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【摘 要】目的：比较二甲基亚砜（DMSO）溶解油酸、乙醇溶解油酸、无水乙醇、50%胎牛血清和医用脂肪乳对L-02肝

细胞的影响，优化L-02肝细胞脂肪变性模型的良好条件与方法。方法：用含10% 胎牛血清PRMI-1640 培养液培养细胞，

细胞均匀分布进入对数生长期后随机分为正常对照组、DMSO组、DMSO+油酸组、乙醇+油酸组、乙醇组、50%胎牛血清

组和医用脂肪乳组，分别用 DMSO+油酸、乙醇+油酸、0.4%乙醇、50%胎牛血清（FBS）和 20 %医用脂肪乳培养 48 h，用

MTT法检测细胞活力，油红O染色观察细胞数、细胞内脂滴，用试剂盒检测细胞内甘油三酯及蛋白质。用医用脂肪乳培

养L-02肝细胞，研究医用脂肪乳诱导L-02肝细胞脂肪变性的浓度和时间。结果：DMSO组和乙醇组细胞生长呈下降趋

势，DMSO+油酸组和乙醇+油酸组细胞生长均呈现先升高后降低趋势。甘油三酯和蛋白质测定表明，医用脂肪乳能很好

地诱导L-02肝细胞脂肪变性，医用脂肪乳含量10%，造模培养49 h，细胞脂变效果最好。结论：医用脂肪乳诱导L-02肝

细胞，脂变率高、脂变细胞形态好，适合L-02肝细胞脂变模型的建立。

【关键词】L-02肝细胞；脂肪变性；医用脂肪乳；油酸

【中图分类号】Q28；R-332 【文献标识码】A 【文章编号】1005-202X（2015）04-0469-05

Assessment on different methods for establishing hepatocyte L- 02 steatosis models and
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Abstract: Objective To optimize the hepatocyte L- 02 steatosis models by respectively comparing the effects of oleic acid

dissolved by Dimethyl sulfoxide (DMSO), oleic acid dissolved by ethanol, absolute ethanol, 50% fetal bovine serum (FBS)

and medical fat emulsion on hepatocyte L-02. Methods Hepatocyte L-02 were cultured in PRMI-1640 supplemented with 10%

FBS. When the hepatocyte L-02 distributed evenly and entered the logarithmic phase, they were randomly divided into seven

groups, the normal control group and other six groups respectively cultured in oleic acid dissolved by DMSO, oleic acid

dissolved by ethanol, 0.4% ethanol, 50% FBS and 20% medical fat emulsion. The hepatocyte in every group were cultured for

48 h. The viability of cells was measured by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) method, and the cell counts and intracellular

lipid droplets could be observed by oil red O staining under optical microscope. The content of triglyceride (TG) in cells and

the concentration of BCA protein were detected by corresponding detection kits. The concentration and time of hepatocyte L-

02 steatosis induced by medical fat emulsion were researched by culturing hepatocyte L-02 in medical fat emulsion. Results
The cell growths in DMSO group and ethanol group showed a decreased trend, while the cell growths in oleic acid + DMSO

group and oleic acid + ethanol group showed a firstly increased and then decreased trend. The measured results of TG and
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随着人们饮食结构和生活方式的改变，高血脂

及高血脂引起的疾病受到越来越多的关注[1]。L-02

肝细胞和脂肪变性的L-02肝细胞体外模型被用来研

究肝细胞脂质蓄积和肝细胞脂代谢等相关问题[2]，能

否成功建立脂肪变性的L-02肝细胞模型，直接关系

利用L-02肝细胞进行脂代谢、脂代谢异常调控、化合

物的降脂作用和降脂机理等研究。本研究分别采用油

酸（OA）、无水乙醇、胎牛血清（FBS）和医用脂肪乳作

用于L-02肝细胞，造成肝细胞脂代谢紊乱，模拟脂代

谢紊乱所致脂肪肝的发病过程，并结合甘油三酯

（TG）含量、蛋白质（BCA）浓度、细胞内脂滴数量等脂

肪肝常规检测指标，寻找建立L-02肝细胞脂肪变性

模型的良好方法。在此基础上，研究不同含量的医

用脂肪乳和培养时间对L-02肝细胞的影响，确定医

用脂肪乳诱导L-02肝细胞脂肪变性的适宜浓度和时

间，为评价和筛选具有降脂、调控脂代谢异常的化合

物奠定基础。

1.1 主要试剂

L-02 肝细胞（中国科学院昆明动物研究所），

1640培养基（Hyclone公司），FBS（杭州四季青生物工程

材料有限公司），OA和二甲基亚砜（DMSO）（Sigma 公

司），TG、BCA 测定试剂盒（南京建成生物有限公

司），四甲基偶氮唑盐（MTT）（MP公司），油红（O）（北

京鼎国昌盛生物技术有限公司）。

1.2 设备与材料

CO2培养箱（MCO-20AIC），酶标仪（M200 PEO），倒

置显微镜（TS 100），酶标板（BeaverBioTM），25 cm2培

养瓶（BeaverBioTM），0.22 μm微孔滤膜（Rephile）。

1.3 细胞培养与分组[3-4]

用含10% FBS的1640 培养基传代培养L-02肝细胞

至对数生长期后随机分为 6 组：①正常对照组；②
DMSO 组：浓度分别为 0.1%、0.3%、0.5%、0.7%；③
DMSO+OA组：OA 0.3 μg/mL+DMSO 0.06%、OA 0.6

μg/mL+DMSO 0.12%、OA 1.2 μg/mL+DMSO 0.24%、

OA 2.4 μg/mL+DMSO 0.48%、OA 4.8 μg/mL+DMSO

0.96%；④乙醇组：浓度分别为 0.2%、0.4%、0.6%、

0.8%；⑤0.4%乙醇+OA组：OA分别为5 mg/L、10 mg/L、

20 mg/L；⑥0.6%乙醇+OA 组：OA 分别为 5 mg/L、10

mg/L、20 mg/L。每组设6个复孔。

1.4 L-02肝细胞脂肪变性的造模[2-5]

用含 10% FBS 的 1640 培养基传代培养 L-02 肝

细胞，待细胞生长至对数期时吸出培养液，每孔分别

加入待研究的上述造模液2 mL，每组设6个复孔，培

养48 h，一部分用O 染色，观察细胞数目、细胞内脂滴

和细胞形态，另一部分用试剂盒测定细胞上清液的

TG 和BCA。

1.5 细胞存活率检测

用MTT法检测，细胞存活率（%）= 实验组A值/

正常对照组A值×100%。

1.6 统计学处理

应用 SPSS17.0软件，采用One way Anova检验，

两两比较采用SNK法。P<0.05为有统计学差异。

2.1 DMSO、乙醇和OA对L-02肝细胞存活率及几种

诱导剂对L-02肝细胞脂肪变性的影响

DMSO、乙醇和OA对L-02肝细胞存活率的影响

见表1。以DMSO为溶剂，0.5%及以上的DMSO组的

细胞存活率显著低于正常对照组（P<0.05），说明较高

浓度的 DMSO 对 L-02 肝细胞有毒性作用，加入 OA

后，随着OA浓度增加细胞存活率先增加后下降，根

据OD值及细胞生长状态，选取1.2 mg/L OA为OA造

模的诱导剂进行造模。以乙醇作溶剂，0.2%的低浓

度乙醇不影响L-02肝细胞分裂生长，且表现出一定

的促进L-02肝细胞生长作用。0.8%乙醇组活细胞数

减少较多，细胞大量浮起和坏死，加入OA后，0.6%乙

醇和 20 mg/L OA组细胞生长状态良好，浮起和坏死

的细胞很少，根据OD值及细胞生长状态，选取乙醇

0.6%和OA 20 μg/mL为造模诱导剂进行造模。

几种诱导剂对 L-02 肝细胞形态及细胞内脂滴

的影响见图 1。图 1 显示，20 mg/L OA+0.6%乙醇，

BCA indicated that the hepatocytes L-02 steatosis could be successfully induced by medical fat emulsion, and the best steatosis

effect was based on 10% medical fat emulsion and the culture time of 49 h. Conclusion Medical fat emulsion is suitable to

establish the hepatocytes L-02 steatosis models for it can induce hepatocytes L-02 with higher steatosis ratio and better growth

morphology of steatosis cells.

Key words: hepatocyte L-02; steatosis; medical fat emulsion; oleic
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1.2 mg/L OA+0.24% DMSO，含 50% FBS 培养液、医

用脂肪乳和0.4%乙醇造模组出现的脂滴明显多于正

常对照组（P<0.05），但 0.4%乙醇造模组出现的脂滴

低于其他 4 组（P<0.05）。医用脂肪乳和含 50% FBS

培养液造模组出现的脂滴数量多于 20 mg/L OA+

0.6%乙醇造模组和 1.2 mg/L OA+0.24% DMSO造模

组（P<0.05），但两个 OA 造模组的细胞形态明显，边

缘清晰，细胞核大，细胞内脂肪滴大。含50% FBS培

养液造模组的细胞形态模糊，边缘融合，细胞内出现

较多体积很大的脂滴，细胞核被挤到边上，形成明显

的印戒状损伤细胞。医用脂肪乳造模组的细胞形态

相对含50%FBS培养液造模组有较好的细胞形态，脂

滴数量明显多于 OA 造模组（P<0.05）。各试验组

TG、BCA 和TG/BCA见表2。表2可见，0.4%乙醇组、

1.2 mg/L OA+0.24% DMSO 组的 TG/BCA 与正常组

相比无显著性差异，20 mg/L OA+0.6%乙醇组、含

50% FBS培养液组的TG/BCA与正常组相比均具有

显著性差异（P<0.05），医用脂肪乳组的TG/BCA与正

常组相比具有显著性差异（P<0.01）。综合细胞存活

率、细胞形态、胞内脂滴及胞内TG/BCA，医用脂肪乳

能较好地诱导L-02肝细胞脂肪变性，故选择医用脂

肪乳进行造模浓度和培养时间的研究。

2.2 培养时间对医用脂肪乳诱导L-02肝细胞脂肪变

性的影响

取对数生长期的L-02肝细胞，用0.25%胰蛋白酶

消化，细胞计数后用正常培养液配置成单个细胞悬

液，以每孔1×105个细胞的密度接种于6孔板上，加培

养液，37 ℃、5% CO2及饱和湿度的 CO2培养箱培养

48 h，待细胞充分贴壁生长至 80 %后，正常对照组继

续给予含10% FBS的RPMI-1640培养液培养14 h，模

型组给予医用脂肪乳，分别诱导培养14 h、25 h、37 h、

49 h、61 h，测定细胞内TG和BCA含量，结果见图2。与正

常组培养14 h比较，医用脂肪乳造模组培养14 h，TG含

量明显高于正常组（P<0.05），培养14 h~49 h，细胞内

表1 DMSO、乙醇和油酸对L-02肝细胞存活率的影响(x±s, 48 h)

Tab.1 Effects of DMSO, ethanol and oleic acid on the survival rate of hepatocyte L-02 (Mean±SD, 48 h)

Group

Control

DMSO

Oleic acid + DMSO

Ethanol

Oleic acid + Ethanol

Inductive agent concentration

0

0.1%

0.3%

0.5%

0.7%

Oleic acid 0.3 mg/L, DMSO 0.06%

Oleic acid 0.6 mg/L, DMSO 0.12%

Oleic acid 1.2 mg/L, DMSO 0.24%

Oleic acid 2.4 mg/L, DMSO 0.48%

Oleic acid 4.8 mg/L, DMSO 0.96%

0.2%

0.4%

0.6%

0.8%

Oleic acid 5 mg/L, Ethanol 0.4%

Oleic acid 10 mg/L, Ethanol 0.4%

Oleic acid 20 mg/L, Ethanol 0.4%

Oleic acid 30 mg/L, Ethanol 0.4%

Oleic acid 40 mg/L, Ethanol 0.4%

Oleic acid 5 mg/L, Ethanol 0.6%

Oleic acid 10 mg/L, Ethanol 0.6%

Oleic acid 20 mg/L, Ethanol 0.6%

Oleic acid 30 mg/L, Ethanol 0.6%

Oleic acid 40 mg/L, Ethanol 0.6%

A value

1.383 9±0.060 0

1.393 8±0.090 0

1.256 1±0.080 0

1.231 2±0.090 0

1.214 7±0.010 0

1.177 4±0.020 0

1.235 2±0.070 0

1.350 2±0.060 0

1.331 8±0.080 0

1.261 2±0.030 0

1.412 0±0.060 0

1.257 9±0.060 0

1.228 3±0.040 0

1.042 0±0.070 0

1.227 4±0.080 0

1.316 1±0.070 0

1.431 1±0.090 0

1.302 4±0.090 0

1.203 9±0.040 0

1.242 2±0.060 0

1.451 2±0.060 0

1.589 7±0.080 0

1.183 9±0.070 0

0.971 6±0.050 0

Cell survival rate(%)

100.0

100.7

90.5

89.1

87.6

84.7

89.1

97.8

96.3

91.3

102.1

90.5

88.4

75.3

88.4

94.9

103.6

94.1

86.9

89.8

105.1

114.4

85.5

70.2

Note: DMSO: Dimethyl sylfoxide
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TG、脂肪滴及BCA随诱导培养时间的延长而增加，

细胞生长持续上升，但当诱导培养时间达61 h，TG和

BCA开始下降，诱导培养时间过长可能对细胞有一

定损伤，故选择 49 h为医用脂肪乳诱导培养L-02肝

细胞脂肪变性造模的适宜时间。

2.3 医用脂肪乳用量对L-02肝细胞脂肪变性的影响

取对数生长期的L-02肝细胞，用0.25%胰蛋白酶

消化，细胞计数后用正常培养液配置成单个细胞悬

液，以每孔1×105个细胞的密度接种于6孔板上，加培

养液，37 ℃、5% CO2及饱和湿度的 CO2培养箱培养

48 h，待细胞充分贴壁生长至 80%后，正常对照组继

续给予含 10% FBS 的 RPMI-1640 培养液培养 49 h，

模型组 A 给予含 10% FBS、2.5%医用脂肪乳的培养

液（10 mL FBS+2.5 mL 20%医用脂肪乳，用无血清的

培养液定容到 100 mL）、模型组 B 给予含 10% FBS、

5%医用脂肪乳的培养液（10 mL FBS+5 mL 20%医用

脂肪乳，用无血清的培养液定容到 100 mL）、模型组

C给予含10% FBS、10%医用脂肪乳的培养液（10 mL

FBS+10 mL 20%医用脂肪乳，用无血清的培养液定

d: 20 mg/L oleic acid+0.6% ethanol e: Intralipid f: 50% fetal bovive serum

图1 几种诱导剂对肝L-02肝细胞形态及胞内脂滴的影响

Fig.1 Effects of several inducers on the morphology of hepatocyte L-02 and intracellular lipid droplets

a: Normal control b: 0.4% ethanol c: 1.2 mg/L oleic acid+0.24% DMSO

Note: *P<0.05, **P<0.01 vs control

Item

TG(mg/mL)

BCA(mg/mL)

TG/BCA

Control

0.150 0±0.005 0

0.106 0±0.060 0

1.411 0

0.4% Group

0.107 0±0.006 0

0.074 8±0.006 0

1.430 0

1.2 mg/L Oleic acid+
0.24% DMSO

0.110 0±0.000 2

0.092 0±0.002 0

1.195 0

20 mg/L Oleic acid+
0.6% ethanol

0.188 0±0.006 0

0.083 0±0.020 0

2.261 0*

50% Fetal bovine serum

0.197 9±0.010

0.084 4±0.030

2.345 0*

Intralipid

1.075 0±0.010

0.075 7±0.060

14.196 0**

表2 试验组TG和BCA（x±s）

Tab.2 TG and BCA in the experimental groups（Mean±SD）

图2 培养时间对医用脂肪乳诱导人肝L-02细胞脂肪变性的影响

Fig.2 Effects of culture time on the steatosis of hepatocyte L-02
induced by medical fat emulsion
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容到 100 mL）培养 49 h，用TG和BCA测定试剂盒检

测细胞内TG和BCA，结果见表 3。含 10%医用脂肪

乳的培养液诱导培养的L-02肝细胞内的TG、BCA及

TG/BCA明显高于含2.5%和5%医用脂肪乳的培养液

（P<0.05），故含10%医用脂肪乳的培养液为医用脂肪

乳诱导培养L-02肝细胞脂肪变性造模的适宜用量。

表3 脂肪乳浓度对L-02肝细胞内TG、BCA及TG/BCA的影响

Tab.3 Effects of fat emulsion concentration on TG, BCA and TG/BCA in hepatocyte L-02

Item

TG(mg/mL)

BCA(mg/mL)

TG/BCA

Control

0.103±0.010

0.165±0.030

0.627

Group A

0.699±0.030

0.150±0.040

4.662

Group B

0.736±0.040

0.128±0.090

5.737

Group C

0.960±0.050*

0.147±0.090*

6.512*

*P<0.05 vs group A or group B

DMSO作为脂溶性溶剂，能快速穿透细胞膜，常

用于药物的媒介[7]，溶解性好，但超过某一浓度时对

细胞有害[8]。乙醇毒性小，能很好地溶解油酸。乙醇

作为媒介，并不是浓度越高越好，需要针对具体药物

而论。目前诱导细胞变性的油酸浓度尙无统一参考

范围，这可能与溶媒种类和浓度有关。

本研究发现低浓度的乙醇能促进L-02肝细胞生

长，随乙醇浓度的增加肝细胞死亡数量持续上升，与

文献[6]结果一致，但乙醇+OA组的L-02肝细胞最佳

脂变浓度OA 20 μg/mL+乙醇 0.6%，与文献[6]乙醇+

软脂酸组L-02肝细胞最佳脂变浓度软脂酸5 μg/mL+

乙醇0.4%有一定差距，可能是OA与软脂酸虽然同属

脂肪酸，但其结构和生物活性不同，对L-02肝细胞的

影响不同。L-02 肝细胞的脂肪变性与脂肪酸的种

类、浓度及诱导培养时间密切相关。

通过 5种不同方法建立L-02肝细胞脂变模型的

比较发现，医用脂肪乳造模法的TG/BCA浓度最高，

脂肪变性率高，细胞形态好，在此基础上得出了医用

脂肪乳建立L-02肝细胞脂变模型的良好造模条件为

10%医用脂肪乳培养49 h。医用脂肪乳价格低，对细

胞毒性低，脂变率高，取材和使用方便，各大医院药

店均有售，是一种良好的L-02肝细胞脂肪变性的诱

导剂。
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