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■背景资料
高浓度的自由脂
肪酸导致肝细胞
的凋亡 ( 脂凋亡 )
是非酒精性脂肪
性肝病的特征, 近
年 研 究 发 现 ,  脂
凋亡主要参与了
“第二次打击”
过程, 即促进单纯
性脂肪肝向脂肪
性肝炎的发展, 并
且与肝脏的炎症
及纤维化程度有
着密切的关系.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of small inter-
fering RNA (siRNA)-mediated silencing of the 
FoxO3a gene on palmitate-induced apoptosis of 
HepG2.2.15 cells.

METHODS: Cultured HepG2.2.15 cells  were  
divided  into  five groups: mock group (cells 
cultured in DMEM medium containing Lipo-
fectamineTM2000), FoxO3a siRNA group, FoxO3a 
siRNA+palmitate group, negative siRNA group, 
and negative siRNA+palmitate group. The protein 
expression of FoxO3a was detected by Western 
blot. Cell viability was measured by MTT assay. 
Apoptosis was evaluated by propidium iodide (PI) 

staining and flow cytometry. Caspase-3 activity 
was measured by colorimetric assay. The mRNA 
expression of Bim and p27kip was examined by 
reverse transcription (RT)-PCR. The location of 
fluorescent protein was examined by fluorescence 
microscopy. 

RESULTS: After transfection, the levels of to-
tal FoxO3a protein decreased in the FoxO3a 
siRNA+PA group and FoxO3a siRNA group, 
while the other groups showed no significant 
difference. The survival rate was higher, and the 
apoptosis rate, caspase-3 activity, and mRNA 
levels of Bim and p27kip were lower in the 
FoxO3a siRNA+PA group than in the negative 
siRNA+PA group, while the survival rate was 
lower, and the apoptosis rate, caspase3 activ-
ity, and mRNA levels of Bim and p27kip were 
higher in the FoxO3a siRNA+PA group than in 
the FoxO3a siRNA group (all P < 0.05). However, 
these parameters showed no significant changes 
among the negative siRNA group, FoxO3a siRNA 
group and mock group (all P > 0.05). Stronger 
green fluorescence was noted in the cytoplasm 
than in the nucleus in the FoxO3a siRNA group, 
whereas the nucleus had stronger green fluores-
cence in the FoxO3a siRNA+PA group. 

CONCLUSION: FoxO3a siRNA itself does not in-
duce apoptosis of HepG2.2.15 cells. FoxO3a siR-
NA-mediated knockdown of the FoxO3a gene in-
hibits palmitate-induced apoptosis of HepG2.2.15 
cells by decreasing caspase3 activity and down-
regulating Bim and p27Kip expression.
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摘要
目的: 观察F o x O3a基因干扰对软脂酸诱导
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■研发前沿
目前对FoxO3a诱
导凋亡的研究多
集中在肿瘤形成
和免疫调节等领
域 ,  对 脂 紊 乱 引
起的肝细胞凋亡
是否有FoxO3a的
参与, 研究甚少.

HepG2.2.15细胞凋亡的影响. 

方法: HepG2.2.15细胞分五组: mock组(加脂质
体)、FoxO3a siRNA组、FoxO3a siRNA+软脂
酸组、阴性siRNA对照组、阴性siRNA+软脂
酸组; Western blot法检测细胞的FoxO3a蛋白
表达水平. MTT法检测细胞存活率; Annexin 
FITC/PI双染流式细胞术检测细胞凋亡率; 检
测细胞的caspase-3活性; RT-PCR检测细胞
Bim、p27kip mRNA表达水平;  荧光显微镜观
察荧光蛋白所在位置. 

结果: FoxO3a s iRNA+软脂酸组和FoxO3a 
siRNA组FoxO3 a总蛋白明显减少(P <0.05), 
而其他各组基本相同. 与阴性s iRNA+软脂
酸组相比, FoxO3a siRNA+软脂酸组的存活
率增加, 凋亡率、Caspase3活性下降, B im 
mRNA、p27kip mRNA表达减少(P <0.05);  与
FoxO3a siRNA 组相比, FoxO3a siRNA+软脂
酸组的存活率减少, 凋亡率、caspase-3活性、

Bim mRNA、p27kip mRNA增加(P<0.05); 阴
性siRNA对照组、FoxO3a siRNA组、mock
组的存活率、凋亡率、caspase-3活性、Bim 
mRNA、p27kip mRNA差异无统计学学意义
(P>0.05); FoxO3a siRNA组细胞质的绿色荧光
比细胞核多; 而FoxO3a siRNA+软脂酸正相反.

结论: FoxO3a-s iRNA单独不能诱导HepG 
2.2.15细胞凋亡, 但抑制FoxO3a的表达后能通
过降低Caspase3活性、抑制Bim、p27Kip的
表达, 从而减少软脂酸诱导的细胞凋亡. 并且
FoxO3a是通过去磷酸化(失活)即核移位调控
这一过程. 

关键词: 小干扰RNA; FoxO3a; 软脂酸; 凋亡; Bim; 

p27Kip; caspase-3
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0  引言

FoxO3a是近年发现的FoxO(Forkhead box-con-是近年发现的FoxO(Forkhead box-con-FoxO(Forkhead box-con-
taining protein, class O)家族的蛋白. 一般定位在家族的蛋白. 一般定位在. 一般定位在一般定位在

核内, 通过促进下游靶基因的表达, 从而导致细, 通过促进下游靶基因的表达, 从而导致细通过促进下游靶基因的表达, 从而导致细, 从而导致细从而导致细

胞凋亡. 磷酸化后则进入细胞质, 与蛋白14-3-3. 磷酸化后则进入细胞质, 与蛋白14-3-3磷酸化后则进入细胞质, 与蛋白14-3-3, 与蛋白14-3-3与蛋白14-3-3
结合, 失去其促凋亡活性, 失去其促凋亡活性失去其促凋亡活性[1,2]. 目前对FoxO3a诱导目前对FoxO3a诱导FoxO3a诱导诱导

凋亡的研究多集中在肿瘤形成和免疫调节等领

域[3], 对脂紊乱引起的肝细胞凋亡是否有FoxO3a对脂紊乱引起的肝细胞凋亡是否有FoxO3a
的参与, 研究甚少. 我们通过小RNA干扰技术,, 研究甚少. 我们通过小RNA干扰技术,研究甚少. 我们通过小RNA干扰技术,. 我们通过小RNA干扰技术,我们通过小RNA干扰技术,, 

明确FoxO3a在软脂酸诱导肝细胞凋亡中的作用,, 
为今后将FoxO3a作为阻断脂肪酸诱导的肝细胞

凋亡的靶点奠定基础.. 

1  材料和方法

1.1 材料.1 材料 材料材料 人肝肿瘤细胞株HepG2.2.15购自美HepG2.2.15购自美购自美

国菌种保藏中心. 试剂和仪器: Lipofectamine. 试剂和仪器: Lipofectamine试剂和仪器: Lipofectamine: Lipofectamine 
2000、Opti-MEM I(美国Invitrogen公司); TRIzol,、Opti-MEM I(美国Invitrogen公司); TRIzol,Opti-MEM I(美国Invitrogen公司); TRIzol,美国Invitrogen公司); TRIzol,Invitrogen公司); TRIzol,公司); TRIzol,); TRIzol, 
RT-PCR逆转录试剂盒(美国Invitrogen公司); 兔逆转录试剂盒(美国Invitrogen公司); 兔(美国Invitrogen公司); 兔美国Invitrogen公司); 兔Invitrogen公司); 兔公司); 兔); 兔兔
抗人FoxO3a抗体、兔抗人p-FoxO3a(Thr32)抗FoxO3a抗体、兔抗人p-FoxO3a(Thr32)抗抗体、兔抗人p-FoxO3a(Thr32)抗FoxO3a(Thr32)抗(Thr32)抗
体、HRP标记的山羊抗兔IgG(美国Santa CruzHRP标记的山羊抗兔IgG(美国Santa Cruz标记的山羊抗兔IgG(美国Santa CruzIgG(美国Santa Cruz美国Santa CruzSanta Cruz
公司); 3110 Series II CO); 3110 Series II CO2培养箱(美国Thermo(美国Thermo美国ThermoThermo 
Forms公司); PowerPac3000型电泳仪、Transblot公司); PowerPac3000型电泳仪、Transblot); PowerPac3000型电泳仪、Transblot型电泳仪、TransblotTransblot 
SD湿转膜仪(美国Bio.Rad公司); Y-20型脱色湿转膜仪(美国Bio.Rad公司); Y-20型脱色(美国Bio.Rad公司); Y-20型脱色美国Bio.Rad公司); Y-20型脱色Bio.Rad公司); Y-20型脱色.Rad公司); Y-20型脱色Rad公司); Y-20型脱色公司); Y-20型脱色); Y-20型脱色型脱色

摇床(江苏其林贝尔仪器制造有限公司); ABI(江苏其林贝尔仪器制造有限公司); ABI江苏其林贝尔仪器制造有限公司); ABI);  ABI 
prism 7500半定量PCR仪(美国ABI公司).半定量PCR仪(美国ABI公司).PCR仪(美国ABI公司).仪(美国ABI公司).(美国ABI公司).美国ABI公司).ABI公司).公司).). 
1.2 方法 方法

1.2.1 分组:分组: (1)mock组(对照组): 先加脂质体(对照组): 先加脂质体对照组): 先加脂质体): 先加脂质体先加脂质体

Lipofectamine 2000培养6 h, 然后普通培养基培养6 h, 然后普通培养基, 然后普通培养基然后普通培养基

培养48 h. (2)NC组(Negative control, 阴性对照. (2)NC组(Negative control, 阴性对照(2)NC组(Negative control, 阴性对照(Negative control, 阴性对照阴性对照

组): 瞬时转染NC-siRNA后培养54 h. (3)NC+PA): 瞬时转染NC-siRNA后培养54 h. (3)NC+PA瞬时转染NC-siRNA后培养54 h. (3)NC+PANC-siRNA后培养54 h. (3)NC+PA后培养54 h. (3)NC+PA54 h. (3)NC+PAh. (3)NC+PA. (3)NC+PA(3)NC+PA
组: 瞬时转染NC-siRNA 48 h后加400: 瞬时转染NC-siRNA 48 h后加400瞬时转染NC-siRNA 48 h后加400NC-siRNA 48 h后加40048 h后加400 μmol/L软
脂酸(PA)培养6 h. (4)FoxO3a siRNA组: 瞬时转(PA)培养6 h. (4)FoxO3a siRNA组: 瞬时转培养6 h. (4)FoxO3a siRNA组: 瞬时转. (4)FoxO3a siRNA组: 瞬时转(4)FoxO3a siRNA组: 瞬时转FoxO3a siRNA组: 瞬时转组: 瞬时转: 瞬时转瞬时转

染FoxO3a siRNA后培养54 h. (5)FoxO3a siRNAFoxO3a siRNA后培养54 h. (5)FoxO3a siRNA后培养54 h. (5)FoxO3a siRNA54 h. (5)FoxO3a siRNAh. (5)FoxO3a siRNA. (5)FoxO3a siRNA(5)FoxO3a siRNAFoxO3a siRNA 
+PA组: 瞬时转染FoxO3a siRNA48 h后加400: 瞬时转染FoxO3a siRNA48 h后加400瞬时转染FoxO3a siRNA48 h后加400 
μmol/L软脂酸培养6 h.. 
1.2.2 细胞培养与转染:.2 细胞培养与转染:2 细胞培养与转染:细胞培养与转染:: HepG2.2.15人肝肿瘤人肝肿瘤

细胞株常规培养于含100 mL/L胎牛血清、20100 mL/L胎牛血清、20胎牛血清、2020 
g/L谷氨酰胺的DMEM高糖完全培养液中, 置谷氨酰胺的DMEM高糖完全培养液中, 置, 置置
37 ℃、体积分数为50 m L/L的C O℃、体积分数为50 m L/L的C O50 m L/L的C O的C OC O2饱和湿度

孵箱内孵育 . 稳定传代后至指数增长期用于.  稳定传代后至指数增长期用于稳定传代后至指数增长期用于

本实验. 转染前24 h, 将肿瘤细胞接种在6孔培. 转染前24 h, 将肿瘤细胞接种在6孔培转染前24 h, 将肿瘤细胞接种在6孔培24 h, 将肿瘤细胞接种在6孔培将肿瘤细胞接种在6孔培6孔培孔培

养板上, 每孔约5×10, 每孔约5×10每孔约5×105×10×1010６个细胞, 使每孔细胞饱, 使每孔细胞饱使每孔细胞饱

和度在转染前达到50%-70%以上 , 铺板时不0%以上 , 铺板时不%以上 , 铺板时不,  铺板时不铺板时不

使用含抗生素的培养液. 按Lipofectamine2000. 按Lipofectamine2000按Lipofectamine2000Lipofectamine2000 
转染试剂说明书方法进行瞬时转染. 对于6孔. 对于6孔对于6孔6孔孔
板中的每一孔, 将FoxO3a siRNA(序列Sense, 将FoxO3a siRNA(序列Sense将FoxO3a siRNA(序列SenseFoxO3a s iRNA(序列Sense序列Sense 
5'-ACUCCGGGUCCAGCUCCACTT-3', Anti-
sense 5'-GUGGAGCUGGACCCGGAGUTT-3')、、 
NC-siRNA(序列Sense 5'-UUCUCCGAACGU-序列Sense 5'-UUCUCCGAACGU-Sense 5'-UUCUCCGAACGU-
GUCACGUTT-3', Antisense 5'-ACGUGACAC-
GUUCGGAGAATT-3')分别和Lipofectamine2000分别和Lipofectamine2000Lipofectamine2000
按4∶100 mg/L的比例, 用2504∶100 mg/L的比例, 用25000 mg/L的比例, 用250L的比例, 用250的比例, 用250, 用250用250250 μL转染专用液转染专用液

0pti-MEMI稀释, 孵育5 min后, 将稀释的siRNA稀释, 孵育5 min后, 将稀释的siRNA, 孵育5 min后, 将稀释的siRNA孵育5 min后, 将稀释的siRNA5 min后, 将稀释的siRNA后, 将稀释的siRNA, 将稀释的siRNA将稀释的siRNAsiRNA
和Lipofectamine2000混匀, 室温孵育20 min, 然Lipofectamine2000混匀, 室温孵育20 min, 然混匀, 室温孵育20 min, 然, 室温孵育20 min, 然室温孵育20 min, 然20 min, 然然
后将500500 μL混合物加入到细胞培养基中, 轻轻混, 轻轻混轻轻混
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■创新盘点
本研究模拟体外
已成熟的肝细胞
脂肪变性模型, 通
过用软脂酸刺激
HepG2.2.15细胞
诱导其凋亡, 研究
中发现在凋亡过
程中伴随着c a s -
pase-3活性、Bim 
mRNA、p27kip1 
m R N A 的 增 加 , 
说明caspase-3、
Bim、p27kip1等
参与了软脂酸诱
导的肝细胞凋亡
的发生.

匀, 于37 ℃培养6 h后, 将其中的培养基吸出, 加, 于37 ℃培养6 h后, 将其中的培养基吸出, 加于37 ℃培养6 h后, 将其中的培养基吸出, 加37 ℃培养6 h后, 将其中的培养基吸出, 加℃培养6 h后, 将其中的培养基吸出, 加6 h后, 将其中的培养基吸出, 加后, 将其中的培养基吸出, 加, 将其中的培养基吸出, 加将其中的培养基吸出, 加, 加加
入新鲜的培养基, 继续孵育. siRNA由上海吉玛, 继续孵育. siRNA由上海吉玛继续孵育. siRNA由上海吉玛. siRNA由上海吉玛由上海吉玛

设计并化学合成.. 
1.2.3 四甲基偶氮唑(MTT)法:四甲基偶氮唑(MTT)法:(MTT)法:法:: 转染前按0.5×10转染前按0.5×105×10×10104

细胞/L, 种植在96孔板, 转染54 h后, 每孔加入, 种植在96孔板, 转染54 h后, 每孔加入种植在96孔板, 转染54 h后, 每孔加入96孔板, 转染54 h后, 每孔加入孔板, 转染54 h后, 每孔加入, 转染54 h后, 每孔加入转染54 h后, 每孔加入54 h后, 每孔加入后, 每孔加入, 每孔加入每孔加入

100 μL MTT(5 g/L), 继续温育4 h, 然后加入100继续温育4 h, 然后加入1004 h, 然后加入100然后加入100100 
μL DMSO, 震摇15 min, 酶标仪读取光密度值震摇15 min, 酶标仪读取光密度值15 min, 酶标仪读取光密度值酶标仪读取光密度值

A 490, 实验结果以细胞存活率表示. 细胞存活率 =实验结果以细胞存活率表示. 细胞存活率 =. 细胞存活率 =细胞存活率 == 
处理组A值/对照组A值×100%.100%.%.. 
1.2.4 Annexin FITC/碘化丙锭(PI)双染流式细Annexin FITC/碘化丙锭(PI)双染流式细(PI)双染流式细双染流式细

胞术:: 将各组细胞, 用预冷的700 mg/L乙醇固将各组细胞, 用预冷的700 mg/L乙醇固, 用预冷的700 mg/L乙醇固用预冷的700 mg/L乙醇固700 mg/L乙醇固/L乙醇固L乙醇固乙醇固

定, 4 ℃过夜, PI(50 ms/L)染色, 分析亚二倍体, 4 ℃过夜, PI(50 ms/L)染色, 分析亚二倍体℃过夜, PI(50 ms/L)染色, 分析亚二倍体, PI(50 ms/L)染色, 分析亚二倍体/L)染色, 分析亚二倍体L)染色, 分析亚二倍体染色, 分析亚二倍体, 分析亚二倍体分析亚二倍体

峰. 调整细胞密度为5×10. 调整细胞密度为5×10调整细胞密度为5×105×10×10106/mL, 取1 mL细胞悬mL, 取1 mL细胞悬取1 mL细胞悬1 mL细胞悬细胞悬

液, 1 000 r/min 4 ℃离心10 min, 重复2次, 将细胞, 1 000 r/min 4 ℃离心10 min, 重复2次, 将细胞/min 4 ℃离心10 min, 重复2次, 将细胞min 4 ℃离心10 min, 重复2次, 将细胞4 ℃离心10 min, 重复2次, 将细胞10 min, 重复2次, 将细胞重复2次, 将细胞2次, 将细胞次, 将细胞, 将细胞将细胞

重悬于200200 μL结合缓冲液, 加入10结合缓冲液, 加入10, 加入10加入1010 μL膜连蛋白膜连蛋白

V(Annexin V2 FITC)和5和55 μL碘化丙锭(PI), 避光碘化丙锭(PI), 避光(PI), 避光避光

室温反应15 min, 加入30015 min, 加入300加入300300 μL结合缓冲液, 流式结合缓冲液, 流式, 流式流式

细胞仪检测细胞凋亡情况.. 
1.2.5 caspase-3活性检测:caspase-3活性检测:: 按试剂盒说明操作, 以按试剂盒说明操作, 以, 以以
6孔板培养HepG2.2.15细胞, 每孔细胞数约3-4×HepG2.2.15细胞, 每孔细胞数约3-4×细胞, 每孔细胞数约3-4×, 每孔细胞数约3-4×每孔细胞数约3-4×
105 个, 细胞贴壁达80%左右后分组实验. 细胞造, 细胞贴壁达80%左右后分组实验. 细胞造细胞贴壁达80%左右后分组实验. 细胞造. 细胞造细胞造

模后, 首先收集培养液中悬浮与贴壁细胞(0.25%, 首先收集培养液中悬浮与贴壁细胞(0.25%首先收集培养液中悬浮与贴壁细胞(0.25%
胰蛋白酶进行消化), 并重悬于Lysis Buffer(裂解, 并重悬于Lysis Buffer(裂解并重悬于Lysis Buffer(裂解

液)中, 冰上孵育10 min, 离心并收集上清液(胞, 冰上孵育10 min, 离心并收集上清液(胞冰上孵育10 min, 离心并收集上清液(胞, 离心并收集上清液(胞离心并收集上清液(胞
浆提取液), 加入含DDT的Reaction Buffer, 再加, 加入含DDT的Reaction Buffer, 再加加入含DDT的Reaction Buffer, 再加, 再加再加

pNA标记的蛋白酶底物多肽37 ℃孵育2 h, 在酶, 在酶在酶

标仪405 nm处检测光密度值. 结果以实验组光. 结果以实验组光结果以实验组光

密度值与对照组光密度值的百分比表示.. 
1.2.6 RT-PCR法:法:: 收集各组细胞, 按TRIzol试剂收集各组细胞, 按TRIzol试剂, 按TRIzol试剂按TRIzol试剂TRIzol试剂试剂

盒(Invitrogen公司)说明书提取细胞的总RNA.(Invitrogen公司)说明书提取细胞的总RNA.公司)说明书提取细胞的总RNA.)说明书提取细胞的总RNA.说明书提取细胞的总RNA.RNA. 
而后按RT-PCR试剂盒说明书采用20RT-PCR试剂盒说明书采用20CR试剂盒说明书采用2020 μL/L逆转/L逆转L逆转逆转

录反应体系操作进行逆转录, 然后进行PCR扩, 然后进行PCR扩然后进行PCR扩PCR扩扩

增. RT-PCR扩增Bim、p27Kip1; Bim基因引物序. RT-PCR扩增Bim、p27Kip1; Bim基因引物序-PCR扩增Bim、p27Kip1; Bim基因引物序PCR扩增Bim、p27Kip1; Bim基因引物序扩增Bim、p27Kip1; Bim基因引物序Bim、p27Kip1; Bim基因引物序、p27Kip1; Bim基因引物序p27Kip1; Bim基因引物序基因引物序

列: 上游引物5'-TAT GAG AAG ATC CTC CCT: 上游引物5'-TAT GAG AAG ATC CTC CCT上游引物5'-TAT GAG AAG ATC CTC CCT5'-TAT GAG AAG ATC CTC CCT'-TAT GAG AAG ATC CTC CCT-TAT GAG AAG ATC CTC CCT 
GC-3', 下游引物5'-ATA TCT GCA GGT TCA', 下游引物5'-ATA TCT GCA GGT TCA, 下游引物5'-ATA TCT GCA GGT TCA下游引物5'-ATA TCT GCA GGT TCA5'-ATA TCT GCA GGT TCA'-ATA TCT GCA GGT TCA-ATA TCT GCA GGT TCA 
GCC TG-3', 扩增片段长430 bp; p27Kip1上游引', 扩增片段长430 bp; p27Kip1上游引扩增片段长430 bp; p27Kip1上游引430 bp; p27Kip1上游引上游引

物5'-CGA GTG GCA AGA GGT GGA GA-3',下5'-CGA GTG GCA AGA GGT GGA GA-3',下下
游引物5'-CATTGGGGAACCGTCTGAA-3', 扩5'-CATTGGGGAACCGTCTGAA-3', 扩'-CATTGGGGAACCGTCTGAA-3', 扩-CATTGGGGAACCGTCTGAA-3', 扩', 扩, 扩扩
增片段长293 bp; 内参293 bp; 内参内参β-actin引物序列: 上游引引物序列: 上游引: 上游引上游引

物5'-CTG GCA CCA CAC CTT CTA-3', 下游引5'-CTG GCA CCA CAC CTT CTA-3', 下游引下游引

物5'-GGGCAC AGT GTG GGT GAC-3', 扩增5'-GGGCAC AGT GTG GGT GAC-3', 扩增扩增

片段长368 bp. 扩增条件: 94 ℃变性45 s, 58 ℃368 bp. 扩增条件: 94 ℃变性45 s, 58 ℃扩增条件: 94 ℃变性45 s, 58 ℃: 94 ℃变性45 s, 58 ℃℃变性45 s, 58 ℃45 s, 58 ℃58 ℃
(Bim)、54 ℃(p27Kip1)、62 ℃(、54 ℃(p27Kip1)、62 ℃((p27Kip1)、62 ℃(、62 ℃((β-actin)退火45 s,退火45 s,45 s, 
72 ℃延伸1 min, 30个循环, 最后72 ℃延伸7 min.℃延伸1 min, 30个循环, 最后72 ℃延伸7 min.1 min, 30个循环, 最后72 ℃延伸7 min.0个循环, 最后72 ℃延伸7 min., 最后72 ℃延伸7 min.最后72 ℃延伸7 min.72 ℃延伸7 min.℃延伸7 min. min. 
PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳(含0.05 g/L溴化产物经2%琼脂糖凝胶电泳(含0.05 g/L溴化2%琼脂糖凝胶电泳(含0.05 g/L溴化%琼脂糖凝胶电泳(含0.05 g/L溴化(含0.05 g/L溴化含0.05 g/L溴化0.05 g/L溴化/L溴化L溴化溴化

乙啶). 以目的基因与相应). 以目的基因与相应以目的基因与相应β-actin mRNA的条带

密度比值表示目标基因的相对含量..  
1.2.7 Western blot法:法:: 提取相应各组细胞总蛋白,提取相应各组细胞总蛋白,, 
SDS-PAGE电泳分离蛋白样本: 5%积层胶, 10%电泳分离蛋白样本: 5%积层胶, 10%: 5%积层胶, 10%%积层胶, 10%, 10%0%
分离胶; 电转印法将电泳条带转移到PVDF膜上;; 电转印法将电泳条带转移到PVDF膜上;电转印法将电泳条带转移到PVDF膜上;;  
以5%脱脂奶粉/PBST封闭膜, 依次加入兔抗人5%脱脂奶粉/PBST封闭膜, 依次加入兔抗人%脱脂奶粉/PBST封闭膜, 依次加入兔抗人PBST封闭膜, 依次加入兔抗人封闭膜, 依次加入兔抗人, 依次加入兔抗人依次加入兔抗人

FoxO3a(1∶500)或或β-actin(1∶700)一抗, 孵育、一抗, 孵育、, 孵育、孵育、

洗涤, 加入HRP标记的山羊抗兔IgG二抗(1∶, 加入HRP标记的山羊抗兔IgG二抗(1∶加入HRP标记的山羊抗兔IgG二抗(1∶HRP标记的山羊抗兔IgG二抗(1∶标记的山羊抗兔IgG二抗(1∶IgG二抗(1∶二抗(1∶(1∶
10 000), 孵育、洗涤, 加入ECL, 封膜. 暗室显影,孵育、洗涤, 加入ECL, 封膜. 暗室显影,, 加入ECL, 封膜. 暗室显影,加入ECL, 封膜. 暗室显影,ECL, 封膜. 暗室显影,封膜. 暗室显影,. 暗室显影,暗室显影,, 
冲洗胶片. 凝胶成像分析系统摄像分析, 比较各. 凝胶成像分析系统摄像分析, 比较各凝胶成像分析系统摄像分析, 比较各, 比较各比较各

条带与内参蛋白的光密度值.. 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示,, 

多组间均数比较采用单因素方差分析(one-way(one-way 
ANOVA)及LSD检验,及LSD检验,, P <0.05为差异有统计学意

义. 采用SPSS12.0统计学软件.. 采用SPSS12.0统计学软件.采用SPSS12.0统计学软件.SPSS12.0统计学软件..0统计学软件.0统计学软件.统计学软件.. 

2  结果

2.1 FoxO3a siRNA联合软脂酸对细胞内FoxO3a FoxO3a siRNA联合软脂酸对细胞内FoxO3a
蛋白水平的影响 mock组、NC组、NC+PA组

内的FoxO3a蛋白表达基本相同((F  = 0.013, P  = 
0.981), FoxO3a siRNA+PA组和FoxO3a siRNA组+PA组和FoxO3a siRNA组

明显减少, 与前三组相比有统计学意义(, 与前三组相比有统计学意义(与前三组相比有统计学意义((P <0.05),), 
两组间相比无统计学意义((t = 0.16, P = 0.93). 说说
明FoxO3a siRNA瞬时转染HepG2.2.15细胞成功FoxO3a siRNA瞬时转染HepG2.2.15细胞成功瞬时转染HepG2.2.15细胞成功HepG2.2.15细胞成功细胞成功

(图1).图1).1).
2.2 FoxO3a siRNA联合软脂酸对细胞存活、 FoxO3a s iRNA联合软脂酸对细胞存活、

凋亡、caspase-3活性的影响 FoxO3a siRNAFoxO3a siRNA
组、NC组和mock组的细胞存活率、凋亡率和

caspase-3活性, 两两相比差异无统计学意义(, 两两相比差异无统计学意义(两两相比差异无统计学意义((F = 
1.667, P = 0.222; F = 0.147, P = 0.864; F = 0.244, 
P  = 0.787); 软脂酸刺激以后, NC+PA组、FoxO3a软脂酸刺激以后, NC+PA组、FoxO3a, NC+PA组、FoxO3aPA组、FoxO3aFoxO3a 
siRNA+PA组跟前三组相比存活率下降(+PA组跟前三组相比存活率下降((P <0.05),), 
凋亡率和caspase-3活性上升((P <0.05); 但FoxO3a);  但FoxO3a但FoxO3a 
siRNA +PA组与NC+PA组相比存活率增加(NC+PA组相比存活率增加(PA组相比存活率增加((t = 

1         2         3         4        5
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图� ��� ���������������  1  各组FoxO3a总蛋白表达. 1: mock组; 2: FoxO3a 

siRNA+PA组; 3: NC组; 4: NC+PA组; 5: FoxO3a siRNA组.
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■应用要点
本 文 通 过 特 异通 过 特 异
而 有 效 的 抑 制
F o x O 3 a的表达 , 
能减少软脂酸诱
导的肝细胞凋亡, 
从分子水平验证
了FoxO3a参与了
肝细胞的脂凋亡. 
为今后将FoxO3a
作为阻断脂肪酸
诱导肝细胞凋亡
的靶点奠定基础.

5.371, P <0.05), 凋亡率、caspase-3活性下降(t =), 凋亡率、caspase-3活性下降(t =凋亡率、caspase-3活性下降(t =(t = 
10.55, P <0.01;0.01;  t  = 30.76, P <0.01, 表1); 说明转染1, 表1); 说明转染表1); 说明转染);  说明转染说明转染

FoxO3a siRNA对细胞的存活和凋亡无影响; 但对细胞的存活和凋亡无影响; 但; 但但
可有效的抑制软脂酸诱导的凋亡和caspase-3活
性(图2, 表1).2, 表1).表1).. 
2.3 FoxO3a siRNA联合软脂酸对细胞Bim、FoxO3a s iRNA联合软脂酸对细胞Bim、

p27k i p1表达的影响 B i m m R N A、p27k i p1B i m m R N A、p27k i p1、p27k i p1p27k i p1 
mRNA在Mock组、NC组和FoxO3a siRNA组表在Mock组、NC组和FoxO3a siRNA组表FoxO3a siRNA组表组表

达最低, 分别在组间无统计学意义(, 分别在组间无统计学意义(分别在组间无统计学意义((F = 1.804, P = 
0.199; F = 0.208, P = 0.815); FoxO3a siRNA+PA+PA
组的表达其次, NC+PA组的表达最高, 两组相, NC+PA组的表达最高, 两组相NC+PA组的表达最高, 两组相, 两组相两组相

比有统计学意义((t = 32.21, P <0.01;1; t = 17.17, 
P <0.01); 同时分别与FoxO3a siRNA组相比有统1); 同时分别与FoxO3a siRNA组相比有统同时分别与FoxO3a siRNA组相比有统

计学意义((t = 7.05.21, P <0.01;1; t = 3.53, P <0.01). 
说明抑制FoxO3a的表达可有效的抑制软脂酸诱FoxO3a的表达可有效的抑制软脂酸诱的表达可有效的抑制软脂酸诱

导的凋亡因子Bim和p27kip1的表达(图3).Bim和p27kip1的表达(图3).和p27kip1的表达(图3).p27kip1的表达(图3).的表达(图3).(图3).图3).3).).. 
2.4各组FoxO3asiRNA荧光定位各组FoxO3asiRNA荧光定位 荧光显微镜下

可见: FoxO3a siRNA组细胞质绿色荧光较强,: FoxO3a siRNA组细胞质绿色荧光较强,FoxO3a siRNA组细胞质绿色荧光较强,, 
细胞核荧光较弱, 提示细胞核内FoxO3a表达较, 提示细胞核内FoxO3a表达较提示细胞核内FoxO3a表达较

低, 细胞质内FOXO3a表达相对较多; 而FoxO3a, 细胞质内FOXO3a表达相对较多; 而FoxO3a细胞质内FOXO3a表达相对较多; 而FoxO3a; 而FoxO3a而FoxO3a 
s iRNA+PA组胞核的绿色荧光有所增加, 细胞, 细胞细胞

质的绿色荧光有所减少 ; 说明软脂酸能促进;  说明软脂酸能促进说明软脂酸能促进

FoxO3a在细胞核内的表达(图4).(图4).图4).4). 

3  讨论

高浓度的自由脂肪酸导致肝细胞的凋亡(脂凋(脂凋脂凋

亡)是非酒精性脂肪性肝病的特征)是非酒精性脂肪性肝病的特征是非酒精性脂肪性肝病的特征[4,5], 近年研究近年研究

发现, 脂凋亡主要参与了“第二次打击”过程,, 脂凋亡主要参与了“第二次打击”过程,脂凋亡主要参与了“第二次打击”过程,, 
即促进单纯性脂肪肝向脂肪性肝炎的发展, 并且, 并且并且

与肝脏的炎症及纤维化程度有着密切的关系[6,7]. 
FoxO3a蛋白属于Fox超家族中的“O”亚蛋白属于Fox超家族中的“O”亚Fox超家族中的“O”亚超家族中的“O”亚O”亚”亚

家族, 定位于6号染色体长臂2区1带, 编码673个, 定位于6号染色体长臂2区1带, 编码673个定位于6号染色体长臂2区1带, 编码673个6号染色体长臂2区1带, 编码673个号染色体长臂2区1带, 编码673个2区1带, 编码673个区1带, 编码673个1带, 编码673个带, 编码673个, 编码673个编码673个673个个
氨基酸, 分子量97 kD, 含有forkhead DNA结合, 分子量97 kD, 含有forkhead DNA结合分子量97 kD, 含有forkhead DNA结合97 kD, 含有forkhead DNA结合含有forkhead DNA结合forkhead DNA结合结合

结构域, NLS, NES和转录活化区, NLS, NES和转录活化区和转录活化区[8]. 活性可受磷活性可受磷

            存活率(%)         凋亡率(%)   caspase-3活性                       

mock组   97.440±0.990     5.010±0.720   99.330±0.810

NC组   96.380±1.310     5.270±0.860 101.000±7.930

FoxO3a siRNA 组   96.700±0.730     5.190±0.930 102.020±8.780

FoxO3a siRNA +PA组   85.460±1.760   12.310±0.920 150.850±1.450

NC+PA组   80.140±1.510   20.430±1.640 202.000±3.820

F 220.600 241.880 390.400

P   <0.001   <0.001   <0.001

表  1 各组 细胞的存活率、凋亡率、caspase-3活性变化 (mean±SD, n = 6)

图� �� �������� �������������������  2 A nnexin FITC/(PI)检测各组凋亡表达. A: mock组; B: NC组; C: FoxO3a siRNA+PA组; D: NC+PA组; E: FoxO3a siRNA
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酸化、乙酰化和蛋白酶水解等方式调节, 其中, 其中其中

磷酸化是最主要的调节方式. 并以AKT促进其. 并以AKT促进其并以AKT促进其AKT促进其促进其

磷酸化最为重要[9]. 在无抗原刺激和生长因子在无抗原刺激和生长因子

下, FoxO3a转录因子在细胞核内保持转录活性,, FoxO3a转录因子在细胞核内保持转录活性,转录因子在细胞核内保持转录活性,, 
相应的生长因子活化PI3K-AKT(protein kinasePI3K-AKT(protein kinase 
B, PKB)信号通路, FoxO3a蛋白磷酸化, 结合于信号通路, FoxO3a蛋白磷酸化, 结合于, FoxO3a蛋白磷酸化, 结合于蛋白磷酸化, 结合于, 结合于结合于

14-3-3而排出核, 失去转录活性而排出核, 失去转录活性, 失去转录活性失去转录活性[9], 以这种方式,以这种方式,, 
PI3K-AKT-FOXO3a信号通路通过下游的靶基因信号通路通过下游的靶基因

如GADD45、Cdkn1a/p2、Cdkn1b/p27、cyclinGADD45、Cdkn1a/p2、Cdkn1b/p27、cyclin、Cdkn1a/p2、Cdkn1b/p27、cyclinCdkn1a/p2、Cdkn1b/p27、cyclin、Cdkn1b/p27、cyclinCdkn1b/p27、cyclin、cyclincyclin 
B和Bim和BimBim[9-11], 可调节多种生物过程, 包括细胞存可调节多种生物过程, 包括细胞存, 包括细胞存包括细胞存

活, 凋亡, 氧化应激等., 凋亡, 氧化应激等.凋亡, 氧化应激等., 氧化应激等.氧化应激等.. 
本研究模拟体外已成熟的肝细胞脂肪变性

模型[12-17], 通过用软脂酸刺激HepG2.2.15细胞通过用软脂酸刺激HepG2.2.15细胞HepG2.2.15细胞细胞

诱导其凋亡, 研究中发现在凋亡过程中伴随着, 研究中发现在凋亡过程中伴随着研究中发现在凋亡过程中伴随着

caspase-3活性、Bim mRNA、p27kip1 mRNA活性、Bim mRNA、p27kip1 mRNAp27kip1 mRNA mRNA
的增加, 说明caspase-3、Bim、p27kip1等参与, 说明caspase-3、Bim、p27kip1等参与说明caspase-3、Bim、p27kip1等参与caspase-3、Bim、p27kip1等参与、Bim、p27kip1等参与Bim、p27kip1等参与、p27kip1等参与p27kip1等参与等参与

了软脂酸诱导的肝细胞凋亡的发生, 但是否是, 但是否是但是否是

转录因子FoxO3a调控了这些靶点, 尚不清楚;FoxO3a调控了这些靶点, 尚不清楚;调控了这些靶点, 尚不清楚;, 尚不清楚;尚不清楚;; 

故利用最直接有效的小R N A干扰技术抑制

FoxO3a的表达, 结果发现, 软脂酸诱导的凋亡的表达, 结果发现, 软脂酸诱导的凋亡, 结果发现, 软脂酸诱导的凋亡结果发现, 软脂酸诱导的凋亡, 软脂酸诱导的凋亡软脂酸诱导的凋亡

和caspase-3的活性明显下降, B im mRNA和, B im mRNA和Bim mRNA和

p27kip1 mRNA表达明显减少, 说明FoxO3a通, 说明FoxO3a通说明FoxO3a通
过调控caspase-3、Bim、p27kip1等参与了软

脂酸诱导的肝细胞凋亡. 同时荧光显微镜也直. 同时荧光显微镜也直同时荧光显微镜也直

接观察到F o x O3a的胞质和胞核的易位, 进一F o x O3a的胞质和胞核的易位, 进一的胞质和胞核的易位, 进一, 进一进一

步从形态学上证实了FoxO3a通过细胞移位(活FoxO3a通过细胞移位(活通过细胞移位(活(活活
性的改变)调控了这一过程; 因此, 软脂酸诱导)调控了这一过程; 因此, 软脂酸诱导调控了这一过程; 因此, 软脂酸诱导; 因此, 软脂酸诱导因此, 软脂酸诱导, 软脂酸诱导软脂酸诱导

肝细胞凋亡其中的一个机制是通过使FoxO3a
在细胞核内保持转录活性 , 从而调控下游的,  从而调控下游的从而调控下游的

Bim、p27kip1和 caspase-3而发生. 这与国外p27kip1和 caspase-3而发生. 这与国外和 caspase-3而发生. 这与国外 caspase-3而发生. 这与国外而发生. 这与国外. 这与国外这与国外

学者的研究是一致的[18-19]. 
总之, 通过特异而有效的抑制FoxO3a的表, 通过特异而有效的抑制FoxO3a的表通过特异而有效的抑制FoxO3a的表

达, 能减少软脂酸诱导的肝细胞凋亡, 从分子水, 能减少软脂酸诱导的肝细胞凋亡, 从分子水能减少软脂酸诱导的肝细胞凋亡, 从分子水, 从分子水从分子水

平验证了FoxO3a参与了肝细胞的脂凋亡. 为今. 为今为今

后将FoxO3a作为阻断脂肪酸诱导肝细胞凋亡的

靶点奠定基础.. 

A B
图� ��� ������������������������ 4   转染FoxO3asiRNA荧光图(×200). A: FoxO3a 

siRNA组; B: FoxO3a siRNA+PA组.
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图� �� ����������������� �������� 3 各组  细胞Bim、p27kip1 mRNA�����的����表达. A: Bim mRNA; B: p27kip1 mRNA����������������������������������       .���������������������������������        1: mock组; 2: NC组; 3: NC+PA组; 4: 

FoxO3a siRNA组; 5: FoxO3a siRNA+PA组.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


