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饱和脂肪酸诱导肝细胞系建立代谢相关脂肪性肝病细胞损伤模型 *
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摘要 目的：探讨不同脂肪酸对肝细胞系脂质积累、细胞损伤的影响，选择合适诱导试剂及肝细胞系建立一种具有严重细胞损伤

及炎症反应的晚期代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）体外细胞模型。方法：以油酸（OA）或棕榈酸（PA）或其混合物分别处理 HepG2

和 LO2细胞，以 CCK8检测细胞存活率；以油红 O染色及甘油三酯酶法检测细胞脂质积累程度；以 qRT-PCR检测凋亡相关蛋

白、纤维化相关蛋白、自噬相关蛋白、炎症因子的 mRNA表达水平。结果：0.25 mmol/LPA作用 HepG2细胞 24 h可显著诱导甘油

三酯（TG）和脂质积累，但对 LO2细胞无明显影响；0.25 mmol/L PA处理两种细胞系可诱导显著的细胞损伤及炎症，OA可缓解

PA对细胞的损伤作用。结论：利用 PA处理 HepG2细胞可引起一定程度的脂质积累，诱导显著的细胞损伤及炎症，是合适的

MAFLD体外细胞模型。
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Saturated Fatty Acids Induced Liver Cell Lines to Establish a Cell Injury
Model of MAFLD in Vitro*

To investigate the effects of different fatty acids on lipid accumulation and cell injury in liver cell lines, and

to choose a suitable reagent and liver cell lines to establish a cell model of advanced metabolic dysfunction-associated fatty liver disease

(MAFLD) with severe cell damage and inflammatory response. HepG2 and LO2 cells were exposed to oleic acid (OA) or

palmitic acid (PA) or their combination at ratios of 2:1 respectively. Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay was carried out to assess cell pro-

liferation; the degree of lipid accumulation was detected by oil red O staining and triglyceride enzyme assay; the mRNA expression levels

of apoptosis-related proteins, fibrosis-related proteins, autophagy-related proteins, and inflammatory factors were detected by qRT-PCR.

HepG2 cells were treated with 0.25 mmol/L PA for 24 h, which significantly induced the accumulation of TG and lipids, but had

no significant effect on LO2 cells. Two cells were treated with OA alone or a mixture of OA and PA-induced lower cytotoxicity with less

weakened functional capacity than did PA alone. HepG2 cells were treated with PA alone is more suitable for establishing a

kind of serious liver cell injury and inflammation of MAFLD cell model.
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前言

代谢功能障碍相关脂肪性肝病，曾用名非酒精性脂肪性肝

病（nonalcoholic fatty liver disease，NAFLD），随着学者们对

NAFLD的研究和认知逐渐深入，其发展可能有多种潜在的机

制和途径，最新的国际专家组共识建议以肝脏炎症活动度和纤

维化程度来描述疾病进程[1,2]。目前的临床研究中，MAFLD人群

由于主要驱动因素和疾病调控因素方面存在较大异质性，对疾

病的药物治疗研究造成巨大挑战，探索疾病模型与疾病亚型的

共同特征可能有助于克服这一挑战[3]。MAFLD是由代谢应激

引起的包括从营养超负荷到持续性肝损伤的一系列病理过程，

临床上 10~30 %MAFLD患者为脂肪性肝炎，表现为炎症及纤

维化显著，若不及时干预可能进展至肝硬化、肝癌和肝功能衰

竭[4]。有研究表明，肝脏脂质积累是代谢功能障碍早期的敏感指

标，MAFLD进展到晚期，肝脏表现出严重的炎症、纤维化，而肝

纤维化往往伴随着氧化应激增强、高促炎细胞因子的释放、细

胞损伤加重[5,6]。

对于疾病研究模型的建立，倪家敏等[7]通过高糖高脂饲料

饲喂成功建立了肝脏病理改变可见广泛的脂肪变性和大量的

肉芽肿性炎症但未见纤维化的 NAFLD动物模型。细胞模型由
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于实验条件可控、影响因素少已被广泛应用于 NAFLD的体外

研究，越来越多的证据支持使用体外模型作为研究脂肪变性肝

细胞后果的合适工具[8,9]。分离的人肝细胞的使用仍然受到立法

和伦理因素的限制，原代肝细胞在体外培养过程中逐渐失去其

肝脏特异性功能和形态，而肝癌来源细胞培养与原代肝细胞相

比，具有高可用性、易操作和无限的寿命，其中 HepG2细胞起

源于人类肝细胞癌，保留了肝实质细胞分泌脂蛋白等生化功

能，是研究人类脂质代谢的理想模型，除此之外，一种人正常肝

永生化细胞系 LO2常用于建立肝脂肪变性体外模型 [10-12]。因

此，通过诱导 HepG2或 LO2细胞系来建立MAFLD体外模型

是一个可广泛应用于实验室的研究模型。

已有的研究表明，脂肪肝中最丰富的脂肪酸是饱和脂肪

酸：如棕榈酸和单不饱和脂肪酸：如油酸[13,14]。大量研究中，研究

者们选择通过 OA、PA或 PA与 OA比例为 1:2混合的游离脂

肪酸处理 HepG2细胞或 LO2细胞建立 NAFLD模型，然而，

PA和 OA如何促进肝细胞系中脂肪变性和细胞毒性的发展以

及对细胞损伤、纤维化及炎症的影响还没有被充分描述。因此，

亟待通过区分不同类型脂肪酸和损伤刺激对肝细胞系的影响，

建立一种肝细胞损伤严重的晚期MAFLD体外细胞模型，为研

究针对MAFLD肝脏细胞损伤的治疗方法提供基础。本文拟通

过验证 PA、OA或两者混合物诱导 HepG2、LO2细胞系后细胞

脂质积累、细胞存活率及凋亡、纤维化、自噬及炎症等的影响，

建立一种MAFLD体外细胞模型，为研发出 MAFLD的良好的

治疗方式提供基础。

1 材料与方法

1.1 材料

人肝癌细胞系 HepG2、人正常肝细胞 LO2购自中国科学

院昆明细胞库；DMEM培养基、胎牛血清购自美国 Gibco 公

司；0.25 %胰酶 Trypsin-EDTA购自北京索莱宝科技有限公司；

20 %无脂肪酸牛血清白蛋白、甘油三酯酶法检测试剂盒购自北

京普利莱基因技术有限公司；油酸钠、棕榈酸钠购自西安鲲创

科技有限公司；油红 O染料购自上海迈瑞尔化学技术有限公

司；苏木素染液购自武汉赛维尔生物科技有限公司；CCK8试

剂盒购自白鲨生物科技；BCA蛋白浓度测定试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司；第一链 cDNA反转录试剂、通用型

荧光定量 qPCR试剂购自南京诺唯赞生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HepG2细胞和 LO2细胞均使用含 10 %胎

牛血清的 DMEM培养基，置于 37℃、5 %的 CO2培养箱中培

养，待细胞汇合度达到 70 %~80 %时，用 0.25 %胰酶 -EDTA消

化细胞，按 1：3传代。取对数生长期的 HepG2细胞和 LO2细

胞进行实验。

1.2.2 建模 HepG2细胞和 LO2细胞铺板 18 h后，将培养基

换为含 5 %胎牛血清、0.5 %无脂肪酸牛血清白蛋白的 DMEM

培养基。将两种细胞系暴露于 PA、OA或其 1：2混合物诱导处

理 24 h、48 h，进行 CCK8测定细胞存活率、甘油三酯酶法检

测，实验重复 3次。

1.2.3 CCK8检测细胞存活率 96孔板每孔加入 10 滋L CCK8
溶液，在 37℃温箱孵育 45 min，用酶标仪检测在 450 nm处的

吸光值，计算细胞存活率 / %=[(A实验组 -A空白组)/(A对照

组 -A空白组)]× 100 %。

1.2.4 TG含量测定 向 6孔板中加入 0.1 mL裂解液，混匀后

室温静置 10 min。取适量上清液 70℃金属浴加热 10 min，室温

2000 r/min离心 5 min，吸取上层清液用于酶学测定。甘油 -3-

磷酸氧化酶法测 TG含量：用 96孔微板每孔加样品和浓度梯

度甘油标准品 10 滋L，依试剂说明书加工作液，混匀，37℃温箱
孵育 15 min，用酶标仪检测在 550 nm处的吸光值，绘制标准曲

线、计算 TG浓度（滋mol/L）。二辛可酸（BCA）法检测细胞内蛋
白含量：用 96孔微板每孔加样品和浓度梯度蛋白标准品 20 滋L，
按照试剂说明书加工作液、混匀，37 ℃温箱孵育 30 min，用酶

标仪检测 562 nm处的吸光值，绘制标准曲线、计算蛋白质浓度

（滋g/滋L），以蛋白浓度校正 TG含量。

1.2.5 油红 O 染色检测脂质积累 根据前面实验结果选择

0.25 mol/L PA、0.5 mol/L OA及终浓度为 0.75 mol/L混合物处

理两种细胞系 24 h后，吸去 6孔板中的培养基，以 PBS洗；4 %

多聚甲醛固定细胞 20 min；PBS洗涤；60 %异丙醇润洗 30 S；每

孔加 0.22 滋m过滤器过滤后的油红 O染液 1～2 mL，室温下避

光染色 30 min；吸出油红 O染液，60 %异丙醇漂洗；加入苏木

素浅染 1 min；PBS洗涤；倒置显微镜下观察可见中性脂肪被特

异性染为红色，细胞核染为蓝色，红色脂质分布于核周胞质中。

1.2.6 提取 RNA和实时荧光定量 PCR 采用 Trizol法提取细

胞内 RNA并将其逆转录为 cDNA，通过实时荧光定量 PCR实

验检测基因表达变化。采用比较阈值循环法(2-△ △ Ct)评价靶基因

的相对 mRNA 表达量，以 GAPDH 的表达作为内参。使用

Primer Premier 5.0软件设计特异性引物，按照△ G绝对值小于

10；退火温度（Tm）在 58~62 ℃之间；GC含量在 40 %-60 %；无

连续 3 个相同的碱基；产物大小在 100~300 bp；引物长度

18~25 bp的原则筛选，并通过 NCBI（https://blast.ncbi.nlm.nih.

gov）：Primer-BLAST验证引物特异性，相关引物序列见表 1。

1.3 统计学方法

数据以均数± 标准差（x± s）表示，采用 SPSS18.0 统计软

件进行数据处理和分析。两组间的比较采用 t检验，P＜0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CCK8法检测细胞活力

与对照组相比，HepG2和 LO2细胞的存活率均随饱和脂

肪酸 PA浓度的增加而下降，以 PA刺激后的下降幅度明显大

于 OA组或混合物组，提示 PA具有较大的细胞毒性；终浓度为

0.5、0.75和 1 mol/L混合物的细胞毒性比用含相同浓度 PA单

独诱导的细胞毒性更低，尽管总脂肪酸浓度是 PA的三倍高，

这表明 OA对 PA诱导的细胞毒性具有保护作用，见图 1。

2.2 细胞内 TG的检测

对于 HepG2细胞，与对照组相比，以 0.25 mol/L PA诱导

TG积累最为显著（24 h：P<0.01；48 h：P<0.01），0.25 mol/L PA

与相同浓度的 OA相比较，TG水平较高，提示以较低浓度的

PA处理 HepG2细胞即可诱导显著的 TG积累。对于 LO2细

胞，与对照组相比，单纯 PA处理 48 h随 PA浓度的增加，细胞

内 TG 水平升高，PA浓度达 0.33 mol/L后 TG积累明显（P<0.
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05）；单纯 PA与混合物相比，在不同浓度 PA基础上加入 2倍

浓度的 OA可显著促进细胞内 TG积累。这一结果表明，不同

细胞系中脂肪酸对细胞致脂作用存在差异，见图 2。

Note: F(forward); R(reverse); Bcl-2(B-cell lymphoma-2); Bax(Bcl-2 associated protein X); 琢-SMA(琢-smooth muscle actin); Col.I(collagen type I); LC3
(microtubules associated protein light chain 3); NLRP3(nod-like receptor protein 3); TNF-琢(tumor necrosis factor-琢).

表 1 PCR引物序列

Table 1 PCR primer sequences

Gene Primer sequence（5'-3'）

GAPDH F CATCACTGCCACCCAGAAGACTG

R ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG

Bax F CGGGTTGTCGCCCTTTTCTA

R GAGGAAGTCCAATGTCCAGCC

Bcl-2 F CAGTGTGGTCTCCGAATGTCTG

R GCCTCTGTTCCTTCCCTCTACA

Cleaved caspase-3 F TGGAAGCGAATCAATGGACTCT

R TGAATGTTTCCCTGAGGTTTGC

琢-SMA F TATGCCTCTGGACGCACAACT

R GCTCAGCAGTAGTAACGAAGGAA

Col.I F CCCGGGTTTCAGAGACAACTTC

R TCCACATGCTTTATTCCAGCAATC

LC3-Ⅱ F ACCCTGAGTCTTCTCTTCAGGT

R GTTGCGCTTCACAACTCAGG

P62/SQSTM1 F GCCATTGCGGAGCCTCATCT

R CAGCCATCGCAGATCACATTG

Beclin-1 F AGGCAGTGGCGGCTCCTATTC

R TGAGGACACCCAGGCAAGACC

NLRP3 F CAACCTCACGTCACACTGCT

R TTTCAGACAACCCCAGGTTC

TNF-琢 F CGAGTGACAAGCCTGTAGC

R GGTGTGGGTGAGGAGCACAT

图 1 CCK8检测不同浓度脂肪酸处理 24 h或 48 h后的细胞存活率

Fig.1 Cell viability detected by CCK8 assay after treatment with different

concentrations of fatty acids at 24 h/48 h

Note: The effects of different concentrations, different times of PA, OA, and the mixture of 1:2 on the

cell viability of HepG2 cells (A) or LO2 cells (B).
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2.3 油红 O染色观察肝细胞脂质积累

油红 O染色结果显示，与对照组相比，单纯 OA或混合物

处理 24 h，对于 HepG2细胞、LO2细胞均可引起细胞内大量红

色脂质沉积；而 0.25 mol/L PA可引起 HepG2细胞脂质沉积，

LO2细胞则不明显，染色观察结果与细胞内 TG含量的测定结

果一致，见图 3。

图 2 TG酶法检测不同浓度脂肪酸处理 24 h或 48 h后的 TG水平。

Fig.2 Triglyceride levels detected by Triglyceride assay kit after treatment with different concentrations of fatty acids at 24 h/48 h

Note: Effects of different concentrations, different times of PA, OA, and a mixture of 1:2 on TG accumulation in HepG2 cells (A) or LO2 cells (B).

*P<0.05, **P<0.01 vs. control group; #P<0.05, ##P<0.01 vs. PA group.

图 3油红 O染色观察不同脂肪酸处理 24 h后的脂质积累（× 200）

Fig.3 The degree of lipid accumulation observed by oil red O staining after 24 hours of treatment with different fatty acids(× 200)

Note: Oil red O staining to observe lipids deposition after 24 h induction of HepG2 cells (A) or LO2 cells (B) by 0.25 mol/L PA, 0.5 mol/L OA, and the

final concentration of 0.75mol/L PA, OA (1:2) mixture.

2.4 qRT-PCR检测凋亡、纤维化、自噬、焦亡相关蛋白及炎症因

子 mRNA表达变化

qRT-PCR结果显示，与对照组相比，0.25 mol/L PA诱导

HepG2 细胞及 LO2 细胞内 Bax、Cleaved caspase-3、琢-SMA、

Col.I、LC3-Ⅱ、Beclin-1、NLRP3、TNF-琢 mRNA相对表达水平上

调（P<0.05），而抗凋亡基因 Bcl2 mRNA 相对表达水平下调

（P<0.05），提示单纯 PA可显著诱导 HepG2细胞及 LO2细胞

的细胞损伤。与对照组相比，0.25 mol/L PA处理 HepG2细胞后

自噬激活；对于 LO2细胞，与对照组相比，0.25 mol/L PA处理

LO2细胞后自噬活性受抑制、自噬通量受损；而 0.5 mol/L OA

可促进自噬激活。与 0.25 mol/L PA组相比，0.5 mol/L OA及

0.75 mol/L混合物均可诱导 HepG2 细胞及 LO2 细胞内 Bax、

Cleaved caspase-3、NLRP3、TNF-琢 mRNA 相对表达水平下调

（P<0.05），提示 OA对 PA诱导的 HepG2细胞凋亡及炎症具有

逆转作用，见图 4。

3 讨论

随着人们饮食结构和生活习惯的改变，当前我国肥胖和代

谢综合征患病率增长迅速，MAFLD患病率已经赶超欧美等发

达国家并已成为我国肝病和代谢领域的新挑战，对国民健康和

社会发展构成严重威胁。肝脏代谢功能障碍早期主要表现为脂

质过度积累、脂肪变性，因此，建立疾病早期脂肪变性体外模型
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是基于细胞的脂肪超载[5]。随着疾病进展到后期，肝脏内脂质代

谢异常，肝细胞在长期脂质过度积累的刺激下免疫反应损伤及

氧化应激损伤加重，细胞表现出一系列炎症变化[6,15]，提示建立

晚期MAFLD体外细胞模型应以显著细胞损伤、炎症为评估指

标。由于MAFLD恶化的不良结果及当前缺乏对其有效的治疗

手段，亟待建立一种晚期代谢相关脂肪性肝病体外细胞模型，

为研发出MAFLD的良好的治疗方式提供基础，这对于更好的

研究MAFLD疾病的发生、发展非常关键。

肝脏细胞、脂肪细胞中 TG含量的上调在以往研究中往往

被认为是细胞脂肪变性加重的表征[16,17]，然而，在最近的研究

中，有证据表明细胞中游离脂肪酸的酯化转化为 TG不是一个

有毒的事件，而是肝脏解毒过程的一部分[18]。非酯化饱和脂肪

酸（如 PA）的积累具有肝毒性，因为它们能够诱导肝细胞脂肪

凋亡[19,20]，相比之下，不饱和脂肪酸（如 OA）相对来说是无毒的，

这可能是由于 OA能够迅速酯化并并入甘油三酯。此外，单不

饱和脂肪酸可以通过将有毒脂肪酸转移到甘油三酯存储中，从

而抑制饱和脂肪酸引起的肝脏脂肪毒性，我们的研究发现 PA

具有较大的细胞毒性，并且 OA对 PA诱导的细胞毒性具有保

护作用，这一结果与 Chen等人[18]的文献数据一致。然而，OA是

如何发挥对 PA细胞毒性缓解作用的，目前尚不清楚。可能的

解释是，OA不仅参与脂质吸收或合成，也调节许多脂质代谢及

细胞损伤基因的表达，提示 OA的影响可能是一个复杂的过程。

最近的研究中以 PA处理 HepG2细胞或 LO2细胞用于研

究脂细胞凋亡、脂质积累或脂肪酸代谢[21-23]；此外存在部分研究

通过 PA与脂多糖共同处理 HepG2细胞或 LO2细胞引起肝细

胞损伤及焦亡发生[24,25]。与以往研究相同，PA诱导 HepG2细胞

发生细胞凋亡、焦亡等病理变化，导致严重的细胞损伤，OA和

PA的混合阻止了细胞凋亡发生和 NLRP3炎症小体的激活，肝

细胞脂肪凋亡是MAFLD发病的关键过程，与进行性炎症和纤

维化相关，同样，我们的研究中也验证了这一点。不同的是，我

们发现 HepG2细胞以单纯 PA处理即可诱导显著脂质累积，而

在 LO2细胞中则不明显，揭示不同细胞系中脂肪酸对细胞的

致脂作用存在差异。本研究提供了不同脂肪酸诱导两种肝细胞

系（LO2 和 HepG2)后细胞中脂肪凋亡、焦亡及纤维化等的变

化，由于分别是正常细胞和肿瘤细胞，对脂肪酸处理的反应会

略有不同。Fu等人[26]以 OA处理 HepG2细胞成功诱导发生脂

肪变性，建立单纯性肝细胞脂肪变性模型。最新的国际专家组

共识中还提到肝脂肪变性不能作为论证 MAFLD细胞模型建

立成功的局限指标，需综合炎症因子表达、细胞死亡、自噬激活

及纤维化发生等指标对体外模型进行评估[1,27]。依据脂质积累

显著、细胞毒性较低的建模条件，我们选择 PA、OA及混合物诱

导细胞 24 h后检测细胞内基因表达变化，验证 PA、OA与混合

物在两种细胞系中对炎症、凋亡、自噬等的影响。纤维化是疾病

不良结局的重要指标，在本研究中 PA诱导肝细胞系纤维化相

关蛋白基因表达上调，初步验证了肝细胞存在纤维化趋势，肝

纤维化是细胞受损后的修复反应，在慢性肝病向肝硬化发展的

过程中发挥重要作用。肝细胞内脂质蓄积与自噬活性的改变密

切相关[28]，在无自噬的情况下，细胞可能无法通过酸性脂肪酶

处理脂滴，这可能导致脂滴积累和游离脂肪酸有效性降低，导

致线粒体 茁氧化和 ATP生成减少，对肝细胞自噬的药物或基因

抑制已被证明可以降低 茁 -氧化率，并引起明显的脂质积聚[29]。

在 HepG2细胞中，以 PA、OA或两者混合物处理 HepG2细胞

后引起自噬小体形成且被正常清除，自噬激活；而 LO2细胞以

PA处理后虽存在自噬小体形成，但自噬体降解抑制，自噬通量

受损；以 OA单独处理 LO2细胞自噬激活。此外，Zhang等人[30]

的研究发现不同诱导时间下饱和棕榈酸盐诱导细胞激活自噬

或自噬抑制，其中 Bax/Bak的状态是自噬在棕榈酸盐暴露下的

促生存或促死亡功能的决定因素。提示以不同脂肪酸、不同浓

度条件、不同时间条件处理细胞后对自噬状态的影响尚待进一

步完善。

细胞模型由于实验条件可控、影响因素少已被广泛应用于

MAFLD的体外研究，现有研究中建立MAFLD细胞模型的方

式多样，而模型中诱导试剂对细胞脂肪变性、损伤和炎症等作

用未被充分描述。因此，本研究通过以不同浓度的 PA、OA或

两者比例为 1：2 的混合物分别诱导 HepG2、LO2 细胞 24 h、

48 h，检测细胞活力、TG及脂滴沉积，明确不同诱导试剂对细

图 4 qRT-PCR检测凋亡、纤维化、自噬及炎症相关蛋白的 mRNA相对表达水平

Fig.4 The mRNA expression levels of apoptosis-related proteins, fibrosis-related proteins, autophagy-related proteins, and inflammatory factors were

detected by qRT-PCR

Note: 0.25 mol/L PA, 0.5 mol/LOA and the final concentration of 0.75mol/L PA, OA (1:2) mixture induced apoptosis-related protein (Bax, Bcl-2, Cleaved

caspase-3), fibrosis-related proteins (琢-SMA, Col.I), autophagy-related proteins (LC3-Ⅱ, P62/SQSTM1, Beclin-1), inflammatory factors (NLRP3, TNF-

琢) relative expression levels in HepG2 cells (A) or LO2 cells (B) for 24 h. *P<0.05, **P<0.01 vs. control group; #P<0.05, ##P<0.01 vs. PA group.
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胞的脂肪毒性及致脂作用，发现以较低浓度的 PA较短时间作

用会降低细胞存活率、增加细胞 TG积累。基于以上实验结果

选择合适浓度的诱导试剂处理合适时间后检测了凋亡、纤维

化、自噬相关蛋白及炎症因子基因水平的相对表达变化，结果

显示与空白对照组及 OA或混合物组相比较，以较低浓度的

PA处理 24 h可诱导严重的细胞损伤，考虑到 PA对 LO2细胞

毒性较大，且诱导脂滴形成不明显，拟选择 HepG2细胞作为更

合适的MAFLD体外细胞模型。我们通过区分不同的脂肪酸对

肝细胞系的影响，提供脂质积累、细胞凋亡、细胞焦亡、自噬、纤

维化等基因水平变化的数据，为MAFLD机制研究选择合适试

剂诱导细胞构建模型提供参考，并以棕榈酸诱导 HepG2细胞

建立一种细胞损伤严重、炎症明显增加且向肝纤维化发展的晚

期 MAFLD体外细胞模型，为针对 MAFLD晚期肝脏细胞损

伤、炎症反应等治疗靶点和分子机制的进一步研究提供基础。
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