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【摘要】目的：观察鼠γ疱疹病毒（γHV68）感染对C57BL/5J小鼠肝脏脂质积聚的影响并探讨其潜在机制。方法：采用高脂饮食喂养C57BL/6J小鼠，并用腹腔注射病毒的方法感染小鼠，处理18周后，检测血清炎症因子含量和肝脏组织炎症因子的表达，对小鼠肝脏进行HE和油红O染色，并用荧光定量逆转录PCR和Western blot检测脂肪酸代谢途径中关键基因的mRNA和蛋白表达。结果：与单纯高脂饮食喂养的小鼠比较，病毒感染小鼠的血清白介素6和血清淀粉样蛋白A含量增加（t值分别为-3.285和-6.528，P值分别为0.008和0.000），肝脏肿瘤坏死因子表达水平也升高（t=-5.234，P=0.002），肝脏组织的脂肪变性程度加重，肝脏内甘油三酯和游离脂肪酸的含量明显高于对照组（t值分别为-3.440和-2.967，P值分别为0.006和0.02）。同时病毒感染促进了小鼠肝脏的固醇调节元件结合蛋白1，脂肪酸合成酶和乙酰辅酶A羧化酶的mRNA表达水平（t值分别为-4.659，-4.210和-4.521，P值分别为0.001，0.004和0.004）和蛋白表达。结论：腹腔注射疱疹病毒能成功感染C57BL/6J小鼠，引起小鼠全身系统性和肝脏局部的炎症反应，促进脂质在肝脏的异常积聚，这可能与炎症状态下脂肪酸合成与羧化的关键基因表达异常增加有关。
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Effects of murine gamma herpesvirus 68 infection on hepatic lipid accumulation of C57BL/6J mice 
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(Center for Lipid Research, Key Laboratory of Metabolism on Lipid and Glucose, Chongqing Medical University)
【Abstact】Objective: To investigate the effect of murine gamma herpesvirus 68 (γHV68) infection on lipid accumulation in the liver of C57BL/6J mice and to explore the potential mechanisms. Methods: C57BL/6J mice fed with high fat diet were randomly assigned to receive either γHV68 or PBS treatment. Serum was analyzed for inflammatory cytokines. Liver was taken for histology and lipid analysis by HE and oil red O staining. Fluorescence quantitative RT-PCR and Western blot were used to measure expressions of hepatic tumor necrosis factor α (TNFα), sterol regulatory element binding protein-1 (SREBP1), fatty acid synthase (FAS), acetyl CoA carboxylase (ACC). Results: γHV68 infection promoted lipid accumulation in the liver of C57BL/6J mice in association with elevated serum interleukin 6 and serum amyloid A protein levels (t = -3.285, -6.528 and -5.234; P = 0.008, 0.000 and 0.002) as well as the elevated TNFα expressions (t=-5.234, P=0.002). Degree of hepatic steatosis was increased after infection;concentrations of triglyceride and free fatty acid in the liver were obviously higher in γHV68-infected mice than in control mice(t=-3.440, -2.967; P=0.006, 0.02).mRNA and protein expressions of SREBP1, FAS and ACC in the liver were increased in γHV68-infected mice than in control mice (t =-4.659, -4.210 and -4.521; P=0.001, 0.004 and 0.004). Conclusions: Intraperitoneal injection of herpes virus can successfully infect C57BL/6 mice and induce systemic and local liver inflammatory reaction of mice. γHV68 infection promotes liver lipid accumulation in C57BL/6J mice ,which possibly correlates with increased fatty acid synthesis and expressions of key genes of carboxylation.
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鼠疱疹病毒68（murine gamma herpes virus 68，γ-HV68）是啮齿类动物天然的疱疹病毒，与人类的卡波济肉瘤疱疹病毒和EB病毒等γ疱疹病毒具有高度的同源性，是研究疱疹病毒与疾病关系的常用病原微生物[1,2]。既往研究提示疱疹病毒感染与动脉粥样硬化和高脂血症等脂代谢紊乱疾病的发生密切相关[3,4]。肝脏是脂质代谢的中心器官，肝脏脂代谢紊乱也是机体脂代谢紊乱疾病的重要表型，但是目前关于疱疹病毒感染对肝脏脂代谢的影响的相关研究仍不多见，因此本研究拟采用腹腔接种γ-HV68的方法感染C57BL/6J小鼠，观察疱疹病毒感染对肝脏脂质积聚的影响并探讨相关机制。
1 材料与方法

1.1实验动物与分组

12只6-8周龄C57BL/6J小鼠随机分成对照组（n=6）和病毒组（n=6），每2周分别给予腹腔注射PBS（对照组）或鼠疱疹病毒（中国科学院北京生物物理研究所馈赠，感染浓度 2×105pfu/mice）（病毒组）处理[5]。所有小鼠均喂养高脂饮食（15％脂肪，1.25％胆固醇，0.5％胆汁酸），并代养于重庆医科大学动物中心。18周后在戊巴比妥（2.5％，0.1 ml/20 g）麻醉下处死小鼠并留取标本。所有处理均遵循中国医学实验动物管理指南条例（1996）。

1.2 血清炎症因子检测

实验结束时，腹腔麻醉小鼠后从心脏采血。全血室温放置30 min，待血清自然析出，3000转离心，取上清，用ELISA试剂盒，测定血清中炎症因子白介素6（Interleukin 6，IL-6）（RD公司）和血清淀粉样蛋白A（Serum amyloid A，SAA）的含量。

1.3 肝脏炎症因子检测

Trizol法提取肝组织总RNA，测定A 260及A 280值，并标化RNA浓度。将1 μg总RNA加入20 μl体系中逆转录成cDNA。逆转录条件为：42℃ 60 min，99℃ 5 min，4℃ 10 min，保存于-20℃。再取2 μL逆转录产物进行实时定量PCR，以18srRNA为内参照，反应体系为25 μl。扩增条件：50℃ 2 min，95℃ 预变性10 min；95℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 30 s，共45个循环，72℃ 10 min。以18srRNA为内参照，用△△Ct法来计算肿瘤坏死因子（Tumor necrosis factor alpha，TNFα）的表达水平。引物序列如下：TNFα-F：5'-CAGCCGATGGGTTGTACCTT-3'，TNFα-R：5'-GGCAGCCTTGTCCCTTGA-3'，18SrRNA-F：5'-TCGAGGCCCTGTAATTGGAA-3'，18SrRNA –R：5'-CCCTCCAATGGATCCTCGTT-3’。
1.4 肝脏组织学染色

1.4.1 HE染色  常规脱水、石蜡包埋肝脏组织，切片厚度为5 μm。伊红和苏木素常规染色，流水冲洗返蓝。

1.4.2 肝脏油红O染色  肝脏组织制成10 μm厚的冰冻切片，10％中性甲醛固定30 min，丙二醇孵育2 min，室温下油红Ｏ工作液染色30 min，苏木精复染1 min，流水漂洗5 min。干燥后GVA水溶性封片剂封片，光镜下观察组织内脂质沉积情况。

1.5肝脏脂质定量检测

1.5.1肝脏甘油三酯（Triglyceride, TG）含量检测  在液氮中将肝组织磨成粉末，加入氯仿/甲醇混合物（2:1）抽提脂质，超声破碎1 min，然后离心，用1 N的NaOH来溶解管底蛋白沉淀，Lowry法测定蛋白含量。同时将上清转移到另一清洁1.5 ml Ep管中，上清液真空干燥后加入正已烷：异丙醇（2:3.5）抽提其中的甘油三酯。再加入TG测定试剂（南京建成生物），37度孵育30 min，读取OD，根据标准曲线计算组织中甘油三酯含量。计算TG与细胞总蛋白含量的比值，即各组TG含量。
1.5.2肝脏游离脂肪酸（Free fatty acid, FFA）含量检测  在液氮中将肝组织磨成粉末，加入氯仿/甲醇混合物（2:1）抽提脂质，超声破碎1 min，然后离心，用1 N的NaOH来溶解管底蛋白沉淀，Lowry法测定蛋白含量。同时将上清转移到另一清洁1.5 ml Ep管中，上清液真空干燥后加入正己烷/甲醇/氯仿(56:42:2) 抽提其中的FFA。再用游离脂肪酸检测试剂盒（北京普利莱）测定组织中FFA含量。计算与细胞总蛋白含量的比值，即各组FFA含量。

1.6肝脏相关脂代谢基因的mRNA表达水平检测

提取肝组织总RNA，逆转录和实时定量PCR方法与肝脏炎症因子检测部分相同，以18srRNA为内参照，△△Ct法计算固醇调节元件结合蛋白1（Sterol regulatory element binding proteins-1， SREBP1），脂肪酸合成酶（fatty acid synthase，FAS）和乙酰辅酶A羧化酶（Acetyl-CoA carboxylase，ACC）的相对基因表达水平。相关引物序列如下： SREBP1-F：5’-GCCCACAATGCCATTGAGA-3'，SREBP1-R: 5'-CAGGTCTTTGAGCTCCACAATCT-3'，FAS-F：5'-CCTGGATAGCATTCCGAACCT-3'，FAS-R：5'-AGCACATCTCGAAGGCTACACA-3'，ACC-F：5'-CGCTCAGGTCACCAAAAAGAAT-3'，ACC-R：5'-GTCCCGGCCACATAACTGAT-3'，18SrRNA-F：5'-TCGAGGCCCTGTAATTGGAA-3'，18SrRNA –R：5'-CCCTCCAATGGATCCTCGTT-3'。
1.7 Western blot检测肝脏相关脂代谢基因的蛋白表达水平

取100 mg肝脏组织研磨后加入细胞裂解液，离心，上清提取胞浆蛋白，沉淀用于提取核蛋白，BCA法测定蛋白质浓度。SDS-PAGE电泳分离蛋白并电转至NC膜上，用5％脱脂奶粉室温封闭2 h，分别加入SREBP1，FAS，ACC和β-actin的抗体作为一抗，37℃孵育2 h，洗膜后再与相应的二抗室温孵育2 h，加入ECL化学发光底物，曝光成像。Image J软件测量并计算western blotting条带的密度容积值。
1.8 统计学处理

用SPSS17.0统计学分析软件处理实验数据。数据以均数±标准差表示（¯x   ±s），主要采用两独立样本t检验。检验水准α=0.05（双侧），以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 接种鼠疱疹病毒68对血清及肝脏炎症因子含量的影响

腹腔注射γ-HV68的小鼠血清中IL-6和SAA含量较对照组明显增加（表1），同时病毒组小鼠的肝脏组织TNFα的mRNA表达也增高为对照小鼠的2.7倍（图1，t=-5.234，P=0.002），差异均有统计学意义。

表1  C57BL/6J小鼠血清炎症因子检测

Tab.1 Levels of inflammatory cytokines in the serum of C57BL/6J mice
	组别       
	SAA (ng/ml)
	IL6 (pg/ml)

	对照组
	50.40±7.19
	4.67± 6.81

	病毒组
	69.85±12.59*
	39.17± 6.17*

	t
	-3.285
	-6.528

	P
	0.008
	0.000
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*:与对照组相比，差异有统计学意义
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*:与对照组相比，差异有统计学意义
图1  C57BL/6J小鼠肝脏组织TNFα mRNA表达水平
Fig. 1 mRNA expressions of TNF-α in the liver of C57BL/6J mice.

2.2 鼠疱疹病毒68感染对肝脏脂质积聚的影响

将甲醛固定的肝组织常规切片并HE染色，我们发现：对照组小鼠肝脏结构基本正常，肝小叶结构存在，偶见肝细胞结构疏松；病毒组小鼠的肝脏大量细胞空泡变性（图2）。油红O染色进一步证实：与高脂饮食组相比，高脂饮食 + γ-HV68感染小鼠的肝脏有大量中性脂肪沉积（图3）。肝脏组织中甘油三酯和游离脂肪酸的定量测定结果进一步表明：γ-HV68促进了C57BL/6J小鼠肝脏脂质沉积。与对照组相比，病毒组小鼠肝脏甘油三酯和游离脂肪酸含量增加（表2）。
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      A. 对照组                B. 病毒组                                          A. 对照组                B. 病毒组
图2  C57BL/6J小鼠肝脏组织HE染色（400×）                               图3  C57BL/6J小鼠肝脏组织油红O染色(400×)
Fig.2 HE staining of the liver of C57BL/6J mice (400×)                             Fig.3 Oil Red O staining of the liver of C57BL/6J mice (400×)
表2  C57BL/6J小鼠肝脏脂质测定

Tab.2 Liver TG and FFA analysis of C57BL/6J mice 
	组别       
	TG(mg/mg)            
	FFA(nmol/mg)

	对照组
	0.21±0.07
	2.33±0.89

	病毒组
	0.32±0.05*
	4.78±1.81*

	t
	-3.440
	-2.967

	P
	0.006
	0.02


*:与对照组相比，差异有统计学意义
2.3 鼠疱疹病毒68感染对肝脏SREBP1通路表达的影响

实时定量RT-PCR结果显示：与对照组相比，γ-HV68感染组的SREBP1， FAS和 ACC的基因表达水平分别是对照组的2.5倍，1.5倍和2.2倍（图4，t值分别为-4.659，-4.210，-4.521，P值分别为0.001，0.004，0.004）。Western blot结果表明病毒感染组的nuclear- SREBP1， FAS和 ACC的蛋白表达也明显高于对照组（图5）。
[image: image8.png]


[image: image9.png]


[image: image10.png]


                      [image: image6.emf]0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

SREBP1

FAS

ACC


*:与对照组相比，差异有统计学意义
图4  C57BL/6J小鼠肝脏组织SREBP1，FAS，ACC mRNA表达水平

Fig.4 the mRNA expressions of SREBP1,ACCαand FAS in the liver of C57/6J mice

                                               


3 讨 论

疱疹病毒是双链DNA病毒，分为三个亚类：α-，β-和γ-疱疹病毒。α-疱疹病毒主要包括单纯疱疹病毒-1、单纯疱疹病毒-2和Marek病疱疹病毒（Marek’s disease herpesvirus, MDV, 一种感染禽类的疱疹病毒）；β-疱疹病毒主要包括人类和鼠类的巨细胞病毒。γ-疱疹病毒包括EB病毒，卡波济肉瘤疱疹病毒和鼠γ-疱疹病毒68[6]。既往研究表明疱疹病毒感染与脂代谢紊乱和动脉粥样硬化的发生有着很强的相关性。动脉粥样硬化人群中的血清疱疹病毒抗体滴度显著高于正常人群，在人动脉粥样硬化的标本上也可检测到了疱疹病毒DNA的存在[7,8]；Alber等发现用γ-HV68感染ApoE-/-小鼠24周后，小鼠血浆LDL胆固醇增加，动脉粥样硬化加重，而使用抗病毒药物可降低动脉粥样硬化的程度[9]。另外，感染了MDV的SPF级鸡动脉平滑肌细胞内游离和酯化胆固醇含量比未感染者明显增加，并且在高脂饮食喂养下感染病毒的鸡可产生动脉粥样硬化，使用MDV疫苗可以阻止这些动脉粥样硬化的发生[10]。

研究还发现疱疹病毒感染机体后，能入侵多种细胞包括巨噬细胞、淋巴细胞、成纤维细胞、血管内皮细胞、平滑肌细胞、上皮细胞等，在宿主细胞中长期潜伏感染[11]，并引起TNF-α ，interferon (IFN)-γ等炎症介质增加[12,13]。推测这种病毒感染引起的长时间低丰度的炎症反应可能正是疱疹病毒引起机体代谢紊乱的机制。

非酒精性脂肪性肝病也与炎症反应有着非常密切的关系。非酒精性脂肪性肝病病人的血清中炎症介质的含量（如C-反应蛋白，IL-6，TNF-α）明显高于正常人群，而且血清中炎症介质的含量与脂肪变性和纤维化程度呈正相关[14]。通过对非酒精性脂肪性肝病的动物模型的研究，人们发现这些动物的血中炎症介质也同样地升高了，而且炎症反应与非酒精性脂肪性肝病的严重程度具有相关性[15]。进一步体内体外的实验还证明：炎症介质可以直接导致过量脂质在肝脏的积聚，而使用炎症介质的拮抗剂可以防止肝脏脂肪变性[16]。

在本研究中我们首先检测了γ-HV68感染小鼠对血清和肝脏局部炎症因子含量的影响，发现腹腔接种γ-HV68 （1×105 pfu/mice, 2周一次，共18周）引起了C57BL/6J小鼠血清中IL-6和SAA浓度显著升高 (与PBS处理组相比)，同时肝脏内TNFα的含量也明显增加。从而表明腹腔接种γ-HV68的方法能能够成功感染C57BL/6J小鼠，并诱导C57BL/6J小鼠产生全身系统性和肝脏局部的炎症反应。肝脏组织HE染色和油红O染色表明γ-HV68感染加重了C57BL/6J小鼠肝脏的脂肪变性程度。对肝脏组织内脂质的进行定量检测，结果也表明肝脏内甘油三酯和游离脂肪酸含量明显增加。-
进一步我们探讨了γ-HV68感染加重C57BL/6J小鼠肝脏脂质积聚的分子机制。SREBP1是调控细胞内脂肪酸代谢的关键核转录因子，控制着下游许多与脂肪酸代谢相关的靶基因的转录水平，FAS（脂肪酸合成的限速酶）和ACC（脂肪酸链加长的关键酶）正是其中的两个关键酶[17,18]。在本实验中，我们发现γ-HV68感染能增加肝脏组织SREBP1，FAS和ACC的基因和蛋白表达，表明疱疹病毒感染促进了肝脏内脂肪酸合成。由于炎症介质能激活SREBP1通路，导致脂质在肝细胞内的积聚[19]，推测这种γ-HV68感染诱导的SREBP1通路的过度表达与感染诱发C57BL/6J小鼠炎症应激反应有关。

综上所述，本研究表明腹腔接种γ-HV68能成功感染C57BL/6J小鼠，诱发全身和肝脏局部的炎症反应，激活SREBP1通路，加重肝脏脂质积聚。由于疱症病毒感染是临床常见的现象[20]，我们的研究提示了在临床上对疱疹病毒感染进行检查和控制对防治肝脏脂代谢紊乱的潜在价值。同时本研究也为研究慢性炎症致代谢紊乱疾病的发病机制提供了一种新的动物模型。
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图5 Western blotting检测C57BL/6J小鼠肝脏nuclear-SREBP1，FAS和ACC的蛋白表达


Fig.5 Protein expressions of nuclear-SREBP1, FAS and ACC in the liver of C57/6J mice 
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