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摘要： 目的　 探讨羟基茜草素 （Ｐｕｒ） 对 ＡＭＬ⁃１２ 细胞脂质沉积的影响。 方法 　 通过棕榈酸＋油酸 （ＰＯ， ０􀆰 ５＋０􀆰 ２５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 或棕榈酸 （ＰＡ， ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 诱导 ＡＭＬ⁃１２ 细胞， 建立体外细胞脂质沉积模型。 将细胞分为对照组、 模型

组和 Ｐｕｒ ２０、 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组。 ＣＣＫ８ 法测定细胞活力； 生化试剂盒检测细胞甘油三酯 （ＴＧ） 水平； 尼罗红染色检

测细胞脂滴沉积情况； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞内相关脂质代谢基因 ＳＲＥＢＰ１ｃ、 ＦＡＳＮ、 ＣＤ３６、 ＡＣＡＣα、 ＰＰＡＲ⁃γ、 ＳＣＤ１，
炎症基因 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＣＬ５、 ＣＸＣＬ１０ 及 ＡＭＰＫ ／ ＡＣＣ ／ ＣＰＴ１Ａ 通路相关基因 ＡＭＰＫα１、 ＡＭＰＫα２、 ＡＣＣ、 ＣＰＴ１Ａ
ｍＲＮＡ 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ｐ⁃ＡＭＰＫα、 ＡＭＰＫα、 ｐ⁃ＡＣＣ、 ＡＣＣ、 ＣＰＴ１Ａ 蛋白表达。 结果　 ０～１００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｕｒ
对 ＡＭＬ⁃１２ 细胞活力无明显抑制作用 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与对照组比较， 模型组 ＡＭＬ⁃１２ 细胞尼罗红染色半定量和 ＴＧ 水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＳＲＥＢＰ１ｃ、 ＦＡＳＮ、 ＣＤ３６、 ＡＣＡＣα、 ＰＰＡＲ⁃γ、 ＳＣＤ１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＣＬ５、 ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＭＰＫα１、 ＡＭＰＫα２、 ＡＣＣ、 ＣＰＴ１Ａ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ、 ｐ⁃ＡＣＣ ／ ＡＣＣ 比值

及 ＣＰＴ１Ａ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， Ｐｕｒ ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞尼罗红染色半定量和 ＴＧ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＳＲＥＢＰ１ｃ、 ＦＡＳＮ、 ＣＤ３６、 ＡＣＡＣα、 ＰＰＡＲ⁃γ、 ＳＣＤ１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＣＬ５、 ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＭＰＫα１、 ＡＭＰＫα２、 ＡＣＣ、 ＣＰＴ１Ａ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ、 ｐ⁃
ＡＣＣ ／ ＡＣＣ 比值及 ＣＰＴ１Ａ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 Ｐｕｒ 对 ＡＭＬ⁃１２ 细胞脂质沉积有较好的抑制作用，
其作用可能与调控 ＡＭＰＫ ／ ＡＣＣ ／ ＣＰＴ１Ａ 信号通路相关。
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　 　 非酒精性脂肪性肝病 （ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＮＡＦＬＤ） 是最常见的慢性肝病之一， 近年来， 肥胖和代谢

相关疾病的增加使得全球 ＮＡＦＬＤ 患病率呈逐年增长趋

势［１］ 。 ＮＡＦＬＤ 的病理过程始于肝细胞内脂肪酸和甘油三酯

（ＴＧ） 的沉积逐渐增加， 随后引发肝脏炎症和损伤， 过度

的脂质沉积进一步导致细胞损伤、 胶原纤维的沉积和肝脏

纤维化， 最终达成肝硬化和肝癌等终末期肝病结局［２］ 。 因

此， 对 ＮＡＦＬＤ 早期脂质沉积的干预是阻断疾病进展的重要

策略。 ＮＡＦＬＤ 发病机制复杂， 目前研究证实腺苷酸活化蛋

白激酶 （ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ＡＭＰＫ） 作为感知能

量状态、 控制能量消耗及储存的关键因子， 可通过调节脂

质合成和葡萄糖代谢对调控脂质沉积发挥关键作用［３⁃４］ 。 在

中医学中， 非酒精性脂肪性肝病归属于 “胁痛” “肝着”
“肝积” “肥气” 等范畴。 肝为藏血之脏， 血瘀是本病的重

要病性证素之一［５］ ， 现代研究也佐证了 ＮＡＦＬＤ 患者往往出

现肝脏微循环障碍及外周血脂、 全血黏度、 血浆黏度、 红

细胞聚集指数等指标的异常［６］ 。 因此， 疏肝健脾、 化痰祛

瘀是本病重要治法［７⁃１０］ 。
羟基茜草素 （ｐｕｒｐｕｒｉｎ， Ｐｕｒ） 作为活血化瘀类中药茜

草的活性成分， 现代药理学研究发现其具有抗氧化、 抗炎、
心血管保护及抗肿瘤等作用， 对脂质生成具有一定的抑制

作用［１１］ 。 本研究拟通过建立小鼠肝细胞系 ＡＭＬ⁃１２ 脂质沉

积模型评价 Ｐｕｒ 的干预作用， 并以 ＡＭＰＫ ／ ＡＣＣ ／ ＣＰＴ１Ａ 信

号通路为切入点进行探讨， 以期为 Ｐｕｒ 的药理学研究提供

参考。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 小鼠正常肝细胞 ＡＭＬ⁃１２， 购自中国科学院上

海细胞库。
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１􀆰 ２　 药物与试剂　 羟基茜草素 （批号 ＢＰ１１８３） 购自成都

普瑞法科技开发有限公司； 甘油三酯 （ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ， ＴＧ） 检

测试剂盒 （货号 Ｒ０３２７） 购自浙江东瓯诊断产品有限公司；
ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （批号 ＬＫ８１４） 购自日本同仁化学研究所；
ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基 （批号 ８１２２４８８） 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；
尼罗红 （货号 Ｎ３０１３⁃１００ＭＧ） 购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司； 异丙醇 （批号 Ｋ４６４２８８４０） 购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司； 无

水乙醇、 氯仿 （批号 ２０２１０９１３、 ２０２１０８０３） 购自国药集团

化学试剂有限公司； ＤＥＰＣ 水、 ＴＲＩｚｏｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒

（批号 ＨＢ１１ＫＡ２３８４、 Ｇ８２６ＫＡ６７３０） 购自生工生物工程

（上海） 股份有限公司； ＲＮＡ 逆转录试剂盒 （货号 Ｇ４８６）
购自加拿大 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ 公司； ＳＹＢＲ 􀅺
Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂盒 （含 ＲＯＸ） （批号

ＡＧ１１７１８） 购自湖南艾科瑞生物工程有限公司； ＡＭＰＫα、
ｐ⁃ＡＭＰＫα、 ＡＣＣ、 ｐ⁃ＡＣＣ、 ＣＰＴ１Ａ （ 货 号 ａｂ２１４４２５、
ａｂ１３３４４８、 ａｂ１０９３６８、 ａｂ６８１９１、 ａｂ１２８５６８ ） 购 自 英 国

Ａｂｃａｍ 公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ５４２７Ｒ 型台式高速离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公
司）； Ｆ２００ ＰＲＯ 型酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； ＶＩＩＡ７ 型实

时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）； Ｍｉｎｉ ＰＲＯＴＥＡＮ 􀅺
Ｔｅｔｒａ 小型垂直电泳槽、 Ｐｏｗｅｒ Ｐａｃ Ｂａｓｉｃ 电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）； Ｏｄｙｓｓｅｙ 扫描仪及双色红外激光成像系统 （美
国 ＬＩ⁃ＣＯＲ 公司）； ＩＸ７３⁃ＤＰ８０ 倒置荧光显微镜 （ 日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 取生长状态良好的 ＡＭＬ⁃１２ 细胞， 复苏、
培养传代， 使用含 １０％ 胎牛血清 （ＦＢＳ） 和 １％ 青霉素⁃链
霉素的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养。
２􀆰 ２　 细胞分组与干预　 取对数生长期的 ＡＭＬ⁃１２ 细胞， 分

别接种于 ９６、 ２４、 １２ 孔板及 ３０ ｍｍ×３０ ｍｍ 培养皿中， 待

细胞长至 ７０％ ～ ８０％ 时， 分为对照组、 模型组和 Ｐｕｒ ２０、
４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组， 每组设置 ３ 个复孔。 分别向相应的细胞

培养孔中加入含有不同浓度 Ｐｕｒ 的 １％ ＦＢＳ＋ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培

养基， ＡＭＬ⁃１２ 细胞脂质沉积模型由 ＰＯ 即棕榈酸 （ ＰＡ，
０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ 油酸 （ ＯＡ， ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 或 ＰＡ （ ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 诱导［１２⁃１３］ ， 细胞培养 １２ ｈ 或 ２４ ｈ 后进行指标

检测。
２􀆰 ３　 指标检测

２􀆰 ３􀆰 １　 ＣＣＫ８ 法检测细胞活力 　 取对数生长期的 ＡＭＬ⁃１２
细胞， 以 ５ × １０４ ／ ｍＬ 的密度接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００
μＬ， 待细胞长至 ８０％ 左右， 分别加入含 ０、 ５、 １０、 ２０、
４０、 ８０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｕｒ 的 １％ ＦＢＳ＋ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基进

行孵育， 每组设置 ３ 个复孔， 于培养箱中培养 ２２ ｈ， 向每

孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 溶液后继续孵育 ２ ｈ， 使用酶标仪测定

每孔在 ４５０ ｎｍ 波长处的光密度 （ＯＤ） 值， 计算细胞活力。
２􀆰 ３􀆰 ２　 试剂盒检测细胞内 ＴＧ 水平 　 取对数生长期的

ＡＭＬ⁃１２ 细胞， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组及干预， ２４ ｈ 后收

集细胞， 制备匀浆液。 参照试剂盒说明书步骤进行操作，
检测 ＡＭＬ⁃１２ 细胞内 ＴＧ 水平， 并采用 ＢＣＡ 法测定匀浆液

细胞沉淀蛋白表达， 进行数据标准化。
２􀆰 ３􀆰 ３　 尼罗红染色观察细胞脂质沉积 　 取对数生长期的

ＡＭＬ⁃１２ 细胞， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组及干预， ＰＢＳ 洗涤

３ 次， 用 ０􀆰 ４％ 多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加

０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 尼罗红染液避光室温孵育 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３
次， 于倒置显微镜下观察细胞脂滴沉积情况， 并选取具有

代表性的视野拍照保存。 最后使用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ 软件对尼

罗红染色荧光强度进行定量分析。
２􀆰 ３􀆰 ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞相关基因表达　 取对数生长期

的 ＡＭＬ⁃１２ 细胞， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组及干预， 细胞孵

育 １２ ｈ 后使用 ＴＲＩｚｏｌ 裂解液裂解细胞并提取 ＲＮＡ。 根据逆

转录试剂盒说明书操作， 将总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ， 逆转

录条件为 ２５ ℃ １０ ｍｉｎ， ４２ ℃ １５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｍｉｎ， ４ ℃ ５
ｍｉｎ。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增， 检测各组

细胞相关基因表达。 ＰＣＲ 扩增反应条件为９５ ℃ 预变性 ２
ｍｉｎ， 循环 １ 次； ９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延

伸 １５ ｓ， 共循环 ４０ 次。 以 ２－ΔΔＣＴ法计算各目的基因相对表

达量。 扩增引物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司设

计并合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＣＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧ⁃３′

ＳＲＥＢＰ１ｃ 正向 ５′⁃ＣＧＡＣＴＡＣＡＴＣＣＧＣＴＴＣＴＴＧＣＡＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＴＣＣＡＴＡＧＡＣＡＣＡＴＣＴＧＴＧＣＣ⁃３′

ＦＡＳＮ 正向 ５′⁃ＣＡＣＡＧＴＧＣＴＣＡＡＡＧＧＡＣＡＴＧＣＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＣＣＡＧＧＴＧＴＡＧＴＧＣＣＴＴＣＣＴＣ⁃３′

ＳＣＤ１ 正向 ５′⁃ＧＣＡＡＧＣＴＣＴＡＣＡＣＣＴＧＣＣＴＣＴＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＧＴＧＣＣＴＴＧＴＡＡＧＴＴＣＴＧＴＧＧＣ⁃３′

ＣＤ３６ 正向 ５′⁃ＧＧＡＣＡＴＴＧＡＧＡＴＴＣＴＴＴＴＣＣＴＣＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＣＡＡＡＧＧＣＡＴＴＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＡＣ⁃３′

ＡＣＡＣα 正向 ５′⁃ＧＴＴＣＴＧＴＴＧＧＡＣＡＡＣＧＣＣＴＴＣＡＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＧＡＧＴＣＡＣＡＧＡＡＧＣＡＧＣＣＣＡＴＴ⁃３′

ＰＰＡＲ⁃γ 正向 ５′⁃ＧＴＡＣＴＧＴＣＧＧＴＴＴＣＡＧＡＡＧＴＧＣＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＴＣＴＣＣＧＣＣＡＡＣＡＧＣＴＴＣＴＣＣＴ⁃３′

ＩＬ⁃６ 正向 ５′⁃ＴＡＣＣＡＣＴＴＣＡＣＡＡＧＴＣＧＧＡＧＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＧＣＡＡＧＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＴＴＧＴＴＣ⁃３′

ＴＮＦ⁃α 正向 ５′⁃ＧＧＴＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＣＣＡＴＡＧＡＡＣＴＧＡＴＧＡＧＡＧＧＧＡＧ⁃３′

ＩＬ⁃１β 正向 ５′⁃ＧＣＴＡＣＡＡＧＡＧＧＡＴＣＡＣＣＡＧＣＡＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＣＴＧＧＡＣＣＣＡＴＴＣＣＴＴＣＴＴＧＧ⁃３′

ＣＣＬ５ 正向 ５′⁃ＣＣＴＧＣＴＧＣＴＴＴＧＣＣＴＡＣＣＴＣＴＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＣＡＣＡＣＴＴＧＧＣＧＧＴＴＣＣＴＴＣＧＡ⁃３′

ＣＸＣＬ１０ 正向 ５′⁃ＡＴＣＡＴＣＣＣＴＧＣＧＡＧＣＣＴＡＴＣＣＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＡＣＣＴＴＴＴＴＴＧＧＣＴＡＡＡＣＧＣＴＴＴＣ⁃３′

ＡＭＰＫα１ 正向 ５′⁃ＧＧＴＧＴＡＣＧＧＡＡＧＧＣＡＡＡＡＴＧＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＧＧＡＴＴＣＴＴＣＣＴＴＣＧＴＡＣＡＣＧＣ⁃３′

ＡＭＰＫα２ 正向 ５′⁃ＣＴＧＡＡＧＣＣＡＧＡＧＡＡＴＧＴＧＣＴＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＡＧＡＴＧＡＣＣＴＣＡＧＧＴＧＣＴＧＣＡＴ⁃３′

ＣＰＴ１Ａ 正向 ５′⁃ＧＧＣＡＴＡＡＡＣＧＣＡＧＡＧＣＡＴＴＣＣＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＧＴＧＴＣＣＡＴＣＣＴＣＴＧＡＧＴＡＧＣ⁃３′

ＡＣＣ 正向 ５′⁃ＡＴＧＴＣＴＧＧＣＴＴＧＣＡＣＣＴＡＧＴＡ⁃３′
反向 ５′⁃ ＣＣＣＣＡＡＡＧＣＧＡＧＴＡＡＣＡＡＡＴＴＣＴ⁃３′
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２􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞相关蛋白表达 　 取对数生

长期的 ＡＭＬ⁃１２ 细胞， 按 “２􀆰 ２” 项下方法分组及干预， 细

胞孵育 １２ ｈ， 使用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞并提取总蛋白，
使用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量， ９５ ℃金属浴煮沸变性 １０ ｍｉｎ，
即得蛋白样本。 蛋白样本经电泳、 转膜后， 加 ５％ 脱脂奶粉

溶液封闭膜 １ ｈ， 加入 ＡＭＰＫα、 ｐ⁃ＡＭＰＫα、 ＡＣＣ、 ＣＰＴ１Ａ
一抗 ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳ 洗 ３ 次， 加二抗孵育 １ ｈ， ＴＢＳ 洗

３ 次， 使用 Ｏｄｙｓｓｅｙ 荧光扫膜仪显影蛋白条带并保存图片。
加 ＧＡＰＤＨ 孵育 １ ｈ， ＴＢＳ 洗 ３ 次， 加二抗孵育 １ ｈ， 再次显

影。 蛋白条带使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５１ 软件分析其灰度值， 以目

的条带灰度值与内参条带灰度值比值表示目的蛋白相对表

达量。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 两两

组间比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 不同浓度 Ｐｕｒ 对 ＡＭＬ⁃１２ 细胞活力的影响 　 ０ ～ １００
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｕｒ 对 ＡＭＬ⁃１２ 细胞活力无明显抑制作用 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）， 见图 １。

图 １　 不同浓度 Ｐｕｒ 对细胞活力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 Ｐｕｒ 对 ＰＯ 诱导 ＡＭＬ１２ 细胞脂质沉积的影响　 尼罗红

染色显示， 对照组细胞红色荧光较为暗淡； ＰＯ 处理 ２４ ｈ
后， 与对照组比较， 模型组出现大量且强度高的红色荧光，
尼罗红染色面积百分比增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
Ｐｕｒ 浓度组红色荧光强度降低， 尼罗红染色面积百分比降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２Ａ～２Ｂ。
与对照组比较， 模型组 ＴＣ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， Ｐｕｒ 各浓度组 ＴＣ 水平降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ２Ｃ。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组细胞尼罗红染色和 ＴＣ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 Ｐｕｒ 对 ＰＡ 诱导 ＡＭＬ１２ 细胞 ＳＲＥＢＰ１ｃ、 ＦＡＳＮ、 ＣＤ３６、
ＡＣＡＣα、 ＰＰＡＲ⁃γ、 ＳＣＤ１ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与对照组比

较， 模型组细胞 ＳＲＥＢＰ１ｃ、 ＦＡＳＮ、 ＣＤ３６、 ＡＣＡＣα、 ＰＰＡＲ⁃
γ、 ＳＣＤ１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， Ｐｕｒ
４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞 ＳＲＥＢＰ１ｃ、 ＦＡＳＮ、 ＣＤ３６、 ＡＣＡＣα、
ＰＰＡＲ⁃γ、 ＳＣＤ１ ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
Ｐｕｒ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞 ＳＲＥＢＰ１ｃ、 ＡＣＡＣα、 ＰＰＡＲ⁃γ ｍＲＮＡ 表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。

３􀆰 ４ 　 Ｐｕｒ 对 ＰＡ 诱 导 ＡＭＬ１２ 细 胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、
ＣＣＬ５、 ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与对照组比较， 模型组

细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＣＬ５、 ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， Ｐｕｒ ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃
６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＣＬ５、 ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ｐｕｒ ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＣＬ５、 ＣＸＣＬ１０
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐｕｒ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞

ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４。
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组细胞 ＳＲＥＢＰ１ｃ、 ＦＡＳＮ、 ＣＤ３６、 ＡＣＡＣα、 ＰＰＡＲ⁃γ、 ＳＣＤ１ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组细胞 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＣＬ５、 ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ５　 Ｐｕｒ 对 ＰＡ 诱导 ＡＭＬ１２ 细胞 ＡＭＰＫα１、 ＡＭＰＫα２、 ＡＣＣ、
ＣＰＴ１Ａ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与对照组比较， 模型组细胞内

ＡＭＰＫα１、 ＡＭＰＫα２、 ＡＣＣ、 ＣＰＴ１Ａ ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， Ｐｕｒ ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ＡＭＬ⁃１２ 细胞

ＡＭＰＫα１、 ＡＭＰＫα２、 ＡＣＣ、 ＣＰＴ１Ａ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， Ｐｕｒ ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组细胞 ＡＭＰＫα１、 ＣＰＴ１Ａ
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５。
３􀆰 ６　 Ｐｕｒ 对 ＰＡ 诱导 ＡＭＬ１２ 细胞 ｐ⁃ＡＭＰＫα、 ＡＭＰＫα、 ｐ⁃
ＡＣＣ、 ＡＣＣ、 ＣＰＴ１Ａ 蛋白表达的影响 　 与对照组比较， 模

型组细胞 ｐ⁃ＡＭＰＫα ／ ＡＭＰＫα、 ｐ⁃ＡＣＣ ／ ＡＣＣ 及 ＣＰＴ１Ａ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， Ｐｕｒ 各浓度组细胞 ｐ⁃
ＡＭＰＫα ／ ＡＭＰＫα、 ｐ⁃ＡＣＣ ／ ＡＣＣ 及 ＣＰＴ１Ａ 蛋白表达均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。
４　 讨论

ＮＡＦＬＤ 的初期阶段通常起始于肝细胞内脂质的异常积

累， 脂质沉积导致了脂质代谢紊乱， 形成脂滴， 是 ＮＡＦＬＤ
病理进程发展的关键起点［１４］ 。 近年来， 多次打击学说正逐

渐兴起， 这一观点认为 ＮＡＦＬＤ 的发展是一个多因素相互作

用的过程， 不仅仅局限于脂质沉积和第二打击， 而是包括

遗传因素、 肠道微生物组变化、 代谢综合症等， 它们在不

同程度上对 ＮＡＦＬＤ 的发生和发展产生影响［１５］ 。 目前治疗

方案主要为日常生活干预， 建议超重者减轻体质量［１６］ 。 本

研究建立了 ＰＯ 诱导的体外脂质沉积细胞模型， 通过测定细

胞内 ＴＧ 水平， 及尼罗红染色法来评估脂滴沉积情况， 发现

Ｐｕｒ 可以有效减轻 ＰＯ 处理后 ＡＭＬ１２ 细胞内的脂质沉积

增加。
茜草始载于 《神农本草经》， 性寒， 味苦， 归肝经， 具

有行血凉血止血、 通经活络祛瘀的功效。 Ｐｕｒ 是从茜草根中

分离出来的天然蒽醌， 近年来在脂质代谢及抗炎抗氧化等

方面的药理学潜能备受瞩目［１７⁃１９］ 。 体外实验证实， Ｐｕｒ 具
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组细胞 ＡＭＰＫα１、 ＡＭＰＫα２、 ＡＣＣ、 ＣＰＴ１Ａ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组细胞 ＡＭＰＫα１、 ＡＭＰＫα２、 ＡＣＣ、 ＣＰＴ１Ａ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

有抑制 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞的分化和脂质积累的作用［２０］ 。 本研

究结果显示， Ｐｕｒ 可下调关键脂质代谢基因 ＳＲＥＢＰ１ｃ、
ＦＡＳＮ、 ＣＤ３６、 ＡＣＡＣα、 ＰＰＡＲ⁃γ 及 ＳＣＤ１ ｍＲＮＡ 表达， 提示

Ｐｕｒ 可通过调控脂肪酸合成改善肝细胞脂质代谢。 本研究还

发现， Ｐｕｒ 可下调炎症相关基因 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＣＬ５
及 ＣＸＣＬ１０ ｍＲＮＡ 表达， 提示 Ｐｕｒ 可抑制调节因脂肪酸摄取

引起的肝细胞炎症反应。
肝脂质沉积是由循环脂质的摄取和脂质处理之间的失

衡引起的， 这一过程主要通过循环脂质的摄取、 新生脂质

的合成、 脂肪酸氧化 （ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ， ＦＡＯ） 以及脂质

在极低密度脂蛋白中的输出［２１］ ， 这 ４ 个主要途径进行调

节。 ＡＭＰＫ 是细胞内能量平衡的感应器， 通过调控 ＡＣＣ 磷

酸化来影响丙二酰辅酶 Ａ （Ｍａｌｏｎｙｌ⁃ＣｏＡ） 的生成， Ｍａｌｏｎｙｌ⁃
ＣｏＡ 不仅是脂肪酸合成的中间产物， 同时抑制肉碱棕榈酰

转移酶 １Ａ （ＣＰＴ１Ａ） 的活性［２２］ 。 ＣＰＴ１Ａ 在 ＦＡＯ 过程中将

脂肪酸转运至线粒体内， 因此被认为是脂肪酸氧化的限速

酶［２３］ 。 ＡＭＰＫ 激活后通过磷酸化 ＡＣＣ 抑制 Ｍａｌｏｎｙｌ⁃ＣｏＡ 的

生成， 降低 Ｍａｌｏｎｙｌ⁃ＣｏＡ 浓度， 解除其对 ＣＰＴ１Ａ 的抑制作

用， 促进脂肪酸氧化， 增强脂肪酸的代谢， 从而提高 ＡＴＰ
水平并恢复能量平衡［２４⁃２６］ 。 本研究结果显示， Ｐｕｒ 可通过

激活 ＡＭＰＫ 信号通路， 增加 ｐ⁃ＡＣＣ 和 ＣＰＴ１Ａ 的表达。
综上所述， Ｐｕｒ 可抑制游离脂肪酸诱导的肝细胞脂质沉

积， 其可能与调控 ＡＭＰＫ ／ ＡＣＣ ／ ＣＰＴ１Ａ 信号通路有关， 本

研究结果可为 Ｐｕｒ 作为 ＮＡＦＬＤ 先导化合物提供一定的基
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础， 也为活血化瘀中药茜草的抗 ＮＡＦＬＤ 作用提供一定的科

学依据。
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