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谢宇曦，王红阳，程爱斌 

（华北理工大学附属医院，河北省唐山市  063000） 

 

  饮酒是人类自远古时代既留传下来的习惯，

随着医学科学的发展，过量饮酒会导致肝损害

已成为了人们的共识[1]。长期饮酒引起的氧化

应激会导致体内氧化状态的失衡[2]。当氧化应

激持续加重后会导致脂肪肝、肝纤维化、肝硬

化等[3-5]。 

目前人们对酒精性肝损害的有关机制仍未

完全了解[6-8]。但氧化应激在酒精性肝损害的进

展过程中居于核心位置已无人否认。同时，现

有研究提示 mPTP 在氧化应激损伤中起着至关

重要的作用，对 mPTP 开放的调节被认为是多

种针对氧化应激损伤的细胞保护机制的共同效

应器。最初作为糖原代谢调节物为人们所认识

的 GSK-3β现已被确认具有多重作用。同时，

GSK-3β也是许多细胞信号转导通路的整合点，

并在传输作用于下游靶位置 mPTP 的保护性信

号过程中发挥了关键性作用。由于氧化应激诱

导的细胞凋亡涉及线粒体膜电位（ΔΨm）的损

失，而（ΔΨm）损失的直接原因为 mPTP 的开

放，同时 GSK-3β为 mPTP 的直接上游调节物。

故我们推测 HEM 抑制氧化应激引起的 mPTP

开放的阻断可能是通过失活 GSK-3β所引起的。 

猴头菇是一种在中国被广泛商业化种植的

性温和真菌。既往的研究显示，这种真菌对乙

醇诱导的大鼠胃溃疡模型具有细胞保护作用。

本人既往的研究已在细胞水平上证实猴头菇提

取物（HEM）对饮酒引起氧化应激进而导致的

酒精性肝损害具有明确保护作用[9]，但 HEM 是

否能够通过抑制 mPTP 的开放进而保护肝细胞

仍未明确。在本研究中，我们首先验证 HEM 是

否能够阻止 mPTP 的开放及减轻乙醇对肝细胞

的氧化应激损伤。随后，我们探讨了 HEM 产

生相关作用的分子机制，特别是聚焦了 HEM

在 GSK-3β通路上的作用。 

1 材料与方法 

1.1 细胞培养 

  实验大鼠肝细胞为来自 American Type 

Culture Collection（ATCC，Manassas，VA，

USA）的肝细胞。细胞培养液为（DMEM）并

加入 10%胎牛血清及 100U 双抗。孵于 37℃，

50%CO2-95%空气温箱。 

1.2 试剂和抗体 

  本实验所用猴头菇提取物（HEM）及相关

所有试剂均购于 Sigma 公司（St. Louis，MO，

USA ）。 所 有 抗 体 均 购 自 Cell Signaling 

Technology（Bever1y，MA，USA）。TMRE

来自 Molecular Probes（Eugene，OR，USA）。 

1.3 线粒体膜电位的共聚焦成像 

  通过共聚焦显微镜对行 TMRE 荧光染色的

肝细胞的观测来监测线粒体膜电位（ΔΨm）。

首先将细胞致于特制培养皿中（Mat Tek，MA，

USA），并以 100 nM TMRE 荧光孵育致于标

准 Tyrode 液〔（mM）NaCI 140，KCl 6，MgCl2 

1，CaCl2 1，HEPES 5，and glucose 5.8（pH 

7.4）〕中的细胞 10min。随后将细胞分为四组，

分别为单纯应用 H2O2 处理 20min 组（对照组）

及不同浓度 HEM（100μM，300μM，500μM）

处理细胞 20min 后再以 H2O2 处理 20min 组，

每组各 20 枚培养皿，去除实验过程中各干扰

因素影响细胞后每组各剩余 9 枚培养皿。将上

述 处 理 后 各 组 细 胞 之 培 养 皿 分 别 至 于
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Olympus FLUOVIEW FV 1000 激光扫描共聚

焦显微镜下。在 543nm 时激发红色氦氖激光，

图像通过 560nm 波长滤波器成像。此时维持

温度为 37℃，记录相关荧光数值变化。 

1.4 GSK-3β丝氨酸 9 位点磷酸化效果 

  再以上述相同分组及处理方法处置后，每

组各取 7 枚培养皿细胞。实验前以 PBS 液冲洗

细胞 2 次并孵育于 Tyrode 液后置于温箱 2min。

检测HEM 对GSK-3β丝氨酸9 位点磷酸化效果。 

1.5 Western blotting 分析 

  将细胞分为四组，各组分别为：H2O2 处理

20min 组，500μM HEM 处理 20min 后再以

H2O2 处理 20min 组，PI3K 抑制剂 LY294002

处理细胞 20min+500μM HEM 处理 20min

后再以 H2O2 处理 20min 组，及 LY294002 单

独处理组，每组剔除不合要求样品后各留取 9

组样品。通过 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳系统

将获得的蛋白质样品按分子量大小进行分离。

将分离后的蛋白质转移至固相支持物（PVDF 膜）

上，用抗靶蛋白的特异性抗体（一抗）（1:1000）

与膜上的靶蛋白(phosphorylation of GSK-3β，

VASP，and Akt）进行结合，应用针对一抗的

辣根过氧化物酶标记的二抗（1:1000）及 ECL

荧光染料对抗原抗体复合物进行标记，最后通

过荧光成像系统检测。内参选择为总 GSK-3β，

AKT or tubulin。 

1.6 统计学方法 

  实验所得数据均以±s 表示。应用单因素

方差分析，检验水准α＝0.05。 

2 结 果 

为明确氧化应激对 mPTP 开放的效果，我

们检测了 HEM 是否能够阻遏氧化应激诱导的

线粒体膜电位（ΔΨm）的缺失，此实验采用共

聚焦显微镜观察 TMRE 荧光变化的方法。由表

1 可以看出，采用的 H2O2对细胞处理 20min，

此时作为指示剂的 TMREY 荧光淬灭明显，这

说明氧化损伤会导致 mPTP 的开放。但在应用

100，300，500μM HEM 处理后，细胞内 TMRE

荧光淬灭程度会显著下降，这其中尤以 500μ

M 浓度为甚。这意味着抑制氧化应激能够阻止

mPTP 的开放。 
 

表１ 不同浓度 HEM 对 TMRE 荧光的影响 

组 别 数量 荧光值 

对照组 9 0.21±0.06 

HEM（100μM） 9 0.53±0.06※ 

HEM（300μM） 9 0.69±0.02※ 

HEM（500μM） 9 0.81±0.07※ 

注：与对照组比较，※P＜0.05 

 

为明确抑制氧化应激是否能灭活肝细胞的

GSK-3β。我们判定了 HEM 能够磷酸化 GSK-

3β9 位点的丝氨酸，由表 2 可以看出，这种作

用呈浓度依赖性，特别是在 500μM 浓度时表

现最为突出。这就提示 HEM 可能通过使 GSK-

3β失活的方式抑制氧化应激。 
 

表 2 不同浓度 HEM 对 GSK-3β(Ser9) 

磷酸化的影响 

组 别 数量 Phospho-GSK-3β 

对照组 7 100.0 

HEM（100μM） 7 230.0±9.9※ 

HEM（300μM） 7 237.0±9.4※ 

HEM（500μM） 7 285.6±9.9＃ 

注：与对照组比较，※P＜0.05 

 

表 3  TUDCA 对磷酸化 AKT(Ser473)的作用 

组 别 数量 Phospho-AKT 

对照组 9 100.0 

HEM（500μM） 9 148.8±4.8※ 

LY294002＋HEM 9 63.6±3.7※ 

LY294002＋HEM 9 53.5±3.1※ 

注：与对照组比较，※P＜0.05；与 HEM 组比较，＃P＜0.05 

 

  为明确 HEM 失活 GSK-3β的机制，我们

采用 P13K 抑制剂 LY294002 作用于细胞并观

察其对 HEM 活性的影响。由表 3 可以看出，

HEM 致 GSK-3β失活的作用能够被 LY294002

所显著抑制。这说明 PI3K/Akt 途径参与了
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HEM 诱导的 GSK-3β的失活。这强烈提示

PI3K/Akt 信号通路调节了 HEM 通过对 GSK-

3β的作用而产生的对 mPTP 的影响。 

3 讨 论 

目前的研究能够证明, HEM 能够调节肝细

胞 mPTP 的开放及缓解氧化应激损伤[10]。这种

作用似乎是通过灭活 PI3K/Akt 通路的 GSK-3

β来实现的[11-13]。mPTP 的开放已被证明是肝

细胞氧化应激损伤的关键环节，因此针 对

mPTP 的处理也成为了肝细胞保护的重要措施。 

本研究显示，H2O2 作用下肝细胞的 TMRE

荧光衰减明显，这意味着氧化应激能够使线粒体

膜电位（ΔΨm）显著丧失。由于线粒体膜电位

（ΔΨm）损失的主要原因为 mPTP 开放，这也

又一次证实了氧化应激与 mPTP 开放的关系。

与此形成对照的是，不同浓度 HEM 能在不同程

度上减缓 TMRE 荧光的衰减程度，这其中产生

最佳效果的是 500μM。此实验可以证实抑制氧

化应激能够阻碍氧化应激诱导的 mPTP 开放。 

  目前虽然关于通过阻止 mPTP 开放而发挥

肝细胞保护作用的细胞信号转导机制尚未完全

明确，但 GSK-3β被认为是此过程中的的居间

调节者[14]。GSK-3β的活性调节主要是通过对

其9位点丝氨酸酪氨酸216位点磷酸化时GSK-

3β的活性增强。在对参与肝细胞保护的细胞信

号通路进行的研究中发现，GSK-3β主要是通过

抑制 mPTP 开放来发挥调节作用的[15]。在本研

究中，500μM 的 HEM 能够显著提升 GSK-3β

丝氨酸 9 位点磷酸化水平，这提示在肝细胞中

抑制氧化应激能够能够灭活 GSK-3β。 

  综上所述，我们认为 PI3K/Akt-GSK-3β信

号通路能够直接调解 mPTP 的开放。HEM 对

GSK-3β磷酸化的作用能够被 PI3K/Akt 抑制剂

LY294002 所逆转，这提示 PI3K/Akt 在 HEM

抑制 GSK-3β活性过程中是必须的。 
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