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沙棘果油对过氧化氢诱导氧化损伤的保护作用
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( １. 西北濒危药材资源开发国家工程实验室 / 陕西师范大学生命科学学院ꎬ 西安 ７１０１１９ꎻ ２. 西安文理学院

生物与环境工程学院 / 西安市秦岭天然产物开发与抗癌类创新药物研究重点实验室ꎬ 西安 ７１００６５ )

摘　 要: 沙棘(Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ)是一种具有药用价值的植物ꎬ沙棘果油具有抗氧化、抗炎症及抗肿瘤等

多种药理作用ꎮ 为了探讨沙棘果油对 Ｈ２Ｏ２造成氧化性损伤的细胞生长的影响及其抗氧化性ꎬ该研究选择

Ｈ２Ｏ２对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞氧化损伤模型ꎬ通过 ＤＰＰＨ(１ꎬ１￣二苯基￣２￣三硝基苯肼)自由基清除实验检测沙棘果

油体外抗氧化能力ꎬ用[３￣(４ꎬ５￣二甲基噻唑￣２) ￣２ꎬ５￣二苯基四氮唑溴盐]ＭＴＴ 法和流式细胞仪检测超氧化物

阴离子荧光探针(ＤＨＥ)信号ꎬ分别检测不同浓度沙棘果油对 Ｈ２Ｏ２损伤细胞的存活率和超氧化物阴离子水

平ꎮ 结果表明:(１)在 ＤＰＰＨ 自由基清除实验中ꎬ当沙棘果油浓度小于 ４.９％时ꎬ沙棘果油的抗氧化能力大于

维生素 Ｃꎮ (２)通过 ＭＴＴ 法发现ꎬ浓度为 ３.１２５％的沙棘果油对Ｈ２Ｏ２损伤细胞的存活率显著升高(Ｐ<０.０１)ꎮ
(３)从 ＤＨＥ 检测发现ꎬ在同一检测时间点ꎬ随着沙棘果油浓度增加ꎬＤＨＥ 阳性细胞比例显著下降(Ｐ<０.０１)ꎻ
在不同检测时间点ꎬ随着沙棘果油浓度增加ꎬＤＨＥ 阳性细胞比例显著升高(Ｐ<０.０１)ꎮ 沙棘果油对过氧化氢

诱导的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞氧化损伤模型有一定修复作用ꎬ可能与细胞内超氧化物阴离子水平受到抑制有关ꎬ
它具有抗氧化性损伤的潜能ꎮ
关键词: 沙棘果油ꎬ 抗氧化性ꎬ ＭＴＴ 法ꎬ ＤＨＥꎬ 过氧化氢损伤模型
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　 　 人体在代谢过程中会产生活性氧自由基(ＲＯＳ)ꎬ
包括超氧阴离子(Ｏ －

２ ) 、羟自由基(􀅰ＯＨ)、过氧化氢

(Ｈ２Ｏ２) 和脂质过氧化物的中间产物( Ｃｈａｕｈａｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９７)ꎮ 在正常的生理情况下ꎬ线粒体需要消

耗约 ２％ 的氧产生的 ＲＯＳꎬ由呼吸链底物端释放出

电子还原氧分子单电子ꎬ产生 ＲＯＳ 的前体 — Ｏ －
２

和 Ｈ２Ｏ２ꎮ 在很多疾病以及衰老时ꎬ体内氧自由基

会产生异常积累ꎮ 过量的 ＲＯＳ 会导致细胞损伤或

细胞凋亡ꎮ ＲＯＳ 的活泼性和氧化反应能力都很

强ꎬ能通过氧化作用攻击细胞的生物大分子物质(
核酸、蛋白质、糖类、脂质) ꎮ 当人体处于亚健康

状态时ꎬ自由基异常累积会引发疾病ꎮ 近年来ꎬ天
然抗氧化剂因其安全、高效、能满足亚健康人群日

常保健需求的特点而受到广泛关注ꎮ
沙棘(Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ)是一种具有药用

价值的植物ꎬ为多年生落叶灌木或小乔木ꎬ适应性

强ꎬ能显著改善生态环境(丁健等ꎬ２０１６)ꎮ 沙棘果

油是从沙棘的果肉中提取的油液ꎬ是沙棘的精华ꎬ
食用安全性高(林黎等ꎬ２０１８)ꎮ 目前ꎬ沙棘对调节

血脂 (边庆荣等ꎬ １９９９)、促进微循环 (吴英等ꎬ
２０００)、抗炎、调节免疫(车锡平等ꎬ２０００)以及抗癌

(李忌等ꎬ２００８)等方面的研究已有报道ꎮ 我们前

期研究发现ꎬ沙棘果油对酒精引起小鼠骨髓细胞

微核率和肝脏损伤有一定改善作用(王波ꎬ２０１９)ꎮ
刘凤云(２００５)研究发现ꎬ沙棘果油中含有棕榈油

酸、棕榈酸、油酸、亚油酸和不饱和脂肪酸ꎬ这些都

是人体不能自身合成的脂肪酸ꎬ此外还含有维生

素 Ｃ、维生素 Ｅ 和胡萝卜素等多种生物活性物质ꎮ
魏安琪(２０１８)研究发现ꎬ黄酮类化合物、多酚类化

合物、维生素类、多肽类、多糖类物质等均可作为

天然抗氧化剂使用ꎮ 赵二劳等(２０１７)研究发现ꎬ
沙棘果油在体外具有抗氧化性ꎬ但此研究仅利用

ＤＰＰＨ 自由基清除实验和 Ｆｅｎｔｏｎ 实验在体外检测

了沙棘果油的抗氧化活性ꎬ而其在体内的抗氧化

效果仍不清楚ꎮ 然而ꎬ目前对日常可摄入食品中

的天然抗氧化成分含量的研究较少ꎬ尤其是在低

浓度下的抗氧化能力研究更为缺乏ꎬ沙棘果油作

为常用的保健品ꎬ有必要在细胞水平上对其抗氧

化能力进行深入研究ꎮ
ＲＯＳ 具有性质活泼和反应性强的特点ꎬ既易

还原又易氧化ꎬ但其本身并不稳定ꎮ 对其检测的

手段有以下几种:电子自旋共振法(ＥＳＲ)、高效液

相色谱法、气相色谱法、化学发光法、荧光分析法、
分光光度法以及电化学方法ꎮ 但是ꎬ这些检测手
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段能够直接测定的方法却相当有限ꎬ因此迫切需

要开发直接测定 ＲＯＳ 或其他自由基的检测方法

(吕惠萍等ꎬ２０１５)ꎮ 本研究通过 Ｈ２ Ｏ２ 氧化刺激

ＲＡＷ２６４.７ 细胞建立氧化损伤的细胞模型ꎬ并对沙

棘果油进行干预ꎬ先通过细胞存活率等指标的检

测ꎬ再通过荧光探针(ＤＨＥ)检测细胞内超氧化物

阴离子水平ꎬ检测 ＤＨＥ 阳性细胞比例ꎬ间接反映

体内 ＲＯＳ 水平ꎬ从多角度探讨沙棘果油对氧化损

伤的治疗ꎬ以期为人们正确认识沙棘果油的保健

功能特性以及沙棘果油产品的研发提供理论

依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 样品和试剂　 样品:ＲＡＷ２６４.７ 细胞(小鼠单

核巨噬细胞)ꎬ由中国科学院上海分院细胞库提

供ꎮ 试剂:细胞培养试剂和消耗材料购于 Ｇｉｂｃｏ 公

司ꎻ胰蛋白酶、过氧化氢、３￣(４ꎬ５￣二甲基噻唑￣２) ￣
２ꎬ５￣二苯基四氮唑溴盐(ＭＴＴ)购于国药集团化学

试剂有限公司ꎻ沙棘果油购于山西五台山沙棘制

品有限公司ꎻ培养基购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻ９６ 孔板购

于 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公 司ꎻ 超 氧 化 物 阴 离 子 荧 光 探 针

(ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍꎬ ＤＨＥ)购于碧云天生物技术研究

所ꎻ其他试剂均为国产分析纯ꎮ
１.１.２ 设备 　 二氧化碳孵育箱(ＨＥＲＥ ｃｅｌｌ１５０)购

于 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻ酶标仪 (ＡＤ３４０)购于 Ｂｅｃｋｍａｎｎ
公司ꎻ流式细胞仪(ａｃｃｕｒｌ Ｃ６)购于 ＢＤ 公司ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ ＤＰＰＨ 自由基清除实验　 以维生素 Ｃ 这个天

然的抗氧化剂作为阳性对照ꎬ采用 ＤＰＰＨ 法评估

沙棘果油体外的抗氧化活性ꎬ为沙棘果油体内抗

氧化能力的检测提供浓度依据ꎮ
取 ６％沙棘果油(无水乙醇溶解)为样品ꎬ设置

维生素 Ｃ(标准溶液ꎬ６％ꎬ超纯水溶解)为阳性对

照ꎮ 沙棘果油与维生素 Ｃ 各设置 ６ 个浓度梯度ꎬ
即 ６％、３％、１. ５％、０. ７５％、０. ３７５％、０. １８７５％ꎮ 取

９６ 孔板ꎬ每个浓度梯度设置 ８ 个复孔ꎬ每个孔先加

入 １００ μＬ 样品溶液后加入 ＤＰＰＨ(０.２４％乙醇溶

液)ꎮ 设置空白对照(１００ μＬ 样品溶液＋１００ μＬ 无

水乙醇)、阴性对照 ( １００ μＬ 无水乙醇 ＋ １００ μＬ
ＤＰＰＨ 工作液)ꎮ 避光常温下放置 ２０ ｍｉｎꎬ通过紫

外－可见分光光度法测定在 ５１７ ｎｍ 吸光度ꎬ 取平

均值ꎮ 根据公式计算每个浓度的 ＤＰＰＨ 清除率ꎬ
做折线图ꎮ

计算公式:清除率(％) ＝ [(１－(Ａ样品 －Ａ空白) /
Ａ对照)] × １００ ％ꎮ
１.２.２ ＲＡＷ２６４.７ 细胞培养　 将 ＲＡＷ２６４.７ 细胞置

于含有 １０％ＦＢＳ、１％Ｐ / Ｓ 的 １６４０ 培养基以及在温

度 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的培养箱中进行孵育ꎬ取对数生

长期细胞用培养基调整细胞浓度为 １×１０４个待用ꎮ
１.２.３ ＭＴＴ 溶液的配制 　 用生理盐水溶解 １ ｇ 的

ＭＴＴ 固体ꎬ定容ꎬ配制成 ５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ在无菌环境

下过 ０.２２ μｍ 滤膜除菌分装ꎬ尽量避光ꎬ存放于－４
℃的冰箱下备用ꎮ
１.２.４ Ｈ２Ｏ２氧化损伤模型建立 　 将培养基重悬细

胞接种于 ９６ 孔板中(每板细胞数量约 １×１０６个)ꎮ
每孔加 ２００ μＬ 培养基ꎬ摇匀ꎬ过夜培养ꎮ 第二天ꎬ
吸出每孔废液ꎬ通过 １.２ 的 ＤＰＰＨ 实验可以发现ꎬ
沙棘果油在浓度 ５％以下均有较好的抗氧化性ꎮ
分别 加 入 浓 度 为 ５. ０００％、 ２. ５００％、 １. ２５０％、
０.６２５％、０.３１３％、０.１５６％的 Ｈ２Ｏ２培养基ꎮ 每组有

一个空白对照ꎮ ２４ ｈ 后加入每孔 ２００ μＬ 的 ＭＴＴ
(５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)培养基ꎮ 放置 ４ ｈ(３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２)
后每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯꎮ 用摇床摇 １０ ｍｉｎ(３７
℃)后使用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 处检测吸光度ꎬ得出

适于实验的 Ｈ２Ｏ２浓度后使用不会明显影响细胞生

长的沙棘果油浓度进行 ＭＴＴ 实验ꎮ
１.２.５ 沙棘果油对 Ｈ２ Ｏ２ 氧化损伤的作用 　 通过

１.２.４ 找出最适 Ｈ２Ｏ２浓度溶解后ꎬ将沙棘果油按照

６.２５０％、３.１２５％、１.５６３％、０.７８１％、０.３９０％的浓度

梯度加入 Ｈ２Ｏ２培养基中作为实验组ꎬ以合适浓度

的Ｈ２Ｏ２损伤为阴对照组ꎬ以每孔 ２００ μＬ 培养基为

空白组ꎮ 每孔 ２００ μＬ 培养基ꎬ摇匀ꎬ过夜培养ꎮ
将每孔废液吸出ꎬ每孔加入 ２００ μＬ 的 ＭＴＴ ( ５
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)培养基ꎮ 每组 ６ 个复孔ꎬ放置 ４ ｈ( ３７
℃ꎬ５％ ＣＯ２ ) 后 吸 出 废 液ꎬ 每 孔 加 入 １５０ μＬ
ＤＭＳＯꎮ 用摇床摇 １０ ｍｉｎ(３７ ℃)后使用酶标仪在

４９０ ｎｍ 处检测吸光度ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
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细胞 存 活 率 ＝ (实 验 组 ＯＤ 值 － 空 白 对 照

组ＯＤ 值 ) / ( 阴 性 对 照 组 ＯＤ 值 － 空 白 对 照 组

ＯＤ 值) ×１００％ꎮ
１.２.６ 基于超氧阴离子荧光探针(ＤＨＥ)的细胞检

测　 调整细胞密度到每孔含有 １×１０５ ~ １×１０６的细

胞密度ꎬ每孔加入 ２ ｍＬ 培养基ꎬ过夜培养ꎮ 分别

加入含有适于浓度的双氧水培养基溶解沙棘果油

( 浓 度 为 ６. ２５％、 ３. １２５％、 １. ５６３％、 ０. ７８１％、
０.３９０％、０.１９５％ꎬ用 ＤＭＳＯ 助溶)ꎬ每孔 ２ ｍＬꎮ 分

别放置 ２、６、１２、２４ ｈ 后吸去废液ꎬ加入 ２ ｍＬ 含有

ＤＨＥ 荧光探针(终浓度 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)的培养基 ３０
ｍｉｎ 后ꎬ吸去废液ꎬ用 ＰＢＳ 清洗ꎬ使用每孔 ２００ μＬ
胰蛋白酶消化(３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２)ꎮ 用培养基终止消

化ꎬ１ ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心 １０ ｍｉｎ 弃去上清ꎬ用冷 ＰＢＳ
重悬重复两遍ꎮ 使用流式细胞仪 ＦＬ２￣Ａ 通道检测ꎮ
１.２.７ 统计学方法　 所有实验数据均采用均值±标
准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件进行数据处

理ꎬ沙棘果油对 Ｈ２Ｏ２氧化损伤细胞的存活率采用

比较单因素方差分析ꎬＤＨＥ 检测的数据采用双因

素方差分析(时间×浓度)ꎬ 如果有差异进一步通

过 Ｐｏｓｔ￣ｈｏｃ Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ’ ｓ 进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＤＰＰＨ 自由基清除实验结果

由图 １ 可知ꎬ沙棘果油浓度在 １.６％ ~ ３％时ꎬ其
清除自由基的能力比 １.６％之前的清除自由基能力

稍减弱ꎻ当沙棘果油浓度超过 ３％时ꎬ其清除自由基

的能力不再改变ꎮ 随着维生素 Ｃ 浓度的上升ꎬ其抗

氧化能力一直上升ꎬ当维生素 Ｃ 浓度为 ０.２％ ~ ３％
时ꎬ维生素 Ｃ 浓度与清除率成正比ꎻ当浓度超过 ３％
时ꎬ它的抗氧化能力会稍减弱ꎮ

综合上述结果可以得出ꎬ沙棘果油与维生素 Ｃ
同样具有抗氧化性ꎬ当两者浓度位于 ４.８％之前时ꎬ
沙棘果油对自由基的清除能力比维生素 Ｃ 要强ꎮ
但是ꎬ在沙棘果油浓度超过 ３％时ꎬ其清除自由基的

能力不再改变ꎬ而维生素 Ｃ 清除自由基的能力随其

浓度的改变依然在增加ꎬ可见在超过 ３％时ꎬ维生素

Ｃ 对自由基依然有一直增加的清除能力ꎬ比沙棘油

的清除能力强ꎮ 这说明低浓度的沙棘果油在体外

与公认的抗氧化剂维生素 Ｃ 的抗氧化能力差不多ꎮ

图 １　 ＤＰＰＨ 自由基清除实验结果
Ｆｉｇ. １　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＤＰＰＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

２.２ Ｈ２Ｏ２氧化损伤模型的确定

通过酶标仪读取并计算出不同浓度 Ｈ２Ｏ２的平

均 ＯＤ 值ꎬ通过改良寇式法 ｌｇＩＣ５０ ＝ Ｘｍ － Ｉ[Ｐ－(３ －
Ｐｍ－Ｐｎ) / ４]计算ꎮ 式中:Ｘｍ 为 ｌｇ 最大剂量ꎻＩ 为 ｌｇ
(最大剂量 /相临剂量)ꎻ Ｐ 为阳性反应率之和ꎻＰｍ

为最大阳性反应率ꎻＰｎ 为最小阳性反应率ꎮ 得到

它的 ＩＣ５０ꎬ计算出 Ｈ２Ｏ２的 ＩＣ５０为 ０.８５９％ꎬ结果如表

１ 所示ꎬ根据实验我们选用 ０.６２５％的 Ｈ２Ｏ２构建氧

化损伤模型ꎮ

表 １　 不同浓度过氧化氢氧化损伤

ＲＡＷ２６４.７ 细胞的 ＯＤ 平均值
Ｔａｂｌｅ １　 ＯＤ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｄａｍａｇｅｄ

ｂｙ Ｈ２Ｏ２ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

过氧化氢浓度
Ｈ２Ｏ２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(％)

ＯＤ 平均值
ＯＤ ａｖｅｒａｇｅ

空白组 Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ０.０６０ ０

０.１５６ ０.２６２ ２

０.３１３ ０.２３２ ４

０.６２５ ０.２２７ ４

１.２５ ０.１４３ ４

２.５ ０.０７５ ８

５.００ ０.０８５ ４

２.３ 沙棘果油对 Ｈ２Ｏ２氧化损伤的作用

图 ２ 结果显示ꎬ与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 氧化损
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伤造成细胞存活率显著下降(Ｐ<０.０１) ꎮ 沙棘果

油浓度在 ０.１９５％ ~ ３.１２５％之间ꎬ而 Ｈ２Ｏ２处理后

的细胞存活率随着沙棘果的浓度提高而提高ꎮ
与 Ｈ２Ｏ２处理组相比ꎬ加入 ３.１２５％和 ６.２５％沙棘

果油处理组的存活率显著提高 ( Ｐ < ０. ０１ ) ꎬ而

３.１２５％和６.２５％沙棘果油组之间的存活率无显

著差异ꎮ 由此可见ꎬ我们在体外实验中选取的沙

棘果油的浓度在体内抗 Ｈ２Ｏ２氧化损伤实验中是

适用的ꎬ且对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤引起的细胞存活具

有一定的保护作用ꎮ
２.４ 流式细胞检测 ＤＨＥ 阳性细胞

通过 ＤＨＥ 进一步检测 ＤＨＥ 阳性细胞所占比

例ꎬ我们发现不同浓度的沙棘果油之间的 ＤＨＥ 阳

性细胞所占的比例(Ｆ ＝ １５.７６３ꎬ Ｐ<０.０１)ꎬ不同检

测时间的 ＤＨＥ 阳性细胞所占比例具有显著性差

异(Ｆ ＝ ７.４３９ꎬ Ｐ<０.０１)ꎬ但时间与浓度之间没有

交互作用(Ｆ ＝ ２.１６ꎬ Ｐ>０.０５)ꎮ 表 ２ 和图 ３ 的结果

显示ꎬ０.７８１％沙棘果油组在各个时间点 ＤＨＥ 阳性

细胞所占比例没有差异(Ｐ>０.０５)ꎮ ６.２５０％沙棘

果油组在 ２ ｈ 时 ＤＨＥ 阳性细胞(Ｍ２)减少了 ９９％ꎬ
６ ｈ 时 Ｍ２ 细胞减少了 ９６％ꎬ１２ ｈ 时 Ｍ２ 细胞减少了

１. 对照组ꎻ ２. 双氧水组ꎻ ３. ０.３９０％沙棘果油加双氧水组ꎻ
４. ０.７８１％沙棘果油加双氧水组ꎻ ５. １.５６３％沙棘果油加双
氧水组ꎻ ６. ３.１２５％沙棘果油加双氧水组ꎻ ７. ６.２５０％沙棘
果油加双氧水组ꎮ ∗∗表示 Ｐ < ０.０１ꎬ第 ２ 组 ｖｓ 第 １ 组ꎻ
＃＃ 表示 Ｐ < ０.０１ꎬ第 ２ 组 ｖｓ 第 ６ 组、第 ７ 组ꎮ
１. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ２. Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎻ ３. Ｈ２Ｏ２ ａｄｄ ０.３９０％ ｓｅａ ｂｕｃｋ￣
ｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ ｇｒｏｕｐꎻ ４. Ｈ２Ｏ２ ａｄｄ ０.７８１％ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ
ｇｒｏｕｐꎻ ５. Ｈ２Ｏ２ ａｄｄ １.５６３％ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ ｇｒｏｕｐꎻ ６. Ｈ２Ｏ２

ａｄｄ ３.１２５％ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ ｇｒｏｕｐꎻ ７. Ｈ２Ｏ２ ａｄｄ ６.２５０％ ｓｅａ
ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ ｇｒｏｕｐ. ∗∗ ｍｅａｎｓ Ｐ<０.０１ꎬ ２ ｖｓ １ꎻ ＃＃ ｍｅａｎｓ Ｐ<
０.０１ꎬ ２ ｖｓ ６ꎬ７.

图 ２　 沙棘果油对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤细胞存活率的作用

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅｄ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝６)

表 ２　 不同浓度沙棘果油的 ＤＨＥ 阳性细胞比例
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＤＨＥ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ

组别 Ｇｒｏｕｐ

Ｍ２ 细胞含量百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｍ２ ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

２ ｈ ６ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ

Ｈ２Ｏ２组
Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ

３０.０±３.４５ ５８±５.６３ ６４.７±５.９１ ８０.６±６.１４

０.７８１％沙棘果油＋ Ｈ２Ｏ２组
０.７８１％ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ ＋ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ

１１.８±２.４３ １４±４.３５ １３.１±２.２５ ２２.６±５.３６

１.５６３％沙棘果油＋ Ｈ２Ｏ２组
１.５６３％ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ ＋ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ

２.５±０.５６ ７.３±３.２１ ６.４±２.１１ ２０.１±３.１９

３.１２５％沙棘果油＋ Ｈ２Ｏ２组
３.１２５％ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ ＋ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ

１.３±０.２３ ２.１±０.５５ ５.１±１.６３ ２０.８±３.６４

６.２５０％沙棘果油＋ Ｈ２Ｏ２组
６.２５０％ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ ＋ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ

０.８±０.１４ ２.６±.７８ ４.７±１.３１ １５.８±４.６１

９１％ꎬ而 ２４ ｈ 时 Ｍ２ 细胞减少仅为 ４７％ꎮ 可见ꎬ随
着时间的延长ꎬ沙棘果油对胞内超氧阴离子产生

的抑制作用显著下降(Ｐ<０.０１)ꎮ ３.１２５％沙棘果

油组在 ２ ｈ 时 Ｍ２ 细胞减少了 ９７％ꎬ６ ｈ 时 Ｍ２ 细胞

减少了 ９６％ꎬ１２ ｈ 时 Ｍ２ 细胞减少了 ９１％ꎬ２４ ｈ 时

Ｍ２ 细胞减少了 ３０％ꎮ 由此可见ꎬ当沙棘果油浓度

达到 ３.１２５％与 ６.２５０％时ꎬ对胞内超氧阴离子产生

的抑制作用无显著差异 (Ｐ>０.０５) (表 ２ꎬ图 ３) ꎮ
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横坐标代表不同时间流失细胞仪检测结果ꎬ 纵坐标代表不同浓度的沙棘果油组ꎮ Ｍ１ 表示正常细胞ꎬ Ｍ２ 是 ＤＨＥ 阳性细胞ꎮ
Ｔｈｅ ａｂｓｃｉｓｓａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｒｄｉｎａｔｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ. Ｍ１ ｍｅａｎｓ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｓꎬ Ｍ２ ｉｓ ＤＨＥ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ.

图 ３　 沙棘果油作用后对 Ｈ２Ｏ２造成的损伤细胞在不同时间 Ｍ１/ Ｍ２ 细胞的比例

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｍ１ ｔｏ Ｍ２ ｃｅｌｌｓ ｔｏ Ｈ２Ｏ２ｄａｍａｇｅｄ ｃｅｌｌｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｓｅａ ｂｕｃｋｔｈｏｒｎ ｆｒｕｉｔ ｏｉｌ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

可见ꎬ不同浓度沙棘果油随着氧化损伤时间的延

长ꎬ对超氧化物阴离子造成的损伤保护能力有所

下降ꎬ随着沙棘果油浓度增加抵抗超氧化物阴离

子损伤的细胞有所减少ꎮ 在一定浓度范围内ꎬ沙

４５３１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



棘果油的抗氧化能力与浓度呈正相关ꎬ与损伤时

间呈负相关ꎮ

３　 讨论与结论

本研究首次利用 Ｈ２Ｏ２氧化损伤细胞模型检测

天然低剂量的沙棘果油的抗氧化性ꎮ 通过体外

ＤＰＰＨ 法发现ꎬ沙棘果油的浓度在 ５％以下具有较

好的抗氧化性ꎬ说明沙棘果油在使用时浓度并非

越高越好ꎮ 通过 ＭＴＴ 法我们发现ꎬ沙棘果油在一

定浓度范围内提高了受氧化损伤细胞的存活率ꎮ
在细胞水平上进一步验证了沙棘果油具有较好的

抗氧化性(曹韦等ꎬ２０１６)ꎮ 即使在日常摄入量较

少的情况下也能够发挥抗氧化功效ꎬ有利于进一

步阐明常见天然抗氧化剂在人体内的活性机制与

药用价值ꎬ对于预防自由基诱发的疾病ꎬ保护人体

健康具有积极意义ꎮ
Ｈ２Ｏ２是一种重要的活性氧ꎬ大量存在会造成

细胞的氧化应激反应ꎬ导致细胞内活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ) 的增多 (范东艳等ꎬ２０１８)ꎮ
超氧阴离子自由基(Ｏ２

－􀅰)是细胞内氧气发生单电

子还原反应产生的活性氧自由基(ＲＯＳ)产物(张

雯等ꎬ２０１７)ꎮ 本研究中ꎬ沙棘果油提高了 Ｈ２Ｏ２氧

化损伤细胞存活率的结果提示ꎬ沙棘果油可能降

低了 胞 内 过 量 Ｏ２
－􀅰的 产 生ꎮ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ ｅｔ ａｌ.

(２０１１)研究发现ꎬ当机体产生过量 Ｏ２
－􀅰后ꎬ可以

激活细胞的自噬或凋亡信号通路ꎬ导致细胞死亡ꎬ
最终引发多种疾病ꎮ ＤＨＥ 是最常用的检测细胞内

超氧化物阴离子水平的荧光探针ꎮ 通过流式细胞

仪灵敏地监测 Ｏ２
－􀅰阳性细胞的比例ꎬ结果进一步

验证了沙棘果油减少了 Ｏ２
－􀅰阳性细胞的数量ꎬ这

可能是沙棘果油对氧化损伤细胞保护的作用途径

之一ꎮ 实验发现ꎬ沙棘果油在使用 ６ ｈ 内效果较

好ꎬ但随着时间的延长ꎬ Ｏ２
－􀅰阳性细胞的比例有

所增加ꎬ可见沙棘果油对氧化损伤细胞的保护能

力减弱ꎬ提示沙棘果油可能需要少量多次使用才

能达到较好的效果ꎮ 这为日常沙棘果油的使用量

及使用次数提供了一定的理论指导 (张雯等ꎬ
２０１７)ꎮ 除了 Ｏ２

－􀅰以外ꎬ沙棘果油是否还参与其

他通路抑制氧化应激过程还需要进一步研究ꎮ 沙

棘果油的成分较为复杂ꎬ尽管我们知道沙棘果油

中含有维生素类ꎬ但沙棘果油降低超氧阴离子自

由基的功效具体是哪个成分仍需进一步验证ꎮ 本

研究结果为沙棘果油在细胞水平上的抗氧化研究

以及进一步开发沙棘果油提供了理论依据ꎮ
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