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Abstract 

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is associated with 

metabolic disorders that disrupt lipid and cholesterol metabolism due to the 

accumulation of saturated fatty acids, such as palmitate. This study investigates the 

effects of palmitate on lipid droplet accumulation and the expression of genes 

involved in reverse cholesterol transport (RCT) in HepG2 liver cells. 

Materials and Methods: HepG2 cells were cultured under standard conditions. 

Lipid droplet accumulation was assessed using Oil Red O staining. Cellular 

cholesterol and triglyceride levels were measured using standard kits, and gene 

expression changes for ABCA1 and ABCG (ATP-Binding Cassette Transporter A1 

and G1, respectively), APO-A1 (Apolipoprotein A1), SR-BI (Scavenger Receptor 

Class B Type I), and LXR (Liver X Receptor) were evaluated by RT-qPCR. 

Results: Treatment of HepG2 cells with palmitate resulted in a significant increase 

in lipid droplet accumulation, which inversely correlated with cell viability 

(P<0.0001). Cholesterol and triglyceride levels also significantly increased 

following palmitate treatment compared to the control group (P<0.05). Additionally, 

palmitate decreased the expression of ABCA1 and SR-BI (P < 0.05) while increasing 

the expression of ABCG1 (P < 0.05). No significant changes were observed in the 

expression of APOA1 and LXR (P > 0.05). 

Conclusion: Palmitate disrupts reverse cholesterol transport by downregulating 

ABCA1 and SR-BI expression, leading to lipid accumulation and elevated 

intracellular cholesterol and triglyceride levels. The upregulation of ABCG1 as a 

compensatory response does not adequately counter these disruptions. These 

findings suggest that palmitate, through its effects on metabolic and inflammatory 

pathways, contributes to disturbances in lipid homeostasis and associated metabolic 

disorders. 
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Introduction 

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the 

most prevalent liver disorder associated with 

metabolic disturbances, including obesity, type 2 

diabetes, hypercholesterolemia, hypertension, and 

metabolic syndrome. The incidence of NAFLD is 

rising alongside increasing obesity rates worldwide, 

currently affecting approximately 25-30% of the 

global population. Saturated fatty acids, particularly 

palmitate, play a crucial role in the progression of 

NAFLD by inducing lipid droplet formation, 

oxidative stress, and inflammation in hepatic cells. 

Palmitate, primarily found in palm oil and animal 

fats, promotes triglyceride synthesis while inhibiting 

fatty acid oxidation, leading to excessive lipid 

accumulation in hepatocytes. Additionally, 

palmitate contributes to hypercholesterolemia by 

increasing the production of very low-density 

lipoprotein (VLDL) in the liver, raising low-density 

lipoprotein (LDL) levels. Another potential 

mechanism involves the disruption of reverse 

cholesterol transport, which facilitates the removal 

of excess cholesterol from peripheral tissues to the 

liver for excretion. Key proteins involved in reverse 

cholesterol transport, such as ABCA1, ABCG, 

APO-A1, and SR-BI, facilitate the transfer of 

cholesterol to high-density lipoprotein (HDL). Liver 

X receptor (LXR) regulates the expression of these 

genes in response to elevated cholesterol levels. This 

study aims to investigate the effect of palmitic acid 

on lipid droplet formation in HepG2 cells and 

explore its relationship with genes involved in 

reverse cholesterol transport. 

Methodology 

• Cell Culture: HepG2 cells were obtained from 

the Iranian Cell Bank and cultured in DMEM F-

12 medium supplemented with 10% fetal bovine 

serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin 

under standard conditions (37°C, 5% CO2, 95% 

humidity). 

• Determination of Optimal Palmitate 

Concentration: The cytotoxicity and cell 

viability of various concentrations of palmitate 

(0.4–1.8 µM) were assessed using the MTT assay. 

Cells were incubated for 24 and 48 hours, and 

viability was evaluated by measuring absorbance 

at 570 nm after MTT conversion to formazan 

crystals. 

• Oil Red O Staining: Lipid droplet formation in 

palmitate-treated HepG2 cells was visualized 

using Oil Red O staining, following cell fixation 

and washing. Lipid droplets appeared as red 

droplets within the cytoplasm and were observed 

under an inverted microscope. 

• Cholesterol and Triglyceride Measurement: 

Lipid content was quantified by lysing Palmitate-

treated HepG2 cells using NP40 buffer, followed 

by centrifugation to separate cellular extracts. 

Cholesterol and triglyceride levels were measured 

using commercial kits. 

• Gene Expression Analysis: RT-qPCR was 

used to assess the expression levels of genes 

involved in reverse cholesterol transport 

(ABCA1, ABCG1, SR-BI, LXR, Apo-A1) in 

palmitate-treated cells. Gene expression was 

normalized to TBP(TATA-Binding Protein) as 

the internal control, and relative expression was 

calculated using the 2-ΔΔCt method. 

Statistical Analysis: Data were analyzed using 

GraphPad Prism 9, applying one-way ANOVA or 

Student's t-test for comparisons. A p-value of 

<0.05 was considered statistically significant. 

Results 

• Optimal Palmitate Dose for HepG2 Cell 

Steatosis: The IC50 (50% inhibitory 

concentration) of palmitate was determined using 

the MTT assay, showing no significant difference 

between 24-hour and 48-hour incubation periods. 

The optimal dose (IC50 = 0.8 µM) was selected for 

subsequent experiments. 

• Lipid Droplet Formation: Microscopic images 

revealed increased lipid droplet accumulation in 

palmitate-treated HepG2 cells at various 

concentrations, with a significant inverse 

correlation between cell viability and lipid droplet 

content. Higher palmitate concentrations led to 

greater lipid droplet formation and reduced cell 

viability. 

• Cholesterol and Triglyceride Levels: 

Palmitate treatment significantly elevated 

intracellular cholesterol and triglyceride levels 

compared to untreated control cells, indicating 

enhanced lipid accumulation. 

• Gene Expression Changes in Reverse 

Cholesterol Transport Pathways: palmitate 

treatment significantly reduced the expression of 

ABCA1 and SR-BI, while increasing ABCG1 

expression (P< 0.05). No significant changes were 

observed in the expression of LXR and Apo-A1 

(P>0.05). 
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Discussion  

This study explored the effects of palmitate 

on cell viability, lipid droplet formation, and the 

expression of key genes involved in reverse 

cholesterol transport in HepG2 cells. The results 

demonstrated that palmitate treatment led to a 

significant increase in lipid accumulation, as 

evidenced by Oil Red O staining and elevated 

cholesterol and triglyceride levels. Gene 

expression revealed that palmitate 

downregulated the expression of ABCA1 and 

SR-BI, which are critical for the early and late 

stages of reverse cholesterol transport, 

respectively. Conversely, palmitate upregulated 

the expression of ABCG1, a protein involved in 

the final step of cholesterol transfer to mature 

HDL particles. These findings suggest that 

palmitate disrupts the normal function of reverse 

cholesterol transport by impairing cholesterol 

efflux pathways, potentially contributing to lipid 

retention in hepatocytes. 

Interestingly, while a reduction in ABCA1 

and SR-BI expression suggests a negative impact 

on cholesterol efflux, the compensatory increase 

in ABCG1 expression may represent an attempt 

to restore cholesterol homeostasis. However, this 

compensatory mechanism appears insufficient to 

counterbalance the dysregulation caused by the 

downregulation of ABCA1 and SR-BI. This 

disruption in reverse cholesterol transport likely 

leads to the accumulation of intracellular 

cholesterol, promoting the formation of lipid 

droplets and contributing to hepatic steatosis.  

Previous studies have also reported similar 

findings, indicating that palmitate interferes with 

the expression and function of ABCA1, leading 

to impaired cholesterol transport in hepatocytes. 

Furthermore, despite the reduced expression 

of ABCA1 and SR-BI, palmitate did not 

significantly alter the expression of Apo-A1, a 

key protein involved in HDL formation. This 

discrepancy may arise from different 

experimental conditions, as previous studies 

have shown varying effects of palmitate on 

APOA1 expression, potentially influenced by 

factors such as treatment duration, concentration, 

or cellular models. 

Conclusion 
The study highlights the complex effects of 

palmitate on cholesterol homeostasis and lipid 

metabolism, demonstrating that the disruption of 

reverse cholesterol transport can exacerbate lipid 

accumulation in the liver and contribute to the 

development of metabolic disorders like NAFLD. 

Although ABCG1 expression increases in response 

to palmitate, this compensatory mechanism is 

unlikely to fully counterbalance the impaired 

cholesterol transport caused by reduced ABCA1 and 

SR-BI expression. These findings underscore the 

importance of maintaining proper cholesterol efflux 

to prevent lipid retention and associated metabolic 

dysfunctions. Further investigations are warranted to 

elucidate the mechanisms underlying palmitate-

induced dysregulation of cholesterol transport and 

explore potential therapeutic interventions targeting 

these pathways. 
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 ها:کلیدواژه
انتقال معکوس    ، ک ی ت ی پالم   د ی اس 

چرب    ، کلسترول  کبد  بیماری 
 ی قطرات چرب     ، غیرالکلی 

 چکیده
 

عنوان یک بیماری شایع مرتبط با اختلالات متابولیک،  ( بهNAFLDبیماری کبد چرب غیرالکلی ):  زمینه و هدف

  پژوهش شود. این  می   لیپیدبه دلیل افزایش تجمع اسیدهای چرب اشباع مانند پالمیتات، منجر به اختلال در متابولیسم  
  HepG2های کبدی  های مرتبط با انتقال معکوس کلسترول در سلول و ژن   به بررسی اثر پالمیتات بر تجمع قطرات چربی

 .پردازدمی

 Oilآمیزی  با رنگ   در شرایط استاندارد کشت داده شدند. تجمع قطرات چربی  HepG2های  سلول :  هاروش مواد و

Red O تری و  کلسترول  کیت، سطح  با  تغییراتگلیسرید  و  استاندارد  ژن  های  )هابیان   ATP-Binding Cassetteی 

Transporter A1 and G1  ) ABCG1  وABCA1، (Apolipoprotein A1)Apo-A1، (Liver X Receptor  )LXR   و
(Scavenger Receptor Class B Type   )B1-SR  با روشqPCR-RT ارزیابی گردید. 

  کاهش  با  حالنی درعو    سیتوپلاسمیی  تجمع قطرات چرب  شیافزا  با  تاتیبا پالم  HepG2  یهاسلول   ماریت  :هایافته

تیمار   به دنبالنیز  ها  گلیسرید سلول سطح کلسترول و تری.  (P<0.0001)  بود  همراه  هاسلول   مانیزنده   ی درتوجهقابل
 SR-BIو    ABCA1  انیباعث کاهش ب  تات یپالمهمچنین،  (.  P<0.05)  یافتبا پالمیتات نسبت به گروه کنترل افزایش  

(P<0.05) انیب  ش یافزا وABCG1 (P<0.05) انیبر ب یریشد، اما تأث LXR  وA1-Apo ( نداشتP>0.05). 
، فرآیند انتقال معکوس کلسترول را مختل کرده  B1-SRو    ABCA1های  پالمیتات با کاهش بیان ژن   :گیرییجه نت

عنوان یک پاسخ جبرانی  به   ABCG1شود. افزایش بیان  داخل سلولی می  لیپیدو باعث تجمع لیپید و افزایش سطوح  
کند که پالمیتات از طریق تأثیر بر مسیرهای متابولیکی و  ها تأکید مینتوانست این اختلالات را جبران کند. این یافته

 . های متابولیک مرتبط با آن منجر شودتواند به اختلال در هموستاز لیپید و بیماری التهابی می 
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به  به  جد   ک ی سرعت  جهان   ی چالش  سلامت  عرصه    ی در 
  ر ی را درگ   ت جمعی   از   ٪ ۳0  تا   ٪ ۲۵  با  ی است و تقر   شده ل ی تبد 

  . ( ۲,  1) کرده است 
به  چرب،  مانند  اسیدهای  اشباع  چرب  اسیدهای  ویژه 

کنند،  ایفا می   NAFLDپالمیتات، نقش کلیدی در پیشرفت  
بیش  تجمع  چربی زیرا  این  سلول ازحد  در  کبدی  ها  های 

منجر به تشکیل و تجمع قطرات چربی، استرس اکسیداتیو  
التهاب می  به ( ۳) شود و  پالمیتیک اسید که  طورمعمول در  . 

و چربی  پالم  می روغن  یافت  افزایش  های حیوانی  با  شود،  
گلیسرید و کاهش اکسیداسیون اسیدهای چرب،  سنتز تری 

های کبدی منجر  گلیسرید در سلول ازحد تری به تجمع بیش 
  . این فرآیند باعث تشکیل و رشد قطرات چربی ( ۴) شود می 

زند که  شده و تعادل متابولیسم چربی در کبد را به هم می 
است. پالمیتات،    NAFLDیکی از عوامل کلیدی در پیشرفت  

مکان می  چندین  طریق  از  هایپرکلسترولمی    سم ی تواند  به 
  VLDLها افزایش تولید لیپوپروتئین  کمک کند. یکی از آن 

.  ( ۵) خون است   LDLدر کبد و به دنبال آن افزایش سطح   
معکوس    سم ی مکان  انتقال  مسیر  در  اختلال  دیگر،  احتمالی 

        است.   ( Reverse cholesterol transport) کلسترول  
معکوس     آن   کلسترول  انتقال  طی  که  است  فرایندی 

سلول  از  اضافی  طریق  کلسترول  از  محیطی  بافتهای  و  ها 
تا    شود ی به کبد منتقل م  (HDL) های پرچگال لیپوپروتئین 

استفاده   صفراوی  طریق  از  دفع  با  برای  فرایند  این  شود. 
 SR-BI و   ABCA1  ،ABCG1 هایی نظیر همکاری پروتئین 

می    ی ها ن ی پروتئ   ABCG1و    ABCA1  . ( 6) شود هدایت 
در انتقال کلسترول  هرچند هر دو پروتئین  غشایی هستند.  

سلول  مکانیسم   HDL  به   از  هرکدام  اما  دارند،  های  نقش 
-Aبااتصال به آپولیپوپروتئین    ABCA1خاص خود را دارند.  

I (Apo-A1)  تشکیل روی  بیشتر   ،HDL    ،دارد تمرکز 
  HDLها به  با انتقال کلسترول از سلول   ABCG1  که ی درحال 

،  LXR (Liver X Receptor).  ( ۸,  7) در رشد آن نقش دارد 
ها است  کننده اصلی این ژن ای است که تنظیم گیرنده هسته 

بیان آن  تنظیم  و  بالای کلسترول  به سطوح  پاسخ  را در  ها 
قبل  . ( ۹) کند ی م  و    Nai-Qianمانند    ی مطالعات 

بر تجمع    شتر ی ب   ( 11) و همکاران    Francisca،  ( 10) همکاران 
  تات ی اند، اما اثر پالم تمرکز داشته   ی کبد   ی ها در سلول   ی چرب 
ب  کمتر    ی د ی کل   ی ها ژن   ان ی بر  کلسترول  معکوس  انتقال 
 . است   شده ی بررس 

در    ی بر قطرات چرب   تات ی اثر پالم   ی مطالعه حاضر به بررس 

ا پرداخت   HepG2  ی کبد   ی ها سلول  ارتباط    ق ی تحق   ن ی . 
انتقال معکوس کلسترول   ی رها ی با مس   تات ی پالم  با    ، مرتبط 
-LXR  ،ABCG1  ،ABCA1  ،Apoی ها ژن بیان  آن بر    ر ی تأث 

A1  ،SR-B1   تنظ نقش  ا   LXR  ی م ی و  را    رها ی مس   ن ی در 
 . داد قرار    ی موردبررس 

 . مواد و روش 2

 کشت سلول  -
از بانک سلول انسانی و حیوانی مرکز    HepG2های  سلول 

ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران تهیه شدند و در محیط کشت  
DMEM F-12    10حاوی %  FBS    1و %  

  % C°37  ،۵سیلین/استرپتومایسین، در شرایط استاندارد  پنی 
2CO    رطوبت کشت داده شدند.   % ۹۵و 

 تعیین غلظت کاربردی پالمیتات   -
  ، چرب اشباع   د ی اس   ک یات، ی ت ی پالم تهیه محلول پالمیتات:  

است.    ۲۵6.۴۲  ی و جرم مول   2O32H16C  یی ا ی م ی با فرمول ش 
  ۳0با غلظت    تات ی پالم   ه ی استوک اول   تر ی ل ی ل ی م   ۵  ه ی ته   ی برا 
به    تات ی از پودر پالم   گرم ¬ی ل ی م   ۳۸.۴6۴  زان ی مولار، م   ی ل ی م 
  ماری در بن   قه ی دق   ۵اضافه و به مدت    % ۵0الکل    تر لی ی ل ی م   ۵

ف   60 از  استفاده  با  داده شد.  قرار  ،  0.۲  ی سرنگ   لتر ی درجه، 
برا و قابل   ل ی محلول فوق استر  کشت سلول شد.    ی استفاده 

غلظت    کشت سلول،   ط ی با استفاده از مح   اولیه،   استوک   ن ی از ا 
آن  و    ه ی ته   کرومولار ی م   1۵ از    ی رقتها   ه ی ته   ی برا سپس 
 استفاده شد.    MTTدر    شده ف ی تعر 

 MTT  آزمون    -
توانایی   MTT سنجش    اساس  برای  ها سلول بر  زنده  ی 

دی فنیل  - ۲،۵- ایل[ - ۲- دی متیل تیازول - ۴،۵] - ۳" تبدیل  
توسط  ها ستال ی کر به    "   د ی بروم تترازولیوم   فورمازان  ی 

به ها م ی آنز  وابسته  اکسیدوردوکتاز    . است  NAD(P)H ی 
  خانه   ۹6  پلیت   چاهک   هر   در   سلول   ۲۵000،  خلاصه طور  به 

  تیمار   ( μM 1.8-0.4)   پالمیتات   شیب غلظتی   با   و   شد   کشت 
چهار مرتبه تکرار    عنوان به   چهارخانه برای هر غلظت،    . شدند 
شد.   آزمون  گرفته  نظر  زنده  در  دو  سلول   ی مان سپس  در  ها 

آنکوباسیون   زمانی  در    ۴۸و    ۲۴بازه  شد.  ارزیابی  ساعته 
آنکوباسیون، محیط کشت حذف و    ی ها پایان هریک از زمان 

  MTT   %۵0  "   ی ساعت با محلول حاو   ۴ها به مدت  سلول 
کشت    % ۵0+   دمای    " محیط  شدند.   C°37در  این    تیمار 

اح  حضور  در  به    ی ها اکننده ی معرف  های  کریستال سلولی 
می  تبدیل  از  .  شود فورمازان  با    ۴پس  انکوباسیون،  ساعت 
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رنگ بنفش حاصل،    د. حل شدن   ها ستال ی ، کر DMSOافزودن  
موج   طول  ریدر    ۵70در  میکروپلیت  دستگاه  با  نانومتر 

بر اساس مقایسه جذب نوری    ی مان درصد زنده   و گیری  اندازه 
با    ی ها چاهک  نوری تیمارشده  کنترل طبق    میانگین جذب 

 فرمول ذیل محاسبه شد: 
جذب  " چاهک  )میانگین  جذب  \آزمون نوری  میانگین 

مانی نسبی سلول  = درصد زنده   100کنترل( ×    نوری چاهک 
 " . 

*  50IC   دوزی از پالمیتات در نظر گرفته شد که    عنوان به
. این  رسد ی م (  50V)   درصد   ۵0به    ها سلول ی  مان زنده در آن،  
ی  ها سلول محدوده کاربردی پالمیتات برای    عنوان به غلظت  

HepG2    50در نظر گرفته شد. علاوه برV  غلظت پالمیتات ،
نیز برای بررسی تجمع قطرات    70Vو    60Vهای  ی مان زنده در  

شد.   استفاده  افزا لیپیدی  به  توجه  سلول   ش ی با  در    ی مرگ 
ساعت و عدم وجود    ۴۸  ی در بازه زمان و تیمار  نمونه کنترل  

در دو زمان مختلف،    آمده دست به   50ICاختلاف معنادار در  
کردن    م ی تصم  محدود  گرفته    ۲۴به    مار ی ت مدت  به  ساعت 
 شد. 

 Oil red Oمیزی  آ رنگ  -

  چرب   HepG2  های سلول ،  چربی   قطرات   مشاهده   برای 
  با (  منفی   کنترل )   نشده   چرب   HepG2  ی ها سلول   و   شده 
  شامل   فرآیند   این .  شدند   رنگ   Oil red O  لیپوفیلیک   رنگ 
 Oil  پودر   کردن   حل   با ،  " Oil Red O Stock  محلول "   تهیه 

Red O   استوک   محلول   کردن   رقیق   سپس   و   ایزوپروپانول   در  
  Oil Red O  پودر   گرم ی ل ی م   0.1،  خلاصه طور  . به بود   آب   با 
  با   سپس   و   شد   حل   خالص   ایزوپروپانول   تر ی ل ی ل ی م   ۲0  در 

  تا   محلول   این .  آمد به دست    یکنواخت   محلول   صافی   کاغذ 
  0.1  کردن   مخلوط   با   کار   محلول .  است   پایدار سال    ک ی 
.  شد   تهیه   آب   تر ی ل ی ل ی م   10  با   استوک   محلول   از   تر ی ل ی ل ی م 

،  ی ز ی آم رنگ   از   قبل .  است   پایدار   ساعت   ۲  تا   محلول   این 
  تثبیت   درصد   10  فرمالین   در   دقیقه   ده   مدت   به ها  سلول 
بار    آب   با ها  سلول   شستشوی   از   پس .  شدند  ،  تقطیر دو 
  تیمار (  % 60)   ایزوپروپانول   با   دقیقه   ۵  مدت   به ها  سلول 
  محلول   معرض   در ها  ، سلول ایزوپروپانول   حذف   از   پس .  شدند 
  تکان   با   دقیقه   ۲0  مدت   به   و   گرفتند   قرار   Oil Red  کاری 
  شستشوی   بار   ۳  تا   ۲  از   پس .  شدند   انکوبه   ملایم   دادن 
بار    آب   با ها  سلول    وجود ،  اضافه   رنگ   تخلیه   و   تقطیر دو 

  با   مقایسه   در   شده   چرب   ی ها سلول   در   چربی   قطرات 
 . شد   بررسی   اینورت   میکروسکوپ   با   نشده   چرب   ی ها سلول 

 د ی ر ی س ی کلسترول و تری گل   ی ر ی گ اندازه 

لیز   بافر  از  استفاده  دقیقه    ۳0تا    ۲0و     NP40با 
چرب    HepG2های  انکوباسیون، غشای سیتوپلاسمی سلول 

ها لیز شدند. با سانتریفوژ  شده با پالمیتات، تخریب و سلول 
دقیقه و جدا    10به مدت    g  ۸000سوسپانسیون حاصل در  

عصاره  رویی،  محلول  جمع   ی ها کردن  به  سلولی  و  آوری 
جداگانه میکروتیوب  و    ی ا های  اتوآنالایزر  با  شدند.  منتقل 

پارس آزمون،    د ی ر ی س ی سنجش کلسترول و تری گل   ی ها ت ی ک 
گل  تری  و  چرب شده    ی ها سلول   د ی ر ی س ی محتوای کلسترول 

با سلول  به روش آنزیمی طبق  چرب نشده    ی ها در مقایسه 
  ون ی ل ی م ک ی در    گرم ی ل ی م   ی و بر اساس ر ی گ اندازه دستور کیت  

 .  بیان شد سلول  

فاکتورهای دخیل در انتقال  ارزیابی سطوح بیان ژن   -
 معکوس کلسترول 

ژن  بیان  میزان  مطالعه،  این  -LXR ،   SR های در 

B1,Apo-A1,ABCA1,ABCG1   پارامترهای  به عنوان 
سلول  در  استئاتوز  چرب اختصاصی  با   HepG2 شده   های 

پس  خلاصه،    طور بررسی شد. به   RT-qPCRاستفاده از روش  
ی از   در    ون ی ل ی م ک کشت    ها سلول ،  خانه - 6های  پلیت سلول 

ساعت در شرایط آنکوباسیون نگهداری    ۲۴  به مدت تیمار و  
موجود  ها با استفاده از بافر لیز  سلول پس از تخریب    شدند. 

استخراج   کیت   ,FABRK001) یکتاتجهیز    RNAدر 

Favorgen  توتال  ،)RNA    در کیت،    ذکرشده   پروتکل طبق
  از طریق الکتروفورز   RNAکیفیت    و سازی  استخراج و خالص 

آگارز  با    ژل  آن  غلظت  و  بررسی 
از  اندازه  NanoDrop دستگاه  شد.    RNAگیری 

کیت استخراج  دستورالعمل  طبق    cDNA سنتز  شده 
تا  تهیه    cDNA،  (YT4500, Yekta Tajhiz)یکتاتجهیز   و 
انجام   نگهداری    - ºC۸0در    Real time PCR  آزمون زمان 

از  شد  با استفاده   .cDNA    حاصل، سوپر مستر میکس ریل
 2x Super SYBR Green qPCR)  شرکت یکتاتجهیز تایم  

MasterMix )  اختصاصی پرایمرهای  سطوح  ( 1)جدول    و   ،
بررسی  فوق   ی ها بیان ژن  -TBP  "TATA . ژن گردید الذکر 

binding protein "   استفاده  به داخلی  کنترل    و عنوان 
 .شد محاسبه   CtΔΔ-2 تغییرات بیان ژن با روش 
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 Real time PCRدر    مورداستفاده مشخصات پرایمرهای    . ۱جدول  

 دمای اتصال پرایمر PCRطول محصول  ردیف نوکلئوتیدی پرایمر  ژن

ABCA1 
F 5´- TGTCCGTGTTTGCTGTGGTG -3´ 

R 5´- TCCAATGCCCTGCTCCTCA -3´ 
246 62 

ABCG1 
F 5´- TGCCGAGGTGAACCCTTTTCT -3´ 

R 5´- CTTCGTTCCCGATCCCCAAGT -3´ 
224 61 

SR-B1 
F 5´- GGCATTCCGATCAGTGCAACA -3´ 

R 5´- TTCGTTGGGTGGGTAGATGGA -3´ 
218 60 

Apo-A1 
F 5´-  AGGCTCGGCATTTCTGGCA -3´ 

R 5´-  GCTGTCCCAGTTGTCAAGGAG -3 
179 60 

LXR-α 
F 5´- CGCTACAACCACGAGACAGAG -3´ 

R 5´- CCGAGAAGATGTTGATGGCGA -3´ 
187 60 

TBP 
F 5´- GTTCAGCAGTCAACGTCCCAG 

R 5´- GTCATGGGGGAGGGATACAGTG 
154 62 

 آماری   ل ی وتحل ه ی تجز 
  GraphPad Prism 9افزار  با استفاده از نرم  ی پژوهشهاداده

قرار گرفتند.   ارزیابی  واریانس    ی هاآزمونمورد   طرفهکیآنالیز 
(one-way ANOVA  و نیز ) student T test   تحلیل نتایج    ی برا

به  واستفاده   میانگین  نتایج  استاندارد    ±صورت    (SD)انحراف 
 .معنادار در نظر گرفته شد P-value <0.05ارائه و 

 ها . یافته 3

 
برای تعیین دوز تیمار با پالمیتات در دو    MTTاز آزمون  
%  " نموداری بر اساس    و ساعت استفاده    ۴۸و    ۲۴بازه زمانی  

سلول   نسبی  ماندن  غلظت   " زنده  مقابل  مختلف    ی ها در 
و   رسم  چرب  )شکل    50ICاسیدهای  شد  تفاوت  1تعیین   .)

زمان   شده ن یی تع   50ICبین    ی دار ی معن  و    ۲۴  ی ها در  ساعته 
تیمار و    ۴۸ بنابراین، مدت    50IC   (0.۸ساعته مشاهده نشد؛ 

 .ساعت برای مرحله بعدی در نظر گرفته شد   ۲۴میکرومولار(  

 HepG2  ی ها دوز اپتیمم پالمیتات برای چرب کردن سلول  -

غلظت   Xمحور   .دهندی ساعت انکوباسیون نشان م  48و   24( اثر دوزهای مختلف پالمیتات را به ترتیب پس از Bو  Aنمودارهای )  .۱شکل 

بر روی   نیچنقطهبا  50IC. دهندی می مشخص پالمیتات نشان هاغلظت را در  هاسلول (  %Viabilityی ) مانزندهدرصد   Y( و محور  µM) تاتیپالم

 . است  شدهمشخص نمودارها 

چرب شده   HepG2 ی ها در سلول   قطرات چربی  ارزیابی  -
 با پالمیتات  

  ی ها در سلول   را   تصاویر میکروسکوپی قطرات چربی   A- ۲شکل  
  50V)   % ۵0های  ی مان چرب شده با دوزهای مختلف پالمیتات در زنده 

چرب نشده    ی ها و نیز سلول (  70V)  %70 ( و 60V)   50IC )  ،60%یا  
صورت قطرات قرمز  . قطرات چربی به دهد ی )کنترل منفی( نشان م 
سلول  سیتوپلاسم  قابل در  نمودار  ها  بودند.  درصد    B- ۲مشاهده 
را در   با غلظت   ی ها سلول قطرات چربی  مختلف    ی ها چرب شده 



 ... در انتقال معکوس کلسترول   ل ی دخ   ی و فاکتورها   تات ی پالم  
 

39۱ 

 4، شمارة 32، دورة ۱404سبزوار، مهر و آبان  یدانشگاه علوم پزشک 

. در رابطه  دهد ی چرب نشده نشان م   ی ها پالمیتات، نسبت به سلول 
مانی رابطه  با هر تیمار، بین محتوای قطرات چربی و درصد زنده 

بالاتر  P> 0.0001دار و معکوس مشاهده شد ) معنی  به  با توجه   .)

زنده  در  چربی  قطرات  محتوای    50IC  غلظت ،  50V  ی مان بودن 
. عنوان غلظت تیمار برای مرحله بعدی انتخاب شد پالمیتات به 

 

   (50c: V)  %50و  60% ،  (60b: V)(، 70a: V) %70های ی ماندر زنده غلظت پالمیتاتسه چرب شده با  یها( از سلول 40x( تصویر میکروسکوپی )A) .2شکل 

های با غلظت شده تیمار  یهامقایسه  محتوای قطرات چربی در سلول نمودار (  B(. )، تیمار نشدهNeg controlو کنترل منفی ) Oil red Oبا  شدهرنگ و 

 .  70%( ،60V-P)60%( ،50V-P)50%(70V-P)  های به ترتیب یمانمشخص پالمیتات در زنده 
.*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001

گل  ریتأث- تری  سطوح  بر  کلسترول   و  د یریسیپالمیتات 
 سلولی 
گل  ۳شکل   تری  سطوح  و   (A-۳  شکل)  دیریسیتغییرات 

با غلظت    ( سلولی را B-۳کلسترول )شکل   از تیمار   50ICپس 

با   مقایسه  در  )پالمیتات  منفی  نشده(  هاسلول کنترل  تیمار  ی 
آماری  .  دهدی م  نشان تیمار   آزمون-tمقایسه  که  داد  نشان 
معنی سلول  افزایش  باعث  پالمیتات  با  دردار ها  تری   ی  سطوح 

شد   منفی  کنترل  گروه  به  نسبت  کلسترول  و  گلیسیرید 
(0۵.0>P .)

 

 
:  P پس از تیمار با پالمیتات در مقایسه با کنترل منفی )سلول تیمار نشده(.  ( B( و کلسترول ) A) دیریسیگل ی تر ی تغییرات سطوح سلول  .3شکل

 . ی تیمار نشده(هاسلول : کنترل منفی )Neg-Cپالمیتات؛ 

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001 
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ژن   ریتأث - بیان  بر  انتقال    یهاپالمیتات  در  دخیل 
 معکوس کلسترول 

ژن  ۴شکل   بیان  سطوح  ،  ABCA1  ی هاتغییرات 
ABCG1  ،SR-B1  ،LXR    وApo-A1  به دنبال تیمار با   را

م پالمیتات    50ICغلظت   سلول.  دهدینشان  شدن  های  چرب 

HepG2  بیان ژن پالمیتات سطح  -SRو    ABCA1  ی هابا 

B1  داد    را کاهش  نشده  چرب  منفی  کنترل  به  نسبت 
(P<0.05،)  بیان    کهیدرحال و    ABCG1سطح  افزایش  را 

ژن  ی ریتأث بیان  Apo-A1  (P>0.05 )و    LXR  ی هابر 
 .نداشت

 

 50ICغلظت به دنبال تیمار با A1-Apo (F )و  α-LXR (A)  ،ABCA1 (B،)  ABCG1 (C) ،B1-SR  (D ) یها. تغییرات سطوح بیان ژن4شکل

 P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001*های تیمارنشده )کنترل منفی(.ل در مقایسه با سلو پالمیتات

 

 گیریبحث و نتیجه  .4

تجمع    ، ی سلول   ی مان را بر زنده   تات ی اثرات پالم   پژوهش حاضر 
مرتبط با انتقال معکوس کلسترول    ی د ی کل   ی ها ژن   ان ی و ب   د ی پ ی ل 

سلول  معنادار   ی بررس  HepG2 ی ها در  تفاوت  هرچند    ی کرد. 
ساعت وجود نداشت،    ۴۸و    ۲۴در    تات ی پالم  50IC غلظت   ن ی ب 

و هم در    ل هم در گروه کنتر   ی سلول   ر ی وم مرگ   ش ی افزا   ل ی به دل 
ت  ت دست به 50IC   مار، ی گروه  از  مدت    ۲۴  مار ی آمده  و  ساعته 
  ن ی ب .  ادامه کار در نظر گرفته شد   یساعت برا   ۲۴  ون ی آنکوباس 

رابطه معکوس وجود    ی سلول   ی مان و زنده   ی تجمع قطرات چرب 
زمان با  هم   تات، ی غلظت پالم   ش ی که با افزا   صورت ن ی داشت؛ بد 

چرب   ش ی افزا  م سلول   ی مان زنده   ، ی قطرات  کاهش  ؛  افت ی ی ها 
نرخ    ن ی ب   مم ی عنوان نقطه اپت به   تات ی پالم  50IC غلظت   ن، ی بنابرا 
در نظر گرفته   ی ن ما و کاهش زنده   ی قطرات چرب  ره ی ذخ   ش ی افزا 
  ی سطوح کلسترول و تر   ی طور معنادار به   تات ی با پالم   مار ی ت د.  ش 
  مار ی را نسبت به گروه کنترل بدون ت   ی داخل سلول   د ی ر ی س ی گل 
تحل   ش ی افزا  پالم   ان ی ب   ل ی داد.  که  داد  نشان  باعث    تات ی ژن 
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ب  افزا SR-B1و  ABCA1 ی ها ژن   ان ی کاهش   ژن   ان ی ب   ش ی ، 

ABCG1  ی ها ژن   ان ی در ب   ر یی تغ و عدم LXR  و Apo-A1  .شد 
داده  نشان  مختلف  عملکرد  مطالعات  در  اختلال  که  اند 

ABCA1    وSR-B1   به کاهش ظرف   تواند ی م انتقال    ت ی منجر 
افزا  و  ل   ش ی کلسترول  برا   دها ی پ ی تجمع  شود.  کبد    ی در 

در    ز ی ن  ( 1۳) و همکاران    Jeonو   ( 1۲) و همکاران    Lyuمثال، 
  ABCA1ژن    ان ی ب   تات ی مطالعات جداگانه نشان دادند که پالم 

درنت  سلول   جه ی و  در  را  کلسترول  کاهش    ی کبد   یها انتقال 
قبل دهد ی م  مطالعه  در  هرچند  ب   تات ی پالم   ر ی تأث   ی .    ا ی   ان ی بر 

اما    افت ی   SR-B1  ت ی فعال  مطالعه    Reinنشد،  در  همکاران  و 
که   کردند  گزارش    SR-B1بر    یر ی تأث   NAFLDخود 

  ین ی گز ی جا و همکاران نیز نشان دادند که    Spady.  ( 1۴) ندارد 
ی اشباع  ها ی چرب با کلسترول و اشباع شده  غیر چرب   ی دها ی اس 

خون را کاهش    HDLو    ش ی را افزا   SR-BI  ان ی ب   یی غذا   م ی در رژ 
منجر به احتباس کلسترول داخل    رات یی تغ   ن ی ا .  ( 1۵) دهد ی م 

تشک   د ی ر ی س ی گل   ی تر ش ی افزا   ، ی سلول  ل   ل ی و    ید ی پ ی قطرات 
درنها   شود ی م  برا سلول   یی توانا   ت ی و  را  تعادل    ی ها  حفظ 
م   ید ی پ ی ل  ا ( 6) کند ی مختل  به  نه   ت ی وضع   ن ی .  تنها 

بلکه    شود ی م منجر    NAFLDوقوع    و احتمال   ی پرکلسترولم ی ها 
 .  ( 16) دهد ی م نیز افزایش    ی عروق - ی قلب   ی ها ی مار ی ب   خطر بروز 

 ABCA1   انتقال کلسترول از    ه ی در مرحله اول   ید ی نقش کل
منجر    ند ی فرا   ن ی که ا   کند ی م   فا ی ا   د ی پ ی ل کم   Apo-A1سلول به  

  ABCA1  ان ی کاهش ب   . ( 6) شود ی م   ه ی اول   HDLذرات    ل ی به تشک 
  تواند ی چرب م   د ی اس   ن ی که ا   دهد ی نشان م   تات ی در پاسخ به پالم 

  ترول انتقال کلس   ت ی را مختل کرده و ظرف   ه ی اول   HDL  ل ی تشک 
  اند کرده هرچند مطالعاتی وجود دارد که ادعا    را کاهش دهد. 

، در  ( 1۹- 17) را کاهش دهد   Apo-A1  ان ی ب   تواند ی م   تات ی پالم 
مطالعه،  ب   ی توجه قابل   ر ی تأث   تات ی پالم   این    Apo-A1  ان ی بر 

و    Vargas  یمطالعه   ی ها افته ی با    ، جه ی نت   ن ی ا  نداشت. 
در    Apo-A1  ان ی در ب   ی را توجه که کاهش قابل   ( 1۹) همکاران 

پالمیتات    ی کبد   یها سلول  با  شده  کردند، را  تیمار    گزارش 
که   Vargas. دارد   رت ی مغا  کردند  گزارش  نیز  همکاران    و 
  گذارد ی م  ر ی تأث  Apo-A1 د ی بر تول   م ی رمستق ی طور غ به  تات ی پالم 

  ی تجرب   یها استفاده از مدل   ل ی ها ممکن است به دل تفاوت   ن ی ا 
   .  ( 1۹) باشد   مار ی ت   ط ی تفاوت در شرا   ا ی متفاوت  

  دهد ی را کاهش م   Apo-A1  ان ی ، ب FOXO3با مهار    تات ی پالم 
ا  م   ن ی که  افزا   تواند ی امر  کاهش    و ی دات ی اکس   ب ی آس   ش ی به  و 
  ت ی ها در مقابله با استرس منجر شود. کاهش فعال سلول   یی توانا 

FOXO3   ان ی بر ب  م ی رمستق ی طور غ به  Apo-A1  گذاشته و   ر ی تأث
 . ( 1۹,  1۸) کند ی انتقال معکوس کلسترول را مختل م   ت ی ظرف 

ذرات    SR-B1  ن، ی همچن  به  کلسترول  را    HDLانتقال  بالغ 
با    مار ی تحت ت   ی ها آن در سلول   ان ی و کاهش ب   کند ی م   ل ی تسه 
،  NAFLDجذب کلسترول را مختل کند. در    تواند ی م   تات ی پالم 

از    SR-B1کاهش   کلسترول  اما    HDLجذب  کرده،  کم  را 
از طر  افزا   ن ی گز ی جا   ی رها ی مس   ق ی کلسترول    ت ی فعال   ش ی مانند 

LDLR   ن، ی . همچن شود ی م   ها ت ی وارد هپاتوس   ی و سنتز داخل  
منجر به تجمع    ABCA1مانند    ABC  ن ی کاهش عملکرد ناقل 
  ی ناش   و ی دات ی . التهاب و استرس اکس شود ی کلسترول در کبد م 

کبد در دفع آن   یی و توانا  د ی را تشد  ی سنتز چرب   ط، ی شرا   ن ی از ا 
م  کاهش  درنها دهند ی را  در    SR-B1کاهش    ت، ی .  اختلال  و 

عل HDLونقل  حمل  از    ی غن   HDLسطح    ش ی افزا   رغم ی ، 
ل  تجمع  به  خون،  در  آس   دها ی پ ی کلسترول  منجر    ی کبد   ب ی و 

 . ( ۲1,  ۲0) شود ی م 
  ان ی ب   ش ی ، باعث افزا SR-B1و    ABCA1با کاهش    تات ی پالم 

ABCG1   در انتقال کلسترول به ذرات    ی که نقش مهم   شود ی م
HDL   ی جبران   ی ممکن است پاسخ   ش ی افزا   ن ی تر دارد و ا بالغ  

ل  بار  پالم   ی ناش   ید ی پ ی به  ا ؛   ( ۲۲) باشد   تات ی از    ش ی افزا   ن ی اما 
ناش   تواند ی نم  کاهش    ی اختلالات  را    SR-B1و    ABCA1از 
کاهش    RTC  ی کل   یی کار آ   جه، ی طور کامل جبران کند و درنت به 
تشک   ابد ی ی م  ذرات    ل ی و  م   ه ی اول   HDLمؤثر  .  شود ی مختل 

Kennedy   افزا همکاران  را    ABCG1  ش ی و  چرب  کبد  در 
و همکاران کاهش آن را در    Min  که ی مشاهده کردند، درحال 

NAFLD   با  مرتبط   های پژوهش   بر   علاوه .  ( ۲۳) گزارش کردند  
  چرب   اسیدهای  تأثیر   بررسی   به   نیز   متعددی  مطالعات ،  کبد 

  Wang  ازجمله اند:  پرداخته   ی عروق   ی قلب   های بیماری  بر   اشباع 
  ABCG1و    ABCA1  ان ی کاهش ب و همکاران که نشان دادند،  

ماکروفاژها    RCTدر    ی شتر ی زمان منجر به کاهش ب طور هم به 
  افته ی ها کاهش آن   ABCG1  ان ی که فقط ب   یی ها نسبت به سلول 

 . ( ۲۴) شود ی بود، م 
طر   ژه ی و به   تات، ی پالم  بر    م ی رمستق ی غ   رات ی تأث   ق ی از  خود 

اکس  مس   و ی دات ی استرس  فعال   ، ی التهاب   ی رها ی و  است    ت ی ممکن 
LXR   ( ۲6,  ۲۵) را مهار کند  .LXR   ی اصل   کننده م ی عنوان تنظ به  

  ت ی و کاهش فعال   شود ی شناخته م  SR-B1و   ABCA1 ی ها ژن 
م  فرآ   تواند ی آن  تأث   ند ی بر  کلسترول  معکوس    ی منف   ر ی انتقال 
ا ( ۲6) رد بگذا  نتا   ن ی .  تحق   ی متفاوت   ج ی مطالعه  به    قات ی نسبت 
  که ی طور داشته است، به   LXRبر    تات ی اثر پالم   نه ی در زم   ی قبل 
ب   ی دار ی معن   رات یی تغ  ا   LXR  ان ی در  نشد.  ممکن    ن ی مشاهده 

پالم  دخالت  به  مس   تات ی است  مانند    ی گر ی د   ی رها ی در 
SREBP1   متابول باشد،    ی چرب   سم ی در  مربوط  کلسترول  و 

معنادار   ی قبل   مطالعات   ی برخ   که ی درحال  فعال   ی اثرات    ت ی بر 
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LXR   مطالعه  ( ۲7) اند آن گزارش کرده   ان ی و کاهش ب .Huang  
 ( همکاران  عملکرد  ۲0۲1و  در  اختلال  که  است  داده  نشان   )

HDL   ر ی و مس  RCT   ها  در بافت   د ی پ ی منجر به تجمع ل   تواند ی م
  . ( ۲۸, 6) شود   ی عروق - ی قلب  ی ها ی مار ی خطر ابتلا به ب  ش ی و افزا 

نتا  قبل   ن ی ا   ج ی اختلاف  مطالعات  با  به    ی مطالعه  است  ممکن 
  یها زمان   ا ی   تات ی پالم   ی ها غلظت   ، ی تجرب   ی ها تفاوت در مدل 

همچن   مار ی ت  باشد.  تأث   تات ی پالم   ن، ی مربوط  است    رات ی ممکن 
از طر  را  تنظ   ی گر ی د   ی ها سم ی مکان   ق ی خود  به  و    LXR  م ی که 

SREBP1   اعمال کند   گذارند، ی م   ر ی تأث . 
ا  پ   ن ی درمجموع،  سلول   یها ی دگ ی چ ی مطالعه  به    ی پاسخ 

را نشان    انتقال معکوس کلسترول   ر ی آن بر مس   ر ی و تأث   تات ی پالم 
  ش ی و افزا   SR-B1و    ABCA1  ان ی با کاهش ب   تات ی . پالم دهد ی م 

ABCG1 به و  کرده  مختل  را  کلسترول  انتقال  تعادل  طور  ، 
 . کاهش توانایی گذارد ی م   ر ی تأث   HDLبر عملکرد    م ی رمستق ی غ 

HDL  می کلسترول  انتقال  تسهیل  افزایش  در  به  منجر  تواند 
سطح کلسترول داخل سلولی و تشکیل قطرات لیپید شود که  

بیماری  و  متابولیک  اختلالات  قلب به  کمک    ی عروق   ی های 
 اکسیدانی و آنتی   ی کند. همچنین، کاهش خواص ضدالتهاب می 

HDL  متابولیک  می اختلالات  و  آترواسکلروز  تشدید  به  تواند 
 . منجر شود 
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