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草鱼肝细胞脂变模型的建立及脂代谢基因表达分析
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摘要: 为了筛选草鱼肝细胞脂肪变性的最佳诱导剂及浓度, 并初步分析脂肪乳剂(lipid emulsions, LE)引起草鱼肝细胞脂肪变性的作用机理, 以草鱼(Ctenopharyngodon idellus)正常肝细胞为研究对象, 建立草鱼脂肪变性肝细胞模型, 以含10%胎牛血清的基础培养液为对照组, 处理组为含20%脂肪乳剂0.5~2 mL/L和含20%、50%胎牛血清的诱导培养液, 孵育草鱼肝细胞48 h后, 定量分析肝细胞内的甘油三酯(TG)含量, 观察脂滴积聚情况及肝细胞超微结构的变化, 检测细胞培养上清中谷丙转氨酶(alanine transaminase, ALT)、谷草转氨酶(aspartate transaminase, AST)的活性, qRT-PCR技术检测脂代谢关键基因(PPAR(、PPAR(、SREBP-1c、LPL、Lep和UCP2)的转录水平变化, 蛋白质印迹技术检测PPAR(、SREBP-1c的蛋白水平变化。结果发现, 含1~2 mL/L LE的诱导液组和含20%、50%FBS的诱导液组与对照组相比TG含量均显著上升(P<0.05), 且20%FBS和各浓度LE诱导组的转氨酶活性与对照组相比差异不显著(P>0.05), 表明含1~2 mL/L LE的诱导液和含20% FBS的诱导液均可建立草鱼营养性脂肪肝细胞模型。在肝细胞脂变模型中, PPARγ和LPL等脂代谢基因的表达量显著升高(P<0.05), 而Lep基因表达量显著降低(P<0.05), PPARγ和SREBP-1c的蛋白水平升高。结论认为: 采用1~2 mL/L LE和20%的FBS均可以在短时间内建立草鱼肝细胞脂肪变性模型, 含1 mL/L LE的诱导液诱导效果最佳; 肝细胞内脂质的蓄积可能与脂肪代谢关键基因PPARγ、SREBP-1c、LPL及Lep等密切相关。
关键词: 草鱼; 肝细胞; 脂肪变性; 基因表达; 脂质代谢; 细胞模型
中图分类号: S963       文献标志码: A           文章编号: 1005(8737((2015)01(0024(09
肝是机体内代谢最活跃的器官, 在维持能量代谢动态平衡中扮演重要角色。肝也是鱼类脂肪合成的主要场所, 约占脂肪合成的90%以上。近年来在水产动物养殖中, 尤其是中国特有且产量最大的草鱼养殖, 已普遍采用投喂配合饲料的精养模式, 虽然显著提高了草鱼的生长速度, 但由于配方技术尚未完善, 糖脂含量过高或比例失调, 常常造成草鱼腹腔脂肪组织过度蓄积及肝脂肪代谢紊乱等症状, 使肉品质下降, 高温季节甚至出现大量死亡, 已成为严重困扰我国草鱼养殖业持续健康发展的难题之一。

目前对于脂肪肝等的研究对象多为实验动物整体[1−5], 存在个体差异较大, 实验条件不易控制, 影响因素多等不利因素。而脂肪肝细胞模型的研究则主要在哺乳动物中进行[1−3, 6−7]。在鱼类, 有研究显示在青鳉(Oryzias latipes)上已建立肝脂肪变性模型, 并以这个模型发现了一些有效的治疗药物等[5, 8]。迄今为止, 在细胞水平上采用肝细胞脂变模型来研究鱼类脂代谢紊乱过程及其机理的研究还非常少见。因此本研究模拟非酒精性脂肪肝发病过程, 结合一些常规检测指标, 即TG含量、脂滴数量以及ALT、AST量, 建立体外草鱼脂肪肝细胞模型, 这为进一步在细胞水平研究脂代谢合成或分解关键基因、转录因子、细胞因子等在草鱼脂肪代谢紊乱中的作用机理及其开发有效的治疗药物提供了良好的实验模型和材料, 从而为研究营养性脂肪肝的发病机制、药物研究等提供新的思路。
1  材料与方法

1.1  实验材料及实验设计

草鱼肝细胞[L8824, 购自中国典型培养物保藏中心(China Center for Type Culture Collection, 简称CCTCC)]呈贴壁生长。用含10% 胎牛血清 (FBS V/V, 四季青)、青链霉素(Sigma)各10万U/L的M199培养基(Gibco)传代培养。将离体培养的肝细胞分为对照组和实验组。对照组为M199培养基含10%血清培养; 实验组分为血清实验组和20%中长链脂肪乳注射液(lipid emulsions, LE, 购自湖北省妇幼保健院)实验组。血清实验组又分为20%(V/V)血清组和50%(V/V)血清组[用M199培养基(Gibco)配制], 20%脂肪乳剂组按照每毫升正常培养基中(M199培养基, Gibco)加入脂肪乳剂浓度不同分3组: 0.5 mL/L LE组, 1 mL/L LE组, 2 mL/L LE组, 细胞培养在28 ℃, 5% CO2的细胞培养箱中。
1.2  测定指标与方法

1.2.1  肝细胞脂肪变性离体模型的建立  肝细胞培养于24孔板, 待细胞长满至培养孔的75%~ 80%密度时按上述设计处理细胞, 培养48 h后, 油红O(Sigma)染色提取方法[9]测定肝细胞内甘油三酯含量变化, 透射电子显微镜观察细胞超微结构的变化, 收集细胞培养液测定谷丙转氨酶(alanine aminotransferase, ALT)和谷草转氨酶(aspartate aminotransferase, AST)的变化, 确定有无肝细胞损伤, 并用MTT检测细胞活力。最佳诱导剂及浓度的筛选以导致肝细胞活力与正常培养时无明显降低, 肝细胞内脂滴沉积多且大而明显, 转氨酶升高不明显为标准。

1.2.2  油红 O染色提取法检测肝细胞甘油三酯含量  细胞中甘油三酯含量的测定采用Ramirez- Zacarias等[9]建立的方法进行。其原理是利用染料易溶于脂质的性质检测细胞脂质含量。一般步骤为, 细胞诱导48 h后, 小心轻缓吸弃培养液, PBS清洗3次, 加入10%中性甲醛固定液, 培养箱中固定45 min; PBS清洗3次, 油红O染色45 min; 三蒸水冲洗若干次, 彻底洗净悬浮细胞及残留的油红O染料, 加入异丙醇萃取, 最后在510 nm处测定其OD值。
1.2.3  透射电镜观察细胞形态  取对照组细胞和1 mL/L脂肪乳处理48 h后的细胞, 弃去培养液, 加入0.25% 的胰蛋白酶, 37 ℃孵育3~5 min, 加入培养基终止消化后, 转入10 mL离心管1 200 r/min离心8 min, 弃上清, 4℃预冷的PBS清洗1次, 1 200 r/min离心8 min, 弃上清液, 加入4 ℃预冷的2.5%戊二醛, 在4℃下固定4 h或者一晚。PBS漂洗3次, 1%锇酸固定2 h, 逐级丙醇脱水, 环氧树脂812包埋, 半薄切片定位、超薄切片。经醋酸双氧铀及柠檬酸铅双重染色。在JEM-1230型透射电镜下观察照相。

1.2.4  MTT 检测脂肪变性肝细胞活力  取出脂肪乳诱导48 h的培养在96孔的肝细胞, 每孔加MTT溶液20 μL, 在28 ℃、5%CO2饱和湿度培养箱中孵育4 h, 小心吸出孔内上清液后, 每孔加入150 μL DMSO, 在酶标仪上(波长490 nm)测定光密度值(OD值)。

1.2.5  AST及ALT活性检测  细胞培养液中ALT、AST的活性严格按试剂盒操作规范进行检测(购自南京建成公司)。

1.2.6  Real-time PCR检测肝细胞中相关基因的mRNA表达  1 mL/L脂肪乳诱导处理48 h后, 提取总RNA, 以β-肌动蛋白为外参照, 采用实时荧光定量RT-PCR方法, 测定草鱼脂肪变性肝细胞中过氧化物酶体增殖物激活受体alpha (perox​is​ome proliferators activated receptor alpha, PPAR(), 过氧化物酶体增殖物激活受体gamma(peroxis​ome proliferators activated receptor gamma, PPAR(), 脂蛋白脂肪酶 (lipoprotein lipase, LPL), 瘦素 (leptin, Lep), 固醇调节元件结合蛋白-1c (sterol regulatory element-binding protein-1, SREBP-1c)和解偶联蛋白2(uncoupling protein 2, UCP2)基因的mRNA表达水平。每个样品设3个重复, PCR总体系为20 μL, 其中包括2×Master混合物10 μL, 正反向引物20 μmol/L 各0.5 μL, 50×ROX 染料0.3 μL, 加双蒸水至20 μL。荧光定量PCR结束后分析溶解曲线。反应循环为40, PCR扩增条件为95 ℃预变性3 min, 95 ℃ 20 s, 55 ℃ 20 s, 72 ℃ 35 s。PCR结束后扩增产物进行熔解曲线分析, 以确保特异性扩增, 实时荧光定量PCR结果由Opticon Monitor 软件2.03 Version (MJ research, USA)量值delta Ct方法分析。β-actin和特异基因引物根据Genbank登录的草鱼这些基因序列的保守区, 采用PRIMER PREMIER5.0软件, 按照实时定量引物设计的基本要求设计, 引物见表1。
表1   本研究实时定量PCR引物

Tab. 1  Primers for real-time PCR in the study
	引物primer
	序列(5′−3′) sequence (5′−3′)

	PPAR(01F
	AGCAGAGAAGGACGTCAG

	PPAR(02R
	TTCCTTCTCGGCATGCTG

	PPAR(01F
	GATGGTTGGCATGTCACAC

	PPAR(02R
	TTCCTGACAGTATGGCTC

	Lep01F
	CAGGCAGACACCATCATCC

	Lep02R
	CTGGAAGGTAGTTAGGGTGTC

	SREBP-1c01F
	GGATTGAGGTGAGCCGACAT

	SREBP-1c02R
	TGAGGAAAGCCATTGACTACATT

	LPL01F
	ATTGTGGTGGACTGGTTG

	LPL02R
	CTACATGAGCACCAAGACTG

	UCP201F
	CGTGGTTTGTGGAAAGG

	UCP202R
	GCTCCAAATGCAGATGTG

	β-ACT 01F
	CGTGACATCAAGGAGAAG

	β-ACT 02R
	GAGTTGAAGGTGGTCTCAT


1.2.7  Western blotting检测相关基因的蛋白表达  将上述获得的1 mL/L脂肪乳处理的细胞收集后裂解细胞, 提取细胞中的总蛋白, 取上清液采用牛血清白蛋白(BSA, 购于Sigma公司)标准法进行蛋白定量。在沸水中将蛋白变性10 min后, 在12%的SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳中分离蛋白样品, 将目的蛋白转移到硝酸纤维素膜上。室温下脱脂奶粉封闭1 h后, 用SREBP-1c、PPARγ和β-actin的抗体(购于Santa Cruz)孵育4 ℃过夜, 二抗室温孵育2 h。用化学发光仪照相。

1.3  统计分析

每组实验重复3次, 每个实验的每个处理重复3次。实验数据以均值±标准误(
[image: image1.wmf]x

±SE)表示。采用SPSS16.0软件的One-way ANOVA进行方差分析与显著性检验。若P<0.05, 表示有显著性差异。
2  结果与分析
2.1  脂肪乳剂和胎牛血清对肝细胞形态学的影响
2.1.1  光镜下观察油红O染色结果  油红O染色示细胞内出现红色脂滴(图 1) 。对照组(A): 细胞边缘清晰, 呈多角形排列, 并呈铺路石样。油红O染色示细胞边缘清晰, 细胞内少见红色脂滴; 0.5 mL/L 脂肪乳剂组(B): 细胞边缘清晰, 大部分呈多角形, 细胞间结合欠紧密。油红O染色示细胞内出现红色脂滴。1 mL/L脂肪乳剂组(C): 细胞较多变圆, 棱角不清, 细胞间结合不紧密。油红O染色示细胞内较大脂滴, 可见较多脂滴将细胞核挤向一侧, 呈印戒样改变。2 mL/L脂肪乳剂组(D): 脂滴更大, 脂肪堆积明显, 细胞间隙更大。20%浓度血清组(E): 油红O染色示大部分细胞内开始出现红色脂滴, 细胞间结合欠紧密。50%浓度血清组(F): 更多的红色脂滴出现在细胞中, 部分细胞内脂滴呈环状位于细胞膜内侧, 可见较大的脂滴。
2.1.2  脂肪变性肝细胞超微结构的观察  通过透射电子显微镜观察, 与对照组相比, 处理组肝细胞的细胞浆内有大量微细至大颗粒状的脂滴出现, 细胞核被挤向一边; 只有很少的脂肪滴在对照组的肝细胞内(图2)。
2.2  脂肪变性肝细胞的生理生化指标检测

含1 mL/L和2 mL/L的脂肪乳剂组以及20%浓度血清组、50%浓度血清组与对照组相比均显著增加了细胞内甘油三酯的含量(图3, P(0.05)。仅50%浓度血清组转氨酶活性与对照组相比有显著变化(P(0.05), 其他各实验组转氨酶活性都无显著升高(P(0.05, 图4)。肝细胞活力正常, 细胞分裂生长呈上升趋势(图5), 因而20%浓度胎牛血清组和1~2 mL/L脂肪乳剂组均符合动物非酒精性脂肪肝(non-alcoholic simple fatty liver, NAFL)模型特征, 考虑使用胎牛血清会额外增加实验成本, 及以最低浓度作为诱导细胞成为脂肪肝细胞的最
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图1  采用油红O染色显示胎牛血清和脂肪乳诱导48 h后草鱼肝细胞中的脂质积累和细胞形态变化
油红O染色后诱导的肝细胞中有许多橙红色的小脂滴出现(图片放大倍数, 100). A.对照组草鱼肝细胞油红O染色(含10%胎牛血清的对照组). B, C, D. 草鱼肝细胞由0.5 mL/L, 1 mL/L和2 mL/L的脂肪乳诱导48 h后油红O染色的细胞形态. E, F. 草鱼肝细胞由20%和50%FBS诱导48 h后油红O
染色.
Fig.1  Morphological changes and lipid accumulation in Ctenopharyngodon idellus hepatocytes after 48 hours treatment with inducer FBS or LE by Oil Red O staining

Lots of small lipid droplets appeared and were stained orange- red by Oil Red O in hepatocytes after induction (Original magnification, 100×). A. Oil Red O staining of C. idellus hepat​o​cytes after 48 hours treatment with 10% FBS (Control). B, C, D. Oil Red O staining of C. idellus hepatocytes after 48 hours treatment with 0.5 mL/L, 1 mL/L and 2 mL/L LE, respectively. E, F. Oil Red O staining of C. idellus hepatocytes after 48 hours
treatment with 20% and 50% FBS, respectively.
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图2  透射电子显微镜观察脂肪乳诱导的草鱼肝细胞中脂滴和线粒体形态变化

A: 对照组; B: 1 mL/L LE组. 白色箭头指示的是脂滴, 黑色箭头表示线粒体. 在对照组的细胞表现出较少的脂滴和清晰可见的细胞核和线粒体, 采用脂肪乳诱导后的肝细胞中脂滴
明显增多, 充满整个细胞.
Fig.2  Observation of changes in lipid droplets and mitocho​ndrial morphology of Ctenopharyngodon idellus hepatocytes by transmission electron microscopy after the treatment of lipid
emulsion(LE)
A: Control group. B: 1 mL/L LE group. The white arrows indi​cate lipid droplets, and the black arrows indicate mitochondria. The cells in control group showed less lipid droplets and clearly visible nuclei and mitochondria, while lipid droplets signify​cantly increased and filled the whole cells in model groups after
treatment of with LE.
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图3  油红O染色提取法测定胎牛血清(FBS)及脂肪乳(LE)诱导的草鱼肝细胞中的甘油三酯含量

不同的字母表示有显著差异(P<0.05).
Fig.3  The cellular TG contents of Ctenopharyngodon idellus hepatocyte after induction with FBS or lipid emulsion (LE) (the mean absorption of Oil O staining at OD510 nm)

Values that share different superscripts are significantly different(P<0.05). 
佳浓度, 因而选择1 mL/L脂肪乳剂组作为致草鱼肝细胞脂肪变性的适宜浓度。
2.3  脂肪变性肝细胞的脂代谢基因表达变化

发生脂肪变性的肝细胞(1 mL/L脂肪乳剂处
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图4  草鱼肝细胞上清中AST和ALT的酶活性变化

不同的字母表示有显著差异(P<0.05).
Fig.4  Effects of FBS or lipid emulsion (LE) on the activity of AST and ALT in the cultural medium of Ctenopharyngodon idellus hepatocytes

Values with different letters are significantly different (P<0.05). 
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图5  MTT法测定胎牛血清和脂肪乳诱导后对草鱼肝细胞增殖能力的影响

不同的字母表示有显著差异(P <0.05).
Fig.5  Effects of FBS or lipid emulsion (LE) on Ctenopha​ryngodon idellus hepatocytes proliferation by MTT assay

Values with different letters are significantly different (P<0.05).

理组)中, PPAR(及LPL基因转录水平表达变化与对照组相比都显著升高(P(0.05); PPAR(基因转录表达量也升高, 但未达到显著水平(P>0.05); 模型组Lep基因表达量较对照组显著降低(P(0.05, 图6)。
2.4  脂肪变性细胞的脂代谢蛋白表达变化

如图7可见, 发生脂肪变性的肝细胞(1 mL/L脂肪乳剂处理组)中, PPAR(及SREBP-1c蛋白水平表达与对照组相比明显升高(图7)。
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图6  Real-time PCR法测定1 mL/L脂肪乳诱导后草鱼肝细胞中脂代谢相关基因的相对表达量
*表示与对照组有显著差异(P<0.05). 
Fig.6  The relative expression level of lipid metabolism genes in Ctenopharyngodon idellus hepatocytes after inducing with 
1 mL/L lipid emulsion (LE) 

* denotes significant difference compared with control (P<0.05). 
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图7  Western blot检测1 mL/L脂肪乳诱导对草鱼肝细胞中脂代谢基因蛋白(PPAR(和SREBP-1c)表达的影响

Fig.7  The protein expression level of PPAR( and SREBP-1c induced by 1 mL/L lipid emulsion(LE) were examined by western blotting

3  讨论

已有的研究对哺乳动物肝细胞脂肪变性模型的建立从不同的因素和途径进行了大量的探讨, 建立了一系列良好的模型。已证明采用油酸、酒精、油酸与亚油酸的混合物、四氯化碳等药物可成功建立肝细胞脂肪变性细胞模型[10–12]。例如, Donato等[13]将肝细胞培养在含有0.25~3 mmol/L的长链游离脂肪的培养基中14 h, 实验结果显示, 随着脂肪酸浓度的升高, 在细胞内出现的脂滴数也增加, 并呈剂量依赖性。Song等[12]采用200 μmol油酸诱导鼠肝细胞24 h后发现细胞出现明显脂肪变性。Gómez-Lechón等[7]用不同比例的饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸来培养HepG2细胞和人肝细胞; 国内学者周红宇等[14]用高浓度血清可成功诱导人肝L-02发生脂肪变性。上述研究在成功诱导细胞脂肪变性后均发现, 细胞内出现脂质沉积、TG含量升高、细胞内酶释放增加等现象, 认为体外模型与体内模型可能存在一致的病理现象。
本研究模拟哺乳动物的非酒精性脂肪肝发病过程, 采用临床上常用静脉营养药物脂肪乳剂(LE)以及胎牛血清(FBS)通过设置不同的浓度梯度作用于离体培养的草鱼肝细胞L8824, 诱导肝细胞48 h后发生脂肪变性, 倒置显微镜下观察油红O染色后细胞内脂滴的变化, 模型组显示细胞内堆积大量脂滴(图1); 透射电镜的观察结果也显示, 模型组肝细胞内有很多脂肪颗粒(图2); 模型组细胞培养上清中的ALT、AST的水平都有上升的趋势(图4), 而50%浓度血清诱导的模型组上清中ALT、AST的水平与对照组差异显著, 说明肝细胞已经遭受相当严重的损伤, 采用50%浓度的胎牛血清诱导草鱼肝细胞脂肪变性不合适, 这与周红宇等[14]采用50%浓度的血清成功诱导人肝L-02发生脂肪变性的浓度不同, 分析原因可能是与不同种类细胞的特性有关。定量分析肝细胞内TG含量的结果显示, 除0.5 mL/L脂肪乳诱导组外其他各模型组细胞内TG水平与对照组相比都显著升高(P(0.05), TG的含量变化与肝细胞形态学变化同步(图3)。提示20%浓度胎牛血清组、1~2 mL/L脂肪乳诱导剂可成功诱导草鱼肝细胞发生以TG升高为特点的脂肪变性。

以往在哺乳动物中的研究显示, 通过刺激固醇调节元件结合蛋白(SREBP-1c), 过氧化物酶体增殖物激活受体γ(PPARr)等脂肪合成的转录因子, 有助于使肝中的脂肪含量增多[15–16]。当采用PPAR的激动剂处理或者采用腺病毒介导的载体敲除PPARγ基因后可以改善这种状况[17–19]; 降低SREBP-1c基因表达量也可有效缓解肝脂肪变性程度[20]。而在鱼类中, Matsumoto等[21]采用高脂饮食成功诱导青鳉脂肪变性模型, 模型中发现其肝出现大量脂肪蓄积现象, 且脂代谢基因 (SREBP- 1c, FAS和ACC1) 表达增加, 而脂解的基因(CPT1)表达降低。本研究结果显示, 1 mL/L脂肪乳诱导的模型组与对照组相比脂代谢转录因子PPAR(、PPAR(表达都升高, 其中PPAR(有显著差异(P(0.05), 支持了上述在哺乳动物中的研究结果。而PPAR(在脂肪酸代谢旺盛的组织中表达量高, 如棕色脂肪、肝、心脏、骨骼肌[22], PPAR(的活化刺激脂肪酸在肝中的代谢途径。根据本研究结果, 脂肪乳剂处理的模型组肝细胞内PPAR-( mRNA 表达升高, 虽没有达到显著水平, 但提示由于模型组脂肪乳剂中含有的大量FFA, 造成肝细胞FFA摄入增加, TG合成增多, 线粒体β氧化速度代偿性增加, 因而肝细胞可能通过PPAR-( mRNA表达升高来降低线粒体膜电位以加速脂质底物氧化消耗, 为脂质过氧化提供足够的反应基质。肝细胞脂肪变性后线粒体功能受损并与脂质过氧化相联系, 细胞对FAA代谢发生障碍, 进而加重TG在肝细胞中的沉积。1 mL/L脂肪乳诱导的模型组与对照组相比脂代谢转录因子基因SREBP-1c在蛋白质水平表达上升, 而在转录水平没有明显变化, 提示SREBP-1c可能在转录后水平发挥调控作用。
本研究还检测了脂代谢关键基因LPL、UCP2和Lep等的转录水平的表达变化, 结果发现模型组LPL表达量有显著性升高(P(0.05), LPL是脂蛋白代谢的关键酶之一, 在鱼类及哺乳类动物的研究均证明与机体的脂质代谢及肥胖密切相关[23–24], 不同组织器官LPL表达水平的高低, 直接决定这些组织器官脂质底物配额的多少; 间接决定从食物中摄入脂类的代谢途径(以体脂形式贮备起来, 或作为能源底物消耗掉), 从而最终对机体脂质蓄积状况产生决定性影响[25–27]。在真鲷的研究中也发现[28–29], 真鲷可依据食物脂肪含量通过LPL基因调控脂质代谢的机能, 当喂食高脂食物时将有更多的脂质底物送往肝并将被加速氧化消耗掉。因此有理由认为, 在草鱼肝细胞模型组中以LPL的表达升高来维持其肝细胞脂肪蓄积的相对稳定。

在哺乳动物中的研究还表明, 瘦素的缺乏可导致高胰岛素血症、脂肪肝的形成[30], Shimomura 等[31]发现给患脂肪肝大鼠连续滴注重组瘦素, 可以逆转肝脂肪沉积, 瘦素的作用不仅限于调节体内能量代谢和脂肪沉积, 还参与了多种肝病的发生发展。本研究发现肝细胞脂肪变性模型组Lep表达量显著降低(P(0.05), 从而导致Lep不能有效的分解肝中的脂肪[32], 是导致脂肪在肝内大量生成的原因之一。提示Lep在鱼类脂代谢中可能也发挥重要作用。
可见, 采用含20%浓度的胎牛血清和含1~2 mL/L脂肪乳剂的培养液可以成功诱导草鱼肝细胞发生脂肪变性, 短期内能够使肝细胞脂质代谢紊乱、累积大量TG, 从而建立脂肪肝体外模型。此实验性脂肪肝具有基本一致的病理现象, 如细胞内出现大量脂滴, 形成印戒样细胞而无转氨酶升高等炎症性损伤变化[33]。草鱼肝细胞脂变的发生可能与PPAR(、LPL和lep等基因的表达密切相关。这为进一步研究鱼类营养性脂肪肝的发生机制提供了良好的实验模型和材料。
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Establishment of a model of grass carp hepatocyte steatosis and analysis of lipid metabolism gene expression

LU Ronghua1, 2, LIANG Xufang 1, SUN Junjun2, YANG Feng2, WANG Min1, LI Xiyang 1, BAI Xiaoli1

1. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China;
2. College of Fisheries, Henan Normal University, Xinxiang 453007, China
Abstract: To establish a model of grass carp (Ctenopharyngodon idellus) hepatocyte steatosis and investigate a possible mechanism for lipid emulsion (LE)-induced steatosis in grass carp hepatocytes, normal grass carp hepatocytes were cultured in different inducing media supplemented with different concentrations of LE or fetal bovine serum (FBS). LE and FBS were tested to identify the best medium and optimal concentration. Grass carp hepatocytes were cultured in inducing medium containing 20% or 50% FBS, or different concentrations (0.5–2 mL/L) of clinical vein nutrition drug (20% LE) for 48 h. Lipid accumulation was observed by phase-contrast microscopy, the ultrastructure of fatty degeneration of hepatocytes was observed by transmission electron microscope, the triglyceride (TG) content was determined by Oil red O extraction, the activity of ALT and ASL enzyme were examined biochemically, and the expression of the lipid metabolism genes PPAR(, PPAR(, SREBP-1c, LPL, Lep and UCP2 was determined by real-time PCR. The results revealed that a model of grass carp hepatocyte steatosis can be established using induction medium containing 1–2 mL/L LE, or 20% FBS. The TG level was greatly increased in cells treated with 1–2 mL/L LE, and 20% or 50% FBS compared with that of the control cells (P<0.05). However, there was no significant difference in the aminotransferase activity between cells treated with 20% FBS and cells treated with various concentrations of LE(P>0.05). In the model of grass carp hepatocyte steatosis, expression of PPAR( and LPL genes significantly increased(P<0.05), while Lep gene expression decreased sharply (P<0.05). In conclusion, our grass carp hepatocyte steatosis model was established over a short time using 1–2 mL/L LE or 20% FBS. Lipid accumulation in hepatocytes was closely related to the expression of lipid metabolism genes (PPARs, SREBP-1c, LPL and Lep). This study provides the foundations for developing an animal model to explore nutrient metabolism in fish liver, and also provides an alternative way to uncover the mechanism(s) underlying metabolic diseases involving lipids.
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