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摘要　目的　探究莪术醇对肝星状细胞线粒体自噬的作用机制及其抗肝纤维化的分子机制。方法　将肝星状细胞分为空白
组、模型组（脂多糖 ５ｍｇ／Ｌ）、莪术醇低中高组（１２５、２５、５０ｍｇ／Ｌ）；噻唑兰（ＭＴＴ）检测莪术醇对肝星状细胞活力的作用；细胞
流式检测莪术醇对肝星状细胞凋亡的作用；５，５′，６，６′四氯１，１′，３，３′四乙基－咪唑碳花青碘化物（ＪＣ１）检测线粒体膜电位；
透射电镜检测莪术醇对线粒体形态和自噬小体的作用；荧光探针检测莪术醇对线粒体定位的影响；免疫印迹实验检测莪术醇

对ＰＴＥＮ诱导假定激酶１（ＰＩＮＫ１）、帕金森病蛋白（Ｐａｒｋｉｎ）、微管相关蛋白轻链３（ＬＣ３）、自噬相关蛋白（Ｂｅｃｌｉｎ１）、线粒体内膜
转位酶２３（Ｔｉｍｍ２３）、线粒体外膜易位酶２０（Ｔｏｍｍ２０）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）、ｃｌｅａｖｅｄ半胱氨酸蛋白
酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）、α平滑肌肌动蛋白（ɑＳＭＡ）、Ⅰ型胶原蛋白（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）、Ⅲ型胶原蛋白（ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ）蛋白表达的作用。结果
　与空白对照组比较，模型组细胞增殖率、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、ＬＣ３Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ɑＳＭＡ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ蛋白均
明显增加（Ｐ＜００１），线粒体与溶酶体共定位增多，线粒体自噬小体数量明显增多（Ｐ＜００１），而 Ｔｉｍｍ２３和 Ｔｏｍｍ２０蛋白、线
粒体膜电位均明显下降（Ｐ＜００１），细胞凋亡率下降，Ｂａｘ蛋白表达下降。与模型组比较，莪术醇干预后，莪术醇低、中、高浓度
组细胞增殖率、Ｂｃｌ２、Ｔｉｍｍ２３、Ｔｏｍｍ２０、ɑＳＭＡ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ和ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ蛋白表达明显下降（Ｐ＜００１），线粒体膜电位明显下降
（Ｐ＜００１），而细胞凋亡率、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＬＣ３Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＰＩＮＫ１和 Ｐａｒｋｉｎ蛋白均明显增加（Ｐ＜００５），线粒体与溶酶体共定
位增多，线粒体自噬小体数量明显增多（Ｐ＜００１）。结论　莪术醇通过调控ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ信号通路介导的线粒体过度自噬，
促进肝星状细胞凋亡，从而发挥改善肝纤维化的作用。
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　　肝纤维化（ｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＨＦ）是慢性肝病中以
细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）大量沉积为
特征的病理过程［１］。ＨＦ主要由病毒性肝炎、非酒
精性脂肪性肝炎、酒精性肝病等慢性肝损伤引

起［２］。随着ＨＦ的持续恶化，会导致肝硬化和肝细
胞癌的发生，但由于ＨＦ的发病机制尚未明确，除肝
移植外，晚期 ＨＦ患者缺乏有效疗法［３］。无论病因

如何，肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）都是
ＨＦ发展过程中的关键角色。当肝脏受到损伤时，
ＨＳＣ会被激活，转变成肌成纤维细胞，表达 α平滑
肌肌动蛋白等 ＥＣＭ成分［４］。因此，靶向 ＨＳＣ是防
治ＨＦ的关键策略。线粒体自噬是指细胞利用自噬
小体选择性吞噬和降解异常线粒体的过程［５］。线

粒体自噬一方面能提高细胞对外界应激的耐受能

力；另一方面也能促进细胞凋亡［６］。有研究［７］表

明，促进ＨＳＣ线粒体自噬，可以抑制 ＨＳＣ活化。莪
术醇作为广西道地药材莪术的主要活性成分，具有

抗炎、抗肿瘤、保肝等药理作用，课题组研究［８］表

明，莪术醇具有确切的抗ＨＦ作用，但其具体的机制
尚未被完全揭示。本研究旨在探究莪术醇对 ＨＳＣ
线粒体自噬的作用，进一步揭示其抗ＨＦ的机制。

１　材料与方法

１．１　主要仪器　低速离心机（湖南可成仪器设备
有限公司，型号：Ｌ２４Ｋ）；水平摇床（江苏海门其林
贝尔仪器制造有限公司，型号：ＴＳ１）；酶标仪（美国
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ＢｉｏＲａｄ公司，型号：１６８１１３０）；流式细胞仪（美国
Ｂｅｃｋｍａｎ公司，型号：ＣｙｔｏＦＬＥＸ）；透射电镜（日本
Ｈｉｔａｃｈｉ公司，型号：ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ）；倒置显微镜（日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，型号：ＩＸ５１）。
１．２　细胞　大鼠 ＨＳＣ（ＨＳＣＴ６细胞）购自中国武
汉普诺赛生命科技有限公司，货号：ＣＬ０１１６。
１．３　主要药物与试剂　 莪术醇（中国上海阿拉丁
生化科技股份有限公司，批号：Ｃ１１４０５４）；噻唑蓝
（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）
（美国 ＭｅｄＣｈｅｎＥｘｐｒｅｓｓ公司，货号：ＨＹ１５９２４）；脂
多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈｒｉｄｅ，ＬＰＳ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司，批
号：Ｌ２８８０１００ＭＧ）；５，５′，６，６′四氯１，１′，３，３′四乙
基咪唑碳花青碘化物（５，５′，６，６′Ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏ１，１′，
３，３′ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌｉｍｉｄａｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅｉｏｄｉｄｅ，ＪＣ１）检测
试剂盒（中国上海碧云天生物技术股份有限公司，

货号：Ｃ２００６）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染细胞凋亡检
测试剂盒（中国南京凯基生物科技发展有限公司，

批号：ＫＧＡ１０８）；兔多抗Ⅰ型胶原蛋白（ＣｏｌｌａｇｅｎＩ）
（批号：ＡＦ７００１）、兔多抗Ⅲ型胶原蛋白（ＣｏｌｌａｇｅｎＩＩＩ）
（批号：ＡＦ５４５７）、兔多抗 αＳＭＡ（批号：ＡＦ０３２）、兔
多抗 Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｂａｘ，批号：ＡＦ０１２０）购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司，兔多抗
线粒体外膜易位酶２０（ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅｏｆｏｕｔｅｒｍｉｔｏｃｈｏｎ
ｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ２０，Ｔｏｍｍ２０）（英国 ａｂｃａｍ公司，批
号：ａｂ１８６７３５）；兔多抗线粒体内膜转位酶 ２３（ｔｒａｎｓ
ｌｏｃａｓｅｏｆｉｎｎｅｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ２３，Ｔｉｍｍ２３）
（批号：Ａ８６８８）、兔多抗 ＰＴＥＮ诱导假定激酶 １
（ＰＴＥＮｉｎｄｕｃｅｄｐｕｔａｔｉｖｅｋｉｎａｓｅ１，ＰＩＮＫ１）（批号：
Ａ１１４３５）、兔多抗自噬相关蛋白（Ｂｅｃｌｉｎ１）（批号：
Ａ７３５３）、兔多抗ｃｌｅａｖｅｄ半胱氨酸蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄ
ｃｙｓｔｅｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）（批 号：
Ａ２１５６）购自武汉爱博泰克生物科技有限公司 ；兔
多抗帕金森病蛋白（Ｐａｒｋｉｎ）（批号：１４０６０１ＡＰ）、兔
多抗Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２）（批
号：６８１０３１Ｉｇ）、小鼠单抗β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）（批
号：６６００９１Ｉｇ）购自武汉三鹰生物技术有限公司；兔
多抗微管相关蛋白轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）（美国ＣｅｌｌＳｉｇｈａｌｉｎｇＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司，批号：８３５０６Ｓ）；ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＧｒｅｅｎＦＭ
（货号：４０７４２ＥＳ５０）、ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄＤＮＤ９９（货
号：４０７３９ＥＳ５０）购自上海翊圣生物科技有限公司。
１．４　方法
１．４．１　细胞分组及培养　将 ＨＳＣＴ６细胞进行复
苏后接种于无菌培养瓶中，加入含１０％胎牛血清和

１％青－链霉素的高糖 ＤＭＥＭ培养液，将其置于３７
℃、含５％ ＣＯ２的培养箱中培养。细胞呈单层贴壁
生长，当细胞呈亚融合状态时传代培养，选用生长状

态旺盛的对数期细胞进行实验。ＨＳＣＴ６细胞培养
至贴壁状况良好，细胞密度为９０％时，用０２５％的
胰蛋白酶消化后，将细胞分为空白对照组、模型组

（ＬＰＳ５ｍｇ／Ｌ）、莪术醇１２５ｍｇ／Ｌ组、莪术醇２５ｍｇ／
Ｌ组、莪术醇５０ｍｇ／Ｌ组。莪术醇各组先用 ＬＰＳ活
化ＨＳＣＴ６细胞模型４ｈ，再加入相应的药物干预４８
ｈ，模型组先用ＬＰＳ活化ＨＳＣＴ６细胞模型４ｈ，再加
入等量的培养液培养 ４８ｈ，空白对照组无需使用
ＬＰＳ活化，全程使用培养液培养。
１．４．２　ＭＴＴ检测各组细胞增殖率　将各组细胞按
照５×１０４个细胞／孔接种 ＨＳＣＴ６细胞于９６孔板，
３７℃培养１２ｈ或２４ｈ后，每孔加２０μｌＭＴＴ溶液，
再培养４ｈ；每孔加１００μｌ三联液（１０％十二烷基硫
酸钠，５％异丁醇，００１２ｍｏｌ／Ｌ盐酸），培养１２ｈ，适
当振摇，加速结晶溶解；用酶标仪在５７０ｎｍ测定吸
光度（Ａ值）。计算细胞增殖率。细胞增殖率 ＝
（Ａ实验组 －Ａ调零组）／（Ａ对照组 －Ａ调零组）×１００％。
１．４．３　流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况　在３７
℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养７２ｈ后，收集上清液，用
不含ＥＤＴＡ的０２５％胰酶消化细胞，终止消化后收
集细胞；用ＰＢＳ将细胞润洗２次，１３００ｒ／ｍｉｎ离心５
ｍｉｎ；按照 ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ／７ＡＡＤ细胞凋亡检测试
剂盒操作说明进行：加入５００μｌＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，重悬
细胞；加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ混匀后加入５μｌ７
ＡＡＤ；混匀后室温避光反应５～１５ｍｉｎ；流式细胞仪
上机检测。

１．４．４　ＪＣ１检测线粒体膜电位　根据操作说明每
孔中加入１ｍｌＪＣ１染液（工作浓度为１μｇ／ｍｌ），避
光孵育２０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤２次后加入新鲜培养液（不
含血清和青－链霉素）１ｍｌ重悬细胞，通过流式细
胞仪检测细胞线粒体膜电位的变化。线粒体膜电位

较高时，ＪＣ１聚集在线粒体基质形成聚合物，发出
红色荧光；线粒体膜电位降低时，ＪＣ１为单体，不能
聚集在线粒体基质中，产生绿色荧光。红／绿荧光强
度比值反应线粒体膜电位的变化。

１．４．５　透射电镜检测各组细胞自噬小体情况　将
对数生长期的 ＨＳＣＴ６细胞接种于６孔板培养，按
照上述分组对细胞进行干预。用含有ＥＤＴＡ的胰酶
进行消化，反复轻柔吹打，尽可能使全部的贴壁细胞

混悬，巴氏吸管将细胞悬液转移至 １５ｍｌ离心管，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸弃上清液；将３％的戊二
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醛溶液加入离心管中，加入量必须没过细胞沉淀，将

离心管放置于４℃冰箱内固定２ｈ以上；固定好的
标本送电镜室进行包埋、超薄切片后置于透射电子

显微镜下观察细胞内自噬体的变化并拍照记录。

１．４．６　荧光探针检测线粒体与溶酶体共定位情况
　取处于对数生长期，生长状态良好的细胞，用
ＤＭＥＭ完全培养基调整细胞密度到１×１０５个／ｍｌ；
分别在预先接好爬片的１２孔板中接入１ｍｌ细胞悬
液，轻轻吹打混匀，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱培养过夜；
根据不同分组和细胞处理设置分别处理细胞，３７
℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，细胞处理完成后，吸除培

养液，加入 ３７℃预热的 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＧｒｅｅｎＦＭ和
ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄＤＮＤ９９染色工作液（２００ｎｍｏｌ／Ｌ）。
在正常培养条件下孵育３０ｍｉｎ，然后置于荧光显微
镜下观察拍照。

１．４．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　提取各组细胞
总蛋白，采用ＢＣＡ法测定各组细胞蛋白浓度，进行
十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）
凝胶电泳，转至ＰＶＤＦ膜，用５％牛血清白蛋白封闭
１ｈ，加入 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＬＣ３Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１、
Ｔｉｍｍ２３、Ｔｏｍｍ２０、ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ɑＳＭＡ抗体、Ｃｏｌｌａ
ｇｅｎⅠ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ抗体（均１∶１０００）和内参 βａｃｔｉｎ
抗体（１∶３０００），４℃孵育过夜，洗涤后孵育ＨＲＰ标
记的二抗（１∶１００００）结合。用成像系统凝胶显影，
并分析多条带的灰度值，以目的蛋白条带灰度值与

内参蛋白条带灰度值的比值表示蛋白相对表达水

平。

１．４．８　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ２２０软件对数据
进行统计学分析，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，方差齐时多组间比较采用单因素方差分析，进

一步组内比较用ＬＳＤｔ检验，方差不齐用秩和检验，
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　莪术醇抑制 ＨＳＣ增殖　ＭＴＴ检测结果发现
各组间的细胞活力和增殖率差异均有统计学意义

（Ｆ＝１０６５４５，Ｐ＜００１），与空白对照组比较，模型
组细胞增殖率升高（ＬＳＤｔ＝５３５４，Ｐ＜００１）；与模
型组比较，莪术醇各组细胞增殖率均下降（ＬＳＤｔ＝
８２３７、１４６２２、１８３３２，均 Ｐ＜００１）。表明莪术醇
可以抑制ＨＳＣ增殖。见图１。
２．２　莪术醇促进ＨＳＣ凋亡　流式细胞仪检测细胞
凋亡发现各组间的细胞凋亡率差异有统计学意义

图１　不同浓度莪术醇下ＨＳＣ增殖情况

Ｆｉｇ．１　ＨＳＣｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｕｒｃｕｍｏｌ

　　ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ１２５ｍｇ／Ｌ

ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ２５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｅ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ５０ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜

００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

（Ｆ＝２０４９６，Ｐ＜００１），与空白对照组比较，模型组
细胞凋亡率下降，但差异无统计学意义；与模型组比

较，莪术醇各组细胞凋亡率均增加（ＬＳＤｔ＝２４４５、
４７８１、７６２８，均 Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡
相关蛋白发现各组间的 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２以及 Ｃａｓｐａｓｅ３
表达差异有统计学意义（Ｆ＝４３０５３、４８７９１、
５８２８７，Ｐ＜００１）。与空白对照组比较，模型组 Ｂａｘ
表达下降，但差异无统计学意义；与模型组比较，莪

术醇各组 Ｂａｘ表达均增加（ＬＳＤｔ＝５１４３、７９８１、
１０５５１，均 Ｐ＜００１）；与空白对照组比较，模型组
Ｂｃｌ２表达增加（ＬＳＤｔ＝１２８２４，Ｐ＜００１）；与模型
组比较，莪术醇各组 Ｂｃｌ２表达均下降（ＬＳＤｔ＝
３３０６、６４１２、８８１７，均Ｐ＜００１）；与空白对照组比
较，模型组 Ｃａｓｐａｓｅ３表达增加（ＬＳＤｔ＝３６１０，Ｐ＜
００１）；与模型组比较，莪术醇各组 Ｃａｓｐａｓｅ３表达均
增加（ＬＳＤｔ＝３３００、６７０４、１０１０７，均 Ｐ＜００１）。
见图２。
２．３　莪术醇对ＨＳＣ线粒体自噬相关蛋白表达的作
用　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测线粒体自噬相关蛋白发现各
组 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ、Ｔｉｍｍ２３和 Ｔｏｍｍ２０表达差异有
统计学意义（Ｆ＝１１０９４３、８４２４８、５２５５６、４３０２８，
均Ｐ＜００１）。与空白对照组比较，模型组 Ｂｅｃｌｉｎ１
和ＬＣ３Ⅱ表达增加（ＬＳＤｔ＝５７５０、４０５２，均 Ｐ＜
００１）；与模型组比较，莪术醇各组 Ｂｅｃｌｉｎ１（ＬＳＤｔ＝
４４２３、８６９８、１３４１６，均 Ｐ＜００１）和 ＬＣ３Ⅱ（ＬＳＤｔ
＝４６５２、８８５５、１２００７，均 Ｐ＜００１）表达均增加；
与空白对照组比较，模型组Ｔｉｍｍ２３和Ｔｏｍｍ２０表达
下降（ＬＳＤｔ＝３３７２、３２９３，均 Ｐ＜００１）；与模型组
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比较，莪术醇各组 Ｔｉｍｍ２３（ＬＳＤｔ＝４４９５、６９６８、
９２１５，均 Ｐ＜００１）和 Ｔｏｍｍ２０（ＬＳＤｔ＝３８９２、
６２８７、８０８４，均Ｐ＜００１）表达均下降。见图３。
２．４　莪术醇对 ＨＳＣ线粒体膜电位的作用　ＪＣ１
检测发现各组线粒体膜电位差异具有统计学意义

（Ｆ＝５２００７，Ｐ＜００１）。与空白对照组比较，模型
组线粒体膜电位下降（ＬＳＤｔ＝３７３０，Ｐ＜００１）；与
模型组比较，莪术醇各组线粒体膜电位均下降

（ＬＳＤｔ＝８４３０、１１１６４、１１９８８，均 Ｐ＜００１）。见
图４。
２．５　莪术醇对ＨＳＣ线粒体与溶酶体共定位的作用
　荧光探针检测发现，与空白对照组比较，模型组线

粒体与溶酶体共定位增多；与模型组比较，莪术醇各

组线粒体与溶酶体共定位增多。见图５。
２．６　莪术醇对ＨＳＣ线粒体结构及自噬小体的影响
　透射电镜检测细胞超微结构发现，空白对照组线
粒体未见明显肿胀，嵴结构清晰，排列较整齐；模型

组线粒体发生轻度肿胀，排列紊乱；莪术醇各组线粒

体明显肿胀，嵴断裂；对线粒体自噬小体数量定量分

析发现各组间差异具有统计学意义（Ｆ＝７８３３５，Ｐ＜
００１）。与空白对照组比较，模型组线粒体自噬小体
数量增加（ＬＳＤｔ＝５６９９，Ｐ＜００１）；与模型组比较，
莪术醇各组线粒体自噬小体数量进一步增加（ＬＳＤｔ
＝３９８３、７５２８、１０１２１，均Ｐ＜００１）。见图６。

图２　莪术醇诱导ＨＳＣ凋亡

Ｆｉｇ．２　ＣｕｒｃｕｍｏｌｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨＳＣ

　　Ａ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｆｌｏｗｃｈａｒｔ；Ｂ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ１２．５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｄ：ｃｕｒ

ｃｕｍｏｌ２５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｅ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ５０ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．
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图３　莪术醇对线粒体相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｒｃｕｍｏｌｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

　　ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ１２５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｄ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ２５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｅ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ５０ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓ

ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图４　莪术醇对线粒体膜电位的作用

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｒｃｕｍｏｌｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ

　　ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ１２５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｄ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ２５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｅ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ５０ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓ

ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

２．７　莪术醇对 ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ信号通路的作用　
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ信号通路发现各组
间ＰＩＮＫ１和Ｐａｒｋｉｎ表达差异具有统计学意义（Ｆ＝
５８７９５、６１９８６，均Ｐ＜００１）。与空白对照组比较，
模型组 ＰＩＮＫ１和 Ｐａｒｋｉｎ表达增加（ＬＳＤｔ＝３８０５、
３８６８，均 Ｐ＜００１）；与模型组比较，莪术醇各组
ＰＩＮＫ１（ＬＳＤｔ＝３６９０、６８０３、９９１６，均Ｐ＜００１）和

Ｐａｒｋｉｎ（ＬＳＤｔ＝３８６８、７０３２、１０１９７，均 Ｐ＜００１）
表达均增加。见图７。
２．８　莪术醇对细胞外基质表达的作用　Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测细胞外基质发现各组ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ和Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ以及 αＳＭＡ表达差异具有统计学意义（Ｆ＝
５７１５２、４４１７０、６７３０５，均 Ｐ＜００１）。与空白对照
组 比 较 ，模 型 组 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ 和 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ 以 及
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图５　莪术醇对线粒体与溶酶体共定位的影响 ×４００

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｒｃｕｍｏｌｏｎｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａａｎｄｌｙｓｏｓｏｍｅｓ×４００

ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ１２．５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｄ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ２５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｅ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ５０ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ．

图６　莪术醇对线粒体结构及自噬小体的影响 ×５０００

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｒｃｕｍｏｌｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ×５０００

　　ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ１２５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｄ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ２５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｅ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ５０ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓ

ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｒｅｄａｒｒｏｗｓｐｏｉｎｔｔｏｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ；ｙｅｌｌｏｗａｒｒｏｗｈｅａｄｓｐｏｉｎｔｔｏａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ．
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图７　莪术醇对ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ信号通路的作用

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｕｒｃｕｍｏｌｏｎＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

　　ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ１２５ｍｇ／Ｌ

ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ２５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｅ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ５０ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜

００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

ɑＳＭＡ（ＬＳＤｔ＝１４０８５、１３２５６、１５２２０，均 Ｐ＜
００１）表达均增加；与模型组比较，莪术醇各组 Ｃｏｌ
ｌａｇｅｎⅠ（ＬＳＤｔ＝４７９７、７８５９、１０２０６，均 Ｐ＜００１）
和ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ（ＬＳＤｔ＝３８７０、７６４４、１０２３５，均 Ｐ＜
００１）以及αＳＭＡ（ＬＳＤｔ＝５３４８、８２２７、１１３８１，均
Ｐ＜００１）表达均下降。见图８。

３　讨论

　　ＨＦ是慢性肝病的一个共同特征，与晚期疾病进
展和不良预后相关，除非得到有效治疗，否则纤维化

会导致肝功能衰竭。ＨＳＣ的活化分泌 ＥＣＭ是 ＨＦ
的核心病理事件，因此围绕ＨＳＣ活化或者凋亡是慢
性肝病研究热点问题。本研究结果表明莪术醇可以

抑制 ＨＳＣ增殖，减少 ＥＣＭ中 ɑＳＭＡ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ蛋白的表达，表明莪术醇具有抗ＨＦ的作
用。

　　线粒体可以为细胞提供能量，同时参与调控细
胞钙稳态、细胞信息传递、细胞凋亡、细胞生长和分

化等过程。线粒体自噬是调节细胞内线粒体质量和

维持线粒体正常功能的重要环节。目前已知调控线

粒体自噬的机制主要有两种：一种是Ｐａｒｋｉｎ依赖性

图８　莪术醇对细胞外基质分子表达的作用

Ｆｉｇ．８　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｒｃｕｍｏｌｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

　　ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｃ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ１２５ｍｇ／Ｌ

ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ２５ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；ｅ：ｃｕｒｃｕｍｏｌ５０ｍｇ／Ｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜

００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

线粒体自噬，另一种是 Ｐａｒｋｉｎ非依赖性线粒体自
噬，分别由 ＦＵＮ１４结构域蛋白 １（ＦＵＮ１４ｄｏｍａｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１，ＦＵＮＤＣ１）和 ＢＣＬ２相互作用蛋白３样
（ＢＣＬ２ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３ｌｉｋｅ，ＢＮＩＰ３）／Ｎｉｐ３样蛋
白 Ｘ（ＮＩＰ３ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎＸ，ＮＩＸ）介导［９］。ＰＩＮＫＩ／Ｐａｒ
ｋｉｎ是最重要的一种调节方式，当线粒体受损时，线
粒体膜发生去极化，导致 ＰＩＮＫ１在线粒体外膜的胞
质面上稳定聚集，使线粒体融合蛋白２（ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ２，
Ｍｆｎ２）和泛素分子磷酸化，从而导致 Ｐａｒｋｉｎ发生磷
酸化并与磷酸化泛素结合，Ｍｆｎ２是 Ｐａｒｋｉｎ的受体，
两者相互作用促进多个线粒体相关蛋白泛素化形成

多聚泛素链，磷酸化的多泛素链与线粒体自噬接头

蛋白等相互识别并结合，其泛素结合区域与自噬标

志物ＬＣ３连接，从而介导线粒体自噬清除受损线粒
体［１０］。ＬＣ３存在 ＬＣ３Ⅰ和 ＬＣ３Ⅱ 两种形式，ＬＣ３Ⅰ
分布于细胞质内，自噬发生时，ＬＣ３Ⅰ可被招募至自
噬小体膜上，转变为 ＬＣ３Ⅱ并定位于自噬体内膜和
外膜，ＬＣ３Ⅱ则始终稳定地保留在自噬体膜上直到
与溶酶体融合，因此被作为自噬体的标记。Ｂｅｃｌｉｎ１
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是哺乳动物主要的自噬调节基因，在自噬初始阶段，

其通过与Ⅲ型磷脂酰肌醇３激酶（ｃｌａｓｓⅢｐｈｏｓ
ｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３ＫＣ３）结合参与自噬体形
成，从而起到关键作用［１１］。

　　在本研究中发现模型组线粒体自噬被激活，这
与之前的一项报道［１２］结果相同，转化生长因子 β１
通过ＰＩＮＫＩ／Ｐａｒｋｉｎ途径诱导ＨＳＣ线粒体自噬激活，
导致ＨＦ的发生。同时观察到莪术醇增加ＰＩＮＫ１和
Ｐａｒｋｉｎ蛋白的表达，减少了Ｔｉｍｍ２３和Ｔｏｍｍ２０蛋白
的表达，透射电镜发现莪术醇增加线粒体自噬小体

的数量；ＪＣ１检测发现莪术醇降低了线粒体膜电
位；荧光探针发现莪术醇增加了线粒体与溶酶体的

共电位，表明莪术醇可能通过 ＰＩＮＫＩ／Ｐａｒｋｉｎ途径促
进线粒体自噬的发生，并且破坏了线粒体功能，从而

抑制ＨＳＣ的活化。令人感兴趣的是，这里有一项与
本研究结果不一致的报道，褪黑素通过抑制活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）介导的ＨＳＣ线粒体自
噬发挥防治 ＨＦ的作用［１３］。造成这种不一致的原

因可能和线粒体自噬的抑制会导致能量代谢降低，

抑制ＨＳＣ活化，也可能和过度的线粒体自噬也可降
解正常的线粒体，破坏线粒体微环境稳定性并导致

细胞死亡有关［１４］。综合上述结果表明线粒体自噬

作用的双重性，未来需要更多实验揭示线粒体自噬

在ＨＦ中作用。同时有研究［１５］发现，过度的线粒体

自噬也可导致自噬依赖的细胞凋亡，而在本研究中

莪术醇也可以诱导ＨＳＣ的凋亡。
　　本研究也存在一些缺陷，例如没有进行体内实
验验证；没有对莪术醇与 ＰＩＮＫ１之间的作用模式进
行深入探究。进一步课题组将在动物水平揭示莪术

醇与线粒体自噬的关系，并且借助计算生物学和线

粒体组学明确莪术醇与 ＰＩＮＫ１之间的靶向关系和
调控线粒体自噬的分子机制。

　　综上所述，莪术醇通过靶向 ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ信号
通路诱导 ＨＳＣ线粒体过度自噬，导致 ＨＳＣ线粒体
功能障碍，从而抑制 ＨＳＣ活化和介导 ＨＳＣ凋亡，减
少ＥＣＭ的表达发挥抗ＨＦ的作用。
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ｏｆＺｈｕａｎｇａｎｄＹａｏＭｅｄｉｃｉｎｅｓ（Ｎｏ．ＧＸＺＹＹＫＦ２０２３０５）；ＧｒａｄｕａｔｅＥｄｕｃａｔｉｏｎＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＰｌａｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＧｕａｎｇｘｉ

·７２９·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｙ；６０（５）



Ｐｒｏｖｉｎｃｅ（Ｎｏ．ＹＣＢＺ２０２４１５０）；ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｇｒａｍｏｆＦａｃｕｌｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＳｃｉｅｎｃｅＧｕａｎｇｘｉＵｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ（Ｎｏｓ．２０２４ＺＺＡ００２，２０２４ＺＺＡ００３，２０２４ＺＺＢ００７，２０２４ＺＺＢ０１０）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ　ＺｈｅｎｇＹａｎｇ，Ｅｍａｉｌ：１７９３８５３７０５＠ｑｑ．ｃｏｍ；ＤｕａｎＸｕｅｌｉｎ，Ｅｍａｉｌ：４０３６０５６５０＠ｑｑ．
ｃｏｍ

ＭＥＴＴＬ３促进非小细胞肺癌细胞增殖，迁移和侵袭
金　丹１，邵　爽１，李　睿２，郭纪伟１

（滨州医学院附属医院１医学研究中心、２消化内科，滨州　２５６６０１）

摘要　目的　探讨甲基转移酶样３（ＭＥＴＴＬ３）作为ｍ６Ａ修饰的甲基转移酶对非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）细胞增殖、克隆和迁移能
力的影响。方法　通过生物信息学探讨ＭＥＴＴＬ３表达水平与ＮＳＣＬＣ患者预后的关系，通过ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ｍ６Ａ定量检
测、ＣＣＫ８、免疫荧光、克隆形成和细胞划痕实验等探讨敲减或高表达 ＭＥＴＴＬ３后 ＮＳＣＬＣ细胞 ＭＥＴＴＬ３ｍＲＮＡ和蛋白水平、
ｍ６Ａ水平、增殖、克隆形成、迁移及凋亡能力的变化。结果　生物信息学分析表明ＭＥＴＴＬ３在 ＮＳＣＬＣ中高表达且与患者生存
期呈负相关。ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示ＭＥＴＴＬ３在ＮＳＣＬＣ细胞系中高表达。在Ａ５４９细胞中，高表达ＭＥＴＴＬ３后显著
增加ＮＳＣＬＣ细胞ｍ６Ａ水平并促进其增殖、生长、肿瘤形成和细胞迁移，且抑制细胞凋亡并上调波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ），下调Ｅ钙
黏着蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平（Ｐ＜００１），从而促进Ａ５４９细胞的上皮－间质转化进程（ＥＭＴ）。但在 Ａ５４９
细胞中靶向敲除ＭＥＴＴＬ３则得到相反结果（Ｐ＜００１）。结论　过表达 ＭＥＴＴＬ３增加 ＮＳＣＬＣ细胞 ｍ６Ａ水平并促进其增殖、克
隆形成和细胞迁移能力，为今后以ＭＥＴＴＬ３为靶点的ＮＳＣＬＣ早期诊断与靶向药物开发奠定理论基础。
关键词　ＭＥＴＴＬ３；ｍ６Ａ；增殖；迁移；侵袭；ＥＭＴ；ＮＳＣＬＣ
中图分类号　Ｒ３９４２
文献标志码 Ａ

　　近些年来，肺癌的发病率在全球范围内呈上升
趋势［１］。中国的肺癌死亡人数已高达全球肺癌死

亡人数的４０％，已成为病死率最高的癌症［２］。但目

前非 小 细 胞 肺 癌 （ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）发病的分子机制尚不明确。Ｎ６甲基腺苷
（Ｎ６ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）是真核生物ＲＮＡ最常见
的表观遗传修饰方式之一，是指腺苷碱基第６号 Ｎ
原子上的甲基化［３］。ｍ６Ａ修饰是动态可逆的，由甲
基转移酶、去甲基化酶和甲基化识别蛋白等调

控［４］。近年来的研究［５］表明，ｍ６Ａ修饰在肿瘤的发
生发展中发挥着重要作用，ｍ６Ａ修饰及相关调控蛋
白异常影响癌症的进展。近期研究［６－９］表明 ｍ６Ａ
甲基转移酶样 ３（ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｌｉｋｅ３，ＭＥＴＴＬ３）
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功能异常与肝癌，肺癌，乳腺癌，胃癌等多种癌症密

切相关。由 ＭＥＴＴＬ３介导的 ｍ６Ａ表观遗传修饰将
成为包括ＮＳＣＬＣ在内的患者的早期诊断和预后的
潜在指标，并能够为临床治疗癌症提供分子靶点。

因此，本研究旨在探讨ＭＥＴＴＬ３调控对ＮＳＣＬＣ细胞
增殖、克隆和迁移能力的影响，阐明 ＭＥＴＴＬ３在
ＮＳＣＬＣ发病过程中的作用及机制，这对于探索新的
ＮＳＣＬＣ临床治疗途径具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　细胞培皿和培养板采购于美国
Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；细胞培养基 ＲＰＭＩ１６４０和胎牛血清
（货号：ＳＨ３０８０９０１、ＳＨ３００７１０３）购于美国Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司；转 染 试 剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００（货 号：
１１６６８０２７）购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＢＣＡ试剂盒
（货号：ＰＣ００２０）购于北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；一抗 ＭＥＴ
ＴＬ３，Ｅ钙黏着蛋白，波形蛋白，βＴｕｂｕｌｉｎ，ＡｎｎｅｘｉｎＶ
等单克隆抗体及羊抗兔 ｌｇＧＨ＆Ｌ（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
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