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牛磺石胆酸通过ＴＧＲ５调节巨噬细胞极化改善肝细胞脂质沉积
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　　［摘要］　目的　观察牛磺石胆酸（ｔａｕｒｏｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＴＬＣＡ）调节棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ，ＰＡ）诱导的
巨噬细胞极化，探讨其对肝细胞脂质代谢的影响。方法　分别采用 ＴＬＣＡ、ＰＡ处理小鼠单核巨噬细胞
（ＲＡＷ２６４．７），实验分为对照（ＣＯＮ）组、ＴＬＣＡ组、ＰＡ组和 ＰＡ＋ＴＬＣＡ组。２４ｈ后收集各组条件培养基
（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ，ＣＭ），分别处理 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肝脏原代细胞和 ＡＭＬ１２肝细胞；使用氨苯蝶啶
（ｔｒｉａｍｔｅｒｅｎｅ，Ｔｒ）抑制巨噬细胞武田Ｇ蛋白偶联受体５（ＴａｋｅｄａＧｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ５，ＴＧＲ５），以证实其在
调节巨噬细胞极化以及降低肝细胞脂质沉积中的作用。采用 ＢＯＤＩＰＹ荧光染色检测肝细胞内脂质积
聚；ＲＴｑＰＣＲ检测炎症因子及脂质代谢相关基因 ｍＲＮＡ水平；蛋白质免疫印迹法检测巨噬细胞 ＴＧＲ５
和肝细胞固醇调节元件结合蛋白１ｃ（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＲＥＢＰ１ｃ）表达水平；细
胞免疫荧光染色观察细胞内ｉＮＯＳ、ＣＤ２０６蛋白表达。结果　ＢＯＤＩＰＹ荧光染色显示，ＰＡ组较ＣＯＮ组肝
细胞脂质沉积显著增多，ＰＡ＋ＴＬＣＡ组脂肪沉积得到缓解（Ｐ＜０．０５）；与ＰＡ组比较，ＰＡ＋ＴＬＣＡ组原代肝
细胞和ＡＭＬ１２细胞脂质合成基因ＡＣＣ１、ＦＡＳＮ、ＳＲＥＢＰ１ｃ的ｍＲＮＡ水平以及ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白表达水平
显著降低（Ｐ＜０．０５），ＡＣＯＸ１和ＣＰＴ１Ａ表达水平在各组间无显著变化；ＲＴｑＰＣＲ结果显示，ＰＡ诱导巨
噬细胞向Ｍ１型极化，促炎因子（ｉＮＯＳ、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα）水平显著升高，而联合 ＴＬＣＡ处理后可降低
炎症因子水平且增加 ＲＡＷ２６４．７细胞 Ｍ２型极化相关基因（Ａｒｇ１、ＩＬ４、ＩＬ１０）ｍＲＮＡ表达水平（Ｐ＜
０．０５）；与ＣＯＮ组比较，ＰＡ组Ｍ１型巨噬细胞标志物ｉＮＯＳ显著增加，Ｍ２型巨噬细胞标志物 ＣＤ２０６明
显降低；ＴＬＣＡ可促进ＴＧＲ５蛋白表达（Ｐ＝０．０７１４），氨苯蝶啶抑制ＴＧＲ５后，显著抑制ＴＬＣＡ调节巨
噬细胞极化和减少肝细胞脂质沉积的作用。结论　ＴＬＣＡ通过巨噬细胞ＴＧＲ５抑制ＰＡ诱导的Ｍ１型
极化且促进 Ｍ２型极化，促炎症因子减少，进而降低肝细胞脂质合成，改善肝细胞脂质沉积。
　　［关键词］　巨噬细胞极化；牛磺石胆酸；非酒精性脂肪性肝病；武田Ｇ蛋白偶联受体５
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　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是指在没有其他明确原因（如过量饮
酒）的情况下发生的一系列肝脏代谢性疾病，全球患

病率约为 ２９．８％，且呈持续上升趋势，我国成人的
ＮＡＦＬＤ患病率也高达 ２９．２％。目前，ＮＡＦＬＤ已经成
为与肥胖大流行并行的全球性公共卫生问题，其疾病

表现对社会经济造成负担［１－３］。肝脏含有体内最大的

常驻巨噬细胞群，巨噬细胞可分为促炎性巨噬细胞

（Ｍ１表型）和抗炎性巨噬细胞（Ｍ２表型）［４］。Ｍ１表型
巨噬细胞可释放促炎细胞因子，如 ＴＮＦα、ＩＬ１β和趋
化因子等引起脂肪变性（包括肝细胞脂质沉积增加、

脂肪炎症和肿胀增加），而 Ｍ２型巨噬细胞因子，如
ＩＬ１０，能发挥抗炎作用，维持肝脏免疫稳态［５］。炎症

反应和脂质代谢紊乱相关的肝脏脂质沉积是 ＮＡＦＬＤ
进展中的２个关键环节，当巨噬细胞促炎活化时，可增
加肝细胞脂肪沉积［６］，因此，抑制巨噬细胞炎症对

ＮＡＦＬＤ的发生发展有着重要作用。
　　胆汁酸作为一种重要的信号分子，参与调节肝脏
稳态。牛磺石胆酸（ｔａｕｒｏｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＴＬＣＡ）是最初在
牛胆汁和牛胆结石中发现，是初级胆汁酸鹅脱氧胆酸

衍生而来的一种次级胆汁酸，在人类胆汁中也有发

现［７］，具有抑制炎症的作用。武田 Ｇ蛋白偶联受体５
（ＴａｋｅｄａＧｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ５，ＴＧＲ５）也称作 Ｇ蛋白偶
联胆汁酸受体１（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｂｉｌｅａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１，
ＧＰＢＡＲ１），是一种胆汁酸膜受体，来源于 Ｇ蛋白偶联
受体家族，主要定位于肝脏巨噬细胞中［８－９］，当巨噬细

胞中ＴＧＲ５激活时，可调控巨噬细胞Ｍ１／Ｍ２型极化，改
善肝脏脂肪变性［１０］，抑制ＮＡＦＬＤ的发生发展。在肝实
质细胞中，ＴＧＲ５调节小鼠全身糖耐量水平，但是对体质
量、肝脏脂肪沉积并无影响，且 ＴＧＲ５特异性激动剂化
合物１８对肝细胞脂质代谢无直接改善作用［１１］。前期

研究报道了ＴＬＣＡ抑制脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）
诱导的巨噬细胞Ｍ１型极化和炎症因子水平是通过激
活ＴＧＲ５实现的［１２］，但是 ＴＬＣＡ是否可以调控巨噬细
胞极化进而改善肝细胞脂质代谢及 ＴＧＲ５是否参与这
一过程还尚不清楚。本研究利用棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃ
ａｃｉｄ，ＰＡ）诱导的巨噬细胞炎症模型，观察 ＴＬＣＡ对巨
噬细胞极化的调控作用，研究其对肝细胞脂肪变性的

影响，并探讨其可能的作用机制，为 ＮＡＦＬＤ的发生发
展提供一定的理论依据。
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１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＨＥＰＥＳ、ＩＴＳ细胞添加剂和 ＰＡ购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司；ＴＬＣＡ购自美国ＭＣＥ公司；ＢＯＤＩＰＹ荧光染料购自
上海懋康生物；引物、Ⅳ型胶原酶购自上海生工生物技
术有限公司；ＴＲＩｚｏｌ、反转录试剂盒、ＳＹＢＲ购自宝日医
生物技术（北京）有限公司；ＧＡＰＤＨ一抗购自武汉三
鹰生物技术有限公司，ＴＧＲ５、ｉＮＯＳ抗体购自美国
Ａｂｃａｍ公司，ＳＲＥＢＰ１ｃ和 ＣＤ２０６抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；辣根素过氧化物酶标记二
抗购自武汉博士德生物工程有限公司；ＤＡＰＩ、ＲＩＰＡ、
ＢＣＡ蛋白检测试剂盒购自上海碧云天生物科技公司。
１．２　方法
１．２．１　ＲＡＷ２６４．７细胞培养与处理　　ＲＡＷ２６４．７
细胞购自中国科学院细胞库，使用含 １０％胎牛血清、
１％青霉素链霉素的 ＤＭＥＭ高糖培养基培养；细胞融
合度达到 ８０％～９０％时使用胰酶消化传代、种板，
ＴＬＣＡ（３０μｍｏｌ／Ｌ）、ＰＡ（２００μｍｏｌ／Ｌ）和氨苯蝶啶
（ｔｒｉａｍｔｅｒｅｎｅ，Ｔｒ；１０μｍｏｌ／Ｌ）单独（ＴＬＣＡ组、ＰＡ组、Ｔｒ
组）或者联合（ＰＡ＋ＴＬＣＡ组、ＰＡ＋ＴＬＣＡ＋Ｔｒ组）处理
ＲＡＷ２６４．７细胞 ２４ｈ，以未处理细胞作为对照组
（ＣＯＮ）。收集细胞上清液，０．２２μｍ过滤器过滤后得
到相应的条件培养液 ＣＭ，ＲＡＷ２６４．７细胞收集待测。
细胞均在３７℃，５％ＣＯ２的恒温孵箱中培养。
１．２．２　原代肝细胞提取、培养及处理　　８只健康雄
性８周龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠使用异氟烷麻醉后，打开腹
腔，头皮针穿刺并固定肝门静脉；剪断下腔静脉，使用

试剂１（ＰＢＳ＋０．５ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ＋０．１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ＋
１％青霉素链霉素）进行灌注洗净肝脏，随后使用试剂
２（ＨＢＳＳ＋２５ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ＋１％ＢＳＡ＋０．５％Ⅳ型胶
原酶）灌注消化肝脏，待肝脏消化至松软呈乳黄色时，

取出剪碎，获得组织细胞悬液，悬液经 １０００目细胞
滤网过滤后进行梯度离心获得原代肝细胞，取适量细

胞接种于 ２４孔板、６孔板中。使用含 ５％ＦＢＳ、１％青
霉素链霉素、２ｍｍｏｌ／ｍＬ谷氨酰胺、１００ｎｍｏｌ／ｍＬ胰岛
素、１００ｎｍｏｌ／Ｌ地塞米松的 ＷｉｌｌｉａｍｓＥ培养基。用各
组ＲＡＷ２６４．７细胞孵育２４ｈ后得到的 ＣＭ与原代肝
细胞培养基１∶１混合，孵育原代肝细胞２４ｈ，弃去培养
液，收集细胞待测。

１．２．３　ＡＭＬ１２细胞培养及处理　　小鼠正常肝细胞
ＡＭＬ１２购自中国科学院细胞库，使用含１０％ＦＢＳ、１％
青霉素链霉素、１％ ＩＴＳ和地塞米松 １００ｎｍｏｌ／Ｌ的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基；用各组ＲＡＷ２６４．７细胞孵育２４ｈ

后得到的 ＣＭ与 ＡＭＬ１２细胞培养基 １∶１混合，孵育
ＡＭＬ１２细胞２４ｈ，弃去培养液，收集细胞待测。
１．２．４　ＢＯＤＩＰＹ荧光染色　　原代肝细胞和小鼠
ＡＭＬ１２细胞条件培养 ２４ｈ，分为 ４组：对照组、ＴＬＣＡ
组、ＰＡ组、ＰＡ＋ＴＬＣＡ组。ＰＢＳ洗细胞３次，４％多聚甲
醛固定细胞２０ｍｉｎ，ＢＯＤＩＰＹ中性脂滴荧光染料用ＰＢＳ
稀释（１∶１０００）后染细胞２０ｍｉｎ，用ＰＢＳ清洗３次，ＤＡＰＩ
染细胞核，洗净后使用正置显微镜进行观察拍照。

１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ检测相关基因的表达 　 ＲＡＷ２６４．７
细胞和肝细胞处理２４ｈ后，用 ＴＲＩｚｏｌ提取细胞 ＲＮＡ，
逆转录合成ｃＤＮＡ，检测巨噬细胞 Ｍ１／Ｍ２型极化以及
肝细胞脂质合成、分解代谢相关基因 ｍＲＮＡ表达水
平，引物序列见表１。反应条件为９５℃预变性 ３０ｓ，
９５℃变性５ｓ，６０℃退火３０ｓ，重复４０个循环。甘油
醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）作为内参，２－△△Ｃｔ法计算目
的基因的ｍＲＮＡ相对表达量。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列
基因 引物序列（５′→３′）

ＧＡＰＤＨ
上游：ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ
下游：ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ

ＩＬ６
上游：ＡＣＡＡＡＧＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＴＣＡＧＡＧ
下游：ＣＡＴＴＧＧＡＡＡＴＴＧＧＧＧＴＡＧＧＡ

ＴＮＦα
上游：ＧＴＣＴＡＣＴＧＡＡＣＴＴＣＧＧＧＧＴＧＡＴ
下游：ＡＴＧＡＴＣＴＧＡＧＴＧＴＧＡＧＧＧＴＣＴＧ

ＩＬ４
上游：ＣＴＴＣＣＡＡＧＧＴＧＣＴＴＣＧＣＡＴＡ
下游：ＧＡＴＧＡＡＴＣＣＡＧＧＣＡＴＣＧＡＡＡ

ＩＬ１β
上游：ＧＡＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧ
下游：ＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＡＣＡＧ

ＩＬ１０
上游：ＡＴＴＴＧＡＡＴＴＣＣＣＴＧＧＧＴＧＡＧＡＡＧ
下游：ＣＡＣＡＧＧＧＧＡＧＡＡＡＴＣＧＡＴＧＡＣＡ

Ａｒｇ１
上游：ＣＴＣＣＡＡＧＣＣＡＡＡＧＴＣＣＴＴＡＧＡＧ
下游：ＡＧＧＡＧＣＴＧＴＣＡＴＴＡＧＧＧＡＣＡＴＣ

ｉＮＯＳ
上游：ＣＡＡＧＡＧＴＴＴＧＡＣＣＡＧＡＧＧＡＣＣ
下游：ＴＧＧＡＡＣＣＡＣＴＣＧＴＡＣＴＴＧＧＧＡ

ＡＣＣ１
上游：ＧＴＧＣＴＧＧＧＡＣＴＧＴＧＧＡＡＴＡＣ
下游：ＡＧＡＴＴＧＡＣＡＴＣＡＧＣＣＡＣＣＡＴ

ＳＲＥＢＰ１ｃ
上游：ＡＣＡＧＣＡＡＣＣＡＧＡＡＧＣＴＣＡＡＧ
下游：ＴＧＣＣＣＴＣＣＡＴＡＧＡＣＡＣＡＴＣＴ

ＦＡＳＮ
上游：ＴＴＧＧＧＴＧＣＴＧＡＣＴＡＣＡＡＣＣＴ
下游：ＴＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＧＡＴＧＡＴＧＧＡ

ＡＣＯＸ１
上游：ＡＡＣＡＧＣＣＣＡＡＣＴＧＴＧＡＣＴＴＣ
下游：ＡＣＡＡＡＧＧＣＡＴＧＴＡＡＣＣＣＧＴＡ

ＣＰＴ１Ａ
上游：ＣＴＴＣＣＣＡＴＴＴＧＡＣＡＣＣＴＴＴＧ
下游：ＡＴＡＣＧＴＧＡＧＧＣＡＧＡＡＣＴＴＧＣ

１．２．６　细胞免疫荧光染色　　ＲＡＷ２６４．７细胞处理
２４ｈ，ＰＢＳ清洗细胞３次，加入４％多聚甲醇固定细胞，
０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温对细胞进行破膜处理，山羊血
清封闭，加入一抗 ｉＮＯＳ、ＣＤ２０６孵育巨噬细胞，４℃过
夜后加入荧光二抗，脱水，封片，使用共聚焦显微镜进

４１６１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



行观察拍照。

１．２．７　蛋白质免疫印迹法　　ＲＡＰＩ裂解细胞提取细
胞总蛋白，ＢＣＡ法测蛋白浓度后进行蛋白质免疫印迹
分析。取适量蛋白样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯
酰氨凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），湿电转至ＰＶＤＦ膜上，５％
脱脂牛奶室温摇床封闭１．５ｈ，孵育ＴＧＲ５和ＳＲＥＢＰ１ｃ
抗体过夜，４℃，第２天洗膜后使用ＥＣＬ化学发光法进
行显影，ＩｍａｇｅＪ软件计算目的蛋白的表达量。
１．３　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示。各组间比较采用单因素方
差分析和Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。Ｐ＜０．０５认为差异具有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＴＬＣＡ对ＰＡ诱导的巨噬细胞Ｍ１／Ｍ２型极化的影响
　　巨噬细胞在 ＰＡ、ＴＬＣＡ联合或单独处理２４ｈ后，
ＲＴｑＰＣＲ结果显示，与对照组比较，ＰＡ显著上调巨噬
细胞炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β、ｉＮＯＳ的ｍＲＮＡ水平
（Ｐ＜０．０５），联合 ＴＬＣＡ则可以显著抑制 ＰＡ诱导的巨
噬细胞炎症（图 １Ａ～Ｄ），增加抗炎因子 Ａｒｇ１、ＩＬ４、
ＩＬ１０的ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５，图 １Ｅ～Ｇ）。细胞免疫
荧光结果显示，与对照组比较，ＰＡ处理组巨噬细胞Ｍ１
型标志物 ｉＮＯＳ表达量显著增加，而 Ｍ２型标志物

ＣＤ２０６的表达降低，联合ＴＬＣＡ处理则ｉＮＯＳ的表达降
低，促进巨噬细胞Ｍ２型极化（图２）。结果表明ＰＡ诱
导巨噬细胞炎症Ｍ１型极化，增加炎症因子的表达，而
ＴＬＣＡ联合处理后可以逆转这种效应。
２．２　ＰＡ诱导巨噬细胞极化对肝细胞脂质沉积的影响
　　ＢＯＤＩＰＹ荧光染色结果显示，与 ＣＯＮ组比较，ＰＡ
组明显增加原代肝细胞中的脂质含量，ＰＡ＋ＴＬＣＡ组脂
质沉积则无明显增加（图３Ａ），小鼠正常肝细胞ＡＭＬ１２
结果一致（图３Ｂ）。
２．３　巨噬细胞Ｍ１／Ｍ２极化对肝细胞脂质代谢的影响
　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，与对照组比较，ＰＡ组原代肝
细胞脂质合成基因 ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＡＣＣ１、ＦＡＳＮ的 ｍＲＮＡ
表达水平升高（Ｐ＜０．０５），ＰＡ＋ＴＬＣＡ组脂质合成基因
表达较ＰＡ组降低（Ｐ＜０．０５，图４Ａ），脂肪酸氧化基因
ＡＣＯＸ１和ＣＰＴ１Ａ无显著差异（图 ４Ａ）。相同条件处
理的ＡＭＬ１２细胞，与对照组比较，ＰＡ组脂质合成基
因ＳＲＥＢＰ１ｃ以及下游２个关键酶 ＦＡＳＮ和 ＡＣＣ１的
ｍＲＮＡ表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５），并且脂质氧化基
因ＡＣＯＸ１显著降低（Ｐ＜０．０５），ＣＰＴ１Ａ变化差异无统
计学意义。与ＰＡ组比较，ＰＡ＋ＴＬＣＡ组脂质合成基因
表达显著降低（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显
示，与ＰＡ组比较，ＰＡ＋ＴＬＣＡ组ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白表达水
平显著降低（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ、Ｄ）。
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１：对照组；２：ＴＬＣＡ组；３：ＰＡ组；４：ＰＡ＋ＴＬＣＡ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＡ组比较
Ａ～Ｄ：巨噬细胞促炎因子ｍＲＮＡ水平；Ｅ～Ｇ：巨噬细胞抗炎因子ｍＲＮＡ水平

图１　ＴＬＣＡ对ＰＡ诱导的巨噬细胞炎症因子的影响（ｎ＝５）
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图２　ＴＬＣＡ对ＰＡ诱导的巨噬细胞Ｍ１／Ｍ２型极化的影响
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１：对照组；２：ＴＬＣＡ组；３：ＰＡ组；４：ＰＡ＋ＴＬＣＡ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＰＡ组比较
Ａ：原代肝细胞脂质代谢相关基因的ｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝５）；Ｂ：ＡＭＬ１２肝细胞脂质代谢相关基因的ｍＲＮＡ表达水平
（ｎ＝５）；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝细胞ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白表达水平；Ｅ、Ｆ：ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白表达相对灰度值（ｎ＝４）

图４　肝细胞脂质代谢相关基因的ｍＲＮＡ和ＳＲＥＢＰ１ｃ蛋白水平变化

２．４　氨苯蝶啶抑制巨噬细胞 ＴＧＲ５，对巨噬细胞极化
以及肝细胞脂质沉积的影响

　　ＴＬＣＡ单独处理巨噬细胞时，ＴＧＲ５蛋白表达较对
照组升高，但差异无统计学意义（Ｐ＝０．０７１４）；与 ＰＡ
组比较，ＴＬＣＡ联合ＰＡ处理巨噬细胞后，ＴＧＲ５蛋白表
达显著升高（Ｐ＜０．０５，图５Ａ、Ｂ）。免疫荧光结果显示，

氨苯蝶啶（Ｔｒ）抑制巨噬细胞 ＴＧＲ５，与 ＰＡ＋ＴＬＣＡ组比
较，ＰＡ＋ＴＬＣＡ＋Ｔｒ组促进Ｍ１型极化，抑制巨噬细胞Ｍ２
型极化，能削弱ＴＬＣＡ对ＰＡ诱导巨噬细胞极化的影响
（图５Ｃ、Ｄ）；并且，ＰＡ＋ＴＬＣＡ＋Ｔｒ组肝细胞脂质沉积相较
ＰＡ组并未减少（图５Ｅ）。
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图５　氨苯蝶啶抑制巨噬细胞ＴＧＲ５对巨噬细胞极化以及肝细胞脂质沉积的影响
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３　讨论

　　本研究揭示了ＴＬＣＡ通过 ＴＧＲ５调节巨噬细胞极
化对肝细胞脂肪变性影响的机制。主要发现 ＴＬＣＡ抑
制ＰＡ诱导的巨噬细胞向Ｍ１型极化，继而改善炎症及
肝细胞的脂质沉积。其中，ＴＬＣＡ调控巨噬细胞极化
的作用依赖于ＴＧＲ５。
　　巨噬细胞是人体免疫调节的重要细胞组成，对机
体内环境稳态的维持以及防御功能方面起重要的作

用。巨噬细胞根据其高度异质性和可塑性，分为促炎

型Ｍ１型巨噬细胞和抗炎型 Ｍ２型巨噬细胞。研究表
明，炎症不仅是ＮＡＦＬＤ发病机制的基础，而且还推动
单纯肝脂肪变性进展为非酒精性脂肪性肝炎（ｎｏｎ
ａｌｃｏｈｏｌｉｃｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）［１３－１４］。在 ＮＡＳＨ小鼠
模型中，小鼠肝脏中Ｍ１／Ｍ２型巨噬细胞比例增加［１０］，

Ｍ１型巨噬细胞通过分泌 ＩＬ１β、ＴＮＦα等炎症因子作
用于肝细胞，促进脂质沉积；相反，Ｍ２型巨噬细胞可诱
导Ｍ１型巨噬细胞凋亡，降低肝脏慢性炎症和保护肝
细胞，减轻肝脏脂质沉积［１５－１６］。以上研究表明，巨噬

细胞极化状态与 ＮＡＦＬＤ的发生发展密切相关。本研
究中，使用饱和脂肪酸 ＰＡ模拟肝脏中高脂环境处理
巨噬细胞，观察到 ＰＡ增加巨噬细胞 Ｍ１／Ｍ２型比例，
上调炎症水平，与肝细胞共培养后，增加肝细胞的脂质

沉积，与既往报道类似。

　　相对于普通人群，肥胖人群中ＮＡＦＬＤ的发病率增
加了７～１０倍［１７］。因此，肥胖相关炎症被认为是ＮＡＦＬＤ
发病的关键因素。当Ｍ１／Ｍ２型巨噬细胞比例升高，巨
噬细胞促炎活化，释放ＴＮＦα、ＩＬ６等炎症因子，炎症可
能通过增加肝细胞脂肪生成酶如乙酰辅酶 ａ羧化酶１
（ａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ１，ＡＣＣ１）和脂肪酸合酶（ｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳＮ）的基因表达和减少脂肪酸氧化如
肉碱棕榈酰转移酶１Ａ（ｃａｉｎｉｔｉｎｅｐｌａｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，
ＣＰＴ１Ａ）基因的肝脏表达而导致肝脏脂肪变性［１８－１９］。

肝脏脂肪代谢异常主要是由于脂肪酸氧化受损、脂肪

吸收或合成增加，ＳＲＥＢＰ１ｃ是参与肝脏调控脂肪酸、
甘油三酯和胆固醇合成的关键转录因子，可以激活下

游靶基因，从而使多种脂肪酸从头合成基因的表达增

加，如ＦＡＳＮ和ＡＣＣ１［２０］。研究报道，Ｍ１型巨噬细胞通
过上调ＳＲＥＢＰ１Ｃ的表达来促进肝细胞脂肪积聚［２１］。

本研究中，使用ＰＡ模拟肝脏高脂环境，观察到巨噬细
胞Ｍ１／Ｍ２比例增加，通过上调肝细胞脂质合成基因
ＡＣＣ１、ＦＡＳＮ和ＳＲＥＢＰ１Ｃ的表达促进脂肪沉积。
　　牛磺石胆酸具有抑制炎症的作用。本研究通过联
合ＴＬＣＡ干预 ＰＡ诱导的巨噬细胞极化过程，结果显

示Ｍ１／Ｍ２型巨噬细胞极化比例显著下调，Ｍ１型相关
促炎因子（ｉＮＯＳ、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα）表达显著降低，
Ｍ２型相关因子（Ａｒｇ１、ＩＬ４、ＩＬ１０）显著升高，进一步细
胞共培养实验也证实，联合ＴＬＣＡ干预，显著改善ＰＡ诱
导的肝细胞脂质沉积。说明ＴＬＣＡ通过调控巨噬细胞
极化调节炎症状态，进而改善肝细胞脂质沉积。

　　胆汁酸是肝脏中胆固醇分解的最终产物，主要通
过法尼醇Ｘ受体（ｆａｒｎｅｓｏｉｄＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＸＲ）和 ＴＧＲ５
调节机体能量代谢和免疫功能等过程［２２］。本研究前

期研究发现ＴＬＣＡ调控细胞功能的机制与 ＴＧＲ５激活
有关。ＴＧＲ５可以被胆汁酸和特异性激动剂激活，其广
泛表达于肝脏的多种细胞，包括Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞（肝脏固有
巨噬细胞）和窦内皮细胞。ＴＧＲ５信号通路参与调节炎
症反应、葡萄糖稳态和能量消耗［２２］。本研究显示，

ＴＬＣＡ可激活ＴＧＲ５，促进巨噬细胞向Ｍ２型极化，降低
炎症水平；使用 ＴＧＲ５抑制剂氨苯蝶啶预处理巨噬细
胞，抑制ＴＧＲ５的活性与表达，明显削弱了 ＴＬＣＡ对巨
噬细胞极化的调节作用，及改善肝细胞脂质沉积的作

用。说明，ＴＧＲ５通路是ＴＬＣＡ调控巨噬细胞功能的关
键通路，但具体的分子机制有待后续进一步的探索。

　　综上所述，ＴＬＣＡ通过巨噬细胞 ＴＧＲ５抑制 ＰＡ诱
导的Ｍ１型巨噬细胞极化，进而改善炎症及肝细胞脂
质沉积。
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