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[摘　 要] 　 目的:本研究旨在发现黄葵胶囊肾保护活性物质ꎮ 方法:采用组分制

备结合液相色谱—质谱联用(ＬＣ / ＭＳ)导向筛选技术ꎬ快速发现黄葵胶囊中具有肾

保护活性的物质ꎬ在盐酸阿霉素损伤 ＨＫ￣２ 细胞模型上验证其活性ꎬ并检测这些活

性物质对损伤 ＨＫ￣２ 细胞中丙二醛(ＭＤＡ)含量、ＡＴＰ 含量、线粒体耗氧率的影响ꎮ
结果:筛选发现黄葵胶囊中四个组分具有肾保护活性ꎬ运用 ＬＣ / ＭＳ 分析推测出

１５ 个黄酮类化合物ꎬ其中鉴定出金丝桃苷、杨梅素、槲皮素、芦丁和异槲皮素五个

化合物ꎮ 验证结果表明ꎬ金丝桃苷、杨梅素、槲皮素、芦丁对损伤 ＨＫ￣２ 细胞的保护

作用呈一定的量效关系ꎬ均能降低损伤细胞 ＭＤＡ 含量、升高 ＡＴＰ 含量、提高线粒

体耗氧率ꎬ其中金丝桃苷能降低 ＭＤＡ 含量ꎬ槲皮素和芦丁能升高 ＡＴＰ 含量ꎬ杨梅

素能提高线粒体耗氧率ꎮ 结论:金丝桃苷、杨梅素、槲皮素、芦丁可能是黄葵胶囊中

潜在的肾保护活性物质ꎬ其保护作用可能与抗脂质过氧化、减轻线粒体损伤有关ꎮ
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　 　 黄蜀葵花为锦葵科植物黄蜀葵的干燥花冠ꎬ归
肾、膀胱经ꎬ具有清利湿热、消肿解毒之功效ꎮ 黄葵

胶囊是黄蜀葵花经提取制成的胶囊剂ꎬ常用于治疗

多种慢性肾病ꎬ如 ＩｇＡ 肾病、糖尿病肾病等[１￣２]ꎮ 研

究表明ꎬ黄葵胶囊对阿霉素引起的肾损伤具有干

预效果[３]ꎬ但确切的肾保护活性物质仍不清楚ꎮ
本研究采用盐酸阿霉素损伤 ＨＫ￣２ 细胞模型ꎬ结
合 组 分 制 备 和 液 相 色 谱—质 谱 ( ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ / ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒꎬ ＬＣ / ＭＳ) 联用

导向技术ꎬ对黄葵胶囊的肾保护活性物质进行筛

选和分析ꎬ并初步探讨其作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 主要仪器、试剂和药物

Ｔｅｃａｎ Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｆ２００ 型多功能酶标仪 (瑞士

Ｔｅｃａｎ 公 司 )ꎻ 二 氧 化 碳 细 胞 培 养 箱、 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ １３００ 系列二级 Ａ２ 型生物安全柜(美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻＤＭＩ ６０００Ｂ 倒置显

微镜(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎻＡｇｉｌｅｎｔ １１００ 型高效液相

色谱仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎬ配四元梯度泵、ＵＶ
检测器、Ａｇｉｌｅｎｔ 化学工作站ꎻＡｇｉｌｅｎｔ １２００ 型制备

液相色谱仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎬ配 Ｇ￣１３６１Ａ 制

备型二元泵、Ｇ１３６５Ｄ 型二极管阵列检测器ꎻＬＣＱ

Ｄｅｃａ ＸＰ ｐｌｕｓ 离子阱质谱检测器(美国 Ｆｉｎｎｉｇａｎ
公司)ꎻＵＰＬＣ￣Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ５６００ ＋ 液质联用高分辨

质谱仪 (美国 ＡＢ 公司)ꎻＯｘｙｔｈｅｒｍ 液相氧电极

(英国 Ｈａｎｓａｔｅｃｈ 公司)ꎬＲｏｔａｖａｐｏｒ Ｒ￣２００ 旋转蒸

发仪(瑞士 Ｂｕｃｈｉ 公司)ꎮ 甲醇、乙腈(色谱纯ꎬ德
国 Ｍｅｒｃｋ 公司)ꎻ甲酸(色谱纯ꎬ德国 ＲＯＣ 公司)ꎻ
ＤＭＳＯ(北京百灵威科技有限公司)ꎻＤＭＥＭ / Ｆ１２
基础培养基、消化液(美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司)ꎻＦＢＳ(美
国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ￣Ｇｌｏ® Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ Ｃｅｌｌ
Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ Ａｓｓａｙ 试剂盒(美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎻ蛋白

质印迹及 ＩＰ 细胞裂解液、丙二醛(ＭＤＡ)检测试

剂盒(上海碧云天生物技术研究所)ꎻＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒 (美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司)ꎮ 盐酸阿霉素(中国食品药品检定研究院)ꎻ
芦丁、槲皮素、杨梅素、金丝桃苷、异槲皮素(上海

融禾医药科技发展有限公司)ꎻ黄葵胶囊及其干

浸膏混合物(江苏苏中药业集团股份有限公司)ꎮ
人近端肾小管上皮细胞系(ＨＫ￣２)由中国科学院

上海生科院细胞资源中心提供ꎮ
１. ２　 黄葵胶囊化学组分的制备

采用制备液相对多个批次的黄葵干浸膏混合

物(总组分)进行分离ꎬ色谱条件:Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ
ＳＢ￣Ｃ１８液相色谱柱(２１. ２ ｍｍ ×２５０ ｍｍꎬ７ μｍ)ꎬ流

７６马婷婷ꎬ等. 液相色谱—质谱联用导向的黄葵胶囊肾保护活性物质研究



速:１７ ｍＬ / ｍｉｎꎻ流动相:０. ０５％甲酸水溶液(Ａ) －
乙腈(Ｂ)ꎻ洗脱梯度:０ ~ ２０. ０ ｍｉｎ(１０％ →１３％
Ｂ)ꎬ２０. ０ ~ ４０. ０ ｍｉｎ(１３％ Ｂ)ꎬ４０. ０ ~ ５５. ０ ｍｉｎ
(１３％→２５％ Ｂ)ꎬ５５. ０ ~ ７５. ０ ｍｉｎ(２５％ →６５％
Ｂ)ꎮ 收集保留时间为 ０ ~ １０. ５ ｍｉｎꎬ > １０. ５ ~
２１. ０ ｍｉｎꎬ > ２１. ０ ~ ３１. ０ ｍｉｎꎬ > ３１. ０ ~ ４４. ０ ｍｉｎꎬ
> ４４. ０ ~ ５８. ０ ｍｉｎ 及 ５８. ０ ~ ７５. ０ ｍｉｎ 六个时间

段流出液ꎬ浓缩得到黄葵胶囊的六个干浸膏组分ꎬ
分别标记为 １、２、３、４、５、６ 组分ꎮ
１. ３　 ＭＴＴ 法检测黄葵胶囊总组分及六个组分对

盐酸阿霉素损伤细胞存活率的影响

取对数生长期的 ＨＫ￣２ 细胞以 ５０００ 个 /孔接

种于 ９６ 孔板ꎬ培养 ２４ ｈ 后更换培养液ꎬ加入

５０ ｍｇ / Ｌ的含待筛选组分混合物孵育 １５ ｍｉｎ 后加

入 ５ μｍｏｌ / Ｌ 的盐酸阿霉素ꎬ孵育 ２４ ｈ 后吸去培

养液ꎬ再加入 ０. ５ ｍｇ / ｍＬ 的 ＭＴＴ 溶液ꎬ３７ ℃振摇

５ ｍｉｎꎬ５８０ ｎｍ 处测定吸光度值ꎮ 实验另设溶剂

对照 组 ( 含 ０. １％ ＤＭＳＯ)、 模 型 对 照 组 ( 含

５ μｍｏｌ / Ｌ 盐 酸 阿 霉 素 ) 和 阳 性 对 照 组 ( 含

５ μｍｏｌ / Ｌ盐酸阿霉素和 １００ μｍｏｌ / Ｌ 异槲皮素)ꎮ
细胞存活率计算公式:细胞存活率(％ ) ＝ 样品

组 /溶剂对照组 × １００％ ꎮ
１. ４　 采用 ＬＣ / ＭＳ 技术分析黄葵胶囊四个组分的

活性成分

采用 ＬＣ / ＭＳ 技术对四个组分进行分析鉴定ꎮ
色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ￣Ｃ１８ 液相色谱柱

(４. ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ柱温:３５ ℃ꎻ流动相:
０. ０５％ 甲 酸 水 溶 液 ( Ａ ) － 乙 腈 ( Ｂ )ꎻ 流 速:
０. ８ ｍＬ / ｍｉｎꎻ洗脱梯度 ０ ~ ２０. ０ ｍｉｎ(１２％ →１５％
Ｂ)ꎬ２０. ０ ~ ４０. ０ ｍｉｎ(１５％ Ｂ)ꎬ４０. ０ ~ ５５. ０ ｍｉｎ
(１５％→２７％ Ｂ)ꎬ５５. ０ ~ ７５. ０ ｍｉｎ(２７％ →６７％
Ｂ)ꎬ７５. ０ ~ ７６. ０ ｍｉｎ (６７％ →１００％ Ｂ)ꎬ７６. ０ ~
８０. ０ ｍｉｎ (１００％ Ｂ)ꎮ
１. ５　 倒置显微镜观察各组细胞形态学变化

取对数生长期的 ＨＫ￣２ 细胞以 ３ × １０５ /孔接种

于 ３５ ｍｍ 细胞培养皿中ꎬ培养 ２４ ｈ 后更换培养液ꎬ
分别加入 １００ μｍｏｌ / Ｌ 黄葵胶囊活性成分的培养

液ꎬ１５ ｍｉｎ 后加入 ５ μｍｏｌ / Ｌ 盐酸阿霉素ꎮ 另设溶

剂对照组 (含 ０. １％ ＤＭＳＯ)、模型对照组 (含

５ μｍｏｌ / Ｌ盐酸阿霉素)、阳性对照组(含５ μｍｏｌ / Ｌ
盐酸阿霉素和 １００ μｍｏｌ / Ｌ 异槲皮素)ꎮ ２４ ｈ后在

显微镜下观察细胞形态ꎮ
１. ６　 ＭＴＴ 法检测黄葵胶囊活性成分对盐酸阿霉

素损伤细胞存活率的影响

取对数生长期 ＨＫ￣２ 细胞以 ５０００ 个 /孔接种

于 ９６ 孔板ꎬ培养 ２４ ｈ 后更换培养液ꎬ分别加入

１０、２５、５０、１００ μｍｏｌ / Ｌ 不同质量浓度待测化合

物ꎬ１５ ｍｉｎ后加入 ５ μｍｏｌ / Ｌ 盐酸阿霉素ꎮ 另设溶

剂对照组(含 ０. １％ ＤＭＳＯ) 和模型对照组(含

５ μｍｏｌ / Ｌ盐酸阿霉素)ꎬ２４ ｈ 后用 ＭＴＴ 法检测细

胞存活率ꎬ方法同 １. ３ꎮ
１. ７　 硫代巴比妥酸法测定 ＭＤＡ 含量

取对数生长期的 ＨＫ￣２ 细胞以 ３ × １０５ /孔接

种于 ３５ ｍｍ 细胞培养皿中ꎬ培养 ２４ ｈ 后更换培养

液ꎬ分别加入含 １００ μｍｏｌ / Ｌ 黄葵胶囊活性成分的

培养液ꎬ１５ ｍｉｎ 后加入 ５ μｍｏｌ / Ｌ 盐酸阿霉素ꎮ 另

设溶剂对照组(含 ０. １％ ＤＭＳＯ)、模型对照组(含
５ μｍｏｌ / Ｌ 盐 酸 阿 霉 素 ) 和 阳 性 对 照 组 ( 含

５ μｍｏｌ / Ｌ盐酸阿霉素和 １００ μｍｏｌ / Ｌ 异槲皮素)ꎬ
２４ ｈ 后提取细胞匀浆液ꎬ采用二喹啉甲酸(ＢＣＡ)
法测定蛋白质浓度ꎬ硫代巴比妥酸法测定 ＭＤＡ
含量ꎬ计算单位重量蛋白质内 ＭＤＡ 含量ꎮ
１. ８　 化学发光法测定 ＡＴＰ 含量

取对数生长期的 ＨＫ￣２ 细胞以 ５０００ 个 /孔接

种于 ９６ 孔全白板中ꎬ培养 ２４ ｈ 后更换培养液ꎬ分
别加入 １００ μｍｏｌ / Ｌ 黄葵胶囊活性成分的培养液ꎬ
１５ ｍｉｎ 后加入 ５ μｍｏｌ / Ｌ 盐酸阿霉素ꎮ 另设溶剂

对照 组 ( 含 ０. １％ ＤＭＳＯ)、 模 型 对 照 组 ( 含

５ μｍｏｌ / Ｌ 盐 酸 阿 霉 素 ) 和 阳 性 对 照 组 ( 含

５ μｍｏｌ / Ｌ盐酸阿霉素和 １００ μｍｏｌ / Ｌ 异槲皮素)ꎮ
孵育 ２４ ｈ 后ꎬ每孔分别加入 １２. ５ μＬ ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ￣Ｇｌｏ
试剂ꎬ３７ ℃避光振摇 １０ ｍｉｎꎬ用酶标仪检测化学

发光强度ꎮ ＡＴＰ 相对含量计算公式:ＡＴＰ 相对含

量(％ ) ＝样品组化学发光强度 /溶剂对照组化学

发光强度 × １００％ ꎮ
１. ９　 液相氧电极测定各组线粒体耗氧率

取对数生长期的 ＨＫ￣２ 细胞以 ２. ５ × １０５ /孔
接种于 １００ ｍｍ 细胞培养皿中ꎬ培养 ２４ ｈ 后更换

培养液ꎬ分别加入含 １００ μｍｏｌ / Ｌ 黄葵胶囊活性成

分的培养液ꎬ１５ ｍｉｎ 后加入 ５ μｍｏｌ / Ｌ 盐酸阿霉

素ꎮ 另设溶剂对照组(含 ０. １％ ＤＭＳＯ)、模型对

照组(含 ５ μｍｏｌ / Ｌ 盐酸阿霉素)和阳性对照组

(含 ５ μｍｏｌ / Ｌ 盐酸阿霉素和１００ μｍｏｌ / Ｌ异槲皮

素)ꎬ２４ ｈ 后消化收集细胞ꎬ重悬于 ３７ ℃的培养

液ꎬ配成 １ × １０６ 个 / ｍＬ 细胞悬液ꎮ 取 ２ ｍＬ 细胞

悬液ꎬ用液相氧电极测定线粒体耗氧率ꎮ

８６ 　 　 　 浙江大学学报(医学版) Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ)



１. １０　 统计学方法

所有实验重复进行三次ꎮ 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ５ 数据处理软件进行统计分析ꎮ 所有数据均

用均数 ±标准差(ｘ ± ｓ)表示ꎬ多组样本均数之间差

异采用单因素方差分析ꎬＰ < ０. ０５ 表示差异有统计

学意义ꎮ

２　 结　 果

２. １　 黄葵胶囊六个组分对 ＨＫ￣２ 细胞的保护作用

加入黄葵胶囊总组分和组分 ３、４、５、６ 后ꎬ
ＨＫ￣２ 细胞存活率均比模型对照组提高ꎬ见图 １ꎮ
提示黄葵胶囊总组分和组分 ３、４、５、６ 均能预防细

胞毒性损伤ꎮ

　 　 与溶剂对照组比较ꎬ∗∗Ｐ < ０. ０１ꎻ与模型对照组比较ꎬ＃＃Ｐ < ０. ０１.
图 １　 黄葵胶囊总组分及组分 １ ~ ６ 对损伤 ＨＫ￣２ 细胞的保护作用
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ １￣６ ｏｎ

ｉｎｊｕｒｅｄ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ

２. ２　 黄葵胶囊活性成分分析

黄葵胶囊四个组分及对照品的高效液相色

谱—二极管阵列检测器(ＨＰＬＣ￣ＰＤＡ)色谱图见图

２ꎮ通过与对照品的保留时间、紫外吸收和质谱

　 　 峰 ８:芦丁ꎻ峰 ９:金丝桃苷ꎻ峰 １０:异槲皮素ꎻ峰 １３:杨
梅素ꎻ峰 １５:槲皮素ꎻ峰 １ ~ ７、１１、１２、１４:缺乏对照品ꎬ通过

多级质谱数据及精确分子质量进行推测.
图 ２　 组分 ３、４、５、６ 及对照品的 ＨＰＬＣ￣ＰＤＡ 色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＰＬＣ￣ＰＤＡ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

３￣６ ａｎｄ ｍｉｘｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

信息进行比对ꎬ鉴定出峰 ８、９、１０、１３、１５ 分别为

芦丁、金丝桃苷、异槲皮素、杨梅素和槲皮素ꎮ
峰 １ ~ ７、１１、１２、１４ 由于缺乏对照品ꎬ通过多级

质谱数据及精确分子质量进行推测ꎮ 峰 １ 在负

离子模式下的准分子离子峰为 ｍ / ｚ ４９５ꎬ子离子

峰为 ｍ / ｚ ３３３ꎬ由精确分子质量推测可能的分子

式为 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１４ꎬ根据二级质谱信息结合文献[４]
推测ꎬ该化合物的苷元为木槿素ꎬ其侧链含有一个

六碳糖ꎬ推测峰 １ 为 Ｆｌｏｒａｍａｎｏｓｉｄｅ Ｂ[５￣６]ꎮ 同理推

测ꎬ峰 ２ ~ ７ 分别为杨梅素￣３￣Ｏ￣芸香糖苷[７]、杨梅

素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣半乳糖苷[４]、杨梅素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖

苷[４]、槲皮素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣木糖基(１→２)￣Ｏ￣β￣Ｄ￣半乳

糖苷[８￣９]、Ｆｌｏｒａｍａｎｏｓｉｄｅ Ｃ[６]、槲皮素￣３￣Ｏ￣刺槐糖

　 　 　 　 　 苷[９￣１０]ꎻ峰 １１ 推测为杨梅素￣３′￣Ｏ￣β￣
Ｄ￣葡萄糖苷[４ꎬ１１]ꎻ峰 １２ 为棉皮素￣８￣
Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖醛酸[１１]ꎻ峰 １４ 推测

为槲皮素￣３′￣Ｏ￣葡萄糖苷[１２￣１３]ꎬ具

体结果见表 １ꎮ
２. ３ 　 黄葵胶囊活性成分对盐酸阿

霉素损伤 ＨＫ￣２ 细胞形态的影响

溶剂对照组 ＨＫ￣２ 细胞生长良

好ꎬ呈卵圆形或短梭形ꎬ体积较大ꎬ形
成“铺路石”样贴壁生长ꎻ模型对照

组细胞失去原有形态ꎬ呈多种不规则

形状ꎬ细胞数量减少ꎬ见图 ３ꎮ 与模型对照组比较ꎬ
１００ μｍｏｌ / Ｌ的金丝桃苷、杨梅素、槲皮素、芦丁预

保护后ꎬ细胞形态改善ꎬ细胞数量增加ꎬ提示黄葵

胶囊活性成分能改善损伤 ＨＫ￣２ 细胞的形态ꎮ
２. ４　 黄葵胶囊活性成分对盐酸阿霉素损伤 ＨＫ￣２
细胞的保护作用

四个化合物对盐酸阿霉素损伤后的 ＨＫ￣２ 细

胞均有保护作用ꎬ且在 １０ ~ １００ μｍｏｌ / Ｌ浓度范围

内呈一定的量效关系ꎬ见图 ４ꎮ 与模型对照组比

较ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ 的金丝桃苷、杨梅素、槲皮素、芦
丁分别使细胞存活率提高了 ２１. ００％ 、１９. ８０％ 、
２４. ２５％ 、２４. ４１％ ꎬ提示这四个化合物均能提高损

伤 ＨＫ￣２ 细胞的活性ꎮ
２. ５　 黄葵胶囊活性成分对盐酸阿霉素损伤 ＨＫ￣２
细胞 ＭＤＡ 含量的影响

盐酸阿霉素损伤后ꎬＨＫ￣２ 细胞内 ＭＤＡ 含量

增加(Ｐ < ０. ０１)ꎻ与模型对照组比较ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ
的金丝桃苷、杨梅素、槲皮素、芦丁均能降低损伤

ＨＫ￣２细胞内ＭＤＡ含量ꎬ金丝桃苷组与模型对照组

９６马婷婷ꎬ等. 液相色谱—质谱联用导向的黄葵胶囊肾保护活性物质研究



表 １　 组分 ３ ~ ６ 中化合物的色谱和质谱信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ３￣６

活性成分编号 转速( ｔＲ / ｍｉｎ) 化合物 [Ｍ￣Ｈ] － 峰(ｍ / ｚ) ＨＰＬＣ￣ＥＳＩ￣ＭＳ / ＭＳ 检测(ｍ / ｚ)

１ ２３. １ Ｆｌｏｒａｍａｎｏｓｉｄｅ Ｂ ４９５ ３３３[Ｍ￣Ｈ￣Ｇｌｃ] －

２ ２４. ３ 杨梅素￣３￣Ｏ￣芸香糖苷 ６２５ ３１７ [Ｍ￣Ｈ￣Ｒｈａ￣Ｇｌｃ] － 　 ３１６ [Ｍ￣２Ｈ￣Ｒｈａ￣Ｇｌｃ] －

３ ２４. ７ 杨梅素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣半乳糖苷 ４７９ ３１７[Ｍ￣Ｈ￣Ｇａｌ] － 　 ３１６ [Ｍ￣２Ｈ￣Ｇａｌ] －

４ ２５. ８ 杨梅素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷 ４７９ ３１７[Ｍ￣Ｈ￣Ｇｌｃ] － 　 ３１６ [Ｍ￣２Ｈ￣Ｇｌｃ] －

５ ２７. １ 槲皮素￣３￣Ｏ￣β￣Ｄ￣木糖基
(１→２)￣Ｏ￣β￣Ｄ￣半乳糖苷

５９５ ４６３ [Ｍ￣Ｈ￣Ｇａｌ] － 　 ３０１ [Ｍ￣Ｈ￣Ｘｙｌ￣Ｇａｌ] －

３００ [Ｍ￣２Ｈ￣Ｘｙｌ￣Ｇａｌ] －

６ ３２. ８ Ｆｌｏｒａｍａｎｏｓｉｄｅ Ｃ ５０９ ３３３[Ｍ￣Ｈ￣ＧｌｕＡ] －

７ ３４. ７ 槲皮素￣３￣Ｏ￣刺槐糖苷 ６０９ ４６３ [Ｍ￣Ｈ￣Ｒｈａ] － 　 ３０１[Ｍ￣Ｈ￣Ｒｈａ￣Ｇａｌ] －

８∗ ３６. ４ 芦丁 ６０９ ４６３ [Ｍ￣Ｈ￣Ｒｈａ] － 　 ３０１[Ｍ￣Ｈ￣Ｒｈａ￣Ｇｌｃ] －

９∗ ３８. ９ 金丝桃苷 ４６３ ３０１[Ｍ￣Ｈ￣Ｇａｌ] －

１０∗ ４２. ９ 异槲皮素 ４６３ ３０１[Ｍ￣Ｈ￣Ｇｌｃ] －

１１ ４６. ５ 杨梅素￣３′￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷 ４７９ ３１７[Ｍ￣Ｈ￣Ｇｌｃ] －

１２ ５３. ６ 棉皮素￣８￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖醛酸 ４９３ ３１７[Ｍ￣Ｈ￣ＧｌｕＡ] －

１３∗ ５６. ５ 杨梅素 ３１７ ３１７[Ｍ￣Ｈ] － 　 ２９９[Ｍ￣Ｈ￣Ｈ２Ｏ] －

１４ ５７. ７ 槲皮素￣３′￣Ｏ￣葡萄糖苷 ４６３ ３０１ [Ｍ￣Ｈ￣Ｇｌｃ] －

１５∗ ６３. ９ 槲皮素 ３０１ １７９[Ｍ￣Ｈ￣Ｃ７Ｈ６Ｏ２] － 　 １５１[Ｍ￣Ｈ￣Ｃ８Ｈ６Ｏ３] －

　 　 ∗与对照品比对ꎬ已确定的化合物ꎻＨＰＬＣ￣ＥＳＩ￣ＭＳ / ＭＳ:高效液相色谱—电喷雾电离质谱.

　 　 Ａ:溶剂对照组细胞状态良好ꎻＢ:模型对照组细胞状态差ꎬ形态不规则ꎬ细胞密度低ꎻＣ:阳性对照组比模型对照组细胞状

态好、形态相对规则、细胞密度增加ꎻＤ ~ Ｇ:金丝桃苷组、杨梅素组、槲皮素组、芦丁组比模型对照组细胞状态较好、形态相对

规则、细胞密度增加. 标尺 ＝ １２５ μｍ.
图 ３　 金丝桃苷、杨梅素、槲皮素和芦丁对盐酸阿霉素损伤 ＨＫ￣２ 细胞形态的影响
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｙｐｅｒｏｓｉｎꎬ ｍｙｒｉｃｅｔｉｎꎬ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｎｄ ｒｕｔｉｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｅｄ￣

ｉｎｊｕｒｅｄ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ

的 ＭＤＡ 含量差异有统计学意义(Ｐ < ０. ０５)ꎬ见表

２ꎮ 提示金丝桃苷抗脂质过氧化作用最明显ꎮ
２. ６　 黄葵胶囊活性成分对盐酸阿霉素损伤 ＨＫ￣２
细胞 ＡＴＰ 含量的影响

盐酸阿霉素损伤后ꎬ细胞 ＡＴＰ 含量减少(Ｐ <
０. ０１)ꎻ与模型对照组比较ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ 的金丝桃苷、
杨梅素、槲皮素、芦丁均增加了损伤 ＨＫ￣２ 细胞内

ＡＴＰ 含量ꎬ其中槲皮素和芦丁组与模型对照组 ＡＴＰ
含量差异有统计学意义(均Ｐ <０. ０１)ꎬ见表 ２ꎮ 提示

槲皮素和芦丁能促进损伤 ＨＫ￣２ 细胞 ＡＴＰ 的合成ꎮ
２. ７　 黄葵胶囊活性成分对盐酸阿霉素损伤 ＨＫ￣２
细胞线粒体耗氧率的影响

盐酸阿霉素损伤后ꎬＨＫ￣２ 细胞线粒体耗氧率

降低(Ｐ < ０. ０１)ꎻ与模型对照组比较ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ
的金丝桃苷、杨梅素、槲皮素、芦丁均提高了损伤

ＨＫ￣２ 细胞线粒体耗氧率ꎬ其中杨梅素组与模型对

照组差异有统计学意义(Ｐ < ０. ０５)ꎬ见表 ２ꎮ 提示

杨梅素能改善损伤 ＨＫ￣２ 细胞线粒体功能ꎮ

０７ 　 　 　 浙江大学学报(医学版) Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ)



　 　 与溶剂对照组比较ꎬ∗∗Ｐ < ０. ０１ꎻ与模型对照组比较ꎬ＃Ｐ < ０. ０５ꎬ＃＃Ｐ < ０. ０１.
图 ４　 金丝桃苷、杨梅素、槲皮素和芦丁对盐酸阿霉素损伤 ＨＫ￣２ 细胞存活率的影响
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｐｅｒｏｓｉｎꎬ ｍｙｒｉｃｅｔｉｎꎬ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｎｄ ｒｕｔｉｎ ｉｎ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ￣ｉｎｊｕｒｅｄ

ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ

表 ２　 金丝桃苷、杨梅素、槲皮素及芦丁对盐酸阿霉素损

伤 ＨＫ￣２ 细胞 ＭＤＡ 含量、ＡＴＰ 相对含量和线粒体耗

氧率的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｙｐｅｒｏｓｉｎꎬ ｍｙｒｉｃｅｔｉｎꎬ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｎｄ ｒｕｔｉｎ
ｏｎ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ ＡＴＰ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ￣ｉｎｊｕｒｅｄ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ

(ｎ ＝ ３ꎬｘ ± ｓ)

组　 别
ＭＤＡ 含量
(ｎｍｏｌ / ｍｇ)

ＡＴＰ 相对含量
(％ ) 线粒体耗氧率Δ

溶剂对照组 ５. ０９ ± １. ２５　 １００. ００ ± ９. ８６　 　 ３. ０８ ± ０. ３０
模型对照组 １１. ５２ ± ４. ７９∗∗ ５０. ６３ ± ７. ３２∗∗ １. ５７ ± ０. ２６∗∗

阳性对照组 ７. ５５ ± １. ７９　 ８５. ３３ ± １２. ６７＃＃ ２. ５７ ± ０. ５３＃

金丝桃苷组 ５. ６７ ± ０. ４６＃ 　 ７３. ７２ ± ０. １６　 ２. ３７ ± ０. ４６
杨梅素组 ７. ８９ ± １. ３３　 ７４. ３２ ± ９. ７７　 ２. ６７ ± ０. ４４＃

槲皮素组 ７. １４ ± １. ０８　 ８７. ６１ ± １３. ８３＃＃ ２. ２３ ± ０. ３２
芦丁组 ６. ５２ ± ０. ８０　 ８８. ２９ ± １０. ９９＃＃ ２. ２６ ± ０. ３５

　 　 ＭＤＡ:丙二醛. 与溶剂对照组比较ꎬ∗∗Ｐ < ０. ０１ꎻ与模型对照组

比较ꎬ＃Ｐ <０. ０５ꎬ＃＃Ｐ <０. ０１. Δ 单位:ｎｍｏｌｍｉｎ －１１０６ ｃｅｌｌｓ －１ .

３　 讨　 论

本研究采用组分制备结合 ＬＣ / ＭＳ 技术导向

分析ꎬ筛选黄葵胶囊的肾保护活性物质ꎬ发现金丝

桃苷、杨梅素、槲皮素、芦丁是黄葵胶囊中潜在的

肾保护活性物质ꎮ 相较于传统的中药提取分离技

术ꎬＬＣ / ＭＳ 技术集高效液相色谱法高效的分离能

力和质谱法优越的定性能力于一体ꎬ具有专属性

好、灵敏度高、结构解析能力强、分析速度快等优

势[１４]ꎮ 本研究采用 ＬＣ / ＭＳ 技术分析四个活性组

分的主要化学物质组成ꎬ鉴定和推测出芦丁、金丝

桃苷、异槲皮素、杨梅素、槲皮素、槲皮素￣３′￣Ｏ￣葡
萄糖苷和棉皮素￣８￣Ｏ￣β￣Ｄ￣葡萄糖醛酸等 １５ 个化

合物ꎬ均为黄酮醇及其苷类ꎬ其中七个化合物为槲

皮素及其苷类ꎬ五个化合物为杨梅素及其苷类ꎮ
从化学结构上看ꎬ这类成分主要是以槲皮素或杨

梅素为母核的黄酮醇类化合物ꎬ故推测母核为槲

皮素或杨梅素的黄酮醇类成分可能具有肾保护活

性ꎮ 此外ꎬ已有文献报道对黄葵胶囊中芦丁、金丝

桃苷、异槲皮苷、杨梅素、槲皮素这五个化合物进

行含量测定ꎬ结果显示芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷、
杨梅素、槲皮素分别约占 ０. ８８、３. ９２、２. ７５、０. ８２、
０. ２３ ｍｇ / ｇꎬ且不同批次间一致性较好[１５]ꎮ 本研

究选择金丝桃苷、杨梅素、槲皮素和芦丁进行肾保

护活性验证ꎬ因文献报道异槲皮素对盐酸阿霉素

损伤 ＨＫ￣２ 细胞有明显的保护作用[１６]ꎬ故本研究

将其作为阳性对照药物ꎮ 研究结果显示ꎬ金丝桃

苷、杨梅素ꎬ槲皮素和芦丁均可改善由盐酸阿霉素

引起的 ＨＫ￣２ 细胞损伤ꎮ 研究表明ꎬ槲皮素能通

过减少过氧化物和炎症介质聚集减轻大鼠肾细胞

损害[１７]ꎻ金丝桃苷能通过抑制 ＮＦ￣κＢ 炎症信号通

路ꎬ保护内毒素所致的小鼠急性肾损伤[１８]ꎻ芦丁

能通过调节血糖、血脂、清除自由基等减少糖尿病

１７马婷婷ꎬ等. 液相色谱—质谱联用导向的黄葵胶囊肾保护活性物质研究



大鼠肾组织病变[１９]ꎻ杨梅素可以通过激活谷胱甘

肽过氧化物酶及黄嘌呤氧化酶活性抵抗糖尿病大

鼠肾损伤[２０]ꎬ上述研究从不同的角度证明了筛选

结果的准确性ꎮ
此外ꎬ本研究测定了金丝桃苷、杨梅素、槲皮

素和芦丁这四个化合物对损伤 ＨＫ￣２ 细胞 ＭＤＡ
含量、ＡＴＰ 相对含量及线粒体耗氧率的影响ꎬ提示

黄葵胶囊的肾保护作用可能与抗脂质过氧化、减
轻线粒体损伤有关ꎮ ＭＤＡ 是脂质过氧化反应的

重要产物ꎬ其含量是氧自由基引起细胞膜损伤的

一个重要指标ꎮ 盐酸阿霉素损伤细胞后会引起氧

自由基堆积ꎬ氧自由基与细胞膜脂质发生脂质过

氧化反应ꎬ产生大量脂质过氧化产物ꎬ引起细胞膜

损伤ꎮ 金丝桃苷能通过降低损伤 ＨＫ￣２ 细胞内

ＭＤＡ 含量来起到保护作用ꎮ ＡＴＰ 是细胞生命活

动的直接能量来源ꎬ主要通过线粒体有氧呼吸产

生ꎬ而盐酸阿霉素进入细胞后会破坏线粒体的结

构和功能ꎬ使细胞内 ＡＴＰ 无法正常合成ꎮ 本研究

发现ꎬ槲皮素、芦丁均能提高损伤 ＨＫ￣２ 细胞 ＡＴＰ
相对含量ꎬ杨梅素通过提高线粒体耗氧率ꎬ从而发

挥对细胞的保护作用ꎬ提示这些化合物的肾保护

作用可能与减轻线粒体损伤有关ꎮ
综上所述ꎬ本研究采用组分制备结合 ＬＣ / ＭＳ

导向技术ꎬ筛选发现金丝桃苷、杨梅素、槲皮素、芦
丁是黄葵胶囊潜在的肾保护活性物质ꎬ且其保护作

用可能与抗脂质过氧化、减轻线粒体损伤有关ꎮ
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消　 息

杨廷忠教授领衔的“中国烟草治疗能力建设”项目

被国际健康权威机构列入全球资助项目

浙江大学医学院控烟研究中心承担的“中国烟草治疗能力建设”被列入目前国际健康权威机构在全球资助的戒烟

能力建设项目ꎮ
杨廷忠教授领衔的“中国烟草治疗能力建设”项目已研制出与中国文化相关的尼古丁依赖戒烟治疗方案ꎮ 该方案

搭载在常规疾病治疗程序之上ꎬ用于普通临床住院患者的戒烟治疗ꎬ也可用于社区健康服务和疾病管理ꎮ 如今ꎬ项目已

经在全国五十所医学院校和十所附属医院实施ꎬ引起了社会的关注ꎬ也得到了 ＷＨＯ 和国家卫生计划生育委员会的支

持ꎮ 该项目对我国控烟起到了良好的推动作用ꎮ

３７马婷婷ꎬ等. 液相色谱—质谱联用导向的黄葵胶囊肾保护活性物质研究
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