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摘要： 目的　 探讨酸枣仁黄酮成分 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素抗氧化活性。 方法　 分析 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素的总还原力以及清

除 ＤＰＰＨ 自由基、 ＡＢＴＳ 自由基和羟基自由基的能力， 评价 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素的体外抗氧化能力； 以秀丽隐杆线虫为

模型， 检测 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫热应激抗性、 氧化应激抗性、 体内 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性等

影响， 评价 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素的体内抗氧化能力。 结果 　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素具有抗氧化能力， 其 ＤＰＰＨ 自由基、
ＡＢＴＳ 自由基以及羟基自由基清除率 ＩＣ５０值分别为 ２３９􀆰 ０２、 １２４􀆰 ３８、 １９２􀆰 ９６ μｍｏｌ ／ Ｌ； ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素可以增强秀丽

隐杆线虫热应激抗性及氧化应激抗性， 改善热应激诱导氧化损伤， 降低秀丽隐杆线虫体内 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平， 升高

ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性， 增加 ＳＯＤ⁃３ 和 ＧＳＴ⁃４ 表达。 结论　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素可以清除自由基， 同时提高秀丽隐杆线虫氧化应

激抗性， 具有良好的抗氧化活性。
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　 　 酸枣仁为鼠李科植物酸枣的干燥成熟种子， 具有悠久

的应用历史， 是中医治疗虚烦不眠、 惊悸多梦的首选药

物［１⁃２］ 。 随着药理研究的逐渐深入， 酸枣仁的作用被进一步

发掘， 包括调节血糖、 血脂， 缓解焦虑、 抑郁， 增强学习

记忆能力等［３］ ， 且酸枣仁作为卫生部颁布的第 １ 批药食两

用药材， 具有温和、 可长期服用、 副作用低等特点， 被认

为是具有良好开发前景的热门研究品种。
黄酮是酸枣仁的主要活性成分， 目前已经从酸枣仁中

分离得到二十余种黄酮类单体［４⁃５］ ， 其中 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺

素是酸枣仁黄酮类成分之一， 近年来多项研究表明， 该成

分在神经功能调节方面表现出生物活性， 包括调节线粒体

自噬、 调控阿尔兹海默症的发生与发展［６］ 、 镇静安眠［７］

等。 丁轲等［８］采用活性追踪法对酸枣仁提取组分中多种单

体成分体外抗氧化活性进行比较， 发现 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素

体外抗氧化活性强于酸李碱、 斯皮诺素， 但对于 ６‴⁃阿魏酰

斯皮诺素抗氧化能力尚欠缺系统性实验分析。 本研究采用体

外和体内相结合的方法， 综合讨论 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素的抗

氧化活性， 以期为酸枣仁的深入开发与应用提供基础。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 野生型秀丽隐杆线虫 Ｎ２、 转基因秀丽隐杆线

虫 ＣＦ１５５３、 转基因秀丽隐杆线虫 ＣＬ２１６６、 缺陷型大肠杆菌

（Ｅ． ｃｏｌｉ ＯＰ５０） 均由美国明尼苏达大学惠赠。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素 （批号 ｄｒｋ１７２７， 纯

度≥９８％ ， 成都德锐可生物科技有限公司）。 １， １⁃二苯基⁃
２⁃三硝基肼 （ＤＰＰＨ， 批号 ２０２００２１７）、 ２， ２⁃联氮⁃二 （３⁃
乙基⁃苯并噻唑⁃６⁃磺酸） 二铵盐 （ＡＢＴＳ， 批号 ２０２００４１２）
（北京华迈科生物技术有限责任公司）； 磷酸钠 （批号

２０１９０８１２）、 钼酸铵 （批号 ２０２００７２２） （天津市鼎盛鑫化工

有限公司）； 硫酸 （批号 ２０２１０８１２）、 过硫酸钾 （批号

２０１９０３１２）、 ３０％ Ｈ２Ｏ２ （批号 ２０２１０７２４） ［市福晨 （天津）
化学试剂有限公司］； 无水乙醇 （批号 ２０２１０３２２， 天津市

鑫桥化工贸易有限公司）； 水杨酸 （批号 ２０２００８２５）、 维生

素 Ｃ （批号 ２０２００１０７） （天津市光复精细化工研究所）； 硫

酸亚铁 （批号 ２０１８１０２６， 天津市化学试剂供销公司）； ５⁃氟
尿嘧啶 （批号 ＢＳＦ２０１００４１８， 合肥巴斯夫生物科技有限公

司）； 叠氮钠 （批号 ２０１９１００９， 上海诚凛生物科技有限公

司）； ＢＣＡ 蛋白试剂盒 （批号 ２０２１０４２１， 北京索莱宝科技

有限 公 司 ）； 氧 自 由 基 （ ＲＯＳ ） 检 测 试 剂 盒 （ 批 号

２０２００６２４）、 谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ⁃Ｐｘ） 检测试剂盒

（批号 ２０１９０９１１）、 丙二醛 （ ＭＤＡ） 检测试剂盒 （批号
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２０１９０９１１） （南京建成生物工程研究所）。
１􀆰 ３ 　 仪 器 　 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ⁃Ｍ５ 型 多 功 能 读 板 机 （ 美 国

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； ＵＶ⁃２５５０ 型紫外分光光度计 （日
本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司）； ＤＺＫＷ⁃Ｄ⁃２ 型电热恒温水浴锅 （北京

市永光明医疗仪器有限公司）； ＢＰ２１１Ｄ 型电子分析天平

（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； ＨＮＹ２１０２ 型恒温培养箱 （天津市欧

诺仪器股份有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素体外抗氧化活性检测

２􀆰 １􀆰 １　 总还原力　 按照文献 ［９］ 报道， 配制终浓度为浓

硫酸 ０􀆰 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ、 磷酸钠 ２８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 钼酸铵 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的磷

钼试剂。 用 ５０％乙醇配制 １００、 ２００、 ３００、 ４００、 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ
６‴⁃阿魏酰斯皮诺及维生素 Ｃ 样品溶液， 将 ６０ μＬ 样品溶液

与 ０􀆰 ６ ｍＬ 磷钼试剂混合均匀， ９５ ℃ 恒温水浴 １􀆰 ５ ｈ。 在

６９５ ｎｍ 波长处检测吸光度 （Ａ）， 以 ５０％ 乙醇代替样品溶液

测得吸光度 （ Ａ０ ）， 计算总还原力， 公式为总还原力 ＝
Ａ－Ａ０。
２􀆰 １􀆰 ２　 ＤＰＰＨ 自由基清除率　 按照文献 ［１０］ 报道， 用无

水乙醇配制 １􀆰 ０×１０－４ ｍｏｌ ／ Ｌ ＤＰＰＨ 工作液， 使用 ５０％ 乙醇

配制浓度为 ５０、 １００、 ２００、 ３００、 ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ ６‴⁃阿魏酰斯

皮诺及维生素 Ｃ 样品溶液。 将 １００ μＬ 样品溶液与 ９００ μＬ
ＤＰＰＨ 溶液混合均匀后避光反应 ０􀆰 ５ ｈ， 在 ５１７ ｎｍ 波长处

检测吸光度 （Ａ）； 用 ９００ μＬ 无水乙醇代替 ＤＰＰＨ 溶液，
在 ５１７ ｎｍ 波长处检测吸光度 （Ａ０）； 使用 １００ μＬ ５０％ 乙醇

代替样品溶液， 在 ５１７ ｎｍ 波长处检测其吸光度 （Ａ１）， 计

算得到 ＤＰＰＨ 自由基清除率， 公式为清除率 ＝ ［１－ （Ａ－
Ａ０） ／ Ａ１］ ×１００％ 。
２􀆰 １􀆰 ３　 ＡＢＴＳ 自由基清除率　 按照文献 ［１０］ 报道， 配制

ＡＢＴＳ＋·工作液，将 ７􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＢＴＳ 与等体积 ２􀆰 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
过硫酸钾混合， 用无水乙醇稀释使其在 ７３４ ｎｍ 波长处吸光

度为 ０􀆰 ６８～０􀆰 ７２。 使用 ５０％ 乙醇稀释样品溶液， 得到浓度

为 ５０、 ７５、 １００、 １５０、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 样品溶液。 将 ２００ μＬ 样

品溶液与 ８００ μＬ ＡＢＴＳ＋·工作液振荡混匀，室温静置５ ｍｉｎ，
在 ７３４ ｎｍ 波长处检测吸光度 （Ａ）； 使用无水乙醇代替

ＡＢＴＳ＋·工作液，在 ５１７ ｎｍ 波长处检测吸光度 （Ａ０）； 将样

品溶液替换成 ５０％ 乙醇， 在 ５１７ ｎｍ 波长处检测吸光度

（Ａ１）， 计算 ＡＢＴＳ 自由基清除率， 公式为清除率 ＝ ［１ －
（Ａ－Ａ０） ／ Ａ１］ ×１００％ 。
２􀆰 １􀆰 ４　 羟基自由基清除率 　 按照文献 ［ １０］ 报道， 用

５０％ 乙醇配制浓度为 １００、 ２００、 ３００、 ４００、 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ ６‴⁃
阿魏酰斯皮诺及维生素 Ｃ 样品溶液， 将 ２００ μＬ 样品溶液、
２００ μＬ ９ ｍｍｏ１ ／ Ｌ 硫酸亚铁和 ２００ μＬ ９ ｍｍｏ１ ／ Ｌ 水杨酸⁃乙
醇混合均匀， 再加入 ２００ μＬ ３０％ Ｈ２Ｏ２， 在 ３７ ℃ 下反应

０􀆰 ５ ｈ， 在 ５１０ ｎｍ 波长处检测吸光度 （Ａ）； 用水替换 ３０％
Ｈ２Ｏ２ 在 ５１０ ｎｍ 波长处检测吸光度 （Ａ０）； 用 ５０％ 乙醇替

换样品溶液在 ５１０ ｎｍ 波长处检测吸光度 （ Ａ１ ）， 计算羟

基自由基清除率， 公式为清除率 ＝ ［１－ （Ａ－Ａ０） ／ Ａ１］ ×
１００％ 。

２􀆰 ２　 秀丽隐杆线虫培养 　 按照文献 ［１１］ 报道， 配制线

虫培养基 （ＮＧＭ） 及 Ｍ９ 缓冲液， 在 ＮＧＭ 表面涂布 ＯＰ５０
菌液， 紫外照射灭菌后使用。 Ｎ２、 ＣＬ２１６６、 ＣＦ１５５３ 秀丽隐

杆线虫均在 １６ ℃下培养。 秀丽隐杆线虫同期化时选取进入

产卵期的秀丽隐杆线虫， 使用 Ｍ９ 缓冲液洗涤 ３ 次， 加入

裂解液， 漩涡振荡 ４～５ ｍｉｎ， 离心去除裂解液后用 Ｍ９ 缓冲

液洗涤 ３ 次， 将虫卵转移到新的 ＮＧＭ 培养基上， １６ ℃培

养箱中培养。
２􀆰 ３　 秀丽隐杆线虫给药　 将同期化的秀丽隐杆线虫培养至

Ｌ４ 期， 用 Ｍ９ 缓冲液洗涤 ３ 次后转移到含有 ０、 １０、 １００、
２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素及 ０􀆰 １％ ５⁃氟尿嘧啶的培养

基中， １６ ℃ 培养箱培养 ４８ ｈ。 培养结束后将线虫分为 ２
组， 一组继续在 １６ ℃培养箱培养 ６ ｈ， 另一组在 ３５ ℃培养

箱培养 ６ ｈ。 设置对照组 （１６ ℃）， 模型组 （３５ ℃）， ６‴⁃
阿魏酰斯皮诺素 １０、 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 （３５ ℃）。
２􀆰 ４　 秀丽隐杆线虫热应激实验　 野生型秀丽隐杆线虫给药

后用 Ｍ９ 缓冲液洗涤 ３ 次， 转移到含有 ０􀆰 １％ ５⁃氟尿嘧啶的

ＮＧＭ 培养基中， 使每 １ 个培养基中约有 １００ 只秀丽隐杆线

虫， ３５ ℃恒温培养。 每隔 ０􀆰 ５ ｈ 记录秀丽隐杆线虫存活数

量， 直至秀丽隐杆线虫全部死亡。
２􀆰 ５　 秀丽隐杆线虫氧化应激实验　 野生型秀丽隐杆线虫给

药后用 Ｍ９ 缓冲液洗涤 ３ 次， 转移到 ９６ 孔板中， 使每孔约

有 ２０ 只线虫。 每孔中加入 ２００ μＬ 含有 ０􀆰 ０１％ Ｈ２Ｏ２ 的 Ｍ９
缓冲液， １６ ℃恒温培养。 每隔 ０􀆰 ５ ｈ 记录秀丽隐杆线虫存

活数量， 直至秀丽隐杆线虫全部死亡。
２􀆰 ６　 荧光体式显微法检测秀丽隐杆线虫体内活 ＲＯＳ 水平、
ＳＯＤ⁃３ 和 ＧＳＴ⁃４ 表达 　 野生型秀丽隐杆线虫给药 ４８ ｈ 后，
转移到 ３５ ℃恒温培养 ６ ｈ。 用 Ｍ９ 缓冲液清洗后转移至含

有 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针的 Ｍ９ 缓冲液中， １６ ℃恒

温箱中孵育 ３０ ｍｉｎ。 制作含 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 叠氮钠的 ２％ 琼脂垫载

玻片， 挑取约 ２０ 只秀丽隐杆线虫， 在荧光显微镜下观察并

拍照。 利用转基因秀丽隐杆线虫 ＣＦ１５５３ 及 ＣＬ２１６６ 检测 ６‴⁃
阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫体内超氧化物歧化酶 ３
（ＳＯＤ⁃３）、 谷胱甘肽 Ｓ⁃转移酶 ４ （ＧＳＴ⁃４） 表达的影响。 转

基因秀丽隐杆线虫 ＣＦ１５５３ 及 ＣＬ２１６６ 给药 ４８ ｈ 后， 转移到

３５ ℃ 恒温培养 ６ ｈ， 用 Ｍ９ 缓冲液清洗后备用。 制作含

１ ｍｏｌ ／ Ｌ叠氮钠的 ２％ 琼脂垫载玻片， 挑取约 ２０ 只秀丽隐杆

线虫， 在荧光显微镜下观察并拍照。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对图

片中荧光强度进行定量分析。
２􀆰 ７　 秀丽隐杆线虫体内 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性、 ＭＤＡ 水平检测　 野

生型秀丽隐杆线虫给药 ４８ ｈ 后， 转移到 ３５ ℃培养 ６ ｈ。 使

用 Ｍ９ 缓冲液清洗并收集秀丽隐杆线虫， 利用超声探头将

线虫破碎。 按照相关试剂盒说明书检测各组秀丽隐杆线虫

蛋白浓度、 谷胱甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ⁃Ｐｘ） 活性、 丙二醛

（ＭＤＡ） 水平。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ ５􀆰 ０ 软件进行处理， 数据

以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。
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３　 结果

３􀆰 １　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素体外抗氧化活性 　 由图 １ 可知，
在相同浓度条件下， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素总还原力弱于维生

素 Ｃ。 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素清除 ＤＰＰＨ 自由基、 ＡＢＴＳ 自由基

及羟基自由基的 ＩＣ５０ 值分别为 ２３９􀆰 ０２、 １２４􀆰 ３８、 １９２􀆰 ９６
μｍｏｌ ／ Ｌ； 维生素 Ｃ 清除 ＤＰＰＨ 自由基、 ＡＢＴＳ 自由基及羟基

自由基的 ＩＣ５ ０ 值分别为 １０７􀆰 ２１、 １１２􀆰 ９８、 ５２３􀆰 ３２ μｍｏｌ ／ Ｌ。
与维生素 Ｃ 组比较， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素 ＤＰＰＨ 自由基清除

率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＢＴＳ 自由基清除率无明显差异 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， 当浓度为 ４００～５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素

清除羟基自由基率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素

清除自由基能力呈浓度依赖性。

注： 与维生素 Ｃ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素体外抗氧化活性 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素体内抗氧化活性

３􀆰 ２􀆰 １　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫热应激抗性的

影响　 由图 ２、 表 １ 可知， 与对照组比较， ６‴⁃阿魏酰斯皮

诺素 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组秀丽隐杆线虫存活时间、 最高寿

命、 半数死亡时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈浓度依

赖性。 提示， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素可以增强秀丽隐杆线虫热

应激抗性。

图 ２　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫抗热应激能

力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３００）

３􀆰 ２􀆰 ２　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫氧化应激抗性

的影响　 由图 ３、 表 ２ 可知， 与对照组比较， ６‴⁃阿魏酰斯

皮诺素 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组秀丽隐杆线虫存活时间、 最高

图 ３　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫抗氧化应

激能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３００）

寿命、 半数死亡时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈现浓度依赖性。
提示， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素可以增强秀丽隐杆线虫氧化应激

抗性， 缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的秀丽隐杆线虫氧化损伤。
３􀆰 ２􀆰 ３　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫体内 ＲＯＳ 水平

的影响　 由图 ４ 可知， 与对照组比较， 模型组秀丽隐杆线

虫体内 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 约为对照组的 １􀆰 ８６ 倍；
与模型组比较， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组秀

丽隐杆线虫体内 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 分别

为 １３２􀆰 ０１％ 、 １０８􀆰 ８５％ ， 并呈浓度依赖性。 提示， ６‴⁃阿魏

酰斯皮诺素处理可以减少热应激作用下秀丽隐杆线虫体内

ＲＯＳ 的累积。
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表 １　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫抗热应激能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３００）
组别 存活时间 ／ ｈ 最高寿命 ／ ｈ 半数死亡时间 ／ ｈ

对照组 ２􀆰 ００±０􀆰 １９ ４􀆰 ２３±０􀆰 ２５ ２􀆰 ０４±０􀆰 ４４
６‴⁃阿魏酰斯皮诺素 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ２􀆰 １３±０􀆰 ０７ ４􀆰 ７４±０􀆰 ３５∗∗ ２􀆰 １５±０􀆰 ２１
６‴⁃阿魏酰斯皮诺素 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ３􀆰 ３６±０􀆰 ２６∗∗ ７􀆰 ６３±０􀆰 ４４∗∗ ３􀆰 １６±０􀆰 ２８∗

６‴⁃阿魏酰斯皮诺素 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ３􀆰 ８２±０􀆰 １５∗∗ ８􀆰 ５０±０􀆰 ３８∗∗ ３􀆰 ５３±０􀆰 １０∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ２　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫抗氧化应激能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３００）
组别 存活时间 ／ ｈ 最高寿命 ／ ｈ 半数死亡时间 ／ ｈ

对照组 １􀆰 １１±０􀆰 １２ ３􀆰 ８２±０􀆰 ４７ １􀆰 １７±０􀆰 ２９
６‴⁃阿魏酰斯皮诺素 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 １􀆰 ４１±０􀆰 １５ ４􀆰 ３２±０􀆰 ３９ １􀆰 ０８±０􀆰 １１
６‴⁃阿魏酰斯皮诺素 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ２􀆰 ０２±０􀆰 １０∗∗ ５􀆰 ６３±０􀆰 ４５∗∗ １􀆰 ７３±０􀆰 ２３
６‴⁃阿魏酰斯皮诺素 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组 ２􀆰 ２２±０􀆰 ０５∗∗ ６􀆰 ２５±０􀆰 ５０∗∗ ２􀆰 １９±０􀆰 ０８∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫体内 ＲＯＳ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２􀆰 ４　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫体内 ＭＤＡ 水平

的影响　 由图 ５ 可知， 与对照组比较， 模型组秀丽隐杆线

虫体内 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 约为对照组的 ３􀆰 １２ 倍；
与模型组比较， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组秀

丽隐杆线虫体内 ＭＤＡ 水平降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 分别为

２１３􀆰 １０％ 、 １１４􀆰 ７３％ ， 并呈现浓度依赖性。 提示， ６‴⁃阿魏

酰斯皮诺素处理可以减少热应激作用下秀丽隐杆线虫体内

ＭＤＡ 的累积。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫体内 ＭＤＡ
水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２􀆰 ５　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对转基因秀丽隐杆线虫 ＣＦ１５５３
体内 ＳＯＤ⁃３ 表达的影响　 由图 ６ 可知， 与对照组比较， 模

型组秀丽隐杆线虫体内 ＳＯＤ⁃３ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 约为

对照组的 ０􀆰 ４１ 倍； 与模型组比较， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素

１００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组秀丽隐杆线虫体内 ＳＯＤ⁃３ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 分别为 ６１􀆰 ９９％ 、 ８２􀆰 ９９％ ， 并呈现浓

度依赖性。 提示， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素处理可以增加热应激

作用下秀丽隐杆线虫体内 ＳＯＤ⁃３ 表达。
３􀆰 ２􀆰 ６　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫体内 ＧＳＴ⁃４ 表达

与 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性的影响　 由图 ７ 可知， 与对照组比较， 模型

组秀丽隐杆线虫体内 ＧＳＴ⁃４ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 约为对

照组的 ０􀆰 ５ 倍； 与模型组比较， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素 １００、
２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组秀丽隐杆线虫体内 ＧＳＴ⁃４ 表达升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 分别为 ７１􀆰 ９０％ 、 ７９􀆰 ０５％ ， 并呈现浓度依

赖性。 提示， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素处理可以增加热应激作用

下秀丽隐杆线虫体内 ＧＳＴ⁃４ 表达。 由图 ８ 可知， 与对照组

比较， 模型组秀丽隐杆线虫体内 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 约为对照组的 ０􀆰 ６８ 倍； 与模型组比较， ６‴⁃阿魏酰

斯皮诺素 １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 组秀丽隐杆线虫体内 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活

性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 分别为 ７３􀆰 ９９％ 、 ８９􀆰 ６１％ ， 并呈现浓度

依赖性。 提示， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素处理可以增强热应激作

用下秀丽隐杆线虫体内 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性。
４　 讨论

自由基是一种极为活跃的原子团， 当机体处于应激状

态时， 其恒稳状态被破坏， 体内堆积造成细胞和组织氧化

损伤， 引发多种疾病［１２］ ， 如氧自由基存在会攻击生物膜中

的不饱和脂肪酸， 引起脂质过氧化， 形成 ＭＤＡ 等脂质过氧
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫体内 ＳＯＤ⁃３表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫体内 ＧＳＴ⁃４表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素对秀丽隐杆线虫体内 ＧＳＨ⁃Ｐｘ
活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

化产物， ＭＤＡ 与蛋白质的游离氨基相互作用， 使蛋白质结

构发生变化， 导致细胞损伤［１３］ 。 在正常情况下机体可以利

用抗氧化酶转化分解自由基， 如 ＳＯＤ 可清除超氧阴离子

（Ｏ２－）， 将其转化为 Ｈ２Ｏ２ 和 Ｏ２； 过氧化氢酶 （ ＣＡＴ）、
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 可清除 Ｈ２Ｏ２， 将其还原为 Ｈ２Ｏ［１４⁃１５］ 。

秀丽隐杆线虫是第一个完成测序的多细胞真核生

物［１６］ ， 其神经及消化系统与哺乳动物具有高度同源性， 同

时具有与哺乳动物相似的抗氧化胁迫机制， 是研究物质体

内抗氧化活性的有力工具［１７⁃１８］ ， 且相较于小鼠等其它动物

模型， 秀丽隐杆线虫具有产卵量大、 生存周期短、 容易饲

养等优点［１９］ 。 因此， 本研究选用多品系秀丽隐杆线虫研究

６‴⁃阿魏酰斯皮诺素体内抗氧化活性， 其中转基因秀丽隐杆

线虫 ＣＦ１５５３ 是在秀丽隐杆线虫体内 ＳＯＤ⁃３ｐ 基因后插入 １

个表达绿色荧光蛋白 （ＧＦＰ） 标记基因的品系。 ＳＯＤ⁃３ 属

于超氧化物歧化酶家族， 编码的 ＳＯＤ⁃３ 蛋白是一种线粒体

锰⁃超氧化物歧化酶［２０］ 。 转基因秀丽隐杆线虫 ＣＬ２１６６ 是在

秀丽隐杆线虫体内 ＧＳＴ⁃４ 基因后插入 １ 个 ＧＦＰ 标记基因的

品系， ＧＳＴ⁃４ 是谷胱甘肽转移酶 （ＧＳＴ） 家族的一员， 谷胱

甘肽转移酶可以缓解细胞或 ＤＮＡ 的氧化损伤， 催化谷胱甘

肽 （ＧＳＨ） 与多种卤代化合物和环氧化合物结合， 发挥抗

氧化的作用［２１］ 。 本研究通过检测荧光显微镜下秀丽隐杆线

虫体内的绿色荧光强度， 分析得到相应表达的强度。
本研究从总还原能力、 ＤＰＰＨ 自由基清除能力、 ＡＢＴＳ

自由基清除能力以及羟基自由基清除能力对酸枣仁黄酮类

成分 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素体外抗氧化能力进行探讨， 结果表

明， ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素可呈浓度依赖性地清除自由基， 具

备体外抗氧化能力。 同时， 本研究发现， １００、 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ
６‴⁃阿魏酰斯皮诺素可以延长野生型秀丽隐杆线虫在不良环

境中存活的时间， 提高野生型秀丽隐杆线虫热应激及氧化

应激抗性， 并可以降低热应激诱导的野生型秀丽隐杆线虫

体内 ＲＯＳ、 ＭＤＡ 水平， 增强 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 酶活性等。 通过检测

转基因秀丽隐杆线虫 ＣＦ１５５３ 及转基因秀丽隐杆线虫

ＣＬ２１６６ 体内的绿色荧光强度， 得到 ６‴⁃阿魏酰斯皮诺素可

以呈浓度依赖性地增加损伤秀丽隐杆线虫体内 ＳＯＤ⁃３、
ＧＳＴ⁃４ 表达， 提高线虫抵抗氧化损伤的能力。 综上所述，
６‴⁃阿魏酰斯皮诺素具有良好的抗氧化能力， 可为其成为天

然抗氧化剂和保健产品提供依据。
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