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PM2.5通过抑制 FGF21/AMPK琢2通路促发非酒精性脂肪肝 *
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摘要 目的：探讨 PM2.5对非酒精性脂肪肝(NAFLD)的影响及与 FGF21/AMPK 琢2通路的关系。方法：根据气管滴注的 PM2.5浓

度随机将 40只 6 周龄雄性小鼠分为 4 组：对照组(生理盐水，10 只)和低毒组(6.25 滋g/mL)、中毒组(12.5 滋g/mL)、高毒组(25.0

滋g/mL)，10只 /组，持续染毒 19天。10周龄起给予高脂饲料喂养 6周，构建 NAFLD小鼠模型。分别于染毒前、染毒后、高脂喂养

6周测定循环 TG、TC及 FGF21水平。处死小鼠，取肝细胞培养后随机分两组，分别转染 Ad-FGF21与对照病毒 Ad-GFP 16 h，后

加入 PM2.5混悬液进行染毒共培养 36 h，测定两组细胞存活率，肝细胞内 TC及 TG、FGF21、AMPK 琢2含量。结果：染毒后及高脂
喂养 6周后，各组血清 TG、TC 较染毒前明显升高，血清 FGF21水平降低，且随着染毒浓度的增加，血清 TG、TC亦相应升高，

FGF21随之降低 (P<0.05)。与染毒后比较，高脂喂养 6周后各组血清 TG、TC均显著升高，血清 FGF21显著降低 (P<0.05)。与
Ad-GFP组比较，Ad-FGF21组 PM2.5染毒后肝细胞存活率显著升高，TG、TC水平明显降低，而肝细胞 FGF21、AMPK 琢2表达含
量则显著升高(P<0.05)。结论：幼年期 PM2.5暴露可加速成年后 NAFLD发生，且与暴露浓度密切相关，PM2.5可能通过抑制肝脏

FGF21/AMPK琢2信号通路促进肝细胞脂质沉积和 NAFLD的发生发展。
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PM 2.5 Promotes the Incidence of Nonalcoholic Fatty Liver Disease
Via Inhibiting FGF21/AMPK 琢2 Pathway*

To explore the influence of PM 2.5 on the nonalcoholic fatty liver disease(NAFLD) and its correlation with

FGF21/AMPK 琢2 pathway. 40 6-week-old male mice were randomly divided into 4 groups according to the concentration of

PM2.5 in trachea drip: control group (10 mice with normal saline), low toxicity group (6.25 滋g/mL), medium toxic group (12.5 滋g/mL),
high toxicity group (25.0 滋g/mL), 10 mice/group, continued exposure for 19 days. A NAFLD mouse model was established by feeding

high-fat diet for 6 weeks from 10 weeks of age. Levels of circulating TG, TC and FGF21 were measured before, after contamination and

after high fat feeding for 6 weeks. Mice were sacrificed, and liver cells were cultured and randomly divided into two groups, respectively

transfected with Ad-FGF21 and control virus Ad-GFP for 16h. After that, PM2.5 suspension was added for a total culture of 36 h, and the

survival rate of the two groups was measured, and the contents of TC, TG, FGF21 and AMPK alpha 2 in liver cells were measured.

After the contamination and 6 weeks of high-fat feeding, serum TG and TC in each group were significantly increased compared

with those before the contamination, and serum FGF21 levels were decreased. With the increase of the concentration of the contamina-

tion, serum TG and TC were also increased, and serum FGF21 was decreased (P<0.05). After 6 weeks of high-fat feeding, serum TG and

TC in each group were significantly increased and serum FGF21 significantly decreased (P<0.05). Compared with the Ad-GFP group, the

survival rate of hepatocytes in the Ad-FGF21 group was significantly increased after PM2.5 exposure, TG and TC levels were significantly

reduced, and the FGF21 and AMPK 琢2 hepatic expression levels were significantly increased (P<0.05). Childhood PM2.5

exposure can accelerate the development of NAFLD in adulthood and is closely related to the exposure concentration. PM2.5 may pro-

mote hepatic lipid deposition and the development of NAFLD by inhibiting the liver FGF21/AMPK 琢2 signaling pathway.
PM2.5; FGF21/AMPK 琢2 pathway; Non-alcoholic fatty liver disease
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前言
非酒精性脂肪肝 (non-alcoholic fatty liver disease，NAFLD)

是无过量饮酒患者出现以弥漫性肝细胞大泡性脂肪变性为特
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征的代谢应激性肝损伤，部分患者最终可进展为肝硬化或肝

癌[1-3]。NAFLD的致病机制尚不十分清楚，但多数观点认为其与

胰岛素抵抗(insulin resistance，IR)和遗传易感密切相关，已成为

慢性肝病、肝功能指标异常的首要原因[4,5]。

大量研究证实长期暴露于 PM 2.5(空气动力学直径 <2.5 滋m
的颗粒物)空气污染环境中可导致肺癌、慢性阻塞性肺病等疾

病的发病率和死亡率显著增加，严重危害人群健康[6-8]。近年来，

有研究显示细颗粒物暴露可加剧机体的氧化应激和 IR，两者

均为 NAFLD发生的关键病理生理过程，但 PM2.5与 NAFLD

的关系，尤其是 PM2.5对 NAFLD影响的作用机制尚缺乏相关

研究[9,10]。

本研究采用小鼠染毒模型，探究幼年 PM2.5暴露对成年

NAFLD发生发展的影响，并在细胞水平明确成纤维细胞生长

因子 21 (FGF21)/腺苷酸活化蛋白激酶 (AMP-activated protein

kinase琢2，AMPK琢2)通路在其中的作用，以期为 NAFLD 的预

防及治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

6周龄 C57BL/6健康雄性小鼠 40只，体质量 100-150 g，

平均(237.5± 21.7)g，购自上海斯莱克实验动物中心。普通饮食

习服喂养，温度 23± 2℃，湿度 60± 5%，12 h明暗交替。

1.2 建立 PM2.5染毒及 NAFLD小鼠模型

适应性喂养 1周后，根据气管滴注的 PM2.5浓度随机分为

4组：对照组(生理盐水，10 只)和低毒组(6.25 滋g/mL)、中毒组

(12.5 滋g/mL)、高毒组(25.0 滋g/mL)，10只 /组。PM2.5由同济大

学公共卫生学院提供，样品来自上海市交通区，隔天 1次，持续

染毒 19天。10周龄起给予高脂饲料喂养 6周，自由饮水，饲料

购自美国 Research Diets公司。高脂喂养 6周后形成中重度大

泡性肝脂肪变，且丙氨酸氨基转移明显升高，造模成功。所有实

验操作过程均严格遵循我院动物实验管理和规定。

1.3 检测指标

1.3.1 血脂及血清 FGF21 水平测定 采用全自动生化分析

仪，分别于染毒前、染毒后、高脂喂养 6周测定循环三酰甘油

(triacylglycerol，TG)、总胆固醇 (total cholesterol，TC)。采用

ELISA试剂盒（Abcam公司）检测 FGF21水平。

1.3.2 肝细胞脂质沉积检测 高脂喂养 6周后处死小鼠，取肝

细胞培养于 DMEM培养基。随机分两组，分别转染过表达

FGF21重组腺病毒载体(Ad-FGF21)与对照病毒 Ad-GFP 16 h，

后均于培养基加入 PM2.5混悬液进行染毒共培养，36 h后测定

细胞存活率(%)，测定肝细胞内 TC及 TG。

1.3.3 Western blot法检测肝细胞 FGF21、AMPK 琢2含量 使

用 RIPA裂解液进行细胞裂解抽提总蛋白，采用 BCA法进行

蛋白定量，并加入相应体积的 6× SDS-PAGE Loading buffer，取

30滋g蛋白上样，在 8%的 SDS-PAGE中进行电泳 2 h，然后将蛋

白转膜至甲醇预处理的 PVDF膜 1 h，以 5%脱脂奶粉在室温下

封闭 1 h，加入 1:1000稀释的一抗（FGF21、AMPK琢2及 茁-actin
抗体均购自 Abcam公司），4℃孵育过夜，次日 PBST漂洗 3次

后，加入 1:5000稀释的 HRP标记的二抗（Abcam公司）室温孵

育 2 h，用 ECL化学发光液并进行暗室曝光。

1.4 统计学方法

运用 SPSS17.0版统计软件包进行数据处理，计量资料以

(x± s)表示，组间比较采用 t检验或单因素方差分析，以 P<0.05
视为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组不同时间点 TG、TC及 FGF21水平比较

染毒前，各组 TG、TC、FGF21水平比较差异均无统计学意

义(P>0.05)；染毒后及高脂喂养 6周后，各组 TG、TC水平较染

毒前明显升高，FGF21水平显著降低，且随着染毒浓度的增加，

TG、TC亦相应升高，FGF21随之降低(P<0.05)。与染毒后比较，
各组高脂喂养 6周后 TG、TC均显著升高，FGF21显著降低，差

异均有统计学意义(P<0.05)。见表 1。

Note: Compared with before poisoning, ① <0.05; Compared with the control group, ② <0.05; Compared with low toxicity group, ③ <0.05; Compared

with middle toxicity group, ④ <0.05.

表 1 各组不同时间点 TG、TC及 FGF21水平的比较

Table 1 Comparison of TG, TC and FGF21 levels at different time points among different groups

Time Groups N TG(mmol/L) TC(mmol/L) FGF21(pg/mL)

Before poisoning

Control group 10 0.35± 0.09 1.21± 0.18 136.35± 10.35

Low toxicity group 10 0.39± 0.11 1.23± 0.11 134.42± 9.44

Middle toxicity group 10 0.37± 0.13 1.19± 0.15 138.63± 10.40

High toxicity group 10 0.36± 0.14 1.20± 0.13 140.89± 12.51

After poisoning

Control group 10 0.37± 0.12 1.24± 0.20 137.19± 9.33

Low toxicity group 10 0.51± 0.14① ② 1.35± 0.19① ② 121.29± 12.31① ②

Middle toxicity group 10 0.66± 0.17① ② ④ 1.52± 0.17① ② ④ 112.36± 15.34① ② ④

High toxicity group 10 0.87± 0.21① ② ③ ④ 1.70± 0.24① ② ③ ④ 101.44± 13.36① ② ③ ④

High fat feeding for 6

weeks

Control group 10 0.52± 0.19① 1.50± 0.31① 124.17± 0.37①

Low toxicity group 10 0.87± 0.20① ② 1.89± 0.35① ② 112.15± 12.29① ②

Middle toxicity group 10 1.03± 0.23① ② ③ 2.21± 0.33① ② ③ 99.20± 14.34① ② ③

High toxicity group 10 1.39± 0.29① ② ③ ④ 2.65± 0.41① ② ③ ④ 87.19± 10.32① ② ③ ④
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2.2 肝细胞过表达 FGF21

我们取小鼠肝细胞培养于 DMEM培养基，分别转染过表

达 FGF21重组腺病毒载体(Ad-FGF21)与对照病毒 Ad-GFP 16

h。如图 1所示，过表达细胞 FGF21水平显著高于对照细胞表

明我们成功构建了 FGF21过表达模型。

2.3 过表达 FGF21后 PM2.5对肝细胞存活率的影响

与 Ad-GFP组比较，Ad-FGF21组 PM2.5染毒后肝细胞存

活率显著升高，差异有统计学意义(P<0.05)，见图 2。

2.4 过表达 FGF21后 PM2.5对肝细胞脂质沉积的影响

与 Ad-GFP 组比较，Ad-FGF21 组 PM2.5 染毒后 FGF21、

AMPK 琢2含量则显著升高（图 3），TG、TC水平明显降低（图4），

差异均有统计学意义(P<0.05)。

3 讨论

NAFLD是导致肝细胞癌的重要因素之一，在我国的发病

率超过 10%，且呈逐年增长趋势，但仍缺乏特殊有效的预防和

治疗方法[11-13]。"二次打击 "学说是 NAFLD发病及病理机制的

经典学说，认为肝细胞内脂质沉积是 NAFLD发生的第一次打

击，该阶段尚未出现炎性改变或症状较轻。在此基础上在各种肝

毒性物质的刺激下，肝细胞与库普弗细胞被活化，炎性细胞因子

释放引起氧化应激，诱发局部肝细胞的炎性反应、脂质过氧化

及细胞损伤，形成第二次打击，最终导致 NAFLD的发生[14-16]。

近年来，高敏感性的幼年期暴露于相关不利因素对成年后

慢性疾病发生发展的影响及作用机制愈发引起关注，临床学者

也积极呼吁政府和公众应加强预防 PM2.5等大气细颗粒物的

迟发性影响[17-19]。动物实验结果显示，PM2.5吸入可使小鼠肝脏

组织出现脂肪变[20,21]，但 PM2.5导致 NAFLD加速与加重的作

用机制仍不十分明确，且其对机体的毒理学机制研究尚处于探

索阶段。因此，利用动物模型明确大气细颗粒物暴露对其成年

后 NAFLD发生发展的通路机制有重要的科学及社会意义。本

实验发现，经过 19天染毒后，各组 TG、TC较染毒前明显升高，

FGF21、AMPK水平降低，且随着染毒浓度的增加，TG、TC亦

相应升高，FGF21、AMPK随之降低(P<0.05)，与李明等 [22]研究

结果相符，说明短期 PM2.5暴露即可出现肝细胞脂质堆积，诱

发 NAFLD发病机制的第一次打击。高脂喂养 6周后，各组的

血脂紊乱进一步加剧，循环 FGF21、AMPK降低明显，出现

NAFLD。由此可见，幼年期 PM2.5暴露可加剧其成年后肝脏的

脂质沉积，导致 NAFLD的发生，且严重程度与幼年期染毒的

浓度密切相关[23,24]。我们推测 FGF21水平下降可通过影响下游

的 AMPK能量通路，诱发脂质沉积。

有研究表明，FGF21可通过改变脂代谢相关基因的表达，

对高脂饮食诱导的 NAFLD具有保护作用[25-27]。另有研究报道

称，FGF21下游 AMPK信号通路对机体能量平衡及脂肪代谢

起着关键性作用，活化的 AMPK可通过磷酸化抑制脂肪生成，

其中 AMPK 琢2主要在肝脏表达，若 AMPK琢2水平下降、作用
减弱，导致肝脏脂质沉积加剧[28,29]。本研究发现，Ad-FGF21组

Fig.1 Overexpression of FGF21 in mice hepatocyte

Fig.2 Overexpression of FGF21 increased the survival rate of hepatocytes

after PM2.5 poisoning

Note: Compared with Ad-GFP group, *P<0.05.

Fig.3 Influence of FGF21, AMPK琢2 levels in hepatocytes after
overexpression of FGF21

Note: Compared with Ad-GFP group, **P<0.01.

Fig.4 Influence of PM2.5 on the lipid deposition in hepatocytes after

overexpression of FGF21

Note: Compared with Ad-GFP group, *P<0.05.
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PM2.5染毒后肝细胞存活率较 Ad-GFP组显著升高，且 TG、TC

水平明显降低，FGF21、AMPK 琢2含量则显著升高(P<0.05)，再
次说明 PM2.5与 FGF21/AMPK 琢2通路存在相关性，同时也从
分子层面证实过表达 FGF21可通过影响下游的 AMPK能量通

路改善 PM2.5所致肝脏脂质沉积，可能与激活 FGF21/AMP-

K琢2通路对脂代谢发挥正向调控作用有关。谭茂卿等[30]研究构

建敲除 AMPK基因的小鼠模型，并给予高脂喂养，第 5周后小

鼠出现明显脂肪肝病变，而对照组小鼠在第 12周才出现脂肪

肝病变，说明抑制 FGF21/AMPK琢2通路可加速肝脏脂质沉积。
综上所述，幼年期 PM2.5暴露可加速成年后 NAFLD发

生，且与暴露浓度密切相关，PM2.5 可能通过抑制肝脏

FGF21/AMPK琢2信号通路促进肝细胞脂质沉积和 NAFLD的

发生发展，通过激活 FGF21/AMPK琢2信号通路的活性有望成
为治疗 NAFLD的重要分子途径。
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