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[摘要] 目的 探讨人巨细胞病毒即刻早期蛋白2(HCMV-IE2)对果糖诱导的UL122转基因模型小鼠肝脏

脂肪变性的影响。方法 构建UL122转基因小鼠模型作为实验组,以同龄野生型小鼠作为对照组,以60%的高果

糖饲料饲养8周,监测小鼠体质量、血糖的变化,并行葡萄糖耐量实验和胰岛素耐量实验后处死小鼠,测定小鼠血

清中丙氨酸氨基转移酶(ALT)和天冬氨酸氨基转移酶(AST)水平以及肝脏组织中三酰甘油(TG)和总胆固醇(TC)

水平;取小鼠肝脏组织行 HE染色和油红O染色进行组织病理学观察;流式细胞术检测肝脏组织中巨噬细胞极化

情况;RT-qPCR和 Westernblot方法检测肝脏脂质合成相关基因 mRNA和蛋白的表达水平。结果 与对照组相

比,实验组小鼠体质量和空腹血糖水平明显升高(F=12.78~100.05,P<0.05),出现了明显的糖耐量异常和胰岛

素抵抗,GTT和ITT曲线下面积明显增大(t=3.25、4.70,P<0.05),血清中ALT、AST水平和肝脏中TG、TC水平

显著增高(t=4.52~13.12,P<0.05)。实验组小鼠肝脏组织中 M1型巨噬细胞比例明显升高,而 M2型巨噬细胞比

例明显下降(t=4.81~12.12,P<0.05),肝脏脂质合成基因SREBP1c、ACC1、FAS 和CD36的mRNA和蛋白表达

水平均明显升高(t=3.54~9.96,P<0.05)。结论 HCMV-IE2可能通过诱导肝脏中巨噬细胞 M1型极化影响肝

脏脂质代谢平衡,从而促进果糖诱导的非酒精性脂肪肝的进展。
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectofhumancytomegalovirusimmediate-earlyprotein2(HCMV-IE2)on

fructose-inducedhepaticsteatosisinUL122transgenicmodelmice. Methods TheUL122transgenicmicewereestablishedasex-

perimentalgroup,andage-matchedwild-typemicewereestablishedascontrolgroup.Themicewerefedwithhigh-fructose(60%)

dietfor8weeks,andthechangesinbodyweightandbloodglucoseweremonitored.Aftertheglucosetolerancetestandtheinsulin

tolerancetestwereperformed,themiceweresacrificed,andtheserumlevelsofalanineaminotransferase(ALT)andaspartate

aminotransferase(AST)weremeasured,aswellasthelevelsoftriglyceride(TG)andtotalcholesterol(TC)intheliver.Livertis-

suewascollected,andHEstainingandoilredOstainingwereusedtoobservehistopathologicalchanges;flowcytometrywasused

toobservemacrophagepolarizationintheliver;RT-qPCRandWesternblotwereusedtomeasurethemRNAandproteinexpres-

sionlevelsoflipidsynthesis-relatedgenesintheliver. Results Comparedwiththecontrolgroup,theexperimentalgrouphad

significantincreasesinbodyweightandfastingbloodglucoselevel(F=12.78-100.05,P<0.05)andsignificantlyimpairedglucose

toleranceandinsulinresistance,withsignificantincreasesintheareaundertheGTTandITTcurves(t=3.25,4.70,P<0.05).

ThereweresignificantincreasesintheserumlevelsofALTandASTandthelevelsofTGandTCintheliver(t=4.52-13.12,

P<0.05).TheexperimentalgrouphadasignificantincreaseintheproportionofM1-typemacrophagesandasignificantreduction

intheproportionofM2-typemacrophagesinlivertissue(t=4.81-12.12,P<0.05),aswellassignificantincreasesinthemRNA

andproteinexpressionlevelsofthelipidsynthesisgenesSREBP1c,ACC1,FAS,andCD36intheliver(t=3.54-9.96,P<

0.05). Conclusion HCMV-IE2affectsthebalanceofliverlipidmetabolismbyinducingM1polarizationofmacrophagesinthe

liver,therebypromotingtheprogressionoffructose-inducednonalcoholicfattyliverdisease.
[KEYWORDS] Non-alcoholicfattyliverdisease;Fructose;Mice,transgenic;Immediate-earlyproteins;Glucoseintole-

rance;Insulinresistance;Macrophages

  人巨细胞病毒(HCMV)是双链DNA病毒,属
疱疹病毒β亚科[1]。研究发现,HCMV感染期间

机体脂肪酸生物合成增加[2],可能与糖脂代谢障碍

之间存在关联。
近几年来,非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic

fattyliverdisease,NAFLD)在人群中的患病率呈上

升趋势,其原因可能与高糖(尤其是高果糖)饮食模
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式有关[3]。NAFLD的主要危险因素为慢性轻度组

织炎症[4],肝脏是机体糖脂代谢的关键场所,肝内巨

噬细胞的活化和招募直接导致胰岛素抵抗(IR),影
响肝内糖脂代谢,促进 NAFLD发展[5]。有研究显

示,M2型巨噬细胞向 M1型巨噬细胞的转化对IR
有促进作用[6]。转录组学显示 HCMV感染可以上

调与 M1型巨噬细胞表型密切相关的基因[7]。

HCMV即刻早期蛋白2(HCMV-IE2)由病毒

基因组中的UL122基因编码表达,是 HCMV感染

时关键蛋白,在对抗宿主免疫能力中发挥重要作用。

IE2蛋白功能的研究有助于深入了解 HCMV感染

相关疾病发病机制。前期研究表明在正常饮食的小

鼠中IE2蛋白可以通过上调SREBP1c的表达促进

肝脏脂滴的合成[8],但在果糖摄入条件下的影响尚

不明确。

HCMV感染具有严格的种属特异性,所以至今

尚未能成功构建感染 HCMV的动物模型。本课题

组前期成功构建了能稳定表达IE2蛋白的UL122
转基因的小鼠模型[9],本研究在该模型基础上,给予

了模型小鼠8周高果糖饲料喂养,构建高果糖诱导

的非酒精性脂肪肝模型,探讨IE2对小鼠肝脏脂肪

变性的影响。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

60%高果糖纯化饲料购自江苏美迪森生物医药

有限公司;丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨

基转移酶(AST)、三酰甘油(TG)和总胆固醇(TC)
试剂盒购自南京建成生物工程研究所;PCR引物购

自上海生工生物工程有限公司;兔抗鼠单克隆抗体

Rabbitanti-ACC1、Rabbitanti-CD36和Rabbitan-
ti-FASN均购自武汉博士德生物工程有限公司;多
克隆抗体Rabbitanti-SREBP1c购自成都正能生物

技术有限公司;流式细胞术(FCM)检测使用的抗体

PE-Cy7-anti-F4/80、FITC-anti-CD11c和PC5.5-an-
ti-CD206购自美国Biolegend公司。

1.2 实验动物及分组

C57BL/6小鼠购自北京斯贝福生物技术有限

公司,依据文献[9]的方法获得UL122转基因阳性

小鼠。随机选取6~8周UL122转基因阳性雄性小

鼠(实验组)和同龄野生型C57BL/6雄性小鼠(对
照组)各12只,适应性喂饲1周后,开始造模,喂饲

60%高果糖饲料56d,每周定期测量小鼠体质量和

血糖。

1.3 小鼠的葡萄糖耐量实验(GTT)和胰岛素耐量

实验(ITT)
在造模的第52天,两组小鼠禁食12h后,灌胃

质量浓度200g/L葡萄糖溶液,分别于灌胃后第0、

15、30、60、90、120分钟时,从尾静脉取血1~2μL,
用血糖试纸条测定各时间点血糖浓度,并计算GTT
曲线下面积。

在造模的第55天,两组小鼠禁食4~6h后,腹
腔注射胰岛素0.75U/kg,分别于注射后第0、15、

30、60、90、120分钟时,从尾静脉取血1~2μL,以血

糖试纸测定各时间点血糖浓度,并计算ITT曲线下

面积。

1.4 酶法检测小鼠血清中ALT、AST水平和肝组

织中TG、TC水平

在造模后第56天,经腹腔注射戊巴比妥钠麻醉

两组小鼠,摘眼球取血,室温静置2h,3000r/min
离心10min,收集小鼠血清,按试剂盒说明书方法

检测血清中ALT、AST水平。脱颈处死两组小鼠,
剖取小鼠肝脏,置于-80℃保存备用。称取新鲜肝

脏组织,按照1mg组织加入20μL裂解液比例,在
冰浴条件下机械匀浆,根据试剂盒说明书要求检测

组织中TG、TC的水平。

1.5 油红O染色和 HE染色观察小鼠肝脏组织病

理学变化

每组随机取3只小鼠肝脏中叶组织,以40g/L
多聚甲基醛固定24h后,分别进行油红0染色和

HE染色,光学显微镜下观察两组小鼠肝脏组织病

理学改变情况。

1.6 免疫组织化学染色和FCM检测小鼠肝脏组织

巨噬细胞极化情况

每组随机取3只小鼠部分肝脏组织,在40g/L
多聚甲醛中固定24h。梯度乙醇脱水、透明、石蜡

包埋、烤片、脱水,抗原修复后,用血清封闭30min,
加一抗F4/80(1∶500),4℃下孵育过夜,PBS洗涤

后加相应二抗室温孵育1h,DAB辣根过氧化物酶

显色,封片,显微镜下观察。
每组随机取3只小鼠全部肝脏组织,200目尼

龙网上低温研磨新鲜肝脏组织,离心去除杂质及肝

实质细胞,通过红细胞裂解液去除红细胞,以40%
Percoll梯度分层,800r/min离心5min后,收集肝

脏单个核细胞并计数。取1×106个细胞,同时加入

相应细胞群的检测抗体:以F4/80-PE-Cy7、CD11c-
FITC抗体标记 M1型巨噬细胞,F4/80-PE-Cy7和

CD206-PC5.5抗体标记 M2型巨噬细胞。随后避光
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染色30min,PBS洗涤重悬细胞后200目尼龙网过

滤,经FCM检测 M1型和 M2型巨噬细胞比例。

1.7 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)方法检测各组

小鼠肝脏组织当中的肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白

细胞介素-6(IL-6)、IL-10、固醇调节元件结合蛋白

(SREBP1c)、脂肪酸合酶(FAS)、乙酰辅酶A羧化

酶(ACC1)和脂肪酸转运体(CD36)基因表达

每组随机取3只小鼠部分肝脏组织,用Trizol
法提取小鼠肝脏总RNA,逆转录合成cDNA,RT-
qPCR方法检测小鼠肝脏组织中 M1型、M2型巨噬

细胞极化基因的 mRNA表达,引物序列详见表1。

RT-qPCR的反应条件如下:95℃预变性30s;然后

95℃变性10s,65℃退火30s,共进行40个循环。
以GAPDH 作为内参基因,目的基因的相对表达水

平通过2-△△CT计算。

表1 引物名称及其序列

引物名称 序列
长度
(bp)

TNF-α F:5'-CGCTCTTCTGTCTACTGAACTTCGG-3' 25
R:5'-GTGGTTTGTGAGTGTGAGGGTCTG-3' 24

IL-6 F:5'-CTTCTTGGGACTGATGCTGGTGAC-3' 24
R:5'-TCTGTTGGGAGTGGTATCCTCTGTG-3' 25

IL-10 F:5'-AGAGAAGCATGGCCCAGAAATCAAG-3' 25
R:5'-CTTCACCTGCTCCACTGCCTTG-3' 22

SREBP1cF:5'-GGATGCGGCTGTTGTCTACCATAAG-3' 25
R:5'-CCAGGTTAGAAGCAGCAAGATGTCC-3' 25

FAS F:5'-TGCTTGCTGGCTCACAGTTAAGAG-3' 24
R:5'-TTTCACGAACCCGCCTCCTCAG-3' 22

ACC1 F:5'-TTGAAGGCACAGTGAAGGCTTACG-3' 24
R:5'-TCCCTGCTGATGTATTTGATGTTCTCC-3'27

CD36 F:5'-GCAGGTCTATCTACGCTGTGTTCG-3' 24
R:5'-TGTCTGGATTCTGGAGGGGTGAT-3' 23

GAPDH F:5'-CCAGCAAGGACACTGAGCAA-3' 20
R:5'-GCCCCTCCTGTTATTATGGGG-3' 21

1.8 Westernblot方 法 检 测 小 鼠 肝 脏 组 织 之 中

SREBP1c、FASN、ACC1和CD36蛋白的表达

每组随机取3只小鼠部分肝脏组织,用RIPA
抽取总蛋白,取蛋白样品行SDS-PAGE凝胶电泳,
湿电转印至PVDF膜,将PVDF膜在含体积分数为

0.05的脱脂牛奶中封闭2h;加入兔抗鼠SREBP1c
多克隆抗体(1∶1000)、兔抗鼠FASN单克隆抗体

(1∶1000)、兔抗鼠ACC1单克隆抗体(1:1000)、兔
抗鼠CD36单克隆抗体(1∶1000),于4℃下孵育

过夜;以TBST溶液清洗后,加入相应的羊抗兔二

抗(1∶5000),室温下孵育2h;洗膜,以化学发光剂

处理,显影,用ImageJ软件分析条带灰度值,计算

目的蛋白的相对表达量。

1.9 统计学处理

使用Graphpadprism5和SPSS26软件对数

据进行整理和分析,组间比较采用非配对的t检验

和重复测量设计的方差分析,以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 HCMV-IE2对小鼠体质量、血糖和IR的影响

重复测量设计方差分析显示,时间、组别及时间

与组别交互作用对两组小鼠体质量及空腹血糖水平

均有显著影响(F组别=10.81~67.13,F时点=93.80~
154.50,F时点*组别=17.13~19.92,P<0.05);单独效

应分析显示,第5周以后,实验组小鼠体质量明显大

于对照组(F=12.78~45.00,P<0.05),见图1A。
第6周以后,实验组小鼠空腹血糖水平明显高于对

照组(F=36.89~100.05,P<0.05),见图1B。在灌

胃葡萄糖后,实验组小鼠血糖水平较对照组小鼠明

显升高,对照组和实验组小鼠的 GTT曲线下面积

分别为2100.66±279.65、2856.33±289.54,两组比

较差异有显著性(t=3.25,P<0.05),见图1C。在

腹腔注射胰岛素后,与对照组小鼠比较,实验组血糖

水平下降幅度较小,对照组和实验组的ITT曲线下

面积分别为860.03±35.30、1082.00±73.72,两组

比较差异有显著性(t=4.70,P<0.01),见图1D。

2.2 高果糖条件下HCMV-IE2对小鼠肝脏组织病

理学的影响

HE染色结果显示,实验组小鼠肝脏组织出现

大面积脂肪样空泡,细胞核被挤向边缘;对照组小鼠

仅出现一些散在的、面积较小的空泡;油红 O染色

结果显示,实验组小鼠肝脏切面可见大面积的脂滴

分布,而对照组小鼠肝脏仅出现了大小不等的散在

红色脂滴(图2)。实验组小鼠肝脏组织TG、TC水

平和血清ALT、AST水平均显著高于对照组(t=
4.52~13.12,P<0.01),见表2。

表2 两组小鼠肝脏组织TG、TC水平和血清ALT、AST
水平比较(n=3,x±s)

组别 
肝脏TG
(mg·g-1)

肝脏TC
(mg·g-1)

血清ALT
(z/U·L-1)

血清AST
(z/U·L-1)

对照组 51.42±10.74 12.79±2.69 88.07±10.59254.21±18.42
实验组142.63± 6.41 23.84±3.26 196.50±34.18349.73±22.23

2.3 高果糖条件下HCMV-IE2对肝脏组织中巨噬

细胞 M1/M2型极化的影响

  免疫组织化学染色结果显示,实验组肝脏组织

中巨噬细胞(F4/80)浸润明显多于对照组(图3)。
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同时,FCM 和RT-qPCR检测结果显示,与对照组

比较,实验组小鼠肝脏组织中 M1型巨噬细胞的比

例及相关标志物TNF-α和IL-6mRNA的水平显

著增高(t=4.87~9.65,P<0.05),而 M2型巨噬细

胞的比例及其相关标志物IL-10mRNA的水平显

著降低(t=4.81~12.12,P<0.05),见表3。

A:造模期间两组小鼠的体质量变化,B:造模期间两组小鼠的血糖变化,C:HCMV-IE2对小鼠糖耐量的影响,D:HCMV-IE2对小鼠胰岛素

耐量的影响

图1 HCMV-IE2对小鼠血糖、体质量和IR的影响

表3 两组小鼠肝脏巨噬细胞极化情况及其相关标志物水平比较(n=3,x±s)

组别 M1型巨噬细胞比例(χ/%) M2型巨噬细胞比例(χ/%) TNF-αmRNA IL-6mRNA IL-10mRNA

对照组 2.21±0.23 5.65±0.48 8.51±1.18 9.47±1.38 7.72±0.69
实验组 4.10±0.10 2.93±0.85 14.89±1.41 35.47±6.91 1.02±0.36

图2 两组小鼠肝脏组织病理学变化(200倍)

图3 两组小鼠肝脏组织中巨噬细胞浸润情况(免疫组织化学

染色,200倍)

2.4 高果糖条件下HCMV-IE2对肝脏脂质代谢相

关基因和蛋白表达的影响

RT-qPCR检测结果显示,与对照组相比,实验

组小鼠肝脏组织中SREBP1c、ACC1、FAS、CD36
mRNA表达水平均上调(t=3.54~5.69,P<0.05),

见表4。Westernblot结果显示,与对照组相比,实
验组小鼠肝脏组织中SREBP1c、ACC1、FASN 和

CD36的蛋白表达水平均上调,SREBP1c、ACC1和

FASN蛋白表达水平显著升高(t=7.94~9.96,P<
0.05),见表4、图4。

3 讨  论

由于HCMV感染具有高度的种属特异性,目
前尚未建立感染 HCMV 的动物模型。目前关于

HCMV与糖脂代谢紊乱机制的研究主要还是局限

在细胞水平方面,很难进行体内研究。UL122转基

因小鼠的构建克服了物种特异性难题,为研究IE2
对机体代谢紊乱的影响提供了有效的途径。本研究

结果显示,在果糖诱导的非酒精性脂肪肝模型小鼠

中,IE2加速了血糖的升高,促进了IR和肝脏脂肪

变性。在果糖喂养的UL122转基因小鼠肝脏组织

中,巨噬细胞浸润明显多于对照组,且表现出独特

M1/M2极化现象,趋向于向 M1型巨噬细胞极化。
以上结果表明HCMV编码的IE2蛋白可通过诱导

M1型巨噬细胞极化促进果糖诱导的肝脂肪病变。
临床研究表明,HCMV感染的肥胖和肝损伤患

者通常伴有脂质代谢紊乱。然而,HCMV感染引起

人体脂质代谢紊乱的分子机制尚不清楚。HCMV
感染的一个特征是它以有利于病毒复制的方式调节

感染细胞的新陈代谢,HCMV感染已被证明可诱导

机体葡萄糖转运蛋白4(GLUT4)的表达及其易位

到细胞表面,从而导致用于脂肪酸从头合成的细胞
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表4 两组小鼠脂代谢相关基因和蛋白表达水平比较(n=3,x±s)

组别 SREBP1c ACC1 FAS CD36 SREBP1c ACC1 FASN CD36

对照组 1.72±0.45 2.20±0.59 5.89±1.06 5.50±0.92 0.67±0.01 0.86±0.01 0.65±0.04 0.67±0.08
实验组 7.57±1.71 4.43±0.72 8.10±0.33 9.63±1.07 0.99±0.05 1.40±0.07 0.99±0.03 0.92±0.07

图4 两组小鼠肝脏组织中SREBP1c、ACC1、FASN和CD36蛋

白的相对水平

质葡萄糖增加[10-11]。生物体合成的过多脂肪酸为病

毒包膜的形成提供了充足的条件[2,12]。
巨噬细胞是机体最重要的免疫细胞之一,对于

稳定机体内部环境和保护身体免受外界入侵具有至

关重要的作用,它可极化为不同的类型并发挥不同

的功能。其中 M1型巨噬细胞在促炎方面起到了非

常重要的作用,而 M2型巨噬细胞则表现出抗炎、促
进组织重塑等特点[13]。研究显示,非酒精性脂肪性

肝炎(NASH)模型小鼠肝脏中常伴随着 M1/M2型

巨噬细胞百分比的增高。也有研究显示,清除小鼠

肝脏巨噬细胞可以减少因高脂肪饮食而导致的肝脏

脂质积累和IR,从而降低 NASH 的发生风险[14]。
因此肝脏巨噬细胞所特有的 M1/M2型极化状态在

NAFLD的发生发展中扮演着重要角色。
在HCMV感染期间,巨噬细胞是其作用的第

一个靶标,对 HCMV持久存在和传播是必不可少

的[15-16]。CHAN等[17]发现 HCMV感染单核细胞

4h后,与经典 M1型巨噬细胞极化相关的65%的

基因被上调,而与经典 M2型巨噬细胞极化相关的

基因只有4%被上调。另外有研究显示,NF-κB活

性对于受HCMV感染的单核细胞偏向 M1型促炎

巨噬细胞极化至关重要,约79%的 HCMV诱导的

M1型巨噬细胞表型相关基因以NF-κB依赖性方式

调节[7]。本研究结果显示,与喂养高果糖的野生型

小鼠相比,喂养高果糖的UL122转基因小鼠的巨噬

细胞表现出独特的 M1/M2极化现象,在肝脏组织

中趋向于 M1型巨噬细胞极化。因此可以推测,这
种独特的 M1型极化可能是由IE2诱导的,但其具

体机制还有待后续实验深入研究。M1型巨噬细胞

可释放多种炎性递质,如促炎细胞因子和趋化因子

等[18]。因此本研究又进一步检测了肝组织中 M1
型巨噬细胞标志物TNF-α和IL-6mRNA的水平,
结果显示,喂养高果糖的UL122转基因小鼠肝组织

中TNF-α以及IL-6mRNA的表达均显著升高。

SREBP1c是参与调控脂肪酸、TG和TC合成的转

录因子,该因子能够激活其下游的目标基因,并且增

强FASN、ACC1、CD36等多种参与脂肪酸从头合

成的基因的表达[19]。SREBP1c 及其下游靶基因

FASN 以及ACC1在 NAFLD患者的肝脏组织中

表达水平高于正常人群[20]。本研究发现喂养高果

糖的UL122转基因小鼠肝组织当中的SREBP1c、

FASN 和ACC1的mRNA表达水平明显上调。推

测IE2诱导的 MI型巨噬细胞极化可能与此有关,
可能是由于其促进了炎症细胞因子的分泌,并同时

上调了脂质生成相关基因的表达所致,进一步促进

了脂肪从头合成,增强了肝细胞的脂质合成代谢,最
终导致更多的脂质沉积。

综上所述,HCMV-IE2通过诱导肝组织中巨噬

细胞向 M1型极化影响肝脏脂质代谢平衡,从而促

进果糖诱导的NAFLD的进展,这一发现为 HCMV
感染引起的糖脂代谢紊乱机制的研究提供了新的研

究方向。
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