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摘要：研究诺丽果提取物抗氧化活性及其心肌细胞的保护作用，验证其对于心力衰竭的治疗效果。实验通过ABTS，DPPH，羟

自由基清除率、铜离子还原力、总还原力等五种抗氧化实验测定诺丽果提取物及从提取物中分离所得两种单体化合物的抗氧化能力。

通过流式细胞仪，倒置荧光显微镜检测诺丽果提取物心肌细胞保护作用，并应用高效液相色谱检测受损心肌细胞能量生成情况。抗氧

化实验结果：维生素 c>正丁醇萃取物>芦丁>黄酮醇。同时在终浓度均为 100 mg/L 条件下，诺丽果组心肌细胞凋亡率(19.34%±2.24%)

和维生素 c组(21.51%±3.24%)效果相当（P>0.01），而且诺丽果提取物可促进受损心肌细胞能量生成，其心肌细胞ATP 含量 37.26±4.33 

μg/g (24 h), 38.247±4.25 μg/g (48 h)显著优于维生素 c组 20.14±3.28 μg/g (24 h)，22.441±3.32 μg/g (48 h)（P<0.01）。因此诺丽果提取物

是安全的天然抗氧化剂，具有抗氧化活性和保护心肌细胞作用，可调节受损心肌细胞能量代谢，延缓心力衰竭进程。 
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Abstract: The protective effect of Noni extract on myocardial cell were investigated, and verified by the treatment of heart failure. The 

antioxidative activities of the noni extracts and two compounds separated from the extracts were studied and detected by five methods, namely 

elimination of ABTS, DPPH and hydroxyl free radical scavenging activities, cupric reducing power and total reducing power. The protective 

effect of myocardial cell was detected by flow cytometry and inverted fluorescence microscope, meanwhile ATP generaion from damaged 

myocardial cell was detected by HPLC. The order of the antioxidantive activities of the four compounds were shown as vitmin C >n-BuOH > 

rutin > flavonol glycoside. No difference of the myocardial apoptosis rate hwas found between the noni extracts(19.34%±2.24%) and vitamin C 

(21.51%±3.24%) at the final concentration of 100 mg/L (P>0.01). The noni extracts promoted the damaged myocardial cells. And myocardial 

ATP content 37.26±4.33 μg/g (24 h), 38.247±4.25 μg/g (48 h) was significantly higher than vitmin C 20.14±3.28 μg/g (24 h)，22.441±3.32 μg/g 

(48 h) (P<0.01). Thus noni extracts was a kind of safety antioxidant. The extracts could adjust the energy synthesis of the damaged myocardial 

cells and delay the process of heart failure. 
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自由基是体内组织正常代谢产物，在正常情况下，

体内自由基的产生和消除处于一种动态平衡状态。由

于某种原因使该动态平衡状态被破坏后，自由基就会

攻击组织中的不饱和脂肪酸，引发一系列自由基反应，

自由基和脂质过氧化损伤可引起体内多种疾病[1~2]，而

心力衰竭的发生，发展就与以上机制关系密切，随着

人们对心力衰竭的不断研究，心肌缺血缺氧损伤后自

由基攻击及心肌能量代谢紊乱是心力衰竭进展的主要
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原因，如心肌细胞线粒体在缺氧情况下受到大量自由

基攻击进而造成损伤，引起整个心肌细胞凋亡程序启

动。以及心肌细胞在无氧条件下为满足代谢需要通过

糖酵解产生能量（ATP），同时产生大量心肌毒性物

质也加速了心肌细胞凋亡进程。因此如何保护心肌细

胞，避免其在以上因素作用下发生凋亡以抑制心衰进

程成为国内外学者研究的重点。 

诺丽（noni），又名热带海巴戟、海巴戟天、四

季果等。属茜草科巴戟天属植物。如今，它被广泛应

用于许多领域。例如：抗癌、抗炎、抗氧化以保护人

体器官功能[3~5]。对于抗氧化活性，尤其是提取物及其

分离得到的单体化合物的抗氧化活性比较研究较少。

本实验应用 ABTS 自由基清除率，DPPH 自由基清除

率，羟自由基清除率、铜离子还原力、总还原力等五

种抗氧化方法，评价实验样品的抗氧化能力，并通过

抗心肌细胞凋亡实验，线粒体膜电位稳定性试验，受

损心肌细胞能量合成检测等试验探究其保护心肌细

胞，延缓心衰发展的效果和机理，为寻找安全性更高

的天然抗氧化性物质提供试验依据，同时探索治疗心

力衰竭新天然药物，为延缓心力衰竭进程提供新途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

1.1.1  材料、试剂 

K2S2O8，ABTS，Tris 缓冲液（16 mM, pH 8.0），

氮蓝四唑，烟酰胺腺嘌呤二核苷酸，吩嗪硫酸二甲酯，

FeSO4，三氯乙酸,新铜试剂，磷酸盐缓冲液（0.2 M, pH 

6.6），铁氰化钾（1%, 1.0 mL），三氯乙烯（10%），氯

化铁（0.1%），甲醇，乙醇，正丁醇，乙酸乙酯。维

生素 C，DMEM 培养基、Hepes、胰蛋白酶，胎牛血

清，溴乙锭，青霉素/链霉素，MTT、DMSO 检测试

剂盒,ATP 检测试剂盒，心肌细胞线粒体膜电位

（MMP）试剂盒，去甲肾上腺素（NE）。 

新鲜诺丽果于 2010 年 7 月20 日采自海南，经黑龙

江中医药大学中药鉴定学教研室孙慧峰副教授鉴定为

茜草科巴戟天属植物诺丽（noni.）的新鲜果实，标本

保存在黑龙江中医药大学中医药研究院（编号

20100720）。大鼠 H9C2 心肌细胞株购于中国科学院

上海细胞库。 

1.1.2  仪器 

超净工作台，CO2 培养箱，高速离心机，全自动

生化仪，酶标仪，低温冰箱，分光光度计，倒置荧光

显微镜，高效液相色谱仪，流式细胞仪等。 

 

1.2  方法 

1.2.1  提取物的制备 

新鲜诺丽果 5 kg，用95%的乙醇溶液加热回流提

取 3 次，每次 2 h，每次乙醇用量 5 L，过滤，减压回

收溶剂，得浸膏 42 g。将浸膏混悬于 5 L水中，分别

用等体积的乙酸乙酯、正丁醇梯度萃取，每种溶剂萃

取 3 次，减压浓缩，得到乙酸乙酯萃取物 1.2 g，正丁

醇萃取物（n-BuOH）8 g。将正丁醇萃取物应用硅胶

柱色谱，ODS 柱色谱得到单体化合物芦丁（rutin）与

黄酮醇（flavonol glycoside）。最后将正丁醇萃取物，

rutin，flavonol glycoside，维生素 C（Vc）配成实验所

需的各个浓度。 

1.2.2  ABTS 自由基清除能力测定 

配制终浓度为 7 mmol/L的 ABTS 和 2.45 mmol/L

过硫酸钾混合溶液，室温避光静置 10~16 h，用水稀

释，使其在 734 nm 下的吸光值为0.7±0.02，得 ABTS

工作液。试管中加入各梯度样品 1 mL，ABTS 工作液

1.5 mL；空白用蒸馏水代替样品溶液；对照用蒸馏水

代替 ABTS 工作液。以上各组室温避光放置1 h，734 

nm 测定其吸光值。抗坏血酸做阳性对照[6]。 

1.2.3  铜离子还原力 

取0.1 mL提取液，依次加入1 mL 5mmol/L CuSO4

溶液、1 mL 3.75 mmol/L新亚铜试剂和1 mL NH4Ac (1 

mmol/L，pH 7.0)缓冲液，最后加入 1 mL蒸馏水，37 ℃

反应 30 min，于 450 nm波长处测定吸光度，相同浓

度梯度 Vc 代替样品做同样处理，作为对照[7]。 

1.2.4  DPPH 自由基清除能力测定 

取 1.5 mL 不同浓度样品溶于试管中，再加入 1 

mL浓度为 0.04 mg/mL的 DPPH溶液，混合均匀，反

应20 min后在517 nm处测吸光值为Ai；另各取1.5 mL

上述浓度样品于试管中，分别加入 1 mL 95%乙醇，反

应 20 min 后在 517 nm处测其吸光值为 Aj；以 1 mL 

DPPH，1.5 mL 95%乙醇反应做参比，测其吸光值为

A0。相同浓度梯度 Vc 代替样品做同样处理，作为对

照。清除率=[1-(Ai-Aj)/A0]100% 

1.2.5  羟自由基清除能力测定 

每 1 mL样品溶液中加入 1 mL浓度为 9 mmol/L

的 FeSO4 和 1 mL浓度为 9 mmol/L的水杨酸。加入 1 

mL浓度为 9.8 mmol/L H2O2 开始反应，然后将混合物

振摇，放置于 37 ℃条件下。30 min 后，应用分光光

度计在 562 nm 处测定溶液的吸光度。相同浓度梯度

Vc 代替样品做同样处理，作为对照。清除率

=[A0-(Ai-Aj)]/A0×100% [8]。 
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1.2.6  总还原能力测定 

取 1 mL各梯度样品于试管中，依次加入 1 mL磷

酸盐缓冲液（0.2 mol/L PBS，pH=6.6）和 1 mL 

K3Fe[(CN)6]，于 50 ℃水浴保温 20 min，迅速冷却，

再加入 1 mL 10%三氯乙酸（TCA），以 3000 r/min 离

心 10 min，取上清液2 mL，依次加入 3 mL蒸馏水，

0.4 mL 0.1%的FeCl3 溶液，充分混匀，静置 10 min，

在 700 nm 测其吸光值，吸光值越大表示还原力越强
[9]。 

1.2.7  H9C2 心肌细胞培养： 

H9C2细胞置于10%新生牛血清的低糖DMEM培

养基中，于 37 ℃、5% CO2 条件下传代培养。取对数

生长期、生长良好的细胞进行实验，传代方法 1:2~1:6

传代；2~3 d换液 1 次。分组：H9C2 心肌细胞培养 72 

h 达融合状态后，去除原培养液，随机分为 4 组：①

正常对照组；②模型组(NE)；③Vc 组（NE+Vc）；④

诺丽果组(NE+诺丽果正丁醇提取物)。心肌细胞损伤

处理方法：除正常对照组外，各组均加入 NE（最终

浓度均为 2 μmo1/L）。Vc 组、诺丽果组分别加入 Vc 10 

μL、诺丽果正丁醇提取物 10 μL（最终浓度均为 100 

mg/L），每组设 8 个复孔,在加药后 24 h，48 h 进行指

标检测。 

1.2.8  H9C2 心肌细胞内 ATP 含量的测定[10] 

色谱条件 C18 柱（250 mm×4.60 mm），流动相为

50 mmol/L的磷酸盐缓冲液（150 mmol/L KH2PO4，

pH6.0），流速 0.9 mL/min，检测波长254 nm，进样量

20 μL。 

1.2.9  心肌细胞线粒体膜电位检测 

将各组心肌细胞培养 48 h后，按照心肌细胞线粒

体膜电位（MMP）试剂盒说明书操作，在倒置荧光显

微镜观察：激发波长 490 nm，散发波长 590 nm，可

见红色荧光；激发波长 490 nm，散发波长 530 nm，

见绿色荧光。倒置显微镜图像采集系统采集图像，

Image-ProPlus 图像分析软件分析图像，用红色与绿色

荧光强度的比值来表示MMP，比值低则受损严重。 

1.2.10  流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率 

将培养后心肌细胞孵育 48 h，离心并制备单细胞

悬液，溴乙啶染色，流式细胞仪测定细胞凋亡率 

1.2.11  统计学分析 

应用 SPSS 11.5 统计软件，计量资料以mean±SD

表示，用方差分析和多重比较 t 检验进行统计学分析，

P<0.01 为差异有统计学意义。 

2  结果与讨论 

 

2.1  ABTS自由基清除能力 

 
图 1 ABTS 自由基清除能力测定 

Fig.1 ABTS radical scavenging activity 

从图1可以看出在浓度0→0.02 μg/mL范围内,仅

Vc表现出显著清除能力，其余提取物未表现出活性，

Vc在浓度0.02 μg/mL时清除率达到最大，且显著高于

其他提取物（P<0.0），在浓度0.02→0.20 μg/mL范围内，

Vc未再表现出显著活性，而n-BuOH提取物、rutin、

flavonol glycoside清除率随浓度增加而逐渐增强，

n-BuOH 提取物与 rutin 清除率显著高于 flavonol 

glycoside（P<0.01），但三种提取物清除率最大值仍显

著低于浓度0.02 ug/ml时Vc清除率（p<0.01）。从图1

实验可以看出n-BuOH提取物自由基清除能力始终高

于rutin、flavonol glycoside两种单体，具有较高自由基

清除能力。 

2.2  铜离子还原力 

 
图 2 铜离子还原力 

Fig.2 Copper ion (Cu2+)reducing activity 

从图2可以看出在浓度0.02→0.16 μg/mL范围内， 

n-BuOH 提 取物与 rutin 还 原能力未 见明显差 异

（P>0.01），二者还原能力显著高Vc flavonol glycoside 

(P<0.01)，在浓度0.16→0.32 μg/mL范围内，Vc、n-BuOH

提取物与rutin还原能力升高，以Vc升高幅度明显，

flavonol glycoside未见明显变化，在0.32 μg/mL浓度下， 
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Vc还原能力显著高于其余三种提取物（P<0.01）。在浓

度0.32→0.64 μg/mL范围内，四组还原能力未见明显升

高，Vc还原能力仍显著高于其余三种提取物（P<0.01）。

抗氧化剂的抗氧化能力与其还原力成正比，即还原力

越大，抗氧化能力越强。从图2实验可以看出n-BuOH

提取物铜离子还原力相对于其他两种单体仍具有明显

优势，甚至在浓度0.02→0.25 μg/mL范围内明显高于

Vc。从而可以看出n-BuOH提取物较强的抗氧化性。 

2.3  DPPH自由基清除能力 

 

图 3 DPPH 自由基清除能力 

Fig.3 The DPPH scavenging activity 

从图3可以看出在浓度0.02→0.32 μg/mL范围内，

n-BuOH提取物、rutin、flavonol glycoside各组清除能力

逐渐升高。在0.32 μg/mL浓度下，n-BuOH提取物清除

能力显著高于rutin(P<0.01)， rutin清除能力显著高

flavonolglycoside(P<0.01)，在浓度0.32→0.64 μg/mL范

围内，仅rutin清除能力略有升高，其余各组未见明显变

化。但 rutin清除能力仍显著低于n-BuOH提取物

(P<0.01)，显著高于flavonol glycoside (P<0.01)。在浓度

0.02→0.64 μg/mL范围内，Vc清除能力未见明显变化，

且始终显著高于其余各组(P<0.01)，DPPH自由基在有

机溶剂中呈紫色，是一种相对稳定的自由基，DPPH自

由基清除能力更能体现各种化合物的抗氧化性，在本

实验中n-BuOH提取物的自由基清除能力虽然弱于Vc，

但明显高于rutin，flavonol glycoside。在整个过程中体

现出与Vc趋势相似的稳定的自由基清除能力。 

2.4  羟自由基清除能力 

从图4可以看出在浓度0.2→6.4 μg/mL范围内，各

组清除能力逐渐升高。Vc清除能力始终显著高于其他

三组（P<0.01）。在3.2 μg/mL浓度下，Vc清除能力达

到最高值，在浓度3.2→6.4 μg/ml范围内，Vc清除能力

随浓度增加未见明显变化。n-BuOH提取物清除能力显

著高于rutin及flavonol glycoside (P<0.01)，而rutin和

flavonol glycoside未见明显差异（P>0.01）。 

 

图 4 羟自由基清除能力 

Fig.4 Hydroxyl free radical scavenging activity 

2.5  总还原力 

 
图 5 总还原能力 

Fig.5 Total reducing power 

从图5可以看出在浓度0.02→0.16 μg/mL范围内，

Vc，n-BuOH提取物、rutin、三组总还原力逐渐升高。

在0.16 μg/mL浓度下，Vc总还原力达到最高值，显著

高于其余三组（P<0.01）。n-BuOH提取物与rutin未见

明显差异（P>0.01），但二者显著高于flavonol glycoside

（P<0.01），在浓度0.16→0.64 μg/mL范围内，Vc总还

原力未见明显改变，其余三组逐渐升高，在0.64 ug/ml

浓度下，n-BuOH提取物与Vc总还原力持平，二者显

著高于rutin及flavonol glycoside（P<0.01），且rutin总还

原力显著高于flavonol glycoside（P<0.01）。 

诺丽果中含有黄酮、木脂素、香豆素类化合物，

大量实验已证实这几类化合物均有不同程度的抗氧化

作用，本实验从诺丽果浸膏中获取大量正丁醇萃取物

28 g，并从其中分离单体化合物 rutin 与 flavonol 

glycoside，通过 ABTS 自由基清除率、DPPH 自由基

清除率、羟自由基清除率、铜离子还原力、总还原力

方法验证评估其抗氧化能力，抗氧化结果均表示出一

致 的 趋 势 ： Vc> 正 丁 醇 萃 取 物 >rutin>flavonol 

glycoside。在本实验中 rutin 和 flavonol glycoside 是从

正丁醇萃取物中分离得到，并具有与正丁醇萃取物趋

势相似的抗氧化性。相关文献[11]已证实他们的抗氧化
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能力与其含有的酚羟基双键关系密切。因此可推测诺

丽果的抗氧化能力主要与诺丽果中大量含有酚羟基的

黄酮、香豆素及含有双键的其他类化合物关系密切。 

2.6  心肌细胞内 ATP含量的变化 

表 1 各组心肌细胞 ATP 含量比较 

Table 1 Cardiomyocytes ATP content 

组别 24 h ATP 含量/(μg/g) 48 h ATP 含量/(μg/g) 

正常对照组 49.12±9.48 46.245±9.47 

模型组 17.15±3.24Δ 19.146±3.41Δ 

维生素 C 组 20.14±3.28Δ 22.441±3.32Δ 

诺丽果组 37.26±4.33* 38.247±4.25* 

注：表1.与正常对照组比较（ΔP<0.01），与模型组及维生

素C组比较（*P<0.01）。 

如表 1 所示与正常对照组比，模型组，维生素 C

组 ATP 含量显著下降(ΔP<0．01)；与模型组及维生素

C 组比较，诺丽果组，于 24、48 h 时 ATP 含量显著升

高(*P<0．01)。模型组及维生素 C 未见显著差异。有

实验表明[12]黄酮类化合物可以促进细胞内 ATP 合成，

而维生素 C 未见相关报道，在本实验中可见诺丽果组

显著的促进受损心肌细胞 ATP 合成作用，在缺血缺氧

条件下，为维持心肌细胞能量代谢提供支持，为保护

心肌细胞提供基本条件。 

2.7  心肌细胞线粒体膜电位比较 

表 2 各组心肌细胞线粒体膜电位比较 

Table 2 Cardiomyocytes mitochondrial membrane potential  

组别 正常对照组 型组 维生素c组 诺丽果组 

红绿强度 

对比(MMP) 
3.84±0.32 1.21±0.23Δ 3.41±0.36*# 2.23±0.35* 

注：表2与正常对照组比较（ΔP<0.01），与模型组比较

（*P<0.01），与诺丽果组比较（#P<0.01）。 

如表2所示心肌细胞线粒体膜电位于培养48 h后，

模型组显著低于正常对照组（ΔP<0.01），诺丽果组与

维生素c组显著高于模型组（*P<0.01），且维生素c组

显著高于诺丽果组（#P<0.01）。由于维生素c及诺丽果

具有显著抗氧化性及自由基清除能力，因此在防止自

由基攻击心肌细胞线粒体，保护线粒体膜电位方面维

生素c及诺丽果都体现出显著疗效，与抗氧化实验趋势

一致，以维生素c效果最为显著。 

2.8  心肌细胞凋亡率的比较 

从图 6 可以看出与正常对照组（14.41%±2.32%）

比较，模型组细胞凋亡率（38.52%±4.33%）明显上升

（P<0.01），与模型组比较，诺丽果组细胞凋亡率

（ 19.34%±2.24% ）及维生素 C 组细胞凋亡率

（21.51%±3.24%）显著降低（P<0.01），且诺丽果组

与维生素 C 组未见显著差异（P>0.01）。 

 
图 6 各组心肌细胞凋亡率 

Fig.6 Cardiomyocytes apoptosis rate 

近年来随着人们对心力衰竭的不断研究，线粒体

受到自由基攻击及能量代谢重构已成为心肌细胞凋亡

的两大主因。心肌细胞线粒体在细胞凋亡过程中起启

动作用，受到自由基攻击线粒体膜电位（MMP）的下

降是细胞凋亡早期的主要标志, 抑制 MMP 的下降是

阻断细胞凋亡的重要途径 [13]。而随着心衰病程的进

展，其能量代谢途径由利用脂肪酸为主而转向以葡萄

糖为主。以减少脂肪酸代谢所引起的耗氧过多，心肌

毒性物质（乳酸，氢离子）增加。但该转化途径并不

能完全弥补心肌细胞代谢所需能量。而 ATP 的合成减

少加速了心力衰竭的进程[14]。因此如何在抗氧化，抗

自由基攻击，保护心肌细胞线粒体免受攻击的同时促

进受损心肌细胞能量合成成为治疗心力衰竭延缓其进

程的关键。维生素 C 虽然在保护线粒体膜电位方面作

用显著，但未见明显促进心肌细胞能量合成作用，因

此在保护心肌细胞，抑制心肌细胞凋亡方面与诺丽果

组未见显著差异。 

3  结论 

3.1  本实验通过 ABTS 自由基清除率，DPPH自由基

清除率，羟自由基清除率、铜离子还原力、总还原力

等五种抗氧化实验方法，评价诺丽果正丁醇萃取物及

从中提取单体化合物的抗氧化能力，抗氧化结果趋势

为：VC>正丁醇萃取物>rutin>flavonol glycoside。并应

用高效液相色谱法检测心肌细胞内 ATP 含量，倒置显

微镜检测心肌细胞线粒体膜电位，流式细胞仪检测心

肌细胞凋亡率，验证诺丽果正丁醇萃取物可以通过抗

氧化方式保护心肌细胞线粒体，并促进心肌细胞内

ATP 合成，抑制受损心肌细胞凋亡。 

3.2  本实验证实诺丽果是一种安全性较高的天然抗

氧化物，同时具有心肌保护作用。可以调节受损心肌
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细胞能量代谢，维持心肌细胞线粒体膜电位水平，从

多方面延缓心力衰竭进程，可视为一种全新的治疗心

衰天然药物，为开发天然产物医用价值提供科学依据。 
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