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摘要 目的：探讨苍耳子提取物抗类过敏作用及筛选出其中的活性成分。方法：采用测量小鼠脚掌肿胀和组织液渗出，检测小鼠血

清中组胺、肿瘤坏死因子 -琢（tumor necrosis factor-琢，TNF-琢）、单核细胞趋化因子 -1（monocyte chemotactic protein-1，MCP-1）和白

细胞介素 -8（interleukin-8，IL-8）浓度，检测肥大细胞脱颗粒的方法，观察苍耳子提取物拮抗 C48/80诱发的类过敏反应的作用。建

立高表达MrgX2/CMC筛选模型，从苍耳子的 10种成分中筛选可作用于MrgX2受体的抗类过敏活性成分。结果：苍耳子提取物

可减轻 C48/80导致的小鼠脚掌肿胀和组织液渗出，降低小鼠血清中组胺、TNF-琢、MCP-1和 IL-8的含量，抑制肥大细胞脱颗粒

（P<0.05）。10种苍耳子成分中筛选出 6种有保留成分，其中槲皮素和大黄素可显著抑制肥大细胞释放组胺（P<0.05）。结论：苍耳子
提取物可抑制肥大细胞脱颗粒和致敏介质的释放，其成分中槲皮素和大黄素具有潜在的抗类过敏作用。
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Effect on the Anti-anaphylactoid Reactions of Fructus Xanthii Extract
and Screen Its Active Ingredients*

The aim of this article is to investigate the anti-anaphylactoid effect of Fructus Xanthii extract and screen its

active ingredients. The anti-effect of Fructus Xanthii extract on c48/80 induced anaphylactoid was investigated by measuring

paw thickness increasing and tissue fluid exudation in mouse model, detecting concentration of histamine, tumor necrosis factor-琢
(TNF-琢), monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and interleukin-8 (IL-8) in mouse serum, detecting mast cells degranulation in LAD2

cells. A MrgX2 high-expression HEK293 cells membrane chromatography (MrgX2/CMC) screening model was established, and the

anti-anaphylactoid active ingredients that targeted on MrgX2 receptors were screened from 10 ingredients of Fructus Xanthii.

Fructus Xanthii extract reduced mouse paw thickness increasing and tissue fluid exudation, reduced the release of histamine, TNF-琢,
MCP-1 and IL-8 in mouse serum, and inhibited the degranulation of LAD2 cells. There were 6 ingredients retained in the MrgX2/CMC

model from the 10 components of Xanthii fructus, among which Quercetin and emodin could significantly inhibit the release of histamine

in LAD2 cells. Fructus Xanthii extract can inhibit the degranulation of mast cells and the release of allergic matter induced

by C48/80, and quercetin and emodin from its ingredients have potential anti-anaphylactoid effects.
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前言

药物类过敏反应（drug-induced anaphylactoid reaction）是指

首次使用药物时，致敏物质直接刺激肥大细胞脱颗粒，释放致

敏活性介质如组胺、TNF-琢、MCP-1和 IL-8等，导致机体产生过

敏样症状[1]。在临床 70%以上的急性过敏反应为类过敏反应[2]。

MrgX2（Mas-related G-protein coupled receptor X2）受体是最新

发现的引发类过敏反应的关键靶标[3，4]，靶向拮抗 MrgX2受体

活性可阻止类过敏反应的发生。苍耳子为菊科植物苍耳的干燥

成熟带总苞的果实，具有散风寒、通鼻窍、祛风湿的功效。据报

道，苍耳子 70%醇提物具有稳定肥大细胞膜，抑制过敏介质释

放的功能[5]。然而，其通过作用于MrgX2受体的抗类过敏作用
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及活性成分尚不明确。因此，本研究通过体内外实验研究苍耳

子提取物抗类过敏反应的作用，并通过MrgX2受体高表达细

胞构建 MrgX2/细胞膜色谱技术（cell membrane chromatogra-

phy, CMC）模型，筛选其抗类过敏的活性成分，对临床类过敏反

应的预防和治疗具有重要意义。

1 仪器、材料和方法

1.1 仪器

MAC 15AC CO2恒温培养箱（日本 SANYO公司）；游标卡

尺（无锡锡工量具有限公司）；移液器（德国 Eppendorf公司）；

HC-3018R型高速冷冻离心机（科大创新股份有限公司中佳分

公司）；FlexStation誖 3酶标仪（美国 Molecular Devices公司）；

LC-20AD高效液相色谱泵、SIL-20A自动进样器、CTO-20A柱

温箱及 SPD-20A紫外检测器（日本岛津公司）；RPL-10ZD装柱

机（中国大连日普利科技仪器有限公司）。

1.2 材料

苍耳亭（CAS: 26791-73-1）、槲皮素（CAS: 117-39-5）、芒柄

花素（CAS: 485-72-3）、大黄素（CAS: 518-82-1）、大黄酚（CAS:

481-74-3）、芦荟大黄素（CAS: 481-72-1）、水飞蓟素（CAS:

65666-07-1）、亚油酸（CAS: 60-33-3）、绿原酸（CAS: 327-97-9）

和棕榈酸（CAS: 57-10-3），成都普菲德生物技术有限公司；

Compound 48/80（C48/80），美国 Sigma公司；伊文思蓝、Avidin

染液，美国 Sigma公司；生理盐水，山东齐鲁制药有限公司；丙

酮，天津市科密欧化学试剂有限公司；医用酒精，依科赛生物科

技有限公司；小鼠组胺试剂盒，上海江莱生物科技有限公司；小

鼠 TNF-琢及MCP-1试剂盒，北京义翘神州科技有限公司；小

鼠 IL-8试剂盒，上海西唐生物科技有限公司。苍耳子提取物为

西安交通大学天然血管药物筛选与分析国家地方联合工程研

究中心实验室通过 70%乙醇提取浓缩所得。

1.3 动物

18~22 g Balb/c小鼠，购自西安交通大学实验动物中心，自

由摄食饮水。

1.4 细胞

MrgX2/HEK293细胞为实验室构建所得，已鉴定为MrgX2

受体高表达细胞[6]。

1.5 实验方法

1.5.1 小鼠分组及给药 将 30 只小鼠随机分为 5 组：空白

对照组（Vehicle）、苍耳子提取物低剂量组、苍耳子提取物中

剂量组、苍耳子提取物高剂量组和阴性对照组（Control）。分

组后，给低、中、高剂量组分别灌胃给药：3.1 mg/kg、6.3 mg/kg

和 12.5 mg/kg苍耳子提取物。空白对照组和阴性对照组均灌胃

给予相同体积的生理盐水。

1.5.2 小鼠脚掌肿胀及组织液渗出的测定 分组给药 30 min

后，采用 80 mg/kg戊巴比妥钠腹腔注射麻醉小鼠。麻醉后，每

只小鼠尾静脉注射质量浓度为 4 mg/mL的伊文思蓝生理盐水

溶液 0.2 mL。使用游标卡尺测量小鼠左测脚掌的厚度。测量后，

在苍耳子提取物低、中、高剂量组和阴性对照组小鼠的左侧脚

掌皮下注射 30 滋g/mL C48/80（一种促分泌素，可通过 MrgX2

受体激活肥大细胞，诱发类过敏反应[3]）生理盐水溶液 5 滋L，空
白对照组注射生理盐水溶液 5 滋L，药物作用 15 min后再次测

量脚掌厚度。采用过量吸入 CO2的方法处死小鼠，沿注射侧脚

掌的关节处剪下小鼠脚掌组织，在 70℃烘箱中干燥 12 h，称定

其干重。称重后，将其在 500 滋L丙酮 -生理盐水（7∶3）溶液中

浸泡 2 h，剪碎脚掌组织并进行超声处理。以 3000 r/min离心

20 min后，取上清 150 滋L，加入 96孔板中，使用酶标仪测定其

在 630nm波长处的吸光度值。小鼠脚掌肿胀率 =（（T 注射后 -T 注射前）

/T 注射前）伊100%（式中 T代表脚掌厚度）。通过小鼠脚掌渗出的

伊文思蓝溶液在 630 nm处的吸光度值除以脚掌干重所得数值

表示脚掌组织液的渗出量。

1.5.3 小鼠血清中组胺、TNF-琢、MCP-1 和 IL-8 浓度的检测

分组给药 30 min后，给苍耳子提取物低、中、高剂量组和阴性

对照组小鼠尾静脉注射 30 滋g/mL C48/80 生理盐水溶液

0.2 mL。空白对照组小鼠尾静脉注射 0.2 mL生理盐水。30 min

后摘眼球取血，将所取血液以 1500 r/min离心 15 min后，收集

上层血清。按照小鼠组胺、TNF-琢、MCP-1和 IL-8 Elisa试剂盒

说明书检测血清中组胺、TNF-琢、MCP-1和 IL-8的质量浓度。

1.5.4 LAD2释放 茁-氨基己糖苷酶和组胺的测定 肥大细胞

LAD2受到刺激后会释放 茁-氨基己糖苷酶和组胺至细胞外，
释放的 茁- 氨基己糖苷酶可以水解 茁- 氨基己糖。通过检测
茁-氨基己糖的水解情况，表征 茁-氨基己糖苷酶的释放。可根据
细胞外释放 茁-氨基己糖苷酶和组胺的含量判断肥大细胞是否
被激活。LAD2细胞以每孔 105个细胞的浓度接种于 96孔板

中，每孔 100 滋L，在 37℃的 CO2恒温培养箱中培养 1 h。将 96

孔板于 1500 rpm离心 5 min，弃上清，每孔加入 60 滋L含有不
同药物的台氏液，在 37 ℃的 CO2 恒温培养箱中孵育 30

min。30 min后，每孔加入 60 滋L含有同种药物和 60 滋g/mL
C48/80的台氏液。孵育 30 min后将 96孔板在 1500 rpm条件

下离心 5 min，吸取 50 滋L上清于新的 96孔板的孔中。弃掉剩

余上清，加入 120 滋L含 0.1% Triton X-100的台氏液，裂解细胞

5 min，吸取 50 滋L细胞裂解液上清于新的 96孔板的孔中。在

所收集的细胞上清及细胞裂解液中分别加入 50 滋L 1 mmol/L

的 茁-氨基己糖溶液，37℃孵育 90 min。孵育完成后，每孔加入

150 滋L 0.1 mol/L Na2CO3/NaHCO3终止液终止反应，在酶标仪

405 nm处检测吸光度值（OD）。茁-氨基己糖苷酶释放率（%）=
（OD 上清液 /（OD 上清液 +OD 裂解液））伊100%。药物孵育结束后，吸取
100 滋L上清，采用人组胺 Elisa试剂盒说明书检测细胞上清中

组胺的含量。

1.5.5 MrgX2/CMC模型分析苍耳子提取物活性成分 对培养

中的MrgX2/HEK293细胞进行计数，选取不少于 107个细胞，

在 4℃条件下选择 1000伊g离心 10 min，弃掉上清液，沉淀用适

量生理盐水重新混悬后，再次在 4 ℃条件下 1000伊g 离心
10 min，重复 2次上述清洗过程，洗弃细胞中残留的培养基。给

细胞中加入 5 mL 50 mM 的 Tris-HCl 溶液，超声破碎细胞

30 min，在超声过程中保证细胞处于 4℃条件下，以免降低活

性。超声破碎细胞后，4℃条件下 1000伊g离心 10 min，将上清

液移至新的离心管中在 4℃条件下 12000伊g离心 20 min，管底

即为细胞膜。再次将细胞膜用生理盐水清洗，并在 4℃条件下

12000伊g离心 20 min。最后，将细胞膜用 5 mL的生理盐水重

悬，在真空条件下加入到 0.05伊g已预先活化的大孔硅胶内，在
磁力搅拌器上于冰上搅拌 30 min，使细胞膜和硅胶混合均匀。
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图 1苍耳子提取物作用下 C48/80诱发的小鼠脚掌肿胀和组织液渗出结果图

注：A：不同组别小鼠脚掌的代表性图片；B：小鼠脚掌肿胀率的测定结果；C：小鼠脚掌伊文思蓝渗出程度的测定结果。

n=6，x依s，与对照组比较 *P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
Fig.1 The results of C48/80-induced mouse paw thickness increasing and tissue fluid exudation under the treatment of Fructus Xanthii extract (FX

Extract).

Note: A. Representative images of different groups of mouse paws. B. Measurement of mouse paws thickness increasing rate.

C. Measurement of evans blue exudation in mouse paws. n=6, x依s, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. control group.

随后 4℃静置过夜，利用细胞膜的流动性及大孔硅胶的吸附作

用，使细胞膜充分包裹大孔硅胶，得到细胞膜固定相悬液。次

日，将细胞膜固定相悬液涡旋混匀，转移至 10 mL离心管中，在

4℃条件下采用 200伊g离心 10 min，弃除上清，加入约 5 mL生

理盐水，并涡旋混匀。重复 2次上述操作，以去除未包裹在硅胶

上的细胞膜。再次向沉淀中加入约 5 mL生理盐水并涡旋混匀，

小心倒入装柱机中，以水为流动相，选择流速为 2.0 mL/min，控

制装柱过程压力低于 10 MPa，装柱时间持续 5 min，即可得到

装填好的细胞膜色谱柱，用于高效液相色谱仪。色谱条件如下：

流动相：1 mmol/L 磷酸盐缓冲液；流速：0.2 mL/min，柱温：

37 ℃，进样量：10 滋L，检测波长：全波长扫描。称取适量苍耳子
提取物，用甲醇溶解，并采用 0.22 滋m微孔滤膜过滤后用于

CMC分析。称取适量苍耳亭、槲皮素、芒柄花素、大黄素、大黄

酚、芦荟大黄素、水飞蓟素、亚油酸、绿原酸和棕榈酸，制成

500 滋mol/L 甲醇溶液，采用 0.22 滋m 微孔滤膜过滤后用于
CMC分析。

2 结果

2.1 苍耳子提取物抑制 C48/80诱发的小鼠脚掌肿胀和组织液

渗出

在苍耳子提取物作用下，C48/80诱发的小鼠脚掌肿胀和伊

文思蓝渗出程度的测定结果见图 1。实验结果表明，给予苍耳

子提取物后，小鼠脚掌肿胀率呈降低趋势，脚掌伊文思蓝渗出

程度减弱。

2.2 苍耳子提取物抑制 C48/80 诱发的小鼠血清中组胺、

TNF-琢、MCP-1和 IL-8含量的升高

在苍耳子提取物的作用下，C48/80诱发的释放至小鼠血清

中的组胺、TNF-琢、MCP-1和 IL-8的量呈降低趋势，与对照组相

比，具有统计学差异（图 2）。

2.3 苍耳子提取物抑制 C48/80引发的 LAD2细胞脱颗粒

C48/80可激活肥大细胞释放 茁-氨基己糖苷酶和组胺，而
在苍耳子提取物的作用下，LAD2细胞 茁-氨基己糖苷酶和组
胺的释放量呈下降趋势。且随着苍耳子提取物剂量的增大，其

下降程度增强（图 3）。

2.4 苍耳子提取物在MrgX2/CMC模型中的保留情况

采用 MrgX2/CMC模型分析苍耳子提取物，结果表明该

提取物可在 MrgX2/CMC 模型中出现保留峰，保留时间为

15.62 min（图 4）。其色谱条件为：色谱柱：10 mm 伊 2.0 mm；流
速：0.2 mL/min；进样量：10 滋L；流动相：1 mmol/L磷酸盐缓冲
液；pH：7.4；柱温：37℃。

2.5 采用MrgX2/CMC模型从 10种苍耳子成分中筛选得 6种

有保留成分

采用 MrgX2/CMC 模型对苍耳子中的 10 种成分进行筛

选，发现 6种有保留成分（图 5），名称和保留时间分别为：苍耳

亭（2.45 min）、槲皮素（7.85 min）、芒柄花素（1.86 min）、大黄素

（3.32 min）、大黄酚（15.30 min）、芦荟大黄素（35.51 min）。

2.6 对 6种有保留成分进行抗类过敏活性筛选

采用 LAD2细胞，在细胞水平对在MrgX2/CMC模型中有

保留的 6种成分进行抗组胺活性评估。结果发现，槲皮素和大

黄素对 C48/80激活的 LAD2细胞组胺的释放具有明显的抑制
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图 3苍耳子提取物作用下 C48/80诱发的 LAD2细胞释放颗粒物质检测结果

注：A：茁-氨基己糖苷酶释放率的测定；B：组胺释放量的测定。n=6，x依s，与对照组比较 *P<0.05，**P<0.01。
Fig.3 The results of granular matters released by LAD2 cells induced by C48/80 under the treatment of Fructus Xanthii extract (FX Extract).

Note: A: Determination of 茁-hexaminosidase release rate; B: Determination of histamine release. n=6, x依s, *P<0.05, **P<0.01 vs. control group.

图 2苍耳子提取物作用下 C48/80诱发的小鼠血清中致敏介质的测定结果

注：A：组胺含量的测定；B：TNF-琢含量的测定；C：MCP-1含量的测定；D：IL-8含量的测定。n=6，x依s，与对照组比较 *P<0.05，**P<0.01。
Fig.2 The results of serum allergic matter in mice induced by C48/80 under the treatment of Fructus Xanthii extract (FX Extract).

Note: A. Determination of histamine content; B. Determination of TNF-琢 content; C. Determination of MCP-1 content;

D. Determination of IL-8 content. n=6, x依s, *P<0.05, **P<0.01 vs. control group.

作用（图 6）。

3 讨论

药物类过敏反应常发生于给药后 1-5 min，表现为皮肤红

肿、呕吐腹泻、胸闷气短等症状，严重者可致呼吸循环衰竭而

死亡 [7]。目前认为类过敏反应的发生机制是致敏物质直接作

用于肥大细胞和嗜碱性粒细胞，使细胞脱颗粒释放致敏活性

介质[8]。MrgX2受体是近年新发现的主要在结缔组织肥大细

胞中有较高表达的一种 G蛋白偶联受体[9]。研究发现大量药

物如 C48/80[3]、喹诺酮类抗生素 [3]、肌松药[10，11]、碘帕醇[12]、吗

啡 [13]、黄芩苷 [14]等，均可通过 MrgX2 受体激活肥大细胞引发

类过敏反应。MrgX2 受体已成为研究类过敏反应的关键靶

标[15]，围绕该受体拮抗剂的研究，有望成为预防和治疗药物类

过敏反应的关键。

天然产物具有药效缓和、毒副作用小、作用靶点多等特点，

在疾病的预防和治疗领域做出了重要的贡献。以 MrgX2为靶

标，分离筛选中药材中有效的抗类过敏成分，对开发新型抗类

过敏药物具有重要意义 [16]。苍耳子为菊科植物苍耳的成熟果

实，用于风寒头痛、鼻塞流涕、鼻鼽、鼻渊、风疹瘙痒、湿痹拘挛

的治疗。虽然已有报道，苍耳子 70%醇提物剂量依赖性抑制

C48/80引起的小鼠过敏性休克、卵白蛋白所致大鼠被动皮肤过

敏反应[5]。同时，代谢组学研究发现苍耳子可能通过甘油磷脂和

支链氨基酸代谢途径影响过敏性鼻炎小鼠的治疗[17]。然而，其

通过MrgX2受体抗类过敏的作用效果及具体的活性成分仍需

进一步研究。
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图 4苍耳子提取物在MrgX2/CMC色谱柱中的保留曲线

Fig.4 The retention curve of Fructus Xanthii extract on MRGX2 /CMC

column

图 5 6种苍耳子成分在MrgX2/CMC色谱柱中的保留曲线

注：A：苍耳亭；B：槲皮素；C：芒柄花素；D：大黄素；E：大黄酚；F：芦荟

大黄素。

Fig.5 The retention curve of six ingredients in Fructus Xanthii on MRGX2

/CMC column. A. Xanthatin; B. Quercetin; C. Formononetin; D. Emodin;

E. Chrysophanol; F. Aoleemodin.

图 6在 100 滋M苍耳亭、槲皮素、芒柄花素、大黄素、大黄酚或芦荟大黄
素作用下 C48/80诱发的 LAD2细胞释放组胺的检测结果。n=6，x依s，

与对照组比较 **P<0.01，***P<0.001。
Fig.6 The results of histamine released by LAD2 cells induced by C48/80

under the treatment of 100 滋MXanthatin, Quercetin, Formononeti,

Emodin, Chrysophanol or Aoleemodin. n=6, x依s, **P<0.01, ***P<0.001
vs. control group.

本研究发现，苍耳子提取物可显著抑制 C48/80诱发的小

鼠脚掌肿胀和组织液渗出，表明减轻了小鼠脚掌炎性反应；同

时，C48/80诱发的小鼠血清中的致敏介质组胺、TNF-琢、MCP-1

和 IL-8的量亦呈降低趋势。并且发现随着苍耳子提取物给药

浓度的增大，其抑制小鼠脚掌炎性反应和抑制致敏介质释放的

作用越强。在苍耳子提取物的作用下，C48/80激活肥大细胞释

放 茁-氨基己糖苷酶和组胺的量呈下降趋势。综上表明，苍耳子
提取物具有稳定肥大细胞膜，抑制肥大细胞脱颗粒和致敏介质

的释放，减轻炎性反应，拮抗类过敏反应的作用。

苍耳子化学成分较为复杂，含有酚酸类、脂肪油类、水溶性

苷类等化合物[18]，具有抗过敏、抗菌消炎、抗肿瘤等作用[19]，但其

抗类过敏活性成分尚未明确。林园园等[20]通过细胞膜色谱在线

联用 HPLC-ESI-IT-TOF-MS系统从苍耳子提取物中筛选抗过

敏成分为噻嗪双酮苷。本研究以MrgX2为靶标，以细胞膜色谱

技术为基础，建立高表达MrgX2/CMC筛选模型，发现苍耳子提

取物可在此模型中有保留。同时文献报道，苍耳子成分中苍耳

亭[21]、槲皮素 [22]、芒柄花素[23]、大黄素[24]、大黄酚 [25]、芦荟大黄

素 [26]、水飞蓟素[27]、亚油酸[28]、绿原酸[29]和棕榈酸[30]这 10种成分

具有潜在的抗炎抗过敏作用。随后，通过 MrgX2/CMC模型进

一步对这 10种成分进行分析，发现苍耳亭、槲皮素、芒柄花素、

大黄素、大黄酚、芦荟大黄素 6种成分可特异性结合MrgX2受

体。通过细胞水平抗组胺活性实验发现 6种成分中槲皮素和大

黄素可显著抑制 C48/80激活的肥大细胞释放组胺，具有潜在

的抗类过敏活性。本研究所用MrgX2/CMC模型与林园园[20]等

人所构建的模型均可用于天然药物中抗类过敏活性成分的筛

选发现，所不同的是本研究通过综述文献对苍耳子中具有抗炎

抗过敏的成分进行细胞膜色谱筛选，避免了质谱鉴定的过程，

但该方法可能存在对保留成分中未知物质的遗漏。

本研究发现苍耳子提取物可抑制肥大细胞脱颗粒和致敏

介质的释放，通过 MrgX2/CMC模型筛选出槲皮素和大黄素具

有潜在的抗类过敏作用。本研究对MrgX2受体抑制剂的开发、

临床类过敏反应的预防和治疗具有重要意义。同时，为抗类过

敏天然活性成分的发现提供新的研究模型，为抗类过敏药物筛

选开拓思路。
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