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乌药叶总黄酮的抗氧化作用及对四氯化碳致小鼠肝损伤的保护作用
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摘要：目的 考察乌药叶总黄酮 * @? & A20B;5;1CD -的抗氧化作用，初步探讨其抗氧化机制。方法 在化学模拟体
系中，利用总抗氧化能力和抗超氧阴离子自由基试剂盒评价 @? & A20B;5;1CD抗氧化活性。利用腹腔注射四氯化
碳 * EE2! -造成小鼠急性肝损伤动物模型，以血清转氨酶活性以及总抗氧化能力、超氧化物歧化酶 * FGH-、丙二
醛 *IH?-水平为指标判断 @? & A20B;5;1CD 对化学性肝损伤的保护作用，并通过逆转录 &多聚酶链反应 *JK &
LEJ-方法测定肝组织中相关抗氧化基因表达量的变化。结果 在化学模拟体系中，随着 @? & A20B;5;1CD浓度的
增加，其总抗氧化活性和抗超氧阴离子自由基活性均显著增加。在 EE2! 肝损伤模型中，’$ M #$$ /7 N O7 的
@? & A20B;5;1CD均可显著降低肝损伤小鼠血清转氨酶的活性，显著增强总抗氧化能力和 FGH 活力，减少 IH?
释放；进一步研究发现，@? & A20B;5;1CD 可显著提高受损肝组织中抗氧化相关基因 P=1;>QC;R15 *抗细菌硫氧还
原蛋白 -、=Q/Q ;R37Q50DQ & ( *血红素加氧酶 & ( -以及 <Q>;R1>QC;R15 & ( *过氧化物酶 & ( -的表达。结论 @? &
A20B;5;1CD 能通过清除自由基，抑制脂质过氧化产生，从而保护 EE2! 所致小鼠急性肝损伤，其机制可能与调
节抗氧化相关基因的表达有关。
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樟科植物乌药 !"#$%&’ ’((&%(’)’ D E’7/ F G)/(.$7@
为常用中药，《中国药典》记载其根、茎、叶均可入

药，而历代方书多用其根，其叶的记述极少。近年

来，对乌药叶的分析已有所进展，多种倍半萜内酯及

黄酮类成分已被分离，有报道指出乌药叶茶能提高健

康机体的抗氧化能力 H A I，但相关作用机制未见报道。

本研究在化学模拟体系及 ,,+! 诱发脂质过氧化引起
的小鼠急性肝损伤模型中，发现乌药叶总黄酮粗提物

能通过清除自由基，抑制脂质过氧化而产生抗氧化作

用。进一步研究发现，其抗氧化作用可能是通过提高

抗氧化相关基因的表达实现的。

! 材料与方法
!" ! 药品与试剂 乌药叶 D浙江天台山乌药生物工程
有限公司提供，采自浙江省天台县三州乡，经鉴定为

!"#$%&’ ’((&%(’)’ D E’7/ F G)/(.$7@ 的叶 F；,,+!、橄榄
油、异丙醇 D上海凌峰化学试剂有限公司 F；氯仿 D广
东汕头市西陇化工厂 F；无水乙醇 D国药集团化学试剂
有限公司 F；0J6, K L:MDN.8)(’7.F；#3+O)+’ 3.%2.*(
D P*=’($)2.* F，总抗氧化能力 D #QM,F、超氧化物歧化
酶 D EM0F、丙二醛 DR0QF、谷丙转氨酶 DQS#F、谷草
转氨酶 DQE#F和抗超氧阴离子自由基试剂盒 D南京建
成生物工程研究所 F；3.=.$ #$% Q4. K! K D#MTMNMF，
J%/8#%U 0<Q 6)+87.$%/.、 A; V J%/8#%U 0<Q 6)+8W
7.$%/. >1XX.$ D Y R2: Y F、 &<#6、 A; V S)%&’*2 N1XX.$
D#$%*/Z.* N’)(.4-F；槲皮素 DQ4$)/F；所有试剂均为分
析纯，实验用水为 7’++’[)$.纯水机所产纯水。
!" # 动物 清洁级 P,3小鼠，雌性，体重 D:; \ :F2，
扬州大学比较医学中心提供。合格证号：;;A]"C:。
!" $ 仪器 酶标仪 D E1*$’/.，#J,Q< 公司 F；G^ K
:_;0J 型医用数控超声波清洗器 D昆山市超声仪器有
限公司 F；数显恒温水浴锅 LL K:D国华电器有限公
司 F； 6,3 仪 DQNPF；蛋白核酸检测仪 D J[[.*&)$X，
Z.$7%*8 F。
!" % 乌药叶总黄酮的提取 乌药叶经蒸馏水煮沸提取
后过大孔树脂，C; ‘乙醇洗脱，浓缩，蒸干，得乌药
叶总黄酮粗提物 DSQ K X+%=)*)’&/F，得率为 ]@ ]_ ‘，
总黄酮含量为 Ca ‘ D 以主成分为对照 F 9 批号：
;a;]:A。
!" & 总抗氧化能力及抗超氧阴离子自由基活力的测
定 以 a_ ‘乙醇为阴性对照，槲皮素 D U1.$4.(’* F作
为阳性药 H : I，将槲皮素及乌药叶总黄酮分别溶于 a_‘
乙醇中，制成一定浓度梯度的样品液，终浓度分别为：

槲皮素，A;KA;，A;KB，A;K" 2 b 7S；乌药叶总黄酮，
A; K A;，_ V A; K A;，A; K B，_ V A; K B，A; K " ，_ V A; K "，

A; K a 2 b 7S。
按照 #QM, 测定试剂盒说明书，测定 c.] Y还原

反应体系中 Q_:;，并计算 #QM, 单位 D在 ]a d时，
每分钟每毫升样品液使反应体系的吸光度 DM0F值每
增加 ;@ ;A时，为一个 #QM,单位 F。按照抗超氧阴离
子自由基测试盒说明书，测定黄嘌呤氧化反应体系中

Q__;，并计算抗超氧阴离子自由基活力单位 D在反应
体系中，每升样品液在 ]a d反应 !; 7’*所抑制的超
氧阴离子自由基相当于 A 72 的维生素 ,所抑制的超
氧阴离子自由基的变化值为一个活力单位 F。
!" ’ 动物分组及小鼠 (()%急性肝损伤模型建立 *$ + % ,

取小鼠 C;只，随机分成 C组："组为正常对照组 D空
白组 F，#组为肝损伤对照组，分别给予生理盐水 :;
7S b e2，$组为阳性对照组，给予 _; 72 b e2 槲皮
素，%、&和’组分别为乌药叶总黄酮低、中、高剂
量治疗组，分别给予 _;，A;;，:;; 72 b e2乌药叶总
黄酮，药物均以蒸馏水溶解，超声助溶 H _ I。每天灌胃

A次，连续 a &，每次给药前称重，末次给药 : -后，
#f’组按 _ 7S b e2腹腔注射体积分数为 C ‘的 ,,+!
橄榄油溶液 A次，禁食不禁水 A" -，摘眼球取血后断
颈处死小鼠，离心得血清，准备检测各指标。取肝右

叶组织，提取总 3<Q，3# K 6,3 检测抗氧化相关基
因的表达。

!" - 指标检测
!" -" ! 给药期间体重变化
!" -" # 血清生化指标 QS#、QE#、EM0、R0Q以及
#QM,均按试剂盒说明书进行检测。
!" -" $ 逆转录 K多聚酶链反应 D3# K 6,3F 引物合
成：根据 Z.*N%*e 登录的小鼠 (-’)$.&)g’* D抗细菌硫
氧还原蛋白 F，-.7. )g82.*%/. K A D血红素加氧酶 K
A F，[.$)g’$.&)g’* K A D过氧化物酶 K A F基因以及 ( K
%4(’*基因的全长 40<Q序列，通过 6$’7.$ 6$.7’.$ _@ ;
软件设计，并经 Z.*N%*e NSQE# 进行同源性检索
后，由上海英骏生物技术有限公司上海合成部合成。

序列如下：(-’)$.&)g’*，c：_’KZ,Q,ZZZQQZZ#ZZ#W
,Q#K]’， 3： _’KZ,#ZZ#,,#,Z#,,##ZQ#,K]’，
在 !;B K __a 位点，预计扩增片段长度 A!B >[；-.7.
)g82.*%/. KA，c：_’K#,Q,QZQ#ZZ,Z#,Q,##K]’，
3：_’K ZQZZQ,,,Q,#ZZQZZQ K ]’，在 "AB K B!a
位点，预计扩增片段长度 A:B >[；[.$)g’$.&)g’*，c：_’

K Q#,,#,,##Z###,##ZZ K ]’， 3： _’K ###Q,,W
,#,##ZQ,###Q,# K]’，在 :;A K]C:位点，预计扩增
片段长度 AC: >[；( K%4(’*，c：_’K,ZQ,QZZQ#Z,QW
ZQQZZQZQK]’，3：_’K,Z#,Q#Q,#,,#Z,##Z,#Z K
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组 别

#$%&’$(

##(!

##(! ) *+,’-,&.%

##(! ) /0 1 2(34$%$.56

剂量 7 89·:9 1 ;

<=

<=

;==

>==

0/? 7 @·/ 1 ;

AB A C ;B >
;!DB A C "B E

;>EB A C !B !!!

;>"B < C ;=B E!!

;>DB = C !B =!!

;>;B " C EB !!!

0F? 7 @·/ 1 ;

"B G C !B >
"AB < C ;GB <

G<B > C GB =!

G<B > C ;=B =!

GAB E C <B D!!

G>B = C GB A!!

A’，在 ;=;= 1 ;;E!位点，预计扩增片段长度 ;<< HI。
从小鼠肝右叶剪取约 =B ; 9肝组织加入 ; 8/ ?’.J

K$( 试剂，提取组织总 LM0，测定 0>E= 7 0>D= 比值
在 ;B D N >B =之间，说明 LM0样品纯度理想。采用逆
转录试剂盒合成 -OM0，分别取 -OM0 模板 ; !/ ，
P#L 扩增 &Q.$’,5$R.%， Q,8, $RS9,%36, 1 ;， I,’$R.’,J
5$R.% 1 ;，" 1 3-&.% 基因。 ?Q.$’,5$R.%， Q,8, $RS9,J
%36, 1;，" 1 3-&.%基因扩增设定反应程序如下："!T，
< 8.% ( U "! T，A= 6 (<E T，A= 6 (G> T，A= 6 V
W循环 A=次 X (G> T，;= 8.%；I,’$R.’,5$R.% 1 ;基因
扩增设定 P#L 反应程序如下："! T，< 8.% ( U "!
T，A= 6 (<> T，A= 6 (G> T，A= 6 V W循环 A= 次 X
(G> T，;= 8.%。P#L反应结束后取 >= !/反应液于
;B < Y琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，Z[ 染色，紫
外拍摄观察电泳条带。

!" # 统计学方法 数据以“ ! " #”表示。先用单因素

方差进行分析，再用 O+%%,&&’6 &,6&检验组间差异。

! 结果
$" ! 乌药叶总黄酮的总抗氧化能力和抗超氧阴离子
自由基活力 乌药叶总黄酮与槲皮素进行对照研

究，两者在浓度梯度范围内均随浓度的升高表现出

增强的抗氧化能力和抗超氧阴离子自由基能力。从

图 ; 0中可看出，在低浓度下，随着浓度的增加，乌
药叶总黄酮的 ?0\#呈微弱的增强趋势，当乌药叶总
黄酮浓度达 < ] ;= 1 D 9 7 8/ 时，?0\# 表现明显增
强。图 ; [表明，乌药叶总黄酮抗超氧阴离子自由基
能力的剂量依赖性较强，随着浓度的增加呈现出明

显的上升趋势。

$" $ 对小鼠体重的影响 给药期间各组小鼠的进食量
无明显差别，小鼠毛色等均正常，各组间平均体重均

无显著性差异。

$" % 对 &&’(致化学性肝损伤小鼠血清 )*+，),+的
影响 小鼠腹腔注射 ##(! 诱导后 ;D Q，模型对照组
小鼠血清中 0/?和 0F?水平显著高于正常对照组。
与模型对照组相比，乌药叶总黄酮各剂量组与槲皮素

阳性对照组血清中 0/?和 0F?显著降低，并呈现一
定的剂量依赖关系，见表 ;。

表 " /0 1 2(34$%$.56对 ##(!诱导的急性肝损伤

小鼠血清中 0/?和 0F?的影响 W ! " #， $ ^ ;= X

注：与 ##(! 模型组比较，! % _ =B =<，!!% _ =B =;。

$" ( 对 &&’( 致化学性肝损伤小鼠血清总抗氧化能
力、,-.、/.)的影响 小鼠腹腔注射 ##(!诱导后
;D Q，模型对照组小鼠血清的 ?0\#和 F\O活性显著
低于正常对照组，‘O0 含量显著高于正常对照组。
乌药叶总黄酮各剂量组与槲皮素阳性对照组可显著升

高血清 ?0\#和 F\O活性，并使肝脏中 ‘O0水平显
著降低，见表 >。

表 ! /0 1 2(34$%$.56对 ##(!诱导的急性肝损伤小鼠血清中

?0\#、F\O、‘O0的影响 W ! " #， $ ^ ;= X

注：与 ##(! 模型组比较，! % _ =B =<，!!% _ =B =;。

$" 0 调节抗氧化相关基因的表达 由图 >可见，与正
常对照组相比，##(!处理后，小鼠肝组织中的 &Q.$’,J
5$R.%，Q,8, $RS9,%36, 1 ;，I,’$R.’,5$R.% 1 ;表达水平
下降。乌药叶总黄酮可增强受损肝组织中 &Q.$’,5$RJ
.%，Q,8, $RS9,%36, 1 ;，I,’$R.’,5$R.% 1 ; 的表达，并
呈现出一定的剂量相关性。

% 讨论
##(!是常用的化学性肝损伤诱导剂 U E V，通过细胞

组 别
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<=

;==

>==

?0\# 7 @·8/1;

!B ! C =B A
>B A C =B !

AB A C =B "!

>B D C =B D

AB A C =B "!

AB A C =B G!

F\O 7 @·8/1;

;=;B " C GB <
EGB D C EB <

"<B G C ;AB G!!

D;B < C ;<B !

DEB D C ;;B G!
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色素 7!"# 起作用，在肝细胞内形成活性的三氯甲基
基团 E --,F G H，在有氧条件下进一步形成高度活性的
三氯甲基过氧化自由基 E --,FI; H JK L，诱发脂质过氧

化，从而损害肝细胞的细胞膜，使内源性转氨酶释放

到细胞外，导致血清中的转氨酶活性显著升高，并导

致细胞因子和氧自由基的释放；同时，激活 M2NOO/%
细胞及中性粒细胞，影响肝细胞的 1=P 合成和分
裂，引起急性肝损伤 J < L。该模型是体内检测药物抗氧

化作用的一种常用方法。

我们的研究表明，乌药叶总黄酮可明显降低--,!
肝损伤小鼠血清转氨酶活性和脂质过氧化中间产物

Q1P的产生，并显著增强 $PI-和 RI1活性，说明乌
药叶总黄酮能通过清除自由基，抑制脂质过氧化而在体

内起到抗氧化作用。同时，乌药叶总黄酮在化学模拟体

系内，具有较强的还原能力，能清除化学反应诱导的

活性氧，说明乌药叶总黄酮可以通过自身的还原性保

护生物体内的其他还原性成分而发挥抗氧化作用。

为了进一步研究乌药叶总黄酮的抗氧化机制，我

们选择了三种抗氧化相关基因 ).(*%/’*S(+，./8/ *S9T
3/+&0/ U B，N/%*S(%/’*S(+ U B，进行 84=P 表达量的
考察。在细胞内的氧化还原调节系统中，这三种抗氧

化相关基因都是应对氧化压力的抗氧化蛋白。$.(*%/T
’*S(+ 是一种普遍存在的蛋白，已被证实能在 N/%*ST
(%/’*S(+ 的配合下清除单线态氧，羟自由基和过氧化

氢。细胞在压力情况下将血红素催化生成胆红素及一

氧化碳的过程中，./8/ *S93/+&0/ U B 是必需的。N/%T
*S(%/’*S(+ U B是巯基特异性的抗氧化剂，它与血红素
的结合后，活性被抑制。研究表明， ./8/ *S93/T
+&0/ U B和 N/%*S(%/’*S(+ U B共存能确保对方的抗氧化
活性 J C L。在我们的实验中，乌药叶总黄酮能显著提高

--,! 降低的 ).(*%/’*S(+， ./8/ *S93/+&0/ U B， N/%*ST
(%/’*S(+ U B 的 84=P 的表达，这表明增强内源性的
抗氧化酶活性可能是乌药叶总黄酮抗氧化作用的机制

之一。综上，乌药叶总黄酮能通过清除自由基，抑制

脂质过氧化产生抗氧化作用，从而保护 --,! 所致小
鼠急性肝损伤，其机制可能与调节抗氧化相关基因的

表达有关。
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