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中药挥发油 /水提物的细胞抗炎、免疫及骨细胞修复活性的比较

张立国，马东升，程佳佳，倪力军（华东理工大学化学与分子工程学院，上海 200237）

摘要：目的 以腰痛宁衍生方为基础比较桂枝、土鳖虫等 6类中药挥发油 /水提物有效部位对细胞抗炎、免疫

及骨细胞修复的影响，为风湿骨病处方候选药物筛选有效部位提供依据。方法 在马钱子、麻黄生物碱 +甘草

等 5种药材和黄酮 +甘草等 4种药材皂苷混合物的基础上，分别加入 50 %的苍术、乳香 +没药、独活、桂枝

挥发油、50 %的土鳖虫、全蝎 + 僵蚕水提液组成新的中药有效部位组方。测定各样品抑制小鼠巨噬细胞

（Ana-1）中前列腺素 E2（PGE2）增殖的半数抑制浓度（IC50）及促进白细胞介素 -1茁（IL-1茁）、白细胞介素 -6

（IL-6）、肿瘤坏死因子（TNF-α）因子增殖和促进 IL-1β诱导的软骨细胞增殖的半数有效浓度（EC50）。同时采

用最小二乘优化方法，计算各样品的 EC50或 IC50叠加值，根据 EC50或 IC50叠加值与实验值之间的差异分析各

有效部位间的相互作用关系。结果 在 6 类中药挥发油 / 水提物有效部位中，桂枝挥发油抑制 Ana-1 分泌

PGE2及促进 Ana-1分泌 IL-1β、IL-6的活性最强；土鳖虫、僵蚕 +全蝎水提液促进 Ana-1分泌 TNF-α的作

用最佳，并在细胞抗炎、促进软骨细胞增殖活性和其他细胞免疫模型中表现出较好的活性。各挥发油 /水提物

有效部位促进 IL-1β诱导的软骨细胞增殖的活性相当。结论 桂枝挥发油具有良好的抗炎、免疫及促软骨细

胞增殖等综合药理活性，可作为风湿骨病处方的优选有效部位并用其替代腰痛宁处方中的乳香 +没药挥发油以

降低乳香 +没药引起的不良反应。腰痛宁组方药材中虫类药材的水提物也可作为风湿骨病处方的候选有效部

位。

关键词：风湿骨病；腰痛宁；挥发油；前列腺素 E2；细胞免疫；软骨细胞增殖
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风湿骨病是一种常见的慢性疾病。中医认为该病

是由于风、寒、湿、热等外邪侵袭人体，闭阻经络，

气血运行不畅所致[1]。各代医家对本病的治法总结为

祛湿除寒、补肾健脾、活血通络。西医认为这类疾病

与免疫功能紊乱、低下、炎症及骨细胞损伤有关。现

代医学对该类疾病的通行治则是抗炎、增强免疫、促

进骨细胞修复和增殖。

腰痛宁胶囊作为一种药效显著的治疗风湿骨病中

成药，已有几十年临床应用历史。本课题组前期基于

腰痛宁有效部位组方的药理研究[2-6]表明，腰痛宁全

方有良好的抗炎、免疫调节、活血和促进骨关节软骨

细胞增殖等药理活性。全方中的生物碱、黄酮有效部

位具有抗炎镇痛作用[7-8]，皂苷有效部位具有显著的

抗炎与增强免疫作用[9]。其组方药材中的苍术、乳香、

没药均为含有挥发油的中药材，中药挥发油具有活血

化瘀、发散解表、理气止痛的功效[10]，是很多传统药

物（包括中药）的重要有效成分。中药药理的研究通常

针对单一处方、单味药材、单一有效部位或者某一处

方中若干主要成分组合 [11]、不同提取物的组合 [12]进

行，缺乏同类药材、有效部位间的活性比较，不利于

评价和筛选优化的中药复方。本研究以腰痛宁中生物

碱 +黄酮 +皂苷 +挥发油 /水提物有效部位组成的拆

方为基础，选取风湿骨病中药复方中使用频次较高的

三七、骨碎补、淫羊藿、人参、桑寄生、红花 6味药

材，提取其黄酮与皂苷有效部位，选取风湿骨病中药

复方中经常使用的乳香、没药、苍术、独活、桂枝、

土鳖虫、全蝎、僵蚕 8味药材，提取其挥发油 /水提

物有效部位，在马钱子、麻黄生物碱与甘草、红花、

骨碎补、淫羊藿、桑寄生黄酮有效部位以及三七、甘

草、人参、川牛膝总皂苷有效部位组成的混合物基础

上分别加入等比例乳香、没药、苍术、独活、桂枝、

土鳖虫、全蝎、僵蚕总挥发油 /水提物有效部位，得

Comparison of Anti-inflammatory，Immunoregulatory and Chondrocyte-proliferative Activities of Chinese
Medicine Volatile Oil / Aqueous Extracts
ZHANG Liguo，MA Dongsheng，CHENG Jiajia，NI Lijun（School of Chemistry and Molecular Engineering，East

China University of Science and Technology，Shanghai 200237，China）

Abstract：Objective To compare the effects of six Chinese medicine effective fractions of volatile oils and aqueous

extracts on cell anti-inflammation， immunoregulatory and proliferative activities based on a Yaotongning（YTN）

derivative formula， thus to supply evidence for screening candidate medicines of rheumatoid bone diseases. Methods
Volatile oils（extracted from Rhizoma Atractylodis，Olibanum，Myrrha，Radix Angelicae Pubescentis，or Guizhi）or

aqueous extracts（extracted from Tubiechong，Scorpio and Bombyx Batryticatus）at 50 % were added into the mixture of

alkaloids（extracted from Semen Strychni andHerba Ephedrae）and flavonoids（extracted from Radix Glycyrrhizae and

other four herbs）to compose six effective fractionrecipes. Murine macrophage cells and chondrocytes were exposed to

the six recipes， and then their half effective inhibitory concentration（IC50） for PGE2 and the half effective

concentrations（EC50）to IL-6， IL-1茁，TNF-α in macrophages as well as EC50 to IL-1β-induced proliferation of

chondrocytes were detected. The interactions among the active fractions were evaluated by comparing the experimental

EC50/IC50 values to their corresponding additive EC50/IC50 values calculated by the least square optimization method.

Results Among the six investigated volatile oil/aqueous extract effective fractions， the volatile oils of Guizhi had the

best effect on inhibiting the production of PGE2 and promoting the secretion of IL-1茁 and IL-6 in macrophages. The

aqueous extracts of Tubiechong，Scorpio and Bombyx Batryticatushad the best effect on stimulating TNF-α factor in

macrophages and had good activity in cell inflammation and other cell immunoregulatory models. The volatile oils and

aqueous extracts active fractions had similar activities on promoting the secretion of chondrocytes induced by IL-1茁.

Conclusion The volatile oils of Guizhi possesses good cell anti-inflammation， immunoregulatory and proliferative

activities and can be the preferred candidate effective fractions of rheumatism prescription. It can replace the volatile

oils of Olibanum and Myrrhain YTN prescription to reduce adverse reaction.The aqueous extracts of insect medicinal

materials in YTN prescription can also be candidate effective fractions in rheumatism prescription.

Keywords：Rheumatism；Yaotongning；Volatile oil；PGE2；Cell immunomodulation；Proliferation of chondrocytes
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到 6个由腰痛宁拆方衍生的中药有效部位组方样品。

通过构建巨噬细胞抗炎、免疫、软骨细胞增殖模型，

分析比较各有效部位的配伍效果，评价不同挥发油 /

水提物有效部位的相关活性，为筛选最佳配伍组方提

供依据。

前列腺素 E2（PGE2）是一种重要的细胞生长和调

节因子，是花生四烯酸环氧合酶代谢产物，为二十碳

不饱和脂肪酸，是前列腺素（PG）的一种。具有免疫

抑制和抗炎作用，同时具有扩张血管，增加器官血流

量，降低血管外周阻力，降低血压的作用。TNF-α

是一种由激活的巨噬细胞产生的能抑制成骨细胞和刺

激破骨细胞的细胞因子。白细胞介素即是由多种细胞

产生并作用于多种细胞的一类细胞因子。目前至少

发现了 38个白细胞介素，分别命名为 IL-1~IL-38，

功能复杂，呈网络，复杂重叠；在免疫细胞的成熟、

活化、增殖和免疫调节等一系列过程中均发挥重要作

用，此外，它们还参与机体的多种生理及病理反应。

本文主要研究 IL-1β、IL-6两种白细胞介素。

1 材料与方法
1.1 药品及试剂 制马钱子、麻黄、甘草、红花、骨

碎补、淫羊藿、桑寄生、三七、人参、川牛膝、乳

香、没药、苍术、独活、桂枝、土鳖虫、僵蚕、全蝎

共计 18味中药材，均由颈复康药业集团有限公司提

供，并经该公司执业药师王春民鉴定，样本保存于华

东理工大学化学与分子工程学院分析化学实验室。小

鼠巨噬细胞（Ana-1）细胞株，购自中科院上海生物细

胞所。改良 Eagle培养基（DMEM），北京清大天一科

技有限公司，批号：120301；吐温 -80，国药集团化

学试剂上海有限公司；小牛血清（FBS），杭州四季青

生物工程材料有限公司，批号：110817；酶联免疫

（ELISA）试剂盒白细胞介素 -1茁（IL-1β），白细

胞介素 -6 （IL-6），肿瘤坏死因子（TNF-α），前列腺

素 E2（PGE2），R&D，批号分别为 303465，303171，

303367， 303260；CCK-8试剂盒，东仁化学科技有

限公司，批号：ES781；LPS，Sigma 公司，批号：

111M4035V；花生四烯酸（AA），Sigma公司，批号：

071M1333V；磷酸缓冲盐溶液（PBS），Medicago AB，

批号： 173106； 0.25 % 胰酶 （Biowest），批号：

S09990L0931；两性霉素，链霉素 - 青霉素均为

Biowest 公 司 产 品 ， 批 号 分 别 为 S08498L0009，

S09965L0022；刀豆蛋白 A（ConA），Sigma公司，批

号：0011028710。

1.2 动物 健康 SD 大鼠 6 只，7 日龄，雌雄各半，

购自上海西普尔 -必凯实验动物有限公司，动物许

可证号：SCXK（沪）2008-0016。

1.3 样品制备[3] 以 A代表麻黄生物碱和马钱子生物

碱的等比例混合物；F代表甘草、淫羊藿、红花、骨

碎补、桑寄生黄酮的等比例混合物；S代表三七、甘

草、人参、川牛膝皂苷的等比例混合物。1号样品由

A+F+S+50 %乳香 + 没药挥发油组成；2 号样品由

A+F+S+50 % 苍 术 挥 发 油 组 成 ； 3 号 样 品 由

A+F+S+50 %独活挥发油组成；4号样品由 A+F+S+50

%桂枝挥发油组成；5 号样品由 A+F+S+50 %土鳖虫

水提物组成；6号样品由 A+F+S+50 %僵蚕 +全蝎水

提物组成。且 1~6 号样品中的 A∶F∶S=1∶1∶1。

其中，1、2、5 和 6 号样品所含的乳香 + 没药挥发

油、苍术挥发油、土鳖虫水提物、僵蚕 +全蝎水提

物分别对应的是腰痛宁胶囊组方中的有效部位。独活

和桂枝挥发油则为风湿骨病常用处方药材中的有效部

位。精密称取各有效部位，加入适量 PBS搅拌使之

初步溶解，沸水浴加热 10 min，待其完全溶解后按

上述制备方案混合，一并超声 20 min，冷却，定容，

配成 2500 mg·L-1母液，0.22 滋m滤膜过滤并稀释至

各浓度 400， 200， 100， 50， 25， 12.5， 6.25 与

3.125 mg·L-1备用。

1.4 受试样品对 Ana-1细胞免疫、抗炎及 IL-1茁诱
导的软骨细胞增殖活性的影响

1.4.1 小鼠巨噬细胞培养 小鼠腹腔 Ana-1 细胞在

37 ℃，5 % CO2条件下，用含 10 %小牛血清、青霉

素（1×105 滋·L-1）及链霉素（100 mg·L-1）的 DMEM 培

养液进行传代培养，实验用细胞均处于对数生长期。

1.4.2 软骨细胞的提取与培养 SD大鼠脱颈椎处死，

浸泡于 95 %酒精数分钟后取出，剪开表皮及肌肉组

织，取出股骨头、肩关节及膝关节软骨组织，加入少

量 PBS剪碎，用 1 mL，0.2 %的Ⅱ型胶原酶 37 ℃消

化数次，至细胞较纯且数量较多，移取上清液作为单

个细胞悬液接种于培养皿中培养。

1.4.3 受试样品对 Ana-1 细胞增殖及上清液中

IL-1β、IL-6、TNF-琢 表达的影响 取对数生长期

的 Ana-1细胞，用含 10 %的小牛血清的 DMEM培养

基制成 2×106个·mL-1细胞悬液，接种于 96 孔培养

板，每孔 100 滋L；分组加药每孔 100 滋L，空白组每

孔加入 100 滋L不含小牛血清的 DMEM培养液；37℃，

5 % CO2培养 48 h。48 h后，酶标仪在 450 nm处测

定细胞培养液上清 OD值。加入 CCK-8 试剂，置微

量振荡器混匀后，静置 4 h，用酶标仪在 450 nm处
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图 2 各样品促进 Ana-1细胞分泌 IL-1茁的半数有效浓度
Figure 2 EC50 of each sample for promoting the generation of

IL-1β in Ana-1 cells
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测定 OD值，根据 OD值变化情况判断样品对细胞活

力的影响。取 Ana-1细胞上清液，用 ELISA 方法测

定空白组和受试样品各组细胞培养液上清中 IL-1β、

IL-6、TNF-α的水平。

1.4.4 受试样品对 Ana-1 细胞增殖及上清液中 PGE2

表达的影响 将密度为每孔 4000 个的 Ana-1细胞接

种于 96孔培养板中，设溶剂 DMSO对照组、LPS处

理组及待测药物组（3.125，6.25， 12.5，25， 50，

100，200，400 滋g·mL-1），于 37℃，5 % CO2培养 2 h。

加入 LPS（终浓度为 1 mg·L-1）培养 9 h，溶剂 DMSO

对照组不加 LPS。弃去旧培养液，用新鲜培养液洗涤

3次，分别加入各浓度的待测药物孵育 30 min，加入

底物 AA（终浓度为 10 滋mol·L-1），37 ℃，20 min，

收集上清液。细胞上清中 PGE2 含量的测定按照

ELISA试剂盒使用说明测定，每组重复 3次。同时，

按照 CCK-8 试剂盒使用说明，每孔加入 100 滋L

CCK-8试剂，用多功能酶标仪于 450 nm处检测细胞

活力。

1.4.5 受试样品对软骨细胞增殖的影响 待软骨细胞

基本长满后传代培养，传至第 2代时，调整细胞浓度

为 1×107个·L-1，接种于 96 孔培养板内用于实验。

每孔接种 200 滋L细胞悬液，接种 24 h后把培养孔分

为空白对照组、IL-1茁 对照组（模型组）、受试样品
组，每样 3复孔，分别更换培养液：①空白对照组：

换 DMEM（含 5 % PBS）；②模型组：换 DMEM（含

10 滋g·L-1的 IL-1茁及 5 % PBS）；③受试药物组：换

DMEM（含 10 滋g·L-1的 IL-1β，5 % PBS及各浓度药

物），放入培养箱中继续培养 48 h。

1.4.6 IL-1β、 IL-6、 TNF-α、 PGE2 含量的测定

取 Ana-1细胞上清液，采用 ELISA 检测试剂盒，按

照说明书方法分别检测 IL-1β、 IL-6、 TNF-α、

PGE2的含量。

1.5 统计学处理方法 将样品中各有效部位对 EC50

（或 IC50）贡献之和称为该样品的 EC50（或 IC50）叠加值，

运用自编 Matlab程序计算各样品的叠加 EC50或 IC50，

实验值以 EC50±S或 IC50±S（S为标准方差）表示，并

采用 SPSS18.0统计软件进行单因素方差分析。两组

间差异比较采用 Student’s t检验。

2 结果
2.1 受试样品对细胞活力的影响 6类样品对 Ana-1

细胞活力影响的测定结果表明，4号样品在 100~400

滋g·mL-1浓度范围抑制了 Ana-1细胞生长，在测定这

些样品促进 IL-6、IL-1β、TNF-α增殖的半数有效

浓度（EC50）及抑制 PGE2增殖的半数抑制浓度（IC50）时

剔除了这一浓度。

2.2 含不同挥发油 /水提物的受试样品的细胞活性
图 1~图 5分别为 6 类样品抑制 Ana-1 分泌 PGE2的

IC50、促进 Ana-1细胞分泌 IL-1β、IL-6 及 TNF-α

的 EC50及促进软骨细胞增殖的 EC50。

由图 1可知，3号和 4号样品的 IC50值比其他 4

个含腰痛宁活性部位样品的 IC50低一个量级并有显著

性差异，表明生物碱 +黄酮 +皂苷和挥发油的有效

部位组方中，独活挥发油和桂枝挥发油抑制巨噬细胞

产生 PGE2的活性显著优于 4个腰痛宁组方药材中的

挥发油 /水提物。该结果与独活、桂枝具有抗炎作用

的研究报道相一致[13-16]。

注：与 1号样品比较， **P < 0.01；与 2号样品比较，△△P < 0.01；与

5号样品比较，##P < 0.01；与 6号样品比较，▲▲P < 0.01。

图 1 各样品抑制 Ana-1产生 PGE2的半数抑制浓度

Figure 1 IC50 of each sample for inhibiting the generation of PGE2

in Ana-1 cells
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由图 2可知，在促进 Ana-1细胞分泌 IL-1β方

面，含有腰痛宁中乳香 +没药挥发油的 1号样品及

苍术挥发油的 2号样品无 EC50，说明这两类挥发油促

进 Ana-1细胞分泌 IL-1β的作用远弱于桂枝、独活

挥发油、土鳖虫水提液及僵蚕 + 全蝎水提液。桂枝

挥发油为主的 4号样品 EC50在 4个样品中最低并低

于 3号与 6 号样品一个量级，与 3号和 6 号样品比

较，差异有显著性意义（P < 0.01）。表明桂枝挥发油

在 6类挥发油 /水提物中促进 Anal-1分泌 IL-1β的

活性最佳。

图 3中含有苍术挥发油的 2号样品与含有独活挥

发油的 3 号样品无 EC50 值，说明这两类挥发油与

A+F+S结合时，促进 Ana-1细胞分泌 IL-6的作用较

其他药材挥发油 /水提液要弱。以桂枝挥发油为主的

4 号样品的 EC50最低，且低于其他 3 个样品的 EC50

一个量级，与其他 3个样品的 EC50比较，差异有显

著性意义（P < 0.01）。说明在 6类挥发油 /水提物有

效部位中，桂枝挥发油促进 Ana-1细胞分泌 IL-6的

活性最佳。

如图 4，在促进 Ana-1细胞分泌 TNF-α过程中

只有含土鳖虫水提物的 5号样品和含僵蚕 +全蝎水

提液的 6 号样品存在 EC50，且其 EC50 的水平很低

（<25 滋g·mL-1），而其余 4个含挥发油的样品不存在

EC50。表明土鳖虫、全蝎 +僵蚕水提液具有促进Ana-1

细胞分泌 TNF-α的显著优势，这一结果在细胞层面

上为中医采用虫类动物药增进机体抗肿瘤免疫活性提

供了药理学依据。

由图 5 可知，6 类样品促进 IL-1β诱导的软骨

细胞增殖的 EC50在 7~10 滋g·mL-1范围波动，无量级

差异。说明 6类挥发油 /水提物有效部位促进软骨细

胞增殖的活性无明显差异。

研究[17]表明，桂枝挥发油作用在调节炎症免疫方

面有显著作用，而乳香、没药的挥发油会导致不良反

应[18]。根据上述结果，采用桂枝挥发油替代腰痛宁胶

囊中的乳香和没药挥发油，可提高腰痛宁胶囊组方的

安全性和抗炎、免疫活性。

3 讨论
本研究所建立的细胞模型中，对于由马钱子、麻

黄生物碱 +甘草等 5 味药材和黄酮 + 甘草等 4味药

材皂苷以及桂枝等 8味药材挥发油 /水提物组成的腰

痛宁衍生方构成的有效部位组方而言，桂枝挥发油为

主的有效部位组方均表现出很好的抗炎、免疫及促进

图 4 各样品促进 Ana-1细胞分泌 TNF-琢的半数有效浓度
Figure 4 EC50 of each sample for promoting the generation of

TNF-α in Ana-1 cells
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图 5 各样品促进软骨细胞增殖的半数有效浓度

Figure 5 EC50 of each sample for promoting the proliferation of

chondrocytes

样品
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注：与 1，5，6号样品比较， **P < 0.01。

图 3 各样品促进 Ana-1细胞分泌 IL-6的半数有效浓度
Figure 3 EC50 of each sample for promoting the generation of IL-6

in Ana-1 cells
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软骨细胞增殖活性，表明桂枝挥发油是一个风湿骨病

处方的优选有效部位。进一步可用桂枝挥发油替代腰

痛宁处方药材中乳香没药挥发油，以提高其疗效和安

全性。腰痛宁组方药材中土鳖虫、僵蚕、全蝎等 3种

虫类药材的水提液具有很好的促进 Anal-1细胞分泌

TNF-α肿瘤因子的活性并在抗炎、软骨细胞增殖及

其他细胞免疫模型中均表现出较好的活性，也可作为

风湿骨病处方的候选有效部位。
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附子人参有效组分配伍对阿霉素致慢性心衰大鼠血流动力学的影响及其机制研究

王楚盈，李玉梅，刘 畅，李庆玲，柏 迪，李超英，张大方（长春中医药大学，吉林 长春 130117）

摘要：目的 观察附子人参有效组分不同比例配伍对阿霉素（ADR）诱导的慢性心力衰竭大鼠血流动力学的影

响，探讨其对心力衰竭的保护机制。方法 采用腹腔注射 ADR方法建立慢性心力衰竭大鼠模型。附子人参有

效组分按 2∶1，1∶1，1∶2每天灌胃，末次给药后，用 16导生理记录仪记录血流动力学指标；称重法检测心

肌肥厚指数；ELISA法检测大鼠血浆血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）和血管紧张素Ⅱ受体 1（At1）含量；实时荧光定量

PCR（RT-PCR）法检测心肌组织中 At1 mRNA的表达。结果 与模型组比较，附子人参有效组分配伍各组均可

明显改善 ADR所致的慢性心衰大鼠的血流动力学异常；附子人参 2∶1组可明显降低 ADR诱导的慢性心衰大

鼠心肌肥厚指数的异常升高；也可显著改善慢性心衰大鼠血浆 AngⅡ和 At1的异常升高，而且能显著升高心肌
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