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　　［摘要］　目的　探讨磷酸腺苷激活的蛋白激酶（ＡＭＰＫ）及其激动剂５氨基咪唑４甲酰胺核苷酸（ＡＩＣＡＲ）在慢

性应激诱发小鼠非酒精性脂肪肝（ＮＡＦＬＤ）中的作用。方法　建立小鼠慢性应激模型，设对照组、应激组、应激加

ＡＩＣＡＲ给药组和ＡＩＣＡＲ给药组，每组６只。采用ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血浆促炎性细胞因子（肿瘤坏死因子α，γ干扰素）

浓度，采用自动生化分析仪检测小鼠血浆丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）、总胆固醇、三酰甘油、游离脂肪

酸的水平，采用苏木精伊红染色和油红Ｏ染色检测肝细胞脂肪变性，采用蛋白质印迹法检测肝组织ＡＭＰＫ蛋白表达；

然后用ＡＩＣＡＲ处理慢性应激小鼠并检测上述指标的变化。结果　慢性应激导致小鼠肝细胞脂肪变性，肝功能损害

（ＡＬＴ、ＡＳＴ水平升高，犘＜０．０１），血浆促炎性细胞因子浓度升高（犘＜０．０５），血浆游离脂肪酸水平升高（犘＜０．０１）以及

肝组织ＡＭＰＫ蛋白表达降低（犘＜０．０１）。ＡＩＣＡＲ改善了肝细胞脂肪变性，并缓解了上述指标的变化。结论　慢性应

激可能通过ＡＭＰＫ信号通路诱发ＮＡＦＬＤ，ＡＭＰＫ激动剂ＡＩＣＡＲ可缓解慢性应激导致的ＮＡＦＬＤ。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（１２）：１５２１１５２５］

　　慢性应激对机体代谢和免疫有着广泛的影响，

与多种慢性疾病的发生、发展密切相关［１］。研究发

现慢性应激能够诱发小鼠产生非酒精性脂肪肝

（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）
［２］，但其

机制尚不明确。

磷 酸 腺 苷 激 活 的 蛋 白 激 酶 （ａｄｅｎｏｓｉｎｅ

ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）是

调节能量代谢的关键酶，对机体炎性反应和脂代谢

具有重要的调节作用［３４］，而炎症和脂代谢紊乱与

ＮＡＦＬＤ的发生密切相关
［５６］，提示ＡＭＰＫ可能在

慢性应激导致ＮＡＦＬＤ的过程中发挥作用。因此，

本实验探讨了ＡＭＰＫ及其激动剂在慢性应激诱发

ＮＡＦＬＤ中的作用及机制。

１　材料和方法

１．１　小鼠慢性应激模型的制备　雄性ＢＡＢＬ／ｃ小

鼠，体质量（２０±２）ｇ，由第二军医大学实验动物中

心提供［生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１３００１６］。每

天在不固定时间点随机采用一种应激方法干预小

鼠，共有７种应激方法可选，分别为束缚应激２ｈ、垫

料打湿２４ｈ、摇晃１０ｍｉｎ、鼠笼倾斜２４ｈ、饮食剥夺

２ｈ、４５℃烘箱热应激５ｍｉｎ、４℃水游泳冷应激

５ｍｉｎ。所有小鼠均连续应激干预５周
［７］。

１．２　ＡＭＰＫ激动剂　５氨基咪唑４甲酰胺核苷酸

（５ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ４ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ，

ＡＩＣＡＲ，美国Ｓｉｇｍａ公司），剂量为５００ｍｇ／ｋｇ体质

量，每次应激前１ｈ小鼠腹腔内注射。

１．３　小鼠实验分组　实验鼠分为４组，分别为对照

组（Ｃｏｎ组）、应激组（ＳＴ组）、应激加ＡＩＣＡＲ给药组

（ＳＴ＋ＡＩＣＡＲ组）和ＡＩＣＡＲ组，每组６只小鼠，连续

干预５周后处死所有小鼠并收集血浆、肝脏组织等标

本备用。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测小鼠血浆肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦα）和γ干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，

ＩＦＮγ）的浓度　收集小鼠血浆，按ＥＬＩＳＡ检测试剂

盒（美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）说明书操作，检测血浆中

ＴＮＦα和ＩＦＮγ的浓度。

１．５　肝功能和血脂测定　收集小鼠血浆，用７１７０Ｓ

全自动生化分析仪（日本Ｈｉｔａｃｈｉ公司）检测丙氨酸

转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天冬氨酸

转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）、总胆固

醇、三酰甘油和游离脂肪酸的浓度。

１．６　肝脏组织苏木精伊红（ＨＥ）染色和油红Ｏ染

色　用１０％甲醛溶液固定肝脏组织后，石蜡包埋，

切片，然后按ＨＥ染色试剂盒（上海碧云天生物技

术有限公司）和油红Ｏ染色试剂盒（美国ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ

公司）说明书操作。

１．７　蛋白质印迹法检测 ＡＭＰＫ蛋白表达　用

ＲＩＰＡ裂解液提取小鼠肝脏组织的总蛋白，ＢＣＡ法

测定总蛋白浓度，１００℃蛋白变性１０ｍｉｎ。ＳＤＳ聚

丙烯酰胺凝胶电泳１．５ｈ，转膜１．５ｈ，封闭２ｈ，孵育

ＡＭＰＫ一抗（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）过夜，漂洗

８ｍｉｎ×３次，孵育二抗（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）

１．５ｈ，漂洗８ｍｉｎ×３次后显影。采用ＦｌｕｏｒＳ成像

系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）对条带进行扫描和定量分

析，以ＧＡＰＤＨ为内参照。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据

处理。数据以珔狓±狊表示，两样本间均数的比较采用

独立样本狋检验，多个样本间比较采用单因素方差

分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　小鼠肝功能和血浆促炎细胞因子浓度

变化　肝功能检测结果显示，ＳＴ组小鼠血浆ＡＳＴ和

ＡＬＴ浓度较Ｃｏｎ组均升高［（１１４．４５±１３．９９）Ｕ／Ｌ

ｖｓ（７６．９１±４．５５）Ｕ／Ｌ，（４９．５８±３．９９）Ｕ／Ｌｖｓ

（２８．５８±３．５３）Ｕ／Ｌ；犘均＜０．０１］。血浆促炎性细胞

因子检测结果显示，ＳＴ组小鼠的血浆ＴＮＦα和ＩＦＮγ

浓度较 Ｃｏｎ组均升高［（２７１．５５±５９．８６）μｇ／Ｌ

ｖｓ（１７４．５５±１６．２８）μｇ／Ｌ，（１３１．１±１８．８４）μｇ／Ｌｖｓ

（８９．４８±２８．７７）μｇ／Ｌ；犘均＜０．０５］。而ＳＴ＋ＡＩＣＡＲ

组小鼠血浆ＡＳＴ浓度［（８２．００±３．２５）Ｕ／Ｌ］和ＡＬＴ

浓度［（３０．８０±３．１２）Ｕ／Ｌ］较ＳＴ组均降低（犘均＜

０．０１），ＴＮＦα［（１７４．３７±４．７０）μｇ／Ｌ］和ＩＦＮγ
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［（８２．０９±２５．６４）μｇ／Ｌ］浓度较ＳＴ组也均降低 （犘均＜０．０５）。见图１。

图１　慢性应激对小鼠肝功能和血浆促炎细胞因子浓度的影响及犃犐犆犃犚的缓解作用

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犮犺狉狅狀犻犮狊狋狉犲狊狊狅狀犾犻狏犲狉犳狌狀犮狋犻狅狀犪狀犱狊犲狉狌犿狆狉狅犻狀犳犾犪犿犿犪狋狅狉狔

犮狔狋狅犽犻狀犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犪狀犱狋犺犲犪犾犾犲狏犻犪狋犻狀犵犲犳犳犲犮狋狊狅犳犃犐犆犃犚

Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＳＴ：Ｓｔｒｅｓｓ；ＡＩＣＡＲ：５Ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ４ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ；ＡＬＴ：Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＡＳＴ：Ａｓｐａｒｔａｔｅ

ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＴＮＦα：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα；ＩＦＮγ：Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５，△△犘＜０．０１ｖｓ

ＳＴｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊

２．２　小鼠血脂变化和肝细胞脂肪变性　ＳＴ组小鼠

的血浆游离脂肪酸浓度较Ｃｏｎ组升高［（１．２０±

０．１５）ｍｍｏｌ／Ｌｖｓ（０．７４±０．１１）ｍｍｏｌ／Ｌ，犘＜

０．０１］，总胆固醇和三酰甘油浓度与Ｃｏｎ组相比差

异均无统计学意义。ＳＴ小鼠给予ＡＩＣＡＲ处理后，

血浆游离脂肪酸浓度较ＳＴ组降低［（０．８４±０．２５）

ｍｍｏｌ／Ｌｖｓ（１．２０±０．１５）ｍｍｏｌ／Ｌ，犘＜０．０５］。

见图２。

肝脏组织ＨＥ染色（脂肪变性表现为空泡）和

油红Ｏ染色（脂肪变性表现为红染）结果（图３）显

示，ＳＴ组小鼠肝细胞脂肪变性较Ｃｏｎ组明显增加，

而ＳＴ＋ＡＩＣＡＲ组小鼠肝细胞脂肪变性较ＳＴ组明

显减少。

图２　慢性应激对小鼠血脂的影响及犃犐犆犃犚的缓解作用

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犮犺狉狅狀犻犮狊狋狉犲狊狊狅狀狊犲狉狌犿犾犻狆犻犱狊犪狀犱狋犺犲犪犾犾犲狏犻犪狋犻狀犵犲犳犳犲犮狋狊狅犳犃犐犆犃犚

Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＳＴ：Ｓｔｒｅｓｓ；ＡＩＣＡＲ：５Ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ４ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ．犘＜０．０１ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓＳＴｇｒｏｕｐ．

狀＝６，珔狓±狊

图３　慢性应激对小鼠肝细胞脂肪变性的影响及犃犐犆犃犚的缓解作用

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳犮犺狉狅狀犻犮狊狋狉犲狊狊狅狀犺犲狆犪狋犻犮狊狋犲狊狋狅狊犻狊犪狀犱狋犺犲犪犾犾犲狏犻犪狋犻狀犵犲犳犳犲犮狋狊狅犳犃犐犆犃犚

Ａ，Ｅ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｆ：Ｓｔｒｅｓｓｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｇ：Ｓｔｒｅｓｓ＋ＡＩＣＡＲｇｒｏｕｐ；Ｄ，Ｈ：ＡＩＣＡＲｇｒｏｕｐ．ＡＤ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；ＥＨ：ＯｉｌＲｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇ．

ＡＩＣＡＲ：５Ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ４ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００
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２．３　小鼠肝组织ＡＭＰＫ蛋白表达变化　蛋白质印

迹法检测结果显示，ＳＴ组小鼠的肝组织ＡＭＰＫ蛋

白表达较Ｃｏｎ组降低（犘＜０．０１），而ＳＴ＋ＡＩＣＡＲ

组小鼠肝组织ＡＭＰＫ蛋白表达较ＳＴ组升高（犘＜

０．０１）。见图４。

图４　慢性应激对小鼠肝组织犃犕犘犓蛋白表达的影响

及犃犐犆犃犚的阻断作用

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳犮犺狉狅狀犻犮狊狋狉犲狊狊狅狀犃犕犘犓犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊

犻狀犾犻狏犲狉犪狀犱犫犾狅犮犽犻狀犵犲犳犳犲犮狋狊狅犳犃犐犆犃犚

Ｃｏｎ： Ｃｏｎｔｒｏｌ； ＳＴ： Ｓｔｒｅｓｓ； ＡＩＣＡＲ： ５Ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ４

ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ；ＡＭＰＫ：Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｓ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．犘＜０．０１ｖｓＣｏｎｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓＳＴ

ｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊

３　讨　论

近年来，ＮＡＦＬＤ的发病率逐年升高，已成为最

常见的慢性肝病之一。ＮＡＦＬＤ是以弥漫性肝细胞

脂肪变性为主要特征的临床病理综合征，严重者可

进展成为肝硬化和原发性肝细胞癌，严重威胁人们

的健康［８］。

应激反应是机体应对外界环境刺激的重要生理

反 应，可 激 活 下 丘 脑垂 体肾 上 腺 皮 质

（ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｒｅｎａｌ，ＨＰＡ）轴，激动交

感神经系统，引起广泛的神经内分泌活动，调节机

体代谢和免疫。慢性应激对机体健康的负面影响已

被广泛报道，大量研究证实慢性应激能诱发和加剧

各种慢性代谢性疾病和炎症疾病［９１１］。近年来有研

究报道慢性应激可促进ＮＡＦＬＤ的发生
［３］，但相关

研究仍较少。目前对慢性应激引发ＮＡＦＬＤ的作用

及机制尚缺乏深入认识。

研究已证实炎性反应是ＮＡＦＬＤ形成的重要原

因［１２１３］，本实验发现慢性应激导致小鼠的血浆

ＡＬＴ、ＡＳＴ和促炎性细胞因子ＴＮＦα、ＩＦＮγ水平

升高，提示慢性应激可诱发肝脏炎症和肝功能损害。

ＡＭＰＫ和炎性反应密切相关
［１４］，本实验发现慢性应

激导致小鼠肝脏组织ＡＭＰＫ蛋白表达下降，给予

ＡＭＰＫ激动剂 ＡＩＣＡＲ可阻断慢性应激对肝脏

ＡＭＰＫ蛋白表达的抑制。随着小鼠肝脏组织

ＡＭＰＫ蛋白表达增加，血浆促炎性细胞因子水平降

低，小鼠肝功能损害得到有效缓解，提示慢性应激可

能通过ＡＭＰＫ信号通路上调血浆促炎性细胞因子

的表达，从而促进ＮＡＦＬＤ发生和发展。ＡＭＰＫ抑

制炎性反应的机制可能是通过阻断ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ

和ＪＡＫＳＴＡＴ等信号通路实现的
［１５１６］。

脂质代谢紊乱是ＮＡＦＬＤ形成的另一个重要原

因［３］。本实验发现慢性应激导致小鼠血浆游离脂肪

酸浓度升高，肝脏细胞脂肪变性增加。ＡＭＰＫ是调

节能量代谢的关键酶，对肝脏脂质代谢具有重要调

节作用［４５］。随着小鼠肝脏组织ＡＭＰＫ蛋白表达增

加，血浆游离脂肪酸水平降低，小鼠肝细胞脂肪变性

得到有效缓解，提示慢性应激可能通过ＡＭＰＫ信号

通路调控血浆游离脂肪酸水平和肝脏细胞脂肪变

性，从而促进ＮＡＦＬＤ的发生和发展。ＡＭＰＫ调控

肝脏脂代谢的可能机制包括通过降低Ｓｒｅｂｐ１ｃ和

Ｆａｓ活性抑制肝脏内胆固醇和三酰甘油的合成，以

及通过减少乙酰辅酶Ａ羧化酶活性促进脂肪酸的

β氧化过程等
［１７２１］。

综上所述，本实验通过动物实验方法初步证实，

慢性应激可能通过ＡＭＰＫ信号通路诱发ＮＡＦＬＤ，

其机制可能是慢性应激下调小鼠肝脏组织ＡＭＰＫ

的表达，引起小鼠机体炎性反应和脂代谢障碍，进而

导致小鼠肝功能损害和肝细胞脂肪变性，最终发生

ＮＡＦＬＤ。ＡＭＰＫ激动剂ＡＩＣＡＲ可有效阻断慢性

应激对肝脏组织ＡＭＰＫ蛋白表达的抑制，从而缓解

慢性应激导致的ＮＡＦＬＤ。
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