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Ca2+内流，减少胞内Ca2+浓度[7]，因而有可能通过

影响细胞内信号传导通路Ca2+_CaM—CaMK—CREB

以及Ca2+-NOS—NO—cGMP来参与依赖形成过程。

戒断后病人的焦虑烦躁症状和记忆是造成复吸的主

要原因，现代研究表明丹参能明显改善单侧颞叶缺

血性损害大鼠的空间认知能力障碍[8]。丹参改善记

忆和空间认知能力的作用，能增强对药瘾无关的记

忆，降低对药瘾的记忆，在理论上可以抑制吗啡的精

神依赖的形成。因此，推测丹参脂溶性成分中的隐丹

参酮对吗啡诱导的精神依赖有拮抗作用，是主要的

有效部位，为丹参及隐丹参酮用于干预阿片类药物

依赖行为提供了研究线索，为研究新型有效的戒毒

药应用于临床提供了理论基础。但其确切的作用机

制仍有待进一步深入研究。
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槲皮素及异槲皮素、芦丁抗自由基活性的比较研究
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摘要：目的评价3种黄酮类同系化合物槲皮素及其单糖苷异槲皮素和双糖苷芦丁的体外抗自由基作用，进一

步研究其构效关系。方法采用H。O。／Fe抖体系，通过Fenton反应生成羟自由基(·OH)I采用邻苯三酚自氧化法

产生超氧阴离子(o：7)。利用·OH造成肝细胞脂质过氧化以及红细胞膜破裂，观察受试化合物的保护作用，并计

算IC。结果 在以上4种体外模型中，3种药物均表现出极强的清除自由基能力。在·0H以及Oz7清除实验中，

抗氧化活性顺序为芦丁>异槲皮素>槲皮素；在抑制肝匀浆脂质过氧化及红细胞膜破裂实验中，抗氧化活性顺序

为槲皮素>异槲皮素>芦丁。结论 3种受试黄酮类化合物均具有十分强大的自由基清除作用，且呈现明显的剂量

依赖性和糖基结构依赖性，在不同的实验体系中其抗自由基活性强弱顺序不同。
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Comparative study on in vitro anti—free radical activities of quercetin，

isoquercetin，and rutin

JIN Yuel，LU Yon91，HAN Guo—zhul，SUN Hui—junl，YU Hong—shan2，JIN Feng—xie2

(1．Department of Pharmacology，Dalian Medical University，Dalian 116027，ChinaI 2．Department of Eatables

and Biological Engineering，Dalian Light Industrial College，Dalian 116034，China)

Abstract：Objective To assess in vitro anti—free radical activities of three flavonoids：quercetin，its

monoglycoside isoquercetin， and diglyeoside rutin，and further investigate their structure—effect rela—

tionship．Methods Hydroxyl free radical(·OH)was generated using H202／Fe2+system via Fenton
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reaction， superoxide anion (02 7) using pyrogallol auto—oxidation method． Hepatocellular lipid

peroxidation and the rupture of RBC membrane were caused by·OH．IC50 was calculated and used to

examine the anti—free radical activity．Results Among above four different in vitro models。three

flavonoids showed extremely potent free radical—scavenging effects．Rutin demonstrated the greatest

potency in hydroxyl free radical and superoxide anion(027)models and quercetin demonstrated the lowest

while the reversed results was observed in·OH—caused heDatocellular lipid peroxidation and·OH—caused

rupture of RBC membrane models．Conclusion Three flavoniods have potent anti—free radical effects in a

dose-and glycosyl structure—dependent manner．The anti-free radical activity potency may differ depending

on employed experiment system．

Key words：flavoniods；free radical；quercetin；isoquercetin；rutin

已有报道，黄酮类化合物是有效的自由基清除

剂，但这种清除作用与其分子中糖基有何关系是值

得探讨的问题。本实验建立了4种不同的体外自由

基损伤模型，对3种黄酮类化合物槲皮素(苷元)及

其单糖苷异槲皮素(槲皮素一3一葡萄糖苷)和双糖苷

芦丁(槲皮素一3一葡萄糖鼠李糖苷)清除自由基能力

进行了比较研究，以进一步探明它们抗自由基作用

的构效关系，并为其临床应用提供实验依据。

1材料

1．1药物与试剂：槲皮素、异槲皮素、芦丁，均由大

连轻工业学院食品与生物工程系提供，质量分数>

98％。邻二氮菲、FeSO。、Na2HP04、Nail2PO。、邻苯

三酚、浓盐酸、H。0。、无水葡萄糖、枸橼酸钠、枸橼

酸、三氯醋酸、硫代巴比妥酸，均为国产分析纯。

1．2实验动物：雄性昆明种小鼠，新西兰大耳白兔，

动物许可证号：SCXK(辽)2002--0002，均由大连医

科大学实验动物中心提供。 j

1．3 主要仪器：UV一754分光光度计，TDIS—WS

多管架自动平衡离心机。 ·

2实验方法

2．1对羟自由基(·OH)清除作用[1’2]：采用H：O：／

Fe2+体系，通过Fenton反应生成·oH。精密量取

150 mmol／L pH 7．4 PBS 2．0 mL、7．5 mmol／L邻

二氮菲0．2 mL、7．5 mmol／L FeS04 0．2 mL、不同

浓度药物0．4 mL、蒸馏水0．8 mL和1％H202 0．4

mL于试管中，混匀作样品组，将各试管同时置于

．37℃恒温水浴中60 min，于波长536 nm处测吸光

度(A)值，记为A样品；另以蒸馏水代替药物，其余步

骤同上，作为损伤组，测得的A值记为A损伤。另以蒸

馏水代替药物和H：O：，其余步骤同上，作为空白对

照组，测得的A值记为A空白。计算清除率。将清除

率(y)对药物浓度的对数(X)作图，求其线性方

程(以下实验同法处理数据)。根据该线性方程求出

清除率为50％时药物的浓度。

清除率=(A样品一A曩伤)／(A空白--A舳)×100％

2．2对超氧阴离子o。7清除作用[2．3】：采用邻苯三

酚自氧化法，利用O：7清除剂能使邻苯三酚自氧化

产物在325 nm处的吸收峰受到抑制这一特点，用

紫外分光光度计进行监测，间接测得o：7生成及

027的清除率。取0．05 mmol／L pH 8．2的Tris—

HCI缓冲液4．5 mL于试管中，25℃预热20 min，

加入0．1 mmol／L邻苯三酚0．2 mL，不同浓度药物

0．2 mL，蒸馏水0．1 mL，25℃水浴准确反应4 min

时测定A。。。值，记为A样晶。另取试剂同上，不加药

物，加0．3 mL蒸馏水补充体积，作为对照，同样准

确反应4 min测A。2；值，记为A擅伤。计算清除率及

SC50。

清除率=(A擅伤一A#品)／ADts×100％

2．3对肝匀浆脂质过氧化的抑制作用艮]：小鼠脱臼

处死后取肝脏，洗净血污，剪碎，以生理盐水制成

15％匀浆，取匀浆0．6 mL，加入各种试剂及不同浓

度药物，反应总体积为1．34 mL，其中H：o：体积分

数为0．001 2％，FeS04为0．015 mmol／L。37 oC保

温60 min，加入1 mL 20％三氯醋酸及1 mL

0．335％硫代巴比妥酸，90℃水浴15 min后流水

冷却，1 500×g离心20 min，取上清液于532 nm波

长处测定A值，记为A样品。以蒸馏水代替药物溶液

的反应管为损伤组，同上测定A值，记为A擅伤。计算

药物对脂质过氧化抑制率并求出ICm

抑制率=(A擅伤一A样品)／Am伤×100％

2．4对·oH引发的红细胞膜破裂的抑制作用[‘]：

兔耳正中动脉取血，ACD(枸橼酸钠85 mmol／L，枸

橼酸71 mmol／L，葡萄糖110 mmol／L)与全血1：

6体积比抗凝。1 500Xg离心10 min，去除血浆，加

生理盐水至抗凝血5倍体积即得红细胞混悬液。各

反应管加入此红细胞混悬液0．2 mL及其他试剂和

不同浓度药物，反应液总体积为3．5 mL，其中含

H202 0．685％，FeS04 0．57 mmol／L及pH 7．4 PBS

  



·410- 中草焉 Chinese Traditional and Herbal Drugs第38卷第3期2007年3月

150 mmol／L。37℃振摇60 min后取出，1 500×g

离心10 min，取上清液于500 am处测定血红蛋白

最大A值为A样晶，以蒸馏水代替药物溶液的反应管

作为损伤组，同法测定A值，记为A损伤。计算药物对

红细胞膜破裂抑制率并求出ICm

抑制率=(以蟹伤一A样品)／AM伤X 100％

2．5统计学处理：数据以z士s表示，统计采用方差

分析、线性相关和回归分析。

3实验结果

3．1 3种化合物清除·OH的作用：由表1可知，3

种药物清除·oH作用呈现明显量效关系。线性回

归方程分别为槲皮素：y_--1．832 7 X一2．924 2，，．=

0．993 9；异槲皮素：Y一2．318 1 X一3．500 1，，．=

0．998 2；芦丁：Y一2．668 7 X一4．052 7，，．=

0．999 2。上述3种化合物SC。。的顺序：芦丁(50．8

／amol／L)<异槲皮素(53．2／lmol／L)<槲皮素

(73．8／比mol／L)。其抗自由基作用强度顺序：芦丁>

异槲皮素>槲皮素。

袭1槲皮素、异槲皮素及芦丁清除·OH作用比较白一5)

Table 1 Comparison of scavenging effect of quercetin，
’

isoquereetin，and rutin on hydroxyl free

radical Q—S)

与空白对照组比较：Az、p<o．001

与损伤组比较：’P<O．05 一P<O．01(-F表同)

△△P<O．001"／．15 blank control group

·P<O．05··P<O．01 w injur’ied group

。

(following tables are same)
。

3．2 3种药物清除o：7的作用：见表2。结果表明，3

种药物清除o。7作用呈现明显量效关系。线性回归

方程分别为槲皮素：Y=1．971 X一3．971 4，r=

0．998 2}异槲皮素：Y一1．806 2X一3．541 2，r=

0．994 8；芦丁：Y=1．765 8 X一3．413 9，，．一

0．990 9。上述3种化合物SC。。的顺序为：芦丁

表2槲皮素、异槲皮素及芦丁清除0：7作用比较(一=5)

Table 2 Comparison of scavenging effect of quereetin，iso-

quercetin，and rutin on superoxide anion白一5)

(164．6／amol／L)<异槲皮素(172．7／咀mol／L)<槲

皮素(185．6 tzmol／L)。其抗自由基作用强度顺序：

芦丁>异槲皮素>槲皮素。

3．3 3种药物抑制小鼠肝匀浆脂质过氧化的作用：

见表3。结果表明，3种药物抑制小鼠肝匀浆脂质过

氧化作用呈现明显量效关系。线性回归方程分别为

槲皮素：Y=0．426 5 X+0．723 1，r一0．996 4f异槲

皮素：Y一0．517 8 X+0．031 9，广=0．998 6；芦丁：

Y—O．487 X--0．113 2，，．=0．986 4。上述3种化合

物IC。。的顺序：槲皮素(O．29／tmol／L)<异槲皮素

(8．03 pmol／L)<芦丁(18．16／lmol／L)。抗脂质过

氧化作用强度顺序：槲皮素>异槲皮素>芦丁。

3．4 3种药物抑制·OH引发的红细胞膜破裂作

表3槲皮素、异槲皮素及芦丁抑制小鼠肝匀浆脂质

过氧化的作用白=5)

Table 3 Inhibitory effect of quercetin’isoquercetin’

and rutin on liver homogenate lipid

peroxidation in mice饧一5)

  



中草蒋Chinese Traditional and Herbal Drugs第38卷第3期2007年3月 ·411·

用：见表4。结果表明，3种药物抑制·OH引发的红

细胞膜破裂作用呈现明显量效关系。线性回归方程

分别为槲皮素：Y=0．543 6 X一0．105 6，r=

0．994 8；芦丁：Y一0．631 X一0．346 1，r一0．996 7；

异槲皮素：y一0．582 6 X一1．972，r一0．994 5。上述

3种化合物IC。。的顺序：槲皮素(13．1 pmol／L)<异

槲皮素(15．7 tlmol／L)<芦丁(21．9／卫mol／L)。抑

制·OH引发的红细胞膜破裂作用强度顺序：槲皮

素>异槲皮素>芦丁。

表4槲皮素、异槲皮素及芦丁抑制·OH引发的红细胞膜

破裂作用白一5)

Table 4 Inhibitory effect of quercetin，isoquercetin，

and rutln on hemocytocatheresis induced

by hydroxyi radical锄一5)

4讨论

本研究中4种实验模型均为体外实验，但采用

的实验体系不同。前两个实验是运用了纯化学反应

体系，后两个实验采用的是生物体系(小鼠肝匀浆，

兔红细胞)。结果表明在纯化学反应体系中抗自由基

作用强度顺序为芦丁>异槲皮素>槲皮素，即糖基

的存在增强了它们的抗自由基能力；而在生物反应

体系中其顺序正好相反，即分子中糖基的存在反使

其作用减弱。笔者推测，前两种实验模型，完全在水

性介质中进行，随药物分子中糖基的增加，化合物的

水溶性依次增加，故显示的抗自由基作用依次增强，

表现为双糖苷(芦丁)作用强于单糖苷(异槲皮素)，

更强于苷元槲皮素。后两种实验模型均与细胞膜发

生脂质过氧化作用有关，所得结果相反，可能与以下

因素有关：(1)随着脂溶性的增加使药物更利于进入

细胞从而发挥其保护细胞膜的作用。(2)糖基取代了

原来羟基上氢的位置，使可参与抽氢反应的羟基减

少，从而导致了清除自由基能力的下降。(3)黄酮的

3位羟基成苷后，原来的分子失去了络合过渡金属

离子的能力，使一些与金属离子有关的氧化反应得

以顺利引发。(4)糖基的增加增强了空间位阻效应使

得黄酮类抗氧化剂无法与活泼自由基接近[5]。综合

来看，羟基成苷所带来的效应有正向也有负向的，实

验的结果不同可能是由于在不同的实验体系中其正

向和负向效应表现的大小不同。在纯化学反应系统

正向效应>负向效应，在生物反应系统则负向效

应>正向效应。

目前对于黄酮类化合物抗氧化活性的研究有多

种实验方法和反应体系，而国内外关于羟基成苷会

带来正向还是负向效应尚无统一定论。有的实验曾

表明，C环3位羟基的糖基化对活性的影响不

大”引，也有的学者认为羟基成苷会使黄酮类药物

抗氧化活性下降甚至完全消失‘9,103。笔者认为不同

的实验结果大概是由于采用了不同的实验体系所决

定的。不同的抗氧化剂对不同体系的抗氧化作用不

同，对不同类型的自由基和组织也存在着选择性作

用[5]。因此在实验测定黄酮类化合物清除自由基效

率时，实验体系或考察指标不同会得到差异性很大

的结果。 ．

黄酮类物质是一类天然的抗氧化剂，在自然界

中广泛存在于各种蔬菜、水果及中草药中。充分认识

天然黄酮类物质抗氧化作用的构一效关系，对于筛选

高效药物和食品抗氧化剂具有重要的指导意义，同

时也为黄酮的分子修饰和人工合成提供了理论基

础。以往对槲皮素和芦丁的研究较多，而对于异槲皮

素的研究较少。已有数篇文献探讨了黄酮类化合物

抗氧化作用的构效关系，但所选用的化合物均不是

像本研究中采用的苷元，单糖苷及双糖苷这样的同

系化合物。对上述3种结构相关的同系化合物的同

时系统地比较研究迄今未见报道。本研究将有助于

揭示其分子中糖基与清除自由基能力之间的关系，

其确切机制还有待进一步研究。
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龙葵碱对荷瘤小鼠红细胞免疫功能的影响

季宇彬，万梅绪，高世勇，邹 翔
．． ，

(哈尔滨商业大学药物研究所博士后科研工作站，黑龙江哈尔滨150076)

摘要；目的探讨龙葵碱对S。。。及H船荷瘤小鼠红细胞免疫功能的作用。方法 观察S-so荷瘤小鼠和Hzz荷瘤小

鼠的红细胞免疫黏附肿瘤细胞能力，采用DPH荧光探针，用荧光偏振法测定荧光偏振度(P)，并计算膜的微黏度

(可)研究红细胞膜脂流动性(LFU)。结果龙葵碱能升高S-so和Hzz荷瘤小鼠的红细胞黏附肿瘤细胞的花环率，提

高两种荷瘤小鼠的红细胞膜的流动性。结论龙葵碱可能是通过提高两种荷瘤小鼠的红细胞膜的流动性，从而恢

复荷瘤小鼠红细胞免疫功能进而达到抗肿瘤作用。

关键词；龙葵碱}红细胞免疫；膜流动性I荷瘤小鼠
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Effect of Solanum nigrum alkaloid on erythrocyte immunity function in tumor-bearing mice

JI Yu—bin，WAN Mei—XU，GAO Shi—yong，ZOU Xiang

(Postdoctoral Programme，Institute of Materia Medica，Harbin University of Commerce，Harbin 150076，China)

Abstract：Objective To study the effect of Solanum nigrum alkaloid on erythrocyte immunity

function．Methods Studying the adherence between erythrocyte immunity and tumor—cell of S1∞and H22

tumor—bearing mice；By determining with fluorescence polarization(P)and accounting the micro viscosity

(1)with DPH as a probe the erythrocyte membrane fluidity of the S180 and H22 tumor-bearing mice could be

investigated．Results S．nigrum alkaloid could increase the ratio of adherence anadem between

erythrocyte and tumor-eell and promote the erythrocyte membrane fluidity of the two tumor—bearing mice．

Conclusion The inhibition of S．nigrum alkaloid on tumor can be accomplished through improving the

erythrocyte membrane fluidity of two tumor-bearing mice and renewing erythrocyte immunity of tumor—

bearing mice．

Key words：Solanum nigrum alkaloid；erythrocyte immunity；membrane fluidity；tumor—bearing mice

龙葵碱是从茄科茄属植物龙葵Solanum

nigrum L．中提取出来的一种生物碱。前期研究结

果表明龙葵碱能显著延长H：：荷瘤小鼠的生存时

间，并能显著降低H。。荷瘤小鼠肿瘤细胞膜流动性

及膜蛋白水平[13；明显降低H：。荷瘤小鼠肿瘤细胞

膜唾液酸水平和封闭度[23；还可通过影响荷瘤小鼠

肿瘤细胞DNA和RNA水平来实现抗肿瘤作用口3，

研究还发现龙葵碱可提高S。。。小鼠红细胞膜唾液酸

水平及封闭度“]。本实验进一步从红细胞免疫功能

角度来观察龙葵碱的抗肿瘤作用，并研究其可能的

作用机制。
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