
论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$-&$)&%%)

黄桷树叶总黄酮提取物对
2@0(

细胞的保护作用研究"

汪
!

洋$

!胡
!

魁1

!陈
!

玲$

!苏
!

燕'

!马佳卉0

!肖
!

虹@

!白群华@

#

"

$&

重庆医科大学实验教学中心!重庆
0%$''$

#

1&

广东省工伤康复医院职业健康检查科!广州
@$%(-%

#

'&

重庆医科大学公共卫生与管理学院!重庆
0%%%$)

#

0&

重庆医科大学
$%

级预防医学!重庆
0%%%$)

#

@&

重庆医科大学公共卫生与管理学院卫生检验教研室!重庆
0%%%$)

$

!!

"摘要#

!

目的
!

探索黄桷树叶总黄酮的提取和初步了解提取物是否具有细胞损伤的保护作用!为黄桷树叶药用价值的研究

提供依据%方法
!

采用乙醇浸提法!提取黄桷树叶中的总黄酮!以芦丁为标准计算提取效率%以鱼藤酮诱导
2@0(2@0(

人肺腺癌

细胞损伤为模型!研究提取物对细胞活力&细胞形态&活性氧的产生&凋亡率的影响作用%结果
!

对黄桷树叶中的总黄酮!

)%W

的

乙醇的提取效率为
@&%1W

#提取物
'1=

F

(

?

可明显抑制
$%%

$

F

(

?

鱼藤酮诱导的细胞活力的降低&细胞形态的改变&活性氧的产

生和凋亡%结论
!

乙醇浸提法能用于提取黄桷树叶中的总黄酮#提取物具有保护鱼藤酮诱导的
2@0(

细胞损伤的作用#黄桷树叶

具有进一步研究开发其药用价值的潜力%

"关键词#

!

黄桷树叶#总黄酮提取物#
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人肺腺癌细胞#活性氧#细胞凋亡
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黄桷树$又名黄葛树*马尾榕&属高大落叶乔木#为桑科榕

属植物#原产我国华南和西南地区#尤以重庆*四川*湖北等地

最多)+全国中草药汇编,和+中华本草,中有记载黄桷树的根*

叶均可入药)但现代对黄桷树的药用价值研究不多#尚无对其

药效进行系统科学的研究报道'

$.'

(

)黄酮类化合物是榕属植物

的重要药用成分'

$

(

)现代研究表明#黄酮类化合物具有抗自由

基*抗衰老*抗癌及降压*降血脂*抗心律失常*抗骨质舒松等多

种药理作用#并且黄酮类化合物多安全*无毒#使其在医药*食

品领域具有广阔的应用前景'

0

(

)为了研究黄桷树叶黄酮类化

合物存在的情况#本文利用乙醇浸提法提取了黄桷树叶黄酮类

化合物)鱼藤酮是常用的杀虫剂#是线粒体复合酶
$

阻断剂#

可对
2@0(

人肺腺癌细胞$

2@0(

细胞&造成氧化损伤'

@.)

(

)为

了研究所提取得黄桷树叶提取物的药效#作者初步测定了所得

黄桷树叶提取物对鱼藤酮所致
2@0(

细胞氧化损伤的保护作

用)本研究结果表明#乙醇浸提法可用于提取黄桷树叶黄酮类

化合物#且所得提取物对鱼藤酮导致的
2@0(

细胞的活性氧

$

9d6

&的产生和凋亡具有抑制作用#可能具有抗细胞氧化损伤

的药理作用#值得进一步研究开发)现将研究结果报道如下)
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材料与方法
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!

材料
!

黄桷树叶#

@

月初采于重庆医科大学校内%

2@0(

细胞来源于重庆医科大学基础医学院细胞与分子生物教研室%

5a:a

高糖培养基和胎牛血清购自美国
BS;7d

公司%胞内活

性氧$

9d6

&荧光探针
1i

#

-i.

二氯荧光黄双乙酸盐$

1i

#

-i.

578>.52

&购于碧云天生物技术研究所%细胞凋亡检测试剂盒

购于南京凯基生物科技发展有限公司%

aAA

*

5a6d

购自
+#

F

.

=E

公司%其他试剂全部为分析纯#购于商业试剂公司)
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!

方法
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!

黄桷树叶黄酮化合物的提取
!

将新采集的黄桷树叶洗

净*晾干*剪碎后#于真空冷冻干燥机
V1%h

以下干燥
'N

#再

打成粉#置于广口瓶中#干燥保存备用)称取黄桷树叶粉末

1@&%

F

0

份#分别以
@%%=?

的
@%W

*

)%W

*

-%W

*

/%W

乙醇于

磁力加热搅拌器上
)%h

提取
'N

)所得提取液先用
'

层纱布

粗过滤#再用三氯甲烷与粗滤液以
$X'

的比例萃取
1

次#去掉

下层绿色液体#得上层黄色液体)然后再调节萃取液的
C

>

为

@&%

#加硅藻土#搅拌并沉降后#于
'@%%D

"

=#,

#离心
$N

#取上

清液为提取液)提取液于真空冷冻干燥机中#先于常温下抽真

空挥去乙醇和三氯甲烷#再于
V@%h

#

1%<E

以下抽真空除去

水分#约
$%N

#得到棕黄色固体产物)

>&?&?

!

提取物总黄酮的测定
!

将提取物用甲醇溶解后#以芦

丁为标准#采用亚硝酸钠
.

硝酸铝显色法对总黄酮进行定量'

-

(

#

即在中性或弱碱性及亚硝酸钠存在条件下#黄酮类化合物可与

铝盐生成螯和物#在
@$%

波长有稳定特征吸收峰#通过比色而

定量提取液中的总黄酮水平)芦丁标准曲线的绘制!芦丁以甲

醇溶解#配制为
$%%=

F

"

?

标准溶液%分别吸取芦丁标准溶液

%&%%

*

%&/%

*

$&)%

*

1&0%

*

'&1%

*

0&%%

*

0&/%=?

于
$%&%%=?

容量

瓶中#加入
@W

亚硝酸钠溶液
%&@=?

#静置
)=#,

#再加
$%W

硝

酸铝
%&@=?

#静置
)=#,

%再加
0W

氢氧化钠
0&%%=?

#甲醇定

容后#静置
$%=#,

#于
@$%,=

测吸光度)

>&?&@
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2@0(

细胞鱼藤酮损伤模型的建立
!

2@0(

细胞在含

$%%=?

"

?

的胎牛血清及
$%%=

F

"

?

青霉素*

$%%=

F

"

?

链霉素

的完全
Sa5a

培养基中#在
'-h

#

@%=?

"

?

的
7d

1

孵箱中常

规培养#当细胞达到对数生长期时传代)

2@0(

细胞以每孔

'%%%

个接种于
()

孔培养板中#培养
$)N

贴壁后#进行药物处

理)鱼藤酮与黄桷树叶提取物以
5a6d

溶解后#用
Sa5a

培

养基稀释成相应浓度处理细胞#根据
aAA

实验结果选择最佳

的鱼藤酮和黄桷树叶提取物的干预浓度)

>&?&A

!

四甲基偶氮唑蓝$

aAA

法&

!

2@0(

细胞以每孔
'%%%

个接种于
()

孔培养板中#培养
$)N

贴壁后#进行药物处理)

黄桷树叶提取物和鱼藤酮单独或共同作用于细胞
0/N

#然后吸

掉培养液#换为含
@

F

"

?aAA

的完全培养液
$%%

$

?

#

'-h

继

续孵育
0N

#小心吸去上清液#加
$@%

$

?

的
5a6d

#振荡
$%

=#,

#在酶标仪上用
0(%,=

波长测定吸光度$

L

&值#以空白对

照组为标准计算细胞活力)公式为!细胞存活率$

W

&

Y

药物处

理组吸光度值"空白对照组吸光度值
]$%%W

)

>&?&C

!

细胞形态的观察
!

2@0(

细胞以每孔
'%%%

个接种于

()

孔培养板中#培养
$)N

贴壁后#进行药物处理)黄桷树叶提

取物和鱼藤酮单独或共同作用于细胞
0/N

#然后#用
0%

F

"

?

多

聚甲醛固定
$%=#,

#倒置显微镜观察细胞形态)

>&?&F

!

细胞内
9d6

测定
!

2@0(

细胞接种于
)

孔培养板#细

胞数
)]$%

) 个"孔)药物处理到预定时间后#去除培养液#以

<;6

$

C

>-&0

&洗
1

次#每孔加入
$ =?

的
9d6

荧光探针

578>.52

$

1%

$

="J

"

?

&#

'-h

孵育
$N

#以
<;6

$

C

>-&0

&洗
'

次#收集细胞用流式细胞仪分析细胞的荧光强度量)

>&?&G

!

流式细胞仪测定细胞凋亡
!

2@0(

细胞接种
)

孔板#细

胞数
)]$%

) 个"孔)药物处理到预定时间后#收集细胞#按细

胞凋亡测定试剂盒说明书操作处理细胞#用流式细胞仪双标法

分析分析细胞的荧光强度)

>&@

!

统计学处理
!

每批试验至少重复
'

次#采用
6<66$-&%

软件分析#计量资料以
M[:

表示#两组间差异用
6MG!H,Mi+<

检

验分析#计数资料用率表示#多组间比较用
!

1 分析法#以
!

$

%&%@

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

黄桷树叶黄酮类化合物的乙醇浸提
!

提取物中总黄酮的

含量以芦丁为标准品#以标准曲线定量)芦丁标准曲线的配制

按-材料方法.中的描述#其回归方程!

2Y$&11@07f

%&%0@0)

%

8Y%&((()

#如图
$

)

图
$

!!

芦丁浓度
.

吸光度标准曲线

!!

1@

F

黄桷树叶粉末分别经
@%W

*

)%W

*

-%W

*

/%W

乙醇溶

液提取后#经萃取*絮凝*离心后#分别得到约
0%%=?

提取液#

定容至
@%%=?

后#各取
$=?

#加
(=?

甲醇稀释后#取
$=?

以芦丁定量提取物总黄酮#并计算总黄酮的提取效率#见表
$

)

表
$

!!

不同浓度乙醇对黄桷树叶黄酮的提取效率

乙醇浓度
L

提取液黄酮浓度

$

=

F

"

?

&

粗黄酮量

$

=

F

&

黄酮得率

$

W

&

@%W %&'1) 11/ $$0% 0&@)

)%W %&'@0 1@$ $1@@ @&%1

-%W %&'10 11) $$'1 0&@'

/%W %&'$0 1$/ $%(% 0&')

!!

由以上结果得知#

)%W

的乙醇的提取效率最高#为
@&%1W

)

然后将
)%W

乙醇提取的提取液经真空冷冻干燥#最终得到

1&)$

F

固体提取物#此提取物的总黄酮的百分含量为
0'&0W

#

用于以下药效活性的初步测定)

?&?

!

黄桷树叶提取物与鱼藤酮对
2@0(

细胞活力与形态的影

响
!

为了建立有效的实验模型#首先分析黄桷树叶提取物和鱼

藤酮在实验条件下对细胞活力的直接影响#以排除提取物的细

胞毒性对模型的干扰作用#以及初步确定鱼藤酮对
2@0(

细胞

活力的损伤作用#并分析了提取物对鱼藤酮的细胞活力损伤是

否具有保护作用)细胞活力的测定采用
aAA

法)

2@0(

细胞

损伤时#在形态上也有明显的变化#表现为空泡增多和细胞收

缩*变圆*不贴壁)因此#提取物和鱼藤酮在实验条件下对细胞

损伤的影响还可通过细胞形态的变化进行初步判断)见
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年
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图
1

*

'

)

?&?&>

!

提取物对
2@0(

细胞活力的影响
!

固体提取物以
5a.

6d

溶解#以
/

*

$)

*

'1

*

)0

*

$1/=

F

"

?

不同浓度处理
2@0(

细胞

0/N

#其中
/

*

$)

*

'1=

F

"

?

浓度处理的细胞活力与
5a6d

对照

组及空白对照组相比差异无统计学意义$

!

%

%&%@

&#而
)0

*

$1/

=

F

"

?

浓度处理可明显导致细胞活力的降低#细胞活力分别降

为对照组的
%&)$[%&$@

$

!

$

%&%@

&和
%&'%[%&$1

$

!

$

%&%@

&#

见图
12

)说明在实验条件下#提取物浓度在
/

"

'1=

F

"

?

范

围对
2@0(

细胞无明显的细胞毒活性#以下试验均在此药物浓

度范围内进行)

!!
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!
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>/

"

>$1/
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/
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F

"

?
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"

91%%

!鱼藤酮
$%

"

1%%

$

F

"

?
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"

!

!

$

%&%@

#与空白对

照比较%

%%

!

!

$

%&%@

#与鱼藤酮$

$%%

$

F

"

?

&处理比较)

图
1

!!

提取物与鱼藤酮处理对细胞活力的影响

!!

7d4

!空白对照%

5a6d

!

5a6d

对照%

>/

"

>'1

!提取物
/

"

'1=

F

"

?

处理%

9$%%

!鱼藤酮
$%%

$

F

"

?

处理)

图
'

!!

提取物与鱼藤酮处理对细胞形态的影响

?&?&?

!

鱼藤酮对
2@0(

细胞活力的影响
!

鱼藤酮以
5a6d

溶

解#以
$%

*

$%%

*

1%%

$

F

"

?

不同浓度作用于
2@0(

细胞)结果显

示#

$%

$

F

"

?

浓度处理
0/N

后#细胞活力与
5a6d

对照组及空

白对照组相比#差异无统计学意义$

!

%

%&%@

&#而
$%%

*

1%%

$

F

"

?

浓度处理
0/N

可明显导致细胞活力的降低#细胞活力分

别降为空白对照组的$

%&)/[%&$0

&倍$

!

$

%&%@

&和$

%&@@[

%&$'

&倍$

!

$

%&%@

&$图
1;

&)由于
1%%

$

F

"

?

浓度的鱼藤酮使

细胞活力降低较为严重#以下试验均以
$%%

$

F

"

?

的鱼藤酮建

立
2@0(

损伤模型#以利于观察提取物的保护作用)

?&?&@

!

提取物对鱼藤酮导致的
2@0(

细胞活力损伤的影响
!
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为了观察提取物对鱼藤酮导致的
2@0(

细胞活力的损伤是否

具有保护作用#以鱼藤酮
$%%

$

F

"

?

单独或同时与提取物
/

"

'1=

F

"

?

作用
0/N

后#测定细胞活力)实验结果显示$图
17

&#

鱼藤酮
$%%

$

F

"

?

单独作用时#细胞活力降低至空白对照的

$

%&)@[%&%(

&倍$

!

$

%&%@

&%当同时与提取物
/

*

$)=

F

"

?

作用

时#则细胞活力与鱼藤酮
$%%

$

F

"

?

单独作用时无明显差异%而

同时与提取物
'1=

F

"

?

作用时#则细胞活力增加#为空白对照

的$

%&//[%&$1

&倍$

!

$

%&%@

&)结果提示#提取物
'1=

F

"

?

对

鱼藤酮导致的
2@0(

细胞活力损伤具有保护作用)

?&?&A

!

提取物及鱼藤酮对
2@0(

细胞形态的影响
!

提取物

$

/

"

'1=

F

"

?

&及鱼藤酮$

$%%

$

F

"

?

&单独或同时处理
2@0(

细

胞
0/N

#对其形态的影响见图
'

)结果显示#与对照相比#提取

物单独作用时#浓度在
/

*

$)

*

'1=

F

"

?

时#对
2@0(

细胞形态无

明显影响%而鱼藤酮
$%%

$

F

"

?

单独作用时可明显导致细胞收

缩变圆数量增多#细胞数量减少)当
$%%

$

F

"

?

鱼藤酮同时加

用提取物处理细胞时#提取物
/

*

$)=

F

"

?

的浓度对鱼藤酮导

致的细胞形态的变化无明显影响#而
'1=

F

"

?

的浓度可明显

减少细胞的收缩变圆#并使细胞的数量增多)结果提示#提取

物
'1=

F

"

?

对鱼藤酮
$%%

$

F

"

?

导致的
2@0(

细胞形态的损伤

具有保护作用)

?&@

!

提取物对鱼藤酮导致
2@0(

细胞
9d6

产生的影响
!

鱼

藤酮阻断细胞线粒体复合酶
&

的电子传递#可导致大量
9d6

的产生#从而造成
2@0(

细胞活力的降低和形态的变化)为了

测定提取物是否可以通过抑制
9d6

的产生而起保护鱼藤酮的

细胞损伤作用#本研究利用
9d6

荧光探针和流式细胞仪计数#

测定了提取物$

/

"

'1=

F

"

?

浓度&对鱼藤酮
$%%

$

F

"

?

导致的

2@0(

细胞内
9d6

的产生的影响)实验结果显示$图
0

&#鱼藤

酮作用
0/N

可导致细胞内
9d6

浓度增加至空白对照的

$

'&([%&@

&倍$

!

$

%&%$

&%鱼藤酮分别和
/

*

$)=

F

"

?

的提取物

同时处理细胞时#

9d6

的产生量与鱼藤酮单独作用时无明显

差异%而当同时使用
'1=

F

"

?

提取物时#则
9d6

的产生量较鱼

藤酮单独作用明显降低#为空白对照的$

1&'[%&0

&倍$

!

$

%&%@

&)结果说明#提取物对鱼藤酮诱导的
2@0(

细胞内
9d6

的产生具有抑制作用)

?&A

!

提取物对鱼藤酮导致
2@0(

细胞凋亡的影响
!

当细胞发

生严重损伤时#即可发生凋亡)细胞内
9d6

大量产生导致的

氧化损伤是发生凋亡的重要原因)因此#提取物可能通过抑制

细胞中
9d6

的产生而抑制鱼藤酮导致的细胞凋亡)为了验证

提取物是否对鱼藤酮导致的
2@0(

细胞凋亡具有影响#本研究

分别用鱼藤酮
$%%

$

F

"

?

或同时加用黄酮提取物
/

"

'1=

F

"

?

处理细胞
0/N

#用流式细胞仪检测细胞的凋亡情况)实验结果

显示$图
@

&#与空白对照组相比#鱼藤酮处理
0/N

可导致细胞

的凋亡率由$

@&0[%&(

&

W

增加至$

$0&-[$&$

&

W

$

!

$

%&%$

&%

而鱼藤酮同时加提取物处理时#加
/

*

$)=

F

"

?

提取物对凋亡

无明显影响#而加
'1=

F

"

?

的鱼藤酮可导致凋亡率降低至

$

$%&-1[$&0

&

W

$

!

$

%&%@

&)结果提示#提取物对鱼藤酮诱导

的
2@0(

细胞凋亡具有抑制作用)
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@

!

讨
!!

论

在本文的初步研究当中#证实黄桷树叶含有较多量的黄酮

类成分#

)%W

乙醇的提取效率达到
@&%1W

#提取方法可进一步

研究和改进)黄酮类化合物种类繁多#理化性质也存在着较大

的差异'

0

(

)其中黄酮苷元一般难溶或不溶于水#易溶于甲醇*

乙醇*乙酸乙酯*乙醚等有机溶剂#易溶于稀碱液)黄酮类化合

物的羟基糖苷化后#水溶性相应加大#而在有机溶剂中的溶解

度相应减少)黄酮苷一般易溶于水*甲醇*乙醇*乙酸乙酯*吡

啶等溶剂#难溶于乙醚*三氯甲烷*苯等有机溶剂)黄酮类化合

物因分子中多有酚羟基而呈酸性#故可溶于碱性水溶液*吡啶*

甲酰胺及二甲基甲酰胺中)本次实验仅提取黄桷树叶中粗黄

酮#采用三氯甲烷进行萃取#虽然能够除去其油性杂质但同时

却使部分可溶于有机溶剂中的黄酮苷元进入有机相而损失)

本文所得到的仅为易溶于水的无机相黄酮苷)故黄酮类成分

可能有较大损失)在进一步的研究当中#可以将乙醇浸提液浓

缩后#依次采用石油醚*乙酸乙酯*正丁醇等萃取#每个萃取部

分所得到的萃取物再进行分离纯化#使黄酮类成分的损失减

少'

/

(

)另外#乙醇浸提的条件也需要进一步优化)文献显示#

乙醇的浓度是影响黄酮类浸提效率的重要的因素'

(.$%

(

#故本文

比较了
@%W

*

)%W

*

-%W

*

/%W

的乙醇提取效率#发现
)%W

的乙

醇提取效率是最优的)但是#提取的温度*时间*超声的频率*

时间也可对提取效率有一定的影响'

/

#

$$

(

#故需在进一步的研究

中优化)

黄桷树为榕属植物#现有的研究表明#本属植物的化学成

分多样#近年来从本属植物中共分离得到
0-

个三萜化合物*

$0

个黄酮类化合物*

0

个倍半萜*

$@

个香豆素*

$)

个生物碱以及

木脂素*甾醇*脂肪烃*有机酸*高级脂肪酸酯*芳香化合物*氨

基酸*维生素*糖等化合物'

$

(

#但对其大部分的成分的药理活性

的研究还不多)至今已从本属植物中分离到降糖*降血压*抗

肿瘤*抗菌*抗疟的成分'

$

(

#近来在本属植物中还分离到具有治

疗腹泻*关节炎和抑制细胞凋亡的成分'

$1.$0

(

)但对黄桷树叶

中的药效成分还未见研究报道)而本文的初步研究结果表明#

黄桷树叶中含有较高浓度黄酮类#且得到的含黄酮的提取物具

有抑制鱼藤酮诱导
2@0(

细胞
9d6

的产生和凋亡的作用)细

胞中
9d6

的产生是导致细胞氧化损伤的重要因素%而细胞的

氧化损伤和凋亡是细胞和组织在各种不良因素#如炎性细胞因

子*缺血缺氧*线粒体损伤*能量障碍等作用下发生损伤和衰老

的重要机制'

$@

(

)因此#黄桷树叶中可能含有能保护细胞氧化

损伤的有效成分#可能在抗衰老*抗炎性损伤等方面发挥药效

作用#值得进一步研究开发)但本文所用的提取物为混合物#

除黄酮类外#还含有多种其他成分)在进一步研究当中#应当

结合多种分离纯化方法#得到高纯度的成分#再进行进一步的

药理活性研究#以确认抗氧化损伤和抗凋亡的药效成分#并进

行进一步的药效机制的研究#为开发黄桷树叶的药用价值打下

基础)
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