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• 药理与临床 • 

制霜对千金子总蛋白结构及肠道毒性的影响  

王慧楠，魏晓彤，姜明瑞，马思媛，胡宇峰，朱海婷，张俊丽，张新宁，王英姿* 

北京中医药大学中药学院，北京  102488 

摘  要：目的  研究制霜对千金子 Euphorbiae Semen 总蛋白结构及肠道毒性的影响。方法  采用凝胶电泳、紫外光谱、红

外光谱、圆二光谱、荧光光谱等研究千金子总蛋白经模拟制霜前后蛋白结构的变化；通过 MTT、ELISA、Western blotting 法

研究千金子总蛋白经模拟制霜前后对 IEC-6 细胞存活率、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素-1β

（interleukin-1β，IL-1β）和 IL-10 含量、闭合蛋白（occludin）和紧密连接蛋白-1（claudin-1）蛋白表达的影响；利用 HE 染

色、Western blotting 法探讨千金子总蛋白经模拟制霜前后对小鼠结肠组织病理形态及 occludin、claudin-1 蛋白表达的影响。

结果  千金子总蛋白经模拟制霜后总蛋白变性、溶解度降低（P＜0.01），其相对分子质量分布发生改变；280 nm 处的紫外特

征吸收峰强度降低；荧光强度降低，最大荧光吸收波长发生红移；α-螺旋结构含量减少，β-折叠、β-转角和无规卷曲结构含

量增加（P＜0.01）；红外光谱中酰胺 I 带向低波数发生位移，且峰形趋于平缓。与千金子总蛋白相应剂量组比较，千

金子总蛋白模拟制霜品对 TNF-α、IL-1β 含量的上调作用、对 IL-10 含量的下调作用以及对 occludin、claudin-1 蛋白表达的

下调作用均明显减弱（P＜0.05、0.01）。结论  千金子制霜减毒的机制可能与制霜后毒性成分总蛋白发生变性，总蛋白结构

发生改变，致使千金子总蛋白的肠黏膜刺激性毒性降低有关。 
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Effect of frosting on structure and intestinal toxicity of total protein from 

Euphorbiae Semen 

WANG Huinan, WEI Xiaotong, JIANG Mingrui, MA Siyuan, HU Yufeng, ZHU Haiting, ZHANG Junli, ZHANG 

Xinning, WANG Yingzi 

School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 102488, China 

Abstract: Objective  To study the effect of frosting on the structure and intestinal toxicity of total protein from Qianjinzi (Euphorbiae 

Semen). Methods  The changes in the structure of total protein from Euphorbiae Semen before and after simulated frosting were 

determined by gel electrophoresis, ultraviolet spectroscopy, infrared spectroscopy, circular dichroism and fluorescence spectroscopy. 

The effects of total protein from Euphorbiae Semen before and after simulated frosting on the viability, the content of tumor necrosis 

factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β), IL-10, as well as the protein expressions of occludin and claudin-1 in IEC-6 cells were 

investigated by MTT, ELISA and Western blotting. The effects of total protein from Euphorbiae Semen before and after simulated 

frosting on the pathological morphology and the protein expressions of occludin and claudin-1 in mice colon tissues were explored 

using HE staining and Western blotting. Results  The total protein from Euphorbiae Semen was denatured after simulated frosting, 

with reduced solubility and altered molecular weight distribution (P < 0.01). After the simulation of frosting, the ultraviolet 
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spectroscopy characteristic absorption peak intensity at 280 nm of total protein from Euphorbiae Semen decreased, the fluorescence 

intensity was decreased, the maximum fluorescence absorption wavelength was red-shifted, the content of α-helix structure of the 

protein was decreased, the content of β-sheet, β-turn, and random coil structure was increased (P < 0.01), the amide Ⅰ band of the 

infrared spectrum was shifted to low wavenumber and the peak shape tended to be gentle. Compared with the corresponding dose of 

total protein from Euphorbiae Semen, the up-regulation of TNF-α and IL-1β content, the down-regulation of IL-10 content, as well as 

the down-regulation of occludin and claudin-1 protein expressions were significantly attenuated by the total protein from Euphorbiae 

Semen after simulated frosting (P < 0.05, 0.01). Conclusion  The mechanism of the toxicity attenuation of Euphorbiae Semen after 

frosting may be related to the denaturation of the total protein after frosting, and the structure of the total protein are thus altered, which 

ultimately leads to a reduction in the intestinal mucosal irritant toxicity of the total protein from Euphorbiae Semen. 

Key words: Euphorbiae Semen; total protein from Euphorbiae Semen; making frostlike powder; inflammation; intestinal toxicity 

千金子为大戟科植物续随子 Euphorbia lathyris L.

的干燥成熟种子，具有泻下逐水、破血消癥之效，千

金子对胃肠道黏膜表现出刺激性毒性，临床多经制

霜入丸、散内服[1-2]。现代研究表明，千金子含有脂

肪油、二萜醇酯、蛋白质、黄酮等多种化学成分[3]。

蛋白质作为种子类植物富含的成分之一，具有较高

的研究价值[4]。与千金子同科的巴豆、蓖麻所含蛋

白具有促炎毒性，对肠道黏膜表现出强烈的刺激性，

经加热炮制后，毒蛋白受热变性而毒性降低[5-8]。由

于同科属的有毒中药大多含有相同的毒性成分，存

在共性的炮制方法及减毒机制，据此推测千金子蛋

白质可能具有一定的毒性，这对于解析千金子制霜

减毒的科学内涵具有重要意义。但千金子的前期研

究大多以脂肪油、二萜醇酯类化合物的成分分析、

分离纯化及毒性作用为主，对于千金子蛋白质的研

究尚未深入开展，千金子制霜前后蛋白质结构是否

发生变化以及其与制霜后肠黏膜刺激性毒性减弱的

关联性均未见研究报道。 

本研究对千金子总蛋白进行模拟制霜炮制，采用

凝胶电泳、紫外光谱、红外光谱、圆二光谱、荧光光

谱等考察制霜对千金子总蛋白结构的影响，进一步从

体内外层面探讨千金子总蛋白经模拟制霜前后肠道

毒性的变化，以期明确千金子制霜前后肠黏膜刺激性

毒性变化与蛋白质结构变化的相关性，为进一步解析

千金子制霜减毒的科学内涵奠定科学依据，为含蛋白

的有毒类中药炮制机理研究提供有益参考。 

1  材料 

1.1  细胞 

大鼠小肠隐窝上皮（IEC-6）细胞由北纳生物科

技有限公司提供。 

1.2  动物 

健康雄性 BALB/c 小鼠，体质量（20±2）g，

购自斯贝福生物技术有限公司（北京），动物许可证

号为 SCXK（京）2019-0010。小鼠饲养于北京中医

药大学 SPF 级动物实验中心，温度为 23～27 ℃，

湿度为 50%～60%，自由摄食饮水。本研究涉及的

动物实验经北京中医药大学动物伦理委员会批准

（伦理号 2023102501-4067）。 

1.3  药品与试剂 

千金子购自亳州市中药饮片厂，经北京中医药大

学刘春生教授鉴定为大戟科植物续随子E. lathyris L.的

干燥成熟种子，经测千金子脂肪油质量分数为 48.61%。 

大鼠肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，

TNF-α）ELISA 试剂盒（批号 2024011156）、大鼠白

细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）ELISA 试剂盒

（批号 2024011123）、大鼠 IL-10 ELISA 试剂盒（批

号 2024011171）均购自江苏酶免实业有限公司；β-

actin 抗体（批号 AH11286487）、闭合蛋白（occludin）

抗体（批号 BC04369469）、紧密连接蛋白-1（claudin-

1）抗体（批号 BB07012155）、Goat Anti-rabbit 

IgG/HRP（批号 BJ08079044）均购自北京 Bioss 公

司；MTT 试剂（批号 20230508）、Marker（1.0×

104～1.8×105，批号 20221222）、过硫酸铵（批号

L1917091）、PAGE 胶促凝剂（批号 20230216）、

1.5mol/L Tris-HCL（pH 8.8，批号 20230825）、1 mol/L 

Tris-HCL（pH 6.8，批号 20220907）、10% SDS 溶液

（批号 20230404）、 30%蛋白凝胶溶液（批号

20231125）、RIPA 裂解液（批号 20230714）、

10×SDS-PAGE 电泳缓冲液（批号 20230327）、

10×TBST 缓冲液（批号 20231115）、超敏化学发光

检测试剂盒（批号 20230717）、BCA 检测试剂盒（批

号 20230621）均购自北京 Biorigin 公司；考马斯亮

蓝 R250（批号 S13N11D130881）购自上海源叶生物

科技有限公司；封闭专用脱脂奶粉（批号 SKJ2106）

购自日本 FUJIFILM 公司； PVDF 膜（批号

IPVH00010）购自美国 Millipore 公司；DMEM 培养
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基（批号 8123305）、 0.25%胰酶 -EDTA（批号

2509042）均购自美国 gibco 公司；胎牛血清（批号

A0823D）购自大连美仑生物技术有限公司；DMSO

（批号 710N0313）购自北京 Solarbio 公司；冰醋酸

（批号 20230201303）购自天津致远化学试剂有限公

司；甲醇（批号 F22M9S202）购自美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司。 

1.4  仪器 

6YY-150 型压油制霜机（河南盛金机械设备有

限公司）；BSI10S 型分析级天平（北京赛多利斯仪

器公司）；HH-S4 型电热恒温水浴锅（北京科伟永兴

仪器公司）；B004 型酶标仪（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）；756PC 型紫外可见分光光度计（上

海舜宇恒平科学仪器有限公司）；NEXUS 型傅里叶

变换红外吸收光谱仪（美国 Thermo Fisher Scientific

公司）；LS45 型荧光光谱仪（英国 PrekinElmer 公

司）；Chirascan V100 型圆二光谱色谱仪（英国

Applied Photophysics 公司）；Tanon 1600 型凝胶成

像系统、凝胶电泳仪、电泳芯、电转夹、转印电极

芯（美国 Bio-rad 公司）；细胞培养箱（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）；Centrifuge 5415D 型离心机

（德国 Eppendorf 公司）；Direct-Q3 型超纯水仪（美

国 Millipore 公司）。 

2  方法 

2.1  千金子总蛋白的提取 

取千金子种仁，石油醚脱脂后，以 0.02 mol/L 

PBS 缓冲液为提取溶剂，按照料液比为 1∶23 提取

3.2 h，离心收集上清，加入硫酸铵至饱和度达 90%

进行盐析，4 ℃放置过夜，离心，收集沉淀，透析

除盐，冷冻干燥，即得千金子总蛋白冻干粉，−20 ℃

保存备用。 

2.2  千金子总蛋白模拟制霜品的制备 

取适量千金子总蛋白冻干粉，按照课题组前期

优选得到的机械压榨制霜工艺条件[9]对千金子总蛋

白进行模拟制霜，即将千金子总蛋白冻干粉置于压

油制霜机物料腔，设置温度 50 ℃、压力 50 MPa、

压制 10 min，得到千金子总蛋白模拟制霜品。 

2.3  千金子总蛋白经模拟制霜前后结构变化研究 

2.3.1  千金子总蛋白经模拟制霜前后蛋白相对溶解

度测定  取等量的千金子总蛋白和千金子总蛋白模

拟制霜品，用 0.02 mol/L PBS缓冲液配制成 1 mg/mL

的蛋白溶液，4 ℃、10 000×g 离心 5 min，收集上

清液，BCA 法测定蛋白浓度，计算蛋白相对溶解度。 

相对溶解度＝模拟制霜后上清蛋白浓度/模拟制霜前上

清蛋白浓度 

2.3.2  千金子总蛋白经模拟制霜前后SDS-PAGE电

泳测定  取千金子总蛋白和千金子总蛋白模拟制霜

品溶液，配制等浓度蛋白样品。通过 SDS-PAGE 分

离蛋白质，电泳结束后，将分离胶浸于考马斯亮蓝

R250 染色液中染色 4 h，超纯水漂洗后，加入脱色

液脱色，适时更换脱色液，至蓝色背景基本全部脱

去且条带清晰时，拍照分析蛋白组成。 

2.3.3  千金子总蛋白经模拟制霜前后傅里叶变换红

外吸收光谱测定  取千金子总蛋白与千金子总蛋白

模拟制霜品，溴化钾压片后置于傅里叶红外变换红

外光谱仪，在 4 000～400 cm−1 进行全波段扫描，光

谱分辨率为 4 cm−1。 

2.3.4  千金子总蛋白经模拟制霜前后圆二色谱测定  

取千金子总蛋白和千金子总蛋白模拟制霜品溶液，

以 PBS 缓冲液作溶剂空白对照，室温下在远紫外区

195～250 nm 进行光谱扫描，谱带宽度为 1 nm，采

用BeStSel软件计算分析蛋白质二级结构所占比例。 

2.3.5  千金子总蛋白经模拟制霜前后紫外吸收光谱

测定  取千金子总蛋白和千金子总蛋白模拟制霜品

溶液，以 PBS 缓冲液作空白参比，用紫外分光光度

计测量溶液在 200～400 nm 波长处的紫外光谱。 

2.3.6  千金子总蛋白经模拟制霜前后内源荧光光谱

测定  取千金子总蛋白和千金子总蛋白模拟制霜品

溶液，以 PBS 缓冲液作空白参比，用荧光光谱仪进

行光谱扫描，激发波长为 280 nm，发射光谱扫描范

围为 300～500 nm，激发和发射狭缝为 10 nm。 

2.4  千金子总蛋白经模拟制霜前后对 IEC-6 细胞

毒性的影响 

2.4.1  IEC-6 细胞培养  取 IEC-6 细胞，胰酶消化、传

代，以含 10%胎牛血清和 1%青链霉素双抗的 DMEM

为培养基，置于 5% CO2、37 ℃细胞培养箱中培养。 

2.4.2  MTT 检测千金子总蛋白经模拟制霜前后对

IEC-6 细胞存活率的影响  取对数生长期的 IEC-6

细胞，按 5×103 个/孔接种于 96 孔板中，培养至细

胞贴壁，设置对照组（仅含细胞和培养基）、千金子

总蛋白组（50、100、200、400、800、1 600、3 200、

6 400 μg/mL）、千金子总蛋白模拟制霜品组（50、

100、200、400、800、1 600、3 200、6 400 μg/mL，

按炮制前总蛋白含量计），另设置不含细胞只含培养

基的阴性对照组，每组设 6 个复孔，孵育 24 h 后，

避光加入 20 μL MTT 溶液，孵育 4 h 后，加入 150 μL 
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DMSO，于 490 nm 检测 A 值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 给药－A 阴性对照)/(A 对照－A 阴性对照) 

2.4.3  ELISA检测千金子总蛋白经模拟制霜前后对

IEC-6 细胞 TNF-α、IL-1β、IL-10 含量的影响  取对

数生长期的 IEC-6 细胞，按 2×105个/孔接种于 6 孔

板中，培养至细胞贴壁，分为对照组、千金子总蛋

白（1 600、3 200、6 400 μg/mL）组、千金子总蛋白

模拟制霜品组（1 600、3 200、6 400 μg/mL，按炮制

前总蛋白含量计），每组设 3 个复孔，孵育 24 h 后，

按照ELISA 试剂盒说明书检测 IEC-6细胞上清液中

TNF-α、IL-1β、IL-10 的含量。 

2.4.4  Western blotting 法检测千金子总蛋白经模拟

制霜前后对 IEC-6 细胞 occludin、claudin-1 蛋白表达的

影响  取对数生长期的 IEC-6 细胞，按 2×105个/孔接

种于 6 孔板中，培养至细胞贴壁，分为对照组、千金

子总蛋白（1 600、3 200、6 400 μg/mL）组、千金子

总蛋白模拟制霜品组（1 600、3 200、6 400 μg/mL，

按炮制前总蛋白含量计），每组设 3 个复孔，孵育

24 h 后，弃去上清，加入 RIPA 裂解液收集细胞上

清液，BCA 法进行蛋白定量。蛋白样品经 SDS-

PAGE 电泳转至 PVDF 膜，加入 5%脱脂牛奶室温

封闭 2 h；TBST 洗涤，加入稀释好的一抗（occludin

抗体、claudin-1 抗体均按 1∶1 000 稀释），4 ℃

孵育过夜；TBST 洗涤，加入相对应的二抗（1∶

20 000 稀释），室温孵育 1 h，TBST 洗涤后，凝胶

成像系统曝光，采用 Image-J 软件分析目标条带

灰度值。 

2.5  千金子总蛋白经模拟制霜前后对小鼠肠道毒

性的影响 

2.5.1  动物分组与给药  根据课题组前期研究结

果，取健康雄性 BALB/c 小鼠 30 只，适应性饲养

后随机分为对照组和千金子总蛋白低、高剂量

（3.52、7.04 g/kg）组及千金子总蛋白模拟制霜品

低、高剂量（3.52、7.04 g/kg，按炮制前总蛋白含

量计）组，每组 6 只。给药组 ig 给予相应剂量药

物，对照组 ig 给予等体积生理盐水，1 次/d，连续

7 d。末次给药后，将小鼠脱颈处死，取小鼠结肠

组织，一部分置于组织固定液中用于结肠病理学

检测，另一部分于−80℃保存。 

2.5.2  千金子总蛋白经模拟制霜前后对小鼠结肠

组织病理学的影响  取小鼠结肠组织，4%多聚甲醛

固定 48 h 后，常规脱水、石蜡包埋、切片，然后进行

HE 染色，利用显微镜观察结肠组织病理损伤程度。 

2.5.3  Western blotting 法检测千金子总蛋白经模拟

制霜前后对小鼠结肠组织 occludin、claudin-1 蛋白

表达的影响  取小鼠结肠组织，加入 RIPA 裂解液

裂解，4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min，取上清液备

用。按“2.4.4”项下方法检测小鼠结肠组织中

occludin、claudin-1 蛋白表达。 

2.6  统计学分析 

采用 SPSS 20.0 软件对实验数据进行统计学分

析，实验数据以 x s 表示。两组间比较采用 t 检验，

多组间比较采用单因素方差分析（ One-way 

ANOVA），组间两两比较用 LSD 检验。 

3  结果 

3.1  千金子总蛋白经模拟制霜前后结构变化研究 

3.1.1  千金子总蛋白经模拟制霜前后蛋白相对溶解

度和组成变化  如图 1-A 所示，千金子总蛋白模拟制

霜后蛋白溶解度显著降低（P＜0.01），且在溶解过程

中出现沉淀。如图 1-B 所示，千金子总蛋白的电泳条

带主要集中在 6.3×104 以下，千金子总蛋白有 3 条

较明显的条带分布在 4.8×104～6.3×104、2.5×

104～3.5×104 和 1.1×104 以下。与千金子总蛋白比

较，千金子总蛋白经模拟制霜后 1.7×104～4.8×104

的条带基本消失，4.8×104～6.3×104 的条带变浅，表

明模拟制霜使千金子总蛋白变性，改变其蛋白组成。 

3.1.2  千金子总蛋白经模拟制霜前后红外光谱

分析  如图 2 所示，千金子总蛋白的酰胺 I 带为

1 654.88 cm−1，模拟制霜后其酰胺 I 带向低波数发  

 
1-千金子总蛋白；2-千金子总蛋白模拟制霜品，与千金子总蛋白比

较：**P＜0.01。 

1-total protein from Euphorbiae Semen; 2-total protein from 

Euphorbiae Semen after simulated frosting, **P < 0.01 vs total protein 

from Euphorbiae Semen. 

图 1  千金子总蛋白经模拟制霜前后相对溶解度 (A) 及蛋

白组成 (B) 

Fig. 1  Relative solubility (A) and protein composition (B) 

of total protein from Euphorbiae Semen before and after 

simulated frosting 
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生位移，由 1 654.88 移至 1 652.72 cm−1，且峰形趋

于平缓，原因可能是制霜后蛋白球状折叠结构展开，

游离的氨基酸残基之间形成分子间氢键，蛋白二级

结构发生了改变[10]。 

3.1.3  千金子总蛋白经模拟制霜前后圆二色谱检

测  如图 3 所示，千金子总蛋白和千金子总蛋白

模拟制霜品在 195 nm 附近均出现明显的正峰谱

带，在 200～240 nm 波长内有较宽的负峰。千金

子总蛋白模拟制霜后 α-螺旋结构含量显著下降

（P＜0.01），β-折叠、β-转角和无规卷曲结构含量

显著增加（P＜0.01）。由此推测千金子总蛋白经模

拟制霜后维持 α-螺旋结构的氢键断裂进而使其发

生解螺旋，α-螺旋结构占比下降，无规卷曲结构含

量增加。同时 α-螺旋结构可能由于分子间相互作

用而向 β-折叠结构转换，β-折叠结构占比的增加

可以增强分子间氢键作用力，可能会导致蛋白质

不可逆聚集[11]。 

3.1.4  千金子总蛋白经模拟制霜前后紫外吸收

光谱和内源荧光光谱分析  如图 4-A 所示，千金

子总蛋白经模拟制霜前后在 220 nm 和 280 nm 处

存在明显吸收峰，220 nm 处的吸收峰由蛋白质中

存在的肽键引起，280 nm 处的吸收峰由蛋白质所

含共轭双键的芳香族氨基酸残基产生，可以表征

蛋白质的三级结构 [12]。与千金子总蛋白比较，总

 

图 2  千金子总蛋白经模拟制霜前后红外光谱图 (A) 和局部放大图 (B) 

Fig. 2  Infrared spectra (A) and local magnification (B) of total protein from Euphorbiae Semen before and after simulated frosting 

 
与千金子总蛋白比较：**P＜0.01 (n = 3)。 

**P < 0.01 vs total protein from Euphorbiae Semen (n = 3). 

图 3  千金子总蛋白经模拟制霜前后圆二色谱图 (A) 和二级结构含量 (B) 

Fig.3  Circular dichroism (A) and secondary structure (B) of total protein from Euphorbiae Semen before and after 

simulated frosting 

150 

 

100 

 

50 

 

0 

 

−50 

 

−100 

 

−150 

透
过
率

/%
 

4 000  3 500   3 000   2 500  2 000   1 500  1 000  500     0 

v/cm−1 

千金子总蛋白       千金子总蛋白模拟制霜品 千金子总蛋白       千金子总蛋白模拟制霜品 

1 800     1 600            1 400     1 200      1 000      800 

v/cm−1 

150 

 

100 

 

50 

 

0 

 

−50 

 

−100 

 

−150 

透
过
率

/%
 

A                                                            B 

2 961.74 

3 405.42 

2 961.37 

3 307.38 

1 654.88 

1 541.20 

1 451.07 1 352.77 
1 260.55 

1 163.89 1 075.97 

1 652.72 1 540.87 

1 452.33 
1 396.96 

1 241.15 

1 162.90 
1 075.91 

千金子总蛋白 

千金子总蛋白模拟制霜品 

千金子总蛋白 

千金子总蛋白模拟制霜品 
10 

8 

6 

4 

2 

0 

−2 

−4 

−6 

−8 

−10 

 

强
度

/m
d

eg
 

70 

 

60 

 

50 

 

40 

 

30 

 

20 

 

10 

 

0 

 

二
级
结
构
含
量

/%
 

α-螺旋       β-折叠       β-转角      无规卷曲 

200     210     220     230     240    250 

λ/nm 

** 

** 

** ** 

A                                                        B 



 中草药 2024 年 11 月 第 55 卷 第 22 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 November Vol. 55 No. 22 ·7689· 

   

蛋白经模拟制霜后 280 nm 的紫外吸收强度降低，

说明千金子总蛋白经模拟制霜后蛋白的三级结构

发生改变，可能是蛋白质的热聚集使紫外生色基

团被掩埋，造成紫外吸收强度降低[13]。 

如图 4-B 所示，千金子总蛋白经模拟制霜前后谱

峰形状相似，千金子总蛋白经模拟制霜后荧光强度降

低，最大吸收波长发生红移，表明千金子总蛋白经模拟

制霜后蛋白质结构展开，内部发色基团暴露，使最大吸

收波长红移，同时在疏水相互作用下蛋白质分子发生

聚集使表面性质发生一定程度的改变[14]，导致蛋白荧

光发射减弱，相对荧光强度降低。 

3.2  千金子总蛋白经模拟制霜前后对 IEC-6 细胞

毒性的影响 

3.2.1  千金子总蛋白经模拟制霜前后对 IEC-6 细

胞存活率的影响  如图 5 所示，与对照组比较，

千金子总蛋白组和千金子总蛋白模拟制霜品组

在 100～6 400 μg/mL，IEC-6 细胞的存活率显著

降低（P＜0.01）。同一质量浓度下，与千金子总

蛋白比较，千金子总蛋白模拟制霜品对 IEC-6 细

胞存活率的抑制作用明显减弱（P＜0.01）。 

 

图 4  千金子总蛋白经模拟制霜前后紫外吸收光谱 (A) 和内源荧光光谱 (B) 图 

Fig. 4  Ultraviolet absorption spectra (A) and endogenous fluorescence spectra (B) of total protein from Euphorbiae Semen 

before and after simulated frosting

 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与千金子总蛋白相应剂量组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，图 6、7、9 同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; *P＜0.05  **P＜0.01 vs the corresponding dose of total protein from Euphorbiae Semen, same as Fig. 6, 7, 9. 

图 5  千金子总蛋白经模拟制霜前后对 IEC-6 细胞存活率的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 5  Effect of total proteins from Euphorbiae Semen on viability of IEC-6 cells before and after simulated frosting 

( x s , n = 6) 
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3.2.2  千金子总蛋白经模拟制霜前后对 IEC-6 细胞

TNF-α、IL-1β、IL-10 含量的影响  如图 6 所示，

与对照组比较，千金子总蛋白和千金子总蛋白模

拟制霜品各剂量组 TNF-α、IL-1β 含量显著升高，

IL-10 含量显著降低（P＜0.01）；与千金子总蛋白各

剂量组比较，千金子总蛋白模拟制霜后对 TNF-α、

IL-1β 含量的上调作用、对 IL-10 含量的下调作用

减弱（P＜0.01）。 

3.2.3  千金子总蛋白经模拟制霜前后对 IEC-6 细胞

occludin、claudin-1 蛋白表达的影响  如图 7 所示，

与对照组比较，千金子总蛋白各剂量组和千金子总

蛋白模拟制霜品高剂量组均可以显著降低 IEC-6 细

胞中 occludin、claudin-1 蛋白表达（P＜0.05、0.01）；

同一质量浓度下，千金子总蛋白模拟制霜品对 IEC-6

细胞中 occludin、claudin-1 蛋白表达水平的下调作

用明显弱于千金子总蛋白（P＜0.01）。

 

图 6  千金子总蛋白经模拟制霜前后对 IEC-6 细胞上清液中 TNF-α、IL-1β、IL-10 含量的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of total proteins from Euphorbiae Semen on content of TNF-α, IL-1β, and IL-10 in supernatant of IEC-6 cells 

before and after simulated frosting ( x s , n = 3)

 

图 7  千金子总蛋白经模拟制霜前后对 IEC-6 细胞 occludin、claudin-1 蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effect of total proteins from Euphorbiae Semen on protein expressions of occludin and claudin-1 in IEC-6 cells before 

and after simulated frosting ( x s , n = 3)
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3.3  千金子总蛋白经模拟制霜前后对小鼠肠道毒

性的影响 

3.3.1  千金子总蛋白经模拟制霜前后对小鼠结

肠组织病理形态学的影响  如图 8 所示，对照组

小鼠结肠黏膜组织结构清晰，黏膜上皮腺体排列

规则。千金子总蛋白高剂量组小鼠结肠组织出现

黏膜层缺失、脱落，大量炎细胞浸润，杯状细胞

明显减少的情况；与千金子总蛋白相应剂量组比

较，千金子模拟制霜品组小鼠结肠组织损伤均有

一定程度的减轻。 

3.3.2  千金子总蛋白经模拟制霜前后对小鼠结肠组

织 occludin、claudin-1 蛋白表达的影响  由图 9 所

示，与对照组比较，千金子总蛋白和千金子总蛋白

模拟制霜品均能显著降低小鼠结肠组织中紧密连接

蛋白 occludin、claudin-1 的表达（P＜0.05、0.01）；

同一剂量下，千金子总蛋白模拟制霜品对小鼠结肠

组织中 occludin、claudin-1 蛋白表达水平的下调作

用弱于千金子总蛋白（P＜0.05、0.01）。 

 

A-对照组；B-千金子总蛋白高剂量组；C-千金子总蛋白低剂量组；D-千金子总蛋白模拟制霜品高剂量组；E-千金子总蛋白模拟制霜品低剂量组；

蓝色箭头表示结肠黏膜层缺失、脱落；红色箭头表示炎细胞浸润；绿色框表示杯状细胞减少。 

A-control group; B-high-dose group of total protein from Euphorbiae Semen; C-low-dose group of total protein from Euphorbiae Semen; D-high-dose 

group of total protein from Euphorbiae Semen after simulated frosting; E- low-dose group of total protein from Euphorbiae Semen after simulated frosting; 

blue arrows indicate absence and detachment of the colonic mucosal layer; red arrows indicate inflammatory cell infiltration; green boxes indicate decreased 

cuprocytes. 

图 8  各组小鼠结肠组织 HE 染色结果 (×200) 

Fig. 8  HE staining results of mouse colon tissue in each group (× 200) 

  

图 9  千金子总蛋白经模拟制霜前后对小鼠结肠 occludin、claudin-1 蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  Effect of total proteins from Euphorbiae Semen on protein expressions of occludin and claudin-1 of mouse colon tissue 

before and after simulated frosting ( x s , n = 3)
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4  讨论 

现代研究表明千金子对肠道黏膜有强烈刺激

性，可产生峻泻作用，主要表现为肠黏膜损伤和肠

屏障功能减弱，临床上多经去油制霜后使用[3,15]。蛋

白质作为种子类植物富含的成分之一，具有多种生

理生化功能，极具研究价值，但目前关于千金子总

蛋白的研究鲜有报道，因此本研究以千金子所含的

总蛋白为研究对象，创新性探索制霜对千金子总蛋

白结构及肠道毒性的影响。 

红外光谱、圆二色谱、紫外光谱、荧光光谱结果

显示千金子总蛋白经热压制霜处理后，维持蛋白空

间结构的氢键、离子键等被破坏，蛋白结构趋向于无

序状态[16-17]。同时热压处理使得千金子总蛋白发生

变性，蛋白结构展开，内部色氨酸、酪氨酸等发色基

团暴露于外部极性环境，暴露的疏水基团相互作用

形成不可溶聚集体，溶解度下降[18-20]。以上结果说明

千金子总蛋白模拟制霜后二级结构和三级结构发生

改变，可能会导致其生物活性发生改变。 

肠上皮细胞顶部的紧密连接是连接肠上皮细胞

和肠黏膜屏障、维持肠道完整性和黏膜屏障功能的

关键，主要由 occludin、claudins 等蛋白组成[21-22]。

紧密连接蛋白表达降低可使肠黏膜屏障功能受损，

通透性增加，引发炎症反应[23]。细胞因子按作用机

制可分为促炎症细胞因子和抑炎型细胞因子，两者之

间的动态失衡是肠黏膜病理损伤的关键环节。TNF-α

和 IL-1β 是机体中常见的 2 种促炎细胞因子[24]。IL-10

属于抗炎细胞因子，能够发挥抗炎作用，在调节炎

症反应中发挥重要作用[25]。基于此，本研究进一步

从体内外层面初步开展了千金子总蛋白模拟制霜前

后的肠道毒性研究，结果显示千金子总蛋白模拟制

霜前后均会上调 TNF-α、IL-1β 的含量，下调 IL-10

的含量，降低紧密连接蛋白 occludin、claudin-1 表

达；与千金子总蛋白各剂量组比较，千金子总蛋白

模拟制霜后对 TNF-α、IL-1β 含量的上调作用、对

IL-10 含量的下调作用、以及对 occludin、claudin-1

蛋白表达的下调作用均明显减弱，表明千金子总蛋

白能够对细胞间的紧密连接结构造成损伤，导致肠

黏膜通透性增加，肠黏膜屏障受损，引起肠道炎症

反应，千金子总蛋白经模拟制霜后能够缓解肠道炎

症反应，降低肠道毒性，后续将进一步研究千金子

总蛋白的作用，为深入揭示千金子制霜减毒的物质

基础及作用机制提供实验支撑。 

综上，千金子总蛋白具有一定的肠道毒性，能

够引起炎症反应并对肠黏膜屏障功能造成损伤，模

拟制霜后能够减轻对肠黏膜屏障的损伤作用，降低

肠道毒性，可能与其模拟制霜后总蛋白发生变性，

蛋白二级结构和三级结构改变有关。由此可见，毒

性成分千金子总蛋白结构变化可能是千金子制霜后

减轻肠黏膜刺激性毒性的机制之一。本研究初步阐

明了千金子总蛋白的肠道毒性以及制霜对千金子总

蛋白结构及肠道毒性的影响，为从生物大分子角度

深入研究千金子的制霜减毒机理提供科学依据，对

阐释有毒中药的炮制减毒机制、炮制工艺优化、改

革和创新具有重要的现实意义。 
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