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　　摘　要：目的　探索油酸（ＯＡ）诱导建立人正常肝细胞Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ脂肪变性的离体细胞模型的实验条件。方法　选用不同浓

度油酸作用不同时间点诱导Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞，并用四甲基偶氮唑盐比色（ＭＴＴ）法检测细胞活性，油红Ｏ染色观察细胞内脂滴数

量、甘油３磷酸氧化酶法检测细胞内三酰甘油（ＴＧ）含量。结果　采用０．２ｍｍｏｌ／ＬＯＡ诱导２４ｈ能建立较好的Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞

脂肪变性模型，模型组细胞内ＴＧ水平为 （３７９．９８±２３．１９）ｍｇ／ｇ，空白组细胞内ＴＧ水平为 （１８５．０３±１２．６８）ｍｇ／ｇ，两组比较差

异有统计意义（犘＜０．０１）。结论　０．２ｍｍｏｌ／ＬＯＡ油酸诱导的Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞２４ｈ可建立比较稳定的脂肪变性模型。该模型为

非酒精性脂肪性肝病的研究提供可靠的新途径。
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　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，

ＮＡＦＬＤ）的发病率逐年增加，在较短的时间内可发展为不可逆

的肝损害，例如：肝纤维化可达２５％，肝硬化可达１．５％～

８．０％，现已成为影响健康的重大隐患
［１］。目前研究 ＮＡＦＬＤ

的体外细胞模型主要采用油酸（ｏｌｅｉｃａｃｉｄ，ＯＡ）诱导肝细胞造

成脂肪沉积，多选用肝癌细胞 ＨｅｐＧ２作为建模对象，因其具有

肿瘤学特性，易于培养、传代及反复冻存［２５］。采用人正常细胞

建立脂肪变性模型的较少，利用Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ肝细胞建模尚未见

报道。由于ＮＡＦＬＤ的肝细胞脂肪变性通常发生在正常细胞

而非肿瘤细胞上，因此探索正常肝细胞株的建模方法更具有实

用性。本研究选择Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ张氏肝细胞株，利用ＯＡ诱导，

明确其建模所需的具体浓度，作用时间等实验条件。为研究

ＮＡＦＬＤ提供一条新途径。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ张氏肝细胞株购自中国科学院

上海细胞所，胎牛血清（ＦＢＳ）购自杭州四季青公司、ＤＭＥＭ 细

胞培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司、三酰甘油（ＴＧ）测定试剂盒购

自英科新创生物工程公司，胰酶、油酸、噻唑蓝（ＭＴＴ）粉、蛋白

定量试剂盒、油红 Ｏ均购自美国Ｓｉｇｍａ公司。全自动酶联免

疫检测仪购自美国ＢｉｏＲａｄ公司，倒置相差免疫荧光显微镜购

自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ张氏肝细胞株置于１０％ ＦＢＳ，

ＤＭＥＭ完全培养基４ｍＬ，５％ ＣＯ２ 孵箱中培养。当细胞达

８０％～９０％密度时传代，２４～４８ｈ传１次，按细胞的多少约

１∶２或１∶３传代于新的细胞培养瓶内。细胞生长稳定良好即

可使用。将Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞以１０
４ 个／孔接种于９６孔培养板

中，每孔内加入含细胞培养基２００μＬ，在３７℃，５％ ＣＯ２ 孵箱

孵育２４ｈ。

１．２．２　ＯＡ 造模浓度的确立　分别用 ＤＭＳＯ和０．２、０．４、

０．６、０．８、１．０、２．０、３．０、４．０ｍｍｏｌ／Ｌ不同浓度 ＯＡ干预后（每

组样本数为６），予油红Ｏ染色，分别于２４、４８ｈ和７２ｈ３个时

间点进行镜下观察，依据 ＭＴＴ结果，脂变率及镜下细胞脂变

程度确定ＯＡ作用的最佳浓度和作用时间并作为模型组的

ＯＡ浓度。

１．２．３　细胞形态学观察　每日用倒置显微镜观察培养细胞的

生长状况及形态变化。组织学中当肝细胞内脂滴形成超过

５％可定义为脂肪肝
［６］。

１．２．４　四甲基偶氮唑盐比色（ＭＴＴ）法检测细胞活力　将

Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞接种于９６孔培养板，置于１０％ ＦＢＳＲＰＭＩ

４９４４ 重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３３期
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１６４０完全培养基５ｍＬ。当细胞达８０％～９０％密度时传代，

２４～４８ｈ传１次，按细胞的多少约１∶２或１∶３传代于新的细

胞培养瓶内。细胞进入指数生长期后将Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞以１０
４

个／孔接种于９６孔培养板中，每孔内加入含细胞培养基２００

μＬ，在３７℃，５％ＣＯ２ 孵箱孵育２４ｈ。观察细胞贴壁情况。分

别设对照组和各浓度ＯＡ组（０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、２．０、３．０、

４．０ｍｍｏｌ／Ｌ），每组设６个复孔。各组细胞分别于作用２４、４８、

７２ｈ时，于每孔加入２０μＬＭＴＴ溶液，继续孵育４ｈ后终止培

养。吸去孔内培养液。每孔加入二甲亚砜（ＤＭＳＯ）溶液１００

μＬ，置于微板振荡器震荡１０ｍｉｎ，以使结晶物充分溶解。全自

动酶标仪４９０ｎｍ处测量各孔的吸光度值（犃值）。记录结果，

并以时间为横坐标，犃值为纵坐标绘制细胞生长曲线。

１．２．５　细胞各时间点脂变率的计算　光镜下观察油红 Ｏ 染

色的细胞片，并对脂肪变性细胞计数。结果判定标准：发生脂

肪变性的细胞胞质内出现橘红色脂滴；记录标准：随机选取６

个高倍视野，每个视野计数１００个细胞，计算其平均脂变率。

１．２．６　细胞内 ＴＧ的检测　将Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞接种于６孔

板，按上述分组予以处理，２４ｈ后收集细胞，磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）清洗２次，加入 ＲＩＰＡ细胞裂解液震荡，冰上放置３０

ｍｉｎ，待细胞充分裂解，４℃，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ并取上

清液。采用ＢＣＡ法检测蛋白含量。以氧化酶法检测ＴＧ的含

量，于波长５００～５５０ｎｍ处，空白孔调零，测犃值，绘制标准曲

线并计算ＴＧ浓度。计算结果表示为每克细胞总蛋白中所含

的ＴＧ量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，多个样本均数的比较采用单因素方差分析，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞形态学观察　倒置显微镜观察可见对照组细胞排列

紧密，边缘清晰。经 ＯＡ诱导后，Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞明显生长旺

盛，边缘尚清晰。且较多细胞变圆、核大，部分细胞核被挤到一

侧，类似印戒样改变。

２．２　ＭＴＴ 法检测细胞活力　ＯＡ 浓度０．２ｍｍｏｌ／Ｌ 时，

Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞的增殖几乎不受抑制，细胞增殖程度跟空白组

接近，随着ＯＡ浓度的升高和时间的增长，其细胞增殖受到不

同程度的抑制，见表１、图１。

表１　　不同浓度ＯＡ在不同时间点对Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞

　　活力的影响 （犃值，狓±狊）

组别 狀 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＤＭＳＯ组 ６ ０．６０５±０．０３７ ０．６３０±０．０３９ ０．６４５±０．０３８

对照组 ６ ０．６１９±０．０４６ ０．６２７±０．０４２ ０．６６２±０．０１８

０．２ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ０．６１０±０．０１３ ０．６１３±０．０１８ ０．６１６±０．０１９

０．４ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ０．６１９±０．００３ ０．５２４±０．００６ ０．４２６±０．００６

０．６ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ０．６０４±０．０１４ ０．５２１±０．００９ ０．４１４±０．０１３

０．８ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ０．５５１±０．０５４ ０．４９０±０．０２７ ０．３５７±０．０５２

１．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ０．５５０±０．０１３ ０．４８４±０．０１３ ０．３７９±０．０２１

２．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ０．５５６±０．０４１ ０．４２４±０．０４９ ０．３２２±０．０５０

３．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ０．５１６±０．０１８ ０．３４５±０．０４６ ０．３４０±０．０３８

４．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ０．４８５±０．０５９ ０．３４２±０．０４２ ０．３０９±０．０２３

２．３　油红Ｏ染色观察结果　油红Ｏ染色结果显示，对照组细

胞核呈紫蓝色，边缘清晰，细胞内未见明显橘红色脂滴（图２），

ＯＡ浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ和０．４ｍｍｏｌ／Ｌ时，油红 Ｏ染色见细

胞内充满大小不等的橘红色脂滴，有些甚至融合（图３、４）。

ＯＡ浓度０．６、０．８、１．０、２．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，随着浓度的升高，细胞

内脂滴增多，同时ＯＡ对细胞的毒性也增加，细胞边缘不清晰，

形状不规则，数量减少（图９、１０）。Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞各浓度和时

间点脂变率的比较，见表２。根据结果确定Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞建

立脂肪变性条件为０．２ｍｍｏｌ／ＬＯＡ培养细胞２４ｈ。

图１　　不同ＯＡ浓度下Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞生长曲线

图２　　对照组油红Ｏ染色（×２００）

图３　　０．２ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组油红Ｏ染色（×２００）

图４　　０．４ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组油红Ｏ染色（×２００）
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图５　　０．６ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组油红Ｏ染色（×２００）

图６　　０．８ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组油红Ｏ染色（×２００）

图７　　１．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组油红Ｏ染色（×２００）

图８　　２．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组油红Ｏ染色（×２００）

表２　　各浓度ＯＡ作用下Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞不同

　　　时间点的脂变率（狓±狊，％）

组别 狀 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

０．２ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ７６．３４±３．３８ ７８．５４±３．８６ ８０．０３±４．１９

０．４ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ７９．６５±３．７６ ７１．２４±３．６５ ６７．２６±３．７６

续表２　　各浓度ＯＡ作用下Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞不同

　　　时间点的脂变率（狓±狊，％）

组别 狀 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

０．６ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ８０．３６±４．４１ ５８．４１±２．８９ ５１．１４±２．５３

０．８ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ６４．８２±５．４６ ５９．３０±２．７３ ５３．５７±３．０２

１．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ５５．０４±３．０９ ４６．２４±２．１３ ４２．７９±２．２１

２．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ５５．６８±４．１０ ４２．６４±２．７９ ４０．２５±３．５０

３．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ５１．６６±３．８１ ３４．４５±２．４６ ３０．４０±２．３８

４．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ４１．５３±２．５９ ２９．４２±３．０２ ２２．４９±２．６３

２．４　Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞内 ＴＧ含量的变化　Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞模

型组与对照组比较，ＴＧ 含量显著增高（犘＜０．０１）；符合

ＮＡＦＬＤ的细胞模型要求。

图９　　３．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组油红Ｏ染色（×２００）

图１０　　４．０ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组油红Ｏ染色（×２００）

表３　　石榴花多酚对ＯＡ诱导脂肪变形细胞内

　　　ＴＧ的影响（狓±狊）

组别 狀 ＴＧ（ｍｇ／ｇ）

对照组 ６ １８５．０３±１２．６８

０．２ｍｍｏｌ／ＬＯＡ组 ６ ３７９．９８±２３．１９＃

＃：犘＜０．０１，与对照组比较。

３　讨　　论

目前，制备肝细胞脂肪变模型的常用细胞是肝癌细胞

ＨｅｐＧ２和正常肝细胞 Ｌ０２。本研究选用人正常肝细胞株

Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞进行脂肪肝模型的制备，因其分化特性与正常

肝细胞相似，具有Ｌ０２细胞所没有的无限传代的特点，且培养

方法与原代细胞相比相对简单，但不属于肿瘤细胞。因此，实

验结果更接近于由正常肝细胞发展而来的非酒精性脂肪肝在

体模型的特点，是体外研究ＮＡＦＬＤ较为理想的细胞模型。但

目前尚无关于Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞脂肪变建模的报道。

ＯＡ是一种单不饱和脂肪酸，主要存在于植物油中，又被
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称作十八（碳）烯酸。研究表明，肝细胞可摄取在链长为Ｃ１２～

Ｃ１８的长链脂肪酸，将其酯化成中性脂滴后，储存于肝细胞内。

依据此原理Ｙａｓｕｙｕｋｉ等
［７］首次应用ＯＡ诱导 ＨｅｐＧ２细胞２４

ｈ后，成功造成人源性肝细胞株的脂肪变性模型。杨林辉等
［８］

应用低浓度 ＯＡ 诱导 Ｌ０２细胞７２ｈ，建立肝细胞脂肪变性

模型。

本实验选用不同浓度ＯＡ诱导Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞，在不同的

时间点通过 ＭＴＴ检测和油红Ｏ染色明确建模所需的最佳诱

导浓度和时间，依据 ＭＴＴ检测、油红Ｏ染色和ＴＧ检测验证，

０．２ｍｍｏｌ／Ｌ浓度ＯＡ作用细胞２４ｈ，细胞脂变明显。随着诱

导时间的延长，超过４８ｈ后，脂滴不再增加反而减少。当

ＯＡ≥０．２ｍｍｏｌ／Ｌ时，脂变虽然有所增加，但细胞受损程度也

逐渐增加，与杨林辉等［８］在制备 ＨｅｐＧ２脂肪肝细胞造模中的

现象相似。提示ＯＡ对细胞有一定的毒性，有研究认为当肝细

胞内不饱和脂肪酸蓄积，可通过细胞色素Ｐ４５０２Ｅ１酶途径引

起脂质过氧化，进一步促进细胞凋亡从而产生细胞毒性［９］。

Ｃｕｉ等
［１０］发现经ＯＡ诱导后的肝细胞中超氧化物酶１（ＳＯＤ１）

含量明显减少，这种自由基清除酶可以在脂质过氧化过程中保

护细胞膜免受自由基的攻击。因此ＯＡ的细胞毒性与脂质过

氧化及细胞的抗氧化能力降低有关。

综上所述，本实验造模方法所需时间较短，且细胞来源方

便，性质稳定，是一种研究ＮＡＦＬＤ的理想方法。
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ｐｒｏｖｅｄｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｅｃｏｎｄｅｄｉｔｉｏｎ［Ｓ］．２ｎｄ．Ｗａｙｎｅ，ＰＡ：ＮＣ

ＣＬＳ，２００５．

［１２］ＮａｔｉｏｎａｌＣｏｍｍｉｔｔｅｅｆｏｒＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓ．

Ｃ２８ＡＨｏｗｔｏＤｅｆｉｎｅａｎｄＤｅｔｅｒｍｉｎｅＲｅｆｅｒｅｎｃｅＩｎｔｅｒｖａｌｓ

ｉｎＴｈｅＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ａｐｐｒｏｖｅｄ Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ［Ｓ］．

Ｗａｙｎｅ，ＰＡ：ＮＣＣＬＳ，２０００．

［１３］中华人民共和国卫生部．ＷＳ／Ｔ４０２２０１２中华人民共和

国卫生行业标准———临床实验室检验项目参考区间的制

定［Ｓ］．北京：中国标准出版社，２０１３．

［１４］ＮａｔｉｏｎａｌＣｏｍｍｉｔｔｅｅｆｏｒＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓ．

ＥＰ９Ａ２ Ｍｅｔｈｏｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｎｄｂｉａｓｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｕｓｉｎｇ

ｐａｔｉｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ，ａｐｐｒｏｖｅｄｇｕｉｄｅｌｉｎｅ［Ｓ］．２ｎｄ．Ｗａｙｎｅ，ＰＡ：

ＮＣＣＬＳ，２００２．

［１５］ＧｏｓｌｉｎｇＪＰ．Ａｄｅｃａｄｅｏｆｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ

ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，１９９０，３６（８）：１４０８１４２７．

［１６］ＳｏｉｎｉＥ，ＨｅｍｍｉｌＩ．Ｆｌｕｏｒｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ：ｐｒｅｓｅｎｔｓｔａｔｕｓ

ａｎｄｋｅｙｐｒｏｂｌｅｍｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，１９７９，２５（３）：３５３３６１．

（收稿日期：２０１４０６２５　修回日期：２０１４０８１０）
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