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基于线虫模型的木姜叶柯抗氧化应激及
抗衰老作用

张慧康，马佳波，司　奇，王珍珍，沙如意*，戴　静，毛建卫

（浙江省农产品化学与生物加工技术重点实验室，浙江省农业生物资源生化制造协同创新中心，浙江

科技学院生物与化学工程学院，浙江杭州 310023）

摘　要：本研究对木姜叶柯提取物（Lithocarpus litseifolius folium extract，LLFE）的主要成分进行分析，以秀丽隐杆

线虫（Caenorhabditis elegans，C. elegans）为模型，评价木姜叶柯（Lithocarpus litseifolius folium）对线虫的抗氧化

应激和抗衰老作用，并探讨可能的作用机制。结果表明：木姜叶柯提取物中含总酚 52.84±1.45 mg/g，总黄酮

380.74±15.12 mg/g，总糖 470.36±5.84 mg/g，二氢查尔酮类化合物含量约为 6.00%，其中根皮苷含量为 52.76±0.71
mg/g，根皮素 1.64±0.06 mg/g，三叶苷 4.88±0.01 mg/g；LLFE（0.25、1.25 mg/mL）也可以显著延长线虫在氧化应

激和热应激条件下的平均寿命（P<0.05），增强自身的抗逆性；后以 H2O2 诱导的线虫氧化损伤为模型，发现与模

型组相比，LLFE（0.05、0.25、1.25 mg/mL）可以显著提升线虫的平均寿命（P<0.05）；当 LLFE 浓度为 1.25 mg/mL
时，线虫体内总超氧化物歧化酶活提升了 39.85%（P<0.05）、过氧化氢酶活提升了 39.21%（P<0.05），谷胱甘肽

过氧化物酶活提升了 66.95%（P<0.001）；丙二醛和活性氧的积累量也分别减少 66.05%（P<0.001）和 49.69%（P<
0.001）。表明 LLFE 有良好的抗氧化效果,进而延缓衰老的进程。
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Abstract： In  this  study,  the  main  components  of  the  extract  of  (Lithocarpus  litseifolius  folium extract,  LLFE)  were
analyzed,and  the  anti-oxidative  stress  and  anti-aging  effects  of  LLFE on C.elegans were  evaluated  using Caenorhabditis
elegans (C.elegans)  as  a  model  to  explore  the  possible  mechanisms  of  action.The  results  showed  that  LLFE  contained
52.84±1.45  mg/g  of  total  phenols,  380.74±15.12  mg/g  of  total  flavonoids,  470.36±5.84  mg/g  of  total  sugars  and  about
6.00% of dihydrochalcone compounds, with phloridzin 52.76±0.71 mg/g, phloretin 1.64±0.06 mg/g and trilobatin 4.88±0.01
mg/g. LLFE (0.25, 1.25 mg/mL) also significantly extended the mean lifespan of C.elegans under oxidative and heat stress
conditions (P<0.05) and enhanced their own resistance to stress. After using H2O2-induced oxidative damage in C.elegans
as  a  model,  it  was  found that  LLFE (0.05,  0.25  and 1.25  mg/mL) significantly  increased  the  mean lifespan of C.elegans
compared with the model group (P<0.05). When the LLFE concentration was 1.25 mg/mL, the total superoxide dismutase  
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activity  in C.elegans increased  by  39.85%  (P<0.05),  catalase  activity  by  39.21%(P<0.05)  and  glutathione  peroxidase
activity  by  66.95%  (P<0.001).  The  accumulation  of  malondialdehyde  and  reactive  oxygen  species  was  also  reduced  by
66.05%  (P<0.001)  and  49.69%  (P<0.001),  respectively.  This  indicates  that  LLFE  has  good  antioxidant  effect,  and  then
delay the process of aging.

Key words：dihydrochalcone；Caenorhabditis elegans；lifespan；oxidative stress；Lithocarpus polystachy folium

 

衰老是一种自发的生物过程，生物体内各组织

器官的结构与功能均随年龄增加而不可逆转地衰

退[1]，这一恶化也成为如糖尿病、心脑血管疾病、神

经退行性疾病的主要危险因素[2]。经典的“自由基致

衰老学说”被广泛认为是衰老的主要机制。过量的氧

自由基干扰正常的代谢信号通路，引发功能蛋白的变

性和脂质的过氧化，最终导致细胞结构的破坏，致使

机体衰老和死亡[3]。抗氧化剂是延缓衰老的一种重

要物质，植物源的天然抗氧化剂成为当前研究的热

点，利用天然抗氧化剂研发抗氧化功能性食品和保健

品具有重要的现实意义。

木姜叶柯是壳斗科柯属植物，在民间常作为保

健凉茶食用，具有清热解毒、降压等功效。2017 年，

木姜叶柯被批准为新食品原料[4]。现代药理研究表

明，木姜叶柯含有多种生物活性物，如二氢查尔酮类

化合物，具有抗癌、抗过敏、降脂、降血糖等功效
[5−9]。木姜叶柯的体外抗氧化能力已被证实，据报道，Sun 等[10]

以芦丁和维生素 C 作为阳性对照，测定了木姜叶柯

中根皮苷、三叶苷和根皮素的抗氧化活性，结果显示

三种化合物的抗氧化能力均高于芦丁和 VC，表明木

姜叶柯具有很好的体外抗氧化活性。然而，目前对于

木姜叶柯的抗氧化研究多以体外化学法评价为主，而

且缺乏抗氧化性和抗衰老的体内评价系统研究。为

了揭示木姜叶柯的抗氧化活性成分和抗衰老功效，本

研究拟从新鲜木姜叶柯中提取二氢查尔酮并对其种

类和含量进行分析，并以秀丽隐杆线虫为模型，评价

木姜叶柯对于线虫的抗氧化及延缓寿命作用，分析并

探讨其可能的机制，期望为开发木姜叶柯抗衰老功能

性食品提供相关的理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

木姜叶柯（2021 年 12 月采摘）　由江西省上饶

市林业局提供；野生型秀丽隐杆线虫（C.elegans Bri-
stol N2）、尿嘧啶合成缺陷型大肠杆菌（Escherichia
coli）OP50　购自上海南方模式生物科技股份有限公

司。没食子酸、福林酚试剂、碳酸钠、亚硝酸钠、芦

丁、乙醇、硝酸铝、氢氧化钠、浓硫酸、苯酚　国药集

团化学试剂有限公司；葡萄糖　江苏强盛功能化学股

份有限公司；根皮苷标准品（HPLC≥98%）　上海源

叶生物科技有限公司；根皮素标准品（HPLC>98%）

　梯希爱化成工业发展有限公司；三叶苷标准品

（HPLC=98%）　成都普瑞法科技开发有限公司；

BCA 蛋白试剂盒、超氧化物歧化酶（Superoxide Dis-
mutase, SOD）、过氧化氢酶（Catalase, CAT）、活性氧

（Reactive oxygen species，ROS）、谷胱甘肽过氧化物

酶（Glutathione  peroxidase，GSH-Px）、丙二醛（ma-
londialdehyde，MDA）试剂盒　南京建成生物技术公

司。

e2695 高效液相色谱　美国 Waters 公司；Spec-
tra Max 190 酶标仪　美国 Molecular Devices 公司；

SW-CJ 超净工作台　无锡易纯净化设备有限公司；

TS600DC 立式双层摇床　上海天呈实验仪器制造有

限公司；LRH-150 恒温恒湿培养箱　上海一恒科学

仪器有限公司；奥林巴斯 SZ680 体视显微镜　日本

Olympus 公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   木姜叶柯成分的提取　参考罗颖等[11] 的方法

并略作修改，取木姜叶柯，用水清除其表面杂质放入

真空冷冻干燥机中干燥、粉碎、过 80 目筛。取粉末

50 g，加入 1 L 体积分数为 60% 的乙醇溶液，于 40 ℃，

300 W、50 kHz 条件下超声 105 min，10000 r/min 离

心 20 min，取上清液，在 40 ℃ 条件下减压旋转蒸发，

将浓缩液放入真空冷冻干燥机中干燥 48 h，得到木

姜叶柯提取物（Lithocarpus litseifolius folium extract，
LLFE）冻干粉。取 LLFE 冻干粉，用水溶解，配制成

1 mg/mL 溶液，用于后述实验。

 1.2.2   LLFE 中活性成分的测定　

 1.2.2.1   总酚含量的测定　采用福林酚比色法[12] 进

行测定，以没食子酸为标准品，根据回归方程 y=
0.0218x−0.0553（x 为没食子酸的浓度，单位 μg/mL，
y 为吸光度，R2=0.9993），计算总酚含量。

 1.2.2.2   总黄酮含量的测定　采用硝酸铝-亚硝酸钠

显色法[13] 进行测定，以芦丁为标准品，根据回归方

程 y=1.0362x+0.0746（x 为芦丁的浓度，单位 mg/mL，
y 为吸光度，R2=0.9989），计算总黄酮含量。

 1.2.2.3   总糖含量的测定　采用苯酚-硫酸比色法[14]

测定总糖含量，以葡萄糖为标准品，根据回归方程为

y=5.7481x+0.0099（x 为葡萄糖的浓度，单位 mg/mL，
y 为吸光度，R2=0.9978），计算总糖含量。

 1.2.2.4   根皮素、根皮苷和三叶苷含量的测定　参

考 Huang 等[15] 的方法并略作修改，称取一定质量的标

准品，并溶解在 40% 甲醇中得到根皮苷（100 μg/mL）、
三叶苷（10 μg/mL）及根皮素（1 μg/mL）的标准品储备

液。取 1.2.1 的 LLFE 冻干粉 10 mg，用 40% 的甲醇

溶解，配制成 1 mg/mL 溶液，过 0.22 μm 滤膜，用于

高效液相色谱检测。色谱条件：色谱柱为 XBbridge®

C18（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相组成为 A：0.01%
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甲酸水溶液，B：乙腈；检测波长：285  nm；流速：

1 mL/min；柱温：40 ℃；进样量：10 μL；梯度洗脱程

序：0~17 min：30%~40%B；17~25 min：40%~30%B。

 1.2.3   线虫的培养　取 300 μL E.coli OP50 菌液至

线虫生长培养基（Nematode Growth Medium，NGM）

平板上，均匀涂布，37 ℃ 培养 12 h 后，切割培养有线

虫的培养基，将培养基倒置于上述平板上，放入 20
℃ 培养箱中培养。

NGM 培养基配方：氯化钠 3 g，蛋白胨 2.5 g，琼
脂粉 17 g，加入 975 mL 蒸馏水，121 ℃ 灭菌 30 min，
待培养基降温至 60 ℃，加入胆固醇乙醇溶液 1 mL
（5 mg/mL）、硫酸镁 1 mL（1 mol/L）、氯化钙 1 mL
（1 mol/L）和 1 mol/L 磷酸钾缓冲液 25 mL（pH6.0）。

 1.2.4   线虫的同期化　参考 Meng 等[16] 的方法并略

作修改，取处于产卵期的秀丽隐杆线虫培养皿，加

入 5 mL M9 缓冲液冲洗，并将其转移至离心管中，

2000  r/min 离心 1  min，弃上清液，反复冲洗 2~3
次。去上清液后加入 1~2 mL 裂解液，涡旋 5 min，加
入 5 mL M9 缓冲液终止裂解，2000 r/min 离心 1 min，
去除上清液，保留底部沉淀，沉淀继续用 M9 缓冲液

冲洗 2~3 次。将含有线虫虫卵的 M9 缓冲液滴于涂

有新鲜 E.coli OP50 菌液的 NGM 平板上，置于 20 ℃
培养，即可得到同期化线虫。M9 缓冲液配方：磷酸

氢二钠 6 g/L，磷酸二氢钾 3 g/L，氯化钠 5 g/L，七水

硫酸镁 0.25 g/L。

 1.2.5   线虫的毒性实验　参考 Hu 等[17] 的方法并略

作修改，使 LLFE 溶液的最终浓度为 0.01、0.05、
0.25、1.25、6.25、10 mg/mL，以 M9 缓冲液为参比对

照，20 ℃ 下，将同期化线虫转移至含有不同浓度

LLFE 的 24 孔板中，每孔 10 条线虫，记录每小时的

活虫数，计算 24 h 后线虫的存活率，每个浓度重复

3 次。

 1.2.6   线虫的压力应激实验　

 1.2.6.1   线虫氧化应激实验　参考 Liu 等[18] 的方法，

并略作修改。将同期化的 L4 期线虫转移至 NGM
给药板中（LLFE 终浓度为 0.05、0.25、1.25 mg/mL），
其中对照组仅含 E.coli OP50 菌液。每组 30 条线

虫，20 ℃ 给药培养 48 h 后，将各组线虫转移至 24 孔

板中，记为氧化应激实验的第 0 h，其中孔内含终浓

度为 5 mmol/L H2O2，每隔 0.5 h 观察线虫存活及死

亡数目并记录，直至线虫全部死亡。

 1.2.6.2   线虫热应激实验　参考 Liu 等[18] 的方法，并

略作修改。线虫热应激实验分组同 1.2.6.1，将给药

处理后的线虫置于 37 ℃ 恒温培养箱中，每隔 2 h 记

录线虫存活及死亡数目，直到线虫全部死亡，实验重

复 3 次。

 1.2.7   LLFE 对急性氧化应激条件下线虫的影响　

 1.2.7.1   实验分组及处理　将 NGM 培养基分为 3
组：正常 NGM（空白对照组），含 H2O2 的 NGM（模

型组）、含 H2O2 及 LLFE 溶液（浓度分别为 0.05、
0.25、1.25 mg/mL）的 NGM 给药组。所有培养基配

制时需加入五氟尿嘧啶（5-Fluorouracil）,其终浓度为

25 μg/mL，且 H2O2 的终浓度均为 2 mmol/L。每个

平板约含 500 条同期化处理的 L4 期线虫，并置于

20 ℃ 培养箱中培养，以待后续实验。

 1.2.7.2   线虫的寿命实验　参考 Rathor 等[19] 的方法

并略作修改，线虫分组同 1.2.7.1 所述，将同期化的

L4 期线虫（虫龄 4 d）转移至上述 3 组 NGM 板中。

每个平板含 40 条线虫，置于 20 ℃ 恒温培养箱中培

养，记为寿命试验的第 0 d。每间隔 24 h 记录线虫的

存活、死亡、删失数目，直至线虫全部死亡（死亡及删

失标准：刺激或轻微触碰线虫均无反应，即为死亡；线

虫钻入培养基中、丢失、爬壁、生殖道外翻均不计入

统计数据，即为删失）。

 1.2.7.3   线虫匀浆液的制备　参照 Li 等[20] 的方法并

略作修改，线虫分组处理同 1.2.7.1 所述，待线虫给

药处理 4 d 后，将 3 组 NGM 培养基上的线虫用

M9 缓冲液冲洗下来，置于 15 mL 离心管中，4 ℃，

4000 r/min 离心 5 min，去除上清液，冲洗 2~3 次，加

入 1 mL M9 缓冲液重悬线虫，并于冰浴条件下超声

破碎 2 min。超声条件如下：超声功率 400 W，4 ℃，

超声 2 s，间隔 2 s。于 4 ℃，12000 r/min 离心 10 min，
得到组织匀浆上清液，取上清液立即进行蛋白浓度测

定及酶活分析。实验重复 3 次。

 1.2.7.4   线虫体内活性氧（ROS）含量的测定　参考

王高坚等[21] 的方法，线虫分组处理同 1.2.7.1 所述。

将各组线虫转移至 96 孔板中，每孔 5 条。孔内预先

加入 200 μL M9 缓冲液，每孔加入终浓度 25 μmol/L
的活性氧荧光探针（2',7'-Dichlorodihydrofluorescein
diacetate，DCFH-DA）溶液，37 ℃ 避光反应，采用多

功能酶标仪于激发波长 485 nm，发射波长 530 nm
处测定荧光值。每间隔 20 min 检测 1 次，共反应

3 h，每次读数前振荡。实验重复 3 次。

 1.2.7.5   酶活及代谢产物含量的测定　对于组织匀

浆上清液，按照南京建成试剂盒说明书测定蛋白浓

度、SOD、CAT、GSH-Px 的酶活力水平及 MDA 含

量。实验重复 3 次。

 1.3　数据统计与分析

所有数据均以平均值±标准偏差表示，统计分析

选用 GraphPad Prism 8 软件。采用 Duncan，s 检验

进行多组间显著性分析，P<0.05 认为有统计学显著

性意义。

 2　结果与分析

 2.1　LLFE 活性成分测定

LLFE 冻干粉中总酚、总黄酮及总糖含量见表 1，
可以看出，LLFE 冻干粉总酚含量为 52.84±1.45 mg/g，
总黄酮的含量为 380.74±15.12 mg/g，总糖的含量为

470.36±5.84 mg/g。
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采用 HPLC 法对 LLFE 中的二氢查尔酮进行定

量分析，从图 1、图 2 可以看出二氢查尔酮中的根皮

苷、三叶苷和根皮素能很好地分离，从表 2 可以看

出 1 g LLFE 冻干粉中根皮苷、根皮素、三叶苷的含

量分别为 52.76±0.71、1.64±0.06、4.88±0.01  mg/g。

王钰等[22] 研究表明，木姜叶柯在整个生命周期中，有

效成分会发生转化，其中 4~8 月采摘的木姜叶柯中，

根皮苷的含量逐渐增加（0.74%~6.26%），三叶苷含量

逐渐降低（17.14%~0.20%）、根皮素的含量逐渐降低

至 0（0.42%~0.00%）。赵艳敏等[23] 研究表明，天然根

皮苷主要来源于苹果，叶子中平均含量达 16.31 mg/g，
而苹果皮中根皮苷含量大约为 825 μg/g[24]。相比之

下，木姜叶柯含有极其丰富的根皮苷，具有成为开发

根皮苷提取物的资源优势。

 2.2　毒性实验

LLFE 溶液的毒性实验结果如图 3 所示，相较于

空白对照组，LLFE 溶液的浓度为 0.01、0.05、0.25
和 1.25 mg/mL 时，对秀丽隐杆线虫存活率无显著影

响。因此，在之后的实验中，所用的培养基中 LLFE
的终浓度为 0.05、0.25 和 1.25 mg/mL。
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图 3    LLFE 对线虫的毒性影响
Fig.3    Toxicity of LLFE against C.elegans

注：Con 为空白对照组，不同英文字母表示各剂量组之间存在
显著性差异（P<0.05），相同字母表示各剂量组之间不存在显
著性差异（P>0.05）。
 

 2.3　线虫的压力应激实验

正常代谢条件下，线虫体内 ROS 含量处于动态

平衡状态，当机体受到外界压力刺激时，会造成氧化

还原系统的失衡，产生过多的活性氧等自由基，诱导

细胞或组织损伤，进而导致机体死亡[25]；线虫抵抗压

力应激能力与其寿命密切相关[26−27]。为了进一步评

价木姜叶柯提取液的抗逆性，测定了线虫对氧化应激

和热应激的抗性。图 4、表 3 结果显示，在氧化应激

实验中，空白对照组线虫于 8 h 全部死亡，此时，0.05、
0.25、1.25 mg/mL LLFE 组线虫存活率分别为 6.67%、

16.67% 和 23.33%（P<0.05）；在热应激实验中，空白

对照组线虫于 14 h 全部死亡，0.25、1.25 mg/mL 给

药组，线虫的平均寿命分别提高至 10.87±0.36、11.53±
0.99 h，具有统计学意义（P<0.05）。以上结果表明

LLFE 可以增强线虫在不良环境下的抵抗压力应激

的能力，延缓线虫的衰老。据报道，总酚及总黄酮是

植物组织中广泛存在的次生代谢物，具有优良的抗氧

化和自由基清除能力[28]。线虫在氧化应激条件下抗

逆性的增强可能与 LLFE 中大量的酚类及黄酮类化

合物有关，这些活性物质可以保持线虫细胞核形态的

完整性，维持线粒体生物合成等生理功能，从而提高

线虫在不良环境下的存活率。

 2.4　LLFE 对急性氧化应激下线虫的影响

 2.4.1   LLFE 对线虫寿命的影响　衰老时机体细胞

内部环境稳态渐趋下降，大量活性氧累积会严重破坏

 

表 1    LLFE 中总酚、黄酮、总糖含量

Table 1    Contents of total phenols, flavonoids and total sugars
in the extract of LLFE

成分 含量（mg/g）

总酚 52.84±1.45
总黄酮 380.74±15.12
总糖 470.36±5.84
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图 1    根皮苷（1）、三叶苷（2）和根皮素（3）标准品液相色谱图

Fig.1    Liquid chromatogram of standard samples of phloridzin
(1), trilobulin (2) and phloretin(3)
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图 2    木姜叶柯提取物液相色谱图

Fig.2    Liquid chromatogram of the extract of LLFE
注：图中 1、2、3 的标注同图 1。

 

 

表 2    LLFE 中总二氢查尔酮种类及含量

Table 2    Dihydrochalcone species and content in extract of
LLFE

二氢查尔酮种类 保留时间（min） 含量（mg/g）

根皮苷 4.27 52.76±0.71
根皮素 4.84 1.64±0.06
三叶苷 9.19 4.88±0.01
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细胞结构，影响细胞的生物分子功能，因此评估活性

氧自由基对于寿命和衰老的影响具有十分重要的意

义[29]。过氧化氢作为细胞内最常见的活性氧，会引起

细胞膜脂质过氧化，从而产生氧化损伤，本文利用过

氧化氢诱导建立秀丽隐杆线虫的氧化损伤模型，研

究 LLFE 对线虫氧化应激的反应，从图 5、表 4 可以

看出经过氧化氢（不给药）处理后，线虫平均寿命比空

白对照组缩短了 72.76%，相较于模型组，不同浓度

LLFE（0.05、0.25、1.25 mg/mL）给药处理后，线虫的

生存曲线均右移，线虫的最大寿命分别延长至 10.33±
0.47、12.33±0.47 和 11.33±0.47 d，平均寿命也有了

显著的提升（P<0.05）。Liu 等[18] 研究表明香菇多糖

抗逆性增强归因于线虫 DAF-16 和 SKN-1 的表达，

从而延长线虫寿命和保护线虫免受氧化应激的影响，

Li 等[30] 研究表明三叶苷的抗氧化应激活性依赖于线

虫体内 DAF-16 和 SKN-1 信号通路的选择性激活，

从而调节包括衰老和寿命在内的各种生理功能。因

此，推测 LLFE 的延缓衰老和抗氧化应激能力的增强

可能与 DAF-16 的激活有关。

 2.4.2   LLFE 对线虫体内 ROS 的影响　衰老是多重

因素共同作用的结果，但多数研究表明与衰老相关的

大多疾病都与体内 ROS 水平的异常升高有关[31]。

过量的 ROS 异常堆积，产生细胞毒性是缩短线虫寿

命的重要原因[32−34]。在本研究利用 H2O2 诱导秀丽

隐杆线虫，机体通过酶系统与非酶系统产生氧自由

基，致线虫体内 ROS 含量增加，从图 6 可以看出，模

型组与空白对照组差异显著，表明造模成功。相较于

模型组，不同浓度 LLFE（0.05、0.25、1.25 mg/mL）处
理后的给药组可以显著降低 DCFH-DA 的荧光强度

（P<0.05），三种浓度下分别减少了 22.29%、29.14%
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图 4    压力应激下 LLFE 对线虫的影响

Fig.4    Effects of LLFE on C. elegans under stress
 

 

表 3    压力应激下 LLFE 对线虫平均寿命的影响

Table 3    Effect of LLFE on the mean lifespan of C. elegans
under stress

组别
平均寿命（h）

氧化应激 热应激

Con 4.63±0.36a 8.53±0.88b

0.05 mg/mL 4.78±0.35bc 9.47±0.72b

0.25 mg/mL 5.25±0.26ab 10.87±0.36a

1.25 mg/mL 5.57±0.40a 11.53±0.99a

注：Con为空白对照组，不同英文字母表示各剂量组之间存在显著性差异
（P<0.05），相同字母表示各剂量组之间不存在显著性差异（P>0.05）。
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图 5    急性氧化应激下 LLFE 对线虫寿命的影响

Fig.5    Effect of LLFE on the lifespan of C.elegans under acute
oxidative stress

 

 

表 4    急性氧化应激下 LLFE 对线虫寿命的影响

Table 4    The effect of LLFE on the lifespan of C.elegans under
acute oxidative stress

组别 平均寿命（d） 最大寿命（d）

Con组 10.43±0.1a 17a

Ⅰ 4.37±0.07d 10.33±0.47c

Ⅱ 5.78±0.07b 12.33±0.47b

Ⅲ 4.77±0.05c 11.33±0.47bc

H2O2组 2.84±0.04e 7.67±0.94d

注：Con：空白对照组；Ⅰ：H2O2+0.05 mg/mL LLFE；Ⅱ：H2O2+0.25 mg/mL
LLFE；Ⅲ：H2O2+1.25 mg/mL LLFE；H2O2组：模型组；不同英文字母表示
各剂量组之间存在显著性差异（P<0.05），相同字母表示各剂量组之间不
存在显著性差异（P>0.05）。图6同。
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图 6    急性氧化应激下 LLFE 对线虫 ROS 的影响

Fig.6    Effect of LLFE on C.elegans ROS under acute oxidative
stress
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和 49.69%。综上可知 LLFE 可以降低线虫在氧化应

激条件下 ROS 的水平，而较低的 ROS 水平可能对

延长秀丽隐杆线虫寿命及增强抗氧化应激能力有积

极的作用。

 2.4.3   LLFE 对线虫体内抗氧化酶系及丙二醛含量

的影响　超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、
谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）及 MDA 含量对于维

持生物体内平衡十分重要，是评价抗氧化能力的重要

指标。由图 7A-C 可知模型组比空白对照组酶活性

高，原因可能是 H2O2 易穿透细胞膜，胞外 H2O2 含量

的提高促使胞内 H2O2 含量升高而导致应激反应增

强[35]，这是线虫的一种自我保护机制，通过提高抗氧

化酶的活性来清除体内过多的自由基。谭翠等[36] 研

究表明当线虫受到 H2O2 氧化应激损伤时，其模型

组 SOD 和 CAT 活性均高于空白对照组，与本实验

结果基本一致。LLFE 溶液的浓度与抗酶活性之间

也存在剂量-反应关系，其中，较模型组，浓度为 0.05、
0.25 mg/mL 的 LLFE 溶液分别将线虫体内 SOD 活性

提高了 10.27%、36.42%；当 LLFE 浓度为 1.25 mg/mL
时 SOD 活性最高，SOD 活性提高了 39.85%（P<0.05）；
浓度为 0.25、1.25 mg/mL 的 LLFE 溶液也分别显著

地将 CAT 活性提高了 32.60%、39.21%（P<0.05），显
著地将 GSH-Px 活性提高了 25.73%（P<0.05）、66.95%
（P<0.001）。黄酮类化合物是 LLFE 的主要活性成分

之一，具有极强的抗氧化性，可以通过提高线虫体内

SOD 酶活来清除线虫体内过多的自由基，使得

H2O2 在 CAT 的作用下分解成氧和水而减轻线虫的

氧化损伤 [37−39]；GSH-Px 活性的提高也可以催化

H2O2 以及许多有机过氧化物，产生水或有机醇，以减

弱活性氧对线虫的损害[40]。由图 7D 可知浓度为

0.25、1.25 mg/mL 的 LLFE 溶液可以显著降低线虫

体内 MDA 含量，相比于模型组分别下降了 49.19%、

66.05%（P<0.05），说明在急性氧化应激条件下，

LLFE 可以降低线虫脂质过氧化程度。马娜等[41] 测

定了根皮苷对高血脂症仓鼠体内抗氧化酶和脂质过

氧化产物丙二醛的影响，结果表明根皮苷能明显降

低 MDA 的含量，提高 SOD 和 CAT 的活性。

基于以上研究结果，可以得出木姜叶柯中丰富

的总酚、总黄酮和二氢查尔酮物质，可以通过提高机

体抗氧化酶 SOD、CAT、GPx 活力，有效地降低

MDA 含量，起到了抗氧化和抗衰老的作用。

 3　结论
木姜叶柯中含有丰富的酚类、黄酮类化合物和

二氢查尔酮等抗氧化活性成分。以秀丽隐杆线虫为

模型，采用 H2O2 诱导的氧化损伤线虫模型，探究木

姜叶柯的抗氧化及抗衰老功效，结果表明木姜叶柯有

效延长了线虫的寿命；压力应激实验表明，LLFE 干

预线虫后，对 H2O2 及热应激损伤都有一定的保护作

用；较模型组，浓度为 1.25 mg/mL 的 LLFE 溶液将

线虫体内 SOD 活性提高了 39.85%，CAT 活性提高

了 39.21%（P<0.05），并显著地将 GSH-Px 活性提高

了 66.95%（P<0.001）。另外，浓度为 1.25 mg/mL 的

LLFE 溶液显著降低线虫体内 MDA 含量，相比于模

型组下降了 66.05%（P<0.05），DCFH-DA 的荧光强

度也降低了 49.69%（P<0.05）。LLFE 的干预减轻了

H2O2 对线虫的氧化损伤，从而增强了线虫的抗逆

性。基于线虫的体内实验结果证实了木姜叶柯的抗

氧化、抗衰老特性，其抗氧化机制可能与提升生物体

内抗氧化酶活有关，木姜叶柯有望成为一种天然抗氧

化剂和功能性食品。揭示木姜叶柯在氧化应激环境
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图 7    急性氧化应激下 LLFE 对线虫线虫体内抗氧化酶系及
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Fig.7    Effect of LLFE on the antioxidant enzyme system and
malondialdehyde content in C.elegans under

acute oxidative stress
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中保护线虫的具体机制，阐明其潜在的分子靶点还需

要进一步研究。
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