
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１５０９００９

二氢杨梅素上调ＳＩＲＴ１信号通路改善ＨｅｐＧ２细胞甘油三酯蓄积
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　　［摘要］　目的　探究二氢杨梅素（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ＤＨＭ）对肝细胞脂质代谢的影响及其与 ＳＩＲＴ１
信号通路的关系。方法　０．２ｍｍｏｌ／Ｌ棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ，ＰＡ）处理 ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ，诱导为脂肪变
性肝细胞模型，再用０、５、１０、２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ及２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ＋２μｍｏｌ／ＬＳＩＲＴ１抑制剂（ＥＸ５２７）分
别干预２４ｈ，ＣＣＫ８检测细胞增殖活性，油红０染色检测细胞脂滴形成情况，酶偶联比色法检测甘油三
酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）含量，蛋白免疫印迹法检测沉默信息调节因子１（ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１，ＳＩＲＴ１）、
腺苷酸活化蛋白激酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）、固醇调节元件结合蛋白１ｃ
（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＲＥＢＰ１ｃ）、脂肪酸合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＦＡＳ）、乙酰辅
酶Ａ羧化酶（ａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ）的表达。结果　０．２ｍｍｏｌ／ＬＰＡ和５、１０、２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ对细
胞增殖活力没有显著影响（Ｐ＞０．０５）；５、１０、２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ处理后明显减少脂肪变性的ＨｅｐＧ２细胞脂滴
蓄积和甘油三酯含量（Ｐ＜０．０１），增加磷酸化的ＡＭＰＫ（ｐＡＭＰＫ）和ＳＩＲＴ１的表达水平，并且降低脂质合成
相关基因 ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、磷酸化的 ＡＣＣ（ｐＡＣＣ）的蛋白表达，ＳＩＲＴ１抑制剂能显著增加脂肪变性的
ＨｅｐＧ２细胞的甘油三酯含量（Ｐ＜０．０１），削弱ＤＨＭ对脂肪变性ＨｅｐＧ２细胞ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、ＰＡＣＣ表达
的抑制作用。结论　ＤＨＭ通过上调脂肪变性ＨｅｐＧ２细胞ＳＩＲＴ１信号通路改善肝细胞脂肪变性。
　　［关键词］　 ＨｅｐＧ２细胞；脂肪变性；二氢杨梅素；脂质代谢；ＳＩＲＴ１信号通路
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ（ＤＨＭ）ｏｎｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎ
ｈｅｐａｔｉｃｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１（ＳＩＲＴ１）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙ０．２ｍｍｏｌ／Ｌｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ（ＰＡ）ｆｏｒ２４ｈｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｏｄｅｌｏｆｈｅｐａｔｉｃ
ｓｔｅａｔｏｓｉｓ，ａｎｄｔｈｅｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ０，５，１０ａｎｄ２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭｏｒ２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭｐｌｕｓ
２μｍｏｌ／ＬＥＸ５２７（ＳＩＲＴ１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）ｆｏｒ２４ｈ．ＣＣＫ８ａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ｏｉｌＲｅｄＯ
ｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓ，ｅｎｚｙｍｅｃｏｕｐｌｅｄｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｓｓａｙｗａｓａｄｏｐｔｅｄ
ｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ（ＴＧ）ｃｏｎｔｅｎｔ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＳＩＲＴ１，ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＡＭＰＫ），ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ１（ＳＲＥＢＰ１ｃ），ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ（ＦＡＳ）ａｎｄａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ（ＡＣＣ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔ０．２ｍｍｏｌ／ＬＰＡａｓｗｅｌｌａｓ５，１０ａｎｄ２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅ５，１０ａｎｄ２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅ
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ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔｓａｎｄｌｅｖｅｌｏｆＴＧｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰ
ＡＭＰＫａｎｄＳＩＲＴ１，ａｎｄａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＲＥＢＰ１ｃ，ＦＡＳａｎｄｐＡＣＣ．ＳＩＲＴ１
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＥＸ５２７，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅＴＧｌｅｖｅｌ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｗｅａｋｅｎｅｄｔｈｅｒｅｄｕｃｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆＤＨＭ
ｏｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＲＥＢＰ１ｃ，ＦＡＳａｎｄｐＡＣＣｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＤＨＭｉｍｐｒｏｖｅｓｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｆａｔｔｙ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＳＩＲＴ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ；ｓｔｅａｔｏｓｉｓ；ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ；ｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ

１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２７３０５９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺｈａｎｇＱｉａｎｙｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｚｑｉａｎｙｏｎｇ＠

ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是代谢综合征的一种表现形式，也是慢
性肝病的发病主因，有进一步发展为肝硬化和肝癌的

风险［１］，且其治疗方式的选择有限［２］。近年研究发现

天然黄酮类植物化合物二氢杨梅素（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，
ＤＨＭ）具有良好的调节脂代谢的作用［３］。研究［４－６］显

示ＤＨＭ可能具有改善胰岛素抵抗、糖代谢等作用；
ＤＨＭ含量占 ４５．０１％的藤茶提取物可以明显改善
ＮＡＦＬＤ小鼠肝脏脂肪变性，还可以降低肝脏及血清甘
油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）水平，具有潜在的治疗
ＮＡＦＬＤ的作用［７］。但针对 ＤＨＭ的体外研究比较少
见，其作用机制还不是很清楚［８］。本研究通过建立体

外肝细胞脂肪变性模型，使用不同浓度的 ＤＨＭ进行
干预，分析ＤＨＭ对脂肪变性肝细胞脂质合成及代谢
的影响，并深入探讨 ＤＨＭ对脂肪变性肝细胞沉默信
息调节因子１（ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１，ＳＩＲＴ１）信
号通路的作用，进一步明确其中可能的分子机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和细胞
　　人肝癌细胞株（ＨｅｐＧ２）购于中科院上海细胞所，
ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清和胰蛋白酶购于美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司，二氢杨梅素购自成都曼斯特公司，油红
Ｏ、棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ，ＰＡ）、ＥＸ５２７为美国Ｓｉｇｍａ公
司产品，ＣＣＫ８试剂盒购于日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ公司，腺苷酸
活化蛋白激酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）、磷酸化的 ＡＭＰＫ（ｐＡＭＰＫ）购于
美国 Ａｂｃａｍ公司，ＳＩＲＴ１抗体购于美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司，
乙酰辅酶Ａ羧化酶（ａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ）、固
醇调节元件结合蛋白１ｃ（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄ
ｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＲＥＢＰ１ｃ）、脂肪酸合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＦＡＳ）、磷酸化的 ＡＣＣ（ｐＡＣＣ），购于美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，βａｃｔｉｎ抗体购于北京中杉金桥公司，
ＰＶＤＦ膜为美国ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品，甘油三酯测

定试剂盒购于北京普利莱公司。

１．２　细胞培养与实验分组
　　ＨｅｐＧ２细胞用含１０％胎牛血清及１％青链霉素混
合液的ＤＭＥＭ高糖培养基培养，密度达到约８０％时进
行消化传代。ＨｅｐＧ２细胞用０．２ｍｍｏｌ／Ｌ棕榈酸处理
２４ｈ后再用不同浓度的ＤＨＭ干预２４ｈ。实验分为６组：
对照组、ＰＡ组、ＰＡ＋５μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组、ＰＡ＋１０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＭ组、ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组、２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组。
１．３　细胞增殖活力测定
　　将 ＨｅｐＧ２细胞以５×１０３／孔按照分组接种于９６
孔板中，每组设４个复孔，每孔１００μＬ体系，加入相应
处理因素处理后，按ＣＣＫ８试剂盒说明书检测 ＨｅｐＧ２
细胞增殖活力。

１．４　油红Ｏ染色
　　按照文献［９］的方法进行油红 Ｏ染色，显微镜下
观察ＨｅｐＧ２细胞内脂滴情况。
１．５　细胞ＴＧ含量测定
　　根据分组情况将 ＨｅｐＧ２细胞按１×１０６／ｍＬ接种
于６孔板内，干预结束即收集细胞沉淀，ＰＢＳ清洗
２次。按照ＴＧ试剂盒说明书测定细胞ＴＧ含量。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
　　不同干预因素处理ＨｅｐＧ２细胞后提取总蛋白，按
每孔４０μｇ蛋白上样，１０％聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，
湿式转膜法转移蛋白至 ＰＶＤＦ膜。５％ ＢＳＡ室温封闭
２ｈ后，用一抗稀释液稀释的 ＳＩＲＴ１、ＡＭＰＫ、ｐＡＭＰＫ、
ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、ｐＡＣＣ、ＡＣＣ、βａｃｔｉｎ４℃ 孵育过夜，
１×ＴＢＳＴ洗膜３次，加入对应的辣根过氧化酶标记的
二抗，室温孵育１ｈ，１×ＴＢＳＴ洗膜３次后，加入化学发
光液，ＶＩＬＢＥＲＦＵＳＩＯＮＦＸ７成像系统自动曝光，Ｉｍａｇｅ
Ｊ进行灰度值分析。
１．７　抑制ＳＩＲＴ１对ＤＨＭ的效应的影响
　　ＨｅｐＧ２细胞经 ＰＡ处理 ２４ｈ后，用 ２０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＭ、２μｍｏｌ／ＬＥＸ５２７（ＳＩＲＴ１抑制剂）单独或联合干
预２４ｈ，检测各组细胞 ＴＧ含量以及脂代谢有关基因
的表达，操作方法同１．３、１．５、１．６。

４４４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．８　统计学分析
　　数据采用 Ｅｘｃｅｌ进行采集录入，计量资料用 珋ｘ±ｓ
表示，应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件对数据进行统计
作图，多组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＤＨＭ对脂肪变性肝细胞增殖活力的影响
　　用０．２ｍｍｏｌ／ＬＰＡ和不同浓度 ＤＨＭ单独或联合
处理ＨｅｐＧ２细胞，各组细胞增殖活力差异没有统计学
意义（Ｐ＞０．０５，图１）。
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１：对照组；２：ＰＡ组；３：ＰＡ＋５μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；４：ＰＡ＋
１０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；５：ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组
图１　ＣＣＫ８检测各组脂肪变性ＨｅｐＧ２细胞增殖活力

２．２　ＤＨＭ抑制肝细胞脂肪变性
２．２．１　ＤＨＭ对脂肪变性 ＨｅｐＧ２细胞脂质蓄积的影
响　　ＰＡ处理ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ能显著增加细胞内脂

质蓄积（图２Ａ、Ｂ）；不同浓度ＤＨＭ处理后，细胞内脂质
蓄积程度随干预浓度升高而明显减少（图 ２Ｃ～Ｅ）；
２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ也能在一定程度上减少细胞内正常
的脂质蓄积（图２Ｆ）。
２．２．２　ＤＨＭ对脂肪变性ＨｅｐＧ２细胞ＴＧ含量的影响
　　ＰＡ处理细胞４８ｈ后能显著增加细胞内的 ＴＧ含
量（Ｐ＜０．０５），不同浓度 ＤＨＭ干预后 ＴＧ含量明显降
低（Ｐ＜０．０５）。ＥＸ５２７处理后ＤＨＭ（２０μｍｏｌ／Ｌ）对细
胞内ＴＧ含量的减少作用被显著抑制（Ｐ＜０．０１）；与
ＰＡ组相比，ＥＸ５２７处理后 ＴＧ含量进一步升高（Ｐ＜
００５，图３）。
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１：对照组；２：ＰＡ组；３：ＰＡ＋５μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；４：ＰＡ＋
１０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；５：ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；６：２０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＭ组；７：ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ＋ＥＸ５２７组；８：ＰＡ＋
ＥＸ５２７组
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＰＡ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组比较
图３　各组脂肪变性ＨｅｐＧ２细胞甘油三酯含量的变化
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Ａ：对照组；Ｂ：ＰＡ组；Ｃ：ＰＡ＋５μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；Ｄ：ＰＡ＋１０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；Ｅ：ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；Ｆ：２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组
图２　油红Ｏ染色观察各组脂肪变性ＨｅｐＧ２细胞脂质蓄积的变化　（倒置显微镜 ×４００）

５４４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）



２．３　ＤＨＭ对脂肪变性ＨｅｐＧ２细胞ｐＡＭＰＫ和ＳＩＲＴ１
蛋白表达的影响

　　ＰＡ处理ＨｅｐＧ２细胞后，ｐＡＭＰＫ和ＳＩＲＴ１的蛋白
表达明显降低（Ｐ＜０．０５），使用不同浓度 ＤＨＭ干预
２４ｈ后，二者蛋白表达却随 ＤＨＭ浓度的升高而增加
（Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１，图４）。

! " # $ % &

! " # $ % &

!"

! " # $ % &

! " # $ % &

!"

'()*!#!"+!!+

#

$!

!",-./0%$#!!+

#

&!

!1"

!1+

+12

+1&

+1$

+1"

+

3"4567%&"!!+

#

&!

4567%&#!!+

#

&!

!",-./0%$#!!+

#

&!

!1"

!1+

+12

+1&

+1$

+1"

+

'
(
)
*
+
,
-

'
(
)
*
+
,
-

3"456784567

45678!",-./0

#

$

%

&

,

,

9

9

9

,

,

9

9

9

１：对照组；２：ＰＡ组；３：ＰＡ＋５μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；４：ＰＡ＋
１０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；５：ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；６：２０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＭ组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＩＲＴ１表达；Ｂ：ＳＩＲＴ１蛋白半
定量分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ表达；Ｄ：ｐ
ＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ蛋白半定量分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比
较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＡ组比较
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组脂肪变性ＨｅｐＧ２细胞ＳＩＲＴ１和

ｐＡＭＰＫ蛋白的表达

２．４　ＤＨＭ对脂肪变性 ＨｅｐＧ２细胞脂质合成相关基
因蛋白表达的影响

　　ＰＡ处理 ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ后，ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、ｐ
ＡＣＣ蛋白表达明显增加（Ｐ＜０．０５），使用不同浓度
ＤＨＭ处理后降低了 ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、ｐＡＣＣ蛋白表达
（Ｐ＜０．０５，图５）。
２．５　抑制 ＳＩＲＴ１后 ＤＨＭ对脂质合成相关基因蛋白

表达的影响

　　与ＰＡ组比较，ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组ＳＲＥＢＰ１ｃ、
ＦＡＳ、ｐＡＣＣ表达被显著抑制（Ｐ＜０．０１），ＥＸ５２７处理后

明显减弱了２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ对脂质合成基因 ＳＲＥＢＰ
１ｃ、ＦＡＳ、ｐＡＣＣ表达的抑制作用（Ｐ＜０．０５，图６）。
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１：对照组；２：ＰＡ组；３：ＰＡ＋５μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；４：ＰＡ＋
１０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；５：ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；６：２０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＭ 组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检 测 ｐＡＣＣ、ＡＣＣ 表 达；
Ｂ：ｐＡＣＣ、ＡＣＣ蛋白半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组
较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＡ组比较；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＲＥＢＰ
１ｃ、ＦＡＳ表达；Ｄ：ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ蛋白半定量分析　ａ：Ｐ＜
０．０１，ｃ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＡ组比较
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组脂肪变性ＨｅｐＧ２细胞脂质

合成蛋白的表达变化

３　讨论

　　近年来，在包括我国在内的许多国家，ＮＡＦＬＤ已
经成为慢性肝损伤的重要病因。有学者预测，到２０２０
年，ＮＡＦＬＤ导致的肝脏功能衰竭将成为肝移植的主要
原因，造成极大的社会和经济负担，严重威胁人类健

康［１０］。因此，积极探索防治 ＮＡＦＬＤ的安全有效措施
是一项十分迫切的任务。

　　ＮＡＦＬＤ发病机制十分复杂，目前尚未完全解释清
楚。医学界普遍认可的是 Ｄａｙ和 Ｊａｍｅｓ提出的“二次
打击”学说［１１］，并在此基础上发展为“多重打击”学

说。肝脏脂质代谢紊乱与脂质蓄积是 ＮＡＦＬＤ关键的
发病诱因［１２］，在 ＮＡＦＬＤ病程中起着重要作用。文
献［１３］报道，ＮＡＦＬＤ患者脂代谢紊乱较常见，而富余脂

６４４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：对照组；２：ＰＡ组；３：ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组；４：ＰＡ＋
２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ＋ＥＸ５２７组；５：ＰＡ＋ＥＸ５２７组；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ｐＡＣＣ、ＡＣＣ表达；Ｂ：ｐＡＣＣ、ＡＣＣ蛋白半定量分
析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ表达；Ｄ：ＳＲＥＢＰ
１ｃ、ＦＡＳ蛋白半定量分析；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＰＡ组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０５，与ＰＡ＋２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ组及ＰＡ＋ＥＸ５２７组比较
图６　抑制ＳＩＲＴ１后ＤＨＭ对脂肪变性ＨｅｐＧ２细胞脂质

合成蛋白的影响

质沉积是ＮＡＦＬＤ发生发展的先决条件。近年研究表
明，藤茶中的主要活性成分 ＤＨＭ具有减轻高脂对肝
细胞的损伤、改善ＮＡＦＬＤ的作用［４－５，１４］。而我国藤茶

资源丰富，来源广泛，取材方便，利于探究 ＤＨＭ对
ＮＡＦＬＤ的改善作用。
　　本研究通过构建肝细胞脂肪变性模型，模拟
ＮＡＦＬＤ发生时脂质蓄积对肝细胞的损伤作用，探究
ＤＨＭ对非酒精性脂肪肝体外模型的改善作用。首先，
经油红Ｏ染色实验观察到ＤＨＭ能使细胞内脂质蓄积
明显减少，定量实验也证明ＤＨＭ干预后细胞内 ＴＧ含
量显著降低。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示：ＤＨＭ能增加 Ｐ
ＡＭＰＫ及ＳＩＲＴ１蛋白表达水平，并且降低脂质合成相
关基因 ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、ＰＡＣＣ蛋白表达。越来越多
的研究表明ＳＩＲＴ１在 ＮＡＦＬＤ的病程中起到了关键作
用［１５］，ＳＩＲＴ１的激活能够抑制脂质合成，调节脂代谢
平衡［１６］。而ＳＩＲＴ１上游靶点 ＡＭＰＫ的激活能够抑制

脂质积累和脂肪酸的增加［１７］，其磷酸化后通过下调

ＳＲＥＢＰ１ｃ抑制 ＰＡＣＣ和 ＦＡＳ的表达［１３，１８］，因此

ＳＩＲＴ１信号通路在调节 ＮＡＦＬＤ脂质代谢平衡中发挥
了重要作用，可能成为ＮＡＦＬＤ治疗的新靶点及寻找防
治新药的重要途径［１９］。为进一步确定 ＳＩＲＴ１信号通
路在ＤＨＭ改善肝细胞脂质蓄积中的作用，本研究使
用ＳＩＲＴ１抑制剂ＥＸ５２７处理脂肪变性ＨｅｐＧ２细胞，发
现抑制ＳＩＲＴ１后ＤＨＭ减少 ＨｅｐＧ２细胞 ＴＧ含量和抑
制脂质合成相关基因 ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＦＡＳ、ＰＡＣＣ表达的
作用均被减弱，提示 ＤＨＭ通过上调 ＳＩＲＴ１信号通路、
抑制脂质合成、改善肝细胞脂肪蓄积。本研究还发现

正常 ＨｅｐＧ２细胞在使用 ２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ干预后，
ＳＩＲＴ１及 ＰＡＭＰＫ蛋白表达水平较对照组有显著增
加，脂质蓄积和ＴＧ含量也有明显减少，且 ＳＲＥＢＰ１ｃ、
ＦＡＳ、ＰＡＣＣ表达水平显著降低。提示 ＤＨＭ在激活
ＳＩＲＴ１和ＰＡＭＰＫ表达、减少肝细胞脂质蓄积方面具
有积极的作用。

　　综上所述，本研究发现 ＤＨＭ能够激活脂肪变性
ＨｅｐＧ２细胞中的ＳＩＲＴ１信号，降低相关脂质合成基因
的蛋白表达，减少细胞内ＴＧ水平，改善肝细胞脂肪蓄
积，为开发更加安全有效的ＮＡＦＬＤ治疗药物提供理论
支持，为ＮＡＦＬＤ的临床防治提供新的思路。
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