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铁皮石斛典型黄酮抗氧化活性及分子机制研究
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摘要：［目的］探究铁皮石斛中典型黄酮芹菜素及其糖苷化合物的抗氧化活性及分子机制。［方法］通过 DPPH 自由基清

除试验检测芹菜素及其糖苷化合物的抗氧化活性，并通过 Western Blotting 技术检测其对 HepG2 细胞中抗氧化蛋白表

达的影响。［结果］牡荆素的抗氧化能力显著强于芹菜素和新西兰牡荆苷 Ⅱ ，对 DPPH 自由基清除率的 IC50 值为

43.48 mmol/L；细胞 MTT 试验证实，芹菜素（≤20 μmol/L）、牡荆素以及新西兰牡荆苷Ⅱ（≤80 μmol/L）对 HepG2 细胞无

毒性；在正常 HepG2 细胞中，5 μmol/L 芹菜素相较于其糖苷化合物，显著上调抗氧化蛋白 Nrf2 和 NQO1 的表达；在

t-BHP 诱导的氧化应激模型中，芹菜素可通过诱导 Nrf2 核易位，激活 NQO1、HO-1 及 Nrf2 的表达，提升 SOD 活性、增加

GSH 含量，显著减轻氧化损伤。［结论］铁皮石斛黄酮芹菜素可通过激活 Nrf2 通路来发挥显著的抗氧化功效。
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Abstract: ［［Objective］］ To explore the antioxidant activity and molecular mechanism of the typical flavonoid apigenin and its glycoside 

compounds in Dendrobium officinale. ［［Methods］］ The antioxidant activities of apigenin and its glycoside compounds were assessed using 

the DPPH free radical scavenging assay, and their effects on the expression of antioxidant proteins in HepG2 cells were examined by 

Western blot. ［［Results］］ Vitexin exhibited significantly stronger antioxidant activity than apigenin and New Zealand vitexin Ⅱ , with an IC50 

value for DPPH radical scavenging of 43.48 mmol/L. MTT assays confirmed that apigenin (20 μmol/L), vitexin, and New Zealand vitexin 

Ⅱ  (80 μmol/L) were non-toxic to HepG2 cells. In normal HepG2 cells, 5 μmol/L apigenin significantly upregulated the expression of the 

antioxidant proteins Nrf2 and NQO1 compared with its glycoside compounds. In the t-BHP-induced oxidative stress model, apigenin 

significantly alleviated oxidative damage by promoting nuclear translocation of Nrf2, activating the expression of NQO1, HO-1, and Nrf2, 

enhancing SOD activity, and increasing GSH content. ［［Conclusion］］ The flavonoid apigenin in D. officinale exerts significant antioxidant 

effects by activating the Nrf2 signaling pathway.
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活性氧（ROS）是指在生物体内与氧代谢有关的、含

氧自由基和易形成自由基的过氧化物的总称。正常生理

条件下，机体处于氧化还原平衡状态。一旦大量暴露于

ROS 条件中，机体会产生包括 DNA 损伤、脂质过氧化等

氧化损伤，从而产生氧化应激防御［1］。此类氧化损伤往往

与一系列慢性疾病的发生发展相关，例如肥胖、糖尿病、

阿尔兹海默症等［2］。

核因子红细胞 2（NFE2）相关因子 2（Nrf2）在机体调
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控氧化还原平衡过程中发挥着关键作用，被认为是多种

酶促抗氧化剂和Ⅱ期解毒酶关键因子［3］。当机体处于正

常生理状态时，Nrf2 与 Keap1 结合保留在细胞质内而失

活［4］；当机体暴露在氧化应激环境下，Nrf2 积累并易位到

细胞核中，与抗氧化反应原件（ARE）结合，进而诱导下游

Ⅱ期酶的表达，如 AD（P）H 醌氧化还原酶 -1（NQO1）、血

红素加氧酶 -1（HO-1）等［5］。因此，激活 Nrf2-ARE 通路是

抗氧化的有效策略之一。

铁皮石斛（Dendrobium officinale）为兰科石斛属植物，

于 2023 年被正式列为药食同源物质［6-7］，其含有丰富的生

物活性化合物，如黄酮、联苯、多糖及生物碱［8-9］。 Xu

等［10-12］研究发现，铁皮石斛及其所含生物活性成分具有抗

氧化、抗炎、免疫调节等多种生物学活性，展现出抗癌、抗糖

尿病、保护心血管、调节胃肠、保护肝、保护肺、保护神经等

功效。黄酮类化合物为铁皮石斛中除多糖外的主要活性

成分之一，在铁皮石斛的品质评价中起着重要作用［13］。孙

凤婷等［14］研究发现，芹菜素为铁皮石斛中主要的黄酮类成

分之一。Si等［15］研究发现，牡荆素为铁皮石斛中主要的黄

酮类化合物。牡荆素可通过激活 Nrf2 抑制肾小管上皮细

胞铁死亡［16］。梁芷韵等［13］发现，新西兰牡荆苷Ⅱ是铁皮石

斛的主要共有成分。新西兰牡荆苷Ⅱ具有一定的抗氧化

性［17］。此外，牡荆素和新西兰牡荆苷Ⅱ是由芹菜素作为母

体化合物衍生而来的类黄酮苷。Zhang 等［18］研究表明，芹

菜素（Api）、牡荆素（Vit）和新西兰牡荆苷Ⅱ（Vic）均具有潜

在的抗炎和抗氧化性。研究拟采用体外细胞试验，探究铁

皮石斛黄酮类成分芹菜素及其糖苷化合物牡荆素、新西兰

牡荆苷Ⅱ的抗氧化作用，明确其细胞内抗氧化效果，揭示

铁皮石斛黄酮类化合物在细胞水平的抗氧化机制，旨在为

开发基于天然产物的抗氧化功能食品提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

芹菜素：纯度≥98%，上海源叶生物科技有限公司；

牡荆素：纯度≥98%，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；

新西兰牡荆苷Ⅱ：纯度≥98%，成都乐美天医药科技

有限公司；

过氧化氢叔丁醇（t-BHP）：70%，上海麦克林生化科技

股份有限公司；

胎牛血清（FBS）：上海逍鹏生物科技有限公司；

HepG2 细胞：华中农业大学；

MEM 培 养 基 、胰 酶 、青 霉 素 — 链 霉 素 和 胰 蛋 白

酶-EDTA（0.25%）：美国 Thermo Fisher Scientific公司；

SDS-PAGE 上样缓冲液（4×）：北京索莱宝科技有限

公司；

BCA 蛋白检测试剂盒：加拿大 Biosharp 公司；

细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒：碧云天生物

技术有限公司；

超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽（GSH）试剂盒：中

国南京建成生物工程研究所；

过氧化氢酶（CAT）试剂盒：苏州科铭生物技术有限

公司；

Nrf2、NQO1、HO-1、β -actin 抗体：美国 Cell Signaling 

Technology 公司。

1.1.2　主要仪器设备　

垂直电泳仪：Mini-PROTEAN®Tetra 型，美国 Bio-Red

公司；

多功能酶标仪：A51119600C 型，美国 Thermo Fisher 

Scientific公司；

超净工作台：SW-CJ-1FD型，苏州净化设备有限公司；

高速台式冷冻离心机：H1650R 型，湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司；

生物分子成像仪：Amersham imagequant 800 型，瑞典

Cytiva公司。

1.2　方法

1.2.1　 DPPH 自由基清除率试验　配制 pH 5.5、浓度为

0.1 mmol/L 的乙酸钠缓冲液，现用现配，分别制备 0~

80 mmol/L 浓度梯度的样品溶液与用于构建标准曲线的

Trolox 溶液。 96 孔板中，每孔加入 10 μL 样品，再加入

190 μL 浓度为 0.1 mmol/L 的乙酸钠缓冲液，混匀后添加

50 μL 质量浓度为 0.2 mg/mL 的 DPPH 试剂，室温避光反

应 30 min，用酶标仪测定 492 nm 处吸光值。

1.2.2　细胞复苏、培养以及传代　复苏时，将 HepG2 细胞

接种于 10 cm 培养皿，置于含 1% 青霉素—链霉素和 10%

胎牛血清的 MEM 培养基中，于 37 ℃、5% CO₂培养箱中培

养。待细胞融合度达到 80%~90% 时进行传代，传代密度

为 1.0×106细胞/10 cm 培养皿，选用第 2~12 代的细胞。

1.2.3　细胞活力试验　采用 MTT 法检测芹菜素、牡荆素

以及新西兰牡荆苷 Ⅱ 对 HepG2 细胞活力的影响。将

HepG2 细胞以 1×10⁵细胞/孔的密度接种 96 孔板中，培养

24 h 使其完全贴壁。弃去原培养基，加入含有不同浓度

（5，10，20，40，80 μmol/L）样品的培养基，孵育 24 h。向每

孔加入 10 μL MTT 溶液，于培养箱内显色反应 4 h，手动破

碎细胞，测定 595 nm 处吸光度，并按式（1）计算细胞活力。

C= A 1 - A 0

A 2 - A 0
× 100%， （1）

式中：

C——细胞活力，%；

A0——试剂空白对照样本的吸光度值；

A1——待测样品的吸光度值；

A2——细胞对照样本的吸光度值。

1.2.4　氧化损伤细胞模型建立及细胞内 CAT、SOD 和

GSH 测定　选取处于对数生长期的 HepG2 细胞，以 1×
105 细胞/孔的密度接种至 96 孔板中，于培养箱中孵育
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24 h，使细胞充分贴壁并处于良好生长状态。弃掉原培养

基 ，分 别 加 入 含 有 不 同 浓 度（100，200，300，400，

500 μmol/L）过氧叔丁醇（t-BHP）的新培养基，以诱导细胞

产生不同程度的氧化应激反应。持续培养 2 h 后，采用

CCK8 法测定细胞活力。

此外，将 HepG2 细胞以 1×106细胞/6 cm 培养皿的密

度均匀接种于 6 cm 培养皿中，培养 24 h，待细胞贴壁融合

至适当程度，使用不同浓度的待测样品处理细胞 6 h。弃

去原培养基，加入含有 t-BHP 的培养基，诱导细胞发生氧

化损伤。经 2 h 的氧化应激诱导后，回收细胞样本，测定

细胞内过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）以及谷

胱甘肽（GSH）含量。

1.2.5　细胞分离　细胞培养后，加入 PBS 溶液，用细胞刮

刀刮下细胞，并转移至 1.5 mL EP 管中。4 ℃、3 000 r/min

离心 5 min，弃去上清液，加入细胞质蛋白抽提试剂 A 进行

重悬操作，冰浴 15 min，加入细胞质蛋白抽提试剂 B，漩涡

后冰浴 1 min。4 ℃、14 000×g 离心 15 min，所得上清液即

为细胞质部分，将其转至 EP 管后于-20 ℃贮藏保存。沉

淀所得的核部分，用细胞核蛋白抽提试剂对其进行重悬，

每 隔 1~2 min 漩 涡 30 s，共 30 min。 14 000×g 离 心

15 min，所获上清液即为细胞核部分，上清液转至新预冷

EP 管，于-20 ℃贮藏保存。使用 BCA 蛋白定量试剂盒测

定细胞质和细胞核蛋白浓度。

1.2.6　蛋白质免疫印迹试验（Western Blotting）　采用细

胞裂解液提取并回收细胞总蛋白，将蛋白样本于 100 ℃金

属浴中加热 7 min。冷却，通过 SDS-PAGE 电泳分离蛋白，

随后转移至 PVDF 膜上。以 5% 脱脂奶粉封闭 1 h，依次加

入一抗（4 ℃孵育过夜）与二抗（室温振荡孵育 1 h）。于

PVDF 膜表面均匀滴加显影液，利用生物分子成像仪曝光

成像，选用 Image J软件分析蛋白质条带灰度值，进而对蛋

白质表达定量。

1.3　数据统计分析

采用 GraphPad Prism 8.0.2 软件绘图，采用和 SPSS 进

行统计学分析。

2　结果与分析

2.1　DPPH自由基清除效应

由图 1 可知，随着样品浓度的增加，芹菜素、牡荆素和

新西兰牡荆苷Ⅱ  3 种物质对 DPPH 自由基的清除能力均

有所增加，但芹菜素与新西兰牡荆苷Ⅱ的 DPPH 自由基清

除率整体低于牡荆素。相比之下，牡荆素的 DPPH 自由基

清除率上升趋势显著，在 40 mmol/L 后趋于稳定并维持在

较高水平。经计算，牡荆素对 DPPH 自由基清除率的 IC50

值为 43.48 mmol/L。综上，牡荆素的 DPPH 自由基清除能

力强于芹菜素和新西兰牡荆苷Ⅱ，与 Kyshyap 等［19］的结论

一致。芹菜素对 DPPH 自由基的清除能力较低，可能是因

为芹菜素结构中只有一个羟基。而牡荆素和新西兰牡荆

苷Ⅱ为芹菜素的糖苷化合物，其对 DPPH 自由基的清除能

力应高于芹菜素。

2.2　对 HepG2细胞活力的影响

由图 2 可知，当样品浓度＞10 μmol/L 时，芹菜素对

HepG2 细胞活力的抑制作用呈剂量依赖性。当芹菜素浓

度为 80 μmol/L 时，HepG2 细胞活力为 61.5%。当样品浓

度为 0~80 μmol/L 时，牡荆素和新西兰牡荆苷Ⅱ未表现出

对细胞的毒性作用。

新西兰牡荆苷Ⅱ最高溶解浓度为 56.6 mmol/L

图 1　3 种黄酮物质对 DPPH 自由基的清除效果

Figure 1　Effects of three flavonoids on DPPH free radical 

scavenging

字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 2　3 种黄酮物质对 HepG2 细胞活力的影响

Figure 2　Effects of three flavonoids on HepG2 cell viability
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2.3　3 种黄酮物质对 HepG2 细胞氧化还原平衡的调控

作用

2.3.1　对 HO-1、NQO1 及 Nrf2 蛋白表达的影响　Nrf2 为

抗氧化反应中关键蛋白，当 Nrf2 被激活时，Nrf2 与 ARE 结

合，进而激活下游Ⅱ相解毒酶蛋白 HO-1 以及 NQO1，从而

发挥抗氧化作用［20］。

由图 3 可知，40，80 μmol/L 的芹菜素对细胞内抗氧化

蛋白的表达呈显著的抑制作用。40，80 μmol/L 的牡荆素、

新 西 兰 牡 荆 苷 Ⅱ 处 理 组 中 ，80 μmol/L 下 的 效 果 优 于

40 μmol/L 的，表明牡荆素和新西兰牡荆苷Ⅱ在 80 μmol/L

时具有抗氧化能力。这可能与高浓度芹菜素对 HepG2 细

胞生长的抑制有关。

2.3.2　低浓度芹菜素对 NQO1 及 Nrf2 表达的影响　由

图 4 可知，5 μmol/L 芹菜素可上调细胞中的抗氧化蛋白，

其效果与阳性对照槲皮素（Que）相当。10，20 μmol/L 的

芹菜素在一定程度上抑制了抗氧化蛋白的表达。综上，

低浓度（5 μmol/L）的芹菜素具有抗氧化活性。刘新粮［21］

研究发现，低浓度芹菜素可诱导 Nrf2 介导的基因表达，与

试验结果一致。

2.3.3　对 Nrf2 和 NQO1 蛋白表达的影响　由图 5 可知，牡

荆素和新西兰牡荆苷Ⅱ未显著增加细胞中抗氧化蛋白

Nrf2 和 NQO1 的表达。相比之下，5 μmol/L 的芹菜素处理

后提高了蛋白 Nrf2、NQO1 的表达，但 10 μmol/L 芹菜素处

理后抑制了抗氧化蛋白的表达。相较于其糖苷化合物，

5 μmol/L 的芹菜素具有一定的抗氧化能力，故后续研究低

浓度（1.25，2.50，5.00 μmol/L）的芹菜素的抗氧化活性。

2.4　芹菜素对 t-BHP诱导 Ox-HepG2的保护作用

2.4.1　 t-BHP 诱导 HepG2 氧化损伤模型的建立　与正常

字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 4　低浓度芹菜素对 NQO1 及 Nrf2 蛋白表达的影响

Figure 4　Effects of low-concentration apigenin on the protein expression of NQO1 and Nrf2

字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 3　3 种黄酮物质对 HO-1、NQO1 及 Nrf2 蛋白表达的影响

Figure 3　Effects of three flavonoids on the protein expression of HO-1， NQO1， and Nrf2
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HepG2 细胞内调控氧化还原平衡不同的是，氧化损伤细

胞模型能更好地反映氧化损伤下生物体的抗氧化反应。

叔丁基过氧化氢（t-BHP）是目前理想的氧化损伤诱导剂，

可与细胞中的过渡金属反应产生自由基，自由基可以引

发 ROS 的形成，从而诱导细胞中的氧化损伤。由图 6 可

知 ，当 t-BHP 浓 度 为 500 μmol/L 时 ，细 胞 活 力 下 降 至

37.6%，表明 t-BHP 诱导的 HepG2 氧化损伤成功。经计

算，IC50 值为 419.7 μmol/L，因此选择 400 μmol/L 的 t-BHP

建立 HepG2 细胞氧化损伤模型（Ox-HepG2）。

2.4.2　芹菜素对 Ox-HepG2 氧化应激状态的改善作用　

机体受到氧化损伤时，机体内的酶系统能够发挥抗

氧化应激的作用，如超氧化物歧化酶（SOD）将活性氧超

氧阴离子转化为过氧化氢和氧气，过氧化氢酶（CAT）通过

将过氧化氢分解为水和氧气，消除过氧化氢的活性从而

保护细胞免受氧化损伤［22］。谷胱甘肽（GSH）是体内重要

的三肽，可以保护细胞免受过氧化氢等活性氧物质的攻

击［23］。由图 7 可知，与正常对照组相比，模型组的 CAT 和

SOD 活性均显著下降，表明 t-BHP 破坏了 HepG2 细胞氧

化还原平衡状态。经不同浓度（1.25，2.50，5.00 μmol/L）

芹菜素处理后，3 种抗氧化酶活性均显著提升。表明芹菜

素能够缓解由 t-BHP 引发的 HepG2 细胞中 CAT、GSH 以

及 SOD 活力的下降，从而增强细胞的氧化还原能力。

2.4.3　芹菜素对 Ox-HepG2 细胞中 NQO1、HO-1 和 Nrf2

蛋白表达的影响　由图 8 可知，t-BHP 降低了 HepG2 细胞

中 Nrf2、HO-1 以及 NQO1 的表达。经芹菜素处理后，抗氧

化蛋白均显著上调，表示芹菜素缓解了由 t-BHP 引起的氧

化损伤。

2.5　芹菜素诱导 Nrf2核易位

当细胞遭遇氧化应激时，Keap1 与 Nrf2 的结合能力降

低，Nrf2 被激活释放，激活后的 Nrf2 会从细胞质易位至细

胞核，与抗氧化反应元件（ARE）相结合，进而诱导下游靶

标蛋白表达［20］。由图 9 可知，在 HepG2 细胞中，t-BHP 阻

碍了 Nrf2 的核易位过程；芹菜素处理后，细胞内 Nrf2 的核

积累量显著上升，表明芹菜素可诱导 Nrf2 发生核位移。

字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 6　t-BHP 对 HepG2 细胞损伤作用

Figure 6　Effects of t-BHP on HepG2 cell injury

字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 7　芹菜素对 Ox-HepG2 氧化应激状态的改善作用

Figure 7　Effects of apigenin on alleviating Ox-HepG2 oxidative stress

字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 5　3 种黄酮物质对 Nrf2 和 NQO1 蛋白表达的影响

Figure 5　Effects of three flavonoids on the protein expression of Nrf2 and NQO1
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综上，芹菜素可能是通过诱导 Nrf2 发生核位移而激活

Nrf2 及其下游蛋白表达，从而发挥抗氧化作用。

3　结论

探究了铁皮石斛中典型黄酮物质芹菜素及其糖苷化

合物牡荆素和新西兰牡荆苷Ⅱ的抗氧化能力。结果表

明，芹菜素的细胞水平抗氧化能力强于牡荆素和新西兰

牡荆苷Ⅱ，且芹菜素可通过诱导 Nrf2 核易位激活 Nrf2 信

号通路从而表现出抗氧化活性。后续可进一步研究芹菜

素对动物模型中肝脏的抗氧化酶系及其组织内 Nrf2 信号

通路的影响，进而探讨其能否通过调控其他信号通路来

治疗氧化应激损伤等。
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