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miＲ-155 及 SOCS1 蛋白在酒精性脂肪肝小鼠肝脏中的表达
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摘要 目的 探讨 Lieber-DeCarli液体饮食诱导的酒精性脂
肪肝模型小鼠肝组织中 miＲ-155 及细胞因子信号转导抑制
物 1(SOCS1)蛋白的表达变化。方法 选取 C56BL /6 雄性
小鼠，随机分为对照组及模型组。采用 Lieber-DeCarli 液体
饮食诱导小鼠酒精性脂肪肝模型。试剂盒检测血清丙氨酸
转氨酶(ALT)及天冬氨酸转氨酶(AST)水平。HE 染色、油
红染色观察小鼠肝损伤变化。qＲT-PCＲ 法检测小鼠肝组织
中 miＲ-155 的表达量。Western blot 法检测小鼠肝组织中
SOCS1 蛋白的表达变化。采用 Pearson 检验分析 miＲ-155 与
SOCS1 蛋白表达的相关性。结果 病理结果及血清 ALT、
AST水平证实酒精性脂肪肝小鼠模型建立成功。qＲT-PCＲ

结果显示模型组小鼠肝组织中 miＲ-155 表达量明显高于对
照组(P ＜ 0. 001)。Western blot结果显示模型组小鼠肝组织
中 SOCS1 蛋白表达明显低于对照组(P ＜ 0. 01)。Pearson 相
关检验结果显示 miＲ-155 与 SOCS1 蛋白表达呈负相关性( r
= － 0． 916，P ＜ 0. 05)。结论 miＲ-155 及 SOCS1 蛋白可能
在酒精性脂肪肝发病过程中起着重要作用，确切机制有待进

一步研究。
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酒精性脂肪肝 ( alcoholic fatty liver disease，
AFLD)是一类由于过量饮酒导致的肝细胞损伤性疾
病。以肝细胞脂肪变性、肝细胞损伤及炎症细胞浸
润为特征，表现为进展性的肝脏脂肪变性、肝炎，最
终导致肝硬化。AFLD 在酒精性肝病中的发病率为
22． 6%，是酒精性肝病最初期的表现［1 － 2］。目前国
内外对 AFLD的研究众多，但是对于 AFLD 的具体
发病机制仍不是很清楚。随着我国人民生活水平的
提高，AFLD 的发病率显著上升，深入研究 AFLD 的

发病机制及治疗方法将具有十分深远的意义。
miＲNA 是一组不编码蛋白质的单链小分子

ＲNA，普遍存在于真核生物中，广泛参与基因转录后
调控活动。大量研究［3 － 4］

显示 miＲNA 表达异常与
酒精性肝病的发展密切相关。miＲ-155 属于 miＲNA
家族成员之一，与人体免疫密切相关，在调节 B 细
胞及 T 细胞等重要免疫细胞的功能中扮演重要的
角色。miＲ-155 在酒精性肝病中表达是否增加及其
确切机制目前仍不清楚。细胞因子信号转导抑制物
1( suppressor of cytokine signaling，SOCS1) 是 miＲ-
155 重要的靶基因之一，miＲ-155 的免疫功能与其对
SOCS1 的调节有重要关联［5］，miＲ-155 /SOCS1 通路
在多种疾病的发生发展中起着重要作用。该研究采
用 Lieber-DeCarli液体饮食法建立小鼠酒精性脂肪
肝模型，观察 miＲ-155 及 SOCS1 蛋白在酒精性脂肪
肝小鼠肝脏中的表达变化，为 AFLD 的发病机制及
治疗方法研究提供一定的依据。

1 材料与方法

1． 1 实验动物及主要试剂 C56BL /6 雄性小鼠 40
只，不小于 8 周龄，18 ～ 22 g，购自安徽医科大学实
验动物中心;血清丙氨酸转氨酶(alanine aminotrans-
ferase，ALT)、天冬氨酸转氨酶( aspartate transami-
nase，AST)检测试剂盒(南京建成生物工程有限公
司);ＲIPA蛋白裂解液、PMSF 蛋白酶抑制剂、蛋白
上样缓冲液(上海碧云天公司);TＲIzol 裂解液(美
国 Invitrogen公司);β-actin 一抗(北京博奥森生物
技术有限公司);SOCS1 一抗(武汉 Elabscience 公
司);山羊抗兔、山羊抗鼠二抗 ( 北京中杉金桥生物
技术有限公司) ; miＲNA-155、U6 引物(广州锐博生
物有限公司);Bulge-LoopTM miＲNA qＲT-PCＲ试剂盒
(美国 GeneCopoeia公司)。
1． 2 方法
1． 2． 1 酒精性脂肪肝模型小鼠的建立 Lieber-De-
Carli液体饮食诱导小鼠酒精性脂肪肝模型。雄性
小鼠 40 只，随机分为对照组及模型组。对照组饲料
的配制方法为:225 g 对照液体饲料 + 600 ml 水，混
合溶解后用水定容至 1 L。模型组酒精液体饲料配
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制方法为:140 g酒精液体饲料 + 600 ml 水，混合溶
解后加入 67. 3 ml 的 95%酒精，再用水定容至 1 L。
每只小鼠每天喂食 30 ml，共喂养 15 d，于第 16 天时
用 33. 3%浓度的酒精大剂量灌胃，9 h 后处死小鼠
并取血取肝。
1． 2． 2 标本采集 造模结束后用 10%的水合氯醛
腹腔注射，眼球取血 2 ml，血清 － 80 ℃保存备用。
迅速留取各组小鼠肝组织，部分置于 10%甲醛溶液
中，剩下 － 80 ℃保存，用于后续相关实验。
1． 2． 3 肝组织形态学 HE 染色 取 10%甲醛溶液
固定的小鼠肝组织，常规石蜡包埋，切片后脱蜡于苏

木精和伊红染料中依次染色，封片后于光学显微镜

下观察肝组织形态学的变化。
1． 2． 4 肝组织油红染色 取小鼠肝组织冻切片，蒸
馏水稍加洗涤，油红稀释液染组织 10 ～ 15 min，避
光、密封。60%乙醇镜下分化至间质清晰，水洗后
Marry氏苏木素复染核，再次水洗后甘油或甘油明
胶封片，显微镜下观察并拍照。
1． 2． 5 ALT、AST 测定 参照相关试剂说明书，测
定各组小鼠血清 ALT、AST水平并记录。
1． 2． 6 检测小鼠肝组织 miＲ-155 的表达 称取 50
mg小鼠肝组织，置于匀浆器中。加入 1 000 μl 的
TＲIzol裂解液，充分研磨后冰盒上孵育 0. 5 h，转移
到 1. 5 ml的 EP 管中。加入 1 /5 体积的氯仿，颠倒
混匀，在 4 ℃、12 000 r /min 下离心 15 min，转上层
上清液于另一 EP管中，加入等量的异丙醇，颠倒混
匀后放在 － 20 ℃冰箱助沉 1 h。后在 4 ℃、12 000 r
/min下离心 15 min，弃去上清液加入 75%乙醇洗
涤，4 ℃、7 500 r /min下离心 5 min，弃去残留液体，
于超净台中打开风机干燥约 5 min。将所得 ＲNA溶
于 20 μl 无酶水，后参考 Bulge-LoopTM miＲNA qＲT-
PCＲ试剂盒说明书，进行逆转录及 qＲT-PCＲ检测。
1． 2． 7 Western blot法检测小鼠肝组织相关蛋白表
达 称取 50 mg 小鼠肝组织，置于匀浆器中，加入
1 000 μl蛋白裂解液(ＲIPA裂解液 ∶ PMSF = 100 ∶
1 配制)，充分研磨后冰盒上孵育 0. 5 h。后在 4 ℃、
12 000 r /min下离心 15 min，吸取蛋白上清液，加入
5 × SDS蛋白上样缓冲液后于 100 ℃加热 10 min 使
蛋白变性。然后进行 SDS-PAGE 电泳，使用湿转法
将蛋白转到 PVDF 膜上，后将膜置于 5%脱脂奶粉
中封闭 3 h，TBST清洗后用待测蛋白的一抗孵育，于
4 ℃冰箱孵育过夜。第 2 天膜用 TBST 清洗后与相
应二抗室温孵育 1 h，膜清洗后用 ECL 发光试剂盒
显影，以 β-actin为内参，Image J 软件分析条带的灰

度值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，
数据以 珋x ± s 表示，两组比较采用两独立样本的 t 检
验，检验水准 α = 0. 05，相关性分析采用 Pearson 相
关检验。

2 结果

2． 1 HE染色观察两组小鼠肝组织的形态学变化
HE染色结果，光镜下观察显示，对照组小鼠肝组
织结构清晰，肝细胞完整、条索明显且排列整齐，肝
小叶结构正常。而模型组小鼠肝小叶结构紊乱，出
现许多较为明显的脂肪空泡及大量的炎性细胞浸

润。病理结果表明，小鼠酒精性脂肪肝模型建立成
功。见图 1。

图 1 小鼠肝脏 HE染色 × 200

A:对照组;B:模型组

2． 2 油红染色观察两组小鼠肝组织的形态学变化
油红染色结果，蓝色部分为细胞核，红色部分为脂

肪。对照组小鼠肝脏切片中无显著红色脂肪组织部
分，而在模型组小鼠肝脏中可见大量红色脂肪组织，

提示模型组肝脏脂肪变性明显。见图 2。

图 2 小鼠肝脏油红染色 × 200

A:对照组;B:模型组

2． 3 两组小鼠血清 ALT 及 AST 水平检测 结果
显示，模型组小鼠血清 ALT、AST(31. 0 ± 7. 5，39. 0
± 8. 0)水平较对照组小鼠(10. 0 ± 2. 7，14. 0 ± 8. 0)
均显著升高，差异有统计学意义( t = 4. 547、3. 827，
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P ＜ 0. 05)，证明小鼠肝脏有明显病变。见图 3。

图 3 血清 ALT及 AST水平检测

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 qＲT-PCＲ法检测两组小鼠肝组织中 miＲ-155
的表达 结果显示:与对照组比较(1. 0 ± 1. 9)，模
型组小鼠肝组织中 miＲ-155 的表达水平(18. 7 ±
0. 6)显著增高，差异有统计学意义( t = 15. 70，P ＜
0. 001)。见图 4。

图 4 qＲT-PCＲ法检测 miＲ-155 的表达

与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

2． 5 Western blot 法检测两组小鼠肝组织 SOCS1
蛋白的表达 结果显示:与对照组(1. 39 ± 0. 12)相
比，模型组小鼠肝组织中 SOCS1 蛋白的表达水平
(1. 01 ± 0. 14)显著降低，差异有统计学意义( t =
4. 088，P ＜ 0. 01)。见图 5。
2． 6 各组小鼠肝组织中 miＲ-155 水平与 SOCS1
蛋白表达的相关分析 各组小鼠肝组织中 miＲ-155
与 SOCS1 蛋白表达的相关分析采用 Pearson 检验，
结果显示 miＲ-155 与 SOCS1 蛋白表达呈负相关性
( r = － 0. 916，P ＜ 0. 05)。

3 讨论

miＲNA是一组由 19 ～ 25 个核苷酸组成的内源

图 5 Western blot法检测 SOCS1 蛋白的表达

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

性的、无法编码蛋白质的单链小分子 ＲNA。含有
nuclear ＲNase III域的复合物 Drosha 可将基因转录
的 pri-miＲNAs剪切成 70 ～ 90 个核苷酸长度的发卡
状 miＲNA前体。miＲNA 前体可被转运到细胞质，
在 Dicer 的刺激下形成成熟的 miＲNAs。成熟的
miＲNA能被 ＲNA 诱导的沉默复合体包含，进而以
碱基互补配对的方式识别目的 mＲNA，按照互补程
度的不同指导沉默复合体降解目的 mＲNA，干扰蛋
白质的翻译过程

［6］。miＲNA 不但可参与人类的生
理过程，而且与疾病的发生发展密切相关。miＲ-155
属于 miＲNA家族成员，是与免疫系统关联最为密切
的 miＲNA之一，与动脉粥样硬化炎症、癌症等多种
疾病发生发展密切相关

［7 － 8］。研究［9］显示 miＲ-155
的表达下调可以增强 SOCS1 的表达，抑制炎症反
应、调节免疫。miＲ-155 可以靶向抑制 SOCS1 等负
性调控分子的表达，进而上调 NF-κB，促进炎症介质
的释放

［7，10，11］。研究［12］显示抑制 miＲ-155 可通过增
强 SOCS1 的表达，减轻脂多糖引起的小鼠肝损伤。
研究
［13］
显示白藜芦醇可通过抑制 miＲ-155 上调

SOCS1 蛋白的表达，导致 LPS 刺激的巨噬细胞株
ＲAW264. 7 炎症因子分泌减少，从而减轻炎症反应。

Lieber-DeCarli液体饮食法是一种慢性酒精液
体饲料喂养模型，在液体饮食的基础上添加高浓度

的酒精，小鼠自由取食，被认为是酒精性肝病早期阶

段病变研究的最佳模型。避免了动物营养不良的缺
点且增加了酒精引起的肝损伤程度，其过程更类似

于人类的长期酗酒过程
［14］。血清中酶活性的变化

能直接反映肝脏的功能受损情况。当肝细胞受损
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时，肝细胞内的 ALT 及 AST 会释放入血，会导致血
清中的 ALT、AST 活性升高，而这两种酶的活性升高
则是肝功能受损的特异性指标。通过病理组织观察
及血清指标检测，结果显示 AFLD 模型诱导成功。
本研究通过 qＲT-PCＲ法检测小鼠肝组织中 miＲ-155
的表达量，Western blot法检测小鼠肝组织中 SOCS1
蛋白的表达变化。结果显示 miＲ-155 在酒精性脂肪
肝小鼠模型中表达增强，而 SOCS1 蛋白在酒精性脂
肪肝小鼠模型中表达降低，Pearson 相关检验结果显
示 miＲ-155 与 SOCS1 蛋白表达呈负相关性，提示
miＲ-155 /SOCS1 通路有可能在 AFLD的发生及进展
中发挥着重要的作用。本研究仅在动物水平显示
miＲ-155 /SOCS1 通路发生变化，然而具体的机制不
是很清楚。下一步可通过 Lieber-DeCarli 液体饮食
法建立小鼠酒精性脂肪肝模型，Collagenase 原位肝
灌注分离 kupffer细胞。以 kupffer细胞为靶细胞，通
过细胞转染 mimics 过表达 miＲ-155，观察 SOCS1 蛋
白及下游 AFLD相关指标的变化，进一步明确 miＲ-
155 /SOCS1 通路在 AFLD 中的作用机制，为 AFLD
的防治及新药开发提供新的理论依据。
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The expression of miＲ-155 and SOCS1 protein
in the liver of alcoholic fatty liver disease mice

Wang Yuanyuan1，Yang Yang2，Mei Jinyu1，et al
( 1Dept of Pharmacy，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601;

2School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the expression of miＲ-155 and SOCS1 protein in the liver of alcoholic fatty liver
disease mice induced by Lieber-DeCarli． Methods C56BL /6 male mice were used and divided into the control
group and model group randomly． Lieber-DeCarli was used to induce alcoholic fatty liver disease model． ALT and
AST level were detected by commercial kit． Histological analysis of mice liver was detected by HE and oil red stai-
ning． The expression of miＲ-155 in liver was detected by qＲT-PCＲ，and the expression of SOCS1 protein in liver
was detected by Western blot． Pearson correlation test was used to analyze the correlation between miＲ-155 and
SOCS1 protein expression． Ｒesults Liver pathological changes and the levels of serum ALT and AST showed that
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alcoholic fatty liver disease mice model was established successfully． The expression of miＲ-155 in the model group
liver was increased versus the control group(P ＜ 0. 001)，while the expression of SOCS1 protein in the model group
liver was decreased versus the control group(P ＜ 0. 01) ． Pearson correlation test results showed that miＲ-155 was
negatively correlated with SOCS1 protein expression( r = － 0． 916，P ＜ 0. 05) ． Conclusion miＲ-155 and SOCS1
may play a vital role in occurrence and progress of alcoholic fatty liver disease．
Key words alcoholic fatty liver disease; miＲ-155; SOCS1
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人 microＲNA149 抑制表达慢病毒载体的构建
及对黑色素瘤细胞增殖及迁移的影响

王佩佩
1，王道月

1，轩 菡
1，陈振东

1，缪 琳
1，2

摘要 目的 构建人 microＲNA149(Hsa-miＲ-149)抑制表达
慢病毒载体，并探讨抑制 miＲ-149 表达对黑色素瘤 Mel-ＲM
细胞增殖及迁移的影响。方法 由 miＲBase及 NCBI数据库
查找获得 miＲ-149 序列，设计合成其引物序列，通过退火反
应获得双链 DNA寡核苷酸片段，与载体 pBS-hU6-1 连接，将
连接后的载体与 FG12 连接，经测序鉴定后获得重组慢病毒
载体;将重组慢病毒质粒分别与包装辅助质粒共转染至

293T细胞中，包装产生病毒，进行病毒滴度测定，再用包装
后的病毒感染 Mel-ＲM细胞，利用实时荧光定量 PCＲ法检测
miＲ-149 表达水平。同时用 MTT 法及细胞迁移实验分别检
测细胞增殖和迁移能力。结果 成功构建了抑制 miＲ-149
表达的慢病毒载体，测序证实了所插入的基因序列正确。在
荧光显微镜下观察到转染后的 297T细胞表达大量绿色荧光
蛋白，收集病毒，用梯度滴定法测得的重组载体病毒滴度为

3. 2 × 1010 TU /L。将病毒感染 Mel-ＲM细胞显示可有效降低
miＲ-149 的表达水平(P ＜ 0. 05)。MTT法结果显示与感染空
载 FG12 病毒的对照组相比，感染抑制 miＲ-149 表达重组质
粒的实验组中活细胞数明显减少(P ＜ 0. 05) 。细胞迁移实
验结果显示与对照组相比实验组明显抑制了 Mel-ＲM 细胞
的迁移(P ＜ 0. 001)。结论 成功构建抑制 miＲ-149 表达的
慢病毒载体，抑制 miＲ-149 的表达可以抑制 Mel-ＲM 细胞的
增殖和迁移。并为后续进一步研究 miＲ-149 对黑色素瘤细
胞发生发展的影响提供依据。
关键词 miＲ-149;慢病毒载体;增殖;迁移;Mel-ＲM细胞
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增殖速度快、极易转移、抗药性强等是影响恶性
黑色素瘤患者生存的重要因素，也是其治疗的最大

障碍
［1］，因此，有必要对其分子机制进行研究。微
小 ＲNA(microＲNA，miＲNA)是一种长度约为 22 个
核苷酸的高度保守的非编码 ＲNA，大量实验［2］表明
miＲNA参与到多种疾病的调控中。Jin et al［3］报道
了 miＲ-149*

可以通过靶向抑制糖原合酶激酶 3a 的
表达，引起髓细胞白血病基因-1(myeloid cell leuke-
mia-1，Mcl-1)蛋白水平的提高，最终导致黑色素瘤
细胞对凋亡的抗性作用。miＲ-149 是 miＲ-149*

互

补的单链，很多研究
［4］
表明 miＲ-149 在多种疾病中

表达异常，在肿瘤中主要作为抑癌基因发挥作用。
那么 miＲ-149 是否与黑色素瘤的发生发展有关。该
研究通过构建抑制 miＲ-149 表达的慢病毒载体，初
步研究了在病毒感染的 Mel-ＲM 细胞中，抑制 miＲ-
149 的表达对细胞增殖和迁移的影响，旨在为后续
进一步研究 miＲ-149 对黑色素瘤细胞发生发展的影
响提供依据。

1 材料与方法

1． 1 质粒、细菌和细胞 携带绿色荧光蛋白基因的
慢病毒表达载体 FG12、包装辅助质粒 pMDLg /
pＲＲE、pＲSV-Ｒev、pHCMV /G以及 U6 启动子表达载
体 pBS-hU6-1 均由中国科学技术大学吴缅实验室馈
赠;293 T细胞以及大肠杆菌 DH5α 均为吴缅实验
室保存。
1． 2 主要试剂和仪器 限制性内切酶 Xho Ⅰ、Xba
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