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蓝莓叶槲皮素和金丝桃苷的 HPLC-MS 鉴定及在内皮 

细胞中的舒血管和抗炎作用研究 
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摘要：通过建立体外肿瘤坏死因子（TNF-α）诱导人脐静脉血管内皮细胞（HUVEC）炎症损伤反应模型，研究蓝莓叶中槲皮素

及其衍生物金丝桃苷对人脐静脉内皮细胞中血管紧张素Ⅰ转化酶(ACE)以及炎症因子（单核细胞趋化蛋白-1、细胞间粘附分子-1 和血

管细胞间粘附分子-1）含量的影响，采用酶联免疫吸附剂测定方法（ELISA）检测细胞上清液中可溶性 ACE 和炎症因子蛋白含量的

变化，探讨二者在血管内皮细胞中的舒血管和抗炎作用。研究结果表明，肿瘤坏死因子 TNF-α可引起 HUVEC 内 ACE 和炎症因子含

量显著增加，槲皮素和金丝桃苷预处理内皮细胞能显著抑制 ACE 酶活性和炎症因子含量的增加(p<0.05)，具有一定的抗炎和舒血管作

用。 
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Abstract: TNF-α induction was used to establish an in vitro inflammatory injury model in human umbilical vein endothelial cells 

(HUVECs). The effects of quercetin and hyperin from blueberry leaves on angiotensin I converting enzyme (ACE) level and the content of 

inflammatory factors (monocyte chemoattractant protein-1, intercellular adhesion molecule-1, and vascular cell adhesion molecule-1) in 

HUVECs was investigated. Soluble ACE and inflammatory factor protein content in supernatants was detected by ELISA to explore the 

vasodilator and anti-inflammatory function of quercetin and hyperin in endothelial cells. The results showed that the content of ACE and 

inflammatory factor soluble proteins was significantly increased in TNF-α-induced cells. The protein expression of ACE and inflammatory 

factors in HUVECs were significantly decreased (p<0.05) when the cells were treated with quercetin or hyperin, showing that both exhibited  

anti-inflammatory and vasodilator effects. 
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心血管疾病严重威胁人类健康，几乎所有的心血

管疾病都和内皮功能障碍有关 [1]。肿瘤坏死因子

(TNF-α)是一种多效性细胞因子，是最早发挥作用的前

炎性因子，能促进细胞产生更多的细胞因子和炎症介 
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物质、农产品深加工 

质，进而促进炎症反应的发生，并参与动脉粥样硬化

等心血管疾病的发生和发展[2]。单核细胞趋化蛋白

-1(MCP-1)、细胞间粘附分子-1(ICAM-1)和血管细胞间

粘附分子-1(VCAM-1)是涉及心血管疾病发病机理的

关键因子，都直接或间接参与引发炎症，促进动脉粥

样硬化的形成[3,4]。血管紧张素Ⅰ转化酶(ACE)存在于

血管内皮细胞表面，催化血管紧张素Ⅰ(AngⅠ)转换成

一种血管收缩剂即血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)，参与调节肾
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素 - 血管紧张素 - 醛固酮系统 (renin-angiotensin- 
aldosterone system，RAAS)，在调节血压以及心血管

功能中起到至关重要的作用[5]。植物多酚具有舒血管、

降血压、降血脂、抗氧化与抗炎等多种生物学功能，

在预防和治疗心血管疾病中得到了广泛的应用[6]。 
蓝莓(Vaccinium spp.)属于杜鹃花科越橘属，具有

多种生物学特性，是集营养健康美味为一体、备受消

费者青睐的一种小浆果[7]。在我国，对于蓝莓叶的研

究报道和开发利用较少，蓝莓叶大多作为废弃物处理，

造成了宝贵资源的浪费。蓝莓叶具有多种功效，包括

抗炎、抗氧化、抗高血压及保护心血管疾病等[8]。其

中槲皮素(Quercetin，Q)是一种多羟基黄酮类化合物，

是重要的饮食类抗氧化物，具有抗病毒、抗菌、抗抑

郁、抗血小板凝聚和引发血管舒张等多种效应，并对

多种恶性肿瘤细胞具有抑制作用，可引起癌症细胞凋

亡[9]。金丝桃苷(Hyperin，H)，即槲皮素-3-O-β-D-吡喃

半乳糖苷，具有抗抑郁、抗氧化、镇痛、降血压和舒

张血管等功效[10]。叶多酚的生理活性研究很多，但蓝

莓叶槲皮素和金丝桃苷对血管内皮细胞的保护机制尚

未有报道。 
蓝莓叶槲皮素和金丝桃苷作为蓝莓的副产物往往

被忽视，造成资源浪费，蓝莓叶槲皮素和金丝桃苷的

研究将有益于蓝莓副产物资源的开发利用。本研究探

讨蓝莓叶槲皮素和金丝桃苷在人脐静脉内皮细胞

（HUVEC）内的舒血管和抗炎作用机制，检测其对内

皮细胞ACE、MCP-1、ICAM-1和VCAM-1的影响作用。

研究蓝莓叶槲皮素和金丝桃苷是ACE和炎症因子的

有效抑制剂，这对于以蓝莓叶槲皮素和金丝桃苷为原

料，研制治疗心血管疾病的药物和功能性食品提供了

一定的理论基础和依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 

1.1.1  材料 
人脐静脉内皮细胞(HUVEC)上海中乔新舟生物

科技有限公司；槲皮素、金丝桃苷和肿瘤坏死因子-α
美国 Sigma 公司；DMEM 高糖培养液、EDTA 胰酶及

胎牛血清，GIBCO 公司；ACE、MCP-1、ICAM-1 和

VCAM-1 ELISA 试剂盒，武汉博士德生物工程有限公

司；HPD400 大孔树脂，沧州宝恩化工有限公司；其

他药品试剂均为分析纯。 
1.1.2  仪器与设备 

AIRTECH 超净工作台，苏州安泰空气技术有限

公司；CO2细胞培养箱，美国热电公司；Berthold LB941

微孔板式多功能分析仪，德国 Berthold Technologies；
DD-5M 湘仪离心机，长沙湘仪离心机仪器有限公司；

FDU-1200 真空冷冻干燥机，东京理化/EYELA；高效

液相色谱与质谱联用仪 Agilent 1100 HPLC/MS（SL），
美国 Agilent 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  槲皮素和金丝桃苷的提取、纯化和检测
[11] 

1.2.1.1  提取 
冷藏蓝莓叶冷冻干燥至干，以 1:25 料液比溶解于

浓度 60%的乙醇溶液，65 ℃提取 2 h。5000 g 下离心，

低温蒸干，冻干。 
1.2.1.2  纯化 

活化 HPD400 大孔树脂，上样浓度为 3 mg/mL，
pH 为 2，上样流速为 2 mL/min 时，用 80 mL、40%
乙醇以 1 mL/min 的流速进行洗脱。 
1.2.1.3  HPLC-MS/MS 检测 

过 0.22 μm 滤膜后，由自动进样器进样 10 μL，流
速 0.6 mL/min，柱温 35 ℃，采用 Zorbax SB-C18 反相

色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），DAD 检测器，检

测波长为 320 nm。流动相 A：含 1.0%醋酸的水；流

动相 B：含 1.0%醋酸的甲醇。 
洗脱条件：采用梯度洗脱；以流动相 B 的含量来

表示为：0~5 min，5% B；5~15 min，5%~10% B；15~40 
min， 10~15% B；40~55 min，15%~40%B；55~60 min，
40%~60% B；60~65 min，60%~100% B；65~70 min，
100% B；80~85 min，70%~75% B；85~90 min，
75%~35% B；90~95 min，5% B。 

质谱条件：雾化器 N230（psi）；干燥氮气 N210
（psi）；毛细管温度为 350 ℃，ESI-：3.0 kV，测定范

围：m/z 100~1000。 
1.2.2  HUVEC 培养 

取出液氮中保存的 HUVEC 细胞，用含有 10%胎

牛血清、2%青链霉素的 DMEM 高糖培养液在 37  ℃

5% CO2培养箱中复苏细胞，再用 0.25% EDTA 胰酶进

行消化，细胞计数、传代和冻存。选择生长良好的 3~7
代细胞用于实验。 
1.2.3  槲皮素和金丝桃苷处理人脐静脉内皮细

胞 
待细胞长至 80%~90%时，进行细胞消化制备成细

胞悬液，取 10 μL 于血球计数板上计数，调整细胞浓

度为 1×106个/mL。人脐静脉内皮细胞多呈圆形、小多

角形和短梭形，少数细胞伸展，细胞单层生长，不重

叠。 
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细胞进行 6孔板培养，设立分组：空白组(DMSO)、
TNF-α刺激组(10 μg/L)、终浓度为 1、10、50 和 100 
μmol/L 槲皮素+TNF-α实验组(10 μg/L)、终浓度为 1、
10、50 和 100 μmol/L 金丝桃苷+TNF-α 实验组(10 
μg/L)。预先加入不同浓度的槲皮素或金丝桃苷处理 18 
h，再加入 TNF-α再培养 6 h，测定各项指标变化。 
1.2.4  ELISA 测定细胞上清液中 ACE、

MCP-1、ICAM-1 和 VCAM-1 蛋白含量 
细胞经不同分组药物刺激，取细胞上清，按一定

比例稀释，根据 ELISA 试剂盒进行操作，在酶标仪

450 nm 下测定 OD 值。根据样品的吸光值在坐标上找

出对应的浓度，乘以稀释度计算样品的最终浓度，测

定出 ACE、MCP-1、ICAM-1 和 VCAM-1 蛋白含量。 
1.2.5  数据处理 

所有样品进行三次测定，结果表示为平均值±标
准偏差（SD）。相关性与显著性差异采用 SPSS 18.0
统计软件进行分析。多组均数间采用单因素方差分

析，两两之间比较采用 Dunnett-t 检验。重复试验结果

采用相同数据处理方法，当 p<0.05 时表示存在显著性

差异。 

2  结果与分析 

2.1  蓝莓叶多酚纯化组分的 HPLC-MS/MS 分

析 

 
图1 蓝莓叶多酚纯化后组分的高相液相色谱图 

Fig.1 HPLC chromatogram of blueberry polyphenol purified 

components (detected at 320 nm) 

蓝莓叶多酚纯化后的组分经HPLC 分离后主要包

括 23 个峰（图 1），由峰 12 的一级质谱图（图 2），可

知其分子离子峰[M-H]-m/z 463.3，去质子二聚体

[2M-H]- m/z 927.1，这些特征离子碎片与已分离鉴定出

蓝莓叶多酚中的金丝桃苷相符[11,12]，经推测峰 12 为金

丝桃苷。由峰 22 的一级质谱图（图 3），可知其分子

离子峰[M-H]-m/z 301.1，其最大吸收波长为 370 nm，

与 Oszmianski[11,12]研究蓝莓叶多酚中的槲皮素色谱数

据相符，推测峰 22 为槲皮素。 

 
图2 峰 12的质谱图 

Fig.2 Mass spectrum of peak 12 

 
图3 峰 22的质谱图 

Fig.3 Mass spectrum of peak 22 

2.2  槲皮素和金丝桃苷对 TNF-α 诱导的 ACE

影响 

 
图4 ELISA法测定不同浓度槲皮素和金丝桃苷对TNF-α诱导的

HUVEC细胞上清中ACE水平的影响 

Fig.4 Effect of different concentrations of quercetin and 

hyperin on the level of TNF-α-induced ACE in HUVECs by 

ELISA 

注：*p<0.05，**p<0.01 vs TNF-α。 
由图 4 可知，TNF-α（10 μg/L）诱导 HUVEC 时，

内皮细胞上清液中 ACE 含量显著增加。槲皮素实验
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组中 TNF-α诱导组 ACE 含量（0.81 μg/L）为空白组

（0.09 μg/L）的 9.22 倍，金丝桃苷实验组 TNF-α诱导

组 ACE 含量（0.90 μg/L）为空白组（0.15 μg/L）的

5.84 倍。槲皮素和金丝桃苷对 HUVEC 细胞中 ACE
水平的影响显著，槲皮素和金丝桃苷浓度从 1 μmol/L
增加到 100 μmol/L，细胞内 ACE 水平含量都比刺激组

要低，说明槲皮素和金丝桃苷都可作为 ACE 抑制剂，

用于治疗心血管疾病。槲皮素对 TNF-α 诱导的 ACE
抑制率先增大后减小，在浓度为 10 μmol/L 时，抑制

率最大为 81.13%；金丝桃苷对 TNF-α诱导的 ACE 抑

制率随浓度增大而减小，在浓度为 1 μmol/L 时，抑制

率为 71.64%，抑制效果最明显，高浓度时没有明显抑

制效果。槲皮素和金丝桃苷预处理 HUVEC，可以保

护细胞免受 TNF-α干扰，显著抑制 ACE 水平增高（表

1）。金丝桃苷作为槲皮素的吡喃半乳糖苷，相对于槲

皮素，抑制活性较弱。有报道指出[12,13]，糖苷的介入

会降低花青素的抗氧化活性，这是由于糖苷代替羟基，

降低了游离羟基与位点结合，同理，也降低了抑制

ACE 的能力。 

表1 不同浓度槲皮素和金丝桃苷对TNF-α诱导的HUVEC细胞上清中ACE的含量和抑制率 

Table 1 Content and inhibition rate of different concentrations of quercetin and hyperin on the level of TNF-α-induced ACE in 

HUVECs 

浓度/(μmol/L) 1 10 50 100 

ACE 含量/(μg/L) 
Q 0.289±0.009 0.153±0.014 0.212±0.017 0.271±0.015 

H 0.255±0.030 0.458±0.021 0.468±0.077 0.586±0.064 

抑制率/% 
Q 64.36 81.13 72.86 66.58 
H 71.64 49.05 47.94 34.82 

2.3  槲皮素和金丝桃苷对 TNF-α 诱导的

MCP-1 影响 

图 5 表明，TNF-α（10 μg/L）诱导 HUVEC 时，

内皮细胞上清液中 MCP-1 含量显著增加。槲皮素实验

组中 TNF-α诱导组 MCP-1 含量（0.566 μg/L）为空白

组（0.138 μg/L）的 4.1 倍，金丝桃苷实验组 TNF-α
诱导组含量（0.425 μg/L）为空白组（0.23 μg/L）的

1.85 倍。槲皮素和金丝桃苷预处理 HUVEC，显著抑

制 MCP-1 水平增高。槲皮素和金丝桃苷对 HUVEC 细

胞中 MCP-1 水平的影响显著，具有统计学意义。由表

2 可知，槲皮素和金丝桃苷对 TNF-α 诱导的 MCP-1
抑制率先增大后减小。槲皮素浓度为 10 μmol/L 时，

抑制率最高为 54.59%，金丝桃苷浓度为 50 μmol/L 时，

抑制效果最明显，抑制率为 41.42%。与抑制 ACE 活

性类似，槲皮素相对于金丝桃苷，抑制炎症因子

MCP-1 的效果略强。 

 
图5 ELISA法测定不同浓度槲皮素和金丝桃苷对TNF-α诱导的

HUVEC细胞上清中MCP-1水平的影响 

Fig.5 Effect of different concentrations of quercetin and 

hyperin on the level of TNF-α-induced MCP-1 in HUVECs by 

ELISA 

注：*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001 vs TNF-α。 

 

表2 不同浓度槲皮素和金丝桃苷对TNF-α诱导的HUVEC细胞上清中MCP-1的含量和抑制率 

Table 2 Content and inhibition rate of different concentrations of quercetin and hyperin on the level of TNF-α-induced MCP-1 in 

HUVECs 

浓度/(μmol/L) 1 10 50 100 

MCP-1 含量/(μg/L) 
Q 0.311±0.069 0.257±0.026 0.365±0.022 0.464±0.008 

H 0.335±0.001 0.292±0.011 0.249±0.007 0.344±0.001 

抑制率/% 
Q 45.05 54.59 35.51 18.02 

H 21.18 31.29 41.42 19.06 
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2.4  槲皮素和金丝桃苷对 TNF-α 诱导的

ICAM-1 的影响 

 
图6 ELISA法测定不同浓度槲皮素和金丝桃苷对TNF-α诱导的

HUVEC细胞上清中ICAM-1水平的影响 

Fig.6 Effect of different concentrations of quercetin and 

hyperin on the level of TNF-α-induced ICAM-1 in HUVECs by 

ELISA 

注：*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001 vs TNF-α。 

由图 6 可见，TNF-α（10 μg/L）诱导 HUVEC 时，

内皮细胞上清液中 ICAM-1 含量显著增加。槲皮素实

验组中 TNF-α诱导组 ICAM-1 含量（0.686 μg/L）为

空白组（0.461 μg/L）的 1.49倍，金丝桃苷实验组TNF-α
诱导组含量（0.425 μg/L）为空白组（0.23 μg/L）的

1.85倍。槲皮素和金丝桃苷对HUVEC细胞中 ICAM-1
水平的影响显著，具有统计学意义。表 3 表明，槲皮

素对 TNF-α 诱导的 ICAM-1 抑制率随浓度增大而减

小，抑制率降低 55.81%；而金丝桃苷对 TNF-α 诱导

的 ICAM-1 抑制率随浓度增大而增大，抑制率升高

44.33%。与 MCP-1 不同，金丝桃苷对 ICAM-1 的抑

制作用较槲皮素高一些，在 100 μmol/L 时抑制率超过

50%。槲皮素和金丝桃苷干预后可明显降低 ICAM-1
表达，减轻炎症所致细胞损伤程度，起到了保护作用。 

2.5  槲皮素和金丝桃苷对 TNF-α 诱导的

VCAM-1 的影响 

 
图7 ELISA法测定不同浓度槲皮素和金丝桃苷对TNF-α诱导的

HUVEC细胞上清中VCAM-1水平的影响 

Fig.7 Effect of different concentrations of quercetin and 

hyperin on the level of TNF-α-induced VCAM-1 in HUVECs 

by ELISA 

注：*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001 vs TNF-α。 

表3 不同浓度槲皮素和金丝桃苷对TNF-α诱导的HUVEC细胞上清中ICAM-1的含量和抑制率 

Table 3 Content and inhibition rate of different concentrations of quercetin and hyperin on the level of TNF-α-induced ICAM-1 in 

HUVECs 

浓度/(μmol/L) 1 10 50 100 

ICAM-1 含量/(μg/L) 
Q 0.385±0.009 0.469±0.011 0.525±0.023 0.553±0.023 

H 0.162±0.008 0.16±0.006 0.145±0.016 0.119±0.017 

抑制率/% 
Q 43.88 31.63 23.50 19.39 
H 37.45 38.22 44.02 54.05 

表4 不同浓度槲皮素和金丝桃苷对TNF-α诱导的HUVEC细胞上清中VCAM-1的含量和抑制率 

Table 4 Content and inhibition rate of different concentrations of quercetin and hyperin on the level of TNF-α-induced VCAM-1 in 

HUVECs 

浓度/(μmol/L) 1 10 50 100 

VCAM-1 含量/(μg/L) 
Q 0.351±0.008 0.308±0.001 0.375±0.004 0.393±0.001 

H 0.301±0.005 0.339±0.011 0.390±0.001 0.397±0.004 

抑制率/% Q 13.12 23.76 7.17 2.72 
H 26.74 17.72 5.34 3.64 

TNF-α（10 μg/L）诱导 HUVEC 时，内皮细胞上

清液中 VCAM-1 含量显著增加。槲皮素实验组中

TNF-α诱导组 VCAM-1 含量（0.404 μg/L）为空白组

（0.309 μg/L）的 1.31 倍，金丝桃苷实验组 TNF-α诱
导组含量（0.412 μg/L）为空白组（0.304 μg/L）的 1.36
倍。槲皮素和金丝桃苷预处理 HUVEC，显著抑制
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VCAM-1 水平增高。槲皮素和金丝桃苷对 HUVEC 细

胞中 VCAM-1 水平的影响显著，具有统计学意义（图

7）。槲皮素对 TNF-α 诱导的 VCAM-1 抑制率先增大

后减小，在浓度为 10 μmol/L 时效果最明显；而金丝

桃苷对 TNF-α 诱导的 VCAM-1 抑制率随浓度增大而

减小，抑制率降低 86.39%（表 4）。 

3  结论 

3.1  浓度范围在1~100 μmol/L的槲皮素和浓度范围在

1~10 μmol/L的金丝桃苷能够抑制由TNF-α诱导的内

皮细胞ACE蛋白过度表达，高浓度金丝桃苷对ACE的
抑制并不明显，表明蓝莓叶槲皮素和金丝桃苷具有一

定的舒血管功能，且在较低浓度时效果比较明显。 
3.2  槲皮素和金丝桃苷能够抑制TNF-α引起的炎症因

子MCP-1、ICAM-1和VCAM-1蛋白过度表达，不同浓

度蓝莓叶槲皮素和金丝桃苷都有抑制作用，但抑制率

效果不同，然而抑制率与浓度之间并没有明显的规律

性，表明蓝莓叶槲皮素和金丝桃苷能够降低细胞炎症

反应，从而保护血管内皮细胞免受损伤。 
3.3  金丝桃苷是槲皮素-3-O-β-D-吡喃半乳糖苷，在对

舒血管和抑制MCP-1的效果没有槲皮素的作用效果

强，这可能是由于糖苷代替羟基，降低了游离羟基与

位点结合引起的。 
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