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摘要　 目的　 研究高尔基体蛋白 ７３（ＧＰ７３）中和抗体在由蛋

氨酸和胆碱缺乏 （ ＭＣＤ） 饮食诱导的非酒精性脂肪肝

（ＮＡＦＬＤ）发生过程中的功能机制。 方法 　 小鼠经 ＭＣＤ 饮

食和 ＧＰ７３ 中和抗体干预后，检测血清总胆固醇（ＴＣ）、天门

冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、三酰甘油（ＴＧ）和丙氨酸氨基转

移酶（ＡＬＴ）总含量；肝组织脂质蓄积程度由 ＯＲＯ 染色和 ＨＥ
染色进行观察；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肝组织 ＡＣＣ１、ＨＭＧＲ、ＴＩＭＰ１、
ＴＧＦ⁃β 的基因表达情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肝组织 α⁃ＳＭＡ 和

ＳＲＥＢＰ１ 蛋白表达水平。 结果 　 ＧＰ７３ 中和抗体会降低由

ＭＣＤ 饮食诱导的血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 积累（Ｐ ＜ ０. ００１），提高血清

ＴＧ、ＴＣ 的水平（Ｐ ＜ ０. ００１）；肝组织 ＨＧＭＲ（Ｐ ＜ ０. ００１）、ＴＧＦ⁃
β（Ｐ ＜ ０. ０５）、ＡＣＣ１（Ｐ ＜ ０. ０１）的基因表达水平和 α⁃ＳＭＡ（Ｐ
＜ ０. ０５）、ＳＲＥＢＰ１（Ｐ ＜ ０. ０５）蛋白表达水平出现下降，改善

脂肪堆积。 结论 　 ＧＰ７３ 中和抗体通过减缓肝脏纤维化进

程，减轻肝脏脂质蓄积，抑制 ＭＣＤ 诱导的 ＮＡＦＬＤ 的形成。
关键词 　 高尔基体蛋白 ７３；ＧＰ７３ 中和抗体；非酒精性脂肪

肝；蛋氨酸和胆碱缺乏饮食
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　 　 截至 ２０１９ 年，非酒精性脂肪肝（ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）在亚洲的总患病率已经超

过 ２９. ６２％ ［１］。 ＮＡＦＬＤ 与肝细胞癌 （ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）的发生密切相关，每年罹患 ＨＣＣ 的

患者不断增多，使其一度成为全球癌症相关死亡的

主要原因之一［２］。 因此，寻找更有效的治疗方式或

药物是解决 ＮＡＦＬＤ 的主要手段。
　 　 肝脏处于病理状态时，其高尔基体蛋白 ７３（ｇｏｌ⁃
ｇｉ ｐｒｏｔｅｉｎ ７３，ＧＰ７３）往往会有较高的表达水平［３ － ４］，

它能调控 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ 信号通路促进肝癌细胞的

侵袭和转移［５］，也具有辅助诊断低浓度甲胎蛋白

（ａｌｐｈａ⁃ｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｉｃ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＰＨＣ ） 的 潜 力［６］。 ＧＰ７３ 可 通 过 促 进

ＳＣＡＰ ／ ＳＲＥＢＰｓ 的表达，参与脂质代谢途径，调控肝

细胞脂肪变性［７］，而 ＮＡＦＬＤ 的发生与多种代谢综

合征密不可分［８］。 该研究通过饲喂蛋氨酸和胆碱

缺乏（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ⁃ｃｈｏｌｉｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ，ＭＣＤ）饮食，构建

小鼠 ＮＡＦＬＤ 模型，探讨 ＧＰ７３ 中和抗体在治疗

ＮＡＦＬＤ 方面的价值。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物 　 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，购于北京

维通利华实验动物技术有限公司，动物生产许可证

号：ＳＣＸＫ ２０１６⁃０００２。
１． ２　 试剂　 ＴｒｉＱｕｉｃｋ Ｒｅａｇｅｎｔ 总 ＲＮＡ 提取试剂（北
京索莱宝科技有限公司）；改良油红 Ｏ 染色液（北京

索莱宝科技有限公司）；ＥａｓｙＳｃｒｉｐｔ® Ｏｎｅ⁃Ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ
Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ（北京全式金

生物技术股份有限公司）；ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔ® Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ（北京全式金生物技术股份有限公司）；
ＳＲＥＢＰ１ 一抗（英国 Ａｂｃａｍ 公司）；ＧＰ７３ 一抗（美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）；α⁃ＳＭＡ 一抗（美国 ＳＡＢ 公司）；α⁃
Ｔｕｂｕｌｉｎ 一抗（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）；ＧＰ７３ 中和抗

体（北京热景生物技术股份有限公司）。
１． ３ 　 仪器 　 ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ Ｌｉｔｅ 分光光度计 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ ３ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ
Ｓｙｓｔｅｍ（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；生物样品均质仪

（杭州奥盛仪器有限公司）。
１． ４　 ＮＡＦＬＤ 模型的构建 　 选择周龄性别一致的

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，其体质量情况和健康状况无明显差

异，周龄 ６ ～ ８ 周。 所有小鼠按照随机分配的方式被

均分至模型组和对照组中，每组 ６ 只小鼠。 模型组

喂以 ＭＣＤ 饮食，其中一组按照 ８０ μｇ ／ ２ ｄ 的规格尾

部注射 ＧＰ７３ 中和抗体，另一组注射同体积 ＩｇＧ 抗

体（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｇ，ＩｇＧ）。 对照组喂养蛋氨酸和

胆碱充足（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ⁃ｃｈｏｌｉｎｅ ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ，ＭＣＳ）饮食，
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其它条件与模型组相同。 连续干预 １ 个月之后，摘
取眼球收集小鼠血液和肝脏组织。
１． ５　 血清生化指标分析　 收集小鼠血清送至解放

军总医院第三医学中心检验科利用全自动生化分析

仪检测血清中的总胆固醇（ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、天
门冬氨酸氨基转移酶 （ ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＳＴ）、三酰甘油（ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）和丙氨酸氨基转

移酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）等指标。
１． ６　 ＯＲＯ 染色和 ＨＥ 染色　 采集模型组和对照组

小鼠部分肝组织用 １０％福尔马林过夜固定，切片后

置入恒冷箱。 待冰冻后将切片取出，去离子水洗一

次，然后置入 ６０％ 异丙醇浸洗 ３０ ｓ。 将切片放入

ＯＲＯ 染色液中密闭染色 １５ ｍｉｎ，再置入 ６０％异丙醇

浸洗 ３０ ｓ，经去离子水稍洗一次后，用苏木精复染核

３０ ｓ，再用 １％ 的盐酸溶液进行分化，然后经去离子

水浸泡 １０ ｍｉｎ，最后用滤纸吸干水分，用甘油明胶封

片［９］；ＨＥ 染色切片由北京赛维尔生物科技有限公

司负责制作［１０］。
１． ７　 ＲＮＡ 提取　 利用生物样品均质仪研磨组织，
按照 ＴｒｉＱｕｉｃｋ Ｒｅａｇｅｎｔ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提

取模型组和对照组小鼠肝组织的总 ＲＮＡ，ＲＮＡ 浓度

经分光光度计进行测定，琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＲＮＡ
完整无降解后用于后续实验。
１． ８ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 　 以上述 ＲＮＡ 为样本，按照 Ｅａｓｙ⁃
Ｓｃｒｉｐｔ® Ｏｎｅ⁃Ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒说明书将 ＲＮＡ 逆转录合成 ｃＤＮＡ，
并以此 ｃＤＮＡ 为模板，按照 ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔ® Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒说明书配制反应体系，利用 ＱｕａｎｔＳ⁃
ｔｕｄｉｏＴＭ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 仪器进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 扩

增，具体方法为先将 ＰＣＲ 温度提高到 ９４ ℃用以预

热反应体系 ３０ ｓ，然后保持 ９４ ℃变性 ５ ｓ，再将 ＰＣＲ
温度降低至 ５５ ℃退火 １５ ｓ，最后将温度升至 ７２ ℃
延伸 １０ ｓ，１ 个反应循环包括变形、退火和延伸 ３ 个

步骤，重复 ４０ 个循环后即可根据荧光信号判断是否

扩增出目的基因。 引物序列见表 １。
１． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 取等质量模型组和对照组小鼠

肝脏组织按照每 ２０ ｍｇ 组织加入 ２００ μｌ 裂解液的

比例分别加入 ＲＩＰＡ 裂解液，裂解后再 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ，收集上清液即为提取的组织蛋白。 取各

组适量蛋白上清行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，转膜，用 ５％ 脱

脂奶粉封闭 １ ｈ，一抗 ４ ℃摇床过夜，经 ＴＢＳＴ 洗涤

后，二抗孵育 １ ｈ、洗涤、显影。 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分

析相对表达量。
１． １０　 统计学处理　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增引物序列表

引物名称 　 　 　 序列（５′→ ３′）
ＡＣＣ１ Ｆ：ＡＡＡＡＧＣＧＡＣＡＴＧＡＡＣＡＣＣＧＴＡ

Ｒ：ＧＣＣＡＣＡＴＡＡＣＴＧＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＡ
ＨＭＧＲ Ｆ：ＡＴＴＧＡＣＣＴＴＴＣＴＡＧＡＧＣＧＡＧＴ

Ｒ：ＣＣＣＡＧＧＡＴＴＧＣＣＡＴＴＣＣＡＣ
ＴＧＦ⁃β Ｆ：ＡＡＣＡＡＴＴＣＣＴＧＧＣＧＴＴＡＣＣＴＴ

Ｒ：ＣＴＴＧＧＴＴＣＡＧＣＣＡＣＴＧＣＣＧＴＡ
ＴＩＭＰ１ Ｆ：ＧＧＴＴＣＣＣＣＡＧＡＡＡＴＣＡＡＣＧＡＧＡ

Ｒ：ＡＧＣＣＴＴＧＡＡＴＣＣＴＴＴＴＡＧＣＡＴＣ
ＡＣＴＩＮ Ｆ：ＡＴＴＧＴＴＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡ

Ｒ：ＣＡＴＣＴＴＴＴＣＡＣＧＧＴＴＧＧＣＣＴＴ

进行数据分析，数据以 �ｘ ± ｓ 表示，两组间比较采用 ｔ
检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＭＣＤ 饮食促使小鼠发生 ＮＡＦＬＤ　 分别取 ３
只小鼠用 ＭＣＤ 饮食和 ＭＣＳ 饮食喂养，１ 个月后取

小鼠血清和肝脏组织。 研究发现模型组小鼠血清中

ＡＳＴ、ＡＬＴ 水平均增高（图 １Ａ、Ｂ）；ＴＧ、ＴＣ 水平降低

（图 １Ｃ、Ｄ）；ＯＲＯ 染色的结果也显示 ＭＣＤ 饮食后小

鼠肝脏出现大量脂肪累积（图 １Ｅ）。 以上结果均与

ＮＡＦＬＤ 症状一致，说明 ＭＣＤ 诱导的小鼠 ＮＡＦＬＤ 模

型构建成功。
２． ２ 　 ＧＰ７３ 中和抗体抑制 ＭＣＤ 诱导的小鼠

ＮＡＦＬＤ　 为了研究 ＧＰ７３ 中和抗体在肝脏病变中

的功能，在构建 ＭＣＤ⁃ＮＡＦＬＤ 模型过程中按照 ８０
μｇ ／ ２ ｄ 的剂量给其中一组小鼠尾静脉注射 ＧＰ７３ 中

和抗体，同时给另一组小鼠尾静脉注射等量的 ＩｇＧ
作为对照。 ＭＣＤ 饮食喂养 ４ 周后，针对各组小鼠血

清中 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＴＧ、ＴＣ 等肝功能指标的变化情况进

行分析。 结果显示，在注射 ＩｇＧ 的情况下，ＭＣＤ 饮

食组小鼠血清 ＡＳＴ 和 ＡＬＴ 水平高于 ＭＣＳ 组，ＴＧ 和

ＴＣ 水平低于 ＭＣＳ 组；ＧＰ７３ 中和抗体的注射则会降

低由 ＭＣＤ 饮食诱导的血清 ＡＳＴ 和 ＡＬＴ 增高，以及

提高由 ＭＣＤ 饮食诱导的血清 ＴＧ 和 ＴＣ 降低。 该结

果说明在 ＭＣＤ 诱导 ＮＡＦＬＤ 过程中注射 ＧＰ７３ 中和

抗体可有效抑制 ＮＡＦＬＤ 的发展。 见图 ２。
２． ３ 　 ＧＰ７３ 中和抗体降低脂肪酸的合成和抑制肝

纤维化的进展 　 ＮＡＦＬＤ 的发生是从肝细胞脂肪变

性开始的，其中脂蛋白和载脂蛋白的缺少，以及脂肪

酸和胆固醇的积累又是细胞脂肪变性的关键原因。
为了深入了解 ＧＰ７３ 中和抗体抑制 ＮＡＦＬＤ 的机制，
本研究对模型组和对照组小鼠肝脏中的脂肪酸和胆

固醇合成的关键酶 ＡＣＣ１、ＨＭＧＲ 和 ＳＲＥＢＰ１ 的表达
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图 １　 ＭＣＤ 饮食促使小鼠发生 ＮＡＦＬＤ
　 　 Ａ ～ Ｄ：ＭＣＤ 喂食 ４ 周后小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ、ＴＧ 的水平（ｎ ＝ ３）；Ｅ：小鼠肝脏 ＯＲＯ 染色分析（ＳＰ × ２００）；ａ：对照组；ｂ：模型组；与对照组

比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 ＧＰ７３ 中和抗体抑制 ＭＣＤ 诱导的小鼠 ＮＡＦＬＤ
　 　 Ａ ～ Ｄ：小鼠血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＣ、ＴＧ 水平（ ｎ ＝ ６）；ａ：ＭＣＳ ＋ ＩｇＧ 组；ｂ：ＭＣＤ ＋ ＩｇＧ 组；ｃ：ＭＣＤ ＋ ＧＰ７３ 中和抗体组；与 ＭＣＳ ＋ ＩｇＧ 组比

较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＭＣＤ ＋ ＩｇＧ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

水平进行分析。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，模型组 ＧＰ７３、
ＡＣＣ１、ＨＭＧＲ 的转录水平相比对照组升高，但在

ＭＣＤ⁃ＮＡＦＬＤ 模型构建过程中注射 ＧＰ７３ 中和抗体

则会降低 ＧＰ７３、ＡＣＣ１、ＨＭＧＲ（图 ３Ａ ～ Ｃ）的转录水

平。 蛋白水平的分析结果表明，ＭＣＤ 饮食会增加小

鼠肝脏中蛋白 ＳＲＥＢＰ１ 的表达水平，注射 ＧＰ７３ 中和

抗体则会使其降低（图 ３Ｄ）。 肝脏的 ＯＲＯ 染色和

ＨＥ 染色的结果表明，ＭＣＤ 饮食会造成肝脏脂肪的

大量累积，ＧＰ７３ 中和抗体的注射会降低肝内脂滴的

形成（图 ３Ｅ、Ｆ）。 综上所述，ＧＰ７３ 中和抗体降低了

ＮＡＦＬＤ 过程中脂肪的累积。
　 　 此外，ＮＡＦＬＤ 发生过程中往往伴随着肝纤维

化，肝纤维化离不开肝星状细胞在组织炎症部位的

活化以及 ＴＧＦ⁃β、ＴＩＭＰ１ 表达水平的增加［１１ － １２］。 为
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了研究 ＧＰ７３ 中和抗体对肝纤维化的影响，检测了

肝星状细胞活化的标志物 α⁃ＳＭＡ 以及 ＴＧＦ⁃β、
ＴＩＭＰ１ 的表达水平。 ＭＣＤ⁃ＮＡＦＬＤ 模型构建后，α⁃
ＳＭＡ 的蛋白水平明显增加，注射 ＧＰ７３ 中和抗体则

会使其降低（图 ３Ｄ），ＧＰ７３ 中和抗体抑制 ＮＡＦＬＤ 发

生过程中肝星状细胞的活化；与之相一致，ＮＡＦＬＤ
发生后 ＴＧＦ⁃β、ＴＩＭＰ１ 转录水平均升高，ＧＰ７３ 中和

抗体虽未能改变 ＴＩＭＰ１ 的转录水平，但降低了 ＴＧＦ⁃
β 的转录水平（图 ３Ｇ、Ｈ）。 综上所述，ＧＰ７３ 中和抗

体抑制 ＮＡＦＬＤ 过程中的肝纤维化。
　 　 ＭＣＤ 饮食会增加小鼠肝脏中 α⁃ＳＭＡ、ＳＲＥＢＰ１
的蛋白表达水平和 ＨＭＧＲ、ＴＧＦ⁃β、ＴＩＭＰ１ 的转录水

平，而在此过程中注射 ＧＰ７３ 中和抗体则会降低蛋

白 α⁃ＳＭＡ、 ＳＲＥＢＰ１ 的蛋白表达水平以及 ＡＣＣ１、
ＨＭＧＲ 和 ＴＧＦ⁃β 的转录水平。 因此，ＧＰ７３ 中和抗体

对 ＭＣＤ 诱导的 ＮＡＦＬＤ 的抑制作用可能与肝细胞脂

肪酸积累和纤维化受到抑制有关。

图 ３　 ＧＰ７３ 中和抗体降低脂肪酸的合成和抑制肝纤维化的进展

　 　 Ａ ～ Ｃ：以 Ａｃｔｉｎ 为内参，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析小鼠肝组织 ＧＰ７３ （Ａ）、ＡＣＣ１ （Ｂ）、ＨＭＧＲ （Ｃ）的转录

水平（ｎ ＝ ３），与 ＭＣＳ ＋ ＩｇＧ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＣＤ ＋ ＩｇＧ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，
＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１；ａ：ＭＣＳ ＋ ＩｇＧ 组；ｂ：ＭＣＤ ＋ ＩｇＧ 组；ｃ：ＭＣＤ ＋ ＧＰ７３ 中和抗体组；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

小鼠肝组织 α⁃ＳＭＡ、ＳＲＥＢＰ１、ＧＰ７３ 蛋白表达水平，α⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ 作为内参，与 ＭＣＤ ＋ ＩｇＧ 组比较：＆Ｐ
＜ ０. ０５；ｄ：ＭＣＳ ＋ ＩｇＧ 组；ｅ：ＭＣＳ ＋ ＧＰ７３ 中和抗体组；ｆ：ＭＣＤ ＋ ＩｇＧ 组；ｇ：ＭＣＤ ＋ ＧＰ７３ 中和抗体

组；Ｅ、Ｆ：ＯＲＯ 染色分析（Ｅ）和 ＨＥ 染色分析（Ｆ）对照组和模型组小鼠肝组织脂肪堆积情况（ ＳＰ
× ２００）；Ｇ、Ｈ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析小鼠肝组织 ＴＧＦ⁃β（Ｇ）、ＴＩＭＰ１ （Ｈ） 的转录水平（ｎ ＝ ３），与 ＭＣＳ ＋
ＩｇＧ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，与 ＭＣＤ ＋ ＩｇＧ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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３　 讨论

　 　 ＭＣＤ 饮食通过减少小鼠对蛋氨酸和胆碱的摄

入，导致极低密度脂蛋白（ ｖｅｒｙ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ，ＶＬＤＬ）合成减少，脂肪无法得到分解利用，脂肪

不断积累，最终形成 ＮＡＦＬＤ ［１３］。 这一过程模拟

ＮＡＦＬＤ 的形成，并且效果显著，因此 ＭＣＤ 饮食被广

泛应用于小鼠 ＮＡＦＬＤ 模型的构建。 本研究发现

ＭＣＤ 饮食会使模型组小鼠血清 ＡＳＴ、ＡＬＴ 水平升

高，ＴＧ、ＴＣ 水平降低，ＯＲＯ 染色和 ＨＥ 染色中模型

组小鼠肝组织切片出现大量气球样脂滴。 以上结果

均符合 ＭＣＤ 诱导 ＮＡＦＬＤ 的模型特点。 除此以外，
模型组小鼠在注射 ＧＰ７３ 中和抗体后，肝组织中

ＧＰ７３ 的 ｍＲＮＡ 转录水平和蛋白表达水平均降低，
即证明此抗体符合实验需求。
　 　 在以上述结果为基础的情况下，本研究发现注

射 ＧＰ７３ 中和抗体后能逆转 ＭＣＤ 导致的小鼠血清

ＡＳＴ、ＡＬＴ 水平升高以及血清 ＴＧ、ＴＣ 水平降低，即
ＧＰ７３ 中和抗体能抑制 ＭＣＤ 对小鼠肝脏的影响，证
明当肝脏处于病理状态时，ＧＰ７３ 与 ＭＣＤ 有类似的

功能或 ＧＰ７３ 能促进 ＭＣＤ 对小鼠肝脏的影响。 在

针对肝组织中脂肪、胆固醇合成相关基因，以及肝纤

维化相关指标的 ｍＲＮＡ 表达量的检测中发现，相较

于 ＭＣＳ，ＭＣＤ 会造成 ＨＭＧＲ、ＴＧＦ⁃β、ＴＩＭＰ１ 的转录

水平升高，而当 ＧＰ７３ 被拮抗以后，ＡＣＣ１、ＨＭＧＲ、
ＴＧＦ⁃β 的转录水平下降。 同时，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 也证明

ＧＰ７３ 中和抗体会降低 ＭＣＤ 组小鼠肝组织内 α⁃
ＳＭＡ 和 ＳＲＥＢＰ１ 蛋白的表达量，减缓肝细胞脂肪堆

积和纤维化进程，与上述结果一致。 ＯＲＯ 染色和

ＨＥ 染色结果表明，由 ＭＣＤ 喂养的小鼠普遍存在脂

肪堆积和肝细胞气球样变，当有 ＧＰ７３ 中和抗体参

与时，脂肪堆积减少，肝细胞气球样变减少，脂肪病

变的情况得以改善。
　 　 综上所述，ＧＰ７３ 可能参与调节肝细胞的病理进

程，同时也证明了 ＧＰ７３ 中和抗体在治疗 ＮＡＦＬＤ 方

面具有巨大潜力。 在 ＭＣＤ 诱导小鼠 ＮＡＦＬＤ 模型的

过程中，将模型组小鼠 ＧＰ７３ 拮抗后上述相关基因

和蛋白的表达趋势的变化并不能在对照组中重现，
意味着仅当肝脏处于病理状态时，ＧＰ７３ 的减少会减

缓 ＮＡＦＬＤ 的进展，并且这种效果并不能在正常肝组

织 中 体 现。 ＧＰ７３ 可 通 过 上 调 ＳＣＡＰ 来 激 活

ＳＲＥＰＢｓ，进而促进肝细胞脂肪变性［７］，而当 ＧＰ７３ 被

抗体中和之后，ＳＲＥＢＰ１ 蛋白水平随之降低，表明

ＳＣＡＰ⁃ＳＲＥＰＢｓ 的相互作用被抑制，脂肪合成受阻。

同时，由于脂肪堆积是肝细胞脂肪变性和纤维化的

基础，当脂肪合成减少后，肝细胞脂肪变性和纤维化

相关指标的表达水平也会降低。 具体原因将通过多

组学分析的方法，对 ＧＰ７３ 作用的基因调控靶点做

更深层次的研究。
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基于增材制造技术的 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 水凝胶支架的制备及其研究
刘重远，蒋　 勇，邹多宏

摘要　 目的　 利用增材制造技术制备甲基丙烯酸酯化明胶 ／
羟基磷灰石（ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ）复合水凝胶支架，通过微观结构表

征和生物相容性测试，探究其作为骨组织工程修复支架的可

行性。 方法　 将 ＧｅｌＭＡ 溶液和 ＨＡ 颗粒混合形成均匀的生

物墨水，利用增材制造技术制备 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 水凝胶支架。
采用扫描电镜（ＳＥＭ）、透射电镜 （ＴＥＭ）对复合支架及其成

分进行表征。 采用万能力学实验机测试样品抗压缩性能。
利用 ＣＣＫ⁃８ 法和活 ／死细胞染色检测支架的细胞相容性。
通过碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色法探究其促 ＢＭＳＣｓ 成骨分化的
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能力。 结果　 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 水凝胶支架内部呈清晰的多孔网

格状结构，与纯 ＧｅｌＭＡ 支架比较，抗压性能提高。 活死细胞

染色实验显示，ＢＭＳＣｓ 在复合水凝胶支架上生长良好，培养

７ ｄ 后细胞在支架上铺展呈梭形形态。 细胞增殖实验显示，
培养 ３ 、７ ｄ 的纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶支架组及 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水

凝胶支架组的 ＢＭＳＣｓ 增殖快于空白组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＡＬＰ 染

色实验结果表明，与空白组和纯 ＧｅｌＭＡ 水凝胶支架组比较，
ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架组的 ＡＬＰ 阳性面积增加（Ｐ ＜
０. ０５）。 结论　 ＧｅｌＭＡ ／ ＨＡ 复合水凝胶支架具有良好的生物

相容性，并且对 ＢＭＳＣｓ 的成骨分化具有促进作用，具备作为

填充修复支架应用于骨组织工程的潜力。
关键词　 甲基丙烯酸酯化明胶；羟基磷灰石；增材制造；水凝

胶支架；成骨分化
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