新疆两色金鸡菊自由基清除及醛糖还原酶抑制活性
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摘要：目的 考察新疆两色金鸡菊乙酸乙酯和正丁醇提取物对自由基清除能力和醛糖还原酶的抑制活性. 方法 以叔丁基对羟基茴香醚 (BHA)和Vitamin C为阳性对照，分别测定提取物对DPPH、ABTS、羟自由基 (*OH)和超氧阴离子 (*O2−)等自由基的清除能力；以槲皮素为阳性对照，DL-甘油醛为底物，醛糖还原酶（来源于大鼠眼晶状体）和辅酶NADPH组成的反应体系，测定提取物抑制醛糖还原酶的活性。结果 与阳性对照BHA和Vitamin C相比，两色金鸡菊提取物对DPPH、ABTS、*OH和*O2−等自由基有不同程度的清除作用；与阳性对照槲皮素相比，提取物对醛糖还原酶的抑制能力IC50值有显著性差异(P < 0.05)，提取物对醛糖还原酶有一定的抑制作用但弱于槲皮素。结论 新疆两色金鸡菊乙酸乙酯和正丁醇提取物有清除自由基的能力，同时具有一定抑制醛糖还原酶的活性。
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Free radical-scavenging and aldose reductase inhibitory effects of extracts from Coreopsis tinctoria Nutt. in Xinjiang

ZHANG Ting,LI Hui-fang, WANG Lu, YAO Xin-cheng*, TANG Hui (School of pharmacy, Shihezi University. Shihezi 832000, Xinjiang, China) 
Abstracts: Objective To investigate the free radical-scavenging and aldose reductase inhibitory capacities of ethyl acetate extract (EAE) and n-butanol extract (BE) from coreopsis tinctoria Nutt. in Xinjiang. Method The free radical-scavenging properties of the EAE and BE were investigated through DPPH, ABTS, *OH and *O2− assays. Butylated hydroxyanisole (BHA) and Vitamin C were both set as the positive controls. The aldose reductase inhibitory activity was assayed using reaction system including NADPH, DL-glyceraldehydethe and the aldose reductase (from rat lens) for coenzyme, substrate and enzyme, respectively. Results The results showed that the EAE and BE had a certain radical-scavenging capacity, which compare to the BHA and Vitamin C for scavenging DPPH, ABTS, *OH, and *O2− . The aldose reductase inhibitory activities (IC50) of EAE, BE, and positive control drug (quercetin) were different form each other（P<0.05）. The EAE and BE had a certain aldose reductase inhibitory effect, but their activity weaker than the quercetin. Conclusion The EAE and BE of coreopsis tinctoria Nutt. had a certain free radical-scavenging activity and aldose reductase inhibitory capacity.

Key:Coreopsis tinctoria Nutt.; Free radical-scavenging activity; Aldose reductase inhibitory capacity.

   新疆两色金鸡菊又名“雪菊”、“昆仑雪菊”，为菊科金鸡菊属一年生草本植物两色金鸡菊（Coreopsis tinctoria Nutt.）的干燥头状花序。该植物原产于北美洲干旱内陆地区，后被作为观赏花卉引入世界各地。目前在新疆和田地区广泛种植，主要分布于和田昆仑山区海拔 2300～3000 m 的高海拔山区。当地居民常采集其新鲜头状花泡茶饮，可治疗燥热烦渴、心慌、胃肠不适、食欲不振等病症[1]，是维吾尔族民间世代传承下来的一种养生、保健的天然植物[2]。
   有文献报道，新疆两色金鸡菊中主要含有氨基酸、多糖、多酚、有机酸、黄酮、挥发油和皂苷类化学成分[3]。药效学研究证实，新疆两色金鸡菊提取物具有较好的降血压、降血脂、抗氧化、抗炎、降血糖等功效[4-6]。其中降血压、降血糖和降血脂的功效最为显著[7,8]。
   自由基被认为是人体衰老和某些慢性病发生的主要原因之一。当人体内的自由基产生过多或清除过慢，就会发生自由基损伤细胞，加速机体的衰老过程并诱发各种疾病[9]。本研究依据新疆两色金鸡菊提取物具有显著的降血糖活性，探索引起糖代谢紊乱原因之一自由基紊乱途径，考察新疆两色金鸡菊提取物对自由基的清除能力；同时考察提取物对由糖代谢紊乱而引起的视神经损伤的关键酶醛糖还原酶 (aldose reductase)的抑制活性[10,11]。通过对自由基清除能力和醛糖还原酶抑制活性的考察，为解释新疆两色金鸡菊的传统用法或民间习用提供理论依据；也为充分利用新疆两色金鸡菊植物资源、开发相关医药产品或保健食品提供研究基础。
1 材料与方法
1.1 仪器 SHA-B水浴恒温振荡器，江苏金坛医疗仪器厂；TP300超声波提取器，北京天鹏电子技术有限公司；旋转蒸发器RE-2000，上海亚荣仪器厂；UV-3600紫外分光光度计，日本岛津；超声波清洗器，上海科导超声仪器有限公司；Fsh-2型可调高速组织匀浆机，江苏金坛宏华仪器厂。
1.2 试剂 DL-甘油醛；2，2'-联氮双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)（2,2'-amino-di(2-ethyl-benzothiazoline sulphonic acid-6)ammonium salt,ABTS) ；2，2’-二苯基-1-苦味酰基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 2,2-Diphenyl-1- (2,4,6-trinitrophenyl)hydrazyl,DPPH)购自美国Sigma公司；还原型辅酶NADPH，购于Biotopped公司，进口分装，批号：0143936；槲皮素 (quercetin)购于中国药品生物制品检定所，批号：100081-200907；EDTA (Ethylene diamine tetraacetic acid)；维生素C (Vitamin C)；叔丁基对羟基茴香醚 (Butylated hydroxyanisole, BHA)；乙醇等各种化学试剂均为分析纯，购于国药集团化学试剂有限公司；水为去离子纯净水。
1.3 材料 两色金鸡菊购于新疆和田地区策勒县努尔乡高海拔种植区（2013年11月），经石河子大学药学院李鹏副教授鉴定为菊科金鸡菊属一年生草本植物蛇目菊的干燥头状花序。
1.4 两色金鸡菊提取物的制备 采用响应面优化设计程序，以总黄酮提取率（总黄酮质量/药材干重）为指标，获得超声波提取最优条件：提取时间29.5 min，液料比20.6:1，乙醇浓度为59.84%。提取液经减压浓缩，至无醇味，再用石油醚1:1进行萃取。去除石油醚层，依次使用乙酸乙酯和水饱和的正丁醇进行萃取，可获得乙酸乙酯和正丁醇萃取液。萃取液经减压旋转浓缩，挥至尽干，放入冷冻干燥仪中干燥，得乙酸乙酯提取物 (ethyl acetate extract,EAE)和正丁醇提取物 (n-butanol extract,BE)。
1.5 清除自由基活性
1.5.1 清除DPPH自由基活性[12]  取0.40 mL不同浓度 (10~300 μg•mL-1)的提取物甲醇溶液，加入3.6 mL DPPH (0.2 mmol•L-1)，强烈摇震后在黑暗中静置30 min，然后在λ=517 nm处测定吸光度A。以BHA、Vitamin C为阳性参照物，每份样品平行操作3次。
   计算方法：供试品DPPH的清除能力用公式表示为：清除能力(%)=(Ao-Ai)/Ao×100%。其中，Ao表示DPPH与溶剂混合液的吸光度；Ai表示DPPH与样品反应后的吸光度
1.5.2清除ABTS自由基活性[12]  ABTS•+自由基储备液，使用无水甲醇稀释 (约1:80)成工作液，使其在λ=734 nm 处的吸光度为0.700±0.005。取0.3 mL不同浓度 (10~150 μg •mL-1)的提取物甲醇溶液，加入2.7 mL ABTS•+工作液为样品组；另取0.3 mL甲醇加2.7 mL ABTS•+工作液为对照组，混合，在30 oC下反应 30 min后，测定λ=734 nm波长处的吸光度A值。以BHA、Vitamin C为阳性参照物，每份样品平行操作3次。计算公式同DPPH。
1.5.3清除羟自由基 (*OH)活性[13]  取100 μL不同浓度 (10~150 μg•mL-1)的提取物甲醇溶液，加入到500 μL磷酸盐缓冲液 (50 mmol·L-1，pH7.4)，该缓冲液中含2.8 mmol •L-1的脱氧核糖和200 μL预备液。预备液含100 μL三氯化铁 (100 mmol•L-1)、100 μL EDTA (100 mmol•L-1)，100 μL双氧水 (200 μmol•L-1)和100 μL抗坏血酸 (300 mmol•L-1)。混合液在37 oC下反应1h，然后加入1.0 mL 1％的硫代巴比妥酸溶液 (含50 mmol•L-1的氢氧化钠溶液)和1.0 mL 2.8%的三氯乙酸溶液。混合液进行沸水浴，放冷后在λ=532 nm处测定吸光度A值。以蒸馏水代替样品作为空白，以BHA、Vitamin C作阳性对照。每份样品平行操作3次。计算公式同DPPH。
1.5.4清除超氧阴离子 (*O2−)活性[13]  取pH 8.2的50 mmol•L-1 Tris盐酸缓冲液4.5 mL于试管中，置25 oC水浴预热20 min后，加入一定浓度供试液0.5 mL，再加入45 mmol•L-1邻苯三酚盐酸溶液10 μL，25 oC水浴反应，以加入邻苯三酚的瞬间开始计时，每隔30 s于λ=325 nm波长处测定吸光度值，共测6 min。以蒸馏水代替样品作为空白对照。每份样品平行操作3次。
   计算方法：邻苯三酚自氧化速率常数 (Kb)由吸光度值 (A)与反应时间之间的线性回归方程系数来获得。较低的Kb值表明样品具有较高的清除超氧阴离子的能力。
1.6 醛糖还原酶抑制活性
1.6.1 醛糖还原酶的制备[14]
   将200±10 g的Sprague-Dawley (SD)大鼠麻醉，折颈处死。快速取双侧眼晶状体用冷生理盐水洗涤，剪碎，并置于玻璃匀浆器中按1:5的比例加入pH7.4的冷磷酸缓冲溶液(5 mmol•L-1)，冰浴下制成匀浆。匀浆液以15 000 r•min-1离心15 min，取上清液分装冷冻，即得醛糖还原酶溶液。
1.6.2醛糖还原酶抑制活性实验[15]
   取0.2 mL不同浓度(8~128 μg•mL-1)的样品溶液，加入0.3 mL的DL -甘油醛 (10 mmol·L-1)底物, 0.3 mL辅酶NADPH (0.15 mmol•L-1)，再加入0.3 mL醛糖还原酶溶液，最后加入pH6.2磷酸缓冲液 (0.2 mol•L-1)至总体积为1.2 mL。于温度37 ℃条件下反应5 min,并于λ=340 nm测定吸光度A值。同时做样品空白组（加样不加酶，酶液以等量磷酸缓冲液替代，其他均加入）；酶催化组（样品以等量磷酸缓冲液替代，其他均加入）；酶催化空白组（样品和酶以等量磷酸缓冲液替代，其他均加入）；阳性对照组以与样品浓度相同的槲皮素 (quercetin)按上述方法进行。
   不同提取物对醛糖还原酶的抑制作用采用抑制的百分率表示,计算公式如下:

抑制率(%)=[(A样品-A样品空白) /(A酶-A酶空白)-1]×100%

1.7 统计分析 

   所有实验平行重复3次，结果表示为均值±标准差(
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±s)。采用SPSS10.0分析软件进行统计学处理。测定结果间均数比较采用one-way ANOVA分析，P ＜ 0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1清除DPPH自由基活性
   按1.5.1的方法，提取物清除DPPH自由基的能力如图1所示。
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图1 两色金鸡菊提取物清除DPPH自由基能力
Figure 1. DPPH free radical-scavenging capacities of Coreopsis tinctoria flowering tops extracts

   如图1所示，EAE、BE、Vitamin C和BHA四种物质，随浓度增加对DPPH自由基的清除能力呈现增强趋势；在低浓度下(<80 μg•mL-1 )BE表现出较强的自由基清除能力，其清除能力强于Vitamin C；EAE与Vitamin C的清除能力相近。
2.2清除ABTS自由基活性
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   按1.5.2的方法，提取物清除ABTS自由基的能力如图2所示。
图2 两色金鸡菊提取物清除ABTS自由基能力

Figure 2. ABTS free radical-scavenging capacities of Coreopsis tinctoria flowering tops extracts

   如图2所示，EAE、BE、Vitamin C和BHA四种物质在较低浓度下均对ABTS自由基有较强的清除能力；在浓度<40 μg•mL-1时，EAE的清除能力显著强于Vitamin C和BHA，说明在低浓度条件下，EAE具有较强ABTS自由基清除能力；而BE清除能力弱于Vitamin C和BHA。
2.3清除羟自由基（*OH）活性
   按1.5.3的方法，提取物清除*OH的能力如图3所示。
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图3 两色金鸡菊提取物清除*OH自由基能力
Figure 3. *OH free radical-scavenging capacities of Coreopsis tinctoria flowering tops extracts

   由图3结果可知，EAE、BE、Vitamin C和BHA四种物质均对*OH自由基具有一定的清除能力，并随浓度的增加呈现出清除能力的增强；当浓度>40 μg•mL-1时，EAE表现出较强的清除能力，其与Vitamin C和BHA的清除能力相近，说明在该浓度条件下，EAE具有较强*OH自由基清除能力。
2.4清除超氧阴离子（*O2−）活性
   按1.5.4的方法，提取物清除*O2−的能力如图4所示。
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                        图4 两色金鸡菊提取物清除清除*O2−能力
Figure 4.. *O2− free radical-scavenging capacities of Coreopsis tinctoria flowering tops extracts

   由图4可知，两色金鸡菊EAE和BE均对*O2−自由基的产生具有抑制作用，其表现是Kb斜率值明显小于空白对照组 (contral)；其中BE清除能力与阳性对照BHA相近，而EAE高于BHA。
   由图4曲线可以拟合出每条曲线的线性回归方程。方程的回归系数Kb值代表了每种测试样品抑制邻苯三酚自氧化的能力，Kb值越小则表示对*O2−的清除能力越强。结果见表1。
表1 两色金鸡菊提取物抑制邻苯三酚自氧化能力
Table 1. Inhibition of pyrogallic acid auto-oxidation by Coreopsis tinctoria flowering tops extracts
	样品
	Contral
	EAE
	BE
	Vitamin C
	BHA

	Kb value
	0.2854±0.026d
	0.1802±0.019c
	0.1139±0.016b
	0.0466±0.002a
	0.1345±0.012b


注：不同测定值上方不同字母（a-c）表示组间均数有显著性差异（P < 0.05）
   由表1结果可以看出，两色金鸡菊BE清除能力与BHA相当 (P > 0.05)，而与EAE、contral和Vitamin C具有统计学意义 (P < 0.05)，说明该条件下BE具有较强的清除*O2−自由基的能力。
2.5 提取物清除自由基能力（SC50）
   根据测定结果，以样品浓度对数值 (log C)为横坐标，自由基清除率 (%)为纵坐标，拟合线性回归方程，由此推算出样品对不同种类自由基的半数清除浓度值 (50% scavenging concentration,SC50)。结果见表2.

表2 两色金鸡菊提取物清除自由基能力
Table 2. Free radical-scavenging activity of Coreopsis tinctoria flowering tops extracts（μg•mL-1）
	样品
	DPPH radical scavenging assay (SC50)
	ABTS*− radical scavenging assay (SC50)
	*OH radical scavenging assay (SC50)

	EAE
	53.47 ± 3.644b
	13.71 ± 2.973a
	321.6 ± 0.576a

	BE
	25.79 ± 2.753a
	26.61 ± 3.158c
	2349.8 ± 0.672b

	Vitamin C
	46.54 ± 1.741b
	18.02 ± 2.247b
	2458.4 ± 0.025b

	BHA
	22.91 ± 2.012a
	17.78 ± 3.061b
	2759.0 ± 0.056b


注：同列不同测定值上方不同字母（a-c）表示组间均数有显著性差异（P < 0.05）
   由表2结果可知，对于DPPH自由基的清除，两色金鸡菊提取物SC50值有统计学意义 (P < 0.05)，且清除能力BHA≈BE>Vitamin C≈EAE；对ATBS自由基的清除，两色金鸡菊提取物SC50值有统计学意义 (P < 0.05)，清除能力EAE>BHA≈Vitamin C>BE；对*OH自由基的清除，两色金鸡菊提取物SC50值有统计学意义 (P < 0.05)，且清除能力EAE>BE≈Vitamin C≈BHA。
2.6醛糖还原酶抑制活性
   按1.6.2的方法，测得提取物抑制醛糖还原酶的能力如图5所示。
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                     图5 两色金鸡菊提取物抑制醛糖还原酶的能力
Figure 5. Aldose reductase inhibitory capacity of Coreopsis tinctoria flowering tops extracts

   由图5可知，两色金鸡菊EAE和BE、槲皮素均对醛糖还原酶有一定的抑制作用；当浓度<16 μg•mL-1时，EAE、BE和槲皮素对醛糖还原酶的抑制作用能力相近；但浓度>32 μg•mL-1时，EAE和BE的抑制能力没有槲皮素强。
   根据上述测定结果，以样品浓度对数值 (logC)为横坐标，醛糖还原酶抑制率 (%)为纵坐标，拟合线性回归方程，由此推算出样品对醛糖还原酶的半数抑制浓度值 (50% inhibitory concentration,IC50)。结果见表3.

表3 两色金鸡菊提取物抑制醛糖还原酶的能力
Table 3. Aldose reductase inhibitory capacity of Coreopsis tinctoria flowering tops extracts 

	样品
	EAE
	BE
	槲皮素(quercetin)

	半数抑制率IC50(μg•mL-1)
	100.98±5.12 c
	74.64±1.19 b
	25.31±0.971a


注：同行不同测定值上方不同字母（a-c）表示组间均数有显著性差异（P < 0.05）
   由表3结果可知，EAE、BE和槲皮素对醛糖还原酶抑制能力 (IC50)有统计学意义 (P < 0.05)；对醛糖还原酶抑制能力由大到小依次为槲皮素>BE>EAE。
3讨论
   天然产物清除自由基机理很复杂，其中富含抗氧化活性物可以补充机体抗氧化物质，提高机体内源性抗氧化酶的活性，防止自由基链式反应的形成和发展[16]。新疆两色金鸡菊中含有较高含量的黄酮类（黄酮、二氢黄酮、查尔酮、橙酮和花青素）、酚类（绿原酸、咖啡酸、儿茶素）物质成分[17]。大量研究证实，糖尿病并发症与糖代谢的多元醇通路有关，而醛糖还原酶是该通路的关键限速酶。醛糖还原酶抑制剂 (aldose reductase inhibitors)能有效抑制醛糖还原酶的活性，预防和延迟糖尿病并发症的发生和发展[18]。

   本实验对新疆两色金鸡菊提取物的自由基清除能力和酶醛糖还原酶的抑制活性进行了研究。结果表明，新疆两色金鸡菊EAE、BE在不同的自由基清除体系中表现出不同能力的清除作用。在<80 μg•mL-1浓度下，BE表现出较强的清除DPPH自由基的能力；在<40 μg•mL-1浓度下，EAE具有较强ABTS自由基清除能力；当浓度>40 μg•mL-1时，EAE表现出较强的清除*OH自由基的能力。在醛糖还原酶抑制活性实验中，在浓度<16 μg•mL-1条件下，EAE和BE与阳性对照槲皮素对醛糖还原酶的抑制作用能力相近，说明两种提取物在低浓度条件下有一定的醛糖还原酶抑制能力。
   新疆两色金鸡菊作为传统药食两用植物所表现出优异的保健功能，特别是以新疆两色金鸡菊为原料制成的茶饮品，具有生津止渴、清热解毒、调脂降糖、清除体内自由基、气味芳香甘醇等特点而备受广大消费者所喜爱，具有很大的市场空间和较好的开发前景。通过本研究可以为进一步开发利用两色金鸡菊资源、深入挖掘其在食品、医学领域等应用提供了一定的参考价值；同时也可以为两色金鸡菊提取物中对醛糖还原酶产生抑制作用的主要有效成分的相关研究提供指引。
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