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三叶青主要成分抗炎作用及其机制
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摘要!基于与
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蛋白的分子对接结果初步筛选!进而
在血管内皮细胞低水平炎症模型下试验!对比分析活性
成分对各类炎症相关因子的基因及蛋白表达影响#结果
表明!三叶青根部的山柰酚

.*.Q.

芸香糖苷"异槲皮苷"芦
丁以及叶片中的

).

咖啡酰奎宁酸"牡荆苷"荭草苷均能与
_;0

C

#

蛋白紧密结合在
_;0

C

#

与
UBE!

蛋白相互作用的
活性空腔中!从而可能使

UBE!

解离并活化#

+

种活性成
分均可缓解血管内皮细胞低水平炎症!其中作用最强的
是牡荆苷#进一步发现牡荆苷可显著上调细胞内

.<

;

]

基因和蛋白表达!下调
_;0

C

#

蛋白表达!说明
UBE!

被活
化#此外!牡荆苷在细胞培养基及缓冲盐溶液中稳定性
强!能以原型形式被血管内皮细胞吸收!以剂量依赖的方
式显著抑制
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和
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等炎症相关因子的基因
和蛋白表达及

U&.
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磷酸化水平#牡荆苷可能通过
与

_;0

C

#

蛋白结合活化
UBE!

及影响
U&.

%

L

通路活性来
发挥强效抗炎作用#

关键词!三叶青$分子对接$

_;0

C

#

蛋白$血管内皮细胞低
水平炎症模型$抗炎作用
23-45674
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由肥胖)糖尿病等导致的心血管疾病已成为全球
死亡的首要原因*

#

+

&根据0中国心血管病报告
!"#$

1

指出%过去
#"

年中国死于心血管疾病的居民占总构成
比的

>"]

以上%居于首位%高于肿瘤及其他疾病*

!

+

&

虽然心血管疾病的病因和发病机制复杂%但慢性低水
平炎症是包括心血管疾病在内的多种慢性病发生发展
的典型特征之一*

*

+

&炎症本身是人体重要的免疫性防
御机能%但是长期过剩的慢性低水平炎症会造成人体
功能受损%最终直接导致慢性病的发生*

>P)

+

&更有研
究*

+

+指出%动脉粥样硬化最有潜质的干预靶点是低水
平炎症&另外%血管内皮细胞损伤是心血管疾病发生
的始动环节%其中炎症是其重要诱因*

,

+

&因此%通过抑
制低水平炎症导致的血管内皮细胞损伤是防治心血管
疾病的重要手段*
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近年来发现%药食兼用植物以安全)低耐药)特异性
强等优势对于炎症有良好的治疗作用*
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&三叶青!

F:C'

<+(C$
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I+):I(9:

D
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5

#是中国民间常用的
中草药%有药食两用功效%主要分布于江西)安徽)浙江及
西南地区*

#"

+

%以安全无副作用)低耐药性的特点被广泛应
用*

##

+

&作为中草药%三叶青具有祛风化痰%清热解毒等多
种活性&三叶青临床应用历史悠久%对于治疗恶性肿瘤)

炎症反应)抗病毒)保肝的效果尤为显著*

#!P#*

+

&三叶青
的抗癌作用已被广泛研究*

#>

+

%其可抑制癌细胞的生长与
繁殖&

Y;4

5

等*

#)

+发现三叶青乙酸乙酯提取物可激活线
粒体途径%诱导人肝癌细胞

T;

C

\!

的凋亡&试验主要探
究三叶青的抗炎活性成分%为三叶青的药用价值寻找新
靶点&

W1=

等*

#+

+报道了以
#"

"

#+"

#

5

(

/W

的三叶青根部
黄酮粗提物处理细胞%可以显著降低一氧化氮)

?W.#

$

)

HU&

"

等促炎因子的产生%抑制
U&.

%

L

通路活性%并上调
抗炎细胞因子

?W.#"

的表达%从而缓解炎症反应&这些提
示除抗癌外%三叶青有望成为安全有效的药食两用抗炎
中草药&此外%课题组*

#,

+从三叶青的根部和叶片中鉴定
出了

#**

种天然产物%其中根部中山奈酚
.*.Q.

芸香糖苷)

芦丁)异槲皮素含量较多$而叶片中富含的成分有
).

咖啡
酰奎宁酸)荭草苷)异牡荆苷)异荭草苷)牡荆苷%但具体
何种成分发挥抗炎作用及其机制有待于进一步研究&核
转录因子

U&.-!

相关因子!

U=:2;0BE0:@8BU&.-!B;20@;D

E0:@8B

%

UBE!

#是被广泛关注的药效靶标%参与对慢性病下
细胞损伤的保护作用%激活

UBE!

可成为防治心血管疾病
的有效方法*

#$P#(

+

&最新的研究指出%

UBE!

是抗炎网路中
的关键节点*

!"

+

%在正常条件下%

UBE!

主要存在于细胞质
中%与泛素连接酶肌动结合蛋白

_;0

C

#

结合并促进自身
泛素化及降解*

!#

+

&值得注意的是%与
_;0

C

#

的结合是植
物活性物质促使

UBE!

解离并入核发挥作用的关键
环节*

!!

+

&

试验拟基于与
_;0

C

#

蛋白的分子对接%从三叶青中
筛选了可能具有潜在抗炎活性的成分%同时在肿瘤坏死
因子

.

"

!

H=/8B4;:B8A1AE0:@8B.

"

%

HU&

"

#联合白细胞介素
.

#,

!

?4@;B2;=a14.#,

%

?W.#,

#诱导的血管内皮细胞低水平炎
症模型下深入探究具体何种活性成分能强效抗炎%并分
析该活性成分在培养基及缓冲盐溶液中的稳定性及细胞
中的摄取%同时揭示其抗炎机制%旨在为三叶青发挥强效
抗炎作用提供有力的依据&

#

!

材料与方法

#9#

!

材料$试剂与仪器
#9#9#

!

材料
人脐静脉血管内皮细胞!

T=/04=/G121:02F;14;4D8.

@7;2102

%

TOZ-M

#"武汉普诺赛生命科技有限公司&

#9#9!

!

试剂
细胞因子

?W.#,

)肿瘤坏死因子
HU&

"

"美国
Y;

C

B8@;:7

公司$

T0/NA&.#!_

!

_01

5

74NA

#

S;D1=/

!

&.#!_

#培养基"武
汉普诺赛生命科技有限公司$

胎牛血清!

&LX

#"以色列
L1824D

公司$

胰蛋白酶"美国
X1

5

/0

公司$

山奈酚
.*.Q.

芸香糖苷)异槲皮苷)芦丁)

).

咖啡酰奎
宁酸!新绿原酸#)牡荆苷)荭草苷标准品"

%

($]

%中国索
莱宝科技有限公司$

M;22M8=4@14

5

_1@.$

!

MM_.$

试剂盒#)

LMI

蛋白浓度
测定试剂盒"中国碧云天生物科技公司$

V?YI

裂解液"加拿大
H7;B/8&1A7;B

公司$

一抗"英国
IG:0/

公司$

二抗"北京全式金生物有限公司$

HV?K82

HS

V;0

5

;4@

"加拿大
H7;B/8&1A7;B

公司$

YB1/;X:B1

C

@

HS

VHB;0

5

;4@_1@<1@7

5

'UI -B0A;B

!

Y;BE;:@V;02H1/;

#"日本
H0_0V0

公司$

L;A@0B

&

c

YMV/0A@;B/16

!

X%LV\B;;4

#"德国
'L?

&

L18A:1;4:;

公司&

#9#9*

!

仪器与设备
超高效液相色谱仪"

#!("

型%美国
I

5

12;4@

公司$

三重四级杆液质联用仪"

+>,"

型%美国
I

5

12;4@

公司$

生物安全柜"

LTM.#*""I

(

L*

型%苏州安泰空气技术
有限公司$

低温高速离心机"

U;8E=

5

;#)V

型%香港力康公司$

细胞破碎仪"

dA841:0X841:0@8Bd)""

型%加拿大
H7;B/8&1A7;B

公司$

MQ

!

细胞培养箱"

&8B/0A;B1;A??

型%加拿大
H7;B/8

&1A7;B

公司$

化学发光成像仪"

M7;/1'8:

HS

V̂Xp

型%美国伯乐
公司$

蛋白质电泳仪"

'%Mb.!>'U

型%北京六一生物科技
有限公司$

转膜仪"

MB1@;B184

系%美国伯乐公司$

倒置显微镜"

*,̂ M

!

'̂X.#I

#型%上海蔡康光仪器
公司$

震荡混合器"

[T.$++

型%中国太仓科教器材厂$

实时定量
YMV

"

M&̂ (+H8=:7

型%美国伯乐公司&

#9!

!

方法
#9!9#

!

_;0

C

#

蛋白的同源建模和分子对接
!

采用同源
模型服务软件

X[?XX.SQ'-W

预测人源
_;0

C

#

蛋白的
三维结构%选择相似度且评分最高的模型作为蛋白的
三维晶体结构*

!*

+

&采用
V0/0:704DB04

C

28@

和
YB8E12;.

*'

方法对模型进行评估%进一步采用分子对接软件
I=@8'8:aH882A

将
_;0

C

#

与成分进行对接%使用
&2;61G2;

'$

"

Z829*+

"

U89)

邢
!

倩等!三叶青主要成分抗炎作用及其机制



'8:a14

5

模块计算两者相互作用的位点及对接能&成分
的分子结构从

I=@8/0@;DH8

C

828

53

L=12D;B

上下载&

#9!9!

!

细胞培养
!

人脐静脉血管内皮细胞
TOZ-M

培养
在含

#"]

胎牛血清!

&LX

#及
"9#]

双抗的
&.#!_

培养基
中&待细胞长满后弃去培养液%用磷酸盐缓冲液!

YLX

#洗
涤细胞两次%加入含乙二胺四乙酸的胰蛋白酶液消化细
胞%显微镜下观察到游离细胞后弃去消化液%加入培养液
反复吹打%稀释后装入新培养瓶置于

*,j

)

)] MQ

!

恒温
恒湿箱中培养&

#9!9*

!

[;A@;B4G28@

测定细胞蛋白表达水平
!

将山柰酚
.

*.Q.

芸香糖苷)异槲皮苷)芦丁)

).

咖啡奎宁酸)牡荆苷)荭
草苷标准品分别用二甲基亚砜溶解%配成

!""//82

(

W

的
母液%用培养基稀释至试验需求浓度&将

TOZ-M

细胞
用胰蛋白酶消化后加入培养基稀释&取

+:/

小皿%每皿
加入

*/W

细胞%放进
*,j

)

)] MQ

!

培养箱培养
#!7

至
贴壁&倒掉培养基%每皿加入不同浓度的标准品孵育

!7

%

再用
#4

5

(

/WHU&

"

联合
#""4

5

(

/W?W.#,

诱导细胞低
水平炎症%

*,j

培养
#!7

&结束后参考
b7;4

5

等*

!>

+的方
法制备细胞全蛋白裂解液%

LMI

法测定蛋白浓度%进行
X'X.YI\-

电泳及转膜%最终发光显影拍照%导入软件分
析得到蛋白表达量&

#9!9>

!

MM_$

方法测定细胞存活率
!

(+

孔板中每孔加入
#""

#

W

细胞悬液%待细胞贴壁&在进行牡荆苷自身的细
胞毒性试验时加入不同浓度的牡荆苷%每个浓度

$

个复
孔%

*,j

)

)] MQ

!

培养箱内培养
!>7

&在进行牡荆苷缓
解内皮细胞炎症的试验时先加入不同浓度的牡荆苷孵育
!7

%再用
#4

5

(

/WHU&

"

联合
#""4

5

(

/W?W.#,

诱导细
胞低水平炎症%

*,j

)

)] MQ

!

培养
!>7

&培养结束后倒
掉培养基%加入

MM_$

%

#7

后用酶标仪测定
QX

>)"4/

值&

按式!

#

#计算细胞存活率&

7q

QX

#

QX

!

k#""]

% !

#

#

式中"

7

'''细胞存活率%

]

$

QX

#

'''试验组
QX

>)"4/

值$

QX

!

'''对照组
QX

>)"4/

值&

#9!9)

!

荧光定量
YMV

检测
/VUI

表达
!

细胞接种到
!>

孔板中%贴壁后加入不同浓度牡荆苷培养
!>7

&使用
HB1K82

试剂提取法*

!>

+提取细胞中总
VUI

%按照逆转录试
剂盒操作得到所需

:'UI

%取
!

#

W

进行扩增&引物序列"

.<

;

]

%上游
)N.MIMIHMMI\HMI\IIIMMI\H\\.*N

%

下游
)N.\\IIH\HMH\M\MMIIII\MH\.*N

$白细胞介
素
.#

$

!

"!'#

$

#%上游
)N.\MIHMMI\MHIM\IIHMHMM.*N

%

下游
)N.\IIMMI\MIHMHHMMHMI\M.*N

$细胞间黏附分子
!

"2-#

#%上游
)N.\\IIIHIMH\IIIMHH\MH\MMHIH.

*N

%下游
)N.IMIMIH\HMHIH\\I\\\MMIM.*N

$

$

'+7C$%

%上游

)N.MMH\IMH\IMHIMMHMIH\II\.*N

%下游
)N.\IM\.

HI\MIMI\MHHMHMMHHI.*N

&配置好反应混合液%加
入

(+

孔反应板中%使用荧光定量
YMV

仪进行扩增&

#9!9+

!

药物稳定性的测定
!

用
&.#!_

培养基或
T04aNA

平衡盐溶液!

TLXX

#稀释牡荆苷标准品至
+"

#

/82

(

W

&放
入

*,j

)

)] MQ

!

恒温恒湿培养箱中培养%在
"9"

%

"9)

%

#9"

%

!9"

%

>9"

%

+9"

%

#!9"7

后取出%过
"9!!

#

/

的滤膜%利用
超液相色谱检测牡荆苷的含量&

液相条件"色谱柱型号为
b8BG06-:21

C

A;Y2=AM

#$

!

)

#

/

%

*9"//k#""//

#$流动相
"9#]

甲酸'乙腈!

I

#

和
"9#]

甲酸'水!

L

#&梯度洗脱条件为"

"

"

! /14

%

!"]

"

!)] I

$

!

"

, /14

%

!)]

"

*"] I

$

,

"

$ /14

%

*"]

"

!"] I

&流速
"9*/W

(

/14

%色谱柱温度
!)j

%参
比波长

!$"4/

%收集波长
*>"4/

%进样量
#"

#

W

&

以
"7

培养基中牡荆苷的含量作为
#""]

%将不同处
理时间下牡荆苷的含量与

"7

的含量对比分析%得到牡荆
苷随时间变化在培养基中残留的百分率&

#9!9,

!

细胞吸收的测定
!

TOZ-M

细胞接种于
+:/

培
养皿中%贴壁后加入不同浓度牡荆苷培养

!7

&弃去细
胞培养液%

YLX

洗涤两遍%加入
#9)/WYLX

收集细胞至
离心管中%取

#

(

#"

测蛋白浓度%剩下的部分
!"""B

(

/14

离心
)/14

&弃上清%

)]

甲酸'甲醇复溶%冰水浴超声
处理

)/14

使细胞破碎%结束后放入
P$" j

冰箱过夜&

第
!

天取出室温溶解%涡旋
! /14

%

!"""B

(

/14

离心
#"/14

%收集上清&再用
#/W)]

甲酸'甲醇重复提取
两次&上清液合并%氮吹后用

!)"

#

W

甲醇复溶%过
"9!!

#

/

滤膜%用液相色谱
P

质谱联用仪检测分析细胞中
牡荆苷的含量&

质谱条件"采用三重串联四级杆质谱仪%装备电喷雾
离子源!

-X?

#%负离子
pSVS

模式定量分析&牡荆苷的
定量条件为"母离子

I

(

P>*#9#

%子离子
I

(

P*##9#

%裂解
电压

#+"Z

%碰撞能
#$;Z

$进样量
)

#

W

*

!)

+

&

#9!9$

!

数据处理与分析
!

每个样品指标测定
*

次%以均
值

n

标准偏差!

/;04n=X

#形式表示&以
XYXX

软件中的
单因素方差分析处理%

'=4:04

比较进行显著性分析%

Y

#

"9")

!

$

#)

Y

#

"9"#

!

$$

#)

Y

#

"9""#

!

$$$

#表示与未处
理的对照组有显著性差异&

Y

#

"9")

!

'

#)

Y

#

"9"#

!

''

#)

Y

#

"9""#

!

'''

#表示与
#4

5

(

/WHU&

"

联合
#""4

5

(

/W?W.#,

诱导的低水平炎症组有显著性差异&

!

!

结果与分析

!9#

!

三叶青中
+

种候选成分与
_;0

C

#

蛋白的分子对接
分子对接是一种在分子层面预测配体和受体之间

结合模式和亲合力的一种理论模拟方法&试验采用分
子对接方法初步对比分析了三叶青根部和叶片中几十
种含量丰富的成分与

_;0

C

#

蛋白的结合能力%筛选出

($

基础研究
&OU'IS-UHIWV-X-IVMT

总第
!!*

期
"

!"!"

年
)

月
"



了
+

种成分可与
_;0

C

#

蛋白显著结合%分别是山柰酚
.

*.Q.

芸香糖苷)异槲皮苷)芦丁)

).

咖啡奎宁酸)牡荆苷
和荭草苷&由图

#

可知%这
+

种成分均结合在
_;0

C

#

蛋白分子的活性空腔之中%并且主要的结合位点是缬
氨酸残基&该活性空腔恰恰是

_;0

C

#

与
UBE!

结合的
区域%提示这

+

种成分与
_;0

C

#

的结合很可能阻断了
_;0

C

#

与
UBE!

的相互作用%进而使
UBE!

解离活化&另

外%白藜芦醇具有良好的抗炎活性%通常作为阳性对照%

图
#

中显示山柰酚
.*.Q.

芸香糖苷)异槲皮苷)芦丁)

).

咖
啡奎宁酸)牡荆苷和荭草苷

+

种成分的对接能均小于白
藜芦醇的%证明与

_;0

C

#

蛋白的结合能力均强于白藜芦
醇$其中最强的是山柰酚

.*.Q.

芸香糖苷%其次是牡荆苷&

以上提示%三叶青中的这
+

种成分可能均具有良好的抗
炎效果&

图
#

!

三叶青中
+

种候选成分与
_;0

C

#

蛋白的分子对接
&1

5

=B;#

!

S82;:=20BD8:a14

5

G;@<;;4A16:04D1D0@;14

5

B;D1;4@A14 F:C<+(C$

&

I+):I(9:

D

+%*I '1;2A;@ \12

5

04D

_;0

C

#

C

B8@;14

!9!

!

三叶青中
+

种候选成分对血管内皮细胞炎症的抑制
作用

!!

研究使用浓度为
#""

#

/82

(

W

或
)"

#

/82

(

W

的成分
处理细胞%联合低剂量

HU&

"

与
?W.#,

诱导低水平血管内
皮细胞炎症%采用

[;A@;B4G28@

法检测山柰酚
.*.Q.

芸香
糖苷)异槲皮苷)芦丁)

).

咖啡奎宁酸)牡荆苷和荭草苷
+

种成分对促炎因子和黏附分子表达的影响&如图
!

所
示%联合低剂量

HU&

"

与
?W.#,

可升高各类炎症相关因子
的蛋白表达%

+

种成分可不同程度的下调炎症因子表达
量&当浓度为

#""

#

/82

(

W

时%异槲皮苷)芦丁)荭草苷)

牡荆苷对于
?MIS

的抑制作用更为显著%而牡荆苷可更
加显著地抑制血管细胞黏附分子!

ZMIS

#的表达&当浓
度为

)"

#

/82

(

W

时%牡荆苷更明显地下调了白细胞介素
.+

!

?W.+

#和白细胞介素
.$

!

?W.$

#的蛋白表达&综上所述%牡

荆苷的抗炎效果最明显&

!9*

!

牡荆苷对血管内皮细胞炎症损伤的保护作用
MM_$

试验测定了牡荆苷对
TOZ-M

细胞的毒性作
用以及在血管内皮细胞中牡荆苷对低剂量

HU&

"

与
?W.

#,

诱导低水平炎症的缓解作用%结果见图
*

&图
*

!

0

#为
牡荆苷对血管内皮细胞的毒性作用%与未处理的空白对
照组细胞相比%牡荆苷浓度

#

$"

#

/82

(

W

时%对细胞活性
没有影响%高于

$"

#

/82

(

W

后对细胞表现明显的抑制生
长作用&因此%选用

!"

%

>"

%

+"

#

/82

(

W

作为试验组浓度&

图
*

!

G

#显示%与对照组相比%联合低剂量
HU&

"

和
?W.#,

降低细胞存活率%但以
!"

%

>"

%

+"

#

/82

(

W

牡荆苷对血管
内皮细胞预孵

!7

后%细胞存活率呈浓度依赖性的升高%

证明牡荆苷对低剂量
HU&

"

与
?W.#,

诱导的低水平炎症
具有缓解作用&

)$

"

Z829*+

"

U89)

邢
!

倩等!三叶青主要成分抗炎作用及其机制



图
!

!

三叶青中
+

种候选成分的抗炎活性
&1

5

=B;!

!

I4@1.14E20//0@8B

3

0:@1F1@1;A8EA16:04D1D0@;14

5

B;D1;4@A14F:C<+(C$

&

I+):I(9:

D

+%*I '1;2A;@\12

5

图
*

!

牡荆苷对
TOZ-M

细胞炎症损伤的保护作用
&1

5

=B;*

!

H7;

C

B8@;:@1F;B82;8EF1@;6141414E20//0@184.14D=:;DTOZ-M:;2214

J

=B

3

!9>

!

牡荆苷激活
UBE!

信号通路
从

UBE!._;0

C

#

复合物上解离的
UBE!

能在细胞内富
集并活化%为了在细胞水平进一步验证分子对接结果%即
牡荆苷与

_;0

C

#

的结合可活化
UBE!

%试验检测了牡荆苷
处理细胞后

UBE!

信号通路活性&图
>

!

0

#

"

!

:

#显示%

!"

"

+"

#

/82

(

W

牡荆苷以浓度依赖方式显著增加
UBE!

的
基因和蛋白表达水平%相反降低

_;0

C

#

蛋白的表达水平%

故而
UBE!

(

_;0

C

#

比值会逐渐升高*见图
>

!

D

#+%表明
UBE!

通路被激活&

!9)

!

牡荆苷抑制血管内皮细胞炎症相关因子的基因表达
为检测牡荆苷对

TOZ-M

细胞中炎症相关因子表达
的影响%采用荧光定量

YMV

法检测了
!"

%

>"

%

+"

#

/82

(

W

牡荆苷调节细胞炎症相关因子表达的作用%结果见图
)

&

!"

%

>"

%

+"

#

/82

(

W

牡荆苷均可下调促炎因子
"!'̂

$

和黏
附分子

"2-#

的基因表达%随着牡荆苷浓度的加大基因
表达量下降%证明牡荆苷可缓解血管内皮细胞炎症&因
此%牡荆苷对血管内皮细胞中低剂量

HU&

"

与
?W.#,

诱导
低水平炎症有抑制作用&

*%

基础研究
&OU'IS-UHIWV-X-IVMT

总第
!!*

期
"

!"!"

年
)

月
"



图
>

!

牡荆苷激活
UBE!

信号通路
&1

5

=B;>

!

Z1@;6140:@1F0@;DUBE!A1

5

40214

5C

0@7<0

3

图
)

!

牡荆苷抑制
TOZ-M

细胞炎症相关因子的基因表达
&1

5

=B;)

!

H7;A=

CC

B;AA1F;;EE;:@8EF1@;61484

5

;4;;6

C

B;AA1848E

C

B8.14E20//0@8B

3

:

3

@8a14;A14TOZ-M:;22A

!9+

!

牡荆苷抑制血管内皮细胞炎症相关因子的蛋白表达
采用

[;A@;B4G28@

方法研究了
!"

%

>"

%

+"

#

/82

(

W

牡
荆苷对

TOZ-M

细胞中炎症相关因子蛋白表达的影响&

细胞发生炎症之后%引起炎症相关因子的基因表达升高%

由基因进一步翻译成蛋白质%炎症相关因子的蛋白表达
如图

+

所示&

!"

%

>"

%

+"

#

/82

(

W

牡荆苷可逐渐下调炎症
相关因子的蛋白表达%其中促炎因子

?W.+

表达水平与低
水平炎症组比有显著性下降%

?W.#

$

无显著差异&证明牡
荆苷可抑制促炎因子的蛋白表达%其结果与基因表达结
果一致%更好地说明了牡荆苷具有良好的抗炎效果&

W=

等*

!+

+证明在
M),LW

(

+

小鼠中%牡荆苷抑制脂多糖引起的
HU&

"

)

?W.+

以及
?W.#

$

表达增加%发挥抗炎作用&

!9,

!

牡荆苷抑制血管内皮细胞
U&.

%

L

信号通路的活性
核因子

.

%

L

!

U&.

%

L

#调控着细胞的炎症水平%抑制
U&.

%

L

信号通路可以阻止产生过多的炎症介质&利用
[;A@;B4G28@

法检测了牡荆苷对
U&.

%

L

C

+)

蛋白磷酸化
的影响%结果如图

,

所示&

!"

%

>"

%

+"

#

/82

(

W

牡荆苷可以
逐渐降低磷酸化

C

+)

蛋白水平%呈剂量依赖关系&证明
了牡荆苷可以抑制

U&.

%

L

信号通路的活性%从而进一步
降低促炎因子的基因和蛋白表达&

!%

"

Z829*+

"

U89)

邢
!
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图
+

!

牡荆苷抑制
TOZ-M

细胞炎症相关因子的蛋白表达
&1

5

=B;+

!

H7;A=

CC

B;AA1F;;EE;:@8EF1@;61484

C

B8@;14;6

C

B;AA1848E

C

B8.14E20//0@8B

3

:

3

@8a14;A14TOZ-M:;22A

图
,

!

牡荆苷对
U&.

%

L

C

+)

蛋白磷酸化的影响
&1

5

=B;,

!

-EE;:@8EF1@;61484@7;

C

78A

C

78B

3

20@1848EU&.

%

L

C

+)

!9$

!

牡荆苷在细胞培养基及缓冲盐溶液中的稳定性
药物的作用与其在培养基中的稳定性有紧密联系%

经不同时间处理后%牡荆苷在
TLXX

及
&.#!_

培养基中
残留的液相图及计算结果见图

$

&结果表明%牡荆苷在
&.

#!_

细胞培养基及
TLXX

缓冲液中均表现为很强的稳定
性%尤其是

#!7

后在
&.#!_

细胞培养基中的保留率达
$"]

以上&牡荆苷的强稳定性源于自身结构中存在
$

号
位点糖基化*

!,

+

%而在培养基中稳定性更高可能是由于细
胞培养基中含有血清蛋白&

H04

5

等*

!$

+报道%多酚化合物
可以与蛋白质相互作用%使得多酚的稳定性增强&

!9(

!

牡荆苷在血管内皮细胞中的摄取
研究*

!,

+表明%药物的抗炎效果与其细胞内的吸收有
关&试验利用了液相三重串联四极杆液相质谱联用系统
!

TYWM.d

c

d.SX

#检测了
!"

%

>"

%

+"

#

/82

(

W

牡荆苷在血
管内皮细胞内的含量&由图

(

可知%血管内皮细胞可以
原型形式摄取牡荆苷%且随着牡荆苷的浓度增加%血管内
皮细胞对牡荆苷的摄取程度加大%在细胞内的牡荆苷含
量增多&特别是以

+"

#

/82

(

W

牡荆苷刺激细胞之后%牡
荆苷在细胞内的含量达到了!

*9"*n"9,(

#

C

/82

(

/

5

5蛋
白&说明吸收的牡荆苷含量增多%所以逐渐下调了各类

图
$

!

牡荆苷在细胞培养基及缓冲盐溶液中的稳定性
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图
(

!

牡荆苷在
TOZ-M

细胞中的含量
&1

5

=B;(

!

M84@;4@8EF1@;61414TOZ-M:;22A

炎症相关因子的表达%增加了抗炎效果&

*

!

结论
三叶青中山柰酚

.*.Q.

芸香糖苷等
+

种候选成分均具
有抗炎活性%其中活性最强的是牡荆苷&牡荆苷主要富
含于山楂)牡荆草等植物中%且在三叶青中含量也达到了
!

$9!$n!9"*

#

/

5

(

5

干物质*

#,

+

&目前牡荆苷主要用于治
疗心血管疾病%并且还能发挥明显的防癌抗肿瘤作用*

!(

+

&

研究通过血管内皮细胞试验证实了牡荆苷的抗炎效果%

这也许解释了其为何能降低心血管疾病风险&

UBE!

是在抗炎反应中发现的新机制%其活化机理
主要包括两个方面"

(

亲电子化合物以共价键的方式
与

_;0

C

#

蛋白的半胱氨酸残基结合%使
_;0

C

#

蛋白发
生构象改变%结构变得松散%促进

UBE!

从
UBE!._;0

C

#

复合物上解离*

!!

+

&

S122A

等*

!"

+报道衣康酸通过烷化
_;0

C

#

蛋白上的半胱氨酸残基使得
UBE!

解离活化&

)

小分子化合物以非共价键的方式与
_;0

C

#

蛋白结
合%通过占据

UBE!

与
_;0

C

#

蛋白结合的活性空腔使
UBE!

解离活化*

!!

+

&研究筛选出的牡荆苷等小分子植
物化学物正是结合在

_;0

C

#

蛋白的活性空腔中%促使
UBE!

活化&

牡荆苷能够激活转录因子
UBE!

%抑制血管内皮细胞
低水平炎症%有望成为防治慢性炎症乃至慢性疾病的新
契机&试验还有待进一步完善与探索&
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