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不同膳食脂肪酸对肝细胞ＳＲＥＢＰ１ｃ表达及脂代谢的影响
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　　［摘要］　目的　探讨不同膳食脂肪酸构成对肝细胞脂代谢及固醇调节元件结合蛋白１ｃ（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔａｒｙ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｃ，ＳＲＥＢＰ１ｃ）表达的影响。方法 　以ＨｅｐＧ２肝细胞为研究对象，分为空白对照组、二十碳五烯酸（ＥＰＡ）
组、棕榈酸（ＰＡ）组、ＥＰＡ和亚油酸（ＬＡ）１∶１混合组、ＰＡ和油酸（ＯＡ）１∶１混合组，ＥＰＡ、ＰＡ单独处理组终浓度为１５０μｍｏｌ／Ｌ，混
合处理组各组分浓度为７５μｍｏｌ／Ｌ，总浓度为１５０μｍｏｌ／Ｌ，处理细胞２４ｈ。采用油红Ｏ染色观察细胞内脂滴的变化，测定
甘油三酯（ＴＧ）含量来评价细胞内脂质含量；采用 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ及蛋白的表达。结果 　
ＰＡ组、ＰＡ和ＯＡ１∶１混合组ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ及蛋白的表达上调，ＥＰＡ和ＬＡ１∶１混合组、ＥＰＡ组ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ及蛋白
的表达下调，与对照组相比差异显著（Ｐ＜００５）。与对照组相比，ＥＰＡ和ＬＡ１∶１混合组、ＥＰＡ组肝细胞内ＴＧ含量显著减
少（Ｐ＜０．０５）；ＰＡ和ＯＡ１∶１混合组、ＰＡ组肝细胞内ＴＧ含量显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论 　ＰＡ、ＯＡ上调肝细胞ＳＲＥＢＰ１ｃ
的表达并促进细胞内ＴＧ的合成，可能促进肝细胞脂肪变性；而ＥＰＡ、ＬＡ下调肝细胞 ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达并显著降低肝细胞
内ＴＧ含量，减轻肝细胞脂肪变性。
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　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种无过量饮酒史而以肝实质细胞
脂肪变性和脂肪蓄积为特征的临床综合征，近年来其

发病率不断增加，但发病机制尚未完全明确，目前研究

显示多种因素参与了其发病过程，其中脂代谢异常被

认为是最关键和基础的环节之一。固醇调节元件结合

蛋白１ｃ（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｃ，
ＳＲＥＢＰ１ｃ）是肝脏脂质代谢的关键调控者［１－２］，参与

ＮＡＦＬＤ的发病，激活 ＳＲＥＢＰ１ｃ不仅促进肝脏脂肪酸
和甘油三酯的合成，还抑制甘油三酯的转运［３－５］。有

报道表明膳食脂肪摄入过多、膳食脂肪酸不平衡［尤

其是饱和脂肪酸较多而ｎ３多不饱和脂肪酸（ｎ３ｐｏｌ
ｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄ，ｎ３ＰＵＦＡ）较少］等是导致脂肪
肝的主要危险因素［６－７］。ｎ３ＰＵＦＡ的摄入量与
ＮＡＦＬＤ的患病率呈负相关［６］，ＮＡＦＬＤ患者血中和肝
组织中ＰＵＦＡ含量降低，但各种不同膳食脂肪酸的构
成在ＮＡＦＬＤ形成过程中的作用鲜见报道，且各种脂肪
酸构成与ＳＲＥＢＰ１ｃ之间的关系如何尚不明确。本实
验用不同脂肪酸构成干预ＨｅｐＧ２肝细胞，并探讨其对
肝细胞ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达及脂代谢的影响。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＨｅｐＧ２肝细胞株购自中科院上海细胞所，二十碳五烯酸
（ｅｉｃｏｓａｐｎｔｅｍａｃｎｉｏｃａｃｉｄ，ＥＰＡ）、亚油酸（ｌｉｎｏｌｅｉｃａｃｉｄ，ＬＡ）、油酸
（ｏｌｅｉｃａｃｉｄ，ＯＡ）、棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ，ＰＡ）均购自美国Ｓｉｇｍａ
公司，油红Ｏ为美国 Ｓｉｇｍａ公司产品 ，ＲＴＰＣＲ试剂盒购自杭
州博日公司，ＳＲＥＢＰ１ｃ和ＧＡＰＤＨ（作为内参）引物由北京赛百
盛公司合成，ＳＲＥＢＰ１ｃ鼠抗人单克隆抗体为美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司产品，βａｃｔｉｎ兔抗人多克隆抗体为美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司产品，
山羊抗鼠和抗兔辣根过氧化物酶标记二抗购自北京中杉金桥

生物技术有限公司，ＥＣＬ化学发光试剂盒购自碧云天生物技术
有限公司。

１．２　细胞培养及实验分组
　　人ＨｅｐＧ２肝细胞株，接种于２５ｃｍ２培养瓶，用含１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ高糖培养基，３７℃（５％ ＣＯ２）细胞培养箱内培
养，待细胞生长至８０％ ～９０％密度时用胰蛋白酶消化，按１∶３
比例传代。ＨｅｐＧ２肝细胞株培养后分为５组。空白对照组以
含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养基培养；１５０μｍｏｌ／ＬＥＰＡ
组；ＥＰＡ和ＬＡ１∶１混合组（７５μｍｏｌ／ＬＥＰＡ和７５μｍｏｌ／ＬＬＡ）；
１５０μｍｏｌ／ＬＰＡ组；ＰＡ和 ＯＡ１∶１混合组（７５μｍｏｌ／ＬＰＡ和
７５μｍｏｌ／ＬＯＡ）。
１．３　油红染色
　　细胞培养于放有无菌盖玻片的２４孔培养板内，各组予相
应处理２４ｈ后，ＰＢＳ洗涤２遍，用４％多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎ，
０５％油红Ｏ染液室温染色３０ｍｉｎ，６０％异丙醇漂洗３０ｓ，蒸馏
水洗３０ｓ至背景透明，明胶甘油封片。于倒置显微镜下观察细
胞内脂滴形成情况。

１．４　化学比色试验测定细胞内甘油三酯含量
　　油红Ｏ室温染色１ｈ后，吸弃染色剂，ＰＢＳ洗去未着色的染
料，吸弃ＰＢＳ，待水分彻底蒸发后，各孔加入 １ｍｌ异丙醇，室温
振荡摇匀３０ｍｉｎ，充分洗涤与脂肪结合的油红 Ｏ，用分光光度
计在５２０ｎｍ处测各孔光密度值［Ｄ（５２０）］。

１．５　ＲＴＰＣＲ法检测ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ的表达
　　细胞种植于６孔培养板内，不同处理组处理细胞２４ｈ后终
止培养，用冰预冷的 ＰＢＳ液冲洗培养孔２遍，各加入 Ｂｉｏｚｏｌ试
剂１ｍｌ，吹打细胞，室温静置１０ｍｉｎ，按Ｂｉｏｚｏｌ说明书操作，提取
细胞总ＲＮＡ，电泳分析其完整性，以核酸蛋白分析仪检测ＲＮＡ
浓度及Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）比值，并保存于 －８０℃备用；ＲＴＰＣＲ
按照试剂盒说明完成。ＳＲＥＢＰ１ｃ扩增条件：９４℃预变性
５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循
环，７２℃再延伸５ｍｉｎ。引物采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ软件设计，由
赛百盛公司合成。ＳＲＥＢＰ１ｃ：正义链：５′ＡＣＴＴＣＣＣＴＧＧＣ
ＣＴＡＴＴＴＧＡＣＣ３′，反义链：５′ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＧＧＧＴＡＣＡＴＣＴＴ３′，
扩增片段长度 ２１７ｂｐ；ＧＡＰＤＨ：正义链：５′ＣＧＧＧＡＡＡＣＴＧＴＧ
ＧＣＧＴＧＡＴＧ３′反义链：５′ＣＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧ３′，扩增片
段长度３１１ｂｐ。ＰＣＲ产物４μｌ与１μｌ的６×Ｂｕｆｆｅｒ上样混合，
２％琼脂糖凝胶１００Ｖ电泳３０ｍｉｎ，ＢｉｏＲａｄ凝胶图像分析仪扫
描各条带，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ对条带进行分析。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白的表达
　　收集各组细胞，加入蛋白裂解液置于冰上裂解３０ｍｉｎ后，
４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液。各组分别取４０μｇ
蛋白，加入５×ＳＤＳ上样缓冲液，９５℃煮沸５ｍｉｎ使蛋白变性，
进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后电转移至０．２２μｍ的 ＰＶＤＦ膜上。
５％的ＢＳＡ封闭２ｈ，用１∶５００稀释的鼠抗人单克隆一抗４℃孵
育过夜，用ＴＢＳＴ振摇洗膜１０ｍｉｎ×３次，以１∶６０００稀释的羊
抗鼠辣根酶标记二抗室温孵育 ２ｈ后，再次 ＴＢＳＴ振摇洗膜
１０ｍｉｎ×３次，加 ＥＣＬ化学发光试剂，曝光显影，避光晾干后扫
描存盘，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对条带进行灰度值分析，以目的蛋
白与内参照βａｃｔｉｎ灰度比值代表目的蛋白表达水平。

１．７　统计学分析
　　各组数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件。各组数
据间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　各组肝细胞油红染色情况的比较
　　空白对照组见少数细胞脂肪变性，ＥＰＡ和ＬＡ１∶１混合组和
ＥＰＡ单独组可见细胞内少量橘红色脂滴聚集；ＰＡ和ＯＡ１∶１混
合组内可见大量大小不等的脂滴聚集；ＰＡ单独组脂肪变性细
胞最多，细胞内脂滴数量明显增多，且呈现典型脂肪细胞形态，

胞体变大、变圆。

２．２　细胞内ＴＧ含量的比较
　　采用化学比色法定量分析细胞内脂肪（主要是 ＴＧ）的含
量。与空白对照组相比，ＥＰＡ和 ＬＡ１∶１混合组、ＥＰＡ组肝细胞
内甘油三酯含显著减少（Ｐ＜０．０５）；ＰＡ和 ＯＡ１∶１混合组、ＰＡ
组肝细胞内ＴＧ含量显著增加（Ｐ＜０．０５，表１）。
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表１　各组肝细胞ＴＧ含量、ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ和蛋白
表达的比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别　　 ＴＧ［Ｄ（５２０）］ ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白
空白对照组 ０．１５４±０．００９ ０．４５±０．０３ ０．５６±０．０３
ＥＰＡ和ＬＡ１∶１混合组 ０．１２６±０．０１２ａ ０．２６±０．０４ａ ０．２８±０．０３ａ

ＥＰＡ组 ０．１２１±０．０１７ａ ０．２１±０．０３ａ ０．１５±０．０３ａ

ＰＡ和ＯＡ１∶１混合组 ０．１８２±０．０１５ａ ０．６８±０．０４ａ ０．８７±０．０３ａ

ＰＡ组 ０．１８４±０．０１８ａ ０．７３±０．０３ａ ０．７４±０．０２ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较

２．３　各组肝细胞ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达的变化
　　由图１可以看出各组肝细胞ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ均有不同程
度的表达，ＰＡ组、ＰＡ和 ＯＡ１∶１混合组 ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ的表
达上调，与空白对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）；ＥＰＡ和 ＬＡ
１∶１混合组、ＥＰＡ组ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ的表达下调，与空白对照
组相比差异显著（Ｐ＜０．０５，图１）。
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Ｍ：标准；１：空白对照组；２：ＥＰＡ和 ＬＡ１∶１混合组；３：ＥＰＡ组；
４：ＰＡ和ＯＡ１∶１混合组；５：ＰＡ组

图１　ＲＴＰＣＲ检测各组肝细胞ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ表达

２．４　各组肝细胞ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白表达的变化
　　由图２可以看出各组肝细胞ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白均有不同程度
的表达，ＰＡ组、ＰＡ和ＯＡ１∶１混合组 ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白的表达上
调，与空白对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）；ＥＰＡ和 ＬＡ１∶１混
合组、ＥＰＡ组ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白的表达下调，与空白对照组相比差
异显著（Ｐ＜０．０５，表１）。
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１：空白对照组；２：ＥＰＡ和ＬＡ１∶１混合组；３：ＥＰＡ组；４：ＰＡ和ＯＡ

１∶１混合组；５：ＰＡ组

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组肝细胞ＳＲＥＢＰ１蛋白表达

３　讨论

　　ＮＡＦＬＤ已经成为全球的主要公共问题之一。１５％～
３０％的成年人有 ＮＡＦＬＤ，而在肥胖和糖尿病群体中，
７０％以上有 ＮＡＦＬＤ，可见 ＮＡＦＬＤ对人类健康的威胁
非常大。ＮＡＦＬＤ的病因和发病机理一直争论不休，更
为糟糕的是迄今为止尚未发现治疗 ＮＡＦＬＤ的特效药
物［８］。尽管大多数单纯性脂肪肝患者短期内无明显

肝功能损伤，但长期的脂肪肝有发展成 ＮＡＳＨ，肝硬化
甚至肝癌的危险，可见ＮＡＦＬＤ已严重威胁人类的身体

健康，必须引起高度重视。ＳＲＥＢＰ１ｃ是重要的核转录
因子，几乎参与所有肝脏脂肪酸和甘油三酯的合成基

因的转录活化，其功能异常对 ＮＡＦＬＤ有显著影响，
ＳＲＥＢＰ１ｃ转基因小鼠在 ２０周龄时可以自然地发生
ＮＡＦＬＤ［９］。膳食脂肪酸摄入过多或脂肪酸不平衡，可导
致血浆中饱和脂肪酸升高，会激活肝脏的ＳＲＥＢＰ１ｃ，促
进脂肪酸和甘油三酯合成基因的表达，从而导致肝脏甘

油三酯合成增加，流出减少，使肝脏脂肪蓄积增多。

　　ＰＵＦＡ为一类具有多种生物学功能的营养素，国内
外已有大量人群研究表明ｎ３ＰＵＦＡ在临床上能降低患
者转氨酶水平、血浆 ＴＮＦ浓度和改善 ＮＡＦＬＤ肝脏状
况［１０－１１］，且Ｉｓｈｉｉ等［１０］通过动物实验发现 ｎ３ＰＵＦＡ可
通过抑制肝脏脂肪合成和蓄积对脂肪肝起到缓解作

用，但目前对所涉及的可能的分子机制研究较少。ＰＡ
与ＯＡ是正常人肝脏及 ＮＡＦＬＤ患者肝脏中存在最普
遍的两种脂肪酸［１２］，有研究发现单独应用 ＯＡ可对肝
细胞造成慢性损伤，与ＮＡＦＬＤ的慢性肝脂变相似［１３］，

ＧｏｍｅｚＬｅｃｈｏｎ等［１４］在建立肝细胞脂肪变细胞模型时

发现用ＰＡ和 ＯＡ１∶２混合液处理肝细胞，其甘油三酯
含量增加显著，脂肪变性情况较严重。

　　基于以上分析，并结合我国现阶段居民日常膳食
特点，本实验分别选用单独 ＥＰＡ、ＥＰＡ和 ＬＡ１∶１混合
液、单独ＰＡ、ＰＡ和ＯＡ１∶１混合液，处理细胞２４ｈ后发
现，ＰＡ单独组，ＰＡ和ＯＡ１∶１混合组ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ
及蛋白表达增强，说明ＰＡ单独组，ＰＡ和ＯＡ１∶１混合
组能上调人肝细胞 ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ及蛋白表达水
平；ＬＡ和ＥＰＡ１∶１混合组，ＥＰＡ单独组表达下降，说明
ＬＡ和ＥＰＡ１∶１混合组和 ＥＰＡ单独组能下调人肝细胞
ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ及蛋白表达水平。
　　油红 Ｏ是脂肪染色的最敏感染料，其结果显示
ＰＡ和ＯＡ１∶１混合组、ＰＡ单独组细胞胞质内出现了较
多的脂滴颗粒，肝细胞脂肪变性较重，甘油三酯含量明

显增加；而在 ＬＡ和 ＥＰＡ１∶１混合组和 ＥＰＡ单独组只
有少量细胞脂肪变性，甘油三酯含量减少。以上结果

表明随着ＳＲＥＢＰ１ｃ表达增加，肝细胞内ＴＧ合成也增
加，肝细胞脂肪变性加重。由此可见，ＯＡ、ＰＡ混合液
及单独的ＰＡ通过上调ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达，使肝脏脂肪
蓄积增多，而ＥＰＡ与ＬＡ混合液及单独的 ＥＰＡ可通过
下调ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达，减少肝脏甘油三酯合成。推
测在日常膳食中增加 ＥＰＡ和／或 ＬＡ等 ＰＵＦＡ可能对
ＮＡＦＬＤ的发生、发展起到保护作用。进一步探讨各种
脂肪酸构成在肝细胞脂肪变性发生发展中的作用，有

助于阐明非酒精性脂肪肝的发病机制，为其预防和治

疗提供新的思路。
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２　讨论

　　Ｃａｎｔｒｅｌｌ综合征新生儿的发病率为１／６．５万，男女之比为
１．３５∶１［１］。其特点为：胸骨体下端缺陷、前膈缺损、脐膨出、异
位心、心内发育异常。在临床上胸骨发育异常，即胸骨下裂伴

有其他中线处畸形称为 Ｃａｎｔｒｅｌｌ综合征，其中先天性心脏发育
异常为必要部分，室间隔缺损、房间隔缺损、肺动脉瓣狭窄、法

洛四联症及左心室憩室的发生率分别为：１００％、５３％、３％、
２０％及２０％［２］。胚胎发育过程中如头襞发育异常，可产生

Ｃａｎｔｒｅｌｌ综合征。Ｃａｎｔｒｅｌｌ等认为此种畸形是在胚胎期第２～３
周中胚层外侧的节段发育障碍，使膈肌的横向膈膜发育受限，

上腹部正中的中胚层成对的折迭后迁移受阻。Ｔａｋａｙａ等［３］研

究发现，Ｃａｎｔｒｅｌｌ综合征除了上述５大特点外，一些病例还合并
了右室双流出道，双主动脉干，肺静脉引流畸形等。Ｋｏｔｚｏｔ
等［４］研究指出：Ｃａｎｔｒｅｌｌ综合征是与 Ｘ连锁的相关疾病，是在
Ｘｑ２５－２６发生了相关的基因异常。
　　既往对 Ｃａｎｔｒｅｌｌ综合征的诊断主要是依靠超声检查［７］，但

是超声很难从整体上观察病变及病变周围的情况，这对临床诊

断有一定的局限性，容易导致漏诊和误诊。ＣＴＡ可以弥补这一
不足：从整体、多角度去观察病变及其周围关系，对于病变的测

量更为准确，更能从客观上去判断病变和疾病间的鉴别诊断。

本例患儿超声诊断中提示右旋心，ＣＴＡ上显示实为左心室憩室
及其来源。同时，ＣＴＡ在图像分辨率、扫描时间、鉴别诊断上也
显得尤为有优势，比如心脏的时相扫描，可以减少因患儿运动

产生的伪影所致的误诊及漏诊。一些轻度的胸骨下裂合并的

正中线结构发育的异常，其临床可以无明显表现，然而，通过

ＭＩＰ、ＶＲ可以早期对该病变进行诊断，减少漏诊率，从而提高了
患者的生存率；对于Ｃａｎｔｒｅｌｌ综合征的鉴别诊断，如腹裂、脐疝、
孤立的脐带移位、羊膜索综合征等［５－６］，可以从 ＣＴＡ提供的相
关参数进行较为准确的鉴别。
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