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青钱柳三萜化合物对游离脂肪酸诱导的脂肪变性的干预作用
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摘　要　为探究青钱柳三萜化合物对非酒精性脂肪肝（ＮＡＦＬＤ）的治疗作用，采用混合脂肪酸（ＦＦＡｓ）诱导ＨｅｐＧ２细胞建立
体外脂肪变性模型。ＭＴＴ法筛选出无细胞毒性的青钱柳三萜化合物，通过检测其对胞内三酰甘油（ＴＧ）和超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）的作用筛选出具有良好降脂和抗氧化活性的青钱柳单体化合物４［２α，３α，２３三羟基１２，２０（３０）二烯２８乌苏酸，
ＴＵＡ］。通过油红Ｏ染色检测 ＴＵＡ对游离脂肪酸诱导的 ＨｅｐＧ２细胞中脂滴含量的影响，并同时检测其对 ＴＧ、活性氧
（ＲＯＳ）、丙二醛（ＭＤＡ）和ＳＯＤ的作用。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测核因子相关因子２（Ｎｒｆ２）、血红素氧合酶１（ＨＯ１）和 ＮＡＤ
（Ｐ）Ｈ醌氧化还原酶１（ＮＱＯ１）的蛋白表达情况。实验结果显示，ＴＵＡ可降低 ＦＦＡｓ诱导的 ＨｅｐＧ２细胞脂质堆积和 ＴＧ的
含量，减少ＲＯＳ及脂质过氧化物ＭＤＡ的含量，同时升高ＳＯＤ的活性。此外，ＴＵＡ还能增加抗氧化相关蛋白 Ｎｒｆ２、ＨＯ１和
ＮＱＯ１的表达。当同时加入ＴＵＡ和Ｎｒｆ２抑制剂鸦胆子苦醇干预后，ＨｅｐＧ２细胞内ＴＧ、ＲＯＳ和ＭＤＡ含量增加，而ＳＯＤ的活
性和ＨＯ１、ＮＱＯ１的表达下降。实验结果表明，ＴＵＡ可能对ＮＡＦＬＤ具有一定治疗作用，其机制可能与Ｎｒｆ２的激活有关。
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　　非酒精性脂肪肝（ＮＡＦＬＤ）是指在除酒精和
其他明确的损肝因素（如毒素或药物）所致的以

肝实质细胞脂肪变性为主要表现的临床病理综

合征，包括单纯性脂肪肝以及由其演变的脂肪肝

炎、脂肪肝纤维化和肝硬化［１］。近年来，随着人

们生活水平的提高和饮食方式的改变，ＮＡＦＬＤ发
病率逐渐升高［２］。ＮＡＦＬＤ的发生与氧化应激密
切相关，核因子相关因子２（Ｎｒｆ２）抗氧化反应元
件（ＡＲＥ）通路是目前研究发现的重要内源性抗
氧化应激信号通路，Ｎｒｆ２激活后能调控下游第Ⅱ
相解毒酶的表达，发挥抗氧化作用，从而保护肝

脏［３－４］，因此改善氧化应激的药物可能具有治疗

ＮＡＦＬＤ的作用［５］。

青钱柳［Ｃｙｃｌｏｃａｒｙａｐａｌｉｕｒｕｓ（Ｂａｔａｌ）Ｉｊｉｎｓｋａｊａ］
又名摇钱树、麻柳，为胡桃科青钱柳属植物，是我国

特有珍稀树种资源［６］。现代药理研究表明，青钱

柳能够改善胰岛素抵抗，具有降血糖和降血脂等作

用［６－８］。本课题组前期实验发现富含三萜化合物

的青钱柳氯仿提取物具有抗氧化作用，能够改善

ＮＡＦＬＤ［９－１０］。青钱柳叶含有大量的三萜成分如阿
江榄仁酸、齐墩果酸、熊果酸、青钱柳酸 Ａ和青钱
柳酸Ｂ等［１１－１２］，而青钱柳三萜化合物（图１）是否
为治疗 ＮＡＦＬＤ的有效成分，目前尚不清楚。本文
拟通过混合脂肪酸（ＦＦＡｓ）诱导的 ＨｅｐＧ２细胞模
型研究青钱柳三萜化合物对 ＮＡＦＬＤ的作用，并探
讨其可能的机制。

!

　材　料

１１　药品与试剂
供筛选的１１个青钱柳三萜化合物分别为：２α，

３β，１９α，２３四羟基１２烯２８乌苏酸（１）、１α，２α，
３α，２３四羟基１２烯２８乌苏酸（２）、３β，２３二羟

基１２烯２８乌苏酸（３）、２α，３α，２３三羟基１２，２０
（３０）二烯２８乌苏酸（４，ＴＵＡ）、２α，３α，２３三羟基
１２烯２８乌苏酸（５）、青钱柳酸 Ｂ（６）、２α，３β，２３
三羟基１１，１３（１８）二烯２８齐墩果酸（７）、阿江榄
仁酸 （８）、ｃｙｃｌｏｃａｒｉｏｓｉｄｅＪ（９）、ｃｙｌｏｃａｒｉｏｓｉｄｅＨ
（１０）、青钱柳苷Ｃ（１１）（ＨＰＬＣ面积归一化法测定
纯度大于９８％，中国药科大学天然药化教研室自
制）；胎牛血清（美国ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司，批号：２０８２５）；
ＤＭＥＭ、胰蛋白酶、噻唑蓝（ＭＴＴ）（江苏凯基生物技
术股份有限公司）；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、油酸和
棕榈酸（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；三酰甘油（ＴＧ）
检测试剂盒、油红Ｏ染液、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）
检测试剂盒、丙二醛（ＭＤＡ）检测试剂盒、ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒（南京建成生物工程研究所）；细胞核

蛋白与细胞质蛋白抽提试剂盒、ＰＭＳＦ、ＲＯＳ检测试
剂盒（碧云天生物技术有限公司）；鸦胆子苦醇

（ｂｒｕｓａｔｏｌ，成都植标化纯生物技术有限公司）；兔抗
Ｎｒｆ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２）多克
隆抗体、兔抗 ＨＯ１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１）多克隆抗
体、兔抗 ＮＱＯ１［ＮＡＤ（Ｐ）Ｈｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃ
ｔａｓｅ］多克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司）；其他试剂均
为国产分析纯。

１２　仪　器
全波长多功能酶标仪（美国赛默飞世尔科技有

限公司）；超速控温离心机（美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公
司）；荧光倒置显微镜（德国 ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公司）；
Ａ１０１４３９电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１３　细胞株

人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２，购自 ＡＴＣＣ细胞库。
ＨｅｐＧ２细胞用含１０％ ＦＢＳ的高糖 ＤＭＥＭ培养液，
在３７℃、体积分数５％ ＣＯ２的饱和湿度条件下培
养，每隔 ３天用 ０２５％的胰蛋白酶消化细胞，按

４３３



第４９卷第３期 赵梦鸽，等：青钱柳三萜化合物对游离脂肪酸诱导的脂肪变性的干预作用

１∶２比例进行传代，取对数生长期的细胞用于实验。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓｆｒｏｍＣｙｃｌｏｃａｒｙａｐａｌｉｕｒｕｓ

"

　方　法

２１　脂肪变性模型建立及药物的配制
称取一定量的油酸和棕榈酸（物质的量比为

２∶１）混合后置于０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液中，７０℃水
浴直至完全溶解，配成１００ｍｍｏｌ／Ｌ混合脂肪酸溶
液。然后用 １０％ ＢＳＡ溶液稀释，配成浓度为
５ｍｍｏｌ／Ｌ的混合脂肪酸储备液，０２２μｍ滤膜过
滤待用。混合脂肪酸使用终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，与
细胞共孵育２４ｈ后，建立脂肪变性细胞模型。

取一定量的青钱柳三萜化合物 １～１１，先用
ＤＭＳＯ溶解至一定浓度，使ＤＭＳＯ浓度不超过药物
最终使用浓度的千分之一，然后用 ＤＭＥＭ稀释至
相应浓度。

２２　青钱柳三萜化合物活性成分筛选
２２１　青钱柳三萜化合物细胞毒性筛选　取生长
状态良好的ＨｅｐＧ２细胞进行消化传代，以每孔１×
１０４个细胞接种于９６孔板中，待细胞贴壁后吸去培
养基，加入不含血清的ＤＭＥＭ饥饿８ｈ后，分别给予

１０μｍｏｌ／Ｌ青钱柳三萜化合物 １～１１，空白组
（Ｂｌａｎｋ）加入不含血清的 ＤＭＥＭ培养基，孵育２４ｈ
后吸去培养基，每孔加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ２０μＬ，孵育
４ｈ，吸去上清液，加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ，酶标仪测定
４９０ｎｍ处的吸收度，计算细胞活力，实验平行３次。
筛选无明显细胞毒性的化合物进行进一步活性

筛选。

２２２　青钱柳三萜化合物对细胞内ＴＧ和ＳＯＤ活
力的影响　将ＨｅｐＧ２细胞接种于２４孔板，分别设
置空白组（Ｂｌａｎｋ）、模型组（Ｍｏｄｅｌ）和青钱柳三萜
化合物给药组（１０μｍｏｌ／Ｌ）。空白组每孔加入含
１０％ ＢＳＡ的 ＤＭＥＭ培养基，模型组每孔加入
１ｍｍｏｌ／ＬＦＦＡｓ的ＤＭＥＭ培养基，给药组每孔分别
加入含１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＦＦＡｓ和１０μｍｏｌ／Ｌ青钱柳三
萜化合物的ＤＭＥＭ培养基，孵育２４ｈ后，试剂盒测
定细胞胞浆中ＴＧ的含量和ＳＯＤ的活性，细胞内总
蛋白含量用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定，实验平行
３次。筛选降脂和抗氧化活性较好的化合物进行
后继机制探讨。

５３３
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２３　ＭＴＴ法测定青钱柳三萜化合物对 ＨｅｐＧ２细
胞活力的影响

ＭＴＴ法测定１、５、１０μｍｏｌ／Ｌ青钱柳三萜化合
物对 ＨｅｐＧ２细胞存活率的影响，实验方法同
“２２１”项。
２４　油红Ｏ染色观察ＨｅｐＧ２细胞内的脂滴积累

ＨｅｐＧ２细胞接种于２４孔板，分别设置空白组
（Ｂｌａｎｋ）、模型组（Ｍｏｄｅｌ）和青钱柳三萜化合物给
药组（１、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）和青钱柳三萜化合物 ＋抑
制剂组（１０μｍｏｌ／Ｌ＋４０ｎｍｏｌ／Ｌ）。空白组每孔加
入含１０％ ＢＳＡ的ＤＭＥＭ培养基，模型组每孔加入
含１ｍｍｏｌ／ＬＦＦＡｓ的 ＤＭＥＭ培养基，青钱柳三萜
化合物给药组每孔分别含１ｍｍｏｌ／ＬＦＦＡｓ和各浓
度青钱柳三萜化合物的 ＤＭＥＭ培养基，青钱柳三
萜化合物 ＋抑制剂组加入含１ｍｍｏｌ／Ｌ混合脂肪
酸和１０μｍｏｌ／Ｌ青钱柳三萜化合物以及４０ｎｍｏｌ／Ｌ
鸦胆子苦醇的ＤＭＥＭ培养基，孵育２４ｈ后，去除培
养液，ＰＢＳ洗涤２遍，４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，弃
去多聚甲醛，ＰＢＳ润洗３遍，加入油红 Ｏ工作液染
色，染色１５ｍｉｎ，弃去油红 Ｏ染液，ＰＢＳ洗３遍，在
显微镜下观察染色效果并拍照，然后用异丙醇洗脱

细胞中的油红Ｏ染液并收集，在５１０ｎｍ处用酶标
仪测定其吸收度，实验平行３次。
２５　ＨｅｐＧ２细胞内ＴＧ含量、ＭＤＡ含量和 ＳＯＤ活
性的测定

将对数期的细胞消化后接种于２４孔板中，分
组给药方法同“２４”项，孵育２４ｈ后，试剂盒测定
细胞中ＴＧ、ＭＤＡ的含量 ＳＯＤ的活性，细胞内总蛋
白含量用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定，实验平行
３次。
２６　细胞内ＲＯＳ含量检测

接种单层细胞培养于９６孔板中，分组给药方
法同“２４”项，培养２４ｈ后，弃去培养基，ＰＢＳ洗２
遍，加入ＤＣＦＨＤＡ荧光探针，于３７℃培养箱中孵
育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次以充分去除未进入细胞内
的ＤＣＦＨＤＡ探针，然后用全波长多功能酶标仪检
测细胞荧光强度，激发波长 ４８８ｎｍ，发射波长
５２５ｎｍ，实验平行３次。
２７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

ＨｅｐＧ２细胞以每孔１×１０６个细胞接种于６孔
板中，分组给药方法同“２４”项，培养２４ｈ后，弃去

培养基，ＰＢＳ洗２遍，用试剂盒提取细胞核蛋白与
细胞质蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度后，将蛋白质样
品稀释至相同且合适的浓度进行 ＳＤＳＰＡＧＥ（电泳
时间：８５Ｖ、２０ｍｉｎ；１２０Ｖ、８０ｍｉｎ），然后转移至
ＰＶＤＦ膜上在５％脱脂奶粉封闭液中室温封闭１ｈ，
加入一抗（１∶１０００）４℃过夜，之后加入二抗
（１∶２０００）室温孵育 ２ｈ，采用电化学发光检测法
（ＥＣＬ法）显色检测抗氧化相关蛋白 Ｎｒｆ２、ＨＯ１和
ＮＱＯ１的表达情况。对感光胶片条带进行灰度分
析，以目的条带与内参照条带 βａｃｔｉｎ的比值或核
内参 ＬａｍｉｎＢ１的比值代表目的蛋白的相对表
达量。

２８　数据分析
实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，用 ＳＰＳＳ２２０统计软件

进行统计，多组间比较采用单因素方差分析。Ｐ＜
００５为差异显著。

#

　结　果

３１　青钱柳三萜化合物活性成分筛选
３１１　青钱柳三萜化合物对细胞活力的影响　
ＭＴＴ实验结果显示，与空白组相比，青钱柳三萜化
合物３、１０和１１的细胞活力均低于８０％，具有明
显的细胞毒性（Ｐ＜００１）；化合物１、２、４、５、６、７、８
和９的细胞活力均在９０％，无明显的细胞毒性，故
选择这些化合物进行活性筛选（图 ２Ａ）。
３１２　青钱柳三萜化合物降脂作用考察　如图２
Ｂ所示，模型组与空白组相比细胞内 ＴＧ含量明显
升高，具有显著性差异（Ｐ＜００１），表明１ｍｍｏｌ／Ｌ
混合脂肪酸诱导ＨｅｐＧ２细胞脂肪堆积模型建立成
功。与模型组相比，化合物２、４、５、６和９均能显著
减少细胞内 ＴＧ含量，其中化合物４（ＴＵＡ）降 ＴＧ
效果最佳。

３１３　青钱柳三萜化合物抗氧化活性考察　
ＨｅｐＧ２细胞经混合脂肪酸刺激后，与空白组相比，
ＨｅｐＧ２细胞内抗氧化酶 ＳＯＤ活性显著下降（Ｐ＜
００１）。与模型组相比，化合物２、４、５、６和９能够
显著增加ＨｅｐＧ２细胞ＳＯＤ活性且化合物４（ＴＵＡ）
的抗氧化活性最好（图２Ｃ）。

综上所述，化合物４（ＴＵＡ）具有较好的降脂和
抗氧化活性，故进一步考察其对 ＮＡＦＬＤ的干预作
用和可能机制。

６３３
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Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｌｉｐｉｄｌｏｗｅｒｉｎｇａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ
（Ｃｏｍｐｄ．１ １１）（１０μｍｏｌ／Ｌ）ｆｒｏｍＣｐａｌｉｕｒｕｓｉｎｆｒｅｅｆａｔｔｙａｃｉｄｓ
（ＦＦＡｓ）ｉｎｄｕｃｅｄｈｅｐａｔｉｃｓｔｅａｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ａ：ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ；Ｂ：Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ
（ＴＧ）ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅａｓｓａｙｋｉｔｓ；Ｃ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｄｉｓｍｕｔａｓｅ
（ＳＯＤ）ａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅａｓｓａｙｋｉｔｓ
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３２　ＴＵＡ对细胞活力的影响
通过ＭＴＴ检测不同浓度的ＴＵＡ对ＨｅｐＧ２细胞

存活率的影响，筛选出对细胞毒性较小的样品浓度

作为实验的加药浓度。如图３所示，１和５μｍｏｌ／Ｌ
的ＴＵＡ加入ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ后，细胞存活率均在
９０％以上，结合图２Ａ实验结果，说明１０μｍｏｌ／Ｌ及
以下浓度的ＴＵＡ无明显的细胞毒性，因此后续实验
的给药浓度设定在１～１０μｍｏｌ／Ｌ之间。
３３　ＴＵＡ对ＨｅｐＧ２细胞中脂质蓄积的改善作用
３３１　ＴＵＡ对ＨｅｐＧ２细胞脂质沉积的作用　油
红Ｏ染色结果显示，空白组中 ＨｅｐＧ２细胞边缘清
晰，未见红色油滴沉积；与空白组相比，模型组中

ＨｅｐＧ２细胞内可见明显的红色脂滴环绕于胞核周
围，脂肪堆积明显（Ｐ＜００１），而药物组与模型组

相比随着 ＴＵＡ给药剂量的增加，ＨｅｐＧ２细胞红色
脂滴的数量逐渐减少，且脂滴变小，颜色变浅。当

ＴＵＡ浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ时，ＨｅｐＧ２细胞脂质沉积
和脂滴的数量显著下降（Ｐ＜００５）。当同时加入
ＴＵＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）和 Ｎｒｆ２抑制剂鸦胆子苦醇后，
ＨｅｐＧ２细胞脂质沉积和脂滴的数量与 ＴＵＡ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）组相比显著增加，表明ＴＵＡ可以改善
脂质堆积（图４Ａ、４Ｂ）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ２α，３α，２３ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｕｒｓ１２，２０（３０）ｄｉｅｎ
２８ｏｉｃａｃｉｄ（Ｃｏｍｐｄ．４，ＴＵＡ）ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

３３２　ＴＵＡ对ＨｅｐＧ２细胞 ＴＧ的作用　如图４Ｃ
所示，模型组与空白组相比 ＴＧ含量明显升高，具
有显著性差异（Ｐ＜００１）。在１～１０μｍｏｌ／Ｌ浓度
范围内随 ＴＵＡ给药浓度的增加，与空白组相比，
ＨｅｐＧ２细胞内ＴＧ的含量逐渐降低，表现明显的浓
度依赖性。当 ＴＵＡ浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ时，细胞内
ＴＧ的含量显著下降（Ｐ＜００５），ＴＧ的清除率达
１９４％。与 ＴＵＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）组相比，而 ＴＵＡ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋鸦胆子苦醇组细胞内ＴＧ的含量显
著增加，表明ＴＵＡ的降脂作用可能与 Ｎｒｆ２信号通
路有关。综上可知，ＴＵＡ具有良好的体外降脂活
性，可能对脂肪肝具有一定的防治作用。

３４　ＴＵＡ对ＨｅｐＧ２细胞氧化应激的影响
３４１　ＴＵＡ对ＲＯＳ含量的影响　ＤＣＦＨＤＡ荧光
探针与各组细胞共孵育后，模型组细胞内ＲＯＳ与空
白组相比显著增加（Ｐ＜００１），当给予１０μｍｏｌ／Ｌ
ＴＵＡ后，细胞内 ＲＯＳ与模型组相比显著降低（Ｐ＜
００５），而 ＴＵＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋鸦胆子苦醇组与
ＴＵＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）组相比，细胞内 ＲＯＳ显著增加

（图５Ａ）。
３４２　ＴＵＡ对抗氧化酶 ＳＯＤ活性及脂质过氧化
物ＭＤＡ的影响　ＨｅｐＧ２细胞经混合脂肪酸刺激
后，与空白组相比，抗氧化酶 ＳＯＤ活力显著下降
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（Ｐ＜００１）而脂质过氧化物ＭＤＡ的含量却明显增
加（Ｐ＜００１）（图５Ｂ、５Ｃ）。不同剂量的 ＴＵＡ干
预后，与模型组相比，细胞内 ＳＯＤ活力明显升高
（Ｐ＜００１），脂质过氧化物ＭＤＡ的含量逐渐下降，

当给药浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ时，细胞内 ＭＤＡ的含量
显著下降（Ｐ＜００５）。当加入 Ｎｒｆ２抑制剂鸦胆子
苦醇后，与 ＴＵＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）组相比，细胞内 ＳＯＤ
活力明显降低而细胞内ＭＤＡ的含量显著增加。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＵＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）ｏｎｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＦＦＡｓｉｎｄｕｃｅｄｈｅｐａｔｉｃｓｔｅａｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓ
Ａ：ＯｉｌＲｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）；Ｂ：ＯｉｌＲｅｄＯｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｓｓａｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）；Ｃ：ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＴＧｃｏｎｔｅｎｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＵＡｏｎｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｌｅｖｅｌ（Ａ），ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｂ）ａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔ（Ｃ）ｉｎＦＦＡｓｉｎｄｕｃｅｄＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
ＲＯＳ：ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ；ＭＤＡ：ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；＆＆Ｐ＜００１ｖｓＴＵＡｇｒｏｕｐ

３５　ＴＵＡ对ＨｅｐＧ２细胞抗氧化相关蛋白的影响
如图６Ａ～６Ｄ所示，与模型组相比，ＴＵＡ能

够提高混合脂肪诱导的ＨｅｐＧ２细胞内Ｎｒｆ２和Ｎｒｆ２
所调控的抗氧化酶ＨＯ１和ＮＱＯ１的蛋白表达量；

当ＴＵＡ达到１０μｍｏｌ／Ｌ时，Ｎｒｆ２、ＨＯ１和ＮＱＯ１的
蛋白表达量显著增加（Ｐ＜００１）；加入Ｎｒｆ２的抑制
剂鸦胆子苦醇后，同 ＴＵＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）组相比，
Ｎｒｆ２、ＨＯ１和 ＮＱＯ１的蛋白表达量均显著降低。
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如图６Ｅ和６Ｆ显示，与空白组相比，１０μｍｏｌ／Ｌ的
ＴＵＡ能够显著增加 Ｎｒｆ２从细胞质转入细胞核
（Ｐ＜００１），当加入鸦胆子苦醇后，Ｎｒｆ２从细胞质
转入细胞核的量显著降低（Ｐ＜００１），且细胞质和

细胞核中的Ｎｒｆ２表达量均降低。上述实验结果表
明，ＴＵＡ可能具有激活 Ｎｒｆ２的作用，增加 Ｎｒｆ２的
入核，从而提高其介导的抗氧化酶的表达，发挥抗

氧化的作用。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＵＡｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（Ｎｒｆ２），ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１（ＨＯ１）ａｎｄＮＡＤ（Ｐ）Ｈｑｕｉ
ｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ１（ＮＱＯ１）ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
ＡＤ：ＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２，ＨＯ１ａｎｄＮＱＯ１ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｄｉｃａｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＵＡｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈ
ｏｕｔＦＦＡｓｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｒｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＮｒｆ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｂｒｕｓａｔｏｌ；Ｅ，Ｆ：ＣｙｔｏｓｏｌｉｃａｎｄｎｕｃｌｅａｒｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＵＡｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｒｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＮｒｆ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｂｒｕｓａｔｏｌ
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；＆＆Ｐ＜００１ｖｓＴＵＡｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

本研究采用ＦＦＡｓ刺激ＨｅｐＧ２细胞，建立肝细
胞脂肪变性模型，评价了１１个青钱柳三萜化合物
的生物活性，实验结果显示化合物４（ＴＵＡ）具有良
好降脂和抗氧化活性，其机制可能是通过激活

Ｎｒｆ２ＡＲＥ通路，提高Ｎｒｆ２介导的抗氧化酶表达，从

而改善肝脏脂肪变性。

本实验用１０ｍｍｏｌ／Ｌ油酸和棕榈酸（物质的量
比为２∶１）的游离脂肪酸作用于 ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ
后，ＨｅｐＧ２细胞中脂滴积累明显，ＲＯＳ和ＭＤＡ含量
增加而ＳＯＤ的活力下降，这与文献［１３－１４］等结果
一致，表明肝细胞脂肪变性模型建立成功。

本研究共筛选了１１个青钱柳三萜化合物的降

９３３



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１８，４９（３）：３３３－３４０ 第４９卷

脂和抗氧化活性。化合物１～５为乌苏烷型三萜苷
元，化合物４（ＴＵＡ）的降脂和抗氧化效果最佳，化
合物２和５也有降脂和抗氧化活性，且化合物２的
活性略优于化合物５，说明乌苏烷型三萜苷元药效
较好，３０位环外双键、Ａ环３位α羟基和羟基个数
对活性有影响。化合物６～８为齐墩果烷型三萜苷
元，化合物６具有降脂和抗氧化作用，但其作用低
于化合物４，说明齐墩果烷型降脂和抗氧化活性不
如乌苏烷型，齐墩果烷型中３位氧化成羰基对其活
性有利。化合物９～１１为达玛烷型三萜皂苷，化合
物９也具有一定降脂和抗氧化效果，说明达玛烷型
三萜皂苷Ａ环开环的化合物降脂和抗氧化活性优
于Ａ环闭环的化合物。

本实验发现 ＴＵＡ可显著减少 ＨｅｐＧ２细胞中
脂质积累，降低ＲＯＳ和ＭＤＡ的含量并且增加ＳＯＤ
的活性，而鸦胆子苦醇可阻断这些作用，说明表明

ＴＵＡ可能是通过激活 Ｎｒｆ２保护肝脏，使其免受氧
化应激损伤。

已有研究表明 ＨＯ１和 ＮＱＯ１在调控肝脏
ＲＯＳ水平方面发挥着重要的作用，且 ＨＯ１和
ＮＱＯ１主要受 Ｎｒｆ２ＡＲＥ通路调控［１５］。正常生理

状况下，Ｎｒｆ２在细胞质中与胞浆蛋白伴侣分子
Ｋｅａｐ１结合处于被抑制状态，当发生氧化应激时，
亲电子试剂或促氧化剂直接作用于 Ｋｅａｐ１的半胱
氨酸残基，使Ｎｒｆ２与其解偶联进入细胞核，与ＡＲＥ
结合，从而调控 ＨＯ１和 ＮＱＯ１表达［１６］。本实验

中发现ＴＵＡ能够显著增加混合脂肪酸诱导ＨｅｐＧ２
细胞中Ｎｒｆ２、ＨＯ１和 ＮＱＯ１的蛋白表达，但当给
予Ｎｒｆ２的抑制剂鸦胆子苦醇干预后，Ｎｒｆ２、ＨＯ１和
ＮＱＯ１的蛋白表达量降低。此外，ＴＵＡ能够增加
细胞核中的Ｎｒｆ２表达而减少细胞质中的Ｎｒｆ２的表
达，增加Ｎｒｆ２的入核，但当加入Ｎｒｆ２的抑制剂鸦胆
子苦醇后，Ｎｒｆ２的入核减少，且细胞质中的 Ｎｒｆ２表
达量也减少，这可能与鸦胆子苦醇抑制 Ｎｒｆ２的作
用机制有关。以上结果表明，ＴＵＡ可能是通过激
活Ｎｒｆ２，增加 Ｎｒｆ２入核，从而活化 Ｎｒｆ２ＡＲＥ通路
抵抗氧化应激，缓解ＮＡＦＬＤ的发生。
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