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摘要　目的：构建人脐静脉细胞膜色谱（ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ）模型，并将其应用于莱菔子中抗血管性疾病活性成
分的快速筛选。方法：采用ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ模型二维在线联用 ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系统对莱菔子活性成
分进行分离、筛选和鉴定，并将筛选的活性成分进一步作用于氧化低密度脂蛋白（ｏｘ－ＬＤＬ）诱导的 ＨＵ
ＶＥＣ，验证其保护作用。结果：利用所建立的方法从莱菔子中共筛选出２个保留组分，通过与对照品比对，
鉴定出１个成分为芥子酸。与模型组比较，芥子酸低、中、高预处理组细胞存活率显著增加，细胞中ＩＣＡＭ－
１和ＶＣＡＭ－１的含量下降，并呈剂量依赖性；Ｂｃｌ－２蛋白表达水平下降、Ｂａｘ蛋白表达升高，具有统计学意
义（Ｐ＜００５）。结论：构建的ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ在线联用ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系统可用于快速筛选复杂中药
体系中活性成分，为细胞膜色谱的应用和莱菔子的开发提供了参考。

关键词：莱菔子；细胞膜色谱；芥子酸；人脐静脉内皮细胞
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙＴｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＩＣＡＭ－１ａｎｄＶＣＡＭ－１ｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎａｄｏｓｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒＢｃｌ－２ｐｒｏ
ｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｉｔｈｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ（Ｐ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈ
ｏｄｃａｎｒａｐｉｄｌｙｏｂｔａｉｎａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｆｒｏｍｃｏｍｐｌｅｘｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓ．Ｉｔｐｒｏｖｉｄｅｓａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｎｄｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＳｅｍｅｎｒａｐｈａｎｉ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｓｅｍｅｎｒａｐｈａｎｉ；ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｅｒｕｃｉｎｉｃａｃｉｄ；ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｃｅｌｌ

　　莱菔子为十字花科植物萝卜（Ｒａｐｈａｎｕｓｓａｔｉｖｕｓ
Ｌ．）的干燥成熟种子，主要含有硫苷类、生物碱类、黄
酮类和脂肪酸类等成分［１－４］，具有降血压、降血糖、抗

炎、抗肿瘤和消食等药理作用［５－９］。有文献报道，从莱

菔子中分离出的芥子碱硫氰酸盐或芥子碱氯化盐具有

降压、抑制动脉粥样硬化等药理作用，但是其作用靶点

尚不明确［１０－１１］。因此，亟需建立基于特定生物靶点的

方法筛选天然药物复杂体系中的活性化合物。

细胞膜色谱 （ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＣＭＣ）是将细胞膜固定在硅胶载体表面制备色谱固
定相的一种生物亲和色谱方法［１２］。活性成分与某些

受体之间存在相互作用，可以通过它们在 ＣＭＣ中的
保留行为来进行研究。人脐静脉内皮细胞是心脑血

管疾病的重要靶标细胞，其细胞膜膜含有丰富的 β１
肾上腺素受体（β１－ＡＲ）受体，具有多种生理功能，
与人脐静脉内皮细胞亲和的成分可能成为抗心脑血

管疾病的药物［１３］。本研究拟利用 ＨＵＶＥＣ细胞建立
ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ模型，通过十通阀将ＣＭＣ模型与液相色
谱－质谱联用仪构成ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ在线联用ＨＰＬＣ－
ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系统，用于筛选莱菔子中抗心脑血管疾
病的潜在活性成分；采用ｏｘ－ＬＤＬ诱导的ＨＵＶＥＣ损
伤模型，对筛选结果进行体内药效验证。

１　仪器与试药
１１　药物及试剂

莱菔子（郑州当地药店购买，经河南省中医药研

究院刘杰研究员鉴定为莱菔子ＲａｐｈａｎｕｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）、
芥子酸（纯度≥９８％，批号ＰＳ０２０７２０，成都普思生物科
技有限公司）、盐酸普萘洛尔片（江苏亚邦爱普森药业

有限公司，１０ｍｇ·片－１，批号 ２００１０２）、胎牛血清
（ＬＯＮＳＡＳＣＩＥＮＣＥＳＲＬ，批号 ＴＣ０３６３４）、ＤＭＥＭ培养
基（北京赛默飞世尔生物化学制品有限公司，批号

８１２３５０３）、胰蛋白酶－ＥＤＴＡ消化液（北京索莱宝科技
有限 公 司，批 号 Ｔ１３２０）、细 胞 间 黏 附 分 子 １
（ＩＣＡＭ－１）和血管内皮细胞黏附分子１（ＶＣＡＭ－１）试
剂盒（ＥＬＫＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，批号 ５２３７７６５２、５２４００２１１），

促凋亡基因（Ｂａｘ）兔多克隆抗体和抑制凋亡基因（Ｂｃｌ
－２）兔 多 克 隆 抗 体 （ＥＬＫ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，批 号
５２４０１１７１、５２４０１１７６）、ＧＡＰＤＨ兔多克隆抗体（杭州贤
至生物科技有限公司，批号ＡＢ－Ｐ－Ｒ００１），ＢＣＡ定量
试剂盒（雷根生物科技有限公司，批号 ＰＴ０００１）、ＥＣＬ
化学发光底物试剂盒（北京兰杰柯科技有限公司，批号

ＢＬ５２０Ａ），甲醇、乙腈均为色谱纯，大孔球形硅胶（型号
ＺＥＸ－Ⅱ，５μｍ，青岛美高集团有限公司）。
１２　仪器

ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ液相色谱 －质谱联用仪
（Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）、ＪＹ９２Ⅱ细胞粉碎仪（宁波新芝公
司）、２Ｋ１５型冷冻离心机（Ｓｉｇｍａ公司）、ＥＬＸ８００型全
功能酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ公司）、ＨＦ１６０Ｗ型 ＣＯ２培养箱
（上海力申科学仪器有限公司）。

１３　细胞株
ＨＵＶＥＣ株，购自江苏恩莫阿赛生物技术有限公司。

２　方法与结果
２１　样品的制备
２１１　供试品储备液　称取莱菔子药材１０００ｇ，加
入１０倍量蒸馏水浸泡１ｈ，回流提取３次，每次１ｈ，
合并３次提取液，浓缩至浓度为１ｇ·ｍＬ－１的药液。
取适量的大孔树脂 ＤＭ１０１，９５％乙醇浸泡２４ｈ后湿
法装柱，采用蒸馏水冲洗至无醇味，加入１ｇ·ｍＬ－１

药液，用蒸馏水冲洗至洗脱液无色后，加入９０％乙醇
洗脱，当流出的洗脱液无色时停止洗脱，收集９０％乙
醇洗脱液，回收乙醇，浓缩液减压干燥，即得莱菔子

提取物（１０００ｇ莱菔子提取得到约 ２０ｇ提取物干
粉，出膏率为２％）。精密称取莱菔子提取物样品适
量，用甲醇制成１ｍｇ·ｍＬ－１供试品储备液，备用。
２１２　对照品溶液　精密称定芥子酸、盐酸普萘洛
尔对照品适量，用甲醇制成１ｍｇ·ｍＬ－１对照品储备
液，待分析时采用甲醇稀释至适宜的浓度。

２１３　缓冲液　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ低渗液：称取三羟甲基氨
基甲烷（Ｔｒｉｓ）１２１ｇ，氯化钾 ０７４ｇ，七水硫酸镁
０５０ｇ，溶于超纯水１０００ｍＬ中，然后用盐酸调节ｐＨ
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为７４，置于４℃储存，备用。
２２　ＨＵＶＥＣ培养与细胞膜固定相制备

ＨＵＶＥＣ于３７℃、５％二氧化碳及饱和湿度条件
下，培养于 ＤＭＥＭ培养基中（含有 １０％胎牛血清、
１００Ｕ·ｍＬ－１青霉素和１００Ｕ·ｍＬ－１链霉素）。试验
用ＨＵＶＥＣ均取自对数生长期的细胞。当细胞生长
至约８０％时，用０２５％胰蛋白酶消化液消化，然后用
少量ＤＭＥＭ培养基吹打细胞，制成单细胞悬液，计
数，使总细胞数不低于１×１０７个。将收集的细胞悬
液于４℃、１０００ｇ离心１０ｍｉｎ，倾出上清液，所得沉
淀物即为ＨＵＶＥＣ。用生理盐水将其离心洗涤２次，
加入Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ低渗液，超声（２５０Ｗ，２０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ
破碎细胞后匀浆。混悬液于 ４℃、１０００ｇ离心
１０ｍｉｎ，细胞膜悬浮在上清液，收集上清液，于４℃、
１２０００ｇ离心２０ｍｉｎ，弃上清液，所得沉淀即为细胞
膜，加入预冷的生理盐水５ｍＬ重悬沉淀，得细胞膜悬
液。将细胞膜悬液５ｍＬ在真空条件下缓慢加入到
２５ｍＬ具支试管中（内含５０ｍｇ已活化的大孔球形硅
胶）中，涡旋５ｍｉｎ，然后将反应混合物转移至１０ｍＬ离
心管中，于４℃条件下磁力搅拌０５ｈ后，４℃静置过
夜。次日，采取湿法装柱得到ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱。
２３　ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ细胞膜色谱在线联用ＨＰＬＣ－ＥＳＩ
ＩＴＴＯＦＭＳ系统条件

第一维色谱条件：ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱，流动相为超
纯水，流速为０２ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３７℃，盐酸普萘洛
尔检测波长为２９０ｎｍ，芥子酸检测波长为３２０ｎｍ。

二维色谱：ＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ（１５０ｍｍ×３５ｎｍ，４６
μｍ）色谱柱，流动相为乙腈（Ａ）－０１％乙酸水
（Ｂ），梯度洗脱（０～１５ｍｉｎ，５％Ａ→１０％Ａ，１５～１７
ｍｉｎ；１０％Ａ→１２５％Ａ，１７～２７ｍｉｎ，１２５％Ａ→１４％Ａ；
２７～５５ｍｉｎ，１４％Ａ→２５％Ａ；５５～６５ｍｉｎ，２５％Ａ→
５５％Ａ），流速０２ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３７℃。

质谱：电喷雾离子源；雾化气（１５Ｌ·ｍｉｎ－１）和
干燥气（１０９ｋＰａ）均为高纯度氮气，纯度＞９９９９９％；
接口电压和检测器电压分别为４５ｋＶ和１５７ｋＶ；
加热模块温度和 ＣＤＬ管温度均为２００℃；ＣＩＤ碰撞
气体为高纯度氩气，纯度 ＞９９９９９％，能量设为
５０％；离子累积时间设置为３００ｍｓ；正、负离子扫描
模式，扫描范围ｍ／ｚ１００～１０００。

一维ＣＭＣ色谱系统与二维 ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦ
ＭＳ系统通过十通阀及富集柱连接，以实现一维ＣＭＣ
系统的保留成分经过富集柱在线富集后切换到二维

系统进行进一步分离及鉴定。

２４　细胞样品的制备与采集
取对数生长期的 ＨＵＶＥＣ，胰蛋白酶消化后，以

６×１０５·ｍＬ－１的密度接种于６孔细胞培养板中，贴
壁生长后给予１０μｇ·ｍＬ－１莱菔子提取物，给药前取
空白细胞，给药后继续培养２４ｈ，吸弃上清液，用磷
酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）清洗２次，在４℃条件下向６孔
板内加入细胞裂解液，裂解３０ｍｉｎ后进行超声（２００
Ｗ，２０ｋＨｚ）破碎，裂解液 １３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０
ｍｉｎ，然后取细胞裂解上清液 １００μＬ，加入乙睛
４００μＬ后震荡３ｍｉｎ，１３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，上
清液采用氮气吹干，残渣加甲醇复溶后过 ０２２μｍ
滤膜进行ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
２５　ＨＵＶＥＣ培养与分组

取对数生长期的 ＨＵＶＥＣ，胰蛋白酶消化后，以
１×１０５·ｍＬ－１的密度接种于９６孔细胞培养板中，每
孔接种１００μＬ，贴壁生长后，实验分为空白组，模型
组（１６０μｍｏｌ·Ｌ－１氧化低密度脂蛋白），活性成分
低、中、高剂量组（２、１０、５０μｍｏｌ·Ｌ－１芥子酸分别加
１６０μｍｏｌ·Ｌ－１氧化低密度脂蛋白），空白组加入等
量的空白培养基。

２６　ＨＵＶＥＣ存活率检测
将各组细胞以１×１０５·ｍＬ－１的密度接种于９６孔

细胞培养板中并置于细胞培养箱培养２４ｈ，待细胞生
长至融合度约８０％时，按“２５”项下方法处理细胞，培
养箱中培养２４ｈ，每孔加入３－（４，５－二甲基噻唑－
２）－２，５－二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）溶液２０μＬ，孵育
４ｈ后吸弃上清，随后加入 ＤＭＳＯ２０μＬ并室温震荡
１０ｍｉｎ，５７０ｎｍ波长下测定各孔吸收度（Ａ）。
２７　ＨＵＶＥＣ中ＩＣＡＭ－１和ＶＣＡＭ－１的含量测定

将各组细胞以１×１０５·ｍＬ－１的密度接种于６孔
细胞培养板中并置于细胞培养箱培养２４ｈ，待细胞
生长至融合度约８０％时，按“２５”项下方法处理细胞
２４ｈ，收集上清液，ＥＬＩＳＡ法检测上清液中 ＩＣＡＭ－１
和ＶＣＡＭ－１的含量，实验操作均按照说明书进行。
２８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＨＵＶＥＣ中Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ蛋
白表达水平

取对数生长期的ＨＵＶＥＣ，以１×１０５·ｍＬ－１的密
度接种于６孔细胞培养板中，３７℃、５％ＣＯ２条件下培
养２４ｈ，吸弃上清液，用 ＰＢＳ缓冲液清洗 ２次，按
“２５”项下分组及药物继续培养２４ｈ，收集细胞，在４
℃条件下向６孔板内加入细胞裂解液，裂解２０ｍｉｎ后
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收集上清液并采用ＢＣＡ蛋白检测试剂盒测定蛋白浓
度。细胞裂解液经５×蛋白上样缓冲液变性后进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，然后低温将蛋白转至 ０４５μｍ
ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，分别加入抗体Ｂｃｌ－
２（１∶１０００）、Ｂａｘ（１∶５０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶１０００），４℃
过夜后采用含１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，１５ｍｏｌ·Ｌ－１氯
化钠和０５％吐温－２０的洗液洗膜３次，每次６ｍｉｎ，
加入二抗（１∶５０００）室温孵育１ｈ，洗膜，然后加入增强
型化学发光液（ＥＣＬ）进行暗室成像。
２９　数据处理与统计

实验数据以均值 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，Ｇｒａｐｈ
Ｐｒｉｓｍ１００软件作图，两组之间比较采用 ｔ检验，多

组间比较采用ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ分析，Ｐ＜００５说明
差异具有统计学意义。

２１０　方法学考察
２１０１　ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ系统适用性　利用十通阀将
ＨＵＶＥＣ细胞膜色谱柱与 ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系
统构建二维在线 ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ－ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦ
ＭＳ系统，示意图如图１。采用选择性作用于β１－ＡＲ
受体的药物盐酸普萘洛尔考察该系统的适用性。盐

酸普萘洛尔在 ＨＵＶＥＣ细胞膜色谱柱上有很好的保
留，说明所建立的ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ－ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦ
ＭＳ系统可以对与β１－ＡＲ受体相互作用的组分进行
较好的识别。

ＣＭＣ．ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱（ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣｃｏｌｕｍｎ）　ＯＤＳ．ＯＤＳ色谱柱（ＯＤＳｃｏｌｕｍｎ）　ＥＣ１和 ＥＣ２．ＯＤＳ富集柱（ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｃｏｌｕｍｎ）　Ｐｕｍｐ１和

Ｐｕｍｐ２分别为一维液相色谱泵和二维液相色谱泵（ｐｕｍｐｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔａｎｄｓｅｃｏｎｄｄｉｍｅｎｓｉｏｎ）　ＵＶ．紫外检测器（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｄｅｔｅｃｔｏｒ）　ＤＡＤ．二极管阵

列检测器（ｄｉｏｄｅ－ａｒｒａｙｄｅｔｅｃｔｏｒ）　ＭＳ．质谱仪（ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ）

图１　ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ－ｏｎｌｉｎｅ－ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ示意图

Ｆｉｇ．１　ＢｒｉｅｆｓｃｈｅｍｅｏｆＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ－ｏｎｌｉｎｅ－ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳｍｅｔｈｏｄ

　　对于同一根 ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱，连续进样 ５次
００１ｍｇ·ｍＬ－１盐酸普萘洛尔１０μＬ，以盐酸普萘洛
尔的保留时间为指标，考察柱内重现性［１４］。结果５
次进样的保留时间的 ＲＳＤ为２６％。按照“２２”项
下方法制备３根 ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱，在相同的色谱条
件下，进样００１ｍｇ·ｍＬ－１的盐酸普萘洛尔１０μＬ，
以盐酸普萘洛尔的保留时间为指标，考察柱间重现

性，结果３根ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱的保留时间的 ＲＳＤ为
３７％。对同一根ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱，连续分析盐酸普
萘洛尔样品，在７２ｈ内，盐酸普萘洛尔在 ＣＭＣ柱上
均有较好的保留。

综上所述，本研究所建立的 ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱
模型可特异性性识别作用于 β１－ＡＲ受体的盐酸

普萘洛尔，且 ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱的柱内及柱间重现
性良好，且细胞膜柱的活性时间也能满足实验

需求。

２１０２　莱菔子中活性组分筛选　利用验证过的
ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ－ｏｎｌｉｎｅ－ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系统
对莱菔子提取物进行筛选，如图２－Ａ为莱菔子提取
物在ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱上的色谱图，包含非保留组分
Ｒ０和保留组分 Ｒ１（保留时间约为３ｍｉｎ）；图２－Ｂ
是莱菔子提取物在 ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ色谱图；
图２－Ｃ为保留组分 Ｒ１经富集柱富集、十通阀切换
进入ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系统后的色谱图，筛选
出了２种保留成分，经质谱分析和对照品比对，指认
出保留组分１为芥子酸。
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Ａ．ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱（ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣｃｏｌｕｍｎ）　Ｂ．ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ（ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ）　Ｃ．保留组分（Ｒ１）在ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系

统（ｒｅｔａｉｎｅｄｆｒａｃｔｉｏｎｂｙＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ）

图２　莱菔子提取物在ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ－ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系统上分析的二维色谱图

Ｆｉｇ．２　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＳｅｍｅｎｒａｐｈａｎｉｅｘｔｒａｃｔａｎａｌｙｚｅｄｂｙＨＵＶＥＣ／ＣＭＣｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳｓｙｓｔｅｍ

　　为了验证上述保留组分筛选的准确性，采用相
同条件的ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ－ｏｎｌｉｎｅ－ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦ
ＭＳ系统对芥子酸对照品溶液进行分析，结果见图３，

芥子酸对照品与莱菔子提取物的保留组分具有相同

的保留行为和质谱信息，因此，确定莱菔子中潜在的

活性成分为芥子酸。

Ａ．ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ柱（ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣｃｏｌｕｍｎ）　Ｂ．ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ　Ｃ．保留组分（Ｒ）在ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ（ｒｅｔａｉｎｅｄｆｒａｃｔｉｏｎｂｙＨＰＬＣ－

ＥＳＩ－ＩＴ－ＴＯＦ－ＭＳ）

图３　芥子酸在ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ－ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系统上分析的二维色谱图

Ｆｉｇ．３　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｅｒｕｃｉｎｉｃａｃｉｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙＨＵＶＥＣ／ＣＭＣｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳｓｙｓｔｅｍ

２１０３　细胞胞内成分的 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析　空白
细胞色谱图及含药细胞色谱图见图４，含药细胞内可
检测到芥子酸。

２１０４　ＨＵＶＥＣ存活率检测　与空白组比较，模型
组ＨＵＶＥＣ存活率显著降低（Ｐ＜００１）；与模型组比
较，芥子酸低、中、高剂量组能显著提高 ＨＵＶＥＣ



·９３４　　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

）　　 　　 　

　　　　　

１．芥子酸（ｅｒｕｃｉｎｉｃａｃｉｄ）

Ａ．空白ＨＵＶＥＣ裂解液 （ｂｌａｎｋＨＵＶＥＣｌｙｓａｔｅ）　Ｂ．芥子酸处理的ＨＵ

ＶＥＣ裂解液 （ｅｒｕｃｉｎｉｃａｃｉｄｔｒｅａｔｅｄＨＵＶＥＣｌｙｓａｔｅ）

图４　ＨＵＶＥＣ胞内成分的色谱图

Ｆｉｇ．４　 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳｄｉａｇｒａｍｓｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆ

ＨＵＶＥＣ

存活率（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。见表１。
２１０５　芥子酸对ｏｘ－ＬＤＬ损伤ＨＵＶＥＣ中ＩＣＡＭ－
１和ＶＣＡＭ－１含量的影响　实验选取 ＨＵＶＥＣ细
胞，考察芥子酸对 ｏｘ－ＬＤＬ诱导的 ＨＵＶＥＣ损伤的

　　　　表１　芥子酸对ｏｘ－ＬＤＬ损伤的ＨＵＶＥＣ存活率影响
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｅｒｕｃｉｎｉｃａｃｉｄｏｎｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎＨＵＶＥＣ

ｄａｍａｇｅｄｂｙｏｘ－ＬＤＬ

组别

（ｇｒｏｕｐ）

细胞存活率

（ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

ｒａｔｅ）／％

空白组（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ） ９４３±３２１

模型组（ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ） ４７６±２５

芥子酸２μｍｏｌ·Ｌ－１组（２μｍｏｌ·Ｌ－１ｅｒｕｃｉｎｉｃａｃｉｄｇｒｏｕｐ） ６３０±３０

芥子酸１０μｍｏｌ·Ｌ－１组（１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｅｒｕｃｉｎｉｃａｃｉｄｇｒｏｕｐ） ７４７±２５２

芥子酸５０μｍｏｌ·Ｌ－１组（５０μｍｏｌ·Ｌ－１ｅｒｕｃｉｎｉｃａｃｉｄｇｒｏｕｐ） ７６３±４１６

　注（ｎｏｔｅ）：与空白组比较，Ｐ＜００１（ｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００１）；与模型组比较，Ｐ＜００１（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｌｅｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００１）

保护作用，结果如图５，在剂量２～５０μｍｏｌ·Ｌ－１芥子
酸作用下，ＨＵＶＥＣ中 ＩＣＡＭ－１和 ＶＣＡＭ－１的表达
与模型组差异有统计学意义，且随着芥子酸浓度的

增加，ＩＣＡＭ－１和 ＶＣＡＭ－１的表达量逐渐下降，具
有剂量依赖性。

与空白组比较，＃＃Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１）

图５　芥子酸对ｏｘ－ＬＤＬ诱导的ＨＵＶＥＣ中ＩＣＡＭ－１和ＶＣＡＭ－１含量的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｅｒｕｃｉｎｉｃａｃｉｄｏｎＩＣＡＭ－１ａｎｄＶＣＡＭ－１ｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＨＵＶＥＣｉｎｊｕｒｅｄｂｙｏｘ－ＬＤＬ

２１０６　芥子酸对ｏｘ－ＬＤＬ诱导的ＨＵＶＥＣ中Ｂｃｌ－
２、Ｂａｘ蛋白表达水平的影响　与空白组比较，模型组
ＨＵＶＥＣ内Ｂｃｌ－２蛋白表达水平显著下降、Ｂａｘ蛋白
表达显著升高（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）。与模型组比
较，低、中、高剂量组细胞内 Ｂａｘ蛋白表达显著降低
（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），高剂量组细胞内 Ｂｃｌ－２蛋
白显著升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５），结果
见图６。

３　讨论
莱菔子中主要含有主要含有硫苷类、生物碱类、

黄酮类和脂肪酸类等成分，目前，对莱菔子的研究多

集中在莱菔子的有效部位或芥子碱硫氰酸盐、芥子

碱氯化盐、芥子酸、萝卜硫苷等主要成分的定量研究

或相关药理作用研究。莱菔子中活性成分作用靶点

的研究较少。早在１９９６年，贺浪冲教授和他的团队
发明了 ＣＭＣ技术，该技术不仅具有色谱的分离



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） ·９３５　　 ·
　

　　　　

Ａ、ＢＢｃｌ－２、Ｂａｘ蛋白表达水平（ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ－２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｓ）；与空白组比较，＃Ｐ＜００１，＃＃Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００５，Ｐ

＜００１；（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００１，＃＃Ｐ＜００１；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。

图６　芥子酸对ｏｘ－ＬＤＬ诱导的ＨＵＶＥＣ中Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ蛋白表达水平的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｅｒｕｃｉｎｉｃａｃｉｄｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ－２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨＵＶＥＣｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｘ－ＬＤＬ

能力，还兼具生物活性，是一种从复杂中药体系快速

筛选活性成分的有效方法［１５］。ＣＭＣ技术自问世以
来，经历了从一维到多维、从线下到线上的发展，实

现了高通量筛选［１６－１７］。此外，ＣＭＣ也从多靶点发展
到特异靶点，其特异性在不断提高［１８］。将来ＣＭＣ应
该从未知的受体数量发展到可控的受体数量，从而

大大提高分析的准确性。基于药物与膜受体之间的

特异性识别或亲和力，ＣＭＣ可以帮助快速筛选复杂
样品中可以结合靶膜受体的活性成分。因此，ＣＭＣ
为复杂样品中的靶点鉴定、创新药物发现、药物机制

研究和药物质量控制提供了有效的分析方法。ＨＵ
ＶＥＣ细胞含有丰富的β１－ＡＲ受体，即β１－ＡＲ受体
高表达细胞，是研究心脑血管疾病常用的细胞类型。

Ｚｈａｎｇ等［１３］采用 ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ－ＬＣ－ＬＣ／ＭＳ２快速
筛选和鉴定了葛根治疗心脑血管疾病的４种有效成
分。本 研 究 建 立 了 ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ 在 线 联 用
ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系统，从莱菔子中筛选出的抗
心脑血管疾病组分为芥子酸，说明了 ＨＵＶＥＣ／
ＣＭＣ－ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系统可以快速地从复
杂天然药物中筛选目标成分，相比于传统复杂样本中

的活性成分筛选，大大节约了时间。后期将构建过表

达β１－ＡＲ受体的细胞，明确芥子酸的结合受体。
芥子碱硫氰酸盐或芥子碱氯化盐具有降压、抑

制动脉粥样硬化等药理作用［１０－１１］。查阅文献可知，

芥子碱是芥子酸与胆碱形成的酯，两者在体内可以

发生相互转化［１９－２０］。本研究发现芥子酸可以与ＨＵ
ＶＥＣ膜受体结合，并且在细胞内能检测到芥子酸，推

测芥子碱可能通过水解或酶解的方式转换成芥子酸

进入细胞内发挥药理作用。

ｏｘ－ＬＤＬ损伤ＨＵＶＥＣ后，可诱导炎症性因子的
释放，其中就包括 ＶＣＡＭ－１和 ＩＣＡＭ－１等。细胞
粘附因子在细胞信号传导与活化、凝血和血栓形成、

组织损伤修复等生理和病理过程中发挥重要作用，

当机体内黏附分子水平升高时，很容易形成血栓。

ＩＣＡＭ－１主要分布于上皮细胞、内皮细胞和平滑肌
细胞等，其血清含量升高提示单核细胞、内皮细胞和

淋巴细胞的黏附作用增强［２１］；ＶＣＡＭ－１可介导单核
细胞、内皮细胞和淋巴细胞等的黏附作用，脱落于血

管内皮细胞表面的 ＶＣＡＭ－１能够促进区域内血小
板聚集，从而加速血栓形成［２２］。本研究对芥子酸的

活 性 进 行 了 评 价，发 现 芥 子 酸 在 剂 量

２～５０μｍｏｌ·Ｌ－１范围内显著下调 ｏｘ－ＬＤＬ诱导的
ＨＵＶＥＣ中ＩＣＡＭ－１和ＶＣＡＭ－１的表达，并呈剂量
依赖性，提示芥子酸可能通过调节黏附分子的分泌

减轻内皮细胞损伤。

β１－ＡＲ是细胞膜上的 Ｇ偶联蛋白受体，在心
肌细胞及血管内皮细胞凋亡的发展过程中起重要调

控作用［２３－２４］。在细胞凋亡的发生进程中，Ｂａｘ、Ｂｃｌ－
２是调节线粒体凋亡途径的关键信号因子，Ｂｃｌ－２／
Ｂａｘ比例失衡，将诱导细胞凋亡、抑制细胞增
殖［２５－２６］。实验结果发现，ｏｘ－ＬＤＬ可以使 ＨＵＶＥＣ
中Ｂｃｌ－２蛋白表达水平显著下降，Ｂａｘ蛋白表达显
著升高，细胞存活率显著下降；经不同浓度芥子酸处

理后，低、中、高剂量组细胞内 Ｂａｘ蛋白表达显著降
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低，高剂量组细胞内Ｂｃｌ－２蛋白显著升高，提示芥子
酸可通过调节Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ通路减轻细胞损伤。本文
后期将深一步研究β１－ＡＲ受体和 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ蛋白
之间的关系，明确芥子酸减轻ｏｘ－ＬＤＬ诱导的 ＨＵ
ＶＥＣ损伤的具体作用机制。

综上所述，本研究采用 ＣＭＣ模型与液相色
谱－质 谱联用仪构成 ＨＵＶＥＣ／ＣＭＣ在线联 用
ＨＰＬＣ－ＥＳＩＩＴＴＯＦＭＳ系统，可快速筛选莱菔子中抗
心脑血管疾病的潜在活性成分，且活性成分芥子酸

可通过调节 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ通路减轻 ｏｘ－ＬＤＬ诱导的
ＨＵＶＥＣ损伤。
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Ｓｅｍｅｎ［Ｄ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｃｉｎｅＳｃｉｅｎｃｅ，
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