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蓝莓多酚对油酸诱导HepG2细胞脂肪累积的
干预作用

吕业春 1，刘翼翔 1， 吴 薇 2，周 峰 1，籍保平 1,*，苏春元 1

(1.中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京      100083； 2.中国农业大学工学院，北京        100083)

摘   要：目的：通过建立体外肝细胞脂肪累积模型评价蓝莓多酚清除肝细胞脂肪累积的能力及揭示蓝莓对脂肪肝的

潜在预防作用。方法：用 70% 乙醇超声提取蓝莓果浆 30min，经 XAD-7 大孔树脂纯化得到蓝莓多酚；采用福林 -
肖卡法和 pH 示差法测定鲜果中总酚及花色苷含量；用油酸(oleic acid，OA)诱导 HepG2 细胞脂肪累积并建立模型；

分别从噻唑兰染色吸光度(MTT 值)、甘油三酯(TG)值、细胞内脂滴形态三个方面评价蓝莓多酚的作用。结果：蓝

莓中多酚及花色苷含量分别为(573.9 ± 6.9 )、(156.1 ± 9.1)mg/100g。蓝莓多酚能显著降低 1.0mmol/L OA 诱导的肝细

胞脂肪累积，其中 100μg/mL 蓝莓多酚对 TG 的清除率达到 40%。结论：蓝莓富含多酚类物质，对脂肪肝有良好

的预防效果，是开发相关保健食品的重要资源。
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Preventive Effect of Blueberry Polyphenols on Oleic Acid-induced Fat Accumulation in HepG2 Cells
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Abstract ：Objective: To evaluate the potential preventive function of blueberry polyphenols on fatty liver in the model of

hepatic fat accumulation in vitro. Methods: After being pulped, blueberries were extracted with 70% aqueous alcohol solution

for 30 min under the assistance of ultrasonic. The polyphenol compounds extracted were purified by XAD-7 macroporous resin

adsorption. The contents of total polyphenols and anthocyanins in wild Chinese blueberries were detected by Folin-Ciocalteu, s

method and pH differential methods, respectively. Oleic acid at different concentrations (0.5－1.5 mmol/L) was used to induce

fat accumulation in HepG2 cells for establishing steatosis model in vitro. MTT value, total triglyceride (TG) and intracellular lipid

droplet morphology were used to evaluate the effect of blueberry polyphenols on HepG2 steatosis. Results: The contents of

total polyphenols and anthocyanins in blueberries were (573.9 ± 6.9) mg/100 g and (156.1 ± 9.1) mg/100 g, respectively.

Blueberry polyphenols showed a significant inhibitory effect against TG accumulation in HepG2 cells induced by 1.0 mmol/L

OA, and the clearance rate of TG reached 40% at the concentration of 100 μg/mL. Conclusion: Wild Chinese blueberries ae rich

in polyphenols and reveals a potential preventive effect on fatty liver. These results will provide valuable references for the

development of hepato-protective foods containing blueberries.
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近年来，由于人们饮食结构的不合理，过度的糖

脂摄入导致了肝脏脂肪代谢功能的紊乱，使非酒精性脂

肪肝(non-alcoholic fatty liver disease，NAFLD)在人群中

的发病率逐渐升高。调查显示，NAFLD 已成为欧美发

达国家的第一大慢性肝病，其中，发病率在美国达到

了 33 %，在日本达到了 29%；并且，随着肥胖和糖尿

病患者的增多，NAFLD 的患病率在未来 10 年将会显著

增高[1 -2 ]。目前，还没有治疗 NAF LD 的特效药，临床

. .
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上主要从改善与其相关的代谢综合征等方向来进行治

疗 [ 3 ]，毒副作用大、疗程较长、耗资巨大，一般患者

难以负担。此外，药物服用不当还会损害肝脏，使肝

脏脂肪沉积加剧，进一步恶化病情 [ 4 ]。中医认为，“上

工治未病”。因此，通过饮食调节，从 N A F L D 的早

期阶段(即肝细胞中开始出现脂肪变性的阶段)介入预防是

目前预防脂肪肝病的重要环节和研究内容。研究证明，

游离脂肪酸是产生脂毒性的重要介质，既可以产生潜在

的细胞毒性也能引发脂质的过量累积。并且，NAFLD
患者的肝组织中游离脂肪酸含量与疾病的严重性成正相

关[5]。因此，脂肪酸诱导的 HepG-2 细胞脂肪累积模型

与脂肪肝的病理学特征具有很大的相似性[6]。

植物多酚是经苯丙烷类代谢和类黄酮代谢途径产生

的一大类次生代谢产物，包括酚酸、花色苷类、黄酮

类、黄酮醇类、黄烷酮类、异黄酮类、原花青素等

物质[7]。研究报道，葡萄酒中的多酚类物质可以显著降

低动脉硬化的发病率[8]；黑米花色苷提取物能显著降低

小鼠的血脂水平及减少组织中脂肪和胆固醇沉积[9]；富

含花色苷的紫玉米和樱桃可以改善高脂诱导的小鼠肥胖[10-11]。

这些结果显示，多酚类物质对防治脂肪累积具有潜在的

功 效 。

蓝莓营养成分丰富，含有丰富的多酚类物质，被

联合国粮农组织(food and agriculture organization，FAO)
确定为人类五大健康食品之一[12]。本实验分析了野生蓝

莓的主要化学成分，采用乙醇提取蓝莓中酚类物质，利

用油酸诱导的 HepG2 细胞脂肪累积模型评价蓝莓多酚对

脂肪肝的预防作用，以为其防治脂肪肝的发生、发展

及开发功能食品提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

蓝莓   东北大兴安岭区科技局(－ 20℃避光保存)；
人肝癌细胞系(HepG2)   中国协和医科大学细胞中心。

DMEM 培养基、胎牛血清(FBS)    美国 Gibco 公司；

噻唑兰(MTT)   美国 Amresco 公司；油酸(OA)、二甲

基亚砜(DMSO)、胰蛋白酶    美国 Sigma 公司；TG 试

剂盒    南京建成生物工程研究所；蛋白测定(BCA)试剂

盒、青链霉素混合液、RIPA 细胞裂解液    碧云天生物

技术研究所；油红 O   中国上海生工生物工程技术服务

有限公司；其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

Spetramax 2e 全自动酶标仪    美国 MD 公司；ST- Ⅲ
型光照度计    上海光电研究所；MCO-15AC 培养箱    日
本 Sanyo 公司；TDL-40B 台式离心机    上海安亭科学仪

器厂；LGJ-18 型冷冻干燥机    军事医学科学院实验仪器

厂；XDOS-1B 倒置显微镜    重庆光电有限公司；RE-52
旋转蒸发仪    上海亚荣生化仪器厂；SW-CJ-2FD 双人单

面净化工作台    苏州净化设备有限公司；XAD-7 大孔树

脂    美国 Sigma 公司。

1.3 方法

1.3.1 蓝莓成分分析及多酚的制备

蓝莓鲜果于室温解冻，以 1:30 的料液比加入 70% 乙

醇，摇匀；50℃超声波辅助提取 30min；3600r/min 离

心 15min，取上清液，45℃浓缩，将浓缩液上 XAD-7
大孔树脂，除去糖分和蛋白等物质，得到纯化的蓝莓

多 酚 。

1.3.1.1 总酚含量测定

采用福林 - 肖卡法，参照 Singleton 等[13]的方法。

1.3.1.2 花色苷含量的测定

取蓝莓提取液 1.0mL，分别用 pH1.0 盐酸 - 氯化钾缓

冲溶液和 pH4.5 三醋酸钠 - 醋酸钠缓冲溶液定容至 10mL，
4℃放置 2h 后于波长 520nm 处测吸光度，得到ΔA。

总花色苷含量(total anthocyanins content，TAcy) 按
式(1)计算(结果以矢车菊 -3- 葡萄糖苷(cy-3-glu)计) 。

　　　　　　   
ΔA × M × 10 × 100 × V

TAcy/(mg/100g)= —————————————× n (1)
　　　　　　　         ε× 100 × m

式中：ΔA=[A (pH1.0)－ A (pH4.5)]；V 为提取液

总体积 /mL；n 为稀释倍数；M 为 cy -3-g lu 的相对分

子质量(449.2)；ε为 cy-3-glu 的摩尔消光系数，其值为

29600/(L/(mol·cm))；m 为样品质量 /g。

1.3.1.3 其他指标的测定方法

可滴定酸含量、可溶性固形物含量以及 pH 值的测

定参照徐国能[14]的方法。

1.3.2 细胞培养

HepG2 细胞用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基培

养。当细胞达 80%～90% 密度时传代，一般 2d 传 1 次，

每次 1 传 3，细胞生长稳定良好即可使用。取对数生长

期细胞接种于 96 孔培养板进行实验。

1.3.3 MTT 测定

细胞消化，计数，按 8 × 104 个 /mL 细胞密度接种

于 9 6 孔板，2 4 h 后加样，继续培养 2 4 h，弃上清液，

加入 MTT终质量浓度为 0.5mg/mL的无血清培养液 200μL，
3 7℃继续培养，4h 后终止培养，弃上清液，加 15 0μL
DMSO，置摇床低速振荡 5min，全自动酶标仪于波长

570nm 处测吸光度。

细胞存活率 /%=A样品 570nm/A对照 570nm × 100                 (2)
式中：A 样品 570 nm 为样品吸光度；A 对照 570 nm 为正常对

照的吸光度。

1.3.4 TG 和蛋白含量的检测

将细胞接种于 24 孔板中，培养 24h 后，加样培养

24h，去除培养液，用 PBS 小心洗两遍，加入 RIPA 裂
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解液，充分裂解后，3000r/min 离心 3～5min，取上清

液，用 TG 试剂盒测定 TG 含量、蛋白浓度测定试剂盒

测定总蛋白含量，结果以 nmol/mg pro 表示。

1.3.5 油红 O 染色观察细胞内脂滴形态

细胞接种于 24 孔培养板内，培养 24h 后，小心用

PBS 洗 2 次；75% 酒精固定 15min；PBS 洗 2 次；60%
异丙醇媒染 1～2min；油红 O 工作液(油红 O 溶于异丙醇

配成 0.5% 油红 O 贮备液，以 6:4 的比例将贮备液与蒸馏

水混匀后过滤 2 次，至液体澄清为止，即得油红 O 工

作液)染色 3 0 mi n；蒸馏水洗两次；光镜观察。

1.3.6 建模方法

将 HepG2 以 8 × 104 个 /mL 细胞密度接种于 96 孔培

养板中，在 37℃、5% CO 2 培养箱中孵育 24h 后，弃

去培养基，设置空白对照组(BC)和模型组(MC)。BC 组

加含 BSA 的不完全培养基，MC 组的油酸(OA、BSA 物

质的量比为 1:4)浓度为 0.5、0.75、1.0、1.5mmol/L，每

组设 6 复孔，分别测定其 M T T 值、T G 值、蛋白值，

观察油红染色脂滴形态。

1.3.7 蓝莓多酚干预实验

干预实验分为 BC 组、MC 组、加药组，各组 5 个

平行，加药组的浓度依据 MTT 实验结果，选择无细胞

毒性的浓度作为干预浓度，除 BC 组外，各组孵育液含

油酸 1.0mmol/L。24h 后测定细胞内 TG 值、蛋白值，观

察油红染色脂滴形态。

1.3.8 统计分析

采用 Origin 8.0 统计软件对数据进行处理，实验结

果以平均值±标准误差(x ± s)表示，采用 ANOVA-One
Way 检验，P ＜ 0.05 具有显著性差异，P ＜ 0.01 具有

极显著性差异。

2 结果与分析

2.1 蓝莓多酚成分分析

总酚含量/(mg GAE/100g) 花色苷含量/(mg/100g) 可滴定酸 /(柠 可溶性固形
pH

(以鲜质量计) (以鲜质量计) 檬酸，g/100g) 物 / oBrix
573.9 ± 6.9 156.1 ± 9.1 1.43 ± 0.08 9.2 2.4

表 1 蓝莓多酚成分分析

Table 1   Major chemical compounds in blueberries

注：GAE.没食子酸(gallic acid)。

如表 1 所示，大兴安岭野生蓝莓的总酚含量为

(573.9 ± 6.9)mg/100g(以没食子酸计)，总花色苷含量为

(156.1 ± 9.1)mg/100g，占总酚的 27.2%。该实验结果与

Liu 等[15]报道的结果一致。将蓝莓多酚提取物于紫外 - 可
见波长范围内进行扫描(图 1)，发现蓝莓多酚提取物除在

图 1 蓝莓多酚提取物紫外 - 可见光谱图

Fig.1   UV-visible spectrum of blueberry polyphenol extract obtained in
this study
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波长 520nm(花色苷)处有特征吸收值外，在波长 330nm 和

280 nm 处也有吸收峰，说明有酚酸的存在。

由图 2 可知，1.0mmol/L 以下油酸浓度对 HepG2 细

胞存活率没有显著影响。当油酸浓度达到 1 . 5 mmo l / L
时，细胞存活率显著下降，细胞开始出现死亡。另外，

A. 油酸浓度对 HepG2 细胞存活率的影响；B. 油酸浓度对 HepG2
细胞 T G 累积的影响。 A 图中细胞存活率按空白对照组存活

1 0 0 % 计，B 图中的空白对照是指每个油酸浓度下相对应的

BSA 溶液。**.表明与空白对照组相比，有极显著差异(P ＜ 0.01)。
图 2 油酸浓度对 HepG2 细胞存活率和 TG 累积的影响

Fig.2   Effect of OA concentration on cell viability and TG accumula-
tion in HepG2 cells
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2.2 肝细胞脂肪累积模型的建立

2.2.1 油酸对肝细胞细胞毒和 TG 累积的影响

研究表明，链长为 C12～C18 的长链脂肪酸能使肝细

胞形成明显的脂滴，进而引起肝细胞脂肪变性 [ 1 6 ]。油

酸是引起肝细胞 TG 累积的最主要脂肪酸[17]，因此，本

研究选用油酸诱导 HepG2 细胞产生脂肪累积，通过测定

细胞内 TG 含量的变化及油红 O 染色观察建立模型。
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2.2.2 油红 O 染色观察

如图 3 所示，空白对照组中HepG2细胞呈近卵球形生

长，边缘清晰，胞浆丰富，细胞边缘未见红色油滴沉积。

0.5mmol/L油酸处理组中，细胞内可见明显的红色脂滴环绕

于胞核周围。随着油酸浓度的增高，胞内红色脂滴数量

逐渐增多；1.0mmol/L 油酸处理中，可观察到细胞内出现

大量脂滴，部分脂滴融合变大，细胞轮廓较清晰；而

1.5mmol/L 油酸组的细胞，不仅脂滴大量累积，且细胞边

缘模糊，脂滴呈典型的印戒样，细胞开始出现死亡。由

此可以得出，1.0mmol/L的OA与HepG2细胞共同孵育培养

24h 后，HepG2 细胞没有明显的增殖和损伤，细胞内含有

大量脂滴，TG 的累积量达到较高水平，表明建模成功。

2.3 蓝莓多酚对 OA 诱导的 HepG2 细胞脂肪沉积的干预

作用

2.3.1 蓝莓多酚细胞毒理学评价

高浓度的多酚类物质具有一定的细胞毒性，因此本

实验通过 MTT 检测蓝莓多酚对细胞存活率的影响，选取

无细胞毒的样品浓度进行干预细胞脂肪累积的活性评价。

如图 4A 所示，蓝莓多酚在低于 80μg/mL 时，能

显著促进细胞增殖；当质量浓度达到 160μg/mL 时，开

始出现细胞毒性。为了进一步评价蓝莓多酚对模型组细

胞存活率的影响，选取 0～160μg/mL 的范围进行 MTT
评价，如图 4B 所示，在 100μg/mL 之前蓝莓多酚能显

著促进细胞增殖，120μg/mL 以后，蓝莓多酚对细胞存

活率没有显著性影响。综合考虑，采用 100μg/mL 的多

酚作为干预 HepG2 细胞脂肪累积的上限质量浓度。

2.3.2 蓝莓多酚对 HepG2 细胞 TG 累积的抑制作用评价

蓝莓多酚在低质量浓度时能促进细胞增殖，对细胞

有一定的保护作用，而在高质量浓度时对细胞又有一定

的毒害作用，实验选取了对细胞没有毒害作用的蓝莓多

酚质量浓度范围，同时为了排除在低质量浓度时细胞数

目的影响，将所得的 T G 值除以细胞的蛋白值。

#.与 BC 组相比，有显著性差异(P ＜ 0.05)；##.与 BC 组相比，

有极显著性差异(P ＜ 0.01)；*.与 MC 组相比，有显著性差异

(P ＜ 0.05)；**.与 MC 组相比，有极显著性差异(P ＜ 0.01)。

图 5 蓝莓多酚对 HepG2 细胞内 TG 值的影响

Fig.5   Effect of blueberry polyphenols on TG synthesis in HepG2 cells
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A. 蓝莓多酚对未加油酸的 HepG2 细胞存活率的影响；B. 蓝莓多酚

对模型组 H e p G 2 细胞存活率的影响。B 组的细胞存活率是以加入

1mmol/L 油酸诱导的 HepG2 细胞为空白对照组。**. 表明与空白对

照组(蓝莓多酚提取物质量浓度为 0 的组)相比，有极显著差异(P ＜ 0.01)。

图 4 蓝莓多酚对 HepG2 细胞存活率的影响

Fig.4   Effect of blueberry polyphenols on viability of HepG2 cells
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由图 5 可知，随着蓝莓多酚质量浓度的增加，

HepG2 细胞内 TG 值呈现逐渐下降的趋势。当蓝莓多酚

的质量浓度达到 100μg/mL时，细胞内TG值下降了 40%，

在统计学上有极显著差异。

通过光学显微镜进一步进行形态学观察(图 6)，结

果显示，随着蓝莓多酚质量浓度的增加，H ep G2 细胞

内红色脂滴含量呈现减少的趋势，且脂滴变小，颜色

变浅。综上可知，蓝莓多酚可有效降低 HepG2 细胞 TG
含量，对脂肪肝具有一定的防治作用。

在油酸诱导的情况下，HepG2 细胞中 TG 含量较空白对

照组均有显著性升高(P ＜ 0.01)，与油酸浓度呈剂量依赖

关系。1.0mmol/L 油酸组 TG 含量已达到较高水平，与

1.5mmol/L 浓度油酸组无显著差异。

A. 空白对照组；B. 0.5mmol/L油酸；C. 0.75mmol/L
油酸；D.1.0mmol /L 油酸；E.1.5mmol/L 油酸。

图 3 HepG2 细胞油红 O 染色

Fig.3   Oil red O staining of HepG2 cells with
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4 结  论

大兴安岭野生蓝莓鲜果中多酚及总花色苷含量分别

为(573.9± 6.9)mg/100g和(156.1± 9.1)mg/100g；1.0mmol/L
油酸孵育 HepG2 细胞 24h 可成功诱导肝细胞脂肪累积；

蓝莓多酚可显著清除细胞内 TG 的累积，其质量浓度为

100μg /mL 时，清除率可以达到 40%。因此，在日常

生活中应减少油脂的摄入；食用蓝莓鲜果或富含多酚的

果蔬对脂肪肝等疾病具有一定的防治作用。
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A、B、C、D、E、F.依次对应质量浓度 0、20、40、60、80、
100μg/mL 的蓝莓多酚；图中箭头所标示为染成红色的脂滴。

图 6 HepG2 细胞油红 O 染色

Fig.6   Oil red O staining of HepG2 cells

C

D E F

BA

3 讨  论

研究表明，脂肪肝是由于肝细胞游离脂肪酸的摄入

和 TG 的代谢不平衡所引起的。在细胞水平上建立脂肪

肝模型能大大缩短实验周期，为功能成分的评价提供方

便快捷的途径。相对于正常肝细胞，肝癌细胞(HepG2)
易于培养，细胞特性稳定，并已成功用于脂肪肝细胞

模型的建立，在细胞水平上探讨了脂肪肝的病理机制。

Vinciguerra 等[18]通过实验证明，HepG2 细胞能够代替正

常肝细胞用于研究脂肪累积；Feldstein 等[19]用油酸和棕

榈酸( 物质的量比为 2 : 1 ) 的混和物造成原代肝细胞和

HepG2 细胞内的脂肪沉积；Yasuyuki 等[20]运用浓度 0.1、
1.0mmol/L的油酸作用于HepG2细胞 24h 后，成功造成肝细

胞脂肪变性模型，认为葡萄糖转运体 -2 的基因表达与 TG
的累积有密切关系。本实验用不同浓度的油酸与HepG2 细

胞共同孵育 24h，结合 MTT 实验，TG 含量测定和细胞内

脂滴观察，选择了既对细胞没有明显伤害，同时又能使细

胞内脂滴大量累积的油酸浓度(1.0mmol/L)作为诱导肝细胞脂

肪变性的适宜浓度。该模型与 Yasuyuki 等的研究结果一

致，类似于临床上肝内游离脂肪酸升高，肝细胞摄取游离

脂肪酸增加并用于合成 TG，造成肝内脂肪聚积的情况。

研究认为，脂肪肝的发生与肥胖、血脂异常等代

谢型综合征密切相关，而且发现腺苷酸活化蛋白激酶与

TG 的合成及加剧脂肪酸的氧化有一定相关性[1]。在脂肪

肝的预防方面，目前有关多酚类物质对脂肪肝的预防作

用的报道较少。秦媛媛等[9]发现矢车菊素花色苷可以激

活 HepG2 细胞和小鼠原代脂肪细胞中的腺苷酸活化蛋白

激酶，从而抑制脂肪酸合成 TG，显著减少细胞内的 TG
水平。此外，K w o n 等 [ 2 1 ]发现，大豆花色苷能够抑制

高脂诱导的大鼠肥胖，显著降低肝脏和血清中 TG 的水

平，分析其主要机理可能与抑制α- 葡萄糖苷酶的活性

及脂肪合成酶的表达密切相关。Kaleaa 等[22]还发现蓝莓

中的多酚类物质能够降低血清中低密度脂蛋白和组织脂

质体的氧化应激反应。本实验中蓝莓多酚对肝细胞脂肪

累积的干预作用有可能是从这几个方面起作用，具体的

机制有待于进一步实验探讨。


