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摘要：为研究昆仑雪菊多酚的抗糖化老化损伤作用，本研究首先采用响应面法优化昆仑雪菊多酚提取物（Coreopsis Tinctoria Nutt. 

Extract，CtNE）的制备工艺，并利用液质联用技术进行成分鉴定；随后以丙酮醛诱导建立 HaCaT 细胞糖化老化损伤模型，评价 CtNE

的干预效应。通过检测晚期糖基化终产物（Advanced glycation end products，AGEs）、β-半乳糖苷酶（Senescence-associated β-galactosidase，

SA-β-Gal）、超氧化物歧酶（Reactive oxygen species，SOD）及丙二醛（Malondialdehyde，MDA）水平，采用流式细胞术分析活性氧

（Reactive oxygen species ROS）含量、细胞周期分布及细胞凋亡情况，并借助 Western blot 技术检测核因子红系 2 相关因子 2（Nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）和血红素氧合酶 1（Heme oxygenase-1，HO-1）的蛋白表达。发现优化后的 CtNE 共鉴定出 28

种化合物；与模型组相比（P<0.05），CtNE 使 AGEs 水平下降 28.81%，SA-β-Gal 阳性率降低 43.97%，ROS 下降 61.05%，SOD 活性

恢复至 95.75%，MDA 减少 42.16%，S 期细胞比例提升至 35.50%；高剂量 CtNE 使 Nrf2 核蛋白表达增加 2.21 倍，HO-1 提升 1.82 倍，

通过上调 Nrf2/HO-1 信号通路改善 HaCaT 细胞糖化老化氧化应激损伤。本研究为昆仑雪菊在改善皮肤糖化衰老方面的应用提供了理

论基础，有助于进一步拓展其开发利用。 
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Abstract: In this study, the protective effects of polyphenols from Coreopsis tinctoria Nutt. against glycation-induced aging damage were 

investigated. First, response surface methodology was employed for the optimization of polyphenol extraction from Coreopsis tinctoria Nutt. 

(CtNE), and liquid chromatography-mass spectrometry was applied for component identification. Second, a glycation-mediated aging damage 

model was established in HaCaT cells using methylglyoxal, and intervention with CtNE was subsequently performed. The levels of advanced 

glycation end products (AGEs), senescence-associated β-galactosidase (SA-β-Gal), superoxide dismutase (SOD), and malondialdehyde (MDA) 

were detected. Reactive oxygen species (ROS) content, cell cycle distribution, and cell apoptosis were analyzed by flow cytometry. The protein 

expression levels of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and heme oxygenase-1 (HO-1) were determined by Western blot assay.The 

results showed that 28 compounds were identified in the optimized CtNE. Compared with the model group (P<0.05), AGE levels were reduced 

by 28.81%, the positive rate of SA-β-Gal was decreased by 43.97%, and ROS content was lowered by 61.05% after CtNE treatment. SOD 

activity was recovered to 95.75%, while MDA content was reduced by 42.16%. The proportion of cells in S phase was increased to 35.50%. 

Furthermore, the nuclear protein expression of Nrf2 was increased by 2.21-fold and that of HO-1 by 1.82-fold in the high-dose CtNE group, the 

Nrf2/HO-1 signaling pathway was upregulated, and glycation-induced aging as well as oxidative stress damage in HaCaT cells were ameliorated. 

This study was designed to provide a theoretical basis for the application of Coreopsis tinctoria Nutt. in improving skin glycation senescence, 
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and its application and development were further promoted. 

Key words: Coreopsis tinctoria Nutt; polyphenol; response surface methodology; liquid mass combination technology; anti-glycation; skin 

protection  

 

昆仑雪菊，学名两色金鸡菊（Coreopsis tinctoria Nutt.），主要分布于新疆昆仑山北麓海拔 3 000 米以上的高寒

地区。作为维吾尔族传统茶饮，其性平、味甘，具有清热解毒、活血化瘀功效，对燥热烦渴、心慌、胃肠不适、

食欲不振、痢疾及疮疖肿毒等具疗效[1]。近年来，随着天然产物研究的深入，昆仑雪菊被证实富含多酚、多糖、

黄酮、挥发油、皂苷、脂肪酸、氨基酸及微量元素等多种活性成分[2]，在抗氧化[3]、调节血糖[4,5]、降低血压血脂[6,7]、

抗肿瘤[8]、改善脑功能[9]、保护肝[10]肾[11]胰[12]脏器、调节肠道菌群[13]、保护关节[14]、抗皮肤老化[15]等方面表现出

良好活性，其中昆仑雪菊中的多酚类成分具有较强的自由基清除能力和抗氧化活性[16]，是其主要的功能性组分之

一，已成为功能食品和化妆品开发的热点植物资源。 

尽管响应面法已被应用于雪菊多酚提取工艺优化，在乙醇体积分数 54.00%、料液比 1:42（g:mL）、提取时间

55 min 的条件下，多酚提取量可达 63.10 mg GAE·g DW
-1[17]，但是针对特定生物活性导向的多酚提取工艺研究仍

显不足。此外，液质联用技术（Liquid Chromatography–mass Spectrometry，LC-MS）也被广泛应用于昆仑雪菊中

多酚类物质的分析，能够实现对多种黄酮类、酚酸类[18]成分的分离与初步鉴定，但多酚提取物在复杂生物体系中

的作用靶点与分子机制尚待阐明。 

尤为重要的是，在皮肤老化机制中，非酶促糖基化反应（糖化反应）产生的晚期糖基化终产物（Advanced 

glycation end products，AGEs）是导致胶原蛋白交联、弹性下降及肤色暗沉的核心病理环节[19]。AGEs 的累积不仅

破坏皮肤结构蛋白，更通过氧化应激放大炎症损伤[20]。现有研究表明，昆仑雪菊多酚具有较强的自由基清除能   

力[16]，但其抗糖化活性研究尚处于起步阶段，主要集中于体外 AGEs 抑制实验[21]，缺乏基于细胞模型的系统性评

价，更未见―成分-活性-机制‖的整合研究。 

基于此，本研究拟构建以下技术路线：首先，采用响应面优化策略，建立多酚高效提取工艺；其次，运用 LC-MS

技术对多酚组分进行定性分析；最后，通过糖化诱导的细胞模型[22]，结合抗氧化与抗糖化双指标评价体系，系统

阐释昆仑雪菊多酚延缓皮肤老化的作用机制。该研究不仅可为雪菊资源的高值化利用提供理论支撑，更为抗衰老

功能食品及化妆品的开发提供科学依据。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

选用的昆仑雪菊采于 2021 年 9 月新疆和田昆仑山区，由新疆维吾尔自治区皮山县科技局提供。所有样品均经

干燥处理，密封，4 ℃冰箱保藏。 

1.2  主要实验试剂 

没食子酸、绿原酸、木犀草苷、(-)-3,5-二咖啡酰奎宁酸、黄诺马苷、马里苷、花旗松素、福林酚均购自上海

源叶有限公司；无水乙醇、HPLC 甲醇、HPLC 乙腈、HPLC 甲酸，购自广州化学试剂厂；维生素 E、40.00%丙酮

醛溶液，购自上海麦克林生化科技股份有限公司；FBS 胎牛血清、DMEM 高糖培养基、青霉素-链霉素、0.25%胰

蛋白酶及无血清细胞冻存液，购自 Biological Industries。Human AGEs Elisa Kit 试剂盒，购自上海爱萌优宁生物技

术有限公司；β-半乳糖苷酶染色试剂盒，购自北京索莱宝科技有限公司；总超氧化物歧酶活性检测试剂盒、脂质

氧化检测试剂盒、活性氧试剂盒、Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒，购自上海碧云天生物技术有限公司；Cell 

Cycle Staining Kit 细胞周期检测试剂盒，购自联科生物；血红素氧合酶-1 兔单克隆抗体、核因子 E2 相关因子 2 兔

单克隆抗体，购自赛信通（上海）生物试剂有限公司。 

1.3  主要仪器和设备 

U-2910 紫外双光束分光光度计，日立高新技术公司；FreeZone 真空冷冻干燥机，美国 Labconco；UltiMate 3000

超高效液相与 O-Exactive Plus 高分辨质谱联用系统，Thermo Fisher；Z326K 小容量泛用高速冷冻型离心机，Hermle；
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Vortex-Genie2T 定时涡旋振荡器，Scientific Industries；31111CO2细胞培养箱，Thermo；SHZ-B 双功能水浴恒温振

荡器，上海晶坛仪器制造有限公司；ECLIPSE Ti2-E 全自动倒置荧光显微镜，Nikon；NovoCyte Quanteon 流式细

胞仪，安捷伦。 

1.4  实验方法 

1.4.1  昆仑雪菊多酚含量的测定 

使用福林酚法[23]，并在紫外分光光度计 760 nm 测定。得到 Y=0.009 710X+0.037 25，R
2
=0.997 4 的没食子酸标

准曲线，再根据标准曲线公式计算浓度。昆仑雪菊提取物中多酚（以没食子酸计）的含量按下式计算： 

  0.009710   0.03725

0

OD V
TP

F
C

W

A D  



                             （1） 

式中： 

TPC——以每克昆仑雪菊原料所含多酚质量为计，mg GAE·g DW-1； 

AOD——是吸光度，nm； 

DF——为稀释倍数； 

V——为溶液体积，mL； 

W0——为雪菊花蕾的重量，g。 

1.4.2  响应面法设计 

1.4.2.1  昆仑雪菊溶液制备及测定 

检测分别用精密天平称取 1.00 g 雪菊，按料液比 1:10（g:mL），按照单因素水平设计条件分别不同的温度、

时间、乙醇体积分数，每组 3 个，重复 2 次溶液混合，缺少的补充溶液至相同体积。 

1.4.2.2  因素与水平设计方法 

采用 Box-Behnken 响应曲面设计（如表 1 所示），结果使用 Design Expert 软件分析。 

表1 响应面试验因素与水平 

Table 1 Analytical factors and levels for response surface methodology 

水平 
因素 

a 温度/℃ b 时间/min c 乙醇/% 

-1 60 45 60 

0 65 60 70 

1 70 75 80 

1.4.2.3  响应曲面模型验证实验 

根据 Design Expert 软件进行验证实验，所得的昆仑雪菊多酚提取量平均值与预测值差距不大，表明该结果是

符合客观实际的。 

1.4.3  昆仑雪菊粉末制备 

根据响应面法得到的优化条件，制备适量的药液。离心分离药渣，用真空冻干机得到昆仑雪菊醇提物粉末，

密封放置于阴凉干燥处密封备用。 

1.4.4  UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS
n检测方法 

分别精密称定雪菊醇提物粉末及各对照品，用体积分数 75%甲醇稀释，制成质量浓度为 5 μg·mL
-1的雪菊溶

液及混标溶液，取适量至色谱进样小瓶待用。 

1.4.4.1  色谱条件 

采用 Xcalibur（version 3.1，Thermo Fisher，Waltham，MA，USA）软件进行质谱数据采集。色谱柱选用 Waters 

ACQUITY UPLC HSS T3（1.8 μm，2.1×100 mm），流速为 0.20 mL·min
-1，柱温 30 ℃。梯度洗脱由乙腈（A）和体

积分数 0.1%甲酸水（B）组成，梯度程序为：体积分数 5.00% A，0~0.5 min；体积分数 5.00%~95.00% A，        

0.5~9.5 min；体积分数 95.00%~99.00% A，9.5~10 min；体积分数 99% A，10~11 min。柱温 30 ℃，进样量为 2 μL。 

1.4.4.2  质谱方法 

采用 HESI 离子源电离，Q Exactive Orbitrap 质谱仪进行检测。离子源及质谱参数设置如下：离子喷雾电压，
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3 500 V；毛细管温度，350 ℃；辅助气，1.03 bar；鞘气，3.10 bar；采用全扫描（Full scan）及二级扫描

（data-dependentMS
2，DD-MS

2）模式分别在负离子模式下对样品进行质谱数据采集，扫描模式的分辨率分别设置

为 35 000、17 500，扫描范围为 150~1 000 m/z，碰撞能量为 35。 

1.4.4.3  数据处理 

采用 Xcalibur 的 Qual Browser 模块对采集得到的样品的质谱图进行分析，通过对总离子流图中色谱峰的母离

子峰和碎片离子峰进行峰提取，提取得到的高分辨一、二级质谱信息，结合精确的元素组成信息，并与对照品、

文献报道数据进行比对，对化合物进行分析与鉴定。 

1.4.5  昆仑雪菊乙醇提取物改善糖化老化损伤 

1.4.5.1  细胞分组 

根据前期预实验结果，把细胞分为阴性组（C）、丙酮醛（Methylglyoxal，MGO）为对照组、昆仑雪菊干预组

（CtNE）、维生素 E（VitaminE，VitE）为阳性药组。阴性组仅用完全培养基，对照组（含 600.00 μmol·L
-1丙酮醛），

昆仑雪菊干预组分为低、中、高剂量（含 12.50、25.00、50.00 μg·mL
-1

 CtNE）、阳性药组（含 100.00 μmol·L
-1

 VitE），

并在细胞培养箱中孵育 24 小时。 

1.4.5.2  相关检测方法 

运用试剂盒检测 HaCaT 细胞内的 AGEs
[24]、衰老相关 β-半乳糖苷酶[25]（β-Galactosidase Staining，SA-β-Gal）、

超氧化物歧酶（Superoxide Dismutase，SOD）、丙二醛[26]（Malondialdehyde，MDA）；流式细胞术检测活性氧[27]

（Reactive Oxygen Species，ROS）、细胞周期和细胞凋亡[28]；使用 Western blot 检测核因子红系 2 相关因子 2
[29]

（Nuclear Factor E2 Related Factor 2，Nrf2）、血红素氧合酶 1（Heme Oxygenase-1，HO-1）蛋白表达[29]。 

1.4.6  数据处理与统计学分析 

使用 IamgeJ、SPSS、GraphPad Prism、InDraw 软件进行统计分析和画图。计量数据以平均值±标准差（Mean±SD）

表示。多组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），组间两两比较采用 Dunnett-t 检验或 Tukey's HSD 检

验；方差不齐时采用 Welch's ANOVA 结合 Games-Howell 检验。显著性水平设定为 α=0.05，以 P<0.05 表示差异具

有统计学意义，P<0.01 表示差异极显著，P<0.001 表示差异高度显著。 

2  结果与分析 

前述工艺优化确保了多酚的高效溶出，成分鉴定揭示了其化学组成特征，待取工艺与成分组成明确后，本研

究通过构建 MGO 诱导的 HaCaT 细胞糖化衰老模型，从 AGEs 水平、氧化应激指标、细胞周期分布及 Nrf2/HO-1

通路蛋白表达等角度，系统评价其抗糖化-抗氧化效应，并探讨分子机制。 

2.1  单因素实验结果 

 

图1 三因素对提取率的影响 

Fig.1 Effect of the three factors on the extraction rate of polyphenols 

注：（a）提取温度、（b）提取时间、（c）提取乙醇体积分数。 

图 1a 中多酚质量分数随温度升高先增后降，65 ℃时最高，达 15.44 mg GAE·g DW
-1。温度升高加快分子运动，

促进多酚向溶剂扩散；65 ℃后，可能因酚类随水蒸气挥发或被高温破坏，导致提取率下降[30]。图 1b 中提取率随

时间延长先增后降，60 min 时最高，达 20.65 mg GAE·g DW
-1。短时提取不充分，随时间延长多酚浓度差趋于平
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衡；超时后，杂质溶出竞争[31]且多酚长时间暴露氧化[32]，导致提取率降低。图 1c 中提取效率随乙醇升高先增后

降，体积分数 70%乙醇时最高，达 15.01 mg GAE·g DW
-1。多酚含多个羟基（弱极性），随乙醇浓度升高更易溶于

混合液[33]；但乙醇浓度过高时，其与多酚溶液极性呈负相关，且会导致雪菊蛋白质变性，使多酚无法提取，最终

提取量降低[34]。 

最后选择 70%乙醇做为最佳的提取剂浓度，65 ℃为最佳提取温度，60 min 为最佳提取时间。虽然单因素结果

为响应面设计提供了因素水平依据，但各因素间可能存在交互作用，单独优化难以获得真实最优值。因此，基于

单因素结果，选取温度（60~70 ℃）、时间（45~75 min）、乙醇体积分数（60%~80%）为中心点水平，采用 Box-Behnken

设计开展三因素三水平响应面优化实验。 

2.2  Box-Behnken响应面法实验结果及验证实验 

响应面法是一种结合数学建模与统计分析的优化工具，已广泛应用于植物多酚提取工艺的优化研究[35]。BBD

设计作为 RSM 的常用实验设计方法，具有实验次数少、无极端点组合等优势，适用于提取工艺的多因素优化[36]。 

表2 Box-Behnken响应面实验分组设计及结果 

Table 2 Experimental design and results of response surface analysis 

实验号 a 温度/℃ b 时间/min c 乙醇/% 多酚质量/(mg GAE·g DW-1) 

1 1 1 0 24.84 

2 0 0 0 27.33 

3 -1 1 0 21.03 

4 -1 0 -1 19.52 

5 1 -1 0 24.32 

6 0 0 0 26.53 

7 0 0 0 27.48 

8 -1 0 1 23.94 

9 0 1 -1 24.41 

10 0 0 0 27.61 

11 0 -1 1 25.73 

12 0 0 0 27.43 

13 1 0 -1 25.62 

14 0 1 1 23.98 

15 1 0 1 23.57 

16 0 -1 -1 23.85 

17 -1 -1 0 22.29 

表3 响应曲面二次模型的方差分析 

Table 3 Analysis of variance of response surface quadratic mode 

来源 平方和 自由度 均方和 F 值 P 值 

模型 84.40 9 9.38 75.54 <0.000 1 

a 温度 16.73 1 16.73 134.80 <0.000 1 

b 时间 0.47 1 0.47 3.75 0.094 0 

c 乙醇 1.82 1 1.82 14.69 0.006 4 

ab 0.79 1 0.79 6.38 0.039 5 

ac 10.47 1 10.47 84.31 <0.000 1 

bc 1.33 1 1.33 10.75 0.001 35 

a2 31.68 1 31.68 255.21 <0.000 1 

b2 8.41 1 8.41 67.72 <0.000 1 

c2 7.91 1 7.91 63.71 <0.000 1 
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 0.87 7 0.12 － － 

失拟项 0.13 3 0.044 0.24 0.864 6 

纯误差 0.74 4 0.18 － － 

总误差 85.27 16 － － － 

注：P<0.05，差异显著；P<0.01，差异极显著。 

使用 Design Expert 进行实验分组设计及结果（表 2），拟合得到的二次多项回归方程如下： 
2 2 2

CtNE 27.28 1.45a 0.24 0.48 0.44 1.62 0.58 2.74 1.41 1.37TPC b c ab bc a b c                   （2） 

式中： 

TPCCtNE——表示雪菊总多酚含量占每克雪菊的质量，mg GAE·g DW-1； 

a——表示温度，℃； 

b——表示时间，min； 

c——乙醇体积分数，%。 

该模型的 F=75.54，P=<0.000 1 表明该模型的差异显著，R
2为 0.989 8（表 3）。计算得乙醇体积分数 70%，提

取时间为 60 min，温度为 65 ℃时最高，预测值最大达质量分数 27.61 mg GAE·g DW
-1。 

选择体积分数 70%乙醇，提取时间为 60 min，温度为 65 ℃条件下进行验证实验，实验 3 次，验证实验所得

多酚提取量为 26.98 mg GAE·g
-1

 DW，与预测值（27.61 mg GAE·g
-1

 DW）相对误差为 2.28%，表明该模型拟合良

好，预测结果可靠[36]。 

根据图 2 三因素两两相交中，等高线最密的是温度和乙醇浓度，说明这两两因素对雪菊提取影响最大[36]。 

 
图2 三因素两两相交对多酚提取的影响 

Fig.2 The interaction effect of 3 facters on polyphenol extraction rate 
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2.3  UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS
n成分鉴定实验结果 

提取工艺的优化确保了多酚的高效溶出，但提取物的化学组成尚不明确。为全面表征昆仑雪菊醇提物的多酚

谱，本研究采用 UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS
n 技术对优化条件下获得的提取物进行成分鉴定。结合负离子模式总离

子色谱（图 3）与数据结果（表 4），成功从昆仑雪菊中鉴定出 28 种化合物（图 4），其中图 3b 对应标准品化合物，

化合物 1 为绿原酸、化合物 2 为木犀草苷、化合物 3 为(E,E)-3,5-二咖啡酰奎宁酸、化合物 4 为没食子酸、化合物

5 为黄诺马苷、化合物 6 为马里苷、化合物 7 为花旗松素。依据裂解行为，鉴定出的化合物可以更详细被归为三

大类：首先是绿原酸类衍生物，该系列由奎宁酸与咖啡酸单元经脱水缩合而成，特征碎片为奎宁酸 m/z 191.05、

咖啡酸 m/z 179.03
[37]。以绿原酸为例，同时出现上述两碎片，经与标准品比对，鉴定为绿原酸；其次是黄酮类（苷

元与苷），特征为黄酮苷先失 162 Da 的中性糖得苷元离子，继而发生中性丢失（H2O、CO、CO2）或 RDA 裂解[38,39]。

如 Flavanomarein 先失己糖得 m/z 287.06 苷元，再脱水得 m/z 269.05，RDA 裂解给出诊断离子 m/z 151.00、135.04，

A、C 环取代差异导致碎片相差 14 或 16 Da
[40]。最后是小分子有机酸，以脱水、脱羧碎片为主[41]。如葡萄糖酸即

给出脱水离子 m/z 177.04 与脱羧离子 m/z 129.02
[42]。借助上述精细裂解规律及高分辨 MS

n 数据，结合优化的

UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS
n方法，实现了昆仑雪菊醇提物中多样多酚组分的可靠鉴定。以下为各化合物鉴定结果分

析： 

化合物 1：[M-H]⁻ m/z 353.09（C16H18O9），碎片 m/z 191.06（奎宁酸）、179.03（咖啡酸），经对照品比对，确

认为绿原酸（Chlorogenic Acid）。 

化合物 2：[M-H]⁻ m/z 447.09（C21H20O11），碎片 m/z 285.04（木犀草素苷元）、135.04，经对照品比对，确认

为木犀草苷（Cynaroside）。 

化合物 3：[M-H]⁻ m/z 515.12（C25H24O12），碎片 m/z 353.09（单咖啡酰奎宁酸）、191.06（奎宁酸）、179.03（咖

啡酸），经对照品比对，确认为(E,E)-3,5-二咖啡酰奎宁酸。 

化合物 4：[M-H]⁻ m/z 169.01（C7H6O5），碎片 m/z 125.02（[M-H-CO2]⁻），经对照品比对，确认为没食子酸（Gallic 

Acid）。 

化合物 5~6：[M-H]⁻ m/z 449.11（C21H22O11），碎片 m/z 287.06（苷元）、269.05（[苷元-H2O]⁻）、151.00 与 135.04

（RDA 碎片），经对照品比对，确认为黄诺马苷（Flavanomarein）与马里苷（Marein）。 

化合物 7：[M-H]⁻ m/z 303.05（C15H12O7），碎片 m/z 285.04（[M-H-H2O]⁻）、177.02（RDA 碎片），经对照品比

对，确认为花旗松素（Taxifolin）。 

化合物 8：[M-H]⁻ m/z 195.05（C6H12O7），碎片 m/z 177.04（[M-H-H2O]⁻）、129.02（[M-H-H2O-CO2]⁻），初步

鉴定为葡萄糖酸（Gluconic Acid）。 

化合物 9：[M-H]⁻ m/z 133.01（C4H6O5），碎片 m/z 115.00（[M-H-H2O]⁻），初步鉴定为马来酸（Malic Acid）。 

化合物 10：[M-H]⁻及碎片同化合物 1，保留时间不同，推测为绿原酸位置异构体，初步鉴定为新绿原酸

（Neochlorogenic Acid）。 

化合物 11：[M-H]⁻ m/z 465.10（C21H22O12），MS
2失 162 Da 得 m/z 303.05（二氢槲皮素苷元），再失水、RDA

裂解，确认为花旗松素-3-葡萄糖苷（Taxifolin-3-Glucoside）。 

化合物 12：[M-H]⁻ m/z 819.20（C37H40O21），逐级失 162、210 Da 得 m/z 447.09，再得绿原酸 m/z 353.09 及二

氢槲皮素苷元 m/z 303.05，确认为绿原酸酰基二氢槲皮素-葡萄糖苷（Chlorogenic Acyl Taxifolin-Glucoside）。 

化合物 13：[M-H]⁻ m/z 479.08（C21H20O13），失 162 Da 得 m/z 317.03（杨梅酮苷元），高氧合度符合杨梅酮特

征，确认为杨梅酮葡萄糖甙（Myricetin Glucoside）。 

化合物 14：[M-H]⁻ m/z 317.03（C15H10O8），MS²给出 m/z 299.02（[M-H-H₂O]⁻）、271.02（[M-H-H₂O-CO]⁻），

确认为杨梅酮（Myricetin）。 

化合物 15~16：[M-H]⁻ m/z 287.06（C15H12O6），碎片 m/z 269.05、151.00、135.04，符合二氢查尔酮裂解规律，

确认为奥卡宁（Okanin）与异奥卡宁（Isookanin）。 

化合物 17：[M-H]⁻ m/z 303.05（C15H12O7），碎片 m/z 285.04、175.04（RDA 特征），确认为表花旗松素

（Epi-Taxifolin）。 

化合物 18~19：[M-H]⁻ m/z 285.04（C15H10O6），碎片 m/z 257.05、151.00（¹
,
³A⁻ RDA），提示为木犀草素（Luteolin）
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或山萘酚（Kaempferol）。 

化合物 20~21：[M-H]⁻ m/z 515.12（C25H24O6），碎片含 m/z 353.09（单咖啡酰奎宁酸）、191.05（奎宁酸）、179.03

（咖啡酸）及 3,4-位异构诊断离子 m/z 173.04，因 3,4-二咖啡酰奎宁酸与 4,5-二咖啡酰奎宁酸为位置异构体，质谱

碎片高度相似，缺乏标准品无法进一步区分，暂推测为二者之一或混合物。 

化合物 22~23：[M-H]⁻ m/z 449.11（C21H22O10），得柚皮素苷元 m/z 271.06 及 RDA 碎片 m/z 153.02、135.04，

符合圣草苷（Eriodictin）或洋李甙（Prunin）特征。 

化合物 24~26：[M-H]⁻ m/z 491.12（C23H24O12），MS²失 204 Da（己糖+乙酰基）得脱乙酰奥卡宁苷元 m/z 287.06，

及其特征碎片 m/z 151.00、135.04，确认为乙酰奥卡宁己糖苷（Actyl Okanin Hexoside）、乙酰马里苷（Actyl Marein）、

乙酰奥卡宁己糖苷（Actyl Okanin Hexoside）。 

化合物 27~28：[M-H]⁻ m/z 271.06（C15H12O5），碎片 m/z 153.02（¹
,
³A⁺）、135.04（B 环碎片），符合黄烷酮柚

皮素特征，确认为(+)-柚皮素（(+)-Naringenin）、柚皮素（Naringenin）。 

上述鉴定结果表明，昆仑雪菊醇提物富含黄酮类、酚酸类等多酚化合物，其中马里苷、异奥卡宁、绿原酸等

均为已知具有抗氧化活性的成分。为验证该提取物在糖化应激条件下的实际生物活性，并阐明其抗皮肤衰老的作

用机制，本研究进一步构建 MGO 诱导的 HaCaT 细胞糖化衰老模型，系统评价其对 AGEs 累积、氧化应激及细胞

衰老的改善作用。 

 

图3 负离子模式下的总离子色谱图 

Fig.3 Total ion chromatogram in negative ion mode 
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注：（a）负离子模式下昆仑雪菊总多酚的总离子色谱图；（b）标准品的总离子色谱图。 

表4 昆仑雪菊醇提物已鉴定的化合物的UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS
n
数据 

Table 4 UHPLC-LTQ-Orbitrap-MSn data of the identified compounds in Coreopsis tinctoria Nutt 

编号 化合物英中名称 结构式 Measured[M-H]- RT/min MSn- ppm 

1 Chlorogenic Acida绿原酸 a C16H18O9 353.09 5.54 191.06，179.03 1.45 

2 Cynarosidea木犀草苷 a C21H20O11 447.09 6.31 285.04，327.05，135.04 2.73 

3 
(E,E)-3,5-Di-O-Caffeoylquinic Acida 

(E,E)-3,5-二咖啡酰奎宁酸 a 
C25H24O12 515.12 6.84 

191.06，179.03，353.09，173.04， 

135.04，61.99 
2.03 

4 Gallic Acida没食子酸 a C7H6O5 169.01 2.73 125.02，78.96，97.03 0.36 

5 Flavanomareina黄诺马苷 a C21H22O11 449.11 5.83 
287.06，151.00，135.04， 

169.01，269.05 
2.68 

6 Mareina马里苷 a C21H22O11 449.11 6.42 
287.06，151.00，135.04， 

169.01，269.05 
3.21 

7 Taxifolina花旗松素 a C15H12O7 303.05 6.92 
125.02，285.04，177.02， 

241.05，217.05 
2.91 

8 Gluconic Acid 葡萄糖酸 C6H12O7 195.05 1.31 129.02，129.02，177.04 1.03 

9 Malic Acid 马来酸 C4H6O5 133.01 1.45 115.00，71.01 -1.73 

10 Neochlorogenic Acid 新绿原酸 C19H16O8 353.09 5.06 191.05，179.03，135.04 1.87 

11 
Taxifolin-3-Glucoside 

花旗松素-3-葡萄糖苷 
C21H22O12 465.10 5.37 

303.05，285.04， 

275.06，177.02 
2.36 

12 
Chlorogenic Acyl Taxifolin-Glucoside 

新绿原酸酰基二氢槲皮素-葡萄糖苷 
C37H40O21 819.20 5.57 

447.09，303.05，285.04， 

275.06，353.09，191.06 
1.31 

13 Myricetin Glucoside 杨梅酮葡萄糖甙 C21H20O13 

479.08 

959.17 

[2M-H] 

6.02 317.03 2.20 

14 Myricetin 杨梅酮 C15H10O8 317.03 6.97 
299.02，271.02，245.05， 

227.03，194.99 
1.28 

15 Okanin 奥卡宁 C15H12O6 287.06 7.84 
135.04，151.00， 

169.01，269.05 
3.85 

16 Isookanin 异奥卡宁 C15H12O6 287.06 7.36 
135.043，151.00， 

169.01，269.05 
4.37 

17 Epi-Taxifolin 表花旗松素 C15H12O7 303.05 7.39 
285.04，241.05，217.05， 

175.04，125.02 
4.72 

18 Luteolin 木犀草素 C15H10O8 285.04 7.05 
257.05，257.05， 

133.03，151.00 
2.90 

19 Kaempferol 山奈酚 C15H10O6 285.04 7.81 
241.05，135.04，175.04， 

151.00 
3.42 

20 
3,4-Dicaffeoylquinic Acid 

3,4-O-咖啡酰奎尼酸
 
C25H24O12 515.12 6.58 

173.04，179.03，191.05， 

353.09 
2.03 

21 
4,5-Dicaffeoylquinic Acid 

4,5-咖啡奎宁酸 
C25H24O12 515.12 6.80 

173.04，179.03，191.05， 

353.09 
2.03 

22 Eriodictin 圣草酚 C21H22O10 433.11 5.99 271.06，135.04，153.02，253.05 1.89 

23 Prunin 柚皮素-7-O-葡萄糖苷 C21H22O10 433.11 6.77 271.06，135.04，153.02，253.05 2.15 

24 
Actyl Okanin Hexoside 

乙酰奥卡宁己糖苷 
C23H24O12 491.12 6.72 

287.06，151.00，135.04， 

169.01，269.05 
2.50 
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25 Actyl Marein 乙酰马里苷
 C23H24O12 491.12 6.24 
287.06，151.00，135.04， 

169.01，269.05 
2.50 

26 
Actyl Okanin Hexoside 

乙酰奥卡宁己糖苷 
C23H24O12 491.12 6.24 

287.06，151.00，135.04， 

169.01，269.05 
2.50 

27 (+)-Naringenin(+)-柚皮素 C15H12O5 271.06 7.28 135.04，153.02，253.05，227.07 3.32 

28 Naringenin 柚皮素 C15H12O5 271.06 8.21 135.04，153.02，253.05，227.07 3.80 

注：a 标准品。 

 

 

图4 28种化合物的分子结构图 

Fig.4 Molecular structure maps of the 28 compounds 
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2.4  昆仑雪菊醇提物改善糖化老化氧化应激损伤 

皮肤老化涉及端粒缩短、氧化应激、神经内分泌失调、DNA 损伤累积、细胞凋亡及分子交联等多重机制。研

究者认为，除遗传背景外，紫外线辐射、化学暴露等外源性因素亦可诱发皮肤损伤[15]。近年研究揭示，饮食中的

还原糖与蛋白质/氨基酸经美拉德反应（Maillard Reaction）生成的晚期糖基化终末产物及其前体（如甲基乙二醛

（Methylglyoxal，MGO））可破坏 DNA、线粒体及蛋白质结构，是糖化老化损伤的核心机制[22]，因此抗糖化已成

为皮肤抗衰老的重要策略。 

实验当中，MGO 处理可导致 HaCaT 细胞内 AGEs 含量升高至 46.71 微克每微克蛋白（Microgram·microgram 

protein，μg·μg pro.
-1）（图 5），ROS 水平升高至 23.75%（图 6a），SOD 活性降至 0.47 每毫克蛋白（U·milligram protein，

U·mg pro.
-1）（图6b），MDA水平升高至88.32 μmol·(L·mg pro)

-1（图6c）；昆仑雪菊醇提物干预后使ROS下降61.05%，

SOD 活性恢复至正常的 95.75%，MDA 减少 42.16%，总体抗氧化改善程度与 100 μmol·L
-1维生素 E 相当，提示雪

菊多酚具有较好的细胞利用度。该结果佐证了关于马里苷通过沉默信息调节因子 1（Silent Information Regulator 1，

SIRT1）/Nrf2 轴增强 SOD 表达的文献报道[43]，并进一步说明雪菊―多酚谱‖而非单一成分可能产生协同效应。然而，

本研究未发现谷胱甘肽（Glutathione，GSH）过氧化物酶显著回升，提示其抗氧化机制或偏重于 O2‧−清除而非 H2O2

代谢，后续可针对性补充过氧化氢酶活性及 GSH 循环检测，以细化抗氧化通路图谱。 

昆仑雪菊醇提物在 MGO 诱导的 HaCaT 细胞模型中表现出显著的―抗糖化-抗氧化‖双重活性，与其富含多酚类

化合物（以黄酮和酚酸为主）有关。其中马里苷[43]、异奥卡宁[44]、表花旗松素[45]均具有抗氧化活性，具有修复细

胞的氧化应激损伤潜力。此外，绿原酸[46]、木犀草苷[47]、没食子酸[48]、二氢槲皮素[49]等均已单体验证抗氧化活性，

而杨梅素等更可通过直接捕获 MGO 抑制 AGEs 生成[50]，提示雪菊的抗糖化效应可能兼具―清除羰基‖与―激活内源

防御‖双重路径。 

昆仑雪菊使 AGEs 水平下降 28.81%，SA-β-Gal 阳性率降低 43.97%（图 7），提示其可阻断糖化终产物累积并

延缓角质形成细胞衰老表型，与绿茶多酚（Epigallocatechin gallate，EGCG）在 UVB-光老化模型中降低 AGEs 的

幅度相近[51]。值得注意的是，本研究在丙酮醛而非葡萄糖或核糖诱导体系中验证雪菊活性，更贴近糖尿病患者皮

肤―高糖-高羰基‖微环境，为后续转化研究提供了更契合的体外证据。细胞周期结果显示，MGO 处理导致细胞周

期阻滞，表现为 S 期细胞比例降低，提示 DNA 复制受抑制。CtNE 干预后，S 期细胞比例趋于对照组有所改变，

高剂量的雪菊提取物将 S 期比例由模型组的 21.11%提升至 35.50%（图 8），表明 CtNE 调节细胞周期进程，加速

细胞进入 S 期，促进 DNA 修复。 

MGO 阻滞 HaCaT 细胞 DNA 复制于 S 期，与糖化应激抑制 DNA 聚合酶 δ及核苷酸还原酶的机制相符[52]。高

剂量的雪菊提取物将 S 期比例明显提升（P<0.05），能快速恢复正常水平，但未完全逆转 G2/M 停滞，表明其促增

殖效应主要作用于 DNA 合成期，对 G2 检查点调控有限。而 CtNE 在 50 μg·mL
-1时无凋亡差异，安全性更优，支

持其作为长期外用活性物的潜力。 

Nrf2/HO-1 通路上调是本研究揭示的核心机制。Nrf2 调控 HO-1 是细胞内重要的抗氧化应激途径。Nrf2 是一

种转录因子，通过调节抗氧化反应元件基因的转录来调节细胞氧化还原的稳态。Nrf2 降解和核转位受上游激酶

AKT 和糖原合成酶激酶 3β调节。当 Nrf2 降解时，Nrf2 核转位减少，Nrf2 核输出增加，从而降低抗氧化反应元件

（Antioxidant response element，ARE）基因的转录，如 SOD、GSH 合成酶和 HO-1。HO-1 可以催化血红素氧化成

胆绿素、游离铁和一氧化碳发挥抗氧化应激、抗炎作用。实验中，高剂量 CtNE 使 Nrf2 核蛋白增加 2.21 倍，HO-1

提升 1.82 倍（图 9），与山奈酚[53]在 HaCaT 中通过磷脂酰肌醇-3-激酶（Phosphatidyqinositol‐3Kinase，PI3K）PI3K/

蛋白激酶 B（Protein Kinase B，Akt）增强 Nrf2 磷酸化的幅度一致。然而，Nrf2 敲除模型或抑制剂干预尚未开展，

因果关系仍属推论。未来可借助成簇规律间隔短回文重复序列（Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats，CRISPR）/CRISPR 结合蛋白 9（CRISPR-associated protein 9，Cas9）构建 Nrf2−/−HaCaT，或采用 ML385

抑制剂，验证该通路是否确为雪菊拮抗糖化-氧化的―必经之路‖。此外，AGEs-人晚期糖基化终末产物受体

（Receptorfor Advanced Glycation End Products，RAGE）轴下游的 p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 mitogen-activated 

protein kinase，p38）/C-Jun 氨基末端激酶（C-Jun N-terminal Kinase，JNK）及核因子 κB（Nuclear Factor Kappa-B，

NF-κB）炎症信号亦未涉及，而炎症放大氧化应激是皮肤衰老的重要环节；补充 qPCR 阵列或磷酸化蛋白组，将

有助于描绘更完整的信号网络。 
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图5 HaCaT细胞中的AGEs含量 

Fig.5 The contention of AGEs in HaCaT cell 

注：与阴性组比较，#P<0.05；与对照组比较，*P<0.05、**P<0.005、ns 为无统计学差异。 

 

图6 HaCaT细胞的氧化应激损伤检测 

Fig.6 Oxidative stress damage detection of HaCaT cells 

注：A表示HaCaT细胞中ROS含量，B表示HaCaT细胞SOD酶活力，C表示HaCaT细胞MDA含量。同阴性组比较，###P<0.001；

同对照组比较，*P<0.05、**P<0.005、***P<0.001、ns 为无统计学差异。 
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图7 HaCaT细胞的β-半乳糖苷酶染色数量 

Fig.7 The number of β-galactosidase staining in HaCaT cells 

注：同阴性组比较，###P＜0.001；同对照组比较，***P<0.001。 
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图8 昆仑雪菊醇提物对HaCaT细胞周期和凋亡的影响 

Fig.8 CtNE affected the cell cycle and apoptosis of HaCaT cells 

注：a.表示昆仑雪菊醇提物对 HaCaT 细胞凋亡的影响，b.表示昆仑雪菊醇提物对 HaCaT 细胞周期 G1/S/G2 的影响。与对照组比

较，*P<0.05，ns 为无统计学差异。 

 

图9 HaCaT细胞中Nrf2和 HO-1蛋白表达 

Fig.9 Nrf2 and HO-1 proteins were expressed in HaCaT cells 

注：与阴性组比较，#P<0.05；与对照组比较，*P<0.05，***P<0.001，ns 为无统计学差异。 

3  结论 

综上所述，本研究通过响应面法优化了昆仑雪菊多酚的提取工艺，利用 UHPLC-LTQ-Orbitrap-MS
n 技术系统

鉴定了 28 种多酚类化合物，并在 MGO 诱导的 HaCaT 细胞模型中证实提取物可显著降低 AGEs、SA-β-Gal 及 ROS

水平，恢复 SOD 活性，促进细胞 DNA 合成，并上调 Nrf2/HO-1 抗氧化通路，显著改善糖化-氧化应激损伤。该研
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究系统阐明昆仑雪菊多酚―成分-活性-机制‖的关联，揭示了其抗皮肤糖化的作用机制，也为后续功能原料开发提

供了可复制的技术路径与实验依据。 
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