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西番莲果皮花色苷对 H2O2诱导 L02细胞 

氧化损伤的抑制作用 

张佳辰, 丁  蕾, 何传波, 魏好程, 熊何健* 

(集美大学海洋食品与生物工程学院, 厦门  361021) 

摘  要: 目的  探究西番莲果皮花色苷(peel of passion fruits anthocyanins, PPFA)对 H2O2 诱导人正常肝细胞

L02 氧化损伤的抑制作用。方法   采用噻唑蓝[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, 

MTT]法建立 H2O2 诱导 L02 细胞氧化损伤的模型, 通过测定细胞丙二醛(malondialdehyde, MDA)、乳酸脱氢酶

(lactate dehydrogenase, LDH)、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶(catalase, CAT)和谷胱

甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase, GSH-Px)指标, 观察 PPFA 对细胞氧化损伤的抑制作用, 结合非靶向代

谢组学显著差异代谢物分析 , 探讨其抗氧化机制。结果   PPFA 体外清除 1,1-二苯基 -2-三硝基苯肼

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基的半抑制浓度(half maximal inhibitory concentration, IC50)值为

34.62 μg/mL, 有一定的羟自由基、超氧阴离子自由基清除能力。细胞实验表明, PPFA 能够显著提高 H2O2 损伤的

L02 细胞总抗氧化力(P<0.05), 并显著降低损伤细胞中 MDA 生成量和 LDH 的释放量(P<0.05); 与损伤组相比, 

PPFA 各剂量组 SOD 活性均显著升高(P<0.05), 中剂量组 CAT 与低剂量组 GSH-Px 的活性显著升高且达空白组

水平(P<0.05)。代谢组学分析表明, 与损伤组相比, PPFA 处理后细胞存在 23 种显著差异代谢物, 涉及到谷胱甘

肽代谢、胆汁分泌、铁死亡和脂肪酸生物合成途径。结论  PPFA 对 H2O2 诱导 L02 细胞的氧化损伤有抑制作

用, 表现出显著的细胞抗氧化活性。 
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Inhibition effect of peel of passion fruits anthocyanins on H2O2-induced 
oxidative damage in L02 cells 

ZHANG Jia-Chen, DING Lei, HE Chuan-Bo, WEI Hao-Cheng, XIONG He-Jian* 

(College of Ocean Food and Biological Engineering, Jimei University, Xiamen 361021, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the inhibitory effect of peel of passion fruits anthocyanins (PPFA) on 

H2O2-induced oxidative damage in human normal liver cells L02. Methods  A model of H2O2-induced oxidative 

damage in L02 cells was established by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

method, and the inhibitory effect of PPFA on cellular oxidative damage was observed by measuring cellular 

malondialdehyde (MDA), lactate dehydrogenase (LDH), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and 
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glutathione peroxidase (GSH-Px) indexes, combined with non-targeted metabolomics significantly different 

metabolite analysis to explore its antioxidant mechanism. Results  The half maximal inhibitory concentration (IC50) 

value of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging by PPFA in vitro was 34.62 μg/mL, and it had 

certain scavenging ability hydroxyl radicals and superoxide anion radicals. Cellular experiments showed that PPFA 

could significantly increase the total antioxidant power of H2O2-induced L02 cells (P<0.05), and significantly 

decrease the MDA production and LDH release in the damaged cells (P<0.05); compared with the damaged group, 

the SOD activity of PPFA was significantly increased in all dose groups (P<0.05), and the activity of CAT in the 

middle dose group and GSH-Px in the low dose group were significantly increased and reached the normal level 

(P<0.05). Metabolomic analysis showed that there were 23 kinds of significantly different metabolites in 

PPFA-treated cells compared with the damaged group, involving glutathione metabolism, bile secretion, ferroptosis 

and fatty acid biosynthesis pathways. Conclusion  PPFA can inhibit the H2O2-induced oxidative damage in L02 

cells, showing significant cellular antioxidant activity. 

KEY WORDS: peel of passion fruits; anthocyanins; L02 cell; antioxidant activity; non-targeted metabolomics 
 

 

0  引  言 

西番莲(Passiflora edulis Sims), 俗称百香果, 是西番

莲科植物中被种植和食用最广泛的物种之一, 西番莲原产

于南美洲, 在热带和亚热带地区有广泛种植[1], 具有非常

高的经济利用价值。西番莲果实呈椭圆形, 成熟时花青素

色素所在的果皮呈紫色。西番莲大多用于生产果汁, 会产

生大量的果皮副产物[2], 其果皮占果实总重量的 50%左右, 

且富含花色苷、多糖和膳食纤维等营养物质[3], 因此果皮

具有很高的利用和研究价值。花色苷是一类广泛分布在果

蔬中的水溶性色素, 属于黄酮类化合物, 具有抗氧化、抗

肿瘤、抑菌、调节肠道菌群等多种营养活性[4]。多项研究

表明, 西番莲果皮是优良的天然花色苷来源物[5‒6]。利用果

皮提取花色苷不仅可以提高西番莲的综合利用率, 解决工

业废弃物问题, 缓解环保压力, 还可以得到高附加值的花

色苷产品, 提高经济效益。近年来, 西番莲果皮花色苷越

来越受到人们的关注, 但对其大多停留在提取纯化和清除

自由基能力的考查[7‒8], 对其细胞抗氧化活性涉及较少。 

活性氧(reactive oxygen species, ROS)是在氧化应激环

境下机体内具有氧化活性的细胞内含氧化合物, ROS 可以

维持机体组织细胞的生理平衡 , 但机体内如果存在过量

的 ROS 会破坏其氧化还原稳态, 导致机体细胞的过氧化

损伤[9]。抗氧化剂可以抵消导致多种人类疾病的氧化应激, 

消除 ROS[10‒12]。因此, 寻找有效的抗氧化剂对相关氧化应激

疾病的防治有重要意义。花色苷作为抗氧化剂对细胞氧化损

伤的抑制作用一直是花色苷类物质研究的热点。杨兆艳等[13]

研究了蓝莓花色苷对 H2O2 诱导 A549 细胞氧化损伤的保护

作用, 其作用机制可能与抑制细胞凋亡通路相关蛋白的表

达, 提高胞内抗氧化酶活性, 清除胞内过量 ROS 有关。姚

凤丽等[14]研究了酵解黑莓花色苷对人脐静脉血管内皮细胞

(human umbilical vein endothelial cells, HUVEC)细胞氧化损

伤的保护作用, 表明酵解黑莓花色苷可以抑制 ROS 积累, 

保护细胞膜完整性, 抑制脂质过氧化, 并提高细胞内抗氧化

酶活力。目前, 关于西番莲果皮花色苷对 H2O2 诱导的 L02

细胞作用后, 细胞内各类氧化指标的评价还未见报道, 而且

针对花色苷抑制细胞氧化损伤的功能活性研究很少结合代

谢组学。代谢组学位于转录组学和蛋白质组学的下游[15], 可

实现对一个有机体或生物系统中所有代谢产物的全面(定性

和定量)分析, 进而了解相关代谢途径的变化[16]。通过代谢组

学对细胞显著差异代谢物分析可以探讨抗氧化活性物质影响

细胞生长的代谢途径, 研究其抗氧化机制。其中, 基于超高效

液相色谱-四极杆飞行时间质谱法(ultra performance liquid 

chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry, 
UPLC-Q-TOF-MS)的非靶向代谢组学方法已成为代谢产物

分离和鉴定的重要技术[17]。综上, 本研究通过建立 H2O2 诱

导 L02 细胞损伤模型, 以细胞存活率及抗氧化能力为指标, 

结合非靶向代谢组学探究西番莲果皮花色苷(peel of passion 

fruits anthocyanins, PPFA)对 L02 细胞氧化损伤的抑制作用, 

为西番莲果皮花色苷的有效利用提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

西番莲外果皮采集于福建省漳州市华安县; L02 细胞

(中国科学院)。 

二苯基苦味酰基苯肼 (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, 

DPPH, 分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 超氧阴离

子自由基试剂盒、羟自由基试剂盒、总超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)测定试剂盒、细胞丙二醛

(malondialdehyde, MDA)测定试剂盒、谷胱甘肽过氧化物酶

(glutathione peroxidase, GSH-Px)测定试剂盒、乳酸脱氢酶

(lactate dehydrogenase, LDH)试剂盒(南京建成生物工程研
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究所); 总抗氧化能力(total antioxidant capacity, T-AOC)检

测试剂盒{2,2’-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑啉-6-磺酸)二铵盐

[2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ammonium 

salt, ABTS]法}、T-AOC 检测试剂盒 [总抗氧化值 (total 

antioxidative capability, FRAP)法]、过氧化氢酶检测试剂

盒、二喹啉甲酸 (bicinchoninic acid, BCA)蛋白浓度测

定试剂盒 (上海碧云天生物技术有限公司); 磷酸盐缓冲

液 (phosphate buffer saline, PBS)、RPMI-1640 液体培养基、

胰蛋白酶消化液、青链霉素(美国 HyClone 公司); 噻唑蓝

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, 

MTT]、二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)、抗坏血酸

(vitamin C, VC)(分析纯, 北京索莱宝科技有限公司); 蛋白裂

解液(上海信裕生物科技有限公司); 乙腈、甲醇、氨水(色谱

纯, 美国 Millipore 公司); 乙酸铵(色谱纯, 美国 Sigma 公司)。 

1.2  仪器与设备 

Forma 3111 型水套式 CO2 细胞培养箱(美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司); 5810R 型高速冷冻离心机、Concentrator 

plus 真空离心浓缩仪(德国 Eppendorf 公司); XDS-2 倒置显

微镜(广州粤显光学仪器公司); UV-5200 分光光度计(上海

元析仪器有限公司); MDF-U3386S 医用超低温冰箱(日本

Panasonic 公司); YXQ-LS-50SⅡ立式压力蒸汽灭菌器(上海

博迅实业有限公司医疗设备厂); Guava easy Cyte 流式细胞

仪(法国 Millipore 公司); KJ-201A 孔板震荡器(上海 QiQian

公司); FS-600N超声波细胞粉碎机(上海生析超声仪器有限

公司); B01080010 Bioruptor 超声系统(比利时 Diagenode 公

司); Agilent 1290 Infinity LC 超高效液相色谱系统(美国

Agilent 公司); HILIC ACQUITY UPLC BEH Amide 色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 1.7 µm, 美国 Waters 公司); Triple TOF 

5600+质谱仪(美国 AB SCIEX 公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  PPFA 的制备 

选取新鲜的西番莲果, 除杂后手工去皮, 只留外果皮, 

清洗后冷冻干燥、粉碎过 80 目筛, 低温储存备用。使用本实

验室的方法[18]提取西番莲果皮花色苷, 得到西番莲果皮花色

苷粗提物。参照何丹等[19]的方法使用AB-8和Sephadex LH-20

填料对西番莲果皮花色苷进行纯化, 得到 PPFA。 

经鉴定, PPFA 中花色苷的含量为 12.21%, 矢车菊素

-3-O-葡萄糖苷为 PPFA 中的单一花色苷组分, 结构式如图 1

所示。 

1.3.2  PPFA 抗氧化活性测定 

(1) PPFA 清除 DPPH 自由基活性测定 

根据 KÄHKÖNEN 等 [20]的方法并稍加修改 , 配制

0.2 mmol/L DPPH 溶液, 待测液 PPFA 质量浓度分别为 20、

40、60、80、100 μg/mL。样品组: 2 mL 样液+2 mL DPPH

溶液, 对照组: 2 mL 无水乙醇+2 mL DPPH 溶液, 空白组: 

2 mL 样液+2 mL 无水乙醇, 混匀后室温避光静置 30 min, 

测定在 517 nm处的吸光度, 并根据公式(1)计算样品清除率:  

DPPH 自由基清除率/%=1‒(Asamper‒Ablank)/Acontrol×100 (1) 

 

 
 

图 1  矢车菊素-3-O-葡萄糖苷结构式 

Fig.1  Structural formula of cyanidin-3-O-glucoside 

 
其中, Asamper, Ablank 和 Acontrol 分别为样品、空白和对照组的

吸光度。 

以 PPFA 的质量浓度为横坐标, 清除率为纵坐标, VC

对应拟合曲线的回归方程为 Y=‒0.0001X2+0.0238X‒0.1049, 

r2=0.9921, PPFA对应拟合曲线的回归方程为Y=‒0.0001X2+ 

0.0222X‒0.1497, r2=0.9904。然后根据拟合曲线计算半抑制

浓度(half maximal inhibitory concentration, IC50)值。 

(2) PPFA 清除超氧阴离子与羟自由基活性测定 

按照试剂盒进行操作, 待测液 PPFA 质量浓度分别为

50、100、150、200、300、400、500 μg/mL, 测定 550 nm

的吸光度。以 PPFA 的质量浓度为横坐标, 清除率为纵坐

标, VC清除超氧阴离子自由基对应拟合曲线的回归方程为

Y=‒0.0007X2+0.5502X+1.4688, r2=0.9921, PPFA 清除超氧

阴离子自由基对应拟合曲线的回归方程为 Y=0.01035X+ 

31.36998, r2=0.964; VC 清除羟基自由基对应拟合曲线的回

归方程为 Y=‒0.0004X2+0.4252X‒14.952, r2=0.9877, PPFA

清除羟基自由基对应拟合曲线的回归方程为 Y=‒0.0002X2+ 

0.185X‒7.524, r2=0.9762。 

1.3.3  PPFA 对 L02 细胞氧化损伤的抑制作用 

(1) L02 细胞的培养及传代 

按照RPMI‒1640 培养基 :青霉素 -链霉素混合溶液 :

胎牛血清=79:1:20 的体积比配制完全培养基 , 培养

L02 细胞, 在 37℃、5% CO2 恒温培养箱中培养。待 L02

细胞长满平板的 80%~90%时, 用 0.25%胰蛋白酶消化进行

传代培养。取对数生长期 L02 细胞进行后续实验。 

(2) L02 细胞的氧化损伤模型建立与 MTT 法测定细胞

存活率 

参考陈言言[21]的方法并稍加修改, 96 孔板中每孔加
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入 100 μL 细胞浓度为 1×105 cells/mL 的细胞, 在培养箱中

培养 36 h。细胞贴壁生长后弃掉上清液, H2O2 损伤组分别

加入 100 μL 用完全培养基配制的 0、40、80、120、160、

200、240、280 μmol/L H2O2, 空白组加入 100 μL 完全培养

基, 各浓度设置 6 个复孔再培养 4 h, 弃掉培养基用 PBS 清

洗两次。称取 70 mg MTT 溶于 14 mL PBS, 充分溶解后放

入高压灭菌锅中灭菌, 配制成 5 mg/mL 的 MTT 溶液, 

‒20℃下避光保存, 每孔加 20 μL MTT, 继续培养 4 h。弃去

上清后, 每孔加入 150 μL DMSO, 振荡 10 min 混匀, 测定

490 nm 的吸光度值, H2O2 损伤组测得的吸光度为 Bsamper, 

空白组测得的吸光度为 Bblank。按公式(2)计算细胞存活率:  

细胞存活率/%=Bsamper/Bblank×100        (2) 

其中, Bsamper 为不同浓度 H2O2 损伤组吸光度、Bblank 为空白

组吸光度。 

(3) PPFA 对 L02 细胞存活率的影响 

参考郑峰等[22]的方法并稍加修改, 96 孔板中每孔加

入 100 μL 细胞(1×105 cells/mL), 在培养箱中培养 12 h。样品

处理组加入 0、200、400、600、800、1000、2000 和 3000 μg/mL 

PPFA, 各质量浓度设置 6 个复孔,继续恒温培养 24 h, 弃去

培养基并用 PBS 清洗两次, 用 MTT 法测定细胞存活率。 

(4) PPFA 对 L02 细胞氧化损伤的抑制作用 

96 孔板中每孔加入 100 μL 细胞浓度为 1×105 cells/mL

的细胞, 设置空白组、H2O2 损伤组和样品处理组均在培养

箱中培养 12 h。样品处理组加入完全培养基配制的为 100、

200、300、400、500、600 μg/mL PPFA 溶液, 各质量浓度设

置 6个复孔, 继续在培养箱中培养 24 h。弃去培养基后, H2O2

损伤模型组及样品处理组每孔各加入 100 μL 的 120 μmol/L 

H2O2, 空白组加入 100 μL 完全培养基, 损伤 4 h 后, 弃上

清液并用 PBS 清洗两次, MTT 法测定细胞存活率。 

1.3.4  细胞 T-AOC 的测定 

设置空白组、损伤组、低剂量组、中剂量组、高剂量

组及 VC 阳性对照组, 6 孔板每孔加入 100 μL 不同质量浓

度 PPFA 样品溶液(低剂量: 200 μg/mL、中剂量: 400 μg/mL、

高剂量: 600 μg/mL)和 VC 溶液(400 μg/mL)处理 24 h 后, 损

伤组、低、中、高剂量样品组和 VC 阳性对照组加入 H2O2 

(120 μmol/L), 空白组加入 100 μL 完全培养基, 损伤 4 h, 

弃去上层培养基并用 PBS 清洗两次后收集所有细胞提取

总蛋白, 然后根据 ABTS 和 FRAP 法测定 T-AOC。 

1.3.5  细胞抗氧化指标的测定 

实验组细胞处理方法同 1.3.4, 弃去培养基并用 PBS

清洗后, 10000 r/min 离心 5 min 收集细胞, 将细胞在 380 W

功率下超声破碎 5 s, 间隔 20 s, 10 次循环, 收集破碎细胞

上清液, 按照试剂盒说明操作测定各项抗氧化指标(MDA、

LDH、SOD、CAT 和 GSH-Px)。 

1.3.6  代谢物分析 

取中剂量组(400 μg/mL)细胞和损伤组细胞, 每组 5 个

样本。不同组细胞培养完成后去除培养基, 用预冷的 PBS

收集清洗干净的细胞, 液氮速冻后‒80°C 干冰保存, 进行

后续 UPLC-Q-TOF-MS 检测。 

(1)样品预处理 

取样品真空浓缩至干, 加入 200 μL 预冷水和 800 μL

预冷的甲醇/乙腈(1:1, V:V), 混匀, 冰浴超声 60 min, ‒20℃

孵育 1 h 沉淀蛋白, 16000×g 4℃离心 20 min, 取上清。在沉

淀中加入 200 μL 蛋白裂解液复溶, 通过 BCA 定量测得蛋

白质浓度。根据蛋白质浓度取相应量上清进样分析, 检测

时加入 100 μL 乙腈-水溶液(1:1, V:V)复溶, 14000×g 4℃离

心 15 min, 分离上清。 

(2)色谱分离 

样品采用 HILICACQUITY UPLC BEH Amide 色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 1.7 µm)分离。其中柱温 25℃, 进样体积

5 μL, 流速 0.3 mL/min; 流动相 A 相为水+25 mmol/L 乙酸

铵+25 mmol/L 氨水 , B 相为乙腈 ; 梯度洗脱程序如下: 

0~0.5 min 5% A; 0.5~7.0 min 5%~35% A; 7.0~9.0 min 

35%~60% A; 9.0~10.0 min, A 保持在 60%; 10.0~11.1 min 

60%~5% A; 11.1~16.0 min, A 保持在 5%。 

1.4  数据处理 

所有数据均以至少 3 个独立实验数据的平均值±标准

偏差表示。数据采用 SPSS 20.0 软件进行单因素方差分析

比较组间差异, Duncan 多重极差检验进行统计学分析。原

始 MS 数据使用 MS-DIAL 进行峰对齐、保留时间校正和

峰面积提取。代谢物通过精确质量(质量耐受性<0.01 Da)

和 MS/MS 数据(质量耐受性<0.02 Da)进行鉴定, 这些数据

与 HMDB、massbank 和其他公共数据库相匹配。利用

KEGG 数据库(http://www.kegg.jp)对差异代谢物数据进行

代谢途径分析。使用 Origin 2018 作图, 以 P<0.05 为差异

有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  PPFA 体外清除自由基活性 

DPPH 自由基是一种稳定的有机氮自由基, 常用于天

然抗氧化成分的筛选[23]。如图 2A 所示, 随质量浓度的增加, 

PPFA 的 DPPH 自由基清除活性迅速提高, 具有明显的量效

关系。当质量浓度为 100 μg/mL 时, VC 对 DPPH 自由基的清

除率达到(91.40±1.01)%, PPFA 为(86.27±1.63)%, VC 和 PPFA

清除 DPPH 自由基的 IC50 值分别为 28.90 和 34.62 μg/mL, 

PPFA 表现出良好的 DPPH 自由基清除活性。图 2B 和图 2C

分别比较了 VC、不同质量浓度 PPFA 对超氧阴离子自由基

和羟自由基清除活性。质量浓度为 500 μg/mL 时, VC 和

PPFA 对 超 氧 阴 离 子 清 除 率 分 别 为 (98.44±1.19)% 和

(36.98±1.08)%, IC50 值分别为 101.25 和 1798.26 μg/mL; VC 和

PPFA 对羟自由基清除率分别(93.95±2.39)%和(36.39±2.30)%, 
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VC对羟基自由基清除率的 IC50值为 184.93 μg/mL, 根据回

归方程可知, 在本研究质量浓度范围内, PPFA 对羟基自由

基清除率无法达到 50%, 这表明 PPFA 有一定的清除超氧

阴离子自由基和羟自由基能力, 但均低于 VC。 

结果表明, PPFA 有着与 VC 相似的 DPPH 自由清除

能力 , 一定的超氧阴离子自由基和羟基自由基清除能

力。DOMÍNGUEZ-RODRÍGUEZ 等[7]提取了西番莲果皮

中的酚类物质(富含花青素), 测得 DPPH 的 IC50 值为

32.93 μg/mL, 与本研究所得的 PPFA IC50 值为 34.62 μg/mL

较为接近。杨果等[24]提取纯化了西番莲果皮的黄酮类物

质, 测得提取物和纯化物对 DPPH 的 IC50 值分别为 0.92、

0.82 mg/mL, 对羟基自由基的IC50值分别为0.95、0.78 mg/mL。

其 DPPH 的 IC50 值低于本研究所得的 PPFA 的 IC50 值, 而

清除羟基自由基能力比 PPFA 强。 

2.2  细胞氧化损伤模型的建立 

H2O2 可以穿透细胞膜生成高活性的ꞏOH, 产生过量的

ROS, 从而对 L02 细胞造成氧化毒性损伤[25]。因此利用 H2O2

构建细胞氧化应激模型稳定可靠且在 L02 细胞氧化应激造

模中使用广泛[10,26‒27]。ROS 含量过高会对细胞造成氧化损伤, 

从而导致细胞凋亡, 存活率下降。因此细胞损伤程度可由细

胞存活率来反映, 细胞存活率下降表明细胞受损, 也表明氧

化损伤模型的成功建立。由图 3A 可知, 随 H2O2 浓度的升高, 

L02 细胞存活率出现显著降低。H2O2浓度为 120 μmol/L 时, 

细胞存活率为(81.92±3.52)%, 与空白组相比有显著下降

(P<0.05), 当 H2O2 浓度为 200 μmol/L 时, 细胞存活率为

(49.80±9.57)%, 达到半数致死率。由于半数致死浓度导致的

细胞损伤很难恢复, 故本研究选择浓度为 120 μmol/L 的

H2O2 建立 L02 细胞的氧化损伤模型。 

不同质量浓度 PPFA 对 L02 细胞存活率的影响如图 3B。

相比于 0 μg/mL, PPFA 在 200~800 μg/mL 范围内时, 细胞存

活率均显著提高, 其中 600 μg/mL 时, 细胞存活率达到最大

值(116.77±5.68)%。PPFA 在 1000 μg/mL 时, 细胞存活率降

至与 0 μg/mL 无显著性差异水平, 而 PPFA 质量浓度大于

1000 μg/mL 对细胞存活产生了抑制作用。所以本研究选择

PPFA 质量浓度在 600 μg/mL 内进行细胞抗氧化实验。如图

3C 所示, 在 100~600 μg/mL 范围内, 细胞的存活率逐渐增长, 

与损伤组相比, 600 μg/mL PPFA 处理的 H2O2细胞存活率显著

提高(P<0.05), 可达(86.89±7.60)%。这表明高剂量的西番莲果

皮花色苷对 H2O2 损伤 L02 细胞有一定的抑制作用。选择 3

个梯度质量浓度 200、400、600 μg/mL 进行后续抗氧化实验。 
 

 
 

注: A~C 分别为 PPFA 对 DPPH 自由基、超氧阴离子自由基和羟基自由基的清除作用, 均以 VC 为阳性对照。 

图 2  PPFA 体外清除自由基的活性(n=3) 

Fig.2  Radical scavenging activities of PPFA in vitro (n=3) 
 

 
 

注: A 为不同浓度的 H2O2 对细胞存活率的影响; B 为不同质量浓度的 PPFA 对 L02 细胞存活率的影响; C 为不同质量浓度 PPFA 抑制 H2O2

对 L02 细胞氧化损伤的效果; 不同小写字母表示组间差异有统计学意义, P<0.05。 

图 3  L02 细胞氧化损伤模型的建立(n=3) 

Fig.3  Modeling of oxidative injury in L02 cells (n=3) 
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2.3  细胞 T-AOC 的测定 

ABTS 能被氧化成色泽明显的 ABTS+自由基, 适用于

亲脂性和亲水性化合物, 是一种广泛的测定 T-AOC的方法
[28‒29]。由表 1 可知, H2O2 导致 L02 细胞 T-AOC 显著降低, 

PPFA 实验组细胞清除 ABTSꞏ+表现出了明显的剂量依赖性,

相较于空白组和损伤组, 低、中、高剂量 PPFA 处理组的

T-AOC 均有显著提高, 但仍显著低于 VC 对照组(P<0.05)。

FRAP 主要测定待测样品还原三价铁离子的能力, 可以反

映总抗氧化能力[30]。由表 1 可知, 随着 FRAP 质量浓度的

增加, 细胞还原三价铁离子的能力逐渐提高, PPFA 质量浓

度和铁离子还原能力呈剂量依赖关系。相较于损伤组 , 

PPFA 中、高剂量组的 T-AOC 有显著提高(P<0.05), 达到空

白组水平, 但显著低于 VC 对照组(P<0.05)。综上, ABTS

法与 FRAP 法的检测结果基本吻合, 表明 PPFA 可以显著

提高 H2O2诱导损伤细胞的 T-AOC, 但未达到 VC的 T-AOC

水平。何丹等[19]研究表明, 紫皮西番莲果皮花色苷有与 VC

相同的 ABTS 阳离子自由基清除活性和一定的 FRAP 总抗

氧化能力, 这与本研究相似, 表明花色苷可以有效地抗机

体氧化, 抑制氧化损伤。 

 
表 1  PPFA 对 H2O2 诱导 L02 细胞 T-AOC 的影响  

(n=3, mmol/mg prot) 
Table 1  Effects of PPFA on T-AOC levels in H2O2-induced L02 

cells (n=3, mmol/mg prot) 

组别 ABTS 法 FRAP 法 

空白组 0.635±0.008e 0.287±0.010b 

损伤组 0.577±0.006f 0.238±0.013c 

低剂量组 0.711±0.015d 0.254±0.006c 

中剂量组 0.754±0.013c 0.293±0.009b 

高剂量组 0.819±0.009b 0.309±0.010b 

VC 0.865±0.008a 0.410±0.015a 

注: 同列不同字母表示在 P<0.05 水平存在显著差异, 下同。 

 

2.4  PPFA 对 H2O2诱导 L02 细胞内各类抗氧化指标

的影响 

ROS 可损害细胞功能, 导致脂质过氧化, 脂质过氧化

会诱变产生 MDA[31], 因此, MDA 生成量为氧化应激程度

的常见指标。由表 2 可知, 与空白组相比, H2O2 损伤组细

胞 MDA 生成量提高了 1.75 倍(P<0.05); PPFA 各剂量组细

胞 MDA 生成量逐次降低 , 且均显著低于损伤组水平

(P<0.05)。这表明 PPFA 能显著降低 MDA 的含量, 缓解

ROS 对细胞脂质氧化损伤的影响。LDH 是一种氧化还原

酶, 存在于正常细胞的细胞质中[32]。主要作用是催化乳酸

氧化为丙酮酸 , 在三羧酸循环过程中具有重要作用 , 一

旦细胞膜受损, LDH 会从细胞中释放出来[33], 在一定程

度上能抵抗外界氧化应激导致的机体损伤[34]。因此, LDH

是机体病理损伤、炎症反应和氧化应激的标志, LDH 的释

放量也常常用于反应细胞自身的抗氧化调控系统的功能

状态。由表 2 可知, 与空白组相比, H2O2 损伤组细胞 LDH

释放量显著升高(P<0.05)。PPFA 各剂量组细胞 LDH 释放

量逐次降低, 且显著低于损伤组水平(P<0.05)和空白组水

平(P<0.05)。表明 PPFA 可通过降低 LDH 含量进而减轻 L02

细胞的 H2O2 损伤。 

机体中的酶类抗氧化剂是机体抗氧化系统的重要组

成部分。酶类抗氧化剂主要包括 SOD、CAT 和 GSH-Px。

SOD 和 CAT 是抵御外界氧化应激刺激的第一道防线。大

部分 ROS 来源于超氧化物, SOD 可以催化超氧化物降解形

成氧和 H2O2, 因此 SOD 对于机体抗氧化至关重要[35]。CAT

通过进一步将过氧化氢分解为分子氧和水, 显著降低氧化

应激[36]。损伤组的 SOD 活力较空白组有显著降低(P<0.05); 

与损伤组相比, PPFA 各剂量组细胞 SOD 活力均显著提高

(P<0.05), 但未达到 VC 和空白组水平。损伤组 CAT 活力

较空白组显著降低(P<0.05); 与损伤组相比, PPFA 各剂量

组细胞CAT活力均显著提高(P<0.05), 且达到甚至高于VC

水平。GSH-Px 是慢性应激过程中的主要的过氧化氢清除

酶, 可以催化过氧化氢和氢过氧化物还原为水或醇[37]。损

伤组GSH-Px活力较空白组显著降低(P<0.05), 与损伤组相

比, PPFA 各剂量组细胞 GSH-Px 活力均有所上升, 但均未

达显著差异(P>0.05)。 

结果表明, PPFA 可显著抑制 H2O2 对 L02 细胞 MDA、

LDH、SOD、CAT 和 GSH-Px 抗氧化指标的影响, 与 T-AOC

结果一致。有研究发现紫色青稞麸皮花色苷可通过增加细

胞内 CAT和 SOD水平降低ROS水平, 从而有效抑制CoCl2 

 
表 2  PPFA 对 H2O2 诱导 L02 细胞 MDA、LDH、SOD、CAT 和 GSH-Px 水平的影响(n=3) 

Table 2  Effects of PPFA on MDA, LDH, SOD, CAT and GSH-Px levels in H2O2-induced L02 cells (n=3) 

组别 MDA/(nmol/mg prot) LDH/(U/g prot) SOD/(mg/prot) CAT/(mg/prot) GSH-Px/(mg/prot) 

空白组 1.81±0.11c 220.63±3.87b 85.60±0.33a 57.42±1.43a 115.86±5.62b 

损伤组 3.17±0.06a 242.85±4.84a 71.51±1.92e 46.21±0.35d 101.95±1.12c 

低剂量组 2.76±0.06b 195.42±5.17c 74.86±1.11d 48.45±0.85c 110.14±8.78bc 

中剂量组 1.87±0.13c 176.07±2.27d 75.51±0.81c 55.58±0.36a 101.82±1.54c 

高剂量组 1.62±0.03d 170.49±0.31d 77.68±0.57cd 48.48±0.59c 104.02±1.39c 

VC 1.03±0.02e 221.14±8.77b 81.89±2.07b 47.06±1.28cd 127.39±9.69a 
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诱导的 PC12 细胞缺氧损伤细胞凋亡[38], 富含花色苷的紫胡

萝卜醇提物也可以通过增加 CAT、SOD 和 GSH-Px 等各类抗

氧化酶的活性有效提升 H2O2 诱导损伤的 Caco-2 细胞的抗氧

化能力[39]。这与本研究结果相似, 表明花色苷可增加细胞各

类抗氧化酶活性进而有效地抗机体氧化, 抑制氧化损伤。 

2.5  多元统计分析 

本研究采用 UPLC-Q-TOF-MS 对 400 μg/mL PPFA 处

理 H2O2 诱导损伤的 L02 细胞和损伤组细胞的显著差异代

谢物进行鉴定, 结果表明, 与损伤组细胞相比, PPFA 处

理 H2O2 诱导损伤的 L02 细胞的代谢物有明显的分离。为

了降低数据维度 , 提高数据的可解释性和有效性 , 引入

正交偏最小二乘判别分析(orthogonal partial least-squares 

discrimination analysis, OPLS-DA)模型进行进一步分析。图

4A 和 C 显示, 不同组别之间分离明显(正离子: R2
Y=1, 

Q2=0.537; 负离子: R2
Y=0.999, Q2=0.549)。此外, 交叉验证

和响应排列检验(图 4B 和 D)表明, 正负离子 R2
intercept 分别

为 0.9933 和 0.9913, Q2
intercept 均小于 0.05, 说明 OPLS-DA

模型没有出现过拟合, 表明该模型可以用于探索西番莲果

皮花色苷抑制 L02 细胞氧化应激代谢差异。 

2.6  显著差异代谢物与代谢途径分析 

OPLS-DA 分析可得到变量权重值(variable importance 

for the projection, VIP), VIP 值是评价组间表达模式影响程

度和可解释性的有效参数。VIP 值越高, 表示变量对分组的

贡献越大。由 T 检验进一步验证组间代谢物的显著性, 得出

P 值通常用于评估不同组间差异的可能性。倍数变化(fold 

change analysis, FC)为样本之间代谢物浓度的差异比值。根

据 HMDB 人类代谢组数据库、KEGG 数据库并结合先前的

研究分析显著差异代谢物及代谢途径。本研究共鉴定出 460

种物质, 以 VIP>1、P<0.05 和 Log2FC>1(或 log2FC<-1)的 3

个条件为原则[40]筛选出 66 种显著差异物质。在去除掉部分

大分子物质和仅在个别样品中检出的物质后, 最终确定了

表 3 中 23 项代谢物作为具有显著性差异的代谢物。这 23

种显著差异代谢物, 包含氨基酸 3 种、脂肪酸 3 种、类脂物

质 3 种、有机酸及其衍生物 4 种、吡啶和吡喃类 3 种和生物

碱 1 种等。其中, 有 15 种物质显著上升, 8 种物质显著下调, 

根据 KEGG 通路分析, 这些代谢物可能涉及胆汁分泌、谷胱

甘肽代谢、铁死亡和脂肪酸生物合成代谢途径。 

3  讨论与结论 

花色苷抗氧化应激研究中, 目前认可度最高的学说

之一为自由基理论, 花色苷结构中含有的多个可以与自由

基反应生成稳定的醌自由基, 因此可以大大降低自动氧化

链的传递, 从而抑制酯类过氧化的链式反应[41]。另外已有

研究表明, 花色苷(矢车菊素-3-葡萄糖苷)的抗氧化活性机

制涉及激活 AMPK/Nrf-2 信号通路, 恢复氧化损伤细胞的

Nrf2 蛋白水平[42]。花色苷另一可能的抗氧化机制为通过氢或 

 
 

 
 

注: A 为正离子 OPLS-DA 得分图; B 为正离子置换检验图; C 为负离子 OPLS-DA 得分图; D 为负离子置换检验图。 

图 4  OPLS-DA 得分图及置换检验图(n=5) 

Fig.4  OPLS-DA score plots and permutation charts (n=5) 
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表 3  主要差异性代谢物 
Table 3  Major differential metabolites 

序号 代谢物名称 保留时间/min 质荷比(m/z) P VIP log2FC 

1 2-甲基乳酸 12.513 104.99226 0.0002 2.3123 5.3616 

2 乳酸  6.602  89.02645 0.0005 2.2183 ‒3.4924 

3 促胃泌素 13.907 433.33334 0.0042 2.0600 1.6141 

4 吐根酚碱  0.944 489.31351 0.0068 1.9841 ‒2.9741 

5 油酸  1.208 279.23309 0.0075 1.9569 3.3198 

6 多西紫杉醇  5.936 808.43414 0.0114 1.9311 1.8122 

7 辅酶 Q  6.352 880.58832 0.0146 1.8984 ‒6.8946 

8 烟酰胺  1.324 123.05464 0.0149 1.8810 2.8214 

9 麦芽酚  7.761 164.90045 0.0163 1.8656 ‒2.3659 

10 胆甾烷  1.236   39.035648 0.0230 1.8039 2.6634 

11 谷胱甘肽 13.745 308.08536 0.0218 1.7868 3.2933 

12 5-氧代-脯氨酸 13.651 130.04854 0.0292 1.7368 1.3974 

13 赖氨酸 13.641 147.07498 0.0313 1.7251 ‒1.5868 

14 茴香霉素 3.04 288.19113 0.0325 1.7237 0.9891 

15 麦角克碱  7.544 534.29102 0.0348 1.7062 1.9628 

16 1-甲基烟酰胺 11.664 137.07047 0.0338 1.7050 1.1533 

17 粪甾酮  0.969 369.42233 0.0348 1.6998 1.8868 

18 月桂酸 1.21 199.17159 0.0351 1.6856 ‒1.0689 

19 奎宁  7.235 325.17542 0.0385 1.6794 2.0110 

20 油酸酰胺  1.076 282.19214 0.0374 1.6640 3.1065 

21 异阿魏酸  1.185 195.05989 0.0402 1.6483 ‒1.3229 

22 乳清酸  6.675 155.04921 0.0336 1.6449 ‒2.9741 

23 L-谷氨酸 13.656 146.04741 0.0323 1.6056 3.3198 

注: log2FC>0 代表该代谢物在 PPFA 处理后含量升高, log2FC<0 代表该代谢物在 PPFA 处理后含量下降。 
 

电子的贡献直接中和 ROS, 尽量减少 ROS 与其他化合物(如

金属离子或脂质)之间的相互作用[43]。花色苷的抗氧化特性与

其分子结构和氧化还原特性密切相关, 花色苷中含有大量酚

羟基团, 羟基的数目影响抗氧化活性的强弱[44]。PPFA 中的

矢车菊素-3-葡萄糖苷含有多个酚羟基基团可能是其发挥

体外抗氧化和细胞抗氧化作用的重要原因。 

人体具有优良的内在酶抗氧化系统, SOD、CAT 和

GSH-Px 为机体主要的抗氧化酶, 抗氧化酶活力的高低直

接反映出机体对外界氧化应激损伤的调控能力[45]。本研究

结果表明, H2O2 破坏了 L02 细胞的氧化调节系统, 降低细

胞内抗氧化酶的活力, 使得 L02 细胞内氧化动态被打破。

而不同质量浓度 PPFA干预后能较有效抑制 H2O2造成的细

胞内抗氧化酶活性的降低, 如各剂量均可显著提高 SOD

活性, 中剂量可增加 CAT 活性至空白组水平, 低浓度可增

加 GSH-Px 活性至空白组水平, 由此可见, PPFA 对氧化损

伤具有较好的抑制作用, 能提高机体对外界氧化应激的调

控能力。除 CAT 外, PPFA 的各项抗氧化能力和指标均低于

VC, 可能是因为 PPFA中矢车菊素-3-O-葡萄糖苷含量较低, 

提高纯度后可能会有更好的抗氧化活性。 

代谢组学结果表明, PPFA 对抑制 H2O2 诱导损伤 L02

细胞涉及多个代谢产物和多条代谢途径。5-氧代-脯氨酸可

以在氧代脯氨酸酶的催化下水解产生 L-谷氨酸[46], L-谷氨

酸是天然存在的活性非必需氨基酸, 也是谷胱甘肽合成的

3 种前体之一[47], 它还参与蛋白质和碳水化合物等代谢, 表

现出肝保护作用[48]。谷胱甘肽是一种有效的抗氧化剂, 在显

著差异代谢物中, 5-氧代-脯氨酸、L-谷氨酸和谷胱甘肽均显

著提高, 说明 PPFA 对 H2O2 诱导损伤 L02 的抑制作用可能

的机制之一为调节谷胱甘肽合成途径。高胆固醇可以促进肝

脏的脂质氧化, 胆固醇在体内的动态平衡受胆固醇的吸收、

合成、代谢或转化为胆汁酸的相互作用所控制[49], 胆固醇

代谢能够产生粪甾酮[50], 而胆汁酸是通过肝脏中的胆固醇

氧化合成并分泌到肠道中的, 其主要作用为通过脂类物质

溶解吸收后进入机体进行脂质代谢循环。胆甾烷是胆汁酸

合成途径的关键信号之一[51], 由表 3 可知, 胆甾烷和粪甾

酮在 PPFA处理组均有显著的上升, 说明 PPFA可以促进胆

固醇降解, 提高胆汁酸分泌代谢来抑制氧化损伤。铁死亡

一种非凋亡形式的细胞死亡模式, 是由铁依赖的脂质过氧

化引起的细胞死亡形式, 铁死亡的核心机制是细胞脂质过

氧化和铁积累引起[52]。辅酶 Q 是铁死亡途径中的关键酶之

一, 与损伤组相比, PPFA 处理组的辅酶 Q 显著下降, 表明

PPFA 可能通过抑制铁死亡途径来抑制 L02 细胞的凋亡。

另外, 本研究还观察到有部分脂肪酸及其衍生物也有显著

差异, 如油酸和油酸酰胺, 油酸酰胺是由油酸和氨酶酰胺

生成的, ABDALLAH 等[53]的研究表明, 油酸酰胺是一种能

提高抗炎活性的新型代谢物, 代谢物中油酸和油酸酰胺均

有显著上升, 表明 PPFA 可能促进了脂肪酸合成来提高

H2O2 诱导损伤 L02 细胞的抗炎活性。 

本研究发现 PPFA 有较强的 DPPH 自由基清除能力, 
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可通过降低细胞 MDA 和 LDH 浓度, 提高抗氧化酶系酶活

力, 显著抑制 H2O2 诱导的 L02 细胞损伤。通过代谢组学分

析发现, PPFA 处理 H2O2 诱导损伤的 L02 细胞和损伤组细

胞之间存在 23 种显著差异代谢物, 涉及到谷胱甘肽代谢、

胆汁分泌、铁死亡和脂肪酸生物合成途径。本研究为西番

莲果皮花色苷在食品领域的应用提供了新依据。 
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