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玉女煎体外抗炎最佳活性部位筛选及其物质基础研究
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［摘要］ 目的 筛选玉女煎复方体外抗炎的最佳活性部位，并对其成分进行分析，探讨其物质基础。方法 玉女 
煎复方采用水提取，提取物浓缩后经 D101 大孔树脂进行粗分，分为水洗脱、30% 乙醇 -水洗脱、60% 乙醇 -水洗脱

及 95% 乙醇 -水洗脱 4 个洗脱部位。采用脂多糖诱导小鼠巨噬细胞炎症模型评价玉女煎水提液及各洗脱部位的抗炎活

性，使用 MTT 法和 Griess 法检测细胞活力和一氧化氮生成量。随后对筛选出的最佳活性部位的抗炎活性进行验证。采

用ELISA法检测 IL-1β、TNF-α、IL-6 水平，用显微暗场成像法观察细胞形态，用免疫荧光实验检测细胞内NF-κB p65 表

达。最后通过中压色谱分离凝胶柱分离结合活性追踪的方法对最佳活性部位成分进行分离，用核磁共振仪进行鉴定。 

结果 玉女煎水提液、水洗脱部位、30% 乙醇 -水洗脱部位及 60% 乙醇 -水洗脱部位均有抗炎活性，其中水洗脱部位

和 30%乙醇-水洗部位抗炎活性弱于水提液，60%乙醇-水洗脱部位抗炎活性最强，95%乙醇-水洗脱部位无抗炎活性。

60% 乙醇 -水洗脱部位对脂多糖诱导的细胞形态改变、NF-κB p65 表达及入核增加的抑制作用最强，从该部位分离出

了 sonnerphenolic B、(＋)-nyasol、broussonin A、2,4- 二甲基苯甲酸和 2,4- 二羟基苯甲酸 5 个化合物，其中 3 个归属知母。

结论 60% 乙醇 -水洗脱部位为玉女煎抗炎的最佳活性部位，知母可能是其抗炎活性的主要贡献者。
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Screening of the best anti-inflammatory active fraction of Yunüjian in vitro and its substance basis
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［ Abstract ］ Objective To screen the best anti-inflammatory active fraction of Yunüjian in vitro, analyze its 
chemical composition, and explore its substance basis. Methods Yunüjian decoction was extracted by water. The extract was 
concentrated, separated by D101 macroporous resin and divided into 4 elution fractions: water elution, 30% ethanol-water 
elution, 60% ethanol-water elution, and 95% ethanol-water elution. The anti-inflammatory activity of Yunüjian water extract 
and other elution fractions was evaluated by lipopolysaccharide-induced mouse macrophage inflammation model. Cell viability 
and nitric oxide (NO) production were evaluated by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) and Griess method. Then, we validated 
the anti-inflammatory activity of the best active fraction screened. Interleukin (IL)-1β, tumor necrosis factor α, and IL-6 levels 
were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), cell morphology was observed by dark-field microscopy, and 
intracellular nuclear factor κ B (NF-κB) p65 was detected by immunofluorescence staining. Finally, the chemical components of 
the best active fraction were separated by middle chromatogram isolated gel column separation combined with activity tracking 
method and identified by nuclear magnetic resonance spectrometer. Results The water extract, water elution fraction, 30% 
ethanol-water elution fraction, and 60% ethanol-water elution fraction of Yunüjian had anti-inflammatory activity. The anti-
inflammatory activities of the water elution fraction and 30% ethanol-water elution fraction were weaker than that of the water 
extract. The anti-inflammatory activity of the 60% ethanol-water elution fraction was the highest, and the 95% ethanol-water 

［收稿日期］ 2023-06-15    ［接受日期］ 2023-10-10
［基金项目］ 陕西省教育厅重点科学研究计划（20JY011），陕西省重点研发计划（2022SF-090）. Supported by Key Scientific Research Project of 
Shaanxi Education Department (20JY011) and Key Research and Development Plan of Shaanxi Province (2022SF-090). 
［作者简介］ 吕 洁，硕士生. E-mail: 401331937@qq.com

*通信作者（Corresponding author）. Tel: 029-38182209, E-mail: liyanlei-2005@163.com

DOI: 10.16781/j.CN31-2187/R.20230336



海军军医大学学报　   2024 年 1 月，第 45 卷 · 65 ·

elution fraction had no anti-inflammatory activity. The 60% ethanol-water elution fraction was the most effective in inhibiting 
the changes of cell morphology and the expression and nuclear translocation of NF-κB p65 induced by lipopolysaccharide. Five 
compounds (sonnerphenolic B, (＋)-nyasol, broussonin A, 2,4-dimethylbenzoic acid, and 2,4-dihydroxybenzoic acid) were 
isolated from the 60% ethanol-water elution fraction, and 3 of them were from Anemarrhena asphodeloides. Conclusion The 
60% ethanol-water elution fraction is the best anti-inflammatory active fraction of Yunüjian, and the main anti-inflammatory 
activity may be owed to Anemarrhena asphodeloides.

［ Key words ］ Yunüjian; anti-inflammatory effect; best active fraction; substance basis; component analysis
［ Citation ］ LÜ J, WANG Y, YANG J, et al. Screening of the best anti-inflammatory active fraction of Yunüjian in vitro 
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《景岳全书·新方八阵》中的玉女煎由生石

膏、熟地黄、知母、牛膝和麦冬等药物组成，具有

滋阴清热作用，临床用于治疗牙周炎和口腔溃疡等

炎症性疾病［1］。有研究显示，玉女煎复方及其各单

味药材均具有不同程度的抗炎作用［2-4］。玉女煎对

血热风燥型面部脂溢性皮炎有治疗作用［5］。生石膏

具有良好的清热抗炎作用，可以有效改善热应激引

起的小鼠下丘脑炎症［6］。熟地黄多糖能降低炎症

因子 IL-1β 和TNF-α 的表达，改善骨关节炎症状［7］。 
知母皂苷 B- Ⅱ（timosaponin B- Ⅱ，TB- Ⅱ）能够

激活 JNK、NF-κB 和 MAPK 信号通路，减少炎症

小体表达，发挥抗炎作用［8］。知母皂苷元能够抑制

脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的小胶质

细胞上清液中炎症因子表达，减少一氧化氮（nitric 
oxide，NO）的产生，促进原代小胶质细胞由 M1
亚型转变为 M2 亚型［9］。牛膝总皂苷可以降低骨关

节炎小鼠关节渗出液中促炎因子的表达和 NALP3
炎症小体的活化［10］。麦冬中的皂苷 D 可以通过抑

制 NF-κB 通路减轻 LPS 诱导的人肺上皮细胞炎症

反应［11］。本课题组前期研究显示，玉女煎及其主

要成分芒果苷具有抗炎活性［12-15］。本研究对玉女

煎抗炎的最佳活性部位进行筛选，并初步探讨该部

位的抗炎物质基础。

1 材料和方法

1.1 细胞株 小鼠巨噬细胞 RAW264.7 购自北京

协和细胞库。

1.2 主要试剂和仪器 RPMI 1640 培养基、0.25%
胰蛋白酶 -EDTA 消化液购自上海达特希尔生物科

技 有 限 公 司（批 号：2244286、2223103），FBS
购自澳大利亚 Biological Industries 公司（批号：

2134232），LPS 购自美国 Sigma-Aldrich 公司（批

号：0000130083），N-(1- 萘基 )- 乙二胺二盐酸盐

［N-(1-naphthyl)-ethylenediamine, dihydrochloride，
NED］、磺胺购自生工生物工程（上海）股份有

限 公 司（批 号：D703BA0016、D505BA0035），

MTT 购自北京索莱宝科技有限公司（批号：

1123A051），通用型细胞组织固定液购自赛文创新

（北京）生物科技有限公司（批号：20210115），

兔 NF-κB p65 单克隆抗体购自上海碧云天生物科技

有限公司，CoraLite594标记的山羊抗兔 IgG（H＋L） 
购 自 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司（批 号：

20000439），无水乙醇、正丁醇、氯仿、甲醇购自

天津市百世化工有限工司，D101 大孔树脂、中压

色谱分离凝胶（middle chromatogram isolated gel，
MCI）购自日本三菱公司。311 型细胞恒温培养箱

（美国 ThermoFisher Scientific 公司），SW-CJ-2FD
型超净工作台（苏净集团安泰公司），IX73 型

倒置荧光显微镜（日本奥林巴斯公司），Thermo 
Multiskan GO 型多功能全波长酶标仪（美国 Bio-
Tek Instruments 公司），Varian Mercury plus-600 型

核磁共振仪（德国布鲁克公司）。

1.3 玉女煎水提液及不同极性部位提取液的 
制备 分别精准称取 15 g 生石膏、30 g 熟地黄、6 g 
麦冬、5 g 知母和 5 g 牛膝，加入 10 倍量的水中，

煎煮 1 h，过滤出滤渣，再以 8 倍量的水继续煎煮

1 h，最终收集滤液，使用旋转蒸发仪对其进行浓

缩。浓缩后的样品置于－80 ℃冰箱冷冻过夜，采用

真空冷冻干燥机干燥后备用。使用 D101 大孔树脂

吸附样品，然后用去离子水及 30%、60%、95% 乙

醇 -水溶液进行洗脱，以获得最佳的吸附效果。将

各洗脱液用旋转蒸发仪旋蒸浓缩成稠膏，用真空冷

冻干燥机制备为干粉，分别装瓶备用。

1.4 玉女煎水提液及不同极性部位提取液的抗炎

活性考察 采用 LPS 诱导的小鼠巨噬细胞炎症模

型评价玉女煎水提液及各洗脱部位的抗炎活性。
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1.4.1 RAW264.7细胞相对活力检测 将RAW264.7
细胞以 2×105 个 / 孔的密度铺到 96 孔板中。将细

胞用玉女煎不同极性部位提取液处理 1 h 后，每孔

加入 10 μL LPS（终浓度为 1 μg/mL）诱导 24 h。
诱导结束后，每孔加入 15 μL MTT，继续培养 4 h。
弃上清液，每孔加入 150 μL DMSO，于 37 ℃恒温

震荡 10 min，采用全波长酶标仪检测 450 nm 处的

光密度值，计算细胞相对活力。

1.4.2 NO 及炎症细胞因子检测 将 RAW264.7 细

胞以 2×105 个 / 孔的密度铺到 96 孔板中。将细胞

用玉女煎不同极性部位提取液处理 1 h 后，每孔加

入 10 μL LPS（终浓度为 1 μg/mL）诱导 24 h。诱

导结束后，收集细胞上清液用于后续检测。在新

的 96 孔板中加入各组细胞上清液 50 μL，随后每

孔加入 50 μL 磺胺和 50 μL NED 避光反应 10 min，
将 96 孔板轻轻震荡混匀后采用全波长酶标仪检测

540 nm 处的光密度值，采用 NO 反应标准曲线计

算各待测样品的 NO 含量。另取细胞上清液，采用

ELISA 试剂盒检测 IL-1β、IL-6 及 TNF-α 水平。

1.4.3 细胞形态观察 将洁净、无菌的载玻片置于

6 孔板中。取对数生长期的细胞，以 2×107 个 / 孔 
的密度铺到 6 孔板中。将细胞用玉女煎不同极性

部位提取液处理 1 h 后，每孔加入 10 μL LPS（终浓

度为 1 μg/mL）诱导 24 h。诱导结束后，用细胞固

定液固定细胞。将固定好的样品置于显微镜载物台

上，先用普通聚光镜调整光路，调整好光路后将普

通聚光镜更换为暗场聚光镜，进行暗场成像并采集 
图片。

1.4.4 免疫荧光实验 将 RAW264.7 细胞以 2×104

个 / 孔的密度铺到 96 孔板中。将细胞用玉女煎

不同极性部位提取液处理 1 h 后，每孔加入 10 μL 
LPS（终浓度为 1 μg/mL）诱导 24 h。诱导结束

后弃上清液，用 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min。用固

定液固定细胞 15 min 后，每孔加入适量的 0.3% 
Triton X-100 通透 15 min。随后用 5% 牛血清白蛋

白于 37 ℃封闭 1 h，加入 NF-κB p65 抗体（稀释比

例为 1 ∶ 100）于 4 ℃孵育过夜，用 PBST 轻轻震

荡洗涤 3 次，每次 5 min。加入 CoraLite594 标记的

二抗（稀释比例为 1 ∶ 400）于 37 ℃避光孵育 1 h，
用 PBST 轻轻震荡洗涤 3 次，每次 5 min。最后用

DAPI 细胞核染色液染核，用 PBS 洗涤细胞后，在

荧光显微镜下观察并拍照。

1.5 玉女煎抗炎活性最佳部位成分考察

1.5.1 正丁醇萃取活性部位 取玉女煎 60% 乙醇 -

水洗脱部位干燥粉末 12.086 3 g，加纯水 400 mL 溶

解，于分液漏斗中加正丁醇 400 mL，萃取，随后将

水相与正丁醇相均用旋转蒸发仪蒸干。

1.5.2 MCI 柱分离正丁醇相 用 36 mL 甲醇溶解

正丁醇相，分 2 次和 MCI 拌样，研细装柱，分别用

水、50% 甲醇、100% 甲醇以 8 mL/min 流速洗脱

50 min，洗脱液分别蒸干。

1.5.3 MCI 柱分离正丁醇相甲醇洗脱部位 正丁

醇相的甲醇洗脱部位干燥后，取粉末称取 6.8 g，
加 40 mL 甲醇溶解，分 2 次拌样并装柱，用 75% 甲

醇 -水冲洗柱子 80 min、甲醇洗脱 70 min，流速均

为 10 mL/min，将洗脱的 75% 甲醇相和甲醇相分别

蒸干称重。

将甲醇相加甲醇溶解并和反相填料拌样装

柱，先用 20% 甲醇 -水冲洗柱子 30 min，再用 
50%、60%、70%、80%、90%、100% 甲 醇 分 别

洗脱 3 个柱体积，收集洗脱液并分别蒸干，用甲醇

分别点硅胶板，展开剂用氯仿 -甲醇（体积比为

20 ∶ 1），根据硅胶板各点比移值将合适管中样品

进行合并。

1.5.4 化合物的纯化 采用 HPLC 对样品中活性部

位的化合物进行纯化。流动相为乙腈 -水（体积比

为 40 ∶ 60），流速为 2.5 mL/min。将各峰分别收

集在锥形瓶中，于旋转蒸发仪上蒸干，用甲醇洗在

西林瓶中，点硅胶板。

1.5.5 化合物鉴定 用核磁共振仪检测 HPLC 分

离得到的 4 个峰收集液的碳谱和氢谱，并进行谱图 
分析。

1.6 统计学处理 使用 SPSS 22.0 软件对数据进行

分析。所有数据均以 x±s 表示，多组间比较采用

单因素方差分析，并采用最小显著性差异法（方差

齐）或 Dunnett’s T3 法（方差不齐）进行事后多重

比较。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果 

2.1 玉女煎不同洗脱部位对RAW264.7细胞相对活

力的影响 由表 1 可见，质量浓度为 1、2 mg/mL 
的玉女煎 95% 乙醇 -水洗脱部位有一定细胞毒性

（P＜0.01），其他洗脱部位对细胞相对活力无明

显影响。如表 2 所示，1 μg/mL LPS 处理诱导的
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RAW264.7 细胞相对活力约降低为空白组的 85% 
（P＜0.01），玉女煎水提液能对 LPS 诱导的细胞

活力降低产生逆转作用并存在浓度依赖性，当浓度

为 1、2 mg/mL 时细胞相对活力与 LPS 组比较差异

有统计学意义（P＜0.01）；水洗脱部位对 LPS 诱

导的细胞活力降低无明显影响（P＞0.05）；30%
乙醇 -水洗脱部位质量浓度为 0.5 mg/mL 时能改善

LPS 诱导的细胞活力降低（P＜0.05），但当质量

浓度为 1、2 mg/mL 时与 LPS 组比较差异无统计学

意义（P＞0.05）；60% 乙醇 -水洗脱部位（50、
100、200 μg/mL）随着浓度增大对细胞活力的保

护作用增强，与 LPS 组比较差异均有统计学意义 
（P＜0.01）；95% 乙醇 -水洗脱部位则加重了细

胞损伤，细胞相对活力比 LPS 组更低（P＜0.01）。

2.2 玉女煎不同活性部位对RAW264.7 细胞NO生成

的影响 玉女煎水提液（0.5、1、2 mg/mL）、60% 乙醇 -

水洗脱部位（50、100、200 μg/mL）均以浓度依赖

方式抑制 LPS 诱导的 NO 生成，与 LPS 组比较差异

有统计学意义（P＜0.05）；玉女煎水洗脱部位（0.5、
1、2 mg/mL）和 30% 乙醇 -水洗脱部位（0.5、1、

表 2 玉女煎水提液及不同极性部位对 LPS 诱导的 RWA264.7 细胞相对活力降低和 NO 生成的影响

Tab 2 Effects of water extract and different polarity fractions of Yunüjian on viability decrease and NO production 

induced by LPS in RWA264.7 cells
n＝3, x±s

Group Cell viability/% NO/(μg·mL－1)
Control 100.00±0.00 2.95±0.34
LPS 85.51±3.39** 43.04±1.37**

LPS＋0.5 mg·mL－1 water extract 87.41±3.97 36.55±4.56△

LPS＋1 mg·mL－1 water extract 95.61±2.75△△ 22.76±3.55△△

LPS＋2 mg·mL－1 water extract 97.05±4.54△△ 14.23±2.79△△

LPS＋0.5 mg·mL－1 water elution fraction 90.66±5.06 36.72±1.80△△

LPS＋1 mg·mL－1 water elution fraction 88.85±8.83 25.77±1.14△△

LPS＋2 mg·mL－1 water elution fraction 91.84±6.05 23.12±3.38△△

LPS＋0.5 mg·mL－1 30% ethanol-water elution fraction 97.33±5.32△ 35.12±4.51△

LPS＋1 mg·mL－1 30% ethanol-water elution fraction 89.14±3.48 22.59±2.69△△

LPS＋2 mg·mL－1 30% ethanol-water elution fraction 89.61±9.51 17.83±4.50△△

LPS＋50 μg·mL－1 60% ethanol-water elution fraction 91.75±0.55△△ 24.54±2.28△△

LPS＋100 μg·mL－1 60% ethanol-water elution fraction 93.22±0.70△△ 16.71±1.34△△

LPS＋200 μg·mL－1 60% ethanol-water elution fraction 94.59±1.78△△ 9.85±0.62△△

LPS＋0.5 mg·mL－1 95% ethanol-water elution fraction 75.15±1.01△△ 44.41±3.18
LPS＋1 mg·mL－1 95% ethanol-water elution fraction 68.42±3.11△△ 47.41±1.24△

LPS＋2 mg·mL－1 95% ethanol-water elution fraction 68.74±3.87△△ 47.86±0.66△△

**P＜0.01 vs control group; △P＜0.05, △△P＜0.01 vs LPS group. LPS: Lipopolysaccharide; NO: Nitric oxide.

表 1 玉女煎水提液及不同极性部位对 RWA264.7 细胞

相对活力的影响

Tab 1 Effects of water extract and different polarity 

fractions of Yunüjian on viability of RWA264.7 cells
%, n＝3, x±s

Group Cell viability
Control 100.00±0.00
0.5 mg·mL－1 water extract   99.27±2.06
1 mg·mL－1 water extract   99.80±1.11
2 mg·mL－1 water extract 102.50±3.88
0.5 mg·mL－1 water elution fraction 100.20±3.82
1 mg·mL－1 water elution fraction 102.10±4.16
2 mg·mL－1 water elution fraction 101.40±6.01
0.5 mg·mL－1 30% ethanol-water elution fraction 100.70±1.87
1 mg·mL－1 30% ethanol-water elution fraction 100.00±4.78
2 mg·mL－1 30% ethanol-water elution fraction   96.37±4.16
50 μg·mL－1 60% ethanol-water elution fraction   96.01±2.70
100 μg·mL－1 60% ethanol-water elution fraction   95.76±1.56
200 μg·mL－1 60% ethanol-water elution fraction   94.89±2.14
0.5 mg·mL－1 95% ethanol-water elution fraction   98.01±1.14
1 mg·mL－1 95% ethanol-water elution fraction   92.59±1.93**

2 mg·mL－1 95% ethanol-water elution fraction   91.40±1.06**

**P＜0.01 vs control group.

2 mg/mL）也能抑制 NO 生成活性，但没有明显的

浓度依赖性。见表 2。

2.3 玉女煎 60% 乙醇 -水洗脱部位对 LPS 诱导的

RAW264.7 细胞炎症因子分泌的影响 如表 3 所

示，与对照组相比，LPS 组的 IL-1β、IL-6 及 TNF-α

水平均增高（P＜0.01）；与 LPS 组比较，NF-κB
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表 3 玉女煎 60% 乙醇 -水洗脱部位对 RWA264.7 细胞炎症因子分泌的影响

Tab 3 Effect of 60% ethanol-water elution fraction of Yunüjian on secretion of inflammatory cytokines in RWA264.7 cells
(pg·mL－1), n＝3, x±s

Group IL-1β IL-6 TNF-α
Control 32.65±7.13 27.76±7.36 221.30±40.25
LPS 173.60±15.04** 527.00±19.88** 1 045.00±126.50**

LPS＋50 μg·mL－1 60% ethanol-water elution fraction 142.50±13.42 489.30±33.96 894.00±51.48
LPS＋100 μg·mL－1 60% ethanol-water elution fraction 102.60±8.83△△ 330.30±26.95△△ 700.20±66.25△△

LPS＋200 μg·mL－1 60% ethanol-water elution fraction 74.49±18.75△△ 202.90±13.51△△ 456.20±29.02△△

LPS＋BAY11-7082 55.39±7.39△△ 106.00±47.66△△ 398.90±68.95△△

BAY11-7082 is an inhibitor of nuclear factor κ B. **P＜0.01 vs control group; △△P＜0.01 vs LPS group. LPS: Lipopolysaccharide; 
IL: Interleukin; TNF: Tumor necrosis factor.

2.4 玉女煎 60% 乙醇 -水洗脱部位对 RAW264.7
细胞形态及 NF-κB 表达的影响 如图 1 所示，对照

组 RAW264.7 细胞形态规则，细胞轮廓清晰；LPS
处理后，细胞形态变得不规则；玉女煎 60% 乙醇 -

水洗脱部位不同浓度（50、100、200 μg/mL）组及

NF-κB 抑制剂 BAY11-7082（10 μmol/L）组细胞形

态有所恢复。由图 2 可见，对照组细胞中 NF-κB 表

达量较低；LPS 组 NF-κB 表达量提高，且出现细胞

核移位；玉女煎 60% 乙醇 -水洗脱部位不同浓度

（50、100、200 μg/mL）组 NF-κB 表达有不同程

度的降低，且随着药物浓度的增大 NF-κB 表达降低

更多。

2.5 玉女煎 60% 乙醇 -水洗脱部位成分分析 通过

HPLC 共分离出了面积较大的 4 个峰，检测了其
13CNMR 和 1HNMR（图 3）。谱图解析发现，1 号

峰为 sonnerphenolic B，2 号峰为 (＋)-nyasol（归属

知母），3 号峰为 broussonin A（归属知母），4 号

峰为 2,4- 二甲基苯甲酸和 2,4- 二羟基苯甲酸（归

属知母）的混合物（组分比例约为 2 ∶ 1），且在

当前很可能是以羧酸盐的形式存在（表 4）。数据

库查询结果显示，sonnerphenolic B 和 2,4- 二甲基

苯甲酸不能归属到玉女煎中任一味药材。

图 1 玉女煎 60% 乙醇 -水洗脱部位（EWEF）对 RWA264.7 细胞形态的影响

Fig 1 Effect of 60% ethanol-water elution fraction (EWEF) of Yunüjian on morphology of RWA264.7 cells
The pictures were obtained by dark-field microssopy. BAY11-7082 is an inhibitor of nuclear factor κ B. LPS: Lipopolysaccharide.

抑制剂 BAY11-7082（10 μmol/L）能降低 IL-1β、
IL-6及TNF-α的水平（P＜0.01）；玉女煎 60%乙醇-

水洗脱部位（100、200 μg/mL）能以浓度依赖的方

式抑制 LPS 诱导的炎症因子分泌（P＜0.01）。

LPS＋100 μg·mL－1 60% EWEF

LPS＋50 μg·mL－1 60% EWEF

LPS＋BAY11-7082LPS＋200 μg·mL－1 60% EWEF

50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm

Control LPS
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图 2 玉女煎 60% 乙醇 -水洗脱部位（EWEF）对 RWA264.7 细胞 NF-κB 表达的影响

Fig 2 Effect of 60% ethanol-water elution fraction (EWEF) of Yunüjian on NF-κB expression of RWA264.7 cells
BAY11-7082 is an inhibitor of NF-κB. NF-κB: Nuclear factor κ B; LPS: Lipopolysaccharide; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole.

LPS＋BAY11-7082

NF-κB p65 MergedDAPI

LPS＋100 μg·mL－1 60% EWEF

LPS＋50 μg·mL－1 60% EWEF

LPS

Control

LPS＋200 μg·mL－1 60% EWEF

50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm
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图 3 玉女煎 60% 乙醇 -水洗脱部位 HPLC 分离峰 1～4 的 13CNMR 和 1HNMR 谱
Fig 3 13CNMR and 1HNMR spectra of peaks 1-4 isolated from 60% ethanol-water elution fraction of Yunüjian by HPLC
A: Peak 1 (sonnerphenolic B); B: Peak 2 ((＋)-nyasol); C: Peak 3 (broussonin A); D: Peak 4 (mixture of 2,4-dimethylbenzoic acid and 
2,4-dihydroxybenzoic acid).  HPLC: High-performance liquid chromatography; 13CNMR: Carbon-13 nuclear magnetic resonance; 
1HNMR: Hydrogen-1 nuclear magnetic resonance.
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3 讨 论

玉女煎复方由生石膏等 5 味药材组成，具有清

脏腑热等功效［16］。现代药理学研究显示，中医“热”

与炎症有密切关系［17］。风热血热型患者体内的促

炎细胞因子 TNF-α、干扰素 γ 及 IL-1 表达水平升

高，而抗炎因子 IL-10 表达减少［18］。本课题组前期

研究结果显示玉女煎具有抗炎活性，对 LPS 诱导的

BV2 细胞炎症有抑制作用，在体内对大鼠关节炎有

改善作用［13-15］。为了进一步明确玉女煎抗炎的物质

基础，本研究以树脂分离结合活性追踪的方法对玉

女煎的最佳抗炎活性部位进行筛选，并对最佳活性

部位含量较大的 4 个峰进行了成分鉴定。

3.1 60% 乙醇 -水洗脱部位是玉女煎抗炎的最佳

活性部位 本研究首先采用 D101 大孔树脂分离获

得玉女煎不同极性部位，包括水洗脱部位、30% 乙

醇 -水洗脱部位、60% 乙醇 -水洗脱部位和 95%
乙醇 -水洗脱部位。采用 LPS 诱导 RAW264.7 细

胞炎症模型，通过检测 NO 的分泌量评价抗炎活

性。NO 是一氧化氮合酶在 L- 精氨酸转化为 L- 瓜
氨酸的过程中产生的，可以引起血管舒张、白细胞

黏附和血管通透性增加，是一种重要的炎症细胞因

子［19］。在单核细胞中，LPS 可通过激活 NF-κB 和

MAPK 信号通路引起 IL-1、TNF-α、IL-6 及 NO 释

放，产生炎症反应［20］。本研究结果显示，玉女煎

60% 乙醇 -水洗脱部位具有最强的 NO 分泌抑制活

性，其作用也强于玉女煎水提液。

本研究通过暗场成像观察细胞形态的变化，用

免疫荧光实验检测了 NF-κB 的细胞核移位水平。

炎症发生时，RAW264.7 细胞出现多形性，发生明

显的伪足伸长、变多，体积增大，细胞质中出现空

泡［21］。NF-κB 是一种核转录因子，静息状态时与

其抑制蛋白 IκB 结合并定位于细胞质中，当受到

LPS 等触发时 NF-κB 与 IκB 解离并移位至细胞核

中，启动下游炎症因子 IL-1β、IL-6、TNF-α 等的表

达［22］，故当细胞发生炎症反应时会出现 NF-κB 核

移位现象［23］。本研究发现，玉女煎 60% 乙醇 -水

洗脱部位能抑制 RAW264.7 细胞促炎形态的转变和

NF-κB 核移位。

3.2 玉 女 煎 60% 乙 醇 - 水 洗 脱 部 位 化 学 成 分 
分析 本研究通过 MCI 柱分离、HPLC 分离及核

磁共振仪分析了 60% 乙醇 -水洗脱部位的化学成

分，对 HPLC 分离获得的 4 个面积较大的峰进行
13CNMR 和 1HNMR 鉴定。结果发现，峰 1 为化合

物 sonnerphenolic B，峰 2 为化合物 (＋)-nyasol，
峰 3 为化合物 broussonin A，峰 4 为化合物 2,4-
二甲基苯甲酸和 2,4- 二羟基苯甲酸的混合物（组

成比例约为 2 ∶ 1）。nyasol 是一种类二十酸和

表 4 玉女煎 60% 乙醇 -水洗脱部位 HPLC 分离峰 1～4 鉴定出的化合物

Tab 4 Compounds of peaks 1-4 isolated from 60% ethanol-water elution fraction of Yunüjian by HPLC
Peak Structural formula Chemical formula Molecular weight Chemical name

1

O

HO

OH

 

C18H18O3 282.125 6 Sonnerphenolic B

2

 

OH

HO

C17H16O2 252.115 0 (＋)-nyasol

3

OH

OH

O

 

C16H18O3 258.125 6 Broussonin A

4

HO

O

 

C9H10O2 150.068 1 2,4-dimethylbenzoic acid

 

HO

O OH

OH

C7H6O4 154.026 6 2,4-dihydroxybenzoic acid

HPLC: High-performance liquid chromatography.
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NO 生成的广谱抑制剂，可以增加大鼠嗜碱性白血

病细胞和小鼠巨噬细胞中类二十烷酸和 NO 的产 
生［24］，降低 LPS 诱导的小鼠小胶质细胞中 IL-1β
和 TNF-α的 mRNA 水平，具有很好的抗炎作用［25］。

broussonin A 是一种二芳基丙烷天然产物，可以调

节 NF-κB、Akt 和 ERK 信号通路，在转录水平上

抑制 LPS 刺激的诱导型一氧化氮合酶表达［26-27］。

sonnerphenolic B 是一种酚类化合物，具有潜在的乙

酰胆碱酯酶抑制作用［28］。2,4-二甲基苯甲酸是 1,2,4-
三甲基苯的代谢产物，具有广谱抗菌活性［29］。在

特异性的 ADCK4 敲除小鼠足细胞中，2,4- 二羟基

苯甲酸通过上调辅酶 Q 复合物水平逆转线粒体功

能障碍［30］。查阅 PubChem、PubMed、EMBASE、
Cochrane Library 数据库，未见 sonnerphenolic B、

2,4- 二甲基苯甲酸和 2,4- 二羟基苯甲酸有抗炎活性

的相关报道。

3.3 知 母 可 能 是 玉 女 煎 抗 炎 活 性 的 重 要 贡 
献者 为了对鉴定出的 4 个化合物进行药材归属，

首先在 PubChem 数据库中检索分子信息，随后从

中药系统药理学数据库与分析平台（Traditional 
Chinese Medicine Systems Pharmacology Database 
and Analysis Platform，TCMSP）、 传 统 中 药 百

科 全 书 数 据 库（The Encyclopedia of Traditional 
Chinese Medicine，ETCM）、本草组鉴（HERB）

和中医药综合数据库（Traditional Chinese Medicine 
Information Database，TCMID）等中药数据库获取

玉女煎复方中各味药材的化学成分进行比对。结果

显示，(＋)-nyasol、broussonin A 和 2,4- 二羟基苯

甲酸均归属于知母，而 sonnerphenolic B、2,4- 二甲

基苯甲酸无法确定归属，可能是药材在煎煮过程中

产生的新化合物。已有研究显示，sonnerphenolic 
B 是植物卵叶海桑中的成分［25］，2,4- 二甲基苯甲

酸是真菌头孢菌属 AL031 的次级代谢物［26］。我们

后续将对玉女煎中这 2 个化合物的来源进行深入 
研究。

综上所述，本研究筛选出 60% 乙醇 -水洗脱部

位为玉女煎的最佳抗炎活性部位，鉴定出含量较大

的 5 个化合物，其中有 3 个归属于知母，为玉女煎

抗炎物质基础的研究奠定了一定的实验基础。
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