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［摘 要］　目的 : 研究脂质纳米粒（LNP）递送靶向 Cyp2e1 基因的小干扰 RNA
（siRNA）减轻小鼠亚急性酒精性肝损伤的作用及机制。方法:通过微流控技术

将靶向 Cyp2e1 基因的 siRNA 封装在 LNP 中得 si-Cyp2e1 LNP，并进行表征。筛选

si-Cyp2e1 LNP 给药的最佳剂量，将 40 只 C57BL/6N 雌鼠随机分为空白对照组、模

型对照组、si-Cyp2e1 LNP组、LNP对照组和美他多辛组，经 10 d的乙醇喂养及最后

3 d 的乙醇灌胃处理，构建亚急性酒精性肝损伤小鼠模型。测定各组血清中丙氨

酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）活性，肝组织中超氧化物歧化酶（SOD）活

性及丙二醛、活性氧、谷胱甘肽、三酰甘油和总胆固醇含量，计算肝脏指数；光学显

微镜观察小鼠肝组织病理学变化。实时逆转录聚合酶链反应检测各组小鼠体内

氧化应激、脂质合成和炎症相关基因表达的变化情况。结果: 与模型对照组比较，

si-Cyp2e1 LNP 组肝脏指数降低，血清 ALT、AST 活性降低，肝组织丙二醛、活性

氧、三酰甘油和总胆固醇含量下降，SOD 活性升高，谷胱甘肽含量增加（均 P<
0.01）。苏木精-伊红染色结果显示模型对照组肝细胞排列紊乱，细胞质稀疏，有大

量的脂肪空泡和坏死，而 si-Cyp2e1 LNP组肝细胞大小均匀，排列整齐，肝组织形态

结构正常；油红О染色结果显示 si-Cyp2e1 LNP组相比模型对照组肝脏脂肪含量减

少，未见脂肪滴积聚；抗 F4/80 单克隆抗体荧光免疫组织化学结果显示 si-Cyp2e1 
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LNP 组相比模型对照组累积光密度比值降低（P<0.01），无明显炎症反应。与模

型对照组比较，si-Cyp2e1 LNP 组活性氧形成相关催化基因 P47phox、P67phox 和

Gp91phox 的表达减少（均 P<0.01），而抗氧化酶相关基因 Sod1、Gsh-rd 和 Gsh-px 的

表达增加（均 P<0.01）；脂质代谢相关基因 Pgc-1α、Cpt1 的 mRNA 表达增加（均 P<
0.01），脂质合成相关基因 Srebp1c、Acc和 Fasn的 mRNA 表达减少（均 P<0.01）；肝脏

炎症相关基因 Tgf-β、Tnf-α 和 Il-6 的表达减少（均 P<0.01）。结论:si-Cyp2e1 LNP 主

要通过降低活性氧水平，增加抗氧化活性，阻断氧化应激途径，减少乙醇诱发的脂

肪变性和炎症，保护肝脏免受乙醇引起的损伤，为亚急性酒精性肝损伤提供了一

种新的靶向治疗方法。

［关键词］  亚急性酒精性肝损伤；小干扰RNA；脂质纳米粒；氧化应激；脂质代谢合成；

炎症；小鼠
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Lipid nanoparticle delivery of siRNA targeting Cyp2e1 gene 
attenuates subacute alcoholic liver injury in mice
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［Abstract］  Objective: To investigate the effect and mechanism of lipid nanoparticle 
(LNP) delivery of small interfering RNA (siRNA) targeting Cyp2e1 gene on subacute 
alcoholic liver injury in mice. Methods: siRNA targeting Cyp2e1 gene was encapsulated 
in LNP (si-Cyp2e1 LNP) by microfluidic technique and the resulting LNPs were 
characterized. The optimal dose of si-Cyp2e1 LNP administration was screened. Forty 
female C57BL/6N mice were randomly divided into blank control group, model control 
group, si-Cyp2e1 LNP group, LNP control group and metadoxine group. The subacute 
alcoholic liver injury mouse model was induced by ethanol feeding for 10 d plus 
ethanol gavage for the last 3 d. Serum alanine aminotransferase (ALT) and aspartate 
aminotransferase (AST) activities, and the superoxide dismutase (SOD) activity as well as 
malondialdehyde, reactive oxygen species, glutathione, triacylglycerol, total cholesterol 
contents in liver tissue were measured in each group, and liver index was calculated. The 
expression of genes related to oxidative stress, lipid synthesis and inflammation in each 
group of mice were measured by realtime RT-PCR. Results: Compared with the model 
control group, the levels of liver index, serum ALT, AST activities, malondialdehyde, 
reactive oxygen species, triacylglycerol, total cholesterol contents in liver tissue decreased, 
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but the SOD activity as well as glutathione increased in the si-Cyp2e1 LNP group (all P<
0.01). Hematoxylin-eosin staining result showed disorganized hepatocytes with sparse 
cytoplasm and a large number of fat vacuoles and necrosis in the model control group, 
while the si-Cyp2e1 LNP group had uniformly sized and arranged hepatocytes with 
normal liver tissue morphology and structure. Oil red O staining result showed si-Cyp2e1 
LNP group had lower fat content of the liver compared to the model control group (P<
0.01), and no fat droplets accumulated. Anti-F4/80 monoclonal antibody fluorescence 
immunohistochemistry showed that the si-Cyp2e1 LNP group had lower cumulative 
optical density values compared to the model control group (P<0.01) and no significant 
inflammatory reaction. Compared with the model control group, the expression of catalytic 
genes P47phox, P67phox and Gp91phox were reduced (all P<0.01), while the expression 
of the antioxidant enzyme genes Sod1, Gsh-rd and Gsh-px were increased (all P<0.01). 
The mRNA expression of the lipid metabolism genes Pgc-1α and Cpt1 were increased 
(all P<0.01) and the lipid synthesis-related genes Srebp1c, Acc and Fasn were decreased 
(all P<0.01); the expression of liver inflammation-related genes Tgf-β, Tnf-α and Il-6 
were decreased (all P<0.01). Conclusion: The si-Cyp2e1 LNP may attenuate subacute 
alcoholic liver injury in mice mainly by reducing reactive oxygen levels, increasing 
antioxidant activity, blocking oxidative stress pathways and reducing ethanol-induced 
steatosis and inflammation.

［Key words］ Subacute alcoholic liver injury; Small interfering RNA; Lipid 
nanoparticles; Oxidative stress; Lipid metabolic synthesis; Inflammation; Mice

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2023, 52(3): 306-317.]
［缩略语］ 细胞色素 P450 2E1（cytochrome P450 2E1，CYP2E1）；RNA 干扰（RNA 
interference，RNAi）；信 使 RNA（messenger RNA，mRNA）；小 干 扰 RNA（small 
interfering RNA，siRNA）；脂质纳米粒（lipid nanoparticles，LNP）；靶向 Cyp2e1的 siRNA

（siRNA targeting Cyp2e1，si-Cyp2e1）；丙氨酸转氨酶（alanine aminotransferase，ALT）；

天冬氨酸转氨酶（aspartate transaminase，AST）；超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，
SOD）；聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）；杜氏磷酸缓冲盐溶液

（Dulbecco’s phosphate-buffered saline，DPBS）；苏木精-伊红染色（hematoxylin and 
eosin staining，HE 染 色）；甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase，GAPDH）；含吐温-20 的 Tris 缓冲液（Tris buffered saline with Tween-

20，TBST）；谷胱甘肽还原酶（glutathione reductase，GSH-rd）；谷胱甘肽过氧化酶

（glutathione peroxidase，GSH-px）；过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子-1α
（peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator -1α，PGC-1α）；肉碱棕

榈酰基转移酶（carnitine palmitoyl transferase，CPT）；固醇调节元件结合蛋白 1c
（sterol regulatory element-binding protein 1c，SREBP1c）；脂肪酸合成酶（fatty acid 
synthetase，FASN）；乙酰辅酶 A羧化酶（acetyl CoA carboxylase，ACC）；转化生长因子

（transforming growth factor，TGF）；肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）
酒精性肝病是一种严重危害人类健康的疾

病，近年来发病率呈上升趋势［1-2］。亚急性暴饮

（酗酒）后 90% 以上的乙醇会在肝脏中代谢，直接

刺激、损害肝细胞，肝细胞发生变性、坏死，影响
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肝脏对蛋白质、脂肪的正常代谢及解毒功能，导

致亚急性酒精性肝损伤［3-4］。目前，亚急性酒精性

肝损伤主要通过戒酒和药物干预来治疗［5］，但存

在药物相关不良反应。

CYP2E1 是乙醇的主要代谢酶［6］，可以作用于

肝脏的微粒体乙醇氧化系统，代谢和激活有毒底

物，如对乙醇的氧化作用从而导致乙醛的产生，因

此产生大量的反应性毒性产物［7］。CYP2E1 在活

性氧的产生中起着关键作用［8-9］。大量活性氧和

多种氧自由基引起的氧化应激导致细胞凋亡和坏

死，对机体产生损害。既往研究表明，用乙醇喂养

Cyp2e1 基因敲除的小鼠未出现明显肝脏损伤［10］，

且 CYP2E1 抑制剂 2-氯-5-氯甲基噻唑可以减弱乙

醇引起的啮齿动物肝损伤［11］，提示 CYP2E1 是导

致小鼠酒精性肝损伤的关键因素［12］。

RNAi 疗法是一种新型临床治疗方法，是指

在进化过程中高度保守、由双链 RNA 诱发的同源

mRNA 的高效特异性降解现象［13］。特定的 siRNA
与其目标蛋白结合，形成 RNA 诱导的沉默复合

物 ，再 以 siRNA 序 列 为 模 板 裂 解 目 标 基 因 的

mRNA，从 而 破 坏 其 结 构 ，最 终 使 目 标 基 因 沉

默［14］。由于 siRNA 具有分子体积大、亲水性强、

带阴离子电荷等特征，不易进入细胞，因此需要

不同的给药载体实现递送［15］。LNP 递送系统具

有安全性高、免疫原性低以及靶向性强等特点。

前期研究结果显示，基于 LNP 的 CYP2E1 靶向系

统能有效抑制小鼠模型中亚急性酒精性肝病的

发 展［16］，本 研 究 通 过 制 备 si-Cyp2e1 LNP，观 察

siRNA 药物通过靶向 Cyp2e1 基因减轻小鼠亚急性

酒精性肝损伤的效果，探讨基于 LNP 的 si-Cyp2e1
在亚急性酒精性肝损伤中的作用机制。

1　材料与方法

1. 1　实验动物、主要试剂与仪器

雌性 C57BL/6N 小鼠（6~8 周龄）购自北京维

通利华实验动物技术有限公司。所有小鼠均在

标准环境条件下饲养：温度（22±2）℃，相对湿度

（55±5）%，光照与黑暗各 12 h 循环。动物实验和

操作按照江苏大学动物伦理委员会批准的程序

（UJS-IACUC-2020091501）和《实验动物护理和使

用指南》进行。

4-（N，N-二甲基氨基）丁酸（二亚油基）甲酯、

二肉豆蔻酰磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇 2000 和二

硬脂酰磷脂酰胆碱为美国 Sigma 公司产品；胆固

醇为上海阿拉丁生化科技股份有限公司产品；

10 mmol/L乙酸钠缓冲液为北京酷来搏科技有限公

司产品；20 000 截留分子量透析袋为美国 Spectrum
公司产品；Quant-iTTM RiboGreen RNA 测定试剂盒

为美国 Invitrogen 公司产品；美他多辛为山东齐都

药业有限公司产品；乙醇液体饲料为戴茨生物科

技（无锡）有限公司产品；BeyoRT cDNA 第一链合

成试剂盒和 BCA 蛋白浓度测定试剂盒为碧云天

生物技术研究所产品；ALT、AST、丙二醛、SOD、谷

胱甘肽、三酰甘油和总胆固醇分析试剂盒均为南

京建成生物工程研究所产品；活性氧检测试剂盒

为 上 海 贝 博 生 物 科 技 有 限 公 司 产 品 ；兔 抗 人

CYP2E1 单克隆抗体（BML-CR3271）为美国 Enzo 公

司产品；兔抗人钙联蛋白单克隆抗体（10427-2-AP）

为美国 Proteintech Group 公司产品；抗 F4/80 单克

隆抗体（ab16911）为英国 Abcame 公司产品。

Spectra Max 190 型酶标仪为美国 MD 公司产

品；Pic017 台式离心机、NanoDrop 2000 分光光度

计 、NanoDropTM1000 分 光 光 度 计 为 美 国 Thermo 
Fisher Scientific 公司产品；TE601-L 电子天平为北

京赛多利斯仪器系统有限公司产品；倒置显微镜

为日本 Nikon 公司产品；Light Cycle 96 荧光定量

PCR 仪为瑞士罗氏公司产品；微流控仪器为加拿

大 Precision Nanosystem 公 司 产 品 ；Nano Brook 
90Plus PALS 粒径仪为美国 Brookhaven Instruments
公司产品；透射电子显微镜为日本 Hitachi 公司产

品；SK-1 快速混匀器为江苏中大仪器科技有限公

司产品；电泳仪为北京市六一仪器厂产品。

1. 2　si-Cyp2e1 LNP 的制备和表征

1. 2. 1　制备 si-Cyp2e1 LNP　参照文献［16］中的

方 法 筛 选 siRNA 序 列 ，所 选 序 列 见 表 1。 单 链

RNA 由 金 斯 瑞 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 生 产 。

siRNA 含有 2´-O-甲基修饰和 dTsdT 3´ 悬臂（其中

“s”表示硫代磷酸酯连接），以提高其在体内的稳

定性并抑制免疫刺激。LNP 由油相与水相制备，

其中油相成分为 4-（N，N-二甲基氨基）丁酸（二亚

油基）甲酯、二硬脂酰磷脂酰胆碱、胆固醇、二肉

豆蔻酰磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇 2000，以摩尔比

50.0∶10.0∶38.5∶1.5 溶于无水乙醇［17］，将 siRNA 溶

解在 10 mmol/L 乙酸钠缓冲溶液中。使用微流控

装置将混合的油相液体和含有 siRNA 的水相溶

液按 1∶3 混合，以使其自组装形成 LNP，收集样
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品，最后使用 20 000 截留分子量的透析袋在 25 ℃
下透析 2 h 以去除溶液中残留的无水乙醇。

1. 2. 2　 采 用 Zeta 电 位 及 粒 度 分 析 仪 测 定 si-
Cyp2e1 LNP 的粒径、多分散指数和 Zeta 电位　吸

取 10 μL si-Cyp2e1 LNP 溶液，使用 DPBS 稀释 100
倍，采用 Nano Brook 90Plus PALS 粒径仪测量 si-
Cyp2e1 LNP 的粒径、多分散指数和 Zeta 电位。

1. 2. 3　透射电子显微镜表征 si-Cyp2e1 LNP 形态

结构　对 si-Cyp2e1 LNP 进行负染色，将样品用蒸

馏水稀释后放在铜格子上，用滤纸除去多余的液

体，然后用透射电子显微镜观察染色结果。

1. 2. 4　核酸荧光染色法测定 si-Cyp2e1 LNP 的包

封 率　 用 1% TritonX-100 处 理 制 备 好 的 si-
Cyp2e1 LNP 溶 液 ，释 放 出 其 中 的 siRNA。 使 用

Quant-iTTM RiboGreen RNA 测定试剂盒测定核酸

总量与未破乳前的核酸差值，并按下式计算包封

率［18］。包封率=［（总核酸量荧光值－未破乳核酸

量荧光值）/总核酸量荧光值］×100%。

1. 3　si-Cyp2e1 LNP 实验剂量筛选

取 16 只雌性 C57BL/6N 小鼠，随机分为四组，

每组 4 只，食物和水在标准环境条件下自由供应。

空 白 对 照 组 注 射 DPBS，其 余 三 组 分 别 按 0.25、

0.50、0.75 mg/kg 经尾静脉注射 si-Cyp2e1 LNP，即

为 si-Cyp2e1 LNP 小、中、大剂量组。注射后 24 h，

通过实时逆转录 PCR 和蛋白质免疫印迹法检测

CYP2E1 蛋白及其 mRNA 的表达，选择最佳剂量

进行后续实验。

1. 4　实验分组和干预

另取 40 只雌性 C57BL/6N 小鼠，随机分为空

白对照组、模型对照组、si-Cyp2e1 LNP 组、LNP
对照组和美他多辛组，每组 8 只。在开始实验

前，除空白对照组外各组小鼠首先接受 10 d 的

乙醇适应性饮食，乙醇浓度从无逐渐增至 5%。

本实验方法基于文献［19］并进行改进，即除空

白对照组外，其余各组每天均接受乙醇浓度为

5% 的 Lieber-DeCarli 液体饮食，持续 10 d，最后

3 d 每天灌服 5 g/kg 的乙醇；空白对照组则给予

不含乙醇的等量 Lieber-DeCarli液

体饮食，最后 3 d 每天灌服 5 g/kg
的 水 。 si-Cyp2e1 LNP 组 和 LNP
对照组在第 1 天和第 7 天分别尾

静 脉 注 射 0.5 mg/kg 的 si-Cyp2e1 
LNP 和 siRNA 对 照 LNP，美 他 多

辛组每天灌胃给予 150 mg/kg 美他多辛。在喂

食过程中观察小鼠的生理状态，并记录食物的

消耗量。最后一次乙醇灌胃 9 h 后，对小鼠进行

称重，眼眶取血。随后处死小鼠，解剖取肝进行

后续实验。

1. 5　亚急性酒精性肝损伤相关生化指标的检测

将收集的小鼠全血在室温下放置 30 min，以

1000×g 的速度离心 10 min，仔细吸出上层血清，

采 用 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 的 试 剂 盒 检 测

ALT 和 AST 活性。

小鼠的肝脏用 0.9% 冰冷等渗氯化钠溶液清

洗，吸干表面残留水分后，观察肝脏并称重，计算

肝脏指数，即肝脏指数=肝脏质量/小鼠体重［20］。

称取肝组织约 0.1 g，以质量（g）∶体积（mL）为 1∶9
的比例加入冰冷的等渗氯化钠溶液中。将组织

匀浆 30 s，以 1000×g 离心 10 min，仔细吸出上层

液体，制备肝组织匀浆标本，采用试剂盒检测肝

脏 SOD 活性及丙二醛、谷胱甘肽、三酰甘油和总胆

固醇含量。使用小鼠新鲜肝脏组织标本检测活性

氧。组织标本用磷酸盐缓冲液洗净，称取肝组织

约 0.1 g，以质量（g）∶体积（mL）为 1∶9 的比例加入

匀浆缓冲液，充分匀浆。100×g、4 ℃离心 5 min，

取上清液备用。按照活性氧检测试剂盒说明书

检测肝脏中活性氧的含量。

1. 6　肝组织病理学检查

1. 6. 1　HE 染色观察肝组织病理学变化　将部

分肝脏固定在 10% 的中性福尔马林缓冲液中，石

蜡包埋、切片（5 μm），HE 染色后使用光学显微镜

观察。

1. 6. 2　油红О染色观察肝组织脂肪堆积情况　将

部分新鲜肝组织块用包埋剂包埋，并在－80 ℃下

快速冷冻，切片（10 μm），油红 О 染色后使用光学

显微镜观察。

1. 6. 3　抗 F4/80 单克隆抗体免疫荧光染色观察

巨噬细胞激活情况　在常规的石蜡包埋、组织切

片（5 μm）后，抗 F4/80 单克隆抗体进行免疫荧光

染色处理后使用荧光显微镜观察。

表1　靶向 Cyp2e1 的 siRNA 序列
Table 1　Sequences of siRNAs targeting Cyp2e1

siRNA
si-Cyp2e1
siRNA 对照

正向序列

ccAuGuAcAcAAuGGAAAAdTsdT
cuuAcGcuGAGuAcuucGAdTsdT

反向序列

UUUUCcAUUGUGuAcAUGGdTsdT
UCGAAGuACUcAGCGuAAGdTsdT

siRNA：小干扰 RNA；Cyp2e1：细胞色素 P450 2E1；si-Cyp2e1：靶向 Cyp2e1 的 siRNA.
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1. 7　实时逆转录 PCR 检测氧化应激、脂质代谢

合成和炎症相关基因的表达

取小鼠肝组织，使用 TRIzol 试剂从肝组织中

提取总 RNA。使用 NanoDropTM 1000 分光光度计

测量 RNA 浓度。根据 BeyoRT cDNA 第一链合成

试剂盒的说明，逆转录合成 cDNA。以 Gapdh 作

为内参基因，按照试剂盒说明书操作。PCR 反应

条件：95 ℃ 10 min；95 ℃ 30 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 
30 s，45 个循环。实验重复三次，采用 2－ΔΔCt 方法

进行数据分析。引物见表 2。

1. 8　蛋白质印迹法检测 CYP2E1 蛋白表达

用氯化钾-蔗糖缓冲液从肝组织中提取肝

脏微粒体，于－80 ℃储存备用。以钙联蛋白作

为微粒体内参蛋白［21］。用 BCA 蛋白浓度测定试

剂盒对部分提取的肝脏微粒体蛋白浓度进行定

量，然后以 5∶1 的比例加入 SDS 聚丙烯酰胺凝胶

电泳蛋白上样缓冲液，将该混合溶液放在沸水

浴中煮沸 7 min，使蛋白质变性和失活，然后储存

在－20 ℃条件。将变性失活的蛋白质分别加到

10%~12% 的 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳凝胶上，

电泳结束后转移到聚偏二氟乙烯膜上。用牛血

清白蛋白溶液封闭膜 1 h，用抗 CYP2E1 的单克

隆抗体（1∶1000）孵育，并在 4 ℃下放置过夜。用

TBST 洗三次膜，用辣根过氧化物酶结合的抗兔

二抗（1∶1000）孵育，并在室温下反应 1 h。最后，

用 TBST 洗三次，每次 5 min，根据 ECL 超敏化学

发光试剂盒说明，使用多功能成像仪对化学发

光信号进行可视化分析，然后使用 Image J 软件

进行灰度值分析。

1. 9　统计学方法

采用 SPSS 13.0 软件进行统计分析。正态分

布的计量数据以均数±标准差（x̄ ± s）表示，组间

比较采用单因素方差分析，P<0.05 为差异具有统

计学意义。

2　结 果

2. 1　si-Cyp2e1 LNP 的物理表征

si-Cyp2e1 LNP 的粒径为（79.91±0.35）nm，多

分散指数为 0.14±0.01，包封率为（94.90±0.01）%。

透射电子显微镜观察到 si-Cyp2e1 LNP 为球形，进

一步确认粒径区间与仪器所测结果一致，见图 1。

2. 2　si-Cyp2e1 LNP 实验剂量筛选结果

动物实验结果显示，随着 si-Cyp2e1 LNP 剂

量减小，CYP2E1 蛋白表达量增加（图 2），注射

表2　实时逆转录 PCR 引物序列（5′→3′）
Table 2　Primer sequences for realtime RT-PCR （5′→3′）

基 因

Cyp2e1

Sod1

Gsh-rd

Gsh-px

Gp91phox

P67phox

P47phox

Cpt1

Pgc-1α

Srebp1c

Fasn

Acc

Il-6

Tnf-a

Tgf-β

Gapdh

正向序列

GCTGAGTACTCCCTGGATCC
GCGATGAAAGCGGTGTGCGTG
GGGATGCCTATGTGAGCCGCC
GGTGGTGCTCGGTTTCCCGT
GGGAACTGGGCTGTGAATGA
GCTGCGTGAACACTATCCTGG
ATCAGGCCGCACTTTGAAGAA
CTCCGCCTGAGCCATGAAG
CCACTTCAATCCACCCAGAAAG
GATGTGCGAACTGGACACAG
TATCAAGGAGGCCCATTTTGC
GCCCTTCTGAGTCGCTTAATATG
AGACAAAGCCAGAGTCCTTCAGAGA
CCCTCCTGGCCAACGGCATG
CGGGAAGCAGTGCCCGAACC
AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

反向序列

CATGGGTTCTTGGCTGTGTT
TGGACGTGGAACCCATGCTGG
TGACTTCCACCGTGGGCCGA
AATTGGGCTCAACCCGCCAC
CAGTGCTGACCCAAGGAGTT
AGGTCGTACTTCTCCATTCTGTA
CCAGGGCACTCTCACTGAATA
CACCAGTGATGATGCCATTCT
TATGGAGTGACATAGAGTGTGCT
CATAGGGGGCGTCAAACAG
TGTTTCCACTTCTAAACCATGCT
TGACATCACCCCTAGAGTCCT
GCCACTCCTTCTGTGACTCCAGC
CCCTCCTGGCCAACGGCATG
GGGGGTCAGCAGCCGGTTAC
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

PCR：聚合酶链反应；CYP2E1：细胞色素 P450 2E1；SOD：超氧化物歧化酶；GSH-rd：谷胱甘肽还原酶；GSH-px：谷胱甘肽过氧化酶；

CPT：肉碱棕榈酰基转移酶；PGC-1α：过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子-1α；SREBP1c：固醇调节元件结合蛋白 1c；FASN：脂肪

酸合成酶；ACC：乙酰辅酶 A 羧化酶；TNF：肿瘤坏死因子；TGF：转化生长因子；GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶 .
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0.50 mg/kg si-Cyp2e1 LNP 24 h 后 CYP2E1 蛋白水

平下降至 70% 左右，Cyp2e1 mRNA 约下降了 90%，

见表 3。因此，选择 0.5 mg/kg 作为后续实验中

si-Cyp2e1 LNP 的注射剂量。

2. 3　si-Cyp2e1 LNP 对模型鼠肝脏外观和肝功能

指标的影响

空白对照组和 si-Cyp2e1 LNP 组肝脏大小合

适、颜色红润、质地柔软，而模型对照组和 LNP 对

照组肝脏颜色暗淡、质地稍硬、表面粗糙（图 3）。

从表 4 中可以看出，与空白对照组比较，乙醇诱导

小鼠的肝脏指数增加（P<0.01），而 si-Cyp2e1 LNP
组肝脏指数较模型对照组明显改善（P<0.01），与

空白对照组差异无统计学意义（P>0.05）。模型

对照组的 AST 和 ALT 水平均高于空白对照组（均

P<0.01），而 si-Cyp2e1 LNP 组这两项指标较模型

对照组均明显改善（均 P<0.01），见表 4。结果提

示，si-Cyp2e1 LNP 可以有效缓解乙醇诱导的亚

急性肝损伤。

2. 4　si-Cyp2e1 LNP 对模型鼠肝组织抗氧化能力

和脂质水平的影响

与空白对照组比较，模型对照组肝组织中活

性氧和丙二醛含量升高，谷胱甘肽含量和 SOD 活

性降低（均 P<0.01），而 si-Cyp2e1 LNP 组上述指标

较模型对照组明显改善（均 P<0.01），见表 5。结

果提示，si-Cyp2e1 LNP 作用后小鼠体内抗氧化能

力得到改善。

与空白对照组比较，模型对照组肝组织中

三酰甘油和总胆固醇含量升高（均 P<0.01），而

si-Cyp2e1 LNP 组中三酰甘油和总胆固醇含量恢

复至正常值范围，见表 5。结果提示，si-Cyp2e1 
LNP 有助于恢复亚急性酒精性肝损伤引起的体

内脂质代谢紊乱，防止肝脏脂肪堆积。

2. 5　si-Cyp2e1 LNP 对模型鼠肝组织病理学变化

的影响

HE 染色结果显示，空白对照组肝细胞大小

均匀、排列整齐，肝组织形态结构正常；模型对照

组肝细胞排列紊乱、细胞质稀疏，有大量脂肪空

泡和坏死；si-Cyp2e1 LNP 组和美他多辛组则与空
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A：si-Cyp2e1 LNP 的粒径分布；B：si-Cyp2e1 LNP 在透

射电子显微镜下的代表性图像（标尺=100 nm）. si-Cyp2e1：

靶向 Cyp2e1 的小干扰 RNA；LNP：脂质纳米粒 .
图1　本研究制备的 si-Cyp2e1 LNP 的粒径分布和透

射电子显微镜下图像
Figure 1　Particle size distribution and transmission 

electron microscopy images of si-Cyp2e1 
LNP prepared in this study

表3　不 同 剂 量 si-Cyp2e1 LNP 作 用 后 小 鼠 肝 脏 中
CYP2E1 蛋白及其 mRNA 表达情况

Table 3　Expression of CYP2E1 protein and mRNA in liver 
of mice after the effect of different doses of 
si-Cyp2e1 LNP

（x̄ ± s）

组 别

对照组

si-Cyp2e1 LNP 大剂量组

si-Cyp2e1 LNP 中剂量组

si-Cyp2e1 LNP 小剂量组

n

4
4
4
4

蛋 白

1.01±0.06
0.28±0.03**

0.31±0.03**

0.39±0.03**

mRNA
1.01±0.03
0.06±0.01**

0.12±0.02**

0.37±0.02**

与 对 照 组 比 较 ，**P<0.01. CYP2E1：细 胞 色 素 P450 2E1；

si-Cyp2e1：靶向 Cyp2e1 的小干扰 RNA；LNP：脂质纳米粒 .

DPBS 0.75 0.50 0.25

����

CYP2E1 57 000

90 000

si-Cyp2e1 LNP�mg/kg�

DPBS：杜氏磷酸缓冲盐溶液；CYP2E1：细胞色素 P450 
2E1；si-Cyp2e1：靶向 Cyp2e1 的小干扰 RNA；LNP：脂质纳

米粒 .
图2　不同剂量 si-Cyp2e1 LNP 作用后小鼠肝脏中

CYP2E1 蛋白表达电泳图
Figure 2　Electrophoresis of CYP2E1 protein expression 

in mouse liver after different doses of si-
Cyp2e1 LNP
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白对照组形态相似，但美他多辛组观察到少数脂

肪变性空泡。见图 4。

油红 О 染色结果显示，空白对照组肝组织中

无脂滴堆积；模型对照组肝脏中有大量脂滴积

聚 ；si-Cyp2e1 LNP 组 只 观 察 到 极 少 量 的 脂 滴 。

定量分析结果显示，与空白对照组比较，模型对

照组肝脏脂肪堆积面积约增加 10%（P<0.01），而

si-Cyp2e1 LNP 组肝脏脂肪含量较模型对照组下

降，与空白对照组相当。见图 4、表 6。

抗 F4/80 单克隆抗体荧光免疫组化结果显示，

与空白对照组比较，模型对照组荧光强度明显增

强，累积光密度值增加（P<0.01），而 si-Cyp2e1 LNP
组 F4/80 表达明显减少（P<0.01），见图 4、表 6。

上述结果提示，si-Cyp2e1 LNP 给药可以维持

肝细胞结构，减少脂滴积聚，减少巨噬细胞活性，

降低炎症反应，减轻乙醇对肝脏的损害。

2. 6　si-Cyp2e1 LNP 对模型鼠肝脏氧化应激、脂

质合成和炎症相关基因表达的影响

与空白对照组比较，模型对照组活性氧形成

相关催化基因 P47phox、P67phox 和 Gp91phox 的表

达增加（均 P<0.01），而抗氧化酶相关基因 Sod1、

Gsh-rd 和 Gsh-px 的表达减少（均 P<0.01）；与模型

对照组比较，si-Cyp2e1 LNP 组活性氧形成相关催

化基因表达减少，而抗氧化酶相关基因的表达增

加（均 P<0.01），与空白对照组差异无统计学意义

（均 P>0.05），见图 5。

与空白对照组比较，模型对照组脂质代谢相

关 基 因 Pgc-1α、Cpt1 的 mRNA 表 达 减 少（均 P<
0.01），脂质合成相关基因 Srebp1c、Fasn 和 Acc 的

mRNA 表达增加（均 P<0.01）；与模型对照组比

较，si-Cyp2e1 LNP 组脂质代谢相关基因表达增

加，脂质合成基因表达减少（均 P<0.01），与空白

对照组差异无统计学意义（均 P>0.05），见图 6。

表5　各组小鼠肝组织中的抗氧化和脂质水平
Table 5　Antioxidant and lipid levels in liver tissue of mice in each group

（x̄ ± s）

组 别

空白对照组

模型对照组

si-Cyp2e1 LNP 组

LNP 对照组

美他多辛组

n

8
8
8
8
8

活性氧

1.01±0.01
2.15±0.15**

1.33±0.19##

2.41±0.30**

1.42±0.14##

谷胱甘肽
（μmol/g）
9.83±1.43
3.87±1.14**

8.23±1.16##

3.98±0.78**

7.51±1.55##

SOD
（U/mg）

88.13±13.22
53.50±2.44**

82.65±7.82##

57.44±4.60**

75.28±8.55##

丙二醛
（nmol/mg）
0.46±0.10
1.65±0.40**

0.51±0.10##

1.74±0.56**

0.86±0.16##

三酰甘油
（mmol/g）
0.17±0.03
0.32±0.04**

0.16±0.05##

0.31±0.03**

0.20±0.04##

总胆固醇
（mmol/g）
0.07±0.01
0.17±0.04**

0.07±0.02##

0.13±0.03**

0.09±0.02##

与空白对照组比较，**P<0.01；与模型对照组比较，##P<0.01. si-Cyp2e1：靶向 Cyp2e1 的小干扰 RNA；LNP：脂质纳米粒；SOD：超氧化

物歧化酶 .

����� ���������� si-Cyp2e1 LNP� LNP���

si-Cyp2e1：靶向 Cyp2e1 的小干扰 RNA；LNP：脂质纳米粒 .
图 3　各组小鼠肝脏的外观形态
Figure 3　Morphological appearance of the liver in each group

表4　各组小鼠肝脏指数与血清生化指标检测结果
Table 4　Liver index and serum biochemical indicators of 

mice in each group
（x̄ ± s）

组 别

空白对照组

模型对照组

si-Cyp2e1 LNP 组

LNP 对照组

美他多辛组

n

8
8
8
8
8

肝脏指数
（%）

4.25±0.20
5.15±0.36**

4.76±0.14##

5.02±0.21**

4.66±0.15##

ALT（U/L）

19.06±0.43
59.52±14.95**

23.45±8.11##

53.11±12.16**

37.88±11.51##

AST（U/L）

30.52±9.78
97.39±12.62**

33.40±11.80##

94.53±12.24**

47.56±7.21##

与空白对照组比较，**P<0.01；与模型对照组比较，##P<0.01. 
si-Cyp2e1：靶向 Cyp2e1 的小干扰 RNA；LNP：脂质纳米粒；ALT：丙

氨酸转氨酶；AST：天冬氨酸转氨酶 .
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与空白对照组比较，模型对照组肝脏炎症

相关基因 Tgf-β、Tnf-a 和 Il-6 的表达增加（均 P<
0.01）；与模型对照组比较，si-Cyp2e1 LNP 组炎症

相关基因的表达减少（均 P<0.01），与空白对照组

差异无统计学意义（均 P>0.05），见图 7。

上述结果提示，si-Cyp2e1 LNP 给药可以调控

氧化应激、脂质合成和炎症相关基因的表达，从

而减轻肝损伤。

����� ���������� si-Cyp2e1 LNP� LNP���

A

B

C

A：HE 染色结果；B：油红 O 染色结果；C：抗 F4/80 单克隆抗体免疫荧光染色结果 . 绿色为 F4/80，蓝色为 4´，6-二脒基-2-苯基吲

哚 . 标尺=100 μm. si-Cyp2e1：靶向 Cyp2e1 的小干扰 RNA；LNP：脂质纳米粒 .
图 4　各组肝组织病理学检查结果
Figure 4　Histopathology of liver in each group

表6　各组小鼠油红 O 染色阳性面积和荧光免疫组织化
学累积光密度值比较

Table 6　Areas of positive oil-red O staining and 
cumulative optical density values of fluorescence 
immunohistochemistry in each group

（x̄ ± s）

组 别

空白对照组

模型对照组

si-Cyp2e1 LNP 组

LNP 对照组

美他多辛组

n

8
8
8
8
8

油红 O 染色
阳性面积（%）

2.78±0.92
9.21±2.16**

3.20±1.33##

8.77±2.54**

4.85±0.93##

累积光密度值

120.62±37.07
293.46±86.93**

114.14±21.51##

281.18±64.93**

151.51±24.04##

与空白对照组比较，**P<0.01；与模型对照组比较，##P<0.01. 
si-Cyp2e1：靶向 Cyp2e1 的小干扰 RNA；LNP：脂质纳米粒 .
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A：活性氧形成相关催化基因的 mRNA 相对表达水平；

B：抗氧化酶基因的 mRNA 相对表达水平 . 与空白对照组比

较，**P<0.01；与模型对照组比较，##P<0.01. si-Cyp2e1：靶向

Cyp2e1 的小干扰 RNA；LNP：脂质纳米粒；SOD：超氧化物

歧化酶；GSH-rd：谷胱甘肽还原酶；GSH-px：谷胱甘肽过氧

化酶 .
图5　si-Cyp2e1 LNP 对氧化应激相关基因表达的

影响
Figure 5　The effect of si-Cyp2e1 LNP on the expression 

of genes related to oxidative stress
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3　讨 论

CYP2E1 可以有效地将分子氧还原成自由基，

从而导致肝脏损伤［22］。血液中吸收的乙醇约有

95% 被微粒体乙醇氧化系统氧化。微粒体乙醇氧

化系统包括酒精脱氢酶和 CYP2E1，主要在肝细胞

的细胞质中表达，可以促进大量活性氧的产生，同

时在 mRNA 和蛋白表达水平上调 CYP2E1［23］。乙

醇对 CYP2E1 的诱导可导致肝脏病变的严重程度

增加，从而促进亚急性酒精性肝损伤的产生。

RNAi 疗法可以有针对性地促进特定基因的下调

表达，但 RNAi 介导的基因沉默需要克服多种生

理障碍，以便在体内有效传递 siRNA［24］。

与病毒载体比较，包封核酸的阳离子脂质体

的免疫原性和毒性均大大降低［25］，经过表面修饰

的脂质体药物递送系统可避免被血液、肝脏、脾脏

以及其他网状内皮系统丰富的组织或区域快速吞

噬、避免载药颗粒被快速消除［26］。经聚乙二醇-

磷脂衍生物修饰的 LNP 可以达到体内长循环的目

的，从而增加药物在肝组织中的聚集，提升治疗效

果［27］。本研究中 LNP 具有包封率高、可生物降解

的优点，si-Cyp2e1 LNP 在小鼠体内治疗的最佳剂

量为 0.50 mg/kg，可使基因沉默率达到 90%。同

时，根据既往研究结果，si-Cyp2e1 LNP 在体内的

基因敲低时间可以有效持续 7 d［16］，故本研究选择

一周一次的给药频率。结果显示，si-Cyp2e1 LNP
组小鼠肝脏的外观与空白对照组无明显差异，均

为肝组织表面光滑，呈正常的红褐色；肝功能生化

指标检测和组织病理学检查结果显示，si-Cyp2e1 
LNP 可以降低 AST、ALT 活性，维持肝组织形态结

构正常，提示 si-Cyp2e1 LNP 对亚急性酒精性肝损

伤有良好的保护作用。

氧化应激在亚急性酒精性肝损伤中起着重

要作用，过多的活性氧可以激活肝细胞的脂质过

氧化［28］。本文资料显示，si-Cyp2e1 LNP 能明显降

低亚急性酒精性肝损伤模型小鼠肝组织中的丙二

醛含量，提高 SOD 活性和谷胱甘肽含量。NADPH
氧化酶是一种重要的酶，在血管系统中催化活性

氧的形成，其由 Gp91phox、P67phox 和 P47phox 等

膜结合的异质体组成［29-30］。体内中和活性氧的系

统由抗氧化酶组成，如 GSH-rd、GSH-px和 SOD1［31］。
通过分析氧化应激相关基因的表达，模型对照

组 中 Gp91phox、P67phox 和 P47phox 的 mRNA 表

达增加，同时抗氧化酶相关基因的表达减少，而

si-Cyp2e1 LNP 可 以 减 少 Gp91phox、P67phox 和

P47phox 的 mRNA 表达，增加 Gsh-rd、Gsh-px 和 Sod1
的 mRNA 表达，通过阻碍活性氧的生成，维持机
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图7　si-Cyp2e1 LNP 对肝脏炎症相关基因表达的

影响
Figure 7　The effect of si-Cyp2e1 LNP on inflammation-

associated genes expression
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达的影响
Figure 6　The effect of si-Cyp2e1 LNP on the expression 

of genes related to lipid metabolism and 
synthesis
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体氧化与抗氧化平衡，表明 si-Cyp2e1 LNP 对亚急

性 酒 精 性 肝 损 伤 的 保 护 作 用 可 能 与 si-Cyp2e1 
LNP 的抗氧化活性有关。

乙醇会促进体内脂质合成，而 si-Cyp2e1 LNP
可以降低三酰甘油和总胆固醇含量，油红 О 染色

结果也显示 si-Cyp2e1 LNP 组的肝组织中未出现

脂滴积聚现象。PGC-1α 主要调节体内的氧化代

谢［32］，CPT1 是脂肪酸 β-氧化的限速酶［33］。通过分

析脂质氧化代谢相关基因的表达发现，si-Cyp2e1 
LNP 可减少 Cpt1 和 Pgc-1a 的 mRNA 表达，从而改

善 肝 组 织 中 的 脂 质 代 谢 。 SREBP1c、FASN 和

ACC 负责肝脏脂质合成［34］。小鼠肝脏中 Srebp1c
的 mRNA 表 达 受 乙 醇 影 响 上 调 Acc 和 Fasn 的

mRNA 表达，并增加三酰甘油和总胆固醇的合成，

导致脂质积累［35］，而 si-Cyp2e1 LNP 可下调 Srebp1c、

Acc、Fasn 的 mRNA 表达。因此，si-Cyp2e1 LNP 对
亚急性酒精性肝损伤的保护作用可能与其对脂

质代谢调控有关。

乙醇会引起炎症导致机体炎症指标异常。免

疫荧光染色 F4/80 是主要的巨噬细胞标记［36］，本

文资料显示，si-Cyp2e1 LNP 可抑制巨噬细胞的激

活，改善肝脏炎症。通过检测炎症相关基因的表

达发现，Il-6、Tnf-a 和 Tgf-β 等促炎性细胞因子基

因在乙醇的作用下表达增加，导致小鼠肝脏出现

明显炎症，而 si-Cyp2e1 LNP 可以下调 Il-6、Tnf-a
和 Tgf-β 的表达，从而减轻亚急性酒精性肝损伤

的炎症反应。

综上所述，si-Cyp2e1 LNP 主要通过降低活性

氧水平，增加抗氧化活性，阻断氧化应激途径，减

少乙醇诱发的脂肪变性和炎症，保护肝脏免受乙

醇引起的损伤，为亚急性酒精性肝损伤提供了一

种新的靶向治疗方法。但鉴于人与小鼠存在的

物种差异性，si-Cyp2e1 LNP 在人体内应用的有效

性和安全性须进一步评估。
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