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棕榈酸上调ＦＡＴ／ＣＤ３６表达致ＨｅｐＧ２细胞脂质积聚的机制研究
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　　［摘要］　目的　观察脂肪酸转位酶ＦＡＴ／ＣＤ３６在棕榈酸诱导的ＨｅｐＧ２细胞内脂质积聚中的作用，
并探讨其分子机制。方法　 ＨｅｐＧ２细胞分对照组和棕榈酸组，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、双荧光素酶报告基因、荧
光定量ＰＣＲ、多聚核糖体分析检测棕榈酸对ＣＤ３６表达、启动子活性和蛋白翻译效率的影响；油红 Ｏ染
色和ＦＦＡ定量测定反映细胞内脂质含量；荧光显微镜实时观察细胞对ＦＦＡ的动态摄入。然后将小干扰
ＲＮＡ转染到ＨｅｐＧ２细胞，构建低表达ＣＤ３６的ＨｅｐＧ２细胞和阴性对照ＨｅｐＧ２。用油红Ｏ染色，ＦＦＡ定
量和荧光显微镜观测棕榈酸负荷的转染细胞内脂质积聚和ＦＦＡ摄取。结果　棕榈酸能促进 ＨｅｐＧ２细
胞ＣＤ３６的表达，增强其启动子活性，增加蛋白翻译效率；棕榈酸组细胞内脂滴增多，ＦＦＡ含量（２４０．１７±
１９８３）ｎｇ／ｍｇ明显高于对照组（１４４．６０±５３．５２）ｎｇ／ｍｇ（Ｐ＜０．０５），脂肪酸摄取速度也明显快于对照
组；低表达ＣＤ３６的ＨｅｐＧ２细胞中ＣＤ３６的ｍＲＮＡ和蛋白含量仅为阴性对照细胞的５８％和５０％。低表
达ＣＤ３６的ＨｅｐＧ２细胞内脂滴明显少于阴性对照，ＦＦＡ水平（９８．３８±１４．１８）ｎｇ／ｍｇ较阴性对照组
（２４０．１７±２１．１２）ｎｇ／ｍｇ明显减低（Ｐ＜０．０５），细胞对 ＦＦＡ的摄取也减慢。结论　棕榈酸在转录和翻
译水平促进ＨｅｐＧ２的ＣＤ３６表达，导致细胞内脂质积聚。
　　［关键词］　 棕榈酸；ＣＤ３６；脂质积聚；ＨｅｐＧ２
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　　随着肥胖及其相关代谢综合征全球化的流行趋
势，非酒精性脂肪性肝病（Ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）在欧美国家和我国已经成为引起慢性
肝病的主要病因［１－２］。棕榈酸作为一种常见的长链饱

和脂肪酸，是血脂中脂肪酸的主要组成成分之一。既

往研究表明：棕榈酸可以促进肝细胞脂肪变性，诱发细

胞凋亡，在ＮＡＦＬＤ的发生、发展中起着非常重要的作
用［３－４］。

　　脂肪酸转运酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅ，ＦＡＴ／ＣＤ３６）
是一种膜糖蛋白，属于 Ｂ类清道夫受体家族，广泛分
布于哺乳动物的多种组织细胞上，包括肝细胞、心肌和

骨骼肌细胞、脂肪细胞等［５］，在介导棕榈酸的跨膜转

运中起着重要作用 ［６－７］。因此，本研究以ＨｅｐＧ２细胞
为模型，观察 ＦＡＴ／ＣＤ３６在棕榈酸诱导的肝细胞内脂
质积聚中的作用，并探讨其分子机制。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　化学试剂　　核酸分子量标准 ＤＬ２０００Ｍａｒｋ
ｅｒ、λＥｃｏＴ１４Ⅰ ｄｉｇｅｓｔ、ＤＮＡ连接酶、高保真ＤＮＡ聚合
酶、ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ购自大连宝生物工程有限公司
（ＴａＫａＲａ公司）；限制性内切酶购自ＮＥＢ公司；核酸染
料购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司；琼脂糖

购自Ｂｉｏｗｅｓｔ公司；ＰＣＲＭｉｘ购自广州东盛生物科技有
限公司。胎牛血清、ＤＭＥＭ高糖培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自 ＥｑｕｉｔｅｃｈＢｉｏ公司；软
脂酸购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；质粒转染试剂盒、ＤＮＡ
提取试剂盒、胶回收试剂盒购于 Ｑｉａｇｅｎ公司；双荧光
素酶报告基因检测试剂盒 ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ
ＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ和质粒抽提试剂盒均购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；
蔗糖购自 Ｇｅｎｖｉｅｗ公司；Ｔｒｉｓ碱购自上海生工生物工

程股份有限公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自北京
鼎国昌盛生物技术有限公司；全蛋白提取试剂盒购自

南京凯基生物科技发展有限公司；ＰＶＤＦ膜、化学发光
试剂盒 Ｉｍｍｏｌ／ＬｏｂｉｌｏｎＷｅｓｔｅｒｎＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＨＲＰ
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。酶联免疫吸附试剂盒购
自 Ｃｕｓａｂｉｏ公司，荧光标记棕榈酸（ＦＬＣ１６）购自 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＰＣＲ引物采用ＡＢＩＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ软件
设计，由北京华大基因公司合成。

１．１．２　细胞株　　ＨｅｐＧ２购自美国模式培养物集存
库（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）
１．１．３　载体　　ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ、ｐＲＬＴＫ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　细胞用含有 １０％胎牛血清、
１００Ｕ／ｍＬ青霉素及１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ高糖
培养基，置于３７℃ ５％ＣＯ２培养箱中培养，１～２ｄ换
液，３～４ｄ传代。
１．２．２　实验分组　　普通 ＨｅｐＧ２细胞，分为对照组
和棕榈酸处理组，分别给予０、０．０８、０．１６、０．３２ｍｍｏｌ／Ｌ
的棕榈酸处理；ＲＮＡ干扰 ＨｅｐＧ２细胞，分为阴性对照
组（ＮＣ）和ＣＤ３６干扰组（ＣＤ３６ＲＮＡｉ）。
１．２．３　小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）
的合成及转染　　由上海吉玛公司设计和合成针对人
ＣＤ３６基因的 ｓｉＲＮＡ（ＣＤ３６ｓｉＲＮＡ，正义链：５′ＧＧＣＵ
ＧＵＧＵＵＵＧＧＡＧＧＵＡＵＵＣＵＴＴ３′，反义链：５′ＡＧＡＡＵＡ
ＣＣＵＣＣＡＡＡＣＡＣＡＧＣＣＴＴ３′）和阴性对照 ｓｉＲＮＡ（ＮＣ
ｓｉＲＮＡ，正义链：５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３′，
反 义 链：５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３′）。当
ＨｅｐＧ２细胞融合度约８０％时，瞬时转染 ＣＤ３６ｓｉＲＮＡ
或ＮＣｓｉＲＮＡ到ＨｅｐＧ２细胞，７～８ｈ在显微镜下观察
转染效率。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣＤ３６蛋白表达　　收集细
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胞，用全蛋白提取试剂盒提取细胞总蛋白，用 ＢＣＡ法
测定蛋白含量并进行标化，蛋白上样量为８０～１００μｇ，
βａｃｔｉｎ作为内参照蛋白，样品加变性缓冲液在沸水中
煮５ｍｉｎ，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后转至 ＰＶＤＦ膜，５％脱
脂牛奶室温封闭２ｈ，一抗（抗 ＣＤ３６１∶２０００，βａｃｔｉｎ
１∶４０００）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ，二
抗３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，化学发
光试剂盒进行显色，ＩｍａｇｅＪ定量。
１．２．５　人 ＣＤ３６基因启动子表达质粒的构建　　从
ＰｒｏｍｏｔｅｒＤａｔａｂａｓｅ中获得长度为１０００ｂｐ的 ＣＤ３６启
动子序列，设计引物（正义链：５′ＴＡＡＧＣＣＴＣＧＡＧＣＴ
ＴＡＡＧＴＡＣＴＡＡＡＧＡＴＴＡＴＣＣＴＣＡＡ３′，反义链：５′ＴＡＡＧＣ
ＡＡＧＣＴＴＧＡＡＡＡＴＡＡＴＧＣＡＡＡＣＣＴＧＡＴＴＴＴＴＡＧ３′），并提
取ＨｅｐＧ细胞基因组ＤＮＡ作为模板，ＰＣＲ扩增 ＣＤ３６
启动子片段，胶回收后用 ＨｉｎｄⅢ和 ＸｈｏⅠ双酶切，并
用 Ｔ４连接酶连接到 ＨｉｎｄⅢ和 ＸｈｏⅠ双酶切后的
ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ载体上，再以低温 ＣａＣｌ２法将连接产物转
化大肠杆菌感受态筛选阳性克隆，提取质粒 ｐＧＬ３
ＣＤ３６Ｐ，酶切鉴定，并送公司测序。
１．２．６　双荧光素酶报告系统测定 ＣＤ３６启动子活性
　　当 ＨｅｐＧ２细胞融合度约 ８０％，按 ９６孔板每孔
０２μｇＤＮＡ，１．５μＬ转染试剂的比例，将重组质粒表
达虫荧光素酶（ｐＧＬ３ＣＤ３６Ｐ）与表达海肾荧光素酶
（ｐＲＬＴＫ）以２０∶１的比例共同转入 ＨｅｐＧ２细胞，用双
荧光素酶报告基因检测试剂盒测定荧光素酶的表达，

以虫荧光素酶读数／海肾荧光素酶读数的相对荧光素
强度来反映ＣＤ３６启动子活性［８］。

１．２．７　实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＣＤ３６ｍＲＮＡ的表达　
　使用 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ提取细胞总 ＲＮＡ，然后用 Ｐｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ将总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ；再
以２μＬｃＤＮＡ作为模板，βａｃｔｉｎ作为内参，实时荧光定
量ＰＣＲ检测靶基因的 ｍＲＮＡ表达。
１．２．８　多聚核糖体分析方法检测 ＣＤ３６翻译效率　
　用０．３ｍＬ低盐缓冲液（ＬＳＢ，ｐＨ＝７．４的２０ｍｍｏｌ／Ｌ
盐酸，含１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和３ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２）处理
细胞，然后用０．１ｍＬ含有１．２％（体积分数）的 Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００和０．２ｍｏｌ／Ｌ蔗糖的 ＬＳＢ匀浆破碎细胞。将裂
解物用７％～４７％的蔗糖梯度，在３６０００×ｇ，４℃下
超速离心２ｈ，然后测定２５４ｎｍ的光密度值，并将密度
梯度液平均分为８等分［９］。提取每等分的总 ＲＮＡ，并
通过半定量 ＰＣＲ分析 ＣＤ３６、２８ＳｒＲＮＡ基因、１８Ｓ
ｒＲＮＡ基因和βａｃｔｉｎ基因，所用引物序列如表１所示。
１．２．９　油红 Ｏ染色观察细胞内脂质积聚　　用４％

多聚甲醛固定细胞爬片１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后，１，２丙二
醇孵育２ｍｉｎ，油红 Ｏ染色３０ｍｉｎ；双蒸水清洗３次，
苏木精复染２ｍｉｎ；洗净后甘油明胶封片，显微镜下摄像。

表１　半定量ＰＣＲ引物序列

基因 引物序列

ＣＤ３６
正义链：５′ＧＡＧＡＧＡＡＣＴＧＴＴＡＴＧＧＧＧＣＴＡＴ３′

反义链：５′ＴＴＣＡＡＣＴＧＧＡＧＡＧＧＣＡＡＡＧＧ３′

２８ＳｒＲＮＡ
正义链：５′ＴＴＧＡＡＡＡＴＣＣＧＧＧＧＧＡＧＡＧ３′

反义链：５′ＡＣＡＴＴＧＴＴＣＣＡＡＣＡＴＧＣＣＡＧ３′

１８ＳｒＲＮＡ
正义链：５′ＣＡＧＣＣＡＣＣＣＧＡＧＡＴＴＧＡＧＣＡ３′

反义链：５′ＴＡＧＴＡＧＣＧＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧ３′

βａｃｔｉｎ
正义链：５′ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ３′

反义链：５′ＧＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡ３′

１．２．１０　酶联免疫吸附实验检测 ＨｅｐＧ２细胞内游离
脂肪酸（ＦＦＡ）水平　　ＰＢＳ洗涤细胞两次后，收集细
胞沉淀，按（５６∶４２∶２）比例加入氯仿、正庚烷、甲醇混
合抽提剂，然后超声破碎细胞，离心后收集上清，真空

干燥，ＥＬＩＳＡ试剂盒进行 ＦＦＡ定量。而离心后的蛋白
沉淀用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶解，并用 ＢＣＡ蛋白定量试剂
合进行蛋白定量，计算ＦＦＡ与细胞总蛋白的比值。
１．２．１１　显微镜下动态观察 ＦＦＡ摄取　　用 ＰＢＳ洗
涤细胞，然后加入０．０２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＦＬＣ１６并以固定间
隔时间连续照相，并用ＩｍａｇｅＪ软件对各组细胞在不同
时间的荧光强度做定量分析。

１．３　统计学分析
　　所有数据以 珋ｘ±ｓ表示，使用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件
对数据进行处理，两样本比较用ｔ检验，多样本采用单
因素方差分析，并用Ｔｕｋｅｙ检验进行两两比较。

２　结果

２．１　棕榈酸对ＣＤ３６蛋白表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现 ＨｅｐＧ２细胞中 ＣＤ３６蛋白
的表达随着棕榈酸浓度的增加而增加。提示棕榈酸能

剂量依赖性地上调ＣＤ３６蛋白表达（图１）。
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１：对照组（棕榈酸浓度０ｍｍｏｌ／Ｌ）；２：０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ；
３：０．１６ｍｍｏｌ／Ｌ；４：０．３２ｍｍｏｌ／Ｌ

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测棕榈酸对ＨｅｐＧ２细胞ＣＤ３６蛋白
表达的影响
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２．２　棕榈酸对ＣＤ３６转录和翻译的影响
　　与对照组（０ｍｍｏｌ／Ｌ）相比，０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ的棕榈
酸对ＣＤ３６启动子活性无显著影响，当棕榈酸浓度为
０．１６、０．３２ｍｍｏｌ／Ｌ时，启动子活性分别为对照组的
（３４７±１３８）倍（Ｐ＜０．０５）和（５．３７±２５８）倍（Ｐ＜
０．０５）。类似的，０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ的棕榈酸对 ＣＤ３６的
ｍＲＮＡ表达无明显影响，但棕榈酸浓度为０．１６ｍｍｏｌ／Ｌ、
０．３２ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＣＤ３６ｍＲＮＡ表达分别为对照组的
（１５９±０３６）（Ｐ＜０．０５）和（１８１±０４１）（Ｐ＜０．０５）。
　　同时我们还观察了低浓度的棕榈酸（０．０８ｍｍｏ／Ｌ）
对ＣＤ３６翻译效率的影响，细胞用棕榈酸处理２４ｈ后
多聚核糖体分析发现：ＣＤ３６条带右移，即由寡核糖体
部分向多聚核糖体的部分发生偏移，表明与多聚核糖

体结合的 ＣＤ３６ｍＲＮＡ增多，ＣＤ３６的蛋白翻译效率增
高（图２Ｄ）。
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Ａ：ＰＧＬ３ＣＤ３６Ｐ酶切鉴定图　１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（λＥｃｏＴ１４

Ⅰ ｄｉｇｅｓｔ）；２：ＰＧＬ３ＣＤ３６ＰＨｉｎｄⅢ单酶切；３：ＰＧＬ３ＣＤ３６Ｐ

ＸｈｏⅠ单酶切；４：ＰＧＬ３ＣＤ３６ＰＸｈｏⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切；５：

ＰＧＬ３ＣＤ３６Ｐ；６：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；Ｂ：多聚核糖体分

析测定ＨｅｐＧ２细胞ＣＤ３６蛋白的翻译效率，曲线图是根据

超速离心后２５４ｎｍ处读取的光密度值绘制的曲线，表示

密度梯度离心后核糖体分离成功；ＣＤ３６、２８Ｓ、１８Ｓ、βａｃｔｉｎ

表示半定量 ＰＣＲ之后的条带；从左到右表示由低密度至

高密度

图２　ＣＤ３６启动子载体的构建及棕榈酸对ＣＤ３６翻译

效率的影响

２．３　棕榈酸对ＨｅｐＧ２细胞内脂质积聚的影响
　　普通ＨｅｐＧ２细胞用０、０．１６ｍｍｏｌ／Ｌ棕榈酸处理
２４ｈ后，正置显微镜观察油红Ｏ染色结果发现：与对照

组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）相比，棕榈酸组（ＰＡ）的 ＨｅｐＧ２细胞内橘
红色脂滴增加；同时用酶联免疫吸附实验检测 ＨｅｐＧ２
细胞内ＦＦＡ含量发现棕榈酸处理组（２４０．１７±１９．８３）
ｎｇ／ｍｇ较对照组（１４４．６０±５３．５２）ｎｇ／ｍｇ明显升高
（Ｐ＜０．０５，ｎ＝４），结果与油红 Ｏ染色结果一致（图
３Ａ）。在显微镜下动态观察发现棕榈酸处理组的细胞
对ＦＬＣ１６的摄取速率较对照组加快（图３Ｂ）。
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Ａ：ＨｅｐＧ２细胞油红Ｏ染色及细胞内ＦＦＡ定量（×４００）；Ｂ：

ＨｅｐＧ２细胞对荧光标记ＦＦＡ的动态摄取摄像（×２００）

图３　棕榈酸对ＨｅｐＧ２细胞内脂质积聚的影响

２．４　抑制 ＣＤ３６表达对 ＨｅｐＧ２细胞 ＣＤ３６表达及细
胞内脂质积聚的影响

　　我们将 ＣＤ３６ｓｉＲＮＡ和 ＮＣｓｉＲＮＡ瞬时转入
ＨｅｐＧ２细胞成功构建了低表达 ＣＤ３６的 ＨｅｐＧ２细胞
（ＣＤ３６ｓｉＲＮＡＨｅｐＧ２，ＣＤ３６ＲＮＡｉ）和阴性对照 ＨｅｐＧ２
（ＮＣｓｉＲＮＡＨｅｐＧ２，ＮＣ）。ＣＤ３６ＲＮＡｉ的 ＨｅｐＧ２中
ＣＤ３６ｍＲＮＡ与蛋白分别为 ＮＣ组的（０．５８±０．０８）
（Ｐ＜０．０５，ｎ＝６），（０．５０±０．１０）（Ｐ＜０．０５，ｎ＝３）。
给予ＣＤ３６ＲＮＡｉ和ＮＣ组细胞０．１６ｍｍｏｌ／Ｌ棕榈酸处
理２４小时后，油红Ｏ染色（图４Ａ）发现ＣＤ３６ＲＮＡｉ组
细胞内脂滴明显少于 ＮＣ组，与细胞内 ＦＦＡ定量测定
结果相符［ＮＣ组（２４０．１７±２１．１２）ｎｇ／ｍｇ，ＣＤ３６ＲＮＡｉ
组（９８．３８±１４．１８）ｎｇ／ｍｇ，Ｐ＜０．０５，ｎ＝４］，显微镜下
动态观察也证实 ＣＤ３６ＲＮＡｉ组细胞对脂肪酸的摄入
速度明显慢于ＮＣ组细胞（图４Ｂ）。
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Ａ：ＲＮＡ干扰后ＨｅｐＧ２细胞的ＣＤ３６蛋白表达；Ｂ：ＲＮＡ干

扰后ＨｅｐＧ２细胞的油红 Ｏ染色（×４００）；Ｃ：ＲＮＡ干扰后

ＨｅｐＧ２细胞对荧光标记ＦＦＡ的动态摄取摄像（×２００）

图４　抑制ＣＤ３６表达对ＨｅｐＧ２细胞内脂质积聚的影响

３　讨论

　　ＮＡＦＬＤ是一组无过量饮酒史，又除外其他肝病
的以肝细胞内中性脂肪（主要是甘油三酯和脂肪酸）

过度堆积为主要特征的临床病理综合征，包括单纯性

脂肪肝、非酒精性脂肪性肝炎和肝硬化，后者可发展为

肝癌［１０－１１］。几乎所有ＮＡＦＬＤ患者的血清游离脂肪酸
含量较正常人群有不同程度的升高［１２］，而且 ＮＡＦＬＤ
患者肝内的脂质约有６０％都来源于外周，因此血循环
中的脂肪酸异常转运至肝细胞内，是导致肝脏脂质异

常积聚的重要原因［１３］。

　　ＣＤ３６是具有多种功能的膜蛋白，如介导长链脂肪
酸和氧化低密度脂蛋白的跨膜转运，黏附多种生物大

分子并通过胞内信号传导引发相应的炎症、噬菌、内吞

功能等［１４］。既往研究提示 ＣＤ３６与 ＮＡＦＬＤ的发生发
展密切相关：ＮＡＦＬＤ患者的肝脏 ＣＤ３６表达增加，且
ＣＤ３６的表达量与肝脏脂肪变性程度呈正相关［１５］；而

改善小鼠的肝内脂质积聚后，其肝脏的 ＣＤ３６表达也
相应地降低［１６］。但是，ＣＤ３６参与ＮＡＦＬＤ发生的具体

机制尚不清楚。

　　本研究表明棕榈酸可以明显上调 ＨｅｐＧ２细胞中
ＣＤ３６蛋白的表达。蛋白的表达受到多因素的复杂调
控，其中，基因转录水平及蛋白翻译水平的调节至关重

要。因此，我们首先构建了人 ＣＤ３６启动子的表达质
粒，将其转染 ＨｅｐＧ２细胞，测定 ＣＤ３６启动子活性，同
时应用荧光定量ＰＣＲ测定细胞 ＣＤ３６的 ｍＲＮＡ表达。
结果表明：棕榈酸对 ＣＤ３６的转录有明显促进作用。
进一步，我们应用多聚核糖体分析观察了棕榈酸对

ＣＤ３６蛋白翻译的影响。核糖体是生物体蛋白质合成
的场所，ｍＲＮＡ与核糖体结合后启动蛋白翻译，与寡核
糖体结合的ｍＲＮＡ翻译效率较低，而与多聚核糖体结
合的ｍＲＮＡ翻译效率则较高［９］。基于这个原理，多聚

核糖体分析通过蔗糖连续密度梯度超速离心将核糖体

分离出来，然后提取各个梯度组分内的 ＲＮＡ，利用
ＰＣＲ检测各个组分内目标 ｍＲＮＡ的表达，从而反映其
蛋白的翻译效率的高低，是检测蛋白翻译效率的经典

方法［９］。我们发现棕榈酸能明显促使ＣＤ３６条带由寡
核糖体部分向多聚核糖体的部分发生偏移，增加ＣＤ３６
蛋白的翻译效率。

　　我们还发现棕榈酸能显著增加细胞内脂质积聚，
其机制可能与ＣＤ３６介导的棕榈酸摄取增强有关。进
一步通过转染 ｓｉＲＮＡ的方法抑制了 ＨｅｐＧ２细胞内
ＣＤ３６蛋白的表达，发现棕榈酸负荷的 ＣＤ３６ｓｉＲＮＡ
ＨｅｐＧ２较ＮＣｓｉＲＮＡＨｅｐＧ２对棕榈酸的摄取速度也相
应地减慢，细胞内脂质含量显著降低。

　　综上所述，我们在ＨｅｐＧ２细胞模型上证实了棕榈
酸能在转录和翻译两个水平上调 ＣＤ３６的表达，从而
增强细胞外脂肪酸转入细胞内，造成脂质的异常沉积；

而通过抑制ＣＤ３６的表达，可以减轻细胞内脂质积聚。
因此本研究表明ＣＤ３６在棕榈酸介导的肝脏脂质积聚
中起到了关键作用，也可能为临床治疗非酒精性脂肪

性肝病及新药开发提供了潜在的思路和线索。
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