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Abstract
AIM: To investigate the effects of fistular onion 
stalk extract on NF-κB expression and TNF-α 
secretion in steatotic HepG2 cells and to explore 
possible molecular mechanisms involved.

METHODS: HepG2 cells were induced with free 
fatty acids to create a cell model of hepatic ste-
atosis. Intracellular lipid droplets were detected 
by oil red O staining. Cell proliferation was de-
termined by MTT assay. The expression of NF-
κB mRNA and protein was detected by RT-PCR 
and Western blot, respectively. NF-κB activity 
was detected by electrophoretic mobility shift 
assay (EMSA). TNF-α level was measured by 

ELISA.

RESULTS: After treatment with free fatty ac-
ids for 24 h, steatosis was successfully induced 
in HepG2 cells. Triglyceride (TG) content was 
significantly higher in model cells than in con-
trol cells (0.22 mmoL/L ± 0.03 mmoL/L vs 0.07 
mmoL/L ± 0.05 mmoL/L, P < 0.01). Treatment 
with different doses of fistular onion stalk ex-
tract significantly improved cell proliferation 
(0.35 ± 0.04, 0.38 ± 0.03, 0.43 ± 0.07 vs 0.29 ± 0.07, 
all P < 0.05 or 0.01). The levels of NF-κB mRNA 
and protein expression (1.10 ± 0.06 vs 0.67 ± 
0.06; 0.41 ± 0.03 vs 0.27 ± 0.04, P < 0.01) as well 
as TNF-α secretion (P < 0.01) were significantly 
higher in model cells than in control cells. Treat-
ment with different doses of fistular onion stalk 
extract significantly reduced the levels of the 
above parameters (0.97 ± 0.05, 0.94 ± 0.09, 0.88 ± 
0.08 vs 1.10 ± 0.06; 0.33 ± 0.06, 0.24 ± 0.06, 0.26 ± 
0.05 vs 0.41 ± 0.03; 65.38 ng/L ± 9.55 ng/L, 59.93 
ng/L ± 7.52 ng/L, 45.05 ng/L ± 9.22 ng/L vs 
76.92 ng/L ± 8.40 ng/L, all P < 0.05 or 0.01).

CONCLUSION: Fistular onion stalk extract has 
significant protective effects against steatosis in 
HepG2 cells possibly by inhibiting NF-κB ex-
pression and reducing TNF-α secretion.
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摘要
目的: 探讨葱白提取物影响脂肪变性肝细胞
NF-κB、TNF-α表达的分子机制. 

方法: 用游离脂肪酸诱导HepG2细胞, 油红O
染色观察细胞内的脂滴, 检测TG含量确定建
立肝细胞脂肪变模型; MTT检测细胞活性. RT-
PCR法和Western blot法分别检测NF-κB mRNA
和蛋白的表达, 电泳迁移率改变分析(EMSA)
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■背景资料
近年来, 随着我国
饮食结构和生活习
惯的改变, NAFLD
的患病率呈现日渐
增高的趋势, 成为
仅次于慢性病毒性
肝炎的第2大肝病, 
其对人体健康的危
害也越来越多. 因
此, 有效地预防及
治疗NAFLD具有
重大意义. 

■同行评议者
黄 恒 青 ,  主 任 医
师, 福建省第二人
民医院消化内科



检测NF-κB活性; ELISA检测TNF-α含量.

结果: 游离脂肪酸诱导24 h后, 油红O染色显示
脂肪变性; 模型组TG含量较对照组显著升高, 
差异有统计学意(0.22 mmoL/L±0.03 mmoL/L 
vs  0.07 mmoL/L±0.05 mmoL/L, P <0.01). 葱
白提取物可明显改善细胞活性(0.35±0.04, 
0.38±0.03, 0.43±0.07 vs  0.29±0.07, P <0.05
或0.01); 模型组胞内NF-κB mRNA、蛋白的
表达及其活性均高于正常对照组, 差异有统
计学意(1.10±0.06 vs  0.67±0.06; 0.41±0.03 
vs  0.27±0.04, P <0.01), 同时上清TNF-α水平
显著上升(P <0.01); 而葱白提取物不同剂量
药物作用组的上述指标则低于模型组(0.97±
0.05, 0.94±0.09, 0.88±0.08 vs  1.10±0.06; 0.33
±0.06, 0.24±0.06, 0.26±0.05 vs  0.41±0.03; 
65.38 ng/L±9.55 ng/L, 59.93 ng/L±7.52 ng/L, 
45.05 ng/L±9.22 ng/L vs  76.92 ng/L±8.40 ng/L, 
P <0.05或0.01).

结论: 葱白提取物对脂肪变性肝细胞有明显
的保护作用, 其机制可能与抑制NF-κB表达降
低其活性及TNF-α分泌有关.

关键词: 葱白提取物; 脂肪变肝细胞; 通阳法; 核因

子κB; 肿瘤坏死因子α
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0  引言

非酒精性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver disease, 
NAFLD)是一种无过量饮酒史, 肝实质细胞脂肪

变性和脂肪贮积为特征的临床病理综合征. 目
前, NAFLD的发病率和早期诊断率逐年上升, 发
病年龄年轻化, 已成为全球性的公共卫生问题[1,2].
其发病机制较为复杂, 至今尚未完全明确, 多数

人认为与脂质代谢紊乱、胰岛素抵抗(insul in 
resistance, IR)、细胞因子, 氧应激及脂质过氧化

反应等因素密切相关. 葱白提取物是从葱科植

物细香葱成熟茎的下端葱白中提取的一类活性

成分. 前期研究表明[3], 华夏小葱制剂能改善脂

肪肝大鼠体内的脂质代谢, 对脂肪肝有一定的

防治作用. 本实验旨在观察葱白提取物对脂变

性HepG2细胞的核因子NF-κB mRNA和蛋白的

表达及其活性, 以及测定TNF-α含量水平, 初步

探讨葱白提取物对肝细胞脂质变性的防治作用

及其可能机制.
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1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HepG2, 购于华中科技大

学同济医学院. 胎牛血清(FBS)为四季青产品. 高
糖DMEM培养基为美国Gibco公司产品; 棕榈酸

(palmitate)、油酸(oleate)均为美国Sigma公司产

品. 油红O试剂盒, 为武汉谷歌生物技术有限公

司产品; TNF-α ELISA试剂盒为R&D公司产品. 
RNAout(TRIzol RNA提取试剂)为天泽基因工

程有限公司产品; ReverTra Ace-α-TM-RT-PCR 
Ki t为自东洋纺(上海)生物科技有限公司产品. 
PCR引物为武汉博洁公司产品. DNA Marker DL 
2000(TaKaRa)为武汉亚法公司产品. Taq DNA聚

合酶为MBI公司产品; 山羊抗人NF-κB多克隆抗

体为Santa Cruz公司产品, 兔抗山羊二抗为北京

中杉生物公司产品. 葱白提取物由武汉中西结

合医院制剂中心提供, 批号: 080304. 利用无菌

的基础培养液稀释葱白提取物, 使其终浓度分

别为0.05、0.1、0.25 g/L.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HepG2细胞以0.25%胰酶/0.02% 
EDTA消化传代, 以含100 mL/L FBS的高糖

DMEM培养液在含50 mL/L CO2的37 ℃培养箱

中培养. 
1.2.2 造模及分组: HepG2细胞, 培养24-48 h, 细
胞铺满80%-90%. 分设正常组、模型组、药物

作用组(在前期无毒剂量范围确立3个剂量组). 
其中, 模型组加入游离脂肪酸(油酸∶棕榈酸浓

度为1∶0.5 mmol/L, 剂量参考文献[4]), 不同剂

量药物作用组分别添加0.05、0.1、0.25 g/L的
低、中、高剂量的葱白提取物与含游离脂肪酸

的培养基进行混合培养细胞, 培养24 h后收集上

清及细胞. 
1.2.3 油红O染色观察细胞内脂滴变化: 同上, 取
培养于6孔板培养内的各组盖玻片, 用PBS洗3
次. 按油红O试剂说明书进行染色, 明胶封片, 
HPIAS-1000型图像分析系统收集图像. 
1.2.4 细胞内TG的测定: 同上, 取培养于6孔板

培养内的各组细胞. 反复冻融裂解细胞, 3 000 
r/min离心10 min, 取上清, 送武汉中西结合医院

检验科用全自动生化仪检测. 
1.2.5 MTT细胞活性分析: 石分组处理后, 96孔培

养板各孔加MTT液10 μL(5 g/L), 37 ℃孵育4 h, 
倾去上清液, 然后每孔加入DMSO 150 μL, 振荡

10 min, 在酶标仪上570 nm处吸光度(A )值. 
1.2.6 RT-PCR技术检测肝细胞核因子NF-κB 
mRNA的表达: 同上, 收集各组细胞. 按TRIzol试
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■相关报道
Day等提出的以脂
代谢异常、细胞
因子、氧应激以
及脂质过氧化为
特色的“二次打
击”学说已被大
多数学者所接受.
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剂说明书提取各组细胞总mRNA电泳分析其完

整性, 测纯度, 定量, -70 ℃保存. 根据NF-κB基
因序列, 用primer 5.0软件设计扩增引物: NF-κB-
F-sense: 5'-CCTTTTCGACTACGCGGTGAC-3',  
NF-κB-R-anti-sense: 5'-GAATGGCATTCAGA
CCGTCCC-3', 扩增片段大小为422 bp. 内参

GAPDH113引物为: GAPDH113-sense: 5'-CATG
AGAAGTATGACAACAGCCT-3', GAPDH113-
anti-sense: 5'-AGTCCTTCCACGATACCAAAG
T-3', 扩增片段大小为113 bp. 采用ReverTra Ace-
α-TM-RT-PCR Kit逆转录试剂盒, 按操作说明将

组织总RNA中的mRNA逆转录成cDNA, 再进行

PCR扩增,  扩增参数: 95 ℃预变性5 min, 95 ℃ 
20 s→57.5 ℃ 20 s→72 ℃ 30 s, 共35个循环,  
72 ℃延长3 min. 电泳结果用Quantity One(美国

Bio-Rad公司)分析系统进行电泳条带光密度分

析, 计算目的产物NF-κB和内参照GAPDH113吸
光光度值的比值来反映其相对含量. 
1.2.7 Western blot技术检测肝细胞NF-κB蛋白的

表达: 同上, 提取各组细胞总蛋白, 细胞核裂解

液裂解, 取20 μL裂解样品液, 进行SDS-PAGE蛋
白电泳, 表达产物电转移至硝酸纤维素膜上, 进
行Western blot反应, 通过BandScan 5.0软件对

杂交图进行分析, 以β-actin作为定量Marker, 20 
pmol为定量单位.
1.2.8 电泳迁移率改变分析检测NF-κB活性: 电
泳迁移率改变分析(electrophoretic mobility shift 
assay, EMSA)检测参照试剂盒说明书进行, 提取

细胞核内容物, 并检测NF-κB的活性. 同步检测

上述各组细胞核蛋白与Biotin标记的NF-κB序列

探针(sense 5'-BIOTIN-…TAGCATATGCTA…-3', 
anti-sense 3'-…ATCGTATACGAT…-BIOTIN-5', 
各0.2 mol/L)的结合活性; 同时, 通过采用无标

记的NF-κB(sense 5'-…TAGCATATGCTA…-3', 
anti-sense 3'-…ATCGTATACGAT…-5')的特异性

竞争实验, 进行葱白提取物对NF-κB与DNA结合

抑制作用的特异性分析. 应用BandScan 5.0对所

形成的特异性产物条带计算积分光密度分析. 以
葱白提取物作用组与阴性对照组的结合条带IA
的比值表示葱白提取物作用组的相对结合活性. 
1.2.9 检测各组培养上清中TNF-α含量: 收集各

组在培养箱中培养24 h后的培养上清, 用人TNF-α 
ELISA试剂盒分别检测其中TNF-α的浓度. 

统计学处理 所有数据均用SPSS14.0软件包

进行统计学分析. 计量资料以mean±SD表示. 组
间比较采用t检验.

2  结果

2.1 镜下形态观察和油红O染色结果 正常组细胞

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, 细胞内少见橘红色脂滴聚集; 模型组细胞边

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染色示细胞内橘红色脂滴较

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. 表明成功建立了肝细胞脂肪变

性模型(图1).
2.2 游离脂肪酸对胞内TG含量的影响 培养24 h
后, 游离脂肪酸使细胞内TG含量明显增加(0.22 
mmoL/L±0.03 mmoL/L vs  0.07 mmoL/L±0.05 
mmoL/L, P <0.01).
2.3 脂肪变性细胞的活性 模型组存活率较正

常组明显降低(A值: 0.29±0.07 vs  0.56±0.10, 
P <0.01), 葱白提取物可减轻细胞内脂毒性; 加
药物组细胞活性较模型组明显增高(A值: 0.35
±0.04, 0.38±0.03, 0.43±0.07 vs  0.29±0.07, 
P <0.05或0.01), 高剂量组明显强于中、低剂量组

(P <0.01). 
2.4 不同浓度葱白提取物对脂肪变性细胞NF-
κB mRNA表达的影响 抽提各组细胞总RNA, 应

A B

图  1  不同浓度葱白提取物对脂肪变性细胞脂肪沉积的影响(油红O染色×400). A: 正常对照组; B: 模型组.

■创新盘点
本课题通过体外实
验, 揭示细胞能量
代谢障碍与“阳气
不通”的关系, 阐
明葱白提取物抗
NAFLD的通阳作
用机制, 体现了中
草药在防治脂肪肝
上的优势.
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用荧光半定量RT-PCR检测各组NF-κB mRNA
水平变化(图2). 正常对照组, 模型组, 低、中、

高浓度各剂量组CT值分别为0.67±0.06, 1.10±
0.06, 0.97±0.05, 0.94±0.09, 0.88±0.08. 将各药

物作用组与模型组、阴性对照组(以PBS代替模

板DNA)比较差异有统计学意义(P <0.05或0.01), 
表明葱白提取物能降低脂肪变性细胞NF-κB的

mRNA的表达.
2.5 不同浓度葱白提取物对脂肪变性细胞NF-κB
蛋白表达的影响 由图3可知, 各组均可见β-actin
略下方清晰杂交带. 将杂交带进行BandScan 5.0
软件分析, 正常对照组, 模型组, 低、中、高浓

度各组CT值NF-κB分别为0.27±0.04, 0.41±
0.03, 0.33±0.06, 0.24±0.06, 0.26±0.05, 将药物

作用各组与模型组比较, 表明葱白提取物能降

低脂肪变性细胞NF-κB的蛋白表达.

2.6 EMSA检测各组细胞NF-κB活性 通过EMSA
实验发现, 竞争性抑制实验中过量未标记的NF-
κB冷探针可完全抑制NF-κB的DNA结合, 阳性

对照出现特异的DNA结合条带, 提示该条带为

NF-κB与DNA特异性探针结合而形成. 用葱白

提取物处理组的DNA结合条带减弱, 说明其细

胞核提取物NF-κB的DNA结合活性将低, 并随

着药物浓度的增高而降低. 空白对照组在电泳

图中部出现的一条较强的DNA结合条带, 说明

HepG2细胞核提取物NF-κB的DNA结合活性较

高(图4, 5).
2.7 各组培养上清中TNF-α水平 经游离脂肪酸刺

激后, 细胞上清TNF-α水平明显增高(76.92 ng/L±
8.40 ng/L vs  51.80 ng/L±10.15 ng/L), 各剂量组

能明显抑制TNF-α含量的升高(65.38 ng/L±9.55 
ng/L, 59.93 ng/L±7.52 ng/L, 45.05 ng/L±9.22 
ng/L vs  76.92 ng/L±8.40 ng/L, P <0.05), 以高剂

量组降低最明显(P <0.01). 

3  讨论

随着人们生活水平的提高, 饮食结构的变化, 检
测手段的提高, 肥胖、糖尿病、高脂血症等多

种疾病发病率增加, NAFLD发病率呈逐年上升

趋势. NAFLD包括单纯性脂肪肝、非酒精性脂

肪性肝炎、脂肪性肝纤维化和脂肪性肝硬化4
个病理过程. NAFLD的发病机制较为复杂, 至今

尚未完全明确, Day等[5]提出的以脂代谢异常、

■应用要点
本研究证实葱白
提 取 物 可 通 过
抑制NF-κB表达
降 低 其 活 性 及
TNF-α分泌来保
护肝脏, 有助于进
一步明确其作用
范围, 推广其在临
床上的应用.

图  3  不同浓度葱白提取物对脂肪变性细胞对NF-κB蛋白表达

的影响. A: NF-κB; B: β-actin. 1: 正常对照组; 2: 模型组; 3: 低

剂量组; 4: 中剂量组; 5: 高剂量组; M: Marker.
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细胞因子、氧应激(oxidative stress)以及脂质过

氧化为特色的“二次打击”学说已被大多数学

者所接受. 
本实验使用油酸软脂酸2∶1比例成功复制

了非酒精性肝细胞脂变模型. 实验模型组通过

游离脂肪酸刺激后TG显著高于正常组, 胞质内

脂滴明显增多, 提示该模型存在脂肪变性、肝

损伤. 葱白提取物能显著降低模型组细胞脂肪

沉积, 提示其防治脂肪肝的作用机制与通过降

低肝脏游离脂肪酸含量, 降低内源性TG的合成, 
改善脂质代谢, 降低游离脂肪酸毒性有关. 在细

胞活性实验中, 我们也发现葱白提取物可减轻

细胞内脂毒性, 增强细胞的活性. 
中医学中并无脂肪肝这一病名, 根据其形

态特点属于“肝着”、“肝胀”、“肝积”一

类, 根据其临床表现, 可将其归属于“胁痛”、

“痞满”等范畴, 根据其病因病机则可命名为

“痰浊”、“瘀血”, 若有饮酒史, 还可根据病

情发展归为“伤酒”、“酒瘀”等[6]. 武汉市第

一医院张介眉教授在积累了长期的临床实践经

验, 并进行了大量的理论研究之后, 在总结古今

医家经验的基础上, 提出了“阳气不通”致病

理论, 用“通阳”法治疗脂质代谢异常收到明

显的效果, 为脂肪肝的防治提供了很好的研究

思路. 以中医“阳气不通”理论指导下, 临床上

运用通阳中药葱白制剂防治脂肪肝, 取得满意

疗效. 前期研究表明[7], 葱白提取物对NAFLD模

型大鼠具有降低TG、胆固醇, 改善肝脏活性氮

的作用. 本研究结果显示, 鲜葱白提取物能显著

抑制细胞内含量, 细胞内脂滴明显减少. 说明葱

白提取物显著抑制了细胞内沉积, 明显改善细

胞脂肪变性. 
NF-κB是与氧化应激、细胞因子相关的真

核细胞转录因子, 可调控多种促炎因子基因的

表达, 作用十分广泛, 我们推测在其在NAFLD
发病中发挥着重要作用. TNF-α和氧应激等细

胞因子通过激活NF-κB抑制蛋白(inhibition NK-
κB, IκB)激酶β(IκB kinase β, IKKβ)使IκB降解, 
从而活化NF-κB和IKKβ-TNFα循环的自身增强, 
促进胰岛素受体底物(insulin receptor substrate, 
IRS)、磷脂酰肌醇-3激酶信号障碍和慢性氧应

激等损害[8-10]. 在我们室验中, 我们发现: 模型组

中NF-κB表达增强, 伴TNF-α水平的增高. 在药

物作用组中, 葱白提取物干预后的脂肪变性细

胞脂肪沉积减轻, NF-κB表达及TNF-α水平也随

着降低. 实验中我们还发现, 肝癌细胞NF-κB的
基础表达较高, 而文献报道的正常细胞NF-κB 
的基础表达活性较低[11,12]. 提示肝癌细胞的非正

常生长可能与NF-κB信号通路的异常有关, 这有

待进一步研究. 
由此, 我们得出抑制NF-κB表达及TNF-α活

化是葱白提取物防治脂肪肝和脂肪性肝炎的重

要机制之一, 能够抑制游离脂肪酸的脂毒性, 从
而抗肝细胞脂肪变性和改善细胞能量代谢障碍, 
显著减轻机体内脂质过氧化损伤以及细胞因子

损伤的程度, 保护肝细胞, 对脂肪肝具有良好的

防治作用. 
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■同行评价
本文方法新颖, 结
论明确, 为治疗脂
肪变性肝细胞提
供了新的思路.


