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梓醇缓解内质网应激抑制非酒精性脂肪肝细胞凋亡
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摘要: 探讨梓醇对非酒精性脂肪肝 (nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD) 状态下肝细胞凋亡的保护作用及其

机制。体内实验采用高脂饮食 (high fat diet, HFD) 诱导小鼠建立NAFLD模型, 实验过程和动物福利均遵循江汉大

学动物伦理委员会的规定; 体外实验采用棕榈酸 (palmitate, PA) 诱导人肝癌细胞系HepG2建立脂毒性模型。结果

显示, 梓醇显著降低HFD小鼠血清中总甘油三脂 (total glyceride, TG)、总胆固醇 (total cholesterol, TC)、谷丙转氨酶

(alanine aminotransferase, ALT) 和谷草转氨酶 (aspartate transaminase, AST) 含量; TUNEL染色和流式细胞术显示梓

醇显著抑制了肝细胞凋亡; Western blot结果显示梓醇显著降低内质网应激标志性蛋白如结合免疫球蛋白 (binding

immunoglobulin protein, BiP)、磷酸化的 PKR 样内质网激酶 (phosphorylated PKR-like endoplasmic reticulum kinase,

p-PERK)、肌醇需求酶 1α (inositol-requiring enzyme 1α, IRE1α) 和活化转录因子 6 (activating transcription factor 6,

ATF6) 的蛋白表达水平以及应激性凋亡蛋白C/EBP同源蛋白 (C/EBP homology protein, CHOP)、磷酸化的 c-Jun氨

基末端激酶 (phosphorylated c-Jun N-terminal kinase, p-JNK)、剪切的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 (cysteinyl aspartate

specific proteinase, caspase)-12、-9和-3的蛋白表达水平。此外, HepG2细胞经内质网应激激动剂衣霉素 (tunicamycin,

TM) 处理后, 显著降低了梓醇对内质网应激相关蛋白 BiP、p-PERK、IRE1α、ATF6和凋亡相关蛋白 CHOP、p-JNK、

Bcl-2、Bax、cleaved caspase (-12、-9和-3) 表达水平的抑制作用, 证明梓醇通过缓解内质网应激抑制肝细胞凋亡。以

上结果表明, 梓醇能够通过缓解内质网应激抑制肝细胞凋亡, 从而发挥保护肝损伤的作用。
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Catalpol inhibits cell apoptosis through alleviating endoplasmic
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Abstract: This study was designed to explore the protective effect and underlying mechanism of catalpol on

hepatocyte apoptosis in nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). High fat diet (HFD) was used to establish

NAFLD model in the in vivo experiment, and the procedures of the experiments and animal care protocol were

approved by the Animal Care and Use Committee of Jianghan University. Human liver cancer cell line HepG2 was

treated with palmitate (PA) to establish a lipid toxicity model in the in vitro experiments. The results showed
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that catalpol significantly decreased the contents of serum total glyceride (TG), total cholesterol (TC), alanine

aminotransferase (ALT), and aspartate transaminase (AST) in HFD-fed mice. Results of TUNEL staining and flow

cytometry analyses revealed that catalpol significantly inhibited hepatocytes apoptosis in HFD-fed mice and

PA-treated HepG2 cells. Moreover, catalpol treatment significantly reduced the endoplasmic reticulum stress-related

protein expression levels of binding immunoglobulin protein (BiP), phosphorylated PKR-like endoplasmic reticulum

kinase (p-PERK), inositol-requiring kinase 1α (IRE1α), and transcriptional factor activating transcription factor 6

(ATF6), and apoptosis-related protein expression levels of C/EBP homology protein (CHOP), phosphorylated c-Jun

N-terminal kinase (p-JNK), and cleaved cysteinyl aspartate specific proteinases (caspases) -12, -9, and -3 in

HFD-fed mice and PA-treated HepG2 cells. Furthermore, endoplasmic reticulum stress agonist tunicamycin (TM)

significantly reversed the inhibitory effect of catalpol on protein expression levels of BiP, p-PERK, IRE1α, and

ATF6, subsequently the inhibitory effect of catalpol on expression levels of CHOP, p-JNK, Bcl-2, Bax, and cleaved

caspases (-12, -9, and -3) was also attenuated in PA-treated HepG2 cells. Taken together, these findings demonstrated

that catalpol could inhibit hepatocytes apoptosis and had a significant protective effect on liver injury, and its

mechanism might be related to the relief of endoplasmic reticulum stress.

Key words: nonalcoholic fatty liver disease; catalpol; high fat diet; palmitate; endoplasmic reticulum; hepato‐

cytes apoptosis

非酒精性脂肪肝病 (nonalcoholic fatty liver disease,

NAFLD) 是世界范围内最普遍的慢性肝病之一, 影响

着全世界 25%的普通人群和 85%～98%的病态肥胖患

者[1,2]。NAFLD 通常被认为是代谢综合征 (胰岛素抵

抗、肥胖和高脂血症) 的肝脏表现, 包括肝脂肪变性和

非酒精性脂肪性肝炎 (nonalcoholic steatohepatitis,

NASH)[3,4]。NASH 是脂质堆积、肝细胞死亡、炎症和

纤维化的结合 , 使其成为肝硬化、肝细胞癌 (hepato-

cellular carcinoma, HCC) 和最终肝疾病相关死亡的重

要危险因素[5]。因此, NAFLD在世界范围内的日益流

行是相当值得临床关注的。NAFLD的发病机制以及

从单纯脂肪变性发展为NASH的机制尚未完全阐明。

目前“多重打击”假说已经取代了“二次打击”假说[6],

NAFLD的发病机制现在可以描述为多种平行因素, 如

久坐不动的生活方式、高脂饮食 (high fat diet, HFD) 以

及环境和遗传因素的协同作用, 引起胰岛素抵抗下降,

肝细胞内脂肪的过度积累, 导致细胞内脂肪空泡增多,

从而降低线粒体 β氧化能力, 诱导内质网应激、氧化应

激和肝细胞凋亡[7,8]。越来越多研究表明, 内质网应激

参与了 NAFLD 脂肪变性的发生和进展[9-11]。NAFLD

中脂质过度积累造成的脂毒性环境直接影响内质网稳

态并激活内质网应激, 导致各种细胞内应激途径的激

活, 从而引发或加剧胰岛素抵抗和炎症, 在某些情况

下, 最终导致肝细胞死亡和肝脏损伤[12,13]。NAFLD患

者肝细胞凋亡增加, 与疾病严重程度密切相关, 因此,

凋亡被认为是NAFLD进展的一个重要标志[14]。

梓醇 (catalpol) 是一种主要从地黄根中提取的环

烯醚萜苷类物质, 具有许多生物活性, 包括抗氧化、抗

炎和抗凋亡等作用[15,16]。本课题组前期研究发现, 梓

醇通过激活腺苷酸活化蛋白激酶 (AMP-activated

protein kinase, AMPK) 信号通路 , 抑制脂肪酸从头合

成途径, 促进脂肪酸 β氧化, 从而抑制NAFLD的脂质

堆积[17]。此外, 还发现梓醇可能通过减少肝脏脂质蓄

积和炎症反应以及抑制肝细胞凋亡降低 HFD对小鼠

肝脏的损伤[18]。然而 , 梓醇抑制 NAFLD 状态下肝细

胞凋亡的作用机制尚未明确。本文通过 HFD诱导的

小鼠 NAFLD 体内模型和棕榈酸 (palmitate, PA) 诱导

的人肝癌细胞HepG2体外脂毒性模型, 研究了梓醇对

NAFLD 状态下肝细胞凋亡的影响及其潜在的作用

机制。

材料与方法

实验动物 SPF级C57BL/6J小鼠购自北京维通利

华实验动物技术有限公司 (合格证号: 11400700213032),

饲养于江汉大学医学实验动物中心 [许可编号: SYXK

(鄂) 2012-0042], 环境温度控制在 22～24 ℃, 实验动物

自由采食及饮水。实验获得江汉大学实验动物伦理委

员会授权。

细胞系 人肝癌细胞系HepG2, 购买于中国科学

院上海细胞库。

药物与试剂 梓醇 (纯度 > 98%, 成都德斯特生物

技术有限公司); 阿托伐他汀钙 (atorvastatin calcium,

ATC, 阿拉丁公司); 总甘油三脂 (total glyceride, TG) 试

剂盒、总胆固醇 (total cholesterol, TC) 试剂盒、谷丙转

氨酶 (alanine aminotransferase, ALT) 试剂盒和谷草转

氨酶 (aspartate transaminase, AST) 试剂盒 (南京建成

生物工程研究所); TUNEL细胞凋亡检测试剂盒 (美国

Promega 公司); PA (美国 Sigma-Aldrich 公司); 胎牛血
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清 (fetal bovine serum, FBS) 和 DMEM (Dulbecco's

modified eagle medium) 高糖培养基 (美国 Gibco 公

司); 0.25%胰蛋白酶溶液、PBS溶液和青霉素-链霉素溶

液 (美国 Hyclone 公司); 牛血清白蛋白 (bovine serum

albumin, BSA) 粉剂 (美国Equitech-Bio公司); Annexin

V & Dead Cell Kit (美国 Millipore 公司); 对应 HRP 标

记的二抗、BCA (bicinchoninic acid) 蛋白定量分析试剂

盒和RIPA (radio immunoprecipitation assay) 裂解液 (武

汉博士德生物工程有限公司); ECL化学发光显色液 (上

海碧云天生物技术有限公司); 衣霉素 (tunicamycin, TM)、

BiP (binding immunoglobulin protein, 3177S)、PERK

(protein kinase RNA-like ER kinase, 3192S)、IRE1α

(inositol-requiring enzyme-1α, 3294P)、CHOP (C/EBP-

homologous protein, 2895)、JNK (c-Jun N-terminal kinase,

9252)、p-JNK (4668)、Bcl-2 (B-cell lymphoma 2, 2870S)、

Bax (Bcl-2-associated X, 2772)、cleaved caspase-12 (2202)

一抗 (美国 Cell Signaling Technology 公司); p-PERK

(sc-32577) 和 ATF6 (activating transcription factor 6,

sc-22799) 一抗 (美国Santa Cruz公司); cleaved caspase-9

(cleaved cysteinyl aspartate specific proteinase 9, abs131335)

和 cleaved caspase-3 (abs132005) 一抗 [爱必信 (上海)

生物科技有限公司]。

主要仪器 1300 SERIES A2 生物安全柜、3308

CO2培养箱和 MULTISKAN GO 酶标仪 (美国 Thermo

公司); ChemiDoc Touch 化学发光分析仪 (美国 BIO-

RAD公司); MULTIFUGF X1R低温高速离心机 (德国

Heraeus公司); Muse细胞分析仪 (美国Millipore公司);

BX51正置显微镜 (日本Olympus公司); DD5台式低速

离心机 (湖南赫西仪器装备有限公司)。

动物分组与处理 SPF 级 C57BL/6J 小鼠 48 只 ,

雄性 , 6 周龄 , 体重约 18～22 g, 随机分为 6 组 , 每组

8只, 分别为正常对照组、HFD模型组、梓醇低剂量组

(100 mg·kg-1)、梓醇中剂量组 (200 mg·kg-1)、梓醇高剂

量组 (400 mg·kg-1)和阳性对照 ATC 组 (30 mg·kg-1)。

正常对照组喂食低脂纯化配方饲料 (MD12031, 江苏

美迪森生物医药有限公司), 其他组喂食高脂纯化配方

饲料 (MD12032, 江苏美迪森生物医药有限公司)。梓

醇和ATC溶解于生理盐水中, 每天灌胃给药 1次, 正常

对照组和HFD模型组每天给予等剂量生理盐水, 连续

给药18周。

血清生化指标检测 给药处理结束后, 实验小鼠

统一禁食不禁水 12 h, 1% 戊巴比妥钠溶液麻醉小鼠,

然后眼科弯镊摘取眼球取血至 1.5 mL EP 管中, 静置

2 h后, 4 ℃、3 000 r·min-1离心 10 min, 分离上清, 用于

检测TG、TC、ALT和AST含量。

TUNEL染色法检测小鼠肝细胞凋亡 小鼠脱颈

处死后, 快速分离出完整的肝脏, 取大小适宜的部分肝

小叶, 于 4%多聚甲醛溶液中浸泡固定, 石蜡包埋切片,

并进行TUNEL染色, 于BX51正置显微镜下观察肝细

胞凋亡情况。

细胞培养与分组 人肝癌细胞 HepG2 使用含有

10% FBS和 1%双抗的 DMEM 高糖培养液, 在 37 ℃、

5% 的 CO2培养箱中进行常规培养。梓醇用 1% BSA

的DMEM高糖培养液配制成终浓度为 25 mmol·L-1的

母液, 使用时用相同培养液稀释到相应浓度, 现用现

配。HepG2细胞分组及处理如下: ① 正常对照组: 1%

BSA的DMEM高糖培养液培养细胞 24 h; ② 模型组:

500 μmol·L-1 PA处理细胞 24 h; ③ 低剂量梓醇处理组:

100 μmol·L-1梓醇 + 500 μmol·L-1 PA共同处理细胞24 h;

④ 中剂量梓醇处理组: 200 μmol·L-1梓醇 + 500 μmol·L-1

PA共同处理细胞24 h;⑤ 高剂量梓醇处理组: 400μmol·L-1

梓醇 + 500 μmol·L-1 PA共同处理细胞24 h。

流式细胞术检测细胞凋亡 将对数生长期的

HepG2 细胞消化、重悬 , 接种到 6 孔板中 (2×105个细

胞/孔), 放入到 37 ℃、5% CO2培养箱中进行培养, 按实

验设计分组处理后, 收集每孔细胞上清液和消化液, 以

1 000 r·min-1离心 5 min; 离心结束后, 弃上清, 用 PBS

缓冲液漂洗细胞 2次, 倒掉上清液, 在吸水纸上轻拍,

尽量无液体残留, 然后加入缓冲液调整细胞密度每毫

升含有 1.0×106个细胞, 每管取 100 μL细胞悬液, 同时

加入 100 μL染液, 常温避光染色 20 min, 染色结束后,

上机进行检测。

Western blot检测目的蛋白表达水平 肝组织或

处理后的细胞中加入RIPA裂解液, 冰浴裂解30 min, 收

集裂解液, 4 ℃、12 000 ×g离心15 min, 上清液即为提取

的细胞总蛋白原液, 测定蛋白浓度。取30 μg变性总蛋

白经SDS-PAGE (10%分离胶, 5%浓缩胶) 电泳分离目

的蛋白, 转膜, 5%脱脂奶粉室温封闭1 h, 分别加入一抗

BiP (1∶1 000)、PERK (1∶1 000)、p-PERK (1∶1 000)、

IRE1α (1∶1 000)、ATF6 (1∶1 000)、JNK (1∶1 000)、

p-JNK (1∶1 000)、CHOP (1∶1 000)、Bcl-2 (1∶1 000)、

Bax (1∶1 000)、cleaved caspase-12 (1∶1 000)、cleaved

caspase-9 (1∶1 000)、cleaved caspase-3 (1∶1 000) 和

GAPDH (1∶3 000) 于 4 ℃孵育过夜 , TBST 漂洗 3 遍 ,

分别加入对应的HRP标记的二抗 (1∶3 000) 室温孵育

1 h, TBST 洗膜 3 次后, ECL 显色, 化学发光成像分析

系统曝光成像, 并用BandScan软件对成像条带进行灰

度定量分析。

统计学分析 所有实验数据以Excel进行统计整

理, 采用 SPSS 20.0软件进行统计分析, 各组数据使用
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均数 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示, 采用GraphPad Prism 8.0软

件进行绘图 , 数据采用单因素方差分析 (one-way

ANOVA), 组间数据差异比较采用 LSD, 其中 P < 0.05

为差异显著且具有统计学意义。

结果

1 梓醇对HFD饮食小鼠血脂和肝损伤的影响

结果如图 1所示, 与正常对照组小鼠相比, 模型组

小鼠血清中TG、TC、ALT和AST含量显著升高, 表明HFD

导致小鼠出现了脂代谢紊乱和肝脏脂质蓄积, 并造成了

小鼠肝脏损伤; 经梓醇和 ATC连续灌胃给药 18周后,

小鼠血清中 TG、TC、ALT和AST含量显著降低, 与模

型组小鼠相比具有显著性差异 (P < 0.05或P < 0.01)。

2 梓醇对HFD饮食小鼠肝细胞凋亡的影响

采用TUNEL染色检测梓醇是否能够抑制HFD饮

食诱导的小鼠肝细胞凋亡, 显微镜下观察组织切片上

凋亡的细胞为棕褐色, 细胞核为蓝色或蓝黑色, 使用

Image J软件进行统计, 结果如图2所示, 正常对照组小

鼠肝细胞排列整齐, 核仁清晰, 未见或偶见凋亡细胞;

模型组小鼠大量肝细胞被染成褐色, 与正常对照组相

比, 发生了显著的肝细胞凋亡; 梓醇和ATC干预后, 凋

亡细胞数量较模型组小鼠显著降低。

3 梓醇对HFD饮食小鼠内质网应激相关蛋白表达水

平的影响

通过Western blot方法检测梓醇对HFD饮食诱导

的小鼠肝组织内质网应激相关蛋白表达水平的影响,

结果如图 3所示, 与正常对照组相比, HFD饮食小鼠肝

组织中内质网应激相关蛋白 BiP、p-PERK/PERK、

Figure 2 Effect of catalpol on hepatocytes apoptosis in HFD-fed mice (400×). A: Hepatocytes apoptosis was determined via TUNEL staining.

1: Control; 2: HFD; 3: HFD + Catalpol (100 mg·kg-1); 4: HFD + Catalpol (200 mg·kg-1); 5: HFD + Catalpol (400 mg·kg-1); 6: HFD + ATC

(30 mg·kg-1); B: Statistical results of TUNEL staining using Image J. **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HFD group

Figure 1 Effects of catalpol on serum lipid and liver damages in HFD-fed mice. A, B: Serum levels of TG and TC; C, D: Serum levels of

ALT and AST. n = 8,
-
x ± s. **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HFD group. HFD: High fat diet; ATC: Atorvastatin calcium;

TG: Total glyceride; TC: Total cholesterol; ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate transaminase
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IRE1α和 ATF6 表达显著上调 (P < 0.01), 梓醇和 ATC

干预能剂量依赖性降低内质网应激相关蛋白的表达,

与模型组相比具有统计学意义 (P < 0.05或P < 0.01)。

4 梓醇对 HFD 饮食小鼠凋亡相关蛋白表达水平的

影响

为了研究梓醇能否抑制HFD饮食诱导的NAFLD

小鼠肝细胞凋亡 , 进一步检测了 CHOP、p-JNK、

cleaved caspase (-12、-9和-3) 蛋白表达水平, 结果如图

4所示, 与正常对照组比较, HFD饮食喂养的小鼠肝组

织中 CHOP、p-JNK、cleaved caspase (-12、-9和-3) 的蛋

白表达水平显著上调 (P < 0.01), 梓醇和ATC干预可以

下调 CHOP、p-JNK、cleaved caspase (-12、-9和-3) 的蛋

白表达水平 , 且与模型组相比具有统计学差异 (P <

0.05或P < 0.01)。

5 流式细胞术检测梓醇对 PA诱导的 HepG2细胞凋

亡的影响

为了研究梓醇是否能够抑制 PA诱导的HepG2细

胞凋亡, 采用流式细胞术分析了各实验组细胞凋亡率,

Figure 3 Effects of catalpol on hepatic endoplasmic reticulum stress-related protein expressions in HFD-fed mice. A: Representative blots

of BiP, p-PERK, PERK, IRE1α, and ATF6; B: Quantified expression of BiP; C: Quantified expression of p-PERK/PERK; D: Quantified

expression of IRE1α; E: Quantified expression of ATF6. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HFD group. BiP:

Binding immunoglobulin protein; p-PERK: Phosphorylated PKR-like endoplasmic reticulum kinase; IRE1α: Inositol-requiring enzyme 1α;

ATF6: Activating transcription factor 6

Figure 4 Effects of catalpol on apoptosis-related protein expressions in HFD-fed mice. A: Representative blots of CHOP, p-JNK, JNK, and

cleaved caspases (-12, -9, and -3); B: Quantified expression of CHOP and p-JNK/JNK; C: Quantified expression of cleaved caspases (-12,

-9, and -3). n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs HFD group. CHOP: C/EBP homology protein; p-JNK: Phos‐

phorylated c-Jun N-terminal kinase; Caspase: Cysteinyl aspartate specific proteinase
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结果如图5所示, PA诱导的HepG2细胞凋亡率为28.2%,

与正常对照组相比, 具有显著性差异 (P < 0.01); 与 PA

模型组相比, 梓醇各处理组的细胞凋亡率剂量依赖性

显著降低 (P < 0.05或P < 0.01)。

6 梓醇对 PA诱导的 HepG2细胞内质网应激相关蛋

白表达水平的影响

结果如图 6 所示 , 与正常对照组相比 , PA 诱导

HepG2 细胞中 BiP、p-PERK、IRE1α和 ATF6 蛋白表达

量显著增加, 差异均具有统计学意义 (P < 0.01); 与 PA

模型组相比 , 同时加入不同剂量的梓醇干预 24 h 后 ,

HepG2 细胞中 BiP、p-PERK、IRE1α和 ATF6 蛋白表达

量显著降低 (P < 0.05或P < 0.01), 表明梓醇抑制了PA

对HepG2细胞诱导产生的内质网应激反应。

7 梓醇对 PA诱导的 HepG2细胞凋亡相关蛋白表达

水平的影响

结果如图 7 所示 , 与正常对照组相比 , PA 处理

HepG2 细胞导致 CHOP、p-JNK、cleaved caspase (-12、

-9和-3) 蛋白表达水平以及促凋亡蛋白 Bax表达水平

上调, 抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平下调, 差异均具有统

计学意义 (P < 0.01); 加入不同剂量的梓醇与 PA同时

处理 HepG2 细胞 24 h 后, 不仅显著下调了 PA 诱导的

HepG2 细胞中 CHOP、p-JNK、cleaved caspase (-12、-9

和-3) 以及促凋亡Bax的蛋白表达水平, 而且显著上调

了抗凋亡Bcl-2的蛋白表达 (P < 0.05或P < 0.01), 且呈

Figure 6 Effects of catalpol on endoplasmic reticulum stress-related protein expressions in PA-treated HepG2 cells. A: Representative

blots of BiP, p-PERK, PERK, IRE1α, and ATF6; B: Quantified expression of BiP; C: Quantified expression of p-PERK/PERK; D: Quanti‐

fied expression of IRE1α; E: Quantified expression of ATF6. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs PA group

Figure 5 The effect of catalpol on apoptosis in PA-treated HepG2 cells by flow cytometry. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs control group; #P <

0.05, ##P < 0.01 vs PA group. PA: Palmitate
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现剂量依赖性。

8 梓醇通过调节内质网应激通路抑制 PA 诱导的

HepG2细胞凋亡

为了进一步探讨梓醇是否能够通过抑制 PA诱导

的内质网应激反应缓解肝细胞凋亡, 从而发挥对肝脏

损伤的保护作用, 在梓醇与 PA 共处理 HepG2 细胞的

同时加入 TM (5 μg·mL-1) 刺激内质网应激反应, 检测

对内质网应激和凋亡通路相关蛋白表达水平的影响,

结果如图 8A所示, 400 μmol·L-1梓醇显著抑制了PA诱

导 HepG2 细胞中内质网应激标志性的 BiP、p-PERK、

IRE1α和ATF6蛋白表达水平, 使用内质网应激激动剂

TM处理HepG2细胞显著降低了梓醇对BiP、p-PERK、

IRE1α、ATF6 蛋白表达水平的抑制作用 (P < 0.05 或

P < 0.01); 由图8B也观察到梓醇对凋亡相关蛋白CHOP、

p-JNK/JNK、Bcl-2、Bax、cleaved caspase (-12、-9 和 -3)

的调控作用在加入TM刺激后显著被抑制 (P < 0.05或

P < 0.01)。以上结果表明, 梓醇对PA诱导的HepG2细

胞凋亡通路的抑制作用可能是通过调控内质网应激反

应来实现的。

讨论

NAFLD发病的确切机制仍知之甚少,“多重打击

假说”是目前最公认的解释该疾病发展和进展的理

论[19]。最初的打击触发脂质堆积和单纯的脂肪变性,

而随后的打击包括线粒体功能障碍、氧化应激、脂肪和

细胞因子改变、脂质过氧化、库普弗细胞活化等, 引起

肝细胞氧化应激、炎症和凋亡, 最终导致NAFLD从简

单脂肪变性发展为NASH。其中, 细胞凋亡在NAFLD

的进展过程中是至关重要。本课题组的研究也发现

NAFLD小鼠发生了细胞凋亡现象[18]。近年来有文献

报道了一些凋亡抑制剂对 NAFLD 的缓解作用, 以及

对肝硬化和 HCC 发生的预防作用[20,21]。本课题组前

期研究亦发现 , 梓醇可以抑制肝细胞凋亡从而降低

HFD对小鼠肝脏的损伤作用[18], 本文则重点研究了梓

醇对 HFD诱导的小鼠肝细胞内质网应激反应及肝细

胞凋亡的影响机制。

越来越多研究表明, 过度的内质网应激启动的肝

细胞凋亡在NAFLD的发生和进展过程中是重要的始

动环节, 并参与整个发病过程[10,11]。内质网是钙储存、

碳水化合物代谢、蛋白质合成和折叠以及脂质和类固

醇合成的主要场所, 这些过程中的任何不平衡都可能

导致内质网应激, 从而通过激活 3个内质网膜结合的

传感蛋白 PERK、IRE1和 ATF6, 启动未折叠蛋白反应

(unfolded protein response, UPR) 以恢复内质网功能[22]。

过度的内质网应激持续导致内质网功能紊乱, 主要通

过 3种信号转导通路介导下游细胞凋亡: ① CHOP的

Figure 7 Effects of catalpol on apoptosis-related protein expressions in PA-treated HepG2 cells. A: Representative blots of CHOP, p-JNK,

JNK, Bcl-2, Bax, and cleaved caspases (-12, -9, and -3); B: Quantified expression of CHOP and p-JNK/JNK; C: Quantified expression of

Bcl-2 and Bax; D: Quantified expressions of cleaved caspases (-12, -9, and -3). n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01

vs PA group
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转录激活; ② JNK通路的激活; ③ 内质网应激特有的

caspase-12的激活。CHOP是一种UPR调控的典型内

质网应激介导的细胞凋亡的关键标志物 , 其表达受

IRE1α、PERK 和 ATF6 三条途径调节 , 在诱导细胞凋

亡过程中起着关键作用[23,24]。CHOP可上调促凋亡基

因 Bax, 下调抗凋亡基因 Bcl-2, 导致线粒体相关功能

障碍、caspase-12 和 caspase-9 激活 , caspase 级联反应

启动, 最终导致凋亡的发生[25]。Caspase-3激活和肝细

胞凋亡是各种不同 NAFLD 实验模型的显著特征 ,

NAFLD 患者肝细胞凋亡增加 , 与疾病严重程度密切

相关[14]。UPR 通过 PERK 途径激活 ATF4 和 CHOP 介

导的转录反应, 抑制 CHOP下游抗凋亡蛋白 Bcl-2, 激

活促凋亡蛋白 Bax, 导致内质网应激诱导的细胞凋

亡[26,27]。IRE1α也是一种跨膜蛋白 , 激活的 IRE1α结

合并剪切Ｘ盒结合蛋白 1 (X-box-binding protein 1,

XBP1), 成熟活化的 XBP1 上调 CHOP 表达[28,29]。另

外, 激活的 IRE1α还能将促凋亡信号如肿瘤坏死因子

受体相关因子 2募集到内质网膜, 招募凋亡信号调节

激酶 1 并激活下游 JNK 通路 , 介导凋亡的发生[30,31]。

ATF6是一种转录因子, 在内质网应激条件下转运到高

尔基体被激活, 随后 ATF6可以激活 XBP1的转录, 调

节 CHOP 的表达, 从而诱导细胞凋亡[32,33]。本实验结

果显示, HFD饮食喂养小鼠 18周后导致肝脏发生内质

网应激 , 表现为内质网标志性蛋白 BiP、p-PERK、

IRE1α和ATF6表达水平均被显著上调, 且与凋亡相关

蛋白 p-JNK、CHOP、cleaved caspase (-12、-9和-3) 表达

水平均被上调, 加入梓醇和 ATC干预后, 以上这些蛋

白的表达趋势均能被逆转。本课题组前期研究发现,

HFD 饮食小鼠肝组织中 Bcl-2 蛋白表达水平显著降

低, Bax蛋白表达水平显著升高, 梓醇和ATC干预促进

了Bcl-2的蛋白表达水平, 抑制了Bax蛋白表达水平[18]。

以上结果表明, 梓醇抑制了HFD诱导的小鼠肝细胞凋

亡, 其作用机制可能与缓解内质网应激通路有关。

接着 , 本研究采用 PA 诱导 HepG2 细胞构建体外

脂毒性模型, 在细胞水平进一步研究梓醇对PA诱导的

HepG2细胞内质网应激和肝细胞凋亡的影响。众所周

知, 游离脂肪酸可分为饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸两

类, 其中饱和脂肪酸 (如 PA) 与肝脏脂毒性关联性更

Figure 8 Catalpol inhibits apoptosis in PA-treated HepG2 cells by regulating endoplasmic reticulum stress pathway. A: Representative

blots of BiP, p-PERK, PERK, IRE1α, and ATF6; B: Quantified expressions of BiP, p-PERK/PERK, IRE1α, and ATF6; C: Representative

blots of CHOP, p-JNK, JNK, Bcl-2, Bax, and cleaved caspases (-12, -9, and -3); D: Quantified expressions of CHOP and p-JNK/JNK; E:

Quantified expressions of Bcl-2 and Bax; F: Quantified expressions of cleaved caspases (-12, -9, and -3). n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs control

group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs PA group; &P < 0.05, &&P < 0.01 vs PA + Catalpol group. TM: Tunicamycin
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强, 并且是肝细胞死亡的更有效的诱导剂, 可通过内质

网应激激活线粒体凋亡途径而对肝细胞产生更大的毒

性作用[34,35]。文献[18,36,37]报道 PA 在 HepG2 和 Huh7 等

肝细胞中可明显地诱导内质网应激和细胞凋亡。本研

究体外结果显示, 与正常对照组相比, PA处理HepG2

细胞 24 h后发生明显的内质网应激反应, 表现为内质

网应激标志性蛋白 BiP、p-PERK、IRE1α和 ATF6 表达

水平显著增加, 与内质网应激相关的凋亡蛋白CHOP、

p-JNK、Bax、cleaved caspase (-12、-9 和-3) 表达水平也

显著增加, 抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平显著降低。以上

结果表明, PA导致HepG2发生了内质网应激和细胞凋

亡, 可能由于持续的 PA 处理 HepG2 引发不可逆的内

质网应激, 造成内质网功能紊乱, 持续和过度的内质网

应激导致细胞发生凋亡。梓醇干预后, 内质网应激和

凋亡相关蛋白的表达水平均被逆转, 表明梓醇能够缓

解PA诱导的内质网应激反应, 抑制肝细胞凋亡。为了

验证这一结论, 本研究在给予梓醇干预的同时加入内

质网应激激动剂 TM, 观察在发生内质网应激启动

UPR情况下, 梓醇对细胞凋亡相关蛋白的作用是否发

生变化。实验结果显示, 与梓醇干预组相比, 加入TM

后 , BiP、p-PERK、IRE1α和 ATF6 蛋白表达显著上调 ,

说明 TM 减弱了梓醇对 PA诱导的内质网应激反应的

抑制作用 , 随后梓醇对凋亡相关分子 CHOP、p-JNK、

Bax、Bcl-2、cleaved caspase (-12、-9和-3) 的调控作用也

相应地被减弱, 表明梓醇干预可以通过缓解内质网应

激通路抑制肝细胞凋亡, 从而保护肝损伤。

综上 , 本文研究结果表明梓醇可通过缓解 HFD

诱导的持续内质网应激反应, 抑制肝细胞凋亡, 进而

缓解NAFLD的发生与发展。本文只在细胞水平研究

了梓醇抑制肝细胞凋亡的作用机制, 后续还将通过给

HFD小鼠注射 TM, 在动物水平进一步验证梓醇抑制

NAFLD状态下肝细胞凋亡的机制。
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