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摘要:目的:探究葛根醇提物体外降脂功效.方法:以油

脂、胆固醇、甘胺胆酸钠及牛磺胆酸钠的吸附率为评价指

标,采用多指标综合评分法,以提取时间、提取次数、乙醇

浓度为影响因素,采用 BoxＧBehnken响应面法优化葛根

醇提工艺;通 过 比 较 由 棕 榈 酸(PA)诱 导 的 人 肝 癌 细 胞

(HepG２)脂肪肝模型胞内甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)
积累水平和胞内脂滴聚集程度,从而进一步验证其体外

降脂活性.结果:葛根的最佳醇提工艺为乙醇体积分数

７０％,提取时间１h,提取次数３次;葛根醇提物可明显降

低细胞内 TG、TC 的含量,有 效 减 少 胞 内 脂 滴 聚 集.结

论:优化的葛根醇提工艺稳定可靠,可操作性好,且体外

降脂活性较好.
关键词:葛根;醇提物;乙醇回流提取;降脂

Abstract:Objective:Thisstudyfocusedonexploringtheinvitro
lipidＧloweringefficacyofPuerarinlobataextract．Methods:The
adsorptionratiosofoil,cholesterol,sodiumglycocholateandsoＧ
diumtaurocholatewereevaluatedbyamultiindexcomprehensive
scoring methodtooptimizetheP．lobata alcoholextraction

processusingBoxＧBehnkenresponsesurface methodology with
extractiontime,extractiontimesandethanolconcentrationasinＧ
fluencingfactors．InvitrolipidＧloweringactivitywasfurthervaliＧ
datedbycomparingthelevelsofTGandTCaccumulationand
theextentofintracellularlipiddropletaccumulationinamodelof
humanhepatoma(HepG２)fattylivercellsinducedbypalmitic
acid(PA)．Results:TheoptimalalcoholextractionprocessofP．
lobatawas７０％byvolumeofethanol,１hofextractiontimeand
３timesofextractiontime;P．lobataextractcouldobviouslyreＧ

ducethecontentsofTGandTCincellsandeffectivelyreducethe
intracellularlipiddropletaggregation．Conclusion:Theoptimized

P．lobata extraction process was stable and reliable,

manipulable,andshowedgoodlipidＧloweringactivityinvitro．
Keywords:P．lobata;alcoholextract;alcoholＧrefluxextraction;

lipidＧlowering

高脂血症主要是由于脂质代谢异常所引起.在机体

内脂类物质甘油三酯(TG)和总胆固醇(TC)偏高则会导

致高血脂症[１].目前的降血脂药物通过与胆固醇结合为

胆酸盐排出体外,起到降血脂作用[２].
葛根 为 豆 科 植 物 野 葛 [Puerarialobata(Willd．)

Ohwi]的干燥根,含有黄酮类、三萜类、生物碱类等多种化

合物[３],其中葛根黄酮是其主要有效活性成分之一[４].
研究[５－６]表明,黄酮类化合物能够清除人类血液中的胆

固醇与脂肪.目前黄酮类化合物的制备方法较多,包括

水提法、有机溶剂萃取法、酸碱水解法等[７],而乙醇提取

法可克服水提物易霉变、其他有机溶剂毒性大等缺点,提
取率高,后续的干燥及过滤等操作也比较容易进行,且有

关葛根醇提物的降脂活性尚未见报道.
研究拟以胆固醇、油脂吸附量及胆酸盐结合量为评

价指标优化葛根醇提工艺,并用棕榈酸诱导 HepG２细胞

构建脂肪肝细胞模型进一步验证,探究葛根醇提物体外

降脂功效,以期为其进一步体内研究提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

葛根药材:长春市某药房;
无水乙醇:分析纯,无锡市晶科化工有限公司;

DMEM 高糖培养基(含双抗):美国 Gibco公司;
油红 O染色液:上海源叶生物科技有限公司;
棕榈酸(PA):美国Solarbio公司;
总胆固醇(TC)试剂盒以及甘油三酯(TG)检测试剂

盒:南京建成生物工程研究所.
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１．２　仪器与设备

紫外分光光度计:UVＧ１７００型,日本岛津(中国)有限

公司;
恒温水浴锅:HHＧ６数显型,金坛市佳美仪器有限公司;
离心机:Sigma微型,德国Sigma公司;
电子天平:ME２０４E型,梅特勒—托利多仪器(上海)

有限公司;
酶标仪:BioＧred５５０型,上海领成生物科技有限公司.

１．３　试验方法

１．３．１　体外降脂指标测定

(１)油脂吸附作用:根据文献[８].按式(１)计算葛根

醇提物结合油脂量.

OA＝
W２－W１

W１
, (１)

式中:

OA———油脂吸附量,g/g;

W１———称取葛根醇提物质量,g;

W２———葛根醇提物吸油后质量,g.
(２)胆固醇吸附作用:

① 胆固醇吸附标准曲线绘制:根据文献[９]并修改.
按０．０５的梯度分别精确吸取０．１mg/mL胆固醇标准工

作液 (０．００~０．４０ mL)于 比 色 管 中,加 入 冰 醋 酸 至

０．４０mL,然后向各管中依次加入 ０．２ mL 邻苯二甲醛

(１mg/mL)试剂及４．０mL混合酸(V浓硫酸 ∶V冰醋酸 ＝１∶
１),混匀后３７℃水浴１０min,于５５０nm 处测定各管的吸

光度值,重复３次,将平均值进行线性回归,以胆固醇质

量浓度为横坐标,吸光值为纵坐标,绘制标准曲线.

② 胆固醇吸附作用测定:根据文献[１０]并修改.取

５０mL１０mg/mL样品与１００mL１mg/mL胆固醇溶液

混合,pH 值 调 至 ７,８０r/min、３７ ℃ 恒 温 振 荡２h,取

０．４mL 待测溶液加入０．２ mL 邻苯二甲醛溶液和混酸

４mL,３７℃水浴１０min,在４０００r/min离心２０min,取
上清液于５５０nm 处测定其吸光度.按式(２)计算胆固醇

吸附率.

CA＝
C１－C２

C１
, (２)

式中:

CA———胆固醇吸附率,％;

C１———胆固醇加入量,mg/g;

C２———胆固醇剩余量,mg/g.
(３)胆酸盐结合能力:

① 绘制胆酸盐标准曲线:根据文献[１１]并修改.配

制甘氨 胆 酸 钠 与 牛 磺 胆 酸 钠 标 准 溶 液 ０．１２ mmol/L
(pH６．３的磷酸缓冲溶液),取７个１０mL的具塞试管,分
别加入０．０,０．１,０．５,１．０,１．５,２．０,２．５mL上述标准液,加
入磷酸 缓 冲 液 补 充 至 ２．５ mL,再 加 入 ７．５ mL６０％
H２SO４,７０℃水浴２０min,冰浴５min,在３８７nm 处测定

吸光度.分别以甘氨胆酸钠和牛磺胆酸钠浓度为横坐

标,吸光度为纵坐标,绘制标准曲线.

② 胆酸盐结合试验:根据文献[１２].分别按(３)和
式(４)计算剩余甘胺胆酸钠和牛磺胆酸钠含量.

SG＝
c０－c１

c０
×１００％, (３)

式中:

SG———甘胺胆酸钠吸附率,％;

c０———加入甘胺胆酸钠的量,mmol;

c１———剩余甘胺胆酸钠的量,mmol.

ST＝
c２－c３

c２
×１００％, (４)

式中:

ST———牛磺胆酸钠吸附率,％;

c２———加入牛磺胆酸钠的量,mmol;

c３———剩余牛磺胆酸钠的量,mmol.

１．３．２　葛根醇提物的提取工艺　将葛根饮片粉碎,过

１００目筛,称取干燥粉末,乙醇回流提取,合并滤液,浓缩,
得葛根醇提物浸膏,将所得提取物干燥,粉碎,过２００目

筛,备用.

１．３．３　单因素试验

(１)提取时间对体外降脂活性影响:固定乙醇体积分

数为７０％,提取次数为３次,考察提取时间(０．５,１．０,１．５,

２．０h)对体外降脂指标的影响.
(２)提取次数对体外降脂活性影响:固定乙醇体积分

数为７０％,提取时间为１h,考察提取次数(１,２,３,４次)
对体外降脂指标的影响.

(３)乙醇体积分数对体外降脂活性影响:固定提取次

数３次,提取时间为１h,考察乙醇体积分数(３０％,５０％,

７０％,９０％)对体外降脂指标的影响.

１．３．４　BoxＧBehnken响应面法优化提取工艺　根据单因

素试验的结果,分别选择提取时间、提取次数和乙醇体积

分数为自变量,以多个降脂指标作为响应值,采用多指标

综合评分法优化葛根的醇提工艺.
综合评分:为使试验结果全面反映葛根醇提工艺,研

究赋予４种降脂指标权重均为０．２５,根据式(５)计算综合

评分.

W＝ (OA ×０．２５＋CA ×０．２５＋SG ×０．２５＋ST ×
０．２５)×１００％, (５)

式中:

W———综合评分,％;

OA———油脂吸附量,g/g;

CA———胆固醇吸附率,％;

SG———甘胺胆酸钠吸附率,％;

ST———牛磺胆酸钠吸附率,％.

１．３．５　葛根醇提物棕榈酸诱导的人肝癌细胞(HepG２)
脂肪肝模型影响

(１)细胞培养:用DMEM 高糖(１０％胎牛血清,１％青

霉素与链霉素双抗)培养基培养 HepG２细胞,置于含５％
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CO２,３７℃的细胞培养箱生长,待细胞处于对数生长期时

进行传代试验[１３].
(２)细 胞 毒 性 测 定:采 用 MTT 法 对 葛 根 醇 提 物

(AL)和棕榈酸(PA)进行细胞毒性试验.通过细胞计数

使９６孔板中每孔细胞密度为１．５×１０４个/１００μL,放入

３７℃,５％ CO２培养箱中培养.利用显微镜观察,待细胞

长满９６孔板板底后,加入不同浓度的药物,PA 以５０的

梯度设置(５０~５５０μmol/L)共１１个浓度,AL设置０．５,

１．０,１０,２０,５０,８０,１００,２００,５００,８００,１０００μg/mL 共

１１个浓度,继续培养 ２０h后,加 ５ mg/mL MTT 溶液

２０μL 后继续培养４h,吸去溶液后加入１５０μL二甲基亚

砜,充分反应１０min,使用酶联免疫检测仪在４９０nm 处

测量各孔的吸光值.按式(６)计算细胞存活率.

CV＝
A２－A０

A１－A０
×１００％, (６)

式中:

CV———细胞存活率,％;

A０———调零组吸光度;

A１———空白组吸光度;

A２———样品组吸光度.
(３)细胞内 TC、TG水平测定:通过细胞计数调整细

胞密度大约为１．５×１０５个/mL,待细胞８０％融合后加药,
共设５个试验组,每个试验组设置３个复孔.空白组加

DMEM 完全培养基,PA 组加２００μmol/LPA,３个药物

组分别加质量浓度为１００,２００,３００μg/mL的 AL,继续培

养２４h.细胞培养２４h后,参照文献[１４]方法制备细胞

匀浆上清,将其按照检测试剂盒的说明检测细胞中 TC和

TG含量.
(４)HepG２细胞油红 O染色:根据文献[１５]并修改.

将 HepG２细胞均匀接种在６孔板上,在恒温培养箱培养

至细胞贴壁,吸去上清液,并用 PBS洗涤孔板２次,加入

OROFixative固定液固定３０min,弃去固定液,用蒸馏水

洗涤２次,加入６０％异丙醇浸洗５min,弃去异丙醇后加

入新配置好的OROStain,浸染１０~２０min,弃去染色液,
水洗２~５次,直到无多余染液,加入 Mayer苏木素染色

液,复染 １~２ min,弃 去 染 色 液 后 水 洗 ２~５次,加 入

OROBufffer１min,弃去,加入蒸馏水覆盖细胞并在显微

镜下观察.

１．４　数据处理

使用SPSS２１．０软件对试验数据进行统计学分析,试
验图表均采用 Origin２０１９软件进行绘制,响应面试验使

用 DesignＧExpert．V８．０．６．１进行试验设计和数据分析,每
组试验均重复３次,试验结果以平均值±标准差表示.

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果

由图１和图２可知,随提取时间、提取次数增加,降
脂活性先增加后减小,可能由于长时间的提取破坏了葛

根中异黄酮类物质转化[１６];当提取时间为１h、提取次数

为３次时降脂活性指标均达最高值;因此,最佳提取时间

应选择１h,最佳提取次数应选择３次.由图３可知,当乙

醇体积分数达７０％时降脂活性最强,可能由于此时溶液

极性与葛根中活性物质极性相似[１７];因此,最佳乙醇体积

分数选取７０％.

图１　提取时间对降脂活性影响

Figure１　EffectsofextractiontimeonlipidＧlowering
activity

图２　提取次数对降脂活性的影响

Figure２　EffectsofextractiontimesonlipidＧlowering
activity

图３　乙醇体积分数对降脂活性的影响

Figure３　Effectsofethanolvolumefractionon
lipidＧloweringactivity
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２．２　响应面分析结果

２．２．１　BoxＧBehnken响应面法优化结果　根据单因素试

验结果,以油脂吸附量、胆固醇吸附率、甘胺胆酸钠吸附

率及牛磺胆酸钠吸附率的综合评分为评价指标,对提取

时间、提取次数、乙醇体积分数３个因素进行三因素三水

平响应面优化设计.试验因素水平取值见表１,试验设计

与结果见表２.

２．２．２　 回 归 模 型 的 建 立 与 数 据 分 析 　 应 用 DesignＧ
Expert．V８．０．６．１软件对表２中１７个试验点的响应值进

行多元回归拟合,得到二次回归方程:

　　Y＝９７．９１＋２．３９A ＋１．７６B－０．６０C－０．２８AB－
１．４０AC＋１．９５BC－９．８０A２－６．９９B２－１３．８７C２. (７)

　　由表３可知,模型P＜０．０００１,表明模型极显著,说
明二次回归模型的选用有意义;失拟项P＞０．０５,表明失

拟不显著,即模型与试验的差异较小,可以说明其他因素

对试验结果的干扰较小;模型的相关系数R２＝０．９８９６,
说明该回归方程的拟合程度较高,可用于葛根醇提物工

艺的优化与分析.通过P 值可以看出,A、A２、B２、C２差异

极显著,B、BC差异显著.通过方差分析表可知影响综合

评分的主次因素顺序为提取时间＞提取次数＞乙醇体积

分数.

２．２．３　响应面分析　通过 DesignＧExpert．V８．０．６．１软件

得到提取时间、提取次数、乙醇体积分数的交互作用对葛

根醇提物工艺综合评分影响的３D响应面图和等高线图,
试验结果见图４.３D图倾斜度越大,等高线的形状越扁

平说明二者交互作用越强[１８],由图４可以看出,AB交互

作用不显著,AC、BC交互作用较显著,与上述方差分析

表结论一致.

２．２．４　工艺优选及验证　通过对回归模型方程求解,得
出葛根最 佳 醇 提 工 艺 为 提 取 时 间 １．０６h,提 取 次 数

３．１３次,乙醇体积分数７２．１０％,在此条件下综合评分预

计为９８．２８％.为了便于试验,将提取工艺参数进行调

整:提取时间１h,提取次数３次,乙醇体积分数７０％.
为了进一步验证所选工艺为最优且稳定性良好,重

复进行３组验证实验,结果见表４.由表４可知,各指标

效果较好且RSD值均较小,综合评分较预测值高,说明响

应面法优化后的工艺为最佳提取工艺,且工艺稳定性

较好.

２．３　葛根醇提物体外降脂细胞试验

２．３．１　PA及 AL 对细胞的毒性测定　如图５所示,用

０~５５０μmol/LPA 处理细胞２４h,MTT 结果显示,当

PA浓度达到２００μmol/L时,细胞出现明显的损伤,存活

率明显下降,故在建立脂肪堆积模型时,选用１００μmol/L
的PA诱导细胞并培养２４h.

表１　BoxＧBehnken响应面试验因素水平表

Table１　BoxＧBehnkenresponsesurfacetest
factorleveltable

水平 A 提取时间/h B提取次数 C乙醇体积分数/％

－１ ０．５ ２ ５０

０ １．０ ３ ７０

１ １．５ ４ ９０

表２　响应面试验设计与结果

Table２　Responsesurfacetestdesignandresults

试验号 A B C
油脂吸附量/

(g􀅰g－１)

胆固醇吸

附率/％

甘胺胆酸钠

吸附率/％

牛磺胆酸钠吸

附率/％
综合评分

１ ０ １ １ ０．７５ ３５．１８ ８７．５９ ８３．２２ ８２．００

２ ０ ０ ０ １．１３ ４４．０５ ９２．８３ ８７．６２ ９７．３２

３ １ １ ０ ０．９１ ３６．２１ ８４．１５ ８０．０１ ８３．９８

４ １ ０ １ ０．７１ ３２．１４ ７８．９２ ７１．３８ ７３．８０

５ ０ －１ １ ０．６９ ３１．７７ ７７．２１ ７２．３４ ７３．０１

６ －１ ０ １ ０．６３ ３１．９７ ７６．４８ ７１．１３ ７１．３７

７ ０ ０ ０ １．２４ ４３．２１ ９３．３１ ８６．６６ ９８．９２

８ －１ ０ －１ ０．６４ ３１．７３ ７７．９９ ７１．２９ ７１．８９

９ －１ －１ ０ ０．７７ ３３．４５ ８１．３９ ７５．９４ ７７．７１

１０ １ －１ ０ ０．９６ ３４．７１ ８２．４６ ７６．１１ ８２．５８

１１ １ ０ －１ ０．８２ ３４．１３ ８３．２１ ７７．０５ ７９．９０

１２ ０ ０ ０ １．１４ ４４．２３ ９２．６７ ８７．０１ ９７．４１

１３ ０ ０ ０ １．２１ ４３．９０ ９２．４１ ８８．０２ ９８．８５

１４ ０ １ －１ ０．８３ ３３．９８ ７７．９４ ７２．０８ ７７．２０

１５ ０ －１ －１ ０．７９ ３２．５２ ７８．２５ ７３．２６ ７５．９９

１６ －１ １ ０ ０．８３ ３３．７６ ８２．９５ ７８．４３ ８０．２１

１７ ０ ０ ０ １．１１ ４３．７４ ９３．７４ ８７．８３ ９７．０５
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表３　响应面二次回归方程模型方差分析结果†

Table３　Responsesurfacequadraticregressionequationmodelvarianceanalysisresults

项目 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 １６６７．２３ ９ １８５．２５ ７４．０３ ＜０．０００１ ∗∗

A ４５．５４ １ ４５．５４ １８．２０ ０．００３７ ∗∗
B ２４．９１ １ ２４．９１ ９．９５ ０．０１６０ ∗

C ２．８６ １ ２．８６ １．１４ ０．３２０２
AB ０．３１ １ ０．３１ ０．１２ ０．７３６０

AC ７．７９ １ ７．７９ ３．１１ ０．１２１０
BC １５．１４ １ １５．１４ ６．０５ ０．０４３５ ∗

A２ ４０４．３６ １ ４０４．３６ １６１．５９ ＜０．０００１ ∗∗

B２ ２０５．８０ １ ２０５．８０ ８２．２４ ＜０．０００１ ∗∗

C２ ８１０．３１ １ ８１０．３１ ３２３．８１ ＜０．０００１ ∗∗
残差 １７．５２ ７ ２．５０􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋
失拟项 １４．２７ ３ ４．７６ ５．８５ ０．０６０４ 不显著

纯误差 ３．２５ ４ ０．８１
总差 １６８４．７５ １６

　　　　　　　　　　†　∗∗为差异极显著(P＜０．０１);∗为差异显著(P＜０．０５).

图４　响应面分析图

Figure４　Responsesurfaceanalysisdiagram

表４　提取工艺验证实验结果

Table４　Extractionprocessvalidationtestresults

编号
油脂吸附量/

(g􀅰g－１)
胆固醇吸附

率/％

甘胺胆酸钠

吸附率/％

牛磺胆酸钠

吸附率/％
综合评分

１ １．１９ ４４．２７ ９１．５４ ８８．２５ ９８．７５

２ １．２３ ４３．８１ ９２．６６ ８７．３８ ９９．３６

３ １．２０ ４３．３９ ９３．１７ ８６．８４ ９８．４９

平均值 １．２１±０．０２ ４３．８２±０．４４ ９２．４６±０．８３ ８７．４９±０．７１ ９８．８７±０．４５
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

RSD/％ １．７３ １．００ ０．９０ ０．８１ ０．４５
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　　如图６所示,用０~１０００μg/mLAL处理细胞２４h,

MTT结果显示,在０~５００μg/mL浓度范围内的 AL对

细胞生长无显著影响,当样品质量浓度达到８００μg/mL
时,表现出明显的细胞毒性,细胞活力降至６９．９１％,故在

给药时,选取的样品最高质量浓度为５００μg/mL.

２．３．２　葛根醇提物对棕榈酸诱导 HepG２细胞内 TG、TC
含量的影响　PA能够诱导胞内的 TC含量提升,胆固醇

代谢和脂质代谢的关系密不可分,Fungwe等[１９－２０]研究

发现摄入胆固醇的同时TG含量也会随之升高,胆固醇还

可以通过抑制脂肪酸的氧化分解从而增加 TG水平.由

图７可知,PA 处理 HepG２细胞后,使得细胞内 TG、TC
含量明显升高,在给予 AL干预后能够降低细胞内 TG、

TC含量,且呈剂量依赖,AL高剂量组 TG和 TC含量分

别降至１．２４,０．８９mmol/L,几乎与空白组的含量持平.
说明 AL可能是通过胆固醇代谢进而影响脂质代谢,降低

TG和 TC的含量,进一步验证了葛根醇提物有较好的体

外降脂活性.

２．３．３　HepG２细胞油红 O 染色　如图８所示,未经 PA
处理的空白对照组的细胞形态正常,细胞轮廓清晰可见,
未见明显脂滴聚集.经过２４hPA 处理后的细胞,黄色

脂滴量明显增加,而与PA组相比,AL和PA共同作用组

随着 AL浓度的增加其细胞内脂滴量逐渐减少,细胞周围

图５　PA对 HepG２细胞活力影响

Figure５　EffectsofPAontheviabilityofHepG２cells

图６　AL对 HepG２细胞活力影响

Figure６　EffectsofALontheviabilityofHepG２cells

图７　HepG２细胞内 TC、TG含量

Figure７　ContentsofTCandTGinHepG２cells

图８　对 HepG２细胞脂质积累的影响

Figure８　Effectsoflipidaccumulationin
hepatomacells

脂质积累也有所降低.由此表明,AL可抑制 HepG２细

胞周围脂滴聚集.

３　结论
以油脂吸附量、胆固醇及胆酸盐吸附率进行综合评

分,在前期单因素试验的基础上,确定试验水平后通过响

应面法并结合回归模型方程,得出葛根醇提物最佳提取

工艺为提取时间１h,提取次数３次,乙醇体积分数７０％.

随后测定了棕榈酸诱导的人肝癌细胞细胞内甘油三酯、

总胆固醇含量并对其进行油红 O染色,结果显示,人肝癌

细胞中的甘油三酯、总胆固醇含量明显下降及胞内脂滴

聚集逐渐减少,葛根醇提物体外降脂作用较好.
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