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M1型巨噬细胞极化与高脂饮食诱导的NAFLD相关性研究

刘 华，孟 齐，郝杨敏，杜国利

（新疆医科大学第一附属医院内分泌科/省部共建中亚高发病成因与防治国家重点实验室，乌鲁木齐 830054）

【摘 要】目的：探讨肝脏 M1型巨噬细胞流式细胞计数方案及 M1型巨噬细胞极化与非酒精性脂肪性肝病（nonalcoholic fatty 
liver disease，NAFLD）相关性。方法：高脂饮食喂养建立NAFLD小鼠模型，12只C57BL/6小鼠按照随机数字表法分为普通饮食

（normal diet，ND）组、高脂饮食（high fat diet，HFD）组喂养 24周，检测小鼠血糖、血脂等代谢指标，实时荧光定量PCR法检测小

鼠M1型巨噬细胞相关因子，HE染色观察肝脏病理表现。利用Percoll分离液梯度离心法收集肝脏Kupffer细胞，流式细胞仪检

测小鼠肝脏 M1 型巨噬细胞（分选方案：应用 FSC-A、SSC-A 分群，去除肝脏中的红细胞及杂质；FITC CD45（+）/PE-cy7 
CD11clow，将白细胞分群；APC CD115（+）/Percp cy5.5 CD11bhigh筛选单核细胞，应用Apc-cy7 F4/80low/PE Ly-6Chigh分选出M1巨噬

细胞）。结果：与普通饮食组相比，24 周 HFD 小鼠各项代谢指标明显升高，体质量[（28.35±1.71） g vs. （38.43±4.41） g，P<
0.001]、肝脏重量 [（1.03±0.18） g vs. （1.85±0.41） g，P=0.003]、空腹血糖 [（7.07±0.58） mmol/L vs. （10.23±1.58） mmol/L，P<
0.001]、胰岛素[（18.62±3.84） pg/mL vs. （28.84±8.3） pg/mL，P<0.001]、甘油三酯[（2.97±0.67） mmol/L vs. （4.05±0.99） mmol/L，
P=0.01]、总胆固醇 [（0.23±0.06） mmol/L vs. （0.55±0.17） mmol/L，P<0.001]、谷丙转氨酶（alanine aminotransferase，ALT）5.67
（3.16，9.23） U/L vs. 35.86（19.68，58.33） U/L，P=0.003]和谷草转氨酶（aspartate aminotransferase，AST）[53.14（38.18，64.40） U/L 
vs. 155.10（113.60，192.20） U/L，P<0.001]，NAFLD 小鼠 M1 型巨噬细胞极化明显增加 [9.95%（3.10，12.00） vs. 42.00%（26.50，
45.50），P=0.003]。HFD 诱导的小鼠肝脏中重组人白细胞介素-1β（human interleukin-1 beta protein，IL-1β）、白细胞介素-6
（interleukin-6，IL-6）、F4/80和肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor-α，TNF-α）mRNA水平明显升高。结论：流式细胞检测方案

可应用于肝脏M1型巨噬细胞检测，NAFLD炎症反应明显加重，M1型巨噬细胞极化与NAFLD发生呈正相关。
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Association between M1 macrophage polarization and 
nonalcoholic fatty liver disease induced by high-fat diet
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（Department of Endocrinology，First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University，State Key Laboratory of 

Pathogenesis，Prevention and Treatment of High Incidence Diseases in Central Asia）
【Abstract】Objective：To investigate the flow cytometry cell sorting regimen for M1 macrophages and the association between M1 mac⁃
rophage polarization and nonalcoholic fatty liver disease（NAFLD）. Methods：High-fat diet（HFD） was used to establish a mouse 
model of NAFLD. Twelve C57BL/6 mice were randomly divided into control group（normal diet） and HFD group using a random num⁃
ber table and were fed for 24 weeks. Metabolic markers including blood glucose and blood lipids were measured；quantitative real-time 
PCR was used to measure the factors associated with M1 macrophages in mice；HE staining was used to observe liver pathology. The 

Percoll gradient centrifugation method was used to collect liver 
Kupffer cells，and flow cytometry was used to measure M1 macro⁃
phages in mouse liver（sorting regimen：FSC-A/SSC-A for grouping 
and removing red blood cells and impurities in the liver；FITC CD45
（+）/PE-cy7 CD11clow for grouping leukocytes；APC CD115（+）/
Percp cy5.5 CD11bhigh for the screening of monocytes；Apc-cy7 F4/
80low/PE Ly-6Chigh for separating M1 macrophages）. Results：Com⁃
pared with the control group at week 24，the HFD group had signifi⁃
cant increases in the indicators of body weight [（28.35±1.71） g vs. 
（38.43±4.41） g，P<0.001），liver weight [（1.03±0.18） g vs. （1.85±

0.41） g，P=0.003），fasting blood glucose [（10.23±1.58） mmol/L 
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vs. （7.07±0.58） mmol/L，P˂0.001）]，insulin [（18.62±3.84） pg/mL vs. （28.84±8.3） pg/mL，P˂0.001）]，triglyceride [（2.97±

0.67） mmol/L vs. （4.05±0.99） mmol/L，P=0.01）]，cholesterol[（0.23±0.06） mmol/L vs. （0.55±0.17） mmol/L，P<0.001）]，alanine 
aminotransferase [5.67（3.16，9.23） U/L vs. 35.86（19.68，58.33） U/L，P=0.003]，and aspartate aminotransferase [53.14（38.18，
64.40） U/L vs. 155.10 （113.60，192.20） U/L，P<0.001]，and there was a significant increase in M1 macrophage polarization in 
NAFLD mice [42.00%（26.50，45.50） vs. 9.95%（3.1，12），P=0.003]. There were significant increases in the mRNA levels of IL-β，

IL-6，F4/80，and TNF-α in the liver of mice induced by HFD. Conclusion：The flow cytometry sorting regimen can be used to measure 
M1 macrophages in the liver. Significant aggravation of inflammatory response is observed in NAFLD，and M1 macrophage polarization 
is positively correlated with the onset of NAFLD.
【Key words】nonalcoholic fatty liver disease；flow cytometry；M1 macrophages

非酒精性脂肪肝（nonalcoholic fatty liver disease，
NAFLD），是全球最常见的肝脏疾病。由于全球肥

胖的日益流行，NAFLD 的发病率可能持续上升，在

未来几十年内将造成严重的健康危机和巨大的经济

负担，全球患病率约为 30%[1]。在中国，预计NAFLD
的发生率将大幅增加，从 2016 年的 2.436 6 亿例增

加到2030年的3.145 8亿例[2-3]。从NAFLD到非酒精

性脂肪性肝炎（nonalcoholic steatohepatitis，NASH）、

晚期纤维化等一系列肝脏异常，病程多变[4-5]。而这

些肝损伤最终导致肝星状细胞（hepatic stellate 
cells，HSC）的激活，增加胶原和细胞外基质（extra⁃
cellular Matrix，ECM）的产生或沉积，从而促进肝纤

维化和肝硬化[6]。
库普弗（Kupffer，KC）细胞是存在于肝脏中的巨

噬细胞的主要群体，在维持肝脏的免疫耐受性方面

起着关键作用[7-8]。其在NAFLD的发病机制中与其

他肝细胞相互作用，这种相互作用可能会延迟或加

剧疾病进展。内源性信号的刺激触发KCs的激活，

导致肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor-α，TNF-
α）、重组人白细胞介素 -1β（human interleukin-1 
beta protein，IL-1β）和白细胞介素-6（interleukin-6，
IL-6）等各种炎症因子和趋化因子的表达，并促进

炎症级联反应[9]。F4/80high KCs是主要的肝脏驻留巨

噬细胞，也是接触进入肝脏病原体的第 1个免疫细

胞[10]。但根据其来源和环境的不同，KCs 存在多种

表型和亚群，各型之间也可相互转化。针对于M1型

巨噬细胞的检测有多种方法，例如选择性贴壁法、磁

珠分选法等，本研究组采用胰酶灌洗和Percoll密度

梯度离心的方法，方法更温和，对细胞损害少。本

研究流式方案中使用的CD115抗体（又称为M-CSF
受体），长期以来一直被用作小鼠和人类单核细胞

和巨噬细胞的固体表面标志物[11]。M-CSF 控制巨

噬细胞的产生、分化和功能，并可以通过产生不同

表型和功能来控制巨噬细胞的极化[12]。因此CD115
作为巨噬细胞标志分子，可能在巨噬细胞极化中的

起着重要作用，但目前大部分分选方法没有应用

CD115，所以本实验研究加入了CD115检测M1型巨

噬细胞，探讨肝脏M1型巨噬细胞新的流式细胞计数

方案，以及M1型巨噬细胞极化与NAFLD相关性。

1　材料与方法

1.1　实验动物

C57 小鼠（12 只雄性），SPF 级，体质量 16~19ｇ，4~8 周

龄。所有实验及操作遵循《实验动物管理条例》进行。本研

究经新疆医科大学实验动物伦理委员会批准通过（伦理审批

号：20220308-139）。

1.2　实验方法

1.2.1　动物建模　首先对购买的小鼠适应喂养后随机分为 
2 组，每组 6只，对照组为普通饮食（normal diet，ND）组，实验

组为高脂饮食（high fat diet，HFD）组为 60% 高脂饲料，观察

食欲行为、精神状态和毛发状态等，并每周进行体质量测量，

造模 24 周后，对所有小鼠给予禁食 12 h，收集血清和肝脏

组织。

1.2.2　肝脏消化液的制备　胶原酶灌注：小鼠给予腹腔注

射，麻醉后消毒皮毛剪开腹腔，暴露肝脏门静脉，24 G 留置

针穿刺门静脉后用动脉夹固定，于常温以 8 mL/min 的速度

注入D-Hanks液，剪断下腔静脉，继续灌注至肝脏变为白色。

再缓慢灌注含 1% DNase Ⅰ的 ProE（200 U/mL）、DMEM 溶液

和胶原酶Ⅰ（200 U/mL）15 mL，至肝脏按压后不回弹即可。

将肝脏取出置于培养皿中，用剪刀剪碎，用含 200目尼龙滤

网过滤至15 mL离心管。

1.2.3　密度梯度离心分离肝脏非实质细胞　将单细胞悬液，

离心（50 g，5 min，4 ℃）２次，收取上清液，弃沉淀；离心（500 g，
4 ℃，10 min）；弃上清，细胞沉淀应用 25% 的 Percoll 液 6 mL
悬浮。在离心管底部加入 70% Percoll液 3 mL，离心（800 g，
20 min，20 ℃，加速度：6，减速度：0）后，收集梯度界面中液

体，并用 PBS洗涤后离心（500 g，10 min，4 ℃），弃上清，沉淀

用 1 mL红细胞裂解液（0.5~1.0 min），PBS终止，离心（363 g，
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5 min，4 ℃），以PBS重悬并细胞计数。

1.2.4　流式细胞染色　取分离的细胞 2×10５个，用 1 mL PBS
定容悬浮，每个加入 30 μL封闭液，4 ℃ 20 min；加入 900 μL 
PBS 悬浮，离心（4 189 g，3 min，4 ℃）；向每管加入对应的抗

体，30 min，避光，4 ℃；将每组加入 1 mL PBS，轻轻吹打均匀，

离心（4 189 g，2 min，4 ℃），弃上清，向每管中加入300 μL PBS
重悬细胞，经 200目尼龙网过滤并上机进行检测（应用 FSC-
A、SSC-A 分群，去除肝脏中的红细胞及杂质；FITC CD45
（+）/PE-cy7 CD11clow，将白细胞分群；APC CD115（+）/Percp 
cy5.5 CD11bhigh 筛 选 单 核 细 胞 应 用 ；Apc-cy7 F4/80low/PE 
Ly-6Chigh分选出M1巨噬细胞）。

1.2.5　肝组织病理学检测　取小鼠肝脏右叶，4%多聚甲醛

溶液固定 48 h，石蜡包埋，并切片进行 HE 染色 40 s，脱水后

中性树胶封闭并显微镜下观察。

1.2.6　血清学实验室指标检测　对小鼠进行摘眼球取血，离

心（1 109 g，15 min，25 ℃）分离血清，应用ELISA方法检测甘

油三酯（triglyceride，TG）、总胆固醇（total cholesterol，TC）、胰

岛素（insulin，INS）、谷丙转氨酶（alanine aminotransferase，
ALT）及谷草转氨酶（aspartate aminotransferase，AST）。

1.2.7　 实 时 荧 光 定 量 PCR（quantitative real-time PCR，

qPCR）检测基因表达　小鼠肝脏组织样本使用Trizol试剂提

取组织mRNA，使用TaKaRa qPCR试剂盒将mRNA逆转录为

cDNA，应用 TB Green Premix Ex TapTM Ⅱ进行 RT-qPCR 检
测，反应体系配比为：10 μL TB Green，6 μL灭菌水，上下游引

物各 0.8 μL 和 2 μL cDNA。qPCR 反应条件：95 ℃ 30 min，
95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，循环 40 次。mRNA 的内参基因为

GAPDH，基因表达量采用 2-ΔΔCt法计算。基因引物序列设计

合成由上海生工生物工程有限公司完成，引物序列见表1。
1.3　统计学方法

应用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析，应用 GraphPad 
prism 8 软件绘图。正态分布的计量资料，采用均数±标准

差（x±s）表示，采用 t检验分析。非正态分布数据使用中位

数（四分位间距）即Md（P25，P75）表示，并通过秩和检验进行分

析。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　高脂饮食诱导NAFLD小鼠模型建立

结果显示经过 24周的高脂饲养，与 ND 组相比，体质量

[（28.35±1.71） g vs. （38.43±4.41） g，t=6.45，P<0.001]、肝脏

重量[（1.03±0.18） g vs. （1.85±0.41） g，t=4.16，P=0.003]、空腹

血糖[（7.07±0.58） mmol/L vs. （10.23±1.58） mmol/L，t=5.67，
P<0.001]、胰 岛 素 水 平 [（18.62±3.84） pg/mL vs. （28.84±

8.3） pg/mL，t=3.38，P=0.004]，见图1，表2。

本研究发现 NAFLD 的小鼠肝脏组织病理学变化，肝脏

外表表现为体积增加，色泽为灰黄色，切面油腻。2 组肝脏

组织 HE 染色显示 HFD 组肝脏可见大小不一的脂滴沉

积（图2）。

表 1　引物序列

基因名称

GAPDH

TNF-α

IL-1β

IL-6

F4/80

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

上游引物

下游引物

引物序列（5’→3’）
AGCCAAAAGGGTCATCATCT
GGGGCCATCAGTCTTCT
CGCTCTTCTGTCTACTGAACTTCGG
GTGGTTTGTGAGTGTGAGGGTCTG
AAGGCTCCGATGAACAA
AAGGCATTAGAAACAGTCC
GGAAATCGTGGAAATGAG
GCTTAGGCATAACGCACT
CTTTGGCTATGGGCTTCCAGTC
GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG

    注：a，与 ND 组比较，P<0.01；b，与 MD 组比较，P<0.001
图 1　高脂饮食对小鼠肝脏体质量和空腹血糖的影响

表 2　高脂饮食对小鼠体质量的影响（x±s）

周龄/体质量（g）
1周

4周

8周

12周

16周

20周

24周

ND组（n=10）
19.04±0.44

23.43±0.68

23.98±0.77

25.32±0.65

26.63±0.89

26.99±0.57

28.35±1.71

HFD组（n=10）
18.81±0.82

24.52±1.10

28.42±1.66

34.90±2.76

34.59±4.36

37.75±4.29

38.43±4.41

t值
0.45

0.02

7.66

10.67

5.65

7.85

6.74

P值

0.45

0.02

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001
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2.2　NAFLD小鼠血清血脂和肝功能的影响

与 ND 组相比，NAFLD 小鼠血清的甘油三酯 [（2.97±

0.67） mmol/L vs. （4.05±0.99） mmol/L，t=2.77，P=0.01]、总
胆 固 醇 [（0.23±0.06） mmol/L vs. （0.55±0.17） mmol/L，t=
4.81，P<0.001]、ALT[5.67（3.16，9.23） U/L vs. 35.86（19.68，
58.33） U/L，Z=3.72，P=0.003]和 AST[53.14（38.18，64.40） U/L 
vs. 155.10（113.60，192.20） U/L，Z=5.14，P<0.001]，HFD 组小

鼠各项代谢指标明显升高（图3）。

2.3　NAFLD小鼠肝脏组织炎症因子的影响

实验结果显示，与 ND组相比，NAFLD肝脏组织中 IL-β 

mRNA 明显升高 1.58±0.31 vs. 4.13±0.54，t=8.89，P<0.001，
NAFLD 肝脏组织中（3.25±0.48 vs. 1.82±0.35，t=4.02，P=
0.004）、F4/80（2.97±0.42 vs. 1.75±0.29，t=4.08，P=0.004）和

TNF-α（5.62±0.71 vs. 2.38±0.46，t=6.44，P<0.001）比 ND 组

mRNA水平均明显升高，见图4。

2.4　流式细胞仪检测分选

应用 Percoll 分离液梯度离心法收集肝脏 Kupffer 细胞，

行流式细胞术检测，评价NAFLD对肝脏组织中M1型巨噬细

胞的影响。本研究发现流式细胞术的结果显示，与 ND 相

比，HFD 组肝脏的 M1 型巨噬细胞占比明显升高 [9.95%
（3.10，12.00） vs. 42.00%（26.50，45.50），Z=3.12，P=0.003]，见
图5。

                            注：比例尺=100 μm；箭头所示为肝脏的脂滴沉积

图 2　ND 和 HFD 小鼠的肝脏 HE 染色

注：a，与 ND 组比较，P˂0.05；b，与 ND 组比较，P˂0.01；c，与 ND 组比

较，P˂0.001
图 3　高脂饮食明显加重小鼠的血脂和肝功能水平

注：a，与 ND 组比较 P˂0.01；b，与 ND 组比较，P˂0.001
图 4　qPCR 检测肝脏组织中相关炎症指标的 mRNA 转录水平
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3　讨 论

NAFLD 已成为全球成人和儿童中最常见的慢

性肝病形式，通常与代谢合并症有关[13-14]。其中肥

胖是 NAFLD 发生和进展的重要独立危险因素，而

BMI每增加一个单位，NAFLD疾病风险就呈剂量依

赖性的正相关[15]。在本研究中，高脂喂养的小鼠从

第 4周开始体质量比普通饮食小鼠增加明显，ND组

的肝脏重量比 HFD 组明显降低。2 型糖尿病（type 
2 diabetes mellitus，T2DM）是 NAFLD 的重要危险因

素，NAFLD在T2DM患者中的患病率很高[16]，且肥胖

和胰岛素抵抗，会增加肝纤维化进展的速度，导致

肝硬化、HCC 和/或死亡[17]。本实验结果中 ND 组的

空腹血糖、胰岛素明显比 HFD 组降低。故提示

NAFLD 有合并 T2DM 的风险。普通饮食小鼠的肝

功能较高脂饮食明显降低，反映了当前NAFLD小鼠

的肝脏有炎症损伤。在 NAFLD 建模成后，从肝脏

HE 染色可以看到，HFD 小鼠肝脏呈现大小不一的

脂滴。

肝脏作为一种免疫活性器官，包含最大的网状

内皮细胞吞噬系统，可检测通过肠道进入的病原体

和内源性产生的抗原[18]。肝细胞可以产生多种细胞

因子来调节肝损伤、修复和损伤中的炎症[19]。肝脏

有 2种主要的细胞类型：实质细胞和非实质细胞，实

质肝细胞占肝脏总细胞数的 60%；非实质细胞占肝

脏总细胞数的 35%[20]。它含有丰富的先天性和适应

图 5　流式细胞仪检测分选肝脏 M1 巨噬细胞代表图
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性免疫细胞，包括中性粒细胞、Kupffer细胞、自然杀

伤细胞、自然杀伤 T 细胞、T 淋巴细胞和肝星状细

胞[21]。肝脏炎症不仅在感染性肝病的发生和发展中

起着重要作用，而且在非感染性肝病的发生和发展

中也起着重要作用[22-25]。Kupffer细胞和循环巨噬细

胞是NAFLD发病机制的驱动因素，在NASH小鼠模

型和人体肝脏样本中，C-C 趋化因子受体 2 在单核

细胞来源的促炎巨噬细胞上高度表达，并且与肥胖

患者的 NAFLD 严重程度呈正相关[26]。在NAFLD疾

病的发展中巨噬细胞通过调节肝脏中的炎症反应

和代谢稳态[27]，在炎症明显之前门脉巨噬细胞浸润

就已出现，并与疾病的进展有关[28-29]。
巨噬细胞的表型是基于特定受体的存在及其

产生的细胞因子和趋化因子，将巨噬细胞分为 2个

亚群，定义为M1和M2[30]。M1巨噬细胞是已知最经

典的巨噬细胞在促炎介质如脂多糖或干扰素的诱

导下产生促炎细胞因子和趋化因子，如 TNF-α、IL-
1、IL-6 和诱导型一氧化氮合酶[31]。从本研究中发

现与ND组相比，HFD小鼠M1型巨噬细胞相关因子

IL-β、IL-6、和 TNF-α mRNA 水平均明显升高。这

些分泌物能够杀死细菌、病毒和恶性肿瘤细胞等传

染性生物，死细胞通过吞噬作用被巨噬细胞吸收[32]。
相反，M2巨噬细胞受到 IL-4和 IL-13的刺激，这种

刺激诱导低水平的促炎细胞因子和高水平的 IL-
10[33]。巨噬细胞极化的一个关键方面是细胞表面标

志物表达的改变。M1巨噬细胞过表达CD80、CD86 
和 CD16/32，能够分泌促炎细胞因子[34]。有研究表

明，长期 HFD 可诱导 KCs 的 M1 极化增加，并促进

TNF-α的表达，平衡M1和M2 KCs的百分比可以预

防 NAFLD 的发生[35]，提示肝脏 M1 型巨噬细胞功能

的异常在NAFLD进展中的重要作用。

然而，有文献报道的肝免疫细胞分离纯化技术

差异很大，如体外或原位机械解剖或胶原酶消化，

采用不同的胶原酶浓度和不同的 Percoll 密度梯度

和纯化免疫磁珠分选法[36-39]。F4/80 表达在小鼠单

核细胞群中各不相同，破骨细胞、T细胞区和边缘区

的巨噬细胞、肺泡巨噬细胞和大多数经典树突状细

胞的表达非常低或不存在[40]，F4/80抗原通常用作巨

噬细胞的标志物[41]。Ly6C 是一种单核细胞/巨噬细

胞分化抗原，常用于分化经典单核细胞（Ly6Chigh）和

非经典的（Ly6Clow）。机械解剖法可能因机械性损伤

使得肝脏免疫细胞的生存能力差，免疫细胞与肝组

织分离不充分导致细胞产量低，而酶消化法影响较

温和[42]。因此，有效分离和纯化肝脏免疫细胞对于

准确、成功地观察肝病发展过程中的肝内免疫反应

至关重要。为了观察靶细胞的变化，排除其他污染

细胞群是至关重要的。Percoll 是一种广泛使用的

密度梯度离心介质，具有经济、无毒等优点，可用于

分离肝脏非实质细胞[43]。本研究采用Percoll密度梯

度离心的方法，在 2组小鼠肝脏流式检测M1型巨噬

细胞中发现与ND相比，NAFLD组的M1型巨噬细胞

占比明显升高。

综上所述，本研究通过建立 NAFLD 小鼠模型，

收集 2 组小鼠的血清相关指标和肝脏病理组织切

片来观察 NAFLD 和对照组之间的病理生理学的变

化，通过 qPCR和流式细胞检测肝脏M1型巨噬细胞

发现相关促炎细胞因子增加使肝脏组织也处于高

炎症状态，因此说明 M1 型巨噬细胞分化是造成组

织炎症损伤的关键，也是NAFLD疾病发展过程中的

关键因素。但本实验尚存在一定的局限性，后续课

题组将仍需从多角度进行更深层次的研究与验证。
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