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摘要:目的 探讨非酒精性脂肪性肝病( NAFLD)中自噬与脂质代谢的相互作用。方法 体外人肝细胞培养( 脂肪变性) 制备
NAFLD细胞模型，雷帕霉素诱导细胞自噬，3 －甲基腺嘌呤抑制细胞自噬，MTT 比色法测定细胞活力，ELISA 法检测各组细胞 TG、
ALT、AST、LDH、GGT、Alb水平，IF法检测 LC3 －Ⅱ的定位与分布，Western Blot 检测 LC3 －Ⅱ /LC3 －Ⅰ比值。计量资料多组间比较
采用方差分析，进一步两两比较采用 SNK － q检验。结果 诱导自噬组的吸光度值和细胞活率与脂肪变组比较，明显下降( HL －7702
细胞 q值分别为 4． 160、4． 110，SK － HEP －1细胞 q值分别为 4． 407、4． 032; P值均 ＜0． 05)。脂肪变组 TG、ALT、AST、LDH、GGT、Alb水
平与对照组相比，明显升高( HL －7702细胞 q值分别为 5． 316、3． 730、4． 013、6． 967、6． 192、5． 531，SK － HEP － 1 细胞 q值分别为 4． 963、
3． 603、4． 774、7． 479、6． 319、5． 193; P值均 ＜ 0． 05)。诱导自噬组 TG、ALT、AST、LDH、GGT、Alb 水平与脂肪变组相比，明显降低( HL －
7702细胞 q值分别为 4． 978、3． 695、3． 960、5． 130、4． 695、3． 192，SK － HEP －1细胞 q值分别为 3． 846、5. 575、4. 184、5． 019、4. 203、3． 049;
P值均 ＜0． 05)。LC3 －Ⅱ在各组肝细胞中的标记值，诱导自噬组最高( HL －7702 细胞为 90． 1%，SK － HEP － 1 细胞为 80. 0% ) ，其次是
脂肪变组( HL －7702 细胞为 47． 2%，SK － HEP － 1 细胞为 48． 4% ) 及抑制自噬组( HL － 7702 细胞为 30． 2%，SK － HEP － 1 细胞为
45. 5% )。诱导自噬组 LC3 －Ⅱ/LC3 －Ⅰ比值与脂肪变组相比，明显升高( HL －7702细胞 q值为 6. 786，SK － HEP － 1 细胞q值为5． 926; P
值均 ＜0． 05)。结论 自噬的上调有利于促进肝脏脂肪的清除，而下调则促进脂质的聚积。
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Interaction between autophagy and lipid metabolism in cell models of nonalcoholic fatty liver disease
YAN Ｒong，NIU Chunyan，YU Lu，et al． ( Department of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Xi'an Medical College，Xi'an
710077，China)
Abstract: Objective To investigate the interaction between autophagy and lipid metabolism in nonalcoholic fatty liver disease ( NAFLD) ．
Methods Human hepatocytes ( steatosis) were cultured in vitro to establish a cell model of NAFLD． Ｒapamycin was used to induce autoph-
agy and 3 － methyladenine was used to inhibit autophagy． MTT colorimetry was used to measure cell viability． ELISA was used to measure
the levels of triglyceride ( TG) ，alanine aminotransferase ( ALT) ，aspartate aminotransferase ( AST) ，lactate dehydrogenase ( LDH) ，gam-
ma － glutamyl transpeptidase ( GGT) ，and albumin ( Alb) ． IF method was used to determine the location and distribution of LC3 － II． West-
ern blot was used to measure LC3 － II /LC3 － I ratio． An analysis of variance was used for comparison of continuous data between groups，
and the SNK － q test was used for further comparison between two groups． Ｒesults Compared with the steatosis group，the induced autoph-
agy group had significant reductions in absorbance and cell viability ( HL － 7702 cells: q = 4． 160 and 4． 110，P ＜ 0． 05; SK － HEP － 1
cells: q = 4． 407 and 4． 032，P ＜ 0． 05) ． Compared with the control group，the steatosis group had significant increases in the levels of TG，
ALT，AST，LDH，GGT，and Alb ( HL － 7702 cells: q = 5． 316，3． 730，4． 013，6． 967，6． 192，and 5． 531，P ＜ 0． 05; SK － HEP － 1
cells: q = 4． 963，3． 603，4． 774，7． 479，6． 319，and 5． 193，P ＜ 0． 05) ． Compared with the steatosis group，the induced autophagy group
had significant reductions in the levels of TG，ALT，AST，LDH，GGT，and Alb ( HL － 7702 cells: q = 4． 978，3． 695，3． 960，5． 130，
4. 695，and 3． 192，P ＜ 0． 05; SK － HEP － 1 cells: q = 3． 846，5． 575，4． 184，5． 019，4． 203，3． 049，P ＜ 0． 05) ． The induced autophagy
group had the highest percentage of LC3 － II － positive HL － 7702 cells ( 90． 1% ) and LC3 － II － positive SK － HEP － 1 cells ( 80． 0% ) ，
followed by the steatosis group ( 47． 2% LC3 － II － positive HL － 7702 cells and 48． 4% LC3 － II － positive SK － HEP － 1 cells) and the au-
tophagy inhibition group ( 30． 2% LC3 － II － positive HL － 7702 cells and 45． 5% LC3 － II － positive SK － HEP － 1 cells) ． The induced au-
tophagy group had a significant increase in LC3 － II / IC3 － I ratio compared with the steatosis group ( HL －7702 cells: q = 6． 786，P ＜ 0． 05;
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SK － HEP － 1 cells: q = 5． 926，P ＜ 0． 05) ． Conclusion Upregulation of autophagy can promote the elimination of liver fat，while down-
regulation of autophagy can promote lipid accumulation．
Key words: fatty liver; autophagy; lipid metabolism

近年来，非酒精性脂肪性肝病( NAFLD) 患病率逐
年增加，已成为全球重要的公共健康问题［1］。NAFLD
的发病机制至今尚未完全明确，较为普遍接受的“二
次打击学说”认为，初次打击为脂质聚积导致肝脏脂
肪变及胰岛素抵抗，通过外周脂解增加( 脂质过多) 和

高胰岛素血症引起肝细胞脂肪堆积、脂肪变，二次打
击主要指氧化应激和脂质过氧化及细胞因子、线粒体
功能异常等，导致肝细胞损伤、炎症、纤维化［2］。最近
的研究［3 － 4］表明，自噬除了降解肝细胞内过多或损伤
的细胞器和蛋白质外，还介导肝细胞内脂肪的代谢和

分解，介导脂滴内贮存脂质的降解，提示自噬在
NAFLD的发生、发展中具有重要病理生理意义。本实
验通过对体外人肝细胞培养( 脂肪变性) 制备 NAFLD
模型，观察自噬的生物学特性，探讨 NAFLD 中自噬与
脂质代谢的相互作用和可能的机制，为将来 NAFLD
治疗领域的分子靶向治疗相关研究奠定基础。
1 材料与方法
1． 1 材料 HL － 7702 细胞和 SK － HEP － 1 细胞株
( 西安东澳生物科技有限公司) ，10%脂肪乳注射液
( 四川科伦药业股份有限公司 ) ，雷帕霉素 ( Selleck，
S1039) ，3 －甲基腺嘌呤 ( 3 － MA) ( Selleck，S2767 ) ，
LC3B ( D11 ) XP Ｒabbit mAb ( CST，3868S ) ，Anti －
PKC epsilon 抗体( Abcam，ab124806 ) ，油红 O 染色液
( 南京建成科技有限公司，D027 ) ，科研人甘油三酯
( TG) ELISA 试剂盒 ( 上海酶联生物科技有限公司，
ml026468) ，科研人 ALT 检测试剂盒 ( 上海酶联生物
科技有限公司，ml027133 ) ，科研人 AST 检测试剂盒
( 上海酶联生物科技有限公司，ml024056 ) ，科研人乳
酸脱氢酶( LDH) 检测试剂盒( 上海酶联生物科技有限
公司，ml024518) ，科研人 GGT 检测试剂盒( 上海酶联
生物科技有限公司，ml027457) ，科研人 Alb 检测试剂
盒( 上海酶联生物科技有限公司，ml025061) 。倒置荧
光显微镜( OLYMPUS) ，冷冻离心机( Eppendorf) ，电热
恒温培养箱( 天津泰斯特仪器有限公司) ，Mini － PＲO-
TEAN Casting stand ( Bio － Ｒad) ，Power PacTM HC 高
电流电泳仪 ( Bio － Ｒad ) ，Mini － PＲOTEAN电泳槽
( Bio －Ｒad) ，Mini Trans － Blot转印槽( Bio － Ｒad) ，iMa-
rkTM酶标仪( Bio －Ｒad)。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养及模型建立 将从液氮中取出的

HL －7702 细胞和 SK － HEP － 1 细胞在 37 ℃水浴锅
中快速融化后接种于 10 cm 皿中，培养基分别是
ＲPMI1640 + 10% FBS 和 MEM + 10% FBS。将 10 cm
皿中细胞废液弃除，用 PBS清洗 1 次，滴加 8 滴胰酶，
消化 30 s左右，加入完全培养基终止消化，用 1 ml 的
枪吹打细胞，收集细胞液于 15 ml 离心管中，1000 r /
min离心 5 min;离心后弃上清，加入新的完全培养基，
轻柔吹打细胞，制备单细胞悬液; 按 1 ∶ 2 的接种比例
将细胞悬液接种于 10 cm 皿中，在 CO2 孵箱中培养。
HL －7702、SK － HEP － 1 细胞分别用 2%脂肪乳培养
48 h后，用油红 O 染色肝细胞出现红色脂滴，即为建
模成功。另将普通培养的 2 种细胞株设为对照。
1． 2． 2 肝细胞自噬的调节 人肝 HL － 7702、SK －
HEP －1 脂肪变细胞传代培养至对数生长期后，诱导
自噬组加入雷帕霉素( 100 nmol /L) 培养 48 h;抑制自噬
组加入 3 － MA( 4． 5 mg /L) 培养 24 h。
1． 2． 3 细胞活力与功能评价
1． 2． 3． 1 油红 O 染色 分别取对数生长期 HL －
7702、SK － HEP －1 细胞，以 5 × 104 /孔的密度接种于
放玻片的 24 孔板上，细胞培养至密度达到 60% ～
70%时，模型组加入 2%脂肪乳 ( 10%脂肪乳注射液
稀释 5 倍) ，对照组加入不含脂肪乳的培养基。放入
孵箱培养 48 h 后，取出培养板，PBS 洗 3 次，用 4%多
聚甲醛固定 30 min，PBS 洗 3 次，油红 O 染液室温染
色 30 min，37 ℃左右蒸馏水洗 30 s至背景透明，再用
复染剂室温染色 3 min，蒸馏水洗 30 ～ 60 s，用水性封
片剂封片，显微镜下观察细胞内的脂滴。
1． 2． 3． 2 MTT比色法测定细胞活力 将 T25 培养瓶
中的废液全部吸弃，消化后重悬细胞;吸取 10 μl细胞
悬液，用血球计数板按照 3 × 104 /ml 计数，接种到 96
孔板中，每孔 100 μl，在 CO2 孵箱中过夜培养。接种
细胞后第 2 天，更换培养基，模型组加入 2%脂肪乳
( 10%脂肪乳注射液稀释 5 倍) ，对照组加入不含脂肪
乳的培养基，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中 48 h。每
孔加 20 μl MTT溶液( 5 mg /ml) ，继续培养 4 h。去上
清液，每孔加入 150 μl 二甲亚砜，置摇床低速振荡
10 min，全自动酶联免疫检测仪 490 nm测吸光度值。
1． 2． 3． 3 ELISA检测 分别取对数生长期 HL －7702、
SK －HEP －1细胞，以5 ×105 /孔的密度接种于6孔板上，
细胞培养至密度达到 60% ～70%时，模型组加入 2%脂
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肪乳( 10%脂肪乳注射液稀释 5 倍) ;对照组加入不含脂
肪乳的培养基;放入孵箱培养 48 h后，收集各组细胞，用
冰的 PBS清洗细胞 3次，每孔加 1 ml PBS 后，收集细胞
悬液至 EP管中，1000 r /min，离心10 min，弃上清液，留细
胞沉淀，用 PBS 调整至 1 ×106 个 /ml。反复冻融 3 次裂
解细胞，4 ℃、3000 r /min，离心 20 min，收集上清后，于
－ 80 ℃保存备用。按 ELISA 试剂盒操作说明检测其
中 TG、ALT、AST、LDH、GGT、Alb水平。
1． 2． 4 肝细胞自噬相关蛋白在人肝细胞及脂肪变人
肝细胞中活性状态的检测

1． 2． 4． 1 IF法检测自噬相关蛋白微管相关蛋白 1 轻
链 3 ( microtubule － associated protein 1 light chain 3，
LC3) Ⅱ 培养好的细胞经 4%多聚甲醛室温固定 30
min。PBS洗 3 次，每次 5 min。0． 3% TritonX － 100 室
温通透 15 min。PBS洗 3 次，每次 5 min。一抗孵育:
用 10%山羊血清将一抗 LC3 －Ⅱ( 1 ∶ 100 ) 稀释，4 ℃
孵育过夜。第 2 天吸去一抗，PBS洗 3 次，每次 5 min。
滴加二抗工作液［用 2%山羊血清荧光二抗 Alexa Flu-
or 594 donkey － rabbit ( 1∶ 400 ) ］( 稀释到工作时的浓
度) ，37 ℃避光孵育 30 min。吸去二抗，用 PBS 洗 3
次，每次 5 min。滴加 VECTASHIELD + DAPI封片并
染细胞核。立即用倒置荧光显微镜拍照，蓝色代表细
胞核，红色荧光代表 LC3 －Ⅱ。观察 LC3 －Ⅱ的定位
和分布。采用双盲法在光镜下随机选择 20 个肝细
胞 /片，记数肝细胞的阳性细胞及细胞总数，LC3 －Ⅱ
在肝细胞中的标记值为阳性细胞数 /细胞总数 ×
100%。
1． 2． 4． 2 Western Blot 检测自噬相关蛋白 LC3 －Ⅱ /
LC3 －Ⅰ 收集各组细胞，用冰的 PBS清洗细胞 3 次，
每个孔加 1 ml PBS后，收集细胞悬液至 EP管中，1000
r /min，离心 10 min，弃上清液，留细胞沉淀，加入预冷
的细胞裂解液裂解细胞，用移液枪反复吹打数次。将
裂解好的细胞转移入预冷的离心管中，冰浴 10 min，
以使细胞充分裂解。在 4 ℃条件下，12 000 r /min 离
心 10 min。将上清转移至预冷的离心管中。用 BCA
蛋白定量试剂盒对提取的蛋白进行检测。检测后将
蛋白样品分装成小份，－ 80 ℃贮存备用。取各组蛋白
样品 30 μg，加入相当于蛋白样品 1 /4 体积的 5 ×蛋白
上样缓冲液，沸水浴中煮 5 min，然后进行 SDS － PAGE
分离蛋白。采用湿转法，将蛋白质转移至偏氟乙烯
( polyvinylidence difluoride，PVDF) 膜上。转膜结束后，
将 PVDF膜放在丽春红染色液中染色 2 ～ 5 min，观察
蛋白转移效果。标记出 PVDF 膜的右上角，将 PVDF

膜转移至含有 5% BSA 的 TBST 封闭液中，室温封闭
1． 5 h。按 1∶ 800 稀释抗体 LC3B，按 1∶ 500 稀释抗体
β － Actin于封闭液中，将 PVDF 膜放入皿中，加入一
抗的稀释液，4 ℃过夜。次日，用 TBST 洗膜 10 min ×
4 次。按 1 ∶ 10 000 稀释辣根过氧化物酶标记的羊抗
兔 IgG( LC3B) 于封闭液中，按 1∶ 10 000 稀释辣根过氧
化物酶标记的羊抗鼠 IgG ( β － Actin) 于封闭液中，将
PVDF膜放入含稀释二抗的皿中，脱色摇床孵育 1 h。
孵育结束后，用 TBST洗膜 10 min ×3次。暗室中，用滤
纸轻轻将膜上的液体吸干，在增强化学发光反应混合液

中反应 2 ～3 min，压片显影。
1． 3 统计学方法 采用 SPSS20． 0 软件进行数据分
析。计量资料采用均数 ±标准差( x ± s) 表示，多组间
数据比较采用方差分析，进一步两两比较采用 SNK －
q检验，P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2． 1 油红 O染色结果 对照组 HL －7702 细胞和 SK
－ HEP －1 细胞生长为不规则或卵圆形，胞质无明显
红染或淡染，脂肪变组细胞胞质广泛染色，为红色脂
滴，大而多( 图 1) 。
2． 2 MTT比色结果 对照组、脂肪变组 HL － 7702 细
胞及 SK － HEP － 1 细胞生长良好，吸光度值和细胞活
率组间比较，差异均无统计学意义( P值均 ＞0． 05) 。诱
导自噬组 HL － 7702 及 SK － HEP － 1 细胞的吸光度值
和细胞活率与脂肪变组比较，明显下降 ( P 值均 ＜
0. 05) 。抑制自噬组 HL －7702 及 SK － HEP －1 细胞的
吸光度值和细胞活率与脂肪变组比较，差异均无统计学
意义( P值均 ＞0． 05) ( 表 1，2) 。

对照组 脂肪变组

图 1 对照组和脂肪变组 HL －7702细胞和 SK － HEP －1细胞内
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脂滴油红 O染色结果( ×400) a、b:HL －7702; c、d: SK －HEP －1

表 1 各组 HL － 7702 细胞吸光度值和细胞活率( x ± s)

组别 吸光度值 细胞活率( % )

对照组 1． 04 ± 0． 07 98． 91 ± 0． 02
脂肪变组 0． 95 ± 0． 03 90． 08 ± 0. 08
诱导自噬组 0． 68 ± 0． 031) 62． 31 ± 0. 031)

抑制自噬组 0． 82 ± 0． 03 76． 90 ± 0. 05
F值 5． 443 7． 942
P值 0． 026 0． 011
注:与脂肪变组比较，1) q值分别为 4． 160、4． 110，P ＜ 0． 05

表 2 各组 SK － HEP － 1 细胞吸光度值和细胞活率( x ± s)

组别 吸光度值 细胞活率( % )

对照组 0． 74 ± 0． 02 100. 00 ± 0. 01
脂肪变组 0． 69 ± 0． 03 92． 89 ± 0. 06
诱导自噬组 0． 48 ± 0． 021) 61． 63 ± 0. 031)

抑制自噬组 0． 64 ± 0． 01 85． 49 ± 0. 04
F值 4． 371 7． 519
P值 0． 033 0． 014
注:与脂肪变组比较，1) q值分别为 4． 070、4． 032，P ＜ 0． 05

2． 3 ELISA检测结果 脂肪变组 HL － 7702 及 SK －
HEP －1 细胞 TG、ALT、AST、LDH、GGT、Alb 水平与对
照组相比，明显升高 ( P 值均 ＜ 0. 05 ) 。诱导自噬组
HL －7702 及 SK － HEP － 1 细胞 TG、ALT、AST、LDH、
GGT、Alb水平与脂肪变组相比，明显降低 ( P 值均 ＜
0． 05) 。抑制自噬组 HL － 7702 及 SK － HEP － 1 细胞
TG、ALT、AST、LDH、GGT、Alb 水平与脂肪变组比较，
差异均无统计学意义( P值均 ＞ 0． 05) ( 表 3，4) 。
2． 4 IF 法检测 LC3 －Ⅱ LC3 －Ⅱ在各组细胞的定
位及分布见图 2。LC3 － Ⅱ在各组肝细胞中的标记
值，诱导自噬组最高，其次是脂肪变组及抑制自噬组。
脂肪变组 HL －7702 及 SK － HEP － 1 细胞 LC3 －Ⅱ标
记值与对照组相比，明显升高( P 值均 ＜ 0． 05) 。诱导
自噬组 HL －7702 及 SK － HEP － 1 细胞 LC3 －Ⅱ标记
值与脂肪变组相比，明显升高( P值均 ＜ 0． 05) 。抑制

表 3 各组 HL － 7702 细胞 ELISA检测结果( x ± s)

组别 TG( mg /dl) ALT( ng /ml) AST( U/L) LDH( U/L) GGT( U/L) Alb( mg /ml)

对照组 125． 82 ± 2． 46 8． 94 ± 0． 18 78． 91 ± 1． 58 292． 19 ± 5． 84 86． 81 ± 1． 74 58． 87 ± 1． 18
脂肪变组 143． 31 ± 2． 931) 10． 13 ± 0． 191) 89． 54 ± 1． 791) 346． 06 ± 7． 741) 104． 52 ± 2． 031) 86． 71 ± 1． 631)

诱导自噬组 130． 63 ± 2． 612) 9． 51 ± 0． 192) 83． 33 ± 1． 672) 315． 56 ± 6． 312) 92． 13 ± 1． 842) 74． 43 ± 1． 492)

抑制自噬组 137． 70 ± 2． 75 9． 82 ± 0． 20 88． 82 ± 1． 78 341． 68 ± 6． 83 101． 80 ± 2． 04 82． 78 ± 1． 66
F值 4． 452 3． 257 3． 670 5． 377 4． 343 4． 651
P值 0． 035 0． 046 0． 043 0． 024 0． 037 0． 032
注:与对照组比较，1 ) q 值分别为 5． 316、3． 730、4． 013、6． 967、6． 192、5． 531，P ＜ 0． 05; 与脂肪变组比较，2 ) q 值分别为 4． 978、3． 695、3． 960、

5. 130、4． 695、3． 192，P ＜ 0． 05

表 4 各组 SK － HEP － 1 细胞 ELISA检测结果( x ± s)

组别 TG( mg /dl) ALT( ng /ml) AST( U/L) LDH( U/L) GGT( U/L) Alb( mg /ml)

对照组 121． 02 ± 2． 42 9． 02 ± 0． 18 85． 34 ± 1． 65 270． 01 ± 5． 43 88． 90 ± 1． 78 61． 90 ± 1． 24
脂肪变组 135． 38 ± 2． 781) 9． 76 ± 0． 201) 92． 02 ± 1． 861) 365． 03 ± 7． 061) 107． 41 ± 2． 091) 83． 48 ± 1． 611)

诱导自噬组 126． 68 ± 2． 532) 9． 15 ± 0． 182) 84． 23 ± 1． 692) 335． 56 ± 6． 712) 98． 48 ± 1． 972) 73． 58 ± 1． 472)

抑制自噬组 131． 54 ± 2． 63 9． 52 ± 0． 19 91． 16 ± 1． 82 362． 79 ± 7． 26 105． 32 ± 2． 11 81． 23 ± 1． 62
F值 4． 126 3． 063 3． 151 5． 434 4． 592 3． 987
P值 0． 039 0． 048 0． 047 0． 023 0． 034 0． 040
注:与对照组比较，1 ) q 值分别为 4． 963、3． 603、4． 774、7． 479、6． 319、5． 193，P ＜ 0． 05; 与脂肪变组比较，2 ) q 值分别为 3． 846、5． 575、4． 184、

5. 019、4． 203、3． 049，P ＜ 0． 05

图 2 LC3 －Ⅱ在各组细胞的定位及分布
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自噬组 HL －7702 及 SK － HEP －1 细胞 LC3 －Ⅱ标记
值与脂肪变组相比，差异无统计学意义 ( P 值均 ＞
0. 05) ( 表 5) 。

表 5 LC3 －Ⅱ在各组肝细胞中的标记值( x ± s，% )

组别 HL － 7702 细胞 SK － HEP － 1 细胞

对照组 14． 00 ± 1. 23 16． 50 ± 1. 45
脂肪变组 47． 20 ± 2. 151) 48． 40 ± 2. 091)

诱导自噬组 90． 10 ± 2. 332) 80． 00 ± 2. 452)

抑制自噬组 30． 20 ± 1. 01 45． 50 ± 1. 77
F值 3． 792 4． 393
P值 0． 043 0． 032
注:与对照组比较，1) q值分别为 7． 318、7． 424，P ＜ 0． 05;与脂肪变

组比较，2) q值分别为 8． 486、8． 609，P ＜ 0． 05

2． 5 Western Blot检测 LC3 －Ⅱ /LC3 －Ⅰ比值 LC3
－Ⅱ /LC3 －Ⅰ比值中诱导自噬组最高，其次是脂肪变
组、对照组及抑制自噬组。脂肪变组 HL － 7702 及 SK
－ HEP － 1 细胞 LC3 －Ⅱ /LC3 －Ⅰ比值与对照组相
比，差异无统计学意义( P 值均 ＞ 0． 05) 。诱导自噬组
HL －7702 细胞及 SK － HEP － 1 细胞 LC3 －Ⅱ /LC3 －
Ⅰ比值与脂肪变组相比，明显升高( P 值均 ＜ 0． 05 ) 。
抑制自噬组 HL －7702 细胞及 SK － HEP － 1 细胞 LC3
－Ⅱ /LC3 －Ⅰ比值与脂肪变组相比，无显著性差异
( P值均 ＞ 0． 05) ( 图 3，表 6) 。

图 3 Western Blot分析中各组 LC3 蛋白表达水平

表 6 各组 LC3 －Ⅱ /LC3 －Ⅰ比值检测结果( x ± s)

组别 HL － 7702 细胞 SK － HEP － 1 细胞

对照组 0． 023 ± 0. 005 0． 443 ± 0. 007
脂肪变组 0． 030 ± 0. 008 0． 587 ± 0. 006
诱导自噬组 0． 772 ± 0. 0201) 1． 146 ± 0. 0301)

抑制自噬组 0． 014 ± 0. 002 0． 317 ± 0. 010
F值 3． 462 4． 581
P值 0． 043 0． 034
注:与脂肪变组比较，1) q值分别为 6． 786、5． 926，P ＜ 0． 05

3 讨论
自噬是指一些需降解的蛋白质和细胞器等胞浆

成分被包裹，并最终运送至溶酶体降解的过程，自噬

性降解产生的氨基酸和其他一些小分子物质可被再

利用或产生能量。现已明确，自噬的主要功能之一实
际上是在细胞受到应激性的死亡威胁时保持细胞的

存活，这是真核细胞维持稳态、实现更新的一种重要
的进化保守机制［4］。参与自噬的信号调节机制非常
复杂，主要有: ( 1) 营养信号调节，最主要的 2 个通路
为，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合体 1 通路，Ｒas /
cAMP依赖的蛋白激酶途径通路; ( 2 ) 胰岛素 /生长因
子通路; ( 3 ) 能量响应; ( 4 ) 应激响应( 包括内质网应
激、缺氧、氧应激、病原体感染) 。参与自噬的基因主
要有 Atg 家族的 31 种基因、Beclin Ⅰ、LC3 Ⅰ /Ⅱ等。
在自噬整个过程中，关键分子是位于启动阶段的Ⅲ型
磷脂酰肌醇 － 3 －激酶和 TOＲ /mTOＲ 激酶。Ⅲ型磷
脂酰肌醇 － 3 －激酶通过磷酸化脂酰肌醇来募集胞浆
中含 FYVE或 PX结构域的蛋白质，用于自噬体膜的
形成。3 － MA 通过抑制该激酶，可有效抑制自噬活
性［5］。mTOＲ通过调控核糖体蛋白质 S6的活性而发挥
抑制细胞自噬活性的作用［6］，mTOＲ的特异性抑制剂雷
帕霉素可抑制 mTOＲ通路，活化细胞自噬。本实验中，
各组细胞经 MTT比色法测定细胞活力，3 － MA抑制自
噬组的吸光度值和细胞活率与脂肪变组比较无显著性

差异( P ＞0． 05) 。雷帕霉素诱导自噬组的吸光度值和
细胞活率与脂肪变组比较明显下降( P ＜0． 05) ，考虑与
自噬导致细胞活力下降有关。
除维持生理状态下机体的稳态功能外，越来越多

的研究［7］表明自噬与肿瘤发生、神经退化性疾病、心
肌病、克罗恩病、脂肪肝、2 型糖尿病以及衰老有关，并
且具有抵御细胞内病原、抗原递呈的功能。本实验
中，诱导自噬组中反映脂质沉积及肝细胞损伤的指

标，TG、ALT、AST、LDH、GGT、Alb与脂肪变组相比，明
显降低( P ＜ 0． 05) 。抑制自噬组 TG、ALT、AST、LDH、
GGT、Alb与脂肪变组相比，无显著性差异( P ＞ 0． 05) 。
考虑与自噬参与脂质代谢有关，自噬的上调有利于促

进肝脏脂肪的清除，而下调则促进脂质的聚积［9 － 10］。
另外，自噬还可减轻非酒精性脂肪性肝炎状态下的内

质网应激和肝细胞损伤、改善胰岛素抵抗［11 － 12］。
自噬过程由一系列自噬相关蛋白( Atg蛋白) 介导

完成，这些蛋白质在自噬体形成的不同阶段发挥作

用。LC3 是自噬体膜上的标记蛋白。细胞内存在 2
种形式的 LC3 蛋白: LC3 －Ⅰ和 LC3 －Ⅱ。LC3 蛋白
在合成后其 C端即被 Atg4 蛋白酶切割变成 LC3 －Ⅰ，
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LC3 －Ⅰ散在分布于细胞浆内。当自噬体形成后，LC3
－Ⅰ和磷脂酰乙醇胺偶联形成 LC3 －Ⅱ并定位于自
噬体内膜和外膜。与其他一些定位于自噬性结构膜
上的 Atg蛋白不同( 仅在自噬过程的某一阶段发挥作
用) ，LC3 －Ⅱ始终稳定地保留在自噬体膜上直到与溶
酶体融合，因此被用来作为自噬体的标记，且 LC3 －Ⅱ的
水平在某种程度上反映了自噬体的数量［13］。本实验中
采用 IF法检测 LC3 －Ⅱ。LC3 －Ⅱ在各组肝细胞中的标
记值诱导自噬组最高，其次是脂肪变组及抑制自噬组。
诱导自噬组 LC3 －Ⅱ标记值与脂肪变组相比，明显升高
( P ＜0． 05) ，提示雷帕霉素可以显著激活细胞自噬，增
加自噬体数量。脂肪变组 LC3 －Ⅱ标记值与对照组相
比，明显升高( P ＜ 0． 05) ，提示脂肪变组细胞自噬体数
量增加，考虑与脂肪变导致细胞应激有关。
自噬发生后，通过 Western Blot 可以检测到 2 个

条带的蛋白质，尽管 LC3 －Ⅱ与磷脂酰乙醇胺结合后
实际分子质量大于 LC3 －Ⅰ，由于其疏水性较强，在
聚丙烯酰胺凝胶中的泳动速度要快于 LC3 －Ⅰ。由
于在自噬时细胞内 LC3 蛋白总的表达水平其实并无
上调，仅仅是一部分 LC3 －Ⅰ转变成了 LC3 －Ⅱ，自噬
时应表现为 LC3 －Ⅰ的减少和 LC3 －Ⅱ的增加，通过
LC3 －Ⅱ/LC3 －Ⅰ或者 LC3 －Ⅱ/ ( LC3 －Ⅰ+ LC3 －Ⅱ) 即可
反映自噬水平［14］。本实验中，LC3 －Ⅱ /LC3 －Ⅰ比值
中诱导自噬组最高，其次是脂肪变组及抑制自噬组。
诱导自噬组 HL － 7702 细胞及 SK － HEP － 1 细胞
LC3 －Ⅱ/LC3 －Ⅰ比值与脂肪变组相比，明显升高( P ＜
0. 05) 。提示与 IF法检测 LC3 －Ⅱ相比，采用 Western
Blot法检测 LC3 －Ⅱ /LC3 －Ⅰ比值更能反映细胞真
实的自噬水平。
自噬在 NAFLD发生发展中的作用近年来受到越

来越多的关注，但 NAFLD 背景下自噬与脂质代谢之
间的作用机制尚未明确。本课题研究的结果初步显
示，自噬的上调有利于促进肝脏脂肪的清除，而下调

则促进脂质的聚积;自噬还可减轻非酒精性脂肪性肝

炎状态下的肝细胞损伤。因此，肝细胞自噬活性的调
控有望成为治疗 NAFLD的新靶点。
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