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UHPLC-ESI-QE-Orbitrap-MS结合TRIF/p-IκBα/NF-κB/NLRP3信号通路

的蛤蚧定喘丸抗炎机制与活性成分探讨
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摘 要：目的  探讨蛤蚧定喘丸的抗炎机制，推测蛤蚧定喘丸发挥抗炎功效的关键活性成分。方法  依次采用石油醚、无水

乙醇、超纯水对蛤蚧定喘丸不同极性的化学成分进行提取；利用 2、4、8、16、32、64、128 μg·mL−1的醚提物、醇提物、

水提物处理RAW264.7细胞，分别通过CellTiter-Lumi（CTL）发光法和钙黄绿素/碘化丙啶（Calcein/PI）染色法检测细胞活

力，确定提取物的安全浓度；利用各提取物处理脂多糖（LPS）诱导的RAW264.7细胞炎症模型，通过格里斯试剂（Griess）

测定一氧化氮（NO）释放量，通过酶联免疫吸附（ELISA）法检测白细胞介素-1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）分

泌，筛选具有抗炎活性的提取物。利用超高效液相色谱-四极杆/静电场轨道阱高分辨质谱技术（UHPLC-ESI-QE-Orbitrap-

MS）对有抗炎活性的提取物进行物质分析，推测抗炎活性物质及作用机制，并利用蛋白免疫印迹法（Western blotting）进

一步验证其对硫氧还蛋白互作蛋白（TXNIP）/p-核因子 κB抑制蛋白 α（p-IκBα）/核因子-κB（NF-κB）/NOD样受体热蛋白

结构域相关蛋白 3（NLRP3） 信号通路相关蛋白表达的影响。结果  醚提物、醇提物、水提物在质量浓度低

于 64 μg·mL−1时均未影响细胞活力。与模型组相比，醇提物在质量浓度大于 8 μg·mL−1时显著降低NO释放量（P＜0.05），醚提

物和醇提物在质量浓度高达 64 μg·mL−1时仍未产生抗炎效果；醇提物显著降低了TNF-α、IL-1β的释放量（P＜0.05）。醇提物中

共分析出 36种主要化学成分。经Western blotting实验验证，与模型组比较，蛤蚧定喘丸醇提物对RAW264.7细胞炎症模型

内NLRP3炎症小体、β干扰素TIR结构域衔接蛋白（TRIF）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、单核细胞趋化蛋白-1（MCP-

1）、p-IκBα的表达均有显著降低作用（P＜0.05），而对TXNIP、Toll样受体4（TLR4）、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号

通路蛋白的影响并不显著。结论  蛤蚧定喘丸通过抑制TRIF/p-IκBα/NF-κB/NLRP3信号通路以及 iNOS、MCP-1的合成发挥

抗炎功效，推测巴马汀、麻黄碱、伪麻黄碱、小檗碱、甘草素、药根碱、小檗红碱为其抗炎活性成分。
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Abstract: Objective To explore the mechanism and key active substances of Gejie Dingchuan Pill for its anti-inflammatory effect.

Methods The chemical components with different polarity in Gejie Dingchuan Pill were extracted by petroleum ether, absolute 

ethanol and ultrapure water in turn. RAW264.7 cells were treated with 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 μg·mL−1 ether extract, alcohol extract 

and water extract, then the cell viability was detected by CellTiter Lumi (CTL) luminescence and Calcein/PI staining to determine 

the safe concentration of different extracts; Different extracts were used to treat LPS-induced RAW264.7 cells, then the release of 

nitric oxide (NO) was measured by Griess reagent, the release of interleukin (IL)-1β and tumor necrosis factor (TNF)-α was detected 
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by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to hunt the extracts with anti-inflammatory activity. The extracts with anti-

inflammatory activity were analyzed by ultrahigh performance liquid chromatography quadrupole/electrostatic field orbitaltrap high-

resolution mass spectrometry (UHPLC-ESI-QE-Orbitrap-MS), Western blotting was performed further verified the effect of 

thioredoxin interacting protein (TXNIP)/p-nuclear factor κB inhibitory protein α (p-IκBα)/nuclear factor κB (NF- κB)/NOD-like 

receptor thermal protein domain associated protein 3 (NLRP3) signaling pathway. Results The safe concentration of extracts was 

below 64 μg·mL−1. Compared with the model group, at the ethanol extract had a mass concentration greater than 8 μg·mL−1, there 

were a significant decrease in NO release (P < 0.05). No anti-inflammatory effect was observed at with ether and alcohol extracts 

reaching a mass concentration of up to 64 μg·mL−1. Ethanol extract significantly reduced the release amount of TNF-α and IL-1β 

(P < 0.05). A total of 36 main chemical components were identified in the ethanol extract. The Western blotting experiment verified 

that the ethanol extract of Gejie Dingchuan Pill could inhibit the expression of NLRP3 inflammatory bodies, TRIF, iNOS, MCP-1 

and p-IκBα in LPS-induced RAW264.7 cells (P < 0.05), but not affect the expression of TXNIP, TLR4 and MAPK signaling 

pathway proteins. Conclusion Gejie Dingchuan Pill could play an anti-inflammatory role by inhbiting TRIF/p-IκBα/NF-κB/NLRP3 

pathway and the synthesis of iNOS and MCP-1. It is speculated that palmatine, pseudo ephedrine, berberine, liquiritigenin, 

jatrorrhizine and berberrubine are the key substances for Gejie Dingchuan Pill to exert anti-inflammatory activity.

Key words: Gejie Dingchuan Pill; tir-domain containing adaptor inducing interferon- β (TRIF); phospho-inhibitory subunit of 

nuclear factor kappa-B alpha (p-IκBα); nuclear factor kappa-B (NF- κB); NOD-like receptor thermal protein domain associated 

protein 3 (NLRP3); anti-inflammatory mechanism; active ingredient; palmatine; ephedrine; pseudo ephedrine; berberine; 

glycyrrhizin; jatrorrhizine; berberine

蛤蚧定喘丸出自《全国中药成药处方集》（天津

方），属于国家基本药物品种，是临床常用治疗慢性

支气管炎、支气管哮喘的药物。其由蛤蚧、紫菀、麻

黄、黄芩、甘草等 14味药材组成，各药材相辅相成，

达到滋阴清肺、止咳平喘之功效。但目前关于蛤蚧

定喘丸的现代药理学研究较少，难以适应现代用药

的需要［1-2］。已有研究表明蛤蚧定喘丸可能通过麻

黄碱（来自于臣药麻黄）、甘草酸（来自于使药甘草）

发挥抗炎功效［3］，但其抗炎作用的物质基础与作用

机制尚未完全阐明。另外，中药材的人工种植、异地种植

已经越来越普遍，直接影响着药材品质与中药疗效［4］，而

关键活性物质的监测对中药质量控制起重要作用［5］。

本实验以脂多糖（LPS）诱导的RAW264.7细胞

炎症模型为研究对象，结合超高效液相色谱-四极

杆/静电场轨道阱高分辨质谱联用仪（UHPLC-ESI-

QE-Orbitrap-MS）探索蛤蚧定喘丸发挥抗炎作用的

物质基础，逐步缩小抗炎活性物质与抗炎机制的筛

选范围；最后利用Western blotting实验对蛤蚧定喘

丸抗炎机制进行验证，同时反推其抗炎活性物质，

不仅探索了蛤蚧定喘丸的抗炎机制，也为中药活性

物质的筛选提供了新的探索途径。

1　材料

1.1　细胞

RAW264.7细胞株来自于中国科学院苏州纳米

技术与纳米仿生研究所。

1.2　药品和主要试剂

蛤蚧定喘丸（规格 6 g×7袋/盒，批号 20210709、

20211207；规格 6 g×6袋/盒，批号 20211002；长春人

民药业集团有限公司）；DMEM 高糖培养基（货号

SH30243.01）、胎牛血清（货号 FA35213），HyClone

公司；青霉素-链霉素溶液（货号C0222）、HBSS缓冲

液（货号 C0218）、一氧化氮检测试剂盒（货号

S0021S）、CellTiter-Lumi（CTL） Steady 发光法细胞

活力检测试剂盒（货号C0065M）、钙黄绿素/碘化丙

啶（Calcein/PI）细胞活性与细胞毒性检测试剂盒（货

号C2015M）、RIPA裂解液（货号P0013B）、蛋白酶磷

酸酶抑制剂混合物（货号P1046）、BCA试剂盒（货号

P0012）、SDS-PAGE 凝 胶 配 制 试 剂 盒（ 货 号

P0012A）、Western溶液套装（货号P0023），碧云天生

物公司；鼠源白细胞介素 -1β（IL-1β）ELISA 试剂

盒（货号EMC001b.48）、鼠源肿瘤坏死因子-α（TNF-α）

ELISA试剂盒（货号EMC102a.48），欣博盛生物科技

有限公司；脂多糖（Sigma公司，货号L2880）；ECL化

学发光底物试剂盒（Thermo公司，货号WP20005）；

兔源 GAPDH抗体（货号 ab9485）、兔源 caspase-1抗

体（货号 ab138483）、兔源 NOD 样受体热蛋白结构

域相关蛋白 3（NLRP3）抗体（货号 ab270449）、辣根

过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG（货号 ab97051）、兔源

β 干扰素 TIR 结构域衔接蛋白（TRIF）抗体（货号

ab13810），Abcam公司；兔源 p-核因子 κB抑制蛋白

α（IκBα）抗体（货号 2859T）、兔源诱导型一氧化氮合

成酶（iNOS）抗体（货号 13120S）、兔源硫氧还蛋白

互作蛋白（TXNIP）抗体（货号 14715S）、兔源单核细

胞趋化蛋白-1（MCP-1）抗体（货号 2029S）、兔源Toll
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样受体 4（TLR4）抗体（货号 14358S）、兔源 P38 抗

体（货号 9212S）、兔源 p-P38 抗体（货号 9211S）、兔

源 细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶（Erk1/2）抗 体（货 号

4695T）、兔源 p-Erk1/2抗体（货号 4377T）、兔源 JNK

抗体（货号 9252S）、兔源 p-JNK抗体（货号 9251S），

Cell Signaling Technology公司。

1.3　主要仪器

Victor Nivo 多功能酶标仪（美国 Perkin-Elmer

公 司）；SpectraMax L 化 学 发 光 酶 标 仪（美 国

Molecular Devices 公司）；CKX53 倒置荧光显微

镜（日本 OLYMPUS 公司）；GR60DP 立式压力蒸汽

灭菌锅（中国致微仪器有限公司）；SORVALL ST16

高速离心机、Vanquish 超高效液相色谱系统、Q 

Exactive 高分辨质谱仪（美国 Thermo Scientific 公

司）；Mini-PROTEAN 垂直电泳仪（美国 Bio-Rad 公

司）；Elmasonic S100H 超声清洗机（德国 Elma 公

司）；Advantage ML 旋转蒸发仪（德国 Heidolph 公

司）；XS205电子天平（瑞士梅特勒公司）；Milli-Q超

纯水系统（美国Millipore公司）；ChemiDocMP凝胶

成像仪（美国Bio-Rad公司）。

2　方法

2.1　细胞培养

RAW264.7 细胞培养于含 100 U·mL−1青霉素、

0.1 mg·mL−1链霉素及 10%胎牛血清的DMEM高糖

培养基中，于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养，隔日

传代。

2.2　供试品溶液的制备

参照文献报道方法［6］，蛤蚧定喘丸研细后取20 g，

加入200 mL石油醚，室温超声30 min后，4 000 r·min−1

离心30 min，取上清液作为醚提原液；剩余残渣置于

200 mL无水乙醇中，室温超声30 min后，4 000 r·min−1

离心30 min，取上清液作为醇提原液；剩余残渣置于

200 mL超纯水中，室温超声 30 min后，4 000 r·min−1

离心 30 min，取上清液作为水提原液。将醚提原液

旋转蒸干后得醚提物，提取率约 6.0%；将醇提原液

旋转蒸干后得醇提物，提取率约 11.0%；将水提原液

旋转蒸干后得水提物，提取率约 36.5%。将醚提物、

醇提物、水提物分别溶解于DMSO、DMSO、水中，用

孔径 0.22 μm 的微孔滤膜滤过后得到醚提液、醇提

液、水提液。

2.3　CTL 发光法测定不同提取物对 RAW264.7细

胞活力的影响

取对数生长期的 RAW264.7细胞，制备成密度

为 5×105 ·mL−1 的细胞混悬液，96 孔板每孔接种

100 μL，培养 24 h 后加入 2、4、8、16、32、64、

128 μg·mL−1 的各提取物，继续培养 24 h后，按试剂

盒说明书每孔加入与细胞培养液等体积的检测试

剂，10 min 后利用化学发光酶标仪检测相对光强

度（RLU），RLU 值越大，代表细胞活力越强。每个

样品设置复孔 4个，实验另外设置对照组（不加入提

取液，加入同体积的溶剂）。

2.4　Calcein/PI 染色法测定不同提取物对 RAW 

264.7细胞存活率的影响

取对数生长期的 RAW264.7细胞，制备成密度

为 5×105 ·mL−1 的细胞混悬液，96 孔板每孔接种

100 μL，培养 24 h后加入 64 μg·mL−1 的各提取物，

继续培养 24 h后，按试剂盒说明书，吸弃细胞培养

液，HBSS 缓冲液洗涤 2 次后，每孔加入用无血清

DMEM培养液 1 000倍稀释后的Calein-AM/PI检测

试剂，避光孵育30 min，利用荧光显微镜观察细胞死

活，其中 Calcein AM（绿色荧光）染色活细胞，而

PI（红色荧光）染色死细胞，每个样品随机选取 9个

区域进行拍照。

细胞存活率＝绿色细胞数目/绿色与红色细胞数目之和

2.5　Griess法测定不同提取物对RAW264.7细胞炎

症模型NO释放的影响

炎症模型的制备：取对数生长期的 RAW264.7

细胞，制备成密度为 5×105·mL−1的细胞混悬液，96

孔板每孔接种 100 μL，培养 6 h后完全贴壁，吸弃培

养液，加入同体积含 1 μg·mL−1 LPS的培养液进行培

养，培养 18 h后通过 NO释放量验证炎症模型，NO

释放量与未加入LPS的对照组相比显著升高，表明

炎症模型构建成功。

炎症细胞模型构建完成后，吸弃原培养液，加

入含 2、4、8、16、32、64 μg·mL−1 各提取物的

DMEM细胞培养液，培养 24 h后，每孔取 50 μL上清

液至新的 96孔板中，再依次加入 50 μL 室温 Griess 

Reagent I与室温Griess Reagent II，利用多功能酶标

仪 540 nm下测定吸光度（A）值，每组 4个复孔。同

时按照试剂盒说明书以系列浓度 NaNO2标准溶液

制作标准曲线，计算各孔NO释放量。实验另外设

置对照组（正常细胞，不加入提取物及 LPS）、模型

组（炎症细胞模型，不加入提取物）。

2.6　ELISA 法检测不同提取物对 RAW264.7 细胞

炎症模型炎症因子释放的影响

炎症细胞模型按“2.5”项方法构建完成后，吸弃

原培养液，加入含 64 μg·mL−1 的各提取物的细胞培

养液，培养 24 h后，按照ELISA试剂盒说明书操作，

··1910



Drug Evaluation Research第46卷 第9期  2023年9月 Vol. 46 No. 9 September 2023

每个样品设置 4个复孔，实验另外设置对照组（正常

细胞，不加入提取物及 LPS）、模型组（炎症细胞模

型，不加入提取物）。

2.7　提取物成分分析

利用 UHPLC-ESI-QE-Orbitrap-MS 对提取物成

分组成进行分析。

2.7.1　色谱条件 采用 Poroshell 120 EC-C18 色谱

柱（100 mm×4.6 mm，2.7 µm）；柱温为 35 ℃，体积

流量为 0.3 mL·min−1 ，进样量为 5 μL，进样温度为

5 ℃；流动相A为 0.1%甲酸溶液，流动相B为甲醇，

梯度洗脱，具体洗脱条件见表1。

2.7.2　质谱条件 采用电喷雾离子源（ESI），正离

子模式检测，喷雾电压 3.9 kV，离子源温度 320 ℃，

鞘气压力 40 kPa；MS与 MS2分辨率均设为 70 000，

诱导碰撞解离能量 10、40 eV，扫描范围 m/z 100～

1 500。

2.7.3　化合物的鉴定 参照文献报道方法［7］，将

UHPLC-ESI-QE-Orbitrap-MS采集所得数据（空白溶

剂的质谱数据作为Blank组，3批次样品的提取物质

谱数据作为 Sample 组）导入 Compound Discoverer 

3.1 软件，工作流程包括 ChemSpider 和 mzCloud 搜

索。结果列表中的所有特征以及记录的二级质谱

碎片使用MetFrag做进一步处理，MetFrag结合了小

分子的数据库搜索和碎片预测，最终在 3批样品中

得分均大于60分的化学物质为有效鉴定结果。

2.8　Western blotting法检测炎症信号通路中相关

蛋白的表达

炎症模型的制备：取对数生长期的 RAW264.7

细胞，制备成密度为 5×105·mL−1的细胞混悬液，6孔

板每孔接种 2 mL，培养 6 h后完全贴壁，制备炎症模

型，方法同“2.5”项。

炎症细胞模型构建完成后，吸弃原培养液，加

入含 64 μg·mL−1醇提物的DMEM细胞培养液，培养

24 h，参照文献报道［9］，吸弃培养液，HBSS缓冲液洗

涤 2次，用RIPA裂解液（含蛋白酶磷酸酶抑制剂混

合物）提取蛋白，BCA 试剂盒测定蛋白浓度，SDS-

PAGE凝胶电泳，转印到 PVDF膜封闭液封闭，4 ℃

过夜孵育一抗，室温孵育二抗 1 h，最后用ECL显色

液在成像系统下观察蛋白表达水平。涉及磷酸化

蛋白时，磷酸化蛋白检测完成后，洗去磷酸化抗体

及二抗，检测总蛋白，再洗脱 1 次，检测内标蛋白。

利用 Image J 1.8.0.172进行灰度分析。

2.9　统计学分析

应用 GraphPad Prism 5 软件进行数据处理，所

有数据均以 x
—
±s表示，组间比较采用单因素方差分

析（One-way ANOVA）。

3　结果

3.1　各提取物对RAW264.7细胞活性的影响

与对照组相比，醚提物、醇提物、水提物质量浓

度在低于 64 μg·mL−1时均未显著影响细胞活力，但

醇提物和水提物在质量浓度达到 128 μg·mL−1时导

致细胞活力显著下降（P＜0.05）。进一步利用

Calcein/PI 染色法测定各提取物在 64 μg·mL−1 对

RAW264.7细胞存活率的影响，与对照组相比，醚提

物、醇提物、水提物质量浓度达 64 μg·mL−1时均未显

著影响细胞存活率，这表明 64 μg·mL−1可作为安全

质量浓度用于后续实验。结果见图1。

3.2　各提取物的抗炎活性研究

与对照组相比，模型组 NO 释放量显著升

高（P＜0.05）；但与模型组相比，只有醇提物在质量

浓度≥8 μg·mL−1 时会显著降低 NO 释放量（P＜

0.05），醚提物和醇提物在质量浓度达 64 μg·mL−1时

仍未产生抗炎效果。进一步利用 ELISA 法检测不

同提取物在 64 μg·mL−1下对炎症因子释放的影响，

与模型组相比，只有醇提物显著降低了TNF-α、IL-1β的

释放量（P＜0.05）。结果见图2。

3.3　醇提物的化学成分鉴定

抗炎活性测定结果表明，蛤蚧定喘丸的抗炎活

性物质主要存在于醇提物中，对醇提物进行化学成

分鉴定有助于了解蛤蚧定喘丸的抗炎物质基础与

抗炎机制。进一步采用 UHPLC-ESI-QE-Orbitrap-

MS技术对蛤蚧定喘丸醇提物进行物质分析，典型

图谱见图3。

根据二级质谱碎片结构、相对分子质量和

mzCloud数据库，共鉴别出36种主要物质，见表2。

3.4　蛤蚧定喘丸抗炎机制的探索

表 2中鉴定得出的 36种化学物质中，已报道具

有抗炎功效的化学物质有9种，见表3。

针对表 3所列抗炎活性物质与抗炎机制，利用

Western blotting验证这些物质发挥抗炎功效时所涉

表1　流动相梯度洗脱条件

Table 1　Gradient elution conditions of mobile phase

t/min

  0

21

40

60

A/%

80

50

  5

  5

B/%

20

50

95

95
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及的通路蛋白是否发生了变化，从而推测蛤蚧定喘

丸的抗炎机制与抗炎活性物质。

3.4.1　蛤蚧定喘丸醇提物对 NF-κB 通路蛋白磷酸

化的影响 与对照组比较，模型组的 TLR4、TRIF、

p-IκBα蛋白表达量均明显增加（P＜0.05）；而与模型

组相比，蛤蚧定喘丸醇提物的加入导致 TRIF、p-

IκBα蛋白表达量明显下降（P＜0.05），但未对TLR4

蛋白表达量产生显著影响。见图4。

3.4.2　蛤蚧定喘丸醇提物对 NLRP3炎症小体活化

的影响 与对照组比较，模型组的 NLRP3、Caspase-1

蛋白表达量明显增加（P＜0.05），TXNIP蛋白表达量

未发生明显变化；而与模型组相比，蛤蚧定喘丸醇

提物的加入导致NLRP3、Caspase-1蛋白表达量明显

下降（P＜0.05），同时未对 TXNIP 蛋白表达量产生

显著影响。见图5。

3.4.3　蛤蚧定喘丸醇提物对MCP-1与 iNOS蛋白表

达的影响 与对照组相比，模型组的 MCP-1 与

iNOS蛋白表达显著提高（P＜0.05）；而与模型组相

比，蛤蚧定喘丸醇提物的加入可显著降低MCP-1与

iNOS蛋白表达量（P＜0.05）。见图6。

3.4.4　蛤蚧定喘丸醇提物对 MAPK 通路蛋白磷酸

化的影响 与对照组比较，模型组的 P38、ERK、

JNK蛋白磷酸化均有明显提高（P＜0.05）；但与模型

组相比，蛤蚧定喘丸醇提物的加入并未对 P38、

ERK、JNK蛋白的磷酸化产生显著影响。见图7。

3.4.5　蛤蚧定喘丸抗炎机制与抗炎活性物质的推

A-醚提物、醇提物、水提物对RAW264.7细胞活力的影响，与对照组比较：*P＜0.05；B-64 μg·mL−1的醚提物、醇提物、水提物对细胞活性的影

响（Calcein/PI，×200），图中标尺为50 μm；C-Calcein/PI染色中活细胞率统计

A-effects of ether extract, alcohol extract, and water extract on RAW264.7 cell viability, *P < 0.05 vs control group; B-effects of 64 μg·mL−1 ether 

extract, alcohol extract, and water extract on cell viability (Calcein/PI, ×200), scale in the figure was 50 μm; C-statistics of live cell rate in Calcein/PI 

staining

图1　各提取物对RAW264.7细胞活性的影响（x̄±s，n=4）

Fig. 1　Effect of different extracts on RAW264.7 cell activity (x̄±s, n=4)

··1912



Drug Evaluation Research第46卷 第9期  2023年9月 Vol. 46 No. 9 September 2023

理 对表 3和图 4～7的结果进行汇总，汇集蛤蚧定

喘丸抗炎涉及的信号通路与活性物质，见图8。

4　讨论

蛤蚧定喘丸由 14味药材组成，化学成分复杂，

单独利用某一溶剂进行提取，提取物成分过多导致

难以进行有效分离和鉴别。因此本研究依次采用

石油醚、无水乙醇、纯水对蛤蚧定喘丸的不同极性

成分进行分离提取 ，通过比较不同提取物对

RAW264.7细胞炎症模型的抗炎作用，发现只有醇

提物拥有较好的抗炎效果，因此对醇提物进行化学

成分分析，探索蛤蚧定喘丸抗炎活性的物质基础。

色谱-质谱联用技术可实现复杂体系中不同化

合物的分离与鉴定［19］，本研究利用UHPLC-ESI-QE-

Orbitrap-MS对蛤蚧定喘丸醇提物化学成分进行表

征，发现正离子模式下鉴别出的化合物种类多于负

离子模式，而且正离子模式下主要活性物质生物碱

类化学成分的响应大于负离子模式，这与其他研究

者的结果相吻合［20］，因此本研究主要对正离子模式

下采集的数据进行了分析。分析结果表明醇提物

中具有抗炎功效的主要化合物有 9种，作用机制分

别涉及 NLRP3 炎症小体 、TRIF、iNOS、p-IκBα、

TXNIP、MCP-1、TLR4及MAPK信号通路蛋白。经

Western blotting 实验对上述蛋白的表达量进行对

比，发现蛤蚧定喘丸醇提物对 RAW264.7细胞炎症

模型内 NLRP3 炎症小体、TRIF、iNOS、MCP-1 及 p-

IκBα均有显著性影响，而对TXNIP、TLR4及MAPK

图3　空白溶剂（A）、蛤蚧定喘丸醇提物（B）总离子流图

Fig. 3　Total ion current diagram of blank solvent (A) and 

alcohol extract from Gejie Dingchuan Pill (B)

与对照组比较：#P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05
#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs model group

图2　各提取物的抗炎活性（x̄±s，n=4）

Fig. 2　Anti-inflammatory activity of different extracts (x̄±s, n=4)
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表2　蛤蚧定喘丸醇提物的化学成分鉴定

Table 2　Chemical components of ethanol extract from Gejie Dingchuan Pill

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

化合物名称

小檗碱

巴马汀

L-缬氨酸

药根碱

伪麻黄碱

麻黄碱

德卡林碱

芹菜素-7-O-葡萄糖醛酸苷

汉黄芩苷

木兰花碱

小檗红碱

N-甲基麻黄碱

染料木素

L-脯氨酸

石黄酮

甘草素

龙胆酸-5-O-葡萄糖苷

甘草西定

5-羟甲基糠醛

N-甲基麻黄碱

13-羟基十八碳二烯酸

紫花牡荆素

甘草香豆素

氧海罂粟碱

2-（2，4-dihydroxyphenyl）-5，

7-dihydroxy-3，8-bis（3-

methylbut-2-en-1-yl）-4H-

chromen-4-one

分子式

C20H17NO4

C21H21NO4

C5H11NO2

C20H19NO4

C10H15NO

C10H15NO

C19H13NO4

C21H18O11

C22H20O11

C20H23NO4

C19H15NO4

C11H17NO

C15H10O5

C5H9NO2

C16H12O5

C15H12O4

C13H16O9

C26H32O5

C6H6O3

C11H17NO

C18H32O3

C19H18O8

C21H20O6

C20H17NO5

C25H26O6

m/z

335.115 8

351.147 2

117.078 9

337.131 3

165.115 4

165.115 4

319.084 5

446.084 7

460.100 7

341.162 9

321.100 2

179.131 0

270.052 9

115.063 5

284.068 6

256.073 5

333.100 2

424.224 8

126.031 7

179.131 0

278.224 8

374.100 4

368.126 3

351.111 1

422.173 3

编号

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

化合物名称

5，7-dihydroxy-2-phenyl-6-［3，4，

5-trihydroxy-6-（hydroxymethyl）

oxan-2-yl］-8-（3，4，5-

trihydroxyoxan-2-yl）-4H-

chromen-4-one

苦杏仁苷

7-hydroxy-2-（4-｛［（2S，3R，4S，

5S，6R）-3，4，5-trihydroxy-

6-（hydroxymethyl）oxan-2-yl］

oxy｝phenyl）-3，4-dihydro-2H-1-

benzopyran-4-one

5，7-dihydroxy-2-phenyl-6-［3，4，

5-trihydroxy-6-（hydroxymethyl）

oxan-2-yl］-8-（3，4，5-

trihydroxyoxan-2-yl）-4H-

chromen-4-one

甘草查尔酮

N-甲基麻黄碱

9-羟基-10，12-十八碳二烯酸

芹菜素-7-O-葡萄糖醛酸苷

苦参黄酮

黄芩素

（2Z）-6-hydroxy-2-［（4-hydroxy-3-

methoxyphenyl）methylidene］-2，

3-dihydro-1-benzofuran-3-one

分子式

C26H28O13

C20H27NO11

C21H22O9

C26H28O13

C21H22O4

C11H17NO

C18H32O3

C21H18O11

C20H16O6

C15H10O6

C16H12O5

m/z

548.153 5

474.185 4

418.126 4

548.153 5

338.152 1

179.131 0

278.224 7

446.085 0

352.095 0

286.047 6

284.068 6

表3　蛤蚧定喘丸醇提物中抗炎活性物质汇总

Table 3　Summary of anti-inflammatory active substances in ethanol extract from Gejie Dingchuan Pill

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

化合物名称

小檗碱

巴马汀

药根碱

麻黄碱、伪麻黄碱

汉黄芩苷

小檗红碱

木兰花碱

染料木素

甘草素

抗炎机制

与丝氨酸/苏氨酸激酶NEK7结合，抑制NLRP3炎性小体的组装［9］

下调TRIF表达，进而抑制NF-κB炎症通路的活化［10］

抑制 iNOS的合成，抑制炎症反应［11］

抑制 IκBα磷酸化，保持胞质中 IκBα持续抑制NF-κB进入胞核，进而抑制NF-κB炎症通路的活化［12］

抑制TXNIP的表达，抑制炎症反应［13］

抑制MCP-1的表达，进而抑制炎症反应［14］

抑制TLR4的表达，进而抑制NF-κB炎症通路的活化；抑制p-JNK、p-ERK、p-P38等MAPK信号通

    路蛋白表达，抑制炎症反应［15］

抑制NF-κB炎症通路的活化，同时抑制MAPK信号通路，从而抑制炎症反应［16-17］

降低炎症小体NLRP3蛋白表达，进而抑制炎症反应［18］
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信号通路蛋白的影响并不显著，由此推测蛤蚧定喘

丸发挥抗炎功效的作用机制是一个复杂的多通路

协同机制。

TLR4/NF-κB信号通路在炎症反应中发挥着重

要作用，而TRIF蛋白在TLR4/NF-κB信号通路中担

任信使作用，LPS 活化 TLR4 后，TLR4 需要募集接

头蛋白 TRIF方能活化NF-κB［21］；同时，NF-κB蛋白

在活化前以二聚体的形态与 IκBα蛋白相结合，活化

时也需要 IκBα蛋白磷酸化为 p-IκBα并被降解，NF-

κB二聚体才能释放并发挥功效［22］。蛤蚧定喘丸醇

提物可显著降低 RAW264.7 细胞炎症模型内 TRIF

蛋白、p-IκBα 蛋白的表达，这说明蛤蚧定喘丸在发

挥抗炎功效时涉及到下调 NF-κB 通路。对比蛤蚧

定喘丸醇提物中 9 种抗炎活性物质（表 3），下调

TRIF 蛋白表达是巴马汀的抗炎机制，抑制 IκBα 磷

酸化是麻黄碱、伪麻黄碱的抗炎机制，由此推测蛤

蚧定喘丸中的巴马汀与麻黄碱、伪麻黄碱是蛤蚧定

与对照组比较：#P＜0.05；与LPS组比较：*P＜0.05
#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs LPS group

图4　蛤蚧定喘丸醇提物对 NF-κB 通路蛋白表达的影

响（x̄±s，n=4）

Fig. 4　Effect of ethanol extract from Gejie Dingchuan Pill 

on expression of NF-κB pathway protein (x̄±s, n=4)

与对照组比较：#P＜0.05；与LPS组比较：*P＜0.05
#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs LPS group

图6　蛤蚧定喘丸醇提物对MCP-1与 iNOS蛋白表达的影

响（x̄±s，n=4）

Fig. 6　Effect of ethanol extract from Gejie Dingchuan Pill 

on expression of MCP-1 and iNOS protein (x̄±s, n=4)

与对照组比较：#P＜0.05；与LPS组比较：*P＜0.05
#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs LPS group

图5　蛤蚧定喘丸醇提物对NLRP3通路蛋白表达的影

响（x̄±s，n=4）

Fig. 5　Effect of ethanol extract from Gejie Dingchuan Pill 

on expression of NLRP3 pathway protein 

(x̄±s, n=4)

与对照组比较：#P＜0.05；与LPS组比较：*P＜0.05
#P < 0.05 vs control group; *P < 0.05 vs LPS group

图7　醇提物对MAPK通路蛋白磷酸化的影响（x̄±s，n=4）

Fig. 7　Effect of ethanol extract on MAPK pathway pro‐

tein phosphorylation (x̄±s, n=4)
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喘丸发挥抗炎功效的重要活性物质。另外，蛤蚧定

喘丸醇提物并未影响 RAW264.7 细胞炎症模型内

TLR4 蛋白的表达，而木兰花碱发挥抗炎功效时是

通过抑制 TLR4蛋白表达发挥作用，这说明木兰花

碱虽然是蛤蚧定喘丸内含有的一种抗炎物质，但在

蛤蚧定喘丸抗炎功效中可能并未发挥关键作用。

NLRP3炎症小体同样在炎症反应中发挥着关

键的调控作用，NLRP3炎症小体活化时需经过初始

化和激活组装两个步骤，其中初始化步骤是通过

NF-κB通路或者TXNIP等蛋白激活，激活组装步骤

是通过NLRP3蛋白与NEK等蛋白聚集并招募 Pro-

caspase1，最终形成活化的 Caspase-1，促使 IL-1β 等

炎症因子的活化［23］。而蛤蚧定喘丸醇提物可显著

降低 RAW264.7 细胞炎症模型内 NLRP3 蛋白与

Caspase-1的表达，这说明蛤蚧定喘丸在发挥抗炎功

效时涉及抑制NLRP3炎症小体的活化。结合蛤蚧

定喘丸醇提物中抗炎活性物质（表 3），下调NLRP3

蛋白表达是甘草素的抗炎机制，抑制NLRP3炎症小

体的组装是小檗碱的抗炎机制，推测蛤蚧定喘丸中

的甘草素与小檗碱是蛤蚧定喘丸发挥抗炎功效的

重要活性物质。另外，虽然蛤蚧定喘丸醇提物中含

有汉黄芩苷，汉黄芩苷也是一种可通过抑制TXNIP

蛋白表达发挥抗炎功效的活性物质，但 RAW264.7

细胞炎症模型内TXNIP蛋白的表达并未受影响，这

说明汉黄芩苷在蛤蚧定喘丸抗炎功效中可能未发

生关键作用。

iNOS 在炎症过程中可诱导产生过量的 NO 并

引发炎症级联反应［24］，MCP-1是一种可介导炎性反

应的炎性因子［25］，两者都可导致炎症反应的放大。

而蛤蚧定喘丸醇提物可显著降低RAW264.7巨噬细

胞炎症模型内 iNOS与 MCP-1的表达，这说明蛤蚧

定喘丸在发挥抗炎功效时涉及抑制 iNOS和MCP-1

的合成。结合蛤蚧定喘丸醇提物中抗炎活性物

质（表 3），抑制 iNOS合成是药根碱的抗炎机制，抑

制MCP-1合成是小檗红碱的抗炎机制，推测蛤蚧定

喘丸中的药根碱与小檗红碱也是蛤蚧定喘丸发挥

抗炎功效的重要活性物质。

MAPK信号通路是一个级联磷酸化的过程，可

介导炎症反应和细胞因子的生成，在LPS诱导的炎

症反应中，MAPK家族的 JNK、ERK、P38 3个亚族均

可被活化（磷酸化），磷酸化水平可反应MAPK信号

通路的活化强度［26］。然而，RAW264.7细胞炎症模

型内 JNK、ERK、P38 3种蛋白的磷酸化均未受到蛤

蚧定喘丸提取物的影响，这说明蛤蚧定喘丸并未通

过 MAPK通路发挥抗炎功效，但木兰花碱、染料木

素在发挥抗炎功效时是通过抑制 MAPK 通路蛋白

磷酸化发挥抗炎功效（见表 3），这说明木兰花碱、染

料木素在蛤蚧定喘丸发挥抗炎功效的过程中可能

未发挥关键作用。

然而，中药成分复杂，所涉及的各信号通路蛋

白之间也存在着相互影响，例如NF-κB通路被抑制

也会导致 NLRP3 炎症小体的初始化受阻，通过

NLRP3蛋白和Caspase-1表达被抑制推测甘草素与

小檗碱在直接发挥功效并不准确，也可能是巴马汀

与麻黄碱、伪麻黄碱通过抑制NF-κB通路间接发挥

功效。同理，iNOS 和 MCP-1 的合成被抑制也不一

定是药根碱与小檗红碱的功效，可能是其他物质通

过影响NF-κB和NLRP3炎症小体发挥的间接作用。

但是，可以利用排除法，将确定未发挥作用的物质

排除，在剩余物质中筛选抗炎机制与本实验中蛋白

表达结果相吻合的物质，推测为关键活性物质。

本研究利用蛤蚧定喘丸的不同极性提取物刺

激细胞炎症模型，只有醇提物有明显的抗炎活性，

将醚提物和水提物中所含有的物质排除在抗炎关

键活性物质之外；利用UHPLC-ESI-QE-Orbitrap-MS

技术对醇提物进行鉴定，36种化学成分中只有 9种

被报道过拥有抗炎活性，将其余 27种物质排除在抗

炎关键活性物质之外；在这 9种物质中，由于细胞炎

症模型中的 TXNIP、TLR4 蛋白表达和 MAPK 通路

蛋白磷酸化均未受到影响，可将汉黄芩苷、木兰花

碱与染料木素排除在抗炎关键活性物质之外；剩余

的巴马汀、麻黄碱、伪麻黄碱、小檗碱、甘草素、药根

碱、小檗红碱均可能是蛤蚧定喘丸发挥抗炎活性的

关键活性物质，分别通过抑制NF-κB炎症通路的活

化、抑制 NLRP3 炎性小体的激活、抑制 iNOS 和

图8　蛤蚧定喘丸抗炎机制推测

Fig. 8　Presumption on anti-inflammatory mechanism of 

Gejie Dingchuan Pill

··1916



Drug Evaluation Research第46卷 第9期  2023年9月 Vol. 46 No. 9 September 2023

MCP-1的合成发挥功效。

蛤蚧定喘丸表现出了明显的抗炎功效，该作用

主要通过抑制 TRIF/p-IκBα/NF-κB/NLRP3 信号通

路以及 iNOS、MCP-1的合成来介导，推测抗炎关键

活性物质为巴马汀、麻黄碱、伪麻黄碱、小檗碱、甘

草素、药根碱及小檗红碱。
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