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玫瑰蜂花粉破壁工艺优化及其醇提物
生理活性比较

卢新阳1，孙奕舒1，徐　涛2，范龙彬3，常雅宁1, *，周英骏1, *

（1.华东理工大学生物工程学院，上海 200237；
2.湖州圣涛生物技术有限公司，浙江湖州 313000；
3.上海宏成实业发展有限公司，上海 200232）

摘　要：玫瑰蜂花粉气味芳香、口感清甜，富含多酚等活性物质，是极具营养价值和开发潜力的天然保健品。本研

究以玫瑰蜂花粉为研究对象，旨在优化其酶解破壁工艺条件，并比较不同乙醇提取物的生理活性及主要成分含

量，以期筛选抗炎和抗良性前列腺增生（Benign prostatic hyperplasia，BPH）活性最佳的玫瑰蜂花粉提取物。结果

显示，玫瑰蜂花粉双酶解法破壁最优工艺参数是料液比为 1:30、温度 55 ℃、pH6、复合酶体系添加量 2.0%（纤

维素酶:复合蛋白酶=7:5），反应 9 h，可得最佳破壁率为 73.13%；90%乙醇提取的活性物质能显著（P<0.01）降

低脂多糖诱导的 RAW264.7细胞炎症因子释放水平（20 μg/mL时，与造模组相比，一氧化氮、白细胞介素-6和肿

瘤坏死因子-α 分别降低了 67.04%、16.74%、21.74%）并对 BPH-1细胞活力和增殖有最明显的抑制作用，因此具

有最佳的抗炎和抗 BPH效果。本研究为明确玫瑰蜂花粉中的活性成分及进一步开发其深加工产品提供了理论依据。

关键词：玫瑰蜂花粉，破壁，乙醇提取物，抗炎，良性前列腺增生
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Abstract： Rose  bee  pollen  has  a  pleasant  aroma  and  a  sweet  taste,  and  it  is  rich  in  polyphenols  and  other  bioactive
substances,  making  it  a  highly  nutritious  and  promising  natural  health  product.  To  optimize  the  enzymatic  hydrolysis
process for rose bee pollen and to systematically compare the physiological activities and primary component profiles of its
different ethanolic extracts. This was done with the aim of discerning the most efficacious extract that possessed significant
anti-inflammatory and anti-benign prostatic hyperplasia (BPH) effects. The results demonstrated that the optimal enzymatic
hydrolysis  process  parameters  for  rose  bee  pollen  were  a  solid-to-liquid  ratio  of  1:30,  a  temperature  of  55  °C,  pH6,  a
composite enzyme system addition of 2.0% (cellulase comprising a ratio of 7:5 with composite protease),  and a reaction
time of 9 h, resulting in the highest wall-disruption rate of 73.13%. The active substances extracted with 90% ethanol could  
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significantly (P<0.01) reduce the release level of inflammatory factors induced by lipopolysaccharide in RAW264.7 cells
(at 20 μg/mL, compared with the model group, nitric oxide, interleukin-6 and tumor necrosis factor-α decreased by 67.04%,
16.74% and 21.74% respectively),  and  had  the  most  obvious  inhibitory  effect  on  the  activity  and  proliferation  of  BPH-1
cells,  thus  exhibiting  optimal  anti-inflammatory  and  anti-BPH  effects.  This  research  provides  a  theoretical  basis  for
identifying the active ingredients in rose bee pollen and further developing value-added processed products.

Key words：rose bee pollen；wall-disruption；ethanol extracts；anti-inflammatory；benign prostatic hyperplasia

蜂花粉（Bee pollen）是蜜蜂将采集的蜜源植物花

粉球与花蜜及唾液等自身的腺体分泌物互相掺杂后

形成的不规则扁圆形颗粒物[1−2]。蜂花粉既源于植物

的生殖细胞，又是蜜蜂的重要营养来源，富含生命所

需的各类营养成分和功能因子[3]，因此有着“天然微

型全能营养库”之称。研究发现，蜂花粉具有突出的

抗氧化[4−6]、抗炎[7]、抗癌[8]、免疫调节[9] 以及改善前

列腺疾病[10−11] 等多种活性功能，是一种极具营养价

值的天然保健品，有巨大的潜力应用于疾病辅助治

疗，保障人民生命健康。玫瑰蜂花粉是我国产量较大

的一种蜂花粉，其富含蛋白质[12]、多酚[13] 等活性物质

的同时，相比其他蜂花粉具有独特的风味和上乘的口

感，十分适用于营养保健品的开发。

然而，蜂花粉外层的花粉壁具有较强抗生物分

解特性，使机体对其内容物的消化吸收较为困难，影

响蜂花粉功效。因此，开发有效的破壁方法，提取蜂

花粉中活性物质，最大程度发挥蜂花粉功效，是推动

蜂花粉功能性产品开发的必要手段。蜂花粉的常用

破壁方式有物理法、化学法、生物法以及复合破壁

法[14]。其中，生物法破壁效应好，反应条件温和，对活

性成分影响小，还可以将大分子化合物降解为利于人

体消化吸收的小分子化合物[15]。当前尚未有文章报

道玫瑰蜂花粉的破壁提取工艺，这极大地限制了对玫

瑰蜂花粉生物活性的开发利用。

良性前列腺增生（Benign prostatic hyperplasia，
BPH）是一种多发于 50岁以上中老年男性的泌尿系

统慢性病，其特征是下尿路症状、不受控制的增生和

前列腺扩大[16−17]，因高发病率、高治疗成本而给公众

健康造成巨大负担。尽管 BPH的确切发病机制尚

未完全阐明，但多项研究表明慢性炎症在 BPH的病

程中起着重要的推动作用，大多数 BPH组织样本中

均存在炎性浸润，这可能与前列腺组织中细胞凋亡与

增殖的失衡有关[18−19]。

多项研究证实蜂花粉具有改善良性前列腺增生

的功效[20]，然而尚未有关于玫瑰蜂花粉活性成分的抗

炎和抗 BPH效果的报道。因此本研究旨在通过优

化破壁工艺和提取分离方法从玫瑰蜂花粉中高效地

提取活性物质，并探究验证其抗炎和抗 BPH作用，

为推动玫瑰蜂花粉的功能性产品开发，促进其辅助应

用于 BPH的治疗，提供相应的理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

玫瑰蜂花粉　上海森蜂园蜂业有限公司；纤维

素酶（10000 U/g）　上海麦克林生化试剂有限公司；

复合蛋白酶（BR，120 U/mg）　上海源叶生物科技有

限公司；EdU-488细胞增殖检测试剂盒、NO检测试

剂盒　上海碧云天生物技术有限公司；小鼠 TNF-α
ELISA试剂盒、小鼠 IL-6 ELISA试剂盒　上海纪宁

生物科技有限公司；CCk-8检测试剂盒　上海世泽

生物科技有限公司；所有化学试剂均为分析纯；人前

列腺增生上皮细胞（BPH-1）　上海通蔚实业有限公

司提供；小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（RAW264.7）
　由武汉尚恩生物技术有限公司提供；培养基为

DMEM-HG（添加 10%胎牛血清和 1%双抗），在

37 ℃，含 95%空气和 5% CO2 恒温培养箱中培养。

Multiskan GO酶标仪　赛默飞世尔科技（中国）

有限公司；SW-CJ-1F超净工作台　苏州安泰空气技

术有限公司；F90（HT）恒温培养箱　上海齐欣科学技

术有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   样品前处理与缓冲液的配制　将玫瑰蜂花粉

用高速粉碎机粉碎，并过 60目筛；准确称取 1.0 g左

右蜂花粉于 50 mL离心管，然后向管中加入一定量

柠檬酸盐缓冲液以调节 pH。每个水平设置 3个重

复试验。 

1.2.2   玫瑰蜂花粉双酶解法破壁单因素实验 

1.2.2.1   纤维素酶与复合蛋白酶添加比例的确定　

在 pH5，温度为 45 ℃，料液比 1:20（g/mL）的条件

下，向玫瑰蜂花粉-缓冲液体系中分别添加体积比为

0.6%~1.8%的纤维素酶，并在最佳纤维素酶添加量

的基础上添加 0.2%~1.2%的复合蛋白酶并测定破

壁率。 

1.2.2.2   pH对玫瑰蜂花粉破壁率的影响　按照料液

比 1:20和体积分数 1.5%向蜂花粉中加入缓冲液和

复合酶体系，分别在 pH3、4、5、6、7，温度为 45 ℃
的条件下振荡水浴加热 9 h；反应结束后，立即测定

玫瑰蜂花粉破壁率。 

1.2.2.3   复合酶添加量对玫瑰蜂花粉破壁率的影响

　控制 pH5，温度为 45 ℃，料液比 1:20（g/mL），向
蜂花粉中分别加入 1.0%、1.5%、2.0%、2.5%、3.0%
的复合酶体系反应 9 h并测定玫瑰蜂花粉破壁率。 

1.2.2.4   温度对玫瑰蜂花粉破壁率的影响　向 pH5，
料液比 1:20（g/mL）的缓冲液中加入 1.5%的复合

酶，分别在温度为 40、45、50、55、60 ℃ 的条件下振

荡水浴 9 h并测定玫瑰蜂花粉破壁率。 
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1.2.2.5   料液比对玫瑰蜂花粉破壁率的影响　分别

按照料液比 1:20、1:30、1:40、1:50、1:60（g/mL）

向蜂花粉中加入缓冲液，调节 pH5并加入 1.5%的复

合酶，45 ℃ 振荡水浴 9 h；测定玫瑰蜂花粉破壁率。 

1.2.2.6   时间对玫瑰蜂花粉破壁率的影响　向 pH5，

料液比 1:20（g/mL）的缓冲液中加入 1.5%的复合

酶，45 ℃ 分别振荡水浴加热 6、9、12、15、18 h并测

定玫瑰蜂花粉破壁率。 

1.2.3   破壁率的测定　吸取适量破壁蜂花粉液，制成

玻片，在 10×20倍的光学显微镜下观察并计数，每个

组别的破壁率随机取 5个视野下的破壁率求平

均值。

破壁率(%) =
视野中破壁蜂花粉数量

视野中蜂花粉总数
×100

 

1.2.4   正交试验设计　在单因素实验基础上，进行三

因素三水平 L9（3
4）的正交试验，并通过极差分析获

得玫瑰蜂花粉双酶解法最优破壁条件。设计表见

表 1。
 
 

表 1    玫瑰蜂花粉破壁影响因素正交试验设计
Table 1    Orthogonal experimental design of influencing factors

on wall-breaking of rose bee pollen

试验号 A温度（℃） B酶添加量（%） C pH

1 1（50） 1（1.5） 1（4）

2 1 2（2.0） 2（5）

3 1 3（2.5） 3（6）

4 2（55） 1 2
5 2 2 3
6 2 3 1

7 3（60） 1 3
8 3 2 1
9 3 3 2

  

1.2.5   超声辅助提取活性物质　参考文献 [11]中的

提取方法，破壁玫瑰蜂花粉按 1:30（g/mL）的料液

比加入不同浓度乙醇溶液（50%、70%、90%），以

50 ℃、频率 53 Hz超声提取 30 min后，离心收集上

清，将沉淀以同一方式再提取 1次，合并两次上清液，

抽滤得醇提液。减压浓缩除去乙醇并进行真空冷冻

干燥后，即得玫瑰蜂花粉醇提物。 

1.2.6   CCK-8法检测细胞活力　BPH-1细胞按照约

每孔 5000个、RAW264.7细胞按照约每孔 3×104 个

分别在 96孔板中培养 24 h和 12 h后，向 BPH-1细

胞培养板中以 100 μg/mL浓度分别加入 3种醇提

物，RAW264.7细胞培养板中加入不同浓度的 3种

玫瑰蜂花粉醇提物或 LPS，分别孵育 24 h；然后按照

10 μL/孔加入 CCK-8试剂，37 ℃ 孵育 2 h后 450 nm

下测定吸光值。 

1.2.7   NO含量检测　RAW264.7细胞设置 NC组、

LPS组（1 μg/mL LPS）、蜂花粉提取物组（1 μg/mL

LPS+10~30 μg/mL 3种蜂花粉提取物），孵育 24 h后

取各组培养基上清，按照 NO试剂盒方法测定 NO
含量。 

1.2.8   炎症因子 IL-6、TNF-α 含量检测　RAW264.7
细胞设置 NC组、LPS组和高低剂量蜂花粉提取物

组（10 μg/mL和 20 μg/mL），孵育 24 h后取各组培养

基上清，按照 ELISA试剂盒说明检测 IL-6、TNF-α
含量。 

1.2.9   EdU法检测 BPH-1细胞增殖情况　BPH-1
细胞经相应处理后加入 EdU标记 2 h，然后进行固

定、Alexa Fluor 488染色、Hoechst 33342染色，通过

倒置荧光显微镜定性观察和流式细胞仪定量检测

EdU阳性细胞。 

1.2.10   总酚含量的检测　采用王晶[21] 的方法：以没

食子酸为标品，制得标准曲线（y=0.0087x+0.0727，
R2=0.999）；取 100  μL适当稀释的提取液，加入

250 μL福林酚、250 μL 15% Na2CO3 溶液和 400 μL
去离子水，混匀。40 ℃ 水浴 1 h，静置冷却至室温后

在 778 nm下检测吸光值。 

1.2.11   黄酮含量的检测　参照 GB/T 30359-2013
进行蜂花粉中黄酮类化合物的测定[22]。以芦丁为标

品，制得标准曲线（y=0.8145x+0.0488，R2=0.997）。 

1.2.12   总糖含量的检测　参考张萍等[23] 的方法。

以葡萄糖为标品，制得标准曲线（R2=0.999）；取
1 mL适当稀释的样品溶液，加入 0.5 mL 5%苯酚溶

液、2.5 mL浓 H2SO4，混合均匀后静置 30 min，测定

497  nm处的吸光值，制得标准曲线（y=8.6559x+
0.07641，R² = 0.999）。 

1.2.13   可溶性糖含量的检测　参考李文砚等[24] 的

方法，以葡萄糖为标品，绘制标准曲线（y=3.7073x+
0.1309，R² = 0.999）；取样品溶液 1 mL，加入 5 mL蒽

酮检测试剂，混匀后沸水浴 10 min，冷却，620 nm测

定吸光度。 

1.3　数据处理

绘图、数据处理和统计分析使用 Origin 2018
和 IBM SPSS Statistics 26软件进行。实验均进行

3次重复，数据以均值±标准差（mean±SD）表示，并使

用 T检验分析样本差异。P<0.05时认为有统计学

差异。 

2　结果与分析 

2.1　双酶解法对玫瑰蜂花粉的破壁效果评价 

2.1.1   纤维素酶与复合蛋白酶添加比例的确定　纤

维素酶可以水解玫瑰蜂花粉内壁中的主要成分—纤

维素[25]，复合蛋白酶则可分解花粉壁和萌发孔的重要

构成之一的蛋白质[26]。为了确定两种酶在体系中的

添加比例，首先探究纤维素酶添加量对玫瑰蜂花粉破

壁率的影响。

如图 1所示，破壁率随着纤维素酶含量的上升

而提高，但当纤维素酶添加量高于 1.4%后，破壁率

变化缓慢，综合成本等因素考虑，选择 1.4%的纤维
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素酶添加量进行后续实验。

 
 

0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
40

45

50

55

60

65

破
壁

率
 (%

)

纤维素酶添加量 (%)

图 1    纤维素酶添加量对玫瑰蜂花粉破壁率的影响
Fig.1    Effect of cellulase addition on wall-breaking rate

of rose bee pollen
 

在确定了最佳纤维素酶添加量的基础上，分别

添加不同比例的复合蛋白酶，其对破壁率的影响如

图 2所示。在复合蛋白酶的添加量小于 1.0%时，玫

瑰蜂花粉的破壁率提高明显，而添加量大于 1.0%
后，破壁率几乎没有变化，因此选择 1.0%为复合蛋

白酶的最佳添加量。此时纤维素酶与复合蛋白酶的

添加比例为 7:5。
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图 2    复合蛋白酶添加量对玫瑰蜂花粉破壁率的影响
Fig.2    Effect of compound protease addition on wall-breaking

rate of rose bee pollen
  

2.1.2   pH对玫瑰蜂花粉破壁率的影响　pH对酶活

有较大影响，合适的 pH能够促进酶与底物结

合[27] ，因实验选择的两种生物酶最适 pH不同，因此

实验探究了在建议 pH范围内破壁率的变化。由

图 3可知，控制其他因素不变，当 pH在 3~5时，蜂花

粉的破壁率逐渐提高，当 pH在 5~7时，破壁率随着

pH的增大迅速下降。这可能是因为在 pH不合适的

情况下，酶分子的部分氨基酸侧链上的质子化状态会

发生改变，影响其空间构象，致使酶的催化中心与底

物结合的概率减小或者酶活性降低。基于本实验结

果，确定复合酶体系最适的酶解 pH为 5。 

2.1.3   复合酶添加量对玫瑰蜂花粉破壁率的影响　

根据 2.1.1中结果，纤维素酶与复合蛋白酶添加比例

为 7:5时破壁率较高，而酶使用量是限制生物酶法

实际生产应用的关键[28]，因此实验探究了在这一比例

下，不同复合酶添加量对破壁率的影响，以降低酶使

用量。如图 4所示，当复合酶添加量小于 2.0%时，

随着酶含量的增加，破壁率有着明显的提高；而当加

酶量大于 2.0%后，破壁率略有降低。这可能因为随

着酶浓度的提高，酶解速率也逐渐提高，但酶浓度饱

和后，体系的反应速率已经达到峰值，继续提高酶添

加量，反而可能会导致反应成本的增加，甚至削弱酶

解效果。因此，2.0%为复合酶的最佳添加量。
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图 4    酶添加量对玫瑰蜂花粉破壁率的影响
Fig.4    Effect of enzyme addition on wall-breaking rate

of rose bee pollen
  

2.1.4   温度对玫瑰蜂花粉破壁率的影响　温度显著

影响酶活力，进而影响玫瑰蜂花粉的破壁率，因此复

合酶的最适温度需要进行探究。如图 5所示，随着

温度的升高，破壁率先上升后下降，在 55 ℃ 时破壁

率最高。这是由于过高的温度会改变酶分子的空间

构象，从而使酶的活性降低甚至失去催化活性[29]，进
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图 3    pH对玫瑰蜂花粉破壁率的影响

Fig.3    Effect of pH on wall-breaking rate of rose bee pollen
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图 5    温度对玫瑰蜂花粉破壁率的影响

Fig.5    Effect of temperature on wall-breaking rate
of rose bee pollen
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而影响 2种酶对玫瑰蜂花粉花粉壁成分的分解效

果。所以本实验的最佳水浴温度是 55 ℃。 

2.1.5   料液比对玫瑰蜂花粉破壁率的影响　蜂花粉

溶液的浓度直接影响蜂花粉与酶的接触几率，进而影

响酶的催化反应和破壁效率。如图 6所示，其他条

件不变，玫瑰蜂花粉破壁率随着缓冲液比例的增加先

提高后降低，在 1:30时，破壁率达到最大值。这是

因为随着溶剂体积的增多，酶与蜂花粉的接触越来越

充分，破壁率随之上升；而当料液比进一步增加，单位

体积内的蜂花粉越来越少，酶与底物的有效碰撞频率

也越来越小，导致破壁率的下降[30]。因此，料液比选

择 1:30为宜。
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图 6    料液比对玫瑰蜂花粉破壁率的影响
Fig.6    Effect of solid-liquid ratio on wall-breaking rate

of rose bee pollen
  

2.1.6   时间对玫瑰蜂花粉破壁率的影响　随着酶解

反应时间的延长，底物被消耗殆尽，反应速率逐渐降

低，此时反应时间已经充分[27]。由图 7可知，当酶解

时间达到 9 h后，蜂花粉破壁率趋于平缓，继续增加

时间无法再明显提高破壁率。因此，从实际生产需要

出发，最优酶解时间为 9 h。
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图 7    时间对玫瑰蜂花粉破壁率的影响
Fig.7    Effect of time on wall-breaking rate of rose bee pollen

  

2.1.7   正交试验优化结果分析　上述结果反映了单

因素对玫瑰蜂花粉破壁率的影响，但实际实验过程

中，破壁率是同时受各种因素交互影响的，因此在单

因素实验的基础上，以破壁率为指标，取酶解温度、

复合酶添加量、pH作为考察因素，设计正交试验。

结果见表 2。

由表 2可知，3个因子影响主次顺序依次为：

B>A>C，即酶添加量>温度>pH。实验结果表明，玫

瑰蜂花粉达到最佳破壁效果的条件为 A2B2C3，即

反应时间为 9 h，料液比为 1:30，复合酶添加量为

2.0%，pH为 6，温度为 55 ℃。在此条件下，玫瑰蜂

花粉破壁率为 73.13%。相较于单一的纤维素酶破壁

工艺[31]，本法使用纤维素酶-复合蛋白酶体系对玫瑰

蜂花粉进行破壁，大幅降低了酶添加量，同时细化了

反应 pH的要求，具有一定的参考意义。 

2.2　玫瑰蜂花粉 3种醇提物的体外抗炎活性比较

醇提法是较为常见的活性物质的提取方法，本

实验选 50%、70%、90%乙醇溶液作为溶剂，利用其

不同的极性从而提取分离出不同的活性组分，并采用

对组分破坏小、操作简单的超声波法辅助，提高提取

效率。然后对三种醇提物的体外抗炎活性进行

比较。

慢性炎症可能是 BPH发生及临床进展的重要

影响因素[32]，其中巨噬细胞的异常活跃会导致大量炎

症介质释放。因此通过玫瑰蜂花粉 3种醇提物对

RAW264.7细胞的影响来探究其抗炎活性。 

2.2.1   细胞活性　为了确定用于探究体外抗炎活性

的合适的醇提物浓度，采用 CCK-8法测定不同浓度

的 3种醇提物对 RAW264.7细胞活力的影响，结果

如图 8所示。浓度为 5 μg/mL时，与对照组相比，三

种提取物处理下 RAW264.7细胞活力无显著差异；

实验浓度下，各提取物对 RAW264.7细胞活力的抑

制作用呈现出剂量依赖性，当提取物浓度为 20 μg/
mL时，50%、70%和 90%乙醇提取物组细胞活力均

大于 80%，分别为 84.1%、88.1%和 83.0%，3种提取

物的细胞毒性较低。因此，后续以 10和 20 μg/mL
作为低、高剂量组探究蜂花粉醇提物的抗炎效果。 

2.2.2   LPS诱导的细胞 NO释放水平　图 9展示了

3种醇提物对 LPS诱导的 RAW264.7细胞存活率

和 NO水平的影响。结果显示，与 NC组相比，LPS

 

表 2    玫瑰蜂花粉破壁影响因素正交试验结果

Table 2    Orthogonal experimental results of influencing factors
on wall-breaking of rose bee pollen

试验号 A温度（℃） B酶添加量（%） C pH 破壁率（%）

1 1（50） 1（1.5） 1（4） 57.83

2 1 2（2.0） 2（5） 68.07

3 1 3（2.5） 3（6） 72.08

4 2（55） 1 2 59.10
5 2 2 3 73.13
6 2 3 1 69.36

7 3（60） 1 3 57.38
8 3 2 1 64.26
9 3 3 2 59.50
k1 65.99 58.10 63.82
k2 67.20 68.49 62.22
k3 60.38 66.98 67.53
R 6.82 10.38 5.31
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处理诱导了 RAW264.7细胞的过度激活，而 3种蜂

花粉提取物均能逆转这一趋势。在 10~30 μg/mL

时，各组提取物对 RAW264.7细胞活性的抑制效果

呈现剂量依赖性，其中，90%乙醇提取物在各个浓度

下对 RAW264.7细胞过度激活的抑制效果优于

50%和 70%乙醇提取物。
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图 9    3种醇提物对 LPS诱导的 RAW264.7细胞活性和
NO水平的影响

Fig.9    Effects of three alcoholic extracts on LPS-induced
activity and NO levels in RAW264.7 cells

注：#号表示与模型组相比差异显著，其中#，P<0.05；##，
P<0.01；###，P<0.001，图 10同。
 

巨噬细胞活化导致 NO释放水平升高是 LPS刺

激 RAW264.7细胞炎症模型的典型反应 [32]。如

图 9右图所示，LPS处理显著增加了 RAW264.7细

胞释放的 NO水平（P<0.001），这可能是由于 LPS激

活巨噬细胞，诱导局部炎症和抗体的产生，影响体内

iNOS的表达，进而影响 NO释放量。在实验浓度

下，3种醇提物处理显著抑制 NO释放量，且在相同

浓度下，与 50%和 70%乙醇提取物相比，90%乙醇

提取物可以使 NO水平下降至更低水平。 

2.2.3   LPS诱导的细胞 IL-6和 TNF-α 释放量　巨

噬细胞能够分泌多种炎症因子[33]，为了研究三种蜂花

粉醇提物对炎症因子产生的影响，通过 ELISA测定

RAW264.7细胞分泌 IL-6和 TNF-α 的水平。结果

如图 10所示，高低剂量的 3种醇提物都能够显著抑

制 LPS刺激介导的两种细胞因子的增加（P<0.05），
并使其恢复至对照组水平（P>0.05），其中 90%乙醇

提取物的效果更好。
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图 10    3种醇提物对 LPS诱导的 RAW264.7细胞 IL-6和
TNF-α 释放量的影响

Fig.10    Effects of three alcoholic extracts on LPS-induced IL-6
and TNF-α release from RAW264.7 cells

  

2.3　玫瑰蜂花粉 3种醇提物对 BPH-1细胞增殖情况

的影响

在验证蜂花粉酶解提取物的抗炎活性后，比较

了 3种醇提物对人前列腺增生上皮细胞（BPH-1）增
殖情况的影响。 

2.3.1   细胞活性　相同浓度的 50%、70%、90%乙醇

提取物分别处理 BPH-1细胞 24 h后，采用 CCK-8
法检测细胞活力。结果如图 11所示，当提取物浓度

小于 80 μg/mL时，3种醇提物对细胞活力均没有显

著影响，当玫瑰蜂花粉醇提物浓度在 100~500 μg/
mL时，随着其浓度的增加，三种醇提物均显著降低

BPH-1细胞的活力，并且 50%、70%、90%乙醇提取

的活性物质对 BPH-1细胞增殖抑制效果依次增强，
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图 8    3种醇提物对 RAW264.7细胞活力的影响

Fig.8    Effects of three alcoholic extracts on the activity
of RAW264.7 cells

注：*号表示与对照组相比差异显著，其中*，P<0.05；**，
P<0.01；***，P<0.001，图 9~图 12同。
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其中 90%醇提物抑制效果最好。
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图 11    提取物浓度对 BPH-1细胞活力的影响
Fig.11    Effect of extract concentration on the activity

of BPH-1 cells
  

2.3.2   细胞增殖　EdU是一种胸腺嘧啶脱氧核苷类

似物，当细胞处于 DNA合成期时，它可以进入到新

合成的 DNA中，利用流式测定被荧光标记的 EdU

含量，就能准确检测出新增殖细胞的占比。如图 12

所示，可以看出与对照组相比，50%、70%、90%乙醇

的提取物刺激下 BPH-1细胞的新增殖的细胞数量明

显降低，且 90%乙醇提取的活性物质抑制增殖效果

最好。
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图 12    不同玫瑰蜂花粉醇提物对 BPH-1细胞增殖
情况的影响

Fig.12    Effect of alcohol extracts from different rose bee pollen
on proliferation of BPH-1 cells

  

2.4　玫瑰蜂花粉 3种醇提物主要成分含量比较

根据上述结果，破壁玫瑰蜂花粉 90%醇提物具

备最显著的抗炎和抑制 BPH-1细胞增殖的作用，故

对其主要活性成分进行检测和比较，结果见表 3。通

过总糖和可溶性糖含量的测定，发现醇提物中的糖主

要为可溶性糖，其中 90%乙醇提取物中的可溶性糖

约占总糖含量的 92.7%，说明 90%醇提物中多糖含

量较少，这主要是因为多糖难溶于乙醇；90%醇提物

还含有最丰富的酚类物质，其中黄酮含量占总酚含量

的 82.31%，其最优的抗炎和抑制 BPH-1细胞增殖的

作用可能与高含量的酚类物质有关。 

3　讨论与结论
我国玫瑰蜂花粉产量丰富，开发潜力巨大[34]，因

此探究一种安全高效的活性物质提取工艺，并对提取

物进行功能的验证，对于推动玫瑰蜂花粉功能性保健

食品的开发、提升相关产业的效益和发展都具有一

定的积极意义。酶解破壁条件温和，对活性成分的影

响小，还能通过生物反应降解大分子物质，提高机体

对其活性物质的利用[35]。因此，为了便于后续对蜂花

粉活性物质的提取，本研究选取酶解法先进行蜂花粉

破壁，促进有效物质的溶出，然后利用超声辅助醇提

增加提取效率[36]，最终确定了纤维素酶-复合蛋白酶

破壁玫瑰蜂花粉的最佳工艺参数为料液比 1:30、温

度 55 ℃、pH6、加入 2%的复合酶体系（其中纤维素

酶:复合蛋白酶=7:5）、反应时间 9 h，蜂花粉内壁破

壁率为 73.13%。

同时，研究发现蜂花粉 90%乙醇提取物的抗炎

效果优于 50%和 70%乙醇提取物，且对 BPH-1细

胞增殖的抑制作用更为显著。进一步比较三者的主

要成分后发现，90%醇提物含有更丰富的多酚和黄

酮。本研究揭示了玫瑰蜂花粉不同醇提物中活性成

分在化学成分和抑制炎症与 BPH效果上的差异，这

一发现为继续研究这些差异物质的具体结构和作用

机制奠定了基础，为开发风味更佳、更具有针对性改

善疾病效果的产品提供了方向。

多酚和黄酮据报道有多重生物功效[37] 和突出的

抗炎活性[38−39]，有可能是蜂花粉抗 BPH的关键活性

成分。但是蜂花粉中还存在其他活性物质[40]，如维生

素、类胡萝卜素、谷胱甘肽，n-6/n-3多不饱和脂肪

酸[41] 和植物甾醇[42] 等，在本研究中尚无法明确关键

物质，还需更进一步的实验探究，以更好地为玫瑰蜂

花粉开发利用提供指导。
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