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内质网应激诱导肝细胞脂肪沉积及可能机制
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　　［摘要］　目的　利用毒胡萝卜素诱导肝细胞内质网应激模型，观察在内质网应激状态下肝细胞脂肪沉积情况，并初步探

讨其分子机制。方法　以人Ｌ０２、ＨｅｐＧ２肝细胞株为研究靶细胞，将两种细胞均分为正常对照组和实验组（培养液内含毒胡
萝卜素１μｍｏｌ／Ｌ），采用三酰甘油（ＴＧ）试剂盒、油红Ｏ染色检测肝细胞脂肪沉积情况，实时荧光定量ＰＣＲ法检测ＳＲＥＢＰ１ｃ、

ＬＸＲｓ的ｍＲＮＡ表达情况，蛋白质印迹法检测ＧＲＰ７８、ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＬＸＲｓ的蛋白表达情况。结果　蛋白质印迹结果显示，实
验组ＧＲＰ７８的表达较对照组升高（Ｐ＜０．０５），表明肝细胞内质网应激模型建立成功。在内质网应激状态下，毒胡萝卜素作用

４８ｈ后实验组Ｌ０２与 ＨｅｐＧ２细胞脂肪沉积均较对照组增加（Ｐ＜０．０１）。与对照组相比，实验组Ｌ０２和 ＨｅｐＧ２细胞ＳＲＥＢＰ

１ｃ在基因水平和蛋白水平表达均升高（Ｐ＜０．０５），而ＬＸＲｓ在基因水平和蛋白水平的表达均无变化。结论　内质网应激可
能通过上调ＳＲＥＢＰ１ｃ诱导肝细胞脂肪沉积，而ＬＸＲｓ未参与该过程。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１０）：１０５５１０５９］

　　非酒精性脂肪肝（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ

ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是由非酒精性因素引起的肝细胞脂

质过量蓄积而导致的一种慢性代谢紊乱性疾病。由

于ＮＡＦＬＤ在国内外的发病率逐年上升，阐明其发

生、发展的分子学机制以便为临床治疗提供实验基

础显得十分必要［１２］。近年来，不断有研究提示内质

网应 激 （ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）与

ＮＡＦＬＤ的发生存在相关性［１３］。本研究通过建立肝

细胞ＥＲＳ模型，了解ＥＲＳ能否诱导肝细胞脂肪沉

积，并且通过定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法观察固醇调
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节原件结合蛋白（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＲＥＢＰ）１ｃ、肝 Ｘ受体（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，

ＬＸＲｓ）的表达变化，探讨ＥＲＳ诱导肝细胞脂肪沉积

的可能机制。

１　材料和方法

１．１　实验材料　人Ｌ０２、ＨｅｐＧ２肝细胞株由我院消

化科实验室提供。胎牛血清（杭州四季青生物工程

有限公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，美

国）；高糖ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）；毒胡

萝卜素（ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，美国）；

三酰甘油试剂盒（长春汇力生物技术有限公司）；油

红Ｏ染色剂（Ｓｉｇｍａ公司，美国）；ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＬＸＲｓ、

βａｃｔｉｎ引物（上海生工生物工程技术服务有限公

司）；实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒［宝生物工程（大连）

有限公司］；全蛋白、核蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒

（南京凯基生物科技发展有限公司）；ＧＲＰ７８抗体

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，美国）；ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＬＸＲｓ抗体

（Ａｂｃａｍ公司，美国）。

１．２　实验方法

１．２．１　ＣＣＫ８比色法测定细胞增殖　根据前期预实

验结果，选取４８ｈ为最佳实验时间点。取对数期Ｌ０２
细胞，制备单细胞悬液，按每孔１×１０４个细胞接种于

９６孔板，每孔１００μｌ，每组均设空白和药物对照孔，并

设置相应复孔；孵箱培养细胞１２ｈ后贴壁，加入含不

同浓度毒胡萝卜素的培养液；作用４８ｈ后，加入１０μｌ

ＣＣＫ８，在培养箱内培养６０ｍｉｎ后，酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ
公司，美国）４５０ｎｍ波长测定光密度值，计算细胞增殖

抑制率，确定毒胡萝卜素的最佳实验浓度。

１．２．２　细胞培养及分组　将Ｌ０２、ＨｅｐＧ２细胞分别

用含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０、高糖ＤＭＥＭ培养

液进行培养，置入３７℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度的培养箱

中。细胞均分为正常对照组（培养液中不加药物）和

实验组（培养液中加入最佳实验浓度的毒胡萝卜素）。

１．２．３　细胞内三酰甘油的检测　毒胡萝卜素处理后

收集细胞，按三酰甘油检测试剂盒说明书进行操作；并

进行蛋白质定量，计算每毫克蛋白质所对应的三酰甘油

含量（μｇ／ｍｇ）。

１．２．４　油红Ｏ染色　毒胡萝卜素处理细胞后，甲醛

固定３０ｍｉｎ，油红Ｏ染剂染色１ｈ，异丙醇清洗３０ｓ，

苏木精复染细胞核３０ｓ，水封片显微镜下观察。

１．２．５　实时荧光定量 ＰＣＲ法检测ＳＲＥＢＰ１ｃ和

ＬＸＲｓｍＲＮＡ的表达　提取细胞总ＲＮＡ，反转录成

ｃＤＮＡ。ＳＲＥＢＰ１ｃ上 游 引 物：５′ＡＣＡ ＣＡＧ ＣＡＡ

ＣＣＡＧＡＡＡＣＴＣＡＡＧ３′，下游引物：５′ＡＧＴＧＴＧ

ＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＣＡＧＴＣＴ３′，扩增长度为１５３ｂｐ；

ＬＸＲｓ上游引物：５′ＡＴＧＣＣＧＡＧＴＴＴＧＣＣＴＴＧＣ

３′，下游引物：５′ＣＡＴＣＣＧＴＧＧＧＡＡＣＡＴＣＡＧＴ

３′，扩增长度为１６４ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＴＧＡ

ＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧ３′，下游引物：５′ＣＴＧ

ＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ３′，扩增长度为２０５

ｂｐ。ＰＣＲ条件均为：９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ，５５℃３０ｓ，

共４０个循环。用２－ΔΔＣｔ方法计算对照组与实验组

ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＬＸＲｓ的ｍＲＮＡ相对表达量。

１．２．６　 蛋白质印迹检测葡萄糖调节蛋白 ７８
（ＧＲＰ７８）、ＳＲＥＢＰ１ｃ（前体蛋白和活性蛋白）、ＬＸＲｓ
蛋白的表达　毒胡萝卜素处理肝细胞后，根据蛋白

提取试剂盒说明书步骤提取蛋白，定量保存。

ＧＲＰ７８、ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＬＸＲｓ分别采用胞浆蛋白、全蛋

白和核蛋白进行检测，电泳、转膜后，分别加入

ＧＲＰ７８一抗（１４００稀释）、ＳＲＥＢＰ１ｃ一抗（１６００
稀释）或ＬＸＲｓ一抗（１１０００稀释），然后加入辣根

过氧化酶标记的二抗（１５０００稀释），ＥＣＬ显影。

Ｑｕｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析蛋白表达。

１．３　统计学处理　计量资料结果用珚ｘ±ｓ表示，采

用ＳＰＳＳ１１．５软件统计分析，采用两样本均数比较

的ｔ检验分析组间差异。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＥＲＳ模型的建立

２．１．１　毒胡萝卜素细胞增殖的影响　ＣＣＫ８检测

结果显示，４８ｈ时不同浓度的毒胡萝卜素对Ｌ０２细

胞的增殖均具有抑制作用，随浓度增加，抑制作用增

强。毒胡萝卜素０．５、１、２、４、８、１６μｍｏｌ／Ｌ浓度下的

细胞 增 殖 抑 制 率 分 别 为 （９．２４７±０．０７１）％、

（９．９５８±０．０７９）％、（１１．１１８±０．０３４）％、（１３．２１８±

０．０４６）％、（１７．０２７±０．０２６）％、（２９．８９７±０．０６４）％，

当毒胡萝卜素浓度超过４μｍｏｌ／Ｌ时，其对细胞增殖

的抑制作用增强。为降低毒胡萝卜素对细胞的毒

性，结合相关文献［８］，采用１μｍｏｌ／Ｌ作为毒胡萝卜

素最佳实验浓度。

２．１．２　ＧＲＰ７８的表达分析　毒胡萝卜素１μｍｏｌ／Ｌ
刺激肝细胞４８ｈ后，实验组Ｌ０２细胞、ＨｅｐＧ２细胞

中ＧＲＰ７８相对表达量均较对照组Ｌ０２细胞、ＨｅｐＧ２
细胞增加（Ｐ＜０．０５，图１）。说明肝细胞ＥＲＳ模型

构建成功。
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图１　毒胡萝卜素刺激后肝细胞ＧＲＰ７８蛋白的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＲＰ７８ｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒ

ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎｅｘｐｏｓｕｒｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｔｇ：Ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ（１μｍｏｌ／Ｌ）．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

２．２　肝细胞脂肪沉积程度检测

２．２．１　三酰甘油含量　由图２可见，与对照组相
比，毒胡萝卜素刺激Ｌ０２细胞和 ＨｅｐＧ２细胞后，实
验组三酰甘油的含量均增加（Ｐ＜０．０１）。

图２　毒胡萝卜素刺激后肝细胞三酰甘油含量检测

Ｆｉｇ２　Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔａｆｔｅｒ
ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎｅｘｐｏｓｕｒｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｔｇ：Ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ（１μｍｏｌ／Ｌ）．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

２．２．２　油红Ｏ染色结果　如图３所示，与对照组相

比，经毒胡萝卜素处理后的肝细胞形态改变、脂肪沉

积明显。

２．３　 肝细胞 ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＬＸＲｓ ｍＲＮＡ 的表达

情况　如图４所示，在Ｌ０２和 ＨｅｐＧ２细胞中，与对

照组比较，实验组ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达增加，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而ＬＸＲｓｍＲＮＡ的表达
量，实 验 组 与 对 照 组 相 比 差 异 无 统 计 学 意 义

（Ｐ＞０．０５）。

２．４　ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＬＸＲｓ蛋白的表达情况　分别检测

ＳＲＥＢＰ１ｃ前体蛋白和活性蛋白，由图 ５ 可知，

ＳＲＥＢＰ１ｃ在蛋白水平，前体蛋白（１２５０００）实验组

较对照组增加（Ｐ＜０．０５），并且活性蛋白（６８０００）与

前体蛋白呈现一致的趋势。然而，ＬＸＲｓ蛋白表达

实验组与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图３　毒胡萝卜素刺激Ｌ０２细胞、

ＨｅｐＧ２细胞后油红Ｏ染色结果

Ｆｉｇ３　ＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓ
ｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓＬ０２ａｎｄＨｅｐＧ２ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈＴｇ
Ｔｇ：Ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ（１μｍｏｌ／Ｌ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图４　毒胡萝卜素刺激后ＳＲＥＢＰ１ｃ、

ＬＸＲｓ在肝细胞中ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＥＢＰ１ｃａｎｄＬＸＲｓｍＲＮＡ
ａｆｔｅｒｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎｅｘｐｏｓｕｒｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｔｇ：Ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ（１μｍｏｌ／Ｌ）．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ
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图５　毒胡萝卜素刺激肝细胞后ＳＲＥＢＰ１ｃ和ＬＸＲｓ的表达

Ｆｉｇ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＥＢＰ１ｃａｎｄＬＸＲｓｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎｅｘｐｏｓｕｒｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｔｇ：Ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ（１μｍｏｌ／Ｌ）．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　内质网是细胞内蛋白质合成、折叠和修饰的场

所，在应激状态下，出现未折叠蛋白质增多、错误折

叠蛋白质在内质网沉积以及钙离子失衡并由此导致

细胞一系列反应，称之为ＥＲＳ［３］。ＥＲＳ是机体的一

种自我保护机制，可维持机体的内环境稳态。

ＧＲＰ７８，又称免疫球蛋白结合蛋白（Ｂｉｐ），是热休克

蛋白７０家族的成员之一，存在于细胞质内质网膜

上，是内质网应激的标志蛋白。ＥＲＳ 状态下，

ＧＲＰ７８的表达明显增加。我们前期的研究中发现，

饱和脂肪酸诱导肝细胞脂变过程中存在 ＥＲＳ，

ＧＲＰ７８表达增加［４］。那么ＥＲＳ是否会促进肝细胞

脂代谢异常呢？毒胡萝卜素是内质网Ｃａ２＋ＡＴＰ酶

泵抑制剂，可破坏内质网的钙离子稳态，诱导ＥＲＳ
的发生［５］。本研究结果显示毒胡萝卜素刺激肝细胞

后，实验组较对照组ＧＲＰ７８的表达明显上升，证明

毒胡萝卜可诱导肝细胞发生ＥＲＳ，这与Ｚｈａｎｇ等［６］

的报道一致。三酰甘油水平增高合并总胆固醇升高

是ＮＡＦＬＤ主要的血脂特点，尤其是三酰甘油增高

与ＮＡＦＬＤ的关系最为密切［７］。我们对肝细胞内的

三酰甘油含量进行测定，结果发现实验组的三酰甘

油含量较对照组升高，证明在ＥＲＳ状态下，肝细胞

脂肪沉积增加。油红Ｏ染色进一步证实了这一点。

毒胡萝卜素作为ＥＲＳ的药物激动剂，并不能直接促

使肝细胞合成脂质，因而可以认为是毒胡萝卜素诱

导肝细胞ＥＲＳ的发生，诱导脂代谢基因表达改变从

而引起了肝细胞脂肪沉积，该结果在人肝癌细胞

Ｈｕｈ７中也得到了证实［８］。

　　然而，ＥＲＳ诱导肝细胞脂肪沉积的可能机制又

是什么呢？ＳＲＥＢＰ１ｃ是一种碱性螺旋环螺旋亮

氨酸拉链转录因子，翻译合成后以前体蛋白（约

１２５０００）结合于内质网膜上，经过两次裂解变成活

性蛋白（约６８０００），从内质网膜转移到细胞核内激

活脂肪生成所需酶类的转录，增加脂肪酸和三酰甘

油的合成［９１０］。ＥＲＳ时，ＳＲＥＢＰ１ｃ被激活，因而我

们推测ＥＲＳ通过ＳＲＥＢＰ１ｃ诱导肝细胞脂肪沉积。

定量ＰＣＲ结果显示，药物刺激后，与对照组相比，实

验组ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ 表达上调，证明在基因水

平，ＥＲＳ状态下ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达增加。而在蛋白

水平，由于其包含前体蛋白和活性蛋白两部分，为了

解它们在该过程中起到的作用，我们均对其进行检

测，结果发现，两者实验组较对照组均增加。因此我

们认为，ＥＲＳ可能通过上调ＳＲＥＢＰ１ｃ诱导肝细胞

脂肪沉积。王万东等［１１］在Ｌ０２肝细胞脂变模型的

ＥＲＳ状态下，转染质粒干扰ＳＲＥＢＰ１ｃ后发现肝细

胞脂变程度减轻，该研究从侧面印证了ＳＲＥＢＰ１ｃ
在ＥＲＳ诱导肝细胞脂肪沉积中具有重要作用。

　　ＬＸＲｓ是肝细胞内高表达的核激素受体，同时

也是ＳＲＥＢＰ１ｃ转录的有效激活因子，体内实验已

证实ＬＸＲｓ在ＳＲＥＢＰ１ｃ表达调控中起着重要作

用［１０］。为探讨ＬＸＲｓ与ＥＲＳ诱导肝细胞脂肪沉积

有无相关性，我们也从基因水平和蛋白水平对其进

行检测。然而，实验结果显示，在 ＥＲＳ状态下，
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ＬＸＲｓ实验组表达并未较对照组增加。提示ＬＸＲｓ
可能并未参与ＥＲＳ诱导肝细胞脂肪沉积这一过程，

这与Ｌｅｅ等［８］的研究相符。

　　综上所述，本研究从体外实验证实了ＥＲＳ可能

通过上调ＳＲＥＢＰ１ｃ诱导肝细胞脂肪沉积，而ＬＸＲｓ
并未参与该过程。目前，对于ＥＲＳ诱导肝细胞脂肪

沉积的具体机制还不十分清楚，我们将通过后续研

究对该机制进行深入探讨，以期发现治疗 ＮＡＦＬＤ
的新靶点。
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　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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岩

《军医大学学报（英文版）》征稿、征订启事

　　《军医大学学报（英文版）》（ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｓｏｆＰＬＡ）是由第二、三、四军医大学及南方医科大学（原第一军医

大学）共同主办、国内外公开发行（ＣＮ３１１００２／Ｒ，ＩＳＳＮ１０００１９４８）的高级医药学综合性英文学术刊物，１９８６年６月创刊。本

刊主要报道基础、临床、预防、军事医学、药学和中国医学等领域的最新科研成果、新理论、新技术和新方法。辟有专家论坛、基

础研究、临床研究、经验交流、短篇报道、个案报告等栏目。

　　本刊为中国英文版科技论文统计源期刊，并被纳入中国期刊网、万方数据库和中文科技期刊数据库等国内所有重要检索

系统，已被美国《化学文摘》（ＣＡ）、俄罗斯《文摘杂志》（ＶＩＮＩＴＩＡｂｓｔｒａｃｔＪｏｕｒｎａｌ）、波兰《哥白尼索引》（ＩＣ）和荷兰《斯高帕斯》

（Ｓｃｏｐｕｓ）等国际知名检索系统收录，期刊全文已进入爱思唯尔（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ）科技出版集团所属的ＳｃｉｅｎｃｅＤｉｒｅｃｔ全文数据库（ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｌｓｅｒｖｉｅｒ．ｃｏｍ／ｌｏｃａｔｅ／ｊｍｃｐｌａ）。

　　为了弘扬科研创新精神，推动医学事业发展，促进海内外学术交流，本刊面向全国和海外作者征稿。

　　来稿要求：来稿请附中文的文题、作者姓名、单位名称及较详细的中文摘要和３～８个关键词，参考文献放在文末。来稿务

必写清个人通讯地址及联系电话，编辑部在接到稿件３０日内通知作者稿件是否被采用。

　　刊发周期：由全国相关学科领域的知名专家和权威人士进行审稿，对审稿通过的论文２～６个月内安排刊出。国家、省部

级基金资助和重点攻关项目稿件优先发表。

　　本刊为双月刊，Ａ４开本，８０ｇ铜版纸彩色印刷，每期定价１５元，全年９０元。可在当地邮局订阅（邮发代号４７２５），漏订者

可来函本刊编辑部办理邮购。

　　地　址：上海市翔殷路８００号 《军医大学学报（英文版）》编辑部，邮编：２００４３３

　　联系人：徐　佳　　电话：０２１８１８７０７８８转８１８分机

　　Ｅｍａｉｌ：ｊｙｄｘｘｂ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ


