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甘草甜素对体外诱导的酒精性脂肪肝细胞的影响及机制研究"
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#摘要$

!

目的
!

探讨甘草甜素对体外诱导的酒精性脂肪肝"

>57

$肝细胞模型的影响及其可能的作用机制%方法
!

将体外诱

导的
>57

肝细胞分为对照组&脱离乙醇组&甘草甜素组和继续诱导组!检测细胞内三酰甘油"

Fa

$水平!丙氨酸转氨酶"

>7F

$和天

冬氨酸转氨酶"

>4F

$的泄漏量&细胞周期变化!以及核受体超家族转录因子
!

"

99>E.

!

$&含有)碱性螺旋
.

环
.

螺旋
.

亮氨酸拉链*结

构的核转录因子
$

"

4E=39.$

$&固醇调节元件结合蛋白裂解激活蛋白"

4<>9

$的
CE6>

与蛋白表达%结果
!

甘草甜素可以明显减

少细胞凋亡的发生#与对照组相比!甘草甜素组细胞内
Fa

水平及
>7F

&

>4F

的泄漏量&

99>E.

!

&

4E=39.$

和
4<>9

蛋白及
CE.

6>

表达均明显降低"

!

%

%&%8

$%结论
!

甘草甜素可能通过下调
99>E.

!

&

4E=39.$

&

4<>9

的表达从而减轻体外诱导
>57

肝细

胞脂肪改变%

#关键词$
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甘草甜素#三酰甘油#脂肪肝!酒精性#丙氨酸转氨酶#天冬氨酸转氨酶
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&是由于长期*过

量的乙醇摄入所导致的肝脏受损疾病#主要的病理表现为肝细

胞内脂质的蓄积#并且酒精性肝硬化的预后比较差'

$.'

(

)随着

近些年饮酒人群的增加#

>57

越来越受到人们的重视)甘草

甜素是从中药甘草中分离出来的一种五环三萜皂苷化合物'

0

(

)

近年的研究发现甘草甜素能够清除机体内多余的氧自由基#发

挥抗氧化作用从而对肝脏起到保护作用'

8.)

(

)但是关于甘草甜

素在
>57

中的作用尚少见报道)因此#本研究采用构建体外

乙醇诱导的
>57

肝细胞模型#观察甘草甜素对
>57

肝细胞的

保护作用及其机制)

C

!

材料与方法

C&C

!

材料
!

尼罗红贮存液购自美国
4#

I

CA>P!B#LJ

公司%

E29;.$)0%

培养基*胎牛血清*胰蛋白酶均购自美国
a#QL"

公

司%丙氨酸转氨酶$

>7F

&*天冬氨酸转氨酶$

>4F

&*三酰甘油

$

Fa

&测定试剂盒与
<<Z/

试剂盒购自南京建成生物有限公

司%核受体超家族转录因子
!

$

99>E.

!

&*含有+碱性螺旋
.

环
.

螺

旋
.

亮氨酸拉链,结构的核转录因子
$

$

4E=39.$

&*固醇调节元

件结合蛋白裂解激活蛋白$

4<>9

&羊抗人多克隆抗体购自
>Q.

LAC

公司%

FB#X"PE@A

I

@,H

购自
2,G#HB"

I

@,

公司#逆转录试剂盒

和
LW6>

扩增试剂盒均购自
FJ@BC"

公司)

C&D

!

方法

C&D&C

!

正常肝细胞的培养
!

人正常肝细胞
7%1

细胞用含

$%_

胎牛血清的
E29;.$)0%

培养基#

'- ^

#

8_<̀

1

环境下

培养)

C&D&D

!

<<Z/

筛选乙醇诱导细胞的最佳浓度
!

实验分为空白

对照组*对照组*实验组)取处于生长分裂期的细胞#消化后均

匀铺于
()

孔板中)待细胞完全贴壁向孔板中加入用含
$_

血

清的
$)0%

培养基配置的
%

*

%&0_

*

%&/_

*

$&)_

*

'&1_

*

)&0_

*

$1&/_

的乙醇)孵育
10J

后#加入
$%

'

7<<Z/

#采用酶标仪

08%,C

处检测各孔中吸光度值)

C&D&E

!

>57

肝细胞模型建立
!

将实验分为对照组和诱导组)

诱导组加入含
'_

乙醇的
$)0%

培养基培养)对照组
%&0_

乙

醇诱导培养
'!

后#换用正常培养基继续培养
'!

#并以
)!

作

为周期进行诱导#传代)在倒置显微镜下观察细胞质内的变化

情况)将细胞分为对照组*继续诱导组*脱离乙醇组#甘草甜素

组)对照组!用正常培养基培养%继续诱导组!加入含
%&0_

乙

醇的培养基诱导%脱离乙醇组!

7%1

细胞经乙醇诱导之后换用

正常培养基培养%甘草甜素组!

7%1

细胞经乙醇诱导之后换用

)'0

重庆医学
1%$/

年
1

月第
0-

卷第
0

期

"

基金项目!湖北省科技计划项目$

1%$0<53$%)

&)

!

作者简介!卜晓芬$

$(/):

&#住院医师#硕士研究生#主要从事消化内科疾病的诊治

研究)

!

#

!

通信作者#

=.CA#P

!

XJRJ",

I
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%

1$L,&L"C

)



含
$&1CC"P

"

7

甘草甜素的正常培养基培养)

C&D&F

!

<<Z/

筛选甘草甜素处理细胞的最佳浓度
!

实验分组

同
$&1&1

)取处于生长分裂期#乙醇诱导
'%

代的细胞)待细

胞完全贴壁后加入含
%&0

*

%&/

*

$&1

*

$&)

*

1&%CC"P

"

7

甘草甜

素的
$_

血清的
$)0%

培养基#对照组加入不含甘草甜素的
$_

血清的
$)0%

培养基#孵育
10J

后#向每孔中加入
$% C7

<<Z/

#采用酶标仪
08%,C

处检测各孔中吸光度值)

C&D&G

!

尼罗红染色检测细胞内脂肪蓄积
!

取对数生长期正常

的和经乙醇诱导后的
7%1

细胞#接种细胞待培养
10J

后)将

染料尼罗红贮存液$

$%%%

'

I

"

C7

&用
934

以
$f$%%

稀释比例

稀释后滴加至盖玻片上#避光孵育
8C#,

)通过荧光显微镜观

察细胞内脂肪的蓄积程度)

C&D&G

!

细胞
>7F

和
>4F

泄漏量的测定
!

分别取对数生长期

的各组细胞#经胰酶消化后#

$8%%B

"

C#,

#离心
8C#,

后取各组

细胞上清液#严格按照
>7F

和
>4F

试剂盒上的说明书操作)

C&D&J

!

细胞内
Fa

水平的测定
!

分别取对数生长期的各组细

胞#胰酶消化后
$8%%B

"

C#,

#离心
8C#,

)

934

清洗细胞
1

次#

每次
8C#,

#计数#控制细胞密度为
$%

) 个"
C7

)向各组细胞中

加入
$C7

裂解液#裂解
'%C#,

后#

0^

离心
18C#,

#收集各组

细胞的上清液送于本院检验科进行检测)

C&D&K

!

流式细胞仪$

5<;

&检测细胞凋亡情况
!

取各组中处

于对数生长期的细胞#消化离心后制成单细胞悬液#加入
8%%

'

7Q#,!#,

I

.QRMM@B

重悬#依次加入
>,,@K#,.e

*

92

各
8

'

7

)于

$J

内在
5<;

上检测)结果判定!

52F<:

"

92:

为活细胞#

52F<:

"

92g

为坏死细胞#

52F<g

"

92:

为早期凋亡细胞#

52F<g

"

92g

为晚期凋亡细胞)细胞凋亡率计算公式如下!

细胞凋亡率$

_

&

D

$早期凋亡细胞数
g

晚期凋亡细胞数&"

全部细胞数
h$%%_

)

C&D&L

!

5<;

检测细胞周期情况
!

取各组中处于对数生长期

的细胞#消化离心后制成单细胞悬液#加入含
-8_

乙醇的
$h

Q#,!#,

I

QRMM@B

重悬#

0^

固定
$1J

以上#加入
E6A+@>

反应
'%

C#,

#

8

'

792

室温避光反应
1%C#,

)于
$J

内在
5<;

上检测)

C&D&M

!

c@+H@B,QP"H

检测细胞
99>E.

!

#

4E=39.$

#

4<>9

蛋白

的表达
!

取各组中处于对数生长期的细胞#提取细胞中的总蛋

白#采用
$1_

的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳$

4W4.

9>a=

&

1J

分离蛋白#转膜#室温封闭
$J

#一抗
0^

过夜#二抗

'

2

I

a

$

$f1%%%

&(

'-^

孵育
1J

#最后电化学发光显影后用凝

胶成像分析系统$

3#".EA!

#

]4>

&测蛋白条带光密度值)

C&D&CN

!

EF.9<E

检测细胞
99>E.

!

*

4E=39.$

*

4<>9CE6>

的表达
!

取各组中处于对数生长期的细胞#提取细胞中的

E6>

#反转录并扩增成
W6>

)

99>E.

!

引物序列上游!

8U.a<<

Fa<>F<F<<><<FF>FF>.'U

#下游!

8U.>F<F<<><>

a><><a>.'U

%

4E=39.$

引物序列上游!

8U.FaaaFF>a>

a>>FaF aFF aaF a.'U

#下游!

8U.a>> aF> a<<a>F

a>aa>F a>F a.'U

%

4<>9

引物序列上游!

8U.><> <>a

<>><<> a>> ><F<>> a.'U

#下游!

8U.>aF aFa F<<

F<<><<F<>aF<F.'U

%以
a>9WT

作为内参#引物序列上

游!

8U.<>F aaa aFa Fa> ><< >Fa >a>.'U

%下游!

8U.

aF<FF<FaaaFaa<>aFa>F.'U

)

EF.9<E

反应条件

如下!

(8^

预变性
$%C#,

#然后
(8^

变形
'%+

#

8%^

退火
'%

+

#

-%^

延伸
$C#,

#

0%

个循环#最后
-%^

延伸
$%C#,

结束)

扩增产物经
$_

琼脂糖凝胶电泳#凝胶成像分析系统检测条带

灰度)

C&E

!

统计学处理
!

采用
494411&%

统计软件进行统计分析#

正态分布计量资料以
LYD

表示#组间比较采用
)

检验#多组间

比较采用方差分析#检验水准
!

D%&%8

#以
!

%

%&%8

为差异有

统计学意义)

D

!

结
!!

果

D&C

!

<<Z/

筛选乙醇诱导细胞的最佳浓度
!

随着乙醇浓度的

增加#肝细胞的活力随之降低#活细胞的数目也逐渐减少#

见图
$

)

图
$

!!

不同浓度乙醇作用肝细胞的
<<Z/

结果

D&D

!

<<Z/

筛选甘草甜素处理细胞的最佳浓度
!

随着甘草甜

素处理浓度的增加#细胞活力呈现先升高后降低的趋势#当作

用浓度为
$&1CC"P

"

7

时#甘草甜素对细胞的促生长作用最

大#见图
1

)

图
1

!!

不同浓度甘草甜素作用于
>57

肝细胞的
<<Z/

结果

D&E

!

各组细胞尼罗红染色结果
!

实验组肝细胞的脂肪蓄积率

为$

8/&/8Y8&%/

&

_

#对照组为$

$/&$1Y0&8/

&

_

#两组比较差

异有统计学意义$

!

%

%&%8

&)尼罗红染色结果发现#

>57

肝细

胞中存在大量脂肪的蓄积#见图
'

)

!!

>

!实验组%

3

!对照组

图
'

!!

尼罗红染色显示细胞内脂肪蓄积%

h1%

(

D&F

!

各组细胞
Fa

水平及
>7F

*

>4F

泄漏量比较
!

与对照组

比较#脱离乙醇组中
Fa

水平有所降低$

!

$

%&%8

&%甘草甜素组

细胞内的
Fa

水平明显降低$

!

%

%&%$

&%继续诱导组细胞内的

Fa

水平有所升高$

!

$

%&%8

&)与对照组比较#脱离乙醇组细

胞内的
>7F

与
>4F

泄漏量降低$

!

%

%&%8

&%继续诱导组细胞

内的
>7F

与
>4F

泄漏量明显升高$

!

%

%&%8

&%而甘草甜素组

细胞内的
>7F

与
>4F

泄漏量明显降低$

!

%

%&%$

&#见表
$

)

D&G

!

各组细胞周期与凋亡情况
!

对照组中的细胞大部分处于

a

%

"

a

$

期#

a

1

"

;

期细胞数目少)与对照组比较#甘草甜素组

-'0

重庆医学
1%$/

年
1

月第
0-

卷第
0

期



中的细胞#

4

期细胞明显减少#

a

1

"

;

期细胞增加#各组比较差

异无统计学意义$

!

$

%&%8

&)与对照组相比#甘草甜素组的细

胞凋亡率明显降低$

!

%

%&%8

&#见表
1

)

表
$

!!

各组细胞
Fa

水平及
>7F

和
>4F

泄漏量

!!!

比较%

LYD

(

组别
Fa

$

CC"P

"

7

&

>7F

$

]

"

7

&

>4F

$

]

"

7

&

对照组
1&10Y%&18 8&(1Y%&08 )&10Y$&(1

脱离乙醇组
$&(8Y%&1(

0&11Y%&1'

A

0&/1Y$&10

A

甘草甜素组
$&%1Y%&$0

Q

$&1(Y%&%-

Q

$&(8Y%&/-

Q

继续诱导组
1&0'Y%&'0

)&0)Y%&8'

A

)&-(Y1&$8

A

!!

A

!

!

%

%&%8

#

Q

!

!

%

%&%$

#与对照组比较

表
1

!!

各组细胞周期与凋亡结果比较%

_

(

组别
a

%

"

a

$

期
4

期
a

1

"

;

期 凋亡率

对照组
-(&1$ $)&/' '&() 8&/8

脱离乙醇组
-'&0- $/&1) /&1- 0&)(

甘草甜素组
-/&(8 $$&%0 $%&%$ '&18

A

继续诱导组
/1&)/ $1&-/ 0&80 /&1(

!!

A

!

!

%

%&%8

#与对照组比较

D&J

!

各组细胞中
99>E.

!

*

4E=39.$

*

4<>9

蛋白的表达
!

空

白对照组中
99>E.

!

*

4E=39.$

*

4<>9

蛋白的表达低#在乙醇

诱导后的
>57

肝细胞中
'

种蛋白的表达出现了明显的升高#

经药物甘草甜素治疗后
>57

肝细胞内
'

种蛋白的表达明显降

低$

!

%

%&%8

&#见图
0

)

图
0

!!

各组细胞中
99>E.

!

"

4E=39.$

"

4<>9

蛋白的表达

D&K

!

各组细胞中
99>E.

!

*

4E=39.$

*

4<>9CE6>

的表达
!

空白对照组中
99>E.

!

*

4E=39.$

*

4<>9CE6>

的表达低#在

乙醇诱导后的
>57

肝细胞中
'

种
CE6>

的表达出现了明显

的升高$

!

%

%&%8

&#甘草甜素组肝细胞内
'

种
CE6>

的表达

明显降低$

!

%

%&%8

&#见表
'

)

表
'

!!

各组细胞中
99>E.

!

"

4E=39.$

"

4<>9

!!!

CE6>

表达比较%

LYD

(

组别
99>E.

!

4E=39.$ 4<>9

空白对照组
$&%1Y%&$1 $&%'Y%&$$ %&((Y%&%)

对照组
1&88Y%&1'

A

1&)/Y%&$)

A

1&0(Y%&'$

A

甘草甜素组
$&-1Y%&$$

Q

$&)1Y%&$0

Q

$&80Y%&$%

Q

!!

A

!

!

%

%&%$

#与空白对照组比较%

A

!

!

%

%&%8

#与对照组比较

E

!

讨
!!

论

近些年#多项研究报道关于甘草甜素在肝炎等肝脏疾病中

的作用)研究发现甘草甜素能够对四氯化碳诱导的肝损伤起

保护作用#同时临床上采用甘草甜素的脂质体对
>57

进行治

疗'

-

(

)但关于甘草甜素对酒精性肝损伤的报道少见)

李龙辉等'

/

(报道通过乙醇诱导
7%1

成功建立了体外
>57

模型)而本研究采用
<<Z/

法筛选出了对肝脏细胞无明显损

伤作用但又可对细胞活性产生一定影响的乙醇浓度作为亚致

死量#通过对诱导前后的细胞进行尼罗红染色#发现诱导后的

细胞内脂肪的蓄积率明显高于正常的肝脏细胞#传代后的细胞

生长状况良好#证明建模成功并且模型比较稳定'

(.$%

(

)

本实验通过
<<Z/

筛选甘草甜素的作用浓度#结果发现当

作用浓度为
$&1CC"P

"

7

时#甘草甜素对细胞的促生长作用最

大#因此选取
$&1CC"P

"

7

作为最佳浓度)而在本实验中#亚

致死量的乙醇长期作用于肝脏细胞#导致肝细胞受损#细胞内

的转氨酶泄露至培养基中#因此#本实验通过检测各组细胞上

清液中
>7F

和
>4F

泄漏量来反映肝脏功能'

$$.$1

(

)结果发现#

甘草甜素作用细胞后
>7F

和
>4F

泄漏量明显降低$

!

%

%&%8

&#提示甘草甜素一定程度上能够减轻
>57

的肝脏损伤)

乙醇能够影响肝脏内
Fa

的清除导致肝脏内大量
Fa

蓄积进

而形成脂肪肝'

$'

(

)本实验结果发现经甘草甜素治疗后
Fa

明

显降低$

!

%

%&%$

&#与动物实验结果基本一致'

$0

(

)同时本实验

通过
5<;

检测了甘草甜素治疗后细胞的周期情况#发现细胞

大部分阻滞在
a

%

"

a

$

期#提示甘草甜素对细胞周期影响不大#

但是能够通过降低细胞凋亡率来抑制细胞的增殖)

99>E.

!

是核受体超家族成员中的一员#有研究发现

99>E.

!

在肝脏*肾脏等多种高代谢组织中存在表达#可以通

过氧化脂肪酸从而清除肝脏内的
Fa

#减少体内
Fa

的蓄

积'

$8

(

)

4E=39+

是一种重要的脂质稳态调节因子#当细胞内固

醇减少时#

4E=39+

与
4<>9

结合由内质网膜转移至高尔基

体#调控脂质代谢基因的表达#导致体内脂质的沉积'

$)

(

)本研

究发现#乙醇诱导后的
>57

肝细胞
99>E.

!

*

4E=39.$

*

4<>9

CE6>

的表达明显升高$

!

%

%&%$

&#经甘草甜素治疗后
'

种

CE6>

的表达出现了明显下调$

!

%

%&%8

&#同时各组细胞中
'

种蛋白的表达与
CE6>

表达一致)结果提示乙醇可以通过调

控
99>E.

!

*

4E=39.$

*

4<>9

表达促进脂质的产生#与
b̀ ]

等'

$-

(的研究结果一致%甘草甜素可能通过下调
99>E.

!

*

4E=39.$

*

4<>9

表达#从而抑制脂质的产生#但是具体的机制

还需进一步的研究)
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