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戊二酰辅酶 A 脱氢酶基因沉默及高浓度赖氨酸对
BRL 肝细胞活性的影响

高金枝　张偲　易琴　应艳琴　罗小平

（华中科技大学同济医学院附属同济医院儿科，湖北 武汉　430030）

［摘要］　目的　探讨戊二酰辅酶 A 脱氢酶（GCDH）基因沉默和赖氨酸代谢物蓄积对肝细胞活性的影响。

方法　将 BRL 肝细胞分为正常对照组、阴性对照组和 GCDH 沉默组。构建含靶向沉默 GCDH 基因的 shRNA

慢病毒载体，分别用该病毒和阴性对照病毒感染 GCDH 沉默组和阴性对照组 BRL 肝细胞。感染后细胞再用含

5 mmol/L 赖氨酸培养基培养。免疫荧光技术检测慢病毒感染效率；Western blot 法检测 GCDH 蛋白表达水平；

MTT 法检测细胞活性，Hoechest 33342 染色检测细胞凋亡，Western blot 法检测细胞凋亡的经典指标 Caspase3 水平。

结果　构建的慢病毒可有效沉默肝细胞 GCDH 表达（P<0.01）。MTT 及 Hoechest 33342 染色检测各组间细胞活

性及细胞凋亡比较差异无统计学意义（P>0.05）。Caspase3 蛋白表达在各组间比较差异亦无统计学意义（P>0.05）。

结论　GCDH 基因沉默和赖氨酸代谢物蓄积对肝细胞无明显损伤作用。

［中国当代儿科杂志，2017，19（9）：1014-1019］
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Effect of glutaryl-CoA dehydrogenase gene silencing and high-concentration lysine 
on the viability of BRL hepatocytes
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Abstract: Objective    To investigate the effect of glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH) gene silencing and 
accumulation of lysine metabolites on the viability of hepatocytes. Methods    BRL cells were divided into normal 
control group, negative control group, and GCDH silencing group. The shRNA lentiviral vector for silencing GCDH 
gene was constructed, and the BRL hepatocytes in the GCDH silencing group and the negative control group were 
infected with this lentivirus and negative control virus respectively, and then cultured in a medium containing 5 mmol/L
lysine. Immunofluorescence assay was used to measure the infection efficiency of lentivirus. Western blot was used 
to measure the expression of GCDH protein. MTT assay was used to evaluate cell viability. Hoechest33342 staining 
was used to measure cell apoptosis. Western blot was used to measure the expression of Caspase-3, an index of cell 
apoptosis. Results    The lentivirus constructed effectively silenced the GCDH gene in hepatocytes (P<0.01). MTT assay 
and Hoechest 33342 staining showed no significant differences in cell viability and apoptosis between groups (P>0.05). 
There was also no significant difference in the expression of Caspase-3 protein between groups (P>0.05). Conclusions    
GCDH gene silencing and accumulation of lysine metabolites may not cause marked hepatocyte injury.

[Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(9): 1014-1019]
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戊 二 酸 尿 症 1 型（glutaric aciduria type 1, 

GA1）是一种常染色体隐性遗传疾病，该疾病各

种族发生率不同，台湾地区统计约 1/106 474，国

内浙江省统计约 1/64 708[1-3]。戊二酰辅酶 A 脱氢

酶（glutaryl-CoA dehydrogenase, GCDH） 是 色 氨

酸、赖氨酸、羟赖氨酸代谢途径的关键酶。蛋白

质中赖氨酸较色氨酸含量更丰富。GA1 病因为编

码 GCDH 的 基 因 发 生 突 变 致 GCDH 活 性 减 低，

最终导致赖氨酸代谢障碍，代谢产物戊二酸、3-
羟基戊二酸等在体内蓄积而致病 [4]。GA1 常在患

儿 6~36 个月时因感染、腹泻、手术等非特异性

因素诱发急性脑病危象而被发现并诊断。急性脑

病危象后遗留不可逆性神经损伤。除脑组织外肝

脏 GCDH 含量亦很丰富，而且肝脏是氨基酸代谢

和能量代谢的重要器官。肝脏在 GA1 发病中占有

重要角色，由此推测肝脏亦是 GA1 受累器官，然

而 GA1 患儿临床表现少有肝脏损伤。既往动物模

型研究亦显示脑组织损伤明显强于肝脏 [5-8]。研

究 GA1 致神经元和肝细胞损伤的差异性，有助于

为寻找 GA1 治疗的新途径提供新的理论依据。迄

今尚无细胞模型研究肝脏的损伤作用。原代肝细

胞培养操作过程复杂，培养条件苛刻，慢病毒感

染效率难以保证，因此本研究采用正常大鼠永生

化 的 肝 细 胞 BRL-3A 细 胞（big rat liver-3A cells）

进行研究，操作简单，成本低，批间差异小。前

期研究已成功构建含 shRNA 慢病毒载体靶向沉默

GCDH 基因，慢病毒感染神经元结合高浓度赖氨

酸培养成功构建 GA1 神经损伤细胞研究模型 [9]。

为了进一步研究 GA1 对肝脏的损伤作用，本研究

构建含 shRNA 慢病毒载体感染 BRL 肝细胞系，靶

向沉默 GCDH 基因，结合高浓度赖氨酸培养模拟

GA1 代谢累积物，通过 MTT 和 Hoechst 33342 检测

细胞活性及凋亡情况，通过 Western blot 检测反映

细胞凋亡的经典指标 Caspase3 水平，以进一步评

价肝细胞活性。

1　材料与方法

1.1　BRL 肝细胞培养

液氮中取出冻存细胞（中科院上海细胞库），

迅速于 37℃水浴中解冻。1 000 r/min 离心 2 min 后

超净台中弃上清，新鲜培养基重悬细胞（90%DMEM

高糖培养基 +10% 胎牛血清，均购自美国 Gibico

公司），调整细胞数约为 5×104/ 孔种植于 6 孔板。

细胞生长至 90% 融合时胰酶（美国 Gibico 公司）

消化传代。

1.2　慢病毒感染肝细胞及感染率检测

细胞融合度约 30% 时随机分为正常对照组、

阴性对照组和 GCDH 沉默组，正常对照组细胞无

任何处理，阴性对照组和 GCDH 沉默组分别用

阴性对照慢病毒和携带靶向沉默 GCDH 基因的

shRNA 慢病毒转染（上海吉凯基因化学技术有限

公司）[9]。预实验筛选出最佳感染复数（MOI= 病

毒数 / 细胞数）为 20。慢病毒载体本身携带绿色

荧光蛋白，感染 72 h 后采用荧光显微镜（日本

OLYMPUS）观察阴性对照组和 GCDH 沉默组感染

效率。

1.3　Western blot 法检测 GCDH 蛋白表达水平

慢病毒感染 72 h 后弃培养基，PBS 液洗细胞

2 次后，加细胞裂解液收集细胞至 Ep 管中，50 W

超声仪震荡 10 s，冰上静置 10 min，重复 3 次。

200 mA SDS-PAGE 电 泳（ 浓 缩 胶 75 V 和 分 离 胶

120 V 恒 压 电 泳）， 转 膜 45 min 至 PVDF 膜 上。

转膜后 4℃一抗（β-actin 兔抗鼠单克隆抗体购自美

国 Santa Cruz 公司，GCDH 兔抗鼠多克隆抗体购自

武汉三鹰生物技术有限公司，以 1 : 100 稀释）孵

育过夜，二抗（辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗

购于北京中杉金桥生物技术有限公司，以 1 : 3 000

稀释）孵育 1 h，ECL 显色。UVP Labworks 照相，

Labworks 4.6 软件定量分析光密度值。每组每次实

验设 3 个平行样本，整个实验独立重复 3 次，检

测结果以 GCDH 相对于 β-actin 相对表达量表示。

1.4　MTT 检测细胞活性

BRL 细胞经慢病毒感染 72 h 后传代培养于 96

孔板，分别用普通培养基和含 5 mmol/L 赖氨酸（美

国 Sigma 公司）的培养基培养 24 h 后行 MTT 检测。

每孔细胞（90 μL 培养基）加 5 mg/mL MTT（美国

Amresco 公司）10 μL，37℃、5%CO2 培养箱中孵

育 4 h 后，换 DMSO 室温摇床震荡 15 min。570 nm

测量波长、630 nm 参照波长测定各孔光密度值（OD

值）。每组设 3 个复孔，整个实验独立重复 6 次。

1.5　Hoechst 33342 检测细胞凋亡

BRL 细胞经慢病毒感染 72 h 后传代培养于 96

孔板，分别用普通培养基和含 5 mmol/L 赖氨酸的
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培养基培养 24 h 后行 Hoechst 33342 检测。37℃避

光，终浓度 10 μg/mL Hoechest 33342（美国 Sigma

公司）孵育细胞 10 min。4% 多聚甲醛、避光固定

细胞 10 min，PBS 洗涤细胞后荧光显微镜下观察。

每组设 3 个复孔，每孔随机选择 10 个视野拍摄，

计算 Hoechest 33342 染色阳性核比例。整个实验独

立重复 6 次。

1.6　Western blot 检测 Caspase3 表达水平

BRL 细胞经慢病毒感染 72 h 后传代培养于

6 孔板，继续用含 5 mmol/L 赖氨酸的培养基培养

24 h 后提取蛋白，检测方法同 1.3 小节（Caspase3

兔抗鼠多克隆抗体购自美国 Santa Cruz 公司，以

1 : 500 稀释）。每组每次实验设 3 个平行样本，整

个实验独立重复 3 次，检测结果以 Caspase3 相对

于 β-actin 相对表达量表示。

1.7　统计学分析

运用 SPSS 17.0 统计软件包对数据行统计学分

析。计量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，两

组间比较采用独立样本 t 检验；多组间比较采用单

因素方差分析，组间两两比较采用 SNK-q 检验。

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　BRL 肝细胞培养与慢病毒感染

MOI=20 时，倒置显微镜下可见感染后 BRL

细胞与正常对照组 BRL 细胞均呈不规则多角形，

相互连接成片，胞核折光性好。荧光显微镜下可

见阴性对照组和 GCDH 沉默组 90% 以上 BRL 细胞

呈绿色荧光，提示被慢病毒成功感染。见图 1。

图 1　慢病毒感染 BRL 细胞（×200）　　MOI=20 时，各组细胞在光镜下观察均呈不规则多角形，相互连接成片，

胞核折光性好。被慢病毒成功感染的细胞在荧光显微镜下呈绿色荧光，提示阴性对照组和 GCDH 沉默组感染效率高达 90% 以

上，且细胞活性好。

倒置显微镜

荧光显微镜

正常对照组 阴性对照组 GCDH 沉默组

2.2　慢病毒感染后 BRL 肝细胞 GCDH 蛋白表达

水平检测

各组 GCDH 蛋白表达量比较差异有统计学意

义（F=196.17，P<0.01）。与正常对照组和阴性对

照组比较，GCDH 沉默组 GCDH 蛋白表达量显著

下降（P<0.01）；而正常对照组与阴性对照组间比

较，GCDH 蛋白表达量差异无统计学意义（P>0.05）。

见图 2。
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2.3　GCDH 基因沉默及高浓度赖氨酸对各组 BRL

肝细胞活性的影响

各 处 理 组 间 OD 值 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05），说明各处理组间细胞活性无明显差异，

图 2　Western blot 检测各组细胞 GCDH 蛋白表达水

平　　上图为各组细胞 GCDH 蛋白表达电泳图；下图为各组细

胞 GCDH 蛋白水平比较统计图（n=3），a 示与正常对照组比较，

P<0.01；b 示与阴性对照组比较，P<0.01。

图 3　各处理组细胞 Hoechest 33342 染色（荧光显微镜，×200）　　各组细胞胞核均被染成蓝色，未见明显局部

深染高密度区或核碎片。

表 1　MTT 检测各组 BRL 细胞 OD 值比较　（x±s）

组别 n OD 值

正常对照组 6 0.540±0.020

正常对照组 +5 mmol/L 赖氨酸 6 0.528±0.028

阴性对照组 6 0.529±0.040

阴性对照组 +5 mmol/L 赖氨酸 6 0.522±0.023

GCDH 沉默组 6 0.517±0.034

GCDH 沉默组 +5 mmol/L 赖氨酸 6 0.520±0.017

F 值 0.322

P 值 0.890

2.4　GCDH 基因沉默及高浓度赖氨酸对各组 BRL

肝细胞凋亡的影响

各组细胞胞核均被染成蓝色，未见明显局部

深染高密度区或核碎片（图 3）。各组细胞正常

细胞核比例均在 95% 以上，且各组间比较差异无

统计学意义（P>0.05），说明 GCDH 表达减少和

5 mmol/L 赖氨酸对 BRL 肝细胞核形态影响均不明

显，见表 2。

GCDH 表达减少和 5 mmol/L 赖氨酸对 BRL 肝细胞

活性均无影响，见表 1。

GCDH

β-actin

48 kD

43 kD

正常对照组

阴性对照组

GCDH 沉默组
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G
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D
H

/β
- a

ct
in

正常对照组 阴性对照组 GCDH 沉默组

a,b

正常对照组

0 mmol/L 赖氨酸

5 mmol/L 赖氨酸

阴性对照组 GCDH 沉默组
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2.5　赖氨酸作用下 GCDH 沉默组与阴性对照组

Caspase3 表达水平

经 5 mmol/L 赖 氨 酸 培 养 后，GCDH 沉 默 组

与阴性对照组间 Caspase3 表达水平比较差异无

统计学意义（P>0.05），说明 GCDH 表达减少和

5 mmol/L 赖氨酸对 BRL 肝细胞凋亡无影响。见图 4。

图 4　Western blot 检测 GCDH 沉默组与阴性对照组

间 Caspase3 表达水平变化　　上图为电泳条带图；下图为统

计图（n=3）。

表２　Hoechest 33342 染色检测各组 BRL 细胞正常核比

例比较　（x±s）

组别 n 正常核比例

正常对照组 6 0.963±0.007

正常对照组 +5 mmol/L 赖氨酸 6 0.954±0.017

阴性对照组 6 0.953±0.014

阴性对照组 +5 mmol/L 赖氨酸 6 0.953±0.011

GCDH 沉默组 6 0.950±0.012

GCDH 沉默组 +5 mmol/L 赖氨酸 6 0.947±0.009

F 值 0.638

P 值 0.675

二酸、3 羟基戊二酸、戊二酰肉碱在体液和组织中

浓度升高。GCDH 广泛分布于脑、肾脏、肝脏、心

脏、皮肤等多个器官 [10]。肝脏作为氨基酸代谢和

能量代谢的重要器官，急性脑病危象发作时常伴

有低血糖、代谢性酸中毒、高氨血症等。GA1 治

疗指南中提出在感染、外伤等急性分解代谢状态

时需及时补充葡萄糖等能量供给 [5]。对 GA1 发病

机制的探讨，肝脏是除脑之外的又一大重要器官。

但 GA1 的临床表现主要为生后早期急性脑病危象

后继发的以纹状体为主的神经系统损伤或年长儿

甚至成人发病的隐匿性神经系统病变，少有肾脏

损伤的报道，几乎未见肝脏的损伤 [11]。高赖氨酸

饮食饲养 GCDH 基因敲除小鼠模拟了 GA1 体内生

化改变及纹状体为主的神经系统损伤，同时用该

模型检测肝脏转氨酶并无改变 [6]。GCDH 基因敲除

小鼠生后 30 d 时腹膜内注射赖氨酸致使其纹状体

神经元出现明显的氧化应激损伤，而其肝脏和心

脏并无明显损伤 [7]。GCDH 基因敲除小鼠生后 15 d

时腹膜内注射赖氨酸致使其肝脏及脑组织内还原

性谷胱甘肽和巯基含量降低，羰基含量增加。但

其脑组织的氧化应激损伤明显强于肝脏 [8]。了解肝

脏受损不明显的机制，有助于为 GA1 治疗提供新

的理论依据。

前期研究证实携带靶向沉默 GCDH 基因的

shRNA 慢病毒感染原代培养纹状体神经元，结合

高浓度赖氨酸（5 mmol/L）培养环境可有效模拟

GA1 内环境对纹状体神经元的损伤。并利用该细

胞模型初步研究了 GA1 神经元损伤机制 [9]。为了

进一步研究 GA1 对肝脏的损伤作用，本研究用携

带靶向沉默 GCDH 基因的 shRNA 慢病毒感染 BRL

肝细胞系，结合高浓度赖氨酸培养环境模拟 GA1

内环境对肝细胞活性的影响。慢病毒感染 BRL 肝

细胞感染效率及 GCDH 蛋白沉默效率均增高。前

期研究在 GA1 纹状体神经元模型中，阴性对照病

毒及含 5 mmol/L 赖氨酸培养基对神经元细胞活性

无影响；靶向沉默 GCDH 基因慢病毒促神经元凋

亡，且 5 mmol/L 赖氨酸进一步促进该效应 [9]。在

该实验细胞模型中，MTT 和 Hoechst 33342 染色实

验，Caspase3 水平检测均显示赖氨酸代谢累积物

对肝细胞损伤不明显。

这些研究都提示在 GA1 患儿中脑组织，尤其

是纹状体较周围其他器官组织更易出现损伤。据

3　讨论

GA1 是一种常染色体隐性遗传疾病，是指编

码 GCDH 的基因发生突变导致 GCDH 酶活性缺陷

而引起的疾病。GCDH 位于线粒体基质内，GCDH

缺陷致色氨酸、赖氨酸、羟赖氨酸代谢障碍，戊

GCDH 沉默组

阴性对照组

相
对

表
达

量

Caspase3-11 kD Caspase3-17 kD Caspase3-32 kD

Caspase 3
Caspase 3

p-Caspase 3

β-actin

11 kD
17 kD
32 kD

43 kD

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

阴性对照组

GCDH 沉默组



 第 19 卷 第 9 期

  2017 年 9 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.19 No.9

Sep. 2017

·1019·

血液和尿液中戊二酸、3 羟基戊二酸含量的高低，

GA1 可分为高分泌型和低分泌型 2 种生化表型。

但是生化表型和临床表现间却无相关性，即体液

中戊二酸、3 羟基戊二酸浓度与神经系统损伤程

度不相关 [12]。CGDH 是位于线粒体基质内的酶，

赖氨酸从血液至胞内再至线粒体内代谢，同时其

活性缺陷导致的戊二酸、3 羟基戊二酸累积首先

发生在线粒体内，进一步转运至胞浆外。代谢累

积物胞内外的转运与 ORC1/2、ODC、OGC 等多种

转运体蛋白有关 [13]。这些转运体蛋白在 GA1 患儿

神经组织和肝脏中含量可能不一致导致二者间损

伤存在差异性。同时还有研究发现赖氨酸在肝脏

和脑组织中的代谢存在差异 [14]。在肝脏主要经线

粒体酵母氨酸途径代谢，在脑组织主要经过氧化

物酶体甲基哌啶途径代谢，二者最终的代谢产物

都汇聚至线粒体中经 GCDH 代谢。代谢途径下游

GCDH 活性缺陷，上游代谢累积物及累积方式不同

也可能是 GA1 患儿脑组织和肝脏组织损伤差异性

的原因。

本研究构建含 shRNA 慢病毒载体靶向沉默

GCDH 基因，慢病毒感染 BRL 肝细胞系，结合高

浓度赖氨酸培养环境建立 GA1 肝细胞研究模型。

将其和与之对应的神经元模型对比研究 GA1 患

儿脑组织和肝脏组织损伤差异性的机制。有望为

GA1 治疗提供新的理论依据。
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