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摘要:目的:为开发白首乌保肝高值化产品提供依据.方

法:以多年生白首乌为原料,采用单因素试验及响应面

法,考察酶解时间、酶解温度、复合酶用量和酶解pH 对白

首乌甾苷得率的影响;通过乙醇诱导 HepG２肝细胞损伤

模型研究谷丙转氨酶(Alaninetransaminase,ALT)、乳酸

脱 氢 酶 (Lactate dehydrogenase,LDH)及 谷 胱 甘 肽

(Glutathione,GSH)的含量和细胞形态变化.结果:在酶

解时间１００min、温度４６ ℃、酶用量１．３０％和pH５．０的

条件下,实际得率为(２．８０±０．０４)％.与模型组相比,白

首乌可明显抑制肝损伤细胞中 ALT、LDH 含量,显著提

高细胞内的 GSH 水平,恢复细胞损伤.结论:复合酶法

可有效提取白首乌甾苷;白首乌甾苷具有保肝作用.

关键词:白首乌;甾苷;复合酶法;保肝活性

Abstract:Objective:Responsesurfacemethodologywasusedto

optimizethe extraction process ofsteroidalglycosidesfrom

Cynanchumauriculatum Royleex Wightbycomplexenzymatic

method,anditseffectsonalcoholdehydrogenaseactivityand

humanhepatomacell HepG２ wereanalyzed．Methods:Four

experimental factors; enzymolysis duration, temperature,

compoundenzymedoseandpH wereusedasresponsestoa

singleＧfactorexperimentoftheResponseSurfaceMethodologyon

thesteroidalglycosideyields,usingperennialC．auriculatum as

thetarget material．The alcoholＧinduced hepatocyte damage

modelofHepG２wasusedtoinvestigatethecontentsofALT,

LDH,andGSHandchangesincellshape．Results:Theresults

show that the optimum extraction conditions of steroidal

glycosideenzymewereobtainedatanenzymolysisdurationof

１００min,atemperatureof４６℃,enzymedoseof１．３０％andpH

of５．０．Consequently,theactualextractionrateof (２．８０±

０．０４)％ wasachievedusingtheoptimizedprocessconditions,

whichwasclosetotheexpectedvalue．Comparedwiththemodel

group,itsignificantlysuppressesthegrowthofALTandLDH

whileincreasingtheamountofintracellularGSH,andthecell

damagewasrestored．Conclusion:Thecompoundenzymemethod

caneffectivelyextractthesteroidalglycosidesofCynanchum

auriculatum Royle ex Wight; steroidal glycosides of C．

auriculatum havehepatoprotectiveeffect．

Keywords:Cynanchumauriculatum Royleex Wight;steroidal

glycosides;complexenzymaticmethod;hepatoprotectiveactivity

目前酒精性肝损伤的治疗以去除病因和辅助治疗为

主,首要方法是戒酒,以减少酒精摄入;营养支持也是从

控制饮酒量,增加免疫力等方面来缓解酒精性肝损伤;而

药物干预则一般不建议使用,避免对肝脏造成进一步的

负担,所以多从保肝、抗纤维化、抗炎和抗氧化等活性功

能方面寻找效果好的药食同源食材、中药材,进行辅助治
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疗.白 首 乌 是 萝 藦 科 鹅 绒 藤 属 植 物 耳 叶 牛 皮 消

(Cynanchumauriculatum Royleex Wight)的干燥块根,

其中江苏滨海白首乌产量占了全国９５％[１].经研究[２－４]

发现,与滨海白首乌活性功能密切相关的成分主要涉及

甾苷类、多糖类和苯酮类.滨海白首乌味甘微苦,２０１４年

被国家卫计委批准作为有传统食用习惯的普通食品,其
具有补肾益肝、养血益精、抗衰老等功效[５－７].

迄今已报道的白首乌甾苷种类约有１５０余种,其中

滨海白首乌的甾苷种类众多远胜其他品种的白首乌.目

前,研究人员采用的各种不同方法提取天然植物中甾苷

成分,常见提取方法得到白首乌甾苷提取量一般在５~

１５mg/g.有研究[８]发现,热回流法和常温浸渍法提取,

随着白首乌甾苷浓度的增加,对 ABTS自由基、DPPH 自

由基清除率也在不断增强,但缺点是该方法在提取过程

中由于连续加热,白首乌粉末在蒸馏烧瓶提取溶剂中受

热时间较长,对于白首乌甾苷结构会产生一定的破坏,导
致提取率不高.而超临界 CO２萃取法具有操作温度低,

分离效率高且无溶剂残留等优点,但从经济角度考虑,此

方法仪器设备价格昂贵,成本高[９].又因酶解破壁技术

可大幅增加活性物质的提取量.白首乌细胞壁在果胶酶

和半纤维素酶的作用下会使组织结构软化、通透性增加,

甚至分离原有结构,使细胞中活性物质溶出.

研究拟优化白首乌复合酶法提取工艺,提高白首乌

甾苷提取率,通过乙醇诱导 HepG２肝细胞损伤模型研究

ALT、LDH 酶活性及 GSH 含量和细胞形态变化,以期为

白首乌保肝高值化产品研发提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

二年生白首乌:滨乌一号,盐城果老首乌科技有限

公司;

乙醇:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;

果胶酶:３万 U/g,希杰尤特尔生物科技有限公司;

半纤维素酶:２．５万 U/g,上海源叶生物科技有限

公司;

乙醇 脱 氢 酶:３１３ U/mg,上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限

公司;

谷丙转氨酶、乳酸脱氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶测

试盒:南京建成海浩生物科技有限公司;

MEM 培养基、胎牛血清、胰蛋白酶和双抗(青霉素、

链霉素):美国 GIBCO公司;

水飞蓟素和 MTT:上海阿拉丁生化科技股份有限

公司.

１．１．２　主要仪器设备

台式低速离心机:L３Ｇ５K 型,湖南可成仪器设备有限

公司;

紫外可见分光光度计:７５２型,上海棱光技术有限

公司;

旋转蒸发仪:RE５２ＧA型,上海亚荣生化仪器厂;

真空冷冻干燥机:FDＧ１AＧ８０型,北京莱万生物技术

有限公司;

细胞培养箱:３５３０４０Ｇ１６０２９型,美国赛默飞公司.

１．２　方法

１．２．１　白首乌甾苷提取　将白首乌用组织捣碎机粉碎,

过６０目筛后得到白首乌粉,保存于－２０ ℃条件.称取

１０．０g白首乌粉,按一定比例加入８０％乙醇溶液,调节至

适当pH,用 m果胶酶 ∶m半纤维素酶 ＝１∶１ 提取,酶解时每

１５min搅拌１次,升温至９０ ℃保持１５min,冷却至室温

并静置２０min[１０].５０００r/min离心１０min,取上清液,

残渣二次提取离心,合并上清液,冷藏静置２h后过滤,浓

缩(４５℃、４５r/min)至无醇味,得白首乌提取液.

１．２．２　白首乌甾苷纯化　将上述提取液转入分液漏斗

中,用等体积的乙酸乙酯萃取２次,再用水饱和正丁醇

(１∶１)溶液萃取 ３ 次,得 黄 色 水 相 溶 液,浓 缩 (４５ ℃、

４５r/min)后经大孔树脂柱(ABＧ８树脂用９５％的乙醇浸

泡２４h后装柱,并用９５％的乙醇淋洗至无白色,５％盐酸

溶液与２％氢氧化钠溶液分别浸泡并洗至中性)纯化后冷

冻干燥(－６０℃、１d).

１．２．３　不同工艺提取的白首乌甾苷对乙醇脱氢酶活性的

影响　称取１０．０g白首乌粉,加入８０％乙醇溶液,分别按

表１的参数用热回流法、常温浸渍法、超声辅助法(超声

功率为６００W,频率为４０kHz),以及复合酶法(pH５．０、

酶用量１．５％)提取后,在５０００r/min下离心２０min并收

集上清液,残渣２次提取离心,合并上清液,４℃下冷藏静

置２h后过滤,减压浓缩至无醇味,得质量浓度为１g/mL
白首乌样品,进行白首乌甾苷得率及乙醇脱氢酶活性对

比.每种方法３组平行取平均值.

１．２．４　ADH 酶激活率的检测　取１０mL试管,加１．５mL

pH８．８焦磷酸钠缓冲液,１mL氧化型辅酶I(NAD＋),

０．５mL６０％乙醇溶液,白首乌甾苷质量浓度为０．２,０．４,

０．６,０．８,１．０mg/mL的 试 样 各 取０．１mL,每 组３个 平

表１　不同方法提取工艺条件

Table１　Extractionprocessconditionsfrom
differentmethods

提取方法 提取温度/℃ 提取时间/h 料液比(g/mL)

热回流法　 ７５ ３ １∶１５

常温浸渍法 ２４ ７２ １∶１５

超声辅助法 ４０ ０．３ １∶１５

复合酶法　 ５０ １ １∶１５
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行.混匀 后 置 于 ３７ ℃ 水 浴 ５ min,之 后 向 管 中 加 入

０．１mLADH 酶溶液,对照管则由蒸馏水代替试样.混

匀后立即测定其吸光度值(３４０nm),每隔３０s读数一次,

连续５min.用蒸馏水调定零点,按式(１)和式(２)计算每

分钟平均吸光度的活性及激活率.

E ＝
ΔA×V
W ×６．２

, (１)

Q ＝
E１ －E０

E０
×１００％ , (２)

式中:

E———每分钟还原１μmolNAD＋所需酶量,U/mL;

E１———样品组酶活力,U/mL;

E０———空白组酶活力,U/mL;

ΔA———３４０nm 处每分钟吸光度增加值;

V———溶液体积,mL;

W———每毫升酶溶液中含酶量,mg/mL;

６．２———NADH 的克分子吸光值系数;

Q———ADH 酶激活率,％.

１．２．５　单因素试验　按１．２．１的提取方法,试验基本条件

定为料液比１∶１５(g/mL)、pH５．０、m果胶酶 ∶m半纤维素酶 ＝
１∶１、酶用量１．５％、酶解温度５０ ℃和酶解时间９０min,

分别 考 察 料 液 比 [１∶５,１∶１０,１∶１５,１∶２０,１∶
２５(g/mL)]、pH(４．０,４．５,５．０,５．５,６．０)、复合酶(m果胶酶 ∶
m半纤维素酶 分别为０∶１,１∶１,１∶２,２∶１,１∶０)、酶用量

(０．５％,１．０％,１．５％,２．０％,２．５％)、酶解温度(４０,４５,５０,

５５,６０℃)和酶解时间(３０,６０,９０,１２０,１５０min)对白首乌

甾苷得率的影响.

１．２．６　白首乌甾苷得率　按式(３)计算白首乌甾苷得率.

R＝
m１

m２
×１００％, (３)

式中:

R———甾苷含量,％;

m１———甾苷样品含量,g;

m２———白首乌粉质量,g.

１．２．７　HepG２细胞试验适宜浓度的确认　将处于对数生

长期的 HepG２细胞培养于含１０％ 胎牛血清(FBS),１％
抗生素的 MEM 培养基中,置于３７℃,５％ CO２的培养箱

中培养.待细胞铺满８０％培养瓶时,采用１mL０．２５％胰

酶消化２min,加入培养基终止消化,吹打,离心后,配制

成１×１０８ L－１的细胞悬液,接种于９６孔板,１００μL/孔.

细胞预培养２４h后,加入质量浓度为０．１,１．０,５．０,１０．０,

５０．０,１００．０mg/mL白首乌甾苷待测样品,处理２４h后用

MTT法检测细胞活率.其中,白首乌甾苷样品溶于培养

基,用０．２２μm 滤膜过滤灭菌后使用[１１－１４].每组６个

平行.

１．２．８　酒精肝损伤细胞模型建立及白首乌甾苷保肝活性

分析　根据１．２．７的方法培养细胞２４h,白首乌甾苷组加

入质量浓度分别为０．０１,０．０５,０．５０mg/mL的待测样品、

０．１mg/mL水飞蓟素组、模型组,正常对照组则加入等量

培养液分别处理细胞２４h后,结束试验.用试剂盒测定

培养基中 ALT和LDH 含量,来观察细胞损伤程度;测定

细胞内的 GSH 含量,来观察细胞内氧化还原平衡状态;

用倒置显微镜观察细胞状态及生长状况[１５－１８].每组３个

平行.

１．３　数据处理

单因素数据分析采用 Origin９软件,响应面优化采

用 DesignＧExpert１０．０．７ 软 件 进 行 设 计 及 结 果 与 方 差

分析.

２　结果与分析

２．１　白首乌甾苷对乙醇脱氢酶活性的影响

由图１可知,白首乌甾苷质量浓度为０．８mg/mL时,

乙醇 脱 氢 酶 活 性 最 高;在 白 首 乌 甾 苷 质 量 浓 度 ＜
０．８mg/mL时,随着白首乌甾苷质量浓度不断提高,乙醇脱

氢酶活性也在不断增大;白首乌甾苷质量浓度为１mg/mL
时,乙醇脱氢酶激活率降低至１１２．５％.说明白首乌甾苷

对乙醇脱氢酶的活性具有一定的促进作用.

　　由图２可知,复合酶法的白首乌甾苷得率及乙醇脱

氢酶激活率最大,提取效果最佳.

２．２　单因素试验

由图３可知,单一酶法不如复合酶法提取的白首乌

甾苷得率高,乙醇脱氢酶活性大;当 m果胶酶 ∶m半纤维素酶 ＝
１∶２时,乙醇脱氢酶激活率和白首乌甾苷得率最大.

　　 由 图 ４(a)可 知,当 溶 剂 用 量 过 大,超 过 １∶
１５(g/mL)时,会导致试剂损耗、仪器能耗增加且回收困

难,使得增大料液比提取量反而减小,且料液比为１∶
１０~１∶１５(g/mL)时,白首乌甾苷得率增长最快,因此,

最适料液比选为１∶１５(g/mL).

由图４(b)可知,随着酶解时间的增加,白首乌甾苷得

图１　白首乌甾苷质量浓度对乙醇脱氢酶激活率的影响

Figure１　Effectofsteroidalglycosides􀆳concentration
from Cynanchum auriculatum Royle ex
Wight on activity rate of alcohol
dehydrogenase
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图２　提取方法对白首乌甾苷得率及乙醇脱氢酶

激活率的影响

Figure２　Effectofdifferentextraction methodsonthe
yieldsofsteroidalglycosidesfromCynanchum
auriculatum Royleex Wightandactivityof
alcoholdehydrogenase

图３　酶配比对白首乌甾苷得率及乙醇脱氢酶

激活率的影响

Figure３　Effectofenzymeratioontheyieldsofsteroidal
glycosides from Cynanchum auriculatum
Royle ex Wight and activity of
alcoholdehydrogenase

图４　料液比、酶解时间、酶解温度、酶用量和pH 对白首乌甾苷得率影响

Figure４　Effectofratioofmaterialtoliquid,enzymolysisduration,temperature,dosageofenzymeand
pHontheyieldsofsteroidalglycosidesfromCynanchumauriculatum RoyleexWight

率逐渐升高,当酶解时间为９０min时,甾苷已基本溶出,

此时甾苷得率为１．８７２％.随着酶解时间的继续增加,不

会再大幅提高白首乌甾苷得率.这是因为酶促反应趋于

饱和,若继续延长酶解时间,浪费资源,且操作效率低,所

得甾苷量也不高.因此,酶解时间选为９０min.

由图４(c)可知,酶解温度４５ ℃时,白首乌甾苷得率

最大为１．８８０％.酶解温度不宜过高,否则扩散速度过

快,部分成分易挥发,反而影响白首乌甾苷的提取.

由图４(d)可知,酶用量＞１．０％时,白首乌甾苷得率

最大为１．９７４％.这是由于随着酶用量的增加,对白首乌

细胞壁结构的破坏逐渐增强,增加了白首乌细胞壁的通

透性,使白首乌甾苷更易溶出.当酶用量达到１．０％时,

酶促反应达到饱和状态,白首乌甾苷的溶出处于平衡.

因此,最适酶用量为１．０％.

由图４(e)可知,pH５．０时,白首乌甾苷得率最大,为

１．９９６％;pH＞５．０或＜５．０都会破坏白首乌细胞壁,影响

白首乌甾苷提取量.酶解法提取天然植物有效活性成分

时,pH 为酶活力变化是否稳定的重要因素之一.在酶活
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性最适pH 下进行提取,果胶酶和半纤维素酶才能发挥最

大作用,从而促进白首乌有效成分的溶出,提高白首乌甾

苷提取率.因此,最适pH 为５．０.

２．３　响应面分析

２．３．１　响应面优化试验设计　综合单因素试验结果,选

择酶解温度、pH 值、酶解时间以及酶用量为自变量(见

表２),以白首乌甾苷得率为响应值,采用 BoxＧBenhnken
优化工艺条件.响应面试验设计及结果见表３.

表２　响应面优化试验因素及水平设计

Table２　Factorsandlevelsoftheresponse

surfaceexperiment

水平 A 酶解温度/℃ BpH C酶解时间/min D 酶用量/％

－１ ４０ ４．５ ６０ ０．５

０ ４５ ５．０ ９０ １．０

１ ５０ ５．５ １２０ １．５

表３　响应面试验设计及结果

Table３　Responsesurfacemethoddesignandtestresults

试验号 A B C D 白首乌甾苷得率/％
１ －１ ０ －１ ０ ２．２８

２ １ ０ －１ ０ ２．４８
３ ０ １ ０ １ ２．７３

４ １ １ ０ ０ ２．６９
５ １ ０ ０ １ ２．７４

６ ０ －１ １ ０ ２．３４
７ ０ １ １ ０ ２．６５

８ ０ ０ ０ ０ ２．７５
９ ０ －１ ０ １ ２．４２

１０ １ ０ ０ －１ ２．３８
１１ －１ ０ ０ －１ ２．２６
１２ ０ ０ ０ ０ ２．７６

１３ ０ ０ １ １ ２．７０
１４ ０ －１ ０ －１ ２．２７

１５ １ －１ ０ ０ ２．４１
１６ ０ ０ ０ ０ ２．７９

１７ －１ ０ ０ １ ２．５８
１８ ０ ０ ０ ０ ２．８２

１９ ０ １ －１ ０ ２．２９
２０ ０ ０ －１ １ ２．３８

２１ ０ ０ １ －１ ２．３４
２２ ０ １ ０ －１ ２．３２
２３ ０ －１ －１ ０ ２．２７

２４ １ ０ １ ０ ２．６５
２５ －１ －１ ０ ０ ２．２９

２６ ０ ０ －１ －１ ２．２５
２７ －１ １ ０ ０ ２．４４

２８ －１ ０ １ ０ ２．５２
２９ ０ ０ ０ ０ ２．８０

２．３．２　二次回归模型的建立　利用 DesignＧExpert１０．０．７
软件对响应面结果(表３)进行分析,并建立二次回归模

型,拟合得到白首乌甾苷得率与提取条件之间的二次多

元回归方程:

Y＝２．７８＋０．０８２A ＋０．０９３B ＋０．１０C＋０．１４D ＋
０．０３３AB－０．０１８AC＋０．０１０AD＋０．０７３BC＋０．０６５BD＋
０．０５８CD－０．１２A２－０．２０B２－０．１９C２－０．１７D２. (４)

２．３．３　回归模型的显著性分析　由表４可知,该模型P＜
０．０００１极显著,失拟项P＝０．４９７２＞０．０５不显著,回归

模型R２＝０．９８８９,调整相关系数R２
Adj＝０．９７７８,且该方

程除 AC、AD两项对白首乌甾苷得率的影响不显著外,其
余项均显著.四因素对白首乌甾苷得率的影响顺序为:

酶用量＞酶解时间＞pH＞酶解温度.

表４　回归模型及方差分析†

Table４　Analysisofvarianceoftheregressionequation

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 １．１３０ １４ ０．０８０ ８９．２４ ＜０．０００１∗∗

A ０．０８０ １ ０．０８０ ８８．８４ ＜０．０００１∗∗

B ０．１００ １ ０．１００ １１６．０４ ＜０．０００１∗∗

C ０．１３０ １ ０．１３０ １４４．５４ ＜０．０００１∗∗

D ０．２５０ １ ０．２５０ ２７６．８６ ＜０．０００１∗∗

AB ４．２２５×１０－３ １ ４．２２５×１０－３ ４．６９ ０．０４８１∗

AC １．２２５×１０－３ １ １．２２５×１０－３ １．３６ ０．２６３０

AD ４．０００×１０－４ １ ４．０００×１０－４ ０．４４ ０．５１６０

BC ０．０２１ １ ０．０２１ ２３．３４ ０．０００３∗∗

BD ０．０１７ １ ０．０１７ １８．７６ ０．０００７∗∗

CD ０．０１３ １ ０．０１３ １４．６８ ０．００１８∗

A２ ０．０９７ １ ０．０９７ １０７．１７ ＜０．０００１∗∗

B２ ０．２５０ １ ０．２５０ ２７９．４５ ＜０．０００１∗∗

C２ ０．２４０ １ ０．２４０ ２６８．９１ ＜０．０００１∗∗

D２ ０．１８０ １ ０．１８０ １９７．８２ ＜０．０００１∗∗

残差 ０．０１３ １４ ９．００８×１０－４
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

失拟项 ９．２９２×１０－３ １０ ９．２９２×１０－４ １．１２ ０．４９７２

纯误差 ３．３２０×１０－３ ４ ８．３００×１０－４

总误差 １．１４０ ２８

　†　∗表示差异显著(P＜０．０５);∗∗表示差异极显著(P＜

０．００１).

　　由图５可知,两因素交互响应面坡度呈较陡峭趋势,

酶用量、酶解时间、pH 和酶解温度两两间的交互作用均

对白首乌甾苷得率有显著影响.AB、BC、BD以及 CD等

高线为椭圆形;AC 和 AD等高线近似圆形,交互作用较

小.酶解温度与酶用量、酶解时间的交互作用对白首乌

甾苷得率均不显著.响应面分析结果与回归模型的显著

性分析结果一致,说明结果可靠有效.
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图５　两因素的交互作用对白首乌甾苷得率的等高线图和响应面图

Figure５　Contourmapsandresponsesurfaceplotsofvariableparametersontheyieldsofsteroidalglycosides
fromCynanchumauriculatum RoyleexWight

２．３．４　验证实验　由数据分析得到预测模型为:酶解温

度４５．８０ ℃、pH ５．０５、酶 解 时 间 １０１．６２ min、酶 用 量

１．３０％,白首乌甾苷得率为２．８６％.结合实验室实际情

况,在酶解温度４６℃、pH５．０、酶解时间１００min和酶用

量１．３０％的条件下进行３次平行验证实验,白首乌甾苷

实测得率为(２．８０±０．０４)％,与预测值相吻合,验证了该

预测模型的稳定性及准确性.

２．４　细胞毒性试验

２．４．１　细胞试验最适浓度　由图６可知,白首乌甾苷质

量浓度≥１mg/mL时对细胞有显著毒性作用,白首乌甾

苷质量浓度为０．１mg/mL时对细胞生长有显著促进作

用.因此,白首乌甾苷浓度＜１mg/mL为乙醇诱导肝细

胞损伤的最适浓度.

２．４．２　培养基中ALT、LDH含量　由图７、图８可知,模
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与对照组相比,∗．P＜０．０５;∗∗．P＜０．０１;∗∗∗．P＜０．００１

图６　白首乌甾苷样品对肝细胞活力的影响

Figure６　EffectofsteroidalglycosidesfromCynanchum
auriculatum Royleex Wighton hepatocyte
viability

＃＃．模型组与对照组相比P＜０．０１;∗．保护剂组与模型组相比

P＜０．０５;∗∗．P＜０．０１

图７　乙醇诱导肝细胞损伤的 ALT含量

Figure７　ALTcontentofethanolＧinduced

hepatocyteinjury

型组肝细胞 ALT和LDH 水平均高于对照组.将模型组

与对照组比较,发现当乙醇诱导细胞损伤时会导致细胞

内 ALT 以及上清液中 LDH 的升高,而白首乌甾苷在

０．０１~０．５０mg/mL的质量浓度范围内可减轻此种损伤

(P＜０．０１),当白首乌甾苷质量浓度为０．５mg/mL时,随

白首乌甾苷质量浓度的升高,ALT 和 LDH 水平逐渐下

降.将水飞蓟素组、白首乌甾苷组与模型组分别比较,发

现细胞 ALT和LDH 含量均下降.

２．４．３　细胞内 GSH 含量　由图９可知,与模型组相比,

细胞内 GSH 含量随着白首乌甾苷质量浓度的增加而增

加,推测白首乌甾苷质量浓度为０．０１~０．５０mg/mL时可

通过提高 GSH 含量来减轻由于乙醇导致的肝细胞损伤.

说明白首乌甾苷可以在一定范围内通过调节细胞内氧

＃＃．模型组与对照组相比P＜０．０１;∗．保护剂组与模型组相比

P＜０．０５;∗∗．P＜０．０１

图８　乙醇诱导肝细胞损伤的 LDH 活性影响

Figure８　EffectofLDHactivityofethanolＧinduced
hepatocyteinjury

图９　乙醇诱导肝细胞损伤的胞内 GSH 含量影响

Figure９　EffectofintracellularGSHcontentonethanolＧ
inducedhepatocyteinjury

化应激反应来保护肝脏.

２．４．４　细胞形态　由图１０可知,对照组细胞生长状况良

好,已铺满培养皿底部且呈融合多边形结构.模型组细

胞数量明显降低,无法铺满培养皿底部,且有部分细胞收

缩成圆形,损伤了细胞原有形态.水飞蓟素组和白首乌

甾苷组的细胞数量与对照组接近,但细胞形态上与对照

组有所区别,部分细胞呈现出与模型组类似的细胞收缩

呈圆形的情况.由此证明了白首乌对乙醇诱导造成的肝

细胞损伤有保护作用,可使细胞数量增加,接近对照组,

并对部分细胞形态有恢复作用.
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图１０　HepG２细胞形态图

Figure１０　MorphologyofHepG２cells

３　结论

复合酶法在白首乌甾苷得率和乙醇脱氢酶活性方面

提取效果最好,其最佳提取工艺为４６℃、pH５．０、１００min
和酶用 量 １．３０％,该 条 件 下 白 首 乌 甾 苷 实 测 得 率 为

(２．８０±０．０４)％.白首乌甾苷提取物对肝脏具有保护作

用,可减少酒精对人体的影响,并且显著提高了细胞内的

GSH 水平,可增强氧自由基的清除,抑制超氧阴离子毒

性,减轻氧化应激及脂质过氧化,最终得出白首乌甾苷具

有很好的解酒保肝作用的结论.
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