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摘要：研究唐古特白刺叶对３％葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）诱导的溃疡性结肠炎小鼠的缓解作用及可能的作
用机制．采用ＤＳＳ诱导小鼠溃疡性结肠炎，用唐古特白刺叶提取物给予治疗，通过ＨＥ染色法、疾病活
动指数（ＤＡＩ）、结肠组织病理学评分、酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）检测血清中炎性因子ＩＬ－６、ＩＬ－
１β、ＴＮＦ－α的水平，并采用ＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＨＲＭＳ／ＭＳ对白刺叶提取物进行化学成分指认和鉴定，在化
学成分的基础上，基于 ＨｅｐＧ－２细胞对活性氧（ＲＯＳ）、谷胱甘肽转移酶（ＧＳＨ）、超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）等抗氧化酶水平进行检测．与正常组比较，模型组结肠显著缩短，ＤＡＩ评分
显著增加，血清中ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α水平（Ｐ＜００１）升高，在ＨｅｐＧ－２细胞中，模型组活性氧
（ＲＯＳ）水平升高，ＧＳＨ、ＳＯＤ、ＣＡＴ降低（Ｐ＜００５）；与模型组比较，白刺叶提取物组小鼠ＤＡＩ评分和血
清中ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α水平降低（Ｐ＜００１），溃疡性结肠炎症状减轻，且在ＨｅｐＧ－２细胞中，白刺
叶提取物组ＲＯＳ水平降低，ＧＳＨ、ＳＯＤ、ＣＡＴ水平升高（Ｐ＜００５）．唐古特白刺叶对ＤＳＳ诱导的溃疡性
结肠炎具有治疗作用，其作用机制可能与降低炎症因子和活性氧水平，同时升高抗氧化酶密切相关．
关键词：唐古特白刺叶；抗溃疡性结肠炎；抗炎；抗氧化；ＵＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＨＲＭＳ／ＭＳ
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　　溃疡性结肠炎（ＵＣ）是一种慢性免疫介导的结肠炎症性疾病，在全球发病率一直在上升，据推测它与暴露
于环境风险因素有关，导致遗传易感性个体对肠道共生微生物产生不适当的免疫反应［１］．ＵＣ的特征是复发和
缓解的粘膜炎症，通常始于直肠，并以连续的方式向近端延伸穿过结肠．现有临床研究显示，ＵＣ的治疗主要通
过氨基水杨酸制剂、糖皮质激素和免疫抑制剂等药物，但以其具有副作用较大、疗效差局限性等缺点仍无法满

足ＵＣ治疗需求［２］．若治疗不当，可能会导致持续的肠道损伤，并增加患者痛苦和诱发结直肠癌的风险．有研究
发现，炎症表达和氧化应激是ＵＣ重要的致病因素．在ＵＣ发生过程中，组织炎症反应将中性粒细胞等炎症细胞
迁移到结肠，刺激ＲＯＳ、氧化应激和脂质过氧化物的产生，影响细胞大分子，导致膜完整性失衡，导致粘膜疾病、
加重有慢性炎症和溃疡的发生，产生大量炎症细胞因子进入机体，引发多组织器官免疫反应，甚至加重机体炎

症进而损伤组织、器官［３］．一方面，肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）是由巨噬细胞及单核细胞所分泌的炎症因子，可
刺激炎症细胞表达，加剧炎症反应，白细胞介素ＩＬ－６参与炎症反应、免疫反应的表达和调节及Ｔ细胞和Ｂ细
胞的活化、增殖与分化［４］；另一方面，氧化应激是机体内氧化产物与抗氧化系统不平衡的一种应激状态，丙二醛

（ＭＤＡ）、活性氧（ＲＯＳ）等氧化产物的过表达或者超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）
抗氧化酶的不足都会导致氧化应激的发生，ＧＳＨ、ＳＯＤ和ＭＤＡ已被用作炎症和氧化应激的生物标志物，并在评
估ＵＣ肠黏膜受损程度及氧化应激水平发挥着重要的作用．此外，也可以通过动态下调ＭＤＡ、ＲＯＳ过表达，提高
ＧＳＨ、ＳＯＤ活性，抑制氧化应激反应，有效拮抗ＵＣ的发生［５］，２个重要因素同时影响着ＵＣ的发生、发展，所以抑
制炎症和维持氧化应激平衡成为溃疡性结肠炎的主要治疗方向．



近年来越来越多的天然提取物表现出显著的抗炎和抗氧化应激活性，蒺藜科（Ｚｙｇｏｐｈｙｌｌｃｅａｅ）白刺属植
物唐古特白刺（ＮｉｔｒａｒｉａｔａｎｇｕｔｏｒｕｍＢｏｂｒ），是一种药食同源的植物．它含丰富的活性成分，在民间，白刺的果
实和种子常被用于治疗脾胃虚亏，消化不良等疾病［６］，前期对白刺的果实进行研究，发现其对抑制溃疡性结

肠炎的发展具有显著疗效［７］；而白刺叶具有滋补强身、调经活血的作用［８］，常被用来治疗心率失常、抽搐、神

经痛等心脑血管疾病和神经科疾病．此外，唐古特白刺叶是一种理想的天然抗氧化剂或防腐剂的提取来
源［９］，并且其抗溃疡性结肠炎及抗氧化的作用鲜有研究，其生物活性的化学成分尚不清楚．因此，本研究对
白刺叶抗溃疡性结肠炎作用进行研究，采用（ＵＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＨＲＭＳ／ＭＳ）技术对唐古特白刺叶不同溶剂提取
物中的酚类化合物进行鉴定，在化学成分的基础上，基于ＨｅｐＧ－２细胞探索其可能的作用机制，以期为唐古
特白刺叶片的综合资源开发利用提供新的理论依据及方向．

图１　唐古特白刺叶抗溃疡性结肠炎机制图

１　材料与方法

１１　试验药物
白刺，采于甘肃省民勤县，经云南中医药大学李宝晶副教授鉴定为蒺藜科白刺属植物唐古特白刺（Ｎｉ

ｔｒａｒｉａｔａｎｇｕｔｏｒｕｍＢｏｂｒ．），保存于云南中医药大学中药化学实验室．样品制备：将干燥的唐古特白刺叶
（０５ｋｇ）粉碎，８０℃下用９５％乙醇（２５Ｌ）回流提取３次，每次２ｈ，合并提取液，减压浓缩成浸膏即为乙醇
提取物（ＥＥ）．将ＥＥ分散于纯水中，用等体积的石油醚、氯仿、乙酸乙酯和正丁醇分别萃取３次，回收溶剂
后，将石油醚萃取物（ＰＥＥ）、氯仿萃取物（ＣＥ）、乙酸乙酯萃取物（ＥＡＥ）、正丁醇萃取物（ＮＢＥ）和水萃取物
（ＷＥ）储存于 －２０℃以供使用．
１２　动物

雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体重（２０±２）ｇ，购自昆明楚商科技有限公司（中国昆明），许可证号 ＳＣＸＫ（湘）
２０１９－０００４．所有小鼠被安置在无病原体条件下的实验动物中心，免费获得标准实验室自来水，并在（２２±
２）℃的控制温度下，１２ｈ的明暗循环中饲养．实验过程按照云南中医药大学（中国昆明）的实验动物健康与
护理指南进行，所有动物实验均经云南中医药大学动物实验伦理委员会审查通过（ＩＡＣＵＣ－０６２０２００６）．
１３　试剂

ＬＣ／ＭＳ级乙腈（德国达姆施塔特市ＭｅｒｃｋＫＧａＡ）；１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）、２，４，６－三吡
啶－Ｓ－三嗪（ＴＰＴＺ）、２，２－联氮－二（３－乙基 －苯并噻唑 －６－磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ＋）、二甲基噻唑 －２－
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２，５－二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）、抗坏血酸（ＶＣ）、没食子酸标准品、芦丁标准品购买于Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司；
福林酚试剂购买于默克公司．超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）购自南
京建成生物工程研究所（中国南京）．胎牛血清（ＦＢＳ）、青霉素、链霉素和ＤＭＥＭ培养基均来自纽约州格兰德
岛的Ｇｉｂｃｏ．使用的其他试剂，如无水乙醇、过硫酸钾、乙酸钠、ＮａＣｌ、ＮａＣＯ３、ＮａＮＯ２、ＮａＯＨ、ＡｌＣｌ３，均为来自天
津丰川化学试剂技术有限公司的分析级试剂有限公司（中国天津），葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）（分子量３６，０００～
５０，０００Ｄａ）购自ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，ＬＬＣ（中国，北京），苏木精 －伊红（ＨＥ）染色（武汉塞维尔生物科技有限公
司，批号ＣＲ２１０２１３８）、过碘酸雪夫（ＰＡＳ）染色（武汉塞维尔生物科技有限公司，批号ＣＲ２１０１０８４）．
１４　仪器

多功能酶标仪（倍捷科技有限公司，型号ＡＲ２２４ＣＮ）；流式细胞仪（ＧｕａｖａｅａｓｙＣｙｔｅ６－２Ｌ、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、美国
Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ）；高速台式离心机（上海安亭科学仪器有限公司，型号 ＴＧＬ－２０Ｂ）；脱水机（ＤＩＡＰＡＴＨ，型号 Ｄｏｎａ
ｔｅｌｌｏ）；包埋机（武汉俊杰电子有限公司，型号 ＪＢ－Ｐ５）；病理切片机（上海徕卡仪器有限公司，型号
ＲＭ２０１６）；成像系统（日本尼康公司，型号 ＮＩＫＯＮＤＳ－Ｕ３）．
１５　方法
１５１　白刺叶提取物对小鼠溃疡性结肠炎的改善作用

１）小鼠ＤＳＳ结肠炎的诱导及药物治疗
适应性饲养１周后，将小鼠随机分为４组（每组１０只）：正常对照组、ＵＣ模型组、柳氮磺吡啶（５－ＡＳＡ）

阳性药组和白刺叶总提物组（ＢＣＹ）（１５０ｍｇ／ｋｇ）．对照组小鼠给予正常饮水，模型、阳性药组和白刺叶组给
予含有３％ ＤＳＳ的饮用水，持续７ｄ，此后继续提供饮用水３ｄ．治疗组于第１～１０天灌胃唐古特白刺叶乙醇
提取物．在给药后，禁食２４ｈ，处死小鼠．
２）组织学分析
通过每日监测体重、大便稠度、直肠出血等临床观察评估结肠炎的严重程度．简而言之，疾病活动指数

（ＤＡＩ）通过以下参数进行分析．（Ａ）体重减轻（０、无减轻；１、减轻１～５％；２、减轻６～１０％；３、减轻１０～２０％；
４、减轻超过２０％）；（Ｂ）腹泻（０、正常；２、大便疏松；４、水样腹泻）（Ｃ）便血（０、无出血；２、轻微出血；４、严重出
血）．采集结肠组织，用４％的多聚甲醛固定．石蜡包埋结肠组织切片成５μｍ厚切片，苏木精和伊红染色
（Ｈ＆Ｅ）．炎症程度基于以下组织学结肠炎评分系统确定．（０）固有层中罕见的炎症细胞；（１）固有层内粒细
胞增多；（２）炎性细胞汇合延伸至粘膜下层；（３）炎性浸润透壁扩张．隐窝损伤评分如下．（０）隐窝完好；（１）
损失基础的１／３；（２）基底损失２／３；（３）整个隐窝缺失．
３）ＥＬＩＳＡ法测定炎症因子水平
结肠组织样本保存在 －８０℃．结肠段加入生理盐水（结肠组织∶生理盐水为 １∶９），研磨 ２次，每次

１ｍｉｎ．在４℃下，离心１０ｍｉｎ收集上清．根据制造商说明，使用 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定小鼠结肠组织上清液中
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β和ＩＬ－６等炎症因子的水平．
１５２　总多酚（ＴＰＣ）、总黄酮（ＴＦＣ）、总花色苷的含量测定

分别采用福林－酚（ＦｏｌｉｎＣｉｏｃａｌｔｅｕ）比色法、ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ比色法和 ｐＨ示差分光光度法

测定５种不同溶剂萃取物的总多酚含量（ｔｏｔａｌｐｈｅｎｏｌｉｃｃｏｎｔｅｎｔ，ＴＰＣ）［１０］、总黄酮（ｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｃｏｎｔｅｎｔ，ＴＦＣ）
含量［１１］和总花色苷含量［１２］，参照文献并稍加修改．没食子酸标准曲线方程为：ｙ＝４７６６７ｘ－０００２９（ｒ２＝
０９９８７）．芦丁标准曲线方程为：ｙ＝１３５８６ｘ＋００１６８（ｒ２＝０９９９６）．ｐＨ示差分光光度法测定花色苷（花青
素－３－葡萄糖）含量，计算方法如公式（１）所示．

Ａ＝（Ａ５１０－Ａ７００）ｐＨ１０－（Ａ５１０－Ａ７００）ｐＨ４５ （１）
１５３　白刺叶酚类化学成分的鉴定

使用配有安捷伦 Ｃ１８柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１９μｍ，安捷伦，美国）的 ＵＨＰＬＣ（德国赛默飞世尔科技公

司）分离唐古特白刺叶不同溶剂萃取物中的主要酚类化合物．色谱条件为：酸水（０１％乙酸，溶剂 Ａ）和乙腈
（溶剂 Ｂ）混合溶液为流动相；进样量１μＬ，流速０２ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３５℃，进行梯度洗脱：０～２ｍｉｎ，１０％Ｂ；２
～５ｍｉｎ，１０％～２０％Ｂ；５～１０ｍｉｎ，２０％ ～４０％Ｂ；１０～２０ｍｉｎ，４０％ ～６０％Ｂ．数据通过 Ｑ－ＥｘａｃｔｉｖｅＯｒｂｉｔｒａｐ
质谱仪（德国不来梅赛默飞世尔科技公司）进行分析．具体参数如下：分辨率７００００；辅助气体流量８Ｌ／ｍｉｎ；
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鞘层气体流速３２Ｌ／ｍｉｎ；扫气４Ｌ／ｍｉｎ；Ｓ透镜射频水平５０％；电压３３ｋＶ；毛细管温度３２０℃；加热器温度
３５０℃．在相同条件下，根据相应的标准曲线（或至少具有相同的苷元）对５种不同溶剂提取物中鉴定的酚类
化合物进行半定量或定量．
１５４　抗氧化活性的测定

采用ＤＰＰＨ自由基清除法、ＡＢＴＳ＋自由基清除法以及铁离子还原法分别评价各样品的抗氧化活性，并进
行比较分析．以抗坏血酸（ＶＣ）为阳性对照．
１）ＤＰＰＨ自由基和ＡＢＴＳ＋自由基清除能力的测定
关于白刺叶各溶剂萃取物ＤＰＰＨ自由基清除能力的测定参照之前报道的方法并作稍加修改［１３］，使用多

功能酶标仪于５１７ｎｍ下测定其吸光值．ＤＰＰＨ自由基清除率（％）＝［１－（Ａ２－Ａ１）／Ａ０］×１００％；ＡＢＴＳ
＋自由

基清除活性参照之前报道的方法测定［１４］，使用多功能酶标仪于７３４ｎｍ条件下测其吸光值．ＡＢＴＳ＋自由基清
除率（％）＝［１－（Ａ２－Ａ１）／Ａ０］×１００％，２个自由基清除结果均以ＩＣ５０值表示．
２）铁离子还原能力的测定
铁离子还原能力的测定采用吡啶三吖嗪法测定，参照之前报道的方法稍加修改［１５］．预先配制ＦＲＡＰ工作

液，具体方法为：将乙酸钠缓冲液（０３０ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ３６）、ＴＰＴＺ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）和ＦｅＣｌ３（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）按照体积比为
１０∶１∶１的比例混合均匀，于３７℃下水浴备用．测定时，取０５ｍＬ样品溶液，加入４５ｍＬ预热的 ＦＲＡＰ工作液，
混合均匀后于３７℃水浴加热１０ｍｉｎ，之后于５９３ｎｍ下测其吸光值．以ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ代替样品溶液绘制标准
曲线：ｙ＝０９９５ｘ＋０１００３（ｒ２＝０９９９４），最终白刺叶各溶剂萃取物对铁离子的还原能力以ＥＣ５０值表示．
１５５　白刺叶提取物对Ｈ２Ｏ２诱导的ＨｅｐＧ－２细胞氧化损伤的保护作用

１）细胞培养及细胞活力测定
ＨｅｐＧ－２细胞（人肝癌细胞）购于中国科学院昆明细胞库（中国昆明）．采用ＭＴＴ法［１６］检测白刺叶不同

溶剂萃取物对ＨｅｐＧ－２细胞的细胞毒性（样品浓度为５０～１５０μｇ／ｍＬ）．
２）细胞内活性氧 （ＲＯＳ）的测定
测定Ｈ２Ｏ２诱导ＨｅｐＧ－２细胞内活性氧（ＲＯＳ）按先前报道的方法稍作修改

［１７］．按照密度为１×１０５／孔
的ＨｅｐＧ－２细胞接种于６孔板，培养２４ｈ，然后暴露于不同质量浓度（５０、１００、１５０μｇ／ｍＬ）的各溶剂萃取物
或ＶＣ２０μｇ／ｍＬ中，再培养２４ｈ．对照组（空白组和模型组）加入含有相应溶媒的培养基，然后收集的细胞用
ＰＢＳ清洗，除空白对照组外的其他各组均用 １０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２干预 ６ｈ，形成氧化状态．收集细胞并用
１０μｍｏｌ／Ｌ２，７－二氯荧光素二乙酸酯在３７℃避光孵育２０ｍｉｎ，然后用流式细胞仪记录吸光度．

３）细胞内抗氧化酶活性测定
１×１０５细胞／孔将ＨｅｐＧ－２细胞接种于６孔板中，培养２４ｈ后，分别用１００μｇ／ｍＬ的白刺叶提取物再

处理２４ｈ．然后每孔补充 １０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２，培养 ６ｈ．收集细胞，裂解细胞并以 ３０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心
１０ｍｉｎ．在 －２０℃下收集上清液并储存以备用．检测上清液中ＳＯＤ、ＣＡＴ和ＧＳＨ活性，并且将蛋白质浓度用
二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白酶试剂盒进行归一化．
１６　统计学方法

所有数据使用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ６０软件进行分析，以ｘ±ｓ表示，多组数据比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ
－ｗａｙＡＮＯＶＡ），２组数据比较采用独立样本ｔ检验，Ｐ＜００５表示差异有明显统计学意义．

２　结果

２１　白刺叶对小鼠溃疡性结肠炎的改善作用
２１１　小鼠体重变化、ＤＡＩ评分及白刺叶对小鼠结肠组织的影响

在本研究中，ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠模型在ＤＳＳ给药后出现腹泻、体重减轻、进食和运动减少，甚至出现呕
血．白刺叶治疗显著减轻了结肠炎的这些症状．如图２所示，呈现了小鼠体重变化情况，在１０ｄ内 ＤＡＩ的变
化，ＢＣＹ和５－ＡＳＡ处理显著抑制ＤＡＩ评分（Ｐ＜００１）．此外，ＢＣＹ治疗阻止了 ＤＳＳ诱导的 ＵＣ小鼠模型结
肠长度的缩短（Ｐ＜００１）．与对照组相比，ＤＳＳ诱导小鼠结肠组织出现明显的炎症、溃疡，黏膜及黏膜下层有
明显的白细胞浸润（Ｐ＜００１）而ＢＣＹ结肠组织溃烂情况得到改善．
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２１２　白刺叶对ＵＣ小鼠炎症因子水平的影响
为了评价白刺叶抗溃疡性结肠炎的作用，采用ＥＬＩＳＡ法检测了细胞因子ＩＬ－１β、ＩＬ－６、和ＴＮＦ－α的水

平．图３显示，ＤＳＳ可显著提高结肠ＩＬ－６、ＩＬ－１β和ＴＮＦ－α水平（Ｐ＜００１）．结果证实，唐古特白刺叶能有
效预防结肠炎的发展．
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与空白组相比，＃＃Ｐ＜００１，与模型组相比，Ｐ＜００１

图２　小鼠ＤＡＩ评分及ＢＣＹ对小鼠结肠组织的影响
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　　　　　（Ａ）血清中ＩＬ－１β水平　　　　　　　　（Ｂ）血清中ＴＮＦ－α水平　　　　　　　　 （Ｃ）血清中ＩＬ－６水平

与空白组相比，＃＃Ｐ＜００１，与模型组相比，Ｐ＜００１

图３　白刺叶对ＵＣ小鼠炎症因子水平的影响

２２　不同溶剂提取物的总多酚、总黄酮和总花色苷含量
表１显示唐古特白刺叶中不同溶剂提取物中的总多酚、总黄酮和总花色苷含量．这５种不同的溶剂提取

物中，ＮＢＥ、ＥＡＥ分别含有最多的总多酚（１５８９２±３５０）ｍｇＧＡＥ／ｇ和总黄酮（９２７８±０６４）ｍｇＲＥ／ｇ；此外，
ＷＥ总多酚和总黄酮含量均最低，分别为（２６３１±０５３）ｍｇＧＡＥ／ｇ和（０９３±０２４）ｍｇＲＥ／ｇ．然而，对于总花
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色苷含量，ＣＥ含量最高，为（０８６±００９）ｍｇＣＧＥ／Ｌ，ＥＡＥ最低，为（０１４±００３）ｍｇＣＧＥ／Ｌ．
表１　白刺叶各样品中总多酚、总黄酮和总花色苷含量分析

样品 多酚／（ｍｇＧＡＥ／ｇ） 黄酮／（ｍｇＲＥ／ｇ） 总花色苷／（ｍｇＣＧＥ／Ｌ）
ＥＥ ５０５５±０８１ｃ ５６８±０１１ｂ ０１２±００１ｇ

ＣＥ ８７５１±１８１ｄ ２９３４±１２３ｅ ０８６±００９ｃ

ＥＡＥ ３２８０±２５２ｂ ９２７８±０６４ｈ ０１４±００３ｂ

ＮＢＥ １５８９２±３５０ｇ １１９１±１１７ｃ ０４２±００７ｅ

ＷＥ ２６３１±０５３ａ ０９３±０２４ａ ０５８±００４ｄ

　　注：同列肩标小写字母不同表示差异显著（Ｐ＜００５）．

２３　酚类化合物的鉴定与定量
在此次实验中，用ＵＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＨＲＭＳ／ＭＳ在负电离模式下将各萃取物中不同的酚类成分进行定性分

析．图４展示了总电流色谱图，表２总结了相关的数据，包括保留时间、误差、分子式、ｍ／ｚ和 ＭＳ／ＭＳ的离子
碎片．在此次研究中，根据酚类物质标准品、参考文献或数据库（Ｍａｓｓｂａｎｋ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍａｓｓｂａｎｋ．ｊｐ／Ｑｕｉｃｋ
Ｓｅａｒｃｈ．ｈｔｍｌ）对１６种化学成分进行鉴定．ＣＥ、ＮＢＥ和 ＥＥ中分别检测到９个、６个和３个化合物，而 ＥＡＥ和
ＷＥ仅检测到２种化合物．其中，ＮＢＥ中发现了类黄酮化合物７、９和１０，ＣＥ仅检测到类黄酮化合物６．

图４　唐古特白刺叶各溶剂提取物总离子色谱图（负离子模式）

表２　唐古特白刺叶各极性部位的酚类化合物

编号
ｔＲ
／ｍｉｎ

［Ｍ－Ｈ］－／
（ｍ／ｚ）

离子碎片 误差／ｐｐｍ 分子式 化合物 样品 来源

１ １１８ １４９０４４４
５９０１２３，７１０１２４，

８９０２３２
０５６８ Ｃ５Ｈ１０Ｏ５ Ｄ－Ｒｉｂｏｓｅ

ＥＥ，ＣＥ，
ＮＢＥ，ＷＥ

Ｍａｓｓｂａｎｋ

２ ４０６ ３３７０９２９ １１９０４８９，１６３０３９０ ３２８１ Ｃ１６Ｈ１８Ｏ８ ３－ｐ－Ｃｏｕｍａｒｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ＮＢＥ Ｍａｓｓｂａｎｋ

３ ６４７ １３１０７０１ ５６３７３４，７６３３４５ －１２２６ Ｃ６Ｈ１２Ｏ３ ６－Ｈｙｄｒｏｘｙｈｅｘａｎｏｉｃａｃｉｄ ＣＥ Ｍａｓｓｂａｎｋ

４ ８１７ １６５０５４７
６１９８６８，７２９９１６，

８７０９１９
１０４５ Ｃ９Ｈ１０Ｏ３

３－（２－Ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）
ｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄ

ＣＥ Ｍａｓｓｂａｎｋ

５ ８５３ １６３０３９０ ９３０３３１，１１９０４８９ ０１１９ Ｃ９Ｈ８Ｏ３
ρ－ｈｙｄｒｏｘｙ－ｔｒａｎｓ－
ｃｉｎｎａｍｉｃａｃｉｄ

ＮＢＥ Ｍａｓｓｂａｎｋ

６ ８５８ ４３３１１３８ １６１０２３４，１７９０３４１ ２１４７ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ１０ Ｆｌａｖａｎｏｎｅｂａｓｅ－３－Ｏ－Ｃ－Ｈｅｘ ＥＥ Ｍａｓｓｂａｎｋ

７ ８８ ５９３１５１１ ２８５０３８１，５９３１５１１ １７２６ Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１５ Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ－３－Ｏ－ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ ＮＢＥ Ｓｔａｎｄａｒｄ

８ ９５６ ５７９２０８２ １８１０４９６，４１７１５５２ １７８３ Ｃ２８Ｈ３６Ｏ１３ Ｓ－（８－８）－Ｓｈｅｘｏｓｉｄｅ ＣＥ Ｍａｓｓｂａｎｋ
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续表２

编号
ｔＲ
／ｍｉｎ

［Ｍ－Ｈ］－／
（ｍ／ｚ）

离子碎片 误差／ｐｐｍ 分子式 化合物 样品 来源

９ ９６２ ４４７０９３１ ２８５０３８１，３２７０５１１ ２０６３ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１１ Ｌｕｔｅｏｌｉｎ－７－Ｏ－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ＮＢＥ Ｓｔａｎｄａｒｄ

１０ ９７７ ６０７１６７０
２８４０３２２，２８５０３５４，

２９９０５５９
２０４８ Ｃ２８Ｈ３２Ｏ１５ Ｄｉｏｓｍｉｎ ＮＢＥ Ｍａｓｓｂａｎｋ

１１ １００３ １８７０９６７
８００２５２，９７０６４４，

１２３０８００
１０４ Ｃ９Ｈ１６Ｏ４ Ａｚｅｌａｉｃａｃｉｄ ＥＥ，ＣＥ Ｍａｓｓｂａｎｋ

１２ １０６ １３７０２３２
６５０３８２，６７０１７５，

７５０２２５
－１０２６ Ｃ７Ｈ６Ｏ３ Ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ ＣＥ Ｍａｓｓｂａｎｋ

１３ １１３４ ２６３１２８８
１３５０８０１，１３９０７５０，

１５１０７５３
３６６５ Ｃ１５Ｈ２０Ｏ４ Ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ ＣＥ Ｍａｓｓｂａｎｋ

１４ １２６６ ３２９２３３２
５７０３３１，１３９１１１６，

２１１１３３２
２９４４ Ｃ１８Ｈ３４Ｏ５ Ｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ＣＥ Ｍａｓｓｂａｎｋ

１５ １２８ ３２７２１７６ ８５０２８０，１７１１０１８ ２９３２ Ｃ１８Ｈ３２Ｏ５ Ｕｎｋｎｏｗ ＣＥ Ｓｔａｎｄａｒｄ

１６ １３５６ １６３０３８９
５７０３３１，１３９１１１６，

２１１１３３２
－０２４９ Ｃ１８Ｈ３４Ｏ５ Ｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ＣＥ Ｓｔａｎｄａｒｄ

化合物２质荷比ｍ／ｚ为３３７０９２９，分子式为Ｃ１６Ｈ１８Ｏ８，鉴定为３－ｐ－Ｃｏｕｍａｒｏｙｌｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ．化合物５质
荷比ｍ／ｚ为６３０３９０，分子式为 Ｃ９Ｈ８Ｏ３，鉴定为 ρ－Ｈｙｄｒｏｘｙ－ｔｒａｎｓ－ｃｉｎｎａｍｉｃａｃｉｄ．通过把碎片化模式和保
留时间与相应的标准品比较，化合物７、９和１４分别被指认为Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ－３－Ｏ－ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ、Ｌｕｔｅｏｌｉｎ－７－Ｏ
－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ和Ｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄｇｌｙｃｏｓｉｄｅ．
在这项研究中，通过ＵＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＨＲＭＳ／ＭＳ分析技术使唐古特白刺叶中１６种植物化学成分被重新

鉴定和确认．在这１６种化合物中，化合物６、７、９和１０为黄酮类化合物．
２４　不同溶剂提取物的抗氧化活性
２４１　清除ＤＰＰＨ和ＡＢＴＳ＋自由基和还原Ｆｅ３＋的能力

表３为唐古特白刺叶不同溶剂提取物对ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ＋自由基的清除作用以及对Ｆｅ３＋的还原能力．结果
表明，所有的溶剂提取物都具有良好抗氧化作用能力．其中，正丁醇提取物抗氧化能力最好（Ｐ＜００５）．

表３　唐古特白刺叶各极性部位抗氧化活性

样品 ＤＰＰＨ（ＩＣ５０） ＡＢＴＳ＋（ＩＣ５０） Ｆｅ３＋（ＥＣ５０）
ＥＥ １０５±００１ｅ ０６３±００４ｅ １５８±００７ｃ

ＣＥ ０７４±００２ｂ ０２３±００１ｂ ０９３±００６ｂ

ＥＡＥ ０９８±００３ｃ ０７８±００５ｆ ２２２±００８ｄ

ＮＢＥ ０３１±００１ａ ０１４±００１ａ ０４６±００１ａ

ＷＥ １３５±００７ｂ ０８９±００８ｂ ２７４±０１１ｅ

　　注：同列肩标小写字母不同表示差异显著（Ｐ＜００５）

２５　对细胞内ＲＯＳ生成的抑制作用
不同提取物对ＨｅｐＧ－２细胞的ＭＴＴ测定结果表明样品在１５０μｇ／ｍＬ浓度下无细胞毒作用．因此，每个样

品选择５０、１００和１５０μｇ／ｍＬ作为检测浓度．图５表明，与对照组相比，用Ｈ２Ｏ２处理ＨｅｐＧ－２细胞后，Ｈ２Ｏ２处
理组细胞内的ＲＯＳ的相对含量增加到（２２０６±５２２）％，不同溶剂提取物预处理后，细胞内活性氧水平显著降
低（Ｐ＜０．０５）．其中，ＮＢＥ组清除细胞内活性氧的能力最强，而ＷＥ组则表现出对细胞内ＲＯＳ抑制作用最低．
２６　不同溶剂提取物对过氧化氢处理的ＨｅｐＧ－２细胞中抗氧化酶活性的影响

通过测量Ｈ２Ｏ２诱导ＨｅｐＧ－２细胞中ＳＯＤ、ＣＡＴ和ＧＳＨ水平来评估唐古特白刺叶中不同的溶剂萃取物
的抗氧化能力．结果表明（图６），１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理后细胞内ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ水平显著降低（Ｐ＜００５），而
唐古特白刺叶不同溶剂提取样品组能够显著升高ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ活性．对于ＳＯＤ和ＣＡＴ水平，ＮＢＥ活性最
高，达到６６７９％，ＣＡＴ水平与模型组比较，上升到８０５９％，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）．此外，ＥＡＥ表现
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出最高的ＧＳＨ水平，上调至６８６２％，其次是ＣＥ，ＮＢＥ、ＥＥ，并且ＷＥ表现出最低的ＧＳＨ水平．

同列肩标小写字母不同表示差异显著（Ｐ＜００５）

图５　唐古特白刺叶不同溶剂提取物对Ｈ２Ｏ２诱导ＨｅｐＧ－２细胞活性氧的影响

　　　（Ａ）血清中ＳＯＤ水平　　　　　　　　（Ｂ）血清中ＣＡＴ水平　　　　　　　　（Ｃ）血清中ＧＳＨ水平
同列肩标小写字母不同表示差异显著（Ｐ＜００５）

图６　唐古特白刺叶不同极性部位对Ｈ２Ｏ２诱导ＨｅｐＧ－２细胞抗氧化酶活性的影响

３　讨论

溃疡性结肠炎（ＵＣ）是一种影响结肠组织的慢性炎症性疾病，在工业化国家发病率较高．该疾病发生过
程中结肠粘膜层（包括直肠）反复出现炎症，并可能以近端和连续的方式延伸到结肠的其他部位．典型的临
床症状包括带血腹泻、紧急撤离和里急后重，主要通过药物控制来诱导和维持缓解期，有助于减少并发症，提

高患者的生活质量．然而，目前可用的治疗方法有很多缺点，比如使用氨基水杨酸盐时缓解率低，使用类固醇
抗炎药的有害副作用大，以及与生物治疗相关的疗法成本费用高昂等问题．因此，有必要寻找新的治疗方法，
唐古特白刺叶提取物可能是ＵＣ的辅助或补充疗法．

唐古特白刺俗称酸胖．在亚非洲国家，这种植物通常被用于防风固沙，保护生态环境．在我国，唐古特白
刺叶已被用于治疗心肝肾疾病、糖尿病等［１８］，具有抗菌、抗氧化、抗炎的作用．在ＵＣ中，一方面，紧密连接和
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覆盖上皮层的粘液膜的破坏导致肠上皮的通透性增加，进一步增加管腔抗原的摄取．此时，巨噬细胞和树突
状细胞（先天免疫细胞）通过分子模式识别受体（ＴＬＲ）识别非致病细菌或共生微生物群后，将其功能状态从
耐受性变为活化表型．在此过程中，结肠上皮细胞ＮＦ－κＢ途径的激活刺激促炎基因的转录，导致促炎细胞
因子（ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和ＩＬ－１β）的产生增加［１９］．抗原处理后，巨噬细胞和树突状细胞将其呈递给初始ＣＤ４Ｔ
细胞，促进分化为Ｔｈ２效应细胞．然而，结肠损伤的炎症反应导致并发的肝脏的损伤，从而释放破坏性酶或自
由基，进一步加剧促炎和抗炎细胞因子的失衡．因此，在炎症反应的发生和发展中，细胞因子起着至关重要的
作用．我们的结果显示，唐古特白刺叶提取物能够显著抑制ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和ＩＬ－１β水
平，减少炎症因子释放，改善肠道损伤，稳定结肠屏障完整，缓解结肠炎症．

另一方面，氧化应激被定义为较高细胞水平的活性氧（ＲＯＳ）（如超氧化物和羟基自由基）与细胞抗氧化
防御之间的平衡破坏．当ＲＯＳ不受酶和非酶抗氧化剂的控制，会导致氧化损伤，即细胞膜磷脂、蛋白质（受体
和酶）和ＤＮＡ的过氧化．肝脏极易受到ＲＯＳ诱导的氧化损伤，该过程总产生极高水平的ＲＯＳ，这是因为有氧
代谢和血液灌注非常高，酶抗氧化防御相对较差．在正常生理条件下，活性氧的产生和消除通常处于动态平
衡状态．然而，当细胞活性氧生成的速度大于消除速度，就会发生氧化应激反应．其中，Ｈ２Ｏ２是细胞内最常见
的反应性氧，是导致细胞氧化损伤的一个主要因素［２０］．此次研究用 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨｅｐＧ－２细胞氧化应激模型
研究唐古特白刺叶乙醇粗提物（ＥＥ）和它的不同溶剂萃取物对ＨｅｐＧ－２细胞ＲＯＳ的影响，因为肝脏极易受
到ＲＯＳ诱导的氧化损伤，该过程总产生极高水平的ＲＯＳ，这是因为它的有氧代谢和血液灌注非常高，酶抗氧
化防御相对较差．ＧＳＨ是一种丰富的非蛋白硫醇，是结肠防御氧化应激的基础．在本研究中唐古特白刺叶提
取物处理使ＧＳＨ的水平显著上升，这表明唐古特白刺叶有益于ＨｅｐＧ－２细胞内源性还原剂的保存，并可能
反映ＲＯＳ的产生或螯合的减少．与ＲＯＳ的产生相反，酶促抗氧化系统在链式反应后将这些有害物质催化成
反应性较低的产物．ＳＯＤ是一种在氧代谢中发挥重要作用的酶，人体中存在３种类型的ＳＯＤ；线粒体中的锰
ＳＯＤ（ＭｎＳＯＤ）、细胞质中的铜和锌ＳＯＤ（Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ）以及细胞外 ＳＯＤ，ＳＯＤ也广泛存在于肠道表皮细胞和
肝脏上皮细胞中，其催化超氧化物还原为Ｈ２Ｏ２．Ｈ２Ｏ２是一种相对稳定的活性氧，由于它不是自由基，不像其
他活性氧那样具有反应性．然而，在过渡金属（如铁或铜）或损伤存在的情况下，Ｈ２Ｏ２通过 Ｆｅｎｔｏｎ反应产生
ＯＨ－（一种高度反应性的自由基）．在大多数细胞和组织炎症中，Ｈ２Ｏ２需要尽快被过氧化氢酶、谷胱甘肽
（ＧＳＨ）和谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＰｘ）分解为水．ＣＡＴ酶促进过氧化氢浓度和其他自由基的控制，是炎症的重
要因素．本研究结果显示唐古特白刺叶提取物给药使ＳＯＤ活性正常化，达到接近基线的水平甚至显著上升，
同时显著增加ＣＡＴ活性，其中正丁醇部位较之其它部位，抗氧化活性更为显著．有趣的是，ＣＡＴ表达的调节
是在转录、转录后和翻译后水平上进行的，由过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（ＰＰＡＲγ）受体调节，ＰＰＡＲγ受
体通过与远端 ＰＰＡＲγ反应元件结合来控制 ＣＡＴ基因表达．因此，唐古特白刺叶中存在的酚酸类成分对
ＰＰＡＲ受体的激活可能通过过氧化物酶体的激活来证明本研究中描述的 ＣＡＴ活性的显著增加是合理的．然
而，需要进一步的实验来证实这一假设．

本研究中使用的提取物经乙醇加热回流提取获得，并且通过福林－酚（ＦｏｌｉｎＣｉｏｃａｌｔｅｕ）比色法、ＮａＮＯ２－
Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ比色法和ｐＨ示差分光光度法测定了总多酚、总黄酮、总花色苷的含量．酚类、黄酮类和花
青素在自然界分布广泛，具有较强的抗氧化活性．这三类化合物的极性范围很宽，可以从不同的极性溶剂中
提取．因此，从不同极性部位提取的酚类、黄酮类和花青素的类型和含量也不同．酚类化合物中由于酚羟基的
存在，多酚和类黄酮表现出良好的抗氧化和抗炎活性，可有效清除体内过量的活性氧，缓解氧化应激，也能通

过抑制炎症因子的表达，发挥抗炎作用．以往研究报道了唐古特白刺叶中含有丰富的多酚和黄酮类成分，段
金廒等［２１］从唐古特白刺叶中分离鉴定出８个酚酸和黄酮类化合物，分别为：３－甲氧基 －４－羟基 －反式桂
皮酸、对－羟基－反式肉桂酸、３－羟基－４－甲氧基－苯甲酸、邻－羟基苯甲酸、３，５－二甲醚－山柰黄素－７
－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖甙、３－甲醚 －山柰黄素 －７－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖甙、异鼠李素 －７－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖
甙、异鼠李素－３－Ｏ－β－Ｄ－芸香糖甙．李海涛、赵建强、敖亮等［２２－２４］分离鉴定出１６个酚酸和黄酮类化合
物，包括常见的苜蓿素、苜蓿素－７－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷 、阿福豆苷、鼠李秦素等，并发现从中分离到的部
分化合物具有显著的降低炎症因子的作用．本研究利用ＵＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＨＲＭＳ／ＭＳ技术，高效、快速地从唐古
特白刺叶中鉴定出 １６种化合物，其中，正丁醇部位有 ３种黄酮类化合物被鉴定出，分别为化合物 ７
（Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ－３－Ｏ－ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ）、９（Ｌｕｔｅｏｌｉｎ－７－Ｏ－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）、１０（Ｄｉｏｓｍｉｎ）．前人发现化合物９（Ｌｕｔｅｏｌｉｎ－
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７－Ｏ－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）和化合物１０（Ｄｉｏｓｍｉｎ）具有良好的抗炎和抗氧化活性［２５－２６］，Ｃｒｅｓｐｏ等［２７］表明了化合物１０
（Ｄｉｏｓｍｉｎ）对三硝基苯磺酸 （ＴＮＢＳ）诱导的小鼠结肠炎具有抑制作用，其机制可能与其能够防止氧化损伤有
关．Ｂｅｎａｖｅｎｔｅ－ＧａｒｃíａＯ等［２８］发现化合物１０（Ｄｉｏｓｍｉｎ）可抑制不同促炎介质的合成和生物活性，主要是花生
四烯酸衍生物、前列腺素Ｅ２、Ｆ２和血栓素Ａ２．实验结果显示，唐古特白刺叶提取物有效降低了促炎细胞因子
（ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和ＩＬ－１β）和抗氧化酶（ＧＳＨ、ＣＡＴ和ＳＯＤ）的产生，缓解了小鼠的溃疡性结肠炎．另外，不同
溶剂提取物中总多酚与自由基清除活性之间存在很强的正相关，呈现剂量依赖性．

４　结语

在这项研究中，验证了唐古特白刺叶对ＤＳＳ诱导的小鼠溃疡性结肠炎的缓解作用，并通过ＵＨＰＬＣ－ＥＳＩ
－ＨＲＭＳ／ＭＳ分析技术确定了唐古特白刺叶醇提物不同极性部位的１６种酚类化学成分，在化学成分的基础
上，发现了白刺叶对ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ＋自由基有较好的清除作用和较好的还原铁离子能力以及升高细胞内抗氧
化酶的作用．由此可得，白刺叶缓解溃疡性结肠炎的作用机制可能与降低炎症因子表达和维持氧化应激平衡
有关，且发挥抗炎和抗氧化作用与其含有丰富的黄酮和多酚类成分有重要联系．因此，唐古特白刺叶有望成
为抗氧化和抗炎成分的来源，为其在ＵＣ治疗中的适用性提供了可用的临床前证据．
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