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摘要!采用高效液相色谱分析牡丹花蕊醇提物的主要成

分#并通过
;

!

<

!

诱导
;U[,C

细胞建立损伤模型#研究

牡丹花蕊醇提物对其保护作用%结果表明&牡丹花蕊醇

提物主要成分为芦丁$槲皮素和芍药苷
%

种单体#含量分

别为
@@7!?Q

#

#?7?"Q

#

#$7""Q

'牡丹花蕊醇提物能够降

低细胞及其培养液中
S&O

含量#提高细胞内
R<&

和

Z=b

活性以及
ZR;

的含量%牡丹花蕊醇提物能够提高

;U[,C

细胞的抗氧化能力%

关键词!牡丹花'醇提物'高效液相色谱法'
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细

胞'

;

!

<

!

损伤

34-56785

&

JKF-./G89-

:

9GFG319I3KF.089K90F23E.83/9GIE9-

:

F9G

6

13.-FG5.1.G.0

6

aFHM

6

K/

4

K

:

FEI9E-.G8F0/

c

L/H8KE9-.'

39

4

E.

:

K

6

7;

!

<

!

/GHL8FHKL-.GL-M/0/8.0NF/GFGH93KF0/.08F001

!

;U[,C

"

8F00139F13.M0/1K.H.-.

4

F-9HF03913LH

6

3KF

:

E93F8'

3/NFFIIF839I

:

F9G

6

I095FEF23E.837XF1L031

&

3KF.089K90F23E.83/9G

IE9-

:

F9G

6

13.-FG -./G0

6

89G3./G3KEFF -9G9-FE1

#

G.-F0

6

EL3/G

#

c

LFE8F3/G.GH

:

.F9G/I09E/G

#

5/3K89G3FG319I@@7!?Q

#

#?7?"Q.GH#$7""Q

#

EF1

:

F83/NF0

6

7JKF.089K90F23E.83/9GIE9-

:

F9G

6

13.-FG8.GEFHL8F3KF89G3FG39IS&O/G8F001.GH8L03LEF

-FH/L-

#

/G8EF.1F3KF.83/N/3/F19IR<&

#

Z=b.GHZR;89G3FG3

/G3KF8.0017JKF.089K90F23E.83/9G9I

:

F9G

6

13.-FG8.G/-

:

E9NF

3KF.G3/92/H.G38.

:

.8/3

6

9I;U[,C7

9:

;

<=6>-

&

:

F9G

6

'

.089K90F23E.831

'

;=DC

'

KL-.GL-M/0/8.0

NF/GFGH93KF0/.08F001

!

;U[,C

"'

;

!

<

!

'/GHL8FH.-.

4

F

牡丹是中国最重要的观赏花卉之一%同时具有较高

的食用价值%自古就有牡丹花茶)牡丹花酒和牡丹花脯等

产品%

!"##

年
%

月卫生部认定凤丹牡丹为新资源食品*

#

+

&

牡丹花蕊是牡丹花的精华部分%具有很高的营养价值%周

明远等*

!

+研究表明牡丹花蕊可提取牡丹花蕊油%其中亚

油酸和亚麻酸含量远高于其他常见食用油&李朝苹等*

%

+

研究表明牡丹花蕊水体液在体外具有较强的抗氧化性&

但是目前对牡丹花蕊醇提物抗氧化作用及主要功效成分

缺乏深入研究&

血管内皮细胞参与机体免疫活动%其损伤与动脉粥

样硬化*

@

+

)脑卒中)高血压*

?

+

)冠心病和糖尿病*

(T$

+等疾

病的发生发展有着紧密的关系&而氧化应激是造成细胞

损伤的重要因素之一%所以采用
;
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!

诱导内皮细胞是研

究抗氧化作用的重要手段之一*

+T#"

+

&傅茂润等*

##

+对牡

丹花蕊进行了提取工艺研究%李朝苹等*

%

+研究了牡丹花

蕊提取液的体外抗氧化功效%但关于牡丹花蕊提取物在

细胞水平上的功效研究却鲜有报道&试验拟在高效液相

分析其功效成分的基础上%采用
;
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诱导人脐静脉血管

内皮细胞!

;U[,C

细胞#损伤来检测牡丹花蕊醇提物在

细胞中抗氧化作用%以期为牡丹在牡丹花蕊方向上的综

合利用提供理论依据&
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材料与方法
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!

材料与试剂

牡丹花"品种为凤丹白%采摘地点为洛阳洛龙区牡丹园$
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芦丁)槲皮素)山奈酚)芹菜素)芍药苷和木犀草素标

准品"纯度均
&

*+Q

%上海源叶生物科技有限公司$

人脐静脉内皮细胞"上海名劲科技有限公司$

高糖培养基"美国
;

6

809GF

公司$

噻唑蓝"美国
R/

4

-.

公司$

双抗)胰蛋白酶!

!?"BVU

(

-

4

#"美国
Z/M89

公司$

四季青胎牛血清"杭州四季青生物工程材料有限

公司$

纤维素酶"

?"U

(

-

4

%上海源叶生物科技有限公司$

R<&

)

Z=b

)

S&O

)

ZR;

和
_CO

测定试剂盒"南京建

成生物工程公司$

其他试剂均为分析纯&

#7!

!

仪器与设备

高效液相色谱仪"

#!(">GI/G/3

6

型%安捷伦科技有限

公司$

双人单面净化工作台"

RP'Ĉ'!V&

型%济南启科仪器

设备有限公司$

倒置显微镜"

C̀ b@#

型%日本
<0

6

-

:

L1

公司$

全自动酶标仪"

(+"

型%美国
_/9'X.H

公司$

C<

!

细胞培养箱"

,#*#>X

型%美国金西盟公司$

数控超声波清洗器"

ì'?""&,

型%南京晓晓仪器设

备有限公司&
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试验方法

#7%7#

!

牡丹花蕊醇提物的制备
!

采用纤维素酶'超声辅

助乙醇提取法%条件"乙醇浓度
$"Q

%料液比
#

#

@"

!

4

(

-D

#%加酶量
"7%Q

%酶解
:

;?

%酶解时间
%" -/G

%

?"\

条件下酶解后沸水浴
#" -/G

灭活%超声功率

%""P

%超声时间
%"-/G

%超声温度
@?\

%提取后旋蒸浓

缩&牡丹花蕊提取液配置成浓度为
!7"-

4

(

-D

的上样

液%以
#7?"-D

(

-/G

上样流速进行
&'#"#

树脂的吸附过

程%先以
%7"_[

的蒸馏水以
#7?-D

(

-/G

流速洗脱除杂%

再以体积分数
*?Q

乙醇溶液以
%7"-D

(

-/G

流速洗脱%收

集乙醇洗脱液%旋蒸!温度
("\

#至总体积的
?Q

%真空冷

冻干燥!温度约
T@"\

%冷冻时间
!@K

#后置于
@\

冰箱

中保存%备用&

#7%7!

!

牡丹花蕊醇提物的紫外光谱扫描
!

称取冻干后的

牡丹花蕊醇提物粉末
? -

4

%用
$"Q

无水乙醇定容至

#""-D

%在波长
!""

#

$""G-

的范围内%用紫外分光光度

计进行光谱扫描&
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牡丹花蕊醇提物的高效液相色谱分析

!

#

#色谱条件"采用
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!

!?"--]
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%
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#色谱柱进行分析%以乙腈!

O

#和水!

_

#为流

动相进行梯度洗脱%

"

#

%"-/G

%

%"Q O

'

("Q O

%检测波

长
!%"G-

%流速
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%柱温
%"\

%进样量
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#制作标准曲线"参考有关牡丹相关文献*

#!T#%

+

%试

验选择
(

种主要的标准品作为参照%即芦丁)槲皮素)山

奈酚)芹菜素)芍药苷和木犀草素&参考王金艳等*

#@

+的方

法稍作修改%配置标准混合溶液绘制标准曲线&

!

%

#称取牡丹花蕊醇提物粉末
@-

4

%甲醇溶液定容

至
#"-D

%超声
?-/G

后过
"7!!

%

-

滤膜过滤%按
#7%7%

!

#

#

的色谱条件进行分析&

#7%7@

!

牡丹花蕊醇提物的细胞试验

!

#

#

;U[,C

细胞培养"参考刘竹青等*

#?

+的方法配

置
&S,S

培养基%在
C<

!

的细胞培养箱中培养细胞%并

定时更换培养液&

!

!

#

;U[,C

氧化损伤模型的建立"参考罗磊等*

#(

+

的方法并稍作调整%将细胞密度为
!7"]#"

?个(
-D

的

;U[,C

细胞接种于细胞培养板&配置不同浓度梯度的

;

!

<

!

溶液!

"

#

#--90

(

D

#作用于
;U[,C

细胞%采用

SJJ

法检测细胞存活率&依据式!

#

#计算细胞存活率&

"

L

!

#

M

"

"

M

"

#

"

"

#

N

#""Q

% !

#

#

式中"

"

'''细胞存活率%

Q

$

"

"

'''空白组的吸光度均值$

"

#

'''不同浓度
;

!

<

!

组的吸光度均值&

!

%

#药物浓度剂量的筛选"筛选过程同氧化损伤模型

建立过程相似%配置不同浓度的牡丹花蕊醇提物培养液

!

"

#

#-

4

(

D

#作用于
;U[,C

细胞%采用
SJJ

法*

#$

+检

测并计算细胞存活率&

!

@

#

;U[,C

细胞内抗氧化物酶的测定"参考卞梦瑶

等*

#$

+的方法并稍作调整%将细胞接种于
(

孔板中%每孔

!7"-D

%培养
!@K

贴壁后%吸弃细胞培养液&空白组和模

型组加入
!7"-D

培养基$低)中)高组分别加入
!7"-D

不同质量浓度的牡丹花蕊醇提液!

#""

%

%""

%

?""

%

4

(

-D

#$

对照组加入
!7"-D

浓度为
?""-

4

(

-D

的
[

C

培养液%置

于培 养 箱 中 培 养&

!@K

后 吸 弃 上 清 液%每 孔 加 入

+""--90

(

D

的
;

!

<

!

溶液
!7"-D

%置于培养箱中培养

@K

后将细胞和细胞培养液分离&参照
R<&

)

Z=b

)

ZR;

)

S&O

和
_CO

试剂盒的操作说明%以
_CO

试剂盒

检测结果为基础%测定细胞及细胞培养液中
R<&

和
Z=b

活性以及
ZR;

和
S&O

的含量&

#7@

!

数据统计

利用
,2F8F0

软件和
&=R*7?

软件进行统计学分析和

数据处理%试验数据以 !

<

`

;

#表示&组间比较采用单因

素方差分析并用
DR&

法进行多重比较&

!

!

结果与分析

!7#

!

牡丹花蕊醇提物的成分分析

!7#7#

!

紫外光谱扫描结果
!

大多数黄酮类化合物的紫外

吸收光谱中有两个特征吸收峰带%

%""

#

@""G-

的吸收带

为带
(

%

!@"

#

!+"G-

的吸收带为带
'

*

#+

+

&如图
#

所示%
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提取与活性
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图
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牡丹花蕊醇提物的紫外可见吸收光谱
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牡丹花蕊醇提物溶液经过紫外光谱扫描之后在
!$$G-

处出现了特征峰带
'

%在
%(?G-

处出现了特征峰带
(

&

说明牡丹花蕊醇提物的紫外光谱扫描结果符合黄酮类化

合物的特征光谱反应&

!7#7!

!

;=DC

分析
!

表
#

为
(

种标准品的标准曲线%且

在
"7"?

#

"7@"-

4

(

-D

时与峰面积呈良好的线性关系&

图
!

为黄酮混合标准溶液与牡丹花蕊醇提物溶液的

;=DC

图&图
!

!

M

#中出现的
%

个较为明显的色谱峰%分

别为峰
#

)峰
!

和峰
@

%且与图
!

!

.

#中的峰
#

)峰
!

和峰
@

相对应%保留时间基本相同&图
!

!

M

#中保留时间在

$7%#-/G

的峰以及保留时间在
##7((-/G

的峰在图
!

!

.

#

中无对应保留时间的峰&经分析%牡丹花蕊醇提物中主

要含有芦丁)槲皮素和芍药苷
%

种单体%且含量分别为

@@7!?Q

%

#$7""Q

%

#?7?"Q

%所以纯化后的牡丹花蕊醇提物

的浓度约为
$(7$?Q

&

表
#

!

(

种标准品的标准曲线

J.M0F#
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R3.GH.EH8LENF9I1/213.GH.EH1

黄酮名称 标准曲线
G
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线性范围(
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,
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T#

#

芦丁
!!

+l#"$+?<m@$$7? "7***+ "7"?

#

"7@"

槲皮素
!

+l#*??%<m#$#* "7***% "7"?

#

"7@"

芍药苷
!

+l#%##%<m@"7( "7**** "7"?

#

"7@"

芹菜素
!

+l#(+#*<T$#7"(! "7***! "7"?

#

"7@"

木樨草素
+l!*!%*<T##@#7@( "7***" "7"?

#

"7@"

山奈酚
!

+l%(!@@<T#$!(7#! "7***+ "7"?

#

"7@"

!7!

!

牡丹花蕊醇提物的细胞抗氧化试验

!7!7#

!

;

!

<

!

浓度的筛选
!

由图
%

可知%

;

!

<

!

浓度在
"

#

(""

%
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(

D

时%对
;U[,C

无明显的抑制作用!

=

%

"7"?

#&当
;

!

<

!

浓度为
+""

%

-90

(

D

时%

;U[,C

细胞存

活率为
?!7"?Q

&

;

!

<

!

浓度过高可能会导致细胞过量死

亡%而浓度过低又会因细胞代数不同等因素而不能对细

胞产生明显的抑制作用%故
;

!

<

!

浓度选择
+""

%

-90

(

D

为宜&

#7

芦丁
!

!7

芍药苷
!

%7

木犀草素
!

@7

槲皮素
!

?7

芹菜素
!

(7

山

奈酚

图
!

!

混合黄酮标准品和样品的
;=DC

图

V/

4

LEF!

!

;=DC8KE9-.39

4

E.-9I3KF-/23LEF9I

I0.N9GF13.GH.EH1.GH1.-

:

0F

小写字母不同表示组间差异显著!

=

$

"7"?

#

图
%

!

;

!

<

!

对
;U[,C

细胞存活率的影响

V/

4

LEF%

!

,IIF8319I;

!

<

!

9G3KF1LEN/N.0E.3F

9I;U[,C

!7!7!

!

牡丹花蕊醇提物浓度选择
!

如图
@

所示%浓度在

#""

#

?""

%

4

(

-D

时牡丹花蕊醇提物对
;U[,C

细胞的

生长无显著影响!

=

%

"7"?

#&浓度
%

?""

%

4

(

-D

时%显著

抑制增殖!

=

$

"7"?

#&研究*

#*

+表明当血管内皮细胞受损

时会增加动脉硬化的可能性%所以%选择牡丹花蕊醇提物

剂量为
#""

%

%""

%

?""

%

4

(

-D

来进行下一步试验&

肿瘤的生长和转移与血管生成关系密切%所以抑制

血管生成是研究抗肿瘤的重要机制之一&图
@

表明%当

牡丹花蕊醇提物浓度
%

?""

%

4

(

-D

时对
;U[,C

细胞有

抑制作用%说明牡丹花蕊醇提物中可能含有某种血管生

成抑制因子&

))

"

[907%?

"

B97#"

罗
!

磊等!牡丹花蕊醇提物对
;

!

<

!

诱导
;U[,C

细胞损伤的保护作用



小写字母不同表示组间差异显著!
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#

图
@

!

牡丹花蕊醇提物对
;U[,C

细胞存活率的影响

V/

4

LEF@

!

,IIF8319I.089K90F23E.83/9GIE9-

:

F9G

6

13.-FG9G3KF1LEN/N.0E.3F9I;U[,C

!7!7%

!

牡丹花蕊醇提物对
;U[,C

细胞及培养液中

R<&

活性的影响
!

超氧化物歧化酶是机体内重要的自由

基清除剂%能够清除胞内过量
X<R

从而维持细胞内的稳

定性*

!"

+

&图
?

表 明%细 胞 中 模 型 组
R<&

含 量 为

#?(7?U

(

-

4

%剂量组
R<&

含量均显著提高!

=

$

"7"?

#%均

在
!""7"U

(

-

4

以上&说明当细胞受损时%细胞内的自由

基含量增加%

R<&

含量下降%而牡丹花蕊醇提物能够提高

细胞抗自由基攻击的能力%提高细胞内
R<&

水平&

!!

高 剂 量 组 含 量 为
!(*7? U

(

-

4

%对 照 组 含 量 为

!$?7*U

(

-

4

%两者差异无统计学意义!

=

%

"7"?

#&说明高

小写字母不同表示组间差异显著!

=

$

"7"?

#

图
?

!

;U[,C

细胞及细胞培养液中超氧化物

歧化酶活性

V/

4

LEF?

!

R<&.83/N/3/F1/G;U[,C8F001.GH8F00

8L03LEF-FH/L-

剂量的牡丹花蕊醇提物的抗氧化性可达到
[

C

水平&细

胞培养液中
R<&

含量变化与细胞一致%中)低剂量组之

间的差异无统计学意义!

=

%

"7"?

#&

!7!7@

!

牡丹花蕊醇提物对
;U[,C

细胞及培养液中

ZR;

含量的影响
!

谷胱甘肽能够清除
<

!T和
;

!

<

!

%能

够与自由基等有害物质相结合转为无害物质排出体外%

减少机体氧化损伤*

!#

+

&图
(

表明%细胞中模型组的浓度

为
?7*" -

4

(

4

%剂量组
ZR;

含量分别为
#"7$"

%

!#7"#

%

%(7+"-

4

(

4

%含量显著升高&说明牡丹花蕊醇提物能够

提高细胞内
ZR;

的含量%从而降低自由基的含量%避免

细胞损伤&高剂量组的
ZR;

含量与对照组相比%差异不

显著!

=

%

"7"?

#%说明高剂量的牡丹花蕊醇提物在细胞内

具有很强的抗氧化性&培养液与细胞中
ZR;

的含量变

化一致%细胞及培养液中的低)中)高剂量组间均有显著

差异%说明抗氧化能力与浓度存在剂量依赖效应&

!7!7?

!

牡丹花蕊醇提物对
;U[,C

细胞及培养液中

Z=b

活性的影响
!

谷胱甘肽过氧化物酶是一种能够催化

;

!

<

!

分解的酶%将
;

!

<

!

还原成水%而自身转化为氧化型

谷胱甘肽%而氧化型谷胱甘肽可以在还原酶的作用下转

化为
ZR;

%

ZR;

通过清除过量的自由基来维持细胞活

性*

!!T!%

+

&如图
$

所示%细胞中牡丹花蕊醇提物组将模型

组中
Z=b

的含量从
?$7$*-

4

(

D

提高到了
#?"7""-

4

(

D

以 上%培养液中%

Z=b

的含量从
(7*"-

4

(

D

提高到了

小写不同字母表示组间差异显著!
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图
(

!

;U[,C

细胞及细胞培养液中谷胱甘肽含量

V/
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小写字母不同表示组间差异显著!
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图
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;U[,C

细胞及细胞培养液中谷胱甘肽

过氧化物酶活性

V/

4

LEF$

!

Z=b.83/N/3/F1/G;U[,C8F001.GH8F00

8L03LEF-FH/L-

#?7""-

4

(

D

以上%差异显著!

=

$

"7"?

#&说明牡丹花蕊醇

提物能够提高细胞内
Z=b

的活性%使其催化
;

!

<

!

水解%

增加
ZR;

含量%提高细胞的抗氧化应激的能力&剂量组

中
Z=b

的活性变化也表明花蕊醇提物的抗氧化能力与

浓度存在剂量依赖效应&培养液中
Z=b

的含量与细胞

中含量变化一致&

!7!7(

!

牡丹花蕊醇提物对
;U[,C

细胞及培养液中

S&O

含量的影响
!

不饱和脂肪酸因自由基攻击发生氧

化%机体的脂质过氧化产物丙二醛就会升高%丙二醛的存

在会加速细胞膜的衰老*

!@T!?

+

&如图
+

所示%细胞中模型

组的
S&O

含量为
%!7%+ -90

(

-

4

%远高于空白组的

?7*%-90

(

-

4

%说明当细胞受到氧化损伤时%细胞内的脂

质过氧化反应增多%细胞膜的功能性降低&与模型组相

比%低)中)高剂量组显著抑制了
;

!

<

!

引起的
S&O

含量

的增加!

=

$

"7"?

#%说明牡丹花蕊醇提物能够清除自由

基%减少细胞内脂质过氧化物的产生&高剂量组的
S&O

含量低于对照组的%说明高剂量的牡丹花蕊醇提物对于

降低细胞内
S&O

含量的作用%可能高于抗坏血酸&细胞

液中
S&O

含量变化与细胞中
S&O

含量变化一致&

!!

周艳峰等*

!(

+研究表明%芦丁在对人晶状体上皮细胞

氧化损伤的保护作用%主要与减少
X<R

的生成有关%其

中
R<&

)

S&O

和
ZR;

的变化情况与试验一致&宋献美

小写字母不同表示组间差异显著!
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图
+

!

;U[,C

细胞及细胞培养液中丙二醛含量

V/

4

LEF+

!

S&O89G3FG3/G;UB[,C8F001.GH8F00

8L03LEF-FH/L-

等*

!$

+研究表明芍药苷对
;

!

<

!

诱导的
;U[,C

损伤具有

明显的保护作用%可通过抑制
;U[,C

细胞间黏附因子

>COS'#

的表达*

!+

+

%从而抑制细胞损伤&

RK9A99K/G/.

等*

!*

+和
&.LMGF

6

等*

%"

+研究表明槲皮素可通过减少
X<R

的形成来保护神经细胞
=C#!

和心肌细胞
;*8!

&褚韦韦

等*

%#

+研究表明槲皮素够增强细胞内的还原系统%增加

Z=b#

)

R<&!

及
ZR;

的水平%降低氧化应激所带来的损

伤&而试验结果表明%牡丹花蕊醇提物主要成分为芦丁)

槲皮素和芍 药 苷%含 量 分 别 达 到
@@7!?Q

%

#?7?"Q

%

#$7""Q

%总含量为
$(7$?Q

&芦丁)槲皮素和芍药对细胞

内
R<&

和
Z=b

等抗氧化物酶活性的提高和对细胞的保

护作用%与牡丹花蕊醇提物对细胞的保护机制一致%因

此%芦丁)槲皮素和芍药苷可能是牡丹花蕊醇提物产生较

强抗氧化作用的主要成分&

%

!

结论
细胞抗氧化试验表明%

;

!

<

!

能够造成细胞膜的损伤%

对
;U[,C

细胞中的
R<&

和
Z=b

等抗氧化物酶活性具有

抑制作用%造成脂质过氧化物
S&O

含量上升%

ZR;

含量

下降&当不同浓度的牡丹花蕊醇提物作用于
;U[,C

细

胞后%细胞中
R<&

和
Z=b

活性以及
ZR;

的含量均有不同

程度的提高%而且细胞中
S&O

含量也显著降低&说明牡

丹花蕊醇提物能够提高细胞中各种抗氧化物酶的活性%减

少脂质过氧化反应的发生%保护
;U[,C

细胞完整且提高
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罗
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磊等!牡丹花蕊醇提物对
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诱导
;U[,C

细胞损伤的保护作用



细胞抗氧化性&这一结论与马静静等*

!?

+的研究结论一致%

说明通过抑制细胞间黏附因子的表达可能也是牡丹花蕊

醇提物其发挥抗氧化性的途径之一&

牡丹花蕊醇提物纯化后主要所含芦丁)槲皮素和芍

药苷
%

种单体%三者可能是牡丹花蕊醇提物产生较强抗

氧化作用的主要成分%但
%

种单体成分发挥抗氧化作用

的主要机制和途径却尚不清楚&牡丹花蕊中
%

种单体成

分的分离纯化及其功效研究将是下一步的研究方向&
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