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　　摘　要：目的　探讨游离脂肪酸（ＦＦＡ）对人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞及 ＨＰＡｖ成熟脂肪细胞ｍｉＲＮＡ１４３表达的影响。方法　体外

培养 ＨｅｐＧ２细胞及人前体脂肪细胞 ＨＰＡｖ，将 ＨＰＡｖ前体脂肪细胞诱导分化为成熟脂肪细胞。用１ｍｍｏｌ／ＬＦＦＡ分别干预

ＨｅｐＧ２细胞及 ＨＰＡｖ成熟脂肪细胞０、４、１２、２４ｈ，采用实时定量逆转录聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）技术检测细胞 ｍｉＲＮＡ１４３的

表达水平。结果　随ＦＦＡ干预时间的延长，ＨｅｐＧ２细胞 ｍｉＲＮＡ１４３表达增高（犘＜０．０５），ＨＰＡｖ成熟脂肪细胞中 ｍｉＲＮＡ１４３

的表达降低（犘＜０．０５）。结论　ＦＦＡ对 ＨｅｐＧ２细胞及 ＨＰＡｖ成熟脂肪细胞ｍｉＲＮＡ１４３表达具有不同的调节作用。
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　　肥胖是一种以体脂过度堆积及异常分布为主要特征的内

分泌代谢性疾病，脂质代谢紊乱是其发病的核心环节［１］。本研

究小组前期工作发现，作为成脂密切相关的 ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ

１４３在ｏｂ／ｏｂ肥胖小鼠内脏脂肪组织中低表达，而于肝脏组织

中高表达，提示ｍｉＲＮＡ１４３参与了ｏｂ／ｏｂ小鼠肥胖及脂质代

谢紊乱的发生［２］。为深入探讨高脂环境对ｍｉＲＮＡ１４３表达水

平的直接影响，本研究以人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞及人 ＨＰＡｖ成熟

脂肪细胞作为研究工具，采用游离脂肪酸（ｆｒｅｅｆａｔｔｙａｃｉｄ，

ＦＦＡ）１ｍｍｏｌ／Ｌ进行体外干预
［３］，以观察ＦＦＡ对上述细胞中

ｍｉＲＮＡ１４３表达水平是否存在调控作用。

１　材料与方法

１．１　材料　人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞株购自美国模式培养物集存

库，人 ＨＰＡｖ前体脂肪细胞株购自美国 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ公司，

ＤＭＥＭ培养液、胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，地塞米松、重

组人胰岛素、３异丁甲基黄嘌呤（ＭＩＸ）、二甲亚砜购自美国

Ｓｉｇｍａ公司，油红“Ｏ”染料购自上海化学试剂厂，ＭｉＲＮｅａｓｙ总

ＲＮＡ抽提试剂购自德国ＱＩＡＧＥＮ公司，ｍｉＲＮＡ逆转录试剂、

ＴａｑＭａｎＭｉＲＮＡＡｓｓａｙ试剂购自美国ＡＢＩ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＨＰＡｖ前体脂肪细胞的培养与诱导分化　ＨＰＡｖ前

体脂肪细胞于１０％胎牛血清（ＦＢＳ）完全培养液在３７℃培养箱

中培养，每２天换液１次。待细胞生长至完全融合时（第０天）

开始诱导分化，培养液换用含０．５ｍｍｏｌ／ＬＭＩＸ、１μｍｏｌ／Ｌ地

塞米松、１μｍｏｌ／Ｌ罗格列酮和５μｇ／ｍＬ胰岛素的完全培养液。

９６ｈ后撤去其他诱导剂，使培养液中只含有５μｇ／ｍＬ胰岛素，

以后每２天换液１次，至第１７天，经油红“Ｏ”染色法鉴定，约

９０％以上细胞分化为成熟脂肪细胞后进行后续试验。

１．２．２　ＦＦＡ的干预　将 ＨｅｐＧ２细胞及 ＨＰＡｖ成熟脂肪细

胞的培养液更换为含１ｍｍｏｌ／Ｌ混合ＦＦＡ（月桂酸、肉豆蔻酸、

亚油酸、油酸、花生四烯酸）的培养液进行干预，分别于第０、４、

１２、２４ｈ收集细胞，以观察ＦＦＡ干预不同时间对 ＨｅｐＧ２细胞

及 ＨＰＡｖ成熟脂肪细胞中ｍｉＲＮＡ１４３表达的影响。

１．２．３　ｍｉＲＮＡ１４３表达水平检测　采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总

ＲＮＡ，通过比较２８Ｓ与１８Ｓ两条带，分析其完整性，同时运用

ＱｕａｗｅｌｌＱ５０００紫外分光光度仪进行纯度分析和定量，要求

Ａ２６０／Ａ２８０值为１．８～２．０。根据逆转录试剂盒操作说明，将

ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。使用实时定量逆转录聚合酶链反应

（ｑＲＴＰＣＲ）技术检测 ｍｉＲＮＡ１４３含量。选择ｓｎｏ２３４为内参

照，应用２△△ＣＴ法计算目的基因的相对含量
［４］。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

·０１１３· 国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２３



量资料用狓±狊表示，多组间均数比较采用方差分析，Ｆｉｓｈｅｒ精

确检验后，进一步采用狇检验进行组间两两比较，以α＝０．０５

为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＰＡｖ脂肪细胞诱导分化前、后的形态变化及鉴定　在

倒置显微镜下观察 ＨＰＡｖ前体脂肪细胞诱导分化前、后的形

态变化，ＨＰＡｖ前体脂肪细胞贴壁后呈梭形的成纤维细胞形

态；加入诱导分化试剂后第１７天时约有８０％以上的细胞胞内

积有脂滴，用油红“Ｏ”染色着红色，提示这些细胞已分化为成

熟脂肪细胞。

２．２　ＦＦＡ对 ＨｅｐＧ２细胞中 ｍｉＲＮＡ１４３表达的影响　ｑＲＴ

ＰＣＲ检测发现，１ｍｍｏｌ／Ｌ混合ＦＦＡ干预 ＨｅｐＧ２细胞４ｈ，细

胞中ｍｉＲＮＡ１４３的表达水平明显高于与未干预组比较，明显

增高（犘＜０．０５）。但随干预时间延长，其上调作用有下降的趋

势，干预至２４ｈ，ＨｅｐＧ２细胞中 ｍｉＲＮＡ１４３的表达水平显著

降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　ＦＦＡ对 ＨＰＡｖ成熟脂肪细胞中 ｍｉＲＮＡ１４３表达的影

响　ＦＦＡ干预 ＨＰＡｖ成熟脂肪细胞４ｈ，ｍｉＲＮＡ１４３的表达

水平呈下降趋势，且随干预时间延长，该基因表达逐渐降低，呈

时间依从性。干预至２４ｈ，ＨＰＡｖ成熟脂肪细胞中 ｍｉＲＮＡ

１４３的表达水平与未干预组比较，显著降低，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ＦＦＡ来源于脂肪组织中的三酰甘油，生理浓度下可通过β
氧化释放大量能量，向骨骼肌、肝脏和心肌等重要组织器官提

供基础能量，是人体重要的能源物质之一［５］。肥胖，尤其是腹

型肥胖者，常伴有脂肪细胞的脂解作用增强以及严重的高

ＦＦＡ血症，引起脂质在肝脏等外周组织发生异位沉积
［６７］。

ｍｉＲＮＡ１４３已被证实与脂肪细胞分化及脂质蓄积密切相

关［８１０］。本研究前期工作发现，ｍｉＲＮＡ１４３在ｏｂ／ｏｂ肥胖小鼠

肝脏组织中高表达，而于内脏脂肪组织中低表达，并推测这一

结果可能与高脂环境下肝脏组织成脂能力增强而脂肪组织三

酰甘油合成能力降低有关。但目前关于高ＦＦＡ与 ｍｉＲＮＡ

１４３之间的确切关系尚不清楚。因此，为进一步明确高脂环境

对于肝脏及脂肪组织中 ｍｉＲＮＡ１４３表达水平的直接影响，本

研究采用超生理浓度的ＦＦＡ模拟高脂环境，体外干预 ＨｅｐＧ２

细胞及 ＨＰＡｖ成熟脂肪细胞，以观察 ｍｉＲＮＡ１４３的表达

变化。

已往研究表明，ＦＦＡ培养可以显著增加肝细胞内三酰甘

油的含量、脂滴的堆积以及促使肝细胞发生脂肪变性［１１１２］。

本实验通过采用１ｍｍｏｌ／ＬＦＦＡ干预 ＨｅｐＧ２细胞，结果发现，

干预４ｈ时，ｍｉＲＮＡ１４３的表达水平即明显高于未干预组，提

示ＦＦＡ可以显著上调 ＨｅｐＧ２细胞中ｍｉＲＮＡ１４３的表达。这

与体内实验结果一致，进一步证明高ＦＦＡ环境下，肝细胞内脂

质的蓄积与成脂基因ｍｉＲＮＡ１４３的表达增高密切相关。但本

实验中，随干预时间的持续，ｍｉＲＮＡ１４３的表达水平呈逐渐降

低趋势。干预至２４ｈ时，ＨｅｐＧ２细胞内ｍｉＲＮＡ１４３的表达水

平显著低于４ｈ时。鉴于ＦＦＡ是重要的能源物质，本文分析

推测，上述现象可能与培养过程中，ＦＦＡ逐渐被细胞作为能量

物质消耗，以致高脂环境解除有关。

本研究同时采用ＦＦＡ干预人成熟脂肪细胞，结果发现，随

作用时间的延长，ｍｉＲＮＡ１４３的表达水平逐渐下降，即ＦＦＡ

可以显著下调 ＨＰＡｖ成熟脂肪细胞中 ｍｉＲＮＡ１４３的表达。

结合先前动物实验，提示肥胖机体脂肪组织中 ｍｉＲＮＡ１４３的

低表达与肥胖时高水平的ＦＦＡ可能存在某些联系。研究表

明［１３１５］，肥胖机体脂肪组织生成及储存三酰甘油达到饱和，而

在高脂环境的不断作用下，会逐步出现脂肪细胞的功能失调，

即脂肪细胞三酰甘油的合成能力降低及脂解作用增强，其后果

是加剧了循环中的高ＦＦＡ状态。而高ＦＦＡ血症又会进一步

引起脂肪细胞功能紊乱的不断发展，形成恶性循环。因此，笔

者推测，ｍｉＲＮＡ１４３可能参与了肥胖状态下脂肪细胞功能紊

乱以及脂代谢紊乱所致脂肪肝的发生机制。
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