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摘要!为了促进栾树资源的开发和利用!通过体外细胞实验和体内动物实验研究了栾树籽油对非酒精

性脂肪肝"ONXQ̂ $的保护作用& 体外实验采用游离脂肪酸"XXN$诱导人正常肝细胞系Q9#!!建立

ONXQ̂ 细胞模型!观察栾树籽油的干预对Q9#! 细胞脂肪变性以及甘油三酯"F+$含量的影响!观

察栾树籽油对ONXQ̂ 细胞脂质堆积的影响& 体内实验采用高脂饲料饲养诱导建立ONXQ̂ 小鼠模

型!造模成功后连续灌胃给药 / U!取小鼠血清%肝脏组织!观察肝脏组织病理学!检测血清及肝脏组

织总胆固醇"FH$%F+%谷草转氨酶"NGF$和谷丙转氨酶"NQF$水平!探讨栾树籽油对 ONXQ̂ 小鼠

肝脏的保护作用& 结果显示'通过 XXN诱导 Q9#! 建立 ONXQ̂ 细胞模型!栾树籽油干预 ONXQ̂

细胞 !( L后!Q9#! 细胞增殖能力增强!显示出一定的细胞保护能力!油红`染色结果表明栾树籽

油能显著减少XXN诱导的Q9#! 细胞内脂质堆积!降低F+的含量!且呈剂量依赖性#ONXQ̂ 小鼠

实验表明栾树籽油具有降低血脂%改善脂质沉积和保护肝脏的作用& 综上!体内外实验均证明栾树

籽油可减少细胞内脂质的积累!从而达到降脂效果&

关键词!栾树籽油#非酒精性脂肪肝#Q9#!#降脂护肝
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EE非酒精性脂肪肝"ONXQ̂ #是一种由于脂肪沉

积于肝细胞而造成的疾病$可引起进行性肝组织损

伤$从单纯脂肪变性到非酒精性脂肪性肝炎$可迅速

发展为晚期肝纤维化$导致肝硬化& ONXQ̂ 与肥

胖%! 型糖尿病%高血压和血脂异常有关$是代谢综

合征的肝脏表现& 膳食脂肪酸"XXN#参与肝脂肪的

生成$并可能在肝脂肪变性的发病机制中发挥双重

作用$表现在它们或参与肝脂肪的发展$或防止或逆

转肝脂肪积累(% #')

& 因此$饮食中的脂肪酸组成是

ONXQ̂ 发展的重要影响因素&

栾树"E%;,&;(7;&+- 8+!+''-7- XY3@8L7#是无患子

科"G3[4@U38K3K#栾树属"E%;,&;(7;&+-#植物$又名灯

笼树$在我国大部分地区均有野生分布(()

$其生长

速度快$树形高大$枝叶繁茂$顶生圆锥花序$春季新

叶红色$夏季开满黄花$秋季叶色变黄$蒴果期膜质

果皮膨大$颜色紫红$形似灯笼$花果艳丽$具有较高

的观赏价值$属于园林绿化当中的优良树种($ #&)

&

此外$栾树对石灰岩山地具有较强适应性$对于帮助

石漠化地区植被重建以及土壤污染治理均具有极高

的生态价值(/)

& 栾树籽产量高$其种仁中含有油脂

和蛋白质$栾树籽油中富含花生一烯酸%油酸和亚油

酸$具有一定的利用价值(. #))

& 本课题组通过网络

药理学已经预测栾树籽油治疗脂肪肝具有多成分%

多靶点%多通路的作用特点$揭示了可能的药效物质

和作用机制(%")

&

本文以栾树籽油为研究对象$首次从体外细胞实

验和体内动物实验两方面$建立ONXQ̂ 细胞和动物

模型$考察栾树籽油对ONXQ̂ 的保护作用$以期为进

一步促进栾树资源的开发和综合利用奠定基础&

;<材料与方法

%7%E实验材料

栾树籽油$由陕西省西安市未央区西安医学院

校区采集的饱满的栾树籽压榨制得& 人正常肝细胞

系Q9#!$由中国科学院上海细胞生物学研究所提

供$在含 %"_胎牛血清的培养基中置于 '/d培养箱

中进行培养$隔天传代 % 次& 雄性昆明小鼠 '" 只$

饲养于西安医学院基础研究所 GhX级实验动物室

屏障环境$实验动物使用许可证号为 GM-e"陕#

!"!! #""(&

fhPIPKU4;2P9U4>4KU %&(" 培养基%fIhN裂解

液$赛默飞世尔生物制品北京有限公司!胎牛血清$

0\HK55W49公司!四甲基偶氮唑蓝"PFF#$G4C23公

司!二甲基亚砜" P̂G #̀%棕榈酸钠"hN#$N53UU4@

公司!胰酶细胞消化液$W49TL3Y[ 公司!青链霉素混

合液$GKYZ48K<49公司!油酸钠" Ǹ#$源叶生物有限

公司!改良油红 `染色试剂盒$G953Y<49公司!总胆

固醇"FH#%甘油三酯"F+#%谷草转氨酶"NGF#%谷

丙转氨酶"NQF#测定试剂盒$南京建成生物工程研

究所&

N-!!(S,电子天平$奥豪斯仪器"上海#有限公

司!H*#!G 双人双面"垂直#净化工作台$天津泰斯

特仪器有限公司!FLKY29'%%% 二氧化碳培养箱$

5̀D2[;T公司! %$'" 自动全波长酶标仪$FLKY29

G84K@V4>48公司!F̂Q#("W离心机$上海安亭科学仪

器厂! 移 液 器$ 0[[K@U9Y>公 司! )& 孔 板$ OKTV

W49VK8L@959CD公司&

%7!E实验方法

%7!7%E栾树籽油对ONXQ̂ 细胞的影响

%7!7%7%E体外ONXQ̂ 细胞模型建立及干预

经预实验$以质量分数 $_牛血清白蛋白溶液

"WGN#作为脂肪酸的结合试剂& 将油酸钠与棕榈酸

钠以质量比 !i% 混合后$溶于质量分数 $_的 WGN

溶液中$作为脂肪酸造模剂以诱导 Q9#! 建立

ONXQ̂ 细胞模型$最终确定脂肪酸造模剂的浓度为

% 2295?Q&

取对数生长期的 Q9#! 细胞接种于 )& 孔板中

$/
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"fhPIPKU4;2P9U4>4KU %&(" 培养基#$置于 '/d%

含 $_ "体积分数# H̀

!

的细胞培养箱中培养$待细

胞贴壁后$除空白组外$均加入 % 2295?Q的脂肪酸

造模剂$培养 !( L 以造模& 将造模成功的 ONXQ̂

细胞分为模型组和栾树籽油组$栾树籽油组加入不

同量的栾树籽油"加量以最终每单位细胞培养液体

系中的栾树籽油体积计#$空白组%模型组和栾树籽

油组均继续培养 !( L后检测相关指标&

%7!7%7!EPFF法检测ONXQ̂ 细胞存活率

向按 %7!7%7% 方法得到的空白组%模型组和栾

树籽油组中避光加入PFF$于 '/d避光培养 ( L$将

孔内液体吸干$加入 P̂G`并振荡 %$ 24@$使用酶

标仪在 ($" @2波长处测定吸光度& 按式"%#计算

细胞存活率"A#&

At"5

%

#5

"

#B"5

!

#5

"

# j%""2 "%#

式中'5

%

为各实验组的吸光度!5

"

为空白孔"板

底值#的吸光度!5

!

为空白组的吸光度&

%7!7%7'E油红`染色

将待分析的细胞中培养液弃去$hWG 洗涤 ! c'

次!用质量浓度 ( C?%"" 2Q多聚甲醛固定 '" 24@$

hWG洗涤 ! c' 次!再用油红 `染色 '" 24@$体积分

数 &"_的异丙醇分化 '" c&" T$hWG 洗涤 ! c' 次!

镜下观察细胞内红色脂滴$拍照记录&

%7!7%7(EF+含量测定

将待分析的细胞中培养液弃去$hWG 洗涤 ! c'

次$用胰酶细胞消化液消化后$收集细胞$以 % """

Y?24@离心 ' 24@$用hWG洗涤沉淀 !次$以 % """ Y?24@

离心 %" 24@$弃上清$加入 fIhN裂解液$冰上裂解

'" 24@后$按F+测定试剂盒要求进行检测&

%7!7!E栾树籽油对ONXQ̂ 小鼠的影响

%7!7!7%EONXQ̂ 小鼠模型的建立及给药

小鼠在温度 !! c!$d%相对湿度 $"_ c/"_%

%! L?%! L 明暗交替下适应性饲养 % 周$期间小鼠自

由进食饮水& 将小鼠随机分为空白组和造模组$空

白组 %" 只全程饲喂基础饲料$造模组 !" 只给予高

脂饲料"配方为 &"_基础饲料%%_胆固醇%%._蛋

黄粉%!"_猪油%%_猪胆盐#$喂养 %" 周造模"经预

实验$通过尾取血测定血脂水平$判断 ONXQ̂ 造模

成功#& 将造模成功的小鼠随机分为模型组和栾树

籽油组$每组 %" 只$给药剂量参考前期预实验结果$

栾树籽油组灌胃给予 "7% 2Q?%" C$空白组和模型组

灌胃给予等量生理盐水$连续给药 / U$每天记录体

质量和进食饮水变化情况&

%7!7!7!E血清处理及FH%F+%NQF%NGF检测

小鼠给药完毕后眼球取血$静置 "7$ L 后以

' """ Y?24@离心 %" 24@$取上清液按测定试剂盒要

求检测血清 FH%F+%NQF%NGF&

%7!7!7'E肝脏处理及肝指数测定

小鼠给药完毕后立即处死并迅速摘除完整肝

脏$滤纸吸干肝脏表面液体$称取质量& 右肝纵切

%?!$用质量浓度 ( C?%"" 2Q的多聚甲醛固定$剩余

肝组织用生理盐水冲洗后迅速冻存& 按式"!#计算

肝指数"Q#&

Qt/

%

B/

!

j%""2 "!#

式中'/

%

为肝脏质量$C!/

!

为小鼠体质量$C&

%7!7!7(E脂肪肝病理诊断标准

取固定后的肝脏组织$切取 %" 22j%" 22大

小$依次脱水%染色",0染色#%拍照$分析肝脏组织

结构病理变化&

%7!7!7$E肝脏组织FH%F+%NQF%NGF测定

取 %"" 2C肝脏组织加 % 2Q生理盐水$研磨匀

浆$按测定试剂盒要求检测FH%F+%NQF%NGF&

%7!7'E数据处理

采用 GhGG统计学软件处理$实验数据以+Rm),

表示$组间均数的比较采用7检验$组间两两比较采

用S检验$!k"7"$ 表示差异具有统计学意义&

=<结果与讨论

!7%E栾树籽油对ONXQ̂ 细胞的保护作用

!7%7%E栾树籽油对Q9#! 细胞活性的影响

正常Q9#!细胞加栾树籽油培养!( L$再按%7!7%7!

方法检测细胞存活率$考察栾树籽油干预对 Q9#!

细胞存活率的影响$结果如图 % 所示&

E注'未加栾树籽油时的细胞存活率以 %""_计!

%%

表示与

未加栾树籽油比较!k"7"%& 下同

图 ;<栾树籽油干预对 S1 D= 细胞存活率的影响

EE由图 % 可知$Q9#! 细胞存活率随着栾树籽油

加量的增加而增加& 在 " c%""

!

Q?2Q范围内$栾

树籽油对Q9#! 细胞表现出一定的增殖作用$表明

栾树籽油可能具有促进肝脏修复和再生的潜能&

!7%7!E栾树籽油对ONXQ̂ 细胞活性的影响

按 %7!7%7% 和 %7!7%7! 方法$考察栾树籽油干

预对ONXQ̂ 细胞存活率的影响$结果如图 ! 所示&

&/
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图 =<栾树籽油干预对U7TS!细胞存活率的影响

EE由图 !可知$栾树籽油作用于ONXQ̂ 细胞后$细

胞存活率明显增加& 栾树籽油加量为 !"

!

Q?2Q时细

胞存活率最高$而栾树籽油加量为 '"

!

Q?2Q时$细胞

存活率略有下降$说明当栾树籽油达到一定浓度后其

对ONXQ̂ 的保护作用降低&

!7%7'E栾树籽油对Q9#! 细胞脂质堆积的影响

按 %7!7%7% 和 %7!7%7' 方法$显微镜下观察栾

树籽油干预对ONXQ̂ 细胞内脂质含量的影响$结果

如图 ' 所示&

图 ?<S1 D= 细胞油红"染色图#;>> X$

EE由图 '可知$空白组细胞整体呈透明状态$几乎没

有脂质堆积$而ONXQ̂ 模型组细胞内可见明显红色脂

滴形成$加入 %"

!

Q?2Q栾树籽油时$其细胞内红色脂

滴有一定的减少$加入 !"

!

Q?2Q栾树籽油时$其细胞

内红色脂滴明显减少$说明栾树籽油可以在一定程度

上减少游离脂肪酸诱导的细胞内脂滴的形成&

!7%7(E栾树籽油对Q9#! 细胞F+含量的影响

肝脏细胞从血液中吸收游离脂肪酸和内源性合成

的脂肪酸$最终会以F+的形式存储$当F+在肝脏细

胞内过度积累将会导致 ONXQ̂ 的发生& 栾树籽油干

预对ONXQ̂ 细胞内F+含量的影响如表 %所示&

表 ;<栾树籽油干预对U7TS!细胞内JK含量的影响

组别 F+?"2295?C#

空白组 "7!!' m"7"$'

模型组
"7)'% m"7"(.

%%

%"

!

Q?2Q栾树籽油组
"7.!% m"7"((

o

!"

!

Q?2Q栾树籽油组
"7&!/ m"7"')

o

E注'模型组与空白组比较$

%

表示!k"7"$$

%%

表示!k"7"%!

栾树籽油组与模型组比较$o表示!k"7"$& 下同

EE由表 % 可知'各组细胞 F+含量与油红 `染色

结果"图 '#一致!与空白组相比$模型组细胞内 F+

含量升高!与模型组相比$栾树籽油组细胞内 F+含

量显著降低$且呈现剂量依赖关系&

!7!E栾树籽油对ONXQ̂ 小鼠肝脏的保护作用

!7!7%E小鼠体质量%肝脏质量及肝指数变化

实验期间统计小鼠体质量$比较各组小鼠体质

量变化$结果如表 ! 所示&

表 =< 栾树籽油对U7TS!小鼠体质量的影响

组别
体质量?C

始 终

体质量

增长率?_

空白组 !&7() m"7.$ !)7"" m"7($ )7$. m(7%(

模型组 !&7%' m"7$%

'&7)! m!7!)

%

(%7'( m)7%(

栾树籽油组 !&7(( m"7&/

!)7)' m%7%!

o

%'7!' m(7!'

EE实验发现'造模期间$空白组小鼠体质量呈稳定

平缓的上升趋势$而模型组小鼠体质量上升趋势明

显$栾树籽油组小鼠从给药第 ' 天开始体质量下降&

由表 ! 可知$实验结束时$模型组小鼠与空白组比

较$体质量差异显著$栾树籽油组小鼠与模型组比

较$体质量差异显著& 实验结束时$空白组小鼠肝脏

颜色鲜红且脏器边缘锐利!模型组小鼠肝脏表面颜

色轻微暗沉$边缘圆润$表面目视有黄白色小点!栾

树籽油组小鼠肝脏表面轻微发黄$边缘圆润$未观察

到黄白色小点& 栾树籽油对 ONXQ̂ 小鼠肝脏质量

及肝指数的影响如表 ' 所示&

表 ?<栾树籽油对U7TS!小鼠肝脏质量及肝指数的影响

组别 体质量?C 肝脏质量?C 肝指数?_

空白组 !)7"" m"7($ %7)) m"7"' &7./ m"7%.

模型组
'&7)! m!7!.

%

!7!! m"7".

%

&7"' m"7'$

%

栾树籽油组
!)7)' m%7%!

o

!7%% m"7"(

o

/7"& m"7'!

o

EE由表 ' 可知$与空白组比较$模型组小鼠体质

量%肝脏质量和肝指数均显著增加$与模型组比较$

栾树籽油组小鼠体质量和肝脏质量均显著降低$说

明栾树籽油干预可以显著控制高脂饲料引起的小鼠

体质量增长$降低小鼠肝脏质量&

//
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!7!7!E小鼠血清和肝脏组织生化指标变化

栾树籽油对 ONXQ̂ 小鼠血清和肝脏组织生化

指标的影响如图 ( 所示&

EEEE

图 @<栾树籽油对U7TS!小鼠生化指标的影响

EE由图 ( 可知$与空白组比较$模型组小鼠血清和

肝脏组织中 FH%F+%NQF%NGF水平显著升高$与模

型组比较$栾树籽油组小鼠血清和肝脏组织中 FH%

F+%NQF%NGF水平显著降低$表明栾树籽油具有一

定的降低血脂和保护肝脏作用&

!7!7'E小鼠肝脏,0染色情况

小鼠肝脏,0染色情况如图 $ 所示&

图 A<肝脏组织WO染色图#@> X$

EE由图 $ 可知'空白组"正常组#小鼠肝脏组织细

胞形态正常$边界清晰$排列整齐$细胞脂质未见异

常!模型组小鼠肝脏组织可见大量肝细胞弥漫性的

脂质空泡$细胞肿胀$大量的脂肪滴呈气球样积聚!

栾树籽油组小鼠肝脏组织部分细胞呈现轻微脂质空

泡$细胞排列较整齐$轻微炎症浸润& 上述结果说明

栾树籽油可以起到保护肝脏的作用&

?<结<论

在体外细胞实验中$栾树籽油对 Q9#! 细胞表

现出一定的促增殖作用$提示栾树籽油可能具有促

进肝脏修复和再生的潜能$进一步通过游离脂肪酸

建立ONXQ̂ 细胞模型$栾树籽油在一定浓度范围内

可抑制细胞内的脂质堆积$抵抗游离脂肪酸引起的

Q9#!细胞内F+水平的升高$控制游离脂肪酸引起

的细胞内脂质水平的异常& 体内实验通过高脂饮食

饲养成功建立ONXQ̂ 小鼠模型$进而模拟人体给药

途径$通过灌胃给药方式$观察到栾树籽油在一定时

间内可以降低模型小鼠的体质量和肝脏质量$下调

血清和肝脏组织中 FH%F+%NQF%NGF水平$保护肝

脏组织形态$充分说明栾树籽油具有降低血脂%改善

脂质沉积和保护肝脏的作用&

实验中发现$一定浓度范围内的栾树籽油可以有

效抑制游离脂肪酸诱导的肝细胞内脂滴的形成$起到

保护肝脏作用& 但是$栾树籽油浓度过高是否会加重

肝脏细胞内的脂质堆积压力还需进一步的研究&
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