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槲皮素磺酸化衍生物合成及其体内外抗肿瘤研究
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摘 要： 目的 合成槲皮素磺酸化衍生物（QSA），并探究其体内外抗肿瘤作用。方法 于槲皮素 5'位引入了磺酸基合成

QSA；高效液相色谱（HPLC）法测定其溶解度；MTT法检测QSA和槲皮素（0.1、0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、25.0和 100.0

μg/mL）对 4T1、HeLa和HepG2细胞的增殖抑制作用，计算其半数抑制浓度（IC50）；制备 4T1荷瘤小鼠模型，随机分成 6

组（每组 8只），分别为模型（iv生理盐水）组，紫杉醇（PTX）注射液（阳性对照，8 mg/kg，iv给药）组，QSA高、中、

低剂量（70、45、20 mg/kg，iv给药）组，槲皮素（70 mg/kg，ig给药）组。iv组每2天给药1次，ig组每天给药1次，隔天

监测体质量和肿瘤体积。iv给药 7次后将小鼠处死，称瘤质量并计算抑瘤率，同时剖取获取肝和脾，计算肝、脾指数。结

果 合成产物QSA的溶解度是槲皮素的 4 261倍；QSA对 3种肿瘤细胞的增殖抑制作用明显，与槲皮素 IC50值无显著性差异，

其中对 4T1细胞的抑制效果最优；体内抑瘤实验结果显示，各给药组与模型组比较，均对小鼠瘤体积增长发挥显著抑制作

用（P＜0.001）；槲皮素（70 mg/kg）组抑瘤率为 18.64%，QSA 45 mg/kg 组抑瘤率最高，为 55.37%，与 PTX 注射液

组（55.03%）无显著性差异，具备成药性。各组小鼠体质量、肝脾指数均无显著性差异，表明 QSA 安全性较高。

结论 槲皮素经磺酸基修饰后解决了水不溶性，体内抗肿瘤活性显著改善，为结构相近的黄酮类药物解决给药问题提供了新思路。
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Antitumor efficacy of quercetin sulfonic acid
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Abstract: Objective To synthesize quercetin sulfonic acid (QSA) and study its anti-tumor activities in vitro and vivo. Methods QSA

was synthesized from quercetin 5'site by sulfonic group and using HPLC analysis to investigate its solubility. The in vitro anti-tumor

activity of quercetin and QSA of 0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 25.0 and 100.0 μg/mL were assessed in contrast using MTT assay, and

the half inhibitory concentration (IC50) was calculated. The in vivo anti-tumor therapeutic efficacy was investigated using 4T1 tumor

bearing mice. The 4T1 tumor-bearing mice were randomly divided into six groups: model group (iv saline), paclitaxel (PTX)

injection group (positive control, 8 mg / kg, iv administration), QSA high, medium and low dose (70, 45, 20 mg / kg, iv

administration), quercetin (70 mg/kg, ig administration) group. Group IV was administered one times every 2 d, and the Ig group

was given one times a day, and the body weight and tumor volume were monitored the next day. The mice were sacrificed after 7

times of iv administration, and the tumor mass was weighed and the tumor inhibition rate was calculated.At the same time, the liver

and spleen were obtained and the index of liver and spleen was calculated. Results QSA solubility increased to 4261 times; In vitro,

the anti-tumor therapeutic efficacy of QSA has the same inhibitory effect as quercetin, inhibition rate of 4T1 cells was 21.75%; The
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results of in vivo tumor inhibition test showed that the tumor volume growth of mice was significantly inhibited in each group

compared with model group (P < 0.001); the tumor inhibition rate of ig quercetin (70 mg/kg) was 18.64%, and that of iv QSA (45

mg/kg) was the highest (55.37%), which had no significant difference with PTX injection group (55.03%). There was no significant

difference in body weight and liver and spleen index between each group, indicating that QSA had higher safety. Conclusion QSA

solves the problem of water insolubility and significantly improved vivo anti-tumor effect, so it can be used as a model for

flavonoids to solve difficulty administration.

Key words: quercetin; anti-tumor; sulfonic acid; cytotoxicity

槲皮素是一种在自然界中分布极广的黄酮类

化合物，浆果、茶、苹果、洋葱等生活常见的植物和

蔬菜水果中均有它的存在［1］。研究表明，槲皮素具

有多种生物活性，如抗微生物［2］、抗病毒［3］、抗炎［4］、

神经保护［5］、抗冠心病［6］、抗糖尿病［7］、修复脑损伤［8］

和抗癌等［9-11］。此外，槲皮素可以联合其他抗肿瘤药

物共同给药，起到逆转抗肿瘤药物的耐药性和改善

肿瘤微环境的作用［12］。但槲皮素在水中的溶解度

仅为 1.66～7.7 μg/mL，严重限制了给药方式［13］。口

服给药的生物利用度极低，原因是槲皮素在肠道内

发生强烈的代谢，只有很少的槲皮素被直接吸收，

一部分会被代谢成槲皮素糖醛酸苷或甲基酯被吸

收，另一部分会在肠道的碱性环境下分解或被结肠

菌群降级［14］。因此，亟需改善槲皮素的水溶性和给

药方式。对槲皮素的化学结构进行改造可以有效

解决上述问题，Okello［ 15］在槲皮素 5'位引入了

磺酸基，使其水溶性显著改善，但对产物的抗

肿瘤效果没有进行探究。本研究合成槲皮素磺

酸化衍生物（quercetin sulfonic acid，QSA），探究

其 iv 的可能性，并对其体内外的抗肿瘤效果进行

评价。

1 材料

1.1 仪器

AL204分析天平（美国METTKER TOLEDO公

司）；Master. D超纯水仪（上海和泰技术有限公司）；

Ultimate 3000高效液相色谱仪（美国Dionex公司）；

Venusil C18 Plus色谱柱（4.6×250 mm，5 μm，博纳艾

杰尔科技）；Tecan Infinite M1000 PRO 全波长多功

能酶标仪（瑞士 TECAN公司）；PLPHR 2-4 LD Plus

低温冻干机（德国 CHRIST有限公司）；MCO-18AC

二 氧 化 碳 培 养 箱（日 本 Sanyo 公 司）；Bruker

ultraflextreme MALDI-TOF（布鲁克道尔顿公司）；96

孔无菌培养板（美国Corning公司）。

1.2 实验动物与细胞

SPF级Balb/c小鼠，雌性，（20±2）g，购于北京华

阜 康 动 物 技 术 有 限 公 司 ，合 格 证 号 ：

11401300078017，实 验 动 物 生 产 许 可 证 编 号 ：

SCXK（京）2014-004。

4T1 鼠乳腺癌细胞株、HeLa 宫颈癌细胞株、

HepG2肝癌细胞株，北京协和医学院细胞中心。

1.3 药物及主要试剂

槲皮素（北京英联有限公司，质量分数 98.0%，

批号 117-39-5）；紫杉醇注射液（Paclitaxel Injection，

PTX 注射液，北京协和药厂，批号 170903）；甲醇、

DMSO均为实验室试剂；RPMI 1640培养基、DMEM

培养基、胎牛血清、青链霉素双抗（美国 Gibco

公司）。

2 方法与结果

2.1 磺酸化产物的合成

参照文献［15］合成QSA，在 50 mL厚壁耐压烧瓶

中加入槲皮素（2.5 g，8.28 mmol），加入 10 mL浓硫

酸完全溶解，80 ℃油浴搅拌 3 h后，连续搅拌冷却至

室温。加入 12.5 mL双蒸水后形成了橙红色沉淀，

将其离心并重复该过程 3次。正己烷洗涤沉淀并通

过柱色谱分离，二氯甲烷-甲醇（1：10）洗脱，真空抽

滤得到褐色固体粉末。反应式见图1。

得 到 的 QSA 为 褐 色 固 体 ，产 率 85%，1H-

NMR（600 MHz，DMSO）δ：7.871（d，J =2.4 Hz，1H，

Ar-H），7.616（d，J =2.4 Hz，1H，Ar-H），6.401（d，J =

1.8 Hz，1H，Ar - H），6.185（d，J =1.8 Hz，1H，Ar -

H）；13C-NMR（150 MHz，DMSO）δ：176.00，164.12，

160.87，156.23，146.12，145.61，144.29，136.24，

131.17，120.99，117.86，115.50，103.15，98.36，93.40；

高分辨质谱HRMS m/z calculated for C15H10010S［M-

H］—：381.01；found：382.29。

图 1 QSA的合成

Fig. 1 synthesis of QSA
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2.2 高效液相色谱（HPLC）检测QSA方法的建立

2.2.1 检测波长的确定 称取 QSA并用色谱甲醇

稀释至适当倍数，以色谱甲醇为空白对照，在紫外

300～600 nm波长范围内扫描检测，确定QSA的最

大吸收波长。

QSA 在 200～600 nm 的紫外扫描如图 2 所示，

QSA的特征吸收波长为 360 nm，确定HPLC色谱检

测波长为360 nm。

2.2.2 HPLC 色谱条件［16］ 应用 Venusil C18 Plus 色

谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流动相为甲醇∶0.4%

磷酸溶液（50：50），检测波长为 360 nm，柱温 30 ℃，

体积流量1 mL/min，进样量为20 μL。

2.2.3 专属性 取空白溶剂、配制槲皮素与QSA溶

解稀释至适当浓度，按“2.2.2”项色谱条件分别进样

测定，考察2种物质的峰型、对称性和保留时间。

专属性见图 3，槲皮素的出峰时间为 13.51 min，

QSA 为 23.57 min，峰型对称、无拖尾且无杂质峰，

23.57 min为QSA的专属吸收峰。

2.2.4 标准曲线、最低定量限、最低检测限的确定

通过参考文献［16］建立QSA HPLC标准曲线：准确称

取QSA 10 mg于 100 mL棕色容量瓶中，以色谱甲醇

溶解、定容至刻度并摇匀，得到质量浓度为 100 μg/

mL的母液；用色谱甲醇梯度稀释，得到 100.0、75.0、

50.0、20.0、10.0、5.0、1.0和 0.1 μg/mL梯度质量浓度

的标准溶液；在配好的标准溶液中分别取 20 μL样

品进 HPLC 分析，以峰面积（Y）对 QSA 标准溶液质

量浓度（X，μg/mL）采用加权最小二乘法计算标准曲

线。计算系列浓度的信噪比（S/N），S/N＝10时，对

应质量浓度为最低定量限；S/N＝3时，对应浓度为

最低检测限。

QSA标准曲线回归方程为Y＝1.103 3X—1.357 7，

R2＝0.999 8，在 0.1～100.0 μg/mL 范围内线性关系

良好；QSA的最低定量限为 5 μg/mL，最低检测限为

1 μg/mL。

2.2.5 精密度与准确度 精密配制100、50和10 μg/mL

质量浓度的 QSA 溶液，按“2.2.2”中的色谱条件进

HPLC测得峰面积并通过标准曲线回归方程计算对

应浓度，对比真实浓度，考察QSA液相方法准确度。

1 d内重复测定 5次考察日内精密度，连续测定 3 d

考察日间精密度。

精密度与准确度结果见表 1，日内和日间精密

度RSD值均小于 3%；100、50和 10 μg/mL质量浓度

的 QSA 溶液的准确度依次为 98.89%、97.24% 和

98.60%，表明HPLC精密度和准确度良好。

2.2.6 稳定性 精密配制 50 μg /mL 质量浓度的

QSA溶液，分别于 0、2、4、6、8和 12 h进样 20 μL，考

察测试样品 QSA 溶液的稳定性。QSA 峰面积的

RSD为0.85%（n＝7），说明QSA溶液12 h内稳定。

2.2.7 加样回收率 精密配制 50 μg/mL质量浓度

的QSA溶液，平均分为 5份，每份 5 mL，HPLC测定

图2 QSA在200～～600 nm紫外波长扫描图

Fig. 2 Ultraviolet chromatogram of QSA in 200～～600 nm

wavelength

图3 空白溶剂（（A））、槲皮素（（B））、QSA（（C））HPLC色谱图

Fig. 3 HPLC chromatograms of Blank (A)，Quercetin (B) and QSA (C)

表1 QSA的日内和日间精密度（（n = 3））

Table 1 Within-day and between-day precision for QSA

(n = 3)

QSA/

（μg·mL－1）

10.00

50.00

100.00

日内精密度

平均值

9.86

48.62

98.89

SD

0.18

0.93

1.22

RSD%

1.82

1.91

1.23

日间精密度

平均值

9.72

48.33

98.82

SD

0.21

0.93

1.12

RSD%

2.16

1.92

1.13

A B C
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浓度，分别加入 100 μg/mL的QSA溶液，HPLC测定

质量浓度并计算加样回收率。平均加样回收率为

100.13%，RSD为0.93%，符合测定要求。

2.3 溶解度考察

量取两份双蒸水分别加入槲皮素和 QSA粉末

过量，40 ℃水浴超声1 h得到过饱和溶液，过0.22 μm水

相滤膜，将滤液稀释至检测范围内并测定浓度，根

据所得浓度及稀释倍数计算溶解度。

HPLC 测得槲皮素的溶解度为 2.26 μg/mL，与

文献报道一致（1.66～7.70 μg/mL），QSA 的溶解度

为 9.63 mg/mL，为槲皮素的 4 261倍，明显改善了槲

皮素的水溶性。

2.4 QSA的体外抑瘤研究

2.4.1 MTT法检测QSA的体外抑瘤作用 在细胞培

养箱（37 ℃、5% CO2）中培养 4T1、HeLa和HepG2细

胞。4T1细胞用含10%胎牛血清、100 U/mL青-链霉

素的 RPMI 1640 培养基培养，HeLa、HepG2 细胞用

10%胎牛血清、100 U/mL青-链霉素的DMEM培养

基培养，待细胞至对数期时用培养基调配成细胞悬

液，加入 96孔板中（每孔 1×104个），继续培养细胞。

24 h 后弃去培养液，依次加入不完全培养基（对照

组）、0.1、0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、25.0、100.0 μg/mL的

QSA溶液（用 50 μL双蒸水溶解并用不完全培养基

配制）及游离槲皮素溶液（用 50 μL DMSO溶解并用

不完全培养基配制），各浓度平行 6个复孔并用PBS

封闭四周，培养 72 h。随后每孔加入 MTT 溶液 20

µL，孵育 4 h后吸弃每孔内液，加入DMSO 200 μL，

摇床振摇 10 min，使用酶标仪在 570 nm波长下测定

吸 光 度（A）值 。 计 算 细 胞 增 殖 抑 制 率 ，通 过

GraphPad prism 软件计算半数抑制浓度（IC50）。

增殖抑制率＝1－（A 给药组/A 对照组）

2.4.2 QSA的体外抑瘤作用结果 如图 4所示，QSA

对 4T1、HeLa和HepG2细胞均具有明显的增殖抑制

作用，且呈良好的剂量相关性。QSA质量浓度高于

5 μg/mL之后，抑制率明显增高。计算获得的 IC50值

见表 2，QSA 作用于 4T1 细胞最敏感，IC50 为 21.75

μg/mL，故体内药效实验选择 4T1荷瘤鼠进行研究。

QSA与槲皮素原料药作用于各肿瘤细胞的 IC50值无

显著性差异，说明槲皮素与 QSA 体外抑瘤效果相

同，磺酸化修饰保留了槲皮素的抑瘤活性。

2.5 QSA的体内抗肿瘤实验

2.5.1 应用 4T1 荷瘤小鼠模型检测 QSA 的体内抗

肿瘤作用 培养 4T1细胞并配制成 1×107/mL的细

胞悬液，接种在Balb/c小鼠右侧腋下（每只 0.2 mL），

待瘤体积达到 100 mm3左右时，随机分成 6组（每组

8 只），分别为模型组（iv 生理盐水），阳性对照

组（PTX注射液，8 mg/kg，iv给药），QSA高、中、低剂

量组（70、45、20 mg/kg，iv给药），槲皮素组（将槲皮

素分散在 5% CMC溶液中，搅拌或超声使其均匀分

散，70 mg/kg，ig给药）。iv组每 2 d给药 1次，ig组每

天给药 1次，隔天监测体质量和肿瘤体积，计算相对

体质量。iv给药 7次后将小鼠处死，将肿瘤组织完

全剥离，称肿瘤质量，计算抑瘤率；同时剖取获取肝

图4 QSA对4T1、HeLa、HepG2细胞的增殖抑制作用（（ x
    

    
   ±s，，n = 3））

Fig. 4 Proliferation inhibition of QSA against 4T1，HeLa，HepG2 tumor cells ( x
    

    
   ±s，，n = 3)

表2 槲皮素及QSA对4T1、Hela和HepG2的 IC50值（（ x
    

    
   ±

s，，n = 3））
Table 2 IC50 values of QSA and Quercetin solution against

4T1，HeLa and HepG2 cell lines ( x
    

    
   ±s，，n = 3)

组别

槲皮素

QSA

IC50/（μg·mL－1）

4T1细胞

29.08±2.57

21.75±2.64

HeLa细胞

33.86±2.35

32.48±2.42

HepG2细胞

53.01±3.15

49.37±3.27
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和脾，计算肝、脾指数。

相对体质量=体质量/同组第1次给药平均体质量

抑瘤率＝（1－给药组肿瘤质量/模型组肿瘤质量）

肝（脾）指数＝肝（脾）质量/小鼠体质量

2.5.2 QSA 的体内抗肿瘤作用结果 各组小鼠瘤

体积随时间增长情况见图 5，生长速度从快到慢依

次为模型组、槲皮素 ig给药组、QSA低、高剂量 iv给

药组、PTX注射液组、QSA中剂量 iv给药组，且各给

药组与模型组比较，均具有极显著性差异（P＜

0.001）。

实验结束后，将肿瘤完全剥离称质量并计算抑

瘤率（表 3），ig 原料药（70 mg / kg）抑瘤率只有

18.64%，说明其口服生物利用度低，与文献报道一

致［18］；对比QSA高、中、低3个剂量组，45 mg/kg抑瘤

率最高，为 55.37%，与 PTX注射液组（55.03%）无显

著性差异，抗肿瘤效果相同，具备成药性。

小鼠的相对体质量变化见图 5，肝脾指数见表

4，各组质量与肝脾指数均无显著性差异，两组数据

同时证明了QSA的毒性小，安全性较高。

2.6 统计学分析

使用 SPSS 21.0 软件的单因素方差分析来

检验各组之间的统计学差异 ，实验数据均以

x̄ ± s表示。

3 讨论

槲皮素在自然界中分布虽广，但其水溶性问题

严重限制了其给药方式及生物利用度，此外，槲皮

素存在强烈的肠代谢，使释放出来的药物很大比例

在吸收之前就被肠道酶系统代谢。为开发这一天

然资源，本研究合成QSA，其溶解度为 9.63 mg/mL，

为槲皮素的 4 261倍，为槲皮素注射给药提供了可

能；随后通过体内外药效学实验探讨磺酸基团的介

入是否会影响槲皮素的生物活性。

在体外药效学实验中，QSA的 IC50值与槲皮素

无显著差异，说明槲皮素接入磺酸基不会减弱其药

效；体内药效学研究中，槲皮素大剂量口服给药组

的抑制率仅为 18.64%，而避免肝脏首过效应的

QSA iv给药组，抑瘤率显著提高，其中QSA 45 mg/kg iv

给药组抑瘤率高达 55.37%，与PTX注射液阳性对照

组抗肿瘤效果相同。但QSA并没有表现出剂量相

关性，高剂量组的抑瘤率为 46.61%，可能高浓度会

扰乱半胱天冬酶及凋亡调节蛋白 Bcl 和 Bax 的代

谢［17］，具体原因仍需继续研究。

与模型组比较：***P＜0.001
***P < 0.001 vs model group

图5 QSA给药后4T1荷瘤小鼠瘤体积、相对体质量变化（（ x
    

    
   ±s，，n = 8））

Fig. 5 Changes of tumor volume and body weight of 4T1 tumor-bearing mice after administration of QSA ( x
    

    
   ±s，，n = 8)

模型
PTX注射液8 mg·kg－1

槲皮素70 mg·kg－1

QSA 20 mg·kg－1

QSA 45 mg·kg－1

QSA 70 mg·kg－1 ***

***

***
***

表3 QSA对4T1荷瘤小鼠的抑瘤率（（ x
    

    
   ±s，，n = 8））

Table 3 In vivo antitumor inhibition rate of QSA in 4T1

tumor-bearing mice ( x
    

    
   ±s，，n = 8)

组别

模型

PTX

槲皮素

QSA

剂量/（mg·kg－1）

—

8

70

20

45

70

瘤质量/g

3.54±0.35

1.59±0.22***∇∇∇

2.88±0.19**###

2.62±0.17***###∇

1.58±0.21***∇∇∇

1.89±0.12***#∇∇∇

抑瘤率/%

—

55.08

18.64

25.99

55.37

46.61

与模型组比较：**P＜0.01 ***P＜0.001；与 PTX 注射液组比

较：#P＜0.05 ###P＜0.001；与槲皮素组比较：∇P＜0.05 ∇∇∇P＜

0.001
**P < 0.01 ***P < 0.001 vs model group；#P < 0.05 ###P < 0.001 vs

PTX injections group；∇P < 0.05 ∇∇∇P < 0.001 vs Quercetin group
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槲皮素在接入磺酸基团后，水溶性满足 iv给药

要求，体内抗肿瘤活性显著提高，有望成为一种有

潜力的临床药物，并为结构相近的黄酮类药物提供

了新思路。
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表4 4T1荷瘤小鼠的肝脾指数（（ x
    

    
   ±s，，n = 8））

Table 4 Liver and spleen index of 4T1 tumor-bearing mice ( x
    

    
   ±s，，n = 8)

组别

模型

PTX

槲皮素

QSA

剂量/（mg·kg－1）

—

8

70

20

45

70

肝脏指数

0.045±0.004 4

0.046±0.003 7

0.047±0.003 2

0.045±0.002 8

0.047±0.003 4

0.046±0.004 6

肾脏指数

0.033±0.003 9

0.032±0.004 4

0.029±0.005 6

0.029±0.003 4

0.029±0.002 5

0.028±0.003 4
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