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摘要!采用
B><

功能化磁珠靶向敲出小黑药亲电成分并
用

\W&Q>

表征!基于游离脂肪酸#
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细胞脂肪变性模型!评价小黑药亲电成分降低肝细胞脂
质累积和氧化应激的作用和机制%结果表明&小黑药亲
电成分主要集中在乙酸乙酯部位'在
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浓
度下!小黑药石油醚部位"乙酸乙酯部位"水部位均具有
降低脂肪变性细胞脂质累积和

X;>

生成的活性!其中乙
酸乙酯部位在各浓度下效果最好'乙酸乙酯部位在各浓
度下具有降低细胞内

PB

"

PW

水平和提高细胞内抗氧化
酶活性的作用'经过

B><

功能化磁珠靶向敲出亲电化合
物后!乙酸乙酯部位在

415

#
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浓度下对细胞内
PB

水平的降低和细胞内抗氧化酶水平的提高效果显著减
弱%乙酸乙酯部位萃取物上调
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及下游
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基因!下调脂质合成基因
?HNPGY@

"

,77Y

"

4,?

的表达!促进脂质分解基因
GG,H

"

"

7GRY,

的表达'而靶向敲出亲电成分后!乙酸乙酯部位萃取物调
控脂代谢和抗氧化相关基因的作用明显下降%

\W&Q>

表
征亲电成分敲出前后乙酸乙酯部位样品!发现了

$

个变
化的主要质谱峰!推测其为主要的亲电化合物%小黑药
中亲电化合物可以改善脂肪酸诱导的脂肪变性!其机制
主要与抗氧化和脂代谢相关基因的调节有关%
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非酒精性脂肪肝#
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%是以肝脏脂质过量累积与细胞脂肪变性为主要
特征的代表性疾病)

!

*

"目前对于该病的内在机制尚未!

普遍接受的发病机制是
?(

I

等)

4

*提出的/二次打击.学
说!该学说涉及了影响非酒精性脂肪肝发展的多种因素!

其中细胞内活性氧过多引起的氧化应激是该病发生发展
的一个重要因素"氧化应激可损伤线粒体内脂肪酸

#

氧
化相关酶!影响

#

氧化进程!从而导致脂质过量累积!诱
导

:AU\?

的发生)
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*

"

当机体内生成过多活性氧时!体内抗氧化系统清除
自由基的能力下降!需要补充外源性抗氧化剂"外源抗
氧化剂基于性质及作用机制分为直接抗氧化剂和间接抗
氧化剂!间接抗氧化剂可通过上调各种细胞保护蛋白的
表达起到抗氧化作用!具有不易降解+半衰期长以及不易
促氧化的特点)

#

*

"膳食源亲电化合物是一类广泛存在于
日常膳食中!普遍具有

"

!

#

&

不饱和羰基或环张力的间接
抗氧化剂)
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!其可通过烷基化修饰
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信号通路
中

Z2(

=

!

的半胱氨酸残基使
:LJ4

摆脱
Z2(

=

!

的结合!释
放入核!促进下游抗氧化物质的表达)

$

*

"研究已证实!生
姜中的花姜酮)

D

*和胡萝卜中的炔醇类化合物)

"

*可以修饰
Z2(

=

!

的半胱氨酸残基激活
:LJ4&Z2(

=

!

信号通路!促进
下游细胞保护性蛋白和抗氧化酶的表达!进而调控细胞
氧化还原稳态"氧化应激在非酒精性脂肪肝发生+发展
中扮演了重要角色!笔者推测膳食源亲电化合物是一类
潜在的非酒精性脂肪肝干预因子"

小黑药是菊科旋覆花属植物显脉旋覆花#

")2;3)<B'

C5D3 b(**1

%的根茎)
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*

!于
45!5

年被批准为新食品原料"

小黑药具有抗氧化)

!!

*

+抑菌)

!4

*等作用!还能通经络!祛风
除湿!健胃消食!祛痰止咳)

!6

*

!目前尚无其他功效的报道!

小黑药干预肝细胞脂肪变性的作用尚未明确"严
岚)

!8

*

4!T7!的研究结果表明显脉旋覆花地上部分含有苯丙
素类+二萜类+百里香酚类成分(贺安娜等)

!!

*的研究结果
表明显脉旋覆花地下部分中多酚类和黄酮类成分的含量
分别为

!169

"

4169

!

515!D9

"

5154D9

(张虹等)

!#

*的研
究结果表明显脉旋覆花根中黄酮类成分的含量为

!159

"

4169

"此外!同属近缘的旋覆花植物具有抗氧化+抗炎+抗
肿瘤活性的亲电性倍半萜内酯类成分)

!7
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!但目前关于小
黑药的化学成分!特别是亲电化合物的研究较少!小黑药
干预肝细胞脂肪变性的作用尚未明确"

研究拟根据亲电天然产物易与富电子的巯基发生亲

电加成的特点!设计巯基功能化磁珠对小黑药醇提物+各
极性部位中的亲电成分进行靶向敲出!并基于游离脂肪
酸#
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细胞评价小黑药亲电成分对肝
细胞脂肪变性的干预作用!以期为小黑药功能产品的开
发提供理论依据"

!

!

材料与方法

!1!

!

材料与仪器
!1!1!

!

材料与试剂
人肝癌细胞株
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&中国科学院典型培养物保藏
委员会细胞库(

小黑药&

45!D

年
"

月采自云南昆明梁王山(

?Q%Q

高糖培养基+

@S>

缓冲液&美国
<

I

/*K,2

公司(

胎牛血清+胰酶和双抗&美国
B)M/K

公司(

活性氧检测试剂盒+

XF@A

裂解液#弱%+

SWA

蛋白浓
度测定试剂盒&上海碧云天生物科技有限公司(

甘油三酯测定试剂盒+总胆固醇检测试剂盒+总抗氧
化能力检测试剂盒+总超氧化物歧化酶检测试剂盒+过氧
化氢酶测定试剂盒+谷胱甘肽过氧化物酶测定试剂盒+总
谷胱甘肽'氧化型谷胱甘肽测定试剂盒&南京建成生物工
程研究所(

X:A2(.

I

F.K*(G)K,X2(

-

2,G

&南京诺唯赞生物科技有
限公司(
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实时荧光定量聚合酶链式反应试剂盒&中国莫纳生物科
技有限公司(

油酸钠&北京迈瑞达科技有限公司(

棕榈酸钠&上海麦克林生化科技有限公司(

尼罗红&北京索莱宝科技有限公司(

无脂肪酸的牛血清白蛋白&上海翊圣生物科技有限
公司(

羧基磁性琼脂糖微球&上海英芮诚生化科技有限
公司(

其他化学药品和试剂均为分析纯"
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仪器与设备
细胞培养箱&

PH2L'KSS!#

型!美国
PH2L'K

公司(

酶标仪&

S)KP2E>

I

,2L

-I

H!

型!美国
M)KG2E

公司(

高效液相色谱仪&

\W45A

型!岛津#上海%商贸有限
公司(

质谱仪&

QA\?F>Y:A@PQ>

型!美国沃特世公司(

荧光分光光度计&

U"D

型!中国上海棱光技术有限
公司(

实时荧光定量
@WX

系统&

QK,(3>2*2/G23

j

44#

型!

中国莫纳生物科技有限公司(
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#

_K*167

#

:K16

董文乐等!小黑药亲电成分干预混合游离脂肪酸诱导的人肝癌细胞株
<2

=

B4

脂肪变性研究



旋转蒸发仪&

X&#5!

型!上海申顺生物科技有限公司"
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!

试验方法
!141!

!

小黑药提取与萃取
!

根据文献)

!!

!

!$

*稍作改动!

具体如下&将小黑药粉碎成粉末!与
"#9

乙醇按
!`45

#

-

'

'\

%混合!

8#C

超声辅助提取
65'),

"过滤后收集上
层清液!重复

8

次!取上清液用旋转蒸发仪减压浓缩蒸干
得小黑药醇提物浸膏"浸膏分散在蒸馏水中!按体积比
!̀ 4

依次加入石油醚+乙酸乙酯萃取
6

次!分别获得石油
醚部位+乙酸乙酯部位和水部位!旋转蒸发仪减压浓缩
至干"

!1414

!

B><

功能化磁珠的制备
#

!

%取适量羧基磁性琼脂糖微球#体积分数为
!59

%

于离心管中!磁性分离去除上清液(分别加入去离子水+

51!'K*

'

\Q%>

缓冲液后混匀洗涤!磁性分离去除上清
液!加入适量

Q%>

缓冲液混合重悬磁珠(加入
45'

-

'

'\

偶联试剂
%?W

2

<W*

溶液!室温振荡
65 '),

(加入
!'

-

'

'\

的
Q%>

缓冲液溶解的
B>>B

溶液!室温振荡混
合

!4

"

!7H

!磁性分离去除上清液(反应结束后以
45''K*

'

\

=

<$18@S>

洗涤
8

次!以
!5'

-

'

'\

的浓度
储存于

8C

!即为
B>>B

功能化磁珠"

#

4

%取适量
!5'

-

'

'\B>>B

功能化磁珠加入等体
积

8'

-

'

'\@S>

缓冲液溶解的三#

4&

羧乙基%膦#

PW%@

%

溶液进行反应(磁性分离去除上清液后将磁珠用
@S>

缓
冲液洗涤

6

"

#

次(洗涤后的磁珠分散于
!'\@S>

缓冲
液中!即为

B><

功能化磁珠#

B><&Q:@.

%"

!1416

!

小黑药亲电成分的定量表征
!

配制梯度浓度为
51!

!

514

!

518

!

51D

!

!17 '

-

'

'\

甲萘醌甲醇溶液!各取
#15'\

加入到
"#15'\B><

功能化磁珠溶液中!室温下
振荡孵育

65'),

后!磁性分离!弃去上清液!剩余磁珠快
速分散于适量

@S>

缓冲液中!清洗
6

"

#

次后!加入
!5515'\4#15'

-

'

'\

的
UFPW

溶液继续孵育
!5'),

后!

在激发波长
87",'

!发射波长
#46,'

!增益
!4

档条件
下!用荧光分光光度计测定上清液荧光值"根据甲萘醌
浓度与上清液荧光值!绘制标准曲线"在相同条件下!以
!5'

-

'

'\

的各极性萃取物的甲醇溶液作为待测样品!检
测

B><

功能化磁珠与各极性萃取物的甲醇溶液后
UFPW

探针的荧光值!以表征各部位中亲电成分的含量"

!1418

!

小黑药亲电成分的靶向敲出
!

取
B><

功能化磁
珠

!"5'\

与
!5'\

!

45'

-

'

'\

的各极性部位萃取物溶
液!室温下反应

65'),

!获得亲电成分敲出后的小黑药石
油醚部位#

@%&<

%+乙酸乙酯部位#

A%&<

%+水部位#

b&<

%

样品"另取
!"5

#

\@S>

与
!5

#

\

!

45'

-

'

'\

的各极性部
位萃取物溶液!相同条件下反应!得到未被

B><

功能化
磁珠孵育后的上清液!得到石油醚#

@%&k

%+乙酸乙酯部位
#

A%&k

%+水部位#

b&k

%的对照样品"

!141#

!

小黑药
A%

和
A%<

的
\W&Q>

分析
!

对
B><

功

能化磁珠处理前后的乙酸乙酯部位样品
A%

和
A%<

离
心浓缩至干!配制成

!15'

-

'

'\

的甲醇溶液!过
5144''

滤膜后待
\W&Q>

分析"

#

!

%液相条件&色谱柱为
S%< W

!D

柱#

41! '' c

!55''

!

!1$''

%(柱温
8#C

(进样量
!5'\

(流动相&

A

为
!559

乙腈!

S

为
51!9

甲酸水溶液(体积流速
516'\

'

'),

(

检测波长
455

"

755,'

"洗脱条件为&

5

"

45'),

!

#9

"

!559

乙腈(

45

"

4# '),

!

!559

乙腈(

4#

"

65 '),

!

#9

乙腈"

#

4

%质谱条件&离子源为电喷雾离子源#

%>F

%!扫描
方式采用正+负离子模式"脱溶剂气流速

$55\

'

H

(脱溶
剂气温度

855C

(毛细管电压
6555_

(锥孔电压
65_

(锥
孔气速

#5\

'

H

(离子源温度
!55C

"

!1417

!

脂肪变性细胞模型的建立
!

根据文献)

!D

$

!"

*的
方法稍作改动!具体如下&称取一定量的油酸钠和棕榈酸
钠#摩尔比为

4`!

%!

$#C

水浴直至完全溶解!配成一定
浓度的游离脂肪酸#

UUA

%溶液!用含无脂肪酸的牛血清
白蛋白#

3&S>A

%的
@S>

溶液稀释!

5144''

无菌滤膜过滤
待用"

UUA

终浓度为
!14''K*

'

\

!

3&S>A

终浓度为
!9

!

细胞共孵育
48H

后!建立脂肪变性细胞模型"

!141$

!

细胞给药分组
#

!

%对照组&含终浓度为
!9 3&S>A

的
?Q%Q

培养
基培养"

#

4

%模型组&含终浓度为
!9 3&S>A a

终浓度为
!14''K*

'

\UUA

的
?Q%Q

培养基培养"

#

6

%各极性部位萃取物组&含终浓度为
!93&S>Aa

终浓度为
!14 ''K*

'

\ UUA a51#

!

!15

!

415'

-

'

'\

@%&k

+

A%&k

+

b&k

的
?Q%Q

培养基培养"

#

8

%亲电成分敲出后各极性部位萃取物组&含终浓度
为

!93&S>A a

终浓度为
!14''K*

'

\UUA a51#

!

!15

!

415 '

-

'

'\

的
@%&<

+

A%&<

+

b&<

的
?Q%Q

培养基
培养"

!141D

!

细胞内脂滴累积水平测定
!

根据文献)

!"

*的方法
稍作改动!具体如下&尼罗红粉末溶于

?Q>;

溶液中!配
成

!15'

-

'

'\

浓度下的尼罗红染料溶液"取经不同给药
处理的

"7

孔板!弃原培养基!

@S>

清洗
!

次!加入尼罗红
染料溶液!于

6$C

培养箱中染色
!#'),

!弃去尼罗红染
料!

@S>

清洗
4

次!在激发波长
8DD,'

!发射波长
##5,'

的条件下!用酶标仪测定荧光值!计算细胞内相对脂滴
含量"

!141"

!

细胞内
X;>

含量检测
!

取经不同给药处理的
"7

孔板!弃去培养基!

@S>

洗两遍!加入
?WU<&?A

荧光探
针!于

6$C

培养箱中孵育
45'),

!

@S>

清洗
6

次以充分
去除未进入细胞内的

?WU<&?A

探针!在激发波长
8DD,'

!发射波长
#4#,'

的条件下!用酶标仪检测荧光
强度"

&"

基础研究
Û :?AQ%:PA\X%>%AXW<

总第
44!

期
#

4545

年
6

月
#



!141!5

!

细胞内脂代谢+氧化应激指标的测定
!

将细胞接
种于

7

孔板中!分组给药孵育
48H

后!每孔加入适量裂解
液裂解细胞!按试剂盒说明书测定细胞裂解液中甘油三
酯#

PB

%+总胆固醇#

PW

%+丙二醛#

Q?A

%+还原型'氧化型
谷胱甘肽#

B><

'

B>>B

%+总抗氧化能力#

P&A;W

%+超氧化
物歧化酶#

>;?

%+过氧化氢酶#

WAP

%+谷胱甘肽过氧化物
酶#

B><&

=

O

%!细胞内总蛋白含量按试剂盒说明书测定"

!141!!

!

实时荧光定量
@WX

测定相关基因表达
#

!

%

X:A

提取&将对数期的细胞消化后接种于
7

孔
板中!分组给药孵育

48H

后!按试剂盒说明书进行细胞样
本处理+样本中

X:A

的提取和产物检测"

#

4

%

X:A

反转录成
/?:A

&按试剂盒说明书进行
操作"

#

6

%实时荧光定量
@WX

分析&按试剂盒说明书进行
操作!内参基因

#

'3@(&)

及目标基因引物序列见表
!

"

表
!

!

@WX

引物序列
P(M*2!

!

@L)'2L.KJ@WX

基因 引物序列#

#

0$

6

0%

#

'3@(&)

正向&

BPPBPWBAWBAWBABWB

反向&

BWAWABABWWPWBWWPP

#B

=

X

正向&

PWWABPWABAAAWWABPBBAP

反向&

BAAPBPWPBWBWWAAAABWPB

#1/Y

正向&

BPBBPBBABPWBBAWWPWPAPB

反向&

AABWWABAAWABAWPWBBWAB

./'Y

正向&

BABPBPAABBAWWWAPWBBA

反向&

BWWABWAAWAAABPBWAAB

$7!7

正向&

ABBBABPPPAPWBWAAAWWA

反向&

AABPAAWPWPBBBWAPPWAWA

GG,H

"

正向&

AWBAPPWBAWPWAABWPBBP

反向&

BPPBPBPBAWAPWWWBAWAB

7GRY,

正向&

APWAAPWBBAWPWPBBAAAWBB

反向&

PWABBBABPABWBWAPBBP

,77Y

正向&

BBAPBBPBPPWAWPWBBPAAPABA

反向&

BBBPBAPAPBPBWPBWBPWAP

4,?

正向&

PPWWBABAPPWWAPWWPAWB

反向&

ABBWPWAWAAAWBAAPBBAW

?HNPGY@

正向&

WAWPBBPWBPABAPBWBBABAA

反向&

PWAPPBAPBBABBABWBBPABW

!141!4

!

统计学处理
!

应用
>@>>!715

软件进行统计分
析!结果以#平均数

e

标准差%表示!所有试验均重复
6

次!

组间比较采用单因素方差分析和
(

检验"

4

!

结果与分析

41!

!

基于
B><

功能化磁珠定量表征小黑药亲电成分
为探究小黑药亲电成分对肝细胞脂肪变性的干预作

用!首先对小黑药中的亲电成分含量进行表征"前期张
潇雨等)

45

*报道了以游离
B><

为探针+甲萘醌为对照物的
天然提取物中亲电成分的定量方法!其检测原理为亲电
性荧光探针

UFPW

可以与反应体系内亲电成分竞争游离
B><

!通过测定未结合
UFPW

的荧光强度表征亲电成分含
量"试验以亲和磁珠固定化的

B><

代替游离
B><

!建立
天然提取物中亲电成分的定量方法"试验结果如图

!

所
示!在

516

"

!14'

-

'

'\

的浓度范围内!随着甲萘醌浓度
的增加!上清液的荧光值逐渐增加!荧光值与甲萘醌浓度
呈现良好的线性关系#

H

4

h51"$"!

%!表明该方法可用于
亲电成分含量的测定"

小黑药醇提物及其各极性部位萃取物经
B><

亲和
磁珠孵育后上清液的荧光值如图

!

所示"结果显示!样
品上清液的荧光值均高于空白样品!各样品荧光值顺序
为乙酸乙酯部位

"

石油醚部位
"

小黑药醇提物
"

水部
位"表明小黑药醇提物及其各极性部位萃取物均含有亲
电成分!小黑药亲电成分主要集中于乙酸乙酯部位"

图
!

!

不同浓度甲萘醌"小黑药提取物与各极性
部位萃取物的荧光值

U)

-

0L2!

!

U*0KL2./2,/2),G2,.)G

I

KJ3)JJ2L2,G/K,/2,GL(&

G)K,.KJ'2,(3)K,2

!

2OGL(/G(,3JL(/G)K,.KJ

V&35A<&

9

35

414

!

小黑药亲电成分对脂肪变性细胞内脂质累积与
X;>

生成的影响
!!

基于
UUA

诱导的
<2

=

B4

细胞模型分别评价了小黑
药各极性萃取物经

B><

功能化磁珠靶向敲出亲电成分
前后的活性变化!结果如图

4

+

6

所示"模型组与对照组
相比!细胞内脂质累积量和

X;>

生成量显著增加#

@

%

515#

%!表明给予
!14''K*

'

\

的
UUA

成功诱导了
<2

=

B4

细胞脂肪变性!结果与文献)

!"T45

*报道一致"与模型
组相比!不同浓度的小黑药各极性萃取物可以浓度依赖
性的降低细胞内脂质累积量和

X;>

生成量!其中以
A%

组效果最好"给予
415'

-

'

'\A%

!细胞内脂质累积量由
模型组的#

7851De8!18

%

9

显著降低至#

6!71!e6$1!

%

9

#

@

%

515#

%!

X;>

生成量由模型组的#

!6717e714

%

9

显著
降低至#

!5516e#15

%

9

#

@

%

515#

%"而各极性萃取物中亲
电成分被靶向敲出后!各萃取物的降脂活性和抗氧化活

'"

#

_K*167

#

:K16

董文乐等!小黑药亲电成分干预混合游离脂肪酸诱导的人肝癌细胞株
<2

=

B4

脂肪变性研究



与对照组相比!

***

表示
@

%

5155!

(与模型组相比!

$

表示
@

%

515#

!

$$

表示
@

%

515!

!

$$$

表示
@

%

5155!

(磁珠孵育前后相比!

V

表示
@

%

515#

图
4

!

小黑药各极性部位萃取物亲电成分对
UUA

诱导
<2

=

B4

细胞脂质累积的影响
U)

-

0L24

!

%JJ2/GKJ2*2/GLK

=

H)*)//K'

=

K,2,G.JLK'JL(/G)K,.KJV&35A<&

9

35K,*)

=

)3(//0'0*(G)K,),UUA&),30/23

<2

=

B4/2**.

性均出现了不同程度的下降!乙酸乙酯部位活性下降幅
度最大"在

415'

-

'

'\

浓度下!乙酸乙酯部位亲电成分
被敲出后!

A%

抑制脂质累积和降低
X;>

生成的能力显
著降低#

@

%

515#

%"上述试验结果表明!小黑药亲电成分
具有降低细胞内脂质累积和

X;>

生成的作用!乙酸乙酯
部位的亲电成分干预肝脂肪变性的效果最好!可能与乙
酸乙酯部位中亲电成分含量最高有关"

试验结果显示!小黑药各极性部位萃取物经
B><

亲
和磁珠靶向敲出亲电成分后仍具有降低脂肪变性细胞
X;>

生成的作用"贺安娜等)

!!

*的研究表明显脉旋覆花
醇提物含有的黄酮+多酚类成分具有清除

?@@<

+

ASP>

及超氧阴离子自由基!提高
I&

半乳糖致衰小鼠肝脏+肾

脏及血清抗氧化能力的作用!而多酚+黄酮类成分普遍不
具有

"

!

#

&

不饱和羰基的亲电化合物特征基团"因此!推
测小黑药各极性部位萃取物经

B><

亲和磁珠靶向敲出
亲电成分后!可能是其中的多酚+黄酮类成分发挥了降低
脂肪变性细胞

X;>

水平的作用"研究结果进一步说明
了小黑药抗氧化活性成分的多样性!除了多酚+黄酮类直
接抗氧化剂!还含有亲电性间接抗氧化剂"

416

!

乙酸乙酯部位亲电成分对脂肪变性肝细胞的干预
作用

!!

针对小黑药亲电成分含量最高+干预肝细胞脂肪变
性最好的乙酸乙酯部位!进一步探究了其对脂肪变性肝
细胞的脂代谢+氧化应激的影响#图

8

+

#

%"

与对照组相比!

***

表示
@

%

5155!

(与模型组相比!

$

表示
@

%

515#

!

$$

表示
@

%

515!

!

$$$

表示
@

%

5155!

(磁珠孵育前后相比!

V

表示
@

%

515#

图
6

!

小黑药各极性部位萃取物亲电成分对
UUA

诱导
<2

=

B4

细胞
X;>

生成的影响
U)

-

0L26

!

%JJ2/GKJ2*2/GLK

=

H)*)//K'

=

K,2,G.JLK'JL(/G)K,.KJV&35A<&

9

35 K, X;>

-

2,2L(G)K,),UUA&),30/23

<2

=

B4/2**.

("

基础研究
Û :?AQ%:PA\X%>%AXW<

总第
44!

期
#

4545

年
6

月
#



与对照组相比!

***

表示
@

%

5155!

(与模型组相比!

$

表示
@

%

515#

!

$$$

表示
@

%

5155!

(磁珠孵育前后相比!

V

表示
@

%

515#

图
8

!

小黑药乙酸乙酯部位亲电成分对
UUA

诱导
<2

=

B4

细胞脂代谢的影响
U)

-

0L28

!

%JJ2/GKJ2*2/GLK

=

H)*)//K'

=

K,2,G.JLK'2GH

I

*(/2G(G2JL(/G)K,KJV&35A<&

9

35K,*)

=

)3'2G(MK*).'),UUA&),&

30/23<2

=

B4/2**.

与对照组相比!

**

表示
@

%

515!

(与模型组相比!

$

表示
@

%

515#

!

$$

表示
@

%

515!

!

$$$

表示
@

%

5155!

(磁珠孵育前后相比!

V

表示
@

%

515#

图
#

!

小黑药乙酸乙酯部位亲电成分对
UUA

诱导
<2

=

B4

细胞氧化还原状态的影响
U)

-

0L2#

!

%JJ2/GKJ2*2/GLK

=

H)*)//K'

=

K,2,G.JLK'2GH

I

*(/2G(G2JL(/G)K,KJV&35A<&

9

35K,L23KO.G(G2),UUA&),30/23

<2

=

B4/2**.

)"

#

_K*167

#

:K16

董文乐等!小黑药亲电成分干预混合游离脂肪酸诱导的人肝癌细胞株
<2

=

B4

脂肪变性研究



!!

如图
8

所示!模型组与对照组相比!细胞内
PB

和
PW

含量显著上升#

@

%

515#

%(

A%

组+

A%<

组与模型组相比!

细胞内
PB

和
PW

水平出现不同程度下降(

A%<

组细胞
内

PB

和
PW

含量均高于相应给药浓度的
A%

组!给药浓
度为

4'

-

'

'\

时!

A%<

组细胞内的
PB

含量与
A%

组相
比显著性降低#

@

%

515#

%!但
A%<

组细胞内
PW

含量与
A%

组相比没有显著性降低#

@

"

515#

%"以上结果表明小
黑药乙酸乙酯部位的亲电成分可降低脂肪变性肝细胞内
PB

和
PW

的积累!并且降低
PB

积累活性优于降低
PW

积累活性"

小黑药亲电成分对脂肪变性细胞的氧化还原稳态的
影响结果如图

#

所示"模型组与对照组相比!细胞内
Q?A

含量显著上升#

@

%

515#

%!而反映抗氧化能力的
P&

A;W

+

B><

'

B>>B

和抗氧化酶活力的
>;?

+

WAP

+

B><&

=

O

出现显著下降#

@

%

515#

%(细胞给予不同浓度的
A%

和
A%<

后!

UUA

诱导的
<2

=

B4

细胞氧化还原水平均出现
不同程度的改善(对比

A%

组与
A%<

组!特别是在
4'

-

'

'\

浓度下!除
B><&

=

O

外!亲电成分靶向敲出前后
细胞内

Q?A

+

P&A;W

+

B><

'

B>>B

+

>;?

+

WAP

水平均具
有显著性差异#

@

%

515#

%"试验结果表明!小黑药乙酸乙

酯部位亲电成分通过提高细胞内源性抗氧化物质与抗
氧化酶的水平!调节脂肪变性肝细胞的细胞氧化还原
稳态"

418

!

乙酸乙酯部位亲电成分对氧化还原稳态与脂代谢
相关基因表达的影响

!!

氧化应激在
:AU\?

发生发展中扮演了重要角色!

如损伤线粒体的正常功能#包括线粒体呼吸链活性和脂
肪酸

#

&

氧化能力%

)

4!

*

!致使细胞内脂质合成与分解失
衡)

44

*

!最终导致细胞脂肪变性"膳食源亲电成分是一类
可通过上调

:LJ4

信号通路!调控细胞内源性抗氧化酶表
达的间接抗氧化剂)

$

*

!具有潜在的
:AU\?

干预作用"

在揭示小黑药亲电成分对
UUA

诱导
<2

=

B4

细胞的脂代
谢+氧化还原稳态调控的基础上!进一步分析了乙酸乙酯
部位中亲电成分对相关基因表达的影响"

小黑药乙酸乙酯部位亲电成分对氧化还原稳态相关
基因表达的影响结果如图

7

所示"

A%

组与
A%<

组氧化
还原稳态相关基因

#B

=

X

+

#1/Y

+

$7!7

的表达具有显著
性差异#

@

%

515#

%!

./'Y

的表达虽有差异!但并不显著
#

@

"

515#

%!表明小黑药乙酸乙酯部位中亲电成分发挥抗
氧化活性主要与

#B

=

X

+

#1/Y

+

$7!7

表达上调有关"已

字母不同表示差异性显著#

@

%

515#

%

图
7

!

小黑药乙酸乙酯部位中亲电成分对
UUA

诱导
<2

=

B4

细胞
:LJ4

信号相关基因表达的影响
U)

-

0L27

!

%JJ2/GKJ2*2/GLK

=

H)*)//K'

=

K,2,G.JLK'2GH

I

*(/2G(G2JL(/G)K,.KJV&35A<&

9

35K,2O

=

L2..)K,KJ:LJ4

=

(GHN(

I

L2*(G23

-

2,2.),UUA&),30/23<2

=

B4/2**.

*#
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有研究表明
./'Y

+

#1/Y

和
$7!7

在调控肝脏
X;>

水
平方面发挥着重要的作用!且

./'Y

+

#1/Y

和
$7!7

受
:LJ4&Z2(

=

!

通路调控)

46

*

!其他抗氧化酶如
>;?

+

WAP

等
也受到

:LJ4&Z2(

=

!

通路调控)

48

*

!生姜中的花姜酮+萝卜
中的天然炔醇为天然亲电化合物!均已被报道可通过激
活

:LJ4&Z2(

=

!

通路调节下游抗氧化酶和二相解毒酶的
表达)

DT"

*

!提示小黑药乙酸乙酯部位中亲电成分发挥抗
氧化活性可能与通过激活

:LJ4&Z2(

=

!

信号通路进而显
著上调

#1/Y

+

$7!7

的表达有关"小黑药乙酸乙酯部
位亲电成分对脂代谢相关基因表达的影响结果如图

$

所
示"

A%

组与
A%<

组细胞脂代谢相关基因表达存在差
异!其中脂质合成相关基因

?HNPGY@

+

,77Y

的表达差异
显著#

@

%

515#

%+

4,?

的表达差异不显著#

@

"

515#

%!而脂
质氧化分解相关基因

GG,H

"

的表达差异显著#

@

%

515#

%+

7GRY,

的表达差异不显著#

@

"

515#

%!表明小黑药
乙酸乙酯部位亲电成分主要通过降低脂质合成相关基因
和提高脂质氧化分解相关基因的表达调节细胞内脂代谢
水平"

?HNPGY@

是肝脏主要调节脂质合成的重要转录
因子!其下游涉及

4,?

+

,77Y

等基因的调节!已有研
究)

4#

*表明
#B

=

X

可以负反馈
?HNPGY@

+

GG,H

"

进而影
响下游脂合成基因的表达!亦有研究)

47

*指出
#B

=

X

敲除
鼠脂肪酸合成酶

4,?

和硬脂酰辅酶
A

去饱和酶
?7I

等

脂质合成相关酶表达水平明显提高!提示小黑药乙酸乙
酯中的亲电成分可能通过上调

#B

=

X

的表达!下调
?HNPGY@

和
,77Y

表达!降低脂质过量合成!上调
GG,H

"

表达!增加脂质氧化分解!进而降低细胞内脂质
的累积"综合上述研究结果!小黑药亲电成分可能通过
激活

#B

=

X

细胞信号途径上调抗氧化酶的表达!同时抑
制脂质合成和促进脂质氧化分解!从而调节

UUA

诱导的
肝细胞氧化应激和脂代谢异常"

41#

!

小黑药乙酸乙酯部位中亲电成分分析
基于小黑药各萃取部位中亲电成分含量与活性的比

较!选取亲电成分含量最丰富+肝细胞脂肪变性干预作用
最好的乙酸乙酯部位!采用

\W&Q>

分析!比较亲电成分
靶向敲出前后质谱的变化!从而表征乙酸乙酯部位中的
亲电成分!结果如图

D

所示"对比正+负离子模式下的总
离子流图各峰形!发现有

$

个变化的峰!对应的保留时间
分别为

8156

!

$18"

!

$1D$

!

D188

!

"1"6

!

!71"D

!

!"1"6'),

"分
析其在正负离子模式下的准分子离子峰!显示

!

"

$

号离
子流信号对应的分子量分别为

8$4

!

4"4

!

847

!

6$5

!

84D

!

845

!

48D

"通过高分辨信号推导和前期小黑药植物化学
研究结果)

!8

*

46T#7

!推测
4

号峰为
:2LRK*(,S

!

6

号峰为
:2LRK

I

(,W

!

7

号峰为
_(,/*2R)/(/)3'2GH

I

*2.G2L

!

$

号峰
为

PK'2,GK.),

"其中
:2LRK*(,S

和
PK'2,GK.),

具有
"

!

字母不同表示差异性显著#

@

%

515#

%

图
$

!

小黑药乙酸乙酯部位中的亲电成分对
UUA

诱导
<2

=

B4

细胞脂代谢相关基因的影响
U)

-

0L2$

!

%JJ2/GKJ2*2/GLK

=

H)*)//K'

=

K,2,G.JLK'2GH

I

*(/2G(G2JL(/G)K,.KJV&35A<&

9

35K,2O

=

L2..)K,KJ*)

=

)3'2G(MK&

*).'L2*(G23

-

2,2.),UUA&),30/23<2

=

B4/2**.

!#

#

_K*167

#

:K16

董文乐等!小黑药亲电成分干预混合游离脂肪酸诱导的人肝癌细胞株
<2

=

B4

脂肪变性研究



图
D

!

小黑药乙酸乙酯部位经
B><

功能化磁珠孵育前后成分的总离子流图
U)

-

0L2D

!

PFW/HLK'(GK

-

L('.KJ2GH

I

*(/2G(G2JL(/G)K,KJV&35A<&

9

35N)GH(,3N)GHK0GB><&Q:@.GL2(G23

#

&

不饱和羰基结构!为亲电化合物!而
:2LRK

I

(,W

和
_(,/*2R)/(/)3'2GH

I

*2.G2L

具有丙烯醇结构!为弱亲电化
合物"

6

!

结论
针对小黑药亲电成分及其干预脂肪变性作用尚未明

确的现状!结合亲电成分靶向敲出技术+体外肝细胞脂肪
变性模型评价方法!研究发现小黑药含有亲电成分!主要
分布在乙酸乙酯部位(小黑药亲电成分具有降低

UUA

诱
导的

<2

=

B4

细胞内脂质累积+氧化应激的作用!其中乙
酸乙酯部位活性最佳!其活性机制为小黑药亲电成分通
过激活

:LJ4&Z2(

=

!

信号通路上调下游抗氧化+脂质氧化
分解基因的表达和下调脂合成基因的表达!小黑药中亲
电化合物可以改善脂肪酸诱导的脂肪变性!其机制与抗
氧化和脂代谢相关基因的调节有关"此外!通过

\W&Q>

表征初步从乙酸乙酯部位中发现
$

个明显变化的质谱
峰!这些质谱峰对应化合物的确切结构尚未完全揭示!需

要通过核磁共振等手段进一步确定"
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