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摘要：研究从五种药食同源植物及丹参的提取物中筛选出对高糖诱导 HBZY-1 细胞具有抗炎作用的活性物质。利用 MTT 法检测

细胞增殖活性进行初步筛选，采用微板法检测 LDH、TNOS 和 iNOS 含量，硝酸还原酶法检测 NO 含量，ELISA 法检测检测 ET-1 含

量，苏木素伊红（HE）染色细胞并观察细胞形态学差异变化。结果表明：枸杞多糖、桑叶黄酮及银杏叶黄酮的提取物对高糖损伤的

HBZY-1 细胞增殖保护作用均呈现浓度依赖型，最佳作用浓度分别为 400 μg/mL、350 μg/mL 及 125 μg/mL。以上三种提取物均能抑制

细胞分泌 LDH、ET-1、iNOS，促进 NO 表达，且银杏叶黄酮提取物组 LDH 生成量为 717.86 U/g prot，接近阳性对照，NO 生成量为

16.14 μmol/L，优于阳性对照，桑叶黄酮提取物组 ET-1 生成量为 26.42 pg/mL，优于阳性对照，皆能保护并维持良好的细胞形态。本

试验得到的三种活性物质对高糖诱导 HBZY-1 细胞损伤具有抗炎作用，可以作为改善肾脏疾病患者健康状况的保健类食品原料。 
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Abstract: Active ingredients (from the extracts of five functional food plants and Salvia) with an anti-inflammatory effect on 

high-glucose-induced injury to HBZY-1 cells were screened here. The 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

assay was used to measure cell proliferation in the initial screening, and lactate dehydrogenase (LDH), total nitric oxide synthase (TNOS), and 

inducible nitric oxide synthase (iNOS) were quantified by the microplate method. The concentrations of nitric oxide (NO) and endothelin (ET-1) 

were determined by the nitrate reductase method and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), respectively. Hematoxylin and eosin (HE) 

staining was used for examining morphological changes in these cells. The results showed that the extracts of polysaccharides from Lycium 

barbarum (LBP), flavonoids from mulberry leaves, and flavonoids from Ginkgo biloba leaves had a protective effect against the 

high-glucose-induced proliferation of HBZY-1 cells in a concentration-dependent manner. The optimal concentrations of the three extracts were 

400, 350, and 125 μg/mL, respectively. The three above-mentioned extracts inhibited the secretion of LDH, ET-1, and iNOS and promoted the 

production of NO. In addition, the amount of LDH yielded by the extract of Ginkgo biloba leaves was 717.86 U/(g prot), which was close to that 

of the positive control, and the production of NO was 16.14 μmol/L, which was higher than that of the positive control. The amount of ET-1 

yielded by the extract of mulberry leaves was 26.42 pg/mL, which was higher than that of the positive control. All the three extracts protected 

and maintained cell morphology well. All the three active ingredients in this experiment were found to have an anti-inflammatory effect on the 

HBZY-1 cell injury induced by a high concentration of glucose and can be used as functional food ingredients for improving the health of 

patients with renal disease. 
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肾小球系膜细胞 HBZY-1(Mesangial cells，MCs)
是肾脏原有的细胞，对维持肾小球毛细血管壁的完整

性与系膜基质代谢平衡起到了重要的作用。在诸多的

肾脏疾病的开始至发展阶段，肾小球系膜细胞都具有

形态和功能上的变化[1,2]，因此 HBZY-1 经常用于肾脏

疾病的体外研究。高浓度血糖在机体内对易受损害的

肾脏细胞作用明显，尤其容易损伤肾小球系膜细胞，

其损伤程度可以独立地与糖尿病肾病 (diabetic 
nephropathy，DN)患者肾功能损害程度相关。已知肾

脏系膜细胞可产生内皮素（ET-1），反过来受其影响调

控血管收缩功能，肾小球系膜周围的毛细血管主要通

过过滤生物代谢物调控肾小球功能，当受到 ET-1 影

响，肾小球功能失调。内皮素通过刺激系膜细胞的增

生导致系膜基质增多，最终引发肾小球病变[3]。在 DN
肾小球硬化过程中，肾脏系膜细胞分泌的 NO 起到舒

张血管的作用，当 NO 含量降低时，肾小球硬化加剧，

NOS 作为限速酶影响内源性 NO 的生成[4~6]，炎症因

子-乳酸脱氢酶（LDH）被系膜细胞释放到细胞外，可

改变细胞膜通透性，在一定程度上可以反映肾脏受炎

症损伤的程度[7,8]。 
山药、枸杞、桑叶、桔梗、银杏叶属于药食同源

类植物，丹参属药用植物，鉴于其活性物质山药多糖、

枸杞多糖、桑叶多糖被报道具有降血糖、降血脂、降

血压生理活性[9~11]，桑叶黄酮、银杏叶黄酮及丹参总

酮被报道有降血糖、降胆固醇、抗应激、抗衰老和抗

凝血等功效[12~14]，桔梗皂苷对糖尿病及糖尿病并发症

有一定的预防和治疗作用[15]。为了探讨以上各种活性

物的作用机制，本研究以肾小球系膜细胞为实验对象，

探究不同活性物质对高糖诱导肾小球系膜细胞释放

LDH、NO、ET-1、TNOS 和 iNOS 的影响，筛选出具

有高效抗炎作用的活性物质。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  药材及细胞株 
五种药食同源植物（山药、枸杞、桑叶、银杏叶

和桔梗）购自济南建联中药房；丹参来自山东省农业

科学院农产品研究所药用植物室播种；大鼠肾小球系

膜细胞(HBZY-1)由山东大学提供。 
1.1.2  主要试剂 

四甲基偶氮唑蓝(MTT)(南京凯基生物科技)；低糖

DMEM 培养基、胰蛋白酶(Hycolne)；胎牛血清(四季

青)；盐酸曲美他嗪（天津红日药业有限公司）；人内

皮素 1（human Endothelin 1，ET-1）（武汉优尔生）；

乳酸脱氢酶(lactate dehydrogense，LDH)、一氧化氮

(nitric oxide ， NO) 和一氧化氮合酶 (nitrio oxide 
synthase，NOS)试剂盒均购自南京建成生物工程研究

所，苏木素伊红（HE）染色试剂盒购自碧云天生物技

术研究所，其余均为国产试剂(分析纯)。 
1.1.3  仪器 

CO2培养箱（美国 Sheldon 公司，Eppendorf AG）；

倒置显微镜（Olympus，1×70-81FZ）；酶标仪（美国

伯乐公司，680）；冷冻离心机（Sigma 公司，2K15 型）；

紫外可见分光光度计（日本岛津，UV-1901）。 

1.2  方法 

1.2.1  天然植物提取物的制备及纯度测定 

实验室参考已报道的成熟方法自制山药多糖提取

物[16]、枸杞多糖提取物[17]、桑叶多糖提取物[18]，桔梗

皂苷提取物[19]、银杏叶黄酮提取物[20]、桑叶黄酮提取

物[21]和丹参酮提取物[22]。 
各提取物中有效活性物质含量测定：利用苯酚-

硫酸法[16~18]测总多糖含量，测得山药多糖提取物含多

糖 46.75%，枸杞多糖提取物含多糖 61.24%，桑叶多

糖提取物含多糖 48.43%；利用香草醛-硫酸比色法[23]

测定总皂苷含量，测得桔梗皂苷提取物含皂苷

18.94%；利用亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠比色法[20,21]

测定总黄酮含量，测得银杏叶黄酮提取物含黄酮

38.08%，桑叶黄酮提取物含黄酮 32.49%；采用紫外分

光光度法[24]测总丹参酮含量，测得丹参酮提取物含总

丹参酮 14.42%。 

1.2.2  细胞培养及实验分组 

用含 10% FBS 的低糖 DMEM 培养 HBZY-1 细胞

于 5% CO2、37 ℃、饱和湿度条件下，待细胞长至 80%
融合时，用 0.25%胰酶消化传代，调整细胞悬液为

1×105个/mL，接种于 96 孔板中，待细胞长至融合时，

换无 FBS 培养基培养 6 h，按实验分组进行处理，处

理完后每孔加入浓度为 5 mg/mL 的 MTT 20 μL，反应

4 h 后，将培养液吸出，每孔加入 150 μL 的 DMSO，

在 490 nm 下测吸光值。实验分组：（1）正常培养对

照组，培养液始终为低糖 DMEM；（2）阳性对照处理

组，低糖 DMEM 中加入三七皂苷[25,26]（终浓度为 100 
μmol/L）预处理 12 h，再加葡萄糖（终浓度为 45 
mmol/L）作用 24 h。（3）高糖损伤组，低糖 DMEM
中加葡萄糖（终浓度为 45 mmol/L）作用 24 h；（4）
枸杞多糖提取物处理组，先用含枸杞多糖 250、325、
400 μg/mL 的低糖 DMEM 分别预处理 12 h，再加葡萄

糖（终浓度为 45 mmol/L）作用 24 h；（5）山药多糖

提取物处理组，其作用浓度分别为 125、250、500 
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μg/mL，后续处理方法同第（4）组；（6）桑叶多糖提

取物处理组，其作用浓度分别为 125、250、500 μg/mL，
后续处理方法同第（4）组；（7）桑叶黄酮提取物处理

组，其作用浓度分别为 250、300、350 μg/mL，后续

处理方法同第（4）组；（8）银杏叶黄酮处理组，其作

用浓度分别为 62.5、93.75、125 μg/mL，后续处理方

法同第（4）组；（9）丹参酮提取物处理组，其作用浓

度分别为 125、250、500 μg/mL，后续处理方法同第

（4）组；（10）桔梗皂苷提取物处理组，其作用浓度

分别为 62.5、93.75、125 μg/mL，后续处理方法同第

（4）组。 
1.2.3  培养液中 LDH、NO、ET-1 的测定 

细胞以每孔 3 mL、1×105个/mL 接种于 6 孔板，

长至融合后，换无 FBS 培养基培养 6 h，将 1.2 试验

中筛选出的活性物质处理细胞 12 h，再加葡萄糖（终

浓度为 45 mmol/L）作用 24 h，收集上清液，采用微

板法检测各组 LDH、NO 含量，ELISA 法检测检测各

组 ET-1 含量。 
1.2.4  细胞分泌 TNOS、iNOS 的测定 

细胞以每孔 3 mL、1×105个/mL 接种于 6 孔板，

长至融合后，换无 FBS 培养基培养 6 h，将 1.2 试验

中筛选出的活性物质处理细胞 12 h，再加葡萄糖（终

浓度为 45 mmol/L）作用 24 h，收集细胞裂解液，采

用微板法检测各组 TNOS、iNOS 的含量。 
1.2.5  细胞形态学观察 

细胞以每孔 3 mL、1×105个/mL 接种于 6 孔板，

长至融合后，换无 FBS 培养基培养 6 h，将 1.2 试验

中筛选出的活性物质处理细胞 12 h，再加葡萄糖（终

浓度为 45 mmol/L）作用 24 h，按照苏木素伊红染色

试剂盒说明处理，在倒置显微镜下观察细胞形态。 
1.2.6  统计学方法 

采用 SPSS17.0 对结果进行统计学分析，数据以均

数±标准差（⎯x±s）表示，多组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用 LSD 检验，p<0.01 为有统计

学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  七种活性物质对各组 HBZY-1 活力的影响 

七种活性物质对各组HBZY-1活力的影响见图1。 
细胞增殖实验是测定细胞保护作用的最普遍最适

用的实验方法，高血糖是导致糖尿病肾病的首要因素，

由图 1 可知，与空白组相比，受到高糖损伤的 HBZY-1
活力明显降低（p<0.01），与高糖损伤组相比较，枸杞

多糖提取物组、桑叶黄酮提取物组、银杏叶黄酮提取

物组、桔梗皂苷提取物组等天然活性成份处理的细胞

组细胞活力显著提高（p<0.01）。丹参酮在高温与见光

时变性，极不稳定，可能制备保存不当造成实验结果

不理想。黄酮类与皂苷类皆是很强的抗氧化剂，在化

学试剂试验中也可以做还原剂，有清除机体自由基的

功效，由细胞增殖实验结果发现枸杞多糖提取物、桑

叶黄酮提取物、银杏叶黄酮提取物、桔梗皂苷提取物

皆能在高糖损伤下促进细胞增殖。 

 

图1 各组HBZY-1细胞活力检测结果 

Fig.1 Results of measurement of viability of HBZY-1 cells in 

each group (n=6,⎯x±s) 

2.2  枸杞多糖提取物、桑叶黄酮提取物、银杏

叶黄酮提取物和桔梗皂苷提取物对各组细胞上

清液中 LDH、NO、ET-1 的影响 

枸杞多糖提取物、桑叶黄酮提取物、银杏叶黄酮

提取物和桔梗皂苷提取物对各组细胞上清液中 LDH、

NO、ET-1 的影响见表 1。 
血清 LDH 活性水平在一定水平反映了富含 LDH

细胞的增殖、代谢等生物学性状，内皮素（ET-1）是

血管内皮损伤的标志性物质[27,28]，NO 是血管扩张剂，

反映了细胞受损程度。如表 1 所示，高糖损伤组上清

液中 LDH、ET-1 明显提高，NO 显著降低（p<0.01），
可知当高糖单独作用时，细胞出现损伤，细胞膜的通

透性改变或被破坏；较之高糖处理组，枸杞多糖提取

物、桑叶黄酮提取物及银杏叶黄酮提取物对降低

LDH、ET-1 表达，提高 NO 含量均有非常显著效果

（p<0.01），但桔梗皂苷提取物对 ET-1 的含量影响不

明显。可知枸杞多糖提取物、桑叶黄酮提取物与银杏

叶黄酮提取物在高糖损伤下仍具有抵抗炎症反应与保

护细胞活力的效果，且桑叶黄酮提取物与银杏叶黄酮

提取物与阳性对照三七皂苷组无显著性差异，然而桔

梗皂苷对细胞炎症保护作用不明显，可排除。 
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表1 活性物质对细胞上清液中LDH、NO、ET-1的影响 

Table 1 Effects of the active ingredients on LDH, NO, and ET-1 levels in the cell supernatant (n=6, ⎯x±s) 

组别 药物浓度/(μg/mL) LDH/(U/g prot) NO/(μmol/L) ET-1/(pg/mL) 

空白对照  649.09±23.48 17.73±0.57 25.17±0.98 

阳性对照  681.99±15.16▲▲ 16.34±0.75*▲▲ 26.47±1.25▲▲ 

高糖  2365.4±212.08** 2.53±0.82** 31.28±1.92** 

枸杞多糖 400 849.45±35.79*▲▲ 13.55±1.11**▲▲ 27.98±0.55*▲▲ 

桑叶黄铜 350 776.61±37.56▲▲ 15.03±0.75**▲▲ 26.42±0.82▲▲ 

银杏叶黄铜 125 717.86±31.64▲▲ 16.14±0.14*▲▲ 26.88±1.33▲▲ 
桔梗皂苷 125 2150.15±186.5**▲ 4.37±0.6**▲▲ 31.17±0.98** 

注：与空白组比较，*p<0.05，**p<0.01；与高糖组比较，▲p <0.05，▲▲p <0.01。 

2.3  枸杞多糖提取物、桑叶黄酮提取物、银杏

叶黄酮提取物和桔梗皂苷提取物对各组细胞分

泌 TNOS、iNOS 的影响 

枸杞多糖提取物、桑叶黄酮提取物、银杏叶黄酮

提取物和桔梗皂苷提取物对各组细胞分泌 TNOS、
iNOS 的影响见图 2。 

 
图2 各种活性物质对细胞分泌TNOS、iNOS的影响 

Fig.2 Effects of the active ingredients on the TNOS and iNOS 

expression levels in HBZY-1 cells (n=6, ⎯x±s) 

NOS 作为限速酶影响 NO 的生成，因为 iNOS 过

量表达，直接降低 NO 的生产，最终导致细胞和组织

损伤，当 NOS 分泌量相差不大时，iNOS 表达量反映

了细胞受损程度。由图 2 可知，与空白组相比，高糖

损伤后，HBZY-1 细胞内 iNOS 含量有明显的提升，

（p<0.01），说明高浓度葡萄糖刺激 HBZY-1 会抑制

NO 渗出，促进 iNOS 表达，诱导细胞炎症反应；较之

高糖处理组，枸杞多糖提取物、桑叶黄酮提取物及银

杏叶黄酮提取物组 iNOS 含量显著降低（p<0.01），说

明枸杞多糖提取物、桑叶黄酮提取物与银杏叶黄酮提

取物均对高糖诱导的 iNOS 表达具有相反的作用，在

一定程度上能达到保护血管，舒张血管的目的。但其

中桔梗皂苷提取物组分泌 iNOS 量与正常组和其他组

相比都显著增加（p<0.01），说明桔梗皂苷对细胞炎症

几乎无保护作用。 

2.4  细胞形态学观察 

枸杞多糖提取物、桑叶黄酮提取物、银杏叶黄酮

提取物和桔梗皂苷提取物对高糖诱导下细胞形态的影

响见图 3。 

  

 

 

 
图3 不同活性物质对细胞形态的影响 

Fig.3 Effects of the active ingredients on cell morphology 

(1000×) 
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注：a，无处理细胞形态；b，阳性对照；c，45 mmol/L 高

糖处理；d，400 μg/mL 枸杞多糖提取物+高糖处理；e，350 μg/mL

桑叶黄酮提取物+高糖处理；f，125 μg/mL 银杏叶黄酮提取物+

高糖处理；g，125 μg/mL 桔梗皂苷提取物+高糖处理。 
为了进一步观察并验证以上实验结果，利用倒置

显微镜观察不同处理后的细胞形态。由上图 3 可知，

当培养条件正常时，细胞呈单层生长，呈星状或纺锤

状并伴有不规则突起。高糖损伤后，细胞失去正常形

态，边缘模糊，缺乏立体感，不规则突起消失，数量

减少不密集。枸杞多糖提取物、桑叶黄酮提取物、银

杏叶黄铜提取物保护作用明显，与正常细胞组形态相

似，较之高糖组有更多的触角与数量，同时也更为立

体。桔梗皂苷提取物对细胞保护作用不明显，细胞变

小皱缩，数量减少。说明枸杞多糖提取物、桑叶黄酮

提取物与银杏叶黄酮提取物均对高糖诱导的 HBZY-1
细胞损伤具有保护作用，能保持良好的细胞形态。 

3  结论 

由细胞增殖实验结果发现枸杞多糖提取物、桑叶

黄酮提取物、银杏叶黄酮提取物皆能在高糖损伤下促

进细胞增殖。检测各组细胞上清液中 LDH、NO、ET-1
等炎症因子的表达，结果发现，较之高糖处理组，枸

杞多糖提取物、桑叶黄酮提取物及银杏叶黄酮提取物

对降低 LDH、ET-1 表达，提高 NO 含量均有非常显著

效果。通过检测细胞内分泌 TNOS、iNOS 的表达，说

明枸杞多糖提取物、桑叶黄酮提取物与银杏叶黄酮提

取物均对高糖诱导的 iNOS 表达具有抑制作用，在一

定程度上能达到保护血管，舒张血管的目的。细胞形

态学观察结果可知，枸杞多糖、桑叶黄酮、银杏叶黄

铜保护作用明显，与正常细胞组形态相似，较之高糖

组有更多的触角与数量，同时也更为立体。说明枸杞

多糖提取物、桑叶黄酮提取物与银杏叶黄酮提取物均

对高糖诱导的 HBZY-1 细胞损伤具有保护作用，能保

持良好的细胞形态。本文筛选到的三种提取物可作为

糖尿病肾病的潜在新药并有待进一步研发。 
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