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土牛膝是临床上常见的特色民族药材之一袁其
植物基源主要包括苋科植物粗毛牛膝渊Achyranthes
aspera Line冤尧柳叶牛膝渊Achyranthes longifolia Maki鄄
no冤及野生牛膝渊Achyranthes bidentata Blume冤的干

燥根及根茎[1-2]袁具有活血祛瘀尧泻火解毒尧利尿通淋

的功效袁常用于治疗跌打损伤尧风湿关节痛尧痢疾尧白
喉尧咽喉肿痛等[3-4]遥

现代药理研究表明袁土牛膝具有显著的抗炎活

性袁其水提液对巴豆油致炎剂引起的小鼠肿胀尧鸡蛋

清诱导大鼠足跖肿胀尧小鼠耳郭肿胀等多种急性炎

症模型均表现出较强的抗炎和镇痛活性袁以及单味

鲜土牛膝根汁液对流行性腮腺炎尧巴豆油引起的家

兔咽炎具有明显减轻炎症表现的作用[5-6]遥 关于土牛

膝主要的化学成分报道较多袁主要为糖类尧甾酮类

和三萜皂苷类等物质袁而其活性物质的基础研究相

对较少袁且未见系统研究数据[7-8]遥 课题组前期初步

研究证实袁茁-蜕皮甾酮是土牛膝抗炎的主要活性成

分之一袁而关于其他含量高的皂苷类物质有待进一步

深入研究[9]遥 鉴于以上背景袁为进一步明确土牛膝所含

主要皂苷类成分的抗炎作用袁本课题组对粗毛牛膝

总皂苷进行制备袁在体内尧外模型上研究粗毛牛膝

总皂苷及其主要化合物的抗炎作用及化学结构袁明
确皂苷类物质的抗炎活性袁为土牛膝药材进一步研究

及开发利用提供实验依据袁研究内容及结果如下遥
1 材料

1.1 细胞与动物

细胞株院小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7 细胞株袁

购自中国科学院昆明动物研究所细胞库遥 SPF 级 SD
大鼠院体质量 180~220 g尧雌雄各半渊共 70 只冤袁购自

湖南斯莱克景达实验动物有限公司袁动物许可证编

号院SCXK 湘 2019-0004遥 实验经湖南中医药大学伦

理委员会批准渊伦理编号院LL2021111704冤遥
1.2 药物与主要试剂

粗毛牛膝采自湖南永州马鞍岭瑶家寨湖南时代

阳光药业股份有限公司种植基地袁由湖南中医药大

学药用植物学教研室王智老师鉴定为正品袁标本保

存在湖南中医药大学中药活性物质筛选工程技术

研究中心遥 纯水仪渊上海和泰仪器有限公司冤曰香草

醛尧地塞米松尧氨水渊批号院C15518844尧C12912459尧
C15383490袁上海麦克林生化科技有限公司冤曰高氯酸

渊批号院20220626袁湖南汇虹试剂有限公司冤曰竹节参

皂苷郁a尧竹节参皂苷吁对照品渊批号院PS010730尧
PS010731袁成都普思生物公司冤曰IL-6尧IL-1茁尧TNF-琢
检测试剂盒渊货号院G0132W袁北京四正柏公司 冤曰
RAW264.7 细胞专用培养基渊货号院CM-0190袁武汉普

诺赛公司冤曰脂多糖尧CCK-8 试剂渊批号院1031Q003尧
20150715袁北京索莱宝公司冤曰一氧化氮比色法试剂

盒渊货号院E-BC-K035-M袁武汉伊莱瑞特生物公司 冤 曰
色谱级乙腈尧甲醇尧反相硅胶板渊批号院22095277尧
23035102尧HX87091648袁德国默克公司冤曰ODS-A渊oc鄄
tadecysilyl-A冤尧ODS-AQ渊50 滋m冤渊型号院AAG12S50尧
OCG20S21袁日本 YMC 公司冤曰柱层析硅胶渊80-100 目

和 200-300 目 冤尧薄层色谱板 渊批号 院14081318尧
020200518袁青岛海洋公司冤曰常规提取分离用试剂

甲醇尧乙醇尧乙酸乙酯等均为分析纯试剂渊天津致远

of total saponins from Achyranthes aspera L., providing experimental evidence for its treatment of inflammation. Methods The
total saponins of Achyranthes aspera L. were purified and prepared by ODS-AQ; after modeling of ammonia-induced acute
pharyngitis, rats were treated with corresponding drugs by gavage to evaluate the anti-inflammatory activities of the extract and
total saponins of Achyranthes aspera L.; column chromatography, nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR), mass spectrometry
(MS), and other techniques were used to isolate, purify, and identify the main compounds in the total saponins of Achyranthes
aspera L.; a lipopolysaccharide -induced macrophage inflammation model was established to evaluate the anti -inflammatory
activity of various saponin monomers. Results The prepared total saponins of Achyranthes aspera L. reached a content of
81.8%; in the acute pharyngitis rat model, the total saponins and aqueous extract of Achyranthes aspera L. showed good anti-
inflammatory effects, significantly reducing the serum levels of IL-6, IL-1茁, and TNF-琢; six oleanane-type triterpenoid saponins
were identified as chikusetsusaponin 郁a (1), chikusetsusaponin 郁a butyl ester (2), calendulaside E (3), calendulaside E butyl
ester (4), chikusetsusaponin I (5), and chikusetsusaponin 吁 (6). In vitro inflammation model indicated that the isolated triterpenoid
saponin monomers all exhibited varying degrees of anti-inflammatory effects. Conclusion This paper systematically demonstrates
for the first time that saponin components are the pharmacological material basis for the anti-inflammatory activity of Achyranthes
aspera L.. Compounds 2 and 4 with anti-inflammatory effects are ester first isolated from Achyranthes plants

也运藻赠憎燥则凿泽页 Achyranthes aspera L.; antiinflammation; pharyngitis; triterpenoid saponin; chemical composition; isolation
and identification
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化学试剂有限公司冤遥
1.3 主要仪器

AL104 型万分之一电子天平渊梅特勒-托利多

公司冤曰5425型高速冷冻离心机渊德国Eppendorf公司冤曰
T2602FC 型紫外仪渊上海佑科仪器仪表有限公司冤曰
Pack Pro 型 C18 色谱柱渊日本 YMC 公司冤曰LC-20A型
高效液相色谱仪曰LC-20AT型半制备液相色谱仪

渊日本岛津公司冤曰iMark 型酶标仪渊美国 Bio-Rad公
司冤曰CJ-2D 型超净工作台渊天津泰斯特仪器公司冤曰
CLM-170B-8CN 型二氧化氮培养箱渊美国 Thermo
公司冤曰CKX53 型倒置显微镜渊日本 Olympus 公司冤曰
G2-XSQTof 型超高效液相-质谱联用仪渊美国 Wa鄄
ters 公司冤曰INOVA-600MHz 型高分辨超导核磁共振

谱仪渊瑞士 Bruker 公司冤遥
2 实验方法

2.1 粗毛牛膝总皂苷的制备及含量测定

取粗毛牛膝渊A. aspera L.冤1.17 kg袁阴干过 20
目筛袁12 L 甲醇回流提取 3 次袁每次 2 h袁提取液浓

缩并干燥得浸膏 130 g遥 浸膏与 117.5 g ODS-AQ
全亲水性反相硅胶搅拌袁60 益水浴挥干溶剂遥 经

ODS 柱层析渊4 cm伊10 cm冤袁利用甲醇-水渊0颐1尧1颐9尧
3颐7尧1颐1尧7颐3尧9颐1尧1颐0冤和丙酮分别洗脱 2 L袁收集

50%~70%甲醇洗脱液干燥即得粗毛牛膝总皂苷遥
参考文献[10]的方法袁分别称取适量竹节参皂苷

郁a 和粗毛牛膝总皂苷袁加入甲醇袁制成 0.204 mg/mL
竹节参皂苷郁a 对照品溶液和 0.4 mg/mL 粗毛牛膝

总皂苷供试品溶液遥 取 100尧300尧500尧700尧900尧
1 100 滋L 竹节参皂苷郁a 对照品溶液和 300 滋L粗
毛牛膝总皂苷供试品溶液置于试管中袁于 60 益水浴

挥干后精密加入 5%香草醛-冰乙酸 0.2 mL 和高氯酸

0.8 mL袁密塞袁摇匀袁置 60 益恒温水浴中加热 15 min袁
取出放入冰水浴中冷却 10 min袁加冰乙酸 5 mL袁摇
匀袁在紫外-可见分光光度计 547 nm 处测量吸光度

A 值遥
2.2 粗毛牛膝总皂苷体内抗炎活性研究

2.2.1 溶液的配制 地塞米松溶液院精密称取 100 mg
地塞米松溶于 100 滋L 二甲基亚砜溶液中袁待地塞

米松完全溶解后加入 100 mL 生理盐水袁配制成浓

度为 1 mg/mL 的溶液袁分装后置于 4 益冰箱备用遥
粗毛牛膝总皂苷溶液院精密称取 2.1 项下粗毛

牛膝总皂苷 3 g袁加入 100 mL 纯水袁混合均匀袁配制

成 0.03 g/mL 的粗毛牛膝皂苷药液袁分装后置于 4 益
冰箱备用遥

粗毛牛膝水煎液院称取粗毛牛膝根及根茎粉末

150 g袁分别加入三倍量的水 100 益煎煮 4 次袁每次煎

煮 1 h遥 过滤尧合并滤液袁浓缩至 300 mL 左右袁配制

为每毫升含 0.5 g 原药材的药液袁分装后置于 4 益冰

箱备用遥
2.2.2 实验动物模型的建造 参照叶中医药动物实

验方法学曳以及参考文献[11]中的急性咽炎大鼠模

型的建立方法袁采用 15%氨水点涂法进行造模遥 先用

10%水合氯醛麻醉大鼠渊按体重 0.3 mL/100 g 腹腔注

射冤袁待大鼠疼痛反射消失后袁向下牵引大鼠下颌骨袁
暴露出咽部组织遥除正常组外袁其余组的大鼠用浸

泡于 15%氨水中的棉签定点涂抹大鼠咽部约 10 s袁
正常组大鼠用同样的方法涂抹生理盐水约 10 s袁连
续涂抹 3 d袁大鼠出现挠抓口部以及咽部出现充血尧
肿胀即为造模成功遥
2.2.3 分组给药 70 只 SPF 级 SD 大鼠经过适应性

喂养 1 周后袁随机分为 7 组袁分别为空白组尧模型组尧
地塞米松组尧粗毛牛膝水煎液高剂量组尧粗毛牛膝

水煎液低剂量组尧粗毛牛膝总皂苷高剂量组尧粗毛

牛膝总皂苷低剂量组袁每组 10 只遥
每只大鼠灌胃给予相应的药物治疗 5 d袁空白组

和模型组每只大鼠予灌胃等体积量生理盐水袁根据

参考文献[12]袁地塞米松组给药剂量为 5 mg/kg曰根据

叶湖南省中药饮片炮制规范曳土牛膝日服剂量袁实验

剂量按照体表面积折算的等效剂量比值来计算袁大
鼠的等效剂量相当于人体的 6.3 倍袁粗毛牛膝水煎液

低剂量组大鼠给药剂量为 2.5 g/kg袁高剂量组大鼠给

药剂量为 5 g/kg遥 根据自制的粗毛牛膝总皂苷获得

率折算袁粗毛牛膝总皂苷低剂量给药剂量为 75 mg/kg袁
高剂量组给药剂量为 150 mg/kg遥
2.2.4 HE 染色观察咽部组织病理学改变 采用

HE 染色观察大鼠咽部组织病理学变化遥
2.2.5 ELISA 检测血清中炎症因子水平变化 采用

ELISA 检测各组大鼠血清样本中 TNF-琢尧IL-1茁尧
IL-6 水平袁具体操作按照ELISA 检测试剂盒说明书

进行遥
2.2.6 统计学分析 实验结果采用 SPSS 22.0 统计

软件进行统计学分析袁实验数据均用野曾依s冶表示袁两组

间比较采用 t 检验袁P约0.05 为差异具有统计学意义遥
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2.3 粗毛牛膝总皂苷主要化合物的分离及鉴定

2.3.1 粗毛牛膝总皂苷主要化合物的分离 将2.1
项下自制的粗毛牛膝总皂苷渊3.6 g冤经硅胶柱渊2 cm伊
30 cm冤分离袁以二氯甲烷-乙酸乙酯-甲酸渊88%冤-水溶

剂系统梯度洗脱袁得到 5 个流分 Fr.A~E遥
Fr.B渊0.75 g冤进一步经硅胶柱渊2 cm伊20 cm冤分

离袁以二氯甲烷-乙酸乙酯-甲酸渊逸88%冤-水溶剂系

统梯度洗脱袁得到 7 个流分 Fr.B1~Fr.B7遥 Fr.B2 经硅

胶柱渊2 cm伊10 cm冤反复分离袁以二氯甲烷颐乙酸乙

酯渊5颐2冤溶剂洗脱得到化合物 4渊8.2 mg冤遥Fr.B4 经硅

胶柱渊2 cm伊10 cm冤反复分离袁以二氯甲烷颐乙酸乙

酯渊1颐2冤溶剂洗脱得到化合物 2渊7.9 mg冤遥Fr.B7 经硅

胶柱渊2 cm伊10 cm冤反复分离袁分别以乙酸乙酯颐甲
酸渊300颐1冤溶剂洗脱得到化合物 3渊14.3 mg冤袁以乙酸

乙酯颐甲酸渊200颐1冤溶剂洗脱得到化合物 5渊9.5 mg冤遥
Fr.C渊1.28 g冤进一步经硅胶柱渊2 cm伊20 cm冤分离袁
以乙酸乙酯颐甲酸颐水渊500颐20颐0.5冤溶剂洗脱得到化合

物 1渊42.6 mg冤袁以乙酸乙酯颐甲醇颐甲酸渊500颐50颐40冤
溶剂洗脱得到化合物 6渊10.4 mg冤遥
2.3.2 粗毛牛膝总皂苷主要化合物的结构鉴定 通

过分析理化性质袁采用现代波谱技术渊1H NMR尧13C
NMR冤及 MS 方法解析袁并结合对照品分析比较鉴定

化合物结构遥
2.4 粗毛牛膝总皂苷及其主要化合物体外抗炎活

性研究

2.4.1 细胞培养 参照文献[13]袁 将 RAW264.7 细

胞渊货号院CL-0190袁武汉普诺赛公司冤培养于新鲜

RAW264.7 细胞专用培养基中袁在 37 益尧5% CO2 恒

温培养箱中进行孵育袁隔日传代遥
2.4.2 细胞存活率检测 参照文献[10]袁随机分为

空白组尧正常组和给药组袁分别设 6 个复孔袁空白组

不接种细胞袁正常组和给药组以每孔 1伊105 密度接

种细胞 24 h袁换用含 LPS渊1 滋g/mL冤的 DMEM 高糖

培养基 90 滋L 继续培养 24 h袁加入不同浓度的粗毛

牛膝总皂苷和单体化合物各 10 滋L 继续培养 24 h袁
吸出原培养基袁将 CCK-8 溶液与完全培养基以 1颐9
的比例配制混匀后袁以每孔 100 滋L 加入到培养板

中袁继续培养 2 h袁用酶标仪于 450 nm 处测 OD 值袁
计算细胞存活率袁计算公式如下院
细胞存活率=样品组 OD 值-空白组 OD 值

正常组 OD 值-空白组 OD 值
伊100%

2.4.3 细胞上清液中 NO 释放量检测 根据细胞存

活率结果袁在对细胞无毒性作用的安全浓度范围内

设置给药浓度遥 实验设置分组为正常组尧模型组渊含
LPS 1 滋g/mL冤尧地塞米松组渊200 滋g/mL冤尧粗毛牛膝总

皂苷提取物渊100尧200尧500 滋g/mL冤尧竹节参皂苷郁a
渊25尧50尧100 滋mol/L冤尧竹节参皂苷吁渊25尧50尧100 滋mol/L冤尧
金盏花皂苷 E渊25尧50尧100 滋mol/L冤尧金盏花皂苷 E
丁酯渊25尧50尧100 滋mol/L冤尧竹节参皂苷郁a 丁酯渊10尧
25尧50 滋mol/L冤遥 各组加入含药或空白培养基后袁继
续孵育 24 h袁取上清液 100 滋L袁加入 100 滋L griess
试剂袁于酶标仪 570 nm 处测定吸光值袁代入标准曲

线袁计算 NO 释放量遥
2.4.4 统计学分析 实验数据均用野曾依s冶表示袁采用

SPSS 22.0 统计软件对数据进行统计学分析袁两组间

比较采用 t 检验袁P约0.05 为差异具有统计学意义遥
3 实验结果

3.1 UV 法测定粗毛牛膝总皂苷含量

以竹节参皂苷郁a 的质量渊滋g冤为横坐标袁吸光

度 A 值为纵坐标袁绘制标准曲线袁得到线性回归方

程 Y=0.004 16X+0.002 6渊R2=0.999 7冤袁将粗毛牛膝

总皂苷样品的吸光度 A 值 0.336 代入线形回归曲线

中袁通过计算得到粗毛牛膝总皂苷百分含量为 81.8%遥
3.2 粗毛牛膝总皂苷体内抗炎活性

3.2.1 各组大鼠的咽部组织状态 各组大鼠的咽部

组织状况如图 1 所示袁与空白组相比袁模型组大鼠咽

部红肿袁两侧扁桃体肿大袁硬腭黏膜有明显的损伤袁
舌头有明显的溃疡曰与模型组相比袁其余各组大鼠咽

部红肿明显好转袁但舌头溃疡无明显变化遥
3.2.2 各组大鼠咽部病理形态学变化 各组大鼠咽

部组织 HE 染色结果如图 2 所示遥 观察染色结果显

示袁空白组咽部组织上皮分层清晰袁黏膜上皮细胞完

好袁未见增生遥模型组分层不清楚袁上皮层明显增厚袁
固有层炎性细胞浸润现象明显袁腺体肥大袁形态不规

则遥 粗毛牛膝水煎液高尧低剂量组尧总皂苷提取物

高尧低剂量组相较于模型组袁炎性细胞浸润明显减

少袁腺体形态结构恢复正常袁组织形态有明显向正

常方向转变遥 从大鼠咽部组织病理学变化角度观

察袁表明粗毛牛膝水煎液和总皂苷有明显的组织修

复作用袁可减轻氨水刺激的咽部组织中炎性细胞浸

润袁促进咽部组织黏膜和腺体修复遥
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3.2.3 各组大鼠血清中炎症因子 TNF-琢尧IL-6尧IL-1茁
的表达水平 模型组大鼠血清中炎症因子 IL-1茁尧
IL-6尧TNF-琢 含量较空白组显著升高渊P约0.01冤遥 与

模型组比较袁各组大鼠血清中 IL-1茁尧IL-6 含量显著

降低渊P约0.01冤袁粗毛牛膝水煎液各剂量组 TNF-琢 含

量显著降低渊P约0.05 或 P约0.01冤袁而总皂苷低剂量组

TNF-琢 无统计学意义渊P>0.05冤遥 与地塞米松组比较袁
粗毛牛膝水煎液低剂量组 IL-1茁 及总皂苷低剂量

组 TNF-琢 的含量较高渊P约0.05冤袁总皂苷低剂量组IL-
1茁 的含量具有显著性差异渊P约0.01冤袁而粗毛牛膝水

煎液高尧低剂量和总皂苷高剂量组 IL-6尧TNF-琢 含量

差异无统计学意义渊P>0.05冤遥此外袁粗毛牛膝水煎液

及总皂苷不同剂量组之间的炎症因子含量差异无统

计学意义渊P>0.05冤遥 详见图 3遥
3.3 结构鉴定

化合物 1院白色粉末遥 ESI-MS m/z:793.4426[M-
H]-遥 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) 啄 6.22(1H,
d, J=8.0 HZ, Glc-H-1), 5.42 (1H, brs, H-12), 4.98
(1H, d, J=7.4 Hz, GlcA-H-1), 1.29 (3H, s, H-27),

1.05(3H, s, H-26), 0.97(3H, s, H-24), 0.93(3H, s,
H-23), 0.90(3H, s, H-29), 0.82(3H, s, H-25)遥 13C NMR
(150 Hz, Pyridine-d5) 啄: 38.6 (C-1), 26.5 (C-2),
89.0 (C-3), 39.4 (C-4), 55.7 (C-5), 18.4 (C-6), 33.0
(C-7), 39.8(C-8), 47.9(C-9), 36.8(C-10), 23.3(C-
11), 122.7(C-12), 144.0(C-13), 42.0(C-14), 28.0(C-
15), 23.7(C-16), 46.9(C-17), 41.6(C-18), 46.1 (C-
19), 30.7(C-20), 33.9(C-21), 32.4(C-22), 28.1 (C-
23), 16.9(C-24), 15.5(C-25), 17.3(C-26), 26.1 (C-
27), 176.5 (C-28), 33.1 (C-29), 23.6 (C-30), 107.1
(GlcA-C-1), 75.2(GluA-C-2), 77.6(GlcA-C-3), 73.2
(GlcA-C-4), 77.8 (GlcA-C-5), 172.8 (GlcA-C-6),
95.5(Glc-C-1), 73.8(Glc-C-2), 78.6(Glc-C-3), 70.9
(Glc-C-4), 79.0(Glc-C-5), 62.0(Glc-C-6)遥以上数据

与文献[14]一致袁故鉴定为竹节参皂苷郁a遥
化合物 2院白色针状结晶遥 1H NMR (600 MHz,

Pyridine-d5) 啄: 6.30 (1H, d, J=8.2 Hz, Glc-H-1),
5.40 (1H, brs, H-12), 4.97(1H, d, J=7.5 Hz, GlcA-
H-1), 1.26, 1.24, 1.06, 0.94, 0.88, 0.86, 0.81(each

图 1 各组大鼠咽部组织状况

注院A.空白组曰B.模型组曰C.粗毛牛膝总皂苷高剂量组曰D.粗毛牛膝总皂苷低剂量组曰E.粗毛牛膝水煎液高剂量组曰F.粗毛牛膝水煎

液低剂量组曰G.地塞米松组遥

A B C D E F G

图 2 各组大鼠咽部组织病理切片 HE 染色

注院A.空白组曰B.模型组曰C.粗毛牛膝总皂苷高剂量组曰D.粗毛牛膝总皂苷低剂量组曰E.粗毛牛膝水煎液高剂量组曰F.粗毛牛膝水煎

液低剂量组遥

A B C D E F G

伊100

伊200
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图 3 各组大鼠血清中 IL-1茁尧IL-6 和 TNF-琢 水平的变化

注院与空白组相比袁##P约0.01曰与模型组相比袁*P约0.05袁**P约0.01曰与地塞米松组相比袁吟P约0.05袁吟吟P约0.01遥

3H, s)遥 13C NMR (150 Hz, Pyridine-d5) 啄: 38.4
(C-1), 26.4(C-2), 88.8(C-3), 39.2(C-4), 55.5(C-5),
18.2 (C-6), 32.9 (C-7), 39.6 (C-8), 47.7 (C-9), 36.7
(C-10), 23.1(C-11), 122.6(C-12), 143.9(C-13), 41.8
(C-14), 28.0(C-15), 23.5(C-16), 46.7(C-17), 41.5
(C-18), 45.9(C-19), 30.6(C-20), 33.7(C-21), 32.3
(C-22), 27.9(C-23), 16.6(C-24), 15.3(C-25), 17.2
(C-26), 25.8(C-27), 176.2(C-28), 32.9(C-29), 23.4
(C-30), 107.1 (GlcA-C-1), 75.1 (GlcA-C-2), 77.7
(GlcA -C -3), 72.8 (GlcA -C -4), 77.7 (GlcA -C -5),
170.1 (GlcA-C-6), 95.5 (Glc-C-1), 73.9 (Glc-C-2),
78.6(Glc-C-3), 70.8(Glc-C-4), 79.1(Glc-C-5), 61.9
(Glc-C-6), 64.7(-COOCH2), 30.5(-CH2), 19.0(-CH2),
13.5(-CH3)遥以上数据与文献[14]一致袁故鉴定为竹节

参皂苷郁a 丁酯遥
化合物 3院白色粉末遥 1H NMR (600 MHz, Pyri鄄

dine-d5) 啄 5.01 (1H, d, J=7.7 Hz, GlcA-H-1), 1.30,
1.30, 0.99, 0.97, 0.96, 0.94, 0.79 (each 3H, s)遥 13C
NMR(150 MHz, Pyridine-d5) 啄: 38.3(C-1), 26.3(C-
2), 88.8 (C-3), 39.2 (C-4), 55.5 (C-5), 18.2 (C-6),
32.9(C-7), 39.4(C-8), 47.7(C-9), 36.7(C-10), 23.4
(C-11), 122.3(C-12), 144.5(C-13), 41.9(C-14), 28.0
(C-15), 23.5(C-16), 46.4(C-17), 41.7(C-18), 46.2
(C-19), 30.7 (C-20), 33.9 (C-21), 32.9(C-22), 27.9
(C-23), 16.7(C-24), 15.2(C-25), 17.1(C-26), 25.9
(C-27), 180.0(C-28), 33.0(C-29), 23.5(C-30), 106.9
(GlcA-C-1), 75.2(GlcA-C-2), 77.4(GlcA-C-3), 73.2
(GlcA-C-4), 77.9(GlcA-C-5), 173.0(GlcA-C-6)遥 以

上数据与文献[15]一致袁故鉴定为金盏花皂苷 E遥
化合物 4院1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) 啄

5.46 (1H, brs, H-12), 4.98(1H, d, J=7.7 Hz, GlcA-
H-1); 1.30, 1.29, 0.99, 0.97, 0.95, 0.94, 0.80(each
3H, s); 0.76(3H, t, J=7.2 Hz, butyl-CH3) 13C NMR
(150 MHz, Pyridine-d5) 啄: 38.4 (C-1), 26.4 (C-2),
88.8 (C-3), 39.2 (C-4), 55.5 (C-5), 18.2 (C-6), 32.9
(C-7), 39.4(C-8), 47.7(C-9), 36.7(C-10), 23.4(C-
11), 122.2(C-12), 144.6(C-13), 41.9(C-14), 28.0(C-
15), 23.5(C-16), 46.4(C-17), 41.7(C-18), 46.2 (C-
19), 30.7(C-20), 33.9(C-21), 32.9(C-22), 27.9 (C-
23), 16.6(C-24), 15.2(C-25), 17.1(C-26), 25.9 (C-
27), 180.0 (C-28), 33.0 (C-29), 23.5 (C-30), 107.1
(GlcA-C-1), 75.1(GlcA-C-2), 77.0(GlcA-C-3), 72.8
(GlcA-C-4), 77.7(GlcA-C-5), 170.1 (GlcA-C-6), 64.7
(-COOCH2), 30.6(-CH2), 19.0(-CH2), 13.5(-CH3)遥 以

上数据与文献[14]一致袁故鉴定为金盏花皂苷 E丁酯遥
化合物5院白色粉末遥 1H NMR (500 MHz, CD3OD)袁

啄: 5.40 (1H, d, J=8.2 Hz, H-1忆), 5.27 (1H, t, J=3.6
Hz, H-12), 1.18(3H, s, H-27), 0.99(3H, s, H-23),
0.97(3H, s, H-30), 0.95(3H, s, H-24), 0.93(3H, s,
H-29), 0.83 (3H, s, H-26), 0.79 (3H, s, H-25)遥 13C
NMR (125 Hz, CD3OD), 啄: 38.4 (C-1), 27.5 (C-2),
76.9 (C-3), 38.5 (C-4), 55.4 (C-5), 18.1 (C-6), 32.1
(C-7), 39.3(C-8), 47.9(C-9), 36.7(C-10), 22.6(C-
11), 122.4(C-12), 143.5(C-13), 41.5(C-14), 26.5(C-
15), 23.1(C-16), 46.6(C-17), 41.2(C-18), 45.8 (C-
19), 30.1(C-20), 33.5(C-21), 31.7(C-22), 27.3 (C-
23), 14.9(C-24), 14.6(C-25), 16.3(C-26), 24.9 (C-
27), 176.7 (C-28), 32.5 (C-29), 22.5 (C-30), 94.3
(Glc-C-1), 72.6 (Glc-C-2), 77.3 (Glc-C-3), 69.8
(Glc-C-4), 78.3(Glc-C-5), 61.0(Glc-C-6)遥以上数据
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与文献[14]一致袁故鉴定为竹节参皂苷玉遥
化合物 6院白色粉末遥 ESI-MS m/z:955.36[M-H]-遥

经薄层色谱与标准品对比 Rf值鉴定为竹节参皂苷吁遥
3.4 粗毛牛膝总皂苷及主要化合物体外抗炎活性

3.4.1 粗毛牛膝总皂苷及主要化合物对 RAW264.7
细胞中细胞活力的影响 粗毛牛膝总皂苷在 100~
500 滋g/mL 浓度范围内无细胞毒性渊P跃0.05冤袁750~
2 000 滋g/mL浓度时袁细胞存活率明显下降渊P约0.01冤遥
竹节参皂苷郁a渊1冤尧金盏花皂苷 E 丁酯渊4冤尧竹节参

皂苷吁渊6冤在 10~100 滋mol/L 浓度范围内无明显细胞

毒性渊P跃0.05冤曰竹节参皂苷郁a 丁酯在 10~50 滋mol/L
浓度范围内无明显细胞毒性渊P跃0.05冤曰金盏花皂苷 E
在 10~150 滋mol/L 浓度范围内无明显细胞毒性袁
50~100 滋mol/L 浓度时细胞存活率呈上升趋势渊P约
0.05冤遥 因此袁根据其结果选择安全范围内的给药浓

度进行后续实验遥 详见图 4遥
3.4.2 NO 释放量测定 与正常组相比袁模型组细

胞上清液中 NO含量显著升高渊P约0.01冤遥 与模型组相

比袁地塞米松渊200 滋g/mL冤组尧粗毛牛膝总皂苷提取

物渊100尧250尧500 滋g/mL冤组尧金盏花皂苷 E尧金盏花

皂苷 E 丁酯渊25尧50尧100 滋mol/L冤组 NO 含量均显著

降低渊P约0.01冤遥与地塞米松组相比袁竹节参苷郁a 丁酯

10 滋mol/L 剂量组中 NO 含量更高渊P约0.01冤袁竹节参苷

吁50 滋mol/L 剂量组中 NO 含量相对较高渊P约0.05冤袁

均无明显的 NO 抑制作用遥 在 50 滋mol/L 浓度下袁各
化合物抑制上清液中 NO 释放的顺序为金盏花皂苷

E 丁酯>金盏花皂苷 E>竹节参苷郁a 丁酯>竹节参

苷郁a>竹节参苷吁遥 详见图 5遥
4 讨论

土牛膝作为我国西南地带一味常见的中药袁沿
用历史悠久袁民间多用于治疗白喉等炎症疾病遥因其

根茎尧叶尧花尧种子均可药用袁药用价值较高袁在瑶族尧
傣族尧白族尧苗族等多个少数民族也有药用记载遥 瑶

药野五虎九牛十八钻七十二风冶中的牛膝风即土牛

膝袁用于肾炎水肿尧下肢关节肿痛尧石淋等症的治疗遥
傣医称其为野怀哦囡冶袁常熟用以调补水血袁强健筋

骨遥在白族中被称之为野尺光子冶袁为治骨伤的奇效三

味白族药之一遥而在苗族中名为野酒嗓咯咯额牛冶袁常
被临床配伍治疗鹤膝风尧跌打损伤尧痢疾尧红崩等袁使
用较为普遍遥 此外袁现代应用中袁以土牛膝为主药研

制出的喉咽清口服液尧喉咽清颗粒尧复方土牛膝糖

浆尧复方无花果含片等现代中药制剂广泛应用于临

床治疗急慢性咽炎尧口腔溃疡尧扁桃体炎等疾病袁疗
效突出且安全性高[16-19]遥 土牛膝资源丰富尧分布广

泛尧功效多样袁且具有良好的应用基础袁结合传统应

用对其进行深入研究与开发利用具有重要意义遥 通

过文献研究发现袁近年对牛膝属植物药效成分的报

图 4 不同浓度粗毛牛膝总皂苷及单体对 RAW264.7细胞存活率的影响

注院与正常组相比袁*P约0.05袁**P约0.01遥
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图 5 不同浓度粗毛牛膝总皂苷及单体对 RAW264.7 细胞 NO释放量的影响

注院与正常组相比袁##P约0.01曰与模型组相比袁*P约0.05袁**P约0.01曰与地塞米松组相比袁吟P约0.05袁吟吟P约0.01遥

道主要集中于三萜皂苷类物质遥 牛膝总皂苷通过抑

制 IL-1茁 和 TNF-琢 等促炎因子袁从而抑制软骨基质

降解尧软骨细胞凋亡及增殖等来治疗膝骨关节炎[20]遥
牛膝茎叶总皂苷经抑制肾脏尿酸盐转运蛋白 U鄄
RAT1尧GLUT9 对尿酸的重吸收袁促进 OAT1 蛋白分

泌尿酸入尿等呈现出良好的降尿酸作用袁对大鼠高

尿酸血症的治疗效果显著[21]遥 川牛膝皂苷类化合物

通过降低血液尧血浆黏度和 IL-6尧NO尧TNF-琢尧COX-
2 等炎症因子水平袁对大鼠急性血瘀具有明显的改

善作用[22]遥
本文拟对粗毛牛膝总皂苷进行系统成分研究及

抗炎活性研究袁发现其对急性咽炎大鼠模型有显著治

疗作用袁作用机制与降低大鼠血清中 TNF-琢尧IL-6尧
IL-1茁 等炎症因子的释放有关袁竹节参皂苷郁a尧竹节

参皂苷郁a 丁酯尧金盏花皂苷 E尧金盏花皂苷 E 丁

酯尧竹节参皂苷吁为其主要活性物质基础遥 其中袁竹
节参皂苷郁a 和竹节参皂苷吁为土牛膝药材中含量

较高尧研究较多的皂苷类物质袁具有抗炎尧抗氧化尧抗
肿瘤等多种药理活性[23-26]遥 竹节参皂苷郁a 通过抑制

微小 RNA-155尧增加糖原合成酶激酶渊GSK冤-3茁 表

达和抑制 NF-资B 信号通路来改善 LPS 诱导的

RAW264.7 细胞的炎症反应[25]遥 竹节参皂苷吁可通

过 NF-资B 和 MAPK 信号通路抑制细胞炎症反应[27]遥
另有研究表明袁金盏花皂苷 E 可通过抑制 JAK-stat3
信号通路的激活来抑制 LPS 诱导的巨噬细胞炎症

反应[28]袁上调大鼠 Kruppel 样因子 2 的表达抑制糖酵

解介导的巨噬细胞极化来减轻动脉粥样硬化[29]遥竹节

参皂苷郁a 丁酯通过抑制辅助性 T 细胞 17 分化来

改善小鼠关节炎袁是一种天然的 IL-6 受体拮抗剂[30]遥
关于金盏花皂苷 E 丁酯的抗炎活性研究较少袁其确

切机制还需进一步深入研究遥 本研究通过挖掘土牛

膝的抗炎物质基础袁探索其作用机制袁为土牛膝及相

关复方的进一步研究奠定实验基础遥
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