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文题释义：

冠层FGF信号调节器2(Canopy FGF signaling regulator 2，CNPY2)：是一种新型血管生成生长因子，广泛表达于哺乳动物身体的各种组织和器

官中，尤其是在心脏、肺和肝脏中 。CNPY2可以通过促进血管生成参与肿瘤的发展；在心血管疾病中促进细胞增殖和组织修复，改善心脏

功能，在神经系统疾病中增强神经突生长。

细胞凋亡：是细胞对环境的生理性和/或病理性的刺激性信号，它涉及一系列基因的刺激、表达及调控等作用，凋亡可被多种信号激活，

如钙稳态失调、氧化损伤、线粒体损伤等，是为更好地适应生存环境而主动争取的一种死亡过程。

摘要

背景：非酒精性脂肪肝是全球常见慢性肝病之一，有氧运动被认为是非酒精性脂肪肝治疗的重要手段，然而，运动改善非酒精性脂肪肝的

机制尚未完全明确。

目的：旨在探讨有氧运动对非酒精性脂肪肝小鼠肝脏CNPY2介导蛋白激酶B/糖原合成酶激酶3β通路的影响及作用机制。

方法：雄性CNPY2基因敲除小鼠(ko)及其同系同窝野生型小鼠(wt)各30只，适应性喂养1周，随机分为对照组、模型组和模型运动组，每组

10只。对照组予普通饲料喂养，模型组和模型运动组予高脂饲料喂养，连续17 周；模型运动组从第10 周开始进行连续有氧运动干预，

直至第18 周实验结束。苏木精-伊红染色和油红O染色观察小鼠肝组织病理学形态；全自动生化仪检测小鼠血清血脂4项及肝功能水平；

Western Blot法检测肝组织CNPY2、蛋白激酶B/糖原合成酶激酶3β通路、半胱天冬酶3(Caspase-3)蛋白发表达水平；TUNEL染色检测肝细胞凋

亡率。

结果与结论：①与wt对照组比较，wt模型组肝组织CNPY2表达升高(P < 0.05)，与wt模型组比较，wt模型运动组CNPY2表达下降(P < 0.05)；
与对照组比较，wt小鼠与ko小鼠对应的模型组肝细胞脂肪变性、脂滴增多、血脂及肝功能异常，肝组织蛋白激酶B/糖原合成酶激酶3β表
达下降(P < 0.05)、Caspase-3表达升高(P < 0.05)，肝细胞凋亡率增加(P < 0.05)；②与模型组比较，wt小鼠与ko小鼠对应的模型运动组上述指

标均有所改善；③与wt小鼠比较，ko小鼠对应组上述指标均有所改善；④结果说明，CNPY2基因缺失和有氧运动可有效改善非酒精性脂肪

肝，其机制可能与有氧运动降低CNPY2表达、激活蛋白激酶B/糖原合成酶激酶3β信号通路，进而抑制肝细胞凋亡有关。
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0   引言   Introduction
非酒精性脂肪肝 (non-alcoholic fatty liver diseases，

NAFLD) 是全球高发慢性肝病的主要来源，全球患病率约

为 25%，目前患病率仍在持续上升
[1]
。非酒精性脂肪肝包

括从单一脂肪变性到非酒精性脂肪性肝炎，被认为是代

谢综合征的肝脏表现，可引起一系列代谢相关的并发症，

甚至可进展为致命的肝硬化和 / 或肝细胞癌增加死亡率，

严重危害人类健康，加重患者和社会经济负担
[2]
。目前临

床上尚未有批准专门用于治疗非酒精性脂肪肝的药物
[3]
，

因此寻求一个高效低廉的方法干预非酒精性脂肪肝具有

重要意义。有氧运动通常被认为是非酒精性脂肪肝治疗

的基石
[4]
，已被证实对非酒精性脂肪肝等代谢性疾病有积

极作用。有氧运动可通过调节脂肪酸代谢、肝细胞凋亡

等来改善非酒精性脂肪肝
[4]
，然而，有氧运动改善非酒精

性脂肪肝的机制尚未完全明确。

冠层 FGF 信号调节器 2(Canopy FGF signaling regulator 

2，CNPY2) 是一种含有皂苷 B- 型域的成纤维细胞生长因

子 21 调节蛋白，在心脏、肺和肝脏广泛表达
[5-6]

，越来越

多的证据强调 CNPY2 在健康和疾病中具有重要功能
[6]
。

CNPY2 可通过促进血管生成参与肿瘤的发生发展，还可以

促进细胞增殖和组织修复，改善心血管疾病中的心脏功 

能
[6-7]

。CNPY2 作为新型蛋白，目前在非酒精性脂肪肝中

的研究较少。有研究表明，CNPY2 的缺失可以保护非酒

精性脂肪肝小鼠肝组织免遭受肝损伤和脂肪变性，提示

CNPY2 可能是治疗非酒精性脂肪肝的新靶点
[8]
。然而，运

动是否通过介导 CNPY2 的表达影响非酒精性脂肪肝发生

发展尚未完全明确。

Abstract
BACKGROUND: Non-alcoholic fatty liver disease is one of the common chronic liver diseases in the world. Aerobic exercise is considered to be an important 
means for the treatment of non-alcoholic fatty liver disease. However, the mechanism of exercise to improve non-alcoholic fatty liver disease has not been fully 
clarified.
OBJECTIVE: To investigate the effects of aerobic exercise on the protein kinase B/glycogen synthase kinase-3β pathway mediated by Canopy FGF signaling 
regulator 2 (CNPY2) in the liver canopy of non-alcoholic fatty liver disease mice and its mechanism.
METHODS: Thirty male CNPY2 knockout mice (ko) and thirty their litters of wild-type mice (wt) were fed adaptively for one week and randomly divided into 
control group, model group, and model exercise group, with 10 mice in each group. The control group was fed with ordinary diet. The model group and the 
model exercise group were fed with high-fat diet for 17 weeks. The model exercise group received continuous aerobic exercise intervention from week 10 
until the end of the experiment at week 18. Liver histopathology was observed by hematoxylin-eosin and oil red O staining. The levels of serum lipids and 
liver function were detected by automatic biochemical analyzer. The expression levels of CNPY2, protein kinase B/glycogen synthase kinase-3β pathway, and 
Caspase-3 protein in liver tissues were detected by Western Blotting. The apoptosis rate of hepatocytes was detected by TUNEL staining. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Compared with wt control group, CNPY2 expression in liver tissues of wt model group was increased (P < 0.05), while CNPY2 
expression in wt model exercise group was decreased compared with wt model group (P < 0.05). Compared with control group, wt mice and ko mice in model 
group showed steatosis, increased lipid droplets, abnormal blood lipids and liver function, decreased protein kinase B/glycogen synthase kinase-3β expression  
(P < 0.05) and increased Caspase-3 expression (P < 0.05), and increased hepatocyte apoptosis rate in liver tissue (P < 0.05). (2) Compared with the model group, 
wt mice and ko mice showed improvement in the above indexes in model exercise group. (3) Compared with wt mice, the above indexes of ko mice were 
improved. (4) These findings indicate that CNPY2 gene deletion and aerobic exercise can effectively improve non-alcoholic fatty liver disease. The mechanism 
may be related to aerobic exercise reducing CNPY2 expression, activating protein kinase B/glycogen synthase kinase-3β signaling pathway, and thus inhibiting 
hepatocyte apoptosis.  
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肝细胞的凋亡数量与非酒精性脂肪肝严重程度呈正

比
[9-10]

。游离脂肪酸作为外部刺激影响线粒体功能，线粒

体外膜释放细胞色素 C 并激活其下游信号半胱天冬酶 3 

(Caspase-3) 诱导细胞凋亡，促进了非酒精性脂肪肝的发

展
[11]
。蛋白激酶 B/ 糖原合成酶激酶 3β(protein kinase b/ 

glycogen synthase kinase 3β，AKT/GSK3β) 通路是调控凋亡

的重要通路
[12]
。前期研究已证实，有氧运动可通过激活

AKT/GSK3β 通路抑制促凋亡蛋白表达减少肝细胞凋亡，改

善非酒精性脂肪肝
[12]
。当前有关 CNPY2 介导 AKT/GSK3β

通路的研究仅在帕金森、非小细胞肺癌中报道
[13-14]

。研究

证实，CNPY2 可通过 AKT/GSK3β 通路途径抑制帕金森病神

经元凋亡
[14]
。然而，CNPY2 与 AKT/GSK3β 通路在非酒精

性脂肪肝中的关系及有氧运动是否通过 CNPY2 介导 AKT/

GSK3β 通路改善非酒精性脂肪肝肝细胞凋亡情况，暂无相

关报道。

此研究聚焦于 CNPY2 介导 AKT/GSK3β 信号通路，通

过高脂膳食诱导非酒精性脂肪肝小鼠模型，并进行有氧

运动干预，探讨 CNPY2 介导 AKT/GSK3β 信号通路中的可

能作用机制，以期为非酒精性脂肪肝的运动防治和相关

靶点筛选提供实验依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验，基因敲除前后两组

间比较采用独立样本 t 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 11 月至 2022 年 5 月在

成都体育学院运动医学与健康学院完成。
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1.3   材料

1.3.1   实验动物   SPF 级 (12±1) 周龄雄性 CNPY2 基因敲除

C57/BL6J 小鼠 (ko，n=30)，体质量 (19.7±1.4) g；同系同窝

野生型小鼠 (wt，n=30)，体质量 (19.9±0.6) g。CNPY2 基因

敲除小鼠由江苏集萃药康生物技术有限公司提供 ( 项目编

号：GPS00003859)，采用 CRISPR/Cas9 技术获得基因敲除

杂合子小鼠，后由成都达硕生物公司饲养繁育，繁育小

鼠基因型通过剪尾进行Real-time PCR鉴定。鉴定使用引物：

CNPY2 基因敲除鼠的等位基因：F1(ATG GCG GAG TCC TTA 

CAA AAG G) 和 R1(TCA GAG GTC CCA CGA GTT CAA TTC)；同

系同窝野生型小鼠的等位基因：F2(TAG AAG GGA GTG ACC 

AAA GGC TG) 和 R2(TAC AAG TAG GCA ACA CCA CTT CCG)。

繁殖历经 10 代，获得满足实验需求数量小鼠，见图 1。

小鼠饲养环境：成都体育学院实验中心 SPF级动物房，

许可证号：SYXK( 川 )2018-211，室温恒定 20-26 ℃，湿度

45%-55%，循环照明 ( 每日 9：00 开灯，21：00 关灯 )，

自由进食饮水。动物实验过程操作经成都体育学院动物

管理委员会 ( 成体伦理【2021】59 号 ) 批准实施。实验过

程遵循了国际兽医学编辑协会《关于动物伦理与福利的

作者指南共识》和本地及国家法规。

1.3.2   主要试剂与仪器   油红 O 染色试剂盒 ( 美国 

Sigma，货号：01391)；OCT 包埋剂 ( 日本 SAKURA，货

号：4583)；苏木精 - 伊红染色试剂盒 ( 中国索莱宝，货

号：G1120)；TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒 ( 中国凯基，货

号：KGA7072)；PAGE 凝胶快速制备试剂盒 ( 中国雅酶，

货 号：PG112)； 抗 体 AKT( 货 号：ET1609-47-50)、 抗 体

P-AKTser473( 货号：ET1607-73-50)、抗体 GSK3β( 货号：

ET1607-71-50)、抗体 P-GSK3βser9( 货号：ET1607-54-50)、

羊抗兔 ( 货号：HA1001)、羊抗小鼠 ( 货号：HA1006) 均

为中国华安产品；抗体 CNPY2( 货号：14635-1-AP)、抗

体 Caspase-3( 货 号：19677-1-AP)、 抗 体 β-actin( 货 号：

CL495-66009) 均为中国三鹰产品。

动物跑台 ( 中国赛昂斯 )；离心机 ( 美国赛默飞 )；电

泳仪 ( 中国百绿 )；转膜仪 ( 中国百绿 )；制冰机 ( 中国奥

克斯曼 )；显微镜 ( 日本奥林巴斯 )。
1.3.3   喂养饲料   饲料均由江苏协同医药生物工程有限责

任公司提供 [ 编号：苏饲证 (2020)01006]。高脂饲料配方

及供能物质：1 份高脂饲料 =38% 维持基础料 +28% 猪油 + 

11.5% 酪蛋白 +10.8% 全脂奶粉 +5.6% 蔗糖 +2% 实验动物

预混料 +1.9% 微晶纤维素 +1.8% 磷酸氢钙 +0.4% 石粉。

1.4   实验方法   

1.4.1   实验小鼠分组及饲料喂养   小鼠常规喂养 1 周后，

按随机数字法分为对照组 (wt 小鼠、ko 小鼠，n=10)、模

型组 (wt 小鼠、ko 小鼠，n=10) 和模型运动组 (wt 小鼠、

ko 小鼠，n=10)。对照组小鼠给予普通饲料喂养；模型组

和模型运动组小鼠给予 8 周高脂饮食诱导非酒精性脂肪

肝
[15-16]

，每组各取 2 只小鼠进行病理形态检测，结合血脂

情况，确定非酒精性脂肪肝模型造模成功，饲料喂养方

式不变，连续喂养至 17 周；模型运动组从第 10 周开始进

行连续有氧运动干预，直至第 18 周实验结束
[17]
。 

表 1 ｜模型运动组小鼠训练方案
Table 1 ｜ Mouse training program in model exercise group

训练 坡度 (°) 天数 速度 (m/min) 运动时间 (min/d)

适应性训练 0 第 1 天 8 20
0 第 2 天 9 30
0 第 3 天 10 40
0 第 4 天 11 50
0 第 5 天 12 60

正式训练 0 12 60

组织工程实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 构建非酒精性脂肪肝小鼠模型

研究问题借鉴已

有标准动物模型

造模

非酒精性脂肪肝模型通过 8 周高脂饮食诱导建立
[15-16]

选择动物的条件 (12±1) 周龄雄性 CNPY2 基因敲除 C57BL/6J 小鼠纯合子，体质量

(19.7±1.4) g；同系同窝野生型小鼠，体质量 (19.9±0.6) g

模型与所研究疾

病的关系

采用 8 周高脂饮食诱导非酒精性脂肪肝模型，其病理组织学也

反映人类病理组织学，是构建非酒精性脂肪肝较理想的模型

动物来源及品系 C57BL/6L 小鼠购于江苏集萃药康生物技术有限公司

造模技术描述 8 周高脂饮食诱导非酒精性脂肪肝

动物数量及分组

方法

CNPY2 基因敲除小鼠 (ko) 及其同系同窝野生型小鼠 (wt) 共 60 只，

随机分为 wt 对照组、ko 对照组、wt 模型组、ko 模型组、wt 模

型运动组、ko 模型运动组，每组 10 只

造模成功评价指

标

每组随机取2只小鼠解剖，肝组织油红O染色出现大量红色脂滴，

病理学检测肝细胞肿胀，空泡化，炎性细胞聚集，肝活检标本

的肝脂肪变在 5% 以上可诊断非酒精性脂肪肝

造模后实验观察

指标

①血脂及肝功能；②病理形态；③ CNPY2、P-AKT/AKT、P-GSK3β/

GSK3β、Caspase-3 蛋白表达量；④肝细胞凋亡率

造模后动物处理 小鼠第 18 周运动结束后禁食禁水 24 h，麻醉后摘取眼球取血，

取肝脏分多份，待检测

伦理委员会批准 实验动物经成都体育学院伦理委员会审批实施 ( 批准号：成体伦

理【2021】59 号 )

1.4.2   运动训练方案
[17]   参照小鼠身体状况，wt 模型运

动组和 ko 模型运动组小鼠进行 1 周跑台渐进式适应性训

练，直至达到正式训练标准。正式训练时跑台坡度 0°， 

12 m/min，每天 1 h；运动频率及周期：每周 5 d，持续 8

周；见表 1。

1.4.3   样本采集处理   观察小鼠每日状态 ( 毛发、粪便、

活跃度等 )，异常及时记录，并称量体质量及摄食量。

运动干预结束后，小鼠禁食 24 h，取材前称小鼠体

质量，腹腔注射 2% 戊巴比妥钠 20 μL/g 麻醉小鼠，摘取

眼球取血，静置 30 min 离心，提取上清液；打开腹腔取
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出肝脏并称质量，计算肝指数，肝指数 = 肝脏质量 (g)/ 体

质量 (g)；4 ℃生理盐水冲洗，切多份，部分浸泡 4 g/L 多

聚甲醛固定，便于石蜡包埋，部分锡箔纸包埋，置液氮

低温保存，待 Western Blot 检测、冰冻切片等。

1.4.4   血液生化检测   眼球血室温静置半小时，离心，提

取上清液，检测血脂 4 项：总胆固醇、三酰甘油、低密度

脂蛋白、高密度脂蛋白，肝功能 2 项：丙氨酸氨基转氨酶、

天门冬氨酸氨基转氨酶，反映血脂代谢肝功能指标。

1.4.5   蛋白免疫印迹 (Western Blot) 检测   在离心管内加入

200 μL 裂解液 ( 蛋白酶抑制剂 1 ∶ 50 加入裂解液 )，取

20 mg 肝组织置于该离心管，剪刀剪碎研磨，置于 4 ℃ 

冰箱至少 30 min，使其充分裂解，于 12 000 r/min 离心 

10 min，提取上清总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度并通过添

加裂解液和 SDS PAGE 蛋白上样缓冲液配平至同一浓度，

蛋白加热变性 (95 ℃，20 min)，置于 -20 ℃冰箱待用。

配置不同浓度 PAGE 凝胶，上样 (40 μg 10 μg/μL)、

电泳分离 (90 V 1.5 h)、转膜 (200 mA 1 h)、封闭 (2 h)，
TBST 配 置 一 抗 AKT(1 ∶ 2 000)、p-AKT(1 ∶ 1 000)、
GSK3β(1 ∶ 2 000)、p-GSK3β(1 ∶ 1 000)、CNPY2(1 ∶ 

1 000)、Caspase-3(1 ∶ 500)、β-actin(1 ∶ 3 000)，孵一抗

4 ℃冰箱过夜，次日，室温孵育对应二抗 2 h( 兔抗 1 ∶ 

10 000，鼠抗 1∶ 5 000)，TBST洗涤 (3次 10 min/次 )，显色，

曝光 (ECL 显色液 )，实验重复 3 次，Image J 计算灰度值。

1.4.6   小鼠肝脏病理形态检测  

苏木精 - 伊红染色：常规固定、脱水、浸蜡包埋、

切片脱蜡、染色、透明封固，显微镜采集图像，400 倍镜

下观察，Image Pro plus 6.0 分析病理情况，并根据肝细胞

脂肪变性所占的面积进行评分，分为 0，1，2，3，4 分 5

级，0 分含脂滴的肝细胞面积最小，4 分含脂滴的肝细胞

面积最大
[18]
。

油红 O 染色：常规固定、脱水、OTC 包埋、冰冻切片、

油红染色、苏木复染、封固，显微镜采集图像，400 倍镜

下观察，Image Pro plus 6.0 分析病理情况，并计算出每个

视野中脂滴的平均吸光度值，以吸光度值 /μm2
表示

[18]
。

1.4.7   TUNEL 检测肝细胞凋亡   按照凋亡检测试剂盒说明

书操作，切片脱蜡、透明、封闭、制阳性片、连接、标记、

显色、复染、封固，荧光显微镜下快速观察凋亡情况，

显微镜采集图像，400 倍镜下观察，Image J 计算肝细胞

凋亡率。

1.5   主要观察指标   ①小鼠体质量及肝指数；②血脂及

肝功能；③病理形态；④ CNPY2、p-AKT/AKT、p-GSK3β/

GSK3β、Caspase-3 蛋白表达量；⑤肝细胞凋亡率。

1.6   统计学分析   采用 Image J 进行 Western Blotting 条带

分析，Image Pro plus 6.0 进行病理情况分析，GraphPad 

Prism 9.0 进行作图，SPSS 27.0 进行数据处理。计量资料

均符合正态分布，以
 x-±s 表示，多组间比较采用单因素方

差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验，基因敲除前后两

组间比较采用独立样本 t 检验， P < 0.05 为差异有显著性

意义。实验的统计学方法已经成都体育学院生物统计学

专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   实验有效样本量 50 只，初始入

选 60 只小鼠，第 9 周造模检测处死 8 只，有氧运动过程

中跑台死亡 2 只，余下 50 只全部纳入结果分析。

2.2   各组小鼠基本情况、体质量及肝指数结果   各组小鼠

身体发育情况、毛发、粪便、活跃度均良好。

2.2.1   体质量   实验初期，各组小鼠初始体质量差异无显

著意义 (P > 0.05)。第 9 周：在 wt 小鼠和 ko 小鼠各自组

内，模型组较对照组小鼠体质量均显著增加 (P < 0.05)；
wt 小鼠和 ko 小鼠对应组相比，ko 小鼠体质量显著降低 

(P < 0.05)。第 18 周：每组小鼠体质量均有所增加。在 wt

小鼠和 ko 小鼠各自组内， 模型组较对照组小鼠体质量均

显著增加 (P < 0.05)； wt 模型运动组较 wt 模型组体质量

显著降低 (P < 0.05)，ko 模型运动组较 ko 模型组小鼠体质

量差异无显著性意义 (P > 0.05)。wt 小鼠和 ko 小鼠对应组

相比，ko 组小鼠体质量显著降低 (P < 0.05)，见表 2。

表 2 ｜各组小鼠体质量及肝指数结果                                           (x-±s，n=8-9)
Table 2 ｜ Results of body weight and liver index of mice in each group

指标 小鼠类型 对照组 模型组 模型运动组

初始体质量 (g) wt 小鼠 19.73±0.54 20.13±0.65 20.01±0.56
　 ko 小鼠 19.35±1.90 19.98±1.65 19.80±0.58
第 9 周体质量 (g) wt 小鼠 26.38±0.88 34.56±1.45a 35.53±4.12
　 ko 小鼠 21.22±0.61c 24.38±1.83ac 24.48±1.61c

第 18 周体质量 (g) wt 小鼠 29.13±1.22 50.45±2.67a 41.93±2.23b

ko 小鼠 22.52±0.62c 28.14±4.63ac 27.10±2.76c

第 18 周肝指数 (g/g) wt 小鼠 0.028±0.002 0.037±0.005a 0.026±0.002b

　 ko 小鼠 0.026±0.001 0.029±0.003 0.028±0.003

表注： wt 小鼠 = 野生 C57/BL6J 小鼠，ko 小鼠 =CNPY2 基因敲除 C57/BL6J 小鼠；

同期与对照组比较，
aP < 0.05，同期与模型组比较，

bP < 0.05，与 wt 小鼠比较， 
cP < 0.05。

2.2.2   肝指数   结果显示：第 18 周 wt 模型组较 wt 对照组

小鼠肝指数显著升高 (P < 0.05)； wt 模型运动组较 wt 模

型组小鼠肝指数显著下降 (P < 0.05)；ko 小鼠组间肝指数

无显著差异。wt 小鼠与 ko 小鼠对应组相比，ko 模型组小

鼠肝指数降低，但差异无显著性意义 (P > 0.05)，见表 2。
2.3   各组小鼠血清生化指标结果   

2.3.1   血脂代谢指标   在 wt 小鼠和 ko 小鼠各自组内，模

型组较对照组小鼠血清总胆固醇、三酰甘油、低密度脂

蛋白均显著升高 (P < 0.05)，高密度脂蛋白显著降低 (P < 

0.05)；模型运动组较模型组小鼠血清总胆固醇、三酰甘油、

低密度脂蛋白均显著降低 (P < 0.05)，wt 模型运动组小鼠
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高密度脂蛋白表达显著升高 (P < 0.05)，ko 模型运动组小

鼠高密度脂蛋白表达升高，但差异无显著性意义 (P > 0.05)。
wt 小鼠与 ko 小鼠对应组相比，ko 模型组较 wt 模型组小

鼠血清总胆固醇、三酰甘油、低密度脂蛋白均显著降低 

(P < 0.05)，高密度脂蛋白显著升高 (P < 0.05)；ko 模型运

动组较 wt 模型运动组小鼠血清总胆固醇、三酰甘油、低

密度脂蛋白均显著降低 (P < 0.05)，高密度脂蛋白差异无

显著性意义 (P > 0.05)，见图 2。
2.3.2   肝功能指标   在 wt 小鼠和 ko 小鼠各自组内，模型

组较对照组小鼠血清丙氨酸氨基转氨酶、天门冬氨酸氨基

转氨酶均显著升高 (P < 0.05)；模型运动组较模型组小鼠

血清丙氨酸氨基转氨酶、天门冬氨酸氨基转氨酶均显著

降低 (P < 0.05)。wt 小鼠和 ko 小鼠对应组相比，ko 模型

组较wt模型组血清丙氨酸氨基转氨酶显著降低 (P < 0.05)；

其他对应组比较差异无显著意义 (P > 0.05)，见图 2。
2.4   各组小鼠肝组织病理形态结果   

2.4.1   苏木精 - 伊红染色   结果显示：在 wt 小鼠和 ko 小

鼠各自组内，对照组肝细胞形态规整，结构清晰无病变；

模型组较对照组肝细胞排列紊乱、伴肿胀空泡，炎性浸润

及脂肪性变显著 (P < 0.05)；模型运动组较模型组肿胀空泡、

炎性浸润、脂肪性变情况显著改善 (P < 0.05)。wt 小鼠和

ko 小鼠对应组相比，ko 组较 wt 组肝细胞结构空泡化、炎

性细胞浸润、脂肪性变情况显著改善 (P < 0.05)，见图 3。
2.4.2   油红 O 染色   结果显示：在 wt 小鼠和 ko 小鼠各自

组内，对照组仅有少量脂肪颗粒，模型组较对照组出现严

重脂质沉积，且细胞核被脂滴挤至边缘，脂滴密度显著

升高 (P < 0.05)，模型运动组较模型组脂滴密度显著下降 

(P < 0.05)。wt 小鼠和 ko 小鼠对应组相比，ko 组较 wt 组

脂滴密度均显著下降 (P < 0.05)，见图 4。
2.5   各组小鼠肝组织蛋白表达结果   由图可知，在 wt 小

鼠组内，模型组较对照组 CNPY2 表达显著升高 (P < 0.05)，

模型运动组较模型组 CNPY2 表达显著降低 (P < 0.05)；ko

组小鼠 CNPY2 基因敲除几乎不表达。在 wt 小鼠和 ko 小

鼠各自组内，模型组较对照组 p-AKT/AKT、p-GSK3β/GSK3β

表达均显著降低 (P < 0.05)， Caspase-3 表达均显著升高 

(P < 0.05)；模型运动组较模型组 p-AKT/AKT、p-GSK3β/

GSK3β 表达均显著升高 (P < 0.05)，Caspase-3 表达均显

著降低 (P < 0.05)。wt 小鼠与 ko 小鼠对应组相比，ko 组

较 wt 组 p-AKT/AKT、p-GSK3β/GSK3β 表达均显著升高 (P < 

0.05)， Caspase-3 表达均显著降低 (P < 0.05)，见图 5。
2.6   各组小鼠肝组织 TUNEL 检测结果   结果可见，蓝色为

正常细胞核，绿色为凋亡细胞核 ( 箭头标记处为例 )。在

wt 小鼠和 ko 小鼠各自组内，模型组较对照组呈现较多凋

亡细胞核，肝细胞凋亡率显著升高 (P < 0.05)；模型运动

组细胞凋亡数量有所减少，肝细胞凋亡率显著下降 (P < 

0.05)。wt 小鼠与 ko 小鼠对应组相比，ko 组较 wt 组凋亡

数量减少，肝细胞凋亡率显著下降 (P < 0.05)，见图 6。

3   讨论   Discussion
非酒精性脂肪肝是与代谢功能障碍相关疾病的肝脏

表现，其特征在于肝脏中脂肪的积累，还包括病理性肝

脂肪变性和放射性弥漫性脂肪肝及血脂代谢和肝功能紊 

乱
[19]
，在非酒精性脂肪肝动物模型中会表现出肥胖、胰

岛素抵抗、脂肪变性、小叶内炎症、肝细胞气球样变，血

脂代谢异常等
[20]
。马晓月等

[21-22]
汇总不同品系小鼠造模

时长，发现多数品系小鼠 8 周即可构建非酒精性脂肪肝

模型。参照已有文献
[17]
，此次实验选用品系倾向于发展

肥胖的 C57/BL6J 小鼠，采用 8 周高脂饮食诱导 C57/BL6J

小鼠构建非酒精性脂肪肝模型
[16，23-24]

。结果显示，wt 小

鼠和 ko 小鼠的模型组相较于对照组，出现体质量增大，

肝组织出现脂肪变性并伴随炎性浸润、大量脂质沉积、

布满脂滴，与过往研究一致
[23-24]

，提示此次实验非酒精性

脂肪肝小鼠模型构建成功。小鼠喂养至第 18 周，wt 小鼠

和 ko 小鼠的模型组相较于对照组出现体型体质量增大、

毛发无光泽杂乱、行动迟缓等表象；肝组织出现脂肪变性

空泡，脂质沉积，脂滴广泛分布，细胞核被脂滴挤至边缘；

血脂代谢紊乱及肝功能受损，提示非酒精性脂肪肝在无

干预情况下，体内脂肪蓄积，严重程度随喂养周期的延

长而加重，与过去研究一致
[21]
。

过往研究报道，肝细胞凋亡是诱导非酒精性脂肪肝

肝损伤的重要病理性过程，在肝脏脂质堆积、炎症等发生

的过程中，肝细胞凋亡数量明显增多，且肝细胞凋亡的

数量与非酒精性脂肪肝的严重程度呈正比
[25]
，因而抑制

肝细胞凋亡是治疗非酒精性脂肪肝的重要突破口
[3]
。肝细

胞凋亡牵涉多个信号通路，可由多种效应引起，其具体

机制尚未明确。Caspase-3 是一种促凋亡蛋白，已被证实

与非酒精性脂肪肝肝细胞损伤程度呈正比
[26]
。AKT/GSK3β

通路具有丝氨酸 / 苏氨酸激酶活性，磷酸化后可通过抑制

促凋亡因子，调控细胞凋亡，是抑制肝细胞凋亡的经典

信号通路
[27]
。

CNPY2 作为新型蛋白，HONG 等
[8]
研究发现，CNPY2

缺失可以保护非酒精性脂肪肝小鼠肝脏免受细胞损伤和

炎症的攻击，维持代谢稳态。在另一项肝癌的研究中，

CNPY2 的缺失激活了 GSK3β 的磷酸化，抑制肝癌细胞生

长
[7]
。ZHAO 等

[28]
在脑梗死模型中发现，小檗碱通过下调

CNPY2 信号通路可减轻脑缺血再灌注损伤诱导的神经元

凋亡。CHU 等
[14]

在帕金森模型中发现，CNPY2 通过 AKT/

GSK3β 途径抑制神经元凋亡。通过以上的研究结果，以及

结合课题组前期的研究结果推测，CNPY2 可能通过介导细

胞凋亡的途径影响非酒精性脂肪肝的发生发展，且 AKT/
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图注：数字为小鼠 id 尾号；PCR ①为 ko 小鼠 ( 基因敲除 )；PCR ②为 wt
小鼠 ( 野生型 )；W 为野生型 C57/BL6J 小鼠；B 为 negative 空白对照组；

M 为 Marker。
图 1 ｜基因敲除小鼠电泳图

Figure 1 ｜ Electrophoresis gel of gene-knockout mice

图注：
aP < 0.05。wt：野生型小鼠；ko：基因敲除小鼠。

图 2 ｜第 18 周各组小鼠血清生化指标

Figure 2 ｜ Serum biochemical indexes of mice in each group at week 18

图注：图 A 为苏木精 - 伊红染色结果，标尺为 50 μm，箭头指向为肝组

织空泡化、炎性浸润；B 为病理积分统计图，
aP < 0.05。wt：野生型小鼠；

ko：基因敲除小鼠。

图 3 ｜第 18 周各组小鼠肝组织苏木精 -伊红染色结果

Figure 3 ｜ Hematoxylin-eosin staining results of liver tissue of mice at 
week 18

图注：图 A 为油红 O 染色结果， 尺为 50 μm，箭头指向为脂滴；B 为脂

滴吸光度统计图，
aP < 0.05。wt：野生型小鼠；ko：基因敲除小鼠。

图 4 ｜第 18 周各组小鼠肝组织油红 O 染色结果

Figure 4 ｜ Oil red O staining results of mouse liver tissue in each group at 
week 18

GSK3β 通路可能参与其中。此次研究结果显示：wt 小

鼠高脂饮食诱导的模型组 CNPY2 表达量显著上调，AKT/

GSK3β 通路活性显著降低，Caspase-3 表达水平和肝细胞

凋亡率显著升高；与 wt 小鼠比较，ko 小鼠模型组 AKT/

GSK3β 通路活性显著升高，Caspase-3 表达水平和肝细胞

凋亡率显著下降。提示 CNPY2 介导 AKT/GSK3β 通路参与

高脂饮食诱导非酒精性脂肪肝的形成，CNPY2 基因的缺失

减缓非酒精性脂肪肝发生发展，与过去研究结果一致
[8]
。

研究证实，有氧运动是影响非酒精性脂肪肝患者脂

质代谢的重要因素，可减少游离脂肪酸，减少肝脏脂肪的

合成，改善血脂异常
[4，29]

。此外，研究也证实了有氧运

动对非酒精性脂肪肝病理组织形态有可逆性的影响，可有

效改善肝组织形态结构和微结构
[30]
。刘倩倩等

[31]
研究发

现，规律且适宜强度的有氧运动对高脂诱导非酒精性脂

肪肝具有积极的干预作用。此次实验中小鼠的运动强度参

考以往研究
[17]
，进行 8 周的有氧运动干预，结果显示与

模型组相比，模型运动组小鼠毛发及活跃度较好，体质

量及肝指数下降，肝组织肿胀、炎症脂质堆积减轻，血

脂代谢紊乱及肝功能受损情况有明显改善，与 ZENG 等
[32] 
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研究一致，提示有氧运动能够改善非酒精性脂肪肝小鼠

肝脏病理形态学结构，促进脂肪分解，减少脂类物质，

提高肝脏功能。

有氧运动可通过多种途径介导凋亡，发挥保护作

用
[30]
。研究证实，有氧运动可减轻非酒精性脂肪肝诱

导的线粒体功能障碍，通过减少从线粒体释放激活凋亡

的启动子来减弱 Caspase-3 的表达抑制凋亡
[30]
。前期研

究发现，有氧运动可通过增强 AKT/GSK3β 通路的表达抑

制 Caspase-3，减少肝细胞凋亡，对非酒精性脂肪肝小

鼠产生保护作用
[12]
。但有氧运动是否通过 CNPY2 介导

AKT/GSK3β 通路调控非酒精性脂肪肝肝细胞凋亡，暂不

明了。此次研究结果显示，wt 小鼠模型运动组相较于模

型组 CNPY2 表达显著减少，AKT/GSK3β 通路活性显著上

调；Caspase-3 表达和肝细胞凋亡率显著降低。与 wt 小

鼠比较，ko 小鼠模型运动组 AKT/GSK3β 通路活性显著升

高，Caspase-3 表达水平和肝细胞凋亡率显著下降。提示

图注：图 A-D 为各组蛋白表达量统计比较，
aP < 0.05。图 E 为蛋白条带。

CNPY2：冠层 FGF 信号调节器 2；p-AKT：磷酸化蛋白激酶 B；AKT：蛋

白激酶 B；p-GSK3β：磷酸化糖原合成酶激酶 3β，GSK3β：糖原合成酶

激酶 3β；Cleaved-Caspase-3：活化天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3。
wt：野生型小鼠；ko：基因敲除小鼠。

图 5 ｜各组小鼠肝组织蛋白表达结果

Figure 5 ｜ Results of liver tissue protein expression in each group of mice

图注：图 A 小鼠肝组织 TUNEL 染色显微镜观察结果，标尺为 50 μm， 

箭头指向为凋亡细胞核 ( 绿色 )；B 为凋亡率统计图，
aP < 0.05。wt：野

生型小鼠；ko：基因敲除小鼠。

图 6 ｜第 18 周小鼠肝组织 TUNEL 检测结果

Figure 6 ｜ Results of TUNEL detection in mouse liver tissue at week 18

CNPY2 介导 AKT/GSK3β 通路在有氧运动中干预非酒精性

脂肪肝的发生发展。

综上，CNPY2 介导 AKT/GSK3β 通路参与高脂饮食诱

导非酒精性脂肪肝的形成。CNPY2 基因缺失和有氧运动可

有效改善非酒精性脂肪肝，其机制可能与有氧运动降低

CNPY2 表达，激活 AKT/GSK3β 通路，进而抑制肝细胞凋

亡有关。

此次实验还存在一定的局限性：由于基因鼠数量限

制，未设立对照运动组，缺少小鼠在正常状态下运动组，

相关蛋白表达及病理组织形态的差异。为进一步证实

CNPY2 介导 AKT/GSK3β 通路在有氧运动下防治非酒精性

脂肪肝作用机制，后续会完善相关实验进行验证。
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