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软脂酸对酒精体外诱导的脂肪变性肝细胞的作用及机制
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■背景资料
慢性饮酒引起的
肝脏脂肪的累积
可以导致更为严
重的肝脏损伤形
式 .  药 理 学 发 展
的目标就是在早
期阶段逆转脂肪
变性.
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Abstract
AIM: To determine the effect of different con-
centrations of palmitic acid on alcohol-induced 
lipogenesis in L-02 liver cells and to explore 
mechanisms involved.

METHODS: Cultured L-02 liver cells were divid-
ed into three groups: blank control group, alcohol 
induction group, and palmitic acid intervention 
group, which were cultured in RPMI 1640 me-
dium containing 10% serum, RPMI 1640 medium 
containing 10% serum and 6% ethanol, and RPMI 
1640 medium containing 10% serum, 6% ethanol 
and different concentrations of palmitic acid (2.5, 
5, 10, 20, 30, and 40 µmol/L), respectively. Cell 
proliferation was measured by MTT assay. The 
accumulation of lipid droplets was observed by 
light inverted microscopy after red oil-O staining. 
Intracellular triglyceride (TG) level was deter-
mined using commercial kits. Western blot was 
used to detect the levels of nuclear SREBP-1c pro-
tein in hepatocytes of each group.

RESULTS: A model of alcohol-induced steatosis 
was successfully induced in L-02 liver cells by 
incubation with 0.6% ethanol for 72 h. Com-
pared to the alcohol induction group, palmitic 
acid at concentrations of 2.5, 5, and 10 µmol/L 
could not only significantly promote cell prolif-
eration (all P < 0.05) but also significantly reduce 
the accumulation of lipid droplets and the levels 
of intracellular TG and nuclear SREBP-1c protein 
(all P < 0.05), showing concentration-dependent 
protective effects. However, palmitic acid at con-
centrations of 20, 30 and 40 µmol/L significantly 
inhibited cell proliferation (all P < 0.05) and in-
creased the accumulation of lipid droplets and 
the levels of intracellular TG and nuclear SREBP-
1c protein (all P < 0.05), showing harmful effect 
on alcohol-induced steatosis in L-02 liver cells.

CONCLUSION: Palmitic acid at concentrations 
<10 µmol/L has protective effects and palmitic 
acid at concentrations >10 µmol/L has harm-
ful effects on alcohol-induced steatosis in L-02 
liver cells. Palmitic acid exerts effects on alcohol-
induced steatosis in L-02 liver cells via mecha-
nisms associated with regulating the expression 
of nuclear SREBP-1c protein in hepatocytes.
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摘要
目的: 探讨不同浓度的软脂酸对酒精体外诱
导的脂肪变性肝细胞的作用及机制. 

方法: 体外培养人正常肝细胞株L-02, 设立空
白对照组、酒精诱导组及软脂酸干预组. 软脂
酸干预组设6个浓度梯度(2.5、5、10、20、
30、40 μmol/L), 空白对照组用正常培基培养
96 h, 酒精诱导组和软脂酸干预组在细胞培养
24 h后加入终浓度为60 mL/L的无水乙醇, 继
续培养24 h后, 软脂酸干预组加入各浓度软脂
酸. 采用MTT法测细胞增殖, 油红O染色观察
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细胞内脂滴形成情况, 试剂盒检测细胞内三
酰甘油的含量, Western blot法测定细胞核内
成熟的固醇调节元件结合蛋白-1c(nSREBP-
1c)的含量. 

结果: 60 mL/L的无水乙醇培养L-02细胞72 h
成功建立了脂肪变性模型, 软脂酸干预后, 软
脂酸浓度≤10 μmol/L时, 软脂酸明显地促进
酒精诱导的脂肪变性肝细胞的增殖(P <0.05), 
并且明显地减轻细胞内脂滴的形成, 减少细胞
内三酰甘油的含量和细胞核内nSREBP-1c的
含量, 并呈现出剂量效应关系; 而软脂酸浓度
≥20 μmol/L时, 明显地抑制酒精诱导的脂肪
变性肝细胞的增殖(P <0.05), 并且加重细胞内
脂滴的形成, 增加细胞内三酰甘油和细胞核内
nSREBP-1的含量(P <0.05), 呈现出对酒精诱导
的脂肪变性肝细胞的损害作用. 

结论: 在一定浓度范围内, 软脂酸对酒精诱导
的脂肪变性肝细胞有防治作用, 但超过此范围
时, 却反过来加重肝细胞的脂肪变性. 推测软
脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞的影响与
调节肝细胞核内nSREBP-1c有关. 

关键词: 乙醇; L-02细胞; 酒精性脂肪肝; 软脂酸; 
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0  引言

慢性饮酒引起的肝脏脂肪的累积可以导致更为

严重的肝脏损伤形式[1,2]. 药理学发展的目标就

是在早期阶段逆转脂肪变性. 如果说戒酒是处理

各种形式的酒精性肝病(alcoholic liver disease, 
A L D)的长期目标, 那么通过饮食调节来防治

ALD将是一个更吸引人的途径. 已有动物实验证

实饱和脂肪酸可以防治ALD, 防治作用与调节脂

质代谢[3,4]、降低氧化应激及脂质过氧化[5]、减

轻肝纤维化[6]有关. 软脂酸是一种饱和脂肪酸, 
除了具有某些潜在的生理功能外[7], 对血脂的影

响作用也较复杂[8,9], 其富含于各种动物油脂中, 
与人们日常生活息息相关. 本实验将在体外条

件下研究软脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞

的作用及可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人正常肝细胞株L-02购自中南大学湘

雅医院细胞实验中心, 胎牛血清购自杭州四季

青生物工程材料有限公司, RPMI 1640培养液

购自美国Gibco公司, 软脂酸购自美国Sigma公
司, 无水乙醇为国产分析纯, MTT购自湘雅附

二医院实验中心, 三酰甘油检测试剂盒购自南

京建成生物工程研究所, 细胞核内成熟的固醇

调节元件结合蛋白-1c(nuclear sterol regulatory 
element-binding protein-1c, SREBP-1c)抗体购自

北京博奥森生物技术有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 软脂酸浓度的选择与溶解: 张红锋等[10]的

实验结果证实6 mL/L的乙醇与20 μmol/L的软

脂酸联合培养肝细胞, 可以建立肝细胞脂肪变

性模型, 且比乙醇单独作用引起的脂肪变性严

重, 因此我们考虑如果软脂酸对酒精诱导的脂

肪变性肝细胞有防治作用, 其浓度可能低于20 
μmol/L, 因此我们选用2.5、5、10、20、30、40 
μmol/L一系列的浓度作为软脂酸的干预浓度, 
以探讨软脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞的

作用. 软脂酸的溶解[11]: 用0.1 mol/L的NaOH溶

液在70 ℃中溶解一定量的软脂酸, 震荡混匀10 
min, 然后过滤, 配成100 mmol/L的软脂酸储存

液. 在55 ℃水浴中用去离子水配50 g/L的无脂肪

酸的BSA溶液, 过滤, 然后将上述的软脂酸溶液

和BSA溶液按1∶19的体积比混合配成5 mmol/L 
软脂酸和50 g/L BSA复合液, 复合液在水浴中

震荡10 s后继续水浴10 min, 取出冷却至室温. 后
将此复合液用不同体积的培养液配成终浓度为

2.5、5、10、20、30、40 μmol/L的软脂酸工作液.
1.2.2 肝细胞L-02的培养与传代: 采用100 mL/L
胎牛血清(FBS)的RPMI 1640培养液, 在37 ℃、

50 mL/L CO2饱和湿度孵育箱内培养. 2-3 d换液

1次, 约3-5 d能单层长满培养瓶底, 长满瓶底后, 
用2.5 g/L胰蛋白酶消化, 按1∶3传代, 所有实验

均取对数生长期细胞. 
1.2.3 实验分组与细胞的处理: 培养细胞到对数

生长期后将细胞分为8组: 空白对照组(NA)、酒

精诱导组(A)、2.5 μmol/L软脂酸干预组(PA1)、
5 μmol/L软脂酸干预组(PA2)、10 μmol/L软脂酸

干预组(PA3)、20 μmol/L软脂酸干预组(PA4)、
30 μmol/L软脂酸干预组(PA5)、40 μmol/L软脂

酸干预组(PA6), 3组均在37 ℃、50 mL/L CO2饱

和湿度孵育箱内培养24 h后, NA组仍换用正常

培养液, A组及软脂酸干预组分别加入含终浓度

为60 mL/L无水乙醇的培养液, 继续培养24 h后, 
软脂酸干预组加入软脂酸母液, 使其终浓度为

2.5、5、10、20、30、40 μmol/L, NA组及A组
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表  1  不同浓度的软脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞
增殖的影响 (mean±SD)

     
分组            A 值 细胞活性的变化(%)

NA组 0.824±0.018           100.0  

A组 0.776±0.011a             94.2

PA1组 0.793±0.013c             96.2

PA2组 0.795±0.015c             96.5

PA3组 0.802±0.011c             97.3

PA4组 0.716±0.011c             86.9

PA5组 0.693±0.014ce             84.1

PA6组 0.649±0.014ceg             78.8

aP<0.05 vs  NA组; cP<0.05 vs  A组; eP<0.05 vs  PA4组; gP<0.05 

vs  PA5组.

加入与软脂酸母液其他成分相同但不含有软脂

酸的等体积溶液, 48 h后进行相关指标的检测, 
实验各组处理时均设4个复孔, 且每个指标重复

测定3次. 
1.2.4 MTT法观察软脂酸对酒精体外诱导的脂

肪变性肝细胞增殖的影响: 采用96孔板, 每孔植

入1×104个细胞, 按上述方法分组处理, 48 h后
吸出培养液, 各孔中加入200 μL浓度为0.05%的

MTT, 37 ℃孵育4 h, 去上清液, 各孔各加入200 
μL二甲基亚砜(DMSO), 震荡10 min, 混匀以溶

解被还原的MTT结晶, 在酶标仪上检测波长为

490 nm吸光度值(A 490), 计算各组细胞的存活率. 
1.2.5 油红O染色观察各组细胞内脂滴的形成情

况: 采用24孔板, 每孔植入4×104个细胞, 按上述

方法分组处理, 结束后弃去上清液, 用PBS洗涤

3遍, 加入4%多聚甲醛1 mL固定30 min, PBS洗
2次, 后每孔中加入3油红O稀释液1 mL, 染色30 
min, PBS漂洗2次, 稍干后, 可于倒置显微镜下观

察细胞内脂滴的形成情况. 
1.2.6 各组细胞内三酰甘油检测: 采用6孔板, 每
孔植入1×105个细胞, 按上述方法分组处理, 结
束后弃去上清液, 收集各组培养板上的细胞, 按
三酰甘油检测试剂盒要求, 提取并检测细胞内

三酰甘油的含量. 
1.2.7 Western blot法检测各组细胞核内nSREBP-
1c的含量: 细胞分组处理后提取核蛋白, 以50 μg
孔上样, 电泳(60 V, 2.5 h)结束后用半干转仪将凝

胶中蛋白转移到NC膜上, 后将NC膜用3% BSA
封闭2 h, 一抗4 ℃孵育过夜, 二抗常温孵育1 h, 
以新鲜配制NBT/BCIP显色, 水洗终止反应, NC
膜晾干后用扫描仪输出结果, 结果用Image J软
件分析处理. 以PCNA作为内参照, 将目的条带

灰度值与PCNA灰度值相比作为目的蛋白的相

对表达量. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行数

据的处理分析, 实验数据均以mean±SD表示, 先
进行方差齐性检验, 如符合方差齐性, A组与各

干预组间比较采用单因素方差分析, NA组与A
组两组间比较采取配对t检验, 确定P <0.05为差

异有显著性意义. 

2  结果 

2.1 软脂酸对酒精体外诱导的脂肪变性肝细

胞增殖的影响  A组细胞存活率较N A组降低

(P <0.05), 当软脂酸浓度≤10 μmol/L时, 软脂酸

对酒精体外诱导的脂肪变性肝细胞的增殖有一

定的促进作用, 差别有统计学意义(P <0.05); 当
软脂酸的浓度≥20 μmol/L时, 软脂酸反过来抑

制细胞的增殖, 而且随着软脂酸浓度的增加抑

制作用越明显, 差别有统计学意义(P <0.05, 表1). 
2.2 油红O染色观察软脂酸对各组细胞内脂滴

形成情况的影响 NA组细胞形态正常, 胞膜界限

清楚, 胞内无明显脂滴形成; A组细胞较NA组稍

肿胀, 胞内可见大小不等的橘红色脂滴, 分布在

靠近细胞膜的区域, 并可见少许脱落细胞; 软脂

酸干预后, 与酒精诱导组相比, 当软脂酸浓度≤

10 μmol/L时, 肝细胞内形成的脂滴大小和数量

均有所减轻, 脱落细胞减少, 而且软脂酸浓度越

高对脂滴的减轻作用越明显, 当软脂酸浓度≥20 
μmol/L时, 软脂酸反过来可以加重细胞内脂滴的

形成, 且软脂酸浓度越大加重作用越强, 当软脂

酸为40 μmol/L时, 细胞内橘红色的脂滴明显增

多, 并连接成片, 同时脱落细胞亦明显增多(图1).
2.3 软脂酸对细胞内三酰甘油的影响 经测定A组

细胞内三酰甘油的量较NA组高(P <0.05), 软脂酸

干预组: 当软脂酸浓度≤10 μmol/L时, 软脂酸可

以减少细胞内三酰甘油的量(P <0.05), 且随软脂

酸浓度的增加减轻作用越明显, 当软脂酸浓度

≥20 μmol/L时, 软脂酸则可以增加细胞内三酰

甘油的量, PA5组较PA4组增加作用明显, 但PA6
组较PA4、PA5组增加作用减小(P <0.05, 图2).
2.4 Western blot法检测细胞核内nSREBP-1c的表

达量 A组核内nSREBP-1c的相对表达量较NA组

增高(P <0.05), 软脂酸干预组: 当软脂酸浓度≤

10 μmol/L时, 软脂酸干预组核内nSREBP-1c的
相对表达量较A组低(P <0.05), 且随软脂酸浓度

的增加而降低, 当软脂酸浓度≥20 μmol/L时, 软
脂酸干预组核内nSREBP-1c的相对表达量较A
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组高(P <0.05), 且随着软脂酸浓度的增加而增高

(P <0.05, 图3, 4).

3  讨论

A L D是指长期大量摄入酒精而导致肝脏损害

的一系列病变[12], 其包括酒精性脂肪肝(alcohol 
fatty liver, AFL)、酒精性肝炎(alcoholic hepatitis, 
AH)、酒精性肝纤维化(alcoholic hepatic fibrosis, 
AHF)、酒精性肝硬化(alcoholic cirrhosis, AC). 
随着社会经济的发展, 饮酒人数和人均饮酒量

呈现逐年上升的趋势, 酒精滥用和酒精依赖已

成为当今世界日益严重的公共卫生问题[13]. 国
内外流行病学研究均显示A L D的患病率呈不

断上升趋势[14,15], 由此预测, 未来10年或20年以

后, ALD将成为我国肝病防治的主要对象. 随着

ALD发病机制的研究进展[16-19], 对于寻求和研发

防治ALD的药物提供了基础, 目前用于防治ALD
的措施有戒酒、中药[20]、应用降脂药物[21]、抗

纤维化[22]、补充B类维生素及氨基酸、平衡营

养等[23,24]. 近些年来许多动物实验证实了饱和脂

肪酸可以用来防治ALD[3-6], 这就为通过饮食调

节来防治ALD提供了希望, 且证实其防治作用

广泛, 与调节脂质代谢、减少氧化应激、减轻

炎症和纤维化有关, 但亦有实验证实饱和脂肪

酸本身即可以导致脂肪肝[25], 且其导致脂肪肝

的机制部分与上调SREBP-1c有关[26], 而且张红

锋等[10]用乙醇与软脂酸共同培养肝细胞时, 也成

功地建立了脂肪变性肝细胞模型, 因此饱和脂肪

酸对ALD的确切作用还不清楚, 推测可能与饱和

脂肪酸的量有关, 为了更好地研究饱和脂肪酸对

ALD的作用, 且弥补动物实验的不足, 本实验在

体外条件下观察了不同浓度的软脂酸对酒精诱

导的脂肪变性肝细胞的作用及可能机制. 
实验结果显示软脂酸浓度≤10 μmol/L时, 

对酒精诱导的脂肪变性肝细胞起防治作用, 即
使在酒精存在的情况下依旧对其起保护作用, 

图  1  软脂酸对各组细胞内脂滴形成情况的影响(油红O染色×200). A: NA组; B: A组; C: PA1组; D: PA2组; E: PA3组; F: PA4

组; G: PA5组; H: PA6组.

A B C D

E F G H

图  2  不同浓度的软脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞
细胞内三酰甘油的影响. aP <0.05 vs  NA组; cP <0.05 vs  A组; 
eP<0.05 vs  PA1组; gP<0.05 vs  PA4组; iP<0.05 vs  PA5组.
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图  3  Western blot检测nSREBP-1c和PNCA的蛋白表达. 1: 

NA组; 2: A组; 3: PA1组; 4: PA2组; 5: PA3组; 6: PA4组; 7: 

PA5组; 8: PA6组.
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图  4  各组细胞核内nSREBP-1c的相对表达量(nSREBP-1c/
PCNA). aP<0.05 vs  NA组; cP<0.05 vs  A组; eP<0.05 vs  PA1组; 
gP<0.05 vs  PA4组; iP<0.05 vs  PA5组.
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■同行评价
本文提示从饮食
调节和外源干预
的角度可能寻找
到控制肝脂肪变
性的简便方法, 有
一定的参考和实
用价值.
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其中包括可以促进酒精诱导的脂肪变性肝细胞

的增殖及减轻酒精引起的脂肪变性, 但当软脂

酸浓度≥20 μmol/L时, 软脂酸反过来加重了酒

精对肝细胞的损害, 其中包括抑制细胞的增殖

及加重脂肪变性. 由此得出软脂酸对于酒精诱

导的脂肪变性肝细胞的防治作用存在一个“界

限”, 即在界限范围之内可以防治酒精引起的

肝细胞脂肪变性, 但超过此范围却反过来加重

酒精引起的脂肪变性, 而且研究发现软脂酸的

防治作用存在剂量效应关系, 同时加重作用也

呈现出随浓度增加而加重的现象. 另外我们检

测了与肝细胞脂肪合成密切相关的nSREBP-1c
的表达量, 结果显示nSREBP-1c的表达呈现出与

其他指标相同的趋势, 即在上述范围内nSREBP-
1c表达量降低, 且随软脂酸浓度的增加而降低, 
超过上述范围nSREBP-1c表达量升高, 且随软

脂酸浓度增加而升高. 综合上述实验结果, 我们

推测软脂酸对酒精诱导的脂肪变性肝细胞的

防治作用存在一个“度”的问题, 超过了一定

的“度”将对酒精诱导的脂肪变性肝细胞产

生损害作用, 而且推测软脂酸对酒精诱导的脂

肪变性肝细胞的影响可能部分与调节核内的

nSREBP-1c的表达有关, 至于软脂酸是如何调节

nSREBP-1c的更为精细的机制需要进一步研究, 
而且由于本实验的研究时间比较短, 软脂酸对

酒精诱导的脂肪变性肝细胞的长期作用如何也

有待进一步的研究. 
饱和脂肪酸对ALD存在防治作用为我们通

过调节饮食来防治ALD带来了希望, 但是饱和

脂肪酸本身可以导致脂肪肝, 以及对其他器官

的损害作用又限制了他的应用, 因此需要我们

进行更完善的实验以便更好的利用饱和脂肪酸, 
另外本实验只探讨了饱和脂肪酸的其中一种, 
由于各种种类的饱和脂肪酸拥有各自不同的生

理作用[27-30], 不同种类的饱和脂肪酸对ALD的作

用如何需要我们进一步的实验证实及探讨. 
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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