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摘要：目的　探讨红芪多糖（ＨＰＳ）通过蛋白激酶ＲＮＡ样内质网激酶－对稳定抗
氧化调节蛋白核因子Ｅ２相关因子２（ＰＥＲＫ－Ｎｒｆ２）信号通路改善脂肪变性肝细
胞铁死亡的机制研究。方法　用０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１的脂肪酸进行体外诱导培养
ＬＯ－２细胞，构建非酒精性脂肪性肝病细胞模型。将细胞分为正常组（细胞正常
培养）、模型组（０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１脂肪酸干预１２ｈ造模）、阳性对照组（造模后用
２４μｍｏｌ·Ｌ－１ｌｉｐｒｏｘｓｔａｉｎ－１处理）和实验组（造模后用５０ｍｇ·Ｌ－１ＨＰＳ处理），
各组细胞均培养２４ｈ。用油红Ｏ染色法分析细胞脂质沉积阳性面积（％Ａｒｅａ）；
用酶联反应（ＥＬＩＳＡ）检测细胞脂质过氧化物（ＬＰＯ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）、４－羟基
壬烯酸（４－ＨＮＥ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的含量；用蛋白质印迹（ＷＢ）法和反
转录聚合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）检测肝细胞 ＰＥＲＫ－Ｎｒｆ２信号通路相关蛋白和
ＭｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的相对表达水平；用免疫荧光法检测谷胱甘肽过氧化酶
４（ＧＰＸ４）及溶质载体家族７成员１１（ＳＬＣ７Ａ１１）蛋白相对表达水平。结果　正
常组、模型组、对照组和实验组肝细胞脂质沉积阳性面积分别为００２±００１、
０２６±００８、００９±００２和 ０１５±００４；ＬＰＯ含量分别为（２６２±０１７）、
（１３４７±１５５）、（６３１±１１２）和（５７１±１５０）ｎｍｏｌ·ｍＬ－１；４－ＨＮＥ含量分别
为（８０６±０４０）、（１４６０±２０２）、（９４０±０８１）和（１２９４±０５６）ｎｇ·Ｌ－１；
ＧＳＨ含量分别为 （１２０７３±７７５）、（３４６０±２９８）、（６７８６±２０８）和
（５９３３±７４６）ｍｇ·Ｌ－１；ＳＯＤ含量分别为（７２５±０６１）、（３７７±０４４）、
（５２２±０７６）和（８１２±０７８）Ｕ·ｍｌ－１；葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）ｍＲＮＡ相
对表达水平分别为１０１±０１５、１４７±０１１、１４１±００８和１０２±００５；蛋白激
酶ＲＮＡ样内质网激酶（ＰＥＲＫ）ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±００９、
１８５±０１６、１０２±０２７和１１６±００１；核因子 Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）ｍＲＮＡ表
达水平分别为１０１±０１２、０２６±００７、０６８±００９和０６６±００５；ＧＰＸ４ｍＲＮＡ
相对表达水平分别为 １００±００５、０７９±００２、０８７±０１７和 ０８３±０１０；
ＳＬＣ７Ａ１１ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１０１±０１７、０５０±０１４、０９１±００９和
０９８±００５；Ｇｒｐ７８蛋白相对表达水平分别为１００±０１１、２７２±００７、
１８３±００４和２２４±００６；ＰＥＲＫ蛋白相对表达水平分别为 １００±００６、
１２１±００８、１０３±００７和０９５±００６；磷酸化（ｐ－）ＰＥＲＫ蛋白相对表达水平
分别为１００±００４、２７０±００８、１４０±００７和１７６±００６；ＰＥＲＫ蛋白磷酸化
水平分别为１００±００９、２２４±０２１、１３６±００３和１８５±００９；Ｎｒｆ２蛋白相对
表达水平分别为１００±００３、０５２±００１、０７３±００２和０８４±００２；ＧＰＸ４蛋
白荧光强度分别为 ２４３４±０８６、１３８６±１６５、１８０１±２０３和 １６２０±１５５；
ＳＬＣ７Ａ１１蛋白荧光强度分别为 ６９５８±４１３、３４２４±６７３、６０７５±９３５和
４５１８±６４６。模型组的上述指标与正常组比较、实验组的上述指标与模型组比
较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。结论　ＨＰＳ可能通过调控
ＰＥＲＫ－Ｎｒｆ２信号通路，减轻肝细胞脂质过氧化，减轻铁死亡，从而保护肝细胞。
关键词：红芪多糖；非酒精性脂肪肝病；蛋白激酶ＲＮＡ样内质网激酶－对稳定抗
氧化调节蛋白核因子Ｅ２相关因子２信号通路；脂质过氧化；铁死亡
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ｗｅｒｅ１０１±０１２，０２６±００７，０６８±００９ａｎｄ０６６±００５；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＧＰＸ４ｍＲＮＡｗｅｒｅ１００±００５，
０７９±００２，０８７±０１７ａｎｄ０８３±０１０；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＬＣ７Ａ１１ｍＲＮＡｗｅｒｅ１０１±０１７，０５０±０１４，
０９１±００９ａｎｄ０９８±００５；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧｒｐ７８ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１１，２７２±００７，
１８３±００４ａｎｄ２２４±００６；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＥＲＫｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±００６，１２１±００８，
１０３±００７ａｎｄ０９５±００６；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ－ＰＥＲＫｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±００４，２７０±００８，
１４０±００７ａｎｄ１７６±００６；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆＰＥＲＫｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｗｅｒｅ１００±００９，２２４±０２１，
１３６±００３ａｎｄ１８５±００９；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮｒｆ２ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±００３，０５２±００１，
０７３±００２ａｎｄ０８４±００２；ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＧＰＸ４ｗｅｒｅ２４３４±０８６，１３８６±１６５，
１８０１±２０３ａｎｄ１６２０±１５５；ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＳＬＣ７Ａ１１ｗｅｒｅ６９５８±４１３，３４２４±６７３，
６０７５±９３５ａｎｄ４５１８±６４６Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅ
ｉｎｄｅｘｅｓｏｆｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜００５）；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｂｏｖｅ
ｉｎｄｅｘｅｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＰＳｍａｙｐｒｏｔｅｃｔｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＰＥＲＫ－
Ｎｒｆ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｒｅｄｕｃｉｎｇｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎａｎｄｉｒｏｎｄｅａｔｈｉｎｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｅｄｙｓａｒｕｍｐｏｌｙｂｏｔｒｙｓｐｏｌｙｓａｃｃｈｃａｉｄｅ；ｎｏｎ－ａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ；ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲＮＡ－ｌｉｋｅ
ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｋｉｎａｓｅ－ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ；
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

　　非酒精性脂肪肝病（ｎｏｎ－ａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）以肝细胞脂质蓄积为主要病理表现，
由此引发的脂质过氧化物堆积会导致抗氧化物耗竭，

这为铁死亡的发生提供了必要条件［１－３］。内质网是

脂质过氧化发生的主要场所，内质网应激时蛋白激酶

ＲＮＡ样内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲＮＡ－ｌｉｋｅｅｎｄｏ
ｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）激活对稳定抗氧化调
节蛋白核因子Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ
２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）表达是必须的。红芪多糖
（ｈｅｄｙｓａｒｕｍｐｏｌｙｂｏｔｒｙｓｐｏｌｙｓａｃｃｈｃａｉｄｅ，ＨＰＳ）是中药红
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芪的主要成分，前期我们研究发现，ＨＰＳ能够提高
ＮＡＦＬＤ模型小鼠 Ｎｒｆ２蛋白表达，减少肝细胞脂质沉
积造成的肝细胞损伤［４］，本研究旨在通过体外实验，

进一步探讨高脂环境下 ＨＰＳ对肝细胞 ＰＥＲＫ－Ｎｒｆ２
信号通路及铁死亡的影响。

材料与方法

１　材料
细胞　人正常肝细胞 ＬＯ－２（ＨＬ－７７０２）细胞，

购自苏州海星生物科技有限公司。

药品与试剂　红芪多糖，规格：１００ｍｇ／支，纯度：
≥９０％，批号：ＷＰ２３０８０７１２，四川维克奇生物科技有
限公司生产；铁死亡抑制剂（ｌｉｐｒｏｘｓｔａｉｎ－１），规格：
２ｍｇ，纯度：９８５６％，批号：ＨＹ－１２７２６，上海 ＭＣＥ公
司生产；脂肪酸，规格：５ｍＬ２支，纯度：≥９８％，批
号：ＫＣ００６，西安鲲创科技发展有限公司生产；胎牛血
清，批号：１２Ａ０５０，太仓依科赛生物科技有限公司生
产，甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体、磷酸化蛋白激
酶ＲＮＡ样内质网激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲＮＡ－
ｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｋｉｎａｓｅ，ｐ－ＰＥＲＫ）抗兔单克
隆抗体，均由美国 ＩｍｍｕｎｏＷａｙ公司生产；谷胱甘肽过
氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）抗兔单克
隆抗体、核因子 Ｅ２相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｅｒｙ
ｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２），均由武汉 ＡＢｃｌｏｎａｌ公
司生产；溶质载体家族７成员１１（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ
７ｍｅｍｂｅｒ１１，ＳＬＣ７Ａ１１）抗兔单克隆抗体，美国 Ａｂｃａｍ
公司生产；蛋白激酶 ＲＮＡ样内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅＲＮＡ－ｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）
抗兔单克隆抗体，美国 ＧｅｎｅＴｅｘ公司生产；葡萄糖调
节蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，Ｇｒｐ７８）抗兔单
克隆抗体，美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司生产；４－羟基壬烯醛
（４－ｈｙｄｒｏｘｙｎｏｎｅｎａｌ，４－ＨＮＥ）试剂盒，江苏酶免实业
有限公司生产；超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓ
ｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）试剂盒、谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）试
剂盒，均由南京建成生物工程研究所生产；脂质过氧

化产物（ｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄｅ，ＬＰＯ）试剂盒，北京索莱宝科技
有限公司生产；油红 Ｏ染色试剂盒，苏州海星生物科
技有限公司生产。

仪器　ＷＤ－９４２３Ｃ全自动化学发光成像系统，
北京六一生物科技有限公司产品；２０１９０１００３实时荧
光定量聚合酶链式反应仪，美国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ科技
公司。

２　实验方法
２１　细胞培养［４］

ＬＯ－２细胞经复苏后，置于含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ－Ｆ１２培养基内，于３７℃、５％ ＣＯ２环境下培养。
待细胞融合达７５％～８５％时，常规消化、传代，冻存。
２２　ＮＡＦＬＤ细胞模型的建立［５］

使用完全培养基将脂肪酸稀释为０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的脂肪酸造模液。

２３　细胞分组与处理［６］

参照课题组既往实验方法和步骤，用细胞计数试

剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）和油红 Ｏ染色
法分别于脂肪酸干预１２、２４、４８ｈ筛选建立脂肪变性细
胞模型的浓度及时间，当脂肪酸浓度０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１作
用２４ｈ时细胞变性明显且细胞增殖显著抑制。通过
ＣＣＫ－８实验检测不同浓度的ＨＰＳ及阳性对照药物对
ＬＯ－２细胞增殖活性的影响。各浓度梯度比较，细胞光
密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值在统计学上差异均无统计
学意义（均Ｐ＞００５），提示药物对ＬＯ－２细胞均无明
显毒性作用，且ＨＰＳ浓度为５０ｍｇ·Ｌ－１，阳性对照组药
物浓度为２４μｍｏｌ·Ｌ－１时细胞开始出现增殖表现，确
定为后续干预浓度。将ＬＯ－２细胞分为正常组、模型
组、阳性对照组和实验组。正常组细胞使用完全培养基

培养；模型组细胞使用０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１脂肪酸造模液培
养；阳性对照组细胞使用０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１脂肪酸造模液，
并加入浓度为２４μｍｏｌ·Ｌ－１的ｌｉｐｒｏｘｓｔａｉｎ－１干预；实验
组细胞使用０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１脂肪酸造模液，加入浓度为
５０ｍｇ·Ｌ－１的ＨＰＳ干预。各组均干预２４ｈ后检测指标。
２４　油红Ｏ染色法观察细胞脂肪变性［７］

将ＬＯ－２细胞接种于６孔板中，贴壁后，弃去完
全培养基，磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）清洗，加入不含胎牛血清的细胞培养液，使细胞
同步分化１２ｈ。吸弃培养液，ＰＢＳ清洗后，按“２３”方
案分组处理２４ｈ。移除培养基，ＰＢＳ清洗，加入 ＯＲＯ
Ｆｉｘａｔｉｖｅ固定 ２０～３０ｍｉｎ。弃固定液，蒸馏水清洗，
６０％异丙醇浸洗５ｍｉｎ。吸弃异丙醇，加入新配 ＯＲＯ
Ｓｔａｉｎ染色 １５ｍｉｎ。弃染液，蒸馏水洗至背景洁净，
Ｍａｙｅｒ苏木素复染核１～２ｍｉｎ。弃苏木素液，蒸馏水洗，
ＯＲＯＢｕｆｆｅｒ平衡１ｍｉｎ，最后加适量蒸馏水覆盖，镜检。
油红Ｏ阳性区域呈橙红至橘红色，细胞核呈蓝色。用
ＩｍａｇｅＪ软件分析脂质沉积阳性面积百分比（％Ａｒｅａ）。
２５　酶联反应（Ｅｎｚｙｍｅ－ＬｉｎｋｅｄＩｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
Ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测各组细胞ＭＤＡ、ＬＰＯ、ＳＯＤ和
ＧＳＨ含量［８］

药物干预２４ｈ后制备细胞悬液，冰浴状态下超声
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２２Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４４）

破碎（３００Ｗ，３～５ｓ·ｔｉｍｅ－１，间隔 ３０ｓ，重复 ３～５
次），随后按照 ＢＣＡ试剂盒说明测定样本总蛋白浓
度，并用酶标法检测 ＴＧ含量：依次加入反应体系，混
匀孵育后，于５１０ｎｍ波长处测定各组 ＯＤ值。ＴＧ含
量根据下式计算：ＴＧ含量 （ｍｍｏｌ· ｇｐｒｏｔ－１）＝
［（ＯＤ样本 －ＯＤ空白）／（ＯＤ校准 －ＯＤ空白）］×校准品浓
度（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）／待测样本蛋白浓度（ｇｐｒｏｔ·Ｌ－１）。
２６　逆转录定量聚合酶链反应检测细胞 Ｇｒｐ７８、
ＰＥＲＫ、Ｎｒｆ２、ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１基因表达［９］

药物干预２４ｈ后，细胞刷刮下培养瓶内细胞，用
核酸定量分析仪测定 ＲＮＡ浓度，进行 ｃＤＮＡ反转程
序，ＰＣＲ扩增人 Ｇｒｐ７８、ＰＥＲＫ、Ｎｒｆ２、ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１
基因片段。基因引物由博迈德生物科技公司合成合

成。ＰＣＲ扩增条件：９５℃预变性３０ｓ，随后４０个循环
扩增（９５℃变性５ｓ，６０℃退火３４ｓ，６０℃延伸３４ｓ）。
扩增过程中通过实时荧光监测系统记录扩增曲线，并

基于样点拟合法分析，求得目的基因及内参 ＧＡＰＤＨ
的Ｃｔ值，用比较 Ｃｔ值法计算相对表达水平：ΔΔＣｔ＝
（测试组目的基因 Ｃｔ值 －测试组内参基因 Ｃｔ值）－
（对照组目的基因Ｃｔ值 －对照组内参基因 Ｃｔ值），相
对表达水平为２－ΔΔＣｔ。
２７　 蛋白质印迹法检测细胞 Ｇｒｐ７８、ＰＥＲＫ、
ｐ－ＰＥＲＫ和Ｎｒｆ２蛋白表达［１０］

细胞经药物处理２４ｈ后，从培养瓶壁刮取并提取
总蛋白，用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。随后进行电泳、转
膜及封闭，膜先后在 ４℃下与一抗（稀释比例
１∶５０００）孵育过夜、室温下与二抗（ＰＥＲＫ、ｐ－ＰＥＲＫ、
Ｎｒｆ２稀释比例均为 １∶２０００）孵育，每次孵育后以
ＴＢＳＴ清洗 ３次。最后经化学发光法显影，用 Ｂｉｏ－
ＲＡＤＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ采集图像，并通过ＩｍａｇｅＪ软件计算
目标蛋白与内参 ＧＡＰＤＨ的灰度比值，得到 ＰＥＲＫ、
ｐ－ＰＥＲＫ及Ｎｒｆ２蛋白的相对表达水平。

２８　免疫荧光法检测细胞 ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１蛋白
表达［１１］

细胞经４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ及 ＰＢＳ漂洗３
次后，使用３％ ＢＳＡ溶液封闭３０ｍｉｎ。继而与一抗在
４℃下共孵育过夜，ＰＢＳ清洗后再与二抗于３７℃避光
反应１ｈ。此后，经 ＰＢＳ洗涤并用 ＤＡＰＩ进行核复染，
室温避光孵育后封片。在荧光显微镜下观察图像，并

用ＩｍａｇｅＪ软件进行定量分析。
３　统计学处理

本研究用ＳＰＳＳ２４０软件进行统计分析。计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析（ｏｎｅ－
ｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两比较依据方差齐性检验结果，
方差齐通过 ＬＳＤ－ｔ检验、不齐则通过 ＴａｍｈａｎｅＴ２
检验。

结　　果

１　细胞脂质沉积阳性面积
红油Ｏ染色法显示：正常组细胞呈圆形或椭圆

形，细胞间未见明显脂滴沉积，细胞界限清楚，大部分

细胞核呈圆形居中。模型组细胞边缘呈现明显橘红

染色，细胞轮廓清楚，细胞核圆形，未见明显改变，细

胞内有脂滴形成，细胞核偏移不明显，阳性对照组与

实验组细胞虽仍可见橘红色染色，但其脂滴数量较模

型组明显减少，细胞形态清晰。正常组、模型组、阳性

对照组和实验组细胞的％Ａｒｅａ分别为 ００２±００１、
０２６±００８、００９±００２和 ０１５±００４，模型组的
％Ａｒｅａ与空白组比较；阳性对照组和实验组细胞的
％Ａｒｅａ与模型组比较，在统计学上差异均有统计学意
义（均Ｐ＜００５），见图１。
２　ＨＰＳ对脂肪变性细胞模型 ＬＰＯ、ＳＯＤ、ＧＳＨ和
４－ＨＮＥ含量的影响

模型组细胞中的ＭＤＡ和ＬＰＯ含量与正常组相比
　　

图 １　光学显微镜下观察各组油红Ｏ染色结果（×５００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＯｉｌｒｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×５００）
Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ：ＴｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＭＥＭ－１２ｆｏｒ２４ｈ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒ２４ｈ；Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄ２４μｍｏｌ·Ｌ－１ｌｉｐｒｏｘｓｔａｉｎ－１ｆｏｒ２４ｈ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄ

５０ｍｇ·Ｌ－１ＨＰＳｆｏｒ２４ｈ
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均显著上升，而 ＳＯＤ和 ＧＳＨ水平与正常组相比均明
显下降，在统计学上差异均有统计学意义 （均

Ｐ＜００５）。阳性对照组和实验组的 ＭＤＡ和 ＬＰＯ含
量与模型组比较均显著降低，而 ＳＯＤ和 ＧＳＨ含量与
模型组比较均显著升高，在统计学上差异均有统计学

意义（均Ｐ＜００５），见表１。
３　ＨＰＳ对 ＮＡＦＬＤ细胞模型 Ｇｒｐ７８、ＰＥＲＫ、Ｎｒｆ２、
ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１ｍＲＮＡ相对表达水平的影响

模型组细胞的 Ｎｒｆ２、ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１ｍＲＮＡ相
对表达水平与正常组比较均下降，Ｇｒｐ７８和 ＰＥＲＫ
ｍＲＮＡ相对表达水平均升高，在统计学上差异均有统
计学意义（均 Ｐ＜００５）；实验组细胞的 Ｇｒｐ７８和
ＰＥＲＫｍＲＮＡ相对表达水平与模型组比较均降低，
Ｎｒｆ２和ＳＬＣ７Ａ１１ｍＲＮＡ相对表达水平均升高，在统计
　　

学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；对照组细胞
的Ｇｒｐ７８ｍＲＮＡ相对表达水平、对照组及实验组细胞
的ＧＰＸ４ｍＲＮＡ相对表达水平与模型组比较，在统计
学上差异均无统计学意义（均Ｐ＞００５），见表２。
４　 ＨＰＳ对 ＮＡＦＬＤ 细 胞 模 型 Ｇｒｐ７８、ＰＥＲＫ、
ｐ－ＰＥＲＫ和Ｎｒｆ２蛋白相对表达水平的影响

模型组细胞的 Ｇｒｐ７８、ＰＥＲＫ和 ｐ－ＰＥＲＫ蛋白相
对表达水平及ＰＥＲＫ磷酸化水平较空白组显著上升，
Ｎｒｆ２蛋白表达水平较空白组明显下降，在统计学上差
异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；对照组和实验组
Ｇｒｐ７８、ＰＥＲＫ、ｐ－ＰＥＲＫ蛋白相对表达水平及 ＰＥＲＫ
磷酸化水平较模型组均减少，Ｎｒｆ２蛋白相对表达水平
较模型组增加，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００５），见表３。

表１　红芪多糖（ＨＰＳ）对细胞脂质过氧化物（ＬＰＯ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）和４－羟基壬烯醛（４－ＨＮＥ）含量的
影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｅｄｙｓａｒｕｍｐｏｌｙｂｏｔｒｙｓｐｏｌｙｓａｃｃｈｃａｉｄｅ（ＨＰＳ）ｏｎｃｅｌｌｕｌａｒｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄｅ（ＬＰＯ），ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ），ｇｌｕｔａｔｈｉ
ｏｎｅ（ＧＳＨ）ａｎｄ４－ｈｙｄｒｏｘｙｎｏｎｅｎａｌ（４－ＨＮＥ）ｃｏｎｔｅｎｔ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ ｎ ＬＰＯ（ｎｍｏｌ·ｍＬ－１） ＳＯＤ（Ｕ·ｍＬ－１） ＧＳＨ（ｍｇ·Ｌ－１） ４－ＨＮＥ（ｎｇ·Ｌ－１）

Ｎｏｒｍａｌ － ３ ２６２±０１７ ７２５±０６１ １２０７３±７７５ ８０６±０４０

Ｍｏｄｅｌ － ３ １３４７±１５５ ３７７±０４４ ３４６０±２９８ １４６０±２０２

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ２４μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ ６３１±１１２＃ ５２２±０７６ ６７８６±２０８＃ ９４０±０８１＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ５０ｍｇ·Ｌ－１ ３ ５７１±１５０＃ ８１２±０７８＃ ５９３３±７４６＃ １２９４±０５６

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

表２　ＨＰＳ对细胞葡萄糖调节蛋白７８（Ｇｒｐ７８）、蛋白激酶ＲＮＡ样内质网激酶（ＰＥＲＫ）、核因子Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）、谷胱甘肽过氧
化物酶４（ＧＰＸ４）和溶质载体家族７成员１１（ＳＬＣ７Ａ１１）ｍＲＮＡ相对表达水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＰＳｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８（Ｇｒｐ７８）、ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲＮＡ－ｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕ
ｌｕｍｋｉｎａｓｅ（ＰＥＲＫ）、ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２（Ｎｒｆ２）、ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４ａｎｄｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ１１
（ＳＬＣ７Ａ１１）ｍＲＮＡｉｎｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｇｒｐ７８ ＰＥＲＫ Ｎｒｆ２ ＧＰＸ４ ＳＬＣ７Ａ１１

Ｎｏｒｍａｌ １０１±０１５ １００±００９ １０１±０１２ １００±００５ １０１±０１７

Ｍｏｄｅｌ １４７±０１１ １８５±０１６ ０２６±００７ ０７９±００２ ０５０±０１４

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １４１±００８ １０２±０２７＃ ０６８±００９＃ ０８７±０１７ ０９１±００９＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １０２±００５＃ １１６±００１＃ ０６６±００５＃ ０８３±０１０ ０９８±００５＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

表３　ＨＰＳ对细胞Ｇｒｐ７８、ＰＥＲＫ、ｐ－ＰＥＲＫ和Ｎｒｆ２蛋白相对表达水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨＰＳｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧｒｐ７８、ＰＥＲＫ、ｐ－ＰＥＲＫａｎｄＮｒｆ２ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｇｒｐ７８ ＰＥＲＫ ｐ－ＰＥＲＫ ｐ－ＰＥＲＫ／ＰＥＲＫ Ｎｒｆ２

Ｎｏｒｍａｌ １００±０１１ １００±００６ １００±００４ １００±００９ １００±００３

Ｍｏｄｅｌ ２７２±００７ １２１±００８ ２７０±００８ ２２４±０２１ ０５２±００１

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １８３±００４＃ １０３±００７＃ １４０±００７＃ １３６±００３ ０７３±００２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ２２４±００６＃ ０９５±００６＃ １７６±００６＃ １８５±００９ ０８４±００２

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２２Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４４）

５　ＨＰＳ对 ＮＡＦＬＤ细胞模型 ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１蛋
白相对表达水平的影响

模型组细胞的 ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１蛋白荧光强度
与空白组比较均降低，在统计学上差异均有统计学意

义（均Ｐ＜００５）；对照组和实验组 ＧＰＸ４和 ＳＬＣ７Ａ１１
蛋白荧光强度与模型组比较均增强，在统计学上差异

均有统计学意义（均Ｐ＜００５），见表４。

表４　ＨＰＳ对细胞ＧＰＸ４和ＳＬＣ７Ａ１１蛋白表达的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｆｆｅｃｔｓｏｆＨＰＳｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＧＰＸ４ａｎｄＳＬＣ７Ａ１１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＧＰＸ４ ＳＬＣ７Ａ１１

Ｎｏｒｍａｌ ２４３４±０８６ ６９５８±４１３

Ｍｏｄｅｌ １３８６±１６５ ３４２４±６７３

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １８０１±２０３＃ ６０７５±９３５＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １６２０±１５５＃ ４５１８±６４６＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５

讨　　论

肝细胞内脂质异常积聚可引发过氧化物酶体和

内质网中的脂质过氧化反应，进而产生多种具有生物

活性的醛类化合物，包括 ＭＤＡ和 ４－ＨＮＥ。其中，
ＭＤＡ是脂质过氧化最具诱变性的产物，而４－ＨＮＥ表
现出更强的细胞毒性，并被普遍认为是脂质过氧化程

度的关键生物标志物及调控细胞信号转导的重要活

性分子。ＧＰＸ４作为一种 ＧＳＨ依赖性抗氧化酶，能够
促使ＧＳＨ转化为ＧＳＳＧ。ＧＳＨ作为关键辅助因子，通
过其还原作用将具有细胞毒性的脂质过氧化物转化

为无毒的脂质醇，降低了细胞内活性脂质过氧化产物

的水平，进而维持细胞膜结构的完整性，使其免遭过

氧化损伤［１２］。脂质过氧化物的增加导致抗氧化物

ＳＯＤ、ＧＳＨ耗竭，其中 ＧＳＨ含量降低会导致 ＧＰＸ４失
活和脂质过氧化积累，且ＧＳＨ耗竭及ＧＸＰ４活性降低
是铁死亡的主要特征之一［２－３］。ＧＰＸ４可特异性清除
铁过载诱导的细胞内 Ｈ２Ｏ２及其他过氧化小分子，抑
制ＲＯＳ过量积累，有效减少铁死亡［１３］。当 ＧＰＸ４功
能失活或合成受到抑制时，细胞对铁过载诱导的过氧

化物清除能力显著下降，导致 ＲＯＳ大量蓄积，进而触
发铁死亡。肝脏单纯性脂肪变性不仅存在ＧＰＸ４的表
达下降，同时伴随着铁死亡的发生，增加ＧＰＸ４的表达
不仅可以负向调节铁死亡，对 ＮＡＦＬＤ的发展也具有

有效的抑制作用。研究发现，黄连素可通过调控

ＧＰＸ４介导的铁死亡途径，减轻ＮＡＦＬＤ小鼠脂肪肝和
肝脏脂质沉积，改善其肝功能［１４］。高脂饮食诱导的

ＮＡＦＬＤ模型或棕榈酸／油酸诱导的肝细胞脂肪变性模
型中均显示 ＧＰＸ４表达降低，且发生铁死亡［１５］，特异

性抑制脂质过氧化反应可抑制铁死亡的发生，减缓肝

脏损伤。

Ｎｒｆ２是调控抗氧化反应的关键转录因子，能够激
活ＧＰＸ４等靶基因的转录。在多种细胞中，沉默 Ｎｒｆ２
均可降低 ＧＰＸ４的表达［１６］。除了直接调控 ＧＰＸ４转
录外，Ｎｒｆ２还可以通过调控 ＧＳＨ的转录来调节 ＧＰＸ４
的活性。ＳＬＣ７Ａ１１是ＧＰＸ４的上游调节因子，主要用
于合成胞内抗氧化蛋白 ＧＳＨ，协同 ＧＰＸ４发挥抗氧化
作用，且ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４途径被认为是调控铁死亡的
重要通路［１７］。ＧＰＸ４能够利用 ＧＳＨ特异性催化脂质
氢过氧化物转化为脂质醇，降低细胞内毒性代谢产物

积累，减轻组织的脂质过氧化，进而增强细胞对铁死

亡的抵抗能力［１８］。Ｎｒｆ２的过度激活能够直接结合其
启动子区域诱导ＳＬＣ７Ａ１１表达，使 ＧＳＨ合成减少，削
弱ＧＰＸ４控制ＧＳＨ解毒的能力，降低脂质过氧化水平
和相 关 的 铁 死 亡 特 征。研 究 发 现，通 过 调 控

Ｎｒｆ２／ＳＬＣ７Ａ１１／ＧＰＸ４信号通路，当归芍药散能够抑制
脂质过氧化和铁死亡，进而延缓 ＮＡＦＬＤ疾病
进展［１９］。

内质网应激与铁死亡密切相关。Ｇｒｐ７８是内质网
应激发生的标志蛋白，可通过与内质网跨膜蛋白解离

发挥生物学功能，进而助力维持细胞稳态。在细胞遭

遇内质网应激条件下，未折叠蛋白反应通路被激活，

进而调控细胞内蛋白质的折叠平衡以维持其稳态。

ＰＥＲＫ作为未折叠蛋白反应的关键分支通路，是 Ｎｒｆ２
的上游蛋白，与细胞抗氧化防御系统的调控密切相

关［２０］。内质网应激过程中伴随大量 ＲＯＳ生成，而
ＰＥＲＫ能够磷酸化 Ｎｒｆ２，使其从 Ｎｒｆ２／Ｋｅａｐ１复合物上
解离，进入细胞核，启动核心抗氧化酶的转录表达，从

而增强细胞对ＲＯＳ的清除能力，缓解氧化损伤。前期
研究中我们发现，ＮＡＦＬＤ模型小鼠ｏｂ／ｏｂ鼠肝组织存
在明显的内质网应激，其中 ＰＥＲＫ通过磷酸化激活，
其对 Ｎｒｆ２激活和核移位是必须的，ＨＰＳ干预 ＮＡＦＬＤ
模型小鼠后能够改善肝组织内质网应激，促进Ｎｒｆ２的
表达，通过增强ＮＡＦＬＤ模型动物抗氧化能力，发挥对
肝细胞的保护作用［４］。

本研究提示：ＨＰＳ能够减少高脂状态下肝细胞
ＬＰＯ、４－ＨＥＮ的含量，并能够增加 ＳＯＤ、ＧＳＨ抗氧
化物含量，保护肝细胞，其作用机制可能是通过激
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活 ＰＥＲＫ－Ｎｒｆ２信号通路，减少肝细胞脂质过氧化
物生成，促进 ＧＸＰ４和 ＳＬＣ７Ａ１１表达，减轻铁死亡
实现的。
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