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摘要：探究色素玉米“紫糯 8 号”玉米须原花青素最佳提取条件并验证其抗肿瘤活性。设计四因素四水平正交实验，探索 pH，提

取剂浓度，提取温度及提取时间对原花青素提取得率的影响，通过自由基清除实验验证玉米须原花青素的抗氧化活性，不同浓度的玉

米须原花青素处理 Hela 细胞，MTT 法测定细胞存活率，进一步测定 Bax/Bcl-2 表达情况和 Caspase-3 活性，评价玉米须原花青素抗肿

瘤活性并初步阐明机制。玉米须原花青素最佳提取条件为 pH=6，50 ℃条件下，通过 70%的乙醇，提取 3 h。玉米须原花青素对 DPPH

自由基具有较强的清除活性，4 mg/mL 即可达到 86.09%的清除率。细胞实验证实，100 μg/mL 玉米须原花青素可以显著抑制 Hela 细

胞增殖，细胞活性为 88.83%，且抑制活性具有剂量依赖关系。此外，玉米须原花青素能够提高 Bax/Bcl-2 比例，启动凋亡并提高凋亡

执行者 Caspase-3 活性。因此，玉米须可作为一种具有抗氧化、抗肿瘤活性的保健品加以开发利用。 
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Abstract: The optimal conditions for the extraction of proanthocyanidins from the corn silk of the pigmented corn cultivar “Zinuo 8” 

(PCZ) were investigated and the antitumor activity of the extracted PCZ was measured. An orthogonal experiment with four factors and levels 

was designed to investigate the influences of pH, extractant concentration, extraction temperature, and extraction time on PCZ yield. A free 

radical scavenging experiment was performed to measure the antioxidant activity of PCZ. HeLa cells were treated with different concentrations 

of PCZ, and cell viability was determined using the MTT assay. Subsequently, Bax/Bcl-2 expression and Caspase-3 activity were measured to 

evaluate the anti-tumor activity of PCZ and elucidation of relevant mechanisms. The optimum conditions for the extraction of PCZ were as 

follows: pH 6; temperature 50°C; extractant concentration 70%; ethanol; time 3 h. Results indicated that PCZ had high scavenging activity 

towards DPPH, with a clearance rate of 86.09% achieved with 4 mg/mL of PCZ. The cell experiment showed that 100 μg/mL of PCZ 

significantly inhibited HeLa cell proliferation in a dose-dependent manner, resulting in 88.83% cell viability. In addition, it was found that PCZ 

enabled an increase in the Bax/Bcl-2 ratio, initiation of apoptosis, and enhancement of the activity of the apoptosis executioner Caspase-3. 

Therefore, corn silk can be used in the development of health products with antioxidant and antitumor activities. 
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玉米须又名包谷须、蜀黍须，为禾本科 Gramineae
玉蜀黍属 Zea 植物玉米 Zea mays L.的花柱和柱头。玉

米须在传统中医中应用广泛，性味甘、平、无毒；有

利尿、泻热、止血、平肝、利胆之效，可用于治疗胆

结石、糖尿病、肾炎、黄疸等症[1]。现代药理研究则

进一步拓展了玉米须的药用价值，已报道玉米须具有

利尿、降血糖、抑菌、降压、增强免疫等功效[2]。目

前的研究证实，玉米须含有多种有益的功效成分，包

括多酚、甾醇、皂苷、黄酮类、生物碱、脂溶性维生

素 K 等[3,4]，上述活性物质是支撑玉米须多种生物学功

效的基础。 
2019 年，我国玉米种植面积 3650 万 hm2，作为

玉米副产物的玉米须的资源十分丰富，估算玉米须的

产量为 750 万 t 以上，但目前对玉米须的研究开发利

用不够。紫糯 8 号是四川省农业科学院生物技术核技

术研究所选育的玉米新品种，该品种不仅玉米籽粒中

花青素含量高，而且玉米须产量和玉米须中花青素含

量都较高。鉴于玉米须既有明显的药用价值，又具备

一定的食疗特征，因此，对其进行功效成分的深入研

究对其产品开发具有重要的意义。 
原花青素是植物中的一类多酚化合物，通常以黄

烷-3-醇单体为基本单位构成聚合体[5]。自然界中原花

青素来源较广，木瓜、沙棘果、蓝莓、葡萄籽、火龙

果等水果中原花青素含量较为丰富[6,7]。研究表明，原

花青素具有很强的清除自由基、抗氧化、抗衰老、调

节血脂等生理活性[8,9]。目前，对于玉米须中原花青素

的研究较少，尚未见其提取工艺和生理活性的报道。 
基于以上分析，本文收集色素玉米紫糯 8 号的玉

米须，探索玉米须中原花青素提取工艺，获得高效率

低毒性的提取方法。利用获得的玉米须原花青素作用

于人宫颈癌细胞（Hela 细胞），评价玉米须花青素的

肿瘤抑制活性。本研究获得的提取工艺及功效评价数

据将有利于玉米须的深度开发及综合利用。 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 

紫糯 8 号玉米须，采集自四川省农业科学院现代

农业示范基地。采集新鲜的玉米须，37 ℃烘箱中烘干

后密封保存于阴凉处，待用；Hela（人宫颈癌细胞系，

ATCC Number：CCL-2）细胞美国 ATCC 菌种保藏中

心；胎牛血清、DMEM 培养液，美国 Thermo Scientific
公司；青霉素、链霉素，美国 Sigma 公司；RNA 提取

试剂盒及相关引物，美国 Invitrogen 公司提供，RNA
荧光测定试剂盒，美国 Selleck 公司；Caspase-3 Activity 
Assay Kit，中国碧云天公司。 

MCO-15AC CO2细胞培养箱，日本SANYO公司；

IX73 倒置显微镜，日本 Olympus 公司；Spectra max 
plus 384 酶标仪，美国 Molecular Devices 公司；LSC 
plus 真空冷冻干燥机，德国 Christ 公司；ME104E 电

子天平，梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  玉米须原花青素（the proanthocyanidins 
extracted from Zea mays L., PCZ）得率测定 
1.2.1.1  提取方法  

称取 37 ℃条件下烘干至恒重的玉米须 5.00 g，中
药材粉碎机粉碎，置于 500 mL 圆底烧瓶中，加入一

定体积的提取剂，水浴浸提，离心收集上清液，减压

旋蒸，回收旋蒸液并冻干，备用[10]。 
1.2.1.2  PCZ 得率测定 

将 1.2.1.1 提取到的玉米须原花青素用 100%甲醇

定容至 25 mL，取 1 mL 上述制备液加入试管，后依

次加入体积比为 95:5 的正丁醇/盐酸溶液 6 mL，0.2%
硫酸亚铁铵溶液 0.2 mL，震荡混匀，95 ℃水浴 40 min，
冷却后，在 546 nm 下测定吸光值（Abs），空白对照

用 1 mL 100%甲醇代替 PCZ 样品。  
bs 25 7.2% 100%

0.366
A

W
× ×

= ×
×

原花青素得率/  

式中：W 代表样品重量（mg）。 

1.2.1.3  正交实验  
选择 pH，提取剂浓度，提取温度及提取时间作为

影响玉米须原花青素得率的考察对象，设计四因素四

水平正交实验，如表 1 所示。 
表1 正交实验因素水平表 

Table 1 Factors and levels of orthogonal test 
水平 A pH B 乙醇浓度/% C 提取温度/℃ D 提取时间/h 

1 3 50 40 1 

2 4.5 60 50 2 

3 6 70 60 3 

4 7.5 80 70 4 
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1.2.2  玉米须原花青素（PCZ）自由基清除活性 

依据 Oktay 等的方法完成自由基清除活性测定
[11]，选择 DPPH 自由基、羟自由基及超氧阴离子自由

基为清除对象，PCZ 样品（5 mg）溶解于 1 mL 的纯

水中，稀释成浓度为 0~4 mg/mL 待用。阳性对照设定

为 Vc，同一测定重复 3 次。 
1.2.3  玉米须原花青素（PCZ）的抗肿瘤活性 

1.2.3.1  PCZ 对 Hela 细胞增殖活性的影响 
Hela 细胞用体积分数为 10%的胎牛血清、1%双

抗的 DMEM 完全培养基培养，置于 CO2浓度为 5%的

细胞培养箱中培养，每 2 d 传 1 代，取对数期生长的

Hela 细胞进行实验。 
称取 100 mg 的 PCZ 样品溶于 250 μL DMSO 中，

配制样品储备液，其浓度为 400 mg/mL。储备液在振

荡混合仪上震荡混匀，经 0.22 μm 滤膜过滤除菌后分

装，于-20 ℃条件下保存。实验过程中用含血清的

DMEM 培养基配制 PCZ 工作液，浓度设定依次为

6.25、12.5、25、50、100、200、400 和 800 μg/mL，
保证 DMSO 的终浓度小于 0.1%。 

取对数生长期的 Hela 细胞接种于 96 孔板，细胞

悬液浓度设定为 104个/孔，每孔 100 μL 铺板。待细胞

贴壁后，将细胞分为 8 组，每组 8 个复孔，分别为对

照组（100 μL 含血清 DMEM）、7 个 PCZ 组（100 μL
终浓度分别为含 12.5、25、50、100、200、400 和 800 
μg/mL PCZ 的 DMEM 溶液），空白孔加入 100 μL 含

血清 DMEM，处理好的 96 孔板置于 CO2培养箱培养

24 h。采用 MTT 法测定细胞的存活率。每孔避光加入

10 μL 5mg/mL 的 MTT，CO2培养箱 37 ℃培养 2 h 后，

吸去上清，每孔加入 100 μL DMSO，振荡 10 min 后，

于 490 nm 波长下测定各孔吸光值（OD），计算各组细

胞存活率。 

-OD/ % 100%
OD -OD
OD

= ×
实验组 空白组

细胞存活率
对照组 空白组  

1.2.3.2  PCZ 抗肿瘤活性机制探索 
取对数生长期的 Hela 细胞，经最适浓度的 PCZ

作用后，收集细胞，用结合缓冲液调节细胞密度为

1×106 个 /mL，取 100 μL 细胞悬液，加 5 μL 
Annexin/FITC 和 10 μL 碘化丙锭溶液，常温避光孵育

15 min，加入 400 μL PBS 混匀，流式细胞仪分析。 
采用实时定量荧光PCR完成Bax和Bcl-2基因的

定量分析。正常培养的 Hela 细胞加入 PCZ 后，继续

培养 8 h，通过 Trizol 试剂（Sigma，美国）完成 Hela
细胞 RNA 提取。Bax 引物：F：5’-CTGCAGA 
GGATGATTGCTGA-3’，R:5’-GAGGAAGTCCAGTGT 
CCAGC-3’；Bcl-2 引物：F:5’-ATCTTCTCCTTCCAG 
CCTGA-3’，R:5’-TGCAGCTGACTGGAC ATCTC-3’；
内参基因选择 GAPDH：F:5’-CACTCACGGCAAATT 
CAACGGCA-3’，R：5’-GACTCCACGACATACTCAG 
CAC-3’ 。 应 用 SYBR Premix Ex Taq 试 剂 盒

（Selleckchem，美国），完成 30 次循环。 
通过 Caspase-3 Activity Assay Kit 测定 Hela 细胞

中 Caspase-3 活性。收集处理后的 Hela 细胞，加入细

胞裂解液，冰上裂解 5 min，重悬，离心收集上清液

用以测定 Caspase-3 活性。405 nm 条件下读数并统计。 
1.2.4  数据处理及统计 

实验获得的数据以平均值±标准差（x±s）表示并

采用 SPSS 17.0 进行差异分析，采用 ANOVA 检验进

行多组均数比较，p<0.05 视为显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  PCZ 最适提取条件 

表2 L16(4
4)正交实验结果 

Table 2 Results of L16 (44) orthogonal experiment 

实验号 

因素 

得率/% A pH B 乙醇浓度/% C 提取温度/℃ D 提取时间/h

水平 

1 1 1 1 1 3.31±0.24 

2 1 2 2 2 4.25±0.31 

3 1 3 3 3 7.96±0.52 

4 1 4 4 4 5.21±0.33 

5 2 1 2 4 9.95±0.86 

6 2 2 1 3 8.85±0.57 

7 2 3 4 2 10.02±0.79 

8 2 4 3 1 8.39±0.42 

     转下页 
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接上页      

9 3 1 3 2 8.92±0.56 

10 3 2 4 1 12.62±0.93 

11 3 3 1 4 11.24±0.85 

12 3 4 2 3 13.86±0.90 

13 4 1 4 3 7.85±0.61 

14 4 2 3 4 8.82±0.75 

15 4 3 2 1 10.01±0.82 

16 4 4 1 2 9.57±0.73 

k1 5.18 7.51 8.24 8.58  

k2 9.30 8.64 9.52 8.19  

k3 11.66 9.81 8.52 9.63  

k4 9.06 9.26 8.93 8.81  

R 6.48 2.30 1.28 1.44  

主次因素 A>B>D>C 

最佳组合 A3B3C2D3 

通过不同 pH 条件下，结合不同乙醇浓度，提取

温度及提取时间进行正交实验，获得 PCZ 的得率如表

2。实验条件下 PCZ 的得率在 3.31%~13.86%之间，影

响得率的主要因素为提取时的 pH(A)和乙醇浓度(B)，
最佳提取条件为 A3B3C2D3，即 pH=6，50 ℃条件下，

通过 70%的乙醇，提取 3 h。进一步采用上述条件提

取，发现 PCZ 的得率为 14.35%。 

2.2  PCZ 的自由基清除活性 

测定了 PCZ 对 DPPH 自由基，超氧阴离子自由基

和羟自由基的清除活性。结果如图 1 所示。在浓度范

围内，PCZ 的 DPPH 自由基清除率从 22.26%增加到

了 86.09%。高浓度的 PCZ 的 DPPH 自由基清除活性

与 Vc 相近，低浓度时弱于 Vc（图 1a）。在浓度范围

内，PCZ 的超氧阴离子自由基清除率从 30.46%增加到

76.25%（图 1c），PCZ 超氧阴离子自由基清除活性较

弱于 Vc。在浓度范围内 PCZ 羟基自由基清除率变化

不明显，14.87%增加到 17.59%，PCZ 羟基自由基清

除活性弱（图 1b）。 

 
 

 

 
图1 PCZ的自由基清除活性 

Fig.1 Scavenging activity of PCZ 

注：a：DPPH 自由基；b：超氧阴离子自由基；c：羟自

由基。 

2.3  PCZ 的抗肿瘤活性 

培养人宫颈癌细胞 Hela 细胞，通过添加 PCZ 并

测定其对 Hela 细胞的杀伤作用。结果发现，PCZ 对

Hela 细胞具有较强的抑制作用，当 PCZ 浓度为 100 
μg/mL 时，Hela 的存活率为 88.83%，与空白对照呈现 
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显著差异，随着 PCZ 浓度的增高，Hela 细胞活性进一

步降低，400 μg/mL PCZ 处理细胞，细胞存活率为

65.53%，与对照组呈现极显著差异。因此，PCZ 在实

验设定浓度下能显著抑制 Hela 细胞的增殖，具有抗肿

瘤活性。 
表3 不同浓度PCZ对 Hela细胞活性的影响 

Table 3 Cell viability of various concentrations of PCZ-induced 

Hela cells 
组别 浓度/(μg/mL) 细胞存活率/% 

对照组 0 100.0 

PCZ 组 

25 95.75±2.34 
50 94.26±1.58 
100 88.83±3.31* 

200 76.09±0.98** 

400 65.53±1.46** 

800 60.26±1.13** 

注：与空白对照组比较，*p<0.05，**p<0.01。 

中药是我国的传统医药，传统中药中存在许多抗

肿瘤有效成分，目前报道的有近 200 种，喜树碱、苦

参碱、紫杉醇、青蒿素等都被证实具有抗肿瘤活性[12]。

目前对玉米须药理作用的研究集中于降血糖[13]、降血

糖[14]、利尿和抗尿路结石形成[15]等，对其抗肿瘤活性

的研究较少。本实验通过MTT 法，测定了 PCZ 对 Hela
细胞增殖的抑制作用，证实较低浓度的 PCZ 就有显著

的抗肿瘤活性。 

2.4  PCZ 抗肿瘤活性的分子机制 

 
图2 PCZ对 Hela细胞活性的影响 

Fig.2 Effects of PCZ on the activity of HeLa cells 

注：a：空白；b：正常生长的 Hela 细胞；c：400 μg/mL PCZ

处理后的 Hela 细胞。 

通过流式细胞术检测能发现 PCZ 对 Hela 细胞活

性的影响（图 2），PCZ 作用 Hela 细胞后，细胞处于

晚期凋亡状态（Q1-UR）的比例明显升高，达到了

73.16%（图 2c），正常培养的细胞晚期凋亡比例仅为

8.21%（图 2b）。可见，PCZ 能够诱导 Hela 细胞凋亡，

从而抑制 Hela 细胞的增殖。 
细胞凋亡又称程序性细胞死亡(programed cell 

death，PCD)[16]，是由基因控制的细胞自主的有序死

亡。目前的研究表明，在肿瘤发生的过程中，既存在

细胞快速增殖的正调控，也存在细胞凋亡的负调控
[17]，从细胞凋亡入手，也是研究抗肿瘤活性的有效途

径之一[18]。已有学者报道了原花青素通过诱导肿瘤细

胞凋亡实现抗肿瘤活性，80 μg/mL 葡萄籽原花青素处

理人皮肤鳞癌细胞（A431）24 h 后，A431 细胞的凋

亡率达到 58%[19]，本实验中，400 μg/mL 浓度的 PCZ
使得 Hela 细胞凋亡率达到 73.16%。 

 
图3 PCZ对 Hela细胞Bcl-2及 Bax基因表达的影响 

Fig.3 Effects of PCZ on Bcl-2 and Bax gene expression in HeLa 

cells 

注：同组中不同字母表示差异显著（p<0.05），下同。 

通过荧光定量 PCR 法测定了 Hela 细胞中 Bcl-2
及Bax基因的表达情况。低浓度的PCZ就能改变Bcl-2
及 Bax 的表达。100 μg/mL 的 PCZ 处理后，Hela 细胞

中 Bax mRNA 的表达量显著上升，达到 125.24%，而

Bcl-2 mRNA 的表达量则显著下降，为 72.16%。随着

PCZ 浓度的增加，Bax mRNA 的表达量继续上升，而

Bcl-2 mRNA 的表达量则持续下降。以上结果表明，

PCZ 可以调节 Hela 细胞中 Bax/Bcl-2 的比率，从而促

进细胞凋亡的发生。 
进一步的实验测定了凋亡执行者 Caspase-3 的活

性，结果发现，100 μg/mL 的 PCZ 处理可以显著提高

Hela 细胞中 Caspase-3 的活性，到达 164.20%，随着

PCZ 浓度的增加，Caspase-3 的活性进一步升高，400 
μg/mL 的 PCZ 可以使 Caspase-3 活性达到 196.21%，

但 200 μg/mL 和 400 μg/mL 的 PCZ 处理 Hela 细胞后，

其 Caspase-3 的活性没有明显变化。 
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图4 PCZ对 Hela细胞Caspase-3活性的影响 

Fig.4 Effects of PCZ on Caspase-3 activity in Hela cells 
细胞凋亡中最经典的途径之一为内部线粒体途径 

(内途径)，在该途径中，Bcl-2 家族蛋白通过调节膜电

位从而控制线粒体外膜通透性而发挥关键作用。Bcl-2
家族蛋白是控制线粒体相关的凋亡因子释放的主要调

节因子[20]。实验发现，PCZ 能够降低 Bax 表达及促进

Bcl-2 表达，调节线粒体膜电位，开启细胞凋亡控制的

分子开关。半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶（Caspase）
家族成员与真核细胞凋亡密切相关，是凋亡的核心效

应器，并能够调节细胞的生长、分化与凋亡[21]。已有

报道确认植物花青素类可通过线粒体内途径中的

Caspase 依赖途径诱导肿瘤细胞凋亡，紫葛葡萄花青

素可作用于 Bcl 家族和 IAP 家族，在人白血病细胞

（U937）中激活 Caspase 依赖的级联凋亡反应[22]。因

此，本实验证实 PCZ 可通过内途径最终激活

Caspase-3，执行 Hela 细胞凋亡，抑制 Hela 细胞增殖。 

3  结论 

本实验分离获得紫糯 8 号色素玉米的玉米须原花

青素（PCZ）并验证其抗肿瘤活性。通过正交实验，

发现 PCZ 的最适提取条件为 pH=6，50 ℃条件下，通

过 70%的乙醇，提取 3 h。自由基清除实验确认 PCZ
具有优良的自由基清除活性，对 DPPH 自由基及羟自

由基表现出较强的清除活性。通过对 Hela 细胞增殖

活性的实验，发现 100 μg/mL 的 PZC 就能显著抑制

Hela 细胞的增殖，进一步机制研究表明，PCZ 可以诱

导 Hela 细胞凋亡，通过调控凋亡分子开关 Bax/Bcl-2
的比例，促进凋亡执行者 Caspase-3 的表达实现。因

此，PCZ 具有抗氧化活性，能够抑制肿瘤细胞增殖，

可作为一种功能食品或保健品加以开发利用。 
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