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高盐饮食通过PI3K/AKT/mTOR通路激活促进代谢功能障碍相关脂肪性肝炎纤维

化进展

唐 银，张 捷，毛 毳，熊 涛，谢传明，张雷达  陆军军医大学（第三军医大学）第一附属医院（西南医院）全

军肝胆外科研究所，重庆

［摘要］ 目的 探究小鼠高脂饮食模型建立的代谢功能障碍相关脂肪性肝炎（metabolic 
dysfunction-associated steatohepatitis， MASH）在联合高盐饮食背景下对MASH相关肝纤维化进展的影响

及潜在的分子机制。方法 采用 C57BL/6J 小鼠建立正常饮食小鼠模型、单纯高盐饮食小鼠模型、

MASH小鼠模型和MASH联合高盐饮食模型，到达实验终点后取材分别对小鼠肝组织进行苏木素-伊红

染 色（hematoxylin-eosin staining，H-E）、天 狼 星 红 染 色（Sirius staining）、免 疫 组 织 化 学 染 色

（immunohistochemistry，IHC）、油红O染色（Oil Red O）来对小鼠肝脏进行组织学层面评估其脂肪变性程

度、脂质沉积及纤维化程度，另外统计分析小鼠肝功和血脂，比较小鼠肝重、体重及其比值变化，对小鼠

肝脏组织纤维化标志物及其炎症标志物通过RT-qPCR和Western blot方法进行评估，将肝组织样品送

转录组测序后进行生物信息学分析和通过Western blot方法对潜在信号通路进行验证以确认其可能的

机制。结果 通过油红O染色及H&E染色观察可以发现成功建立起代谢功能障碍相关脂肪性肝炎小

鼠模型及其联合高盐饮食小鼠模型以及单纯高盐饮食小鼠模型，通过检测血清谷草转氨酶（aspartate 
transaminase，AST）、谷丙转氨酶（alanine aminotransferase，ALT）、总胆固醇（total cholesterol ，Tch）、甘油

三酯（triglyceride，TG）水平可以发现单纯高盐饮食组小鼠在组织学层面与普通饮食组对比无显著差异

（P>0. 05），而 MASH 联合高盐饮食组较 MASH 饮食组 AST、ALT 水平升高更为显著（P<0. 01），表明

MASH 背景下的高盐饮食可以加重肝损伤；另外通过天狼星红染色、α-SMA 免疫组织化学染色发现

MASH联合高盐饮食可以加剧MASH相关的肝纤维化（P<0. 01），同样MASH联合高盐饮食组在反应纤

维化激活相关基因Col1a1、α-SMA、Timp1、Pdgfrβ mRNA水平上表达升高更为显著（P<0. 01），MASH联

合高盐饮食组α-SMA和Fibronectin蛋白表达水平同样上调更为显著，除此之外反应炎症激活相关基因

TNF-α、IL-6、IL-1β、TGF-β1在MASH联合高盐饮食组中表达水平明显上调（P<0. 05），表明MASH联合

高盐饮食促进了肝炎及肝纤维化发展；转录组测序分析显示 PI3K/AKT/mTOR 信号通路激活和 TGF-β
信号上调更为显著，热图显示纤维化和炎症相关基因显著上调；对富集信号通路相关分子进行Western 
blot实验验证显示 MASH联合高盐饮食组的 PI3K/AKT/mTOR 信号通路显著激活（P<0. 01）。结论 高

盐饮食通过PI3K/AKT/mTOR通路激活促进代谢功能障碍相关脂肪性肝炎纤维化进展。
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High-salt diet promotes the progression of fibrosis in metabolic dysfunction-

associated steatohepatitis via activating the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway
TANG Yin， ZHANG Jie， MAO Cui， XIONG Tao， XIE Chuanming， ZHANG Leida  Department of Hepatobiliary 
Surgery， First Affiliated Hospital（Southwest Hospital）， Army Medical University （Third Military Medical University）， 
Chongqing， China

［Abstract］ Objective　To explore the impact of high-salt diet (HSD) on the progression of high-fat 
diet (HFD)-induced metabolic dysfunction-associated steatohepatitis (MASH)-related liver fibrosis, as well as 
the underlying molecular mechanisms.  Methods　C57BL/6J mice were used to establish the following 
models: normal diet (Chow), HSD diet (Chow+8%salt), MASH diet (MASH), and MASH diet combined with 
HSD (MASH+8%salt).  At the experience endpoint, the liver tissues were collected and subjected to HE 
staining, Sirius Red staining, immunohistochemistry (IHC) assay, and Oil Red O staining for histological 
assessment of steatosis, lipid deposition, and fibrosis.  The levels of liver function indicators and serum lipids 
were measured and statistically analyzed, and the differences in liver weight, body weight, and their ratios were 
compared across the groups.  RT-qPCR and Western blotting were applied to detect the mRNA and protein 
levels of hepatic fibrosis and inflammatory markers.  Liver tissue samples were subjected to transcriptome 
sequencing, followed by bioinformatics analysis.  Potential signaling pathways were validated through Western 
blotting to confirm the underlying mechanisms.  Results　Oil Red O and HE staining confirmed the 
successful establishment of the mouse models of MASH, MASH+8%salt, and Chow+8%salt.  Serum levels of 
aspartate transaminase (AST), alanine aminotransferase (ALT), total cholesterol (Tch), and triglyceride (TG) 
showed no significant differences between the Chow+8%salt and Chow groups (P>0. 05).  In contrast, the 
MASH+8%salt group exhibited significantly higher AST and ALT levels than the MASH group (P<0. 01), 
indicating that HSD exacerbates liver injury in the context of MASH.  Sirius Red and α -SMA IHC staining 
revealed that HSD aggravated MASH-related liver fibrosis (P<0. 01).  Similarly, the mRNA levels of fibrosis 
activation-related genes (Col1a1, α-SMA, Timp1, Pdgfrβ) were more significantly up-regulated in the MASH+
8%salt group (P<0. 01).  Protein expression levels of α -SMA and Fibronectin were also markedly elevated.  
Furthermore, the mRNA levels of inflammation-related genes (TNF-α, IL-6, IL-1β, TGF-β1) were obviously 
up-regulated in the MASH+8%salt group (P<0. 05), suggesting that HSD promotes hepatitis and liver fibrosis 
progression in MASH.  Transcriptome sequencing indicated significant activation of the PI3K/AKT/mTOR 
signaling pathway and up-regulation of the TGF- β pathway.  Heatmap analysis demonstrated marked up-

regulation of fibrosis- and inflammation-related genes.  Western blotting confirmed significant activation of the 
PI3K/AKT/mTOR signaling pathway in the MASH+8%salt group (P<0. 01).  Conclusion　High-salt diet 
promotes the progression of hepatitis and liver fibrosis in metabolic dysfunction associated steatohepatitis by 
activating the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway.  

［Key words］ metabolic dysfunction-associated steatohepatitis； high-salt diet； hepatitis； liver 
fibrosis； PI3K/AKT/mTOR signaling pathway
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代 谢 功 能 障 碍 相 关 脂 肪 性 肝 病（metabolic 
dysfunction-associated steatotic liver disease ，MASLD）
影响了全世界近 30%的成年人群，是全球中最常见的

慢性肝病之一［1］， 特别是肥胖和Ⅱ型糖尿病患者，代

谢功能障碍相关脂肪性肝病是一个复杂性的系统性

的疾病演变过程， 包括了以单纯脂肪变性为主的代谢

功能障碍性脂肪肝（metabolic dysfunction-associated 
fatty liver ，MAFL）到以肝脏脂质积聚、肝细胞气球样

变、小叶炎症和不同程度的纤维化为主的代谢功能障

碍 性 脂 肪 性 肝 炎（metabolic dysfunction-associated 
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steatohepatitis ，MASH），其持续的肝损伤与修复过程

可驱动纤维化进展，最终导致肝硬化、肝功能失代偿

和肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）。随着人

们生活水平的提高，肥胖、Ⅱ型糖尿病、血脂异常的高

发伴随的代谢功能障碍相关脂肪性肝病的发病率逐

年提高，代谢功能障碍相关脂肪性肝病不仅仅局限于

发达国家，也逐渐成为发展中国家慢性肝病的主要

类型。

NaCl，俗称盐，是全球当代饮食中的一种普遍成

分，其作为我们日常生活中不可或缺的调味品或防腐

剂被添加到膳食中，它在维持我们细胞组织器官及内

环境的正常生理过程中发挥着重要作用，但是过量的

盐摄入会对我们的身体健康产生负面的影响，过去的

研究表明盐摄入过多与心血管疾病发生发展密切相

关［2］，有研究显示高盐摄入与肾脏高负荷损伤相关［3］，
世界卫生组织膳食指南推荐成人每人每天盐摄入量

限制在 5 g左右是比较健康的饮食方式［4］，对慢性肝炎

病人而言低盐饮食对其是有益的，且临床相关性分析

指出高盐饮食与MASH严重程度独立相关［5，6］，而在代

谢功能障碍相关脂肪性肝炎背景下高盐饮食对其的

影响和作用机制尚不清楚。

现代社会环境下，高效、高压力、快节奏的生活方

式往往伴随着不健康的饮食方式和饮食结构，重油、

高糖、重盐、饮酒等多重因素的共同影响使该疾病的

发展常常表现为多种因素的联合，代谢功能障碍相关

脂肪性肝病已经不再仅仅局限于过去单纯的形式和

特征。另外一方面，由于我国的不同地区的民族文化

和风俗习惯的不同，部分地区盛行熏制腌制食品，盐

量摄入较重，更容易形成高盐饮食背景下的代谢功能

障碍相关脂肪性肝炎，总体而言，全球的平均盐摄入

量仍然很高，平均每天摄入量为 12 g，比世界卫生组织

建议的每天 5 g最高摄入量高出两倍多［7］。因此，对高

盐饮食联合代谢功能障碍相关脂肪性肝炎的初步研

究旨在找到潜在的分子机制及其靶点，为靶向其纤维

化过程及其防治措施提供一定的理论基础。

1　材料与方法

1. 1　动物建模

从集萃药康公司购买的 6-8 周龄的 C57BL/6J 小
鼠进行一周环境适应性饲养后，随机分为四组，每

组 7 只，分别为普通饮食组（Chow）、高盐饮食组

（Chow+8%salt）、MASH饮食组（MASH）、MASH加高盐

饮 食 组（MASH+8%salt），饲 养 于 无 特 定 病 原 体

（specific pathogen free，SPF）动物房中。普通饮食组为

日粮型食物和普通饮水饲养，高盐饮食组为含

8%NaCl 的日粮型食物和含 0. 9%NaCl 的饮水饲养，

MASH 饮食组为 MASH 饮食和普通饮水饲养，MASH
加 高 盐 饮 食 组 为 含 8%NaCl 的 MASH 饮 食 和

0. 9%NaCl 的饮水饲养。BABUTA 等［8］报道使用一种

基于高糖（20. 83 gm%）-高脂（33 gm%）-高胆固醇（10 
gm%）的饲料可以在 12 周左右建立起 MASH 小鼠模

型［9］，同时参考既往文献报道一种较为经典的建立高

盐饮食模型的方法［10］（以下实验中我们使用MASH模

型及其称呼来代表模拟 MASLD 的整体疾病过程）。

因此我们基于此饲料配方联系饲料制作公司（江苏协

同）进行饲料定制并分组别饲养建立起小鼠模型，在

小鼠饲养过程中定时更换补充饲料和饮水并每隔一

周称量记录小鼠体重。以上所有操作符合陆军军医

大学动物实验伦理学要求（AMUWEC20252080）， 实
验过程中没有发生与动物有关的不良事件。

1. 2　动物取材

到达实验终点后对小鼠取材，眼血取材：小鼠麻

醉后使用镊子摘掉眼球，待 1. 5 mL离心管中收集到合

适血液后颈部脱臼处死小鼠，血液于室温静置 30 min
后3 000 rpm，离心15 min取上清冻存于-80 ℃冰箱，肝

组织取材：打开腹腔后，取部分肝组织于冻存管中置

于液氮罐中用于下一步实验，剩余肝组织使用 10%的

福尔马林固定液（sigma-Aldrich， 30525-89-4）固定，

心、肺、脾、肾、结肠使用福尔马林固定液固定后用于

下一步实验。

1. 3　组织脱水、包埋与切片

肝组织固定 48 h 后切取适量组织置于组织包埋

盒中，使用组织脱水机（深圳达科为）进行组织脱水

（福尔马林 30 min、75%乙醇 30 min、85%乙醇 30 min、
95% 乙醇 30 min、95% 乙醇 30 min、100% 乙醇 30 min、
100% 乙醇 30 min、二甲苯 30 min、二甲苯 30 min、石蜡

20 min、石蜡 30 min、石蜡 40 min），然后使用组织包埋

机进行组织包埋，待蜡块冷却后使用组织切片机切

出厚度为 4 μm的连续组织切片。

1. 4　组织脱蜡

将组织切片置于 60 ℃烤箱中烘烤 2 h后，分别置

于二甲苯 30 min、二甲苯 30 min、100% 乙醇 5 min、
100%乙醇 5 min、95%乙醇 5 min、95%乙醇 5 min、85%
乙醇 2 min、85%乙醇 2 min，以上材料依次脱蜡后置于

PBS中洗涤两次，每次5 min，然后置于PBS中。

1. 5　小鼠肝功、血脂的测定

将冻存于-80 ℃的血清取出 100 μL 加入 400 μL
的生理盐水中混匀后（稀释5倍），送陆军军医大学第一
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附属医院检验科对谷草转氨酶（Aspartate Transaminase，
AST）、谷丙转氨酶（Alanine aminotransferase，ALT）、总

胆固醇（Total cholesterol ，Tch）、甘油三酯（triglyceride，
TG） 进行检测。

1. 6　苏木素伊红（H&E）染色

将脱蜡后的片子放置于苏木素（Solarbio，G1120）
染缸中，浸没 30 s 后，将片子放置于自来水下冲洗反

蓝 15 min，镜 下 观 察 至 合 适 颜 色 后 浸 没 入 伊 红

（Solarbio，G1120）染液中 20 s，稍甩干后浸入无水乙醇

中 3下，通风橱中晾干后用中性树脂封片，然后置于显

微镜下拍照采集图像。

1. 7　天狼猩红染色（Sirius Staining）
将脱蜡后的组织切片上滴上适量天狼猩红染液

（Merck，CAS#：2610-10-8），完全覆盖住肝组织，置于

湿盒中孵育 25 min后将片子置于无水乙醇中 1 s，通风

橱中晾干后中性树脂封片，然后在显微镜下拍照采集

图像。

1. 8　油红O染色（Oil Red O Staining）
将从液氮罐中取出的肝组织切取一小块置于

OCT（樱花OCT冷冻切片包埋剂， Cat#4583）冰冻组织

包埋剂里面，然后快速置于液氮中冷却，再置于冰冻

切片机上切出 5~10 μm的组织切片后使用饱和油红O
染色试剂盒进行染色（Solarbio，G1260-100），具体步骤

严格按照试剂盒说明书进行操作。

1. 9　免疫组织化学（IHC）染色

抗原修复，将脱蜡的切片置于加入了柠檬酸钠抗

原修复液（Solarbio，C1032）的PBS溶液中，完全浸没切

片，然后置于高压锅中蒸煮，至完全冒大气后 2. 5 min
关闭热源，取出切片后自然降温至室温。使用中衫金

桥免疫组织化学试剂盒（中衫金桥，PV-9000）进行染

色操作，孵育过氧化物酶封闭 30 min，孵育一抗后 4 ℃

冰箱过夜，第二天PBS洗涤三次，孵育抗体增强液 1 h，
PBS 洗涤三次，室温孵育二抗 1 h，PBS 洗涤后 DAB 显

影，一抗：α-SMA（proteintech，Cat.  #：67735-1-Ig，1∶200）
具体步骤严格按照说明书进行操作。

1. 10　逆转录实时荧光定量聚合酶链式反应（RT-

qPCR）

根据试剂说明书进行实验，Trizol 试剂（TaKaRa，
日本）用于从组织或培养细胞中提取总 RNA。使用逆

转录试剂盒（TaKaRa，日本）逆转录获取 cDNA。然后，

采用 TB Green（TaKaRa，日本）进行 q-PCR。将上样完

毕的 96孔 PCR板置于实时定量聚合酶链式反应仪器

中进行反应，每个样品3个副孔［反应程序：95 ℃，30 s；
95 ℃，5 s；60 ℃，30 s（40 次循环），4 ℃］。最后根据 CT
结果值和 2-△△Ct 方法来计算基因的相对表达量，所用

引物序列见表 1。
1. 11　蛋白质免疫印迹实验（Western blot）

用蛋白酶抑制剂混合物（Roche，瑞士）+RIPA 裂
解缓冲液（Thermo Fisher，美国）从处理的动物肝组织

中提取总蛋白，然后在冰上裂解20 min。裂解后，将裂

解液在 4 ℃中 13 000 r/min，离心 15 min。离心后将上

清 液 收 集 到 新 的 EP 管 中 。 BCA 蛋 白 质 试 剂 盒

（Beyotime，中国）用于量化蛋白质的浓度，加入上样缓

冲液（Solarbio，中国）。然后金属浴 100 ℃，10 min将蛋

白变性，变性后将样品通过 10％SDS-PAGE 凝胶电泳

分离，然后转到NC膜（Amersham，美国）。将膜在室温

下用 5％脱脂牛奶封闭 1 h，然后在 4 ℃下与对应一抗

孵育过夜。次日，洗膜后将膜与对应种属二抗在室温

下孵育 1 h 后洗膜。使用 ECL 发光液（雅酶，中国）和

凝胶成像系统（BIO-RAD，美国）对蛋白条带进行曝光

显影拍照，具体抗体使用及稀释比例见表2。
表1　RT-qPCR实验使用引物序列

Table 1　Primer sequences for RT-qPCR

Gene name
Mouse α-Sma
Mouse Col1a1
Mouse Pdgfrβ
Mouse Timp-1
Mouse Il-6
Mouse Il-1β

Mouse Tnf-α
Mouse Tgf-β1
Mouse Gapdh

Forward primer（5′→3′）
CCGCCATGTATGTGGCTATT

TAAGGGTCCCCAATGGTGAGA
TCCCACATTCCTTGCCCTTC
CGAGACCACCTTATACCAGCG

GAGCCCACCAAGAACGATAG
GCTTCAGGCAGGCAGTATCA

CAAGATGCTGGGACAGTGAC
CTCCCGTGGCTTCTAGTGC
AGACGGCCGCATCTTCTT

Reverse primer（5′→3′）
CAGTTGTACGTCCAGAGGCATA

GGGTCCCTCGACTCCTACAT
GCACAGGGTCCACGTAGATG
GGCGTACCGGATATCTGCG
TCATTTCCACGATTTCCCAG
GACAGCACGAGGCTTTTTTG

AGGGAAGAATCTGGAAAGGT
GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG

TTCACACCGACCTTCACCAT
Col1a1： Collagen type l alpha 1 chain； Pdgfrβ： Platelet-derived growth factor receptor beta； Timp-1： Tissue inhibitor of 
metalloproteinases 1； Tgf-β1： Transforming growth factor-beta 1； Gapdh： Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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1. 12　肝组织转录组测序

取出液氮冻存的肝组织样本，各切取适量体积组

织块，四组每组分别选取 3只小鼠样本送美吉生物转

录组测序，测序结果依照转录组测序常规方法进行

分析。

1. 13　细胞培养及处理

LX-2细胞培养后以合适密度铺板，使用 PA（棕榈

酸：500 μM，KC002，西安鲲创）、NaCl（200 mM）及雷帕

霉素（Rapamycin：100 μM， AY-22989，MCE）处理细胞

48 h后收样进行蛋白印迹实验，具体参见图4C。

1. 14　统计学方法

GraphPad Prism 8.  0 软件用于数据分析和图表制

作。计量资料以 x̄±s的形式表示。2 组间比较采用双

尾非配对 t检验。单因素或多因素多个独立组间比较

选择单因素方差分析或多因素方差分析。P<0. 05认

为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　高盐饮食会加重MASH饮食小鼠的肝损伤

为了探究代谢功能障碍相关脂肪性肝炎背景下

的高盐饮食对肝脏损伤的影响及其病理机制，我们建

立了小鼠模型，如方法学中描述，同时给予 MASH 饮

食与高盐饮食3个月（图1A），与普通饮食组相比，MASH
饮食组出现显著体重增加，体型更加的肥胖（图 1B）；

MASH饮食组及MASH加高盐饮食组均出现了代谢功

能障碍相关脂肪性肝炎的肝脏大体形态（图 1C），而

MASH加高盐饮食组的小鼠体重反而较MASH组更低

（图 1D），尽管如此，MASH 加高盐饮食组的小鼠的肝

脏大体形态较MASH组更加严重，除了出现了明显的

脂肪肝形态外，肝脏出现了不同程度的硬化，边缘变

得更加的锐利，表面凸起及颗粒感更加的严重（图1C），
且对于肝重体重比值，MASH组较普通饮食组更高，而

MASH加高盐饮食组因为肝脏炎症及其硬化较MASH
组更低（图1E）。

与普通饮食组相比，MASH 饮食组小鼠的肝脏损

伤表现为丙氨酸氨基转移酶（ALT）和天冬氨酸氨基转

移酶（AST）水平升高（P<0. 01，图 1H，I）。值得注意的

是，与单独 MASH 饮食或高盐饮食的小鼠相比，高盐

饮食进一步加剧了MASH小鼠的转氨酶水平升高，表

现为更加严重的肝功能损伤（图1H，I）。

2. 2　高盐饮食加速了 MASH 背景下的肝纤维化和

肝炎

通过检测总胆固醇水平（图 1F）、甘油三酯水平

（图 1G）、苏木素-伊红染色切片（图 2E）以及油红 O染

色（图 2J），MASH 饮食组和 MASH 联合高盐饮食组均

表现出明显的肝脂肪变性特征，大量的脂滴空泡，部

分炎症细胞浸润和纤维化结构，显示出了MASH的成

功造模结果。

有文献报道，单纯的高盐饮食短时间内对肝纤维

化未造成明显的影响，但是在转录组层面上会对肝脏

代谢产生一些改变［11］，另外有研究显示单纯高盐饮食

与 MAFLD 的发生相关［12］，也有文献报道高盐饮食可

通过Nrf2/Keap1信号产生过量的活性氧（ROS）导致肝

损伤［13］，与我们的实验观察一致的是，在组织学层面

通过苏木素-伊红（H-E）染色、天狼猩红（Sirius）染色和

α-SMA免疫组织化学（IHC）染色上未观察到单纯高盐

饮食对肝脏损伤与普通饮食相比有明显差异（图 2E，

F-I）。为了探究在MASH饮食背景下联合高盐饮食共

同造成的肝脏损伤是否会加速纤维化并促进疾病进

展，我们通过 HE 染色、Sirius 染色与 α-SMA 免疫组织

化学染色与仅食用 MASH 饮食或单纯高盐饮食的组

相比，同时摄入MASH饮食和高盐饮食的小鼠肝脏纤

维化程度更高（P<0. 05，图2E，F~I）。

反应肝星状细激活及肝纤维化的标志物，平滑肌

肌动蛋白（α-SMA）；细胞外基质标志物及参与基质重

塑过程，金属蛋白酶组织抑制剂（Timp1）、I型胶原 α1

表2　WB实验一抗抗体货号、浓度

Table 2　Catalogue numbers and dilutions of primary 
antibodies for Western blotting

Antibodies

P-mTOR
T-mTOR
α-SMA
p-AKT
T-AKT
p-S6K
p-4EBP1
T-4EBP1
Fibronectin
β-actin
GAPDH

Catalogue No.

CST，Cat.  #： 5536S
CST，Cat.  #： 2983S
CST，Cat.  #： 48938
CST，Cat.  #： 4060S
CST，Cat.  #： 4691S
CST，Cat.  #： 2211S
CST，Cat.  #： 2855S
CST，Cat.  #： 9644S

Proteintech， Cat# 15613-1-AP
proteintech，Cat# 20536-1-AP
proteintech，Cat# 10494-1-AP

Dilution

1∶1 000
1∶1 000
1∶1 000
1∶1 000
1∶1 000
1∶1 000
1∶1 000
1∶1 000
1∶1 000
1∶5 000
1∶5 000

P-mTOR： Phosphorylated mechanistic target of rapamycin； 
T-mTOR： Total mechanistic target of rapamycin； α -SMA： 
Alpha-smooth muscle actin； p-AKT： Phosphorylated protein 
kinase B； T-AKT： Total protein kinase B； p-S6K： Phosphorylated 
ribosomal protein S6 kinase； p-4EBP1： Phosphorylated 
eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1； 
T-4EBP1： Total eukaryotic translation initiation factor 4E-

binding protein 1
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链（Col1a1）以及血小板衍生生长因子受体β（Pdgfrβ）。

与对照组、MASH 饮食组或单纯高盐饮食组相比，经

MASH联合高盐饮食处理的小鼠体内α-SMA、COl1A1、
Timp1 和 PDGFRβ 的 mRNA 水平显著升高（P<0. 05，
图 2A~D）。通过蛋白质印迹法检测发现，α 平滑肌肌

动蛋白（α-SMA）和粘连蛋白（Fibronectin）等促纤维化

标志物在 MASH 联合高盐饮食组中均呈现显著上调

趋势（P<0. 01，图 2K）。此外，反映炎症水平和促纤维

化水平的标志物，白介素 6（IL-6）、肿瘤坏死因子 α
（TNF-α）、白介素 1β（IL-1β）和转化生长因子β1（TGF-

β1）的 mRNA 水平除了在 MASH 饮食组显著升高外，

在 MASH 联合高盐饮食处理小鼠组中升高更为显著

（P<0. 05，图 2L~O）。这些结果表明，高盐饮食会加剧

饮食诱导型MASH引发的肝炎和肝纤维化。
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A：Schematic detailing the process of animal modelling； B：Gross observation for mice of each group； C： Gross morphology of 
the isolated liver； D~I： Statistical analyses on body weight （D）， ratio of liver to body weight （E）， and serum levels of total 
cholesterol （Tch， F）， triglyceride （TG， G）， aspartate aminotransferase （AST， H） and alanine aminotransferase （ALT， I） 
across the groups of mice.  a： P<0. 05， b： P<0. 01， c： P<0. 001

图1　小鼠建模示意图及体重、肝重、肝形态学，肝功能比较评估

Figure 1　Schematic diagram of mouse modeling and comparative evaluation of body weight， liver weight， liver morphology， 
and liver function across groups
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A~D： Hepatic mRNA expression levels of fibrosis markers （α-SMA， Col1a1， Timp-1， Pdgfrβ） in the 4 groups as detected by 
RT-qPCR （n=6）； E： Representative images of HE staining， Sirius Red staining， and α-SMA immunohistochemical staining of 
liver sections from the 4 groups； F~I： Quantitative analysis of liver fibrosis score， steatosis score， Sirius Red-positive area 
percentage， and α-SMA-positive area percentage in the 4 groups （n=6）.  a： P<0. 05， b： P<0. 01， c： P<0. 001

图2　高盐饮食加剧MASH背景下的肝炎及肝纤维化

Figure 2　High-salt diet exacerbates hepatic inflammation and fibrosis in the context of MASH

（图2J~O续下页）
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2. 3　MASH背景下联合高盐饮食的转录组特征

为系统阐明 MASH 背景下的高盐饮食对促进肝

脏炎症及纤维化的潜在机制，我们对 MASH 饮食及

MASH联合高盐饮食肝脏组织进行转录组测序分析以

评估MASH联合高盐饮食处理后肝脏转录组变化（每

组 n=3），通过转录组测序，我们发现 MASH 联合高盐

饮食组与 MASH 饮食组相比有 173 个基因显著上调，

301个基因显著下调（图 3A），基于这些差异表达的基

因，KEGG 富集分析表明 PI3K/AKT/mTOR 信号通路、

TGF-β炎症信号通路在MASH联合高盐饮食组中具有

显著富集（图 3B，D，E ），TGF-β 是一个强力促纤维化

因子，既往文献报道 TGF-β 可以直接激活 PI3K/AKT/
mTOR 通路［14］，同时 PI3K 也可以通过调节 Smad 分子

的功能激活TGF-β通路实现正反馈循环通路［15］；进一

步热图显示介导炎症、细胞外基质重塑及反应纤维化

相关基因表达存在显著改变（图 3C）。以上结果表明

从转录组层面进一步验证了高盐饮食联合代谢功能

障碍相关脂肪性肝炎背景可以进一步导致肝损伤和

肝炎及肝纤维化，并主要是通过PI3K/AKT/mTOR信号

通路的激活来加速这一过程。

2. 4　MASH 背景下的高盐饮食通过 PI3K/AKT/mTOR
信号通路激活加速肝炎及肝纤维化发展

既往文献报道 PI3K/AKT/mTOR 信号级联在激活

HSC中起着至关重要的作用，而肝星状细胞激活是肝

纤维化的一个必要步骤［16］。因此，为进一步验证转录

组分析结果，在这项研究中，我们对四组小鼠肝组织
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 J： Representative images of Oil Red O staining of liver tissues from the 4 groups； K： Protein expression levels of Fibronectin 
and α -SMA in liver tissues from the 4 groups as detected by Western blotting （n=3）； L~O： Hepatic mRNA expression 
levels of inflammatory markers （IL-6， TNF-α， IL-1β， TGF-β1） in the 4 groups as detected by RT-qPCR （n=6）.  a： P<
0. 05， b： P<0. 01， c： P<0. 001

续图2　高盐饮食加剧MASH背景下的肝炎及肝纤维化

Figure 2（Continued）　High-salt diet exacerbates hepatic inflammation and fibrosis in the context of MASH
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进行蛋白免疫印迹实验分析以此来确定肝组织中活化

AKT （P-AKT）和 mTOR （P-mTOR）蛋白以及 P-p70S6K
的表达水平。与前述结果类似，我们发现在普通饮食

组和高盐饮食组中小鼠 PI3K/AKT/mTOR 激活未见显

著差异，与既往报道相一致的是单纯高盐饮食不会对

肝功及肝纤维化产生明显的影响［11］，但是MASH饮食

组中PI3K/AKT/mTOR激活表达明显上调，而在MASH
联合高盐饮食组中该信号通路激活更为显著（图4A、B），
为了进一步验证 MASH 背景下高盐饮食通过 PI3K/
AKT/mTOR 激活发挥的作用，我们在细胞水平上使用

棕榈酸（PA）［17］处理肝星状细胞（HSC）模拟高脂饮

食，NaCl［18］处理细胞模拟高盐饮食，使用雷帕霉素

（Rapamycin）处理细胞来抑制 mTOR 激活，可以看出

NaCl处理可以促进HSC mTOR、AKT激活和α-SMA表

达，而联合雷帕霉素处理可以部分逆转此现象（图4C）。
此外，mTOR 的激活还可以通过磷酸化 p70S6K 和

4EBP1 促进核糖体生物合成和蛋白质翻译从而促进

纤维化相关基因的蛋白表达水平促进肝纤维化。因

此，可以看出，MASH 联合高盐饮食通过激活 PI3K/
AKT/mTOR信号通路加速MASH相关肝炎及肝纤维化

的进展。

A B C 

D E 

A：Volcano plot of transcriptome data showing differentially expressed genes in MASH with high-salt diet versus MASH diet 
alone； B， E： KEGG enrichment analysis reveals significant enrichment of the PI3K/AKT signaling pathway in the MASH with 
high-salt diet group； C： Heatmap demonstrating up-regulation of fibrosis and inflammation related genes in the MASH with high-

salt diet group； D： KEGG enrichment analysis shows significant enrichment of the TGF-β signaling pathway in the MASH with 
high-salt diet group

图3　MASH联合高盐饮食小鼠肝组织转录组特征及信号通路富集

Figure 3　Transcriptomic characteristics and signaling pathway enrichment in liver tissues of mice subjected to MASH with a 
high-salt diet
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A： Western blot analysis of p-mTOR， p-ERK， p-AKT， p-4EBP1， and p-70S6K protein expression levels in liver tissues from 
the 4 groups； B： Quantitative analysis and comparison of p-mTOR， p-ERK， p-AKT， p-4EBP1， and p-70S6K protein 
expression levels； C： Western blot analysis of LX-2 cells treated with NaCl （200 mmol/L）， sodium palmitate （PA， 500 μmol/L）， 
and rapamycin （100 nmol/L） for 48 h.  a： P<0. 05， b： P<0. 01， c： P<0. 001

图4　小鼠肝脏组织蛋白质免疫印迹实验验证信号通路分子表达

Figure 4　Validation of signaling pathway molecule expression by Western blot analysis in mouse liver tissues
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3　讨论

代谢功能障碍相关脂肪性肝病已成为发达国家

乃至许多发展中国家慢性肝病的首要病因，估计影响

世界四分之一的人口，构成了巨大的公共卫生负

担［19-20］。MASLD的主要特征是肝细胞中脂质沉积、细

胞死亡、炎症细胞浸润及纤维化，其常常由于肥胖导

致，MASH代表该疾病的中后期阶段，本研究中我们使

用文中描述的 MASH模型来模拟 MASLD的基本疾病

过程。盐是我们日常生活中不可或缺的调味品，适量

的摄入对维持生物体内环境的稳定，增强个人体质具

有重要的作用，然而过量的盐摄入常常与心血管疾

病、肾脏疾病等密切相关［21-23］，既往文献报道肝硬化

患者低盐饮食对其生存预后有积极影响［5］，随着社会

的发展，快节奏、高效的生活方式往往伴随着不健康

的饮食方式和饮食结构，油、糖、盐、酒的摄入失衡使

得代谢功能障碍相关脂肪性肝病不再仅仅局限于以

西方饮食与肥胖等较为单一因素影响为特征的慢性

肝脏疾病，常常表现为多种因素的联合，另外我国的

不同地区的民族文化和风俗习惯有所不同，部分地区

盛行熏制腌制食品，盐量摄入较重，更容易形成高盐

饮食背景下的代谢功能障碍相关脂肪性肝炎，因此，

对高盐饮食联合代谢功能障碍相关脂肪性肝炎的初

步研究旨在找到潜在的分子机制及其靶点，为靶向其

纤维化过程及其防治措施提供一定的理论基础。

既往的研究报道，在 MASH 中可以通过 PI3K/
AKT/mTOR 信号通路来导致代谢功能障碍相关脂肪

性肝炎进展［24-26］ ，肝纤维化过程伴随着 PI3K/AKT 等

信号通路的激活［16， 24， 28-29］，哺乳动物雷帕霉素靶点

（mTOR）作为一种重要的营养感知信号通路，参与了 
MASLD 的发生和进展［29-30］ ，mTOR 复合物在氨基酸、

葡萄糖、脂质和核酸等丰富营养物质存在下，可以促

进合成代谢过程并抑制分解代谢过程［31］。多项研究

表明，靶向 mTOR 的治疗可以缓解 MASLD，既往文献

报道使用mTOR抑制剂雷帕霉素可以通过促进肝细胞

自噬来减轻脂肪变性、纤维化和炎症［32］。有文献报道

在中枢神经系统中高盐饮食可以通过 IGF1R/mTOR/
p70S6K 信号传导的激活诱发认知功能障碍［33］，另外

有文献报道高盐饮食可以激活细胞钠离子通道

（ENAc）等影响细胞内钠稳态从而触发多种生长因子

信号［34］ ，另外 PI3K/AKT/mTOR 的激活不仅可以促进

TNF-α、IL-6 等炎症因子分泌，这几种炎症因子也是

PI3K 通路的强力激活剂。以上表明 PI3K/AKT/mTOR
信号通路激活与炎症、纤维化及细胞代谢密切相关，

其相互作用形成了共同的调控网络，我们的研究发现

单纯 MASH 饮食和 MASH 联合高盐饮食条件下，通过

PI3K/AKT/mTOR 信号通路激活促进肝炎及肝纤维化

进展，而 MASH 联合高盐饮食激活上调更为显著，但

单纯高盐饮食与普通饮食组相比，肝组织中 PI3K/
AKT/mTOR信号通路的激活水平并无显著性差异。

综上所述，本研究证实了在高脂饮食诱导的

MASH背景下，叠加高盐饮食可显著促进肝损伤，加速

肝炎、肝纤维化进展，其主要通过 PI3K/AKT/mTOR 信

号通路的过度激活导致这一过程，肝脏转录组测序显

示细胞外基质重塑，纤维化相关基因表达显著上调，

炎症相关基因表达显著上调，Western blot进一步验证

了转录组分析结果，细胞水平上也进一步对此结果进

行了验证。此研究为 MASH 背景联合高盐饮食的慢

性肝病的人群治疗提供了部分理论依据，在未来，在

针对该机制我们可以提出相应的干预方案，针对PI3K
及 mTOR 分子使用相应特异性的抑制剂进行靶向干

预，可能对该疾病类型起到一定的缓解作用。本研究

的不足之处在于尚未针对潜在的治疗措施在动物水

平上进行进一步验证，同时对于临床相关性分析方面

也未进行验证，我们将计划收集不同盐摄入水平的

MASH患者肝穿刺组织，通过免疫组化或 Western blot
检测 p-AKT 和 p-mTOR 的水平，并与患者的纤维化分

期进行相关性分析，以上设想需要未来进一步探索。
利益冲突 本文所有作者声明不存在利益冲突
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