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c-Jun氨基末端激酶抑制剂对大鼠非酒精性脂肪性肝炎的
防治及机制

王 珣, 鲁新耀, 张 鹏, 王明林, 于红刚, 胡义奎

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(non-alcoholic 
fatty liver disease, 
NAFLD)是一组缺
乏饮酒史, 以脂肪
沉积为特征, 与代
谢综合症相关的
新疾病. 他包括单
纯性脂肪肝及非
酒精性脂肪性肝
炎(non-alcoholic 
s tea tohepat i t i s , 
NASH), 后者还可
进一步发展为终
末期肝病. NASH
的防治是临床上
阻 断 该 疾 病 进
展 的 关 键 .  阻 断
N A S H发病通路
的药物研发迫在
眉睫. 
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Abstract
AIM: To investigate the potentially protective 
effect of SP600125, a selective c-Jun N-terminal 
kinase inhibitor, in a rat model of nonalcoholic 
steatohepatitis (NASH) induced with a high 
fat diet. 

METHODS: Forty-eight Sprague-Dawley rats 

were randomly divided into three groups: 
a normal control group (NC group), a high-
fat model group (HF group) and an SP600125 
treatment group (SP group). All rats were sub-
jected to a percutaneous superior mesenteric 
vein retention catheter operation and fed a 
standard diet for 4 wk. The HF group was then 
fed an HF diet and treated with dimethyl sulf-
oxide, while the SP group was fed an HF diet 
and treated with SP600125 (50 mg/kg) once 
per day.

RESULTS: Feeding an HF diet successfully 
induced NASH in rats, with varying degrees 
of hepatic steatosis and hepatic inflammation. 
SP600125 treatment substantially decreased 
the level of inflammation and the expression 
of c-Jun and p-cJun proteins. 

CONCLUSION: SP600125 has the potential to re-
markably attenuate steatosis and inflammation 
and may be a novel therapeutic drug against 
NASH.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨选择性c-J u n氨基末端激酶(J u n 
N-terminal k inase, JNK)抑制剂SP600125
对大鼠非酒精性脂肪性肝炎(nona lcoho l i c 
steatohepatitis, NASH)的保护作用及机制.  

方法:  48只♂S D大鼠随机分为正常对照组
(NC, 18只)、模型组(HF组, 15只)和SP600125

■同行评议者
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干预组(SP干预组, 15只). HF组及SP干预组大
鼠高脂饮食12 wk, 建立高脂诱导的NASH模
型, 12 wk时分别处死NC组大鼠6只, HF组及
SP干预组各3只, 用于NASH模型病理学鉴定. 
最终NC组、HF组及SP干预组大鼠数目均为
12只. HF组及SP干预组大鼠建立经皮肠系膜
上静脉给药途径, HF组给予二甲基亚砜, SP
干预组给予SP600125(50 mg/kg), 1次/d, 连续
4 wk. 第16周处死全部大鼠, 采用ELISA法测
定匀浆液的肿瘤坏死因子α、白介素-6含量; 
HE染色观察肝组织普通病理变化. Masson染
色观察肝组织纤维化程度. 苏丹Ⅳ染色观察
肝组织脂肪变的程度. 采用RT-PCR方法检测
JNK mRNA. 采用免疫印迹(Western blot)法检
测c-Jun蛋白和磷酸化蛋白水平.  

结果: 高脂饮食16 wk后, SD大鼠肝组织呈弥
漫性脂肪变性, 炎性细胞浸润及小叶内坏死灶
增多, 可见明显的窦周纤维化及中央静脉周围
纤维化. SP干预组大鼠肝组织炎性反应、脂
肪变性及纤维化程度均较模型对照组改善, 差
异具有统计学意义; RT-PCR结果显示: 正常大
鼠肝脏组织内JNK mRNA表达量少, HF组表
达量增加, 差异具有统计学意义. 而SP干预组
较模型JNK mRNA表达量减少, 差异具有统
计学意义. Wstern blot结果显示: HF组较NC组
大鼠肝组织中c-Jun蛋白及p-c-Jun升高, 差异
具有统计学意义. 而SP干预组c-Jun蛋白及p-c-
Jun较HF组明显减少, 差异具有统计学显著性
意义.  

结论: SP600125可能通过抑制JNK通路阻止
NASH发生, 有望成为治疗NASH的新型药物.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; c-J u n氨基末端

激酶

核心提示: 非酒精性脂肪性肝炎(nonalcohol ic 
steatohepati t is, NASH)以胰岛素抵抗(insulin 
resistance, IR)和炎症反应为特征. c-Jun氨基末端

激酶(Jun N-terminal kinase, JNK)信号转导通路

参与到NASH发病机制中IR和炎症反应这两个

关键环节, 因此抑制JNK的活性有可能成为治疗

NASH的有效方法. 本研究采用新型JNK抑制剂

-SP600125, 建立肠系膜上静脉置管给药通路, 采
用饮食诱导NASH大鼠动物模型, 初步探讨JNK
抑制剂防治NASH的作用, 为新药研究奠定实验

基础. 
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0  引言

非酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepati-
tis, NASH)以炎症反应为特征. c-Jun氨基末端激

酶(Jun N-terminal kinase, JNK)信号转导通路参

与到NASH发病机制中炎症反应这一关键环节. 
因此抑制JNK的活性将有可能成为防治NASH
的潜在方法. 本研究采用新型透细胞性的肽类

JNK抑制剂SP600125, 建立肠系膜上静脉置管

给药通路(ercutaneous superior mesenteric vein, 
PSMV), 作用于高脂饮食诱导NASH动物模型, 
旨在阐明JNK抑制剂防治NASH的可能作用机

制, 为新药研究奠定实验基础.  

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠48只, 体质量150 g±20 g, 由
武汉大学动物实验中心提供. 胆固醇试剂购自

上海研生实业有限公司; 猪油自备; SP600125
试剂(产品编号: S1876, 规格: 5 mg/支)购自上海

浩然生物技术有限公司; 丙氨酸转移酶(alanine 
transaminase, ALT)、天冬氨酸转移酶(aspartate 
aminotransferase, AST)测定试剂盒购自德国Cen-
tronlc公司. 肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor 
alpha, TNF-α)、白介素-6(interleukin, IL-6)含量

测定试剂盒购自美国Santa公司; 用于提取RNA
的TRIzol试剂盒和逆转录试剂盒均购自北京中

杉生物公司; JNK引物由上海Invitrogen公司合

成; Western blot试剂盒购自深圳晶美生物公司.    
1.2 方法

1.2.1 动物模型建立及分组: 48只♂SD大鼠正常

喂养1 wk后, 随机分为正常对照组(NC, 18只)、
模型组(HF组, 15只)和SP600125干预组(SP干预

组, 15只). HF组及SP干预组大鼠给予高脂饮食

(high-fat: 标准饲料加2%胆固醇、10%猪油和

2%玉米油)喂养12 wk, 12 wk末隔夜空腹处死NC
组大鼠各6只和HF组及SP干预组大鼠各3只, 病
理学检查显示12 wk末形成NASH模型. 最终NC
组、HF组及SP干预组大鼠数目均为12只. HF组
及SP干预组大鼠建立经PSMV给药途径. HF组
继续喂养高脂饮食4 wk, 并经PSMV途径给予溶

媒DMSO; SP干预组在继续高脂饲料喂养的基础

经PSMV途径给予SP600125(50 mg/kg, 1次/d, 持
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■应用要点
中药由于其有效
成分的多样性和
不确定性, 加上提
取和筛选的困难, 
一直不能被国际
社会完全认可. 而
基因治疗虽然取
得了日新月异的
进展, 但是对于一
些疾病而言, 基因
突变的阴影限制
了其作为首选治
疗方案. SP600125
是采用高通量药
物筛选技术所合
成的JNK抑制剂, 
已经应用于治疗
脑 血 管 疾 病 ,  纤
维化疾病以及缺
血再灌注损伤等
方 面 ,  但 是 其 在
NASH中的防治作
用尚不清楚. 所以
本课题将理论与
应用相结合, 为新
药研究奠定基础.
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续4 wk). 16 wk处死全部大鼠. 具体方法为隔夜

禁食, 次日以25%戊巴比妥钠溶液按15 mL/kg腹
腔内注射麻醉, 下腔静脉采血后再处死, 并快速

取出大鼠肝脏, 按常规制备血清和肝组织石蜡

切片.  
1.2.2 检测及观察指标: (1)用日本日立7020型全

自动生化分析仪检测血清总胆固醇(total cho-
lesterol, TC)、总甘油三酯(total triglyceride, TG)
水平; (2)德国Centronlc试剂盒检测ALT、AST
水平; (3)TNF-α、IL-6含量测定: 取大鼠肝脏组

织制成5%匀浆液, -20 ℃保存. ELISA法测定匀

浆液的TNF-α、IL-6含量, 严格按照试剂盒(美
国Santa公司)说明书操作; (4)HE染色观察肝组

织普通病理变化. Masson染色观察肝组织纤维

化程度. 苏丹Ⅳ染色观察肝组织脂肪变的程度; 
(5)JNK mRNA检测: 采用RT-PCR方法进行检

测. 具体步骤: 以TRIzol试剂盒提取胰腺组织总

RNA, 分光光度计检测总RNA的纯度及浓度. 运
用逆转录试剂盒逆转录合成cDNA. JNK上游引

物: 5'-ATTTGGAGGAGCGAACTAAG-3'; 下游

引物: 5'-ATTGACAGACGGCGAAGA-3', 扩增

片段为112 bp; 内参β-actin上游引物: 5'-TCGT-
GCGTGACATTAAAGAG-3'. 下游引物: 5'-ATT-
GCCGATAGTGATGACCT-3', 扩增片段为134 
bp. 在PCR仪上进行扩增反应. PCR反应条件为: 
95 ℃ 10 s, 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 34 s, 35个循环; 溶解

曲线分析: 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 60 s, 95 ℃ 15 s; (6)c-
Jun蛋白和磷酸化(p-c-Jun)蛋白检测: 采用免疫

印迹(Western blot)法检测. 肝脏组织100 mg剪碎

后研磨, 按照试剂盒操作说明抽提胞质蛋白, 蛋
白定量采用BCA法. 取50 μg样品常规进行SDS-
PAGE电泳后, 转移至PVDF膜, 5%BSA溶液中室

温封闭. 加入一抗(c-JNK单克隆抗体, p-c-Jun单
克隆抗体及内参β-actin单克隆抗体)4 ℃过夜后

加入HRP标记的二抗(山羊抗小鼠IgGHRPC)孵
育. ECL显色, X线片曝光、显影、定影、扫描. 

并用Quantity One分析软件将图片上每个特异条

带密度进行测量. 测得的c-Jun及p-c-Jun阳性条

带的密度与相应的β-actin条带密度的比值作为

其蛋白的相对表达量.  
1.2.3 NASH判断标准: 常规苏木精-伊红染色, 在
光镜下观察大鼠肝组织病理变化. 马拉松三色染

色观察大鼠肝脏组织纤维化的程度. 新鲜大鼠肝

脏组织于-20 ℃快速冰冻切片并行苏丹Ⅳ染色观

察肝脏细胞脂肪变性的程度. 肝脏脂肪变性程度

根据中华医学会肝脏病学分会脂肪肝和酒精肝

病学组制定的NAFLD诊断标准进行评价[1].  
统计学处理 使用SPSS21.0统计软件包处理

数据. 所有资料分析前行正态性检验, 正态资料

用mean±SD表示; 偏态资料中位数表示. 正态资

料方差齐时, 采用单因素多水平定量资料的方

差分析, 两两比较采用LSD检验. 如是偏态资料

使用秩和检验. P <0.05为差异具有统计学意义.  

2  结果

2.1 一般情况 实验中模型组大鼠较健康对照组

体质量增长迅速, 性情温顺, 活动减少, 各组均

无动物死亡. 实验结束时(16 wk)HF组大鼠体质

量、肝指数(肝湿质量/体质量×100%)比NC组

增高, 差异具有显著性意义(P <0.05). SP干预组

与HF组比较, 体质量及肝指数下降, 差异具有显

著性意义(P <0.05)(表1).  
2.2 血清学指标的变化 HF组大鼠TC、TG、

ALT、AST、TNF-α、IL-6水平均高于NC组(均
P <0.05), SP干预组大鼠上述指标水平均低于模

型对照组(均P <0.05)(表2).  
2.3 肝组织病理学变化 健康对照组大鼠肝小叶

结构完整, 肝细胞大小一致, 呈多边形围绕中

央静脉放射状分布. 高脂喂养16 wk时大鼠肝

组织呈弥漫性脂肪变性, 炎性细胞浸润及小叶

内坏死灶增多, 可见明显的窦周纤维化及中央

静脉周围纤维化. SP干预组大鼠肝组织炎性反

应、脂肪变性及纤维化程度均较HF组明显改

善(图1).
2.4 肝组织JNK mRNA的表达 正常大鼠肝脏

组织内JNK mRNA表达量少, HF组表达量增

加, 差异具有统计学意义. 而SP干预组较模型

JNK mRNA表达量下降, 差异具有统计学意义

(P <0.05)(表2).  
2.5 肝组织c-Jun、p-c-Jun蛋白表达 HF组较NC
组大鼠肝组织中c-Jun蛋白及p-c-Jun升高, 差
异具有统计学意义. 而SP干预组c-Jun蛋白及

     

表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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表  1  3组大鼠体质量及肝指数的变化 (n = 12, mean±SD)

分组 体质量(g)   肝指数(%)   

NC组 382±33 3.45±0.21

HF组  502±42a  4.01±0.23a

SP干预组  410±27c  3.62±0.23c

aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  HF组. NC组: 正常对照组; HF组: 

模型组.

■同行评价
本文选题紧密联
系当前常见病和
多 发 病 ,  设 计 合
理, 数据及统计分
析可靠, 具有一定
指导意义.



p-c-Jun较HF组明显减少, 差异具有统计学意义

(P <0.05)(表2, 图2).  

3  讨论

NAFLD是一组缺乏饮酒史, 以脂肪沉积为特征

与代谢综合症相关的新疾病. 他包括单纯性脂

肪肝及NASH, 后者还可进一步发展为终末期肝

病. 早期单纯性脂肪肝患者往往缺乏典型的临

床表现, 偶尔在体检时才发现. 而有临床表现来

就诊的患者, 此时绝大多数已经发展为NASH. 
所以NASH的防治是临床上阻断疾病进展的关

键阶段[2-5].  
目前许多研究都认为NASH的发病机制与

胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)及炎症反应密

切相关[3-5]. TNF-α和IL-6在NASH发病中的作用

是研究的热点. 本实验结果提示: NASH模型中

     

表  1  大鼠胰腺组织光镜下病理学评分(mean±SD)

分组            n              水肿                      炎症                     出血                      坏死

SO组	 10       0.20±0.42	      0                         0	           0

AEP组	 10       2.60±0.70b        2.00±0.67b        0                         0.60±0.84

ANP组       8       3.70±0.48ab       2.80±0.79ab       2.20±1.03ab       2.80±0.64ab

aP<0.05 vs  AEP组; bP<0.01 vs  SO组.
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表  2  3组大鼠各指标比较 (n = 12, mean±SD)

     
指标 NC组 HF组 SP干预组

TC 184.6±18.6 303.2±7.6a 227.8±10.8c

TG 519.7±44.0 303.2±7.6a 227.8±10.8c

ALT   0.87±0.25   1.30±0.04a   1.01±0.02c

AST   0.87±0.25   1.89±0.16a   0.96±0.10c

TNF-α(pg/mL)   184.6±18.6 303.2±7.6a 227.8±10.8c

IL-6(pg/mL)   519.7±44.0 303.2±7.6a 227.8±10.8c

JNK mRNA   0.87±0.25   1.30±0.04a   1.01±0.02c

c-Jun protein   0.87±0.25   1.89±0.16a   0.96±0.10c

p-c-Jun protein   0.87±0.25   1.82±0.18a   1.01±0.12c

aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  HF组. NC组: 正常对照组; HF组: 模型组. TC: 总胆固醇; TG: 总甘油三酯; ALT: 丙氨酸转移酶; AST: 天

冬氨酸转移酶; TNF-α: 肿瘤坏死因子α; IL-6: 白介素-6.

A B C

图  1  3组大鼠肝脏病理特征比较. A: 正常对照组; B: 模型组; C: SP干预组.
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A B 图  2  3组大鼠肝组织c-Jun、p-c-
Jun蛋白表达比较. A: c-Jun蛋白表

达比较; B: p-c-Jun蛋白表达比较. 

NC: 正常对照组; HF: 模型组; SP: 

SP干预组.
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TNF-α、IL-6含量较对照组大鼠下降, 差异具

有统计学意义, 和报道一致[6-10], 提示炎症因子

TNF-α、IL-6在NASH发病过程中起作用.
JNK是促分裂原活化蛋白激酶(mitogen ac-

tivated protein kinases, MAPKs)超家族成员中的

一员[12-14]. JNK包含双磷酸化功能区Thr-Pro-Tyr
与c-Jun氨基末端的活化区结合并使其第63、73
位丝氨酸(Ser)残基磷酸化. 我们通过PSMV给药

途径, JNK抑制剂SP600125作用NASH模型大鼠

4 wk后, SP干预组大鼠TNF-α、IL-6含量较高质

饮食组下降, 差异具有统计学意义, 提示NASH
发病过程中炎症相关因子的表达有JNK的参与.  

研究发现, JNK信号通路参与细胞因子、应

激、药物等诱导的细胞凋亡[15-18]. 目前大多JNK
信号通路研究集中在神经系统退行性疾病及肿

瘤中[19-26]. JNK信号通路在NASH中的研究鲜有

报道. 本研究应用JNK抑制剂SP600125作用下

SD大鼠NASH模型JNK及其下游c-Jun磷酸化水

平的改变, 我们发现: NASH组大鼠Western blot
结果显示c-Jun蛋白及磷酸化p-c-Jun蛋白均较对

照组升高. 经JNK抑制剂-SP600125干预治疗后

JNK蛋白及磷酸化JNK蛋白水平下降, 结果提示

SP600125对NASH有治疗作用, 其作用机制与抑

制JNK通路有关, 为JNK抑制剂-SP600125成为

治疗NASH的新型药物奠定实验基础. 
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