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Nrf2激动剂 CDDO-Im对高脂饮食诱导的肥胖小鼠肝脏脂肪变性的影响*
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摘要目的：探究 Nrf2激动剂 CDDO-Im对高脂饮食诱导的肥胖小鼠肝脏脂肪变性的作用。方法：33只雄性 C57BL/6J小鼠随机分

为两组：一组 16只饲喂普通饲料，另一组 17只饲喂高脂饲料建立肥胖模型。造模成功后将小鼠随机分成四组：普通饲料溶剂对

照组（Control ND组）、普通饲料 Nrf2激动剂组（Nrf2(+) ND组）、高脂饲料溶剂对照组（Control HFD组）和高脂饲料 Nrf2激动剂

组（Nrf2(+) HFD组）。分别给予 Nrf2激动剂 CDDO-Im和等体积溶剂灌胃干预 6周后，检测各组小鼠血清甘油三酯（TG）、总胆固

醇（T-CHO）和低密度脂蛋白 -胆固醇（LDL-C）。苏木素 -伊红（HE）染色观察肝脏组织形态学变化。RT-qPCR检测肝脏 Nrf2下游
抗氧化基因 Nqo1、Ho1和 Gclc 的 mRNA表达水平，Western Blot检测肝脏 NQO1、HO-1和 GCLC的蛋白表达水平。结果：与正常

小鼠相比，肥胖小鼠的体重、TG和 LDL-C升高（P＜0.05），肝脏脂肪变性增加，GCLC的蛋白表达水平降低（P＜0.05）。在肥胖小鼠

中，与溶剂对照组相比，Nrf2激动剂组小鼠的体重、血清 TG降低（P＜0.05），肝脏脂肪变性减轻，Nqo1和 Gclc 的 mRNA表达水平

升高（P＜0.05），NQO1和 GCLC的蛋白表达水平升高（P＜0.05）。结论：Nrf2激动剂 CDDO-Im可改善高脂饮食诱导的肥胖小鼠

肝脏脂肪变性，可能与 Nrf2激动剂 CDDO-Im激活抗氧化基因的表达来减轻肝细胞氧化应激有关。
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The Impact of the Nrf2 Activator CDDO-Im on Hepatic Steatosis
in High-fat Diet-induced Obese Mice*

To investigate the effects of the Nrf2 activator CDDO-Im on hepatic steatosis in high-fat diet-induced obese

mice. Thirty-three male C57BL/6J mice were randomly divided into two groups: one group of 16 mice was fed a normal diet,

while the other group of 17 mice was fed a high-fat diet to establish an obesity model. After successful modeling, the mice were randomly

divided into four groups: normal diet solvent control group (Control ND group), normal diet Nrf2 activator group (Nrf2(+) ND group),

high-fat diet solvent control group (Control HFD group), and high-fat diet Nrf2 activator group (Nrf2 (+) HFD group). Nrf2 activator

CDDO-Im and an equal volume of solvent were administered by gavage for 6 weeks, and the serum triglycerides (TG), total cholesterol

(T-CHO), and low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) levels were measured in all groups. Hematoxylin-eosin (HE) staining was

performed to observe the morphological changes in liver tissues. RT-qPCR was used to detect the mRNA expression levels of liver Nrf2
downstream an tioxidant genes Nqo1, Ho1, and Gclc, while Western Blot was used to assess the protein expression levels of NQO1,

HO-1, and GCLC in the liver. Compared with that in the normal mice, body weight, TG, LDL-C and hepatic steatosis in obese

mice increased (P<0.05), while protein expression of GCLC decreased (P<0.05). In obese mice, compared with that in the solvent control
group, body weight, serum TG levels and hepatic steatosis of mice in the Nrf2 activator group reduced (P<0.05), mRNA expression levels

of Nqo1 and Gclc increased (P<0.05), and protein expression levels of NQO1 and GCLC elevated (P<0.05). The Nrf2

activator CDDO-Im can ameliorate hepatic steatosis in high-fat diet-induced obese mice, and its mechanism may be through upregulating

the expression of antioxidant genes, thus inhibits hepatic oxidative stress.
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前言

肥胖症（Obesity）是机体脂肪总量过多和（或）分布异常导

致体重过度增加的慢性代谢性疾病[1]。肥胖可引起糖尿病、高血

压、非酒精性脂肪肝病（Non-Alcoholic Fatty Liver Disease，

NAFLD）等一系列合并症，其中，由肥胖导致的 NAFLD已成为

严重威胁人类健康的慢性肝病[2]。NAFLD在人群中的发生率为

15%~30%，而在肥胖者中则上升到 58%，已经成为世界上最常

见的肝病[3]。NAFLD首先表现为肝的脂肪变性，多余的脂质以

脂滴的形式储存在肝脏中，如得不到有效治疗可发展为非酒精

性肝炎（Non-Alcoholic Steatohepatitis，NASH）[4]和肝纤维化，进

一步恶化肝功能[5]，同时还可能并发胰岛素抵抗（insulin resis-

tance，IR）和糖尿病[6]。脂质过氧化反应和氧化应激是导致肝的

脂质沉积逐渐演变为肝炎和肝纤维化的主要原因之一[7，8]。核因

子相关因子 2（Nuclear Factor E2 Related Factors，Nrf2）是体内

一种重要的激活抗氧化基因的转录因子，其下游靶基因主要有

NAD(P)H: 醌氧化还原酶 1[NAD(P)H: quinone oxidoreductase

1，NQO1]，血红素加氧酶 1（heme oxygenase 1，HO1）和谷氨酸

半胱氨酸连接酶催化亚基（glutamate-cysteine ligase catalytic

subunit，GCLC）。Nrf2信号通路在应对氧化应激和脂质过氧化

过程中发挥着核心作用[9-11]。近年来研究发现，Nrf2敲除小鼠在

接受高脂饮食后表现出相对于野生型小鼠更严重的肝脂肪变

性和肝纤维化[12]。肝脏特异性激活 Nrf2可改善肝纤维化，抑制

肝脏肿瘤发生[13]。CDDO-Imidazolide（CDDO-Im）是一种人工合

成的三萜类化合物，可作为 Nrf2的有效激活剂[14]，在神经缺血

损伤[15]、脓毒症[16]、肾缺血再灌注损伤[17]、急性肺损伤[18]等疾病

模型中均表现出保护作用。但目前尚不清楚 CDDO-Im是否可

以改善高脂饮食诱导的肝脏脂肪变性及其作用机制。因此，本

研究旨在探讨通过 CDDO-Im激活 Nrf2对高脂饮食诱导的肥

胖小鼠肝脏脂肪变性的影响，为临床防治 NAFLD提供新思路。

1 材料和方法

1.1 实验动物

6周龄雄性野生型 C57BL/6J小鼠 33只，购自维通利华实

验动物技术有限公司，饲养于新疆医科大学动物实验中心

SPF级实验室，实验单位使用许可证：SYXK（新）2018-0003。

实验前小鼠进行一周适应性饲养，饲喂标准小鼠饲料，自由摄

食与饮水，环境温度（22依3）℃，动物湿度 50 %依5 %，每天光照
与黑夜时间各为 12小时。所有实验动物均已通过伦理审查委

员会批准。

1.2 主要试剂和仪器

高脂饲料（Research Diets，美国）；CDDO-Im（MCE，美国）；

DMSO（Sigma，美国）；苏木素、伊红（索莱宝，中国）；TG、

T-CHO、LDL-C检测试剂盒（南京建成，中国）；Anti-NQO1抗体

（Proteintech，美国）；Anti-HO-1 抗体（Proteintech，美国）；Anti-

GCLC抗体（Proteintech，美国）；Anti-茁-Actin抗体（Proteintech，
美国）；BCA 蛋白定量试剂盒（Thermo，美国）；逆转录试剂盒

（Takara，日本）；qPCR 试剂盒（Qiagen，德国）；蛋白电泳、电转

设备（BIO-RAD，美国）；Nanodrop One（Thermo，美国）；实时荧

光定量 PCR热循环仪（ABI，美国），光学显微镜（Leica，德国）。

1.3 C57BL/6J小鼠肥胖模型的建立及分组

33只 6周龄雄性野生型 C57BL/6J小鼠随机分成两组：普

通饲料组 16只，高脂饲料组 17只。普通饲料（normal diet，ND）

组成：10 %脂肪、20 %蛋白质和 70 %碳水化合物。高脂饲料

（high-fat diet，HFD）组成：60 %脂肪、20 %蛋白质和 20 %碳水

化合物。每周测一次体重，饲喂高脂饲料的小鼠体重超过饲喂

普通饲料小鼠体重的 20%即视为肥胖模型建立成功。造模完成

的高脂饲料组和普通饲料组小鼠随机分组，分别设置溶剂对照

组和 Nrf2激动剂组，分为 ND Control（8只）、ND Nrf2 (+)（8

只）、HFD Control（9只）、HFD Nrf2(+)（8只）。其中 ND Nrf2(+)

组和 HFD Nrf2(+)组每隔一天通过灌胃的方式给予 Nrf2激动

剂 CDDO-Im（剂量：30 滋mol/kg）。对照组给予等体积的溶剂。
每周记录小鼠体重。药物干预 6周后，将小鼠麻醉后眼眶静脉

取血，颈椎脱臼法处死小鼠后取肝脏组织标本，一部分液氮速

冻后置于 -80℃冰箱保存用于Western blot及 RT-qPCR，另一

部分置于 4 %多聚甲醛固定后用于 HE染色。

1.4 生化指标检测

将从小鼠眼眶静脉收集到的血液室温静置 30 min，随后

3000 rpm离心 20 min后取血清，用生化试剂盒测定血清甘油

三酯（TG）、总胆固醇（T-CHO）和低密度脂蛋白 -胆固醇

（LDL-C），具体步骤根据试剂盒使用说用书进行。

1.5 组织脱水、包埋、切片和 HE染色

肝脏石蜡切片置于二甲苯中，浸泡 30 min脱蜡，后梯度乙

醇水化。苏木素染色 5 min，自来水冲洗 3遍，1 %盐酸酒精分化

5 s，氨水返蓝 15 s，自来水冲洗，伊红染色 5 min，自来水冲洗，

90 %乙醇脱水 1 min，95%乙醇脱水 4 min，100 %乙醇脱水

4 min，二甲苯透明 6 min。中性树胶封片。Leica光学显微镜下

观察切片，并采集图像。

1.6 RT-qPCR检测 Nqo1、Ho1和 Gclc 的 mRNA表达水平

在小鼠肝脏组织中加入 TRIzol和研磨珠匀浆，12000 rpm

离心 10 min，再经过氯仿抽提，异丙醇沉淀，75 %乙醇洗涤，最

终获得肝脏组织总 RNA，Nanodrop One 测定各样本 RNA 浓

度并定量。以 1 滋g RNA为模板，用逆转录试剂盒配好逆转录
反应体系后在 PCR仪中进行逆转录。取稀释 10 倍的 1 滋L
cDNA为模板，配置为总体积 10 滋L的 PCR 反应体系进行扩

增。反应体系为：2伊SYBR Green PCR Master Mix 5 滋L，QN
ROX Reference Dye 1 滋L，上游引物 0.7 滋L，下游引物 0.7 滋L，
无酶水 1.6 滋L，cDNA 1 滋L。反应条件为：95℃ 2 min，95℃ 5 s，

60℃ 30 s，95℃ 15 s，共 40个循环。对每个样本分别做两个复

孔，目的基因的相对表达量通过 (RQ)=2-△ △ Ct完成统计。使用

IDT 网站（https://www.idtdna.com/）引物设计工具进行引物设

计，所有引物均由上海生工生物合成。

1.7 Western blot检测 NQO1、HO-1和 GCLC的蛋白表达水平

在小鼠肝脏组织中加 RIPA裂解液和研磨珠匀浆，超声破

碎后离心，提取蛋白。用 BCA蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度后

定量 10 滋g蛋白。根据蛋白浓度和体积，加入相应纯水，使蛋白
样品浓度配置成相同浓度后，加入相同体积的 4伊SDS-PAGE
蛋白上样缓冲液。将制备好的样品放置在金属浴 100℃加热

10分钟。根据目的蛋白的分子量选择配置适合的分离胶，随后

进行蛋白电泳及转膜，5 %脱脂奶粉封闭 1 h。按照 1：5000的浓
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Gene name (Reference sequences) Primer sequences (5'→3')

Gapdh-F (NM_001289726.2) ACCTCAACTACATGGTCTACA

Gapdh-R (NM_001289726.2) CTTCCCATTCTCGGCCTTG

Nqo1-F (NM_008706.5) GCTGCAGACCTGGTGATATT

Nqo1-R (NM_008706.5) ACTCTCTCAAACCAGCCTTTC

Ho1-F ( NM_010442.2) AAGCCGAGAATGCTGAGTTCA

Ho1-R ( NM_010442.2) GCCGTGTAGATATGGTACAAGGA

Gclc-F ( NM_010295.2) CCTCCTCCTCCAAACTCAGATA

Gclc-R ( NM_010295.2) GCAGTACCACGAATACCACATAG

表 1引物序列

Table 1 Primer Sequences

表 2第 0，14，19，20周小鼠体重（x依s, g）

Table 2 Mouse body weight at weeks 0, 14, 19, and 20 (x依s, g)

Week 0 Week 14 Week 19 Week 20

ND Control 21.03依1.27 30.63依1.97 30.28依3.13 29.53依2.32

ND Nrf2(+) 21.53依0.74 30.73依1.53 30.73依1.31 30.38依1.32

HFD Control 21.28依0.66 46.29依5.57# 46.67依4.12 45.78依3.87

HFD Nrf2(+) 21.36依0.74 45.51依5.86 40.57依4.98* 40.14依4.64*

度配置 茁-Actin 一抗，1：1000 的浓度配置 NQO1、HO-1 和

GCLC一抗。将条带放置 4℃孵育一抗 7 h，使用 TBST洗膜 3

次 10 min后室温孵育二抗 1h，TBST洗膜 3次 10 min后滴加

超敏发光液曝光，观察条带上目的蛋白的表达情况并用 ImageJ

软件进行相对定量分析。

1.8 统计学分析

使用 Graphpad Prism 9进行数据处理和统计学分析并作

图。数据表示为平均值依标准差（x依s）。两组之间均数比较采用
两独立样本 t检验，多组之间均数比较采用单因素方差分析。

当 P<0.05时，认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 Nrf2激动剂对肥胖小鼠体重的影响

分别用普通饲料和高脂饲料喂养小鼠 14周，每周测量小

鼠体重，14周时进行小鼠体重的统计分析。高脂饮食组小鼠体

重较 ND组升高超过 20%，证明肥胖模型造模成功（表 2，图

1）。随后利用 Nrf2激动剂 CDDO-Im及其溶剂分别灌胃干预普

通小鼠和肥胖小鼠 6周，持续监测体重。结果显示，在普通饲料

喂养的小鼠中，与溶剂对照组相比，Nrf2激动剂组小鼠体重没

有出现明显的改变。而在第 19周和第 20周时，Nrf2激动剂干

预显著降低了肥胖小鼠体重，差异具有统计学意义（P＜0.05）

（表 2，图 1）。

2.2 Nrf2激动剂对肥胖小鼠血脂水平的影响

为了评估 Nrf2激动剂对肥胖小鼠血脂水平的影响，本研

究利用生化试剂盒检测了小鼠血清 TG、TC和 LDL-C的水平。

结果显示，与普通小鼠比较，肥胖小鼠血清 TG和 LDL-C水平

明显升高，差异有统计学意义（P＜0.05）（表 3，图 2）。在肥胖小

鼠中，与溶剂对照组相比，Nrf2激动剂组小鼠血清 TG水平降

低，差异有统计学意义（P＜0.05）（表 3，图 2）。

2.3 Nrf2激动剂对肥胖小鼠肝脏组织形态学的影响

为探究 Nrf2激动剂对肥胖小鼠肝脏组织形态学的影响，

本研究对小鼠肝脏组织进行了 HE染色，结果显示，与普通小

鼠相比，肥胖小鼠肝细胞表现出肿胀和排列混乱，同时胞浆内

脂肪空泡积聚，证明肥胖小鼠出现肝细胞脂肪变性。用 Nrf2激

动剂 CDDO-Im干预肥胖小鼠后，发现肝细胞中脂滴的数量明

显减少、肿胀度明显减轻（图 3）。

Note: # indicates comparison with the ND Control group, P<0.05; * indicates comparison with the HFD Control group, P<0.05.

图 1第 0-20周小鼠体重变化

Fig. 1 Changes in mouse body weight from Week 0 to Week 20

注：＃表示与 ND Control组比较，P<0.05；*表示与 HFD Control组比

较，P<0.05。

Note: # indicates comparison with the ND Control group, P<0.05; *

indicates comparison with the HFD Control group, P<0.05.
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2.4 Nrf2激动剂对肥胖小鼠肝脏抗氧化基因 mRNA表达水平

的影响

Nqo1、Ho1和 Gclc是 Nrf2下游发挥抗氧化功能的关键基

因。RT-qPCR结果表明，在肥胖小鼠中，与溶剂对照组相比，

Nrf2 激动剂组小鼠 Nqo1 和 Gclc 的 mRNA 表达水平明显上

调，差异有统计学意义（P＜0.05），但在普通小鼠中未观察到此

效应（表 4，图 4）。

2.5 Nrf2激动剂对肥胖小鼠肝脏抗氧化基因蛋白表达量的影响

利用 Western blot分析 Nrf2激动剂对肥胖小鼠肝脏抗氧

化基因蛋白表达量的影响。结果表明，在普通小鼠和肥胖小鼠

中，与溶剂对照组比较，Nrf2激动剂均显著上调了 NQO1 和

GCLC的蛋白表达水平，差异有统计学意义（P＜0.05）（图 5）。

说明经 CDOO-Im干预后，Nrf2激活下游抗氧化基因表达，增

强了肝脏的抗氧化应激能力。

3 讨论

随着社会经济的发展、生活方式的改变，肥胖已成为全球

最常见的慢性代谢性疾病之一[19]。肥胖时机体多余的脂质异位

沉积在肝脏中，进而导致 NAFLD，NAFLD是一种严重威胁人

类健康的慢性肝病，常常并发胰岛素抵抗和 2型糖尿病[20, 21]。直

至目前临床仍无有效药物治疗 NAFLD，且其发病机制仍未完

全阐明。然而，关于 NAFLD发病机制的 "二次打击 "假说一直

广泛被认可，其中 "第一次打击 "，即脂肪变性，是肥胖和胰岛

素抵抗引起的肝脏脂质持续积累[22]。

由于脂质稳态失调与氧化应激密切相关，因此肥胖诱导的

氧化应激对 NAFLD的发生发展至关重要。Nrf2诱导抗氧化基

因表达被认为是机体重要的抗氧化防御机制[23]。由于其抗氧化

作用，Nrf2在脂质积累及其介导的肝损伤中可能发挥重要作

用。Okada等人报道 Nrf2缺失加速了高脂诱导肥胖小鼠脂肪

性肝炎的进展，这表明 Nrf2在 NAFLD中发挥重要作用，Nrf2

可能是 NAFLD发病中的关键保护因子[24]。CDDO-Im是一种人

图 2第 20周小鼠血脂水平

Fig. 2 Blood lipid levels in mice at Week 20

注：#表示与 ND Control组比较，P<0.05；*表示与 HFD Control组比较，P<0.05。
Note: # indicates comparison with the ND Control group, P<0.05; * indicates comparison with the HFD Control group, P<0.05.

TG T-CHO LDL-C

ND Control 1.02依0.18 0.09依0.01 2.23依0.11

ND Nrf2(+) 0.95依0.12 0.09依0.01 2.13依0.28

HFD Control 2.22依0.24＃ 0.13依0.01 4.84依1.17＃

HFD Nrf2(+) 1.78依0.13* 0.15依0.03 4.58依1.02

表 3第 20周小鼠血脂水平（x依s, mmol/L）

Table 3 Blood lipid levels in mice at Week 20 (x依s, mmol/L)

Note: # indicates comparison with the ND Control group, P<0.05; * indicates comparison with the HFD Control group, P<0.05.

图 3小鼠肝脏组织 HE染色（100伊）
Fig. 3 Histological staining of mouse liver tissues (100伊 magnification)
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图 4小鼠肝脏组织 Nqo1、Ho1和 Gclc的 mRNA相对表达水平

Fig.4 Relative mRNA expression levels of Nqo1, Ho1, and Gclc in mouse liver tissues

注：*表示与 HFD Control组比较，P＜0.05。

Note: * indicates comparison with the HFD Control group, P<0.05.

图 5小鼠肝脏组织 NQO1、HO-1和 GCLC的蛋白相对表达量

Fig. 5 Relative protein expression levels of NQO1, HO-1, and GCLC in mouse liver tissues

注：#$表示与 ND Control组比较，P<0.05；*表示与 HFD Control组比较，P<0.05。

Note: #$ indicates comparison with the ND Control group, P<0.05; * indicates comparison with the HFD Control group, P<0.05.

工合成的三萜类化合物衍生物，可与 Nrf2的抑制因子 Kelch

样 ECH相关蛋白 1（Kelch-like ECH-associated protein 1，Keap1）

的半胱氨酸残基相互作用，从而减少 Nrf2的泛素 -蛋白酶体

降解并易位进入细胞核[14]。本研究发现高脂诱导肥胖小鼠出现

了明显的体重增加，并伴有严重的血脂异常和肝脏脂肪变性，

使用 CDDO-Im干预小鼠可显著减轻其体重，降低血清 TG水

平。HE染色表明激动 Nrf2后，肝脏脂质积聚明显减少，肝细胞

肿胀和排列混乱明显改善。以上结果说明激动 Nrf2可在一定程

Nqo1 Ho1 Gclc

ND Control 1.00依0.13 1.00依0.18 1.00依0.13

ND Nrf2(+) 0.38依0.03 1.00依0.17 1.18依0.37

HFD Control 0.44依0.04 0.97依0.08 1.60依0.13

HFD Nrf2(+) 2.15依0.29* 1.60依0.51 3.61依0.31*

表 4小鼠肝脏组织 Nqo1、Ho1和 Gclc的 mRNA相对表达水平（x依s）

Table 4 Relative mRNA expression levels of Nqo1, Ho1, and Gclc in mouse liver tissues (x依s)

Note: * indicates comparison with the HFD Control group, P<0.05.
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度上对抗 NAFLD的 "第一次打击 "，抑制 NAFLD的发展。

随着 NAFLD的进一步进展，将发生 "第二次打击 "，即通

过脂质过氧化引起的氧化应激和炎症反应进一步加深肝脏损

伤，引起线粒体功能障碍，逐渐发展为 NASH[25]。细胞氧化应激

最重要的特征之一是细胞内大量产生 ROS，而 ROS的清除依

赖于 Nrf2介导的抗氧化防御通路[26，27]。NQO1、HO-1和 GCLC

是 Nrf2下游发挥抗氧化防御功能的关键基因。NQO1是一种

同源二聚体黄素酶，以 NAD(P)H为底物，可将醌还原为对苯二

酚，清除细胞内超氧化物，从而保护细胞免受氧化应激损害[28]。

HO1能够降解血红素，生成抗氧化产物胆绿素和一氧化碳。在

血红素、细胞因子等刺激下，HO1的表达上调，以保护正常细胞

免受氧化损伤[29]。GCLC是合成谷胱甘肽的限速酶 --谷氨酸半

胱氨酸连接酶的催化亚基，在调节亚基 GCLM 的帮助下，

GCLC可有效地调控谷胱甘肽的合成并控制其在细胞内的浓

度，在维持细胞氧化还原稳态中发挥关键作用[30]。因此，为了探

讨 Nrf2减轻肝脂肪变性是否与其抗氧化功能相关，我们通过

RT-qPCR和Western blot检测了 Nrf2下游抗氧化基因的表达

情况，结果显示，与对照组相比，Nrf2激动剂组中 NQO1和

GCLC的表达明显增加，Nrf2可能通过上调这些基因的表达来

发挥对 NAFLD的保护作用。

综上所述，Nrf2可通过抑制脂质积聚来减轻肝损伤，以阻

止 NAFLD的 "第一次打击 "，同时，Nrf2还可通过激活抗氧化

基因的表达来改善肝细胞氧化应激，从而抵抗 NAFLD的 "第

二次打击 "。Nrf2激动剂 CDDO-Im有望成为临床治疗 NAFLD

的潜在药物。
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