑＰＣＲ分析测定部分参与胆
固醇代谢基因的表达，结果发现 ＭｉＫＤ增加了小鼠肝
脏中胆固醇从头合成相关基因包括 Ｓｒｅｂｐ２和 Ｉｎｓｉｇ２
（Ｐ＜０．０５）和脂蛋白分泌相关的关键基因 Ｐｎｐｌａ７（Ｐ＜
０．０５）、Ｍｔｔｐ和Ｓａｒ１ｂ（Ｐ＜０．０１）的表达（图５Ｂ）。

表２　肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠（ＮＣ）和肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除合并Ｐｌｉｎ２敲低小鼠（ＭｉＫＤ）血清生化指标比较（珋ｘ±ｓ）

组别 总胆红素／（μｍｏｌ／Ｌ） 直接胆红素／（μｍｏｌ／Ｌ） 间接胆红素／（μｍｏｌ／Ｌ） 总蛋白／（ｇ／Ｌ） 白蛋白／（ｇ／Ｌ）

ＮＣ组 ４．５０±１．６７ ３．０５±１．０５ ２．７５±０．９１ ６１．２０±１．２４ ２８．３０±０．４１

ＭｉＫＤ组 ３．６３±０．８０ １．８５±０．８４ １．７８±０．１１ ５８．４０±２．３１ ３０．２０±０．９８

Ｐ ０．６５７２ ０．４０７０ ０．３２９９ ０．３１６７ ０．１１１７

组别 球蛋白／（ｇ／Ｌ） 总胆固醇／（ｍｍｏｌ／Ｌ） 甘油三酯／（ｍｍｏｌ／Ｌ）　低密度脂蛋白胆固醇／（ｍｍｏｌ／Ｌ） 血糖／（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＮＣ组 ３２．９０±０．９１ ３．２３±０．５１ ０．９２±０．０８ １．０１±０．０７ ８．２４±１．０６

ＭｉＫＤ组 ２８．２０±１．９１ ３．０４±０．４６ ０．８４±０．０７ ０．７１±０．０９ ８．７０±０．５９

Ｐ ０．０５７６ ０．７８９０ ０．４７７０ ０．０３１１ ０．７１４５

７０７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：肝脏病理ＨＥ染色　黑色箭头：大泡型脂肪变性；白色箭头：微泡型脂肪变性；红色箭头：气球样变；Ｂ：肝脏病
理ＮＡＳ评分（脂肪变、炎症、气球样变和ＮＡＳ评分的单个和整体分数，ｎ＝５）；Ｃ：肝脏油红Ｏ染色；Ｄ：甘油三酯含
量（ｎ＝５）；Ｅ：胆固醇含量（ｎ＝５）

图４　肝脏Ｐｌｉｎ２敲低可以改善高脂饮食喂养的肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠的肝脏微泡型脂肪变性
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：小鼠肝脏脂质代谢相关基因的ＲＴｑＰＣＲ分析；Ｂ：小鼠肝脏中胆固醇代谢相关基因的ＲＴｑＰＣＲ分析

图５　肝脏Ｐｌｉｎ２敲低后高脂饮食喂养的肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠脂肪代谢相关基因的表达（ｎ＝５）
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２．６　肝细胞Ｐｌｉｎ２的敲低减少了ＡＭＬ１２细胞脂滴的
生成

　　油酸（ＯｉｌＡｃｉｄ，ＯＡ）处理使 ＡＭＬ１２细胞 Ｐｌｉｎ２的
转录水平提高了 ４２％，但没有改变 ＡＭＬ１２肝细胞中
Ｐｌｉｎ３和 Ｐｌｉｎ５的水平 （图 ６Ａ）。用小干扰 ＲＮＡ
（ｓｉＲＮＡ）靶向敲低 Ｐｌｉｎ２，使 Ｐｌｉｎ２的 ｍＲＮＡ水平降低
８５％以上（Ｐ＜０．０１），不改变 Ｐｌｉｎ３的转录水平，但使
Ｐｌｉｎ５的ｍＲＮＡ水平升高 ５０％（图 ６Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示，ＯＡ处理使 ＰＬＩＮ２的蛋白水平增加了 ６．６
倍（Ｐ＜０．０１），而对照干预和 ＯＡ干预分别对比转染
Ｐｌｉｎ２ｓｉＲＮＡ后ＰＬＩＮ２的蛋白水平，发现其分别降低了
８２％和８６％（Ｐ＜０．０１，图６Ｂ）。鉴于之前关于Ｐｌｉｎ３敲
低后ＡＭＬ１２细胞中脂滴生成的研究，分别敲低 Ｐｌｉｎ２
或Ｐｌｉｎ３以评估Ｐｌｉｎ２对脂滴生成和脂质蓄积的影响，
并比较 Ｐｌｉｎ２和 Ｐｌｉｎ３的效应。Ｂｏｄｉｐｙ染色和细胞甘
油三酯的定量分析显示，与基础状态（ＮＣ）和 Ｐｌｉｎ２敲
低相比，Ｐｌｉｎ３敲低分别显著降低了甘油三酯的含量，
而Ｐｌｉｎ２敲低与ＮＣ相比只是呈下降趋势（Ｐ＝０．１３７９，
图６Ｃ）。然后用 ＯＡ处理 ＡＭＬ１２细胞，Ｐｌｉｎ２或 Ｐｌｉｎ３
敲低可减少ＯＡ在ＡＭＬ１２肝细胞中的脂滴沉积，甘油
三酯的定量分析显示，Ｐｌｉｎ２（Ｐ＝０．０４２８）或Ｐｌｉｎ３（Ｐ＝
０．０１３３）敲低均显著降低了甘油三酯的含量。发现
ＯＡ诱导下相较于 Ｐｌｉｎ２的敲低，Ｐｌｉｎ３敲低后肝细胞
的甘油三酯含量呈下降趋势（图 ６Ｄ）。这些发现证
实，Ｐｌｉｎ２是肝细胞中脂滴生成的重要因子，Ｐｌｉｎ３在调
节肝细胞脂滴生成和脂质代谢中的作用比 Ｐｌｉｎ２
更强。

３　讨论

　　本研究表明脂滴包被蛋白 ＰＬＩＮ２可改善高脂饮
食喂养的肝脏 ＣＧＩ５８特异性敲除小鼠的肝脏脂肪变
性、葡萄糖耐量降低和胰岛素抵抗，研究还观察到肝脏

Ｐｌｉｎ２敲低显著改善肝脏ＣＧＩ５８敲除引起的肝脏微泡
型脂肪变性。在 ＡＭＬ１２细胞模型中，通过 ｓｉＲＮＡ靶
向敲除Ｐｌｉｎ２／Ｐｌｉｎ３表明Ｐｌｉｎ２和Ｐｌｉｎ３都参与了ＡＭＬ１２
细胞的脂质积累，而且 Ｐｌｉｎ３在脂滴生成和脂质蓄积
的作用强于Ｐｌｉｎ２。这可能与脂滴的生物发生过程中
脂滴包被蛋白家族包被脂滴的顺序有关［２５］。

　　人类ＣＧＩ５８基因突变引起的 ＣＤＳ伴随着严重的
肝脏脂肪变性并伴有微泡型脂肪变性［４］，在肝脏

ＣＧＩ５８基因特异性敲除的小鼠脂肪肝模型中也观察
到了这种情况［１４，２１］。本研究结果表明，ＰＬＩＮ２参与了
肝脏微泡型脂肪变性的形成，靶向 Ｐｌｉｎ２可以显著改
善肝脏微泡型脂肪变性，与前期国外研究结果相一

致［２６］。本研究进一步将该结果在肝脏 ＣＧＩ５８特异性
敲除所致的肝脏微泡型脂肪变性这一动物模型上加以

验证，为肝脏微泡型脂肪变性的预防和治疗提供了验

证，并为 ＣＤＳ的治疗提供 Ｐｌｉｎ３［１３］之外的另一个可能
的治疗靶点。

　　前期研究中探究了肝脏Ｐｌｉｎ３在肝脏ＣＧＩ５８特异
性敲除所致小鼠肝脂肪变性和脂肪性肝炎中的发生发

展的作用及机制，表明靶向肝脏Ｐｌｉｎ３可以降低肝脏甘
油三酯含量，改善肝脏脂肪变性和脂肪性肝炎的发展，

缓解肝脏 ＣＧＩ５８特异性敲除所致的坏死性凋亡［１３］。

在Ｐｌｉｎ２和Ｐｌｉｎ３敲低两者的改善效果方面，靶向Ｐｌｉｎ３
可使肝脏质量减轻 ３８．６％，而 Ｐｌｉｎ２则减轻 ３３．４％；
Ｐｌｉｎ３可使血清ＡＬＴ和ＡＳＴ分别降低６２．０％和４７．３％，
而Ｐｌｉｎ２则分别降低 ３２．４％和 ５３．３％［１３］。综合对比
评估发现，靶向 Ｐｌｉｎ３在缓解肝脏 ＣＧＩ５８特异性敲除
所致肝脏病变的效果略强于 Ｐｌｉｎ２，在 ＡＭＬ１２细胞中
敲低Ｐｌｉｎ２／Ｐｌｉｎ３对ＡＭＬ１２细胞脂滴生成和脂质蓄积
的研究结果也证实，Ｐｌｉｎ３在调节脂滴生成和脂质代谢
方面的效果强于 Ｐｌｉｎ２。结合在脂滴的生成过程中，
Ｐｌｉｎ３先于Ｐｌｉｎ２包被脂滴，因此认为在脂滴的生成过
程中，包被蛋白出现在脂滴表面的顺序可能与脂滴的调

控作用大小相关。这一猜想还需要进一步的实验验证。

　　既往对Ｐｌｉｎ２的研究集中其对肝脏脂肪变性和肥
胖的调节，肝脏中 Ｐｌｉｎ２的量与肝细胞甘油三酯的含
量呈正相关［２７－２８］。进一步研究表明Ｐｌｉｎ２参与肝脏自
噬的调节［２９］，且其通过调节自噬及其自身的泛素化修

饰参与了多种疾病的发生发展［３０－３１］。近年来更多研

究关注Ｐｌｉｎ２作为生物标记物指示相关疾病尤其是癌
症的进展［３２－３３］。最新在牛脂肪细胞研究中发现

ＰＬＩＮ２与ＣＧＩ５８存在直接相互作用，且Ｐｌｉｎ２中第３１５
位的精氨酸是 Ｐｌｉｎ２ＣＧＩ５８直接作用的调节位点，参
与体内脂质代谢的调节［３４］。这一研究为我们探寻改

善肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除所致的肝脏脂肪变性和微
泡型脂肪变性提供了新的潜在靶点。

　　总之，本研究发现肝脏 Ｐｌｉｎ２是肝脏 ＣＧＩ５８特异
性敲除所致肝脏微泡型脂肪变性的关键蛋白，靶向

Ｐｌｉｎ２可以显著改善肝脏ＣＧＩ５８特异性敲除所致肝脏
肿大和肝细胞损伤，为治疗ＣＤＳ相关脂肪肝提供了潜
在的治疗方向，以 Ｐｌｉｎ２为靶点可能是治疗 ＣＤＳ的一
种方法。同时本研究表明在肝细胞脂滴生成和脂质蓄

积中Ｐｌｉｎ３发挥的作用比Ｐｌｉｎ２更强。
致谢　ＡＭＬ１２细胞系由杨永军教授提供；感谢余立清教授提
供的技术支持和修改建议

９０７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）
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图６　肝细胞Ｐｌｉｎ２的敲低减少了ＡＭＬ１２细胞脂滴的生成
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