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内质网应激通过ＳＣＡＰ／ＳＲＥＢＰ１ｃ调控Ｌ０２肝细胞脂质合成代谢

刘　佳，李传飞，宁　波，杨朝霞　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院消化内科）

　　［摘要］　目的　在内质网应激状态下，观察 ＳＣＡＰ／ＳＲＥＢＰ１ｃ对肝细胞脂质合成代谢的影响。
方法　用毒胡萝卜素（Ｔｇ）诱导人Ｌ０２正常肝细胞株建立内质网应激模型，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＧＲＰ７８的
蛋白表达。甘油三酯（ＴＧ）试剂盒和油红 Ｏ染色检测肝细胞内脂变程度；实时荧光定量 ＰＣＲ检测
ＳＲＥＢＰ１ｃ下游脂代谢相关基因 ＦＡＳ、ＡＣＣ１的 ｍＲＮＡ表达情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｎＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、
ＡＣＣ１的蛋白表达情况。通过 ｍｉＲＮＡ瞬时转染沉默 ＳＣＡＰ基因的表达，观察上述指标的变化情况。
结果　实验组ＧＲＰ７８蛋白的相对表达量与对照组比较，均显著增加（Ｐ＜０．０５），Ｔｇ在体外成功建立肝
细胞内质网应激模型。与空白对照组相比，Ｔｇ组肝细胞内甘油三酯含量明显增加（Ｐ＜０．０５），脂滴明
显增多；ｎＳＲＥＢＰ１ｃ的蛋白水平明显升高（Ｐ＜０．０５）；下游靶基因ＦＡＳ和ＡＣＣ１的基因和蛋白水平均明
显上调（Ｐ＜０．０５），与ｎＳＲＥＢＰ１ｃ的升高趋势一致。转染ＳＣＡＰ３ｍｉＲＮＡ载体后，以上指标均明显下调
（Ｐ＜００５）。结论　内质网应激通过 ＳＣＡＰ／ＳＲＥＢＰ１ｃ调控肝细胞脂质合成代谢，促进脂质沉积，是
ＮＡＦＬＤ重要的发病机制之一。靶向干扰ＳＣＡＰ，能减轻内质网应激所致的肝细胞脂肪变程度，成为安全
有效的ＮＡＦＬＤ防治新靶点。
　　［关键词］　 非酒精性脂肪肝；内质网应激；ＳＣＡＰ；ＲＮＡ干扰；ＳＲＥＢＰ１ｃ
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　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）与肥胖、２型糖尿病和心脑血管疾病等
密切相关，是代谢综合征在肝脏的表现，主要的病理改

变是肝细胞内异常堆积的甘油三酯。２０１４年第４９届
欧洲肝脏研究学会年会再次强调，ＮＡＦＬＤ已成为国内
外慢性肝病愈来愈重要的病因，严重危害公众健康，是

当代医学领域的新挑战。ＮＡＦＬＤ的发病机制尚未完
全清楚，治疗方法也很局限。近年来内质网应激

（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）在调节肝脏疾病
（病毒性肝炎、酒精性肝损伤、肝癌等）中的研究十分

广泛［１］，而且有学者发现 ＮＡＦＬＤ的发生和发展中也
有ＥＲＳ的参与［２－４］。我们前期研究发现，ＥＲＳ通过上
调 ＳＲＥＢＰ１ｃ（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
１ｃ）诱导肝细胞脂肪沉积［５］。固醇调节元件结合蛋白

裂解激活蛋白 （ＳＲＥＢＰｃｌｅａｖａｇｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
ＳＣＡＰ）是位于内质网上的膜蛋白，主要功能是负责转
运ＳＲＥＢＰ１ｃ至高尔基体进行水解激活，释放出活性
片段进入核内发挥作用。本研究用毒胡萝卜素构建肝

细胞ＥＲＳ模型，通过甘油三酯和油红染色了解脂肪变
程度，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ｑＰＣＲ等检测 ＳＲＥＢＰ１ｃ及其
下游脂代谢相关基因 ＦＡＳ、ＡＣＣ１的表达。通过 ｍｉＲ
ＮＡ瞬转干扰 ＳＣＡＰ基因的表达，研究上述指标的变
化，探讨内质网应激状态下ＳＣＡＰ／ＳＲＥＢＰ１ｃ对肝细胞
脂质合成代谢的影响及具体机制，为ＮＡＦＬＤ的防治提
供新的思路和靶点。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和细胞
　　胎牛血清（杭州四季青公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基
（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；毒胡萝卜素、油红 Ｏ染色剂（Ｓｉｇｍａ
公司）；甘油三酯检测试剂盒（长春汇力公司）；ｐｃＤ
ＮＡ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲ质粒（上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；
质粒小量提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ公司）；ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ转染试
剂（ＳｉｇｎａＧｅｎ公司）；高纯总ＲＮＡ快速抽提试剂盒（北

京百泰克公司）；实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ
公司）；βａｃｔｉｎ、ＦＡＳ、ＡＣＣ１引物（上海生工公司）；全蛋
白、核蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒（南京凯基公司）；

兔抗ＧＲＰ７８、ＡＣＣ１单克隆抗体（Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司），羊抗
ＳＣＡＰ、兔抗 ＳＲＥＢＰ１ｃ、兔抗 ＦＡＳ多克隆抗体（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司）。Ｌ０２肝细胞由重庆医科大学肝病研究所
提供。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及内质网应激模型的构建
１．２．１．１　细胞培养及分组　　将 Ｌ０２肝细胞用含
１０％胎牛血清、１％青链双抗的 ＲＰＭＩ１６４０培养基进行
传代培养。实验分组：正常对照组（培养液中不加药

物）和实验组（根据前期实验［５］，培养液中加入

１μｍｏｌ／Ｌ毒胡萝卜素，分别作用１２、２４、４８ｈ）。
１．２．１．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组肝细胞ＧＲＰ７８的蛋白
表达情况　　预冷ＰＢＳ洗涤细胞３次，提取各组细胞全
蛋白，ＢＣＡ测定蛋白浓度。经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，转移
至ＰＶＤＦ膜上，封闭１ｈ，加入兔抗 ＧＲＰ７８（１∶２０００）抗
体４℃孵育过夜，再加辣根过氧化酶ＨＲＰ标记的鼠抗
兔二抗（１∶５０００）３７℃孵育 １ｈ，ＥＣＬ发光显影。
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析光密度值，ＧＲＰ７８的光密度值
与内参βａｃｔｉｎ相比，计算ＧＲＰ７８的相对表达量。
１．２．２　ＳＣＡＰ干扰质粒的构建及筛选　　授权
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（上海）公司针对人 ＳＣＡＰ基因（ＩＤ：２２９３７）
设计干扰序列并合成一套ｍｉＲＮＡ干扰载体，包含３个
ｍｉＲＮＡｏｌｉｇｏｓ以及阴性对照序列ｏｌｉｇｏ。实验分空白对
照组（未转染质粒）；阴性对照组（转染阴性质粒）；实

验组：（分别转染 ＳＣＡＰ１ｍｉＲＮＡ、ＳＣＡＰ２ｍｉＲＮＡ和
ＳＣＡＰ３ｍｉＲＮＡ质粒）。提取各组肝细胞的全蛋白，经
电泳、转膜、封闭后，加入羊抗ＳＣＡＰ（１∶５００）抗体４℃
过夜，再孵育二抗，ＥＣＬ显影。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析光密
度值，以βａｃｔｉｎ为内参照，计算ＳＣＡＰ的相对表达量。
１．２．３　检测细胞内甘油三酯（ＴＧ）含量　　实验分空
白对照组、毒胡萝卜素处理组、转染阴性质粒＋毒胡萝
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卜素处理组、转染 ＳＣＡＰ３ｍｉＲＮＡ干扰质粒 ＋毒胡萝
卜素处理组。根据前期实验［５］，毒胡萝卜素的作用浓

度为 １μｍｏｌ／Ｌ，时间为 ４８ｈ。反复冻融裂解细胞，
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清按照试剂盒说明操
作，酶标仪测光密度值，计算每毫克蛋白质对应的 ＴＧ
含量（μｇ／ｍｇ）。
１．２．４　油红 Ｏ染色检测细胞内脂滴　　分组同上，
ＰＢＳ漂洗，４％多聚甲醛固定４０ｍｉｎ，油红Ｏ染色３７℃
１ｈ，６０％异丙醇脱色１０ｓ，苏木精复染细胞核１０ｓ，水封
片后在显微镜下观察细胞内红色脂滴情况并采集图像。

１．２．５　实时荧光定量ＰＣＲ法检测ＦＡＳ、ＡＣＣ１的ｍＲ
ＮＡ表达　　分组同上，提取细胞总 ＲＮＡ，反转录为
ｃＤＮＡ。ＦＡＳ上游引物：５′ＣＡＧＡＧＴＣＧＧＡＧＡＡＣＴＴＧ
ＣＡＧ３′，下游引物：５′ＧＧＡＧＧＣＡＴＣＡＡＡＣＣＴＡＧＡＣＡＧ
３′；ＡＣＣ１上游引物：５′ＧＡＧＧＧＡＡＧＧＧＡＡＴＴＡＧＡＡＡＡ
３′，下游引物：５′ＣＴＴＧＡＡＣＣＴＧＴＣＴＧＡＡＧＡＧ３′；βａｃ
ｔｉｎ上游引物：５′ＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧ３′，下
游引物：５′ＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ３′。ＰＣＲ条
件均为：９５℃１ｍｉｎ，９５℃１０ｓ，５５℃４０ｓ，共４０个循
环。每组设３个复孔，６５～９５℃，每５ｓ升高０．５℃，
并收集荧光信号作溶解曲线。用 ２－△△Ｃｔ方法计算各
组ＦＡＳ、ＡＣＣ１的ｍＲＮＡ相对表达量。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｎＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、ＡＣＣ１的蛋
白表达　　分组同上，根据蛋白提取试剂盒说明书步骤
提取各组细胞蛋白，定量保存。ｎＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、ＡＣＣ１
分别采用核蛋白、全蛋白和全蛋白进行检测。电泳、转

膜、封闭后，分别加入兔抗ＳＲＥＢＰ１ｃ（１∶２００）、兔抗ＦＡＳ
抗体（１∶１０００）和兔抗 ＡＣＣ１（１∶２０００），经一抗二抗孵
育后 ＥＣＬ显影。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析光密度值，计算
ｎＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ和ＡＣＣ１的相对表达量。
１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行
处理，多个样本均数的比较采用单因素方差分析，两个

样本均数的比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　内质网应激模型的建立
　　毒胡萝卜素（１μｍｏｌ／Ｌ）处理肝细胞０、１２、２４、４８ｈ
后，实验组１２、２４、４８ｈ肝细胞中ＧＲＰ７８相对表达量依
次为（０．２６±０．０２）、（０．４３±０．０２）和（０．７３±００２），
均较对照组０ｈ（０．１７±００２）显著增加，差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５，图１），说明Ｔｇ刺激后的肝细胞发
生了明显的ＥＲＳ，且有时间依赖性，即内质网应激模型
构建成功。
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１～４：分别为毒胡萝卜素处理Ｌ０２肝细胞０、１２、２４、４８ｈ
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｌ０２肝细胞ＧＲＰ７８蛋白的表达

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＣＡＰｍｉＲＮＡ对 ＳＣＡＰ蛋白表
达的影响

　　与空白对照组的ＳＣＡＰ相对表达量（０．６１±０．０３）
比较，阴性对照组（０．６３±０．０３）差异无显著性（Ｐ＞
００５），而转染 ＳＣＡＰ３ｍｉＲＮＡ（０．０９±０．０１）对 ＳＣＡＰ
蛋白表达的抑制作用最明显（Ｐ＜０．０５），因此在后续
的实验中我们选用 ＳＣＡＰ３ｍｉＲＮＡ。各组 ＳＣＡＰ蛋白
表达见图２。
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１：空白对照组；２：阴性质粒对照组；３：ＳＣＡＰ１ｍｉＲＮＡ；
４：ＳＣＡＰ２ｍｉＲＮＡ；５：ＳＣＡＰ３ｍｉＲＮＡ
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｌ０２肝细胞ＳＣＡＰ蛋白的表达

２．３　ＳＣＡＰ３ｍｉＲＮＡ对 ＥＲＳ状态下 Ｌ０２肝细胞甘油
三酯含量的影响

　　Ｔｇ组和空白对照组相比，Ｌ０２肝细胞内甘油三酯含
量明显增加（Ｐ＜０．０５），表明ＥＲＳ可诱导肝细胞脂肪变
性。与Ｔｇ组相比较，阴性质粒组的甘油三酯水平并没
有明显改变（Ｐ＞０．０５）；而ＳＣＡＰ干扰质粒组的甘油三
酯水平明显降低（Ｐ＜０．０５）。说明干扰ＳＣＡＰ基因的表
达，明显减少了肝细胞的甘油三酯合成，改善了ＥＲＳ引
起的脂肪变。各组肝细胞甘油三酯含量见表１。

表１　各组Ｌ０２肝细胞内甘油三酯含量（μｇ／ｍｇ，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｌ０２细胞
空白对照组 ２３．４４±１．６３
Ｔｇ组 ３９．３５±１．７１ａ

ＳＣＡＰ阴性质粒＋Ｔｇ组 ４１．１１±２．４１
ＳＣＡＰ干扰质粒＋Ｔｇ组 ２８．１２±１．２９ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｔｇ组比较

２．４　ＳＣＡＰ３ｍｉＲＮＡ对 ＥＲＳ状态下 Ｌ０２肝细胞内脂
滴的影响

　　Ｔｇ组与空白对照组相比较，Ｌ０２肝细胞内可见大
量红色脂滴，并伴有脂滴融合现象，进一步说明我们的

ＥＲＳ模型诱导了肝细胞脂肪变性。与Ｔｇ组相比较，阴
性质粒组细胞内脂滴未见明显减少，而 ＳＣＡＰ干扰质
粒组细胞内仅见少量红色脂滴，说明干扰 ＳＣＡＰ明显
减轻了ＥＲＳ所致的脂肪沉积（图３）。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：Ｔｇ组；Ｃ：阴性质粒＋Ｔｇ组；Ｄ：干扰质粒＋Ｔｇ组
图３　油红Ｏ染色观察各组Ｌ０２肝细胞内脂滴变化　（×２００）

２．５　ＳＣＡＰ３ｍｉＲＮＡ对 ＥＲＳ状态下 Ｌ０２肝细胞内
ＳＲＥＢＰ１ｃ下游脂代谢相关基因 ＦＡＳ、ＡＣＣ１
ｍＲＮＡ表达的影响

　　在 ｍＲＮＡ水平，以空白对照组的表达为１，经 Ｔｇ
处理４８ｈ后，Ｌ０２肝细胞的 ＦＡＳ、ＡＣＣ１的相对表达量
明显增加（Ｐ＜０．０５）。与Ｔｇ组相比较，转染阴性质粒
后，两者并没有明显改变（Ｐ＞０．０５）；而转染 ＳＣＡＰ
３ｍｉＲＮＡ干扰质粒后，两者均明显减少（Ｐ＜０．０５）。
见图４。以上结果提示了 ＥＲＳ上调 ＳＲＥＢＰ１ｃ下游的
脂代谢相关基因ＦＡＳ、ＡＣＣ１的 ｍＲＮＡ表达水平，而且
ＳＣＡＰ３ｍｉＲＮＡ能下调ＥＲＳ所致的以上指标的变化。
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１：空白对照组；２：Ｔｇ组；３：阴性质粒＋Ｔｇ组；４：干扰质粒＋Ｔｇ组
ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｔｇ组比较
图４　实时荧光定量ＰＣＲ法检测各组Ｌ０２肝细胞ＦＡＳ（Ａ）、

ＡＣＣ１（Ｂ）的ｍＲＮＡ表达

２．６　ＳＣＡＰ３ｍｉＲＮＡ对 ＥＲＳ状态下 Ｌ０２肝细胞内
ｎＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、ＡＣＣ１蛋白表达的影响

　　在蛋白水平，Ｔｇ组与对照组相比，Ｌ０２肝细胞
ｎＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白的表达明显升高（Ｐ＜０．０５）；转染
ＳＣＡＰ干扰质粒后，ｎＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白的表达明显降低
（Ｐ＜０．０５），而阴性质粒转染组并没有明显降低（Ｐ＞
０．０５）。同时，我们检测了各组肝细胞 ＦＡＳ、ＡＣＣ１蛋
白的表达情况，发现 Ｔｇ组 ＦＡＳ、ＡＣＣ１表达显著上调
（Ｐ＜０．０５），在转染后亦明显降低（Ｐ＜０．０５），阴性质
粒组均无明显改变（Ｐ＞０．０５），与 ｎＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白趋
势一致（图５，表２）。结果证实，干扰 ＳＣＡＰ，不仅能抑
制ＥＲＳ状态所引起的ｎＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白的表达增多，而
且能够下调其下游的脂代谢相关基因 ＦＡＳ、ＡＣＣ１的
蛋白水平。
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１：空白对照组；２：Ｔｇ组；３：阴性质粒＋Ｔｇ组；４：干扰质粒＋Ｔｇ组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｌ０２肝细胞内ｎＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、

ＡＣＣ１的蛋白表达

表２　各组细胞内ｎＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、ＡＣＣ１的蛋白表达（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎＳＲＥＢＰ１ｃ ＦＡＳ ＡＣＣ１
空白对照组 ０．２８±０．０２ ０．３６±０．０２ ０．４２±０．０２
Ｔｇ组 ０．５４±０．０２ａ ０．９７±０．０２ａ ０．７８±０．０４ａ

ＳＣＡＰ阴性质粒＋Ｔｇ组 ０．５４±０．０２ ０．９８±０．０２ ０．８０±０．０５
ＳＣＡＰ干扰质粒＋Ｔｇ组 ０．２８±０．０１ｂ ０．４５±０．０３ｂ ０．５６±０．０３ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｔｇ组比较

３　讨论

　　内质网（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ，ＥＲ）是真核细胞内
重要的细胞器，专门负责蛋白质的合成和翻译后修饰，

脂质的合成和维持细胞内钙离子稳态。在多种生理或

病理条件（低氧、能量代谢障碍、病毒感染、错误折叠

蛋白积聚等）下，细胞的内质网折叠蛋白质的能力受

损、钙离子存储不足，会启动自我保护反应机制———内

质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲｓｔｒｅｓｓ）。早
期研究 ＥＲＳ，主要集中在未折叠蛋白反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）通路［６－７］。ＥＲ处于应激状态
时，ＥＲ膜上的葡萄糖调节蛋白 ７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）与 ＰＥＲＫ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲＮＡｌｉｋｅ
ＥＲｋｉｎａｓｅ）、ＩＲＥ１（ｉｎｏｓｉｔｏｌｒｅｑｕｉｒｉｎｇｅｎｚｙｍｅ１）和 ＡＴＦ６
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（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ６）解离，传递ＵＰＲ信号，
分别通过以上３种跨膜蛋白介导激活相应的反应来恢
复细胞稳态及机体功能。早期文献报道 ＥＲＳ与糖尿
病、神经系统变性疾病、中毒性损伤等疾病相关，近年

来，越来越多的研究表明，ＥＲＳ与 ＮＡＦＬＤ密切相关。
在ＮＡＦＬＤ患者的脂肪组织检测到 ＥＲＳ的存在［８］。在

不同处理因素诱导的 ＮＡＦＬＤ动物和细胞模型中均发
现有 ＥＲＳ的参与［９－１２］。为了进一步探讨 ＥＲＳ和
ＮＡＦＬＤ的直接关系，即 ＥＲＳ是否直接导致脂肪变，我
们用内质网应激诱导剂毒胡萝卜素刺激人正常肝细胞

株Ｌ０２，构建ＥＲＳ模型，在该模型中观察脂质代谢及相
关基因的表达变化情况。

　　毒胡萝卜素（ｔｈａｐｓｉｇａｒｇｉｎ，Ｔｇ）是内质网 Ｃａ２＋ＡＴＰ
酶抑制剂，使内质网储存的 Ｃａ２＋减少，胞浆中的 Ｃａ２＋

浓度升高，钙稳态失衡，引起 ＥＲＳ［１３］。ＧＲＰ７８在 ＥＲＳ
时表达明显上调，是ＥＲＳ的标志蛋白［９］。本研究结果

表明Ｔｇ刺激后的肝细胞发生了明显的ＥＲＳ，且具有时
间依赖性。Ｔｇ组的甘油三酯和油红 Ｏ染色分别从定
量和定性的角度证实Ｔｇ诱导肝细胞发生了脂肪变性。
许多学者的研究表明 ＮＡＦＬＤ模型中有 ＥＲＳ的参与，
但是本研究进一步发现，ＥＲＳ可直接诱导肝细胞发生
脂肪变性。

　　ＳＲＥＢＰｓ是维持肝细胞脂质稳态的重要因子，其
中，ＳＲＥＢＰ２主要参与胆固醇代谢的调控，ＳＲＥＢＰ１ｃ
主要调节脂肪酸的合成［１４］。人脂肪肝组织中，

ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达是正常对照组的５倍［１５］。ＳＲＥＢＰ１ｃ
与ＥＲ膜结合的那部分是前体蛋白（１２５×１０３），转运
至高尔基体之后，经过２次蛋白水解，释放出具有转录
活性的小片段，即 ｎＳＲＥＢＰ１ｃ（６８×１０３）［１６］。本研究
结果显示Ｌ０２正常肝细胞 Ｔｇ组的 ｎＳＲＥＢＰ１ｃ的表达
较空白对照组明显增多，说明在 ＥＲＳ状态下，ＳＲＥＢＰ
１ｃ转录活性增强。此结果，在胰腺 β细胞、Ｃ５７Ｂｌ／６Ｊ
小鼠、Ｈｕｈ７和ＨｅｐＧ２肝癌细胞也得到证实［１７－２０］。脂

肪酸合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）催化脂肪酸合成
的最后一步，是重要的限速酶；乙酰辅酶 Ａ羧化酶
（ａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ１）催化乙酰辅酶 Ａ合成
重要的中间代谢产物丙二酰辅酶 Ａ［１５］。ＦＡＳ、ＡＣＣ１
在肝细胞都是高表达，也是脂质合成代谢所必需的酶，

有研究表明ＦＡＳ或ＡＣＣ１缺乏的小鼠在胚胎时期就会
死亡［２１－２２］。本研究从基因和蛋白水平观察到，Ｔｇ组
的ＦＡＳ、ＡＣＣ１表达明显增加，和 ｎＳＲＥＢＰ１ｃ的升高趋
势一致，说明脂质合成相关基因 ＦＡＳ、ＡＣＣ１是
ｎＳＲＥＢＰ１ｃ的靶基因，在内质网应激状态下，ＳＲＥＢＰ

１ｃ转录活性增强，通过上调 ＦＡＳ、ＡＣＣ１的表达，增加
脂肪酸和甘油三酯的合成。

　　ＥＲＳ如何通过激活 ＳＲＥＢＰ１ｃ促进脂质合成代
谢，其内在的机制仍不明确。ＳＣＡＰ是 ＥＲ上的膜蛋
白，其ＣＯＯＨ末端区有５个ＷＤ家族特征性的重复序
列，和ＳＲＥＢＰ的ＣＯＯＨ末端调节区交互作用，紧密结
合形成复合物［２３］。细胞内缺乏胆固醇的时候，ＳＣＡＰ／
ＳＲＥＢＰ复合物就以囊泡的形式从内质网膜出芽，转位
至高尔基体［２３］，说明 ＳＣＡＰ对 ＳＲＥＢＰｓ的水解激活至
关重要。特异性敲除小鼠肝脏的 ＳＣＡＰ基因，其胆固
醇和脂肪酸合成水平下降了８０％［２４］。在高脂或蔗糖

饮食诱导的脂肪肝动物模型中，基因敲除或沉默ＳＣＡＰ
可缓解脂肪肝［２５］。然而对于内质网应激状态下，干扰

ＳＣＡＰ的表达能否改善肝细胞脂变，目前研究甚少。
本研究结果显示，沉默 ＳＣＡＰ的表达能够改善内质网
应激所致的脂质沉积。而且和 Ｔｇ组相比较，ＳＣＡＰ干
扰组的 ｎＳＲＥＢＰ１ｃ明显下调，ＦＡＳ、ＡＣＣ１亦下调，与
ｎＳＲＥＢＰ１ｃ趋势一致。以上结果说明 ＳＣＡＰ基因沉默
是通过抑制 ＳＣＡＰ特有的转运功能，导致能够启动脂
质合成反应的ｎＳＲＥＢＰ１ｃ减少，最终降低了ＥＲＳ模型
肝细胞内的甘油三酯水平，减少了脂滴形成，改善了

ＥＲＳ所致的脂质沉积。换言之，在 ＥＲＳ状态下，ＳＣＡＰ
对ＳＲＥＢＰ１ｃ的激活起着“开关”调控作用。
　　综上所述，本研究进一步证实内质网应激与脂质
沉积的直接关系。我们认为 ＥＲＳ是通过 ＳＣＡＰ／
ＳＲＥＢＰ１ｃ复合物调控肝细胞的脂质合成代谢，促
进脂质沉积，是 ＮＡＦＬＤ重要的发病机制之一。
ＳＣＡＰ因其独特的转运功能，可成为安全有效的
ＮＡＦＬＤ防治新靶点。
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