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［摘 要］ 目的：探讨 1⁃磷酸⁃鞘氨醇受体 2（sphingosine⁃1⁃phosphate receptor 2，S1PR2）、前蛋白转化酶枯草溶菌素 9（propro⁃
tein convertase subtilisin/kexin type 9，PCSK9）对非酒精性脂肪性肝炎（nonalcoholic steatohepatitis，NASH）肝脏损伤可能的调控

机制。方法：将12只C57BL/6J小鼠随机分为对照组和实验组，对照组给予普通饮食，实验组给予蛋氨酸⁃胆碱缺乏饮食（methio⁃
nine choline deficiency diet，MCD），MCD 6周建立NASH模型。6周末ELISA检测血清和肝脏生化指标丙氨酸氨基转移酶（ala⁃
nine aminotransferase，ALT）、天门冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）、谷氨酰转移酶（glutamyl transferase，GGT）
及炎症因子肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor alpha，TNF⁃α）、白细胞介素6（interleukin⁃6，IL⁃6）、γ⁃干扰素（interferon⁃γ，IFN⁃
γ）的水平；HE 染色、油红O染色和天狼星红染色分别观察肝脏炎症、脂质沉积和纤维化情况。小鼠原代肝细胞和HepG2细胞

分别予棕榈酸和/或 JTE⁃013（S1PR2 特异性抑制剂）处理，油红O染色观察肝细胞内脂质沉积情况，蛋白免疫印迹实验检测

S1PR2、PCSK9和低密度脂蛋白受体（low density lipoprotein cholesterol receptor，LDLR）的蛋白表达。构建S1PR2干扰、过表达质

粒，分别转染HepG2细胞，进行转录组测序寻找 S1PR2 潜在关联基因，并在NASH造模小鼠中检测筛选出的基因的表达情

况。结果：喂养6周后实验组小鼠较对照组肝组织S1PR2表达减少、PCSK9表达增加；使用 JTE⁃013可加重小鼠肝原代细胞和

HepG2细胞内脂质沉积，使ERK磷酸化增加，PCSK9表达升高、LDLR降低；S1PR2干扰、过表达质粒分别转染的HepG2细胞

中，共有343种基因发生改变，其中早期生长反应蛋白1（early growth response protein 1，Egr1）在S1PR2过表达时增加、干扰时降

低，并在NASH模型小鼠中表达减少。结论：S1PR2参与NASH的脂质沉积和炎症损伤过程，这可能与炎症状态下S1PR2被抑

制后促进PCSK9表达，降低LDLR表达有关。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the role of sphingosine⁃1⁃phosphate receptor 2（S1PR2），proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9（PCSK9）in nonalcoholic steatohepatitis（NASH）. Methods：Twelve C57BL/6J mice were randomly assigned to
control group and experimental group. After NASH models were successfully established by methionine choline deficiency diet（MCD）
diet for six weeks，biochemical indices and inflammatory factors in serum and liver，including alanine aminotransferase（ALT），

aspartate aminotransferase（AST），glutamyl transferase（GGT），tumor necrosis factor alpha（TNF⁃α），interleukin⁃6（IL⁃6）and interferon
⁃γ（IFN⁃ γ）were detected by ELISA．HE staining，oil red O staining and sirius red staining were used to observe liver inflammatory
damage，lipid deposition and fibrosis. In vitro，the primary hepatocytes of C57BL/6J mice and HepG2 cells were challenged with
palmiticacid and/or JTE⁃013（S1PR2 specific inhibitor），respectively；the lipid deposition was observed by oil red O staining，and the
protein expression of S1PR2，PCSK9 and low⁃density lipoprotein cholesterol receptor（LDLR）was detected by Western blot. HepG2
cells were transfected with S1PR2 interference or overexpression plasmids to find potential related genes by gene chip technology，and
genes with significant expression differences were screened out in NASH mice. Results：Compared with the control group，expression
level of liver S1PR2 was decreased and PCSK9 increased in experimetal group. In mouse primary hepatocytes and HepG2 cells，JTE⁃
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非酒精性脂肪性肝病（nonalcoholic fatty liver
disease，NAFLD）是以肝细胞脂质过度贮积和脂肪

变性为特征，并排除乙醇和其他明确可引起肝脂肪

变原因的临床病理综合征，随着肥胖和代谢综合征

的流行，NAFLD患病率逐年攀升，现已成为我国最

常见的慢性肝病之一，并取代传染性肝病成为健康

查体肝酶异常的首要原因［1］。NAFLD是一个疾病

谱，包括单纯性脂肪变、非酒精性脂肪性肝炎（non⁃
alcoholic steatohepatitis，NASH）、肝纤维化、肝硬化

甚至肝癌［2］，严重影响患者生活质量［3］。因此深入研

究NASH疾病进展机制是当前热点之一。

我们的前期研究发现胆汁酸可与 1⁃磷酸⁃鞘氨

醇受体2（sphingosine⁃1⁃phosphate receptor 2，S1PR2）
结合激活AKT及ERK1/2信号通路进而调节核转录

因子，发挥调节肝细胞糖、脂代谢的效应［4］，在小鼠、

大鼠及人的肝细胞中，S1PR2 mRNA均呈高水平表

达，而黄连素可竞争性结合 S1PR2，激活ERK1/2信

号通路，调节肝细胞糖、脂代谢［5］。且S1PR2基因缺

失小鼠在高脂饮食喂养后，肝脏脂肪变性减轻［6］。

既往文献报道，S1PR2是 1⁃磷酸鞘氨醇受体家族成

员之一，与G蛋白耦联后可激活ERK1/2信号通路，

继而调节STAT3和NF⁃κB等转录因子的表达，影响

细胞的生存、凋亡、增殖、分化、迁移等生物过程，在

肺癌、乳腺癌、神经胶质瘤、黑色素瘤等多种肿瘤疾病

中发挥着重要作用［7］。关于S1PR2在NASH发生发展

中的作用机制尚无深入研究。

NASH发病机制复杂，脂代谢紊乱、基因突变和

肠道微生物失调等多种因素参与其中［8-9］。研究表

明，NASH患者胆固醇合成限速酶表达升高，致胆固

醇合成增加及低密度脂蛋白受体（low density lipopro⁃
tein cholesterol receptor，LDLR）蛋白水平下降［10］。而

LDLR 的表达水平受前蛋白转化酶枯草溶菌素 9
（proprotein convertase subtilisin/kexin type 9，PCSK9）
调节，PCSK9基因敲除可导致小鼠糖耐量降低［11-12］。

值得注意的是，黄连素也可影响 PCSK9表达［13］，且

PCSK9同时受ERK信号通路的抑制，而ERK磷酸化

是S1PR2激活后主要的下游信号反应，故本研究旨

在揭示S1PR2通过调节PCSK9对NASH脂质沉积的

影响，为未来探寻NASH发生机制、寻找治疗靶标提

供新的角度。

1 材料和方法

1.1 材料

研究所使用的雄性C57BL/6J小鼠20只，购买并

饲养于南京医科大学医药实验动物中心。人肝癌细

胞株 HepG2购自中科院上海生命科学研究院细胞资

源中心。蛋氨酸⁃胆碱缺乏饮食（methionine choline
deficiency diet，MCD）饲料、普通饲料（Research Diets
公司，美国）；S1PR2 特异性抑制剂 JTE⁃013（Cayman
公司，美国）；油红染料（北京索莱宝科技有限公

司）；Percoll分离液、棕榈酸（palmitic acid，PA，Sigma
公司，美国）；0.25% Trypsin ⁃EDTA 细胞消化液、

DMEM 细胞培养基、胎牛血清（fetal bovine serum，

FBS，维森特生物技术南京有限公司）；一步法凝胶

制备试剂盒（杭州弗德生物技术有限公司）；ELISA
试剂盒（南京弼马温生物医药技术有限公司）；蛋白

裂解液、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂（上海碧云天

生物技术有限公司）；早期生长反应蛋白 1（early
growth response protein 1，Egr1）、ERK、p ⁃ ERK、

GAPDH抗体（Cell Signaling Technology公司，美国）；

PCSK9、LDLR抗体（Thermo公司，美国）；β⁃actin抗

体、HRP标记山羊抗小鼠和抗兔二抗（上海碧云天

生物技术有限公司）。

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

013 could increase lipid deposition，and increase the expression of phosphorylated ERK and PCSK9，while the expression of LDLR was
decreased. A total of 343 genes were changed in HepG2 cells transfected with S1PR2 knockdown and overexpression plasmids. The
levels of early growth response protein 1（Egr1）increased when S1PR2 was overexpressed and decreased when S1PR2 was interfered，
and decreased in NASH model mice. Conclusion：S1PR2 is involved in the lipid metabolism and inflammatory injury of NASH，which
may be related to the suppression of S1PR2 in inflammatory state，increaseing the expression of PCSK9 and decreaseing the expression
of LDLR.
［Key words］ nonalcoholic steatohepatitis；S1PR2；PCSK9；lipid metabolism

［J Nanjing Med Univ，2020，40（06）：810⁃815，845］
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光照。12只C57BL/6J小鼠经普通饲料适应性喂养

1周后，随机分为对照组、实验组，每组6只。对照组

予以普通饲料，实验组予以MCD饲料，持续6周。研

究方案符合南京医科大学动物伦理委员会要求。

1.2.2 动物组织取材

第6周末小鼠饥饿处理12~20 h，异氟烷吸入麻

醉后眼眶取血 3 000 r /min离心 15 min，取上层血

清，-20 ℃冰箱保存。打开腹腔，取小鼠肝脏，一部分

肝组织予4%甲醛固定24 h后切片，剩余部分-80 ℃
冰箱保存，用于后续分子生物学实验。

1.2.3 血清和肝脏生化指标、炎症因子检测

ELISA 试剂盒室温放置至少 30 min，按照说明

书进行操作检测小鼠血清和肝组织生化指标丙氨

酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天门

冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶（aspartate aminotransferase，
AST）、谷氨酰转移酶（glutamyl transferase，GGT）及

炎症因子肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor al⁃
pha，TNF⁃α）、白细胞介素6（interleukin⁃6，IL⁃6）、γ⁃干
扰素（interferon⁃γ，IFN⁃γ）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。

1.2.4 小鼠肝组织病理学检查

小鼠部分肝组织多聚甲醛固定24 h，石蜡包埋、

切片后行HE 染色、油红O染色和天狼星红染色。

组织切片由病理学专家读片。

1.2.5 肝原代细胞分离

8只C57BL/6J小鼠用于肝原代细胞分离，小鼠

饥饿处理 12~20 h，麻醉后开腹暴露门静脉，插入穿

刺针固定，剪开下腔静脉，依次灌注含 EGTA的无

Ca2+、Mg2+ Hanks缓冲液 30~40 mL和含Ⅳ型胶原酶

有Ca2+、Mg2+Hanks缓冲液 30~40 mL，摘取肝脏移入

培养基中剪碎，细胞筛网过滤未消化完全的组织

块，40 g离心 3 min×3次后，加入Percoll密度梯度离

心，收集沉淀加入培养基培养细胞 24 h，进行后续

实验。

1.2.6 细胞培养

小鼠原代肝细胞和人肝癌细胞系HepG2在含

10％FBS、100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素的

DMEM培养基中培养。培养箱条件为加湿，37 ℃、

5％CO2。

1.2.7 细胞油红O染色

小鼠原代肝细胞和HepG2细胞以 2×105个/孔
的密度接种于 6孔板中，分为溶剂对照组（C组）、

PA组、JTE⁃013组，C组予 2 μL DMSO，PA组细胞予

0.5 mmol/L PA诱导细胞脂肪变，JTE⁃013组细胞用

10 μmol/L JTE⁃013 预处理 30 min 后予 0.5 mmol/L
PA，溶剂 DMSO 的终浓度均不超过 1‰。PA处理

24 h后多聚甲醛固定细胞，油红O工作液室温条件

下避光染色15 min，光镜观察。

1.2.8 转录组测序

HepG2细胞以 4×105个/孔的密度接种至 6孔板

中，待细胞汇合率 50%~80%时，分别构建 S1PR2的
干扰、过表达质粒转染至HepG2细胞中，由华大基

因科技有限公司行转录组测序寻找表达差异的基

因。

1.2.9 蛋白免疫印迹实验

HepG2细胞接种于6孔板中分为溶剂对照组（C
组）、PA组、JTE⁃013组，各组处理同 1.2.7。PA处理

30 min后加入细胞裂解液，超声离心后提取蛋白用

于ERK、p⁃ERK和GAPDH表达分析，以ERK条带灰

度值为对照计算 p⁃ERK相对表达量，进行组间比

较；PA处理 24 h后加入细胞裂解液，超声离心后提

取蛋白用于 PCSK9、LDLR和GAPDH表达分析，以

GAPDH条带灰度值为对照计算目的蛋白相对表达

量，进行组间比较。小鼠肝组织置于 RIPA裂解液

中匀浆、离心后提取蛋白用于 S1PR2、PCSK9、Egr1
和β⁃actin表达分析，以β⁃actin条带灰度值为对照计

算目的蛋白相对表达量，进行组间比较。准备好的

蛋白样品用 SDS⁃PAGE 电泳分离后湿转法转至

PVDF膜。5%BSA常温封闭后用目标蛋白抗体 4 ℃
孵育过夜。TBST 洗脱后孵育辣根过氧化物酶标记

的二抗，洗脱后显影。

1.3 统计学方法

应用 SPSS20.0 统计软件，计量资料以均数±标
准差（x ± s）表示。使用 t检验比较两组独立样本的差

异，单因素方差分析和最小显著性差异法用于检验多

组数据的差异。P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 血清、肝脏生化指标变化和肝组织病理学改变

NASH造模期间实验组小鼠体重明显下降（图

1A），第 6周末 ELISA检测血清（图 1B）和肝脏（图

1C）生化指标ALT、AST、GGT水平，结果显示实验组

小鼠指标较对照组明显升高，血清（图 1D）和肝脏

（图 1E）炎症因子TNF⁃α、IL⁃6、IFN⁃γ水平也有相似

改变，差异均有统计学意义（P＜0.05）。肝组织 HE
染色切片显示，实验组小鼠肝细胞气球样变、脂肪

变，间质炎性细胞浸润。油红O染色可更明显地观
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察到实验组小鼠肝内大颗粒脂滴沉积。天狼星红

染色显示实验组小鼠肝内存在明显纤维化（图

1F）。实验组小鼠较对照组小鼠存在明显的血清、

肝脏炎症因子和生化指标升高，肝脏病理存在明显

的脂质沉积、炎症和纤维化，通过MCD饮食我们得

到了理想的NASH动物模型。

2.2 S1PR2/PCSK9在NASH小鼠中表达改变

为探究S1PR2/PCSK9在NASH模型小鼠中的表

达，Western blot检测小鼠肝组织蛋白，实验结果显

示造模6周后，小鼠肝脏S1PR2表达减少、PCSK9表
达增加（图 2），提示 S1PR2/PCSK9可能参与 NASH
的发生发展过程。

A：两组体重变化；B：两组血清ALT、AST、GGT比较；C：两组肝脏ALT、AST、GGT比较；D：两组血清TNF⁃α、IL⁃6、IFN⁃γ比较；E：两组肝脏

TNF⁃α、IL⁃6、IFN⁃γ比较；F：两组肝组织HE染色、油红O染色和天狼星红染色（×200）。两组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001（n=6）。
图1 小鼠血清、肝脏生化指标变化和肝组织病理学改变

Figure 1 Changes of serum and liver biochemical indexes and liver histopathology in mice
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2.3 抑制S1PR2表达加重肝细胞异常脂质沉积

为验证 S1PR2在肝细胞脂质沉积中的作用，分

离培养小鼠原代肝细胞、HepG2细胞，PA诱导细胞

脂肪变，予S1PR2抑制剂 JTE⁃013处理后，油红O染

色观察到 JTE⁃013处理组细胞内脂质沉积增加（图

3）。这提示 S1PR2可能参与缓解肝细胞内的异常

脂质沉积。

2.4 抑制S1PR2影响ERK磷酸化和PCSK9表达

进一步探究 S1PR2是否会影响ERK磷酸化和

PCSK9 的 表 达 。 Western blot 实 验 证 明 ，使 用

S1PR2抑制剂 JTE⁃013后，HepG2细胞 ERK磷酸化

水平增加（图 4A、B），PCSK9表达增加，LDLR表达

减少（图 4C、D）。

2.5 转录组测序发现新的靶点

构建S1PR2干扰、过表达质粒，分别转染HepG2
细胞进行转录组测序，相较于对照组，过表达S1PR2
后有 65种基因发生改变，干扰 S1PR2后有 305种基

因发生改变，27种基因在干扰、过表达时均有改

变。其中，Egr1在干扰、过表达时变化趋势相反，在

S1PR2过表达时增加，干扰时降低，进一步用免疫印

迹实验在NASH模型实验组小鼠中检测蛋白表达情

况，MCD造模 6周后，小鼠肝脏Egr1减少（图 5），为

我们进一步研究S1PR2调节NASH脂质沉积和炎症

的机制提供了新的思路。
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图4 抑制S1PR2影响ERK磷酸化和PCSK9表达

Figure 4 Inhibition of S1PR2 affects the phosphorylation of ERK and expression of PCSK9
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图2 造模6周后小鼠肝组织S1PR2/PCSK9表达改变

Figure 2 The altered expression of S1PR2/PCSK9 in mice
liver after 6 weeks of modeling

3 讨 论

NAFLD已成为全球越来越普遍的慢性肝脏疾

病，为社会带来沉重的经济负担［14］。目前NAFLD的

最佳治疗方案仍是调整生活方式，尚无针对NAFLD
的有效治疗药物上市，提高NAFLD治疗药物的靶向

性和有效性是急需解决的关键问题。NAFLD疾病

早期尚可逆转，当疾病进展为NASH时患肝硬化、肝

功能衰竭和肝癌的风险显著增加。

既往研究报道，S1PR2基因敲除小鼠在高脂饮

食喂养以后，较野生型小鼠胰岛素抵抗减轻，成脂

分化受到抑制［15-16］。本研究在NASH模型动物中，

发现 S1PR2蛋白表达量减少，因此推测它在NASH
发展过程中可能发挥了一定的保护作用。进一步

研究发现在小鼠原代肝细胞和HepG2细胞中，使用

S1PR2特异性抑制剂 JTE⁃013，可加重PA诱导的细

胞内脂质增多，这一结果提示 S1PR2可能有抑制

NASH发生发展的作用。

在NAFLD患者中，肝脏脂肪变性程度与循环中

的 PCSK9水平呈正相关［17］。PCSK9是主要由肝脏

产生的丝氨酸蛋白酶，与肝细胞表面的LDLR结合

后使其降解，PCSK9抗体能干扰二者结合，使LDLR

He
pG

2
小

鼠
原

代
肝

细
胞

JTE⁃013组PA组C组

图3 抑制S1PR2表达加重肝细胞异常脂质沉积（油红O染色，×400）
Figure 3 Inhibition of S1PR2 expression aggravates lipid deposition in hepatocytes（oil red O staining，×400）
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表达增加从而降低循环中LDL⁃C水平［18⁃19］。体外研

究也表明白藜芦醇可通过抑制 PCSK9表达减轻细

胞脂质沉积［20］。本研究发现，抑制 S1PR2后 ERK
磷酸化水平增加，同时 PCSK9 表达水平升高，而

LDLR 表达水平降低。这提示 S1PR2 参与调节

NASH的机制可能与其在炎症状态下被抑制后促

进 PCSK9表达，降低 LDLR表达有关，其中 S1PR2、
PCSK9和 LDLR之间的具体调控机制尚待后续实

验探究。

我们进一步通过转录组测序，发现在转染S1PR2
干扰、过表达质粒的HepG2细胞中，共有343种基因

发生改变，过表达 S1PR2后有 65种基因发生改变，

干扰 S1PR2后有 305种基因发生改变，27种基因在

干扰、过表达时均有改变。其中，Egr1在干扰、过表

达时变化趋势相反，在 S1PR2过表达时增加，干扰

时降低。Egr1是一种抑癌基因编码的蛋白质，属于

C2H2型锌指蛋白，作为转录调节因子激活的靶基

因产物，调节分化和有丝分裂等过程。进一步用免

疫印迹实验在NASH模型小鼠中检测蛋白表达情

况，造模后小鼠 Egr1表达减少，表明除 PCSK9外，

S1PR2也可能通过Egr1调控NASH脂质沉积。我们

将在后续的实验中深入研究。

综上，本研究发现S1PR2参与NASH的脂质沉积

和炎症损伤过程，这可能与炎症状态下S1PR2被抑制

后可上调ERK磷酸化水平，进一步激活PCSK9，最终

抑制 LDLR表达有关，对未来深入研究NASH发病

机制，寻找治疗新靶点有一定意义。
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