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生长激素受体敲低状态下棕榈酸通过线粒体途径加重肝细胞凋亡
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　　［摘要］　目的　研究生长激素受体（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＨＲ）敲低后棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ，
ＰＡ）增加肝细胞的脂质沉积及其机制。方法　构建稳定低表达ＧＨＲ的永生化肝Ｌ０２细胞株，用不同浓
度ＰＡ（０、７５、１５０、３００μｍｏｌ／Ｌ）和不同时间（１２、２４、４８ｈ）处理细胞，检测细胞活力。将实验分为ＧＨＲ敲
低（ｓｈＲＮＡＧＨＲ）组和空载病毒（Ｖｅｃｔｏｒ）组，分别给予ＰＡ干预，油红“Ｏ”、ＢＯＤＩＰＹ荧光染色观察细胞内
脂质沉积；流式细胞仪检测细胞凋亡和活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平；ＪＣ１检测线粒体膜
电位的变化；ＭｉｔｏＳｏｘ荧光检测线粒体内 ＲＯＳ水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测经典线粒体凋亡通路相关蛋白表
达；靶向线粒体抗氧化剂ＭｉｔｏＴＥＭＰＯ预处理细胞，观察 ＰＡ诱导的 ＲＯＳ水平变化及凋亡情况。结果　
ＰＡ抑制Ｌ０２细胞存活率并呈浓度依赖性。与对照组相比，１５０μｍｏｌ／ＬＰＡ处理细胞１２、２４、４８ｈ，ＧＨＲ
敲低组细胞内ＲＯＳ水平以及线粒体内 ＲＯＳ水平显著升高，细胞凋亡增加。油红“Ｏ”、ＢＯＤＩＰＹ荧光染
色均证实ＧＨＲ敲低组细胞在相同ＰＡ刺激下更易发生脂质聚集。ＧＨＲ敲低组细胞线粒体凋亡通路相
关蛋白细胞色素ｃ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ蛋白水平显著高于 Ｖｅｃｔｏｒ组。差异均具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。采用靶向线粒体抗氧化剂 ＭｉｔｏＴＥＭＰＯ预处理细胞后，敲低组肝 Ｌ０２细胞凋
亡有明显改善。结论　生长激素受体敲低状态下会加重肝细胞脂质沉积和肝细胞凋亡，ＰＡ通过线粒
体／ＲＯＳ途径发挥重要作用。
　　［关键词］　 生长激素受体敲低；线粒体；活性氧；细胞凋亡
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　　生长激素（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）是一种由腺垂体
分泌的肽类激素，其通过血液作用于全身，主要通过血

液循环作用于肝脏的生长激素受体（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＨＲ），结合后促进肝内胰岛素样生长因子１
（ｉｎｓｕｌｉｎｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）分泌，对人体的生长和
代谢起着重要作用［１－３］。近年来越来越多的证据表明

体内生长激素的缺乏与非酒精性脂肪肝的发生密切相

关，早期补充生长激素可以一定程度改善患者代谢紊

乱。有研究表明肝脏特异性敲低生长激素受体的小鼠

更容易发生脂肪肝，而有效的生长激素替代治疗可以

改善小鼠的血清转氨酶以及肝脏组织形态学的变

化［４］。垂体功能减退患者的非酒精性脂肪肝发生率

明显高于正常人，一项儿童起病的生长激素缺乏患者

的研究中，患者１０年非酒精性脂肪肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）的发生率为 ２０％，２０年
ＮＡＦＬＤ的发生率超过了３０％［５］，成人生长激素缺乏症
（ａｄｕｌｔｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＡＧＨＤ）患者有效的
补充ＧＨ可以改善患者肝酶水平，甚至逆转ＮＡＦＬＤ纤
维化［６］。因此，我们推测 ＧＨ可能是 ＡＧＨＤ患者人群
ＮＡＦＬＤ发生的主要因素之一。
　　线粒体作为一种重要的膜性细胞器为细胞和机体
提供能量，调节细胞生理过程，线粒体结构功能的完整

性才能保证细胞的正常功能和工作［７－８］。当细胞受到

外界不当的刺激，过度的ＲＯＳ产生打破线粒体能量代
谢的平衡，通过氧化应激诱导细胞发生线粒体凋

亡［９－１０］。随着人们生活习惯及饮食结构的改变，非酒

精性脂肪肝的发生率越来越高，在最经典的“二次打

击学说中”，线粒体功能降低加剧肝细胞的氧化应激

程度，引起肝脏的脂质沉积，导致肝细胞凋亡。我们既

往研究表明，ＡＧＨＤ患者内脏脂肪指数明显高于正常
人［１１］，并且生长激素受体敲低状态下的肝细胞更容易

发生脂肪沉积。本研究旨在研究生长激素受体敲低后

肝细胞可能发生的线粒体的凋亡通路，以期为临床诊

治提供较好的实验支持。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ，ＰＡ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、
苏木精染液、油红“Ｏ”、ＢＯＤＩＰＹ均购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；青霉素链
霉素溶液、胰蛋白酶、蛋白提取试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝
胶配制试剂盒、ＢＣＡ蛋白提取试剂盒、ＪＣ１荧光探针、
ＤＡＰＩ均购自中国上海碧云天生物技术公司；ＰＶＤＦ膜
购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；引物、ＴＲＩｚｏｌ、ｃＤＮＡ扩增及逆
转录试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭｉｘ染料均购自
ＴａＫａＲａ生物工程公司；ＣＣＫ８比色试剂盒购自日本东
仁公司；ＭｉｔｏＳｏｘ荧光探针购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；βａｃｔｉｎ
及βＴｕｂｌｉｎ购自天津三箭生物技术公司；Ｂｃｌ２单克隆
抗体、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９单克隆抗体、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３
单克隆抗体、ＰＲＲＰ单克隆抗体购自 ＣＳＴ公司；Ｂａｘ单
克隆抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；山羊抗兔 ｌｇＧ二抗
（ＨＲＰ标记）、山羊抗鼠 ｌｇＧ二抗（ＨＲＰ标记）购自中
山金桥公司，细胞色素 ｃ单克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ公
司，ＤＨＥ荧光试剂盒购自中国凯基公司，ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ
凋亡试剂盒、ＰＥＡｎｎｅｘｉｎ凋亡试剂盒购自美国 ＢＤ公
司，ＥＣＬ发光试剂盒购自美国Ａｄｖａｎｓｔａ。
１．２　方法
１．２．１　肝Ｌ０２细胞的分组和处理　　实验分组①：对
照组 （Ｃｔｒｌ），空载病毒组 （Ｖｅｃｔｏｒ），ＧＨＲ敲低组
（ｓｈＲＮＡＧＨＲ）。实验分组②：对照组（Ｃｔｒｌ），７５μｍｏｌ／Ｌ
ＰＡ组，１５０μｍｏｌ／ＬＰＡ组，３００μｍｏｌ／ＬＰＡ组。实验分
组③：空载病毒组（ＶｅｃｔｏｒＣｔｒｌ），空载体病毒干预１２ｈ
组（ＶｅｃｔｏｒＰＡ１２ｈ），空载体病毒干预２４ｈ组（Ｖｅｃｔｏｒ
ＰＡ２４ｈ），空载体病毒干预４８ｈ组（ＶｅｃｔｏｒＰＡ４８ｈ），
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ＧＨＲ敲低组（ｓｈＲＮＡＧＨＲＣｔｒｌ），ＧＨＲ敲低ＰＡ干预１２ｈ
组（ｓｈＲＮＡＧＨＲＰＡ１２ｈ），ＧＨＲ敲低 ＰＡ干预２４ｈ组
（ｓｈＲＮＡＧＨＲＰＡ２４ｈ），ＧＨＲ敲低 ＰＡ干预 ４８ｈ组
（ｓｈＲＮＡＧＨＲＰＡ４８ｈ）。实验分组④：空载病毒组
（Ｖｅｃｔｏｒ），空载体病毒 ＰＡ干预组（Ｖｅｃｔｏｒ＋ＰＡ），ＧＨＲ
敲低 组 （ｓｈＲＮＡＧＨＲ），ＧＨＲ 敲 低 ＰＡ 干 预 组
（ｓｈＲＮＡＧＨＲ＋ＰＡ）。实验分组 ⑤：ＧＨＲ敲低组
（ｓｈＲＮＡＧＨＲ），ＧＨＲ敲低ＰＡ干预组（ＰＡ），ＧＨＲ敲低
Ｍｉｔｏｔｅｍｐｏ干预组（Ｍｉｔｏｔｅｍｐｏ），ＧＨＲ敲低组 ＰＡ＋
Ｍｉｔｏｔｅｍｐｏ干预组（ＰＡ＋Ｍｉｔｏｔｅｍｐｏ）。
１．２．２　细胞培养以及ＧＨＲ慢病毒转染　　永生化人
正常肝Ｌ０２细胞株购于通派（上海）生物科技公司，本
实验室保存。肝 Ｌ０２细胞用 １０％灭活的胎牛血清、
１０００Ｕ／Ｌ青霉素和 １００μｇ／ｍＬ链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０
培养基在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内传代培养，用于后
续实验。

　　本课题组前期已构建生长激素受体敲低慢病毒序
列，选取的人 ＧＨＲ 基因序列为 ＧｅｎＢａｎｋＮＭ＿
００１２４２３９９，由上海吉凯基因化学技术有限公司合成
ＧＨＲ干扰序列，正义链分别为：５′ＡＴＣＴＧＧＡＴＡＣＣ
ＴＴＡＴＴＧＴＡ３′；反义链分别为：５′ＴＡＣＡＡＴＡＡＧＧＴＡ
ＴＣＣＡＧＡＴＧＧ３′，并且验证该序列有效。取对数生长
期的Ｌ０２细胞于转染前１ｄ接种于６孔板，按照说明
书确定的感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）加入
ＧＨＲ敲低慢病毒与对照空载病毒感染细胞（ＭＯＩ＝
３０），加入５μｇ／ｍＬ的转染增敏剂凝聚胺（ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ）。
１２ｈ后更换完全培养基，７２ｈ后加入嘌呤霉素
（１．０μｇ／ｍＬ）进行压力筛选，即获得稳定的ＧＨＲ敲低
组以及空载病毒组细胞株。相关实验按照实验分组①
分为３组。
１．２．３　ＰＡ对Ｌ０２细胞的干预条件　　按照实验分组
②将细胞分为４组，当 Ｌ０２细胞汇合率达 ７０％～８０％
时分别加入含有不同浓度 ＰＡ（终浓度分别为 ０、７５、
１５０、３００μｍｏｌ／Ｌ）的完全培养基培养 １２、２４、４８ｈ后，
每孔加入１０μＬＣＣＫ８反应液，在培养箱内继续培养
２ｈ。酶标仪４５０ｎｍ测光密度值Ｄ（４５０），绘制生存曲
线计算细胞存活率。

１．２．４　流式细胞仪检测细胞活性氧与凋亡水平　　
将细胞均匀铺在 １２孔板内，待细胞贴壁后，用含有
１５０μｍｏｌ／ＬＰＡ的完全培养基培养细胞１２、２４、４８ｈ；用
不含ＥＤＴＡ的胰消化酶消化细胞离心，收集细胞，ＰＢＳ
洗涤细胞，２００ｍＬＰＢＳ重悬细胞，采用ＤＨＥ荧光试剂盒
检测ＲＯＳ水平，采用ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡试剂盒检测
细胞凋亡水平。相关实验按照实验分组③分为８组。

１．２．５　Ｍｉｔｏｓｏｘ染色检测线粒体内活性氧水平　　按
照实验分组④将细胞分为４组，种于１２孔板爬片中，
ＰＡ干预２４ｈ后去除培养基，ＰＢＳ润洗３次，加入配制
好的Ｍｉｔｏｓｏｘ染色工作液５００ｍＬ／孔，培养箱内避光孵
育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ润洗３次洗去多余染料，荧光显微镜下
观察并采集图像。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关凋亡蛋白的表达　　按
照实验分组④将细胞分为４组，加入含有蛋白酶抑制
剂的ＲＩＰＡ裂解液，冰上裂解１０ｍｉｎ，超声１０～１５次，
４℃离心机、１２０００×ｇ离心 ２０ｍｉｎ，收集上清，使用
ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒进行蛋白浓度的测定，分离
胶使用 ８％（ＰＡＲＰ）、１２％（细胞色素 ｃ、Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ９、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｂａｘ、ｂｃｌ２），上样量为
４０μｇ。１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，２５０ｍＡ电转；取出
ＰＶＤＦ膜，浸泡在相应的一抗中，４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ
漂洗１０ｍｉｎ×５次，加入相应的辣根过氧化物酶标记的
二抗室温孵育 ６０ｍｉｎ，浸泡于 ＥＣＬ发光试剂盒显色，
凝胶成像图像分析系统显像，Ｆｕｓｉｏｎ软件进行灰度定
量分析。实验重复３次。
１．２．７　油红“Ｏ”染色与 ＢＯＤＩＰＹ荧光染色检测细胞
内脂质沉积　　按照实验分组④将细胞分为４组，种
于１２孔板爬片中，ＰＡ干预 ２４ｈ后去除培养基，ＰＢＳ
润洗 ３次；４％多聚甲醛固定 １～２ｈ；油红避光染色
３０ｍｉｎ；流水冲洗，６０％异丙醇漂洗 １次；苏木精避光
染色 ２～５ｍｉｎ，流水冲洗；甘油明胶封片；避光配制
ＢＯＤＩＰＹ染液（１０μｇ／ｍＬ），每孔５００μＬ放于孵箱内孵
育１ｈ；ＰＢＳ润洗３次后使用 ＤＡＰＩ染核，抗荧光淬灭
剂封片。显微镜下采集图像。

１．２．８　细胞内ＡＴＰ水平检测　　按照实验分组④将
细胞分为４组，种于 ６孔板中，吸除培养基 ＰＢＳ润洗
３次，加入裂解液反复吹打后４℃１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，
取上清，配制ＡＴＰ检测工作液到９６孔板内，室温放置
３～５ｍｉｎ使本底性的ＡＴＰ全部消耗，再在检测孔内加
入２０μＬ待测样本以及标准品，使用化学荧光酶标仪
检测光密度值，根据标准曲线计算细胞内ＡＴＰ水平。
１．２．９　ＪＣ１检测细胞线粒体膜电位　　按照实验分
组④将细胞分为４组，细胞经过 ＰＡ干预２４ｈ后去除
培养基，ＰＢＳ清洗 ３次，加入１ｍＬ的细胞培养液，按
照说明书配制ＪＣ１工作液（３００ｎｍｏｌ／Ｌ），剧烈振荡充
分溶解并混匀 ＪＣ１，再加入１ｍＬ配制好的 ＪＣ１染色
工作液，避光孵育３０ｍｉｎ，孵育结束后洗出上清，用ＪＣ１
缓冲液洗涤２次，加入细胞培养液，荧光显微镜下观察
ＪＣ１单体 （ＪＣ１ｍｏｎｏｍｅｒｓ）与 ＪＣ１聚合体 （ＪＣ１
ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ）并采集图像。
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１．２．１０　Ｍｉｔｏｔｅｍｐｏ干预细胞　　按照实验分组⑤将
细胞分为４组，将Ｍｉｔｏｔｅｍｐｏ粉末用无菌 ＰＢＳ溶解，配
制终浓度为１００ｎｍｏｌ工作液，首先预处理 ｓｈＲＮＡＧＨＲ
组细胞２ｈ，再用ＰＡ干预２４ｈ后去除培养基，流式细
胞仪以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞凋亡变化。
１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｇＰａｄ７．０，ＳＰＳＳ２２．０统计软件，资料采
用 珋ｘ±ｓ表示。全部试验重复次数≥３次，３组及以上比
较采用单因素方差分析，组间进一步两两分析采用

Ｔｕｒｋｅｙ法。两组之间比较采用ｔ检验，设检验水准α＝
０．０５。

２　结果

２．１　不同浓度 ＰＡ对细胞活力的影响以及慢病毒敲
低生长激素受体效果验证

　　在一定浓度范围内 ＰＡ干预后，细胞存活率呈浓
度依赖性下降（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）。结果显示，ＰＡ对肝
细胞具有一定的细胞毒性作用。ＰＡ浓度１５０μｍｏｌ／Ｌ，
干预２４ｈ后细胞率存活约７０％，故在后续的实验中选
取该浓度来观察脂质沉积以及线粒体凋亡通路相关蛋

白变化。

　　感染慢病毒后生长激素受体基因敲低效率＞７０％，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ），提示稳定低表
达生长激素受体的肝细胞模型建立成功。

２．２　敲低ＧＨＲ对细胞凋亡及ＲＯＳ水平的影响
　　分析 ＰＡ干预 ｓｈＲＮＡＧＨＲ组与 Ｖｅｃｔｏｒ组不同时
间点的凋亡以及 ＲＯＳ水平，结果显示，与 Ｖｅｃｔｏｒ组相
比，ＧＨＲ敲低组细胞在ＰＡ干预１２、２４、４８ｈ后凋亡细
胞数明显高于Ｖｅｃｔｏｒ组（图２Ａ、Ｃ），细胞内 ＲＯＳ平均
荧光值均高于 Ｖｅｃｔｏｒ组（图 ２Ｂ、Ｄ），差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　敲低ＧＨＲ对线粒体膜电位、线粒体内ＲＯＳ、ＡＴＰ
以及脂质沉积的影响

　　图３Ａ中证实了 ＰＡ干预后，敲低 ＧＨＲ的肝细胞
ＪＣ１染色复合体与单体比率明显下降，提示细胞线粒
体膜电位去极化损伤更加严重；图 ３Ｂ提示与 Ｖｅｃｔｏｒ
组相比，敲低ＧＨＲ组在ＰＡ干预细胞后线粒体内ＲＯＳ
明显增加。同时ＰＡ干预敲低ＧＨＲ组细胞后，ＡＴＰ水
平明显更低，证实了线粒体功能受损，利用 ＲＯＳ产生
ＡＴＰ的能力下降，细胞内氧自由基清除能力受损（图
３Ｃ），以上组间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
　　ＧＨＲ敲低组与 Ｖｅｃｔｏｒ组相比肝细胞内油红颗粒
聚集更加明显，ＢＯＤＩＰＹ胞质内荧光染色脂质颗粒更
丰富，提示ＰＡ干预敲低ＧＨＲ的肝细胞更容易发生脂
质沉积（图３Ｄ）。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示（图４）：ＰＡ干预 ＧＨＲ
敲低的肝细胞后，细胞色素 ｃ产生更多，并且 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ９、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３以及 ＰＡＲＰ与 Ｖｅｃｔｏｒ组比
较都明显增多，并且差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ＧＨＲ敲低的肝细胞在 ＰＡ的干预下，Ｂａｘ蛋白集聚以
及ｂｃｌ２蛋白的减少（Ｐ＜０．０５）。以上结果均提示，
ＧＨＲ敲低加重肝细胞凋亡是通过线粒体途径实现的。
２．４　Ｍｉｔｏｔｅｍｐｏ处理对细胞凋亡的影响
　　为了探究ＰＡ诱导的线粒体 ＲＯＳ加重 ＧＨＲ敲低
细胞凋亡的作用，我们使用 Ｍｉｔｏｔｅｍｐｏ特异性清除线
粒体内ＲＯＳ，结果提示肝细胞凋亡数明显下降，并且
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白也有明显的合成减少（Ｐ＜０．０５，
图５），表明Ｍｉｔｏｔｅｍｐｏ抑制了ＧＨＲ敲低介导的肝细胞
凋亡。以上结果表示，线粒体抗氧化剂的预处理可以

对抗ＧＨＲ敲低加重的细胞凋亡，ＧＨＲ敲低加重肝细
胞的凋亡是通过线粒体途径实现的，并且线粒体的

ＲＯＳ产生介导了ＧＨＲ敲低的肝细胞凋亡。
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图１　ＰＡ对正常肝Ｌ０２细胞活力的影响及重组慢病毒转染Ｌ０２细胞抑制ＧＨＲ表达
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图５　Ｍｉｔｏｔｅｍｐｏ处理减轻ＰＡ干预ｓｈＲＮＡＧＨＲ细胞的凋亡
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３　讨论

　　生长激素作用广泛，生物效应复杂，对机体的一系
列代谢过程具有重要影响。生长激素可以促进脂肪分

解，抑制脂肪合成，促进游离的脂肪酸进入循环代

谢［１２－１４］。非酒精性脂肪肝通常是代谢综合征及其合

并症的肝病表现，一项大型横断面研究表明，普通人群

血清生长激素水平与非酒精性脂肪肝发病率呈明显负

相关；与健康人相比，患有非酒精性脂肪肝的人群中血

清生长激素水平更低，在相关性分析中生长激素水平

与血脂、血糖、腰围等代谢性指标呈明显负相关［１５］，以

上研究均证实，生长激素缺乏可能是非酒精性脂肪肝

发病的危险因素，在非酒精性脂肪肝的病程中扮演重

要作用。我们既往研究中也证实，成人生长激素缺乏

患者的内脏脂肪以及内脏脂肪指数均高于正常对照组

人群，而肌肉组织重量明显低于正常对照组［１６－１７］。本

研究中生长激素受体敲低的状态下，ＰＡ会加重肝细胞
脂质聚集，诱导肝细胞发生凋亡。

　　凋亡是细胞为维持内环境稳定出现的自发性的死
亡过程，是一种主动、高度有序、基因控制、信号依赖以

及一系列酶参与的过程，在维持组织细胞内环境稳态

和控制感染方面起着重要作用［１８］。ＲＯＳ产生和消耗
主要发生在线粒体内，病理状态下，ＲＯＳ产生与清除
失调，在细胞内堆积过多，活性氧自由基可以与多不饱

和脂肪酸过氧化反应生成过氧化脂质，该过程会导致

一系列毒性作用包括细胞内蛋白以及酶变形、ＤＮＡ氧
化修饰、生物膜脂质过氧化，增加细胞对外界刺激的敏

感性，从而导致肝细胞更容易发生凋亡［１９］，但在 ＧＨＲ
缺乏状态下ＲＯＳ是否通过线粒体途径加重肝细胞凋
亡目前尚少见研究报道。本研究观察 ＰＡ干预后
ｓｈＲＮＡＧＨＲ组与 Ｖｅｃｔｏｒ组细胞的 ＲＯＳ与细胞凋亡水
平都呈现浓度依赖性增加，但是ＧＨＲ敲低组的细胞内
ＲＯＳ更易堆积，凋亡细胞数目明显增加，特异性线粒
体抗氧化剂 ｍｉｔｏｔｅｍｐｏ预处理细胞明显改善了 ＰＡ诱
导的ｓｈＲＮＡＧＨＲ肝细胞凋亡，表明 ＧＨＲ敲低加重肝
细胞凋亡可能是由过量线粒体ＲＯＳ累积，导致线粒体
结构功能发生障碍，导致敲低ＧＨＲ的肝细胞凋亡程度
更明显，证实了来源于线粒体的氧化应激介导了 ＧＨＲ
降低带来的肝细胞凋亡。同时，线粒体膜电位是线粒

体发挥功能的重要保证，线粒体膜电位去极化代表线

粒体凋亡的早期发生。本研究中 ｓｈＲＮＡＧＨＲ肝细胞
在ＰＡ干预后ＪＣ１复合体与单体比率明显下降，膜电
位去极化更严重，代表了线粒体膜功能完整性缺失更严

重，触发细胞色素ｃ更容易从损伤的线粒体释放，从而

激活下游Ｃａｓｐａｓｅ级联反应和线粒体介导的细胞凋亡。
　　线粒体凋亡通路是由线粒体损伤触发。含半胱氨
酸的天冬氨酸水解酶（Ｃａｓｐａｓｅ）分为凋亡启动因子、凋
亡执行因子和炎症介导因子，细胞色素 ｃ从线粒体被
释放到细胞质，募集启动因子 Ｃａｓｐａｓｅ９到凋亡小体继
而发生凋亡级联反应，累及下游关键执行因子

Ｃａｓｐａｓｅ３活化，从而导致细胞凋亡［２０－２２］。ＰＡＲＰ是
Ｃａｓｐａｓｅ的切割底物，其发生活化剪切形式被认为是线
粒体凋亡通路激活的一个重要指标。Ｂａｘ与ｂｃｌ２蛋白
正常情况下结合在线粒体膜上，不同的比例变化对线粒

体凋亡通路也起着至关重要的作用，控制着整个凋亡过

程［２３－２４］。本研究中，ＰＡ干预２４ｈ后，ｓｈＲＮＡＧＨＲ组细
胞活化形式的Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９以及ＰＡＲＰ均呈现明
显的升高，同时Ｂａｘ与Ｂｃｌ２比值也明显高于对照组，这
些结果显示，敲低生长激素受体的肝细胞发生更严重的

凋亡，是通过线粒体凋亡途径产生的。既往有动物研

究证实肝脏特异敲除ＧＨＲ基因或者ＩＧＦ１的小鼠中，
肝脏的脂质沉积加重，可能与凋亡相关，但是该研究未

进一步阐述是否通过线粒体途径引起凋亡［２５］。

　　综上，本研究通过体外细胞实验观察生长激素受体
敲低状态下ＰＡ对肝细胞的功能影响以及机制，ＧＨＲ敲
低会加重肝细胞的凋亡，诱导脂质沉积加剧。清除线粒

体中ＲＯＳ可以明显改善ＧＨＲ加重的细胞凋亡。然而，
本实验由于试剂限制，没有进行外源性生长激素干预实

验，但在实验过程中，我们观察到ｓｈＲＮＡＧＨＲ组细胞生
长速度较Ｖｅｃｔｏｒ组明显缓慢，我们推测在细胞培养基与
胎牛血清中可能存在某些生长因子或者短肽类物质作

用于生长激素受体促进细胞生长，后续工作仍需进一步

研讨体内生长激素受体敲低状态下线粒体介导的凋亡

的通路关系，以期能为ＡＧＨＤ患者更易发生非酒精性脂
肪肝这一临床现象提供良好的理论基础。
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