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CIC对高脂膳食大鼠肝脏氧化应激的影响 *
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摘要目的：研究慢性间断性冷暴露（mild chronic intermittent cold exposure，CIC）对高脂膳食大鼠肝脏氧化应激的影响。方法：轻度

CIC已被广泛用于建立冷适应研究的动物模型。本研究通过将大鼠暴露于温和的 CIC和 /或高脂膳食 4w，检测肛温、体重、肝脏

重量、ATP和活性氧（ROS）的水平，Western blot检测冷诱导 RNA结合蛋白（cold inducible RNA binding protein，Cirbp）和硫氧还

蛋白（Thioredoxin，TRX）的蛋白表达。结果：同对照组相比，高脂膳食组体重显著增加，血清和肝脏 ROS水平显著升高，ATP水平

没有显著影响。同对照组相比，CIC暴露 1w后大鼠肛温显著降低，而 2w、3w和 4w周肛温没有显著差异，ROS水平无显著差异，

但 ATP水平显著升高；Cirbp和 TRX的表达显著升高。同常温高脂膳食组相比，CIC暴露 4w后，大鼠体重显著降低，ROS水平无

显著差异，而 ATP水平显著升高；Cirbp和 TRX的表达水平显著升高。这些结果均提示冷适应增强了高脂膳食大鼠肝脏的抗氧化

水平，可能是由于冷适应后 Cirbp表达升高，继而调控其下游的抗氧化蛋白 TRX的表达增加，从而清除 ROS的缘故。结论：CIC

暴露诱导的冷适应可保护肝脏免于高脂膳食诱导的氧化应激。
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Effect of CIC on Hepatic Oxidative Stress in High-fat Diet Rats*

The main aim of this study is to investigate the beneficial effects of mild chronic intermittent cold (CIC)

exposure on the effects of high-fat diet feeding (HFD) on liver oxidative stress in SD rats. Mild CIC has been widely used to

establish the animal model of cold adaptation. HFD (45% of fat) and CIC (4℃, 6 hours/day) were given concurrently to the rats for 4

weeks. The rectal temperature, body weight, liver weight, the levels of ATP and reactive oxygen species (ROS) in liver are measured

after 4 weeks of rats exposed to mild CIC and / or HFD. The protein level of cold inducible RNA binding protein (Cirbp) and thioredoxin

(TRX) are detected by western blotting. Compared with the control group, the body weight of the high fat diet group increases

significantly, the ROS level increases significantly, and the level of ATP has no significant effect; the rectal temperature of rats decreases

significantly after 1 d and 1 w of CIC exposure, while the rectal temperature has no significant difference after CIC exposure of 2 w, 3 w

and 4 w; there's no significant difference in the level of ROS, but the ATP level and the expression of Cirbp and TRX are increased

significantly. Compared with HFD group under normal temperature, the body weight decreases significantly after CIC exposure 4 w, the

level of ROS had no significant difference, while ATP level increased significantly; the expression of Cirbp and TRX increased

significantly. These results suggest that cold adaptation enhances the antioxidant level in the liver of HFD rats, probably due to the

increased expression of Cirbp after cold acclimation, and then increases the expression of the antioxidant protein TRX, thus cleaning

ROS. Cold adaptation induced by CIC exposure protects the liver against oxidative stress induced byHFD.
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前言

寒冷应激，尤其是温和的冷应激，在我们的工作和休闲活

动中随处可见，可以诱发冷适应，也就是机体改变体内激素水

平和其他生理反应从而达到新的平衡。冷适应过程中机体静息

代谢率（RMR）增加，从而维持机体体温[1]；机体大脑、肝脏等器

官抗氧化防御系统平衡破坏，活性氧生成增加和氧化应激

（OS）[2]。为了适应环境温度的变化，细胞内 ROS清除系统表达

也会发生改变，后者主要由谷胱甘肽和硫氧还蛋白（thioredox-

in，TRX）系统[3]组成。我们之前的结果也表明，机体代谢敏感的

器官如大脑、肝脏、骨骼肌、脂肪和心肌等，冷适应后代谢率升

高、ROS生成增加且抗氧化防御系统 TRX生成增加，其机制可
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能与冷适应后冷诱导的 RNA 结合蛋白（cold inducible RNA

binding protein，Cirbp）表达升高有关[4]。Cirbp是哺乳动物细胞

内最早发现的温和低温应答蛋白。Cirbp可以与 TRX的 mR-

NAs的 3’-UTR区域特异性结合，从而增加其表达。近年来的

实验研究表明 TRX在细胞氧化应激应答后释放 [5] 且通过将

H2O2转化为 H2O减少 ROS，从而对氧化损伤起到保护作用[6,7]。

目前，高脂膳食（high fat diet，HFD）被认为是导致肥胖、血

脂异常和胰岛素抵抗的原因之一。HFD的并发症是包括心肌

病、肝脂肪变性、内皮功能障碍和肾脏疾病等[8-11]。研究表明，

HFD可增加机体活性氧引起的氧化应激[12]，后者被证明是高脂

饮食并发症的重要原因。我们之前的实验表明温和低温暴露诱

导动物冷适应后 Cirbp表达增高可增加抗氧化物质 TRX的表

达来对抗氧化应激的损伤[4]。然而对于低温暴露诱导的冷适应

对 HFD氧化应激的影响及可能的机理仍然不清。因此，本实验

旨在通过建立冷适应的大鼠模型，从而探讨其对 HFD诱导的

大鼠的氧化应激的影响及可能的机理。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 雄性 SD大鼠，32只，体重 160± 20 g，第四

军医大学实验动物中心提供。自由摄食、水，实验开始前适应性

喂养 1周。实验开始后，单笼饲养。

1.1.2 药品与试剂 标准饲料由第四军医大学动物实验中心

提供。高脂饲料购自北京华阜康生物科技股份有限公司，货号

H10045，为脂肪供能比为 45%的高脂纯化饲料。ROS，南京建

成生物工程研究所，E004；ATP检测试剂盒，碧云天，S0026B；

BCA蛋白检测试剂盒，P0012；Cirbp抗体，MBL公司，RN032P；

TRX 抗体，abcam 公司，ab86255；茁-actin 抗体，Immuno Way，

YM3028；HRP标记抗兔 IgG、HRP标记抗小鼠 IgG，，北京中

杉金桥生物有限公司，ZB-2301、ZF-0312。

1.1.3 仪器设备 肛温仪，Physitemp BAT-12；紫外分光光度

计，岛津 UV-2450；离心机，Eppendorf 5424R；酶标仪，lab sys-

tems MK3；化学发光仪，UVP ChemiDoc-it 410；电动匀浆机，德

国 IKA，T10。

1.2 方法

1.2.1 分组与处理 SD大鼠按体重随机分为 4组：对照组

（Con组）：常规饲料喂养 4周；冷适应组（CA组）：冷适应大鼠

的建模同之前实验采用的方法[4]：大鼠每天 4℃低温饲养室暴

露 6小时（10:00 am - 16:00 pm），连续 4周；高脂膳食组（HFD

组）：高脂饲料（H10045，北京华阜康生物科技股份有限公司）

为脂肪供能比为 45%的高脂纯化饲料，可用于肥胖症、糖尿病

等动物模型的研究。喂养 SD大鼠 4周；高脂膳食 +冷适应组

（HFD-CA 组）：高脂饲料喂养，同时每天 6 小时（10:00 a.m. -

16:00 p.m.）低温暴露，连续 4周。

1.2.2 DCFA-DA探针法检测 ROS的含量 实验开始 4 w后，

禁食 16 h，2%戊巴比妥钠麻醉，取肝脏组织，预冷的双蒸水漂

洗数次，滤纸吸干，千分位称重台称重。称取 2 g肝脏组织制成

单细胞悬液；用 DCFH-DA探针（PBS 1:1000稀释）吹匀，避光

孵育 20 min，注：同时设置只加入 DCFH-DA探针的阳性对照

和只加入 PBS的空白对照；1000 r/min × 5 min离心后，弃上

清，1 mol PBS重悬；重复上一步骤离心两次；200 滋L/孔加入到
96孔黑色避光板内；荧光酶标仪进行检测，参数为 485 nm激

发波长，525 nm发射波长。

1.2.3 ATP浓度的测定 ATP检测试剂盒检测肝脏的 ATP水

平。称取肝组织 50 mg，加入到预冷的裂解液中进行匀浆；4℃，

12000× g离心 10 min，取上清；加 100 滋L ATP检测工作液到

检测孔，加入 20 滋L样品或标准品，上机检测；根据标准曲线计
算 ATP浓度；最后按蛋白浓度统一标化，以 滋mol／mg protein

表示。

1.2.4 蛋白检测 取肝组织 1000 mg，加入蛋白裂解液 1 mL，

电动匀浆器匀浆 30 s× 2次，冰上裂解 30 min；4℃，12500 rpm，

离心 15 min；取上清置于另一 EP管中，每管取 1 滋L加入 200

滋L蛋白定量 AB液；37℃孵育 30 min，测定 562 nm处的吸收

值，做标准曲线并计算待测蛋白的浓度；用裂解液配平后进行

之后的Western blot蛋白检测实验。

Western blot蛋白检测：配制 12%分离胶，5%积层胶，每孔

上样 80 滋g蛋白样品，80 V电泳至分离胶后换 120 V跑至溴芬

蓝接近板子底部，转至半干转电转仪转膜 30 min，TBS洗膜 5

min，加一抗 4℃过夜，TBST洗膜 8 min× 3 次，加二抗室温孵

育 1 h，TBST洗膜 8 min× 3次，加入发光液上机检测 Cirbp和

TRX蛋白表达。

1.3 统计分析

用 SPSS17.0统计软件进行分析，所有数据均用 x± SD表

示，单因素方差分析用于比较多组间比较，之后的两两比较采

用 LSD法，重复测量方差分析和多因素方差分析用于分析大

鼠 4w的肛温和体重变化情况并进行组间比较。其中，p < 0.05
为具有显著性差异；p < 0.01为具有极显著性差异。

2 结果

2.1 冷适应模型的建立

我们之前的结果表明 [4]，SD 大鼠 2 周的间歇性冷暴露

（4℃，6 h/d，14 d）可诱导形成冷适应。本实验的结果也显示，同

Con 组（36.5 ℃± 0.24）相比，大鼠 4℃，6 h，1 d、1 w 后，CA组

肛温显著降低（1 d：31.4 ℃ ± 1.22，1 w：33.9 ℃ ± 0.82；P <
0.01），2 w后冷暴露组同常温组肛温无显著差异（2 w：36.2℃
± 0.24；3 w：36.7 ℃ ± 0.50；4 w：36.5 ℃ ± 0.66；Fig.1，P >
0.05），表明冷适应模型建立成功。HFD+CA组同 CA组相比，

肛温变化趋势基本一致（数据未列出）。

2.2 CIC对大鼠体重的影响

前期实验结果表明，CIC暴露两周后建立的冷适应模型大

鼠体重较对照组比显著降低，可能是低温基础代谢率高产热增

加的原因。本实验结果与之前结果一致，与 Con组相比，3 w和

4 w HFD 组大鼠体重显著性增加（3 w：343.7 g± 15.11，P =
0.006，4 w：369.3 g± 12.18，P < 0.001），而 CA组大鼠体重显著

降低（3 w：287.1 g± 14.15，P = 0.001，4 w：301.6 g± 15.28，P <
0.001）。与 HFD组相比，HFD+CA组大鼠体重显著性降低（3

w：315.6 g± 6.14，P < 0.001，4 w：332.1 g± 16.62，P < 0.001）
（Fig.2）。

2.3 冷适应对高脂膳食大鼠血清和肝脏 ATP和 ROS生成的
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图 2 CIC暴露对大鼠体重的影响

Fig.2 The change of body mass in SD rats during CIC exposure

Note: Data were expressed as x± SD, n=8. *P< 0.05, compared with Con
group. #P< 0.05, compared with HFD group.

图 3大鼠肝脏 ROS和 ATP水平

Fig.3 The ATP and ROS levels in liver tissues

(A) The levels of ATP in the indicated tissues were measured by luminescence using an ATP detection kit. (B) The levels of ROS in the indicated tissues

were assessed by Fluorescence microscope after DCFH-DA staining.

Note: Data were expressed as x± SD, n=5. *P< 0.05, compared with Con group. #P< 0.05, compared with HFD group.

图 1冷暴露过程中大鼠肛温的变化

Fig.1 The change of rectal temperature in SD rats during cold exposure

Note: Data were expressed as x± SD, n=8. *P< 0.05, compared with Con
group.

影响

氧化应激是目前被认为是 HFD诱导损伤的重要机理之一
[12]。ROS主要来源于线粒体，是生物体内的氧自由基，包括超氧

阴离子、H2O2、自由基等，过多的 ROS会损害细胞成分，如脂

类、蛋白质及 DNA等，继发细胞的坏死或凋亡[13]。因此我们通

过 DCFA-DA探针法检测了肝脏 ROS水平。结果显示，同 Con

组相比，CA组肝脏 ROS水平无明显变化（P = 0.494），HFD组
ROS显著升高（P < 0.001）；同 HFD组相比，HFD+CA组 ROS

水平显著降低（P = 0.049）。说明低温暴露缓解了高脂膳食大鼠
肝脏 ROS水平的升高。

我们之前的实验显示 CIC暴露 2 w基础代谢率升高，ATP

生成增加[4]。本实验结果显示，同 Con组相比，CA组肝脏 ATP

在 4 w后仍然处于高水平（P < 0.001），而 HFD组肝脏 ATP生

成没有明显变化（P = 0.074）。HFD+CA组动物肝脏 ATP生成

较单纯 HFD组显著升高（P = 0.018）。

2.4 冷应激蛋白 Cirbp的表达变化

之前的实验表明，冷适应后大鼠代谢相关器官肝脏、骨骼

肌等 Cirbp表达增加[4]。Cirbp是一种 RNA结合蛋白，参与多种

细胞进程，包括氧化应激，可通过增加其下游的抗氧化蛋白

TRX的表达，来对抗氧化应激损伤[14]。而上述显示 HFD和 CA

同时暴露 4 w较单独 HFD暴露大鼠肝脏 ROS水平显著降低

（Fig. 3A），因此我们检测了冷应激蛋白 Cirbp的蛋白。结果显

示（Fig.4），同 Con组相比，CA组动物肝脏 Cirbp蛋白表达增加

1.85倍，差异有统计学意义（P < 0.001），HFD组则无明显变化

（P = 0.593）。同 HFD组相比，HFD+CA组大鼠肝脏 Cirbp蛋白

表达增加 1.86倍，差异有统计学意义（P < 0.001）。
Cirbp可以同抗氧化物质如 TRX 的 mRNAs结合从而增

加机体抗氧化活性来发挥其细胞保护作用[14]，因此我们检测了

TRX的表达。结果显示（Fig.4），同 Con组相比，CA组动物肝脏

TRX蛋白表达增加 1.72倍，有显著差异（P < 0.001），HFD组则
无明显变化（P = 0.594）。同 HFD组相比，HFD+CA组大鼠肝脏

TRX蛋白表达增加 1.66倍，有显著差异（P < 0.001）。
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图 4大鼠肝脏 Cirbp和 TRX的蛋白表达

Fig.4 The expression of Cirbp and TRX in liver tissues of rats

The levels of Cirbp protein and TRX in liver tissues of rats were determined by Western blotting(A). 茁-actin was used as a loading control.
The relative amounts of Cirbp (B) and (C) were quantitated and normalized by 茁-actin.

Note: Data were expressed as x± SD, n=5. *P< 0.05, compared with Con group. #P< 0.05, compared with HFD group.

3讨论

温度改变是一种常见的环境应激形式。低温环境下，机体

可通过增加产热来维持体温的恒定。冷适应是机体对冷应激的

一种保护性反应，温和低温暴露一定时间可诱导冷适应的形

成，从而使体温维持恒定不变。轻度慢性间断性冷暴露（CIC）已

被广泛用于建立冷适应研究的动物模型。之前研究表明，大鼠

4℃，6 h/d，14 d即可形成冷适应，体重增长减缓[4]，本实验也得

到一致的结果，持续暴露至 4 w体温仍根对照组无显著差异

（Fig.1）。而冷适应的大鼠，无论是 CA组还是 HFD+CA组，均

表现出体重增长减缓的趋势（Fig.2）。

CIC暴露后大鼠肝脏等器官 ATP生成增加，相应的 ROS

水平也会升高[4]。本实验中 CIC暴露 4 w后 ROS水平同常温下

基本一致，可能是长时间的 CIC暴露机体被打破的氧化还原平

衡重新恢复，这也就意味着抗氧化系统达到一个新的水平，从

而拮抗低温时的高代谢率生成的 ROS。高脂膳食增加机体

ROS的生成和脂质过氧化物的产生[15]。氧化还原失衡和氧化的

生物大分子大量聚集与膳食诱导的多种疾病密切相关[8]。研究

表明，低温可以影响氧化还原平衡，我们的结果也表明，

HFD+CA组大鼠肝脏 ROS水平较 HFD组明显降低，差异具有

统计学意义（Fig.3）。而其具体机制仍然不清。

低温条件下，多种蛋白质的合成受到抑制，而冷应激蛋白

（cold stress proteins，CSPs）的合成却显著增加。Cirbp又是 CSPs

的重要成员，Nishiyama等 1997[16]年首次在小鼠的睾丸细胞中

分离鉴定出 Cirbp，是富含甘氨酸的 RNA 结合蛋白家族

（glycine-rich RNA-binding protein family，GRP），包含一个 C端

富甘氨酸区和一个 N端共有序列 RNA结合域（consensus se-

quence RNA binding domain，CS-RBD）。Cirbp在低温、紫外线、

缺氧、渗透压改变等条件下表达显著增多，可能同其抑制细胞

凋亡，调节氧化还原[17,18]，降低细胞的耗氧量和代谢率，广泛参

与多种基因的转录、翻译，调节细胞骨架等作用[19-21]。

近年来的研究发现，Cirbp对应激的的调控作用与硫氧还

蛋白（TRX）密切相关。TRX是一种小分子量蛋白，包含有氧化

还原位点，具有许多生物学功能包括保护细胞免于氧化应激损

伤的作用[22]。Cirbp可以与 TRX的 mRNAs的 3’-UTR区域特

异性结合，TRX是应激后细胞存活率的增加有关的蛋白[6,14]。近

年来的实验研究表明 TRX在细胞氧化应激应答后释放且通过

减少 ROS从而对氧化损伤起到保护作用[22]。TRX通过将 H2O2

转化为 H2O，从而减少氧化物来发挥抑制氧化应激的作用。因

此我们检测了肝脏 Cirbp和 TRX的蛋白表达，结果均显示 CA

后，这两种蛋白的表达较对照组分别升高 1.85倍和 1.72倍；而

HFD+CA组较 HFD组这两种蛋白的表达较 HFD组分别升高

1.86倍和 1.66倍，差异均具有统计学意义（Fig.4）。

综上所述，本研究结果表明 CIC暴露诱导的 CA的形成能

在一定程度上有效改善 SD大鼠肝脏氧化应激损伤，从而发挥

保护作用，其机制可能是 Cirbp表达升高后增加了抗氧化物质

TRX的表达从而清除自由基，降低了氧化还原损伤。
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