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榛花粉不同提取物组分抗炎症活性研究
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摘要:以榛花粉为原材料,得到榛花粉乙醇提取物,然后分别利用不同溶剂对榛花粉乙醇提取物进行提取得

到不同组分;将榛花粉不同提取组分对RAW264.7细胞进行抗炎症实验、PGE2生成实验、诱发胃炎和肝炎

的动物实验,实验结果表明:二氯甲烷组分和乙酸乙酯组分都对RAW264.7细胞中NO和PGE2的生成具有

明显的抑制效果,且均存在较高的浓度依存性关系;二氯甲烷组分对胃炎病变部位有一定治疗作用,对肝损伤

细胞中的ALT活性的升高具有一定抑制作用.
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  榛花为桦木科(Betulaceae)植物榛和毛榛的

雄花,含有蛋白质、维生素、碳水化合物、脂肪等大

多数与人体生命活动相关的营养成分,主要生长

在我国东北、华北地区,资源丰富[1].研究表明,榛

花具有消炎、降血糖、止血等作用[2].目前,针对榛

花性质和作用的研究大多集中在抗氧化、降血糖

领域,例如:2005年蔡英兰等[3]通过生化检测、免

疫组织化学、透射电子显微镜技术等研究方法,观

察了榛花在降糖过程中所起到作用,结果表明榛

花具有降低糖尿病实验小鼠高血糖的作用.2011
年师伟[4]对榛花的抑菌活性及其药学活性进行了

研究.2007年高国粉等[5]研究发现榛花中存在大

量的黄酮类化合物,并通过邻苯三酚氧化法检测

了榛花的抗氧化能力.
榛花花粉作为榛花的雄性生殖细胞,几乎含

有榛花全部的营养元素,而对其研究较少;因此,

有必要对榛花粉的相关性质进行研究.本文实验

选取野生榛花花粉为实验对象,对榛花粉乙醇提
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取物在不同溶剂下的各个提取组分,进行RAW

264.7细胞的抗炎症实验、PGE2(前列腺素E2)

生成实验、诱发胃炎和肝炎的动物实验,并对榛花

粉各提取组分的抗炎症活性进行了评价.

1 材料与仪器

1.1 实验材料与试剂

长白山野生榛花花粉;乙醇(C2H5OH)、正己

烷(n-hexane)、盐酸(HCl)、二氯甲烷(CH2Cl2)、

四氯化碳(CCl4)、乙 酸 乙 酯(EtOAc)、正 丁 醇

(BuOH)为AR级,均购于Aladdin试剂公司;二

甲亚砜(DMSO)、Griess试剂Sigma公司生产;灭

活胚牛血清(FBS)为江苏恩莫阿赛生物技术有限

公司生产;细菌脂多糖(LPS)为上海前尘生物科

技有限公司生产;乳酸脱氢酶(LDH)为上海酶联

生物科技有限公司生产.

1.2 实验仪器

电子天平:B224S型,立特电子(德国)科技公

司;旋转蒸发仪:EE-5250型,西安省太康科技集

团;分光光度计(紫外):LS576型,美国Bwtek高

科技(上海)公司;恒温水浴锅:HS-1型,南京舜

异仪器有限公司;恒温摇床:HZ-2411K型,常州

市凯航仪器有限公司;CO2 培养箱:SHELLAB

2514-2型,北京伯乐有限公司;水平振荡器:MS-l
型,德国IKA公司;酶标仪:Sergy型,深圳爱康

科技(美国)有限公司;DMEM培养基.

2 实验方法

2.1 榛花粉提取物组分的制备

取干燥后的榛花粉1g加入10mL体积分数

为95%的乙醇溶剂,室温下浸泡12h后将粗提取

物过滤,旋转蒸发除去其中溶剂,得到干燥的榛花

粉乙醇提取物.
将干燥好的榛花粉乙醇提取物利用正己烷、

二氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇和水5种溶剂分别进

行梯度提取,采用超声震荡30min,过滤并收集

滤液,得到榛花粉在不同溶剂中的各个提取组分,

低温避光保存,备用.

2.2 榛花粉不同提取物组分抗炎症活性的测定

2.2.1 细胞培养 根据文献[6-7],将巨噬细胞

RAW264.7培养在加入抗生素(青霉素、链霉素)

100units/mL、10%FBS的DMEM 培养基中,在

37℃和5%CO2 的条件下续代培养,每3d1次.
2.2.2 动物实验 雄性昆明小鼠,6~8周龄,体

质量17~21g,按照常规方法饲养在塑料笼子中.
2.2.3 NO的生成测定 在添加10%灭活FBS
的DMEM培养基中,将RAW264.7细胞调节到

1.5×105cells/mL,然后接种到细胞培养板上,用
榛花粉各个提取组分和LPS(1μg/mL)同时处

理,并培养24h.由于NO不稳定,它在细胞培养

的上清液内会快速代谢生成亚硝酸基(NO2-),

因此本实验参考Griess法测定 NO2- 的浓度,以
此作为衡量 NO水平的指标[8].具体方法是:将

100μL细胞培养液的上清液和100μLGriess试

剂[2.5%(v/v)磷酸中添加1%(w/v)对氨基苯磺

酰胺和0.1%(w/v)N-萘乙二胺盐酸盐]混合,在

细胞培养板中反应10min,然后在540nm下测

定吸光值.

2.2.4 细胞毒性测定 分别利用榛花粉各个提

取组分和LPS(1μg/mL)同时处理RAW264.7
细胞(1.5×105cells/mL),并在DMEM 培养基

中培养24h.在3000r/min下离心5min.对培养

上清液中的LDH进行测定,以此评价细胞毒性.
LDH测定是利用试剂盒方法进行的,具体方法

为:在96孔板离心分离得到的上清液50μL中加

入稀释的 WST底物混合物50μL,在室温中反应

30min.在490nm波长处测定吸光度,求得各个

实验组的平均吸光值,并与对照组(LDH 对照,

1∶5000)的吸光度值比较,以此评价不同提取组

分对细胞毒性的影响.
2.2.5 PGE2的生成评价 根据文献[9],利用

DMEM培养基将RAW264.7调节到1.5×105

cells/mL后接到24孔板上,并在恒温状态含5%
CO2 的条件下培养18h.将培养基去除,对含调

到10倍浓度的(1mg/mL)榛花粉提取组分50

μL和450μLLPS(1μg/mL)的新培养基同时进

行处理,并在上述相同条件下培养24h.为测定

PGE2,将培养基进行离心分离(12000r/min,

3min)获得上清液.用 PGE2ELISA 试剂盒测

定,R2值大于0.99.
2.2.6 C2H5OH/HCl诱发胃炎的动物实验 根
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据文献[10]方法,利用C2H5OH/HCl诱发小鼠

胃炎.选取同批次的健康雄性小鼠40只,每组10
只.第I组为正常对照组,第II组为模型组,第III
组为待测物组,第IV组为阳性对照组.第I、II组

灌胃等量生理盐水,第III组口服榛花粉提取物

200mg/kg,第IV组以雷尼替丁(40mg/kg)灌

胃[11],每天2次,持续3d.榛花粉提取组分在体

内剂量的选择根据文献[11]进行,即给予小鼠以

50~300mg/kg的量.在对小鼠最后灌胃30min
以后,除正常对照组外,另外3组均给予口服

60%C2H5OH、150mmol/L的HCl400μL.用乙

醚麻醉小鼠,将其致死.无菌条件下开腹,结扎幽

门部位,并将胃部切除,用流动水冲洗[11]后展开

并观察病变部位.

2.2.7 CCl4 诱发肝炎的动物实验 根据文献

[12]方法,通过腹腔注射CCl4 诱发小鼠肝炎.选

取同批次的健康雄性小鼠30只,每组10只.第I
组为正常对照组,第II组为肝损伤模型组,第III
组为待测物组.第I、II组灌胃等体积生理盐水,

第III组口服榛花粉提取组分200mg/kg,每天1
次,持续1周.实验期间,小鼠正常摄食,饮水,鼠

笼每天更换垫料.
在对小鼠最后灌胃60min以后,正常对照组

除外,其他组腹腔注射CCl4,乙醚麻醉小鼠,将其

致死.将肝脏切除,用流动水冲洗.采血后,对血液

进行离心分离,得到血清后按照试剂盒测定丙氨

酸氨基转氨酶(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)的

活性.

2.2.8 数据分析 利用SPSS对实验所得数据

进行分析,数值表示均是平均值+标准偏差,P<
0.05可以认为具有显著性差异.

3 实验结果与讨论

3.1 榛花粉不同提取物组分抗炎症活性评价

3.1.1 榛花粉不同提取物组分对 RAW264.7
细胞中NO的生成和细胞毒性的影响 榛花粉不

同提取组分(25μg/mL)对 RAW264.7细胞中

NO的 生 成 和 细 胞 毒 性 的 影 响 如 图 1 所 示.

CH2Cl2 组分和EtOAc组分比对照组(LPS单独

处理)具有更强的NO生成抑制效果;在LDH分

析中,CH2Cl2 组分表现出60%的细胞毒性.(本

文所有图中“*”表示差异显著(P<0.05),“**”

表示差异极其显著(P<0.01)).

图1 榛花粉各提取组分对 RAW264.7细胞中 NO

的生成和细胞毒性的影响

榛花粉CH2Cl2 提取组分对RAW264.7细

胞中NO生成的影响如图2所示.CH2Cl2 组分比

对照组(LPS单独处理)表现出更高的浓度依存

性(6.25、12.5、25μg/mL),由此能够确认其对

NO生成的抑制效果;CH2Cl2 组分在12.5、25

μg/mL浓度下各表现出18%、60%的细胞毒性.

图2 榛花粉CH2Cl2 组分对RAW264.7细胞中NO

生成和细胞毒性的影响

榛花粉EtOAc提取组分对 RAW264.7细

胞中NO生成的影响如图3所示.EtOAc组分比

对照组(LPS单独处理)仍表现出较高的浓度依

存性(6.25、12.5、25μg/mL),并对NO的生成具

有明显的抑制效果,但未表现出细胞毒性.

图3 榛花粉EtOAc组分对 RAW264.7细胞中 NO

生成和细胞毒性的影响

3.1.2 榛花粉不同提取组分对RAW264.7细

胞中PGE2生成的影响 榛花粉不同提取组分对

RAW264.7细胞中PGE2生成的影响如图4所
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示.CH2Cl2 组分和 EtOAc组分比对照组(LPS
单独处理)对PGE2的生成具有更强的抑制效果.

图4 榛花粉各提取物对 RAW264.7细胞中PGE2

生成的影响

榛花粉CH2Cl2 提取组分对PGE2生成的抑

制效果如图5所示.CH2Cl2 组分相 比 对 照 组

(LPS单 独 处 理)表 现 出 更 高 的 浓 度 依 存 性

(6.25、12.5、25μg/mL),由此可确认其对PGE2
的生成具有明显抑制作用.

图5 榛花粉 CH2Cl2 组分对 RAW264.7细胞中

PGE2生成的影响

榛花粉EtOAc提取组分对PGE2生成的影

响如图6所示.EtOAc组分相比对照组表现出更

高的浓度依存性,且同样可确认其对PGE2的生

成具有显著的抑制效果.

图6 榛花粉 EtOAc组分对 RAW 264.7 细胞中

PGE2生成量的影响

3.1.3 动物实验结果 利用C2H5OH/HCl对

实验性小鼠进行诱发胃炎的实验结果如图7所

示.由图7可知,榛花粉提取物对病变部位有较好

的减轻效果,但不如雷尼替丁明显.

图7 榛花粉提取组分对小鼠胃炎病变的影响

CCL4 能对肝脏造成严重损害,其主要作用

机制是四氯化碳在机体内部的活性代谢和直接的

膜溶解作用,引起胞浆内Ca2+ 浓度上升,造成肝

细胞受损[13].榛花粉提取物对小鼠血清中 AST
和ALT测定结果如图8所示.

图8 榛花粉提取物对小鼠血清中 AST和 ALT活性

的影响

正常肝细胞中的 AST和 ALT不能被释放

到血液中,但是,当肝细胞受到损伤时,血液中

AST和ALT的活性增加[14-15],其中ALT反应灵

敏性优于 AST.由图8可以看出,AST和 ALT
的活性有显著提高(P<0.05).相比较而言,榛花

923



延边大学学报(自然科学版) 第41卷 

粉提取物能抑制血清中 ALT活性的升高(P<
0.05),但对AST活性的抑制不是非常明显.

4 结论

对榛花粉各个提取组分进行了抗炎症活性实

验,结果表明:各提取物组分对NO和PGE2的生

成有明显抑制效果,且无细胞毒性;提取物组分对

胃炎病变部位有较好的减轻效果,各提取物组分

能明显抑制小鼠血清中 ALT的活性,对肝脏有

一定的保护作用.从实验结果推测,榛花粉中存在

着某些活性化学成分,对治疗炎症可能具有很好

的治疗功能.
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