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圣草酚抑制自由基诱导的生物大分子损伤及
对肝癌细胞HepG2毒性的作用

张亦凡，刘功关，刘 茜，刘学波*
(西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西 杨凌 712100)

摘  要：研究圣草酚体外清除自由基的活性；采用2,2-偶氮二(2-甲基丙基咪)二盐酸盐(AAPH)诱导牛血清白蛋白

(BSA)、大鼠肝组织及质粒DNA构建过氧化反应模型，以蛋白羰基化、丙二醛(MDA)生成量和DNA断裂为指标，

研究圣草酚对自由基损伤蛋白质、脂质、DNA 3种生物大分子的作用；通过MTT法检测圣草酚对肝癌细胞HepG2

的毒性。结果表明：25～200μmol/L的圣草酚具有较强的DPPH自由基清除作用，IC50值为95.7μmol/L，但清除羟自

由基能力较弱。圣草酚呈浓度依赖性抑制脂质、蛋白质、DNA的氧化损伤。400μmol/L的圣草酚作用48h能显著地

降低肝癌细胞HepG2细胞活力。结论：圣草酚能有效地清除DPPH自由基，抑制自由基损伤生物大分子及肝癌细胞

HepG2的活力。
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Inhibitory Effect of Eriodictyol on Free Radical-induced Damage to Biological Macromolecules and 

Its Cytotoxicity on HepG2 Cells
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Abstract：The in vitro free radical-scavenging activity of eriodictyol was evaluated against DPPH and hydroxyl free radicals. 
The protective effect of eriodictyol on free radical-induced damage to protein, lipid and DNA were evaluated based on oxidation 
models of BSA, rat liver tissue and plasmid DNA induced by AAPH and its cytotoxicity on HepG2 cells was assessed by MTT 
assay. The results showed that eriodictyol in the concentration range of 25 to 200 μmol/L had strong scavenging activity against 
DPPH free radical with a median inhibitory concentration (IC50) of 95.7 μmol/L. However, the scavenging activity on hydroxyl 
free radical was weaker. The inhibitory effect of eriodictyol on oxidative damage to protein, lipid and DNA induced by free 
radicals was in a dose-dependent manner. Similarly, eriodictyol could significantly reduce the viability of HepG2 cells in a 
dose-dependent manner. Therefore, eriodictyol has the capability to scavenge DPPH free radicals and inhibit macromolecular 
damage induced by free radicals. It also can significantly reduce the viability of HepG2 cells.
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活性氧是机体生命活动过程中生物化学反应的中间

产物。在正常情况下，体内的活性氧产生和消除处于动

态平衡之中。当它在体内产生过多或消除过慢，就会大

量聚集，这些活性氧可以与蛋白质、脂质及核酸等生物

大分子发生反应，使其结构、性质和功能发生改变，从

而影响细胞正常生理功能，最终导致细胞变性坏死、组

织及器官损伤，诱发多种疾病[1]，如动脉粥样硬化、糖尿

病、帕金森病、癌症[2]。

抗氧化剂因其抵抗活性氧的作用在预防及治疗氧化

应激相关疾病中具有巨大潜力。鉴于人工合成抗氧化剂

的局限性和毒性，从植物资源中提取天然抗氧化剂，研

究其功能活性成为当前食品科学界研究的热点。 

圣草酚(eriodictyol)是广泛分布于水果和蔬菜[3–5]中的

黄酮类化合物，主要存在于柠檬和花生中[6]。黄酮类化合

物作为自由基受体及链终止剂可发挥抗氧化活性，羟基

位置及羟化程度与黄酮类化合物抗氧化能力有重要的关

系，B环上有邻二酚羟基的黄酮抗氧化活性最强[7]。根据

圣草酚的化学结构可知，圣草酚是B环上具有邻二酚羟基
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的黄酮，推测圣草酚是一种潜在的抗氧化活性很强天然

抗氧化剂。国内外鲜有对圣草酚生物活性及药理活性的

研究报道，目前研究表明，圣草酚具有抗炎、镇痛、改

善糖尿病及糖尿病并发症[8-11]的作用，对圣草酚抗氧化活

性、抗癌活性及其作用机理的研究十分有限。因此本实

验拟系统地探讨圣草酚体外抗氧化活性，及其对肝癌细

胞HepG2的毒性作用，旨在为圣草酚在功能性食品领域

及抗肝癌药物的开发应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

成年Wistar大鼠由西安交通大学医学院实验动物中心

提供；质粒pBR322 DNA购自华美生物工程公司；人肝癌

细胞HepG2由中国科学院上海细胞库提供。

圣草酚(纯度＞98%) 上海永恒生物技术有限公

司；牛血清白蛋白(BSA)、2,2-偶氮二(2-甲基丙基咪)二

盐酸盐(AAPH)、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)、琼

脂糖、溴化乙锭 美国Sigma公司；Anti-DNP、Anti-

Rabbit 美国Santa Cruz公司；噻唑兰(MTT)、2,4-二硝

基苯肼(DNPH) 美国Amresco公司。 

1.2 仪器与设备

680酶标仪、165-8001垂直电泳槽、水平电泳槽

和ChemiDoc XRS化学发光成像系统  美国Bio-Rad

公司；QYC110台式恒温振荡器  上海福玛公司；

AUY220万分之一天平 日本岛津公司；微量移液枪  

德国Eppendorf公司；3110型细胞培养箱 美国Thermo 

Scientific公司。 

1.3 方法

1.3.1 清除DPPH自由基能力的测定  

参考Mishra等[12]的方法略有改动。依次于离心管中

加入98μL甲醇溶液再吸取2μL不同浓度的圣草酚乙醇溶

液，最后均用甲醇补齐到200μL，充分混匀，室温下避

光静置30min，点样于96孔板，用酶标仪在波长517nm测

定其吸光度记为Ai；同时以198μL的甲醇溶液与2μL圣草

酚溶液混合后的吸光度记为Aj；以100μL的DPPH溶液与

100μL的甲醇溶液混合后的吸光度记为A；以200μL甲醇

溶液的吸光度记为A0。按公式(1)计算圣草酚清除DPPH

自由基的能力。









/% =  1－ 100

A－A0

Ai－Aj
 (1)

1.3.2 清除羟自由基能力的测定  

参照陈金娥等[13]的方法略有改动。依次于离心管中

加入96μL MilliQ、4μL圣草酚乙醇溶液、100μL FeSO4，

100μL H2O2溶液，混合均匀，在室温下静置10min，再加

入100μL水杨酸，37℃水浴反应30min，点样于96孔板，

510nm波长处测定吸光度，记为Ai；同时以296μL MilliQ

与4μL乙醇溶液，100μL水杨酸混合后的吸光度记为A，按

公式(2)计算圣草酚清除羟自由基的能力。 

A
A－Ai/% =             100 (2)

1.3.3 圣草酚对AAPH诱导BSA蛋白羰基化作用的测定  

依次于离心管中加入0.6mg/mL 50μL BSA蛋白溶液，

1μL圣草酚乙醇溶液，29μL PB溶液，混合均匀，37℃孵

育30min，再加入20μL AAPH溶液(终浓度100mmol/L)为

实验组(C～E)，37℃水浴6h；同时以50μL BSA溶液与

1μL乙醇溶液，49μL PB混合液作为阳性对照(A)；以50μL 

BSA溶液、1μL乙醇溶液、29μL PB、20μL AAPH混合液

作为阴性对照(B)。反应结束后，Western blotting检测蛋

白羰基化程度。 

1.3.4 圣草酚对AAPH诱导肝匀浆羰基化作用的测定

Wistar大鼠，雌雄兼用，禁食一夜，次日断颈处

死，取其肝脏，然后用冷的生理盐水反复冲洗。剪

碎后加入pH7.4的PB缓冲液、10mmol/L蛋白酶抑制剂

(PMSF)、硫酸链霉素，置于冰水浴中用玻璃匀浆器制成

10%的肝匀浆，与4℃、4000r/min离心10min处理后，弃

去沉淀，取上清液再于4℃、10000r/min离心15min，取

上清，于－2℃保存备用。

依次于离心管中加入50μL 10%的肝匀浆，1μL圣

草酚乙醇溶液，29μL PB溶液，混合均匀，37℃孵育

30min，再加入20μL AAPH溶液(终浓度50mmol/L)为实

验组(C～F)，37℃水浴6h；同时以50μL肝匀浆与1μL乙

醇溶液，49μL PB混合液作为阳性对照(A)；以50μL肝匀

浆、1μL乙醇溶液、29μL PB、20μL AAPH混合液作为阴

性对照(B)。反应结束后，Western blotting检测蛋白羰基

化程度。 

1.3.5 圣草酚对AAPH诱导肝匀浆脂质过氧化作用的测定

参照T B A法间接测定脂质过氧化产生的丙二醛

(MDA)量以反映过氧化程度，参照杨建雄等[14]的方法测

定。依次于离心管中加入115μL 10%的肝匀浆，1μL圣草

酚乙醇溶液，4μL PB溶液，混合均匀，37℃孵育30min，

再加入30μL AAPH溶液(终浓度100mmol/L)为实验组

(C～F)，37℃水浴6h，做成肝匀浆反应液；同时以115μL

肝匀浆与1μL乙醇溶液，34μL PB混合液作为阳性对照

(A)；以115μL肝匀浆、1μL乙醇溶液、4μL PB、30μL 

AAPH混合液作为阴性对照(B)。

取上述100µL肝匀浆反应液，加入100µL 20% TCA和

250μL 0.67% TBA，混合均匀，95℃水浴15min。注意观

察离心管内液体颜色的变化，对比不同处理管内溶液的

色差。反应结束后，冷却至室温，4000r/min离心10min。

取上清液，测定其在532nm波长处的吸光度，再根据

MDA-TBA二者结合物的吸光系数(ε =15600mol/(L·cm))
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来计算MDA的含量，以单位质量蛋白中MDA的纳摩尔数

来表示[15]。

1.3.6 圣草酚对AAPH诱导DNA氧化损伤作用的测定

依次于离心管中加入7μL PB溶液，1μL不同浓度的圣

草酚，1μL pBR322DNA，37℃水浴中孵育30min后，加入

1μL AAPH(终浓度5mmol/L)为实验组(C～E)，37℃水浴反

应4h。同时以8μL PB溶液与1μL乙醇溶液，1μL质粒DNA

混合液作为阳性对照(A)；以7μL PB溶液、1μL乙醇溶

液、1μL质粒DNA、1μL AAPH混合液作为阴性对照(B)。

反应结束后电泳，并于凝胶成像分析系统中观察照相。

1.3.7 圣草酚对HepG2细胞毒性作用的测定

MTT法，将一定浓度的细胞接种到96孔板中，每

孔100μL细胞液，于37℃、5% CO2培养箱中进行贴壁培

养24h后弃去培养液并用无血清清洗。然后加入用RPMI 

1640培养基稀释到不同浓度圣草酚溶液，每孔100µL，每

组均设6复孔，继续培养48h后弃去培养液并用无血清清

洗。每孔加入5mg/mL 10µL MTT溶液和100µL无血清培

养基，培养4h后，小心吸去培养基。最后每孔加入100μL 

DMSO，充分溶解后用酶标仪测量各孔在波长490nm处的

光密度(OD)。同时设置不加圣草酚的对照组，按公式(3)

计算细胞相对存活率。 

OD处理组

OD对照组

细胞相对存活率/% =                 ×100 	 (3)

1.4 数据处理

每个实验重复3次，实验数据用Microsoft Excel 2007处

理，SPSS16.0软件进行统计学分析，显著水平P设定为0.05。

2 结果与分析

2.1 圣草酚清除DPPH自由基的能力
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图 1 圣草酚清除DPPH自由基的作用

Fig.1 Scavenging effect of eriodictyol on DPPH free radical

由图1可知，圣草酚有效的清除DPPH自由基，且

清除率随圣草酚浓度的升高而增加，在圣草酚浓度达到

200μmol/L时清除率为90.4%，IC50值为95.7μmol/L。

2.2 圣草酚清除羟自由基的能力

由图2可知，圣草酚对羟自由基的清除能力较弱。

在圣草酚浓度达到100μmol/L时，羟自由基清除率仅为

13.3%。在100～500μmol/L范围内，清除率不再明显变

化。与圣草酚清除DPPH自由基的能力相比，清除羟自由

基的能力较弱。
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图 2 圣草酚清除羟自由基的作用

Fig.2 Scavenging effect of eriodictyol on hydroxyl free radical

2.3 圣草酚抑制AAPH诱导BSA蛋白羰基化的能力

A B C D E

A.阳性对照组；B.阴性对照组；C～E.圣草酚浓度分别为1、50、100μmol/L。

图 3 圣草酚抑制AAPH诱导的BSA蛋白羰基化的作用

Fig.3 Inhibitory effect of eriodictyol on AAPH-induced carbonylation 

of BSA protein

蛋白质氧化损伤的反应中，许多都涉及到蛋白质羰

基的产生，目前蛋白质羰基的形成已经成为判定蛋白质

氧化损伤的重要标志[16-17]。由图3可知，与阳性对照组相

比，AAPH明显地诱导蛋白质羰基含量的上升，而圣草酚

呈浓度依赖性显著抑制了AAPH诱导的蛋白羰基生成。结

果表明圣草酚可有效的抑制蛋白氧化损伤。

2.4 圣草酚抑制AAPH诱导肝匀浆蛋白羰基化的能力

A B C D E F

A.阳性对照组；B.阴性对照组；C～F.圣草酚浓

度分别为10、50、100、500μmol/L。图5同。

图 4 圣草酚抑制AAPH诱导的肝匀浆羰基化的作用

Fig.4 Inhibitory effect of eriodictyol on AAPH-induced carbonylation 

of liver homogenate

肝脏是人体内最主要的代谢器官，通过多种反应进

行物质代谢，如氧化反应、水解反应、还原反应、结合

反应，是产生较多自由基的组织。肝脏内的蛋白质、脂

质等生物大分子很容易受到自由基攻击而导致各种肝脏

疾病。实验通过制备大鼠肝匀浆，用AAPH诱导肝匀浆损

伤模型检测圣草酚对肝匀浆内蛋白质、脂质氧化损伤影

响。由图4可知，与阳性对照组相比，AAPH诱导可显著

增加肝匀浆蛋白质羰基化程度。而经圣草酚处理，可明
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显抑制该体系蛋白羰基化，且抑制作用随其浓度的增加

而增强。圣草酚浓度为500μmol/L时，蛋白羰基化几乎完

全被抑制。

2.5 圣草酚抑制AAPH诱导肝匀浆MDA的生成能力
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*.与阴性对照组相比，差异显著(P＜0.05)；**.与阴性对照组相比，

差异极显著(P＜0.01)；#.与阳性对照组相比，差异显著(P＜0.05)。

图 5 圣草酚抑制AAPH诱导的肝匀浆MDA生成的作用

Fig.5 Inhibitory effect of eriodictyol on AAPH-induced MDA 

production in liver homogenate

脂质过氧化产物是造成细胞膜结构和细胞损伤的重

要原因之一。MDA是脂质过氧化的主要降解产物，因

此，通过测定生物体MDA含量可间接指示脂质过氧化的

水平。由图5可知，圣草酚对肝匀浆MDA的生成有明显

的抑制作用，且呈浓度依赖。圣草酚有效的抑制脂质过

氧化作用可能是由于其中含有的酚羟基具有提供电子的

能力，使脂质氧化过程中产生的脂质自由基失活，从而

中断其引起进一步氧化的链式反应。

2.6 圣草酚抑制AAPH诱导pBR322DNA氧化损伤的能力

A B C D E

A.阳性对照组；B.阴性对照组；C～E.圣草酚浓度分别为1、50、100μmol/L。

图 6 圣草酚抑制AAPH诱导的pBR322 DNA链断裂的作用

Fig.6 Inhibitory effect of eriodictyol on AAPH-induced DNA strand 

breakage

pBR322DNA主要以超螺旋型存在，当受到氧化

损伤断链时，质粒超螺旋的DNA会先打开一条核酸

链而解为环状，当损伤程度进一步加强时，两条核酸

链会被同时打开而线型化，电泳后位于超螺旋和开环之

间[18]。图6中未处理的pBR322DNA主要为超螺旋状(泳道

的下部条带)，经AAPH处理后，pBR322DNA发生氧

化损伤而转化为开环状(泳道的上部条带)。经圣草酚

处理后，明显抑制了DNA氧化断裂，且随着浓度的

升高，对pBR322 DNA超螺旋结构的保护作用增强。

当圣草酚浓度达到1 0 0μm o l / L时，几乎完全抑制了

DNA链的断裂，表明圣草酚对DNA氧化损伤具有一

定地保护作用。

2.7 圣草酚抑制HepG2细胞活性的作用
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图 7 圣草酚抑制HepG2细胞活性的作用

Fig.7 Inhibitory effect of eriodictyol on the viability of HepG2 cells

癌细胞与正常细胞相比一个主要差异表现在细胞的

增殖与凋亡失控。抑制癌细胞增殖与诱导癌细胞 凋亡被

认为是药物具备抗癌效果的一个主要标准[19]。目前，临

床采用的化疗、药物疗法等治疗肿瘤其作用机制之一就

是诱导肿瘤细胞凋亡[20]。人肝癌细胞系HepG2自建立以

来，已成为进行抗癌药物筛选及研究肝癌发病机制的重

要细胞系，目前，该细胞系已经广泛应用于基因表达、

内源性物质作用机制、外源性物质影响以及病毒感染机

制的研究中。由图7可知，圣草酚处理24、48h均呈浓度

依赖性降低HepG2细胞存活率，浓度达到400μmol/L时，

细胞相对存活率分别为57.45%、22.36%。与24h处理组相

比，圣草酚48h处理组能有效地抑制HepG2细活性。

3 结 论

在正常情况下，体内的自由基产生和消除处于动态

平衡之中。自由基在生物体内具有参与吞噬病原体，参

与机体免疫和环核苷酸的生物合成，调节细胞增殖与分

化，参与细胞信号转导等重要的生理功能。当体内自由

基积累时造成氧化应激，过多的自由基攻击细胞造成蛋

白质、脂质过氧化和核酸断裂，进而影响细胞的正常功

能，最终导致肿瘤等慢性疾病的发生[21]。研究证实，抗

氧化物质可通过捕获和中和自由基、干预自由基作用的

通路而抑制自由基对机体的伤害。

该研究发现圣草酚有很强的清除DPPH自由基的能

力，但对羟自由基的清除能力较弱。另一方面，圣草酚

可有效的保护AAPH诱导的蛋白质、脂质、DNA氧化损

伤，该保护作用可能是圣草酚通过清除自由基而抑制了

自由基对生物大分子的攻击，表明圣草酚有良好的抗氧

化活性。研究中圣草酚可显著的抑制肝癌细胞的活性，

可能是通过其抗氧化作用使自由基含量低于生理水平，

从而抑制肝癌细胞的活性。

综上所述，圣草酚可能通过清除自由基而抑制自由

基诱导的生物大分子损伤，同时圣草酚可显著抑制肝癌细

胞的活性。该研究为进一步揭示圣草酚的抗氧化功能以及

抗氧化功能与抗癌作用之间的联系提供了实验基础。
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