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ALPL缺陷加速高脂诱导小鼠肝内脂肪沉积 *
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摘要 目的：明确肝 /骨 /肾型碱性磷酸酶基因（liver/bone/kidney alkaline phosphatase，ALPL）在高脂诱导肝内脂肪沉积的作用。方

法：利用野生型（WT）和 ALPL敲除小鼠（ALPL+/-），给予高脂饮食 8周诱导脂肪肝模型，检测小鼠肝内脂肪沉积和血清中葡糖糖、

甘油三脂及胆固醇含量，并应用 RT-PCR、Western blotting和免疫荧光染色检测肝组织中脂肪酸生成和转运相关基因表达变化。

结果：ALPL+/-组在正常饮食条件下较WT组肝内脂肪沉积无明显变化，而血清中葡萄糖和胆固醇含量增加；高脂条件下，敲除

ALPL小鼠肝内脂肪沉积明显增加，且伴随血清中甘油三脂含量增加。RT-PCR和Western blotting结果显示，在高脂诱导下

ALPL+/-小鼠肝组织中关键脂肪酸生成基因 ACC1、ACC2和 PPAR-酌，及脂肪酸生成基因 LPL表达明显增加。此外，免疫荧光染色

结果显示高脂诱导下敲除 ALPL小鼠肝组织中的 PPAR-酌阳性肝细胞明显增加。结论：ALPL敲除促进肝内脂肪酸生成和转运，
加速高脂诱导小鼠肝内脂肪沉积，为阐明脂肪肝病变分子机制提供理论支持。
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ALPL Deficiency Accelerates High-fat Diet-induced Hepatic
Fat Deposition in Mice*

To clarify the role of the liver/bone/kidney alkaline phosphatase gene (ALPL) in high-fat diet-induced hep-

atic fat deposition. A fatty liver model was induced by administration of high-fat diet in wild-type (WT) and ALPL knockout

(ALPL+/-) mice for 8 weeks. Intrahepatic fat deposition and serum glucose, triglyceride and cholesterol levels in serum were measured.

RT-PCR, Western blotting and immunofluorescence staining were used to detect the expression of genes related to fatty acid synthesis

and transport in liver. No significant change in liver of fat deposition was observed in the ALPL+/- group compared with the WT

group on normal diet, while serum glucose and cholesterol levels were increased; under high-fat conditions, intrahepatic fat deposition in

the ALPL+/- mice was significantly increased and accompanied by an increase in serum triglyceride. RT-PCR and Western blotting results

showed that the expression of the key fatty acid synthesis genes ACC1, ACC2 and PPAR-酌, and the fatty acid synthesis gene LPL in the

liver of ALPL+/- mice were significantly increased under high-fat induction. In addition, immunofluorescence staining showed that

PPAR-酌-positive hepatocytes were also significantly increased in the liver of ALPL+/- mice under high-fat induction. ALPL

knockdown promotes the synthesis and transport of intrahepatic fatty acid and accelerates the fat deposition in the liver of mice induced

by high fat. Our study provides potential theory to elucidate the molecular mechanism of liver steatosis.
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前言

非酒精性脂肪肝（Non-alcoholic fatty liver disease，NAFLD）

是最常见的慢性肝病，随着肥胖症、2型糖尿病和代谢综合征

水平的上升[1,2]，NAFLD发病率不断增加。如 NAFLD不加干预

将极大增加诱发脂肪性肝炎、肝纤维化、甚至肝硬化风险，预计

非酒精性脂肪肝将在未来十年成为需要肝移植的肝硬化的主

要原因[3,4]。NAFLD的发展是一个复杂的过程，目前对 NAFLD

发病机制尚不十分了解。肝 / 骨 / 肾型碱性磷酸酶（liver/

bone/kidney alkaline phosphatase，ALPL）是一种机体广泛表达

的组织非特异性碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP），在肝

脏和骨组织高表达。ALPL在前脂肪细胞中表达（如 3T3-L1和
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3T3-F442A），研究发现 ALP活力与 3T3-L1胞内脂质积累存在

强相关性；在 3T3-F442A细胞中沉默 ALPL或抑制 ALP活力，

胞内成脂相关基因表达和脂质含量明显减少[5,6]，这些研究提示

ALPL参与调控胞内脂质代谢和积累途径。然而 ALPL是否在

脂肪肝发展中发挥重要功能鲜有报道。本实验主要探讨 ALPL

在高脂诱导脂肪肝肝中的作用，初步探讨潜在分子机制。

1 材料与方法

1.1 ALPL敲除小鼠

ALPL敲除（ALPL+/-）小鼠委托江苏集萃药康生物科技股份

有限公司构建，并饲养于 SPF级动物饲养室饲养和繁育。所有

动物实验均严格按照西安交通大学伦理委员会相关规定执行

和操作。本研究选用杂合型 ALPL+/-小鼠进行实验，因 ALPL-/-全

敲小鼠出生后 1~2周死亡。

1.2 ALPL敲除小鼠基因型鉴定

采用碧云天鼠尾基因型快速鉴定试剂盒（D7283S），按照

说明书分离鼠尾 DNA；随后，对鼠尾 DNA进行 PCR基因型鉴

定，上游引物 -5'CATTGTCAGCTCCAGAGATGGAAC3'；下游

引物 5'GACCTGAGCGTTGGTGTTATATG3'。PCR 产物大小

为 365 bp，鉴定为 ALPL敲除小鼠（ALPL+/-）。此外，采集并分离

小鼠血清，使用 ALP活力检测试剂盒（A059-2-2，NJJC-Bio），酶

标仪 510 nm检测吸光值，分析血清 ALP活力。

1.3 建立高脂诱导脂肪肝模型及实验分组

小鼠脂肪模型的建立：根据 Jackson K和 Lee ES等人的研

究 [7,8]，将 8 周龄的 WT 型小鼠（ALPL+/+）和 ALPL+/- 小鼠给予

60%脂肪功能的高脂饲料（协同生物，XTHF60），自由采食 8

周。对照组小鼠给予 10%脂肪功能的常规饲料（协同生物，

XTCON50J），自由采食 8周。动物饲养在温度为 22℃-25℃，

光暗周期为 12：12小时的环境下。实验分组：ALPL+/+，ALPL+/-，

ALPL+/+高脂组（ALPL+/++HF）及 ALPL+/-高脂组（ALPL+/-+HF），

每组各 5只。

1.4 肝组织取材

在高脂饮食 8周，各组小鼠经麻醉后行球后静脉丛取血。

随后，颈椎脱臼处死小鼠，取肝组织，经 4%多聚甲醛 4℃固定

过夜，切片用于肝形态学观察、油红 O染色和免疫荧光染色实

验；取新鲜肝组织液氮中速冻并研磨，分离肝总蛋白和总

RNA，用于Western blotting或 RT-PCR检测。

1.5 H&E染色和油红 O染色

固定的肝组织经常规制作石蜡切片（6 滋m），采用改良
H&E染色试剂盒染色：加入适量苏木素染液染色 6-10分钟，自

来水冲洗 10秒钟；分化液分化 1秒钟，去除过深的核着色及胞

浆上多余的苏木素颜色，自来水冲洗 30秒钟；去除切片上残留

的酸终止分化，返蓝液返蓝 1分钟，自来水冲洗 30秒钟；伊红

染色 2分钟后，自来水冲洗，脱水封片，在显微镜下观察肝组织

学变化。

固定的肝组织样本经 PBS洗涤、30%蔗糖脱水包埋，常规

制作冰冻切片（6 滋m）。采用改良油红 O染色试剂盒（碧云天，

C0158S）染色：加入适量染色洗涤液洗涤 20秒钟，加入适量油

红 O染色工作液，室温染色 20分钟；去除油红 O染色工作液，

染色洗涤液洗涤 30秒钟，PBS洗涤 20秒钟；苏木素染色液进

行细胞核的复染，80%甘油封片，在显微镜下进行观察并拍照。

1.6 Western blotting检测

提取肝组织总蛋白，经 10%的 SDS-PAGE凝胶电泳，将分

离胶中蛋白转移到硝酸纤维素膜上，5% BSA 室温封闭 2 小

时，将膜与分别与一抗 PPAR-酌（1:1 000, Cell Signaling Technol-
ogy, 2435），LPL（Santa Cruz Biotechnolog, sc-373759），ACC（1:1

000, Cell Signaling Technology, 3662）及 茁-Actin （1 :4 000，

Yeasen Biotechnology, 30201ES20）于 4℃孵育过夜后，二抗（1:

20 000）中室温孵育 2小时。采用化学发光法在天能化学发光

成像仪成像。

1.7 RT-PCR检测

采用MIsZOLl（米鼠生物，MI00617）提取各组肝组织总

RNA，利用 PrimeScriptTM II 1st Strand cDNA Synthesis Kit试剂

盒（TAKARA，6210A）将 RNA反转录成 cDNA；随后，采用 2X

Universal SYBR Green Fast qPCR Mix（Abclonal，RK21203）进

行 RT-PCR，Bio-Rad CFX96上机检测相关基因表达。RT-PCR

相关引物具体见表 1。

表 1 RT-PCR引物

Table 1 The primer of RT-PCR

Gene Sense primer（5' -> 3'） Antisense primers（5' -> 3'）

茁-Actin CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC ATGGAGCCACCGATCCACA

PPAR-酌 TCGCTGATGCACTGCCTATG GAGAGGTCCACAGAGCTGATT

LPL GGGAGTTTGGCTCCAGAGTTT TGTGTCTTCAGGGGTCCTTAG

ACC1 ATGGGCGGAATGGTCTCTTTC TGGGGACCTTGTCTTCATCAT

ACC2 CGCTCACCAACAGTAAGGTGG GCTTGGCAGGGAGTTCCTC

1.8 免疫荧光染色

固定后的肝组织样本经 PBS洗涤、30%蔗糖脱水，常规制

作冰冻切片（6 滋m）。经 0.3% Triton X-100室温处理 10分钟，

1%山羊血清室温封闭 0.5 小时，于一抗 PPAR-酌（1:100，Cell
Signaling Technology，2435）中 4℃孵育过夜后，于 Cy3标记荧

光二抗（1:200）室温孵育 2小时，DAPI室温孵育 5分钟。采用

激光共聚焦显微镜（Olympus FluoViem FV 1000, Japan）进行观

察并拍照。

1.9 统计学处理

统计分析使用 Prism graphpad 8.0.2软件。数据以平均值±
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标准差（x± s）表示。多组间比较进行单因素方差分析，两两比
较使用 Student' s t检验分析。P<0.05被认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ALPL敲除小鼠基因型鉴定

根据基因型鉴定引物，ALPL敲除小鼠的 PCR产物长度大

小为 365 bp，凝胶电泳结果显示 ALPL+/-小鼠的 PCR产物在

250~500 bp区间，符合杂合型鉴定结果（图 1A）。ALP活力检测

结果显示，ALPL+/-组小鼠 ALP 活力较 WT 组减少 50%以上

（图 1B）。以上结果证明敲除 ALPL小鼠基因敲除成功，为杂合

型 ALPL敲除小鼠。ALPL+/-小鼠的外貌、习性、行动和生长周

期与野生型（ALPL+/+）比无明显差异。

2.2 肝组织形态检测结果

高脂饲料诱导脂肪肝 8周，观察小鼠的肝组织形态学变

化。H&E染色结果显示正常条件下，ALPL+/-组较WT组无明显

变化；高脂条件下，ALPL+/-+HF组较WT+HF组，肝组织中存在

明显小泡性脂肪变（图 A上）。随后，油红 O染色结果显示，高

脂条件下敲除 ALPL明显加剧肝细胞内脂滴沉积（图 A下和图

B），与 H&E染色结果一致。

图 1 ALPL敲除小鼠基因型检测
Fig.1 ALPL knockout mice genotype detection

图注：A：PCR鉴定 ALPL敲除小鼠基因型；B：小鼠血清 ALP活性检
测。与对照组( WT)比较（***P<0.001）。

Note: A: PCR to identify the genotypes of ALPL knockout mouse;
B: Mouse serum ALP activity assay. Comparison with the control group

(WT) (***P<0.001).

图 2 肝组织形态学检测

Fig.2 Histomorphological observation of liver

图注：A：H&E染色（上排），油红 O染色（下排），标尺 =50 滋m；B：肝细胞内油红 O阳性细胞定量分析（**P<0.01）。
Note: A: H&E staining (top row), Oil Red O staining (bottom row), scale bar = 50 滋m; B: Quantitative analysis of oil red O-positive cells in hepatocytes

(**P<0. 01).

2.3 血清学检测结果

高脂诱导脂肪肝 8周，检测小鼠血清中葡萄糖、甘油三脂

和胆固醇变化。葡萄糖检测结果显示，在正常和高脂饮食条件

下，敲除 ALPL小鼠血清中的葡萄糖含量较对照组WT明显升

高（图 3A）。血脂检测结果显示：正常条件下敲除 ALPL甘油三

脂无显著变化，但高脂条件下 ALPL+/-+HF组较WT+HF组血清

中甘油三脂明显升高（图 3B）；胆固醇结果表明高脂饮食较正

常饮食血清中胆固醇明显升高，且无论正常还是高脂条件下敲

除 ALPL导致血清中胆固醇含量明显升高（图 3C）。以上组织

学和血清学检测结果表明，敲除 ALPL导致高脂诱导肝内脂肪

沉积加速。

2.4 ALPL对脂肪酸代谢影响

为了明确 ALPL调控肝内脂肪沉积，通过检测肝组织内脂

肪酸生成 ACC1、ACC2和 PPAR-酌，以及脂肪酸转运相关基因
LPL在转录水平和蛋白水平的表达。RT-PCR结果显示，在高

脂诱导条件下，ALPL+/-+HF组小鼠肝组织内的 ACC1、ACC2和

PPAR-酌较WT+HF组明显增加。另外，在正常和高脂饮食条件

下，敲除 ALPL明显促进肝组织中 LPL表达（图 4A）。Western

blotting结果显示，在高脂诱导下 ALPL+/-+HF和WT+HF两组

肝组织中的 LPL、ACC和 PPAR-酌的表达均高于正常饮食组，
且 ALPL+/-+HF 组的 LPL、ACC 和 PPAR-酌 较 WT+HF 组显著

增加（图 4B）。

免疫荧光染色显示，相较 WT对照组，正常和高脂条件下

敲除 ALPL组的肝组织中 PPAR-酌的阳性细胞明显增加，尤其
高脂诱导脂肪肝显著增加 PPAR-酌的阳性细胞数量（图 5A和

B）。该结果提示敲除 ALPL潜在地促进肝细胞内脂肪酸的生成

和转运，进而加速脂肪肝形成。

3 讨论

ALPL是一种在肝脏、肾脏和骨组织中高表达的组织非特

异性 ALP，在体机体骨骼和牙齿矿化过程发挥重要功能[9]。Ali

等研究发现，在脂肪前体细胞 3T3-L1中增加 ALPL表达促进

其向脂肪细胞的分化，而 ALP抑制剂 levamisole处理减少细胞

内甘油三脂的积累[10,11]。与此不同，我们之前研究显示 ALPL敲
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图 3 血糖和血脂检测

Fig.3 Blood glucose and lipid testing

图注：A：血清中葡萄糖含量检测（**P<0.01）；B：血清中甘油三脂含量检测（*P<0.05）；C：血清中胆固醇含量检测（**P<0.01，***P<0.001）。
Note: A: Serum glucose level assay (**P<0.01); B: Serum triglyceridel level assays (*P<0.05). C: Serum cholesterol level assays (**P<0.01, ***P<0.001).

图 4 脂肪酸生成和转运相关基因表达检测

Fig.4 Analysis of fatty acid synthesis and transport related gene expression

图注：A：RT-PCR检测肝组织中脂肪生成和转运相关基因在蛋白水平的表达（*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001）；B：Western blotting检测肝组织中

脂肪生成和转运相关基因在蛋白水平的表达。

Note: A: The expression of genes related to fat synthesis and transport at the transcriptional level in liver by RT-PCR (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001);
B: The expression of genes related to fat synthesis and transport at the protein level level in liver by Western blotting.

图 5 免疫荧光染色检测肝组织中 PPAR-酌表达
Fig.5 Detection of PPAR-酌 expression in liver tissues by immunofluorescence staining

图注：A：免疫荧光染色检测肝组织中 PPAR-酌的表达，标尺 =50 滋m；B：肝细胞内 PPAR-酌阳性细胞定量分析（**P<0.01，***P<0. 001）。
Note: A: The positive cells of PPAR-酌 in liver tissue were performed by immunofluorescence staining, scale bar = 50 滋m; B: Quantitative analysis of the

positive cells of PPAR-酌 in hepatocytes (**P<0.01, ***P<0.001).
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除小鼠骨量下降伴有骨髓中的脂肪含量增加，且敲除 ALPL导

致骨髓间充质干细胞的成脂肪细胞分化能力显著提升[12,13]。此

外，成熟脂肪细胞 3T3-F442A中利用 levamisole抑制 ALP活

力可明显减少脂肪分解[6]。尽管这些研究中存在一些差异，然而

提示我们 ALPL在诱导脂肪细胞分化和调节脂肪代谢方面发

挥重要作用。临床上，NAFLD患者血清中 ALP常异常升高，甚

至升高到正常值的 2-3倍 [14,15]，常用于辅助诊断NAFLD，但

ALPL具体在 NAFLD发病中的作用尚不清楚。

本研究我们比较了 ALPL在正常和高脂饮食条件下对肝

脏脂肪代谢的影响。我们结果表明在正常条件下敲除 ALPL小

鼠的肝组织形态没有发生显著改变，血清中的葡萄糖和胆固醇

含量有所增加。在高脂饮食条件下，敲除 ALPL小鼠的肝内小

泡样脂肪病性明显，肝细胞内的脂滴沉积和 PPAR-酌阳性细胞
明显增多，且伴随血清中葡萄糖、甘油三脂和胆固醇增加。与我

们研究相似，Reyes 等研究利用含 10%脂肪饲料喂养小鼠，

ALPL敲除小鼠的肝内脂肪沉积明显增加[16]，但血糖水平及脂

肪生成相关基因乙酰辅酶 A 羧化酶（ACC）和脂肪酸合酶

（FASN）表达无显著变化。然而，我们结果表明在高脂条件下

ALPL敲除小鼠的血糖水平和肝组织中脂肪酸生成和转运基因

ACC、PPAR-酌和 LPL表达显著增加。经分析可能是由以下原

因导致结果存在差异，一方面是两篇研究中所用的高脂饲料脂

肪含量存在差异，我们使用的是含脂肪 60%的饲料；另一方面，

两篇研究中造模时间存在差异，Reyes研究中高脂诱导时间紧

17天，而我们进行高脂诱导 60天。然而，ALPL具体通过调控

何种信号通路或关键调控因子控制肝细胞内脂肪酸生成和转

运尚不清楚。我们结果显示在高脂条件下，敲除 ALPL肝组织

中 ACC在 RNA和蛋白水平上显著升高。AMP激活蛋白激酶

（AMPK）信号通路通过调控脂肪生成基因（FAS、SREBP-1c和

ACC）的表达控制脂肪酸和胆固醇的生成[17,18]，在改善脂质代谢

紊乱方面发挥着重要作用。在高脂诱导的脂肪肝模型中，通过

激活 AMPK 通路可显著抑制脂肪酸生成基因 SREBP-1 和

ACC表达 [19,20]，进而抑制新生脂肪形成和促进脂肪酸氧化作

用，达到改善肝内脂肪沉积的效果。众所周知，线粒体生成过剩

的 ATP抑制 AMPK激活[21]。ATP作为 ALPL的底物，ALPL可

将细胞外 ATP依次水解为 ADP和 AMP[22,23]。我们之前研究证

实敲除 ALPL导致间充质干细胞内 ATP水平增加，并抑制

AMPK激活[13]。因此，敲除 ALPL可能导致肝细胞的胞外和胞

内 ATP水平增加抑制 AMPK激活，进而促进 ACC表达增加

脂肪酸生成。此外，磷酯酰乙醇胺（Phosphatidylethanolamine，

PEA）作为机体一种重要的磷脂质，在 ALPL突变引起低碱性

磷酸酯酶症患者的血液和尿液中会蓄积 PEA[24,25]，其可能被肝

细胞摄取导致脂质肝内累积。

综上所述，在高脂诱导脂肪肝小鼠模型，敲除 ALPL通过

上调肝内脂肪酸生成和转运相关基因表达，加速小鼠肝内脂肪

沉积。ALPL是否通过调控 AMPK-ACC通路控制肝细胞脂肪

酸生成或通过 PEA途径促进肝脂肪沉积有待进一步研究。
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