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重组ＡＱＰ９对Ｌ０２细胞脂质沉积的影响
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　　［摘要］　目的　构建人水甘油通道蛋白９（ａｑｕａｇｌｙｃｅｒｏｐｏｒｉｎ９，ＡＱＰ９）重组质粒，验证其在Ｌ０２肝细胞中的表达，并检
测其对非酒精性脂肪肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）细胞模型的作用。方法　从人肝脏组织中提取总ＲＮＡ，
ＲＴＰＣＲ获得ＡＱＰ９基因，克隆到载体ｐＥＧＦＰＮ１上，构建重组质粒 ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９。将其转染 Ｌ０２细胞，通过荧光显微
镜观察其转染情况，ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＱＰ９基因在细胞中的表达。通过油红Ｏ染色，测定甘油三酯、游离脂肪
酸及甘油含量，检测其对Ｌ０２细胞脂肪变性模型的作用。结果 　成功构建ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９重组质粒，并能在Ｌ０２细胞
中表达，将其转染Ｌ０２细胞脂肪变性模型后，油红Ｏ染色可见油酸／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组较油酸组细胞内脂质含量明
显升高，油酸／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组细胞内甘油三酯、游离脂肪酸及甘油含量分别为（５．４３５±０．３３７）、（２．０１６±０．１４４）、
（１．４８５±０．１１３）ｍｍｏｌ／Ｌ，而油酸组分别为（３．２１８±０．２２０）、（１．５３８±０．１９３）、（１．０２４±０．１４８）ｍｍｏｌ／Ｌ，两者之间差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１），说明上调ＡＱＰ９表达量可使其脂肪变性程度加重。结论 　ＡＱＰ９异常升高能够引起或加重非酒
精性脂肪肝病。
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　　非酒精性脂肪肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种无过量饮酒史，以肝实质细胞脂
肪变性和脂肪蓄积为特征的临床病理综合征。目前针

对ＮＡＦＬＤ还没有特效药物，随着西方化的饮食方式及
生活水平的提高，其发病率迅速增加，已经成为危害人

类健康的主要消化系统疾病之一［１－２］，对其治疗和预

防迫在眉睫。ＮＡＦＬＤ与脂肪重新分布有关，而脂肪的
动员运输和肝脏的摄取又与水通道蛋白（ａｑｕａｇｌｙｃｅｒｏ
ｐｏｒｉｎ９，ＡＱＰ９）相关［３－４］。ＡＱＰ９主要表达于肝细胞窦
状隙膜上，能将血液中甘油转运入肝细胞，大量甘油进

入肝细胞将引起脂肪合成及蓄积增加，从而导致脂肪

肝的形成。本研究通过ＲＴＰＣＲ从人肝脏组织中获得
ＡＱＰ９基因，构建重组质粒ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９，验证其在
Ｌ０２细胞中的表达，通过油红 Ｏ染色，测定细胞内脂
质含量，检测其对 Ｌ０２细胞脂肪变性模型的作用，为
进一步研究ＡＱＰ９在非酒精性脂肪肝病发生、发展中
的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织和细胞　　人肝脏组织取自本院肝胆外科手术
患者（经患者同意），人正常肝细胞株Ｌ０２购自中科院上海细
胞库。

１．１．２　主要试剂及工具酶　　ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＲＴＰＣＲ试剂盒、
限制性内切酶购自大连ＴａＫａＲａ公司，凝胶回收纯化试剂盒、质
粒小量提取试剂盒、无内毒素质粒小量提取试剂盒购自美国

ＯＭＥＧＡ公司，油酸购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、
ＯｐｔｉＭＥＭ培养基购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，兔抗人 ＡＱＰ９抗体
购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，甘油三酯检测试剂盒购自北京北化
康泰临床试剂有限公司，游离脂肪酸检测试剂盒购自南京建成

生物工程研究所，甘油含量 ＧＰＯＰＯＤ酶法测定试剂盒购自北
京普利莱基因技术有限公司。

１．２　方法
１．２．１　重组质粒的构建　　根据 ＮＣＢＩ中人 ＡＱＰ９的基因序
列（ＡＢ００８７７５），设计 ＡＱＰ９巢式 ＰＣＲ外侧上游引物：５′
ＧＡＴＴＴＣＧＧＧＴＴＣＴＡＡＧＴＣＧＣ３′，外侧下游引物：５′ＧＡＧＡＡＴＣ
ＣＣＡＡＡＣＴＧＡＣＴＧＣ３′，内侧上游引物：５′ＧＧＡＡＧＡＴＣＴＧＡＴＧ
ＣＡＧＣＣＴＧＡＧＧＧＡＧ３′，内 侧 下 游 引 物：５′ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＣＴ
ＧＡＧＴＴＣＡＴＡＴＴＴＣＴＣＴＧＧ３′，内侧上下游引物分别加入 ＢｇｌⅡ
及ＫｐｎⅠ酶切位点及其保护碱基，产物长度为８８８ｂｐ。同样方
法设计 ＡＱＰ９短片段 ＰＣＲ引物，上游引物：５′ＣＴＴＴＧＧＡＣＧ
ＧＡＴＧＡＡＡＴＧＧＴＴ３′，下游引物：５′ＧＡＧＴＣＡＧＧＣＴＣＴＧＧＡＴＧ
ＧＴＧ３′，产物长度为５４６ｂｐ。提取人肝脏组织总 ＲＮＡ，反转录
合成ｃＤＮＡ，采用巢式 ＰＣＲ扩增 ＡＱＰ９基因，所获 ＰＣＲ产物进
行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，并进行凝胶回收纯化。分别将
ＡＱＰ９基因和ｐＥＧＦＰＮ１质粒进行 ＢｇｌⅡ和 ＫｐｎⅠ双酶切，而后

凝胶回收纯化。将 ＡＱＰ９和 ｐＥＧＦＰＮ１用 Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ连接
过夜。连接产物转化感受态大肠杆菌 ＤＨ５α，同时以空质粒及
ｄｄＨ２Ｏ为对照，挑取经卡那霉素筛选的阳性克隆摇菌扩增并提
取重组质粒，命名为ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９。
１．２．２　重组质粒的鉴定
１．２．２．１　ＰＣＲ鉴定　　取重组质粒菌液１μｌ煮沸，同时以空
质粒菌液、ＤＨ５α菌液及ｄｄＨ２Ｏ为对照，分别加入ＡＱＰ９内侧引
物进行ＰＣＲ反应，所获产物进行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳。
１．２．２．２　酶切鉴定　　将ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９与ｐＥＧＦＰＮ１分别
进行单酶切（ＢｇｌⅡ）及双酶切（ＢｇｌⅡ和ＫｐｎⅠ），酶切产物进行
１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳。
１．２．２．３　测序鉴定　　将ＰＣＲ及酶切鉴定正确的重组质粒送
至上海生工测序，使用 Ｔ７通用引物，将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中
人ＡＱＰ９ｍＲＮＡ序列进行比对。
１．２．３　重组质粒在Ｌ０２细胞中的表达
１．２．３．１　重组质粒转染 Ｌ０２细胞　　用含有１０％胎牛血清
的１６４０培养Ｌ０２细胞，置于３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中培养，传至
第３代用于转染。转染前１ｄ，将Ｌ０２细胞接种６孔板上，每孔
接种约７×１０５个，待细胞达８０％ ～９０％融合度时，将无内毒素
的ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９以脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００介导的方法转
染Ｌ０２细胞，并以 ｐＥＧＦＰＮ１、ｄｄＨ２Ｏ、未处理 Ｌ０２细胞为对
照，每组转染２孔，４８ｈ后在荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白
的表达情况。

１．２．３．２　ＲＴＰＣＲ检测 ＡＱＰ９基因的表达　　４８ｈ后分别提
取各组细胞总ＲＮＡ，进行ＲＴＰＣＲ反应，以βａｃｔｉｎ作为内参，所
获ＰＣＲ产物进行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳。
１．２．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＱＰ９蛋白的表达　　４８ｈ后分别
提取各组细胞总蛋白，取５０μｇ蛋白上样，进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
电泳，电转膜到 ＰＶＤＦ膜上，封闭２ｈ后，以兔抗人 ＡＱＰ９抗体
及兔抗βａｃｔｉｎ抗体为一抗４℃孵育过夜，次日以 ＨＲＰ标记羊
抗兔ＩｇＧ为二抗室温孵育１ｈ，化学发光试剂 ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ显
色，暗盒压片，显影定影后凝胶成像仪拍照分析。

１．２．４　ＭＴＴ法确定油酸诱导 Ｌ０２细胞脂肪变性最适作用浓
度　　将Ｌ０２细胞按１×１０４／孔接种于９６孔板，贴壁后加入
含不同油酸浓度（０、１０、２０、３０、４０、５０μｇ／ｍｌ）的１０％胎牛血清
１６４０培养基，每组设置８个复孔。继续培养７２ｈ后，吸弃孔内
的培养基，每孔加入２０μｌＭＴＴ溶液，继续培养４ｈ后，每孔加
入１５０μｌＤＭＳＯ，室温振荡１０ｍｉｎ，酶标仪上选择４９０ｎｍ波长，
测定各孔的吸光度值［Ｄ（４９０）］。
１．２．５　检测Ｌ０２细胞脂肪变性模型中ＡＱＰ９的表达
１．２．５．１　Ｌ０２细胞脂肪变性模型的建立及重组质粒的转染　
　将传至第３代的Ｌ０２细胞按３×１０５／孔接种于６孔板，贴壁
后加入含油酸的１０％胎牛血清 １６４０培养基，培养 ７２ｈ诱导
Ｌ０２细胞脂肪变性。将ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染脂肪变性的Ｌ０２
细胞，并以ｐＥＧＦＰＮ１、ｄｄＨ２Ｏ及未处理 Ｌ０２细胞为对照，每组
转染２孔，继续培养７２ｈ。
１．２．５．２　绿色荧光蛋白检测转染情况　　７２ｈ后倒置荧光显
微镜观察各组Ｌ０２细胞绿色荧光蛋白表达情况。
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１．２．５．３　半定量ＰＣＲ检测各组ＡＱＰ９ｍＲＮＡ表达　　７２ｈ后
分别提取各组细胞的总ＲＮＡ，加入 ＡＱＰ９短片段引物进行 ＲＴ
ＰＣＲ反应，ＰＣＲ产物进行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳。
１．２．５．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＡＱＰ９蛋白表达　　７２ｈ后分
别提取各组细胞的总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＱＰ９及 βａｃｔｉｎ
蛋白的表达。

１．２．６　油红Ｏ染色检测 Ｌ０２细胞中脂质含量　　泡酸消毒
盖玻片置于２４孔板中，接种约６×１０４／孔 Ｌ０２细胞，贴壁后加
入含油酸的１０％胎牛血清１６４０培养基。７２ｈ后将ｐＥＧＦＰＮ１
ＡＱＰ９转染脂肪变性的Ｌ０２细胞，以ｐＥＧＦＰＮ１、ｄｄＨ２Ｏ及未处
理Ｌ０２细胞为对照，继续培养７２ｈ。吸弃孔内的培养基，ＰＢＳ
洗涤３次，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，油红 Ｏ溶液染色３０ｍｉｎ，
６０％异丙醇洗涤 ３０ｓ，ｄｄＨ２Ｏ洗涤 ３０ｓ，苏木精复染 ３ｍｉｎ，
ｄｄＨ２Ｏ冲洗５ｍｉｎ，中性树胶封片，正置显微镜拍照保存。
１．２．７　Ｌ０２细胞中甘油三酯、游离脂肪酸及甘油含量测定　
　将传至第３代的 Ｌ０２细胞以含油酸的１０％胎牛血清１６４０
培养基培养７２ｈ，将ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染脂肪变性的 Ｌ０２细
胞，并以ｐＥＧＦＰＮ１、ｄｄＨ２Ｏ及未处理 Ｌ０２细胞为对照，每组包
含５瓶细胞，继续培养７２ｈ。ＰＢＳ洗涤细胞３次，反复冻融裂解
细胞，使用甘油三酯检测试剂盒，游离脂肪酸检测试剂盒，甘油

含量ＧＰＯＰＯＤ酶法测定试剂盒测定Ｌ０２细胞中脂质含量。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　总ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ扩增目的基因
　　肝脏总ＲＮＡ行１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳可见２８Ｓ、１８Ｓ和
５Ｓ３个条带，分光光度计结果：Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）为 １．９５，
Ｄ（２６０）／Ｄ（２３０）为１．３１，符合实验需求。ＰＣＲ产物行２０ｇ／Ｌ
琼脂糖凝胶电泳，在８８８ｂｐ附近有特异性条带，提示扩增产物
为人ＡＱＰ９片段。

２．２　重组质粒ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９的鉴定
２．２．１　ＰＣＲ及酶切鉴定　　ＲＣＲ产物行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶
电泳。结果显示，重组质粒菌液在８８８ｂｐ处有一特异性 ＡＱＰ９
条带，而对照组未见条带（图１Ａ），初步说明重组质粒构建成
功。酶切产物行１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳。结果显示，重组质粒
经双酶切可切出ＡＱＰ９目的条带（８８８ｂｐ），而空质粒未切出目
的条带（图１Ｂ），再次证明重组质粒构建成功。
２．２．２　测序鉴定　　测序结果经分析，发现１个碱基发生突
变，４５位：Ａ→Ｇ，为无义突变。充分证明 ＡＱＰ９已正确插入
ｐＥＧＦＰＮ１载体，ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９重组质粒构建成功。

２．３　重组质粒在Ｌ０２细胞中的表达
２．３．１　绿色荧光检测重组质粒的表达　　荧光显微镜下观
察，ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组和ｐＥＧＦＰＮ１转染组均可见到绿色
荧光（图２），ｄｄＨ２Ｏ转染组、未处理 Ｌ０２细胞组未见到绿色荧
光。说明重组质粒已经转染进入Ｌ０２细胞并表达融合蛋白。
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Ａ：ＰＣＲ鉴定　１：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００），２：重组质粒菌液，３：空

质粒菌液，４：ＤＨ５α菌液，５：ｄｄＨ２Ｏ；Ｂ：酶切鉴定　１：ＤＮＡ标

准 （ＤＬ１００００），２：ｐＥＧＦＰＮ１，３：ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９，４：单酶切

ｐＥＧＦＰＮ１，５：单酶切 ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９，６：双酶切 ｐＥＧＦＰＮ１，

７：双酶切ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９，８：ＡＱＰ９ＰＣＲ产物

图１　重组质粒ＰＣＲ及酶切鉴定结果

!

"

Ａ：ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组；Ｂ：ｐＥＧＦＰＮ１转染组

图２　荧光显微镜观察重组质粒在Ｌ０２细胞中的表达　（×２００）

２．３．２　ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＱＰ９的表达　　ＰＣＲ产
物行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳。结果显示，ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转
染组、ｐＥＧＦＰＮ１转染组、ｄｄＨ２Ｏ转染组及未处理 Ｌ０２细胞组
都能够扩增出ＡＱＰ９条带（８８８ｂｐ），其中ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染
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组ＡＱＰ９条带最亮（图３Ａ），说明ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染成功，并
能在Ｌ０２细胞中表达。经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，各组细胞在４２×
１０３位置的βａｃｔｉｎ条带均清晰，ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组、ｐＥＧＦＰ
Ｎ１转染组、ｄｄＨ２Ｏ转染组及未处理Ｌ０２细胞组均在２９×１０

３可

见ＡＱＰ９条带，ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组在 ５６×１０３可见 ＧＦＰ／
ＡＱＰ９融合蛋白条带（图３Ｂ），说明重组质粒在 Ｌ０２细胞中表
达ＡＱＰ９蛋白并与绿色荧光蛋白融合。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测　１：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００），２：ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染
组，３：ｐＥＧＦＰＮ１转染组，４：ｄｄＨ２Ｏ转染组，５：未处理 Ｌ０２细胞组；
Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１：ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组，２：ｐＥＧＦＰＮ１转
染组，３：ｄｄＨ２Ｏ转染组，４：未处理Ｌ０２细胞组
图３　ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测重组质粒在Ｌ０２细胞中的表达

２．４　ＭＴＴ法确定油酸最适浓度
　　当油酸浓度大于２０μｇ／ｍｌ，吸光度值明显下降，细胞活性
显著降低（表１），因此确定２０μｇ／ｍｌ的油酸浓度作为诱导Ｌ０２
细胞脂肪变性的最适浓度。

表１　不同浓度油酸对Ｌ０２细胞活性的影响（珋ｘ±ｓ）

油酸 ０μｇ／ｍｌ １０μｇ／ｍｌ ２０μｇ／ｍｌ ３０μｇ／ｍｌ ４０μｇ／ｍｌ ５０μｇ／ｍｌ

吸光度值 ０．４３±０．０４０．４８±０．０４０．４７±０．０５０．４４±０．０３０．４０±０．０５０．３５±０．０５ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与０μｇ／ｍｌ比较

２．５　Ｌ０２细胞脂肪变性模型中ＡＱＰ９的表达
２．５．１　绿色荧光蛋白检测转染情况　　倒置荧光显微镜观
察，油酸／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组、油酸／ｐＥＧＦＰＮ１转染组均可
见绿色荧光。油酸／ｄｄＨ２Ｏ转染组、油酸组、未处理 Ｌ０２细胞
组未见绿色荧光。说明重组质粒转染进入Ｌ０２细胞并表达。

２．５．２　半定量 ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＡＱＰ９表达情况
　　ＰＣＲ产物进行２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，结果显示，油酸／
ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组ＡＱＰ９条带最亮，油酸／ｐＥＧＦＰＮ１转染
组、油酸／ｄｄＨ２Ｏ转染组及油酸组ＡＱＰ９条带较亮，未处理 Ｌ０２
细胞组 ＡＱＰ９条带最淡。经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，油酸／ｐＥＧＦＰ
Ｎ１ＡＱＰ９转染组可见 ＧＦＰ／ＡＱＰ９融合蛋白条带，油酸／ｐＥＧＦＰ
Ｎ１ＡＱＰ９转染组、油酸／ｐＥＧＦＰＮ１转染组、油酸／ｄｄＨ２Ｏ转染组
及油酸组可见较亮 ＡＱＰ９蛋白条带，而未处理 Ｌ０２细胞组
ＡＱＰ９蛋白条带最淡。说明油酸诱导 Ｌ０２细胞脂肪变性能增
加其ＡＱＰ９表达，而转染重组质粒 ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９后，可使其
ＡＱＰ９表达量进一步升高。

２．６　油红Ｏ染色
　　正置显微镜下观察：油酸／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组Ｌ０２细
胞内可见大量橘红色脂滴，伴较多脂滴融合现象，脂肪变性程

度较重；油酸／ｐＥＧＦＰＮ１转染组、油酸／ｄｄＨ２Ｏ转染组及油酸组
可见中等量橘红色脂滴，伴少许脂滴融合，脂肪变性程度较轻；

未处理Ｌ０２细胞组未见橘红色脂滴（图４）。表明增加Ｌ０２细
胞的ＡＱＰ９表达量能使其脂肪变性程度加重。

２．７　甘油三酯、游离脂肪酸及甘油含量测定
　　油酸可诱导Ｌ０２细胞脂肪变性，使其ＴＧ、ＦＦＡ及甘油含量
增加，未处理Ｌ０２细胞组与其他组比较，有显著的差异（Ｐ＜
００１）。油酸／ｐＥＧＦＰＮ１转染组、油酸／ｄｄＨ２Ｏ转染组与油酸组
之间比较，差异没有统计学意义（Ｐ＞０．０５）。油酸／ｐＥＧＦＰＮ１
ＡＱＰ９转染组与油酸组比较，有显著的差异（Ｐ＜０．０１，表２）。
说明增加ＡＱＰ９表达量能使 Ｌ０２细胞中 ＴＧ、ＦＦＡ及甘油含量
增加，表明ＡＱＰ９在肝细胞脂肪变性中起着重要的作用。

表２　各组甘油三酯、游离脂肪酸、甘油含量的测定（珋ｘ±ｓ，ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别　　　 ｎ 甘油三酯 游离脂肪酸 甘油

未处理Ｌ０２细胞组 ５ １．３６６±０．２３９ａ ０．４９３±０．１２４ａ ０．３７９±０．０９２ａ

油酸组 ５ ３．２１８±０．２２０ １．５３８±０．１９３ １．０２４±０．１４８

油酸／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组 ５ ５．４３５±０．３３７ａ ２．０１６±０．１４４ａ １．４８５±０．１１３ａ

油酸／ｐＥＧＦＰＮ１转染组 ５ ３．５０５±０．３０４ １．６３４±０．２２４ ０．９７３±０．１６３

油酸／ｄｄＨ２Ｏ转染组 ５ ３．２５９±０．２５３ １．５１７±０．１５７ １．１１３±０．２５２

ａ：Ｐ＜０．０１，与油酸组比较

３　讨论

　　临床上ＮＡＦＬＤ已成为常见的肝病之一，随着病情
的进展，将形成非酒精性脂肪性肝炎、非酒精性脂肪性

肝纤维化，甚至原发性肝癌，同时也将引起脂质代谢紊

!

"

# $

%

Ａ：未处理Ｌ０２细胞组；Ｂ：油酸组；Ｃ：油酸组／ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９转染组；Ｄ：油酸／ｐＥＧＦＰＮ１转染组；Ｅ：油酸／ｄｄＨ２Ｏ转染组

图４　油红Ｏ染色观察各组Ｌ０２细胞中脂质含量的变化
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乱，导致心脑血管疾病［５］。据流行病学调查，不同种

族、不同年龄人群均可发生 ＮＡＦＬＤ，高发于 ４０～４９
岁，在不同国家和地区患病率为１０％ ～２４％，其中肥
胖人群患病率更高，为普通人群的 ４．６倍，可达
５７４％～７４０％［６］。重度肥胖患者肝脏活检结果发

现，脂肪肝占８６％～９３％，脂肪性肝炎占２４％～２６％，
肝硬化占２％～１７％，表明ＮＡＦＬＤ的患病率与肥胖呈
正相关，减轻肥胖的程度可以显著降低ＮＡＦＬＤ的危险
性。肝细胞脂肪变性和脂肪蓄积是整个 ＮＡＦＬＤ的始
作俑者，尽早发现和治疗肝脏脂肪变性已成为全人类

的共同心愿。

　　ＡＱＰ属于主要内源性蛋白（ｍａｊｏｒｉｎｔｒｉｎｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，
ＭＩＰ）家族，可分为两大类：一类为水通道蛋白，占其中
的大多数，仅对水分子有通透性，另一类为水甘油通道

蛋白，包含ＡＱＰ３、ＡＱＰ７、ＡＱＰ９和 ＡＱＰ１０，它们不仅对
水分子有通透性，还对尿素、甘油甚至某些无机离子有

通透性［７］，它们在调节的机体的甘油运输和脂质代谢

方面具有重要的意义，与ＮＡＦＬＤ、肥胖、代谢综合征及
胰岛素抵抗关系密切。

　　肝细胞膜上存在 ３种水甘油蛋白通道：ＡＱＰ３、
ＡＱＰ７及 ＡＱＰ９，其中 ＡＱＰ９表达量最高。肝细胞膜上
的ＡＱＰ９能将血液中甘油转运进入肝细胞，在肝细胞
内以甘油和游离脂肪酸为原料合成甘油三酯，参与了

甘油从脂肪细胞到肝细胞的转移，实现了脂肪的重新

分布［８］。如果ＡＱＰ９异常升高，大量甘油进入肝细胞
将引起脂肪合成和蓄积增加，从而导致脂肪肝的形

成［９］。ＡＱＰ９功能异常也将阻碍糖异生过程而导致低
血糖，同时也与胰岛素及代谢综合征抵抗密切相

关［１０－１２］。降低肝细胞 ＡＱＰ９的表达可有效阻断甘油
进入肝细胞，从而治疗和预防 ＮＡＦＬＤ的发生、发展。
同时ＡＱＰ９也作为一些药物吸收的通道，如化疗药物
三氧化二砷［１３－１４］，诱导肿瘤细胞膜上ＡＱＰ９表达量增
加可有效提高化疗药物的疗效，并减少用药剂量，从而

降低药物的毒副作用，为肿瘤的治疗提供了一个新的

思路［１５］。

　　本课题成功构建了重组质粒 ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９。
经测序分析，有１个碱基发生突变，４５位：Ａ→Ｇ，为无
义突变。重组质粒ｐＥＧＦＰＮ１ＡＱＰ９能在Ｌ０２肝细胞
中表达并且能够被兔抗人ＡＱＰ９抗体识别。通过油酸
诱导建立Ｌ０２脂肪变性细胞模型，将重组质粒转染细
胞模型后，发现增加Ｌ０２细胞的 ＡＱＰ９表达量能使其
脂肪变性程度加重，细胞内脂质含量增加，甘油三酯、

游离脂肪酸及甘油含量升高。证明 ＡＱＰ９异常升高能
够引起或加重ＮＡＦＬＤ，提示以 ＡＱＰ９为靶点预防和治

疗ＮＡＦＬＤ具有良好的应用前景，为进一步研究 ＡＱＰ９
对ＮＡＦＬＤ的基因治疗奠定基础。

参考文献：

［１］ＫｉｍＨＫ，ＰａｒｋＪＹ，ＬｅｅＫＵ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｎｄｌｉｆｅｓ
ｔｙｌｅｃｈａｎｇｅｓｏｎｌｏｎｇｔｅｒｍｃｏｕｒｓｅｏｆｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅｉｎ
Ｋｏｒｅａｎｓ［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄＳｃｉ，２００９，３３７（２）：９８－１０２．

［２］ＨｊｅｌｋｒｅｍＭＣ，ＴｏｒｒｅｓＤＭ，ＨａｒｒｉｓｏｎＳＡ．Ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ［Ｊ］．ＭｉｎｅｒｖａＭｅｄ，２００８，９９（６）：５８３－５９３．

［３］ＪｅｌｅｎＳ，ＷａｃｋｅｒＳ，ＡｐｏｎｔｅＳａｎｔａｍａｒｉａＣ，ｅｔａｌ．Ａｑｕａｐｏｒｉｎ９ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｓｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｒｏｕｔｅｏｆｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｌｙｃｅｒｏｌｕｐｔａｋｅｆｏｒｇｌｙｃｅｒｏｌｇｌｕｃｏｎｅｏ
ｇｅｎｅｓｉｓｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１１，２８６（５２）：４４３１９－４４３２５．

［４］ＲｏｊｅｋＡＭ，ＳｋｏｗｒｏｎｓｋｉＭＴ，ＦｕｃｈｔｂａｕｅｒＥＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｆｅｃｔｉｖｅｇｌｙｃ
ｅｒｏｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎａｑｕａｐｏｒｉｎ９（ＡＱＰ９）ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌ
ＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００７，１０４（９）：３６０９－３６１４．

［５］王万东，陈东风．非酒精性脂肪变性肝细胞模型中 ＡＴＦ４基因的表
达及意义［Ｊ］．第三军医大学学报，２０１０，３２（１４）：１４８７－１４９０．

［６］ＳｅｒｆａｔｙＬ，ＬｅｍｏｉｎｅＭ．Ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎａｎｄｎａｔｕｒａｌｈｉｓｔｏｒｙｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｓｔｅａｔｏｓｉｓ：ｃｌｉｎｉｃａｌａｓｐｅｃｔｓｏｆＮＡＦＬＤ，ＮＡＳＨａｎｄｃｉｒｒｈｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅ
ｔｅｓＭｅｔａｂ，２００８，３４（６Ｐｔ２）：６３４－６３７．

［７］邱烈旺，顾陆均，吕琳，等．水甘油通道蛋白在非酒精性脂肪变性
肝细胞模型中的表达和意义［Ｊ］．第三军医大学学报，２０１２，３４
（７）：６２２－６２６．

［８］ＨａｒａＣｈｉｋｕｍａＭ，ＶｅｒｋｍａｎＡＳ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｏｌｅｓｏｆｇｌｙｃｅｒｏｌｔｒａｎｓ
ｐｏｒｔｉｎｇａｑｕａｐｏｒｉｎｓ：ｔｈｅａｑｕａｇｌｙｃｅｒｏｐｏｒｉｎｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，
２００６，６３（１２）：１３８６－１３９２．

［９］ＭａｅｄａＮ，ＨｉｂｕｓｅＴ，ＦｕｎａｈａｓｈｉＴ．Ｒｏｌｅｏｆａｑｕａｐｏｒｉｎ７ａｎｄａｑｕａｐｏｒｉｎ
９ｉｎｇｌｙｃｅｒｏｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｉｎｏｂｅｓｉｔｙ［Ｊ］．ＨａｎｄｂＥｘｐＰｈａｒ
ｍａｃｏｌ，２００９，（１９０）：２３３－２４９．

［１０］ＭｉｒａｎｄａＭ，ＣｅｐｅｒｕｅｌｏＭａｌｌａｆｒｅＶ，ＬｅｃｕｂｅＡ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆｐａｉｒｅｄａｂｄｏｍｉｎａｌａｄｉｐｏｓｅＡＱＰ７ａｎｄｌｉｖｅｒＡＱＰ９ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ
ｍｏｒｂｉｄｏｂｅｓｉｔｙ：ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｇｌｕｃｏｓｅａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ［Ｊ］．Ｍｅｔａｂｏ
ｌｉｓｍ，２００９，５８（１２）：１７６２－１７６８．

［１１］刘卉，梅浙川，肖潇．胰岛素对人肝细胞Ｌ０２水通道蛋白９表达
的影响及其调控通路［Ｊ］．中华肝脏病杂志，２０１０，１８（６）：４５５
－４５８．

［１２］ＰｏｓｔｉｃＣ，ＧｉｒａｒｄＪ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｔｈｅｌｉｐｏｇｅｎｉｃｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔｏｆｈｅｐａｔｉｃｓｔｅａｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｔａｂ，２００８，３４（６Ｐｔ２）：
６４３－６４８．

［１３］ＬｅｗｅｎＳ，ＺｈｏｕＨ，ＨｕＨＤ，ｅｔａｌ．ＡＬｅｇｕｍａｉｎｂａｓｅｄｍｉｎｉｇｅｎｅｖａｃ
ｃｉｎｅｔａｒｇｅｔｓｔｈｅｔｕｍｏｒｓｔｒｏｍａａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｇｒｏｗｔｈａｎｄ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＩｍｍｕｎｏｌＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒ，２００８，５７（４）：５０７
－５１５．

［１４］ＬｏｅｆｆｌｅｒＭ，Ｌｅ’ＮｅｇｒａｔｅＧ，ＫｒａｊｅｗｓｋａＭ，ｅｔａｌ．ＡｔｔｅｎｕａｔｅｄＳａｌｍｏ
ｎｅｌｌａｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｔｏｐｒｏｄｕｃｅｈｕｍａｎｃｙｔｏｋｉｎｅＬＩＧＨＴｉｎｈｉｂｉｔｔｕｍｏｒ
ｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００７，１０４（３１）：１２８７９－
１２８８３．

［１５］ＬｅｕｎｇＪ，ＰａｎｇＡ，ＹｕｅｎＷ Ｈ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ａｑｕａｇｌｙｃｅｒｏｐｏｒｉｎ９ｗｉｔｈａｒｓｅｎｉｃｕｐｔａｋｅａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｉｎｌｅｕｋｅｍｉａ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００７，１０９（２）：７４０－７４６．

（收稿：２０１２０２０６；修回：２０１２０４０３）

（编辑　王　红）

６２７１
第３４卷第１７期
２０１２年９月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１７
Ｓｅｐ．１５　２０１２


