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EVA1A过表达通过调节脂质代谢和促进脂滴自噬改善非酒精性过表达通过调节脂质代谢和促进脂滴自噬改善非酒精性
脂肪肝脂肪肝
徐嘉艺，杨 迪，臧开来，褚孟恩，赵庆瑶，李 晴，鲁 森，陈修丽，李 宁
青岛大学青岛医学院基础医学院生物化学与分子生物学系，山东  青岛  266071

摘要：目的  研究跨膜蛋白EVA1A在肝脏脂质代谢及非酒精性脂肪肝病发展过程中的作用及机制。方法  将8周龄雄性ob/ob

小鼠随机分为对照组和实验组，8只/组，实验周期为7周。对照组通过尾静脉注射AAV空载体（AAV-null组），实验组注射重

组载体AAV-Eva1a（AAV-Eva1a组）。在人HepG2细胞中使用慢病毒载体LV-EVA1A过表达EVA1A后，使用油酸诱导构建

NAFLD 细胞模型，设为实验组 LV-EVA1A 组，对照组为 LV-Vector组。采用 RT-qPCR、Western blotting、免疫荧光实验测定

EVA1A、脂质代谢相关基因以及自噬相关基因的表达情况；采用HE染色、油红O染色以及血脂四项试剂盒检测肝脏、血液

和细胞中的脂质积累情况；采用丙氨酸氨基转移酶（ALT）试剂盒、门冬氨酸氨基转移酶（AST）试剂盒、白细胞介素-6（IL-6）试剂

盒、白细胞介素-1β（IL-1β）试剂盒以及肿瘤坏死因子-α（TNF-α）试剂盒测定炎症指标；采用透射电镜观察肝脏脂滴自噬情

况。结果  与对照组相比，实验组小鼠肝脏和实验组细胞中EVA1A 的mRNA水平和蛋白水平升高（P<0.05），小鼠肝重和肝

脏系数降低（P<0.01），脂质沉积减少，细胞内甘油三酯（TG）含量降低（P<0.01）；小鼠血清中的总胆固醇、低密度脂蛋白-胆

固醇、高密度脂蛋白-胆固醇和肝脏中的TG水平均降低（P<0.05），血清ALT、AST的水平和炎症相关细胞因子 IL-6、TNF-α

的水平均降低（P<0.05）；实验组小鼠肝脏和实验组细胞中的乙酰辅酶A羧化酶、脂肪酸转运酶、二酰基甘油酰基转移酶的表

达均降低（P<0.05），而甘油三酯脂肪酶的表达升高（P<0.05）；实验组小鼠肝脏中的脂滴自噬增强，实验组细胞中的自噬体数

量增多，实验组小鼠肝脏以及细胞中 p62的表达均降低（P<0.05），LC3-Ⅱ和ATG5的表达均升高（P<0.05）。结论  EVA1A能

够改善 ob/ob小鼠脂肪肝和炎症，通过抑制脂质摄取和合成相关基因的表达，促进脂质分解相关基因的表达和促进脂滴自

噬来清除肝脏积累的脂质。

关键词：脂肪肝；EVA1A；炎症；脂质代谢；脂滴自噬

EVA1A overexpression improves non-alcoholic fatty liver disease in mice by regulating 
lipid metabolism and promoting lipophagy
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Abstract: Objective  To investigate the role of transmembrane protein EVA1A in liver lipid metabolism and development of 
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Methods Eight-week-old male ob/ob mice were randomized into control group 
injected with AAV null vector via the tail vein (AAV-null group) and AAV-Eva1a group injected with recombinant vector AAV-
Eva1a (n=8). HepG2 cells transfected with the lentiviral vector LV-EVA1A or the null vector were induced with oleic acid to 
construct a cell model of NAFLD. The expression levels of EVA1A, lipid metabolism-related and autophagy-related genes in 
mouse livers were detected with RT-qPCR, Western blotting, and immunofluorescence staining, and lipid accumulation in 
mouse livers and blood and in the treated cells was examined with HE and Oil Red O staining and lipid detection kits. Serum 
levels of ALT, AST, IL-6, IL-1β, and TNF-α of the mice were detected, and hepatic lipophagy was observed with transmission 
electron microscopy. Results The mouse livers in AAV-Eva1a group and LV-EVA1A-transfected cells showed significantly 
increased expression levels of EVA1A mRNA and protein. The liver weight and coefficient and lipid deposition of the mice 
with AAV-Eva1a injection and triglyceride (TG) content in LV-EVA1A-transfected cells were significantly decreased. The mice 
in AAV-Eva1a group showed significantly reduced serum total cholesterol, LDL-C, and HDL-C levels and hepatic TG levels 
with lowered serum levels of ALT, AST, IL-6 and TNF‑α. In both mouse livers in AAV-Eva1a group and LV-EVA1A-transfected 
HepG2 cells, acetyl-CoA carboxylase, fatty acid transport protein, and diacylglycerol acyltransferase expressions were all 

significantly decreased and adipose triglyceride lipase 
increased. Hepatic lipophagy, autophagosome numbers 
and LC3-II and ATG5 expressions were enhanced and p62 
expression was lowered in the mice in AAV-Eva1a group 
and LV-EVA1A-transfected cells. Conclusion EVA1A 
overexpression alleviates fatty liver and inflammation in 
ob/ob mice by regulating lipid metabolism-related genes 
and enhancing lipophagy to promote clearance of 
accumulated hepatic lipids.
Keywords: fatty liver; EVA1A; inflammation; lipid 
metabolism; lipophagy
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非酒精性脂肪肝（NAFLD）是一种以肝脂肪变性为

特征的疾病谱，包括相对良性的非酒精性脂肪肝

（NAFL）以及病情较为严重的非酒精性脂肪性肝炎

（NASH）等［1］，而NASH又可进一步发展为肝纤维化、肝

硬化甚至是肝细胞癌。NAFLD的发病机制非常复杂，

包括胰岛素抵抗、氧化应激、脂肪毒性和线粒体功能障

碍等［2］。研究表明，肝脏脂质的沉积是NAFLD发病的

首要环节，主要由肝脏脂质代谢失衡所致［3］。因此，筛选

调控肝脏脂质代谢的关键基因可为非酒精性脂肪肝病

的治疗提供科学依据。

EVA1A是近年来筛选出的自噬调节基因，位于人2

号染色体短臂12区（2P12），编码152个氨基酸。EVA1A

在人、小鼠、大鼠中的蛋白氨基酸序列高度保守，组织表

达谱分析显示，EVA1A在肝脏中高表达［4］，提示其在脊椎

动物的肝脏中可能具有重要功能。研究发现，EVA1A

是主要定位于内质网的TYPE Ⅰ型跨膜蛋白［5］，在响应

营养缺乏信号时，定位于溶酶体的量增多。EVA1A还

能够定位于早期自噬体，并通过与ATG16L1相互作用，

参与自噬体的形成［4］。目前的研究表明，EVA1A主要通

过调控自噬和凋亡参与肿瘤的发生发展［3， 6， 7］，但它是否

参与脂质代谢尚未有相关报道。有研究发现，部分肝细

胞癌患者中CCAAT增强子结合蛋白Α（C/EBPΑ）上调，

通过EVA1A促进肝癌细胞的脂滴分解应对能量饥饿促

进肿瘤细胞存活［7］。基于以上研究基础和EVA1A在肝

脏组织高表达的特征，推测EVA1A可能参与肝脏的脂

质代谢。本研究拟通过在ob/ob脂肪肝小鼠模型和油酸

处理的NAFLD细胞模型中过表达EVA1A，初步研究

EVA1A对肝脏脂质代谢的作用及机制。

1  材料和方法

1.1  材料和试剂

油酸（OA）、总RNA提取试剂Trizol（生工生物工程

（上海）股份有限公司），油红O、苏木精-伊红染液（上海

碧云天生物技术有限公司），BCA蛋白定量试剂盒（北

京索莱宝科技有限公司），实时荧光定量PCR试剂盒和

RNA逆转录试剂盒（南京诺唯赞生物科技股份有限公

司），血清甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、低密度脂蛋

白-胆固醇（LDL-C）和高密度脂蛋白-胆固醇（HDL-C）、

肝脏TG及TC、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、门冬氨酸氨

基转移酶（AST）试剂盒（南京建成生物工程研究所），炎

症相关细胞因子白细胞介素-6（IL-6）、IL-1β以及肿瘤坏

死因子-α（TNF-α）试剂盒（上海纪宁生物科技有限公

司），ECL 试剂盒（苏州新赛美生物科技有限公司），

EVA1A 抗体（Abcam）、脂肪酸转运酶（CD36）抗体

（Novus），乙酰辅酶A羧化酶（ACC1）、甘油三酯脂肪酶

（ATGL）（Cell Signaling Technology），p62、LC3、ATG5、

β-actin抗体（武汉三鹰生物技术有限公司）、HRP标记的

二次抗体和免疫荧光二次抗体（武汉爱博泰克生物科技

有限公司），含GFP标记的慢病毒载体LV-EVA1A及空

病毒对照载体LV-Vector（上海吉凯基因医学科技股份

有限公司）。

1.2  动物实验

本研究动物实验经青岛大学青岛医学院伦理委员

会审查批准（伦理批号：QDU-AEC-2024767）。C57BL/

6J系ob/ob遗传型肥胖合并脂肪肝模型小鼠购自江苏

集萃药康生物科技有限公司，雄性，8周龄，体质量约45 g，

在SPF级动物房采用普通饲料饲养。将ob/ob小鼠随机

分为 2组，8只/组，分别通过尾静脉注射血清型 8型的

AAV 空载体（AAV-null 组）和重组载体 AAV-Eva1a

（AAV-Eva1a组）（注射量200 μL/只，病毒包装量为1.3×

1011 v.g.），注射7周后禁食过夜，使用戊巴比妥钠麻醉小

鼠（50 mg/kg剂量，腹腔注射），眼眶取血，断颈处死，收

集血液和肝脏组织样本。

1.3  细胞实验

人HepG2细胞（武汉普诺赛生命科技有限公司），

用含10%胎牛血清和1%双抗的DMEM培养于37 ℃，

5% CO2 培养箱内。将细胞铺于多孔板中，生长至30%汇

合度时，使用慢病毒载体LV-EVA1A（1.05×108 TU/mL）

按说明书感染72 h， 感染最后12 h加入400 μmol/L的

OA 处理，构建 EVA1A 过表达的 NAFLD 细胞模型

（LV-EVA1A组），对照组等量感染LV-Vector载体（LV-

Vector组）。

1.4  测定指标与方法

1.4.1  RT-qPCR测定肝脏组织及细胞中脂质代谢相关

基因表达水平   将 ob/ob小鼠的肝脏组织或HepG2细

胞用Trizol试剂提取总RNA，使用超微量紫外分光光度

计 测 定 RNA 浓 度 与 纯 度 ，取 500 ng RNA 使 用

HiScript®ⅡQ RTSuperMix试剂盒进行RNA反转录反

应，合成cDNA，然后使用SYBR Color qPCR Master Mix

试剂盒进行RT-qPCR。每个样品设4个复孔，比较试验

组与对照组小鼠肝脏Eva1a基因以及脂代谢相关基因

mRNA相对表达丰度。以β-actin作为内参基因，将实

验中涉及的每个基因进行比对计算并以Ct值作为统计

数据的输出形式。实验重复3次，以2－ΔΔCT表示样本中

mRNA的相对表达量。本试验基因的引物由上海吉玛

制药技术有限公司设计合成（表1）。

1.4.2  免疫荧光检测肝脏组织Eva1a表达水平   将小鼠

肝脏以4%多聚甲醛固定后，30%蔗糖沉糖脱水，OCT

包埋组织，使用Leica CM1520冰冻切片机进行切片。

用0.2%TritonX-100进行通透处理，随后用山羊血清进

行封闭，滴加EVA1A一抗（1∶50），4 ℃孵育过夜，次日复

温后，用 FITC 标记的荧光二抗（1∶200）室温避光孵

··151



J South Med Univ, 2026, 46(1): 150-158 http://www.j-smu.com

育 1 h，PBS冲洗后用即用型DAPI染色15 min，再次用

PBS冲洗后封片，使用荧光显微镜观察和拍照。

1.4.3  血清及肝脏脂质代谢指标生化检测   收集血液后

4 ℃过夜，3500 r/min离心15 min，随后取上清，使用试

剂盒检测血清TG、TC、LDL-C、HDL-C及肝匀浆中TG、

TC的水平。

1.4.4  血清炎症因子检测   参照ELISA试剂盒说明书对

两组小鼠血清中的ALT、AST，炎症相关细胞因子 IL-2、

IL-6以及TNF-α等炎症因子进行检测。

1.4.5  HE染色   将小鼠肝脏组织按常规程序制作石蜡

切片，对肝脏切片进行苏木精-伊红染色，采用光学显微

镜（OLYMPUS/CX43）进行观察及拍摄。

1.4.6  组织油红 O 染色   将小鼠肝脏的冰冻切片复温

20 min后PBS漂洗3 min，再用60%异丙醇处理1 min，

然后使用油红O工作液避光染色10 min，再用60%的异

丙醇处理3 s，再使用PBS清洗，苏木素染色6 s后置于水

中清洗，再用1%盐酸酒精分化2 s，快速取出，置于水中

清洗，最后在1%氨水返蓝2 s。55 ℃预热好的甘油明胶

封片，镜下观察后拍照。

1.4.7  透射电镜观察肝脏组织脂滴自噬情况   取各组小

鼠部分肝脏组织标本，使用2.5%戊二醛固定后浸泡在

1%四氧化锇中，分别用体积分数0.5、0.7、0.8、0.9的丙

酮梯度脱水，进行包埋后制作超薄（50~70 nm）切片，然

后用醋酸铀和柠檬酸铅进行染色，在透射电镜下观察并

拍照。

1.4.8  Western blotting检测肝脏组织及细胞中EVA1A

和脂质代谢及自噬相关蛋白的表达水平   将肝脏组织

先用预冷PBS洗涤3次，加入组织裂解液，置于组织破

碎仪中破碎，细胞用PBS洗涤后直接加裂解液裂解，提

取总蛋白；BCA 试剂盒法测定蛋白浓度，加入 5×

Loading buffer 煮沸 10 min 使蛋白变性。然后 SDS-

PAGE 上样电泳、转模，封闭 2 h，按说明书的比例稀

释相应一抗［（EVA1A，1∶1000）、（CD36，1∶1000），

（ACC1，1∶1000）、（ATGL，1∶1000）、（p62，1∶1000）、

（LC3，1∶1000）、（ATG5，1∶1000）、（β-actin，1∶5000）］，

4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜以后，二抗（1∶10000）室温

孵育 1 h 后，TBST 洗膜，使用 ECL 试剂盒发光显影，

以β-actin作为内参照蛋白，使用 Image J软件分析蛋白

条带的灰度值，以目的蛋白条带的灰度值与内参蛋白条

带的灰度值的比值作为目的蛋白的相对表达量，重复实

验3次，结果以均值表示。

1.4.9  细胞免疫荧光染色   将细胞接种到含coverslip的

12孔板中，按1.3部分的描述处理细胞后，用4%多聚甲

醛固定细胞 10 min，用 PBS冲洗，使用 0.2% Triton X-

100进行透膜处理，滴加适量5%山羊血清室温封闭1 h，

加一抗4 ℃孵育过夜，随后加荧光二抗于室温避光孵育

1 h，然后滴加即用型DAPI染液，避光孵育10 min。最

后用抗荧光淬灭封片剂封片，通过激光共聚焦显微镜

观察。

1.4.10  细胞油红 O 染色   将细胞接种到六孔板中，按

1.3部分的描述处理细胞后，待细胞汇合度达80%时弃

去培养基，取 2 mL 冰甲醇缓慢加到六孔板中，静置

10 min固定细胞。随后弃去冰甲醇，用60%异丙醇润洗

细胞5~10 s，然后将60%的油红O染液加到六孔板中，

室温孵育30 min。孵育结束后，使用苏木素染核5 min，

用清水冲洗，在倒置显微镜下观察。

1.4.11  细胞TG含量测定   收集1×106细胞于EP管中，

1000 r/min离心10 min，弃上清液保留细胞沉淀。加入

无菌PBS重悬细胞，1000 r/min离心 10 min，弃上清液

保留沉淀，重复2次。加入0.2 mL生理盐水进行机械匀

浆。后续测定按1.4.3部分TG试剂盒说明操作。

1.5  统计学分析

使用GraphPad Prism 9进行数据统计分析。独立

重复实验 3次，计量资料以均数±标准差表示，各组间

差异比较采用独立样本 t检验，P<0.05为差异有统计学

意义。

2  结果

2.1  Eva1a基因在ob/ob小鼠肝脏组织中过表达

与AAV-null组相比，AAV-Eva1a组小鼠肝脏组织

中Eva1a mRNA相对表达量增加（P<0.01，图1A）；免疫

表1　用于RT-qPCR的引物序列
Tab.1　　Primers sequences for RT-qPCR

Gene

Mus Eva1a

Homo EVA1A

Mus ACC1

Mus CD36

Mus DGAT2

Mus ATGL

Mus β-actin

Homo β-actin

           Forward primer (5'-3')                                            Reverse primer (5'-3')

CCTTGGCCGCCTTGGTGATGAG                    TACCATCCTCGCTGTCGCTGCT

AGATGGCTTTGCTCAGCAACA                       GATGCACACGCCAGAAACAA

TCGGATCGGTTCCTTTGGGCCT                     TGTTCGCTGCCACGTAGATGCG

TGACGTGGCAAAGAACAGCAGCA               AGACACAGTGTGGTCCTCGGGG

TCCCAGCAGCTGTGGCCTTACT                    GCACCACAGGTTGACATCCCGG

TCCAAGGGGTGCGCTATGTGGA                    GTGGAGCTGTCCTGAGGGCAGA

CCCGGGCTGTATTCCCCTCCAT                      CCTCTCTTGCTCTGGGCCTCGT

AGGATTCCTATGTGGGCGAC                          ATAGCACAGCCTGGATAGCAA
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荧光染色显示，AAV-Eva1a组小鼠肝脏组织中Eva1a蛋

白的表达水平高于 AAV-null 组（P<0.001，图 1B）；

Western blotting 结果显示，AAV-Eva1a组Eva1a蛋白的

表达水平高于AAV-null组（P<0.05，图1C）。

2.2  过表达 EVA1A改善 ob/ob小鼠脂肪肝以及 OA诱

导的NAFLD细胞模型中的脂质沉积

相较于AAV-null组，AAV-Eva1a组小鼠肝脏的暗

黄程度明显减轻，肝脏体积明显变小（图 2A）；过表达

Eva1a有效改善了肝细胞气球样变和脂滴的累积（图

2B）。相较于AAV-null组，AAV-Eva1a组小鼠的肝重以

及肝脏系数降低（图2C），肝脏中的TG、TC和血清中的

TC、LDL-C、HDL-C水平均降低（P<0.05），肝脏脂质积

累明显改善（图2D），小鼠血清中AST和ALT水平降低

（P<0.05），炎症相关细胞因子 IL-6、TNF-α的表达水平

下调（P<0.05），但 IL-1β差异无统计学意义（图2E）。在

细胞实验中，HepG2细胞感染LV-EVA1A72 h后，通过

GFP荧光蛋白鉴定感染率高于 80%（图 2F）；RT-qPCR

与 Western blotting 结 果 显 示 ，LV-EVA1A 组 细 胞

EVA1A的mRNA水平和蛋白水平较LV-Vector组细胞

均升高（P<0.001，图2G、H）；油红O染色结果显示，相较

于LV-Vector组，LV-EVA1A组细胞内的脂质沉积改善

（图2I），该组细胞内的TG含量也降低（P<0.01，图2J）。

2.3  EVA1A 过表达对 ob/ob 小鼠肝脏和 OA 诱导的

NAFLD细胞模型中脂质代谢基因表达的影响

RT-qPCR结果显示，相比AAV-null组，AAV-Eva1a

组小鼠肝脏中CD36、脂肪酸合成的关键酶ACC1和脂

肪合成的关键酶二酰基甘油酰基转移酶（DGAT2）的

mRNA 表达量均降低（P<0.05），而介导脂肪分解的

ATGL的mRNA表达量增加（P<0.05，图3A）。Western 

blotting 结果显示，AAV-Eva1a组小鼠肝脏组织CD36

和ACC1的蛋白表达水平降低，ATGL的蛋白表达水平

升高（P<0.05，图3B）。相比于LV-Vector组，LV-EVA1A

组细胞CD36和ACC1的蛋白表达水平降低，ATGL的

蛋白表达水平升高（P<0.05，图3C）。

2.4  EVA1A 过表达促进 ob/ob 小鼠肝脏及 OA 诱导的

NAFLD细胞模型中脂滴的自噬

通过透射电镜观察到，与AAV-null组相比，AAV-

Eva1a组小鼠肝脏组织中脂滴的体积减小，且被包裹在

自噬体中，脂滴的自噬增强（图 4A）；细胞免疫荧光染

色结果显示，相较于LV-Vector组，LV-EVA1A组细胞中

自噬相关蛋白LC3标记的自噬体数量增多（P<0.001，

图 4B）；Western blotting 结果显示，相较于 AAV-null

组，AAV-Eva1a组小鼠肝脏组织中p62蛋白的累积减少

（P<0.01），LC3-Ⅱ的转换增多（P<0.05），ATG5的蛋白

表达升高（P<0.05，图 4C）；与此一致，LV-EVA1A组细

胞中p62蛋白的累积减少（P<0.05），LC3-Ⅱ的转换增多

（P<0.05），ATG5的蛋白表达升高（P<0.05，图4D）。

3  讨论

EVA1A是一种内质网和溶酶体相关蛋白，通过调

节自噬和/或凋亡在许多疾病中发挥作用。现有研究表
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明，EVA1A诱导的自噬或凋亡被证实在多种肿瘤［8-10］、

急性肝损伤［11］、胚胎神经发生［12］、造血干细胞再生［13］、血

管内皮修复［14］和延缓动脉粥样硬化［15］以及仑伐替尼耐

药［16］中发挥重要作用，但它是否参与脂质代谢尚未有相

关报道。本研究采用遗传型肥胖ob/ob合并脂肪肝小鼠

和油酸诱导的HepG2细胞作为NAFLD模型，通过尾静

脉注射血清型8型的AAV病毒载体，实现Eva1a在ob/

ob小鼠肝脏中过表达；采用慢病毒重组载体LV-EVA1A

感染HepG2细胞，使EVA1A在该细胞中过表达。本文

通过RT-qPCR，免疫荧光实验和Western blotting实验，

验证了 EVA1A在 ob/ob小鼠肝脏和 HepG2细胞中其

mRNA水平和蛋白水平达到了对照组 3倍以上；发现

Eva1a过表达后肝脏的暗黄程度明显减轻，肝脏体积和

重量明显减小，肝脏系数明显减小，肝细胞气球样变明

显改善，肝脏中脂滴的累积明显减轻，与此一致的是，肝脏

中的TG、TC水平显著降低，HepG2细胞内的TG水平显

著降低；同时过表达Eva1a后，小鼠血清中TC、LDL-C、

HDL-C 水平显著降低，血清中的 AST、ALT、IL-6 和

TNF-α水平显著下降，说明小鼠的脂肪肝症状和肝脏炎

症明显减轻，表明Eva1a显著改善了ob/ob小鼠的脂肪

肝，是NAFLD治疗的有效的靶点。

由于脂质的摄取和合成增加与肝脏的脂质沉积密

切相关，而脂质的分解代谢加强可减缓甚至抑制

NAFLD 的发生发展，为进一步探索 EVA1A 改善

NAFLD的作用机制，本研究对参与上述过程的关键基

因进行检测。发现EVA1A过表达下调了ob/ob小鼠肝

脏和油酸诱导的 NAFLD 细胞模型中脂肪酸转运酶

CD36和脂肪酸合成酶ACC1以及二酰基甘油酰基转移

酶DGAT2的表达量，上调了甘油三酯脂肪酶ATGL的

表达量。CD36是一种重要的脂肪酸传感器［17］，介导脂

质的摄取，在调节细胞脂质的稳态中发挥关键作用［18］，

在肝细胞内，长链脂肪酸通过细胞膜上的CD36转运蛋

白介导摄取后，转运至内质网参与甘油三酯的酯化合

成。研究表明，NAFLD患者及模型小鼠肝脏中CD36

的表达水平上调，导致脂肪酸摄取增加，从而加速了

NAFLD的病理进程［19-21］；而CD36缺失有效改善了高脂
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图3　EVA1A过表达对ob/ob小鼠肝脏和OA诱导的NAFLD细胞模型中脂质代谢相关基因表达的影响
Fig. 3　Effect of EVA1A overexpression on expression of lipid metabolism-related genes in the liver of ob/ob mice and in 
HepG2 cells induced by OA. A: Relative hepatic mRNA levels of CD36, ACC1, DGAT2 and ATGL. B: Protein expression 
levels of ACC1, CD36, and ATGL in the liver of ob/ob mice. C: Protein expression levels of ACC1, CD36, and ATGL in 
HepG2 cells treated with OA. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs AAV-null group or LV-Vector group.
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饮食诱导的NAFLD小鼠模型的肝脂肪变性［22］。从头合

成脂肪酸是肝脏脂质的另一个主要来源，ACC1是该合

成途径的限速酶，通过将丙二酰辅酶A转化为棕榈酸

酯，调节新生脂肪生成流量［23］；研究表明，ACC1 在

NAFLD患者的肝脏中表达上调，促进脂肪肝的形成和

发展［23］；相反，抑制ACC的活性可有效改善人类肝脂肪

变性［24］。DGAT2是肝细胞TG合成的关键酶，负责将二

酰基甘油和脂肪酸-CoA酯化形成TG，其表达或活性增

加会导致肝内脂质堆积，促进单纯性脂肪肝的形成。研

究证实，NAFLD患者肝脏中DGAT2表达上调，且与肝
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图4　EVA1A过表达对小鼠肝脏及OA诱导的NAFLD细胞模型中脂滴自噬的影响
Fig.4　Effect of Eva1a overexpression on lipophagy in the liver of ob/ob mice and in OA-induced HepG2 cells. A: Lipophagy 
in mouse liver observed with transmission electron microscopy (×30 000). B: Immunofluorescence staining of LC3-labeled 
autophagosomes in HepG2 cells treated with OA (×1260). C: Protein expression levels of autophagy-related genes p62, LC3, 
and ATG5 in ob/ob mouse liver. D: Protein expression levels of autophagy-related genes p62, LC3, and ATG5 in HepG2 cells 
treated with OA. The red arrows indicate lipid droplets. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs AAV-null group or LV-Vector 
group.
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脂肪变程度正相关，而DGAT2的抑制或缺失显著改善

脂肪肝但不加剧纤维化［25， 26］。ATGL是一种中性脂解

酶，可将甘油三酯分解成甘油二酯和游离脂肪酸［27］，

ATGL的表达或活性下降会导致肝细胞内TG水解受

阻，促进肝细胞脂肪变性；反之，上调ATGL的表达和活

性可减轻肝脏脂肪变性［28， 29］。本研究表明，EVA1A具有

调控肝脏脂质代谢的作用，EVA1A通过下调肝脏细胞

CD36、ACC1和DGAT2的表达，引起肝脏的脂质摄取

和脂质合成速率下降，同时上调肝脏细胞ATGL的表

达，促进肝脏脂质分解。

NAFLD可诱发肝脏组织发生炎症反应。脂肪变

性的肝细胞会破裂释放脂肪酸，激活肝细胞内的炎症信

号通路，触发炎症反应并加重肝脏损伤［30］。在关于

EVA1A调节急性肝衰竭机制的研究中发现，Eva1a的

肝细胞特异性缺失造成ALT和AST、髓过氧化物酶和

炎性细胞因子如TNF-α和IL-6水平升高，这与Eva1a缺

失表现出的肝脏结构紊乱和肝细胞自噬障碍有关，表明

Eva1a的缺失加重了急性肝衰竭小鼠肝损伤［11］。与此

一致，本研究发现，过表达Eva1a降低了ob/ob小鼠血清

中AST、ALT水平和炎症相关细胞因子 IL-6、TNF-α的
水平，表明Eva1a过表达可以减轻小鼠肝损伤和炎症反

应，其机制可能与EVA1A介导的脂质积累减少，降低脂

毒性有关。

肝脏内脂质的分解通过脂解和脂滴自噬两种方式

进行，脂解是由细胞内的脂肪酶分解，脂噬是一种以脂

滴为降解底物的选择性自噬。EVA1A是一种自噬相关

蛋白，先前的研究表明EVA1A与自噬体膜的形成和生

长有关［5］，然而EVA1A是否参与脂滴的自噬尚不清楚。

本研究发现，过表达EVA1A的小鼠肝脏和NAFLD细

胞模型中 p62的表达降低，LC3-Ⅱ和ATG5的表达升

高，LC3标记的自噬体数量显著增多；更为重要的是，透

射电镜结果表明，过表达EVA1A的小鼠肝脏内的脂滴

体积明显减小，且小脂滴在自噬溶酶体中广泛出现，说

明EVA1A过表达促进了自噬，通过自噬降解脂滴，减少

肝脏的脂质积累。

关于EVA1A调控脂质代谢基因的表达的机制，基

于脂质代谢基因转录水平的改变，其上游转录因子的活

性或者表达可能发生改变。其中，肝脏中脂质摄取基因

CD36 的表达主要受过氧化物酶体增殖物激活受体

PPARγ2的转录调节［31］，肝脏中脂质合成基因主要受脂

质转录因子甾醇调节元件结合蛋白 SREBP1c 的调

控［32］，而PPARγ2和SREBP1c的转录活性和表达量均受

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合物mTORC1的正向调

控。研究表明，mTORC1促进脂肪组织中PPARγ2所诱

导的脂肪酸摄取［33］，mTORC1信号通路促进SREBP1c

的转录、翻译和酶解加工，促进其成熟进而调控脂肪生

成［34， 35］；在脂肪细胞中，mTORC1在胰岛素刺激下抑制

ATGL的转录，早期生长反应因子Egr 1通过mTORC1

介导ATGL下调［36， 37］。此外，mTORC1通过磷酸化抑制

ULK1（自噬启动激酶），阻断脂滴通过自噬途径降解［38］。

而EVA1A是否能够通过抑制mTORC1的活性，进而抑

制PPARγ2和SREBP1c下调脂质摄取和脂质合成的基

因表达，上调脂肪分解基因的表达，以及促进脂滴自噬，

尚待进一步研究。

综上所述，本研究揭示了EVA1A通过抑制肝脏脂

质摄取和脂质合成的基因表达，促进脂质分解的基

因表达，促进脂滴自噬，以及减轻肝脏炎症反应从而改

善NAFLD，为NAFLD的治疗提供了新的靶点和实验

基础。
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