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　　摘要：通过观察鸡血藤总黄酮乙酸乙酯部位（ＦＥＡ）预处理和后处理对大肠杆菌脂多糖（ＬＰＳ）刺激 ＲＡＷ２６４．７细
胞所致氧化应激的影响，探讨其抗应激活性。试验将细胞分为空白对照组、ＬＰＳ刺激组、ＬＰＳ＋阳性药物组（维生素
Ｃ）、ＬＰＳ＋不同浓度ＦＥＡ组（２５、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ）。试验１的细胞先用药物预处理１２ｈ，再用ＬＰＳ进行刺激；试验２
则先用ＬＰＳ刺激２ｈ后，再用药物进行处理。分别采用Ｇｒｉｅｓｓ法和荧光探针法检测ＮＯ分泌和活性氧（ＲＯＳ）水平。结
果发现，ＦＥＡ预处理和后处理均能显著抑制 ＬＰＳ刺激引起的 ＮＯ和 ＲＯＳ水平的升高（Ｐ＜０．０５），且后处理效果更明
显。因此，ＦＥＡ具有良好的抗氧化应激活性，且作为治疗药物比作为预防药物效果更佳。
　　关键词：鸡血藤总黄酮；乙酸乙酯部位；脂多糖；氧化应激；免疫细胞
　　中图分类号：Ｒ２８５．５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）０８－０１５４－０３

收稿日期：２０１６－０７－０３
基金项目：广西自然科学基金（编号：２０１４ＧＸＮＳＦＣＡ１１８０１９）；广西教
育厅科研项目（编号：ＫＹ２０１５ＺＤ００７）；国家级大学生创新创业训练
计划（编号：２０１６１０５９３０８１）。

作者简介：陈海兰（１９８４—），女，广西玉林人，博士，讲师，研究方向为
兽医药理学。Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｌｃｈｅｎ３１９＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：胡庭俊，博士，研究员，研究方向为兽医药理学。Ｅ－ｍａｉｌ：
ｔｉｎｇｊｕｎｈｕ＠１２６．ｃｏｍ。

　　近年来，我国规模化养殖迅猛发展，在给畜牧养殖业带来
革命性变化的同时，畜禽应激综合征的问题也开始显现。饲

养管理、环境变化、饲料营养、免疫治疗和运输等均会使动物

产生应激，引起氧化损伤［１］。大量研究表明，氧化应激可导

致动物采食量下降、生长发育和抗病力降低、死亡率增高，并

显著降低畜产品品质［１］。因此，如何预防或降低规模化养殖

中畜禽的应激反应具有重要意义。

鸡血藤为豆科植物密花豆（ＳｐａｔｈｏｌｏｂｕｓｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓＤｕｎｎ）
的干燥藤茎，分布于广西、云南、广东、贵州、福建等地区，主产

于广西，以广西产者为道地药材［２］。黄酮类化合物是鸡血藤

的主要活性成分，主要包括异黄酮类、异黄烷类、二氢黄酮类、

花青素类、查尔酮类等［３－４］。鸡血藤总黄酮可依次采用石油

醚、三氯甲烷、乙酸乙酯、乙醚等有机溶剂进行萃取分离，研究

发现乙酸乙酯萃取物中黄酮化合物的含量最高［５］。鸡血藤

具有活血补血、调经止痛、抗炎、抗氧化、免疫调节、抗病毒、抗

肿瘤等多种药理活性［６－９］。现代药理学研究发现，鸡血藤总

黄酮具有很强的自由基清除作用，可有效抑制 Ｆｅｎｔｏｎ体系诱
导的大鼠心、肝、肾丙二醛（ＭＤＡ）生成，抑制 Ｈ２Ｏ２诱发的大
鼠红细胞氧化溶血，通过清除·ＯＨ、Ｏ２－及 Ｈ２Ｏ２发挥抗氧化
作用。鸡血藤黄酮的强抗氧能力，使它在消除氧化应激、增强

机体免疫力、提高抗病能力方面有很大的应用潜能。然而，目

前国内外对鸡血藤黄酮抗氧化能力的研究多集中在鸡血藤的

提取物上，并以体外清除自由基能力检测为主，而对鸡血藤进

一步纯化产物及在细胞水平上的研究还比较少。

本试验采用乙醇提取法从广西产鸡血藤中得到鸡血藤总

黄酮，通过有机溶剂萃取法对其进行初步分离，经浓缩干燥后

得到鸡血藤总黄酮乙酸乙酯部位（ＦＥＡ），然后对ＦＥＡ的细胞
毒性及其预处理、后处理对大肠杆菌脂多糖（ＬＰＳ）刺激
ＲＡＷ２６４．７细胞所致氧化应激的影响，探讨其细胞安全性及
抗应激活性，为鸡血藤的进一步开发利用提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验细胞　小鼠单核巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４．７细胞，
购自中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学

研究所。

１．１．２　药品与试剂　鸡血藤饮片，购自南宁市中尧路中药材
市场，产地为广西崇左市，经广西大学动物科学技术学院药理

实验室鉴定为鸡血藤正品。药材饮片经粉碎成中细粉后（过

４号筛），采用乙醇提取法，以 ５０％乙醇溶液为溶剂，在
１ｇ∶３０ｍＬ料液比和８０℃条件下提取３ｈ。提取液经过滤、
浓缩、初步纯化后，依次用石油醚、三氯甲烷、乙酸乙酯和正丁

醇进行萃取，并对乙酸乙酯萃取液通过旋转蒸发去除有机溶

剂得到棕黄色粉末，即为鸡血藤黄酮乙酸乙酯部位（ＦＥＡ）。
３－（４，５－二甲基噻唑 －２）－２，５－二苯基四氮唑溴盐
（ＭＴＴ）、维生素 Ｃ（ＶＣ）、２′，７′－二氯荧光黄双乙酸盐
（ＤＣＦＨ－ＤＡ）、大肠杆菌脂多糖（ＬＰＳ）、亚硝酸钠（ＮａＮＯ２）、
萘乙烯二胺和对氨基苯磺酸，均购自美国Ｓｉｇｍａ公司，胎牛血
清（ＦＢＳ）、ＤＭＥＭ培养液、青链霉素（ＰＳ），均购自Ｇｉｂｃｏ公司。
１．２　试验内容与方法
１．２．１　ＦＥＡ的细胞毒性研究　将对数生长期的 ＲＡＷ２６４．７
细胞以１×１０５个／ｍＬ的浓度接种于９６孔板中，１００μＬ／孔。
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３７℃、５％ ＣＯ２培养箱培养过夜后，弃去上清液，每孔加入
９０μＬ新鲜培养液和１０μＬ不同浓度的 ＦＥＡ溶液，使其终浓
度为 ５０、１００、２００、４００、８００μｇ／ｍＬ。同时设对照组，加入
９０μＬ新鲜培养液和１０μＬ磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）。每个处
理设４个重复。继续培养７２ｈ后，弃去含药培养液，每孔加
入９０μＬ新鲜培养液和１０ｍＬＭＴＴ储存液（５ｍｇ／ｍＬ），３７℃
孵育４ｈ后，每孔加入１００μＬＭＴＴ结晶溶解液［１０％十二烷
基硫酸钠（ＳＤＳ），１０ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ］，３７℃孵育过夜，使紫色结
晶充分溶解，用多功能酶标仪检测Ｄ５９５ｎｍ，并根据以下公式计
算细胞相对活性：

细胞相对活性＝
Ｄ试验 －Ｄ空白
Ｄ对照 －Ｄ空白

×１００％。

１．２．２　ＦＥＡ预处理对ＬＰＳ刺激免疫细胞氧化应激的作用　
取对数生长期的ＲＡＷ２６４．７细胞，以１×１０５个／ｍＬ的浓度接
种于９６孔板中，１００μＬ／孔，并分为对照组、ＬＰＳ组、ＶＣ１００组、
ＦＥＡ２５组、ＦＥＡ５０组、ＦＥＡ１００组和 ＦＥＡ２００组，每个处理组设４个
重复。３７℃、５％ ＣＯ２培养箱培养过夜后，弃去上清液，对照
组每孔加入９０μＬ新鲜培养液和１０μＬＰＢＳ，ＶＣ１００组每孔加
入９０μＬ新鲜培养液和１０μＬ１０００μｇ／ｍＬＶＣ溶液，ＦＥＡ２５～
ＦＥＡ２００组每孔分别加入 １００μＬ终浓度为 ２５、５０、１００、
２００μｇ／ｍＬ的ＦＥＡ溶液。药物处理１２ｈ后，弃去上清液，除
对照组外，每孔加入终浓度为１μｇ／ｍＬＬＰＳ溶液。刺激２ｈ
后，弃去含ＬＰＳ培养液，换新鲜培养液（１００μＬ／孔）继续培养
４ｈ后，检测上清液中ＮＯ浓度及细胞中活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙ
ｇｅｎ，简称ＲＯＳ）水平。
１．２．３　ＦＥＡ后处理对ＬＰＳ刺激免疫细胞氧化应激的作用　
取对数生长期的ＲＡＷ２６４．７细胞，以１×１０５个／ｍＬ的浓度接
种于９６孔板中，１００μＬ／孔，分组方式同“１．２．２”节。３７℃、
５％ ＣＯ２培养箱培养过夜后，弃去上清液，除对照组外，每孔
加入终浓度为１μｇ／ｍＬ的ＬＰＳ溶液。刺激２ｈ后，弃去上清
液，对照组每孔加入９０μＬ新鲜培养液和１０μＬＰＢＳ，ＶＣ１００组
每孔加入９０μＬ新鲜培养液和１０μＬ１０００μｇ／ｍＬＶＣ溶液，
ＦＥＡ２５～ＦＥＡ２００组每孔分别加入１００μＬ终浓度为２５、５０、１００、
２００μｇ／ｍＬ的ＦＥＡ溶液。继续培养８ｈ后，检测上清液中ＮＯ
浓度及细胞中ＲＯＳ水平。
１．２．４　ＮＯ浓度的检测　称取６．９ｍｇＮａＮＯ２加入１００ｍＬ超
纯水中溶解，配成１ｍｍｏｌ／Ｌ的储存液。用 ＮａＮＯ２储存液配
制浓度为１００、８０、６０、４０、２０、０μｍｏｌ／Ｌ的标准稀释液，各取
１００μＬ，加入１００μＬＧｒｉｅｓｓ试剂（等体积混合的０．１％萘乙烯
二胺和１％对氨基苯磺酸），振荡，室温避光反应１０ｍｉｎ，于多
功能酶标仪上检测Ｄ５５０ｎｍ，并以ＮａＮＯ２浓度为横坐标、吸光度
为纵坐标制作标准曲线。

取１００μＬ细胞上清液，加入 １００μＬＧｒｉｅｓｓ试剂测定
Ｄ５５０ｎｍ作对照，并根据ＮａＮＯ２标准曲线计算ＮＯ浓度。
１．２．５　ＲＯＳ水平的检测　弃去培养液，用 ＰＢＳ洗涤细胞３
次，每孔加入 ５０μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光探针，
３７℃、５％ ＣＯ２孵育３０ｍｉｎ，每１０ｍｉｎ轻轻摇匀１次。孵育
结束后，弃上清液，用ＰＢＳ洗涤３次，于多功能酶标仪激发波
长４８８、５２５ｎｍ处检测荧光强度。
１．３　数据分析

试验数据采用 ＳＰＳＳ２１．０进行分析，采用单因素方差分

析（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ）方法，进行ＬＳＤ组间比较，结果以“平
均值±标准差”的形式表示。

２　结果与分析

２．１　细胞毒性作用研究
用不同浓度的 ＦＥＡ处理 ＲＡＷ２６４．７细胞后，利用 ＭＴＴ

法检测细胞活性以分析ＦＥＡ的细胞毒性作用。由图１可见，
当ＦＥＡ浓度≤２００μｇ／ｍＬ时，细胞存活率均接近对照组；随
着 ＦＥＡ浓度的增大，细胞活性逐渐下降，当 ＦＥＡ浓
度 ≥４００μｇ／ｍＬ时，细胞活性显著或极显著低于对照组。因
此，ＦＥＡ的安全浓度范围为 ０～２００μｇ／ｍＬ，在此范围内对
ＲＡＷ２６４．７细胞的生长无不良影响。

２．２　ＦＥＡ预处理对ＬＰＳ刺激免疫细胞氧化应激的作用
为了探讨ＦＥＡ对氧化应激的预防作用，ＲＡＷ２６４．７细胞

先用系列浓度的ＦＥＡ处理１２ｈ，然后用ＬＰＳ刺激诱导氧化应
激的产生，再对ＮＯ分泌水平和 ＲＯＳ水平进行分析。由图２
可知，ＬＰＳ刺激４ｈ后，ＮＯ分泌水平有所升高，但是与对照组
相比差异不显著；与模型组（ＬＰＳ）比较，ＦＥＡ预处理可以降低
ＮＯ分泌水平，且在 ２５、２００μｇ／ｍＬ时，差异极显著（Ｐ＜
００１）。从图３可以看出，ＬＰＳ刺激后，ＲＡＷ２６４．７细胞内的
ＲＯＳ水平显著升高（Ｐ＜０．０５），而 ＦＥＡ预处理则可以显著降
低ＲＯＳ水平，在ＦＥＡ浓度为１００μｇ／ｍＬ时差异极显著（Ｐ＜
０．０１）。这些结果表明，ＦＥＡ预处理对于预防 ＬＰＳ诱导的氧
化应激具有一定的保护作用。

２．３　ＦＥＡ对ＬＰＳ刺激免疫细胞氧化应激的作用
进一步研究ＦＥＡ对ＬＰＳ诱导ＲＡＷ２６４．７细胞氧化应激
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的治疗作用。与预防试验不同的是，本试验先用 ＬＰＳ刺激
ＲＡＷ２６４．７细胞建立氧化应激模型，然后用不同浓度的 ＦＥＡ
处理细胞，通过检测 ＮＯ、ＲＯＳ水平的变化，分析其抗氧化应
激作用。由图４、图５可知，ＬＰＳ刺激ＲＡＷ２６４．７细胞后，ＮＯ、
ＲＯＳ水平均极显著升高（Ｐ＜０．０１），表明免疫细胞氧化应激
模型已成功建立。相比于模型组，经 ＶＣ或２５～２００μｇ／ｍＬ
的ＦＥＡ处理后，ＮＯ水平均极显著下降（Ｐ＜０．０１），且较高浓
度的ＦＥＡ（５０～２００μｇ／ｍＬ）可同时显著（Ｐ＜０．０５）或极显著
（Ｐ＜０．０１）下调ＲＯＳ水平。因此，ＦＥＡ后处理对于 ＬＰＳ诱导
产生的氧化应激具有良好的抑制作用，效果与对照药物 ＶＣ
相当。

３　讨论与结论

氧化应激是指机体遭受各种有害刺激时，机体内的活泼

分子如活性氧自由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓ）产生并堆
积，超过了动物机体对过氧化物的清除能力，致使机体的氧化

系统和抗氧化系统失衡［１０］。活性氧是含有氧分子的自由基，

包括超氧阴离子（Ｏ－２·）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、次氯酸离子
（ＯＣｌ－）和一氧化氮（ＮＯ）。ＲＯＳ含有的不成对电子使其具有
很强的反应活性，极易攻击 ＤＮＡ、脂质、蛋白质等生物分子，
造成机体组织的氧化损伤，加速机体的衰老，引发炎症，导致

各种慢性疾病的发生［１１－１２］。当机体受到刺激时，细胞内成分

转移至细胞膜的内表面，形成具有 ＮＡＤＰＨ氧化酶活性的完
全活性酶复合物，进而催化 ＲＯＳ的生成［１３］。脂多糖是介导

系统性炎症反应综合征的主要启动因子，它可激活单核细胞

和巨噬细胞，引起ＮＯ和炎性细胞因子的合成与释放，进而导
致机体一系列炎症反应的发生和发展［１４－１５］。

本试验中，首先通过 ＭＴＴ法研究了 ＦＥＡ的细胞毒性作
用，发现其细胞毒性较低，在 ≤２００μｇ／ｍＬ范围内对
ＲＡＷ２６４．７细胞的生长无明显不良影响。然后，通过预防试
验和治疗试验探讨了 ＦＥＡ的抗氧化应激活性。研究发现，
ＬＰＳ刺激ＲＡＷ２６４．７细胞后，ＮＯ、ＲＯＳ水平明显上升，提示氧
化应激的发生。ＦＥＡ预处理和后处理，基本能不同程度抑制
ＬＰＳ刺激引起的 ＮＯ和 ＲＯＳ产生，表明 ＦＥＡ能够改善
ＲＡＷ２６４．７细胞氧化应激损伤，与黄酮类化合物较强的自由
基清除能力和抗氧化能力相关，并与黄酮类化合物可通过抑

制炎症因子（ＮＯ、ＴＮＦ－α等）的释放降低细胞氧化损伤的报
道［１６－１７］相一致。另外，相比于药物预处理（预防试验），先造

成氧化应激再用药物处理（治疗试验），ＦＥＡ的作用更加明
显。治疗试验中，ＮＯ、ＲＯＳ水平均显著或极显著低于 ＬＰＳ刺
激组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），表明在抗应激反应中，ＦＥＡ更适
宜作为治疗药物使用。

综上所述，本试验先通过 ＭＴＴ法检测了 ＦＥＡ的细胞毒
性，然后通过分析 ＦＥＡ预处理或后处理对 ＬＰＳ刺激
ＲＡＷ２６４．７细胞ＮＯ、ＲＯＳ分泌水平的影响，探讨了其抗氧化
应激作用。试验观察到 ＦＥＡ在 ０～２００μｇ／ｍＬ浓度内对
ＲＡＷ２６４．７细胞的生长无明显不良影响，能显著或极显著抑
制ＬＰＳ诱导的氧化应激反应，且后处理比预处理细胞对 ＬＰＳ
诱导应激反应的抑制作用更明显，表明ＦＥＡ更适合作为治疗
药物用于抵抗氧化应激反应。
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融＋酸沉降复合胁迫条件下，幼苗体内ＰＯＤ活性随温度降低
而升高，在－２℃时，升到最高值，为６．９６Ｕ／ｍｇ；在温度升到
１０℃时，ＰＯＤ活性下降，为５．４９Ｕ／ｍｇ（图５）。以上分析表
明，冻融＋酸沉降复合胁迫能使黑麦草幼苗体内的ＰＯＤ活性
含量增加。

３　结论

变温胁迫可使黑麦草积累渗透调节物质，增加了其可溶

性蛋白、可溶性糖、ＭＤＡ含量，ＳＯＤ和ＰＯＤ活性也明显提升。
在酸沉降胁迫下，黑麦草幼苗体内可溶性蛋白、可溶性糖、

ＭＤＡ含量呈下降趋势，ＳＯＤ和ＰＯＤ活性提高。结果表明，黑
麦草自身具有较强的抗寒性，在低温胁迫下可以起到自我保

护的作用，同时黑麦草也具有一定的抗酸性，对逆境的适应能

力强。
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