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脂肪酸影响草鱼肝细胞脂质蓄积状态及诱导其凋亡的离体研究

李雪贤    孙    健    吉    红    陈昊杰
(西北农林科技大学动物科技学院, 杨凌 712100)

摘要: 为探究外源脂肪酸对草鱼肝细胞脂质代谢及健康状况的影响及其机理, 体外培养草鱼肝细胞, 并采用不

同浓度(0—1 mmol/L)油酸(Oleic acid)进行细胞孵育, 噻唑兰比色法(Methyl thiazolte trazoliu, MTT)和油红O染

色提取法检测肝细胞活力及脂质蓄积状况, BODIBY和DAPI染色法观察肝细胞脂滴及细胞核情况, 流式细胞

术检测肝细胞凋亡率变化, Real-time qPCR检测脂质合成标志基因过氧化物酶体增殖物激活受体γ (Peroxidase
proliferation activated receptor, PPARγ)和CCAAT/增强子结合蛋白α (CCAAT/enhancer binding protein alpha,
C/EBPα)、凋亡相关基因Caspase家族等的表达情况。结果显示, 随着油酸处理浓度的增加, 肝细胞活力和细

胞内脂质积累呈现先上升后下降的趋势, 分别在0.4和0.6 mmol/L时达到最大值(P<0.05); 肝细胞凋亡率则先下

降后上升, 在0.4 mmol/L油酸处理时最低, 1 mmol/L油酸处理时最高(P<0.05); 此外, 0.4 mmol/L油酸处理抑制

了肝细胞Caspase-3b和Caspase-9基因的表达, 上调Bcl-2/Bax mRNA比值(P<0.05), 而0.8 mmol/L油酸处理显著

促进Caspase-3b、Caspase-8、Caspase-9及凋亡诱导因子(Apoptosis inducing factor, AIF)基因的表达, 下调Bcl-
2/Bax的mRNA比值(P<0.05)。研究表明, 一定浓度的脂肪酸可增强草鱼肝细胞活力, 促进胞内脂质积累, 抑制

细胞凋亡, 而脂肪酸浓度过高则抑制肝细胞活力并诱导肝细胞凋亡, 其作用与脂肪酸影响脂质代谢及凋亡基

因的表达有关。
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脂肪酸作为重要的营养物质和信号分子, 对鱼

类的生长、发育和繁殖具有多方面的作用
[1]
。机体

内的游离脂肪酸(FFA)一方面经吸收、转运至贮存

场所, 形成甘油三酯(TAG), 另一方面可以分解、代

谢供应机体的能量需求
[2]
。肝脏是鱼体内最主要的

代谢器官, 参与体内的消化、代谢、解毒及免疫等

多种功能, 也是鱼类脂肪合成的主要场所, 其在鱼

类脂代谢过程中起着重要的调节作用
[3, 4]

。肝脏是

脂质代谢的主要场所, 当肝脏内积聚的FFA超过合

成和分解代谢需要时, 细胞内FFA动态平衡被打破,
TAG在肝细胞内大量储存, 导致肝细胞脂肪变性, 使
肝脏对炎症反应和各种损伤因素的敏感性增高

[5—7]
。

过量的脂质沉积还会导致细胞线粒体功能障碍, 造
成脂毒性, 致使细胞的损伤和凋亡

[8—10]
。已有研究

发现, 脂肪肝病变的大黄鱼肝脏中FFA含量显著上

升, 说明过量的FFA进入肝脏, 造成大黄鱼肝脏脂

质积累
[11]

。这种因能量摄入过多导致肝细胞内过

量蓄积脂质的肝病称为鱼类营养性脂肪肝
[12]

。尽

管已有较多报道探讨了脂质对鱼类肝脏脂质代谢

及健康状况的影响
[13—16], 但直接研究脂肪酸对肝细

胞凋亡作用的报道还比较有限, 相关研究有待进一

步深入。

为了深入系统地探讨脂肪酸对草鱼肝细胞脂

质代谢及凋亡特性的影响及其作用机制, 本研究在

离体条件下, 以油酸为代表, 研究不同浓度脂肪酸

处理情况下草鱼肝细胞活力、脂质蓄积和细胞凋

亡的状况, 为鱼类营养性脂肪肝的发病机制及防控

对策的研究提供参考资料。

1    材料与方法

1.1    主要试剂

胎牛血清、M199培养基及无脂肪酸牛血清白

第 41 卷 第 1 期 水   生   生   物   学   报 Vol.  41,  No. 1
2 0 1 7   年  1 月 ACTA HYDROBIOLOGICA SINICA J a n . ,    2 0 1 7

 
 

收稿日期: 2015-12-11; 修订日期: 2016-04-27
基金项目: 国家自然科学基金项目(31372538)资助 [Supported by the National Natural Science Foundation of China (31372538)]
作者简介: 李雪贤(1990—), 女; 硕士研究生; 主要从事水生动物营养与饲料学研究。E-mail: lxx0663@163.com
通信作者: 吉红(1967—), 男, 河南灵宝人; 博士生导师; 主要从事水生经济动物营养与饲料学研究。E-mail: jihong@nwsuaf.edu.cn

http://dx.doi.org/10.7541/2017.8


蛋白购自Gibco公司, 油红O、MTT、BODIPY、

DAPI和油酸均购自Sigma公司, 碳酸氢钠、无水乙

醇等化学试剂均为国产分析纯。Trizol、反转录试

剂盒及荧光定量试剂盒购自TaKaRa公司, Annexin
V-FITC/PI试剂盒购自北京全式金生物公司。油酸

用无水乙醇配制成0.1 mol/L贮存液, 保存于–20℃,
使用前用2%无脂肪酸牛血清白蛋白的M199培养基

将脂肪酸稀释成0.01 mol/L。
1.2    草鱼肝细胞的培养

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,
CCTCC)。将肝细胞置于10%胎牛血清的M199培
养液中, 并于28℃、5% CO2饱和湿度培养箱中培

养。隔天换液, 待细胞生长至汇合后, 设置处理组和

对照组。对照组使用10%胎牛血清的M199培养液培

养, 处理组使用含不同浓度油酸的培养液培养。

1.3    MTT检测不同浓度油酸对肝细胞活力影响

草鱼肝细胞均匀接种于96孔板, 使用含不同浓度

油酸(0、0.2、0.4、0.6、0.8和1 mmol/L)的培养液

培养肝细胞24h后, 每孔加入20 μL的MTT (5 mg/mL),
于28℃、5% CO2条件下继续培养4h, 吸弃培养液

后, 用PBS洗1次后, 每孔加入150 μL二甲基亚砜

(Dimethyl sulfoxide, DMSO), 28℃孵育10min, 溶解

细胞中的甲臢。使用酶标仪于490 nm波长处测定

吸光度值, 每组6个重复。

1.4    油红O染色提取法测定脂质含量

草鱼肝细胞均匀接种于96孔板, 使用上述不同

浓度油酸培养细胞24h后 ,  弃去培养基 ,  每孔用

PBS洗2次 ,  加入浓度为10%的甲醛固定液固定

30min, PBS洗2次, 加入新鲜配制的油红O染液浸染

15min, PBS清洗2次, 于倒置显微镜下观察细胞内

脂滴的染色情况, 并拍照记录。随后向每孔加入

150 μL的异丙醇萃取, 于490 nm波长处测定吸光度

值, 每组6个重复。

1.5    BODIPY染色法和DAPI染色法观察肝细胞内

脂滴和细胞核变化

草鱼肝细胞均匀接种于48孔板, 给予上述不同

浓度油酸处理24h。弃去培养基, 每孔加入0.5 mL
固定液, 固定30min。吸弃固定液, PBS洗两次, 同
时加入BODIPY染色液和DAPI染色液染色15min。
吸弃染色液, PBS洗两次, 每次5min。加入少量PBS
(防止过干细胞皱缩), 荧光显微镜下观察并照相。

1.6    流式细胞术检测不同浓度油酸对肝细胞凋亡

的影响

草鱼肝细胞均匀接种于25 cm2
培养瓶中, 使用

含不同浓度油酸的培养基处理细胞24h, 收集细胞,

用预冷的PBS洗涤细胞, 并以100 μL冷结合缓冲液

悬浮细胞, 加入10 μL Annexin V-FITC染液和10 μL
PI染液混匀室温孵育15min, 再加入400 μL结合缓

冲液, 流式细胞仪检测细胞凋亡情况, 每组3个重复,
根据阴性对照设定适当的直线门。

1.7    Real-time PCR检测相关基因的mRNA的表达

草鱼肝细胞均匀接种于24孔板, 分别使用含

0.4和0.8 mmol/L油酸培养基处理细胞24h后, 弃去

培养基, PBS清洗2次, 提取总RNA, 并反转录。采

用CFX-96实时定量PCR检测系统(Bio-Rad, USA)检
测相关基因的mRNA表达水平。20 μL反应体系,
包括: 上下游引物(10 mmol/μL)各0.6 μL、cDNA 1 μL、
2×SYBR Premix Ex TaqTM II 10 μL、灭菌双蒸水加

至20 μL。反应条件: 95℃, 10s; 95℃, 15s, 57℃,
15s; 40个循环。根据扩增曲线得到的Ct值, 计算出

目标基因与内参基因 β-actin 的比值2–ΔΔCt, 并以此

计算出试验组目标基因相对于对照组目标基因的

表达倍数2–ΔΔCt, 从而制作相对定量的图表, 每组3个
重复。基因检测实时定量引物见表 1。
1.8    统计分析

所有数据均以平均值±标准差(Mean±SD)表
示。采用SPSS18.0软件中的单因素方差分析(One-way
ANOVA)以及邓肯(Duncan)多重比较对所得数据进

行显著性检验分析。当P<0.05, 认为差异显著。

2    结果

2.1    油酸处理对草鱼肝细胞活力的影响

从图 1可以看出, 随着油酸处理浓度的升高, 肝

表 1   实时定量检测引物列表

Tab. 1   Primer used for quantitative real-time PCR

引物名称
Primer name

引物序列
Primer sequence (5ʹ-3ʹ)

退火温度
Annealing
temperature
(℃)

PPARγ GATGGTTGGCATGTCACAC
TTCCTGACAGTATGGCTC 60

C/EBPα ACCCACATACCACCACTCTCAACA
TTTCCCTCGATCGCCCATCTTCAT 60

Caspase-3a CTGATGGGGCATCTGGACTG
GTTGGTTCATGCCTGTCGTG 60

Caspase-3b GCCAGGGTGTTGATTGTAA
AGGGAGGCTGGAAGTAAATA 60

Caspase-8 GACTAGAAGAGCAAGCACTG
TGTACTCGGAGACACCTTTA 60

Caspase-9 GGGATAGATGACCAGATGGA
TGTCCCTCCAAGAGACATAG 60

AIF CAGGAGTTTACGCATACCGC
CCAATCAGCAGATAGGGAGC 60

Bcl-2 GGCGTCCCAGGTAGATAATA
GACAATGGGTGGAACATAGAG 60

Bax CTTCAACCGACTCAAGATGT
CGGCACGCAAAGTAGAA 60

β-actin CGTGACATCAAGGAGAAG
GAGTTGAAGGTGGTCTCAT 60
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细胞活力先升高后降低(P<0.05), 且油酸处理浓度

为0.6 mmol/L时, 肝细胞活力最高(P<0.05), 但是当

油酸浓度上升至0.8 mmol/L时, 肝细胞活力显著下

降, 但相比于对照组仍有促进作用(P<0.05), 而当油

酸浓度达到1 mmol/L时, 肝细胞活力被抑制(P<
0.05)。

2.2    油酸处理对草鱼肝细胞脂质蓄积的影响

油红O染色及脂质提取结果        对照组(图 2A)
细胞边缘清晰, 呈多角形排列, 细胞间结合紧密, 无
缝隙。油红O染色显示细胞内少见红色脂滴。而分

别使用0.2、0.4和0.6 mmol/L浓度油酸处理后, 肝细

胞多变为圆形或椭圆形, 脂滴成环状位于细胞膜内

侧, 将细胞核挤向一侧(分别为图 2B-D), 但是当油

酸处理浓度上升至0.8和1 mmol/L后, 肝细胞间结合

不再紧密, 棱角不清, 细胞数量减少(图 2E, 2F)。油

红O染色提取比色法(以OD值表示)定量分析细胞

内TAG的含量, 结果表明, 随着油酸处理浓度的增

加, 肝细胞TAG含量逐渐增加(P<0.05), 且在油酸浓

度达到0.4 mmol/L时, 肝细胞TAG含量达到最大值

(P<0.05)。在此之后随油酸的浓度的升高, 肝细胞

TAG含量显著降低(P<0.05)(图 3)。
BODIPY和DAPI染色        相比于对照组(图 4A),

随着油酸处理浓度的升高(0.2—0.6 mmol/L), 肝细

胞数量逐渐增加, 脂滴增多变大, 肝细胞核为圆形

或椭圆形, 呈现均匀的蓝色(分别为图 4B-D)。而当

油酸浓度达到0.8和1 mmol/L时, 肝细胞数量下降,
细胞内脂滴减少, 细胞核变小, 染色质凝集而呈现

致密浓染, 甚至出现碎块状, 出现明显的凋亡特征

(图 4E, 4F, 如图中箭头所示)。
2.3    油酸处理对草鱼肝细胞凋亡率的影响

相比于对照组(图 5A), 0.4 mmol/L浓度油酸处

理的草鱼肝细胞凋亡率显著降低(图 5C), 但在此之

后, 随着油酸处理浓度的增加, 肝细胞凋亡率显著

上升(P<0.05)。
2.4    油酸处理对草鱼肝细胞脂质生成基因和凋亡

相关基因表达的影响

根据以上试验结果选择0.4和0.8 mmol/L浓度

的油酸培养草鱼肝细胞, 进行相关基因mRNA水平

 
¹x图 1   不同浓度油酸对草鱼肝细胞活力的影响(n=6, ±SD)

¹x
Fig. 1   Viability of Ctenopharyngodon idellus hepatocytes cells
after exposure to various doses of oleic acid (n=6, ±SD)

图 2    油红O染色观察油酸诱导24h后草鱼肝细胞中的脂质积累和细胞形态变化

Fig. 2    Oil red O staining analysis of the accumulation of lipid droplets and morphological changes in C. idellus hepatocytes after 24 hours
treatment with oleic acid

A. 0 (×100); B. 0.2 mmol/L (×100); C. 0.4 mmol/L (×100); D. 0.6 mmol/L (×100); E. 0.8 mmol/L (×100); F. 1 mmol/L (×100)
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的检测。如图 6所示, 两种油酸浓度处理肝细胞

24h后, PPARγ和C/EBPα基因的mRNA表达量均显

著上升(P<0.05)。凋亡相关基因mRNA水平的检测

发现, 与对照组相比, 0.4 mmol/L油酸抑制Caspase-3b
和Caspase-9的mRNA表达(P<0.05), 但对Caspase-8
和AIF的mRNA表达并无影响。而当0.8 mmol/L
油酸处理肝细胞时, Caspase-3b、Caspase-8、Cas-
pase-9和AIF的mRNA表达均显著上升(P<0.05)。计算

Bcl-2/Bax mRNA比值, 发现0.4 mmol/L油酸处理组

的Bcl-2/Bax比值显著高于对照组, 而0.8 mmol/L油
酸处理组Bcl-2/Bax比值显著低于对照组(P<0.05)。

3    讨论

鱼类营养性脂肪肝是一种由于高能日粮的摄

入, 肝细胞中TAG合成量超过机体需要量, 而在肝

细胞内过量蓄积脂质为特征的营养性疾病
[12], 体内

循环的FFA在肝脂肪变性过程中起到了至关重要

的作用
[17]

。正常生理状态时, 肝细胞内脂肪酸首先

在线粒体中进行β氧化为机体提供能量, 多余的脂

肪酸在内质网中合成脂蛋白或构成细胞的结构脂

肪; 当脂肪酸过量输送至肝脏时, 超过了肝细胞的

处理能力, 导致脂肪酸的β氧化和脂蛋白合成障碍,
TAG在肝细胞内大量蓄积进而导致细胞的脂肪变

性
[18, 19]

。

目前, 对鱼类营养性脂肪肝的研究最常采用的

是动物模型, 鲜有采用细胞模型进行研究的报道
[20—22]

。

本研究采用不同浓度的油酸处理草鱼肝细胞, 研究

外源脂肪酸对草鱼肝细胞活力, 脂质蓄积和凋亡的

影响。研究发现, 随着油酸处理浓度的增加, 肝细

胞活力和脂质含量均呈现先上升后下降的趋势。已

有研究指出 ,  油酸能够促进小鼠原代肝细胞内

TAG富集及脂滴的积累, 但对细胞凋亡的影响甚小
[23]
。

Vinciguerra等[24]
发现油酸的处理浓度在0.1 mmol/L

以下时, 并不能影响HepG2的活性, 反而促进细胞

的增殖; 当油酸浓度升高到0.2 mmol/L时, 细胞的活

力显著下降, Caspase-3酶活性增加。但也有研究表

明, 0.2 mmol/L油酸并无细胞毒性, 也不会诱导细胞

凋亡
[25]

。Gomez-Lechon等[26]
等用油酸处理人原代

肝细胞, 发现当油酸浓度上升至2 mmol/L时对细胞

 

¹x
图 3   不同浓度油酸处理后草鱼肝细胞中甘油三酯含量(n = 6,

±SD)

¹x
Fig. 3   Triglyceride content in oleic acid -treated C. idellus hepa-
tocytes (n=6, ±SD)

图 4    BODIPY和DAPI染色检测油酸处理后草鱼肝细胞脂滴和细胞核的变化(×200)
Fig. 4    BODIPY和DAPI staining analysis of lipid droplets and nuclear change in C. idellus hepatocytes after treatment with oleic acid
(×200)

A. 0 (×200); B. 0.2 mmol/L (×200); C. 0.4 mmol/L (×200); D. 0.6 mmol/L (×200); E. 0.8 mmol/L (×200); F. 1 mmol/L (×200)
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活性仍没有显著影响。Maestre等[27]
研究显示, 油酸

浓度超过0.5 mmol/L时, Ins-1细胞有一半以上发生

凋亡。而Ariel等[28]
发现, 使用1 mmol/L的油酸和棕

榈酸混合物处理HepG2细胞可以刺激TNF-α的表

达, 促进肝细胞脂毒性, 诱导细胞的凋亡。本研究

发现, 油酸浓度在0.6 mmol/L以下时, 有促进细胞活

力的作用; 而当浓度上升至0.8 mmol/L时, 细胞活力

显著降低(P<0.05)。这可能是因为草鱼肝细胞可以

吸收利用一定水平的脂肪酸, 而且低浓度的油酸可

能通过激活AKT通路促进细胞的增殖和TAG的累

积; 而当油酸的浓度超过了机体所能承受的阈值,
就会造成细胞的损伤和凋亡

[29]
。

众所周知, 转录因子PPARγ在调节脂肪酸的摄

取和贮存方面发挥着关键作用
[30]

。研究表明, 小鼠

肝脏中特异性敲除PPARγ后, 可以免受肝脏脂肪变

性的影响
[31, 32], 而过表达PPARγ后, 小鼠肝脏发生脂

肪变性, 成脂基因和脂肪合成相关基因被激活
[33]

。

C/EBPα被认为是调节脂肪细胞分化的关键转录因

子
[34], 但有研究发现C/EBP家族在非酒精性脂肪肝

(NAFLD)的形成中也发挥着重要的作用
[35]

。Zhang
等

[36]
研究发现C/EBPα的基因和蛋白表达在NAFLD

的早中期升高, 而在后期降低。同时有研究证明NAFLD
模型中PPARγ和C/EBPα的mRNA表达均显著升高,
说明PPARγ和C/EBPα对肝细胞脂质蓄积过程具有

重要的作用
[37]

。在本试验中, 0.4和0.8 mmol/L两种

浓度油酸处理时, PPARγ和C/EBPα的基因表达量都

显著上调, 表明外源性脂肪酸造成肝细胞脂质积累

很可能是通过促进PPARγ和C/EBPα的表达实现

的。

细胞凋亡是多基因严密调控的结果。目前认

¹x图 5    Annexin V- FITC /PI流式细胞术检测油酸诱导草鱼肝细胞凋亡 (n=3, ±SD)

¹xFig. 5    Apoptosis of C. idellus hepatocytes were analyzed by flow cytometry with Annexin V-FITC and PI staining (n=3, ±SD)
四个象限：上左. 损伤及碎片；上右. 晚期凋亡细胞；下左. 正常细胞；下右. 早期凋亡细胞

Four quadrants: UL. Injured cells; UR. Late apoptotic cells; LL. Viable cells; LR. Early apoptotic cells. A. 0; B. 0.2 mmol/L; C. 0.4 mmol/L;
D. 0.6 mmol/L; E. 0.8 mmol/L; F. 1 mmol/L
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为, 细胞凋亡发生机制主要包括死亡受体信号转导

通路、线粒体信号通路和内质网途径
[38], 而在肝细

胞凋亡中, 通常将内质网凋亡途径包含在线粒体凋

亡信号通路中
[39]

。Malhi等[40]
发现过量的FFA能够

激活JNK依赖的线粒体凋亡途径导致细胞色素C释
放和促凋亡蛋白Bcl-2激活, 诱发细胞凋亡。Feld-
stein等[41]

认为油酸处理肝细胞会使溶酶体失去稳

定性, 进而激活NF-κB依赖的TNF-α表达, 导致细胞

的凋亡。在肝细胞凋亡过程中, Caspase家族也发

挥着巨大的作用。本实验室研究发现, 草鱼的Caspase-3
基因分为Caspase-3a (GenBank登录号KP145001)和
Caspase-3b (GenBank登录号KP145002)两种亚型,
本试验检测了两种不同浓度油酸处理草鱼肝细胞

时这两种基因亚型的表达状况, 发现Caspase-3a和
Caspase-3b的表达模式完全不同。高低油酸浓度处

理的肝细胞中, Caspase-3a的mRNA表达量都显著

¹x图 6    Real-time PCR法测定油酸诱导后草鱼肝细胞中相关基因的相对表达量(n=3, ±SD)

¹x
Fig. 6    The relative expression level of related genes in C. idellus hepatocytes after treatment with oleic acid were examined by Real-time
PCR (n=3, ±SD)
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下降; 而Caspase-3b的mRNA表达量在低浓度油酸

处理时显著下降, 在高浓度油酸处理时显著上升(P<
0.05)。同一基因两种基因型的不同表达, 说明在

FFA诱导的草鱼肝细胞凋亡中, Caspase-3b发挥主

要作用。Caspase-8和Caspase-9是凋亡的启动者, 二
者活化后再激活下游的Caspase-3, 触发凋亡的级联

反应, 导致细胞的凋亡
[42]

。凋亡诱导因子(AIF)可
以引发不依赖于Caspase的细胞凋亡, 当细胞受到

凋亡刺激后, AIF释放, 引起细胞核内染色体凝聚、

DNA片段化
[43]

。本研究发现, 当油酸处理浓度达到

0.8 mmol/L时, 肝细胞内Caspase-8、Caspase-9和
AIF基因的mRNA水平显著上调(P<0.05)。而0.4 mmol/L
油酸处理组, Caspase-9的基因表达量甚至低于对照

组, 说明0.8 mmol/L的油酸已经超过细胞对FFA的

最大承受能力, 可能已造成细胞的损伤。细胞受到

凋亡刺激时, 抗凋亡蛋白活性被抑制, 并激活促凋

亡蛋白活性, 导致促凋亡因子释放
[44]

。Bcl-2/Bax
mRNA的比值被称作凋亡开关, 当二者比值升高时,
抑制细胞的凋亡; 比值降低时, 促进细胞的凋亡

[45]
。

在本研究中, 0.4 mmol/L油酸处理肝细胞时, Bcl-
2/Bax比值上升, 显示抗凋亡因子占优势, 细胞的凋

亡被抑制; 当油酸浓度上升至0.8 mmol/L时, Bcl-
2/Bax mRNA比值显著下降, 说明促凋亡因子起主

导作用, 细胞凋亡被激活。Shimabukuro等[46]
也发

现1 mmol/L的FFA混合物(油酸鲶棕榈酸2鲶1)能抑制

胰岛B细胞Bcl-2的基因和蛋白表达, 而添加瘦素可

以使其恢复正常。而Maestre等[27]
的研究发现, 油酸

孵育不仅使得INS-1细胞的Bcl-2蛋白表达下调, 同
时还会增加细胞色素C和AIF的释放量。提示FFA
对细胞的毒性可能是通过损伤线粒体进行的

[27]
。

综上所述, 本研究发现, 随着油酸处理浓度的

增加, 肝细胞脂质蓄积量呈现一个先增加后降低的

趋势, 脂质合成基因的表达呈现相同的趋势。且低

浓度的油酸并不会造成肝细胞的凋亡, 反而促进肝

细胞增殖, 过高浓度的油酸则会导致细胞凋亡。这

说明草鱼肝细胞可耐受一定水平的外源脂肪酸, 但
脂肪酸剂量过高时, 则会引起细胞功能紊乱, 导致

细胞的凋亡, 这可能与过量的FFA促使草鱼肝细胞

中促凋亡因子Bcl-2和AIF被激活, 诱发Caspase家族

的级联反应, 同时抑制了抗凋亡因子Bax的活性密

切相关。
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INFLUENCE OF FATTY ACIDS ON LIPID ACCUMULATION AND
APOPTOSIS STATUS OF GRASS CARP CTENOPHARYNGODON

IDELLUS HEPATOCYTE IN VITRO

LI Xue-Xian, SUN Jian, JI Hong and CHEN Hao-Jie
(College of Animal Science and Technology, Northwest A & F University, Yangling 712100, China)

Abstract: To investigate the effects of fatty acids on hepatocyte lipid metabolism and health status of grass carp (Cte-
nopharyngodon idellus), the normal grass carp hepatocytes were cultured with different concentrations of oleic acid
(0—1 mmol/L) for 24h to measure cell viability and lipids content by methylthiazolyl tetrazolium (MTT) assay and oil
red O staining, respectively. The lipid droplets and nuclear of hepatocytes were observed with BODIPY and DAPI
staining. Hepatocyte apoptosis was analyzed by flow cytometry. Real-time qPCR was performed to detect the mRNA
expression of peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ), CCAAT/enhancer binding protein alpha (C/EBPα)
and apoptosis related genes [Caspase3a, Caspase-3b, Caspase-8, Caspase-9, apoptosis inducing factor (AIF), Bcl-2,
Bax]. The results showed that the cell viability and intracellular lipid accumulation of hepatocytes increased signifi-
cantly after treatment with 0.6 and 0.4 mmol/L oleic acid (P<0.05). The lowest hepatocytes apoptosis rate was in
0.4 mmol/L group and the highest was in 1 mmol/L oleic acid group (P<0.05). The mRNA levels of Caspase-3b and
Caspase-9 reduced significantly and the mRNA ration of Bcl-2/Bax was elevated by 0.4 mmol/L oleic acid (P<0.05).
Consistently, 0.4 mmol/L oleic acid significantly reduced caspase-3b, caspase-9 and AIF mRNA levels and increased
the mRNA ratio of Bcl-2/Bax (P<0.05) and these genes showed opposite expression pattern in hepatocytes treated with
0.8 mmol/L oleic acid (P<0.05). These results demonstrated dosage-dependent role for fatty acids in grass carp hepato-
cytes viability and intracellular lipid accumulation via the regulation of the genes related to lipid metabolism and apop-
tosis.

Key words: Fatty Acids; Hepatocyte; Apoptosis; Ctenopharyngodon idellus
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