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铁过载对肝LO2细胞糖代谢关键酶活性的影响*
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  [摘要] 目的 探讨铁过载对人正常肝LO2细胞的葡萄糖代谢关键酶:葡萄糖激酶(GK)、丙酮酸激酶

(PK)活性水平的影响,阐明铁过载对肝细胞氧化应激水平的影响,分析铁过载引起肝细胞糖代谢紊乱的可能机

制。方法 体外培养人肝LO2细胞株,以不添加枸橼酸铁铵(FAC)为对照组,以加入不同浓度(7.5、75.0、
750.0

 

μmol/L)的FAC作为低、中、高剂量干预组,以FAC(75
 

μmol/L)+去铁胺(DFO,250
 

μmol/L)作为

DFO处理组,CCK-8法测定各组LO2细胞活性,ELISA检测GK、PK活性,活性氧(ROS)荧光探针(DCFH-
DA)染色检测细胞内ROS水平。结果 所有组LO2细胞活性比较,差异无统计学意义(P>0.05)。中、高剂

量干预组细胞GK活性低于对照组,高剂量干预组细胞PK活性低于对照组(P<0.05);DFO处理组细胞GK、
PK活性高于中剂量干预组,但差异无统计学意义(P>0.05)。高剂量干预组细胞内ROS水平高于对照组

(P<0.05)。结论 随着FAC干预浓度的增加,LO2细胞内GK、PK活性降低,ROS水平增加。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

the
 

iron
 

overload
 

on
 

the
 

activity
 

levels
 

of
 

the
 

key
 

en-
zymes

 

of
 

glucose
 

metabolism,glucokinase
 

(GK)
 

and
 

pyruvate
 

kinase
 

(PK)
 

in
 

human
 

LO2
 

cells,to
 

clarify
 

the
 

effects
 

of
 

the
 

iron
 

overload
 

on
 

the
 

level
 

of
 

oxidative
 

stress
 

in
 

LO2
 

cells,and
 

to
 

analyze
 

the
 

possible
 

mechanism
 

of
 

glucose
 

metabolism
 

disorder
 

caused
 

by
 

iron
 

overload.Methods Human
 

liver
 

LO2
 

cell
 

line
 

was
 

cultured
 

in
 

vitro,with
 

no
 

addition
 

of
 

ferric
 

ammonium
 

citrate
 

(FAC)
 

as
 

the
 

control
 

group,and
 

with
 

the
 

addition
 

of
 

differ-
ent

 

concentrations
 

(7.5,75.0,750.0
 

μmol/L)
 

of
 

FAC
 

as
 

the
 

low,medium
 

and
 

high
 

dose
 

intervention
 

groups,
FAC

 

(75
 

μmol/L)
 

+
 

deferoxamine
 

(DFO,250
 

μmol/L)
 

was
 

used
 

as
 

the
 

DFO
 

treatment
 

group.CCK-8
 

meth-
od

 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

activity
 

of
 

LO2
 

cells
 

in
 

each
 

group,GK
 

and
 

PK
 

activities
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA,
and

 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

was
 

detected
 

by
 

fluorescent
 

probe
 

needle
 

(DCFH-DA)
 

staining
 

to
 

detect
 

intracellular
 

ROS
 

levels.Results The
 

GK
 

activity
 

in
 

the
 

medium
 

and
 

high
 

dose
 

intervention
 

groups
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

PK
 

activity
 

in
 

the
 

high
 

dose
 

intervention
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

GK
 

and
 

PK
 

activities
 

in
 

the
 

DFO
 

treatment
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

medium
 

dose
 

intervention
 

groups,but
 

the
 

difference
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05).The
 

in-
tracellular

 

ROS
 

level
 

in
 

the
 

high
 

dose
 

intervention
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<
0.05).Conclusion With

 

the
 

increase
 

of
 

FAC
 

intervention
 

concentration,the
 

GK
 

and
 

PK
 

activities
 

in
 

LO2
 

cells
 

decreased,and
 

the
 

level
 

of
 

ROS
 

increased.
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overload;glucokinase;pyruvate
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  近几十年来,2型糖尿病的患病人数在全世界都 明显上升[1]。据估计到2040年,全球成年糖尿病患
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者的比例将增加到10.4%,即6.42亿糖尿病患者[2]。
近年来,关于铁过载与糖尿病关系的研究已逐渐成为

糖尿病相关研究领域的热点。体内铁过载可能是引

起2型糖尿病发病的独立危险因素之一,机体铁储存

量愈多,发生葡萄糖耐量异常、2型糖尿病或妊娠糖尿

病的风险也愈大[3-5]。临床研究或动物实验均提示,
机体铁过载是糖尿病发病的危险因素,各种因素导致

的铁过载在糖尿病发生、发展过程中均扮演着重要的

角色[6-8]。体内铁含量的升高可导致葡萄糖代谢的紊

乱,其机制可能与胰岛素分泌受损或胰岛素抵抗有

关[9]。肝脏是铁代谢的主要器官,也是铁蓄积产生毒

害的首要靶器官,铁过载产生的活性氧通过肝脏激酶-
B1/丝裂原活化蛋白激酶信号通路抑制胰岛素受体在

肝脏等组织中的磷酸化,降低胰岛素受体的敏感

度[10]。但肝脏铁过载是否能引起肝细胞糖代谢关键

酶活性的改变从而诱发肝脏糖代谢紊乱的相关报道

尚少见。因此,本研究拟通过用不同浓度枸橼酸铁铵

(ferric
 

ammonium
 

citrate,FAC)干预肝LO2细胞,探
讨铁过载对LO2细胞活性氧水平及葡萄糖代谢关键

酶活性的影响,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂与仪器

RPMI
 

1640培养基、胎牛血清(fetal
 

bovine
 

ser-
um,FBS)、胰蛋白酶购自上海逍鹏生物科技有限公

司;FAC购自美国 MedChemexpress生物科技公司;
去铁 胺 (desferrioxamine,DFO)购 自 美 国 Sigma-
aldrich生物科技有限公司;细胞计数试剂盒(CCK-8)
购自江苏凯基生物技术有限公司;人葡萄糖激酶(glu-
cokinase,GK)酶联免疫分析试剂盒、人丙酮酸激酶

(pyruvate
 

kinase,PK)酶联免疫分析试剂盒购自上海

酶联生物科技有限公司;活性氧(reactive
 

oxygen
 

spe-
cies,ROS)试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司。Multiskan
 

GO 型酶标仪(美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司);CO2 培养箱(上海力申科学仪器有限

公司);F-4600型荧光分光光度计(日本日立公司)。

1.1.2 细胞株

人肝LO2细胞株购自中国科学院上海细胞生物

研究所细胞库,培养于含有10%胎牛血清和1%双抗

的RPMI
 

1640培养基,于37
 

℃、5%
 

CO2 饱和湿度的

培养箱中培养,待细胞贴壁长至70%左右传代,待细

胞生长密度达到1×104 个/mL时用于实验。

1.2 方法

1.2.1 LO2细胞分组与处理

取生长状态良好LO2细胞胰酶消化后,取1×
104/mL的细胞悬液,按检测指标所需分别接种于无

菌的96孔、12孔培养板内。以含10%
 

FBS的RPMI
 

1640培养基培养24
 

h后,实验分为5组,每组设5个

复孔。(1)对照组:正常接种的 LO2细胞+RPMI
 

1640培养基;(2)低剂量干预组:正常接种的LO2细

胞+含7.5
 

mmol/L
 

FAC的RPMI
 

1640培养基;(3)
中剂量干预组:正常接种的LO2细胞+含75

 

μmol/L
 

FAC的RPMI
 

1640培养基;(4)高剂量干预组:正常

接种的 LO2细胞+含750
 

μmol/L
 

FAC的 RPMI
 

1640培养基;(5)DFO 处理组:正常接种的 LO2细

胞+含75
 

μmol/L
 

FAC的 RPMI
 

1640培养基干预

18
 

h,加DFO(250
 

μmol/L)。

1.2.2 检测指标与方法

1.2.2.1 LO2细胞活力检测(CCK-8法)
取对数生长期LO2细胞,按照每孔5×103 个细

胞量接种于96孔板,待细胞贴壁后分5组干预。各

组细胞每孔加入10
 

μL的CCK-8试剂,放入37
 

℃,

5%
 

CO2 饱和湿度的培养箱内培养24
 

h,酶标仪测定

在450
 

nm 波长处测定吸光度(A)值。细胞 活 力

(%)=[A(加药)—A(空白)]/[A(0加药)—A(空
白)]×100。A(加药):具有细胞、CCK8溶液和药物

溶液的孔的A值;A(空白):具有培养基和CCK-8溶

液而没有细胞的孔的 A 值;A(0加药):具有细胞、

CCK8溶液而没有药物溶液的孔的A值。

1.2.2.2 ELISA检测LO2细胞GK、PK活性

取对数生长期LO2细胞按每孔2×106 个接种于

12孔板,预先置于37
 

℃,5%
 

CO2 饱和湿度的培养箱

内培养24
 

h,待细胞贴壁后分组干预。将干预好的细

胞从 培 养 箱 中 拿 出,胰 蛋 白 酶 消 化 后 离 心5
 

min
(1

 

000
 

r/min)磷酸盐缓冲液冲洗2次,并稀释细胞悬

液使浓度达1×107/mL放入离心管。通过反复冻

融,破坏细胞,2
 

000
 

r/min离心20
 

min,仔细收集上

清液待检。采用ELISA法,按照人GK、PK活性检测

试剂盒说明书进行操作。

1.2.2.3 LO2细胞ROS水平检测

取对数生长期LO2细胞按每孔2×106 个接种于

12孔板,预先置于37
 

℃,5%
 

CO2 饱和湿度的培养箱

内培养24
 

h,待细胞贴壁后分组干预。按照ROS检

测试剂盒安装荧光探针2,7-二氯荧光素二乙酸酯

(DCFH-DA)后,收集细胞后用荧光分光光度计检测,
设置激发波长488

 

nm,发射波长525
 

nm,检测各组细

胞荧光强度。

1.3 统计学处理

采用SPSS21.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,组间两两

比较采用LSD-t法,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 铁过载对肝正常细胞LO2生物活性的影响

各组细胞活性比较,差异无统计学意义(F=
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2.710,P=0.070),见图1。

图1  铁过载对肝LO2细胞活力的影响(n=4)

2.2 铁过载对正常肝LO2细胞葡萄糖代谢关键酶

活性的影响

中、高剂量干预组细胞GK活性低于对照组,高
剂量干预组PK活性低于对照组,差异有统计学意义

(P<0.05);DFO处理组GK、PK活性高于中剂量干

预组,但差异无统计学意义(P>0.05),见图2、3。

  a:P<0.05,与对照组比较。

图2  铁过载对正常肝LO2细胞GK活性影响(n=4)

  a:P<0.05,与对照组比较。

图3  铁过载对正常肝LO2细胞PK活性影响(n=4)

2.3 铁过载对正常肝LO2细胞活性氧水平的影响

高剂量干预组细胞内ROS水平高于对照组,差
异有统计学意义(P<0.05),见图4。

  a:P<0.05,与对照组比较。

图4  铁过载对正常肝LO2细胞ROS水平影响(n=4)

3 讨  论

  铁是人体必需的微量元素,在机体吸收、利用、储
存及循环利用过程中维持着稳态水平。高铁负荷和

铁代谢障碍疾病已经被证明和糖代谢异常发病风险

的增高有关[11]。多个流行病研究显示铁过载与胰岛

素抵抗相关,其机制可能有多种[12-15]。
肝脏是铁代谢的主要器官,也是铁蓄积产生毒害

的首要靶器官。肝铁聚集与高铁蛋白血症、胰岛素抵

抗、非酒精性脂肪肝有关[16-17]。在前期研究的基础

上,本研究以不同浓度FAC干预肝LO2细胞,在各

组细胞FAC干预后细胞活性无差异的前提下,检测

各组细胞ROS水平,发现高剂量干预组细胞内ROS
水平明显高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05),
说明LO2细胞铁负荷达到一定水平后,打破了机体

内ROS产生与机体ROS自我清除之间的相对平衡,
可能对细胞造成过氧化损伤。

GK是一种己糖激酶,特异性存在于胰岛β细胞

和成熟肝细胞中。前者是催化胰岛素分泌的限速步

骤,后者参与糖原合成,因此,在糖代谢中发挥着重要

作用。在GK基因中已经发现了大量致病突变。在

临床中,激活突变表现为先天性高胰岛素血症,而功

能丧失突变会导致糖尿病[18]。通过GK传感器的作

用,人体不同细胞、器官形成了一个紧密调控和稳定

的葡萄糖稳态网络系统,始终维持人体血糖稳态[19]。
本研究发现,GK在中、高剂量干预组活性下降,而在

DFO处理组GK活性有所上升,可能的原因是DFO
通过螯合铁离子,降低了细胞ROS的产生,避免其对

细胞产生氧化损伤,从而降低了铁对 GK 活性的

影响。

PK是糖酵解途径的关键酶之一,催化磷酸烯醇

式丙酮酸形成丙酮酸并生成 ATP[20]。本研究发现

PK在高剂量干预组活性下降。当肝细胞内 GK与

PK活性下降时,会导致糖原合成与葡萄糖利用减少,
最终引起糖代谢紊乱,与胰岛素抵抗的发生、发展密

切相关[21]。
综上所述,75、750

 

μmol/L
 

FAC干预的细胞内

GK、PK活性降低,可能是导致细胞糖代谢紊乱的原

因之一,但其机制也有待进一步研究。
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