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闫巍元ꎬ张锐ꎬ马海田. 衣康酸二甲酯对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞线粒体功能障碍的调节作用及机制研究[ Ｊ] . 南京农业大学学报ꎬ２０２４ꎬ
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衣康酸二甲酯对 Ｈ２ Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞线粒体

功能障碍的调节作用及机制研究
闫巍元ꎬ张锐ꎬ马海田∗

(南京农业大学动物医学院 /农业农村部动物生理生化重点开放实验室ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本文主要探究衣康酸二甲酯(ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｉｔａｃｏｎａｔｅꎬＤＭＩ)对小鼠肝细胞线粒体功能障碍的调节作用及其机制ꎬ旨
在为衣康酸二甲酯作为一种生理调节剂用于防控畜禽因线粒体功能障碍引发的相关疾病提供理论依据ꎮ [方法]以小鼠肝

细胞系(ＡＭＬ￣１２ 细胞)为研究对象ꎬ试验分为对照组(ＮＣ)、０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ 处理组、１５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ 处理组和 ０.５
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ＋１５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ 处理组ꎮ 分别检测 ＡＭＬ￣１２ 细胞中 ＡＴＰ 含量、线粒体 ＤＮＡ(ｍｔＤＮＡ)拷贝数、线粒体活性

氧(ｍＲＯＳ)水平和线粒体膜电位(ＭＭＰ)等生化指标ꎬ并用免疫印迹法检测 ＡＭＰ－依赖性蛋白激酶(ＡＭＰＫ)信号通路关键因

子蛋白的表达水平ꎮ [结果]０~０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ 和 ０ ~ １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１Ｈ２Ｏ２ 对细胞活力无显著影响ꎮ ＤＭＩ 处理显著抑制

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞中 ｍＲＯＳ 水平升高以及 ＭＭＰ 的异常下降ꎬ以及 ＡＴＰ 含量和 ｍｔＤＮＡ 拷贝数的下降(Ｐ<０.０１)ꎮ
ＤＭＩ 处理极显著抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的小鼠肝细胞中 ｐ￣ＡＭＰＫ、ＮＡＤ－依赖性去乙酰化酶 １(ＳＩＲＴ１)、过氧化物酶体增殖物激活受

体 γ 共激活因子 １α(ＰＧＣ￣１α)、核呼吸因子 １(Ｎｒｆ１)和线粒体转录因子 Ａ(ＴＦＡＭ)蛋白水平的下降(Ｐ<０.０１)ꎬ而 ＡＭＰＫ 抑制

剂 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 预处理则可逆转这一效应ꎮ [结论]ＤＭＩ 通过激活 ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α 信号通路缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２
细胞线粒体功能障碍ꎮ
关键词:衣康酸二甲酯ꎻ线粒体功能障碍ꎻＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α 信号轴
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ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ１５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ＋１５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬｔｈｅ
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Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｉｔａｃｏｎａｔｅ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ Ｈ２Ｏ２￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ＡＭＬ￣１２ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｓｅ
ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｒｅ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｉｔａｃｏｎａｔｅꎻｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎꎻＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α ｓｉｇｎａｌ ａｘｉｓ



　 第 １ 期 闫巍元ꎬ等:衣康酸二甲酯对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞线粒体功能障碍的调节作用及机制研究

线粒体是机体产生 ＡＴＰ 并维持细胞正常生理活动的主要场所ꎬ其功能异常会导致多种代谢性疾病的

发生ꎮ 已有研究发现ꎬ线粒体功能障碍与肥胖、胰岛素抵抗和脂肪肝病等多种营养代谢性疾病密切相

关[１－２]ꎮ 活性氧(ＲＯＳ)主要由线粒体产生ꎬ且线粒体是其主要的攻击靶点ꎬ其可通过破坏线粒体的结构进

而导致线粒体功能障碍[３]ꎮ 线粒体功能障碍主要体现为 ＡＴＰ 合成减少ꎬ呼吸链功能减弱ꎬ抗氧化能力下

降[４]ꎮ ＡＭＰ－依赖性蛋白激酶(ＡＭＰＫ)是一种参与多种代谢调控的关键蛋白ꎬ其在调节线粒体生物学功

能、脂质代谢、氧化应激及炎症等方面起着至关重要的作用[５]ꎮ 有研究表明ꎬＡＭＰＫ 下游关键蛋白 ＮＡＤ－
依赖性去乙酰化酶 １(ＳＩＲＴ１)和过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子 １α(ＰＧＣ￣１α)参与调节线粒

体功能[６]ꎮ 营养性代谢疾病与线粒体功能障碍联系紧密ꎬ因而通过活化 ＡＭＰＫ 缓解线粒体功能障碍可作

为预防相关营养代谢性疾病的有效手段ꎮ
衣康酸是线粒体三羧酸循环的次生代谢物ꎬ其由三羧酸循环直接产物柠檬酸盐脱水生成顺乌头酸ꎬ再

通过免疫应答基因 １ 催化脱羧而生成[７]ꎮ 衣康酸含有共轭双键和 ２ 个羧基的高极性 α、β－不饱和二羧酸ꎬ
不易穿过细胞膜ꎻ因此ꎬ衣康酸的衍生物如衣康酸 ４－辛酯(４￣ＯＩ)或衣康酸二甲酯(ＤＭＩ)通常被用于其分

子机制研究[８]ꎮ 已有研究表明ꎬ衣康酸在抗氧化与免疫调节中发挥重要的作用[９－１０]ꎮ 衣康酸可将 Ｋｅａｐ１
上的半胱氨酸残基烷基化ꎬ进而促进 Ｎｒｆ２ 入核ꎬ激活下游抗氧化因子的转录表达而发挥其抗氧化功

能[１１]ꎮ 然而ꎬ目前对 ＤＭＩ 的研究主要涉及其对机体抗氧化能力的调节方面ꎬ对其缓解线粒体功能障碍的

效应及机制方面的研究报道较少ꎮ 因此ꎬ本试验以 Ｈ２Ｏ２ 诱导的小鼠肝细胞系(ＡＭＬ￣１２ 细胞)为研究对

象ꎬ旨在探究 ＤＭＩ 对线粒体功能障碍的缓解效应ꎬ并围绕 ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α 信号通路揭示其作用机制ꎬ
为其作为一种生理调节剂用于防控畜禽因线粒体功能障碍引发的相关疾病提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要仪器和试剂

主要仪器:超净工作台、倒置荧光显微镜(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎻ全波长酶标仪、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳

及转印系统、曝光仪(美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司)ꎻ核酸

浓度测定仪、高速冷冻离心机(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎮ
主要试剂:ＤＭＩ 购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＡＭＬ￣１２ 细胞购置于南京宏昇生物科技有限公司ꎻ胎牛血清购于

美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＤＭＥ / Ｆ￣１２ 培养基购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻＢＣＡ 试剂盒、ＲＩＰＡ 裂解液、蛋白酶抑制剂购于

上海碧云天生物科技有限公司ꎻＡＭＰＫ、ｐ￣ＡＭＰＫ、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α、核呼吸因子 １(Ｎｒｆ１)、线粒体转录因子 Ａ
(ＴＦＡＭ)和 Ｔｕｂｕｌｉｎ β 抗体购于美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＨＲＰ－二抗购于武汉博士德生物工程有限公司ꎮ ＡＴＰ 含

量测定试剂盒以及 ＤＮＡ 提取试剂盒购于索莱宝科技有限公司ꎻＣｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ(ＡＭＰＫ 抑制剂)购于美国

Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司ꎻ线粒体活性氧检测试剂盒以及线粒体膜电位试剂盒购于上海碧云天生物科技有限公司ꎻ所
有引物均使用 Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计ꎬ并由赛默飞生物科技有限公司负责合成ꎮ
１.２　 细胞培养

取液氮中冻存的 ＡＭＬ￣１２ 细胞置于 ３７ ℃水浴锅中迅速融化ꎬ１ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ 后弃上清液ꎬ加
入含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥ / Ｆ￣１２ 培养基ꎬ吹散悬浮后转移至 １０ ｃｍ 培养皿ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的细胞培

养箱中进行培养ꎬ然后制成细胞密度为 １×１０５ ｍＬ－１的细胞悬浮液ꎬ用于后续试验ꎮ
１.３　 细胞活力检测

将 １００ μＬ ＡＭＬ￣１２ 细胞悬浮液接种于 ９６ 孔细胞培养板并孵育 ２４ ｈꎬ分别用 ０、０.０３１ ２５、０.０６２ ５、
０.１２５、０.２５、０.５、０.７５ 和 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ 处理 ４ ｈ 后ꎬ每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 试剂(５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)继续孵育 ４ ｈ
后弃上清液ꎬ再向每孔加入 １５０ μＬ 二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)并低速振荡 １０ ｍｉｎꎬ使蓝紫色结晶物充分溶解ꎬ酶
标仪测定吸光值(Ｄ４９０)ꎮ
１.４　 Ｈ２Ｏ２ 致细胞损伤模型的建立

将 １００ μＬ ＡＭＬ￣１２ 细胞悬浮液接种于 ９６ 孔细胞培养板并孵育 ２４ ｈꎬ分别用 ０、２５、５０、１００、１５０、２００、
３００、４００ 和 ５００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１Ｈ２Ｏ２ 处理 ４ ｈꎬ然后向每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 试剂(５ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ继续孵育 ４ ｈ 后弃

上清液ꎬ向每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ 并低速振荡 １０ ｍｉｎꎬ使蓝紫色结晶物充分溶解ꎬ酶标仪测定吸光值

(Ｄ４９０)ꎮ

９２
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１.５　 线粒体活性氧水平检测

将 ２ ｍＬ ＡＭＬ￣１２ 细胞悬浮液接种于 ６ 孔细胞培养板并孵育 ２４ ｈ 后ꎬ分别加入 ０ 或 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ
培养 ４ ｈ 后ꎬ再加入 ０ 或 １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１Ｈ２Ｏ２ 继续培养 ４ ｈꎮ 根据线粒体活性氧检测试剂盒说明书配制

ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 稀释液ꎬ再将其与处理后的细胞样品混匀ꎬ配制成 ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的稀释液ꎬ置于 ３７ ℃细胞培养

箱孵育 ２０ ｍｉｎꎬ吸去稀释液ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ用倒置荧光显微镜观察并拍摄 ｍＲＯＳ 堆积情况ꎮ
１.６　 线粒体膜电位(ｍＲＯＳ)变化情况

将 ２ ｍＬ ＡＭＬ￣１２ 细胞悬浮液接种于 ６ 孔细胞培养板并孵育 ２４ ｈꎬ分别加入 ０ 或 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ 并
培养 ４ ｈꎬ再加入 ０ 或 １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１Ｈ２Ｏ２ 继续培养 ４ ｈꎮ 根据线粒体膜电位试剂盒说明书配制 ＪＣ￣１(线粒

体膜电位荧光探针)染色工作液与 ＪＣ￣１ 缓冲液ꎬ细胞加入适量 ＪＣ￣１ 染色工作液置于 ３７ ℃细胞培养箱避

光孵育 ２０ ｍｉｎꎬ弃去上清液后用 ＪＣ￣１ 缓冲液洗涤 ２ 次ꎬ用倒置荧光显微镜观察并拍摄线粒体膜电位

(ＭＭＰ)状态ꎮ
１.７　 ＡＴＰ 含量测定

将 ２ ｍＬ ＡＭＬ￣１２ 细胞悬浮液接种于 ６ 孔细胞培养板并孵育 ２４ ｈꎬ分别加入 ０ 或 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ 培
养 ４ ｈꎬ再加入 ０ 或 １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２ 继续培养 ４ ｈꎬ收集细胞ꎬ按照试剂盒说明书检测 ＡＴＰ 含量ꎮ
１.８　 ｍｔＤＮＡ 拷贝数分析

将 ２ ｍＬ ＡＭＬ￣１２ 细胞悬浮液接种于 ６ 孔细胞培养板并孵育 ２４ ｈꎬ分别加入 ０ 或 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ 并
培养 ４ ｈꎬ再加入 ０ 或 １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１Ｈ２Ｏ２ 继续培养 ４ ｈꎬ收集细胞ꎬ利用 ＤＮＡ 提取试剂盒提取细胞中的

ＤＮＡꎬ使用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 测量 ｍｔＤＮＡ 拷贝数ꎮ 线粒体 ＤＮＡ 特定引物对序列为 ５′￣ＡＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＴＧＡＣＴ￣
ＴＣＡＡ￣３′ꎬ５′￣ＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＴＡＴＴＣＡＴＴＧ￣３′ꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ法分析目的基因相对表达量ꎮ
１.９　 ＡＭＰＫ 通路关键因子蛋白表达水平分析

１.９.１　 蛋白样本的制备　 将 ２ ｍＬ ＡＭＬ￣１２ 细胞悬浮液接种于 ６ 孔细胞培养板并孵育 ２４ ｈꎬ分别加入 ０ 或

０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＤＭＩ 并培养 ４ ｈꎬ加入 ０ 或 １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２ 并继续培养 ４ ｈꎮ 弃上清液ꎬＰＢＳ 清洗细

胞后加入蛋白提取液(ＲＩＰＡ 和蛋白酶抑制剂体积比为 １００)并于冰上静置 １５ ｍｉｎ 以充分裂解ꎬ１２ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液ꎬＢＣＡ 法检测蛋白浓度并将各组蛋白样本校准至同一浓度ꎬ随后将蛋白样

本与 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 上样缓冲液混匀ꎬ１００ ℃条件下煮沸 １０ ｍｉｎꎬ冷却后置－２０ ℃保存备用ꎮ
１.９.２　 蛋白表达水平的相对定量分析　 配制不连续的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶(上层为 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１浓缩胶ꎬ下层为 １００
ｇ􀅰Ｌ－１分离胶)ꎬ将蛋白样本加入 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶中进行电泳ꎮ 电泳过程中ꎬ电压设置为 ８０ Ｖꎬ电泳 ３０ ｍｉｎ 后

调整电压为 １１０ Ｖꎬ待溴酚蓝迁移至分离胶底部时停止电泳ꎮ 将分离胶中的蛋白转印 ＰＶＤＦ 膜ꎬ(１００ Ｖ 电

压下转膜 ９０ ｍｉｎ)ꎮ 转印结束后ꎬ参考蛋白标准分子质量裁剪目的条带ꎬ置于 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉中常温封

闭 ２ ｈꎮ 封闭结束后ꎬ使用 ＴＢＳＴ 清洗 ＰＶＤＦ 膜 ５ 次ꎬ分别加入 ｐ￣ＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α、Ｎｒｆ１、ＴＦＡＭ
或 Ｔｕｂｕｌｉｎ β 一抗稀释液ꎬ４ ℃条件下摇床孵育过夜ꎮ 回收一抗ꎬＴＢＳＴ 清洗 ＰＶＤＦ 膜 ５ 次(每次 １０ ｍｉｎ)ꎬ
随后加入 ＴＢＳＴ 稀释的相应二抗ꎬ室温中孵育 ２ ｈꎮ 弃二抗ꎬＴＢＳＴ 清洗 ５ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 加入 ＥＣＬ 发光

液ꎬ在凝胶成像分析系统中曝光并拍照ꎬ以 Ｔｕｂｕｌｉｎ β 作为内参ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白条带灰度值进行

分析ꎮ
１.１０　 ＡＭＰＫ 在衣康酸二甲酯(ＤＭＩ)缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的线粒体功能紊乱中的作用

１.１０.１　 ＡＭＰＫ 及线粒体功能相关蛋白表达水平分析 　 ＡＭＬ￣１２ 细胞使用 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＡＭＰＫ 抑制剂

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 预处理 １ ｈꎮ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 使用剂量参照文献[１２]ꎮ 预处理结束ꎬＡＭＬ￣１２ 细胞分别加入 ０ 或

０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ 继续培养 ４ ｈꎬ加入 ０ 或 １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ꎬ孵化 ４ ｈꎬ收集细胞后提取总蛋白ꎬ采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ￣ＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α 或 Ｎｒｆ１ 蛋白的表达水平ꎮ 具体检测方法同 １.９.２ 节ꎮ
１.１０.２　 ｍｔＤＮＡ 拷贝数分析　 使用 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＡＭＰＫ 抑制剂 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 预处理 ＡＭＬ￣１２ 细胞 １ ｈꎬ分别

加入 ０ 或 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＤＭＩ 培养 ４ ｈꎬ加入 ０ 或 １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ 继续培养 ４ ｈꎬ然后分析 ｍｔＤＮＡ 拷贝

数ꎮ 检测方法同 １.８ 节ꎮ
１.１１　 数据分析

利用 ＳＰＳＳ １７.０ 软件对数据先进行单因素方差分析ꎬ再进行差异显著性检验ꎻ利用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５.０
软件绘图ꎮ 统计结果均以平均值±标准误表示ꎮ

０３
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２　 结果与分析

２.１　 衣康酸二甲酯(ＤＭＩ)及 Ｈ２Ｏ２ 对 ＡＭＬ￣１２ 细胞活力的影响

与对照组相比ꎬ０.０３１ ２５~０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ 和 ０~１５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１Ｈ２Ｏ２ 处理对 ＡＭＬ￣１２ 细胞活力均无显

著影响(Ｐ>０.０５)ꎬ但 ０.７５~１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ 和 ２００~５００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ 处理则显著降低了 ＡＭＬ￣１２ 的细胞

活力(Ｐ<０.０５)(图 １)ꎮ 结果提示ꎬ０~０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ 和 ０ ~ １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ 处理对 ＡＭＬ￣１２ 细胞无

毒副作用ꎮ 因此ꎬ本试验后续选择 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＭＩ 和 １５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１Ｈ２Ｏ２ 作为最终处理浓度ꎮ

图 １　 衣康酸二甲酯(ＤＭＩꎬＡ)及 Ｈ２Ｏ２(Ｂ)对 ＡＭＬ￣１２ 细胞活力的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｉｔａｃｏｎａｔｅ(ＤＭＩꎬＡ)ｏｒ Ｈ２Ｏ２(Ｂ)ｏｎ ＡＭＬ￣１２ ｃｅｌｌｓ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
　 　 ∗、∗∗表示与对照(ＮＣ)组相比差异显著(Ｐ<０.０５)和差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ 下同ꎮ ∗ꎬ∗∗ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ(Ｐ<０.０５)
ａｎｄ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ(Ｐ<０.０１)ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ(ＮＣ)ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 ＤＭＩ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞线粒体活性氧(ｍＲＯＳ)(Ａ)及线粒体膜电位(Ｂ)的调节作用(×２００)

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＲＯＳ(Ａ)ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ(Ｂ) ｉｎ Ｈ２Ｏ２ ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＭＬ￣１２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ＤＭＩ
＋、－分别表示添加、不添加此物质处理ꎮ 图 ４、图 ５ 同此ꎮ

＋ ａｎｄ － ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｏｎ￣ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｕｂｓｔａｎｃｅꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｆｉｇ􀆰 ４ꎬＦｉｇ􀆰 ５ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ.

２.２　 衣康酸二甲酯(ＤＭＩ)对 ＡＭＬ￣１２ 细胞 ｍＲＯＳ 水平及线粒体膜电位的影响

结果如图 ２ 所示ꎬ红色荧光强度代表细胞中 ｍＲＯＳ 堆积水平(图 ２－Ａ)ꎻ线粒体单体染色呈绿色荧光ꎬ
越强代表线粒体膜电位水平越低ꎻ红色代表线粒体聚集体ꎬ越强代表线粒体膜电位水平越高(图 ２－Ｂ)ꎮ
根据荧光强度的结果ꎬ与 Ｈ２Ｏ２ 处理组相比ꎬＤＭＩ 处理显著抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞中 ｍＲＯＳ 水平的

升高(图 ２－Ａ)以及线粒体膜电位的异常降低(图 ２－Ｂ)ꎮ 结果提示ꎬＤＭＩ 处理可抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２
细胞中 ｍＲＯＳ 的过度产生以及线粒体膜电位的降低ꎮ
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２.３　 衣康酸二甲酯(ＤＭＩ)对 ＡＭＬ￣１２ 细胞 ＡＴＰ 含量及 ｍｔＤＮＡ 拷贝数的影响

由图 ３－Ａ 可见ꎬ与 Ｈ２Ｏ２ 处理组相比ꎬＤＭＩ 处理显著缓解了 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞中 ＡＴＰ 水平的

下降(Ｐ<０.０１)ꎮ 同时ꎬＤＭＩ 处理可显著逆转 Ｈ２Ｏ２ 诱导导致的 ｍｔＤＮＡ 拷贝数的降低(图 ３－Ｂ)(Ｐ<０.０１)ꎮ
结果提示ꎬＤＭＩ 处理可抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞中 ＡＴＰ 合成的减少并保护线粒体的正常功能ꎮ

图 ３　 ＤＭＩ 对 ＡＭＬ￣１２ 细胞 ＡＴＰ 含量(Ａ)和 ｍｔＤＮＡ 拷贝数(Ｂ)的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＭＩ ｏｎ ＡＴＰ ｃｏｎｔｅｎｔ(Ａ)ａｎｄ ｍｔＤＮＡ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ(Ｂ) ｉｎ ＡＭＬ￣１２ ｃｅｌｌｓ
　 　 ＋＋表示与 Ｈ２Ｏ２ 组相比差异极显著 ( Ｐ < ０. ０１)ꎮ 下同ꎮ ＋ ＋ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ( Ｐ < ０. ０１)

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.４　 衣康酸二甲酯(ＤＭＩ)通过激活 ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１ 信号通路缓解线粒体功能障碍

如图 ４ 所示ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬＨ２Ｏ２ 处理显著降低 ＡＭＬ￣１２ 细胞中 ｐ￣ＡＭＰＫ、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α、Ｎｒｆ１ 和

ＴＦＡＭ 蛋白表达量(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 Ｈ２Ｏ２ 处理组相比ꎬＤＭＩ 处理则可显著升高 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞中

ｐ￣ＡＭＰＫ、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α、Ｎｒｆ１ 和 ＴＦＡＭ 蛋白的表达量(Ｐ<０.０１)ꎮ 结果提示ꎬＤＭＩ 处理可激活 Ｈ２Ｏ２ 诱导

的 ＡＭＬ￣１２ 肝细胞中 ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α 信号通路ꎮ

图 ４　 ＤＭＩ 对 ＡＭＬ￣１２ 细胞 ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α信号通路关键蛋白表达量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＭＩ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＡＭＬ￣１２ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ. 蛋白免疫印迹条带 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎻＢ－Ｆ. ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α 信号通路关键蛋白表达量 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.

由图 ５ 可知:ＤＭＩ 处理可显著提高 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 肝细胞中 ｐ￣ＡＭＰＫ、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α、和 Ｎｒｆ１
蛋白表达量ꎬ而 ＡＭＰＫ 抑制剂 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ(ＣＣ)预处理则可明显消除 ＤＭＩ 对 ｐ￣ＡＭＰＫ、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α 和

Ｎｒｆ１ 蛋白表达的上调作用(Ｐ<０.０１)ꎮ 此外ꎬＣｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 预处理同样可明显消除 ＤＭＩ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的

ＡＭＬ￣１２ 细胞 ｍｔＤＮＡ 拷贝数的上调(图 ５－Ｆ)(Ｐ<０.０１)ꎮ 结果提示ꎬＤＭＩ 通过激活 ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α 信

２３
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号通路可缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞线粒体功能障碍ꎮ

图 ５　 ＤＭＩ 通过激活 ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α信号通路缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的线粒体功能紊乱

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＤＭＩ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ Ｈ２Ｏ２￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
　 　 Ａ. 蛋白免疫印迹条带 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎻＢ—Ｅ. ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α 信号通路关键蛋白表达水平 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻＦ. ｍｔＤＮＡ 拷贝数 ｍｔＤＮＡ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ.

３　 讨论

作为营养物质代谢和联系的中心枢纽ꎬ线粒体是机体脂肪酸 β－氧化、三羧酸循环及氧化磷酸化的主

要场所[１３]ꎻ因而ꎬ维持线粒体正常的生理功能是保障机体代谢稳态的关键[１４]ꎮ 衣康酸作为三羧酸循环途

径中产生的重要次生代谢产物ꎬ具有抗氧化、抗炎、抵抗病原体感染等多种生物学作用ꎮ 作为衣康酸的功

能类似物ꎬＤＭＩ 被发现在抗炎、免疫机能、氧化应激等方面同样具有广泛的调节作用[１５]ꎬ但关于 ＤＭＩ 对线

粒体功能障碍引发的相关代谢性疾病的调节效应及机制的研究仍然较少ꎮ
本研究发现ꎬＤＭＩ 可明显增强 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞中 ＡＴＰ 水平以及 ｍｔＤＮＡ 拷贝数ꎮ 线粒体是

机体产生 ＡＴＰ 的主要场所ꎬ而 ｍｔＤＮＡ 的转录翻译与线粒体生物合成密切相关ꎬ其可编码一系列线粒体呼

吸的相关蛋白ꎬ包括氧化磷酸化的核心亚基[１６]ꎻｍｔＤＮＡ 突变将引起氧化磷酸化功能障碍而导致 ＡＴＰ 合成

减少ꎬ进一步影响线粒体生物学功能[１７－１８]ꎮ 因此ꎬ线粒体 ＤＮＡ 拷贝数降低和 ＡＴＰ 合成能力减弱是线粒体

功能障碍的主要表现[１９]ꎮ 此外ꎬ本研究发现 ＤＭＩ 处理可明显抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞 ｍＲＯＳ 的过

度产生ꎮ 已有研究表明ꎬ位于线粒体基质中的 ｍｔＤＮＡ 往往容易受到 ＲＯＳ 的攻击而造成损伤[２０]ꎮ 以上结

果提示ꎬＤＭＩ 缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的肝细胞线粒体功能障碍与其抑制活性氧的过度产生密切相关ꎮ 同时ꎬ本研

究发现 ＤＭＩ 显著缓解 Ｈ２Ｏ２ 刺激导致的 ＡＭＬ￣１２ 细胞线粒体膜电位水平的降低ꎮ Ｚａｎｄａｌｉｎａｓ 等[２１]的研究

表明ꎬ较高水平的 ＭＭＰ 可促进 ＡＴＰ 合成ꎮ 以上结果证明 ＤＭＩ 可通过抑制线粒体膜电位的降低以及活性

氧过度产生而缓解肝细胞线粒体功能障碍ꎮ
本研究发现ꎬＨ２Ｏ２ 处理可明显降低 ＡＭＬ￣１２ 细胞中 ｐ￣ＡＭＰＫ 蛋白水平ꎬ而 ＤＭＩ 处理则可明显增强

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞中 ｐ￣ＡＭＰＫ 蛋白水平ꎮ ＡＭＰＫ 是调节线粒体生物发生的关键效应因子ꎬ其对线

粒体功能的调控多是通过激活下游相关转录因子实现的[２２]ꎮ 通过对 ＡＭＰＫ 下游分子检测ꎬ我们发现 ＤＭＩ
处理显著上调了 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 肝细胞中 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α 和 Ｎｒｆ１ 蛋白表达ꎬ提示 ＤＭＩ 可激活

ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α 信号通路ꎮ Ｃａｎｔó 等[２３] 研究表明ꎬ在成肌细胞(Ｃ２Ｃ１２)肌管中ꎬＡＭＰＫ 通过调节
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ＮＡＤ＋代谢和 ＳＩＲＴ１ 活性来下调 ＰＧＣ￣１α 的乙酰化水平ꎬ从而控制机体的能量消耗ꎮ 作为一种转录共激活

因子[２４]ꎬＰＧＣ￣１α 主要通过上调 Ｎｒｆ１ 和 ＴＦＡＭ 的表达水平来刺激线粒体生物发生ꎬ从而促进 ｍｔＤＮＡ 的复

制与转录ꎬ改善线粒体功能[２５－２６]ꎮ 因此ꎬＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１－ＰＧＣ￣１α 信号通路在维持线粒体功能中发挥着至关

重要的作用ꎮ 为了进一步验证 ＡＭＰＫ 是否在 ＤＭＩ 预防 ＡＭＬ￣１２ 细胞线粒体功能障碍中起关键作用ꎬ我们

使用 ＡＭＰＫ 抑制剂 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 预处理细胞ꎮ 结果发现ꎬＣｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 预处理逆转了 ＤＭＩ 对 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ￣１α
和 Ｎｒｆ１ 蛋白表达的上调作用ꎻ尤为重要的是ꎬ本研究发现 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 预处理同样明显消除了 ＤＭＩ 对

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＭＬ￣１２ 细胞 ｍｔＤＮＡ 拷贝数的上调ꎮ 以上结果证明 ＤＭＩ 通过激活 ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α 信

号通路来调节 ｍｔＤＮＡ 的转录ꎬ进而缓解由 Ｈ２Ｏ２ 诱导的肝细胞线粒体功能障碍ꎮ
综上所述ꎬ本研究证实了 ＤＭＩ 通过激活 ＡＭＰＫ￣ＳＩＲＴ１￣ＰＧＣ１α 信号通路缓解肝细胞线粒体功能障碍ꎬ

研究结果为 ＤＭＩ 作为一种生理调节剂用于预防畜禽线粒体功能障碍引发的相关营养代谢性疾病提供一

定的理论依据及应用基础ꎮ
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