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杜仲叶和栀子提取物通过抑制自噬促进 
白色脂肪细胞褐变
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【摘要】  目的  探究杜仲叶和栀子提取物对白色脂肪细胞褐变的促进作用，并探究其可能的机制。方法  采用

CCK8 法、Western blotting 法、qRT-PCR 法、油红 O 染色法、BODIPY 染色法、线粒体荧光染料检测杜仲叶和栀子提

取物对成熟的 3T3-L1 细胞褐变的影响，采用自噬激活剂（雷帕霉素）探明其可能的作用机制。结果  研究显示杜仲叶

和栀子提取物能够上调褐变相关蛋白及 mRNA（PRDM16、PGC-1α、UCP-1）的表达（P 均 < 0.05），抑制自噬相关蛋

白（Beclin-1、p62）和 mRNA（LC3、Beclin-1、p62）及自噬小体的表达（P 均 < 0.05），抑制脂滴积累，增加线粒体

丰度。采用自噬激活剂（雷帕霉素）恢复杜仲叶和栀子提取物对 3T3-L1 细胞自噬水平后（P 均 < 0.05），发现杜仲叶

和栀子提取物对 3T3-L1 细胞的褐变作用也被自噬激活剂逆转（P 均 < 0.05）。结论  杜仲叶和栀子提取物可能通过抑

制自噬进而促进白色脂肪细胞褐变，其在临床防治肥胖及相关代谢性疾病方面具有潜在作用。
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Eucommia ulmoides leaves and Gardenia extracts promote white adipocyte browning by inhibiting 
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【Abstract】  Objective  To investigate whether extracts of Eucommia ulmoides leaves and Gardenia have the effects on 
promoting white adipose browning， and to explore their possible mechanisms. Methods  The effects of Eucommia ulmoides leaves 
and Gardenia extracts on mature 3T3-L1 cells were detected using CCK8 assay， Western blotting， qRT-PCR， Oil red O staining， 
BODIPY staining， and mitochondrial fluorescent dye. Subsequently， autophagy inhibitors （rapamycin） were used to explore their 
possible mechanisms of action. Results  Eucommia ulmoides leaves and Gardenia extracts could upregulate browning-related proteins 
and mRNAs （PRDM16， PGC-1α and UCP-1） （all P < 0.05）， inhibited autophagy-related proteins （Beclin-1 and p62） and mRNAs 

（LC3， Beclin-1 and p62） and the expression of autophagosomes （all P < 0.05）， inhibited lipid droplet accumulation， and increased 
mitochondrial abundance. The use of autophagy activator （rapamycin） restored the autophagy effect of Eucommia ulmoides leaf and 
Gardenia extracts on 3T3-L1 cells （all P < 0.05）， and it was found that the browning effect of Eucommia ulmoides leaf and Gardenia 
extracts on 3T3-L1 cells was also reversed by autophagy activator （all P < 0.05）. Conclusion  Extracts of Eucommia ulmoides 
leaves and Gardenia have the effects upon promoting the browning of white adipocytes by inhibiting autophagy， demonstrating potential 
clinical applications in the clinical prevention and treatment of obesity and related metabolic diseases. 
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近年来，人们的物质生活和精神生活均得到 了极大丰富，肥胖问题也日益凸显，并呈年轻化
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的趋势［1］。肥胖与多种心脑血管疾病的发生密切

相关，如糖尿病、高血压、脂肪性肝病、高血脂、

动脉粥样硬化等［2-8］。据报道，约 70% 的肥胖患者

因心血管疾病或 2 型糖尿病而死亡，给家庭和社

会带来沉重的负担［9］。因此，肥胖已经成为一个亟

待解决的全球性公共卫生问题。

脂肪细胞分白色、棕色、米色 3 种，均源自

间充质干细胞。白色脂肪主要功能为储能、保护

内脏、保温；棕色与米色通过非颤抖产热燃烧脂

肪维持能量平衡，预防肥胖及相关疾病［10］。寒冷、

运动等条件下，白色脂肪可转化为棕色或米色，

称为白色脂肪褐变，为肥胖潜在治疗方法［11］。

自噬是一种适应性生理机制，对促进器官组

织发育和维持细胞稳态至关重要。异常的自噬与

多种疾病（如衰老、神经退行性疾病、心血管疾

病、癌症、肥胖等）相关［12-20］。研究已证实，自噬

不仅与肥胖的发生发展相关，还参与了脂肪细胞

的分化［21］。在肥胖模型中，脂肪组织显示出过度

自噬，Atg5 和 LC3 的表达在 mRNA 和蛋白水平均

显著上升，自噬体数量增加，线粒体自噬的过度

激活导致线粒减少，从而抑制白色脂肪褐变的过

程，证实自噬在肥胖及其相关病理过程中的负性

调控作用［18］。

杜仲和栀子都是江西的道地药材，因其量多

质优和丰富的药理作用，受到广泛关注。杜仲叶

提取物具有调脂、调节肠道菌群、抑制细胞凋亡

和氧化应激、保护血管内皮等多种生物活性［22-24］。

栀子提取物则可通过调节胆汁酸代谢来改善肝功

能［25］。此外，二者还对糖尿病、肥胖症等代谢性

疾病具有潜在的治疗作用。本研究聚焦于杜仲叶

和栀子提取物对成熟 3T3-L1 细胞的影响，探究二

者对脂肪褐变、自噬水平、线粒体活力等关键生

物学过程的影响，揭示其潜在的作用机制，旨在

更全面地了解杜仲叶和栀子提取物在防治肥胖症

方面的积极作用，为对抗肥胖症的作用机理提供

新的见解，为开发新型抗肥胖药物提供思路。

1 材料与方法

1.1 细胞株、血清培养基及试剂 1.1 细胞株、血清培养基及试剂 
采用购自美国菌种保藏中心的 3T3-L1 前脂肪

细胞（CRL-173）作为研究模型，胎牛血清购自浙

江天杭生物科技股份有限公司，DMEM 培养基购

自北京 Solarbio，β-Actin 鼠多克隆抗体（TA-09）

购自北京中杉金桥生物技术有限公司，PRDM16
兔单克隆抗体（ab106410）、UCP-1 兔单克隆抗体

（ab234430）和 PGC-1α 兔单克隆抗体（ab106814）
购自美国 Abcam，SYBR Green（FP201）购自天

根生化科技（北京）有限公司，逆转录试剂盒

（22107）购自上海Tolobio，TRIzol试剂（15596026）
购自美国 Invitrogen，实时荧光定量聚合酶链反应

（quantitative real-time polymerase chain reaction，
qRT-PCR）引物购自上海吉凯生物有限公司，其他

常规的实验消耗试剂均从北京 Solarbio 采购。

1.2 实验分组1.2 实验分组

1.2.1 杜仲叶和栀子提取物对 3T3-L1 细胞活力的

影响

将诱导 8 d 后的 3T3-L1 细胞均匀接种于 96 孔

培养皿中随机分为 6 组：对照组、杜仲叶和栀子

提取物不同质量浓度组（1+1、10+10、100 +100、
200+200、400+400，单位均为 mg/mL），对照组采

用正常培养基培养，杜仲叶和栀子提取物不同浓

度组加入含对应杜仲叶和栀子提取物质量浓度的

完全培养基，CCK8 测定 24、48、72 h 后的细胞

活力。

1.2.2 杜仲叶和栀子提取物对 3T3-L1 细胞褐变的

影响

基于前期实验的结果，选择 200 mg/mL 杜仲叶

提取物 +200 mg/mL 栀子提取物作为联合实验质量

浓度，并设定 48 h 作为处理时间。将诱导 8 d 后

的 3T3-L1 均匀接种于培养皿，分为 2 组：对照组、

杜仲叶和栀子提取物（200 mg/mL+200 mg/mL）组，

处理细胞 48 h 后，采用 Western blotting 法检测褐

变相关蛋白表达情况；采用 qRT-PCR 测定褐变相

关 mRNA 水平。实验重复 3 次，取均值。

1.2.3 杜仲叶和栀子提取物对 3T3-L1 细胞脂滴积

累和线粒体丰度的影响

将诱导 8 d 后的 3T3-L1 均匀接种于培养皿，分

为2组：对照组、杜仲叶和栀子提取物（200 mg/mL+ 
200 mg/mL）组，处理细胞 48 h 后，采用油红 O 和

BODIPY 检测脂滴积累情况；采用线粒体染料测定

线粒体丰度。实验重复 3 次，取均值。

1.2.4 杜仲叶和栀子提取物对 3T3-L1 细胞自噬的

影响

将诱导 8 d 后的 3T3-L1 均匀接种于培养皿，

分为2组：对照组、杜仲叶和栀子提取物（200 mg/ 
mL+200 mg/mL）组，处理细胞 48 h 后，采用单丹

磺酰尸胺（Monodansylcadaverine， MDC）检测自噬
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小体情况，Western blotting 法检测自噬相关蛋白表

达情况；采用 qRT-PCR 测定自噬相关 mRNA 水平。

实验重复 3 次，取均值。

1.2.5 自噬激活剂逆转杜仲叶和栀子提取物对 3T3-
L1 细胞褐变的作用

将诱导 8 d 后的 3T3-L1 均匀接种于培养皿，

分为 4 组：对照组（采用正常培养基培养）、杜仲

叶和栀子提取物（200 mg/mL+200 mg/mL）组、雷

帕霉素（自噬激活剂）组、雷帕霉素 + 杜仲叶和栀

子提取物（200 mg/mL+200 mg/mL）组，处理细胞 
48 h 后，采用 Western blotting 法检测褐变相关蛋白

表达情况；采用 qRT-PCR 测定褐变相关 mRNA 水

平。实验重复 3 次，取均值。

1.3 方 法1.3 方 法

1.3.1 qRT-PCR 检测 mRNA 表达情况 
PCR 扩增引物均由上海吉凯生物有限公司合

成，引物序列见表 1，逆转录与 qRT-PCR 操作参

照试剂盒说明书进行。

1.3.2 Western blotting 法检测相关蛋白表达情况

不同处理组的细胞中加入细胞裂解液［蛋白裂

解液（radioImmunoprecipitation assay，RIPA）∶苯

甲基磺酰氟（phenylmethanesulfonylfluoride，PMSF）
=100∶1］后置于冰上裂解 15 min，测定蛋白浓

度，根据定量结果进行制样，将上样缓冲溶液加

入细胞裂解液中并煮沸 10 min，随后采用 12% 的

SDS-PAGE 电泳分离，湿转到聚偏二氟乙烯膜材料

（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜上，湿转完成

后使用 8% 脱脂牛奶封闭 1.5 h，加一抗 4 ℃孵育

过夜，TBST 洗膜 5 遍，二抗 4 ℃孵育过夜，TBST
洗膜 5 遍后用 ECL 化学发光法进行检测。

1.3.3 油红 O 染色检测脂滴积累情况 
将处理好的细胞用磷酸盐缓冲液（phosphate-

buffered saline，PBS）清洗 2 遍，加入 10% 多聚甲

醛固定 20 min，PBS 清洗 2 遍，加入油红 O 染料，

37 ℃恒温箱染色 30 min；磷酸盐缓冲液（phosphate 
buffer saline，PBS）清洗 2 遍，置于倒置显微镜下

观察其染色情况，拍照记录。此外，用无水异丙醇

洗脱细胞内的染料以进行定量，通过紫外分光光度

计测量 510 nm 处的吸光度值（A），记录数据。

1.3.4 BODIPY 荧光染料检测脂滴积累情况 
将 处 理 好 的 细 胞 用 PBS 清 洗 2 遍， 加 入

BODIPY 荧光染料染色 10 min，置于激光共聚焦扫

描显微镜观察其染色情况，拍照记录。

1.3.5 线粒体荧光染料检测细胞线粒体丰度

将处理好的细胞用 PBS 清洗 2 遍，加入线粒

体荧光染料染色 15 min，置于激光共聚焦扫描显

微镜下观察其染色情况，拍照记录。

1.3.6 MDC 染色检测自噬小体 
将处理好的细胞用 PBS 清洗 2 遍，加入 MDC

染料染色 15 min，置于激光共聚焦扫描显微镜下

观察其染色情况，拍照记录。

1.3.7 鸡尾酒诱导法 
首先采用含 10% 胎牛血清的高糖培养基进行

3T3-L1 前脂肪细胞的培养，然后采用鸡尾酒诱导

法进行诱导［16］。先用分化培养基Ⅰ（含 50 nmol/L
甲状腺三碘原氨酸、1 µmol/L 地塞米松、10 µg/mL
胰岛素和 0.5 mmol/L 3- 异丁基 -1- 甲基黄嘌呤的

完全培养基）诱导 2 d，然后用分化培养基Ⅱ（含 
1 µmol/L 罗格列酮、50 nmol/L 甲状腺三碘原氨酸

和 10 µg/mL 胰岛素的完全培养基）诱导细胞 4 d，
然后用分化培养基Ⅲ（含 10 µmol/L 罗格列酮的完

全培养基）诱导 2 d。
1.4 统计学方法1.4 统计学方法

实验重复 3 次，取均值。采用 GraphPad Prism 
5.0 进行分析，数据符合正态分布，采用 表示，

两组间比较采用独立样本 t 检验，多组比较采用单

因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验。以双侧

P < 0.05 为差异有统计学意义。

表 1 qRT- PCR 引物序列
Table 1 qRT-PCR primer sequence

引 物 正向引物（5'-3'） 反向引物（5'-3'）
GAPDH GTGTTTCCTCGTCCCGTAGA CCTTGACTGTGCCGTTGAAT
UCP-1 GGGAGAGGTGGGAGTGTATG GCTGTGAACTGTGGTCAATAAA
PGC-1α GCAGCGGTCTTAGCACTCA GAGGAGGGTCATCGTTTGTG
PRDM16 GATTGCGAGCGGATGTTC ATGCTGTGAGCGGATGTGA
LC3Ⅱ /Ⅰ GAAGATGTCCGATCTATTCGAGAG ACTCTCATACACCTCTGAGATTGG
Beclin-1 ATCCTGGACCGTGTCACCATCCA GTTGAGCTGAGTGTCCAGCTGG
p62 GCACCCCAATGTGATCTGC CGCTACACAAGTCGTAGTCTG
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2 结 果

2.1 杜仲叶和栀子提取物对 3T32.1 杜仲叶和栀子提取物对 3T3--L1 细胞活力的 L1 细胞活力的 
影响影响

CCK8 结果显示：无论是哪个加药时间，随着

加药浓度的上升，细胞存活率均呈下降趋势。当

加药时间为 24 h 和 48 h 时，杜仲叶和栀子提取物

浓度为 400 mg/mL+400 mg/mL 时呈现明显毒性，与

对照组比较，差异具有统计学意义（均 P < 0.05）；

当加药时间为 72 h 时，杜仲叶和栀子提取物浓度

为 100 mg/mL+100 mg/mL 就呈现明显毒性，与对照

组比较，差异具有统计学意义（均 P < 0.05），见

图 1A。最终选择 200 mg/mL+200 mg/mL、48 h 作

为后续的实验浓度及时间。实验工作模式如图 1B。
2.2 杜仲叶和栀子提取物对脂肪细胞褐变的影响2.2 杜仲叶和栀子提取物对脂肪细胞褐变的影响

经 200 mg/mL 杜仲叶 +200 mg/mL 栀子提取物

处理成熟 3T3-L1 细胞 48 h 后，褐变相关蛋白和

mRNA 表达水平升高（均 P < 0.05），见图 2。
2.3 杜仲叶和栀子提取物对脂肪细胞脂滴积累和2.3 杜仲叶和栀子提取物对脂肪细胞脂滴积累和

线粒体丰度的影响线粒体丰度的影响

经 200 mg/mL 杜仲叶 +200 mg/mL 栀子提取物

处理成熟 3T3-L1 细胞 48 h 后，细胞脂滴减少，线

粒体增多（均 P < 0.05），见图 3。

注：A 为 CCK8 检测杜仲叶和栀子提取物处理细胞 24、48、72 h 后细胞的存活率；B 为工作模式图；组间比较，*P < 
0.05。

图 1 杜仲叶和栀子提取物对 3T3-L1 细胞活力的影响

Figure 1 Effect of Eucommia ulmoides leaves and Gardenia extracts on 3T3-L1 cell activity

注：A 为采用 Western blotting 检测褐变相关蛋白的表达情况；B 为对 Western blotting 结果进行定量分析；C 为采用

qRT-PCR 检测褐变相关基因 mRNA 表达情况；与对照组比较，*P < 0.05。
图 2 杜仲叶和栀子提取物对脂肪细胞褐变的影响

Figure 2 Effects of Eucommia ulmoides leaves and Gardenia extracts on browning of adipocytes
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2.4 杜仲叶和栀子提取物对脂肪细胞自噬的影响2.4 杜仲叶和栀子提取物对脂肪细胞自噬的影响

经 200 mg/mL 杜仲叶 +200 mg/mL 栀子提取物

处理成熟 3T3-L1 细胞 48 h 后，自噬水平降低，自

噬小体减少（均 P < 0.05），见图 4。

注：A 为采用 Western blotting 检测自噬相关蛋白的表达情况；B 为对 Western blotting 结果进行定量分析；C 为采用

qRT-PCR 检测自噬相关基因 mRNA 表达情况；D 为采用 MDC 法检测自噬小体；与对照组比较，*P < 0.05。
图 4 杜仲叶和栀子提取物对脂肪细胞自噬的影响

Figure 4 Effects of Eucommia ulmoides leaves and Gardenia extracts on autophagy of adipocytes

注：A 为油红 O 和 BODIPY 检测脂滴积累情况，标尺为 20 µm；B 为酶标仪检测 A510 值；C 为线粒体荧光染料检测线粒

体丰度；与对照组比较，*P < 0.05。
图 3 杜仲叶和栀子提取物对脂肪细胞脂滴积累和线粒体丰度的影响

Figure 3 Effects of Eucommia ulmoides leaves and Gardenia extracts on lipid droplet accumulation and mitochondrial 
abundance of adipocytes
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2.5 自噬激活剂逆转杜仲叶和栀子提取物对脂肪2.5 自噬激活剂逆转杜仲叶和栀子提取物对脂肪

细胞褐变的作用细胞褐变的作用

自噬激活剂会逆转杜仲叶和栀子提取物对脂

肪细胞褐变的作用，见图 5。

3 讨 论

随着现代社会生活方式的转变，长期能量摄

入超过消耗已成为肥胖症的主要诱因。近年来，

肥胖人数的激增及其年轻化、儿童化的趋势，已

引起全球范围的广泛关注。更为严重的是，长期

肥胖与多种代谢性疾病如糖尿病、高血压、脂肪

肝等密切相关，使其成为一个亟待解决的全球性

公共卫生问题［1］。鉴于肥胖主要由能量代谢失衡

（即摄入量大于消耗量）引发，目前临床上防治肥

胖的主要策略集中在控制能量摄入和（或）增加

能量消耗上。这些方法包括节食、增加运动量、

肥胖外科手术以及药物治疗等。然而，这些方法

均有一定的局限性，如生活质量降低、难以长期

坚持、肥胖反弹以及药物不良反应等［9］。近年来，

研究者们对肥胖症的防治机制进行了深入的探索。

有报道指出，相较于正常人群，肥胖患者的自噬

水平异常升高，而机体白色脂肪细胞的褐变水平

较低［26］。研究已证实，促进脂肪细胞褐变在防治

肥胖症方面展现出积极有效的潜力。因此，与细

胞褐变相关的靶点已成为当前防治肥胖症研究的

热点之一。通过深入研究这些靶点，有望为肥胖

症的防治提供新的思路和方法［18］。

本研究着重探讨了杜仲叶和栀子提取物在促

进白色脂肪细胞褐变、防治肥胖及其相关代谢综

合征方面的潜在作用。实验结果显示，随着杜

仲叶和栀子提取物浓度的增加，褐变标志性蛋

白 PRDM16 表达水平均呈现逐渐上升的趋势，这

表明这 2 种提取物具有促进白色脂肪细胞棕色化

的能力，且杜仲叶和栀子提取物的联合使用比单

剂量使用杜仲叶或栀子提取物时棕色化标志蛋白

PRDM16 表达量要多，提示杜仲叶和栀子提取物

联合给药会产生协同效果。油红 O 染色和 BODIPY
荧光染色实验显示，杜仲叶和栀子提取物能够有

效抑制白色脂肪细胞中脂滴的积累。同时，线粒

体荧光染色结果表明，2 种提取物能够显著增加线

粒体的丰度，进一步支持了它们促进脂肪细胞褐

变的作用。

在探讨杜仲叶和栀子提取物对细胞自噬的影响

时，本研究显示自噬相关蛋白Beclin-1和 LC3Ⅱ /Ⅰ 
的 mRNA 表达量降低，而 p62 蛋白和 mRNA 表达

量明显升高，这表明 2 种提取物能够抑制细胞自

噬的发生。此外，MDC 染色结果也进一步证实了

注：A、B、C为qRT-PCR检测自噬相关基因mRNA表达情况；D、E、F为qRT-PCR检测褐变相关基因mRNA表达情况；

与对照组比较，* 为 P < 0.05；与 200 mg/mL 杜仲叶 +200 mg/mL 栀子提取物组比较，# 为 P < 0.05。
图 5 自噬激活剂逆转杜仲叶和栀子提取物对脂肪细胞褐变的作用

Figure 5 Autophagy activator reversed the effect of Eucommia ulmoides leaves and Gardenia extracts on browning of 
adipocytes
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杜仲叶和栀子提取物能够抑制自噬小体的生成。

为了更深入地探究自噬在杜仲叶和栀子提取物促

进白色脂肪细胞褐变过程中的作用，采用自噬激

活剂来逆转这 2 种提取物的自噬抑制作用。结果

显示，当自噬被激活后，杜仲叶和栀子提取物的

促褐变作用也随之被逆转。这一发现表明，杜仲

叶和栀子提取物的促褐变作用与其抑制自噬的能

力密切相关。

综上所述，本研究不仅揭示了杜仲叶和栀子

提取物在促进白色脂肪细胞褐变、防治肥胖及其

相关代谢综合征方面的潜在作用，还深入探讨了

其背后的作用机制，尤其是与细胞自噬的关系。

虽然本研究仅限于细胞水平，但这些发现仍为进

一步开发基于杜仲叶和栀子提取物的抗肥胖药物

提供了新的思路和实验基础。未来在动物模型中

的研究将有助于进一步验证其效果，并为临床应

用奠定基础。

利益冲突声明：本研究未受到企业、公司等

第三方资助，不存在潜在利益冲突。
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