
104 2016, Vol.37, No.01             食品科学 ※基础研究

槲皮素抑制蛋白糖基化及DNA损伤
陆 敏，李晓明，卢永翎，郑铁松，张 丹，吕丽爽*

（南京师范大学金陵女子学院，江苏 南京 210097）

摘  要：建立牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）-还原糖、牛血清白蛋白-甲基乙二醛/乙二醛（bovine 
serum albumin-methylglyoxal/glyoxal，BSA-MGO/GO）反应体系，研究槲皮素对反应体系中晚期糖基化终产物

（advanced glycation endproducts，AGEs）的抑制作用。考察了槲皮素在不同阶段对BSA-核糖体系中AGEs形成的抑

制作用。并对槲皮素抑制二羰基化合物对质粒pBR322DNA的损伤进行研究。结果表明：槲皮素具有抑制BSA-还原

糖、BSA-GO、BSA-MGO体系中AGEs形成的作用，达到显著抑制效果的浓度分别为1、0.25、0.25 mmol/L。槲皮

素对BSA-MGO体系中AGEs产生的抑制作用强于BSA-GO体系。在BSA-核糖体系中，反应初期随着反应时间的延长

抑制作用不断增大，12 d后，抑制作用趋于平缓，维持在60%左右。槲皮素对二羰基化合物对DNA的损伤有抑制作

用，且与浓度成一定相关性。
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Inhibition of Quercetin on Protein Glycosylation and DNA Damage
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Abstract: Bovine serum albumin (BSA)-sugar and BSA-methylglyoxal/glyoxal (MGO/GO) reaction systems were 
established to study the inhibitory activity of quercetin on the formation of advanced glycation endproducts (AGEs) in the 
reaction systems. The inhibitory effect of quercetin on the formation of AGEs at different stages in BSA-ribose system 
was explored. Meanwhile, the inhibitory effect of quercetin on DNA damage caused by dicarbonyl compounds in plasmid 
pBR322 DNA was also studied. The results showed that quercetin inhibited the formation of AGEs in BSA-sugar and 
BSA-MGO/GO systems, especially at concentrations of 1, 0.25 and 0.25 mmol/L. The inhibitory effect of quercetin on the 
production of AGEs in BSA-MGO system was stronger than in BSA-GO system. During the initial stage of the reaction 
between BSA and ribose, the inhibitory effect was increased with increasing reaction time and 12 days later, tended to 
remain at a level of approximately 60%. Therefore, quercetin has an inhibitory effect on DNA damage induced by dicarbonyl 
compounds in a concentration-dependent fashion.
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晚期糖基化终产物（ a d v a n c e d  g l y c a t i o n 
endproducts，AGEs）是还原糖和蛋白质、脂质、核酸的

氨基发生非酶反应的终产物[1]。它们是一系列复杂且异构

化的化合物[2]，至今发现的AGEs包括Nε-羧甲基赖氨酸、

Nε-羧乙基赖氨酸、戊糖素、交联素、咪唑啉、吡咯素、

吡啶类衍生物、3-脱氧葡萄糖醛酸等，这些物质中大部
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分含有荧光性[3]。人体中AGEs的形成是正常新陈代谢的一

部分，但如果在组织中和体循环中含量过高，就有可能致

病[4]。AGEs的病理效应表现为它们能够促进氧化应激[5]，

通过与细胞表面受体集合产生炎症[6]，与蛋白质发生交联

并改变它们的结构[7]。AGEs与一些退行性慢性疾病有密切

关系，如糖尿病及正常老化[8]、阿兹海默病[9]、动脉粥样

硬化[10]。随着时间的增加，AGEs可以在皮肤和其他组织

中积累，组织中AGEs的积累也是衰老的标志[11]。与健康

人群相比，糖尿病患者组织中的AGEs含量较高[12]。

目前科学家们已经研发出各种抑制或逆转糖基化

进展的药物，一些天然或合成的化合物已经被建议用

作AGEs的抑制剂。许多植物提取物可通过阻止糖化氧

化或者清除AGEs的前体物质乙二醛（glyoxal，GO）

和甲基乙二醛等抑制AGEs形成[13]。食源性类黄酮如芹

菜素、木犀草素、槲皮素对糖尿病动物血液中的AGEs
的形成具有抑制作用[14]。槲皮素（3,5,7,30,40-五羟基黄

酮），属于黄酮类化合物，是一种很强的抗氧化剂和

自由基清除剂，可以通过减少谷胱甘肽（glutathione，
GSH）耗竭[15]，提高抗氧化酶活性。它广泛存在于植物

的花、果实中，已知有100多种中草药中含有槲皮素，

如槐花、丹皮、槐花、丹皮、银杏叶、菟丝子等，在包

括苹果、浆果、洋葱、茶、芸苔属蔬菜等食物中也富含

槲皮素，研究发现它对人体健康有益，即具有抗氧化、

抗癌、解毒和抗动脉粥样硬化的作用 [16]。蒋斌等 [17]发

现，槲皮素对以D-葡萄糖为底物的蛋白质非酶糖基化反

应体系（glucose-bovine serum albumin，G-BSA）、槲皮

素对以DL-甘油醛为底物的蛋白质非酶糖基化反应体系 

（DL-glyceraldehyde-bovine serum albumin，GA-BSA）、

槲皮素对以3-脱氧葡萄糖醛酮为底物的蛋白质非酶糖基

化反应体系（3-deoxyglucosone-bovine serum albumin， 

3-DG-BSA）中AGEs的生成有显著抑制作用。本实验以

自然界分布广泛的类黄酮化合物槲皮素为研究对象，研

究其对牛血清白蛋白-甲基乙二醛（bovine serum albumin-
methylglyoxal，BSA-MGO）及牛血清白蛋白-乙二醛

（bovine serum albumin-glyoxal，BSA-GO）的蛋白糖

基化模型中产生的AGEs的抑制作用，并探讨槲皮素对

GO、MGO造成的DNA损伤的修复作用。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

BSA（分子生物级）、青霉素-链霉素混合液 生工 

生物工程（上海）股份有限公司；MGO（40%水溶

液）、GO（40%水溶液） 美国Sigma公司；槲皮素

（高效液相色谱纯98%） 南京广润生物制品有限公

司；葡萄糖、果糖、半乳糖 上海国药集团化学试剂有

限公司；核糖 上海如吉生物科技发展有限公司；二甲

基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO） 上海久亿化学

试剂有限公司；10×Loading Buffer、琼脂糖、绿如蓝核

酸染料 北京天恩泽基因科技有限公司；磷酸二氢钠、

磷酸氢二钠、H2O2（30%）均为国产级分析纯试剂。

1.2 仪器与设备

XW-80A微型漩涡混合仪 上海沪西分析仪器厂有

限公司；HH-6数显恒温水浴锅 金坛市富华仪器有限

公司；FA2104N电子分析天平 上海精密科学仪器有限

公司；PHS-3C数字式pH计 上海三信仪表厂； F200多
功能酶标仪 瑞士帝肯贸易有限公司；SHP-250型生化

培养箱 上海三发科学仪器有限公司；ZQTY-70-T振荡

培养箱 上海知楚仪器有限公司；SW-CJ-2F型双人双

面净化工作台 苏州净化设备有限公司；LDZX-30FBS
高压灭菌锅 上海申安医疗器械厂；DYY-12型电泳仪、

WD-9403D型紫外分析仪 北京市六一仪器厂；5415R型 

离心机  上海锐聪实验室设备有限公司；Bio-Rad 
Universal Hood Ⅱ凝胶成像仪 上海思伯明仪器设备有

限公司。

1.3 方法

1.3.1 荧光分光光度法分析槲皮素对AGEs形成的影响

1.3.1.1 槲皮素抑制BSA-还原糖体系中AGEs的形成

依据文献 [ 1 8 ]的测定方法加以改进，用浓度为

0.2 mmol/L pH 7.4的磷酸盐缓冲液（phosphate buffer 
solution，PBS）溶解BSA，在10 mL的样品管中加入

0.2 mL青霉素和链霉素的混合溶液和4.5 mg/mL BSA稀

释液2 mL，再加入稀释后的葡萄糖、果糖、半乳糖和

核糖溶液，使4 种糖的最终浓度均为10 mmol/L，在上

述的溶液体系中加入用DMSO溶解的不同浓度槲皮素溶

液，加入PBS至6 mL，使其最终浓度分别为1、5、50、
250、1 000 μmol/L，37 ℃水浴加热，30 d后－20 ℃冷冻 

贮藏。解冻后测定相对荧光值（relative fluorescence 
units，RFU）。

1.3.1.2 槲皮素抑制BSA-核糖体系中AGEs形成的过程

依据文献 [ 1 9 ]的测定方法加以改进，用浓度为

0.2 mmol/L pH 7.4的PBS溶解BSA，在10 mL的样品管中

加入0.2 mL青霉素和链霉素的混合溶液和4.5 mg/mL BSA
稀释液2 mL，再加入PBS稀释的核糖溶液，使其最终浓

度为10 mmol/L，在上述的溶液体系中加入用DMSO溶

解的不同浓度槲皮素溶液，加入PBS至6 mL，使其最终

浓度分别为1 mmol/L，37 ℃恒温水浴加热，在0、1、
3、6、12、18、30 d时分别取样0.5 mL于2 mL样品管， 

－20 ℃冷冻贮藏。解冻后测定RFU值。

1.3.1.3 槲皮素抑制BSA-MGO/GO体系中AGEs的形成

过程

依据文献 [ 2 0 ]的测定方法加以改进，用浓度为
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0.2 mmol/L pH 7.4的PBS溶解BSA，在10 mL的样品管中

加入0.2 mL青霉素和链霉素的混合溶液和4.5 mg/mL BSA
稀释液2 mL，再加入PBS稀释的MGO或GO溶液，使

MGO或GO最终浓度分别为0.5 mmol/L，在上述的溶

液体系中加入DMSO溶解的不同浓度槲皮素溶液，并

加入PBS至6 mL，使其最终浓度分别为0.25、0.5、1、 

2.5 mmol/L，37 ℃恒温培养箱加热，分别在0、1、3、
6、12、18、30 d时取样0.5 mL于2 mL样品管，－20 ℃冷

冻贮藏。解冻后测定RFU值。

1.3.1.4 抑制率的计算[21]

AGEs /%＝ 1 100
RFU  

RFU空白组

1.3.2 槲皮素抑制二羰基化合物对质粒pBR322DNA的

损伤

1.3.2.1 H2O2-MGO/GO体系对DNA的损伤

在0.5 mL小Eppendorf管中依次加入质量浓度为

0.5 µg/µL的pBR322DNA 5 µL，并依次加入50 mmol/L 
pH 7.4的PBS 15 µL，30% H2O2/40% MGO/40% GO溶液

5 µL，在37 ℃条件下保温30 min左右，加入10×Loading 
Buffer，终止反应[22-26]。

1.3.2.2 槲皮素对DNA损伤的抑制

在0.5 mL小Eppendorf管中依次加入质量浓度为

0.5 µg/µL的pBR322DNA 5 µL，50 mmol/L pH 7.4的
PBS 10 µL，DMSO溶解并稀释得到不同质量浓度（0.5、
1.0、1.5、2.0、2.5 mg/mL）的槲皮素溶液10 µL，

40% GO 5 µL，在37 ℃条件下保温40 min左右，加入

10×Loading Buffer，终止反应[22-26]。

1.3.2.3 电泳

配制1 . 0 %琼脂糖凝胶（绿如蓝核酸染料含量为

0.5 µg/mL）。取上述反应液20 µL上样，恒压120 V电泳

1 h后，将凝胶置于凝胶成像仪上，在紫外线照射下进行

观察与照相，观察DNA的损伤及槲皮素抑制DNA损伤 

情况[22,24,26-27]。

2 结果与分析

2.1 荧光分光光度法分析槲皮素对AGEs形成量的影响

2.1.1 不同浓度的槲皮素抑制不同还原糖引起的牛血清

白蛋白糖基化的活性 

反应体系的槲皮素浓度为1～1 000 μmol/L，选取

葡萄糖、果糖、半乳糖、核糖4 种糖，研究槲皮素对 

BSA-还原糖体系中AGEs形成的抑制作用，结果如图1所
示。在BSA-还原糖体系中，槲皮素可以明显抑制AGEs
的形成，其对AGEs的抑制率随着槲皮素浓度的增加而

显著增加。当槲皮素浓度为50 μmol/L时，对葡萄糖、果

糖、半乳糖和核糖与BSA形成的AGEs的抑制率分别为

18.76%、19.69%、19.06%、22.37%，而当槲皮素浓度增

大到1 000 μmol/L时，对4 种糖的抑制率分别为75.05%、

77.44%、73.23%、70.43%。且随着槲皮素浓度的升高，

在同一浓度下，对由不同种类还原糖和BSA产生的AGEs
的抑制量之间的差距不大。
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图 1 槲皮素对BSA-还原糖体系中AGEs形成的影响

Fig.1 Effect of quercetin on the formation of AGEs in BSA-sugar system

2.1.2 槲皮素在不同时间点抑制BSA-核糖体系中AGEs
形成的功效

槲皮素浓度在1 mmol/L条件下，在不同时间点，抑

制BSA-核糖体系中AGEs形成的过程，结果如图2所示。

BSA＋PBS
BSA＋ ＋PBS
1 mmol/L

/d

R
FU

0

2 500
0

5 000
7 500

10 000
12 500
15 000
17 500
20 000
22 500
25 000

1 3 6 12 18 30

图 2 槲皮素对BSA-核糖体系AGEs形成的影响

Fig.2 Effect of quercetin on the formation of AGEs in BSA-ribose system

李晓明等[21]证实核糖引发蛋白糖基化的活性最强。

由图2可知，在前12 d牛血清白蛋白与核糖作用产生的

AGEs量随着时间的增加不断增加，12 d后，产生荧光

性的AGEs的量趋于平稳。槲皮素添加到体系中，浓度

为1 mmol/L，能有效地抑制AGEs的产生。在反应初始

阶段，槲皮素抑制AGEs的活性随着时间的增加不断增

加，当反应时间为3 d时，槲皮素对AGEs的抑制率达到

63.05%，反应12 d时，其抑制率依然维持在60%左右，抑

制率变化不大。

2.1.3 槲皮素对MGO/GO引起的牛血清白蛋白糖基化的

抑制效果

由图3可知，随着时间的增加，B S A - M G O / G O
体系中A G E s的生成量在不断增加。当加入浓度范

围为 0 . 2 5～ 2 . 5  m m o l / L的槲皮素时，可显著抑制 

BSA-GO/MGO体系中生成的AGEs，槲皮素浓度为

0.25 mmol/L时，抑制作用非常明显，且随着槲皮素浓度

的增加抑制作用增强。在BSA-MGO体系中（图3A），

当反应1 d，槲皮素浓度为0.25 mmol/L时，对AGEs的抑
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制率为91.22%。在BSA-GO体系中（图3B），当反应时

间为1 d，槲皮素浓度为0.25 mmol/L时，对AGEs的抑制

率为59.34%；当槲皮素的浓度为0.5 mmol/L时，对AGEs
的抑制率为61.70%；当反应时间为30 d，槲皮素浓度为

0.5 mmol/L，其对AGEs的抑制率可达76.75%。由两个体

系对比可知，同样的槲皮素添加浓度（0.25 mmol/L）， 

BSA-MGO（图3A）体系中槲皮素对AGEs抑制率达

到90%以上时作用时间只有1 d，而BSA-GO（图3B）

体系中30 d的抑制率还没有达到90%，可知槲皮素对 

B S A - M G O体系中产生的A G E s的抑制作用强于对 

BSA-GO体系的抑制。

BSA＋PBS＋MGO
BSA＋PBS

0.25 mmol/L槲皮素

0.50 mmol/L槲皮素
1.00 mmol/L槲皮素
2.50 mmol/L槲皮素

0
0

2 500
5 000
7 500

10 000
12 500
15 000
17 500
20 000 A

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
/d

R
FU

BSA＋PBS＋GO
BSA＋PBS

0.25 mmol/L槲皮素

0.50 mmol/L槲皮素
1.00 mmol/L槲皮素
2.50 mmol/L槲皮素

0
0

R
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2 500
5 000
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10 000
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20 000 B

3 6 9 12
/d

15 18 21 24 27 30

图 3 槲皮素浓度对BSA-MGO/GO体系中产生的AGEs的抑制作用

Fig.3 Effect of quercetin concentration on the formation of AGEs in 

BSA-methylglyoxal/glyoxal system

2.2 槲皮素抑制二羰基化合物对质粒pBR322DNA的

损伤

2.2.1 H2O2-MGO/GO体系对DNA损伤

天然状态的质粒DNA呈双链闭环的超螺旋结构，如

受到外界因素损伤而致其中一条链断裂，构型可变为开环

型，如两条链在同一部位发生断裂，则变为线性分子[26]。

3 种构型的DNA在琼脂糖电泳中的迁移率不同，超螺旋

型条带迁移最快，其次是线性条带，开环型条带是最慢

的[27]，故可用电泳法将它们分开。由图4可知，与对照

组的DNA电泳条带相比，用H2O2、MGO和GO处理后的

DNA条带明显不同，出现了开环型条带。用已证实的会

造成质粒DNA损伤的H2O2
[26]作为阳性对照，根据MGO和

GO的结构可知，正是由于氧化性较强的两者与PBS构成

O2
－·生成体系，在一定温度一定时间后，生成的O2

－·也

造成质粒DNA的链断裂，条带改变。

1 2 3 4

泳道1. DNA对照；泳道2. 30% H2O2＋DNA；泳

道3. 40% MGO＋DNA；泳道4. 40% GO＋DNA。

图 4 H2O2-MGO/GO体系对DNA的损伤电泳图

Fig.4 Electrophoretogram of DNA damage in H2O2-MGO/GO system

2.2.2 槲皮素抑制质粒pBR322DNA的损伤

1 2 3 4 5 6

泳道1. DNA对照；泳道2～6. 槲皮素质量浓

度分别为2.5、2.0、1.5、1.0、0.5 mg/mL。
图 5 槲皮素抑制GO损伤DNA的电泳图

Fig.5 Inhibitory effect of quercetion on DNA damage induced by glyoxal

由图4可知，GO会引起DNA损伤，电泳图上则表现

出开环形条带。槲皮素抑制GO引起的DNA损伤见图5。
泳道1为未损伤的DNA条带，泳道2～6添加了不同质量浓

度的槲皮素，可以看出槲皮素对由于GO造成的质粒DNA
损伤具有一定程度的抑制作用。泳道2～6各条带均有部

分是开环型，泳道6出现了较为明显的线性，随着槲皮素

反应质量浓度的增大，双螺旋型DNA的比例逐渐增大，

与槲皮素的反应质量浓度呈现一定的线性关系。

3 结 论

在BSA-还原糖体系中，不同还原糖种类对槲皮素抑

制AGEs形成量影响不大。一定浓度的槲皮素对AGEs形
成有显著的抑制作用，当浓度为1 mmol/L时，槲皮素对

4 种还原糖的抑制率均在70%以上，此添加浓度为最佳添

加量。在反应活性最高的BSA-核糖体系中，槲皮素抑制

AGEs形成的活性随时间的增加不断增强，反应3 d的抑

制率达到63.05%，而后的抑制活性无明显变化，反应到

12 d，抑制率仍在60%左右。

在BSA-GO/MGO体系中，当槲皮素的添加浓度为

0.25 mmol/L时，对这两个体系均有显著的抑制效果。添

加浓度为0.5 mmol/L时，可以发现对MGO的抑制作用更

强，1 d时的抑制率就达到90%以上。

槲皮素可以明显抑制二羰基化合物对DNA的损伤，

同时抑制作用与槲皮素在反应体系中的浓度成一定正相

关性。
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