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菜芙蓉花乙醇提取物抗氧化性及抑制

Hela细胞生长的研究
仇 燕，宋建军，王少杰

(河北科技大学生物科学与工程学院，河北 石家庄      050018)

摘   要：目的：研究菜芙蓉(Ablmoschus manihot (L.) Medic)花 80% 乙醇提取物的抗氧化能力以及对人宫颈肿瘤 Hela
细胞的生长抑制作用。方法：采用 Fenton 反应法、邻苯三酚自氧化法、DPPH 法检测菜芙蓉花提取物对体外

羟自由基(·OH)、超氧阴离子自由基(O2－·)、2DPPH 自由基的清除作用并测定其还原力。MTT 法评价菜芙蓉黄

酮提取物对细胞生长的抑制效果。结果：菜芙蓉花提取物清除·OH、O 2－·、DPPH 自由基的能力随总黄酮质

量浓度的增加而升高，EC50 分别为 170、20、8.7mg/L， 其还原力是对照 VC 的两倍。菜芙蓉花提取物能够有效

抑制肿瘤细胞的生长，且对 Hela 细胞的抑制作用与总黄酮质量浓度存在显著的剂量效应，IC50 为 228μg/mL。结

论：菜芙蓉花提取物抗氧化性强，具有抑制 Hela 细胞生长的作用，是一种有效的天然抗氧化剂。
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Antioxidant Activity of Ablmoschus manihot Flower Ethanolic Extract and Its Inhibitory Effect
on the Growth of Hela Cells

QIU Yan，SONG Jian-jun，WANG Shao-jie
(College of Biological Science and Engineering , Hebei Universtity of Science and Technology, Shijiazhuang      050018, China)

Abstract ：Objective: To explore the antioxidant activity of Ablmoschus manihot flower ethanol extract (AFEE) and its growth

inhibitory effect on HeLla cells. Methods: Fenton reaction, pyrogallol auto-oxidation and DPPH radical-scavenging systems

were used for antioxidant evaluation of AFEE in vitro. The reducing power was evaluated by potassium ferricyanide assay.

Growth inhibitory effect of AFEE on Hela cells was assessed by MTT assay. Results: The scavenging activity of AFE on hydroxyl,

superoxide anion and DPPH free radicals increased as the total flavonoids concentration increased. The EC50 of AFEE in scavenging

hydroxyl, superoxide anion and DPPH free radicals were 170, 20 mg/L and 8.7 mg/L, respectively. The reducing power of AFE

was two-fold higher than that of vitamin C. The growth of HeLa cells was remarkably inhibited by AFEE in a dose-dependent

manner and the IC50 of AFEE in inhibiting Hela cell growth was 228 μg/mL. Conclusion: AFEE shows strong antioxidant activity

and good inhibitory effect against the growth of Hela cells, suggesting a potential to be used as a natural antioxidant agent.
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菜芙蓉(Ablmoschus manihot (L.)  Medic)又名野芙蓉，为锦葵科秋葵属一年生草本植物。根、茎、叶、花、
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果均可食用，为我国典籍记载的传统药食两用资源 [ 1 ]。

菜芙蓉花具有通淋、消肿、解毒等功效，可用于治疗

淋病、痈疽肿毒、烫伤，对肾炎、心肌损伤、脑缺

血损伤等具有治疗作用[2]。菜芙蓉含有丰富的黄酮类化

合物(flavonoids)，又称生物黄酮(bioflavonoids)，是植物经

光合作用产生的一大类次生代谢产物。王先荣等[3]对其中总

黄酮进行化学成分的研究，分离到 4 个黄酮醇单糖苷，分

别鉴定为棉皮素 -3 -O- β - 葡萄糖苷(gossypetin-3 -O- β -
glucoside)、异槲皮苷(isoquercetin)、金丝桃苷(hyperoside)
和槲皮素 -3 -葡萄糖苷(quercetin-3 - glucoside)。活性氧是

人体代谢的副产物，过量则会攻击诸如脂类、蛋白质、

核酸分子从而导致机体细胞和组织的损伤[4-5]，生物黄酮
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具有抗氧化和清除活性氧的作用。目前在医疗和食品领

域使用较多的是合成抗氧化剂，如 2,6- 二叔丁基 -4- 甲
基苯酚(butylated hydroxytoluene，BHT)、丁基羟基茴

香醚(butyl hydroxy anisd，BHA)等，对生物体有潜在的

毒副作用［6 ］。黄酮类化合物是一种天然的抗氧化剂，

主要通过酚羟基与自由基进行抽氢反应生成稳定的半醌自

由基，从而中断链式反应，达到抗氧化作用，且高效、

低毒[7]。本实验对菜芙蓉花 80% 乙醇提取物进行抗氧化

及抗肿瘤活性研究，为开发利用菜芙蓉资源，探索其生

理活性提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

菜芙蓉(Ablmoschus manihot (L.) Medic)产地为河北

井 陉 。

芦丁标准品(批号：100080-200306)    中国药品生物

制品检定所；1,1- 二苯基 -2- 苦肼基自(DPPH，批号 047-
04051)    日本 Wako 公司；PBS 缓冲液(pH6.8、pH7.4)、
邻菲罗啉、邻苯三酚、亚硫酸铁、双氧水、T r i s - H C l
缓冲液( p H 8 . 2 ) 、铁氰化钾、三氯乙酸、三氯化铁、

D M E M 培养液、噻唑蓝( M T T )、P B S、二甲基亚砜

(DMSO)等均为分析纯。

Hela 细胞系由河北科技大学韩春雨博士惠赠。

1.2 仪器与设备

WFZ UV-2102PCS型紫外-可见分光光度计    尤尼柯上

海仪器有限公司；RE-52 型旋转蒸发仪    上海亚荣生化仪

器厂；GM-0.33 Ⅱ隔膜真空泵    天津市津腾实验设备有限

公司；MULTISKAN MK3 型酶标仪    美国 Thermo 公司。

1.3 方法

1.3.1 菜芙蓉花提取物(AFEE)的制备

7～8 月份上午 9～10 时采集菜芙蓉花后去花托，经

微波干燥处理。将干燥材料粉碎，过 1 0 0 目筛，贮存

于干燥器中备用。准确称取 10g 菜芙蓉花粉末，按液料

比 50 : 1，用 80 % 乙醇 70℃热浸提 2h，真空抽滤，滤

渣重复上述操作合并滤液，50℃减压旋转蒸干，用 80%
乙醇定容至 10mL，储存在 4℃冰箱备用[8]。以芦丁为标

准品，经硝酸铝显色法测定提取物黄酮质量浓度

为 26.20mg/mL，将提取物按实验设计配制成不同总黄酮

质量浓度的样品溶液。

1.3.2 菜芙蓉花提取物抗氧化性的测定

1.3.2.1 羟自由基(·OH)清除能力测定

参照孔浩等[9]的方法建立 Fenton 反应体系。Fenton
反应产生·O H，该反应体系所需溶液及试剂为：P B S
缓冲液(pH7.4)、邻菲罗啉无水乙醇(0.75mol/L)、去离子

水、FeSO4 溶液(0.75mmol/L)、双氧水(0.01%，V/V)；以

VC 为对照，菜芙蓉花提取物组(样品溶液总黄酮质量浓

度分别为 50、100、200、250、300mg/L)按表 1 顺序

加入反应液。

分组
PBS(pH7.4) 邻菲罗啉无水 去离子水 FeSO4 溶液 样品 双氧水体

体积 /mL 乙醇体积/mL 体积 /mL 体积 /mL 体积 /mL 积 /mL
A0组 2.0 2.0 2.0 2.0 0 0
A1组 2.0 2.0 1.0 2.0 0 1.0
菜芙蓉

花乙醇 2.0 2.0 0 2.0 1.0 1.0
提取物组(A)

表 1 ·O H 清除体系的试剂加入情况

Table 1   Fenton reaction systems for hydroxyl free radical scavenging
assay

将反应体系置于 37℃恒温水浴锅中，准确反应 1.5h
后立即取出并迅速测定其在波长 536nm 处的吸光度(蒸馏

水作参比，便于提高精度)。·OH 清除率计算按式(1 )
计 算 。

                         A1－A
清除率 /%=——————×100                               (1)
                              A0

式中： A 0 为不含样品和双氧水的吸光度；A 1 为不

含样品只含双氧水的吸光度；A 为样品吸光度。

1.3.2.2 超氧阴离子自由基(O 2－·)清除能力测定

采用邻苯三酚自氧化法[10]测定菜芙蓉花提取物清除

O2－·作用。在碱性条件下(pH8.2)，邻苯三酚发生自氧

化反应，自氧化过程中产生 O 2－·，O 2－·加速邻苯三

酚自氧化速率，同时生成有色中间产物，中间产物的

积累在滞后 30～45s， 与时间成良好的线性关系，一般

维持 4 m i n 左右，随后减慢。该有色中间产物在波长

325nm 处有特征吸收峰[11]。当加入清除剂时，O2－·生

成受阻，溶液在波长 325nm 处吸光度减小。故通过测

定 A 325nm 值可以定量判断自养化反应的程度，并可以计

算出清除剂的清除率。

反应体系参照文献[12]，在试管中加入 4.5mL Tris-
HCl(pH8.2)缓冲液和去离子水 4.2mL，混合均匀，25℃
水浴 20min，取出后立即加入 25℃预热的 5mmol/L 邻苯

三酚 0.3mL，空白管用 10mmol/L HCl 代替邻苯三酚，迅

速摇匀倒入比色皿中。在波长 3 2 5 n m 处，每 1 5 s 测

一次吸光度，作标准曲线。按表 2 顺序加入反应液。

测定反应时间内含清除剂的反应液的吸光度随时间的

变化率，并与空白组相比较便可得出其对 O 2－·的清

除 能 力 。
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分组
Tris-HCl(pH8.2) 去离子水 邻苯三酚 样品体 HCl 体

体积 /mL 体积 /mL 体积 /mL 积 /mL 积 /mL
    空白组 4.5 4.2 0 0 0.3
  自氧化组 4.5 4.2 0.3 0 0
 菜芙蓉花乙

4.5 2.2 0.3 2 0
 醇提取物组

表 2  O 2
－
·清除体系的试剂加入情况

Table 2   Reaction systems for superoxide anion radical scavenging assay

                           A4min－A1min

自氧化速率＝———————                                              (2)
                                    3

式中：A4min 表示 4min 时的吸光度；A1min 表示 1min
时的吸光度。

加入邻苯三酚前，加入系列质量浓度梯度样品溶液

(25～200mg/L)，每隔 15s 测一次吸光度，然后作标准曲

线确定直线斜率得出加入样品后的自氧化率(ΔA)，O2－·

清除率按式(3)计算。

                          
ΔAo －ΔA

O2－·清除率/%＝———————× 100                           (3)
                               ΔAo

式中：ΔA 0 为邻苯三酚自氧化率；ΔA 为加样后邻

苯三酚的自氧化率。

1.3.2.3 DPPH 自由基清除能力测定

参照文献[13]，将 2mL 系列质量浓度梯度样品溶液

(10～150mg/L)与等量的0.2mmol/L DPPH(乙醇溶解)溶液，

摇匀，室温下避光放置 30min，测定波长 517nm 处的吸

光度(A s)；同时，再测定 2.0mL DPPH 溶液与等量无水

乙醇在波长 517nm 处的吸光度(A0)；2.0mL 样品溶液与等

量无水乙醇混匀，测定混合液在波长 517nm 处的吸光度

(A c)。DPPH 自由基清除率(R)按式(4)计算。

                  As－ Ac

R/%=(1－————) × 100                                         (4)
                       A0

1.3.2.4 还原力测定[14]

2.0mL不同质量浓度(25～300mg/L)的样品溶液，加入

0.2mol/L pH6.8 的磷酸缓冲液 2.0mL，1% 铁氰化钾 2.0mL，
50℃水浴 20min 后急速冷却，加入 10% 三氯乙酸 2.0mL，
于3000r/min离心10min，取上清液5.0mL，加蒸馏水4.0mL，
0.1% 三氯化铁 1.0mL，混合后静置 10min，然后于波长

700nm 处测定吸光度，吸光度越大则还原力越强。

1.3.2.5 MTT 法测定菜芙蓉花提取物的抑瘤活性

取对数生长期的Hela细胞以5×104个 /mL浓度接种96
孔培养板，每孔 180 μL，于 37℃、5% CO2 培养箱中培

养。24h 后，处理组各孔分别加入适宜质量浓度菜芙蓉花

提取物 20 μL，使总黄酮终质量浓度为 50～400 μg/mL，每

个质量浓度设 5 个复孔。未处理对照组每孔补充 20 μL 生理

盐水。在 37℃、50mL/L CO2 条件下继续培养 36h。弃去培

养液，以无菌的PBS 洗两次，各孔再依次加入 180μL 培养

基及 20μL MTT (5g/L 用 PBS 配制，pH7.4)混匀，继续

培养4h。弃去上清，每孔加DMSO 150μL避光振荡 10min，
使形成的蓝紫色甲瓒(formazan)结晶物充分溶解。用酶标

仪于 570nm 波长处，以不加细胞只加 MTT 孔作为空白

对照，测定各孔光吸光度。计算细胞存活率和细胞增

殖抑制率[15]。绘制菜芙蓉花提取物总黄酮对 Hela 细胞的

生长抑制曲线。

                              A实验组

细胞存活率/%=———×100                                     (5)
                              A对照组

细胞增殖抑制率=1－细胞存活率                                 (6)

1.3.2.6 数据分析

数据采用 x－± s，组间差异用 t 检验。

2 结果与分析

2.1 菜芙蓉花提取物清除·O H 能力
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图 1 菜芙蓉花提取物对·O H 的清除作用

Fig. 1   Scavenging activity of AFEE at various concentrations on hydroxyl
free radicals

由图 1 可知，菜芙蓉花提取物和 VC 对·OH 均有

一定的清除能作用，清除率随着样品总黄酮质量浓度的

增加而增加，且呈显著的剂量依赖关系。当菜芙蓉花

总黄酮质量浓度为 50mg/L 时，清除率为 24.80%，而同

一质量浓度 VC 的清除率仅为 8.84%。当·OH 的清除

率达 50% 时所需总黄酮质量浓度为 170mg/L，即 EC50 为

170mg/L，而参照物 VC 在此质量浓度下对·OH 的清除

率仅为 15% 左右，由此可见菜芙蓉提取物对·OH 的

清除效果明显优于 VC。

2.2 菜芙蓉花提取物清除 O 2－·能力
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图 2  菜芙蓉花提取物对 O 2－·的清除作用

Fig.2   Scavenging activity of AFEE at various concentrations on
superoxide anion free radicals
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如图 2 所示，菜芙蓉花提取物总黄酮含量低于 25mg/L
时，随着质量浓度的增加对 O 2－·抑制率迅速增强，当

黄酮质量浓度在 25～200mg/L 范围时清除能力持续平

稳，而 VC 在整个研究质量浓度范围内抑制能力始终处

于缓慢上升的趋势。在实验研究的质量浓度范围内，菜

芙蓉花醇提物总黄酮对 O2－·的 EC50 为 20mg/L，而在同

一质量浓度下对照物 VC 对 O2－·的清除率仅为 4.1%。与

对照物 V C 清除 O 2－·作用相比较，菜芙蓉花提取物总

黄酮对 O 2－·有显著的清除效果。

2.3 清除 DPPH 自由基能力
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图 3 菜芙蓉花提取物对 DPPH 自由基的清除作用

Fig.3   Scavenging activity of AFEE at various concentrations on DPPH
free radicals

3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

A7
00

nm

总黄酮质量浓度 /(mg/L)
0 50 100 150 200 250

AFE
VC

图 4 菜芙蓉花提取物的还原力

Fig.4   Reducing power of AFEE

存
活
率

/%

总黄酮质量浓度 /(μg/mL)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

图 5 菜芙蓉花提取物对 Hela 细胞生长抑制作用的剂量效应关系

Fig. 5  Dose-response relationship of the growth inhibitory effect of AFEE on
Hela cells
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菜芙蓉花提取物清除 DPPH 自由基效果如图 3 所示，

菜芙蓉花提取物总黄酮质量浓度较低(＜ 25mg/L)时，对

D P P H 自由基的清除能力增加迅速，在质量浓度 2 5～
150mg/L 范围内，菜芙蓉花提取物对 DPPH 自由基的清

除能力较平稳，维持在 94% 左右，这与文良娟等[16 ]报

道的西番莲果皮醇提液对 DPPH 自由基清除作用趋势一

致；对照物 VC 则对 DPPH 自由基的清除能力随质量浓

度的升高而缓慢上升。菜芙蓉花提取物对 DPPH 自由基

的 EC50 为 8.7mg/L，而在同一质量浓度下对照物 VC 对

DPPH 自由基的清除率仅为 6.1%，两者对 DPPH 自由基

的清除率最高分别达 94.89% 和 17.24%。由此可见，菜

芙蓉花提取物对 DPPH 自由基具有很好的清除效果。

2.4 还原力测定结果

由图 4 可知，还原力随菜芙蓉花提取物总黄酮及 VC
质量浓度的增加而升高，且呈明显的量效关系。菜芙

蓉花提取物的还原能力较同一质量浓度 VC 的高达两倍之

多。当总黄酮质量浓度为 200mg/L 时菜芙蓉花提取物还

原能力达到 3.01，远远高于同等条件下 Amarowicz 等[14]

所报道的熊果叶还原力 1.3。还原力的测定，实质上是

检测物质是否为良好的电子供应者的过程。还原力强的

物质供应的电子可与自由基反应，使自由基成为稳定的

物质 [ 1 7 ]。因此，菜芙蓉花提取物作为电子供体具有较

强的还原力。

2.5 菜芙蓉花提取物抑制 Hela 细胞增殖

由图 5 可知， 随着菜芙蓉花提取物总黄酮质量浓度

的升高(50～400 μg/mL)，其体外抑制Hela肿瘤细胞生长的

能力越强，剂量效应关系明显。质量浓度为 400 μg/mL 时

Hela 细胞的存活率已降至 12.46%。经计算，菜芙蓉花提

取物对Hela 细胞生长抑制的 IC50 约为 228μg/mL。 菜芙蓉

花提取物抑制细胞曲线与柳嘉等[18]研究山楂黄酮提取物对

癌细胞Caco-2生长抑制趋势相似，其 IC50 约为 376μg/mL，
具有抑制癌细胞的作用。据此本实验中菜芙蓉花提取物对

肿瘤细胞具有一定的抑制作用。

3 结  论

3.1 菜芙蓉花乙醇提取物的抗氧化活性与清除自由基

有关，随着提取物中总黄酮质量浓度的增大，其清

除·O H、O 2－·及 D P P H 自由基的能力增强。菜芙蓉

花提取物抗氧化活性与总黄酮质量浓度存在一定的量效关

系，其各对自由基的清除能力大小为：DPPH 自由基＞

O 2－·＞·OH。菜芙蓉花总黄酮提取物与对照 VC，相

比抗氧化活性较强，还原力与菜芙蓉花提取物总黄酮质

量浓度呈正比。菜芙蓉花提取物对人宫颈瘤细胞 H el a
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生长具有明显的抑制作用，且与总黄酮质量浓度呈剂量

效应，其 I C 5 0 为 2 2 8μg / m L。

下一步将对菜芙蓉花中其他成分如多酚、多糖等

的抗氧化能力做进一步的研究，并且对提取物中的总黄

酮作进一步的分离、纯化、鉴定，探讨总黄酮各组分

总抗其他肿瘤细胞的作用，以为揭示其抗氧化机理和可

能的协同作用提供理论依据。
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