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摘要　 目的 　 研究 ４⁃氨基⁃２⁃三氟甲基苯基维甲酸酯（ＡＴ⁃
ＰＲ）对脂多糖（ＬＰＳ）诱导 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠急性肝损伤的影响

及相关机制。 方法　 ６ 周龄的雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 品系小鼠 １５ 只

随机均分为正常组、模型组和 ＡＴＰＲ 组。 ＡＴＰＲ 组小鼠腹腔

注射 ＡＴＰＲ［１５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）］，正常组和模型组给予溶剂，持
续给药 １ 周后，模型组和 ＡＴＰＲ 组腹腔注射 ＬＰＳ（６ ｍｇ ／ ｋｇ），
６ ｈ 后处死所有小鼠。 检测小鼠血清中谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和
谷草转氨酶（ＡＳＴ）含量；ｑＰＣＲ 检测肝脏组织白细胞介素⁃６
（ＩＬ⁃６）、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）的 ｍＲＮＡ 水平；苏木精 －
伊红（ＨＥ）染色观察小鼠肝脏组织形态学变化；透射电子显

微镜（ＴＥＭ）观察小鼠肝细胞超微结构变化；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测线粒体损伤相关蛋白 ＦＵＮＤＣ１、ＯＰＡ１ 和自噬相关蛋白

ＬＣ３Ｂ、Ｐ６２、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＡＴＧ５ 的表达水平。 结果　 与正常组相

比，模型组小鼠血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ 含量上升，肝脏组织 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 水平升高，ＡＴＰＲ 组逆转这一变化。 ＨＥ 染

色显示正常组小鼠肝小叶结构正常，肝索呈放射状排列，无
充血和炎性细胞浸润，肝细胞边界清晰；模型组小鼠肝脏细

胞间隙增大，肝索排列发生紊乱，出现炎性细胞浸润；ＡＴＰＲ
组肝脏细胞间隙、肝索结构有所恢复，炎性细胞浸润较少。
ＴＥＭ 显示与正常组相比，模型组小鼠肝细胞中受损线粒体

和脂滴堆积，ＡＴＰＲ 组小鼠肝细胞中线粒体形态和数量、脂
滴数量趋于正常。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示与正常组相比，模型组

小鼠肝脏组织中 ＦＵＮＤＣ１ 蛋白表达增多，ＯＰＡ１ 蛋白表达减

少，ＬＣ３ＢⅡ和 ＬＣ３ＢⅠ的比值（ＬＣ３ＢⅡ ／Ⅰ）下降，Ｐ６２ 蛋白表

达增多，Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＡＴＧ５ 蛋白表达减少，ＡＴＰＲ 组逆转以上

变化。 结论　 ＡＴＰＲ 通过促进自噬缓解脂多糖引起的小鼠

急性肝损伤。
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　 　 脂多糖（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰阴性细

菌细胞壁外壁的组成成分，是脓毒血症的主要诱因。
在临床上脓毒血症合并肝损伤是较常见的急危重症

之一，是脓毒血症导致多器官功能障碍的一种表现

形式［１］。 自噬普遍发生于真核生物体内，是细胞通

过溶酶体降解自身组分，以达到维持细胞内正常生

理活动及稳态的一种细胞代谢过程。 自噬小体是自

噬形成的标志性物质，内容物为线粒体、内质网、糖
原或其他细胞器及细胞质成分。 细胞通过自噬将胞

内的受损细胞器及异常大分子物质包裹并运输至溶

酶体进行降解，保护肝脏细胞免受损害，维持细胞内

营养物质代谢平衡及能量供应［２］。 此外，最近的研

究［３］表明，自噬的变化是各种肝脏疾病的基础，包
括脂肪肝、脂肪变性、病毒性肝炎、药物或缺血再灌

注诱导的肝损伤等。
　 　 全反式维甲酸（ａｌｌ⁃ｔｒａｎｓ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＡＴＲＡ）是
维生素 Ａ 的天然代谢产物，作为一种新型抗炎药

物，在脓毒血症治疗中可以减少促炎细胞因子的产

生［４］。 ４⁃氨基⁃２⁃三氟甲基苯基维甲酸酯（４⁃ａｍｉｎｏ⁃２⁃
ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｙｌ⁃ｐｈｅｎｙｌ ｒｅｔｉｎａｔｅ， ＡＴＰＲ）是以 ＡＴＲＡ 为

基础设计合成的新型维甲酸衍生物，表现出比 ＡＴ⁃
ＲＡ 更好的溶解性［５］。 该实验以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠为研

究对象，腹腔注射 ＬＰＳ 造急性肝损伤模型，探究 ＡＴ⁃
ＰＲ 缓解小鼠急性肝损伤的机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 实验动物　 １５ 只 ６ 周龄的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小

鼠购自江苏集萃药康生物科技股份有限公司，于安

徽医科大学实验动物中心 ＳＰＦ 级环境中饲养，环境

温度（２０ ± ２） ℃，湿度 ４０％ ～ ７０％ ，１２ ｈ 光照 １２ ｈ
黑暗交替。 所有实验动物的饲养与操作均符合安徽

省实验动物中心管理饲养条例［实验动物使用许可

证编号： ＳＹＸＫ （皖） ２０２０⁃００１，生产许可证编号：
ＳＣＸＫ（苏）２０１８⁃０００８，伦理批号：ＬＬＳＣ２０２１０８２５］。

·００２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４；５９（２）



１． １． ２　 实验试剂　 ４％的戊巴比妥钠由安徽医科大

学实验动物中心提供；ＬＰＳ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；
ＡＴＰＲ 由安徽医科大学药学院合成；聚氧乙烯蓖麻

油、２. ５％戊二醛固定液（电镜专用）购自上海源叶

生物科技有限公司；多聚甲醛溶液、蛋白上样缓冲液

购自北京兰杰柯科技有限公司；转氨酶检测试剂盒

购自南京建成生物工程研究所；ＴＲＮｚｏｌ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ 总
ＲＮＡ 提取试剂购自北京天根生化科技有限公司；逆
转录试剂盒、ｑＰＣＲ 试剂盒购自上海新贝生物科技

有限公司；ＲＩＰＡ 裂解液、蛋白酶抑制剂购自上海碧

云天生物技术有限公司； ａｎｔｉ⁃ＬＣ３Ｂ、ａｎｔｉ⁃Ｐ６２、 ａｎｔｉ⁃
Ｂｅｃｌｉｎ１ 抗体、ａｎｔｉ⁃ＦＵＮＤＣ１ 抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇ⁃
ｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ａｎｔｉ⁃ＡＴＧ５ 抗体、 ａｎｔｉ⁃ＯＰＡ１
抗体购自上海 Ａｂｍａｒｔ 公司；ａｎｔｉ⁃ＧＡＰＤＨ 抗体购自

武汉三鹰生物技术有限公司；山羊抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ、山
羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司。
１． １． ３　 实验仪器　 酶标仪、高速低温离心机购自美

国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；正置生物显微镜购

自德国 Ｌｅｉｃａ 公司；透射电子显微镜 Ｔａｌｏｓ Ｌ１２０Ｃ
Ｇ２、化学发光凝胶成像分析系统 ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ Ｔｏｕｃｈ
Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ 购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司； － ８０ ℃超低

温冰箱购自日本 ＳＡＮＹＯ 电器股份有限公司； ｐＨ 仪

购自上海雷磁仪器厂；磁力搅拌器购自北京中兴伟

业仪器有限公司；电泳仪、电泳槽购自北京六一仪器

厂。
１． ２　 方法

１． ２． １　 动物模型建立　 １５ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠适

应性饲养 １ 周，体质量（２２ ± ２）ｇ，随机分成 ３ 组：正
常组、模型组、ＡＴＰＲ 组，每组 ５ 只。 ＡＴＰＲ 组腹腔注

射 ＡＴＰＲ １５ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），正常组、模型组腹腔注射

等体积的 ０. ９％ ＮａＣｌ 溶液（含 ２５％ 聚氧乙烯蓖麻

油），连续 ７ ｄ 进行以上操作，第 ８ 天模型组、ＡＴＰＲ
组腹腔注射 ＬＰＳ ６ ｍｇ ／ ｋｇ，６ ｈ 后处死所有小鼠。
１． ２． ２　 动物样本获取及处理　 使用 ４％ 的戊巴比

妥钠麻醉小鼠，眼球取血后处死小鼠，迅速取出肝脏

组织，使用锋利刀片切取长条状，在 ２. ５％ 戊二醛固

定液里切成 １ ｍｍ３ 以内小块，与 ２. ５％ 戊二醛固定

液一起置于 ４ ℃冰箱中固定；余下组织用预冷 ＰＢＳ
溶液漂洗干净后分成两部分，一部分液氮急速冷冻

后置于 － ８０ ℃冰箱保存待用，另一部分置于多聚甲

醛中固定后进行石蜡包埋。 取出的血液 ４ ℃静置 ２
ｈ 后 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收取血清置于 － ２０ ℃
冰箱待用。
１． ２． ３　 谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＬＴ）

和谷草转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＡＳＴ）检测

　 收取的血清严格按照试剂盒说明书步骤操作，酶
标仪读取吸光度，根据标准曲线计算转氨酶含量。
１． ２． ４ 　 ｑＰＣＲ 　 称取肝脏组织加入 ＴＲＮｚｏｌ 进行研

磨，参考 ＲＮＡ 提取试剂说明书得到总 ＲＮＡ，使用分

光光度计测量纯度和含量。 按照逆转录和 ｑＰＣＲ 试

剂盒的说明书分别进行逆转录和 ｑＰＣＲ，计算小鼠肝

脏组织炎症因子白细胞介素⁃６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６， ＩＬ⁃
６）、肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ，ＴＮＦ⁃
α）的相对表达水平。 引物序列如下： ＩＬ⁃６ （ Ｆ： ５′⁃
ＣＴＧＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧ⁃３′，Ｒ： ５′⁃ＡＧＴＧＧＴＡ⁃
ＴＡＧＡＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧ⁃３′）；ＴＮＦ⁃α（Ｆ： ５′⁃ＣＣＴＧＴＡ⁃
ＧＣＣＣＡＣＧＴＣＧＴＡＧ⁃３′， Ｒ： ５′⁃ＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧ⁃
ＴＡＣＡＡＣＣＣ⁃３′）； ＧＡＰＤＨ （ Ｆ： ５′⁃ＴＧＧＣＣＴＴＣＣＧＴＧＴ⁃
ＴＣＣＴＡＣ⁃３′， Ｒ： ５′⁃ ＧＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡ⁃
３′）。
１． ２． ５　 苏木精 － 伊红（ＨＥ）染色　 组织蜡块切片脱

蜡后，按常规方法进行 ＨＥ 染色，使用正置显微镜拍

照并保存。
１． ２． ６ 　 透射电子显微镜（ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉ⁃
ｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）观察小鼠肝细胞超微结构 　 已固定

的肝脏组织送往安徽医科大学科研实验中心，按照

ＴＥＭ 生物样品制备的基本步骤制样，ＴＥＭ 下观察肝

细胞超微结构，选取合适视野拍照并保存。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达　 取出 － ８０ ℃冰

箱保存的肝脏组织，剪取一部分称重后转入研磨器

中，每 ０. １ ｇ 组织加入 １ ｍｌ ＲＩＰＡ 裂解液 （含 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 蛋白酶抑制剂），置于冰上研磨并使之充分

裂解后，１４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 取上清液，采用

ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，样本加入蛋白上样缓冲液后

沸水中煮 １０ ｍｉｎ 使蛋白变性，冰上降温后分装并置

于 － ８０ ℃冰箱待用。 配制 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶，按照

每个泳道蛋白总量为 １０ μｇ 上样，电泳完成后在转

移液中将凝胶上的蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上，含 ５％
脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 封闭 ＰＶＤＦ 膜 ２ ｈ。 使用 ＴＢＳＴ 洗

涤条带 ３ 次，再使用 ＴＢＳ 洗涤条带 １ 次后切膜，按照

条带位置置于 Ａｎｔｉ⁃ＬＣ３Ｂ（１ ∶ １ ０００）、Ａｎｔｉ⁃Ｐ６２（１ ∶
１ ０００）、Ａｎｔｉ⁃Ｂｅｃｌｉｎ１ （１ ∶ １ ０００）、Ａｎｔｉ⁃ＡＴＧ５ （１ ∶
１ ０００）、Ａｎｔｉ⁃ＦＵＮＤＣ１（１ ∶ １ ０００）、Ａｎｔｉ⁃ＯＰＡ１（１ ∶
１ ０００）、Ａｎｔｉ⁃ＧＡＰＤＨ（１ ∶ ２ ０００）抗体中，４ ℃冰箱孵

育 １２ ～ １８ ｈ。 使用 ＴＢＳＴ 洗涤条带 ３ 次，再使用 ＴＢＳ
洗涤条带 １ 次，室温孵育二抗羊抗兔（１ ∶ ５ ０００）或
羊抗鼠（１ ∶ ３ ０００）２ ｈ。 使用 ＴＢＳＴ 洗涤条带 ３ 次，
再使用 ＴＢＳ 洗涤条带 １ 次，使用 ＥＣＬ 发光试剂显
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影。 使用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算各条带灰度值，ＧＡＰＤＨ
为内参。
１． ３　 统计学处理　 实验数据使用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件

进行数据分析，实验结果以 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较

用单因素方差分析，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 ＡＴＰＲ 对 ＬＰＳ 损伤的小鼠血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ
的影响　 与正常组比较，模型组 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 水平上

升，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）；与模型组比较，
ＡＴＰＲ 组 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 水平下降，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见表 １。
２． ２　 ＡＴＰＲ 对 ＬＰＳ 损伤的小鼠肝脏组织炎症因子

ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 相对表达水平的影响　 与正

常组比较，模型组炎症因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 相对

表达水平明显上升，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）；

与模型组比较，ＡＴＰＲ 组 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 相对表

达水平明显下降，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。
见图 １。

表 １　 ＡＴＰＲ 对 ＬＰＳ 损伤的小鼠血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 的

影响（ｎ ＝ ５，�ｘ ± ｓ，Ｕ ／ Ｌ）

组别 ＡＬＴ ＡＳＴ
正常 １１． ５８ ± １． ５２ ６６． ５３ ± ７． ７５
模型 ６４． ４４ ± ６． ２０∗∗ ２３１． ５０ ± ６． ８９∗∗

ＡＴＰＲ ２２． ６４ ± ２． ６６＃＃ １０９． １０ ± ６． ０５＃＃

Ｆ 值 ２４４． １０ ７６３． ４０

　 　 与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ３　 ＨＥ 染色结果　 正常组小鼠肝小叶结构正常，
肝索呈放射状排列，无充血和炎性细胞浸润，肝细胞

边界清晰；模型组小鼠肝脏细胞间隙增大，肝索排列

发生紊乱，出现炎性细胞浸润；ＡＴＰＲ 组肝脏细胞间

隙、肝索结构有所恢复，炎性细胞浸润较少。 见图 ２。

图 １　 ＡＴＰＲ 对 ＬＰＳ 损伤小鼠肝脏组织炎症因子 ＩＬ⁃６（Ａ）、ＴＮＦ⁃α（Ｂ） ｍＲＮＡ 相对水平的影响

１：正常组；２：模型组；３：ＡＴＰＲ 组；与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 光学显微镜下小鼠肝脏 ＨＥ 染色结果
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２． ４　 ＴＥＭ 观察小鼠肝脏细胞超微结构　 与正常组

比较，模型组小鼠肝细胞中线粒体出现嵴减少或消

失和膜不完整的现象，受损线粒体数量明显增多，脂
滴数量增多；ＡＴＰＲ 组小鼠肝细胞中线粒体形态和

数量、脂滴数量趋于正常。 见图 ３。
２． ５　 ＡＴＰＲ 对 ＬＰＳ 损伤小鼠肝脏线粒体损伤相关

蛋白表达水平的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与正

常组比较，模型组小鼠肝脏组织 ＦＵＮＤＣ１ 蛋白表达

增多（Ｐ ＜ ０. ０１），ＯＰＡ１ 蛋白表达减少（Ｐ ＜ ０. ０１）；
与模型组比较，ＡＴＰＲ 组小鼠肝脏组织 ＦＵＮＤＣ１ 蛋

白表达减少（Ｐ ＜ ０. ０１），ＯＰＡ１ 蛋白表达增多（Ｐ ＜
０. ０１）。 见图 ４。

图 ３　 ＴＥＭ 下小鼠肝脏细胞超微结构（图中箭头示自噬小体）

图 ４　 ＡＴＰＲ 对 ＬＰＳ 损伤小鼠肝脏线粒体损伤相关蛋白 ＦＵＮＤＣ１（Ａ）、ＯＰＡ１（Ｂ）表达水平的影响

１：正常组；２：模型组；３：ＡＴＰＲ 组；与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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２． ６　 ＡＴＰＲ 对 ＬＰＳ 损伤小鼠肝脏自噬相关蛋白表

达水平的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与正常组比

较，模型组小鼠肝脏组织 ＬＣ３ＢⅡ和 ＬＣ３ＢⅠ的比值

（ＬＣ３ＢⅡ／ ＬＣ３ＢⅠ）减小（Ｐ ＜ ０. ０１），Ｐ６２ 蛋白表达

增多（Ｐ ＜ ０. ０１），Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＡＴＧ５ 蛋白表达减少（Ｐ
＜ ０. ０１）；与模型组比较，ＡＴＰＲ 组小鼠肝脏组织

ＬＣ３ＢⅡ／ ＬＣ３ＢⅠ增大（Ｐ ＜ ０. ０１），Ｐ６２ 蛋白表达减

少（Ｐ ＜ ０. ０１），Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＡＴＧ５ 蛋白表达增多（Ｐ ＜

０. ０１）。 见图 ５。

３　 讨论

　 　 ＡＴＲＡ 是维生素 Ａ 在体内的活性代谢产物，具
有多种生物学功能，如降低关键炎症信号蛋白磷酸

化水平［４］，转录调节一些参与介导人体典型抗氧化

反应基因的表达水平［６］。 ＡＴＲＡ 在临床上主要用于

治疗急性早幼粒细胞白血病，ＡＴＰＲ是以ＡＴＲＡ为

图 ５　 ＡＴＰＲ 对 ＬＰＳ 损伤小鼠肝脏组织自噬相关蛋白表达水平的影响

Ａ：ＬＣ３ＢⅡ ／ ＬＣ３ＢⅠ；Ｂ：Ｐ６２；Ｃ：Ｂｅｃｌｉｎ１；Ｄ：ＡＴＧ５；１：正常组；２：模型组；３：ＡＴＰＲ 组；与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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基础设计合成的衍生物，在多种肿瘤细胞中被证明

具有优于 ＡＴＲＡ 的高效抗肿瘤活性［７］。 本研究中，
ＬＰＳ 刺激后，小鼠血清中 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 水平上升，肝
脏组织炎症因子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 相对表达水

平上升，肝脏细胞间隙增大，肝索排列发生紊乱，出
现炎性细胞浸润，ＡＴＰＲ 可以缓解以上 ＬＰＳ 造成的

小鼠肝脏损伤。 肝脏具有强大的代谢和解毒等功

能，线粒体结构和功能的改变将导致肝脏损伤。
ＦＵＮＤＣ１ 是一种位于线粒体外膜的线粒体自噬受

体，通过 ＬＩＲ 基因序列招募 ＬＣ３Ｂ，在哺乳动物细胞

中启动线粒体自噬。 ＯＰＡ１ 是一种定位于线粒体内

膜和膜间隙的 ＧＴＰ 酶，在线粒体内膜的融合和分裂

中发挥重要作用，维持线粒体嵴结构［８］。 本研究

中，ＬＰＳ 刺激后，小鼠肝脏组织 ＦＵＮＤＣ１ 蛋白表达增

多，ＯＰＡ１ 蛋白表达减少，肝细胞内线粒体出现嵴减

少或消失和膜不完整的现象，ＡＴＰＲ 预处理后小鼠

肝细胞中线粒体形态和结构趋于正常。 有研究［９］

显示泛素特异性蛋白水解酶 １９ 通过自噬调控 ＮＬ⁃
ＲＰ３ 功能抑制炎症和促进 Ｍ２ 样巨噬细胞极化，本
实验以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠为实验对象，ＡＴＰＲ 预处理后

腹腔注射 ＬＰＳ，探究 ＡＴＰＲ 是否通过影响自噬水平

发挥治疗作用。
　 　 自噬对细胞生长、存活和稳态是必不可少的，包
括自噬的起始、隔离膜和自噬小体的形成、自噬溶酶

体的形成、溶酶体降解内容物 ４ 个阶段。 自噬可分

为巨自噬、微自噬以及分子伴侣介导的自噬，一般所

说的自噬是指巨自噬，通过形成具有双层膜结构的

自噬小体包裹胞内物质，包括线粒体自噬、脂自噬、
过氧化物酶体自噬及核糖体自噬等［１０］。 自噬发生

过程中可以检测 ３ 个关键蛋白，分别是 ＬＣ３Ｂ、Ｐ６２
和 Ｂｅｃｌｉｎ１。 ＬＣ３Ｂ 蛋白合成后，Ｃ 末端水解掉一段

多肽，产生胞质分布的 ＬＣ３ＢＩ；自噬过程中，ＬＣ３ＢＩ
在一系列酶促作用下向 ＬＣ３ＢＩＩ 转变，并结合在自噬

小体膜上，ＬＣ３ＢＩＩ 与 ＬＣ３ＢＩ 的比值大小可用来评估

自噬水平的高低［１１］。 Ｐ６２ 与泛素化蛋白结合，再与

ＬＣ３ＢⅡ蛋白结合形成复合物，并最终在溶酶体内降

解，在自噬过程中 Ｐ６２ 会不断被消耗［１２］。 Ｂｅｃｌｉｎ１
与Ⅲ型磷脂酰肌醇三磷酸激酶结合后作为自噬的正

向调节因子，在自噬的启动阶段发挥重要作用［１３］。
自噬的整个过程受到不同的自噬相关基因（ａｕｔｏｐｈ⁃
ａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ，ＡＴＧ）的调控， ＡＴＧ５ 参与了自噬小

体的扩张过程［１４］。
　 　 有研究［１５］ 发现，ＬＰＳ 降低 ＡＭＰＫ 的磷酸化，增
加 ｍＴＯＲ 的磷酸化，导致自噬被抑制，同时自噬抑

制会导致去极化线粒体的积聚。 本研究中，ＬＰＳ 组

小鼠肝细胞中脂滴数量增多，受损线粒体堆积，肝组

织 ＬＣ３ＢⅡ和 ＬＣ３ＢⅠ的比值减小，Ｐ６２ 蛋白表达增

多，Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＡＴＧ５ 蛋白表达减少，这表明 ＬＰＳ 所

致小鼠肝损伤与肝组织自噬水平密切相关。 ＡＴＰＲ
预处理后小鼠肝组织 ＦＵＮＤＣ１ 蛋白表达减少，ＯＰＡ１
蛋白表达增多，肝细胞内线粒体形态和数量趋于正

常，脂滴数量减少，且自噬小体数量增多，肝组织

ＬＣ３ＢⅡ和 ＬＣ３ＢⅠ的比值增大，Ｐ６２ 蛋白表达减少，
Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＡＴＧ５ 蛋白表达增多。 以上结果表明 ＡＴ⁃
ＰＲ 可能是通过改善肝损伤小鼠的肝脏自噬水平起

到保护肝脏的作用，但 ＡＴＰＲ 如何影响自噬水平的

分子机制尚不清楚，还有待今后进一步研究。
　 　 综上所述，ＡＴＰＲ 对 ＬＰＳ 诱导的小鼠急性肝损

伤具有保护作用，其机制可能与促进细胞自噬有关，
这些结果表明 ＡＴＰＲ 作为药物对治疗 ＬＰＳ 造成的肝

脏损伤有一定的潜力。
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ｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ１ ａｎｄ ＡＴＧ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＡＴＰＲ
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ａｇｙ．
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