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野阳合花色苷提取物的抗氧化活性
苟安娜1，潘新雨1，柏丁丁2，钟 凯1，冉 云2，黄毅娜2,*，高 鸿1

（1.四川大学轻纺与食品学院，四川 成都 610065；2.四川大学华西公共卫生学院，四川 成都 610041）

摘  要：目的：研究野阳合花色苷提取物的体外抗氧化活性，建立过氧化氢（H2O2）诱导的中国仓鼠肺细胞

（V79-4细胞）氧化损伤模型，初步评价其抗氧化应激作用。方法：采用高效液相色谱-质谱联用分析野阳合花色

苷组成；测定花色苷提取物对2’-联氨-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸（2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid)，ABTS）自由基和1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）自由基的清除能力；建

立H2O2诱导V79-4细胞氧化损伤模型，分别采用噻唑蓝、硫代巴比妥酸反应产物和荧光探针2’,7’-二氢二氯荧光黄

双乙酸钠测定花色苷提取物对V79-4细胞氧化损伤的保护作用。结果：野阳合提取物含有4 种花色苷，结合保留时

间和质谱数据等信息，推测分别为矢车菊素-3-半乳糖苷、矢车菊素-3-（6”-香豆酰）葡萄糖苷、芍药色素-3-葡萄

糖苷和芍药色素-3-（6”-香豆酰）葡萄糖苷；花色苷提取物对ABTS＋·和DPPH自由基有良好的清除效果，半抑制

浓度分别是（1.72±0.26） μg/mL和（0.74±0.24） μg/mL，清除能力优于阳性对照水溶性VE；细胞氧化损伤模型

中，50～200 μg/mL的花色苷提取物预处理H2O2诱导V79-4细胞氧化损伤，能明显抑制细胞存活率的下降和脂质过

氧化，并降低损伤后胞内活性氧簇水平。结论：野阳合花色苷提取物具有良好的体外自由基清除能力，并对H2O2

诱导的V79-4细胞氧化损伤具有保护作用。
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Abstract: Objective: The aim of this study is to investigate the antioxidant activity in vitro of anthocyanins extracted 

from the fruits of Habenaria ciliolaris Kranzl and the protective effect of the extract on H2O2-induced oxidative stress 

in V79-4 cells. Methods: The anthocyanin composition was detected by high performance liquid chromatography-mass 

spectrometry, and the antioxidant activity was evaluated by using 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

(ABTS) and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assays. Moreover, the protective effect of the 

extract on H2O2-induced oxidative damage in V79-4 cells  was measured by 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-

2-H-tetrazolium bromide, thiobarbituric acid reactive substances and 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate assays. Results: 

The anthocyanins in the extract were identified as cyanidin 3-galactoside, cyanidin 3-(6”-coumaroyl) glucoside, peonidin 

3-galactoside and peonidin 3-(6”-coumaroyl) glucoside by retention time and mass spectral data. The anthocyanins 

extract exhibited strong ABTS and DPPH free radical scavenging capacity with half maximal inhibitory concentrations of  

(1.72 ± 0.26) and (0.74 ± 0.24) μg/mL, respectively, which was superior to that of soluble VE. The pretreatment of V79-4 

cells with the extract in the ranges of 50-200 μg/mL significantly reduced H2O2-induced cytotoxictiy, potentially inhibited 

lipid peroxidation and reduced the level of intracellular reactive oxygen species. Conclusion: These findings confirm the in 
vitro free radical scavenging activity of anthocyanins extracted from H. ciliolaris Kranzl and their cytoprotective effect on 

H2O2-induced oxidative stress in V79-4 cells.
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野阳合（Habenaria ciliolaris Kranzl）又名毛葶玉风

花，属于双子叶兰科植物，分布于我国长江流域及以南

的湖南、四川等地区，其含蛋白质、糖类、维生素及矿

物质等多种营养成分，深受当地居民的青睐。据《新华

本草纲要》记载，野阳合具有滋阴补肾、消炎消肿等药

用功效，对便秘、糖尿病等的治疗有辅助作用。然而，

目前关于野阳合生物活性方面的研究较少。

花色苷是花青素与糖以糖苷键结合而成的一类化合

物，是植物中色素最适宜的存在形式[1]，具有类黄酮物质的

典型结构[2-3]。它不仅能赋予植物色彩[4-5]，还是非常有效的

天然抗氧化剂[6-8]，其清除自由基的能力是VC的20 倍[9]。除

此之外，花色苷还具有预防心血管疾病[10]、抗肿瘤[11]、调

节血糖血脂[12]、抑菌[13]和抗炎[14]等多种生理功能。因而，花

色苷在医疗、食品和化妆品等领域极具应用前景。

近年来，对花色苷的研究主要集中于对富含花色苷

植物中花色苷种类的定性定量分析、提取方式的优化以

及花色苷生理功能的研究，但常见富含花色苷的蓝莓、

黑加仑等植物价格较昂贵，因此含花色苷的平价植物逐

渐走进研究视野。野阳合多作为地方野菜，价格低廉，

含多种营养成分，其颜色呈紫色，推测其含有花色苷，

但目前鲜有对野阳合花色苷的研究。本研究采用酸化乙

醇提取野阳合花色苷，测定花色苷含量并定性分析花

色苷的组成，测定野阳合花色苷提取物（anthocyanins 

extract of H. ciliolaris Kranzl，HAE）对2’-联氨-双-3-乙基

苯并噻唑啉-6-磺酸（2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid)，ABTS）自由基和1,1-二苯基-2-三硝基苯

肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）自由基的清

除能力，通过测定细胞存活率、细胞膜脂质过氧化程度

及细胞内活性氧簇（reactive oxygen species，ROS）的水

平，研究HAE对过氧化氢（H2O2）诱导的中国仓鼠肺细

胞（V79-4细胞）氧化损伤的保护作用，为野阳合的进一

步开发利用提供实验数据和理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

实验所用野阳合采自四川雅安，由四川农业大学徐

正君教授鉴定。于－20 ℃冷冻贮藏。

V79-4细胞 中国科学院上海生命科学院细胞资

源中心；DMEM（Dulbecco’s modified Eagle medium）

细胞培养基 美国Hyclone公司；没食子酸、福林-酚

（Folin-Ciocalteu）试剂 成都科龙化工试剂厂；ABTS  

大连美仑生物技术有限公司；DPPH 上海晶纯生

化科技股份有限公司；水溶性VE（Trolox）、噻唑蓝

（3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium 

bromide，MTT）、十二烷基硫酸钠、硫代巴比妥酸、

2’,7’-二氢二氯荧光黄双乙酸钠（2',7'-dichlorofluorescein 

diacetate，DCFH-DA） 美国Sigma公司；乙醇、浓盐

酸、亚硝酸钠、碳酸钠、醋酸钠、氯化钠、氯化钾、双

氧水等（均为分析纯） 成都科龙化工试剂厂。

1.2 仪器与设备

LC-6AD高效液相色谱（high performance liquid 

chromatography，HPLC）系统 日本岛津公司；色谱

柱（SB-C18，250 mm×4.6 mm ，5 μm） 美国安捷伦 

公司；SPECTRA MAX190酶标仪  美国Molecular 

Devices公司；LGJ-50F冷冻干燥机 北京松源华兴科

技发展有限公司；MCO-15AC细胞培养箱 日本Sanyo 

公司；TU-1901双光束紫外-可见分光光度计 北京普析通

用仪器有限责任公司；API 3200电喷雾质谱 德国姆施 

塔特应用生物系统公司；Varioskan Flash荧光酶标仪  

美国Thermo公司。

1.3 方法

1.3.1 HAE的制备

挑选野阳合冻果，解冻后除去杂质与叶梗，称取

10 g磨碎，采用0.1 mol/L盐酸与无水乙醇（40∶60，V/V） 

以固液比1∶20（m /V）、浸提温度20 ℃及浸提时间

120 min的条件避光提取，溶液过滤并定容至200 mL，得

到野阳合花色苷提取液，避光保存，备用。将提取液冷

冻干燥后得到HAE，避光保存，备用。

1.3.2 总酚含量的测定

参考文献[15-16]的方法并稍作修改。将1.3.1节中

制得的25.0 mg HAE溶于1.0 mL甲醇中，取0.1 mL与

7.5%（质量分数，下同）的Na2CO3溶液1.5 mL混合，

摇匀。静置2 min后，加入用蒸馏水对倍稀释（V/V）的 

Folin-Ciocalteu试剂0.9 mL，充分混合后，加入5.0 mL蒸

馏水定容，室温避光静置30 min，测定反应液在750 nm

波长处的吸光度。以乙醇为空白对照，以没食子酸当
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量计算野阳合中的总酚含量。回归方程为y＝0.000 8x－
0.013 3，R2＝0.999，其中y为吸光度，x为没食子酸质量

浓度/（μg/mL）。

1.3.3 花色苷质量浓度的测定

参考文献[17]的方法，采用双波长pH示差法。取

1.3.1节中野阳合花色苷提取液1 mL，分别加入pH 4.5的

0.4 mol/L醋酸钠缓冲液或pH 1.0的0.25 mol/L氯化钾缓冲

液4.0 mL，摇匀，避光静置120 min，转入1 cm石英比色

皿中，以蒸馏水为空白对照，采用紫外-可见分光光度计

分别在520 nm和700 nm波长处测定其吸光度。以矢车菊

素-3-葡萄糖苷当量表示花色苷质量浓度，并根据式（1）

计算野阳合中的花色苷质量浓度。

/ mg/L
A 103 M n

ε L
	 （1）

式中：A为最终吸光度，A＝（A520 nm－A700 nm）pH 1.0－

（A520 nm－A700 nm）pH 4.5；摩尔质量M为449.2 g/mol；摩尔吸

光系数ε为26 900 L/（mol·cm）；L为比色皿光路长/cm； 

n为稀释倍数。

1.3.4 HAE组成分析

称取HAE 2.0 mg，溶于1.0 mL乙醇中，过0.22 μm微孔

滤膜，得到待测液。参考文献[18]的方法，采用高效液相

色谱-质谱联用（high performance liquid chromatography-

mass spectrometry，HPLC-MS）进行分析。

HPLC条件：SB-C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5  μ m）；流速1 . 0  m L / m i n；柱温3 0  ℃；检测波长

520 nm；进样量20 μL；梯度洗脱：A相：水（5%甲

酸），B相：甲醇。洗脱程序：0～2  min，5% B；

2～10  min，5%～20% B；10～15  min，20% B；

15～30 min，20%～25% B；30～35 min，25% B；

35～50 min，25%～33% B；50～55 min，33% B；

55～65 min，33%～36% B；65～70 min，36%～45% B；

70～75 min，45%～53% B；75～80 min，53%～55% B；

80～84 min，55%～70% B；84～88 min，70%～5% B；

88～90 min，5% B。

MS分析条件：光电二极管阵列检测器扫描范围为

200～800 nm。大气压电喷雾离子源，正离子模式，毛细管

电压1.50 kV，锥孔电压50 V，离子源温度105 ℃，脱溶剂气

温度420 ℃，锥孔气流量45 L/h，脱溶剂气流量530 L/h。

1.3.5 ABTS＋·清除能力测定

参考文献[19-20]的方法，7.00 mmol/L ABTS水溶液

和2.45 mmol/L过硫酸钾于室温暗处避光孵育15～18 h，

制得ABTS基准液。取适量ABTS基准液，用蒸馏水将其

稀释至A734 nm为0.700±0.005，制得工作液。

将不同花色苷质量浓度（28.64、14.32、7.16、

3.58、1.79 μg/mL）的HAE溶液50 μL与ABTS工作液

200 μL混合，充分振荡，室温避光孵育30 min，于波长

734 nm处测定吸光度。以VC和Trolox作为阳性对照，按

照公式（2）计算ABTS＋·的清除率。

ABTS /% 1
A1 AB

A0
100 （2）

式中：A1表示实验组吸光度；A0表示空白对照组吸

光度；AB表示背景吸光度。

1.3.6 DPPH自由基清除能力测定

参考文献[19-20]的方法，采用乙醇溶液作为溶剂，

配制浓度为0.2 mmol/L的DPPH自由基溶液，避光保存。

将不同花色苷质量浓度（28.64、14.32、7.16、

3.58、1.79 μg/mL）的HAE溶液100 μL与DPPH自由基溶

液100 μL混合，充分振荡，室温避光孵育30 min，于波长

517 nm处测定吸光度，以VC和Trolox作为阳性对照，按

照公式（3）计算DPPH自由基清除率。

DPPH /% 1
A1 AB

A0
100 （3）

式中：A1表示实验组吸光度；A0表示空白对照组吸

光度；AB表示背景吸光度。

1.3.7 细胞培养

选用V79-4细胞，以含10%胎血牛清、100 μg/mL链

霉素、100 U/mL青霉素的DMEM培养基于37 ℃、5% CO2

的饱和湿度培养箱中培养。传代时小心吹起细胞，并制

成单细胞悬液[21]。

1.3.8 HAE对H2O2诱导V79-4细胞氧化损伤的影响

参考文献[22-23]并稍微修改，体外建立H2O2诱导

V79-4细胞氧化损伤模型，采用MTT法检测细胞存活率。

取处于对数生长期的V79-4细胞，以1.2×105 个/mL接种

于96 孔板中；培养16 h后，吸出全部原培养液，正常对

照组和H2O2损伤组加入培养基，样品处理组分别加入

剂量为50、100、200 μg/mL的HAE溶液。处理1 h后，

正常对照组加入培养基，H2O2损伤组和样品处理组加

入含1 mmol/L H2O2的培养基。在37 ℃下处理20 h后，

加入20 μL质量浓度为5 mg/mL的MTT，37 ℃孵育4 h

后停止培养，吸出上清液，每孔加入二甲基亚砜，于

570 nm波长处测定OD值，计算细胞存活率。每个剂量

5 个复孔，重复3 次，另设无细胞空白孔以消除培养基

对OD值的影响。

1.3.9 HAE对H2O2诱导V79-4细胞膜脂质过氧化的影响

参考文献[24]并稍微修改，采用硫代巴比妥酸反应产

物（thiobarbituric acid reactive substances，TBARS）含量

衡量细胞膜脂质过氧化程度。取处于对数生长期的V79-4

细胞，以1×105 个/mL接种于96 孔板中；培养16 h后，

吸出全部原培养液，正常对照组和H2O2损伤组加入培养

基，样品处理组分别加入剂量为50、100、200 μg/mL的

HAE溶液。处理1 h后，正常对照组加入培养基，H2O2

损伤组和样品处理组加入含1 mmol/L H2O2的培养基。
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孵育1 h后，细胞用预冷磷酸盐缓冲液（phosphate buffer 

saline，PBS）冲洗，均质重悬于预冷的1.15% KCl溶液

中。取出100 μL的细胞溶解物，加入8.1%十二烷基硫酸

钠0.2 mL、20%冰醋酸（pH 3.5）1.5 mL和0.8%硫代巴

比妥酸1.5 mL，用蒸馏水定容至4 mL，95 ℃加热2 h。

冷却至室温后，加入正丁醇与吡啶（15∶1，V/V）的混

合液5 mL，摇匀。离心10 min后，吸取上清液在532 nm

波长处测定OD值，计算TBARS含量。每个剂量5 个复

孔，重复3 次，另设无细胞空白孔以消除培养基对OD值

的影响。

1.3.10 HAE对胞内ROS的清除能力

参考文献[25]，采用荧光探针DCFH-DA检测胞内

胞内ROS水平。取处于对数生长期的V79-4细胞，以

2×104 个/mL接种于96 孔板中；培养16 h后，吸出全部

原培养液，H2O2损伤组加入培养基，样品处理组分别加

入剂量为50、100、200 μg/mL的HAE溶液。处理30 min

后，加入含1 mmol/L H2O2的培养基，在37 ℃下孵育

30 min后，加入25 mmol/L的DCFH-DA继续孵育10 min，

收集细胞，PBS冲洗2 次，将各组细胞制成细胞悬液。

取细胞悬液，使用荧光酶标仪检测荧光强度，激发波长

485 nm，发射波长538 nm。以H2O2损伤组荧光强度为

100%，其余各组与损伤组相比，计算胞内ROS清除率。

每个剂量5 个复孔，重复3 次，另设无细胞空白孔以消除

培养基对荧光强度的影响。

1.4 数据统计分析

采用SPSS 13.0软件对数据进行处理，实验结果以 

±s表示，两组平均数之间采用t检验，以P＜0.05表示差

异显著，以P＜0.01表示差异极显著。

2 结果与分析

2.1 总酚和花色苷含量

总酚含量通常能够反映物质的潜在生物活性，

Folin-Ciocalteu比色法因其方法简便、结果可靠，常被

用于多酚含量的测定。本实验中，野阳合多酚的含量为

（0.65±0.21）g没食子酸/100 g md。

在不同的pH值条件下，花色苷结构的变化使其色调

和色度发生改变：pH值为1.0时，花色苷以红色的2-苯基

苯并吡喃的形式存在；pH 4.5时花色苷以无色的甲醇假

碱的形式存在[26]。基于此原理并结合朗伯-比尔定律可得

出，在这两个不同的pH值下，花色苷结构发生变化，其

溶液吸光度的差值与花色苷的含量成比例。本实验中，

野阳合花色苷的含量经测定为（81.38±1.45）mg矢车菊

素-3-葡萄糖苷/100 g md。

2.2 HAE组成分析

采用HPLC对HAE进行分析，结果见图1。HAE在

520 nm波长处的色谱峰有4 个，保留时间分别为25.9、

29.7、41.7、45.8 min。
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图 1 HAE的HPLC色谱图

Fig. 1 HPLC chromatogram of anthocyanins extract from  

H. ciliolaris Kranzl

为鉴定野阳合中花色苷的成分，采用HPLC-MS对该

提取物进行定性分析，花色苷单体的质谱碎片离子结果

见表1。图1中的峰1、2、3、4对应一级质谱离子质荷比

（m/z）分别是449、595、463和609，依据保留时间、

离子片段大小和文献[18]的报道，推测这4 种花色苷为

矢车菊素-3-半乳糖苷、矢车菊素-3-（6”-香豆酰）葡萄

糖苷、芍药色素-3-葡萄糖苷和芍药色素-3-（6”-香豆

酰）葡萄糖苷。

表 1 HAE的组成

Table 1 Identification of anthocyanins compositions from  

H. ciliolaris Kranzl

峰号
保留

时间/min m/z 特征吸收
波长/nm 可能的花色苷

1 25.9 449 519 矢车菊素-3-半乳糖苷

2 29.7 595 515 矢车菊素-3-（6”-香豆酰）葡萄糖苷

3 41.7 463 519 芍药色素-3-葡萄糖苷

4 45.8 609 531 芍药色素-3-（6”-香豆酰）葡萄糖苷

2.3 HAE清除自由基的能力

2.3.1 ABTS＋·清除能力

ABTS法被广泛用于体外抗氧化活性的测定。在反应

体系中，ABTS氧化后生成稳定的蓝绿色阳离子自由基，

与自由基清除剂发生反应使反应体系褪色，褪色程度能

够反映自由基清除剂清除ABTS＋·能力的强弱[27]。
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图 2 HAE清除ABTS＋·的能力

Fig. 2 ABTS radical scavenging capacity of anthocyanins extract from  

H. ciliolaris Kranzl
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由图2可知，在0～6.0 μg/mL范围内，HAE和两种阳

性对照对ABTS＋·的清除率随质量浓度的增加而增大，

且呈剂量依赖关系。VC、Trolox和HAE清除ABTS＋· 

的半抑制浓度（half maximal inhibitory concentration，

IC50）分别为（1.76±0.21）、（4.32±0.35）μg/mL和

（1.72±0.26）μg/mL，表明HAE对ABTS＋·的清除能力

与VC相当，优于Trolox。

2.3.2 DPPH自由基清除能力

DPPH是目前使用最为广泛的自由基试剂之一。

DPPH自由基在有机溶剂中是一种稳定的自由基，当加入

自由基清除剂时，深紫色的DPPH自由基被还原成黄色的

DPPH-H非自由基形式，褪色程度能够反映自由基清除剂

清除DPPH自由基能力的强弱[27]。
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图 3 HAE清除DPPH自由基的能力

Fig. 3 DPPH radical scavenging capacity of anthocyanins extract from 

H. ciliolaris Kranzl

由图3可知，在0～7.0 μg/mL范围内，HAE和两种阳

性对照对DPPH自由基的清除率随质量浓度的增加而增

大，且呈剂量依赖关系。VC、Trolox和HAE清除DPPH自

由基的IC50分别为（1.78±0.38）、（3.69±0.52）μg/mL 

和（0.74±0.24）μg/mL，表明HAE对DPPH自由基的清

除能力优于VC和Trolox。

2.4 HAE对H2O2诱导V79-4细胞氧化损伤的保护作用

/%

HAE / µg/mL
0 50 100 200 

90

92

94

96

98

100

102

图 4 HAE对V79-4细胞存活率的影响

Fig. 4 Cell viability of V79-4 cells after treatment with anthocyanins 

extract from H. ciliolaris Kranzl

如图4所示，正常对照组未受到H2O2诱导氧化损伤

和样品处理，细胞存活率为100%。V79-4细胞经不同

剂量（50、100、200 μg/mL）的HAE溶液处理后，细

胞存活率分别为（98.2±0.8）%、（96.3±1.6）%、

（96.0±2.4）%，表明HAE溶液对细胞没有显著性的损

伤作用。因此，实验中选用50～200 μg/mL的HAE用于后

续抑制H2O2诱导V79-4细胞氧化损伤的实验。
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图 5 HAE对H2O2诱导V79-4细胞氧化损伤的保护作用

Fig. 5 Protection of anthocyanins extract from H. ciliolaris Kranzl 

against H2O2-induced oxidative damage in V79-4 cells

由图5可知，损伤组细胞受到H 2O 2诱导的氧化损

伤，部分细胞生长受阻或凋亡，细胞存活率下降至

（51.6±2.1）%。经不同剂量（50、100、200 μg/mL）

HAE溶液预处理后，各实验组V79-4细胞存活率分别为

（58.7±0.7）%、（68.2±1.2）%、（88.2±1.1）%。同

H2O2损伤组相比，经不同剂量HAE样品预处理，V79-4细

胞对H2O2诱导的氧化损伤抵抗力逐渐增强，细胞存活率

逐渐升高。

2.5 HAE对H2O2诱导V79-4细胞膜脂质过氧化的影响

TBARS是氧化的脂质生成的丙二醛及其他一些醛酮

类物质与硫代巴比妥酸作用生成的有色化合物，该有色

化合物在532 nm波长处有吸收。因此，可通过测定醛酮

类物质的含量来评价脂质过氧化程度[28-29]。
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图 6 HAE对H2O2诱导V79-4脂质过氧化的抑制作用

Fig. 6 Inhibitory effect of anthocyanins extract from  
H. ciliolaris Kranzl on H2O2-induced lipid peroxidation in V79-4 cells 

由 图 6 可 知 ， 正 常 对 照 组 的 T B A R S 含 量 为

（1.7±0.2）μmol/mg，H2O2损伤组的TBARS含量为

（3.8±0.3）μmol /mg，表明H 2O2可诱导V79-4细胞

膜发生脂质过氧化反应。经不同剂量（5 0、1 0 0、 

2 0 0  μ g / m L）H A E溶液处理后，各实验组T B A R S
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含量分别为（2.9±0.7）、（2.5±0.1）μmol/mg和

（2.0±0.2）μmol/mg。同H2O2损伤组相比，预先加入 

50～200 μg/mL HAE可抑制H2O2诱导的细胞膜脂质过氧

化，且呈剂量依赖性。

2.6 HAE对H2O2诱导V79-4细胞内ROS水平的影响

DCFH-DA进入细胞后，被水解生成二氯二氢荧光

素，二氯二氢荧光素可与胞内的ROS反应生成具有荧光

的二氯荧光素，故二氯荧光素荧光强度可反应细胞内

ROS水平[30-31]。正常组细胞内ROS水平较低，荧光强度较

弱，H2O2损伤组细胞内ROS水平显著增加。由图7可知，

经不同剂量（50、100、200 μg/mL）HAE溶液处理后，

实验组V79-4细胞内ROS清除率分别为（40.2±1.7）%、

（62.2±2.0）%、（82.4±1.2）%，且清除率随剂量增加

呈增高趋势。
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本实验中，H2O2损伤组荧光强度为100%，ROS清除率为0（未

在图中显示）。##.与H2O2损伤组差异极显著（P＜0.01）。

图 7 HAE对H2O2处理的V79-4细胞内ROS清除率的影响

Fig. 7 Effect of anthocyanins extract from H. ciliolaris Kranzl on ROS 

levels in H2O2-induced V79-4 cells

3 结 论

本实验中，采用pH示差法测得野阳合花色苷的含量

为（81.38±1.45） mg矢车菊素-3-葡萄糖苷/100 g md；采

用HPLC-MS分析，发现HAE中含有4 种花色苷，推测为

矢车菊素-3-半乳糖苷、矢车菊素-3-（6”-香豆酰）葡萄糖

苷、芍药色素-3-葡萄糖苷和芍药色素-3-（6”-香豆酰）葡

萄糖苷。

体外自由基清除实验结果表明，H A E具有良好

的自由基清除能力，在实验范围内，随着质量浓度增

大，HAE清除ABTS＋·和DPPH自由基的能力增强。

HAE清除ABTS＋·的IC50为（1.72±0.26）μg/mL，

清除能力与VC相当；HAE清除DPPH自由基的IC50为 

（0.74±0.24）μg/mL，清除能力优于VC。张杨等[32]报道

蓝莓果实含11 种花色苷，其清除ABTS＋·和DPPH自由

基能力均明显优于VC；Hao Jie等[33]报道黑米含9 种花色

苷，其清除ABTS＋·和DPPH自由基能力与VC相当。综

上，花色苷自由基清除能力不同，推测可能与花色苷的

含量、羟基化程度、酰基和糖苷类型有关[6]。

选用H2O2诱导V79-4细胞建立氧化损伤模型，进一

步对HAE抗氧化活性进行研究。实验表明，经H2O2处

理的V79-4细胞会发生显著的氧化损伤及脂质过氧化。

50～200 μg/mL的HAE对H2O2诱导V79-4细胞氧化损伤具

有较为明显的保护作用，明显抑制细胞膜脂质过氧化，

降低损伤后胞内ROS水平，且呈剂量依赖关系。罗春丽

等 [34]报道，100～800 μg/mL紫薯花青素对H2O2诱导的

HepG2细胞损伤具有较为明显的保护作用；徐丽萍等[35]

报道，1～10 μmol/L蓝莓花青素氯化锦葵色素可明显降

低细胞内ROS水平，保护血管内皮细胞免受损伤。本研

究与以上文献的实验体系存在差异，不能定量分析活性

强弱，但均在细胞水平上定性探究了花色苷的抗氧化活

性，为深入研究花色苷如何调控细胞凋亡蛋白酶家族蛋

白以及对超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶等体内

抗氧化酶活性的影响提供实验数据和理论依据。
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