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摘要!研究油茶枯饼提取物的主要生物活性成分及其对镉致氧化应激和学习记忆损伤的保护作用%

采用 ìC6J4(J4分析油茶枯饼提取物的主要生物活性成分% 将 ' 周龄 4D大鼠随机分为对照组

!"&': @X6H溶液灌胃h"&':@X6H溶液腹腔注射#'染毒组!"&':@X6H溶液灌胃 h"&$:6d6H

!

溶

液腹腔注射#'干预组!$:油茶枯饼提取物溶液灌胃 h"&$:6d6H

!

溶液腹腔注射#"按每天灌胃"

1 d 腹腔注射停 $ d方式连续饲养 1$ d后"进行水迷宫试验"评估各组大鼠的学习记忆功能"计算

脏器系数"并检测大鼠血清'肾脏'肝脏和大脑中谷胱甘肽过氧化物酶!I4>#iR#活性'超氧化物

歧化酶!4BD#活性和丙二醛!JDA#含量% 结果表明*油茶枯饼提取物主要含 $8 种生物活性成分$

与对照组相比"染毒组大鼠的肾脏和肝脏的脏器系数极显著增加!3g"&""$#"血清I4>#iR活性

极显著降低!3g"&""$#"肝脏 4BD活性显著降低!3g"&"8#"大鼠寻找平台的潜伏期显著延长!3

g"<"8#$使用油茶枯饼提取物干预后"这些指标均得到一定程度的恢复% 因此"油茶枯饼提取物

可以在一定程度上抑制镉诱导的氧化应激和认知功能障碍%

关键词!镉$油茶枯饼提取物$氧化应激$学习记忆
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dS;SWU-+Sd&3NSWSc_H;ccNGPSd ;NX;G-H#;SX*XUSHH-XcSSd *X,SSR;WX*;*G+;X-+Sd $8 ,-+dcGba-GX*;-QS

*GUOG+S+;c&6GUOXWSd P-;N ;NS*G+;WGH/WG_O% ;NSGW/X+ *GSbb-*-S+;Gb,-d+S0X+d H-QSW-+ ;NSSROGc_WS

/WG_O WX;c-+*WSXcSd QSW0c-/+-b-*X+;H0(3g"&""$)% ;NSX*;-Q-;-ScGbcSW_UI4>#iRX+d H-QSW4BD

dS*WSXcSd QSW0c-/+-b-*X+;H0(3g"&""$) X+d c-/+-b-*X+;H0(3g"&"8) WScOS*;-QSH0% X+d ;NSHX;S+*0Gb

HGG,-+/bGWOHX;bGWUPXcOWGHG+/Sd c-/+-b-*X+;H0(3g"&"8)&Ab;SW;NS-+;SWQS+;-G+ GbG-H#;SX*XUSHH-XcSSd

*X,SSR;WX*;% ;NScS-+dSRScPSWSWSc;GWSd ;GX*SW;X-+ SR;S+;&3NSWSbGWS% G-H#;SX*XUSHH-XcSSd *X,SSR;WX*;

*G_Hd -+N-a-;*XdU-_U-+d_*Sd GR-dX;-QSc;WSccX+d HSXW+-+/#USUGW0-UOX-WUS+;;GX*SW;X-+ SR;S+;&

D=2 E5?>3+*XdU-_U* G-H#;SX*XUSHH-XcSSd *X,SSR;WX*;* GR-dX;-QSc;WScc* HSXW+-+/#USUGW0

55油茶(7-*$99'- :9$';$%- AaSH&)为山茶科植物%主

要分布在我国中部和南部" 油茶籽榨油后的残渣被

称为油茶枯饼%含有茶多酚!角鲨烯!皂苷!胡萝卜素

和维生素等%具有抗炎!抗氧化!抑菌和抗肿瘤的生

物活性-$.

%但其主要成分及药理作用有待进一步明

确" 镉(6d)是一种有毒的环境重金属%因其分布广

泛且具有高度的生物蓄积性和强大的生物毒性%受

到人们的关注-!.

" 镉的毒理机制尚不明确%但学者

普遍认为%镉可引起与肾脏!肝脏!大脑和其他系统

器官氧化应激相关的损害-1 #7.

%是儿童学习记忆损

伤及老年人神经退行性病变的致病因子之一-8 #%.

"

因此%本研究拟分析油茶枯饼提取物的主要生物活

性成分%初步探讨油茶枯饼提取物对镉诱导的氧化

应激损伤和认知损伤的干预作用%为油茶的营养及

药理研究提供一定的理论依据"

$%材料与方法

$&$5试验材料

油茶枯饼提取物%由赣南医学院科研中心刘志

平教授惠赠" ' 周龄 4iE级 4D大鼠%来自赣南医学

院动物实验中心%雌雄随机%体重(!"" p1")/" 氯

化镉(6d6H

!

%优级纯%规格m($!@Z7"$9 #!""1)!氯

化钠(优级纯)%天津光复科技发展有限公司*蛋白

定量测试盒(双缩脲法%批号 !"$'"7$8)!超氧化物

歧化酶(4BD)测试盒(e43#$ 法%批号 !"$'"7$2)!

谷胱甘肽过氧化物酶 (I4>#iR)测试盒 (批号

!"$'"7$8)!丙二醛 (JDA)测试盒 (3MA法%批号

!"$'"7$8)%南京建成生物工程研究所"

ìC6m#LRX*;-QS#BWa-;WXO J4(J4% 美国

3NSWUG4*-S+;-b-*公司* 莫里斯水迷宫 ( JeJ%

L;NGF-c-G+ Y3$7&"%@GHd_c?+bGWUX;-G+ 3S*N+GHG/0)*

酶标仪%美国LOG*N 公司*CXa3S*N 紫外可见分光光

度计"

$&!5试验方法

$&!&$5油茶枯饼提取物的生物活性成分分析

采用 ìC6J4(J4 分析油茶枯饼提取物的生

物活性成分"

取一定量油茶枯饼提取物%用 8":甲醇溶解%

过滤%离心(7 """ W(U-+%$8 U-+)%上清样进样测定"

色谱条件+A6m̀ ?3f ìC6ML> 6

$9

色谱柱

($"" UUk!&$ UU%$&2

"

U)*流动相 A为乙腈%流

动相M为 "&!:甲酸水溶液*梯度洗脱程序为 " =7

U-+ %: A%7 =' U-+ %: =$$: A%' =!" U-+ $$:

A%!" =17 U-+ $$: =!": A%17 =79 U-+ !": =

7": A%79 =8" U-+ 7": A%8" =%" U-+ 7": ='":

A%%" =%1 U-+ '": =$"": A%%1 =2$ U-+ $"":

A*洗脱流速 "&1 UC(U-+*柱温 18n*进样量 8

"

C%

进样质量浓度 $"

"

/(UC"

质谱条件+扫描范围(*B+) $"" =$ 8""*电喷雾

电离(L4?)源为正或负模式*毛细管温度 1!"n*鞘

气流量 78 XWa*辅助气体流量 $8 XWa*探头温度

18"n*正模式喷雾电压 1&! ,F%负模式喷雾电压

1<8 ,F*全J4扫描模式分辨率 2" """%J4(J4扫描

模式分辨率 $2 8"""

$&!&!5试验动物饲养及分组

动物饲养环境保持清洁安静%相对湿度在

8":=2":%温度(!$ p$)n%自然节律采光($! No$!

N)" 采用超纯水为大鼠日常饮用水%大鼠饲料来自

北京科澳协力饲料有限公司" 根据文献-2 #'.和

预试验选择药物的剂量%灌胃 $:的油茶枯饼提取

物溶液%剂量为 $"" U/(,/%腹腔注射 "&$:的6d6H

!

溶液(剂量为 $&8 U/(,/)%使用前将所有制备的溶液

过滤" 将大鼠适应性喂养 2 d 后随机分组%每组 $!

只大鼠+对照组动物接受 "&':@X6H溶液灌胃和

"<':@X6H溶液腹腔注射*染毒组动物灌胃 "&':

@X6H溶液并腹腔注射 "&$:6d6H

!

溶液*干预组动物

灌胃 $:油茶枯饼提取物溶液并腹腔注射 "&$:

6d6H

!

溶液" 大鼠每天给予灌胃%同时连续1 d接受腹

腔注射%停 $ d%再连续注射 1 d%停 $ d%重复该过程%

直至饲养 1$ d 结束" 1$ d 后进行水迷宫试验%期间

正常喂食不给予任何措施%之后进行各指标的测定"

%%
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$&!&15水迷宫试验

水迷宫试验持续 7 d%记录大鼠在 '" c内发现

并停留在平台上所需的潜伏期%如果大鼠在 '" c内

未能找到平台%则将其引导到平台停留 !" c%并将潜

伏期记录为 '" c" 试验过程中室温保持在(!1 p

$)n"

$&!&75脏器系数的计算

通过 腹 膜 内 注 射 $": 水 合 氯 醛% 剂 量

"&1 UC($"" /%麻醉大鼠%解剖后称重器官组织%并

计算脏器系数(脏器系数为器官质量占大鼠质量的

比例)"

$&!&85氧化指标的测定

血清的制备+通过右股动脉采集血样($ =$&8

UC)%不加抗凝剂" 离心后%收集上层血清并保存在

#9"n%备用" 组织(肾脏!肝脏和大脑)样品的制

备+将 "&! /组织和 "&9%:冷盐水以料液比 $o' 混

合%研磨制备为 $":溶液%离心后%收集上清液%

备用"

总蛋白含量!谷胱甘肽过氧化物酶(I4>#iR)

活性!超氧化物歧化酶(4BD)活性和丙二醛(JDA)

含量检测按照试剂盒说明书确定"

$&!&%5统计分析

用 4i44 !$&" 软件对数据进行统计分析%所得

数据用#平均值p标准差$表示%进行单因素方差分

析%组间两两比较采用C4D法%所得数据在3g"&"8

表示差异有统计学意义"

&%结果与分析

!&$5油茶枯饼提取物的主要生物活性成分

表 $ 为油茶枯饼提取物中的主要生物活性成分

及相对含量"

表 $%油茶枯饼提取物的主要生物活性成分及相对含量

编号 化合物 化学式 相对分子质量 相对含量(:

$

'%'X#二氢化萘-!%1 #*.-$%!. 唑#1($>) #酮

'%'X#D-N0dWG+XON;NG-!%1 #*. -$%!. GRX.GH#1($>) #G+S

6

$$

>

'

@B

!

$92&"%1 "&7$

!

! #(

"

#K#吡喃葡萄糖氧基) #1 #苯丙酸

! #(F$"- #K#IH_*GO0WX+Gc0HGR0) #1 #ONS+0HOWGOX+G-*X*-d

6

$8

>

!"

B

9

1!9&$$% "&"$

1

酸模叶蓼#! #甲基丁酰氧查耳酮

JSHXbGHG+S

6

!!

>

!7

B

2

7""&$8! "&19

7

边缘鳞盖蕨苷

JXW/-+X;Gc-dS

6

11

>

7"

B

!"

28%&!$$ 9&$%

8

花旗松素

3XR-bGH-+

6

$8

>

$!

B

2

1"7&"89 7&8'

%

花青素鼠李葡糖苷

ZSWX*0X+-+

6

!2

>

1"

B

$8

8'7&$89 $&89

2

花青素#1 #B#葡萄糖苷

Z_WGUX+-+

6

!$

>

!"

B

$$

779&$"" "&28

9

山萘苷

ZXSUObSW-;W-+

6

!2

>

1"

B

$7

829&$%1 "&11

'

(8R-%'R-%$1

!

%$7

"

%$2

!

%!1!) #!$%!1 #环氧树脂 #2%!"(!!)%!7 #三烯 #

1%!$ #二酮

(8R-%'R-%$1-9#8-%$7F$"-%$2-9#8-%!1!) #!$%!1 #LOGR0HX+Gc;X#2%!"(!!)%

!7 #;W-S+S#1%!$ #d-G+S

6

1"

>

7!

B

1

78"&1$1 "&77

$"

($1I%$8H%$2H%!!H) #1

!

%!' #二羟基 #$! #异臭椿酸 #$1%$8%$2%

!!%!7 #五乙烯

4;SHHS;;-+ [

6

1"

>

77

B

1

78!&1!9 1&88

$$

(!!%1!%%X!%%aD%$7a!) #7%7%%X%%a%$$%$!%$7a #庚二醇 #$%!%1%7%7X%

8%%%%X%%a%2%9%$7%$7X%$7a #四氢#!%1 #吡二醇

(!!%1!%%X!%%aD%$7a!) #7%7%%X%%a%$$%$!%$7a #>SO;XUS;N0H#$%!%1%7%

7X%8%%%%X%%a%2%9%$7%$7X%$7a #;S;WXdS*XN0dWG#!%1 #O-*S+Sd-GH

6

!'

>

7!

B

!

7!!&1$9 "&!'

$!

(!!) #! #-(!!%1!%1X!%'a!) #! #羟基#1X%2%'a #三甲基#% #(7 #甲

基#1 #氧戊基) #!%1%1X%7%8%'a #六氢 #$>#环戊二烯 #1 #萘基. #

% #甲基#8 #亚甲基庚酸

(!!) #! #-(!!%1!%1X!%'a!) #! #>0dWGR0#1X%2%'a #;W-US;N0H#% #

(7 #US;N0H#1 #GRGOS+;0H) #!%1%1X%7%8%'a #NSRXN0dWG#$>#*0*HGOS+;X

-X.+XON;NXHS+ #1 #0H. #% #US;N0H#8 #US;N0HS+SNSO;X+G-*X*-d

6

1$

>

7%

B

7

79!&11' "&18

2%
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续表 $

编号 化合物 化学式 相对分子质量 相对含量(:

$1

($%

"

%!1!) #$%%!1 #环氧树脂#9%!7 #二烯#1 #酮

($%F$"-%!1!) #$%%!1 #LOGR0HX+Gc;X#9%!7 #d-S+ #1 #G+S

6

1"

>

7%

B

!

719&17' "&21

$7

(%X!%%aD%$7!%$7X!%$7aD) #$7 #羟基 #7%7%%X%%a%$$%$$%$7a #庚基 #

$%7X%8%%%%X%%a%2%'%$"%$$%$!%$7%$7X%$7a #四氢 #1%9(!>%7>) #吡啶

二酮

(%X!%%aD%$7!%$7X!%$7aD) #$7 #>0dWGR0#7%7%%X%%a%$$%$$%$7a #

NSO;XUS;N0H# $% 7X% 8% %% %X% %a% 2% '% $"% $$% $!% $7% $7X%

$7a #;S;WXdS*XN0dWG#1%9(!>%7>) #O-*S+Sd-G+S

6

!'

>

7!

B

1

719&1$1 "&11

$8

丁基(2

"

% $8

!

) #2 #羟基 #$8 #甲基 #1%$$%!1 #三氧化二苯醚#9 #烯#

!% #酸酯

M_;0H(2F$"-%$8-9#8-) #2 #N0dWGR0#$8 #US;N0H#1%$$%!1 #;W-GRGHX+Gc;#9 #

S+ #!% #GX;S
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55由表 $ 可知%油茶枯饼提取物中包含多种生物

活性成分%含量较高的有 $8 种%尤其富含皂苷类物

质" 其中含 9&$%:边缘鳞盖蕨苷(JXW/-+X;Gc-dS)!

7&8':花旗松素(3XR-bGH-+)!1&88:三萜类化合物

4;SHHS;;-+ [!$&89:花青素鼠李葡糖苷(ZSWX*0X+-+)!

"&28:花青素 #1 #B#葡萄糖苷 (Z_WGUX+-+)!

"&21:($%

"

%!1!) #$%%!1 #环氧树脂 #9%!7 #二

烯#1 #酮等" 皂苷类物质具有广泛的生物活性%在

动物和人体中均表现出良好的抗氧化活性-$" #$$.

"

!&!5大鼠体重及脏器系数的变化!见图 $'图 !#

图 $%大鼠体重变化情况

5注+

!

表示与对照组比较3g"&"8%

!!

表示与对照组比较

3g"&""$*l表示干预组与染毒组比较3g"&"8" 对照组 ( j

$$%染毒组 ( j$$%干预组 ( j9"

图 &%大鼠脏器系数的变化

55体重是大鼠生长发育的重要指标" 染毒过程中

大鼠活动性良好%摄食饮水正常%各组大鼠体重增长

未见明显变化(见图 $)" 由图 ! 可知%与对照组相

比%染毒组的肾脏和肝脏的脏器系数极显著增加

(3g"&""$)%而在采用油茶枯饼提取物干预后%肾

脏脏器系数显示出一定的恢复效果(3g"&"8)" 研

究表明%镉可对多个器官产生毒性作用%其会优先在

肝脏和肾脏中蓄积%即使浓度很低也会导致肝脏和

肾脏发生病理变化-$! #$1.

" 在染毒组中%大鼠肾脏和

肝脏脏器系数具有显著变化%而大鼠大脑!心脏和肺

脏脏器系数与对照组!干预组相比无明显变化" 说

明肾脏和肝脏是镉毒性的重要靶器官%油茶枯饼提

取物对镉诱导的脏器毒性有一定程度的抑制作用"

!&15油茶枯饼提取物对镉致氧化损伤的影响

对血清!肾脏!肝脏和大脑中 I4>#iR活性!

4BD活性!JDA含量进行了测定%结果见表 !" 由

表 ! 可知%与对照组相比%染毒组血清 I4>#iR活

性极显著降低(3g"&""$)%而干预组极显著恢复

(3g"&""$)" 染毒组肝脏的 4BD活性也显著降低

(3g"&"8)%油茶枯饼提取物干预后肝脏的 4BD活

性显著恢复(3g"&"8)" 镉的氧化损伤毒性覆盖肾

脏!肝脏!大脑和其他系统器官-$7 #$%.

" 研究表明%镉

能与抗氧化酶(I4>#iR和 4BD)中的金属产生竞

争性取代作用%从而抑制这些酶的活性-$2.

" 同时%

镉还是很强的脂质过氧化诱导剂%可以通过膜脂质

的氧化应激进一步削弱体内抗氧化酶的活性-$9.

"

本研究结果显示镉进入血液循环后导致血清

I4>#iR活性和肝脏 4BD活性显著降低%这是镉诱

导的氧化损伤毒性的敏感指标%镉诱导的脏器中

4BD活性下降或许与其总蛋白含量(数据略)下降

密切相关" 同时也注意到%虽然 I4>#iR活性!

4BD活性和JDA含量并非均在血清!肾脏!肝脏和

大脑中都得到显著改变%但干预组施加油茶枯饼提

取物后血清I4>#iR活性和肝脏 4BD活性都得到

了明显的修复%提示油茶枯饼提取物对镉诱导的氧

化应激毒性或具有潜在抑制作用"

9%
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表 &%油茶枯饼提取物对镉致氧化损伤的影响

组织 组别
氧化指标

I4>#iR活性(( (̀U/) 4BD活性(( (̀U/) JDA含量((+UGH(U/)

血清

对照组 2%7&87 p'7&21 $!!&81 p!!&8! %&87 p$&$$

染毒组 812&91 p$8%&79

!!

$!7&27 p1!&92 8&8' p!&78

干预组 21"&2$ p28&8$ll $!7&8' p!7&7$ %&77 p$&"%

肾脏

对照组 1$1&%7 p$"%&11 !'7&!7 p2"&!2 !&$! p"&!$

染毒组 11%&'1 p2$&12 1"'&9' p2"&!2 !&19 p"&87

干预组 !9"&!7 p18&2" 1$!&18 p'!&'% !&!" p"&7$

肝脏

对照组 $$"&$8 p!9&%! '7&%$ p7!&%2 $&1$ p"&8%

染毒组 '"&'! p7!&%% 8!&8" p7%&$$

!

$&8' p"&29

干预组 '8&'7 p1%&$! $$'&$2 p!7&'"l $&!1 p"&87

大脑

对照组 '2&8! p1'&9' $!8&"$ p77&88 !&$2 p"&9$

染毒组 %%&"' p72&%$ $$7&$1 p8$&82 !&!! p$&1'

干预组 '2&%7 p7'&29 '8&22 p7"&79 1&"% p$&19

5注+

!

表示与对照组比较3g"&"8%

!!

表示与对照组比较3g"&""$*l表示干预组与染毒组比较 3g"&"8%ll表示干预组与

染毒组比较3g"&""$" 对照组 ( j$$%染毒组 ( j$$%干预组 ( j9"

!&75油茶枯饼提取物对镉致大鼠学习记忆的影响

!见图 1#

5注+

!

表示与对照组相比较3g"&"8*l表示相对于染毒组

3g"&"8" 对照组 ( j$$%染毒组 ( j$$%干预组 ( j9"

图 '%水迷宫测试结果

55由图 1 可以看出%与对照组相比%在水迷宫试验

7 d时染毒组的潜伏期显著增加(3g"&"8)%与染毒

组相比%干预组的潜伏期显著缩短(3g"&"8)" 研

究表明%镉暴露会导致大鼠的认知功能障碍-$'.

" 本

研究结果亦表明%腹腔注射 "&$:6d6H

!

溶液(剂量

$&8 U/(,/)1$ d可以导致大鼠认知功能障碍%而油

茶枯饼提取物干预后可以一定程度上逆转这种损

害" 但在此剂量下我们没有观察到镉对大鼠大脑的

氧化损伤作用%可能是由于血脑屏障的存在%镉进入

大脑组织的速度相对其他组织较慢%其脑功能性改

变的发生可能早于大脑器官损害指标的变化"

'%结%论

油茶枯饼提取物中包含多种生物活性成分%尤

其富含皂苷类物质%含有 9&$%:边缘鳞盖蕨苷

(JXW/-+X;Gc-dS)! 7&8': 花旗松素 ( 3XR-bGH-+ )!

1&88:三萜类化合物 4;SHHS;;-+ [!$&89:花青素鼠李

葡糖苷(ZSWX*0X+-+)!"&28:花青素 #1 #B#葡萄

糖苷(Z_WGUX+-+)等"

油茶枯饼提取物对镉诱导的脏器毒性有一定程

度的抑制作用%与对照组相比%染毒组的肾脏和肝脏

的脏器系数极显著增加%而在油茶枯饼提取物干预

后%肾脏脏器系数显示出一定的恢复效果" 与对照

组相比%染毒组血清 I4>#iR活性极显著降低%而

干预组极显著恢复" 染毒组肝脏的 4BD活性显著

降低%油茶枯饼提取物干预后肝脏的 4BD活性显著

恢复" 与对照组相比%在水迷宫试验 7 d 时染毒组

的潜伏期显著延长%与染毒组相比%干预组的潜伏期

显著缩短" 说明油茶枯饼提取物可以一定程度上抑

制镉诱导的氧化应激和认知功能障碍%或在预防重

金属神经毒性方面具有潜在的营养及药理作用"

本研究未设油茶枯饼提取物剂量的浓度梯度%

且未明确其剂量毒性%这是本次研究的局限之处%有

待将来研究中进一步评估"
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