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血管生成抑制剂ZM 306416对
高脂饮食诱导的非酒精性脂肪性
肝病小鼠的保护作用
赵维良1, 王治霞1, 喇登海2, 姚元滨3（1.青海省康乐医院 消化内科，西宁 810000；2.青海省中西医结合医院 

内科，西宁 810001；3.青海省人民医院 内科，西宁 810007）

摘要：目的 探讨血管生成抑制剂ZM 306316调节内脏脂肪的功能，分析其对高脂饮食

诱导的非酒精性脂肪性肝病（non-alcohol fatty liver disease，NAFLD）小鼠的保护作用

及可能机制。方法 将32只C57BL/6J小鼠按照随机数字表法分为3组：高脂饮食组（含

130 kcal l%的脂肪饲料，11只，HFD组）、低脂饮食组（含45 kcal l%的脂肪饲料，             
11只、LFD组）和高脂饮食-ZM组（添加0.8% ZM 306416，10只，HFD-ZM组），饲

养15周，定时检测小鼠体质量。处死小鼠后，检测小鼠血清生物化学指标，包括丙氨

酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天门冬氨酸氨基转移酶（aspartate 
aminotransferase，AST）、总胆固醇（total cholesterol，TC）、甘油三酯（triglyceride，
TG）和游离脂肪酸（free fatty acids，FFA）水平。采用免疫组织化学分析附睾脂肪组

织中血管性假血友病因子（von Willebrand factor，vWF）阳性细胞数；采用实时荧光

定量聚合酶链反应检测各组织中相关基因的表达。结果 与HFD组相比，HFD-ZM组小

鼠体质量 [（37.53 ± 3.64）g vs （45.17 ± 3.22）g]、VAT质量 [（2.25 ± 0.85）g vs （3.34 ± 0.54）g]、         
内脏脂肪细胞大小 [（7854.9 ± 60.4）mm2 vs （10800.6 ± 52.7）mm2]、vWF阳性细胞 
[（47.32 ± 6.2）个 vs （31.2 ± 5.4）个]、血管密度 [（320.47 ± 10.66）% vs （184.26 ± 
14.94）%] 及附睾组织中血管生成因子VEGF-A mRNA相对表达量（0.54 ± 0.16 vs 0.24 ± 
0.12）均显著降低（P均＜ 0.05），而抗血管生成因子TSP-1的mRNA相对表达量（0.32 ± 
0.07 vs 0.42 ± 0.14）显著升高（P ＜ 0.05）；HFD-ZM组小鼠ALT [（122.47 ± 4.11）U/L                 
vs （95.28 ± 2.21）U/L]、AST [（172.17 ± 5.20） U/L vs （124.39 ± 2.54）U/L]、TG 
[（4.91 ± 1.13）mmol/L vs （3.56 ± 1.07）mmol/L]、FFA [（1640.55 ± 22.51）μEq/L vs 
（1131.62 ± 18.33）uEq/L] 和TC [（8.10 ± 2.11）mmol/L vs （6.11 ± 2.19）mmol/L] 水平

均显著降低，差异均有统计学意义（P均＜ 0.05），小鼠肝小叶及门管区可见少量胶原

纤维增生，主要位于小叶中央静脉周围，α-SMA阳性细胞数目显著减少。与HFD组相

比，HFD-ZM组脂肪酸氧化基因mRNA相对表达量（CPT-1：1.64 ± 0.17 vs 0.97 ± 0.24；
MCAD：1.23 ± 0.18 vs 0.91 ± 0.16）显著升高（P均＜ 0.05）、脂肪形成相关基因mRNA
相对表达量（PPARγ：0.63 ± 0.24 vs 1.03 ± 0.27）显著降低（P ＜ 0.05）、胆固醇生成

相关基因mRNA相对表达量（FXR：0.76 ± 0.03 vs 0.65 ± 0.10；HMGCR：1.04 ± 0.14 vs 
0.89 ± 0.17）显著升高（P均＜ 0.05），炎症相关基因（TNF-α：0.57 ± 0.13 vs 1.01 ± 
0.23；CD68：1.02 ± 0.19 vs 1.62 ± 0.09；MCP-1：0.59 ± 0.11 vs 1.01 ± 0.09；MARCO：

0.54 ± 0.13 vs 1.02 ± 0.12；ICAM-1：0.94 ± 0.20 vs 1.56 ± 0.13；VCAM-1：1.12 ± 0.23 vs 
1.89 ± 0.16）和肝纤维化相关基因（TGFβ：0.64 ± 0.16 vs 1.02 ± 0.19；α-SMA：0.66 ± 
0.11 vs 1.03 ± 0.06）mRNA相对表达量显著降低（P均＜ 0.05），抗氧化基因（SOD2：
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0.83 ± 0.12 vs 0.71 ± 0.13）和凋亡基因（Bcl-2：0.78 ± 0.12 vs 0.58 ± 0.03）mRNA相对

表达量显著升高（P均＜ 0.05）。结论 血管生成抑制剂ZM 306416可通过调控小鼠内脏

脂肪生成、调节肝脏脂肪变性来改善内脏脂肪组织功能和脂质代谢，抑制由高脂饮食

诱导的小鼠NAFLD。

关键词：脂肪性肝病，非酒精性；炎症；纤维化；脂肪组织；血管生成抑制剂

Protective effects of angiogenesis inhibitor ZM 306416 on non-alcoholic fatty liver 
disease induced by high-fat diet in mice
Zhao Weiliang1, Wang Zhixia1, La Denghai2, Yao Yuanbin3 (1.Department of Gastroenterology, 
Qinghai Recreation Hospital, Xining 810000, China; 2.Department of Internal Medicine, 
Qinghai Integrated Traditional Chinese and Western Medicine Hospital, Xining 810001, 
China; 3.Department of Internal Medicine, Qinghai People’s Hospital, Xining 810007, China)
Abstract: Objective To investigate the angiogenesis inhibitor ZM 306316 in regulating visceral 
fat function and analyze the protective effect on non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 
induced by high-fat diet in mice and its possible mechanism. Methods Total of thirty-two 
C57BL / 6J mice were randomly divided into high fat diet group (130 kcal l% fat diet, 11 cases, 
HFD group), low fat diet group (45 kcal l% fat diet, 11 cases, LFD group) and high fat diet-
ZM group (0.8% ZM 306416 was added, 10 cases, HFD-ZM group), the mice were fed on 
different diets for 15 weeks. The body weight of the mice were measured regularly. The serum 
biochemistry index of the mice were detected, including alanine aminotransferase (ALT), 
aspartate aminotransferase (AST), total cholesterol (TC), triglyceride (TG) and free fatty acids 
(FFA). The number of vascular pseudophlebrand factor (von Willebrand factor, vWF) positive 
cells in epididymal adipose tissue was analyzed by immunohistochemistry. Real-time fluorescent 
quantitative polymerase chain reaction (FQ-PCR) was used to detect the expression of relevant 
genes in each tissue. Results The body mass [(37.53 ± 3.64) g vs (45.17 ± 3.22) g], VAT mass 
[(2.25 ± 0.85) g vs (3.34 ± 0.54) g], visceral adipocyte size [(7854.9 ± 60.4) mm2 vs (10800.6 ± 
52.7) mm2], vWF positive cells (47.32 ± 6.2 vs 31.2 ± 5.4), vascular density [(320.47 ± 10.66)% 
vs (184.26 ± 14.94)%] and angiogenic factor VEGF-A mRNA relative expression (0.54 ± 0.16 vs 
0.24 ± 0.12) of mice in HFD-ZM group were significantly lower than those in HFD group, and 
the relative mRNA expression of the anti-angiogenic factor TSP-1 was significantly higher (0.32 ± 0.07 
vs 0.42 ± 0.14), the differences were statistically significant (all P ＜ 0.05). The level of ALT 
[(122.47 ± 4.11) U/L vs (95.28 ± 2.21) U/L], AST [(172.17 ± 5.20) U/L vs (124.39 ± 2.54) U/L],
TG [(4.91 ± 1.13) mmol/L vs (3.56 ± 1.07) mmol/L], FFA [(1640.55 ± 22.51) μEq/L
vs (1131.62 ± 18.33) μEq/L] and TC [(8.10 ± 2.11) mmol/L vs (6.11 ± 2.19) mmol/L]                                                                                                                                             
of mice in HFD-ZM group were significantly lower than those in HFP group, the differences 
were statistically significant (all P ＜ 0.05). A small amount of collagen fibroplasia was 
seen in the liver lobe and portal canal, mainly around the central vein, with a significant 
decrease in the number of α -SMA positive cells. Compared with those in HFD group, 
the relative mRNA expression of fatty acid oxidation genes (CPT-1: 1.64 ± 0.17 vs 0.97 ± 
0.24; MCAD: 1.23 ± 0.18 vs 0.91 ± 0.16) of mice in HFD-ZM group increased significantly (all                                                            
P ＜ 0.05), the relative mRNA expression of adipogenesis gene (PPARγ: 0.63 ± 0.24 vs 1.03 ±
0.27) decreased significantly (P ＜ 0.05), the relative mRNA expression of cholesterol 
generation related genes (FXR: 0.76 ± 0.03 vs 0.65 ± 0.10; HMGCR: 1.04 ± 0.14 vs 0.89 ± 0.17) 
increased significantly (all P ＜ 0.05), the relative mRNA expression of inflammation-related 
genes (TNF-α: 0.57 ± 0.13 vs 1.01 ± 0.23; CD68: 1.02 ± 0.19 vs 1.62 ± 0.09; MCP-1: 0.59 ± 
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0.11 vs 1.01 ± 0.09; MARCO: 0.54 ± 0.13 vs 1.02 ± 0.12; ICAM-1: 0.94 ± 0.20 vs 1.56 ± 0.13; 
VCAM-1: 1.12 ± 0.23 vs 1.89 ± 0.16) and liver fibrosis-related genes (TGFβ: 0.64 ± 0.16 vs 
1.02 ± 0.19; α-SMA: 0.66 ± 0.11 vs 1.03 ± 0.06) decreased significantly (all P ＜ 0.05), the 
relative mRNA expression of antioxidant genes (SOD2: 0.83 ± 0.12 vs 0.71 ± 0.13) and 
apoptotic genes (Bcl-2: 0.78 ± 0.12 vs 0.58 ± 0.03) increased significantly (all P ＜ 0.05). 
Conclusions ZM 306416, an angiogenesis inhibitor, can improve visceral adipose tissue 
function and lipid metabolism by regulating adipogenesis and liver steatosis, and can inhibit 
NAFLD induced by high-fat diet in mice.
Key words: Fatty liver disease, non-alcoholic; Inflammation; Fibrosis; Adipose tissue; 
Angiogenesis inhibitor

血管生成是指已有的毛细血管或毛细血管后静

脉发展而形成新的血管，其生成过程受到严格调

节。在正常生理条件下，血管生成仅发生在胚胎发

育、伤口愈合和月经期间
[1]。近期有研究发现血管

生成异常与许多疾病有关，如癌症、类风湿关节

炎、银屑病和增生性视网膜病等[2,3]。正常情况下成

年后多数组织停止生长，但脂肪组织可在整个生命

周期中增殖退化。脂肪组织的生长和扩张需要形成

的新生血管为脂肪细胞提供氧气和营养[4]，因此脂

肪组织的生长依赖于促进血管生成的物质，并且能

被血管生成抑制剂所抑制。已研究表明抗血管生成

的膳食补充剂Ob-X可减少脂肪组织质量，并通过

抑制血管生成来抑制肥胖[5,6]。这提示血管生成抑制

剂具有减少脂肪组织生成、抑制肥胖的作用。

非酒精性脂肪性肝病（non-alcohol fatty liver 
disease，NAFLD）是一种代谢综合征，与代谢疾

病（例如肥胖症、胰岛素抵抗、高血压和血脂异

常）密切相关，其典型特征是肝脏的病理改变，

从简单的脂肪变性到非酒精性脂肪性肝炎（non-
alcoholic steatohepatitis，NASH），同时伴随纤维

化和不可逆性肝硬化
[8]。研究表明，NAFLD与内

脏脂肪组织（visceral adipose tissue，VAT）炎症和

炎症因子（如炎症性脂肪因子和脂质）升高密切相

关；此外，NAFLD与肥胖以及伴随内脏肥胖的过

度营养代谢并发症密切相关，而内脏脂肪的数量与

NAFLD肝脏炎症和纤维化严重程度直接相关[9-12]。                      
由前人的研究可知：血管生成抑制剂对NAFLD
具有潜在的治疗作用，但有关二者的相关研究目

前鲜有报道。血管生成抑制剂ZM 306416是一种

血管内皮细胞生长因子受体（vascular endothelial 
growth factor receptor，VEGFR）抑制剂，其IC50为                
0.33 μmol/L，作用机理为通过抑制VEGFR1抑制血

管生成。其通过使血管内皮生长因子和VEGFR表

达减少，阻断其信号转导通路或耗竭肿瘤细胞产生

的血管内皮生长因子而抑制肿瘤血管的生成，切断

肿瘤供血，达到抑制肿瘤生长、发展和转移的目

的。基于此，本课题将初步探讨血管生成抑制剂

ZM 306416对高脂饮食诱导的NAFLD小鼠模型的保

护作用及可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物  32只6～8周龄的野生型健康雄性

C57BL/6J小鼠购于青海省实验动物中心 [合格证

号：SCXK（青）2017-0008]，体质量23～28 g，
饲养于青海省人民医院SPF级实验动物中心，自

由饮食与进水，通风良好，温度20～26℃，湿度

45%～60%，每日光照12 h。
1.2 主要仪器与试剂  全自动血液化学分析仪（日

立公司，日本）、Trizol试剂（Grand Island，美

国）、SYBR Green PCR Master Mix（Invitrogen
公司，美国）、实时荧光定量聚合酶链反应

（real-time fluorescent quantitative polymerase chain 
reaction，FQ-PCR）试剂盒（日本TaKaRa公司），

SICDIA NEFAZYME试剂盒（Shinyang Chemical公
司，韩国）。

1.3 动物模型的建立及分组  C57BL/6J小鼠适应性

喂养1周后，将其按照随机数字表分为3组：高脂饮

食组（含130 kcal l%的脂肪饲料，New Brunswick
公司，美国，11只，HFD组）、低脂饮食组（含               
45 kcal l%的脂肪饲料，New Brunswick公司，美

国，11只、LFD组）、高脂饮食-ZM组（添加0.8% 
ZM 306416，New Brunswick公司，美国，10只，

HFD-ZM组），饲养于动物实验中心，自由饮水，

连续饲养15周，每日称量小鼠体质量。15周后，在

LFD及HFD组随机各取1只小鼠，颈椎脱臼处死取

肝脏组织观察其病理变化。NAFLD模型建立成功

的标准为在光学显微镜下观察可见小鼠肝细胞内大

量弥漫的脂肪空泡，电子显微镜证实小鼠肝细胞内

存在大量脂滴。

https://www.baidu.com/s?wd=IC50&tn=SE_PcZhidaonwhc_ngpagmjz&rsv_dl=gh_pc_zhidao


《中国肝脏病杂志（电子版）》2023年 第15卷 第2期                                  ·论著· 39

1.4 标本的采集  在研究的最后一日各组小鼠禁食8 h，
眼眶取血后小鼠颈椎脱臼处死。血液于4000 r/min下
离心5 min（离心半径10 cm），分离血清后保存

于-80℃冰箱供后续血清分析检测。另取附睾、腹

膜和肠系膜白色脂肪组织并收集VAT，将肝脏和附

睾脂肪组织在液氮中快速冷冻，并储存在-80 ℃中

备用。

1.5 血清生物化学指标的检测  采用全自动血液化学

分析仪测量小鼠血清生物化学指标，包括丙氨酸

氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天

门冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，
AST）、总胆固醇（total cholesterol，TC）和甘

油三酯（triglyceride，TG）的水平。采用SICDIA 
NEFAZYME试剂盒检测血清中游离脂肪酸（free 
fatty acids，FFA）水平。

1.6 肝组织病理观察  将收集的各组肝脏组织标本于

10%甲醛溶液中固定24 h，用石蜡包埋。常规肝组

织石蜡切片（5 µm），依据标准流程进行脱蜡及水

化，所有组织切片分别用苏木精-伊红、甲苯胺蓝

和马森染色，光学显微镜下观察肝脂肪变性情况。

采用图像分析系统（Image Pro-Plus，英国）进行染

色结果分析。

1.7 免疫组织化学分析   将附睾脂肪组织于10%
甲醛溶液中固定24 h，石蜡包埋。常规石蜡切片                  
（3 µm），并在微波炉中照射以恢复表位。切片

与兔抗鼠血管性假血友病因子（von Willebrand 
factor，vWF）一抗（Chemicon，美国，1∶200）          
4 ℃孵育过夜，PBS洗涤3次，每次15 min，随后用

山羊抗兔二抗（Chemicon，美国）以及链霉亲和

素碱性磷酸酶溶液（Chemicon，美国）常温孵育

2 h，加入新鲜制备的血管着色剂（Chemicon，美

国），血管密度用脂肪细胞的数量标准化。

1.8 FQ-PCR检测各组织中相关基因的表达  按照

Tr i z o l试剂盒说明书提取肝脏和附睾脂肪组织

总RNA，将其逆转录生成cDNA模板。依据FQ-
PCR说明书，采用AccuPower®GreenStar™qPCR 
PreMix（Bioneer，韩国）进行PCR扩增。表1为
用于基因表达分析的PCR引物（Integrated DNA 
Technologies，美国）。反应条件为：95 ℃变性                                                                                       
5 min；60 ℃退火40 s；72 ℃延伸10 s，80个循

环。采用标准曲线以每µl拷贝数计算转录浓度，相

对表达水平2-ΔΔCt计算靶基因cDNA与β-actin cDNA
的比率。靶基因包括：酰基辅酶A氧化酶（acyl-
Coenzyme A oxidase，ACOX）、α-SMA、B淋巴细

胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、半胱氨酸

天冬氨酸蛋白酶3（cysteine-based aspartate protease 
3，C a s p a s e 3）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶8
（cysteine-based aspartate protease 8，Caspase8）、

CD68、胶原蛋白α1（Collagenα1）、肉毒碱棕

榈酰转移酶（carnitine palmitoyl transterase-1，
CPT-1）、脂肪酸合成酶（fatty acid synthase，
FAS）、成纤维细胞生长因子2（fibroblast growth 
factor 2，FGF-2）、法尼醇X受体（farnesoid 
receptor，FXR）、抗3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶

A还原酶（3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme 
A reduc tase，HMGCR）、细胞间黏附分子 -1
（intercellular cell adhesion molecule-1，ICAM-1）、

胶原结构巨噬细胞受体（recombinant macrophage 
receptor with collagenous structure，MARCO）、

中链乙酰辅酶A脱氢酶（medium-chain acetyl-
Coenzyme A dehydrogenase，MCAD）、人巨噬细

胞趋化蛋白-1（human macrophage chemoattractant 
protein-1，MCP-1）、核因子E2相关因子2（nuclear 
factor erythroid 2-related factor 2，Nrf-2）、过氧化

物酶体增殖物激活受体γ（peroxisome proliferator-
activated receptor γ，PPARγ），超氧化物歧化

酶2（superoxide dismutase 2，SOD2）、固醇调

节元件结合蛋白1c（sterol-regulatory element-
binding protein 1c，SREBP-1c）、转化生长因子-β
（transforming growth factor-β，TGFβ）、血小板反

应蛋白抑制剂（inhibitor of thrombospondin，TSP-1）、                                                                                 
肿瘤坏死因子 -α（ t umor  nec ros i s  f ac to r-α，
TNF-α）、血管细胞黏附分子-1（vascular cell 
adhesion molecule-1，VCAM-1）、血管内皮生

长因子A（vascular endothelial growth factor A，

VEGFA）、极长链酰基辅酶A脱氢酶（very long-
chain acyl coenzyme A，VLCAD）。

1.9 统计学处理  采用SPSS 23.0统计软件进行数据

分析。体质量、VAT质量、内脏脂肪细胞大小、相

对血管密度、ALT、AST、TG、FFA、TC及相关基

因mRNA相对表达量等计量资料以 x ± s表示，多组

间比较采用方差分析，组内两两比较采用LSD-t检
验，以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠体质量、VAT质量和脂肪细胞大小  实验

结束时3组小鼠体质量、VAT质量、内脏脂肪细胞

大小差异有统计学意义（F = 3.172，P = 0.010；
F = 5.161，P = 0.021；F = 0.837，P = 0.014）。与

LFD组小鼠相比，HFD组小鼠结束时体质量、VAT
质量、内脏脂肪细胞大小显著增加（t = 0.552，
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P = 0.017；t = 7.442，P = 0.001；t = 8.411，P = 
0.023）；与HFD组小鼠相比，HFD-ZM小鼠结束

时体质量、VAT质量、内脏脂肪细胞大小显著降低

（t = 1.019，P = 0.014；t = 1.537，P = 0.017；t = 
0.804，P = 0.021），见表2。
2.2 ZM 306416对小鼠VAT血管化的影响  与LFD
组小鼠相比，HFD组小鼠vWF阳性细胞和血管密

度显著增加（t = 1.561，P ＜ 0.001；t = 1.047，
P ＜ 0.001）；与HFD组小鼠相比，HFD-ZM组小

鼠vWF阳性细胞和血管密度显著降低（t = 2.776，
P ＜ 0.001；t = 1.432，P ＜ 0.001）。由PCR检测

结果可知：与LFD组相比，HFD组小鼠附睾组织

中VEGF-A和FGF-2 mRNA相对表达显著升高，抗

血管生成因子TSP-1 mRNA相对表达量显著降低

（t = 0.417，P ＜ 0.001；t = 0.861，P ＜ 0.001；                      
t = 1.051，P = 0.030）；与HFD组相比，HFD-ZM组

小鼠附睾组织中VEGF-A mRNA相对表达量显著降

低，TSP-1 mRNA相对表达量显著升高（t = 1.541，

表 1    FQ-PCR 的引物序列

基因 GenBank登录号 正向引物序列 反向引物序列

ACOX NM_001271898 5’-GCACCATTGCCATTCGATACA-3’ 5’-CCACTGCTGTGAGAATAGCCGT-3’

α-SMA NM_007392 5’-CTGGAGAAGAGCTACGAACTGC-3’ 5’-CTGATCCACATCTGCTGGAAGG-3’

Bcl-2 NM_009741.5 5’-TCGCTACCGTCGTGACTTC-3’ 5’-AAACAGAGGTCGCATGCTG-3’

Caspase3 NM_009810.3 5’-ACGCAGCCAACCTCAGAGA-3’ 5’-ATGAACCACGACCCGTCCT-3’

Caspase8 NM_001277926.1 5’-TGCTTGGACTACATCCCACAC-3’ 5’-CCAACTCGCTCACTTCTTCTG-3’

CD68 NM_009853 5’-AACAGGACCTACATCAGAGC-3’ 5’-CTGTAGCCTTAGAGAGAGCA-3’

Collagenα1 NM_007742 5’-GCCCGAACCCCAAGGAAAAGAAGC-3’ 5’-CTGGGAGGCCTCGGTGGACATTAG-3’

CPT-1 NM_L07736 5’-TGTGTGAGGATGCTGCTTCC-3’ 5’-CTCGGAGAGCTAAGCTTGTC-3’

FAS NM_007988 5’-CTTGGGTGCTGACTACAACC-3’ 5’-GCCCTCCCGTACACTCACTC-3’

FGF-2 NM_076905.1 5’-AGATTGGTTTGGCTAAGA-3’ 5’-GCAAAGTGGAAATAATGA-3’

FXR NM_001163504 5’-TGGATTCGTACAACAAACAGAGA-3’ 5’-GTCTGAAACCCTGGAAGCTTTTT-3’

HMGCR NM_008255.2 5’-CGAGGAAAGACTGTGGTTTG-3’ 5’-CACGTTCCTTGAAGATCTTG-3’

ICAM-1 NM_010493 5’-AGCTAGCGGACCAGATCC-3’ 5’-ATACAGCACGTGCAGTTCC-3’

MARCO NM_010766 5’-GAAACAAAGGGGACATGGG-3’ 5’-TTCACACCTGCAATCCCTG-3’

MCAD NM_007382 5’-GACATTTGGAAAGCTGCTAGTG-3’ 5’-TCACGAGCTATGATCAGCCTCTG-3’

MCP-1 NM_011331 5’-TGATCCCAATGAGTAGGCTGGAG-3’ 5’-ATGTCTGGACCCATTCC0TTCTTG-3’

Nrf-2 NM_010902.4 5’-TTGGCAGAGACATTCCCAT-3’ 5’-GCTGCCACCGTCACTGGG-3’

PPARγ NM_013124 5’-ATTCTGGCCCACCAACTTCGG-3’ 5’-TGGAAGCCTGATGCTTTATCCCCA-3’

SOD2 NM_013671.3 5’-ATTAACGCGCAGATCATGCA-3’ 5’-TGTCCCCCACCATTGAACTT-3’

SREBP-1c NM_BC056922 5’-CTTCTGGAGACATCGCAAAC-3’ 5’-GGTAGACAACAGCCGCATC-3’

TGFβ NM_011577 5’-ACCGCAACAACGCCATCTAT-3’ 5’-GTAACGCCAGGAATTGTTGC-3’

TNF-α NM_001278601 5’-GGCAGGTCTACTTTGGAGTCATTGC-3’ 5’-ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCG-3’

TSP-1 NM_031148746 5’-GTTTGTTAAGAAACAATATCC-3’ 5’-GCCCTTTGATATGTGAGGGTACT-3’

VCAM-1 NM_011693 5’-GGAAATGCCACCCTCACCTTA-3’ 5’-GATTTGGCCCCCTCATTCCTT-3’

VEGF-A NM-768148.1 5’-GTGGACATCTTCCAGGCACC-3’ 5’-GCAGATGTGACAAGCCAAGG-3’

VLCAD NM_AF017176 5’-CGTCAGAGGTGTACTTTGATGG-3’ 5’-CATGGACTCAGTCACATACTGC-3’

注：ACOX 为酰基辅酶 A 氧化酶（acyl-Coenzyme A oxidase），α-SMA 为 α- 平滑肌激动蛋白（α-Smooth muscle actin），Bcl-2 为 B
淋巴细胞瘤 -2（B-cell lymphoma-2），Caspase3 为半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3（cysteine-based aspartate protease 3），Caspase8 为半胱氨
酸天冬氨酸蛋白酶 8（cysteine-based aspartate protease 8），Collagenα1 为胶原蛋白 α1，CPT-1 为肉毒碱棕榈酰转移酶（carnitine palmitoyl 
transterase-1），FAS为脂肪酸合成酶（fatty acid synthase），FGF-2为成纤维细胞生长因子2（fibroblast growth factor 2），FXR为法尼醇X受体（farnesoid 
receptor），HMGCR 为抗 3- 羟基 -3- 甲基戊二酰辅酶 A 还原酶（3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase），ICAM-1 为细胞间黏
附分子 -1（intercellular cell adhesion molecule-1），MARCO 为胶原结构巨噬细胞受体（recombinant macrophage receptor with collagenous 
structure），MCAD 为中链乙酰辅酶 A 脱氢酶（medium-chain acetyl-Coenzyme A dehydrogenase），MCP-1 为人巨噬细胞趋化蛋白 -1（human 
macrophage chemoattractant protein-1），Nrf-2 为核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 2），PPARγ 为过氧化物酶体
增殖物激活受体 γ（peroxisome proliferator-activated receptor γ），SOD2 为超氧化物歧化酶 2（superoxide dismutase 2），SREBP-1c 为固醇
调节元件结合蛋白 1c（sterol-regulatory element-binding protein 1c），TGFβ 为转化生长因子 -β（transforming growth factor-β），TSP-1 为血
小板反应蛋白抑制剂（inhibitor of thrombospondin）、TNF-α为肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis factor-α），VCAM-1为血管细胞黏附分子 -1（vascular 
cell adhesion molecule-1），VEGFA 为血管内皮生长因子 A（vascular endothelial growth factor A）、VLCAD 为极长链酰基辅酶 A 脱氢酶（very 
long-chain acyl coenzyme A）。
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P = 0.043；t = 1.506，P = 0.012）。见表3、图1。
2.3 各组小鼠血清ALT、AST和脂质水平 与LFD组

小鼠相比，HFD组小鼠血清ALT、AST、TG、FFA
和TC水平均显著升高（t = 0.307，P ＜ 0.001；t = 
0.121，P ＜ 0.001；t = 1.520，P ＜ 0.001；t = 2.154，
P ＜ 0.001；t = 2.009，P ＜ 0.001）；与HFD组小鼠

相比，HFD-ZM组小鼠ALT、AST、TG、FFA和TC
水平均显著降低（t = 0.155，P ＜ 0.001；t = 1.761，
P ＜ 0.001；t = 0.170，P ＜ 0.001；t = 1.844，P ＜ 
0.001；t = 2.499，P ＜ 0.001），见表4。
2.4 肝组织病理学改变情况  HE染色提示与LFD组

小鼠相比，HFD组小鼠肝组织出现微泡和大泡，

脂肪明显变性，肝细胞体积增大，细胞内充满大小

不等脂滴空泡；与HFD组小鼠相比，HFD-ZM组小

鼠肝组织内脂肪变性明显改善，肝细胞体积缩小，

细胞内少见脂滴空泡。肝脏脂肪组织炎性染色结果

表明，与LFD组小鼠相比，HFD组小鼠肝组织中存

在大量巨噬细胞浸润，可见炎症浸润带，CD68阳
性细胞数目显著增加，与HFD组小鼠相比，HFD-
ZM组小鼠肝组织中巨噬细胞浸润明显减轻，仅局

部存在炎症浸润，CD68阳性细胞数目显著减少。

肝脂肪纤维化染色结果表明LFD组小鼠肝组织中可

见少量胶原纤维，肝细胞间、中央静脉周围均未见

明显纤维组织增生，未见肝窦周间隙α-SMA阳性细

胞；HFD组小鼠肝小叶及门管区存在大量胶原纤维

增生，以中央静脉周围、肝细胞间及肝窦间隙处尤

表 2  各组小鼠体质量、VAT 质量和内脏脂肪细胞大小（ x ± s）

组别
体质量（g）

VAT质量（g）
内脏脂肪细胞大小

（mm2
）起始时 结束时

LFD组 18.32 ± 2.62 31.02 ± 2.53 0.82 ± 0.46  5102.4 ± 13.9

HFD组 18.17 ± 1.98  45.17 ± 3.22*  3.34 ± 0.54* 10800.6 ± 52.7*

HFA-ZM组 18.24 ± 2.42   37.53 ± 3.64*#   2.25 ± 0.85*#    7854.9 ± 60.4*#

F值 12.007 3.172 5.161 0.837

P值   0.521 0.010 0.021 0.014

LFD组 vs HFD组（t值、P值） - 0.552、0.017 7.211、0.001 8.411、0.023

LFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） - 5.171、0.020 1.121、0.003 0.651、0.009

HFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） - 1.019、0.014 1.537、0.017 0.804、0.021

注：* 与 LFD 组比较，P ＜ 0.05；# 与 HFD 组比较，P ＜ 0.05；“-”为未进行相关分析。

表 3    各组小鼠 VAT 血管化分析数据（ x ± s）

组别
mRNA相对表达量

相对血管密度（%） vWF阳性细胞数（个）
VEGF-A FGF-2 TSP-1

LFD组 0.18 ± 0.09 0.40 ± 0.12 0.40 ± 0.11 101.27 ± 7.57 17.5 ± 4.6

HFD组  0.54 ± 0.16*  0.72 ± 0.24*  0.32 ± 0.07*    320.47 ± 10.66*  47.3 ± 6.2*

HFA-ZM组   0.26 ± 0.12*#  0.69 ± 0.14*  0.42 ± 0.14#     184.26 ± 14.94*#   31.2 ± 5.4*#

F值      2.446      1.551 1.680       1.314      2.907

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 0.029 ＜ 0.001 ＜ 0.001

LFD组 vs HFD组（t值、P值） 0.417、＜ 0.001 0.861、＜ 0.001 1.051、0.030 1.561、＜ 0.001 1.047、＜ 0.001

LFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 1.688、0.040 5.139、0.029 1.211、0.318 1.714、＜ 0.001 1.372、＜ 0.001

HFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 1.541、0.043 0.654、0.112 1.506、0.012 2.776、＜ 0.001 1.432、＜ 0.001

注：* 与 LFD 组比较，P ＜ 0.05；# 与 HFD 组比较，P ＜ 0.05。

图 1    各组小鼠内脏脂肪组织（VAT）中 vWF 阳性细胞（免疫组织化学染色，× 100）
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为显著，肝窦周间隙α-SMA阳性细胞不断增加；

与HFD小鼠相比，HFD-ZM组小鼠肝小叶及门管区

可见少量胶原纤维增生，主要位于小叶中央静脉周

围，α-SMA阳性细胞数目明显减少。见图2。
2.5 肝组织中NAFLD相关基因表达

2.5.1 脂肪酸氧化基因和脂肪形成相关基因   与
LFD组小鼠相比，HFD组小鼠脂肪酸氧化相关基

因CPT-1、MCAD的mRNA相对表达量均显著降低

（t = 0.174，P ＜ 0.001；t = 0.617，P ＜ 0.001）；

与HFD组小鼠相比，HFD-ZM组小鼠脂肪酸氧化

相关基因CPT-1、MCAD的mRNA相对表达量均显

著升高（t = 1.983，P ＜ 0.001；t = 2.424，P ＜ 

0.001），见表5。与LFD组小鼠相比，HFD组小

鼠脂肪形成相关基因PPARγ的mRNA相对表达量显

著升高（t = 1.524，P ＜ 0.001）；与HFD组小鼠

相比，HFD-ZM组小鼠脂肪形成相关基因的PPARγ
的mRNA相对表达量显著降低（t = 1.539，P ＜ 
0.001），见表6。
2.5.2 胆固醇生成相关基因  与LFD组小鼠相比，

HFD组小鼠中胆固醇生成相关基因FXR和HMGCR 
mRNA相对表达量显著降低（ t  =  0 .811，P  ＜ 
0.001；t = 0.499，P ＜ 0.001）；与HFD小鼠相比，

HFD-ZM组小鼠HMGCR mRNA相对表达量显著增

加（t = 1.004，P ＜ 0.001），见表7。

表 4    各组小鼠血清 ALT、AST 和脂质水平（ x ± s）

组别 ALT（U/L） AST（U/L） TG（mmol/L） FFA（μEq/L） TC（mmol/L）

LFD组  61.31 ± 3.27  89.36 ± 1.52 2.65 ± 0.78 1350.37 ± 28.66 2.72 ± 1.01

HFD组 122.47 ± 4.11* 172.17 ± 5.20*  4.91 ± 1.13*  1640.55 ± 22.51* 8.10 ± 2.11*

HFA-ZM组     95.28 ± 2.21*#  124.39 ± 2.54*#   3.56 ± 1.07*#   1131.62 ± 18.33*#  6.11 ± 2.19*#

F值 1.107      1.506      1.212      0.834      1.009

P值 0.006 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

LFD组 vs HFD组（t值、P值） 0.307、＜ 0.001 0.121、＜ 0.001 1.520、＜ 0.001 2.154、＜ 0.001 2.009、＜ 0.001

LFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 1.655、＜ 0.001 2.986、＜ 0.001 2.377、＜ 0.001 1.421、＜ 0.001 1.092、＜ 0.001

HFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 0.155、＜ 0.001 1.761、＜ 0.001 0.170、＜ 0.001 1.844、＜ 0.001 2.499、＜ 0.001

注：* 与 LFD 组比较，P ＜ 0.05；# 与 HFD 组比较，P ＜ 0.05。

图 2    LFD 组、HFD 组和 HFD-ZM 组小鼠肝组织病理图
注：A～C为肝组织 HE 染色（× 100），HFD 组小鼠肝组织中出现微泡和大泡，细胞体积增大，细胞内充满大小不等脂滴空泡；D～F为

肝组织甲苯胺蓝染色切片（× 400），HFD 组小鼠肝组织中存在大量的巨噬细胞的浸润，可见炎症浸润带；G～I为肝脏 CD68 阳性巨噬细胞的
免疫组织化学检测（× 400），HFD 组 CD68 阳性细胞数目显著增加；J～L为肝组织 Masson 三色染色切片（× 100），HFD 组小鼠肝小叶及门
管区存在大量胶原纤维增生；M～O为采用抗 α-SMA 抗体染色的肝切片（× 200），HFD 组肝窦周间隙 α-SMA 阳性细胞增加。

A                         B                       C

D                         E                      F

G                         H                       I

J                        K                       L

M                        N                      O
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2.5.3 炎症相关基因和肝纤维化相关基因  与HFD
组小鼠相比，HFD-ZM组小鼠肝脏中炎症基因

（TNF-α、CD68、MCP-1、MARCO、ICAM-1和
VCAM-1）mRNA相对表达量和肝纤维化相关基

因TGFβ  mRNA相对表达量均显著降低（P均＜ 
0.05），见表8、表9。

2.5.4 抗氧化基因与凋亡基因  与LFD组小鼠相比，

HFD组小鼠Bcl-2 mRNA相对表达量显著降低（t = 
0.402，P ＜ 0.001）；与HFD组小鼠相比，HFD-
ZM组小鼠SOD2和Bcl-2 mRNA相对表达量显著升高             
（t = 1.212，P = 0.010；t = 1.432，P ＜ 0.001），

见表10、表11。

表 5    各组小鼠脂肪酸氧化相关基因 mRNA 相对表达量（ x ± s）

组别 ACOX CPT-1 MCAD VLCAD

LFD组 1.34 ± 0.16 2.08 ± 0.18 1.31 ± 0.11 1.52 ± 0.21

HFD组 1.01 ± 0.29*  0.97 ± 0.24*   0.91 ± 0.16*  0.94 ± 0.27*

HFA-ZM组 1.38 ± 0.20#   1.64 ± 0.17*#    1.23 ± 0.18*#  1.37 ± 0.17#

F值 1.214      1.097      1.592 1.143

P值 0.187 ＜ 0.001 ＜ 0.001 0.259

LFD组 vs HFD组（t值、P值） - 0.174、＜ 0.001 0.617、＜ 0.001 -

LFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） - 1.362、＜ 0.001 1.550、＜ 0.001 -

HFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） - 1.983、＜ 0.001 2.422、＜ 0.001 -

注：* 与 LFD 组比较，P ＜ 0.05；# 与 HFD 组比较，P ＜ 0.05；“-”为未进行相关分析。

表 6    各组小鼠脂肪形成相关基因 mRNA 相对表达量（ x ± s）

组别 FAS PPARγ SREBP-1c

LFD组 0.74 ± 0.10 0.61 ± 0.07 0.71 ± 0.11

HFD组  1.02 ± 0.13*  1.03 ± 0.27*   0.97 ± 0.09*

HFA-ZM组  0.79 ± 0.17#  0.63 ± 0.24#   0.76 ± 0.17#

F值 2.030 1.544 1.614

P值 0.501 0.014 0.201

LFD组 vs HFD组（t值、P值） - 1.524、＜ 0.001 -

LFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） - 1.781、0.723 -

HFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） - 1.539、＜ 0.001 -

注：* 与 LFD 组比较，P ＜ 0.05；# 与 HFD 组比较，P ＜ 0.05；“-”为未进行相关分析。

表 7    各组小鼠胆固醇生成相关基因 mRNA 相对表达量（ x ± s）

组别 FXR HMGCR

LFD组 0.92 ± 0.12 1.03 ± 0.11

HFD组 0 .65 ± 0.10*  0.89 ± 0.17*

HFA-ZM组  0.76 ± 0.03#  1.04 ± 0.14#

F值 0.461 1.001

P值 0.046 0.018

LFD组 vs HFD组（t值、P值） 0.811、＜ 0.001 0.499、＜ 0.001

LFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 1.002、0.411 0.678、0.117

HFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 0.274、0.106 1.004、＜ 0.001

注：* 与 LFD 组比较，P ＜ 0.05；# 与 HFD 组比较，P ＜ 0.05。
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表 8    各组小鼠肝脏炎症相关基因 mRNA 相对表达量（ x ± s）

组别 TNF-α CD68 MCP-1 MARCO ICAM-1 VCAM-1

LFD组 0.61 ± 0.11 0.64 ± 0.12 0.58 ± 0.08 0.51 ± 0.13 0.83± 0.22 0.91 ± 0.17

HFD组 1.01 ± 0.23* 1.62 ± 0.09* 1.01 ± 0.09* 1.02 ± 0.12* 1.56 ± 0.13 1.89 ± 0.16

HFA-ZM组 0.57 ± 0.13# 1.02 ± 0.19*# 0.59 ± 0.11# 0.54 ± 0.13# 0.94 ± 0.20 1.12 ± 0.23

F值      0.733      1.230      1.499      1.606      1.580      1.239

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

LFD组 vs HFD组（t值、P值） 1.022、＜ 0.001 0.700、＜ 0.001 0.269、＜ 0.001 0.560、＜ 0.001 0.511、＜ 0.001 0.487、＜ 0.001

LFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 0.563、0.244 0.309、＜ 0.001 1.099、0.538 1.053、0.106 1.611、0.154 1.722、0.187

HFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 0.454、＜ 0.001 1.026、＜ 0.001 0.679、＜ 0.001 1.355、＜ 0.001 1.841、＜ 0.001 1.021、＜ 0.001

注：* 与 LFD 组比较，P ＜ 0.05；# 与 HFD 组比较，P ＜ 0.05。

表 9    各组小鼠肝纤维化相关基因 mRNA 相对表达量（ x ± s）

组别 TGFβ α-SMA Collagen α1

LFD组 0.57 ± 0.14 0.53 ± 0.13 0.62 ± 0.16

HFD组  1.02 ± 0.19*  1.03 ± 0.06* 1.04 ± 0.14

HFA-ZM组  0.64 ± 0.16#  0.66 ± 0.11# 0.74 ± 0.19

F值 2.144 1.896 1.114

P值 0.017 0.032 0.664

LFD组 vs HFD组（t值、P值） 1.041、＜ 0.001 0.909、＜ 0.001 -

LFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 1.953、0.065 2.837、0.118 -

HFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 1.873、＜ 0.001 1.901、＜ 0.001 -

注：* 与 LFD 组比较，P ＜ 0.05；# 与 HFD 组比较，P ＜ 0.05；“-”为未进行相关分析。

表 10    各组小鼠抗氧化基因 mRNA 相对表达量（ x ± s）

组别 Nrf2 SOD2

LFD组 1.26 ± 0.13 0.79 ± 0.14

HFD组 1.18 ± 0.07* 0.71 ± 0.13

HFA-ZM组 1.23 ± 0.16 0.83 ± 0.12#

F值 1.457 1.113

P值 0.809 0.021

LFD组 vs HFD组（t值、P值） - 0.092、0.194

LFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） - 1.001、0.294

HFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） - 1.212、0.010

注：* 与 LFD 组比较，P ＜ 0.05；# 与 HFD 组比较，P ＜ 0.05。

表 11    各组小鼠凋亡基因 mRNA 相对表达量（ x ± s）

组别 Bcl-2 Caspase3 Caspase8

LFD组 0.72 ± 0.13 0.62 ± 0.09 0.89 ± 0.14

HFD组 0.58 ± 0.03* 0.61 ± 0.14 0.82 ± 0.16

HFA-ZM组 0.78 ± 0.12# 0.63 ± 0.08 0.83 ± 0.07

F值 1.511 1.654 0.843

P值 ＜ 0.001 0.404 0.329

LFD组 vs HFD组（t值、P值） 0.402、＜ 0.001 - -

LFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 0.720、0.146 - -

HFD组 vs HFA-ZM组（t值、P值） 1.432、＜ 0.001 - -

注：* 与 LFD 组比较，P ＜ 0.05；# 与 HFD 组比较，P ＜ 0.05。
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3 讨论

新形成的脂肪组织取决于持续的血管生成，新

生血管为其提供氧气和营养，支撑其进一步生长。

血管生成抑制剂如血管生成抑制素、内皮抑素和夫

马菌素醇等可抑制小鼠脂肪的生成，进而降低脂肪

组织质量和体质量[13,14]。内脏/腹腔内脂肪增加是其

他部位（如肝脏和心脏）异位脂肪增加的标志，内

脏脂肪积聚与肥胖合并症和肝病风险增加密切相

关。HFD喂养小鼠后12～24周，附睾白色脂肪组织

开始出现炎症且不再进一步扩张，与肝脂肪变性相

吻合，并先于NASH发生[15]。

脂肪酸合成增加和脂肪酸氧化减少是造成肝细

胞胞质堆积（即脂肪变性）的主要原因。PPARα通
过脂肪酸摄取、β-氧化以及线粒体和过氧化物酶体

转运相关靶基因的激活诱导TG积累，进而调控肝脏

脂肪酸氧化功能，同时PPARα诱导的脂肪酸分解代

谢可抑制肝脂肪沉积[16-18]。肝纤维化是细胞外基质

蛋白（包括胶原蛋白）的广泛积累，在大多数类型

的慢性肝病中广泛发生[19,20]。α-SMA是引起进行性纤

维化的肝星状细胞的标志物，通过促进纤维化基因

（如TGF-β，胶原α1和α-SMA）mRNA的表达诱导细

胞外基质产生和沉积，促进肝纤维化过程[21,22]。HFD
喂养可引起小鼠肝脏肝胶原蛋白的积累和α-SMA的

表达，导致血管周围明显纤维化[23,24]。

冠状结构是巨噬细胞在单个脂肪细胞周围“冠

状”结构中的排列，正常脂肪组织通常有5%～10%
的巨噬细胞，而肥胖者脂肪组织巨噬细胞最多可达

到50%，脂肪细胞肥大（白色脂肪组织功能障碍）

与冠状结构形成密切相关，决定白色脂肪组织巨噬

细胞浸润，促进肝脂肪变性发展为NASH[25-27]。研究

表明在NASH肥胖人群中，脂肪组织中巨噬细胞渗

透通过诱发炎症基因表达TNF-α、CD68、MCP-1、
MARCO、ICAM-1和VCAM-1引起肝脏炎症，促进脂

肪变性以及肝纤维化的发展，明显增加肝损伤，导

致肝损伤的循环标志物ALT和AST水平增高[28]。

本研究结果表明，血管生成抑制剂ZM 306416可
调控炎症基因表达从而抑制肝脏炎症的发展，减少

正调节抗氧化应激转录因子表达激发的肝脏氧化应

激，上调SOD2和Bcl-2 mRNA水平，减少线粒体活性

氧水平，并发挥抗氧化反应和抗凋亡作用，同时通

过抑制脂肪酸氧化酶和脂肪生成酶FAS及其调节剂

SREBP-1c的表达增加脂肪酸氧化，减少脂肪生成，

调节肝脏脂肪变性进而改善VAT功能和脂质代谢，

抑制由高脂饮食诱导的NAFLD，而在使用血管生成

抑制剂ZM 306416时最大潜在危险是动脉血栓事件。
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