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【摘要】 　 目的　 探讨原发性醛固酮增多症患者血液和组织中二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid,DHA)对肾上腺皮质

细胞中醛固酮合成的作用及其潜在的作用靶点。 方法　 单侧和双侧原发性醛固酮患者 60 例。 利用质谱法检测患者外周血及

单侧原发性醛固酮增多症术后病理组织中 DHA 浓度。 采用 HAC15 肾上腺皮质细胞作为体外模型,比较不同浓度(0、20、80、
200 μM)的 DHA 对其细胞增殖活力 CCK-8 的影响。 分析 DHA 干预后 HAC15 醛固酮分泌量,醛固酮合成限速酶 CYP11B2 的

蛋白和 mRNA 表达变化。 使用钙离子荧光检测分析 DHA 对钙信号的影响。 结果 　 单侧原发性醛固酮增多症患者外周血

DHA 水平高于双侧原发性醛固酮增多症,醛固酮腺瘤患者组织病理显示瘤体 DHA 水平高于周边皮质。 DHA 药物对 HAC15
细胞的增殖有抑制作用,细胞增殖率显著下降(P<0． 05),但并未显著诱导细胞凋亡。 DHA 干预后,HAC15 细胞醛固酮分泌明

显增高(P<0． 001),CYP11B2 的蛋白和 mRNA 均上调,细胞内钙离子水平也显著升高(P<0． 001)。 结论　 DHA 可能通过调控

钙信号途径促进 CYP11B2 的表达促进 HAC15 醛固酮的合成与分泌。
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【Abstract】　 Objective　 To investigate the effect of docosahexaenoic acid (DHA) in the blood and tissues of patients with pri-

mary aldosteronism (PA) on aldosterone synthesis in adrenocortical cells and its potential targets of action. Methods　 Sixty patients
with unilateral and bilateral PA were selected. The concentration of DHA in peripheral blood of the patients and in pathologic tissues
after surgery for unilateral PA was measured using mass spectrometry. HAC15 adrenocortical cells were used as an in vitro model. The
effects of different concentrations of DHA (0, 20, 80, and 200 μM) on the cell proliferation activity of CCK-8 was compared. The al-
dosterone secretion, and the changes of protein and mRNA expression of CYP11B2 were analyzed. The effect of DHA on calcium sig-
naling was analyzed using calcium ion fluorescence assay. Results　 Peripheral blood DHA levels were higher in patients with unilateral
PA than those in patients with bilateral PA. Histopathology of patients with aldosterone adenoma (APA) showed higher tumor DHA
levels than those of the peripheral cortex. The DHA drug had an inhibitory effect on the proliferation of HAC15 cells with a significant
decrease in the rate of cell proliferation (P<0. 05) but did not significantly induce apoptosis. Aldosterone secretion was significantly
higher in HAC15 cells after DHA intervention (P<0. 001). The protein and mRNA of CYP11B2 were up-regulated, and the intracellu-
lar calcium ion level was also significantly elevated (P<0. 001). Conclusions　 DHA may promote the expression of CYP11B2 to in-
dorse the synthesis and secretion of HAC15 aldosterone by regulating the calcium signaling pathway.
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　 　 DHA 是一种人体所必须的 ω-3 多不饱和脂肪

酸(PUFA),最初来自微藻和海洋植物[1 ~ 4]。 在所

有细胞系中,DHA 降低了基础呼吸活动、ATP 产生

和线粒体的备用容量。 此外,ω-3 诱导线粒体超极

化、ROS 过量产生和膜磷脂酰甘油组成的变化[5]。
DHA 在细胞膜和细胞器中起结构和功能作用,在大

脑和眼睛中富含,并且对心脏有益,有预防心脏疾

病的作用[6]。

醛固酮是由肾上腺皮质分泌的类固醇激素之

一,主要作用是调节水和电解质的平衡,通过在肾

脏中促进钠的重吸收和钾的排泄,维持血压的稳

定[7]。 在临床上,醛固酮水平异常升高与高血压、
心力衰竭等多种疾病相关,因此对其合成和分泌的

调控具有重要的医学意义[8]。 除了常规的肾素-血
管紧张素-醛固酮系统(RAAS)和促肾上腺皮质激素

(ACTH)等因素外,醛固酮的分泌还受到胰岛素、性
激素、甲状腺激素、电解质平衡(如钙和镁)、炎症因

子(如肿瘤坏死因子和白细胞介素)、自主神经系统

以及营养和代谢状态等因素的影响。 这些因素通

过各自的机制作用于醛固酮的合成和释放,影响血

压调节和电解质平衡[9]。 在此过程中,多不饱和脂

肪酸如 DHA 和花生四烯酸(ARA)对醛固酮合成可

能具有潜在的调节作用。
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DHA 对炎症、脂质代谢和血管功能的调节作用

已经得到了广泛的研究[4, 10 ~ 15],但其对肾上腺皮质

激素,尤其是醛固酮的合成调控机制尚未完全明

确。 肾上腺皮质细胞是合成醛固酮的主要部位,醛
固酮的过度合成可导致高血压等一系列健康问题。
因此,探究 DHA 如何影响醛固酮的合成,具有一定

的临床应用价值。
1　 材料与方法

1． 1　 一般资料　 选取 2017 年 4 月至 2022 年 4 月

于南京医科大学第一附属医院内分泌科确诊的 PA
患者 60 例。 本项研究得到了南京医科大学第一附

属医 院 伦 理 委 员 会 的 批 准 ( 批 件 号: 2021-SR-
417． A2),所有参与的患者均已签订知情同意书。
入选标准包括:①符合 2020 版《原发性醛固酮增多

症诊断治疗的专家共识》 [16]:a． 通过筛查试验醛固

酮肾素活性比值(ARR):血浆醛固酮浓度( PAC,
pg / ml) /血浆肾素活性(PRA,μg / L / h)≥20;b． 至

少一项确诊试验阳性;生理盐水试验:试验后醛固

酮>100 pg / ml,诊断明确,50 ~ 100 pg / ml 须根据患

者临床表现、实验室检查及影像学表现综合评价;
卡托普利试验:服药后 PAC 下降≤30% ,或者谷值

PAC>110 pg / ml。 ②AVS 成功且亚型诊断明确[5]:
a. 无 ACTH 刺激下,同步双侧肾上腺静脉采血成功,
即 SI (肾上腺静脉与下腔静脉皮质醇比值) ≥
2;b. 双侧肾上腺静脉多位点采血,分别计算两侧成

功位点的醛固酮、皮质醇平均值;c. 优势侧醛固酮皮

质醇比值与非优势侧醛固酮皮质醇比值之比即 LI
≥4 或 LI 在 2 ~ 4 之间且非优势侧醛固酮皮质醇比

值与下腔静脉醛固酮皮质醇比值之比(CI) <1;d. LI
<2 或 LI 在 2 ~ 4 且 CI≥1[16];影像学符合单侧病变

且符合专家共识的患者,同意并适合进行手术治

疗。 排除标准包括:缺少术后六个月以上的临床转

归随访数据。
1． 2　 实验材料 　 HAC15 细胞系(人类肾上腺皮质

球状 带 细 胞 ) 购 自 ATCC 公 司 ( American Type
Culture Collection)。
1． 3　 方法

1． 3． 1　 游离脂肪酸脂质组学分析　 研究对象空腹

外静脉血用于中链和长链游离脂肪酸测定。 50 μl
血清样本与 1 ml 氯仿-甲醇(2 ∶ 1,v / v)和 2 ml 1%
硫酸甲醇溶液混合,随后进行超声处理和甲酯化反

应。 样本接着与 1 ml 正己烷和 5 ml 水混合。 取上

清液(500 μl),加入内标(25 μl,500 ppm 水杨酸甲

酯),并使用安捷伦 7890A / 5975C 气相色谱-质谱联

用系统进行气相色谱-质谱分析。 使用 Supelco 37

组分 FAME(脂肪酸甲酯)混合物(Sigma-Aldrich)构
建定量的校准曲线。 样本通过安捷伦 DB-WAX 毛

细管气相色谱柱进行分离。
单侧 PA 术后经过 CYP11B2 染色确认为 APA

的标本,选取 9 对 APA 瘤体和瘤旁的冰冻组织样本

用于组织中中链和长链游离脂肪酸测定( n = 9)。
将新鲜冷冻的样本与 1 ml 冷的甲醇 /乙腈 /水(2 ∶ 2
∶ 1,v / v)提取溶剂混合。 使用稳定同位素内标同

时进行绝对定量。 样本经过真空离心并重新溶解

在 100 μl 乙腈 /水(1 ∶ 1,v / v)溶剂中后,进行液相

色谱-串联质谱分析。 使用超高效液相色谱系统

(1290 Infinity LC,安捷伦科技)与 QTRAP 质谱联用

系统(6500 +,SCIEX)。 分析物分别通过 HILIC 柱

(Waters UPLC BEH Amide 柱) 和 C18 柱 (Waters
UPLC BEH)进行分离。
1． 3． 2　 细胞培养与处理　 细胞培养: HAC15 细胞

培养于含 10% FBS 的 DMEM 培养基中,加入 1%青

霉素-链霉素溶液。 细胞在 37 °C、5% CO2 的恒温

培养箱中孵育,定期更换培养基以保持细胞生长状

态。 DHA 干预: 将 DHA 储备液用饥饿培养基稀释

至不同浓度(0、20、80、200 μM),并加入到培养的

HAC15 细胞中干预 5 天。
1． 3． 3　 细胞增殖活力的检测　 使用 CCK-8 试剂盒

评估细胞增殖活力。 将 HAC15 细胞接种于 96 孔板

中,每孔约 5000 个细胞,待细胞贴壁后加入不同浓

度的 DHA(0、20、80、200 μM),并孵育 24 小时。 每

孔加入 10 μl 的 CCK-8 试剂,继续孵育 2 小时后,使
用酶标仪(波长 450 nm)测定吸光度值。 通过计算

各处理组的细胞活力百分比评估 DHA 对细胞增殖

的影响。
1． 3． 4　 醛固酮浓度的检测　 收集细胞培养上清,采
用迈瑞公司醛固酮试剂盒通过化学发光法检测醛

固酮浓度,并通过蛋白浓度校准。
1． 3． 5　 Western Blot 分析 CYP11B2 蛋白表达 　 蛋

白提取: 从处理过的 HAC15 细胞中提取蛋白质,使
用含有蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液进行细胞裂

解。 裂解后将细胞悬液在冰上放置 30 分钟,再以

12000 rpm 离心 10 分钟,收集上清液。 蛋白定量:
使用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。 电泳与

转膜: 将等量的蛋白样品(40 μg)加至 SDS-PAGE
凝胶中进行电泳分离,随后将蛋白转移至 PVDF 膜

上。 膜在 5%脱脂奶粉中封闭 1 小时。 抗体孵育:
用一次抗(如 CYP11B2, Cleaved PARP 1 ∶ 1000,和
GAPDH 1 ∶ 50000 稀释)孵育 PVDF 膜过夜,4 °C。
次日用 TBS-T 缓冲液洗涤三次,每次 10 分钟。 然后
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将膜在室温下与二抗(HRP 标记)孵育 1 小时。 显

色与定量: 使用 ECL 显色液显色,化学发光成像仪

获取蛋白条带图像。 使用 Image J 软件对蛋白条带

进行定量分析,并计算目标蛋白与内参 GAPDH 的

相对表达量。
1． 3． 6　 qRT-PCR 分析 CYP11B2mRNA 表达　 RNA
提取: 使用 RNA-easy 试剂提取 HAC15 细胞中的总

RNA。 提取后的 RNA 用 NanoDrop 分光光度计测定

其浓度和纯度。 逆转录: 使用逆转录试剂盒将 1 μg
RNA 逆转录为 cDNA。 实时定量 PCR: 使用 SYBR
Green qPCR 试剂盒在 ABI 7500 实时荧光定量 PCR
仪上进行扩增。 引物序列为:CYP11B2: 前向 5 '-
ACTCGCTGGGTCGCAATG-3',反向 5 '- AGTGTCTC-
CACCAGGAAGTGC-3'。 GAPDH: 前向 5 '- GTCTC-
CTCTGACTTCAACAGCG -3 ',反向 5 '- ACCACCCT-
GTTGCTGTAGCCAA -3'。 PCR 扩增程序为:95°C 预

变性 2 分钟,随后进行 40 个循环:95°C 变性 15 秒,
60 °C 退火 30 秒,72 °C 延伸 30 秒。 使用 ΔΔCt 法
计算 CYP11B2 相对表达量,并以 GAPDH 为内参基

因进行标准化。
1． 3． 7　 钙离子荧光强度检测　 将细胞接种在 96 孔

板中(每孔 1 × 104 个细胞),培养 24 小时后,用

DMSO 或指定的试剂 ARA 处理特定的时间。 胞质

钙离子浓度通过 Fluo-4 AM 钙荧光探针进行测定。
使用 5 μM 的 Fluo-4 AM 和 4% Pluronic F-127 在

37°C 下孵育 20 分钟后,使用 Synergy H1 多功能酶

标仪(激发 /发射波长=488 / 512 nm)测量荧光。
1． 4　 统计学方法 　 所有数据采用 GraphPad Prism
10. 1. 2 软件进行统计分析。 计量资料以均值 ± 标

准差表示。 两组间比较使用 Student's t 检验,多组

间比较使用单因素方差分析及事后检验。 P<0． 05
为差异有统计学意义。
2　 结果

2． 1　 PA 外周血和组织中 DHA 浓度　 单侧 PA 患

者的外周血上清 DHA 浓度高于双侧 PA 患者(P<
0． 05,n=30),而单侧 PA 患者术后病理组织中 APA
瘤体中 DHA 浓度高于周边皮质 (Adrenal cortex,
AC)(P<0． 05,n=9),见图 1a 和 1b。
2． 2　 DHA 对 HAC15 细胞活力和细胞凋亡的影响

经过不同浓度 DHA 处理 24 小时后, HAC15 细胞

200 μM 的 DHA 处理组 HAC15 细胞活力显著降低

(P<0． 05,n=4),与未处理组(NC 组)相比,细胞活

力明显下降,见图 2a。 进一步探讨 DHA 对细胞凋

亡的影响,200 μM DHA 处理 5 天后 Cleaved PARP
蛋白的表达和对照组比较,差异无统计学意义(P<
0． 05)。 见图 2b。

图 1　 PA 患者中的外周血和组织中 DHA 浓度比较　 a:单侧和

双侧 PA 患者外周静脉血血清 DHA 浓度,∗P<0． 05(n=30);b:
原发性醛固酮瘤患者瘤体和瘤旁冰冻组织样本质谱检测 DHA
浓度,∗P<0． 05(n=9)

图 2　 DHA 对 HAC15 细胞活力和细胞凋亡的影响　 a: CCK8
检测 HAC15 细胞经不同浓度 DHA 处理 24 小时后的细胞活

力,与 NC 组比较,∗ P < 0． 05 ( n = 4 ); b:Western Blot 检测

HAC15 细胞经 200 μM DHA 处理 5 天后的 Cleaved PARP 的蛋

白水平;c:半定量分析,与 NC 组比较,无差异

2． 3　 DHA 对 HAC15 细胞中 CYP11B2 表达及醛

固酮合成的影响　 经过 200 μM DHA 处理 5 天后,
Western Blot 结果表明 HAC15 细胞 CYP11B2 蛋白

水平显著增加(P<0． 05, n = 3)。 见图 3a ~ c。 化学

发光法检测法发现处理组的培养基中醛固酮水平

显著高于对照组(P<0． 001, n=3)。 见图 3d。
2． 4　 DHA 对 HAC15 细胞内钙离子荧光强度的影

响　 DHA 可显著增强 HAC15 细胞的胞内钙离子荧

光强度(P<0． 0001,n=6)。 见图 4。
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图 3　 DHA 对 HAC15 细胞中 CYP11B2 表达及醛固酮合成的影

响　 a: Western blot 检测 HAC15 细胞经 200 μM DHA 处理 5 天

后的 CYP11B2 的蛋白水平及;b:半定量分析,与 NC 组比较,∗
P<0． 05( n = 3);c:qRT-PCR 检测 HAC15 细胞经 200 μM DHA
处理 5 天后的 CYP11B2 的 mRNA 水平,与 NC 组比较,∗∗P<
0． 01(n=3);d:化学发光免疫分析法检测 HAC15 细胞经 200
μM DHA 处理 5 天后的培养基上清醛固酮水平,∗∗∗ P <
0． 001(n=3)

图 4　 DHA 对 HAC15 细胞内钙离子荧光强度的影响　 a:HAC15
细胞经 200 μM DHA 处理 3 小时后的钙离子荧光强度,与 NC 组

比较(n = 6), ∗∗∗∗ P < 0． 0001;b:HAC15 细胞经 200 μM
DHA 处理 3 小时后的钙离子荧光强度镜下图(×40)

3　 讨论

DHA 作为一种重要的 ω-3 多不饱和脂肪酸,以
其在心血管健康和代谢调控中的多重作用而受到

广泛关注。 本研究首先发现 PA 亚型外周血中 DHA
存在差异,APA 瘤体内 DHA 浓度显著高于瘤旁,提
示了 DHA 和醛固酮合成的潜在关联性。 进一步体

外研究提示 DHA 上调了 HAC15 细胞 CYP11B2 的

表达进而显著提高了其醛固酮分泌能力浓度。 这

一结果与文献报道的 DHA 在调节基因表达、尤其是

类固醇合成相关基因如芳香化酶、胆固醇侧链裂解

酶(CYP11A1)表达方面的作用一致。 例如,在牛卵

泡颗粒细胞中,DHA 被发现可以促进类固醇生成,
这一作用可能通过细胞膜受体如 FFAR4 实现[3]。
此外,DHA 通过改变细胞膜的脂质组成,可以增加

膜流动性,促进脂质筏的形成和组织,从而影响信

号传导路径。 这些机制显示了 DHA 在细胞生物学

中的重要角色,包括其通过内在的细胞感应器如过

氧化物酶体增殖激活受体(PPARs)和核因子 κB 等

调控其目标基因的表达[3]。
CYP11B2 是一种位于肾上腺皮质中醛固酮合成

的关键限速酶。 本研究证明,DHA 处理后 HAC15 细

胞中 CYP11B2 蛋白和 mRNA 的表达显著增加,表明

DHA 可能通过上调 CYP11B2 的表达来促进醛固酮

合成。 DHA 这种调控作用可能涉及其对核受体和转

录因子的激活,例如过氧化物酶体增殖物激活受体-α
(PPAR-α)。 PPAR-α 是一种已知的脂质代谢调节

因子,DHA 作为 PPAR-α 的天然激动剂,可能通过

激活这一通路来增强类固醇生成酶的表达[17]。 这

种作用机制解释了 DHA 对类固醇激素合成的促进

效果,并支持其在内分泌系统中的调控作用。
DHA 可能对 HAC15 细胞产生一定的抑制作

用,提示其在某些条件下可能具有细胞毒性。 这一

结果与 DHA 在某些细胞类型中表现出的细胞抑制

效果一致,如在高浓度下通过影响细胞膜的流动性

或激活应激反应途径,从而抑制细胞生长[2]。
为了进一步探讨 DHA 对细胞凋亡的影响,200

μM DHA 处理 5 天后 HAC15 细胞凋亡标志物

Cleaved PARP 蛋白的表达,如图 2b 和图 3c 所示,
和对照组相比无显著差异。 这表明尽管 DHA 在短

期内可能对 HAC15 细胞活力产生影响,但并未显著

诱导细胞凋亡。 这与一些研究结果一致,DHA 在一

定浓度下可能仅抑制细胞增殖,而不会直接触发细

胞凋亡途径[18]。
此外,DHA 的抗炎和抗氧化特性可能在调节

CYP11B2 表达中发挥了间接作用。 醛固酮的过度

生成通常与肾上腺中的炎症状态和氧化应激反应

密切相关,而 DHA 被认为可以抑制炎症因子的表

达、减轻氧化应激,这有助于促进 CYP11B2 表达和

醛固酮的生成。 该机制进一步强调了 DHA 在平衡

炎症和代谢过程中可能扮演的多功能角色[19]。
钙离子作为细胞内重要的信号分子,在醛固酮

合成 调 控 中 具 有 关 键 作 用。 L 型 钙 通 道 ( 如

CAV1． 2)调节着细胞内钙离子的流入,钙信号的增

加可以激活 CYP11B2 的表达,从而增强醛固酮的合

成[8, 20]。 本研究中,DHA 显著增加了 HAC15 细胞内

钙离子的浓度。 这表明 DHA 可能通过增强钙离子信

号来促进醛固酮合成。 其他研究显示 DHA 能够通过

增加钙离子流动和增强钙信号,来调节心血管细胞的

活性,这一过程可能涉及 L 型钙通道的激活[21]。
此外,DHA 的浓度依赖性作用还可能与细胞膜

的结构特性有关。 在较高浓度下,DHA 可以有效地
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插入细胞膜,影响膜蛋白的活性,从而显著增加钙

离子流入和激活醛固酮合成通路。 因此,DHA 在不

同浓度下对醛固酮合成的调节机制可能涉及膜物

理化学特性的变化以及信号转导路径的差异,这一

特点为 DHA 在不同剂量下的临床应用提供了依据。
本研究结果揭示了 DHA 在 PA 中的潜在应用

价值。 PA 是一种以醛固酮过量分泌为特征的疾

病,通常伴随高血压和电解质失衡。 DHA 作为一种

天然的抗炎和抗氧化剂,可能通过调节 CYP11B2 的

表达和钙离子信号,促进醛固酮生成,从而有助于

控制血压和维持电解质平衡[8]。 此外,DHA 的这种

作用机制提示它在 PA 的营养干预中具有潜在的应

用价值,可能为 PA 患者提供新的治疗选择。
除了在 PA 中的潜力,DHA 在心血管和代谢疾

病中也表现出显著的保护作用[14]。 其抗炎和抗氧

化特性对高血压、心血管疾病以及代谢综合征等患

者具有多方面的益处[14, 22]。 通过调节醛固酮合成,
DHA 可能在这些疾病的管理中发挥双重作用,不仅

通过直接的抗炎效果减轻血管损伤,还通过调节激

素水平帮助控制代谢和血压[15]。
综上 所 述, 本 研 究 初 步 发 现 DHA 可 促 进

CYP11B2 的表达和醛固酮水平的提高,这可能与激

活细胞内钙信号通路激活钙内流有关。 尽管本研

究揭示了 DHA 对醛固酮合成的影响及其潜在作用

机制,但仍有许多问题需要进一步探讨。 例如,
DHA 通 过 特 定 的 受 体 或 信 号 通 路 直 接 调 控

CYP11B2 的表达,以及其对钙信号的影响是否具有

细胞特异性尚未明确。 此外,不同剂量 DHA 在体内

的作用效果及其长期安全性仍需在体内实验进一

步验证。 在临床应用方面,未来的研究可以重点关

注 DHA 在不同患者人群中的具体效果,探索其在

PA 及其他代谢性疾病中的应用潜力。
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