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洋葱Allium cepa L. 为药食两用植物，含有皂苷、多

酚、有机硫化合物等化学成分，具有抗菌、抗氧化、抗

炎、抗糖尿病、调血脂、抗高血压、免疫保护等作

用［1 - 10］，还具有促进人成纤维细胞增殖、诱导组织再生

和促进伤口愈合的潜在药理学活性［11］。皂苷的含量测

定方法包括高效液相色谱法、比色法、薄层扫描法、原

子吸收法等，其中比色法使用历史悠久、应用较普

遍［12 - 13］，其显色体系主要包括香草醛 -浓硫酸或高氯

酸、盐酸二甲氨基苯甲醛试剂、茴香醛试剂、对二甲氨

基苯甲醛 - 磷酸等［14］。目前，尚未见关于优化洋葱总

皂苷含量测定显色条件的报道，洋葱抗肿瘤活性的研

究也鲜有报道。本研究中采用香草醛 - 浓硫酸比色
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摘要：目的 优化洋葱醇提物中总皂苷含量测定的显色条件，并评价抗肿瘤活性。方法 采用单因素试验优选洋葱醇提物中总皂苷

的显色条件，采用香草醛 - 硫酸比色法测定其含量，采用 CCK - 8 试剂盒测定其对 HepG2 细胞、HeLa 细胞、A549 细胞的抑制作用。

结果 洋葱醇提物中总皂苷的最佳显色条件为使用 5%香草醛 -冰醋酸 0. 4 mL，80%硫酸 0. 6 mL，75 ℃下反应 15 min，冰浴 20 min；
洋葱醇提物作用 24 h 后对 HepG2 细胞、HeLa 细胞、A549 细胞的半数抑制浓度（IC50）分别为 4. 463，7. 126，3. 964 mg / mL，作用 48 h
后对上述 3种细胞的 IC50分别为 3. 371，5. 551，8. 988 mg / mL。结论 该显色条件可客观评价洋葱醇提物中总皂苷的含量，且洋葱醇

提物具有抑制 HepG2细胞、Hela细胞、A549细胞生长的作用。
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AbstractAbstract：：Objective To optimize the chromogenic conditions for the determination of total saponins in the ethanol extract from
Allium cepa，and to evaluate its antitumor activity. Methods The chromogenic conditions of total saponins in the ethanol extract
from Allium cepa were optimized by the single - factor test，the content of total saponins in the ethanol extract from Allium cepa
was determined by vanillin - sulfuric acid colorimetry method，and the inhibitory effects of the ethanol extract from Allium cepa on
the HepG2 cells，HeLa cells and A549 cells were determined by cell counting kit - 8（CCK - 8）. Results The optimal chromogenic
conditions of total saponins in the ethanol extract from Allium cepa were as follows：using 0. 4 mL of 5% vanillin - glacial acetic
acid and 0. 6 mL of 80% sulfuric acid，reaction at 75 ℃ for 15 min and ice bath for 20 min. The half - maximal inhibitory
concentration（IC50） of the ethanol extract from Allium cepa on the HepG2 cells，HeLa cells and A549 cells after 24 h was 4. 463，
7. 126，3. 964 mg / mL，the IC50 of the ethanol extract from Allium cepa on the above three kinds of cells after 48 h was 3. 371，
5. 551，8. 988 mg / mL. Conclusion The chromogenic conditions can objectively evaluate the content of total saponins in the ethanol
extract from Allium cepa，and the ethanol extract from Allium cepa can inhibit the growth of HepG2 cells，Hela cells and A549 cells.
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法，利用硫酸氧化皂苷与香草醛进行反应，通过单因

素试验确定了最佳显色条件，并评价了该提取物对

A549细胞、HeLa细胞、HepG2细胞体外生长的抑制作

用。现报道如下。

1 仪器、试药与细胞

1. 1 仪器

FA2004型电子分析天平（上海良平仪器仪表有限

公司，精度为 0. 000 1 g）；HH - 2k4型恒温水浴锅（巩义

市予华仪器有限责任公司）；KQAQ型中国超声波专业

清洗仪器（东莞市科桥超声波设备有限公司，功率为

500 W，频率为40 kHz）；RE - 52AA型旋转蒸发器（上海

亚荣生化仪器厂）；SHB - Ⅲ型循环水真空泵（河南金傅

仪器制造有限公司）；AG - 9620A型精密鼓风干燥箱

（上海柏欣仪器设备厂）；N4型紫外分光光度计（上海仪

电分析仪器有限公司）；QE - 500型粉碎机（武义县屹

立有限公司）；UPH - Ⅱ - 10T型优普超纯水制造系统

（四川优普超纯科技有限公司）；Multiskan Go型全波长

酶标仪（赛默飞世尔科技有限公司）；3111型CO2细胞培

养箱（美国 Thermo Forma公司）；CDKX4型荧光倒置显

微镜（日本奥林巴斯公司）。

1. 2 试药

紫皮洋葱（市售）；薯蓣皂苷元对照品（批号为

20210305，纯度不低于 98%），紫杉醇对照品（批号为

20210316，纯度不低于 99%），香草醛对照品（批号为

20210325，纯度不低于 98%），均购自北京索莱宝科技

有限公司；Dulbecco's Modified Eagle's Medium（DMEM，

批号为 20210311），热灭活胎牛血清（FBS，批号为

20210316），0. 25%胰酶 - 乙二胺四乙酸消化液（批号

为 20210210），二甲基亚砜（DMSO，批号为 20210115），

均购自武汉博士德生物工程有限公司；CCK - 8试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司，批号为 20210402）；浓

硫酸、冰醋酸均为分析纯，购自成都市科隆化学品有限

公司；95%乙醇（成都蜀都实业有限责任公司）；其他试

剂均为分析纯，水为自制超纯水。

1. 3 细胞

A549细胞（批号为 20200108），HepG2细胞（批号为

20200213），HeLa细胞（批号为 20200115），均由川北医

学院医学影像研究所提供。

2 方法与结果

2. 1 样品及溶液制备

洋葱粉末：取新鲜紫皮洋葱，切片，置 65 ℃烘箱中

干燥至恒重，粉碎，于干燥器内保存，备用。

供试品溶液：取干燥后的洋葱粉末 800. 0 g，加入

64. 5%乙醇［料液比为1∶10（m / V）］，54 ℃超声提取3次，

每次 30 min，抽滤提取液，合并滤液，减压浓缩，蒸干得

提取物466. 64 g（提取率为58. 33%）。取上述醇提物0. 5 g，
精密称定，加甲醇适量，超声使溶解，转移至 100 mL容
量瓶中，加甲醇定容，即得质量浓度为 5 mg / mL的供试

品溶液，用 0. 45 µm微孔滤膜滤过，分装于 15 mL离心

管，保存于4 ℃冰箱，备用。

对照品溶液：取薯蓣皂苷元对照品 5 mg，精密称

定，加甲醇适量，超声使溶解，转移至 5 mL容量瓶中，加

甲醇定容，即得质量浓度为 1 mg / mL的对照品溶液，保

存于4 ℃冰箱，备用。

5%香草醛 -冰醋酸溶液：取香草醛对照品 2. 5 g，
精密称定，加冰醋酸适量，超声使溶解，转移至 50 mL容
量瓶中，加冰醋酸定容，保存于4 ℃冰箱，备用。

2. 2 数据处理及分析

采用Excel 2013软件统计并分析数据，采用GraphPad
Prism 8. 3. 0软件和 Adobe Photoshop CS4软件绘图。所

有试验均平行测定3次，且至少重复2次。

2. 3 最大吸收波长确定

分别精密量取 2. 1项下洋葱醇提物供试品溶液、

薯蓣皂苷元对照品溶液和甲醇（空白对照）各 0. 1 mL，
分别置试管中，80 ℃水浴挥干溶剂，冰浴条件下加入

5%香草醛 - 冰醋酸溶液 0. 2 mL和 80%硫酸 0. 8 mL，
70℃水浴加热15min，冰浴10 min，转移至5 mL容量瓶中，

加冰醋酸定容，室温静置 15 min［15］，于 370 ～ 700 nm
波长范围内扫描。结果薯蓣皂苷元对照品溶液和洋葱

醇提物供试品溶液分别于 455 nm和 470 nm波长处有

稳定的最大吸收峰，故最终确定检测波长为 455 nm。紫
外吸收光谱图见图1。
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A. 薯蓣皂苷元对照品溶液 B. 洋葱醇提物供试品溶液

图1 紫外吸收光谱图

A. Diosgenin reference solution B. Ethanol extract from Allium cepa

test solution
Fig. 1 Ultraviolet absorption spectrums
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2. 4 单因素试验优化显色条件

精密吸取2. 1项下供试品溶液0. 1 mL，参考文献［15］
进行显色反应。采用单因素试验分别考察不同反应时

间（5，10，15，20，25 min），不同反应温度（60，65，70，75，
80 ℃），不同 5%香草醛 - 冰醋酸用量（0. 1，0. 2，0. 3，
0. 4，0. 5 mL），不同 80%硫酸用量（0. 6，0. 7，0. 8，0. 9，
1. 0 mL），不同冰浴时间（5，10，15，20，25 min）对洋葱醇

提物中总皂苷含量测定的影响。单因素试验的固定值

为反应时间15 min，反应温度70 ℃，5%香草醛 -冰醋酸用

量 0. 2 mL，80%浓硫酸用量 0. 8 mL和冰浴时间 10 min。
若有 2个或以上因素对含量测定影响大，则采用响应面

试验进一步优化该显色条件。结果见图2。
由图 2 A可知，供试品溶液的吸光度在反应时间不

超过 15 min时明显增大，反应时间超过 15 min时吸光

度开始缓慢上升，故确定最佳反应时间为 15 min。由图

2 B可知，供试品溶液的吸光度在反应温度不超过 75 ℃
时明显增大，反应温度超过 75 ℃时吸光度缓慢上升，故

确定最佳反应温度为 75 ℃。由图 2 C可知，供试品溶液

的吸光度在 5%香草醛 -冰醋酸用量少于 0. 4 mL时明

显增大，多于 0. 4 mL时吸光度开始降低，故确定最佳

5%香草醛 -冰醋酸用量为 0. 4 mL。由图 2 D可知，供试

品溶液的吸光度在 80%硫酸用量为 0. 6～ 1. 0 mL时明

显下降，故确定最佳 80%硫酸用量为 0. 6 mL。由图 2 E
可知，供试品溶液的吸光度在冰浴时间不超过 20 min
时明显增大，超过 20 min时吸光度开始降低，故确定最

佳冰浴时间为 20 min。可见，对供试品溶液总皂苷含量

测定影响大的因素只有 5%香草醛 -冰醋酸用量，故无

需进一步利用响应面试验优化显色条件。因此，最终确

定洋葱醇提物中总皂苷含量测定的最佳显色条件为使

用 5%香草醛 - 冰醋酸 0. 4 mL和 80%硫酸 0. 6 mL，于
75 ℃下反应15 min，冰浴20 min。
2. 5 方法学考察［16 - 17］

线性关系考察：分别吸取 2. 1项下薯蓣皂苷元对照

品溶液（质量浓度为 1 mg / mL）30，40，50，60，70 µL，置
试管中，按 2. 4项下优选的显色条件进行显色反应，于

455 nm波长处测定吸光度，重复 3次，以对照品溶液质

量浓度（C，mg / mL）为横坐标、吸光度（A）为纵坐标进行

线性回归，得回归方程 A = 61. 317C - 0. 028 7（R2 =
0. 995 7，n = 5）。结果表明，薯蓣皂苷元对照品溶液质量

浓度在 0. 006～ 0. 014 mg / mL范围内与吸光度线性关

系良好。

精密度试验：精密吸取 2. 1项下供试品溶液适量，

共 6份，于 455 nm波长处测定吸光度。结果的 RSD为

1. 73%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密吸取 2. 1项下供试品溶液适量，

在室温下分别于显色 15，30，45，60，90，120 min时，于

455 nm波长处测定吸光度。结果的RSD为0. 66%（n = 6），

表明供试品溶液在室温下放置120 min内稳定性良好。

重复性试验：取 2. 1项下洋葱粉末适量，精密称定，

共 6份，按 2. 1项下方法制备供试品溶液，于 455 nm波

长处测定吸光度，并计算含量。结果洋葱总皂苷的平均

含量为 73. 44 mg / g，吸光度的RSD为 3. 53%（n = 6），表

明方法重复性良好。

加样回收试验：取 2. 1项下洋葱粉末 1 g，精密称

定，共 6份，分别加入 10 mg薯蓣皂苷元对照品，按 2. 1
项下方法制备供试品溶液，分别吸取供试品溶液和甲

A. 反应时间 B. 反应温度 C. 5%香草醛 - 冰醋酸体积 D. 80%硫酸体积 E. 冰浴时间

图2 不同显色条件对洋葱醇提物中总皂苷含量的影响

A. Reaction time B. Reaction temperature B. 5% vanillin - glacial acetic acid volume C. 80% sulfuric acid volume E. Ice bath time
Fig. 2 Effects of different chromogenic conditions on the content of total saponins in the ethanol extract from Allium cepa
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醇（空白对照）各 50 µL，置试管中，按 2. 4项下优选的显

色条件进行显色反应，于 455 nm波长处测定吸光度，并

计算回收率。结果见表1。
表1 加样回收试验结果（n = 6）

Tab. 1 Results of the recovery test（n = 6）

取样量（g）
1. 000 2
1. 000 2
1. 000 9
0. 999 7
1. 001 2
0. 999 8

样品含量（mg）
73. 455 0
73. 455 0
73. 506 0
73. 418 0
73. 528 0
73. 425 0

加入量（mg）
10. 100 0
11. 000 0
10. 300 0
9. 300 0
10. 300 0
10. 100 0

测得量（mg）
84. 228 0
83. 846 0
82. 704 0
84. 036 0
83. 275 0
82. 514 0

回收率（%）

106. 67
94. 46
89. 30
114. 17
94. 63
89. 99

X（%）

98. 20

RSD（%）

10. 18

2. 6 抗肿瘤活性测定

样品溶液制备：取洋葱醇提物 0. 406 2 g，精密称

定，置超净台内紫外照射消毒过夜，加DMEM配制成质

量浓度为 32 mg / mL的母液Ⅰ，4 ℃冰箱保存，备用；取

紫杉醇对照品 0. 002 0 g，精密称定，加DMSO配制成质

量浓度为10 mg / mL的母液Ⅱ，4 ℃冰箱保存，备用。

细胞培养：HepG2细胞、A549细胞、HeLa细胞均使用

完全培养基［DMEM - FBS -双抗（89∶10∶1，V / V / V）］，

于恒定37 °C、5%CO2的细胞培养箱中培养。

细胞混悬液制备：取HepG2细胞、A549细胞、HeLa细胞，

处于指数生长期时消化贴壁细胞，使用完全培养液将

其制备为细胞混悬液。

分组与给药：取指数生长期的HepG2细胞、A549细胞、

HeLa细胞，分别以 3 000～ 4 000个 /孔的初始接种量

接种于 96孔板，每孔加入细胞混悬液 100 µL，24 h后弃

去培养液，药物组分别加入质量浓度为 9. 6，8. 0，6. 4，
4. 8，3. 2，1. 6 mg / mL的洋葱醇提物溶液（完全培养基

稀释2. 6项下样品溶液制备中母液Ⅰ配制而成）各100 µL，
阳性对照组分别加入质量浓度为 2. 000 0，1. 000 0，
0. 500 0，0. 250 0，0. 125 0，0. 062 5 µg / mL的紫杉醇溶

液（完全培养基稀释 2. 6项下样品溶液制备中母液Ⅱ配

制而成）100 µL，阴性对照加入完全培养基 100 µL，每
个浓度做3个复孔。

细胞活性测定：将96孔板置5%CO2、37 ℃培养箱中

培养，分别于培养24 h和48 h时取出，弃去培养液，用磷

酸盐缓冲液清洗 1次，每孔加入CCK - 8溶液［DMEM -
CCK - 8（10∶1，V / V）］110 µL，37 ℃培养1. 5 h，使用酶标

仪于 450 nm波长处测定吸光度（OD）［18 - 20］，按公式［抑

制率（%）=（1 - OD药物组或阳性对照组 /OD阴性对照组）× 100%］
计算抑制率。结果见图3。由图3 A和图3 B可知，质量浓

度为 1. 6 ～ 9. 6 mg / mL的洋葱醇提物对HepG2细胞、

HeLa细胞、A549细胞的活性均有一定抑制作用，作用

24 h后对上述 3种细胞的半数抑制浓度（IC50）分别为

4. 463，7. 126，3. 964 mg / mL，作用 48 h后对上述 3种细

胞的 IC50分别为 3. 371，5. 551，8. 988 mg / mL；由图 3 C
和图 3 D可知，质量浓度为 0. 062 5～ 2. 000 0 µg / mL
紫杉醇作用 24 h后对HeLa细胞的生长抑制作用最强，

作用48 h后对HepG2细胞的生长抑制率接近100%。

3 讨论

3. 1 洋葱醇提物总皂苷含量测定方法选择

甾体皂苷作为葱属植物中重要的活性成分，具有

抗肿瘤、抗炎等作用［21 - 23］，其含量测定具有重要意义。

但甾体皂苷只有较弱的末端吸收，目前主要采用比色

法测定葱属植物的总皂苷含量［24］。如陈浩等［12］以硫酸 -
甲醇为显色剂，采用比色法测定了大蒜提取物中总皂

苷的含量。赵江琼等［13］以薯蓣皂苷元为对照品，采用

香草醛比色法测定了葱白中总皂苷。LE等［25］发现若

反应溶液中存在丙酮、甲醇和正丁醇，采用香草醛 -
硫酸法测定会出现假阳性，故在反应前用 80 ℃水浴挥

干溶剂。本研究中以洋葱醇提物中含有的薯蓣皂苷元

为标准品，确定洋葱醇提物总皂苷含量测定的最佳显

色条件。

3. 2 洋葱抗肿瘤活性研究

研究发现，洋葱提取物对HepG2细胞［26-28］、HCT - 116
细胞［10］、Caco - 2细胞［26］的增殖均有一定抑制作用。

YANG等［26］考察了美国地区不同种类的 10种洋葱的提

取物对 HepG2细胞和 Caco - 2细胞的半数效应浓度

（EC50），发现Western Yellow洋葱对HepG2细胞的 EC50
为（61. 9 ± 2. 10）mg / mL，New York Bold洋葱和Western

A - B. 洋葱醇提物处理（24 h和48 h） C - D. 紫杉醇处理（24 h和48 h）
图3 洋葱醇提物和紫杉醇对HepG2细胞、HeLa细胞、A549细胞的抑制率

A - B. Treated with the ethanol extract from Allium cepa（24 h and 48 h） C - D. Treated with paclitaxel（24 h and 48 h）
Fig. 3 Inhibitory rates of the ethanol extract from Allium cepa and paclitaxel on HepG2 cells，HeLa cells and A549 cells
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Yellow 洋葱对 Caco - 2 细胞的 EC50 分别为（30. 5 ±
0. 8）mg / mL和（32. 0 ± 1. 0）mg / mL。通过激活半胱氨

酸蛋白酶9内源性凋亡信号通路，从而发挥对HepG2细
胞的抑制作用，质量浓度为 40 mL / L的洋葱汁提取物

处理 48 h后，细胞凋亡率为（28. 3 ± 1. 2）%［27］。本研究

中发现，洋葱醇提物不仅可抑制HepG2细胞的增殖，还

对HeLa细胞和A549细胞的增殖有一定抑制作用。

3. 3 洋葱总皂苷及其抗肿瘤活性

洋葱中主要含有呋甾烷醇类和螺甾烷醇类甾体皂

苷，包括吉托皂苷元、薯蓣皂苷元、β - chlorogenin、cepa⁃
genin、（25S）- ruscogenin等苷元［7 - 10］。薯蓣皂苷可通过

抑制肿瘤细胞的有丝分裂、诱导其凋亡发挥较好的抗

肿瘤作用［6］。研究发现，洋葱具有一定的抗肿瘤活性，提

示可用于治疗和预防肿瘤；而对于其抗肿瘤活性是多

种有效成分（如皂苷、多酚、硫化物等）的协同效应，还

是皂苷的个别效应，有待进一步深入研究。本研究中优

选的洋葱醇提物中总皂苷含量测定的显色条件对于客

观评价洋葱总皂苷的含量具有一定参考意义，可为洋

葱的质量控制和进一步开发利用提供参考。
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