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摘要：抑制性神经递质Gamma-氨基丁酸（gamma-aminobutyric acid，GABA）在体内具有多种生理功能。有文献报道GABA可抑制酒精的肝毒性作用，但其机制不清。未折叠蛋白反应（Unfolded protein response，UPR）是细胞通过一系列信号转导途径维持内质网稳态的重要机制，但若UPR持续时间较长而使ER稳态不能及时重建，UPR信号通路将引发细胞凋亡。本研究采用MTT实验和Western blot等方法，探讨了GABA是否通过内质网非蛋白折叠反应发挥对抗酒精对肝细胞的增殖抑制作用。结果发现，酒精对体外培养的BRL肝细胞的增殖抑制作用可被GABA逆转，且酒精诱导的UPR标志物GRP78和CHOP表达上调被GABA抑制。以上结果说明GABA抑制酒精的肝毒性作用与GABA抑制酒精诱导的UPR有关。
关键词：肝脏生理；酒精性肝病；伽马氨基丁酸；未折叠蛋白反应；增殖
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Protective role of GABA against ethanol hepatotoxicity involves inhibition of unfolded protein response
LIU Yanli1, LI Tao2, WANG Shuanglian3
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Abstract: Gamma-aminobutyric acid (GABA), which is a primary inhibitory neurotransmitter, plays various physiological roles throughout the body. It was reported that GABA protects hepatocytes against ethanol-induced hepatotoxicity but the underlying mechanism is unclear. Using MTT and Western Blot analysis, the cytoprotective effect of GABA against ethanol-induced hepatotoxicity was evaluated in cultured rat hepatocytes. Ethanol-induced decrease of cell viability was inhibited by GABA treatment. Western Blot analysis revealed that GABA inhibits ethanol-induced expression of GRP78 and CHOP, which are UPR markers. These results suggest that GABA is protective against ethanol’s cytotoxicity through down-regulation of UPR in cultured hepatocytes.
Key words: Liver physiology; Alcoholic liver disease; GABA; unfolded protein response; Proliferation
0 引言
酒精性肝病（Alcoholic Liver Disease，ALD）是世界范围内发病率和病死率较高的疾病之一1[]
。众所周知，酒精摄入是促进ALD发病最主要的独立危险因素，然而酒精的肝毒性作用
十分复杂，其诱导的肝损伤是由酒精代谢产物、肝脏炎症和免疫反应等多种因素造成的复杂结果，这些因素包括氧化应激、炎症反应对肝细胞（hepatocytes）的直接伤害作用以及肝脏非实质细胞的激活。另外由酒精诱导的内毒素/细胞因子的释放、免疫学机制和纤维增生将对肝脏造成间接损害2[]
。上述因素叠加在一起将会阻碍肝脏的再生和/或促进肝脏细胞的凋亡。
尽管近些年来人们一直致力于研究酒精对肝脏的毒害作用机制，目前对ALD的治疗方法仍然停留在40年前的水平，即减少酒精摄入量、营养支持和激素疗法，迄今为止尚缺少一个有效的治疗靶点3[]
。因此，进一步阐明和完善酒精对肝脏的损害机制及ALD的发病机理将为临床治疗和防治ALD提供新的靶点，具有深远的意义。
在中枢神经系统中，GABA是一种主要的抑制性神经递质。近些年来，GABA在外周神经系统以及一些内脏器官中的作用逐渐受到人们关注4[]
。对于肝脏来说，每克肝组织中GABA的含量高达250 nmol5[]
。已有研究表明，肝脏GABA能活性（GABAergic activity）增强可抑制肝细胞的再生过程6[]
，且在肝细胞癌的发病过程中发挥着重要的作用
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。另有研究还发现，GABA可抑制酒精的肝毒性作用10[]
。以上研究结果强烈提示，GABA是调控肝脏生理和病理过程的重要分子，但是GABA在酒精致肝损伤中的作用目前尚不明确。
内质网应激反应（Endoplasmic Reticulum stress response，ERSR）是指在某些刺激因素，如分泌性蛋白过多而不能正确折叠、ER钙耗竭、缺氧以及外源性化学药物等的作用下，内质网的生理功能发生紊乱的一种亚细胞器病理过程。ERSR一方面通过未折叠蛋白反应（Unfolded protein response，UPR）调节某些特定基因的转录而增强ER对蛋白质的折叠能力维持内质网稳态；另一方面，如果UPR持续时间较长而使ER稳态不能及时重建，UPR信号通路将引发细胞凋亡11[]
。已有研究表明，酒精处理后小鼠肝脏中ERSR的标志分子如GRP78、GRP94、CHOP以及caspase 12的mRNA和蛋白表达水平均高于正常对照组12[]
。可见，ERSR是介导酒精性肝损伤的重要机制。
综上所述，我们提出本课题的科学假设：GABA可能通过抑制酒精诱导的过度的ERSR而抑制酒精对肝细胞的增殖抑制作用，从而拮抗酒精的肝毒性作用。

1 材料和方法
1.1 细胞培养
大鼠正常肝细胞系BRL置于含10%的小牛血清DMEM培养液中，37℃、5% CO2 条件培养。实验取对数期生长良好的细胞进行MTT实验。取对数生长期的BRL细胞，以每孔2000个细胞接种于96孔细胞培养板中，24 h后向培养基中加入不同浓度的酒精，同时设立DMEM溶剂对照和空白对照组。每个处理组均设置4个培养孔。加入酒精后取不同时间点进行MTT实验检测细胞增殖情况。观察GABA对细胞增殖的影响时，在加入酒精前加入不同弄浓度的GABA于处理2 h，然后再加入酒精，22 h后进行MTT实验。
1.2 MTT
上述细胞每孔加入5 g/L MTT 10 ul，常规培养4 h，离心弃上清后每孔加入DMSO 150 ul，震荡2 min，酶标仪测定各孔OD570 nm处的吸光值。
细胞的存活率（%）=（实验组平均OD值-空白组平均OD值）/（对照组OD平均值-空白组平均OD值）x100%。
1.3 Western Blot
BRL肝细胞用RIPA裂解液（其成份为：50 mM Tris-HCl、10 mM EDTA、1% Triton X-100、2 mM PMSF、10 mg/ml aprotinin 和10 mg/ml leupeptin）裂解后，4℃条件下离心5 min（12000 rpm），取上清液进行蛋白定量。取50 μg蛋白上样，经10% SDS-PAGE（sodium dodecyl sulfatepolyacrylamide gel）电泳后，将凝胶上的蛋白转移至硝酸纤维素膜上，室温下5%脱脂奶粉（溶解于Tris-buffered saline with Tween 20，即TBST 缓冲液中）封闭1 h，4℃下一抗孵育过夜。本次实验所用的一抗及其浓度如下：抗-GRP78（Abcam, Cambridge, MA, USA），1：5000稀释；抗-CHOP（Abcam, Cambridge, MA, USA），1：1000稀释；抗- β-actin（设为内参照）（Abcam, Cambridge, MA, USA），1：5000 稀释。TBST洗膜后，室温下用辣根过氧化物酶标记的二抗（1：10000稀释，Sigma, St. Louis, MO, USA）孵育2 h，TBST洗膜后，ECL（Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK）显影。显影条带用Scion Image光密度分析软件进行半定量分析。

1.4 统计学分析

数据均采用均数±标准误表示，用one-way ANOVA进行数据分析，以P < 0.05 作为显著性差异界值。
2 结果

2.1 酒精对BRL肝细胞增殖的抑制作用
首先用不同浓度的酒精处理BRL肝细胞，24 h后采用MTT实验观察酒精对细胞增殖的影响。如图1A所示，酒精对BRL细胞增殖的抑制作用呈现剂量依赖性。根据文献报道，酗酒者血液中酒精浓度为100-200 mM13[]
，因此我们选用100 mM的酒精完成后续实验。如图1B所示，用100 mM的酒精处理BRL肝细胞12 h、24h和36h后，细胞活性均被显著抑制。
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图1.酒精对体外培养的BRL肝细胞的增殖抑制作用。A.不同浓度的酒精对BRL细胞的增殖抑制作用。B.用100 mM的酒精处理BRL细胞不同时间后细胞的增殖情况。*表示与对照组相比具有统计学差异。

Fig.1 Effect of ethanol on proliferation of cultured BRL liver cells.
2.2 GABA抑制酒精对BRL肝细胞的增殖抑制作用
如图2所示，分别用不同浓度的GABA（10、100和500 M）预处理BRL肝细胞2 h后再加入酒精，酒精抑制细胞增殖在作用被100 和500 M的GABA显著逆转。
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图2. GABA预处理可抑制酒精对体外培养的BRL肝细胞的增殖抑制作用。*表示与对照组相比有统计学差异，#表示与酒精处理组有统计学差异。

Fig.2 GABA inhibits ethanol-induced inhibition of proliferation of cultured BRL liver cells.
2.3 2.3.GABA抑制酒精诱导的未折叠蛋白反应标记物GRP78和CHOP在BRL肝细胞中的表达
为探讨未折叠蛋白反应在GABA逆转酒精的细胞毒性中的作用。我们用Western Blot法观察了未折叠蛋白反应的标志物GRP78和CHOP的表达变化。如图3所示，酒精（100 mM）处理肝细胞24 h后，GRP78和CHOP的蛋白表达水平均显著增加，但GABA（100 M）预处理则显著逆转了两种蛋白的表达水平。
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图3 GABA对酒精诱导的UPR标志物GRP78和CHOP蛋白表达水平的影响。*表示与对照组相比有统计学差异，#表示与酒精处理组有统计学差异。

Fig.3 Effects of GABA on the expression of UPR markers GRP78 and CHOP of ethanol-treated BRL liver cells.
3 讨论
本研究结果显示，GABA能够抑制酒精对体外培养的BRL肝细胞的增殖抑制作用（图1，2）。这一结果与T. Norikura等学者的研究结果10[]
相一致。与此相关，Minuk GY研究组先后利用受体-配体结合分析技术和PCR技术率先证明人类和大鼠的肝细胞中表达GABAAR β3和ε亚单位，激活该受体可引起肝细胞膜快速去极化
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，同时，该研究组进一步研究证明，肝细胞GABA能活性与肝细胞再生密切相关：肝细胞GABA能活性增强时导致肝大部切除或肝衰竭大鼠肝细胞再生过程减弱，而其活性减弱时肝细胞再生过程则增强
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。以上研究充分说明，GABA对肝功能的调控具有重要的生理和病理生理意义，但是本次实验中，GABA是否通过作用于GABA受体而拮抗酒精的肝毒性作用尚需进一步研究证实。另一方面，我们的研究结果与Manna Zhang等学者18[]
报道的酒精和GABA联用可减弱肝大部切除大鼠的肝再生过程的研究结果相矛盾。考虑到Manna Zhang等学者报道的是整体动物实验结果，且其使用的肝大部切除大鼠模型也与我们采用的体外酒精性肝损伤模型不同，以上原因可能造成了我们双方结果的不一致性。
为探讨GABA保护肝功能的机理，我们重点观察了GABA对未折叠蛋白反应（UPR）的影响。UPR是维持内质网稳态的重要分子机制，但是过度的UPR将诱导细胞凋亡。研究表明，非酒精性脂肪肝、酒精性肝病、肝炎病毒感染等疾病的发病机制均与过度UPR引起的细胞凋亡或损伤关系密切12[, 19]
。本实验中我们发现，GABA预处理使酒精诱导的UPR标志物GRP78和CHOP的蛋白表达水平均降低（图3），提示GABA可抑制酒精性肝损伤过程中过度的UPR，从而发挥其肝保护作用。
4 结论
本研究结果提示GABA可通过下调过度的UPR而及时恢复内质网稳态、阻止酒精造成的过度ERSR而拮抗酒精诱导的肝细胞毒性而保护肝细胞。这将为临床治疗和预防UPR相关的酒精性肝病等肝脏疾病提供新的思路和策略。
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