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丁香有效部位对低密度脂蛋白弱氧化修饰的抑制效果
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摘要：低密度脂蛋白（ＬＤＬ）弱氧化修饰是形成动脉粥样硬化（ＡＳ）的关键因素。为了研究丁香有效部位（ＥＦＣ）对

ＬＤＬ弱氧化修饰的抑制效果，采用 Ｆｅ２＋体外诱导 ＬＤＬ弱氧化，通过测定脂质过氧化产物共轭二烯（ＣＤ）、硫代巴比

妥酸反应物（ＴＢＡＲＳ）的产生、ＬＤＬ紫外可见光谱及载脂蛋白 Ｂ １００（ａｐｏＢ １００）中赖氨酸（Ｌｙｓ）游离氨基、色氨酸

（Ｔｒｐ）活性的衰减程度反映抑制效果。结果表明，在 ＬＤＬ弱氧化过程中，对脂质过氧化保护方面，ＥＦＣ（２５μｇ／ｍＬ）能有

效延缓增殖阶段 ＣＤ产生，其延缓效果强于０５μｇ／ｍＬ阳性对照。ＥＦＣ（５０μｇ／ｍＬ）能延缓 ＬＤＬ降解阶段 ＴＢＡＲＳ生

成，延缓效果强于 １０μｇ／ｍＬＢＨＴ；相应质量浓度（１２５μｇ／ｍＬ、１５μｇ／ｍＬ）的 ＥＦＣ能减缓 ＬＤＬ因为氧化而改变的

紫外可见光谱。对蛋白（ａｐｏＢ １００）氧化保护方面，ＥＦＣ（５μｇ／ｍＬ）能显著抑制 Ｌｙｓ中游离氨基活性衰减（Ｐ＜

００５），其抑制效果与 １２５μｇ／ｍＬＢＨＴ无显著性差异；ＥＦＣ（１μｇ／ｍＬ）能保护 ａｐｏＢ １００中 Ｔｒｐ免受破坏。结果表

明 ＥＦＣ能有效抑制 ＬＤＬ弱氧化，为后续相关功能食品研发提供了参考。
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　　引言

低密度脂蛋白（Ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬ）是
血液中主要的胆固醇载体，直径为 １９～２５ｎｍ，平均
分子量２５×１０６，密度 １０１９～１０６３ｇ／ｍＬ［１－２］，主
要由胆固醇酯（４０％ ～４４％）、甘油三酯（３％ ～５％）
和游离非酯化胆固醇组成的非极性中心和由 ａｐｏＢ
１００（２１％ ～２６％）及游离非酯化胆固醇（与上述游
离非酯化胆固醇共占９％ ～１０％）组成的磷脂（２０％
～２４％）单分子层膜组成［３］

。ＬＤＬ中的脂质富含多
不饱和脂肪酸，易被氧化，其氧化产物会进一步氧化

脂类和蛋白，最终导致氧化型低密 度 脂 蛋 白

（Ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）产生［４－５］
。

ＬＤＬ氧化修饰分为 ２个阶段。在 ＬＤＬ氧化初
级阶段即 ＬＤＬ弱氧化修饰阶段，仅其所含脂质发生
氧化修饰而 ａｐｏＢ １００不发生或仅发生温和修饰，
修饰后的 ＬＤＬ被称为弱氧化修饰低密度脂蛋白
（Ｍｉｎｉｍａｌｌｙｍｏｄｉｆｉｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｍｍ
ＬＤＬ）［６］。ｍｍＬＤＬ激活巨噬细胞表面受体的活性，
导致巨噬细胞开始吞噬，并加剧巨噬细胞对组织液

中天然和氧化 ＬＤＬ的吞噬作用，这会诱导一系列反
应，最终促使动脉粥样硬化形成

［７］
。随后，ｍｍＬＤＬ

脂质和蛋白进一步氧化修饰形成完全氧化 ＬＤＬ［６］。
若在初级阶段抑制 ｍｍＬＤＬ产生，可显著减少
ｏｘＬＤＬ和抑制动脉粥样硬化（Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ／ＡＳ）发
生

［６，８］
。近期研究表明，许多食源性提取物能有效

抑制 ＬＤＬ氧化修饰［９］
。但是，这些原料对 ＬＤＬ弱氧

化修饰的抑制效果均不清楚。

丁 香 为 桃 金 娘 科 植 物 丁 香 （Ｅｕｇｅｎｉａ
ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌａｔａＴｈｕｎｂ）的干燥花蕾，具有抗氧化、抗病
毒、抗血栓、抗炎、抗糖尿病、抑菌、麻醉和昆虫防御

等功效
［１０－１１］

，是国家公布的药食两用植物
［１２］
。丁

香中主要成分为多酚、黄酮类化合物及精油等
［１３］
。

已有研究表明，丁香水提物、紫丁香叶提取物具有抑

制 ＬＤＬ氧化修饰作用［１４－１５］
。实验室前期工作基础

发现，丁香在国家公布的８７种药食两用物品名单中
抗氧化活性最强

［１６］
，同时对 ＬＤＬ氧化修饰也具有

很强的抑制效果，乙酸乙酯部位为抑制 ＬＤＬ氧化修
饰的有效部位

［１７］
。但是，丁香有效部位（Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｌｏｖｅ，ＥＦＣ）对 ＬＤＬ弱氧化修饰抑制效果
尚不明确，从而限制后续相关功能食品研发进程。

因此，本文在实验室前期基础上对 ＥＦＣ抑制 ＬＤＬ弱
氧化修饰作用进行研究，以期为后续相关功能食品

研发提供参考。

１　材料与方法

１１　实验材料
丁香，购于江西黄庆仁栈华氏大药房（江西樟

树天齐堂中药饮片有限公司分装），产自广西。材

料买回后粉碎、过４０目筛后置冰箱中备用；ＬＤＬ，自
健康人血浆中分离得到；肝素钠，购自上海阿拉丁试

剂有限公司；２硫代巴比妥酸（２ｔｈｉｏｂａｒｂｉｔｕｒｉｃａｃｉｄ，
ＴＢＡ），购自国药集团化学试剂有限公司；２，４，６三
硝基苯磺酸溶液（２，４，６ｔｒｉｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，
ＴＮＢＳ），购自成都格雷西亚化学技术有限公司。其
余试剂均为国产分析纯或优级纯。

１２　主要仪器与设备
ＴＵ １９０１型双光束紫外可见分光光度计，北京

普析通用仪器有限责任公司；ＰＢ １０型 ｐＨ计，
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ仪器设备有限公司；日立 Ｆ ４５００型荧光
分光光度计，日本岛津有限公司；ＣＴ１５ＲＴ型高速
冷冻离心机，上海天美生化仪器设备工程有限公

司；ＤＦＹ Ｃ型高速粉碎机，温岭林大机械公司；
ＦＤ １Ａ ５０型冷冻干燥机，北京博医康实验仪器
有限公司；ＲＥ ５２型旋转蒸发仪，上海亚荣生化
仪器厂。

１３　实验方法
１３１　生物活性追踪法制备 ＥＦＣ

采用图１所示方法制备丁香有效部位。丁香粉
碎过４０目筛后称取２００００ｇ干粉，采用甲醇按液料
比 １０ｍＬ／ｇ、温度 ６０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ水浴振荡提取
４０ｍｉｎ，重复１次，２次提取液合并、定容。量取 １／１０
提取液制备丁香粗提物。剩余 ９／１０提取液浓缩后
加入适量蒸馏水混悬后，分别利用溶剂极性逐渐增

大的溶剂石油醚、乙酸乙酯和正丁醇依次萃取，和剩

余水相共４个极性分别浓缩，与上述粗提物浓缩液
一起冻干后获得干粉，置真空干燥器中保存备用。

１３２　低密度脂蛋白提取
采用刘仁绿等

［１８－１９］
的方法稍加修改。量取血

浆３００ｍＬ，与 １０倍体积沉淀液（００６４ｍｏｌ／Ｌ柠檬
酸三钠，５００００Ｕ／Ｌ肝素钠，５ｍｏｌ／Ｌ盐酸调 ｐＨ值至
５０４）充分混匀，磁力搅拌 ３０ｓ，３７℃ 水浴静置
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图 １　生物活性追踪法制备丁香有效部位

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｌｏｖｅｂａｓｅｄｏｎ

ｂｉｏａｓｓａｙｇｕｉｄｅｄｍｅｔｈｏｄ
　
１５ｍｉｎ后４℃ ３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清。向
沉淀中加入 １５００ｍＬ洗涤液（００６４ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸
钠５ｍｏｌ／Ｌ盐酸调 ｐＨ值为 ５１１）洗涤沉淀，在 ４℃
下以转速 ３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ去上清，收集沉
淀，用少量磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）（１６０ｇ／ＬＮａＣｌ，
２７ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，８１ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，１５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４）溶解 ＬＤＬ并置透析袋内 ４℃透析 ２４ｈ，每
６ｈ更换一次 ＰＢＳ。
１３３　不同ｐＨ值下ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ对ＬＤＬ修饰效果

采用 ＭＯＲＧＡＮ等［２０］
的方法稍加修改。通过

Ｎａ２ＨＰＯ４与 ＫＨ２ＰＯ４的配比配置 ｐＨ值 ４５、５０、
５５、６０、６５、７０、７４的 ＰＢＳ。在这些 ｐＨ值条件
下，取４９ｍＬ已透析的 ＬＤＬ（控制其终质量浓度为
３ｍｇ／ｍＬ，ＬＤＬ浓度均以蛋白质含量计），加入 ５０μＬ
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（终质量浓度 ７５μｍｏｌ／Ｌ）、甲醇 ５０μＬ，
在３７℃孵育 ２４ｈ后用 ＴＢＡＲＳ的产生量表示不同
ｐＨ值条件下 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ对 ＬＤＬ的修饰效果。取出
０３ｍＬ孵育混合液，加入２５ｍＬ２０％三氯乙酸后立即
混匀，再加入１ｍＬ０６７％ＴＢＡ，混匀，沸水浴３０ｍｉｎ，冷
却至室温（２０℃），５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，小心吸取上
清液在 ５３２ｎｍ处测定 ＯＤ值，以不含 ＬＤＬ调零，以
１，１，３，３四甲氧基丙烷为标样绘制标准曲线，硫代巴比
妥酸反应物（Ｔｈｉｏｂａｒｂｉｔｕｒｉｃａｃｉｄｒｅａｃｔｉｖｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，
ＴＢＡＲＳ）产生量单位为ｎｍｏｌ／ｍｇ（以蛋白计）。
１３４　ＣＤ产生量的测定

采用 ＥＳＴＥＲＢＡＵＥＲ等［２１］
的方法稍加修改。测

定 ＬＤＬ脂质过氧化初级产物共轭二烯（Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ
ｄｉｅｎｅ，ＣＤ）的产生量及各样品的抑制效果。设置促

氧对照组、空白组、２，６二叔丁基对甲基苯酚（２，６
ｄｉｔｅｒｔｂｕｔｙｌ４ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｏｌ，ＢＨＴ）阳性对照组、丁香
不同浓度有效部位组。

本实验中各实验组设置如下：促氧对照组，以相

同体积甲醇溶液代替样液，其余操作全部相同；空白

组，以相同体积甲醇溶液代替样液，以相同体积的去

离子水代替氧化剂 ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，其余操作全部相
同；ＢＨＴ阳性对照组及不同浓度 ＥＦＣ组添加相同体
积的阳性对照试剂或者 ＥＦＣ样液，其余操作全部相
同。以 ｐＨ值４５的 ＰＢＳ溶解 ＬＤＬ（以下实验均采
用这种方法溶解 ＬＤＬ），控制 ＰＢＳｐＨ值为 ４５前提
下向９８ｍＬＬＤＬ（终质量浓度为 ２５０μｇ／ｍＬ）中加
入１００μＬＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（终浓度为 ４５μｍｏｌ／Ｌ），最后
加入１００μＬ不同浓度的样液，３７℃水浴孵育，定时
取出孵育混合液后测定２３４ｎｍ处的 ＯＤ值，以不含
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ调零。
１３５　ＴＢＡＲＳ含量的测定

根据刘仁绿等
［１８］
的方法稍加修改。测定 ＬＤＬ

脂质过氧化终末产物ＴＢＡＲＳ含量。控制ＰＢＳｐＨ值
为４５前提下，采用 １３３节方法孵育并测定不同
样品 ＴＢＡＲＳ含量检测各样品的抑制效果。
１３６　ＬＤＬａｐｏＢ １００中赖氨酸活性的测定

采用 ＲＡＪＡＳＥＫＡＲＡＮ等［２２］
的方法测定 ＬＤＬ弱

氧化修饰过程中各样品对其 ａｐｏＢ １００中赖氨酸
（Ｌｙｓ）游离氨基活性减少的抑制效果。向 １９６ｍＬ
ＬＤＬ（终质量浓度为 ５００μｇ／ｍＬ）中加入 ２００μＬ
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（终浓度为 ５０μｍｏｌ／Ｌ），再添加 ２００μＬ
不同浓度的样液，３７℃水浴孵育 １９２ｈ。取出 １ｍＬ
孵育混合液加入 １ｍＬ４％的 ＮａＨＣＯ３，加入 ０１％
ＴＮＢＳ３７℃水浴 １ｈ，测定 ３４０ｎｍ处的 ＯＤ值，以不
加 ＴＮＢＳ为调零。
１３７　色氨酸荧光的定量测定

采用 ＣＨＥＮ等［２３］
的方法稍作修改。测定各样

品抑制 ＬＤＬ弱氧化修饰过程其 ａｐｏＢ １００中色氨
酸（Ｔｒｐ）荧光淬灭效果。向 ４９ｍＬＬＤＬ（终质量浓
度为５００μｇ／ｍＬ）中加入 ５０μＬＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（终浓
度为２５μｍｏｌ／Ｌ），再加入 ５０μＬ不同浓度的样液，
３７℃水浴孵育 １２ｈ，在 Ｅｘ２９５ｎｍ／Ｅｍ３３０ｎｍ处进
行测定。

１３８　色氨酸荧光光谱的测定
采用 ＬＥＴ?ＣＩＡ 等［２４］

的 方 法 稍 作 修 改。以

１３７节的孵育混合液，固定激发波长 ２８０ｎｍ，扫描
发射波长（范围３００～４５０ｎｍ）对各样品进行荧光扫
描。

１３９　紫外可见吸收光谱的测定
采用１３４节的孵育混合液于 ２００～９００ｎｍ波
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长范围内扫描紫外可见吸收光谱。

２　结果与分析

ＬＤＬ常用的氧化剂主要包括硫酸铜和硫酸亚
铁。较高浓度的硫酸铜因其氧化能力较强，可致

ＬＤＬ氧化成 ｏｘＬＤＬ，而硫酸亚铁氧化能力相对温
和，可致 ＬＤＬ氧化成 ｍｍＬＤＬ［２］。ＷＡＴＳＯＮ等［２５］

均

采用硫酸亚铁氧化 ＬＤＬ制备获得 ｍｍＬＤＬ供相关
研究。故本实验采用硫酸亚铁氧化修饰 ＬＤＬ制备
获得 ｍｍＬＤＬ供相关测定。
２１　ＬＤＬ弱氧化修饰过程中 ｐＨ值条件优化

有研究表明，过渡金属离子（如 Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋等）
对 ＬＤＬ氧化修饰作用与 ｐＨ值密切相关［２０］

。为探

究 Ｆｅ２＋介导 ＬＤＬ弱氧化修饰过程中的最适 ｐＨ值，
本实验设置 ＬＤＬ孵育体系中 ＰＢＳ的 ｐＨ值范围为
４５～７４。通过测定 ＴＢＡＲＳ产生量确定 Ｆｅ２＋对
ＬＤＬ弱氧化修饰的最适 ｐＨ值。根据 １３３节的方
法测定结果如表 １所示。在 ｐＨ值 ４５～７４范围
内，随着 ｐＨ值增大 ＴＢＡＲＳ产生量逐渐降低（Ｐ＜
００５）。ｐＨ值 ４５条件下 ＬＤＬ弱氧化修饰产生的
ＴＢＡＲＳ是 ｐＨ值 ７４条件下的 １５倍左右。这表明
ｐＨ值可显著影响 Ｆｅ２＋对 ＬＤＬ的氧化修饰，且
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ在 ｐＨ值 ４５条件下对 ＬＤＬ修饰作用

最明显。ＳＡＴＣＨＥＬＬ等［２６］
也发现类似结果，并且在

该条件下对 ＬＤＬ进行氧化修饰符合 ｍｍＬＤＬ的标
准（通常 ｍｍＬＤＬ每 １ｍｇ蛋白生成 ３～１２ｎｍｏｌ
ＴＢＡＲＳ）［７］。其原因可能是在酸性条件下铁离子的
溶解度增加、使得 Ｆｅ２＋的作用效果加强，从而使脂
质过氧化链式反应增强，产生的脂质氢过氧化物进

行分解形成醛类
［２０，２６］

。因此，本实验选定 ｐＨ值
４５作为后续所有 ＬＤＬ弱氧化的最适 ｐＨ值反应条
件。有研究表明，氧化或弱氧化 ＬＤＬ被巨噬细胞吞
噬后会在溶酶体中进一步被氧化修饰，而溶酶体的

生理 ｐＨ值正好在 ４５左右［２６－２７］
，表明本文的优化

结果与人体生理条件相吻合。

表 １　ｐＨ值对 ＴＢＡＲＳ产生量的影响

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｔｏＴＢＡＲＳｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｐＨ值 ＴＢＡＲＳ产生量／（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１）

４５ ４３５±００７ａ

５０ １０３±００８ｂ

５５ ０７０±００８ｃ

６０ ０５９±００１ｄ

６５ ０３６±００６ｅ

７０ ０２５±００４ｆ

７４ ０２８±００４ｅｆ

　　注：不同字母代表各样品之间存在显著性差异，Ｐ＜００５。

２２　丁香有效部位（ＥＦＣ）对 ＬＤＬ脂类氧化的抑
制效果

２２１　共轭二烯（ＣＤ）产生的抑制效果
ＬＤＬ氧化修饰过程主要分为延迟、增殖、降解 ３

个连续阶段
［２］
。随着 ＬＤＬ中内源性抗氧化物质（如

维生素 Ｅ等）逐渐消耗，ＬＤＬ从脂质过氧化反应的
延迟阶段过渡到增殖阶段。在这个过程中，首先，

Ｆｅ２＋对 ＬＤＬ中多不饱和脂肪酸（Ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙ
ａｃｉｄ，ＰＵＦＡ）的过氧化修饰引起脂质自由基重排，产
生在 ２３４ｎｍ处具有紫外吸收的 ＣＤ［２８］。然后，ＬＤＬ
进入脂质过氧化自由基链式反应并导致大量 ＣＤ和脂
质氢过氧化物（ＬＯＯＨ）形成与累积。最后，当 ＣＤ达到
最大值时，增殖阶段结束、降解阶段开始。该阶段 ＣＤ
和ＬＯＯＨ开始降解。因此ＣＤ的形成充分反映延迟、增
殖以及早期降解阶段中 ＬＤＬ脂质修饰的动态变化［２］

。

根据１３４节方法测定结果如图２所示。与促氧相比，
添加各质量浓度的 ＥＦＣ（１２５μｇ／ｍＬ、２５μｇ／ｍＬ）及
阳性对照 ＢＨＴ均对 ＣＤ的产生有抑制效果。ＣＤ到
达最大值所需时间用 Ｔｍａｘ表示。与促氧组的 Ｔｍａｘ
（３５４ｈ）相 比，添 加 １２５μｇ／ｍＬＥＦＣ的 Ｔｍａｘ
（４７４ｈ）明显延缓。该结果表明 １２５μｇ／ｍＬＥＦＣ
能延缓 ＬＤＬ弱氧化修饰作用。添加 ０５μｇ／ｍＬ
ＢＨＴ样液的 ＣＤ达最大值时，２５μｇ／ｍＬＥＦＣ样液
的 ＣＤ才缓慢开始上升，并且其增长速率明显低于
０５μｇ／ｍＬ阳性对照 ＢＨＴ，这表明 ２５μｇ／ｍＬＥＦＣ
抑制 ＬＤＬ弱氧化效果强于０５μｇ／ｍＬＢＨＴ。

图 ２　丁香有效部位对 ＬＤＬ弱氧化修饰过程中 ＣＤ

产生的延缓效果

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｌａｙｅｄｅｆｆｅｃｔｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｌｏｖｅｏｎｔｈｅ

ＣＤｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｒｏｍｍｍＬＤＬ
　
ＣＤ为 ＬＤＬ氧化早期形成的脂质自由基［２９］

，

ＥＦＣ的抑制作用表明其能在早期阶段抑制 ＬＤＬ弱
氧化。有研究表明 ＥＦＣ有很强的自由基清除能
力

［１２］
。因此，以上结果的原因可能是 ＥＦＣ在 ＬＤＬ

表面清除其弱氧化修饰过程衍生出来的过氧化氢自

由基，进一步抑制脂质过氧自由基链式反应，抑制

ＣＤ的 形 成 从 而 抑 制 ＬＤＬ 弱 氧 化 产 生［２８］
。
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ＢＡＧＨＥＲＩ等［２９］
研究核桃提取液对 ＬＤＬ氧化的抑

制作用时也得到了类似效果。

２２２　ＴＢＡＲＳ产生的抑制效果
随着 ＬＤＬ脂质过氧化反应继续进行，ＬＤＬ氧化

修饰从２２１节增殖阶段进入到降解阶段，并导致
在增殖阶段大量产生的 ＬＯＯＨ发生降解，形成大量
的具有毒性的醛类，其与硫代巴比妥酸 ＴＢＡ反应产
生在５３２ｎｍ处有特征吸收的粉色物质［２，２８，３０］

。因

此，通过测定 ＴＢＡＲＳ产生量可评价 ＥＦＣ对降解阶
段 ＬＤＬ脂质过氧化修饰的延缓效果。根据 １３５
节方法测定，其结果如图 ３所示。与促氧相比，２个
质量浓度的 ＥＦＣ（１０μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ）及阳性对照
ＢＨＴ均对 ＬＤＬ弱氧化过程中 ＴＢＡＲＳ的产生具有不
同程度的延缓效果。促氧组 ＴＢＡＲＳ产生量约 ７５ｈ
达最大，添加１０μｇ／ｍＬＥＦＣ后 ＴＢＡＲＳ产生量达最
大值所需时间延后至８０ｈ才出现，比促氧组延长了
５ｈ，这表明添加 １０μｇ／ｍＬＥＦＣ能够延缓 ＬＤＬ受
Ｆｅ２＋催化所形成的弱氧化作用。１０μｇ／ｍＬＢＨＴ比
同浓度的 ＥＦＣ对 ＬＤＬ弱氧化产生 ＴＢＡＲＳ的延缓效
果强。然而，当质量浓度增加到 ５０μｇ／ｍＬ时，ＥＦＣ
延缓 效 果 明 显 强 于 １０μｇ／ｍＬＢＨＴ。ＲＡＨＭＡＮ
等

［２８］
也发现金针菇多酚提取液能延缓 ＬＤＬ过氧化

修饰过程中醛类的产生。

图 ３　丁香有效部位对 ＬＤＬ弱氧化修饰过程中 ＴＢＡＲＳ

产生的延缓效果

Ｆｉｇ．３　ＤｅｌａｙｅｄｅｆｆｅｃｔｏｆＥＦＣｏｎｔｈｅＴＢＡＲＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｆｒｏｍｍｍＬＤＬ
　
ＥＦＣ能有效延缓 ＬＤＬ弱氧化修饰过程中的脂

质过氧化作用（对 ＴＢＡＲＳ及 ＣＤ产生的抑制），其可
能的原因是 ＥＦＣ是弱极性的乙酸乙酯部位，处于该
极性提取剂中的有效成分具有一定的亲脂特性，使

该物质更易于进入脂质过氧化的疏水性环境，对

ＬＤＬ脂质部位氧化起抑制作用［２８］
。同时，实验室前期

基础中发现，在丁香不同极性部位中，乙酸乙酯部位总

黄酮、总多酚含量最高
［１２，３１］

，而国内外研究发现，黄酮、

多酚类化合物具有抗氧化活性
［３２］
，并能有效抑制 ＬＤＬ

脂质过氧化作用
［２８，３３］

。因此，ＥＦＣ中延缓 ｍｍＬＤＬ的

脂质过氧化作用的主要物质可能为黄酮及多酚。

ＬＤＬ由脂类及蛋白组成［３］
，其弱氧化修饰主要

体现在所含脂类及蛋白的氧化修饰。上述测定结果

发现 ＥＦＣ对 ＬＤＬ脂类弱氧化修饰具有较好的抑制
效果。ＬＤＬ所含蛋白的弱氧化修饰主要表现为 Ｌｙｓ
及 Ｔｒｐ残基的氧化修饰［２］

。于是，在 ２２节基础上
继续对 ＥＦＣ抑制 ＬＤＬ弱氧化过程中所含蛋白的抑
制效果进行了测定。

２３　ＥＦＣ对 ＬＤＬ蛋白组分氧化的抑制效果
２３１　Ｌｙｓ游离氨基活性衰减的效果分析

正常代谢中 ＬＤＬ受体对 ＬＤＬ识别依赖于 Ｌｙｓ
残基

［３０］
，而降解阶段脂质过氧化产生的大量毒性醛

类将对 ＬＤＬ中 ａｐｏＢ １００的 Ｌｙｓ进行修饰，形成一
系列加成物并导致 Ｌｙｓ中的游离氨基活性衰减，加
成物进一步促进氧化 ＬＤＬ被巨噬细胞清道夫受体
识别，使 ＬＤＬ胆固醇在细胞中不受调节地聚集、形
成泡沫细胞最终导致 ＡＳ形成［３４］

。

ＴＮＢＳ能特异地与 Ｌｙｓ游离氨基反应产生在
３４０ｎｍ有特异吸收的复合物，利用 ＴＮＢＳ活性反映
ＥＦＣ对 ａｐｏＢ １００中 Ｌｙｓ游离氨基活性减弱及 ＬＤＬ
弱氧化修饰的抑制效果

［２，３５］
。根据 １３６节方法测

定结果如图４所示。与促氧相比，ＥＦＣ和阳性对照
ＢＨＴ都显著抑制 ＴＮＢＳ活性降低（Ｐ＜００５）。随着
ＥＦＣ浓度增加，ＴＮＢＳ活性增强，表明 ＥＦＣ对 ＴＮＢＳ
活性降低的抑制效果与浓度相关。添加 ５μｇ／ｍＬ
ＥＦＣ对 ＴＮＢＳ活性减弱的抑制效果与阳性对照 ＢＨＴ
无显著差异（Ｐ＞００５）。ＲＩＦＩＣＩ等［３５］

研究红酒抑

制 ＬＤＬ氧化也得到了类似的结果。根据 ２２２节
中结果可知，ＬＤＬ能抑制醛类产生，所以 ＥＦＣ对
ＡｐｏＢ １００中 Ｌｙｓ游离氨基活性减弱的抑制可能是
因为其能抑制醛类产生。

图４　丁香有效部位对 Ｌｙｓ游离氨基活性减弱的抑制效果

Ｆｉｇ．４　ＩｎｈｉｂｉｔｅｄｅｆｆｅｃｔｏｆＥＦＣｏｎｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｃｒｅａｓｅｏｆ

ｆｒｅｅａｍｉｎｏｇｒｏｕｐｏｎＬｙｓ
　
２３２　ＥＦＣ抑制 ＬＤＬ弱氧化修饰过程中色氨酸荧

光淬灭效果分析

（１）色氨酸荧光强度测定
除了上述 Ｌｙｓ在 ＬＤＬ弱氧化过程中会产生修
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饰，ＬＤＬ氧化修饰的早期 Ｔｒｐ活性也会逐渐衰减，从
而促进 ＬＤＬ脂质过氧化反应产生［３４］

。天然 ＬＤＬ中
ａｐｏＢ １００含有 ３７个 Ｔｒｐ残基，可产生荧光，随着
ＬＤＬ弱氧化其荧光发生淬灭［２３］

。根据 １３７节方
法定量测定各样品抑制 Ｔｒｐ荧光淬灭效果。如图 ５
所示，与促氧组产生的荧光相比，添加 １μｇ／ｍＬ
ＥＦＣ能对 Ｔｒｐ荧光淬灭产生显著抑制效果（Ｐ＜
００１）。该结果表明 １μｇ／ｍＬＥＦＣ能使 ａｐｏＢ １００
中 Ｔｒｐ免受破坏。ＣＨＥＮ等［２３］

对于杏仁皮多酚和

槲皮素对 ＬＤＬ和 ａｐｏＢ １００氧化修饰的研究中也
得到了类似结果。

图 ５　丁香有效部位抑制色氨酸荧光淬灭定量测量结果

Ｆｉｇ．５　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｌｏｖｅｏｎＴｒｐ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｉｎｇｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
　
（２）色氨酸荧光扫描分析

图 ７　所有样品 ＬＤＬ弱氧化修饰起始及氧化 ５６ｈ紫外可见吸收光谱变化

Ｆｉｇ．７　ＵＶｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒａｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎａｎｄａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ５６ｈ

采用１３８节方法进一步对 ｍｍＬＤＬ荧光光谱
进行扫描分析，其结果如图６所示。与促氧相比，添
加１μｇ／ｍＬＥＦＣ可抑制 ＬＤＬ中 ａｐｏＢ １００色氨酸
荧光淬灭。该结果与上文所得结果相互佐证，进一

步证明１μｇ／ｍＬＥＦＣ能避免 ａｐｏＢ １００中 Ｔｒｐ免遭
弱氧化修饰。

ＬＤＬ在发生弱氧化修饰过程除了其所含的脂类
及蛋白组分发生氧化修饰变化外，其紫外、可见吸收

光谱也会产生相应的变化。于是，本文就 ＥＦＣ对
ＬＤＬ弱氧化修饰过程中光谱吸收的影响进行了测
定。

图 ６　丁香有效部位抑制色氨酸荧光淬灭扫描结果

Ｆｉｇ．６　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＥＦＣｏｎＴｒｐｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｑｕｅｎｃｈｉｎｇｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｃａｎｎｉｎｇ
　
２４　丁香有效部位对 ＬＤＬ弱氧化修饰过程中紫

外、可见吸收光谱变化

天然 ＬＤＬ在 ２２２ｎｍ有最大吸收，随着 ＬＤＬ逐
渐被氧化，在 ２２０～２３０ｎｍ范围内的吸光度增大。
光谱的改变可用于反映抗氧化物质对 ＬＤＬ的保护
效果。ＬＤＬ脂质过氧化反应的主要产物为脂质氢过
氧化物，在２３４ｎｍ附近有最大吸收［２１］

。

所有样品 ＬＤＬ弱氧化修饰在起始及氧化约
５６ｈ光谱变化结果如图 ７所示。弱氧化起始阶段，
除促氧外，其他样品的吸收峰值未发生显著改变。

氧化约５６ｈ后，添加２５μｇ／ｍＬＥＦＣ吸收峰值未发
生大的变化，其余样品的吸收峰值趋同于促氧组样

品。

同一样品在不同时间段的紫外光谱扫描结果如

图８所示。促氧与添加 １２５μｇ／ｍＬ的 ＥＦＣ相比，
在弱氧化 １７ｈ之前，１２５μｇ／ｍＬ的 ＥＦＣ能有效抑
制 ＬＤＬ弱氧化修饰，随着氧化时间的延长，添加
１２５μｇ／ｍＬ的 ＥＦＣ吸收峰值逐渐上升。与 ＢＨＴ阳
性对照相比，添加 ２５μｇ／ｍＬＥＦＣ的吸收峰值几乎
不增加。以上结果表明添加 ２５μｇ／ｍＬＥＦＣ样液
通过抑制脂质氢过氧化物的形成进而抑制 ＬＤＬ弱
氧化修饰。

以上测定结果中，ＥＦＣ对 ＬＤＬ弱氧化修饰抑制
效果不及相同浓度的阳性对照 ＢＨＴ，其原因主要可
能是 ＢＨＴ为分析纯级化合物，而 ＥＦＣ仅为混合物，
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含有很多杂质。若将 ＥＦＣ纯度提高，其对 ＬＤＬ弱氧 化抑制效果会显著增加。

图 ８　在不同时间段的同一样品 ＬＤＬ紫外可见吸收光谱扫描

Ｆｉｇ．８　ＵＶｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒａｏｎｔｈｅｓａｍｅｓａｍｐｌｅｓｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ
　

３　结论

（１）ＥＦＣ能够延缓／抑制 ＬＤＬ脂质过氧化反应
中 ＣＤ和 ＴＢＡＲＳ的产生，反映其能在延迟、增殖、降
解阶段对 ＬＤＬ弱氧化进行抑制。

（２）ＥＦＣ能够延缓／抑制 ＬＤＬ脂质过氧化反应
形成的醛类对 ａｐｏＢ １００的修饰。

（３）ＥＦＣ能够延缓／抑制 ＬＤＬ弱氧化过程中
ａｐｏＢ １００的氧化修饰。
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