中药现代化技术
五指毛桃黄酮提取纯化及抑制HepG2增殖活性（图6；7；8；9彩印）
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摘要：采用超声波辅助醇提法提取五指毛桃粗黄酮，通过单因素实验和正交实验，考察了超声时间、料液比（g∶mL）、乙醇体积分数、超声功率对五指毛桃黄酮提取量的影响。通过大孔树脂的静态和动态纯化，探讨了大孔树脂类型、五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度、pH对五指毛桃黄酮纯度的影响。基于噻唑蓝法、核染色法、活性氧检测法、流式细胞术，探究了纯化后的五指毛桃黄酮抑制HepG2细胞的增殖活性。结果表明，在超声时间90 min、料液比1∶40、乙醇体积分数80%的水溶液、超声功率400 W的最佳提取条件下，五指毛桃黄酮的平均提取量为(5.720±0.713) mg/g，五指毛桃粗黄酮纯度为6.05%。大孔树脂AB-8表现出最佳的纯化五指毛桃黄酮的性能，其最佳静态纯化条件为：五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度0.7408 g/L、pH＝4、解吸液体积分数为60%；动态纯化最佳条件为：五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度0.2408 g/L、pH=4，上样量65 mL、洗脱剂（乙醇体积分数60%的水溶液）用量40 mL。通过AB-8的动态纯化，五指毛桃黄酮的纯度由五指毛桃粗黄酮的6.05%提高到32.67%。AB-8纯化后的五指毛桃黄酮对HepG2细胞的增殖有抑制效果，可降低细胞存活率，促进细胞凋亡。
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Extraction, purification and inhibition of HepG2 proliferation activity of Ficus hirta vahl flavonoids
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Abstract: Extraction of crude flavonoids from Ficus hirta vahl by ultrasonic-assisted alcohol extraction method. The effects of ultrasonic time, solid-liquid ratio (g∶mL), ethanol volume fraction and ultrasonic power on extraction amount of Ficus hirta vahl flavonoids were investigated by single factor experiment and orthogonal experiment. The effects of macroporous resin type, mass concentration of crude flavonoids in sample solution and pH on the purity of Ficus hirta vahl flavonoids were studied by static and dynamic purification of macroporous resin. The inhibitory activity of purified Ficus hirta vahl flavonoids on HepG2 cells was investigated via thiazolyl blue tetrazolium bromide assay, nuclear staining, reactive oxygen species detection and flow cytometry. The results showed that under the optimal extraction conditions of 90 min ultrasonic time, solid-liquid ratio (g∶mL) 1∶40, aqueous solution with volume fraction 80% and ultrasonic power 400 W, the average extraction amount of Ficus hirta vahl flavonoids was (5.720±0.713) mg/g, and the purity of crude flavonoids was 6.05%. The macroporous resin AB-8 showed the best purification performance. The optimal static purification conditions of crude flavonoids were 0.7408 g/L, pH=4, and the ethanol volume fraction of desorption solution 60%. The optimal dynamic purification conditions of crude flavonoids were mass concentration of crude flavonoids in sample solution 0.2408 g/L. pH=4, eluent (aqueous solution with 60% ethanol volume fraction) amount 40 mL. The purity of flavonoids was increased from 6.05% to 32.67% by dynamic purification of AB-8. AB-8 purified Ficus hirta vahl flavonoids could inhibit the proliferation of HepG2 cells, reduce cell survival rate, and promote cell apoptosis.
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五指毛桃为桑科榕属植物粗叶榕（Ficus hirta vahl）


[1] ADDIN EN.CITE ，主产于广西、广东和云南等地。五指毛桃为岭南习用传统中药，其性平，味辛、甘，具有利湿舒筋、健脾补肺的功效，人们常以其入药，用于治疗食少无力、肺痨咳嗽、盗汗、风湿痹痛、产后无乳、脾虚浮肿等症状[2]。在广东，五指毛桃还被广泛作为煲汤原料，是华南地区著名药食两用植物


[3-4] ADDIN EN.CITE 。五指毛桃中的黄酮类、挥发油、香豆素类等化合物具有抗炎、抗菌、抗病毒和抗氧化等作用
 ADDIN EN.CITE 
[5]
。

目前，从植物中提取黄酮类物质的方法主要有超声波提取法
 ADDIN EN.CITE 
[6]
、回流提取法
 ADDIN EN.CITE 
[7]
、酶法
 ADDIN EN.CITE 
[8]
、微波提取法
 ADDIN EN.CITE 
[9]
等。超声波提取法是利用超声波的热效应、机械效应和空化效应使植物中的物质分子运动速率和频率增大，增加溶剂的穿透力，促进化学成分的溶出，是一种物理性破碎过程，具有提高收率、避免高温破坏活性成分和缩短提取时间等优点
 ADDIN EN.CITE 
[10-11]
。大孔树脂分离纯化技术具有选择性好、产品纯度高、树脂可再生、工艺简单和利于实现大规模生产、成本低等优点
 ADDIN EN.CITE 
[12-14]
，已被广泛用于中草药活性成分的分离纯化研究。

肝癌是威胁人类健康的癌症之一。近年来，由于生态环境和人们饮食作息问题直接或间接导致的肝癌发病率和死亡率逐渐增加[15]。肝细胞癌的发病机制比较复杂，受到遗传、环境、饮食、病原等多重因素的影响
 ADDIN EN.CITE 
[16]
。当前，肝细胞癌的治疗手段以手术切除、肝移植或局部消融为主，其治疗效果差强人意
 ADDIN EN.CITE 
[17-18]
。因此，寻找高效、低毒的天然辅助抗肝癌药物迫在眉睫。目前，黄酮类化合物因较好的抗肿瘤活性而得到广泛关注
 ADDIN EN.CITE 
[19-23]
。

本文拟采用超声提取法，以乙醇水溶液为溶剂，五指毛桃总黄酮提取量为评价指标，提取五指毛桃黄酮，采用单因素和正交实验，考察超声时间、料液比(g∶mL)、乙醇体积分数、超声功率对其影响，优化超声辅助醇提法提取五指毛桃总黄酮最佳提取工艺。采用大孔树脂分离纯化技术纯化五指毛桃粗提黄酮，考察AB-8、D101、NKA-9 3种大孔树脂对五指毛桃粗提黄酮的静态、动态纯化效果。初步探究五指毛桃黄酮对HepG2细胞增殖影响。以期为五指毛桃的开发利用及天然化合物抗肝癌活性研究提供一定的研究基础。
1  实验部分
1.1  材料、试剂与仪器
五指毛桃，山东康美药业有限公司；AB-8、D101、NKA-9，北京索莱宝科技有限公司；HepG2细胞，中国典型培养物保藏中心（武汉大学保藏中心）；噻唑蓝（MTT）检测试剂盒、Hoechst 33342检测试剂盒、活性氧检测试剂盒、Annexin Ⅴ-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒，上海碧云天生物科技有限公司。
芦丁（质量分数≥98%），上海源叶生物科技有限公司；亚硝酸钠、硝酸铝，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；无水乙醇、氢氧化钠、浓盐酸（质量分数38%），广州化学试剂厂；DMEM高糖培养基、胎牛血清（FBS）、胰蛋白酶（含EDTA）、胰蛋白酶（不含EDTA），美国Gibco公司；磷酸盐缓冲液（PBS，0.01 mol/L），大连美仑生物技术有限公司；二甲基亚砜（DMSO），美国Sigma公司。
MiLLi-Q Direct 8型纯水系统，美国SigmaAldrich公司；UV-1100型紫外分光光度计，上海美谱达仪器有限公司；SCIENTZ-ⅡD型超声波细胞破碎机，宁波新芝生物科技有限公司；ELx-800型酶标仪，美国BioTek公司；PICO-17型高速冷冻离心机、HEARACELL150i型二氧化碳培养箱，美国Thermo Fisher Scientific公司；EcLipse Ts2型倒置显微镜、EcLipse TS100型倒置荧光显微镜、EcLipse Ci型正置荧光显微镜，日本Nikon公司；SW-CJ-2FD型洁净工作台，江苏苏净基团有限公司；LS-50HD型立式压力蒸汽灭菌锅，江阴滨江医疗设备有限公司；CytoFLEX型流式细胞仪，美国Beckman CoμLlter公司。
1.2  方法
1.2.1  五指毛桃粗黄酮的提取
将五指毛桃切片，粉碎机粉碎，过60目筛，置于托盘中铺开，放入70 ℃烘箱干燥4 h，得到五指毛桃粉末，装袋密封，备用。

采用超声波辅助醇提法提取五指毛桃粗黄酮。称将五指毛桃粉末放入锥形瓶，向其加入体积分数80%乙醇水溶液，其中，料液比（g∶mL，下同）1∶40，搅拌约3 min，密封静置浸泡30 min；然后，用超声波细胞粉碎机超声（超声功率400 W）90 min，对提取液进行抽滤，使用体积分数80%乙醇水溶液对滤液进行定容，即得五指毛桃粗黄酮提取液，密封保存，备用。

五指毛桃粗黄酮浸膏制备：根据正交实验得到的最佳提取条件提取得到五指毛桃粗黄酮提取液，将提取液进行旋蒸（60 ℃）至液体呈黏稠状；随后，置于60 ℃鼓风干燥箱中干燥24 h呈较干的浸膏状。
1.2.2  五指毛桃粗黄酮静态纯化

大孔树脂预处理：对AB-8、D101、NKA-9 3种树脂进行预处理，用体积分数95%的乙醇浸泡24 h；然后，用纯水洗5次，用质量分数4%盐酸浸泡4 h，用纯水洗至中性（pH＝7），再用质量分数4%的NaOH溶液浸泡4 h，用纯水洗至中性（pH＝7），烘干（25 ℃，2 h），储存，备用。

样品液的制备：将五指毛桃粗黄酮的浸膏500 mg用50 mL反渗透水进行溶解，测样品液吸光度，根据芦丁标准曲线回归方程（y＝13.004x−0.0196，R2＝0.9999）计算质量浓度，将样品液的质量浓度配为0.2408 g/L，pH=4，记为五指毛桃粗黄酮样品液。

将3 g大孔树脂放入250 mL锥形瓶中，加入50 mL五指毛桃粗黄酮样品液，于25 ℃、120 r/min恒温振荡器中吸附24 h，吸附完成后抽滤，用反渗透水清洗树脂表面附着的黄酮，并将水分滤干，将树脂转移至250 mL锥形瓶中，加入50 mL质量分数80%的乙醇，于25 ℃、120 r/min恒温振荡器中解吸24 h，即得五指毛桃黄酮解吸液。吸附、解吸过程中，第0.25、0.5、1、2、4、8、21、24 h处测量吸附液、解吸液黄酮质量浓度，绘制静态吸附、解吸曲线。
分离纯化过的树脂柱采用体积分数95%乙醇洗脱至洗出液为无色，然后，用纯水淋洗5次，即可进行下一次吸附分离。
1.2.3  五指毛桃粗黄酮动态纯化
精确称取AB-8树脂5 g，湿法装入玻璃层析柱（1.5 cm×60 cm）中，精确称取D101、NKA-9树脂各10 g，分别湿法装入另外两个玻璃层析柱（2 cm×40 cm）中，树脂柱高均约为5 cm。将质量浓度0.2408 g/L、pH＝4的五指毛桃粗黄酮样品液缓慢滴入树脂柱中，AB-8树脂柱上样量为128 mL，D101、NKA-9树脂柱上样量为200 mL。打开活塞，使吸附液缓慢滴出，AB-8树脂柱吸附液用10 mL带盖离心管先接5 mL，之后每10 mL接1份；D101、NKA-9树脂柱吸附液用50 mL锥形瓶每20 mL接1份。测量每份吸附液的吸光度计算黄酮质量浓度，建立五指毛桃黄酮动态吸附曲线，确定动态吸附的最佳上样量。

AB-8吸附完成后，用反渗透水洗去多糖、蛋白质等水溶性杂质成分；然后，与D101、NKA-9都用体就分数60%乙醇水溶液作为洗脱剂进行动态洗脱，将体积分数60%乙醇水溶液缓慢滴入树脂柱中，打开活塞使洗脱液缓慢滴落。AB-8解吸液用10 mL带盖离心管每5 mL接1份；D101、NKA-9解吸液用10 mL带盖离心管每10 mL接1份，测量每份洗脱液的吸光度，计算黄酮质量浓度，建立五指毛桃黄酮动态洗脱曲线。
1.3  结构表征与性能测试
1.3.1  五指毛桃粗黄酮含量、纯度的测定

芦丁标准曲线绘制：精确称取100 mg芦丁标准品，使用乙醇体积分数70%水溶液配制质量浓度10 g/L的芦丁溶液；移取400 μL芦丁溶液至10 mL容量瓶中，再用乙醇体积分数70%水溶液定容，得到质量浓度0.4 g/L的芦丁储备液。

分别量取0.05、0.1、0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 mL的芦丁储备液置于7支10 mL带盖离心管中，加入乙醇体积分数70%水溶液至各溶液体积2 mL，摇匀；再分别加入质量分数5%的亚硝酸钠溶液0.3 mL，摇匀静置6 min；然后，加入质量分数10%的硝酸铝溶液0.3 mL，摇匀静置6 min；最后，加入质量分数10%的氢氧化钠溶液3.0 mL，摇匀静置15 min，得到不同质量浓度的芦丁标准液。
另取乙醇体积分数70%的水溶液同上操作，制备空白对照。使用紫外-光光度计测定各溶液在510 nm处吸光度，绘制芦丁吸光度（y）-质量浓度（x）标准曲线，并拟合标准回归方程y＝13.004x−0.0196，R2＝0.9999。

总黄酮提取量测定：精密吸取五指毛桃粗黄酮提取液2.0 mL于具塞试管中，测样品液吸光度，根据芦丁标准曲线回归方程计算质量浓度（ρ总黄酮，g/L），根据式（1）计算五指毛桃黄酮提取量（mg/g）和纯度（%）。

黄酮提取量＝ρ总黄酮×V/m0


（1）
黄酮纯度/%＝ρ总黄酮×V/m1×100

（2）

式中：V为定容后五指毛桃粗黄酮提取液的体积，mL；m0为五指毛桃粉末的质量，g；m1为五指毛桃黄酮干品的质量，mg。

1.3.2  树脂吸附率、解吸率测定
根据式（3）和（4）计算树脂吸附率（%）、解吸率（%）。
吸附率/%＝(ρ1-ρ2)/ρ1×100


（3）
解吸率/%＝ρ3×V2/[(ρ1-ρ2)×V1]×100

（4）

式中：ρ1、ρ2分别为吸附前、后总黄酮质量浓度，g/L；ρ3为解吸后总黄酮质量浓度，g/L；V1为上样液体积，L；V2为解吸后溶液体积，L。
1.4  单因素实验
1.4.1  五指毛桃粗黄酮提取条件
以超声时间90 min、料液比（g∶mL，下同）1∶30、乙醇体积分数70%、超声功率300 W为单因素实验条件，以五指毛桃总黄酮提取量为指标，分别考察提取时间（30、90、150、210、270 min）、料液比（1：10、1∶20、1∶30、1∶40、1∶50）、乙醇体积分数（60%、70%、80%、90%、100%）和提取功率（200、300、400、500 W）对五指毛桃黄酮提取量的影响。

1.4.2  五指毛桃粗黄酮静态纯化条件

根据1.2.2节的方法和步骤，考察不同的大孔树脂（AB-8、D101、NKA-9）对树脂静态吸附影响。
根据1.2.2节的方法和步骤，精确称取1 g的AB-8大孔树脂，置于50 mL的锥形瓶中，加入15 mL、pH＝4的五指毛桃粗黄酮样品液，考察其质量浓度（0.04808、0.2408、0.4408、0.7408、1.0408 g/L）对树脂静态吸附影响。
根据1.2.2节的方法和步骤，将0.3 g AB-8大孔树脂置于50 mL锥形瓶中，加入15 mL五指毛桃粗黄酮样品液，考察其pH（2、4、6、8、10）对树脂静态吸附影响。
根据1.2.2节的方法和步骤，将0.3 g AB-8大孔树脂置于50 mL锥形瓶中，加入15 mL、pH=4的五指毛桃粗黄酮样品液，考察洗脱液乙醇体积分数（50%、60%、70%、80%、90%）对树脂静态吸附和解吸的影响。

1.4.3  五指毛桃粗黄酮动态纯化条件
D101、NKA-9：称取树脂10 g，湿法装柱，树脂柱规格为（3 cm×60 cm），树脂柱高约3 cm，上样液条件为：五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度0.2408 g/L、体积200 mL、pH=4、洗脱剂为100 mL乙醇体积分数60%的水溶液。收集洗脱液的深色部分进行黄酮纯度测定。

AB-8：称取预处理过的树脂5 g，湿法装柱，树脂柱规格为（2 cm×70 cm），树脂柱高约3 cm，上样条件为：五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度0.2408 g/L、体积65 mL、pH＝4、洗脱剂为70 mL乙醇体积分数60%的水溶液。收集有颜色部分进行黄酮纯度测定。

AB-8：称取预处理过的树脂20 g，湿法装柱，树脂柱规格为（2 cm×70 cm），树脂柱高约12 cm，上样条件为：五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度0.2408 g/L、体积260 mL、pH＝4、洗脱剂为160 mL乙醇体积分数60%的水溶液。收集有颜色部分进行黄酮纯度测定。

AB-8：称取预处理过的树脂25 g，湿法装柱，树脂柱规格为（2 cm×70 cm），树脂柱高约15 cm，上样条件为：五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度0.7408 g/L、体积106 mL、pH＝4、洗脱剂为200 mL乙醇体积分数60%的水溶液。收集有颜色部分进行黄酮纯度测定。

1.5  正交实验
根据五指毛桃粗黄酮提取单因素实验结果，以超声时间（A）、料液比（B）、乙醇体积分数（C）和超声功率（D）为因素，以五指毛桃黄酮提取量为评价指标，对四个因素分别设置三个水平，超声时间、料液比、乙醇体积分数和超声功率根据单因素实验结果中心点取值。
根据正交实验优化的最佳提取条件进行五指毛桃粗黄酮的提取实验，重复3次，进行验证实验。
1.6  抑制HepG2细胞的增殖活性
1.6.1  HepG2细胞培养

HepG2细胞接种于含质量分数10%血清的DMEM完全培养基中，在恒温（37 ℃）、体积分数5%的CO2的培养箱中培养。待细胞长到80%以上即可传代，取对数生长期的细胞进行实验。
1.6.2  HepG2细胞存活率检测
采用MTT法检测HepG2细胞存活率。取对数生长期的HepG2细胞，接种于96孔板中，每孔细胞数1×104个左右，在恒温（37 ℃）、体积分数5%的CO2的培养箱中培养24 h，吸除旧培养基，加入含AB-8纯化后的五指毛桃黄酮的完全培养基，使培养液中五指毛桃黄酮终质量浓度为200、400、600、800和1000 mg/L，并设置0 mg/L对照组，每组5复孔。培养48 h后，每孔加入质量浓度5 g/L的MTT溶液10 μL，细胞培养箱中孵育2~3 h。弃细胞培养液，每孔加入120 μL DMSO，37 ℃、250 r/min摇床振荡孵育30 min，使蓝紫色结晶物充分溶解，使用酶标仪490 nm波长下测定各组的吸光度（OD值），实验组和对照组的OD值分别记为OD实和OD对，根据式（5）计算HepG2细胞存活率（%），实验重复3次，取算数平均值。

存活率/%＝OD实/OD对×100

（5）
1.6.3  HepG2细胞核形态观察
取对数生长期的HepG2细胞，按细胞数约3×104个/孔接种于48孔板中，接种前，在孔中央放入盖玻片。每孔总培养液体积为500 μL。于细胞培养箱中过夜培养，吸走旧培养基，加入含AB-8纯化后的五指毛桃黄酮的完全培养基，使培养液中五指毛桃黄酮终质量浓度为600和800 mg/L，并设置0 mg/L对照组。培养48 h后，吸走全部培养液，每孔用300 μL PBS洗涤1次，吸走PBS，每孔加300 μL Hoechst33342核染料，放培养箱培养5 h左右，之后每孔每次用300 μL PBS洗涤3次，每次洗的时候用PBS浸泡3 min左右再吸走PBS，洗涤好后将盖玻片放在载玻片上，在盖玻片边缘滴加适量PBS，避免细胞变干，然后在正置显微镜下观察，每组随机选取不同的视野拍照。
1.6.4  HepG2细胞活性氧检测 
DCFH-DA检测液的配制：取对数生长期的HepG2细胞，按细胞数3×104个/孔接种于48孔板中，于细胞培养箱中过夜培养，吸走旧培养基，加入含五指毛桃黄铜的完全培养基，使培养液中五指毛桃黄铜终质量浓度为600和800 mg/L，并设置0 mg/L对照组。培养48 h后，吸走全部培养液，每孔用300 μL PBS洗涤1次，吸走PBS，每孔加入300 μL现配的DCFH-DA检测液，轻轻摇晃使其分布均匀。细胞培养箱中孵育3 h左右。孵育结束后，每次用300 μL基础培养基洗涤细胞2次，注意动作轻缓，以免吹起贴璧细胞，最后每孔加300 μL新鲜基础培养基，在荧光显微镜下进行观察。每组随机选取3个视野进行拍摄，利用ImageJ软件进行荧光强度分析。
1.6.5  HepG2细胞凋亡检测
取对数生长期的HepG2细胞，按细胞数6×104个/孔接种于24孔板中，于细胞培养箱中过夜培养。吸走部分旧培养基，加入含AB-8纯化后的五指毛桃黄酮的完全培养基，使培养液中五指毛桃黄酮终质量浓度为600和800 mg/L，并设置0 mg/L对照组。培养48 h后，把细胞培养液吸出至合适离心管内，PBS 洗涤贴壁细胞1次，加入适量胰酶（不含EDTA）消化细胞。室温孵育至轻轻吹打可以使贴壁细胞吹打下来时，加入收集的细胞培养液，停止消化，并把细胞轻轻吹打下来，转移到离心管内。4 ℃、4500 r/min离心5 min，弃上清，收集细胞，用1 mL预冷PBS（4 ℃）轻轻吹打重悬细胞，4 ℃，4500 r/min离心5 min，弃上清，加入97.6 μL AnnexinV-FITC结合液轻轻重悬细胞，再加入1 μL AnnexinV-FITC溶液，轻轻混匀，最后，加入2 μL PI染色液，轻轻混匀，室温避光孵育20~30 min，随后将样品放在冰上通过流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
1.7  数据处理
实验数据以“算数平均值±标准差”表示，采用Excel软件进行极差分析；SPSS27.0软件进行平均值和标准差分析；GrapHPad Prism6进行显著性分析。P＜0.05认为差异具有统计学意义。
2  结果与讨论
2.1  五指毛桃粗黄酮提取单因素实验结果
2.1.1  超声时间对五指毛桃黄酮提取量的影响
图1a为超声时间对五指毛桃黄酮提取量的影响。
从图1a可以看出，随着超声时间的增加，五指毛桃黄酮提取量呈现先增加后降低的趋势，超声时间为90 min时，五指毛桃黄酮提取量最高为4.397 mg/g。这是因为，随着超声时间（30~90 min）增加，超声波量增加，体系内分子运动加速，加快了五指毛桃黄酮的提出。但继续增加超声时间，可能造成溶剂挥发或体系温度提升，导致黄酮发生降解，五指毛桃黄酮提取量下降[24]。
2.1.2  料液比对五指毛桃黄酮提取量的影响

图1b为料液比对五指毛桃黄酮提取量的影响。
从图1b可以看出，随着料液比的减少，五指毛桃黄酮提取量呈现先增加后降低的趋势，料液比为1∶30时，五指毛桃黄酮提取量最高为4.472 mg/g。这是因为，随着料液比的减少，溶剂量相对增加，使五指毛桃粉末与溶剂更充分的接触，更有利于黄酮的提出。但继续减少料液比，乙醇对五指毛桃黄酮的溶解基本达到了饱和，再增加溶剂的量，也不会溶解出更多的黄酮，反而会使五指毛桃中的其他化合物提出，导致五指毛桃黄酮的提取量下降


[25] ADDIN EN.CITE 。
2.1.3  乙醇体积分数对五指毛桃总黄酮提取量的影响

图1c为乙醇体积分数对五指毛桃黄酮提取量的影响。
从图1c可以看出，随着乙醇体积分数的增加，五指毛桃黄酮提取量呈现先增加后降低的趋势，乙醇体积分数为90%时，五指毛桃黄酮提取量最高为4.731 mg/g。这是因为，随着乙醇体积分数（60%~90%）的增加，乙醇量相对增加，使五指毛桃粉末与溶剂更充分的接触，更有利于黄酮的提出。继续增加乙醇体积分数至100%，使五指毛桃中其他色素或脂溶性等杂质溶出，导致五指毛桃总酮提取量下降


[26] ADDIN EN.CITE 。

2.1.4  超声功率对五指毛桃黄酮提取量的影响

图1d为超声功率对五指毛桃黄酮提取量的影响。
从图1d可以看出，随着超声功率的增加，五指毛桃黄酮提取量呈现先增加后降低的趋势，超声功率为500 W时，五指毛桃黄酮提取量最高为4.504 mg/g。这是因为，超声功率（200~500 W）增加，使五指毛桃粉末与溶剂充分接触，有利于五指毛桃总黄酮的提出。继续提升超声功率至600 W，溶剂更容易挥发，体系温度增加，黄酮更易被降解，使导致五指毛桃黄酮提取量下降


[27] ADDIN EN.CITE 。
综合各单因素的考察结果，超声波辅助醇提法提取五指毛桃粗黄酮的最佳工艺条件为：超声时间90 min、料液比(g∶mL)1∶30、乙醇体积分数90%、超声功率500 W。
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a—超声时间；b—料液比；c—乙醇体积分数；d—超声功率

图1  各因素对五指毛桃黄酮提取量的影响
Fig. 1  Effect of various factors on extraction amount of Ficus hirta Vahl flavonoids
2.2  五指毛桃粗黄酮提取正交实验分析
2.2.1  正交实验结果
表1为超声波辅助醇提法提取五指毛桃粗黄酮的正交实验因素水平表。表2为正交实验结果。
表1正交实验因素水平
Table 1  Factor s and levels of orthogonal experiment
	因素
	水平

	
	1
	2
	3

	A 超声时间/min
	30
	90
	150

	B 料液比（g∶mL）
	1∶20
	1∶30
	1∶40

	C 乙醇体积分数/%
	70
	80
	90

	D 超声功率/W
	400
	500
	600


表2  正交实验结果

Table 2  Orthogonal experimental results
	序号
	因素
	黄酮提取量/(mg/g)

	
	A
	B
	C
	D
	

	1
	1
	1
	1
	1
	4.321

	2
	1
	2
	3
	2
	4.128

	3
	1
	3
	2
	3
	5.376

	4
	2
	1
	3
	3
	4.332

	5
	2
	2
	2
	1
	5.646

	6
	2
	3
	1
	2
	4.343

	7
	3
	1
	2
	2
	4.687

	8
	3
	2
	1
	3
	3.966

	9
	3
	3
	3
	1
	5.549

	K1
	13.825
	13.340
	12.630
	15.516
	

	K2
	14.321
	13.740
	15.709
	13.158
	

	K3
	14.202
	15.268
	14.009
	13.674
	

	k1
	4.608
	4.447
	4.210
	5.172
	

	k2
	4.774
	4.580
	5.236
	4.386
	

	k3
	4.734
	5.089
	4.670
	4.558
	

	R
	0.165
	0.643
	1.026
	0.786
	


从表2可以看出，在五指毛桃粗黄酮提取的过程中，各因素对五指毛桃黄酮提取量的影响高低顺序为C＞D＞B＞A，即乙醇体积分数＞超声功率＞料液比＞超声时间。由正交实验的结果可知，超声波辅助醇提五指毛桃粗黄酮最佳提取工艺条件为A2B3C2D1，即超声时间90 min，料液比(g∶mL)1∶40，乙醇体积分数80%，超声功率400 W。
2.2.2  最佳工艺条件验证
对正交实验所得的最佳提取条件，即超声时间90 min，料液比1∶40，乙醇体积分数80%，超声功率400 W，对五指毛桃粗黄酮进行提取，重复3次实验。3次实验的平均提取量为(5.720±0.713) mg/g，高于正交实验的最高提取量（5.549 mg/g），证明该最佳提取条件具有稳定性和可行性。最佳条件提取的五指毛桃粗黄酮纯度为6.05%。
2.3  五指毛桃粗黄酮静态纯化单因素实验分析
2.3.1  树脂类型的影响
图2为AB-8、D101和NKA-9 3种大孔树脂对五指毛桃黄酮的静态吸附和解吸曲线。

[image: image5.emf]静态吸附时间

/h

静

态

吸

附

率

/

%

0 5 10 15 20 25

50

55

60

65

AB-8

D101

NKA-9

0

a



[image: image6.emf]静态解吸时间

/h

静

态

解

吸

液

黄

酮

浓

度

/

(

g

/

L

)

0 5 10 15 20 25

0.13

0.14

0.15

0.16

0.17

AB-8

D101

NKA-9

b

0.00


图2  AB-8、D101和NKA-9静态吸附曲线（a）和静态解吸曲线（b）
Fig. 2  Static adsorption (a) and desorption (b) curves for AB-8, D101 and NKA-9
从图2a可以看出，0~4 h内，AB-8、D101和NKA-9 3种大孔树脂的静态吸附率都在逐渐上升，相差不大，4~24 h内，3种大孔树脂静态吸附率趋于平稳。比较看出，AB-8静态吸附率大于D101和NKA-9。

图2b可以看出，0~4 h内，AB-8静态吸附液黄酮质量浓度逐渐上升，而D101静态吸附液黄酮质量浓度先上升后下降，NKA-9静态吸附液黄酮质量浓度先下降后上升。4~24 h内，3种树脂静态吸附液黄酮质量浓度都在逐渐上升。从整体效果来看，3种树脂静态吸附液黄酮质量浓度的大小排序为D101＞AB-8＞NKA-9，但AB-8与D101相差不大。
综合吸附和解吸曲线，选择AB-8来进行静态吸附、解吸的主要因素考察。

2.3.2  各单因素对树脂静态吸附影的响
图3为五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度、pH对树脂静态吸附影响，以及解吸液体积分数对树脂静态吸附率的影响。
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图3  五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度（a）、pH（b）、解吸液体积分数（c）对静态吸附率的影响
Fig. 3  Effects of crude flavonoids mass concentration (a), pH (b) and volume fraction of desorption solution (c) on static adsorption rate
从图3可以看出，五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度0.7408 g/L（图3a）、pH＝2（图3b）时，AB-8静态吸附率最大；解吸液质量分数为60%时，AB-8静态解吸率达到最大（图3c）。但是，考虑到五指毛桃粗黄酮样品液pH太低可能会影响树脂的性质，因此，AB-8最佳静态吸附解吸条件为：五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度0.7408 g/L，pH＝4，解吸液质量分数为60%。

2.4  五指毛桃粗黄酮动态纯化单因素实验结果
2.4.1  动态吸附和解吸结果
图4为AB-8、D101、NKA-9的动态吸附和解吸曲线。
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图4  AB-8、D101、NKA-9动态吸附曲线（a）和动态洗脱曲线（b）
Fig. 4  Dynamic adsorption curves (a) and elution curves (b) of AB-8, D101 and NKA-9
从图4a可以看出，相同五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度（0.2408 g/L）条件下，AB-8吸附液黄酮质量浓度随着吸附液体积的增加在逐渐增加，D101、NKA-9吸附液黄酮质量浓度随着吸附液体积增加先迅速增加，当吸附液体积为60 mL时，吸附液黄酮质量浓度逐渐趋于平稳。AB-8吸附液黄酮质量浓度远低于D101、NKA-9，表明AB-8动态吸附效果比D101、NKA-9好。
从图4b可以看出，3种大孔树脂洗脱液黄酮质量浓度随着洗脱液体积的增加，均呈现先上升后下降的近正态分布，AB-8洗脱液的最高黄酮质量浓度高于D101、NKA-9，表明AB-8的动态洗脱效果比D101、NKA-9好；同时，五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度为0.2408 g/L时，AB-8、D101、NKA-9 3种大孔树脂的最佳上样量分别为65、60、60 mL。

2.4.2  AB-8、D101、NKA-9 纯化五指毛桃效果

经测定，五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度为0.2408 g/L时，AB-8、D101、NKA-9洗脱液深色部分五指毛桃黄酮纯度分别为23.81%、14.98%、14.86%，而AB-8有颜色部分五指毛桃黄酮纯度为32.67%。

另外测定，五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度为0.7408 g/L时，AB-8洗脱液深色部分、浅色部分的五指毛桃黄酮纯度分别为13.16%、19.12%，由此可以看出，对于AB-8，五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度为0.2408 g/L时纯化效果更好，洗脱液的浅色部分黄酮纯度高于深色部分，可能是因为，深色部分所含其他类型化合物较浅色部分多一些，从而影响黄酮的检测，使其纯度偏低。
2.5  五指毛桃黄酮抑制HepG2细胞的增殖活性分析
2.5.1  对HepG2细胞存活率的影响
图5为五指毛桃黄酮质量浓度对HepG2细胞存活率的影响。
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图5  五指毛桃黄酮质量浓度对HepG2细胞存活率的影响
Fig. 5  Effect of mass concentration of Ficus hirta Vahl flavonoids on survival rate of HepG2 cells
从图5可以看出，与对照组（0 mg/L）相比，实验组（200~1000 mg/L）五指毛桃黄酮能抑制HepG细胞增殖，降低细胞存活率，促进细胞凋亡，并呈现出一定的质量浓度依赖性。

2.5.2  对HepG2细胞形态的影响
图6为不同质量浓度五指毛桃黄酮处理后的HepG2细胞的荧光显微镜照片。
从图6可以看出，对照组的HepG2细胞饱满且呈无规则的多边形小岛状（图7a）；五指毛桃黄酮组的HepG2细胞变圆且呈皱缩、疏松状态，表现出凋亡的特征（图7b、7c）。表明五指毛桃黄酮可能通过诱导细胞凋亡抑制HepG2细胞增殖。
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a—0 mg/L对照组；b—600 mg/L组；c—800 mg/L组
图6  不同质量浓度五指毛桃黄酮处理后的HepG2细胞的荧光显微镜照片
Fig. 6  Fluorescence microscope photographs of HepG2 cells treated with different mass concentrations of Ficus hirta Vahl flavonoids 
2.5.3  对HepG2细胞细胞核形态的影响
图7为不同质量浓度五指毛桃黄酮处理后的HepG2细胞细胞核的荧光显微镜照片。
Hoechst33342核染料可透过细胞膜，染色后正常细胞呈弱蓝色，凋亡细胞因固缩呈现较强的蓝色荧光。
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a—0 mg/L对照组；b—600 mg/L组；c—800 mg/L组
图7  不同质量浓度五指毛桃黄酮处理后的HepG2细胞细胞核的荧光显微镜照片
Fig. 7  Fluorescence microscopy photographs of nuclei of HepG2 cells treated with different mass concentrations of Ficus hirta Vahl flavonoids
从图7可以看出，对照组（0 mg/L）中细胞呈现出低强度微蓝色荧光，细胞核形态较好（图7a）；五指毛桃黄酮组中一部分细胞呈现出颗粒状亮蓝色荧光，细胞核出现皱缩、破碎等情况（图7b、c）。表明五指毛桃黄酮可诱导HepG2细胞发生凋亡。

2.5.4  对HepG2细胞活性氧的影响
ROS是正常生理条件下线粒体有氧代谢的副产物，在细胞内具有双重功能，ROS的适度增加可以激活有关细胞增殖、分化的重要信号通路；然而，过量的ROS则会对细胞蛋白、脂质和核酸造成氧化损伤，进而使细胞死亡，引发细胞凋亡。图8为不同质量浓度五指毛桃黄酮处理后的HepG2细胞ROS的荧光显微镜照片和ROS水平量化结果。
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a—0 mg/L对照组；b—600 mg/L组；c—800 mg/L组
图8  不同质量浓度五指毛桃黄酮处理后的HepG2细胞ROS的荧光显微镜照片（a~c）和ROS水平量化结果（d）
Fig. 8  Fluorescence microscope photos (a~c) and ROS level quantification results (d) of HepG2 cells treated with different concentrations of Ficus hirta Vahl flavonoids
从图8可以看出，与对照组（图8a，0 mg/L）相比，五指毛桃黄酮组（图8b、c）的荧光强度较高，表明细胞内ROS水平较高（图8d）。表明五指毛桃黄酮在一定范围内增加HepG2细胞内活性氧含量，促进细胞凋亡，对细胞增殖起到一定的抑制作用。

2.5.5  对HepG2细胞凋亡的影响
图9为不同质量浓度五指毛桃黄酮处理后的HepG2细胞流式细胞仪检测图和总凋亡率。在流式细胞仪检测图中，左下角象限为活细胞不被染色，右下角象限为早期凋亡细胞仅被Annexin Ⅴ-FITC染色，右上角象限为晚期凋亡细胞被Annexin Ⅴ-FITC和PI同时染色，左上角象限代表坏死细胞。
从图9可以看出，与对照组（图9a，0 mg/L）相比，五指毛桃黄铜组（图9b、c）中细胞总凋亡率增大，并且细胞总凋亡率随着五指毛桃黄酮质量浓度的增加而增加。表明五指毛桃黄酮可促进HepG2细胞凋亡，从而抑制细胞的增殖。
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a—0 mg/L对照组；b—600 mg/L组；c—800 mg/L组
图9  不同质量浓度五指毛桃黄酮处理后的HepG2细胞流式细胞仪检测图（a~c）和总凋亡率（d）
Fig. 9  Flow cytometry of HepG2 cells treated with different concentrations of Ficus hirta Vahl flavonoids (a~c) and total apoptosis rate (d)
3  结论
（1）单因素实验和正交实验优化的五指毛桃粗黄酮最佳提取条件为：超声时间90 min，料液比(g∶mL)1∶40，乙醇体积分数80%，超声功率400 W，此条件下，五指毛桃黄酮的平均提取量为5.720±0.713 mg/g，五指毛桃粗黄酮纯度为6.05%。
（2）大孔树脂AB-8最佳静态纯化条件为：五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度0.7408 g/L，pH＝4，解吸液质量分数为60%；动态纯化最佳条件为：五指毛桃粗黄酮样品液质量浓度0.2408 g/L，pH＝4，上样量65 mL，洗脱剂质量分数60%，洗脱剂用量40 mL。通过AB-8的动态纯化，五指毛桃黄酮的纯度由原来的6.05%提高到32.67%。
（3）通过MTT法、核染色法、活性氧检测法以及流式细胞术的检测，证实AB-8纯化后的五指毛桃黄酮，能够抑制HepG2细胞的增殖，促进HepG2细胞发生凋亡，降低其存活率。
本文可以为五指毛桃的开发利用及天然化合物抗肝癌活性研究提供一定的研究基础和理论依据。后续研究将继续提高五指毛桃黄酮纯度，深入研究其抑制HepG2细胞增殖的机制。
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