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玳玳果黄酮提取物关键效应组分辨识及调控脂质代谢作用机制研究 
    

熊朝栋 1,2，陈红 1*，陈丹 2*，余文静 2，马国萍 2(1.福建省立医院干部特诊科，福州 350001；2.福建中医药大学药学院，福州 350122) 
 

摘要：目的  探究玳玳果黄酮提取物及其敲出目标组分对脂肪变性细胞调控脂质代谢作用及机制，辨识关键效应组分。

方法  采用油酸诱导建立 HepG2 脂肪变性细胞模型，非诺贝特为阳性对照，油红 O 染色法及甘油三酯(triglycerides，TG)
和总胆固醇(total cholesterol，TC)为评价指标，考察玳玳果黄酮提取物、柚皮苷(目标组分)、新橙皮苷(目标组分)、其他

相关组分(黄酮提取物敲除柚皮苷、新橙皮苷)、黄酮提取物敲除其他相关组分(柚皮苷-新橙皮苷 6︰7)对脂肪变性模型细

胞脂质集聚影响。基于 AMPK/SREBP-1c 及 PPARα 信号通路，采用 qRT-PCR 法、Western blotting 检测大鼠肝脏相关基

因、蛋白的表达。结果  预防性给药后，与模型组相比，玳玳果黄酮提取物、柚皮苷、新橙皮苷、提取物敲除其他相关

组分的细胞脂质积聚、TG 及 TC 含量均有明显的改善(P<0.01 或 P<0.05)；玳玳果黄酮提取物及柚皮苷、新橙皮苷可使促

腺苷酸激活蛋白激酶(ATP-activated protein kinase，AMPK)的 mRNA 及磷酸化蛋白表达水平明显升高(P<0.01 或 P<0.05)；
显著抑制并明显下调固醇调节元件结合蛋白(sterol regulatory element binding protein，SREBP-1c)、脂肪酸合成酶(fatty acid 
synthase，FAS)、乙酰辅酶羧化酶(coenzyme carboxylase，ACC)的 mRNA 和蛋白表达水平(P<0.01 或 P<0.05)；可促进过

氧 化 物 酶 增 殖 物 激 活 受 体 (peroxidase proliferator-activated receptor ， PPARα) 、 肉 毒 碱 棕 榈 酰 基 转 移 酶 (carnitine 
palmitoyltransferase-1，CPT-l)的 mRNA 及蛋白表达水平明显上升(P<0.01 或 P<0.05)；其他相关组分无明显差异。结论  玳

玳果黄酮提取物及其关键效应组分柚皮苷、新橙皮苷可有效改善脂质积聚；其作用机制为激活 AMPK 促其蛋白磷酸化表

达，从而抑制脂质合成，同时促进脂肪酸的氧化分解，由此减少脂肪沉积，发挥调控脂质代谢的作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effect and mechanism of Daidai flavonoid extracts and its key effect components on 
the regulation of lipid metabolism in steatosis cells and to identify the key effect components. METHODS  HepG2 cell steatosis 
model was established by oleic acid induction. Fenofibrate was used as a positive control. The oil red O staining method, 
triglycerides(TG), and total cholesterol(TC) were used as evaluating indicators to investigate the effects of Daidai flavonoid extracts, 
naringin(key effect component), neohesperidin(key effect component), other related components(flavonoid extract excluded naringin 
and neohesperidin), and extracts excluded other related components(6∶7 of naringin-neohesperidin) on the lipid accumulation in 
HepG2 cell steatosis model. Based on AMPK/SREBP-1c and PPARα signaling pathways, qRT-PCR and Western blotting were used 
to detect the expression of related genes and proteins in rat liver. RESULTS  After preventive administration, compared with the 
model group, the cell lipid accumulation, TG and TC levels were significantly improved(P<0.01 or P<0.05) in the groups of Daidai 
flavonoid extracts, naringin, neohesperidin and extracts excluded other related components. Daidai flavonoid extracts, naringin and 
neohesperidin significantly increased the expression levels of ATP-activated protein kinase(AMPK) mRNA and phosphorylated 
protein(P<0.01 or P<0.05); inhibited and reduced the mRNA and protein expression levels of sterol regulatory element binding 
protein(SREBP-1c), fatty acid synthase(FAS) and acetyl coenzyme carboxylase(ACC)(P<0.01 or P<0.05); increased the mRNA and 
protein expression levels of peroxidase proliferator-activated receptor(PPARα) and carnitine palmitoyltransferase-1(CPT-l)(P<0.01 
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or P<0.05). There was no significant difference in other related component group. CONCLUSION  The Daidai flavonoid extracts 
and the key effect components naringin and neohesperidin can effectively improve the lipid accumulation of steatosis model cells. 
The mechanism is to activate AMPK to promote its phosphorylation expression, thereby inhibiting lipid synthesis. At the same time, 
it promotes the oxidation and decomposition of fatty acids, thereby reducing fat deposition and regulating lipid metabolism. 
KEYWORDS: Daidai flavonoid extracts; naringin; neohesperidin; HepG2 cell steatosis model; ATP-activated protein 
kinase(AMPK); sterol regulatory element binding protein(SREBP-1c); peroxidase proliferator activated receptor(PPARα) 

 
玳玳(Citrus Aurantium L. var daidai Tanaka)是

芸香科柑桔亚属植物酸橙的变种，是药食同源类药

材。玳玳果含有丰富的黄酮类成分，临床多用于胸

腹满闷胀痛、食积不化、痰饮等病症的治疗[1-3]。玳

玳果黄酮提取物是笔者所在课题组以授权发明专

利制备的玳玳果有效部位提取物，具有良好的降血

脂及抗氧化作用，主要效应组分为新橙皮苷、柚皮

苷，且二者含量占总黄酮含量的60%以上[4-8]。近年

来，在高脂血症和降脂药物的研究中，发现了一些

与高脂血症有关的重要作用靶点如腺苷酸激活蛋

白激酶(AMP- activated protein kinase，AMPK)，它

是调控体内蛋白质、脂质及糖类代谢的重要“开关

靶点”[9-12]。研究表明，AMPK 激活后主要可通过

影 响 固 醇 调 节 元 件 结 合 蛋 白 (sterol regulatory 
element binding protein-1c, SREBP-1c)和其下游靶

点如乙酰辅酶 A 羧化酶(acetyl CoA carboxylase，

ACC)、脂肪酸合成酶(fatty acid synthase，FAS)等，

抑制脂质的从头合成[13-15]；同时通过影响过氧化

物 酶 增 殖 物 激 活 受 体 (peroxisome proliferators- 
activated receptor α, PPARα)靶点及其下游肉毒碱

棕榈酰基转移酶(carnitine palmitoyltransterase-1，

CPT-l)表达，促进脂肪酸的氧化分解[16-17]。 
因此，本研究针对玳玳果黄酮提取物，以及

基于组分敲出法从提取物敲出的目标组分柚皮

苷、新橙皮苷、其他相关组分(玳玳果黄酮提取物

敲除柚皮苷及新橙皮苷后产物)、提取物敲除其他

相关组分[柚皮苷-新橙皮苷(6∶7)]样品[18]，采用油

酸诱导建立 HepG2 细胞脂肪变性模型，以非诺贝

特为阳性对照药物，考察比较玳玳果黄酮提取物

及其各敲出目标组分对脂质积聚和脂质代谢异常

的改善作用，辨识关键效应组分；进一步研究比

较玳玳果黄酮提取物、关键效应组分及其他相关

组分，基于 AMPK/ SREBP-1c 和 PPARα 关键信号

通路因子，对调控脂质从头合成途径、脂肪酸氧

化代谢途径的基因及蛋白表达水平的影响，阐明

玳玳果黄酮提取物及关键效应组分调控细胞脂质

代谢作用机制及多靶点的作用特性，揭示提取物

中关键效应组分与其他相关组分的整体协同作

用，为玳玳果黄酮提取物的进一步临床应用提供

理论依据。 
1  材料   
1.1  仪器 

Infinite M200 PRO 多 功 能 酶 标 仪 ( 瑞 士

TECAN 公司 )；MiniproteatTetra 垂直电泳仪、

ChemiDocXRS+ 化 学 发 光 成 像 系 统 均 购 自 美 国

Bio-Rad 公司；ABI7900 实时荧光定量 PCR 仪(美
国 Applied Biosystem 公司)；XS205 十万分之一电

子天平[梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司]；ZD 
9550 脱色摇床(海尔其林贝尔仪器制造有限公司)；
DM ILLED 倒置相差显微镜(德国 Leica 公司)；
Forma 371 型二氧化碳培养箱、HFuu586 超低温冰

箱(美国Thermo Fisher Scientific)。 
1.2  试药 

玳玳果黄酮提取物(自制，批号：20190401；

总黄酮含 量：86.47%)；柚皮苷 (自制，批号 ：

20190625；纯度>98.0%)；新橙皮苷(自制，批号：

20190702；纯度>98.0%)；提取物敲除其他相关组

分[柚皮苷-新橙皮苷(6∶7)，自制批号：20190610]；
其他相关组分样品(自制，批号：20190605)；非诺

贝特胶囊(法国利博福尼制药有限公司，规格：每

粒 200 mg；批号：H20160155)；油酸(oleicacid，

OA，上海源叶生物科技有限公司，批号：B21592)。 
饱和油红 O 染色液 (货号：G1260)、噻唑蓝

MTT(货号：G1262)均购自北京索莱宝科技有限公

司；甘油三酯(triglycerides，TG)试剂盒(货号：

A110-1-1)、总胆固醇(total cholesterol，TC)试剂盒

(货号：A111-1-1)均购自南京建成生物工程研究所；

RIPA 裂解液(强，货号：P0013B)、BCA 蛋白浓度

测定试剂盒(增强型，货号：P0010S)均购自碧云天

生物科技有限公司；RNA 提取试剂盒 (货号：

R401-01)、RNA 逆转录试剂盒(货号：R123-01)、
CPT-1(货号：15184-1-AP)抗体均购自南京诺维赞

生物科技公司；飞克特敏 ECL 发光液(大连美仑生

物技术有限公司，货号：ma0186)；AMPKα 抗体(货
号：10929-2-AP)、ACC 抗体(货号：21923-1-AP)、
FAS/CD95 抗体(货号：13098-1-AP)、SREBP1 抗
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体 ( 货 号 ： 14088-1-AP) 、 PPARα 抗 体 ( 货 号 ：

15540-1-AP)、β-actin 抗体(货号：66009-1-ig)、羊

抗鼠 IgG(H+L)、羊抗兔 IgG(H+L)等均购自武汉三

鹰生物技术有限公司；phospho-AMPK(Thr172)抗
体(北京博奥森生物技术公司，货号：bs-4002R)。 
1.3  细胞株 

人肝癌细胞(HepG2 细胞)，由福建中医药大学

中西医结合研究院黄苏萍教授团队馈赠。 
2  方法 
2.1  溶液配制 
2.1.1  油酸造模母液  吸取 95.20 μL OA 加入

5 mL 的基础培养基中，加入 30 μL 的二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide，DMSO)超声 5 min 使其溶解，

当无油状物析出时将溶液补足至 10 mL，过滤除

菌，4 ℃封口保存备用，即得 30 mmol·L–1 OA 造

模母液，临用前以完全培养基稀释至所需浓度。 
2.1.2  非诺贝特溶液  精密称取 14.4 mg 非诺贝

特胶囊内容物，加入 2 mL 的 DMSO 溶解，滤过

除菌，4 ℃封装保存，即得 20 mmol·L–1 的非诺贝

特溶液，临用时稀释至所需浓度。 
2.1.3  药物溶液  玳玳果黄酮提取物溶液：精密

称取玳玳果黄酮提取物 60 mg，加入 0.5 mmol·L–1 
OA 造模液适量溶解后，补足至 6 mL，滤过除菌，

即得浓度为 10 mg·mL–1 玳玳果黄酮提取物溶液，

封口 4 ℃保存，备用，临用时稀释至所需浓度。 
各敲出目标组分溶液：分别精密称取敲出目

标组分柚皮苷、新橙皮苷、其他相关组分、敲除

其他相关组分样品，各 20 mg，加入 0.5 mmol·L–1 
OA 造模液适量溶解后，补足至 4 mL，滤过除菌，

即得浓度为 5 mg·mL–1 的各组分溶液，封口 4 ℃保

存，备用，临用时稀释至所需浓度。 
2.2  MTT 法检测 HepG2 细胞活力 

取处于对数生长期、状态良好的 HepG2 细胞，

接种于 96 孔板中(每孔 2×103 个细胞)，37 ℃、

5%CO2 下培养 24 h，使 HepG2 细胞重新贴壁。贴

壁后分别加入含不同种类、不同浓度药物的完全

培养基，其中玳玳果黄酮提取物的浓度为 0，12.5，

25，50，100，200，400 和 800 μg·mL–1；新橙皮

苷与其他相关组分浓度为 0，4.4，8.8，17.5，35，

70，140 和 280 μg·mL–1；柚皮苷浓度为 0，3.8，

7.5，15，30，60，120 和 240 μg·mL–1，非诺贝特

浓度10.0 µmol·L–1，完全培养基处理。同时设置空

白调零组(加不含细胞的完全培养基)、正常组(无

药物干预的正常培养基)，培养 24，48 h 后，弃去

原培养基，PBS 清洗 1 次，向每孔加入 20 μL 预先

配置浓度为 5 mg·mL–1 的 MTT 溶液(避光保存)，
轻柔晃动使其铺满孔底，5%CO2、37 ℃培养箱中

继续培养 4 h 后，弃去 96 孔板内溶液，每孔加入

150 μL DMSO，室温下放置摇床上低速振荡混匀

20 min(避光)，使产生的紫色结晶充分溶解，于酶

标仪 490 nm 波长处检测各孔吸光度(OD)值。采用

细胞活力式(1)计算。 

  
(1)

 
2.3  对 OA 诱导建立 HepG2 细胞脂肪变性模型的

影响 
2.3.1  细胞培养与给药处理  取生长状态良好的

对数生长期的 HepG2 细胞接种于 6 孔板(每孔

1×105 个细胞)，37 ℃、5%CO2 条件下培养 24 h 使

细胞重新贴壁。待细胞贴壁后进行实验分组，再

同时给予含 0.5 mmol·L–1 OA 和不同浓度的药物

(根据“3.1.1”项下结果而定)。正常组仅 10%FBS
完全培养基处理；模型组在正常组基础条件上加

入含 OA 0.5 mmol·L–1；给药组在模型组基础上加

相应浓度药物：其他相关组分组(玳玳果黄酮提取物

敲除柚皮苷及新橙皮苷后产物，70 μg·mL–1)、提取

物敲除其他相关组分组(柚皮苷约 60.0 μg·mL–1、新

橙皮苷 70.0 μg·mL–1)、柚皮苷组(60 μg·mL−1)、新

橙 皮 苷 组 (70 μg·mL–1) 、 玳 玳 果 黄 酮 提 取 物 组

(200 μg·mL–1)、非诺贝特组(阳性对照，10 µmol·L–1)。
处理时间为 24 h，每组细胞设 3 个复孔，重复试验

3 次。 
2.3.2  油红 O 染色法观察脂质积聚  取“2.3.1”

项下给药处理后的细胞，弃去原培养基，用适量

PBS 缓冲液反复清洗 3 次；每孔加入 1 mL 4%多

聚甲醛，4 ℃冰箱内固定 30 min，再以适量 PBS
缓冲液清洗 3 次；每孔用 500 μL 新鲜配制的油红

O 染液，室温染色 10 min 后，弃去染液，以 PBS
缓冲液清洗各孔 3 次至背景透明，用电子显微镜

观察各组细胞形态及脂滴分布情况，拍照记录；

而后每孔加入 1 mL DMSO 溶解油红 O 染色，室温

下低速振荡混匀 20 min，酶标仪 358 nm 处测定各

孔吸光度(OD)值。 
2.3.3  测定各组细胞 TG、TC 含量  取“2.3.1”

项下给药处理后的细胞，弃去原培养基，用适量

PBS 缓冲液反复清洗 3次；以胰酶消化液处理得细
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胞悬液，1 000 r·min−1 离心 5 min，弃去上清液，

以 PBS 缓冲液清洗 2 次，弃去上清液；加入 2%的

TritonX-100；裂解 30 min，将裂解后的液体严格

按照 TC 和 TG 含量测定试剂盒说明书操作，每个

样本 3 个复孔，重复试验 3 次；BCA 法测定每孔

细胞的蛋白含量。 
1

1

TC TG (mmol g prot) =
OD OD ×  
OD OD

(mmol L )
(gprot L )−

⋅

⋅
⋅

-

-1

含量

值样本 值空白

值校准 值空白

校准品浓度

待测样 度

-

本蛋白浓

或

-  

2.3.4  实时荧光定量 PCR 检测各组细胞脂质代谢

相关基因表达  取“2.3.1”项下细胞，弃去原培

养基，用适量 PBS 缓冲液反复清洗 3 次；以

RNAIsolater 溶液提取总 RNA，将提取所得总 RNA
置于核酸分析仪中，分析纯度。将总 RNA 逆转录

为 cDNA。按 PCR 试剂盒说明书操作，构建反应

体系，每个样本设 3 个复孔，测定目标 mRNA 的

相对表达量。引物序列见表 1。 
 
表 1  引物序列 
Tab. 1  Primer sequence 
基因名称 种属 引物序列(5’→3’) 
AMPKα homo F：TTGCCAAAGGAGTGATTCAGATG 

R：TTAGGTCAACAGGAGAAGAGTCAA
PPARα homo F：TTCGCAATCCATCGGCGAG 

R：CCACAGGATAAGTCACCGAGG 
SREBP-1c homo F：CTTAGAGCGAGCACTGAACTG 

R：GGAACTGATGGAGAAGCTGTAG 
CPT-1 homo F：ATCAATCGGACTCTGGAAACGG 

R：TCAGGGAGTAGCGCATGGT 
FAS homo F：GGACCCTCCTACCTCTGGTT 

R：GGGCTTATGGCAGAATTGGC 
ACC homo F：AGACTGTGGTGGTTGGTAGA 

R：CTGCTGGATTATCTTGGCTTCA 
GAPDH homo F：CTGGGCTACACTGAGCACC 

R：AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG 
 
2.3.5  Western blotting 检测各组细胞脂质代谢相

关蛋白表达  取“2.3.1”项下细胞，弃去原培养

基，用适量 PBS 缓冲液反复清洗 3 次；加入适量

增强型 RIPA 裂解液(临用前加入磷酸酶和蛋白酶

抑制剂)于冰上裂解 30 min，12 500 r·min−1 离心

10 min，取适量上清液，以 BCA 法检测蛋白含量，

根据测定结果将上清液与适量上样缓冲液(5×)混

匀，100 ℃金属浴变性。将变性后的蛋白按每孔

20 μg 进行 SDS-PAGE 电泳。将转至 PVDF 膜的蛋

白以 5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，分别加入 AMPK、

p-AMPK、SREBP-1c、ACC、FAS 及 PPARα、CPT-1
抗体，4 ℃摇床孵育过夜，隔日室温二抗孵育

1~2 h。采用 ChemiDocXRS+化学发光成像系统采

集图像，以 β-actin 为内参对照，使用 Image J 软件

对条带定量分析。 
2.4  数据处理与统计学分析 

采用 GraphPad Prism 7 软件作图，SPSS 20.0
统计软件处理数据。符合正态分布的数据以 sx ±
表示。符合正态分布的计量资料，两组间比较用 t
检 验 ， 多 组 间 两 两 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析

(one-way ANOVA)检验，两两比较采用 小显著性

差异法(LSD)，不符合正态分布的数据采用非参数

检验。P<0.05 表示差异有统计学意义。 
3  结果 
3.1  玳玳果黄酮提取物降脂药效及关键效应组分

辨识 
3.1.1  对 HepG2 细胞增殖影响  分别考察玳玳果

黄酮提取物及各敲出目标组分 24，48 h 对 HepG2
细胞活力的影响。结果表明，玳玳果黄酮提取物浓

度 12.5~800.0 μg·mL–1 时 ， 柚 皮 苷 浓 度 3.8~ 
60.0 μg·mL–1 时，新橙皮苷浓度 4.4~70.0 μg·mL–1

时，其他相关组分浓度 4.4~70.0 μg·mL–1 时，非诺

贝特浓度 10.0 µmol·L–1 时，对正常 HepG2 细胞活

力无明显抑制作用，可用于后续给药浓度的设定。 
3.1.2  对脂肪变性模型细胞脂质积聚作用  油红

O 染色电镜下观察，与正常组相比，模型组可观

察到明显红色脂滴积聚；与模型组相比，玳玳果

黄酮提取物、新橙皮苷、柚皮苷、提取物敲除其

他相关组分、非诺贝特组均出现红色脂滴数不同

程度减少；其他相关组分组脂滴数量无明显变化。

油红 O 染色 OD 值测定结果，与正常组相比，模

型组 OD 值显著升高；与模型组相比，玳玳果黄酮

提取物、新橙皮苷、柚皮苷、提取物敲除其他相

关组分、非诺贝特组 OD 值均显著降低(P<0.01)；
其他相关组分组与模型组相比 OD 值差异无统计

学意义。 
结果表明，玳玳果黄酮提取物、柚皮苷、新

橙皮苷、提取物敲除其他相关组分样品均能改善

脂肪变性模型脂滴分布并减少脂质积聚。玳玳果

黄酮提取物组与非诺贝特 OD 值相近，无显著性差

异，减少脂质积聚作用效果相当。提取物敲除其

他相关组分组的药效仅次于玳玳果黄酮提取物组

(P<0.05)。柚皮苷与新橙皮苷 2 组 OD 值相近，无
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显著性差异，两者改善脂滴分布及减少脂质积聚

效果相当。其他相关组分几乎无改善作用。故柚

皮苷与新橙皮苷是玳玳果黄酮提取物降脂作用的

主要贡献组分。结果见图 1 和表 2。 
 

 
 

图 1  各组细胞油红 O 染色形态图(200×) 
Fig. 1  Morphology of oil red O staining in each 
groμp(200×) 
 

表 2  各组细胞油红 O 吸光度值测定结果( x s± ，n=3) 
Tab. 2  Determination results of absorbance value of oil red 
O in each groμp( x s± , n=3) 

组别 油红 O 染色 OD 值 

正常组 0.136 8±0.010 3 

模型组 0.350 4±0.020 31) 

其他相关组分组 0.343 9±0.021 6 

提取物敲除其他相关组分组 0.212 1±0.019 72) 

柚皮苷组 0.231 2±0.003 52)3) 

新橙皮苷组 0.244 2±0.018 02)3) 

玳玳果黄酮提取物组 0.205 5±0.014 92)4) 

非诺贝特组 0.181 2±0.011 22)3) 

注：与正常组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01；与提取物敲

除其他相关组分组相比，3)P<0.01，4)P<0.05。 
Note: Compared with normal group, 1)P<0.01; compared with model 
group, 2)P<0.01; compared with the extracts knocked out other related 
components group, 3)P<0.01, 4)P<0.05. 

3.1.3  对脂肪变性模型细胞 TG、TC 含量的影响  
与正常组相比，HepG2 脂肪变性模型细胞 TG、TC
含量显著升高(P<0.01)；与模型组相比，玳玳果黄

酮提取物、新橙皮苷、柚皮苷、提取物敲除其他

相关组分、非诺贝特组的 TG、TC 含量均显著降

低(P<0.05 或 P<0.01)；其他相关组分组 TG、TC
含量无明显变化。 

结果表明，HepG2 脂肪变性细胞模型成立；玳

玳果黄酮提取物、柚皮苷、新橙皮苷、提取物敲除

其他相关组分均能改善脂肪变性模型细胞脂质水

平，其他相关组分几乎无降脂效果。玳玳果黄酮提

取物与非诺贝特降脂效果相当。柚皮苷与新橙皮苷

两者改善脂质水平效果相当，是提取物降脂作用的

主要贡献者，即关键效应组分。结果见图 2。 
 

 
 

图 2  各组细胞 TG、TC 含量测定结果 
与正常组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01，3)P<0.05；与玳

玳果黄酮提取物组相比，4)P<0.01，5)P<0.05。 
Fig. 2  Results of determination of TG and TC content in 
cells of each group 
Compared with control group, 1)P<0.01; compared with model group, 
2)P<0.01, 3)P<0.05; compared with Daidai flavonoid extracts group, 
4)P<0.01, 5)P<0.05. 
 
3.1.4  降脂作用贡献度及整体协同作用分析  与

提取物敲除其他相关组分组相比，玳玳果黄酮提

取物组降低 OD 和 TG、TC 含量 优，差异有统

计学意义(P<0.01 或 P<0.05)；柚皮苷组、新橙皮
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苷组降低 OD 和 TG、TC 含量不如提取物敲除其

他 相 关 组 分 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 (P<0.01 或

P<0.05)；其他相关组分组几乎无作用。 
对于减少脂质积聚及降低细胞 OD 值和 TG、

TC 含量的效果，玳玳果黄酮提取物(由关键效应组

分与其他相关组分组成)表征出的降脂效果 佳，

优于提取物敲除其他相关组分组；且降脂药效玳

玳果黄酮提取物>提取物敲除其他相关组分[柚皮

苷-新橙皮苷(6∶7)]组≥柚皮苷组≥新橙皮苷组，

其他相关组分单独给药时对细胞脂质积聚几乎无

影响。 
因此，分别以玳玳果黄酮提取物、提取物敲

除其他相关组分、柚皮苷、新橙皮苷干预后，均

可显著降低细胞脂质含量并减少细胞脂质积聚；

玳玳果黄酮提取物降脂关键效应组分为柚皮苷与

新橙皮苷，两者是提取物降脂作用的主要贡献组

分， 佳含量比为 6∶7；玳玳果黄酮提取物敲除

其他相关组分后降脂药效显著降低，故其他相关

组分在玳玳果黄酮提取物中起到协同改善脂质积

聚的作用。揭示了玳玳果黄酮提取物表征出的中

药整体协同作用的特性。结果见表 2，图 1~2。 
3.2  玳玳果黄酮提取物及关键效应组分对脂肪变

性细胞调控脂质代谢机制研究 
3.2.1  影响 AMPK 关键靶点 mRNA 及 p-AMPK
蛋白表达  与正常组相比，HepG2 脂肪变性模型

细胞的 AMPK mRNA 表达及磷酸化 p-AMPK 蛋白

表达水平均显著下调(P<0.01)。与模型组相比，玳

玳果黄酮提取物、柚皮苷、新橙皮苷、非诺贝特

组细胞 AMPK mRNA 表达及 p-AMPK 蛋白相对表

达水平均显著升高(P<0.01 或 P<0.05)，其他相关

组分组表达水平差异无统计学意义。 
提示，脂肪变性模型细胞的 AMPK mRNA 及

p-AMPK 蛋白表达水平被抑制；玳玳果黄酮提取

物、柚皮苷、新橙皮苷、非诺贝特分别干预后，

均能上调细胞 AMPK mRNA 及促磷酸化 p-AMPK
蛋白表达水平；柚皮苷、新橙皮苷与提取物表征

出相同的基于 AMPK 信号通路的作用机制，是提

取物的关键效应组分。结果见图 3。 

3.2.2  影响脂肪从头合成通路 SREBP-1c、ACC、

FAS mRNA 及蛋白表达 
3.2.2.1  对 SREBP-1c mRNA 及蛋白表达的影响  
与正常组相比，脂肪变性模型细胞 SREBP-1c mRNA 

 
 

图 3  玳玳果黄酮提取物及敲出目标组分对脂肪变性模型

细胞 AMPK mRNA 及 p-AMPK 蛋白表达的影响 
与正常组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01，3)P<0.05。 
Fig. 3  Effect of Daidai flavonoid extracts and its effect 
components on the expression of AMPK mRNA and 
p-AMPK protein in a steatosis cellular model 
Compared with normal group, 1)P<0.01; compared with model group, 
2)P<0.01, 3)P<0.05. 
 

和蛋白表达水平明显升高(P<0.01)。与模型组相

比，玳玳果黄酮提取物、柚皮苷、新橙皮苷、非

诺贝特组的细胞 SREBP-1c mRNA 及蛋白表达水

平均显著降低(P<0.01 或 P<0.05)，其他相关组分

组差异无统计学意义。 
结果表明，细胞脂肪积聚时 SREBP-1c mRNA

和蛋白表达水平上调；而玳玳果黄酮提取物及关

键效应组分柚皮苷、新橙皮苷对 SREBP-1c 的

mRNA 和蛋白表达量上调均表征出明显的抑制作

用，可使其表达水平显著降低，抑制脂肪从头合

成通路 SREBP-1c 靶点。结果见图 4。 
3.2.2.2  对 ACC mRNA 及蛋白表达的影响  与正

常组相比，脂肪变性模型细胞的 ACC mRNA 及蛋

白表达水平显著升高(P<0.01 或 P<0.05)。与模型 
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图 4  玳玳果黄酮提取物及敲出目标组分对脂肪变性模型

细胞 SREBP-1c mRNA 及蛋白表达的影响 
与正常组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01，3)P<0.05。 
Fig. 4  Effects of Daidai flavonoid extracts and its effect 
components on the Expression of SREBP-1c mRNA and 
Protein in a steatosis cellular model 
Compared with normal group, 1)P<0.01; compared with model group, 
2)P<0.01, 3)P<0.05. 

 

组相比，玳玳果黄酮提取物、柚皮苷、新橙皮苷以

及非诺贝特组的细胞 ACC mRNA 及蛋白相对表达

水平均显著下降(P<0.01 或 P<0.05)，其他相关组分

差异无统计学意义。 
结果表明，脂肪变性细胞的 ACC mRNA 及蛋

白表达水平升高，玳玳果黄酮提取物、关键效应

组分柚皮苷、新橙皮苷均对脂肪变性细胞的 ACC 
mRNA 及蛋白表达水平上调有明显的抑制作用，

可抑制脂质从头合成通路 ACC 靶点。结果见图 5。 
3.2.2.3  对 FAS mRNA 及蛋白表达的影响  与正

常组相比，脂肪变性模型细胞的 FAS mRNA 及蛋

白表达水平升高(P<0.01 或 P<0.05)。与模型组相

比，玳玳果黄酮提取物、柚皮苷、新橙皮苷的细

胞 FAS mRNA 及蛋白相对表达水平均显著下降

(P<0.01 或 P<0.05)，其他相关组分组差异无统计

学意义。 

 
 

图 5  玳玳果黄酮提取物及敲出目标组分对脂肪变性模型

细胞 ACC mRNA 及蛋白表达的影响 
与正常组相比，1)P<0.01，2)P<0.05；与模型组相比，3)P<0.01，4)P<0.05。 
Fig. 5  Effects of Daidai flavonoid extracts and its effect 
components on the expression of ACC mRNA and protein in 
a steatosis cellular model 
Compared with normal group, 1)P<0.01, 2)P<0.05; compared with model 
group, 3)P<0.01, 4)P<0.05. 
 

结果表明，脂肪变性模型细胞的 FAS mRNA
及蛋白表达水平升高，玳玳果黄酮提取物及关键

效应组分柚皮苷、新橙皮苷均对脂肪变性模型细

胞 FAS mRNA 及蛋白表达水平上调有明显的抑制

作用，可抑制脂质从头合成通路的 FAS 靶点。结

果见图 6。 
3.2.3  影响脂肪酸氧化分解通路 PPARα、CPT-1 
mRNA 及蛋白表达 
3.2.3.1  对 PPARα mRNA 及蛋白表达影响  与正

常组相比，脂肪变性模型细胞的 PPARα mRNA 及

蛋白表达水平显著下调(P<0.01 或 P<0.05)。与模

型组相比，玳玳果黄酮提取物、柚皮苷、新橙皮

苷及非诺贝特组的细胞 PPARα mRNA 及蛋白相对

表达水平均显著升高(P<0.01 或 P<0.05)，其他相

关组分差异无统计学意义。 
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图 6  玳玳果黄酮提取物及敲出目标组分对脂肪变性模型

细胞 FAS mRNA 及蛋白表达的影响 
与正常组相比，1)P<0.01，2)P<0.05；与模型组相比，3)P<0.01，4)P<0.05。 
Fig. 6  Effect of Daidai flavonoid extracts and its effect 
components on the expression of FAS mRNA and protein in a 
steatosis cellular model 
Compared with normal group, 1)P<0.01, 2)P<0.05; compared with model 
group, 3)P<0.01, 4)P<0.05. 
 

结 果 表 明 ， 脂 肪 变 性 模 型 细 胞 的 PPARα 
mRNA 及蛋白相对表达水平被抑制，玳玳果黄酮

提取物及关键效应组分柚皮苷、新橙皮苷均对细

胞的 PPARα mRNA 及蛋白表达水平有明显的上调

作用，可通过 PPARα 靶点，促进脂酸的氧化分解。

结果见图 7。 
3.2.3.2  对 CPT-1 mRNA 及蛋白表达的影响  与

正常组相比，模型细胞 CPT-1 mRNA 及蛋白表达

水平显著下调(P<0.01)。与模型组相比，玳玳果黄

酮提取物、柚皮苷、新橙皮苷及非诺贝特组的细

胞 CPT-1 mRNA 及蛋白相对表达水平均显著升高

(P<0.01 或 P<0.05)，其他相关组分差异无统计学

意义。 
结果表明，脂肪变性模型细胞的 CPT-1 mRNA

及蛋白表达被抑制，玳玳果黄酮提取物及关键效

应组分柚皮苷、新橙皮苷均对细胞的 CPT-1 mRNA 

 
 

图 7  玳玳果黄酮提取物及敲出目标组分对脂肪变性模型

细胞 PPARα mRNA 及蛋白表达的影响 
与正常组相比，1)P<0.01，2)P<0.05；与模型组相比，3)P<0.01，4)P<0.05。 
Fig. 7  Effect of Daidai flavonoid extracts and its effect 
components on the expression of PPARα mRNA and protein 
in a steatosis cellular model 
Compared with normal group, 1)P<0.01, 2)P<0.05; compared with model 
group, 3)P<0.01, 4)P<0.05. 

 

及蛋白表达水平有明显的上调作用，作用于 CPT-1
靶点，参与促进脂酸氧化分解，减少脂质积聚。

结果见图 8。 

4  讨论 
本实验采用常用于降脂类中药研究的 OA 诱

导 HepG2 细胞建立脂肪变性模型[19-20]，以贝特类

降脂药物的代表非诺贝特为阳性对照药，经预防

性给药，研究辨识玳玳果黄酮提取物降脂药效的

关键效应组分。结果提示，玳玳果黄酮提取物降

脂作用的关键效应组分是柚皮苷、新橙皮苷；玳

玳果黄酮提取物(柚皮苷与新橙皮苷含量比为 6∶7
及其他相关组分组成)的降脂药效 佳；影响细胞

脂质积聚药效排列为玳玳果黄酮提取物>提取物

敲除其他相关组分≥柚皮苷≥新橙皮苷；其他相

关组分单独给药时对细胞脂质积聚几乎无影响，

但 玳 玳 果 黄 酮 提 取 物 敲 除 其 他 相 关 组 分 后 降 
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图 8  玳玳果黄酮提取物及敲出目标组分对脂肪变性模型

细胞 CPT-1 mRNA 及蛋白表达的影响 
与正常组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.01，3)P<0.05。 
Fig. 8  Effect of Daidai flavonoid extracts and its effect 
components the expression of CPT-1 mRNA and protein in a 
steatosis cellular model 
Compared with normal group, 1)P<0.01; compared with model group, 
2)P<0.01, 3)P<0.05. 
 

脂药效显著降低，故提取物中其他相关组分对降

脂药效的贡献在于，能与关键效应组分一起发挥

整体协同作用，提高玳玳果黄酮提取物的药效作

用；同时也印证了笔者所在课题组前期对提取物

药效物质基础效应组分群相对质量组成比例的研

究结果；揭示了玳玳果黄酮提取物整体协同作用

的有效性。 
AMPK 是机体能量代谢的关键靶点；SREBP- 

1c 主要分布在肝脏、脂肪组织，可促进脂质合成，

影响 ACC、FAS 等下游靶点表达，SREBP-1c 的过

度表达可引起脂质代谢紊乱，而激活 AMPK 可下

调 SREBP-1c 的表达，从而抑制甘油三酯和脂肪

酸的合成；PPARα 多分布在肝脏、肠道及心脏组

织，能诱导肝脏线粒体脂肪酸氧化限速酶 CPT-1
表达，AMPK 激活后促蛋白磷酸化，可上调 PPARα
和 CPT-l 的表达，增强线粒体对脂肪酸的氧化分

解[9-17]。故实验基于 AMPK/SREBP-1c 及 PPARα
信号通路，探究玳玳果黄酮提取物调控脂质代谢

的合成与氧化分解的多靶点的作用机制。 
研究结果提示，玳玳果黄酮提取物调控脂质

代谢表征出多靶点的作用机制，关键效应组分柚

皮苷和新橙皮苷表征出与提取物相同的作用机

制。它们均可通过激活能量代谢关键酶 AMPK 的

mRNA 水平促蛋白磷酸化表达，从而显著抑制

AMPK 下游的 SREBP-1c、ACC、FAS 的 mRNA
及蛋白表达，抑制脂质合成；同时，明显上调

PPARα、CPT-1 的 mRNA 及蛋白表达量，促进脂

肪酸氧化分解，减少脂肪沉积；由此改善脂质代

谢紊乱，发挥调控脂质代谢的作用。研究结果为

阐释中药整体协同作用及多靶点协同作用机制提

供了有益的研究思路。 
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