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摘要 目的：探讨高血脂加剧肝脏缺血-再灌注损伤（IRI）的免疫应答机制。方法：18只 C57BL/6J小鼠用于构建高血脂模型，并
进一步构建肝脏缺血-再灌注损伤模型，随机数字表法将其分为 Sham组、IRI组和 HFD+IRI组（每组 6只）。采用 HE染色评估
肝脏损伤程度，流式细胞术评估肝脏中性粒细胞浸润水平及 CD177蛋白表达水平，免疫组织化学分析法评估肝脏 CD177+中性

粒细胞的浸润水平及 PADI4的表达水平。以从正常小鼠骨髓分离的 Ly6G+中性粒细胞为研究对象，分为对照组和胆固醇组（40
滋mol/L）。胆固醇组采用胆固醇对分离的中性粒细胞进行 6 h刺激，实时 PCR评估 CD177、PADI4和髓过氧化物酶 mRNA表达
水平。结果：HE染色结果显示，与 IRI组相比，HFD+IRI组肝脏损伤程度显著增加（Mean diff=-3.000，P=0.014 9）。流式细胞术结
果显示，与 IRI组相比，HFD+IRI组肝脏中浸润的 Ly6G+CD177+细胞比例显著升高（Mean diff=-17.13，P=0.002 1），CD45+细胞和

Ly6G+中性粒细胞中 CD177的平均荧光强度（MFI）显著增加（Mean diff=-376.5，P=0.0072；Mean diff=-444.5，P=0.043）。免疫组
化结果显示，与 IRI组相比，HFD+IRI组肝脏中浸润的 CD177+细胞比例显著升高（Mean diff=-113.0，P<0.000 1），PADI4+细胞的

数量也进一步提升（Mean diff=-82.8，P<0.000 1）。体外实验结果显示，与对照组相比，胆固醇组 Ly6G+中性粒细胞中 CD177（t=
4.974，P=0.007 6）、PADI4（t=5.963，P=0.004）和 MPO（t=7.798，P=0.004 4）mRNA水平显著上调。结论：高脂血症可通过促进CD177+

中性粒细胞的肝脏浸润能力，并增强其外捕网形成功能，进而加剧肝脏损伤。
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Hyperlipidemia modulates CD177+ neutrophil function to promote hepatic ischemia-reperfusion injury
ZHANG Yuting，Lyu Junqiang，YAO Zhi
（Department of Immunology，School of Basic Medical Science，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，China）
Abstract Objective：To investigate the immune response mechanism by which hyperlipidemia exacerbates hepatic ischemia-reper原
fusion injury（IRI）. Methods：A total of 18 C57BL/6J mice were used to construct a hyperlipidemia model and further construct a
hepatic ischemia-reperfusion injury model，which were randomly divided into the Sham group，the IRI group，and the HFD+IRI
group（n=6 mice/group）. HE staining was used to assess liver injury. Flow cytometry was used to evaluate neutrophil infiltration in the
liver and the expression level of CD177 in neutrophils. Furthermore，immunohistochemical analysis was used to assess CD177+ neu原
trophils infiltration in the liver and the expression level of PADI4. Ly6G+ neutrophils isolated from the bone marrow of normal mice
were used as study subjects and divided into control group and cholesterol group（40 滋mol/L）. In the cholesterol group，isolated neu原
trophils were stimulated with cholesterol for 6 h. Real-time PCR was performed to assess the expression of CD177，PADI4 and MPO
mRNA. Results：HE results showed that，compared to the IRI group，liver injury was significantly increased in the HFD+IRI group
（Mean diff=-3.000，P=0.014 9）. Flow cytometry results showed that the proportion of infiltrating Ly6G+CD177+ cells in the liver was
significantly elevated in the HFD+IRI group compared to the IRI group（Mean diff=-17.13，P=0.002 1）. The mean fluorescence
intensity（MFI）of CD177 in CD45+ cells and Ly6G+ neutrophils in the liver were also significantly increased in the HFD+IRI group
（CD45+ MFI：Mean diff=-376.5，P=0.007 2；Ly6G+ MFI：Mean diff=-444.5，P=0.043）. Immunohistochemical results showed that
the proportion of infiltrating CD177 + cells in the liver was significantly increased in the HFD +IRI group compared to the IRI
group（Mean diff= -113.0，P<0.000 1）. The number of PADI4+ cells was also further increased in the HFD+IRI group compared to
the IRI group（Mean diff=-82.8，P<0.000 1）. In vitro experimental results showed that，compared to the control group，the mRNA
expression of CD177（t=4.974，P=0.007 6），PADI4（t=5.963，P=0.004）and MPO（t=7.798，P=0.004 4）were significantly up-regu原
lated in Ly6G+ neutrophils in the cholesterol group. Conclusion：Hyperlipidemia exacerbates liver injury by promoting the hepatic in原
filtration of CD177+ neutrophils and enhancing their neutrophil extracellular traps formation function.
Key words hyperlipidemia；hepatic ischemia-reperfusion injury；neutrophils；neutrophil extracellular traps
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肝脏缺血-再灌注损伤（IRI）是肝移植、创伤及
肿瘤切除等临床治疗中常见的并发症，其病理过程

复杂，涉及细胞线粒体损伤、氧化应激反应以及炎

症应答[1]。该过程可导致肝细胞坏死、肝功能衰竭，

严重时危及生命，因此深入探究其分子机制具有重

要临床意义。近年来，研究表明中性粒细胞在肝脏

IRI中发挥关键作用[2]。中性粒细胞通过趋化迁移至

受损组织后释放活性氧簇（ROS）、蛋白酶及形成中
性粒细胞外捕网 （neutrophil extracellular traps，
NETs），可诱导内皮细胞损伤和组织坏死，进而加剧
炎症和器官损伤[3]。不过，中性粒细胞是一群异质性

很强的细胞，推动肝脏 IRI进展的主要中性粒细胞
亚群还不明确。

近年来，有研究报道高脂血症与脑和心脏 IRI
有密切关联，其主要是通过对神经细胞和心肌细胞

的直接影响来推动 IRI的进展[4]。高脂血症可以对中

性粒细胞进行重编程，诱导骨髓产生高表达白细胞

介素（IL）-1茁的中性粒细胞，进而促进动脉粥样硬
化的进展[5]。这表明高脂血症可能影响中性粒细胞

亚群的构成，并影响其炎症应答能力。然而，目前尚

缺乏关于高脂血症是否通过调控特定功能性中性

粒细胞亚群加剧肝脏 IRI的相关研究。
基于此，本研究通过在高脂血症小鼠模型中构

建肝脏 IRI模型，采用 HE染色、流式细胞术及免疫
组化等手段，评估中性粒细胞在肝脏 IRI过程中的功
能变化。同时，在体外通过胆固醇刺激进一步探讨其

对中性粒细胞功能状态的调控作用。希望通过揭示

高脂血症与肝脏 IRI之间的免疫代谢关联，为脂代
谢紊乱相关的肝损伤干预提供潜在靶点。

1 材料与方法

1.1 试剂与设备

1.1.1 主要材料与试剂 60%脂肪供能纯化型饲料
（XTHF60）、10%脂肪供能纯化型饲料（江苏省协同
医药生物工程有限责任公司）；抗小鼠 CD45-PE-
Cy7、抗小鼠 CD11b-FITC、抗小鼠 Ly6G-PE、抗小鼠
Ly6C-Percp-cy5.5、抗小鼠 CD177-APC（美国 Biole原
gend公司）；LIVE/DEADTM Fixable NIR（美国 Invitro原
gen公司）；4%组织细胞固定液（北京索莱宝科技有
限公司）；柠檬酸钠抗原修复液、内源性过氧化物酶

阻断剂（北京中杉金桥生物技术有限公司）；封闭山

羊血清（上海源叶生物科技有限公司），小鼠 CD177
抗体（武汉赛维尔生物科技有限公司）；小鼠 PADI4
抗体（武汉三鹰生物技术有限公司）；免疫组化兔二

步法试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司）；

DBA染色液（河南赛诺特生物技术有限公司）；苏木

素染色液（珠海贝索生物技术有限公司）；伊红（珠

海贝索生物技术有限公司）；胶原酶郁、胆固醇（美
国 Sigma Aldrich 公司）；Percoll（美国 GE healthcare
公司）；总 RNA提取试剂盒（北京索莱宝科技有限
公司）；Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kits
（美国 Thermo Scientific 公司）；UltraSYBR Mixture
（江苏康为世纪生物技术有限公司）；MojoSortTM

Mouse Ly-6G Selection Kit（美国 Biolegend公司）。
1.1.2 主要设备 低温离心机（德国 Eppendorf公
司），石蜡切片机（德国 Leica公司），Nanodrop（美国
Thermo Scientific公司），正置显微镜（日本 Olympus
公司），流式细胞仪（美国 BD公司），Real-time PCR
仪（美国 Applied Biosystems公司）。
1.2 实验方法

1.2.1 肝脏缺血-再灌注模型构建 本研究使用

SPF级 6~8周龄雄性 C57BL/6J小鼠（体重 20耀25 g），
购自斯贝福（北京）生物技术有限公司[动物生产使用
许可证号SCXK（京）2024-0001，批次号250519815066]，
饲养于天津医科大学实验动物部 SPF环境。动物实
验经过天津医科大学动物伦理委员会的审批同意，

并获得批准（TMUaMEC2024056）。采用部分肝脏缺
血模型诱导 IRI：小鼠在麻醉下行开腹手术，夹闭肝
脏左/中叶下方的肝动脉和门静脉，以阻断约 70%肝
血流（包括左叶和中叶），缺血 60 min后移除血管夹，
恢复灌注；Sham组仅分离血管，不进行夹闭处理。术
后 6 h处死动物，收集肝组织和外周血用于分析。
1.2.2 动物分组 小鼠采用随机数字表法随机分

为 3组，每组 6只。Sham组：喂饲 10%脂肪供能纯
化型饲料（对照饲料）8周，给予假手术处理，无缺血
操作；IRI组（手术组）：喂饲 10%脂肪供能纯化型饲
料（对照饲料）8周，行肝脏缺血-再灌注手术；HFD+
IRI组：喂饲 60%脂肪供能纯化型饲料 8周后，行肝
脏缺血-再灌注手术。
1.2.3 组织学分析 肝组织固定于 4%多聚甲醛
中，石蜡包埋后切片（5 滋m），行苏木精-伊红（HE）
染色。通过显微镜观察肝细胞变性、坏死、炎性细

胞浸润等形态学改变，结合 Suzuki评分评估肝损伤
程度。

1.2.4 肝组织中性粒细胞流式细胞术分析 肝组

织经机械剪碎与胶原酶 IV 消化，70 滋m 滤网过滤
后，采用 30% Percoll分离液进行离心分离，获得细
胞后，PBS重悬，用于进行流式细胞术抗体染色，具
体流程如下：（1）LIVE/DEADTM Fixable NIR 细胞活
性检测试剂（1 颐 1 000），4益避光染色 30 min。（2）染
色后细胞用 PBS 洗涤，重悬至 100 滋L PBS 中，继
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注：A：实验设计；B：HE染色评估肝脏组织损伤程度；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001；Sham：假手术组；IRI：肝脏缺血-再灌注手术组；HFD+
IRI：高脂饮食+肝脏缺血-再灌注手术组

续进行后续染色。（3）采用提前配好的细胞表面分
子抗体预混液进行染色。抗体预混液按 1 颐 400配
制，抗体组合如下：抗小鼠 CD45-PE-Cy7，抗小鼠
CD11b-FITC，抗小鼠 Ly6G-PE，抗小鼠 Ly6C-
Percp-cy5.5，抗小鼠 CD177-APC。4益避光染色
30 min后，每管加入 1 mL PBS，在 4益条件下 300伊g
离心 5 min，弃上清，200 滋L PBS重悬细胞，上流式
细胞仪检测。FlowJo11.0软件进行数据分析。
1.2.5 肝组织免疫组化染色（IHC） 肝组织石蜡切

片脱蜡、水化后进行抗原修复，使用 3% H2O2封闭

内源性过氧化物酶，分别孵育抗小鼠 CD177（1 颐 200）
和抗小鼠 PADI4（1 颐 200）抗体，经 HRP二抗孵育及
DAB显色，苏木精复染。图像使用 Image J进行定量
分析。

1.2.6 中性粒细胞体外胆固醇刺激实验 采用

MojoSortTM Mouse Ly6G Selection Kit 从正常小鼠骨
髓中分离新鲜中性粒细胞（Ly6G+细胞）。将中性粒

细胞接种于 24孔板中，给予含 40 滋mol/L胆固醇的
RPMI 1640完全培养基（含 10% FBS和 1%双抗）刺
激 6 h，对照组采用 RPMI 1640完全培养基（含 10%
FBS和 1%双抗）处理 6 h。刺激 6 h后，收集细胞，提
取总 RNA，逆转录后，采用 Real-time PCR检测相关
基因表达水平，相对表达量采用 驻驻Ct法计算。引物
序列见表 1。
1.3 统计学处理 所有实验均重复 3次。相关数据
采用 Graphpad prism8.0、Image J等软件进行数据的
统计分析。符合正态分布的计量资料数据表示为

x依s。进行正态性检验和方差齐性检验，两组样本均
数比较使用 t检验分析，多组样本均数比较采用单

因素方差分析及 Tukey检验，P<0.05为差异具有统
计学意义。

2 结果

2.1 高血脂加剧肝脏 IRI 本研究在高血脂小鼠模
型中进一步构建了小鼠肝脏 IRI模型（图 1A），并
对肝脏IRI组和对照组小鼠的肝组织进行相关组织
学分析。HE结果显示，Sham组肝组织结构正常，肝
索排列规整，未见明显炎症细胞浸润或坏死灶；IRI
组肝组织出现不同程度的肝细胞变性、肝窦扩张及

散在的炎性细胞浸润，而在 HFD+IRI组中，肝组织
结构明显紊乱，广泛的肝细胞坏死及炎性细胞浸润

更为显著（图 1B）。Suiziki评分结果显示，3组间评
分差异有统计学意义（F=36.34，P=0.000 2），HFD+IRI
组 Suiziki评分显著高于 Sham组（Mean diff=-3.617，
P=0.000 2）和 IRI组（Mean diff=-3.000，P=0.014 9）。
2.2 高血脂促进 CD177+中性粒细胞在肝组织浸润

流式细胞术结果显示，3 组间 Ly6G+中性粒细胞浸

润水平有显著差异（F=40.23，P<0.000 1，图 2A）。与

表 1 实时 PCR引物序列及产物长度
Tab.1 Primer sequences and product length of real-time PCR

基因名称 引物（5忆寅3忆） 产物长度（bp）

CD177 F：GTTGAGGACCAAGAGCCGAA
R：GACCCTGGAACTGTGGGTG 155

MPO F：GAGGCCCGGAAGATTGTAGG
R：TGGGCCGGTACTGATTGTTC 223

PADI4 F：CCTACAGGTGAAAGCAGCCA
R：TCAAAGTCCATTCCGGAGGC 270

ACTB F：ATGTGGATCAGCAAGCAGGA
R：GGGTGTAAAACGCAGCTCAG 097

注：CD177：分化簇 CD177；MPO：髓过氧化物酶；PADI4：蛋白精
氨酸脱氨基酶 4；ACTB：茁-肌动蛋白

图 1 高血脂加剧肝脏缺血-再灌注损伤
Fig.1 Hyperlipidemia exacerbated hepatic ischemia-reperfusion injury
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Sham组相比，IRI组和 HFD+IRI组肝脏中 Ly6G+中

性粒细胞浸润显著增加（Mean diff=-14.65，P<0.000 1；
Mean diff=-15.30，P<0.000 1；图 2A）。与 IRI 组相
比，HFD+IRI组 Ly6G+中性粒细胞总数量并无显著

变化（Mean diff=-0.650 0，P=0.939 7；图 2A）。
进一步分析显示，缺血-再灌注后，肝组织中浸

润的 CD177+细胞的比例显著增加（F=160.8，P<
0.000 1；图 2B），并且 HFD+IRI组肝脏 CD177+细胞

的浸润水平显著高于 IRI组（Mean diff= -14.36，P<

0.000 1；图 2B）。流式细胞术结果显示，与 IRI组相比，
HFD+IRI 组肝组织中 CD177+中性粒细胞（CD177+

Ly6G+细胞）比例显著升高（Mean diff=-17.13，P=
0.002 1；图 2C）。此外，对肝组织中浸润的免疫细胞
（CD45+）和 Ly6G+中性粒细胞中 CD177的表达水平
进行分析，结果显示 HFD+IRI 组 CD45+细胞和

Ly6G+中性粒细胞中 CD177的平均荧光强度（MFI）
显著高于 IRI组（Mean diff= -376.5，P=0.007 2；Mean
diff=-444.5，P=0.0430；图 2D、2E）。
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注：A：流式细胞术检测肝脏 Ly6G+中性粒细胞的浸润；B：流式细胞术检测肝脏 CD177+细胞的浸润；C：流式细胞术检测肝脏浸润中性粒细
胞中 CD177+中性粒细胞的比例；D：流式细胞术检测 CD177在肝脏浸润 CD45+细胞中的表达；E：流式细胞术检测 CD177在肝脏浸润 Ly6G+中性
粒细胞中的表达；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1，ns：无统计学差异；Sham：假手术组；IRI：肝脏缺血-再灌注手术组；HFD+IRI：
高脂饮食+肝脏缺血-再灌注手术组

图 2 高血脂促进缺血-再灌注后小鼠肝组织 CD177+中性粒细胞浸润
Fig.2 Hyperlipidemia promotes CD177+ neutrophil infiltration in mouse liver after ischemia-reperfusion
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A

2.3 CD177+中性粒细胞外捕网功能增强 免疫组

化分析结果显示，与 Sham组相比，IRI组和 HFD+
IRI 组肝组织中 CD177 +细胞的浸润数量显著增

加（Mean diff=-29.61，P=0.010 6，Mean diff=-142.6，
P<0.000 1；图 3A），其中 HFD+IRI组 CD177+细胞水

平显著高于 IRI 组（Mean diff=-113.0，P<0.000 1，
图 3A）。NETs形成关键蛋白 PADI4染色结果显示，
与 Sham 组相比，IRI 组肝组织中的 PADI4+细胞数

量有一定提升，但差异无统计学意义（Mean diff=
-31.42，P=0.072 5；图 3B），而 HFD+IRI组肝组织中

PADI4+细胞的数量升高非常显著（Mean diff=-114.2，
P<0.000 1）；与 IRI组相比，HFD+IRI组 PADI4+细胞

数量增加（P= -82.8，P<0.000 1），见图 3B。
2.4 胆固醇促进 NETs相关基因表达 与对照组

相比，胆固醇组中性粒细胞中 CD177 的 mRNA 水
平显著升高（t=4.974，P=0.007 6，图 4A）。同时，胆固
醇也明显上调了中性粒细胞 PADI4及髓过氧化物
酶（MPO）的 mRNA 表达水平（t= 5.963，P=0.004；t=
7.798，P=0.004 4），见图 4B、4C。
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注：A：免疫组化显示 CD177+中性粒细胞在肝组织的浸润；B：免疫组化显示肝脏 PADI4蛋白的表达水平；*P<0.05；****P<0.000 1；Sham：假

手术组；IRI：肝脏缺血-再灌注手术组；HFD+IRI：高脂饮食+肝脏缺血-再灌注手术组；NETs：中性粒细胞外捕网
图 3 高血脂促进 CD177+中性粒细胞的肝脏浸润并促进 NETs相关蛋白表达

Fig.3 Hyperlipidemia promotes hepatic infiltration of CD177+ neutrophils and facilitates the expression of NETs-related proteins

3 讨论

高脂血症是脏器 IRI的重要危险因素[6-7]，其通

过损害内皮功能、增强氧化应激、放大炎症反应等

多重机制，加剧 IRI的严重程度和不良后果[8]。中性

粒细胞是高脂血症促进脏器 IRI的重要中介者[9-10]。

近年来研究表明，中性粒细胞是一群功能可塑性很

注：A：胆固醇可促进中性粒细胞表达 CD177 mRNA；B：胆固醇可促进中性粒细胞表达 PADI4 mRNA；C：胆固醇可促进中性粒细胞表达MPO
mRNA；**P<0.01；Control：对照组；Chole：胆固醇处理组；NETs：中性粒细胞外捕网；MPO：髓过氧化物酶

图 4 胆固醇可诱导中性粒细胞向高炎性/高 NETs状态转化
Fig.4 Cholesterol induces neutrophils to transform into a state with a high inflammatory/NETs level
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强的细胞，依赖外部环境影响来调控自身功能[11]。在

高血脂条件下，究竟是哪种中性粒细胞亚群促进

IRI，目前尚未有文献报道。本研究以肝脏 IRI模型
为基础，初步探讨了高脂血症通过调控中性粒细胞

功能影响肝脏 IRI进展的相关机制。
本研究发现，高脂血症可显著加剧肝脏 IRI，这

一现象与既往研究报道一致，即脂代谢紊乱可使肝

组织对缺血性损伤更为敏感。进一步分析发现，高

脂血症显著增强了 CD177+中性粒细胞亚群在肝脏

的浸润，可能与肝脏 IRI进展相关。现有研究表明，
CD177+中性粒细胞是一群与多种炎性疾病密切

相关的中性粒细胞亚群，其与肺 IRI 也有密切关
联 [12-14]。值得注意的是，CD177+中性粒细胞表现出微

环境依赖的功能可塑性，在不同的组织环境中显示

出不同的效应[15]。研究表明，CD177+中性粒细胞可以

通过产生 NETs促进儿童胆道闭锁的发生、发展，表
明肝脏微环境中的 CD177+中性粒细胞可能具有较

强的炎性应答能力[16]。然而，高脂血症是否通过调控

CD177+中性粒细胞的功能加剧肝脏 IRI尚未报道。
此外，高脂血症还可促进中性粒细胞中 CD177蛋白
的表达，表明其可能具有诱导 CD177+中性粒细胞转

化的潜在活性。

本研究进一步发现，高脂血症在促进 CD177+中

性粒细胞肝脏浸润的同时，也可增强 CD177+中性粒

细胞的 NETs形成能力。PADI4是中性粒细胞产生
NETs不可或缺的关键蛋白[17-18]。HFD+IRI组肝脏浸
润的 CD177+中性粒细胞可以表达高水平的 NETs
形成相关蛋白 PADI4，表明肝脏浸润的 CD177+具有

较强的 NETs形成功能。NETs是机体抵抗感染的重
要机制，但其过度释放可损伤肝窦内皮、诱导免疫

细胞激活、促进血管微栓形成，从而进一步加剧组

织缺血与坏死[19-20]。这也可解释 HFD+IRI组肝组织
损伤程度更严重。体外实验结果也进一步表明，胆

固醇作为高血脂的主要成分之一，可诱导 CD177、
PADI4与 MPO基因上调，进一步支持脂代谢因子
可作为炎症调控信号重塑中性粒细胞功能，提示血

脂异常可能不止是一种代谢状态，也是一种“促炎

状态”，参与机体的炎症应答调控。

综上所述，本研究揭示了 CD177+中性粒细胞在

高脂饮食背景下的功能激活特征及高血脂在 NETs
形成中的关键作用。高脂饮食通过增强 CD177+中性

粒细胞的肝脏募集与活化，显著促进中性粒细胞

NETs形成，从而加剧肝脏 IRI。此外，胆固醇可直接
诱导中性粒细胞促炎基因表达，提示代谢异常在调

控免疫细胞功能中的关键作用。该发现不仅加深了

对高脂血症调控中性粒细胞功能加剧肝脏 IRI的理
解，也提示脂质微环境调控下 CD177+中性粒细胞及

其介导的 NETs通路可能成为靶向调控肝脏炎症的
潜在干预靶点。本研究提供了代谢-免疫轴作用于
肝脏 IRI的新证据。后续研究中值得进一步探索的
是：（1）CD177+中性粒细胞的起源与分化机制。（2）
胆固醇调控 CD177表达的分子信号通路。（3）针对
CD177或 NETs形成的靶向干预是否可有效缓解肝
脏 IRI。
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