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二氢杨梅素及其酰化衍生物对肝细胞

氧化损伤的保护作用
<1"

3

/%,"+,-%*"(("+,%(&-1

7

&/%$

7

/-+",-*.*&-,0.+

7

'.,"&&"/-2.,-2"0

%*%5-&.,-2"&.$.

:

"%(1"

3

.,%+

7

,"0

杜宝双8

%$D&2-@13&'

8

8

!

陈尚卫8

6"()01&'

8

-O4,

8

!

李
!

癑!

HGI34

!

!

朱
!

松8

!"$02'

8

8

'

85

江南大学食品科学与技术国家重点实验室!江苏 无锡
!

!8:8!!

.

!5

江南大学食品学院!江苏 无锡
!

!8:8!!

(

'

850>&>4S4

A

H&J2=&>2=

A

2

9

:22;0<,4'<4&';B4<1'272

8A

!

+,&'

8

'&'$',?4=@,>

A

!

R3.,

!

+,&'

8

@3!8:8!!

!

61,'&

.

!5:22;62774

8

4

!

+,&'

8

'&'$',?4=@,>

A

!

R3.,

!

+,&'

8

@3!8:8!!

!

61,'&

(

摘要%目的%考察二氢杨梅素!

6,0

"及其衍生物对肝细

胞氧化损伤的保护作用&方法%建立
5"!

细胞过氧化氢

损伤模型#通过酶法酰化修饰
6,0

得到不同亲脂性的

6,0

衍生物#再通过测定活性氧!

3-(

"$乳酸脱氢酶

!

56,

"$丙二醛!

06.

"$过氧化氢酶!

/.)

"$超氧化物歧

化酶!

(-6

"$谷胱甘肽过氧化物酶!

7(,4Eb

"水平$线粒

体膜电位和
/GC

L

GCQ9

水平评估
6,0

及其衍生物对肝

损伤细胞的保护作用&结果%除
94#4

月桂酰化二氢杨梅

素外#其余衍生物处理后的肝损伤细胞中活性氧!

3-(

"$

乳酸脱氢酶!

56,

"的释放和丙二醛!

06.

"水平显著降

低#抗氧化酶系水平升高#线粒体膜电位升高#

/GC

L

GCQ9

水平降低#其中
94#4

辛酰化二氢杨梅素的保护效果最好&

结论%中等链长二氢杨梅素衍生物有较好的护肝效果&

关键词%二氢杨梅素'衍生物'肝细胞'氧化损伤
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大部分的肝损伤疾病如肝硬化%肝纤维化等!都伴随

着由细胞氧化应激以及脂质过氧化1

8

2引起的肝细胞氧化

损伤"

二氢杨梅素'

6,0

(是一种苷元类类黄酮化合物!主要

来源于药食同源植物显齿蛇葡萄1

!

2

!具有抗菌%抗氧化%抗

炎%护肝%调节糖代谢等生物功能1

9]:

2

"有研究发现二氢杨

梅素可以通过调节抗氧化指标和抗炎因子抑制氧化应激

从而减轻小鼠肝脏氧化损伤1

>

2

!且在油酸诱导的
5"!

细胞

和
,Q

L

7!

细胞肝脂肪变性模型中!二氢杨梅素具有抑制细

胞凋亡%脂质积累和氧化应激的作用1

#

2

"但由于二氢杨梅

素亲脂性差!在生物体系中不易透过脂质双分子层!使其

转运吸收缓慢!限制了其在肝脏中的利用"

目前!可以通过酰化修饰提高
6,0

的脂溶性!即选

择合适的酰基供体取代二氢杨梅素分子上对其活性影响

较小的羟基基团!进而降低其极性1

N

2

"其中!酶法酰化是

常用的酰化方法!该方法绿色环保%过程简单且选择性

高1

*

2

"因此研究拟建立人正常肝细胞氧化损伤模型!通

过酶法酰化修饰
6,0

得到不同亲脂性的
6,0

衍生物!
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卷第
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!:*

期
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!"!!

年
#

月
"



考察
6,0

及其衍生物对肝细胞氧化损伤模型的保护机

制!以期为二氢杨梅素应用于生物体系提供理论依据"

8

!

材料与方法
8?8

!

材料与试剂

二氢杨梅素%槲皮素/纯度
#

=*@

!合肥博美生物科

技有限公司.

固定化脂肪酶'

5B

L

'T

J

OQ)5$0

(/

!>"%

0

[

!诺维信

生物技术有限公司.

丁酸乙烯酯%己酸乙烯酯%辛酸乙烯酯和己酸乙烯

酯/东京化成工业株式会社.

9"@

过氧化氢'

,

!

-

!

(%甲基叔丁基醚/分析纯!国药

集团化学试剂有限公司.

E0(&

蛋白酶抑制剂%

3-(

试剂盒%线粒体膜电位检

测试剂盒%

3$E.

细胞裂解液%

/GC

L

GCQ9

活性检测试剂

盒/上海碧云天生物技术有限公司.

胎牛血清'

&Z(

(%青霉素,链霉素双抗'

8""g

(%磷酸

缓冲液'

EZ(

(/

)DQO'&BCDQF(UBQIVBPBU

公司.

0))

试剂盒%

56,

检测试剂盒%

Z/.

试剂盒%

06.

检测试剂盒%总
(-6

活性检测试剂盒%

/.)

检测试剂盒%

7(,4Eb

检测试剂盒/南京建成生物工程研究所"

8?!

!

仪器与设备

倒置荧光显微镜/

2/5$(2)B!

型!美国尼康公司.

高速冷冻离心机/

/QIVFBPK

[

Q>:8>3

型!德国艾本德

公司.

雪花制冰机/

&0Z:"

型!无锡沃信有限公司.

全波长酶标仪/

0KMVBCHGI7-8>8"

型!赛默飞科技有

限公司.

磁力搅拌器/

32)

型!

$̂ .

公司"

8?9

!

试验方法

8?9?8

!

6,0

衍生物制备
!

在反应瓶中依次加入
8"O5

甲基叔丁基醚!

"?8*OO'M6,0

和
"?:%

0

O

[

6,0

的固

定化脂肪酶!再分别加入
9?#OO'M

不同碳链的脂肪酸乙

烯酯!上述反应体系在
>"d

%

!""F

0

OBI

下反应
N!D

"然

后分离纯化样品!冷冻干燥后得到
>

种
94#4

酰化二氢杨

梅素!分别为
94#4

乙酰化二氢杨梅素'

/!46,0

(%

94#4

丁

酰化二氢杨梅素'

/:46,0

(%

94#4

己酰化二氢杨梅素'

/#4

6,0

(%

94#4

辛酰化二氢杨梅素'

/*46,0

(和
94#4

月桂

酰化二氢杨梅素'

/8!46,0

("

8?9?!

!

,

!

-

!

损伤浓度确定
!

在
=#

孔板中培养'

Ng

8"

9个0孔!

8""

+

5

(

!:D

!将细胞分成
!

组!一组加入

8""

+

5

不完全培养基'含
8@

双抗但不含
&Z(

(!另一组

加入
8""

+

5

含
,

!

-

!

'

!""

!

9""

!

:""

!

>""

!

#""

+

O'M

0

5

(的

培养基"孵育
:D

后!按照
0))

试剂盒说明书检测细胞

增殖情况"选择细胞存活率在
>"@

左右的
,

!

-

!

浓度构

建肝细胞氧化损伤模型"

8?9?9

!

肝细胞氧化损伤模型建立
!

将
5"!

细胞分为损伤

组%保护组和对照组!置于
=#

孔板中培养'

8g8"

:个0孔!

8""

+

5

(

!:D

"随后往保护组加入
8""

+

5

含
6,0

或

6,0

衍生物'

9?!>

!

N?>"

!

8>?""

!

9"?""

+

O'M

0

5

(的培养基!

对照组和损伤组中加入
8""

+

5

不完全培养基!孵育
!:D

"

孵育结束后!保护组和损伤组中均加入
8""

+

5

含适宜损

伤浓度
,

!

-

!

的培养基!对照组中加入同等体积的不完全

培养基!孵育
:D

!按照
0))

试剂盒说明书检测各组细胞

增值情况"选择细胞存活率最高的样品浓度作为最佳保

护浓度"同时!选择槲皮素做为阳性对照"

8?9?:

!

6,0

及其衍生物对细胞内氧化损伤相关理化指

标的影响

'

8

(

3-(

%

56,

%

06.

%

/.)

%

06.

%

(-6

和
7(,4

Eb

/在
#

孔板中培养
5"!

细胞'

9g8"

>个0孔!

! O5

(

!:D

!保护组中加入
!O5

含最佳浓度样品的培养基!对

照组和损伤组加入同等体积的不完全培养基!孵育
!:D

后!损伤组和保护组加入
!O5

含
,

!

-

!

'

:""

+

O'M

0

5

(的

培养基!对照组加入同等体积的不完全培养基!再孵育
:D

后吸去上清!

EZ(

清洗两遍"按照相应的试剂盒说明书

检测培养基中
3-(

%

56,

%

06.

%

/.)

%

06.

%

(-6

和

7(,4Eb

水平!用倒置荧光显微镜拍照"

'

!

(线粒体膜电位/在
#

孔板中培养
5"!

细胞'

9g

8"

>个0孔!

!O5

(

!:D

!保护组中加入
!O5

含最佳浓度

样品的培养基!损伤组和对照组中加入同等体积的不完

全培养基!继续孵育
!:D

后!保护组和损伤组中加入

!O5

含损伤浓度适宜的
,

!

-

!

培养基!对照组中加入同

等体积的不完全培养基!再孵育
:D

后!加入含有
8@

E0(&

的
3$E.

裂解液处理
9"OBI

!用移液枪吸取裂解液

至离心管中!离心'

8>"""F

0

OBI

(得上清液"按照线粒体

膜电位试剂盒说明书进行检测!使用荧光倒置显微镜进

行拍照"

'

9

(

/GC

L

GCQ9

/试验步骤参照
8?!?:

!并按试剂盒说明

书测定
/GC

L

GCQ9

相对活性水平"

8?9?>

!

数据分析
!

使用
0BUF'C'PV2SUQM

和
-FB

[

BI!"8*

处理数据和绘图!并使用
$Z0(E(((VGVBCVBUC!!

进行显

著性分析'

T

%

"?">

(!所有试验均重复
9

次"

!

!

结果与分析
!?8

!

过氧化氢损伤浓度

由图
8

可知!在
!""

!

#""

+

O'M

0

5

的浓度范围内!相

同的孵育时间下!随着
,

!

-

!

浓度的增大!细胞存活率逐

渐下降"一般情况下!选择细胞存活率在
>"@

左右的浓

度或者孵育时间构建细胞氧化损伤模型1

=

2

!因此!选择浓

度
:""

+

O'M

0

5

的
,

!

-

!

建模!在此浓度下孵育
:D

细胞

存活率约为
:>@

"

!?!

!

6,0

及其衍生物浓度对氧化损伤肝细胞的保护

作用

由图
!

可知!在
9?!>

!

N?>"

+

O'M

0

5

浓度下!

6,0

及

!#

"

A'M?9*

$

1'?#

杜宝双等%二氢杨梅素及其酰化衍生物对肝细胞氧化损伤的保护作用



其衍生物处理组的细胞存活率均低于槲皮素处理组.而

在
8>

!

9"

+

O'M

0

5

浓度下!

/*46,0

处理组的细胞存活率

高于槲皮素处理组!而其他衍生物包括
6,0

处理组的

细胞存活率低于槲皮素处理组!这表明!在此浓度下!

/*4

6,0

对肝细胞氧化损伤的保护效果高于槲皮素"在

9?!>

!

9"?""

+

O'M

0

5

的浓度范围内!

6,0

及其衍生物处

理组的细胞存活率均高于损伤组!且随着浓度的增大!

6,0

和
/!46,0

处理组的细胞存活率逐渐升高.其他

衍生物处理组的细胞存活率 则 先 升 高 后 降 低"在

8>

+

O'M

0

5

时各组的细胞存活率最高!其中
/*46,0

处

理组的细胞存活率最高!达到了
**?*8@

!即
/*46,0

对

细胞氧化损伤的保护效果最为明显"随着亲脂性的提

高!

6,0

衍生物更容易与细胞膜结合并穿过细胞膜!进

而参与到细胞内的自由基产生的反应过程中发挥活性!

起到保护肝细胞%提高细胞活力的作用.而当取代碳链达

到一定长度后!空间位阻增大!阻碍衍生物进入细胞内部

且限制其与自由基的接触!从而影响了活性的发挥"

!?9

!

6,0

及其衍生物对细胞内
3-(

水平的影响

采用
6/&,46.

荧光探针法检测
3-(

水平!以
6/&

荧光图像中绿色强弱作为评判"荧光图像中绿色荧光

强 度越弱表示
3-(

水平越低!反之则表示
3-(

水平越

小写字母不同表示差异显著'

T

%

"5">

(

图
8

!

,

!

-

!

对
5"!

细胞存活率的影响

&B

[

KFQ8

!

2PPQUVC'P,

!

-

!

'IVDQCKFYBYGMFGVQ

'P5"!UQMMC

图
!

!

6,0

及其衍生物对
5"!

细胞氧化损伤

模型的保护作用

&B

[

KFQ!

!

EF'VQUVBYQQPPQUVC'P6,0GIWBVCWQFBYGVBYQC

'IVDQ'SBWGVBYQWGOG

[

QO'WQM'P5"!UQMMC

高1

8"

2

"荧光结果为对照组的图像中几乎无绿色荧光!而

,

!

-

!

损伤组的绿色荧光强度明显增强!可见损伤组的细

胞被
,

!

-

!

刺激后产生并累积了过量的
3-(

.相较于损

伤组!

6,0

及其衍生物处理组的荧光强度明显减弱!表

明
6,0

及其衍生物均能抑制细胞内
3-(

的产生"当取

代碳链长度从
/"

增加到
/*

时!细胞内的荧光强度越来

越弱!

3-(

水平逐渐降低.取代碳链长度从
/*

增加到

/8!

时!细胞内的荧光强度稍有增强!

3-(

水平提高"

!?:

!

6,0

及其衍生物对细胞
56,

释放的影响

由图
9

可知!与损伤组相比!

6,0

及其衍生物处理

组细胞培养液中的
56,

水平明显下降'

T

%

"?">

(!且随

着取代碳链长度的增长!细胞胞外
56,

的活性呈先降低

后升高的趋势!其中!

/*46,0

处理组细胞培养液中

56,

的活性最低!降到了
9*:?>#%

0

5

"综上!

6,0

及其

衍生物可以通过保护细胞膜以提高细胞活力!其中!

/*4

6,0

的效果最好"

!?>

!

6,0

及其衍生物对
06.

水平的影响

由图
:

可知!与损伤组相比!

6,0

及其衍生物处理

组的
06.

水平显著降低'

T

%

"?">

(!除
/!46,0

处理组

外!其余衍生物处理组的
06.

水平均低于
6,0

处理
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组!可见!亲脂性的提高可以使
6,0

更容易进入细胞内

阻止过氧化反应的发生!从而避免细胞的损伤!其中
/#4

6,0

和
/*46,0

的效果最好"

!?#

!

6,0

及其衍生物对细胞中抗氧化酶系的影响

由图
>

可知!相较于
,

!

-

!

损伤组!

6,0

及其衍生物

处理组的
(-6

%

7(,4Eb

和
/.)

活力均有所提高.衍生

物处理组中!除
/8!46,0

外!其余衍生处理组的
9

种抗

氧化酶的活力均高于
6,0

处理组"总体上看!随着取

代碳链的延长!

9

种抗氧化酶的活力呈先升高后降低的趋

势!

/*46,0

对
9

种抗氧化酶活力的提高效果最为明显"

因此!

6,0

及其衍生物对细胞内
3-(

的清除能力与细

胞内的抗氧化酶系有关!而亲脂性一定程度的提高有利

于
6,0

进入细胞上调相关的抗氧化酶活力"

!?N

!

6,0

及其衍生物对线粒体膜电位的影响

通过
_/48

荧光探针检测的红绿荧光变化可评估线粒

体膜电位的下降程度"由荧光结果可知!相比于对照组!

损伤组基本上整体呈现绿色荧光!表明其线粒体膜电位

显著降低.相较于损伤组!

6,0

及其衍生物组的红色荧

光程度增强!而且衍生物处理组的红色荧光程度高于

6,0

处理组!表明
6,0

及其衍生物能够抑制线粒体膜

电位的下降!且衍生物组的细胞线粒体膜电位高于
6,0

处理组!其中!经
/*46,0

处理的细胞图像中几乎无绿色

荧光!表明其能显著抑制线粒体膜电位的下降!从而阻止

早期的细胞凋亡"
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6,0

及其衍生物对
/GC

L

GCQ9

水平的影响

由图
#

可知!

/GC

L

GCQ

活性相对水平依次为对照组
'

6,0

处理组
#

/!46,0

处理组
#

/8!46,0

处理组
#

/:4

6,0

处理组
#

/#46,0

处理组
'

/*46,0

处理组
#

空白

组!

>

种衍生物处理组的
/GC

L

GCQ9

相对活性水平显著低于

6,0

处 理 组!其 中
/#46,0

和
/*46,0

处 理 组 的

/GC

L

GCQ9

相对活性水平最低!表明中等链长的亲脂性衍
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生物可显著增强
6,0

抑制
/GC

L

GCQ9

活性的能力"

9

!

结论
通过构建

5"!

细胞过氧化氢损伤模型!考察了二氢

杨梅素及其衍生物对肝细胞损伤的保护效果"除
94#4

月

桂酰化二氢杨梅素'

/8!46,0

(外!其余衍生物处理组对

5"!

细胞的保护作用均高于
6,0

!

6,0

衍生物能通过

调节细胞内的抗氧化通路减少活性氧的产生和积累!其

中
94#4

辛酰化二氢杨梅素'

/*46,0

(对
5"!

细胞氧化损

伤的保护效果最为显著"关于二氢杨梅素及其衍生物对

细胞氧化损伤的保护作用机制只探讨了线粒体通路中的

关键位点!接下来会进一步考察对其他通路如内质网通

路%死亡受体通路等的影响"
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