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乙酰半胱氨酸抗非酒精性脂肪性肝炎的体外活性研究 
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摘要：目的  研究乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine，NAC)对游离脂肪酸(free fatty acid，FFA)诱导的 L02 细胞的非酒精性脂

肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis，NASH)模型的炎症反应和胰岛素抵抗的活性。方法  用 FFA 处理 L02 细胞，建立

NASH 细胞模型；MTT 法检测 NAC 对细胞生长抑制率的影响，并依此优选 3 个安全给药浓度；油红染色法观察细胞内

的脂质沉积情况；Elisa 法检测细胞的 IL-8、TNF-α和葡萄糖转运蛋白-4(glucose transporter，GLUT-4)含量；Western blot

及 Elisa 法检测细胞的胰岛素受体(insulin receptor，IR)含量。结果  NAC 在 10 600.0 μg·mL1 的最大给药浓度时其细胞生

长抑制率仅为 34.10%，因此设定 100，150 和 250 μg·mL13 个给药浓度；NAC 各给药组较模型组 82.45%的细胞脂变率，

分别下降至 61.77%，68.08%和 79.28%，差异具有统计学意义(P<0.01)且呈浓度依赖性；NAC 各给药组的 GLUT-4 和 IR

含量较模型组均显著提高(P<0.01)；NAC 各给药组的 TNF-α 和 IL-8 含量较模型组均显著下降(P<0.01)。结论  NAC 的细

胞毒性极小，可不同程度地降低 NASH 细胞的脂变率，尤其可改善模型细胞的胰岛素抵抗及炎症反应水平，表现出在治

疗 NASH 方面的潜在价值。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effects of N-acetylcysteine(NAC) on the inflammatory response and insulin 
resistance in the model of nonalcoholic steatohepatitis(NASH) induced by free fatty acid(FFA) in L02 cells. METHODS  L02 
cells were treated with FFA to establish NASH cell model; The growth inhibition ratio of NAC was measured by MTT to select 
the safe drug concentration. The fat deposition in cells was observed by oil-red staining method. The content of IL-8, TNF-α and 
glucose transporter-4(GLUT-4) were tested by Elisa; And the content of cells’ insulin receptor(IR) were tested by Western blot 
and Elisa. RESULTS  The growth inhibition ratio was only 34.10% under the NAC’s maximum concentration of 

10 600.0 μg·mL1, so 3 treatment groups were seted with the NAC concentration of 100, 150 and 250 μg·mL1. The steatosis 
ratio of the model group was up to 82.45%, but the treatment groups’ ratio felled to 61.77%, 68.08% and 79.28% 
significantly(P<0.01) with a concentration dependence; The treatment groups’ concentration of GLUT-4 and IR was increased 
significantly(P<0.01) compared with the model group, but significant concentration decreases of IL-8 and TNF-α were 
observed(P<0.01). CONCLUSION  NAC has a tinny cytotoxicity. It can decrease NASH cells’ steatosis ratio and especially 
improve their insulin resistant and inflammatory response level, showing potential value on NASH treatment.  
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非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver 

disease，NAFLD)是一种代谢综合症相关的肝脏疾

病，其中的非酒精性脂肪性肝炎 (nonalcoholic 

steatohepatitis，NASH)的患病率逐渐超过酒精性肝

病和病毒性肝炎而受到研究者的重视。NASH 病例

中可切除性胆管癌的比例高达 20%，而儿童患

NAFLD 的比例亦高达 2.6%~9.6%[1-2]。NASH 的病

理变化包括肝细胞脂肪变及炎性反应[3]，且后者可

导致不可逆的肝损伤。因此，炎性反应的触发作为

非酒精性脂肪性肝病进展过程中的关键点，对整个

疾病的进程起到至关重要的作用。“二次打击”学

说认为，过量脂质沉积导致的肝脂肪变和氧化应激

/脂质过氧化损伤是 NASH 发生发展的主要机制[4]。

有研究表明，氧化应激可引起胰岛 β细胞功能衰退

及胰岛素抵抗[5]。肝细胞过量脂质沉积和脂质过氧

化与产生胰岛素抵抗密切相关[4]，而抗氧化治疗可

以改善这一过程[6]。 

乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine，NAC)为人体

内合成谷胱甘肽(GSH)的前体物质，具有很强的清

除氧自由基作用，对肝脏的脂质过氧化损伤和炎症
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反应具有保护作用，进而减缓肝纤维化过程[7-8]；有

研究显示，NAC能够对活性氧(ROS)产生应答反应，

间接通过增加细胞内 GSH 水平和(或)作为-SH 还原

剂阻止人胰淀素诱发的细胞凋亡来调控细胞氧化

还原反应[9]。上述结果提示 NAC 具有较好的抗炎和

抗氧化应激作用，在治疗 NASH 方面具有潜在价值。 

NASH 的发生和发展过程中伴随着胰岛素抵

抗、炎症因子上调等现象，致使肝实质细胞脂肪变

性、炎症细胞浸润和肝细胞坏死等[10-12]。目前多数

有关 NAC治疗 NASH的研究建立于大鼠体内模型

之上，给药时 NAC 在消化道和肝脏中易受首过效

应和复杂的体内环境干扰，从而降低其生物利用

度和药理活性；而利用 NASH 细胞模型观察 NAC

在炎症和胰岛素抵抗方面的体外活性，仍鲜有报

道。本研究利用 FFA 诱导的人体正常肝脏 L-02 细

胞的 NASH 模型[13]来研究 NAC 对该模型脂质沉

积、葡萄糖转运蛋白 -4(glucose transporter ，

GLUT-4)、TNF-α、 IL-8 和胰岛素受体 (insulin 

receptor，IR)含量的影响，探讨其在抗 NASH 方面

的作用，可为该领域的研究提供一定的基础。 

1  材料 

1.1  试剂 

NAC(武汉远大弘元药业股份有限公司，批号：

20141001)；DMEM 培养基(Hyclone 公司)；胎牛

血 清 (FBS)(BI 公 司 ) ； 二 甲 基 亚 砜 (DMSO) 

(Invitrogen 公司)；十二烷基磺酸钠(SDS)(Biosharp

公司)；噻唑蓝(MTT)、油红、棕榈油、油酸(Sigma

公司)；BCA 蛋白定量试剂盒(批号：4A500150)、

RIPA 裂解液、PMSF (北京鼎国生物技术有限公司)；

L02 细胞系(上海诺辰生物技术有限公司)；胰岛素受

体试剂盒(E-EL-H0452，批号：AK0014AUG01001)、

葡萄糖转运蛋白-4 试剂盒(E-EL-H1825，批号：

AK00140EC27006)、TNF-α试剂盒(E-EL-H0109，

批号：AK0014JUL21010)、IL-8 试剂盒(E-EL-H0048，

批号：AK0014JUL21003)(Elabscience 公司)；IR 抗

体(ab137747)(Abcam 公司)。  

1.2  仪器 

Thermo Scientific 8000 细胞培养箱 (美国

Thermo 公司 ) 、 MK3 型酶标检测仪 (Thermo 

Scientific 公司)、BOXUN X-25 超净工作台(上海博

迅实业有限公司)、TDZ4B-WS 低速离心机(上海卢

湘仪)、XDS-1A 光学显微镜(上海精密科学仪器有

限公司)、DMI3000B 倒置拍照显微镜(莱卡)、垂直

电泳仪(上海天能科技有限公司)。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

取冻存的 L02 细胞株 37 ℃快速解冻，

1 000 r·min1 离心 5 min，用 DMEM 培养液清洗 2

次，加入 DMEM 基础培养基重悬、离心后加入

DMEM 完全培养基，于 37 ℃，5%CO2 条件下进

行培养并观察细胞模型生长状况，备用。 

2.2  NASH 模型 

细胞浓度 1×105·mL1，每孔 100 μL 接种于

96 孔板，37 ℃，5%CO2 条件培养 24 h，待 80%细

胞黏连，加入 FFA(按棕榈酸︰油酸=1︰2 制成

500 μmol·L1 的浓度)作用 24 h，建立 NASH 细胞

模型。 

2.3  MTT 法测试化合物对细胞生长抑制率的影响 

设空白组、模型组(FFA 组)和给药组(10 600，

3 533.3，1 177.8，392.6，130.9，43.6，14.5 μg·mL1，

每孔 200 μL 的 NAC 溶液，DMSO︰DMEM=0.1

︰9.9)，空白组、模型组和给药组每个浓度设 3 个

复孔；给药 48 h 后，每孔加入 15 μL MTT，于 37 ℃，

5%CO2 条件避光孵育 3 h；离心后吸净孔内液体，

每孔加 200 μL DMSO，摇床室温震荡 10 min，用

酶标仪测定 492 nm 处吸光度(OD 值)，据此计算细

胞生长抑制率。 

2.4  油红染色法测试化合物对细胞脂变率的影响 

建立模型，按 3 个浓度给药，每个浓度 3 个

复孔；72 h 后进行油红染色：PBS 溶液清洗细胞 3

次，4%多聚甲醛固定 10 min；再用 PBS 溶液清洗

细胞 2 次，60%异丙醇漂洗 1 min；室温下油红染

色 10 min，加入蒸馏水终止；光镜下可见细胞内

红色中性脂滴。 

2.5  Elisa 法测试细胞上清液 GLUT-4、TNF-α 和

IL-8 含量 

给药方法同上，NAC 分别作用 24 和 48 h 后，

3 000 r·min1 低温离心培养液，取上清液，检测

GLUT-4、TNF-α和 IL-8 含量。 

2.6  Western-blot 和 Elisa 法测试细胞 IR 含量 

给药方法同上， NAC 作用 48 h 后，

3 000 r·min1 低温离心细胞裂解液，取上清液，检

测 IR 含量。 

2.7  数据处理 

用 Image J软件处理油红染色结果并计算细胞

脂变率；用Curve Expert1.34软件处理MTT和Elisa
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结果；用 SPSS 19.0 的“配对样本 t 检验”对数据

进行统计分析，以 sx  表示，P<0.05 为差异具有

统计学意义。 

3  结果 

3.1  NAC 对细胞生长抑制率的影响 

结果显示，NAC 作用 48 h 后， 高给药浓度

下的细胞生长抑制率为 34.10%。为使受试化合物

发挥较为显著的疗效，并 大限度避免细胞毒性对

实验结果的影响，本文选择 250，150，100 μg·mL1 3

个给药浓度进行后续试验。结果见图 1。 

 
图 1  细胞生长抑制率 

Fig. 1  Ratio of cell growth inhibition  

3.2  NAC 对 NASH 细胞模型脂质沉积情况的影响 

结果显示，各给药组细胞脂变率均较模型组

低，且差异具有统计学意义(P<0.01)；高、中浓度

组之间差异具有统计学意义(P<0.05)；中、低浓度

组之间，高、低浓度组之间脂变率的差异同样具

有统计学意义(P<0.01)。结果见图 2。 

 
图 2  细胞脂变率 
与模型组相比，1)P<0.01；与中浓度组比较，2)P<0.05；与低浓度组比

较，3)P<0.01。 

Fig. 2  Ratio of steatosis 
Compared with model group, 1)P<0.01; compared with medium 
concentration group, 2)P<0.05; compared with low concentration group, 
3)P<0.01. 

3.3  NAC 对 NASH 细胞模型 GLUT-4、TNF-α和

IL-8 含量的影响 

结果显示，模型组与空白组的 GLUT-4、TNF-α

和 IL-8 含量差异明显，具有统计学意义(P<0.01)；

与模型组相比，各浓度组对各指标的改善较明显，

差异具有统计学意义(P<0.01)。 

24 h 时，与模型组比较，高、中、低浓度组

GLUT-4、TNF-、IL-8 均有统计学差异(P<0.01)；

高浓度组 GLUT-4 和 IL-8 的含量相比中浓度组差

异具有统计学意义(P<0.05)；高、中浓度组 GLUT-4、

TNF-α 和 IL-8 的含量与低浓度组比较差异有统计

学意义(P<0.01)。 

48 h 时，与模型组比较，高、中、低浓度组

GLUT-4、TNF-、IL-8 均有统计学差异(P<0.01)；

NAC 对 IL-8 含量的影响在高、中浓度组之间差异

具有统计学意义(P<0.05)；高、中浓度组 GLUT-4、

TNF-α 和 IL-8 的含量与低浓度组比较差异有统计

学意义(P<0.01)。结果见表 1~2。 

表 1  Elisa法检测GLUT-4、TNF-α和 IL-8含量(n=3, sx  , 

24 h) 

Tab. 1  Content of GLUT-4、TNF-α and IL-8 measured by 

Elisa(n=3, sx  , 24 h) 

组别 
浓度/

μg·mL1

GLUT-4/ 

ng·mL1 

TNF-α/ 

pg·mL1 

IL-8/ 

pg·mL1 

空白组  6.37±0.04 106.34±0.46 125.46±2.51 

模型组  1.48±0.041) 323.21±1.181) 359.66±4.961) 

NAC 低浓度组 100 2.84±0.052) 287.71±5.092) 304.36±2.772) 

NAC 中浓度组 150 4.08±0.052)4) 205.02±2.052)4) 271.69±3.502)4)

NAC 高浓度组 250 4.30±0.082)3)4) 203.68±1.952)4) 256.63±1.812)3)4)

注：与空白组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01；与中浓度组

比较，3)P<0.05；与低浓度组比较，4)P<0.01。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.01; compared with model 
group, 2)P<0.01; compared with medium concentration group, 3)P<0.05; 
compared with low concentration group, 4)P<0.01. 

表 2  Elisa 法检测 GLUT-4、TNF-α 和 IL-8 含量(n=3, sx  , 

48 h) 
Tab. 2  Content of GLUT-4, TNF-α and IL-8 measured by 
Elisa(n=3, sx  , 48 h) 

组别 
浓度/

μg·mL1

GLUT-4/ 

ng·mL1 

TNF-α/ 

pg·mL1 

IL-8/ 

pg·mL1 

空白组  6.08±0.12 137.23±0.48 130.90±3.01 

模型组  1.32±0.071) 369.58±1.281) 392.30±10.311)

NAC 低浓度组 100 2.98±0.042) 256.46±1.622) 325.66±3.692) 

NAC 中浓度组 150 4.11±0.042)4) 203.68±1.952)4) 273.16±2.432)4)

NAC 高浓度组 250 4.17±0.032)4) 204.46±7.202)4) 259.83±1.752)3)4)

注：与空白组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01；与中浓度组

比较，3)P<0.05；与低浓度组比较，4)P<0.01。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.01; compared with model 
group, 2)P<0.01; compared with medium concentration group, 3)P<0.05; 
compared with low concentration group, 4)P<0.01. 

3.4  NAC 对 NASH 细胞模型 IR 含量的影响 

IR 的 Western blot 检测结果见图 3，由于其组

间差异不明显，故进一步开展了 Elisa 检测。结果
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显示，模型组与空白组的 IR 含量差异明显，具有

统计学意义(P<0.01)；各浓度组对 IR 含量的改善

均较为明显，相比模型组的差异具有统计学意义

(P<0.01)；高、中浓度组之间差异具有统计学意义

(P<0.05)；高、中浓度组相比低浓度组差异较明显

(P<0.01)。结果见表 3。 

 
图 3  Western blot 检测 IR 结果 

Fig. 3  Content of IR measured by Western blot 

表 3  Elisa 法测定 IR 含量(n=3, sx  ) 

Tab. 3  Content of IR measured by Elisa(n=3, sx  ) 

组别 浓度/μg·mL1 IR/ng·mL1 

空白组  11.94±0.05 

模型组  4.74±0.181) 

NAC 低浓度组 100 6.42±0.132) 

NAC 中浓度组 150 11.17±0.272)4) 

NAC 高浓度组 250  12.71±0.352)3)4) 

注：与空白组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01；与中浓度组

比较，3)P<0.05；与低浓度组比较，4)P<0.01。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.01; compared with model 
group, 2)P<0.01; compared with medium concentration group, 3)P<0.05; 
compared with low concentration group, 4)P<0.01. 

4  讨论 

MTT 试验结果显示，NAC 对 L02 NASH 细胞

模型的生长抑制率较低，即使在接近饱和浓度

10 600.0 μg·mL1 时也仅为 34.0%，且呈浓度依赖

性，提示该化合物细胞毒性较小。为确保该化合

物的给药浓度产生较为显著的疗效和较小的细胞

毒性，本研究选择 100，150 和 250 μg·mL1 3 个安

全给药浓度进行后续试验。 

NAC 对细胞内脂质沉积影响试验结果表明，

该化合物对 NASH 细胞模型显著升高的脂变率具

有一定程度的改善作用，且呈浓度依赖性。 

ELISA 和 Western blot 检测结果显示，模型组

细胞的 GLUT-4 和 IR 含量下降，TNF-α和 IL-8 的

含量显著升高，提示在 FFA 诱导下细胞出现了胰

岛素抵抗和炎症水平升高现象；而模型细胞在

NAC 的作用下，上述症状得到了不同程度的改善，

表现为 GLUT-4 和 IR 含量的增加，以及 TNF-α和

IL-8 含量的下降；同时，通过不同浓度给药组之

间的比较发现，化合物对以上指标的改善作用呈

一定程度的浓度依赖性，且化合物对 TNF-α和 IR

的改善作用尤为明显。 

综上所述，NAC 可在一定程度上改善 FFA 诱

导的L02细胞NASH模型的脂肪变和胰岛素抵抗状

况，减轻模型细胞的炎症反应水平，保护细胞免受

进一步的氧化应激和炎症损伤，从而发挥其在抗

NASH 方面的潜在作用。该研究结果可能对发挥

NAC在治疗NAFLD和NASH方面的价值提供参考。 
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