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摘要： 研究了石榴皮多酚纯化物、 安石榴苷和石榴鞣花酸对脂变肝细胞胆固醇合成的影响及机
制；采用 MTT法筛选石榴皮多酚适宜浓度，体积分数 50%胎牛血清的 RPMI-1640 培养基与 L-02
肝细胞孵育 48 h 建立脂肪变性肝细胞模型；实验分为正常组、模型组和治疗组，治疗组加入不同
浓度的受试物，继续培养 48 h，油红 O 染色定性观察细胞形态和脂滴堆积，高效液相色谱法定量
检测细胞内胆固醇含量；紫外分光-速率法检测 HMG-CoA 还原酶活性变化；结果显示石榴皮多
酚均能成剂量依赖性地减少细胞内脂滴的积累、 减少细胞内总胆固醇的含量， 同时抑制 HMG-
CoA还原酶的活性，其中以 100 μg/mL的安石榴苷标品效果最佳。 表明石榴皮多酚具有降低肝细
胞内总胆固醇的作用，可能是通过抑制 HMG-CoA 还原酶活性实现的，安石榴苷是石榴皮多酚中
降血脂的主要活性形式。
关键词： 石榴皮多酚；安石榴苷；石榴鞣花酸；L-02肝细胞；胆固醇；HMG-CoA还原酶
中图分类号：R 285.5 文献标志码：A 文章编号：1673—1689（2013）02—0487—07

石榴皮多酚对脂变 L-02肝细胞胆固醇
合成的影响及机制探究

梁 俊， 李建科 *， 刘永峰， 马倩倩， 赵 伟
（陕西师范大学 食品工程与营养科学学院，陕西 西安 710062）

Effects of Pomegranate Peel Polyphenols(PPPs) on Cholesterol Synthesis
in the Human L-02 Hepatocyte

LIANG Jun， LI Jian-ke*， LIU Yong-feng， MA Qian-qian， ZHAO-Wei
（College of Food Engineering and Nutritional Science，Shanxi Normal University，Xi'an 710062，China）

Abstract： To study the possible mechanisms of Pomegranate Peel Polyphenols、Punicalagine and
ellagic acid on cholesterol biosynthesis. The model of steatotic L-02 hepatocyte was established by
cultured with 50% （V/V） fetal bovine serum for 48 hours，and the appropriate concentrations of
PPPs were detected by MTT assay，Then the experiment is divided into there groups：normal group、
model group and therapy group，different contents of PPPs is added to the therapy group. After 48h
cultured，the lipid droplets stained with oil red O were observed，meanwhile，the intracellular total
cholesterol levels were determined by HPLC and the activity of HMG-CoA reductase was detected
by ultraviolet spectro-velocity method. The accumulation of lipid droplets and the content of TC
were decreased in PPPs treatment group ，existing dose-effect relationship，meanwhile，the activity of

收稿日期： 2012-02-24
基金项目： 国家自然科学基金项目（31171677）。
* 通信作者： 李建科(1960—)，男，陕西扶风人，工学博士，教授，博士研究生导师，主要从事食品营养与安全研究。 E-mail:jiankel@snnu.edu.cn

研究论文

貏貟貨



Journal of Food Science and Biotechnology Vol.32 No.4 2013

LIANG Jun，et al： Effects of Pomegranate Peel Polyphenols (PPPs) on
Cholesterol Synthesis in the Human L-02 Hepatocyte

Research Article

HMG -CoA reductase was significantly inhibited in PPPs treatment groups，especially in the
Punicalagin group. PPPs can decrease the content of TC in steatotic hepatocytes，The possible
mechanism is by downregulating the activity of HMG -CoA reductase，Punicalagin was the key
component in PPPs on lipid-lowering.
Keywords： pomegranate peel polyphenols，punicalagin，ellagic acid，human L -02 Hepatocyte，
cholesterol synthesis，HMG-CoA reductase

程霜等人 [1]研究发现，富集的石榴皮多酚具备
明显降低高脂大鼠的血清总胆固醇、甘油三酯和肝
总胆固醇的作用；赵艳红等人 [2]进一步证明安石榴

苷是石榴皮多酚纯化物的主要活性成分；B.Cerdá
等人 [3]对安石榴苷吸收代谢的研究表明，安石榴苷
吸收入血的活性形式为鞣花酸。 究竟石榴皮多酚的
何种成分或代谢产物发挥降血脂作用仍不清楚。 作
者以 L-02 肝细胞模型作为研究对象， 观察石榴皮
多酚纯化物、安石榴苷和石榴鞣花酸对肝细胞内胆
固醇含量和胆固醇合成限速酶 HMG-CoA还原酶活
性的影响，研究石榴皮多酚的降脂作用、活性形式
及作用机制。

1.1 试验材料
石榴皮多酚纯化物： 采用 XRD-6 树脂纯化制

备，纯度为 87.81%；安石榴苷的纯度为 69.42%。 安
石榴苷标品：货号 E-0363，纯度≥96.0%；石榴鞣花
酸标品：货号 E-0654，纯度≥98.0%；两种标品均购
自上海同田生物技术股份有限公司。 低温、避光、隔
氧存放。
成年人 L-02 细胞： 购自武汉大学典型物种保

藏中心； 胎牛血清： 杭州四季清公司产品；RPMI-
1640基本培养基： 美国 Gibco 公司产品；BCA 蛋白
质浓度测定试剂盒、托伐他汀：珠海健康元生物医
药有限公司产品；胆固醇标品：中国药品生物制品
检定所提供；二甲基亚砜（DMSO）、胰蛋白酶、MTT、
油红 O、NADPH、HMG-CoA、二硫苏糖醇（DTT）、胰
岛素-I6634 等， 均购自于美国 Sigma 公司；HMG-
CoA 还原酶液，自制；色谱级甲醇，购自成都科密欧
公司；KH2PO4、EDTA、NaHCO4等除注明外， 所用试
剂均为分析纯。
1.2 主要仪器设备

311 型气套式 CO2恒温培养箱，Thermo 公司产

品；IX51 型倒置显微镜， 日本 Olympus 产品；SW-
CJ-1D 型超净工作台， 江苏吴江市净化设备厂制
造；MR23i 高速低温离心机， 法国 Jouan 公司产品；
TK-C1381 型数码摄像系统；酶标仪，TU-1810 型紫
外可见分光光度计，北京普析通用公司产品；Q5000
型微量核酸蛋白质测定仪，Breeze1525 型高效液相
色谱仪， 美国 Dionex 公司产品； 精密微量移液器
（0.5 ～10μL，10 ～100μL，100 ～1000μl）： 德 国
Eppendorf 公司产品；KQ3200DE 型数控超声波清洗
器，昆山市超声仪器有限公司产品。
1.3 试验方法
1.3.1 培养基制备 先利用基本培养基配制成含
1.8 g/L NaHCO3、1 μg/mL 胰岛素和 100 U/mL 青霉
素-链霉素的部分完全培养基，再按胎牛血清（FBS）
的含量分成两种完全培养基， 即： 体积分数 50%
FBS 的造模培养基和体积分数 10% FBS 的正常培
养基

1.3.2 成年人 L-02 肝细胞培养 L-02 肝细胞培
养于 50 cm3 含 4 mL 体积分数 10% FBS 的正常培
养基的细胞培养瓶中， 置 37 ℃、 体积分数 5% CO2

及饱和湿度的孵箱内培养，待细胞 80%融合时用含
质量分数 0.25%胰蛋白酶消化，传代[4]。
1.3.3 脂变 L-02 细胞模型的建立 将处于对数生
长期的 L-02 肝细胞以 2×104 cell/孔接种于 6 孔板
中，置于 37℃、体积分数 5% CO2培养箱中贴壁培养

48 h后，改用造模培养液继续培养 48 h建立脂肪变
性肝细胞模型[5-6]。
1.3.4 MTT 法筛选 3 种受试物作用浓度 将安石
榴苷标品、石榴鞣花酸标品和石榴皮多酚纯化物用
DMSO溶解，过滤除菌，用生理盐水稀释为不同质量
浓度备用[7-8]。 将处于对数生长期的 L-02 肝细胞以
1×103 cell/孔接种于 96孔板中， 先利用造模培养液
培养 48 h建立脂变肝细胞模型，然后改用正常培养
基 培 养 ， 使 3 种 受 施 物 终 质 量 浓 度 为

材料与方法1
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2.5，5，10，20，40，80，160 μg/mL 和 360 μg/mL，继续
培养 48 h，每个质量浓度设 4 个复孔。 处理结束后
每孔避光加入 5 mg/mL 的 MTT 20 μL，继续培养
4 h；小心吸弃孔中的培养液，以 150 μL/孔的量加入
DMSO 终止反应， 振荡 10 min 使结晶充分溶解；于
以 570 nm 的波长于酶标仪上检测各孔吸光值，计
算各药物浓度下 L-02细胞的存活率。
1.3.5 试验分组及处理 试验分正常组、 模型组、
治疗组，治疗组加入不同质量浓度的石榴皮多酚纯
化物、安石榴苷标品和石榴鞣花酸，使其终质量浓
度分别为 25、50、100 μg/mL，各组处理见表 1。

表 1 各试验组处理情况
Table 1 Experimental groups and treatments

1.3.6 油红 O 染色法定性观察细胞内脂滴形成
参照文献[9]染色，倒置显微镜下利用普通光观察细
胞内红色脂滴形成情况。
1.3.7 高效液相色谱法检测细胞内胆固醇含量
参照文献[10-11]采用外标法峰面积定性定量，结果
以 μg/mg蛋白质表示，具体试验条件如下：

1）标准曲线的绘制：用无水乙醇溶解胆固醇标
品，配制成 1 mg/mL 的贮备液，然后以流动相稀释
到 20，40，60，80，100 mg/L， 作为工作液， 经 HPLC
检测，绘制标准曲线。

2）HPLC 法测定的色谱条件：C18 色谱柱，甲醇
作为流动相，体积流量为 1 mL/min，在 205 nm 下检
测 20 min，柱温 38 ℃。
1.3.8 HMG-CoA 还原酶活性测定（紫外分光-速率
法） 参照文献 [12-14]，略有改动，研究石榴皮多酚对
L-02肝细胞内 HMG-CoA 还原酶活性的影响，各组
处理见表 2。取洁净玻璃试管，按表 3顺序依次加入
各试剂， 将各试管置于 37℃恒温水浴中孵育10 min，
加入 0.5 mL 0.5 mol/L 的 NaOH 溶液终止反应 ，
1 500 r/min 离心 2 min，取上清液于 340 nm 处测定
OD值，按标准曲线计算 NADPH的含量。

表 2 试验分组及处理
Table 2 Experimental groups and treatments

表 3 加样顺序及加样量
Table 3 Dose and sequence of reagents

1.3.9 数据处理 以上各组试验均重复 4 次，均以
x±s 表示，SPSS 统计软件进行统计分析，P＜0.05 为
差异有统计学意义。

2.1 MTT细胞增殖实验
由图 1 结果所示：细胞存活率随着石榴皮多酚

质量浓度的增加而呈逐渐下降的趋势，低质量浓度
的石榴皮多酚对脂变后的 L-02 肝细胞增殖无明显
抑制，表现为在 0~80 μg/mL 的质量浓度范围内，细
胞存活率均在 90%以上，但在高质量浓度的石榴皮
多酚作用下，L-02肝细胞出现了较多的死亡， 表现
出明显的增殖抑制效应， 故在本实验中选定 0~
100 μg/mL 的质量浓度范围内与脂变肝细胞孵育
48 h进行后续的实验研究。
2.2 油红O染色定性观察不同处理下脂滴堆积情况
由图 2 可见：正常组细胞边缘较清晰，细胞内

积累较少的红色脂肪滴； 模型组细胞有明显的增
大，细胞内均可见较多较大的红色脂肪滴，甚至出
现脂肪滴的融合现象， 有趋向于大泡性脂肪样变；
安石榴苷、鞣花酸和石榴皮多酚纯化物与细胞共孵
育48 h后， 均能成剂量依赖性地减少细胞内脂滴的

组别 处 理

正常组
先用正常培养液培养 48 h，换液，继续用正
常培养液培养 48 h

模型组
先用造模培养液培养 48 h，换液，用正常培
养液继续培养 48 h

治疗组
先造模培养 48 h，换液，用含不同浓度受施
物的正常培养液继续培养 48 h

组别 处 理

酶活性

间接影响

细胞脂变后，换液，按表 1 处理结束后，获取
HMG-CoA 还原酶液，按表 3 顺序加样，测定
各组 HMG-CoA 还原酶活性

酶活性

直接影响

从正常肝细胞获取 HMG-CoA 还原酶液后，
向各组加入不同浓度的多酚，按表 3 顺序加
样，测定各组 HMG-CoA 还原酶活性

组别

试剂体积/μL

反应缓

冲液
HMG-
CoA
酶溶液 抑制剂 NADPH

空白组 800 100 0 0 100

正常组 700 100 100 0 100

模型组 700 100 100 0 100

间接组 700 100 100 0 100

直接组 600 100 100 100 100

结果与分析2

貏貟貪



Journal of Food Science and Biotechnology Vol.32 No.4 2013

LIANG Jun，et al： Effects of Pomegranate Peel Polyphenols (PPPs) on
Cholesterol Synthesis in the Human L-02 Hepatocyte

Research Article

堆积，其中安石榴苷组效果最明显，石榴皮多酚纯化
物次之， 说明安石榴苷可能是石榴皮多酚中起主要
作用的主要成分，作用效果与其含量成正比关系。

图 1 不同质量浓度石榴皮多酚作用 48 h 后对脂变 L-02
肝细胞存活率的影响（x±s，n=4）

Fig. 1 Effect of different concentrations of PPPs on the
steatotic hepatocytes proliferation after 48 h
culturation
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图 2 不同处理后细胞内脂滴形成情况
Fig. 2 Accumulation of lipid droplets in hepatocytes

observed by oil red O staining （×100）

2.3 HPLC 定量检测不同处理后细胞内胆固醇含
量的变化

由图 4、图 5 结果可见，采用本色谱条件检测效
果较好，标准曲线线性相关性良好；由图 6、图 5 结
果可知：与正常组相比，模型组可造成细胞内 TC 含
量和 CE 百分含量的增加，差异具有显著性；与模型
组相比，安石榴苷、鞣花酸和石榴皮多酚纯化物均
能减少细胞内 TC和 CE含量， 并具剂量依赖性，其
中 100 μg/mL安石榴苷降胆固醇作用最明显。
2.4 不同质量浓度的安石榴苷对 HMG-CoA 还原
酶活性的影响

由图 7结果可见，不同处理组与脂变后的 L-02
肝细胞共孵育 48 h 后，HMG-CoA 还原酶活性检测

发现：与正常组相比，模型组 HMG-CoA还原酶活性
较强；3 种多酚治疗组与模型组相比，HMG-CoA 还
原酶活性减弱，差异具显著性，且呈现出一定的剂
量相关性；3种受试物对HMG-CoA还原酶活性抑制
强弱顺序依次是： 安石榴苷标品＞石榴皮多酚纯化
物＞鞣花酸标品， 其中质量浓度为 100 μg/mL 的安
石榴苷抑制效果最好。

图 3 胆固醇标品（100 mg/L）高效液相检测图
Fig. 3 HPLC detection figure of cholesterol standard

product（100 mg/L）

图 4 胆固醇标准曲线
Fig. 4 Standard curve of cholesterol

图 5 不同处理对脂变 L-02 肝细胞内 TC 含量的影响
Fig. 5 Affection of intracellular TC from steatotic L-02

hepatocyte in different treatment

图 6 不同处理对脂变 L-02 肝细胞内胆固醇酯（CE）含量
的影响

Fig. 6 Affection of intracellular CE from steatotic L-02
hepatocyte in different treatment
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图 7 不同处理对脂变 L-02 肝细胞内 HMG-CoA 还原酶
活性的间接影响

Fig. 7 Indirectly inhibition of HMG -CoA reductase
activity from steatotic L -02 hepatocyte by
different treatment

图 8 不同处理对正常 L-02 肝细胞内 HMG-CoA 还原酶
活性的直接影响

Fig. 8 Directly inhibition of HMG-CoA reductase activity
from normal L -02 hepatocyte by different
treatment

由图 8结果可见，不同处理组与正常 L-02肝细
胞 HMG-CoA还原酶液直接作用后， 各多酚治疗组
与正常组相比，HMG-CoA 还原酶活性无明显差异，
洛伐他汀治疗组 HMG-CoA还原酶活性明显降低。

脂质在肝细胞内的大量堆积会引起肝细胞脂

肪变性，这与细胞内胆固醇含量的改变密切相关[15]。
胆固醇在细胞内的含量主要受其合成的影响 ，
HMG-CoA 还原酶是胆固醇生物合成的限速酶，因
此脂质的堆积所导致的肝细胞脂肪变性可能与

HMG-CoA 还原酶活性提高相关。 作者在脂变肝细
胞模型的基础上，探究了石榴皮多酚纯化物、安石
榴苷标品和石榴皮多酚纯化物对 L-02 肝细胞内胆
固醇和胆固醇酯含量的影响，发现 3 种多酚物质均
能降低肝细胞内 TC 和 CE 水平， 同时通过 HMG-
CoA 还原酶活性测定发现，3 种多酚物质均能降低
HMG-CoA 还原酶活性， 该抑制作用为非竞争性抑
制。Michael S.Brown等人[16]指出，固醇调节元件结合
蛋白质 （sterol-regulatory element binding protein，
SREBP） 是参与调节细胞胆固醇代谢的转录激活因
子 ， 可参与调节胆固醇合成通路的有关基因如
HMG—CoA 还原酶基因的表达，从而达到对细胞内
胆固醇水平的有效调控。 石榴皮多酚对 HMG-CoA
还原酶活性的抑制可能是通过细胞信号途径而实

现的，其具体的调控途径有待于进一步深入研究。

石榴皮多酚可降低脂变肝细胞内 TC 和 CE 的
质量浓度，主要是通过抑制细胞内 HMG-CoA 还原
酶活性实现的，该抑制作用为非竞争性抑制。 胆固
醇质量分数和 HMG-CoA 还原酶活性测定结果表
明：安石榴苷降脂作用效果最佳，呈明显的剂量效
应关系，安石榴苷是石榴皮多酚中起降血脂的关键
成分。

讨 论3

结 语4
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