[bookmark: OLE_LINK1]DIGESTIVE CARE的化学成分鉴定和定量
1、 实验目的
1. 使用高效液相色谱-质谱联用（HPLC-MS）技术对DIGESTIVE CARE的主要化学成分进行定性和定量分析。
2. 使用紫外分光光度法对DIGESTIVE CARE的总多糖、总蛋白、总多酚和总黄酮的含量进行测定。
二．实验方法
1. DIGESTIVE CARE的主要化学成分鉴定和定量
1.1 DIGESTIVE CARE样品制备
准确称取10批DIGESTIVE CARE样品，每批1.0g，进行平行试验。分别向每批样品中精密加入色谱甲醇10 mL，超声提取2小时。提取液静置澄清后，移取1 mL上清液，进行质谱分析。
1.2 DIGESTIVE CARE主要化学成分标准品制备
将购买的标准品用甲醇溶解并稀释成12个不同的浓度，进行质谱分析。
1.3 高效液相色谱-质谱联用仪定性和定量条件
高效液相色谱（HPLC）分析采用UltiMate 3000系统（Thermo Fisher Scientific, CA, USA），色谱柱为AQ C18 (1.9μm，2.1mm×100mm)。液相流速为 0.3 mL/min，进样量为 3 μL。流动相采用0.1%乙腈（A）-0.1%甲酸/水（B）。溶液的梯度洗脱程序，见表1。紫外吸收检测波长选用210，254，280，365 nm。
表1 流动相洗脱程序
	保留时间（min）
	0.1%甲酸水（%）
	乙腈（%）
	流速
（mL/min）
	柱温（℃）

	0.00
	90
	10
	0.3
	40

	15.00
	0
	100
	0.3
	40

	17.00
	0
	100
	0.3
	40

	17.10
	10
	90
	0.3
	40

	20.00
	10
	90
	0.3
	40


质谱分析在Q-Exactive（Thermo Fisher Scientific, CA, USA）质谱仪上进行，采用HESI离子源。离子源温度设为310 °C，毛细管温度320 °C，鞘气流速为30 arb. units，辅助气流速10 arb. units。正离子模式与负离子模式下的喷雾电压分别为3 kV与2.8 kV。采集模式为数据依赖性扫描（DDA），Loop count设为10。碎裂采用HCD模式，碰撞能量为步进式归一化碰撞能，设定值为10、28和35 eV。定性分析：一级全扫描质谱范围为m/z 100–1500，分辨率为70,000，自动增益控制目标值为3×106，最大注入时间200 ms。二级质谱分辨率为17,500，自动增益控制目标值为1×105，最大注入时间50 ms。定量分析：采用质谱SIM模式监测扫描目标化合物的准分子离子峰。
2. DIGESTIVE CARE的总多糖含量测定
2.1 DIGESTIVE CARE样品制备
精密称取DIGESTIVE CARE样品1.0 g，加蒸馏水 50 mL，沸水浴回流 2 小时。然后加入 5 mL 10% 三氯乙酸（TCA）沉淀蛋白，离心（4000 rpm, 10 min）取上清。上清液用 80% 乙醇沉淀（4℃ 过夜），离心后沉淀用蒸馏水复溶。
2.2 标准曲线的绘制
精密称取50 mg无水葡萄糖，加入纯水，配成0.01、0.02、0.05、0.1、0.2、0.5、1、2 mg/mL，再分别加入6 %的苯酚试剂摇匀，迅速加入浓硫酸，摇匀，放置5 min，置入沸水中15 min，取出冷却至室温，另以0.5 mL纯水进行相同操作进行对照。在490 nm波长处的酶标仪中测吸光度，并制作标准曲线。
2.3 DIGESTIVE CARE的总蛋白含量测定
将制备好的DIGESTIVE CARE样品稀释成6个浓度，与上述葡萄糖溶液进行相同操作，将最终溶液在490 nm 波长处的酶标仪中测吸光度，确保终浓度落在标准曲线线性范围内。
3. DIGESTIVE CARE的总蛋白含量测定
3.1 DIGESTIVE CARE样品制备
准确称取DIGESTIVE CARE样品5g, 按照料液比1:10 (g/ mL)加入pH为11的氢氧化钠溶液进行提取，提取温度为35°C，提取时间为1.5小时。
3.2 标准曲线的绘制
将试剂盒中Reagent A和 Reagent B混合，使用试剂盒配套 BSA 标准品，配制 0.3125、0.625、1.25、2.5、5、10 μg/mL 的梯度，37℃ 避光孵育 30 min后使用酶标仪测定样本在 562 nm 处的吸光度值。
3.3 DIGESTIVE CARE的蛋白含量测定
将制备好的DIGESTIVE CARE样品稀释成6个浓度，加入Reagent A和 Reagent B混合液。37℃ 避光孵育 30 min后使用酶标仪测定样本在 562 nm 处的吸光度值，确保终浓度落在线性范围内。
4. DIGESTIVE CARE的总多酚含量测定
4.1 DIGESTIVE CARE的样品制备
精密称取DIGESTIVE CARE样品1.0 g，加入20 mL 70%甲醇，超声提取30 分钟，过滤，取续滤液作为供试品溶液。
4.2 标准曲线的绘制
精密称取没食子酸标准品50 mg，用30%甲醇溶解配置成0.01、0.02、0.05、0.1、0.2、0.5、1、2 mg/mL，依次加入Folin-Ciocalteu试剂和7.5% Na2CO3溶液，混匀后于在760 nm波长处的酶标仪中测吸光度，并制作标准曲线。
4.3 DIGESTIVE CARE的总多酚含量测定
将制备好的DIGESTIVE CARE样品稀释成6个浓度，与上述没食子酸溶液进行相同操作，将最终溶液在760 nm 波长处的酶标仪中测吸光度，确保终浓度落在标准曲线线性范围内。
5. DIGESTIVE CARE的总黄酮含量测定
5.1 DIGESTIVE CARE的样品制备
精密称取DIGESTIVE CARE样品1.0 g，加入20 mL 70%甲醇，超声提取30 分钟，过滤，取续滤液作为供试品溶液。

5.2 标准曲线的绘制
精密称取芦丁标准品50 mg，用70%乙醇溶解配置成0.01、0.02、0.05、0.1、0.2、0.5、1、2 mg/mL，依次加入5%亚硝酸钠溶液、10%硝酸铝溶液、4%氢氧化钠溶液，混匀后于在510 nm波长处的酶标仪中测吸光度，并制作标准曲线。
5.3 DIGESTIVE CARE的总黄酮含量测定
将制备好的DIGESTIVE CARE样品稀释成6个浓度，与上述芦丁溶液进行相同操作，将最终溶液在510 nm 波长处的酶标仪中测吸光度，确保终浓度落在标准曲线线性范围内。


2、 实验结果
1. DIGESTIVE CARE化学成分鉴定结果
[image: ]LC-MS数据通过MSDIAL软件处理，提取二级离子碎片，检索Mass Bank, GNPS等天然产物数据库，通过比对分析共鉴定DIGESTIVE CARE主要化学成分11个，这些化合物的HPLC指纹图谱如图1所示。其鉴定结果如表1所示。
图1 10批DIGESTIVE CARE样品主要化学成分的HPLC指纹图谱
[image: ]在已经鉴定的11个化学成分中，其中有7个是可以购买到标准品。因此，这个7个标准品被稀释成了12个不同浓度： 0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 1000, 2000, 5000 ppb，绘制标准曲线（图2-8），得到相应的回归方程。根据回归方程，最终计算得到7个化学成分在DIGESTIVE CARE样品中的含量（表2）。
图2 甘草苷标准曲线
[image: ]
图3 橙皮苷标准曲线

[image: ]
图4 漆黃素标准曲线
[image: ]
图5 大豆素标准曲线


[image: ]
图6 染料木素标准曲线
[image: ]
图7 补骨脂宁标准曲线



[image: ]图8 补骨脂甲素标准曲线
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表2 10批DIGESTIVE CARE样品主要化学成分定性和定量分析结果
	
	保留时间
(min)
	含量
（μg/g）
	离子类型
	化学成分名称

	化学成分类别
	化学结构式

	1
	4.24
	/
	[M-H]-
	Leonoside A/ [(2R,3R,4R,5R,6R)-4-[(2S,3R,4R,5R,6S)-4,5-dihydroxy-6-methyl-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxyoxan-2-yl]oxy-6-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethoxy]-5-hydroxy-2-(hydroxymethyl)oxan-3-yl] (E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)prop-2-enoate
	‌苯丙素苷类Phenylpropanoid glycosides
	C35H46O20

	2
	4.38
	/
	[M+H]+/[M-H]-
	Isoflavone base + 2O, O-Hex
	异黄酮氧糖苷类
Isoflavonoid O-glycosides
	C24H22O12

	3
	5.15
	6.56
	[M+H]+
	甘草苷
Liquiritin
	异黄酮氧糖苷类
Flavonoid O-glycosides
	C21H22O9

	4
	5.24
	/
	[M+H]+
	Isoflavone base + 2O, O-MalonylHex
	异黄酮-7-氧糖苷类
Isoflavonoid O-glycosides
	C24H22O12

	5
	5.24
	/
	[M+H]+/[M+HCOO]-
	大波斯菊苷/芹菜素-7-O-葡萄糖苷
Apigetrin/cosmosiin /apigenin 7-O-glucoside
	异黄酮-7-氧糖苷类
Flavonoid-7-O-glycosides
	C21H20O10

	6
	5.38
	1173.74
	[M-H]-
	橙皮苷
Hesperedin
	异黄酮-7-氧糖苷类Flavonoid-7-O-glycosides
	C28H34O15

	7
	6.25
	2.53
	[M+H]+
	漆黃素/非瑟素/非瑟酮
Fisetin
	黄酮醇类
Flavonols
	C15H10O6

	8
	6.5
	/
	[M+H]+
	四氢咔唑酮
2,3-dihydro-1H-carbazol-4(9H)-one
	咔唑类
Carbazoles
	C12H11NO

	9
	6.81
	29.60
	[M+H]+/[M-H]-
	大豆素
Daidzein
	类黄酮类
Isoflavones
	C15H10O4

	10
	8.02
	48.97
	[M+H]+
	染料木素/金雀异黄酮
Genistein
	异黄酮类
Isoflavones
	C15H10O5

	11
	10.03
	17.94
	[M+H]+
	补骨脂二氢黄酮/补骨脂甲素
Bavachin
	6-二甲酰黄酮类
6-Prenylated flavanones
	C20H20O4

	12
	10.50
	2.03
	[M+H]+
	补骨脂异黄酮/补骨脂宁
Corylin
	吡喃异黄酮类
Pyranoisoflavonoids
	C20H16O4




2. DIGESTIVE CARE的总多糖、总蛋白、总多酚和总黄酮含量测定
[image: ]葡萄糖标准曲线在0.01–0.15 mg/mL范围内呈良好线性关系（R²=0.9974），符合方法学要求，如图9所示。
图9 葡萄糖标准曲线
根据上述标准曲线的回归方程，计算DIGESTIVE CARE样品中的总多糖含量为65.53 mg/g。
[image: ]BSA标准曲线在0.01–1 μg/mL范围内呈良好线性关系（R²=0.9992），符合方法学要求，如图10所示。
图10 BSA标准曲线
根据上述标准曲线的回归方程，计算DIGESTIVE CARE样品中的总蛋白含量为194.23 mg/g。
[image: ]没食子酸标准曲线在0.01–0.5 mg/mL范围内呈良好线性关系（R²=0.9941），符合方法学要求，如图11所示。
图10 没食子酸标准曲线
根据上述标准曲线的回归方程，计算DIGESTIVE CARE样品中的总多酚含量为6.29 mg/g。
[image: ]标准曲线在0.01–2 mg/mL范围内呈良好线性关系（R²=0.9966），符合方法学要求，如图12所示。
图10 芦丁标准曲线
根据上述标准曲线的回归方程，计算DIGESTIVE CARE样品中的总黄酮含量为24.73 mg/g.
四、DIGESTIVE CARE 的营养成分总结

	营养成分
	含量

	总蛋白
	194.23 mg/g

	总多糖
	65.53 mg/g

	总多酚
	6.29 mg/g

	总黄酮
	24.73 mg/g

	甘草苷
	6.56 μg/g

	橙皮苷
	1173.74 μg/g

	漆黃素
	2.53 μg/g

	大豆素
	29.60 μg/g

	染料木素
	48.97 μg/g

	补骨脂甲素
	17.94 μg/g

	补骨脂宁
	2.03 μg/g






5、 DIGESTIVE CARE的主要化学成分活性综述
	编号
	化学成分名称
	主要生物活性

	1
	Leonoside A
	其生物活性主要为抗氧化作用。
目前，Leonoside A的生物活性报道主要为抗氧化作用[1]。此外，Leonoside类化合物Leonoside F 已被证实具有保护肝细胞免受化学诱导损伤的活性[2]，这暗示 Leonoside A 可能具有相似的肝脏保护作用。

	2
	Isoflavone base + 2O, O-Hex
	其生物活性未见报道，但是其为异黄酮氧糖苷类化合物，在抗炎、抗肿瘤、抗衰老和抗糖尿病等方面的应用具有潜在的作用。


	3
	甘草苷
Liquiritin
	其生物活性包括抗肿瘤、抗炎、抗氧化等多种作用。
首先，甘草苷在抗肿瘤方面的作用已被多项研究证实。研究发现，甘草苷通过抑制表皮生长因子受体（EGFR）和丝裂原活化蛋白激酶8（MAPK8）信号通路，能够有效抑制乳腺癌细胞的增殖和诱导细胞凋亡[3]。此外，甘草苷还通过抑制肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）中CXCL1的溶酶体降解，抑制乳腺癌的新生血管生成[4]。
在抗炎方面，甘草苷通过调节多种信号通路发挥作用。研究表明，甘草苷能够通过抑制NF-κB和JNK信号通路，减轻由脂多糖（LPS）引起的人角质形成细胞（HaCaT细胞）的炎症损伤[5]。此外，甘草素还能够通过调节P53/PUMA信号通路，减少软骨细胞凋亡，从而缓解骨关节炎的进程[6]。
在抗氧化方面，甘草苷通过多种机制发挥其保护作用。研究发现，甘草苷能够通过增加葡萄糖-6-磷酸脱氢酶的表达，增强神经母细胞瘤细胞的存活能力[7]。此外，甘草苷还能够通过调节氧化应激和线粒体功能障碍，保护成骨细胞免受氧化应激引起的细胞毒性损伤[8]。
综上所述，甘草苷作为一种具有多种生物活性的天然化合物，在抗肿瘤、抗炎和抗氧化等方面展现出广阔的应用前景。未来的研究可以进一步探索甘草苷在其他疾病中的潜在治疗作用，并开发其在临床中的应用。


	4
	Isoflavone base + 2O, O-MalonylHex
	其生物活性未见报道，但是其为异黄酮氧糖苷类化合物，在抗炎、抗肿瘤、抗衰老和抗糖尿病等方面的应用具有潜在的作用。


	5
	芹菜素-7-O-葡萄糖苷
Apigenin 7-O-glucoside
	其生物活性包括抗菌、抗肿瘤、抗炎和抗氧化等多种作用
首先，芹菜素-7-O-葡萄糖苷（A7G）在抗菌和抗生物膜方面表现出显著的活性。研究发现，A7G对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的生物膜具有强效的抑制作用，其机制包括抑制胞外多糖（EPS）生产、群体感应（QS）以及细胞表面疏水性（CSH）[9]。此外，A7G还被证明能够通过抑制黄嘌呤氧化酶活性和调节肾脏尿酸转运体来改善高尿酸血症，从而在痛风和相关代谢综合征的治疗中具有潜在应用[10]。
在抗肿瘤方面，A7G通过多种途径发挥作用。例如，在宫颈癌HeLa细胞中，A7G通过抑制PTEN/PI3K/AKT信号通路，诱导细胞凋亡并抑制细胞迁移[11]。此外，A7G在口腔癌细胞中通过调节基质金属蛋白酶-2（MMP-2）表达和细胞外信号调节激酶（ERK）通路，抑制细胞迁移和侵袭[4]。这些研究表明，A7G在多种癌症的治疗中具有潜在的应用价值。
A7G还表现出显著的抗炎和抗氧化活性。在炎症反应中，A7G通过抑制NF-κB/AP-1/PI3K-Akt信号通路，减少炎症因子的产生[12]。此外，A7G在氧化应激条件下，通过诱导血红素氧合酶-1（HO-1）表达，增强细胞的抗氧化能力[13]。这些特性使得A7G在多种炎症性疾病的治疗中具有潜在的应用前景。
综上所述，芹菜素-7-O-葡萄糖苷作为一种多功能的天然化合物，在抗菌、抗肿瘤、抗炎和抗氧化等方面展现出广泛的生物活性。这些研究为A7G在食品、药品和化妆品等领域的应用提供了科学依据，并为其在相关疾病的治疗中提供了新的研究方向。未来的研究可以进一步探索A7G的机制和临床应用，以充分发挥其潜在的健康益处。


	6
	橙皮苷
Hesperedin
	其生物活性包括在抗氧化、抗炎、抗肿瘤等多种作用。
首先，橙皮苷通过抑制活性氧（ROS）生成和增强细胞内抗氧化防御机制，表现出强大的抗氧化能力。这种抗氧化作用主要通过激活ERK/Nrf2信号通路实现，从而增强细胞对氧化应激的抵抗力[14]。
此外，橙皮苷在抗炎方面也表现出显著的效果。研究发现，橙皮苷能够通过抑制核因子κB（NF-κB）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）和环氧合酶-2（COX-2）的表达，减少炎症介质的产生，从而发挥抗炎作用[14]。这种抗炎机制在多种炎症模型中得到了验证，进一步支持了橙皮苷作为抗炎剂的潜力。
在抗肿瘤方面，橙皮苷通过多种机制抑制癌细胞的增殖和诱导细胞凋亡。研究表明，橙皮苷能够通过调节细胞周期蛋白和凋亡相关蛋白的表达，诱导癌细胞的细胞周期停滞和凋亡[15]。此外，橙皮苷还通过激活c-Jun氨基末端激酶（JNK）通路，增强凋亡信号的传递，从而进一步促进癌细胞的凋亡[15]。
橙皮苷的生物利用度是其临床应用的一个重要限制因素。为了提高其生物利用度，研究者们开发了多种新型制剂，如纳米颗粒、脂质体和环糊精包合物等。这些新型制剂显著提高了橙皮苷的溶解度和稳定性，从而增强了其生物活性[16]。此外，橙皮苷的代谢产物，如葡萄糖苷和硫酸盐形式，也被发现具有显著的生物活性，进一步支持了其在心血管疾病和癌症等领域的应用潜力[17,18]。
综上所述，橙皮苷作为一种具有多种生物活性的天然化合物，在抗氧化、抗炎和抗肿瘤等方面表现出显著的效果。通过新型制剂的开发和代谢产物的研究，橙皮苷的临床应用前景更加广阔。然而，未来仍需进一步的临床试验来验证其安全性和有效性，以便更好地指导其在疾病预防和治疗中的应用。
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	漆黃素
Fisetin
	其生物活性包括骨骼健康、抗炎、抗肿瘤等多种作用。
首先，漆黃素在骨骼健康方面的作用尤为突出。研究表明，漆黃素通过促进糖原合酶激酶-3β（GSK-3β）在Ser9位点的磷酸化，激活β-连环蛋白（β-catenin），从而促进成骨细胞的分化和成骨作用，抑制骨质疏松症的发生[19]。此外，漆黃素还通过上调Runx2转录活性，促进成骨细胞的分化和矿化过程[20]。这些研究表明，漆黃素在骨骼健康维护中具有重要的潜在应用价值。
在抗炎方面，漆黃素通过多种信号通路发挥作用。研究显示，漆黃素能够通过抑制NF-κB和ERK1/2信号通路，显著降低炎症介质的生成[21]。此外，漆黃素还通过抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路，减少炎症细胞因子的表达和分泌，并促进自噬体-溶酶体的融合和降解[22]。这些机制表明，漆黃素在炎症相关疾病的治疗中具有潜在的应用价值。
在抗肿瘤方面，漆黃素通过多种机制发挥其抗肿瘤活性。研究表明，漆黃素能够通过抑制PI3K/Akt/mTOR、NF-κB和MAPK等关键信号通路，抑制肿瘤生长和转移[22]。此外，漆黃素还通过诱导细胞凋亡和自噬，增强化疗药物的疗效[23,24]。这些研究表明，漆黃素在癌症治疗中具有重要的辅助作用。
综上所述，漆黃素作为一种多功能的天然化合物，在骨骼健康、抗炎和抗肿瘤等多个领域展现出显著的生物活性。未来的研究应进一步探索漆黃素在临床应用中的潜力，并优化其生物利用度，以更好地发挥其治疗作用。
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	四氢咔唑酮
2,3-dihydro-1H-carbazol-4(9H)-one
	其生物活性包括在抗菌、抗肿瘤等多种作用。
首先，四氢咔唑酮的抗菌活性得到了广泛关注。研究表明，某些咔唑类化合物对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均表现出显著的抑制作用。例如，Murrayaquinone A和6-甲氧基-3,7-二甲基-2,3-二氢-1H-咔唑-1,4(9H)-二酮在对抗金黄色葡萄球菌和大肠杆菌时表现出良好的抗菌活性，其最低抑菌浓度（MIC）为50 μg/mL[25]。这种抗菌特性使得四氢咔唑酮类化合物在开发新型抗菌药物方面具有重要的研究价值。
此外，四氢咔唑酮还展现出一定的抗肿瘤潜力。通过合成和细胞毒性评估，研究人员发现某些咔唑衍生物能够有效抑制癌细胞的生长。例如，1-[3-(9H-咔唑-4-氧基)-2-羟基丙基]-3-芳基-1H-吡唑-5-羧酸衍生物在体外对人类神经母细胞瘤（SK-N-SH）、人类肺癌（A549）和人类乳腺癌（MCF-7）细胞系表现出显著的抑制作用，其中化合物3d在抑制SK-N-SH细胞生长方面最为有效[25]。这些研究结果表明，四氢咔唑酮类化合物在抗肿瘤药物开发中具有潜在的应用前景。
最后，四氢咔唑酮的合成方法也为其生物活性的研究提供了便利。通过钌(III)催化的C-H活化/环化反应，可以在温和条件下高效合成多种N-酰基-四氢咔唑酮。这种方法不仅操作简单、可扩展性强，而且具有广泛的官能团耐受性，且仅产生水和氮气作为副产物[26]。这种合成策略为进一步研究四氢咔唑酮的生物活性提供了重要的基础。
综上所述，四氢咔唑酮类化合物在抗菌、抗肿瘤等生物活性方面展现出广阔的应用前景。未来的研究可以进一步探索其在其他生物学功能中的潜力，并通过优化合成方法提高其应用价值。
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	大豆素
Daidzein
	在抗肿瘤、抗炎、抗氧化及调节免疫系统方面具有显著的作用
首先，大豆素在抗肿瘤方面的潜力已被多项研究证实。研究显示，大豆素能够通过诱导细胞凋亡和细胞周期停滞来抑制卵巢癌细胞的生长，并通过抑制Raf/MEK/ERK信号通路来减少肿瘤的形成[27]。此外，大豆素的代谢产物Equol也表现出显著的抗炎和神经保护作用，能够抑制微胶质细胞的激活，从而可能在神经退行性疾病的治疗中发挥作用[28]。
在抗炎和抗氧化方面，大豆素通过调节肠道菌群-脑轴，能够缓解慢性应激诱导的抑郁样行为，并改善神经炎症和突触可塑性[29]。此外，大豆素通过促进葡萄糖转运蛋白4（GLUT4）的转位，增强葡萄糖的摄取，从而在糖尿病的管理中发挥作用[30]。研究还发现，大豆素能够通过抑制5-脂氧合酶和髓过氧化物酶的活性，发挥其抗氧化作用[31]。
在免疫调节方面，大豆素能够通过抑制树突状细胞的成熟和功能，表现出免疫抑制活性[32]。此外，大豆素还能够通过调节TGF-β1、PI3K/PIP3/Akt、Nrf-2/Keap-1和NF-κB信号通路，缓解由杀虫剂引起的肝损伤[33]。
尽管大豆素具有多种生物活性，其生物利用度和代谢仍然是影响其疗效的关键因素。通过纳米技术和配方策略的进步，可以提高大豆素的生物利用度和治疗应用[34]。例如，通过与哌嗪形成共晶体，大豆素的溶解度、渗透性和生物利用度得到了显著提高[35]。
综上所述，大豆素作为一种具有广泛治疗潜力的天然产物，在癌症、糖尿病、神经退行性疾病等多种慢性疾病的管理中显示出良好的前景。然而，仍需进一步的临床试验来验证其在不同人群中的疗效和安全性，并探索与其他生物活性化合物的协同作用，以最大化其临床应用价值。
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	染料木素
Genistein
	其生物活性包括在抗肿瘤、抗氧化、抗炎等多种作用。
首先，染料木素通过诱导细胞凋亡和抑制细胞增殖来发挥其抗肿瘤作用。在人类白血病HL-60细胞中，染料木素通过诱导G2/M期细胞周期阻滞和DNA损伤来减少细胞数量，并通过内质网应激和线粒体依赖途径诱导细胞凋亡[36]。此外，染料木素还通过下调IGF-1R/PI3K/Akt信号通路来抑制MCF-7人乳腺癌细胞的增殖[37]。
染料木素的抗氧化作用也得到了广泛研究。它通过增强抗氧化酶的活性来保护细胞免受氧化应激的损伤。例如，在卵巢颗粒细胞中，染料木素通过cAMP-PKA信号通路减弱氧化应激引起的细胞损伤，并提高细胞存活率[38]。此外，染料木素还通过Nrf2介导的抗氧化防御系统保护椎间盘细胞免受退变[39]。
在抗炎方面，染料木素通过抑制NF-κB和MAPK信号通路来减轻炎症反应。在大鼠模型中，染料木素显著抑制了由d-半乳糖胺诱导的急性肝衰竭中的炎症因子表达[40]。此外，染料木素通过抑制TLR4/MyD88、JAK1/STAT3和NF-κB通路，减轻了内毒素诱导的结肠毒性[41]。
染料木素的多功能性还体现在其对代谢疾病的影响上。研究表明，染料木素通过激活SIRT1-AMPK信号通路来减少鸡肝细胞中的脂肪积累，从而可能作为一种营养补充剂来预防脂肪代谢相关疾病[42]。此外，染料木素还通过调节脂质和葡萄糖代谢，显示出对非酒精性脂肪肝病（NAFLD）的潜在治疗作用[43]。
综上所述，染料木素作为一种天然异黄酮，具有广泛的生物活性，包括抗肿瘤、抗氧化、抗炎和代谢调节等。其多重作用机制使其成为研究和开发新型治疗药物的重要候选物。然而，进一步的研究仍需深入探讨其在不同疾病模型中的具体作用机制和临床应用潜力。
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	补骨脂二氢黄酮
Bavachin
	其在多种疾病的治疗中展现出潜在的药用价值，尤其是在代谢性疾病、心血管疾病、免疫调节和抗肿瘤等领域。
首先，补骨脂异黄酮在代谢性疾病中的作用尤为显著。研究表明，补骨脂异黄酮通过激活胰岛素信号通路和AMPK途径，显著提高了3T3-L1脂肪细胞的胰岛素依赖性葡萄糖摄取能力，这表明其在2型糖尿病的治疗中具有潜在的应用价值[44]。此外，补骨脂异黄酮还通过抑制脂质合成基因的表达和促进脂肪组织的热生热作用，减轻了高脂饮食诱导的小鼠肥胖和肝脏脂肪变性[45]。
在心血管疾病方面，补骨脂异黄酮通过激活mTOR依赖的自噬途径和抑制β-连环蛋白信号通路，保护人主动脉平滑肌细胞免受β-甘油磷酸盐介导的血管钙化和凋亡的影响[45]。此外，补骨脂异黄酮还通过抑制NLRP3炎性小体的激活，减轻了LPS诱导的炎症反应，显示出其在治疗炎症性和自身免疫性疾病中的潜力[46]。
在免疫调节方面，补骨脂异黄酮通过激活NFAT信号通路，增强了T细胞的活化和抗原特异性免疫反应，显示出其作为免疫佐剂的潜力[47]。此外，补骨脂异黄酮还通过调节A20泛素编辑复合物，抑制NF-κB信号通路，从而发挥抗神经炎症的作用，这为其在神经系统疾病中的应用提供了新的思路[48]。
在抗肿瘤领域，补骨脂异黄酮通过抑制NF-κB和STAT3的激活，诱导多发性骨髓瘤细胞系的凋亡，显示出其作为抗肿瘤剂的潜力。此外，补骨脂异黄酮还通过激活MAPK信号通路，诱导结直肠癌细胞的凋亡，进一步验证了其抗肿瘤活性[49]。
综上所述，补骨脂异黄酮作为一种多功能的天然化合物，展现出广泛的生物活性和潜在的临床应用价值。然而，其在不同剂量下的肝毒性也需要进一步研究，以确保其在临床应用中的安全性和有效性[50]。未来的研究应继续探索补骨脂异黄酮的分子机制和临床应用，以期为多种慢性疾病提供新的治疗策略。
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	补骨脂异黄酮
Corylin
	其生物活性包括在抗肿瘤、抗炎、抗氧化等多种作用。
在抗肿瘤方面，在卵巢癌细胞SKOV3中，补骨脂异黄酮通过诱导细胞凋亡和G0/G1期细胞周期阻滞，显著抑制了癌细胞的增殖和克隆形成能力。这一过程涉及到补骨脂异黄酮对信号转导和转录激活因子3（STAT3）磷酸化的下调以及其核定位和靶基因表达的抑制[51]。
此外，补骨脂异黄酮在代谢性疾病中的作用也得到了验证。研究发现，补骨脂异黄酮通过激活SIRT1和β3-肾上腺素能受体（β3-AR），促进白色脂肪组织的褐变，从而减少肥胖和胰岛素抵抗。在抗衰老方面，补骨脂异黄酮在秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans）中通过激活DAF-16和SKN-1信号通路，延长了寿命并改善了多种与衰老相关的表型[52]。
补骨脂异黄酮的抗炎作用也得到了广泛的研究。在脂多糖（LPS）诱导的急性肺损伤模型中，补骨脂异黄酮通过抑制MAPK和IL-6/STAT3信号通路，显著减轻了炎症反应[52]。在慢性溃疡性结肠炎的研究中，补骨脂异黄酮通过调节肠-脑轴和促进结肠中5-羟色胺的产生，改善了结肠炎症状[53]。此外，补骨脂异黄酮还通过下调microRNA-214-5p，改善了与脓毒症相关的心脏功能障碍[54]。
在骨骼健康方面，补骨脂异黄酮通过激活雌激素和Wnt/β-连环蛋白信号通路，促进成骨细胞分化，并在体外和体内实验中表现出显著的成骨活性。此外，补骨脂异黄酮通过抑制NF-κB信号通路，抑制了非小细胞肺癌细胞的增殖和迁移[55]。
综上所述，补骨脂异黄酮作为一种多功能的天然化合物，展现出广泛的生物活性和潜在的临床应用价值。其在抗肿瘤、抗炎、抗氧化、抗衰老以及代谢调节等方面的作用机制，为未来的药物开发和疾病治疗提供了重要的科学依据。







五、总结
DIGESTIVE CARE样品经质谱鉴定，其主要化学成分以黄酮及异黄酮类化合物为核心，结构类型丰富。具体包括黄酮醇类的漆黄素（Fisetin）、异黄酮类的大豆素（Daidzein）与染料木素（Genistein）、异黄酮氧糖苷类的甘草苷（Liquiritin）与芹菜素-7-O-葡萄糖苷（Apigenin 7-O-glucoside）、吡喃异黄酮类的补骨脂异黄酮（Corylin）、6-二甲酰黄酮类的补骨脂二氢黄酮（Bavachin），以及苯丙素苷类的Leonoside A和咔唑类的四氢咔唑酮等。这些成分共同构成了该复方多靶点、多途径药理作用的物质基础。
从生物活性来看，该复方成分展现出广泛且深入的药理作用。在抗炎与免疫调节方面，漆黄素、大豆素、甘草苷、橙皮苷（Hesperedin）及补骨脂异黄酮等成分，能通过抑制核因子κB（NF-κB）、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）、磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B（PI3K/Akt）等关键炎症信号通路，减少炎症介质产生，从而在骨关节炎、溃疡性结肠炎、急性肺损伤等炎症模型中发挥保护作用。其抗肿瘤活性机制多元，漆黄素、大豆素、染料木素、补骨脂异黄酮等可通过下调STAT3、抑制Raf/MEK/ERK或PTEN/PI3K/AKT通路，诱导癌细胞凋亡与周期阻滞，并对乳腺癌、卵巢癌、结直肠癌等多种癌细胞系显示出抑制增殖与转移的潜力。抗氧化损伤是另一突出功效，橙皮苷能激活ERK/Nrf2通路增强细胞抗氧化防御，Leonoside A也被报道具有抗氧化作用，有助于抵御氧化应激相关疾病。在调节代谢与骨骼健康方面，漆黄素和补骨脂异黄酮能激活Wnt/β-连环蛋白通路促进成骨分化，有益于骨骼维护；大豆素和补骨脂二氢黄酮则显示出调节葡萄糖摄取、改善胰岛素抵抗及减轻肝脏脂肪变性的作用，提示其在代谢性疾病管理中的应用前景。此外，部分成分如芹菜素-7-O-葡萄糖苷具有抗菌生物膜活性，四氢咔唑酮衍生物也表现出抗菌特性。
综上所述，DIGESTIVE CARE通过上述多种活性成分的协同与互补，在抗炎、抗肿瘤、抗氧化、代谢调节及组织保护等多个生物学层面构成了一个综合性的作用网络。这体现了DIGESTIVE CARE多成分、多靶点、整合调节的特点，为其在慢性炎症性疾病、肿瘤辅助治疗、代谢综合征及退行性疾病等领域的潜在应用提供了重要的科学依据。
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