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应用优化高胆红素HepaRG细胞模型筛选茵栀黄含药

血清中的潜在药效物质

饶 志, 张 帆, 张国强, 马彦荣, 周 燕, 武新安, 秦红岩, 魏玉辉*

(兰州大学第一医院药剂科, 甘肃 兰州 730000)

摘要: 本研究建立了一种优化的高胆红素细胞模型, 以模拟人体黄疸病理状态, 并进行细胞水平的茵栀黄药效

物质筛选。用胆红素及丙磺舒共同孵育HepaRG细胞建立细胞模型; 收集给予茵栀黄注射液后大鼠含药血清, 测定

经此含药血清干预后细胞内总胆红素、间接胆红素及细胞外直接胆红素含量; 应用LC-MS/MS的动态多反应监测技

术测定茵栀黄注射液中的复杂药物成分, 并检测含药血清孵育后与HepaRG细胞结合 (或进入细胞内) 的药物组分。

本研究动物实验遵守兰州大学第一医院伦理委员会规程。结果显示, 经 40 μg·mL-1胆红素及 50 μg·mL-1丙磺舒共

同孵育可建立 48 h内稳定的高胆红素HepaRG细胞模型; 本研究证实, 茵栀黄注射液孵育高胆红素细胞模型后, 细

胞内总胆红素及间接胆红素含量可分别降低52.4%及60.1%, 而细胞外直接胆红素含量可升高52.5%。DMRM模式

可对 53种药物成分进行测定, 经含药血清孵育HepaRG细胞系后可从中筛选出 8种潜在药效物质。本研究发现茵

栀黄注射液在高胆红素细胞模型中具有显著退黄作用, 应用本方法可成功筛选出茵栀黄注射液进入靶细胞内发挥

作用的潜在药效物质。该方法简单、高效、灵敏、特异, 可为中药药效物质的高通量筛选提供一种新的研究思路。
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Screening for potential bioactive components of Yin-zhi-huang using

high bilirubin HepaRG cells incubating with serum from animals
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(Pharmacy Department, The First Hospital of Lanzhou University, Lanzhou 730000, China)

Abstract: A hyper-bilirubin cell model was established for its relevance to the pathological state of jaundice

in human. This model was used to screen for the pharmacological components of Yin-Zhi-huang (YZH). Total

bilirubin, indirect bilirubin in cells, and direct bilirubin in extracellular fluid were quantified after HepaRG cells

were incubated with serum from rats injected with multiple components of YZH. Cellular uptake was determined

by dynamic multiple reaction monitoring (DMRM) using LC-MS / MS. We found that the stable hyper-bilirubin

HepaRG cell model could be established by incubating cells with 40 μg·mL-1 bilirubin and 50 μg·mL-1 probenecid.

When the hyper-bilirubin cell model was incubated with serum from rats of YZH injection, there were 52.4% and

60.1% decrease in intercellular total bilirubin and indirect bilirubin, respectively, and 52.5% increase in extracellular

direct bilirubin. Using DMRM mode, 53 components could be determined, and 8 potential bioactive candidates

were identified from the serum. This method could be used to screen for bioactive metabolites of YZH. This

strategy is simple, highly active, sensitive and specific, providing a new method for high throughput screening of
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therapeutic or toxic metabolites from traditional Chinese medicine. The regulations of Ethics Committee in the

First Hospital of Lanzhou University were abided in the rat experiment of this study.

Key words: high bilirubin; HepaRG cell; dynamic multiple reaction monitoring; Yin-zhi-huang; pharma‐

cological substance

茵栀黄方由茵陈、栀子、黄芩及金银花四味药

组成, 具有清热、解毒、利湿、退黄功效。实验研究及临

床应用均证明此方疗效确切, 目前常用于各类急、慢性

病毒性肝炎、肝细胞性黄疸、新生儿黄疸等疾病的治

疗。然而, 作为一味成分复杂的复方中药, 由于其药效

物质成分众多且含量极低, 研究手段及分析方法的瓶

颈一直制约着其药效物质研究的发展。最近课题组已

应用LC-MS/MS的动态多反应监测 (dynamic multiple

reaction monitoring, DMRM) 技术成功进行了银杏叶

片多种成分在大鼠体内的同时定量测定, 其结果表明,

相较传统 MRM 监测模式, 该模式可降低同一时间内

的检测通道数量, 并显著延长滞留时间, 较MRM具有

更高的灵敏度及重现性, 可实现多种物质的高通量监

测[1]。因此, 本研究拟建立DMRM模式下的茵栀黄组

分的高通量监测方法, 在此基础上进行其药效物质筛

选工作。大量研究发现, 中药虽然成分极为复杂, 但只

有吸收入血的成分才能发挥药效。因此, 进行机体服

用中药后的血清药物成分分析, 确定其体内的作用物

质, 将成为研究中药药效物质基础的有效途径[2]。此

外, 现代药理学证实, 中药发挥作用的关键步骤之一是

与靶细胞相结合[3], Li等[4]已应用中药孵育靶细胞系的

方法捕集出药效物质组分, 并应用LC-MS/MS成功鉴

定出其中的关键成分。由此, 课题组提出, 若能用含药

血清孵育靶点细胞系, 并从中特异性捕集血清中与细

胞结合的物质, 将直接提取出中药从吸收入血到进入

治疗靶点的潜在药效物质, 从而能够高通量筛选出其

中的关键成分。

由于茵栀黄退黄作用靶点在肝脏, 而肝脏内胆红

素处置障碍是导致黄疸的主要原因[5], 因此, 若能建立

人源性高胆红素细胞模型, 在此基础上验证茵栀黄药

效, 将为茵栀黄组分的细胞疗效提供关键证据。最近

已有应用胆红素孵育血管内皮细胞[6]、脱落乳牙牙髓

干细胞[7]等人源性细胞系以增加细胞内胆红素含量的

报道, 由此, 课题组提出研究如下: 用胆红素孵育人源

性肝脏HepRG细胞, 建立高胆红素肝脏细胞模型, 进

行细胞水平的退黄作用评价; 用此细胞模型特异性捕

集大鼠给予茵栀黄注射液后的含药血清中药效成分,

应用LC-MS/MS的DMRM技术高通量筛选出茵栀黄

注射液发挥退黄作用的潜在药效物质。

材料与方法

仪器 Agilent 1260高效液相色谱仪 (G1322A 在

线脱气机、G1312C二元高压泵、G1329B自动进样器、

G1316A 柱温箱)、Agilent 6460三重四级杆质谱仪 (美

国安捷伦公司); Masshunte B. 04.00 分析操作软件、

SHZ-III型循环真空水泵 (上海亚荣生化仪器厂); 高速

离心机 (深圳国华仪器厂); XW-80A漩涡混合器 (上海

医科大学仪器厂); LT-224S 电子天平 (北京赛多利斯

公司)。

药品及试剂 BPMI-1640培养基、胎牛血清 (美国

Hyclone 公司); 青霉素-链霉素混合液 (美国 Gibco 公

司); 丙磺舒 (大连美仑生物技术有限公司)。胆红素、

噻唑蓝 (上海麦克林生化科技有限公司); 二甲基亚砜

(美国 MP Biomedicals 公司)。茵陈提取物 (批号 :

13120005)、栀子提取物 (批号 : T1309057)、黄芩提取

物 (批号: TL130662-6)、金银花提取物 (TL1310012-4)

均购自广东一方制药有限公司。京尼平 1-β-龙胆双糖

苷、京尼平苷、蓟黄素、鼠李黄素、D-焦谷氨酸、L-焦谷

氨酸、山栀苷B、鸡矢藤次苷甲酯、去乙酰车叶草苷酸

甲酯、滨蒿内酯、异槲皮素、黄芩苷、黄芩素、汉黄芩苷、

汉黄芩素、绿原酸、绿原酸甲酯、异绿原酸、咖啡酸、茵

陈色原酮、木犀草素-7-O-葡萄糖苷、白花败酱醇甙、6,

7-二羟基香豆素、京尼平酸、木犀草素均购自南京泽朗

生物科技有限公司, 纯度均≥98.0%。色谱纯级甲醇、

乙腈购自山东禹王实业公司禹城化工厂, 其他试剂均

为国产分析纯, 去离子水为兰州大学第一医院自制。

HepaRG细胞株及动物 人源肝癌HepaRG细胞

株购自美国 Merck Millipore 公司。雄性 Wistar 大鼠

(200±20) g, 5～7 周龄 , 购自兰州大学动物实验中心 ,

动物许可证号: SCYK (甘) 2009-0004。本研究遵守兰

州大学第一医院伦理委员会规程。

细胞培养及传代 购得HepaRG细胞株经复苏后

用含 10% 胎牛血清及 1% 双抗 (青霉素-链霉素混合

液) 的RPMI-1640完全培养基, 置 37 ℃、5% CO2、95%

湿度的恒温培养箱中培养。细胞每 2～3天更换新鲜

培养基, 当细胞密度达到 80%～90%时, 用 0.25%胰蛋

白酶消化, 按 1: 4的比例传代, 均取对数生长期细胞进

行实验。

MTT实验 通过MTT实验考察胆红素对HepaRG
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细胞的毒性。取对数生长期的 HepaRG 细胞 , 以每

孔 2×104个接种于 96 孔板中 , 待细胞贴壁后 , 将质量

浓度为 0、50、100、200、400 μg · mL-1 胆红素分别按

每孔 200 μL 加入 96 孔板 , 对照组加入等体积的新鲜

培养基。在培养箱中分别培养 24和 48 h后, 每孔加入

MTT 20 μL, 继续培养 4 h, 1 000 r · min-1离心 5 min 后

弃去上清液 , 每孔加入 200 μL DMSO, 震摇 10 min,

确保甲臜结晶完全溶解, 用酶标仪在 490 nm波长处测

定吸光度值 (A), 并计算细胞的存活率。实验同时测定

了胆红素溶剂DMSO (DMSO∶培养基 = 1∶20) 对细胞

存活率的影响。细胞存活率计算公式如下: 细胞存活

率 (%) = (A样品组/A对照组)×100%。

胆红素干预浓度及时间筛选 取对数生长期的

HepaRG 细胞 , 以每孔 2×106个接种到 6 孔板中 , 培养

24 h, 待细胞贴壁后进行实验。根据MTT实验结果将

胆红素质量浓度设定为 0、20、40、60、80、100 μg·mL-1,

每个浓度 3个复孔, 对照组加相同体积的完全培养基。

按每孔 2 mL向 6孔板中分别加入上述浓度的含胆红

素的培养基。避光条件下培养 24 h后, 测定细胞内总

胆红素 (total bilirubin, TBIL) 和间接胆红素 (indirect

bilirubin, IBIL) 浓度。用胰酶消化 6 孔板中的细胞 ,

1 000 r · min-1离心 5 min, 弃去上清, PBS 清洗 3 次, 按

每孔 300 μL 加入 DMSO-纯化水混合溶液 (DMSO∶

水 = 1∶1), 用超声破碎仪破碎细胞 (每次 20 s, 6 次),

3 000 r · min-1离心 5 min, 取上清用全自动生化检测仪

测定TBIL和 IBIL含量。

取对数生长期的HepaRG细胞, 以每孔 2×106个接

种到 6孔板中, 培养 24 h, 用 40 μg·mL-1胆红素分别干

预 12、24、48 h, 每个时间点 3个复孔, 对照组为正常培

养的 HepaRG 细胞。实验结束后测定细胞内 TBIL 和

IBIL含量。

高胆红素细胞模型优化 取对数生长期HepaRG

细胞, 以每孔 2×106个接种到 6孔板中, 分为丙磺舒组、

培养基组及模型对照组。丙磺舒组及培养基组均先用

40 μg·mL-1胆红素及 50 μg·mL-1丙磺舒共同避光孵育

HepaRG细胞 12 h后, 丙磺舒组更换为丙磺舒培养基,

而培养基组更换为基础培养基, 再分别培养 48 h, 移除

培养基 , PBS 清洗 3 次 , 弃去 PBS, 收集细胞并破碎。

模型对照组用 40 μg ·mL-1胆红素干预 12 h后, 同上所

述收集细胞并破碎。三组细胞破碎液均进行 TBIL、

IBIL含量测定。

茵栀黄注射液退黄作用研究 实验分为对照组、

高胆红素组、茵栀黄组、苯巴比妥 (阳性对照) 组 , 每

组均设 3个复孔。各组具体干预如下: 对照组: 正常培

养基孵育细胞 12 h; 丙磺舒组 : 40 μg · mL-1胆红素和

50 μg · mL-1丙磺舒孵育细胞 12 h, 更换含 50 μg · mL-1

丙磺舒孵育 24 h; 茵栀黄组 : 40 μg · mL-1胆红素和 50

μg · mL-1 丙磺舒孵育细胞 12 h, 更换含 720 μg · mL-1

茵栀黄注射液[7]及 50 μg · mL-1 丙磺舒的培养基孵育

24 h; 苯巴比妥组: 40 μg ·mL-1胆红素和 50 μg ·mL-1丙

磺舒孵育细胞 12 h, 更换含 400 μg · mL-1苯巴比妥和

50 μg·mL-1丙磺舒的培养基孵育 24 h。各组孵育结束

后 , 移除培养基 , PBS 清洗 3 次 , 弃去 PBS, 收集细胞 ,

超声破碎, 测定细胞内TBIL、IBIL及细胞外液直接胆

红素 (direct bilirubin, DBIL) 含量。

茵栀黄潜在药效物质筛选

色谱质谱条件 检测条件如下: 色谱柱: Agilent

HC - C18 column (4.6 mm × 250 mm, 5 μm); 保护柱 :

Agilent Zorbax耐高压保护柱 (4.6 mm×12.5 mm, 5 μm);

流动相: 甲醇 (B)-水 (A) 梯度洗脱, 流速为1.0 mL·min-1

(柱后分流比为1∶4); 柱温: 30 ℃; 进样量20 μL。正离子

监测模式洗脱梯度为: 0～20 min, 10%～20% B; 20～

24 min, 20% B; 24～30 min, 20%～95% B; 30～42 min,

95% B; 42.01～48 min, 10% B平衡色谱柱。负离子监测

模式洗脱梯度为: 0～15 min, 20%～90% B; 15～24 min,

90% B; 24.01～30 min, 20% B平衡色谱柱。质谱监测:

离子源为电喷雾离子源; 毛细管电压 4 000 V (正离子

监测) 及 3 500 V (负离子监测); 干燥气温度 350 ℃; 干

燥气流速 9 L · min-1; 雾化气压力 2.75×105 Pa; 检测方

式为动态多反应监测模式 (DMRM)。

茵栀黄含药血清制备 为大鼠灌胃给予临床等效

剂量茵栀黄注射液 (1 mL · kg-1, bid) 7天, 于末次给药

30 min后乙醚麻醉, 腹主动脉采血, 收集于肝素处理过

的离心管中, 14 000 r·min-1离心5 min, 吸取血浆-80 ℃

冻存。

茵栀黄含药血清干预高胆红素细胞模型 40 μg·mL-1

胆红素和 50 μg · mL-1丙磺舒孵育细胞 12 h, 更换茵栀

黄含药血清及 50 μg·mL-1丙磺舒的培养基孵育 1、2、4、

8、12 h, 预冷 PBS清洗 3次, 收集细胞, 加 200 μL生理

盐水, 超声破碎, 14 000 r·min-1离心 5 min, 取上清液应

用LC-MS/MS分析。

统计学方法 采用SPSS18.0 (美国SPSS Inc.公司)

中 t检验法比较细胞实验组间数据差异, 显著性判断标

准为 P<0.05。细胞实验结果以平均值±标准差 (
-
x±s)

表示。

结果

1 高胆红素HepaRG细胞系模型

1.1 胆红素细胞毒性考察 本研究用 0、25、50、100、

200、400 μg ·mL-1胆红素干预HepaRG细胞, 考察细胞
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存活率。结果如图 1所示, 0～100 μg·mL-1胆红素干预

细胞 24 h后, 对其生长无明显抑制作用; 而 200～400

μg·mL-1胆红素干预 24 h、100～400 μg·mL-1胆红素干

预48 h后, 其细胞死亡率均明显升高。因此, 本研究拟

用 0～100 μg·mL-1胆红素孵育HepaRG细胞株 24 h, 从

中筛选高胆红素细胞模型的合适剂量。

1.2 胆红素最佳干预浓度及时间 TBIL及 IBIL在肝

细胞中的蓄积是形成黄疸的关键因素。根据胆红素细

胞毒性的结果, 实验选取 0、20、40、60、80、100 μg·mL-1

胆红素干预 HepaRG 细胞 24 h, 测定细胞内 TBIL 和

IBIL浓度。结果如图 2所示, 0～40 μg·mL-1胆红素干

预细胞后, 细胞内TBIL浓度与胆红素干预浓度的增加

呈正相关 , 而当胆红素质量浓度在 40～100 μg · mL-1

时, 细胞内TBIL浓度不再随胆红素浓度发生变化, 即

胆红素质量浓度在 40 μg · mL-1时, 细胞对 TBIL摄取、

代谢及外排达到饱和, IBIL实验结果与TBIL相似。因

此, 本研究选取 40 μg ·mL-1作为高胆红素细胞模型的

造模剂量。

用 40 μg·mL-1胆红素分别干预细胞 12、24、48 h后

考察细胞内TBIL及 IBIL含量变化, 结果如图 3所示。

随着干预时间的延长, 细胞内TBIL、IBIL含量均呈现

下降趋势。胆红素干预细胞 12 h 后细胞内 TBIL 和

IBIL含量最高。因此, 本研究选用 40 μg ·mL-1胆红素

干预HepaRG细胞 12 h, 制得高胆红素HepaRG细胞株

模型。

1.3 高胆红素细胞模型的优化 丙磺舒为细胞膜转

运体多药耐药相关蛋白 2 (multiple resistance protein 2,

MRP2) 的抑制剂, 而MRP2为介导胆红素经细胞外排

的关键转运体。经 50 μg·mL-1丙磺舒干预后的细胞实

验结果如图 4所示, 丙磺舒组细胞内 TBIL、IBIL含量

在 48 h 培养后分别比培养基组高 50% 及 40% (P<

0.05), 而与模型对照组中TBIL、IBIL含量近似, 说明丙

磺舒组可显著阻断胆红素经MRP2的细胞外排, 从而

使高胆红素细胞模型在48 h内更加稳定。

综上所述, 本文最终选择胆红素40 μg·mL-1及丙磺

舒 50 μg·mL-1共同干预HepaRG细胞 12 h建立高胆红

素细胞模型, 更换培养基后, 采用含丙磺舒 50 μg·mL-1

的培养基维持48 h内细胞高胆红素状态。

Figure 1 Cell viability of HepaRG cell incubated with different

concentration of bilirubin for 24 and 48 h. n = 3,
-
x ± s

Figure 2 Concentration of total bilirubin (TBIL, A) and indirect bilirubin (IBIL, B) in HepaRG cells incubated with different concentra‐

tions of bilirubin for 24 h. n = 3,
-
x ± s. ##P<0.01 vs control group; **P<0.01 vs 20 μg·mL-1 group

Figure 3 Concentration of TBIL (A) and IBIL (B) in HepaRG cells. Control: cell incubation with normal culture medium. 12, 24 and 48 h:

cell incubation with 40 μg·mL-1 of bilirubin for 12, 24, 48 h. n = 3,
-
x ± s. ##P<0.01 vs control group; **P<0.01 vs 12 h group
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2 茵栀黄提取物退黄作用评价

本研究选用 720 μg · mL-1茵栀黄孵育丙磺舒组模

型 24 h后考察茵栀黄提取物退黄作用, 并以临床常用

黄疸治疗药物苯巴比妥为阳性对照, 以细胞内TBIL及

IBIL及细胞外液DBIL含量作为药效评价指标。结果

如图 5所示, 与对照组相比, 丙磺舒组细胞内 TBIL升

高 25.5倍, IBIL升高 23.4倍, 细胞外DBIL的含量升高

8.6倍, 其升高均有统计学差异 (P<0.01); 与丙磺舒组

相比, 茵栀黄组细胞内 TBIL 降低 52.4%, IBIL 含量降

低 40%, 降低值均具有统计学差异 (P<0.01), 细胞外

DBIL升高2.1倍 (P<0.01), 其趋势与苯巴比妥相似。

3 茵栀黄潜在药效物质筛选

应用DMRM模式可检测到 53种茵栀黄注射液中

的药物成分, 其检测条件如表 1所示, 该模式下茵栀黄

注射液成分色谱图如图6所示。

在建立茵栀黄注射液DMRM分析方法后, 课题组

用茵栀黄含药血清孵育 HepaRG细胞系, 实验结果显

示孵育 4 h测得药物成分含量最高, 可测到其中 7种单

体成分。由结果可见, 3种成分可通过标准品确定其

结构, 并可准确测定其在茵栀黄注射液及含药血清孵

育后的细胞中的含量 (表 2); 另外 4种成分通过其母离

子、碎片离子信息, 参照文献报道获得可能归属, 尚需

进一步确证其结构 (表 3)。其在茵栀黄注射液及含药

血清孵育后的细胞中含量用色谱峰的信噪比表示。

讨论

黄疸是一种由于体内胆红素异常升高而引发的疾

病。胆红素的代谢主要在肝脏中进行, 包括肝细胞对

血液中 IBIL 的摄取、IBIL 在细胞中的运输、IBIL 向

DBIL的转化以及DBIL通过胆汁的外排 4个相互关联

的生理过程, 而这些生理过程障碍, 使胆红素在肝细胞

中大量蓄积 , 则会导致胆红素的体内滞留而诱发黄

疸[8]。目前对于黄疸的研究多以动物模型为工具[9-11],

由于条件所限, 尚无法对人体黄疸病理状况进行研究。

最近已有应用胆红素孵育人源性细胞系以增加细胞内

胆红素含量的报道[6,7], 而尚未见应用胆红素孵育人源

性肝脏HepaRG细胞模型的研究。为此本研究参考已

有文献, 应用外源性胆红素孵育HepaRG细胞, 建立高

胆红素细胞模型, 以此模拟人体黄疸病理状态下的细

胞内环境, 并对胆红素细胞毒性、造模剂量、孵育时间、

模型稳定性几方面进行系统考察。研究表明, 胆红素

由肝脏细胞基底膜侧的有机阴离子转运多肽 (organic

Figure 4 Concentration of TBIL (A) and IBIL (B) in HepaRG cells. Model control group: incubated with 40 μg · mL-1 bilirubin for 12 h.

Medium group and probenecid group: incubated with 40 μg · mL-1 bilirubin and 50 μg · mL-1 probenecid for 12 h, subsequently incubated

with normal medium or 50 μg · mL-1 probenecid for 48 h, respectively. n = 3,
-
x ± s. #P<0.05 vs model control group; *P<0.05 vs medium

group

Figure 5 Concentration of TBIL (A), IBIL (B) in HepaRG cells and direct bilirubin (DBIL, C) in extracellular fluid. Control group: cell

incubation with normal culture medium. Probenecid group: cell incubation with 40 μg · mL-1 bilirubin and 50 μg · mL-1 probenecid for 12 h,

subsequently incubated with probenecid for 24 h. YZH group: cell incubation with 40 μg·mL-1 bilirubin and 50 μg·mL-1 probenecid for 12 h,

subsequently incubated with 720 μg · mL-1 Yin-zhi-huang (YZH) injection and 50 μg · mL-1 probenecid for 24 h. Phenobarbital group: cell

incubation with 40 μg · mL-1 bilirubin and 50 μg · mL-1 probenecid for 12 h, subsequently incubated with 400 μg · mL-1 phenobarbital and 50

μg·mL-1 probenecid for 24 h. n = 3,
-
x ± s. ##P<0.01 vs control group; **P<0.01 vs probenecid group
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Table 1 DMRM settings for YZH injection. No., C + The number of the chromatographic peak in DMRM figure (seen as Figure 6). Frag:

Fragmentor; CE: Collision energy; a Compounds identified by standard material

Mode

Negative mode

Positive mode

No.

aC1
aC2

C3
aC4

C5

C6
aC7
aC8

C9

C10

C11

C12
aC13

C14

C15
aC16

C17

C18

C19

C20

C21

C22

C23
aC24

C25

C26
aC27

C28

C29

C30
aC31

C32

C33
aC34
aC35
aC36

C37
aC38
aC39

C40
aC41

C42
aC43

C44

C45
aC46

C47
aC48
aC49
aC50
aC51

C52

C53

Compound

6,7-Dihydroxycoumarin

Caffeic acid

Unknown

Baicalein

Naringenin

Unknown

Wogonin

Luteolin

Protocatechuic acid-3-glucoside

Gentiobiose/the isomer of gentiobiose

Gentiobiose/the isomer of gentiobiose

Prcrocrocininc acid

Chlorogenic acid

Unknown

Villosolside

Geniposidic acid

Unknown

The isomer of geniposide

The isomer of geniposide

5,2-Dihydroxy-7-O-glucuronylflavone

Emodin-1-O-β-D-glucopyranoside/the isomer

of emodin-1-O-β-D-glucopyranoside

Emodin-1-O-β-D-glucopyranoside/the isomer

of emodin-1-O-β-D-glucopyranoside

Not identified

Baicalin

The isomer of baicalin

The isomer of baicalin

Wogonoside

Unknown

Unknown

The isomer of isoquercitrin

Isoquercitin

Isorhamnetin-3-O-glucoside

Unknown

3,5-Dicaffeoylquinic acid

3,4-Dicaffeoylquinic acid

Genipin 1-β-gentiobioside

6''-O-P-Coumaroylgenipingentiobioside

L-Pyroglutamic acid

D-Pyroglutamic acid

Unknown

Scoparone

6,8-Dimethoxy-7-hydroxycoumarin

Rhamnocitrin

The isomer of rhamnocitrin

Cirsimaritin

Capillarisin

Unknown

Geniposide

6-α-Hydroxygeniposide

Scandoside methyl ester

Gardenoside B

Genipin 1-β-gentiobioside

Safflor yellow A

Molecular

weight/Da

178.14

180.16

-

270.24

272.07

-

284.27

286.23

316.06

342.30

342.30

346.16

354.31

-

362.16

374

-

388.37

388.37

430

432.11

432.11

-

446.37

446.37

446.37

460.39

-

-

464.10

464.10

478.11

-

516.13

516.13

550.51

696.23

129.04

129.04

-

206.20

222.05

300.27

300.27

314.08

316.26

-

388.37

404.14

404.14

404.14

550.51

594.16

Precursor and

product

177 → 133

179 → 135

192 → 192

269 → 137

271 → 151

283 → 183

283 → 268

285 → 133

315 → 153

341 → 179

341 → 179

345 → 165

353 → 191

357 → 297

361 → 181

373 → 211

381 → 381

387 → 207

387 → 207

429 → 253

431 → 225

431 → 269

433 → 389

445 → 269

447 → 225

447 → 225

459 → 283

461 → 285

461 → 285

463 → 271

463 → 300

477 → 271

479 → 479

515 → 353

515 → 353

549 → 225

695 → 469

130 → 84

130 → 84

186 → 186

207 → 151

223 → 208

301 → 106.8

301 → 286

315 → 282

317 → 152.9

359 → 359

411 → 217

427 → 265

427 → 265

427 → 265

573 → 573

595 → 595

tR

/min

7.96

2.69

3.41

8.57

8.53

2.89

8.73

13.34

2.67

2.41

3.36

2.65

2.73

2.26

2.65

2.65

2.15

2.73

10.17

8.69

10.071

14.10

2.15

8.55

8.57

10.22

8.75

5.95

8.74

21.93

9.32

22.37

4.95

5.81

2.73

9.02

12.471

2.54

3.90

3.65

35.44

34.81

7.60

32.86

7.65

31.37

34.96

30.91

15.00

22.16

30.97

30.22

36.83

ΔtR

/min

2.5

2

3.7

4.8

2.5

2.5

2.3

3.8

2.5

2

2.8

3.8

2.5

3

2.5

2.2

2

3.5

3

2.5

2.5

4.5

3.5

3

2

2

2.2

4.5

4.5

5.

4.5

5

2

5.5

5.5

2

2.2

4

4

3.5

5.3

5.3

5.2

4.8

5.3

6.5

3.5

3

3

3.5

3.2

3

3

Frag

/eV

100

80

120

120

120

100

100

140

120

120

120

120

80

120

120

100

120

120

120

120

120

120

120

80

120

120

100

120

120

140

140

120

120

120

120

100

120

80

80

120

100

120

120

120

120

140

120

140

140

140

140

120

120

CE

/eV

18

14

0

30

20

20

14

36

20

20

20

20

14

20

20

8

0

20

20

20

20

20

20

16

20

20

10

20

20

20

26

20

0

12

12

10

20

10

10

0

26

20

46

20

20

40

0

22

24

24

24

0

0
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anion transporting polypeptides, OATPs) 摄取进入细胞,

在产生代谢转化后被毛细胆管膜侧的MRP2排出[12]。

由于丙磺舒是MRP2经典抑制剂[13], 为此课题组提出,

在培养基中加入丙磺舒抑制MRP2功能, 可抑制胆红

素的细胞内外排, 使 HepaRG细胞内胆红素在一定时

间内维持较高水平。本研究结果表明, 在HepaRG细胞

培养基中加入 50 μg · mL-1丙磺舒后可显著抑制 TBIL

及 IBIL的细胞外排, 使高胆红素细胞模型在 48 h内维

持稳定状态。因此 , 可应用该高胆红素细胞模型中

TBIL、IBIL及细胞外液 DBIL的含量测定在细胞水平

上对黄疸进行评价。多年临床应用证实, 茵栀黄的退

黄利胆作用疗效确切, 可显著降低患者血清胆红素水

平[14]。课题组前期药效研究也表明, 大鼠在给予茵栀

黄注射液后血浆中TBIL、IBIL含量明显下降, 胆汁流

速显著提高[15]。由于茵栀黄降低血清胆红素疗效的靶

点在肝脏细胞, 因此, 本研究应用茵栀黄孵育高胆红素

HepaRG 细胞, 对其细胞水平疗效进行初步考察。结

果表明, 茵栀黄具有与阳性对照药物苯巴比妥相似的

降低细胞内TBIL、IBIL含量并增加细胞外DBIL含量

的作用, 证明茵栀黄在细胞水平具有与苯巴比妥类似

的退黄作用。

在茵栀黄多组分分析研究中 , 课题组首次应用

DMRM模式成功建立茵栀黄注射液中 53种单体成分

的分析方法, 此方法灵敏、快速, 可对复杂基质中的茵

栀黄组分进行高通量分析。目前, 应用LC-MS/MS进

行定量的方法大多为多反应监测模式 (multiple reac‐

tion monitoring, MRM)。在对复杂基质中多种成分进

行定量分析时, 对检测增加, 则分配给每个检测通道的

Figure 6 DMRM figures for 53 analytes in YZH injection. The length of the baseline of each analyte corresponds to each delta retention

time. A: The YZH injection in negative mode; B: The YZH injection in positive mode

Table 2 The unambiguously identified potential pharmacodynamic substances in HepaRG cells incubated with YZH drug-containing

serum

Unambiguously identified

substance

Wogonin
D-Pyroglutamic acid
Genipin 1-β-gentiobioside

Molecular weight/precursors

(+ or - mode with ESI)

284.27/283-

129.11/130+

550.51/549-

Product ion

268, 163, 110
84

225, 123, 101

Concentration in YZH

injection/ng·mL-1

141.17
357.04
494.8

Concentration in

serum/ng·mL-1

18.4
100.6
254.7

Table 3 The tentatively identified potential pharmacodynamic substances in HepaRG cells incubated with YZH drug-containing serum

Tentatively identified substance

Safflor yellow A
6,8-Dimethoxy-7-hydroxycoumarin
Not identified
5,2-Dihydroxy-7-O-glucuronylflavone

Molecular weight/precursor

(+ or - mode with ESI)

594.16/595+

222.05/223+

-/461-

430.36/429-

Product ion

-

208
285
253

The S/N in YZH

injection

27.0
18.7
16.7

191.2

The S/N in serum

16.2
13.5

6.4
31.2
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驻留时间相应减少, 若驻留时间过短, 会造成每个通道

上信号采集点丢失, 因此, 其检测灵敏度及重现性会大

大降低。而本研究中的 DMRM 可以解决此问题[16]。

DMRM 法仅在被分析物保留时间的一定范围内以

MRM 方式对分析物进行定量, 而在这段时间范围外

不会运行此分析物的检测通道。在需要对多个物质进

行同时分析时, 这种监测模式可降低检测通道数量, 并

显著延长了每个通道驻留时间。课题组研究表明, 相

较MRM模式, DMRM可显著提高待测物灵敏度及重

现性[1]。课题组应用该方法对细胞捕集到的茵栀黄含

药血清成分进行分析, 发现其中的 7种HepaRG细胞系

结合成分, 即潜在药效物质。其中, 汉黄芩素、D-焦谷

氨酸、京尼平龙胆双糖苷已用标准品确证其结构, 而其

余 4种成分结构尚未确证, 课题组将根据其母离子、碎

片离子信息, 参照已有文献推断其可能的归属, 其准确

结构尚需进一步研究证实。

综上所述, 本研究以胆红素及丙磺舒干预HepaRG

细胞, 建立了可模拟人体黄疸病理状态的稳定高胆红

素 HepaRG细胞模型, 茵栀黄注射液在此细胞模型中

有显著退黄作用, LC-MS/MS检测到的细胞捕集成分

即产生退黄作用的潜在药效成分。该方法简单、高效、

灵敏、特异, 可为中药药效物质的高通量筛选提供一种

新的研究思路。
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