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摘要 目的 观察不同浓度二甲双胍对非酒精性脂肪肝细

胞模型过氧化物酶体增殖物激活受体 γ( PPAＲγ) 共激活因
子-1α( PGC-1α) 基因表达的影响，以及 PGC-1α 的表达与肝
脏细胞脂肪堆积的关系。方法 用 20 μg /ml 油酸( 油酸以
0. 5%DMSO溶解) 诱导 L-02 细胞 72 h，形成非酒精性脂肪
变性肝细胞模型。对照组加入含 10%胎牛血清的普通 1640

培养基。在模型组中分别添加含 2. 5、5、7. 5 mmol /L 终浓度
的二甲双胍培养基继续培养 24 h 后收集细胞。采用 ＲT-
PCＲ法检测 L-02 细胞 PGC-1α mＲNA的表达，采用三酰甘油
( TG) 酶法测定试剂盒( 组织细胞) 检测 L-02 细胞中 TG的变
化。结果 当二甲双胍终浓度为 7. 5 mmol /L时，细胞内 TG

明显减少，与模型组比较差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 二
甲双胍终浓度为 7. 5 mmol /L 组与终浓度为 2. 5 mmol /L 组
比较，细胞内 TG明显减少，而细胞内 PGC-1α mＲNA表达量
明显增多，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。与模型组比较，

当二甲双胍终浓度为 2. 5、7. 5 mmol /L 时 L-02 细胞中 PGC-
1α mＲNA表达量明显增多，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。
L-02 细胞中 PGC-1α mＲNA 的表达与 TG 水平呈负相关性
( r = － 0. 581，P ＜ 0. 05) 。随着二甲双胍浓度的增加，模型组
L-02 细胞线粒体损伤有所改善。结论 非酒精性脂肪肝细
胞模型中 PGC-1α的表达减少而二甲双胍可改善 PGC-1α的
表达水平，PGC-1α的表达和细胞内 TG 的水平呈负相关，由
此得出增加 PGC-1α的表达水平可减少脂肪在肝脏的堆积。
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非酒精性脂肪性肝病 ( non-alcoholic fatty liver
disease，NAFLD) 是指除酒精和其他明确的肝损害因
素所致的，以弥漫性肝细胞大疱性脂肪变性为病理

特征，与高胰岛素血症、血脂异常、2 型糖尿病以及
遗传—环境—代谢应激密切相关的临床综合征［1］。
二甲双胍作为一种降血糖药物可以在不刺激胰岛素

分泌的基础上改善胰岛素抵抗 ( insulin resistance，
IＲ) 和高胰岛素血症，还可以直接作用于胰岛素靶
细胞如肝脏细胞、脂肪细胞、肌肉细胞等，通过受体
后机制增加胰岛素的敏感性，因而二甲双胍也被用

于非酒精性脂肪肝的治疗。过氧化物酶体增生物激
活受体 γ共激活因子-1α ( peroxisome proliferator-ac-
tivated receptor γ coactivator-1α，PGC-1α) 是一种核
转录共激活因子，在糖脂代谢是一种核受体转录辅

助活化因子，可通过激活糖异生、脂肪酸氧化、线粒
体呼吸的关键酶参与了 IＲ、线粒体损伤和脂代谢紊
乱的形成，而这些目前已经被公认参与 NAFLD的发
生机制。该研究拟通过检测非酒精性脂肪肝细胞模
型中 PGC-1α基因的表达变化，探讨二甲双胍用于
非酒精性脂肪肝治疗的可能分子机制。

1 材料与方法

1． 1 细胞、主要试剂 人肝细胞株 ( L-02 ) 购自中
国科学院上海细胞库; ＲPMI 1640 无糖无酚红培养
基、1 ∶ 125 胰蛋白酶购自美国 Gibco公司;胎牛血清
购自美国 Hyclone公司;链霉素、青霉素购自华北制
药华胜公司; 二甲双胍购自美国 Sigma 公司; TG 检
测试剂盒购自南京建成生物工程研究所; TＲIzol、2
× Tap PCＲ Master Mix及逆转录试剂盒购自美国 In-
vitrogen公司。
1． 2 细胞培养与分组 参照文献［2］方法建立模型
组，正常人 L-02 肝细胞株用含 10% 胎牛血清的
1640 培养基培养于 25 ml 培养瓶，置于 37 ℃、饱和
湿度、含 5% CO2 的培养箱中培养。将离体培养的
肝细胞传代培养 24 h 后，待细胞生长稳定、融合度
约达 80% 时，加入 20 μg /ml 油酸 ( 油酸以 0. 5%
DMSO溶解) 诱导肝细胞脂肪变性，细胞隔天换液并
加入新配制的油酸。油酸作用 72 h 形成非酒精性
脂肪变性肝细胞模型。对照组加入含 10%胎牛血
清的普通 1640 培养基。在模型组中分别添加含
2. 5、5、7. 5 mmol /L 终浓度的二甲双胍培养基分别
建立低、中、高剂量组，继续培养 24 h后收集细胞。
1． 3 非酒精性脂肪变性肝细胞模型的鉴定 电镜
观察:用 40 ml培养瓶培养细胞，油酸作用 72 h用胰
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酶消化收集细胞，并制作透射电镜标本行电镜观察。
各组细胞内 TG的生化检测:具体步骤见 1． 5。
1． 4 ＲT-PCＲ法测定 PGC-1α mＲNA 的表达 细
胞总 ＲNA 的提取采用 TＲIzol 一步法，按说明书操
作。逆转录合成单链 cDNA后进行 PCＲ。引物设计
及引物合成由上海生工生物工程技术服务有限公司

完成。PGC-1α 上游引物序列为: 5'-CAGCAAGTC-
CTCAGTCCTCAC-3'，下游引物: 5'-TGCCTCCAAA
GTCTCTCTCAG-3'，产物大小 247 bp; β-actin 上游引
物序列为: 5'-GAAATAAGAACACCCCTTC-3'，下游
引物: 5'-TTGCCGACAGGATGCAGAA-3'，产物大小
100 bp。扩增条件为: 预变性 95 ℃ 5min，进入循
环，95 ℃ 50 s，55 ℃ 50 s，72 ℃ 50 s，32 个循环后 72
℃ 10 min。将 PCＲ产物在琼脂糖凝胶中进行电泳，
置于凝胶图像分析系统，用 LabWorks 4. 5 软件进行
积分吸光度值( IA) 测定，目的基因的 IA 与内参吸
光度值的比值代表目的基因的相对表达含量。
1． 5 各组细胞内 TG的检测 采用 6 孔板，每孔植
入约 1 × 105 个细胞，按上述方法分组处理，培养 24
h后弃去上清液，收集各组培养板上的细胞，反复冻
融裂解细胞，3 000 r /min 离心 10 min，取上清液检
测 TG。采用 TG检测试剂盒，按试剂盒的说明书检
测 TG含量。
1． 6 电镜观察 由安徽省立医院电镜室专业人员
固定和处理细胞、切片，观察细胞器、线粒体和脂滴
形成情况。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 11. 0 软件进行分析，
数据用 珋x ± s 表示。两组间计量资料比较采用 t 检
验，同组不同浓度间比较采用方差分析，两因素间的

相关性用直线相关分析法进行分析。

2 结果

2． 1 电镜下观察有无线粒体损伤及脂滴变化 对
照组细胞中可见少量大小不等的脂滴，线粒体呈椭

圆形或圆形，嵴膜清晰。模型组细胞中脂滴明显增
多( 生化检测示模型组细胞内 TG水平明显升高，说
明油酸诱导造模成功) ，少数线粒体出现空泡样改

变。低、中剂量组细胞中可见脂滴分布，线粒体空泡
样改变有所减少。高剂量组细胞中可见较少脂滴，
线粒体稍肿胀，但线粒体嵴膜清晰。见图 1。
2． 2 不同浓度二甲双胍对 L-02 细胞内 TG含量的
影响 与对照组比较，模型组细胞内 TG 水平明显
升高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 与模型组比

图 1 L-02 细胞电镜下改变

× 10 000

A: 模型组; B: 对照组; C:

低剂量组; D: 中剂量组; E: 高

剂量组

较，高剂量组细胞内 TG 明显减少，差异有统计学意
义( P ＜0. 05) ;与低剂量组比较，高剂量组细胞内 TG
明显减少，差异有统计学意义( P ＜0. 05) 。见表 1。

表 1 二甲双胍和 L-02 细胞内 TG的含量( 珋x ± s)

组别 TG( mol /L)
模型 0． 90 ± 0． 06#▲

对照 0． 59 ± 0． 07＊△▽

低剂量 0． 83 ± 0． 08#▲

中剂量 0． 79 ± 0． 06#

高剂量 0． 68 ± 0． 11＊△

与模型组比较: * P ＜ 0. 05; 与对照组比较: #P ＜ 0. 05; 与低剂量

组比较: △P ＜ 0. 05; 与中剂量组比较: ▽ P ＜ 0. 05; 与高剂量组比

较: ▲P ＜ 0． 05

2． 3 不同浓度二甲双胍对 L-02 细胞 PGC-1α mＲ-
NA 变化的影响 与对照组比较，模型组 L-02 细胞
中 PGC-1α mＲNA 表达量明显减少，差异有统计学
意义( P ＜ 0. 05 ) 。与模型组比较，低、中、高剂量组
细胞内 PGC-1α mＲNA 表达量明显增多，差异有统
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计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。与低剂量组比较，高剂量组
细胞内 PGC-1α mＲNA 表达量明显增多，差异有统
计学意义( P ＜ 0. 05) 。见表 2。

表 2 二甲双胍和 PGC-1α灰度值( 珋x ± s)

组别 灰度值( PGC-1α /β-actin)
模型 0． 72 ± 0． 05#△▽▲

对照 1． 03 ± 0． 13*

低剂量 0． 92 ± 0． 10＊▲

中剂量 1． 01 ± 0． 07*

高剂量 1． 10 ± 0． 08＊△

与模型组比较: * P ＜ 0. 05;与对照组比较: #P ＜ 0. 05;与低剂量

组比较: △P ＜ 0. 05; 与中剂量组比较: ▽ P ＜ 0. 05; 与高剂量组比

较: ▲P ＜ 0. 05

图 2 L-02 细胞 PGC-1α mＲNA 相对表达量

M: DNA Marker 600; 1: 模型组; 2: 对照组; 3: 低剂量组; 4: 中剂

量组; 5:高剂量组

2． 4 肝细胞中 PGC-1α基因表达水平与 TG 的相
关性 L-02 细胞中 PGC-1α 基因的表达水平与细胞
内 TG的水平呈负相关 ( r = － 0. 581，P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

NAFLD患者经常伴有代谢综合征病症如肥胖、
葡萄糖耐量受损、2 型糖尿病、高血脂和高血压等，
这些伴随疾病不仅能增加发生心血管疾病的风险还

可能进一步加重肝脏的损害。因此，对于 NAFLD的
治疗，关键在于改善与 IＲ有关的代谢紊乱。胰岛素
增敏药物二甲双胍在 NAFLD的治疗中，不仅对改善
IＲ、肝脏血清酶学指标和体重有明确的疗效［3］，而
且对肝脏脂肪变性、肝细胞损伤和 NAFLD活动评分
也有一定作用［4］。而最近一些研究［5 － 7］显示二甲双

胍虽能改善 IＲ等代谢紊乱症状却对肝脏组织学改
善不明显，这可能与各研究中二甲双胍剂量、观察时
间及评价方法不同等有关。所以对该药的具体疗
效、治疗机制及其副作用仍有待研究。
二甲双胍作为一种口服降糖药可促进外周组织

对葡萄糖的利用和减少肝糖的输出。PGC-1α 作为
一种协同刺激因子，可与不同受体及转录因子结合

发挥不同生理功能。PGC-1α 在肝脏中的主要作用
为促进肝糖异生及调节肝脏脂肪酸氧化。在肝脏
中，PGC-1α对 PPAＲ-α 有协同刺激作用，可增加脂
肪酸 β氧化酶的转录活性。PGC-1α 还可通过激活
肝脏脂肪酸 β 氧化的限速酶肉毒碱棕榈酰基转移
酶( CPT) 的表达启动脂肪酸 β 氧化。有研究［8］显
示腺苷酸活化蛋白激酶 α ( AMPKα) 活化可通过激
活 PPAＲα和 PPAＲγ的复合激活因子 PGC-1 增加小
鼠骨骼肌细胞的脂肪酸氧化。
本研究显示，与对照组肝脏细胞比较，油酸诱导

的非酒精性脂肪肝细胞模型中 TG 的含量明显增
多，而 PGC-1α mＲNA 的表达量明显下降。给予二
甲双胍药物干预后，低、中、高剂量组细胞中的 TG
水平明显低于模型组，而 PGC-1α mＲNA 的表达量
有所增加，且细胞中 PGC-1α 基因的表达水平与细
胞内 TG的水平呈负相关，这提示改善 PGC-1α的表
达可减少肝脏细胞中脂质的堆积。有研究［9］显示
二甲双胍可以增加人类骨骼肌细胞及心衰患者心肌

细胞中 PGC-1α 的表达。在人类的肌小管中，PGC-
1α的过表达增加了棕榈酸的氧化速率和调节脂质
代谢相关基因的 mＲNA 表达，并促进了线粒体的生
物合成功能［10］。目前关于人肝脏细胞中 PGC-1α
的表达水平及二甲双胍干预的体外实验较少，但有

研究［11］显示在成年小鼠的肝脏细胞中二甲双胍可

阻止雷帕霉素靶蛋白复合物 2 ( TOＲC2 ) -调节的
PGC-1α的上调，所以二甲双胍对肝脏细胞 PGC-1α
表达的影响及具体分子机制还有待进一步研究。
综上所述，PGC-1α 与脂肪酸氧化、线粒体生物

功能和脂代谢紊乱密切相关，研究不同浓度二甲双

胍对 PGC-1α表达的影响，可进一步明确二甲双胍
用于 NAFLD治疗的分子机制。二甲双胍已被证实
为 AMPK的激活剂，由此可推测二甲双胍可能通过
活化细胞内调节因子 AMPKα 从而激动 PGC-1α 基
因的表达，以增加脂酶的活性和提高胰岛素敏感性，

在调节肝脏的脂肪代谢功能和改善肝细胞脂肪变性

等方面具有显著效果。
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Effects of metformin on PGC-1α and lipide expression
in nonalcoholic fatty liver cell model

Cheng Jing，Zhang Bao，Guan Shixia，et al
( Dept of Clinical Nutriology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To observe the different concentrations of metformin on the peroxisome proliferator-activated
receptorγ( PPAＲγ) coactivator-1α ( PGC-1α) gene expression，and the relationship between lipide accumulation
in nonalcoholic fatty liver cell model． Methods L-02 cells were treated by 20 μg /ml oleic acid ( oleic acid was so-
lutioned by 0. 5% DMSO) for 72 h to induce the nonalcoholic fatty liver cell model． The control group added ordi-
nary 1640 culture medium containing 10% fetal bovine serum． The model group cells were cultured in the medium
containing 2. 5，5，7. 5 mmol /L concentrations of metformin and continue to cultivate 24 h then collected cells．
Use ＲT-PCＲ analysis of PGC-1α mＲNA expression，and triglycerides ( tissue) enzymatic assay kit to detect chan-
ges of triglycerides in L-02 cells． Ｒesults When the concentration of metformin was 7． 5 mmol /L in L-02 cells the
triglyceride levels were reduced significantly compared with the model group，the difference was statistically signifi-
cant ( P ＜ 0. 05) ． When the concentration of metformin was 7. 5 mmol /L the triglyceride levels was reduced signifi-
cantly compared with the group containing 2． 5 mmol /L metformin，but the expression of PGC-1α mＲNA was in-
creased significantly． These differences were all statistically significant ( P ＜ 0. 05 ) ． When the concentration of
metformin was 2. 5，5，7. 5 mmol /L with L-02 cells，the expression of PGC-1α mＲNA was increased obviously
compared with the model group and the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 05) ． The expression of PGC-
1α mＲNA and the triglyceride levels showed a negative correlation with L-02 cells( r = － 0. 581，P ＜ 0. 05) ． With
the increasing of the concentration of metformin in L-02 cells，mitochondria injury was improved in the model
group． Conclusion The expression of PGC-1α is reduced in nonalcoholic fatty liver cell model and metformin can
improve the expression of PGC-1α． It shows a negative correlation between the expression of PGC-1α mＲNA and
the triglyceride levels，thus the increased expression of PGC-1α can reduce the accumulation of fat in the liver．
Key words nonalcoholic fatty liver; PGC-1α; metformin

·213· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Mar; 49( 3)


