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［摘 要］ 目的：探究高脂高糖饮食诱导的非酒精性脂肪肝炎（non⁃alcoholic steatohepatitis，NASH）小鼠模型较对照组肝脏内

单唾液酸神经节苷脂 3（monosialodihexosylganglioside，GM3）等鞘糖脂的变化。方法：16只6周龄C57BL/6J小鼠随机分为对照

组和模型组，每组8只，对照组喂普通饲料，正常饮水；模型组喂高脂饲料，含糖饮水（23.1 g/L蔗糖+18.9 g/L葡萄糖）。检测两

组小鼠血清生化指标丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天门冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，
AST），采用HE染色观察两组小鼠肝脏组织病理变化。使用Exion UPLC⁃QTRAP 6500 PLUS（Sciex）液质联用仪，以电喷雾电离

（ESI）模式进行脂质组学分析。采用独立样本 t检验、曼⁃惠特尼检验进行组间差异的统计学分析。结果：①高脂高糖饮食喂养

7个月组小鼠较普通饲料喂养组ALT、AST水平显著升高（P < 0.05）。②模型组较对照组显著降低的指标有肝脏内总GM3（P=
0.016）及GM3 d18：1/20：0（P=0.005）、GM3 d18：1/22：0（P=0.004）、GM3 d18：1/24：0（P=0.004）和GM3 d18：1/26：0（P=0.042），总

神经酰胺、总乳糖神经酰胺等显著升高（P < 0.05）。结论：高脂高糖饮食喂养的NASH模型小鼠肝脏中经乳糖神经酰胺向GM3
转化的合成通路受阻。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the changes of glycosphingolipid，especially the ganglioside GM3，in the liver
of NASH model mice induced by high ⁃ fat and high ⁃ sugar diet . Methods：A total of 16 C57BL/6J mice aged 6 ⁃ weeks old were
randomly allocated into control group and NASH group（control n=8；NASH n=8）. Control mice were fed with a standard chow diet and
water as control group，while the other mice were fed high fat diet accompanied by ad libitum consumption of water with high fructose
and glucose content（23.1 g/L d⁃fructose +18.9 g/L d⁃glucose）to establish NASH models as model group. Serum levels of ALT and AST
were measured to evaluate the pathological changes of liver tissues. Liver histology was assessed using HE stains in paraffin⁃embedded
sections using standard commercially used methods. Liver lipidomics analysis was perfonned in an electrospray ionization mode using
Exion UPLC⁃QTRAP 6500 PLUS（Sciex）LC/MS. The student’s t test and Mann⁃Whitney U test were used for statistical analysis.
Results：①The levels of alanine aminotransferase（ALT）and aspartate aminotransferase（AST）in NASH mice were significantly
higher than that in control group（P < 0.05）. ②Compared with the control group，total GM3 and subtype species，including GM3 d18：1/
20：0（P=0.005），GM3 d18：1/22：0（P=0.004），GM3 d18：1/24：0（P=0.004）and GM3 d18：1/26：0（P=0.042）were significantly lower
in the model group，which were dignosed as NASH group based on the NAFLD activity score. Conversely，total ceramide and total
lactosylceramide（LacCer）were remarkably elevated in NASH group than control group（P < 0.05）. Conclusion：The synthetic
pathway from LacCer to GM3 is dampened in NASH model mice，which are established by high⁃fat and high⁃fructose diet.
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非酒精性脂肪肝病（non⁃alcoholic fatty liver dis⁃
ease，NAFLD）是指除外酒精和其他明确肝损害因素

所致的以肝脏脂肪变性为主要特征的临床病理综

合征，其疾病谱包括非酒精性脂肪肝，以及由其演

变而来的非酒精性脂肪性肝炎（non⁃alcoholic steato⁃
hepatitis，NASH）、脂肪性肝纤维化、肝硬化甚至肝

癌［1-2］。其中，NASH的特征是在肝脂肪变性的基础

上，组织学证据显示炎症伴肝细胞损伤（如气球样

变），并伴有或不伴有肝纤维化［3-5］。近年来，NAFLD
的患病率在国内外均呈上升趋势［6-7］，与糖尿病和代

谢综合征的全球性增长并行，是目前全球慢性肝病

的主要原因。随着脂质组学分析技术的发展，不同

脂质亚型在脂质堆积、炎症等病理进展过程中的动

态变化可被精准测量分析。临床研究数据显示，随

着NAFLD的发生发展，肝脏脂质谱发生显著变化，

包括甘油磷脂、鞘磷脂和脂肪酸［8-12］等。此外，脂质

中间体介导的细胞功能障碍和损伤已经被证实与

NASH的发生发展相关。

以往对NASH病理进程中鞘脂谱的相关研究主

要集中在神经酰胺（ceramide，Cer）、鞘磷脂等的变

化上［13］，尚缺乏对神经节苷脂及相关代谢产物的研

究。神经节苷脂是一类 Cer 的重要下游代谢物，

Cer是一种经酰胺键连接鞘氨醇和脂肪酸链所形

成的鞘脂，脂肪酸延长酶负责脂肪酸链的合成和

延伸，Cer合成酶 1⁃6催化不同长度的脂肪酸链合

成不同亚类的Cer，参与多种细胞活动［14-16］。Cer在
UDP 葡萄糖神经酰胺葡糖转移酶（UDP⁃glucose
ceramide glucosyltransferase，UGCG）和β⁃1，4⁃半乳

糖基转移酶 5（beta ⁃1，4⁃galactosyltransferase 5/6，
B4GALT5/6）催化下逐级转化为葡糖神经酰胺

（glucosylceramide，GlcCer）和乳糖神经酰胺（lacto⁃
sylceramide，LacCer），后者即为神经节苷脂 GM3
（monosialodihexosylganglioside，GM3）的前体鞘糖

脂［17］。 GM3合成酶（ST3 Beta⁃galactoside alpha⁃2，3⁃
sialyltransferase 5，ST3GAL5）通过结合唾液酸进一

步将 LacCer转化为GM3［14，18］。GM3是最简单的神

经节苷脂，由唾液酸、半乳糖、葡萄糖和神经酰胺

相结合而成，其结构具有多样性。

GM3作为组织中最常见的膜结合鞘糖脂存在

于所有哺乳动物的细胞膜上，与Cer、鞘磷脂、胆固

醇等脂质共同构成细胞膜上的脂筏（lipid raft）区，

参与细胞黏附生长、信号识别传递活动［14，19］。既往

研究发现肥胖、2型糖尿病及NAFLD等与生活方式

相关的疾病均与鞘糖脂异常表达相关［20］。鞘糖脂

可以通过调节膜相关激酶和受体活性介导细胞因子

和免疫细胞信号，参与脂质堆积、胰岛素抵抗、炎症、

纤维化和肿瘤等病理进程的进展［14，21］。有关GM3等
鞘糖脂和NASH的相关性研究，目前结果不一。

研究发现，补充β鞘糖脂可以减少临床NASH患

者的胰岛素抵抗及肝脏内的脂质堆积水平［22］。神

经节苷脂GM3可以在体内外炎症过程中通过抑制

白细胞⁃内皮相互作用，减少炎症相关因子的表达，

发挥抗炎作用［23］。然而在另一项研究中，GlcCer及
下游合成的LacCer和GM3等鞘糖脂被认为是细胞

生长和激素信号调节的致病因素，通过使用GlcCer
合成酶抑制剂减少鞘糖脂合成可以缓解西方饮食

喂养 18周诱导的LDLR-/- NASH模型小鼠肝脏内脂

质堆积及炎症状态，并且这一作用主要通过减少

GM2 ⁃乙二醇而非 GM3 的合成来实现［24］。鉴于

NASH 模型研究造模方式各异，造模时长不一，

NASH病理进程较为复杂，鞘糖脂与NASH不同进

展阶段的关联性及相关机制仍需全面深入挖掘。

本项研究主要探讨GM3相关脂质谱在NASH
小鼠肝脏中的变化，采用高脂高糖饮食喂养 7个月

构建 NASH小鼠模型，该模型较好地模拟了临床

NASH患者疾病进程及病理变化，为更深入地挖掘

鞘糖脂在NASH发生发展中的分子机制奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

C57BL/6J雄性小鼠 16只，6周龄（北京维通利

华），在中国药科大学实验动物中心（SPF 级）进行饲

养及相关实验。普通对照饲料（TP26352），高脂饲

料（TP26304），以及果糖和蔗糖均购自南通特洛菲

饲料科技有限公司。其中高脂饲料热量组成为：脂

肪42%，蛋白质14%，碳水化合物44%。胆固醇含量

0.2%。光学倒置显微镜（Olympus 公司，日本）；组织

切片机（上海徕卡仪器有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组和模型建立

实验小鼠饲养于 SPF 级动物房，自由进食、饮

水，动物房具备独立通风笼具（IVC）系统，室温

24 ℃，相对湿度 55%~65%，采用12 h/12 h昼夜交替

光照。16只6周龄C57BL/6J小鼠经普通饲料适应性

喂养1周后，随机分为对照组和模型组，每组8只。对

照组予以普通饲料，正常饮水；模型组喂食高脂饲

料，同时给予含糖饮水（23.1 g/L蔗糖+18.9 g/L葡萄

糖），持续造模7个月。
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1.2.2 小鼠血清生化指标检测

取各组小鼠空腹血清，按试剂盒说明书检测血

清生化指标丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotrans⁃
ferase，ALT）、天门冬氨酸氨基转移酶（aspartate ami⁃
notransferase，AST）水平。读取酶标仪 450 nm 波长

处吸光度值，采用相应软件绘制标准曲线，得到各

样品检测值。

1.2.3 小鼠肝脏组织病理学检查

小鼠部分肝组织，以生理盐水洗涤，于 4%多聚

甲醛中固定 24 h，石蜡包埋、切片后行 HE 染色，于

光镜下评估肝脏脂肪变性和炎症活动情况。NASH
的病理诊断标准采用《亚太地区非酒精性脂肪性肝

病诊断与治疗共识》推荐的美国国立卫生研究院

NASH 临床研究网络病理委员会 2005 年所定指

南［22］，根据其制定的 NAFLD活动度积分（NAFLD
activity score，NAS）进行评估。

1.2.4 高通量靶向脂质组学方法

使用氯仿∶甲醇（1∶1）从血清样本中提取脂质，

采用Exion UPLC⁃QTRAP 6500 PLUS（Sciex）液质联

用仪，以电喷雾电离（ESI）模式进行所有分析。通过

加入以下内标进行脂质量化：Cer ⁃ d18：1/17：0，
GlcCer⁃d18：1/8：0，d3⁃LacCer⁃d18：1/16：0，d3⁃GM3
d18：1/18：0。使用四极飞行质谱仪（QTOF micro）及

ACQUITY UPLC 系统进行检测分析。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 23.0 软件建立数据库并进行统计分

析，对各项指标进行正态性分布的检验和方差齐性

检验。GraphPad Prism 9 软件制图。正态分布的计

量资料以均数±标准差（x ± s）表示，组间比较采用独

立样本 t检验。不符合正态性分布的数据采用曼⁃惠
特尼检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 NASH小鼠模型成功建立

为了构建NASH小鼠模型，采用高脂高糖饮食

喂养小鼠7个月。肝脏HE染色结果显示，普通饮食

对照组小鼠肝脏细胞排列整齐，细胞质均匀；高脂

高糖饮食模型组小鼠肝小叶结构紊乱，可见大量气

球样变细胞，肝脏细胞胞质内呈现大小不一的脂滴

空泡，局部可见炎症灶，表示模型组小鼠肝脏较对

照组有严重的脂质堆积和炎症反应（图 1）。按照

NAS 评分标准对其进行诊断（NAS≥5分可明确诊

断 NASH；NAS<3分可排除 NASH；3~4 分表示处在

NAFL~NASH 病程之间）。进一步检测了小鼠血清

中肝细胞损伤指标AST和ALT的水平，结果显示，

NASH 小鼠中血清 AST、ALT 显著高于正常组小鼠

（P=0.012、P=0.001）。由此证明 NASH 组小鼠造模

成功（图2）。

2.2 小鼠肝脏鞘糖脂检测结果

为研究NASH模型鼠肝脏内鞘糖脂含量及亚类

是否发生变化，进一步探索鞘糖脂代谢通路与

NASH病理变化的内在关联，采用LC⁃MS/MS方法对

NASH模型鼠及健康对照组小鼠肝脏进行脂质谱检

测。结果显示，与对照组小鼠相比，NASH组小鼠肝

脏中总Cer和总LacCer含量显著上升（图3），与既往

橙色箭头：脂肪变（脂质空泡）；绿色箭头：炎症灶；蓝色箭头：气

球样变；标尺：100 μm（×200）。
图1 对照组和NASH组小鼠肝脏切片HE染色（×200）

Figure 1 HE staining of liver sections in mice from con⁃
trol and NASH group

NASH组对照组

图2 小鼠血清肝损标志物AST、ALT水平

Figure 2 Measurement of serum liver injury markers of
AST and ALT
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研究结果一致。而神经酰胺三己糖苷（globotriaosyl⁃
sphingosine，Gb3）也有上升趋势，GlcCer表达呈下降

趋势，但差异没有统计学意义。此外，NASH组小鼠

肝脏总GM3（图 3）及长链GM3 d18：1/20：0、超长链

GM3 d18：1/22：0、GM3 d18：1/24：0和GM3 d18：1/26：0
等GM3 亚链在 NASH 小鼠肝脏内含量显著降低

（表 1）。

2.3 NASH组小鼠中肝脏LacCer向GM3转化减少

NASH组小鼠肝脏内总 LacCer含量上升，而其

下游产物总GM3含量下降，为了进一步探究小鼠肝

脏内各类鞘脂间的转化关系，计算发现GM3/LacCer
比值在NASH组显著降低，提示鞘糖脂代谢通路由

LacCer向GM3的转化受抑制（图4）。进一步从编码

GM3合成酶的 ST3GAL5基因入手，总结GEO数据

库中不同造模方式诱导的NASH小鼠模型肝脏RNA
⁃seq数据中 ST3GAL5基因表达水平的变化（表 2），

发现 ST3GAL5基因表达水平的变化在不同模型中

存在差异，与本研究中造模方式相近的高脂高糖

NASH模型中 ST3GAL5基因下调，而缺乏蛋氨酸胆

碱饮食诱导模型可出现上调。

3 讨 论

应用脂质组学技术寻找NASH生物学标志物及

治疗靶点已成为当前研究热点。本研究采用高脂

高糖饮食模式喂养小鼠7个月成功构建NASH模型

小鼠，同时用普通饮食正常饮水喂养鼠做为对照

组；取两组小鼠肝脏做肝脏切片、HE 染色后显微镜

下拍摄后进行 NAS 评分，对符合 NASH 标准的小鼠

和对照组小鼠肝脏进行了鞘脂谱检测。结果显示，

NASH组小鼠肝脏内总Cer及LacCer表达量较对照

组显著升高，与既往研究一致；而以 LacCer为底物

经GM3合成酶催化形成的下游产物⁃神经节苷脂

GM3在NASH组小鼠肝脏内含量较对照组小鼠显著

降低。这一变化引起了我们对肝脏内GM3代谢通

路与NASH病理变化关联性的关注。本实验结果显

示，NASH 组小鼠肝脏中总GM3及长链GM3 d18：1/
20：0、超长链GM3 d18：1/22：0、GM3 d18：1/24：0和

GM3 d18：1/26：0亚型含量较对照组小鼠显著降低，

且该下降是由于上游LacCer向GM3转化合成减少

所致。高脂高糖饮食下形成的NASH小鼠肝脏中

由β⁃鞘糖脂合成GM3通路受阻，推测编码GM3合

Cer GlcCer LacCer GM3 Gb3
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图3 对照组小鼠和NASH组小鼠肝脏鞘糖脂表达谱

Figure 3 Glycosphingolipid expression of control and
NASH mice

表1 对照组与NASH组小鼠神经节苷脂GM3及各亚型在

肝脏中的含量

Table 1 The expression of ganglioside GM3 and subtype
species in liver samples of control and NASH
mice

GM3及其亚型

总GM3
GM3 d18:1/16:0
GM3 d18:0/16:0
GM3 d18:1/18:1
GM3 d18:1/18:0
GM3 d18:0/18:0
GM3 d18:1/20:1
GM3 d18:1/20:0
GM3 d18:0/20:0
GM3 d18:1/22:1
GM3 d18:1/22:0
GM3 d18:0/22:0
GM3 d18:1/24:1
GM3 d18:1/24:0
GM3 d18:1/25:0
GM3 d18:1/26:0

对照组（n=8）
61.39 ± 8.73
05.06 ± 1.75
02.57 ± 0.88
01.79 ± 0.47
02.67 ± 0.32
04.51 ± 0.68
02.40 ± 0.48
03.96 ± 0.77
02.77 ± 0.59
03.60 ± 0.72
07.38 ± 1.35
03.39 ± 0.72
08.11 ± 2.44
07.79 ± 2.09
02.78 ± 0.54
02.63 ± 0.61

P值

0.016
0.856
0.988
0.863
0.290
0.224
0.104
0.005
0.174
0.123
0.004
0.337
0.098
0.004
0.275
0.042

NASH组（n=8）
49.26 ± 8.97
04.93 ± 1.00
02.56 ± 0.50
01.74 ± 0.52
02.35 ± 0.74
04.07 ± 0.69
02.00 ± 0.43
02.73 ± 0.70
02.42 ± 0.37
03.02 ± 0.68
04.92 ± 1.50
02.94 ± 1.04
06.30 ± 1.54
04.78 ± 1.01
02.44 ± 0.67
02.05 ± 0.40

（×10-4，μmol/g）

两组比较，***P < 0.001。（CON，n=8；NASH，n=8）。
图4 对照组小鼠和NASH组小鼠GM3/LacCer的比值

Figure 4 The ratio of GM3 verus LacCer in liver samples
from control and NASH mice
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成酶的 ST3GAL5基因表达水平变化在此过程起重

要作用。

具有亮点的是，本研究发现GM3/LacCer比值在

NASH模型鼠中显著降低，提示由LacCer向GM3的
合成受到抑制。本文总结了目前GEO数据库中不

同造模方式诱导的NASH模型小鼠肝脏RNA⁃seq中
编码GM3合成酶的ST3GAL5基因变化情况，可知该

基因变化趋势受不同饮食模式影响，在给予胆碱

缺乏的氨基酸饮食及单纯的胆碱蛋氨酸缺乏饮食

喂养诱导形成的NASH模型鼠中 ST3GAL5基因显

著上调［25］，而在高脂高糖饮食诱导下形成的NASH
小鼠肝脏中 ST3GAL5基因显著下调［26-28］，与本研究

结果具有一致性。这可能是由于高糖高脂饮食与

蛋氨酸胆碱缺乏饮食所诱发的NASH模型相应病

理机制有所差异。本研究所采用的高脂饲料伴含

糖饮水喂养所诱导的NASH模型较蛋氨酸胆碱缺乏

饮食所构建的NASH模型更能模拟临床上NASH患

者的所有生理、代谢、组织学和临床终点，能够复制

胰岛素抵抗、氧化应激等全身代谢紊乱表现，包含

NAFLD的不同发展阶段，模型中临床终点即肝癌的

发生也由疾病状态而非化学致癌物引起。NAFLD
进一步可发展为肝癌，大量证据表明，内源性GM3
与凋亡发生密切相关，随着肿瘤发生发展，GM3合

成酶活性受抑制，GM3表达量下降；而当GM3合成

增加时能显著减弱细胞的恶性特征［29-32］。进一步研

究发现，通过基因转导的方法上调细胞内神经节苷

脂特异性唾液酸酶的表达导致内源性 GM3下降和

上游 LacCer 聚集会抑制凋亡信号转导，加速细胞增

殖，从而促进病变向肿瘤发展恶化［33］。，由于本研究

所采用的饮食诱导 NAFLD 模型能够模拟临床上

NASH患者向肝癌进展的进程，因此在肝脏病变向

肝癌进展时，NASH组小鼠肝脏内GM3表达量显著

下降且上游LacCer显著聚集，进一步证明了本研究

结果更符合临床NASH患者病理变化。

NAFLD的主要病理特征是肝脏的炎症及纤维

化改变，关于神经节苷脂GM3与炎症反应的相关

小鼠信息

6~7周龄HEP⁃INTACT雄

鼠

（Albumin⁃Cre;R26⁃CAG⁃
LSL⁃Sun1⁃sfGFP⁃myc）

8~12 周龄

C57BL/6 雄鼠

12周龄

Ppargfl/fl雄鼠

6~8周龄

C57BL/6J 雄鼠

3月龄

C57BL/6J 雄鼠

造模方式

CDA⁃7周⁃不添加胆碱、蛋氨酸减少的氨

基酸饮食喂养 7周：L ⁃氨基酸饮食（60
kcal%），0.1% 蛋 氨 酸 ，不 添 加 胆 碱

（A06071302，Research Diets公司）

MCD⁃4周：蛋氨酸胆碱缺乏饮食（Re⁃
search diets公司）

HFCF⁃24周⁃高脂高胆固醇高糖喂养 24
周：40 kcal% 的脂肪，20 kcal% 的果糖

和 2%的胆固醇（D16010101，Research
Diets公司）

HFD16周+MCD4周⁃高脂饲料喂养 16
周：含 60%脂肪,18.1%蛋白质，20.3%碳

水（D12492, Research Diets Inc），最后4周
采用蛋氨酸/胆碱缺乏饲料（美迪森生

物医药）

HFCF⁃24周⁃高脂高胆固醇高糖饲料喂

养 24周：40 kcal% 的脂肪（其中 18%是

反式脂肪），20 kcal% 的果糖和2%的胆

固醇（D09100301, Research Diets公司）

组间比较

Con vs. 晚期

NASH
Con vs. 轻度

NASH
轻度 vs. 晚期

NASH
Con vs.
NASH
Con vs.
NASH

Con vs.
NASH

Con vs.
NASH

ST3GAL5基因在NASH
小鼠中上调/下调

上调

无差异

无差异

上调

下调

下调

下调

参考

文献

［25］

［25］

［26］

［27］

［28］

GEO

GSE162876

GSE162863

GSE162276

GSE158951

GSE119340

表2 不同造模方式诱导的NASH小鼠体内St3gal5基因表达变化

Table 2 Changes of ST3GAL5 gene expression in different diet⁃induced NSAH mouse models
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性，目前研究结果存在一定的争议。一方面研究者

们在体内外证实了GM3可以通过AKT/IκB⁃α/NF⁃κB
通路抑制血管内皮生长因子诱导的细胞间黏附分

子和血管细胞粘附分子⁃1等炎性因子的产生，从而

减轻炎症反应；另一方面，GM3可以通过抑制NF⁃
κB、AP⁃1和MAPKs信号通路缓解LPS诱导的RAW
264.7巨噬细胞炎症反应［23］。然而，此前相关研究发

现GM3可通过PI3K/Akt途径促进TNF⁃α的表达，并且

促炎细胞因子TNF⁃α和 IL⁃1β可以促进脂肪细胞中

GM3合成酶的表达以及GM3的产生［34］。此外，与野生

型小鼠相比，敲除了GM3合成酶基因的小鼠表现出

更高的胰岛素敏感性作用，并可抵御高脂饮食诱导

的肥胖和炎症状态［34］。

NAFLD的病症较为复杂，它包括脂质堆积和炎

症纤维化等因素，这几种因素相互影响从而对肝脏

GM3 的水平产生影响。随着近年来对细胞膜脂质

的研究越来越重视，我们对细胞膜上脂质的认识也

越来越深入，因此检测组织中的鞘脂水平、磷脂及鞘

糖脂等脂质水平是非常重要的。本研究初步探讨了

NAFLD的肝脏中神经节苷脂GM3的变化，也为后续

实验提供了有用的线索。

此外，未来的研究不仅应检查本研究中所包含

的脂质，还应包括GM2和Gb3等来自GM3生物合成

途径中的其他复合神经节苷。探索这些糖鞘脂蛋

白在NASH发生发展进程中的变化，对于更好地理

解NASH中GM3的病理生理学是必要的。
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