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摘要：目的　本实验旨在初步探索制附子的总生物碱成分（ＡｃｏｎｉｔｕｍｃａｒｍｉｃｈａｅｌｉｉＤｅｂｘ．ａｌｋａｌｏｉｄｓ，ＡＣＡ）对溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒ
ａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）小鼠的潜在治疗作用及其相关作用机制。方法　通过液质联用技术对 ＡＣＡ的化学成分进行分析，再通过葡
聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）诱导的小鼠 ＵＣ模型，评估连续７ｄ给予柳氮磺吡啶（ＳＡＳＰ，２００ｍｇ·ｋｇ－１）和 ＡＣＡ
（１０、２０ｍｇ·ｋｇ－１）对小鼠体质量、疾病活动指数、结肠长度和结肠病理损伤等指标的影响，并结合体外抗炎活性实验和酶联
免疫吸附以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等实验考察ＡＣＡ的抗炎活性和机制。结果　ＡＣＡ主要由多种特征型单体生物碱组成。ＡＣＡ（１０、
２０ｍｇ·ｋｇ－１）能显著改善ＤＳＳ诱导的小鼠体质量减轻、疾病指数升高、结肠缩短和病理损伤等。同时，ＡＣＡ可降低 ＤＳＳ所致
的结肠炎症因子（如ＩＬ１β、ＩＬ１８和ＩＬ６）的含量。体外炎症模型同样证实ＡＣＡ具有类似于ＮＯＤ样受体蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎症
小体的特异性抑制剂ＭＣＣ９５０的抑制ＬＰＳ和Ｎｉｇｅｒｉｃｉｎ双重诱导ＴＨＰ１细胞上清中上述炎症因子分泌的作用。蛋白表达结果
提示该作用可能与其抑制ＮＬＲＰ３信号通路有关。结论　ＡＣＡ含有多种结构类似的单体生物碱，具有抗小鼠ＵＣ的活性，可能
与抑制ＮＬＲＰ３炎症小体发挥抗炎作用。
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　　溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是一种
在世界范围内广泛流行的复杂难治性消化系统

疾病，与免疫、炎症反应和肠道微生物群等多种

因素有关［１２］，常伴有结肠黏膜和黏膜下层持续

的炎性病变和纤维瘢痕以及黏膜糜烂等。ＮＯＤ
样受体蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎症小体是一种先天免疫
受体，介导炎症小体复合体的组装，与炎性细胞

因子的分泌有关，在 ＵＣ的发病机制中至关重
要［３４］。ＮＬＲＰ３炎 症 小 体 是 由 ＮＯＤ样 受 体
（ＮＬＲ）、适配分子凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）和
效应分子前半胱氨酸蛋白酶１（ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１）组
成的最重要的与炎症相关的复合物之一。激活

的半胱氨酸蛋白酶１导致 ＩＬ１β的成熟和分泌，
引发与炎症相关的多种生物效应。临床上虽然

已有较为有效的治疗药物，但 ９０％以上的 ＵＣ患
者在疾病诊断后不久即开始口服或直肠给药 ５
氨基水杨酸类药物，如美沙拉嗪和柳氮磺胺吡啶

（ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎ，ＳＡＳＰ）［３］。但此类药物仍然存在有
效率低、不良反应大等很多问题［５８］。进一步发

掘具有显著抗 ＵＣ作用的高效、低毒和廉价的治
疗药物仍具有重要的临床和现实意义。

附子为毛茛科植物乌头（Ａｃｏｎｉｔｕｍｃａｒｍｉｃｈａｅ
ｌｉｉＤｅｂｘ．）的子根加工品，味辛、甘，性大热。附子
具有回阳救逆、补火助阳、散寒止痛的功效，可治

疗亡阳虚脱、虚寒吐泻、肾阳虚衰、风寒湿痹等病

症。临床中附子复方制剂如附子理中丸、薏苡附

子败酱散等可用于结肠炎的治疗［９１２］。其中，附

子生物碱（ＡｃｏｎｉｔｕｍｃａｒｍｉｃｈａｅｌｉｉＤｅｂｘ．ａｌｋａｌｏｉｄｓ，
ＡＣＡ）是附子主要生物活性物质之一，具有强心、
镇痛、抗炎、抗老年痴呆、组织再生，抗氧化等活

性［１３］。前期研究表明附子总生物碱可通过抑制

ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ／ＳＴＡＴ３信号通路抑制髓过氧化物
酶和促炎细胞因子，具有显著的抗溃疡性结肠炎

活性，而脂溶性生物碱通过抑制ＮＦκＢ和ＭＡＰＫｓ
信号通路缓解类风湿性关节炎［１４１６］。一些活性

成分已被证明对 α肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）刺激
的细胞中的 ＮＦκＢ活性具有强大的调节作用，并
对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的大鼠急
性肺损伤具有保护作用［１７］。鉴于此，本课题组

在前期筛选得到大量具有潜在抗 ＵＣ作用的植物
生物碱的基础上，推测 ＡＣＡ可能具有抗 ＵＣ的作
用，并进一步通过葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｏｄｉｕｍ
ｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）诱导的小鼠 ＵＣ模型对其活性进行
了确证。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　试剂　制附子购自安国市旭芳中药材经营
有限公司，经浙江理工大学生命科学与医药学院张

琳教授鉴定为制附子。ＤＳＳ（批号：ＹＤ０５０１２，美国
ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌ公司）；ＳＡＳＰ（批号：Ｄ１２１０Ａ，含量 ＞
９７％，大连美仑生物技术有限公司）；酶联免疫吸附
实验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检
测试剂盒（ＩＬ１β、ＩＬ１８和ＩＬ６）（美国ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ公
司）；ＬＰＳ和尼日利亚菌素（Ｎｉｇｅｒｉｃｉｎ）（美国 Ｇｌｐｂｉｏ
公司）；所有抗体（ｃａｓｐａｓｅ１，ＩＬ１β，βａｃｔｉｎ）（英国
Ａｂｃａｍ公司）。
１１２　仪器　ＵＰＬＣＴＯＦＭＳ／ＭＳ液质联用系统
（ＵＰＬＣ超高效液相仪，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；５６００＋

ＴＯＦＭＳ／ＭＳ质谱系统，美国 ＡＢＳｃｉｅｘ公司）；伯乐
酶标仪（ＭｉｃｒｏｐｌａｔｅＲｅａｄｅｒ６８０，美国 ＢＩＯＲＡＤ公
司）；切片机（ＲＭ２２３５，德国 Ｌｅｉｋａ公司）；全套
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ设备（碧云天生物技术股份有限公
司）；ＢｅｙｏＩｍａｇｅｒＴＭ６００化学发光成像系统；电子天平
（ＸＰ２６，瑞士梅特勒公司）。
１２　方法
１２１　ＴＡＮ的提取和纯化　附子总碱制备：①取
附子 ２０ｋｇ，粉碎，过 ２４目药筛。②取上述粉末
４００ｇ置于 ５０Ｌ提取瓶，加入 １０倍量体积分数
８５％乙醇溶液（ｐＨ值 ２～３），回流提取 ２０ｈ，抽
滤；滤渣再加入 １０倍量 ８５％乙醇溶液（ｐＨ调至
２～３），继续回流提取 ２０ｈ，抽滤，合并滤液。平
行提取 ５份。③取上述提取液，减压浓缩（真空
度 －００７至 －０１，温度 ６５℃）至无醇味，并继续
浓缩至投料量的２倍（约４０Ｌ），离心，取上清液。
④取上述上清液，加入等体积石油醚溶液连续萃
取３次，合并石油醚层，４５℃减压回收石油醚，得
附子油脂（２５４４ｇ）。⑤取水相加入等体积二氯
甲烷溶液连续萃取３次，合并二氯甲烷层，４５℃减
压回收二氯甲烷，得附子弱碱性生物碱（１７４ｇ）。
⑥取酸水层，用质量分数 ４％氢氧化钠溶液调至
ｐＨ１０，然后加入等体积二氯甲烷溶液连续萃取３
次，合并二氯甲烷层，４５℃减压回收二氯甲烷，得
到附子生物碱（７８ｇ）见图１。
１２２　ＡＣＡ的主要成分鉴定　ＡＣＡ用水溶解，配
制成浓度约为２μｇ·ｍＬ－１的溶液，经过超声、离心
后取上清进行液相色谱串联质谱（ＬＣＭＳ／ＭＳ）检
测。液相条件：ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ ＢＥＨＣ１８色谱柱
（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ），０１％甲酸水（Ａ）
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图１　附子生物碱（ＡＣＡ）的提取流程图
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｄｉａｇｒａｍｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆＡＣＡ

乙腈（Ｂ）梯度洗脱（０～０５ｍｉｎ，５％Ｂ；０５～１２ｍｉｎ，
５％～２０％Ｂ；１２～１５ｍｉｎ，２０％～３０％Ｂ；１５～１８ｍｉｎ，
３０％ ～６０％ Ｂ；１８～１８５ｍｉｎ，６０％ ～９０％ Ｂ；
１８５～２２ｍｉｎ，９５％Ｂ）。质谱条件：正离子模式，
ＳＣＡＮ模式扫描获得总离子流图，ＭＲＭ模式提取化合
物离子对。离子源温度，１５０℃；脱溶剂气温度，
４００℃；脱溶剂气流速，８００Ｌ·ｈ－１。分析物分子式，监
测离子对，锥孔电压，碰撞能参数见表１。
１２３　小鼠ＵＣ模型的建立　ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠购自浙江省实验动物中心，雄性，体质量：

１８～２２ｇ。本研究经浙江大学医学院第一附属医院
实验动物伦理委员会批准（伦理审查编号：Ｎｏ２０２１
１２００）。根据之前的研究［１５１７］以及本研究的预实验

结果，３０只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠经适应性饲养一周后，随
机分为 ５组，每组 ６只：空白组、模型组、ＳＡＳＰ
（２００ｍｇ·ｋｇ－１）组、ＡＣＡ（１０和２０ｍｇ·ｋｇ－１）低剂
量和高剂量组。除空白组外，所有小鼠自由饮用

３％ ＤＳＳ溶液 ７ｄ以诱导 ＵＣ。在整个 ７ｄ内，以
１０ｍＬ·ｋｇ－１体质量的体积灌胃给药，早晚各一次。
期间观察所有Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的活动状态，每天称重
一次。疾病活动指数（ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＤＡＩ）评
分：通过计算小鼠的体质量减轻，观察每只小鼠肛门

处稀便和血便的状态等来进行评估［６］（表２）。

表１　ＡＣＡ分析物的质谱参数
Ｔａｂ１　ＭａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｅＡＣＡａｎａｌｙｔｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　　　　　　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｏｒｍｕｌａ Ｐａｒｅｎｔ（ｍ／ｚ） Ｆｒａｇｍｅｎｔ（ｍ／ｚ） Ｃｏｎｅｖｏｌｔａｇｅ／Ｖ Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｙ／Ｖ

Ｓｏｎｇｏｒｉｎｅ Ｃ２２Ｈ３１ＮＯ３ ３５８２ ３４０３ １６ １５

１６βＨｙｄｒｏｘｙｃａｒｄｉｏｐｅｔａｌｉｎｅ Ｃ２１Ｈ３３ＮＯ４ ３６４２ ３４６３ ３４ ２０

Ｋａｒａｋｏｌｉｎｅ Ｃ２２Ｈ３５ＮＯ４ ３７８３ ３６０３ ４５ ２０

ＣｈｕａｎｗｕｂａｓｅＡ Ｃ２３Ｈ３７ＮＯ５ ４０８３ ３９０３ ２７ １５

ＳｅｎｂｕｓｉｎｅＡ Ｃ２３Ｈ３７ＮＯ６ ４２４３ ３５６２ ３０ ３０

Ｔａｌａｔｉｚａｍｉｎｅ Ｃ２４Ｈ３９ＮＯ５ ４２２３ ３９０３ ２８ ２０

Ｎｅｏｌｉｎｅ Ｃ２４Ｈ３９ＮＯ６ ４３８３ ４２０３ ３４ ２０

Ｆｕｚｉｌｉｎｅ Ｃ２４Ｈ３９ＮＯ７ ４５４３ ４３６３ ４０ ２０

Ｂｅｎｚｏｙｌｄｅｏｘｙａｃｏｎｉｎｅ Ｃ３２Ｈ４５ＮＯ９ ５８８３ １０５１ ５６ ４５

１０ＯＨｂｅｎｚｏｙｌｍｅｓａｃｏｎｉｎｅ Ｃ３１Ｈ４３ＮＯ１１ ６０６３ ５４２２ ３０ ３０

Ｍｏｎｏａｃｅｔｙｌｔａｌａｔｉｚａｍｉｎｅ Ｃ２６Ｈ４１ＮＯ６ ４６４３ ４３２３ ２８ １５

Ｂｅｎｚｏｙｌ８ＯＨｍｅｓａｃｏｎｉｎｅ Ｃ３１Ｈ４３ＮＯ１０ ５９０３ １０５１ ５２ ４５

１０ＯＨｍｅｓａｃｏｎｉｔｉｎｅ Ｃ３３Ｈ４５ＮＯ１２ ６４８３ １０５１ ５２ ５０

Ｂｅｎｚｏｙｌｈｙｐａｃｏｎｉｎｅ Ｃ３１Ｈ４３ＮＯ９ ５７４３ ４７８２ ３０ ３０

Ｈｙｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ Ｃ３３Ｈ４５ＮＯ１０ ６１６３ １０５１ ４５ ４５

Ｍｅｓａｃｏｎｉｔｉｎｅ Ｃ３３Ｈ４５ＮＯ１１ ６３２３ ５７２３ ６０ ２０

Ａｃｏｎｉｔｉｎｅ Ｃ３４Ｈ４７ＮＯ１１ ６４６３ １０５１ ４０ ４５

１０Ｈｙｄｒｏｘｙａｃｏｎｉｔｉｎｅ Ｃ３４Ｈ４７ＮＯ１２ ６６２３ １０５１ ６０ ４０

Ｂｅｎｚｏｙｌ８ＯＣＨ３ｍｅｓａｃｏｎｉｎｅ Ｃ３２Ｈ４５ＮＯ１０ ６０４３ １０５１ ５６ ６０

３Ｄｅｏｘｙａｃｏｎｉｔｉｎｅ Ｃ３４Ｈ４７ＮＯ１０ ６３０３ ５７０３ ５８ １５

·５７５１·
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表２　溃疡性结肠炎（ＵＣ）的疾病活动指数（ＤＡＩ）评分标准
Ｔａｂ２　Ｄｉｓｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ（ＤＡＩ）ｓｃｏｒｉｎｇｃｒｉｔｅｒｉａｆｏｒｕｌｃｅｒ
ａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ（ＵＣ）

ＤＡＩ

ｓｃｏｒｅ

Ｗｅｉｇｈｔｌｏｓｓ　　

／％　　

Ｓｔｏｏｌ　　

ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ　　

Ｏｃｃｕｌｔ／ｇｒｏｓｓ　　

ｂｌｅｅｄｉｎｇ　　

０ Ｎｏｎｅ Ｎｏｒｍａｌ Ｎｏｒｍａｌ

１ １～５

２ ５～１０ Ｌｏｏｓｅｓｔｏｏｌｓ
Ｈｅｍｏｃｃｕｌｔｐｏｓｉ

ｔｉｖｅ
３ １０～２０

４ ＞２０ Ｄｉａｒｒｈｅａ Ｇｒｏｓｓｂｌｅｅｄｉｎｇ

１２４　ＡＣＡ抗ＵＣ的活性评价　ＤＡＩ评分可以通过
评估小鼠的体质量减轻、腹泻、粪便中的血液和其他

症状来计算［６］。在实验的第８天，所有小鼠在麻醉
后，打开腹腔并对结肠进行解剖、测量和拍照。同时，

脾脏系数计算为器官质量／体质量。此外，部分结肠
组织用４％多聚甲醛固定两天后进行包埋、切片、ＨＥ
染色和扫描后观察。采用炎症程度、中性粒细胞浸

润、杯状细胞损伤程度等多个指标［６］（表３）对结肠组
织进行病理学评价。其余部分直接冻存在液氮中。

表３　小鼠结肠组织的病理学评分表
Ｔａｂ３　Ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｙｓｃｏｒｉｎｇｔａｂｌｅｏｆｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｉｎｍｉｃｅ

Ｓｃｏｒｅ
Ｅｘｔｅｎｔｏｆ　　　

Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ　　　

Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ＋

ｌｙｍｐｈｏｈｉｓｔｉｏｃｙｔｅｓ

Ｅｘｔｅｎｔｏｆｃｒｙｐｔ　　

ｄａｍａｇｅ　　

Ｓｕｂｍｕｃｏｓａｌ

ｏｅｄｅｍａ

Ｌｏｓｓｏｆｇｏｂｌｅｔ　

ｃｅｌｌｓ　

Ｒｅａｃｔｉｖｅ　　

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ　　

０ Ｎｏｎｅ Ｎｏｎｅ Ｎｏｎｅ Ｎｏｎｅ Ｎｏｎｅ Ｎｏｎｅ

１ Ｍｕｃｏｓａ Ｆｏｃａｌ Ｂａｓａｌｏｎｅｔｈｉｒｄ Ｆｏｃａｌ Ｆｏｃａｌ Ｆｏｃａｌ

２ Ｍｕｃｏｓａ＋ｓｕｂｍｕｃｏｓａ Ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌ Ｂａｓａｌｔｗｏｔｈｉｒｄ Ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌ Ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌ Ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌ

３ Ｍｕｃｏｓａ＋ｓｕｂｍｕｃｏｓａ＋ｍｕｓｃｌｅｌａｙｅｒ Ｄｉｆｆｕｓｅ Ｅｎｔｉｒｅｃｒｙｐｔｄａｍａｇｅ Ｄｉｆｆｕｓｅ Ｄｉｆｆｕｓｅ Ｄｉｆｆｕｓｅ

４ Ｔｒａｎｓｍｕｒａｌ － Ｃｒｙｐｔｄａｍａｇｅ＋ｕｌｃｅｒａｔｉｏｎ － － －

１２５　ＡＣＡ抑制 ＴＨＰ１细胞中 ＮＬＲＰ３炎症小体
的激活　ＴＨＰ１细胞购自中国国家鉴定细胞培养物
保藏中心，接种到２４孔板中（每孔５×１０５个细胞），
并向每个孔中加入 ０５μｇ·ｍＬ－１ＬＰＳ刺激细胞
４ｈ。随后加入不同质量浓度的 ＡＣＡ（５、１０和
２０μｇ·ｍＬ－１）和ＮＬＲＰ３抑制剂ＭＣＣ９５０（５μｍｏｌ·Ｌ－１）
１ｈ。然后加入１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＬＲＰ３激活剂Ｎｉｇｅｒｉｃｉｎ
处理１ｈ。最后，收集细胞培养基的上清液和细胞质蛋白
进行ＥＬＩＳＡ和蛋白质印迹分析。
１２６　ＥＬＩＳＡ分析炎症因子水平　按照制造商的
说明进行 ＥＬＩＳＡ分析。将准确称量后的小鼠结肠
组织置于２０ｍＬ离心管中，加入１００μＬ的预冷磷
酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）缓冲液（１∶９，ｐＨ７４，不含
Ｍｇ２＋和Ｃａ２＋），在碎冰上进行机械匀浆。离心后，通
过ＢＣＡ试剂盒测定蛋白质浓度。收集结肠组织的
匀浆和ＴＨＰ１细胞的上清液，并立即使用 ＥＬＩＳＡ试
剂盒和 ＭｉｃｒｏｐｌａｔｅＲｅａｄｅｒ６８０分析促炎细胞因子
ＩＬ１β、ＩＬ６和ＩＬ１８的水平。
１２７　ＷＢ实验评价ＡＣＡ对小鼠结肠组织ＮＬＲＰ３
炎症小体的激活作用　与之前的研究方法［７］类似，

本研究对小鼠结肠组织进行破碎、裂解、蛋白提取和

定量后，标准化所有样品至相同的浓度。使用十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离
所有蛋白质样品，并电泳转移到聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜上。然后将膜与相应的一级和二级抗体
孵育。抗体的稀释比：ＩＬ１β（１∶５０００）、Ｃａｓｐａｓｅ１

（１∶５０００）、βａｃｔｉｎ（１∶２０００）和二抗（１５０００）。使
用电化学发光仪检测所有蛋白质条带的灰度值，使

用βａｃｔｉｎ作为内参对照。
１２８　统计分析　所有数据以 ３次检测的平均
值±标准差表示，并使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７０软件
的Ｔｕｋｅｙ′ｓＨＳＤ检验通过单因素方差分析评估统计
学差异，Ｐ＜００５被认为具有统计学显著性。

２　结　果
２１　ＡＣＡ的化学成分分析

ＬＣＭＳ／ＭＳ指认 ＡＣＡ的主要成分见图２，在其
中发现了含量较高的乌头碱、苯甲酰新乌头原碱、新

乌宁碱、塔拉乌头胺、准噶尔乌头碱、附子宁碱、川乌

碱甲、森布星Ａ、１６β羟基心瓣翠雀碱、１０羟基新乌
头碱、苯甲酰乌头原碱、次乌头碱和苯甲酰８甲氧
基新乌头原碱（表４）。
２２　ＡＣＡ改善ＵＣ小鼠的多种症状

空白组小鼠生长状况良好，体质量一直稳定上

升，模型组与药物组小鼠体质量均出现不同程度的

下降（图３Ａ）。其中，ＡＣＡ（１０和 ２０ｍｇ·ｋｇ－１）和
ＳＡＳＰ（２００ｍｇ·ｋｇ－１）组均于第７天明显改善了这
种下降的幅度（图３Ａ）。同时，ＤＳＳ处理的小鼠ＤＡＩ
评分显著增加，而ＡＣＡ（１０和２０ｍｇ·ｋｇ－１）和ＳＡＳＰ
（２００ｍｇ·ｋｇ－１）均能显著降低 ＤＡＩ评分（图３Ｂ）。
此外，模型组小鼠结肠长度（５１１±０３７）ｃｍ，较空
白组结肠长度 （７５７±０６６）ｃｍ出现显著下降，
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１－森布星Ａ；２－１６β羟基心瓣翠雀碱；３－多根乌头碱；４－异塔拉萨定；

５－准噶尔乌头碱；６－附子宁碱；７－新乌宁碱；８－塔拉乌头胺；９－单乙酰塔

拉乌头胺；１０－苯甲酰新乌头原碱；１１－苯甲酰基８甲氧基 －新乌头原碱；

１２－１０羟基新乌头碱；１３－次乌头碱。

１－ｓｅｎｂｕｓｉｎｅＡ；２－１６βＨｙｄｒｏｘｙｃａｒｄｉｏｐｅｔａｌｉｎｅ；３－ｋａｒａｋｏｌｉｎｅ；４－ｉｓｏｔａｌａｔｉｚ

ｉｄｉｎｅ；５－ｓｏｎｇｏｒｉｎｅ；６－ｆｕｚｉｌｉｎｅ；７－ｎｅｏｌｉｎｅ；８－ｔａｌａｔｉｚａｍｉｎｅ；９－ｍｏｎｏａｃｅｔｙｌｔａ

ｌａｔｉｚａｍｉｎｅ；１０－ｂｅｎｚｏｙｌ８ＯＨｍｅｓａｃｏｎｉｎｅ；１１－ｂｅｎｚｏｙｌ８ＯＣＨ３－ｍｅｓａｃｏｎｉｎｅ；

１２－１０ＯＨａｃｏｎｉｔｉｎｅ；１３ｈｙｐｏａｃｏｎｉｔｉｎｅ．

图２　ＡＣＡ的主要成分鉴定的ＬＣＭＳ／ＭＳ分析谱图
Ｆｉｇ２　ＣｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡＣＡｕｓｉｎｇ
ＨＰＬＣ

而ＡＣＡ（１０和２０ｍｇ·ｋｇ－１）高低剂量组结肠长度
分别为（６０４±０３５）ｃｍ和（６２４±０２３）ｃｍ，可显
著改善ＤＳＳ引起的结肠缩短（图３Ｃ），与ＳＡＳＰ组改
善ＤＳＳ引起的结肠缩短至（６０７±０２５）ｃｍ的作用
相当（图３Ｄ）。以上数据表明，ＳＡＳＰ和ＡＣＡ可以显
著改善ＤＳＳ诱导的小鼠多种ＵＣ症状。

表４　ＡＣＡ的主要生物碱成分的组成情况
Ｔａｂ４　Ｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍａｉｎａｌｋａｌｏｉｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆ
ＡＣＡ

Ｐｅａｋ

ｎｕｍｂｅｒ
Ｎａｍｅｓ　　　

Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓ　

ｏｆｎａｍｅｓ　

ｔＲ

／ｍｉｎ

Ｃｈｅｍｉｃａｌ

ｆｏｒｍｕｌａ

１ ＳｅｎｂｕｓｉｎｅＡ ＳＡ ３７９ Ｃ２３Ｈ３７ＮＯ６
２ １６βＨｙｄｒｏｘｙｃａｒｄｉｏｐｅｔａｌｉｎｅ １６ＯＨＣＰＴＬ ４３７ Ｃ２１Ｈ３３ＮＯ４
３ Ｋａｒａｋｏｌｉｎｅ ＫＣＬ ５１７ Ｃ２２Ｈ３５ＮＯ４
４ Ｉｓｏｔａｌａｔｉｚｉｄｉｎｅ ＩＴＺＤ ５３９ Ｃ２３Ｈ３７ＮＯ５
５ Ｓｏｎｇｏｒｉｎｅ ＳＧＲ ６０６ Ｃ２２Ｈ３１ＮＯ３
６ Ｆｕｚｉｌｉｎｅ ＦＺＬ ８９２ Ｃ２４Ｈ３９ＮＯ７
７ Ｎｅｏｌｉｎｅ ＮＯＬ １００４ Ｃ２４Ｈ３９ＮＯ６
８ Ｔａｌａｔｉｚａｍｉｎｅ ＴＬＳＭ １３３５ Ｃ２４Ｈ３９ＮＯ５
９ Ｍｏｎｏａｃｅｔｙｌｔａｌａｔｉｚａｍｉｎｅ ＡｃＴＬＳＭ １５２ Ｃ２６Ｈ４１ＮＯ６
１０ Ｂｅｎｚｏｙｌ８ＯＨｍｅｓａｃｏｎｉｎｅ ＢＭＡ １６３１ Ｃ３１Ｈ４３ＮＯ１０
１１ Ｂｅｎｚｏｙｌ８ＯＣＨ３ｍｅｓａｃｏｎｉｎｅ ８ＭｅＯＢＭＡ １６７４ Ｃ３２Ｈ４５ＮＯ１０
１２ １０ＯＨａｃｏｎｉｔｉｎｅ １０ＯＨＭＡ １７３ Ｃ３４Ｈ４７ＮＯ１２
１３ Ｈｙｐｏａｃｏｎｉｔｉｎｅ ＨＡ １７８４ Ｃ３３Ｈ４５ＮＯ１０

２３　ＡＣＡ减轻 ＤＳＳ诱导的 ＵＣ小鼠的结肠组织
损伤

正常小鼠结肠上皮组织完整，组织结构正常，腺

体排列规则，无炎症细胞浸润。相比之下，模型组小

鼠结肠组织黏膜层不完整，腺体不规则，炎性细胞浸

润较多。ＳＡＳＰ（２００ｍｇ·ｋｇ－１）和 ＡＣＡ（１０和
２０ｍｇ·ｋｇ－１）组小鼠结肠组织具有更完整的组织和
规则的腺体排列，以及更少的浸润炎症细胞（图

４Ａ）。ＳＡＳＰ和 ＡＣＡ显著逆转了结肠组织损伤，并
改善了结肠炎症的组织病理学评分（图４Ｂ）。这些
结果表明ＳＡＳＰ和 ＡＣＡ可以减轻 ＤＳＳ诱导的小鼠
结肠损伤。

２４　ＡＣＡ可在体内和体外抑制ＮＬＲＰ３炎症小体的
激活

与空白组相比，ＤＳＳ诱导小鼠结肠中的炎症因
子ＩＬ１β（图５Ａ）、ＩＬ６（图５Ｂ）和ＩＬ１８（图５Ｃ）水平
出现显著升高。而与模型组相比，ＡＣＡ和 ＳＡＳＰ均
可显著降低ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＩＬ１８的水平。为了进一
步证实这种作用机制，本研究检测了ＡＣＡ对ＬＰＳ和
Ｎｉｇｅｒｉｃｉｎ联合诱导的 ＴＨＰ１细胞中 ＮＬＲＰ３炎症小
体激活的抑制作用。ＡＣＡ（５、１０和２０μｇ·ｍＬ－１）
在体外可有效抑制 ＬＰＳ和 Ｎｉｇｅｒｉｃｉｎ诱导的 ＩＬ１β
（图５Ｄ）、ＩＬ６（图５Ｅ）和ＩＬ１８（图５Ｆ）的释放，其抑
制作用与 ＮＬＲＰ３炎症小体激活的特异性抑制剂
ＭＣＣ９５０（５μｍｏｌ·Ｌ－１）的抑制作用相当。这些结
果表明，ＡＣＡ可能有效的抑制 ＮＬＲＰ３炎症小体的
激活，从而抑制多种炎症因子的释放。

２５　ＡＣＡ抑制小鼠 ＮＬＲＰ３ｃａｓｐａｓｅ１和 ＩＬ１β的
激活

蛋白表达结果显示模型组激活后的 Ｃａｓｐａｓｅ１
和 ＩＬ１β表达水平显著升高（图 ６Ａ）。而 ＳＡＳＰ
和 ＡＣＡ显著抑制了 Ｃａｓｐａｓｅ１（图 ６Ｂ）和 ＩＬ１β
（图６Ｃ）的表达水平。这些结果表明，ＡＣＡ可以
有效抑制 ＤＳＳ处理的小鼠 ＮＬＲＰ３炎症小体的激
活，从而抑制多种炎症因子的释放而发挥抗 ＵＣ
的作用。

３　讨　论
生物碱是附子的主要化学成分之一，是其发挥

疗效的主要活性成分［１３］。许多含有 ＡＣＡ的中药制
剂如参附注射液、右归丸和小金胶囊等已被广泛用

于治疗多种人体疾病［１０１１］。而抗炎和补阳作用可

能是ＡＣＡ的两个重要药理学特性。迄今为止，研究
人员已从附子中分离出一系列生物碱，并初步确定

了其心脏保护、镇痛、抗炎、抗肿瘤和抗氧化等药理

活性［１３］。然而，ＡＣＡ化学成分的不确定性和复杂性
在一定程度上限制了其进一步开发和临床应

用［９，１４，１８１９］。本研究利用改进的生物碱提取工艺，
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Ａ－各组小鼠的体质量变化；Ｂ－各组小鼠的疾病指数的变化；Ｃ－各组小鼠结肠长度的变化；Ｄ－结肠长度的定量结果。与空白组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜０００１；与

模型组相比，３）Ｐ＜００５。

Ａ－ｃｕｒｖｅｓｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓ；Ｂ－ＤＡＩｃｈａｎｇｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ；Ｃ－ｓｈｏｒｔｅｎｏｆｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｓ；Ｄ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｌｏｎｌｅｎｇｔｈ１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜０００１，ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌ；３）Ｐ＜００５，ｖｓｍｏｄｅｌ．

图３　ＡＣＡ抗葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）诱导小鼠ＵＣ的作用。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＣＡｏｎＤＳＳｉｎｄｕｃｅｄＵＣｍｉｃｅ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ａ－结肠段的典型组织学照片（箭头显示不完整组织、不规则腺体和许多浸润的炎性细胞的病理变化）；Ｂ－结肠切片的形态学评分计算；与空白组相比，
１）Ｐ＜０００１；与模型组相比，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１。

Ａ－ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｃｏｌｏｎｉｃｓｅｇｍｅｎｔｓ，ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｅｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｔｉｓｓｕｅ，ｉｒｒｅｇｕｌａｒｇｌａｎｄｓ，ａｎｄｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

ｓｃｏｒｅｏｆｃｏｌｏｎｓｅｃｔｉｏｎｓ１）Ｐ＜０００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１，ｖｓｍｏｄｅｌ．

图４　ＡＣＡ和柳氮磺吡啶（ＳＡＳＰ）抗ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠代表性结肠样本的组织学结果。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＨＥｓｔａｉｎｅｄｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎａｌｃｏｌｏｎｓｅｃｔｉｏｎｓｉｎＤＳＳｔｒｅａｔｅｄｍｉｃｅａｆｔｅｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＡＣＡａｎｄＳＡＳＰ．
ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
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Ａ－ＡＣＡ抑制ＵＣ小鼠结肠组织中ＩＬ１β含量；Ｂ－ＡＣＡ抑制ＵＣ小鼠结肠组织中ＩＬ６含量；Ｃ－ＡＣＡ抑制ＵＣ小鼠结肠组织中ＩＬ１８的定量结果（ｎ＝６）；Ｄ－ＡＣＡ

抑制ＴＨＰ１细胞上清液中ＩＬ１β的分泌；Ｅ－ＡＣＡ抑制ＴＨＰ１细胞上清液中ＩＬ６的分泌；Ｆ－ＡＣＡ抑制 ＴＨＰ１细胞上清液中 ＩＬ１８的分泌（ｎ＝３）。与空白组相

比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１；与模型组相比，４）Ｐ＜００５，５）Ｐ＜００１，６）Ｐ＜０００１。

Ａ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡＣＡｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１βｉｎｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅ；Ｂ－ＡＣＡｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ６ｉｎｃｏｌｏｎｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅ；Ｃ－ＡＣＡ
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ＩＬ１８ｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＬＰＳａｎｄＮｉｇｅｒｉｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄＴＨＰ１ｃｅｌｌｓ（ｎ＝３）．１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；４）Ｐ＜００５，５）Ｐ＜００１，６）Ｐ＜０００１，ｖｓ

ｍｏｄｅｌ．

图５　ＡＣＡ抑制ＵＣ小鼠结肠中炎症因子的释放和体外抑制ＮＯＤ样受体蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎症小体激活的作用。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
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ｖｉｔｒｏ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ａ－ＡＣＡ抑制ＵＣ小鼠ｃａｓｐａｓｅ１和ＩＬ１β的表达水平；Ｂ－ｃａｓｐａｓｅ１相对灰度值的定量结果；Ｃ－ＩＬ１β的相对定量结果；与空白组相比，１）Ｐ＜００１；与模型组相

比，２）Ｐ＜０００１。

Ａ－ＡＣＡｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍａｔｕｒｅｃａｓｐａｓｅ１ａｎｄＩＬ１βｏｎＵＣｍｉｃｅ；Ｂ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍａｔｕｒｅｃａｓｐａｓｅ１；Ｃ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍａｔｕｒｅＩＬ１βｗｅｒｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；２）Ｐ＜０００１，ｖｓｍｏｄｅｌ．

图６　ＡＣＡ在体内对ＮＬＲＰ３炎症小体下游ｃａｓｐａｓｅ１和ＩＬ１β激活的抑制作用。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＡＣＡｏｎｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ１ａｎｄＩＬ１βｉｎｖｉｖｏ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
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从制附子中提取得到 ＡＣＡ并初步鉴定出多种单体
生物碱成分，与已经报道的结果基本一致［１３］。另

外，本研究首次证实ＡＣＡ通过改善ＤＳＳ所致的小鼠
多种疾病指标来发挥抗 ＵＣ的作用，可能与其抗炎
活性作用有关。本研究扩大了 ＡＣＡ在抗炎领域的
应用范围，并表明ＡＣＡ可能适应于治疗 ＵＣ等肠道
炎症性疾病。

然而，在小鼠结肠中是哪种信号通路的改变导

致炎症因子分泌的抑制仍不清楚。ＮＬＲＰ３炎症小
体是由ＮＯＤ样受体、衔接分子ＡＳＣ和效应分子ｐｒｏ
ｃａｓｐａｓｅ１形成的最重要的炎症相关复合物之一。
活化的ｃａｓｐａｓｅ１导致 ＩＬ１β的成熟和分泌，从而诱
导与炎症相关的几种生物学效应，包括 ＩＬ１８等的
成熟和分泌［２０］。本研究发现 ＡＣＡ和 ＮＬＲＰ３抑制
剂ＭＣＣ９５０可抑制 ＬＰＳ和 Ｎｉｇｅｒｉｃｉｎ诱导的 ＴＨＰ１
细胞中 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＩＬ１８的分泌水平。同时，
ＡＣＡ显著降低ＤＳＳ诱导的ＵＣ小鼠的ＩＬ１β、ＩＬ６和
ＩＬ１８水平。表明抑制炎症因子的分泌和ＮＬＲＰ３炎
症小体的激活可能是ＡＣＡ抗 ＵＣ作用的机制之一。
ＡＣＡ可能通过抑制 ＮＬＲＰ３发挥抑制 ｃａｓｐａｓｅ１和
ＩＬ１β等的激活，最终抑制 ＩＬ１β和 ＩＬ１８的分泌而
发挥抗ＵＣ的作用。

综上所述，本研究对制附子中提取得到的 ＡＣＡ
进行了主要组成成分指认，发现其含有多种附子中

特有的生物碱成分。同时，本研究首次在 ＤＳＳ诱导
的小鼠体内证实了 ＡＣＡ具有与 ＳＡＳＰ类似的抗 ＵＣ
活性，包括改善体重减轻、疾病指数升高、结肠缩短、

病理损伤和肠黏膜完整性等，可能与其抑制 ＮＬＲＰ３
的激活进而抑制ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＩＬ１８等多种炎症因
子的分泌有关。本研究扩大了 ＡＣＡ在抗炎领域的
应用范围，ＡＣＡ可能具有治疗 ＵＣ和其他肠道炎症
性疾病的潜力。
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