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目的
!

探讨黄桷树叶黄酮的提取'纯化方法以及纯化产物对
[̂ .1

小胶质细胞脂多糖炎性活化的

抑制作用&方法
!

采用乙醇浸提和
F[./

大孔树脂对黄桷树叶中的黄酮进行提取和纯化#采用
[̂ .1

细胞脂多

糖炎性活化模型!通过对细胞活力'细胞形态'一氧化氮和白细胞介素
.$

(

"

C?.$

(

$的检测!研究黄酮纯化物对

[̂ .1

细胞炎性活化的抑制作用&结果
!

2%]

乙醇提取
1%L#,

具有最高的黄酮提取效率!可达到
/&1(]

#春季

树叶具有最高的黄酮含量#

F[./

大孔树脂吸附后!

-%]

乙醇洗脱物具有最高的黄酮纯度!为
//&(2]

#
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2%&%L
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黄酮纯化物能明显抑制
[̂ .1

细胞在
$&%L

O

(

L?

脂多糖刺激下产生的炎性活化的形态以及细胞培

养液中一氧化氮'

C?.$

(

水平升高&结论
!

黄酮纯化物对
[̂ .1

小胶质细胞炎性活化具有良好的抑制作用&
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黄桷树又名大叶榕#为桑科榕属高大落叶乔木#

普遍生长于中国南部和西南部#其根叶在这些地区民

间经验用药比较常见'

$

(

)但现代对黄桷树的药用价

值研究不多#对其有效成分和药理活性#尚未见系统*

科学的研究报道)黄酮类物质具有较高的生物活性#

在食品工业中#黄酮类作为抗氧化剂#能够阻遏食物
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氧化作用引起的氧化腐败'

1.'

(

%在医学上#黄酮类具有

抗炎和抗氧化作用#在治疗冠心病*老年性痴呆*脑血

栓*神经系统疾病*肿瘤等方面有一定的效果#且不良

反应较少'

0.2

(

)笔者在前期研究中发现黄桷树叶中含

有大量黄酮类物质#其粗提物具有保护
F20(

细胞氧

化损伤的作用'

).-

(

)本研究进一步研究了黄桷树叶黄

酮的提取*纯化方法#并利用
[̂ .1

小胶质细胞脂多糖
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&炎性活化的细胞模型#探讨

纯化产物的抗炎作用)

?
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材料与方法
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材料
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黄桷树叶采自重庆医科大学校园内%芦

丁标准品购自中国药品生物制品检定所%
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大孔

吸附树脂购自北京索莱生物科技有限公司%
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小

胶质细胞来源于重庆医科大学分子遗传教研室%
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培养基和胎牛血清购自美国
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&测定试剂盒购自南京建成生物工程
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黄酮纯化物的制备
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黄桷树叶总黄酮的提取与黄酮含量的测定
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(#将新采集的黄桷树叶洗净*晾干*剪碎

并冷冻干燥*打成粉后#使用不同浓度乙醇于
12a

浸

提不同时间#浸提液经纱布过滤后#用三氯甲烷以

$g'

的比例萃取
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次#取上层黄色液体经硅藻土絮凝

后#
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离心
$I

的上清液为提取液)然后将

提取液以芦丁为标准#采用亚硝酸钠
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硝酸铝显色法对

提取液中总黄酮进行定量'
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大孔树脂对黄酮提取物的纯化
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大孔树脂的预处理!按
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大孔树脂加入
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乙醇的比例完全浸泡#静置
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后备用)
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大孔树脂对提取物黄酮的吸附能力的静态

测定!称取
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O

湿大孔树脂#加入黄酮浓度为

4$L

O

"

L?

的黄桷树叶提取物溶液
1%&%L?

#室温振

荡
10I

后#测量溶液中剩余的黄酮浓度#记为
41L

O

"

L?

#按下式计算
F[./

大孔树脂$

O

&对提取物黄酮

$

L
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&的吸附能力
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乙醇对
F[./

大孔树脂吸附的黄酮的解吸能力的

测定!将上述
2&%

O

已吸附黄酮的大孔树脂#用滤纸吸

干表面液体后#加入一定浓度的乙醇
1%&%L?

#室温

振荡
10I

后#测量该乙醇溶液中黄酮浓度#记为
4'

L

O

"
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#按下式计算该浓度乙醇的黄酮洗脱能力
[

!

[

$

]

&

_

'

4'

"$

4$X41

&(

c$%%]

$

1

&

纯化柱的准备!将预处理过后的大孔树脂进行湿

法装柱#柱长
'%&%:L

#直径为
'&%:L

%然后用
2%]

乙

醇
1%%&%L?

以每秒
$

滴的速度进行洗柱#再以相同

的速度用
$%%&%L?

蒸馏水洗柱%洗柱完成后准备

上样)

提取物上样液的制备!提取液于真空冷冻干燥机

中#先在常温下抽真空挥去乙醇#再于
X2%a

#

1%7;

以下抽真空除去水分进行浓缩#然后测定浓缩液的黄

酮浓度%再根据上述大孔树脂对提取物黄酮的吸附能

力#确定浓缩提取液的上样量)

提取物的纯化!将浓缩的提取液加入纯化柱后#

静置
10I

#再以
$%%&%L?

蒸馏水洗柱#然后用最佳浓

度的乙醇洗脱#待流出液颜色由无色变为有色时#开

始以
1&%L?

每管的体积进行收集至流出液无色)然

后对收集的各留分进行黄酮浓度的测定#并对部分黄

酮浓度较高的留分经真空冷冻干燥至固体后#使用天

秤称取干燥后物质的质量%然后再以蒸馏水溶解干燥

物#并测量其中黄酮的浓度%再以此计算各留分黄酮

的纯度)

?&A

!

黄酮纯化物的抗炎活性测定

?&A&?

!
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细胞
?76

炎性活化模型的建立
!
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细胞 于 含
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灭 活
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*

$%% \
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青 霉 素*

$%%L

O

"

?

链霉素的
@5V5

培养基中于
'- a

#

2]

4̀

1

孵箱中常规培养#当细胞达到对数生长期时用

%&$12]

的胰酶消化传代)细胞接种培养
$)I

贴壁后

进行相应的药物处理)

?76

以
@56̀

溶解后#用

@5V5

培养基稀释成相应浓度处理细胞%黄酮纯化

物用
@5V5

培养基稀释成相应浓度处理细胞)再根

据细胞活力试验结果#选择最佳的
?76

和黄酮纯化物

的干预浓度)

?&A&@

!

细胞活力的测定$

44Y./

法&

!

[̂ .1

细胞以

每孔
'%%%

个#

$%%&%

$

?

体积接种于
()

孔培养板中)

药物处理至预定时间后#每孔加入
$%&%

$

?

的
44Y./

溶液#孵育
1I

#待培养基颜色变深#用酶标仪测定
02%

,L

处的吸光度)以空白对照组为标准计算细胞存活

率)计算细胞存活率公式为!

细胞存活率$

]

&

_

药物处理组吸光度值"空白对

照组吸光度值
c$%%]

$

'

&

?&A&A

!

细胞形态的观察
!

[̂ .1

细胞以每孔
'

万个

接种于
10

孔培养板细胞爬片上)药物处理至预定时

间后#用
0%&%

O

"

?

多聚甲醛固定
$%L#,

#倒置显微镜

观察细胞形态)

?&A&B

!

细胞培养上清液中
À

水平的测定
!

[̂ .1

细胞以每孔
'%

万个接种于
)

孔培养板)药物处理至

预定时间后#收集上清液#

'%%%G

"

L#,

离心
1L#,

后#

以
>G#=++

试剂法测定培养上清液中的
À

水平)
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F

!不同浓度乙醇对春季黄桷树叶中黄酮的提取效率%

"

!

J

$

%&%2

#与
2%]

乙醇提取组比较%

[

!

2%]

乙醇不同提取时间对春季黄桷树叶中黄酮

的提取效率%

"

!

J

$

%&%2

#与
1%L#,

的乙醇提取组比较%

4

!春*夏*秋季黄桷树叶中总黄酮的提取效率%

"

!

J

$

%&%2

#与春季黄桷树叶比较

图
$

!!

黄桷树叶黄酮的提取效率&

KbF

'

%_'

(

!!

F

!不同浓度乙醇对
F[./

大孔树脂吸附的黄酮的解吸效率%

"

!

J

$

%&%2

#与
-%]

乙醇洗脱组比较%

[

!

-%]

乙醇解吸黄酮时不同留分的黄酮的

含量%

"

!

J

$

%&%2

#与留分
0

比较%

4

!

-%]

乙醇解吸黄酮时不同留分的黄酮纯度%

"

!

J

$

%&%2

#与留分
)

比较

图
1

!!

黄桷树叶黄酮提取液中黄酮成分的纯化&

KbF

'

%_'

(

?&A&C

!

细胞培养上清液中
C?.$

(

水平的测定
!

[̂ .1

细胞以每孔
'%

万个接种于
)

孔培养板)药物处理至

预定时间后#收集上清液#

'%%%G

"

L#,

离心
1L#,

#取

2%&%

$

?

于
()

孔板#按酶联免疫吸附试验$

V?C6F

&测

定试剂盒说明书操作测定细胞培养上清液中的
C?.$

(

水平)

?&B

!

统计学处理
!

采用
6766$-&%

软件进行统计分

析#计量资料以
KbF

表示#两组间比较用
69H!=,9i+C

检验#多组间比较用
!

1 检验#以
J

$

%&%2

为差异有统

计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

黄桷树叶总黄酮的提取
!

12&%

O

春季黄桷树叶

粉末分别经
'%]

*

2%]

*

-%]

*

(%]

乙醇溶液在
12a

下提取
'I

#再经萃取*絮凝*离心后#对得到的提取液

进行黄酮浓度的测定#并计算总黄酮的提取效率)结

果显示$图
$F

&#

2%]

乙醇具有最高的总黄酮提取

效率)

!!

使用
2%]

乙醇按上述方法#对春季黄桷树叶进行

了
$2L#,

#

1%L#,

#

'%L#,

#

$I

#

$&2I

#

1I

#

1&2I

#

'I

#

)I

#

$1I

共
$%

个时间的提取#结果$图
$[

&显示#使用

2%]

乙醇提取
1%L#,

#对黄桷树叶中总黄酮具有最高

提取率#可以达到$

/&1(b%&$1

&

]

)

将春*夏*秋
'

个季节采摘的黄桷树叶于
2%]

乙

醇进行了
'%L#,

浸提#结果$图
$4

&显示#其提取效率

分别为$

-&(/b%&$)

&

]

*$

2&2%b%&$2

&

]

*$

'&0-b

%&$-

&

]

#故后续实验选用黄酮提取效率最高的春季

黄桷树叶为提取纯化对象)

@&@

!

黄桷树叶黄酮成分的纯化
!

本研究利用
F[./

大孔树脂吸附和乙醇解吸进行黄酮提取效率最高的

黄桷树叶黄酮提取液中黄酮成分的纯化)

@&@&?

!

确定
F[./

大孔树脂纯化时的最佳上样量
!

首先测定了树脂对提取物中黄酮的静态吸附能力)

结果测得
F[./

大孔树脂对提取物中黄酮的吸附能力

为$

$&1)b%&$0

&

L

O

"

O

)

@&@&@

!

确定
F[./

大孔树脂纯化时的最佳乙醇解吸

浓度
!

本研究用
'%]

*

2%]

*

-%]

*

(%]

的乙醇分别对

吸附黄酮的大孔树脂进行洗脱#研究结果显示$图

1F

&#

-%]

乙醇的解吸率为$

-(&$b$&-

&

]

#与
(%]

乙

醇解吸率'$

/1&'b$&2

&

]

(比较差异无统计学意义

$

J

%

%&%2

&)且由于
(%]

乙醇洗脱时有较多气泡产

生#干扰洗脱#故选用
-%]

乙醇作为解吸剂)

@&@&A

!

测定
-%]

乙醇对大孔树脂吸附黄酮的洗脱效

果
!

本研究将
-&'2L?

浓缩提取液$含黄酮
')-&2

L

O

&上样于处理好的
F[./

大孔树脂柱后#以
-%]

乙

醇进行洗脱#每
1&%

毫升为一留分收集洗脱液#并测

量每留分的黄酮含量$图
1[

&)结果显示#洗脱时出峰

较快#留分
'

*

0

*

2

*

)

*

-

均具有较高的黄酮含量#每留

分为
1%

#

2%L

O

#其中留分
0

含量最高#为$

21&)b

%&)1

&

L

O

)

@&@&B

!

测定大孔树脂对黄桷树叶总黄酮的纯化效果

!

将按以上方法得到的留分
0

*留分
)

*留分
/

分别测

定计算了各留分的黄酮纯度)实验结果$图
14
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示#

F[./

大孔树脂对黄桷树叶总黄酮具有较好的纯

化效果#留分
0

#

/

的黄酮纯度可达到
)$]

#

//]

#其

中留分
)

具有最高的黄酮纯度#为$

//&02b$&22

&

]

#

且黄酮的浓度也较高#故将留分
)

用于后续的分析

测试)

!!

F

!

?76

对
[̂ .1

细胞活力的影响%

4̀ A

!空白对照组%

@56̀

!

@5.

6̀

对照组%

?$

#

?$%%

!

?76$&%

#

$%%&%L

O

"

?

处理
10I

)

[

!黄酮纯化

物对
[̂ .1

细胞活力的影响%

D1%

#

D)0%

!

1%&%

#

)0%&%L

O

"

?

黄酮纯

化物处理
10I

%

"

!

J

$

%&%2

#与
4̀ A

组比较

图
'

!!

?76

与黄酮纯化物对
[̂ .1

细胞活力的

影响&

KbF

'

%_)

(

@&A

!

黄酮纯化物对
[̂ .1

细胞
?76

炎性活化的影响

@&A&?

!

黄酮纯化物与
?76

对
[̂ .1

细胞活力的影响

!

为了建立有效的实验模型#首先分析
?76

和黄酮纯

化物在实验条件下对细胞活力的直接影响#以排除药

物的细胞毒性对模型的干扰)结果显示#不同浓度

?76

$

$&%

#

$%%&%L

O

"

?

&作用于
[̂ .1

细胞
10I

#与

@56̀

组和
4̀ A

组相比#

?76

$

$&%

#

$%&%L

O

"

?

&对

细胞活力无明显影响$图
'F

&%不同浓度黄酮纯化物

$

1%&%

#

)0%&%L

O

"

?

&作用
[̂ .1

细胞
10I

#与
4̀ A

组相比#浓度在
1%&%

#

'1%&%L

O

"

?

范围对细胞活力

无明显影响$图
'[

&#此药物浓度以内可用于后续实验

研究)

!!

F

!

?76

处理
10I

对
[̂ .1

细胞培养液中
À

水平的影响%

4̀ A

!

空白对照组%

?%&$

#

?$%

!

%&$

#

$%&%L

O

"

??76

处理组)

[

!黄酮纯化

物处理
10I

组对
[̂ .1

细胞培养液中
À

水平的影响%

4̀ A

!空白对照

组%

?

!

$&%L

O

"

??76

处理组%

D1%

*

D2%

!

1%&%

*

2%&%L

O

"

?

黄酮纯化物

处理组)

)

!

J

$

%&%2

#与
4̀ A

组比较%

"

!

J

$

%&%2

#与
?

组比较

图
0

!!

?76

和黄酮纯化物对
[̂ .1

细胞培养液中

À

水平的影响&

KbF

'

%_)

(

!!

F

!空白对照组%

[

!

1%&%L

O

"

?

黄酮纯化物处理组%

4

!

2%&%L

O

"

?

黄酮纯化物处理组%

@

!

$&%L

O

"

??76

处理组%

V

!

$&%L

O

"

??76

与
1%&%L

O

"

?

黄酮纯化物处理组%

B

!

$&%L

O

"

??76

与
2%&%L

O

"

?

黄酮纯化物处理组

图
2

!!

黄酮纯化物与
?76

处理
10I

对
[̂ .1

细胞形态的影响

@&A&@

!

[̂ .1

细胞
?76

炎性活化模型的建立及纯化

物对模型炎性活化时
À

生成的影响
!

为了建立有

效的
[̂ .1

细胞
?76

炎性活化模型#将
%&$

*

$&%

*

$%&%

L

O

"

?'

个不同浓度的
?76

分别作用于
[̂ .1

细胞
10

I

#结果显示$图
0F

&#

?76

浓度为
$&%

*

$%&%L

O

"

?

时

可明显升高细胞培养液中
À

水平$

J

$

%&%$

&#其中

$&%L

O

"

?

的
?76

#使培养液中的
À

水平由
4̀ A

组

的$

%&$$b%&%$

&

$

O

"

L?

增加至$

$&10b%&%'

&

$

O

"

L?

)

因此#运用
$L

O

"

?

的
?76

可建立有效
[̂ .1

细胞的

炎性活化模型)

将黄酮纯化物和
?76

$

$&%L

O

"

?

&单独或同时作

用于
[̂ .1

细胞
10I

后#结果显示$图
0[

&#

$&%L

O

"

?
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的
?76

加用
1%&%L

O

"

?

和
2%&%L

O

"

?

黄酮纯化物即

能显著抑制
?76

单独作用时导致的胞外
À

的产生#

使培养液中的
À

水平由
?76

单独作用时的$

$&$2b

%&1-

&

$

O

"

L?

降低至加用
1%&%L

O

"

?

黄酮纯化物的

$

%&--b%&$0

&

$

O

"

L?

$

J

$

%&%2

&和加用
2%&%L

O

"

?

黄酮纯化物时的$

%&'0b%&%-

&

$

O

"

L?

$

J

$

%&%2

&)

@&A&A

!

黄酮纯化物对
?76

活化
[̂ .1

细胞形态的

影响
!

使用黄酮纯化物$

1%&%

*

2%&%L

O

"

?

&及
$&%

L

O

"

??76

单独或同时处理
[̂ .1

细胞
10I

#对其形

态的影响见图
2

)结果显示#与空白对照组相比#黄酮

纯化物单独作用时#

1%&%

*

2%&%L

O

"

?

的浓度对
[̂ .1

细胞形态无明显影响$图
2[

*

4

&%

$&%L

O

"

??76

单独

作用时明显导致了细胞胞体增大#有较多突起$图

2@

&)当
$&%L

O

"

??76

加用黄酮纯化物处理细胞

时#则黄酮纯化物
1%&%

*

2%&%L

O

"

?

的浓度均明显使

伸长的细胞突起回缩变短且胞体变圆)

@&A&B

!

黄酮纯化物对
?76

诱导
[̂ .1

细胞
C?.$

(

产

生的影响
!

本研究测定了黄酮纯化物$

1%&%

*

2%&%

L

O

"

?

&及
$L

O

"

??76

单独或同时处理
[̂ .110I

后#细胞培养液中
C?.$

(

的水平$图
)

&)结果显示#与

空白对照组相比#

1%&%L

O

"

?

与
2%&%L

O

"

?

黄酮纯化

物单独处理时
C?.$

(

水平无明显变化#而
$&%L

O

"

?

?76

单独处理时
C?.$

(

水平则由空白对照组的

$

'0&'1b0&10

&

<O

"

L?

增加至$

$/0&0$b$(&''

&

<O

"

L?

$

J

$

%&%2

&%而
?76

加用
1%&%L

O

"

?

与
2%&%L

O

"

?

黄 酮 纯 化 物 处 理 后#

C?.$

(

水 平 则 分 别 降 至

$

$$)&)0b(&)(

&

<O

"

L?

$

J

$

%&%2

&和$

-%&$'b/&$-

&

<O

"

L?

$

J

$

%&%2

&)

!!

4̀ A

!空白对照组%

?

!

$&%L

O

"

??76

处理组%

D1%

*

D2%

!

1%&%L

O

"

?

与
2%&%L

O

"

?

黄酮纯化物处理组)

)

!

J

$

%&%2

#与
4̀ A

组比较#

"

!

J

$

%&%2

#与
?

组比较

图
)

!!

黄酮纯化物与
?76

处理
10I

对
[̂ .1

细胞培养液

C?.$

(

水平的影响&

KbF

'

%_)

(

A

!

讨
!!

论

!!

在黄桷树叶总黄酮的提取中#乙醇浸提法是常用

的方法#提取的乙醇浓度和提取时间是影响提取效率

的重要因素)本研究结果发现#用
2%]

乙醇提取
1%

L#,

具有最高的提取效率#随着乙醇浓度增加和提取

时间延长#提取效率反而下降)这可能是由于随着乙

醇浓度增加和提取时间延长#增加了其他杂质的溶

出#而杂质妨碍了黄酮的溶出并影响了黄酮结构的完

整性)而在此条件下#总黄酮的最高提取效率可达到

/&1(]

#说明黄桷树叶总黄酮含量非常丰富#具有较

高的开发利用价值)在民间#常采摘春季嫩叶作为食

用和药用%而本研究对不同季节树叶的黄酮提取率进

行测定#春*夏*秋分别为
-&(/]

*

2&2]

*

'&0-]

#说明

季节对其黄酮含量的影响很大#春季树叶具有最高的

含量#最具有开发价值)在对黄桷树叶黄酮成分的纯

化中#

F[./

大孔树脂吸附和乙醇解吸是常用的方法)

本研究表明#

F[./

大孔树脂对提取物中黄酮的吸附

能力可以达到$

$&1)b%&$0

&

L

O

"

O

#具有较高的吸附能

力)而乙醇洗脱方面#随着乙醇的浓度增加#洗脱能

力增加#但
-%]

乙醇的解吸效果为
-(&$]

#与
(%]

乙

醇解吸率$

/1&']

&相当#说明
F[./

大孔树脂吸附易

被乙醇解吸)而用
F[./

大孔树脂柱对提取的黄酮进

行纯化时#发现
-%]

乙醇洗脱时#黄酮出峰很快#但黄

酮含量最高的留分其杂质含量也高#如黄酮含量最高

的留分
0

$含黄酮
21&)L

O

&及其后收集的留分
)

$含黄

酮
1/&-L

O

&的黄酮纯度分别为
)$&%2]

*

//&(2]

)

文献'

$$

(显示#用
F[./

大孔树脂进行分离纯化时#上

样液的
<

D

值*上样流速*洗脱液体积分数等也可对

纯化效率有一定的影响#故需进一步优化
F[./

大孔

树脂的纯化条件#提高黄酮的纯化效率)

黄桷树为榕属植物#虽然至今已从本属植物中分

离到降血糖*降血压*抗肿瘤*抗菌*抗疟的单体成

分'

$1

(

#证实具有治疗腹泻*关节炎*抑制细胞凋亡和调

节记忆*焦虑*癫痫的作用'

$

(

#但黄桷树叶的药效成分

还未见报道)因抗炎活性是黄酮类的重要药用功效#

本研究利用
[̂ .1

小胶质细胞
?76

炎性活化的细胞

模型#初步研究了其黄酮纯化物的抗炎活性)小胶质

细胞是神经系统内的巨噬细胞来源的免疫细胞#当其

发生炎性活化时#可通过产生大量的毒性因子包括

À

和促炎细胞因子$如
C?.$

(

*肿瘤坏死因子
.

!

&等#

促进神经退行性疾病的发生'

$'.$0

(

)

!!

研究结果表明#所得到的黄酮纯化物能够明显抑

制
?76

导致的小胶质细胞形态的活化和炎性相关因

子
À

*

C?.$

(

的分泌#提示黄桷树叶黄酮可能具有良

好的抑制小胶质细胞炎性活化的作用#可能在防治帕

金森病*阿尔茨海默病等神经退行性疾病中具有良好

的应用前景)但本研究所用的黄酮纯化物仍然含有

一定量的杂质#且黄酮的种类很多#需要进一步结合

多种分离纯化方法#得到高纯度的成分#并结合使用

质谱*多种光谱技术#鉴定其确切的成分#再进行进一

步的药理活性研究#以明确其确切的抗炎药效成分#

并进行进一步的药效与机制的研究#$下转第
2)'

页&
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