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&&!摘要"&目的&构建油酸诱导的!"#$% 细胞脂肪变性模型$探索水飞蓟宾调节!"#$% 细胞脂质沉积的

作用机制& 方法&通过 -D+ 3E油酸刺激!"#$%细胞 %+ @构建脂肪变性模型& 根据实验目的设置对照组'油

酸组"FG组#'油酸H水飞蓟宾组"FGHI组#'油酸H氯喹组"FGH)J组#和油酸H氯喹H水飞蓟宾组"FGH

)JHI组#& 每组 + 样本& 通过油红F染色以及甘油三酯"K$#检测评估各干预组细胞脂质沉积情况& 通过

L"9B"M< N68B检测各干预组自噬标志蛋白O).P的表达情况& 结果&FG组 !"#$% 细胞胞内染色脂滴数量明

显多于对照组$且K$含量高于对照组$差异有统计学意义"!Q-D-*#& FGHI组经水飞蓟宾干预后胞内染色

脂滴数量减少$K$含量下降$与FG组比较差异有统计学意义"!Q-D-*#& FGH)JHI 组在油酸刺激后$用

自噬抑制剂氯喹预处理 ' @$再加水飞蓟宾干预 %+ @$!"#$% 细胞内出现显著脂质沉积$K$含量上升$与FGH

I组比较差异有统计学意义"!Q-D-*#$而与 FG组水平相当"!R-D-*#& L"9B"M< N68B检测结果显示$FG组

O).P

!

SO).P

"

水平较对照组降低"!Q-D-*#%FGHI 组 O).P

!

SO).P

"

水平显著高于 FG组$与对照组比

较差异无统计学意义"!R-D-*#%FGH)J组'FGH)JHI组的O).P

!

SO).P

"

水平显著高于FG组和FGH

I组"!Q-D-*#& 结论&-D+ 3E油酸可引起!"#$% 细胞脂肪变性& 水飞蓟宾通过增强!"#$% 细胞自噬而改

善油酸引起的脂质沉积&

&&!关键词"&水飞蓟宾%&自噬%&油酸%&脂肪变性%&非酒精性脂肪肝

&&!中图分类号"&T*(*D*&!文献标识码"&G&!文章编号"&'C(+ 0.,-C#%-%'$'' 0'-/% 0-*

&&U85%'->./C/S;>599<>'C(+ 0.,-C>%-%'>''>-(

!"#$%&'()(*+(','-'&'&.",'"/'&0 *,"'#%#'12'&13#"1,'4'11"4*('5'*&'&6"478 #",,(9"#$%&'()'*$ "#$%+,(

)'*$ -.!/0(1,0$ /2,345/,670*8 ,*9 :/1/,;67 &/620<* <=!7>10<3<8>$ ?'*,* .*0@/;102><=A/9060*/$ ?',07', +',---$

B70*,

&&(:-(5.%#5)&;-<"#5'/"&K8?8<9BM:?B438U"68VV4BBWU"X"<"M4B58< 8V@"#4B8N649B834?"6665<""!"#$%# ?"669

5<U:?"U NW86"5?4?5U$4<U B8"7#68M"B@"3"?@4<59398V9565N5<5< 5< M"X:64B5<X65#5U U"#895B58< 5< !"#$% ?"669>!"5$*1(&

!"#$% ?"669Y"M"9B53:64B"U NW-D+ 3E86"5?4?5U V8M%+ @8:M9B8?8<9BM:?B49B"4B895938U"6>K@"?8<BM86XM8:#$ B@"

86"5?4?5U XM8:#"FGXM8:##$ B@"86"5?4?5U H9565N5<5< XM8:#"FGHI XM8:##$ B@"86"5?4?5U H?@68M8Z:5<"XM8:#"FGH

)JXM8:## 4<U B@"86"5?4?5UH?@68M8Z:5<"H9565N5<5< XM8:#"FGH)JHI XM8:## Y"M"9"B:# 4??8MU5<XB8U5VV"M"<B"7#"M2

53"<B46#:M#89"9$ Y5B@ + 943#6"95< "4?@ XM8:#>F56M"U F9B45<5<X4<U BM5X6W?"M5U""K$# U"B"?B58< Y"M":9"U B8"[462

:4B"B@"65#5U U"#895B58< 8V?"6695< "4?@ 5<B"M["<B58< XM8:#>L"9B"M< N68BY49:9"U B8U"B"?BB@""7#M"9958< 8V4:B8#@4XW

34M\"M#M8B"5< O).P5< "4?@ 5<B"M["<B58< XM8:#>="(3,5(&K@"<:3N"M8V5<BM4?"66:64M9B45<"U 65#5U UM8#6"B95< !"#$%

?"6695< B@"FGXM8:# Y4995X<5V5?4<B6W38M"B@4< B@4B5< B@"?8<BM86XM8:#$ 4<U B@"K$?8<B"<B5< B@"FGXM8:# Y49

@5X@"MB@4< B@4B5< B@"?8<BM86XM8:#$ 4<U B@"U5VV"M"<?"9Y"M"9B4B59B5?466W95X<5V5?4<B"!Q-D-*#>]< B@"FGHI XM8:#$

B@"<:3N"M8V5<BM4?"66:64M9B45<"U 65#5U UM8#6"B9U"?M"49"U 4VB"MB@"5<B"M["<B58< 8V9565N5<5<$ 4<U B@"?8<B"<B8VK$

U"?M"49"U$ Y@5?@ Y"M"95X<5V5?4<B6WU5VV"M"<B?83#4M"U Y5B@ B@89"5< B@"FGXM8:#"!Q-D-*#>K@"FGH)JHI XM8:#

*%/-'*

)@5<"9"̂8:M<468V_"Y)65<5?46E"U5?5<"$_8["3N"M%-%'$ 8̀6:3"'+$_:3N"M''&&



Y49#M"2BM"4B"U Y5B@ 4:B8#@4XW5<@5N5B8M?@68M8Z:5<"V8M' @8:M4VB"M9B53:64B58< Y5B@ 86"5?4?5U$ 4<U B@"< 4UU"U Y5B@

9565N5<5< V8M%+ @8:M9>I5X<5V5?4<B65#5U U"#895B58< 8??:MM"U 4<U K$?8<B"<B5<?M"49"U 5< !"#$% ?"669$ 4<U B@"M"Y"M"

9B4B59B5?466W95X<5V5?4<BU5VV"M"<?"9N"BY""< B@"FGH)JHI XM8:# 4<U B@"FGHI XM8:#"!Q-D-*#$ N:BB@"?@4<X"9

8V65#5U U"#895B58< 4<U B@"5<?M"49"8VK$?8<B"<B5< B@"FGH)JHI XM8:# Y"M"953564MB8B@89"5< B@"FGXM8:#"!R

-D-*#>K@"M"9:6B98VL"9B"M< N68BU"B"?B58< 9@8Y"U B@4BB@"6"["68VO).P

!

SO).P

"

5< B@"FGXM8:# Y4968Y"MB@4<

B@4B5< B@"?8<BM86XM8:#"!Q-D-*#$ 4<U B@"6"["68VO).P

!

SO).P

"

5< B@"FGHI XM8:# Y4995X<5V5?4<B6W@5X@"MB@4<

B@4B5< B@"FGXM8:#$ 4<U B@"M"Y49<895X<5V5?4<BU5VV"M"<?"5< B@"6"["68VO).P

!

SO).P

"

N"BY""< B@"FGHI XM8:#

4<U B@"?8<BM86XM8:#"!R-D-*#>K@"6"["698VO).P

!

SO).P

"

5< B@"FGH)JXM8:# 4<U B@"FGH)JHI XM8:#

Y"M"95X<5V5?4<B6W@5X@"MB@4< B@89"5< B@"FGXM8:# 4<U B@"FGHI XM8:#"!Q-D-*#>>*&#,3('*&&-D+ 3E86"5?

4?5U ?4< ?4:9"V4BBWU"X"<"M4B58< 8V!"#$% ?"669>I565N5<5< 53#M8["986"5?4?5U25<U:?"U 65#5U U"#895B58< NW"<@4<?5<X

4:B8#@4XW5< !"#$% ?"669>

&&(?"@ A*.1()&I565N5<5<%&G:B8#@4XW%&F6"5?4?5U%&IB"4B8959%&_8<46?8@865?V4BBW65["MU59"49"

&&非酒精性脂肪肝"<8<46?8@865?V4BBW65["MU59"49"$

_GaOb#是常见的慢性肝病$临床上组织学和影像学

检查显示超过 *c肝细胞出现脂肪变性(')

$且无继发

性病因$如药物'过量饮酒等& 在全球范围内$_GaOb

的发病率约为 %*c

(%)

& 尽管脂肪变性本身是相对

良性且可逆的$但仍有 ,c d%-c的单纯肝细胞脂

肪变性会进展为非酒精性肝炎"<8<46?8@865?9B"4B82

@"#4B5B59$_GI!#$甚至肝纤维化或肝癌(.2+)

& _GaOb

的主要发病机制是脂质代谢失衡以及肝脏脂毒性的

产生& 研究表明$自噬在_GaOb的发生和发展中也

起着至关重要的作用(*2/)

& 水飞蓟宾"9565N5<5<#是从

水飞蓟的果实中提取的水飞蓟素$是一种包含活性黄

酮木素和类黄酮的混合物$具有清除自由基'抗氧化

和抗炎症的功能('-)

& 目前水飞蓟宾在临床上主要

用于治疗慢性肝炎'急性肝炎'肝脏脂肪变性以及肝

硬化等疾病$但对于其是否通过激活自噬通路机制

来缓解_GaOb$目前仍鲜有研究& 鉴此$本研究旨

在通过构建油酸诱导的!"#$% 细胞脂肪变性模型$

探讨水飞蓟宾缓解!"#$% 细胞脂质沉积的机制& 现

报道如下&

B9材料与方法

BCB9主要材料9!"#$% 细胞由湖南医药学院生物

医学中心保存并提供& 主要试剂和仪器!水飞蓟宾

"95X34$O8B!C-'* *̀%OP#'油酸"95X34$O8B!-+*/e-(.' #̀'

氯喹"E4?\65<$)GI!*+2-*2(#'油红 F"95X34246UM5?@$

F/(**#'重组 G<B52O).P抗体"4N?43$4N'/%,/-#'

$Gfb!抗体"#M8B"5<B"?@$'-+/+2'2Gf#'!Tf2抗兔 ]X$

"中杉金桥$gP2*.-'#'甘油三酯"BM5X6W?"M5U"$K$#检

测试剂盒"南京建成$G''-2'2'#'P)G检测试剂盒

"碧云天$Pb--%,#'显微镜"奥林巴斯Ph*.#'凝胶成

像系统"K4<8<2*%--#'I#"?BM4E47E*2多功能酶标仪&

BC89实验方法

'D%D'&药物配置&"'#水飞蓟宾!溶解于bEIF中$

配置成 ' i'-

+

#

E母液$使用时稀释 ' ---倍$终浓度

为 '-

#

E& "%#氯喹!溶解于双蒸水中$配置成 C- 3E

母液$使用时稀释 ' --- 倍使用$终浓度为 C-

#

E&

".#油酸!溶解在无水乙醇中$配置成 +- 3E母液$

(- j水浴 .- 35<助溶$用 -D%%

#

3滤器过滤除菌$

0,- j分装保存$使用时用 'c无脂肪酸PIG2E1E

培养基稀释 '-- 倍$终浓度为 -D+ 3E&

'D%D%&构建油酸诱导的!"#$%细胞脂肪变性模型('')

用含 '-c胎牛血清"V"B46N8[5<"9"M:3$aPI#的bE1E

高糖培养基培养!"#$% 细胞$待细胞生长至融合度

约 C-c时$用不含脂肪酸的 'c PIG2E1E培养细胞

过夜& 对照组继续用不含脂肪酸的 'c PIG2E1E

培养$油酸组"FG组#'油酸H水飞蓟宾组"FGHI组#'

油酸H氯喹组"FGH)J组#'油酸 H氯喹 H水飞蓟

宾组"FGH)JHI组#均加入 -D+ 3E油酸$GFHI组

在油酸刺激 %+ @ 后加入 '-

#

E的水飞蓟宾继续培

养 %+ @& FGH)J组采用油酸刺激 %+ @ 后再加入

C-

#

E氯喹继续培养 %+ @& FGH)JHI组则在油酸

刺激 %+ @后$用 C-

#

E氯喹预处理 ' @$再加入水飞

蓟宾继续培养 %+ @&

'D%D.&油红F染色&将 -D* X油红 F粉末加入到

'-- 36异丙醇中$配置成 -D*c油红F母液$C- j水

浴溶解& 使用时$取 C 36油红加入 + 36双蒸水$双

层滤纸过滤$制备油红F工作液$全程避光"油红 F

工作液现配现用#& 用磷酸盐缓冲盐溶液"#@89#@4B"

N:VV"M"U 9465<"$fPI#将细胞洗 . 次$吸净 fPI$加入

+c多聚甲醛固定 '* 35<& 弃去固定液$双蒸水洗两

次$待细胞培养板干燥后$加入油红 F工作液反应

%* 35<& 用双蒸水清洗两次$而后用异丙醇溶液漂

洗 * 9$加入适量双蒸水洗涤$待样品干燥后在显微

镜下观察&

'D%D+&L"9B"M< N68B检测&裂解细胞后用P)G试剂

盒检测蛋白浓度$蛋白质通过 '%c IbI2fG$1分离$转

*./-'*
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移到 -D%%

#

3f̀ba固定膜上$并分别置入O).P抗体

"用含 *c PIG的KPIK液稀释$稀释比例为 'k' ---#'

$Gfb!抗体"用含 *cPIG的KPIK液稀释$稀释比

例为 'k'- ---#$+j孵育过夜& 用辣根过氧化物酶

标记的 ]X$进行印迹分析& 用 ]34X"̂ 软件进行灰

度值分析$以O).P

!

灰度值与 O).P

"

灰度值的比

值表示O). 蛋白表达量&

'D%D*&K$检测&用胰酶消化细胞$以 ' --- MS35<

条件离心 '- 35<$弃上清液$留细胞沉淀& 用 fPI 洗

两次$再次以 ' --- MS35< 离心 '- 35<$弃上清& 加

入 .--

#

6fPI$冰水浴条件下通过超声破碎"功率

.-- L$* 9S次$间隔 ' 35<$重复 * 次#$制备好的匀

浆液$在酶标仪下通过波长 *'- <3光进行检测&

K$含量"3386SX# l

样本Fb值0空白Fb值

校准Fb值0空白Fb值
i校

准品浓度m待测样本蛋白浓度

BCD9统计学方法9应用 IfII',D- 统计软件进行数

据分析& 计量资料以均数 n标准差"

!

Cn1#表示$多

组间比较采用单因素方差分析$组间两两比较采用

OIb22检验& !Q-D-* 为差异有统计学意义&

89结果

8CB9各干预组!"#$% 细胞脂质沉积情况&油红 F

染色结果显示$FG组脂质沉积程度较对照组明显$

提示 -D+ 3E能够引起 !"#$% 细胞脂肪变性$造模

成功& FGHI 组 !"#$% 细胞内脂质沉积的程度较

FG组轻$提示水飞蓟宾可缓解油酸诱导的 !"#$%

细胞脂质沉积& FGH)JHI 组 !"#$% 细胞内出现

显著脂质沉积$与FG组情况相似& 见图 '&

图 '&显微镜下观察!"#$%细胞脂质沉积所见!油红F染色"

8C89各干预组K$水平比较&经油酸处理后$!"#$%

细胞K$水平上升$FG组'FGHI组'FGH)JHI组

的K$水平均高于对照组$差异有统计学意义"!Q

-D-*#& 水飞蓟宾处理后$!"#$% 细胞的 K$水平获

得下调$FGHI组K$水平显著低于FG组"!Q-D-*#&

但水飞蓟宾的干预效应会受到氯喹的阻断$FGH)JH

I组的K$水平显著高于FGHI组"!Q-D-*#$但与

FG组比较差异无统计学意义"!R-D-*#& 见表 '&

表 '&各干预组K$水平比较#!

!

Cn1"$3386SX%

组&别 * K$

对照组 + -D'. n-D-.

FG组 +

-D., n-D-'

4

FGHI组 +

-D%. n-D-+

4N

FGH)JHI组 +

-D.( n-D-(

4?

D 0 ..D'*-

! 0 -D---

&注!与对照组比较$

4

!Q-D-*%与FG组比较$

N

!Q-D-*%与FGHI组

比较$

?

!Q-D-*

8CD9各干预组O).P

!

SO).P

"

水平比较&油酸刺

激后O).P

!

SO).P

"

水平下调$FG组与对照组比

较差异有统计学意义"!Q-D-*#& 油酸刺激后再加

入水飞蓟宾处理 %+ @$O).P

!

SO).P

"

水平上调$

FGHI组与FG组比较差异有统计学意义"!Q-D-*#$

与对照组比较差异无统计学意义"!R-D-*#& 应用

自噬抑制剂氯喹处理后$O).P

!

SO).P

"

水平上调$

FGH)J组'FGH)JHI组与对照组'FG组及FGH

I组比较差异有统计学意义"!Q-D-*#& 见图 %$表 %&

图 %&L"9B"M< N68B检测自噬标志蛋白O).P

!

SO).P

"

结果图

表 %&各干预组O).P

!

SO).P

"

水平比较#!

!

Cn1"$灰度值%

组&别 * O).P

!

SO).P

"

对照组 . %D%( n-D%'

FG组 .

'D*. n-D%'

4

FGHI组 .

%D'. n-D%*

N

FGH)J组 .

%DC( n-D-C

4N?

FGH)JHI组 .

%D/- n-D'-

4N?

D 0 %*D*'-

! 0 -D---

&注!与对照组比较$

4

!Q-D-*%与FG组比较$

N

!Q-D-*%与FGHI组

比较$

?

!Q-D-*

D9讨论

DCB9_GaOb始于肝脏中K$的异常积累$严重者可

进展为肝损伤'肝纤维化& 肝脏脂肪变性与营养过

剩'肥胖'胰岛素抵抗等密切相关& 肝损伤与多种机

制有关$包括肝细胞凋亡'内质网应激'自噬和线粒

*+/-'*
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体功能障碍'免疫反应的改变和炎性细胞因子的增

加('%)

& 因此$_GaOb是多因素参与的病理过程& 自

噬是机体的一种保护性反应$有助于维持机体稳态

并促进细胞生存& 脂质吞噬是细胞内双层膜包裹脂

滴$并将其输送至溶酶体进行降解$是一种特殊的自

噬& 脂质吞噬能将细胞内异常脂滴降解以使细胞处

于稳态& 越来越多的证据表明$在_GaOb患者以及

_GaOb动物模型中肝脏自噬受到损伤$高胰岛素血

症和一些自噬相关的蛋白如 GBX( 和 GBX* 的下调与

自噬体的形成障碍有关('.)

& 自噬异常可以导致肝

脏脂质积累'损伤以及炎症$甚至纤维化和癌变&

DC89目前$对于_GaOb缺乏有效的治疗措施$最好

的方法仅限于平衡饮食'规律体育锻炼和减重等生

活方式层面上的干预('+)

& 水飞蓟宾是从植物水飞

蓟中提取的一种天然黄酮类化合物$具有稳定肝细

胞膜'抗氧化以及保护肝脏等作用$临床上用于护肝

治疗& 研究表明$水飞蓟宾在_GaOb患者中的治疗

作用$包括降低谷丙转氨酶"464<5<"435<8BM4<9V"M49"$

GOK#和谷草转氨酶"49#4MB4B"435<8BM4<9V"M49"$GIK#

水平$改善胰岛素抵抗$降低血浆总胆固醇'K$'低密

度脂蛋白2胆固醇"68Y2U"<95BW65#8#M8B"5<2?@86"9B"M86$

ObO2)#水平('*)

& 研究表明$水飞蓟宾可降低大鼠血

清K$水平$减轻肝脏相对重量和肝细胞脂质沉积$

改善胰岛素抵抗$上调脂肪分解相关基因脂肪甘油

三酯脂肪酶"4U5#89"BM5X6W?"M5U"65#49"$GK$O#的表

达$从而改善高脂饮食引起的肝脏损伤('C)

& 然而$水

飞蓟宾减轻_GaOb的机制尚未完全了解&

DCD9_GaOb主要表现为大泡样脂肪变性$是肝脏

对饮食和脂肪组织高水平脂肪酸的反应('()

& 饱和棕

榈酸"fG$'Ck-#和单不饱和油酸"FG$/2顺式 ',k'#

是饮食和血清中最为丰富的脂肪酸$进入肝细胞的

脂肪酸"V4BBW4?5U$aG#主要合成K$

(',)

& 本研究采用

含 -D+ 3E油酸的 'c无脂肪酸PIG2E1E培养!"#$%

细胞 %+ @$细胞内脂质明显增加$提示成功构建体外

_GaOb模型& 自噬过程中O).SGBX, 被GBX+ 在羧基

端剪切$生成胞质 O).

"

& O).

"

通过泛素样反应$

使磷脂酰乙醇胺偶联$生成O).

!

$它可以附着到自

噬体膜上$是自噬体的结构蛋白$最终O).

!

被溶酶

体降解& 本研究结果显示$加入油酸刺激 %+ @ 后$

!"#$% 细胞内K$含量显著增加$且自噬相关蛋白

O).

!

SO).

"

水平下调$提示油酸可用于诱导肝细胞

脂肪变性$且能抑制细胞的自噬水平& 加入油酸后

用自噬抑制剂氯喹处理!"#$% 细胞$与单纯用油酸

刺激比较$O).P

!

SO).P

"

水平上升$提示氯喹可通

过抑制溶酶体功能抑制O).

!

的降解从而抑制自噬&

在油酸刺激的基础上加入水飞蓟宾$!"#$% 细胞内

K$含量显著降低$且细胞 O).P

!

SO).P

"

水平有

所恢复%而在油酸刺激 !"#$% 细胞后$用自噬抑制

剂氯喹预处理 ' @$再加水飞蓟宾干预 %+ @$细胞K$

含量显著增加$提示水飞蓟宾通过增强自噬缓解油

酸诱导的!"#$% 细胞脂质沉积&

综上所述$通过油酸刺激!"#$% 细胞可以建立

肝细胞脂肪变性的体外模型$水飞蓟宾通过增强自

噬改善油酸诱导的!"#$% 细胞脂质沉积$为临床用

药提供了理论依据&
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