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摘 要
： 目的 比较高 良姜提取物不同组分的抗氧化活性。 方法 采用减压液相层析法 （

ＶＬＣ）分离高 良姜提取物 ，

再用高效液相色谱法
（
ＨＰＬＣ）和液相色谱－质谱联用法 （

ＬＣ－ＭＳ ）进行归属鉴别 。 应用Ｈ２Ｏ２诱导人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２氧化

损伤模型及小鼠负重游泳实验 ， ＭＴＴ法和流式细胞术检测不同组分高 良姜提取物的抗氧化活性 。 结果 高 良姜提取物

被分离出Ａ￣Ｇ等７个组分 ， 归类为二苯基庚烷类（
Ａ 、 Ｂ ）

、 黄酮类（Ｃ 、 Ｄ） 、 挥发油类
（
Ｅ 、 Ｆ 、 Ｇ

）
。 组分Ａ 、

Ｂ
、
Ｄ和Ｆ提高

氧化损伤ＨｅｐＧ２细胞存活率
（
Ｐ＜０ ．０５ ） ，

而组分Ｂ 、 Ｄ降低氧化损伤ＨｅｐＧ２细胞凋亡率 （尸＜０ ．０ ５） 。 低剂量组二苯基庚烷类显

著延长小 鼠负重游泳时间（
Ｐ＜０．０５

） 。 结论 高 良姜提取物中二苯基庚烷类具有显著的抗氧化活性。
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高 良姜是姜科属植物高 良姜

Ｈａｎｃｅ
）的干燥根茎 ， 其药用资源丰富 ， 作为药食两

用的天然植物 已有近上千年历史 。 近年文献报道高

良姜富含二苯基庚烷类 、 黄酮类和挥发油成分 ， 具

有抗炎 、 抗 胃溃疡 、 抗菌和抗氧化等活性＋
２
］

， 但其

药效物质基础鲜见报道 。 本文在前期研究基础上 ［
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采用 Ｈ２〇２诱导人肝癌细胞 （

ＨｅｐＧ２ ）
氧化损伤模型和

小鼠负重游泳实验比较高 良姜提取物不同部位的抗

氧化相关活性 ，
为高 良姜的资源开发与利用提供科

学依据。

１ 材料和方法

１ ． １ 仪器 、 试剂 与动物

岛津ＬＣＭＳ
－

８００ ０ａ型液相色谱－质谱联用仪 ；
旋

转蒸发仪
（
上海 申 生科技Ｒ系列

）
， 流式细胞仪

（
美 国

ＤＢ公司
）

， 酶标仪
（
Ｂ ｉｏｔｅｋ） ， 薄层层析硅胶

（
青岛海洋

化工 ， ＨＧ ／Ｔ２３ ５４
－

２０ １０ ， 化学纯 ， 批号０ １ ２ １ ０ １ ６
）

，

ＲＰＭＩ１ ６４０培养基 （
Ｇ ｉｂｃｏ

） ，
胎牛血清

（
Ｇ ｉｂｃｏ

） ，ＭＴＴ

（
Ｓｉｇｍ

ａ－Ａｌｄｒｉｃｈ
）

， 细胞凋 亡检测试剂盒 （北京四正柏
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生物科技有限公司 ） ，
ＨｅｐＧ２肝癌细胞株 （本实验室提

供
）

， 乙酸乙酯 、 石油醚 ＩＩ 、 冰醋酸 、
ＰＥＧ４００ 、 无

水乙醇等试剂除文中另外注明的均为分析纯 ，
ＫＭ雄

性小鼠 １ ５６只 ， 体质量 （
２０ ± ２

）ｇ ，ＳＰＦ级 ， 购置于广

东省 医 学实验动物 中 心 ， 实验动物许可证号 ：

ＳＣＸＫ
（粤）

２００ ８
－

０００２ 。

１ ．
２ 方法

１ ．２ ． １ 高 良姜的提取分离 高 良姜药材３６ｋ
ｇ ， 粉碎

至 ６０ 目
， 采用９８％食用级乙醇制备浓缩浸膏 ， 参照

文献方法 进行ＶＬＣ硅胶层析制备 ， 采用乙酸乙酯 －

石油醚 ＩＩ
－

２％冰醋酸为色谱流动相 ，
分离制备出Ａ 、

Ｂ
、 Ｃ 、

Ｄ
、 Ｅ 、

Ｆ
、
Ｇ等７个组分 。

１ ．２ ．２ 高 良姜提取物色谱峰归属鉴别 采用ＨＰＬＣ对

７个组分的分离效果进行评价 ， 以ＬＣ －Ｍ Ｓ对色谱峰进

行归属鉴别 。 色谱条件 ： Ｓｈａｍ
ｐ

ａｃｋＶＰ－ＯＤＳ色谱柱

（
２ ． ０ｍｍ ＞＜ ２５０ｍｍ

，５ ． ０
ｊ

ａｍ
） ；
流动相 Ａ为 ０ ．

１％醋酸－

水
； 流动相 Ｂ为乙腈－甲醇－四氢呋喃＝ １ ５％

：
４０％

：

４５％
； 梯度洗脱 ： ０

？

２０ｍｉｎ
，３９％— ６ １％Ｂ ；２０

？

３０

ｍｉｎ
，６ １％＾ １ ００％ Ｂ

；３ ０
－４０ｍ ｉｎ

，１ ００％＾ １ ００％ Ｂ
；

流速０ ．２ ｍＬ／ｍｉｎ
； 柱温 ：

４０１
；
进样 ５ 叫 ， 检测波

长２８０ｎｍ
，
参比波长 ３ ６０ｎｍ

； 分析时间 ：
４０ｍｉｎ

；

质谱条件 ：
ＥＳＩ电离源 ， 电极电压 － ４． ０ｋＶ 、 温度

２５０１ ， 检 测 器 电 压 １ ．７ｋＶ ， 喷雾 氮 气 流速 ４ ． ５

Ｌ
－

ｍ ｉ ｉＴ
１

；
采 用 负 离子扫描方式 ， 质量范 围 ｍ／ｚ５０̄

８００ 、 扫描间隔 １ｓ。

１ ．２ ． ３ＭＴＴ法检测细胞存活率 调整Ｈｅｐ
Ｇ２细胞密

度为 ｌ ｘ ｌ 〇
４

个细胞 ／孔接种于９ ６孔板 ， 培养２４ ｈ至细胞

贴壁 ， 实验设置空 白对照组 、
模型组与给药组

（
给予

Ａ￣Ｈ的药物 ， 其中 Ｈ为高 良姜乙醇总提取物 ） ，
模型

组与给药组均 以 １２ ００
ｐｍｏｌ／ＬＨ ２Ｏ２造模４ｈ

，
ＰＢ Ｓ洗

涤两遍弃去 ， 给药组均给予０． ０ １
ｇ／Ｌ上述药物 ， 培养

２ ４ ｈ后 ， 每孔加人２０ ＭＬ的 ５ ｇ／Ｌ ＭＴＴ溶液 ， 继续培

养４ ｈ
， 弃孔 内液体 ， 每孔加入 １ ５０ ｐ

Ｌ ＤＭＳＯ
， 振荡

１ ０ｍｉｎ ， 于酶标仪４９０ｎｍ波长处测量吸光度 。 计算

各组细胞存活率 ， 评价各组分对细胞抗氧化损伤活性

的影响 。

１ ．２ ． ４ 流式细胞仪 （
ＦＣＭ

）检测细胞凋亡率 取对数

生长期的Ｈ ｅ
ｐ
Ｇ２细胞 ，

配制成 ５ｘ ｌ〇
４

／ｍＬ的单细胞悬

液 ， 每孔 ３ｍＬ接种于６孔培养板 ， 实验分组与药物处

理同
“

１ ．２ ． ３
”

， 收集细胞 ， 用 ４１ 预冷的 ＰＢ Ｓ洗两

次 ， 结合缓冲液重悬 ， 使得细胞密度为 １ 〇
６

个切！／
１

，

从中 吸取 １ ００ 叫于５ｍＬ流式管中 ， 加入５ 叫的八 １１１^
－

ｘｉｎＶ－Ａ ｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８ ８混匀后 ， 避光 、 室温孵育 １ ５

ｍｉｎ
，
上机前 ５ｍｉｎ加入 １ ０

｜

ｘＬ的ＰＩ染色 ， 上机前补加

４００ 吣的结合缓冲液 ， 进行流式分析 ， 重复３次 。

１ ．２ ．５ 小鼠负重游泳实验 小鼠适应性词养 １周 ， 经

预游泳姿势正确的小鼠随机分为 １ ３组 ， 每组 １ ２只 ，

分别为空白对照组和药物组 （

二苯基庚烷类部位 、 黄

酮类部位和挥发油类部位 ） ， 每组药物组均设有高

（
３００ｍｇ

．

ｋｇ

－

１ ．

ｄ
－

１

） 、 中 （
２００ｍｇ

．

ｋ
ｇ

－

１ ．

ｄ
－

１

） 、 低 （
１ ００

ｍｇ
＿

ｋｇ

＿ｈ
ｄ

＿

１

）剂量组 ，
空 白 对照组给予等剂量 １ ０％的

无水乙醇和２ ３％的ＰＥＧ４００溶液 ， 连续给药 ３ ０ ｄ 。 末

次给药３０ｍｉｎ后 ， 将尾根部负荷 ５％体质量铅丝的不

同组小鼠同时置于８ ０ｃｍ
＞＜
５０ｃｍ ＞

＜４０ｃｍ的游泳箱中进

行游泳 。 水深不少于 ３〇 （； １１１
， 水温 （

２５ ± １
）
＾： 。 搅动

小鼠周围水面 ， 防止小鼠四肢漂浮不运动影响实验

结果 。 记录小鼠 自 游泳开始至头部全部入水持续 ｌ 〇 ｓ

不能浮 出水面为止的时间 。

１ ． ３ 统计学处理

应用统计软件ＳＰＳＳ １ ８ ． ０进行分析 ， 各组数据均

以无 表示 ， 采用单因素方差分析及 ＾检验 ，
以Ｐ＜

０
．０５为差异有统计学意义 。

２结果

２ ． １ 高 良姜提取物 色谱峰归属鉴别

图 １为高 良姜乙醇提取物的ＬＣ－ＭＳ色谱图 ， 依据

ＭＩＣ的准分子离子 ［
Ｍ－Ｈｆ

１

的ｍ／ｚ值 ， 参照文献 ［

７
］对色

谱峰进行了 归属鉴别 ； 对ＶＬＣ分得的Ａ？Ｇ７个组分

进行 了ＨＰＬＣ分析 ，
组分Ａ￣Ｇ的 ＨＰＬＣ色谱 图 如 图

２ 。 依据 ＬＣ－ＭＳ和ＨＰＬＣ分析结果 ， 将Ａ￣Ｇ ７个组分

归为二苯基庚烷类
（

Ａ
、
Ｂ

） ， 黄酮类 （
Ｃ 、 Ｄ

） ，
挥发油

类 （

Ｅ
、
Ｆ

、
Ｇ

）
三个有效部位 ， 这３个部位的ＨＰＬＣ色谱

图叠加对比如图 ３ 。

２
．
２ 高 良姜各组分对细胞存活率的 影响

２ ．２ ． １Ｈ ２〇 ２浓度 的确定１ ００￣ １４００
（

ｉｍｏ ｌ／Ｌ Ｈ ２〇２对

细胞有一定的损伤作用且具有浓度依赖性 ，
以浓度

为 １２００
ｐｍｏｌ／Ｌ Ｈ２〇 ２孵育４ ｈ

， 细胞存活率为５ ５ ． ６％
，

抑制率达５０％左右 （图４
） ， 因此选择此浓度建立氧化

损伤模型 。

２
．
２ ．２ 高良姜各组分的细胞毒作用 结果显示 ： 当质

量浓度为 ０ ． １
ｇ／Ｌ时 ， 与空 白对照组相比 ， Ａ￣Ｇ以及

总提取物Ｈ均能降低细胞存活率 （
Ｐ＜０ ．０５

）
， 当质量浓

度 专 ０ ． ０ １
ｇ ／Ｌ时 ， 各组分对细胞生长影响不显著 （

Ｐ＞

０ ．０５
） ，
各组分均以 此质量浓度进行抗氧化活性检

测 。

２
．２ ．３ 高 良姜各组分抗氧化作用 相同剂量下 ，

组
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１ ：ｍ／ｚ ２７ １
，

二氢 高 良姜醇 ； ２ ：ｍ／ｚ ３２ ７
，
１

－苯基－

７
－

（３

’

－ 甲 氧基－

４
’

－羟基
）

－苯基－

５ －醇 －

３
－庚酮 ； ３ ：ｍ／ｚ ２ ９７

，

５
－羟基－

ｌ
－

（４
－羟苯基

）

＿

７
－苯基－

３
－庚 酮 ； ４ ：ｍ／ｚ ２５ ５ ， 乔松素 ； ５ ：ｍ／ｚ ２ ８３

， 高 良姜素
－

３
－甲 酿 ； ６ ：ｍ／ｚ ２ ９９ ，

（
３Ｒ

，５Ｒ ）

－

ｌ
－

（４
－羟苯基

）

－

７
－苯庚燒－

３
，５

－双醇 ； ７ ：ｍ／ｚ ２６９
， 高 良姜素 。

图 １ 高 良姜ＬＣ －ＭＳ色谱峰归属鉴别

图 ３ 二苯基庚烷类 、 黄酮类和挥发油类 ３个部位的 ＨＰＬＣ色谱图叠加 对比

分Ａ
、
Ｂ

、
Ｄ和 Ｆ细胞存活率分别为 ７７ ．３％

、
７２ ． ３％

、

７０ ．５％ 、
７０ ．２％

，
与模型组

（

６ １ ．０％ ）相 比均能显著提高

细胞存活率（

Ｐ＜〇 ． 〇 ５
） ，
表明这些组分细胞线粒体琥珀

酸脱氢酶活性升高 ，
活细胞数 目 增多 ，

具有抗氧化

作用 。

２
． ３ 高 良姜各组分对细胞凋亡率的 影响

ＦＣＭ结果显 ７Ｋ
（
见 图 ６

） ，
相 比于模型组 ，

组 分

Ｂ
、
Ｄ可降低模型组细胞的凋亡率（

Ｐ＜０ ． ０５
） ，
组分Ｂ细

胞 凋 亡率 （
４ ６ ． ３％ ± １ １ ．３％

）略 低 于 组 分 Ｄ
（
５５ ．４％土

１ １ ． ７％
）
。

２
．
４ 小 鼠 负 重游泳 实验

初次给药前 、 负重游泳前各组小鼠组间体质量
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， 等 ． 高 良姜提取物不同组分的抗氧化活性 比较 ６０９

ｉ
．

＊＊

＿

＾＾９？Ｎ＃＾
ｍｏｌ ／Ｌ ＡＢＣＤｈｈＧＨ

与 空 白对照组比较 ：

＊Ｐ＜ ０ ． ０ ５

图 ４Ｈ ２〇 ２诱导Ｈ ｅｐＧ２氧化损伤模型

与 空 白对照组比较 ： ＞＜０
．０ ５ ； 与模型组比较 ：

＊
７＾０ ．０５

图 ５ 高 良姜各部位对Ｈ ２〇２诱导细胞氧化损伤模型的影响

樓甩 ｆｌｈｃ

ｒｍ：Ａ

图６ 流式细胞术检测细胞凋亡

ｒｒｃ＊ ｒｎｃ－？

均无统计学差异 （
Ｚ＾Ｏ ． ０５

） ， 给药期 间各组小 鼠生长状

态 良好 ， 给药组小鼠未发现生 长发育不 良情况 ， 实

验前后各组体重如表Ｕ 各组小 鼠负重游泳结果显

示
， 与空 白对照组 （

１ ５ ．９０ ± ５ ．９ ２ ）
ｍ

ｉ
ｎ相比 ，

二苯基庚

院类部位低剂量组 （
２ ５ ．３ ４± １ １ ．７ ６

）
ｍ

ｉ
ｎ显著延长小 鼠

负重游泳时间 （
Ｐ＜０ ． ０５

） 。 见图 ７ 。

３ 讨论

本文采用体外 Ｈ２Ｏ ２诱导ＨｅｐＧ ２细胞氧化损伤模

型 和体内小鼠负重游泳实验来 比较高 良姜提取物不

同部位体内外抗氧化相关活性 。 实验表明 ， 高 良姜

提取物 中 的二苯基庚烷类部位在体外和体 内试验中

均显示 出抗氧化相关活性 ， 黄酮类部位次之 ， 推测

其活性主要源于 高 良姜提取物该两部位 中 的抗氧

化 、
清除 自 由基活性化学成分 。

高 良姜提取物的二苯基庚烷类部位主要 为二苯

基庚烷Ａ ， 黄酮类部位主要 为高 良姜素 。 黄酮类化

表 Ｉ 实验前后各组体质量表
（
ｇ ，
Ｊ± ｓ，／ｊ Ｓ Ｉ Ｉ

）

分组 初次给药前体质量 游泳前体质量

空 白对照组 ２ １
． ６２ ± １ ． ２８ ３ ８ ． １ ４ ± ４ ． １ １

二苯基庚烷类高剂量 ２ １
．４９ 土 １

．２２ ３ ７． １ ４± ３ ． ００

二苯基庚烷类 中 剂量 ２ １ ．５８＋ １ ． １ ４ ３ ８ ． １ ８ ± ２ ． ５０

二苯基庚烷类低剂量 ２ １ ．６９土１ ．２９ ３ ７．５ ７± ２ ．４４

黄酮类高剂量 ２ １
．４ ８± １

．２０ ３ ７．３ ３± ４ ． ８５

黄酮类中剂量 ２ １ ．５ ８± １ ．２ １ ３ ８ ．３ ５ 士 １ ． ９ ５

黄酮类低剂量 ２ １
．６２ ± １

．

１ ５ ３ ８ ．９ ７± ２ ． ７８

挥发油类高剂量 ２ １
．６ ５土

１
．３ １ ３ ７ ． ７３ 土 ３ ．７ ２

挥发油类 中剂量 ２ １ ．５９＋ １ ．
１９ ３ ７ ． ６９

± ４ ．０４

挥发油类低剂量 ２ １
． ５０土

１
． ３ １ ３７ ．８ ８ 土 ３ ．５ ７

总提取物高剂量 ２ １
．６ １
±

１
．

１ ３ ３７ ． ９７
＋

２ ．５４

总提取物中剂量 ２ １ ．６ １ ± １ ． １ ２ ３ ７ ．６９土 ４ ．
１４

总提取物低剂量 ２ １ ．５ ８± １
．２０ ３ ７ ．８２ ± ２ ．６ ８

合物是以 ２
－苯基色原酮为母核的多环结构 ，

二苯基

（下转 第 ６ １ ３页
）
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， 等 ． ＳＣＡＭ Ｐ２基因敲除小鼠子代基因型 的鉴定与繁殖 ６ １ ３

图 ７ 小鼠负重游泳时间

庚烷类化合物是以 １
，

７
－二苯基庚烷为母核的线性或

环状结构
， 它们分子 中均含有酚羟基结构 。 由此推

测 ， 高 良姜中抗氧化相关活性物质主要为酚羟基化

合物 。 该研究结果可 为高 良姜药用资源开发利用提
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