
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.5 FEB.2014

不同来源肝细胞在体外降脂药物评价中药效反应的对比
张志超 李 妤 丁 琳 柳 军△ 尚 靖△

(中国药科大学新药筛选中心 江苏南京 210009)

摘要 目的：通过对比不同来源的人肝癌细胞系 HepG2和原代大鼠肝细胞在体外降脂药物评价中药效反应，指导两种肝细胞在体

外降脂药物评价中的实际应用。方法：用游离脂肪酸（油酸 /棕榈酸，2:1）诱导 HepG2细胞、原代大鼠肝细胞脂肪变性，并用 100

滋mol·L-1苯扎贝特干预，检测细胞内甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、活性氧（ROS）含量，细胞内脂滴数目、并检测细胞上清液中

丙二醛（MDA）含量和超氧化物歧化酶（SOD）活性。结果：FFA刺激使 HepG2细胞和原代大鼠肝细胞脂质沉积（TG、脂滴）和氧化

应激（ROS、MDA、SOD）水平上升。苯扎贝特对 HepG2细胞 1 mmol·L-1 FFA造模组和原代大鼠肝细胞 0.5 mmol·L-1 FFA造模组

脂质沉积和氧化应激水平改善显著；而 HepG2细胞 0.5 mmol·L-1 FFA造模组和原代大鼠肝细胞 1 mmol·L-1 FFA造模组脂质沉积

和氧化应激水平在苯扎贝特干预后变化不明显。结论：在相同 FFA造模浓度，原代大鼠肝细胞病理特征变化更为明显；苯扎贝特

对两种肝细胞在脂质沉积和氧化应激水平的作用也不完全相同。因而 HepG2细胞和原代大鼠肝细胞在体外降脂药物评价中药效
反应是不完全相同的。
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In-vitro Evaluation and Comparison of the Lipid-lowering Drugs
Pharmacological Response on Liver Cells of Different Origin

To guide the application of the two kinds of liver cells in vitro evaluation of lipid-lowering drugs through

evaluate the lipid lowering effects of bezafibrate on liver cells from different origin with free fatty acids model in-vitro. Hepatic

steatosis was induced in HepG2 cells and primary rat hepatocytes by using free fatty acids (oleic acid / palmitic acid, 2:1) model. Lipid

lowering effects of bezafibrate (100滋mol·L-1) were analyzed by detecting various parameters: intracellular triglyceride (TG), total chole-

sterol (TC) and the lipid contents within cells. Further, Reactive oxygen Species (ROS), malondialdehyde (MDA) and antioxidant enzymes
(SOD) were examined as oxidative stress markers. Hepatic steatosis (TG, lipid droplet) and Oxidative Stress (ROS, MDA, SOD)

were increased with FFA treatment. Bezafibrate significantly ameliorate the hepatic steatosis and Oxidative Stress in HepG2 cells induced

by 1 mmol·L-1 FFA and primary rat hepatocytes induced by 0.5 mmol·L-1 FFA model. Howerever, bezafibrate have no significant amelio-

rative effect on HepG2 cells induced by 0.5 mmol·L-1 FFA and primary rat hepatocytes induced by 1 mmol·L-1 FFA model.

In FFA induced hepatic steatosis model, disease pathological features are clearer in rat primary hepatocytes as compared to HepG2 cells.

Moreover, pharmacological effects of bezafibrate are more significantly expressed at 1 mmol·L-1 FFA induction in HepG2 and 0.5
mmol·L-1 FFA induction in rat primary hepatocytes. In-Conclusion pharmacological activity of lipid lowering drugs may differ in

response when tested on HepG2 cells and primary rat hepatocytes at least in FFA model.
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前言

非酒精性脂肪性肝病 (nonalcoholic fatty liver disease ，
NAFLD)是指除外酒精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，包括单

纯脂肪肝、脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis ，NASH )、

脂肪性肝纤维化和肝硬化[1]。其发病机制尚不完全清楚，目前

“二次打击学说”最被认可，脂质沉积和氧化应激分别在第一次

打击和第二次打击中起着关键作用[2]，也是目前研究体外降脂

药物药效评价的重要考察指标。研究有很大的局限性。动物模

型能对影响因素有一定的调控，如高脂饮食诱发大鼠高脂模型[3]，

广泛用于降脂药物评价。但动物模型周期长，成本高，体内代谢

复杂和动物个体差异的影响。细胞模型可针对肝细胞本身进行

机制研究和药物评价，并克服动物模型不足，与在体研究互补。

体外模型通常用棕榈酸和油酸等饱和或不饱和脂肪酸加入培
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养的人肝细胞系或原代肝细胞[4-7]。该体外模型能很好地复制非

酒精性脂肪肝的主要特征。人原代肝细胞是最为理想的

NAFLD细胞模型[8,9]，但肝脏样本的稀少极大地限制其应用，一

般都用人肝癌细胞株 HepG2进行研究。然而，NAFLD动物模
型中大鼠的脂质代谢与人因为种属差异，脂代谢有一定的差

异，如血中脂蛋白组成[10]、脂代谢相关酶 CYP7A1[11]等。HepG2

细胞的体外模型与动物模型不能很好的互补，而原代大鼠肝细

胞体外模型与大鼠动物模型因为没有种属差异，可以很好的互

为补充。因此，研究 HepG2细胞和原代大鼠肝细胞在造模和药
效反应进行对比，可将人源细胞体外降脂药物评价和动物模型

药效评价联系起来，有效地评价降脂药物，因而有着重要意义。

1 材料与方法

1.1 细胞株和动物
1.1.1 细胞株 人肝癌细胞株 HepG2，ATCC

1.1.2 动物 SPF级 SD雄性大鼠，体重 180 ~200 g，浙江省实验
动物中心提供,许可证号:SCXK(浙)20080033
1.2 试剂及设备

苯扎贝特、油红 O、二甲基亚砜（DMSO），Sigma公司;棕

榈酸、油酸，分析纯，国药集团化学试剂有限公司;无游离脂肪

酸的牛血清白蛋白第五片断 (free fatty free Bovine Se rum Alb-

umin fraction V, BSA)，Merck公司;胎牛血清、胰蛋白酶, Hyclo-

ne 公司；胶原酶、DMEM 培养基、Williams’E 培养基，GIBCO

公司；DCFH-DA (2,7-dichlorofluorescein diacetate)、BCA (bich-

inchoninic acid) 蛋白定量试剂盒、EGTA，碧云天; 甘油三酯

（TG）、胆固醇（TC）、丙二醛(MDA)及超氧化物歧化酶(SOD)测
定试剂盒，南京建成生物工程研究所。多通道连续光谱分光光

度和荧光光度计 (Safire，TECAN)；荧光倒置显微镜 (Leica, Ger-
many)。
1.3 HepG2细胞培养

将人肝癌细胞株 HepG2接种于含 10 %胎牛血清( FBS)、
100 U/mL青霉素、100 U/mL四环素的高糖 DMEM 培养基中,

置于 37 ℃、5 % CO2饱和湿度孵育箱内培养。根据细胞生长情

况,每 2~3天用 0.25 %的胰蛋白酶消化,进行传代培养。实验时

接种于 6孔板，长到 70 %时开始实验。
1.4 大鼠原代肝细胞的分离及培养

大鼠原代肝细胞分离按经典的二步灌流法[12]改良后操作，

腹腔注射 20 %乌拉坦 0.5 g/100 g麻醉大鼠，腹腔注射 0.1 %肝

素钠 60 U/100 g，75 %乙醇全身消毒。超净台中打开腹腔，快速

分离肝门静脉和下腔静脉，门静脉插管，灌注 37 ℃预热的前灌

流液 (含 5 mmol·L-1 EGTA的 D-Hanks溶液，pH 7.4)，同时剪开

下腔静脉，流速 30 mL·min -1，数秒后肝脏均匀变为土黄色，恒

速灌流 5 min。改用 37 ℃ 预热的 0.05 %的Ⅳ 型胶原酶
D-Hanks溶液（pH 7.4)，流速 20 mL·min -1，8~10 min。至肝脏表

面可见絮状纹路，手指轻按塌陷不易恢复，立即取下置于预冷

的 DMEM培养液中，撕开肝脏轻轻抖动，肝细胞脱落，100 目
细胞筛过滤收集。400 rpm低温 4℃，离心 2 min，重复 3次。台
盼蓝染色计算细胞存活率，大于 90 %用于实验。用青霉素和链
霉素各 100 U·mL-1，胰岛素 1× 10-7mol·L-1,地塞米松 1× 10- 7

mol·L-1，L-甲状腺素 1× 10-7 mol·L-1的 William E培养基[13]调

整细胞密度 2× 105·mL-1，接种于胶原包被过的 6孔板和 24孔

板，置于 37 ℃、5 % CO2饱和湿度孵育箱内培养 4 h后，更换培
养基，洗去未贴壁细胞，24h后开始实验。
1.5 体外脂肪肝模型建立

将游离脂肪酸(OA/PA,2:1)溶于 DMSO,预热后加入含 1 %

无游离脂肪酸的 BSA的培养基中[14]，终浓度分别为 1 mmol·L-1

FFA和 0.5 mmol·L-1 FFA, DMSO的终浓度为 2 ‰，刺激细胞
24 h造模。
1.6 分组与处理

HepG2细胞和大鼠原代肝细胞分别设对照组，1 mmol·L-1

FFA组，1 mmol·L-1 FFA+100 滋mol·L-1苯扎贝特组，0.5 mmol·
L-1 FFA组，0.5 mmol·L-1 FFA+100 滋mol·L-1苯扎贝特组，给药

与造模同时，24 h 后收集培养基，PBS洗 3 次，每孔加入 100

滋L裂解液，刮取细胞，4℃放置 20 min，12000 rp 4 ℃离心 10

min，吸取上清用于检测 TC、TG。
1.7 观察指标
1.7.1 油红 O染色 将 24孔板中的培养基弃去，PBS洗 3遍，
4 %多聚甲醛固定 15 min，PBS 洗涤 5 min，重复 3 次，吸去
PBS，每孔加 400 滋L油红 O 染液，染色 15 min，PBS 洗涤 5

min，重复 3次，吸去 PBS，显微镜下观察拍照。

1.7.2 甘油三脂和总胆固醇的测定 细胞裂解液上清按试剂

盒说明操作。

1.7.3 细胞中 ROS 含量测定 用无血清培养基 1:1000 稀释
DCFH-DA，终浓度 10 滋mol·L-1，去除细胞培养基，每孔加入

100 滋L稀释好的 DCFH-DA，培养箱内孵育 20 min，无血清培
养基洗涤 3次，用荧光酶标仪 Safire在 488 nm激发波长，525
nm发射波长读取荧光强度值。
1.7.4 SOD、MDA 的测定 细胞培养基按试剂盒说明书进行

操作。

1.8 数据处理
数据用 GraphPad Prism 5统计软件分析，采用均数± 标准

差(x± s)表示,计量资料组间比较用 t检验, P<0.05为差异有显

著性。

2 结果

2.1 两种细胞在 FFA刺激和苯扎贝特干预下脂质沉积的对比
FFA刺激 24h后，HepG2细胞和原代大鼠肝细胞内的 TC

含量没有发生明显变化（图 2B），而甘油三酯和脂滴的含量都

显著上升（图 1，图 2A），并与 FFA造模浓度正相关。但在相同
FFA造模浓度下，大鼠原代肝细胞的 TG和脂滴升高程度都远

远高于 HepG2细胞。给予 HepG2细胞和原代大鼠肝细胞相同
浓度的苯扎贝特干预，HepG2细胞内脂质沉积无论在 1 mmol·
L-1还是 0.5 mmol·L-1 FFA造模情况下，脂质沉积都明显减轻。

与 HepG2细胞相对比，原代大鼠肝细胞只在 0.5 mmol·L-1 FFA

造模时，苯扎贝特表现出降脂效应，而用 1 mmol·L-1 FFA造模，

苯扎贝特没有表现出降脂效应。

2.2 两种细胞在 FFA刺激和苯扎贝特干预下氧化应激的变化
FFA刺激后，原代大鼠肝细胞和 HepG2细胞中 ROS含量

显著升高（图 3A），细胞上清中 SOD 活性下降（图 3B），MDA

含量升高（图 3C），并随着 FFA浓度升高而变化更为明显。苯
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扎贝特干预后，降低了 0.5 mmol·L-1 FFA造模原代大鼠肝细胞

中 ROS含量，对 1 mmol·L-1 FFA组中 ROS含量没有明显作
用。相反，HepG2细胞中 1 mmol·L-1 FFA造模组在苯扎贝特干

预下，ROS 显著下降，0.5 mmol·L-1 FFA 组无显著变化（图
3A）。苯扎贝特提高了 0.5 mmol·L-1 FFA造模原代大鼠肝细胞

上清中 SOD活性，对 1 mmol·L-1 FFA组无明显影响。苯扎贝特

对 HepG2细胞有明显上升的是 1 mmol·L-1 FFA 造模，对 0.5

mmol·L-1 FFA造模的 HepG2细胞不显著（图 3B）。苯扎贝特对

图 1 HepG2细胞和原代大鼠肝细胞在 FFA造模和苯扎贝特干预下脂滴含量的变化（油红 O染色× 400）

Fig.1 The effect of FFA modeling and bezafibrate intervention on lipid content in HepG2 cells and primary rat hepatocytes. (Oil Red O staining× 400)

图 2 FFA刺激和苯扎贝特干预下原代大鼠肝细胞和 HepG2细胞中

TG、TC含量的变化：(A) FFA刺激和苯扎贝特干预队原代大鼠肝细胞

和 HepG2细胞中 TG的影响；(B) FFA刺激和苯扎贝特干预队原代大

鼠肝细胞和 HepG2细胞中 TC的影响

与空白组比较：#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001；与模型组比较：

*P<0.05，**P<0.01

Fig.2 FFA stimulation and bezafibrate intervention causes alterations of

TG, TC content in primary rat hepatocytes and HepG2 cells. (A) The effect

of FFA stimulation and bezafibrate intervention on TG content in primary

rat hepatocytes and HepG2 cells. (B) The effect of FFA stimulation and

bezafibrate intervention on TC content in primary rat hepatocytes and

HepG2 cells.

Compare with control group #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001; Compare

with FFA group, *P<0.05, **P<0.01

图 3 FFA刺激和苯扎贝特干预下原代大鼠肝细胞和 HepG2细胞中氧

化应激的变化：(A)原代大鼠肝细胞和 HepG2细胞内 ROS含量的变

化；(B)原代大鼠肝细胞和 HepG2细胞上清中 SOD活性变化；(C)原代

大鼠肝细胞和 HepG2细胞上清中MDA含量变化

与空白组比较：#P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001；与模型组比较：

*P<0.05，**P<0.01

Fig.3 FFA stimulation and bezafibrate intervention induce changes in

oxidative stress in primary rat hepatocytes and HepG2 cells：(A)Changes of

ROS content in primary rat hepatocytes and HepG2 cells;(B) Alterations of

SOD activity in primary rat hepatocytes and HepG2 cells;(C) Changes in

MDA content in the supernatant of primary rat hepatocytes and HepG2

cells.

Compare with control group #P<0.05,##P<0.01, ###P<0.001; Compare

with FFA group, *P<0.05, **P<0.01

1mM FFA 1mM FFA+笨扎贝特 0.5mM FFA 0.5mM FFA+笨扎贝特
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MDA的影响与 ROS相似，分别降低了 0.5 mmol·L-1 FFA造模
的原代大鼠肝细胞和 1 mmol·L-1 FFA造模的 HepG2细胞，而
对 1 mmol·L-1 FFA 造模的原代大鼠肝细胞和 0.5 mmol·L-1

FFA造模的 HepG2细胞无明显影响（图 3C）。相同 FFA造模浓
度下，原代大鼠肝细胞在 ROS和 MDA含量升高比 HepG2细
胞的更为显著，SOD的下降程度基本相同。

3 讨论

NAFLD的发病与体内脂肪酸的代谢异常密切相关，脂肪
肝病人血中脂肪酸含量明显高于正常人[15]，胰岛素抵抗时，脂

肪组织脂解增加，释放游离脂肪酸入血，肝脏摄取脂肪酸增多，

当超出肝脏利用能力时，多余的脂肪酸合成甘油三酯沉积在肝

细胞中，最终形成脂肪肝[16]。 FFA摄入增加也导致肝细胞内线
粒体氧化饱和，过氧化物酶体 茁氧化和微粒体 棕氧化增加，产
生了大量具有反应活性和细胞毒性的活性氧簇( ROS) [17]。消耗

细胞内的抗氧化物质，当 ROS超出机体清除能力时，ROS会损
伤细胞线粒体功能，导致能量代谢障碍，影响抗氧化物质

SOD，GSH的生成，同时细胞内脂质发生过氧化 ，产生脂质过
氧化物 MDA等[18]。

本实验采取 0.5 mmol·L-1和 1 mmol·L-1 FFA 刺激 HepG2
细胞和原代大鼠肝细胞造成脂肪变性模型，脂滴和甘油三酯都

显著升高，胆固醇没有显著变化，两种细胞由于甘油三酯在肝

细胞中过度沉积都产生了明显的脂肪变性。肝细胞内 ROS增
多，细胞上清中 MDA含量上升，SOD活性下降，说明两种细胞
都产生了氧化应激。虽然两种细胞都成功建立了 NAFLD体外
细胞模型，但相同 FFA浓度下，原代大鼠肝细胞脂质沉积和氧
化应激水平都比 HepG2细胞脂质沉积更为严重。给予相同浓
度的苯扎贝特，考察对原代大鼠肝细胞和 HepG2细胞脂质沉
积和氧化应激水平的药物效应是否相同，结果发现，两种细胞

在相同浓度 FFA造模时，相同浓度药物的药效反应不同。考虑
到苯扎贝特的降脂效应是通过激活 PPAR琢受体促进脂肪酸氧
化实现的[19]，与细胞线粒体氧化功能是否正常有密切联系。当

1 mmol·L-1 FFA刺激原代大鼠肝细胞，脂肪变性和氧化应激程
度最为严重，可能产生脂毒性，影响了细胞线粒体正常氧化功

能，因而苯扎贝特并没有表现出降脂效应。1 mmol·L-1 FFA作
用于 HepG2细胞不会产生明显细胞毒性[4,20]，0.5 mmol·L-1 FFA
则可能是因为癌细胞代谢速率快，模型不够明显，所以苯扎贝

特降脂效应不显著。因此，在用细胞模型体外评价降脂药物时，

应关注细胞正常的脂肪酸氧化功能是否正常。合适的造模浓度

应该是使细胞脂质沉积明显，同时细胞毒性较小。
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