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摘要：研究蒜氨酸对棕榈酸诱导的 HepG2 细胞脂质积聚的影响，并探讨蒜氨酸的作用机制与自噬的关系。利用 CCK8 法测定细

胞活性，采用尼罗红染色法观察细胞内脂质堆积情况，并使用 ELISA 试剂盒法检测甘油三酯和总胆固醇含量，采用 Western Blot 测

定自噬标志蛋白含量。结果显示，与空白组相比，阳性对照组中 HepG2 细胞的总胆固醇和甘油三酯含量显著增加，分别增加约 1.69

和 1.36 倍；而在蒜氨酸在 40~160 µmol/L 浓度范围作用下，细胞脂滴减少，总胆固醇和甘油三酯显著降低，且呈现剂量依赖性，在

160 µmol/L浓度的蒜氨酸作用下总胆固醇和甘油三酯含量均极显著下降，分别降低了 37.52%和 33.33%。同时，蒜氨酸在80~160 µmol/L

浓度范围内显著增加自噬标志蛋白 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比例，分别增加了 23.87%和 66.13%。因此得出，蒜氨酸改善了棕榈酸诱导的 HepG2

细胞脂质积聚，并可能通过激活细胞自噬的活性起到改善细胞脂质积聚的作用。 
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Abstract: The effect of alliin on palmitic acid-induced lipid accumulation in HepG2 cells was studied, and the relationship between lipid 

metabolism and autophagy was also explored in the article. The cell activity was measured by CCK8 method, the intracellular lipid 

accumulation was observed by Nile red staining, the contents of triglyceride and total cholesterol were detected by ELISA kits, and the content 

of autophagy marker protein was determined by Western blot. The results showed that compared with the blank group, the contents of total 

cholesterol and triglyceride in HepG2 cells in the positive control group increased significantly, about 1.69-times and 1.36-times respectively; 

Under the action of alliin in the concentration range of 40~160 µmol/L, the cell lipid droplets decreased, and the contents of total cholesterol and 

triglyceride decreased significantly in a dose-dependent manner. Under the action of allicin in the concentration range of 160 µmol/L, the 

contents of total cholesterol and triglyceride decreased significantly, 37.52% and 33.33% respectively. Meanwhile, alliin significantly increased 

the ratio of autophagy marker protein LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ in the concentration range of 80~160 µmol/L, increasing by 23.87% and 66.13% 

respectively. Therefore, alliin improved the lipid metabolism disorder in HepG2 cells induced by PA (palmitic acid), and may ameliorate the 

lipid accumulation by activating the activity of autophagy. 
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脂质代谢紊乱是一种或多种脂蛋白的浓度和/或成

分紊乱，如 TC（血清总胆固醇）、TG（甘油三酯）或

LDL-C（低密度脂蛋白胆固醇）升高，或 HDL-C（高

密度脂蛋白胆固醇）降低[1,2]。脂质异常积聚会伴随很

多系统性疾病的发生，包括非酒精性脂肪性肝病、高

尿酸血症、2 型糖尿病、甲状腺功能减退、肥胖、原发

性肝细胞癌、慢性肾病和非心脏血管疾病[3-5]。据研究，

一些食品中的有益成分能显著改善脂质积聚。 

蒜氨酸是生鲜大蒜中特有的内源性氨基酸，新鲜

大蒜中并没有大蒜素，只含有蒜氨酸。当大蒜被切开

或粉碎后，大蒜中的内源酶即蒜氨酸酶被激活，催化

蒜氨酸分解合成大蒜素[6]。大蒜素极不稳定，遇热或碱

即失去抗菌活性，而且具有强烈的大蒜臭。但蒜氨酸

不仅无臭无味，而且效果更好[7]。西方医药研究人员对

蒜氨酸神奇的药理作用进行了大量探索性研究工作。

研究发现，以蒜氨酸为代表的含硫氨基酸不仅对金黄色

葡萄球菌、结核杆菌、脑膜炎双球菌等常见致病菌有较

强的杀灭作用，对真菌感染、原虫病等微生物感染性疾

病同样有显著疗效；此外在降血糖、提高人体免疫力、

抗衰老、抗癌防癌等方面也有很好效果[8,9]。但蒜氨酸的

降脂功效和其相关分子机制仍不清楚。 

自噬是一种细胞循环途径，在许多生理过程中是

必不可少的。自噬作为受损细胞器、细胞碎片和错误

折叠蛋白质的一种极为有序的降解过程，参与了细胞

生长、发育和死亡的调节。自噬被激活后，可以分解

多余的细胞成分，并为细胞正常代谢提供氨基酸和其

他前体分子[10-15]。同时，在脂质代谢中，营养物质的消

耗动员细胞内储存的脂质，将游离脂肪酸转化为代谢

所需的能量，由此可见，自噬和脂质代谢之间的调节

和功能具有相似性。这两者之间的显著相似性促使一

些研究聚焦于这两个过程之间的联系。大量研究证实

了细胞自噬功能异常与脂质异常积聚有着密切联   

系[16-18]。因此，自噬与蒜氨酸对棕榈酸诱导的脂质积聚

是否存在关联，有待进一步研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

本研究中人肝癌细胞株（HepG2）购于美国模式微

生物保藏中心；蒜氨酸标准品（Alliin）购于 Sigma 

Chemical 有限公司。 

实验中所用主要试剂有：DMEM 细胞培养液胎牛

血清、胰蛋白酶，美国 HyClone 公司；甘油三酯（TG）

ELISA、总胆固醇（TC）ELISA、BCA 法蛋白测定试

剂盒，碧云天科技公司；Anti-LC3、Anti-P62、Anti-β-actin，

艾博抗（中国上海）商贸有限公司；二抗过氧化物酶

结合的羊抗兔 IgG（H+L）、过氧化物酶结合的羊抗鼠

IgG（H+L），Sigma Chemical 有限公司。 

1.2  仪器设备 

高速冷冻离心机，美国 Thermo 公司；酶标仪，奥

地利 TECAN 公司；HF90 二氧化碳培养箱，上海力申

科学仪器有限公司；数显恒温水浴锅，美国圣克鲁兹

生物技术公司；METTLE TOLEDO 6204 型电子天平，

瑞士公司，倒置荧光显微镜，MOTIC；THZ-8A 台式

恒温振荡器，跃进医疗器械有限公司（上海）；-80 ℃

超低温冰箱、高压灭菌锅、Thermo 超净工作台，美国

Thermo 公司 

1.3  方法 

1.3.1  HepG2 细胞培养与处理 

当细胞汇合度达到为 80%时进行传代，加入高糖

DMEM 完全培养基（10%胎牛血清和 1%双抗，m/m），

放于 37 ℃的 CO2细胞培养箱。根据药品的稀释比例加

入相应浓度的蒜氨酸及棕榈酸。 

1.3.2  HepG2 细胞活性检测 

待 HepG2 细胞汇合度为 80%时，用胰酶消化细胞

并进行细胞计数。调整细胞浓度为每毫升 6×10
4 个待

用。取 96 孔细胞培养板，每孔加入 100 μL 细胞悬液（即

每孔 6 000 个），分别加入不同浓度的蒜氨酸（10、20、

40、80、160、320、640、1 280 µmol/L），药物作用 22 h

后，避光加入 CCK8 溶液 10 μL，放回培养箱培养 2 h。

随后取出 96 孔板，用酶标仪检测 450 nm 波长处的吸

光度值 OD450 nm。 

 
图 1 CCK-8流程示意图 

Fig.1 Flow diagram of CCK-8 

1.3.3  尼罗红染色法 

取 24 孔培养板，每孔细胞调整为 8×10
3个，培养

过夜。然后，药物组加入梯度浓度的蒜氨酸（0、40、

80、160 µmol/L）预处理 2 h，而后再加入 100 µmol/L

棕榈酸，继续培养 22 h。使用 PBS 清洗后，每孔加入

250 μL 尼罗红染液。染色 10 min 后，弃去尼罗红染液，
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用 PBS 清洗细胞两次。然后，加入 250 μL DAPI 对细

胞核进行染色，染色 5 min 后，弃去 DAPI 染液，用

PBS 清洗细胞两次，荧光显微镜下观察并拍照。 

1.3.4  测定细胞内 TG 及 TC 含量 

取 6 孔细胞培养板，以每孔铺板 1×10
5个，每个实

验组设 3 个复孔，加药处理后空白组仅加 DMEM 培养

基培养 24 h；药物组加入梯度浓度的蒜氨酸（0、40、

80、160 µmol/L）预处理 2 h，而后再加入 100 µmol/L

棕榈酸，继续培养 22 h。弃去上清液，取细胞，严格

按照TG和TC检测试剂盒（Applygen Technologies Inc.，

Beijing，China）的说明操作测定细胞中 TG 和 TC 含量。

做3次重复试验。以每毫克蛋白浓度校正TG和TC含量。 

1.3.5  Western blot 

取 6 孔细胞培养板，以每孔铺板 5×10
5个，每个实

验组设 3 个复孔，药物组加入梯度浓度的蒜氨酸（0、

40、80、160 µmol/L）预处理 2 h，再加入 100 µmol/L

棕榈酸，继续培养 22 h。弃去上清液，取细胞，加适

量蛋白裂解液（RIPA:PMSF=9:1），放冰上 30 min，充

分涡旋震荡后离心，收集蛋白上清液到 1.5 mL 的离心

管中，用 BCA 法测定蛋白质浓度（Beyotime Institute of 

Biotechnology，China）。根据检测的蛋白浓度，统一蛋

白上样量（40~100 μg），并用细胞裂解液调整至同一体

积 20 µL；按照上样缓冲液:裂解液=1:4，每管中加入   

5 µL 上样缓冲液，98 ℃以上灭活 8 min 以充分变性蛋

白；快速离心，将样品分装，方便上样，-80 ℃冰箱保

存。每个样品取等量蛋白用 m=8% SDS-PAGE 电泳分

离后，低温转移至 PVDF 膜，含 m=1% BSA 封闭液封

闭，与相应的一抗、二抗杂交，超敏发光液（ECL Plus，

Azure c300，America）显影，用数字凝胶成像仪对图

像进行拍照。做 3 次重复试验。 

1.3.6  统计学分析法 

所有数据都采用 SPSS 18.0（SPSS Inc.，Chicago，

IL，USA）进行统计分析，计量数据以均数±标准误差

（X±SEM）表示，蒜氨酸剂量组、棕榈酸对照组和空

白对照组之间比较采用 t 检验，以 P＜0.05 为差异具有

统计学意义。为了定量分析，蛋白质印迹法所得相应

条带应用 Quantity One 软件（Bio-Rad 公司）计算 OD

值（Optical Density 光密度，即通光率），并以 β-actin

来校正。所有实验至少重复 3 次。 

2  结果与讨论 

2.1  细胞活性 

CCK-8 细胞活性测定结果如图 2 所示，不同剂量

的蒜氨酸作用 HepG2 细胞 24 h 后，在 320 µmol/L 时蒜

氨酸对 HepG2 细胞活性出现显著抑制作用（P＜0.05），   

640~1 280 µmol/L 时蒜氨酸对 HepG2 细胞活性出现极

显著抑制作用（P＜0.01）；而 0~160 µmol/L 剂量范围

的蒜氨酸与空白对照无统计性差异，这表明，当蒜氨

酸在 0~160 µmol/L 剂量范围时，对 HepG2 细胞活性没

有影响，即蒜氨酸的 NOAEL 为 0~160 µmol/L。基于

此结果，在后续实验中，蒜氨酸采用 0~160 µmol/L 剂

量范围。 

 
图 2 Alliin对 HepG2的细胞毒性作用  

Fig.2 Effect of alliin on the viability of HepG2 

注：与空白组相比，*P<0.05，**P<0.01。 

2.2  蒜氨酸抑制棕榈酸诱导的肝细胞的脂质积累 

近些年研究发现肝脂的过度积累最终会导致肝脂

毒性，严重损害了人体的健康，脂质积聚是肥胖、胰

岛素抵抗、非酒精性脂肪肝等慢性代谢性疾病的重要

病理基础。在心血管疾病中，脂质代谢紊乱引起的血

管内皮细胞损伤以及随后发生的炎性浸润是动脉粥样

硬化等疾病发生的主要病因。近来有研究表明，大蒜

素通过调节固醇调节元件结合蛋白激活AMPK-SREBPs

信号通路能有效抑制 HepG2 细胞发生脂质积累。蒜氨

酸是大蒜素的前体，两者同为大蒜的功能成分，大蒜

素有良好的抑制 HepG2 细胞脂质积累的作用[19]。因此，

本文研究了蒜氨酸对棕榈酸诱导的 HepG2 细胞脂质积

聚的影响，文中采用尼罗红染色法来观察细胞内脂质

堆积情况，并使用 ELISA 试剂盒法检测甘油三酯和总

胆固醇含量。 

2.2.1  尼罗红染色实验结果 

通过荧光显微镜观察尼罗红染色实验结果，细胞

中油脂堆积情况如图 3。正常培养的细胞（空白组，即

只添加 DMEM 培养基）边界清晰，细胞形态明显。而

阳性对照组 HepG2 细胞内观察到较多红色荧光。而蒜

氨酸组的 HepG2 细胞相较于阳性对照组细胞而言，其

HepG2 细胞红色荧光明显变少，且呈现剂量依赖性降

低（见图 3），且在蒜氨酸的干预下细胞相较于空白对

照组变化不明显，细胞边缘轮廓仍可见。 
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图 3 Alliin对 HepG2的细胞脂质积聚的改善作用 

Fig.3 Inhibition of PA-induced lipid accumulation by alliin in HepG2 cells 

2.2.2  蒜氨酸对 HepG2 细胞总胆固醇（TC）含

量影响结果分析 

如图 4 所示，TC 的数据验证了尼罗红染色实验的

结果。与空白组相比，阳性对照组中 HepG2 细胞 TC

含量极显著增加（P＜0.01），增约 1.69 倍。这与李婷[20]

和何勇等[21]的研究结果一致，棕榈酸能够显著增加

HepG2 细胞和骨骼肌细胞中 TC 含量，分别增约 1.5 和

1.8 倍，可见本试验采用棕榈酸建模成功。而蒜氨酸能

很好的抑制 HepG2 细胞总胆固醇积聚，与阳性对照组

相比，在 40 µmol/L 浓度的蒜氨酸作用下 TC 含量显著

下降（P＜0.05），降低了 21.25%；在 80 和 160 µmol/L

浓度的蒜氨酸作用下 TC 含量极显著下降（P＜0.01），

分别降低了 25%和 37.52%。结果表明，蒜氨酸在 40~ 

160 µmol/L 浓度范围内可以显著抑制棕榈酸诱导的

HepG2 细胞总胆固醇增加，而且呈现剂量依赖性。 

 
图 4 蒜氨酸对 HepG2的细胞总胆固醇含量的影响 

Fig.4. Inhibition of PA-induced TC accumulation by alliin in 

HepG2 cells  

注：x±s，n=3。与空白组相比，*P<0.05，**P<0.01；与

棕榈酸组相比，#P<0.05，##P<0.01。下图同。 

2.2.3  蒜氨酸对 HepG2 细胞甘油三酯（TG）含

量影响结果分析 

如图 5 所示，TG 的数据同样验证了尼罗红染色实

验的结果。与空白组相比，阳性对照组中 HepG2 细胞

TG 含量极显著增加（P＜0.01），增约 1.36 倍。而蒜氨

酸能很好的抑制 HepG2 细胞甘油三酯积聚，与阳性对

照组相比，在 40 µmol/L 浓度的蒜氨酸作用下 TG 含量

下降（P＜0.05），降低了 10.67%；在 80 和 160 µmol/L

浓度的蒜氨酸作用下 TG 含量极显著下降（P＜0.01），

分别降低了 30.67%和 33.33%。结果表明，蒜氨酸在

40~160 µmol/L浓度范围内可以显著抑制棕榈酸诱导的

脂质积聚，极显著减少细胞甘油三酯的含量，而且呈

现剂量依赖性。 

 
图 5 蒜氨酸对 HepG2的细胞甘油三酯含量的影响 

Fig.5 Inhibition of PA-induced TG accumulation by alliin in 

HepG2 cells 

2.3  蒜氨酸激活HepG2细胞自噬 

为了探究蒜氨酸抑制棕榈酸诱导的细胞脂质积聚

的分子机制，本文采用 Western Blot 测定自噬标志蛋白

含量来观察蒜氨酸对 HepG2 细胞自噬的影响。LC3 是

自噬体膜上的标记蛋白。细胞内存在两种形式的 LC3

蛋白，LC3-Ⅰ和 LC3-Ⅱ。LC3 由可溶解形 LC3-I 转变

为脂溶形式 LC3-II，与自噬泡结合形成自噬体，这是

自噬最重要的过程。LC3-Ⅱ的含量或 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的

比例与自噬体的数量成正相关，在某种程度上反映了
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细胞的自噬活性。 

如图 6 所示：棕榈酸显著降低了 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的

比例（P＜0.05），降低约 34.78%，；而蒜氨酸药物组与

阳性对照组相比，蒜氨酸提高了 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的比

例，在 80 和 160 µmol/L剂量作用非常显著，分别增加

了 23.87%和 66.13%。实验结果表明，棕榈酸抑制了

HepG2 细胞自噬，而蒜氨酸能够激活棕榈酸所抑制的

细胞自噬。这与Zhao等[22]和Yue等[23]研究结果相一致，

进一步证明了蒜氨酸对棕榈酸所抑制的细胞自噬的回

调作用。另外越来越多的证据表明自噬能调节脂质代

谢。有文献报道，慢性肥胖小鼠或胰岛素抵抗的小鼠，

更易于发展为非酒精性脂肪肝，而且其肝自噬显著降

低[24]。有研究发现，MTOR 可通过磷酸化 VAMP8 抑

制肝脏中的自噬体-溶酶体融合，阻断自噬，从而导致

脂质异常积聚[25]。这些研究表明自噬阻断会导致脂质

积聚，自噬激活可有效改善脂质积聚，避免肝细胞损伤。 

 

 

图 6 Alliin对 HepG2细胞自噬的影响 

Fig.6 Effect of alliin on autophagy in HepG2 cells 

3  结论 

本文研究了蒜氨酸通过激活自噬改善 HepG2 细胞

脂质积聚的作用机制，结果表明，棕榈酸显著增加了

HepG2 细胞中总胆固醇和甘油三酯含量显著增加，而

蒜氨酸减少了细胞脂滴，显著降低了总胆固醇和甘油

三酯含量，且呈现剂量依赖性。棕榈酸作用后，自噬

分子标志物 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比例降低，而经蒜氨酸作用

后，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比例显著提高。因此，蒜氨酸可能

通过激活自噬有效改善了棕榈酸诱导的细胞脂质积

聚。尽管本研究并未对蒜氨酸如何激活自噬进行深入

研究，但有相关文献提示蒜氨酸可能通过激活活性氧

以及 AMPK/mTOR 信号通路激活自噬，这将会在今后

工作中进一步研究。 
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