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Abstract
AIM: To investigate the influence of treatment 
with tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) on the 
expression of mitofusin 2 (Mfn2) and mitochon-
drial morphology and function in hepatic LO2 
cells.

METHODS: After pEGFP-Mfn2 plasmid was 
transfected into LO2 cells with Lipofectamine 
2000, transfected LO2 cells were incubated with 
TNF-α for 12 h.  The expression of Mfn2 mRNA 
and protein was detected by reverse transcrip-
tase-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blot, respectively. MitoTracker Mito-
chondrion-Selective Probes were used to detect 
the changes in mitochondrial morphology. ATP 
synthesis and reactive oxygen species (ROS) pro-

duction were measured to assess mitochondrial 
function.

RESULTS: RT-PCR and Western blot analyses 
showed that Mfn2 was highly expressed in LO2 
cells. After treatment of LO2 cells with TNF-α, 
Mfn2 expression was significantly suppressed 
(0.279 ± 0.026 vs 0.742 ± 0.018; 0.196 ± 0.024 vs 
0.580 ± 0.011, P < 0.05), ATP level decreased (2.00 
µmol/g ± 0.15 µmol/g vs 5.81 µmol/g ± 0.31 
µmol/g, P < 0.05), ROS production increased 
(80.68 ± 4.02 vs 65.44 ± 3.47, P < 0.05), and the 
normal tubular network of mitochondria was 
fragmented into short rods or spheres when 
compared to control cells. In contrast, these 
changes were not significant in Mfn2-transfected 
LO2 cells.

CONCLUSION: TNF-α treatment may alter mi-
tochondrial morphology and impair mitochon-
drial function by decreasing the expression of 
Mfn2 in hepatic LO2 cells.
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摘要
目的: 探讨肿瘤坏死因子α(TNF-α)对肝细胞
株LO2细胞线粒体融合蛋白基因2(Mfn2)基因
表达的调节作用以及对线粒体形态和细胞三
磷酸腺苷(ATP)、活性氧(ROS)生成的影响.

方法: 利用脂质体Lipofectamine 2000将Mfn2
基因荧光表达载体(pEGFP-Mfn2)转染肝细
胞株LO2细胞, 以终浓度为500 kU/L的TNF-α
作用LO2细胞株和稳定高表达Mfn2的LO2细
胞株12 h, 逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)和
Western blot检测各组细胞Mfn2 mRNA转录水
平以及蛋白的表达水平, 线粒体绿色荧光探针
(Mito-Tracker Green)染色观察线粒体形态变

®

■背景资料
肿 瘤 坏 死 因 子
α ( T N F - α ) 是 病
毒性肝炎、酒精
性及非酒精性脂
肪肝病、缺血再
灌注损伤等损伤
性病变时肝细胞
损伤的主要细胞
因 子 .  研 究 发 现
TNF-α能引起细
胞线粒体损伤, 抑
制线粒体的呼吸
功能并增加线粒
体活性氧(ROS)和
过氧化脂质的形
成, 但具体分子机
制并不十分清楚.
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化, 荧光素酶ADP/ATP发光法检测各组细胞
ATP含量, 荧光探针DCFH-DA测定细胞ROS
生成水平.

结果: 经TNF-α处理后LO2细胞中Mfn2基因的
mRNA及蛋白表达水平显著低于空白对照组
(0.279±0.026 vs  0.742±0.018; 0.196±0.024 
vs  0.580±0.011, P <0.05); 对照组及转染Mfn2
基因组肝细胞线粒体形态主要为丝状网络或
长柱状, TNF-α处理后未转染肝细胞线粒体断
裂成点状碎片, 但转染组线粒体形态则无明显
改变; TNF-α处理后LO2细胞内ATP浓度显著
下降(2.00 µmol/g±0.15 µmol/g vs  5.81 µmol/g
±0.31 µmol/g, P <0.05), 而ROS生成水平较空
白对照组显著升高(FI: 80.68±4.02 vs  65.44±
3.47, P <0.05), 但转染组细胞内ATP下降水平
要显著低于未转染组, 而未转染组ROS升高程
度则显著高于转染组(P <0.05).

结论: TNF-α通过抑制肝细胞Mfn2的表达诱
导线粒体形态改变及线粒体功能障碍.

关键词: 肿瘤坏死因子α; 线粒体融合蛋白基因2; 
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0  引言

肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor α, TNF-α)是
病毒性肝炎[1]、酒精性及非酒精性脂肪肝病[2,3]、

缺血再灌注损伤[4]等损伤性病变时肝细胞损伤

的主要细胞因子. 研究发现TNF-α能引起细胞

线粒体损伤, 抑制线粒体的呼吸功能并增加线

粒体活性氧(reactive oxygen species, ROS)和过

氧化脂质的形成[5,6], 但具体分子机制并不十分

清楚. 线粒体融合蛋白基因2(mitofusin-2 gene, 
Mfn2)能促进线粒体的融合, 与线粒体形态、结

构和功能有着密切联系[7]. TNF-α是否影响Mfn2
基因的表达尚未见报道, 我们通过体外实验, 探
讨TNF-α对人肝细胞Mfn2基因表达的调节作用

以及对线粒体形态和功能的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料  绿色荧光蛋白-M f n2基因表达载体

(pEGFP-Mfn2)由本实验室构建并保存, 肝细

胞株L O2细胞购自武汉大学中国典型培养物

保藏中心; TRIzol RNA抽提试剂、RT-PCR试

剂盒、R P M I 1640培养基、新生牛血清等购

自美国Gibco公司; TNF-α购自Invitrogen公司; 
Western blot化学发光试剂、硝酸纤维素膜、

Mfn2单克隆抗体购自美国Sigma公司; BCA蛋

白定量试剂、荧光素酶ADP/ATP发光检测试

剂盒、7'-二氯荧光黄双乙酸酯(DCFH-DA)荧
光探针、ROS测定试剂盒购自美国Biomiga公
司 ;  活体组织R O S初级荧光测定试剂盒购自

GENMED公司; Mfn2引物由上海生物工程公

司合成: 5'-ATGCATCCCCACTTAAGCAC-3', 
5'-CCAGAGGGCAGAACTTTGTC-3', 内参

GAPDH由ToYoBo公司试剂盒提供.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及pEGFP-Mfn2转染: 将人肝癌细

胞株LO2细胞转入含100 mL/L血清、100 kU/L
青霉素、100 mg/L链霉素的RPMI 1640培养液

中培养, 3 d传代1次. 取5×105个细胞/孔接种6
孔培养板, 在培养箱中过夜培养至铺满孔底面

积80%以上, 采用脂质体介导方法转染pEGFP-
Mfn2, 转染方法参照说明书. 每孔加入3 µL脂质

体包裹的siRNA(终浓度为10 nmol/L), 每孔最终

体积是1 mL. 40 h后更换含血清培养基进行分析.
1.2.2 TNF-α处理细胞: 将细胞分为TNF-α组、

TNF-α+Mfn2转染组、Mfn2转染组和空白对照

组, 每组细胞取5×105个细胞/孔接种6孔培养

板, 在培养箱中过夜培养至铺满孔底面积80%
以上, 前两组分别加入含TNF-α(400 kU/L)的新

鲜培养液作用12 h, 然后收集细胞检测, 每组均

设4个重复.
1.2.3 Mfn2基因RT-PCR分析: 将约1×106细胞

用TRIzol试剂提取各组细胞总RNA, 使用紫外

分光光度计调整RNA浓度为1 g/L. 在9 µL无
RNA酶水中加入1 µg RNA, Oligo(dT)20 1 µL, 
温度65 ℃, 10 min后立即置于冰上. 加入5×RT 
Buffer 4 µL, dNTP mixture(各10 mmol/L)2 µL, 
RNase inhibitor(10 U/µL)1 µL, ReverTra Ace 1 
µL. 反应条件: 42 ℃ 20 min, 85 ℃ 5 min, 4 ℃ 5 
min. 瞬间离心后置-20 ℃保存. 在25 µL PCR体
系中加入Cdc42上下游引物各1 µL, Taq DNA聚

合酶1 µL, 循环条件: 94 ℃ 1 min预变性, 94 ℃ 
30 s, 58 ℃(GAPDH为55 ℃)30 s, 72 ℃ 30 s共35
个循环, 72 ℃延伸1 min. PCR产物25 µL琼脂糖

凝胶电泳, 50 V, 30-45 min后照相. 
1.2.4 各组细胞Mfn2 Western blot定量分析: 将约

1×106细胞加60 µL去污剂裂解液进行匀浆. 置
于冰上30 min, 4 ℃下12 000 r/min离心5 min, 取

■研发前沿
线粒体是细胞内
高度动态变化的
细胞器, 其在细胞
内不断运动、融
合、分裂并形成
动态平衡的网状
结构. 线粒体形态
对于细胞维持正
常生理代谢和机
体发育起着重要
的作用, 一旦调控
出现障碍会导致
严重的疾病, 因此
防止或修复线粒
体损伤是目前的
研究热点.
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上清液即为总蛋白抽提物. BCA试剂盒测定蛋

白浓度, 蛋白样品(每泳道60 µg)及蛋白分子量标

准进行120 g/L SDS-PAGE电泳, 再将蛋白质点转

移到纤维素(NC)膜上, 置于含50 g/L脱脂奶粉的

TBST(50 mmol/L Tris-HCL, pH7.6; 150 mmol/L 
NaCl; 0.1% Tween20)中4 ℃过夜; 加入以TBST
稀释的抗Mfn2单克隆抗体(1∶200, V/V, 兔抗鼠)
和抗GAPDH抗体(1∶500, V/V, 兔抗鼠)后4 ℃过

夜; 次日加入辣根过氧化物酶标记二抗(1∶2 000, 
V/V, 羊抗兔IgG), 37 ℃摇床下杂交1 h, 洗膜后用

ECL试剂盒检测, X光胶片曝光、照相. 图像运用

Quantitive one软件进行分析.
1.2.5 线粒体绿色荧光探针染色观察线粒体形态

变化: 收集各组细胞用PBS洗涤细胞2次, PBS配
制的3.7%甲醛溶液室温固定细胞10 min. 含0.1% 
Triton X-100的PBS洗涤2-4次, 每次约5 min, 免
疫荧光染色二抗稀释液(P0108)按照1∶200的比

例稀释绿色荧光探针(Mito-Tracker Green), 把
Mito-Tracker Green染色工作液按照每个片子

约200 μL的比例滴加到片子上, 室温避光孵育

20-60 min. 用免疫染色洗涤液洗2-4次, 每次约5 
min, 后用荧光显微镜进行观察.
1.2.6 LO2细胞荧光素酶ADP/ATP发光检测: 取1
×106细胞, 加入1 mL裂解液后匀浆. 4 ℃ 12 000 
r/min离心10 min, 保留上清. 冰浴上溶解待用试

剂, ATP标准溶液稀释成0.001﹑0.01﹑0.1、10
和1 μmol/L 5个浓度. 按照1∶100的比例用ATP
检测试剂稀释液稀释ATP检测试剂. 在检测孔或

检测管内加上10 μL样品或标准品, 迅速混匀, 间
隔6 s后立即用液闪仪测定相对光单位(relative 
light unit, RLU)值. 根据标准曲线计算出样品中

ATP的浓度, 每组均设4个重复. 各组组织蛋白定

量, 把ATP的浓度换算成μmol/g蛋白的形式.
1.2.7 LO2细胞荧光探针DCFH-DA测定ROS: 使
用活体组织ROS初级荧光测定试剂盒, 试剂B置
于冰槽融化, 试剂C 37 ℃恒温水浴预热. 取10 
μL试剂B及990 μL试剂C于1.5 mL离心管中, 置
入暗室. 取1×106细胞消化离心后加入5 mL预冷

的试剂C置入15 mL锥形离心管, 震荡5 s. 移取

5 μL细胞裂解液进行蛋白定量检测. 移取50 μL
细胞裂解液或50 μL试剂C(背景对照)到1 mL石
英比色杯中, 加入950 μL GENMED染色工作液, 
37 ℃恒温水浴20 min, 避免光照. 荧光分光光度

仪检测: 激发波长490 nm, 散发波长520 nm. 样
品RFU-对照RFU = 实际RFU, 其增加表明ROS
含量升高, 每组均设4个重复.

统计学处理 全部资料用SPSS10.0软件进行

统计分析, 计量资料用mean±SD表示, 各组及组

间比较用t检验.

2  结果

2.1 各组细胞Mfn2 mRNA的表达 TNF-α处理

LO2细胞后Mfn2基因条带灰度值显著低于空

白对照组细胞条带灰度值, 两组转录水平有显

著差异(0.279±0.026 vs  0.742±0.018, n  = 4, 
P <0.05), pEGFP-Mfn2转染组细胞中条带灰度值

显著高于空白对照组(1.209±0.021 vs  0.742±
0.018, n  = 4, P <0.05), TNF-α处理转染组细胞后, 
Mfn2表达较处理前下降(0.911±0.020), 但仍高

于其他各组(n  = 4, 均P <0.05, 图1). 
2.2 各组细胞Mfn2蛋白的表达 转染pEGFP-Mfn2
质粒后Mfn2蛋白的表达水平显著增高(0.813±
0.027 vs  0.580±0.011, n  = 4, P <0.05), 经TNF-α
处理LO2细胞后Mfn2蛋白表达显著下降(0.196
±0.024 vs  0.580±0.011, n  = 4, P <0.05), 而转染

组细胞蛋白表达较空白对照组无明显差异(n  = 
4, P >0.05, 图2).
2.3 各组细胞线粒体绿色荧光染色 荧光显微镜

观察发现空白对照组细胞线粒体成长柱状或网

状, TNF-α处理细胞后线粒体破坏成短棒状或者

点状, pEGFP-Mfn2质粒后线粒体主要为网状, 转
染组细胞经TNF-α处理后线粒体改变并不显著

(图3). 
2.4 荧光素酶A D P/AT P发光检测及荧光探针

DCFH-DA ROS测定 ATP标准荧光发光曲线以

■相关报道
Chen等发现Mfn2
表达缺失时细胞
呼吸率下降, 进一
步检测发现呼吸
链中复合体Ⅰ、
Ⅲ、Ⅳ的电子转
移率下降.

1          2          3          4          5

Mfn2

GAPDH

图  1  各组细胞Mfn2 mRNA转录水平. 1: DNA Marker; 2: 空

白对照组; 3: TNF-α组; 4: pEGFP-Mfn2转染组; 5: TNF-

α+pEGFP-Mfn2转染组.

1              2             3              4
Mfn2

GAPDH

图  2  Mfn2蛋白的表达. 1: 空白对照组; 2: TNF-α组; 3: 

pEGFP-Mfn2转染组; 4: TNF-α+pEGFP-Mfn2转染组.
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6 s发光强度积分值的对数为纵坐标, ATP浓度

的对数为横坐标, 按以下浓度配置ATP标准曲

线测定液: 0.001、0.010、0.100、1.000、10.000 
μmol/g. 经线性回归分析后所得标准曲线为: Y = 
0.703X+8.699, R2 = 0.9874.

TNF-α处理后LO2细胞内ATP浓度显著下降

(P <0.05), 而ROS生成水平则显著升高(P <0.05); 
转染pEGFP-Mfn2质粒后, 细胞内ATP浓度显著

升高(P <0.05), 而ROS生成水平较前均显著下降 
(P <0.05), TNF-α处理转染组细胞后ATP下降水

平要显著低于未转染组, 而未转染组ROS升高程

度则显著高于转染组(P <0.05, 表1).

3  讨论

T N F-α是一种具有广泛生物学功能的多肽类

细胞因子, 参与内毒素性休克、炎症、免疫调

节、细胞增生、细胞毒活性和抗病毒等过程. 
肝脏细胞表面含有丰富的TNF-α受体, 是其作用

的主要靶器官. 在各种肝脏损伤性疾病损伤过

程中, TNF-α作为炎症反应的始发细胞因子, 其
作用越来越引起人们的关注[8]. TNF-α参与肝损

伤的病理过程途径主要有两种: 一种为细胞外

途径, 由肝细胞表面的受体介导; 另一种为细胞

内途径, 主要由线粒体损伤介导, 但具体分子机

制并不清楚. 
肝脏是体内最大的代谢器官, 线粒体是肝

细胞代谢的核心. 线粒体是高度动态的细胞器, 
他们在细胞内彼此连接呈三位网络状. 同时, 线
粒体在细胞内发生着频繁的融合与分裂, 线粒

体融合对线粒体正常功能的发挥具有非常重要

的作用. Mfn2是我国学者陈光慧利用差异显示

技术得到的一个新基因, 在哺乳动物中, Mfn2对
于线粒体融合事件是必需的[9,10], 阻断Mfn2可导

致葡萄糖氧化的减少、细胞呼吸、线粒体的基

质渗漏和膜电位[11], Mfn2通过维持线粒体的网

状结构影响线粒体的新陈代谢. 我们研究发现, 
TNF-α可以显著抑制肝细胞Mfn2基因的转录与

表达, 并使LO2细胞线粒体从长管状或网状变成

小球形或点状, 而高表达Mfn2可以逆转线粒体

形态的破坏, 可见抑制Mfn2基因表达是TNF-α
诱导肝细胞线粒体形态变化的重要途径之一. 

线粒体的正常呼吸、生成ATP的功能对维

持组织器官功能和细胞结构的完整至关重要. 
ATP含量决定了细胞对应激的反应能力, 如果其

含量降低, 会导致细胞对应激的反应不足而引

起肝细胞的严重损伤. 因此组织中ATP的水平与

组织细胞功能状态及其生命力直接相关[12]. 而
线粒体功能障碍导致的ROS产生增加在人类各

■应用要点
本 研 究 发 现
TNF-α能显著下
调 肝 细 胞 M f n 2
的 表 达 ,  导 致 线
粒体融合障碍及
功 能 损 伤 ,  而 高
表达Mfn2能抑制
TNF-α对肝细胞
线粒体的破坏作
用, 为治疗TNF-α
所致的肝脏损伤
性疾病提供了新
的药物治疗靶点.

表  1  各组细胞ATP含量及ROS相对吸光度值 (mean±SD, 
n  = 20)

     
分组 ATP(µmol/g)        ROS(FI)

空白对照组 5.81±0.31 65.44±3.47

TNF-α+Mfn2转染组 5.70±0.22c 63.31±3.03c

TNF-α组 2.00±0.15a 80.68±4.02a

Mfn2转染组 7.01±0.27a 50.20±3.69a

aP<0.05 vs  空白对照组; cP<0.01 vs  TNF-α组.

图  3  LO2细胞线粒体荧光染色. A: 空白

对照组; B: TNF-α组; C: pEGFP-Mfn2转

染组; D: TNF-α+pEGFP-Mfn2转染组.

A B

C D
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种肝脏损伤性疾病中都能被观察到. 线粒体既

是ROS形成的主要部位, 也是ROS攻击的首要靶

点. ROS通过传递1个或2个电子, 氧化大分子物

质, 引起DNA损害、蛋白质和脂质等氧化和再

氧化损害[13]. 研究证实TNF-α能诱导各种类型细

胞ROS的生成[14-16], 该过程具体机制并不十分清

楚. 本实验结果显示, TNF-α能显著抑制肝细胞

ATP生成水平并大量诱导ROS生成, 但转染Mfn2
基因后能显著抑制这一过程, 说明TNF-α可通过

抑制Mfn2基因导致线粒体功能损伤. Chen等[9]发

现Mfn2表达缺失时细胞呼吸率下降, 进一步检

测发现呼吸链中复合体Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ的电子转移

率下降. 这种变化将导致ATP生成减少, 细胞内

能量障碍使还原性谷胱甘肽减少, 对ROS产物清

除能力下降, 使ROS水平升高. 本实验结果说明

Mfn2基因可能是TNF-α导致细胞ATP生成减少

及ROS水平升高的关键因子. 
总之, 通过实验我们发现TNF-α能显著下调

肝细胞Mfn2的表达, 导致线粒体融合障碍及功

能损伤, 而高表达Mfn2能抑制TNF-α对肝细胞

线粒体的破坏作用. 该结果揭示了TNF-α介导线

粒体损伤新的分子机制, 为治疗TNF-α所导致的

肝脏损伤性疾病提供了新的药物治疗靶点, 但
TNF-α是通过何种机制调控Mfn2基因表达尚有

待深入研究. 
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