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　　摘要：比较研究５种中华补血草黄酮类化合物———异鼠李素、槲皮素、异槲皮苷、木樨草素、芹菜素的体外抗氧化
和抗肿瘤活性。运用ＭＴＴ试验，检测５种中华补血草黄酮类化合物对ＨｅｐＧ２和Ｈｅｌａ肿瘤细胞体外增殖的影响；运用
ＤＰＰＨ自由基清除试验，检测中华补血草黄酮的体外抗氧化活性。研究结果可知，５种中华补血草黄酮类化合物均显
示一定抗氧化和抗肿瘤活性，但其活性强弱存在差异。本试验条件下其抗肿瘤活性由强到弱的顺序为：木樨草素＞槲
皮素＞异鼠李素、芹菜素＞异槲皮苷；体外抗氧化能力由强到弱的顺序为：槲皮素＞木樨草素＞异鼠李素＞芹菜素 ＞
异槲皮苷。结果表明，中华补血草黄酮类化合物木樨草素、槲皮素、异鼠李素、芹菜素等为中华补血草抗肿瘤作用的重

要活性成分，抗肿瘤作用与其抗氧化活性有关。
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　　白丹花科补血草属植物中华补血草［Ｌｉｍｏｎｉｕｍｓｉｎｅｎｓｅ
（Ｇｉｒａｒｄ）Ｋｕｎｔｚｅ］，别称匙叶草、盐云草、海菠菜、海赤芍等，为
多年生泌盐草本植物，喜生于盐渍化的低洼湿地上，主要分布

于我国东北、华北、华东等滨海地区［１－２］。据记载，中华补血

草各部位均可入药，有清热解毒、止血散瘀、祛风消炎、抗癌、

抗衰老的功效。民间常用其根治疗肝癌，用叶治疗胃溃疡和

胃癌，用花治疗宫颈癌及各种出血［３－４］。现代药理学研究发

现，该植物具有抗氧化、护肝、抗病毒、抑制肿瘤细胞体外增殖

等多种药理活性［５－１１］。笔者研究显示，该植物根醇提物安全

低毒，能增强机体免疫力，对抗化疗药物５－Ｆｕ的免疫抑制作
用，且其本身也具有显著抗肿瘤活性［１２－１３］。

中华补血草化学成分十分丰富，含有鞣质、黄酮类、生物

碱、多糖、萜类、脂肪族化合物、氨基酸、矿物质、维生素

等［５，１４－１６］。特别是中华补血草总酚含量很高，占根提取物的

５５．５５％，主要包括黄酮类、鞣质和酚酸等，其中黄酮类含量高
达２４．６０％［８］，目前，已在中华补血草提取物中发现槲皮素、

异槲皮苷、木樨草素、芹菜素、北美圣草素、高北美圣草素、杨

梅树皮素及其苷类等２０多种黄酮类化合物［１５，１７－１８］。已有研

究证实，黄酮类化合物具有广泛的生物活性和多种药理作用，

如抗氧化、抗炎、抗诱变、抑制肿瘤形成与生长等。近年来，关

于黄酮类化合物在肿瘤、心脑血管疾病等方面的应用研究已

经比较深入，加上其低毒性的特点，已成为天然药物和功能性

食品研发的热点之一。近期有学者研究发现，中华补血草总

黄酮类化合物具有显著抑制肿瘤细胞体外增殖作用［１９］，其同

属植物二色补血草中分离得到的黄酮类化合物也具有显著抗

肿瘤活性［２０］，黄酮类化合物可能是该属植物抗肿瘤作用的活

性成分。

本研究采用ＭＴＴ（四甲基噻唑蓝）法，研究中华补血草中
５种含量丰富的黄酮类化合物———异鼠李素、槲皮素、异槲皮
苷、木樨草素、芹菜素［１５，１８］对肿瘤细胞体外增殖的抑制作用，

并运用自由基清除试验比较其体外抗氧化活性，以期为中华

补血草抗肿瘤作用的物质基础研究和该植物的进一步开发利

用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要仪器　ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ１９０酶标仪，美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ公司生产；ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍ３１１型ＣＯ２培养箱，美国Ｔｈｅｒ
ｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司生产；ＴＳ１００型倒置光学显微镜，日本Ｎｉｋｏｎ
公司生产；Ｒ２０５Ｂ型旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂生产；
ＭＩＳ－３０２０全自动高压灭菌器，日本三洋电机公司生产。
１．１．２　试剂　ＭＴＴ（四甲基噻唑蓝），德国 Ｓｉｇｍａ公司生产；
胎牛血清、胰蛋白酶，美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品；ＤＭＥＭ培养基，
美国Ｇｉｂｃｏ公司产品；其他试剂均为国产分析纯。
１．１．３　细胞株　人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞株、人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞
株，均购自中国科学院上海细胞生物学研究所。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及分组　取处于对数生长期 、状态良好的
ＨｅｐＧ２或Ｈｅｌａ细胞，加入适量胰蛋白酶消化液，使贴壁细胞
脱落，用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液配制细胞悬液，计
数，并将细胞密度调整至４．０×１０４个／ｍＬ。取细胞悬液接种
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于９６孔板，１００μＬ／孔，置恒温 ＣＯ２培养箱中，在３７℃、５％
ＣＯ２及饱和湿度条件下培养。２４ｈ后，将上述９６孔板中的
ＨｅｐＧ２或Ｈｅｌａ细胞分组，吸弃各孔内培养液，分别加入６．２５、
１２．５０、２５．００、５０．００、１００．００μｍｏｌ／Ｌ异鼠李素、槲皮素、异槲
皮苷、木樨草素、芹菜素，２０μｍｏｌ／Ｌ５－Ｆｕ（阳性对照），每组
设４个平行孔，并设阴性对照组（细胞培养液）、空白组
（ＤＭＥＭ细胞悬液），给药后继续培养。
１．２．２　ＭＴＴ试验　按“１．２．１”节中方法在肿瘤细胞中加入５
种中华补血草黄酮类化合物孵育４８ｈ后，吸弃孔内培养液，
加入无血清培养基１００μＬ，ＭＴＴ（５．０ｇ／Ｌ），２０μＬ／孔，３７℃
孵育４ｈ。吸弃孔内培养液，加入ＭＴＴ（１ｇ／Ｌ），１００μＬ／孔，继
续培养 ４ｈ，终止培养。吸弃孔内培养液，加入 ＤＭＳＯ，
１００μＬ／孔，振荡使蓝紫色结晶物充分溶解，用空白组调零，置
酶标仪５７０ｎｍ波长处测定各孔吸光度（Ｄ５７０ｎｍ），记录结果并
计算样品的抑制率：抑制率＝（１－Ｄ１／Ｄ０）×１００％。式中：Ｄ１
为供试样品的吸光度；Ｄ０为阴性对照的吸光度。
１．２．３　ＤＰＰＨ自由基清除试验　向 ９６孔板中分别加入
１００μＬ含不同浓度异鼠李素、槲皮素、异槲皮苷、木樨草素、芹
菜素、维生素 Ｃ（阳性对照）的甲醇溶液，再分别加入１００μＬ
０．２ｍｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ甲醇溶液，各化合物实际终浓度分别为
６２５、１２．５０、２５．００、５０．００、１００．００、２００．００μｍｏｌ／Ｌ，混合均
匀，室温下避光反应３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ波长处测定吸光度，记
为Ｄｉ；同时测定不加ＤＰＰＨ的样品空白吸光度（Ｄｊ）和加ＤＰ
ＰＨ但不加样品（以样品溶解液替代）的吸光度（Ｄｋ）。自由基
清除率计算公式如下：清除率＝［１－（Ｄｉ－Ｄｊ）／Ｄｋ］×１００％。
１．２．４　统计分析　所有试验均进行３次平行试验（ｎ＝３），
使用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行数据分析，组间比较采用 ｔ检
验，Ｐ＜０．０５为有统计学意义。

２　结果与分析

２．１　中华补血草５种黄酮类化合物对离体培养的ＨｅｐＧ２细
胞增殖的影响

中华补血草黄酮类化合物对离体培养的 ＨｅｐＧ２细胞增
殖的影响见图１。５种补血草黄酮类化合物中异鼠李素、槲皮
素、木樨草素、芹菜素在６．２５～１００．００μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，
对ＨｅｐＧ２肿瘤细胞体外增殖均显示不同程度的抑制活性，抑
制作用随着浓度的增高而增强，随着浓度升高至５０μｍｏｌ／Ｌ
时，化合物对肿瘤细胞增殖的抑制程度趋于平缓。对 ＨｅｐＧ２
肿瘤细胞抑制活性由强到弱的顺序为：木樨草素 ＞槲皮素 ＞
异鼠李素＞芹菜素＞异槲皮苷。其中１００μｍｏｌ／Ｌ木樨草素、
槲皮素、异鼠李素对ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制作用与２０μｍｏｌ／Ｌ
５－Ｆｕ（抑制率５４３％，图中未显示）没有明显差异。异槲皮
苷对ＨｅｐＧ２细胞体外增殖的抑制作用较弱，１００μｍｏｌ／Ｌ异槲
皮苷的ＨｅｐＧ２增殖抑制率仅为２０．３％。
２．２　中华补血草５种黄酮类化合物对离体培养的Ｈｅｌａ细胞
增殖的影响

５种中华补血草黄酮类化合物作用４８ｈ对 Ｈｅｌａ肿瘤细
胞生长的抑制作用见图２。可见６．２５～１００．００μｍｏｌ／Ｌ异鼠
李素、槲皮素、木樨草素、芹菜素可显著抑制Ｈｅｌａ肿瘤细胞体
外增殖活性，抑制作用亦随着浓度的增高而增强，１００μｍｏｌ／Ｌ
４种化合物对Ｈｅｌａ肿瘤细胞抑制活性由强到弱的顺序为：木

樨草素＞槲皮素＞异鼠李素＞芹菜素。木樨草素和槲皮素对
ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制作用与 ２０μｍｏｌ／Ｌ５－Ｆｕ（抑制率
４０２％）没有明显差异。６．２５～１００．００μｍｏｌ／Ｌ异槲皮苷对
Ｈｅｌａ肿瘤细胞体外增殖无明显影响。

２．３　中华补血草５种黄酮类化合物对 ＤＰＰＨ自由基的清除
作用

５种化合物在６．２５～２００．００μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内均具有
良好的ＤＰＰＨ自由基清除活性，并随浓度的增加，清除作用增
强（图 ３）。其中，槲皮素对 ＤＰＰＨ自由基清除作用最强，
２００μｍｏｌ／Ｌ槲皮素的 ＤＰＰＨ自由基清除率最高，达８７．３％，
高于阳性对照维生素 Ｃ组，５种黄酮化合物自由基清除活性
强弱顺序为：槲皮素＞木樨草素 ＞异鼠李素 ＞芹菜素 ＞异槲
皮苷。

３　讨论与结论

黄酮类化合物，别称生物类黄酮，是以色酮环和苯环为基

本结构的一类化合物的总称，为植物的次级代谢产物，广泛分
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布于自然界。目前已发现的黄酮类单体化合物达９０００多
种，研究证明，黄酮类化合物具有多种生物活性。近年来研究

发现，黄酮类化合物可通过提高抗氧化物酶的活性、清除自由

基、诱导肿瘤细胞凋亡等多种渠道发挥抗肿瘤作用［２１］，相关

抗肿瘤活性引起了广泛关注。目前已有多个黄酮类化合物作

为抗肿瘤药物进入临床。黄酮类化合物已成为今后新药开发

研究中值得重视的资源，具有良好的开发利用前景。

中华补血草中黄酮类化合物含量丰富，已有研究显示，补

血草属植物黄酮类化合物具有显著抗肿瘤活性，黄酮类化合

物可能是中华补血草抗肿瘤作用的有效成分。本研究比较了

中华补血草５种含量丰富的黄酮化合物———异鼠李素、槲皮
素、异槲皮苷、木樨草素、芹菜素对肿瘤细胞体外增殖的抑制

作用。ＭＴＴ试验结果表明，中华补血草中５种黄酮类化合物
均具有一定的体外抗肿瘤活性，但活性强弱存在差异。木樨

草素、槲皮素、异鼠李素抗肿瘤活性较强，芹菜素次之，而异槲

皮苷对ＨｅｐＧ２细胞体外增殖显示较弱抑制作用，对 Ｈｅｌａ肿
瘤细胞体外增殖则无明显影响。比较结构类似的２种化合物
槲皮素与异槲皮苷发现，二者抗肿瘤活性存在明显差异，可能

是因为分子中Ｃ３位的羟基被糖基取代，而Ｃ２－Ｃ３位双键是黄
酮化合物抗肿瘤活性的一个关键因素，因此异槲皮苷抗肿瘤

活性显著下降［２２］。

为进一步明确中华补血草黄酮类化合物的抗肿瘤机制，

本研究运用ＤＰＰＨ自由基清除试验，比较５种黄酮类化合物
的体外抗氧化活性，发现５种化合物在本试验浓度范围内均
具有良好的ＤＰＰＨ自由基清除活性，并随浓度的增加清除作
用增强。其中槲皮素、木樨草素、异鼠李素抗氧化活性较强，

异槲皮苷、芹菜素较弱。进一步研究发现，５种黄酮的抗肿瘤
活性与抗氧化活性强弱比较接近，但并不完全一致，表明中华

补血草黄酮类化合物抗氧化活性是其发挥抗肿瘤作用的重要

因素，其他抗肿瘤机制还有待于进一步研究阐明。
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