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　　摘要：为了明确苞叶雪莲总黄酮提取工艺及其粗提物各段位抗肿瘤活性，采用正交试验优化苞叶雪莲总黄酮提取
工艺，再通过组蛋白去乙酰化酶抑制试验初步评价苞叶雪莲粗提物各段位抗肿瘤活性。结果确认提取苞叶雪莲总黄

酮的最佳料液比为１ｇ∶２５ｍＬ，乙醇体积分数为６０％，提取温度为６０℃。苞叶雪莲粗提物的正丁醇相对组蛋白去乙
酰化酶具有较好的抑制作用，抑制率高达９１．３４％，说明苞叶雪莲粗提物的正丁醇相可作为抗肿瘤药物的筛选。
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　　苞叶雪莲［Ｓａｕｓｓｕｒｅａｏｂｖａｌｌａｔａ（ＤＣ．）Ｅｄｇｅｗ．］
为风毛菊属雪莲亚属植物，别称苞叶风毛菊，多年

生草本植物，高１６～６０ｃｍ。其花为蓝紫色，瘦果矩
圆形，长５ｍｍ，花果期７—９月，生于高山草地、流石
滩、溪边石隙处、山坡多石处，生境海拔 ３２００～
４７００ｍ，是高原地区特有的一种植物，其性温、微
苦，清热解毒、祛风除湿、通经活血［１］。藏医将苞叶

雪莲用于风湿性关节炎、高山不适症、月经不调、胎

衣不下等症［２］。在前期的预试验中发现苞叶雪莲

中含有较多黄酮类化合物。黄酮类物质作为植物

中广泛存在的一类化合物，在医药领域应用广泛。

相关研究已经证明许多黄酮类成分对癌症、肿瘤、

抗衰老、心脑血管保护、抑菌等方面有明显疗

效［３－５］。关于总黄酮的提取工艺已有多篇文献报

道［６－７］，但目前还没有关于苞叶雪莲总黄酮提取工

艺优化及抗肿瘤方面的深入研究。本试验采用正

交试验优化法探讨各因素对苞叶雪莲总黄酮提取

率的影响，优化苞叶雪莲总黄酮的提取工艺，同时

对苞叶雪莲粗提物的石油醚相、乙酸乙酯相、正丁

醇相及水相进行了组蛋白去乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅ
ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ，ＨＤＡＣｓ）活性筛选，初步研究苞叶雪莲
的抗肿瘤活性。

１　材料与方法

１．１　仪器及试剂、材料
ＡＬ２０４电子天平（梅特勒 －托利多仪器有限公

司）；ＨＨ－６数显恒温水浴锅（国华电器有限公司）；
Ｔ６新世纪紫外－可见分光光度计（北京谱析通用仪
器有限责任公司）；ＸＫ９６－３型微量振荡器（泰州市
姜堰区新康医疗器械有限公司）；酶标仪 ＰＯＬＡＲｓｔａｒ
Ｏｍｅｇａ（德国ＢＭＧＬＡＢＴＥＣＨ公司）；３８４孔白色微
孔板（Ｇｒｅｉｎｅｒ＃７８４０７５）；恒温培育箱（上海跃进医
疗器械厂）。

乙醇（分析纯，天津市富宇精细化工有限公

司）；硝酸铝（分析纯，天津市大茂化学试剂厂）；亚

硝酸钠（分析纯，天津市大茂化学试剂厂）；氢氧化

钠（分析纯，天津市大茂化学试剂厂）；ＤＭＳＯ（细胞
培养级，索莱宝生物科技有限公司）；Ｈ３Ｋ９ｍｅ０－Ｅｕ
（Ｋ）抗体（ＣｉｓｂｉｏＢｉｏａｓｓａｙｓ）；链霉亲和素 ＸＬ－６６５
（ＣｉｓｂｉｏＢｉｏａｓｓａｙｓ）；检测缓冲液（ＣｉｓｂｉｏＢｉｏａｓｓａｙｓ）；
ＨＤＡＣ１（ＳｉｇｎａｌＣｈｅｍ）；组蛋白Ｈ３（１－２１）赖氨酸９
乙酰化生物素化肽（ＡｎａＳｐｅｃ）。
　　藏药苞叶雪莲于２０１９年８月采自青海省拉脊
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山，由青海民族大学药学院林鹏程教授鉴别确定为

藏药 材 苞 叶 雪 莲 ［Ｓａｕｓｓｕｒｅａ ｏｂｖａｌｌａｔａ（ＤＣ．）
Ｅｄｇｅｗ．］。试验时间为 ２０１９年 １０月至 ２０２０年 ６
月，试验地点为青海民族大学药学院。

１．２　试验方法
１．２．１　苞叶雪莲的总黄酮提取方法　称取苞叶雪
莲药材粉末１．００ｇ于锥形瓶中，在一定的料液比、
乙醇体积分数、提取温度条件下，固定５０Ｈｚ，６０℃，
超声５ｍｉｎ，回流提取时间７０ｍｉｎ，进行总黄酮的回
流提取，抽滤，取出滤液，共提取２次，合并滤液并
浓缩。

１．２．２　总黄酮提取率的测定
１．２．２．１　绘制芸香苷标准曲线　用３０％乙醇（体
积分数，下同）将 ８７５ｍｇ芸香苷对照品定容于
２５ｍＬ容量瓶中，摇匀，得质量浓度为 ０．３５ｍｇ／ｍＬ
的对照品溶液。用移液管吸取 ０、０．５、１．０、１．５、
２０、２．５ｍＬ对照品溶液，分别置于规格为２５ｍＬ的
６个容量瓶中。加入３０％乙醇１００、９５、９０、８．５、
８０、７．５ｍＬ，摇匀。然后将１．０ｍＬ５％ ＮａＮＯ２加入
其中，摇匀。４ｍｉｎ后，将１．０ｍＬ１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３加
入其中，摇匀。１０ｍｉｎ后，将５ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ加
入其中，摇匀。最后用 ３０％乙醇定容，充分振摇。
１５ｍｉｎ后，供测定使用。于５００ｎｍ波长处测定吸光
度，横坐标为芸香苷浓度 Ｃ（ｍｇ／ｍＬ），纵坐标为相
应的吸光度 Ｄ，得标准曲线方程为：ｙ＝１８．６１４ｘ＋
００００１，ｒ２＝０．９９９３。
１．２．２．２　苞叶雪莲总黄酮提取率的测定　用
１０ｍＬ５０％乙醇将浓缩提取液溶解，用移液管准确
吸取１ｍＬ溶液，置于５０ｍＬ容量瓶中，按上述方法
操作，测量吸光度。

ｎ＝ Ｃ×Ｄ１０００ｍ×１００％。

式中，ｎ表示总黄酮的提取率，Ｃ表示根据吸光度值
计算出的溶液浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｄ表示溶液稀释倍
数；ｍ表示药材取样量（ｇ）。
１．２．３　单因素试验设计
１．２．３．１　料液比对提取率的影响　准确称取药材
粉末１．００ｇ，置于５０ｍＬ圆底烧瓶中，乙醇体积分数
６０％，料液比分别为 １∶１０、１∶１５、１∶２０、１∶２５、
１∶３０（ｇ∶ｍＬ），５０Ｈｚ，６０℃，超声５ｍｉｎ，然后在提
取温度６０℃条件下，水浴回流提取７０ｍｉｎ，考察，计
算提取率，每组试验平行操作３次，取平均值。
１．２．３．２　乙醇体积分数对提取率的影响　准确称

取药材粉末１．００ｇ，置于５０ｍＬ圆底烧瓶中，分别加
入料液比１ｇ∶２５ｍＬ，乙醇体积分数为４０％、５０％、
６０％、７０％、８０％的提取溶剂，５０Ｈｚ，６０℃，超声
５ｍｉｎ，然后在提取温度６０℃条件下，水浴回流提取
７０ｍｉｎ，计算提取率，每组试验平行操作３次，取平
均值。

１．２．３．３　提取温度对提取率的影响　准确称取药
材粉末 １．００ｇ，置于 ５０ｍＬ圆底烧瓶中，料液比
１ｇ∶２５ｍＬ，乙醇体积分数６０％，５０Ｈｚ，６０℃，超声
５ｍｉｎ，分别于４０、５０、６０、７０、８０℃的提取温度下水
浴回流 ７０ｍｉｎ，计算提取率，每组试验平行操作 ３
次，取平均值。

１．２．４　正交试验设计　本试验将影响苞叶雪莲总
黄酮提取率的料液比（Ａ）、乙醇体积分数（Ｂ）、提取
温度（Ｄ）作为试验因素，用正交试验软件设计试验，
选取 Ｌ９（３

４），空出第３列为 Ｃ因素作空白误差分
析，以提取率作为参考指标。具体因素及水平见

表１。
表１　苞叶雪莲总黄酮提取正交试验设计

水平

试验因素

Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：乙醇提积分数
（％）

Ｄ：提取温度
（ｍｉｎ）

１ １∶１５ ４０ ５０

２ １∶２０ ５０ ６０

３ １∶２５ ６０ ７０

１．２．５　组蛋白去乙酰化酶抑制试验的样品及溶液
配制　组蛋白去乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ，
ＨＤＡＣｓ）是一种依赖锌离子的金属蛋白酶，它与多
种原癌基因和肿瘤抑制基因密切相关。ＨＤＡＣｓ过
度表达并被转录因子募集，会导致特定基因被不正

常抑制，从而导致肿瘤或其他疾病的发生［８－９］。

ＨＤＡＣｓ抑制剂通过与锌离子螯合竞争性地抑制
ＨＤＡＣｓ的催化活性，诱导肿瘤细胞分化和凋亡，从
而抑制肿瘤细胞的生长［１０］。ＨＤＡＣ１是 ＨＤＡＣｓ的
一种，位于细胞核内，调控组蛋白乙酰化修饰［１１－１２］。

１．２．５．１　苞叶雪莲提取物的萃取　将苞叶雪莲药
材粉碎（３．５ｋｇ），浸泡在一定体积的 ９５％乙醇中
２４ｈ，用纱布过滤，取上清液旋蒸成浸膏后；按照上
述步骤重复３次，将３次所得的浸膏合并，得到浸膏
①。继续将９５％乙醇浸泡过的滤渣放入６５％乙醇
浸泡２４ｈ，用纱布过滤，取上清液旋蒸成浸膏后；按
照上述步骤重复３次，将３次所得的浸膏合并，得到
浸膏②。继续将６５％乙醇浸泡过的滤渣放入去离
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子水中浸泡２４ｈ，用纱布过滤，取上清液旋蒸成浸膏
后；按照上述步骤重复３次，将３次所得的浸膏合
并，得到浸膏③。将所得浸膏①②③合并得到苞叶
雪莲粗提物，用适量的水溶解。置于２０００ｍＬ的分
液漏斗中，依次用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇萃取，

浓缩，分别得到石油醚相 Ａ、乙酸乙酯相 Ｂ、正丁醇
相Ｃ、水相Ｄ。
１．２．５．２　酶反应体系缓冲液的配制　缓冲液的配
方为 ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ 值 为 ８．４，
０．１３７ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２．７ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２，０．０１％吐温２０。
１．２．５．３　化合物溶液的配制　分别取石油醚相Ａ、
乙酸乙酯相 Ｂ、正丁醇相 Ｃ、水相 Ｄ的干浸膏各
０４ｍｇ，分别溶解于 １００μＬ的 ＤＭＳＯ中，超声
５ｍｉｎ。再分别取 １μＬ溶解样品的 ＤＭＳＯ，分别加
入上述配制的缓冲溶液９９μＬ，得到用于检测苞叶
雪莲抗 ＨＤＡＣ１酶有效提取物 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ浓度为
４０μｇ／ｍＬ的溶液。
１．２．５．４　酶溶液的配制　将５０μｇＨＤＡＣ１加入上
述配制好的缓冲液稀释为浓度为１０ｎｇ／μＬ的酶溶
液，备用。

１．２．５．５　底物溶液的配制　组蛋白 Ｈ３（１－２１）赖
氨酸９乙酰化生物素化肽［Ｈ３（１－２１）Ｋ９］的初始
浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ，加入上述配制好的缓冲液稀释至
浓度为０．５μｍｏｌ／Ｌ，备用。
１．２．５．６　抗体储备液的配制　取 Ｈ３Ｋ９ｍｅ０－Ｅｕ
（Ｋ）抗体４０μＬ用检测缓冲液稀释５０倍，备用。
１．２．５．７　链霉素和素 ＸＬ－６６５（ＳＡ－ＸＬ６６５）储备
液的配制　取浓度为１６．６７μｍｏｌ／Ｌ的链霉素和素
ＸＬ－６６５１２μＬ，用检测缓冲液稀释１６６．７倍，备用。
１．２．６　 ＨＤＡＣ１酶存活率的测定方法 　 取
“１２３３”节制备的溶液 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ各 ４μＬ置于
３９６孔板中，每组设 ３个复孔，再分别加入 ２μＬ
ＨＤＡＣ１酶，室温条件下反应 ５ｍｉｎ，加入 ４μＬＨ３
（１－２１）Ｋ９底物溶液，３７℃，培养箱中培养６０ｍｉｎ。
加入５μＬＳＡ－ＸＬ６６５储备液和５μＬＨ３Ｋ９ｍｅ０－
Ｅｕ（Ｋ）抗体储备液，６６５ｎｍ测值，得试验组吸光度。
　　将４μＬ的缓冲溶液置于３９６孔板中，再分别加
入２μＬＨＤＡＣ酶，室温条件下反应５ｍｉｎ，加入４μＬ
Ｈ３（１－２１）Ｋ９底物溶液，３７℃，培养箱中培养
６０ｍｉｎ。加入 ５μＬＳＡ－ＸＬ６６５储备液和 ５μＬ
Ｈ３Ｋ９ｍｅ０－Ｅｕ（Ｋ）抗体储备液，６６５ｎｍ测值，得对
照组吸光度。计算ＨＤＡＣ１酶存活率：

　　存活率 ＝试验组吸光度／对照组吸光度 ×
１００％。　
１．２．７　数据统计分析　采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０、
Ｏｒｉｇｉｎ２０１８、ＳＰＳＳ２０．０、ＧｒａｐｈＰａｄ６．０进行试验数据
处理、分析及绘图。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
２．１．１　不同料液比对苞叶雪莲中总黄酮提取率的
影响　由图１可以看出，料液比在 １ｇ∶２０ｍＬ之
后，提取率变化不明显。其主要原因可能是当料液

比大于１ｇ∶２０ｍＬ之后，总黄酮大部分已经溶出，增
大溶剂对体系作用不明显，为节约提取成本，正交试

验中料液比因素水平为１ｇ∶１５ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ、
１ｇ∶２５ｍＬ。　
２．１．２　不同乙醇体积分数对苞叶雪莲中总黄酮提
取率的影响　由图 ２看出，提取剂浓度低于 ６０％
时，总黄酮的含量随着乙醇体积分数的升高而增

大，之后，提取率下降，这可能是因为苞叶雪莲总黄

酮的极性与６０％乙醇最为相似，故浓度过低或过高
都会降低总黄酮的溶出，与此同时增加了叶绿素等

其他色素物质的溶出，干扰试验。因此正交试验中

选择乙醇体积分数因素水平为４０％、５０％、６０％。
２．１．３　不同提取温度对苞叶雪莲中总黄酮提取率
的影响　由图３看出，提取温度超过６０℃，提取率
随着温度的提升反而降低，可能是因为苞叶雪莲中

的黄酮类物质遇热不稳定，结构分解，导致测量的

总黄酮含量降低。而在４０～５０℃时，总黄酮提取率
有明显的提升，可能是温度升高后，增加了物质的

溶出速度。因此正交试验选择提取温度因素的水

平为５０、６０、７０℃。
２．２　正交试验结果与分析

由上述单因素试验结果可知３个因素对苞叶雪
莲总黄酮提取率的影响，每个因素选取３个水平，其
中温度为 ５０、６０、７０℃，料液比为 １∶１５、１∶２０、
１∶２５（ｇ∶ｍＬ），乙醇体积分数为４０％、５０％、６０％。
按照Ｌ９（３

４）进行正交试验，空出第３列为Ｃ因素作
空白误差分析，因素水平见表１，正交试验安排及结
果见表２，方差分析结果见表３。
　　由表２、表３可知 ＲＢ＞ＲＡ＞ＲＤ，乙醇体积分数
间存在明显差异，最佳提取工艺为 Ａ３Ｂ３Ｄ２，即最佳
提取工艺为料液比 １ｇ∶２５ｍＬ，乙醇体积分数为
６０％，提取温度为６０℃。同时方差分析可以得出乙
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表２　苞叶雪莲总黄酮提取工艺Ｌ９（３４）正交试验结果

试验号
Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：乙醇
体积分数（％）

Ｄ：提取温度
（℃）

提取率

（％）

１ １∶１５ ４０ ５０ ０．８５

２ １∶１５ ５０ ６０ １．４０７

３ １∶１５ ６０ ７０ １．４５７

４ １∶２０ ４０ ７０ ０．８８７

５ １∶２０ ５０ ５０ １．４５２

６ １∶２０ ６０ ６０ １．５１２

７ １∶２５ ４０ ６０ １．０１４

８ １∶２５ ５０ ７０ １．３６３

９ １∶２５ ６０ ５０ １．５７６

Ｋ１ １．２３８ ０．９１７ １．２９３

Ｋ２ １．２８４ １．４０７ １．３１１

Ｋ３ １．３１８ １．５１５ １．２３６

Ｒ ０．０８０ ０．５９８ ０．０７５

表３　苞叶雪莲总黄酮提取工艺方差分析

来源 离差平方和 自由度 Ｆ值 Ｐ值

Ａ ０．０１ ２ １．３７

Ｂ ０．６１ ２ ８７．０４ Ｐ＜０．０５

Ｄ ０．０１ ２ １．３２

Ｃ（误差） ０．０１ ２

醇体积分数对提取结果具有显著性影响，与极差分

析结果一致。取 Ａ３Ｂ３Ｄ２条件试验 ３次，结果取平
均值，得到总黄酮的提取率为１５８９％，说明该工艺
所选的参数可行。

２．３　苞叶雪莲提取物抗ＨＤＡＣ１酶活性
由图４可以看出，与对照组相比，石油醚相、乙

酸乙酯相、正丁醇相、水相均具有显著性差异（其中

石油醚相 Ｐ＜０．０５，乙酸乙酯相、正丁醇相、水相
Ｐ＜０．００１）。以抑制 ＨＤＡＣ１酶的能力为活性指标
评价苞叶雪莲的抗肿瘤活性，一般认为当 ＨＤＡＣ１
酶存活率低于５０％时，具有明显的抗肿瘤活性。由
图４结果可知，乙酸乙酯相、正丁醇相及水相均具有

较好的抗肿瘤作用，其中正丁醇相抗肿瘤作用最

佳，抑制率高达９１．３４％。

３　讨论与结论

３．１　正交试验设计的苞叶雪莲总黄酮最佳提取
工艺

在提取时间为 ７０ｍｉｎ的情况下，料液比
１ｇ∶２５ｍＬ、乙醇体积分数６０％、提取温度６０℃为
苞叶雪莲总黄酮的最佳提取工艺，得到总黄酮的提

取率为１．５８９％。同时，各因素对总黄酮提取率的
影响顺序为乙醇体积分数＞料液比＞提取温度。
３．２　研究意义

癌症是世界上最致命的疾病之一［１３］。除了遗

传因素，癌症的发生还涉及表观遗传修饰，包括

ＤＮＡ（甲基化和去甲基化）和组蛋白的共价修
饰［１４－１５］。表观遗传调控通过相应的酶实现可逆的

修饰过程。组蛋白赖氨酸乙酰化水平受组蛋白去

乙酰化酶（ＨＤＡＣｓ）和组蛋白乙酰转移酶（ＨＡＴＳ）的
调控，在表观遗传修饰中起着关键作用［１６－１９］。

ＨＤＡＣｓ在不同的肿瘤中都有过表达［２０］，组蛋白去

乙酰化酶抑制剂（ＨＤＡＣｉｓ）已被证明通过多种机制
显著抑制细胞增殖、血管生成和转移［２１］。到目前为
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止，在人类中已经发现了１８种 ＨＤＡＣ亚型，它们可
以分为４类。Ⅰ类（１、２、３、８）、Ⅱ类（４、５、６、７、９、
１０）和Ⅳ（１１）ＨＤＡＣ是依赖于 Ｚｎ２＋的酶，而Ⅲ类
ＨＤＡＣ（ＳＩＲＴ１－７）的活性需要 ＮＡＤ＋［２２－２４］。市场
上已经批准了５种 ＨＤＡＣｉｓ，即伏立宁（ＳＡＨＡ）、贝
力宁（ＰＸＤ１０１）、潘诺比妥（ＬＢＨ５８９）、罗米地平
（ＦＫ２２８）和氯氮酰胺（ＣＳ０５５）。然而，大多数ＨＤＡＣｉｓ
对实体瘤的抗肿瘤效果并不理想，因此开发新型

ＨＤＡＣｉｓ对实体肿瘤的高效抗肿瘤具有重要意义。
　　本试验优化了苞叶雪莲总黄酮提取工艺，确定
了其最佳提取工艺，且利用组蛋白去乙酰化酶抑制

试验明确了苞叶雪莲粗提物中萃取的乙酸乙酯相、

正丁醇相、水相均具有良好的抑制 ＨＤＡＣ１酶的活
性，其中正丁醇相抑制效果最好。后续可通过研究

苞叶雪莲的正丁醇相提取部位，开发出一种 ＨＤＡＣｓ
抑制剂，为抗肿瘤药物的开发提供思路。
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