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·基础研究·
低浓度 CO暴露促进大鼠肝前体细胞增殖的体外研究 *

何大立 张 玄 慕喜喜 蒲 猛 黄启科 赵 戈 陶开山△

（第四军医大学西京医院肝胆胰脾外科 陕西西安 710032）

摘要 目的：观察低浓度一氧化碳暴露对营养相对匮乏情况下大鼠肝前体细胞系生长的影响并探索其作用机制。方法：分别在营

养充足（10%胎牛血清，10%FBS）和营养相对匮乏（4%胎牛血清，4%FBS）条件下对大鼠肝脏前体细胞系WB-F344进行体外培养，

观察细胞的生长情况；同时，在不同两组 4%FBS培养基中分别加入无活性的一氧化碳释放分子 iCORM-2和有活性的一氧化碳

释放分子 CORM-2，两者的浓度均为 100 滋M，观察比较低浓度一氧化碳暴露是否有利于WB-F344的生长和增殖；利用吖啶橙染

色观察不同组别培养细胞酸性自噬小体的形成情况，并进行Western-Blot，检测自噬相关蛋白 LC3-I和 LC3-II的转化情况，探讨

其可能的作用分子机制。结果：在含有 10%FBS的培养基中，WB-F344细胞生长良好，呈指数生长，并在第 5天达到生长高峰；与

其相比，4%FBS培养基对WB-F344的生长有明显抑制，细胞生长相对缓慢，并且相同时间点的细胞增殖数量明显不足。在进行浓

度为 100 滋M的一氧化碳分子暴露后，WB-F344细胞生长情况有明显改善，细胞增殖的峰值有显著增加。吖啶橙染色显示，4%

FBS培养基条件下培养的WB-F344细胞，细胞内出现橘红色荧光，在暴露于低浓度的一氧化碳分子后，橘红色荧光的强度有明显

增加。进一步的Western-Blot检测发现，营养相对匮乏的培养基（4%FBS）能使WB-F344细胞在生长过程产生 LC3-I向 LC3-II的

转化，在暴露于低浓度的一氧化碳分子后，LC3-II的量进一步增加，LC3-II/LC3-I的比值显著增大（P＜0.05）；进一步的研究显示在

此过程中伴随着 p-AKT和 mTOR蛋白的表达降低，同时，HO-1蛋白的表达增加。结论：低浓度一氧化碳暴露能促进WB-F344细

胞产生自噬，有利于大鼠肝前体细胞系的生长和增殖，同时这和 AKT/mTOR信号途径的抑制及 HO-1的表达增加有关。
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Low-concentration CO Exposure Promote the Proliferation of Rat Hepatic
Progenitor Cell in Vitro*

To explore the role and molecular mechanism of hepatic progenitor cell (HPC) exposed to low-concentra-

tion exogenous CO molecular against relative nutrition deficiency. HPCs (WB-F344) were cultured in vitro in 10%FBS and 4%

FBS medium respectively. Meanwhile, inactive CORM-2 (iCORM-2) and CORM-2 were administered respectively to different groups of

WB-F344 cultured in 4%FBS medium. 100 滋M was chosen as the same CO exposure concentration both in iCORM-2 and CORM-2

groups. Cell viability and proliferation were observed in all groups. Acridine orange (AO) staining was used to detect the formation of

Acidic autophagosomes in WB-F344 cells. The transformation between LC3-I and LC3-II was detected with western-blot.

WB-F344 cells exhibited an exponential growth in 10%FBS medium and achieved growth peak in the fifth day. On the contrary,

WB-F344 cells showed an inhibitory viability and very slow growth rate in 4% FBS medium. The proliferative cell number decreased at

the same time point compared to the control group. While exposed to 100 滋M CORM-2, WB-F344 cells' viability and growth situation

improved significantly and had an increased growth peak. AO staining displayed obvious orange fluorescent in WB-F344 cells cultured in

4%FBS medium and the intensity of orange fluorescent enhanced after CO molecular exposure. Western-blot assay demonstrated that rel-

ative nutrition deficiency (4%FBS) promoted LC3-I to transform into LC3-II in the growth of WB-F344 cells. CO molecular exposure in-

creased the production of LC3-II and the ratio between LC3-II and LC3-I (P＜0.05). Further western-blot detection revealed that the ex-

pression of p-AKT and mTOR declined simultaneously in the CO exposure process in concurrence with the increased expression of

HO-1. Low-concentration CO exposure could benefit the autophagy formation in WB-F344 cell against severe environment

and promote its viability and proliferation. The molecular mechanism referred to AKT/mTOR signal pathway inhibition and HO-1 in-

crease.
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前言

自噬是一种生命现象, 细胞在许多条件下可诱发自噬，形

成自噬小体，随之与溶酶体融合形成自噬溶酶体，降解其所包

裹的受损或衰老的细胞器和长寿蛋白质来维持细胞本身的代

谢需要及某些细胞器的更新，利于细胞的循环稳定性[1]。但是，

细胞无序和过度的自噬最终会导致自身的胞膜和胞核被降解，

导致细胞死亡[2]。因此，自噬亦被称为 II型程序性细胞死亡。在

一些疾病模型中，一氧化碳分子（CO）具有抗炎和细胞保护作

用[3]，并且能够促进细胞产生自噬，低浓度的 CO可作为一种新

型治疗干预手段[4]。在肝损伤过程中，具有多向分化潜能的肝前

体细胞系(hepatic progenitor cells, HPCs)能够对肝脏起到修复

作用。因此本实验拟通过使大鼠肝前体细胞系WB-F344暴露

于低浓度的 CO分子，来检测 CO对WB-F344诱发自噬的作

用，及对细胞生长和增殖的影响，并探索其作用的分子机制。

1 材料和方法

1.1 主要材料

大鼠肝前体细胞WB-F344来源于中国科学院细胞库（中

国上海）。一氧化碳释放分子 CORM-2（三羰基二氯代钌二聚

物）购自美国 Sigma公司（货号：288144），溶于微量 DMSO溶

液，然后用培养基稀释至浓度为 100 滋M，细胞培养时 DMSO

的溶度小于 0.5%。无活性的一氧化碳释放分子 iCORM-2由

CORM-2溶液配制，37℃过夜使用，浓度同 CORM-2。3-MA购

自美国 Sigma公司（货号：M9281），使用的终浓度为 2 mM，参

考 Ruan等的使用剂量[3]。DME/F-12 (1：1, 1× )培养基购自美国

Hyclone公司。胎牛血清（FBS）购自美国 GIBCO公司。吖啶橙

染色试剂购于美国 Sigma公司。Western-Blot所用的第一抗体

anti-LC3B（货号：ab192890）、anti-mTOR (货号：ab137133)、an-

ti-HO-1（货号：ab137749）、anti-茁-actin（货号：ab8226）购自英国
Abcam公司，anti-AKTser473（货号：4691p）、anti-p-AKTser473

（货号：4060p）购自美国 CST公司。辣根过氧化物酶标记的山

羊抗小鼠、山羊抗兔二抗购自北京中杉金桥生物公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养实验分组 取对数生长期的 WB-F344 细胞,

胰酶消化后，用 10%FBS培养基制成细胞悬液，然后将细胞种

植到 96孔板，每孔加入 100 滋L的细胞悬液，细胞数为 3000个

/孔，放入 37℃、5% CO2细胞培养箱中培养 24 h，待细胞贴壁

后分组干预。实验分为五组：1、10%FBS组（不含 CORM-2）；2、

4%FBS 组（不含 CORM-2）；3、4%FBS+iCORM-2 组；4、4%

FBS+CORM-2组；5、4%FBS+3-MA组。每组设置 3个复孔，重

复种植 6块 96孔板，分别对应 6个时间点（1、2、3、4、5、6天）。

更换每孔培养基，按分组加入不同的培养基，iCORM-2 和

CORM-2的培养基终浓度均为 100 滋M，细胞培养过程中 3天

换一次培养基，各组干预措施不变，培养时间小于 3天时不换

液，重复实验 3次。

1.2.2 细胞增殖检测 WB-F344细胞增殖检测采用 CCK-8检

测试剂盒，分别于不同时间点（1、2、3、4、5、6天）取各组培养细

胞（每个时间点对应一块 96孔培养板），向每孔中加入 10 滋L-
CCK-8溶液，将培养板在培养箱内孵育 2 h。用酶标仪测定在

450 nm处的吸光度，各孔 OD值为测得的 OD值减去本底 OD

值（培养基加 CCK-8，无细胞），各重复孔的 OD值取均数± SD。

1.2.3 吖啶橙染色 培养细胞进行吖啶橙（AO）染色，用荧光

显微镜观察细胞内酸性囊性小体的形成。AO是用来鉴定细胞

凋亡或者自噬性死亡的荧光分子，它可以和 DNA分子相互作

用，发出绿色荧光或者在酸性囊泡中累积被质子化形成聚合物

发出明亮的橘红色荧光。在 24孔板培养孔中预先加入消毒处

理过的细胞爬坡玻璃片，将对照组和实验组细胞在 24孔板中

培养 24 h，其中实验组培养基中加入了 CORM-2，能够缓慢释

放 CO分子）。在观察终点去除各孔中的培养基，用 PBS洗 3

遍，然后向各孔中加入 AO染色液，染色液的 AO终浓度为 20

滋g/mL，室温孵育 15 min。弃去染色液后用 PBS洗 4遍，用倒置

的荧光显微镜观察染色结果。细胞发生的自噬效应采用细胞的

自噬率（Autophagic Ratio）表示，即每高倍镜视野下，发生自噬

的细胞与细胞总数的比值。

1.2.4 细胞总蛋白的提取及 Western-Blot检测 取对数生长

期的WB-F344细胞胰酶消化后，种植于直径 6 cm的培养皿

中，待细胞贴壁后按照方法 1.2.1 中的实验分组处理细胞，

37℃、5% CO2培养 24 h后，弃去培养基，用含有蛋白酶和磷酸

酶的 RIPA裂解缓冲液消化，收集蛋白后 99℃变性 10 min。蛋

白定量采用 BCA蛋白定量试剂盒，具体操作按照说明书进行。

提取的细胞蛋白用 12%SDS-PAGE分离，然后转膜到 PVDF

膜，5%的牛奶封闭后用一抗孵育，4℃过夜，TBST洗涤 3次，每

次 5 min，用辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育 1 h，洗涤同

上，蛋白条带的检测采用 ChemiDocTM XRS+ 仪器和 Image

Lab TM软件。

1.3 统计学方法

实验数据以均数± 标准差（x± s）表示。应用 SPSS12.0统

计软件分析数据，采用单因素方差分析和 t检验，以 P＜0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同条件培养基及低浓度 CO对WB-F344细胞生长的影响

在含有 10%FBS的完全培养基中，WB-F344 细胞生长良

好，呈指数生长，并在第 5天达到生长高峰，后生长放缓；与其

相比，当培养基中血清的浓度降低时，即 4%FBS 培养基，

WB-F344细胞的生长有明显限制，细胞生长相对缓慢，相同时

间点的细胞增殖数量明显不足。在进行浓度为 100 滋M的一氧
化碳分子暴露后，WB-F344细胞生长情况有明显改善，细胞增

殖的峰值有显著增加，差异有统计学意义（P＜0.05），但是仍然

低于 10%FBS培养基组。当细胞培养过程中加入 3-MA（终浓

度为 2 mM）自噬抑制剂后，细胞生长情况明显受限，如图 1。
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2.2 不同培养条件下WB-F344细胞胞质中酸性自噬小体的形成

营养充足的培养基（含 10%FBS）中 WB-F344细胞生长良

好，吖啶橙染色未观察到明显的橘红色荧光，提示没有明显的

酸性自噬小体形成。当血清浓度降低时，4%FBS培养基中的

WB-F344细胞胞质中开始出现橘红色荧光，自噬囊泡开始出

现。进一步加入 iCORM-2后细胞的变化仍不明显，但是当加入

CORM-2 后，橘红色荧光明显增加，强度显著增强，提示

WB-F344细胞自噬现象活跃，有大量的酸性自噬小体形成，如

图 2。

2.3 不同培养条件下 WB-F344 细胞自噬相关蛋白 LC3-I 向

LC3-II的转化

在进行不同条件下培养WB-F344细胞的同时，分别于不

同时间点（24小时和 48小时）提取各组细胞的胞膜和胞浆蛋

白，Western-Blot检测各组培养细胞中自噬相关蛋白 LC3的变

化。由图 3中我们可以看出，两组时间点均出现血清浓度的降

低导致 LC3-I的含量降低，而 LC3-II的含量明显增加，LC3-I-

I/LC3-I的比值逐渐增大，当细胞进一步暴露于低浓度 CO分子

后，LC3-II/LC3-I的比值达到最大，提示营养不足可以导致自噬

的发生，同时，低浓度 CO分子具有增强WB-F344细胞自噬的

功能，促进 LC3-I向 LC3-II的转化。当使用 3-MA抑制细胞的

自噬现象后，LC3-II的转化明显降低，蛋白表达量下降，如图3。

图 1 不同条件培养基及低浓度 CO分子对WB-F344细胞生长的影响

（*P＜0.05, 4%FBS+CORM-2 vs 4%FBS+iCORM-2, 4%FBS, 10%FBS,

4%FBS+CORM-2+3-MA）

Fig.1 The growth status of WB-F344 cells in low-concentration CO within

different mediums（*P＜0.05, 4%FBS+CORM-2 vs 4%FBS+iCORM-2,

4%FBS, 10%FBS, 4%FBS+CORM-2+3-MA）

图 2不同培养条件下WB-F344细胞胞质中酸性自噬小体的形成情况 (上图：× 200；下图：× 400)（**P＜0.01, 4%FBS+CORM-2 vs 4%

FBS+iCORM-2, 4%FBS, 10%FBS）

Fig.2 The formation of acidic autophagosome in WB-F344 cell cytoplasm in different mediums (up:× 200; down:× 400)（**P＜0.01, 4%FBS+CORM-2

vs 4%FBS+iCORM-2, 4%FBS, 10%FBS）

2.4 不同培养条件下WB-F344细胞自噬过程中相关信号通路

的活化情况

进一步的Western-Blot检测发现（细胞蛋白的提取时间点

为 24 h），低浓度的 CO分子暴露是 p-AKT的表达量显著减

少，具有明显的抑制 AKT蛋白激酶磷酸化的作用；同时，我们

还发现在此过程中，磷酯酰肌醇激酶相关激酶 mTOR (哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白)的表达量有降低，提示低浓度 CO暴露对

其有抑制作用。在 CO分子引起WB-F344细胞自噬增强的分

子中，我们可以检测到 HO-1的明显增加，提示 CO和 HO-1可

以相互影响，共同促进自噬的发生，如图 4。

3 讨论

肝脏前体细胞（hepatic progenitor cells，HPCs）或称肝内干

细胞（啮齿类动物称卵圆细胞）是肝脏损伤时一类重要细胞。研

究显示 HPCs由异质的细胞亚群组成，可向着肝细胞、胆管细

胞、肠上皮细胞、胰腺细胞分化[5]。当肝脏受到严重损伤、正常的

再生途径受到干扰时，HPCs被激活并大量增殖从门脉周围延

伸到肝实质，分化为肝细胞和胆管细胞从而修复肝损伤。在此

过程中，复杂的体内微环境中多种因素均能对 HPCs的增殖和

分化造成影响，最终导致不同的肝修复结局。

一氧化碳（CO）是一种十分重要的细胞信使分子，具有传

递细胞间信息、调节细胞功能等作用，并在体内的多个系统发

挥及其重要的生理功能。新型的 CO 供体 CORMs（carbon

monoxide releasing molecules）可不经机体代谢而直接作用于靶

点组织释放 CO发挥生理作用。CORM-2是过渡金属化合物钌

的羰基化合物二聚体分子，其化学式：[Ru(CO)3Cl2]2。CORM-2

能溶于 DMSO释放出 CO，CO的释放量取决于 CORM-2的浓

度，随着浓度的增大，CO的释放量不断增多，每摩尔 CORM-2

大约能够释放 0.7摩尔 CO，但当浓度增大到一定程度，CO的

释放量达到一个恒定值[6]。
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图 3不同培养条件下WB-F344细胞自噬形成过程中 LC3-I向 LC3-II的转化（*P＜0.05; 4%FBS+CORM-2 vs 4%FBS+iCORM-2, 4%

FBS+CORM-2+3-MA）

Fig. 3 LC3-I transform into LC3-II in the process of autophagy in WB-F344 cells with different mediums（*P＜0.05; 4%FBS+CORM-2 vs 4%

FBS+iCORM-2, 4%FBS+CORM-2+3-MA）

图 4 不同培养条件下WB-F344细胞自噬过程中相关分子蛋白的表达变化（**P＜0.01, *P＜0.05; 4%FBS+CORM-2 vs 4%FBS+iCORM-2, 4%FBS,

10%FBS）

Fig. 4 The expression of proteins refer to autophagy in WB-F344 cells with different mediums（**P＜0.01, *P＜0.05; 4%FBS+CORM-2 vs 4%

FBS+iCORM-2, 4%FBS, 10%FBS）

自噬是一种细胞消化自身受损或老化的细胞器及长寿命

循环蛋白来维持自身稳态的生命现象，是物质和能量的再循环

和再利用，以使细胞适应极端的环境变化，维持新陈代谢。很多

因素能诱导细胞发生自噬，如饥饿、生长因子缺乏、微生物感

染、细胞器损伤、蛋白质折叠错误或聚集、DNA损伤、放化疗

等，这些因素均能刺激细胞维持一种很低的、基础的自噬活性。

许多研究表明，在一定程度上强化细胞的自噬活性将有利于细

胞的生长，自噬活性不足或功能受损将促进细胞凋亡[7-9]。Jeong

SM等发现，抑制胰腺导管腺癌细胞的自噬活性，癌细胞的增殖

受到明显抑制，同时伴随着细胞的凋亡增加[10]。在大鼠的肝肺

综合征模型中，抑制自噬可以明显改善肺微血管内皮细胞

（PMVECs）的过度增殖[11]。同时，Yun等证实，肝脏缺血再灌注

时，细胞自噬功能受损加重了肝细胞的损伤[12]。本实验中，4%

FBS的培养基造成了 HPC生长过程中的营养相对不足，细胞

增殖明显放缓，和对照组相比，细胞数峰值降低，而当给予了低

浓度的 CO后，细胞生长情况有明显改善。实验中 CORM-2的

给药浓度为 100 滋M，和 Ruan等人的研究中所使用的浓度一

致，100 滋MCORM-2在血液中释放的 CO不影响血红蛋白与氧

的结合，同时能对缺氧条件下的肾小管上皮细胞起明显的保护

作用[3]。高浓度的 CO容易引起 CO中毒，同时，研究证明自噬

活性过度会导致细胞代谢紊乱，不利于细胞的存活[13]。研究表

明，在临床前的各种组织损伤中，较低浓度生理剂量的 CO（250
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ppm）能够调节细胞增殖，细胞凋亡，减少促炎因子的释放[14]。目前

细胞自噬涉及多种信号传导通路，如 PI3K/Akt/mTOR [15],

ERK1/2, class I PI3K/PKB, G琢i3 protein, NF-资B 和 calcium [16]

等。CO也参与对细胞自噬的调节，如：CO能强化自噬蛋白

beclin-1依赖的自噬在脓毒血症中发挥保护作用，自噬蛋白 be-

clin-1缺陷（Becn1+/-）的脓毒血症小鼠对 CO治疗无反应[17]。

CO通过上调线粒体相关活性氧的产生激活自噬，抑制高压氧

相关的 ROS形成，减少高压氧诱导的细胞死亡[18]。本实验中，

低浓度 CO 具有明显强化 HPC 自噬活性的作用，同时，

Akt/mTOR 信号通路明显受到抑制。有研究证实，激活

Akt/mTOR可以抑制自噬，而 Akt/mTOR途径受抑制时自噬活

性明显增强[19,20]，和本研究结果一致。

体内 CO的来源有多种途径，大部分 CO主要是通过血红

素在血红素氧合酶（heme oxygenase，HO）催化下氧化所产生。

其中 HO-1为诱导型，在紫外辐射、致癌物、缺血再灌注、内毒

素休克及氧自由基等因素的诱导下其活性可显著增强。体外实

验证实 CORM-2可通过增强内源性 HO的活性和 HO-1的表

达抑制 LPS介导的 RAW264.7小鼠巨噬细胞炎症反应。本实

验中 HPC在生长过程中暴露于 CO后 HO-1表达量显著升高。

这可能与外源性的 CO使蛋白激酶样内质网激酶（PERK）磷酸

化，从而激活 Nrf2，引起 HO-1的表达增加有关。研究证实外源

性的 CO能够使 HO-1的表达增加，减轻 TNF-a诱导的成骨细

胞MC3T3E1的凋亡[21]。HO-1的表达增加促进了内源性 CO的

释放增加，进一步巩固了 CO的细胞保护作用[22]。

在肝损伤、肝再生过程中，HPC可受体内多种因素影响，需

要进一步证实 CORM-2在体内微环境中的作用和机制。本研

究首次在体外实验中证实，外源性低剂量的 CO可通过诱导

HPC产生自噬效应，发挥细胞保护作用，为临床针对严重肝损

伤的治疗提供了新的思路。
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