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黄芩抗内毒素活性物质的分离提取与活性研究

伏建峰，曹红卫，王) 宁，刘) 鑫，杨) 东，郑新川，鲁永玲，郑) 江) ) （第三军医大学西南医院综合实验研究中心，重庆
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) ) 摘) 要：目的 ) 从黄芩中提取具有拮抗内毒素（*+,）活性的物质。方法 ) 采用大孔吸附树脂和高效液相色谱
（-+*.）等技术将黄芩水提物分离成若干组分，应用生物传感器技术检测各组分与 *+,的活性中心 */0/1 2的结合活性，
动态比浊法鲎试验检测各组分（&3 " 45 6 *）对 *+,（"3 & !5 6 *）的中和作用，籍此筛选出活性组分；逆转录聚合酶链式反应
（78#+.7）检测所筛组分对 *+,诱导的 729&:%3 ; 细胞的 8<==样受体 %（8*7% ）47>2表达的影响，?*@,2法检测所筛组
分对 *+,（!"" !5 6 *）刺激的 729&:%3 ; 细胞释放肿瘤坏死因子 "（8>A#"）的影响。结果) 获得 $ 种 -+*.产物 ,(B! C $，
其中 ,(B! 与 */0/1 2结合活性最高，,(B!（&3 " 45 6 *）可显著抑制 *+,（"3 & !5 6 *）介导的鲎试剂的凝结反应（! D "3 "$）；
以 *+,（!"" !5 6 *）刺激 729&:%3 ; 细胞，其 8*7% 47>2表达增强，给予 %"、’"、!:" 45 6 *的 ,(B! 预处理后能减弱 *+,诱
导 729&:%3 ; 细胞的 8*7% 47>2表达（! D "3 "$）；单纯 *+,刺激 729&:%3 ; 细胞释放的 8>A#" 为（! ;$;E :! F &";E &$）
G5 6 *（对照组），给予 %"、’"、!:" 45 6 * 的 ,(B! 预处理后 8>A#" 浓度依次为（! (&%3 $( F !%H3 ;(）、（’H(3 ’; F !%"3 ;;）、
（;HH3 H; F !&%3 &!）G5 6 *，随 ,(B! 剂量递增而减低，均显著低于对照组（! D "3 "$）。结论) 从黄芩中提取到具有拮抗 *+,
活性的组分 ,(B!，,(B! 在体外对 *+,具有一定的中和作用，可抑制 *+,诱导的 729&:%3 ; 细胞的 8*7% 47>2 表达，进
而抑制 *+,诱导的 729&:%3 ; 细胞活化。
) ) 关键词：黄芩；内毒素；生物传感器；大孔吸附树脂
) ) 中图法分类号：7&’&3 ;!；7&’%3 &；7&’$3 $) ) ) 文献标识码：2
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第 ! 期" 伏建峰，等#黄芩抗内毒素活性物质的分离提取与活性研究"

" " 机体在严重应激状态（如创伤、大手术和感染等）
下，由于外源性的细菌侵入或肠源性的细菌移位，均可

诱发和（或）加重脓毒症（ $%&$’$）［(］。临床上由 ) *菌、

) +菌介导的脓毒症占 ,!-以上［.］。内毒素（%/012134
’/ 5 6’&1&167$899:8;’0%，<=>）是 ) * 菌介导脓毒症的主

要病原分子。尽管对 <=> 介导脓毒症的发病机制、寻
找 <=>拮抗措施的研究较为深入，但至今临床上对脓
毒症的治疗仍无特殊有效的措施。传统中草药应用于

脓毒症的治疗具有悠久的历史，研究证实，多种中草药

具有较好的拮抗内毒素作用，但由于作用靶点不明确

并缺乏有效的分离检测手段，限制了中草药在脓毒症

防治中的应用与发展。本研究基于以 <=> 为靶点的
筛选抗内毒素中草药技术平台，采用大孔吸附树脂、高

效液相色谱等技术从中药黄芩中分离出活性物质

>?@(，观察其体外拮抗 <=> 的作用，为下一步可能的
临床研究提供实验依据。

!" 材料与方法

(# (" 主要试剂和仪器
" " 小鼠巨噬细胞 ABC.DE# F 购自美国 BGHH公司；大孔吸附
树脂 BI4J（净品级）购于天津海光化工有限公司；四氮噻唑蓝
（批号 K.(.J）、<=> L(((：IE（批号 ME?@E((.）为 >’NO8公司产
品；小鼠 GPQ4! R<S>B 试剂盒购于深圳晶美生物有限公司；AG
试剂盒（A%T%;G;8 B9%4!4GK）为上海东洋纺生物科技有限公司
产品；=HA试剂盒（. U !"# =HA K8$2%;K’3）为北京天根生化科
技有限公司产品；鲎试剂购于湛江安度斯生物工程公司。生物

传感器及其生物素样品池、HL.培养箱为美国 G:%;O1 公司产
品；S9796%;4GK G:%;O86 9796%; 梯度 =HA 扩增仪、K10%6 !!M 酶联
分析仪为美国 I’14A80公司产品。

(# ." 黄芩组分的分离制备
(# .# (" 粗品制备" " 大孔吸附树脂（BI4J）约 EMM N用无水乙
醇（分析纯）浸泡 .E :，充分溶胀后装柱，用蒸馏水洗至无醇
味；黄芩 !MM N，用自来水反复冲洗后，!# M < 蒸馏水浸泡 .E :，
(MM V煎 ( :，, MMM ; 5 O’/离心 ?! O’/，收集上清液粗滤纸滤过；
收集滤液减压浓缩至约 (# M <，然后，上样于大孔吸附树脂 BI4
J，分别以水及梯度乙醇淋洗；收集第 E 梯度乙醇淋洗液蒸发去
乙醇，水溶液加入等量正丁醇萃取 ? 次；取萃取正丁醇相旋转
蒸发去正丁醇，低温冷冻抽干，备用。

(# .# ." 高效液相色谱分离" " 粗品用流动相（.!-甲醇）配制
成 M# ! ON 5 O6浓度，(M "6进样，检测波长 .F! /O；色谱柱：LW> 5
H(J（(!M U E# D OO，! "O）；柱温：.! V；流速：( O6 5 O’/，进行色
谱分离。

(# .# ?" 高效液相色谱制备 " " 根据色谱分离条件进行制备，
检测波长 .F! /O；色谱柱：@Q4H(J；柱温：.! V；流速：
(! O6 5 O’/；进样浓度：.MM ON 5 O6；进样体积：.M O6，出峰收集，
负压抽干。

(# ?" 黄芩组分与 <’&’0 B的结合活性检测
" " 采用本室已建立的生物传感器技术［?］测定黄芩各组分与

<’&’0 B的结合活性。按照本室已建立的方法包被 <’&’0 B，黄
芩各组分以 =I> 溶解成 M# . N 5 <，取 ! "6 上样，检测其与 <’&’0
B的结合活性。

(# E" 黄芩组分对 <=>中和能力的检测
" " 黄芩各组分以无热源检查用水溶解成 .# M ON 5 <，取 (MM "6
与 <=>（M# . "N 5 <）(MM "6混合；<=> 对照组取无热源检查用水
(MM "6与 <=>（M# . "N 5 <）(MM "6 混合。?FV 孵育 ?M O’/后，采
用动态浊度法鲎试验检测孵育后的 <=>值，结果以 RX 5 O6表示。

(# !" >?@( 对 <=> 诱导 ABC.DE# F 细胞 G<AE OAPB
表达的影响

" " 小鼠 ABC.DE# F 细胞置于 D 孔细胞培养板中，每孔 ? U (MD

个细胞，加入不同浓度的 >?@(（M、.M、EM、JM、(DM ON 5 <）孵育
MY ! :后，加入 <=>（终浓度 (MM "N 5 <），同时设不加任何药物的
空白对照组（O%0’ZO），继续孵育 E : 后，用 G;’=Z;% 分离试剂抽
提总 APB，逆转录合成 9WPB 用于 =HA 扩增。=HA 引物设计
采用 =;’O%; =;%O’%; !# M 软件，引物系列和扩增片段的长度：#4
892’/（E!D [&），正义：!\4HHHG)GBG)HHGHG))GH4?\，反义：!\4
)GHGGGBH))BG)GHBBH)4?\；G<AE（.J! [&），正义：!\4GGGBG4
GHB)B)HH)GG))4?\，反义：!\4B)GG)HH)GGGHGG)GGH4?\，交
上海生工生物工程技术服务有限公司合成。=HA 扩增反应总
体系 .! "6，循环参数为：,E V预变性? O’/；,E V变性 ?M $，
!( V复性 ?M $，F. V延伸 DM $，共循环 ?M 次；F. V延伸 ! O’/。
取 =HA反应产物 D "6经 (! N 5 <琼脂糖凝胶电泳（)160]’%^染
色）后，于凝胶成像仪紫外灯观察结果并照相，结果以灰度比值

（G<AE OAPB 5 #4892’/ OAPB）表示。

(# D" >?@( 对 <=> 诱导 ABC.DE# F 细胞释放 GPQ4!
的影响

" " 采用 WKRK 培养液将 ABC.DE# F 细胞稀释至 ( U (MD

O6 *(，加入 ,D 孔板（.MM "6 5孔），在 ?F V、体积分数为 !-的
HL. 条件下孵育 E : 后；更换细胞上清为 .MM "6 无血清的
WKRK培养液，加入终浓度为 M、(M、.M、EM、JM、(DM ON 5 < 的
>?@(，继续孵育 M# ! :；然后加入 <=>（终浓度 (MM "N 5 <），同时
设不加任何药物的空白对照组（O%0’ZO），继续孵育 E :；取上
清按照 R<S>B 试剂盒操作说明进行操作，检测 GPQ4! 浓度，结
果以均值表示。

(# F" >?@( 对 ABC.DE# F 细胞活力的影响
" " 采用四氮噻唑蓝（KGG）［E］法观察不同浓度的 >?@(（M、(M、
.M、EM、JM、(DM、?.M ON 5 <）对 ABC.DE# F 细胞活力的影响，每个
浓度设 ! 复孔，E,M /O波长检测各孔的吸光度值［$（E,M）］。

(# J" 统计学处理
" " 结果以 !% _ &表示，采用 >=>> ((# M 统计软件进行单因素方
差分析。

#" 结果

.# (" 黄芩组分的分离制备
" " 经 ‘=<H分离纯化后得到 >?@(（E# (.! O’/）、>?@.（(.# ,E!
O’/）、>?@?（(F# JEM O’/）、>?@E（?(# (?D O’/）、>?@!（?J# E,! a
E.# !(? O’/）! 种黄芩组分（图 (）。
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图 !" 黄芩组分的高效液相色谱分析图

!" !# 黄芩组分与 $%&%’ (的结合活性检测
# # 黄芩各组分与 $%&%’ ( 均有一定结合活性，其中 )*+, 与
$%&%’ (的结合活性最强（图 !）。
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图 #" 黄芩组分与 $%&%’ (的结合活性检测

!" *# 黄芩组分对 $-)的中和作用
# # 黄芩组分中仅 )*+, 对 $-)介导的鲎试剂的凝结反应具有
抑制作用（! . /" /0），而 )*+0 对 $-) 介导的鲎试剂的凝结反
应反具有促凝作用（! . /" /0，图 *）。
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组别

,：$-)组；!：$-) 1 )*+,；*：$-) 1 )*+!；2：$-) 1 )*+*；
0：$-) 1 )*+2；3：$-) 1 )*+0

4：! . /" /0，与 $-)组比较
图 )" 黄芩组分对 $*+的中和作用（! ,)，"" - #）

!" 2# )*+, 对 $-) 诱导 5(6!32" 7 细胞 8$52 95:(
表达的影响

# # $-)（,// !; < $）可显著上调 5(6!32" 7 细胞 8$52 95:(
的表达，2/ = ,3/ 9; < $ 的 )*+, 均可下调 $-) 上调的 8$52
95:(表达（图 2，表 ,）。
!" 0# )*+, 对 $-) 诱导 5(6!32" 7 细胞释放 8:>?"
的影响

# # $-)（,// !; < $）可诱导 5(6!32" 7 细胞大量释放 8:>?"，

2/、@/、,3/ 9; < $的 )*+, 可显著降低 $-) 诱导的 8:>?" 释放
（! . /" /0），呈显著的量效关系（表 ,）。

! " # $ % & ’

# ((( )*!
" ((( )*!
+&( )*!
&(( )*!

#&( )*!

"(( )*!

"#$,-./0（%&’ )*）
"123%（#4& )*）

A：B:( 标准（B$ !///）；,：空白对照；!：阳性对照（,// !; < $
$-)）；*：$-) 1 )*+,（!/ 9; < $）；2：$-) 1 )*+,（2/ 9; < $）；
0：$-) 1 )*+,（@/ 9; < $）；3：$-) 1 )*+,（,3/ 9; < $）
图 ." +)/! 对 $*+诱导 0(1#2.3 4 细胞 5$0. 607(表达
的影响

表 !" +)/! 对 $*+诱导 0(1#2.3 4 细胞 5$0. 607(表达和
5789!释放的影响（! ,)，"" - #）

组别# # 8$52 95:( < #?4CD%E 95:( 8:>?"（E; < $）
空白对照组 /" ,0! F /" /22 ,2," @! F *3" /*
$-)组 /" 7,, F /" /!7 , 707" 3, F !/7" !0
)*+, 处理组
# ,/ 9; < $ , 077" GG F ,32" 03
# !/ 9; < $ /" 3G7 F /" /!@ , 2GG" /* F G3" @0
# 2/ 9; < $ /" 2*0 F /" /7@4 , *!2" 0* F ,2G" 7*4

# @/ 9; < $ /" *!* F /" /7*4 @G*" @7 F ,2/" 774

# ,3/ 9; < $ /" ,0G F /" /*,4 7GG" G7 F ,!2" !,4

4：! . /" /0，与 $-)组比较

!" 3# )*+, 对 5(6!32" 7 细胞活力的影响
# # 正常细胞 A88检测其 "（2G/）为（/" 2@G F /" /!3），与正常
对照组比较，当 )*+, 在 ,/ = *!/ 9; < $ 浓度时，5(6!32" 7 细
胞活力无明显变化（! H /" /0）。

)" 讨论

# # 脓毒症是创伤和感染的常见并发症，进一步发展
可导致脓毒症性休克（IJ&D%C IKLCM）、多器官功能障碍
综合征（9NOD%&OJ LP;4E ’QIRNECD%LE IQE’PL9J，ASB)），
病死率高达 0/T =3/T［!］。U V菌在感染部位生长、繁

殖，所释放的内毒素进入血液即造成内毒素血症，进而

介导脓毒症。因此，在脓毒症的早期，合理地使用抗生

素是必要的；但在脓毒症的中晚期，由于抗生素的使

用，大量的细菌被杀灭，加速了内毒素的释放，从而加

重脓毒症。因此如何解决抗菌与内毒素血症加重这一

矛盾，一直是困扰临床医学工作者的一大难题。

# # 业已证实，$-) 介导的信号转导是导致免疫细胞
活化，进而介导脓毒症发生的关键环节［0，3］。基于削

弱 $-)信号转导的思路，本课题组将 $-) 的活性中心
$%&%’ (包被于生物传感器上，建立了以 $%&%’ ( 为靶
点的筛选拮抗 $-)药物的实验平台。
# # 黄芩为唇形科植物黄芩（ #$%&’(()*+) ,)+$)(’-.+.
/’0*1+，)WU）的干草根，是临床上用于抗菌、消炎的常
用中药［7］。本室前期的抗 $-) 天然药物筛选实验中，
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发现黄芩水煎液与 $%&%’ ( 具有较高的特异性结合能
力，提示黄芩含有拮抗 $)* 活性物质的可能性相对较
大，因此选择黄芩水提物作为研究对象。本研究采用

大孔吸附树脂、液+液萃取及 ,)$- 技术从黄芩中共分
离到 ! 种组分 *./0 1 *./!，应用以 $)* 为靶点的生
物传感器技术检测各组分与 $%&%’ (的结合活性，动态
比浊法鲎试验检测各组分（2# 3 45 6 $）对 $)*（3# 2 !5 6
$）的中和作用，结果显示：! 种 ,)$- 纯化产物中，
*./0 与 $%&%’ (结合活性最高，对 $)*中和能力最强。
" " 本室前期的研究表明：以 $)* 为靶点的生物传感
器技术平台对目标物质的分离鉴定具有快速准确的引

导作用［.］，通过检测目标物质与 $%&%’ ( 的亲和力，进
而评估其抗 $)* 活性。然而，由于 *./0 相对分子质
量未知，无法检测其与 $%&%’ ( 的亲和力。鲎试剂
（!"#$%$& ’#()*+,-( !,&.-(，$($）是目前细菌 $)* 检查
的常用试剂，常用来检测药物对 $)* 的中和能力，但
是由于天然药物成分复杂，存在多种能激活 7 因子途
径进而激活凝固酶而造成假阳性的物质［.］。如图 . 所
示，*./! 非但不能中和 $)*，反而对鲎试剂有促凝作
用，可能就是 *./! 含有能激活 7 因子途径的物质所
致。因此，上述 2 种实验用于中药组分的活性评估可
能欠妥，用于抗 $)*活性物质的筛选可能更适宜。
" " 为进一步明确 *./0 的抗 $)* 活性及其对 $)* 介
导的信号转导的影响，本实验观察了不同浓度 *./0
对 $)* 刺激的 8(92:;# < 细胞释放 =>?+" 及其对
$)*诱导 8(92:;# < 细胞 =$8; 48>( 表达的影响。
单纯 $)*刺激 8(92:;# < 细胞，其上清 =>?+" 浓度显
著升高，给予 ;3、@3、0:3 45 6 $ 的 *./0 预处理后，可
显著抑制 $)* 诱导 8(92:;# < 细胞释放 =>?+"，并具
有量效关系；以 $)*（033 !5 6 $）刺激 8(92:;# < 细胞，
其 =$8; 48>( 表达增强，给予 ;3、@3、0:3 45 6 $ 的
*./0 预处理后能下调 $)* 诱导 8(92:;# < 细胞的
=$8; 48>(表达。结合 A==实验结果，表明 *./0 抑

制 $)*刺激的 8(92:;# < 细胞活化的作用及其下调
$)*诱导 8(92:;# < 细胞的 =$8; 48>( 表达并非由
于药物的细胞毒性所致，表明 *./0 确有抗 $)*活性。
" " 国际上针对 *B8* 和脓毒症的防治性研究一直是
临床医学关注的焦点和热点，虽然有关脓毒症拮抗措

施的研究较多，但均未取得突破性进展，至今尚无满意

有效的治疗手段。本研究基于从源头阻断或减少 $)*
对效应细胞刺激的思路，通过生物传感器技术与大孔

吸附树脂分离技术、高效液相色谱技术的联用，从中药

黄芩中获得具有抗 $)*作用的活性物质 *./0，为从天
然药物中分离提取具有拮抗 $)* 活性的组分 6单体提
供了新的思路和方法。
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