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肝细胞新生脂肪生成过程的全转录组表达谱分析'
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!!摘!要!目的!探讨体外非酒精性脂肪性肝病$Y2V=b%模型脂肪变性过程全转录组基因表达谱的变化&
方法!以人肝细胞株=A'$N="((-'%为实验材料!油酸$)-&>'#=%作用<,I诱导建立肝细胞脂肪变性模型&
围绕&60@Y2#0%40@Y2##@Y2进行真核生物全转录组测序分析&结果!测序结果显示!脂肪变过程中大量的
基因转录组水平发生显著变化!上调的基因包括:,,<个#@Y2#;):个&60@Y2#)*<个0%40@Y2"下调的基因
包括:+()个#@Y2#'+(个&60@Y2#)<-个0%40@Y2&针对具有表达差异的 #@Y2进行BA及\$?IL$8富
集分析!发现脂肪酸代谢#脂肪酸降解及炎症等多个信号通路被富集&结论!&60@Y2#0%40@Y2##@Y2作为
人类基因转录组的重要组成部分在Y2V=b的发生与发展中发挥重要作用!该研究为肝脏新生脂肪生成过程
的基因调控机制提供理论指导&
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!!肝脏作为人体最大的实体器官!在人体新陈代谢
和解毒方面起着核心作用"非酒精性脂肪性肝病
&Y2V=b'是我国最常见的慢性肝病!据调查:-D#

;-D的 Y2V=b患者会发展成非酒精性脂肪性肝炎
&Y2CN'!当Y2V=b进展为Y2CN时可快速进展为
肝硬化!导致肝衰竭!增大肝细胞癌&N77'的发病
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Y2V=b由包括肝脏脂肪堆积+线粒体功能障碍
等在内的多种因素引起!发病机制复杂!会对患者生
命健康造成威胁!增加社会医疗负担"因此探索
Y2V=b发病机制尤为重要"人类基因组测序结果表
明!人类基因组中+;D的基因是转录的!其中包括编
码@Y2&#@Y2'+长链非编码 @Y2&&60@Y2'及环
状@Y2&0%40@Y2'等在内的大部分转录物为非编码
@Y2&60@Y29'"#@Y2作为蛋白质合成的直接模
板虽然只占细胞总@Y2的'D#)D!但因其转录后
修饰繁多而在疾病发病的研究中意义重大);*"&6"
0@Y2表达水平的异常已被证实与人类肝脏疾病的
发生+发展密切相关)<")*"0%40@Y2分子与线性@Y2
相比表达更加稳定!在哺乳动物中大量表达且稳定存
在!且已有如0%40@Y21---:,-)+I9217Z@71--<,:(+
在内的多种0%40@Y2被证明可能在脂肪变性的发病
机制中发挥关键作用)*"(*"但目前有关 Y2V=b肝组
织0%40@Y29表达谱的报道较少"

本研究采用人Y2V=b细胞脂肪变性模型!利用
真核生物全转录组测序技术!检测 #@Y2+&60@Y2+
0%40@Y2差异基因表达谱!为肝脏脂肪形成过程的基
因调控机制提供理论指导"
$!资料与方法

$/$!材料!人肝细胞株=A'&N="((-''购于武汉普
诺赛生命科技有限公司!以在体外培养的肝=A'细
胞为研究对象!将其分为两组!实验组为)-&>$#=油
酸诱导脂肪变性<,I!对照组加入等量二甲基亚砜
&bQCA'!与油酸同步作用"
$//!仪器与试剂!F4%W1&试验&美国Z6G%?41>H6公
司'%总@Y2提取试剂&中国上海奕杉生物科技有限
公司'%B%M01胎牛血清&美国FIH4#1V%9IH4C0%H6?%K"
%0公司'%@\QZ":*<-培养基&美国 FIH4#1V%9IH4
C0%H6?%K%0公司'%磷酸缓冲盐溶液 &美国 FIH4#1
V%9IH4C0%H6?%K%0公司'%-/')D胰蛋白酶"!bF2&美国
FIH4#1V%9IH4C0%H6?%K%0公司'%:--l青霉素"链霉素
双抗悬液&中国北京索莱宝科技有限公司'!油酸&美
国C%>#$公司'%培养板&美国7146%6>公司'%油红A
粉末&美国C%>#$公司'%异丙醇&上海国药试剂有限
公司'%去离子水&北京天根生化科技有限公司'%二氧
化碳培养箱&中国上海力康生物医疗科技有限公司'%生
物安全柜&中国济南鑫贝西生物技术有限公司'%微量移
液器&德国!55H6314K'%低温高速离心机&美国FIH4#1
V%9IH4C0%H6?%K%0公司'%Y$613415'---分光光度计&美
国FIH4#1V%9IH4C0%H6?%K%0公司'"
$/'!方法
$/'/$!细胞培养与油酸诱导脂肪变性!将人肝细胞
株=A'&N="((-''培养于含:-D胎牛血清的@\QZ"
:*<-培养基中!培养条件为;( m+)D 7A' 的培养

箱!细胞密度达到,-D左右时!加入-/')D 胰蛋白

酶"!bF2进行消化离心!按照!*细胞数量接种于底
面积()0#' 的培养皿中培养细胞!当细胞密度约至
*-D时!加入含有油酸&)-&>$#='的@\QZ":*<-培
养基!'<I更新一次培养基!油酸诱导脂肪变性<,I
终止"对照组加入等量bQCA"将油酸诱导<,I的
=A'脂肪变性细胞与对照组一起做油红 A染色!观
察脂质聚集情况%收集细胞于 F4%W1&试剂中!用于
@Y2提取和测序文库构建"
$/'//!@Y2提取与质量检测及真核生物全转录组
测序!将收集于F4%W1&试剂中的细胞使用总@Y2提
取试剂提取总@Y2!将总@Y2溶于无酶无菌水!取
'&=溶液使用Y$613415'---分光光度计检测@Y2
浓度与质量"将质量合格样品送至上海康成生物科
技有限公司进行真核生物全转录组测序"经过 Y$6"
13415'---浓度测定!每个样品选取:#'&>@Y2进
行@Y2测序文库的构建"构建好的文库通过 2>%"
&H6?':-- %̀1$6$&8WH4鉴定文库质量!并用.\7@方法
进行文库定量"混合好的不同样品文库使用Z&&J#%6$
O"?H6$Y1G$9H.测序仪进行测定"
$/1!统计学处理!利用C1&HU$:/,软件进行图像处
理和碱基识别"采用 V$9?k7 软件对去接头后的
4H$39进行测序质量评估&采用0J?$3$5?去;P和)P接
头'"通过 N%9$?'软件比对到参考基因组"使用
C?4%6>F%H软件参考官方数据库注释信息进行转录丰
度估计"使用@软件 $̀&&>1L6进行基因水平和转录
物水平的V\aQ 计算!并分别计算基因水平和转录
物水平表达差异情况!筛选出样品间或组间差异表达
基因"0%40@Y2是通过CF2@软件比对到参考基因
组!使 用 7Z@7HU5&14H4' 进 行 $̀0T95&%0HSJ60?%16
4H$39检测!进行 @H$3901J6?统计!并使用 @软件

H3>H@进行差异表达计算"基于基因表达水平进行
\72分析+相关性分析!对差异表达基因进行聚类+基
因本体&BA'功能显著性富集分析+\$?IL$8显著性
富集分析等"
/!结!!果
//$!肝=A'细胞诱导脂肪变性的细胞模型!油酸
诱导<,I的=A'实验组与对照组做油红A染色!可
见实验组与对照组相比细胞内有明显的橘红色脂滴

聚集!见图:2+:̀ !表明=A'细胞脂肪变性模型已建
立"提取实验组与对照组总 @Y2进行 @Y2电泳!
检测@Y2完整性良好!见图:7"Y$613415'---进
行@Y2定量及质量检测!见表:"

///!#@Y2+&60@Y2+0%40@Y2在脂肪生成过程中
的变化情况!将实验组与对照组细胞进行真核生物
全转录组测序"实验组与对照组相比有)*<个0%4"
0@Y2发生了上调!有)<-个0%40@Y2下调!:--)个
0%40@Y2没有变化"实验组与对照组相比有:,,<个
#@Y2发生了上调!:+()个 #@Y2下调!'+-<)个

#@Y2没有变化"实验组与对照组相比有;):个&6"
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0@Y2发生了上调!有'+(个&60@Y2 下调!:-,'*
个&60@Y2没有发生变化"

//'!聚类分析前:-位上调及下调的 #@Y2+&6"
0@Y2+0%40@Y2!针对差异表达的前:-位上调及下
调的#@Y2+&60@Y2+0%40@Y2进行聚类分析!发现
在实验标本与对照标本的对比中!2YB\F=<+\ba<+

7N27:+FQ!Q:+++EY7)̀ +b!V̀ :+F@Z̀;+2QZ"
BA'+A@Qb=;+BbV:)的 #@Y2发生上调!2=\Z+

27--('<-/:+ 2=\\='+ 2=\\+ Q!AO:+ @N2B+

27-:-<''/*+N\b+Y\c<@'+@2@@!C;的 #@Y2发生

下调"N:++Q!2V*+C=2ZY'+BEa:+2B2+C!7:<=:+

72C\,2\'+d̀ F̀;(+Q2\a2\:+@2=B\C'的&60@Y2
发生上调!=ZY7--)::+27-+;;';/:+CY@\2:+7bCY+

\YZC@+YZF:+QÀ;̀ +!YCF-----*',';<+7@F7;+B@Y
的&60@Y2发生下调"FQ(CV;+@2@C+\Bb+\F\=2+

VAO\:+\ZF\Y7:+@NÀ F̀;+YE\':<+@YV:::+

Q2F'2 的 0%40@Y2 发 生 上 调!\N7;+@2̀ B2\:+

dYV<'-+CAO:;+\EQ:+7<14K<(+V7NA'+F7AYC1&'1

----()*++77d:̀ +!ZV<B;的0%40@Y2发生下调"差异表
达上调及下调前:-位基因具体信息见表'#<"

!!注#2为油红A染色图%̀ 为红油染色半定量图%7为@Y2电泳图"

图:!!油酸诱导=A'细胞脂肪变性以及@Y2质量鉴定

表:!!@Y2定量及质量检测表

样本号 2'*-$',- 2'*-$';- 水平&6>$&=' 体积&&=' 数量&6>' 质量检测

对照) :/++ '/;< :'-(/,) '- '<:)(/-- 合格

对照* '/-- '/;< :;+*/;, :) '-+<)/(- 合格

对照1 :/++ '/;' :-))/': '- '::-</'- 合格

对照2 '/-: '/;< +*+/,( '- :+;+(/<- 合格

实验) :/+( '/;< *;;/(< ;- :+-:'/'- 合格

实验* :/+, '/;* ::<,/,+ :) :(';;/;) 合格

实验1 :/+* '/;< :-('/(* :) :*-+:/<- 合格

实验2 :/+: '/', <+-/)< ;- :<(:*/'- 合格

表'!!前:-位差异表达的 #@Y2信息

基因名称 F4$0T1Zb号 差异倍数 ! 基因名称 F4$0T1%3号 差异倍数 !

上调基因 下调基因

!2YB\F=< !YCB-----:*((('/::1; :)/<) -/---' !2=\Z !YCB-----:*;'+)/<1' -/'<;- -/-;*;

!\ba< !YCB-------<(++/(1' </,- #-/---: !27--('<-/: !YCB-----',<*,:/:1: -/;-*) -/-'+:

!7N27: !YCB-----:',+*)/::1' '/,+ -/--*, !2=\\=' !YCB-----:*;',*/,1; -/;-+< -/-:-+

!FQ!Q:++ !YCB-----'<<-<)/:'1; '/*< #-/---: !2=\\ !YCB-----:*;',;/*1' -/;:*+ -/-:;'

!EY7)̀ !YCB-----:-((;:/:'1' '/<- -/-:;: !Q!AO: !YCB-------):-'/:'1' -/;<:, -/--+*

!b!V̀: !YCB-----:*<,')/;1' '/;< -/--(+ !@N2B !YCB-----::'-((/:)1' -/;<;; -/--+:

!F@Z̀; !YCB-----:-:'))/:-1; '/;' -/--;, !27-:-<''/* !YCB-----'*+*+;/:1< -/;*-* -/--:(

!2QZBA' !YCB-----:;+'::/*1' '/'( -/--,- !N\b !YCB-----:),:-</::1' -/<:,) -/--;+

!A@Qb=; !YCB-----:('-)(/+1; '/': -/-';( !Y\c<@' !YCB-----'*<(:(/)1<#" -/<;-; -/--;*

!BbV:) !YCB-----:;-):;/*1; '/:( -/-',- !@2@@!C; !YCB-----:;;;':/:-1' -/<;+* -/--,<

//1!对差异表达的 #@Y2进行 BA功能富集分析 生物学过程!上调差异基因主要富集到的生物学过
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程包括内质网应激反应+对肽类激素的反应+细胞对
脂质的反应+对糖皮质激素刺激的反应+促肾上腺激
素释放激素刺激的反应+对有机氮化合物的反应+羧
酸代谢过程+葡萄糖皮质激素的反应+对肽的反应+对
脂质的反应!见图'2"下调差异基因的生物学过程
主要是对病毒的反应+免疫系统+对病毒的防御反应+
对有机物质的反应+固有免疫应答+组织发育+免疫应
答+对其他生物体的反应+对外界生物刺激的反应+对
刺激的反应等功能有关!见图'̀ "

//2!对差异表达的 #@Y2 进行 \$?IL$8富集分

析!上调的#@Y2差异基因的\$?IL$8分析结果显
示!主要富集到的生物学过程包括脂肪酸降解+脂肪
酸代谢+白细胞介素&Z='":(+沙门菌感染+\\2@+转
录失调+代谢组学+军团杆菌病+FYV+叶酸"碳"下调
的差异 #@Y2的\$?IL$8结果显示!其中下调差异
基因主要与维生素 :̀ 代谢+叶酸合成+蛋白质消化与
吸收+补体和凝血+苯丙氨酸代谢+近端小管碳酸氢盐
回收+组氨酸代谢+幽门螺杆菌感染中的上皮细胞信
号转导+@ZB"$样受体信号通路+黏着斑等功能有关"

表;!!前:-位差异表达的&60@Y2信息

基因名称 &60@Y21Zb号 基因座 差异倍数 !

上调基因

!N:+ !YCF-----<:<(+- 0I4::#'-:*;+;"'-:+:-) :*/'+ -/---:

!Q!2V* !YCF-----<,((,, 0I4:#;(+),+++";(+,-;;; (/(+ -/--:*

!C=2ZY' !YCF-----)-*;() 0I4<#<,;(:,**"<,;,:(<: */)< +/;'!"-(

!BEa: !YCF-----<(('-* 0I4:#'',;;):*("'',;;**;< </+; #-/---:

!2B2 !YCF-----)-*,); 0I4<#:(,;)));,":(,;*;)*; </;; -/---<

!C!7:<=: !YCF-----<;<<:: 0I4:(#()-,<())"()-+:-(' </:; </:<!"-*

!72C\,2\' !YCF-----';(:(( 0I4*#+-);+*),"+-),<:)) ;/<: -/-;;

!d̀ F̀ ;( !YCF-----<)-),+ 0I4:#:(;,;;-;+":(;,;(:') ;/;< -/--)(

!Q2\a2\: !YCF-----<,;+;( 0I4+#:','--(<,":',';<:,< ;/-( -/-:+;

!@2=B\C' !YCF-----<((;,; 0I4:#:(,,<**()":(,,*;:'* ;/-: #-/---:

下调基因

!=ZY7--):: !YCF-----),:,-: 0I4:(#(-;:+'++"(-),,<+< -/** -/-'+)

!27-+;;';/: !YCF-----*'<<(; 0I4<#**+;(,'"**+<:,+ -/** -/--),

!CY@\2: !YCF-----)<--:( 0I4:)#:-:,':+:<":-:,;)<*- -/** -/-';+

!7bCY !YCF-----)<,-<+ 0I4*#;:-,'))-";::-:<(: -/** -/-:+,

!\YZC@ !YCF-----<(*:)+ 0I4*#++,<+;;,"++,)<--; -/** -/--,<

!YZF: !YCF-----<*:;(* 0I4:#:*:-,,*+,":*:-,+(;; -/** -/-;))

!QÀ ;̀ !YCF-----*-;-*: 0I4+#'(;)+-''"'(<':(:' -/** -/--*+

!^ !YCF-----*',';< 0I4:#<<)::**'"<<)'*,,* -/** -/--::

!7@F7; !YCF-----)*:')) 0I4:)#+::<:)(,"+::*+-:, -/** -/-:+)

!B@Y !YCF-----),++'; 0I4:(#<'<',:<-"<'<'+:*; -/*) -/---:

!!注#̂ 表示未找到相关基因名称"

!!注#2为上调差异基因的 \̀%̀ 为下调差异基因的 \̀"

图'!!肝=A'细胞诱导脂肪变性后差异表达 #@Y2的BA分析
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表<!!前:-位差异表达的0%40@Y2信息

基因名称 0%40@Y21Zb号 基因座 长度&6?'

上调基因

!FQ(CV; I9$10%401---(*,; 0I4;#:*+,,+:*-":*+,+*('*#̂ '('

!@2@C I9$10%401-:',)<( 0I4)#:*(+'-,+,":*(+'+::-#_ *,,

!\Bb I9$10%401-::-'+: 0I4:#:-<*;:'(":-<*<;;*#_ :,)

!\F\=2 I9$10%401---*(): 0I4:-#:(*<))),":(*<*-<*#̂ ''*

!VAO\: I9$10%401--**)'( 0I4;#(:-)-:''"(::-'+'<#̂ (,-

!\ZF\Y7: I9$10%401-:-();; 0I4:(#*))',+:("*)*',;)<#_ <-,

!@NÀ F̀ ; I9$10%401--(;<;; 0I4)#+)-(')+'"+)-('((+#_ :,(

!YE\':< I9$10%401--,+:(' 0I4+#:;<-<+<<:":;<-);(+(#_ )'*

!@YV::: I9$10%401--;)<(; 0I4:)#)+;';--'")+;)+','#_ :(-)

!Q2F'2 $ 0I4'#,)(*,'-)",)((-:)(#_ ++<

下调基因

!\N7; I9$10%401---);*' 0I4;#:*+,,+:*-":*+,+*('*#̂ <--

!@2̀ B2\: I9$10%401---'*(' 0I4+#:')():)()":')()'<+'#_ ;;;

!dYV<'- I9$10%401-:-+);; 0I4:+#;()(++<-";(),'-';#_ ':*

!CAO:; I9$10%401---+:)( 0I4:#'-<-,'-<'"'-<-+'+;'#_ :;(*

!\EQ: I9$10%401--::'<: 0I4:#;:<;()'-";:<*,-*(#̂ :*-;

!7<14K<( I9$10%401-:')+<: 0I4<#:,*;)-<,(":,*;**',<#_ **;

!V7NA' I9$10%401-:'+)*+ 0I4)#(';-''(:"(';:;:;)#_ ;-:

!F7AYC1&'1----()*+ I9$10%401--;-;,+ 0I4:;#*<)(*):("*<*-,*(-#̂ ;;<

!77d:̀ $ 0I4(#*,):),'"*,*;(+(#̂ *<'

!!ZV<B; I9$10%401--:-<), 0I4:#'::*(;<,"'::+:())#̂ :<;+

!!注#$表示未查到Zb号"

'!讨!!论
目前Y2V=b发病率逐年升高!在男性中发病率

为;-D#<-D!在女性中为:)D#'-D),":-*!作为全
球慢性肝脏疾病的主要病因!暂无药物可以根治!临
床对于Y2V=b患者的治疗意见大多是减肥!但仅有
少数患者可以通过减肥达到控制Y2V=b的目的)::*"
在亚洲!中国已成为 Y2V=b发病率最高的国家!其
会给国家医疗系统带来巨大的负担):'*"因此探索
Y2V=b复杂的发病机制对于临床治疗Y2V=b十分
重要"

本研究成功建立了体外肝细胞脂肪变的模型!对
肝细胞脂肪形成过程中全转录组表达谱的基本分析!
分别给出了0%40@Y2+&60@Y2+#@Y2在脂肪变模型
中上调及下调基因的总体变化!以及0%40@Y2+&6"
0@Y2+#@Y2在脂肪变模型中显著差异的基因信
息"再充分运用生物信息工具挖掘 Y2V=b新生脂
肪生成过程潜在的关键基因"通过 BA分析得到上
调的#@Y2主要富集在脂肪酸代谢+脂肪酸降解及
炎症等信号通路%下调的 #@Y2主要富集在叶酸合
成+蛋白质消化与吸收等信号通路"\$?IL$8分析得
到上调的 #@Y2主要富集在\\2@+组氨酸代谢+细
胞对脂质及葡萄糖的反应等通路"\$?IL$8分析得

到下调的#@Y2主要富集在免疫系统+免疫反应等
通路"本研究结果所示关键差异基因有些在既往文
献中已显示与 Y2V=b的发病及疾病进展有不同程
度的相关性"其中与本研究一致的是\$?IL$8分析
#@Y2得到的\\2@通路及上调前:-位 #@Y2的
血管生成素样蛋白<&2YB\F=<'分子被验证在
Y2V=b 中 \\2@"($2YB\F=< 信号通路在抑制
Y2V=b中发挥重要作用):;*"Y2V=b发病的.二击/
理论广为人知"第一击!是由胰岛素抵抗引起的肝细
胞脂质的蓄积):<":**"第二击!是氧化应激引起的肝脏
的损伤及炎症!在活性氧的诱导下加剧肝细胞的损
伤):(":,*"丙酮酸脱氢酶激酶同工酶<&\ba<'在调节
葡萄糖摄取中起重要作用!与胰岛素抵抗密切相关!
因此会在Y2V=b的发病中发挥重要作用):+*%另外有
研究报道了FQ!Q:++缺乏症小鼠模型在饮食中出
现了明显的肝脏脂肪变性)'-*"以上实验结果都提示
对于本研究预测到的一些有明显变化的其他分子及

信号通路对进一步进行 Y2V=b发病机制的研究有
重要的意义"另外本研究揭示了重要的转录组成分
#@Y2发生高表达被显著富集到的Z=":(通路中的
NC\+-+F@2V*+EC\')+转录因子等下游靶分子&通
路'起到促进肝细胞脂肪变性及 Y2V=b向 Y2CN
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进展的作用!为下一步动物实验乃至靶向药物研发提
供了较为现实的理论依据"在下调的 #@Y2被富集
到的蛋白质消化与吸收通路中!例如 2C7F'+\2F:
等分子!在后续研究中可能会成为研究Y2V=b发病
机制的重要分子!可从蛋白质组学层面进一步对

Y2V=b的研究提供新的思考"
综上所述!本研究展示的在体外肝细胞新生脂肪

形成模型中有显著变化的共 *- 个 0%40@Y2+&6"
0@Y2+#@Y2"#@Y2的\$?IL$8及BA分析结果
进一步丰富了基因的代谢网络!在机制研究中尤为重
要"本课题将为肝脏新生脂肪形成过程的基因调控
机制提供理论指导!提示可以通过实验进一步探索+
挖掘Y2V=b发病的具体机制"
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