
２０１８年１２月　第２０卷　第１２期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｄｅｃ２０１８　Ｖｏｌ２０　Ｎｏ１２

△ ［基金项目］　阿拉善盟２０１３年应用技术研究与开发资金项目（２０１３３６）；包头医学院博士科研启动基金项目（ＢＳＪＪ２０１６１０）
 ［通信作者］　张春红，教授，研究方向：中药资源保护与质量评价；Ｔｅｌ：（０４７２）７１６７７９５，Ｅｍａｉｌ：ｚｃｈｌｈｈ＠１２６ｃｏｍ

李辉，教授，研究方向：蒙药资源保护与利用；Ｅｍａｉｌ：ｌｉ＿ｍｉｎｈｕｉ＠ａｌｉｙｕｎｃｏｍ
ａ　龚雪与李柱为共同第一作者

·基础研究·

胡杨树脂提取物抗炎活性筛选及化学成分分析
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［摘要］　目的：探讨胡杨树脂提取物对脂多糖（ＬＰＳ）刺激小鼠单核巨噬白血病细胞ＲＡＷ２６４７细胞炎症保护作用
及利用ＵＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅ四级杆静电场轨道阱高分辨质谱联用技术，对胡杨树脂化学成分进行识别和鉴定。方法：用
不同浓度（１２５、２５、５０、１００、２００μｇ·ｍＬ－１）的胡杨树脂提取物处理ＲＡＷ２６４７细胞，ＭＴＴ法检测细胞增殖活性；
通过ＬＰＳ（１μｇ·ｍＬ－１）诱导ＲＡＷ２６４７细胞建立炎症模型，用不同浓度胡杨树脂提取物处理炎症模型，ＭＴＴ法检测
胡杨树脂提取物对细胞的保护作用；采用ＵＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅ四级杆静电场轨道阱高分辨质谱仪联用技术，借助数据
挖掘方法识别和鉴定胡杨树脂中的化学成分，对其高分辨一级和二级质谱数据进行解析，并与数据库比对，对胡杨

树脂化学成分的结构推测和确认。结果：在实验浓度范围内，胡杨树脂提取物对细胞无细胞毒性作用；与ＬＰＳ模型
组比较，浓度为１２５、２５、５０、１００、２００μｇ·ｍＬ－１胡杨树脂提取物均能显著改善ＬＰＳ诱导小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４７
的炎症反应，具有较好的浓度依赖性；通过高分辨数据推测鉴定出６个化合物，分别为棕榈油酸、邻苯二甲酸二丁
酯、十六酰胺、油酸酰胺、硬脂酰胺、芥酸酰胺。结论：该结果为胡杨树脂的提取分离及抗炎活性作用研究奠定基

础，为进一步对胡杨树脂的综合研究提供科学的依据。

［关键词］　胡杨树脂；ＲＡＷ２６４７细胞；抗炎；ＵＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅ四级杆静电场轨道阱高分辨质谱
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胡杨 ＰｏｐｕｌｕｓｄｉｖｅｒｓｉｆｏｌｉａＳｃｈｒｅｎｋ为杨柳科杨属
植物，产于我国内蒙古西部、新疆、甘肃、青海。

国外分布在蒙古、苏联（中亚部分和高加索）、埃

及、叙利亚、印度、伊朗、阿富汗、巴基斯坦等

地［１］。树脂入药，味苦、咸，性寒。具有清热解毒，

制酸止痛的功效。用于咽喉肿痛，牙痛，淋巴结结

核，胃、十二指肠溃疡，胃痛，胃酸过多；外用治

中耳炎，痔疮［２］。该传统应用表明其功效可能与抗

炎作用有关。故本研究以脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒ
ｉｄｅｓ，ＬＰＳ）诱导小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４７构建炎症细
胞模型，采用胡杨树脂提取物处理炎症模型，对胡杨

树脂提取物进行活性筛选，探讨胡杨树脂提取物对细

胞的抗炎效果。同时，本研究利用 ＵＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅ
四级杆静电场轨道阱高分辨质谱仪联用技术，对胡
杨树脂的化学成分快速识别和鉴定［３５］。以期为胡杨

树脂的抗炎活性及化学成分研究奠定基础，为胡杨树

脂的临床应用及综合开发提供科学依据。

１　材料与仪器

１１材料

胡杨树脂采于内蒙古阿拉善盟额济纳旗，经内

蒙古科技大学包头医学院李辉教授鉴定为杨柳科

植物胡杨ＰｏｐｕｌｕｓｄｉｖｅｒｓｉｆｏｌｉａＳｃｈｒｅｎｋ的树脂。
小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４７细胞购自中国科学

院上海细胞生物研究所细胞库；ＤＭＥＭ高糖培养
基（Ｇｉｂｃｏ公司）；四季青胎牛血清（浙江天杭生物科技
有限公司）；脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ，Ｓｉｇｍａ
公司）；ＤＭＳＯ和青霉素、链霉素（海克隆生物化学制
品（北京）有限公司）；噻唑蓝（ＭＴＴ，ｓｉｇｍａ公司）。

甲酸、乙腈、异丙醇（色谱纯，天津市永大化学

试剂有限公司）；超纯水（沈阳欣洁科技有限公司）。

１２仪器

Ｔｈｅｒｍｏ３１１ＣＯ２培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＳＷＣＪ

超净台（上海新苗医疗器械制造有限公司）；ＸＤＳ１Ｂ
倒置显微镜（上海比目仪器厂）；ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；台式离心
机（Ｔｈｅｒｍｏ公司）。

ＵＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅ四极杆静电场轨道阱高分辨质
谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＡｃｃｕｃｏｒｅａＱ
色谱柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１９μｍ，Ｔｈｅｒｍｏ公司）；
ＢＴ１２５Ｄ十万分之一电子天平（赛多利斯科学仪器北
京有限公司）；ＤＳ２５１０ＤＴ超声波清洗器（上海生析
超声仪器有限公司）。

２　方法

２１样品的制备
胡杨树脂提取物制备：称取胡杨树脂粉末

２５０ｇ，采用超声提取法，用正丁醇超声提取 ３次
（正丁醇用量为２０００ｍＬ、２０００ｍＬ、１５００ｍＬ），合
并提取液浓缩至干。残渣加水溶解，用正丁醇萃取，

将萃取液浓缩至干，即得胡杨树脂提取物。

胡杨树脂提取物样品：细胞实验前，将胡杨树

脂提取物用超纯水配成２００ｍｇ·ｍＬ－１的母液，再用
培养基稀释至所需浓度。

胡杨树脂供试品：称取胡杨树脂提取物１５０ｍｇ，
加异丙醇 １ｍＬ，超声 ６０ｍｉｎ，离心后取上清，过
０４５μｍ滤膜，供液质联用分析。
２２细胞培养

小鼠单核巨噬细胞ＲＡＷ２６４７用含１０％胎牛血
清，１００ｍｇ·ｍＬ－１青霉素，１００ｍｇ·ｍＬ－１链霉素的
ＤＭＥＭ培养液于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。取
对数生长期细胞用于后续实验［６］。

·５９４１·
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２３胡杨树脂提取物对ＲＡＷ２６４７细胞增殖的影响

ＲＡＷ２６４７细胞按每毫升１×１０５个接种于９６孔
细胞培养板中，待细胞贴壁后，分别加入不同浓

度（１２５、２５、５０、１００、２００μｇ·ｍＬ－１）的胡杨树脂
提取物样品。同时设空白对照（未加胡杨树脂提取

物），每组设置５个平行孔，培养２４ｈ后，每孔加
入新配制的５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＴＴ溶液１０μＬ，３７℃避光
孵育４ｈ，终止培养。吸去上清液，每孔加入 ＤＭＳＯ
１５０μＬ，振荡１０ｍｉｎ后，用酶标仪测量各孔的吸光度
值（ＯＤ５７０ｎｍ），根据公式 （１）计算细胞存活率［７８］。

细胞

存活率
＝ 药物孔ＯＤ值－本底对照孔ＯＤ值
对照细胞孔ＯＤ值－本底对照孔ＯＤ值×１００％

（１）

２４胡杨树脂提取物对 ＬＰＳ诱导 ＲＡＷ２６４７细胞炎
症的保护作用

　　取对数生长期ＲＡＷ２６４７细胞按１×１０５个·ｍＬ－１

接种于９６孔细胞培养板中，待细胞贴壁后，分别加
入不同浓度（１２５、２５、５０、１００、２００μｇ·ｍＬ－１）的胡
杨树脂提取物样品，保护 ４ｈ后加入终浓度为
１μｇ·ｍＬ－１的 ＬＰＳ。设空白对照组、ＬＰＳ组，ＬＰＳ＋
胡杨树脂提取物组，每组设置 ５个平行孔，培养
２０ｈ后，每孔加入新配制的 ５ｍｇ·ｍＬ－１ＭＴＴ溶液
１０μＬ，３７℃避光孵育 ４ｈ，终止培养。吸去上清
液，每孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，振荡１０ｍｉｎ后，用酶
标仪测量各孔的吸光度值（ＯＤ５７０ｎｍ）。
２５色谱及质谱检测条件

色谱条件：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＡｃｃｕｃｏｒｅａＱ（２１ｍｍ×
１００ｍｍ，１９μｍ）色谱柱；流动相为０１％甲酸水溶
液（Ａ），乙腈（Ｂ），梯度洗脱见表 １；流速为
０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温为３０℃；进样量为５μＬ。

表１　梯度洗脱色谱条件
ｔ／ｍｉｎ 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０～２ ９５～９５ ５～５
２～４２ ９５～５ ５～９５

　　４２～４６９　 ５～５ ９５～９５
４６９～４７　 ５～９５ ９５～５
４７～５０ ９５～９５ ５～５

质谱条件：离子源为ＨＥＳＩ源，正离子检测模式，
鞘 气 压 力 ２０６８４ ｋＰＡ；辅 助 气 体 积 流 量

１５２２Ｌ·ｍｉｎ－１；喷雾电压３５ｋＶ；离子传输管温度
３２０℃；辅助气温度３５０℃；扫描模式 ＦｕｌｌＭＳ／ｄｄ
ＭＳ２，ｆｕｌｌＭＳ分辨率７００００；ｄｄＭＳ２分辨率１７５００，
扫描范围ｍ／ｚ１００～１５００。ＭＳ／ＭＳ时，碰撞能４０ｅＶ。

３　结果

３１胡杨树脂提取物对ＲＡＷ２６４７细胞增殖的影响

采用ＭＴＴ法检测胡杨树脂提取物对小鼠巨噬细
胞ＲＡＷ２６４７细胞增殖活性的影响。结果显示，与
空白组比较，胡杨树脂提取物不同浓度（１２５、２５、
５０、１００、２００μｇ·ｍＬ－１）对 ＲＡＷ２６４７细胞的增殖
作用无显著性差异（Ｐ＞００５）。实验结果表明，在
实验浓度范围内胡杨树脂提取物对细胞增殖无影响，

无细胞毒性作用（图１）。

图１　胡杨树脂提取物对ＲＡＷ２６４７细胞增殖的影响

３２胡杨树脂提取物对 ＬＰＳ诱导 ＲＡＷ２６４７细胞炎
症的保护作用

　　与 ＬＰＳ模型组比较，浓度为 １２５、２５、５０、
１００、２００μｇ·ｍＬ－１胡杨树脂提取物能显著改善 ＬＰＳ
诱导小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４７的炎症反应，具有较
好的浓度依赖性（Ｐ＜００５），表明该浓度下的胡杨
树脂提取物对ＬＰＳ诱导ＲＡＷ２６４７细胞炎症具有较
好的保护活性（图２）。

注：与空白对照组比较，表示 Ｐ＜０００１；与 ＬＰＳ

组比较，＃表示Ｐ＜００５，＃＃表示Ｐ＜００１。

图２　胡杨树脂提取物对ＬＰＳ诱导ＲＡＷ ２６４７
细胞炎症的保护作用

·６９４１·
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３３化合物质谱分析

供试品溶液按２１项中质谱条件进行分析检测
后，利用ＴｒａｃｅＦｉｎｄｅｒ软件完成数据采集与处理。将
全扫描模式的高分辨质谱数据通过 ＭａｓｓＦｒｏｎｔｉｅｒ７０
软件进行分析，推导其可能的结构式。再将检测到

的化合物的精确分子量试验值与理论值进行匹配，

在ＣｏｍｐｏｕｎｄＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ２１软件自带的数据库 ｍｚ
Ｃｌｏｕｄ、中药成分数据库、Ｃｈｅｍｓｐｉｄｅｒ及 Ｓｃｉｆｉｎｄｅｒ等
进行检索，并结合化合物的一级、二级质谱及裂解

规律进行分析和鉴定，推测鉴定出６个化合物。胡
杨树脂（＋）ＥＳＩＭＳ的质谱基峰离子流图见图３，已

推测鉴定的各化合物保留时间、质谱信息见表２。

注：１棕榈油酸；２邻苯二甲酸二丁酯；３十六酰胺；４油酸酰胺；

５硬脂酰胺；６芥酸酰胺。

图３　胡杨树脂ＵＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅＭＳ的正离子
质谱基峰离子流图

表２　胡杨树脂正离子扫描模式的ＵＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅＭＳ分析结果
峰号 保留时间／ｍｉｎ 准离子峰 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 分子式 二级碎片（ｍ／ｚ） 化合物

１ ２２６８ ２５５２３ Ｃ１６Ｈ３０Ｏ２ ３２７２２，２１９２１，１６７１４ 棕榈油酸

２ ２４４９ ２７９１５ Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４ ２０５０８，１４９０２ 邻苯二甲酸二丁酯

３ ３０００ ２５６２６ Ｃ１６Ｈ３３ＮＯ １１６１０，８８０７，５７０７ 十六酰胺

４ ３０２８ ２８２２７ Ｃ１８Ｈ３５ＮＯ ２２６２１，１７０１５ 油酸酰胺

５ ３３９２ ２８４２９ Ｃ１８Ｈ３７ＮＯ １１６１０，１０２０９，８８０７，７４０６ 硬脂酰胺

６ ３７０２ ３３８３４ Ｃ２２Ｈ４３ＮＯ ２８２２７，１４９０２ 芥酸酰胺

３４棕榈油酸及十六酰胺结构解析
本实验主要对胡杨树脂中具有抗炎活性的化合

物进行分析，通过高分辨质谱及二级质谱的碎片离

子推测化合物结构式［３］，在此，以化合物１、３举例
进行结构解析。

化合物１：棕榈油酸。结合正离子模式下质谱的
分子离子峰ｍ／ｚ２５５２３［Ｍ＋Ｈ］＋，推断此化合物的
分子式为Ｃ１６Ｈ３０Ｏ２，再根据化合物分子式找出二级质
谱，发现谱图中有碎片离子 ｍ／ｚ３２７２２、２１９２１、
１６７１４，ｍ／ｚ２３７２２［Ｍ＋Ｈ－１８］＋是母离子失去一分
子水，ｍ／ｚ２１９２１［Ｍ＋Ｈ－３６］＋是母离子失去两分
子水，ｍ／ｚ１６７１４［Ｍ＋Ｈ－８８］＋是母离子失去Ｃ５Ｈ１１
Ｏ（图４），结合文献推测此化合物为棕榈油酸［９１０］。

图４　化合物１提取离子质谱图

化合物３：十六酰胺。结合正离子模式下质谱
的分子离子峰 ｍ／ｚ２５６２６［Ｍ＋Ｈ］＋，推断此化合
物的分子式为Ｃ１６Ｈ３３ＮＯ，再根据化合物分子式找出
二级质谱，发现谱图中有碎片离子 ｍ／ｚ１１６１０、
８８０７、５７０７，ｍ／ｚ１１６１０［Ｍ＋Ｈ－１４０］＋是母离
子失去Ｃ１０Ｈ２０，ｍ／ｚ８８０７［Ｍ＋Ｈ－１６８］

＋是母离子

失去Ｃ１２Ｈ２４，ｍ／ｚ５７０７［Ｍ＋Ｈ－１９９］
＋是母离子失

去Ｃ１２Ｈ２５ＮＯ（图５），结合数据库检索进行匹配，推
测此化合物为十六酰胺。

图５　化合物３提取离子质谱图

·７９４１·
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４　讨论

胡杨树脂，又名胡杨泪、胡杨碱，为胡杨树干

的分泌物。 《本草纲目》载：“胡杨泪，胡杨树脂

也，故名泪”。具有清热解毒，制酸止痛的功效。主

治咽喉肿痛，牙痛，淋巴结结核，胃、十二指肠溃

疡，胃痛，胃酸过多；外用治中耳炎，痔疮。但是，

迄今为止其化学成分和药理活性的系统研究基本处

于空白。因此，有必要对胡杨树脂进行系统研究，

以充分利用胡杨的药用价值。

本研究基于胡杨树脂的传统功效，探讨其抗炎

活性。利用ＬＰＳ诱导小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４７构建
炎症模型，采用ＭＴＴ法对胡杨树脂进行活性筛选，结
果表明胡杨树脂在１２５、２５、５０、１００、２００μｇ·ｍＬ－１浓
度下 具 有 显 著 改 善 ＬＰＳ诱 导 小 鼠 巨 噬 细 胞
ＲＡＷ２６４７的炎症反应的作用，且表现出较好的浓
度依赖性。同时，本研究利用ＵＰＬＣＱＥｘａｃｔｉｖｅ四级
杆静电场轨道阱高分辨质谱仪联用技术，对胡杨树
脂的化学成分快速识别和鉴定推测出 ６个化合物。
其中的化合物１推测鉴定为棕榈油酸，棕榈油酸是
一种ω７单不饱和脂肪酸，可以调节身体代谢，影
响炎症标记物和 ＰＰＡＲ代谢通路，对炎症有一定的
治疗效果［１１１３］；化合物３推测鉴定为十六酰胺，十
六酰胺已被证明可与细胞核的一种受体（核受体）结

合，对于多种慢性疼痛和炎症相关的生物学功能产

生影响。此外，化合物４油酸酰胺及化合物６芥酸
酰胺为不饱和脂肪酸酰胺类化合物，有研究通过采

用ＤＰＰＨＨＰＬＣ方法证明了油酸酰胺和芥酸酰胺具有
抗氧化的生物活性［１４］。且有发明从圆锥铁线莲中分

离得到一种酰胺类化合物金色酰胺醇酯，初步体外药

理研究发现此酰胺类活性成分具有抗炎镇痛作用［１５］。

故推测胡杨树脂的抗炎活性可能与以上成分有关。

本研究结果为胡杨树脂化学成分的分离提取及

其药理作用奠定基础，为胡杨树脂的临床应用及综

合开发提供参考资料。但对于胡杨树脂的生理活性、

有效成分及相关作用机制等还需进行深入的研究与

调查。
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中药，２０１５，１７（４）：３４５３４８．

［９］　柯牡芳，韩京，朱腾高，等．牛油果中化学成分的内部萃
取电喷雾电离质谱检测［Ｊ］．高等学校化学学报，２０１７，
３８（５）：７３８７４２．

［１０］裴克，曹蔚，郭倩倩，等．蛴螬脂溶性成分的气相色谱质
谱联用分析及抗炎、镇痛活性研究［Ｊ］．中药材，２０１２，
３５（３）：３５７３６０．

［１１］张泽生，高山，郭擎，等．棕榈油酸的研究现状及展望［Ｊ］．
中国食品添加剂，２０１６（９）：１９８２０２．

［１２］侯霄．沙棘果油的检测分析［Ｊ］．中国现代中药，２０１６，
１８（１２）：１６０２１６０５．

［１３］刘文琴，龚嘉华，王燕霞，等．覆盆子活性部位化学成分
的分离与鉴定［Ｊ］．中国现代中药，２０１４，１６（５）：３７２
３７３，３７９．

［１４］周书娟．褐藻羊栖菜等化学成分及其抗氧化活性的研
究［Ｄ］．温州：温州大学，２０１５．

［１５］ＴｉａｎＪＫ，ＣｈｅｎＲＺ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｓｅｐａｒａｔｉｎｇ
ａｎｄｐｕｒｉｆｙｉｎｇａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｕｒａｎｔｉａｍｉｄｅａｃｅｔａｔｅｆｒｏｍ
ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｃｌｅｍａｔｉｓ ｔｅｒｎｉｆｌｏｒａ：ＣＮ
１０２０７０４８５Ｂ［Ｐ］．２０１４．

（收稿日期　２０１８０７０２）

·８９４１·




