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野菊花黄酮提取物对秀丽隐杆线虫氧化
应激抗性作用研究

崔海林，唐海轮，刘　恋，李佐昊，向晶晶，李　蓉*

（荆楚理工学院特色食品功能挖掘与综合利用团队，湖北荆门 448000）

摘　要：为了探究野菊花黄酮提取物体内抗氧化效果及对氧化应激抗性的影响，本研究以秀丽隐杆线虫（简称线

虫）为模型，考察了野菊花黄酮提取物对线虫体内抗氧化酶活和氧化应激条件下寿命的影响，并通过多种转基因

线虫株系对其增强线虫氧化应激抗性机制进行了初步探究。结果显示，与对照组相比，经过 50、200、300 μg/mL
野菊花黄酮提取物处理的线虫在氧化应激条件下其平均寿命分别显著延长了 14.00%、 27.15%、 18.65%
（P<0.01），且线虫体内 SOD酶活和还原型谷胱甘肽 GSH水平均显著提高（P<0.01）。此外，200 μg/mL野菊花

黄酮提取物处理后 LD1线虫体内 SKN-1入核比例由 17.16%上升至 51.46%，且 EU1突变体线虫寿命实验结果表

明野菊花黄酮提取物增强线虫氧化应激抗性的作用依赖于 skn-1。野菊花黄酮提取物增强线虫氧化应激抗性的机制

可能是其激活了转录因子 SKN-1，并提高了抗氧化相关蛋白 SOD-3、GCS-1、GST-4的表达。本研究为野菊花黄

酮类化合物在缓解氧化应激损伤中的应用提供了科学依据。
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Chrysanthemum indicum Flavonoid Extract on the Oxidative Stress
Resistance of Caenorhabditis elegans

CUI Hailin，TANG Hailun，LIU Lian，LI Zuohao，XIANG Jingjing，LI Rong*

（Characteristic Food Function Mining and Comprehensive Utilization Research Center, Jingchu University of Technology,
Jingmen 448000, China）

Abstract：To investigate the in vivo antioxidant activity of flavonoid extract from Chrysanthemum indicum and its effects
on  oxidative  stress  resistance,  this  study  evaluated  the  effects  of  Chrysanthemum  indicum  flavonoid  extract  on  the
antioxidant  enzyme  activities  and  the  mean  lifespan  of  Caenorhabditis  elegans  (C.  elegans)  under  oxidative  stress.
Moreover,  the  mechanisms  of  enhancing  oxidative  stress  resistance  in  nematodes  were  explored  by  utilizing  a  variety  of
transgenic  strains.  The  results  showed  that  pretreatment  with  Chrysanthemum  indicum  flavonoid  extract  significantly
prolonged the mean lifespan of worms under oxidative stress by 14.00%, 27.15%, and 18.65% (P<0.01) at concentrations of
50,  200,  and  300  μg/mL,  respectively.  In  addition, Chrysanthemum indicum  flavonoid  extract  significantly  increased  the
SOD activity  and  GSH level  of C.  elegans  (P<0.01).  Furthermore,  the  nuclear  proportion  of  SKN-1  was  increased  from
17.16% to 51.46% in LD1 strains when treated with 200 μg/mL Chrysanthemum indicum flavonoid extract. Additionally,
the results of lifespan assay of EU1 strains indicated that the lifespan extension effect of Chrysanthemum indicum flavonoid
extract  under  oxidative  stress  was  relied  on  skn-1.  The  mechanism  of  enhancing  oxidative  stress  resistance  of  
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Chrysanthemum  indicum  flavonoid  extract  might  occur  by  activating  the  transcription  factor  SKN-1,  which  in  turn
increased the expression of antioxidant-related proteins SOD-3, GCS-1 and GST-4. This study provides a scientific basis for
the application of Chrysanthemum indicum flavonoids in alleviating oxidative stress damage.

Key words：Chrysanthemum indicum flavonoid extract；Caenorhabditis elegans；antioxidant；oxidative stress resistance

野菊花为菊科植物野菊（Chrysanthemum indi-
cum L.）的干燥头状花序，具有清热解毒、泻火平肝

等功效。野菊花分布广泛，在我国多个地区均有生长。

研究表明，野菊花具有降血压、抗氧化、抗炎、增强

机体免疫、抑菌等多种药理学作用[1]。野菊花中主要

生物活性物质包括黄酮类、有机酸类、挥发油类、萜

类等[2]，其中黄酮类物质是野菊花的主要成分和药效

成分，也是用来评价野菊花质量的重要指标之一[3]。

陈佳敏[4] 对我国 31个地区野菊花中的黄酮进行分

析发现，其中的总黄酮含量分布在 30.17~94.28 mg·g−1

之间，且这些地区中的黄酮类化合物均对黄嘌呤氧

化酶和脂肪氧化酶具有较好的抑制活性。此外，研究

表明野菊花黄酮类化合物具有体外抗氧化活性、降

血压、缓解小鼠结肠炎并调节肠道菌群等多种生物

活性[5−7]。

秀丽线虫在 20世纪 60年代首次作为发育生物

学研究的模式生物被广泛应用于衰老、神经退行性

疾病、糖脂代谢等方面的研究[8]。与传统的动物模型

相比，这种真核多器官生物具有尺寸小（成虫体长约

为 1 mm）、寿命短（野生型线虫约 21 d）、传代快（约

3 d）、繁殖能力强、通体透明、基因组序列注释详

细、正反向遗传操作简单、与人类基因组有 38%
的同源性等诸多优势[9−10]。此外，秀丽线虫模型凭借

其独特的优势也广泛应用于体内抗氧化及氧化应激

损伤研究中。最近的研究报道，水黄皮黄酮提取物展

现出卓越的抗应激化能力，可以增强线虫的抗氧化防

御系统，稳定细胞膜结构[11]。柑橘皮黄酮提取物也展

现出显著的抗氧化特性，能够有效清除秀丽线虫体内

过多的自由基，调节抗氧化酶系统的活性[12]。然而，

目前关于野菊花黄酮类物质体内抗氧化作用及缓解

氧化应激损伤的效果尚未报道。

因此，本研究利用秀丽线虫模型测定了野菊花

黄酮提取物对线虫体内抗氧化酶活和氧化应激条件

下寿命的影响，并对其增强氧化应激抗性的作用机制

进行了初探。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

野菊花　安徽省六安市丹贝尔生物科技有限公

司，由荆楚理工学院生物工程学院植物科学教研室范

淑芳副教授鉴定为野菊花（Chrysanthemum indicum
L.）的干燥花；秀丽线虫株系包括：野生型秀丽线虫株

系 （N2）、EU1[skn-1（ zu67）Ⅳ]、CF1553[（ pAD76）
sod-3p::GFP]、CL2166[（pAF15）gst-4p::GFP::NLS]、
LD1[ldls7（skn-1b/c::GFP+rol-6（su1006））]、LD1171
[ldIs3（gcs-1p::GFP+rol-6（su1006））]　明尼苏达大学

秀丽隐杆线虫遗传学中心 Caenorhabditis Genetics
Center（CGC）；无水乙醇、无水氯化钙、七水合硫酸

镁、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、氢氧化钠、氯化钠、一

水合柠檬酸钾、一水合柠檬酸、十二水合磷酸氢二

钠、胆固醇、次氯酸钠、EDTA、七水合硫酸亚铁、四

水合氯化锰、七水合硫酸锌、五水合硫酸铜　均为分

析纯，国药集团；二甲基亚砜（DMSO）、5-氟-2-脱氧

尿苷（FudR）　纯度≥98%，美国 Sigma公司；DPPH
（1,1-二苯基-2-苦基肼，纯度≥97%）、ABTS（2,2’-联
氨-双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸），纯度≥98%）、芦

丁（纯度≥95%）　上海阿拉丁生化科技股份有限公

司；SOD试剂盒、GSH试剂盒、BCA试剂盒　南京

建成生物工程研究所。

SW-CJ-3F超净工作台　上海沪静医疗器械有

限公司；MY-10手持研磨器　上海净信实业发展有

限公司；XFH-50CA全自动高压灭菌锅　浙江新丰

医疗器械有限公司；冷冻离心机　德国艾本德

Eppendorf公司；YB710FL荧光显微镜　安徽越视

精密仪器有限公司；Multiskan Skyhigh全波长酶标

仪　美国 Thermo公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   野菊花黄酮化合物的提取　参照豆佳媛等[13]

的方法制备野菊花黄酮类提取物。野菊花经烘干、

粉碎，过 60目筛得到野菊花粗粉。称取一定量野菊

花粗粉，按料液比 1:50加入 40%乙醇溶液进行超

声辅助提取，提取功率为 480 W，提取温度为 35 ℃，

提取时间为 2 h，提取 2次，过滤得到滤液。合并滤

液，于 55 ℃ 旋转蒸发浓缩至无乙醇，再进行冷冻干

燥，得到野菊花黄酮提取物冻干粉，用 DMSO配制

成 50 mg/mL储备液置于−80 ℃ 保存备用。 

1.2.2   野菊花提取物中黄酮含量的测定　利用亚硝

酸钠-硝酸铝法测定总黄酮含量[14]。取 250 μL不同

浓度的芦丁标准品溶液或样品溶液，加入 75  μL
0.5% NaNO2 溶液混匀后，避光静置 5 min，再加入

150 μL 10% Al（NO3）3·6H2O溶液，混匀后，室温避

光静置反应 5 min，最后加入 500 μL 1mol/L NaOH
溶液混匀后，在 λ=510 nm处测定反应液吸光值，得

到芦丁标准曲线：y=10.321x–0.0031，R2=0.9991。准

确称取野菊花提取物冻干粉 50.0 mg，加入无水乙醇

10.0 mL溶解配成浓度为 5.0 mg/mL提取物溶液，按

上述方法在同样条件下测定其吸光度，根据芦丁标准

品标准曲线计算样品中的黄酮含量，结果以 mg
Rutin/g样品表示。 

1.2.3   体外抗氧化活性评价 

1.2.3.1   DPPH自由基清除率测定　将野菊花黄酮
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提取物分别配制成 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL
储备液。分别取 2 mL野菊花黄酮提取物溶液，分别

加入 2 mL 0.1 mg/mL DPPH-无水乙醇溶液混匀，避

光反应 30 min，在 517 nm下测定吸光度 A1
[15]。对

照组用无水乙醇代替 DPPH，测定其吸光度为 A2。

空白组用无水乙醇代替样品溶液，测定其吸光度

A0。以等体积抗坏血酸溶液（0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、
1.0 mg/mL）作为阳性对照。按照式（1）计算 DPPH
自由基清除率。

DPPH自由基清除率(%) =
A0 − (A1 −A2)

A0

×100

式（1）
 

1.2.3.2   ABTS+自由基清除率测定　分别取 0.1、
0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL野菊花黄酮提取物溶

液 50 μL，分别加入 150 μL ABTS工作液，充分混匀

在室温下静置 6  min，于 734  nm下测定吸光度

A样。以 ABTS工作液和无水乙醇的混合液作为空

白组，测定吸光度 A空。以等体积抗坏血酸溶液

（0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL）作为阳性对照[16]。

按照式（2）计算 ABTS+自由基清除率。

ABTS+自由基清除率(%) =
A空 −A样

A空

×100 式（2）
 

1.2.4   线虫的同步化及培养 

1.2.4.1   线虫的同步化　将处于产卵期的线虫用

M9缓冲液从 NGM板上洗入 1.5 mL离心管中，去

上清，再用 M9洗三次除去线虫身上粘附的菌。再在

离心管中加入 1  mL线虫裂解液，迅速剧烈振荡

15 min至虫体完全裂解，常温下 10000 r/min离心

1 min，弃去上清，并用 M9缓冲液重悬离心 4次，最

后一次离心，去上清，加入 1 mL M9缓冲液混匀，待

其孵化成幼虫备用[17]。 

1.2.4.2   线虫培养　参照 Solis等[18] 的方法采用液

体培养法。用 24孔板培养，每孔加入 300  µL S-
complete培养基，其中设置仅含有 DMSO的空白对

照组和含有 50、200、300 μg/mL野菊花黄酮提取物

的加药组。将同步化至 L4期的线虫用挑针挑取至

S-complete培养基中，每孔挑取约 300条线虫，挑取

线虫的时间设为第 0 d，密封后放入 20 ℃ 培养。 

1.2.5   线虫氧化应激寿命实验　按照 1.2.4.2所述方

法分别培养线虫株系 N2、EU1，待线虫培养至成虫

第 7 d收集不同处理组的线虫用 M9洗三次除去黏

附的菌，再将线虫转移至每孔含有 100 μL终浓度为

1 mmol/L H2O2 的 M9缓冲液的 96孔板中，室温避

光静置。每隔 2 h记录线虫存活率，直至所有线虫全

部死亡[19]。最后用 GraphPad软件绘制生存曲线并

用 log-rank （Mantel−Cox）分析方法分析数据。 

1.2.6   线虫体内抗氧化酶活测定　按照 1.2.4.2所述

方法培养线虫 N2、EU1，待线虫培养至成虫第 3 d，
收集不同处理组的线虫用 M9缓冲液洗 3次去除粘

附的杂菌，在冰上充分研磨，再在 4 ℃ 下 10000 r/
min离心 5  min得到上清液，按照 SOD试剂盒、

GSH试剂盒、BCA试剂盒说明书操作，测定不同处

理组线虫体内 SOD酶活、还原型谷胱甘肽 GSH含

量[20]。 

1.2.7   野菊花黄酮提取物对 SKN-1蛋白核定位的影

响　按照 1.2.4.1方法对转基因线虫株系 LD1进行

同步化处理，将处于 L4期的线虫分别转移至含有

200 μg/mL野菊花黄酮提取物和 0.4% DMSO的 S-
complete培养基（不含 FudR）中培养 48 h。收集不

同处理组的线虫，用 M9洗 3次除去虫体粘附的杂

质，用 NaN3 溶液麻醉线虫并用荧光显微镜采集图

片 [21]。SKN-1::GFP表达的核易位模式分为三类：

“细胞质”“核间质”“细胞核”。当 SKN-1::GFP发生

核易位，就会观察到较亮的绿色荧光点。“细胞质”

是指线虫整个身体没有明显的绿色荧光点，“核间

质”是指线虫身体有部分绿色荧光点，“细胞核”是指

线虫整个身体布满绿色荧光点[21]。统计并分析不同

处理组线虫每种表达模式所占比例。 

1.2.8   线虫绿色荧光蛋白可视化定量分析　利用带

有 GFP报告基因的线虫株系 CF1553、CL2166、
LD1171分别测定 SOD-3、GST-4、GCS-1蛋白表达。

按照 1.2.4.1方法分别对转基因线虫株系 CF1553、
CL2166、LD1171进行同步化处理，将处于 L1期的

幼虫在 200 μg/mL野菊花黄酮提取物和 0.4% DMSO
的 S-complete培养基（不含 FudR）中分别培养 72 h
至成虫早期，收集不同处理组的线虫，用 M9洗 3次

除去虫体粘附的杂质，用 NaN3 溶液麻醉线虫并用荧

光显微镜采集图片[22−23]。最后利用 Image J软件分

析不同处理组线虫的荧光强度。 

1.3　数据处理

所有实验重复三次，结果以均值±标准偏差表

示。实验数据用 SPSS进行统计分析，采用 ANOVA
进行显著性分析，并用 GraphPad Prism9.0作图。 

2　结果与分析 

2.1　野菊花提取物中黄酮含量测定结果

对野菊花中黄酮含量进行测定，得到提取物粉

末中黄酮含量为 41.21±0.61 mg/g，与豆佳媛等[13] 报

道的黄酮含量接近。 

2.2　野菊花黄酮提取物体外抗氧化活性评价

基于化学分析法测定野菊花黄酮提取物

（Chrysanthemum indicum flavonoid extract，CE）体外

对 ABTS+和 DPPH自由基的清除率，结果如图 1所

示。结果显示，随着黄酮提取物浓度的增加，其对

ABTS+和 DPPH自由基的清除率也随之增加，并且

在 1.0 mg/mL浓度下其清除率与 VC 非常接近，其

中 VC 对 ABTS+和 DPPH自由基清除率 IC50 分别

为 0.0035、0.0790  mg/mL，野菊花黄酮提取物对

ABTS+和 DPPH自由基清除率 IC50 分别为 0.1214、
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0.1632 mg/mL，表明野菊花黄酮提取物对上述两种

自由基具有较强的清除能力，这与王天顺[24] 的报道

一致，提示野菊花黄酮提取物具有较强的直接抗氧化

能力。
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图 1    野菊花黄酮提取物体外抗氧化活性
Fig.1    In vitro antioxidant activity of Chrysanthemum indicum

flavonoid extract
  

2.3　野菊花黄酮提取物对野生型秀丽线虫氧化应激条

件下寿命的影响

野菊花黄酮提取物在体外具有较强的自由基清

除能力，但其是否能够提高秀丽线虫抵抗外界不良刺

激的能力还不明确。基于此，本研究测定了野菊花黄

酮提取物对野生型秀丽线虫在氧化应激条件下的寿

命，如图 2和表 1所示。结果显示，在 H2O2 诱导的

氧化应激条件下，野菊花黄酮提取物能够显著延长

野生型线虫的寿命，与对照组相比，经过 50、200、
300 μg/mL野菊花黄酮提取物处理的线虫其平均寿

命分别显著延长了 14.00%（P<0.01）、27.15%（P<
0.0001）、18.65%（P<0.0001），表明野菊花黄酮提取

物增强了线虫氧化应激抗性，其中野菊花黄酮提取物

在 200 μg/mL浓度下延寿效果最佳。研究表明，过

量自由基造成的氧化应激损伤的累积是衰老的根本

原因[25]。常见的氧化损伤剂会刺激机体产生过量的

自由基，其会加剧细胞的氧化应激损伤，促进机体衰

老[9]。由于野菊花黄酮提取物对自由基的清除能力

较强，因此其可以通过在体内清除自由基，从而缓解

外界氧化应激造成的机体损伤。Tao等[23] 也报道了

具有体外抗氧化活性的绿豆皮黄酮提取物可以显著

延长野生型秀丽线虫在氧化应激下的寿命，与对照组

相比，200 μg/mL绿豆皮黄酮提取物处理的线虫其平

均寿命显著延长了 20.0%。
 
 

表 1    野菊花黄酮提取物对野生型秀丽线虫（N2）氧化应激
条件下寿命的影响

Table 1    Effects of CE on the lifespan of N2 worms
under oxidative stress

组别 平均寿命（h） 变化百分比（%） 线虫数目 P值

Control 10.35±0.28a − 160 −
CE（50 μg/mL） 11.80±0.28b 14.00 160 0.0047
CE（200 μg/mL） 13.16±0.32c 27.15 153 <0.0001
CE（300 μg/mL） 12.28±0.27b 18.65 152 <0.0001

注：同列不同字母表示组间存在显著差异，P<0.05，相同字母表示组间无
显著差异，P>0.05；表2同。
  

2.4　野菊花黄酮提取物对野生型秀丽线虫体内抗氧化

活性的影响

目前关于菊花中黄酮类物质抗氧化性活性研究

主要集中在体外实验，关于其是否具有较好的体内抗

氧化活性并未明确。本研究测定了野菊花黄酮提取

物对野生型秀丽线虫体内超氧化物歧化酶 SOD酶

活和还原型谷胱甘肽 GSH水平的影响，结果如图 3
所示。结果表明，野菊花黄酮提取物能够显著提高线

虫体内的 SOD酶活和 GSH水平。与对照组相比，

50、200、300 μg/mL野菊花黄酮提取物处理的线虫

其体内 SOD酶活分别提高了 39.52%（P<0.01）、
64.70%（P<0.001）、68.01%（P<0.001），其体内 GSH
含量分别提高了 49.95%（ P<0.01） 、 63.56%（ P<
0.001）、68.89%（P<0.001）。随着线虫的衰老，其体

内的活性氧水平不断增加，而过量的自由基积累又会

加速衰老进程。研究表明 SOD酶和 GSH都参与自

由基的清除，而自由基的清除对于机体抵抗氧化应激

造成的损伤、延缓衰老至关重要[9,19]。Xu等[20] 报道

了具有抗衰老作用的生姜提取物可以显著提高线虫

体内的 SOD酶活和 GSH水平。吴梦思等[15] 也报

道了具有增强线虫氧化应激抗性的卷丹百合提取物

处理的线虫其体内 SOD酶活和 GSH含量分别提高

了 1.38倍和 1.48倍。因此推测野菊花黄酮提取物

增强秀丽线虫氧化应激抗性与其能够显著提高线虫

体内 SOD酶活和 GSH含量有关。由于 200 μg/mL

 

100

50

0

存
活

率
 (%

)

0 4 8 12 16 20 24
时间 (h)

Control
CE (50 μg/mL)
CE (200 μg/mL)
CE (300 μg/mL)

图 2    野菊花黄酮提取物对野生型秀丽线虫（N2）在氧化应激
条件下寿命的影响

Fig.2    Effects of Chrysanthemum indicum flavonoid extract
(CE) on the lifespan of N2 worms under oxidative stress
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野菊花黄酮提取物增强线虫氧化应激抗性效果最佳，

因此后续实验选择 200 μg/mL这一浓度。
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图 3    野菊花黄酮提取物对 N2线虫体内 SOD酶活和还原型
谷胱甘肽水平的影响

Fig.3    Effects of CE on the SOD enzyme activities and GSH
contents of N2 worms

注：与对照组比较，**表示 P<0.01，***表示 P<0.001，图 4、
图 7~图 9同。
  

2.5　野菊花黄酮提取物对 SKN-1蛋白核定位的影响

SKN-1是哺乳动物 Nrf2的同源蛋白，当受到外

界环境刺激时会进入细胞核通过激活Ⅱ相解毒基因

和氧化应激响应来调控线虫的寿命，同时它也在多种

长寿调控通路中发挥作用[9,26]。LD1是带有 GFP标

签蛋白的转基因线虫株系，可以用来观察转录因子

SKN-1的细胞核定位情况。如图 4所示，200 μg/mL
野菊花黄酮提取物处理后线虫 SKN-1入核比例由

17.16%上升至 51.46%（P<0.01），在细胞质中的比例

由 52.70%下降至 22.71%（P<0.01），表明野菊花黄

酮提取物促进了线虫 SKN-1的核定位。有研究表明

活性成分丹皮酚可以通过促进 SKN-1入核，从而激

活线虫体内的抗氧化信号通路，起到增强线虫氧化应

激抗性、延缓衰老的效果[26]。基于前文结果中野菊

花黄酮提取物可以提高线虫体内抗氧化酶活和

GSH含量，因此推测由于野菊花黄酮提取物促进了

SKN-1的入核，激活抗氧化信号通路从而增加线虫

体内抗氧化能力，有助于提高线虫氧化应激抗性。 

2.6　野菊花黄酮提取物对突变体线虫 EU1在氧化应

激条件下寿命的影响

前文研究结果已经表明野菊花黄酮提取物可以

延长野生型线虫在氧化应激条件下的寿命，且促进

了 SKN-1进入细胞核，然而其增强氧化应激抗性是

否依赖 skn-1 仍未明确，基于此，本文测定了 skn-1
缺失突变体 EU1在氧化应激条件下的寿命。如

图 5和表 2所示，对照组线虫平均寿命为 8.23 h，加
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图 4    野菊花黄酮提取物对 LD1线虫 SKN-1蛋白核
定位的影响

Fig.4    Effects of CE on the nuclear localization of SKN-1
in LD1 worms

注：A分别为 SKN-1::GFP在 LD1线虫株系中细胞质、中间
体和细胞核分布的典型荧光图像；B为 200  μg/mL CE对
SKN-1核定位的影响；ns表示无显著性差异（P>0.05），图 6同。
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图 5    野菊花黄酮提取物对 EU1线虫在氧化应激条件下寿命
的影响

Fig.5    Effect of CE on the lifespan of EU1 worms
under oxidative stress

 

表 2    野菊花黄酮提取物对 EU1线虫氧化应激条件下
寿命的影响

Table 2    Effect of CE on the lifespan of EU1 worms
under oxidative stress

组别 平均寿命（h） 变化百分比（%） 线虫数目 P值

Control 8.23±0.32a − 159 −
CE（200 μg/mL） 7.64±0.33a −7.17% 158 0.4127
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药组线虫平均寿命为 7.64 h，与对照组相比，野菊

花黄酮提取物并没有显著延长 skn-1 缺失突变体

EU1在氧化应激条件下的寿命（P>0.05），表明野菊

花黄酮提取物增强线虫氧化应激抗性的作用依赖于

skn-1。 

2.7　野菊花黄酮提取物对突变体线虫 EU1体内抗氧

化活性的影响

前面研究结果已经表明野菊花黄酮提取物可以

显著提高野生型线虫体内 SOD酶活和 GSH水平，

且其增强线虫氧化应激抗性的作用依赖于 skn-1，基
于此，本文测定了野菊花黄酮提取物对 skn-1 缺失突

变体 EU1线虫体内抗氧化活性的影响，结果如图 6
所示。与对照组相比，野菊花黄酮提取物并没有显著

提高 EU1线虫体内 SOD酶活和 GSH含量（P>0.05），
表明野菊花黄酮提取物提高线虫体内抗氧化活性的

作用依赖于 skn-1。
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图 6    野菊花黄酮提取物对 EU1线虫体内 SOD酶活和还原
型谷胱甘肽水平的影响

Fig.6    Effects of CE on the SOD enzyme activities and GSH
contents of EU1 worms

  

2.8　野菊花黄酮提取物对 SOD-3::GFP蛋白表达的影响

采用绿色荧光蛋白标记的 SOD-3线虫株系

CF1553可以用来可视化检测线虫体内 SOD-3蛋白

表达，其强荧光点主要分布在头部和尾部[27]。由于野

菊花黄酮提取物可以显著提高线虫体内 SOD酶活，

而 sod-3 是线虫体内调节超氧化物歧化酶活性的基

因[28]，因此本文研究了野菊花黄酮提取物对 SOD-
3蛋白表达的影响。如图 7所示，与对照组相比，野

菊花黄酮提取物处理的 CF1553线虫株系其头部和

尾部绿色荧光显著增强。经过 Image J软件处理，与

对照组相比，野菊花黄酮提取物处理组线虫中 SOD-
3::GFP蛋白表达显著提高了 16.94%（P<0.001）。以

上结果表明，野菊花黄酮提取物通过促进 SOD-

3::GFP蛋白的表达从而提高线虫体内的 SOD酶活，

最终增强了线虫体内抗氧化活性。 

2.9　野菊花黄酮提取物对GCS-1::GFP蛋白表达的影响

采用绿色荧光蛋白标记的 GCS-1线虫株系

LD1171可以用来可视化检测线虫体内 GCS-1蛋白

表达，其强荧光点主要分布在头部[29]。在线虫体内，
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图 7    野菊花黄酮提取物对 CF1553线虫株系中
SOD-3::GFP表达的影响

Fig.7    Effect of CE on the expression of SOD-3::GFP
in CF1553 worms

注：A为 CF1553线虫株系对照组代表性荧光照片；B为
CF1553线虫株系野菊花黄酮提取物处理组代表性荧光照片；
C为对照组和 200 μg/mL CE处理组线虫体内 SOD-3蛋白相
对表达量。
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图 8    野菊花黄酮提取物对 LD1171线虫株系中
GCS-1::GFP表达的影响

Fig.8    Effect of CE on the expression of GCS-1::GFP
in LD1171 worms

注：A为 LD1171线虫株系对照组代表性荧光照片；B为
LD1171线虫株系野菊花黄酮提取物处理组代表性荧光照片；
C为对照组和 200 μg/mL CE处理组线虫体内 GCS-1蛋白相
对表达量。
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gcs-1 是转录因子 SKN-1下游的靶基因，用来编码 γ-
谷氨酰半胱氨酸合成酶，与谷胱甘肽的生物合成和线

虫氧化应激抗性有关[30]。由于野菊花黄酮提取物促

进了 SKN-1的入核，因此本文测定了其对 SKN-1下

游靶蛋白 GCS-1表达的影响。如图 8所示，与对照

组相比，野菊花黄酮提取物处理的 LD1171线虫株系

其头部绿色荧光显著变亮。经过软件分析，与对照组

相比，野菊花黄酮提取物处理线虫中 GCS-1::GFP蛋

白表达显著提高了 14.16%（P<0.01）。以上结果表明

野菊花黄酮提取物通过促进 SKN-1入核，激活了其

下游的 gcs-1，从而有助于提高谷胱甘肽的含量和增

强线虫氧化应激抗性。 

2.10　野菊花黄酮提取物对 GST-4::GFP蛋白表达的

影响

采用绿色荧光蛋白标记的 GST-4线虫株系

CL2166可以用来可视化检测线虫体内 GST-4蛋白

表达，其强荧光点主要集中在线虫周围的背部神经

索。在秀丽线虫中，gst-4 是转录因子 SKN-1下游的

靶基因之一，编码谷胱甘肽 S-转移酶，其是一种Ⅱ相

解毒酶，与谷胱甘肽的生物合成和线虫抗氧化应激响

应有关[31]。如图 9所示，与对照组相比，野菊花黄酮

提取物处理的 CL2166线虫株系表皮绿色荧光显著

变亮。经过软件分析，与对照组相比，野菊花黄酮提

取物处理线虫中 GST-4::GFP蛋白表达显著提高了

20.44%（P<0.001）。上述结果表明野菊花黄酮提取

物通过促进转录因子 SKN-1入核，提高了 GST-4蛋

白的表达，有助于提高谷胱甘肽的含量和增强线虫氧

化应激抗性。
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图 9    野菊花黄酮提取物对 CL2166线虫株系中
GST-4::GFP表达的影响

Fig.9    Effect of CE on the expression of GST-4::GFP
in CL2166 worms

注：A为 CL2166线虫株系对照组代表性荧光照片；B为
CL2166线虫株系野菊花黄酮提取物处理组代表性荧光照片；
C为对照组和 200 μg/mL CE处理组线虫体内 GST-4蛋白相
对表达量。 

3　结论
本研究首次利用秀丽线虫这一模式生物研究了

野菊花黄酮提取物对线虫氧化应激抗性的影响，并对

其作用机制进行了探究。通过寿命实验发现野菊花

黄酮提取物可以显著延长野生型线虫在氧化应激条

件下的平均寿命。进一步研究发现，野菊花黄酮提取

物提高了线虫体内 SOD酶活和还原型谷胱甘肽含

量，表明其具有良好的体内抗氧化活性。此外，通过

分析转录因子 SKN-1核定位进一步证实，野菊花黄

酮提取物促进了 SKN-1的入核，并提高了与氧化应

激抗性有关的蛋白 SOD-3、GCS-1、GST-4的表

达。本研究通过研究野菊花黄酮提取物对线虫氧化

应激抗性的影响并解析其作用机制，明确野菊花黄酮

提取物可能的作用靶点，为野菊花在体内抗氧化活性

研究方面提供了新思路，并拓展了其在改善健康、缓

解氧化应激损伤方面的应用。
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