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研究原著

miR-144-3p 参与高蛋氨酸饮食诱导 Cbs+/- 小鼠的肝细胞自噬

文题释义：

自噬(autophagy)：是真核生物细胞内溶酶体降解的途径，通过溶酶体或胞液进行营养物质缺乏即“饥饿”状态下的营养动员，从而清除受

损蛋白质，调节细胞的新陈代谢和内环境稳态。细胞自噬活性可通过LC3B、p62等自噬关键蛋白的表达水平来评估。

微小RNA(miRNA)：是一类长度为18-22个核苷酸且高度保守的非编码RNA，可将RNA诱导的沉默复合物结合到特定的序列位置上，在转录

后水平沉默特定的靶基因，从而调节靶蛋白的生成，参与多种细胞生物学功能的调控。

摘要

背景：高蛋氨酸饮食可导致Cbs+/-小鼠发生肝损伤，高同型半胱氨酸血症与肝脂肪变性、自身免疫性肝炎、酒精性脂肪肝等多种肝脏相关

疾病的发生和进展有关。微小RNA (miRNAs)参与细胞存活、分化和细胞自噬等各种细胞过程，具有重要意义。

目的：探讨miR-144-3p在高蛋氨酸饮食诱导Cbs+/-小鼠肝细胞自噬中的关键作用。

方法：①选取4周龄体质量相近的雄性胱硫醚β-合成酶基因正常(Cbs+/+)小鼠和单基因敲除(Cbs+/-)小鼠各10只，均饲以高蛋氨酸饮食，12
周后处死，留取肝脏组织。②体外培养人源肝细胞(HL-7702)，分为对照组(0 μmol/L同型半胱氨酸)、同型半胱氨酸组(100 μmol/L同型半

胱氨酸)、mimic-NC组(转染mimic-NC)、mimic-NC+同型半胱氨酸组(转染mimic-NC+100 μmol/L同型半胱氨酸)、miR-144-3p mimic组(转染 

miR-144-3p mimic)、miR-144-3p mimic+同型半胱氨酸组(转染miR-144-3p mimic+100 μmol/L同型半胱氨酸)、inhibitor-NC组(转染inhibitor-NC)、
inhibitor-NC+同型半胱氨酸组(转染inhibitor-NC+100 μmol/L同型半胱氨酸)、miR-144-3p inhibitor组(转染miR-144-3p inhibitor)、miR-144-3p 
inhibitor+同型半胱氨酸组(转染miR-144-3p inhibitor+100 μmol/L同型半胱氨酸)。采用荧光定量PCR检测肝组织和肝细胞中miR-144-3p的表达

水平；转染miR-144-3p模拟物或抑制剂后，采用荧光定量PCR和Western blot分别检测miR-144-3p的转染效率及其对LC3B和p62蛋白表达的影

响；酶联免疫法检测肝细胞上清液中丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶的表达情况；Pearson相关性分析肝细胞miR-144-3p表达与肝

细胞上清液中丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶含量的相关性。

结果与结论：①与Cbs+/+
组比较，Cbs+/-组小鼠肝组织和同型半胱氨酸组肝细胞中miR-144-3p的表达水平降低(P < 0.01)；②转染miR-144-3p

模拟物后，与mimic-NC比较，miR-144-3p mimic组中LC3B-Ⅱ/Ⅰ蛋白的表达水平降低，p62蛋白的表达水平升高(P < 0.01)；转染miR-144-3p 
inhibitor后，得到相反的结果(P < 0.01)；③与mimic-NC组相比，miR-144-3p mimic组肝细胞上清液中丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移

酶的含量降低(P < 0.01)；与inhibitor-NC组比较，得到相反的结果(P < 0.01)；④肝细胞中miR-144-3p的表达与肝细胞上清液中丙氨酸氨基转

移酶(P < 0.01，r=-0.887 6)和门冬氨酸氨基转移酶(P < 0.01，r=-0.829 9)的含量呈负相关；⑤结果表明，同型半胱氨酸通过抑制miR-144-3p
的表达促进肝细胞的自噬，进而加重肝损伤。
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高蛋氨
酸饮食

同型半
胱氨酸

动物：
(1)Cbs+/+

小鼠；
(2)Cbs+/-

小鼠。

转染 miR-144-3p 模拟物和抑制剂

人源肝细胞 HL-7702：
(1) 对照组；
(2) 同型半胱氨酸组。

结果：
同型半胱氨酸通过
抑制 miR-144-3p 的
表达促进肝细胞自
噬进而加重肝损伤，
提 示 miR-144-3p 可
作为治疗肝损伤的
一个潜在分子靶
点，有望为临床上
肝脏疾病的防治提
供更多的参考。

(1)qRT-PCR 检测肝组织和肝
细 胞 中 miR-144-3p mRNA
的表达；
(2)Western blot 检测肝细胞
中 LC3B和p62的蛋白表达；
(3)ELISA 检测丙氨酸氨基转
移酶和门冬氨酸氨基转移
酶含量；
(4)Pearson 分析 miR-144-3p
表达与丙氨酸氨基转移酶
和门冬氨酸氨基转移酶含
量的相关性。
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0   引言   Introduction
自 1932 年 BUTZ 和 VIGNEAUD 首次论及同型半胱氨酸

(homocysteine，Hcy) 及实验室合成条件和过程后，即开启了

探索同型半胱氨酸对人类生命机体作用的新大门
[1]
。同型半

胱氨酸是甲硫氨酸 ( 又称蛋氨酸 ) 去甲基化代谢过程中产生

的一种非必需巯基氨基酸，可参与氧化应激炎症反应和血管

内皮损伤等过程
[2-5]

。当机体生理状态异常时，血清中同型半

胱氨酸水平升高超过正常水平 (即同型半胱氨酸≥ 10 μmol/L) 

时被称为高同型半胱氨酸血症 (hyperhomocystinemia， 

HHcy)[6-8]
。肝脏作为同型半胱氨酸的主要代谢场所，其功能

状态对同型半胱氨酸的代谢发挥着重要的作用。近期研究

发现，日常饮食中摄入过多含蛋氨酸的食物会导致 HHcy，
HHcy 与肝脂肪变性、自身免疫性肝炎、酒精性脂肪肝等多

种肝脏相关疾病的发生和进展有关
[9-10]

，说明 HHcy 是肝脏

疾病的重要危险因素
[11-12]

。作者所在课题组前期研究发现，

给予 2% 高蛋氨酸饮食饲养 12 周的 Cbs+/-
小鼠，血清中同型

半胱氨酸水平明显升高，并且在 Cbs+/-
小鼠中观察到肝细胞

肿胀、水样变性、大量脂肪空泡等明显的肝组织学损伤形 

态
[13-14]

，故此次实验选择高蛋氨酸饮食复制 Cbs+/-
小鼠 HHcy

模型。

微小 RNA(miRNAs) 是一种高度保守的非编码 RNA[15]
，理

化性质稳定，广泛参与各种细胞过程，包括细胞分化、细胞
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Abstract
BACKGROUND: High-methionine diet can cause liver injury in Cbs+/- mice, and hyperhomocystinemia is related to the occurrence and progression of various 
liver-related diseases, such as hepatic steatosis, autoimmune hepatitis, and alcoholic fatty liver disease. MicroRNAs (miRNAs) are involved in various cellular 
processes including cell survival, differentiation and autophagy, which are of great significance. 
OBJECTIVE: To investigate the critical role of miR-144-3p on Cbs+/- mouse hepatocyte autophagy induced by high methionine die.
METHODS: (1) Ten male cystathione-β-synthase normal (Cbs+/+) mice and another 10 male mice with single gene knockout (Cbs+/-) of similar body mass, 4 weeks 
of age, were fed a high-methionine diet and executed after 12 weeks to take liver tissue. (2) Human hepatocytes (HL-7702) were cultured in vitro and divided 
into control [0 μmol/L homocysteine (Hcy)], Hcy (100 μmol/L Hcy), mimic-NC (transfected with mimic-NC), mimic-NC + Hcy (mimic-NC transfecton+100 μmol/L 
Hcy), miR-144-3p mimic (transfected with miR-144-3p mimic), and miR-144-3p mimic + Hcy (miR-144-3p mimic transfection+100 μ mol/L Hcy), inhibitor-NC 
(transfected with inhibitor-NC), inhibitor-NC + Hcy (inhibitor-NC transfection + 100 μmol/L Hcy), miR-144-3p inhibitor (transfected with miR-144-3p inhibitor), 
and miR-144-3p inhibitor + Hcy (miR-144-3p inhibitor transfection + 100 μmol/L Hcy). Quantitative real-time PCR was used to detect the expression of miR-
144-3p in liver tissue and hepatocytes. After transfection of miR-144-3p mimic or inhibitor, quantitative real-time PCR and western blot were used to detect 
the transfection efficiency of miR-144-3p and its effect on the expression of autophagy-related proteins LC3B and p62. The levels of alanine transferase and 
aspartate aminotransferase in hepatocyte supernatants were determined by enzyme linked immunosorbent assay. The correlation between the expression of 
miR-144-3 in hepatocyte and the levels of alanine transferase and aspartate aminotransferase in hepatocyte supernatants were analyzed by Pearson correlation 
analysis.
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the Cbs+/+ group and control group, the expression of miR-144-3p in the liver tissue of the Cbs+/- group and in 
hepatocytes of the Hcy group was decreased (P < 0.01). The expression of LC3B-II/I was decreased in hepatocyte after transfection of miR-144-3p mimic, while 
the protein expression of p62 was increased (P < 0.01). The opposite results were obtained after transfection of miR-144-3p inhibitor (P < 0.01). Compared 
with the mimic-NC group, the levels of alanine transferase and aspartate aminotransferase were decreased in the miR-144-3p mimic group (P < 0.01), while the 
opposite results were obtained in the inhibitor-NC group (P < 0.01). The expression of miR-144-3p in hepatocytes was negatively correlated with the levels of 
alanine transferase (P < 0.01, r=-0.887 6) and aspartate aminotransferase (P < 0.01, r=-0.829 9) in the supernatant of hepatocytes. To conclude, Hcy promotes 
hepatocyte autophagy by inhibiting the expression of miR-144-3p, which subsequently aggravates liver injury.
Key words: microRNA; miR-144-3p; homocysteine; autophagy; liver injury; high-methionine diet
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自噬和细胞凋亡等，可作为检测多种疾病的生物标志物和潜在

靶点
[16-17]

。大量研究已证明 miRNA 与肝脏疾病有关，miR-144

在酒精性肝病、自身免疫性肝炎和原发性肝细胞癌中的表达

存在明显差异
[18-20]

。自噬 (autophagy) 是真核生物细胞内溶

酶体降解的途径，可调节细胞的新陈代谢和内环境稳态
[21-22]

。

研究证明，miRNAs 通过与靶 mRNAs 的碱基对结合在转录后

水平调控自噬相关分子及调节因子
[23]
，但 miR-144-3p 在同

型半胱氨酸诱导的肝细胞自噬中的作用机制目前尚未见报

道。因而，此次研究旨在探讨 miR-144-3p 在高蛋氨酸饮食诱

导Cbs+/-
小鼠肝细胞自噬中的关键作用及其可能的分子机制，

为后续肝损伤的靶向治疗和预防提供新的理论和依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   细胞生物学实验与动物学实验，两组间比较采用 t

检验，多组 ( 两组以上 ) 间比较采用单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 12 月至 2022 年 10 月在银

川市国家卫生健康委代谢性心血管疾病研究重点实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   4 周龄 SPF 级雄性 Cbs+/+
小鼠 (Cbs 基因正

常 )20 只，体质量 25-30 g，均购自宁夏医科大学实验动物

中心，许可证号：SCXK( 宁 )2020-0001。4 周龄 SPF 级雄性

Cbs+/-
小鼠 (Cbs 单基因敲除 )20 只，体质量 25-30 g，均购自
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美国 Jackson 实验室，许可证号：SCXK( 京 )2016-0006。实

验方案经宁夏医科大学动物实验伦理委员会批准 ( 批准号：

2020-447)。实验过程遵循了国际兽医学编辑协会《关于动物

伦理与福利的作者指南共识》和本地及国家法规。

1.3.2   细胞   人源肝细胞 (HL-7702)，购自上海名劲生物科技

有限公司。

1.3.3   实验试剂   2% 高蛋氨酸饲料 ( 北京，小黍有泰生物科技

有限公司 )；胎牛血清、RPMI-1640 培养基 ( 美国，Gibco)； 

胰蛋白酶消化液 ( 上海，碧云天生物技术研究所 )；同型半

胱氨酸粉末 ( 美国，Sigma)；总 RNA 提取试剂盒 ( 北京，天

根 )；全蛋白提取试剂盒和蛋白定量试剂盒 ( 南京，凯基 )；

实时荧光定量 PCR(qPCR) 和反转录试剂盒 ( 日本，Takara)；

人丙氨酸氨基转移酶 ) 酶联免疫分析试剂盒和人门冬氨酸氨

基转移酶酶联免疫分析试剂盒 ( 江苏，酶免实业有限公司 )；

兔源一抗 p62、兔源一抗 LC3B( 英国，Abcam)；鼠源一抗内

参蛋白 β-actin、羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗 ( 北京，中杉金桥 )；
miR-144-3p 模拟物、miR-144-3p 抑制剂、NC- 模拟物，NC-

抑制剂 ( 上海，吉玛制药技术有限公司合成 )；引物，广州

锐博生物科技有限公司合成。

1.3.4   实验仪器   CO2 培养箱 (德国，Heraeus)；超净工作台 (苏

州，安泰 )；5415D 型微量台式离心机 ( 德国，Eppendorf)；
BS110S型精密天平 (德国，Sartorius)；荧光定量 PCR仪 (上海，

枫岭 )；电泳仪、电转仪、凝胶成像仪 ( 美国，Bio-rad)；
EPOCH 酶标仪 ( 美国，伯爵仪器有限公司 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   实验动物分组与处置方法   选取 4 周龄体质量相近的

Cbs+/+
和 Cbs+/-

小鼠各 20 只分为对照 (Cbs+/+) 组和模型 (Cbs+/-)

组，给予2%高蛋氨酸 (常规饲料制备中加入2%蛋氨酸 )饮食。

将小鼠分笼饲养于 SPF 级环境内，室内温度控制在 (25±2) ℃， 

相对湿度 60% 左右，明暗交替各 12 h，动物饲养笼具、饮水

瓶定期消毒，所用垫料高压灭菌，饲养房内定期紫外灯消毒

并自由摄食和饮水，喂养 12 周后用 3% 戊巴比妥钠麻醉处死，

取肝脏组织进行后续实验。

1.4.2   细胞培养   在 37 ℃、体积分数 5%CO2 的培养箱中用含

体积分数 10% 胎牛血清，1% 青链霉素的 RPMI-1640 培养基

培养人源肝细胞 (HL-7702)，当细胞融合度达到 80% 时，用 0

和 100 μmol/L 同型半胱氨酸分别干预肝细胞 48 h[24]
，分别作

为对照组和同型半胱氨酸组。

1.4.3   细胞转染与分组   当细胞密度占培养瓶底面积80%时，

分为 mimic-NC 组 ( 转染 mimic-NC)、mimic-NC+ 同型半胱氨酸

组 ( 转染 mimic-NC+100 μmol/L 同型半胱氨酸 )、miR-144-3p  

mimic 组 ( 转染 miR-144-3p mimic)、miR-144-3p mimic+ 同型

半胱氨酸组 ( 转染 miR-144-3p mimic+100 μmol/L 同型半胱氨

酸 )、inhibitor-NC 组 ( 转染 inhibitor-NC)、inhibitor-NC+ 同型

半胱氨酸组 ( 转染 inhibitor-NC+100 μmol/L 同型半胱氨酸 )、
miR-144-3pinhibitor 组 ( 转 染 miR-144-3p inhibitor)、miR-144-3p  

inhibitor+ 同型半胱氨酸组 ( 转染 miR-144-3p inhibitor+ 

100 μmol/L 同型半胱氨酸 )。转染 6 h 后换液，转染 48 h 后

用于后续实验。

1.4.4   qRT-PCR 检测 miR-144-3p 的表达情况   根据 RNA 提取

试剂盒说明书提取各组小鼠肝组织 (70 mg) 和各组肝细胞

(2×106 cell/mL) 中的总 RNA，测定总 RNA 浓度。用反转录试

剂盒将总 RNA 逆转为 cDNA，miR-144-3p 反转录反应条件：

42 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s，产物于 -20 ℃保存，避免反复冻融。

SYBR Green 法进行 qRT-PCR 扩增 cDNA，引物是由锐博生物

科技有限公司针对 miR-144-3p 设计的 BulgeLoopTM miRNA 

RT-qPCR 引物 ( 包含 RT-PCR 引物和 qPCR 引物 )。
miR-144-3p：上游 GCA GAG TAC AGT ATA GAT GAT G；下

游 TGC AGG GTC CGA GGT；
U6：上游 CTC GCT TCG GCA GCA CA；下游 AAC GCT TCA 

CGA ATT TGC GT。
PCR 扩增程序：95 ℃ 2 min，95 ℃ 5 s，60 ℃ 10 s，共进

行 50 个循环，同时设内参对照 (U6)，同体系扩增目的基因的

相对表达量按照公式 2-ΔΔCt
计算待测 miR-144-3p 的表达量。

1.4.5   Western blot 检测 LC3B 和 p62 的蛋白表达   提取 1.4.3

中各组蛋白根据 BCA 法进行蛋白定量调整上样体积。每组

30 µg 总蛋白进行 SDS-PAGE 凝胶电泳、转膜，5% 脱脂奶

粉室温封闭 2 h 后，4 ℃一抗孵育过夜：p62(1 ∶ 10 000)、
LC3B(1 ∶ 2 000) 及 β-actin(1 ∶ 1 000)。加入辣根过氧化物酶

(HRP) 标记的羊抗兔和羊抗鼠二抗 (1 ∶ 5 000) 室温孵育 2 h，

使用 ECL 化学发光试剂显影曝光。应用 Image Lab 软件对检

测结果的灰度值进行分析，以 β-actin 为内参，计算目的蛋

白相对表达水平。

1.4.6   丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶的含量检

测   收集 1.4.3 中各组细胞上清液，以 2 000-3 000 r/min 离心 

20 min，收集上清液，采用 ELISA 法以酶标仪于 450 nm 波长

处检测肝细胞上清液丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移

酶的含量。

1.5   主要观察指标   ① miR-144-3p 在高蛋氨酸饮食 Cbs+/-
小

鼠肝组织和肝细胞中的表达情况；② Western blot 检测在同

型半胱氨酸诱导下 miR-144-3p 对肝细胞自噬相关指标 LC3B

和 p62 蛋白表达的影响；③ ELISA 检测肝细胞上清液中丙氨

酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶的含量。

1.6   统计学分析   采用 GraphPad Prism 8.0 进行数据分析。符

合正态分布的计量资料以 x-±s 表示，两组间比较采用两独立

样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，组间多重比

较采用 SNK-q 检验；相关性采用 Pearson 相关性分析。以 P < 

0.05 为差异有显著性意义。文章统计学方法已经宁夏医科大

学统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   参加实验 Cbs+/+

小鼠和 Cbs+/-
小鼠各

20 只，饲养过程中有小鼠伤亡，死亡数量不存在差异，最终

每组进入结果分析数量为 10 只。
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2.2   同型半胱氨酸对 miR-144-3p 表达水平的影响   在动物水

平，与 Cbs+/+
组小鼠比较，Cbs+/-

组小鼠肝组织中 miR-144-3p

的表达水平降低 (P < 0.01)，见图 1A；在细胞水平，与对照

组比较，同型半胱氨酸组 miR-144-3p 的表达水平降低 (P < 

0.01)，见图 1B。

图注：图 A 为 miR-144-3p 在 Cbs+/+
和 Cbs+/-

小鼠肝组织中的表达水平；

与 Cbs+/+
组比较，

aP < 0.01；图 B 为 miR-144-3p 在肝细胞中的表达水平；

与对照组比较，
bP < 0.01

图 1 ｜ miR-144-3p 在肝组织和肝细胞中的表达

Figure 1 ｜ The expression of miR-144-3 in liver tissue and hepatocytes

图注：图 A 为转染 miR-144-3p mimic 在肝细胞中的表达水平，与对照组

比较，
aP < 0.01；图 B为转染miR-144-3p inhibitor在肝细胞中的表达水平，

与对照组比较，
bP < 0.01

图 2 ｜转染 miR-144-3p 的模拟物和抑制剂后检测在肝细胞中的表达

Figure 2 ｜ The expression of miR-144-3p in hepatocytes after transfection 
of miR-144-3p mimics and inhibitors

图注：图 A，B 为 Western blot 检测转染 miR-144-3p mimic 后肝细胞中

LC3- Ⅱ / Ⅰ和 p62 蛋白的表达水平，与 mimic-NC 组比较，
aP < 0.01；与

mimic-NC+ 同型半胱氨酸 (Hcy) 组比较，
bP < 0.01。图 C，D 为 Western blot

检测转染 miR-144-3p inhibitor 后肝细胞中 LC3- Ⅱ / Ⅰ和 p62 蛋白的表达

水平，与 inhibitor-NC组比较，
cP < 0.05；与 inhibitor-NC+Hcy组比较，

dP < 0.01
图 3 ｜ miR-144-3p 对肝细胞自噬的影响

Figure 3 ｜ Effect of miR-144-3p on autophagy in hepatocytes

图注：图 A，B 为 ELISA 检测转染 miR-144-3p mimic 后肝细胞上清液中

丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶的表达情况。与 mimic-NC 组

比较，
aP < 0.01；与 mimic-NC+ 同型半胱氨酸 (Hcy) 组比较，

bP < 0.01。
图 C，D 为 ELISA 检测转染 miR-144-3p inhibitor 后肝细胞上清液中丙氨

酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶含量的表达情况。与 inhibitor-NC
组比较，

cP < 0.01；与 inhibitor-NC+Hcy 组比较，
dP < 0.01

图 4 ｜ miR-144-3p 对肝细胞上清中丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基

转移酶含量的影响

Figure 4 ｜ Effects of miR-144-3p on the levels of alanine transferase and 
aspartate aminotransferase in hepatocyte supernatant
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2.3   miR-144-3p 转染验证    与对照组比较，miR-144-3p 

mimic 组肝细胞中 miR-144-3p 表达水平升高 (P < 0.01)，表明 

miR-144-3p mimic 转染成功，见图 2A；与对照组比较， 

miR-144-3p inhibitor组肝细胞中miR-144-3p表达水平降低 (P <  

0.01)，表明 miR-144-3p 抑制剂转染成功，见图 2B。
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2.4   miR-144-3p 对肝细胞自噬相关指标的影响   使用 Western  

blot 检测转染 miR-144-3p 模拟物和抑制剂后肝细胞中 LC3-

Ⅱ / Ⅰ和 p62 蛋白的表达，结果显示，转染 miR-144-3p  

mimic 后， 与 mimic-NC 组 相 比，miR-144-3p mimic 组 中 

LC3B-Ⅱ/Ⅰ的蛋白表达水平降低，p62的蛋白表达水平升高 (P <  

0.01)；与 mimic-NC+ 同型半胱氨酸组比较，miR-144-3p mimic+

同型半胱氨酸组中 LC3B- Ⅱ / Ⅰ蛋白表达水平降低，p62 的蛋白

表达水平升高 (P < 0.01)，见图 3A，B。转染 miR-144-3p inhibitor

后，与 inhibitor-NC 组比较，miR-144-3p inhibitor 组中 LC3B-Ⅱ /Ⅰ 

的蛋白表达水平升高，而 p62 的蛋白表达水平降低 (P < 

0.05)；与 inhibitor-NC+ 同型半胱氨酸组相比，miR-144-3p  

inhibitor+ 同型半胱氨酸组中 LC3B- Ⅱ / Ⅰ的蛋白表达水平升

高，而 p62 的蛋白表达水平降低 (P < 0.01)，见图 3C，D。
2.5   miR-144-3p 对肝细胞上清中丙氨酸氨基转移酶和门冬

氨酸氨基转移酶含量的影响   转染 miR-144-3p mimic 后，与

mimic-NC 组相比，miR-144-3p mimic 组肝细胞上清液中丙氨

酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶的含量降低 (P < 0.01)；

与 mimic-NC+ 同型半胱氨酸组比较，miR-144-3p mimic+ 同型

半胱氨酸组肝细胞上清液中丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨
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基转移酶的含量降低 (P < 0.01)，见图 4A，B。转染 miR-144-3p 

inhibitor 后，与 inhibitor-NC 组比较，miR-144-3p inhibitor 组

肝细胞上清液中丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶的

含量升高 (P < 0.01)；与 inhibitor-NC+ 同型半胱氨酸组相比，

miR-144-3p inhibitor+ 同型半胱氨酸组肝细胞上清液中丙氨酸

氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶的含量升高 (P < 0.01)，见

图 4C，D。
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2.6   miR-144-3p 表达与对丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基

转移酶水平的相关性分析   将肝细胞上清中检测的丙氨酸氨

基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶水平进行 Pearson 相关性分

析，结果显示，肝细胞中 miR-144-3p 表达量与肝细胞上清中

丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶水平呈负相关关系

(r1=-0.887 6，P < 0.01；r2=-0.829 9，P < 0.01)，绘制两两之

间的散点图，可见基本呈负相关趋势，见图 5。

脏代谢和炎症反应相关疾病中发挥着重要的作用。此次实验

结果发现，miR-144-3p 的表达在 Cbs+/-
小鼠肝组织和同型半

胱氨酸处理后的肝细胞中显著降低，但 miR-144-3p 在同型半

胱氨酸诱导肝损伤中的作用仍不清楚。

细胞自噬是一种由自噬相关基因和关键蛋白参与的清

除细胞内受损细胞器和错误折叠蛋白质的分解代谢途径，

其发生发展受到多种分子的调控
[39-40]

，包括编码 RNA( 即
mRNA) 和非编码 RNA( 如 miRNAs 等 )。研究已证实 miRNAs

作为自噬活性的新型有效调节剂，可作为检测多种疾病的

潜在靶点
[41]
。作者所在课题组前期研究发现，同型半胱氨

酸具有引起细胞发生凋亡、自噬、焦亡等重要的生物学功 

能
[42-44]

。研究数据表明，高水平的同型半胱氨酸与酒精性肝

硬化、肝炎、肝癌等多种肝脏疾病的发生密切相关
[45-47]

，在

此类疾病发展过程中，高同型半胱氨酸会使肝细胞损伤，引

起肝细胞的自噬，而肝细胞自噬是肝损伤的基本环节之一。

但 miR-144-3p 在同型半胱氨酸诱导的肝细胞自噬中的作用尚

不清楚。细胞自噬活性可通过 LC3、p62 等自噬关键蛋白的

表达水平来评估。正常情况下 LC3- Ⅰ型蛋白分布于细胞表

面，自噬发生时 LC3- Ⅰ与磷脂酰乙醇胺偶联形成 LC3- Ⅱ并

始终稳定附着于自噬体膜上，直到与溶酶体融合，理论上可

以通过计算 LC3- Ⅱ或 LC3- Ⅱ /LC3- Ⅰ的比值来评价自噬水平

的高低
[48]
。p62 同样是自噬反应发生过程中的重要衔接分子，

其水平变化与自噬强弱呈负相关，常与 LC3 共同用于判断

自噬反应活性
[49]
。为了明确 miR-144-3p 在同型半胱氨酸诱

导的肝细胞自噬中的作用，体外分别用 miR-144-3p mimic 和
inhibitor 转染肝细胞，随后检测肝细胞中 LC3- Ⅱ / Ⅰ和 p62

蛋白的表达。此次实验结果发现，转染 miR-144-3p mimic 后，

miR-144-3p mimic+ 同型半胱氨酸组中 LC3B- Ⅱ / Ⅰ的表达水

平较 mimic+ 同型半胱氨酸组降低，而 p62 的蛋白表达水平

升高，表明 miR-144-3p 调控自噬标志物 LC3B 和 p62 的表达

抑制肝细胞自噬，提示同型半胱氨酸通过抑制 miR-144-3p 的

表达促进肝细胞自噬进而加重肝损伤。

血清中的丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶水平

能直接反映肝脏细胞是否受到损伤，是反映血清学中判断肝

损伤的强有力依据
[50]
。此次实验结果发现，转染 miR-144-3p 

mimic 后，同型半胱氨酸诱导的肝细胞上清液中丙氨酸氨基

转移酶和门冬氨酸氨基转移酶水平下降，表明肝损伤得到缓

解；Pearson 相关性分析显示，miR-144-3p 表达水平与肝脏损

伤特异性标志物丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶呈

现负相关。此外，查阅相关文献发现，miR-144-3p 上调可通

过 ZBTB20/ERK/CREB1 信号通路来抑制动物的精神分裂症
[51]
； 

在肝细胞癌中，miR-144-3p 介导的 EIF4G2 失调，并通过 ERK

途径抑制 HCC 细胞的增殖和转移
[52]
，而 miR-144-3p 是否能

通过下游信号通路或调节靶基因的表达进而影响肝损伤有待

进一步验证。

综上所述，同型半胱氨酸通过抑制 miR-144-3p 的表达

促进肝细胞自噬进而加重肝损伤，提示 miR-144-3p 可作为治

3   讨论   Discussion
肝损伤是指各种因素导致的肝脏受损

[25]
，最终进展为

肝脏疾病，其发病率和死亡率逐年上升，严重影响人类健康

水平
[26-27]

，因此，深入探寻有效防治肝损伤疾病的潜在靶点

是亟待解决的临床问题。同型半胱氨酸作为心脑血管疾病、

肝损伤、癌症等相关性疾病发生的独立危险因子之一，参与

其发生发展。蛋氨酸是构成人体的必需氨基酸之一，其代谢

循环过程主要由蛋氨酸 - 半胱氨酸构成，同型半胱氨酸作为

该代谢循环中产生的重要中间产物，主要发生在肝脏
[28]
。研

究表明，摄取过量蛋氨酸会使其中间代谢产物同型半胱氨酸

积累，进一步加重肝损伤
[29]
。同样，饲养高蛋氨酸饮食的小

鼠，其蛋氨酸代谢失调会导致血浆中同型半胱氨酸水平升高，

进而引起多种代谢性疾病
[30]
。

miRNAs 是一类长度为 18-22 个核苷酸且高度保守的非

编码 RNA[31]
，可将 RNA 诱导的沉默复合物结合到特定的序列

位置上，在转录后水平沉默特定的靶基因，从而调节靶蛋白

的生成
[32]
，调控多种细胞生物学进程和多种病理状况

[33]
。

miR-144 位于染色体 17q11.2 区域
[34]
，其表达不仅与肿瘤细

胞增殖和凋亡有关，还参与氧化应激和炎症反应
[35]
。胡滨等

[36]

通过沉默 circPUM1 靶向调控 miR-144-3p 的表达，抑制宫颈癌

细胞的增殖、集落、迁移、侵袭和诱导细胞凋亡。KENNEDY 

等
[37]

通过抑制 miR-144-3p/ALDH1A3 信号通路来缓解微泡脂

肪变性的发展，是非酒精性脂肪性肝病 / 非酒精性脂肪性肝

炎治疗的一种选择。此外，ZHANG 等
[38]

发现 miR-144-3p 上

调可通过靶向细胞因子信号转导抑制因子 2 减轻 dox 诱导的

心功能障碍和细胞凋亡，为治疗心力衰竭提供了新型靶标。

由此可见，miR-144-3p 可参与多种生物过程的调节，并在肝

图注：图 A 示 miR-144-3p 表达与肝细胞上清液中丙氨酸氨基转移酶含

量呈负相关性 (P < 0.01，r=-0.887 6)；图 B 示 miR-144-3p 表达与肝细胞

上清液中门冬氨酸氨基转移酶含量呈负相关性 (P < 0.01，r=-0.829 9)
图 5 ｜ miR-144-3p 表达与肝细胞上清中丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸

氨基转移酶含量的相关性分析

Figure 5 ｜ Correlation analysis of miR-144-3p expression and the levels 
of alanine transferase and aspartate aminotransferase in hepatocyte 
supernatant
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研究原著

疗肝损伤的一个潜在分子靶点，有望为临床上防治肝脏疾病

提供更多的参考。
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