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Abstract 
The aim of the study was to assess the suppressive effects of bixin, β-carotene and lycopene on the 
differentiation of 3T3-L1 preadipocytes. The viability of 3T3-L1 cells were tested by MTT and their 
differentiation was evaluated by Oil red O staining method. The expression levels of peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) were measured by West blotting. The results 
showed that bixin, β-carotene and lycopene significantly reduced the viability and suppressed the 
differentiation of 3T3-L1 preadipocytes, respectively. β-Carotene had stronger suppressive effects 
than bixin and lycopene on adipocyte differentiation in 3T3-L1 cells. Bixin, β-carotene and lyco-
pene down-regulated PPARγ expression. These results suggest that bixin, β-carotene and lycopene 
inhibit the adipocyte differentiation of 3T3-L1 cells through down-regulation of PPARγ. 
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摘  要 

本文通过评估胭脂树橙、β-胡萝卜素和番茄红素对3T3-L1前脂肪细胞活力和分化的影响，探究其可能作

用机制。以四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测细胞活力，用油红O染色和染色比色法分析脂肪细胞的分化程

度，West blotting检测过氧化物酶体增殖物激活受体gamma (PPARγ)的表达水平。结果表明，胭脂树

橙、β-胡萝卜素和番茄红素明显降低3T3-L1细胞活力，抑制其分化，下调PPARγ的表达水平。β-胡萝卜

素比胭脂树橙和番茄红素表现出更强的抑制作用。结果提示胭脂树橙、β-胡萝卜素和番茄红素经由PPARγ
下调抑制3T3-L1细胞分化。 
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1. 引言 

当今世界脂肪组织过度积累引起的肥胖已成为人类面对的最主要健康问题之一，已引起广泛的重视

[1]。脂肪组织的量是由管控脂肪细胞数目和大小的过程决定的，增殖和分化导致脂肪细胞数目增加，甘

油三酯的不断贮存导致脂肪细胞扩大。脂肪细胞的分化是个复杂的过程，涉及许多转录因子，作为一种

配体依赖性转录因子，过氧化物酶体增殖物激活受体 gamma (PPARγ)是脂肪形成的关键调节者，其缺少

则脂肪细胞分化过程不能进行，它控制着脂类和糖代谢酶基因的表达[2]。脂肪细胞在体内的能量平衡上

发挥重要作用，它将过剩的能量贮存作甘油三酯，通过脂肪酸来释放能量以响应营养需求信号或饥饿。

脂肪细胞还分泌激素和脂肪因子，后两者调节着胰岛素敏感性、能量平衡与血压。脂肪细胞中甘油三酯

的过多积累会导致肥胖，干扰脂肪因子分泌，增加多种疾病危险，包括 II 型糖尿病、高血压和高血脂[3]。
当今运用天然产物安全有效地控制脂肪细胞的分化以减少脂肪细胞的数目，达到预防肥胖及减肥目的的

做法受到越来越多的关注。 
类胡萝卜素是广泛存在于水果和蔬菜中的一类具营养功能的脂溶性色素，也是较强的生物抗氧化剂，

对人体健康有多种有益功效。已经报道饮食 β-胡萝卜素主要通过其代谢中间产物(视黄醇、视黄醛和视黄

酸)降低身体肥胖，缩减脂肪细胞的大小，β-胡萝卜素抑制 3T3-L1 细胞分化为脂肪细胞，降低 PPARγ活
性[4]-[7]。β-隐黄质和岩藻黄质也有同样的效应[8]-[10]。番茄红素可对抗高脂饮食引起的脂肪肝，下调

大鼠肾和肾上腺中 PPARγ的表达[11]，其代谢中间产物阿朴-10’-番茄红素酸抑制 ob/ob 小鼠的脂肪肝发展

[12]。但在另一评估 13 种类胡萝卜素(包括β-隐黄质和叶黄素)对 3T3-L1 脂肪细胞分化研究中发现，只有

新黄质表现出抑制细胞分化下调 PPARγ表达的作用[13]。但是，胭脂树橙激活分化后的 3T3-L1 脂肪细胞

PPARγ表达[14]，辣椒色素(主要为辣椒红素和辣椒玉红素两种类胡萝卜素)促进 3T3-L1 脂肪细胞分化，

上调脂联素 mRNA 表达与分泌[15]，在牛白色脂肪组织上研究指出，β-胡萝卜素和叶黄素诱导前脂肪细

胞分化，促进牛脂肪生成，可用于牛增肥[16]。看来目前对类胡萝卜素影响脂肪细胞分化及抗肥胖作用(包
括对 PPARγ活性影响)尚无定论，研究结果和结论也不一致，甚至截然不同。 

为了较全面评估类胡萝卜素对脂肪细胞分化的影响及其作用机制。试验用 3T3-L1 前脂肪细胞株，分

析胭脂树橙、β-胡萝卜素和番茄红素对之增殖和分化及牵涉 PPARγ表达的影响。 

mailto:zhaowenen@zzu.edu.cn
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2. 材料与方法  

高糖 DMEM 培养液、胎牛血清(FBS)、0.25%胰酶-EDTA、油红 O、细胞裂解液、胰岛素和地塞米松

均购自北京索莱宝生物科技有限公司；β-胡萝卜素、胭脂树橙、噻唑蓝(MTT)和 3-异丁基-1-甲基黄嘌呤

(IBMX)均为美国 Sigma 公司产品；番茄红素购自成都彼斯特生物科技有限公司；兔抗 PPARγ (H-100)抗
体为美国 Santa Cruz 公司产品；Real Band Protein Marker、脱脂奶粉、兔抗 β-actin 和羊抗兔 IgG 为上海

生工生物工程有限公司产品；其它试剂均为进口或国产分析纯。二氧化碳恒温培养箱购自上海一恒公司；

BIOTEKELX808 酶标仪购自美国伯腾仪器有限公司北京代表处；OLYMPUSCKX41 倒置显微镜购自上海

赖氏电子科技有限公司；TS-1 型脱色摇床购自江苏省海门其林医用仪器公司；电泳仪和垂直电泳槽、转

膜槽购自北京六一仪器厂。小鼠前脂肪细胞 3T3-L1 购自北京协和细胞资源中心。 

2.1. 细胞活力检测 

参考本组采用的细胞活力检测法稍做修改[17]，收集生长至对数期状态良好的细胞，以每孔 5000 个

细胞接种至 96 孔板，次日待细胞贴壁后，分别用不同浓度的类胡萝卜素处理细胞，以不含药物的 DMSO
为对照组，每个浓度设 6 孔平行；培养 3 d 后，每孔加入适量 MTT 工作液，使其终浓度为 0.5 mg/mL，
继续培养 2 h；小心吸除孔内液体，每孔加入 100 μL DMSO，轻轻振荡混匀，使紫色结晶充分溶解；用

酶标仪在 490 nm 处测定吸光值(A490)，细胞存活率 = 处理组 A490 − 对照组 A490/对照组 A490 × 100%。

在培养液中添加药物时，控制 DMSO 浓度 ≤ 1% (v/v)。 

2.2. 细胞分化检测的油红 o 染色法 

参考文献[18] 3T3-L1 脂肪细胞分化检测法，收集状态良好的细胞，以每孔 15,000 个细胞接种至 96
孔板，在 37℃，5% CO2 培养箱中培养，待细胞生长至完全融合(细胞量达到孔面积的 80%)后 2 d (设为第

0 d)开始诱导分化，将培养液换成含 0.5 mmol/L IBMX、1 μmol/L DEX 和 10 μg/mL Insulin 的脂肪细胞培

养液(含 10% FBS)；48 h 后(即诱导分化 2 d)，换以仅含有 5 μg/mL Insulin 的脂肪细胞培养液，同时加不

同浓度的类胡萝卜素处理细胞，直至实验结束。取出培养板，小心移除孔内液体，用 PBS 清洗细胞两次，

室温加入 10%的甲醛磷酸盐缓冲液，每孔 20 μL，固定 30 min。之后移除固定液，PBS 清洗一次，再用

60%的异丙醇清洗细胞一次，晾干。最后加入油红 O 工作液，每孔 20 μL，避光染色 120 min。染色后，

用 PBS 清洗，直到上层清液没有颜色。最后，每孔加入 100 μL 异丙醇溶解油红 O 染料，振荡摇匀 10 min，
于酶标仪 510 nm 处测定各孔光密度值(OD)值。以上实验各重复 3 次。 

2.3. PPARγ蛋白表达水平检测 

参考本组采用的蛋白表达水平检测法稍做修改[15]，用细胞裂解液裂解细胞，提取细胞总蛋白，通过

BCA 法测定蛋白在 570 nm 处吸光值(A570)，用标准浓度蛋白与其 A570 作标准曲线，计算样品蛋白浓度。

配制体积分数为 0.1 的 SDS-聚丙烯酰胺凝胶，在 SDS-聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳。之后将蛋白转移到

NC 膜，然后放入封闭缓冲液中，室温摇床孵育 1 h。一抗 4℃孵育过夜，二抗室温摇床孵育 2 h，用 TBST
清洗 3 次。用 ECL 化学发光液对膜进行显色处理，感光胶片显影，X 光片上条带强度用 NH Image 软件

分析。 

2.4. 数据分析 

计算各组重复实验的平均值和标准差，并采用 one-way ANOVA 进行比较。处理组与对照组比较：*P 
< 0.05，差异显著；**P < 0.01，差异极显著。 
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3. 结果 

3.1. 类胡萝卜素对前脂肪细胞 3T3-L1 活力的影响 

从图 1 可看到，40 μM 类胡萝卜素处理后存活的 3T3-L1 前脂肪细胞数目都大幅度减少，其中尤以 β-
胡萝卜素处理的极为显著，经处理后留存下来的细胞已极其少。图 2 结果显示，1.25、2.5、5、10、20、
40 μM 的类胡萝卜素分别处理 3T3-L1 细胞，培养 72 h 后，胭脂树橙、β-胡萝卜素和番茄红素对 3T3-L1
前脂肪细胞活力的降低作用与其浓度呈现剂量-效应关系，类胡萝卜素浓度越大作用越强。在 10 μM 胭脂

树橙处理下细胞活力降低与对照组相比有显著差异，在 5 μM 番茄红素和 β-胡萝卜素处理下细胞活力降

低与对照组相比有显著差异。当浓度为 40 μM 时，胭脂树橙、番茄红素和 β-胡萝卜素处理组细胞活力分

别降至对照组的 33.4%、17.8%和 31.4%。结果表明这三种类胡萝卜素都可显著降低 3T3-L1 前脂肪细胞

的活力(胭脂树橙：P10 = 0.0295 < 0.05，P20 = 0.0080 < 0.01，P40 = 0.0003 < 0.01；番茄红素：P5 = 0.0123 < 
0.05，P10 = 0.0015 < 0.01，P20 = 0.0030 < 0.01，P40 = 0.0005 < 0.01；β-胡萝卜素：P5 = 0.0395 < 0.05，P10 = 
0.0003 < 0.01，P20 = 0.0024 < 0.01，P40 = 0.0002 < 0.01)。 
 

  

  
Figure 1. 3T3-L1 cells treated for 72 h by 40 μM carotenoids (40×): (A) Control; (B) Bixin; (C) Lycopene; (D) 
β-carotene 
图 1. 40 μM 类胡萝卜素处理 72 h 后的 3T3-L1 细胞(40×)：(A) 对照；(B) 胭脂树橙；(C) 番茄红素；(D) β-
胡萝卜素 
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Figure 2. Carotenoids on 3T3-L1 cell viability. The viability of 3T3-L1 cells treated with carotenoids for 72 h 
was measured by MTT assay. Data are presented as the means ± S.D., n = 3, ∗P < 0.05 and ∗∗P < 0.01 versus 
control group 
图 2. 类胡萝卜素对 3T3-L1 细胞活力的影响。用类胡萝卜素处理 72 h 后 3T3-L1 细胞的活力用 MTT 法检

测。数据表示为平均值±标准差，重复 3 次，∗P < 0.05 和∗∗P < 0.01 分别表示与对照组相比差异的显著程度 
 
3.2. 类胡萝卜素对前脂肪细胞 3T3-L1 分化的影响 

用诱导剂诱导前脂肪细胞 3T3-L1 分化至 8 d 后，未加类胡萝卜素的对照组脂肪细胞分化率较高，油

红 O 染色后可看到细胞分泌脂肪颗粒较多(图 3)。而经过类胡萝卜素处理的细胞分化率明显降低，油红 O
染色后能看到 40 μM 类胡萝卜素处理 6 d 的细胞(诱导剂处理了 8 d)分泌脂肪颗粒少而稀疏，以胭脂树橙

和 β-胡萝卜素的极为明显。用浓度分别为 5、10、20、40 μM 类胡萝卜素处理诱导 2 d 的细胞，继续诱导

分化至 8 d 后用油红 O 染色，然后测定 OD 值，以定量检测细胞内脂肪含量，判断脂肪细胞分化程度。

结果如图 4，可以看出胭脂树橙、番茄红素和 β-胡萝卜素对 3T3-L1 前脂肪细胞的分化都有一定的抑制作

用。在本试验浓度范围内未发现胭脂树橙和番茄红素对 3T3-L1 脂肪细胞分化的抑制作用与浓度有较大关

联，10 μM 胭脂树橙处理时细胞分化受抑制程度与对照组相比有显著差异，20 μM 和 40 μM 处理时分化

受抑制与对照组相比有极显著差异。20 μM 和 40 μM 番茄红素处理组细胞分化受抑制程度与对照组相比

有极显著差异。β-胡萝卜素对 3T3-L1 脂肪细胞分化的抑制作用表现出与浓度呈现剂量效应关系，10 μM
处理时细胞分化率降低与对照组相比已有显著差异，20 μM 和 40 μM 处理时差异达极显著程度。 

3.3. 类胡萝卜素对 3T3-L1 细胞中 PPARγ表达的影响 

蛋白质水平检测结果显示(图 5)，3T3-L1 前脂肪细胞分化过程中加入类胡萝卜素干预，其 PPARγ蛋
白表达水平明显被下调，与类胡萝卜素抑制细胞分化的情形很相似，除胭脂树橙处理浓度变化与 PPARγ
蛋白表达水平降低之间没有相关性外，高浓度的另两种类胡萝卜素处理组的蛋白表达水平都低于低浓度

处理组，β-胡萝卜素还明显呈现出浓度依赖的方式下调 PPARγ蛋白表达。 
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Figure 3. Oil red O attaining of 3T3-L1 cells treated for 6 d by 40 μM carotenoids (40×): (A) Control; (B) Bixin; 
(C) Lycopene; (D) β-carotene 
图 3. 40 μM 类胡萝卜素处理 6 d 的 3T3-L1 脂肪细胞油红染色图(40×)：(A) 对照；(B) 胭脂树橙处理；(C) 
番茄红素处理；(D) β-胡萝卜素处理 

 
4. 讨论 

肥胖是由于机体能量摄入与消耗之间的不平衡，体现为脂肪细胞数量增加和体积增大[2]，抑制前脂

肪细胞的增殖和分化为成熟脂肪细胞成为抗肥胖的一个重要手段。本试验结果表明，胭脂树橙、β-胡萝

卜素和番茄红素能降低 3T3-L1 前脂肪细胞的活力，抑制其分化，下调 PPARγ的表达，这与文献报道的 β-
胡萝卜素、β-隐黄质、岩藻黄质以及新黄质在 3T3-L1 细胞上的研究结果一致[7]-[10] [13]，但与胭脂树橙

和辣椒色素的结果不同[14] [15]。番茄红素作为近年广受关注的类胡萝卜素，尽管已表明可抑制脂肪肝发

展，还未见其影响前脂肪细胞系分化相关报道，本结果有助于全面认识番茄红素的抑制脂肪积累抗肥胖

功能。 
如前所述，前脂肪细胞分化为成熟脂肪细胞是个复杂的过程，是由精细的转录因子网络调控的，不

同时间进程阶段细胞表现不同[19]。在视黄酸抑制 3T3-L1 前脂肪细胞分化为脂肪细胞研究中发现，当

PPARγ已经表达后加入视黄酸则抑制 3T3-L1 细胞分化，并引起细胞中 PPARγ蛋白损失。分化诱导后 72
到 96 h，视黄酸便失去抑制细胞分化作用[20]。研究岩藻黄质对 3T3-L1 前脂肪细胞三个分化阶段期间脂

肪生成影响观察到，在分化的早期阶段(0~2 d)用岩藻黄质则促进 3T3-L1 脂肪细胞分化，增加甘油三酯积

累与 PPARγ蛋白表达，在分化的中期(2~4 d)和后期阶段(4~7 d)岩藻黄质降低 PPARγ表达，提示岩藻黄质 
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Figure 4. Effects of carotenoids on the differentiation of 3T3-L1 cells. 3T3-L1 cells treated by differentiation inducer for 2 
d and then another 6 d after carotenoid addition. Data are presented as percent of control and the bars are the means ± S.D. 
values for three independent experiments. ∗P < 0.05 and ∗∗P < 0.01 versus control groups 
图 4. 类胡萝卜素对 3T3-L1 细胞分化的影响。3T3-L1 细胞用分化诱导剂处理 2 天后加类胡萝卜素再处理培养 6 天。

数据为对照组的百分率，柱形图的数值为 3 次独立试验的平均值 ± 标准差，∗P < 0.05 和∗∗P < 0.01 分别表示与对照

组相比差异的显著程度 
 

 
Figure 5. Carotenoids down-regulate PPARγ protein expression levels in 3T3-L1 cells. 3T3-L1 cells treated by differentia-
tion inducer for 2 d and then another 6 d after carotenoid addition. The expression levels of samples were normalized to the 
corresponding levels of β-actin. Data are presented as percent of control and the bars are the means ± S.D. values for three 
independent experiments. ∗P < 0.05 and ∗∗P < 0.01 versus control groups 
图 5. 类胡萝卜素下调 3T3-L1 细胞中 PPARγ蛋白表达水平。3T3-L1 细胞用分化诱导剂处理 2 天后加类胡萝卜素再

处理培养 6 天，用相应的 β-actin 水平将样品的表达水平标准化，数据为对照组的百分率，柱形图的数值为 3 次独立

试验的平均值±标准差，∗P < 0.05 和∗∗P < 0.01 分别表示与对照组相比差异的显著程度 
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在 3T3-L1 细胞不同分化阶段施加的不同效应[21]。以上研究结果有助于理解当下在研究类胡萝卜素对

3T3-L1 前脂肪细胞分化及 PPARγ蛋白表达影响上得到不一致甚至相反的结果，即在 3T3-L1 前脂肪细胞

到脂肪细胞不同分化阶段施用类胡萝卜素，会得到截然不同抑制脂肪积累抗肥胖效果。例如，已报道胭

脂树橙是作为 PPARγ激活剂起作用的，可增强分化了的 3T3-L1 脂肪细胞中 PPARγ靶基因的表达[14]。 
PPARγ是一种配体依赖性转录因子，参与脂类生物合成、葡萄糖代谢、炎症反应、动脉粥样硬化，

还调控细胞增殖与分化[22]。PPARγ在 3T3-L1 成纤维细胞分化早期阶段发挥重要作用，其表达增强足以

诱导成纤维细胞的脂肪细胞分化，缺 PPARγ下没有发现促进脂肪生成的因子，绝大部分的脂肪生成前因

子至少部分地是通过激活 PPARγ表达或活力来发挥功能的。若激活 PPARγ，则会促进 3T3-L1 细胞活力

并分化为成熟脂肪细胞，只有下调 PPARγ表达才能降低细胞活力抑制其分化。有研究表明，PPARγ基因

缺失小鼠在高脂饮食情况下不会发生肥胖，表明 PPARγ表达量的降低能防止高脂饮食引起的脂肪细胞过

度肥大[23]。本试验结果，连同其他多数同类研究报道也都证明这个观点，表明类胡萝卜素是经由下调

PPARγ来对 3T3-L1 施加影响的。 
类胡萝卜素的抗肥胖作用已在多种细胞类型和动物上得到确认，例如番茄红素可对抗高脂饮食引起

的大鼠脂肪肝[11] [12]。给肥胖大鼠补充虾青素可使内脏脂肪细胞减小，降低血液游离脂肪酸浓度[24]。
长期给饲虾青素可明显缓解高脂饲料喂饲引起的小鼠体重增加，降低脂肪组织的脂水平[25]。对 β-胡萝

卜素和叶黄素在牛白色脂肪组织中诱导前脂肪细胞分化，促进脂肪生成的原因可能在于细胞类型不同，

因为虾青素促进神经干细胞脂肪生成，使 PPARγ过表达[26]，同时也表明调控体内脂肪生成和积累系统

的复杂性。 
类视黄素(视黄醇、视黄醛和视黄酸)抑制脂肪细胞分化的抗肥胖作用已得到较广泛认同[27]，β-胡萝

卜素降低 3T3-L1 细胞活力抑制其分化的能力强于胭脂树橙和番茄红素，且其作用效应强弱呈现浓度依赖

方式，都可能与其易生成类视黄素有关，最不易转化为类视黄素的番茄红素对细胞的作用就较弱，这需

要在今后的成分检测试验中给以确认。 
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