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绿原酸致RBL-2H3细胞脱颗粒反应及机制研究
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摘 要：目的  研究绿原酸对大鼠嗜碱性白血病细胞 RBL-2H3 脱颗粒作用及可能机制。方法  将不同质量浓度（3.125、

6.250、12.500、25.000、50.000、100.000、200.000 μg·mL−1）的绿原酸作用于RBL-2H3细胞，通过实时细胞分析（RTCA）系统

检测绿原酸干预后引起的细胞指数（CI）值变化，以评价RBL-2H3细胞脱颗粒情况；利用甲苯胺蓝染色观察细胞形态变

化；化学荧光法测定组胺释放率；底物显色法测定 β-氨基己糖苷酶释放率、类胰蛋白酶释放量；网络药理学预测绿原酸诱

导 RBL-2H3 细胞脱颗粒的潜在机制，并应用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）对预测通路的主要靶点细胞外调节蛋白激

酶（ERK1）、c-Jun氨基末端激酶（JNK）、p38 丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）mRNA 水平进行检测。结果  绿原酸质量浓

度≥6.25 μg·mL−1时，可使RBL-2H3细胞的CI值在给药20 min后呈现先快速上升后下降的趋势；绿原酸质量浓度≥12.5 μg·mL−1时，

RBL-2H3细胞逐渐变圆甚至呈现多边形；与对照组比较，β-氨基己糖苷酶、组胺和类胰蛋白酶的释放量显著增加（P＜0.05、

0.01、0.001）。网络药理学预测发现，绿原酸致细胞脱颗粒作用可能与 MAPK、磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶

B（Akt）等信号通路相关；qRT-PCR 结果证实，与对照组比较，绿原酸可显著增加 ERK1、p38 MAPK mRNA 表达（P＜

0.05、0.01），但对 JNK mRNA表达影响不显著。结论  绿原酸可通过激活ERK1、p38 MAPK通路诱导RBL-2H3细胞发生脱

颗粒，具有潜在的诱发类过敏反应作用。
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Abstract: Objective To explore the degranulation response and mechanism of chlorogenic acid on RBL-2H3 cells. Methods After 

stimulation of RBL-2H3 cells with different concentration (3.125, 6.250, 12.500, 25.000, 50.000, 100.000, and 200.000 μg·mL−1) of 

chlorogenic acid, the cell index (CI) was monitored by using real-time cell analyzer (RTCA) in order to evaluate the degranulation 

response of RBL-2H3. The cell morphology was observed by using toluidine blue. The fluorescence method were used to verify 

histamine release and beta-hexose glucosidase, tryptase release were used to verify the degranulation of RBL-2H3 cells by 

colorimetric method. Potential mechanisms of degranulation response of chlorogenic acid on RBL-2H3 cells was predicted by 

network pharmacology and the mRNA levels of extracellular regulatory protein kinase (ERK1), c-Jun amino terminal kinase (JNK) 

and p38 mitogen activated protein kinase (MAPK), which were the main targets of the predicted pathway, were detected by real-time 
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quantitative PCR (qRT-PCR). Results  Chlorogenic acid at concentrations greater than 6.25 μg·mL−1 could significantly increase the 

CI value of RBL-2H3 cells and at concentrations greater than 12.5 μg·mL−1 could make the cell morphology change obviously and 

increased levels of histamine, β-hexose glucosidase and tryptase released compared with control group (P < 0.05, 0.01, and 0.001). A 

network pharmacology approach was find that the degranulation response of chlorogenic acid on RBL-2H3 cells was mainly 

associated with MAPK signaling pathways and PI3K/Akt signaling pathways. qRT-PCR assays confirmed that ERK1, p38 MAPK 

mRNA levels were significantly increased (P < 0.05, 0.01) in chlorogenic acid group and chlorogenic acid didn't obviously affect the 

expression of JNK mRNA  compared with control group. Conclusion Chlorogenic acid can induce degranulation response of RBL-

2H3 cells via the ERK1, p38 MAPK pathway and maybe induce anaphylactoid reactions.

Key words: chlorogenic acid; RBL-2H3 cells; anaphylactoid reactions; mechanism of allergy; β-aminoglycosidase; histamine; trypsin; 

extracellular regulatory protein kinase (ERK1); p38 mitogen activated protein kinase (MAPK)

绿原酸是金银花、栀子、茵陈等清热解毒类中

药的有效成分。有研究表明，清开灵注射液和双黄

连注射液的过敏反应与绿原酸有关［1-2］。目前，对于

绿原酸诱导的过敏反应类型仍存有争议［3］，对绿原

酸是否会引发由肥大细胞脱颗粒介导的类过敏反

应及反应机制仍没有确切的研究结论。因此，在含

有绿原酸中药的研发和应用中，有必要考虑其是否

会直接刺激肥大细胞脱颗粒，诱导机体类过敏反

应。本研究旨在通过观察绿原酸对大鼠嗜碱性细

胞白血病细胞（RBL-2H3）脱颗粒的影响，揭示绿原

酸引起的类过敏反应及可能机制，为含绿原酸中药

的安全性研究提供参考。

1　材料

1.1　细胞

RBL-2H3细胞，购自北纳生物科技有限公司。

1.2　药品和主要试剂

甲苯胺蓝（批号 1002341392）、4-硝基苯基N-乙

酰基 - β -D-氨基葡萄糖（批号 N9376），购自美国

Sigma 公司；Na-苯甲酰-DL-精氨酸-对硝基酰胺盐

酸盐（BAPNA，批号B9060）购自北京Solarbio公司；

绿原酸（批号A22GB158496，质量分数≥98%）购自

成都瑞芬思公司；总RNA提取试剂盒、RNA反转录

试剂盒购自普洛麦格生物技术有限公司；DNA扩增

试剂盒购自天根生化科技有限公司；Compound 48/

80（C40/80，批号1002340712）购自北京Sigma公司。

1.3　主要仪器

细胞培养箱（美国Thermo公司）；倒置相差显微

镜（德国徕卡）；Flexstation 3 多功能酶标仪工作

站（Molecular Devices）；实时细胞分析（RTCA）系

统、16孔电极板（美国罗氏公司）；PCR仪（美国Bio-

rad公司）。

2　方法

2.1　细胞培养

RBL-2H3 细 胞 培 养 于 含 15% 胎 牛 血 清 的

DMEM 培养基，置于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培

养。每 3天按照 1∶3比例传代 1次，取对数生长期的

细胞进行实验。

2.2　RTCA系统检测绿原酸对RBL-2H3细胞脱颗

粒作用

参考本课题组前期建立的方法［4］，利用 RTCA

系统进行细胞脱颗粒检测。RBL-2H3 细胞以 2×

105·mL−1密度接种于 16孔板中，每孔 100 μL。实验

分为对照组、C48/80（30 μg·mL−1）组和梯度质量浓

度（3.125、6.250、12.500、25.000、50.000、100.000、

200.000 μg·mL−1）的绿原酸组，对照组加入等体

积的磷酸盐缓冲溶液（PBS）。加药后，设置监

测间隔为 3 min，监测 12 h。通过RTCA系统实时监

测细胞状态，并绘制出RBL-2H3细胞的实时特征细

胞指数（CI）值曲线。

2.3　甲苯胺蓝染色考察绿原酸对RBL-2H3细胞的

影响

RBL-2H3 细胞以 2×104·mL−1 的密度接种于 6

孔板，每孔 2 mL。分组及给药同“2.2”项，药物

作用 60 min 后，每孔加入 0.5% 的甲苯胺蓝染液

20 μL，染色 3 min，倒置显微镜下观察细胞形态

变化。

2.4　检测细胞因子释放量分析绿原酸诱导的RBL-

2H3细胞脱颗粒

2.4.1　组胺释放率的测定 RBL-2H3 细胞以 2×

105 ·mL−1 的密度均匀接种于 48 孔板，每孔加液

250 μL，分组及给药操作同“2.2”项，37 ℃孵育60 min。

取细胞上清 100 μL 置于测试板中，加入 50 μL 

0.4 mol·L−1 NaOH 和 10 μL 1% 邻苯二甲醛-甲醇溶

液，混匀，室温放置10 min后，加入50 μL 0.5 mol·L−1 HCl

终止反应，酶标仪检测荧光值（入射波长 360 nm，激

发波长 450 nm）。剩余的细胞板每孔加入 320 μL 

0.5% 的 Triton100-PBS 溶液裂解，37 ℃孵育 30 min

后，取细胞裂解液 100 μL 检测组胺。计算组胺释
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放率。

组胺释放率＝上清荧光值/（上清荧光值＋裂解液荧

光值）

2.4.2　β-氨基已糖苷酶释放率的测定 待测样品

为“2.4.1”项中细胞的上清和裂解液。每孔均匀加

入待测上清或裂解液 10 μL 后，立即加入 90 μL

基底溶液（10 mL 0.1 mol·L−1 柠檬酸盐溶液＋

3.423 mg 4-硝基苯 -N- 乙 酰 基 - 酰 基 酸 盐 葡 糖

胺），37 ℃孵育 30 min。每孔加入 200 μL 碳酸钠

溶液终止反应，混合均匀后立即在酶标仪 405 nm处

检测吸光度（A）值。上清和裂解液需分开检测。

β-氨基己糖苷酶释放率＝A 上清/（A 上清＋A 裂解）

2.4.3　类胰蛋白酶释放量的测定 待测样品

为“2.4.1”项中冻存的上清，实验设置标准品组和实

验组。称取胰蛋白酶 0.01 g，PBS 稀释后绘制标准

曲线。每孔加入 130 μL的 0.1 mol·L−1 Tris-HCl（pH 

7.4），加 入 4 μL 底 物（20 mg BAPNA＋1 mL 

DMSO），加入 20 μL待测样品/胰蛋白酶溶液，混合

均匀，30 ℃水浴 30 min后加入 50 μL 30%乙酸终止

反应，在酶标仪 405 nm处检测A值，根据标准曲线，

计算类胰蛋白酶实际释放量。

2.5　绿原酸致RBL-2H3细胞脱颗粒机制预测

2.5.1　绿原酸靶点的筛选及过敏反应相关蛋白的

获取 为了预测绿原酸的靶点，首先从中药系统药

理学数据库与分析平台TCMSP数据库（https：//old.

tcmsp e.com/tcmsp.php）中获取绿原酸 mol2 格式的

文件并上传到 PharmMapper 数据库（http：//www.

lilab-ecust. cn/pharmmapper/）中，以“Homo sapiens”

和 normal fit score≥0.6为筛选标准，筛选出绿原酸

的主要靶点。

以“allergic”为 关 键 词 ，在 Gene Cards 数 据

库（https：//www. genecards. org/）、OMIM 数 据

库（https：//www. omim. org/）和 TTD 数据库（http：//

db.idrblab.net/ttd/）中进行检索，获得与过敏相关的

靶点基因。将绿原酸主要靶点与疾病相关靶点取

交集，作为绿原酸致RBL-2H3细胞脱颗粒的潜在作

用靶点。

2.5.2　京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分

析 使用David数据库（https：//david.ncifcrf.gov/）对

绿原酸致 RBL-2H3 细胞脱颗粒的靶基因进行

KEGG通路富集分析，根据富集靶标数量由多到少

进行排序，再选取富集靶标数量最多的前 10 条通

路，使用R软件对KEGG通路富集分析结果进行可

视化展示。结合相关研究文献对该 10条通路进行

分析，筛选出与脱颗粒相关的通路，作为本研究的

主要分析对象以及绿原酸致 RBL-2H3细胞脱颗粒

的潜在作用机制。最后将成分-靶点-通路导入到

Cytoscape 3.8.0软件进行可视化。

2.6　实时荧光定量PCR（qRT-PCR）考察预测通路

主要靶点在mRNA水平的表达情况

取 RBL-2H3 细胞均匀铺于 6 孔板，培养 24 h

后，50 μg·mL−1的绿原酸刺激 1 h，进行细胞总 RNA

抽提，并反转录成 cDNA，以 cDNA 为模板，进行

qRT-PCR 实 验 ，检 测 各 组 细 胞 外 调 节 蛋 白 激

酶（ERK1）、c-Jun 氨基末端激酶（JNK）、p38 丝裂原

活化蛋白激酶（MAPK）mRNA 的表达。引物序列

见表1。

3　结果

3.1　绿原酸可以引起RBL-2H3细胞脱颗粒

3.1.1　绿原酸对RBL-2H3细胞CI值的影响 如图

1 所示，给药 20 min 后，RBL-2H3 细胞的 CI 值发生

了明显变化：阳性药C48/80组呈先快速上升后下降

而后缓慢上升的趋势；对照组呈先快速下降再快速

上升而后缓慢上升的趋势；绿原酸质量浓度≥

表1　引物序列

Table 1　Primer sequence

基因

ERK1

JNK

p38 MAPK

β-actin

基因序列（5’→3’）

正向：ACCCTGAGCACGACCACACTG

反向：CAGCCCACAGACCAGATGTCAATG

正向：CCACCACCAAAGATCCCTGACAAG

反向：GACGCCATTCTTAGTTCGCTCCTC

正向：GATAAGAGGATCACAGCAGCCCAAG

反向：TCGTAGGTCAGGCTCTTCCATTCG

正向：ACCGTGAAAAGATGACCCAG

反向：TCTCAGCTGTGGTGGTGAAG

图1　基于RTCA考察绿原酸对细胞脱颗粒的影响

Fig. 1　RTCA monitoring of chlorogenic acid induced 

degranulation of RBL-2H3 cells
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6.25 μg·mL−1时可使RBL-2H3细胞的CI值变化趋势

与C48/80一致；绿原酸质量浓度≤3.125 μg·mL−1时

RBL-2H3细胞的CI值变化趋势与对照组一致。提

示绿原酸浓度≥6.25 μg·mL−1时可使RBL-2H3细胞

发生脱颗粒。

3.1.2　绿原酸对 RBL-2H3 细胞形态的影响 甲苯

胺蓝染色后，对照组细胞生长良好，呈梭形；C48/80

组细胞呈圆形；绿原酸作用于细胞 60 min后，随着

浓度的增加，细胞逐渐变圆甚至呈现多边形，发生

明显的脱颗粒现象。见图2。

3.1.3　绿原酸对RBL-2H3细胞 β-氨基已糖苷酶、类

胰蛋白酶、组胺释放量的影响 如图 3所示，与对照

组比较，C48/80 引起的组胺释放率显著增加（P＜

0.001）；质量浓度＜12.5 μg·mL−1的绿原酸没有引起

组胺、β-氨基已糖苷酶、类胰蛋白酶释放增加；质量

浓度≥12.5 μg·mL−1的绿原酸引起的组胺、β-氨基已

糖苷酶、类胰蛋白酶释放量显著高于对照组（P＜

0.05、0.01、0.001）。

3.2　绿原酸通过 ERK1、p38 MAPK 通路诱导

RBL-2H3细胞脱颗粒

将数据库检索到的过敏反应靶点汇总并剔除

重复项后共得到 3 441个靶点，与绿原酸的 140个主

要作用靶点进行匹配，共获得交集靶点 24个，见图

4。KEGG信号通路分析结果显示（图 5），与绿原酸

致敏反应相关性最强的是MAPK信号通路。

通过 qRT-PCR 实验对预测的绿原酸致敏靶点

进行验证。结果显示，与对照组比较，绿原酸处理

后可显著增加 RBL-2H3 细胞 ERK1、p38 MAPK 的

mRNA 表 达 水 平（P＜0.05、0.01），而 对 JNK 的

mRNA表达有增加趋势，但是无显著影响。结果表

明绿原酸可通过 ERK1、p38 MAPK 途径引起 RBL-

2H3细胞脱颗粒，从而诱导类过敏反应的发生。结

果见图6。

图4　绿原酸靶点与过敏反应相关靶点Venn图

Fig. 4　 Venn diagram of chlorogenic acid targets and 

targets in allergic diseases

 

 

 

 

对照                C48/80       绿原酸 200.000 μg·mL−1 

绿原酸 12.500 μg·mL−1    绿原酸 6.250 μg·mL−1    绿原酸 3.125 μg·mL−1 

绿原酸 100.000 μg·mL−1 绿原酸 50.000 μg·mL−1   绿原酸 25.000 μg·mL−1 

图2　甲苯胺蓝染色考察绿原酸对细胞形态的影响（×40）
Fig. 2　Toluidine blue staining to investigate effect of chlo‐

rogenic acid on RBL-2H3 cells morphology (×40)

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group

图3　炎症介质释放率

Fig. 3　Release rate of inflammatory mediators
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4　讨论

绿原酸被认为是众多药材和中成药抗菌解

毒［5］、消炎利胆的主要有效成分，然而其又是中药制

剂中一种可疑的致敏物质，其安全性问题近年来备

受关注。目前，对于绿原酸引起的过敏反应主要有

2种观点：一种认为绿原酸是一种半抗原，可与蛋白

质上的氨基酸结合，引发 IgE 介导的 I 型过敏反

应［6］。但临床报道，含有绿原酸的中药制剂引发的

过敏样症状大多发生在首次给药后的 60 min内，且

无需 IgE 介导［7］。因此另一种观点认为，绿原酸可

作为致敏原直接刺激肥大细胞脱颗粒，诱导类过敏

反应的发生。类过敏反应的主要特点为肥大细胞

脱颗粒介导，首次用药即可出现过敏样症状。张信

岳等［8］为未致敏的豚鼠注射绿原酸溶液后，发现豚

鼠出现过敏样症状。余海滨等［9］、汪芳等［10］也证实

绿原酸与类过敏反应密切相关。本研究以 RBL-

2H3 细胞为模型，应用课题组前期建立的基于

RTCA 的中药注射液类过敏反应评价体系［4］，发现

绿原酸可呈剂量相关性刺激 RBL-2H3细胞发生脱

颗粒现象，具有潜在的诱发类过敏反应作用。

但是由于目前缺乏致敏机制的相关研究，绿原

酸引发 I型超敏反应仍是普遍接受的观点。因此，

寻找绿原酸诱导 RBL-2H3细胞发生脱颗粒的反应

机制较为迫切。本研究基于网络药理学，结合靶点

预测、KEGG通路富集分析初步发现MAPK信号通

路是绿原酸引起致敏反应的潜在机制。MAPK 作

为经典的信号通路，可以调控下游众多信号分子，

引发级联反应。如花生引起的过敏反应与 MAPK

信号通路调控哮喘基因产生Th2细胞因子有关［11］；

二硝基氟苯诱导的过敏性皮炎与 MAPK 信号通路

调控的促炎因子释放有关［12］。既往研究也发现，肥

大细胞脱颗粒亦与MAPK通路的激活有关［13］。

MAPK 家族由 ERK、JNK 和 p38 MAPK 3 种蛋

白激酶组成。本研究中，绿原酸作用于RBL-2H3细

胞后，可引起 ERK1 和 p38 MAPK mRNA 表达显著

增加，提示绿原酸通过 ERK1、p38 MAPK通路引起

RBL-2H3细胞脱颗粒，这与青藤碱促进RBL-2H3细

胞脱颗粒的机制相似［14］。文献报道，ERK1的激活

使RBL-2H3细胞释放花生四烯酸，并在环氧化酶的

作用下转化为前列腺素，进一步刺激RBL-2H3细胞

脱颗粒。ERK1 敲除的小鼠过敏反应症状得到缓

解，证实了 ERK1在过敏反应中起着重要的调控作

用［15］。肥大细胞脱颗粒和炎症反应具有相互促进

的作用［16］。p38 MAPK被认为是炎症反应的重要调

节因子，其激活可促进肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白

细胞介素-6（IL-6）、组胺等促炎因子的表达，提升肥

大细胞脱颗粒强度，增加类过敏反应风险。

本研究中，绿原酸并没有显著提高 JNK 的

mRNA 表达，而 JNK 被认为是 IgE 相关反应的开

关［15］，再次验证了绿原酸可以直接刺激肥大细胞发

生脱颗粒诱导类过敏反应发生，而不完全依赖于

IgE介导的过敏机制。本研究发现绿原酸可直接刺

激RBL-2H3细胞发生脱颗粒，其致敏机制与ERK1、

p38 MAPK信号通路的激活有关。
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