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基于肝脂调控为核心的中药调血脂活性和评价方法研究  
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摘  要：目的  构建适宜于评价中药以“肝脂调控”为核心的调血脂活性和评价的“多细胞来源”“稳定性好”的非酒精性

脂肪性肝病（non-alcoholic fatty liver disease，NAFLD）体外细胞模型，以利于精准发现中药脂代谢调控活性物质并评价其调

血脂药理学作用特征。方法  选择人肝癌 HepG2 细胞系及小鼠肝实质 AML12 细胞系，对造模试剂（油酸及棕榈酸）、造模

方法、作用浓度以及作用时间和溶媒选择进行文献和实验研究，并以 CCK-8 及油红 O 实验确定最佳造模浓度，进而循形人

体肝脂代谢轮廓，采用 Western blotting 法检测细胞中脂代谢相关蛋白的表达情况，作为模型评价标准。结果  经文献和实

验研究发现，10%无脂肪酸牛血清白蛋白（fatty acid free bovine serum albumin，BSA）为油酸溶媒，20% BSA 为棕榈酸溶媒

稳定性好；500 μmol/L 油酸及 500 μmol/L 油酸＋棕榈酸（体积比 2∶1）造模，作用 24 h，可显著增加细胞内脂质积累（P＜

0.001），且不影响细胞活性，证明造模成功；单独使用棕榈酸造模，对 2 种细胞损伤都较大，模型不适宜于调血脂物质发现

与评价；500 μmol/L 油酸及 500 μmol/L 油酸＋棕榈酸造模后，脂肪从头合成相关蛋白固醇调节元件结合蛋白-1（sterol 

regulatory element-binding protein-1，SREBP-1）、乙酰辅酶 A 羧化酶（acetyl-CoA carboxylase，ACC）及脂肪酸合酶（fatty acid 

synthase，FASN）的表达无显著变化，脂肪分解相关蛋白三酰甘油脂肪酶（adipose triglyceride lipase，ATGL）的表达显著升

高（P＜0.05、0.001），激素敏感脂肪酶（hormone sensitive lipase，HSL）的磷酸化显著降低（P＜0.05、0.01），脂肪酸氧化

相关蛋白过氧化物酶体增殖物激活受体 α（peroxisome proliferator-activated receptor alpha，PPARα）的表达无显著差异，肉碱

棕榈酰转移酶 1A（carnitine palmitoyl transferase 1A，CPT1A）的表达显著增加（P＜0.05）。结论  500 μmol/L 油酸及 500 

μmol/L 油酸＋棕榈酸（体积比 2∶1）造模 24 h，均可显著增加 HepG2、AML12 细胞中的脂质积累，成功构建 NAFLD 体外

细胞模型，且具有稳定、经济、高效的特点。 
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Abstract: Objective  To construct an in vitro cell model of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) with “multi-cell origin” and 

“good stability”, which is suitable for lipid-regulating activity and evaluation with “liver lipid regulation” as the core of traditional 

Chinese medicine, so as to facilitate the accurate discovery of lipid-regulating active substances of traditional Chinese medicine and 

evaluate their pharmacological effects of lipid regulation. Methods  HepG2 cell line of human hepatocellular carcinoma and AML12 

cell line of mouse liver parenchyma were selected, modeling reagents (oleic acid and palmitic acid), modeling methods, action 
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concentration, action time and solvent selection were studied by literature and experiments. CCK-8 and oil red O experiments were 

used to determine the optimal modeling concentration, and then the contour of human liver lipid metabolism was followed. The 

expressions of lipid metabolism-related proteins in cells was detected by Western blotting as a model evaluation standard. Results  It 

was found that 10% fatty acid free bovine serum albumin (BSA) was oleic acid solvent and 20% BSA was palmitic acid solvent with 

good stability. 500 μmol/L oleic acid and 500 μmol/L oleic acid + palmitic acid (volume ratio 2∶1) treated for 24 h could significantly 

increase the intracellular lipid accumulation (P < 0.001) without affecting the cell activity, which proves that the modeling is successful. 

Palmitic acid modeling alone caused great damage to both kinds of cells, so the model was not suitable for the discovery and evaluation 

of lipid-lowering substances. After modeling with 500 μmol/L oleic acid and 500 μmol/L oleic acid + palmitic acid, expressions of de 

novo lipogenesis synthesis related proteins sterol regulatory element-binding protein-1 (SREBP-1), acetyl-CoA carboxylase (ACC) 

and fatty acid synthase (FASN) were not significantly increased, but the expression of lipolysis related protein adipose triglyceride 

lipase (ATGL) was significantly increased (P < 0.05, 0.001), and phosphorylation of hormone sensitive lipase (HSL) was significantly 

decreased (P < 0.05, 0.01), and the expression of peroxisome proliferator-activated receptor α (PPARα), a protein related to fatty acid 

oxidation, had no significant difference, while the expression of carnitine palmitoyl transferase 1A (CPT1A) was significantly increased 

(P < 0.05). Conclusion  500 μmol/L oleic acid and 500 μmol/L oleic acid + palmitic acid (volume ratio of 2∶1) can significantly 

increase the lipid accumulation in HepG2 and AML12 cells, and successfully construct the cell model of NAFLD in vitro, which is 

stable, economical and efficient. 

Key words: liver lipid metabolism; in vitro model; non-alcoholic fatty liver disease; free fatty acid; oleic acid; palmitic acid

脂代谢功能紊乱是指长期能量摄入与代谢失衡

导致大量脂质堆积，引起内分泌环境紊乱和异位脂

质积累，导致脂毒性代谢应激，进而促进肝脏、脂

肪组织和骨骼肌等靶器官的代谢功能失调与慢性炎

症[1]。肝脏是参与脂肪代谢的主要器官，作为脂质

平衡的中心调节器，是脂蛋白摄取、形成、输出和

循环的主要加工中心 [2-3]。非酒精性脂肪性肝病

（non-alcoholic fatty liver diseases，NAFLD）是指

5%～10%的肝细胞出现大泡状脂肪变性，或肝内三

酰甘油（triglyceride，TG）质量分数超过 5.5%[4]。

NAFLD 已经发展成为全球最常见的慢性肝病，且

增长迅速，约 25%的人口患有 NAFLD[5-6]。近年来，

我国的 NAFLD 发病率明显上升，已成为仅次于病

毒性肝炎的第二大肝病。高发病率的 NAFLD 严重

影响了人类的生活健康，给社会造成沉重的经济负

担。因此，有效调控肝脂代谢稳态的治疗手段在当

下社会显得愈发重要[6]。 

中医本无 NAFLD 的病名，其最早记载于《难

经》中，属于中医“肝癖”“痰证”“胁痛”“积聚”

等范畴，调肝化浊、健脾利湿、养血柔肝等是其有

效治法[7-10]。鉴于目前西医临床针对 NAFLD 尚缺乏

特效治疗策略，亟需在中医药临床丰富的有效经验

中发现并开发创新中药。目前 NAFLD 动物模型制

备存在造模时间长、价格昂贵现象，不适宜于中药

调控肝脂代谢的活性成分高效筛选，体外细胞模型

构建方法统一性较差，如细胞系选择、油酸及棕榈

酸造模浓度、单用还是合用、溶媒选择、造模时间

及评价指标等方面，文献各不相同，差异较大。因

此，亟需建立与临床发病机制相吻合、适宜于以“肝

脂调控”为核心的中药调血脂活性和评价方法研究，

且不同细胞来源的稳定、经济、高效的 NAFLD 体

外细胞模型，以更好地适应创新中药发现、不同药

理学特征的评价研究，也为建立统一的模型标准提

供数据支撑。 

1  材料 

1.1  细胞系 

小鼠肝实质细胞 AML12 细胞系购自中国科学

院干细胞库，人肝癌 HepG2 细胞系购自中国科学院

上海细胞生物学研究所。 

1.2  药品与试剂 

油酸（批号 30138518）、棕榈酸（批号 30139518）

购自上海国药集团化学试剂有限公司；青霉素-链霉

素（批号 S110JV）、DMEM/F12（1∶1）培养基（批

号 L310KJ）、胰岛素-转铁蛋白-硒添加剂（批号

S450J7）购自上海源培生物科技股份有限公司；

DMEM 培养基（批号 C11995500BT）、胎牛血清（批

号 A3160801）购自美国 Gibco 公司；地塞米松（批

号 D1756）、油红 O（批号 O0625）购自美国 Sigma

公司；无脂肪酸牛血清白蛋白（fatty acid free bovine 

serum albumin，BSA，批号 ST025）、蛋白酶抑制剂

混合物（批号 P1050-1）、磷酸酶抑制剂混合物（批

号 P1050-2）购自上海碧云天生物技术有限公司；
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CCK-8 试剂盒（A311-02）、BCA 蛋白浓度测定试剂

盒（批号 E112-01）、高敏型 ECL 化学发光检测试剂

盒（批号 E412-01）购自南京诺唯赞生物科技股份

有限公司；TG 测定试剂盒（批号 A110-1-1）购自南

京建成生物工程研究所；酮体含量检测试剂盒（批

号 BC5065）购自北京索莱宝科技有限公司；固醇调

节元件结合蛋白-1（sterol regulatory element-binding 

protein-1，SREBP-1）一抗（批号 ab28481）、过氧化

物酶体增殖物激活受体 α（peroxisome proliferator-

activated receptor alpha ， PPARα ）一抗（批号

ab126285）、肉碱棕榈酰转移酶 1A（ carnitine 

palmitoyl transferase 1A，CPT1A ）一抗（批号

ab234111）购自英国 Abcam 公司；乙酰辅酶 A 羧化

酶（acetyl-CoA carboxylase，ACC）一抗（批号

3676S）、脂肪酸合酶（fatty acid synthase，FASN）

一抗（批号 3180S）、三酰甘油脂肪酶（adipose 

triglyceride lipase，ATGL）一抗（批号 2138S）、激

素敏感脂肪酶（hormone sensitive lipase，HSL）一抗

（批号 4107S）、磷酸化 HSL（phosphorylated HSL，

p-HSL）一抗（批号 45804S）购自美国 CST 公司；

β-肌动蛋白（β-actin）一抗（批号 20536-1-AP）购

自美国 Proteintech 公司；HRP 标记的山羊抗兔 IgG

抗体（批号 GB23303）购自武汉赛维尔生物科技有

限公司。 

1.3  仪器 

精密电子天平（瑞士梅特勒-托利多有限公司）；

CKX53 型倒置生物显微镜（日本 Olympus 公司）；

HH-S 型恒温水浴锅（北京市永光明医疗仪器厂）；

5200 型全自动化学发光图像分析系统（上海天能科

技有限公司）；Multiskan Go-1510 型全波长酶标仪、

3111 型 CO2 培养箱（美国 Thermo Fisher Scientific

公司）；SDS PAGE 凝胶电泳及转膜电泳仪（美国

Bio-Rad 公司）。 

2  方法 

2.1  文献检索 

检索中国知网（CNKI）中以 HepG2 为细胞模

型，研究中药调血脂活性的期刊文献，以“NAFLD”

“HepG2”为主题词，时间为 2018 年 1 月 1 日至 2023

年 2 月 4 日；以“NAFLD”“HepG2”“Traditional 

Chinese Medicine”为主题词在 PubMed 数据库中搜

索近 5 年文献，通过阅读标题与摘要首先排除与中

药、中药方剂及中药活性成分研究无关的文献；然

后进行全文阅读，筛选出明确标识造模方法的文献

纳入统计。 

2.2  油酸、棕榈酸储存液的配制 

将油酸加入到 0.1 mol/L NaOH 溶液中，置于

75 ℃水浴锅中皂化 30 min，得 20 mmol/L 油酸溶

液，之后加入到等体积的 20% BSA 溶液中充分混

匀，得 10 mmol/L 油酸储存液（含 10% BSA）。 

将棕榈酸加入到 0.1 mol/L NaOH 溶液中，置于

75 ℃水浴锅中皂化 30 min，得 40 mmol/L 棕榈酸

溶液，之后加入到等体积的 40% BSA 溶液中充分

混匀，得 20 mmol/L 棕榈酸储存液（含 20% BSA）。 

将储存液于超净台中过 0.22 μm 微孔滤膜，置

于 4 ℃冰箱保存。使用时用相应的细胞培养基稀释

至所需浓度，油酸＋棕榈酸组为油酸与棕榈酸体积

比 2∶1 配制。 

2.3  细胞培养 

AML12 细胞用含 10%胎牛血清、1%胰岛素-转

铁蛋白-硒添加剂、1%青霉素-链霉素、40 ng/mL 地

塞米松的 DMEM/F12 培养基培养；HepG2 细胞用

含 10%胎牛血清、1%青霉素-链霉素的 DMEM 培养

基培养。细胞于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，取

对数生长期细胞进行实验。 

2.4  CCK-8 实验 

细胞以 1×106 个/mL 接种于 96 孔板中，贴

壁生长 24 h，设置对照组、油酸组、棕榈酸组和

油酸＋棕榈酸组，对照组仅加入培养基，其余各组

分别加入 125、250、500、800、1000 μmol/L 相应药

物，继续培养 24 h，用 CCK-8 试剂盒测定细胞活力。 

2.5  油红 O 实验 

细胞以 1×106 个/mL 接种于 12 孔板中，贴壁

生长 24 h，设置对照组、油酸组和油酸＋棕榈酸组，

对照组仅加入培养基，其余各组分别加入 125、250、

500、800、1000 μmol/L 相应药物，继续培养 24 h。

用 4%多聚甲醛固定 30 min，在 60%异丙醇中孵育

2 min。然后在 37 ℃下用 60%油红 O 染色 20 min，

60%异丙醇脱色 15 s 后，在磷酸盐缓冲液中漂洗 3

次。采用倒置生物显微镜拍摄图片。染色后的样品

在 100%异丙醇中室温摇晃 30 min，提取油红 O，

在 510 nm 处测定吸光度（A）值。 

2.6  TG 及酮体含量检测 

细胞以 1×106个/mL 接种于 6 孔板中，贴壁生

长 24 h，设置对照组、油酸组和油酸＋棕榈酸组，

对照组仅加入培养基，其余各组分别加入 500 

μmol/L 相应药物，继续培养 24 h。按说明书要求，



 中草药 2023 年 5 月 第 54 卷 第 10 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2023 May Vol. 54 No. 10 ·3161· 

   

收取培养基上清液检测酮体含量，收集细胞匀浆检

测细胞内 TG 含量。 

2.7  Western blotting 检测脂代谢相关蛋白表达 

细胞以 1×106个/mL 接种于 6 孔板中，贴壁生

长 24 h，设置对照组、油酸组和油酸＋棕榈酸组，

对照组仅加入培养基，其余各组分别加入 500 

μmol/L 相应药物，继续培养 24 h。收集细胞，加入

RIPA 缓冲液裂解，使用 BCA 蛋白定量试剂盒检测

蛋白浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳，转至 PVDF 膜，加入 5%脱脂奶粉，封闭

1 h，加入一抗，4 ℃孵育过夜；加入二抗，4 ℃孵

育 1.5 h；最后使用 ECL 化学发光检测试剂盒，在

全自动化学发光图像分析系统中显影[11]。 

2.8  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 8 统计软件对实验数据进

行分析，结果以 x s 表示，对符合正态分布的两组

数据进行非配对双尾 t 检验。 

3  结果 

3.1  利用 HepG2 细胞建立 NAFLD 模型的应用

现状 

HepG2 细胞是人肝癌细胞，保留了正常肝细胞

的糖脂代谢功能，是应用最广泛的 NAFLD 体外模

型之一 [12]。利用 CNKI 数据库，以“NAFLD”

“HepG2”为主题词搜索最近 5 年期刊文献 106 条，

筛选出与中药脂代谢研究相关且明确标识造模方法

的文章 49 篇，利用 PubMed 数据库，搜索最近 5 年

期刊文献 64 条，筛选出有效文章 38 篇。其中单独

使用油酸造模的 24 篇，占 28%；单独使用棕榈酸

造模的 20 篇，占 23%；使用油酸＋棕榈酸造模的

43 篇，占 49%。造模所用浓度从 100～1000 μmol/L

不等。造模或造模同时给药作用时间多为 24 h，

约占 91%。 

3.2  不同浓度脂肪酸对肝细胞活性的影响 

3.2.1  对 HepG2 细胞活性的影响  采用 125～1000 

μmol/L 油酸、棕榈酸、油酸＋棕榈酸处理 HepG2 细

胞，作用 24 h，可见不同浓度的脂肪酸均可浓度相

关性地降低 HepG2 细胞活力。油酸浓度达到 800 

μmol/L 时，细胞活性显著降低（P＜0.001）。棕榈酸

浓度达到 125 μmol/L 时，细胞活性显著降低（P＜

0.01），说明棕榈酸对细胞的损伤更大。油酸＋棕榈

酸浓度达到 1000 μmol/L 时，细胞活性才出现显著

降低（P＜0.001），说明油酸可一定程度抑制棕榈酸

对细胞的伤害（图 1-A）。 

3.2.2  对 AML12 细胞活性的影响  采用 125～

1000 μmol/L 油酸、棕榈酸、油酸＋棕榈酸处理

AML12 细胞，作用 24 h，可见油酸浓度达到 800 

μmol/L 时，细胞活性出现显著降低（P＜0.01）。棕

榈酸浓度达到 500 μmol/L 时，细胞活性显著降低

（P＜0.001）。油酸＋棕榈酸浓度达到 1000 μmol/L

时，细胞活性仍没有表现出显著降低（图 1-B）。相

较于 HepG2 细胞来说，脂肪酸对 AML12 细胞的伤

害更小。

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group, same as below figures 

图 1  不同浓度脂肪酸对 HepG2 细胞 (A) 及 AML12 细胞 (B) 活力的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 1  Effects of different concentrations of fatty acids on viability of HepG2 cells (A) and AML12 cells (B) ( x s , n = 5)
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3.3  不同浓度脂肪酸对肝细胞脂肪超载的影响 

3.3.1  对 HepG2 细胞脂肪超载的影响  采用 125～

1000 μmol/L 油酸、油酸＋棕榈酸处理 HepG2 细胞

24 h，细胞固定后，进行油红 O 染色，可见油酸、

油酸＋棕榈酸均呈浓度相关性地增加 HepG2 细胞

的脂质积累（P＜0.05、0.01，图 2-A）。结合 CCK-

8 实验结果，500 μmol/L 油酸及 500 μmol/L 油酸＋

棕榈酸在未导致 HepG2 细胞活力明显下降的情况

下，成功诱导了 NAFLD 细胞模型。接着检测干预

后细胞内 TG 的含量，发现与对照组比较，500 

μmol/L 油酸及 500 μmol/L 油酸＋棕榈酸均可显著

增加 HepG2 细胞内 TG 积累（P＜0.001，图 2-B）。 

3.3.2  对 AML12 细胞脂肪超载的影响   采用

125～1000 μmol/L 油酸、油酸＋棕榈酸处理 AML12

细胞 24 h，细胞固定后，进行油红 O 染色，可见油

酸、油酸＋棕榈酸均呈浓度相关性地增加AML12细

胞的脂质积累（P＜0.01、0.001，图 2-C）。结合 CCK-

8 实验结果，500 μmol/L 油酸及 500 μmol/L 油酸＋

棕榈酸在不影响 AML12 细胞活力的情况下，成功

诱导了 NAFLD 细胞模型。同样的，如图 2-D 所示，

500 μmol/L 油酸及 500 μmol/L 油酸＋棕榈酸可显著

增加 AML12 细胞中 TG 含量（P＜0.001）。 

由于棕榈酸对 2 种细胞的损伤都较大，且低剂

量的棕榈酸并不足以诱导 2 种细胞产生显著的脂质

堆积。所以按照当前棕榈酸配制方法，并不推荐单

独使用棕榈酸构建 NAFLD 细胞模型。 

3.4  不同浓度脂肪酸对脂代谢的影响 

3.4.1  对脂肪从头合成（De novo lipogenesis，DNL）

的影响  如图 3-A 所示，与对照组比较，500 μmol/L

油酸组和 500 μmol/L 油酸＋棕榈酸组的 HepG2 细

胞中 SREBP-1、ACC 及 FASN 的蛋白表达没有出现

显著升高。同样的，在 AML12 细胞中也未观察到

显著差异。表明在此模型中，脂肪酸的引入并没有

显著激活肝脏 DNL 的生理过程。 

3.4.2  对脂肪分解的影响  接着对调控肝细胞脂肪

分解速率的蛋白进行了检测，结果表明，在 2 种细

 

图 2  不同浓度脂肪酸对 HepG2 细胞 (A、B) 及 AML12 细胞 (C、D) 油红 O 染色及细胞内 TG 累积的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effects of different concentrations of fatty acids on oil red O staining and intracellular TG accumulation in HepG2 cells 

(A, B) and AML12 cells (C, D) ( x s , n = 3)
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A-脂肪从头合成相关蛋白表达  B-脂肪分解相关蛋白表达  C-脂肪酸氧化相关蛋白表达  D-酮体含量 

A-de novo lipogenesis related proteins expressions  B-lipolysis related proteins expressions  C-fatty acid oxidation related proteins expressions  

D-ketone bodies content 

图 3  不同浓度脂肪酸对 HepG2 细胞及 AML12 细胞脂代谢的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effects of different concentrations of fatty acids on lipid metabolism in HepG2 and AML12 cells ( x s , n = 3)

胞系的细胞模型中，ATGL 蛋白表达水平显著升高

（P＜0.05、0.001），而 HSL 的磷酸化水平显著降低

（P＜0.05、0.01，图 3-B）。说明肝细胞中脂肪超载

激活 TG 第一步水解的同时抑制了脂肪酸的进一步

生成，HSL 活性的降低促使肝细胞中脂质的进一步

积累。 

3.4.3  对脂肪酸氧化的影响  如图 3-C 所示，在

HepG2 细胞模型中，与对照组比较，油酸组和油

酸＋棕榈酸组的 PPARα 蛋白表达水平虽然存在降

低趋势但未出现显著差异，CPT1A 蛋白表达水平显

著升高（P＜0.05），表明过量的脂肪酸促进了肝细

胞中脂肪酸的氧化。在 AML12 细胞模型中观察到

同样的现象。为了进一步说明脂肪酸氧化的变化，

检测了细胞培养基中酮体含量的变化情况，发现在

HepG2 细胞和 AML12 细胞中，500 μmol/L 油酸和

500 μmol/L 油酸＋棕榈酸均显著升高了酮体的含量

（P＜0.001，图 3-D）。 

4  讨论 

NAFLD 是指除酒精外和其他明确的损肝因素

所致的，以弥漫性肝细胞大泡性脂肪变为主要特征

的临床病理综合征[13]。游离脂肪酸可用于肝脏摄取

和再酯化为 TG，是肝中 TG 库的主要来源，在
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NAFLD 的发生发展中起着重要作用[14]。棕榈酸和

油酸是最丰富的游离脂肪酸，与正常人群相比，

NAFLD 患者血浆中棕榈酸和油酸的含量显著增

加[15]。研究表明棕榈酸对肝细胞有显著的细胞毒性

效应，通过联合油酸可减轻细胞损伤[16]。 

文献研究发现，目前在以肝脂调控为核心的中

药调血脂活性物质发现和评价中所使用的模型较为

多样，统一性较差。HepG2 细胞是人肝癌细胞，具

有生长速度快、易于培养、脂滴形态学变化明显等

特点，被广泛用于肝脂代谢的研究中[12]。AML12 细

胞是小鼠正常肝细胞，属于永生化细胞，具有稳定

的表型，存在过氧化物酶体和胆小管样结构，更容

易标准化，适用于多种肝脏疾病的研究[17]。本研究

利用油酸、棕榈酸在体外分别诱导人源 HepG2 细胞

及鼠源 AML12 细胞脂肪变性，并通过检测脂代谢

相关蛋白的表达阐释模型特点。 

在造模时间的选择上，根据不同的实验目的，多选

择 1～48 h，其中应用最多的为 24 h（占 94%）[18-21]。

根据中药的作用特点、细胞生长周期及前期实验结

果，选择 24 h 作为本研究中 2 种细胞模型的造模时

间。另外，目前可供选择的脂肪酸溶媒也较多，文

献中多存在对溶媒表述不清的现象。常使用的包括

甲醇、乙醇、二甲亚砜等有机溶剂，但都对细胞有

较大的毒性作用，且溶解不充分，导致模型稳定性

差。本研究选择毒性较小的 BSA 作为溶媒，可与游

离脂肪酸稳定结合，同时更加符合脂肪酸在体内的

运输特点[22]。实验结果表明，500 μmol/L 油酸及 500 

μmol/L 油酸＋棕榈酸干预细胞 24 h 后，在不影响

细胞活性的情况下能够显著增加细胞内脂质积累。

虽然在 800 μmol/L甚至更高浓度的油酸＋棕榈酸组

中 HepG2 细胞及 AML12 细胞的活力仍未下降，但

综合考虑药效验证敏感性，选择 500 μmol/L 作为构

建 NAFLD 体外模型的最佳剂量，在此浓度下，继

续验证了脂代谢相关蛋白的表达情况。 

DNL主要发生在肝脏中[23]。乙酰辅酶A在ACC

的作用下转化为丙二酰辅酶 A，继而通过 FASN 转

化为脂肪酸主要为棕榈酸，最终经过延长、酯化等

步骤形成 TG[23-24]。研究发现，NAFLD 患者的 DNL

速率显著增加，是导致肝脏脂质沉积的主要因素之

一[25]。患者肝脏脂肪中 15%～38%的棕榈酸酯来自

DNL，显著高于正常群体[26]。一方面大量棕榈酸的

产生可引发炎症和细胞凋亡；另一方面 DNL 的上

调促使细胞转向合成代谢而不是分解代谢，导致肝

脏脂质堆积[4]。SREBP-1 是 DNL 速率的主要调控因

子，在 NAFLD 患者中表达增强，同时促进 ACC 及

FASN 的表达[23]。在本研究的模型中，SREBP-1、

ACC 及 FASN 的表达并未出现显著升高。培养基中

添加大量的游离脂肪酸使得 DNL 进程并未激活。 

脂肪分解是 TG 分解为非酯化游离脂肪酸及甘

油进入体循环的生理过程[4]。其中，ATGL 是水解

TG 的第一步，也是限速步骤，生成甘油二酯和脂肪

酸[27]。研究表明，肝脏中 ATGL 的缺失可以减轻肝

脏炎症及内质网应激，减缓病程的发展[19]。HSL 是一

种多功能的酶，主要调控二酰甘油酯的分解，其蛋白

磷酸化可显著激活蛋白活性，促进脂解速率[28-29]。最

后，单甘酯脂肪酶（monoglyceride lipase，MGL）将

单酰甘油水解为甘油和脂肪酸。ATGL、HSL和MGL

的生理活性受不同蛋白质和辅助激活剂的相互调

节，共同确保脂解速率以适应代谢需要[30]。在本研

究的模型中，过量 TG 的积累显著促进了肝细胞中

ATGL 的表达，以激活 TG 水解的第一步。然而，过

量的游离脂肪酸负向调控了进一步的脂解过程，抑

制 HSL 的磷酸化。 

氧化供能是肝内脂肪酸代谢的主要途径。脂肪

酸的氧化由 PPARα 调节，长链脂肪酸依赖位于外膜

的 CPT1 进入线粒体中[1,31]。PPARα 的激活诱导了

线粒体、过氧化物酶体和细胞色素中脂肪酸氧化相

关基因的转录[32]。然而，这些过程会产生相当数量

的活性氧、氧化应激和有毒的二元酸，进一步促进

炎症产生[33]。丙酮是肝脏中脂肪酸氧化的中间产

物，包括乙酰乙酸、β-羟丁酸和丙酮。在 2 种模型

中，酮体的含量显著升高，PPARα 的表达呈降低趋

势，但未出现显著差异，CPT1A 的表达呈现不同程

度的显著增加，说明细胞中多余的脂肪酸大量进入

线粒体中，易造成线粒体 DNA 的氧化损伤，加剧

线粒体功能障碍和氧化应激。 

从上述结果可以看出，人源肝癌细胞 HepG2 与

鼠源正常肝细胞 AML12 所建立的模型差异并不明

显，在不超生理浓度的情况下，细胞内脂质积累均

随脂肪酸浓度的增加而增加；但与 HepG2 细胞相

比，AML12 细胞对脂肪酸引起的细胞毒性耐受力更

强，尤其是单独使用棕榈酸时，在浓度达到 250 

μmol/L 时，细胞活性仍未出现显著差异。从 TG 检

测可以看出，在相同的作用条件下 AML12 的脂质

积累更加严重，说明 AML12 细胞对脂肪酸变化更

加敏感。 
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本实验选用的脂肪酸浓度相对较低，对细胞伤

害较小。因此，更加适宜于反映 NAFLD 疾病初期

病理特征，对于后续疾病出现的炎症及细胞损伤，

可采用更高剂量的脂肪酸进行诱导；另外，实验采

用单一因素即脂肪酸浓度增加作为造模条件，不能

全面反映 NAFLD 临床中复杂的多重致病因素[34]，

因此，在药物发现或药效评价中可根据需求，注意

结合其他体外模型进行交互验证。 

综上，500 μmol/L 油酸、500 μmol/L 油酸＋棕

榈酸（体积比 2∶1）作用于 HepG2 细胞及 AML12

细胞可成功诱导 NAFLD 体外细胞模型，影响肝细

胞脂肪分解和脂肪酸氧化相关蛋白的表达，具有脂

质堆积稳定、成模周期较短、经济高效的特点。适

用于中药及中药方剂中调血脂活性物质的广泛筛

选，为有效治疗 NAFLD 的创新中药发现及不同药

理学特征的评价研究提供模型参考。 
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