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诸葛菜碱Ⅰ对 H2O2所致 HepG2 细胞氧化损伤的 

保护作用 
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摘要：本文采用柱色谱技术对诸葛菜种子的提取物进行分离纯化，采用波谱技术结合化学方法进行结构鉴定，首次获得新化合

物，命名为诸葛菜碱Ⅰ，并通过建立 H2O2诱导的细胞损伤模型，对诸葛菜碱Ⅰ保护 H2O2所致 HepG2 细胞氧化损伤的作用及其机制

进行了研究。于 H2O2刺激前，加入不同浓度的诸葛菜碱Ⅰ预处理 HepG2 细胞 12 h，然后以 400 μmol/L H2O2损伤细胞 2 h 建立模型。

MTT 法检测细胞存活率，微板法检测细胞培养液中 LDH 活性和细胞 MDA 含量及 SOD、GSH-PX 的活性，Western Blot 检测细胞内

Nrf 2、HO-1 蛋白表达，以评价诸葛菜碱Ⅰ对 H2O2所致 HepG2 细胞氧化损伤的保护作用。结果表明，与模型组相比，诸葛菜碱 I 给

药组（53.5、107、214 μmol/L）预处理 12 h 后，增加了细胞存活率（p<0.01），显著降低 LDH 向细胞外液的释放（p<0.01），显著降

低细胞内 MDA 含量（p<0.05，p<0.01），显著提高细胞内 SOD、GSH-PX 的活性（p<0.05，p<0.01），增高了 Nrf2 蛋白水平。因此，

诸葛菜碱Ⅰ对 H2O2所致 HepG2 细胞氧化损伤具有保护作用。 

关键词：诸葛菜；诸葛菜碱Ⅰ；抗氧化；HepG2 

文章篇号：1673-9078(2017)6-19-25                                             DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2017.6.004 
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Abstract: Orychophragmus violaceus seed extract was isolated and purified by silica gel chromatography, and the structures were 

identified by spectral analysis and chemical methods. A new compound was identified for the first time and named as Orychophragmuspine I. 

The protective effect and mechanism of Orychophragmuspine I on hydrogen peroxide (H2O2)-induced oxidative damage in HepG2 cells was 

investigated by establishing a model of H2O2-induced cell damage. Before hydrogen peroxide stimulation, HepG2 cells were pretreated with 

different concentrations of Orychophragmuspine I for 12 h, and then cells were treated with 400 μmol/L H2O2 for two hours. The survival rate of 

cells was measured by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Lactate dehydrogenase (LDH) activity in the 

medium, cellular malondialdehyde (MDA) content, and the activities of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-PX) 

were measured using a microplate method, and nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) and heme oxygenase-1 (HO-1) protein 

expression was measured by western blot. The results showed that, compared with the model group, 12 h of Orychophragmuspine I treatment 

(53.5, 107, and 214 μmol/L) increased the cell survival rate (p<0.01), significantly reduced the release of LDH to the extracellular fluid (p<0.01), 

decreased MDA content in cells (p<0.05, p<0.01), and increased the intracellular activities of SOD and GSH-PX (p<0.05, p<0.01) and the level 

of Nrf2 protein. Therefore, Orychophragmuspine I has a protective effect against H2O2-induced oxidative damage in HepG2 cells. 
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诸葛菜(Orychragmus violaceus)系诸葛菜属、十字

花科的一年生草本植物，又名二月兰，是中国北方常 
见的一种早春野菜[1]。其嫩茎叶生成量大，营养丰富，

诸葛菜的茎叶水解提取物中含有多种黄酮类化合物以

19 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.6 

20 

及多种人体所需的蛋白质、氨基酸、维生素和矿物质

等[2]。诸葛菜营养价值高，并有一定的药用价值，因

此其具有较高开发前景及广阔的应用价值。 
肝损伤通常是由病毒性肝炎、非酒精性脂肪性肝

炎、酒精滥用和药物中毒所引起的[3]，因为肝脏几乎

涉及所有重要的生物过程，故肝损伤的发生可能会使

机体代谢、解毒、免疫应答和抗微生物防御功能发生

严重的紊乱。目前肝损伤的机制尚未能揭示，但一些

新的研究结果表明多种机制参与了肝损伤的过程，如

氧化应激、炎症、酒精代谢、多种细胞因子与免疫系

统之间的相互作用等[4~6]。其中氧化应激是多种肝损伤

的重要机制。 
研究发现[7]，诸葛菜种子水提物可缓解白鲜皮所

致急性肝毒性作用，提示其具有较好的肝保护作用。

因此，本研究从诸葛菜种子中进一步提取分离出新化

合物诸葛菜碱Ⅰ，选用 H2O2诱导 HepG2 细胞氧化应

激损伤模型，研究诸葛菜碱Ⅰ的抗氧化作用及其保护

机制，为深入研究其在多种肝病治疗上的应用提供依

据。 

1  材料与方法 

1.1  实验药物 

诸葛菜种子于 2015 年 8 月采于北京市，由中国医

学科学院北京协和医学院药用植物研究所丁万隆研究

员对植物进行鉴定，标本保存于本所标本室

(NO.150811)。 

1.2  细胞株 

人肝癌细胞 HepG2，购于中国科学院上海细胞

库。 

1.3  主要试剂 

DMEM 培养基、青霉素链霉素混合液、胰蛋白酶

购自 Gibco 公司，胎牛血清购自四季青公司；3-(4,5-
二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐(MTT)，Sigma
公司产品；二甲基亚砜(DMSO)，Amresco 公司产品；

乳酸脱氢酶(Lacate dehydrogenase，LDH)、丙二醛

（ Malondialdehyde ， MDA ）、超氧化物歧化酶

（Superoxide dismutase，SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶

（Glutathione peroxidase，GSH-PX）试剂盒均购自于

南京建成生物工程有限公司； Sephadex LH-20
（Pharmacia，Uppsala，Sweden），MCI 凝胶（CHP 20P，
75~150 μm，Mitsubishi Chemical Corporation，Tokyo，
Japan），C-18 反相硅胶（40~63 μm，Merck，Darmstadt，

德国）和硅胶（100~200 和 300~400 目，青岛海洋化

工厂，青岛，中华人民共和国），预涂硅胶 GF254 板

（硅胶凝胶开发的 Zhi Fu Huang Wu Pilot Plant，烟台，

中国）。实验用其他试剂均为分析纯。 

1.4  主要仪器 

Perkin-Elmer 341 数字旋光计；Shimadzu UV2550
光谱仪；FT-IR-8400S 光谱仪；Bruker AV Ⅲ 600NMR
光谱仪；LTQ-Obitrap XL 光谱仪；BCN-1360 型生物

洁净工作台(北京东联哈尔仪器制造有限公司)；5410
型二氧化碳培养箱(NAPCO，美国)；MQX200 型酶标

仪(Bio-Tek，美国)；CKX41 倒置荧光显微镜(Olympus，
日本)；Labofuge 400R 离心机(Heraeush，德国) 

1.5  实验方法 

1.5.1  药物分离提取 
将风干粉碎的诸葛菜种子（20.0 kg）用水回流提

取三次（3×40 L，2h/次），将水提取物浓缩至小体积

（3 L），添加于D-101大孔吸附树脂（20 kg，20 cm×200 
cm）上，并用 H2O（60 L）和 10% EtOH（80 L）洗

脱。10% EtOH 部分减压浓缩，将残余物（400 g）上

硅胶（100~200 目，15×60 cm）进行柱层析（CC），
并用 CH2Cl2/CH3OH（10:1~1:1，5 L）梯度洗脱，获

得8个部分（Fr.A~Fr.H）。其中Fr. F(30 g)经ODS MPLC
色谱分析及 MeOH-H2O (10:90；30:70；50:50)洗脱，

得到 3 个部分(Fr. F1-3)。其中 Fr. F1 (5.7 g)通过

Sephadex LH-20 column (5×80 cm)分离，MeOH 洗脱，

制备型 HPLC 纯化，得到化合物 1（11.8 mg）。 
使用Perkin-Elmer 341数字旋光计获得旋光数据。

用 Shimadzu UV 2550 光谱仪记录 UV 数据。使用

FTIR-8400S 光谱仪记录 IR 数据。使用 Bruker AV Ⅲ
600NMR 光谱仪（化学位移值表示为 TMS 值作为内

标的 δ值）获得 NMR 光谱。使用 LTQ-Obitrap XL 光

谱仪进行质谱分析。预涂硅胶 GF254 板进行薄层色谱

分析。 
化合物 1 以二甲基亚砜（Dimethyl sulfoxide，

DMSO）溶解至 100 mg/mL，再以 DMEM 培养基配

制成所需浓度。 
1.5.2  HepG2 细胞培养 

HepG2细胞接种于DMEM培养基(添加 10%的胎

牛血清和 1%的青、链霉素混合液)中，并置于 37 ℃、

5 % CO2条件下培养，细胞长至培养瓶 80%时传代，

取处于对数生长期的细胞进行实验。 

1.5.3  建立 HepG2 细胞氧化损伤模型 
取对数生长期的细胞，用完全培养基调整细胞密
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度至 8×104个/mL，以每孔 100 μL 接种于 96 孔培养板

中，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养。24 h 后，设空

白组：加入空白 DMEM 培养基；不同浓度 H2O2模型

组：分别加入终浓度为 50、100、200、400、800、4000 
μmol/L 的 H2O2。H2O2作用 HepG2 细胞 2 h 后，弃上

清，加入 MTT 溶液，继续孵育 4 h 后，弃上清，每孔

再加入 DMSO 200 μL，混匀后，用酶标仪检测 570 nm
波长处吸光度 A，并依据下式计算细胞存活率。每组

设置 5 个复孔。 

%100
A-A
A-A(%)

02

01 ×=细胞存活率  

式中，A0为空白组的 OD 值；A1为样品组的 OD 值；A2

为阴性对照组的 OD 值。 
1.5.4  实验分组及药物处理 

实验分为：正常对照组；损伤模型组；诸葛菜碱

Ⅰ实验组。其中诸葛菜碱Ⅰ作用浓度为 53.5、107、
214、428、856 μmol/L。将处于对数生长期、状态良

好的细胞接种于培养板中孵育 24 h；待细胞生长稳定

后，实验组加入含有不同浓度诸葛菜碱Ⅰ、不含血清

的 DMEM 培养基溶液，对照组及模型组均加入不含

血清的 DMEM 培养基溶液，孵育 12 h；弃去培养液，

模型组及实验组加入不含血清、含有 400 μmol/L H2O2

的 DMEM 培养液，对照组加入不含血清的 DMEM 基

础培养液，孵育 2 h；弃上清液，取细胞进行相应指标

检测。 

1.5.5  MTT 法检测细胞活力 
取对数生长期的细胞以1×104个/孔的密度接种于

96 孔板中，在 5% CO2、37 ℃条件培养 24 h 后，进行

给药及 H2O2处理。处理结束后，每孔加入 150 μL 含

5 mg/mL MTT 的 DMEM 溶液，37 ℃孵育 4 h 后小心

移除培养液，每孔加入 150 μL DMSO，微孔板振荡器

震荡 5 min，使甲臜结晶充分溶解后，微孔板扫描酶

标仪测定 570 nm 处吸光度值（OD 值）。 
细胞存活率%=加药细胞 OD 值/对照细胞 OD 值

×100%。 

1.5.6  细胞上清液 LDH 含量及抗氧化生化指

标测定 
细胞经预给药及 H2O2 处理后，收集各组上清以

测 LDH 活力；消化收集各组细胞，每组加 1 mL PBS，
采取反复冻融的方法(-80 ℃冰箱15 min，室温20 min，
如此重复 3 次)，3000 r/min 离心 10 min，吸取上清，

参考南京建成试剂盒操作步骤进行 LDH、MDA 含量、

SOD 和 GSH-Px 活力的测定。 
 
 

1.5.7  Western blot 检测抗氧化相关蛋白的表

达 
细胞经预给药及 H2O2 处理后，收集各组细胞，

加入裂解液，冰浴裂解30 min，12000 r/min离心5 min，
取上清，即细胞蛋白。用 BCA 法测定蛋白的浓度，

并根据蛋白标准品的浓度标准曲线，计算出各组样品

的蛋白浓度。制备凝胶，加样，电泳（80 V，1~2 h），
电泳结束后电转 55 min，将 PVDF 膜用 5%的脱脂奶

粉于室温封闭 2 h，封闭一抗 4 ℃过夜后，TBST 洗膜

后，封闭二抗，室温下孵育 2 h，TBST 洗膜后，显色

液进行显色后使用凝胶成像仪(BIO-RAD)进行成像。

使用 photoshop 图像处理软件对蛋白条带的灰度值进

行分析，将 β-actin 作为内参，用目的条带与 β-actin
条带灰度值的比值作为目的蛋白的相对表达量。 

1.5.8  统计结果处理 
实际数据用⎯x±s 表示，采用统计软件 SPSS 17.0

进行单因素方差分析、t 检验等处理，p<0.05 认为差

异具有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  结构鉴定 

化合物 1 为无定形白色粉末。UV(MeOH) λmax(log 
ε)：284.8(3.18)，217.0(3.14)；IR(film) νmax：3347，
3250(OH，NH)，1653(a,b-unsaturated amide)，1558，
1541，1506(aromatic ring)；ESIMS：m/z 470 [M+1]+，
m/z 492[M+Na]+，HRESIMS：m/z 470.2645[M+1]+ 
(calcd. for 470.2655)；分子式为 C26H35N3O5。1H，

13C-NMR，见表 1。再根据 HSQC 和 HMBC 鉴定结

构如下： 

 
该结构与文献 [8]报道的结构 3’-(4-hydroxy-3- 

methoxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)-N,N’-(4-azaoctane
-1,8-diyl)bis[prop-2-enamide]非常类似，只是 7”,8”位的

双键变成单键，故该化合物为新化合物，命名为

Orychophragmuspine Ⅰ(诸葛菜碱Ⅰ)。 
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表1 化合物1的核磁共振数据（600 MHz，DMSO） 

Table 1 NMR data (600 MHz, in DMSO) for compound 1 

Position 
Compounds 1 

δC，type δH(J in Hz) 

1  8.40，brs 

2 38.0，CH2 3.17，m 

3 24.7，CH2 1.58，m 

4 26.4，CH2 1.48，m 

5 47.3，CH2 2.68，m 

6  8.01，brs 

7 45.3，CH2 2.67，m 

8 27.4，CH2 1.66，m 

9 36.0，CH2 3.08，m 

10  8.10，brs 

1’ 126.4，C  

2’ 111.3，CH 7.11，d (1.2) 

3’ 147.7，C  

4’ 148.2，C  

5’ 115.6，CH 6.80，d (7.8) 

6’ 121.1，CH 6.98，dd (7.8，1.2) 

7’ 138.5，CH 7.31，d (15.6) 

8’ 119.1，CH 6.45，d (15.6) 

9’ 165.1，C  

1’’ 131.0，C  

2’’ 128.5，CH 6.96，d (8.4) 

3’’ 114.8，CH 6.66，d (8.4) 

4’’ 155.1，C  

5’’ 114.8，CH 6.66，d (8.4) 

6’’ 128.5，CH 6.96，d (8.4) 

7’’ 29.9，CH2 2.78，m 

8’’ 37.0，CH2 2.31，m 

9’’ 171.4，C  
-OCH3 55.6，CH3 3.81，s 
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图1 不同浓度H2O2对 HepG2细胞存活率的影响 

Fig.1 Effect of different concentrations of hydrogen peroxide 

(H2O2) on the survival rate of HepG2 cells 

2.2  不同浓度H2O2对HepG2细胞存活率的影

响 

高浓度的 H2O2可引起 HepG2 细胞氧化应激损伤

并降低 HepG2 细胞的存活率。如图 1，实验结果显示，

400 μmol/L H2O2 能使细胞的存活率降低 50%~60% 
(p<0.01)，实验结果重复性好，因此选择 400 μmol/L 
H2O2来建立氧化应激损伤模型。 

2.3  诸葛菜碱Ⅰ对H2O2诱导的HepG2细胞存

活率的影响 

 
图2 诸葛菜碱Ⅰ对细胞存活率的影响和其对H2O2诱导HepG2细

胞存活率的影响 

Fig.2 Effect of Orychophragmuspine I on HepG2 cell viability 

and the protective effect of Orychophragmuspine I on HepG2 

cells treated with hydrogen peroxide (H2O2) 

注: ##p<0.01 vs control group, *p<0.05, **p<0.01 vs H2O2 

group, SSp<0.01 vs H2O2 group。 
如图 2a 所示，53.5~856 μmol/L 诸葛菜碱Ⅰ对

HepG2 细胞未见明显的细胞毒性作用（无统计学差

异）。 
如图 2b，模型组细胞存活率为 60.86%，与正常

组相比具有显著性差异（p<0.01），即 400 μmol/L H2O2

作用 2 h 可显著降低 HepG2 细胞活力。 
与模型组相比，诸葛菜碱Ⅰ预孵育 12 h 可不同程

度降低 H2O2 引起的细胞损伤，其细胞存活率均有所

提高，但仍低于对照组细胞，其中 53.5、107、214 
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μmol/L 诸葛菜碱Ⅰ的细胞存活率具有显著性差异

（p<0.01），即 53.5、107、214 μmol/L 诸葛菜碱Ⅰ对

H2O2引起的细胞损伤具有显著的保护作用。实验结果

显示：在本实验检测的浓度范围内，诸葛菜碱Ⅰ抗

H2O2诱导的 HepG2 细胞损伤的活性较显著。 

2.4  诸葛菜碱Ⅰ对 H2O2 诱导的 HepG2 细胞

LDH漏出量及MDA含量的影响 

 
图3 诸葛菜碱Ⅰ对H2O2诱导的HepG2细胞LDH漏出量及MDA含

量的影响 

Fig.3 Effects of Orychophragmuspine I on LDH leakage and 

MDA content in HepG2 cells treated with hydrogen peroxide 

(H2O2) 

注: ##p<0.01 vs control group, *p<0.05, **p<0.01 vs H2O2 

group。 

LDH 在细胞膜损伤时由细胞漏出，可作为细胞损

伤的标志。如图 3，H2O2处理 HepG2 细胞引起 LDH
释放显著增加（p<0.01），用 53.5、107、214 μmol/L
诸葛菜碱Ⅰ预处理可显著减轻 HepG2 细胞损伤

（p<0.01），说明诸葛菜碱Ⅰ抑制 LDH 的漏出。MDA
作为细胞膜脂质过氧化的降解产物，是氧化性损伤的

重要标志。与空白对照组相比，H2O2 处理 HepG2 细

胞导致细胞内 MDA 水平显著升高（p<0.01），而诸葛

菜碱Ⅰ预处理可抑制 MDA 水平的增高（p<0.05，
p<0.01）。 

2.5  诸葛菜碱Ⅰ对H2O2诱导的HepG2细胞内

源性抗氧化酶活性的影响 

 
图4 诸葛菜碱I对H2O2诱导的HepG2细胞SOD、GSH-Px活性的

影响 

Fig.4 Effects of Orychophragmuspine I on SOD and GSH-Px 

activities in hydrogen peroxide (H2O2)-treated HepG2 cells 

注: ##p<0.01 vs control group, *p<0.05, **p<0.01 vs H2O2 

group。 

SOD 是生物体内广泛存在的一种重要的抗氧化

物酶，能清除超氧阴离子自由基，使机体免受氧自由

基的损害[9]。GSH-PX 是生物体内一种重要的催化过

氧化氢分解的酶，其能特异性催化 GSH 对 H2O2的还

原反应，从而保护细胞结构与功能的完整性。SOD、

GSH-Px 均具有抗氧化性损伤功能。实验结果（如图 4）
显示，与空白对照组相比，以上 2 种抗氧化酶的活性

在 H2O2处理后显著下降（p<0.01），诸葛菜碱Ⅰ（53.5、
107、214 μmol/L）预处理均可增强内源性抗氧化酶

SOD、GSH-Px 的活性（p<0.05，p<0.01），证实了诸

葛菜碱Ⅰ对 H2O2诱导 HepG2 细胞损伤具有保护作用

及其抗氧化活性。 

2.6  诸葛菜碱Ⅰ对H2O2诱导的HepG2细胞内

抗氧化蛋白表达的影响 

在细胞正常情况下，Nrf2 通过结合其负调节剂

Keap1 保留在细胞质中。细胞处于氧化应激环境时，

Nrf2 解离并转移到细胞核中[10]，激活抗氧化基因和

酶，如谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）、谷胱甘肽-S-转移

酶（GST）、血红素加氧酶（HO）、谷氨酸半胱氨酸连
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接酶（GCLc）和超氧化物歧化酶（SOD）[11,12]，随后

与抗氧化元件（ARE）结合，Nrf2 的过度表达有助于

细胞抵抗由 H2O2、NO 和 CCl4等引起氧化应激反应，

起到保护作用[13]。我们的研究结果显示，诸葛菜碱Ⅰ

增强 Nrf2 的表达，且 HO-1 和 GCL 的表达均升高，

表明诸葛菜碱Ⅰ介导的肝细胞保护作用涉及 Nrf2- 
ARE 途径。（图 5）。 
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图5 诸葛菜碱Ⅰ对H2O2诱导的HepG2细胞内抗氧化蛋白表 的

Fig.5 Effect of Orychophra ine I on the expression of 

注: *p<0.05, **p< 。 

3  结

达

影响 

gmusp

antioxidant proteins in HepG2 cells treated with hydrogen 

peroxide (H2O2) 

0.01 vs H2O2 group

论 

3.1  机体的氧化应激及氧化损伤是导致组织损伤、动

脉粥样硬化、炎症、衰老、糖尿病和癌症等疾病发生

发展的重要因素[14]。过氧化氢（H2O2）是一种重要的

活性氧，也是体内重要中间代谢产物。过氧化氢进入

细胞后易形成高活性的自由基，通过作用生物大分子

物质，引起脂质过氧化等反应，破坏细胞结构，其过

程易于获得且性质相对稳定的特点，使其成为研究细

胞氧化损伤的重要工具[15]。HepG2 细胞所含的生物转

化代谢酶与人正常肝实质细胞具有同源性，还具有生

成繁殖快优点，因此被广泛应用于体外实验筛选[16]。 
3.2  本研究从诸葛菜种子水提物中首次提取分离出

新化合物诸葛菜碱Ⅰ，揭示了诸葛菜碱Ⅰ对 H2O2 所

致 HepG2 细胞氧化应激损伤具有保护作用，其机制可

能是通过激活 Nrf2-ARE 抗氧化信号通路，从而发挥

其抗氧化功能，减少 H2O2 引起的细胞损伤。因此，

诸葛菜碱Ⅰ有望成为一种新型天然抗氧化应激药物，

其机制与提高肝细胞的抗氧化能力相关，但仍需更深

入的研究。 
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