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急性肝损伤小鼠中线粒体解耦联蛋白 2的表达变化及意义 *
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摘要 目的：观察 C57 小鼠急性肝损伤（acute liver injury, ALI）中解偶联蛋白 2（Uncouple Protein2, UCP2）的表达，探讨 ALI与

UCP2表达变化的意义。方法：领取 36只小鼠，随机分为对照组、ALI 1 d组、ALI 4 d组、ALI 7 d组。分别检测血清谷氨酸转氨酶

（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）的变化；肝组织病理变化用 HE染色观察；利用Western Blot方法分别检测全肝组织蛋白和肝细胞

线粒体提纯蛋白中的 UCP2蛋白水平的变化；Real Time quality PCR检测 UCP2在 mRNA水平的表达变化。结果：ALI组 1 d、4 d

组与对照组相比，ALT（160.69± 22.11 vs 34.43± 5.19; 96.37± 15.39 vs 34.43± 5.19）、AST（306.54± 68.09 vs 97.74± 14.49; 173.94

± 26.74 vs 97.74± 14.49）表达差异具有统计学意义（P<0.05）；肝组织病理学检查 ALI组 1 d和 4 d组中肝细胞出现大面积坏死，7

d组肝细胞坏死缓解；蛋白水平检测 UCP2在 ALI 1 d和 4 d时全肝组织分别增加 2.84倍和 2.25倍，在肝线粒体中 1 d、4 d和 7 d

时分别增加 2.19倍、1.68倍和 1.56倍，差异具有统计学意义（P<0.05）; mRNA水平检测 UCP2在 ALI 1 d和 4 d与对照组相比明

显升高，相对增加 3.79倍和 1.46倍（P<0.05）。结论：急性肝损伤状态下 UCP2在蛋白和 mRNA水平高表达，UCP2可能对于治疗

急性肝损伤具有重要意义。

关键词：急性肝损伤；线粒体；解耦联蛋白 2；小鼠

中图分类号：R-33；R657.3 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2018）07-1207-05

Expression of Uncoupling Protein 2 in Mice with Acute Liver Injury
and its Significance*

To observe the change of uncoupling protein 2 (UCP2) and its correlation with liver injury in the C57/BL

mice with thioacetamide (TAA) induced acute liver injury (ALI). C57/BL mice were randomly divided into four groups: control

group, ALI 1 d, ALI 4 d and ALI 7 d. Mice received intra-abdominal injection of TAA (300 mg·kg-1·d-1 for 3 days) in the ALI groups,

and the control group was injected equal volume of 0.9 % NaCl. The level of serum aspartate amino transferase (AST) and alanine

aminotransferase (ALT) in serum was detected by Elisa. The samples of liver tissue were harvested and pathomorphological changes of

samples were examined by hematoxylin-eosin (HE) staining. Western Blot was used to detect the expression of UCP2 protein. Real time

quality PCR was used to evaluate the expression of UCP2 in the mRNA level. The level of ALT (160.69± 22.11 vs 34.43± 5.19;

96.37± 15.39 vs 34.43± 5.19)and AST (306.54± 68.09 vs 97.74± 14.49; 173.94± 26.74 vs 97.74± 14.49) in ALI groups were signifi-

cantly higher than those in the control group at 1 d and 4 d (P<0.05), and peaked at 1d; HE staining showed that a mass of inflammatory

cells infiltration and cells degeneration were observed in ALI groups, and the damage was evident at 1 d and 4 d; Western Blot detected

that the expression of UCP2 in the extracted protein of liver tissue and liver mitochondria increased significantly at 1 d (2.84 and 2.19 -

fold, respectively) and 4 d (2.25 and 1.68 - fold, respectively) compared with control group (P<0.05); The result of real time quality-PCR

indicated that the level of UCP2 enhanced significantly at 1 d (3.79 - fold) and 4 d (1.46 - fold) in ALI groups compared with control

group (P<0.05). UCP2 was highly expressed in protein and mRNA levels in acute liver injury, and UCP2 could be important

for the treatment of acute liver injury.
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前言

急性肝损伤（Acute liver injury，ALI）是由于感染病毒、药物

服用不当、酒精过量、食入有毒物质等原因造成的短时间内出

现的肝损伤。目前研究发现，体内的氧化及抗氧化系统、能量代

谢障碍、炎症介质等在急性肝损伤中的病理机制中发挥着重要

的作用[1]。如氧化应激反应（Oxidative Stress Reactive, ROS）[2]、

谷胱甘肽 S转移酶（Glutathione Stransferase, GSH）[3]、超氧化物

歧化酶（Superoxide Dismutase, SOD）[4]、三磷酸腺苷（Adenosine

Triphosphate, ATP）[5]等的改变。线粒体被称之为细胞的发电厂

（即是能量产生的主要场所），还是细胞进行有氧呼吸的主要场

所。目前研究发现急性肝损伤时，线粒体发生形态和功能上的

改变，对于急性肝损伤的发生发展具有重要意义[6]。线粒体解偶

联蛋白 2（Uncoupling protein，UCP2）是位于线粒体内膜中阴离

子载体家族成员之一。当前对于 UCP2的研究认识主要是参与

活性氧的生成、能量代谢、维持线粒体膜电位的稳定、细胞凋亡

等过程[7]。在急性肝损伤状态下，肝脏线粒体功能障碍和肝组织

内氧化应激反应，导致 UCP2发生改变，从而对肝细胞内能量

代谢以及氧化应激进行调控[8,9]。因此探讨急性肝损伤中 UCP2

在蛋白和 mRNA水平的表达变化对于进一步研究急性肝损伤

的机制具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 实验材料

取 6~8周的健康雄性 C57/BL小鼠，体重 18~24 g（由第四

军医大学实验动物中心提供），TAA（Sigma, USA），UCP2抗体

（CST, USA）；茁-actin (中杉金桥公司，中国)、GAPDH（中杉金桥

公司，中国）、HRP（中杉金桥，中国）、丙氨酸转氨酶试剂盒、天

冬氨酸转氨酶试剂盒（南京建成，中国），线粒体提取试剂盒

（QIAGEN, French），显微镜（Olympus, Japan）。

1.2 方法

1.2.1 急性肝损伤模型的制备 将 C57/BL小鼠随机分为四

组：对照组、急性肝损伤 1 d组、4 d组和 7 d组。模型制备参照
[10,11]，简言之，实验组给予 300 mg/Kg TAA（溶于 0.9 % NaCl，0.3

mL）腹腔内注射，每隔 24 h注射一次，连续注射三日。对照组注

射等剂量的 NaCl。为防止出现低血钾、低血糖、肾衰及电解质

的紊乱等症状，首次注射 TAA 12 h后则皮下注射给予 0.45 %

NaCl+0.2 %KCl+5 %葡萄糖。

1.2.2 肝功能指标的检测 戊二醛麻醉后，眼球取血。4℃过夜

后离心（3500 r/min，15 min），吸取上层血清（-20℃保存）。测定

ALT和 AST含量，均按照南京建成试剂盒说明书进行操作。

1.2.3 肝组织 HE染色 取肝组织用石蜡块包埋，切片厚度为

5 滋m，HE染色，显微镜下观察肝细胞病理学变化。
1.2.4 肝组织线粒体的提取 操作按照 QIAGEN试剂盒说明

书操作。简述为，取新鲜的肝组织称取约 20 mg置于冰上,将肝

组织切为约 1-2 mm3的小块，加入裂解液离心 1000× g，4℃，

10 min；去除上清，在沉淀中加入冰浴的裂解缓冲液 1.5 mL，之

后再离心 1000× g，4℃10min，去除上清后继续离心 6000× g，4℃，

10 min；用线粒体储存液再离心 6000× g，4℃，20 min清洗沉

淀，最后向沉淀中加入线粒体储存液，吹打至悬液进行蛋白定量。

1.2.5 Western Blot检测 UCP2蛋白的表达 分别提取肝脏全

组织和线粒体中的蛋白，使用 BCA法进行蛋白定量。经 SDS

PAGE电泳后，转移至 PVDF膜上，用 5 %脱脂牛奶室温封闭 2

h，用兔抗 UCP2（1：1000）、鼠抗 茁-actin (1：5000)、兔抗 GAPDH

(1：5000)，4℃过夜，PBST洗 3次每次 10 min，加入二抗 HRP

(1：5000)，室温 2 h，PBST洗 3次每次 10 min。显色剂显色，使

用 Image J软件计算蛋白相对灰度值。

1.2.6 肝脏 UCP2 mRNA的表达检测 取肝组织，利用 Trizol

试剂提取肝脏组织总 RNA，紫外分光光度计测定 RNA浓度。

以提取的 RNA为模板合成相应的 cDNA，进行 qRT-PCR检

测。UCP2引物序列，Forward：5' - TGG GAG GTA GCA GGA

AAT CA - 3'；Reverse：5' - GCG GTA TCC AGA GGG AAA GT

- 3'。对照内参为 GAPDH（生工，北京）。反应条件：设定程序为

两步法 Real-Time定量，预变性 95℃，15 s，之后每一步变性 95

℃，5 s，退火，延伸 60℃ 30 s，共进行 40个循环。扩增后做溶解

曲线以检测产物的均一性。计算相对含量采用 2-△ △ Ct方法进行

统计分析。

1.3 统计学方法

数据以均数± 标准差 (X± SD) 表示，定量数据采用

SPSS13.0软件统计分析。小鼠生存率使用 Log-rank方法分析，

其余各组间数据比较用 t检验进行分析，P<0.05差异具有统计

学意义。

2 结果

2.1 急性肝损伤后小鼠体重和生存率均降低

对照组小鼠体重略有增加，而急性肝损伤组小鼠体重显著

降低。肝损伤组 1 d、4 d组小鼠体重由造模前的 20.04± 0.71 g

分别将至 17.80± 0.96 g和 17.12± 1.54 g，与对照组相比差异

具有统计学意义（P<0.05），见图 1, a。观察小鼠生存率发现在在

注射 TAA之后第 3天和第 4天分别死亡 1只，共计 2只。急性

肝损伤组小鼠生存率为 80%，与对照组相比有明显的统计学差

异（P<0.01），见图 1, b。

2.2 急性肝损伤后肝功水平明显升高

对照组、急性肝损伤 1 d、4 d、7 d组血清 ALT、AST水平的

变化。肝损伤组 1 d、4 d组肝脏 ALT（160.69± 22.11 VS 34.43±

5.19; 96.37± 15.39 VS 34.43± 5.19）、AST（306.54± 68.09 VS

97.74± 14.49; 173.94± 26.74 VS 97.74± 14.49）水平与对照组

相比均显著升高（P<0.001），并且在肝损伤第 1 d 时 ALT

（160.69± 22.11）、AST（306.54± 68.09）水平达到高峰（P<0.

001），提示肝损伤造模成功；在 7 d时，肝损伤组 ALT（73.26±

10.73 VS 97.74± 14.49）、AST（144.77± 22.45 VS 97.74± 14.49）

水平有所下降，与对照组相比无明显的统计学差异（P>0.05），

见图 2。

2.3 肝组织病理学

HE染色检测组织病理结果提示，对照组的肝小叶排列整

齐，结构正常；而肝损伤组第 1 d、4 d时肝小叶结构排列混乱，

肝细胞发生大片状坏死，而肝损伤第 7 d肝脏较第 1 d、4 d明

显恢复，见图 3。

2.4 急性肝损伤后 UCP2蛋白水平明显升高

肝脏全蛋白提取后检测 UCP2蛋白表达水平与对照组相
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图 1 肝损伤不同时间内小鼠体重和生存率变化

Fig.1 The effect of different time of ALI on the body weight and survival rate levels

Note: Data were expressed as MEAN± SD, n=10. *P<0.05, **P<0.01, compared with the control group.

图 2 肝损伤不同时间血清 ALT和 AST水平变化

Fig.2 Effect of different time of ALI on the ALT and AST levels

Note: Data were expressed as MEAN± SD, n=8-9. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, compared with the control group.

图 3 急性肝损伤小鼠肝脏病理切片（HE 200×）

Fig.3 HE dyed paraffin section of liver tissue in optical microscope

a represents the control group; a, b, c and d represent the ALI 1 d, 4 d and 7 d groups, respectively.

比在肝损伤 1 d（2.84倍）、4 d（2.25倍）明显升高（P<0.001），而

肝损伤 7 d组基本恢复正常水平（P>0.05），见图 4.a, b。在提取

的肝脏线粒体中 UCP2蛋白在第 1 d（2.19倍）和 4 d（1.68倍）

均明显升高（P<0.001），而肝损伤 7 d（1.56 倍）肝脏线粒体中

UCP2蛋白水平却未回到正常水平（P<0.05），见图 4.c, d。急性肝

损伤后肝脏全组织和提纯线粒体水平 UCP2表达均明显升高。

2.5 急性肝损伤后 UCP2在 mRNA水平明显升高

mRNA 水平检测 UCP2 在肝损伤第 1 d（3.79 倍）、4 d

（1.46± 0.19倍）表达明显增高（P<0.01, P<0.05），而肝损伤第 7

d（0.91± 0.20倍）无明显变化（P>0.05），见图 5。

3 讨论

肝损伤一般是由各种肝病原因所导致的肝脏细胞的损伤

的结果。肝损伤的原因主要包括病毒性、酒精性、药源性以及误

服有毒食物等。肝损伤的机制非常的复杂，目前对于机制的研

究认识主要包括免疫性的以及化学性的两种机制学说。前者主

要是则通过一氧化氮、细胞因子和免疫变态反应等产生损伤；

而后者与细胞色素 P450发生反应进而产生有损害的中间代谢

产物[12]，其中就包含线粒体功能的失调和自由基的产生等。目

前研究发现 UCP2对保护肝细胞再生、维持线粒体膜电位和线

粒体内钙离子的稳定以及 ATP的产生和降低氧自由基产生具

有十分重要的作用。降低 ROS与炎症反应的协同作用，从而对

肝组织细胞起到保护作用。
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图 4 急性肝损伤后 UCP2蛋白表达水平

Fig.4 The western blot results of UCP2 after acute liver injury

Note: The protein level of UCP2 was presented in total liver (a) and purified mitochondria (c), quantity analyze represent with (b) and (d), respectively.

Data were expressed as MEAN± SD, n=3. *P<0.05, **P<0.01, compared with the control group.

图 5 急性肝损伤后 UCP2在 mRNA水平升高。

Fig.5 The Real Time quality PCR results of UCP2 after acute liver injury

Note: Data were expressed as MEAN± SD, n=3. *P<0.05, **P<0.01,

compared with the control group.

UCP2是线粒体解偶联蛋白家族成员之一，目前研究发现

的线粒体解偶联蛋白家族共有 5种，即 UCP1、UCP2、UCP3、

UCP4以及 UCP5。1984年，Aquial和 Link等人第一次发现确

定了 UCP1的 DNA序列和氨基酸顺序，并发现主要在棕色脂

肪组织中表达；1997年 Fleury等在人类 11号染色体（11q13）

上发现了 UCP2，其在体内广泛表达[13]；随后陆续在神经系统中

发现 UCP4/5[14,15]。线粒体被称之为人体内的 "能量工厂 "，而解

偶联蛋白是一种位于线粒体内膜中的载体蛋白即质子转运体，

导致膜间隙内的质子不参与线粒体合成 ATP，而是直接通过解

偶联蛋白被转运到线粒体基质中，导致线粒体膜两侧的电化学

势能中的自由能被消耗，使得线粒体中的氧化和磷酸化被解偶

联，发生质子漏。此过程在减少 ATP合成的同时，也减少了氧

自由子（O2
-）的产生，降低体内的氧化应激反应。

UCP2是一种位于线粒体内膜中的质子通道，可将膜间隙

内的质子直接通过解偶联蛋白渗漏回线粒体基质中，形成质子

漏，从而降低线粒体的膜电位，减少 ATP的生成。目前研究发

现UCP2广泛表达于哺乳动物各个器官组织内[16]。在正常生理

状态下，肝组织中 UCP2表达较低。但也有研究发现其只表达

于肝脏的 Kupffer细胞中，而在正常的肝细胞中不表达或低表

达[17]。然而在一些代谢刺激状态下，肝组织中 UCP2表达则会增

多。例如在饥饿、高脂饮食和肥胖状态下UCP2则会表达增多[18,19]。

急性肝损伤中 ROS的产生及随后接踵而至的氧化应激反应是

引起肝脏损伤重要的机制之一[20]。在肝切除模型中，UCP2表达

明显增高，提示 UCP2可能与肝脏再生也有一定的关系[21]。目

前研究发现，很多因素可以改变肝脏的生理状态，从而使肝细

胞中的 UCP2 mRNA改变，进而使的 UCP2蛋白发生进一步的

变化。例如，在培养的正常大鼠肝细胞中，TNF-琢可使肝细胞中
UCP2 mRNA增多[22]。在部分肝切除[21,23]、非酒精性脂肪肝[24]、胎

鼠的肝脏[25]、肥胖小鼠肝脏[26]中 UCP2表达均增多。急性肝损伤

时，使得肝细胞内氧化及抗氧化失衡，在线粒体中表现为呼吸

功能以及电子传递链酶的活性受到不同程度的损伤[27]。因此，

深入研究急性肝损伤时 UCP2的表达变化，将有利于探明肝损

伤的发生机理，并为临床干预提供重要的线索。

本研究结果显示，小鼠给予 TAA可诱导典型的肝脏损伤，

HE病理学显示肝损伤在 1 d和 4 d时较为严重。此研究分别用
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Western blot 和 Real Time quality PCR 验证急性肝损伤中

UCP2在蛋白和 mRNA水平明显升高，且随着肝损伤程度的降

低，其表达降低。这表明肝损伤状态下，肝组织内的氧化应激系

统以及各种炎症介质导致肝细胞内 Kupffer细胞增加，导致

UCP2在蛋白和 mRNA水平表达上调。随着肝损伤程度的降

低，UCP2在蛋白和 mRNA水平均降低。既往研究显示，UCP2

过表达可使线粒体呼吸链中氧化与磷酸化过程分离，使得

ADP不能转化为 ATP，产生的能量以热量的形式散失，导致线

粒体产生 ATP减少[28]。在急性肝损伤状态下，线粒体功能受损

和肝组织内 Kupffer细胞增多，不能有效进行氧化磷酸化，使得

能量以热量的形式散失，UCP2在蛋白和 mRNA水平的增多可

能是急性肝损伤能量代谢紊乱的原因之一。Huo, Y等研究表

明，急性肝损伤时机体处于氧化应激状态，肝组织氧化应激状

态下 ROS生成增多，可调节 UCP2过表达，而 UCP2的过表达

可以增加质子漏，从而使线粒体产生的 ROS降低，缓解肝细胞

内氧化应激反应[29]，因此 ROS与 UCP2之间存在着反馈调节的

通路[30]。

机体内 ROS信号通路十分复杂，虽然在急性肝损伤状态

下 UCP2表达增多，但其未能缓解肝细胞内的氧化应激反应。

那么，UCP2在急性肝损伤的肝组织中扮演者什么样的角色？有

趣的是，在 2015年Mohammad H Jamal等人在急性肝损伤动

物模型中研究表明，在诱导急性肝损伤之前给予 epigallocate-

chin gallate（EGCG）可以降低 UCP2基因表达，并且 EGCG摄

入后的保护作用不仅与其抗氧化性质有关，而且还与降低

UCP2表达具有密不可分的联系，降低 UCP2表达使得促炎症

标志物的显着降低，从而降低硫代乙酰胺诱导的肝损伤的量值
[31]。Shang Y等人在 2009年的研究结果清楚地表明，UCP2可

以降低 ATP的产生，从而激活 AMPK和下游的 c-Jun通路，从

而增加肝脏对脂多糖等肝损伤物质的敏感性[23]。

本研究成功的造成急性肝损伤模型。而 UCP2在蛋白和

mRNA水平在肝损伤越严重时表达越高。本研究在基因水平再

一次验证 UCP2在急性肝损伤的发生发展中具有重要的意义。

但是，如果能在肝组织中特异性调控 UCP2的表达，对于急性

肝损伤中 UCP2的功能研究具有更重要的作用。因此 UCP2在

急性肝损伤中对于能量代谢和 ROS的调节机制仍需要进一步

研究。
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流量下降相关。

综上所述，抑制 TIGAR表达能明显抑制非小细胞肺癌细

胞的增殖速率和克隆形成能力，导致细胞周期阻滞，其可能是

通过调控 P27、CDK4蛋白表达和代谢流量分布实现的。因此，

TIGAR作为一种促癌基因，可为非小细胞肺癌的分子治疗提

供新的靶点，为靶向代谢酶的药物研究提供新的思路。
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