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HepG2细胞中线粒体形状的动态变化
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摘要 目的：研究 HepG2细胞中线粒体形状动态变化过程中的功能变化及其初步分子机制。方法：HepG2细胞经过 HBSS缓冲液

饥饿处理后，使用线粒体氧化磷酸化解偶联剂 CCCP、脂肪酸受体 GPR40/120激动剂 GW9508、脂肪酸油酸 OA和钙离子载体

Ionomycin等 4种不同药物处理，通过共聚焦显微镜观察和流式细胞分析的手段检测细胞中线粒体形状和功能发生的改变。然

后，通过基因沉默 Drp1，Mff或者 Fis1蛋白，初步研究调控线粒体形状改变的分子机制。结果：经过 CCCP和 GW9508处理细胞中

产生甜甜圈线粒体，而 OA和 Ionomycin处理产生球状线粒体。CCCP，OA和 Ionomycin使线粒体去极化，CCCP、GW9508、OA或

者 Ionomycin单独处理在一定程度上影响细胞中活性氧化簇 ROS。甜甜圈线粒体产生由 Drp1介导，而球状线粒体形成依赖于

Drp1和Mff。结论：线粒体的形态与其功能相互联系，Drp1和Mff蛋白对于细胞线粒体形状动态改变过程中形状的调整和适应具

有很重要的作用。
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Dynamic Change of Mitochondria Morphology in HepG2 Cells

To investigate the functional alteration and preliminary molecular mechanism of mitochondria

morphology dynamic change in HepG2 cells. After starved by HBSS buffer, HepG2 cells were treated with 4 kinds of

different drugs including mitocho ndrial oxidative phosphorylation uncoupler CCCP, fatty acid receptor GPR40/GPR120 agonist

GW9508, oleic acid OA and calcium ionophore Ionomycin, then mitochondria morphology and function were observed and measured

by confocal microscope observation and flow cytometry analysis. The molecular mechanism of mitochondria morphology dynamic

change was preliminarily studied by knock-down of dynamin-related protein 1 (Drp1), mitochondrial fission factor (Mff) or fission

mitochondrial 1 (Fis1). Cells had Donut mitochondria with mitochondrial oxidative phosphorylation uncoupler CCCP or fatty

acid receptor GPR40/120 agonist GW9508 treatment while Ball mitochondria happened with OA or Iomomycin treatment. CCCP, OA

and Ionomycin depolarized mitochondria, and CCCP, GW9508, OA or Ionomycin alone affected the reactive oxygen species (ROS) in

cells to some extent. Donut mitochondria formation was mediated by Drp1, whereas Ball mitochondria formation was dependent on Drp1

and Mff. The morphology of mitochondria is related to its function, Drp1 and Mff play an important role in mitochondria

morphology adjustment.

Donut mitochondria; Ball mitochondria; Drp1; Mff; Dynamic change
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前言

线粒体（Mitochondria）是不同细胞和组织广泛需求的细胞

器，其主要功能包括：参与脂肪酸氧化、通过三羧酸循环调节能

量代谢和物质代谢、通过氧化磷酸化（Oxidative phosphorylation,

OXPHOS）产生三磷酸腺苷（Adenosine triphosphate, ATP）、调

节程序性细胞死亡、细胞内钙离子稳态调控以及产生和调节活

性氧化簇（Reactive oxygen species, ROS）[1-3]。线粒体的缺陷导致

多种复杂的疾病[4]，例如线粒体呼吸链复合物 I的缺陷可导致

成人视神经萎缩或者婴儿中引起急性坏死性脑病[5,6]。编码线粒

体 DNA聚合酶 酌的缺陷导致肝脑疾病，青少年灾难性癫痫或
成人发作性共济失调 -神经病综合征[7]。线粒体质量和功能活
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性的下降与衰老相联系，并和衰老相关的疾病存在关联[8]。首

先，线粒体功能受损会引起干细胞功能下调，线粒体代谢物也

会对干细胞的转录和表观遗传状态产生影响。另外，最近的研

究发现，细胞内 琢-酮戊二酸和琥珀酸的比例是维持小鼠胚胎
肝细胞多能性的关键[9]。其次，线粒体对于细胞衰老、慢性炎症

均有影响。另外，信号通路调控的线粒体未折叠蛋白反应和线

粒体自噬也能够调节寿命[10]。

线粒体形状是动态变化的，能够通过融合（Fusion）和分裂

（Fission）的过程在细长的互连线粒体网络和片段化的断开排

列之间转换。线粒体主要通过以下蛋白和机制完成形态的转

变：Mitofusins（Mfn1 和 Mfn2）和 MitoPLD等蛋白介导线粒体

外膜融合[11-13]，而 L-OPA1参与线粒体内膜融合[11,14,15]；线粒体动

力蛋白相关蛋白 1（Dynamin-related protein 1, Drp1）及其受体

线粒体分裂蛋白 1（Fission mitochondrial 1, Fis1）、线粒体分裂

因子（Mitochondrial fission factor, Mff）等蛋白介导线粒体外膜

分裂[16,17]，而 S-OPA1和MTP18参与线粒体内膜分裂[2,15]。除了

融合与分裂过程，细胞在某些情况例如使用线粒体解偶联剂可

以产生类似甜甜圈的环状中空线粒体，称为甜甜圈线粒体

（Donut mitochondria）[18,19]。目前，越来越多的研究发现线粒体形

态（Mitochondria morphology）与其功能密不可分[1,11]，许多证据

表明线粒体动态的变化可能影响心血管功能，包括心脏发育、

对缺血 -再灌注损伤的反应、心力衰竭等[20,21]，如抑制线粒体分

裂能够保护心脏抵抗缺血 -再灌注的损伤[22]。细胞在相应细胞

和环境压力下，通过线粒体膜的融合与分裂改变形态从而适应

代谢需求并且保证损伤细胞器的清除[23]。线粒体形态与其相应

功能包括膜电位和 ROS的改变已有研究报道，过表达融合蛋

白Mitofusion或者 Opa1促进线粒体高度融合的同时能够抑制

氧化压力导致的细胞凋亡[22,24]。抑制分裂蛋白 Fis1或 Drp1也可

以促进线粒体融合，同时帮助细胞抵抗外源诱导剂刺激下的线

粒体去极化和细胞凋亡[25]。细胞在高糖压力下，线粒体分裂是

ROS增加的先决条件[26]，而过表达显性失活形式的 Drp1可以

有效阻止高糖压力下导致的线粒体分裂和随之而来的 ROS增

加[26, 27]。以上这些研究说明动态变化的线粒体形态和其功能之

间存在联系，但是其中的机制目前仍不清楚[28]。

本研究主要利用线粒体功能相关的氧化磷酸化解偶联剂

（Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone, CCCP）、被广泛使

用 的 脂 肪 酸 - 油 酸 （Oleic acid, OA）、 脂 肪 酸 受 体

GPR40/GPR120 激动剂 GW9508 以及钙离子载体 Ionomycin

等四种药物处理（Hank's Balanced Salt Solution, HBSS）饥饿处

理之后的 HepG2细胞，通过共聚焦显微镜观察细胞线粒体形

态。此外，本研究还借助活性氧化簇 ROS染料 DCFH-DA[29]和

线粒体膜电位染料 JC-10[30]等两种荧光染料，通过流式细胞分

析的方式检测 CCCP、GW9508、OA 和 Ionomycin 等处理对线

粒体 ROS和膜电位的影响，以及通过 siRNA敲低 Drp1、Mff

或 Fis1的方式，研究线粒体形状动态变化对其功能的影响及其

潜在分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试验材料 人肝癌 HepG2细胞系购于美国 ATCC；胎牛

血清购自 Biological Industries公司；DMEM细胞培养基，青霉

素和链霉素（100×），HBSS缓冲液，活细胞培养皿购于 Thermo

Fisher Scientific公司；CCCP，油酸（Oleic Acid, OA）购于 Sigma-

Aldrich 公司。活性氧化簇 ROS检测染料 DCFH-DA 和线粒

体膜电位指示剂 JC-10 购于 AAT Bioquest 公司。离子霉素

Ionomycin购于碧云天。GW9508购于 Selleck公司。标记线粒

体所使用的 mito-dsRED 和 Tom20-GFP质粒均来自于清华大

学俞立课题组。

1.1.2 试验仪器 细胞培养箱来自 NuAire公司，实时荧光定

量 PCR仪（型号 7500）来自 Applied Biosystems公司，细胞电击

转染仪（型号 Amaxa Nucleofector II）来自 Lonza公司，透射电

子显微镜（型号 H-7650B）来自日立公司，流式细胞分析仪（型

号 Calibur）来自 BD公司，扫描共聚焦显微镜（型号 A1R+）来

自尼康公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和饥饿处理 HepG2细胞在含有 10%血清的

DMEM培养基（补充 1× 青霉素和链霉素）中进行培养，培养箱

设置为 37℃，5%的 CO2，80%的湿度。细胞前一天消化电转质

粒后接种到活细胞培养皿中，第二天细胞用 HBSS缓冲液清洗

两遍，再加入适量 HBSS缓冲液饥饿细胞 2 h。接着换成预先混

好药物的 HBSS后，使用尼康 A1R+扫描共聚焦显微镜活细胞

模块对线粒体进行实时观察。

1.2.2 细胞转染 HepG2细胞通过电转（Electroporation）的方

式进行质粒和 siRNA的转染。细胞经过消化、离心后，使用

100 滋L电转缓冲液重悬细胞，转移放入 1.5 mL EP管中，将需

要转染的质粒加入 EP管用微量移液器和细胞混匀后再转移到

电转杯中，使用 Amaxa Nucleofector II（Lonza公司）电转仪设

定的 HepG2细胞电转程序进行转染。电转后细胞用 10%血清

的 DMEM培养基重悬，接种到实验用的细胞培养皿中。

1.2.3 细胞固定和免疫荧光 细胞经过转染后接种到预先放

置细胞爬片的培养皿中进行培养。细胞经过实验处理后，吸掉

培养基后用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗两遍后，使用 4%的多聚

甲醛室温下固定细胞 15 min。细胞爬片用封片剂固定在载玻片

上，使用尼康 A1R+扫描共聚焦显微镜进行观察。

1.2.4 电镜 细胞用 2.5%戊二醛固定之后，接着用 0.1 M磷

酸缓冲液漂洗，再用 1%锇酸溶液进行固定，接着经过 0.1 M磷

酸缓冲液漂洗，乙醇溶液固定，包埋切片之后经柠檬酸铅溶液

和醋酸双氧铀饱和溶液染色，使用日立 H-7650B电子显微镜

进行样品观察。

1.2.5 实时荧光定量 PCR 使用 Trizol（Invitrogen公司）-三

氯甲烷 -异丙醇沉淀的方法提取转染 siRNA 48 h后的HepG2

细胞内总 RNA，取 5 滋g 总 RNA 作为模板使用 Invitrogen

Superscript反转试剂盒进行反转录得到 cDNA，稀释 100倍后

使用 ABI7500荧光定量 PCR仪进行实验。使用的 PCR引物（5'

到 3'）为：Actin 正向引物：CATGTACGTTGCTATCCAGGC；
Actin反向引物：CTCCTTAATGTCACGCACGAT；Drp1正向引
物：CTGCCTCAAATCGTCGTAGTG；Drp1 反向引物：GAG-
GTCTCCGGGTGACAATTC；Mff 正 向 引 物 ：ACTGAAG-

GCATTAGTCAGCGA；Mff 反 向 引 物 ：TCCTGCTACAA-

CAATCCTCTCC；Fis1 正 向 引 物 ：GTCCAAGAGCACGCA
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图 1不同药物对 HepG2细胞中线粒体形状的影响

（A和 B）线粒体标记蛋白 mito-dsRED和 Tom20-GFP染色的荧光图像，其中（A）为正常 10%血清 DMEM培养基；

（B）为 HBSS培养基和不同药物处理，CCCP（50 滋M），GW9508（200 滋M），OA（200 滋M），Ionomycin（4 滋M），标尺 = 10 滋m；
（C）电镜图片显示（B）中 HBSS和不同药物处理下的线粒体形态，标尺 = 500 nm。

Fig.1 Effects of different drugs on mitochondria morphology in HepG2 cells

(A and B) Fluorecence merge image stained by mito-dsRED and Tom20-GFP as mitochondria markers in normal culture cells in DMEM plus 10% FBS

(A) or in HBSS with different drugs treatments as indicated. CCCP (50 滋M), GW9508 (200 滋M), OA (200 滋M), Ionomycin (4 滋M).

Scale Bar: 10 滋m; (C) Caputured TEM images showing mitochondria morphology in HBSS or drugs treated cells as in (B). Scale Bar: 500 nm.

GTTTG；Fis1反向引物：ATGCCTTTACGGATGTCATCATT。
1.2.6 siRNA序列 序列顺序为 5'到 3'端，siDrp1-1#：AAGC
AGAAGAATGGGGTAAAT，siDrp1 -2#：ACUAUUGAAGGAA
CUGCAAAAUAUA；siMff -1#：AACGCTGACCTGGAACAAG-
GA，siMff-2#：CGCUGACCUGGAACAAGGA；siFis1-1#：AAC-
GAGCTGGTGTCTGTGGAG，siFis1 -2#：AAAGGCCATGAAG
AAAGATGG。

1.2.7 流式细胞分析 细胞染色后进行实验处理，消化、重悬

后通过 BD Calibur 流式细胞分析仪进行 DCFH-DA 或 JC-10

的荧光强度分析。每个样品分析细胞的数目是为 10000个。得

到的原始数据经过 FlowJo VX软件处理呈现。

1.2.8 图像处理 共聚焦显微镜获得的原始图片由 Nikon

NIS-element软件或 Image J软件处理，电镜图片用 Image J软

件处理。

1.3 统计学分析

所有数据使用 Graphpad Prism 5.0软件作图。使用双尾学

生 t检验（Two tailed student's t test）比较不同组数据之间的差

异，P值小于 0.05认为存在明显差异。P小于 0.001时用 ***

表示。

2 结果

2.1 甜甜圈线粒体和球状线粒体的产生

正常培养的 HepG2细胞中，线粒体呈现短棒状[31]（图 1A）。

在经过 HBSS饥饿处理 2 h之后，细胞中形成大量超长管状的

线粒体（图 1B），说明线粒体发生高度融合（Hyperfusion）[31, 32]。

HBSS饥饿处理后的 HepG2细胞经过解偶联剂 CCCP处理 0.5

h 后，产生大量甜甜圈线粒体（图 1B），这种外形类似 " 甜甜

圈"的线粒体结构被认为与线粒体功能障碍相关[19]。与 CCCP

类似，脂肪酸受体 GPR40/120激动剂 GW9508处理也使细胞

中产生大量的甜甜圈线粒体（图 1B）。不同的是，OA处理后，细

胞中出现数目庞大的球状线粒体（图 1B），暗示线粒体发生分

裂。与 OA处理类似，Ionomycin也能使细胞出现数目庞大的球

状线粒体（图 1B）。电镜结果进一步证实了上述表型（图 1C）。

因此，除了改变细胞的能量状态之外[31]，CCCP、GW9508、OA以

及 Ionomycin也可以改变线粒体形态。

2.2 甜甜圈线粒体和球状线粒体形成时间存在差异

进一步，本研究使用活细胞显微镜通过实时观察，研究这

两种形态迥异的线粒体如何产生。CCCP处理细胞之后，线粒

体几乎立刻发生形态的改变，原本棒状的线粒体，一端与中间

相连，在第 35 s 开始形成环状的甜甜圈线粒体（图 2A）。

GW9508与 CCCP类似，也是短棒状线粒体自行围成一个环状
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图 2活细胞实时观察 CCCP/GW9508/OA/Ionomycin处理导致的 HepG2细胞中线粒体动态变化

（A-D）截图显示在 HepG2细胞中使用活细胞延时成像并用mito-dsRED染色作为线粒体标记，HepG2细胞在指定药物处理之前使用 HBSS饥饿

2小时。标尺 = 5 滋m。其中（A）CCCP，50 滋M；（B）GW9508，200 滋M；（C）OA，200 滋M；（D）Ionomycin，4 滋M。
Fig.2 Real-time observation of dynamic change of mitochondria morphology by CCCP/GW9508/OA/Ionomycin treatments in HepG2 cells

(A-D) Captured images stained with mito-dsRED as mitochondria marker by using live cell time-lapse imaging in HepG2 cells which were starved by

HBSS for 2h before indicated drugs treatment. Scale Bar: 5 滋m. (A) CCCP, 50 滋M; (B) GW9508, 200 滋M; (C) OA, 200 滋M; (D) Ionomycin, 4 滋M.

的甜甜圈线粒体（图 2B）。但是与 CCCP不同的是 GW9508需

要处理 7-8 min之后细胞内才逐渐形成甜甜圈线粒体。而从整

个形成过程来看，无论是 GW9508还是 CCCP，甜甜圈线粒体

发生到形成的时间均只需要 20 s左右（图 2A和图 2B）。同样

是形成甜甜圈线粒体，CCCP与 GW9508处理细胞，线粒体形

态发生改变的时间不一致性说明这两种处理对线粒体的改变

仍然存在差异。另外，甜甜圈线粒体出现早而快，球状线粒体完

成慢，也进一步暗示这两种不同形态的线粒体功能或者产生机

制存在着差异。

不同于甜甜圈线粒体形成的快速性，球状线粒体的发生到

完成时间比较长，无论是 OA还是 Ionomycin处理，都需要经

过 20 min，线粒体才能完成分裂的整个过程，最终形成大量球

状分裂的线粒体（图 2C和图 2D）。

2.3 四种药物处理对活性氧化簇和线粒体膜电位的影响

结果表明，CCCP、GW9508、OA和 Ionomycin 处理 10 min

显著增加了细胞内 ROS的水平（图 3A），其影响顺序为 CCCP

>OA>GW9508>Ionomycin。由于各种试剂使用浓度不同，此处

不能比较各药物活性，但其表明这些药物处理均改变了细胞内

ROS水平，暗示氧化应激的发生 [33, 34]。JC-10染色试验表明，

10% FBS正常培养情况下，极化细胞占约 35%，非极化细胞比

较约 60%。与 10% FBS正常培养比较，HBSS饥饿处理不影响

线粒体去极化产生影响（图 3B）。CCCP处理导致线粒体去极

化细胞激剧上升（35%上升至 90%），极化细胞却很少见（图

3B），这与之前研究是一致的[19]。但 GW9508处理并没有对线粒

体去极化产生影响。尽管 CCCP和 GW9508处理均导致形成相

似的甜甜圈线粒体，但它们对于线粒体膜电位的影响存在差

异，这也有可能是两者甜甜圈线粒体形成开始时间差异所在。

而 OA和 Ionomycin的处理也分别增加了大约 55%和 60%的

线粒体去极化的细胞（图 3B）。

2.4 Drp1和Mff参与调控线粒体形态

研究结果表明 siRNA转染 48小时后的细胞中，Drp1、Mff
和 Fis1基因的 mRNA水平分别降低 80-90%或以上（图 4A），

表明敲降效率很高。同时，无论敲低 Drp1，Mff还是 Fis1基因，
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图 3 CCCP/GW9508/OA/Ionomycin处理对活性氧化簇 ROS和线粒体膜电位的影响

（A）直方图显示通过检测 DCFH-DA荧光，CCCP（50 滋M）、GW9508（200 滋M）、OA（200 滋M）和 Ionomycin（4 滋M）分别处理增加 HepG2细胞中的

ROS；（B）通过测量 JC-10荧光得到的细胞百分比显示 CCCP（50 滋M）、GW9508（200 滋M）、OA（200 滋M）或 Ionomycin（4 滋M）处理的 HepG2细胞

中的线粒体膜电位变化。

Fig.3 Effects of CCCP/GW9508/OA/Ionomycin treatment on ROS and mitochondrial membrane potential

(A) Histogram graph showing increased ROS measured by detecting DCFH-DA fluorescence in CCCP (50 滋M), GW9508 (200 滋M), OA (200 滋M) and

Ionomycin (4 滋M) treated HepG2 cells; (B) Cell percentage showing change of mitochondrial membrane potential measured by detecting JC-10

fluorescence in CCCP (50 滋M), GW9508 (200 滋M), OA (200 滋M) and Ionomycin (4 滋M) treated HepG2 cells.

图 4 Drp1, Mff或者 Fis1敲低形成长管状线粒体

（A）HepG2细胞中利用 q-PCR测定指示基因的敲低效率。***P<0.001；
（B）图像显示 Drp1、Mff或 Fis1敲低促使 HepG2细胞中长管状线粒体的形成。

Fig.4 Long-tube mitochondria formation in Drp1, Mff or Fis1 knockdown HepG2 cells

(A) Knockdown efficienty as indiated genes in HepG2 cells by q-PCR; (B) Images showing Drp1,

Mff or Fis1 knockdown induced long-tube mitochondria formation in HepG2 cells.

都能使细胞产生长管状高度融合的线粒体（图 4B），与之前报 道的一致[35]。

敲低 Drp1 能够显著抑制 CCCP 或者 GW9508 处理形成

的甜甜圈线粒体，细胞中线粒体为大量高度融合的长管状线粒

体（图 5A和 5B）。而 Mff或者 Fis1敲低，均对甜甜圈线粒体产

生没有影响（图 5A,5C和 5D）。敲低 Drp1或Mff显著抑制 OA

或者 Ionomycin处理形成的球状线粒体（图 5E，5F和 5G）。而

Fis1敲低，对球状线粒体产生没有影响（图 5E和 5H）。这些结

果显示：CCCP 和 GW9508 处理导致的甜甜圈线粒体依赖

Drp1；与此同时，Drp1和Mff对于 OA和 Ionomycin处理导致

的球状线粒体形成至关重要。

3 讨论
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图 5 Drp1, Mff或 Fis1敲低对甜甜圈和球状线粒体形成的影响

（A-D）在 CCCP（50 滋M）或 GW9508（200 滋M）处理的对照和 Drp1、Mff、Fis1敲低 HepG2细胞中的线粒体形态；

（E-H）在 OA（200 滋M）或 Iomomycin（4 滋M）处理的对照和 Drp1、Mff、Fis1敲低 HepG2细胞中的线粒体形态；

（A和 E）对照 siRNA转染细胞；（B和 F）Drp1 siRNA转染细胞；（C和 G）Mff siRNAs转染细胞；（D和 H）Fis1 siRNA转染细胞。

Fig.5 Effects of Drp1, Mff or Fis1 knockdown on Donut and Ball mitohcondria formation

(A-D) Mitochondria morphology in control and Drp1/Mff/Fis1 knockdown HepG2 cells with CCCP (50 滋M) or GW9508 (200 滋M) treatment;

(E-H) Mitochondria morphology in control and Drp1/Mff/Fis1 knockdown HepG2 cells with OA (200 滋M) or Ionomycin (4 滋M) treatment;

(A and E) control siRNA transfected cells; (B and F) Drp1 siRNAs transfected cells; (C and G) Mff siRNAs transfected cells;

(D and H) Fis1 siRNAs transfected cells.

本研究利用氧化磷酸化解偶联剂 CCCP、油酸、脂肪

酸受体 GPR40/GPR120 激动剂 GW9508 以及钙离子载体

Ionomycin等四种药物处理 HBSS饥饿处理之后的 HepG2 细

胞，应用活细胞共聚焦显微镜和电镜的手段观察细胞中线粒体

形态的动态变化。并且还通过使用小分子染料，利用流式细胞

分析的方式检测 CCCP、GW9508、OA 和 Ionomycin 等处理分

别对线粒体 ROS和膜电位的影响，分析线粒体形态和其功能之

间的联系。本研究通过使用 siRNA敲低 Drp1、Mff或 Fis1的方

式，进一步研究线粒体形状动态变化过程中潜在的分子机制。

首先，本研究所使用的氨基酸和血清饥饿（HBSS缓冲液

处理）能够在 HepG2细胞中显著改变线粒体形态，细胞中会积

累大量高度融合的长管状线粒体（图 1A，1B和 1C），这一结果

与之前的研究一致[31]。本研究主要关注的线粒体功能包括氧化

磷酸化（Oxidative phosphorylation, OXPHOS），脂肪酸 茁- 氧化
（茁-oxidation）和钙离子稳态[1，36]。CCCP是研究线粒体功能常用

的解偶联剂，使用 CCCP处理导致细胞中产生大量甜甜圈线粒

体（图 1B和 1C），这与之前的报道相同[19]。本研究还发现甜甜

圈线粒体的产生过程仅需 20 s，这是一个非常动态的过程（图

2A）。另外，饥饿处理后的细胞经过 OA处理后导致线粒体分裂

成球状，这一过程相对缓慢，需要经历 20 min（图 1A，1B和

2C）。脂肪酸除了作为能源物质之外，还可以结合脂肪酸受体通

过信号的方式调节细胞内活动。与 OA处理不同的是，使用脂

肪酸受体 GPR40/120激动剂 GW9508处理细胞，产生的是甜

甜圈线粒体而非球状线粒体，并且从开始到甜甜圈形成所需要

的时间只需要 20 s（图 1B，1C和 2B）。而 GW9508作为脂肪酸

受体激动剂，需要一段时间借助受体传递信号，从而改变细胞

中某些信号通路[37]。因此，GW9508处理在 7 min后才开始形成

甜甜圈线粒体，明显与 CCCP所导致的甜甜圈线粒体存在差

异。钙离子载体 Ionomycin处理细胞能够提高细胞胞浆和线粒

体中钙离子浓度[38]。Inomycin处理的细胞中产生分裂的线粒体

（图 1B，1C和 2D）与 OA处理类似，Ionomycin一方面使线粒

体去极化，另一方面 ROS水平也有一定程度的提高（图 3A和

3B）。本研究发现 GW9508与 CCCP处理均可形成相似的甜甜

圈线粒体，然而，其开始形成的时间明显晚于 CCCP处理，并且

GW9508并未在使用中明显改变线粒体膜电位，这与 CCCP

导致的线粒体去极化存在显著差异。OA和 Ionomycin在本研

究中的使用证明脂肪酸和钙离子对线粒体的调控，两者都能

够使细胞中线粒体分裂，并导致线粒体去极化和 ROS的升

高，这一结果与之前报道的线粒体分裂是 ROS增加的先决条

件是一致的[26, 27]。
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本研究试图从参与调控线粒体形态的蛋白分子的角度出

发，研究甜甜圈线粒体和球状线粒体产生的机制。线粒体相关

蛋白 Drp1，Mff，Fis1已被报道参与线粒体的分裂过程。Mff和

Fis1作为膜蛋白可以作为 Drp1的结合蛋白招募 Drp1定位线

粒体外膜分裂线粒体 [35]。研究中发现敲低这三个基因都能使

HepG2细胞中产生高度融合的长管状线粒体（图 4A和 4B），

进一步证实这三个蛋白能够调控线粒体分裂。接着，试验发现

只有敲低 Drp1能够抑制 CCCP或者 GW9508 处理导致的甜

甜圈线粒体的形成（图 5B）。因此，Drp1可能通过其他线粒体

上的受体而非 Mff或者 Fis1调控 CCCP/GW9508导致的甜甜

圈线粒体（图 5C）。同样，OA或者 Ionomycin处理导致的球状

线粒体可以通过敲低 Drp1或者Mff抑制（图 5F和 5G）。因而，

OA或者 Ionomycin处理可能通过招募 Drp1和其受体 Mff结

合，参与线粒体切割和分裂，这都与高糖压力下导致线粒体分

裂的报道非常一致[26,27]。另外，有报道认为，高糖压力下产生过

量的 ROS能够进一步激活阳离子通道 TRPM2，导致钙离子浓

度上升，从而导致溶酶体通透性的改变以及溶酶体锌离子再分

布到线粒体中。线粒体中的锌离子有进一步招募 Drp1蛋白，最

终导致了线粒体分裂[39]，因而 Ionomycin也很有可能通过这种

方式调控线粒体分裂。最近的研究还发现，AAC1介导的脂肪

酸的从头合成通过稳定 Fis1导致线粒体分裂维持干细胞的多

能性以及诱导性多能干细胞的形成。同时，该研究还报道了正

常培养条件下的细胞经过油酸（OA）处理后线粒体发生分裂，

与线粒体分裂相关的 Drp1和 Fis1蛋白水平显著增加[40]。这些

现象均说明在高营养 --高糖或者高脂肪酸（OA加入）的条件

下，细胞可能需要通过线粒体分裂的方式来应对这种压力。

本研究主要发现脂肪酸及其受体激动剂以及钙离子能够

调控线粒体形态，导致甜甜圈线粒体和球状线粒体的形成，并

且这两种线粒体形态的发生均依赖于 Drp1，但其中的具体分

子机制上仍然存在着差异。CCCP/GW9508处理导致的甜甜圈

线粒体，以及 OA/Ionomycin处理导致的球状线粒体，具体通过

什么机制，如何调控 Drp1的功能需求，是否改变 Drp1的磷酸

化水平[17, 41]仍需要进一步研究。
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·重要信息·
《现代生物医学进展》2020年封面设计说明

美国癌症学家威廉·凯林（William G. Kaelin Jr），英国医学家彼得·拉特克利夫（Sir Peter J. Ratcliffe）和美

国医学家格雷格·塞门扎（Gregg L. Semenza）共享了 2019年诺贝尔生理学或医学奖，他们发现了细胞如何感

知并适应氧气变化的含量，证实存在调控基因活性的分子机器，从而响应于不同水平的氧气，这些开创性的发

现揭示了生命最重要的适应过程之一。

我刊 2020年度的封面设计紧贴上述诺贝尔奖项的主题，封面主体为气泡构成的氧气分子式，表现了氧分

子与生命之间的密切联系。此版封面设计主题突出，色彩简约明了，一如既往的体现了《现代生物医学进展》始

终与生物医学学科发展前沿衔接的办刊主旨和特色。
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