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非酒精性脂肪肝（NAFLD）是一种常见慢性肝脏疾

病[1]，其病理特征主要为肝细胞内脂质大量堆积，其中以

三酰甘油（TG）的累积为主[2]，可进一步发展至肝硬化、

肝细胞癌等[3]。“双重打击学说”作为NAFLD的发病机制

已被广泛认可，即脂质在肝脏细胞质内的聚集（即“第一

次打击”）触发了一系列的细胞毒性事件（即“第二次打

击”），从而导致肝损伤[4]。因此，抑制肝细胞内脂质堆积

成为了预防和治疗NAFLD的重要途经。
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摘 要 目的：研究甲基尿石素A对油酸诱导的人肝癌Huh-7细胞脂质累积的改善作用及机制。方法：采用油酸诱导建立细胞脂

质累积模型。取Huh-7细胞，分为对照组（培养基）和模型组（1 mmol/L油酸）、低剂量药物组（1 mmol/L油酸+10 μmol/L甲基尿石

素 A）和高剂量药物组（1 mmol/L 油酸+20 μmol/L 甲基尿石素 A），采用油红 O 染色法观察细胞中脂质累积情况；采用三酰甘油

（TG）酶法测定细胞内 TG 含量，采用聚合酶链式反应（PCR）法检测细胞中脂肪酸合成酶（FASN）、胆固醇调节元件结合蛋白 1

（SREBP-1）、过氧化物酶体增殖剂激活受体α（PPAR-α）、PPAR-γ的mRNA表达水平；采用Western blotting法检测细胞中FASN的蛋

白表达水平。结果：采用油酸诱导后，细胞膜周围出现大量脂滴累积；细胞内脂质及 TG 含量均显著升高，FASN、SREBP-1、

PPAR-γ的mRNA表达水平及FASN的蛋白表达水平均显著升高，PPAR-α的mRNA表达水平显著降低（P＜0.01）。采用甲基尿石

素 A 干预后，细胞膜周围的脂滴明显减少；细胞中脂质及 TG 含量均显著降低，FASN、SREBP-1、PPAR-γ的 mRNA 表达水平及

FASN的蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。结论：甲基尿石素A对油酸诱导的Huh-7细胞脂肪累积有一定的改善作

用，其机制可能与下调FASN、SREBP-1、PPAR-γ等相关因子的表达，抑制脂肪酸从头合成、促进脂质代谢有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improvement effect and mechanism of methylated urolithin A on oleic acid-induced lipid

accumulation in human liver cancer Huh-7 cells. METHODS：Oleic acid was adopted to induce lipid accumulation model cells.

Huh-7 cells were divided into control group（culture medium），model group（1 mmol/L oleic acid），low-dose group（1 mmol/L

oleic acid+10 μmol/L methylated urolithin A）and high-dose group（1 mmol/L oleic acid+20 μmol/L methylated urolithin A）. Oil

red O staining was used to observe lipid accumulation in cells. Triglyceride（TG）enzyme assay was applied to determine the TG

content in cells. PCR was employed to detect the mRNA expression of FASN，SREBP-1，PPAR-α and PPAR-γ in cells. Western

blotting was used to determine the protein expression of FASN in cells. RESULTS：After induced by oleic acid，a large amount of

lipid droplet accumulated around the cells；the intracellular lipid and TG content，mRNA expression levels of FASN，SREBP-1 and

PPAR-γ，protein expression levels of FASN were increased significantly，while mRNA expression level of PPAR-α was decreased

significantly（P＜0.01）. After intervened with methylated urolithin A，lipid droplet around the cells decreased significantly；the

contents of lipid and TG in cells were decreased significantly，while the mRNA expression levels of FASN，SREBP-1 and PPARγ

and protein expression level of FASN were decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Methylated urolithin A

can improve oleic acid-induced lipid accumulation in Huh-7 cells，the mechanism of which may be associated with inhibiting fat

synthesis，promoting lipid metabolism and down-regulating the expression of metabolism-related factors as FASN，SREBP-1 and

PPAR-γ.
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尿石素类（Urolithins）化合物是存在于石榴等水果

及其他坚果中的鞣花单宁经体内肠道菌群作用后代谢

而成的一类具有不同酚羟基的二苯并喃-6-酮衍生物，其

具有抗癌、降脂、抗炎、抗氧化等作用[5]。Kang I等[6]研究

发现，尿石素 A、B、D 均可减少脂肪肝细胞中 TG 的累

积。但尿石素类化合物分子结构中含有多个酚羟基，易

被氧化[7]，故其化学性质不稳定、生物利用度较低，限制

了其广泛应用。甲基尿石素A是尿石素A结构上第8位

的羟基中氢原子被甲基取代后的产物，其与尿石素A、B

等具有相似的药理学作用，且因甲基取代使其化学性质

比尿石素A更为稳定，故其生物利用度得以提高；此外，

甲基尿石素A相较于尿石素A等更易合成、成本更低，

因此更具开发应用价值[8-9]。Qiu Z等[10]研究表明，甲基

尿石素A与尿石素A、B具有相似的抗炎、抗增殖作用。

但目前关于甲基尿石素A改善脂质累积方面的作用尚

未见研究报道。基于此，本课题组采用油酸诱导人肝癌

Huh-7细胞建立脂质累积模型，考察甲基尿石素A对脂

质累积的改善作用并探讨其分子机制，为该化合物的进

一步开发应用提供理论基础。

1 材料
1.1 仪器

MCO-15AC 型 CO2 培养箱（日本 Sanyo 公司）；

xMark型酶标仪、Trans-Blot® TurboTM全能型蛋白转膜系

统、Power Pac Basic 型电泳仪、TC20 型细胞计数器、

CFX96 型实时荧光定量 -聚合酶链式反应（Real-time

PCR）仪（美国Bio-Rad公司）；Allegra 64R型高速冷冻离

心机（美国 Beckman Coulter 公司）；CKX31型倒置显微

镜（日本Olympus公司）；XB 220A型分析天平（瑞士Pre-

cisa公司）。

1.2 药品与试剂

甲基尿石素A原料药[武汉大学人民医院药学部周

本宏教授合成惠赠，纯度（高效液相色谱法）：＞97％]；

油酸[阿拉丁试剂（上海）有限公司，批号：O108484]；

CCK-8试剂盒（日本同仁化学研究所，批号：CK04）；组

织细胞TG酶法测定试剂盒（北京普利莱技术有限公司，

批号：E1013）；BCA 蛋白定量试剂盒、ECL 超敏化学发

光液、M-PERTM 哺乳动物蛋白抽提试剂、InvitrogenTM

TRIzolTM RNA提取试剂、InvitrogenTM SuperScriptTM Ⅳ逆

转录酶（美国Thermo Fisher Scientific公司）；蛋白酶抑制

剂、磷酸酶抑制剂（北京康为世纪生物科技有限公司）；

脂肪酸合成酶（FASN）、胆固醇调节元件结合蛋白 1

（SREBP-1）、过氧化物酶体增殖剂激活受体α（PPAR-α）、

PPAR-γ、β-actin的上下游引物（美国 Invitrogen公司）；兔

FASN单克隆抗体、兔β-actin单克隆抗体、辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔 IgG二抗（美国CST公司，批号分别为

C20G5、4970、7074）；荧光定量PCR试剂（上海星汉生物

科技有限公司）；胎牛血清（美国Gibco公司）；牛血清白

蛋白（BSA，北京索莱宝科技有限公司）；DMEM高糖培

养基、PBS（pH 7.4）、0.25％胰蛋白酶溶液、青霉素-链霉

素双抗（美国Hyclone公司）；十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺（SDS-PAGE）凝胶试剂盒（美国EpiZyme Scientific公

司）；油红O染液（武汉谷歌生物科技有限公司）；其余试

剂均为分析纯或实验室常用规格，水为超纯水。

1.3 细胞

人肝癌 Huh-7细胞购自中国科学院生物化学与细

胞生物学研究所。

2 方法
2.1 细胞培养

Huh-7细胞用含 10％胎牛血清、100 U/mL青霉素、

100 μg/mL链霉素的DMEM高糖培养基（以下简称“培

养基”），在 37 ℃、5％CO2的培养箱中培养（以下培养条

件相同）。取对数生长期细胞，先经胰蛋白酶消化后，再

进行后续试验。

2.2 药物溶液配制

2.2.1 油酸溶液 吸取油酸10 µL，加入0.1 mol/L NaOH

溶液 305 µL，于 70 ℃水浴中加热 30 min，制成 100

mmol/L 的油酸母液；以 10％BSA 溶液稀释制成 10

mmol/L的油酸溶液，以0.22 μm滤膜滤过即得，于－20℃

条件下保存，备用。

2.2.2 甲基尿石素A溶液 称取甲基尿石素A原料药

48.2 mg，以二甲基亚砜1 mL溶解制成200 mmol/L的母

液，于－20 ℃条件下保存，备用。临用时以培养基稀释

制成20 mmol/L的溶液，以0.22 μm滤膜滤过后使用 。

2.3 造模/给药浓度筛选

2.3.1 油酸造模浓度筛选 （1）取对数生长期Huh-7细

胞，以5×104个/孔的密度接种于12孔培养板，每孔1 mL，

培养 24 h后，分为对照组和不同浓度油酸组。其中，对

照组加入培养基，其余组分别加入含油酸终浓度为0.5、

1.0、1.5、2.0、2.5 mmol/L的培养基，培养24 h。取细胞用

PBS清洗3次，75％乙醇固定20 min，在避光条件下以油

红O染液染色 30 min[11]，PBS清洗后在显微镜下观察细

胞内脂质累积情况；然后每孔加入 60％异丙醇 0.5 mL，

室温放置15 min以充分溶解细胞上附着的染液[12]；采用

酶标仪于 485 nm波长处测定各孔吸光度（A），A值越大

则表明脂质含量越高。（2）取对数生长期Huh-7细胞，以

8×103个/孔的密度接种于96孔板，每孔100 μL，培养24 h

后，分为对照组和不同浓度药物组（加样量同“（1）”项

下），培养 24 h。另设不含细胞、只加入培养基的空白

组。每孔加入CCK-8 试剂10 μL，继续培养2 h后，采用

酶标仪于450 nm波长处测定各孔A值，并计算细胞存活

率 [细胞存活率＝（A 给药组－A 空白组）/（A 对照组－A 空白组）×

100％]。每组设置4个复孔，试验重复3次。

2.3.2 甲基尿石素A给药浓度筛选 按“2.3.1（2）”项下

方法接种细胞、培养，分为对照组和不同浓度甲基尿石

素 A 组，并另设空白组。其中，空白组、对照组同法处
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理，其余组分别加入含甲基尿石素A终浓度为5、10、20、

40、80 μmol/L的培养基，培养24 h。按“2.3.1（2）”项下方

法，自“每孔加入CCK-8 试剂10 μL……”起同法操作，测

定并计算细胞存活率。每组设置 4个复孔，试验重复

3次。

2.4 甲基尿石素A对细胞中脂质累积的影响考察

取对数生长期Huh-7细胞，以 8×104个/孔的密度接

种于12孔培养板，每孔1 mL，培养24 h后，分为对照组、

模型组（剂量根据“2.3.1”项结果确定）、低剂量药物组

（剂量根据“2.3.2”项结果确定）和高剂量药物组（剂量根

据“2.3.2”项结果确定）。其中，对照组加入培养基，其余

组分别加入含相应终浓度油酸或油酸+甲基尿石素A的

培养基，培养 24 h。然后按“2.3.1（1）”项下方法，自“取

细胞用PBS清洗3次，75％酒精固定20 min……”起同法

操作，进行油红O染色，观察细胞内脂质累积情况并测

定各孔A值。每组设置3个复孔，试验重复3次。

2.5 甲基尿石素A对细胞中TG含量的影响考察

取对数生长期Huh-7细胞，以 5×106个/皿的密度接

种于细胞培养皿，每皿 5 mL，培养 24 h后，按“2.4”项下

方法分组、给药及培养。按照TG酶法测定试剂盒说明

书步骤，测定细胞中TG含量。每组设置3个复孔，试验

重复3次。

2.6 甲基尿石素A对细胞中FASN、SREBP-1、PPAR-α、

PPAR-γ的mRNA表达的影响考察

采用PCR法检测。取对数生长期Huh-7细胞，以2×

106个/孔的密度接种于6孔培养板，每孔2 mL，培养24 h

后，按“2.4”项下方法分组、给药及培养。采用TRIZol试

剂抽提细胞RNA，并采用逆转录酶逆转录成 cDNA后检

测 FASN、SREBP-1、PPAR-α、PPAR-γ的 mRNA 表达水

平。PCR 反应体系（10 µL）组成：cDNA 0.5 µL，上下游

引物 1.0 µL，2×Taq PCR Mix 5.0 µL，双蒸水 3.5 µL。扩

增条件：95 ℃预变性 2 min；95 ℃变性 10 s，62 ℃退火

30 s，72 ℃延伸15 s，共40个循环（引物序列见表1）。以

β-actin为内参，采用2－ΔΔCt法[13]计算相关基因的mRNA表

达水平（Ct表示每个反应管内的荧光信号达到设定阈值

时所经历的循环数）。每组设置 3个复孔，试验重复

3次。

表1 引物序列

Tab 1 Primer sequence

基因名称
β-actin

FASN

SREBP-1

PPAR-α

PPAR-γ

引物序列
正向：5′-GTCCACCGCAAATGCTTCTA-3′
反向：5′-TGCTGTCACCTTCACCGTTC-3′
正向：5′-TGGTCTTTCTGTGCTTGGATT-3′
反向：5′-GGAGTCTTGGCAGGGTGGA-3′
正向：5′-GGCACGGGAGGATGGACT-3′
反向：5′-GCTTCTTTGCTGTGAGATGACC-3′
正向：5′-CCCAGTGGAGCATTGAACAT-3′
反向：5′-GTGACATCCCGACAGAAAGG-3′
正向：5′-CTCTCCGTAATGGAAGACCAC-3′
反向：5′-CAGGCTCCACTTTGATTGCAC-3′

序列长度，bp

190

80

130

223

184

2.7 甲基尿石素A对细胞中FASN的蛋白表达的影响

考察

采用Western blotting法检测。取对数生长期Huh-7

细胞，按“2.5”项下方法接种、分组、给药及培养。用胰蛋

白酶消化并收集细胞，加入含有蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑

制剂的哺乳动物蛋白抽提试剂（三者体积比为 1 ∶1 ∶98），

冰上裂解 30 min；在 4 ℃下 12 000 r/min离心 15 min，取

上清液稀释 10倍，采用BCA法进行蛋白定量。加入蛋

白上样缓冲溶液，混匀，于95℃变性5 min，－20℃保存，

待测。取变性后的蛋白样品 40 µg 进行 SDS- PAGE 电

泳，转至 PVDF 膜，5％脱脂牛奶封闭 1 h；分别加入

FASN、β-actin 一抗（1 ∶ 1 000），4 ℃培养过夜，然后以

TBST缓冲液清洗 10 min×3次；加入二抗（1 ∶ 8 000），室

温孵育 1 h，以TBST缓冲液清洗 10 min×3次；加入ECL

化学发光液显影。采用凝胶成像仪检测，以 Image J

1.8.0软件进行分析，以β-actin为内参计算相对灰度值，

用来表示目标蛋白的表达水平。每组设置3个复孔，试

验重复3次。

2.8 统计学方法

采用 GraphPad Prism 6.0软件对数据进行统计分

析。计量资料以 x±s 表示，采用 t 检验进行组间比较。

P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 油酸和甲基尿石素A的造模/给药浓度

油红O染色结果显示，1.0～2.5 mmol/L的油酸均能

使细胞中形成大量脂滴累积；当油酸浓度≥2.0 mmol/L

时，细胞形态萎缩、数量减少。细胞存活率检测结果显

示，随着油酸或甲基尿石素A作用浓度的升高，细胞存

活率随之下降；当油酸≤1.0 mmol/L 时，细胞存活率＞

80％；当甲基尿石素 A 浓度≤20 μmol/L 时，细胞存活

率＞80％。因此，选择 1.0 mmol/L为油酸的造模浓度，

10、20 μmol/L为甲基尿石素A的给药浓度，在这一浓度

条件下，两者对细胞均无明显毒性。不同浓度油酸作用

下各组细胞脂质累积情况显微图见图 1，不同浓度油酸

或甲基尿石素A作用下各组细胞存活率见图2。

3.2 甲基尿石素A对细胞中脂肪累积的影响

与对照组比较，模型组细胞镜下可见有明显的脂肪

累积现象，细胞膜周围有大量红色脂滴；A值检测结果显

示，细胞中脂质含量显著升高，差异有统计学意义（P＜

0.01）。与模型组比较，低、高剂量药物组细胞镜下可见

红色脂滴明显减少；A值检测结果显示，细胞中脂质含量

显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.01）。各组细胞脂

质累积情况显微图见图3，脂质含量检测结果见图4。

3.3 甲基尿石素A对细胞中TG含量的影响

与对照组比较，模型组细胞中TG含量显著升高，差

异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，低、高剂量
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药物组细胞中TG含量均显著下降，差异均有统计学意

义（P＜0.05或P＜0.01）。各组细胞中TG含量测定结果

见图5。

3.4 甲基尿石素A对细胞中FASN、SREBP-1、PPAR-α、

PPAR-γ的mRNA表达的影响

与对照组比较，模型组细胞中 FASN、SREBP-1、

PPAR-γ的 mRNA 表达水平均显著升高，PPAR-α的

mRNA 表达水平显著降低，差异均有统计学意义（P＜

0.01）。与模型组比较，低、高剂量药物组细胞中FASN、

SREBP-1、PPAR-γ的mRNA表达水平均显著降低，差异

均有统计学意义（P＜0.01）；而PPAR-α的mRNA表达水

平差异均无统计学意义（P＞0.05）。各组细胞中FASN、

SREBP-1、PPAR-α、PPAR-γ的mRNA表达水平检测结果

见图6。

3.5 甲基尿石素A对细胞中FASN蛋白表达的影响

与对照组比较，模型组细胞中FASN的蛋白表达水

平显著升高，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组

比较，低、高剂量药物组细胞中FASN蛋白的表达水平均

显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01）。

各组细胞 FASN的蛋白电泳图见图 7，蛋白表达水平检

测结果见图8。

4 讨论

NAFLD的典型特征是肝细胞内脂质积聚，而TG作

为积聚脂质的主要成分，其累积主要是由其合成与转化

A.对照组 B. 0.5 mmol/L油酸组

C. 1.0 mmol/L油酸组 D. 1.5 mmol/L油酸组

E. 2.0 mmol/L油酸组 F. 2.5 mmol/L油酸组

图1 不同浓度油酸作用下各组细胞脂质累积情况显微
图（油红O染色，×200）

Fig 1 Micrographs of lipid accumulation in cells of
each group under different dose of oleic acid
condition（oil red O staining，×200）

A.对照组 B.模型组

C.低剂量药物组 D.高剂量药物组

图3 各组细胞脂质累积情况显微图（油红O染色，×200）
Fig 3 Micrographs of lipid accumulation in cells of

each group（oil red O staining，×200）

图2 不同浓度油酸或甲基尿石素A作用下各组细胞存
活率（x±±s，n＝4）

Fig 2 Cell viability in each group under different dose
of oleic acid or methylated urolithin A condition

（x±±s，n＝4）
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图4 各组细胞脂质含量检测结果（x±±s，n＝3）

Fig 4 Results of lipid content in cells of each group

（x±±s，n＝3）
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图5 各组细胞中TG含量测定结果（x±±s，n＝3）

Fig 5 Results of TG content in cells of each group（x±±

s，n＝3）
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之间的不平衡引起的[14]。研究表明，机体脂肪酸过量累

积能促进脂肪细胞分化及脂质合成相关转录因子的生

成，使大量脂肪堆积，从而引起肥胖[15]。脂肪酸的大量

积聚会对肝细胞造成慢性损伤，这一过程与NAFLD的

慢性肝脂肪变性相似[14]。油酸是人体内天然存在的一

种脂肪酸，以其为诱导剂建立脂质累积模型的方法已被

广泛应用，具有成本低、耗时短、可较好地模拟NAFLD

状态下肝细胞损伤的优点[16]。肝癌细胞具有易于培养、

稳定等特点 [17]，是目前研究 NAFLD 常用的细胞模型。

因此，本研究以人肝癌Huh-7细胞为对象，采用油酸诱

导建立体外脂质累积细胞模型。

FASN是脂肪合成的关键酶，可催化乙酰辅酶 A 和

丙二酰辅酶A从头合成长链软脂酸棕榈酸酯的所有步

骤，其编码基因的表达直接影响脂肪酸的合成，对调控

机体脂肪酸累积具有重要意义[18]。Kim KH等[19]研究证

实，抑制 FASN 的表达能抑制肝脂质累积，改善肝脂肪

变。SREBP-1 是调节肝脂质代谢的关键转录因子，

PPARs对肝细胞内脂质合成、运输和储存具有重要的调

节作用[20]。FASN、SREBP-1、PPAR-α和PPAR-γ均为调节

脂肪酸从头合成和TG合成的关键因子，PPAR-γ的表达

增强能促进前脂肪细胞向脂肪细胞分化[21]；SREBP-1的

表达增强能激活FASN的表达；FASN的表达增强，能促

进脂质合成，显著增加脂质在体内沉积[22]。PPAR-α是线

粒体脂肪酸β氧化过程中的关键酶，能使脂肪酸从线粒

体内膜转运到线粒体基质中被代谢 [16]。由此可见，

FASN、SREBP-1、PPAR-γ对机体脂质累积具有正向调节

作用，而 PPAR-α对脂质累积具有负向调节作用。本研

究结果显示，油酸诱导后，细胞中 FASN、SREBP-1、

PPAR-γ的mRNA表达水平及 FASN的蛋白表达水平均

显著升高，PPAR-α的mRNA表达水平显著降低，提示肝

细胞中脂质累积可能是由于脂肪酸的从头合成增强，从

而激活脂质摄取和抑制脂质分解而引起的。采用甲基

尿石素A干预后，能明显抑制油酸诱导的细胞中脂质累

积，降低细胞中 TG 含量；细胞中 FASN、SREBP-1、

PPAR-γ的mRNA和FASN的蛋白表达水平均显著降低，

而 PPAR-α的mRNA表达水平无显著变化。由此推测，

甲基尿石素A可能主要通过抑制脂肪酸从头合成途径

来抑制脂质累积，而并未激活脂肪酸β氧化途径，故对

PPAR-α的mRNA表达无显著影响。

综上所述，甲基尿石素 A 可能通过下调 FASN、

SREBP-1、PPAR-γ等相关因子的表达，抑制脂肪酸从头

合成、促进脂质代谢，从而降低细胞内TG含量、改善油

酸诱导的细胞中脂质累积状态，在NAFLD的防治领域

具有一定的药用潜力。
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