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ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路对早期非酒精性
脂肪性肝病作用研究

吴鹏波　王希君　吴晓曼　陈红光　谭诗云　夏洪淼

摘　要　目的　探讨 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路对早期非酒精性脂肪性肝病（ＮＡＦＬＤ）小鼠模型作用。方法　将 ２０只 Ｃ５７／Ｂ６小鼠

分为对照组、高脂饮食组、空白载体组、ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组；饮食干预前空白载体组，ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组分别腹部肝区注射空白慢

病毒载体和 ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ慢病毒载体。对照组小鼠正常饮食，其余组小鼠高糖高脂饮食诱导 ＮＡＦＬＤ。ＨＥ染色观察肝内脂肪

变性情况；透射电镜观察肝组织自噬相关结构；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路蛋白、凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂｃｌ－２、

Ｂａｘ；自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ－１的表达。结果　与对照组比较，高脂饮食组 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路激活，与空白载体组比较，

ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路被抑制。油红 Ｏ染色显示与空白载体组比较，ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组肝脏脂肪变性加重。电镜

观察提示与对照组比较，高脂饮食组自噬相关结构增加，与空白载体组比较，ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组自噬相关结构减少。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

法检测提示与对照组比较，模型组中肝组织 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达无明显变化，而 Ｂｅｃｌｉｎ－１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ明显增加，Ｐ６２

明显降低 （Ｐ均 ＜０．０５），注射 ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ慢病毒载体后 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｐ６２蛋白表达均增加，而 Ｂｃｌ－２、Ｂｅｃｌｉｎ－１、ＬＣ３Ⅱ／

Ⅰ减少（Ｐ均 ＜０．０５）。结论　ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路通过调节自噬和凋亡对早期 ＮＡＦＬＤ起保护作用。
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　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎ－ａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种无过量饮酒史，由各种致病
因素导致肝脏以弥漫性肝细胞大泡性脂肪变为主要

特征的临床病理综合征。目前认为内质网应激、炎性

反应、细胞凋亡、自噬水平紊乱等多种因素参与

ＮＡＦＬＤ发展［１～３］
。

近年来研究发现，内质网应激通过未折叠蛋白反

应参与 ＮＡＦＬＤ发生、发展［４］
。肌醇依赖酶 １（ｉｎｏｓｉｔｏｌ

·４７·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２０，Ｖｏｌ．４９Ｎｏ．１１　　



－ｒｅｑｕｉｒｉｎｇｅｎｚｙｍｅ１，ＩＲＥ１）是一种内质网跨膜蛋白，
作为细胞未折叠蛋白反应重要传感器，在 ＮＡＦＬＤ疾
病进程中发挥着至关重要的作用

［４］
。活化的 ＩＲＥ１α

通过多条信号通路促进异常蛋白质的降解、保证新生

蛋白质正确折叠。近年来研究发现，ＩＲＥ１α－ＪＮＫ信
号通路是调控细胞内质网应激后细胞命运转归的关

键环节
［５］
。不同 ＮＡＦＬＤ中细胞内质网应激强度不

同，不同强度的内质网应激对细胞命运转归影响不

同
［４］
。因此本研究探讨 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路对早期非

酒精性脂肪肝病小鼠模型影响。

材料与方法

１．材料：（１）试剂：高脂饲料自制（高糖高脂饲料
组成：基础饲料 ６６．５％，蔗糖 １０％，猪油 ２０％，胆固
醇３．４％，胆酸钠０．１％）；丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、
天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、肿瘤坏死因子 －α
（ＴＮＦ－α）和白介素 －１β（ＩＬ－１β）均购自南京建成
生物工程有限公司；ＩＲＥ１α、ＪＮＫ、ｐ－ＪＮＫ、Ｂｃｌ－２、
ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｂａｘ、ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ－１一抗购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司；二抗购自武汉三鹰生物有限公司；（２）动物：
ＳＰＦ级健康雄性 Ｃ５７／ＢＬ６小鼠由购自武汉大学动物
中心，小鼠６～８周龄，体质量 ２０～２５ｇ，实验动物饲
养于 ＳＰＦ动物房，室温２０～２４℃，相对湿度约４０％ ～
６０％。（３）主要仪器：石蜡切片机（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司），普通光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），电泳系
统（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），透射电子显微镜（日本 Ｏ
ｌｙｍｐｕｓ公司）。

２．动物分组及干预：将 Ｃ５７／ＢＬ６小鼠随机分为
对照组、高脂饮食组、ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组、慢病毒空白
载体组，每组５只；在造模前 ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组，慢病
毒空白载体组小鼠给予腹部肝区注射 ＩＲＥ１α－ｓｈＲ
ＮＡ慢病毒载体及慢病毒空白载体１００微升／次，连续
３天，适应性饲养２天后进行后续实验。对照组给予
正常饮食，其余组高糖高脂饮食诱导 ＮＡＦＬＤ，饲养
３周。

３．ＨＥ染色：实验结束后处死小鼠获取肝组织组
织放入１０％甲醛溶液中固定 ７２ｈ，石蜡包埋，切片机
切４μｍ厚切片，经过脱蜡、脱水、苏木精染色、盐酸乙
醇分化、伊红染色，再经过梯度乙醇脱水、二甲苯透

明、中性树胶封片，在倒置显微镜下观察肝组织病变。

４．肝功能及炎性水平检测：处死小鼠后提心获取
各组小鼠血清，南京建成生物有限公司试剂盒检测各

组小鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β水平。
５．电镜观察肝组织自噬结构：处死小鼠后获取

肝组织，迅速获取大小约 １ｍｍ３肝组织用预冷的
４％戊二醛固定，经过 ＰＢＳ充分漂洗后 １％饿酸固
定，经过乙醇及丙酮处理脱水后包埋，采取醋酸

铀 －硝酸铅双重染色，最后透射电镜观察肝组织内
自噬相关结构。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达：处死小鼠后获
取新鲜的肝组织，碾磨并用裂解液裂解，水煮法制作

蛋白样品。蛋白样品经过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离胶中电
泳、转膜、切膜，加入相应的一抗孵育过夜，次日早晨

加入二抗后孵育２ｈ，显影定影检测各目标相对表达。
７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数

据进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，组间比较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

结　　果
１．ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路变化：与对照组比较，高脂

饮食组肝组织中 ＩＲＥ１α表达增加，高脂饮食组与空
白载体组肝组织中 ＩＲＥ１α表达比较，差异无统计学
意义；与模型组比较，ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组肝组织中
ＩＲＥ１α表达明显降低。与对照组比较，高脂饮食组肝
组织中ｐ－ＪＮＫ表达增加，高脂饮食组与空白载体组
肝组织中 ｐ－ＪＮＫ表达比较，差异无统计学意义；与
空白载体组比较，ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组肝组织中 ｐ－ＪＮＫ
表达明显降低。结果提示在造模过程中 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ
通路激活，而 ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ慢病毒载体注射可以抑
制 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路，详见图１。

图 １　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路变化
ａ．对照组；ｂ．模型组；ｃ．空白载体组；ｄ．ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组

　

２．肝功能及炎性水平：与对照组小鼠比较，模型
组小鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β明显升高（Ｐ
均 ＜０．０５）；与空白载体组小鼠比较，ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ
组小鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β明显升高（Ｐ
均 ＜０．０５），空白载体组与模型组小鼠血清 ＡＳＴ、
ＡＬＴ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β比较，差异无统计学意义（Ｐ
均 ＞００５），详见图２。

３．肝组织病理染色结果：对照组小鼠肝组织肝小
叶结果正常，细胞无明显脂肪变性，无炎症及坏死；模
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图 ２　各组小鼠肝功能及炎性水平

ａ．对照组；ｂ．模型组；ｃ．空白载体组；ｄ．ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组；与对照组比较，Ｐ＜０．０１；与空白载体组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

　

型组和空白载体组可见肝小叶结构尚整齐，可见少量

细胞脂肪变性，少许炎性细胞，未见明显的细胞坏死；

与空白载体组比较，ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组肝脏组织可见
肝小叶轻度紊乱，大量炎性细胞，肝细胞脂肪变性明

显，详见图３。

图 ３　各组小鼠肝组织的病理学改变（ＨＥ，×２００）
Ａ．对照组；Ｂ．模型组；Ｃ．空白载体组；Ｄ．ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组

　

４．电镜观察自噬结构：对照组肝细胞形态正常，
偶见自噬小体或自噬溶酶体出现；模型组和空白载体

组肝细胞出现轻度肿胀，线粒体轻中度空泡化，少许

嵴消失，与正常对照组比较，肝细胞内自噬小体或自

噬溶酶体增加；ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组肝细胞中度肿胀，
线粒体上述病变加重，肝细胞中鲜见自噬小体或自噬

溶酶体结构，详见图４。
５．凋亡及自噬相关蛋白表达：与对照组比较，模

型组和空白载体组肝组织内 Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、ｃａｓｐａｓｅ－３
蛋白无明显变化，而 Ｂｅｃｌｉｎ－１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ均明显增
加，Ｐ６２明显降低，模型组和空白载体组上述蛋白表
达比较，差异无统计学意义；与空白载体组比较，

图 ４　透射电镜观察小鼠肝细胞超微结构（×１２０００）
Ａ．对照组；Ｂ．模型组；Ｃ．空白载体组；Ｄ．ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组

　

ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组肝组织 Ｂｅｃｌｉｎ－１、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ表达
明显减少，而 Ｂａｘ、Ｐ６２、ｃａｓｐａｓｅ－３表达明显增加，差
异均有统计学意义（Ｐ均 ＜０．０５），详见图５。

图 ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测凋亡及自噬相关蛋白表达
ａ．对照组；ｂ．模型组；ｃ．空白载体组；ｄ．ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ组

　

讨　　论

目前国内学者认为内质网应激在 ＮＡＦＬＤ发展中
扮演着重要的角色

［６，７］
。内质网通过激活未折叠蛋

白质反应以保护由内质网应激所引起的细胞损伤，恢

复细胞稳态。近年来发现不同程度的内质网应激对

ＮＡＦＬＤ发挥不同的作用［４］
。在 ＮＡＦＬＤ早期，短暂

（轻度）的内质网应激虽然直接诱导细胞凋亡，内质

网应激可通过启动自噬等保护机制对抗凋亡，最终细
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胞即使承受内质网应激刺激，凋亡不会出现明显增

加；而 ＮＡＦＬＤ晚期，长期（重度）的内质网应激可通
过一方面可直接诱导细胞凋亡，另一方面内质网直接

损伤细胞保护机制直接导致细胞凋亡率明显增加。

ＩＲＥ１及其介导的内质网应激———非折叠蛋白反应因
被发现参与细胞应激后细胞存亡抉择而引起广泛的

关注
［８］
。本研究发现通过注射 ＩＲＥ１α－ｓｈＲＮＡ慢病

毒载体沉默 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路发现肝脏脂肪变性加
重，组织中炎性细胞明显增加，血清炎性介质明显升

高，提示 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路对 ＮＡＦＬＤ具有保护作用。
而既往研究提示 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ在 ＮＡＦＬＤ中扮演有害
角色，本研究结果与既往研究相矛盾

［９］
。

既往研究 ＮＡＦＬＤ时，动物模型制作多高脂饮食
８周甚至以上［９～１１］

，而在本研究中动物仅高脂饮食 ３
周。本研究反映 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ对早期 ＮＡＦＬＤ的作
用，而既往的研究是 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ对晚期 ＮＡＦＬＤ的
作用。故本研究与既往研究结果矛盾可能原因在于

早晚期 ＮＡＦＬＤ中内质网应激程度不同，在 ＮＡＦＬＤ早
期，适度的内质网应激通过 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路通过促
进自噬抵抗细胞凋亡扮演有利的角色。凋亡和自噬

作为一种维持机体自身稳定的基本生理机制，它们分

别通过清除损伤、衰老与突变的细胞和降解错误折叠

的蛋白质等途径来维持自身的稳态和各种器官及系

统的正常功能
［１２～１７］

。内质网应激可通过调控自噬和

细胞凋亡参与 ＮＡＦＬＤ发生、发展［１３］
。本研究发现早

期 ＮＡＦＬＤ中 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路激活后自噬水平增
高，凋亡无明显增加；抑制 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路后自噬
水平降低，凋亡明显增加。

综上所述，ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路可能通过促进自噬
对早期 ＮＡＦＬＤ起保护作用，然而 ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路
信号如何通路调控自噬有待于进一步探索。明确

ＩＲＥ１α－ＪＮＫ通路在 ＮＡＦＬＤ中自噬调控的具体作用
机制，将有利揭示自噬 ＮＡＦＬＤ中鲜为人知的一面，为
ＮＡＦＬＤ临床治疗及预防提供新的思路。
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