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■背景资料
酒精性肝损伤在
人群中具有较高
的发生率, 其导致
肝脂肪性变是一
种常见的肝损伤
变性, 而如何控制
与逆转肝脂肪性
变一直是研究的
热点. D-木糖(D-
xylose)对于高脂
血症大鼠血清中
的脂类物质具有
一定的调节作用, 
机制与高密度脂
蛋白的作用密切
相关, 而高密度脂
蛋白作为脂类逆
向转运至肝脏的
物质其主要在小
肠与肝脏内合成, 
其对于肝脏自身
的脂质代谢具有
何种调节功能及
调节机制, 成为所
关心的重点.
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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of D-xylose 
against alcohol-induced hepatic cell steatosis. 

METHODS: HepG2 cells were divided into 
three groups: normal control group, alcohol-
injured group, and D-xylose group. Steatosis 
was induced with alcohol in cells in the alcohol-
injured group and D-xylose group. The D-xylose 
group was treated with different concentrations 
of D-xylose. After treatment, cell apoptosis and 
growth were observed based on morphology, 
while cell viability was tested by MTT assay. The 
degree of steatosis in viable cells was evaluated 
by Oil Red O staining. RT-PCR was employed for 
testing the changes in PPARγ expression levels. 

RESULTS: In the D-xylose groups, hepatic 
cell survival rate was increased significantly 
(88.5%, 81.8%, 75.4% vs 44.0%, all P < 0.05) and 

the degree of steatosis was alleviated (0.63250 ± 
0.068172, 0.60400 ± 0.042798, 0.95538 ± 0.067853 
vs 0.97313 ± 0.063481, all P < 0.05) compared to 
the alcohol-injured group. The mRNA level of 
PPARγ was significantly higher in the alcohol-
injured group than  in the control group; howev-
er, D-xylose significantly reduced the degree of 
steatosis in a concentration-dependent manner. 

CONCLUSION: D-xylose can reduce alcohol-
induced hepatic cell injury and steatosis possibly 
by decreasing lipid generation. 

Key Words: D-xylose; Steatosis; Alcoholic fatty 
liver; Cell apoptosis  
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摘要

目的: 研究D-木糖(D-xylose)对酒精诱导的肝
细胞发生脂肪性变的保护作用. 

方法: 用酒精诱导肝HepG2细胞株损伤, 设立
正常对照组、酒精损伤组和不同浓度的D-木
糖保护组; 形态学观察细胞凋亡以及生长情
况, 以MTT法检测细胞存活力, 通过油红O染
色对存活细胞脂变程度进行观察并量化比较, 
RT-PCR检测PPARγ水平的变化, 综合评价酒
精引起细胞脂肪性病变的机制. 

结果: 肝HepG2细胞经酒精损伤后, 可见细
胞形态肿胀变形或萎缩, 出现凋亡小体, 细
胞数量明显降低, 脂肪变程度严重. 经不同
浓度D-木糖给药处理, 各保护组的肝脏细胞
存活率显著升高(88.5%、81.8%、75.4% vs  
44.0%, P <0.05); 脂变程度明显减轻(0.63250
±0.068172、0.60400±0.042798、0.95538±
0.067853 vs  0.97313±0.063481, P <0.05); 同时, 
酒精损伤组PPARγ的mRNA表达水平较正常
对照组有明显提高, 而D-木糖保护组中其表
达量降低, 以高浓度组最为显著. 

结论: D-木糖可降低酒精对肝细胞的损伤作
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■研发前沿
自从Okazaki等于
1990年开始报道
低聚木糖在食品
开发以及其具体
功能的应用以来, 
国内的相关研究
集中于其在食品
工业中的制备以
及实验诊断学方
面的应用, 尚未有
关于D-木糖单体
在肝脏脂质代谢
调节以及对肝细
胞保护等相关的
研究, 本实验项目
填补了相关的研
究方向的空白.

用, 降低细胞脂变程度, 可能是通过降低脂肪
生成的速度而实现的.  

关键词: D-木糖; 脂肪性病变; 酒精性脂肪肝; 细胞
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0  引言

过量饮酒摄入的乙醇在肝脏代谢过程中消耗大

量的辅酶与细胞色素, 造成肝脏代谢紊乱, 导
致脂肪在肝脏的代谢障碍而形成酒精性脂肪

肝 [1]. 普遍认为其主要机制与乙醇在肝细胞内

代谢造成的脂质过氧化反应及高反应性羟自由

基对肝组织的损伤作用有关[2,3]. 乙醇还可通过

影响乙醇脱氢酶(alcohol dehydrogenase, ADH)
和微粒体乙醇氧化系统中的细胞色素P450Ⅱ
E1(cytochrome P450ⅡE1, YPⅡE1)等乙醇代谢

的主要酶类, 从而影响线粒体和微管的功能, 导
致肝细胞功能的损伤[4]. 除此之外, 酒精经过肝

细胞内代谢产生的乙醛在活体生理状态下能

与多种蛋白发生共价结合, 形成稳定和不稳定

的乙醛蛋白加和物(acetaldehyde-protein adduct, 
APA), 其形成不仅改变了蛋白质的结构, 而且还

导致蛋白质功能异常, 如: 蛋白酶的失活、DNA
修复蛋白的功能障碍、谷胱甘肽的耗竭、线粒

体的损伤、氧利用障碍和胶原蛋白合成增加, 
并且还可引发抗原诱生免疫反应, 产生相应抗

体, 引起肝细胞炎症、坏死及纤维组织增生[5,6]. 
Purohit等[7]研究还发现乙醛通过削弱过氧化物

酶体增殖物激活受体α(peroxisome proliferator-
activated receptor alpha, PPAR-α)的功能促使肝

脏脂肪堆积. PPAR家族是一种由配体激活的转

录因子, 是动物糖脂代谢的主要核调节受体, 其
中PPARγ被认为是调节脂肪组织分化的主要核

受体因子, 参与调节机体能量稳态和脂质稳态[8]. 
D-木糖(化学式: C5H10O5)是一种戊醛糖, 近年来

的研究表明其对人体肠道内双歧杆菌的增殖有

较高促进作用, 食用木糖能改善人体的微环境, 
提高免疫系统功能, 且木糖与钙同时摄入, 可以

提高人体对钙的吸收率和保留率, 防止便秘, 与
食物的配伍性好, 其本身在人体内经过易化扩

散不完全吸收利用[9-11]. 其对于实验动物的血清

甘油三酯以及低密度脂蛋白的降低, 与高密度

脂蛋白含量的升高有一定的作用, 并可降低实

验动物体内丙氨酸氨基转移酶以及天门冬氨酸

氨基转移酶水平. 但是关于D-木糖对于脂肪变

的抑制作用与PPARγ调节的关系未发现报道, 因
此成为本实验研究的方向之一.

本研究以细胞培养为基础, 用酒精损伤的方

法处理肝HepG2细胞株, 以模拟体内肝细胞酒精

性病变, 通过多种方法观察D-木糖对损伤细胞

的保护作用及机制, 有助于深层次的解释与理

解其在细胞保护以及脂肪变的干预过程中的作

用, 旨在为进一步探讨D-木糖应用于肝细胞损

伤疾病以及肝脏相关慢性疾病的防控提供实验

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 所用HepG2细胞株由山东大学医学院

细胞生物学研究所提供; D-木糖(纯度>98%)
由济南圣泉唐和唐生物科技有限公司提供 ; 
DMEM培养基(美国Hyclone公司); 新生牛血清

(四季青公司); MTT、胰蛋白酶、DMSO均购

自美国Sigma公司; TRIzol试剂购自Invitrogen生
物科技有限公司; 其他试剂主要有hanks缓冲溶

液、抗生素、无水乙醇、油红O染液等. 试验用

仪器包括: Bio-rad公司酶标仪、二氧化碳恒温

培养箱、超净工作台以及相差显微镜. 其他常

用试剂与耗材均由山东大学医学院细胞生物学

研究所提供. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养基及酒精损伤与D-木糖保护方

法: 基本培养基为DMEM高糖培养基, 含10%新

生牛血清以及100 U/mL青霉素、60 µg/mL链霉

素. 含药培养基配制: 以D-hanks溶液配制成浓度

为12 g/L的D-木糖溶液. 使用时的浓度是高浓度

保护组600 µg/mL、中浓度保护组300 µg/mL、低

浓度保护组150 µg/mL, 在酒精损伤前提前12 h加
入细胞培养基中. 酒精损伤浓度为200 nmol/mL, 
正常对照组加入等量D-hanks溶液. 酒精损伤2 h
后吸出各孔内培养液, 分别进行相关检测. 
1.2.2 细胞培养与分组实验: 细胞培养生长到

80%时, 胰酶消化整瓶细胞后计数, 分别接种到

6孔、24孔和96孔培养板, 接种细胞量为前2者
2×104/孔, 后者1×104/孔, 严格无菌操作后置于

37 ℃、50 mL/L CO2、饱和湿度培养箱内培养, 
每日定期观察并记录细胞生长状况, 待布满孔

板后进行试验操作. 其中24孔板用于油红O染色, 
96孔板用于MTT法检测细胞存活率, 6孔板用于
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■创新盘点
本实验在利用传
统的MTT法测定
细胞存活率的同
时, 克服了传统的
细胞培养实验测
定脂肪变程度方
法繁琐的缺点, 以
往的脂肪变程度
一般通过软件处
理后进行测定, 组
间比较无法定量. 
本实验利用了改
进后的异丙醇脱
色的原理,即在油
红 O 染 色 法 中 洗
脱浮色后, 利用异
丙醇脱色法洗脱
结合的油红O, 加
以定量分析.

收集细胞提取总RNA. 
1.2.3 油红O染色: 加入酒精处理2 h后, 吸掉培

养基, PBS洗2次/5 min, 新鲜配制10%甲醛固定

10 min, 油红O染液染色20 min, 显微镜下观察拍

照; 60%异丙醇萃取油红O 10 min后, 用酶标仪

检测在510 nm波长处的吸光度(A )值, 对脂肪变

程度进行定量分析[12]. 每组4孔, 以上实验均重复

3次. 
1.2.4 MTT法检测细胞存活率: 按照损伤液制备

分组进行划分, 高、中、低浓度保护组以及酒

精损伤组均每组10孔, 正常对照组12孔, 调零用

6孔. 96孔板在1.2.2的基础上, 吸去每孔内的损

伤液后更换为基础培养基100 µL, 之后继续加入

MTT溶液20 µL(0.5% MTT, 5 mg/mL), 继续培养

4 h后终止培养, 吸去孔内培养液以及MTT溶液, 
加入100 µL的二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, 
DMSO), 在摇床低速震荡10 min, 使结晶充分溶

解后, 置于酶标仪490 nm, 测定A值. 计算各组A
平均值, 减去调零组平均值后, 以正常对照组存

活率为100%, 其余各组A值调零后与正常对照

组A值相比, 可得其存活率. 
1.2.5 PPARγ活性水平变化的检测: 酒精处理2 h
后, 收集细胞, 用TRIzol试剂裂解细胞, 提取总

RNA, 设计PPARγ和内参GAPDH的引物. PPARγ-
forward: 5'-GACCACTCGCATTCCTTT-3'、
PPARγ-reverse: 5'-GGCATTGTGAGACATCCC-3'; 

GAPDH-forward: 5'-CAAGGTCATCCAT-
GACAACTTTG-3'、GAPDH-reverse: 5'-GTC-
CACCACCCTGTTGCTGTAG-3', PCR扩增, 琼
脂糖凝胶电泳鉴定, 凝胶成像仪拍照分析, 应用

Image-Master VDS图像扫描分析系统测定目的

条带与内参条带的A值. 
统计学处理 采用SPSS16.0统计软件对实验

数据进行统计学处理, 各组实验独立重复3次以

上, 各个数据差异显著性检验采用单因素方差

分析, 两组间比较用t检验. 计量资料用mean±
SD表示, 病理形态学结果采用对比描述分析.

2  结果

2.1 相差显微镜形态学观察 细胞在高浓度保护

组(图1C)形态学表现与正常对照组(图1A)近似, 
贴壁情况良好, 形态完整; 中、低浓度保护组(图
1D, E)细胞形态数目差距不明显, 但低浓度保护

组细胞形态更接近于酒精损伤组; 酒精损伤组

(图1B)可见细胞肿胀变形或萎缩, 出现凋亡小

体, 细胞形态不饱满, 视野内细胞数量明显降低. 
2.2 油红O染色及脱色分光光度法检测细胞脂

肪变水平 高浓度保护组(图2C)同正常对照组

(图2A)细胞脂肪变情况较轻, 其他组别表现为: 
中、低浓度保护组(图2D, E)脂肪变程度差异不

大, 酒精损伤组(图2B)出现较严重的细胞层次紊

乱情况, 染色后可发现细胞密集区域细胞脂肪

A B C

D E

图  1  相差显微镜观察细胞培养情况(×200). A: 正常对照组; B: 酒精损伤组; C: 高浓度保护组; D: 中浓度保护组; E: 低浓度

保护组.
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■应用要点
D-木糖不仅能够
降低脂类物质的
含量, 同时可直接
调节肝细胞自身
脂质代谢, 作用效
果更为直接. 与阿
托伐他汀等传统
的他汀类调脂药
物相比, D-木糖的
不良反应在动物
实验中并不明显, 
且无横纹肌溶解
风险, 因此应用的
安全性更高. 但D-
木糖的应用途径
与剂量等尚需深
入探讨.

变程度严重, 同药物保护各组均有明显的差异. 
异丙醇溶液脱色后测定A值如表1所示. 用SPSS 
l6.0统计分析软件对表1数据进行独立样本T-检
验, 再经LSD法分别进行组间比较, 结果显示酒

精损伤组和低浓度用药组与正常对照组之间差

异显著, 高、中浓度用药组与酒精损伤组之间

差异显著, 有统计学意义(P <0.05). 说明在D-木
糖的作用下可有效降低细胞脂肪变程度.  
2.3 MTT检测结果 酒精损伤组和中、低浓度用

药组与正常对照组之间差异显著, 各组均与酒

精损伤组之间差异显著, 有统计学意义(P <0.05, 
表1). 说D-木糖可以提高细胞存活率, 拮抗细胞

凋亡过程, 且细胞存活率随着用药浓度的升高

而增加. 
2.4 PPARγ活性水平变化的检测 酒精处理2 h后
的PPARγ琼脂糖凝胶电泳结果, 用Image-Master 

VDS对电泳图谱进行定量分析, 经统计学分析

结果表明, 酒精损伤组PPARγ活性水平明显升

高, 与正常对照组之间差异显著, 有统计学意义

(P <0.05), 且中低浓度用药组也如此. 但随着D-
木糖浓度的升高, 高浓度用药组水平下降趋势

明显, 与正常对照组之间没有显著差异, 而与酒

精损伤组差异显著(P <0.05, 图3). 说明D-木糖降

低了酒精对细胞的损伤作用. 

3  讨论

酒精为肝细胞损伤的常用造模药物. 本研究以

HepG2细胞作为模型探讨D-木糖作用于肝脏细

胞脂肪变的作用. 在酒精损伤的作用下, 代谢酒

精的过程破坏了正常的细胞氧化环节, 从而导

致脂肪的不完全代谢. 尽管酒精损伤细胞作用

于细胞氧化环节, D-木糖作用于细胞代谢的过

A B C

D E

图  2  油红染色观察细胞培养情况(×200). A: 正常对照组; B: 酒精损伤组; C: 高浓度保护组; D: 中浓度保护组; E: 低浓度保

护组.

表  1  油红O异丙醇脱色溶液吸光度(A )值及MTT法测定结果 (mean±SD)

                油红O(A 510 nm)          MTT(A 490 nm)    细胞存活率(％)

正常对照组     0.60450±0.051375c   1.03238±0.092505c         100.0

酒精损伤组     0.97313±0.063481a   0.45375±0.227718a           44.0

高浓度保护组     0.63250±0.068172c   0.91388±0.130946c           88.5

中浓度保护组     0.60400±0.042798c   0.84457±0.110517ac           81.8

低浓度保护组     0.95538±0.067853a   0.77863±0.071793ac           75.4

aP<0.05 vs  正常对照组; cP<0.01 vs  酒精损伤组.
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程尚不明确, 但我们已有实验结果提示D-木糖

在细胞内不仅仅是通过调整高密度脂蛋白受体

表达上调从而实现对抗脂肪变的过程(文章待发

表), 还可能与保护细胞氧化过程顺利进行有关. 
形态学观察及油红O染色显示, D-木糖作用于细

胞可以降低脂肪变的程度, 仅从实验结果分析

未能证实其对于已经发生脂肪变性的肝脏细胞

是否存在逆转作用. 若D-木糖可以作用于细胞

氧化环节, 那其是否也可以作用于已经发生脂

肪变的细胞, 起到保护肝脏细胞的作用, 还有待

于进一步深入研究. 
PPAR是一类由配体激活的转录因子, 属于

核激素受体超家族, 有α、β和γ 3种亚型, 不同

亚型在体内不同器官的分布及功能也不尽一致. 
PPARγ主要表达在棕色和白色脂肪组织及小肠

组织中, 可被多种脂肪酸及其衍生物激活, 是参

与调节糖、脂质代谢的重要因子, 通过调控多

种在脂类代谢不同途径的基因表达, 发挥调控

细胞分化、脂肪的储存和调节胰岛素的作用[13], 
参与炎症、细胞凋亡等病理过程[14], 因此在脂肪

细胞分化过程的研究中受到越来越多的关注.
PPARγ存在4种亚型: PPARγ-1、PPARγ-2、

PPARγ-3和PPARγ-4, 均由同一基因编码, 由于

启动子和转录后剪接方式的不同而产生. 其中

PPARγ-1是PPARγ最主要的亚型, 分布相对广泛, 
主要分布在脂肪组织、肝脏、心脏、胰腺、

肠、肾脏和骨骼肌等组织, 其中在大肠和脂肪

组织表达量最高, 其在正常肝细胞中的表达量

仅为脂肪组织的10%-20%[15-17]. 因此本研究中我

们对PPARγ-1的活性进行检测. 实验结果表明: 

酒精损伤组的mRNA表达显著提高, 而在D-木糖

的作用下, 其mRNA的表达量及脂肪的合成作用

降低, 并且这种抑制作用同D-木糖的剂量存在

一定相关性, 即D-木糖对于干预肝细胞脂肪变

的作用可能来源于其对PPARγ表达量的调节, 这
一系列实验结果反映D-木糖对于细胞内部脂肪

合成过程的干预机制, 可能是通过降低PPARγ的

表达调节过程从而调整脂肪合成的速度. 
对于肝脏的保护药物, 提高细胞存活率是一

项重要的参考指标, 本研究中经高浓度D-木糖

药物保护的肝脏细胞存活率趋近于正常组, 而
其中低剂量组表现出来的差异不显著, 这对于

调整作用剂量以及寻找合适的应用剂量有着重

要的意义[18]. 
总之, D-木糖不仅可调节胃肠道微环境以

及免疫活动, 其本身也可以作为细胞生理过程

中的物质参与细胞氧化过程, 从而对酒精致肝

脏细胞损伤起到保护作用. 因此本研究为D-木
糖对脂肪病变的改善作用机制提供了实验依据, 
为将其进一步应用于人体防治等方面提供了理

论参考. 
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