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薯蓣皂苷元是一种重要的甾体皂苷元，广泛存在于薯蓣

科、百合科、蔷薇科、石竹科等多种植物中，是多种中（成）药

的有效成分之一，也是合成甾体激素类药物的重要原料，并具

有抗肿瘤[1-2]、抗心血管系统疾病[3-4]、抗炎[5]、抗氧化[6]等药理活

性。文献报道，薯蓣皂苷元能降低高脂喂食大鼠血浆胆固醇

水平[7]，减少肠道胆固醇吸收[8]，但对肝脏胆固醇合成与转运的

作用鲜有报道。本研究拟在脂变人肝L-02细胞模型上观察薯

蓣皂苷元对胆固醇代谢的影响，同时探讨在此过程中与胆固

醇转运蛋白（Caveolin-1）的表达的变化情况。

1 材料
1.1 仪器

CO2培养箱（美国Shill公司）；Elx-800型酶联免疫检测仪

（美国Bio-Tek公司）；垂直电泳仪及转膜系统（美国Bio Rad公
司）；LC-2010型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；CX31型显
微镜（日本Olympus公司）。

1.2 药品与试剂

薯蓣皂苷元、胰蛋白酶（美国Sigma公司）；小牛血清（杭州
四季青生物工程材料有限公司）；DMEM培养基（美国Gibco公
司）；BCA蛋白定量试剂（美国Hyclone公司）；Caveolin-1一抗
（美国Santa Cruz公司）；其余试剂均为分析纯。

1.3 细胞

人肝L-02细胞购自武汉大学典型物保藏中心。

2 方法
2.1 人肝L-02细胞培养

人肝L-02细胞在10％胎牛血清的RPMI-1640完全培养基
中，置于37 ℃、体积分数5％ CO2、饱和湿度的孵箱内培养。用

含10％胎牛血清的RPMI-1640培养液调细胞密度至1×105 ml－1，
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摘 要 目的：研究薯蓣皂苷元对人肝 L-02细胞胆固醇代谢的影响，并初步探讨胆固醇转运蛋白（Caveolin-1）在其中的表达变

化。方法：正常人肝L-02细胞与50％胎牛血清共同孵育24 h，以复制脂变肝细胞模型。不同质量浓度薯蓣皂苷元（0、20、40、80 μmol/L）

作用于细胞24 h与40 μmo/L薯蓣皂苷元作用于细胞不同时间（0、6、12、24、48 h），油红O染色观察细胞内脂滴情况，高效液相色谱

法检测细胞内总胆固醇（TC）、游离胆固醇（FC）、胆固醇酯（CE）的含量，Western blot 法检测 Caveilin-1蛋白的表达。结果：0、20、

40、80 μmol/L浓度下，薯蓣皂苷元可减少脂变人肝L-02细胞内TC、FC、CE含量，同时Caveolin-1蛋白表达上调，并呈现一定的剂

量依赖性；在0、6、12、24、48 h时间点下，40 μmo/L薯蓣皂苷元可减少脂变人肝L-02细胞内TC、FC、CE含量，同时Caveolin-1蛋白

表达上调，并呈现一定的时间依赖性。油红O染色，可见薯蓣皂苷作用下，脂变人肝-L02细胞内脂滴减少。结论：薯蓣皂苷元能降

低脂变人肝L-02细胞胆固醇含量，同时上调Caveolin-1表达。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of diosgenin on cholesterol metabolism in human hepatocyte L-02，and to investi-

gate the expression of caveolin-1. METHODS：Human hepatocyte L-02 was incubated with 50％ fetal bovine serum for 24 h to in-

duce fatty degeneration model of hepatic cells. After exposed to different concentrations of diosgenin（0，20，40，80 μmol/L）for

24 h and diosgenin 40 μmo/L for 0，6，12，24 and 48 h，lipid the lipid droplet of hepatocyte L-02 was observed by oil red O stain-

ing. The contents of TC，FC and CE were determined by HPLC，and the protein expression of caveilin-1 was detected by Western

blot assay. RESULTS：Different concentrations of diosgenin（0，20，40，80 μmol/L）could inhibit the decrease of TC，FC and CE

in human hepatocyte L-02；the expression of caveolin-1 was up-regulated in dose-dependent manner. Diosgenin 40 μmo/L could in-

hibit the decrease of TC，FC and CE in human hepatocyte L-02 at 0，6，12，24 and 48 h；the expression of caveolin-1 was up-reg-

ulated in time-dependant manner. Results of oil red O stain showed that the lipid droplet of hepatocyte L-02 was decreased after ex-

posed to diosgenin. CONCLUSIONS：Diosgenin can decrease the level of cholesterol in human hepatocyte L-02 and up-regulate the

expression of caveolin-1.
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24 h后换入含 0.1％胎牛血清的RPMI-1640培养液中，使细胞
静止24 h后，作相应处理。

2.2 脂变细胞模型的复制
人肝L-02细胞达1×109 ml－1时用完全培养基重新悬浮，并

以1 ∶ 3（V/V）的比例传代，取对数生长期细胞，更换新鲜培养液
后，按参考文献[9]在培养液中加入50％胎牛血清，继续培养24

h至出现细胞内脂滴或泡沫样物沉积，即制成脂变人肝L-02细
胞模型。将所得细胞改置于含0.1％胎牛血清的RPMI-1640培
养基中，使其静止24 h后，再作相应的处理。

2.3 油红O染色[9]

将细胞培养于预先放有无菌盖玻片的6孔培养板上，处理
结束后，用PBS冲洗盖玻片 3次，每次 5 min，50％异丙醇固定
1 min，油红O染色液染色10 min，蒸馏水冲洗3次，每次1 min，
苏木素染色5 min，分色和返蓝后，水性封片剂封片。显微镜下
观察，细胞内脂质呈红色，细胞核呈蓝色，HPIAS-1000型图
像分析系统收集图像。试验分为 3组，即阴性对照（正常人
肝 L-02细胞）组、模型（脂变人肝 L-02细胞）组、薯蓣皂苷元
（40 μmol/L）组。

2.4 细胞内胆固醇的检测
待细胞处理结束后，弃去培养基，PBS 洗 3遍，加入 0.1

mol/L NaOH 500 μl，反复冻融3次裂解细胞，BCA试剂定量蛋
白后，7.2％三氯乙酸沉淀蛋白，离心半径 8 cm 800 r/min离心
10 min，留上清液进行胆固醇检测。以豆甾醇为内标并作标准
曲线，取 100 μl上清液，加入 8.9 mol/L KOH溶液 200 μl，水解
胆固醇酯（CE）后为细胞内总胆固醇（TC）样品，加 1 mol/L
NaOH 200 μl为游离胆固醇（FC）样品。各样品分别与内标液
混匀，用正己烷和无水乙醇抽提后，1.5 mol/L的三氧化铬进行
氧化衍生并真空干燥，100 μl乙腈-异丙醇（80 ∶ 20，V/V）溶解样
品，上样于高效液相色谱仪。采用C18柱，柱温4℃，流速1 ml/min，
250 nm波长处紫外光检测，胆固醇以峰面积定量，内标校准，

以μg/mg 细胞蛋白为单位。细胞内 CE 含量为 TC 与 FC 的差
值，检测细胞内TC、FC、CE的含量。以不同浓度薯蓣皂苷元
（0、20、40、80 μmol/L）作用于细胞 24 h（即为模型与薯蓣皂苷
元低、中、高浓度组）以及40 μmol/L薯蓣皂苷元作用于细胞0、

6、12、24、48 h（即为模型与薯蓣皂苷元①、②、③、④组），同时
设正常人肝L-02细胞为阴性对照组，普罗布考（40 μmol/L）作
用于模型细胞24 h为阳性对照组。

2.5 Western blot法检测Caveolin-1蛋白的表达
收集不同条件处理的人肝L-02细胞，三去污裂解液裂解

细胞，离心半径8 cm 5 000 r/min离心15 min去除沉淀，BCA试
剂测定蛋白含量，上样缓冲液调各组蛋白浓度达一致，经10％
SDS-聚丙烯酰胺凝胶，电泳2 h（积层胶80 V，分离胶120 V）后
电转移（4 ℃，100 mA，3 h）至PDVF膜上，丽春红染色观察转
移效果，并确定蛋白分子量标准的位置。用含5％脱脂奶粉的
TBST 封闭 l h，按 1 ∶ 1 000（V/V）加入兔抗鼠 Caveolin-1一抗，

37 ℃孵育2 h，TBST洗3次，1 ∶2 000（V/V）加入辣根过氧化物酶
标记羊抗兔二抗，37℃孵育0.5 h，TBST洗3次后，用Western blot
荧光检测试剂盒显影、定影，结果以图像分析仪分析。

2.6 统计学方法
实验用SPSS 11.0软件作统计分析，数据以x±s表示，两样

本均数比较采用 t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 薯蓣皂苷元对脂变人肝L-02细胞胆固醇代谢的影响

与阴性对照组比较，模型组人肝L-02细胞TC、FC、CE含
量显著增加（P＜0.05）；与模型组比较，薯蓣皂苷元高、中、低浓

度组或薯蓣皂苷元①、②、③、④组人肝L-02细胞TC、FC、CE
含量显著减少（P＜0.05）。薯蓣皂苷元对脂变人肝L-02细胞
胆固醇代谢影响的浓度-效应与时间-效应变化见表1、表2。

表 1 薯蓣皂苷元对脂变人肝L-02细胞胆固醇代谢影响的剂
量-效应变化（x±±s，n＝6）

Tab 1 The dose-depending effects of cholesterol metabolism
in human hepatocyte L-02 by diosgenin（x±±s，n＝6）

组别
阴性对照组
模型组
薯蓣皂苷元低浓度组
薯蓣皂苷元中浓度组
薯蓣皂苷元高浓度组
普罗布考组

TC，g/g

2.37±0.25

4.68±0.37＊

3.85±0.35#

3.15±0.33#

3.02±0.28#

2.86±0.24#

FC，g/g

1.93±0.18

2.43±0.15＊

2.31±0.27#

2.27±0.27#

2.24±0.47#

2.14±0.21#

CE，g/g

0.44±0.09

2.25±0.12＊

1.54±0.16#

0.88±0.09#

0.78±0.11#

0.72±0.08#

与阴性对照组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

vs.negative control group：＊P＜0.05；vs.model group：#P＜0.05

表 2 薯蓣皂苷元对脂变人肝L-02细胞胆固醇代谢影响的时
间-效应变化（x±±s，n＝6）

Tab 2 The time-depending effects of cholesterol metabolism
in human hepatocyte L-02 by diosgenin（x±±s，n＝6）

组别
阴性对照组
模型组
薯蓣皂苷元①组
薯蓣皂苷元②组
薯蓣皂苷元③组
薯蓣皂苷元④组
普罗布考组

TC，g/g

2.37±0.25

4.68±0.37＊

4.24±0.48#

3.92±0.38#

3.15±0.33#

3.12±0.17#

2.86±0.24#

FC，g/g

1.93±0.18

2.43±0.15＊

2.42±0.28#

2.37±0.26#

2.27±0.27#

2.28±0.32#

2.14±0.21#

CE，g/g

0.44±0.09

2.25±0.12＊

1.82±0.21#

1.55±0.18#

0.88±0.09#

0.84±0.07#

0.72±0.08#

与阴性对照组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

vs.negative control group：＊P＜0.05；vs.model group：#P＜0.05

3.2 薯蓣皂苷元对脂变人肝L-02细胞Caveolin-1的影响
与阴性对照组比较，模型组人肝L-02细胞Caveolin-1蛋白

表达显著减弱（P＜0.05）；与模型组比较，薯蓣皂苷元高、中、低
浓度组或薯蓣皂苷元①、②、③、④组Caveolin-1蛋白表达显著
增强（P＜0.05）。薯蓣皂苷元对脂变人肝L-02细胞Caveolin-1
蛋白表达的浓度-效应与时间-效应变化见图1、图2。

3.3 薯蓣皂苷元对脂变肝细胞内脂滴含量的影响
阴性对照组细胞核蓝染，胞浆内可见少量脂滴；模型组细

胞胞浆内有大量脂滴存在；薯蓣皂苷元组脂变肝细胞内脂滴
含量明显变少。人肝 L-02细胞内脂滴含量油红 O 染色图见
图 3。

4 讨论
胆固醇在肝细胞内的异常沉积与胆固醇的代谢异常有

关。胆固醇的代谢包括胆固醇合成、转化与分泌。肝脏是人
体内胆固醇合成的重要器官，血浆内胆固醇约 60％～80％来
自肝脏。

肝细胞内合成的胆固醇，可部分羟化转变为胆汁酸，也可
向肝细胞外进行转运，如向胆管分泌。Smart实验室发现，膜
转运蛋白 Caveolin 可与热休克蛋白 56（HSP56）、Cyclophilin
40、Cyclophilin A形成胆固醇转运复合物，参与细胞内胆固醇
外向转运[10]。

如何减少肝细胞胆固醇的合成，增加其外向转运，一直以
来是人们思索的问题[11]。Son IS等[7]通过研究薯蓣皂苷元对高
胆固醇喂食大鼠的抗氧化和降血脂作用，结果表明，薯蓣皂
苷元能通过改善脂质成分和调节氧化应激改善高胆固醇血
症。另外，Temel RE 等[8]研究表明，薯蓣皂苷元可通过刺激胆

··3287



China Pharmacy 2013 Vol. 24 No. 35 中国药房 2013年第24卷第35期

汁胆固醇的分泌和减少肠道胆固醇吸收来促进粪便中胆固醇
的排泄。笔者推测，薯蓣皂苷也可能影响肝细胞胆固醇代谢。

本研究在离体肝细胞株上应用高脂血清诱导脂肪变性，

应用薯蓣皂苷元作用于脂变人肝L-02细胞模型，结果表明，薯
蓣皂苷元能降低细胞内胆固醇水平，并能使与胆固醇转运密
切相关的Caveolin-1蛋白表达上调，从细胞角度为进一步探讨

薯蓣皂苷元防治脂肪肝的临床应用提供了一定的理论基础。
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图 1 薯蓣皂苷元对脂变人肝L-02细胞Caveolin-1表达影响

的剂量-效应变化（x±±s，n＝3）
A.蛋白的表达；B.统计数据；1.正常对照组；2.模型组；3.薯蓣皂苷元低

浓度组；4.薯蓣皂苷元中浓度组；5.薯蓣皂苷元高浓度组

与阴性对照组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

Fig 1 The dose-depending effects of the expression of ca- ve-

olin-1 in human hepatocyte L-02 by diosgenin（x±±s，n＝3）
A.expression of protein；B.statistical data；1.normal control group；2.mod-

el group；3.diosgenin low-concentration group；4. diosgenin medium-con-

centration group；5.diosgenin high-concentration group

vs.negative control group：＊P＜0.05；vs.model group：#P＜0.05
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图 2 薯蓣皂苷元对脂变人肝L-02细胞Caveolin-1表达影响

的时间-效应变化（x±±s，n＝3）
A.蛋白的表达；B.统计数据；1.正常对照组；2.模型组；3.薯蓣皂苷元①

组；4.薯蓣皂苷元②组；5.薯蓣皂苷元③组；6.薯蓣皂苷元④组

与阴性对照组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

Fig 2 The time-depending effects of the expression of caveo-

lin-1 in human hepatocyte L-02 by diosgenin（x±±s，n＝3）
A.expression of protein；B. statistical data；1.normal control group；2.mod-

el group；3.diosgenin ① group；4. diosgenin ② group；5.diosgenin ③

group；6.diosgenin ④ group

vs.negative control group：＊P＜0.05；vs.model group：#P＜0.05
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图3 人肝L-02细胞内脂滴含量油红O染色图

Fig 3 Red O staining results of lipid droplet of human hepa-

tocyte L-02 cells
A.阴性对照组；B.模型组；C.薯蓣皂苷元低浓度组

A. negative control group ；B.model group；C. diosgenin low-concentra-

tion group
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