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海南无刺蜂蜂蜜中多酚类物质成分分析及其 
抗氧化、抗炎活性评价
梁馨文1，李强强1，高景林2，王  凯1，吴黎明1,*

（1.中国农业科学院蜜蜂研究所，北京 100093；2.中国热带农业科学院环境与植物保护研究所，海南 海口 570100）

摘  要：以海南无刺蜂蜂蜜及其多酚类提取物为研究对象，分别测定分析无刺蜂蜂蜜的理化成分和多酚物质，

研究其抗氧化和抗炎活性。通过液相色谱-串联四极杆飞行时间质谱分析多酚类成分，并采用福林-酚法和硝酸铝

比色法测定多酚类提取物总酚酸和总黄酮含量。采用1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，
DPPH）自由基、2,2’-联氮-双-（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵盐自由基（2,2’-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-

sulphonate) radical，ABTS＋·）清除实验和铁离子还原力实验评价多酚类提取物的体外抗氧化活性，并采用细菌

脂多糖（lipopolysaccharides，LPS）诱导的RAW 264.7细胞体外炎症模型，探究多酚类提取物的抗炎活性。结果显

示，无刺蜂蜂蜜水分质量分数为（26.3±0.1）%，pH 3.7±0.2，蛋白质含量为（628.2±9.0）mg/kg，淀粉酶值为

（19.6±0.2）mL/（g·h），总糖质量分数为（46.7±6.0）%，包括果糖（21.0±3.7）%、葡萄糖（24.9±2.2）%、

蔗糖（0.8±0.1）%；多酚类提取物的总酚酸和总黄酮含量分别为（96.6±0.4）μg CAE/g和（16.1±0.3）μg QE/g；多

酚类提取物的DPPH自由基和ABTS＋•清除能力IC50值分别为（435.1±0.4）、（423.0±0.3）μg/mL，铁离子还原力为

（0.6±0.02）μmol Trolox/g；在体外抗炎实验中，多酚类提取物能显著抑制由LPS诱导的RAW 264.7细胞NO的释放，

并显著抑制促炎症基因iNOS、IL-1β、IL-6和MCP-1的表达，显著增强抗氧化基因HO-1的表达，并呈剂量相关性。

综上所述，海南无刺蜂蜂蜜营养成分丰富，富含酚酸和黄酮类物质，且具有很强的抗氧化和抗炎能力，具有良好的

开发利用价值。
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Polyphenic Constituents and Antioxidant and Anti-Inflammatory Activities of Stingless Bee Honey from Hainan
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Abstract: This study aimed to analyze the physicochemical properties and polyphenolic composition and to evaluate the 

antioxidant and anti-inflammatory activities of stingless bee honey (SBH) from Hainan, China. The polyphenolic compounds 

were analyzed by liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry (LC-Q-TOF-MS). The contents of 

total phenolics and total flavonoids in SBH extract were determined by the Folin-Ciocalteu method and AlNO3 colorimetry, 

respectively. The antioxidant activity of SBH was assayed in vitro by using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical 

scavenging, 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate radical) (ABTS+·) scavenging and reducing power methods. 

Its anti-inflammatory effect was investigated using lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 cells. Our results 

showed that SBH possessed the physicochemical properties: moisture content (26.3 ± 0.1)%, pH 3.7 ± 0.2, protein content  

(628.2 ± 9.0) mg/kg, amylase activity (19.6 ± 0.2) mL/(g·h), fructose content (21.0 ± 3.7)%, glucose content (24.9 ± 2.2)%, 

sucrose content (0.8 ± 0.1)%. The contents of total phenolics and total flavonoids in the extract were (96.6 ± 0.4) μg CAE/g and  

(16.1 ± 0.3) μg QE/g, respectively. The IC50 values of the extract for scavenging of DPPH and ABTS radicals were (435.1 ± 0.4)  

and (423.0 ± 0.3) μg/mL, respectively, and its ferric reducing power was (0.6 ± 0.02) μmol Trolox/g. SBH exhibited potent 

concentration-dependent anti-inflammatory effects by inhibiting nitric oxide (NO) release from LPS-stimulated RAW 264.7 

cells, markedly decreasing the mRNA expression of iNOS, IL-1β, IL-6 and MCP-1, and significantly increasing the mRNA 
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expression of HO-1. These results suggest that SBH was rich in nutrients, phenolic acids and flavonoids, and had potent 

antioxidant and anti-inflammatory properties, making it very promising. 
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蜂蜜不仅被作为一种天然的甜味剂，由于其存在的

活性成分，也被广泛应用于临床实践。已有报道证明蜂

蜜具有多种生物活性，例如，抗氧化、抗炎、抗菌、抗

病毒、抗肿瘤、抗癌，降血脂和糖尿病辅助治疗等[1-2]。

同时，蜂蜜已经被作为一种重要的天然抗氧化剂和伤口

愈合剂，广泛应用于创伤治疗；其对胃肠道的保护作用

可降低肠道炎症等胃肠道疾病[3]；并能有效抑制埃希氏杆

菌、志贺氏菌、沙门氏菌等致病菌的生长[4-5]，对乳腺癌、

宫颈癌、前列腺癌和骨肉瘤表现出一定的抗癌作用[6-8]； 

除此之外，蜂蜜已经被作为治疗糖尿病和高血脂的辅助

药剂，能够改善甲状腺功能，并可作为一种肝脏和心脏

的保护剂[9]，有效降低个体患多种疾病的风险。

无刺蜂是一类营群体生活并能酿蜜的昆虫，隶属

于膜翅目（Hymenoptera），蜜蜂总科（Apoidea），

蜜蜂科（Apidae），蜜蜂亚科（Apinae），麦蜂族

（MeliPonini），无刺蜂属（Trigona），体呈黑色，体

小灵活，是热带地区植物的主要传粉蜂种，主要分布于

热带和亚热带地区，我国仅在云南、海南和台湾地区的

田间森林有分布。无刺蜂蜂蜜是无刺蜂从植物蜜腺或其

他部位采来的花蜜，经充分酿造，存储于巢房的甜蜜物

质，与西方蜜蜂蜂蜜相比，具有水分含量高、酸度高、

酶值低、黏度低等特点[10]。无刺蜂蜂蜜含有丰富的营养

物质和生物活性成分，世界范围内，主要产自秘鲁、

瓜地马拉、墨西哥、委内瑞拉等国家。Melipona spp.、
Scaptotrigona spp.、Trigona spp.等无刺蜂属蜂蜜已广泛

应用于传统医学 [11]，具有显著的抗氧化、抗菌、抗突

变、促进伤口愈合[12-14]等生物活性功能。无刺蜂蜂蜜的

化学成分复杂，尤其是其主要活性成分酚酸黄酮类物

质，因蜂种、采集植物、地理环境、气候、季节的变化

而导致无刺蜂蜂蜜成分、活性的差异。目前，我国无刺

蜂蜂蜜的研究尚处于起步阶段，并无有关我国无刺蜂蜂

蜜成分和活性的研究报道。本实验通过XAD-2柱层析法

富集了我国海南无刺蜂蜂蜜中的多酚类有效活性成分，

利用液相色谱-串联四极杆飞行时间质谱法测定其多酚

化学成分，研究我国无刺蜂蜂蜜多酚类提取物的体外

抗氧化活性（1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl，DPPH）自由基、2,2’-联氮-双-（3-乙
基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵盐自由基（2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) radical，ABTS＋·）的清

除、总还原力）及对细菌脂多糖诱导的小鼠单核巨噬细

胞体外炎症反应的调节作用，探讨无刺蜂蜂蜜的抗炎、

抗氧化作用及其可能的机制，为我国无刺蜂蜂蜜的开发

利用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黄纹无刺蜂（Trigona ventralis Swith）蜂蜜，2016年
11月采自海南省白沙黎族自治县南开乡；小鼠单核巨噬

细胞（RAW 264.7）由浙江大学动物科学学院胡福良教授

惠赠。

脂多糖、DMEM培养基 美国Sigma公司；聚合

酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）引物  
上海生工生物工程技术服务有限公司；Prime ScriptTM RT 
Master Mix试剂盒、SYBR®Premix Ex TaqTM 宝生物工

程（大连）有限公司；Amberlite XAD-2树脂 西格玛

奥德里奇（上海）贸易有限公司；乙醇、乙酸乙酯均为

国产分析纯。

1.2 仪器与设备

6510液相色谱-串联四极杆飞行时间质谱 美国安

捷伦科技有限公司；SpectraMax®i3酶标仪 美谷分子

仪器（上海）有限公司；NanoDrop 2000超微量分光光度计   

美国赛默飞世尔科技有限公司；PCR仪 东胜创新生物科

技有限公司；荧光定量PCR仪 杭州博中科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 理化指标测定

水分含量和pH值采用SN/T 0852—2012《进出口蜂

蜜检验规程》测定；淀粉酶值采用GB/T 18932.16—2003 
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《蜂蜜中淀粉酶值的测定方法  分光光度法》测

定 ； 还 原 糖 （ 果 糖 和 葡 萄 糖 ） 和 蔗 糖 含 量 采 用 

GB/T 18932.22—2003《蜂蜜中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦

芽糖含量的测定方法 液相色谱示差折光检测法》测定；

蛋白质含量参照考马斯亮蓝法测定。

1.3.2 无刺蜂蜂蜜多酚类提取物样品前处理

称取800 g无刺蜂蜂蜜，加入4 L醋酸水（pH 2.0），

搅拌溶解后100 kHz功率超声30 min，棉花过滤，待用。

Amberlite XAD-2大孔树脂经乙醇浸泡24 h后，称取800 g
活化的大孔树脂，水洗2～3 遍至无味后倒入无刺蜂蜂蜜

水溶液中，动态搅拌吸附1 h。静置，弃去上清液，并将

大孔树脂填入玻璃柱中，分别用1.6 L pH 2的醋酸水溶

液、2.4 L纯水淋洗以除去糖等极性物质，最后用6.4 L无
水乙醇溶液洗脱并收集洗脱液，40 ℃减压真空浓缩至固

形物，复溶于10 mL纯水，并用40 mL乙酸乙酯萃取。收

集乙酸乙酯层，氮气吹干，所得无刺蜂蜂蜜多酚类提取

物置于－20 ℃冰箱中备用。

1.3.3 液相色谱-串联四极杆飞行时间质谱分析无刺蜂

蜂蜜多酚类提取物

色谱条件：采用P r o s h e l l  1 2 0  S B - C 1 8色谱柱

（2.1 mm×100 mm，2.7 μm）；流动相为纯水（A）-甲
醇（B）；流速0.2 mL/min；进样量2 μL；柱温30 ℃；

洗脱梯度为0～2 min，15%；2～10 min，15%～30%；

1 0～ 2 5   m i n，3 0 %～9 0 %；2 5～ 3 0   m i n，9 0 %；

30～31 min，15%。

质谱条件：电喷雾离子源；载气温度350 ℃；干燥

气流速11 L/min；雾化气压40 psig。
1.3.4 总酚酸及总黄酮含量测定

选用福林-酚法测定无刺蜂蜂蜜多酚类提取物总酚

酸含量[15]，并加以改进。将100 μL无刺蜂蜂蜜多酚类提

取物溶液和100 μL福林-酚试剂振荡混匀，避光保存5 min
后加入300 μL 0.02 g/mL碳酸钠溶液，放置2 h，在波长

765 nm处测吸光度（96 孔板中测定，200 μL/孔）。结果

用绿原酸当量（chlorogenic acid equivalent，CAE）表示。

参照Zhang Jianglin等[15]实验方法，测定无刺蜂蜂

蜜多酚类提取物中总黄酮含量。将150 μL无刺蜂蜂蜜多

酚类提取物样品溶液，10 μL硝酸铝（100 g/L），10 μL
醋酸钾（9.8 g/L）振荡混匀，加入30 μL的纯水避光反

应1 h后，在波长415 nm处测吸光度（96 孔板中测定，

200 μL/孔）。结果用槲皮素当量（quercitrin equivalent，
QE）表示。

1.3.5 自由基清除能力和还原力测定

1.3.5.1 DPPH自由基清除率测定

参照Yang Haisha等[16]方法并适当调整，测定无刺蜂

蜂蜜多酚类提取物对DPPH自由基清除能力。将100 μL无
刺蜂蜂蜜多酚类提取物溶液和100 μL DPPH工作液混合，

加入96 孔板中（100 μL/孔）。室温避光反应30 min后，

在波长517 nm处测吸光度。无刺蜂蜂蜜多酚类提取物

DPPH自由基清除力用IC50值（μg/mL）表示。

1.3.5.2 ABTS＋·清除率测定

参照Yang Haisha等 [16]实验方法并适当调整，测定

无刺蜂蜂蜜多酚类提取物对ABTS＋·清除能力。将

100 μL ABTS工作溶液和50 μL样品溶液加入到96 孔
板中，室温避光放置10 min，在波长734 nm处测吸光

度。无刺蜂蜂蜜多酚类提取物ABTS＋·清除力用IC50值 

（μg/mL）表示。

1.3.5.3 还原力测定

参照Guo Xiali等[17]方法并适当调整，测定无刺蜂蜂

蜜多酚类提取物铁还原力。将50 μL样品溶液、12.5 μL
磷酸缓冲液（0.2 mol/L，pH 6.6）、12.5 μL 1%铁氰化钾

溶液混合，50 ℃孵育20 min，随后加入12.5 μL 10%的三

氯乙酸。混合均匀后2 000×g离心10 min。反应体系包

括1 mL上清液、12.5 μL蒸馏水和25 μL 0.1%的氯化铁溶

液，混合均匀后加入到96 孔板中（200 μL/孔），在波长

700 nm处测定吸光度。结果用μmol Trolox/g表示。

1.3.6 体外抗炎活性

1.3.6.1 细胞培养及细胞活力测定

小鼠巨噬细胞RAW 264.7孵育在含体积分数10%热

灭活胎牛血清、100 μg/mL链霉素和100 U/mL青霉素的

DMEM高糖培养基中，并放置在37 ℃、含5% CO2的培养

箱培养。使用CCK-8测定细胞生长活力，将10×104/mL
小鼠巨噬细胞RAW 264.7接种于96 孔细胞培养板中，孵

育24 h后，加入适量不同浓度的无刺蜂蜂蜜多酚类提取

物，24 h后再加入10 μL CCK-8，37 ℃反应2 h，利用酶标

仪测定波长450 nm处吸光度。

1.3.6.2 Greiss法测定细胞培养液中NO浓度

将RAW 264.7细胞接种在24 孔细胞培养板中，

孵育 2 4   h后，加入适量不同浓度的无刺蜂蜂蜜多

酚类提取物预处理1  h，后加入1  μg /mL细菌脂多糖

（lipopolysaccharides，LPS）刺激细胞产生炎症反应。

孵育24 h后，收集细胞培养液，离心，取100 μL上清液和

100 μL GreissA试剂（1%对氨基苯磺酰胺）混合，吸取

100 μL混合液加入96 孔板中，再加入50 μL GreissB试剂

（0.1% N-（1-萘基）乙二胺二盐酸盐），利用酶标仪测

定波长550 nm处的吸光度。

1.3.6.3 RNA提取和荧光定量PCR
小鼠巨噬细胞RAW 264.7总RNA通过RNA提取试

剂盒提取，置于－80 ℃待测。采用NanoDrop 2000超微

量分光光度计检测RNA浓度和纯度，使用PrimeScriptTM 

RT Master Mix反转录试剂盒，以1 μg总RNA作为合成

第1链cDNA模板进行反转录，反转录产物置于－20 ℃
待用。实验所需引物信息如表1所示，由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成。实时荧光定量PCR采

用SYBR ®Premix EX TaqTM试剂盒进行，每孔反应体系
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20 μL，利用两步法PCR检测。GAPDH为管家基因，对靶

标基因标准化，可作为靶标基因的标准参照物，结果用

2－ΔΔCt表示[18]。

表 1 qRT-PCR实验中的引物序列

Table 1 Primer sequences used for qRT-PCR

基因 上游引物 下游引物

iNOS 5’-TTTCCAGAAGCAGAATGTGACC-3’ 5’-AACACCACTTTCACCAAGACTC-3’
IL-1β 5’-CCAACAAGTGATATTCTCCATGAG-3’ 5’-ACTCTGCAGACTCAAACTCCA-3’
IL-6 5’-CTCTGCAAGAGACTTCCATCC-3’ 5’-GAATTGCCATTGCACAACTC-3’

HO-1 5’-ACATTGAGCTGTTTGAGGAG-3’ 5’-TACATGGCATAAATTCCCACTG-3’
MCP-1 5’-AAGAAGCTGTAGTTTTTGTCACCA-3’ 5’-TGAAGACCTTAGGGCAGATGC-3’

2 结果与分析

2.1 海南无刺蜂蜂蜜理化成分分析

表 2 无刺蜂蜂蜜理化指标

Table 2 Physicochemical parameters of stingless bee honey

水分质量分数/% pH 蛋白质含量/（mg/kg） 淀粉酶值/（mL/（g·h））

26.3±0.1 3.7±0.2 628.2±9.0 19.6±0.2

果糖质量分数/% 葡萄糖质量分数/% 蔗糖质量分数/% 总糖质量分数/%

21.0±3.7 24.9±2.2 0.8±0.1 46.7±6.0

如表2所示，水分质量分数是评价蜂蜜质量的一

个重要标准，所测无刺蜂蜂蜜样本的水分质量分数为

（26.3±0.1）%，与国外报道的无刺蜂蜂蜜含水量相

符（20%～30%）[11,19]。由于蜂蜜产品行业标准（GH/T  

18796—2012）中规定：一级品蜂蜜（Apis mellifera）
的水分含量不得高于20 g/100 g，故相比西方蜜蜂（Apis 
mellifera）蜂蜜，无刺蜂蜂蜜具有较高的含水量，花蜜

来源、热带雨林气候条件、土壤条件、采集时间和蜂巢

中蜂蜜的成熟程度是影响其水分含量高的主要因素[20]。 

p H值是影响蜂蜜货架期的重要因素 [21]，海南无刺蜂

蜂蜜pH值为3.7±0.2，与国外无刺蜂蜂蜜pH值相符

（2.9～5.3）[12,22-23]，蜜源植物和贮存过程是影响其pH值的

主要原因[24]。淀粉酶值是判断蜂蜜质量品质的重要指标，

海南无刺蜂蜂蜜的淀粉酶值为（19.6±0.2）mL/（g·h）， 

不同地区的无刺蜂蜂蜜淀粉酶值存在差异，如澳大利亚

为0.4～0.9 mL/（g·h），泰国为1.5～3.1 mL/（g·h）， 

巴 西 为 4 . 4 ～ 4 9 . 6   m L / （ g · h ） 等 [ 2 2 , 2 5 - 2 6 ]， 

地理环境可能会影响无刺蜂蜂蜜的淀粉酶值。海南无刺

蜂蜂蜜的总糖质量分数为（46.7±6.0）%，低于西方蜜

蜂（Apis mellifera）蜂蜜（＞60%）[27]，其中葡萄糖含量

最高，为（24.9±2.2）%，其次为果糖（21.0±3.7）%和

蔗糖（0.8±0.1）%，较低的含糖量使无刺蜂蜂蜜甜味较

淡[23]。蜂蜜中存在的蛋白质主要来源于花蜜、花粉和蜜

蜂分泌的酶类[28]。不同种类的无刺蜂蜂蜜蛋白质含量存

在显著差异，本实验所测海南无刺蜂蜂蜜蛋白质含量为

（628.2±9.0）mg/kg，低于Sousa等[23]报道的巴西无刺蜂

蜂蜜蛋白质含量（2 000～5 000 mg/kg）。

2.2 无刺蜂蜂蜜多酚类提取物酚酸黄酮分析

建立 2 4  种酚酸黄酮类物质液相色谱 -串联四极

杆飞行时间质谱检测方法，其中在海南无刺蜂蜂

蜜中检出1 5  种酚酸黄酮物质，如表3所示。在海南

无刺蜂蜂蜜中没食子酸和桑色素含量最高，分别为

225.3 μg/100 g和265.3 μg/100 g。其中海南无刺蜂蜂

蜜中没食子酸的含量显著高于西方蜜蜂蜂蜜（琵琶、

枣花、益母草、野桂花、紫云英、椴树、荔枝和龙眼

（2.6～37.9 μg/100 g））[29]，因此，高含量的没食子酸

可作为海南无刺蜂蜂蜜潜在的标志物。丁香酸、阿魏

酸、咖啡酸苯乙基酯和芹菜素含量较低，高良姜黄素在

无刺蜂蜂蜜中首次检出，异阿魏酸、迷失香酸、松鼠

素、柯因、杨梅素、姜黄素、3,4-二甲氧基肉桂酸、槲

皮素和芦丁这9 种物质并没有在无刺蜂蜂蜜中检出，但

Sousa[19]和Silva[30]等分别在巴西无刺蜂蜂蜜中检测出杨梅

素和芦丁，说明不同区域的无刺蜂蜂蜜酚酸黄酮种类存

在差异，蜜蜂种属、植物和地理来源都会影响到蜂蜜中

多酚物质的差异。此外，已报道的无刺蜂蜂蜜中存在的

多酚物质还包括安息草酸、苯甲酸衍生物、秦皮苷、佛

手柑、白杨素、脱落酸、多种二碳-芹菜素苷、异鼠李素

苷和黄酮碳苷，这也表明对于我国无刺蜂蜂蜜中多酚物

质仍需更进一步研究[12,19,30]。

表 3 液相色谱-串联四极杆飞行时间质谱分析15 种酚酸黄酮 

化合物在无刺蜂蜂蜜中含量

Table 3 Contents of 15 compounds in SBH

化合物
保留

时间/min [M－H]－1 回归方程 R2 线性范围/
（μg/mL）

含量/
（μg/100 g）

没食子酸 2.555 169.014 2 y=14 098x－12 231 0.996 7 1～30 225.3
原儿茶酸 3.972 153.019 3 y=308 527x－313 422 0.992 7 0.1～30 105.5
香草酸 9.415 167.035 0 y=332 867x－111 062 0.999 1 0.1～30 11.1
咖啡酸 10.400 179.035 0 y=351 249x－2×106 0.993 8 5～30 68.3
丁香酸 11.901 197.045 5 y=357 093x－90 427 0.999 6 0.1～30 1.3

P-香豆酸 15.289 163.040 1 y=794 725x＋104 855 0.998 6 0.1～30 17.6
阿魏酸 17.461 193.050 6 y=418 495x－130 802 0.999 5 0.1～30 4.3

反式肉桂酸 24.107 147.045 2 y=581 423x＋84 069 0.997 2 0.1～30 43.9
桑色素 24.981 301.035 4 y=1×106x－62 982 0.999 9 0.1～30 265.3
柚皮素 25.125 271.061 2 y=3×106x＋644 858 0.991 0 0.1～10 14.4
木犀草素 25.972 285.040 5 y=1×106x－137 470 0.999 0 0.1～30 11.4
山柰酚 26.963 285.040 5 y=733 361x＋151 093 0.990 4  0.1～30 40.0

高良姜黄素 27.568 269.045 5 y=1×106x＋175 820 0.993 5 0.1～10 27.0
咖啡酸苯乙基酯 30.256 283.097 6 y=1×106x－222 387 0.994 7 0.1～30 3.9

芹菜素 30.625 269.045 5 y=1×106x－55 243 0.998 7 0.1～10 0.7

2.3 无刺蜂蜂蜜多酚类提取物抗氧化性

表 4 无刺蜂蜂蜜多酚类提取物总酚酸和总黄酮含量及抗氧化能力

Table 4 Total flavonoid, total phenolic content and antioxidant activity

总酚酸含量/（μg CAE/g） 总黄酮含量/（μg QE/g） 总多酚含量/（μg/g）
96.6±0.4 16.1±0.3 112.3±0.7

DPPH自由基清除力IC50/（μg/mL） ABTS＋•清除力IC50/（μg/mL） 还原力/（μmol Trolox/g）
435.1±0.4 423.0±0.3 0.6±0.02

蜂蜜的生物活性很大程度上取决于酚酸黄酮含量，

因此对于无刺蜂蜂蜜的多酚成分分析是研究其生物活性

功能的重要基础。由表4可知，无刺蜂蜂蜜多酚类提取
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物的总酚酸和总黄酮含量分别为（96.6±0.4）μg CAE/g 
和（16.1±0.3）μg QE/g，酚酸黄酮类物质含量丰富。

其总黄酮含量高于Apis mellifera蜂蜜（如柑橘蜂蜜：

1.7 μg QE/g；椴树蜂蜜：9.5 μg QE/g）[31-32]。已有研究结果

表明，植物的生长环境和气候条件会直接影响花蜜的成分

组成[33]，接受充足阳光的植物比生长在阴凉处相同品种及

其他植物具有更多的多酚含量[34]，特别是阳光充足、炎热

潮湿的地区（如海南热带雨林地区）对于植物中的多酚含

量影响显著，使得无刺蜂蜂蜜中含有较多的多酚物质。

基于DPPH、ABTS和还原力具有显著的重复性和

可靠性，广泛用于定量测定天然产物和植物提取物的抗

氧化能力[35]。DPPH自由基是一种很稳定的氮中心的自由

基，通过捕获物质的自由基反映其抗氧化性；ABTS氧化

后生成蓝绿色ABTS＋·，当抗氧化物存在时ABTS＋•受到

抑制；还原Fe3＋离子能力能够反映物质的抗氧化能力。由

表4可知，无刺蜂蜂蜜多酚类提取物DPPH自由基清除能力

IC50值为（435.1±0.4） μg/mL，ABTS＋·清除能力IC50值为

（423.0±0.3）μg/mL，还原力为（0.6±0.02） μmol Trolox/g， 

具有很好的抗氧化性。蜂蜜的抗氧化性主要取决于一些生

物活性化合物，尤其是黄酮物质和酚酸物质，这些物质能

够直接捕获活性氧，抑制相关酶类降低超氧化物阴离子的

释放，螯合过度金属，阻止过氧化过程[36]。此外，Silva等[37] 

研究发现蜂蜜中的酚醛类物质（安息香酸、没食子酸和

香草酸）具有较强的自由基清除能力和铁离子还原能

力。由此推测，无刺蜂蜂蜜较好的抗氧化性来源于其丰

富的黄酮类物质及高含量的没食子酸。

2.4 无刺蜂蜂蜜多酚类提取物对RAW 264.7细胞活力的

影响
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图 1 多酚类提取物对RAW 264.7细胞活力的影响

Fig. 1 Effects of SBH on the viability of RAW 264.7 cells

为保证无刺蜂蜂蜜对细胞的新陈代谢没有毒性作

用，使用CCK-8测定不同质量浓度无刺蜂蜂蜜多酚类提

取物对RAW 264.7细胞生长活力的影响，确定无刺蜂蜂蜜

多酚类提取物使用的最适质量浓度，如图1所示。质量浓

度为5～50 μg/mL时，对RAW 264.7细胞生长活力未出现

抑制作用，尤其是无刺蜂蜂蜜多酚类提取物的质量浓度

为50 μg/mL时可以极显著的促进细胞的生长活力。质量

浓度为100 μg/mL时细胞活力受到高度显著性抑制，质量

浓度在200～400 μg/mL时对细胞的生长活力有极显著的

抑制作用，因此以100 μg/mL设为实验上限质量浓度。

2.5 无刺蜂蜂蜜多酚类提取物对RAW 264.7细胞体外抗

炎作用

巨噬细胞在天然免疫中具有关键作用，激活的巨噬

细胞能够启动和增加多种炎症反应[38]。抑制巨噬细胞的

激活或阻碍巨噬细胞NO的过度释放可作为抑制多种炎

症反应的治疗方法[39]。RAW 264.7细胞是由Abelson小鼠

白血病病毒转换的巨噬细胞，对多种炎症刺激具有免疫

活性[40]。本研究选用1 μg/mL LPS刺激细胞建立体外抗炎

模型。为探讨无刺蜂蜂蜜多酚类提取物对炎症反应的调

节作用，利用Greiss反应测定细胞NO释放量及荧光定量

PCR检测一些炎症因子。

2.5.1 无刺蜂蜂蜜多酚类提取物对NO释放作用
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图 2 多酚类提取物对RAW 264.7细胞释放NO能力的影响

Fig. 2 Effect of SBH on nitric oxide (NO) production in RAW 264.7 cells

炎症发生时，巨噬细胞可分泌大量NO，NO作为一

种重要的跨膜分子信号，能够损伤周围组织[41]。已有报

道表明LPS作用RAW 264.7细胞可以急剧增加NO的释放

量，造成细胞产生炎症反应[42]。本研究评价了不同质量

浓度的无刺蜂蜂蜜多酚类提取物对1 μg/mL LPS刺激的

RAW 264.7细胞NO释放量的影响，结果见图2。经LPS刺
激24 h后，刺激前用不同质量浓度无刺蜂蜂蜜多酚类提取

物处理1 h，其NO的释放量显著低于未经蜂蜜样品前处理

组，表明无刺蜂蜂蜜多酚类提取物对NO的释放有一定的

抑制作用。且随着样品质量浓度的增加，NO释放量逐步

降低，说明NO的释放量与样品的质量浓度呈一定的相关

性。在浓度为50、100 μg/mL和200 μg/mL时，对NO的释

放量有极显著的抑制作用。由此推测无刺蜂蜂蜜多酚类

提取物通过抑制NO的释放起到抗炎作用。

2.5.2 无刺蜂蜂蜜多酚类提取物对炎症调节因子mRNA
的水平表达

为了评估无刺蜂蜂蜜多酚类提取物对LPS刺激的RAW 
264.7细胞mRNA表达水平的影响，本研究利用qRT-PCR
测定了参与炎症反应的5 个关键基因表达量。iNOS在炎

症过程高量表达，可造成NO在细胞培养基的积累 [43]； 

IL-1β是一种重要的促炎症因子，能够加剧炎症反应，造

成组织器官损伤[44]；IL-6促炎细胞因子在炎症反应过程中
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能够出现高量表达[42]；HO-1是一种应激反应蛋白质，能

够有效调节细胞内的活性氧水平，具有抗氧化作用，在

炎症反应过程中高量表达能够降低NO的释放而抑制炎症

反应，并增强细胞抵抗凋亡的能力[45]；MCP-1是重要的

细胞趋化因子，能够趋化及活化血液中的单核/巨噬细胞

向炎症部位聚集，在炎症细胞渗透中发挥重要作用，参

与多种慢性炎症疾病，并在激活的巨噬细胞中高水平表

达[46]。因此，这些细胞因子的mRNA表达水平可作为抗

炎活性的重要指标。
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图 3 多酚类提取物对RAW 264.7细胞相关炎症基因mRNA水平表达的影响

Fig. 3 Effect of SBH on mRNA expression levels of key inflammatory 

genes in LPS-stimulated RAW 264.7 cells

如图3所示，相比LPS未刺激对照组，LPS刺激组对

于炎症相关基因的转录有明显变化，能够诱导iNOS、IL-
1β、IL-6和MCP-1基因的高表达。与LPS组比较，低质

量浓度无刺蜂蜂蜜多酚类提取物预处理组（50 μg/mL） 

能够极显著抑制 iNOS和IL-1β基因mRNA的水平表达 

（P＜0.001），基因表达水平随无刺蜂蜂蜜多酚类提

取物质量浓度的增加而降低，具有一定的质量浓度

相关性。并极显著增强HO-1基因mRNA的水平表达 

（P＜0.001），其表达水平随着剂量的增大而加强，由

此推测无刺蜂蜂蜜多酚类提取物作为一种强氧化剂保护

损伤细胞。无刺蜂蜂蜜多酚类提取物预处理组对IL-6基因

mRNA的水平表达抑制性不显著，50 μg/mL处理组并没

有出现抑制作用，但质量浓度为100 μg/mL时，高度显著

抑制基因的表达（P＜0.01），其对IL-6基因的抑制作用

低于iNOS和IL-1β基因。50 μg/mL无刺蜂蜂蜜多酚类提取

物预处理组高度显著抑制MCP-1基因mRNA的水平表达 

（P＜0.01），质量浓度为100 μg/mL时具有极显著的抑

制作用。这些结果表明，无刺蜂蜂蜜多酚类提取物具有

较强的抗炎作用，其抗炎活性在炎症过程中能够选择性

的改变抗炎相关基因mRNA的表达。

3 结 论

无刺蜂蜂蜜理化指标如下：水分质量分数为

（26.3±0.1）%，pH 3.7±0.2，蛋白质含量为（628.2± 

9.0）mg/kg，淀粉酶值为（19.6±0.2） mL/（g·h），总

糖质量分数为（46.7±6.0）%，包括果糖（21.0±3.7）%、

葡萄糖（24.9±2.2）%、蔗糖（0.8±0.1）%，相比

西方蜜蜂蜂蜜，无刺蜂蜂蜜具有水分高、口感酸、

糖度低等特点。无刺蜂蜂蜜多酚类提取物富含酚酸

和黄酮物质，其总酚酸和总黄酮含量分别为（96.6± 

0.4）μg CAE/g和（16.1±0.3）μg QE/g。无刺蜂蜂蜜多酚

类提取物DPPH自由基和ABTS＋•清除能力IC50值分别为

（435.1±0.4）μg/mL和（423.0±0.3）μg/mL，还原力为

（0.6±0.02）μmol Trolox/g，具有较强的抗氧化能力。

细胞实验表明，无刺蜂蜂蜜多酚类提取物能够有效抑制

NO的产生，抑制iNOS、IL-1β、IL-6和MCP-1相关促炎基

因的表达，同时增强HO-1的基因表达，具有较强的抗炎

活性。无刺蜂蜂蜜多酚类提取物的抗氧化和抗炎活性为

我国无刺蜂蜂蜜的开发利用提供依据。
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