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n-6/n-3 多不饱和脂肪酸比例对 HepG2 细胞脂代谢 

的影响 
 

刘睿杰，王莉梅，常明，金青哲，王兴国 

（江南大学食品学院，食品科学与技术国家重点实验室，江苏无锡 214122） 

摘要：本文研究了不同比例 n-6/n-3 多不饱和脂肪酸对 HepG2 细胞影响，通过体外培养细胞 60 µM 不同比例 LA/ALA 培养 24 h，

通过反转录 PCR 研究不同比例 LA/ALA 对 HepG2 细胞 SREBP-1、FAS、HMG-CR、LDLr 和 ApoB 蛋白等脂代谢相关基因及蛋白表

达量的影响。结果表明在组 1（LA）、组 2（10:1 LA/ALA）、组 3（5:1 LA/ALA）、组 4（1:1 LA/ALA）、组 5（1:5 LA/ALA）、组 6（1:10 

LA/ALA）和组 7（ALA）7 组比例中，1:1 LA/ALA 比例处理细胞效果最佳，此比例脂肪酸通过下调 HepG2 细胞 SREBP-1 和 FAS 基

因的表达来降低细胞 TG 的含量；下调 HMG-CR 基因的表达，上调 LDLr 基因的表达来降低细胞 TC 和 LDL-C 含量；通过上调 SR-B1

基因表达增加胆固醇逆转运，从而实现对 HepG2 脂代谢的有效调控。此多不饱和脂肪酸体外营养评价模型，为 n-6/n-3 多不饱和脂肪

酸最佳营养比例推荐及食用植物油中多不饱和脂肪酸比例营养评估提供理论依据。 
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Effect of Ratios of n-6/n-3 Polyunsaturated Fatty Acids on Lipid 

Metabolism in HepG2 Cells 
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Abstract: Using RT-PCR, the variation in lipid metabolism of HepG2 cells caused by different ratios of n-6/n-3 polyunsaturated fatty 

acids was studied. HepG2 cells were treated in vitro with different ratios of linoleic acid(LA)/ α- linolenic acid(ALA) at a concentration of 60 

µM for 24 h, and RT-PCR was performed to analyze the expression of proteins associated with lipid metabolism, such as ApoB, SREBP-1, FAS, 

HMG-CR, and LDLr. The results showed that the LA/ALA ratio of 1:1 was the optimum ratio among seven test groups studied. At this ratio, 

downregulation of the SREBP-1 and FAS genes to decrease TG, downregulation of HMG-CR and upregulation of LDLr to reduce TC and 

LDL-C, and upregulation of SR-B1 to enhance the reverse transport of cholesterol to regulate lipid metabolism were observed. This in vitro 

model could be used to provide a theoretical basis for evaluating the nutritional value of polyunsaturated fatty acids in vegetable oils. 
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n-3 和 n-6 多不饱和脂肪酸（PUFAs）是重要的营

养物质，具有抗氧化、预防心血管疾病、抗炎、降低

血中胆固醇和甘油三酯含量、抑制动脉粥样硬化等主

要生理作用，在人类健康中起着至关重要的作用[1~3]。

植物油中 n-6 和 n-3 PUFAs 的主要存在类型分别为亚

油酸（LA）和 α-亚麻酸（ALA）。研究表明 n-6 与 n-3  
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PUFAs 竞争同一代谢途径，易造成 n-6 与 n-3 PUFAs
的比例失衡，各国对两者比例都有不同的推荐值，中

国为 4~6:1，然而我国居民摄入 n-6 与 n-3 PUFAs 的比

例超出推荐比例，不同研究的最佳比例也不尽相同，

因此有必要对其展开研究，以便为推荐建议提供更好

的理论基础[4~6]。 
机体脂代谢紊乱是引起心脑血管疾病的重要危险

因素之一。脂代谢主要指胆固醇、甘油三酯、高低密

度脂蛋白及其载脂蛋白等在体内的代谢。当体内胆固

醇及甘油三酯含量过多时，易引发高脂血症，因而维

持体内胆固醇与甘油三酯的平衡十分重要。流行病学

研究发现心血管疾病风险与 TC、TG、LDL-C 及 ApoB
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正相关[7~9]。ApoB 是 LDL-C 的主要结构蛋白，AopB
的测定可直接反映 LDL-C 水平。SREBP-1 和 FAS 可

调节细胞脂肪酸的合成，进而影响 TG 的水平变化。

HMG-CoA 是胆固醇合成途径中的限速酶，其基因表

达的水平高低直接影响 TC 水平。LDLr 是低密度脂蛋

白的受体，PUFAs 通过调节其转录水平来影响低密度

脂蛋白含量[10,11]。 
本文以 HepG2 细胞为研究对象，通过体外培养

60 µM不同比例LA/ALA 24 h，探讨不同比例LA/ALA
对 HepG2 细胞脂代谢相关基因表达的影响，以期建立

一个多不饱和脂肪酸营养评价细胞模式，为 LA/ALA
最佳营养比例推荐及食用植物油中多不饱和脂肪酸比

例营养评估提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

正己烷和甲醇均属色谱纯，美国 Sigma 公司；氯

仿、异丙醇、盐酸和无水硫酸钠等试剂，国药化学试

剂有限公司（国产分析纯）；ApoB 酶联免疫试剂盒购

自南京建成生物工程研究所；RNAase-free 水、反转

录试剂盒、RNAiso Plus、DNA 分子量标准、dNTP、
PCR buffer 和 TaqDNA 聚合酶，日本 TаKаRа公司；

DEPC 和琼脂糖（电泳级），生工生物工程（上海）股

份有限公司；Goldview 染料，上海赛百盛基金技术有

限公司；RT-PCR 引物：根据 Genebank 设计引物序列，

由生工生物工程（上海）股份有限公司技术部合成。 

1.2  主要仪器设备 

气相色谱分析仪，美国安捷伦公司；冷冻离心机

（Eppendorf centrifuge 5804R），德国 eppendorf 公司；

PCR 扩增仪、电泳仪和 Bio-Rad 凝胶成像系统，美国

Bio-Rad 公司；核酸蛋白定量仪（NANODROP 2000），
美国 Thermo 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  HepG2 细胞培养 
HepG2 细胞培养于含有 10%胎牛血清，1%双抗

的 DMEM 培养基中，置于 37 ℃、5% CO2和 95%相

对湿度的二氧化碳培养箱中，隔天换液，5 d 传代。本

实验所用细胞均为 10~30 代 HepG2 细胞。 
1.3.2  脂肪酸处理细胞 

脂肪酸使用无脂牛血清白蛋白(BSA)载体载入细

胞[12]，处理细胞时使用无血清 DMEM 培养基，细胞

密度为 106/培养皿。 

细胞中脂肪酸终浓度为 60 µmol/L，组 1（LA）、

组 2（10:1 LA/ALA）、组 3（5:1 LA/ALA）、组 4（1:1 
LA/ALA）、组 5（1:5 LA/ALA）、组 6（1:10 LA/ALA）

和组 7（ALA），处理时间 24 h，设立与实验组含相同

浓度 BSA 为阴性对照组。 
1.3.3  细胞中脂肪提取 

脂肪酸处理完细胞用胰酶消化并收集，采用一步

法提取细胞中脂肪[13]，氮气吹干，100 µL 正己烷回溶，

无水硫酸钠脱水，2 µL 进样。 
1.3.4  气相色谱测定细胞脂肪酸组成 

气相色谱分析条件：安捷伦 7820A 气相色谱，色

谱柱：TRACE TR-FAME (60 m×0.25 mm×0.25 μm，

Thermo Fisher，USA)，FID 检测器。载气为 N2，燃烧

气为 H2和空气；进样口温度 250 ℃，压力 22.356 psi；
检测器温度 250 ℃；进样量 2 µL，不分流；氢气流速：

30 mL/min；空气流速：400 mL/min；氮气流速：25 
mL/min。 

程序升温条件：初始柱温 60 ℃保留 3 min，以

5 ℃/min 的速度升温至 175 ℃，保留 15 min，再以

2 ℃/min 的速度升温至 220 ℃并保留 10 min。 
表1 PCR引物序列 

Table 1 Primer sequences used for PCR 

基因 序列（5'-3'） 
退火温度

/℃ 

长度

/bp 

SREBP-1
TGAGGACAGCAAGGCAAAG 

58 300
AGAAGCACCAAGGAGACGAG 

HMG-CR
AAGGAGGCATTTGACAGCAC 

58 100
CTGACCTGGACTGGAAACG 

LDLr 
GGCTACAAGTGCCAGTGTGA 

58 305
GCCTGGATGTCTCTGCTGAT 

FAS 
ATAAGCCCTGTCCTCCAGGT 

58 308
GTTGCTGGTGAGTGTGCATT 

GAPDH
CGGGAAACTGTGGCGTGATG 

57 311 
CAAAGGTGGAGGAGTGGG 

1.3.5  细胞总胆固醇（TC）、细胞低密度脂蛋

白（LDL-C）、高密度脂蛋白（HDL-C）及总甘

油三酯（TG）的测定 
取给药 HepG2 细胞，收集并提脂。细胞内 TC 和

TG 含量按照相应试剂盒说明书检测，用酶标仪在 510 
nm 波长下测定 TC 和 TG 吸光度值，最后根据相应的

公式及蛋白浓度（用 BCA 蛋白试剂盒测定）计算出

细胞内 TC 和 TG 含量。 
细胞 LDL-C 和 HDL-C 含量按照相应试剂盒说明

书检测，用酶标仪在 546 nm 波长下测定 LDL-C 和

HDL-C 吸光度值，最后根据相应的公式及蛋白浓度
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（用 BCA 蛋白试剂盒测定）计算出细胞内 LDL-C 和

HDL-C 含量。 
1.3.6  细胞 ApoB 的测定 

收集细胞，细胞悬浮液用于蛋白测定，按 BCA
蛋白测定试剂盒说明书进行。 
1.3.7  细胞总 RNA 提取及反转录 

RNA 提取及反转录分别按生工生物工程（上海）

股份有限公司 RNA kit 和反转录 PCR 试剂盒操作。 
1.3.8  PCR 引物的设计与合成 

由生物工程（上海）股份有限公司技术部设计并

合成引物序列。见上表 1。 

2  结果与讨论 

2.1  不同比例 LA/ALA 对 HepG2 细胞脂肪酸

组成的影响 

不同比例 LA/ALA 处理 HepG2 细胞 24 h 的气相

色谱结果如表 2 所示。与空白对照组相比，组 1、组 2、
组 3 和组 4 明显增加 HepG2 细胞的 C18:2（LA）含量，

C18:3（ALA）含量变化从高到低依次是组 7、组 6、
组 5、组 4 和空白对照组，说明脂肪酸已由 BSA 作为

载体成功导入细胞。 
 

表2 不同比例LA/ALA对 HepG2细胞脂肪酸组成的影响（μg/mg prot，x±s） 

Table 2 Effect of different ratios of LA/ALA on fatty acid composition in HepG2 cells (μg/mg prot, ⎯x± s) 

脂肪酸 空白 组 1 组 2 组 3 

C14:0 3.762±0.392a 3.934±0.412a 3.675±0.376a 3.524±0.245a 

C16:0 134.061±4.621a 131.173±5.120a 130.425±4.985a 132.444±3.821a 

C18:0 32.249±2.159a 30.697±2.675a 30.12±1.965a 34.621±3.014a 

C18:1 29.586±1.362a 28.341±2.013a 31.024±2.843a 30.222±1.925a 

C18:2n-6 28.177±1.248a 40.456±2.143b 38.621±2.017b 34.475±1.826c 

C18:3n-3 12.411±0.986a 11.357±0.862a 11.563±1.264a 13.012±1.003a 

C20:4 1.025±0.125a 3.216±0.275b 3.012±0.121b 2.667±0.210c 

C20:5 ND ND ND ND 
C22:6 ND ND ND ND 

脂肪酸 组 4 组 5 组 6 组 7 

C14:0 3.789±0.476a 3.601±0.324a 3.875±0.412a 3.832±0.389a 

C16:0 136.278±6.012a 133.415±3.146a 134.629±4.035a 135.642±3.156a 

C18:0 33.125±1.264a 32.997±1.046a 29.634±2.948a 31.233±1.597a 

C18:1 33.127±3.015a 28.934±1.648a 29.014±1.276a 27.634±1.863a 

C18:2n-6 31.221±0.846d 29.112±1.002a 28.756±2.426a 28.031±2.661a 

C18:3n-3 18.475±0.715b 23.641±0.861c 27.632±1.214d 29.442±0.951d 

C20:4 1.143±0.153a 1.105±0.176a 0.942±0.164a 1.266±0.271a 

C20:5 0.223±0.098a 0.477±0.103b 0.724±0.072c 0.804±0.083c 
C22:6 ND ND ND ND 

注：“ND”表示未检出，各行数值上标的不同字母表示显著性差异 p<0.05。 

2.2  不同比例 LA/ALA 对 HepG2 细胞脂质水

平的影响 

60 µM 不同比例 LA/ALA 作用 HepG2 细胞 24 h
后，细胞脂质水平的变化结果见图 1。 

由图 1a、b 和 c 可知，与空白对照组相比，各实 
 
 

验组处理HepG2 细胞 24 h后，均能显著降低细胞TC、
TG 和 LDL-C 含量（p<0.05），其中组 4（1:1 LA/ALA）

抑制效果最显著，与空白对照组相比分别降低了约

50%、45%和 50%，其余各组有不同程度的下降，与

组 4 相比有显著性差异（p<0.05）。各实验组对 HepG2 
细胞 TC、TG 和 LDL-C 抑制作用顺序为 4>组 3>组 2≈
组 1；组 4>组 5>组 6≈组 7。 
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图1 不同比例LA/ALA对 HepG2细胞脂质水平的影响 

Fig.1 Effect of different ratios of LA/ALA on lipid level in 

HepG2 cells 

注：a，细胞 TC 含量；b，细胞 TG 含量；c，细胞 LDL-C

含量；d，细胞 HDL-C 含量。*p<0.05 与对照组对比的显著性；

#p<0.05 与 LA/ALA=1:1 对比的显著性。 

由图 1d 可知，与空白对照组相比，各实验组处理

HepG2 细胞 24 h 后，组 1、组 2 和组 3 均不影响HepG2

细胞 HDL-C 含量（p>0.05），组 4、组 5、组 6 及组 7
显著增加 HDL-C 含量（p<0.05），且随 LA/ALA 比例

中 ALA 浓度的增加而增加。 

2.3  不同比例 LA/ALA 对 HepG2 细胞 ApoB

的影响 

60 µM 不同比例 LA/ALA 作用 HepG2 细胞 24 h
后，细胞分泌的 ApoB 含量的变化结果见图 2。 

 
图2 不同比例LA/ALA对 HepG2细胞ApoB水平的影响 

Fig.2 Effect of different ratios of LA/ALA on ApoB level in 

HepG2 cells 

注： *p<0.05 与对照组对比的显著性； #p<0.05 与

LA/ALA=1:1 对比的显著性。 

ApoB 由肝脏合成，是 LDL-C 的主要结构蛋白，

AopB 的测定可直接反映 LDL-C 水平。由图 2 可知，

与空白对照组相比，组 4（1:1 LA/ALA）能显著降低

细胞培养液中 ApoB 的含量（p<0.05），其余各组有不

同程度的抑制，与组 4 相比有显著性差异（p<0.05）。
各实验组作用顺序为组 4>组 3>组 2≈组 1；组 4>组 5>
组 6≈组 7。Van等[14]人探讨了LDL-C和AopB的关系，

发现 LDL-C 水平与 AopB 水平呈正相关。说明不同比

例 LA/ALA 可通过降低 ApoB 含量来降低 LDL-C 水

平。 

2.4  不同比例 LA/ALA 对 HepG2 细胞脂代谢

相关基因表达的影响 

2.4.1  不同比例 LA/ALA 对 HepG2 细胞

SREBP-1 基因表达的影响 
SREBP-1 在肝脏中主要调控脂肪酸的代谢，是脂

质代谢的重要核转录因子。60 µM 不同比例 LA/ALA
作用 HepG2 细胞 24 h 后，细胞 SREBP-1 mRNA 表达

量见图 3。 
由图 3可知，与空白对照组相比，各实验组PUFAs

均能明显抑制 SREBP-1 mRNA 转录水平（p<0.05）。
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各实验组中组 4（1:1 LA/ALA）对细胞 SREBP-1 
mRNA 的抑制作用最显著，其余实验组随 LA/ALA 比

例中 LA 或 ALA 比率的升高，对 SREBP-1 mRNA 转

录水平的抑制作用逐渐下降，与组 4 相比有显著性差

异（p<0.05）。各实验组作用顺序为组 4>组 3>组 2≈组
1；组 4>组 5>组 6≈组 7。PUFAs 是 SREBP-1 的反馈

调节者，而 SREBP-1 又是控制脂肪酸合成、去饱和、

延长以及甘油三酯早期合成的关键性转录因子。不同 
比例 LA/ALA 通过下调 SREBP-1 基因的表达，抑制

细胞内脂肪酸的合成，进而降低细胞内 TG 水平，减

少脂肪沉积，组 4（1:1 LA/ALA）作用最显著。 

 

 

 
图3 不同比例LA/ALA对 HepG2细胞SREBP-1基因表达的影响 

Fig.3 Effect of different ratios of LA/ALA on SREBP-1 gene 

expression in HepG2 cells 

注：1 表示 PCR marker；2 表示空白对照组；3 表示组 1；

4 表示组 2；5 表示组 3；6 表示组 4；7 表示组 5；8 表示组 6；

9 表示组 7。＊p<0.05 与对照组对比的显著性；#p<0.05 与

LA/ALA=1:1 对比的显著性。 

2.4.2  不同比例 LA/ALA 对 HepG2 细胞 FAS
基因表达的影响 

脂肪酸合成酶（FAS）是细胞内催化内源性脂肪

酸（FA）合成的关键酶。FAS 是合成脂肪酸（FA）的

关键限速酶，主要在肝脏、脂肪等组织中表达，在机

体内能催化丙二酸单辅酶 A 连续结合形成长链脂肪

酸。FAS 表达的多少对控制细胞内脂肪沉积具有重要

意义。60 µM 不同比例 LA/ALA 作用 HepG2 细胞 24 h

后，细胞 FAS mRNA 水平的变化结果见图 4。与空白

对照组相比，各实验组均显著抑制 HepG2 细胞 FAS 
mRNA 转录水平（p<0.05），组 4（1:1 LA/ALA）对

FAS mRNA 转录水平的抑制作用最显著，其余各实验

组与组 4 相比有显著性差异（p<0.05）。各实验组作用

顺序为组 4>组 3>组 2≈组 1；组 4>组 5>组 6≈组 7。不

同比例 LA/ALA 通过下调 FAS 基因的表达，抑制细胞

内脂肪酸的合成，进而降低细胞内 TG 水平，减少脂

肪沉积，组 4（1:1 LA/ALA）作用最显著。 

 

 

 

图4 不同比例LA/ALA对 HepG2细胞FAS基因表达的影响 

Fig.4 Effect of different ratios of LA/ALA on FAS gene 

expression in HepG2 cells 

注：1 表示 PCR marker；2 表示空白对照组；3 表示组 1；

4 表示组 2；5 表示组 3；6 表示组 4；7 表示组 5；8 表示组 6；

9 表示组 7。*p<0.05 与对照组对比的显著性；#p<0.05 与

LA/ALA=1:1 对比的显著性。 
2.4.3  不同比例 LA/ALA 对 HepG2 细胞

HMG-CR 基因表达的影响 
HMG-CR 是调节胆固醇合成的重要的限速酶。60 

µM 不同比例 LA/ALA 作用 HepG2 细胞 24 h 后，细

胞 HMG-CR mRNA 表达量见图 5。 
由图 5 可知，与空白对照组相比，组 4（1:1 

LA/ALA）能显著降低 HepG2 细胞 HMG-CR mRNA
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的转录水平（p<0.05），其余各组对 HepG2 细胞

HMG-CR 基因的表达均有不同程度的抑制，但抑制程

度均显著低于组 4（p<0.05），各实验组作用顺序为组

4>组 3>组 2≈组 1；组 4>组 5>组 6≈组 7。胆固醇代谢

主要有两种途径，一种是内源性途径，在胆固醇合成

的关键限速酶 HMG-CR 作用下，由 3-甲基-3,5-二羟

基戊酸合成乙酰 CoA，最终完成内源性胆固醇生物合

成。HMG-CR 活性及基因表达决定着胆固醇的合成。 

 

 

 
图5 不同比例LA/ALA对 HepG2细胞HMG-CR基因表达的影响 

Fig.5 Effect of different ratios of LA/ALA on HMG-CR gene 

expression in HepG2 cells 

注：1 表示 PCR marker；2 表示空白对照组；3 表示组 1；

4 表示组 2；5 表示组 3；6 表示组 4；7 表示组 5；8 表示组 6；

9 表示组 7。*p<0.05 与对照组对比的显著性；#p<0.05 与

LA/ALA=1:1 对比的显著性。 
2.4.4  不同比例 LA/ALA 对 HepG2 细胞 LDLr
基因表达的影响 

LDLr 是低密度脂蛋白受体，能够调节胆固醇的

体内平衡。60 µM 不同比例 LA/ALA 作用 HepG2 细

胞 24 h 后，细胞 LDLr mRNA 表达差异见图 6。 
由图 6 可知，RT-PCR 结果表明，与空白对照组

相比，各实验组都显著增加 HepG2 细胞 LDLr mRNA
的转录水平（p<0.05），其中组 4（1:1 LA/ALA）促进

作用最显著，其余各实验组与组 4 相比有显著性差异

（p<0.05）。各实验组作用顺序为组 4>组 3>组 2≈组 1；
组 4>组 5>组 6≈组 7。 

胆固醇代谢的另一途径是外源性途径，食物中胆

固醇被吸收后与 LDL 结合形成 LDL-C，LDL 是胆固

醇运输的最主要载体，胆固醇与 LDL 结合形成的复合

体可与肝细胞膜上丰富的 LDLr 结合，完成胆固醇的

细胞内吞作用。LDLr 是 LDL 主要受体蛋白，当 LDLr
含量不足或结构功能异常时，LDL-C 水平会增高，导

致胆固醇过度积累，易引起动脉粥样硬化。因此，LDLr
在调节胆固醇平衡以及浓度方面起关键性作用。 

 

 

 
图6 不同比例LA/ALA对 HepG2细胞LDLr基因表达的影响 

Fig.6 Effect of different ratios of LA/ALA on LDLr gene 

expression in HepG2 cells 

注：1 表示 PCR marker；2 表示空白对照组；3 表示组 1；

4 表示组 2；5 表示组 3；6 表示组 4；7 表示组 5；8 表示组 6；

9 表示组 7。*p<0.05 与对照组对比的显著性；#p<0.05 与

LA/ALA=1:1 对比的显著性。 

3  结论 

综上所述，不同比例 LA/ALA 作用 HepG2 细胞

24 h 后，1:1 为 LA/ALA 作用的最佳比例，通过下调

HepG2细胞SREBP-1和FAS基因的表达降低细胞TG
的含量；下调 HMG-CR 基因的表达，上调 LDLr 基因

的表达来降低细胞 TC 和 LDL-C 含量；通过上调

SR-B1 基因表达增加胆固醇逆转运。本研究结果表明，

组 4（1:1 LA/ALA）对 HepG2 细胞脂肪酸含量、脂质

水平及脂代谢相关基因表达的作用最显著，可有效调

节细胞脂质代谢。 
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