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二氢杨梅素的分离纯化及其细胞内抗氧化和 

体外结合胆酸盐能力的研究 
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摘要：本研究通过水提重结晶法从藤茶中分离纯化得到二氢杨梅素样品，利用电子扫描电镜观察其结晶形态，并采用细胞内抗

氧化能力评价法（cellular antioxidant activity assay，CAA）对二氢杨梅素的细胞内抗氧化能力（CAA）进行研究，同时在体外模拟人

体胃肠消化环境，测定了二氢杨梅素体外结合胆酸盐的能力。结果表明：利用多次重结晶法对二氢杨梅素进行分离纯化，可得到高纯

度的二氢杨梅素样品，得率为 43%。细胞内抗氧化试验中二氢杨梅素的 EC50值为 6.17±0.08 μmol/L，CAA 值为 74.90±0.90 µmol QE/100 

μmol，表明其具有很强的细胞内抗氧化能力。二氢杨梅素对胆酸钠（SC），甘氨胆酸钠（SGC），牛磺胆酸钠（STC）都有较强的结

合作用，结合量分别为 1.24±0.02、0.97±0.06、1.06±0.002 μmol/mL，由结果可知，二氢杨霉素对游离胆酸钠的结合能力最强。 
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Abstract: Dihydromyricetin (DMY) was separated and purified from Ampelopsis using water extraction and recrystallization. The crystal 

morphology was analyzed by scanning electron microscopy and the cellular antioxidant activity (CAA) was determined by CAA assay. 

Meanwhile, in vitro bile salt-binding ability of DMY was determined by in vitro simulation of the human gastrointestinal environment. The 

results showed that separation and purification techniques with multiple recrystallizations produced high-purity DMY, and the yield was 43%. 

An EC50 of 6.17 ± 0.08 μmol/L and CAA of 74.90 ± 0.90 µmol QE/100 μmol were obtained, which indicated that DMY exhibited strong CAA. 

DMY also exhibited relatively strong binding to sodium cholate, sodium glycocholate, and sodium taurocholate, with binding capacity of 1.24 ± 

0.02, 0.97 ± 0.06, and 1.06 ± 0.002 μmol/m1, respectively, with strongest binding capacity for free sodium cholate. 
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藤茶是一种葡萄科蛇葡萄属植物，主要生长在中

国长江以南山区各地，具有调节免疫、降血压、降血

脂、保肝护肝、消炎、抗氧化、抗肿瘤等功效[1]。研

究表明，藤茶中的主要活性成分为二氢杨梅素（3, 5, 7, 

3’, 4’, 5’-六羟基-2, 3-双氢黄酮，DMY）[2]，二氢杨梅

素是一种具有特殊结构的黄酮类化合物，它的化学结

构如图 1 所示，在其 A 环的 5、7 位，B 环的 3’、4’、

5’位，C 环的 3 位共有 6 个羟基取代基团。 
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近年来，研究者们对二氢杨梅素的研究主要集中

在其显著的抗氧化活性上。目前对黄酮类化合物的研

究主要采用体外化学方法，如 DPPH 自由基清除法、

氧自由基吸收能力(ORAC)法等[3]。这些方法因具有成

本低、省时高效、操作简单、灵敏度高等优点而广泛

应用于各种活性物质抗氧化能力的评价。然而，它们

生物相关性差，不能够很好的反应物质在体内抗氧化

反应的过程[4]。同时，很多在体外评价具有很强抗氧

化的物质，在体内可能具有很强的细胞毒性，从而限

制了其在临床上的应用。细胞内抗氧化能力评价法[5]

（cellular antioxidant activity assay，CAA）是一种基于

细胞水平对活性物质的抗氧化能力进行筛选的新方

法。CAA 法模拟了细胞内的环境，考虑到物质在生理

条件下的生物利用度、稳定性、组织滞留及物质间相
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互作用等影响，因而能比体外化学法更准确的反映物

质的抗氧化能力[6]。 

高脂血症是指血脂（胆固醇、甘油三酯和磷脂）

水平过高，可直接引起动脉粥样硬化、冠心病等危害

人体健康的疾病。其中，胆固醇主要通过合成胆汁酸

（盐）而被分解[7]，进入肠道内的各种胆酸盐约有 95%

被重吸收回肝脏再次利用。若使胆酸盐排出体外，阻

断胆酸盐的肠肝循环，促使肝脏中胆固醇不断转化为

胆酸盐，即可降低体内胆固醇含量，达到降血脂的目

的。利用这一原理，实验选择具有代表性的胆酸钠

(SC)、甘氨胆酸钠(SGC)和牛磺胆酸钠(STC)作为结合

对象评价二氢杨梅素的降血脂作用。 

本文在细胞层面上对二氢杨梅素的功能进行了

评价分析，并通过体外实验，以降血脂药物的主要成

分考来烯胺作为对照，研究了二氢杨梅素对胆酸钠

(SC)、甘氨胆酸钠(SGC)和牛磺胆酸钠(STC)的结合作

用。 

 
图1 二氢杨梅素的化学结构 

Fig.1 Chemical structure of DMY 

1  材料与方法 

1.1  原料和试剂 

藤茶样品由华南理工大学食品生物化学实验室

提供；人肝癌 HepG2 细胞，中山大学实验动物中心细

胞室；DMEM 培养基、PBS、0.25%胰酶-EDTA 消化

液、胎牛血清、 2’, 7’- 二氯荧光黄双乙酸盐

（DCFH-DA）、ABAP (2, 2’-偶氮二异丁基脒二盐酸

盐)、hydrocortisone、青霉素、链霉素，牛磺胆酸钠

（STC）、考来烯胺（消胆胺），美国 Sigma 公司；

WME 培养基、Hank 平衡盐溶液（HBSS），美国 Gibco

生物科技公司；胆酸钠（SC）、甘氨胆酸钠（SGC），

日本 TCI 公司；胰酶（蛋白酶 4080 U/g、脂肪酶 33600 

U/g、淀粉酶 91000 U/g），四川贝奥生物制药有限公

司；胃蛋白酶（1/15000），广州市齐云生物技术有限

公司；甲醇、乙腈等其它化学试剂均为国产分析纯。 

1.2  主要仪器  

电子扫描电镜Hitachi TM3000，日本Hitachi公司；

CO2培养箱，Multiskan MK3酶标仪，美国Thermo Fisher 

公司；18-N冷冻干燥机，广州德菲科学仪器有限公司；

Agilent 1260，高效液相色谱系统，美国Agilent公司；

UV-1800紫外-可见分光光度计，日本岛津公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  二氢杨梅素的制备 

参照高建华[8]的二氢杨梅素纯品制备方法，具体

操作如下：称取藤茶 30 g，捣碎成粉，置于烧杯中，

加入 600 mL 水充分浸泡后，加热使其煮沸 60 min，

200 目纱布过滤，将滤液烘干即得粗藤茶黄酮化合物。

称取粗黄酮 1.5 g 置于烧杯中，加入 130 mL 水和适量

活性炭，加热搅拌煮沸 5~10 min 后趁热过滤。滤液静

置 1~2 h 冷却后，于 4 ℃的冰箱静置过夜使其析出结

晶，次日过滤，弃滤液、留滤渣，真空干燥。重复上

述“热水提，冷水沉”步骤，5 次重结晶纯化得黄白色

立方形结晶。取结晶样品于电子扫描电镜下摄像，观

察其结晶形态。 

1.3.2  二氢杨梅素提取物 HPLC 法[9]的初步扫

描   

分别称取适量二氢杨梅素标准品及样品结晶溶于

甲醇中，配置成浓度为 0.5 mg/mL 的溶液，用 0.45 μm

滤膜过滤后进行 HPLC 测定。流动相为乙腈-水-醋酸

（体积比为 1:9:0.1），等梯度洗脱；色谱柱为 Symmetry 

C18反相色谱柱；流速为 1 mL/min，进样体积为 10 μL，

柱温为 25 ℃，检测波长为 293 nm。 

1.3.3  细胞抗氧化（CAA）法测定抗氧化能力 

参照 Liu 等[5]的方法，并加以适当修改。将 HepG2

细胞接种于 96 孔板，每孔加入 100 μL CM 培养液

（10%胎牛血清+1%青霉素-链霉素+89% DMEM），

使细胞密度达到 6×10
4个，37 ℃、5% CO2培养 24 h

后除去培养液，用 PBS 清洗一次。然后加入 100 μL

样品处理液（用含 25 μmol/L 的 DCFH-DA 的抗氧化

培养基（2 mL 谷氨酸+10 mM Hepes+DMEM）制备），

空白孔和对照孔分别加入含 DCFH-DA 的抗氧化培养

基，继续培养 1 h 后取出 96 孔板，用 100 μL PBS 清

洗后，空白孔加入 100 μL 氧化培养基（10 mM 

Hepes+HBSS），其余孔加入 100 μLHBSS（含 600 

μmol/L AAPH），各试验组均设置三个复孔。采用荧光

酶标仪于 37 ℃下对 96 孔板进行扫描，测定条件为激

发波长 538 nm，发射波长 485 nm，每 5 min 测定一次，

持续 1 h。 

扣去空白和初始荧光值后，每个样品浓度对应时

间-荧光值曲线下的面积即为 CAA 值，计算公式为： 
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100)/(100)(CAA   CASAunit  

式中，∫SA表示不同浓度二氢杨梅素时间-荧光值曲线下

的积分面积，∫CA表示时间-对照荧光值曲线下的积分面积。 

二氢杨霉素的CAA值以每100 mg干物质相当于

槲皮素（QE）的微摩尔当量表示，由半数有效浓度

（EC50）值转化成。二氢杨梅素的半数有效浓度（EC50）

根据 log（ƒa/ƒu）对 log（dose）的中效原理来计算，

其中 ƒa为样品作用效应（CAA unit），ƒu为（1- CAA 

unit）。 

1.3.4  二氢杨梅素对胆酸盐结合能力的测定 

分别取 1 mL 二氢杨梅素，置于 10 mL 具塞试管

中，加入 1 mL 人工胃液[10]（取 16.4 mL 稀盐酸（234 

mL 浓盐酸液，加水稀释至 1 L），加 800 mL 蒸馏水和

10 g 胃蛋白酶，用水定容 1000 mL。），在 37 ℃振荡消

化 1 h。将 0.1 mol/L 氢氧化钠调节 pH 值为 6.8 后加入

4 mL 人工肠液（取磷酸二氢钾 6.8 g，加 500 mL 蒸馏

水溶解，0.1 mol/mL 氢氧化钠调节 pH 至 6.8，加入 10 

g 胰酶后，加水稀释至 1000 mL。），37 ℃消化 1h。向

每个样品中加入 4 mL 胆酸盐溶液（牛磺胆酸钠、甘

氨胆酸钠、胆酸钠浓度均为 1 mmol/L，用 pH6.3 的 0.1 

mol/L磷酸缓冲液配制），在37 ℃下恒温振荡1 h，4000 

r/min 离心 10 min 后，测定上清液中的胆酸盐含量[11]。 

胆酸盐含量的测定：分别取分析样液 2.5 mL 于具

塞试管中，加入 7.5 mL 质量分数为 60%的硫酸，在

70 ℃水浴 20 min 后取出，冰浴 5 min，在波长 387 nm

处测定吸光度。根据标准曲线求得样液中胆酸盐的浓

度[12]。 

1.3.5  统计分析 

试验 3 次重复，结果以平均值±标准差（mean±SD）

表示，EC50 计算采用 CalcuSynl 2.1 计算，作图采用

Origin8.6，回归分析和 F 检验采用 SPSS 19.0 统计分

析软件，单因素方差分析采用 One-Way ANOVA，显

著性分析采用 LSD 检验，显著性水平为 P<0.05。 

2  结果与分析 

2.1  二氢杨梅素结晶形态观察   

二氢杨梅素在沸水中的溶解度为 1.6 g/100 g，在

冷水中为 0.05 g/100 g，两者相差约 32 倍。根据二氢

杨梅素这一特点，本试验利用热水溶解粗黄酮并使其

达到饱和，然后冷却使二氢杨梅素因溶解度降低过饱

和而从溶液中析出结晶，5 次重结晶，可得到较纯的

黄酮，且得率较高。本研究采用水提重结晶的方法有

效的去除了粗水提液的杂质，从藤茶叶中制得高纯度

的二氢杨梅素，5 次重结晶得率为 43%，得到了黄白

色立方形的二氢杨梅素结晶（如图 2 所示）。另外，对

比其他提取黄酮的方法，采用水加热重结晶提纯法避

免了使用有机试剂如丙酮等，更安全、经济，同时对

仪器的要求降低，操作更加简便。 

 
图2 二氢杨梅素结晶形态 

Fig.2 Crystal morphology of DMY 

2.2  二氢杨梅素的 HPLC 分析结果   

本文采用 1.3.1 的方法制得二氢杨梅素样品，对其

进行 HPLC 分析，并与二氢杨梅素标准品进行比较，

结果如图 3 所示。洗脱过程中，在保留时间为 9.48 min

处都检测到单一洗脱峰，说明所制备的黄酮为二氢杨

梅素，且纯度很高。 

 

 

图 3 二氢杨梅素标准品（a）及样品（b）的HPLC色谱图 

Fig.3 HPLC chromatograms of DMY standard (a) and sample (b) 

2.3  二氢杨梅素的细胞内抗氧化能力（CAA）  

本文采用 1.3.3 所述方法对二氢杨梅素的细胞内

抗氧化能力进行评价，其 EC50值及细胞内抗氧化能力

CAA 值见表 1。本实验中槲皮素 EC50 值为 4.63 
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μmol/L，CAA 值为 100 µmol QE/100 μmol；二氢杨梅

素的 EC50 值从 6.09 到 6.29 μmol/L，均值为 6.17 

μmol/L；CAA 值从 73.60 到 75.93 µmol QE/100 μmol，

均值为 74.90 µmol QE/100 μmol。刘等[5]用 CAA 法测

得黄酮类物质山奈酚的 CAA 值为 81.10±2.70 µmol of 

QE/100 µmol，杨梅素的为 33.10±1.00 µmol QE/100 

μmol，其中山奈酚的细胞内抗氧化能力仅次于标准品

槲皮素，槲皮素广泛存在于水果等植物体内，具有比

其他物质都高的细胞内抗氧化能力，因而成为细胞内

抗氧化评价法的标准品[5]，可以看出二氢杨梅素也具

有较强的细胞内抗氧化能力。 

表1 几种黄酮的EC50值及CAA值 

Table 1 EC50 and CAA values of several flavonoids 

 
半数有效浓度
EC50/(μmol/L) 

CAA Cellular antioxidant 

activity values/(µmol QE 

/100 μmol samples) 

槲皮素 4.63±0.27 100.00±5.65 

二氢杨梅素 6.17±0.08 74.90±0.90 

山奈酚[5]* 6.31±0.21 81.10±2.70 

杨梅素[5]* 15.40±0.50 33.10±1.00 

注：*数据引自文献 5。 

 

 

图 4 HepG2细胞中AAPH产生的过氧化氢自由基氧化DCFH的动

力学曲线(a)和中效原理图(b) 

Fig.4 Kinetic curves (A) and median effect plots (B) showing the 

inhibitory effect of DMY on peroxyl radical-induced DCFH 

oxidation in HepG2 cells 

CAA 法原理[13]为：用抗氧化活性物质及指示剂

2', 7'-二氯荧光黄双乙酸盐（DCFH-DA）共同处理细

胞，抗氧化活性物质和 DCFH-DA 可扩散到细胞内，

其中 DCFH-DA 被细胞内的酯酶水解为非荧光的还原

型二氯荧光素(DCFH)，然后向体系内加入 2, 2’-偶氮

二异丁基脒二盐酸盐(ABAP)，ABAP 可产生过氧化氢

引发自由基链式反应形成活性氧(ROS)，ROS 极易将

DCFH 氧化为荧光的氧化型二氯荧光素(DCF)，DCF

荧光强度与细胞内活性氧水平呈正比，可通过荧光分

光光度法检测。而抗氧化活性物质可与 ROS 结合，抑

制 DCFH 氧化为 DCF，使细胞的荧光性减弱。因此可

以通过比较实验组与空白组细胞荧光性减弱程度来评

价物质的抗氧化活性。HepG2 细胞中 ABAP 产生的过

氧化氢自由基氧化 DCFH 的动力学曲线见图 4a。未加

入二氢杨梅素时，DCFH 很快被氧化成 DCF，后者含

量（荧光值）随时间快速增加。二氢杨梅素的加入抑

制了 DCF 的生成，在试验中表现为荧光值的降低。二

氢杨梅素加入后，自由基对DCFH的氧化作用被抑制，

DCF 含量随时间增长的速度下降，并且随着二氢杨梅

素浓度的增大抑制作用也越明显。 

研究表明，黄酮类抗氧化剂的活性与其结构中酚

羟基的数量及位置有关[14~16]，酚羟基作为活泼的氢供

体，可提供氢质子直接清除自由基，母核上酚羟基数

越多，提供氢质子的能力越强，清除自由基能力也越

强[14]。张红雨[17]对若干黄酮类抗氧化剂进行量子化学

计算结果表明，黄酮类化合物邻二酚羟基清除自由基

的活性强于间二酚羟基，因为前者半醌式自由基可与

邻位酚羟基形成分子内氢键，结构更稳定，同时前者

半醌式自由基通过共振形成邻苯醌，使其未成对电子

密度更多的分布在邻位氧上，内能降低；刘等[5]对黄

酮类化合物的研究发现C环 4位上具有碳氧双键的黄

酮如槲皮素、山奈酚、杨梅素等抗氧化活性都较高；

同时Xin等[18]研究表明二氢杨梅素C环 3位上的酚羟

基在清除自由基方面发挥积极效应；而位于 A 环 7 位

上的酚羟基不利于自由基的清除[19]；林淑英[9]的研究

显示，二氢杨梅素抗氧化活性中心是 B 环中的邻三羟

基结构，它们通过酚羟基与自由基反应生成较稳定的

半醌式结构，从而终止自由基链式反应，起到抗氧化

的作用，这与 Xin
[18]的研究结果一致。因此，二氢杨

梅素特殊的 6 个羟基取代基结构使其表现出较强的细

胞内抗氧化活性。然而，杨梅素与二氢杨梅素在酚羟

基的数量与位置方面完全一致，其细胞内抗氧化活性

却相差甚大，CAA 值分别 33.1 和 74.9。这是因为 CAA

法用于评价物质在细胞内的抗氧化活性，只有能穿透

细胞膜进入细胞内的物质才适用此法，这也体现了

CAA 法在生物相关性方面的优越性。37 ℃下易溶于

水的二氢杨梅素在水中的溶解度远大于微溶于水的杨
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梅素，穿透细胞的能力更强，因此显示出较强的细胞

内抗氧化能力。其他造成上述结果可能的结构原因还

有待进一步研究。 

2.4  二氢杨梅素对胆酸钠的结合能力 

本文如上 1.3.4 所述将二氢杨梅素配制成 1.0 

mg/mL 的溶液，分别对胆酸钠、甘氨胆酸钠、牛磺胆

酸钠进行结合，结果见表 2。胆酸盐是一类具有甾核

结构的两性大分子，在人体肝脏中由胆固醇衍生而来，

是胆汁的主要成分，对脂溶性维生素的代谢及脂肪和

胆固醇的消化吸收起重要作用。本文选择具有代表性

的胆酸钠、甘氨胆酸钠和牛磺胆酸钠作为结合对象，

其中牛磺胆酸钠和甘氨胆酸钠属于结合型胆酸钠。由

表 2 可知，二氢杨梅素对胆酸钠、甘氨胆酸钠、牛磺

胆酸钠均具有较强的结合作用，结合量分别为

1.24±0.02、0.97±0.06、1.06±0.002 μmol/mL。其中，

二氢杨梅素对游离胆酸钠的结合能力最强，相当于

98.52%的考来烯胺结合率，远远高于结合型胆酸钠。

由此可知二氢杨梅素具有良好的降血脂能力，可用于

高脂血症的预防与治疗。 

表2 二氢杨梅素对胆酸盐的吸附能力 

Table 2 Bile salt adsorption ability of DMY 

 

样品 

结合量/(μmol/mL) 

胆酸钠 
相对于考来烯 

胺的结合率/% 

甘氨 

胆酸钠 

相对于考来烯 

胺的结合率/% 

牛磺 

胆酸钠 

相对于考来烯 

胺的结合率/% 

二氢杨梅素 1.24±0.02 98.52 0.97±0.06 76.46 1.06±0.002 83.47 

本研究利用 CAA 法在细胞层面上对二氢杨梅素

的抗氧化活性进行分析，为确定二氢杨梅素的抗氧化

和抗癌作用机理提供了理论基础。同时，通过测定二

氢杨梅素体外结合胆酸盐的能力，证实了其具有良好

的降血脂功能，有应用于治疗高脂血症的前景。 

3  结论 

“热水提，冷水沉”的多次重结晶法可有效去除藤

茶粗黄酮中的杂质，制得高纯度的二氢杨梅素，得率

为 43%。细胞内抗氧化评价法表明二氢杨梅素具有较

强的细胞内抗氧化能力，其 CAA 值为 74.9±0.899 

QE/100 μmol。另外，实验以胆酸钠、甘氨胆酸钠和牛

磺胆酸钠作为结合对象，证实了二氢杨梅素结合胆酸

盐的能力，表明其具有一定降血脂功效。 
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