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ＴＮＦα促进ＨｅｐＧ２肝细胞脂质积聚及其机制的初步研究
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　　［摘要］　目的　探讨肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）是否能够促进肝细胞脂质积聚，并对其机制进
行初步探讨。方法　 将ＨｅｐＧ２肝细胞分为空白对照组、单纯ＴＮＦα组（ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ或２０ｎｇ／ｍＬ）、软脂酸组（软脂酸
００８ｍｍｏｌ／Ｌ或０．２ｍｍｏｌ／Ｌ）及联合组（ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ、ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸 ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ、
ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ、ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸０．２ｍｍｏｌ／Ｌ），处理２４ｈ，应用化学酶促比色法定
量检测细胞内ＴＧ含量。进一步选取ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ和软脂酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ，通过油红Ｏ染色观察ＨｅｐＧ２细胞内脂质积
聚情况；实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨｅｐＧ２细胞ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα的表达水平。结果　 ①单纯 ＴＮＦα组
ＴＧ含量［ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ组（０．３４４±０．０９３）μｇ／μｇ、ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ组（０．３２９±０．０６８）μｇ／μｇ］分别较空白对照组
［（０１９２±０．０４８）μｇ／μｇ］显著升高（Ｐ＜０．０５）；联合组［ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸 ０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ组（０．４５１±０．０９６）μｇ／μｇ、
ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸０．２ｍｍｏｌ／Ｌ组（０．８２１±０．２５７）μｇ／μｇ、ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ组（１．０３２±
０．２８６）μｇ／μｇ、ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸 ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ组（２．１３４±１．０４９）μｇ／μｇ］分别较软脂酸组［软脂酸 ０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ
组（０．２４７±０．０６９）μｇ／μｇ、软脂酸０．２ｍｍｏｌ／Ｌ组（０．３４１±０．０３１）μｇ／μｇ］显著升高（Ｐ＜０．０５）；②油红Ｏ染色进一步显示，
ＴＮＦα促进肝细胞内脂质积聚。③实时荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示单纯 ＴＮＦα组与空白对照组相比，
ＨｅｐＧ２细胞ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα的表达均增加（Ｐ＜０．０５）；联合组与软脂酸组相比，肝细胞内ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα的表
达水平明显上调（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＮＦα促进ＨｅｐＧ２肝细胞内脂质积聚，增加ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα的表达。
　　［关键词］　 ＴＮＦα；软脂酸；ＳＲＥＢＰ１；ＨｅｐＧ２肝细胞；脂质积聚
　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．４７；Ｒ３４１．３２；Ｒ３４９．１５　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１１７０７５１）；国家临床重点专科建设项目（２０１１）

［通信作者］　李启富，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｑｉｆｕ＠ｙｅａｈ．ｎｅｔ

汪志红，Ｅｍａｉｌ：ｔｏｗｚｈ７１３＠１２６．ｃｏｍ

［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１３０３２５．０９１７．００４．ｈｔｍｌ（２０１３０３２５）
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦα）ｏｎｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕ
ｌａｔｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＴＮＦα
（２ｏｒ２０ｎｇ／ｍＬ），ｐａｌｍｉｔａｔｅ（ＰＡ，０．０８ｏｒ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ），ａｎｄＴＮＦαｐｌｕｓｐａｌｍｉｔａｔｅ（ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ２
ｄｏｓｅｓｏｆ２ａｇｅｎｔｓ）ｆｏｒ２４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ（ＴＧ）ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃｍｅｔｈｏｄ．ＴｈｅｎＴＮＦαｏｆ２０ｎｇ／ｍＬａｎｄｐａｌｍｉｔａｔｅｏｆ０．０８ｍｍｏｌ／Ｌｗａｓｃｈｏｓｅｎｆｏｒｔｈｅｆｕｒｔｈｅｒ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．ＬｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｗｉｔｈＯｉｌＲｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇ．ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄ
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＥＢＰ１，ＦＡＳａｎｄＡＣＣαａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＴＧｌｅｖｅｌｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎＴＮＦαｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ（０．３４４±０．０９３ａｎｄ０．３２９±
０．０６８μｇ／μｇｆｏｒｔｈｅｄｏｓｅｓｏｆ２ａｎｄ２０ｎｇ／ｍＬ）ｔｈａｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ（０．１９２±０．０４８μｇ／μｇ，Ｐ＜０．０５）．Ａｎｄ
ｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｅｌｌｓ（ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬｐｌｕｓＰＡ０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ：０．４５１±０．０９６，ＴＮＦα
２ｎｇ／ｍＬｐｌｕｓＰＡ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ：０．８２１±０．２５７，ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬｐｌｕｓＰＡ００８ｍｍｏｌ／Ｌ：１．０３２±０．２８６，
ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬｐｌｕｓＰＡ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ：２．１３４±１．０４９μｇ／μｇ）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｅｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｂｙ
ＰＡａｌｏｎｅ（ＰＡ００８ｍｍｏｌ／Ｌ：０．２４７±０．０６９，ＰＡ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ：０．３４１±０．０３１μｇ／μｇ，ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｏｉｌ
ｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇａｌｓｏｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＴＮＦαｐｒｏｍｏｔｅｄｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＥＢＰ１，
ＦＡＳａｎｄＡＣＣαａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎＴＮＦαｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｔｈｅＴＮＦαｐｌｕｓＰＡ
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ｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｅｌｌｓｔｈａｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴＮＦαｐｒｏｍｏｔｅｓｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ，ａｎｄ
ｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＥＢＰ１，ＦＡＳａｎｄＡＣＣαｉｎＨｅｐＧ２ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＴＮＦα；ｐａｌｍｉｔａｔｅ；ＳＲＥＢＰ１；ＨｅｐＧ２ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ；ｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１１７０７５１）ａｎｄｔｈｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＮａｔｉｏｎａｌＣｌｉｎｉｃａｌＫｅｙｄｉｓｃｉｐｌｉｎｅＣｏｎｓｔｒｕｃ
ｔｉｏｎ（２０１１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬｉＱｉｆｕ，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｑｉｆｕ＠ｙｅａｈ．ｎｅｔ；ＷａｎｇＺｈｉｈｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｔｏｗｚｈ７１３＠１２６．ｃｏｍ

　　近年来，非酒精性脂肪肝（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）在全球范围内呈现流行趋势。作为
一组慢性肝脏疾病，ＮＡＦＬＤ不仅包括单纯性脂肪性肝
病以及由其演变的脂肪性肝炎、肝硬化，同时也是代谢

综合征的重要组成部分，与肥胖、胰岛素抵抗、２型糖
尿病等密切相关，严重威胁人类健康［１－２］。然而，

ＮＦＡＬＤ的发病机制至今尚不完全清楚，研究显示多种
致病因素参与其发生、发展，而脂代谢异常被认为是各

因素导致ＮＡＦＬＤ的基本病理生理基础［３］。固醇调节

元件结合蛋 白１（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＲＥＢＰ１）是调节肝脏甘油三酯合成的重要
转录因子，可以激活一系列参与脂质生成的关键基因，

如脂肪酸合酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）、乙酰 ＣｏＡ羧
化酶α（ａｃｅｔｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅα，ＡＣＣα），形成
ＳＲＥＢＰ１ＦＡＳ／ＡＣＣα通路［４］。该信号通路转导异常

所引起的肝脏脂代谢紊乱是ＮＡＦＬＤ发生、发展的重要
环节［５］。另外，炎症也与 ＮＡＦＬＤ密切相关［６］。传统

“二次打击”学说认为，炎症在 ＮＡＦＬＤ由单纯性脂肪
性肝病进展为脂肪性肝炎的过程中起着重要作用［７］，

现目前的研究也多关注炎症对 ＮＡＦＬＤ进展后期的影
响，而炎症是否诱导或促进了ＮＡＦＬＤ发病，尚不明确。
因此本研究利用ＨｅｐＧ２人肝癌细胞模型，观察炎症因
子ＴＮＦα是否能够引起肝细胞脂质合成代谢紊乱，促
进肝细胞脂质沉积，并对其可能的机制进行初步探讨。

１　材料与方法

１．１　材料
　　改良型 ＲＰＭＩ１６４０培养基、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ
链霉素（ＨｙＣｌｏｎｅ）；胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）；软脂酸、牛血清白蛋白、
油红Ｏ（Ｓｉｇｍａ）；重组人肿瘤坏死因子α（欣百诺生物）；甘油三
酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）检测试剂盒（浙江东瓯诊断产品有限公
司）；Ｌｏｗｒｙ法蛋白浓度测定试剂盒（上海生工生物工程公司）；
ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取剂、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ和 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭⅡ（大连宝生物工程有限公司）；细胞总蛋白提取试剂
盒（凯基生物）；ＢＣＡ法蛋白定量试剂盒（上海碧云天生物技术
有限公司）；ＰＣＲ引物通过ＴａｑＭａｎＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ软件设计，上
海生工生物工程公司合成；βａｃｔｉｎ兔多抗ＩｇＧ、ＳＲＥＢＰ１兔多抗
ＩｇＧ、ＦＡＳ兔多抗ＩｇＧ、ＡＣＣα兔多抗ＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＨｅｐＧ２人肝癌细胞系（上海中科院细胞
库）用含１０％胎牛血清的改良型ＲＰＭＩ１６４０培养基置于３７℃、

５％ＣＯ２的孵箱环境中培养，每１～２天换液，待汇合度达９０％～
９５％时传代。
１．２．２　实验分组　　进行所有实验之前，均将 ＨｅｐＧ２细胞置
于含０．２％牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）的无血清
ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养 １２ｈ，再用不同浓度的 ＴＮＦα
（２、２０ｎｇ／ｍＬ）和软脂酸（０．０８、０．２ｍｍｏｌ／Ｌ）分别或联合处理细
胞，分为９组：（１）空白对照组：无血清ＲＰＭＩ１６４０＋０．２％ ＢＳＡ；
（２）单纯 ＴＮＦα组：①ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ组：无血清 ＲＰＭＩ１６４０＋
０２％ＢＳＡ＋２ｎｇ／ｍＬＴＮＦα；②ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ组：无血清
ＲＰＭＩ１６４０＋０．２％ＢＳＡ＋２０ｎｇ／ｍＬＴＮＦα；（３）软脂酸组：①软脂
酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ组：无血清ＲＰＭＩ１６４０＋０．２％ＢＳＡ＋０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ
软脂酸；②软脂酸 ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ组：无血清 ＲＰＭＩ１６４０＋０．２％
ＢＳＡ＋０．２ｍｍｏｌ／Ｌ软脂酸；（４）联合组：①ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ联合
软脂酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ组：无血清ＲＰＭＩ１６４０＋０．２％ＢＳＡ＋２ｎｇ／ｍＬ
ＴＮＦα＋０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ软脂酸；②ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸
０２ｍｍｏｌ／Ｌ组：无血清ＲＰＭＩ１６４０＋０．２％ＢＳＡ＋２ｎｇ／ｍＬＴＮＦα＋
０．２ｍｍｏｌ／Ｌ软脂酸；③ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ
组：无血清 ＲＰＭＩ１６４０＋０．２％ ＢＳＡ＋２０ｎｇ／ｍＬＴＮＦα＋
０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ软脂酸；④ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸０．２ｍｍｏｌ／Ｌ
组：无血清ＲＰＭＩ１６４０＋０．２％ＢＳＡ＋２０ｎｇ／ｍＬＴＮＦα＋０．２ｍｍｏｌ／Ｌ
软脂酸。各组细胞培养２４ｈ后进行ＴＧ定量。
１．２．３　细胞内ＴＧ积聚水平检测　　收集６孔板内细胞样本，
加入正己烷、异丙醇混合抽提剂（２∶３．５）。超声破碎后离心，取
上清真空干燥，用化学酶促比色法定量检测细胞内 ＴＧ含量；
余下沉淀溶于４０ｇ／ＬＮａＯＨ溶液，２４ｈ后用Ｌｏｗｒｙ法测定细胞
蛋白含量，计算各组ＴＧ与总蛋白比值，用于标化细胞内 ＴＧ含
量。根据ＴＧ定量的结果进一步选取 ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ和软脂
酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ进行后续实验。
１．２．４　油红Ｏ染色　　在１２孔板中放置玻片后种入 ＨｅｐＧ２
细胞，培养、处理后进行油红Ｏ染色：将孔板中细胞用ＰＢＳ清洗
２次，１０％中性甲醛固定３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗２次，异丙醇孵育２ｍｉｎ
后吸净、晾干，油红 Ｏ染色 ３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗 ２次，苏木精复染
２ｍｉｎ，洗净、封片后于显微镜下观察染色情况。
１．２．５　总ＲＮＡ的提取以及实时荧光定量ＰＣＲ检测ＳＲＥＢＰ１、
ＦＡＳ、ＡＣＣαｍＲＮＡ的表达　　Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组细胞总 ＲＮＡ，
以１μｇ总ＲＮＡ作为模板，按照逆转录试剂盒说明书进行两步
法反转录反应，条件为：第 １步 ４２℃ ２ｍｉｎ；第 ２步 ３７℃
１５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ。实时荧光定量ＰＣＲ以ＧＡＰＤＨ作为内参，检
测ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣαｍＲＮＡ的表达，扩增反应条件：９５℃
３０ｓ预变性；９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环。反应结束后，根
据Ｃｔ值计算目的基因的相对表达量：△Ｃｔ＝Ｃｔ目的 －ＣｔＧＡＰＤＨ；
△△Ｃｔ＝处理组△Ｃｔ－对照组△Ｃｔ；处理组目的基因的 ｍＲＮＡ
表达即为对照组的２－△△Ｃｔ倍。引物序列见表１。
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表１　各基因荧光定量ＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 扩增片段长度（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ
ＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＣ

ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ
１１０

ＳＲＥＢＰ１
ＣＧＣＡＡＧＧＣＣＡＴＣＧＡＣＴＡＣＡＴ

ＧＡＣＴＴＡＧＧＴＴＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＡＧＴＴＴＣ
７０

ＦＡＳ
ＧＣＣＧＣＣＡＴＣＴＡＣＡＡＣＡＴＣ

ＧＴＣＴＴＣＣＡＣＡＣＴＡＴＧＣＴＣＡＧ
１１９

ＡＣＣα
ＧＧＡＴＣＣＧＧＣＧＣＣＴＴＡＣＴＴ

ＣＴＣＣＧＡＴＣＣＡＣＣＴＣＡＴＡＧＴＴＧＡＣ
７３

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα蛋白的表达　
　按试剂盒操作说明书提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓
度，上样４０～６０μｇ，进行ＳＤＳＰＡＧＥ。待总蛋白分离后，再电转
至ＰＶＤＦ膜，５％ＢＳＡ封闭２ｈ，一抗４℃孵育过夜。次日将膜取
出复温，ＴＢＳＴ清洗３次，每次１０ｍｉｎ；二抗３７℃孵育１ｈ后，
ＴＢＳＴ清洗３次，每次 １０ｍｉｎ，最后 ＥＣＬ光化学法显色，应用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行分析。

１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ来表示，采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行单因素
方差分析。

２　结果

２．１　不同浓度ＴＮＦα和软脂酸对 ＨｅｐＧ２细胞 ＴＧ含
量的影响

　　与空白对照组比较，单纯 ＴＮＦα组（２、２０ｎｇ／ｍＬ）肝细胞
内脂质积聚增加（Ｐ＜０．０５）；同时，各联合组与相对应的软脂酸
组相比，细胞内ＴＧ含量均显著增加（Ｐ＜０．０５），且ＴＮＦα的作
用随浓度增大而更为明显；另外，０．２ｍｍｏｌ／Ｌ软脂酸处理也使
胞内ＴＧ含量轻度增加，而０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ软脂酸对 ＨｅｐＧ２细胞
内的ＴＧ水平没有明显影响（Ｐ＞００５，表２）。由于本实验重点
关注炎症对肝细胞脂质积聚的影响，而软脂酸仅作为在体外给

细胞提供的１个脂质来源，因此我们选择 ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ和
软脂酸００８ｍｍｏｌ／Ｌ进行后续实验。

表２　各组ＨｅｐＧ２肝细胞ＴＧ含量的比较（μｇ／μｇ，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 ＴＧ含量

空白对照组 ０．１９２±０．０４８

ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ组 ０．３４４±０．０９３ａ

ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ组 ０．３２９±０．０６８ａ

软脂酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ组 ０．２４７±０．０６９

软脂酸０．２ｍｍｏｌ／Ｌ组 ０．３４１±０．０３１ａ

ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ组 ０．４５１±０．０９６ｂ

ＴＮＦα２ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸０．２ｍｍｏｌ／Ｌ组 ０．８２１±０．２５７ｃ

ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ组 １．０３２±０．２８６ｂ

ＴＮＦα２０ｎｇ／ｍＬ联合软脂酸０．２ｍｍｏｌ／Ｌ组 ２．１３４±１．０４９ｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与软脂酸０．０８ｍｍｏｌ／Ｌ
组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与软脂酸０．２ｍｍｏｌ／Ｌ组比较

２．２　油红Ｏ染色检测ＨｅｐＧ２细胞内脂质积聚情况
　　采用油红Ｏ染色观察各组细胞内 ＴＧ积聚情况，其结果与

ＴＧ定量的结果相一致：镜下观察空白对照组未见明显红染脂
滴；单纯ＴＮＦα处理使得细胞内红染明显增加；而 ＴＮＦα联合
软脂酸处理ＨｅｐＧ２细胞后，胞内脂质集聚最为明显，较软脂酸
组有明显增加（图１）。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：ＴＮＦα组；Ｃ：软脂酸组；Ｄ：联合组
图１　不同处理组ＨｅｐＧ２细胞的脂质积聚情况　（油红Ｏ×４００）

２．３　ＴＮＦα对 ＨｅｐＧ２细胞 ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα
ｍＲＮＡ表达的影响

　　实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，与空白对照组相比，单
纯ＴＮＦα组ＨｅｐＧ２细胞ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣαｍＲＮＡ的表达均
增加（Ｐ＜０．０１）；当 ＴＮＦα联合脂肪酸进行干预时，ＳＲＥＢＰ１、
ＦＡＳ、ＡＣＣαｍＲＮＡ的表达较软脂酸组明显增加（Ｐ＜０．０１，
图２）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与软脂酸组比较
图２　实时荧光定量ＰＣＲ检测各组ＨｅｐＧ２细胞ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、

ＡＣＣαｍＲＮＡ的表达（ｎ＝９）

２．４　ＴＮＦα对 ＨｅｐＧ２细胞 ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα蛋
白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与空白对照组相比，单纯ＴＮＦα
组ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα的蛋白表达分别上调１．９２倍、１．９０倍
和１．８７倍（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；与软脂酸组相比，联合组各指
标蛋白表达上调的程度更为明显，分别为３．５４倍、３．４７倍和
３．４２倍（Ｐ＜０．０１，图３）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：空白对照组；２：单纯 ＴＮＦα组；３：软
脂酸组；４：联合组；Ｂ：半定量分析结果（ｎ＝５）　ａ：Ｐ＜００５，ｂ：Ｐ＜
００１，与空白对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与软脂酸组比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＨｅｐＧ２细胞ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα

蛋白的表达

３　讨论

　　随着ＮＡＦＬＤ发病率的不断地攀升，人们对其危害
性的认识也逐渐增加，如何对其进行有效的防治，已成

为相关领域研究者共同关注的热点问题。尽管

ＮＡＦＬＤ发病的确切机制还不清楚，但传统的“二次打
击”学说为我们提供了１个理论框架［７］。第１次打击
主要是指良性的肝细胞内脂质沉积；第２次打击则包
括肝细胞或活化的中性粒细胞释放炎症因子加重第

１次打击所引起的肝组织损伤。基于上述理论，炎症
被认为是ＮＡＦＬＤ由单纯性脂肪性肝病进展为脂肪性
肝炎的关键。另外，流行病学研究表明，肥胖患者发生

ＮＡＦＬＤ的概率明显增加［１］。而众所周知，肥胖时机体

处于一种慢性低度炎症状态［８］。因此，炎症有可能在

ＮＡＦＬＤ发病前或者良性脂质沉积阶段就影响到了疾
病的发生、发展。相较于现目前研究多集中于炎症在

第２次打击中所起的作用［９－１１］，本实验更关注炎症是

否会诱导和促进ＮＡＦＬＤ发病。在这一实验过程中，由
于主要研究目的是观察炎症的作用，因此未使用高浓

度软脂酸而是选择低浓度软脂酸，从而在体外给细胞

提供一种脂质来源。ＨｅｐＧ２细胞是人源肝癌细胞株，
具有与正常肝细胞相似的生物合成能力，是目前国际

上公认的研究肝脏脂代谢的良好细胞模型［１２］。本研

究观察到，与空白对照组相比，单纯 ＴＮＦα处理使肝

细胞内出现较为明显的脂质积聚；而当 ＴＮＦα联合低
浓度软脂酸时，肝细胞内脂质积聚较软脂酸组明显增

加。上述观察结果提示，ＴＮＦα能够促进肝细胞内脂
质沉积。

　　ＳＲＥＢＰｓ是调控脂质合成的重要转录因子家族，包
括ＳＲＥＢＰ１ａ、ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＳＲＥＢＰ２３个成员。ＳＲＥＢＰ２
主要参与胆固醇合成；ＳＲＥＢＰ１主要参与脂肪酸和甘
油三酯的合成，能够激活脂肪酸从头合成途径中的关

键酶ＦＡＳ、ＡＣＣα的表达；ＳＲＥＢＰ１ａ和 ＳＲＥＢＰ１ｃ的区
别在于，前者存在于机体的大部分组织，而后者主要分

布于肝脏［１３］。既往研究显示，ＮＡＦＬＤ患者肝脏中
ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα的表达是增加的，提示脂肪酸合
成增多参与了肝脏脂质的沉积［１４－１５］。我们课题组在

先前的体内研究中观察到，慢性低度炎症能够使正常

饮食喂养的 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠出现肝脏脂质沉积，同时
上调肝脏中ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα的表达，而当炎症联
合高脂喂养时，上述改变表现得更为明显［１６］。相较于

之前的体内实验，本研究则是在体外这个影响因素更

为单纯的条件下探讨炎症对肝细胞脂质积聚的影响。

我们在ｍＲＮＡ和蛋白水平观察到，单纯ＴＮＦα处理使
ＨｅｐＧ２细胞 ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα的表达较空白对照
组上调；当 ＴＮＦα联合低浓度软脂酸时，ＳＲＥＢＰ１、
ＦＡＳ、ＡＣＣα的表达较软脂酸组明显增加。因此，结果
提示ＴＮＦα可能通过干扰脂质合成途径促进肝细胞
脂质积聚。

　　综上所述，本研究从体外水平观察到单纯 ＴＮＦα
处理能够增加肝细胞内脂质积聚，上调 ＳＲＥＢＰ１、
ＦＡＳ、ＡＣＣαｍＲＮＡ和蛋白的表达；而当 ＴＮＦα联合低
浓度软脂酸时，则能明显加重肝细胞脂质积聚，且伴随

ＳＲＥＢＰ１、ＦＡＳ、ＡＣＣα表达的明显上调。因此，本研究
结果提示，炎症可能在肝细胞脂质沉积的过程中起着

诱导和促进的作用，且这种作用有可能是通过干扰

ＳＲＥＢＰ１ＦＡＳ／ＡＣＣα途径来实现的。进一步的研究可
通过基因敲除、过表达来证实本实验的猜想，以期为

ＮＡＦＬＤ的早期防治提供新思路、新线索。
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２　讨论

　　本例患者主要表现为视神经和脊髓受损，结合中枢神经系
统ＭＲＩ表现，符合以下ＮＭＯ确诊标准，包括视神经炎、脊髓炎
和３个支持性诊断标准中的至少２个：≥３个节段的连续脊髓
损害ＭＲＩ证据、发病时的脑部 ＭＲＩ不能诊断多发性硬化或血
清ＮＭＯＩｇＧ阳性［２］。血清ＮＭＯＩｇＧ阳性或ａｑｕａｐｏｒｉｎ４抗体阳
性增加了诊断的特异性，特别是没有纵向脊髓损害且ＭＲＩ不符
合多发性硬化影像特征的患者和有纵向脊髓损害但脑部病灶

类似于多发性硬化的患者。该患者有视神经炎和脊髓炎，ＭＲＩ
提示脊髓损害≥３个连续脊髓节段，脑部 ＭＲＩ无多发性硬化表
现，诊断符合ＮＭＯ确诊诊断标准。使用激素治疗ＮＭＯ同时未
行有效抗结核治疗将导致结核播散的严重后果。结核性脑膜

炎的确诊需脑脊液培养出结核菌，但阳性率低，且培养需大量

脑脊液和数周时间，故对临床意义较小；用 ＰＣＲ检测脑脊液中
分枝杆菌的ＤＮＡ片段，是目前诊断结核性脑膜炎最快的方法，
其缺点是容易出现假阳性，脑脊液腺苷脱氨酶（ＡＤＡ）增高有助
于结核性脑膜炎诊断，但ＡＤＡ指标的特异性较低［３］。Ｔｈｗａｉｔｅｓ
等［４］回顾了目前结核性脑膜炎的诊断和治疗进展的相关文献，

发现改良的抗酸染色实验、干扰素γ释放实验及结核分枝杆菌
抗原检测实验作为新的诊断结核性脑膜炎的实验均表现了良

好的前景，但仍需进一步研究，目前尚缺乏有效的确诊结核性

脑膜炎的实验室检查。结核性脑膜炎的诊断仍以临床特征结

合脑脊液特点诊断为主。根据有结核病或接触史，亚急性起

病，慢性迁延病程，有脑膜刺激征，腰穿压力增高，脑脊液淋巴

细胞增多等特征性改变，可考虑结核性脑膜炎的临床诊断。该

患者有亚急性起病，病程中有午后低热等结核中毒症状，脑膜

刺激征，脑脊液有核细胞计数、蛋白升高，支持颅内感染，结合

脑脊液特点及肺部ＣＴ提示活动性肺结核，故支持结核性脑膜

炎的诊断。结核性脑膜炎需与其他病原体所致颅内感染鉴别。

化脓性脑膜炎、病毒性脑膜炎多为急性起病，无明显结核中毒

症状，化脓性脑膜炎的脑脊液白细胞多大于１０００×１０６／Ｌ。新
型隐球菌性脑膜炎患者常有慢性消耗性疾病或免疫缺陷疾病，

隐匿起病，与结核性脑膜炎类似，有剧烈头痛、视力下降，但无

结核中毒症状，脑脊液墨汁染色可检出隐球菌。结合患者病史

及脑脊液检查特点可除外化脓性脑膜炎、病毒性脑膜炎及隐球

菌性脑膜炎。该患者脊髓病灶需与结核瘤鉴别，结核性肉芽肿

和结核瘤是脊髓结核的后期改变，髓内结核均是以结核瘤形式

出现［５］，其ＭＲＩ表现为水肿的脊髓内见高信号环形结节，核心
部为等信号，环壁厚薄均匀，Ｔ１ＷＩ上为等信号，不易显示；增强
扫描示环壁强化，水肿区及核心部干酪坏死区信号不强化，形

成“靶征”，对髓内结核瘤的诊断具有特征性意义。根据影像学

特点可排除髓内病变为脊髓内结核。

　　ＮＭＯ与结核性脑脊髓膜炎均属神经系统疾病，两病共存
时，常规一元论无法解释患者临床表现，给诊断带来困难，临床

医师应把握诊断及鉴别诊断要点，避免误诊及漏诊。
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