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Abstract
AIM: To establish non-alcoholic fatty liver and 
non-alcoholic steatohepatitis models at a cellular 
level. 

METHODS: Liver cells HL-7702 were cultured 
with RPMI-1640 medium containing long chain 
fat emulsion, which is a nutritional emulsion 
used in the clinic. Cells were subcultured for two 
generations to obtain non-alcoholic steatohepati-
tis models. The similarities between the cellular 
and animal models were evaluated, especially 
the utility of the cellular model. 

RESULTS: After 48 hours in culture, the TG 
content in HL-7702 cells cultured in RPMI-1640 
medium containing long chain fat emulsion in-
creased remarkably, while there were few varia-
tions in biochemical indices such as ALT. When 
these cells were subcultured for two generations, 
they showed inflammatory injury. 

CONCLUSION: Cellular models of non-alcohol-
ic fatty liver and non-alcoholic steatohepatitis in 
vivo can be generated in a short time by mixing 
medium with long chain fat emulsion. 

Key Words: Non-alcoholic fatty liver; Non-alcoholic 
steatohepatitis; Cell model; Long chain fat emulsion
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摘要
目的: 建立非酒精性脂肪肝和非酒精性脂肪
性肝炎离体细胞模型. 

方法: 以正常人肝细胞株HL-7702为实验对
象, 采用临床常用静脉营养药物脂肪乳剂加入
细胞培养液培养肝细胞建立脂肪肝细胞模型, 
并在此基础上传代培养, 建立非酒精性脂肪性
肝炎模型. 以细胞内脂滴数量、甘油三酯含量
和细胞培养液细胞转氨酶泄漏量等指标, 评价
该离体细胞模型与实验动物模型的相似性及
其实际应用意义. 

结果: 用含20%脂肪乳剂1.0 mL/L的培养液培
养肝细胞48 h即可使肝细胞产生明显甘油三
酯堆积. 传代培养两代发现肝细胞损伤, 产生
炎症性损伤. 

结论: 利用脂肪乳剂可以在短时间内建立非酒
精性脂肪肝和非酒精性脂肪性肝炎细胞模型.

关键词: 非酒精性脂肪肝; 非酒精性脂肪性肝炎; 细

胞模型; 脂肪乳剂
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0  引言

随着人们生活水平提高, 非酒精性脂肪肝(non-
alcoholic fatty liver, NAFL)[1]及非酒精性脂肪性

肝炎(non-alcoholic steatohepatitis, NASH)[2,11]发

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
一种肝组织病理
学改变与酒精性
肝病类似但无过
量饮酒史的临床
综合征. 其疾病谱
包括单纯性脂肪
肝, 非酒精性脂肪
性肝炎, 脂肪性肝
纤维化3种主要类
型 .  随 着 社 会 经
济发展 ,  NAFLD
患病率迅速增长,
已经成为危害人
类健康的三大肝
病之一, 与Ⅱ型糖
尿 病 ,  中 心 性 肥
胖, 高脂血症等代
谢综合征密切相
关. 因此积极治疗
NAFLD具有深刻
的社会和经济意
义, 也是当今研究
的热点.
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病率呈现逐年升高趋势. NAFL是肝损伤的初期

表现, 其后可能会继发NASH、肝纤维化和肝硬

化, 成为隐源性肝硬化发生的重要因素之一[3,12]. 
NAFL还是代谢综合征表现之一[4,25], 常伴有中

心性肥胖、胰岛素抵抗、糖耐量异常、血脂代

谢异常等, 严重影响人们的生活质量[10,13-14]. 建
立NAFLD和NASH体外细胞模型对研究NAFL
和NASH的发病机制及防治具有重要的理论意

义与广泛的实用价值.

1  材料和方法

1.1 材料 人正常肝细胞株HL-7702购自中科院细

胞研究所细胞库, RMPI-1640培养基和血清购自

上海实生生物公司, 中长链脂肪乳注射液购自广

州乔光制药公司, 油酸(细胞培养用)购自Sigma
公司, 油红O购自上海博光试剂公司, 丙氨酸氨

基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)、
甘油三酯(TG)试剂盒购自南京建成公司.
1.2 方法 人正常肝细胞株HL-7702, 用含100  
mL/L小牛血清、青链霉素各10万U/L的1640培
养基传代培养. 肝细胞培养于12孔板, 一孔用正

常培养液培养做对照, 其余各孔用含不同浓度

脂肪乳剂(中长链脂肪乳剂注射液)的培养液培

养48 h后, 油红O染色[5], 测定培养液中ALT、
AST值并用台盼兰染色确定细胞活力[5]. 选取导

致肝细胞活力与正常培养时无明显差异, 肝细

胞内脂滴大而明显, 转氨酶升高不明显且浓度

最低作为诱导细胞成为脂肪肝细胞的最佳浓度.
1.2.1 脂肪肝细胞离体细胞模型的建立: 将离体

培养的肝细胞分为空白对照组和实验组. 空白

对照组: 用正常1640培养基培养. 实验组按照每

毫升正常培养基中加入20%脂肪乳剂浓度不同

分3组: 0.5 mL/L组, 1.0 mL/L组, 2.0 mL/L组. 采
用上述条件, 分两部分进行实验. 第一部分各组

在细胞相同条件下, 种入6孔板细胞爬片培养3 d, 
油红O染色观察脂滴数量, 收集培养液测定ALT
和AST的变化确定有无肝细胞损伤. 第二部分各

组在细胞相同条件下, 每组分别种入3个培养瓶

中培养, 第3天, 将细胞冻融, 收集细胞冻溶液测

定其中TG的含量[6].
1.2.2 NASH细胞离体模型建立: 在上述加脂肪

乳剂建立脂肪肝细胞模型基础上, 进一步用脂

肪乳剂传代培养法, 建立NASH细胞离体模型. 
分为两组, 即对照组(脂肪肝细胞模型组+不含脂

肪乳剂的培养基)和实验组(脂肪肝细胞模型组+
含脂肪乳剂的培养基). 脂肪乳剂剂量根据2.3实

验后的结果而定. 传代培养两代后, 观察细胞形

态变化, 并且收集细胞培养液, 测定ALT和AST 
变化. 
1.2.3 生化检测: 冻溶液中TG、ALT和AST的检

验严格按试剂盒规范操作.
统计学处理 实验结果以mean±SD表示, 采

用SPSS10.0软件包进行方差分析及多重比较.

2  结果

2.1 肝细胞脂肪变性的浓度确定 实验结果表明, 
用含10 mL/L及其以下浓度脂肪乳剂(20%)的培

养液培养正常肝细胞, 其活力均无下降, 不影响

细胞分裂生长且表现出一定的促进作用. 培养

液中转氨酶亦无升高, 油红O染色自0.5 mL/L始
见较多红色脂滴. 10 mL/L以上浓度会因脂肪乳

剂过多, 培养液变得不透明, 显微镜下难以观察. 
且以选择最低浓度为肝细胞脂肪变性最佳浓度

为原则, 故选择0.5 mL/L、1.0 mL/L和2.0 mL/L
作为致肝细胞脂肪变性最佳浓度.
2.2 脂肪乳剂对肝细胞生理生化指标和形态学

的影响 
2.2.1 光镜下形态学观察及油红O染色结果: 对
照组: 细胞边缘清晰, 呈多角形排列呈铺路石样, 
细胞间结合紧密, 无缝隙. 油红O染色示细胞边

缘清晰, 核大, 细胞内少见红色脂滴. 光镜下观

察同对照组. 油红O染色示大部分细胞内开始

出现红色脂滴, 数量较少位于细胞膜内侧. 0.5  
mL/L组: 细胞边缘清晰, 大部分多角形, 有些细

胞变圆, 细胞间结合欠紧密. 油红O染色示细胞

内红色脂滴较多, 部分细胞内脂滴成环状位于

细胞膜内侧, 可见较大的脂滴. 1.0 mL/L组: 细胞

较多变圆, 棱角不清, 细胞间结合不紧密. 油红O
染色示细胞内较大脂滴, 偶见较多脂滴将细胞

核挤向一侧, 呈印戒样改变. 2.0 mL/L组: 光镜下

观察及染色基本同1.0 mL/L组, 脂滴更大脂肪堆

积更明显(图1).
2.2.2 脂肪乳剂对肝细胞生化指标和细胞内

甘油三酯含量的影响 :  自培养液中脂肪乳剂

浓度0.5 mL/L始, 细胞内TG含量明显增加. 经
统计学处理 ,  各实验组与对照组比较皆有显

著性差异. 转氨酶无显著变化, 肝细胞活力无

明显下降, 符合脂肪肝患者和动物NAFL模型 
特征(表1). 
2.3 NASH模型建立

2.3.1 脂肪乳剂传代培养法: 脂肪乳剂传代培养

两代后可见细胞生长变慢, 细胞贴壁能力下降, 

■研发前沿
目前对于脂肪肝
的研究多见酒精
性肝炎和非酒精
性脂肪性肝炎的
的动物模型, 存在
个体差异较大, 实
验条件不易控制
等不利因素. 脂肪
肝研究的细胞模
型尚未见成熟的
报道, 这可能与加
入干扰因素后细
胞的生长传代难
以继续下去有关.
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台盼兰染色示细胞活力下降, 培养液中AST、
ALT升高. 收集细胞冻融液, 测得TG含量亦有增

加(表2). 

3  讨论

从实验结果分析可知, 根据非酒精性脂肪肝的

发病机制[7]中脂肪进入细胞增加, 用脂肪乳剂

加入培养液中培养肝细胞, 短期内能够使肝细

胞脂质代谢紊乱、累积大量TG, 形成脂肪肝体

外模型. 这种细胞水平的实验性脂肪肝具有基

本一致的病理现象, 如细胞内出现大量脂滴, 形
成印戒样细胞而无转氨酶升高等炎症性损伤变 
化[8,17,20]. 因此我们认为, 通过本实验方法, 能够

建立有效的非酒精性脂肪肝细胞模型, 作为与

动物模型相互补充的手段, 共同用于该疾病发

病机制的研究, 以及治疗方法和药物的筛选和

药效学研究. 
目前, 对于脂肪肝的研究多见酒精性肝炎

和NASH的动物模型[9,16], 存在个体差异较大, 实
验条件不易控制, 整体影响因素众多等不利因

素. 建立细胞模型, 能克服个体差异的影响, 更
好的控制实验条件, 能针对性地研究非酒精性

脂肪肝发病机制且能有效的选择治疗方法并缩

短筛选治疗药物的进程. 所查文献资料未见应

用脂肪乳剂建立非酒精性脂肪肝和NASH的体

外模型报道. 本文采用临床上常用静脉营养药

物脂肪乳剂作用于离体培养的肝细胞[26], 造成肝

细胞脂肪代谢紊乱. 模拟NAFL发病过程, 结合

NAFL和NASH的常规检测指标, 即TG含量、脂

滴数量以及ALT、AST量, 验证该细胞模型和实

验动物模型可比性, 为NAFL乃至代谢综合征的

发病机制、药物研究提供一条有效可行的新途

■创新盘点
1 本文建立细胞
模型, 能克服个体
差异的影响, 更好
的控制实验条件, 
能针对性地研究
非酒精性脂肪肝
发病机制. 
2  本文采用静脉
营养药物脂肪乳
剂作用于离体培
养的肝细胞, 造成
肝细胞脂肪代谢
紊乱, 模拟非酒精
性脂肪肝发病过
程.

表  1  细胞内甘油三酯含量及肝细胞生化指标变化(mean±SD, n  = 10)

     
分组                             对照组	             0.5 mL/L	            1.0 mL/L	          2.0 mL/L

TG(mmoL/L)        0.22±0.021        0.49±0.027b         0.55±0.031b          0.72±0.026b

AST(U/L)	               3.3±0.22 	          3.2±0.25 	        2.8±0.21 	      3.6±0.26

ALT(U/L)	               5.5±0.25 	          6.2±0.25 	        5.7±0.27	      5.3±0.26

bP<0.01 vs  对照组.

表  2  脂肪乳剂培养液培养细胞传代两代后生化结果
(mean±SD, n  = 10)

     
分组                                  实验组	           对照组

TG(mmol/L)	 0.65±0.037b	     0.55±0.030

ALT(U/L)	                   8.3±0.28b	       5.1±0.25

AST(U/L)	                   5.6±0.22b	       3.2±0.25

bP<0.01 vs  对照组.

图  1  用不同浓度脂肪
乳剂培养细胞, 细胞内
的甘油三酯含量(油红O
染色×400). A: 对照组; 

B: 0.5 mL/L组; C: 1.0 

mL/L组; D: 2.0 mL/L

组.

A B

C D

■应用要点
通过本文所述的
方法建立起非酒
精性脂肪肝的细
胞模型, 为非酒精
性脂肪肝乃至代
谢综合征的发病
机制和药物研究
提供一条有效可
行的新途径.
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径[21,23]. 
实验还发现, 对用含有脂肪乳剂变性后的

肝细胞进行传代培养, 细胞活力下降, 生长变慢, 
培养后培养液中转氨酶升高, 且各组细胞内累

积的TG含量比传代之前显著增高. 结果显示用

含脂肪乳剂培养液传代培养肝细胞, 累积损伤

肝细胞可导致肝细胞炎症性损伤及细胞活力下

降. 根据NASH的“二次打击学说”[1,7,18-19], 可在

脂肪肝细胞模型建立的基础上, 加入游离脂肪

酸或者其他可导致细胞内氧自由基增多的药物

诱导肝细胞进一步损伤. 模拟体内过氧化物增

多的二次打击导致的NASH的发病过程[22-24], 建
立NASH离体细胞模型, 从而为NASH的发病机

制、药物研究提供一条有效可行的新途径, 有
望为进一步降低隐源性肝硬化发病率找到好的

方法.
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