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［摘 要］ 目的：研究肝细胞脂毒性细胞模型中线粒体内肝再生增强因子（augmenter of liver regeneration，ALR）与线粒体功能

障碍之间的关系。方法：以无脂肪酸的10%牛血清蛋白（bull serum albumin，BSA）处理L⁃O2细胞为对照（BSA组），0.2 mmol/L
棕榈酸（palmitic acid，PA）处理L⁃O2细胞为脂毒性细胞模型（PA组），并在构建ALR过表达（ALR⁃OE组）及对照（Vector组）细胞

后，分别接受BSA和PA处理，CCK⁃8法检测细胞活力、乳酸脱氢酶（lactic dehydrogenase，LDH）检测试剂盒检测脂毒性、JC⁃1染
色分析线粒体膜电位、流式凋亡检测分析细胞凋亡，Western bolt检测ALR、Bax、Bcl⁃2、细胞色素C等蛋白表达水平。结果：与

BSA组相比，PA组细胞内脂滴增多、细胞活力下降 50%、LDH释放增加 13倍，线粒体内ALR表达则明显降低。BSA处理下

Vector组和ALR⁃OE组无明显差异，而PA刺激后ALR⁃OE组相较于Vector组，细胞活力增加约16%，LDH释放减少约40%，线

粒体膜电位增加约18%，细胞色素C释放减少，细胞凋亡减少。结论：ALR参与肝细胞脂毒性的发生，靶向调控ALR可在一定

程度上抑制脂毒性的发生。
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Role of augmenter of liver regeneration in cell model of palmitic acid induced hepatocyte
lipotoxicity by mediating regulation of mitochondrial homeostasis
Zhou Guang，Shi Xiaolei*
Department of General Surgery，Affiliated Drum Tower Clinical Medical College of Nanjing Medical University

（Nanjing Drum Tower Hospital），Nanjing 210008，China

［Abstract］ Objective：To study the relationship between mitochondrial augmenter of liver regeneration（ALR）and mitochondrial
dysfunction in cell model of hepatocyte lipotoxicity. Methods：The 10% fatty acid⁃ free bull serum albumin treated L⁃O2 cells were
used as the control group（BSA group），and L ⁃O2 cells treated with 0.2 mmol/L palmitic acid（PA）as a cell model of hepatocyte
lipotoxicity（PA group）. Meanwhile，the ALR overexpression group（ALR⁃OE group）and the empty vector transfected control cell group
（Vector group）were constructed and treated with BSA or PA，respectively. cell viability，lactate dehydrogenase（LDH）release，
mitochondrial membrane potential changes，apoptosis and related protein expression levels were detected subsequently. Results：
Compared with the BSA group，the intracellular lipid droplet increased，the cell viability decreased by about 50%，and the LDH release
increased by 13 times，the expression of ALR in the mitochondria was significantly decreased in the PA group. There were no
significant differences between the Vector group and the ALR⁃OE group under BSA treatment conditions. However，the cell viability
increased by about 16%，LDH release is reduced by about 40%，mitochondrial membrane potential is increased by about 18%，

cytochrome C release is reduced，and apoptosis decreases in the ALR⁃OE group compared with the Vector group under PA stimulation.
Conclusion：ALR is involved in the onset of hepatocellular lipotoxicity，and targeting the regulation of mitochondrial ALR can inhibit
the onset of lipotoxicity to a certain extent.
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非酒精性脂肪肝病（non⁃alcoholic fatty liver dis⁃
ease，NAFLD）是目前最常见的慢性肝脏疾病之一［1］。

外源性脂肪在肝脏内代谢形成的脂毒性加速NAFLD
的进展。除了增加有氧运动消耗脂肪外［2］，调控脂毒

性已成为NAFLD治疗的热点［3-4］。线粒体功能障碍

加速了肝细胞脂毒性的进展［5-6］，维持线粒体功能稳

态，抑制肝细胞脂毒性为治疗NAFLD提供了新思路。

肝再生增强因子（augmenter of liver regenera⁃
tion，ALR）是肝脏内的细胞因子［7-8］，其主要存在于

线粒体内［9-10］，在肝细胞脂毒性环境中，ALR与线粒

体功能障碍是否存在联系目前尚未见报道。本文

主要研究肝细胞脂毒性环境中，线粒体内ALR与线

粒体功能障碍是否存在联系，以及靶向调控ALR是

否可以抑制肝细胞脂毒性的发展。

1 材料和方法

1.1 材料

人正常肝细胞系L⁃O2 购于上海中科院细胞库，

RPMI1640培养基、胎牛血清（Gibco公司，美国），棕

榈酸（palmitic acid，PA，Sigma⁃Aldrich公司，美国）、

无脂肪酸牛血清白蛋白（bull serum albumin，BSA）、

线粒体膜电位（JC⁃1）检测试剂盒（上海翊圣生物科

技公司），Cell Counting Kit 8（CCK⁃8，MCE公司，美

国），ALR 质粒（苏州金维智公司），Lipofectamine
2000（Invitrogen公司，美国），细胞线粒体分离试剂

盒（上海碧云天生物技术有限公司），油红O 染色试剂

盒（南京建成生物工程研究所），GAPDH、Bax、Bcl⁃2、
COXⅣ、细胞色素C抗体（Abcam公司，美国），ALR
抗体（武汉三鹰Proteintech公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及处理

L⁃O2细胞常规培养于含10%胎牛血清、青霉素

（100 U/mL）以及链霉素（100 μg/mL）的 RPMI1640
完全培养基，于37 ℃培养箱中培养，次日换液。

1.2.2 油红染色

于 6 孔板加入细胞 1×105 个/孔，24 h 后分别

以 10% BSA、0.2 mmol/L PA处理，孵育 24 h后弃上

清，多聚甲醛固定细胞，PBS轻洗细胞 1次，加入油

红O工作液，室温条件下避光染色 15 min。弃油红

O工作液，PBS轻洗 3次，苏木素染细胞核 30 s，PBS
轻洗若干次使其返蓝，光镜观察。

1.2.3 CCK⁃8法检测细胞活力

按照3 000个/孔密度将细胞种于96孔板中，每

组设4个复孔。24 h后分别以BSA、PA处理24 h，弃

上清，每孔加入 100 μL含有 10% CCK⁃8的工作液，

继续孵育 1.5 h，测定 450 nm处的吸光度，计算相应

细胞活力。

1.2.4 乳酸脱氢酶检测

细胞以2 000个/孔的密度种于96孔中，分别以

BSA及 PA处理 24 h，400 g离心细胞培养板 5 min，
各孔取上清液 120 μL于新的 96孔板中，避光条件

下加入 60 μL LDH检测工作液，混匀后室温避光孵

育30 min，检测490 nm处的吸光度，根据公式［（PA处

理组吸光度-空白对照孔吸光度）/（BSA处理组吸光

度-空白对照孔吸光度）］计算细胞LDH相对释放量。

1.2.5 质粒转染

采用脂质体 Lipofectamine 2000 转染法进行

ALR过表达实验，以2×104个/mL密度种6孔板，贴壁

24 h后，以质粒∶Lipofectamine 2000=1∶2的体积比制

备质粒转染体系：将500 μL无血清无抗生素的Opti⁃
MEM培养基、2.5 μL ALR质粒、5 μL Lipofectamine
2000依次加入无菌的 1.5 mL EP管中，充分混匀后

静置20 min。加入相应孔中，继续培养48 h，最后提

取细胞总蛋白验证质粒转染效果，作为过表达组

（ALR⁃OE组），以加入空白对照质粒转染的细胞为

Vector组。

1.2.6 线粒体抽提

Vector组及ALR⁃OE组细胞分别接受BSA及PA
处理24 h，收集细胞并加入含PMSF的线粒体分离试

剂冰浴15 min，于玻璃匀浆器中匀浆细胞悬液30次，

转移至 1.5 mL EP管中，4 ℃ 1 000 g离心 10 min，留
上清，4 ℃ 3 500 g离心10 min，离心结束后分离上清

和沉淀，沉淀即为细胞线粒体，上清即为去除线粒

体的胞浆成分，用于后续Western blot实验。

1.2.7 JC⁃1流式检测

Vector及ALR⁃OE组细胞分别接受BSA及PA处

理24 h，收集细胞，PBS洗涤细胞1遍，常温1 200 g离

心 5 min，0.5 mL JC⁃1工作液重悬细胞，于培养箱孵

育 15 min，孵育结束后，室温 1 200 g离心 5 min，弃
上清，1 mL缓冲液重悬细胞，重复上述离心步骤，弃

上清，用0.5 mL缓冲液重悬细胞，最后BD Accuri C6
流式仪行流式分析。

1.2.8 细胞凋亡检测

Vector及 ALR⁃OE组细胞分别接受 BSA及 PA
处理 24 h后，收集细胞，PBS 洗涤细胞 1遍，室温

1 200 g离心5 min，弃上清，用200 μL含2.5 μL FITC
以及2.5 μL PI的缓冲液重悬细胞沉淀，室温避光孵

育 20 min，室温 1 200 g离心 5 min，弃上清，缓冲液
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图1 PA体外诱导肝细胞脂毒性模型

Figure 1 PA induces cell model of hepatocyte lipotoxicity in vitro
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重悬沉淀，BD Accuri C6流式仪检测细胞凋亡情况。

1.2.9 Western blot
细胞及线粒体成分中加入适量裂解液冰上裂

解30 min，4 ℃ 12 000 g离心15 min，取上清，BCA法

测定相应蛋白浓度。取 30 μg/泳道的蛋白样品于

SDS⁃PAGE进行电泳，将蛋白转膜至PVDF膜上，5％
脱脂奶粉溶液室温封闭 2 h，一抗 ALR、GAPDH、

Bax、Bcl⁃2、COXⅣ、细胞色素C抗体，4 ℃孵育过夜

（GAPDH抗体以1∶10 000稀释，其余均以1∶1 000稀
释），隔日 TBST洗涤 3次后孵二抗 2 h，TBST洗涤 3
次，加入化学显影液曝光，所有实验重复 3次，并使

用 Image J软件对条带进行灰度值分析。

1.3 统计学方法

利用Graphpad Prism 6.0软件对数据进行统计

分析，数据均以均值±标准差（x ± s）表示。两组间比

较采用 t检验，多组比较时先采用单因素方差分析

进行比较，再采用 SNK法进行两两比较。P ≤ 0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PA体外刺激抑制线粒体内ALR的表达

与BSA组相比，PA刺激 L⁃O2细胞 24 h后细胞

内脂滴明显增多（图 1A），细胞活力降低约 50%，

LDH的释放增加约13倍（图1B，C），这表明PA刺激

在诱导细胞脂肪变的同时也增加了细胞脂毒性。此

外本实验分别提取BSA组和PA组线粒体蛋白，West⁃
ern blot显示PA刺激后线粒体内ALR表达明显降低

（图1D）。
2.2 ALR过表达减轻PA诱导的脂毒性、抑制线粒

体功能障碍

为了研究线粒体内ALR是否参与PA诱导的肝

细胞脂毒性的发生，本研究采用质粒转染方式过表

达 ALR（ALR⁃OE）。Western blot结果表明相较于

Vector组，ALR⁃OE组细胞总蛋白内ALR表达明显

增加（图2A），同时其线粒体内ALR表达也明显增加

（图2B），表明ALR过表达达到预期效果。

BSA处理对于ALR⁃OE组及Vector组的细胞活

力、LDH释放、线粒体功能等方面均无影响。与此

相比，在 PA刺激下，Vector组细胞活力下降 30%，

LDH释放增加约 12倍（图 3A、B），反映正常线粒体

膜电位 JC⁃1二聚体的含量下降约 26%，细胞色素C
外泄则明显增加（图 3C、D、E），表明PA诱导Vector
组细胞线粒体功能障碍。ALR⁃OE组在 PA处理后

细胞活力相较于Vector组升高 16%、LDH的释放也

减少约 33%（图 3A、B），线粒体膜电位升高 15%，细

胞色素C外泄明显减少（图3C、D、E）。表明ALR对

PA诱导的脂毒性以及线粒体功能障碍均有明显抑

制效果。

2.3 ALR过表达抑制PA诱导的凋亡

凋亡是肝细胞脂毒性重要特征之一，BSA处理

对ALR⁃OE组和Vector组的细胞凋亡无影响。PA
刺激后Vector组凋亡率增加13.4%（图4A），Western
blot 结果表明 Bax 表达增加，Bcl ⁃2 表达降低（图

4B）。ALR过表达明显减少PA诱导的细胞凋亡（图
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4A），逆转上述凋亡蛋白的表达改变（图4B），表明线

粒体内ALR可以有效抵抗PA诱导的凋亡。

3 讨 论

人体高脂饮食后，体内过量的脂质无法完全代

谢，游离脂肪酸含量增加，在非脂肪组织内累积达

到毒性水平产生的有害影响称为脂毒性［11］。在

NAFLD初期，肝脏内游离脂肪酸代谢引发脂毒性肝

损伤，加速NAFLD的进展［12］。研究表明，以PA为代

表的长链饱和脂肪酸可增加细胞脂毒性［13-14］，因此

本研究采用0.2 mmol/L的PA刺激L⁃O2细胞24 h诱
导肝细胞脂毒性的发生。

目前大量研究发现，线粒体功能障碍与脂毒性

关系密切。Park和Yang等［5-6］研究均表明，线粒体

功能障碍导致的氧化应激增加是饱和脂肪酸产生

脂毒性的重要因素之一。Zhang等［12］研究发现，肝

细胞内线粒体自噬缺失导致的NLRP3炎症小体活
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Figure 2 Validation of ALR over⁃expression

A：细胞活力；B：LDH释放；C：线粒体膜电位；D：细胞胞浆内细胞色素C蛋白表达以及量化结果；E：细胞线粒体内细胞色素C蛋白表达以

及量化结果；两组比较，*P < 0.05，**P＜0.01，n=3。
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Figure 3 ALR inhibits PA⁃induced lipotoxicity and mitochondrial dysfunction
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Figure 4 ALR inhibits PA⁃induced apoptosis
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化可加剧脂肪酸的脂毒性，加速 NAFLD的进展。

因此破坏线粒体功能稳态可以诱导脂毒性。本研

究构建的肝细胞脂毒性细胞模型中，PA刺激也可诱

导线粒体功能障碍，表现为线粒体膜电位显著降

低，细胞色素C外泄增加，细胞凋亡增加。

ALR在肝细胞脂毒性发生中的作用目前未见

明确报道。本研究发现，PA刺激L⁃O2细胞可诱导

线粒体功能障碍，线粒体内ALR表达显著降低。已

有研究证实，ALR与线粒体功能稳态存在密切联

系，ALR通过促进线粒体生物合成，抑制Drp1介导

的线粒体裂解等多种方式恢复受损的线粒体功能，

维持细胞存活［15-16］，因此，在肝细胞脂毒性环境中，

线粒体内低表达的ALR与线粒体功能障碍之间可

能存在相关性。本实验通过质粒转染的方式构建

线粒体ALR过表达的 L⁃O2细胞，PA刺激后发现，

ALR过表达可以显著恢复受损的线粒体膜电位，抑

制细胞色素C外泄，抑制凋亡，这都表明线粒体内

ALR与线粒体功能障碍密切相关，线粒体内过表达

ALR可以在一定程度修复线粒体功能障碍，减轻肝

细胞脂毒性的进展。

总之，本研究探讨了肝细胞脂毒性细胞模型中

线粒体内ALR与线粒体功能障碍之间的关系，结果表

明靶向调控线粒体内ALR可以维持线粒体功能稳态，

在一定程度上抑制肝细胞脂毒性的进展，为NAFLD的

治疗提供了新的潜在干预靶点和理论依据。
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