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摘要：本文通过对油菜蜂花粉的分离纯化，得到槲皮素苷 QMP、山奈酚苷 KMG 和 KMP 三个化合物。通过体外培养 L-02 细胞，

建立四氯化碳损伤模型，采用MTT 实验，来研究QMP、KMG 和KMP 抑制四氯化碳诱导L-02 细胞损伤的作用。并选用丙二醛（MDA）、

超氧化物歧化酶（SOD）和乳酸脱氢酶（LDH）作为特征性指标，从氧化应激角度探究保肝作用机制。结果表明，槲皮素苷 QMP 处

理组（200 μg/mL）细胞相对存活率分别是模型组的 2.64 和 2.66 倍，说明 QMP 能够明显抑制四氯化碳对 L-02 细胞造成的损伤，山

奈酚苷 KMP 和 KMG 抗 L-02 细胞的损伤作用不明显。QMP、山奈酚和槲皮素显著降低细胞内 MDA 含量，其中 300 μm 剂量组 MDA

含量分别为模型组的 0.65、0.60、0.59 和 0.52 倍；LDH 漏出率分别降低了 23.82%、27.69%、30.11%和 32.77%；同时 SOD 含量分别

提高了 1.45、1.61、1.58 和 1.65 倍。这些体外实验证明了 QMP 具有显著的体外抗氧化和保肝作用，且其抗氧化作用是保肝作用机制

之一，为开发治疗肝损伤性疾病的药物提供了选择。 
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Abstract: Quercetin-3-O-β-D-glucosyl-(2→l)-β-glucoside (QMP), kaempferol-3,4'-di-O-β-D-glucoside (KMG), and kaempferol-3-O- 

β-D-glucosyl-(2→l)-β-D-glucoside (KMP) were isolated and purified from rape bee pollen. A model of CCl4-induced liver injury was 

established via in vitro cultivation of L-02 cells, and the protective effects of QMP, KMG, and KMP on L-02 cells with CCl4-induced injury were 

studied by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. The contents of malondialdehyde (MDA), superoxide 

dismutase (SOD), and lactic dehydrogenase (LDH) were used as the characteristic indicators to study the hepatoprotective effect in terms of 

oxidative stress. The relative cell survival rate of QMP-treated cells (200 μg/mL) was 2.64 and 2.66 times as much as that of the model group, 

respectively, suggesting that QMP can effectively prevent CCl4-induced liver injury in L-02 cells, but the hepatoprotective effects of KMG and 

KMP were not significant. QMP, kaempferol, and quercetin could significantly reduce intracellular MDA levels; the MDA levels of 300 μM 

dose groups were 0.65, 0.60, 0.59 and 0.52 times as much as that of the model group, respectively; the corresponding LDH leakage rates were 

reduced by 23.82%, 27.69%, 30.11%, and 32.77%, respectively; the SOD contents were increased by 1.45, 1.61, 1.58, and 1.65, respectively. 

The results suggest that QMP possesses significant in vitro antioxidant activity and a hepatoprotective effect, the antioxidant activity is one of the 

mechanisms underlying its hepatoprotective effect. This study provides a basis for developing drugs to treat diseases associated with liver injury. 

Key words: rape bee pollen; hepatoprotective effect; CCl4-induced liver injury model; oxidative stress; mechanism 

 
收稿日期：2015-09-09 

基金项目：国家自然科学基金项目（31272509）；中国农业科学院科技创新

工程（CAAS-ASTIP-2015-IAR） 

作者简介：高丽苗(1990-)，女，硕士研究生，研究方向：蜂产品功能性研

究 

通讯作者：孙丽萍（1963-），女，研究员，研究方向：功能性食品 

肝脏疾病是人类最常见的疾病之一，严重威胁着

人类健康。为此，研发抗肝脏疾病的有效药物显得尤

为重要。肝细胞损伤是各型肝病的病理基础，治疗与

纠正肝细胞损伤是治疗各种肝病的主要措施之一。油 
菜蜂花粉是一类营养成分丰富而且具有预防心血管疾 
病、抗前列腺增生、抗衰老、消炎及提高机体免疫力
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等多项生理作用功能[1~3]。有关蜂花粉保肝活性的研究

引起了众多学者的关注，蜂花粉及活性成分对受损肝

细胞的保护作用及机理的研究也取得了一定的进展。 
四氯化碳肝损伤是一种典型的肝损伤模型，其主

要作用机制为四氯化碳经代谢产生的活性自由基导致

脂质过氧化，破坏质膜结构，进而引起一系列生理指

标的改变，如脂质过氧化作用的代谢产物（MDA 等）

的累积、抗氧化物酶（SOD 等）的耗竭、细胞内源性

酶（LDH 等）的释放等[4~8]。 
本研究团队前期发现在四氯化碳诱导小鼠脂质过

氧化实验中油菜蜂花粉黄酮醇苷组分能显著降低脂质

过氧化小鼠肝匀浆和血清中 MDA 含量，提高小鼠

SOD 活性和总抗氧化能力(T-AOC)，具有很好的保肝

活性[9]。在随后的细胞实验中采用 10 mM 的四氯化碳

对 L-02 肝细胞进行损伤，从中筛选出保肝活性最好的

A2 组分[10]。继而从中分离纯化得到三个化合物并鉴

定为槲皮素 3-O-β-D-葡萄糖-(2→1)-β-D-葡萄糖苷

(quercetin-3-O-β-D-glucosyl-(2→l)-β-glucoside，缩写为

QMP）、山奈酚 3,4’-双-O-β-D-葡萄糖苷（kaemferol-3，
4'-di-O-β-D-glucoside，缩写为 KMG）、山奈酚 3-O-β-D-
葡萄糖 -(2→1)-β-D- 葡萄 糖苷 (kaemferol-3-O-β-D- 
glucosyl-(2→l)-β-D-glucoside，缩写为 KMP），此部分

数据另文发表。本实验拟从细胞学水平考察 QMP 及

其苷元槲皮素、KMP 和 KMG 及其苷元山奈酚的保肝

活性并从氧化应激角度探讨其保肝机理。 

1  材料与方法 

1.1  材料试剂与仪器  

1.1.1  材料 
油菜蜂花粉，产地青海，-20 ℃保存；人正常肝

细胞株 L-02，购自北京协和细胞库。 

1.1.2  试剂 
水飞蓟宾、山奈酚、槲皮素：美国 sigma 公司；

微量丙二醛（MDA）测定试剂盒（批号 20121109）、
超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒（批号 20121109）、
乳酸脱氢酶（LDH）测定试剂盒（批号 20121109）：
南京建成生物工程公司；胎牛血清：GIBICO 试剂公

司；RPMI1640 培养基：天津百若克医药生物技术有

限公司；胰蛋白酶-EDTA 消化液（0.25%）、细胞培养

级 DMSO、1×PBS（pH 7.2~7.4）和 MTT 试剂盒：北

京索莱宝科技有限公司。 
1.1.3  主要仪器设备 

AL204 电子天平：梅特勒 - 托利多公司；

KQ-500DB 型数控超声波清洗器：昆山市超声仪器有

限公司；Synergy HT 酶标仪：BioTek 基因有限公司；

SW-CJ-1FD 洁净工作台：苏州安泰空气技术有限公

司；IX71 型荧光倒置显微成像系统：日本OLYMPUS；
D-1 型自动蒸气灭菌锅：北京发恩科贸有限公司；

HERA-cell 150 CO2 培养箱：美国 Thermo 公司；

UV-2345 紫外-可见分光光度计：日本岛津公司；

BUCHI 旋转蒸发仪：瑞士 BUCHI 公司；BUCHI 平行

蒸发仪：瑞士 BUCHI 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  L-02 细胞的培养 
人正常肝细胞株L-02细胞，用RPMI-1640培养液

加10%胎牛血清和100 μg/mL链霉素或青霉素，于

37 ℃、5% CO2和95%空气培养箱中培养，每2~3 d传
代一次，取处于对数期的细胞用于实验。 
1.2.2  四氯化碳急性肝损伤模型及花粉活性化

合物的干预 
将生长至对数期的L-02细胞随机分为正常组、模

型组、阳性药组和样品处理组，分别加入96孔板，培

养48 h，除正常组外，各组均加入10 mM四氯化碳损

伤液孵育4 h，孵育结束后以PBS清洗三次，模型组更

换为RPMI-1640培养基，水飞蓟宾组和各样品处理组

分别加入50、100和200 μg/mL的相应工作液，于37 ℃、

5% CO2的培养箱中继续培养4 h后检测细胞存活率。 
1.2.3  MTT 法检测细胞存活率 

在 96 孔板中加入 MTT 溶液，每孔 20 μL，置于

37 ℃、5% CO2和 95%空气培养箱内孵育 4 h，弃上清，

每孔加入 150 mL DMSO，选择 490 nm 波长，在酶标

仪上测定各孔的吸光度。 
存活率=(处理组 OD/对照组 OD)×100% 

1.2.4  活性化合物 IC50值的测定 
准确称取化合物 QMP、山奈酚、槲皮素和水飞蓟

宾适量，加入适量 DMSO 助溶，以 RPMI1640 培养基

配制一系列浓度工作液。将生长至对数期 L-02 细胞加

入 96 孔板，培养 48 h，除正常对照组外，各组均加入

10 mM 四氯化碳损伤液孵育 4 h，孵育结束后以 PBS
清洗三次，模型组更换为 RPMI1640 培养基，样品处

理组加相应工作液，于 37 ℃、5% CO2和 95%空气培

养箱中继续培养4 h后用MTT试剂盒测定细胞相对存

活率。 
1.2.5  SOD、MDA 和 LDH 的测定 

取处理好的细胞，弃培养液，各孔加入 0.5 mL 1% 
Triton-100 裂解细胞，充分吹打混匀后收集，2500 r/min
离心 10 min，取上清液按试剂盒说明测定[11]。然后分

别用下述公式计算细胞内 MDA 含量、SOD 活力和
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LDH 漏出率。 1.2.5.1  细胞总 MDA 含量计算公式 

)mL/protmg()mL/nmol10(
OD-OD

OD-OD)protmg/nmol(MDA 细胞蛋白含量标准品浓度
标准管值标准管

值测定空白管值测定管
含量 ÷×=

 
1.2.5.2  细胞 SOD 活力计算公式 

)mL/protmg(%50
OD

OD-OD)protmg/U(SOD 细胞蛋白含量样品稀释倍数
所取样品量

反应液总量

值对照管

值测定管值对照管
活力 ÷×÷=

1.2.5.3  LDH 漏出率计算公式 

%100
LDHLDH

LDH)%(LDH
活性细胞裂解液活性细胞上清

活性细胞上清
露出率

+
=  

1.2.6  数据分析 
采用 SPSS 17.0 统计软件分析，实验结果以均值

加减标准差表示。多组间均数比较采用 ANOVA 分析，

p<0.05 表示有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  A2及各分离组分的细胞学筛选 

从油菜蜂花粉活性组分 A2 中分离纯化得到三个

化合物，分别鉴定为槲皮素苷 QMP 和山奈酚苷 KMG
和 KMP [12]，采用 1.2.2、1.2.3 的方法对 QMP、KMG、

KMP 进行了细胞学筛选，结果见图 1。 

 
图1 QMP、KMG、KMP对四氯化碳诱导损伤的L-02细胞活力的影

响（n=3） 

Fig.1 Effects of QMP, KMG, KMP on the viability of L-02 cells 

with CCl4 induced injury (n=3) 

注：ΔΔ 与正常组相比 p<0.01；**与模型组相比 p<0.01。 

由图 1 可知，模型组细胞存活率为 30.22%，统计

学显示有极显著差异（p<0.01），说明四氯化碳急性肝

损伤模型造模成功。山奈酚苷 KMP 和 KMG 各个剂

量组的细胞存活率与模型组相比，统计学显示均无显

著性差异（p>0.01），表明两者对四氯化碳致损肝细胞

无明显保护作用，即无保肝活性；槲皮素苷 QMP 各

个剂量组细胞存活率与模型组相比统计学均显示有显

著性差异（p<0.01），且细胞存活率与剂量呈正相关，

其中活性最高剂量（200 μg/mL）组细胞相对存活率分

别是模型组的 2.64 和 2.66 倍。与阳性对照组相比，作

用剂量为 200 μg/mL 和 100 μg/mL 时，QMP 保肝活性

高于阳性品，低剂量（50 μg/mL）时 QMP 活性也与

阳性品相当，因此 QMP 为油菜蜂花粉的保肝活性化

合物。 
体外细胞实验中山奈酚苷 KMP 和 KMG 未见保

肝活性，考虑到其服用后经机体代谢有可能以苷元形

式在体内发挥作用，因此在下述实验中对花粉黄酮醇

苷的苷元-槲皮素和山奈酚进行了活性测定。 

2.2  保肝活性 IC50值的测定 

根据 1.2.3 的方法测定细胞相对存活率，以供试样

品的摩尔浓度为横坐标，供试样品干预后细胞的相对

存活率为纵坐标建立回归曲线，计算 IC50值如表 1 所

示。 
表1 QMP、山奈酚、槲皮素、水飞蓟宾的IC50值 

Table 1 IC50 values of QMP, kaempferol, quercetin, and 

silibinin 

成分 回归曲线 相关系数 R2 IC50值/μm

QMP y=0.1993ln(x)-0.3808 0.9285 132.64 

山奈酚 y=0.1922ln(x)-0.3894 0.9521 102.26 

槲皮素 y=0.1529ln(x)-0.1502 0.9322 70.28 

水飞蓟素 y=0.1785ln(x)-0.3054 0.9441 91.11 

槲皮素苷 QMP、槲皮素、山奈酚、水飞蓟宾的

IC50值测定结果表明：QMP 可显著改善细胞相对存活

率，其 IC50值为 132.64 μm。苷元槲皮素和山奈酚对

四氯化碳诱导损伤的 L-02 细胞的保护作用强于

QMP，其中槲皮素的保护效果最好（IC50 值为 70.28 
μm），强于阳性品水飞蓟宾（IC50值为 91.11 μm）；山

奈酚 IC50值为 102.26 μm 逊于阳性品水飞蓟宾。 

2.3  保肝机制的研究 

四氯化碳肝损伤发生的重要机制脂是氧化应激

损伤，大量自由基攻击质膜产生一系列变化，造成致

损细胞脂质过氧化损伤严重。本实验选用丙二醛

（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、乳酸脱氢酶（LDH）

作为脂质过氧化反应的特征性指标，从氧化应激角度
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探究油菜蜂花粉保肝活性成分的保肝机制。 
2.3.1  MDA 含量测定 

丙二醛(MDA)是脂质过氧化最重要的产物之一，

对细胞质膜具有损伤作用，并可由此引发一系列的细

胞结构和功能的破坏，为评价脂质过氧化程度的重要

指标，其含量高低常可反映体内脂质过氧化的程度，

间接反映出机体细胞受自由基攻击的严重程度[13]。按

照 1.2.5.1 的方法测定细胞中 MDA 含量，结果见图 2。 

 
图2 各组细胞中MDA的含量 

Fig.2 MDA content of L-02 cells in each treatment group 

注：ΔΔ 与正常组相比（p<0.01）；*与模型组相比（p<0.05）；

**与模型组相比（p<0.01）。 

由图 2 可知，模型组 MDA 含量显著增高，为正

常对照组的 2.58 倍，说明四氯化碳致损肝细胞内产生

了大量脂质过氧化产物 MDA。QMP、山奈酚、槲皮

素以及阳性品水飞蓟素干预后，细胞内脂质过氧化产

物 MDA 含量极显著降低（p<0.01），其中 300 μm 剂

量组 MDA 含量分别为模型组的 0.65、0.60、0.59 和

0.52 倍，其作用效果与供试样品剂量呈正相关。 

2.3.2  SOD 活性测定 
超氧化物歧化酶（SOD）是生物体内广泛存在的

一种重要的抗氧化物酶，能特异性清除生物体内的超

氧阴离子自由基，使机体免受氧自由基的损害，SOD
活性高低反映了机体清除氧自由基的能力。按照

1.2.5.2 的方法测定细胞中 SOD 活性，结果见图 3 

 
图3 各组细胞中SOD的活力 

Fig.3 SOD content of L-02 cells in each treatment group 

注：ΔΔ 与正常组相比（p<0.01）；*与模型组相比（p<0.05）；

**与模型组相比（p<0.01）。 

由图 3 可知，模型组 SOD 活性显著降低至正常

组的 0.56 倍，SOD 作为体内清除 ROS 自由基中的超

氧阴离子的专一性抗氧化酶大量耗竭[14]，说明四氯化

碳致损肝细胞脂质过氧化损伤严重。 
QMP、山奈酚、槲皮素以及阳性品水飞蓟素处理

组的 SOD 活性明显提高，其中 300 μm 剂量组与模型

组相比，SOD 含量分别提高了 1.45、1.61、1.58 和 1.65
倍，统计学显示有极显著差异（p<0.01），并且 SOD
活性与供试样品剂量呈现明显的依赖关系。 

2.3.3  LDH 漏出率测 
乳酸脱氢酶（LHD）存在于细胞胞浆内，正常情

况下活细胞胞浆内含有的 LDH 不能透过细胞膜，当

细胞受到外来毒物作用，细胞膜受损后，胞内的乳酸

脱氢酶则释放到外液中，使细胞外液的 LDH 活性明

显升高。根据 1.2.5.3 的方法测得了各活性成分组细胞

中的 LDH 漏出率，结果见图 4。 

由图 4 可知，模型组 LDH 漏出率为 61.11%，与

正常组相比上升了 43.35%，在统计学上具有极显著差

异（p<0.01），说明四氯化碳诱导损伤的细胞细胞膜受

到严重损伤，胞内的 LDH 释放到细胞外，使得 LHD
漏出率大幅上升。经过槲皮素苷 QMP、山奈酚、槲皮

素以及阳性品水飞蓟素干预后，LDH 漏出率极显著降

低（p<0.01），且具有明显的量效关系，其中 300 μm
剂量组与模型组相比，LDH 漏出率分别降低了

23.82%、27.69%、30.11%和 32.77%，说明经供试样

品干预后细胞膜的稳定性增强，损伤程度减轻，肝损

伤的症状得到缓解。 

 
图4 各组细胞中LDH漏出率 

Fig.4 LDH leakage rate of L-02 cells in each treatment group 

注：ΔΔ与正常组相比（p<0.01）；**与模型组相比（p<0.01）。 

上述实验结果表明经各活性成分干预后四氯化

碳致损细胞的膜结构脂质过氧化损伤减轻，细胞膜稳

定性提高。说明槲皮素苷 QMP、山奈酚和槲皮素可以

通过清除自由基、抑制脂质过氧化、提高细胞清除超
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氧阴离子的能力，从而减轻细胞膜在氧自由基攻击下

的损伤程度，起到抗肝损伤的效果。 

3  结论 

3.1  前期有研究发现，花粉提取物可以显著降低四氯

化碳致损小鼠肝脏血清中谷丙转氨酶以及胆红素的水

平[15]，并且破壁蜂花粉对 CCl4引起的急性化学性肝损

伤的预防作用效果优于未破壁花粉，并存在量效关系
[16]。赵立新[17]用含花粉的饲料喂养小鼠，发现花粉能

明显增加小鼠血清中 SOD、CAT 的活性，降低脑组织

中 MDA 含量。 
3.2  本实验显示油菜蜂花粉三种黄酮醇苷中槲皮素

苷 QMP 及其苷元槲皮素均有很好的保肝活性；山奈

酚苷 KMP 和 KMG 无保肝活性，但其苷元山奈酚有

很好的保肝活性，山奈酚苷 KMP 和 KMG 在体内是

否可以转化为山奈酚从而发挥保肝活性，需动物实验

验证。 
3.3  本实验从氧化应激角度探究了油菜蜂花粉保肝

活性成分的保肝机制。结果表明，四氯化碳致损肝细

胞内 MDA 大量累积、SOD 大量消耗，细胞内源性酶

LDH 大量泄漏，细胞损伤严重。经山奈酚、槲皮素苷

QMP 及其苷元槲皮素干预后极大的减轻四氯化碳致

损肝细胞的脂质过氧化水平，具体表现在脂质过氧化

产物丙二醛 MDA 含量降低；胞内抗氧化体系活力增

强，SOD 活力升高；细胞膜稳定性增强使得 LDH 漏

出率下降，说明山奈酚、槲皮素苷 QMP 及其苷元槲

皮素通过减少氧化应激发挥对肝细胞的保护作用。 
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