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雌马酚对非酒精性脂肪性肝细胞模型的氧化应激作用研究"

崔涵强!倪向敏!张贵明!徐!?!李!硕!王!建#

"陆军军医大学第二附属医院营养科!重庆0%%%'-#

!!"摘要#!目的!观察雌马酚"=>#对高脂诱导的非酒精性脂肪性肝病"?@ABC#细胞模型中氧化应激的保
护效应!并探讨其作用机制$方法!采用DDE./法探索合适的油酸钠"?:FB#和=>的干预浓度$通过?:FB
作用于G<B'@细胞!建立 ?@ABC体外细胞模型!设立对照组"D",组#%模型组"H"!组#%低剂量组"=>.B
组#%中剂量组"=>.H组#和高剂量组"=>.I 组#$干预103后!采用尼罗红荧光染色观察细胞内脂滴累积情
况!检测细胞内甘油三脂"JK#%总胆固醇"JD#%活性氧"<FL#%超氧化物歧化酶"LFC#%丙二醛"HC@#和过氧
化氢酶"D@J#的水平!采用蛋白免疫印迹和实时荧光定量聚合酶链式反应"><J.MD<#检测细胞内?NO1%IF.
$%?PF$蛋白和9<?@的表达水平$结果!与D",组比较!H"!组细胞内脂质累积增多!JK%JD%<FL%
HC@水平升高!LFC%D@J水平降低!?NO1%IF.$%?PF$蛋白和 9<?@ 表达下调!差异均有统计学意义
"!$%&%2#$与 H"!组比较!=>.B组%=>.H 组和=>.I组细胞内脂质累积逐渐减少!JK%JD%<FL%HC@水
平降低!LFC%D@J水平增多!?NO1%IF.$%?PF$蛋白和9<?@表达上调!差异均有统计学意义"!$%&%2#$
结论!=>通过抑制氧化应激反应改善?@ABC病情!其部分机制可能与=>调控?NO1信号通路相关$
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!!非酒精性脂肪性肝病#,",:;7"3";#7O:44U;#Q8N
!#+8:+8%?@ABC$包括单纯性脂肪肝+脂肪性肝炎+脂
肪性肝硬化%晚期可发展为肝癌%现已成世界范围内
慢性肝病的重要病因之一)我国 ?@ABC发病率呈
上升趋势%?@ABC 已成为一项重大的公共卫生问
题&$.1')?@ABC发病机制复杂%氧化应激是?@ABC
发病的重要环节&'')因此%缓解肝脏的氧化应激反
应%可为防治 ?@ABC带来新思路)核因子=1相关
因子#,S7;8:NO:74"N.=1N8;:48!O:74"N1%?NO1$与氧化
应激和炎症反应关系密切)?NO1是调控氧化应激反
应的关键因子%被激活后可以从细胞质转移至细胞核
中%促进其下游的抗氧化基因血红素加氧酶.$#3898
"TUR8,:+8$%IF.$$+醌氧化还原酶#?@CMI >S#.
,",8"T#!"N8!S74:+8$%?PF$$等表达%发挥抗氧化效
应&0')有研究表明%?NO1在被敲除后可加速肥胖和
?@ABC发病&2'%?NO1信号通路的激活通过改善氧化
应激对?@ABC发挥保护作用&).-')

雌马酚#=>S";%=>$是大豆异黄酮类物质在体内
的一种特定代谢产物%具有较强的抗氧化作用&/.('%但
=>能否通过调节?NO1信号通路缓解?@ABC尚不清
楚)本研究旨在通过体外?@ABC模型探讨=>能否
缓解氧化应激及改善?@ABC%并探讨其可能的机制)
?!材料与方法
?&?!材料
G<B'@细胞+CH=H 基础培养基+胎牛血清购于武
汉普诺赛生命科技有限公司(=>购于大赛璐药物手
性技术有限公司(油酸钠#?:FB$购于西安鲲创科技
发展有限公司(尼罗红脂肪荧光染色液购于北京普利
莱基因技术有限公司(放射免疫沉淀法#N:!#"#99S.
,"5N87#5#4:4#",:++:U%<ZM@$裂解液+二喹啉甲酸蛋
白浓度测定试剂盒+过氧化氢酶#7:4:;:+8%D@J$检测
试剂盒+活性氧#N8:74#Q8"TUR8,+587#8+%<FL$检测
试剂盒+超敏增强化学发光#8,3:,78!7389#;S9#,8+.
78,78%=DB$试剂盒+7C?@第一链合成试剂盒购于上
海碧云天生物技术有限公司(甘油三脂#4N#R;U78N#!8%
JK$+总胆固醇#4"4:;73";8+48N";%JD$+超氧化物歧化
酶#+S58N"T#!8!#+9S4:+8%LFC$+丙二醛#9:;",!#:;.
!83U!8%HC@$检测试剂盒购于南京建成生物工程研
究所(细胞核蛋白抽提试剂盒+总<?@提取试剂盒+
IF.$抗体+?PF$抗体+B:9#,G$抗体+K@MCI 抗
体+过氧化物酶耦联的二抗+引物购于生工生物工程
#上海$股份有限公司(?NO1抗体+L[G<KN88,A:+4
>MD<H#T试剂盒购于武汉爱博泰克生物科技有限公
司(全波长多功能酶标仪购于美国 JI=<HF公司(
倒置荧光显微镜购于日本奥林巴斯公司(超灵敏化学
发光成像系统 A;S"NPS:,4@D)%%购于美国 @D\.

<F?GZF公司(DA]7",,874聚合酶链反应#5";U.
98N:+873:#,N8:74#",%MD<$仪购于美国 G#".N:!公
司)
?&@!方法
?&@&?!细胞培养

!!G<B'@细胞培养于含$%̂ 胎牛血清+$̂ 双抗

CH=H培养基中%置于'-_+2̂ DF1 的恒温培养箱

中)根据细胞生长情况%每1"'天更换培养液%当细
胞生长密度到/%̂ "(%̂ 时%用%&12̂ 胰蛋白酶消

化收集细胞并按$̀ '传代)
?&@&@!细胞活力检测

!!以1&%a$%0 个"孔细胞量接种于()孔板中%待细
胞贴壁后%将?:FB和=>以浓度梯度分组给药%继续
培养103%根据DDE./试剂盒说明书测定细胞活力)
?&@&A!细胞干预与分组

!!将G<B'@细胞接种于)孔板中%1a$%2 个细胞"
孔%分为正常对照组#D",%正常培养基培养$+模型组
#H"!%%&0/99";"B的?:FB造模$%以及=>低+中+
高剂量干预组#=>.B+=>.H+=>.I%分别采用%&$+
$&%+$%&%#9";"B的=>干预103$)细胞贴壁后采
用无胎牛血清的培养基饥饿/3后进行相应干预)
?&@&B!细胞JK%JD含量测定

!!干预结束后%收集细胞于=M管中%加入磷酸缓冲
盐溶液#MGL$%超声裂解细胞后取细胞匀浆进行测定)
具体操作步骤按测定试剂盒说明书进行)
?&@&C!尼罗红染色

!!干预结束后%去除培养基%采用0̂ 多聚甲醛固定

$%9#,%蒸馏水漂洗'次%尼罗红染色工作液染色
$%9#,%MGL清洗两次%于倒置荧光显微镜#激发光
0(1"2--,9$观察细胞脂质蓄积情况%采用Z9:R8b
软件进行荧光强度分析)
?&@&D!细胞内氧化应激指标测定

!!测定细胞内<FL水平时%去除培养基%采用MGL
漂洗'次%加入含有$%#9";"B的CDAI.C@荧光探
针无胎牛血清培养基%'-_孵育'%9#,)采用无胎
牛血清培养基洗涤1次并收集细胞%荧光酶标仪检测
荧光值%激发光为0//,9%发射光为2'2,9)测定细
胞内LFC+HC@+D@J水平时%在干预结束后将细胞
收集于 =M管中%加入 MGL%超声裂解细胞%0 _+
$1%%%N"9#, 离心 $% 9#,%取上清液测定 LFC+
HC@+D@J水平%具体操作步骤按测定试剂盒说明书
进行)
?&@&E!蛋白质印迹法"X8+48N,W;"44#,R#检测

!!干预结束后将细胞收集至 =M管中%加入含$
99";"BMHLA的<ZM@裂解液%采用超声裂解细胞%
然后以0_+$1%%%N"9#,离心$%9#,%提取细胞总
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蛋白)根据试剂盒说明书提取细胞核蛋白)各组取
等量蛋白样品%采用$%̂ LCL.聚丙烯酰胺凝胶进行
电泳%电泳结束进行转膜+封闭%一抗0_孵育过夜%
洗涤后加入二抗%室温孵育$3%充分洗涤)最后采用
化学发光成像系统进行蛋白显影%采用Z9:R8b软件
进行灰度值分析)
?&@&F!>MD<检测

!!干预结束后将细胞收集至=M管中%采用JN#c";
试剂提取细胞总 <?@%?:,"CN"51%%%分光光度计
测量<?@浓度和纯度)根据试剂盒说明进行逆转录
扩增%合 成 相 应 7C?@)采 用 L[G< KN88, A:+4
>MD<H#T试剂盒%通过MD<仪进行基因表达检测%
获取循环阈值#DJ值$后%以K@MCI 为内参%1Y$$D4

法计算基因的相对表达)引物序列见表$)
表$!!引物序列

基因 引物序列#2d"'d$ 长度#W5$

?NO1 A!JKKD@K@K@D@JJDDD@JJJK -2(

<!DJKDD@@@DJJKDJDD@JKJ

IF.$ A!@DKD@J@J@DDDKDJ@DDJK $--

<!JDJDD@K@KJKJJD@JKDK@

?PF$ A!DD@DKD@K@K@KK@D@JD@J '%'

<!KJJD@KDJ@D@@J@JDDKKKD

K@MCI A!KDD@KDDJDKJDJD@J@K@D@ /(

<!@K@K@@KKD@KDDDJKKJ@@D

?&A!统计学处理

!!采用LMLL1)&%进行统计学处理)计量资料以
EeA表示%多组间比较用单因素方差分析%组间两两
比较采用BLC.<检验)计数资料以频数或百分比表
示%组间比较采用!1 检验)以!$%&%2为差异有统
计学意义)
@!结!!果
@&?!不同浓度的?:FB和=>对细胞活力的影响

!!与D",组比较%当?:FB浓度到达%&-199";"B
时%细胞活力明显下降%差异有统计学意义#! $
%&%2$(与D",组比较%当=>浓度达到$%%#9";"B
时%细胞活力明显受到抑制#!$%&%2$%见图$)
@&@!各组细胞内脂质水平比较

!!与D",组比较%H"!组细胞内JK+JD水平明显
升高%差异有统计学意义#!$%&%2$(与 H"!组比较%
=>干预各组细胞内JK+JD水平明显降低%差异有统
计学意义#!$%&%2$%且呈现出一定的剂量效应%见图
1)与D",组比较%H"!组细胞内红色荧光较强(与
H"!组比较%=>干预各组细胞内红色荧光强度较弱%
随着=>浓度的增高%细胞内荧光强度逐步减弱%差异
有统计学意义#!$%&%2$%见图')
@&A!各组细胞内氧化应激指标的比较

!!与D",组比较%H"!组细胞内<FL水平明显升
高%差异有统计学意义#!$%&%2$(与 H"!组比较%
=>干预各组细胞内<FL水平逐渐降低%差异有统计

学意义#!$%&%2$%并呈现出一定剂量效应%见图0@)
与D",组比较%H"!组细胞内的 HC@水平明显升
高%LFC+D@J水平明显降低%差异均有统计学意义
#!$%&%2$(与 H"!组比较%=>干预各组细胞内
LFC+D@J水平升高%=>.H+=>.I组细胞内 HC@水
平降低%差异有统计学意义#!$%&%2$%见图0G"C)

!!@!不同?:FB浓度对细胞活力的影响(G!不同=>浓度对细胞活

力的影响(:!!$%&%2%与D",组比较)

图$!!?:FB和=>对细胞活力的影响

!!@!各组JK水平(G!各组JD水平(:!!$%&%2%与D",组比较(W!

!$%&%2%与 H"!组比较)

图1!!各组细胞JK$JD水平比较

@&B!各组细胞?NO1%IF.$%?PF$蛋白表达水平

!!与D",组比较%H"!组 ?NO1#,S7;8S+$+IF.$+
?PF$表达水平明显降低%差异有统计学意义#!$
%&%2$(与 H"!组比较%=>干预各组 ?NO1#,S7;8S+$+
IF.$+?PF$表达水平明显升高%差异有统计学意义
#!$%&%2$%且=>随浓度的增高呈逐步上升趋势%见
图2)
@&C!各组细胞?NO1%IF.$%?PF$9<?@表达水平

!!与D",组比较%H"!组?NO1+IF.$+?PF$9<.
?@表达水平明显下调%差异有统计学意义#!$
%&%2$(与 H"!组比较%=>干预各组 ?NO1和 IF.$
9<?@表达水平明显上调%=>.H+=>.I 组 ?PF$
9<?@表达水平明显上调%差异有统计学意义#!$
%&%2$%见图))
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!!@!D",组细胞内脂质累积情况(G!H"!组细胞内脂质累积情况(D!=>.B组细胞内脂质累积情况(C!=>.H组细胞内脂质累积情况(=!=>.I组

细胞内脂质累积情况(A!各组荧光强度分析(:!!$%&%2%与D",组比较(W!!$%&%2%与 H"!组比较)

图'!!尼罗红染色观察各组细胞内脂质累积%1%%a&

!!@!各组<FL水平(G!各组LFC水平(D!各组 HC@水平(C!各组D@J水平(:!!$%&%2%与D",组比较(W!!$%&%2%与 H"!组比较)

图0!!各组细胞氧化应激指标的比较

!!@!X8+48N,W;"44#,R结果(G!?NO1蛋白分析结果(D!IF.$蛋白分析结果(C!?PF$蛋白分析结果(:!!$%&%2%与D",组比较(W!!$%&%2%与

H"!组比较)

图2!!各组细胞?NO1$IF.$$?PF$蛋白的表达

!!@!?NO19<?@相对表达量(G!IF.$9<?@相对表达量(D!?PF$9<?@相对表达量(:!!$%&%2%与D",组比较(W!!$%&%2%与 H"!组
比较)

图)!!各组细胞?NO1$IF.$$?PF$9<?@的表达
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A!讨!!论

!!随着人们生活水平的提高+饮食结构和生活方式
的改变%以及影像诊断技术的发展%?@ABC的发病率
日益增高)目前%尚无特异性治疗 ?@ABC的药物%
控制饮食和改善生活方式是?@ABC防治的基础%但
多数人难以长期坚持&$%')研究表明%食用大豆食品对
?@ABC具有保护作用%这种有益作用可能归因于其
代谢产生的大豆异黄酮&$$')=>是大豆异黄酮在体内
的代谢产物%在动脉粥样硬化+癌症+围绝经期症状和
骨质疏松等方面具有保护效应&$1')据报道%=>可以
减轻多种细胞和组织中的氧化应激和细胞损伤&$'.$0'%
而且它在所有已知的异黄酮类中具有较强的抗氧化

活性&$2')氧化应激反应对 ?@ABC的发展具有促进
作用%?NO1与氧化应激反应密切相关%但是目前还没
有研究报道 =>是否可以调控 ?NO1信号通路及对
?@ABC发挥保护作用)本研究通过G<B'@细胞建
立体外 ?@ABC模型%研究=>对细胞内氧化应激的
作用和机制)

本研究发现%H"!组细胞内JK+JD+<FL+H@C
水平升高%LFC+D@J水平降低%?NO1信号通路相关
蛋白和 9<?@表达降低%表明体外 ?@ABC氧化应
激细胞模型建立成功)=>干预后可见细胞内脂滴明
显减少%JK+JD水平降低%提示=>对 ?@ABC具有
保护作用)<FL可诱导多种炎症细胞因子表达%促进
氧化应激%形成炎症.坏死循环%加重肝组织损伤&$)')

LFC和D@J是细胞内重要的抗氧化酶%能够有效清
除自由基及 <FL%抑制过氧化反应%发挥保护作用)
HC@为自由基参与脂质过氧化反应产生的毒性物
质%其表达过多可严重破坏细胞膜结构%引起细胞肿
胀+坏死%加重细胞损伤&$-')本研究结果表明%=>可
以降低细胞内<FL的产生和HC@水平%提高抗氧化
酶LFC和D@J活性%且随着=>浓度增高%细胞抗氧
化能力不断增强)KF\等&$/'的研究表明%=>可通过
降低 HC@和增加LFC+D@J表达%抑制脂多糖诱导
的细胞内氧化应激反应(DIFZ等&$('研究发现%=>可
以提高 I85K1细胞内LFC+D@J水平%发挥抗氧化
作用)这与本研究结果一致%提示=>可通过抗氧化
作用%减轻 ?@ABC体外模型中氧化应激的进展%发
挥肝保护作用)

?NO1通路是机体抵御氧化应激的重要信号通路)
在生理条件下%?NO1主要存在与细胞质中%在受到亲
电体或氧化应激刺激后%?NO1转移到细胞核%促进下
游抗氧化反应原件和各种抗氧化酶的表达&1%')IF.$
可以通过催化血红素降解为胆绿素%&+一氧化碳和
铁%调节氧化还原反应%还具有抗炎和抗细胞凋亡作
用&1$'(?PF$可以催化内源和外源苯醌化合物及其衍
生物的电子还原%同时具有抗炎与抗肿瘤作用&11')
fI@?K等&1''研究发现%=>可上调?NO1在小鼠主动
脉组织和人脐静脉内皮细胞中的表达%发挥抗氧化和

抗动脉粥样硬化作用(XZC[@<Z?Z等&10'研究发现%

=>可以通过上调 IF.$表达%呈剂量依赖地抑制紫
外线诱导小鼠皮肤中的脂质过氧化)本研究结果显
示%H"!组细胞中的 ?NO1+IF.$和 ?PF$蛋白和
9<?@表达均下降%推测为氧化应激条件下细胞损
伤%蛋白合成受到抑制%=>可以上调上述 ?NO1及其
下游蛋白表达和 9<?@ 合成%提示=>是通过激活
?NO1信号通路发挥其抗氧化作用)

综上所述%本研究发现%大豆异黄酮类物质=>对
体外 ?@ABC细胞具有保护作用%可以减轻脂质累
积%并通过激活 ?NO1信号通路%抵抗细胞内氧化应
激%这对异黄酮类物质在肥胖人群中的应用和膳食指
导有重要意义)本研究仍值得改进%=>是通过何种
分子信号介导激活 ?NO1通路产生影响仍不清楚%=>
的保护作用仍需在体内和人群试验中得到进一步
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