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【摘 要】目的:探究棕榈酸对肝细胞内自噬和凋亡途径的影响。方法:不同浓度棕榈酸处理肝细胞并检测自噬相关蛋白的改
变; CCK-8法检测不同浓度棕榈酸对肝细胞活性的影响;棕榈酸培养细胞不同时间，观察细胞数量和形态的改变;棕榈酸培养
细胞 8 h后用 DAPI染色观察细胞核形态。结果:棕榈酸使自噬相关蛋白表达增加，但并不表现为剂量依赖性;随着棕榈酸浓
度的增加，细胞活力下降;随着棕榈酸作用时间的增加，细胞数量减少;和对照组相比，棕榈酸处理组细胞核致密浓染。结论:
棕榈酸能够引起肝细胞凋亡，细胞活力下降，同时通过 Erk1 /2通路引起肝细胞自噬增强。
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Effects of palmitate on autophagy and apoptosis of hepatocytes

DU Hui，ZHANG Yang，MENG Xiangjian，LYU Kangjia，WU Xiaoli，WANG Lizhuo，XING Chunyan，HE Chunling，GAO Jialin
Department of Endocrinology，The First Affiliated Hospital of Wannan Medical College，Wuhu 241001，China

【Abstract】Objective: To observe the effect of palmitate on autophagy and apoptosis of hepatocytes．Methods: The hepatocytes were treated with palmitic

acid in different concentration，the changes of autophagy-related proteins were detected．CCK－8 assay was performed to determine the effect of palmitic acid

in different dose on the activity of hepatocytes．Hepatic cells were cultured in diverse time phase to observe the changes of cell count and morphology，and

also cultured with palmitic acid for 8 h and stained with DAPI to observe alteration of the nuclei．Ｒesults: Palmitic acid increased the expression of autoph-

agy-related protein，yet the expression was not in a dose-dependent manner．Hepatic cell activity was decreased with added dose of palmitate，and the cell

count was reduced with prolonged treatment of palmitic acid．Hepatocytes treated with palmitic acid presented with densely stained nuclei as compared with

the control group．Conclusion: Palmitic acid can induce apoptosis of hepatocytes and decrease cell viability．Palmitate－induced autophagy of hepatocytes

may be involved in Erk1 / 2 signaling pathway．
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自噬和凋亡是真核生物体内两种重要的生理过

程。自噬是体内物质降解的重要途径，借助具有双
层膜结构的自噬小泡，将降解底物运送至溶酶体内

降解。多种体内外刺激因素引起内环境改变，使自
噬上游调控通路被激活，ULK1 /ULK2复合体活化使
自噬起始，随后在 Beclin1-Vps34-Vps15 复合体的作
用下成核，借助 Atg12-Atg 5系统和 LC3修饰这两个
泛素样系统调控自噬体膜的形成和延伸，最终形成

自噬体并与溶酶体融合，底物进入溶酶体内降解，形

成一个完整的自噬过程。细胞内破损或衰老的细胞
器、错误合成或错误折叠的蛋白质等可以通过自噬
被降解，从而维持细胞内的相对稳定。凋亡也是体
内促进细胞数量相对稳定的自我平衡机制，同时可

以发挥防御功能，凋亡通过 caspase 家族发挥作用，
通过级联反应导致细胞核固缩、DNA 断裂和细胞核
的崩解，最终形成凋亡小体被周围细胞吞噬。自噬
和凋亡参与癌症发病［1－ 2］，脂性凋亡［3］和脂质自

噬［4］，在脂质诱导机体病变的过程中发挥重要
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作用。
棕榈酸为饱和脂肪酸，对于脂质代谢相关疾病

的发病具有重要意义，饱和脂肪酸摄入过多能够增

加心血管疾病的发病风险［5］，前期研究中发现脂质

和自噬及凋亡有密切联系，所以我们希望明确棕榈

酸对于自噬和凋亡的具体影响，从而进一步明确脂

质与自噬和凋亡的关系，指导相关疾病的防治。

1 材料与方法
1．1 材料
1．1．1 实验细胞 小鼠正常肝细胞( AML12 细胞)
购自美国模式培养物集存库 ( American type culture
collection，ATCC) ，人肝癌细胞( HepG2细胞) 购自中
国科学院细胞库。棕榈酸处理前细胞均经过 1%
FBS培养基预处理。
1．1．2 主要材料与试剂 棕榈酸钠购自 Sigma 公
司; 无脂肪酸牛血清白蛋白购自生工生物公司;

AML12细胞完全培养液( SCSP-654) 购自中国科学
院细胞库; p-mTOＲ、Atg5、p-erk均购自 Cell Signaling
Technology; Bcl2 购自 Proteintech; LC3B、β-actin 购
自美国 Sigma公司; P62购自 Abcam公司;辣根过氧
化物酶标记山羊抗兔 IgG( H+L) 、辣根过氧化物酶
标记山羊抗小鼠 IgG( H+L) 及 DAPI 染色液购自碧
云天公司;化学发光底物和彩色预染蛋白质分子量

标准( 10～180 ku) 购自赛默飞世尔科技; Cell Count-
ing Kit-8( CCK-8) 试剂盒购自北京索莱宝公司;甲醇
( AＲ) 购自国药集团化学试剂有限公司，实验用水均
为超纯水( 产自 Millipore超纯水系统) 。
1．2 方法
1．2．1 药物配制 用甲醇配制棕榈酸钠母液，用含
1%无脂肪酸牛血清蛋白的完全培养液稀释至所需
浓度。
1．2．2 CCK8 法检测细胞活力 细胞接种于 96 孔
板，37℃，5%CO2 预培养 24 h，向孔内加入 10 μL不
同浓度棕榈酸溶液，培养箱内孵育 8 h，更换新鲜培
养基，每孔加入 10 μL CCK-8溶液，在培养箱内孵育
4 h，酶标仪测定 450 nm处吸光度。
1．2．3 DAPI染色 吸弃培液，PBS 漂洗 1 次，加入
适量 DAPI染色液室温避光染色 5 min，吸弃 DAPI
染色液，PBS清洗 3次，每次 5 min，在半智能荧光倒
置显微镜下观察。
1．2．4 western blotting 检测蛋白水平 处理后的贴
壁细胞，PBS洗涤后加入适量蛋白裂解液，将细胞收
集至洁净的 1．5 mL EP 管，细胞破碎仪破碎细胞后

于冰上静置 30 min，随后 4℃、12 000 r /min 离心 15
min，上清即为细胞总蛋白。按照蛋白 60 μg /孔上
样，SDS-PAGE电泳分离蛋白，转膜，封闭，一抗 4℃
孵育过夜，1×TBST洗涤 3次，每次 10 min，二抗室温
孵育 1 h，1×TBST 洗涤 3 次，每次 10 min，ECL 发光
法显影。
1．2． 5 统计学处理 利用 Microsoft Excel 2007、
SPSS 16．0和 GraphPad Prism 5软件处理数据，数据
分析采用单因素方差分析 ( One-way ANOVA) ，P＜
0．05为差异有统计学意义。

2 结果
2．1 western blotting检测棕榈酸对细胞的影响 不
同浓度的棕榈酸溶液孵育 HepG2 细胞 8 h，检测自
噬及凋亡相关蛋白的表达。mTOＲ 是自噬调控蛋
白，mTOＲ 被抑制时，Atg13 去磷酸化，形成 ULK1-
Atg13-FIP200复合物，促进吞噬泡的形成;而 Atg12-
Atg5-Atg16复合物和 LC3Ⅱ能够促进自噬体形成，
LC3Ⅱ /LC3Ⅰ的比例与自噬泡的数量正相关。实验
结果显示从棕榈酸浓度达到 200 μmol /L 开始，p-
mTOＲ下降，Atg5 增加，LC3Ⅱ / LC3Ⅰ增加，表明自
噬开始增强，可能由于棕榈酸使自噬降解底物基数

增加，所以 P62表达也增加，与此同时，p-erk表达增
加，表明棕榈酸可能通过 Erk1 /2 通路发挥作用，同
时发现 Bcl2在棕榈酸处理后表达增加( 图 1、表 1) 。
2．2 CCK-8 检测棕榈酸对细胞活力的影响 不同
浓度棕榈酸处理细胞，CCK-8试剂盒检测细胞活性，
CCK-8可在电子载体的作用下被细胞中的脱氢酶还
原为水溶性的黄色甲臜产物，OD 值越大，则活细胞
数量越多，在实验中发现随着棕榈酸浓度增高细胞

数量不断减少( 图 2) 。
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图 1 western blotting检测棕榈酸对细胞的影响

表 1 棕榈酸对细胞中自噬相关蛋白的影响

蛋白 F P

p-mTOＲ 16．52 0．0019＊＊

Atg5-12 7．733 0．0136*

LC3Ⅱ /Ⅰ 8．100 0．0121*

P62 9．363 0．0084＊＊

p－erk 37．67 0．0002＊＊＊

Bcl2 7．445 0．0149*

＊P＜0．05，＊＊P＜0．01，＊＊＊P＜0．001。

图 2 不同浓度棕榈酸对 AML12细胞活力的影响
2．3 棕榈酸处理不同时间对细胞的影响 根据图 2
浓度作用曲线选取 200 μmol /L 的棕榈酸作用于细
胞，观察不同作用时间对细胞的影响，结果显示随着

作用时间延长，细胞活力不断下降，存活细胞不断减

少( 图 3) 。
2．4 DAPI染色检测棕榈酸对细胞的影响 用 200
μmol /L棕榈酸作用于 AML12 细胞，DAPI 染色检测
细胞核变化，结果显示棕榈酸处理后细胞核染色加

深、变亮，提示核固缩( 图 4) 。

200 μmol /L的棕榈酸分别作用于细胞 0、6、8、12 h后细胞数量
( 20×)

图 3 棕榈酸处理不同时间对 AML12细胞的影响

A．正常培养的 AML12细胞细胞 DAPI 染色( 20×) ; B．棕榈酸处理后
的 AML12细胞 DAPI染色( 20×) 。

图 4 棕榈酸对 AML12细胞的影响

3 讨论
非酒精性脂肪肝病是常见的慢性疾病，流行病

学研究显示，在工业化国家中约有 14% ～ 27%的人
口患有非酒精性脂肪肝病［6］，非酒精性脂肪肝病已
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经成为慢性肝病最常见的原因［7］，但同时研究也表

明非酒精性脂肪肝病在一定程度上是可逆的，肥胖

病患者在进行减肥手术后不仅肝脂肪变能够得到好

转［8］，肝纤维化的比例也有所下降［9］，由此可见肥

胖与非酒精性脂肪肝病的发病关系密切，而肥胖人

群中脂肪酸的含量，则被证明是影响脂肪肝最重要

的因素［10］。脂肪酸分为饱和脂肪酸和不饱和脂肪
酸，而饱和脂肪酸是引起非酒精性脂肪肝病进展的

重要原因，饱和脂肪酸能够诱导 JNK 依赖性的肝细
胞脂性凋亡［11］，明确饱和脂肪酸对机体的影响，对

于进一步的疾病预防和治疗具有重要意义。
许多蛋白、因子被发现可以通过影响自噬过程

来改善或加剧 NAFLD 的进程［12］，有研究显示在肝
细胞中棕榈酸能够通过活化 JNK2 通路激活自
噬［13］，种种研究显示饱和脂肪酸影响 NAFLD 的机
制和自噬与凋亡密切相关，因此，了解饱和脂肪酸影

响自噬和凋亡的机制十分必要。棕榈酸属于饱和脂
肪酸，研究棕榈酸对于肝细胞的作用能够很好地帮

助我们了解饱和脂肪酸影响肝脏的机制。
我们检测了 HepG2 细胞在不同浓度棕榈酸作

用下自噬的变化，发现 p-mTOＲ 下降、Atg5 及 LC3
Ⅱ / LC3Ⅰ增加，说明自噬活化增加，P62 增加可能
是由于底物总量过多导致的。实验结果说明棕榈酸
能够激活自噬，但到达一定浓度后再增加棕榈酸浓

度自噬活性并不会随之增高。Erk1 /2 能够作用于
mTOＲ继而影响自噬，因此棕榈酸对于自噬的影响
可能是通过抑制 Erk1 /2 通路，使 p-mTOＲ 下降，进
而激活自噬下游通路而实现的; 此外我们也发现

Bcl2表达增加( 图 1) ，Bcl2 一般被认为是抗凋亡蛋
白，可以抑制细胞色素 C 的释放，从而阻止凋亡的
发生;同时，Bcl2 能与 Bcl2 家族的促凋亡蛋白形成
异二聚体保护细胞不进入凋亡程序［14］。
考虑到癌症与凋亡的密切联系［15］，我们选择小

鼠正常肝细胞检测凋亡的改变。CCK-8结果显示随
着棕榈酸浓度升高细胞存活率不断下降( 图 2) ，延
长棕榈酸作用的时间，存活细胞不断减少( 图 3) ，用
DAPI染色发现棕榈酸处理后细胞核致密、浓染，说
明细胞凋亡增加;但在前期实验中发现抗凋亡蛋白

Bcl2在棕榈酸处理后增加，我们猜想可能是棕榈酸
介导的细胞凋亡并不主要由 Bcl2 调节。另有文献
报道 Bcl2家族中促凋亡蛋白及抗凋亡蛋白的表达
程度并非是决定细胞凋亡的唯一因素［16］，因此细胞

凋亡的程度与 Bcl2 的表达量可能不完全一致。总
之，通过实验我们确定棕榈酸可以促进细胞凋亡，同

时通过 Erk1 /2信号通路途径来激活自噬。
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