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泽泻汤对油酸诱导 HepG2 细胞脂肪堆积的抑制作用 
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摘  要：目的  评价泽泻汤 95%乙醇、50%乙醇和水提取物抑制 HepG2 肝细胞脂肪累积能力。方法  采用油酸诱导 HepG2
细胞脂肪累积建立模型，以噻唑兰染色和油红O染色法吸光度值为指标，结合细胞内脂滴形态，评价泽泻汤对油酸诱导HepG2
细胞脂肪累积的干预作用。结果  泽泻汤提取物作用 HepG2 细胞后，经染色后均发现细胞内脂滴明显减少，且质量浓度越

高脂类含量越少，50%乙醇提取物和水提物在终质量浓度 160、320 μg/mL 时，细胞内脂滴与模型组相比明显降低（P＜0.01），
95%乙醇提物 80 μg/mL 作用细胞 24 h 后，细胞内脂滴较模型组有减少（P＜0.05）。结论  3 种泽泻汤提取物均能够减少细

胞内脂肪的堆积，其中以 50%乙醇提取物对 HepG2 细胞脂肪堆积抑制能力最强。 
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Inhibition of Zexie Decoction on oleic acid-induced fat accumulation in HepG2 cells 
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Abstract: Objective  To evaluate the effects of 95% ethanol, 50% ethanol, and distilled water extracts from Zexie Decoction on fat 
accumulation of HepG2 hepatic cells. Methods  Fat accumulation model in HepG2 cells was induced by oleic acid. Absorptions of 
MTT method and oil red O method and intracellular lipid droplet morphology were used to evaluate the effect of Zexie Decoction on 
oleic acid-induced fat accumulation in HepG2 cells. Results  The lipid droplet of HepG2 cells was significantly reduced after 
cultivation with Zexie Decoction extracts, and the higher concentration, the less lipid contents. After culturing with 50% ethanol 
extract (160 μg/mL) and water extract (320 μg/mL), the lipid droplet of HepG2 cells reduced significantly compared with model group 
(P＜0.01), and after culturing with 95% ethanol extract with the maximum concentration of 80 μg/mL for 24 h. the lipid droplet of 
HepG2 cells was also reduced (P＜0.05). Conclusion  Three extracts of Zexie Decoction show the effect of lipid-decreasing, and 
50% ethanol extract is the best lipid-lowering ingredient. 
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泽泻汤出自于东汉张仲景《金匮要略》，以泽泻

与白术相配伍，具有渗泻水饮、扶助脾胃之功效，

用治“心下有支饮，其人苦冒眩”证。泽泻与白术

的配伍作为临床利水健脾的基础药被历代医家重

视。现代研究表明，泽泻汤具有利尿、减轻内耳淋

巴水肿、降血压、降血脂、抗冠脉硬化等作用[1]。

泽泻汤水煎液还具有一定的降胆固醇作用[2]。本实

验用不同溶剂提取泽泻汤剂，得到的 3 种提取物，

作用于油酸诱导脂肪化的 HepG2 脂肪堆积细胞模

型，评价泽泻汤剂对肝细胞脂肪累积的干预能力。 
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1  材料 
泽泻、白术药材均购自安国市同義中药饮片厂

有限公司，批号批号分别为 13080051、1301006，
经天津药物研究院廖茂梁副研究员鉴定均符合《中

国药典》2015 年版一部的相关规定；HepG2 细胞（人

体肝癌细胞）购自美国模式培养物集存库（ATCC）；
DMEM 培养基（批号 993010，美国 Gibco 公司）；

胎牛血清 FBS（批号 NWC0388，Gibco）；MTS 试

剂盒（批号 0429，北京赛驰生物科技有限公司）；

油红 O 染料（批号 O0625，美国 Sigma 公司）；胰

蛋白酶（批号 29180064，美国 Gibco 公司）。 
RT-6000 型酶标分析仪（深圳书社生命科学股

份有限公司）；CO-ICXDS-1B 型倒置光学显微镜（重

庆光电仪器有限公司）；离心机（美国 Sigma 公司）；

二氧化碳恒温培养箱（Thermo Fisher 公司）。 
2  方法 
2.1  泽泻汤不同提取物的制备 

按泽泻与白术质量比为 15∶6 称取方中各药味

共 100 g，分别加入 10 倍量 95%乙醇、50%乙醇和

水，加热回流提取 2 次，每次提取 1.5 h，滤过，合

并滤液，减压浓缩至稠膏状，置减压干燥器中，减

压干燥成干膏，粉碎成粉末，分别获得泽泻汤 95%
乙醇提取物 8.31 g，出膏率为 8.31%；泽泻汤 50%
乙醇提取物 25.18 g，出膏率为 25.18%；泽泻汤水

提取物 35.37 g，出膏率为 35.37%。 
2.2  泽泻汤提取物细胞供试品溶液的制备 

精密称取 320 mg 泽泻汤 95%乙醇、50%乙醇和

水提取物粉末，加 1 mL DMSO 溶解，用 DMEM 高

糖培养基稀释 100 倍，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，

即得质量浓度均为 3.2 mg/mL 的泽泻汤 3 种提取物

储备液。用 DMEM 高糖培养基依次稀释 3 种储备

液，得到不同质量浓度的细胞供试品溶液。 
2.3  油酸储备液制备 

70 ℃震荡水浴下，将油酸溶于 0.1 mmol/L 

NaOH，配制成 100 mmol/L 储备液液，滤过除菌，

备用[3]。 
2.4  细胞培养 

HepG2 细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM 高糖

培养基培养。当细胞达 80%～90%密度时传代。分

别取对数生长期的细胞接种于 96、6 孔培养板进行

实验。 
2.5  泽泻汤提取物对细胞活力的影响 

对数增长期细胞经胰酶（美国 Gibco 公司）消

化后接种于 96 孔板，每孔加入细胞悬液 180 μL，
细胞密度为 1×104 个/mL。待细胞充分贴壁后加入

泽泻汤提取物，每孔 20 μL，使终质量浓度分别为

20、40、80、160、320 μg/mL。对照组每孔 20 μL
的 DMEM，每组 5 个复孔。作用 24 h 后，每孔加

20 μL MTS，处理 3.5 h 后测定 490 nm 波长处吸光

度（A）值，计算细胞存活率。 
细胞存活率＝A 给药 490 nm/A 对照 490 nm 

式中 A 对照 490 nm 为对照组吸光度值，A 给药 490 nm 为给药组

吸光度值。 

2.6  油酸诱导 HepG2 细胞脂肪化模型的建立 
MTS 法筛选出无细胞毒性的油酸钠质量浓度

后，按 20×104 个/mL 密度将 HepG2 接种于 6 孔培

养板，孵育 24 h 后取出，设对照组和模型组[4]。对

照组加 100 μL DMEM 培养基，模型组加 50 μL 油

酸溶液和 50 μL DMEM。将 6 孔板置于 37 ℃、体积

分数 5% CO2培养箱中继续孵育 24 h 后，油红 O 染

色，置光镜下观察。 
2.7  油红 O 染色 

按 20×104 个/mL 细胞密度将 HepG2 接种于 6
孔培养板中，设对照组、模型组、给药组。对照组

加入空白 DMEM 培养基 100 μL，模型组加油酸钠

溶液 50 μL 和 50 μL DMEM，给药组加 50 μL 油酸

钠和 50 μL 样品液，每组设 5 复孔。37 ℃、5% CO2

培养箱中培养 24 h 后，PBS 冲洗 3 遍，10%福尔马

林固定 40 min，室温条件下；PBS 冲洗 3 遍，用油

红 O 工作液（油红 O 溶于异丙醇配成 0.5%油 O 贮

备液，以 3∶2 的比例将贮备液与蒸馏水混匀后滤

过，至液体澄清，即得油红 O 工作液[5]）染色 20 min，
室温条件下；PBS 缓冲液洗 2 次；倒置显微镜观察

细胞内脂滴染色情况。用 60%异丙醇被染色的脂滴

溶出后，用酶标仪测定各组 485 nm 处 A 值[6]，A 值

大小反映了脂质的含量。 
2.8  统计分析 

采用 SPSS 17.0 数据分析软件对实验数据进行

处理，实验结果以⎯x±s 表示。采用 t 检验法比较组

间差异。 
3  结果 
3.1  泽泻汤提取物对 HepG2 细胞的毒性 

高质量浓度泽泻汤提取物对 HepG2 细胞有一

定的毒害作用，细胞存活率在 90%以上，对细胞毒

害作用很小。所以 95%乙醇提取物的可使用质量浓

度在 0～80 μg/mL；50%乙醇提取物的可使用质量
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浓度在 0～160 μg/mL；水提取物的可使用质量浓度

在 0～320 μg/mL。见表 1。 

表 1  泽泻汤提取物对 HepG2 细胞的细胞毒性（⎯x ± s，n = 5） 
Table 1  Cytotoxicity of Zexie Decoction extracts on HepG2 

cells（⎯x ± s, n = 5） 

组别 质量浓度/(μg·mL−1)  细胞存活率/% 

对照 — 100 

 20 100.00±0.00 

 40 99.41±0.00 

 80 99.41±0.01 

160  84.81±0.01* 

95%乙醇 

提取物 

320  64.00±0.02** 

 20 92.85±0.00 

 40 96.65±0.01 

 80 90.84±0.02 

160 92.19±0.00 

50%乙醇 

提取物 

320 79.26±0.01* 

 20 97.73±0.01 

 40 94.88±0.00 

 80 95.73±0.00 

160 99.15±0.00 

水提取物 

320 96.30±0.01 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

3.2  油红 O 染色 
3.2.1  油酸对 HepG2 细胞活力的影响  油酸浓度

在 62.5～250 μmol/L 时，细胞存活率在 90%以上，

无细胞毒性；当浓度≥500 μmol/L 时，细胞存活率

明显降低，说明该浓度已对 HepG2 细胞有毒性作

用。所以造模时油酸钠的浓度上限是 250 μmol/L。
见表 2。 

表 2  油酸对 HepG2 细胞活力的影响（⎯x ± s，n = 5） 
Table 2  Effect of oleic acid on activities of HepG2 cells 

（⎯x ± s, n = 5） 

组别 浓度/(μmol·L−1) A 值 细胞存活率/%

对照 — 1.122±0.039 100.00 

油酸 62.5 1.011±0.016  90.10 

 125 1.201±0.010  91.00 

 250 1.010±0.025  90.03 

 500 0.898±0.017   80.05** 

 1 000 0.838±0.034   74.67** 

与对照组比较：**P＜0.01 
**P < 0.01 vs control group 

3.2.2  油红 O 染色观察  对照组中 HepG2 细胞均

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。150 μmol/L 油酸处理的模型组

中，细胞内可见明显的红色脂滴环绕于胞核周围，

表明建模成功。见图 1。 
 

 
图 1  HepG2 细胞油红 O 染色 

Fig. 1  Oil red dye of HepG2 cells 

通过光学显微镜进一步进行形态学观察，随着

泽泻汤提取物质量浓度的增加，HepG2 细胞内红色

脂滴呈现逐渐下降的趋势。随着提取物剂量的增加，

HepG2 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。提示泽泻汤 3 种提取物均可有

效降低 HepG2 细胞脂滴含量，对脂肪肝可能具有

一定的防治作用。 
3.2.3  染色脂滴的吸光度值  被染色的脂滴可由

     
 

     

C 

水提取物 160μg·mL−1    水提取物 80μg·mL−1  95%乙醇提取物 80 μg·mL−1 95%乙醇提取物 40 μg·mL−1  95%乙醇提取物 20 μg·mL−1 

对照                模型        50%乙醇提取物160 μg·mL−1 50%乙醇提取物 80 μg·mL−1 50%乙醇提取物 40 μg·mL−1 水提取物 320 μg·mL−1
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60%异丙醇溶出，且在 485 nm 处有吸收[8]。对照组

细胞内脂滴与模型组比较有极显著性差异（P＜
0.01），说明脂肪化造模成功。油酸刺激 24 h 后，与

对照组比较，模型组 HepG2 细胞内脂滴含量明显升

高（P＜0.01），表明造模成功。在 50%乙醇提取物

和水提物 160、320 μg/mL 作用下时，细胞内脂滴与

模型组相比明显降低（P＜0.01），对脂肪累积有干

预作用；在 80、160 μg/mL 时细胞内脂滴也有所减

少（P＜0.05）；95%乙醇提物 160、320 μg/mL 作用

细胞 24 h 后，细胞内脂滴较模型组有减少（P＜
0.05）。见表 3。 

表 3  染色后脂滴的吸光度值（⎯x ± s，n = 5） 
Table 3  Absorption value of lipid droplet （⎯x ± s, n = 5） 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) A 值 

对照 — 0.316±0.02 

模型 —  0.525±0.00** 

95%乙醇提取物  20 0.521±0.00 

  40 0.512±0.01 

  80 0.417±0.00# 

50%乙醇提取物  40 0.358±0.01# 

  80 0.350±0.02# 

 160  0.340±0.00## 

水提取物  80 0.391±0.00 

 160 0.359±0.00# 

 320 0.322±0.01## 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 
**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group 

因此可知泽泻汤 50%乙醇提取物的降脂能力最

强。脂滴降低呈较明显的剂量相关性。通过 3 组泽

泻汤提取物改善细胞内脂肪堆积现象可推测，泽泻

汤具有良好的降脂活性。 
3  讨论 

本研究结果显示，泽泻汤 3 种提取物，即 95%
乙醇提取物、50%乙醇提取物及水提取物作用培养

脂肪化 HepG2 细胞后明显抑制细胞内脂质的累积。

有文献报道，泽泻汤总提物及其 100%、50%乙醇部

位可能通过增强肝脏内调节脂蛋白代谢的酶活性，

进而明显影响总胆固醇、三酰甘油、低密度脂蛋白、

高密度脂蛋白等血脂组分的代谢，而发挥调节血脂

水平的作用[7]。其可能机制为汤剂中的泽泻三萜类

化合物和白术内酯，通过抑制胆固醇和三酰甘油的

生物合成途径中一个或几个环节，从而达到降低胆

固醇和三酰甘油的目的。本文实验结果显示 50%乙

醇提取物干预 HepG2 细胞内脂肪累积作用最为明

显，说明除了三萜类成分有降脂外，部分水提取物

也有降脂活性，需进一步将所得 95%乙醇提取物、

50%乙醇提取物和水提物采用 HPLC 法测定其中的

23-乙酰泽泻醇 B 和白术内酯含量。泽泻汤降低脂质

堆积的机制也可以通过体外降脂实验，如胆固醇胶

束溶解度抑制试验、脂肪酶活性抑制试验以及 3-羟
基-3甲基戊二酰辅酶还原酶活性抑制试验进一步确

定其机制[9]。 
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