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二氢槲皮素通过 P2x7R- 炎症小体信号轴调控肝细胞中脂肪

蓄积的分子机制研究
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摘　要：二氢槲皮素（TAX）是一种具有强氧化性的二氢黄酮类化合物，主要存在于落叶松中。现有文献显示，TAX 主

要应用于前列腺和乳腺癌的治疗，且具有保肝作用。本论文主要探究 TAX 对酒精性脂质蓄积是否具有一定的抑制作用，

若有抑制作用，则进而探究其产生抑制作用的分子机制。方法：用酒精处理人肝癌细胞（HepG2）诱导脂质蓄积来建立体

外模型。通过油红 O 染色观察细胞脂质蓄积情况；通过蛋白印迹实验测定脂质蓄积及炎症相关蛋白表达情况。结果：TAX

可明显抑制因酒精引起的脂质蓄积，且能够有效恢复 AMPK 磷酸化；可抑制酒精诱导的的 ACC 蛋白质水平，同时激活了

ACC 磷酸化；LPS 和 ATP 可引起成熟 IL-1β 释放，TAX 可以抑制成熟的 IL-1β 的释放，另外 P2x7R 抑制剂（A438079）、

Toll-like 受体 4（TLR4）抑制剂（CLI-095）、Caspase-1 抑制剂 IV 同样具有抑制成熟 IL-1β 释放的作用。结论：TAX

是通过 P2x7R—炎症小体通路实现对肝细胞中脂质蓄积的抑制作用。
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引言

近年来，脂肪肝发病率不断攀升，早期患者可以透过

调整饮食、加强运动或者接受药物治疗缓解病情。但是严重

病例可能恶化至肝硬化甚至罹患肝癌，危及其生活品质甚至

生命安全 [2,3]。脂肪肝可划分为酒精性与非酒精性两大类，

前者源于长时间或短时之内的过量烟酒摄入 [4]；后者的诱因

尚未明确 [5]。

急性酒精性脂肪肝是由于酒精过量摄入引起的酒精性

肝病（ALD），常伴有肝细胞脂肪变性、损伤和炎症反应 [6]。

该病的显著特征在于体内脂肪酸合成增加，氧化减少，从而

导致肝细胞内脂质积聚 [7]。目前，ALD 已经成为我国第二大

肝脏疾病，但对于各阶段 ALD 的有效药物治疗方案仍有待

开发。因此，研发有效的 ALD 治疗药物成为当前研究的重点。

急性酒精性脂肪肝的脂肪变性表现为肝细胞内脂质

堆积。酒精诱发的肝脂肪变性涉及到许多调节因子，例如

AMP 依赖的 AMP 激活激酶（AMPK）。作为一种脂质调节

激酶，AMPK 在酒精性脂肪肝的发展过程中起着至关重要的

作用。活化的 AMPK 能促进乙酰辅酶 A 羧化酶（ACC）磷酸化，

抑制其活性，从而调节脂肪酸的合成和氧化 [8]。

二氢槲皮素（TAX）是一种具有强大抗氧化功能的二

氢黄酮类化合物，广泛应用于医疗保健和食品行业，能够

通过抑制脂肪酸合酶，阻止前列腺和乳腺癌细胞的脂肪生

成活动。

炎症过程在 ALD 脂质堆积中起到了关键作用。内源性

的肠道细菌 LPS 经由 TLR4 识别后启动炎症小体表达第一信

号。乙醇摄入会提高循环及肝脏中的 ATP 水平，从而干扰

肝脏的炎症状态。在此过程中，P2x7R 具有重要影响，高浓

度的 ATP 成为 LIPS 引发炎症反应的第二信使，进一步激活

NLRP3 炎症小体，释放出包括 IL-1β 在内的促炎细胞因子。

IL-1β 作为参与 ALD 损伤的关键炎症介质，本研究通

过 TAX 药物干预，观察其对 IL-1β 释放量以及肝细胞脂质

积累的影响。

1 实验材料

1.1 实验药材

二氢槲皮素又称紫衫叶素，分子式为 C15H12O7，主要

来源于松科植物落叶松 [1]。
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2 实验方法

2.1 细胞培养

HepG2 细 胞 放 于 10% 胎 牛 血 清、100ug/ml 链 霉 素 和

100U/ml DMEM 中置于 37℃、5%CO2 环境中培养。处理前

1 小时，细胞需接受 TAX 或相应抑制剂预处理，之后分别

暴露于 50mM 酒精 24 小时或 LPS（1μg/ml）刺激 4 小时，

以及 3mMATP 刺激 30 分钟。

2.2 蛋白印迹分析

采用裂解缓冲液或核细胞质蛋白提取试剂盒提取细胞

蛋白，经 8-12%SDS-PAGE 电泳分离后转膜至 PVDF 膜，5%

脱脂牛奶配制的 0.05%Tween 20 溶液中与特异性一抗孵育，

再与结合 HRP 的二抗孵育，最后利用 Clarity ECL Western 

Blotting 底物（Bio-Rad）显色，并借助 Bio-Rad Quantity One

软件进行光密度法定量。

2.3 细胞油红 O 染色

将 HepG2 细胞固定于 100g/L 甲醛液，经磷酸盐缓冲液

洗涤后，加入 5g/L 油红 0 饱和液染色，镜下观察染色效果。

3 实验结果

3.1 TAX 减轻由酒精诱导的肝细胞脂质蓄积

将 HepG2 细胞与 TAX 孵育 1 小时，然后添加酒精（HepG2

细胞中 50mM，24h）。经观察酒精处理的 HepG2 细胞中的

液滴明显被油红 O 染成红色（400 倍原始放大倍率），但是

TAX 能够抑制 HepG2 细胞中的脂质液滴的积累，且抑制效

果与浓度成正相关关系。

3.2 TAX 调节酒精诱导的肝细胞的脂质代谢

通 过 蛋 白 印 迹 分 析 确 定 肝 脏 中 的 AMPKα、 磷 酸 化

AMPKα、ACC、磷酸化 ACC 和成熟 IL-1β 的蛋白表达水平。

经酒精处理的 HepG2 细胞中，磷酸化 AMPKα 和 AMPKα

的蛋白质表达显著降低，经过 TAX 预处理后，AMPK 磷酸

化得以恢复。且 TAX 逆转了酒精诱导的 ACC 蛋白质水平增

加，同时激活了 ACC 的磷酸化。

3.3 TAX 抑制肝细胞中 LPS/ATP 诱导的 IL-1β 分泌

以不同浓度的 TAX、Caspase-1 抑制剂 (10μM)、P2x7R

抑 制 剂 (A438079,10μM) 或 TLR4 抑 制 剂 (CLI-095，1μg/

mL) 处理 HepG2 细胞 1 小时，接着以 LPS(1μg/mL) 刺激 4

小时，并适时加入 ATP(3mM) 刺激 30 分钟。通过蛋白印迹

法检测 HepG2 细胞内 P2x7R、pro-IL-1β 及成熟 IL-1β 的

蛋白表达情况。

针对 P2x7R 受 LPS 调控激活 NLRP3 炎症小体，从而促

进 IL-1β 分泌的机制，研究发现，TAX 可阻断此信号通路。

在正常 HepG2 细胞中，尽管 P2x7R 表达较低，但经 LPS 与

ATP 刺激后，其表达量迅速增加。同时，LPS 与 ATP 亦能

催化前体 IL-1β 的生成及裂解。预先使用 TAX 处理，可

显著降低 LPS 与 ATP 刺激下 P2x7R 的表达及 IL-1β 的生

成。此外，P2x7R 抑制剂 A438079、Caspase-1 抑制剂 IV 和

TLR4 抑制剂 CLI-095 均能有效抑制 P2x7R 蛋白水平。

由此可见，TAX 通过 P2x7R-NLRP3 炎症小体途径抑制

IL-1β 的产生。

4 讨论

炎症反应是 ALD 发病机制中的重要环节。酒精引起的

肝脏内巨噬细胞产生如 IL-1β、IL-18 等多个炎症因子。这

些信号分子通过 IL-1β 通路增强脂肪变性和炎症反应，最

终诱发肝损伤和脂质积累。

临床研究发现：有研究表明：P2x7R 受 ATP 刺激后，

能促使 NLRP3 活化，进而生成 Caspase-1，进一步促进炎性

因子 IL-1β、IL-18 的合成与分泌。

实验结果显示，TAX 能够有效阻止酒精诱导的 HepG2

细胞脂质积累，同时恢复酒精暴露下 AMPK 磷酸化的下

降，逆转酒精对 ACC 蛋白水平的影响，激活 ACC 磷酸化，

从而抑制成熟 IL-1β 的生成和释放。此外，P2x7R 抑制剂

（A438079）、Caspase-1 抑制剂 IV 以及 TLR4 抑制剂（CLI-095）

都能显著降低 P2x7R 蛋白水平和成熟 IL-1β 的产量。因此，

抑制 IL-1β 的成熟释放可以有效阻断其参与的肝细胞脂质

积累过程。

5 结论

乙醇可增加肠胃黏膜的渗透性，进而提升血浆中的肠

道菌群来源 LPS 水平，这是通过 TLR4 受体感知的，作为启

动炎症反应的主要信号。另外，乙醇还会提高身体的循环代

谢和肝脏内部 ATP 的含量，这与 ALD 患者的肝脏炎症有着

紧密联系。其中，P2x7R 在炎症小体的触发过程中起到核心

角色，高浓度的 ATP 作为 LPS 引发炎症反应的次级信号，

能触发 NLRP3 炎症小体并导致炎性因子如 IL-1β 的释放。

活化的 NLRP3 会进一步刺激 Caspase-1 的产生，后者对前

IL-1β 进行加工，使之转变为成熟的 IL-1β。在此过程中，

TAX 能有效地抑制成熟 IL-1β 的生成和释放，从而防止肝

细胞内脂肪堆积。
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综上，TAX 主要通过抑制 P2x7R 炎症小体信号通路来

控制肝细胞内脂肪的积累。
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