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白藜芦醇通过诱导自噬缓解肝细胞脂肪变性
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　　［摘要］　目的　研究自噬在白藜芦醇抑制肝细胞脂肪变性中的作用。方法　 用０．２ｍｍｏｌ／Ｌ软脂酸钠（ｐａｌｍｉｔｉｃ
ａｃｉｄｓｏｄｉｕｍ，ＰＡ）处理人肝癌细胞株（ＨｅｐＧ２）细胞２４ｈ建立肝细胞脂肪变性模型，再用４０μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，
ＲＳＶ）单独或加入５ｍｍｏｌ／Ｌ自噬特异抑制（３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ）处理２４ｈ。实验分为对照组、ＰＡ组、ＰＡ＋ＲＳＶ组和ＰＡ＋
３ＭＡ＋ＲＳＶ组。培养终止后，用ＣＣＫ８法检测细胞增殖活力，油红Ｏ染色法检测各组细胞内脂质蓄积情况，细胞脂质比
色法定量检测试剂盒分析细胞脂质含量，激光共聚焦显微镜观察溶酶体，透射电镜检测自噬体，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测自噬标
志蛋白ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ２的表达水平。结果　 ０．２ｍｍｏｌ／ＬＰＡ和４０μｍｏｌ／ＬＲＳＶ对 ＨｅｐＧ２细胞增殖活力无显著影响（Ｐ＞
００５），ＰＡ处理显著增加肝细胞脂质蓄积；而ＲＳＶ处理能显著上调肝细胞内ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ２蛋白的表达水平，同时促进肝细
胞内自噬体和溶酶体的形成，并显著降低ＰＡ诱导的肝细胞脂质蓄积（Ｐ＜０．０５）；加入３ＭＡ处理后，能明显抑制 ＲＳＶ对
ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ２蛋白表达的上调作用，并显著减少ＲＳＶ诱导的自噬体和溶酶体数量增加（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＲＳＶ能通过诱
导自噬而改善ＰＡ引起的肝细胞脂肪变性。
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　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是一种无过量饮酒史而以肝实质细胞
脂肪变性和脂肪贮积为主要特征的临床病理综合征，

其可诱发高血压、动脉粥样硬化、糖尿病等多种慢性代

谢性疾病，严重危害人类健康［１］。目前关于 ＮＡＦＬＤ
的治疗尚没有明确的方法［２］。流行病学研究发现，植

物性食物的摄入量与ＮＡＦＬＤ的发病率呈显著负相关，
而其中起作用的主要功效成分为植物化学物。白藜芦

醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，ＲＳＶ）是广泛存在于自然界的一类重要
的多酚类植物化学物，其具有广泛的生物学效应，对多

种慢性代谢性疾病（动脉粥样硬化、糖尿病、ＮＡＦＬＤ）
有重要的保护效应［３－４］。自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）作为真核
细胞内普遍存在且进化保守的一种大分子物质降解机

制，其可以通过吞噬受损的细胞器和蛋白质等多种细

胞成分，而维持细胞的稳态［５］。脂滴（ｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓ，
ＬＤｓ）是自噬的降解底物之一，自噬能通过溶酶体途径
结合并降解ＬＤｓ，而维持细胞内脂代谢平衡［５］。新近

研究发现，ＲＳＶ能够通过诱导自噬而抑制动脉粥样硬
化和老年痴呆等慢性疾病的发生发展［６］。然而，关于

ＲＳＶ能否通过促进细胞自噬而缓解肝细胞脂肪变性
的研究，尚少见报道。本研究通过体外实验，利用软脂

酸钠 （ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄｓｏｄｉｕｍ，ＰＡ）处理人肝癌细胞株
（ＨｅｐＧ２）建立体外肝细胞脂肪变性模型，而后再用
ＲＳＶ单独或联合自噬特异抑制剂（３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３
ＭＡ）处理，以探讨自噬在白藜芦醇抑制肝细胞脂肪变
性中的作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和细胞
　　人肝癌细胞株（ＨｅｐＧ２）购自中科院上海细胞所；ＤＭＥＭ培
养基和胰蛋白酶为美国 Ｇｉｂｃｏ公司产品；胎牛血清为美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司产品；油红 Ｏ、白藜芦醇（ＲＳＶ）、软脂酸钠（ＰＡ）、
兔抗人ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ抗体和３ＭＡ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＣＣＫ８
试剂盒为日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ公司产品；ＰＶＤＦ膜为美国 Ｍｅｒｃｋ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品；细胞脂质比色法定量检测试剂盒为美国
ＧＥＮＭＥＤ公司产品；溶酶体绿色标记探针（ｌｙｓｏｔｒａｃｋｅｒｇｒｅｅｎ，
ＬＴＧ）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；兔抗人 βａｃｔｉｎ抗体购自北京
中杉金桥公司。

１．２　细胞培养与实验分组
　　ＨｅｐＧ２细胞用含体积分数１０％胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ培
养基常规培养，当细胞融合达８５％时，用胰蛋白酶消化传代。
实验分为４组：对照组、ＰＡ组、ＰＡ＋ＲＳＶ组和ＰＡ＋３ＭＡ＋ＲＳＶ
组。ＰＡ组：用 ０．２ｍｍｏｌ／ＬＰＡ处理 ４８ｈ；ＰＡ＋ＲＳＶ组：用
０２ｍｍｏｌ／ＬＰＡ处理 ２４ｈ后加入 ４０μｍｏｌ／ＬＲＳＶ继续处理
２４ｈ；ＰＡ＋３ＭＡ＋ＲＳＶ组：用０．２ｍｍｏｌ／ＬＰＡ处理２４ｈ后，在

加入４０μｍｏｌ／ＬＲＳＶ前１ｈ加入５ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ处理；对照组
加入相应溶剂处理。

１．３　细胞增殖活力测定
　　用细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒 ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８
（ＣＣＫ８）评估细胞增殖活力。取对数增长期的 ＨｅｐＧ２细胞接
种于９６孔板中，细胞密度１×１０４／孔。细胞贴壁后更换培养
基，依次加入处理因素，培养结束后，每孔加入 ＣＣＫ８溶液

２０μＬ再培养１．５ｈ，而后用酶标仪测定４５０ｎｍ光密度值，每组
设３个复孔。以对照组细胞增殖活力为１００％，其他各组细胞
增殖活力＝处理组Ｄ（４５０）／空白组Ｄ（４５０）×１００％。

１．４　油红Ｏ染色
　　细胞接种于铺有盖玻片的２４孔板，不同组的药物处理后，

用体积分数 ４％的多聚甲醛固定细胞 ３０ｍｉｎ，而后利用冰的
ＰＢＳ冲洗 ３次，再利用 ０．５％油红 Ｏ染色 ５０ｍｉｎ。然后，用
６０％异丙醇漂洗３０ｍｉｎ，蒸馏水洗玻片３次至背景透明。显微

镜下观察，并拍照。

１．５　细胞脂质含量测定
　　用细胞脂质比色法定量检测试剂盒分析细胞脂质含量。
ＨｅｐＧ２细胞，按１×１０４／孔密度接种９６孔板中，细胞贴壁后，

按不同的实验分组及处理因素处理细胞。培养结束后，根据

试剂盒操作步骤加入试剂，最后酶标仪检测光密度值，波长为

５２０ｎｍ。

１．６　激光共聚焦显微镜观察溶酶体
　　取对数生长期ＨｅｐＧ２细胞，按１×１０６／皿密度接种培养小
皿中，细胞贴壁后，按不同的实验分组及处理因素处理细胞。

培养结束后，用 ２００μＬ溶酶体标记探针（ＬＴＧ）（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）

３７℃ 孵育２０ｍｉｎ后用新鲜培养基洗细胞３次。加入２００μＬ
ＰＢＳ在激光共聚焦显微镜下观察。

１．７　透射电镜检测
　　按不同实验分组及处理因素对细胞进行处理后，收集各组
细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。用２．５％戊二醛固定，乙醇脱

水，Ｅｐｏｎ８１２环氧树脂包埋，ＬＫＢⅢ型超薄切片机切片定位后
超薄切片，醋酸双铀及柠檬酸铅双重染色，ＥＭ４２０型透射电子
显微镜观察超显微结构的变化。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测自噬标志蛋白的表达
　　收集细胞，提取总蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定各样本蛋白浓度，
４０μｇ蛋白煮沸变性后上样，１０％（质量分数）聚丙烯酰胺凝
胶电泳，用湿性转膜法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上。用含 ５％
（质量分数）脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ封闭 ３ｈ后，用一抗稀释液

１∶１０００比例稀释的兔抗人ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ１／２、兔抗人βａｃｔｉｎ。４℃
过夜，洗膜３次，加入二抗稀释液１∶５０００比例稀释的鼠抗兔
辣根过氧化酶标记的二抗，室温孵育２ｈ，洗膜３次后，加入化

学发光液，采用ＶＩＬＢＥＲＦＵＳＩＯＮＦＸ７成像系统自动曝光。

１．９　统计学处理
　　计量资料用珋ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ１３．０软件对数据进行单
因素方差分析。
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２　结果

２．１　ＲＳＶ和ＰＡ对肝细胞增殖活力的影响
　　ＰＡ组、ＰＡ＋ＲＳＶ组和 ＰＡ＋３ＭＡ＋ＲＳＶ组细胞增殖活力
分别为９４．８３％、９３．０３％和８９．２５％，与对照组比较没有统计学
差异（Ｐ＞０．０５）。

２．２　ＲＳＶ抑制肝细胞脂肪变性
２．２．１　细胞脂质比色法定量检测细胞脂质含量　　如图１所
示，ＰＡ处理２４ｈ后，与对照组比较，肝细胞内脂质含量显著增
加（Ｐ＜０．０５），为对照组的１．４倍，而 ＲＳＶ能显著降低细胞内
脂质含量（Ｐ＜０．０５）；加入自噬抑制剂３ＭＡ处理后能明显抑
制ＲＳＶ的这一作用（Ｐ＜０．０５）。
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１：对照组；２：ＰＡ组；３：ＰＡ＋ＲＳＶ组；４：ＰＡ＋３ＭＡ＋ＲＳＶ组

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＰＡ处理组比较；ｃ：Ｐ＜

０．０５，与ＰＡ＋ＲＳＶ组比较

图１　细胞脂质比色法定量检测细胞脂质含量

２．２．２　油红Ｏ染色观察各组 ＨｅｐＧ２细胞脂质蓄积情况　　
如图２所示，ＰＡ组可以显著诱导细胞内脂质蓄积，ＲＳＶ处理可
明显降低细胞脂质蓄积程度，而自噬抑制剂３ＭＡ处理后能明
显抑制ＲＳＶ的这一作用。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＰＡ组；Ｃ：ＰＡ＋ＲＳＶ组；Ｄ：ＰＡ＋３ＭＡ＋ＲＳＶ组

图２　油红Ｏ染色观察各组ＨｅｐＧ２细胞脂质蓄积情况

（倒置显微镜 ×４００）

２．３　ＲＳＶ对ＰＡ处理的肝细胞自噬的影响
２．３．１　溶酶体标记探针（ＬＴＧ）检测　　如图３所示，ＰＡ＋
ＲＳＶ组肝细胞内荧光强度明显增强，溶酶体数量明显增多，而
ＰＡ＋３ＭＡ＋ＲＳＶ组肝细胞内荧光强度明显减弱，溶酶体数量
明显减少（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＰＡ组；Ｃ：ＰＡ＋ＲＳＶ组；Ｄ：ＰＡ＋３ＭＡ＋ＲＳＶ组

图３　ＲＳＶ对ＨｅｐＧ２细胞溶酶体的作用　（×１０００）

２．３．２　透射电镜检测　　如图４所示，０．２ｍｍｏｌ／Ｌ软脂酸钠
处理ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ后，再用４０μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇处理２４ｈ，
ＰＡ组肝细胞内有大量的脂滴形成，而ＲＳＶ＋ＰＡ组肝细胞内脂
滴含量显著减少，且有大量自噬体形成；而自噬抑制剂３ＭＡ处
理能明显抑制ＲＳＶ的这一作用。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＰＡ组；Ｃ：ＰＡ＋ＲＳＶ组；Ｄ：ＰＡ＋３ＭＡ＋ＲＳＶ组

图４　透射电镜观察ＨｅｐＧ２细胞内自噬体形成　（×６２００）

２．３．３　自噬标志蛋白ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ２的表达　　如图５所示，与
ＰＡ组比较，ＰＡ＋ＲＳＶ组 ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ２表达显著增加（Ｐ＜
００５），而３ＭＡ处理后能显著抑制ＲＳＶ诱导的ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ２的
表达（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果；１：对照组；２：ＰＡ组；

３：ＰＡ＋ＲＳＶ组；４：ＰＡ＋３ＭＡ＋ＲＳＶ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＰＡ处理组

比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＡ＋ＲＳＶ处理组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测白藜芦醇对ＨｅｐＧ２细胞自噬表达的影响

３　讨论

　　ＮＡＦＬＤ是指除酒精外和其他明确的损肝因素所
致的，以弥漫性肝细胞大泡性脂肪变为主要特征的临

床病理综合征［７］。尽管大多数 ＮＡＦＬＤ患者在短期内
并无明显肝功能损伤，其发病进展也较缓慢，但是长期

的ＮＡＦＬＤ有发展成肝硬化甚至是肝癌的危险。近年
来随着生活水平的提高，人们从食物中摄入过多的能

量和脂肪，加上体力劳动和体育锻炼的不足，ＮＡＦＬＤ
的发病率明显上升［８］。目前全球大约有２０％ ～３０％
的成年人患有ＮＡＦＬＤ，因此，探索预防和治疗 ＮＡＦＬＤ
的有效措施具有重要意义。

　　尽管对ＮＡＦＬＤ的研究很多，但其发生的具体机制
还不明确，临床上至今没有明确的治疗方法［９］。现阶

段，通过膳食营养途径干预在多种慢性代谢性疾病的

防治中有积极作用，已成为该领域研究的热点。ＲＳＶ
是一种重要的多酚类植物化学物，广泛来源于葡萄

（红葡萄酒）、虎杖、花生、桑葚等植物［１０］，大量研究表

明ＲＳＶ有显著抗动脉粥样硬化、延缓衰老等作用［１１］。

近年来发现ＲＳＶ具有和能量限制相似的生物学保护
效应，能显著预防高脂肪、高能量饮食诱导的 ＮＡＦＬＤ
的发生发展［１２－１３］。前期研究发现，ＲＳＶ抑制 ＮＡＦＬＤ
的可能作用机制主要包括以下途径：①通过抑制固醇
调节元件结合蛋白（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＲＥＢＰｓ）而减少肝脏的脂肪合成和蓄积［１４］；

②能激活过氧化物酶增殖激活受体 γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）而促进脂肪的
氧化分解［１５］；③激活沉默信息调节子１（ｓｉｌｅｎｔｍａｔｉｎｇ

ｔｙｐｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ２ｈｏｍｏｌｏｇ１，ＳＩＲＴ１）而促进
肝细胞内脂质的代谢，维持肝细胞脂质平衡［１０］。本研

究通过体外构建肝细胞脂肪变性模型，模拟了 ＮＡＦＬＤ
发生时脂肪蓄积对肝细胞的损伤作用，以ＲＳＶ作为干
预因素，观察到ＲＳＶ能显著改善 ＰＡ处理的肝细胞脂
肪变性程度。课题组前期研究发现 ＲＳＶ能通过促进
细胞自噬而抑制内皮细胞炎性损伤［６］。新近研究发

现，脂滴也是自噬的降解底物之一［５］，因而，我们推

测自噬可能在 ＲＳＶ抑制肝细胞脂肪变性中发挥重要
作用。

　　细胞自噬是细胞在外界环境的应激下产生的一种
适应性反应，其通过形成双层膜结构的自噬泡，吞食降

解细胞内的脂质小体、蛋白凝聚体及受损的细胞器等

而维持细胞的稳态［１６］。目前，电镜检测自噬相关结构

是确定自噬的金标准［１６］。因而，本研究采用电镜观察

自噬体数量，同时利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测自噬标志蛋
白ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ的表达水平和激光共聚焦显微镜观察
溶酶体等方法，研究ＲＳＶ对肝细胞自噬的作用。结果
发现，ＲＳＶ能够显著增加 ＰＡ处理的肝细胞自噬体的
形成、增加ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ２蛋白的表达、同时增加溶酶体
的含量。以上结果提示：ＲＳＶ能够促进 ＰＡ处理的肝
细胞自噬。已有研究表明，ＲＳＶ可通过诱导细胞自噬
而抑制内皮细胞的炎性损伤［６］、延长寿命等［１７］。本研

究发现ＲＳＶ能够刺激 ＰＡ处理的肝细胞自噬的发生，
为进一步明确自噬在 ＲＳＶ抑制肝细胞脂肪变性中的
作用，我们采用了自噬特异抑制剂３ＭＡ对细胞进行
处理。３ＭＡ是磷脂酰肌醇３激酶的抑制剂，可特异性
阻断自噬体的形成［１８］。结果发现，３ＭＡ能够显著减
少ＲＳＶ诱导的肝细胞自噬发生，同时，显著抑制 ＲＳＶ
对肝细胞脂肪变性的改善作用。该结果表明，自噬在

ＲＳＶ抑制肝细胞脂肪变性中有重要作用。与既往关
于ＲＳＶ在肝细胞脂肪变性中的作用及机制研究比较，
本研究的创新性在于立足于细胞自噬这一真核细胞内

普遍存在的自我保护机制，通过建立体外肝细胞脂肪

变模型，应用自噬抑制剂，明确了自噬在 ＲＳＶ抑制肝
细胞脂肪变中的重要作用。然而，关于ＲＳＶ诱导肝细
胞自噬的具体作用机制，还有待进一步的深入研究。

　　综上所述，本研究发现ＲＳＶ能够通过诱导细胞自
噬而抑制肝细胞脂肪变性。该结果对于进一步揭示

ＲＳＶ在ＮＡＦＬＤ中的作用和机制具有重要意义，对于
探索ＮＡＦＬＤ防治的新策略具有潜在应用价值。
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２　结果

２．１　临床疗效分析
　　治疗后总有效率为 ７８１６％（６８／８７），其中痊愈 １８．３９％
（１６／８７），有效５９．７７％（５２／８７），无效２１．８４％（１９／８７）。
２．２　细菌学疗效评价
　　治疗前痰细菌培养阳性４例，其中铜绿假单胞菌１例，肺
炎克雷杆菌亚种１例，金黄色葡萄球菌１例，克氏柠檬酸杆菌
１例。８７例患者中致病菌的阳性率４．６％。治疗后３例清除，
细菌清除率为７５％（３／４）。
２．３　不良反应
　　无１例发生药物不良反应。

３　讨论

　　下呼吸道感染是医院收治的感染性疾病中最常见的疾病。
近年来，由于社会人口的老龄化、免疫损害宿主增加、病原体变

迁和抗生素耐药率上升等原因，下呼吸道感染的抗菌治疗面临

很大挑战，药物选择合理与否至关重要。对于初始治疗无效的

下呼吸道感染，抗菌药物的选择更是临床医师面临的难题。对

于初始治疗无效或疗效差的下呼吸道感染，既有可能是病原体

未被覆盖，也可能为耐药菌感染。引起下呼吸道感染的病原菌

中，革兰阴性杆菌不断增加［３］，尤其在院内感染者中，铜绿假单

胞菌、肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌对常用的喹诺酮类、头孢菌

素类、氨基糖苷类等均表现出较高的耐药性，呈多药耐药特

点［４］。我院属于三甲医院，收治的患者入院前大多已在基层医

院使用过抗菌药物，耐药菌感染几率较高，因此，哌拉西林钠／
舒巴坦钠是我院治疗下呼吸道感染常用抗菌药物之一。虽然

舒巴坦对β内酰胺酶的抑制不如他唑巴坦，但对于泛耐药鲍曼
不动杆菌，舒巴坦则更有优势，除能抑制β内酰胺酶活性外，其
本身也具有抑制鲍曼不动杆菌生长繁殖的作用。本组下呼吸

道感染患者哌拉西林钠／舒巴坦钠注射液治疗有效率为
７８１６％，细菌清除率为７５％，未见明显不良反应，提示一般抗
菌药物初始治疗效果不佳或考虑耐药菌引起的下呼吸道感染

时，哌拉西林钠／舒巴坦钠可作为选择之一。
　　综上所述，使用哌拉西林钠／舒巴坦钠注射液治疗下呼吸
道感染的临床疗效显著，且不良反应小，安全可靠，值得临床推

广使用。
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