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罗汉果醇通过激活AMPK信号通路调控肝细胞癌HepG2细胞的脂代谢

黄琰菁，王琳，李赛，盛莉，王海霞，杨生辉（海南省人民医院 肿瘤内科，海南 海口 570311）

[摘 要] 目的：研究罗汉果醇(MO)对肝细胞癌HepG2细胞脂代谢的调控作用及其分子机制。方法：采用油酸(OA)诱导肝细

胞癌HepG2细胞脂肪累积，建立脂肪变性细胞模型。运用CCK-8法检测MO对HepG2的细胞毒性，筛选其无明显细胞毒性的实

验工作浓度。不同工作浓度MO作用后运用油红O染色法观察模型细胞内脂质累积情况，测定细胞内甘油三酯（TG）、胆固醇

（TC）含量。运用高通量转录组测序方法筛选参与脂代谢的关键基因，运用qPCR检测模型及给药细胞SREBP-1c、FASN mRNA

的表达、WB法检测p-AMPKα、SREBP-1c、FASN等蛋白的表达水平。结果：运用OA诱导的模型HepG2细胞内脂质大量累积，

TG、TC含量显著升高。OA诱导后参与肝癌细胞脂代谢的关键基因SREBP-1c、FASN mRNA表达升高；p-AMPKα蛋白表达降

低，SREBP-1c、FASN等蛋白的表达显著升高。工作浓度MO干预后，细胞内脂质累积显著减少、TG和TC含量降低，SREBP-1c、

FASN mRNA表达降低，p-AMPKα蛋白表达升高而SREBP-1c、FASN等蛋白的表达明显降低。结论：MO能够通过激活HepG2

细胞中AMPK信号通路相关因子SREBP-1c、FASN的表达抑制脂肪酸合成，从而发挥调节脂代谢的作用。
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Effect of mogrol on lipid metabolism of hepatocellular carcinoma HepG2 cells by
activating AMPK signaling pathway
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ple's Hospital, Haikou 570311, Hainan, China)

[Abstract] Objective：：To study the regulatory effect of mogrol (MO) on lipid metabolism of hepatic cancer cells and its molecular

mechanism. Methods: Oleic acid (OA) was used to induce fat accumulation in hepatocellular carcinoma HepG2 cells and to establish a

steatosis cell model. CCK-8 method was used to detect the cytotoxicity of MO to HepG2 cells, and an experimental working concentra-

tion without obvious cytotoxicity of MO was chosen. After being treated with different concentrations of MO, lipid accumulation in the

cells was observed by oil red O staining, and the contents of triglyceride (TG) and cholesterol (TC) in the cells were measured. Key

genes involving in lipid metabolism were screened out by high-throughput transcriptome sequencing qPCR was used to detect the

mRNA expressions of ,SREBP-1c and FASN, while Western Blot was used to detect the protein expressions of p-AMPKα, SREBP-1c

and FASN in cells of model group and treatment group. Results: After OA induction, a large amount of lipids accumulated in HepG2

cells, the contents of TG and TC increased significantly. Three key genes (SREBP-1c, FASN and p-AMPK α) involving in lipid metabo-

lism of hepatic cancer cells were screened out. After OA induction, the mRNA expressions of SREBP-1c and FASN increased, the pro-

tein expression of p-AMPK α decreased while the protein expressions of SREBP-1c, FASN and other proteins increased significantly.

After intervention with working concentration of MO, intracellular lipid accumulation, contents of TG and TC, mRNA expressions of

SREBP-1c, FASN and protein expressions of SREBP-1c, FASN decreased significantly, while the expression of p-AMPKα increased.

Conclusion: Mogrol can inhibit the synthesis of fatty acids by activating the expression level of AMPK signaling pathway related fac-

tors SREBP-1c and FASN, so as to play the role of regulating lipid metabolism.
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非酒精性脂肪肝（non-alcoholic fatty liver dis-

ease，NAFLD）是一种与胰岛素抵抗（insulin resis-

tance，IR）和遗传易感密切相关的代谢应激性肝损

伤，疾病谱包括非酒精性肝脂肪变、非酒精性脂肪性

肝炎（non-alcoholic steatohepatitis，NASH）、肝硬化和

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC），以肝细胞

内脂肪过度沉积为主要特征[1- 2]。目前“二次打击”学
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说作为NAFLD的发病机制已被广泛认可[3]，即肝内

脂代谢紊乱引起大量脂质沉积，进而诱发炎症致使

肝细胞氧化损伤，最终导致肝炎、肝纤维化、肝细胞

癌等[4-5]。近年来随着人们生活习惯及饮食结构的改

变，NAFLD的发病率逐年升高，严重威胁人类生命健

康。因此，改善肝细胞脂质沉积对于预防和治疗

NAFLD具有重要作用。

罗汉果为葫芦科（Cucurbitaceae）植物罗汉果

（Momordica grosvenorii）的干燥果实。临床上主要用

于治疗糖尿病、高血压、哮喘、肺结核等[6-7]。药理学

研究发现，罗汉果还具有保肝、调节免疫等作用[8]。

罗汉果醇（mogrol, MO）是葫芦科植物罗汉果皂苷的

苷元，具有调节糖代谢及抗肿瘤作用[9-10]。近年来研

究[11]表明，MO对AMP依赖的蛋白激酶（AMP depen-

dent protein kinase，AMPKα）有激动作用。AMPK是

生物能量代谢调节的关键分子，对于机体内糖代谢

及脂代谢具有重要的调节作用[11-12]。AMPK能够调

控其下游胆固醇调节元件结合蛋白（cholesterol regu-

latory element binding protein ，SREBP-1c）、脂肪酸合

成酶（fatty acid synthetase，FASN）等合成脂肪酸的关

键蛋白的表达，从而发挥抑制脂肪酸从头合成改善

脂代谢紊乱、调节脂质代谢和维持机体能量平衡的

作用。近年来，关于中药活性成分治疗NAFLD的研

究受到广泛关注。研究[13]发现，MO 能够通过激活

AMPK信号通路调节脂肪细胞分化，但是关于罗汉

果醇激活AMPK信号通路靶向调控脂代谢的作用研

究较少。因此本实验运用油酸（oleic acid, OA）诱导

建立脂质累积模型，探讨MO激活AMPK通路靶向

调节 HCC 细胞 HepG2 脂质代谢的作用，为 MO 在

HCC治疗中的应用研究提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

人HCC细胞株HepG2购自中国科学院生物化学

与细胞生物学研究所，用含10%胎牛血清、100 U/mL

青霉素、100 μg/ml链霉素的DMEM高糖培养基（以

下简称“培养基”），在 37 ℃、5%CO2培养箱中培养。

MO（批号：B28255，纯度>98%）购自上海源叶生物科

技有限公司，OA（批号：1120-80-1）、非诺贝特（批号：

F135135，纯度>98%）等购自上海阿拉丁试剂有限公

司，CCK-8试剂盒购自日本同仁化学研究所批号，油

红O染液购于北京索莱宝生物科技有限公司，甘油三

酯（TG）、总胆固醇（TC）含量测定试剂盒购自南京建

成生物工程研究所，FASN、SREBP-1c、β-actin 上下游

引物和探针由 InvitrogenTM公司设计并合成，荧光定

量PCR试剂购于DBI公司，p-AMPKα（3180）兔单克

隆抗体、β-actin（4970）兔单克隆抗体、辣根过氧化物

酶 -羊抗兔 IgG 二抗（7074）等购自美国 CST 公司，

SREBP-1c（ab138663）兔单克隆抗体购自美国 Ab-

cam公司，BCA 蛋白定量试剂盒（批号：23227）、ECL

超敏化学发光液（批号：34580）、哺乳动物蛋白抽提

试剂（批号：78501）、TRIzol RNA提取试剂购自美国

Thermo Fisher Scientific公司，PAGE-SDS凝胶快速制

备试剂盒（18D250）购自美国 EpiZyme Scientific 公

司，qPCR仪（CFX96）购自美国伯乐公司。

1.2 药物配制

MO溶液配制：精密称取MO对照品47.67 mg溶

于 1 ml培养基中，配成浓度为 100 mmol/L的MO对

照品母液，－20 C°保存，取适量MO对照品母液加培

养基稀释至浓度为 10 mmol/L的工作液，过 0.22 µm

微孔滤膜。

OA 溶液配制：吸取油酸对照品 10 µl，加入 0.1

mol/L NaOH溶液 305 µl，于 70 ℃水浴中加热 30 min

溶解，制成 100 mmol/L油酸溶液，以 10% BSA稀释

制成10 mmol/L的母液，过0.22 µm微孔滤膜，-20 ℃

条件下保存、备用。

1.3 MO给药浓度筛选

取对数生长期HepG2细胞，经胰酶消化后制成

细胞悬液并用细胞计数器计数，以 5 000个/孔、每孔

体积 100 μl 铺于 96 孔板中，设置空白组（不接种细

胞，仅加入培养试剂）、对照组及不同浓度的药物组，

每组设置 6个复孔。培养 24 h后，弃去完全培养基，

药物组分别加入含MO（10、20、40、80、120 μmol/L）的

培养基，空白组及对照组加入同体积的DMEM培养

基。处理24、48 h后，每孔加入10 μl CCK-8试剂后继

续培养 2 h。酶标仪测定 450 nm波长处光密度（D）

值，计算细胞存活率。

细胞存活率＝（给药 D-空白 D）/（对照 D-空白

D）×100%。

1.4 OA造模及给药

取对数生长期HepG2细胞，以6×104个/孔接种于

12孔培养板中，设对照组（添加AMPK信号通路抑制

剂 compound C，终浓度为 1×109 nmol/L）、模型组、罗

汉果醇给药组（20、40 μmol/L）及非诺贝特阳性药组

（10 μmol/L），每组3个复孔。培养24 h后，模型组及

MO给药组加入终浓度为 1 mmol/L的OA[14-15]，同时

MO给药组加入终浓度为 20、40 μmol/L的MO，对照

组给予同体积的培养基，置于 37 ℃、5% CO2培养箱

中培养24 h，用于检测分析。

1.5 油红O染色法测定细胞内脂质含量

取 OA 造模及不同浓度 MO 处理后的细胞，用

PBS清洗 3次；75%乙醇固定 20 min，PBS清洗 3次，
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避光条件下油红O工作液染色 30 min后 PBS清洗，

置于显微镜下拍照观察脂质累积情况。观察完后每

孔加入 0.5 ml 60%异丙醇，室温放置 15 min，充分溶

解细胞上附着的染液，酶标仪 485 nm处测定各组D

值，D值反映了脂质的含量。

1.6 TG、TC含量测定

将生长状态良好的HepG2细胞按 1.4中方法进

行分组给药，按照TG、TC含量测定试剂盒所述步骤

测定TG、TC含量，BCA试剂盒测定蛋白含量。

1.7 高通量转录组检测表达基因的差异

提取对照组、模型组、MO给药组及非诺贝特阳

性药组细胞RNA，利用 Illumina HiSeq 2000 PE100进

行转录测序，利用PCA对其中基因进行分型，并采用

SCDE软件对差异基因进行分析，寻找表达量变化的

基因。

1.8 qPCR 检测 HepG2 细胞中 SREBP-1c、FASN

mRNA的表达

将生长状态良好的HepG2细胞按 2.4中方法进

行分组给药，运用TRIzol试剂抽提Hepg2细胞RNA，

逆转录酶将RNA逆转录成 cDNA后运用 qPCR检测

SREBP-1c、FASN mRNA 的表达水平。PCR 扩增条

件（反应体系为10 µl）：95 ℃预变性2 min；95 ℃变性

10 s，62 ℃退火 30 s；72 ℃延伸 15 s，共 40个循环，以

β-actin为内参，采用 2-△△Ct法计算相关基因mRNA的

相对表达量。引物序列如表1。

表1 引物序列

Tab. 1 Primer sequences

Gene

β-actin

FASN

SRBBP-1c

Primer sequences

F：5'-GTCCACCGCAAATGCTTCTA-3'
R：5'-TGCTGTCACCTTCACCGTTC-3'
F：5'-TGGTCTTTCTGTGCTTGGATT-3'
R：5'-GGAGTCTTGGCAGGGTGGA-3'
F：5'-GGCACGGGAGGATGGACT-3'
R：5'-GCTTCTTTGCTGTGAGATGACC-3'

Gene

length

（bp）

190

80

130

1.9 WB检测p-AMPKα、SREBP-1c、FASN等蛋白的

表达

将生长状态良好的HepG2细胞按 2.4中方法进

行分组给药后，提取细胞总蛋白，BCA试剂盒测定蛋

白含量。取 40 μg蛋白样品经过SDS-PAGE分离后，

转至PVDF膜（0.45 µm）上，5%脱脂牛奶封闭 1 h，加

入 p-AMPKα、SREBP-1c、FASN 等一抗（1∶1 000）在

4 ℃条件下摇床孵育过夜，TBST 清洗 3 次，每次 10

min，二抗（1∶10 000）室温孵育 1 h，用 TBST 清洗 3

次，每次 10 min，ECL显色后运用GBOX成像分析系

统获得条带，以 β-actin作为内参。采用 Image J图像

软件进行灰度值分析。

1.10 统计学处理

采用SPSS 13.0软件进行统计分析，计量资料采

用 x̄±s 表示，采用 t检验进行组间比较。以P<0.05或

P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 MO给药浓度筛选

CCK-8 检测结果（图 1）显示，随着 MO 浓度增

大，作用时间增长，HepG 细胞存活率依次降低，当

MO浓度为80 μmol/L时作用24、48 h，HepG2细胞存

活率分别为 72.8%、61.2%。当 MO 浓度为 20、40

μmol/L时作用 24 h对细胞存活率影响较小，因此选

择20、40 μmol/L对HepG2细胞无明显细胞毒性的浓

度，作用24 h作为MO给药条件。

图1 MO对HepG2细胞存活率的影响

Fig. 1 Effect of MO on the survival rate of HepG2 cells

2.2 MO抑制OA诱导的HepG2细胞脂质累积

通过光学显微镜（200倍）对HepG2细胞内脂质

进行观察，结果如图 2所示，与对照组比较，OA诱导

的模型组细胞细胞膜周围出现大量脂肪累积；MO处

理后脂肪累积明显减少，脂滴变小。从脂滴光密度

值（表 2）上看，与对照组比较，模型组脂质含量明显

升高（P<0.01）；与模型组相比，MO处理后均能降低

脂质含量（P<0.05或P<0.01）。

2.3 MO逆转OA诱导的HepG2细胞中TG、TC含量

升高

运用OA诱导HepG2细胞脂质累积，MO给药作

用后测定各组TG、TC含量。结果如图 3所示，与对

照组比较，模型组TG、TC含量显著升高（P<0.01）；与

模型组比较，MO给药作用 24 h后，TG、TC含量均显

著下降（P<0.05或P<0.01）。
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A: Control group; B: Model group; C:MO low-dose administration group;

D: MO high-dose administration group; E: Positive drug group

图2 MO对OA诱导HepG2脂质累积的影响（（×100））

Fig. 2 Effect of MO on lipid accumulation induced by OA in HepG2（（×100））

表2 HepG2细胞脂质累积的脂滴状况

Tab. 2 Lipid accumulation of lipid accumulation in HepG2 cells

Group

Control

Model

MO low-dose

MO high-dose

Positive drug

MO [cB/(μmol·L-1]

0

0

10

20

10

D

0.73±0.07

1.62±0.20**

1.43±0.19△△

1.20±0.09△△

1.14±0.12△△

**P<0.01 vs Control group；△△P<0.01 vs Model group

2.4 筛选出 3个明显差异表达的AMPKα通路相关

基因

高通量转录组技术显示，4组不同模型组中鉴定

出 1 371 个差异基因 ，其中 AMPK 路径相关的

SREBP-1c、p-AMPKα、FASN等基因表达量上调或下

调明显，可能参与脂代谢过程，故选择基因表达差异

较大的该3个基因作为靶分子进行研究。

2.5 MO 对 HepG2 细胞 SREBP-1c、FASN mRNA 表

达的影响

qPCR检测结果（图4）显示，与对照组比较，模型

组的 SREBP-1c、FASN的 mRNA表达水平显著升高

（P<0.01）；与模型组比较，给予 20、40 μmol/L MO作

用 24 h后均能降低 SREBP-1c、FASN mRNA的表达

（P<0.05或P<0.01）。

2.6 MO对p-AMPKα、SREBP-1c、FASN等蛋白表达

的影响

WB检测结果（图5）显示，运用OA造模后，模型

组p-AMPKα蛋白表达下调，SREBP-1c、FASN蛋白表

达显著上调；MO给药作用24 h后，p-AMPKα蛋白表

达上调，SREBP-1c、FASN等蛋白表达下调。

△△P<0.01 vs Control group; *P<0.05, **P<0.01 vs Model group

a: Control group; b: Model group; c:MO low-dose administration group;

d: MO high-dose administration group; e: Positive drug group

图3 MO与OA对HepG2细胞中TG(A)、、TC(B)含量的影响

Fig. 3 Effects of MO and OA on the contents of TG(A) and TC (B) in HepG2 cells

3 讨 论

NAFLD是一种代谢性肝损伤，可以进一步导致

肝炎、肝细胞癌等。机体脂肪酸从头合成代谢重编

程对于NAFLD及肝细胞癌等代谢疾病的发生发展

具有重要的调节作用[16-17]。FASN在脂肪酸从头合成

代谢重编程过程中发挥着重要作用。FASN能够催

化脂肪酸从头合成，FASN异常表达能够促进脂肪酸

大量合成进而产生肝内大量脂质堆积，诱导肝细胞

氧化损伤[18]。有研究[19]表明，FASN与AKT存在反馈

调节，FASN异常表达能够激活AKT通路诱发肝细胞

恶性转化，具有促进肝细胞癌发生发展的作用。研
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究[20]表明抑制 FASN蛋白的表达能够抑制肝脂肪化

延缓肝细胞癌的发展进程。SREBP-1c是脂肪酸合

成、转运过程能中重要的转录调节因子，可调节编码

脂质生物合成酶的基因表达, 促进肝胆固醇和脂肪

酸的生物合成[21]，对于机体胆固醇转录代谢调节过程

中发挥重要作用。脂代谢紊乱对于NAFLD的发生

发展具有重要作用。腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）

信号通路作为能量的调节代谢酶几乎参与了NAFLD

整个过程的发生和发展[22]。AMPK作为机体重要的

能量调节分子，能够调控其下游 SREBP-1c及 FASN

等脂代谢关键酶的表达调节机体脂代谢。肝癌细胞

具有易于培养、稳定等特点，广泛用于体外脂代谢相

关研究[23]。油酸诱导建立肝癌细胞脂质累积模型实

验方法简单，可较好地模拟NAFLD状态下肝细胞损

伤[24]，此方法以广泛用于NAFLD体外研究。

△△P<0.01 vs Control group; *P<0.05, **P<0.01 vs Model group

A: Control group; B: Model group; C:MO low-dose administration group;

D: MO high-dose administration group; E: Positive drug group

图4 MO对HepG2细胞中SREBP-1c和FASN mRNA表达的影响

Fig. 4 Impact of MO on the SREBP-1c and FASN mRNA expression in HepG2 cells

△△P<0.01 vs control group; *P<0.05, **P<0.01 vs Model group

A: Control group; B: Model group; C:MO low-dose administration group;

D: MO high-dose administration group, E: Positive drug group

图5 MO对HepG2细胞中p-AMPKα、、SREBP-1c、、FASN等蛋白表达的影响

Fig. 5 Effects of MO on expression of p-AMPKα, SREBP-1c and FASN protein ih HepG2 cells

MO能够激活AMPK信号通路已为人们熟知，

但对于脂代谢的调控作用研究较少。因此本实验运

用OA诱导建立HepG2细胞脂质累积模型，探讨MO

调节脂代谢的作用及分子机制。研究结果表明，MO

能够改善OA诱导的HepG2细胞脂质累积，降低TG、

TC含量，对于OA诱导HepG2细胞脂质累积具有改

善作用。同时MO能够激活AMPK信号通路，抑制

高通量转录组结果确定参与肝癌细胞脂代谢的关键

基因 SREBP-1c、FASN等与脂肪酸从头合成相关关

键酶的mRNA及蛋白表达水平。结果表明，MO能够

通过激活AMPK信号通路改善OA诱导HepG2脂质

累积的作用。

综上，MO 能够通过激活 AMPK 信号通路调控

SREBP-1c、FASN的表达，抑制脂肪酸从头合成从而促

进脂质代谢，具有调节脂代谢的作用，对于NAFLD相

关肝细胞癌的预防和治疗具有一定的应用研究价值。
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