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代代花总黄酮对 3T3-L1细胞增殖活性的影响 
 

郝云芳，杨丽，姜建国 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：本文研究了代代花总黄酮抑制 3T3-L1细胞增殖及诱导其凋亡的作用。不同浓度的代代花总黄酮作用于 3T3-L1 细胞 24 h

之后，采用MTT 法检测代代花总黄酮对细胞增殖的抑制作用；使用倒置显微镜观察细胞形态学的变化；Annexin V-EGFP/PI 标记检

测细胞凋亡率；PI标记法检测了代代花总黄酮对细胞周期的影响；活性氧（ROS）试剂盒检测细胞内 ROS 水平；荧光定量 PCR检测

了凋亡相关基因的 mRNA 水平表达。结果表明，高浓度（300 μg/mL 和 400 μg/mL)的代代花总黄酮可显著抑制 3T3-L1 细胞增殖，细

胞的抑制率分别为 38%和 63%，且细胞形态发生了明显变化，并显著升高了细胞内ROS浓度。细胞凋亡实验结果显示，代代花总黄

酮可诱导 3T3-L1细胞早期凋亡和晚期凋亡，100 μg/mL、200 μg/mL 和 300 μg/mL 代代花总黄酮处理组的细胞早期凋亡率分别为 4.6%、

15.7%和 22.5%；晚期凋亡率分别为 14.4%、8.3%和 32.2%。而细胞周期实验则表明，处理后 3T3-L1 细胞 G0/G1期细胞数比例从 58.9%

下降到 51.4%，而相应的 S 期细胞数比例呈小幅度增加，G2/M 期细胞数比例变化不明显。凋亡相关基因 p21及 p53 的 mRNA 表达明

显升高及促凋亡基因 bax与抗凋亡基因 bcl-2 比例的升高使 3T3-L1 进入细胞凋亡程序。 
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Effects of the Total Flavonoids from Citrus aurantium on Proliferation and 

Apoptosis of 3T3-L1 Cells 
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Abstract: The impact of the total flavonoids of Citrus aurantium (TFC) treatment on proliferation and apoptosis of 3T3-L1 cells was 

studied. After 3T3-L1 cells were cultured and treated with TFC in different concentrations for 24 h, the effect of TFC on cell proliferation was 

examined by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Morphological changes of 3T3-L1 cells were 

observed under an inverted microscope, the cell apoptotic rate was determined by Annexin V-EGFP/PI double staining, and propidium iodide 

(PI) staining was used to measure the effect of TFC on cell cycle. The intracellular reactive oxygen species (ROS) level was measured using a 

ROS assay kit, and the mRNA expression level of apoptosis-related genes was determined by fluorescence quantitative real-time polymerase 

chain reaction (RT-PCR). The results showed that high concentrations of TFC (300 and 400 μg/mL) could significantly inhibit the proliferation 

of 3T3-L1 cells; the inhibition rates on cells were 38% and 63%, respectively, and the morphological characteristics of 3T3-L1 cells were 

changed. The ROS concentration in cells was also increased significantly. The apoptosis experiments indicated that TFC could induce early and 

late apoptosis of 3T3-L1 cells; the early apoptosis rates for the treatments with 100 μg/mL, 200 μg/mL and 300 μg/mL TFC for 24 h were 4.6%, 

15.7% and 22.5%, respectively, and the late apoptosis rates were 14.4%, 8.3% and 32.2%, respectively. The cell cycle results showed that the 

G0/G1 phase ratio of the treated 3T3-L1 cells decreased from 58.9% to 51.4%%, the ratio of corresponding S phase was increased slightly, and 

the ratio of the cells in G2/M phase was not significantly changed. The increase in the ratio of pro-apoptotic gene bax and anti-apoptotic gene 

bcl-2 and the increase in the mRNA expression of apoptosis-related genes p21 and p53 promoted apoptosis in 3T3-L1 cells. 
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脂肪是生物体内能量贮存的主要形式，具有非常 
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重要的生理功能，与机体的代谢密切相关。脂肪组织

包括脂肪细胞、不同分化程度的脂肪细胞前体等，而

肥胖的发生主要是由于脂肪细胞的过度增殖和分化导

致脂肪过度沉积所引起的[1]，肥胖是导致糖尿病、高 

血压、心血管疾病、高脂血症等并发症发生主要诱因

之一。3T3-L1 前脂肪细胞分离自小鼠胚胎(17~19 d)
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的 Swiss 3T3 细胞，能特异性地被诱导分化成成熟的

脂肪细胞[2]。由于小鼠前体脂肪细胞的取材较为方便，

并且关于小鼠前体脂肪细胞的培养研究技术较成熟，

使得 3T3-L1 前脂肪细胞已成为国际上公认的研究脂

肪代谢的细胞模型。代代花为芸香科柑橘属植物的干

燥花蕾，具有消食，化痰的功效，常被用作减肥茶的

配方[3]。代代花还具有抗凝血、抑菌、抗肿瘤及抗氧

化等作用[4~7]。而国内外对代代花的减肥活性研究教

少，本文研究了代代花总黄酮对 3T3-L1 前脂肪细胞

增殖的抑制作用，并对其机制进行了初步探讨，以期

为代代花的进一步开发利用及减肥活性提供有效的依

据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

代代花，产自广西，购于广州清平药材市场；

3T3-L1 细胞，中国科学院上海细胞库。 

1.2  试剂 

芦丁标品，中国食品药品检定研究所；Annexin 

V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒，联科生物技术有限公司；

Cell Cycle staining kit，联科生物技术有限公司；

RNAiso Plus，TaKaRa；Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kit，SYBR Green，Roche 公司；MTT，sigma；

细胞培养相关试剂均来自美国 Gibco 公司。 

1.3  主要仪器设备 

倒置显微镜，上海光学仪器六厂；CO2 细胞培养

箱，上海博讯实业有限公司医疗设备厂；流式细胞仪，

英国 Malvern 公司；多功能酶标仪，瑞士 TECAN 公

司。 

1.4  实验方法 

1.4.1  代代花总黄酮的制备及含量测定 
准确称取代代花粉末 100 g，置于圆底烧瓶中，加

入 80%乙醇，料液比 1/10。加热回流提取 1 h，真空

抽滤，用旋转蒸发仪减压浓缩，得到乙醇粗提取物，

将乙醇粗提取物在 4 ℃冰箱冷置 24 h，4000 r/min 离

心 15 min，弃上清，而后用水溶解，作为上样液。将

上样液缓慢加入到大孔树脂上面之后，先以蒸馏水洗

脱 5 个柱体积，洗去样品中水溶性杂质，再以 30%乙

醇进行洗脱 5 个柱体积，去除样品中酚类物质，最后

以 70%乙醇洗脱 5 个柱体积，减压浓缩后真空干燥，

得到 70%部分即为总黄酮类[8]。 

精密吸取芦丁标准溶液（C=0.2 mg/mL）0、2、4、

6、8 和 10 mL于 50 mL的容量瓶中，加蒸馏水稀释

至 10 mL，然后加入 5% NaNO2 溶液 2 mL，摇匀，静

置 6 min；再加 10% Al(NO3)3溶液 2 mL，摇匀，静置

6 min；最后加入 4% NaOH溶液 20 mL，用蒸馏水定

容至刻度，摇匀，静置15 min，用分光光度计在 510 nm

处测定吸光度值。 

将代代花总黄酮样品按上述标准曲线方法进行

操作，计算代代花总黄酮含量[9]。 

1.4.2  3T3-L1 细胞的培养 
细胞在含有 10%胎牛血清、100 U/L青霉素、100 

μg/mL 链霉素的 DMEM 高糖培养液中(以下简称

DMEM完全培养基)，于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度

环境下常规培养。当细胞生长至 80%~90%融合时，用

胰蛋白酶-EDTA溶液消化细胞。 

1.4.3  MTT 法测定细胞抑制率[10] 

将3T3-L1细胞以每孔8×10
3个细胞的密度接种于

96 孔细胞培养板(100 μL/每孔)，置于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养。24 h 后弃去培养液，依次加入含有不

同质量浓度的代代花总黄酮培养液(50、100、200、300

和 400 μg/mL)，以不含样品的 DMEM 完全培养基为

空白对照，每个浓度设 5 个平行。在 37 ℃、5% CO2

培养箱中继续培养 24 h。倒置显微镜观察细胞形态的

变化后去除培养基，加入 200 μL含有 5 mg/mL MTT

的 DMEM 培养基，培养箱孵育 4 h。小心吸弃孔内的

细胞培养液，每孔加入 150 μL DMSO，震荡10 min，

置于多功能酶标仪中测定 570 nm 波长处的OD 值。 

1.4.4  细胞周期[11] 

细胞处理：将处于对数生长期的 3T3-L1 细胞调

成浓度为每孔 4×10
5
个后接种于 6 孔细胞培养板。培

养过夜使细胞贴壁。吸去培养基，加入 1.5 mL不同浓

度(100、200 和 300 μg/mL)的代代花总黄酮，对照组

加入 1.5 mL DMEM 完全培养基。置于 CO2培养箱中

37 ℃培养 24 h。收集培养基于流式专用管，用 PBS

清洗细胞 1 次，加入 0.5 mL胰蛋白酶处理消化收集细

胞于流式专用管。加入 1 mL PBS 清洗残留于细胞板

孔内的残留细胞，收集清洗液于上述流式专用管中。

800 g离心 5 min，去上清。加1 mL PBS 洗涤细胞，

离心，去上清。重复清洗 2 次。 

用 300 μL PBS 重悬处理后的细胞，将细胞悬液逐

滴加入 700 μL冰冷的无水乙醇中，使乙醇的终浓度为

70%。置于-20 ℃避光静置固定 12 h。800 g 离心 5 min，

去上清。加入 Cell Cycle staining kit A 染液（DNA 

staining solution）500 μL，混匀后 37 ℃避光孵育 30 

min。置于流式细胞仪中进行检测。使用软件 Cell Quest 
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Research Software 进行数据处理和分析。 

1.4.5  细胞凋亡[11] 

3T3-L1 细胞用不同浓度的代代花总黄酮按照上

述 1.4.4 方法处理。细胞样品处理完后按 Annexin 

V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒说明操作步骤进行操

作，将处理好的细胞用 500 μL 试剂盒自带的 Buffer

重悬后，先加入 5 μL Annexin V-FITC 染液，后加入

10 μL PI 染液，混合均匀后立即使用流式细胞仪进行

检测。流式细胞仪设置：FITC 检测：激发波长为 488 

nm，接收波长为 515 nm。PI 检测的接收波长为大于

560 nm。使用软件 Cell Quest Research Software（Becton 

Dickinson）进行数据处理和分析。 

1.4.6  活性氧（ROS）检测[12] 

荧光染料 DCFH-DA 本身没有荧光，但穿过细胞

膜进入细胞内后，可以被细胞内的酯酶水解生成

DCFH。而 DCFH 不能通透细胞膜。细胞内的活性氧

可以氧化无荧光的 DCFH 生成有荧光的 DCF 从而被

检测反映细胞内 ROS的水平。 

3T3-L1 细胞用不同浓度的代代花总黄酮按照上

述 1.4.4 方法处理。细胞收集后悬浮于稀释好的

DCFH-DA中，37 ℃细胞培养箱内孵育 20 min。每隔

3~5 min 颠倒混匀一下，使探针与细胞充分接触。以

无血清细胞培养液洗涤细胞三次后用荧光显微镜观察

拍照。 

1.4.7  凋亡相关基因表达检测 

不同浓度（0、100、200 和300 μg/mL）的代代花

总黄酮处理3T3-L1细胞24 h后，收集细胞，用RNAiso 

Plus 提取试剂盒提取 RNA，操作步骤按照试剂盒说明

进行。提取的总 RNA 经超微量核酸蛋白检测仪检测

纯度和质量。提取的 RNA 根据反转录试剂盒操作逆

转录为 cDNA，通过荧光实时定量PCR 检测凋亡相关

的基因 p21、p53、bax 和 bcl-2 表达水平，以 GADPH

为内参。 

PCR 引物序列如下： 

反应体系为 20 μL:10 μL Super Green master，1 μL

上游引物，1 μL下游引物，2 μL cDNA，6 μL双蒸水，

将上述所加的样品混匀，离心，利用实时荧光定量

PCR 仪进行扩增。反应条件：50 ℃，2 min；95 ℃，

10 min；95 ℃，15 s；循环 40 次；60 ℃，1 min。由

扩增曲线得到的 Ct 值计算目的基因与内参（GADPH）

的Ct（目的基因 Ct-内参 Ct），然后计算 3 个对照组

样本Ct 的平均值。 

表 1 PCR 引物 

Table 1 PCR primer 

基因 上游引物 下游引物 

GADPH TTTGTCMGCTCATTTCCTGGTATG TGGGATAGGGCCTCTCTTGC 

P21 GCAAAGTGTGCCGTTGTCTC CGTCTCCGTGACGAAGTCAA 

P53 AACCGCCGACCTATCCTTAC AGGCACAAACACGAACCTCA 

Bax AGACACCTGAGCTGACCTTG TTCATCTCCAATTCGCCGGA 

Bcl-2 ACTCTTCAGGGATGGGGTGA TGACATCTCCCTGTTGACGC 

 

图 1 标准曲线及线性回归方程 

Fig.1 Standard curve and linear regression equation 

2  结果与讨论 

2.1  芦丁标准曲线的建立 

以芦丁对照品浓度 C 为横坐标，吸光度 A为纵坐

标，做出标准曲线如图 1，进行线性回归处理后所得

标准曲线线性回归方程为： y=13.102x-0.017 。

R
2
=0.996。根据吸光度计算的到代代花总黄酮的含量

为：257.61 mg/g。 

2.2  代代花总黄酮对 3T3-L1 细胞形态的影响 

不同浓度的总黄酮作用细胞 24 h 之后，低浓度

（50~200 μg/mL）处理组的细胞形态并没有发生明显

的变化，从图 2 中可以看出，低浓度组与正常 3T3-L1

细胞相同，细胞都成长梭状，细胞饱满，不同的是细

胞间隙增大，随着浓度增加，细胞密度减小。而高浓

度组（300 μg/mL和 400 μg/mL）细胞形态发生了明显

的变形，细胞出现皱缩变圆，细胞之间的连接变成拉

丝状，细胞数量明显的减少。在 400 μg/mL处理组，

培养基中出现大量的细胞死亡碎片。 
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图 2 不同浓度代代花总黄酮作用细胞 24 h后对 3T3-L1 细胞形

态的影响 

Fig.2 Effect of the 24-h treatment with different concentrations 

of TFC on morphology of 3T3-L1 cells 

注：a、b、c、d、e和 f分别代表代代花总黄酮浓度为 0、

50、100、200、300和 400 μg/mL。 

2.3  代代花总黄酮对 3T3-L1 细胞增殖的影响 

 
图 3 不同浓度的代代花总黄酮对 3T3-L1 细胞增殖的抑制率

(*p<0.05,**p<0.01) 

Fig.3 Effects of various TFC concentrations on 3T3-L1 cell 

proliferation (*p<0.05, **p<0.01) 

各种浓度的代代花总黄酮对 3T3-L1 细胞的抑制

作用如图 3 所示，不同浓度的代代花总黄酮对 3T3-L1

细胞处理后均对细胞产生了抑制作用，且呈浓度依赖

性。在最大浓度 400 μg/mL时抑制率高达 63.28%，而

在最小浓度 50 μg/mL时细胞的抑制率为 8.87%。在样

品浓度≤200 μg/mL时，细胞的抑制率都没有大于百分

之二十，说明代代花总黄酮在低浓度是对 3T3-L1 细

胞的抑制作用并不明显。而在浓度大于 200 μg/mL时，

细胞抑制率有着显著的增长。SPSS计算得出代代花总

黄酮对 3T3-L1 抑制的 IC50 为 364.14 μg/mL。 

2.4  代代花总黄酮对 3T3-L1 细胞凋亡的影响 

 

 

 

 

图 4 不同浓度的代代花总黄酮对 3T3-L1 细胞凋亡的影响 

Fig.4 Effects of various TFC concentrations on 3T3-L1 cell 

apoptosis 
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注：E1 代表坏死细胞，E2代表晚期凋亡细胞，E3 代表正

常细胞，E4代表早期凋亡细胞。 

本文使用 Annexin V-FITC/PI 双染法结合流式细

胞术对代代花总黄酮介导的 3T3-L1 细胞凋亡进行分

析，如图 4 所示，代代花总黄酮不同浓度处理实验组

正常细胞比例明显下降，具有明显的剂量效应，跟 2.3

中 MTT 结果具有一致性。3T3-L1 细胞经 100 和 200 

μg/mL 代代花总黄酮处理后，早期凋亡细胞的比例显

著增加。表明低浓度代代花总黄酮能介导 3T3-L1 细

胞早期凋亡。当代代代花总黄酮的浓度为 300 μg/mL 

时，3T3-L1 早期凋亡和晚期凋亡均明显增加，尤其是

晚期凋亡。表明代代花总黄酮具有高效的促进小鼠前

脂肪细胞凋亡的作用。 

2.5  代代花总黄酮对 3T3-L1 细胞周期的影响 

本实验通过PI染色法对3T3-L1细胞进行染色后，

运用流式细胞术分析代代花总黄酮对 3T3-LQ 细胞周

期阻滞影响。如图 5 和表 2 所示，3T3-L1 细胞经不同

浓度的代代花总黄酮处理 24 h后，G0/G1 期细胞数比

例从 58.91%下降到 51.48%，而相应的 S 期细胞数比

例呈小幅度的增加，G2/M期细胞数比例变化不明显。

因此，代代花总黄酮可以将一部分细胞阻滞在 S 期，

从而引起细胞凋亡。 

2.6  代代花总黄酮对 3T3-L1 细胞内 ROS 的影

响 

细胞内的 ROS（如过氧化氢、过氧化物及羟基自

由基等）是评价细胞凋亡非常重要的指标，过量的细

胞内 ROS 会引起细胞 DNA损伤的发生。不同浓度的

代代花总黄酮处理 3T3-L1 细胞 24 h 后，细胞内的绿

色荧光显著增加（图 6），而不同浓度处理组之间的绿

色荧光则无较大差异。说明代代花总黄酮可以明显增

加 3T3-L1 细胞内的 ROS浓度，成为细胞凋亡的一个

显著标志。 

 

 

 

 
图 5 代代花总黄酮对 3T3-L1细胞周期阻滞影响 

Fig.5 Effect of TFC treatment on cell cycle arrest in 3T3-L1 

cells 

表 2 代代花总黄酮对 3T3-L1细胞周期分布影响 

Table 2 Effect of TFC on the cell cycle distribution in 3T3-L1 cells 

Dip of 3T3-L1 cells/% Control 
代代花总黄酮/(μg/mL) 

100 200 300 

G0/G1 58.91 54.73 54.53 51.48 

S 19.79 20.96 21.75 23.16 

G2/M 21.31 24.31 23.73 25.36 
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图 6 不同浓度代代花总黄酮作用细胞 24 h后对 3T3-L1 细胞内

ROS 的影响 

Fig.6 Effect of various TFC concentrations on intracellular 

ROS in 3T3-L1 cells 

注：a、b、c和 d分别代表代代花总黄酮浓度为 0、100、

200 和 300 μg/mL。 

2.7  代代花总黄酮对凋亡相关基因表达的影

响 

 
图 7 不同浓度代代花总黄酮对 3T3-L1细胞凋亡相关基因的影

响(*p<0.05,**p<0.01) 

Fig.7 Effect of various concentrations of TFC on apoptotic gene 

expression in 3T3-L1 cells (*p<0.05, **p<0.01) 

P21 和 p53 在癌细胞中能够促进细胞的凋亡，而

bax 和 bcl-2 同属 Bcl-2 家族，bax为促凋亡基因，bcl-2

为抗凋亡基因。Bax 与 bcl-2 的比值是细胞凋亡中的一

个重要指标。如图 7 所示，3T3-L1 细胞经不同浓度的

代代花总黄酮处理后，几个凋亡相关基因的 mRNA表

达发生了不同的变化。P21、p53 和 bax 的 mRNA 的

相对表达量都较对照组（0 μg/mL）升高，而 bcl-2 相

对表达量较对照组则为下调趋势。代代花总黄酮对

p21 的相对表达量呈浓度依赖型，随着浓度的升高，

p21 的表达量逐渐升高，低浓度样品组与对照组相比

即呈显著性差异。高浓度组与中浓度样品组对p53 和

bax 的 mRNA的表达较对照组呈极显著差异。随着样

品浓度的增加，bcl-2 的表达呈浓度依赖型下降。 

3  结论 

代代花总黄酮可显著抑制 3T3-L1 细胞的增殖，

且呈浓度依赖型，IC50为 364.14 μg/mL，在高浓度处

理组 3T3-L1 细胞形态发生了明显的变化，表现出典

型的细胞凋亡特征，且细胞内的 ROS 浓度明显的增

加。代代花总黄酮可诱导 3T3-L1 细胞进入程序化死

亡即早期凋亡及晚期凋亡的发生，且没有产生过多的

坏死细胞，避免了细胞坏死引起内容物泄露，炎症发

生。流式细胞术检测代代花总黄酮对 3T3-L1 细胞周

期分布的影响结果表明，总黄酮 G0/G1期细胞数比例

小幅下降而相应的 S 期细胞数比例小幅增加，G2/M

期细胞数比例变化不明显，代代花总黄酮对细胞周期

分布的影响并不是非常显著，因此，代代花总黄酮仅

能将部分细胞阻滞在 S期而引起细胞凋亡，所以细胞

阻滞应该不是代代花总黄酮诱导细胞凋亡的主要途

径。代代花总黄酮可以上调细胞内 p21 及 p53 基因的

mRNA 相对表达量，且 bax 与 bcl-2 的比值也明显增

加，可见上调 p21 及 p53 基因的表达及 bax 与 bcl-2

的比值可能是代代花总黄酮诱导 3T3-L1 细胞发生凋

亡的作用机制。代代花总黄酮在一定程度上可以诱导

3T3-L1 细胞的增殖，对控制前脂肪细胞的数量上具有

一定的意义，从而起到减肥的作用。 
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