
炎症上调SREBP-1致C57BL/6J小鼠肝脏脂质积聚
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【摘要】目的：研究炎症是否通过影响核转录因子固醇调节元件结合蛋白1（SREBP1）而致C57BL/6J小鼠肝脏脂质的异常聚集。方法：将8周龄C57BL/6J雄性小鼠随机分为对照组（n=6）和炎症组（n=6）组,两组均喂以高脂饮食，炎症组小鼠皮下注射酪蛋白建立慢性炎症模型，对照组注射相应量磷酸盐缓冲液，18周后处死，测定血清中炎症介质水平及肝脏中的脂质水平，油红O染色观察肝脏脂质沉积情况，实时定量PCR和Western blotting检测肝脏炎症因子TNF-α、MCP1及脂肪酸合成相关基因SREBP1、ACCα、FAS的基因和蛋白水平。结果：与对照组相比，炎症组血清中的炎症因子IL-6 （t=3.866,P=0.003）和SAA（t=15.207,P=0.000）水平以及肝脏中炎症因子MCP1（t=2.56,P=0.028）和 TNF-α（t=11.169,P=0.000）的mRNA水平均显著上升，Western blotting结果亦显示炎症组小鼠肝脏中TNF-α和MCP1蛋白水平高于对照组。炎症状态下，肝脏甘油三酯和游离脂肪酸含量显著高于对照组（分别为0.21±0.07 vs 0.40±0.14mg/mg ，t=2.98,P=0.014；3.80±0.58 vs 5.38±1.38nmol/mg, t=2.596,P=0.027）。油红O结果显示，炎症使脂质积聚更显著。SREBP1（t=6.161,P=0.000）及其下游与脂肪酸和甘油三酯合成相关的基因ACCα（t=14.937,P=0.000），FAS（t=6.976,P=0.000）的mRNA水平在炎症组均显著上升，Western blotting结果亦显示炎症组小鼠肝脏中ACCα，FAS的蛋白水平高于对照组。结论：炎症可能通过上调SREBP1，加重脂质在肝脏的聚集。
【关键词】炎症；固醇调节元件结合蛋白1；肝脏；脂质
【中国图书分类法分类号】R589.2             【文献标志码】A                  【收稿日期】2012-11-23
Lipid accumulation induced by inflammation via up-regulating SREBP1 in the liver of C57BL/6J mice
BAI Lingling, ZHAO Lei, LI Qing, HUANG Ailong, CHEN Yaxi, RUAN Xiongzhong
(Center for Lipid Research, Key Laboratory of Metabolism on Lipid and Glucose, Chongqing Medical University, )

【Abstact】Objective: To investigate whether inflammation enhances lipid accumulation via up-regulating SREBP1 in the liver of C57BL/6J mice. Methods: Totally 12 male C57BL/6J mice of 8 weeks were equally divided into control group and inflammation group and were fed with high fat diet for 18 weeks. Mice in inflammation group were subcutaneously injected with 0.5 ml 10% casein to establish inflammation model while those in control group were injected with PBS. Triglyceride (TG)and free fatty acids (FFA) in the liver as well as serum amyloid A (SAA) and interleukin -6 (IL-6) in the serum were assayed. Lipid accumulation in the liver was evaluated by Oil Red O staining. mRNA and protein expressions of tumor necrosis factor-a(TNF-α), monocyte chemotactic protein1(MCP1), sterol regulatory binding proteins1(SREBP1), acetyl CoA carboxylase α (ACCα), fatty acid synthase (FAS) were analyzed by real-time PCR and Western blot. Results: Casein injection elevated serum levels of IL-6 (t=3.866,P=0.003) and SAA(t=15.207,P=0.000) in mice. In the liver of casein-injected mice, mRNA and protein expressions of TNF-α (t=11.169,P=0.000) and MCP1(t=2.56,P=0.028) were significantly increased compared with those in control mice, suggesting that inflammatory stress was successfully induced in C57BL/6J mice. Levels of TG and FFA were significantly higher in inflammation group than in control group ((0.21±0.07) mg/mg vs. (0.40±0.14)mg/mg, t=2.98, P=0.014 ;( 3.80±0.58) nmol/mg vs. (5.38±1.38) nmol/mg, t=2.596, P=0.027)).Inflammation up-regulated mRNA and protein expressions of SREBP1 (t=6.161, P=0.000),FAS (t=6.976,P=0.000) and ACCα (t=14.937,P=0.000) in the liver of C57BL/6J mice, which were significantly higher than those in control group. Conclusions: Inflammation may exacerbate lipid accumulation via up-regulating SREBP1 expressions in the liver of C57BL/6J mice.
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近年来随着生活水平的改善和生活方式的改变，脂肪肝的发病率不断升高。目前，脂肪肝已经成为危害我国人民健康的仅次于病毒性肝炎第二大肝病。尽管糖尿病，肥胖，高血压，高脂血症是非酒精性脂肪肝的主要危险因素[1] ，但是脂肪肝的发病机制非常复杂，至今尚不完全清楚。
大量的动物及临床实验研究表明，炎症或炎症因子在促进肝细胞脂肪变性及加重肝细胞脂质代谢紊乱中起了重要作用[2]。然而炎症或炎症因子引起肝细胞脂质代谢紊乱的分子机制却鲜见报道。固醇调节元件结合蛋白1（sterol regulatory binding proteins，SREBP1）是一种在肝脏中含量丰富的核转录因子，主要通过调控下游基因乙酰辅酶A羧化酶 (acetyl-CoA carboxylase alpha ，ACCα)和脂肪酸合酶（fatty acid synthase ，FAS）等的表达，调节脂肪酸的合成，影响肝脏内甘油三酯含量[3, 4]。本研究中，我们采用皮下注射酪蛋白诱导C57BL/6J小鼠炎症模型，观察慢性系统性炎症是否可以通过上调SREBP1，加重脂质在肝脏的聚集。
1 材料和方法
1.1 动物
采用8周龄雄性C57BL/6J小鼠，体重18~23 g，属于无特定病原体（SPF）级动物，由重庆医科大学实验动物中心提供。
1.2主要试剂 
    细胞白介素6（interleukin -6，IL-6） 、血清淀粉样蛋白A（serum amyloid A ，SAA）检测试剂盒购自美国R&D公司。甘油三酯（triglyceride ，TG）和游离脂肪酸（free fatty acid ，FFA）试剂盒分别购于南京建成和北京普利莱公司。RNA提取试剂购自美国Promega公司；PCR引物通过Primer Express Software V2.0(Applied Biosystems, UK)设计，上海生物工程公司合成；逆转录试剂盒购自美国Applied Biosystems 公司，Power SYBR Green PCR Master Mix购于美国Applied Biosystems 公司。细胞总蛋白提取试剂盒购于Keygen公司；所用抗体购于Santa Cruz公司。
1.3 方法

1.3.1 动物模型  将12只小鼠随机分为两组:对照组，喂以高脂饮食（15%脂肪，1.25%胆固醇，0.5%胆盐）并且皮下隔天注射0.5ml磷酸盐缓冲液;炎症组，喂以高脂饮食并且皮下隔天注射0.5ml10%酪蛋白。18周后处死小鼠，收集血清和肝脏标本。
1.3.2 标本制备  小鼠禁食12h后，腹腔注射0.1ml 2.5%戊巴比妥钠，待小鼠麻醉后，经右心房室交界处插入右心室取血。取出的肝脏于PBS洗涤后，分为两部分：一部分组织先用10%甲醛固定、30%蔗糖脱水后用OCT包埋，并制作冰冻切片。另一部分肝组织经PBS洗涤后放入-80℃储存，用于后续检测。
1.3.3 血清学分析  取出后的全血室温放置30min，待血清自然析出，3000转r/min离心，取上清，用ELISA试剂盒，测定血清中炎症因子IL-6和SAA的含量。
1.3.4 油红O染色检测肝脏脂质含量  将制作好的冰冻切片，放入10%甲醛固定30min；PBS清洗3次，1，2-丙二醇孵育2min后甩干，油红O染色25min；双蒸水清洗3次，苏木素复染2min；自来水洗净后甘油明胶封片。
1.3.5肝脏甘油三酯含量检测  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1min，然后离心，用1N的NaOH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1.5mlEp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30min，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。
肝脏游离脂肪酸含量检测  脂质的提取同肝脏的甘油三酯检测，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。
1.3.6 实时定量PCR检测mRNA表达  提取细胞总RNA，用逆转录试剂盒使其逆转录成cDNA，反转录条件是：37℃ 15min，85℃ 5s，保存于-20℃。以2μl cDNA作实时定量PCR检测mRNA表达，同时以18s rRNA作为内参，用Power SYBR Green PCR Master Mix试剂盒进行扩增反应：50℃ 2min, 95℃ 5min 预变性；95℃ 20s, 55℃ 20s, 40个循环。反应体系为25μl。数据计算步骤是：△Ct=目标基因 Ct值- 18s rRNA 基因Ct值；△△Ct=（HCD + Casein）组△Ct-HCD组△Ct；HCD + Casein组基因表达为HCD组-2^(△△Ct)倍。设计的引物序列见表1。
表1  实时定量PCR引物序列

Tab.1 Primer sequences for real-time PCR

	Genes
	Primers

	18s rRNA
	5’-TCGAGGCCCTGTAATTGGAA -3’sense

	
	5’-CCCTCCAATGGATCCTCGTT antisense -3’antisense

	MCP1
	5'-GTCTGTGCTGACCCCAAGAAG-3' sense

	
	5'-TGGTTCCGATCCAGGTTTTTA-3'antisense anaaaaantisense antisense antisense antisense antisense antisense

	TNF-α
	5'-CAGCCGATGGGTTGTACCTT-3' sense

	
	5'-GGCAGCCTTGTCCCTTGA-3' antisense

	SREBP1
	5'-GCCCACAATGCCATTGAGA-3' sense

	
	5'-CAGGTCTTTGAGCTCCACAATCT-3'antisense antisense llantisense

	ACCα
	5'-CGCTCAGGTCACCAAAAAGAAT-3'sense

	
	5'-GTCCCGGCCACATAACTGAT-3' antisense

	FAS
	5'-CCTGGATAGCATTCCGAACCT-3'sense

	
	5'-AGCACATCTCGAAGGCTACACA-3'antisense


1.3.7 Western blotting检测蛋白表达  提取的细胞总蛋白，蛋白定量并标化统一浓度， SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白后，电转至硝酸纤维素膜。5%脱脂牛奶37℃封闭1h，分别加入肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor -α，TNF-α）Ⅰ抗、单核细胞趋化蛋白-1(monocyte chemotactic protein-1，MCP-1)Ⅰ抗、SREBP1Ⅰ抗、ACCαⅠ抗、FASⅠ抗、和ActinⅠ抗，4℃孵育过夜。TBST清洗3次，10 min/次，加入相应II抗 37℃孵育1.5h。TBST清洗3次，10 min/次，ECL光化学法显色。
1.3.8 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（¯x   ±s）表示，采用两样本均数t检验进行比较分析,检验水准α=0.05（双侧）。
2 结果
2.1 小鼠血清炎症水平测定
本研究通过皮下注射酪蛋白来诱导炎症组小鼠体内慢性系统性炎症，血清中的炎症因子检测结果显示：与对照组相比，炎症组血清中的炎症因子IL-6（图1A,t=3.866,P=0.003）和SAA均显著上升（图1B,t=15.207,P=0.000）。
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*：与对照组相比 p<0.05 

图1 对照组和炎症组小鼠血清中IL-6和SAA的浓度水平 
Fig.1 Levels of IL-6 and SAA in the serum of C57BL/6J mice in control group and inflammation group
2.2 小鼠肝脏炎症因子MCP1，TNF-α的表达

实时定量PCR检测TNF-α和MCP1在小鼠肝脏中的mRNA表达水平，结果显示：与对照组相比，炎症组肝脏MCP1（图2A,t=2.56,P=0.028）和TNF-α（图2A,t=11.169,P=0.000）的mRNA表达水平明显上调；同时用Western blot 检测TNF-α和MCP1在小鼠肝脏中的蛋白水平表达，结果亦显示炎症组明显高于对照组，见图2B。
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*：与对照组相比 p<0.05

图2 对照组和炎症组小鼠肝脏中炎症因子的mRNA和蛋白表达水平
Fig. 2  mRNA and protein expressions of MCP1 and TNF-α in the liver of C57BL/6J mice in control group and inflammation group
2.3 小鼠肝脏油红O染色
肝脏是脂质合成和代谢的主要场所，细胞内含有丰富的脂质成分，对照组小鼠肝细胞中有明显红染颗粒，说明肝细胞脂质含量较高，且肝组织结构正常，肝细胞排列整齐，见图3A；而炎症组小鼠比对照组呈现的肝细胞红染颗粒更明显，脂质沉积明显增加，肝细胞体积增大，排列紊乱，见图3B。
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A对照组                                                         B炎症组
图3 对照组和炎症组小鼠肝脏油红O染色
Fig.3 Oil Red O staining in the liver of C57BL/6J mice in control group and inflammation group
2.4 小鼠肝脏甘油三酯和游离脂肪酸测定
定量检测结果显示：与对照组相比，炎症组小鼠肝脏甘油三酯（TG）含量显著高于对照组（图3A,t=2.98,P=0.014）；同时，游离脂肪酸（FFA）检测结果也显示炎症能增加其在小鼠肝脏中的含量（图3B,t=2.596,P=0.027）。
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*：与对照组相比 p<0.05
图4   对照组和炎症组小鼠肝脏中TG和FFA浓度水平
Fig.4 Concentrations of TG and FFA in the liver of C57BL/6J mice between control group and inflammation group
2.5 小鼠肝脏中SREBP1,ACCα，FAS的mRNA和蛋白水平
与对照组相比，炎症组肝脏SREBP1（图1A,t=6.161,P=0.000）及其下游与脂肪酸和甘油三酯合成相关的基因ACCα（图1A,t=14.937,P=0.000），FAS（图1A,t=6.976,P=0.000）的mRNA明显上调，同时，Western blot结果亦显示炎症组SREBP1，ACCα，FAS蛋白水平明显高于对照组，与mRNA检测结果相符，见图5B。
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*：与对照组相比 p<0.05
图5 炎症对小鼠肝脏SREBP1,ACCα，FAS的mRNA和蛋白水平的影响
Fig.5 Effects of inflammatory stress on mRNA and protein expressions of SREBP1,ACCα and FAS in the liver of C57/6J mice
3 讨论

近年来发现：肥胖、高血压、2型糖尿病、脂代谢紊乱等代谢综合征与炎症有着密切的关系，人们认为系统性慢性炎症反应是代谢综合征的核心点。非酒精性脂肪肝是代谢综合征的肝脏表现[5]，越来越多的研究表明炎症或炎症因子参与了非酒精性脂肪肝发生发展的全过程[6]。据报道，非酒精性脂肪肝患者血清TNF-α，IL-6水平与正常对照组相比升高，而抗炎症因子IL-4与正常对照组相比下降[1]。TNF-α可介导肝细胞损伤，高浓度的TNF-α可减少外周组织脂肪分解，并促进肝细胞甘油三酯的合成和聚集[7]。且在动物模型和人体内，运用抗炎症因子药物均可以改善非酒精性脂肪肝[8, 9]。然而炎症或炎症因子引起肝细胞脂质代谢紊乱的分子机制目前并不十分清楚。
固醇调节元件结合蛋白（sterol regulatory binding proteins，SREBPs）是一种重要的核转录因子，在内质网以无活性的蛋白质前体存在，与SCAP形成复合体后，由内质网运输到高尔基体，在高尔基体分别被1位蛋白酶和2位蛋白酶裂解，最后释放出氨基末端片段，该片段进入细胞核内与其靶基因启动子的固醇调节元件结合，调节相关基因表达[10]。SREBPs包括：SREBP1和SREBP2。其中，SREBP1在肝脏中含量丰富，其生理作用为通过调节下游与脂肪酸和甘油三酯合成相关的基因，如乙酰辅酶A羧化酶和脂肪酸合酶等，影响肝脏内脂肪酸和甘油三酯含量[3, 4]。因此，本研究采用隔日皮下注射酪蛋白诱导C57BL/6J小鼠炎症模型，观察慢性系统性炎症是否可以通过上调SREBP1，加重脂肪酸和甘油三酯在肝脏的聚集。
动物实验结果显示： 炎症组小鼠血清炎症因子SAA、IL-6水平以及肝脏炎症因子MCP1、TNFα的mRNA和蛋白水平均明显高于对照组，说明小鼠体内存在低丰度、系统性炎症，即C57BL/6J小鼠炎症模型建立成功。我们通过进一步检测发现：炎症组小鼠的SREBP1、ACCα和FAS的mRNA和蛋白水平明显高于对照组，说明炎症能上调SREBP1继而上调其下游靶基因ACCα和FAS的表达。而上调的ACCα和FAS能使肝细胞脂肪酸和甘油三酯的合成增加。肝脏的油红O染色结果以及肝脏脂肪酸和甘油三酯的含量测定进一步证实了这一结果。实验结果说明: 炎症可能通过上调SREBP1，加重脂质在肝脏的聚集。
本研究通过建立C57BL/6J小鼠炎症模型，证实了慢性炎症状态下，炎症介质可以上调SREBP1的表达，导致其下游靶基因ACCα和FAS的表达增加，从而使FFA和TG的合成增加，引起肝脏出现大量异常的脂质聚集。炎症可能是脂肪肝发病机制中的独立危险因子，也为临床治疗和新药开发提供了新线索和新思路。
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