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摘要：目的 探讨壳寡糖对PNPLA3 I148M转基因小鼠肝脏脂质代谢的影响。方法 选取5周龄雄性

PNPLA3 I148M转基因小鼠随机分为模型组和壳寡糖组，以同龄C57BL/6J小鼠为对照组。壳寡糖组

小鼠每日给予200 mg/kg壳寡糖，模型组及对照组给予等量生理盐水。16周后，Western blot检测小

鼠肝脏PNPLA3 I148M的表达。HE和油红O染色观察小鼠肝脏脂质蓄积情况，并测定肝脏甘油三酯

（TG）、总胆固醇（TC）含量。同时检测血清中TG、TC、ALT及AST水平。结果 模型组及壳寡糖

组小鼠肝脏PNPLA3 I148M蛋白表达上调。HE染色示模型组小鼠肝脏发生明显脂肪变性，壳寡糖组小

鼠肝细胞内脂肪空泡较少，未见明显脂肪变性；油红O染色示壳寡糖可显著降低转基因小鼠肝细胞内

红染脂滴的数量及体积。壳寡糖可减轻PNPLA3I148M基因引起的TG增高，差异有统计学意义（P ＜ 
0.05）；3组小鼠肝脏TC含量差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。壳寡糖可降低PNPLA3 I148M转基因小

鼠血清TG、TC水平，而对ALT和AST水平无影响。结论 壳寡糖能减轻PNPLA3 I148M转基因小鼠肝

脏脂质沉积，为治疗NAFLD提供新的思路。
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Abstract: Objective To explore the effect of chitosan oligosaccharide (COS) on hepatic lipid metabolism of 
PNPLA3 I148M transgenic mice. Methods Five-week-male PNPLA3 I148M transgenic mice were randomly 
divided into model group and COS group. The C57BL/6J mice with the same age were selected as control group. 
The COS group was treated with 200 mg/(kg·d) COS. The same volume of saline was administrated into the 
other two groups. After 16 weeks, the protein expression of PNPLA3 I148M in the liver of mice was detected 
by Western blot. The lipid accumulation of liver was observed by HE and oil red O staining. Triglyceride (TG) 
and total cholesterol (TC) content in livers were measured. At the same time, serum TG, TC, ALT and AST 
levels were determined. Results The protein expression of PNPLA3 I148M in mice livers of model group and 
COS group was up-regulated. HE staining showed that significant fatty degeneration was observed in livers 
of model group and few fat vacuoles with no obvious steatosis was found in COS group. Oil red O staining 
showed COS could significantly reduce the number and volume of lipid droplets in hepatocytes of transgenic 
mice. COS inhibited the increase of TG induced by PNPLA3 I148M gene, with significant difference (P ＜ 
0.05). No significant difference was observed on hepatic TC contents among the three groups (P ＞ 0.05). At the 
same time, we found COS down-regulated serum TC and TG levels, but had no effects on ALT and AST levels 
in PNPLA3 I148M transgenic mice. Conclusions COS can alleviate lipid deposition in the liver of PNPLA3 
I148M transgenic mice, providing a new method for the therapy of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD).
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非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）在全球范围

内迅速流行，成为新的公共健康问题[1]。目前临床

缺乏有效治疗药物，研发有效降肝脂药物成为亟待

解决的问题[2]。Romeo等[3]进行的一项GWAS发现

PNPLA3基因突变能引起肝脏内甘油三酯蓄积。随

后不同地区进行的PNPLA3 I148M基因多态性研究

进一步证实该基因与NAFLD发病显著相关[4-6]。能

否针对PNPLA3基因寻找治疗NAFLD的可行药物成

为研究的一个新方向。

壳寡糖作为一种新兴的海洋多糖，具有多种

生物学活性，引起了人们极大的兴趣[7]。有研究[8]

表明壳寡糖可以降低血液中甘油三脂的含量，而其

作用尚不明确。本实验通过研究壳寡糖对PNPLA3 

I148M 转基因小鼠肝脏内脂质含量的影响，阐明遗

传因素在NAFLD发病机制中的作用及壳寡糖治疗

效果，为寻求有效先导化合物，进一步指导临床治

疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要试剂   本研究选择SPF级5周

龄健康雄性C57BL/6J小鼠购自北京维通利华实验

动物技术有限公司，PNPLA3 I148M转基因小鼠

（C57BL/6J）由上海思路迪公司构建。本研究所

需试剂为壳寡糖（大连中科格莱克生物科技有限公

司）、油红 O（美国Sigma公司）、甘油三酯酶法

测定试剂盒（北京普利莱基因技术有限公司）、总

胆固醇酶法测定试剂盒（北京普利莱基因技术有限

公司）、抗β-actin抗体（美国Santa Cruz公司）、

PNPLA3鼠抗人多克隆抗体（英国Abcam公司）、

辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠二抗（北京中杉金桥

生物技术有限公司）、ECL化学发光试剂盒（美国

Millipore公司）。

1.2 方法

1.2.1 小鼠分组及给药情况  选择20～25 g的同龄雄性

小鼠分为对照组（C57BL/6J正常小鼠）、转基因组

（PNPLA3 I148M转基因小鼠）和壳寡糖组（PNPLA3 

I148M转基因小鼠＋壳寡糖），每组10只。饲养环境

为SPF动物房，室温控制（23 ± 2）℃，湿度50%～

70%，小鼠饲养时均正常饮食、饮水，壳寡糖组小

鼠每日腹膜内注射200 mg/kg 的壳寡糖。对照组和模

型组的小鼠给予同等体积的0.9%的NaCl溶液。16周

后，将小鼠禁食12小时过夜，然后乙醚麻醉后迅速解

剖，经心脏取血留取血液标本，迅速留取部分新鲜

肝组织进行冰冻病理切片，部分肝组织用4%甲醛固

定，其余肝组织用液氮快速冷冻，置于－80 ℃冰箱

保存，用于Western blot及组织甘油三酯（TG）、

总胆固醇（TC）含量测定。

1.2.2 Western blot检测小鼠PNPLA3 I148M蛋白的表

达  取小鼠部分肝脏，加入蛋白裂解液置于冰上研

磨，裂解30分钟后，4 ℃ 13000 r/min离心30分钟，

取上清液，BCA法测定蛋白浓度。各组分别取40 μg

蛋白，加入5 × SDS上样缓冲液，95 ℃煮沸5分钟

使蛋白变性，进行SDS-PAGE电泳，然后点转移至

PVDF膜上，5%脱脂奶粉封闭2小时，用鼠抗人多

克隆一抗（1︰1000）孵育过夜，用TBST洗膜3次

后，以山羊抗鼠辣根酶标记二抗孵育2小时，再次

洗涤后，加ECL化学发光剂，曝光显影。Western 

blot的条带信号值用Quantity One 软件进行分析。

1.2.3 血清生物化学检测  血液标本在室温下静置，

3000 r/min离心10分钟，取血清用日本OLYMPUS

全自动生物化学分析仪酶法测定血清TG、TC、

ALT、AST水平。

1.2.4 组织病理学检查  用4%甲醛固定小鼠肝组织标

本，石蜡包埋，常规切片，HE染色，光学显微镜

下观察肝脏病理学改变如肝组织脂肪变、炎性细胞

浸润等；取小鼠肝脏用OCT包埋，制备冰冻切片，

4%甲醛固定后，0.5%油红O染色，苏木素复染，于

光学显微镜下观察肝脏脂质堆积情况。

1.2.5 肝脏组织TG、TC含量测定  取一定量的肝脏

组织，用TG和TC（组织/细胞）酶法测定试剂盒，

采用经典GPO Trinder反应，用酶标仪（Bio-Rad公

司）分别在570 nm及550 nm测其吸光度（A），A值

和TG与TC含量成正比，以此计算TG与TC含量。

1.3 统计学处理　采用SPSS 17.0统计软件处理数

据，数据以x- ± s表示。两组数据间比较用t检验。多

组数据间比较采用One-Way ANOVA分析，组间两两

比较采用SNK法，P ＜ 0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 PNPLA3 I148M在转基因小鼠肝脏中的表达  提

取模型组、壳寡糖组及对照组小鼠肝脏组织总

蛋白，并用PNPLA3抗体进行Westem blot，分析

PNPLA3 I148M在肝脏中的表达，结果显示模型组

与壳寡糖组小鼠肝脏均有PNPLA3 I148M蛋白表达

（图1），但差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。

 β-actin           

PNPLA3        

                                                        A              B             C

图 1 Western blot 检测小鼠PNPLA3 I148M蛋白的表达

注：A为模型组小鼠，B为壳寡糖小鼠，C为对照组小鼠，β-actin为内参

2.2 小鼠肝组织脂质沉积情况  为观察小鼠肝脏内脂

质堆积情况，将小鼠肝脏进行HE染色，在光学显

微镜下进行观察。相较其他两组，转基因小鼠组肝

脏组织结构排列紊乱，有大量的脂肪空泡，但3组

均无炎性细胞堆积（图2）。肝脏油红O染色显示，

和对照组相比转基因组小鼠肝细胞体积增大，发生

脂肪变性，胞质中有大量的红染脂滴，胞核被推

向周边。而壳寡糖治疗组细胞中的红染脂滴数量减

少，脂质沉积减轻（图3）。

2.3 小鼠肝脏组织TG、TC含量测定  与对照组相

比，转基因组小鼠肝脏TG含量明显增加，而壳寡

糖组小鼠肝细胞内TG的含量显著低于转基因组

（F = 27.4，P ＜ 0.001），差异有统计学意义（图

4）。各组间肝脏TC含量差异无统计学意义。

图 4 各组小鼠肝脏TG、TC含量情况

注：*P ＜ 0.05

2.4 小鼠血清脂质及肝功能指标水平的变化  PNPLA3 

I148M转基因小鼠组血清TG、TC、ALT和AST与对

照组相比，差异无统计学意义。壳寡糖组血清TG低

于转基因组（t = 3.536，P = 0.002），差异有统计学

意义；壳寡糖组血清TC低于转基因组（t = 0.598，P 

＜ 0.001），差异有统计学意义；其ALT、AST水平

差异无统计学意义，见表1。

3 讨论

非酒精性脂肪肝是临床最常见的慢性肝病之

一。近年来，随着人们生活方式的改变，其发病率

      

                                               对照组                                                                转基因组                                                          壳寡糖组

图  2 各组小鼠肝脏HE染色（100 ×）

      

                                               对照组                                                                转基因组                                                          壳寡糖组

图 3 各组小鼠肝脏油红O染色（400 ×）



《中国肝脏病杂志（电子版）》2015年 第7卷 第1期                                   ·论著· 9

迅速增加。NAFLD是由饮食、环境、代谢及遗传等

多因素相互作用的结果[9]。由于热量摄入过多与能

量消耗减少，引起的大量脂质在肝脏异常堆积造成

NAFLD形成。针对其饮食、代谢等病因，目前主要

采取调整饮食类型、改善生活方式、减轻体重等治

疗方法[10]。而在遗传方面由于缺乏足够的认识，治

疗方法尚属空白[11]。研究其相关发病机制，并针对

性的寻找治疗药物是国内外研究的一个热点。

最近研究表明遗传因素在NAFLD的形成过程

中发挥重要作用[12]，其中以PNPLA3 I148M多态性

最受关注。为了进一步探讨PNPLA3 I148M多态性

对NAFLD形成的影响，寻找非酒精性脂肪肝有效

治疗药物，本课题组成功构建PNPLA3 I148M转基

因小鼠。结果表明，与对照组小鼠相比，转基因小

鼠肝脏TG含量增加，血清TG、TC含量差异无统计

学意义，这与不同国家地区的人群实验结论一致。

壳聚糖作为一种海洋多糖具有多种生物学效

应，如免疫调节、抗肿瘤、抗氧化及降脂作用[7]。

Sumiyoshi等[13]发现低分子量壳聚糖可明显降低高脂

饮食小鼠肝脏TG及TC含量。而壳聚糖的降解产物

——壳寡糖，分子量低、水溶性高更容易被吸收，

发挥生物活性。有研究[8,14]表明壳寡糖一方面可降

低高脂饮食小鼠血清中TG含量，另一方面可明显

缓解肝脏TG蓄积。但是壳寡糖对于遗传因素导致

的脂肪肝作用尚不明确。本课题组通过PNPLA3 

I148M转基因小鼠构建NAFLD模型，给予一定量壳

寡糖治疗，研究壳寡糖对转基因小鼠脂质代谢的影

响，发现壳寡糖可降低转基因小鼠血清TG、TC含

量，同时减轻肝脏TG积累，而对血清ALT、AST水

平无影响。进一步明确了壳寡糖对NAFLD转基因

小鼠的降脂作用。

综上所述，本实验通过NAFLD转基因小鼠模

型，研究PNPLA3 I148M与NAFLD的相关性，对该

病的发病机制有了新的认识。同时，证实壳寡糖可

改善转基因小鼠肝脏内脂质堆积，从而为NAFLD

的治疗提供潜在药物治疗方法和新的治疗思路。
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表 1 各组小鼠血脂及肝功能相关指标的比较（x- ± s）
分组 血清TG（mmol/L） 血清TC（mmol/L） ALT（U/L） AST（U/L）

对照组 1.69 ± 0.09 3.01 ± 0.21 52.00 ± 3.18 64.00 ± 2.63

壳寡糖组  1.64 ± 0.15a  2.86 ± 0.22b 42.00 ± 3.63 67.00 ± 3.16

转基因组 1.86 ± 0.12 3.28 ± 0.14 45.00 ± 2.41 70.00 ± 4.02

注：与转基因组比较，aP = 0.002，bP ＜ 0.001


