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目的
!

探讨辣椒素对脂肪变肝细胞内脂质沉积的影响及自噬表达情况!为脂肪性肝病防治的研究提供新的思路和

靶点%方法
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$诱导肝原代细胞
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细胞株建立非酒精性脂肪性肝病"
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$细胞模型%实验分为空白对照

组&油酸组&辣椒素组(油酸
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辣椒素"
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$)%油红
M

染色和三酰甘油试剂盒检测肝细胞内脂肪变程度#
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测自噬体标记分子
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和
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比值%结果
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油酸处理
]M1

细胞
10D

后!油红
M

染

色观察!油酸组肝细胞中可见大小不等的橘红色脂滴!而空白对照组无明显橘红色脂滴形成!油酸在体外成功建立
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模型%

与油酸组相比!辣椒素组肝细胞内三酰甘油水平显著降低"
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$!脂滴明显减少!
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蛋白水平明显降低"
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在体外利用油酸诱导
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细胞株建立
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模型!辣椒素刺激
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细胞!上

调
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细胞自噬水平!减少细胞内脂质沉积!但具体机制还需进一步研究%
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非酒精性脂肪性肝病$
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&是一种无过量酒精摄入#由遗传
.

环境
.

代谢应激相关

因素所致的以肝细胞内脂质异常堆积为主要表现的临床病理

综合征#与
1

型糖尿病*高血压和心脑血管疾病密切相关)近

年#随着我国经济水平的提高#人们生活方式及膳食结构发生

了显著改变#

?@O]L

的发病率逐年增高#并出现低龄化#严重

危害公众健康)我国流行病学调查显示#南方地区
?@O]L

发

病率低于北方#该现象除了与经济水平及生活方式有关外同时

饮食结构也密切相关'

$

(

)
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发病机制尚未完全明确#探

索
?@O]L

的发病机制#寻求有效可行的治疗方法成为当下研

究热点)辣椒素$

H;

F

+;#H#,

&是辣椒的主要成分#而辣椒是世界

各地广泛被消费的香辛料及蔬菜)随川菜*火锅在国内外的迅

速发展#引发了人们对辣椒素的关注)早前有研究报道辣椒素

具有抗炎*镇痛*抗氧化等功效'

1.0

(

)现有对于辣椒素的研究主

要集中在抗肿瘤方面'
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(

#而辣椒素降脂方面的研究相对薄弱)

有研究证实#在小鼠肝组织中#辣椒素可以促进脂质分解#减少

脂质沉积'

)

(

)并且辣椒素能上调血管平滑肌细胞自噬表达#减

少血管平滑肌细胞中泡沫细胞的形成'
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的增加可以减少肝脏脂质的沉积#而自噬功能受损同样可以导

致肝细胞脂质的异常沉积'

/
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)本研究用油酸作用于人正常肝

细胞株
]M1

构建体外
?@O]L

细胞模型#再加用辣椒素处理

脂肪变肝细胞#探讨辣椒素对脂变肝细胞内脂质沉积的影响及

自噬表达情况#为脂肪性肝病防治的研究提供新的思路和

靶点)
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材料与方法
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人正常肝细胞株
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病研究所提供)胎牛血清$
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构建细胞模型及分组
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培养基进行培养)当细胞铺满瓶

底#用
%&15\

胰蛋白酶处理细胞进行传代培养)后续实验所

用细胞为
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以内#处于对数生长期的细胞)每
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"

'

天传代
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次#传
'

代后的细胞可用于实验)根据前期实验结果'
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PAA

检测提示油酸浓度超过
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时吸光度值下降明显#对细

胞增殖影响较大#故选取
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作为油酸最佳诱导浓度#

以
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为最佳作用时间)实验分组!空白对照组为
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的
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油红
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检查各组
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细胞内脂滴水平
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预先将
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大小的盖玻片置放于培养板内#
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<]]M1

分别接种#每
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孔为
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个样本#细胞贴壁后开始干预#分别于
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*
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后取出#用
=TZ

漂洗#
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多聚甲醛固定#油红
M

染色#

)%\

异丙醇脱底色#苏木精细胞核复染#水封片#倒置显微镜

下观察细胞内橘红色#脂滴水平并拍照)
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检查细胞内三酰甘油水平
!

将细胞接种于培养板内#

每
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孔为
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个样本#细胞贴壁后开始干预#分别于
%

*
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后收

集细胞#反复冻融裂解细胞#
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离心
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#取上清

检测三酰甘油水平#按试剂盒说明进行操作#

T>@

法检测蛋白

水平#计算每毫克蛋白所对应的三酰甘油水平)
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检查肝细胞自噬蛋白
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及
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的表达
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按总蛋白提取试剂盒说明步骤提取细胞中总蛋白#

T>@

法

进行蛋白定量#分装后
X/%[

保存#避免反复冻融)蛋白经十

二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶$

ZLZ.=@2Y

&电泳后#电转移

至聚偏氟乙烯$
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&膜上#加入兔抗
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多克隆抗体$

$i$

%%%

稀释&*兔抗
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多克隆抗体$

$i$%%%

稀释&*辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔
_

N

2

$

$i5%%%

稀释&#

Y>]

显影#以
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.;H8#,

为内参照)

WK,8#8
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",70&51

图像分析软件进行图像分析#将

每个样本的积分光密度值与
&

.;H8#,

的积分光密度值相比的

值#代表其蛋白水平)
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统计学处理
!

采用
Z=ZZ$-&%

统计软件进行分析)实验

数据以
Kg2

表示#两个样本均数的比较采用
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检验#以
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为差异有统计学意义)
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结
!!

果
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油酸在体外成功诱导建立
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模型
!

油酸组细胞中

即可见大小不等的橘红色脂滴#而空白对照组无明显橘红色脂

滴形成)见图
$

)
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@

!空白对照组%

T

!油酸组)

图
$
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油红
M

染色观察
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细胞模型

肝细胞内脂滴变化%
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辣椒素对
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细胞脂质沉积影响
!

辣椒素组细胞脂

滴明显少于油酸组)见图
1

)

?&@

!

辣椒素对脂肪变细胞自噬标志性蛋白
F

)1

及
]>'.

)
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比值的影响
!

结果显示#辣椒素组较油酸组
F

)1

蛋白水

平明显降低$
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&#
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比值明显升高$
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&)见图
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辣椒素对
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细胞内三酰甘油水平的影响
!

油酸组

三酰甘油水平
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比较差异有统计学意义$
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!空白对照组%
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!油酸组%
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图
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#与油酸组比较)

图
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检测各组
]M1

肝细胞
F
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]>'

的蛋白表达
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#与空白对照组比较%
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#与油酸组比较)

图
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各组
]M1

肝细胞内三酰甘油水平
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论
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是代谢综合征在肝脏的表现#近年来
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发

病率逐渐增加#成为当今常见的慢性疾病及公共卫生问题)其

发病机制尚未完全明确#治疗方法具有一定的局限性)探索安

全有效*经济的治疗方法是当前医务及科研工作人员迫切的任

务)辣椒素是辣椒的主要成分#全世界人口中有
1%\

食用辣

椒#而我国是主要的辣椒生产及食用大国'

$%

(

)依据人们日常

经验和一些文献报道#食用辣椒具有一定的减肥效果'

$$

(

#其简

单易得#食用安全的特性引发了科研工作者对辣椒素的探索)

研究表明#辣椒素具有改善心肌重构*减轻动脉粥样硬化*改善

胰岛素抵抗*降脂预防肥胖等作用'

$$.$5

(

)为此笔者猜想辣椒

素是否可以改善
?@O]L

肝细胞脂质的沉积#进一步为辣椒素

在肥胖相关代谢性疾病中的运用提供理论依据)

通常情况下获得人肝脏细胞相对困难#且个体差异大#难

于稳定的传代培养#因此研究脂代谢合适的体外肝细胞系是相

当重要的)脂肪酸诱导
]M1

细胞的脂肪变是研究
?@O]L

的

合适实验模型#同时油酸可以模拟高脂环境引起细胞内脂质沉

积'

$).$(

(

)前期实验证明用
0%

#

N

"

<]

油酸为构建脂变肝细胞

模型的最佳浓度#故本实验应用该浓度油酸刺激肝细胞株

]M1

#构建
?@O]L

细胞模型#采用
$%%

#

<"

"

]

辣椒素作用于

该细胞模型)本研究结果表明#油酸组的三酰甘油和油红
M

染色分别从定量和定性的角度证实
0%

#

N

"

<]

油酸诱导人正

常肝细胞
]M1

发生了脂肪变%辣椒素组三酰甘油水平*脂滴明

显少于油酸组#提示辣椒素可以有效抑制脂肪变肝细胞内三酰

甘油的聚集)

细胞自噬是广泛存在于真核细胞内的一种溶酶体依赖的

降解产物再利用的过程#可在营养匮乏*电离辐射*氧化应激等

情况下被诱导#它可将细胞质内损坏蛋白质*脂质*糖类及功能

异常细胞器降解或去除#从而使细胞内环境得以维持稳

态'

1%.1'

(

)近年越来越多研究表明自噬参与细胞内脂质的调

节'

/

#

10

(

#在长期高脂饮食喂养的
?@O]L

动物模型中#肝细胞

自噬受到损伤#由此说明自噬可以有效调节脂质在肝脏的代谢

过程#对过度脂质沉积诱导的肝损害具有保护作用'
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(

)并且

体外研究也证实自噬水平提高可以降低
?@O]L

细胞脂质沉

积'

)

(

)

F

)1

是一种多功能蛋白#作用于蛋白质降解酶体#可以

促进错误或损伤蛋白质降解#在自噬过程中起到重要作用#细

胞内
F

)1

的蓄积抑制自噬的发生)

]>'

有
]>'.

'

和
]>'.

)

两种形式#分别定位于前自噬体和自噬体膜表面#

]>'.

)

的水

平或
]>'.

)

"

]>'.

'

的比值与自噬的数量呈正相关#一定范围

内
F

)1

蛋白水平与自噬水平呈负相关'

15.1/

(

)因此
F

)1

的蛋白

表达水平及
]>'.

)

"

]>'.

'

比值可作为自噬发生的标记)本

研究观察到#

F

)1

和
]>'

在肝
]M1

细胞中具有一定基础水平

表达#加入油酸$

0%

#

N

"

<]

&处理后#

F

)1

表达水平有所上升*

]>'.

)

"

]>'.

'

比值降低#说明脂肪变肝细胞模型中肝细胞自

噬水平受到损伤#这也再次证实了自噬参与肝细胞脂质代谢过

程'

10.15

(

)这与
]#

等'

)

(在
R7

F

21

及小鼠构建的
?@O]L

的模

型中研究结果一致)当脂肪变肝细胞
]M1

加入辣椒素其
F

)1

蛋白表达明显降低#而
]>'.

)

"

]>'.

'

比值显著高于油酸组#

表明辣椒素可能通过上调脂肪变肝细胞自噬水平来减少肝细

胞内脂质沉积)这与辣椒素能上调血管平滑肌细胞自噬表达#

减少低密度氧化脂蛋白在血管平滑肌细胞中的沉积阻止了泡

沫细胞的形成#具有异曲同工之处'

-

(

)

综上所述#本实验利用油酸诱导
]M1

细胞株建立体外肝

细胞脂肪变模型#辣椒素刺激
?@O]L

细胞#上调
?@O]L

细

胞自噬水平#减少细胞内脂质沉积#但具体机制还需进一步研

究)
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