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烟酰胺单核苷酸对 Huh7 细胞胆固醇代谢调节作用的研究
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[摘　 要] 　 目的　 探讨烟酰胺单核苷酸(NMN)对 Huh7 细胞胆固醇的调节作用及分子机制。 方法　 用不同浓度

(0、12. 5、25、50、100、200 μmol / L)NMN 处理 Huh7 细胞 24 h,采用细胞增殖及毒性检测试剂盒(CCK-8)检测 NMN
对细胞活力的影响;油红 O 染色观察细胞内脂质蓄积情况;免疫荧光显微镜观察细胞对 DiI-LDL 的摄取能力;实时

定量 PCR(qRT-PCR)和 Western blot 检测细胞内肝细胞核因子 1α(HNF1α)、前蛋白转化酶枯草溶菌素 9(PCSK9)、
低密度脂蛋白受体(LDLR)的 mRNA 和蛋白表达情况。 结果　 CCK-8 实验结果显示,不同浓度 NMN 处理 Huh7 细

胞 24 h 对细胞活力没有显著影响;油红 O 染色显示,LDL 加入后细胞内红色脂滴数量随着 NMN 浓度增加而增多;
免疫荧光显微镜观察结果显示,细胞核周红色荧光随着 NMN 浓度增加而增强;Western blot 和 qRT-PCR 结果显示,
100、200 μmol / L NMN 使 Huh7 细胞 PCSK9、HNF1α mRNA 和蛋白的表达显著降低,LDLR mRNA 和蛋白的表达明显

升高(P<0. 01)。 结论　 NMN 可能通过介导 HNF1α / PCSK9 / LDLR 信号通路参与调节 Huh7 细胞的胆固醇代谢,增
强肝细胞对 LDL 的摄取能力。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the regulatory effect of nicotinamide mononucleotide (NMN) on cholesterol in Huh7
cells and its molecular mechanism. 　 　 Methods 　 Huh7 cells were treated with different concentrations of NMN (0,
12. 5, 25, 50, 100, 200 μmol / L) for 24 hours, and the cell viability was detected by cell counting kit-8 (CCK-8). 　 The
lipid accumulation in cells was observed by oil red O staining. 　 The uptake ability of cells to DiI-LDL was observed by im-
munofluorescence microscope. 　 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) and Western blot were used to detect the expres-
sions of mRNA and protein of intracellular hepatocyte nuclear factor 1α (HNF1α), proprotein convertase subtilisin kexin 9
(PCSK9), and low density lipoprotein receptor (LDLR). 　 　 Results　 CCK-8 experiment showed that different concen-
trations of NMN had no significant effect on cell viability. 　 Oil red O staining showed that the number of orange-red lipid
droplets in the cells increased with the increase of NMN concentration after the addition of LDL. 　 Immunofluorescence mi-
croscope observation results showed that the red fluorescence around the nucleus increased with the increase of NMN con-
centration. 　 Western blot and qRT-PCR results showed that 100 and 200 μmol / L NMN significantly reduced the expres-
sions of PCSK9 and HNF1α mRNA and protein, and significantly increased the expressions of LDLR mRNA and protein in
Huh7 cells (P<0. 01). 　 　 Conclusion　 NMN may be involved in regulating the cholesterol metabolism of Huh7 cells by
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mediating the HNF1α / PCSK9 / LDLR signaling pathway, and enhance the uptake capacity of LDL by liver cells.

　 　 肝脏是人体胆固醇代谢的主要靶器官,血液中

低密度脂蛋白( low density lipoprotein,LDL)被肝细

胞表面低密度脂蛋白受体(low density lipoprotein re-
ceptor,LDLR)识别,进入细胞溶酶体后水解为游离

胆固醇及脂肪酸[1]。 LDLR 是高表达于肝细胞膜上

的一种糖蛋白,能清除血液中超过 70%的低密度脂

蛋白胆固醇( low density lipoprotein cholesterol,LD-
LC),对维持细胞内胆固醇稳态起重要作用[2]。

烟酰胺单核苷酸( nicotinamide mononucleotide,
NMN)是哺乳动物中烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(nico-
tinamide adenine dinucleotide,NAD)的关键前体物质

之一[3]。 NAD 是存在真核细胞内重要的氧化还原

酶,是维持细胞生物学功能所必需的物质[4]。 目前

研究显示,NMN 通过恢复 NAD 的水平进而降低了

糖尿病小鼠的脂质水平[5]。 Stromsdorfer 等[6] 研究

显示小鼠腹腔注射 NMN 会增加肝脏内 NAD 的水平

并降低小鼠肥胖程度。 日本 Megumi 研发的 NMN
与白藜芦醇的食物组合物可降低血液中总胆固醇、
LDL 和甘油三酯含量[7]。 以上所述可知 NMN 有调

节脂代谢的作用,但其具体作用机制尚不清楚。
众所 周 知, 前 蛋 白 转 化 酶 枯 草 溶 菌 素 9

(proprotein convertase subtilisin kexin 9, PCSK9) 与

LDLR 形成复合物使其在蛋白水平降解,阻断其再循

环转运 LDLC,导致血液内 LDLC 升高并诱发心血管

疾病[8]。 肝细胞核因子 1α(hepatocyte nuclear factor
1α,HNF1α)在肝细胞中作为 PCSK9 转录因子,正向

调控 PCSK9 的表达进而调节胆固醇代谢[9-10]。 由此

推测 NMN 或是作用于 HNF1α / PCSK9 / LDLR 通路来

调控胆固醇代谢。 为验证此想法,本实验拟用人肝

Huh7 细胞探讨 NMN 对胆固醇代谢的作用及机制,进
而为指导临床应用提供实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞、试剂及仪器

人 Huh7 细胞购买自广州吉妮欧生物科技有限

公司。 细胞培养基(dulbecco’ s modified eagle medi-
um,DMEM)购买自 Gibco 公司;NMN 购买自 Sigma
公司;胎牛血清购买自杭州四季青生物工程材料有

限公司;磷酸盐缓冲液(phosphate buffered solution,
PBS)、胰蛋白酶细胞消化液、细胞增殖及毒性检测

试剂盒(cell counting kit-8,CCK-8)购买自 Biosharp
公司;油红 O 染色液、苏木精染色液、DAPI 染色液

购买自北京索莱宝科技有限公司;LDL、DiI-LDL 购

买自广州奕源生物科技有限公司;细胞蛋白提取试

剂盒、BCA 蛋白定量试剂盒、SDS-PAGE 凝胶制备试

剂盒、高灵敏蛋白印迹膜发光液试剂盒购买自北京

康为世纪公司;总 RNA 提取试剂盒购买自 Omega
公司; 反转录扩增试剂盒购买自 Toyobo 公司;
LDLR、PCSK9、HNF1α、GAPDH 兔源一抗、羊抗兔二

抗购自 Proteintech 公司。 本实验所需使用的仪器均

由南华大学心血管疾病研究所提供。
1. 2　 细胞培养及分组

Huh7 细胞用含有 10%胎牛血清的 DMEM 培养

基在 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养,待细胞生长密度

融合达 90%以上时进行传代培养。 实验分为 NMN
不同浓度(0、12. 5、25、50、100、200 μmol / L)组,根据

实验要求分组加入药物处理 24 h,之后收集样本。
1. 3　 CCK-8 法检测细胞活力

将传代的 Huh7 细胞悬液按 50% ~ 60%细胞密

度接种于 96 孔板并在培养箱中孵育,待细胞完全贴

壁后更换培养液,加不同浓度 NMN 处理 24 h。 根

据 CCK-8 试剂盒说明,培养基终体积为 100 μL,每
孔加入 10 μL CCK-8 试剂,孵育 2 h。 用酶标仪在

450 nm 波长处测吸光度,按照试剂盒说明书公式计

算细胞存活率以反映药物对细胞的毒性作用。
1. 4　 油红 O 检测细胞脂质蓄积情况

将传代的 Huh7 细胞悬液按 20% ~ 30%细胞密

度接种于 24 孔板并在培养箱中孵育,待细胞贴壁并

生长融合后,把实验分为 6 组,先用 50 mg / L LDL 预

处理 2 h, 随 后 分 别 加 入 0、 12. 5、 25、 50、 100、
200 μmol / L NMN 培养 24 h。 培养结束后,取出 24
孔板,倒掉原留培养液,室温 PBS 洗 3 次,每次

5 min,风干;加入 4% 多聚甲醛溶液每孔 500 μL 固

定 30 min,PBS 洗 3 次,每次 5 min;加入预先过滤好

的油红 O 工作液每孔 500 μL 静置染色 30 min,室温

双蒸水洗 3 次,每次 5 min;加入苏木精染液染色

10 s,室温双蒸水洗 3 次,每次 5 min。 于光学显微

镜下观察并拍片,检测各组细胞脂质蓄积情况。
1. 5　 细胞 DiI-LDL 摄取能力检测

将传代的 Huh7 细胞悬液按 20% ~ 30%细胞密

度接种于 24 孔板并在培养箱中孵育,待细胞贴壁并

生长融合后,将实验分为 6 组,先分别加入 0、12. 5、
25、50、100、200 μmol / L NMN 培养 24 h,随后避光加

入 20 mg / L DiI-LDL 继续孵育 4 h。 取出 24 孔板,避
光,吸弃原留培养基,室温 PBS 洗 3 次,每次 5 min,
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风干;加入 4% 多聚甲醛溶液每孔 500 μL 固定

30 min,室温双蒸水洗 3 次,每次 5 min;加入 DAPI
染液每孔 200 μL 染核 5 min,室温双蒸水洗 3 次,每
次 5 min;于荧光显微镜下观察并拍片,检测各组细

胞内 DiI-LDL 的摄取情况。
1. 6　 Western blot 检测 LDLR、PCSK9 和 HNF1α 蛋

白的表达

将细胞按不同浓度实验分组处理后,通过

Western blot 检测 LDLR、PCSK9 和 HNF1α 蛋白的表

达。 待细胞完全裂解后离心提取蛋白,采用 BCA 蛋

白定量试剂盒检测样品蛋白浓度。 根据试剂盒说

明书制备 SDS-PAGE 胶,根据浓度取等体积等质量

蛋白样品按分组顺序依次注入到每个泳道进行电

泳(恒压 80 V,30 min;120 V,60 min),转聚偏二氟

乙烯膜(恒流 200 mA,120 min),5% 脱脂牛奶封闭

液常温封闭 3 ~ 4 h。 加入一抗 LDLR(1 ∶ 2 000)、
PCSK9(1 ∶ 1 000)、HNF1α(1 ∶ 1 000)及 GAPDH
(1 ∶ 5 000)4 ℃过夜或室温孵育 2 h,TBST 洗 3 次,

每次 10 min;加入羊抗兔二抗(1 ∶ 8 000)室温孵育

1. 5 h,TBST 洗 3 次,每次 10 min。 采用凝胶成像系

统进行检测,高灵敏蛋白印迹膜发光液显色后,曝
光拍摄取图,采用 Image J 软件进行各蛋白灰度值测

量与分析。
1. 7　 实时定量 PCR 检测 LDLR、PCSK9 和 HNF1α
mRNA 的表达

将细胞按不同浓度实验分组处理后,通过实时

定量 PCR( quantitative real-time PCR,qRT-PCR)检

测 LDLR、PCSK9 和 HNF1α mRNA 的表达。 采用 O-
mega 总 RNA 试剂盒提取总 RNA 并测定 RNA 纯度

与浓度,Toyobo 试剂盒反转录后得到 cDNA,再以

cDNA 为模板进行 qRT-PCR 检测,反应条件为 98 ℃
预变性 2 s,98 ℃变性 10 s,55 ℃退火 60 s,扩增为

40 个循环。 采用 qRT-PCR 仪软件检测数据并用

2-ΔΔCt 法进行定量分析。 本实验所用的引物均由生

工生物工程(上海)股份有限公司提供,见表 1。

表 1. LDLR、PCSK9、HNF1α和 GAPDH 引物序列

Table 1. LDLR, PCSK9, HNF1α and GAPDH primer sequences

名称 　 　 　 　 　 　 序列(5′-3′) 产物长度 / bp GenBank 号

LDLR F-GACTGGTCAGATGAACCCATCAAAG
R-AGGTCATTGCAGACGTGGGAAC 86 NM_000527. 5

PCSK9 F-AGGGGAGGACATCATTGGTG
R-CAGGTTGGGGGTCAGTACC 229 NM_174936. 4

HNF1α F-TGGCGCAGCAGTTCACCCAT
R-TGAAACGGTTCCTCCGCCCC 96 NM_000545. 8

GAPDH F-ATGGGGAAGGTGAAGGTCG
R-GGGGTCATTGATGGCAACAATA 108 NM_001357943. 2

1. 8　 统计学分析

采用 GraphPad Prism 6. 0 进行统计分析,所有

实验数据以 x±s 表示,组间差异性比较采用 One-way
ANOVA 单因数方差分析,P<0. 05 表示差异存在统

计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 烟酰胺单核苷酸对 Huh7 细胞活力的影响

采用 CCK-8 实验检测 NMN 是否对 Huh7 细胞

存在 毒 性 作 用。 分 别 以 0、 12. 5、 25、 50、 100、
200 μmol / L NMN 处理细胞 24 h。 结果显示,与

0 μmol / L NMN 组相比,12. 5、25、50、100、200 μmol / L
NMN 组细胞存活率无明显差异(图 1),说明 NMN

在本实验浓度范围内对细胞没有毒性作用。

图 1. 不同浓度 NMN 对 Huh7 细胞存活率的影响(n=4)
Figure 1. Effect of different concentrations of NMN

on the survival rate of Huh7 cells (n=4)
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2. 2　 烟酰胺单核苷酸对 Huh7 细胞脂质蓄积的影响

50 mg / L LDL 处理的 Huh7 细胞分别加入 0、
12. 5、25、50、100 和 200 μmol / L NMN 处理 24 h,采
用油红 O 染色实验检测细胞脂质蓄积情况。 结果

显示,与 0 μmol / L NMN 组相比,随着 NMN 浓度的

增加,Huh7 细胞内红色脂滴逐渐增多(图 2),提示

NMN 可增加 Huh7 细胞脂质蓄积。

图 2. 不同浓度 NMN 对 Huh7 细胞脂质蓄积的影响

A 为 0 μmol / L NMN 组,B 为 12. 5 μmol / L NMN 组,C 为 25 μmol / L NMN 组,
D 为 50 μmol / L NMN 组,E 为 100 μmol / L NMN 组,F 为 200 μmol / L NMN 组。

Figure 2. Effect of different concentrations of NMN on the lipid
accumulation of Huh7 cells

2. 3　 烟酰胺单核苷酸对 Huh7 细胞 DiI-LDL 摄取能

力的影响

分别加入 0、12. 5、25、50、100、200 μmol / L NMN 处

理 Huh7 细胞 24 h 后,再加入 20 mg / L DiI-LDL 处理细

胞 4 h,采用荧光显微镜观察细胞对 DiI-LDL 的摄取情

况。 结果显示,与0 μmol / L NMN 组相比,随着NMN 浓

度的增加,细胞核周红色荧光逐渐增强(图 3),说明

NMN 可增强 Huh7 细胞对 DiI-LDL 的摄取。

图 3. 不同浓度 NMN 对 Huh7 细胞脂质摄取的影响

A 为 0 μmol / L NMN 组,B 为 12. 5 μmol / L NMN 组,C 为 25 μmol / L NMN 组,
D 为 50 μmol / L NMN 组,E 为 100 μmol / L NMN 组,F 为 200 μmol / L NMN 组。

Figure 3. Effect of different concentrations of NMN on the lipid
uptake of Huh7 cells

2.4　 烟酰胺单核苷酸对Huh7细胞中 LDLR表达的影响

分别用 0、12. 5、25、50、100、200 μmol / L NMN
处理 Huh7 细胞 24 h,qRT-PCR 和 Western blot 分别

检测细胞中主要 LDL 摄取受体 LDLR mRNA 和蛋白

表达情况。 结果显示,与 0 μmol / L NMN 组相比,
100 μmol / L NMN 组、 200 μmol / L NMN 组 LDLR
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mRNA 和蛋白表达水平明显升高(图 4)。
2. 5　 烟酰胺单核苷酸对 Huh7 细胞中 PCSK9 表达

的影响

PCSK9 是影响肝脏脂质代谢的重要分子,可在

蛋白水平靶向降解 LDLR。 我们采用 qRT-PCR 及

Western blot 检测了不同浓度 NMN 处理后细胞中

PCSK9 mRNA 和蛋白表达情况。 结果显示, 与

0 μmol / L NMN 组相比,100 μmol / L NMN 组、200
μmol / L NMN 组 PCSK9 mRNA 和蛋白表达水平明

显降低 (图 5)。 由此可知, NMN 可能通过抑制

PCSK9 的表达,进而上调 LDLR 表达,从而增加肝细

胞对 LDLC 的摄取。
2. 6　 烟酰胺单核苷酸对 Huh7 细胞中 HNF1α 表达

的影响

HNF1α 是 PCSK9 基因的正向转录因子且参与

脂代谢调控。 用 qRT-PCR 和 Western blot 检测

HNF1α mRNA 和蛋白的表达情况。 结果显示,与
0 μmol / L NMN 组相比,100 μmol / L NMN 组、200
μmol / L NMN 组 HNF1α mRNA 和蛋白的表达水平

明显降低(图 6)。 表明 NMN 可能通过抑制 HNF1α
的表达,介导 PCSK9 下调,进而上调 LDLR 表达,从
而增加肝细胞对胆固醇的摄取。

图 4. 不同浓度 NMN 对 Huh7 细胞中 LDLR mRNA 和蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 01,与 0 μmol / L NMN 组比较。

Figure 4. Effect of different concentrations of NMN on the expressions of LDLR mRNA and protein in Huh7 cells (n=3)

图 5. 不同浓度 NMN 对 Huh7 细胞中 PCSK9 mRNA 和蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 01,与 0 μmol / L NMN 组比较。

Figure 5. Effect of different concentrations of NMN on the expressions of PCSK9 mRNA and protein in Huh7 cells (n=3)

图 6. 不同浓度 NMN 对 Huh7 细胞中 HNF1α mRNA 和蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 01,与 0 μmol / L NMN 组比较。

Figure 6. Effect of different concentrations of NMN on the expressions of HNF1α mRNA and protein in Huh7 cells (n=3)
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3　 讨　 论

胆固醇代谢稳态对维持正常生命活动起重要

作用,血液中胆固醇浓度处于过低水平或者过高水

平均会对人体产生不利影响[11]。 高胆固醇血症是

胆固醇代谢紊乱中高含量的 LDLC 所造成的,是导

致心、 脑 血 管 疾 病 临 床 事 件 的 主 要 原 因[12-13]。
《2019 年 ESC / EAS 血脂异常管理指南》指出高胆固

醇血症以他汀类药物治疗为主,PCSK9 抑制剂治疗

为辅,但其治疗效果仍存在风险,因此寻找新的治

疗药物仍是研究的热点[14-15]。 NMN 是 NAD 合成途

径中一个重要前体物质,现研究发现人工补充 NMN
可以修复脑损伤和线粒体呼吸缺陷,拮抗缺血再灌

注损伤,对脑出血、老年退行性疾病、视网膜退行性

疾病等均具有一定疗效[7]。 动物实验证实了补充

NMN 能够催化 NAD 的生物合成,改善胰岛功能障

碍,恢复胰岛素分泌, 进而发挥改善肥胖的作

用[16-17];研究显示 NMN 通过增加脂肪分解、提高肝

脏中的 NAD 水平,增强线粒体能量代谢,加快能量

消耗[6];NMN 与亮氨酸协同作用增加脂肪酸氧化,
减少了胆固醇的积聚[18]。 本研究通过细胞 LDL 荷

脂和 DiI-LDL 摄取实验证实了 NMN 能增加 Huh7 细

胞对脂质的摄取,提示 NMN 可能通过增强肝细胞

对血液中 LDLC 的摄取,从而降低血液中 LDLC 的

水平。
现有研究已证实,LDLR 数量或活性的增加会

降低血液中 LDLC 水平[19]。 本研究检测到 NMN 处

理细胞后 LDLR 蛋白和 mRNA 水平的表达均明显升

高,证实 NMN 可能通过增加 LDLR 表达从而增强了

对 LDL 的摄取。 研究表明肝细胞表面 LDLR 与循

环中 PCSK9 结合,LDLR / PCSK9 蛋白复合物被运送

到溶酶体进行降解,阻止 LDLR 循环转运 LDL 使血

浆中胆固醇含量过高导致高胆固醇血症[20]。 因此,
治疗高胆固醇血症可使用 PCSK9 单克隆抗体抑制

剂或小分子抑制剂[21-22]。 本研究结果显示 NMN 可

明显降低肝细胞内 PCSK9 mRNA 和蛋白水平的表

达,这说明 NMN 通过下调 PCSK9 表达,从而上调了

LDLR 蛋白的表达,增加了肝细胞对胆固醇的吸收。
但是,我们的实验结果也发现 NMN 也可增加 LDLR
mRNA 水平的表达,这一作用可能与 PCSK9 表达下

调无关,其确切机制还需进一步探讨。
HNF1α 作为 HNF 家族中关键的一员,对维持

肝细胞的生物学功能起着重要的作用。 HNF1α 在

肝细胞中作为 PCSK9 的转录因子,可调控 PCSK9

基因的表达并调节胆固醇代谢[23]。 研究发现降糖

药利拉鲁肽通过 HNF1α 依赖机制抑制肝细胞中

PCSK9 的表达,增加胰岛素分泌,降低血脂水平[24]。
天然降低胆固醇化合物小檗碱介导泛素蛋白酶体

降解通路下调肝脏中 HNF1α 蛋白的表达,从而抑制

PCSK9 的转录,增加肝细胞对 LDL 及极低密度脂蛋

白的摄取[25]。 芦荟大黄素抑制 HNF1α 的表达并下

调 PCSK9 表达,上调 LDLR 表达,从而促进 LDL 的

摄取[26]。 本研究结果显示 NMN 可显著降低肝细胞

内 HNF1α mRNA 和蛋白的表达水平,进一步验证了

NMN 通过抑制 HNF1α / PCSK9 的表达,上调 LDLR
的表达,增加肝细胞对 LDL 的摄取,降低血浆中胆

固醇的水平。
综上所述,本研究显示 NMN 可能通过介导

HNF1α / PCSK9 / LDLR 信号通路参与调节 Huh7 细

胞的胆固醇代谢,增强肝细胞对 LDL 的摄取能力。
这为临床上应用 NMN 改善高胆固醇血症提供了实

验依据。 但 NMN 调控肝细胞的脂质摄取是否存在

诱发肝脏脂肪变性的可能性也需进一步研究明确。
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