
网络出版时间: 2025 － 07 － 15 09: 34: 38 网络出版地址: https: / / link． cnki． net /urlid /34． 1065． Ｒ． 20250715． 0916． 002

LSS功能缺失对 NAFLD模型小鼠肠道功能的影响
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摘要 目的 探究羊毛固醇合成酶( LSS) 基因功能缺失后对高脂饮食诱导的非酒精性脂肪性肝病( NAFLD) 模型小鼠肠道功
能的影响。方法 利用 CＲISPＲ /Cas9 系统建立 LSS全身杂合敲除 C57 小鼠( LSS + / － ) 模型，用 60%脂肪比的高脂饲料喂养 6
个月后，通过 HE和油红 O染色检测肝脏组织内脂肪沉积情况; HE染色观察小肠组织的形态变化;试剂盒检测肠道组织中总
胆固醇含量的变化;苯酚红糊体检测小鼠的胃肠动力功能; Evans blue 染色检测肠道通透性; Western blot 检测 LSS、紧密连接
蛋白( Claudin) -1、Claudin-5、白细胞分化抗原 36( CD36) 、尼曼 －匹克 C1 型类似蛋白 1( NPC1L1) 蛋白在小肠组织中的表达情
况。结果 肝脏 HE和油红 O染色结果显示在高脂饮食组中 LSS基因敲低小鼠的肝脏脂肪沉积低于野生型小鼠，LSS基因杂
合敲除小鼠肠道组织中的总胆固醇含量降低( P ＜ 0. 01) ，但肠组织 HE染色未观察到两组小鼠之间存在形态差异，LSS基因杂
合敲除小鼠的胃肠动力功能也未出现显著变化，Evans blue检测肠道通透性结果显示 LSS基因杂合敲除在高脂饮食小鼠的肠
道通透性降低( P ＜ 0. 05) ，Claudin-5 蛋白在 LSS基因杂合敲除高脂饮食小鼠的肠道组织中表达量升高( P ＜ 0. 05) ，而 LSS 蛋
白在 LSS杂合敲除小鼠肠道组织中表达量降低( P ＜ 0. 05) 。结论 在高脂饮食诱导的 NAFLD模型中，LSS基因杂合敲除后通
过调节肠道组织内胆固醇的代谢和上调 Claudin-5 的表达，减轻了高脂饮食诱导的肝脏脂肪沉积并改善了肠道的屏障功能。
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羊毛固醇合成酶( lanosterol synthase，LSS) 的主
要功能是催化 ( S) -2，3 氧化鲨烯转化为羊毛固醇，
这一转化过程是胆固醇生物合成途径中的关键步
骤。胆固醇除了组成细胞膜，还参与细胞内的多种
信号转导过程，这些信号转导过程与细胞的增殖、分
化和凋亡等密切相关［1 － 4］。小肠作为人体胆固醇代
谢的核心器官，其小肠上皮细胞合成的胆固醇不仅
作为脂蛋白复合体的核心成分参与全身脂质运输和
能量供给，更通过调控细胞膜流动性维持肠黏膜屏
障的结构完整。这种由紧密连接蛋白构成的物理屏
障与黏液层、免疫球蛋白共同形成的三重防御体系，
能有效抵御病原微生物及毒素的侵袭。

胆固醇代谢紊乱是非酒精性脂肪性肝病( non-
alcoholic fatty liver disease，NAFLD) 进展的核心病理
机制。其脂毒性效应可通过肝肠轴双向调控网络加
剧肠道微生态失衡［5 － 6］。基于以上研究背景，该研
究采用 CＲISＲP /Cas9 系统建立 LSS 基因全身杂合
敲除小鼠( LSS + / － ) 模型，然后通过 6 个月 60%脂肪
比的高脂饲料喂养建立 NAFLD小鼠模型，研究 LSS
功能缺失后对高脂饮食诱导 NAFLD 模型小鼠肠道
功能的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 20 只 8 周龄雄性 SPF 级
C57BL /6 品系小鼠，体质量 ( 15 ± 5 ) g，购自安徽省
实验动物中心，16 只 8 周龄雄性利用 CＲISPＲ /Cas9
技术构建的 LSS基因全身杂合敲除小鼠( LSS + / － ) ，
体质量( 15 ± 5 ) g，购自南京生物医药研究所，实验
动物许可证号: SCXK ( 苏) 2015-0001。所有小鼠于
安徽医科大学动物中心 SPF 级环境中饲养，温度
( 18 ～ 22 ) ℃，湿度 40% ～ 70%，明暗交替时间保持
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在 12 h /12 h，小鼠自由进食，小鼠饲养和实验过程
严格按照国标和安徽省实验动物中心管理饲养条
例，动物伦理批号( 安徽医科大学: LLSC20221208) 。
1． 1． 2 主要试剂 羧甲基纤维素、伊文思蓝( Evans
blue，EB) ( 上海麦克林生化科技股份有限公司，货
号: c804618-25g、314-13-6 ) 、10%多聚甲醛固定液、
苏木精、伊红、十二烷基硫酸钠( sodium dodecyl sul-
fate，SDS ) 、Tris 盐缓冲液 ( Tris buffered saline
tween，TBST) 、( 上海碧云天生物技术有限公司，货
号: P0147B、C0107、C0109、ST626、P0233 ) 、苯酚红、
油红 O 染料 ( 北京索莱宝科技有限公司，货号:
p8460、G1260) 、总胆固醇测定试剂盒 ( 南京建成生
物工程研究所，货号: A111-1-1 ) 、羊毛固醇合成酶
( lanosterol synthase，LSS) 抗体［赛默飞世尔科技公
司( 中国) ，货号: PA5-28238］、白细胞分化抗原 36
( cluster of differentiation 36，CD36 ) 抗体( 江苏亲科
生物研究中心有限公司，货号: DF13262) 、尼曼 －匹
克 C1 型类似蛋白 1 ( Niemann-Pick type C1-like 1
protein，NPC1L1) 抗体 ( 上海赛默飞世尔公司，货
号: PA1-16800) 、β-actin抗体［赛信通( 上海) 生物试
剂有限公司，货号: #4970］、紧密连接蛋白( Clau-
din) -1、Claudin-5 抗体 ( 武汉三鹰生物技术有限公
司，货号: 37-4900、29767-1-AP) 。
1． 1． 3 主要仪器 生物组织自动脱水机 ( 孝感市
亚光医用电子技术有限公司，型号: ZT-12P-1) 、石蜡
切片机( 德国徕卡仪器有限公司，型号: ＲM2235 ) 、
全波长读数仪［赛默飞世尔科技公司( 上海) ，型号:
A51119700DPC］、化学发光成像系统 ( 上海金鹏分
析仪器有限公司，型号: JP-K300) 、荧光正置显微镜
( 日本尼康公司，型号: 80i) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 动物分组与建模 20 只 8 周龄雄性 SPF 级
C57BL /6 品系小鼠，随机分成两组，每组 10 只，一组
采用普通饲料喂养 6 个月，另一组采用 60%脂肪比
的高脂饲料喂养 6 个月，建立 NAFLD小鼠模型。16
只 8 周龄雄性利用 CＲISPＲ /Cas9 技术构建的
LSS + / －也随机分成 2 组，一组采用普通饲料喂养 6
个月，另一组采用 60%脂肪比的高脂饲料喂养 6 个
月，建立 NAFLD小鼠模型。
1． 2． 2 肝脏和小肠组织病理染色 截取 2 cm新鲜
空肠段和肝脏放入预先准备好的组织固定液中进行
固定，组织固定好后依次进行脱水透明、浸蜡、包埋、

切片、烤片。烤好的片子先放入 2 个二甲苯溶液中
各浸泡 15 min进行脱蜡，然后依次在无水乙醇 1、无
水乙醇 2、90%乙醇、80%乙醇、70%乙醇溶液中各
浸泡 3 min，最后放蒸馏水中清洗 1 min 就可以开始
HE染色了。HE 染色的过程为:先将所有的片子放
入苏木精溶液中染色 8 ～ 10 min，流水冲洗几秒后放
入温热的蒸馏水中浸泡 8 min 进行反蓝，再将片子
放入伊红染料中染色 20 s，用流水冲洗片刻后烘干，
最后用中性树胶进行封片，显微镜下观察拍照。
1． 2． 3 肝脏油红 O 染色 将预先制作好的并保存
在 － 20 ℃冰箱中的肝脏冷冻切片放置到切片架上
室温回温 5 ～ 10 min。然后将冷冻切片直接放入装
入试剂 1 应用液( 试剂 1 储备液 ∶ 试剂 1 稀释液 = 5
∶ 2) 的染缸中染色 10 ～ 15 min，37 ℃左右蒸馏水洗
5 ～ 20 s。试剂 2 复染液染色 3 ～ 5 min，水洗约 30 ～
60 s。未待表面水干透即可滴加试剂 3 ( 水性封固
剂) 于玻片表面进行封片，最后于显微镜下观察并
拍照。
1． 2． 4 小肠组织总胆固醇( total cholesterol，TC) 含
量检测 根据试剂盒要求准确称取小肠组织质量，
按质量( g) ∶ 体积( mL) = 1 ∶ 9 的比例，加入 9 倍体
积的匀浆介质 ( 无水乙醇) ，冰水浴条件下机械匀
浆，4 ℃、2 500 r /min 离心 10 min，取上清液待测。
利用 96 孔板，每个样本取 2. 5 μL到 250 μL的工作
液中混匀，37 ℃下孵育 10 min 后，利用酶标仪测定
500 nm波长下各个样品的吸光度值( A) ，最后利用
公式计算各个样品总胆固醇的含量。胆固醇含量
( mmol /g 组织) = ( A样本 － A空白 ) / ( A标准 － A空白 ) ×
C标准 /［W样本质量( g) / V乙醇( L) ］。
1． 2． 5 小鼠胃肠动力检测 造模完成的实验小鼠
先禁食 24 h，然后称取每只小鼠的体质量。每只小
鼠灌胃 1. 5 mL事先配制好的苯酚红糊体( 50 mg 苯
酚红溶解于 100 mL的去离子水中，将苯酚红溶液加
热到 70 ℃后，向其中加入 1. 5 g 的羧甲基纤维素，
磁力搅拌 30 min后冷却至室温) 。等待 20 min后处
死小鼠。然后用剪刀剪开小鼠的腹腔，找到小鼠的
胃和小肠组织，用细线先对小鼠的贲门和幽门进行
结扎，然后迅速取出胃，放在滤纸上进行称重并记
录。接着用 PBS 冲洗胃里的内含物，用滤纸吸干多
余的组织液和 PBS，再次称取并记录胃的净重，胃排
空率 =［1 － ( 总胃重 － 净总胃重) /总胃重］ ×
100%。同时迅速取出小鼠的小肠组织，轻轻铺在 1
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张白纸上，测量其总长度和红色半固体浆糊正前面
之间的距离，小肠推进率 = ( 红色糊体前距 /小肠总
长度) × 100%。
1． 2． 6 EB检测小鼠肠道通透性 手术取出小鼠的
空肠，用注射器吸取 PBS 冲洗肠道内容物，反复几
次直到冲洗干净，从小肠近端剪取约 10 cm 长的一
段空肠，先将肠的一端用夹子夹紧，再用 1 mL 注射
器于空肠另一端开口处注射 0. 2 mL的 1. 5% ( 15 g /
L) 的 EB( 用 PBS溶解) ，再用夹子将这端开口夹紧，
使整个空肠大约为 6 cm。将空肠囊置于装有生理
盐水的皿中，于冰上孵育 30 min。用 3 个都装有 6
mmol /L乙酰半胱氨酸的烧杯，将孵育好的空肠囊从
两边剪开，取中间约 3 cm长的一段空肠依次在 3 个
烧杯中清洗 3 min，洗去多余的染料。将清洗好的 3
cm空肠段放在滤纸上，37 ℃干燥 24 h之后称重，得
到空肠段的质量。将干燥后的小肠囊放入 1 mL 甲
酰胺的 EP管中，然后 50 ℃下烘箱孵育 24 h( 这一
步是为了洗脱 EB) 。孵育结束后取出小肠将剩下
的 1 mL甲酰胺于 612 nm 处测定吸光度，通过之前
测定好的标准曲线计算 EB的量。
1． 2． 7 Western blot 检测肠道中 LSS、CD36、
NPC1L1、Claudin-1、Claudin-5 蛋白的表达情况 称
取 100 mg 左右的空肠组织，按质量加入 ＲIPA 裂解
液( 1 g组织 /mL) ，用研磨器研磨到没有明显组织块
后，将组织匀浆放置冰上静止 30 min，然后 4 ℃、
12 000 r /min离心 15 min，取上清液。经 BCA 法测
定蛋白浓度。加入 5 ×的 SDS蛋白上样缓冲液煮沸
10 min进行蛋白变性，取变性蛋白 25 μg 经过 10%
SDS-PAGE电泳，利用湿转法将蛋白电泳转印到
PVDF膜上。5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，TBST 洗膜
3 次，每次 10 min。然后一抗［β-actin、LSS、CD36、
NPC1L1、Claudin-1 ( 均 1 ∶ 500 ) 、Claudin-5 ( 1 ∶
1 000) ］4 ℃冰箱孵育过夜，TBST洗膜 3 次，每次 10
min，加入辣根过氧化物酶标记二抗 ( HＲP-conjuga-
ted goat anti-rabbit lgG /HＲP-conjugated goat anti-
mouse lgG) 室温下孵育( 稀释比例 1 ∶ 20 000 ) 2 h，
再用 TBST洗膜 3 次，每次 10 min，最后通过 Immo-
bilon ECL Ultra Western HＲP底物化学发光液发光、
显影，化学发光成像系统拍照，最后用 ImageJ 分析
软件分析各个蛋白电泳条带的灰度值。
1． 2． 8 统计学处理 数据采用 SPSS 26. 0 软件和
GraphPad Prism 9. 0 进行统计学分析，符合正态分布

与方差齐性的计量资料以( �x ± s) 表示，两组均数的
比较采用 t检验，多组间比较采用双因素方差分析，
组间事后两两比较采用 Tukey 检验，以 P ＜ 0. 05 为
差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 LSS 基因杂合敲除对小鼠肝脏组织的影响
通过 HE和油红 O 染色显示，普通饲料组喂养的小
鼠，LSS基因杂合敲除以后对小鼠的肝脏组织无影
响，在高脂饮食诱导的 NAFLD 模型中，LSS 基因杂
合敲除以后小鼠肝脏组织中的脂肪沉积明显降低
( 图 1A) ;并且在高脂饲料组中 LSS基因杂合敲除小
鼠的肝体比值也明显低于野生小鼠模型( t = 4. 414，
P = 0. 000 6 ) ( 图 1B) 。由此可知，LSS 基因的缺失
能减少 NAFLD的肝内脂肪沉积，对 NAFLD 有着很
好的预防作用。
2． 2 LSS 基因杂合敲除对小鼠小肠组织形态和组
织中胆固醇的影响 HE 染色观察各组小鼠小肠组
织的形态变化，显示高脂饲料喂养的小鼠小肠组织
结构比普通饲料喂养的小鼠肠道组织更大，小肠上
的绒毛结构也比普通饲料喂养的绒毛结构更长，但
在 LSS基因杂合敲除小鼠和野生型小鼠小肠组织之
间，小肠组织形态和绒毛结构未见显著的形态差异
( 图 2A) 。通过总胆固醇检测试剂盒发现在高脂饮
食组中 LSS基因杂合敲除小鼠的小肠组织中总胆固
醇含量低于野生型小鼠( t = 4. 818，P = 0. 008 5 )
( 图 2B) 。由此可见，LSS基因杂合敲除以后会降低
小肠组织中胆固醇的含量，但却对小鼠小肠组织形
态无显著影响。
2． 3 LSS 基因杂合敲除后对小鼠胃肠动力的影响
胃肠动力功能是消化系统的重要组成部分，胃肠

动力功能的正常运作是保证消化系统健康、物质吸
收和整体身体健康的关键因素。通过对各组实验小
鼠胃肠动力的检测显示，高脂饮食使得小鼠的小肠
推进率升高 ( t = 2. 735，P = 0. 025 6 ) ，而 LSS 基因
杂合敲除以后对小鼠的胃排空率和小肠推进率均无
显著影响，结果如图 3 所示。
2． 4 LSS 基因杂合敲除后能降低小鼠肠道组织的
肠道通透性 EB为非渗透性染料，当肠道黏膜屏障
受损严重时，EB染料就能通过黏膜之间的间隙渗入
到肠组织中，EB染料渗透的越多代表肠道黏膜屏障
受损越严重。高脂组中 EB染料的渗透量普遍高于
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图 1 各组实验小鼠肝脏组织的损伤情况
Fig． 1 Liver tissue damage of experimental mice in each group

A: The results of HE and oil red O staining of liver tissue of ex-

perimental mice in each group × 10; B: The statistical results of the

liver to body weight ratio of each experimental group of mice; CON-

WT: wild-type mice on a normal diet; CON-KO: LSS + / － mice on a

normal diet; HF-WT: wild-type mice on a high-fat diet; HF-KO:

LSS + / － mice on a high-fat diet; ### P ＜ 0. 001 vs CON-WT group;
＊＊＊P ＜ 0. 001 vs HF-WT group．

图 2 小鼠小肠组织切片 HE染色
Fig． 2 Small intestinal tissue sections of mice were stained with HE

A: The HE staining results of the small intestinal tissue in each experi-

mental group; B: The data analysis of total cholesterol content in the small

intestine in each experimental group; CON-WT: wild-type mice on a normal

diet; CON-KO: LSS + / － mice on a normal diet; HF-WT: wild-type mice on

a high-fat diet; HF-KO: LSS + / － mice on a high-fat diet; ＊＊ P ＜ 0. 01 vs

HF-WT group．
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图 3 小鼠胃肠动力检测结果
Fig． 3 Ｒesults of gastrointestinal motility tests in mice

A: The gastric emptying rate of experimental mice in each group; B: The small intestinal propulsion rate of each experimental group of mice; CON-

WT: wild-type mice on a normal diet; CON-KO: LSS + / － mice on a normal diet; HF-WT: wild-type mice on a high-fat diet; HF-KO: LSS + / － mice on

a high-fat diet; * P ＜ 0. 05 vs CON-WT group．

普通饲料喂养的小鼠( t = 2. 944，P = 0. 007 3 ) ，但
是 LSS基因杂合敲除高脂饮食小鼠的 EB 染料的渗
透量却明显低于高脂饮食正常小鼠( t = 2. 497，P =
0. 018 7) ( 图 4 ) 。由此可见，长期高脂喂养会增加
小鼠肠道黏膜的通透性，但是 LSS 基因杂合敲除以
后会降低小鼠肠道黏膜的通透性，对肠道黏膜屏障
有一定的保护作用。

图 4 小鼠小肠组织的肠道通透性情况

Fig． 4 Intestinal permeability of small intestinal tissues of mice

CON-WT: wild-type mice on a normal diet; CON-KO: LSS + / －

mice on a normal diet; HF-WT: wild-type mice on a high-fat diet; HF-

KO: LSS + / － mice on a high-fat diet; ## P ＜ 0. 01 vs CON-WT group;
* P ＜ 0. 05 vs HF-WT group．

2． 5 LSS 基因杂合敲除后增加了高脂饮食组小鼠

肠道组织中的 Claudin 蛋白的表达水平 Claudin
蛋白是肠上皮细胞间紧密连接蛋白的重要组成部
分，参与维持肠道组织黏膜屏障，防止有害物质进入
体内。通过 Western blot 实验检测了 4 组实验小鼠
肠道组织中的 Claudin-1 和 Claudin-5 的蛋白表达情
况。结果显示 Claudin-1 和 Claudin-5 这两种紧密连
接蛋白在高脂饲料野生型小鼠组的表达量低于普通
饲料野生型小鼠组( tClaudin-1 = 4. 259，P = 0. 013 1;
tClaudin-5 = 12. 000，P = 0. 000 3 ) 。在普通饲料组中，
Claudin-1 在野生型小鼠和 LSS 基因杂合敲除小鼠
的肠道组织中表达无显著差异，Claudin-5 则在 LSS
基因杂合敲除小鼠的肠道组织中表达量要低于野生
型小鼠( t = 3. 278，P = 0. 030 6 ) 。而在高脂饲料组
中，Claudin-5 在 LSS基因杂合敲除小鼠的肠道组织
中表达量高于野生型小鼠( t = 3. 297，P = 0. 030 0 )
( 图 5) 。证明 LSS基因杂合敲除以后可能通过增强
小鼠肠道组织 Claudin-5 蛋白的表达量，从而增强肠
道的黏膜屏障。
2． 6 LSS 基因杂合敲除后影响脂质物质的吸收
高脂饮食使肠道组织内 LSS蛋白表达量显著上升( t
= 3. 729，P = 0. 020 3 ) ，但 LSS 基因杂合敲除后导
致肠道组织中的 LSS 蛋白表达量降低( t = 7. 257，P
=0. 001 9) 。CD36 是长链游离脂肪酸转运蛋白，而
NPC1L1 是肠道胆固醇吸收的核心蛋白。高脂饮食
使小鼠小肠组织内的 NPC1L1 蛋白表达量上调( t =
7. 663，P = 0. 001 6) 。在普通饲料组中，LSS基因杂
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图 5 紧密连接蛋白在各组实验小鼠小肠组织中的表达情况
Fig． 5 The expression of tight junction proteins in small intestinal

tissue of each experimental group of mice

A: Western blot was used to detect the expression of Claudin-1 and

Claudin-5 in the small intestine of mice in each group; B: Comparison of

the relative expression of Claudin-1 and Claudin-5 proteins; CON-WT:

wild-type mice on a normal diet; CON-KO: LSS + / － mice on a normal di-

et; HF-WT: wild-type mice on a high-fat diet; HF-KO: LSS + / － mice on

a high-fat diet; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs CON-WT group; * P ＜ 0. 05 vs

HF-WT group．

图 6 LSS、CD36、NPC1L1 蛋白在小鼠小肠组织的表达情况
Fig． 6 The expression of LSS，CD36，and NPC1L1 proteins

in the small intestine of mice

A: Western blot was used to detect the expression of LSS，CD36 and

NPC1L1 proteins in the intestinal tract of each group of experimental

mice; B: Comparison of relative expression levels of LSS，CD36 and

NPC1L1 proteins; CON-WT: wild-type mice on a normal diet; CON-

KO: LSS + / － mice on a normal diet; HF-WT: wild-type mice on a high-

fat diet; HF-KO: LSS + / － mice on a high-fat diet; # P ＜ 0. 05，## P ＜

0. 01 vs CON-WT group; ＊＊P ＜ 0. 01 vs HF-WT group．

合敲除后使小鼠小肠组织内 CD36 和 NPC1L1 蛋白
表达量升高 ( tCD36 = 3. 872，P = 0. 018 0; tNPC1L1 =
4. 178，P = 0. 013 9 ) ( 图 6 ) 。由此推论，在普通饲
料组，LSS基因杂合敲除后导致肠道组织内的胆固
醇合成异常，从而代偿性地增加小鼠肠道对胆固醇
和脂肪酸的吸收。

3 讨论

LSS 是胆固醇生物合成途径中的关键酶，催化
羊毛甾醇的合成，这是胆固醇和其他甾醇类物质的
前体。LSS功能缺失会导致胆固醇合成减少，导致
小肠细胞内胆固醇含量降低。在以往的研究中显
示，LSS 中的双等位基因突变与白内障、少毛症和掌
跖角化病 －先天性脱发综合征等疾病有关［7 － 9］，此
外 LSS功能的缺失还能通过促进脂肪酸 β －氧化及

促进胆固醇转变为胆汁酸，从而预防 NAFLD 的发
展［10］。而在本研究中实验结果显示，高脂饮食诱导
的 NAFLD小鼠肠道组织内 LSS 蛋白的表达量显著
上调，而 LSS功能缺失以后显著降低了 NAFLD模型
小鼠肝脏组织内的脂肪沉积，且 LSS 基因杂合敲除
以后不仅使小鼠肠道组织内的胆固醇含量降低，还
对肠道功能产生了多种影响。

小肠黏膜表面覆盖着单层柱状上皮细胞，这些
细胞通过紧密蛋白相互连接，形成了肠道的第一道
防线，它们不仅具有吸收营养物质的功能，还通过其
完整性阻止了有害物质的入侵。而胆固醇能够调节
磷脂双分子层的流动性，降低膜的通透性，防止磷脂
分子结晶，并增强膜的柔韧性。胆固醇还可能通过
影响紧密连接蛋白的表达和分布，促进紧密连接的
形成和稳定，以维持小肠上皮细胞的结构性和完整
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性，从而防止病原体和有害物质的入侵［11］。本研究
也进一步证实了胆固醇稳态对肠道黏膜屏障的重要
性，LSS功能缺失使高脂饮食小鼠肠道组织上的紧
密连接蛋白 Claudin-5 的表达量升高，降低了小鼠的
肠道通透性，预防了肠道内的有害物质进入肝脏，对
非酒精性脂肪性肝病的预防有着积极的作用。

小肠上皮细胞 CD36 和 NCP1L1 蛋白是负责脂
肪酸和胆固醇吸收的主要转运蛋白，该蛋白的表达
和活性受到多种因素的调控，包括膳食胆固醇含量、
胆汁酸、激素( 如胰岛素、胰高血糖素样肽-1) 以及肠
道微生物代谢产物等［12 － 14］。在本研究中，高脂饮食
会使小鼠小肠上皮细胞中的 NPC1L1 蛋白显著上
调;而 LSS基因杂合敲除以后，使普通饮食组小鼠肠
道上皮细胞中的 CD36 蛋白上调，高脂饮食组 CD36
和 NPC1L1 蛋白无显著变化，但小鼠小肠组织内的
总胆固醇含量显著降低。LSS 蛋白作为胆固醇合成
过程中的关键蛋白，其功能缺失后导致小肠上皮细
胞内的胆固醇合成功能降低，从而代偿性地增加了
小肠上皮细胞对胆固醇和脂肪酸的吸收。具体机制
需进一步验证。

综合以上的研究结果表明，长期高脂饮食会使
小鼠肠道组织中 LSS 蛋白的表达量上升，膳食胆固
醇和脂肪酸的吸收增加，肠道黏膜屏障功能降低。
而 LSS基因杂合敲除以后降低了小鼠肠道组织中总
胆固醇含量和肠道通透性，但是对小鼠的状态、肠道
组织形态和胃肠动力功能却无显著的影响。且 LSS
蛋白表达量的下降还可能通过降低肠组织内胆固醇
的含量影响着肠道对膳食胆固醇以及脂肪酸的吸
收。最后 LSS功能缺失使肠道组织上的紧密连接蛋
白 Claudin-5 的表达量升高，降低了小鼠的肠道通透
性，预防了肠道内的有害物质进入肝脏，对 NAFLD
的预防有着积极的作用。综合以上的研究结果，肠
道组织内的 LSS 基因有望成为新的治疗 NAFLD 的
靶点。
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Effects of LSS function deficiency on intestinal function
in NAFLD model mice

Bai Hongmei1，Yang Zhen1，Hu Weikang1，Wang Zihan1，Zhou Wenjing1，He Qingya1，Zhong Jian1，
Li Mingcong2，Liu Li3，Zhang Chaoyang3，Zhang Sumei1，Zhang Shengquan1

［1Dept of Biochemistry and Molecular Biology，School of Basic Medicine，3Ｒesearch and Experiment Center，
Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Dept of Pathology，Affiliated Hefei Hospital of Anhui Medical

University( The Second People's Hospital of Hefei) ，Hefei 230011］

Abstract Objective To investigate the effect of loss of function of lanosterol synthase( LSS) gene on intestinal
function in a mouse model of non-alcoholic fatty liver disease( NAFLD) induced by a high-fat diet． Methods LSS
gene heterozygous knockout C57 mice ( LSS + / － ) were established using the CＲISＲP /Cas9 system． After being fed
a high-fat diet with 60% fat content for 6 months，the fat deposition in liver tissues was detected by HE and Oil red
O staining，the morphological changes of small intestine tissue were detected by HE staining． The changes in total
cholesterol content in intestinal tissue were detected by kits． The gastrointestinal motility function of mice was de-
tected by phenol red paste． The intestinal permeability was detected by Evans blue staining，and the expression of
LSS，tight junction protein ( Claudin) -1，Claudin-5，cluster of differentiation 36 ( CD36) ，and Niemann-Pick type
C1-like 1 protein ( NPC1L1) proteins in small intestinal tissues were detected by Western blot． Ｒesults The re-
sults of HE and Oil red O staining of liver tissues showed that liver fat deposition in LSS gene heterozygous knockout
mice was lower than that in wild-type mice in the high-fat diet group． The total cholesterol content in intestinal tis-
sue of LSS gene heterozygous knockout mice decreased ( P ＜ 0. 01 ) ，but no morphological differences were ob-
served between the two groups of mice by HE staining of intestinal tissues． The gastrointestinal motility function of
LSS gene heterozygous knockout mice did not show significant changes． The intestinal permeability of LSS gene het-
erozygous knockout mice in the high-fat diet group decreased as detected by Evans blue ( P ＜ 0. 05) ． The expres-
sion levels of Claudin-5 protein in the intestinal tissue of LSS gene heterozygous knockout mice in the high-fat diet
group increased ( P ＜ 0. 05 ) ，while the expression of LSS protein in the intestinal tissues of LSS heterozygous
knockout mice decreased ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion In the NAFLD model induced by a high-fat diet，LSS gene
heterozygous knockout reduces liver fat deposition induced by a high-fat diet and improves intestinal barrier function
by regulating cholesterol metabolism in intestinal tissues and up-regulating the expression of Claudin-5．
Key words lanosterol synthase; cholesterol metabolism; non-alcoholic fatty liver disease; intestinal permeability;
tight junction protein; intestinal barrier function
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