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摘要:目的 探讨北京早园竹叶提取物对 H2O2 诱导的中国仓鼠卵巢细胞（CHO-K1）DNA 损伤的保护与修复作用。
方法 采用乙醇-水溶液超声辅助提取方法制备竹叶粗提物，经 SP825 大孔树脂吸附分离，分别以 10%，30%，60%的

乙醇水溶液洗脱得到不同成分的提取液，并用高效液相色谱(HPLC)定性分析早园竹叶提取物的主要活性成分；采用单

细胞凝胶电泳法（SCGE）检测 25~400 μg/ml H2O2 对 CHO-K1 细胞的 DNA 损伤作用以及不同组分竹叶提取物在 25~50
μg/ml 浓度下抗 H2O2 诱导 DNA 损伤的保护与修复作用。结果 竹叶总提物中含有 C-黄酮苷类和酚酸类两类活性物

质，经 SP825 大孔树脂纯化后，10%乙醇洗脱成分主要成分为酚酸类物质，30%乙醇洗脱成分中主要为 C-黄酮苷类物

质。H2O2 具有明显的 DNA 链断裂作用，导致彗星尾长明显增加。全组分、10%组分、30%组分在 6.25 μg/ml 浓度下对

H2O2 诱导的 CHO-K1 细胞 DNA 损伤的修复作用最强，且 30%组分的修复作用最明显。在 12.5 μg/ml 下预防 H2O2 诱导

的 CHO-K1 细胞 DNA 损伤作用最强，其保护作用均以全组分为明显，由此说明 C-黄酮类活性成分在抗遗传毒性作用

中起重要作用。结论 一定浓度的早园竹叶提取物对 H2O2 诱导的 CHO-K1 细胞 DNA 损伤具有保护与修复作用。
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Abstract：Objective To investigate the preventive and repairing effect of extract of bamboo (North Ph. Praecox) leaves on
DNA damage in Chinese hamster ovary cell-K1 （CHO-K1）. Methods The crude extracts of North Ph. praecox leaves were
prepared by ethanol-aqueous solution with ultrasonic-assisted extraction. The extracts were further purified and isolated by SP825
resin column, then eluted by 10%,30% and 60% ethanol and analyzed qualitatively by HPLC. The DNA damage effect of 25-400
μg/ml H2O2 and the protective and repaired effects of 25-400 μg/ml leaf extracts in different components on CHO-K1 DNA injury
by H2O2 were determined by the single cell gel electrophoresis （comet）assay. Results C-glycosides and phenolic acids were
detected in crude extracts. After purified by SP825 resin column chromatograph, the main components of 10% ethanol eluent was
phenolic acids, and C-glycosides was the main ingredients of 30% ethanol eluent. No C-glycosides and phenolic acids were found
in 60% ethanol eluent. H2O2 showed a significant effect on DNA damage, with dose dependent manner, for CHO-K1 cells and DNA
tail length showed significant difference, compared with negative control. At concentration of 6.25 μg/ml, crude extracts, 10%
ethanol eluent and 30% ethanol eluent had strong repairing DNA damage effect on CHO-K1 cells, and the effect of 30% group was
the most obvious. In addition, three groups showed strong anti-DNA damage function to CHO-K1, and protecting effect of crude
extracts was the most strong. The results suggest that C-glycosides ingredients play an important role in anti - genotoxicity in
extract Conclusion The extract of bamboo leaves has an antagonism to the DNA damage induced by H2O2 in CHO-K1.
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竹子是当今世界最具有使用价值的植物之一。我国的竹子

资源丰富，素有“竹子王国”之称，境内有竹类 40 多属、400 余

种，竹林面积约 400 万 hm2[1]，因此，开发利用竹类资源的意义十

分重大。早园竹（North Ph. praecox）为禾本科、刚竹属竹种[2]，喜

温暖湿润气候。早园竹杆高叶茂，生长强壮，耐旱力抗寒性强，现

已成为北京地区应用最为广泛的园林竹种[3]。近年来有研究表明

竹叶提取物中含有大量的黄酮类化合物和其他生物活性成分,
如酚类、蒽醌类[4]、香豆素类内酯[5]、活性多糖[6]、特种氨基酸[7]等

与人体生命活动有关的化合物。其中竹叶黄酮类化合物是竹叶

提取物中的主要活性成分，具有抗脂质过氧化[8]、抗衰老作用、清
除人体内活性氧自由基[9]、提高 SOD 以及 GSH-Px 的活力、防止

血管硬化，预防老年性痴呆症等功效，是一种具有广阔开发前景

的天然药物资源。一些植物黄酮类提取物在食品、药品和化妆品

中已得到了一定的应用。不同种类的竹叶，其总黄酮含量和有效

成分会有所不同，新叶中的黄酮类化合物高于老叶。竹叶总黄酮

含量平均约为 2％[10]。单细胞凝胶电泳是近年来刚建立的一种检

测 DNA 损伤和修复的技术，它具有简便、快速、敏感性高、应用

范围广等优点，是现今细胞遗传毒性检测的常用方法[11-13]。已有

学者研究对早园竹竹叶活性成分分离纯化进行了研究 [14-17]，并

证明竹叶粗提取物具有自由基淬灭作用和抗 DNA 氧化损伤的

【论著】
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作用。但对竹叶不同提取组分活性作用研究的报道较少。笔者对

在北京有广泛分布的早园竹竹叶的活性成分进行提取、分离及

其活性机制的研究，为尚处于起步阶段的早园竹活性物质研究

提供了科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 中国仓鼠卵巢细胞株（CHO-K1）购自中国科学

院上海生命科学研究院细胞资源中心。
1.1.2 主要仪器与试剂 FW-100 型高速万能粉碎机 （天津市

泰斯特仪器有限公司），KQ-250 型数控超声波清洗器 （昆山市

超声仪器有限公司），BUCHiR-200 旋转蒸发仪（德国 Eppendorf
公司），冷冻干燥机（美国 Labconco 公司），DHG-9140A 型电热

恒温鼓风干燥箱（上海一恒科技有限公司），Forma3110 系列 CO2

培养箱（美国，Thermo Electron 公司），5840R 型冷冻离心机（德

国 ，Eppendorf 公 司），Bio -Rad 电 泳 仪 （美 国 Biorad 公 司），

TE2000-M 倒置显微镜（日本 Nikon 公司）。
H2O2（分析纯，北京化工厂），正常熔点琼脂糖（NMA，美国

Promega 公司），低熔点琼脂糖（LMA）（美国 Genview 公司），胰

蛋白酶、Triton-100（美国 Sigma 公司），小牛血清（美国 Gibco
公司）。
1.2 方法

1.2.1 竹叶提取物的制备 采集新鲜竹叶 （北京某国家森林公

园）晾干后用粉碎机粉碎，过 80 目筛。按文献[14]的乙醇-水溶

液超声辅助提取方法制备粗提物，即按 1∶15（竹粉质量∶提取溶

剂体积）的比例，将竹粉用 80％的乙醇溶解，70 ℃，120 min，超

声振荡 2 次。合并提取液，旋转蒸发仪蒸至无醇味，冻干，得粗

提取物。
1.2.2 竹叶提取物的分离纯化 将粗提物重新溶于 2 000 ml 水

中，上样到预处理好的 SP825 大孔树脂，浸泡过夜使其完全吸

附，用去离子水洗脱，10 ml/min,至洗脱液无色，洗掉水溶性成

分，再依次用 10%，30%，60%的乙醇水溶液洗脱，分别收集洗脱

液，旋转蒸发至无醇味，冻干，分别得到 10%，30%，60%的乙醇

洗脱提取成分。以总提取物为“全组分”组，以 30%乙醇洗脱提

取成分为“30%组分”组，以 10%乙醇洗脱提取成分为“10%组

分”组，分别进行定性并观察各组提取物对 CHO-K1 细胞损伤

的保护和修复作用。
1.2.3 定性检测 用甲醇做溶剂，以 30%乙腈为流动相，进样

量为 20 μl，检测波长为 350 nm，用高效液相色谱（HPLC）对总

提取物，10%，30%，60%乙醇洗脱成分进行检测。与标准品对照，

确定提取物样品中是否含有相应的标准品成分。
1.2.4 单细胞凝胶电泳试验（SCGE 试验，又称彗星试验）

1.2.4.1 细胞培养 CHO-K1 细胞复苏后，用含 10% 胎牛血清

和青链霉素双抗的 DMEM 培养，37 ℃，5％CO2 条件下培养，细

胞融合 80％时，用 0.125％的胰蛋白酶消化、传代培养，用于以

下实验。
1.2.4.2 单细胞悬液的制备 弃上清，经胰酶消化、离心收获细

胞，PBS 洗两次后 129×g 离心 3 min，制成 5×105 个/ml 的单细胞

悬液，37 ℃水浴，待用。
1.2.4.2.1 H2O2 对 CHO-K1 的 DNA 损伤作用 将 1×105 个/ml
的细胞悬液，接种于培养孔板中培养 24 h 后，弃上清，用 D-
Hanks 液洗 3 次，分别加入不同浓度 25、50、100、200、400 μg/ml

的 H2O2，培养 6 h，进行凝胶电泳。
1.2.4.2.2 竹叶提取物对细胞的修复作用 50 μg/ml H2O2 作用

细胞 6 h 后，加入不同组分和不同浓度的竹叶提取物，继续作用

18 h，进行凝胶电泳。
1.2.4.2.3 竹叶提取物对细胞的保护作用 不同组分与不同浓

度的竹叶提取物作用细胞 18 h 后，加入 50 μg/ml H2O2 继续作用

6 h，进行凝胶电泳。
1.2.4.3 凝胶电泳 主要分为五个步骤：

(1) 铺胶 取 100 μl 保温于 56 ℃水浴中的 0.5%普通琼脂糖

均匀涂于磨砂载玻片，用盖玻片压平胶面，4 ℃放置 15 min，然

后轻轻将盖玻片移开；取 50 μl 在 37 ℃水浴中保温的 1.0%低熔

点琼脂糖，与 50 μl 细胞悬液混匀，立即铺片，盖玻片压平胶面，

4 ℃放置 15 min，然后移去盖玻片。取 85 μl 0.5%低熔点琼脂糖

铺片，加盖玻片，4 ℃冷凝 10~15 min 后，移去盖玻片。
(2) 裂解 裂解液 （1 000 ml 含 146 g NaCl、41.6 g Na2EDTA·

2H2O、1.21 g Tris，NaOH 调 pH 至 10.0）4 ℃预冷，临用前预冷的

裂解液中加 Triton-X 100 至终浓度 1%，将制好的胶板水平放置

在大培养皿中，加入裂解液，4 ℃裂解 90 min。
(3) 电泳 取出胶板，将胶板水平放置于装有 2 L 电泳缓冲

液 （2 000 ml 中含 10.8 g Tris Base、11 g 硼酸、1.86 g Na2EDTA）

的电泳槽中，4 ℃放置 20 min 解旋，然后调整电压为 25 V，通

过调整液面，使电流为 300 mA，4 ℃电泳 20 min，测定双链

DNA 断裂。
(4) 中和 将胶板取出，放在 70%的乙醇中浸泡 5 min，取出

风干。
(5) 着色 在每块胶板上加入 40 μl~50 μl 稀释的 SYBR

GreenⅠ工作液，晾干。
1.2.4.4 彗星分析 以绿色激发光激发，观察并照相，用 IMI 1.0
彗星分析系统（深圳市疾控中心）进行分析。每个样本分析 50 个

细胞。显微镜下观察，应用 Comet Analysis 彗星分析软件分析彗

星的尾长，通过尾长判断 CHO-K1 细胞 DNA 的损伤程度，即尾

长越长，损伤越严重。
1.2.5 统计学方法 数据均以 x±s 表示，用 SPSS 13.0 进行统计

分析。同一组别不同浓度与对照组比较采用单因素方差分析中

的 Dunnet t 检验。不同组别同种浓度的比较采用独立样本 t 检

验。α=0.05。

2 结果

2.1 对提取物中不同物质的定性测定结果 分别以异红草素、
绿原酸、香豆素为标准品对不同样品中的 C-黄酮苷类、酚酸类、
内酯类物质进行检测。结果显示：粗提物中含有 C-黄酮苷类和

酚酸类物质；在 30%乙醇洗脱液中主要为 C-黄酮苷类，而酚酸

类物质含量极少；在 10%乙醇洗脱液中主要为酚酸类，而未检

测到 C-黄酮类；在 60%乙醇洗脱液中没有发现二者的存在；在

总提取物及不同洗脱成分中均未检测到香豆素内酯。
2.2 细胞 DNA 氧化损伤的保护与修复作用

2.2.1 H2O2 对 CHO-K1 的 DNA 损伤作用 H2O2 对 CHO-K1
的 DNA 损伤作用的结果见表 1。由表 1 可见，不同浓度的 H2O2

作用 CHO-K1 6 h 后，与对照组比较，彗星尾长差异具有极显著

的统计学意义（P<0.01），各染毒组均能造成明显的 DNA 损伤，

且随着浓度增加，尾长增加，呈明显的剂量-效应关系（r=0.604，

P<0.01），即 DNA 链断裂损伤作用越明显。
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表 2 不同浓度不同组分的竹叶提取物对 CHO-K1
细胞彗星尾长的影响

竹叶提取物浓度

（μg/ml）
0.00
6.25
12.50
25.00

检测细

胞数

50
50
50
50

10%组分

3.680±3.292
5.160±3.530
7.460±3.930a

14.500±5.690a

30%组分

3.680±3.292
6.840±5.152a

9.100±4.974a

15.200±4.965a

全组分

3.680±3.292
5.280±3.332
8.480±3.576a

13.100±3.699a

尾长（x±s，像素）

注：a 与对照组比较，P<0.01。

2.2.2 竹叶提取物对细胞 DNA 损伤的作用 竹叶提取物本身

对细胞 DNA 损伤的作用的结果见表 2。

由表 2 可见全组分和 10%组分在 6.25 μg/ml 浓度下与对照

组比较，尾长差异无统计学意义（P>0.05），但随着竹叶提取物浓

度的增高，CHO-K1 的尾长值也逐渐增高，与对照组比较有极显

著差异 （P<0.01），且有明显的剂量-效应关系 (10%组分：r=
0.707，P<0.01；全组分：r=0.719，P< 0.01)。而 30%组分在测定浓

度下均能引起不同程度的 DNA 尾长增加，且有明显的剂量-效

应关系（r=0.703，P<0.01）。
比较不同组分在相同剂量下对 CHO-K1 细胞的 DNA 链断

裂的影响，可见各剂量组中，均以 30%组分尾长最长，说明同一

剂量下其 DNA 损伤作用最强，由此说明不同组分对细胞 DNA
有一定的损伤的作用，且不同组分间也有差别。
2.2.3 竹叶提取物对细胞的修复作用 竹叶提取物对细胞的修

复作用结果见表 3。由表 3 可见，三种组分提取物在 6.25 μg/ml
浓度下降低 H2O2 诱导的 DNA 链断裂作用最强，尾长最短；随着

提取物浓度增加，虽然也能明显降低 H2O2 诱导的 DNA 链断裂

作用(与对照组比较，P<0.01)，但修复作用逐渐降低，在 25 μg/ml
时尾长值与 H2O2 对照组无显著差异(P>0.05)。

比较不同组分在相同剂量下对 H2O2 诱导 DNA 损伤的修复

作用可见, 各浓度下均以 30%组分彗星尾长最短，提高修复作

用最强, 其次为全组分,而 10%组分的修复作用最弱。由此推测

全组分与 30%组分中所含的 C-黄酮苷类化合物在提取物的修

复损伤中起重要作用。

2.2.4 竹叶提取物对细胞的保护作用 不同组分与不同浓度

的竹叶提取物作用细胞 18 h 后，加入 50 μg/ml H2O2 继续作用

6 h，观察 DNA 链断裂的情况，结果见表 4。

由表 4 可见，三种组分提取物在 12.50 μg/ml 浓度下彗星尾

长最短，提高抗 H2O2 所致 DNA 断裂的作用最强，其次为 6.25
μg/ml，与过氧化氢组比较，尾长差异极显著（P＜0.01），其中 30%
组分和全组分的竹叶提取物，保护作用具有明显的剂量-反应

关系（30%组分：r=-0.500，P< 0.01；全组分：r=-0.610，P< 0.01）。
10%组分在 25 μg/ml 浓度下未观察到明显的 DNA 保护作用，其

尾长值与 H2O2 对照组比较，差异无统计学意义（P>0.05）。
比较不同组分在相同剂量下对 H2O2 诱导 DNA 损伤的保护

作用可见，各浓度下均以全组分保护作用最强，其次在 6.25 μg/ml
和 12.50 μg/ml 时为 10%组分，25 μg/ml 时是 30%组分。

3 讨论

单细胞凝胶电泳又称彗星试验，对 DNA 损伤十分敏感，可

测出每份相对分子质量为 109 的 DNA 中 0.1 个 DNA 分子的断

裂[18]。已有研究应用彗星实验的方法证明 Mg2+对 H2O2 诱导的人

脐静脉内皮细胞 DNA 氧化损伤的影响[19]、污灌土壤有机提取物

对原代大鼠肝细胞 DNA 损伤的研究[20]、香烟烟雾对 A549 细胞

的氧化损伤 [21]及大气细颗粒物致大鼠肺泡巨噬细胞 DNA 损

伤 [22]。本实验研究通过彗星实验发现，H2O2 也可引起 CHO-K1
的 DNA 损伤，其损伤程度随着染毒剂量的增加而增大。

近年来，许多研究已证明不同天然提取物具有拮抗致突变

剂引起 DNA 链断裂的作用，如栎精和蜂胶具有抗辐射引起的

DNA 链断裂的作用[23]，茄子皮中提取的花青素可降低由环磷酰

胺诱导小鼠 DNA 损伤[24]，蘑菇提取物具有很强的抗 2-氨基-3-
甲基咪唑-喹啉对人肝癌细胞的 DNA 损伤作用[25]，苦味叶下珠

提取物对过氧化氢、链脲霉素和 NO 诱导的淋巴细胞 DNA 损伤

有明显的预防作用[26]。关于竹叶提取物对机体的损伤保护与修

复的研究也有一些报道，显示竹叶提取物对缺氧/复氧心肌细胞

的保护作用[27]，竹叶总黄酮对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护

作用[28]，可显著提高心肌细胞超氧化物歧化酶（SOD）的活力及

细胞线粒体脱氢酶的活力, 并能显著抑制乳酸脱氢酶 （LDH）的

活力和丙二醛（MDA）的生成。对北京早园竹叶提取物的抗氧化

活性研究证明竹叶提取物具有一定的清除二苯基苦基苯肼

（DPPH）自由基能力、显著抑制 DNA 损伤[17]。本实验以提取物的

全组分、30%组分、10%组分分别对细胞损伤进行保护和修复作

用的研究表明竹叶提取物的不同活性成分均具有细胞 DNA 损

伤的修复和保护作用，但成分不同，作用剂量不同，表现的修复

与保护作用也不同，其确切机制还有待于进一步研究。此外，本

研究结果也可显示竹叶提取物的三种组分本身对 CHO-K1 细

胞也具有轻微的 DNA 损伤作用。由此说明天然提取物在一定浓

表 1 不同浓度的 H2O2 对 CHO-K1 细胞的 DNA 损伤作用

H2O2 浓度（μg/ml）
0
25
50

100
200
400

检测细胞数

50
50
50
50
50
50

尾长（x±s,像素）

3.087±6.631
24.220±8.548a

33.021±14.177a

39.680±18.317a

52.064±26.539a

60.327±33.370a

注：a 与对照组比较，P<0.01。

表 3 不同提取组分对 H2O2 诱导 DNA 损伤的修复作用

竹叶提取物

浓度（μg/ml）
0.00
6.25
12.50
25.00

H2O2

（μg/ml）
50
50
50
50

检测细

胞数

50
50
50
50

10%组分

34.520±3.118
16.460±3.610a

26.140±3.769a

34.980±3.771

30%组分

34.520±3.118
14.740±3.016a

23.820±3.657a

29.980±5.374

全组分

34.520±3.118
14.740±3.016a

24.020±2.846a

33.020±5.175

尾长（n=50，x±s，像素）

注：a 与 H2O2 组比较，P<0.01。

表 4 不同浓度的不同提取组分对 H2O2 诱导 DNA 损伤

的保护作用

竹叶提取物

浓度（μg/ml）
0.00
6.25
12.50
25.00

H2O2

（μg/ml）
50
50
50
50

10%组分

34.440±4.272
21.440±6.038a

17.580±4.990a

31.360±5.809

30%组分

34.440±4.272
25.080±4.444a

21.260±5.506a

23.540±5.407a

全组分

34.440±4.272
20.620±7.806a

8.700±4.546a

14.340±3.910a

尾长（n=50，x±s，像素）

注：a 与对照组比较，P<0.01。
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度下也有一定的遗传毒性作用[29,30]，比较不同组分在相同剂量下

对 H2O2 诱导 DNA 损伤的保护作用还可见，各浓度下均以全组

分保护作用最强，其次在 6.25 μg/ml 和 12.50 μg/ml 时为 10%组

分，25 μg/ml 时是 30%组分。由此说明不同组分对 DNA 链断裂

均有一定的预防作用，但作用趋势呈现一定的不一致性。因此，

还需要对 BLE 活性组分中的有效物质进行进一步的定性、定量

研究，选择天然活性物质最适作用浓度是非常重要的。
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