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细胞三酰甘油"
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$代谢的影响及机制&方法
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采用
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细胞

为模型细胞!加入
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进行孵育!观察其对细胞内
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的影响!并采用荧光定量
:89

的方法!分析脂代谢过程中的关键酶基因!包
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&并进一步在细胞水平干扰关键酶基因!验证其对
3;

代谢的影响&结果
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细胞的
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水平!发现
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可显著抑制
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基因的表达及其在较高水平下促进
8:3$

基因的表达!其蛋白水平的表

达改变与基因表达一致&在细胞水平瞬时干扰
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的表达!在干扰
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后!
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降低
3;
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抑制
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起作用&结论
!

;:+

可减少肝
PD

K

;1

细胞内
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水平!其作用主要是通过抑制
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的表达而抑制脂肪酸的合成&
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&为葫芦科绞股蓝属植

物绞股蓝的根状茎或全草#为我国常用中药#具有清热解毒*止

咳化痰*补气生津*健脾安神之功效)现代药学研究表明#其主

要药效成分为绞股蓝总皂苷$
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D,"+#!D+

#
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&#它是从绞股

蓝中分离获得的
/%

余种皂苷的总称#现已研究发现其抗肿瘤*

抗血小板聚集*抗氧化*抗缺血再灌注损伤及调节脂质代谢等

作用显著#并能够有效地保护心脑血管和肝脏损伤'

$

(

)近年

来#越来越多的研究显示
;:+

对血脂代谢有重要的调节作用#

能有效防治高脂血症及动脉粥样硬化)如灌胃给予高脂乳剂

的大鼠服用
;:+

后#大鼠血脂中总胆固醇$

38

&*低密度脂蛋白

胆固醇$

7[7.8

&及三酰甘油$

3;

&水平有显著降低#对高密度

脂蛋白胆固醇$

P[7.8

&有升高作用#显示绞股蓝提取物具有

改善高脂血症的作用'

1

(

)在实验中发现
;:+

能通过对血脂的

调节#减少动脉粥样硬化的发生'

'.0

(

)其降低
38

*可能与促进

肝细胞低密度脂蛋白受体$

7[79

&的表达有关'

2

(

)尽管这些

研究提示
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对血脂代谢有重要的调节效应#但具体的机制

并不十分清楚)鉴于肝脏在脂质代谢中的核心作用及
3;

在

肝脏中蓄积导致脂肪肝的发生*发展#因此#本文选择肝
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细胞模型#探讨
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对
3;

的影响#并探索其作用

机制)
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&购自江苏

碧云天生物技术研究所)
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测定试剂盒购自上海生物制品

研究所)乙酰辅酶
?

羧化酶$

?8?8

&

?

*

?8?8O

*脂肪酸合成

酶$
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&*肉碱脂酰转移酶
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的抗体均
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细胞增殖活力测定
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采用
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法检测细胞的增殖活
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用二甲基亚砜
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的母液#实验

时用培液稀释至相应的浓度)
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接种于
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孔培养板#每

孔细胞数为
2W$%

' 个#实验组分别给予终浓度为
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*
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*

2

*

$
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F7

的
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#以
%&$S [=>̀

为溶剂对照)加药孵育时间
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&
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<
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F7

的
=33

#孵育
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#弃
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$2%

&

7

的
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#摇匀
$%F#,

#然后置

于酶标仪测波长
0(%,F

的每孔吸光度$

B

&#以对照组细胞为

$%%S

#其他组根据
B

值进行相应的换算)每组有
0

个重复

孔#实验重复
'

次)
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细胞内
3;

的测定
!

PD

K

;1

细胞接种于
)

孔板#每孔

的细胞数为
0W$%

2 个#接种过夜后再加入不同浓度的
;:+

孵

育
10C

#选用
2%

&

F"H

"

7

的非诺贝特$

5D,"I#MJE@D

&作为阳性对

照)细胞经加药处理后#收集细胞#进行
3;

的测定)具体方

法如下!各管加入
/%%

&

7

异丙醇#置冰上静置提取
$C

#然后置

0e$1%%%W

<

离心
$2F#,

)取上清真空抽干#最后用
1%

&

7

异丙醇溶解#用于测定细胞
3;

水平)

3;

水平的测定采用

3;

试剂盒根据说明书进行测定)另外取离心后的沉淀用
1%

&

7

的蛋白
96:?

裂解液溶解后测定其蛋白水平#采用
O8?

方

法按照操作说明进行#结果表示为每毫克细胞总蛋白中所含的

3;

$

&

<

"

F

<

&)每组有
'

个重复孔#实验重复
'

次)
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荧光定量
:89

!

PD

K

;1

细胞接种于
)

孔板#每孔的细

胞数为
0W$%

2 个#接种过夜后再加入不同浓度的
;:+

孵育
10

C

)收集细胞#每孔加入
$F7396\"H

裂解细胞后收集至
$&2

F7

无
94?

酶离心管#提取总
94?

)然后用
6,N#@J"

<

D,

产品

的反转录酶试剂盒$

>A

K

DJ>GJ#
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@669DNDJ+D3JE,+GJ#

K

@E+DR#@
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合成
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)以
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为模版#采用
3̀ ]̀ Ò

公司的荧光定

量
:89

试剂盒$

>]O9;JDD,9DEH@#FD:89 =E+@DJ=#Q

&进行

检测#内参基因选择
;?:[P

)具体方法如下!模版为
1

&

<

#引

物为
%&1

&

F"H

"

7

#

:89

预混合试剂为
$%

&

7

#加水补至
1%

&

7

的终体积#混合试剂置于
?O6-'%%

定量
:89

仪进行检测)反

应结束后计算
##

83

值#并设对照组为
$

)各基因的引物序

列#见表
$

)
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蛋白免疫印迹分析
!
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K

;1

细胞接种于
)

孔板#每孔

的细胞数为
0W$%

2 个#接种过夜后再加入不同浓度的
;:+

孵

育
10C

#选用
2%

&

F"H

"

7

的非诺贝特$

5D,"I#MJE@D

&作为阳性对

照)收集细胞#用蛋白裂解液$
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&收集细胞的总蛋白直接

用于蛋白免疫印迹分析)蛋白免疫印迹方法如下!每孔细胞总

蛋白的上样量为
$%

&

<

#用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离#然后用转

移至硝酸纤维素膜)用
2S

脱脂奶粉的含
%&$S

的
3J#+

缓冲

液$

3O>3

&室温封闭
1C

#再用一抗在
0e

孵育过夜)一抗用

3O>3

洗涤后#再用相应的二抗在室温孵育
$C

#最后用相应灵

敏度的
U87

发光剂进行发光)

>&?&J

!

+#94?

检测
!

PD

K

;1

细胞接种于
)

孔板#每孔的细胞

数为
1W$%

2 个#接种过夜后再加入干扰
94?

$

+#94?

&#

5?>4

的
+#94?

是购自于商品化的
0

个
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的混合物 $
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#
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&#并用
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作为阴性对

照)使用
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D,

公司的
H#

K

"IDG@EF#,D1%%%

按标准操作说

明进行转染)转染
0/C

后#再加入
;:+

处理
10C

#一部分样本

采用蛋白免疫印迹方法进行干扰效率的验证#一部分样本用于

测定细胞内
3;

水平#方法同上)
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统计学处理
!

采用
>:>>$'&%

软件进行统计#计量资料

用
DV5

表示#多组间的计量资料用
4̀U.̂ ?] ?4̀ c?

分

析#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)
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!

结
!!

果
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!
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可降低培养
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K

;1

细胞的
3;

水平
!

采用
=33

的

方法#观察
;:+

对
PD

K

;1

细胞的增殖活性影响)

;:+

为
$12

&

<

"

F7

时可显著降低
PD

K

;1

细胞的增殖活力#在
12

&

<

"

F7

时对细胞活性有轻度的抑制作用#而在
2

*

$

&

<

"

F7

时对细胞

增殖活性无明显抑制作用#见图
$

)因此#为了排除
;:+

其他

作用的干扰#本研究选择了
;:+12

*

2

*

$

&

<

"

F7

对肝细胞
3;

代谢的影响)

;:+

与
PD

K

;1

孵育
10C

后#测定细胞内
3;

水

平#发现
;:+12

*

2

&

<

"

F7

可显著降低细胞内
3;

水平#而在

;:+$

&

<

"

F7

时无明显作用)

;:+

在
12

&

<

"

F7

时对肝细胞

的降
3;

效应与阳性对照药非诺贝特$

5D,"I#MJE@D

&在
2%

&

F"H

"

7

时效应较为接近#显示其较好的降脂效果#见图
1

)

?&?

!

;:+

对脂肪酸代谢相关基因表达的影响
!

采用荧光定量

:89

的方法#检测
?8?8?

#

?8?8O

*

5?>4

*乙酰辅酶
?

乙酰

转移酶$

?8?3$

&*棕榈酰辅酶
?

氧化酶$

?8̀ b$

&*

8:3$

及

8:31

基因在
;:+

作用
10C

后的表达改变)

;:+

对
5?>4

有

显著的抑制作用#对
8:3$

在
12

&

<

"

F7

时有一定的促进作

用#而对其他一些基因的表达无明显影响$图
'

&)结果提示#

;:+

可能通过抑制脂肪酸的合成#及一定程度上激活脂肪酸氧

化来降低
3;

水平#而促进脂肪酸氧化与阳性对照药非诺贝特

作用特点相似)

((2

重庆医学
1%$)

年
1

月第
02

卷第
2

期



!!

$

!对照组%

1

!

$

&

<

"

F7;:+

组%

'

!

2

&

<

"

F7;:+

组%

0

!

12

&

<

"

F7

;:+

组%

2

!

$12

&

<

"

F7;:+

组%

E

!

!

$

%&%2

#与对照组比较)

图
$

!!

;:+

与
PD

K

;1

细胞孵育
0/C

对
PD

K

;1

细胞

增殖活性的影响

!!

$

!对照组%

1

!

$

&

<

"

F7;:+

组%

'

!

2

&

<

"

F7;:+

组%

0

!

12

&

<

"

F7

;:+

组%

2

!阴性对照组%

E

!

!

$

%&%2

#与对照组比较)

图
1

!!

;:+

与
PD

K

;1

孵育
10C

对细胞
3;

水平的影响

!!

$

!

?8?8?

%

1

!

?8?8O

%

'

!

5?>4

%

0

!

?8?3$

%

2

!

?8̀ b$

%

)

!

8:3$

%

-

!

8:31

)

E

!

!

$

%&%2

#与对照组相比)

图
'

!!

;:+

对脂肪酸合成及代谢关键酶基因表达的影响

?&@

!

;:+

可抑制
5?>4

的蛋白表达
!

;:+

可以显著降低

5?>4

的基因表达及促进
8:3$

的基因表达#由于蛋白水平是

分子功能的执行体#因此本研究进一步检测了这些分子在蛋白

水平的改变情况)用
;:+

处理
PD

K

;1

细胞
10C

#并选用阳性

对照药非诺贝特作为对照)采用蛋白免疫印迹的方法#检测药

物作用
10C

的蛋白表达#

;:+

可显著抑制
5?>4

的蛋白表达#

并与剂量浓度相关$图
0

&)

;:+

在
12

&

<

"

F7

时对
8:3$

的蛋

白表达有一定的促进作用#而阳性对照药非诺贝特可显著促进

8:3$

表达)另外#

?8?8?

也是脂肪酸合成的关键酶#结果

显示其在蛋白水平也无改变#与基因的检测结果一致)以上结

果提示#

;:+

降
3;

水平与其抑制脂肪酸合成有关#而与阳性

对照药非诺贝特主要促进脂肪酸氧化代谢有所不同)

?&I

!

干扰
5?>4

的表达可显著减少
;:+

的降脂效应
!

5?>4

的干扰效率采用蛋白免疫印迹方法进行验证#在
5?>4

未干

扰组中#加入
;:+

后#

5?>4

显著减少#而在
5?>4

干扰组中#

加入
;:+

后#

5?>4

下降幅度有所缩小$图
2?

&)同时#检测了

细胞内
3;

水平$图
2O

&#加入
;:+

后#细胞内的
3;

水平明显

下降#与上述结果一致%另外#

PD

K

;1

在干扰
5?>4

后#细胞内

的
3;

水平也显著下降#然而在干扰
3;

的情况下#

;:+

降
3;

的作用幅度显著减少)

!!

T

!不添加化合物%

f

!添加化合物)

图
0

!!

;:+

对脂肪酸合成及代谢酶的蛋白表达影响

!!

?

!蛋白免疫印迹方法%

O

!细胞内
3;

水平%

E

!

!

$

%&%2

#与对照组

比较)

T

!不添加化合物#

f

!添加化合物)

图
2

!!

干扰
5?>4

对
;:+

降脂效应的影响

@

!

讨
!!

论

本研究中#对
;:+

在肝
PD

K

;13;

代谢中的作用进行了

深入的研究#发现
;:+

具有明显降低肝
PD

K

;13;

的作用#提

示其在防治肝细胞脂肪沉积中的应用前景)肝细胞作为体内

脂代谢的中心枢纽#是连接血脂平衡和肝脏脂代谢平衡的关

键#本研究的结果也提示
;:+

能够减少血中
3;

#其可能的原

因是通过抑制肝脏的脂质合成来起作用)前期的研究中发现

;:+

可显著降低高脂肪高胆固醇饮食大鼠的血脂'

)

(

#如降低血

中的
3;

*

38

*游离脂肪酸及低密度脂蛋白#并且能够显著地减

少大鼠肝脏的脂质沉积#这一现象与本研究结果一致#即
;:+

可能在改善脂肪肝方面有一定的潜在应用价值)

回顾近几年的文献#许多研究关注
;:+

在抗肿瘤中的应

用#如
;:+

可通过促进内质网应激及线粒体凋亡通路诱导口

腔鳞癌细胞
>88.0

的周期阻滞及凋亡'

-

(

#还可通过下调
45.

*

O

及基质金属蛋白酶
(

$

==:.(

&来抑制
>88.0

细胞的转

%%)

重庆医学
1%$)

年
1

月第
02

卷第
2

期



移'

/

(

%

;:+

诱导线粒体凋亡的作用在多种肿瘤细胞中已经证

实#如结肠癌细胞'

(

(

*肺癌细胞'

$%.$$

(及肝癌细胞'

$1.$'

(

)这些研

究提示#

;:+

在一定的浓度下对肿瘤细胞有杀伤作用#因此为

了排除本模型中其对
PD

K

;1

的细胞毒作用带来的干扰#首先

摸索了合适的剂量浓度)

;:+

在
$12

&

<

"

F7

的浓度下可显著

抑制
PD

K

;1

细胞的增殖活性#而在
12

&

<

"

F7

浓度下虽有一

定的抑制#但相对不十分明显#因此选择了
12

&

<

"

F7

以下的

几个剂量浓度用于研究)在这样的浓度下#发现
;:+

抑制
3;

的作用是较为直接的作用)从另一方面来看#抑制
3;

合成可

能对其抗肿瘤作用有一定的帮助#因为脂质合成是肿瘤细胞增

殖分裂的物质基础)

为了研究
;:+

降细胞内
3;

的机制#本研究对脂肪酸代

谢中关键酶的基因进行了分析#如
?8?8

的两个亚基
?8?8?

和
?8?8O

#

?8?8

催化乙酰辅酶
?

生成丙二酰辅酶
?

#是脂

肪酸从头合成的限速酶#也是降脂药物开发的潜在靶点'

$0.$2

(

#

然而
;:+

对其无影响)

5?>4

是促进脂肪酸长链合成的主要

催化酶#对于脂肪酸的合成至关重要)本研究结果显示#

;:+

可显著抑制
5?>4

的基因表达#提示其重要的降脂机制)本

研究也考察了脂肪酸合成过程中的
?8?3$

#发现对其无明显

调节作用)另外#也对脂肪酸
(

氧化代谢的酶进行了分析#如

?8̀ b$

#它是脂肪酸
(

氧化的第一个催化酶#然而
;:+

亦对其

表达无明显作用%

8:3$

是脂肪酸
(

氧化代谢的关键限速酶#

;:+

在较高的浓度下可促进其表达#提示
;:+

可能也促进脂

肪酸的氧化代谢)本研究在蛋白水平进行验证#结果与基因的

表达一致#即
;:+

显著抑制
5?>4

的表达及在较高浓度下促

进
8:3$

的表达)以上结果提示
;:+

可能通过抑制脂肪酸合

成及促进其氧化来降低
3;

水平)

为了进一步验证
5?>4

在
;:+

降
3;

的作用#本研究观

察在干扰
5?>4

的情况下
;:+

降
3;

的效应)结果显示#干

扰
5?>4

可显著降低肝细胞
3;

水平%与非干扰
5?>4

的条

件下
;:+

降
3;

的效应相比#

PD

K

;1

细胞在干扰
5?>4

后

;:+

降
3;

的幅度显著减少#结果表明
5?>4

是
;:+

降
3;

的

主要机制#即
;:+

通过抑制
5?>4

表达而降低
3;

的效应)

虽然
;:+

也可能存在促进脂肪酸
(

氧化代谢#本研究结果提

示其可能的主要作用是通过抑制
5?>4

来介导)但是
;:+

是

如何来抑制
5?>4

的表达#并不清楚#有待于今后进一步的深

入研究)

综上所述#本研究首次报道了
;:+

对培养肝
PD

K

;1

细胞

的降脂效应#其降
3;

效应主要是通过抑制
5?>4

的表达来抑

制脂肪酸的合成#另一方面可能在一定程度上具有促进脂肪酸

(

氧化代谢的作用)本研究结果为阐释
;:+

降脂效应提供了

理论基础#并为其今后在临床上的应用提供实验依据#具有重

要的科学意义)然而目前对于
;:+

在降脂中的作用及机制仍

十分有限#需要进一步系统全面的深入研究#才能为其临床应

用提供良好的研究基础)
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