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莱菔硫烷对肝细胞的抗氧化能力和线粒体功能的影响
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　　［摘要］　目的　探讨莱菔硫烷（ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ，ＳＦＮ）对肝细胞氧化应激和线粒体损伤的改善作用。
方法　建立高脂膳食诱导大鼠肝脏氧化应激体内模型和游离脂肪酸诱导 ＨＨＬ５肝细胞氧化应激的体
外模型。ＥＬＩＳＡ检测肝组织中丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）的含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定大鼠肝脏组织
中抗氧化酶血红素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１），磷酸酰胺腺嘌呤二核苷酸醌氧化还原酶１
（ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｑｕｉｎｏｎｅ１，ＮＱＯ１）和谷胱甘肽Ｓ转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ）的蛋白表
达。采用荧光显微镜观察ＨＨＬ５肝细胞的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）含量和线粒体膜电位；
ＥＬＩＳＡ测定ＨＨＬ５肝细胞中谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）和超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ）的水平。实时定量ＰＣＲ法检测ｍｔＤＮＡ含量。结果　ＳＦＮ减少由高脂饲料引起ＭＤＡ含量的增多
（Ｐ＜０．０５），并上调大鼠肝组织中的抗氧化酶ＨＯ１（Ｐ＜０．０５），ＮＱＯ１（Ｐ＜０．０５）和 ＧＳＴ（Ｐ＜０．０５）的蛋白
表达。ＳＦＮ降低由ＦＦＡ提高ＨＨＬ５细胞的 ＲＯＳ水平（Ｐ＜０．０５），并提高其 ＧＳＨ（Ｐ＜０．０５）和 ＳＯＤ（Ｐ＜
０．０５）的水平，以及线粒体膜电位（Ｐ＜０．０５）。此外，ＳＦＮ显著提高 ＨＨＬ５细胞的 ｍｔＤＮＡ含量（Ｐ＜
０．０５）。结论　ＳＦＮ通过增加肝细胞抗氧化能力改善高脂诱导的肝脏氧化应激损伤并对肝脏线粒体功
能有保护作用。
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ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ＧＳＨ）ａｎｄｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ｌｅｖｅｌｓｕｓｉｎｇＥＬＩＳＡ，ａｎｄｄｅｔｅｃｔｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ
（ｍｔＤＮＡ）ｃｏｎｔｅｎｔｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ（ＨＨＬ５ｃｅｌｌｓ）ｕｎｄｅｒｆａｔｔｙａｃｉｄ
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　　高脂膳食（ｈｉｇｈｆａｔｔｙｄｉｅｔ，ＨＦＤ）可以引起器官内
活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的过量累积，会
造成器官（肝脏、心脏、肾脏和肌肉等）的氧化应激性

损伤［１－２］。抗氧化酶（过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物

酶、超氧化物歧酶等）和谷胱甘肽还原酶的水平在

ＨＦＤ诱导的肥胖大鼠组中显著减少［３］。线粒体 ＤＮＡ
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）损伤、线粒体功能的紊乱
以及氧化应激也都在 ＨＦＤ喂食的小鼠中发现［４］。

ＨＦＤ导致小鼠肌肉中 ｍｔＤＮＡ拷贝数减少和线粒体功
能紊乱［５］。

　　莱菔硫烷（ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ，ＳＦＮ）是一种来源于十字
花科蔬的植物化学物，它能激活核因子Ｅ２相关因子２
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）上调细
胞抗氧化能力。ＳＦＮ明显改善 ＨＦＤ小鼠肝脏脂肪变
性、减少血清 ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平和肝脏中胆固醇、甘油
三酯和游离脂肪酸的含量［６－７］。另一方面，ＳＦＮ增加
３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞线粒体中电子传递链复合物 １和柠
檬酸合成酶的酶活以促进线粒体功能［８］，提示 ＳＦＮ可
能提高线粒体功能。ＳＦＮ是否可以上调肝细胞的抗氧
化能力和线粒体功能保护肝细胞，尚不清楚。本研究

采用高脂饲料喂食大鼠和混合游离脂肪酸诱导ＨＨＬ５
肝细胞建立体外氧化应激模型，研究 ＳＦＮ对肝细胞抗
氧化能力和线粒体功能的影响。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　ＳＦＮ（纯度≥９８％）购于美国ＬＫＴ公司。ＳＦＮ溶于
ＤＭＳＯ，配制成１００ｍｍｏｌ／Ｌ的储备液，分装于 ０．６ｍＬ
的ＥＰ管中，并放置与２０℃冰箱中备用。人肝细胞系
ＨＨＬ５细胞为本实验室保存的细胞系。ＲＩＰＡ全蛋白
提取试剂盒购于北京索莱宝生物技术有限公司，ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒，ＭＤＡ试剂盒，ＲＯＳ试剂盒，ＪＣ１
线粒体膜电位试剂盒购于碧云天生物技术有限公司。

棕榈酸和油酸购于美国 Ｓｉｇｍａ公司。血红素加氧酶１
（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１），磷酸酰胺腺嘌呤二核苷酸
醌氧化还原酶１（ＮＡＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｑｕｉｎｏｎｅ１，

ＮＱＯ１）和谷胱甘肽Ｓ转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＧＳＴ）抗体购于美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。总 ＤＮＡ基因提
取试剂盒购于哈尔滨新海基因检测有限公司。谷胱甘

肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）试剂盒和 ＳＯＤ试剂盒购于南京
建成生物工程研究所有限公司。

　　油酸和棕榈酸溶于０．０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液分别形
成２０ｍｍｏｌ／Ｌ游离脂肪酸溶液（ｆｒｅｅｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＦＦＡ）。
油酸溶液，棕榈酸溶液和１０％ＢＳＡ溶液以２∶１∶３混合
形成１０ｍｍｏｌ／Ｌ游离脂肪酸溶液，保存于－４℃冰箱。
　　凝胶成像仪（美国ＢｉｏＲａｄ）公司，超净工作台（上海
Ｈｅａｌｆｏｒｃｅ公司），垂直电泳槽（北京市六一仪器厂），转膜
槽（北京六一仪器厂），荧光显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．２　高脂膳食大鼠模型
　　动物实验经过黑龙江中医药大学伦理委员会批准
（批准号 ２０１６０３２４）。ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 １８只
（４周龄，体质量为 １５０～２００ｇ）购于北京维通利华实
验动物技术有限公司（合格证编号 ＳＣＸＫ（京）２０１６
００３２）。动物在黑龙江中医药大学药物安全性评价中
心ＳＰＦ级动物房饲养，饲养环境为：温度为（２２±２）℃，
空气湿度为（５５±５）％，１２ｈ∶１２ｈ明暗交替。大鼠自由
摄食和自由饮水，定期更换垫料和饮水瓶。适应性喂

养２周后，大鼠分为３组（ｎ＝６），正常食物组（Ｃｏｎ），
高脂喂食组（ＨＦＤ）和高脂喂食＋ＳＦＮ（２０ｍｇ／ｋｇ）组
（ＳＦＮ）。称量一定质量的 ＳＦＮ溶于０．５％的羧甲基纤
维素钠溶液中。ＳＦＮ灌胃剂量为２０ｍｇ／ｋｇ（按照体质
量的１％进行灌胃），每周３次，实验进行１０周。当实
验结束时，动物处死前禁食１２ｈ，处死当日，称取动物
体质量，用 １０％水合氯醛腹腔注射麻醉，取肝脏于液
氮迅速冻存后，保存于－８０℃冰箱备用。
　　肝匀浆制备：取约０．５ｇ肝组织，加入４．５ｍＬ预
冷０．８５％的生理盐水，冰上匀浆。匀浆液在１２０００×ｇ
离心力下４℃离心３０ｍｉｎ。收集上清液保存于－８０℃
冰箱备用。

１．３　ＦＦＡ诱导ＨＨＬ５肝细胞氧化应激模型的建立
　　ＨＨＬ５肝细胞的培养条件：Ｆ１２培养基（含 １０％
ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００Ｕ／ｍＬ链霉素），３７℃、５％
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ＣＯ２。细胞氧化应激模型培养如下：以浓度为２５０μｍｏｌ／Ｌ
ＦＦＡ作用ＨＨＬ５肝细胞４ｄ，诱导细胞产生脂滴。之后
给予细胞１０μｍｏｌ／ＬＳＦＮ，作用时间为２ｄ。
１．４　肝组织ＭＤＡ含量测定
　　取肝脏组织匀浆，通过分光光度计法测定硫代巴
比妥酸反应 （ｔｈｉｏｂａｒｂｉｔｕｒｉｃａｉｃｄｒｅａｃｔｉｎｇｓｕｂｓｔａｎｃｅ，
ＴＢＡＲＳ）的产物含量代表 ＭＤＡ的含量。肝匀浆的蛋
白浓度采用ＢＣＡ试剂盒测定。
１．５　ＨＥ染色
　　取新鲜肝脏组织投入福尔马林，福尔马林固定后
的肝脏组织进行修整，在自动脱水机中进行梯度酒精

脱水，浸蜡包埋，将蜡片组织块切成 ５μｍ厚的薄膜，
随后进行水化，染核，细胞质染色和封片。使用倒置光

学显微镜观察肝脏组织的病理学变化。肝脏组织学由

黑龙江中医药大学的病理学专家完成。并用 ＩｍａｇｅＪ
软件分析脂滴空泡的数量。

１．６　线粒体膜电位检测
　　线粒体膜电位采用碧云天线粒体膜电位试剂盒
（ＪＣ１）进行测定。ＨＨＬ５细胞种于６孔板中，实验完
后，加入ＪＣ１染色工作液孵育 ２０ｍｉｎ，ＪＣ１洗涤液冲
洗２次。荧光显微镜观察拍照，ＩｍａｇｅＪ软件分析。
１．７　ＲＯＳ测定
　　ＨＨＬ５细胞的 ＲＯＳ含量采用碧云天 ＲＯＳ检测试
剂盒进行测定。ＨＨＬ５细胞种于６孔板，实验完后，加
入ＤＣＦＨＤＡ染色工作液孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后，采用
荧光显微镜观察并拍照，ＩｍａｇｅＪ软件分析ＲＯＳ含量。
１．８　ＧＳＨ含量和ＳＯＤ酶活测定
　　实验结束后，将 ＨＨＬ５细胞进行破碎，离心提取
上清后根据 ＧＳＨ和 ＳＯＤ的试剂盒说明书进行测定，
并采用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度。
１．９　线粒体ＤＮＡ含量测定
　　线粒体 ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）的含量
采用ＡＢＩ７３００ｑＰＣＲ仪器进行测定。总 ＤＮＡ基因组

采用组织细胞 ＤＮＡ基因组提取试剂盒提取。１８Ｓ
ｒＲＮＡ作为内参基因，线粒体Ｄｌｏｏｐ作为线粒体基因。
１８ＳｒＲＮＡ引物序列：５′３′ＣＡＴＴＣＧＡＡＣＧＴＣＴＧＣＣＣＴ
ＡＴＣ（上游），５′３′ＣＣＴＧＣＴＧＣＣＴＴＣＣＴＴＧＧＡ（下游）；
Ｄｌｏｏｐ引物序列：５′３′ＧＣＧＴＣＣＴＴＧＣＣＣＴＡＴＴＡＣＴＡＴＣ
（上游），５′３′ＣＴＴＡＣＴＧＧＴＴＧＴＣＣＴＣＣＧＡＴＴＣ（下游）。
ｑＰＣＲ程序：９５℃ ３０ｓ，９５℃ ５ｓ，５８℃ ３０ｓ，４２个循
环。根据引物的溶解曲线和扩增曲线确定引物的特异

性。采用２－ΔΔＣｔ法计算ｍｔＤＮＡ的拷贝数。
１．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　采用蛋白提取试剂盒提取大鼠肝脏组织蛋白，并
用ＢＣＡ蛋白试剂盒测定蛋白浓度。配制１０％分离胶
和浓缩胶。电泳条件：浓缩胶８０Ｖ３０ｍｉｎ，分离胶１２０Ｖ
１．５ｈ。２００ｍＡ恒流湿转 ９０ｍｉｎ。转膜完后，２％的
ＢＳＡ室温封闭１ｈ，一抗ＧＳＴ（１∶５００）、ＮＱＯ１（１∶８００）、
ＨＯ１（１∶５００）和 ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）４℃过夜孵育。
ＴＢＳＴ洗膜３次，每次 ５ｍｉｎ，加入二抗室温孵育 １ｈ。
ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ。采用ＢＣＩＰ和ＮＢＴ进行显
色。ＩｍａｇｅＪ计算灰度值，各组结果与ＧＡＰＤＨ进行比。
１．１１　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示。用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６进行绘图
和统计学分析。符合正态分布的数据采用单因素方差

（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＳＦＮ改善大鼠肝脏组织的形态变化
　　肝脏组织病理学结果如图 １所示，Ｃｏｎ组中肝细
胞细胞核明显、结构完整，不存在脂肪空泡现象；ＨＦＤ
组的肝细胞出现轮廓不规则，肝细胞中存在较多的脂

肪空泡，脂肪空泡面积约占整个病理切片的视野的

２０％（Ｐ＜０．０５），这说明大量的脂质在肝脏组织中聚
集，造成了脂肪病变。ＳＦＮ组的肝组织仍然存在脂肪
空泡，但所占面积显著减少（Ｐ＜０．０５）。
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图１　大鼠肝脏组织病理学变化
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２．２　ＳＦＮ对大鼠肝脏ＭＤＡ水平的影响
　　ＨＦＤ组的ＭＤＡ的含量显著高于Ｃｏｎ组，约为Ｃｏｎ
的１．４７倍（Ｐ＜０．０５）；相比于ＨＦＤ，ＳＦＮ显著减少大鼠
肝组织的ＭＤＡ含量（Ｐ＜０．０５，图２）。
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Ｃｏｎ组：正常对照组；ＨＦＤ组：高脂喂养组；ＳＦＮ组：莱菔硫
烷组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎ组相比；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＦＤ组相比

图２　ＳＦＮ对大鼠肝脏组织内ＭＤＡ生成的影响

２．３　ＳＦＮ提高抗氧化酶含量
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝脏组织中抗氧化酶 ＧＳＴ、
ＮＱＯ１和 ＨＯ１的蛋白表达结果如图 ３，ＨＦＤ显著减
少 ＧＳＴ和 ＮＱＯ１的蛋白水平，分别是 Ｃｏｎ组表达量
的０．６３％（Ｐ＜０．０５）和０．８２％（Ｐ＜０．０５）。ＳＦＮ略下
调 ＨＯ１的蛋白水平，但无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。
与 ＨＦＤ组相比，ＳＦＮ显著上调大鼠肝脏中 ＧＳＴ、
ＮＱＯ１和 ＨＯ１的蛋白水平（Ｐ＜０．０５）。
２．４　ＳＦＮ减少ＲＯＳ含量
　　ＨＨＬ５细胞中胞内 ＲＯＳ含量如图４所示，Ｃｏｎ组
中存在一定量的 ＲＯＳ；ＦＦＡ显著增加 ＨＨＬ５细胞的
ＲＯＳ含量（６．３０±１．３２），约为对照组（１．００±０．００）的

６．３倍（Ｐ＜０．０５）。相比ＦＦＡ组，ＳＦＮ显著减少ＨＨＬ５
细胞的ＲＯＳ含量（３．６０±０．６３）（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ；半定量分析　Ｃｏｎ组：正常对照
组；ＨＦＤ组：高脂喂养组；ＳＦＮ组：莱菔硫烷组　ａ：Ｐ＜
０．０５，与Ｃｏｎ组相比；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＦＤ组相比

图３　ＳＦＮ对大鼠肝脏组织抗氧化酶蛋白表达的影响

２．５　ＳＦＮ提高ＨＨＬ５肝细胞的抗氧化能力
　　如图５所示，ＦＦＡ明显减少ＨＨＬ５细胞中ＧＳＨ和
ＳＯＤ的水平，分别是 Ｃｏｎ组的５６％（Ｐ＜０．０５）和 ６４％
（Ｐ＜０．０５）。ＳＦＮ显著增加ＨＨＬ５细胞中ＧＳＨ的含量
（Ｐ＜０．０５）和 ＳＯＤ（Ｐ＜０．０５）的酶活。结果提示，ＳＦＮ
可以明显改善ＦＦＡ诱导的氧化应激水平。
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Ｃｏｎ组：正常对照组；ＦＦＡ组：游离脂肪酸组；ＳＦＮ组：莱菔硫烷组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎ组相比；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＦＦＡ组相比

图４　ＳＦＮ对ＦＦＡ诱发肝细胞ＲＯＳ积累的抑制作用
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２．６　ＳＦＮ恢复线粒体膜电位
　　过多的 ＲＯＳ会攻击线粒体的内外膜并最终破坏
线粒体的膜完整性，导致线粒体膜电位降低。ＪＣ１
是用于检测线粒体膜电位的荧光探针，当线粒体膜

电位较高时，ＪＣ１在线粒体的基质中聚集形成聚合
物，产生红色荧光，当线粒体膜电位较低时，ＪＣ１不
能存在线粒体的基质中，此时 ＪＣ１属于单体，产生绿
色荧光。因此通过荧光颜色的变化来显示线粒体膜

电位的变化。如图６所示，与Ｃｏｎ组（３．０６±０．６５）相
比，ＦＦＡ明显地降低 ＨＨＬ５细胞的线粒体膜电位
（０．５５±０．１４）（Ｐ＜０．０５）；ＳＦＮ恢复线粒体膜电位
（１．６４±０．４２）（Ｐ＜０．０５）。
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Ｃｏｎ组：正常对照组；ＦＦＡ组：游离脂肪酸组；ＳＦＮ组：莱菔
硫烷组；ＧＳＨ：谷胱甘肽；ＳＯＤ：超氧化歧化酶；ａ：Ｐ＜０．０５，
与Ｃｏｎ组相比；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＦＦＡ组相比

图５　ＳＦＮ提高ＨＨＬ５肝细胞中ＧＳＨ和ＳＯＤ的水平
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Ｃｏｎ组：正常对照组；ＦＦＡ组：游离脂肪酸组；ＳＦＮ组：莱菔硫烷组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎ组相比；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＦＦＡ组相比

图６　ＳＦＮ对ＨＨＬ５肝细胞线粒体膜电位影响的荧光观察
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２．７　ＳＦＮ对ｍｔＤＮＡ拷贝数的影响
　　本研究采用实时定量 ＰＣＲ测定 ＨＨＬ５肝细胞的
ｍｔＤＮＡ拷贝数。ＦＦＡ组的ｍｔＤＮＡ水平（０．７１±０．０８）显
著低于 Ｃｏｎ组（１．００±０．００）（Ｐ＜０．０５），而 ＳＦＮ提高
ＨＨＬ５细胞中ｍｔＤＮＡ的含量（１．２０±０．１９）（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　氧化应激是由于 ＲＯＳ的平衡稳态遭到破坏以及
细胞内抗氧化物的耗竭导致，进而导致组织损伤。肝

脏是ＲＯＳ产生的主要场所之一，同时也极易受到ＲＯＳ
攻击。本研究表明 ＦＦＡ显著诱导 ＨＨＬ５肝细胞产生
ＲＯＳ。此外，ＨＦＤ组的抗氧化酶 ＧＳＴ和 ＮＱＯ１含量显
著减少（Ｐ＜０．０５），并且ＦＦＡ组中ＧＳＨ和ＳＯＤ显著减
少（Ｐ＜０．０５），说明 ＨＦＤ或 ＦＦＡ可诱导氧化应激。
ＭＤＡ是一种强毒性的脂质过氧化产物，可加重氧化应
激。ＳＦＮ能显著减少 ＭＤＡ的水平，可能由于 ＳＦＮ改
善了ＨＦＤ的脂类代谢，或者是 ＳＦＮ提高了抗氧化能
力。ＣＨＥＮ等［９］研究表明 ＳＦＮ可减少由 ＨＦＤ导致小
鼠肝脏脂肪空泡，本研究的ＨＥ染色结果与其一致，说
明ＳＦＮ减少肝脏脂质堆积。另一方面，ＳＦＮ通过激活
Ｎｒｆ２途径提高细胞的抗氧化能力（ＨＯ１，ＮＱＯ１、ＧＳＴ、
ＧＳＨ和ＳＯＤ）［１０］，防止肝脏氧化应激损伤。一项采用
多酚提取物干预ＨＦＤ小鼠的实验发现，多酚提取物并
没有增加抗氧化酶如ＳＯＤ１、ＧＳＨＰｘ和 ＳＯＤ２的活性，
但是其肝脏组织中ＭＤＡ含量则明显减少［１１］。该结果

提示多酚抑制脂质过氧化的机制可能是由于多酚直接

中和ＲＯＳ的结果。与多酚抗氧化物的机制不同，ＳＦＮ
属于间接抗氧化物，它通过激活 Ｎｒｆ２途径，上调抗氧
化酶的表达而发挥间接抗氧化作用。ＳＦＮ通过激活
Ｎｒｆ２途径，诱导 ＨＨＬ５细胞的硫氧还蛋白还原酶表
达，进而增强机体抗氧化防御系统机能［１２］。由此可

知，ＳＦＮ通过提高细胞抗氧化能力有效抑制高脂饮食
诱导的小鼠肝组织氧化应激水平。

　　ＧＳＨ缺少可导致线粒体脂肪酸氧化水平的下降，
反之，ＧＳＨ含量增多可恢复脂肪酸氧化水平［１３］。此

外，线粒体抗氧化能力的减弱可导致线粒体损伤（线

粒体膜电位的破坏，呼吸链复合物的酶活力下降，ＡＴＰ
产量减少）［１４

－１５］。可见机体抗氧化对维持线粒体功能

完整性有着重要作用。ＳＦＮ（２０ｍｇ／ｋｇ）处理 ＨＦＤ大
鼠后，肝脏中抗氧化酶（ＧＳＴ，ＮＱＯ１和ＨＯ１）的表达显
著增多（Ｐ＜０．０５）。此外，ＳＦＮ显著减少 ＨＨＬ５肝细
胞中ＲＯＳ含量，提高 ＧＳＨ和 ＳＯＤ的水平以及线粒体
膜电位。这提示ＳＦＮ对线粒体膜电位具有保护作用。

类似地，骨骼肌和心脏组织中，线粒体功能的下降能够

导致甘油三酯的聚集［１６］，这是由于线粒体功能的受损

导致脂肪酸代谢受阻。ＡＲＲＵＤＡ等［１７］报道ＨＦＤ可导
致小鼠肝脏中 ｍｔＤＮＡ的拷贝数减少。本研究发现
ｍｔＤＮＡ的拷贝数在 ＦＦＡ组中减少，并且 ＳＦＮ增加
ＨＨＬ５细胞中的ｍｔＤＮＡ的拷贝数。已报道 Ｎｒｆ２可诱
导线粒体生物合成基因 ＮＲＦ１（ＮｕｃｌｅａｒＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
Ｆａｃｔｏｒ１）的转录［１８］，进而促进 ｍｔＤＮＡ合成。ＳＦＮ不
仅增加３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞的线粒体数量，而且提高柠檬
酸合成酶和线粒体复合物 １的酶活，以及增加 ＮＲＦ１
和解偶联蛋白１（Ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１）的蛋白表达［８］。

由此可见，ＳＦＮ增加线粒体功能并不是仅仅通过抗氧
化途径，深入揭示ＳＦＮ保护线粒体功能的机制将有助
于ＳＦＮ的功能开发和应用。
　　课题组前期研究发现，ＳＦＮ通过抑制高脂所致的
肝细胞内质网应激，降低内质网应激元件 ＸＢＰ１及
ＰＥＲＫ的表达，抑制甘油三酯合成酶及脂肪酸合成酶
的表达，最终抑制脂类的异常蓄积［１９］。本研究则进一

步发现，ＳＦＮ通过诱导抗氧化酶表达，修复线粒体功能
及增加线粒体拷贝数，对高脂所致的肝脏氧化损伤发

挥保护作用。这些发现将进一步肯定 ＳＦＮ在预防和
改善ＮＡＦＬＤ中的有益作用，为 ＳＦＮ防治 ＮＡＦＬＤ中的
应用提供理论基础。
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