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摘要 目的 研究乳源免疫调节肽( PGPIPN) 对肝细胞酒精
性脂肪变性的干预机制。方法 MTT 法筛选正常肝细胞株
( LO2 ) 酒精诱导的最佳浓度和 PGPIPN 最佳用药范围，在肝
细胞内加入酒精和不同浓度的 PGPIPN 进行干预，连续造模
3 个月，建立能稳定遗传的酒精诱导脂肪变性的肝细胞模
型，观察 PGPIPN对肝细胞脂肪变性的防治效果。油红 O染
色法观察 LO2 细胞脂肪变性程度，ＲT-PCＲ 法检测脂肪合成
相关基因( ACC、PPAＲ-γ) 的表达。结果 成功建立了能稳
定遗传的酒精诱导脂肪变性的肝细胞模型，并筛选出酒精诱

导 LO2 脂肪变性的最佳浓度和 PGPIPN最佳用药范围。PG-
PIPN可以防治和缓解脂肪变性，PGPIPN可能通过降低 ACC
的基因表达，升高 PPAＲ-γ 的基因表达来实现。结论 PG-
PIPN可防治和放缓肝细胞酒精性脂肪病变，机制可能是减
少脂肪合成。
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资料［1］显示男性每日摄入乙醇 ＞ 40 g，女性每
日摄入乙醇 ＞ 30 g，就有可能导致肝脏损伤，如果任
其继续发展，可能导致酒精性脂肪肝，甚至肝硬化。
乳源免疫调节肽 ( immunomodulating peptide，PG-
PIPN) 是最典型的免疫调节肽，是位于 β-酪蛋白 63
～ 68 残基上的 6 个氨基酸残基组成的短肽［2］。研
究［3］显示 PGPIPN可以减轻酒精造模小鼠脂肪变性
程度，延缓酒精肝发展。该研究通过酒精诱导脂肪
变性的肝细胞模型，旨在探讨 PGPIPN 对酒精性脂
肪肝的防治作用及对受损后肝细胞的保护作用。

1 材料与方法

1． 1 细胞株 人正常肝细胞株( LO2 ) 由安徽医科

大学生物化学与分子生物学实验室保存。
1． 2 药物与试剂 PGPIPN购自上海楚肽生物科技
有限公司，纯度 98. 23% ; MTT、DMEM 培养基购自

美国 Gibco 公司; 胎牛血清购自天津康源生物技术
有限公司; ＲT-PCＲ 试剂盒购自美国 Fermentas 公
司。
1． 3 方法
1． 3． 1 筛选酒精最佳浓度和 PGPIPN 用药浓度
用 0. 25% 胰蛋白酶消化细胞，按照每孔 6 000、
4 000、2 000 个细胞种植在 96 孔板上，细胞贴壁后
第 1 组使用正常培养基 DMEM作为正常对照组，后
5 组细胞的 DMEM 培养基分别加入不同浓度酒精
( 0. 1%、0. 25%、0. 5%、1. 0%、2. 0%、4. 0% ) ，每日
换液分别培养 24、48、72 h 后在 490 nm波长下测吸
光度 ( optical density，OD) 值。细胞抑制率 ( % ) =
( 对照组 OD490 － 实验组 OD490 ) /对照组 OD490 ×
100%。筛选酒精最佳浓度。再次分组第 1 组正常
对照组使用正常培养基 DMEM，第 2 组酒精对照组
的 DMEM培养基加入筛选好浓度的酒精，后 5 组实
验组的 DMEM培养基除了含有酒精还加入不同浓
度的 PGPIPN( 1 × 10 －5、1 × 10 －4、1 × 10 －3、1 × 10 －2、
1 × 10 －1 g /L) ，连续培养 LO2 细胞 1 个月，在酒精对
照组 LO2 细胞出现脂肪变性后，取各组对数期 LO2

细胞用胰蛋白酶消化，按照每孔 6 000、4 000、2 000
个细胞种植在 96 孔板上，分别培养 24、48、72 h，在
490 nm波长下测量各孔 OD 值，计算细胞存活率
( % ) = ( 实验组 OD490 /酒精对照组 OD490 ) × 100%，
筛选出 PGPIPN最佳作用浓度。
1． 3． 2 酒精性脂肪肝细胞模型的建立 筛选出酒
精和 PGPIPN最佳作用浓度后，将细胞分为:① 正常
对照组: DMEM培养;② 酒精对照组: DMEM +酒精
培养; ③ 低浓度 PGPIPN 组: DMEM + 酒精 + PG-
PIPN( 1 × 10 －4 g /L) ; ④ 中浓度 PGPIPN 组: DMEM
+酒精 + PGPIPN( 1 × 10 －3 g /L) ;⑤ 高浓度 PGPIPN
组: DMEM +酒精 + PGPIPN( 1 × 10 －2 g /L) 。以上各
组均隔天换液，每 4 d传代，连续培养 2 个月后的细
胞方可用于后续试验。
1． 3． 3 油红 O染色 取不同组别连续刺激培养的
LO2 细胞，在 6 孔板爬片培养( 玻片需提前泡酸、高
压灭菌) ，细胞汇合率达 80%后，用胰蛋白酶消化成
悬液，1 000 r /min 离心 5 min，PBS 洗涤 3 次( 60 s /
次) ，4%多聚甲醛固定 1 h，100%丙二醇洗涤 2 min，
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避光条件下用 0. 5% 的油红 O 染色过夜，隔天用
98%丙二醇洗涤 5 min，85% 丙二醇洗涤 10 min，
60%异丙醇脱色。苏木精染色细胞核 10 min，流水
中蓝化 20 min，烘箱烘烤 2 h，甘油明胶封片烘箱过
夜，显微镜拍照。
1． 3． 4 ＲT-PCＲ法检测相关基因表达 利用 Primer
5． 0 软件设计 β-actin、乙酰辅酶 A 羧代酶 ( acetyl-
coA carboxylase，ACC) 、过氧化物酶体增殖物活代
受体 γ ( peroxisome proliferalors activated receptor
gamma，PPAＲ-γ) 引物序列，送至上海生工合成引
物。使用 TＲIzol试剂提取细胞总 ＲNA，用 Fermentas
试剂盒逆转录为 cDNA，加入引物 PCＲ 扩增。琼脂
糖电泳扩增产物，采集图像进行光密度扫描，用目的

基因与 β-actin光密度比值衡量相应基因表达高低，
重复 3 次试验。引物序列见表 1。

表 1 β-actin、ACC、PPAＲ-γ引物序列、片段大小和退火温度

基因 引物序列( 5’-3’)
片段大小

( bp)
退火温度

( ℃ )
β-actin F: CGGGAAATCGTGCGTGAC 434 54． 6

Ｒ: TGGAAGGTGGACAGCGAGG
ACC F: CAGCGAGCAGAAGTCATACG 200 53． 0

Ｒ: GCATAACCTGAAACGAGAGGA
PPAＲ-γ F: GGAAGACCACTCCCACTCCT 273 53． 0

Ｒ: TCTCCACAGACACGACATTCA

1． 4 统计学处理 采用 SPSS 16． 0 软件进行分析，
数据用 珋x ± s 表示。组间计量资料采用成组设计的
方差分析，两两比较采用 LSD-t检验。

2 结果

2． 1 酒精诱导脂肪变性 LO2 细胞模型的建立 与

正常对照组比较，酒精组细胞抑制率均有上升，差异

有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，尤其是 1. 0%酒精刺激之
后细胞抑制率明显上升。表明随着酒精浓度升高，
细胞活性降低，细胞活性与酒精浓度成反比。选取
0. 5%的酒精浓度作为诱导 LO2 酒精性脂肪变性的

最佳酒精浓度 ( F24 h = 158. 708，F48 h = 113. 605，
F72 h = 176. 690) ，见图 1。
2． 2 PGPIPN对 LO2 细胞脂肪变性的防治作用

2． 2． 1 PGPIPN 对酒精性脂肪变性 LO2 细胞存活

率的影响 与正常对照组比较，各用药组存活率均

下降，除了酒精对照组和 1 × 10 －5 g /L PGPIPN 用药
组，其他差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。与酒精
对照组比较，加入不同浓度 PGPIPN 培养的酒精诱
导变性肝细胞存活率均有上升，除了1 × 10 －5 g /L

图 1 酒精浓度对 LO2 细胞增殖抑制率影响( n = 4)

1:正常对照组; 2: 0． 1%酒精; 3: 0. 25%酒精; 4: 0. 5%酒精; 5:

1. 0%酒精; 6: 2. 0%酒精; 7: 4. 0%酒精; 与正常对照组比较: * P ＜

0. 05

PGPIPN用药组，其他差异均有统计学意义 ( P ＜
0. 05) ，以 1 × 10 －2 g /L最为明显。细胞活性在一定
范围内随着培养时间和 PGPIPN 上升而增高。因此
选取 1 × 10 －4、1 × 10 －3、1 × 10 －2 g /L 作为 PGPIPN
最佳用药浓度( F24 h = 7. 417，F48 h = 7. 773，F72 h =
8. 591) ，见图 2。

图 2 PGPIPN对酒精性脂肪变性 LO2 细胞存活率影响( n = 4)

1:正常对照组; 2:酒精对照组; 3: PGPIPN浓度为 1 × 10 －5 g /L;

4: PGPIPN浓度为 1 × 10 －4 g /L; 5: PGPIPN浓度为 1 × 10 －3 g /L; 6:

PGPIPN浓度为 1 × 10 －2 g /L; 7: PGPIPN浓度为 1 × 10 －1 g /L;与正

常对照组比较: * P ＜ 0. 05;与酒精对照组比较: #P ＜ 0. 05

2． 2． 2 PGPIPN 对酒精性脂肪变性 LO2 细胞脂肪

合成的影响 油红 O 染色显示正常对照组的肝细
胞没有红色脂肪粒，胞质可出现少量未着色颗粒样

物质;酒精对照组染色后在靠近胞膜的位置出现大

量红色脂滴，出现“环状”或者“印戒”样细胞，各脂
滴出现融合现象; 而经过 PGPIPN 干预的酒精性脂
肪变性肝细胞，随着 PGPIPN 浓度升高出现脂滴减
少、脂滴间融合现象减少，见图 3。
2． 2． 3 ＲT-PCＲ 法检测相关基因的变化 PGPIPN
可以在脂肪合成方面( 图 4) 下调ACC mＲNA，上调
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图 3 PGPIPN 对酒精诱导 LO2

脂肪变性的病理学影响 油红 O

染色 × 400

A:正常对照组; B: 酒精对照

组; C: 低浓度 PGPIPN 组; D: 中浓

度 PGPIPN 组; E: 高浓度 PGPIPN

组

图 4 酒精与不同浓度 PGPIPN长期作用 LO2 后对

ACC和 PPAＲ-γ mＲNA表达的影响
M: DNA Marker DL 1 000; 1:正常对照组; 2:酒精对照组; 3:低浓

度 PGPIPN组; 4:中浓度 PGPIPN组; 5:高浓度 PGPIPN 组; 与正常对
照组比较: * P ＜ 0. 05;与酒精对照组比较: #P ＜ 0. 05

PPAＲ-γ mＲNA，且随着 PGPIPN 用药时间延长和浓
度增加更加明显，用药组与正常对照组比较差异有

统计学意义，用药组与酒精对照组比较差异也有统

计学意义 ( FACC = 285. 170、FPPAＲ-γ = 183. 231，P ＜
0. 05) 。

3 讨论

酒精性脂肪肝在欧美等国发病率较高，但是随

着国内生活水平和饮食习惯的改变，我国的酒精肝

发病率也出现上升的趋势。肝脏是酒精代谢主要场
所，在酒精长期刺激下肝细胞容易出现脂肪变性，其

可能的机制和脂肪代谢紊乱有关。
ACC在脂肪合成中起重要作用，是脂肪酸合成

限速酶，其活性或基因表达增加可以促进脂肪合

成［4］。本实验证明酒精对照组的 ACC 表达量明显
增高; PGPIPN可以明显下调 ACC 表达，且随着 PG-
PIPN浓度增大表达量下降更加显著，说明在酒精的
作用下，肝细胞脂肪合成增多，而 PGPIPN 可能通过
下调 ACC而减少脂质蓄积，改善脂肪变性。

PPAＲ-γ属于 PPAＲ 3 种亚型之一，在脂肪组织
高表达，正常肝脏里 PPAＲ-γ 表达量仅为脂肪组织
的 10% ～30%，PPAＲ-γ 可促进脂肪酸在肝脏的 β-
氧化，起到降脂作用。活化的 PPAＲ-γ 还能促进细
胞分泌脂联素，其能改善肝细胞对胰岛素敏感性，脂

联素通过增强 PPAＲ-α 活性，也能促使脂肪酸 β 氧
化，减少肝细胞脂肪堆积［5］。脂质过氧化会降低
PPAＲ-γ表达，促进肝脏三酰甘油蓄积，加重肝脏脂
肪变性，促进脂肪肝形成［6］。PPAＲ-γ 具有促进酒

·498· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2015 Jul; 50( 7)



精性脂肪肝细胞的分化，其活化后使转运至肌肉和

肝脏的脂肪酸减少，脂肪合成降低，防止脂肪堆

积［7］。该实验的酒精对照组脂肪变性严重，PPAＲ-γ
表达量明显降低，相反 PGPIPN用药组 PPAＲ-γ表达
量较酒精对照组有上升趋势，且具有浓度依赖性，肝

细胞脂肪变性减轻。提示 PGPIPN 可能通过激活
PPAＲ-γ促进肝细胞 β-氧化，减少脂质蓄积，改善肝
细胞脂肪变性。
正常肝细胞经过长期酒精诱导后脂肪生产增

多，β-氧化减弱，脂肪酸清除减缓，脂肪堆积，造成
PPAＲ-γ表达减弱，发生脂肪变性，而 PGPIPN 可以
缓解酒精对 PPAＲ-γ 的抑制作用，改善酒精性脂肪
变性。
酒精性脂肪肝发病机制复杂，目前没有专门药

物，主要防治手段包括戒酒、清淡饮食和加强锻炼。
小分子肽具有抗肿瘤、抗疲劳、增强抵抗力等多重作
用，所以本实验选用 PGPIPN 作用于体外酒精性脂
肪肝，结果显示 PGPIPN 组油红 O 染色脂肪合成减
少，同时 ＲT-PCＲ显示 ACC mＲNA表达下降，PPAＲ-
γ mＲNA 表达上升。可能的机制是通过降低 ACC
表达、激活 PPAＲ-γ 表达，减少脂肪合成，减轻脂肪
变性，从而达到防治和缓解酒精性脂肪肝病变的目

的，但其具体机制有待进一步研究。
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The effect and the mechanism of immunomodulating peptide
on alcoholic fatty liver cells model

Liu Chen，Lei Ting，Zhou Juan，et al
( Dept of Biochemistry and Molecular Biology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the effect of immunomodulating peptide ( PGPIPN) on mechanism on alcoholic
fatty liver cells model induced in vitro in human． Methods The liver cells ( LO2 ) proliferation with the optima con-
centration of alcohol and PGPIPN in vitro were assayed by MTT method． Liver cells were treated with alcohol and
different concentrations of PGPIPN for 3 months，then stable model of alcoholic fatty liver cells were established
with screening concentration，aiming to observing the prevention and mitigation effects of PGPIPN on alcoholic fatty
liver cell． Oil Ｒed O staining was used to detect the degree of LO2 cells steatosis． The expressions of genes of fat
synthesis related genes( ACC，PPAＲ-γ) were tested by ＲT-PCＲ． Ｒesults An alcohol induced fatty liver cells mod-
el was established successfully． The best concentration of alcohol and PGPIPN was already screened． PGPIPN
could prevent and mitigate alcoholic fatty degeneration of the liver cells． The mechanism may be associated with de-
creasing expression of ACC ( mＲNA) and increasing expression of PPAＲ-γ( mＲNA) induced by PGPIPN． Conclu-
sion PGPIPN can reduce alcoholic fatty degeneration of the liver cells，which may relate to slow fat synthesis．
Key words PGPIPN; LO2 ; steatosis; fat synthesis
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