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柚皮素及柚皮苷抑制牛血清蛋白糖化机理
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（1.中北大学化学与化工学院，山西太原 030051；
2.晋中农高区认证服务有限公司，山西晋中 030800）

摘　要：为探究柚皮素及柚皮苷两种黄酮类化合物对晚期糖基化终末产物（Advanced glycation end products，
AGEs）的抑制机制，本文通过构建牛血清蛋白（Bovine serum albumin，BSA）-果糖和 BSA-甲基乙二醛（Methyl-
glyoxal，MGO）模型体系，测定柚皮素和柚皮苷对反应中不同阶段糖基化产物的抑制效果及对蛋白质结构的保护

作用，同时检测了二者与 MGO所产生加合物的结构，进而探讨两者抗糖化的能力。结果表明，柚皮素和柚皮苷

对 AGEs的抑制率随浓度的增大而增加，当柚皮素和柚皮苷浓度为 2 mg/mL时，其对 BSA-果糖和 BSA-MGO体系

中 AGEs的抑制率均超过 80%，显著（P<0.05）优于氨基胍；在蛋白质结构保护方面，二者可以保护蛋白荧光团

微环境，使荧光回收率达 25%以上；增加游离巯基含量，对犬尿氨酸的抑制率均达到 95%以上，有效抑制蛋白氧

化产物的生成；高效液相色谱-质谱联用（High performance liquid chromatography-Mass Spectrometry，HPLC-MS）
分析显示，柚皮素和柚皮苷在与 MGO反应后均生成单加合物和双加合物。综上所述，柚皮素以及柚皮苷具有良

好的抗糖化效果，并且它们通过抗氧化作用、捕获中间产物和螯合金属离子来达到抑制 AGEs的效果。这些发现

表明柚皮素和柚皮苷可以作为一种安全、有效的 AGEs抑制剂，在食品、医药等领域具有一定的应用前景。
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Mechanisms of Naringenin and Naringin in Inhibiting the Glycation
of Bovine Serum Albumin
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Abstract：This study established bovine serum albumin (BSA)-fructose and a BSA-methylglyoxal (MGO) model system to
explore  the  inhibitory  mechanisms  of  two  flavonoids,  naringenin  and  naringin,  against  advanced  glycation  end  products
(AGEs). The inhibitory effects of naringenin and naringin on the glycation products at different stages of the reaction and
their protective effects on the protein structures were measured. Notably, the structures of the adducts formed by them and
MGO were  elucidated  to  further  investigate  their  anti-glycation  abilities.  The  results  showed  that  the  inhibitory  rates  of
naringenin and naringin against AGEs increased with increasing concentration. When the naringenin and naringin concen-
tration was 2 mg/mL, their  inhibitory rates  against  AGEs in  both the BSA-fructose and BSA-MGO systems were >80%,
which  was  significantly  higher  (P<0.05) than  that  of  aminoguanidine.  In  terms  of  protein  structure  protection,  they  pro-
tected the microenvironment of protein fluorophores, with a fluorescence recovery rate of >25%. In addition, they increased
the content of free sulfhydryl groups as well as the inhibitory rate against kynurenine, both of which reaching >95%. These
increases effectively inhibited the formation of protein oxidation products. High-performance liquid chromatography-mass
spectrometry  (HPLC-MS) showed that  both  naringenin  and naringin  formed mono-adducts  and bis-adducts  after  reacting  
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with  methylglyoxal  (MGO).  Collectively,  naringenin  and  naringin  had  good  anti-glycation  effects  and  inhibited  AGEs
through  antioxidant  action,  thereby  capturing  intermediate  products  and  chelating  metal  ions.  These  results  indicate  that
naringenin and naringin can serve as safe and effective AGEs inhibitors with potential applications in food and medicine.

Key words：naringenin；naringin；advanced glycation end products；anti-glycation；methylglyoxa

蛋白质糖基化又被称为美拉德反应，是还原糖

的羰基和游离氨基酸、肽、蛋白质的氨基之间发生的

非酶褐变反应[1]，通常在食品的加工和贮藏中自发性

发生，经过多步的缩合反应和聚合反应，形成包括芳

香化合物、色素化合物、晚期糖基化最终产物（AGEs）
和类黑素等最终产物，也统称为美拉德反应产物

（Multidrug  resistance-associated  proteins，MRPs） [2]。

AGEs在人体内的生成路径比较复杂，但其生成与自

由基的氧化反应显著相关[3]。大量研究表明，AGEs
生成或摄入过多会在人体组织中积累，从而影响蛋白

质和细胞的正常作用，进而诱发身体内各种病症，如

糖尿病[4]、阿尔茨海默症[5]、帕金森[6] 和炎症[7] 等。

此外，蛋白质糖基化反应在紫外线的照射下，会加剧

皮肤氧化应激反应，造成皮肤的氧化损伤[8]。

为了抑制 AGEs带来的健康威胁，当前一般使用

氨基胍作为临床使用的治疗糖尿病及其并发症的抗

糖化剂[9]。它可以捕获 AGEs的前体物质 α-二羰基

化合物，生成稳定加合物，进而达到抑制 AGEs生成

的效果[10]。但是随着临床的使用，肾小球肾炎、贫血

等患者会出现不良反应[11]。因此，当前研究都集中在

开发低副作用的天然活性抗糖化剂来抑制 AGEs
的生成，如绿原酸[12]、多酚[13−14]、多糖[15]、萜类[16]、维

生素[17] 和黄酮[18] 等天然产物均被证明具有良好的

抗糖化效果。已有研究发现，超过 20种以上的黄酮

类物质高于氨基胍的抗糖化效果[19]，如 Qin等[20] 研

究发现芹菜素和木犀草素对 AGEs的抑制率可以达

到 90%且高于氨基胍；Zhu等[21] 研究表明儿茶素可

以通过影响游离氨基和清除自由基达到抑制美拉德

反应的效果；Ling等[22] 也发现山奈酚对 AGEs抑制

率达到 95%左右。但现有研究仍存在明显不足：多

数黄酮的具体体内作用机制尚未明确，且高活性黄酮

普遍价格昂贵，难以实现大规模推广应用。

柚皮素和柚皮苷作为代表性的黄酮类化合物，

不仅来源广泛，价格低廉[23−24]，且具有明显的缓解糖

尿病[25−27]、抗骨质疏松[28−30]、抗癌[31]、调节代谢[32]、

降脂[33]、抗菌[34] 和防止氧化应激[35−36] 等重要作用，

能有效地防治心血管疾病[37−38]。针对已有研究的不

足，本文以柚皮素和柚皮苷为研究对象，通过构建糖

化体系来探究两者对蛋白质糖基化的抑制效果，阐明

两者在体内具体的作用机制，为开发柚皮素和柚皮苷

作为潜在抗氧化剂提供理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

牛血清蛋白（BSA）（不含饱和脂肪酸，蛋白质含

量>99%）　上海源叶生物科技有限公司；柚皮素、柚

皮苷、氨基胍（AG，纯度≥98%）、丙酮醛（MGO，40%

溶液）、吉拉尔特试剂 T、L-半胱氨酸　上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；那他霉素、甲酸钠、菲啰

嗪、氯化亚铁、乙酸（纯度≥99.5%）、2-硝基苯甲

酸（DTNB，纯度≥98%）、乙二胺四乙酸二钠盐

（EDTA，纯度≥99.5%）、氯化硝基四氮唑蓝（NBT，纯
度≥98%）　麦克林试剂有限公司；以上均为分析纯。

SuPerMax2500F型酶标仪　上海闪谱生物科技

有限公司；XM-P15H型超声波清洗机　小美超声仪

器有限公司；PHS-25型 pH检测计、N4S型紫外分

光光度计　上海仪电科学仪器股份有限公司；IS-
RDV1型恒温振荡器　浙江华呈仪器设备有限公司；

PLUS-E2-20TJ型超纯水机　南京易普易达科技发

展有限公司；LCMS-8050液相色谱-质谱联用仪　岛

津公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   果糖糖化样品制备　参照 Ni等[39] 的方法进

行制备，具体为：将 BSA（20 mg/mL）与果糖（90.1 mg/
mL）用磷酸缓冲液（PBS，0.1 mol/L、pH7.4）混合，作

为对照组即糖化牛血清蛋白（GBSA），不加入果糖的

牛血清蛋白（NBSA）作为空白对照组；样品组为加入

柚皮素与柚皮苷的糖化牛血清蛋白，使其最终浓度

分别为 0.01、0.02、0.1、1、2 mg/mL。氨基胍（2 mg/
mL）作为阳性对照。加入样品前，先将样品和 BSA
恒温 37 ℃ 孵育 10 min，再加入果糖开始反应。将

样品组和对照组在恒温振荡培养箱 （40  r/min、
37 ℃）中孵育 24 h，孵育结束后立即取出冰敷，进行

后续实验。

 1.2.2   BSA−MGO糖化体系构建　参照 1.2.1的方

法，将果糖替换为 MGO，将 BSA（20  mg/mL）与
MGO（5 mmol/L）在磷酸盐缓冲液（PBS，0.1 mol/L、
pH7.4）中混合 ，作为对照组 （MBSA） ，不加入

MGO的天然牛血清蛋白为空白对照组（NBSA）。加

入与 1.2.1同浓度梯度的柚皮素和柚皮苷作为样品

组，氨基胍（2 mg/mL）为阳性对照。在恒温振荡培养

箱（40  r/min、37 ℃）中振荡反应 0、1、2、4、7和

14 d，制备 BSA-MGO糖化体系。当天反应结束后，

立即取出反应溶液并将其置于冰水中以冷却备用。

 1.2.3   AGEs的荧光光谱分析以及抑制率测定　分

别吸取 200  μL的样品组、阳性对照组和对照组

（GBSA/MBSA）的反应溶液置于微孔板读数器中，用

酶标仪在 400~600 nm范围内，激发光为 370 nm的

条件下测定反应溶液的荧光含量和荧光光谱[40]。通

过测量 λex/λem=370/450 nm处的荧光强度来分析柚

皮素和柚皮苷对 AGEs的抑制效果并用 IC50 值进行

比较。
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θ(%) = (1−Fsample/Fcontrol)×100

式中，Fsample 为样品组或阳性对照组的荧光强

度；Fcontrol 为对照组（GBSA/MBSA）的荧光强度；θ 表

示样品组或阳性对照组对 AGEs的抑制率。

 1.2.4   果糖胺的测定　采用 NBT检测法检测果

糖胺 [41]。分别将样品组、阳性对照组和对照组

（GBSA/MBSA）的反应溶液（40 μL）、320 μL的超纯

水与 NBT试剂（300 μmol/L）混合，并在 25 ℃ 下反

应 15 min。氨基胍作为阳性对照。然后吸取 200 μL
的混合溶液置于微孔板读数器中，用酶标仪测量

530 nm处的吸光度。

P(%) = [1− (Asample −Ablank)/(Acontrol −Ablank)]×100

式中，P为样品组或阳性对照组对果糖胺的抑制

率（%）；Ablank 为用相同量的蒸馏水代替反应溶液所

测量的吸光度；Asample 表示样品组的吸光度；Acontrol

表示对照组（GBSA）的吸光度。

 1.2.5   α-二羰基化合物分析　通过吉拉尔特试剂 T
法测定 α-二羰基化合物的含量[42]。分别将 40 μL样

品组、阳性对照组和对照组（GBSA/MBSA）的反应

溶液、160  μL超纯水、100  μL吉拉尔特试剂 T
（0.5 mol/L）和 1.7 mL甲酸钠（0.5 mol/L，pH2.9）在
室温下混合反应 1 h，吸取 200 μL的混合溶液置于

微孔板读数器中，做五组平行对照，使用酶标仪测量

290 nm处的吸光度。

P(%) = [1− (Asample −Ablank)/(Acontrol −Ablank)]×100

式中，P为样品组或阳性对照组对 α-二羰基化

合物的抑制率（%）；Ablank 为用相同量的蒸馏水代替

反应溶液所测量的吸光度；Asample 表示样品组的吸

光度；Acontrol 表示对照组（GBSA）的吸光度。

 1.2.6   亚铁离子的螯合活性　参照 Wu[42] 的方法稍

作修改，参照 1.2.1的方法，对照组为糖化牛血清蛋白

（GBSA），加入浓度为 5、10、20、30、40和 50 μmol/L
的柚皮素和柚皮苷作为样品组，反应 24 h，结束后取

1 mL样品组反应液与 2 mL氯化亚铁（50 μmol/L）混
合 5 min，然后加入 2 mL菲啰嗪（500 μmol/L），将混

合物静置 10 min。使用分光光度计测量 562 nm处

的吸光度。用乙二胺四乙酸二钠盐（EDTA）作为阳

性对照来对比柚皮素与柚皮苷对亚铁离子的螯合率。

螯合率(%) = (1−Asample/Acontrol)×100

式中，Asample 为样品组的吸光度；Acontrol 为对照

组（GBSA）的吸光度。

 1.2.7   BSA的本征荧光强度及荧光回收率　吸取

200 μL的样品组和对照组的反应溶液置于微孔板读

数器中，使用酶标仪测定 NBSA和 GBSA样品在

280 nm激发下的本征荧光强度。发射和激发狭缝宽

度为 2.5 nm。测量最大固有荧光度以评估糖化诱导

的 BSA的结构变化[43]，计算荧光回收率。

荧光回收率(%) =
[
(Asample −Acontrol)/(Ablank −Acontrol)

]×100

式中，Ablank 为 NBSA所测量的荧光强度；Asample

表示样品组的荧光强度；Acontrol 表示 GBSA的荧光

强度。

 1.2.8   游离巯基的测定　Ellman法[44] 测定糖化蛋白

的游离巯基含量。将 50 μL GBSA与 200 μL DTNB

（2.5 mg/mL）在 PBS缓冲液中混合，并在室温下反

应 15 min，然后用 Varioskan LUX微孔板读数器记

录 412 nm处的吸光度。根据 L-半胱氨酸溶液与

DTNB反应得到的校准曲线计算游离巯基的含量[45]。

游离巯基含量(µmol/g) = (c×V×D)/m

式中，c：由标准曲线求得的样品反应液中游离巯

基浓度（μmol/L）；V：样品反应液体积（L）；D：稀释倍

数；m：牛血清蛋白的质量（g）。

 1.2.9   蛋白质氧化产物的测定　蛋白质氧化产物的

水平基于 330/415、365/480和 325/434 nm波长下

的特征荧光（激发波长/发射波长）[46]。用 Varioskan

LUX微孔板读取器测量每个糖化蛋白质样品的荧光

强度，激发和发射狭缝的宽度均为 10 nm，计算样品

组对三种氧化产物的抑制率。

抑制率(%) = [(Fcontrol −Fsample)/Fcontrol]×100

式中，Fsample 为样品组的荧光强度；Fcontrol 为对

照组（GBSA）的荧光强度。

 1.2.10   MGO加合物分析　将柚皮素与柚皮苷样品

（200 μmol/L）和丙酮醛 40%溶液（5 mmol/L）混合后

在 37 ℃ 下孵育 6 h。通过 0.22 μmol/L注射器尼龙

膜过滤样品。采用超高效液相色谱系统-三重四极杆

质谱仪鉴定加合物结构。液相色谱条件：色谱柱规格

为 Shim-pack  GIST-HP C18-AQ （100  mm×2.1  mm

I.D., 1.9 μm），温度 40 ℃，80%溶剂 A（0.1%甲酸水溶

液）和 20%溶剂 B（100%乙腈）以 0.5 mL/min的流

速洗脱 15 min；质谱条件：全扫描模式，ESI源，范围：

70~1000 m/z，负离子模式，喷雾电压 3.0 kV，毛细管

温度 300 ℃，鞘气流速 28 （arbitrary units），辅助器流

速 15 （arbitrary units），扫气流速 4 （arbitrary units）[39]。

 1.3　数据处理

所有实验均重复三次，结果用平均值±标准差表

示，数据采用 Excel 2016进行处理，统计分析采用

IBM SPSS Statistics 20进行单因素方差分析和相关

性处理，P<0.05表示有显著性差异，采用 Origin

2024作图。

 2　结果与分析

 2.1　在 BSA-果糖体系中柚皮素和柚皮苷对 AGEs的
抑制作用

蛋白质糖基化反应的最终物质即为 AGEs，因此

测定 AGEs的含量可以直接反应物质的抗糖化效
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率。本实验通过测量反应 24 h结束后各个混合溶液

中 AGEs的荧光强度，来确定 AGEs的含量，并计算

柚皮素和柚皮苷对 AGEs的抑制率。结果如图 1所

示，两种黄酮对 AGEs的抑制率均随着浓度的增加

而升高。经拟合计算，柚皮素 IC50 值为 0.42 mg/mL，

柚皮苷 IC50 值为 0.39 mg/mL，证明柚皮苷效果优于

柚皮素。当柚皮素、柚皮苷及氨基胍浓度均为

2 mg/mL时，柚皮苷与氨基胍效果无显著性差异

（P>0.05），柚皮素显著低于氨基胍（P<0.05）。作为天

然活性成分，这依然表明柚皮素和柚皮苷可作为一种

良好的 AGEs抑制剂，进而调控牛血清蛋白糖化。

程磊[47] 研究了原花青素和经过乳酸菌分解后的花青

素两者的抗糖能力，发现经过乳酸菌作用后的花青素

抗糖能力更强，对 AGEs的抑制率达到了 56.66%，

但是效果不如柚皮素及柚皮苷。

 2.2　在 BSA-MGO体系中柚皮素和柚皮苷对 AGEs

的抑制作用

众所周知，MGO是部分 AGEs的重要前体物

质，为了进一步探究柚皮素和柚皮苷抑制 AGEs的

机理，本实验构建了牛血清蛋白-MGO体系，测定柚

皮素和柚皮苷对 AGEs的抑制率。

表 1数据表明，抑制率随着孵育浓度和时间的

增加而增加。在 14 d，浓度为 2 mg/mL时，柚皮素

对 AGEs的抑制率达到 86.18%，柚皮苷抑制率为

92.01%，氨基胍为 90.58%，柚皮苷抑制效果良好。

刘荟萃等[48] 检测了同等孵育时间的下五种黄酮类物

质对 AGEs的抑制效果，抑制率最高达到 85%。可

以看出牛血清蛋白-MGO体系的结果与牛血清蛋白-

果糖体系的结果基本接近。这也证明了柚皮素与柚

皮苷对 MGO的靶向作用在抑制 AGEs方面占主导

地位。

 2.3　BSA-MGO体系中荧光光谱扫描结果分析

当柚皮素及柚皮苷浓度相同时，通过比较它们

不同时期的荧光光谱图可以发现，随着时间的增加，

它们的荧光强度在 0到 2 d急剧增长，从 4 d开始增

长速度趋于平缓，到 7 d和 14 d时，荧光强度相近，具

体光谱图见图 2（A）、图 2（B）。同时，如图 2（C）、

图 2（D）所示，通过比较孵育时间均为 7 d时不同浓

度的柚皮素及柚皮苷的荧光光谱变化，可以看出随着

浓度的增大，荧光强度逐渐降低，当浓度达到 2 mg/

mL时，强度也达到了最低。均可证明柚皮素及柚皮

苷均有抑制 AGEs积累的效果。

 2.4　柚皮素和柚皮苷对果糖胺抑制作用

果糖胺属于蛋白质糖基化的早期产物，抑制该

产物的产生可以达到抑制 AGEs的效果。在 BSA-

果糖糖化体系中，样品对果糖胺的抑制率见图 3。当

抑制率为 50%时，柚皮素浓度为 0.014 mg/mL，柚皮

苷则为 0.016 mg/mL，柚皮素效果略优于柚皮苷，但
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图 1    柚皮素、柚皮苷及氨基胍对 AGEs的抑制率

Fig.1    Inhibitory rates of naringenin, naringin
and aminoguanidine on AGEs

注：不同小写字母表示柚皮素不同浓度间存在显著性差异
（P<0.05），不同大写字母表示柚皮苷不同浓度间存在显著性
差异（P<0.05），图 3~图 4、图 6~图 7同；“*”表示浓度在
2 mg/mL时柚皮素和氨基胍存在显著性差异（P<0.05），“−”表
示浓度在 2 mg/mL时柚皮苷和氨基胍不存在显著性差异
（P>0.05）。
 

表 1    不同浓度抑制剂在不同反应时间下对 AGEs的抑制率（%）

Table 1    Inhibition rates of AGEs by samples of different concentrations at different reaction times (%)

抑制剂 浓度（mg/mL）
孵育天数（d）

0 1 2 4 7 14

柚皮素

2

4.06±0.06a 63.57±1.60a 65.34±1.12a 70.74±1.43a 77.66±1.50a 86.18±1.92a

柚皮苷 5.18±0.03A 67.67±1.71A 69.32±1.4A 80.94±1.7A 82.55±1.20A 92.01±2.1A

氨基胍 4.17±0.05 66.22±1.49 67.81±1.3 79.19±1.55 81.31±1.40 90.58±2.4
柚皮素

1
1.03±0.03b 43.38±1.30b 49.53±1.56b 55.88±1.47b 66.18±1.62b 79.18±1.83b

柚皮苷 2.89±0.04B 44.94±1.32B 54.84±1.51B 63.58±1.50B 75.48±1.30B 80.75±1.54B

柚皮素
0.1

0.02±0.01c 24.31±0.53c 31.66±0.83c 32.81±1.34c 43.29±1.34c 46.33±1.50c

柚皮苷 0.54±0.01C 26.72±1.11C 38.26±1.33C 35.38±1.21C 49.56±1.52C 48.26±1.22C

柚皮素
0.02

− 12.67±0.13d 13.24±0.09d 15.64±0.92d 25.29±1.27d 26.63±1.14d

柚皮苷 − 12.38±0.08D 17.48±1.01D 18.74±0.46D 26.4±1.18D 30.98±1.34D

柚皮素
0.01

− 2.92±0.01e 3.53±0.04e 4.18±0.02e 11.77±0.91e 12.82±0.30e

柚皮苷 − 3.06±0.03E 6.84±0.08E 6.95±0.05E 12.28±0.88E 15.89±0.05E

注：“−”表示数据为负，不做参考；在同一孵育时间下，同列不同小写字母表示柚皮素不同浓度间具有显著性差异（P<0.05）；同列不同大写字母表示柚皮
苷不同浓度间具有显著性差异（P<0.05）。
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柚皮素、柚皮苷和氨基胍浓度均为 2 mg/mL时，柚

皮苷对果糖胺的抑制率达到 66.3%，高于柚皮素

（62.6%）和氨基胍（63.24%）。孙涛等[49] 研究竹叶黄

酮对果糖胺的抑制效果，发现当浓度为 1 mg/mL时，

竹叶黄酮对果糖胺的抑制率为 52.13%。本文相同浓

度下柚皮素及柚皮苷对果糖胺的抑制率均超过 60%，

抑制效果更优。

 2.5　柚皮素及柚皮苷对 α-二羰基化合物的抑制率分析

在蛋白质糖基化的过程中，α-二羰基化合物作为

中间产物，其抑制率越高，就越能有效抑制糖基化终

末产物的生成。本实验通过检测反应后样品中 α-二

羰基化合物的含量，并计算抑制率，结果如图 4。当

抑制率为 50%时，柚皮素浓度为 0.049 mg/mL，柚皮

苷为 0.058 mg/mL，柚皮素效果优于柚皮苷。在同浓

度（2 mg/mL）下，柚皮素对 α-二羰基化合物的抑制率

高达 98.31%，柚皮苷对其的抑制率也在 97.29%，均
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图 2    柚皮素和柚皮苷在 2 mg/mL浓度下 0~14 d荧光强度和在第 7 d不同浓度下的荧光强度

Fig.2    Fluorescence intensities of naringenin and naringin at a concentration of 2 mg/mL from 0 to 14 days and at different
concentrations on the 7th day
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图 3    柚皮素、柚皮苷及氨基胍对果糖胺的抑制率

Fig.3    Inhibitory rates of naringenin, naringin and aminoguani-
dine on fructosamine

注：“*”表示在 2 mg/mL时柚皮苷和氨基胍存在显著性差异
（P<0.05）；“−”表示在 2 mg/mL时柚皮素和氨基胍不存在显
著性差异（P>0.05）。
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图 4    柚皮素、柚皮苷及氨基胍对 α-二羰基化合物的抑制率

Fig.4    Inhibition rates of naringenin, naringin and aminoguani-
dine on α-dicarbonyl compounds

注：“*”表示在 2 mg/mL时柚皮素、柚皮苷与氨基胍均存在显
著性差异（P<0.05）。
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显著高于氨基胍（90.36%）（P<0.05）。马思佳[50] 研究

了芦丁和槲皮素对 α-二羰基化合物的抑制率，结果

表明在浓度为 2 mmol/L时其对 α-二羰基化合物的

抑制率分别为 49.25%、69.21%，同等浓度下本文柚

皮素和柚皮苷抑制效果优于芦丁和槲皮素。

 2.6　柚皮素及柚皮苷对亚铁离子螯合活性分析

过渡金属离子可以加速还原糖和阿马多里产物

的自氧化，生成过氧化氢，最终促进 AGEs的生成[51]。

因此，金属离子螯合作用也可能阻碍 AGEs的生

成。本实验以 EDTA作为阳性对照，随着浓度的增

高，亚铁离子的螯合活性逐渐增高，如图 5所示。柚

皮素和柚皮苷对亚铁离子的螯合活性在同种浓度下

比较接近，但是总体来说柚皮苷要优于柚皮素，在浓

度为 50 μmol/L时，EDTA的螯合率高达 98.01%，柚

皮苷为 96.93%，柚皮素为 95.34%。发酵豆乳中富含

黄酮类成分，周帆[52] 研究发现当发酵豆乳浓度为

0.05 g/mL时，对亚铁离子螯合率达到 80.67%，证明

柚皮素和柚皮苷是良好的金属离子螯合剂。
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Fig.5    Chelating rates of ferrous ions by naringenin

and naringin
 

EC50 为半数效应浓度，它的浓度越小，代表着活

性越高。EDTA的 EC50 大约为 17.24 μmol/L，而柚

皮素约为 8.42 μmol/L，柚皮苷约为 6.39 μmol/L，由
此证明柚皮素与柚皮苷表现出比 EDTA更强的螯

合活性，间接证明螯合亚铁离子也是抗糖化的机理

之一。

 2.7　柚皮素和柚皮苷对蛋白质结构保护作用的分析

 2.7.1   本征荧光强度和荧光回收率　非酶糖化过程

可能会改变重要蛋白质的官能团，改变蛋白质的结

构，甚至导致正常功能的丧失，因此对蛋白质结构保

护非常重要。经检测，在加入果糖与柚皮素、柚皮苷

和氨基胍之前，NBSA的荧光强度为 1016，在果糖糖

基化后，BSA的荧光强度急剧下降，说明糖基化影响

了蛋白荧光团的微环境，使 BSA的固有荧光猝灭，

GBSA的荧光强度为 391，样品荧光强度见图 6（A）。

当加入柚皮素、柚皮苷和氨基胍后，BSA的荧光

减弱开始增强，荧光回收率见图 6（B）所示，当柚皮素

浓度为 1 mg/mL时荧光回收率达到了最高（26.4%），

在 2 mg/mL时降低为 3.52%，表明在高浓度的情况

下，样品对蛋白荧光团的猝灭作用强于对其结构保护

的作用，导致荧光回收率下降。类似的，柚皮苷也是

这样的趋势，最高可达到 30.24%，最低为 5.01%。结

果表明柚皮素和柚皮苷的荧光回收率均达到 25%以

上，并且即使浓度都为 2 mg/mL时，两种物质的效果

依旧优于氨基胍（2.56%）。因此在结构保护方面柚

皮素以及柚皮苷均表现出了较好的作用。

 2.7.2   游离巯基含量　通过游离巯基（−SH）的含量

来评估柚皮素和柚皮苷对蛋白质的保护作用。如
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图 6    样品组与对照组的本征荧光强度（A）和荧光回收率（B）
Fig.6    Intrinsic fluorescence intensity (A) and fluorescence
recovery rate (B) of the sample group and the control group

注：图（A）“*”表示在 2 mg/mL时柚皮苷与氨基胍存在显著性
差异（P<0.05）；“−”表示在 2 mg/mL时柚皮素和氨基胍不存
在显著性差异（P>0.05）；图（B）“*”表示在 2 mg/mL时柚皮
素、柚皮苷与氨基胍均存在显著性差异（P<0.05）。
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图 7    样品组和对照组中游离巯基含量

Fig.7    Content of free sulfhydryl groups in the sample group
and the control group

注：“*”表示在 2 mg/mL时柚皮素、柚皮苷与氨基胍均存在显
著性差异（P<0.05）。
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图 7所示，与 GBSA（1.8355 μmol/g）相比，柚皮素

处理液中的游离巯基的含量从 1.7839 μmol/g上升

到 2.0084 μmol/g，柚皮苷处理液中游离巯基的含量

从 1.7864 μmol/g上升至 2.3549 μmol/g。同浓度下

（2 mg/mL）柚皮素与柚皮苷处理液中游离巯基含量

均高于氨基胍（1.8355 μmol/g）。因此，柚皮素和柚皮

苷能够保护游离硫醇免受氧化修饰，起到保护作用。

康柱[53] 的实验也表明加入漆黄素可以使游离巯基含

量增加。但漆黄素价格比较昂贵，不能大范围适用。

 2.7.3   保护蛋白质氧化　在蛋白质的非酶糖化过程

中，色氨酸和酪氨酸残基被氧化会产生荧光蛋白氧化

产物。色氨酸残基是二酪氨酸和 N′-甲酰基犬尿氨

酸的前体，酪氨酸残基被转化为犬尿氨酸[54]，检测它

们的含量可以测定蛋白质氧化程度。如图 8所示，在

BSA−果糖模型中，添加柚皮素（2 mg/mL）的糖化样

品对二酪氨酸（330/415 nm）、犬尿氨酸（365/480 nm）

和 N′-甲酰基犬尿氨酸（325/434 nm）三种氧化产物的

荧光抑制率达到 77.14%、96.48%、和 65.96%，添加

柚皮苷（2 mg/mL）的糖化样品的对其荧光抑制率达

到 57.61%、95.61%和 36.94%，而氨基胍仅有 21.7%、

31.69%和 32.42%。结果表明，柚皮素和柚皮苷有效

地阻止了蛋白质的氧化，对犬尿氨酸的抑制率均达

95%以上，降低了蛋白质功能损伤的风险。Peng

等[55] 研究了橙皮素-Cu（II）复合物对氧化产物的影

响，结果表明随着样品浓度的增加，三种氧化产物的

水平降低，在浓度为 0.1 mg/mL作用时，抑制率均超

过 80%，而本实验只有对犬尿氨酸的抑制效果与该

复合物相近，复合物效果更优，但价格也更为昂贵。

 2.8　MGO-柚皮素/柚皮苷加合物的分析

为了测定 MGO和柚皮素和柚皮苷之间的反应

产物，通过 HPLC−MS方法进一步分析了 MGO和

柚皮素/柚皮苷（200 μmol/L）形成的 MGO加合物。

结果如图 9所示。柚皮素的原始分子离子峰为 m/z

271.00（图 9（A）），一分子柚皮素（271）和一分子MGO

（72）生成单加合物（m/z 343.00）（图 9（B）），一分子柚

皮素（271）和两分子 MGO（72+72）生成双加合物

（m/z 415.00）（图 9（C）），双加合物丰度占主导；显示

柚皮苷的原始分子离子峰为 m/z 579.10（图 9（D）），
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图 8    柚皮素（A）和柚皮苷（B）对蛋白质氧化产物的抑制作用

Fig.8    Inhibitory effects of naringenin (A) and naringin (B) on protein oxidation products
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一分子柚皮苷（579）和一分子 MGO（72）生成单加合

物生成（m/z 651.10）（图 9（E）），一分子柚皮苷（579）

和两分子 MGO（72+72）生成双加合物（m/z 723.10）

（图 9（F）），其中双加合物丰度较高；表明两者均可与

MGO发生偶联反应，有效清除 MGO，抑制 AGEs形

成，且柚皮苷加合物丰度高于柚皮素，可能与其结构

中糖基增加反应位点有关。

 3　结论
本文以柚皮素和柚皮苷为研究对象，通过构建

BSA-果糖与 BSA-甲基乙二醛（MGO）模型体系，系

统探究了两者对牛血清蛋白（BSA）糖化的抑制作用

及相关机理。结果表明，柚皮素和柚皮苷在两个体系

中对 AGEs的抑制率均达到 80%，对早期糖基化产

物果糖胺、中期中间产物 α-二羰基化合物的抑制率

也均超过 60%；对金属离子的螯合率达 95%以上，

可见柚皮素和柚皮苷具有良好的抗糖化效果。在蛋

白质结构保护方面，二者可有效减弱糖基化反应导致

的 BSA固有荧光猝灭，荧光回收率高达 30%以上，

显著优于氨基胍（P<0.05）；同时能保护蛋白质中的游

离巯基，抑制二酪氨酸、犬尿氨酸等蛋白质氧化产物

的生成。结果还显示，柚皮素与柚皮苷均能与

MGO反应生成单 MGO加合物和双 MGO加合物，

证实二者可通过捕获 MGO发挥抗糖化作用。本文

明确了柚皮素与柚皮苷对蛋白质糖基化全阶段的抑

制机制，同时提出糖苷键可增强抗糖化活性的观点；

且研究对象柚皮素、柚皮苷来源广泛、价格低廉，具

备大范围应用价值。但糖苷键增强抗糖化效果的具

体作用机制，以及柚皮素和柚皮苷与 MGO所产生加

合物的生物活性和在体内的吸收和毒性机制尚未明

确，后续仍需进一步实验研究。

© The Author(s) 2026.  This  is  an  Open  Access  article   dis-
tributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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