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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，研究桂花多酚纯化组

分 1、2、3 对炎症细胞的活性（MTT）、活性氧（ROS）含量、超氧化物歧化酶（SOD）和黄嘌呤氧化酶（XOD）活性影响；以 10 Ug/L 

TNF-α诱导 HUVEC 产生炎症反应，加入 6000 Ug/L、3000 Ug/L、300 Ug/L 和 30 Ug/L 桂花多酚纯化组分 1、2、3，研究桂花多酚纯

化组分 1、2、3 的浓度及其组成对炎症细胞保护作用的影响。结果表明，当桂花多酚纯化组分 2、3 浓度为 300~3000 Ug/L、组分 1

浓度为 3000 Ug/L 时，可显著提高由 TNF-α诱导的 HUVEC 细胞活力和 SOD 酶活性（p<0.05），显著抑制炎症细胞中活性氧（ROS）

含量和 XOD 酶活性（p<0.05），具有显著抗炎效果。 
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Abstract: An in vitro human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) model of inflammation induced by tumor necrosis factor (TNF)-α 

was established to study the effects of the purified fractions 1, 2, and 3 obtained from the ethanol extracts of Osmanthus fragrans flowers on cell 

viability (MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium reduction assay), reactive oxygen species (ROS) 

content, and the activity of superoxide dismutase (SOD) and xanthine oxidase (XOD) in the inflammatory cells. The inflammatory reaction was 

triggered by TNF-α (10 µg/L) in HUVECs, and then the inflammatory cells were treated with fractions 1, 2, and 3 at concentrations of 6000, 

3000, 300, and 30 µg/L. The protective effects of the concentrations and compositions of fractions 1, 2, and 3 on inflammatory cells were 

evaluated. The results showed that treatment with fractions 2 and 3 at concentrations ranging from 300–3000 µg/L and fraction 1 at a 

concentration of 3000 µg/L could significantly enhance HUVEC cell viability and SOD activity (p < 0.05), while significantly suppressing XOD 

activity and reducing ROS content (p < 0.05). The abovementioned treatment exhibited strong anti-inflammatory effects. 
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国内外研究表明，桂花醇提物中含有大量多酚和 
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黄酮类物质[1~4]，且具有显著的体内外抗氧化清除自由

基活性[1,3,5,6]、抗癌、抗炎等活性功能[7-10]。Huang 等[7]

研究发现，桂花醇提物可以显著抑制牙龈卟啉单胞菌

的生长，提高由牙龈卟啉单胞菌脂多糖诱导的炎症反

应中超 SOD 活性和抗氧化信号通路中 Nrf2 的表达，

可作为治疗牙龈疾病的附属药物；Hung
[8]等研究表明，

通过使老鼠口服桂花醇提物，发现老鼠肺和脾中谷胱

甘肽含量增加，硫代巴比土酸反应底物显著降低，其
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清除含氧自由基的能力显著升高，降低了老鼠肺中炎

症细胞的 lgE 表达和渗透物含量，从而达到抗炎的目

的；以上结果表明，桂花醇提物具有一定的抗炎效果。

然而，关于桂花醇提物在 HUVEC 中的抗炎作用却鲜

有报道。 

研究发现，当 TNF-α由 23.24 pg/L 增加至 39.32 

pg/L 时，可通过直接的细胞毒害作用，破坏血管内皮

细胞结构和功能的完整，导致内皮功能障碍[11]。所以，

一些学者通过建立TNF-α诱导HUVEC产生炎症的模

型，来研究药物或者生物活性物质的抗炎作用[12~14]。 

本文通过建立TNF-α诱导HUVEC产生炎症损伤

反应模型，来研究不同浓度和组分的桂花多酚纯化物

对炎症损伤细胞的影响，为桂花中天然抗炎活性因子

的研究和开发提供理论依据。 

1  材料、仪器与方法 

1.1  材料与试剂 

金桂采摘于江苏省溧阳市芳芝林生态园区；

HPD100 大孔树脂由河北宝恩吸附材料有限公司提

供；MTT 粉末购于 sigma 公司；TNF-α、PMSF、IP

细胞裂解液、ROS、XOD、BCA、SOD 试剂盒均购于

碧云天生物技术研究所；液相用甲醇为色谱级。 

1.2  仪器与设备 

FDU-1200 真空冷冻干燥机，东京理化/EYELA；

TriStar LB 941 微孔板式多功能分析仪，Berthold 

Technologies；高效液相色谱与质谱联用仪 Agilent 

1100 HPLC/MS（SL），美国 Agilent 公司；转盘式激

光共聚焦显微镜 PE(Ultra View VOX)，美国珀金埃尔

默公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  桂花多酚的提取、纯化与检测 

桂花多酚的提取与纯化参考 Lee 等[15]方法。 

1.3.1.1  提取 

桂花醇提物的制备：在常温下，按照料液比为

1:10，用 70%乙醇对金桂花瓣超声提取 2 h，抽滤、浓

缩、冻干，得到桂花醇提物（粉末）。 

1.3.1.2  纯化 

活化 HPD100 大孔树脂，称取一定量粉状桂花醇

提物，超纯水溶解后，过 HPD100 大孔树脂。经充分

吸附后，先用超纯水洗脱，去除糖、蛋白等杂物后，

再用 3BV50%乙醇进行洗脱，收集洗脱液，浓缩、冻

干，得到桂花多酚纯化物，含量在 40%以上；将桂花

多酚与硅胶混合拌样，装柱。为研究桂花多酚的成分

和极性对活性影响，分别用含 30%、50%和 70%乙酸

乙酯的石油醚体系洗脱柱子，收集洗脱液，浓缩、冻

干，分别记为桂花多酚纯化组分 1、2 和 3。取一定质

量(mL)的干粉状纯化组分 1、2 和 3，用蒸馏水复溶后，

用福林酚法测总酚含量(m2)（以没食子酸计），使用公

式：含量（%）=(m1/m2)*100 计算，得到的多酚含量

均为 70%以上。 

1.3.1.3  HPLC-MS/MS 检测 

桂花多酚纯化组分 1、2、3 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 280 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%~20%；5~15 min，20%~25%；15~20 

min，25%~30%；20~25 min，30%~35%；25~30 min，

35%~38%；30~35 min，38%~40%；35~40 min，

40%~42%；40~45 min，42%~45%；45~50 min，

45%~48%；50~55 min，48%~50%；55~60 min，

50%~55%；60~65 min，55%~60%；65~75 min，

60%~75%；75~80 min，75%~80%；80~85 min，

80%~83%；85~90 min，83%~85%；90~95 min，

85%~20%；95~100 min，20%~5%；100~110 min，5%。 

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. 

1.3.2  TNF-α 诱导人脐静脉血管内皮细胞炎症

反应模型 

选择 5~6 代的人脐静脉血管内皮细胞，在 37 ℃，

5% CO2的条件下培养，待细胞长满培养瓶底部约90%

时，传至 6 孔板，长满６孔板底部时，换无血清的 1640

细胞培养液，饥饿培养 4 h，使细胞达到同步生长状态。

然后加入一定质量浓度的桂花多酚纯化组分 1、2、3，

培养 18 h 后再加入 10 Ug/L TNF-α培养 4 h。 

1.3.3  桂花多酚纯化物处理人脐静脉血管内皮

细胞 

将 1.3.2 所述中达到同步生长状态的细胞，进行

分组：1 号孔为对照组 1（control 1），不加任何药物；

2 号孔为对照组 2（control 2），只加 10 Ug/L TNF-α；

4-6 号孔为实验组 1-4（Test1-4），分别加 6000 Ug/L、

3000 Ug/L、300 Ug/L和 30 Ug/L桂花多酚纯化组分 1、

2、3。 

1.3.4  细胞活力 MTT 的测定 
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参考Xu等[16]方法测定1.3.3中所述各组细胞的活

力 

1.3.5  激光共聚焦显微镜检及 ROS 含量的测

定 

ROS 含量按照碧云天生产的试剂盒说明书进行

测定，荧光检测条件为：激发波长 485 nm,发射波长

为 535 nm；细胞装载 DCFH-DA 荧光探针后用转盘式

激光共聚焦显微镜进行检测。 

1.3.6  XOD、SOD 酶活的测定 

将 1.3.3 中的各组细胞，先经 2000 r/min 离心 10 

min，弃去上清液，用 PBS 缓冲液冲洗后，再经 2000 

r/min 离心 10 min，弃去上清液。加入 80 UL 含 1%，

100 mmol/L PMSF 的 IP 细胞裂解液，匀浆后 10000 

r/min 离心 10 min，收集上清液，上清液的 XOD、SOD

酶活按照碧云天生产的试剂盒说明书进行测定。 

1.3.7  典型相关性分析及数据处理 

采用典型相关性分析的方法来研究组分 1、2 和 3

的多酚浓度（x1）、细胞活性（x2）和 ROS（x3）与

SOD（y1）、XOD（y2）酶活性的关系；每组试验重

复三次，实验结果以平均值±标准差来表示，典型相

关分析和数据统计使用 R 软件来完成，p<0.05 表示具

有显著差异。 

2  结果与讨论 

2.1  桂花多酚纯化组分及其浓度对细胞活性

（MTT）的影响 

 
图1 不同浓度和组分的桂花多酚纯化物对细胞活性的影响 

Fig.1 Effects of different concentrations and fractions of POF 

on the activity of cells 

Note: a-f Values in each column with different letters indicate 

significant differences (p < 0.05). 

由图 1 可知，对照组 2 的细胞活力显著低于对照

组 1（p<0.05），说明由 TNF-α诱导的 HUVEC 炎症模

型显著；当桂花多酚纯化组分 1、2 和 3 浓度为 6000 

Ug/L 时，细胞活力显著低于对照组 2（p<0.05），说明

此条件对细胞产生了毒害作用；组分 1、2、3 浓度为

30 Ug/L 和组分 1 浓度为 300 Ug/L 时，细胞活力与对

照组 2 相当，说明低浓度的组分 1、2、3 和中等浓度

的组分 1 对细胞的保护作用不明显；当组分 2、3 浓度

为 300 Ug/L 和 3000 Ug/L 及组分 1 浓度为 3000 Ug/L

时，细胞活力显著高于对照组 2（p<0.05），说明对炎

症细胞产生了显著的保护作用，且组分 2 在浓度为

3000 Ug/L 时的细胞活力最大，说明对细胞的保护作

用最为显著（p<0.05）。 

2.2  桂花多酚纯化组分及其浓度对活性氧

（ROS）的清除作用 

 
图2 不同浓度和组分的桂花多酚纯化物对细胞ROS的清除作用 

Fig.2 Effects of different concentrations and fractions of POF 

on ROS removal in cells 

Note: a–e Values in each column with different letters indicate 

significantl differences (p < 0.05). 

由图 2 可知，对照组 2 的荧光强度显著高于对照

组 1（p<0.05），再次验证由 TNF-α诱导的 HUVEC 炎

症模型显著，说明在 TNF-α诱导下，炎症细胞较正常

细胞产生了更多的 ROS；由于高浓度的毒害作用，当

组分 1、2、3 浓度为 6000 Ug/L 时，荧光强度达到最

大，说明 ROS 含量达到最大；当组分 1、2、3 浓度为

30 Ug/L 时和组分 1 浓度在 300 Ug/L 时，荧光强度与

对照组 2 相当，说明低浓度组分 1、2、3 和中等浓度

组分 1 对 ROS 的清除作用不明显；当组分 2、3 浓度

为 300 Ug/L 和 3000 Ug/L 及组分 1 浓度为 3000 Ug/L

时，荧光强度显著低于对照组 2（p<0.05），说明在此

条件下桂花多酚具有抑制或清除 ROS 的作用。 

2.3  桂花多酚纯化组分及其浓度对超氧化物

歧化酶（SOD）活性的影响 

由图 3 可知，对照组 2 的 SOD 酶活性显著低于
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对照组 1（p<0.05），说明在炎症反应发生时，SOD 酶

活性被抑制。当组分 1、2、3 浓度为 6000 Ug/L 时，

SOD 酶活性显著低于对照组 2（p<0.05），说明高浓度

的毒害作用严重抑制了细胞中 SOD 酶活性，尤其是

组分 2 对 SOD 酶活的抑制作用最大，显著低于其它

组（p<0.05）；当组分 1、2、3 浓度为 30 Ug/L 和组分

1 浓度为 300 Ug/L 时，SOD 酶活性与对照组 2 相当，

说明低浓度的组分 1、2、3 和中等浓度的组分 1 对炎

症细胞中 SOD 酶活性没有产生影响；当组分 2、3 浓

度为300 Ug/L和3000 Ug/L及组分1浓度为3000 Ug/L

时，SOD 酶活性显著高于对照组 2（p<0.05），说明在

此条件下桂花多酚能显著提高 SOD 酶活性。 

 
图3 不同浓度和组分的桂花多酚纯化物对SOD酶活的影响 

Fig.3 Effects of different concentrations and fractions of 

POF on SOD activity  

Note: a–f Values in each column with different letters indicate 

significantl differences (p < 0.05). 

2.4  桂花多酚纯化组分及其浓度对黄嘌呤氧

化酶（XOD）活性的抑制作用 

 
图4 不同浓度和组分的桂花多酚纯化物对XOD酶活的影响 

Fig.4 Effects of different concentrations and fractions of 

POF on XOD activity  

Note: a-g Values in each column with different letters indicate 

significant differences (p < 0.05). 

 

如图 4 可知，对照组 2 的 XOD 酶活性显著高于

对照组 1（p<0.05），说明炎症反应发生时 XOD 酶活

较大；当组分 1、2、3 浓度为 6000 Ug/L 时，XOD 酶

活显著高于对照组 2（p<0.05），说明高浓度的毒害作

用显著提高了细胞中 XOD 酶活性；当组分 1、2、3

浓度为30 Ug/L时和组分1浓度在300 Ug/L时， XOD

酶活与对照组 2 相当，说明低浓度组分 1、2、3 和中

等浓度组分 1 对 XOD 酶活性没有影响；当组分 2、3

浓度为 300 Ug/L 和 3000 Ug/L 及组分 1 浓度为 3000 

Ug/L 时，XOD 酶活显著低于对照组 2（p<0.05），说

明在此条件下桂花多酚能显著抑制 XOD 酶活性。 

2.5  桂花多酚纯化组分的 HPLC-MS/MS 分析 

 

 

 
图5 a、b、c分别为桂花多酚纯化组分1、2、3的高效液相色

谱 

Fig.5 HPLC chromatograms of fractions 1 (a), 2 (b), and 3 (c) from 

POF 
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图 6 峰 13的一级和二级质谱图 

Fig.6 MS and MS2 spectra of peak 13 

由图 5a 中的峰 1、2、3、4 与 5b 中的峰 7、9、

10、11 和图 5c 中的 15、17、18、19 由于溶剂的不同，

保留时间略有差异，可以确定为桂花多酚纯化组分 1、

2、3 中共有成分，峰 5 和峰 13 可以确定为组分 2 和 3

中共有成分；图 5a 与图 5b、c 最大的差别在于峰 5

和峰 13，说明组分 2 和 3 中含有的这种酚类物质是组

分 1 中所没有的，通过质谱检测，峰 13 的分子离子峰

[M-H]
-为 m/z 623.4，失去一个糖苷（162u）后，得到

二级质谱碎片 Y0
*为 m/z 461.2，与已报道的麦角甾苷

相符[17]，Hung 等[3]从桂花醇提物中亦分离鉴定出了麦

角甾苷。故推测峰 13 为麦角甾苷。峰 8 和峰 15 的的

分子离子峰[M-H]
-为 m/z 523.1，失去糖苷（162u）后，

得到二级碎片 Y0
*为 m/z 361.0，与已从桂花中鉴定出

女贞苷相符[3]。故推测峰 8 和峰 15 为女贞苷。峰 13

的一级和二级质谱图和数据分别见图 6 和表 1；图 5b

和 c 显示组分 2 和 3 的多酚组成大致是相同的，但是

各组分的相对含量不同；桂花多酚纯化物组分 1、2、

3 的质谱数据详见表 1。 

2.6  桂花多酚纯化组分 2 对 HUVEC 细胞的影

响 

表1 桂花多酚在负离子模式下的一级和二级质谱数据 

Table 1 MS/MS data of EOF fractions 1, 2, and 3 

物质 峰号 保留时间/min [M-H]-/(m/z) Y0*/(m/z) 其它特征离子/(m/z) 

组分 1 

1 77.452 523.1 361 291.0(a)/259.0(b) 

2 91.193 409 246.8 202.8(a)/228.9(b)/349.0(c)/158.9(d) 

3 92.857 549.3 489.1 631.1(a)/216.8(b) 

4 95.775 487.4 469.3 425.7(a)/443.7(b)/371.5(c) 

组分 2 

5 31.616 623.4 461.2[M-H-162.2]- 315.0(a)/179.1(b)/161.0(c)/153.2(d) 

6 66.707 667.3 621.3 622.3(a) 

7 77.416 523.1 361.0[M-H-162.1] 291.0(a)/259.0(b) 

8 82.213 411.1 248.9 493.0(a)/216.8(b)/575.0(c) 

9 92.115 409 246.8 202.8(a)/228.9(b)/349.0(c)/158.9(d) 

10 93.056 549.3 489.1 631.1(a)/216.8(b) 

11 93.986 487.4 469.3 425.7(a)/443.7(b)/371.5(c) 

组分 3 

12 31.73 407.2 347.2 318.1(a)/383.2(b)/216.9(c) 

13 33.026 623.4 461.2[M-H-162.2]- 315.0(a)/179.1(b)/161.0(c)/153.2(d) 

14 67.31 667.3 621.3 622.3(a) 

15 77.656 523.1 361.0[M-H-162.1] 291.0(a)/259.0(b) 

16 84.228 411.1 248.9 493.0(a)/216.8(b)/575.0(c) 

17 92.115 409 246.8 202.8(a)/228.9(b)/349.0(c)/158.9(d) 

18 94.086 549.3 489.1 631.1(a)/216.8(b) 

19 95.062 487.4 469.3 425.7(a)/443.7(b)/371.5(c) 

注：a,b,c,d 表示离子丰度的大小，其中 a>b>c>d。 
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由2.1-2.4试验结果可知桂花多酚纯化组分2较组

分 1、3，对炎症细胞的影响较大，通过激光共聚焦显

微镜检测不同浓度组分2对炎症细胞ROS含量和生长

状态的影响，如图 7 所示，每组图左侧为 GFP 图，右

侧为 DIC 图。 

 

 

 

 

 

 

图7 激光共聚焦显微镜检测不同浓度桂花多酚纯化组分2对

TNF-α诱导HUVEC细胞的影响 

Fig.7 Effect of different concentrations of fraction 2 of POF on 

TNF-α-induced HUVEC cells under confocal 

由 DIC 图可以明显的看出细胞的生长状态，正常

细胞近似球形，呈现向上凸出状，具有一定的立体感，

ROS 含量较高的细胞会发出绿色荧光，濒临死亡或死

亡细胞呈不规则或梭形，如图 7（Control 1）中所标

示；Control 2 较 Control 1 中的细胞呈现梭形的多，说

明炎症反应对细胞的生长产生了影响；Test2 和 Test3

的细胞生长状态较 Control 2 中的好，濒临死亡和死亡

的细胞较少，说明对炎症细胞产生了一定的保护作用；

Test1 中的细胞死亡较多，细胞大多呈梭形，生长状态

不佳，可能是由于高浓度的组分 2 对细胞产生毒害作

用；Test 4 与 Control 2 中的细胞生长状态大致形同，

说明低浓度的组分 2 对细胞的生长状态几乎没有影

响；由 GFP 图可知，每组细胞中的荧光强度大小与

2.2 中的结果相符。 

2.7  多酚浓度与抗炎效果的典型相关性分析 

根据 2.1-2.4 中，组分 1、2 和 3 的多酚浓度对细

胞活性、ROS、SOD 和 XOD 影响的试验数据，多酚

浓度（x1）、细胞活性（x2）和 ROS（x3）与 SOD（y1）、

XOD（y2）酶活性的典型相关方程如下: 

其中 xi*,yi*,i=1,2,3;j=1,2 是标准化后的数据； 

 

 

 

 

 

图 8 第 1、2典型变量的散点图 

Fig.8 Scatter plots of first and second typical variables 

u1=-0.04x1*-0.003x2*+ 0.35x3* 

u2=-0.20x1*+1.35x2*+1.45x3* 

v1=-0.12y1*+ 0.18y2* 

v2= -1.33y1*-1.32y2* 
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图 8a、b 分别是第 1，2 对典型变量的散点图，

图 8a 中的点在一直线附近，其典型相关系数

ρ(u1,v1)=0.99；图 8b 中的点分布很散，其典型相关系

数 ρ(u2,v2)=0.46，所以选择第 1 对主变量(u1,v1)来解

释各个变量之间的关系。由第 1 对典型性相关方程可

知细胞中的 SOD、XOD 的酶活性与多酚浓度（x1）、

细胞活性（x2）和 ROS（x3）的关系显著（p<0.05），

说明不同浓度桂花多酚纯化组分可能是通过对细胞中

SOD 和 XOD 酶活性的影响，起到对炎症细胞的保护

作用。 

3  讨论 

由上述结果分析可知，相同浓度桂花多酚纯化组

分 1、2、3 对由 TNF-α诱导的人脐静脉血管内皮细胞

炎症反应的影响是不同的，通过 HPLC-MS/MS 检测

可知，是由于组分 1、2、3 多酚含量和组成不同产生

的。与组分 1 相比，组分 2 中含有的麦角甾苷可能是

导致二者对炎症细胞保护作用不同的主要原因；组分

2 和组分 3 含有的多酚组分大致相同，但各组分多酚

含量不同，是导致二者对炎症细胞保护作用不同的主

要原因。 

黄嘌呤氧化酶（XOD）是核苷酸的分解代谢酶，

可通过级联反应生成大量活性氧（ROS)，包括·0
-2、·OH

等[18]，活性氧（ROS）能引起一系列的有害反应，包

括细胞凋亡、内皮功能障碍、心脏机械能量解耦联、

炎症、硬化、癌症和衰老等病理过程[19~20]。过氧化物

歧化酶(SOD)能催化超氧阴离子自由基歧化为过氧化

氢和氧，并具有减弱肺部炎症的作用[21~22]，已有研究

表明桂花醇提物可以显著提高炎症发应过程中 SOD

酶活性[10]。本研究发现，对炎症细胞保护作用最显著

的桂花多酚纯化组分 2 在浓度为 300~3000 Ug/L 时可

以显著提高 SOD 酶活性和抑制 XOD 酶活性，起到抑

制炎症的作用。但其机理尚不清楚，需进一步研究。 

4  结论 

桂花多酚纯化组分 2、3 浓度为 300 Ug/L~3000 

Ug/L 及组分 1 浓度为 3000 Ug/L 时，可显著提高由

TNF-α诱导的人脐静脉血管内皮细胞的活力（MTT）

和 SOD 活性，显著抑制炎症细胞中活性氧（ROS）含

量和 XOD 酶活性，桂花多酚纯化组分可能是通过影

响炎症细胞中 SOD 和 XOD 的酶活性，而起到显著的

抗炎效果。 
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