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葫芦茶叶抗过敏性哮喘组分分析
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［摘要］ 目的:研究葫芦茶抗过敏性哮喘的活性组分及化学成分。方法: 采用中、高压液相色谱法对葫芦茶叶提取物进
行多组分富集，采用无标记整合药理学方法筛选富集得到的组分对 GPＲ35 受体的激动活性，应用 HPLC-TOF-MS 技术对活性
组分的化学成分进行分析。结果: 葫芦茶叶的 95%乙醇提取物经正庚烷-70%甲醇萃取，70%甲醇萃取层经 C18中压制备柱，

分别以 5%，70%和 95%的甲醇洗脱，其中 70%甲醇洗脱部分经 XAmide高压制备色谱柱，以甲醇-水洗脱，按色谱峰收集流分，
共得到 10 个组分。GPＲ35 受体激动活性筛选结果显示组分 Fr4，Fr5，Fr6，Fr7，Fr9，Fr10 对 GPＲ35 受体有较强的激动活性，同
时对 GPＲ35 受体激动剂敏喘宁显示了脱敏活性，由此推测上述组分为葫芦茶抗过敏性哮喘的活性组分。采用 HPLC-TOF-MS
技术对上述活性组分的化学成分进行了分析，从中鉴定出乌索酸，儿茶素，山柰酚-3-O-α-鼠李糖基( 1→6 ) -β-葡萄糖苷，槲皮
素-3-O-α-鼠李糖基( 1→6) -β-葡萄糖苷 /槲皮素-3-O-α-鼠李糖基( 1→6) -β-半乳糖苷，间苯三酚-1-O-β-葡萄糖苷，槲皮素-3-O-β-
葡萄糖苷，山柰酚-3-O-β-葡萄糖苷，山柰酚-3-O-β-半乳糖苷，triquetrumone E，triquetrumone F，山柰酚，胡萝卜苷，芹菜素，共 12
个化合物。结论: 组分 Fr4，Fr5，Fr6，Fr7，Fr9，Fr10 为葫芦茶抗过敏性哮喘的有效组分，从活性组分中检测到的 12 个化合物可
能为葫芦茶抗过敏性哮喘的有效成分。
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Analysis of Anti-allergic Asthma Constituents in Tadehagi triquetrum Leaves

DING Hui1，SHI Li-ying1，2* ，CHEN Yao1，LU Xuan1，2，FENG Bao-min1，2，

WANG Yong-qi2，YU Da-yong1，2

( 1. School of Life Sciences and Biotechnology，Dalian University，Dalian 116622，China;
2. Institute of Materia Medica，Dalian University，Dalian 116622，China)

［Abstract］ Objective: To investigate the anti-allergic asthma constituents in Tadehagi triquetrum．
Method: The fractions were enriched from T． triquerum by using medium or high pressure liquid chromatography;
such active fractions as G protein-coupled receptor-35 ( GPＲ35 ) agonists were screened out by using label-free
dynamic mass redistribution assays; HPLC-TOF-MS was used to analyze the main components in active fractions．
Ｒesult: The 95% ethanol extracts of leaves of T． triquerum were extracted with n-heptane-70% methanol; 70%
methanol extraction layer was eluted with 5%，70% and 95% methanol through C18 medium-pressure preparation
column; among them，the part eluted with 70% methanol was eluted with methanol-water through XAmide high-
pressure preparative chromatography column，and separated into 10 components based on chromatographic peaks．
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The 10 fractions were enriched from T． triquerum; fraction 4，5，6，7，9 and 10 exhibited strong activities against
GPＲ35 receptor，suggesting the above components are anti-allergic asthma constituents of T． triquerum． HPLC-
TOF-MS was used to analyze the chemical constituents of the above components and identify 12 constituents，
namely ursonic acid，catechinic acid，kaempferol-3-O-α-rhamanopyranosyl ( 1→6 ) -β-glucoside，quercetin-3-O-
α-rhamanopyranosyl ( 1 → 6 ) -β-glucoside /quercetin-3-O-α-rhamanopyranosyl ( 1 → 6 ) -β-galactoside，
phloroglucinol-3-O-β-galactoside，triquetrumone E， triquetrumone F， kaempferol， daucosterol and apigenin．
Conclusion: Fraction 4，5，6，7，9 and 10 are active fractions，and the compounds identified from active fractions
might be anti-allergic asthma constituents．
［Key words］ Tadehagi triquetrum; anti-allergic; asthma; GPＲ35; component analysis

葫芦茶主产于广西、江西、广东、福建等地［1］。
具有清热解毒、消积利湿、杀虫防腐等功效，临床用
于治疗感冒发热、咽喉肿痛、急性肾炎、黄疸性肝炎、
肠炎、细菌性痢疾、妊娠呕吐等［2-3］。现代药理学研
究表明葫芦茶具有抗炎、抗菌、抗氧化等多种药理活
性［4-5］。化学研究表明葫芦茶叶主要含有黄酮、异
黄酮、香豆素、多酚等成分［6-13］。笔者在前期研究中
发现葫芦茶具有较强的抗过敏性哮喘作用［14-15］，但

其抗过敏性哮喘的有效成分及作用靶点还尚未阐

明，解决这一问题的关键是构建作用靶标明确的药

效物质基础评价体系。前期研究还发现，葫芦茶叶
中有效成分易于提取且提取量高。随着小分子化合
物库筛选和有潜力的内源性激动剂的发现，逐步证

明 GPＲ35 受体与哮喘相关［16-17］，因此 GPＲ35 受体
可能成为一个新颖的、有潜力的哮喘治疗的新靶标。
基于无标记技术的整合药理学方法具有高通量( 可

以采用 384 孔生物感应器微型板测定) ，高内涵( 能
反映药物作用的多维属性) ，高灵敏( 可以监测到药

物在低浓度下引起的响应信号) 的特性，前期研究

中笔者应用无标记整合药理学方法建立了以

GPＲ35 受体为靶标的抗过敏性哮喘活性筛选模型，
并从天然黄酮类化合物中发现了 3 个 GPＲ35 受体
激动剂［18-19］，目前该模型已应用于葫芦茶叶多组分

抗过敏性哮喘活性的筛选。本文拟通过对葫芦茶叶
提取物进行多组分制备、多组分活性筛选及活性组
分质谱表征的研究，进一步探讨葫芦茶抗过敏性哮

喘的有效成分及作用靶点，为阐明葫芦茶抗过敏性

哮喘的药效物质基础提供理论依据。
1 材料
葫芦茶药材采自广西平南县，标本经中科院昆

明植物所裴盛基教授鉴定为豆科植物葫芦茶

Tadehagi triquetrum的叶，标本现存于大连大学药物
研究所( 标本号 2013122101) 。
敏喘宁( 批号 Z0878 ) 购自 Sigma-Aldrich 公司;

DMSO( 批号 101K5580 ) 购自 Bio Basic 公司; HBSS
( 批号 14175103 ) 和 McCoy's 5A 培养液 ( 批号
DY0324S0414L) 购自生工生物工程 ( 上海) 股份有
限公司; Epic  384 孔生物感应器微型板购自
Corning公司;人直肠癌 HT-29 细胞购自中国科学院
上海细胞生物学研究所细胞库; XAmide 酰胺 HILIC
液相色谱柱( 4. 6 mm × 150 mm，5 μm) ，C18烷基键

合硅胶( 60 μm) 购自浙江华谱公司;甲醇、乙腈色谱
纯，其他试剂分析纯。

IX71 型显微镜( 日本 Olympus 公司) ，5415Ｒ 型
高速离心机 ( 德国 Eppendorf 公司) ，CO2 恒温培养

箱( 美国 Thermo公司) ，Laborota 4000 型旋转蒸发仪
( 德国海道夫公司) ，Cheetahtm 快速纯化系统( 北京
Agela科技公司) ，半制备型高效液相色谱仪 ( 日本
岛津公司) ，Sciex Triple TOF-4600 型质谱仪 ( 美国
AB 公司 ) ，Milli-Q 型去离子水发生器 ( 美国
Millipore公司) 。
2 方法与结果
2. 1 葫芦茶叶组分制备 称取葫芦茶叶 1. 0 kg，粉
碎后用 95%乙醇 70 ℃加热回流提取 3 次，每次2 h，
合并提取液，过滤后减压浓缩，干燥得总提取物

110 g。
取总提取物 80 g，溶于 70%甲醇 2 L 中，用等

体积的正庚烷萃取 3 次，合并萃取液得 70%甲醇
层和正庚烷层，减压浓缩，干燥得 70%甲醇萃取物
55 g。
取上述 70%甲醇萃取物 50 g，经 C18中压制备

柱，分别以 5%，70%，95%的甲醇洗脱，分别合并洗
脱液，减压浓缩，干燥得 70%甲醇洗脱部分 26 g。
取 70%甲醇洗脱部分 25 g，经 XAmide高压制备柱，
流动相甲醇 ( A) -0. 5%甲酸水 ( B) 梯度洗脱 ( 0 ～
20 min，80% ～ 70% A，20 ～ 30 min，70% ～ 5% A) ;
流速 10 mL·min －1，进样量 200 μL，检测波长 254
nm，按色谱峰收集流分，共得到 10 个组分，Fr1 ～
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Fr10，见图 1。

图 1 葫芦茶叶多组分制备色谱
Fig． 1 Preparative chromatogram of fractions from Tadehagi

triquetrum leaves

2. 2 葫芦茶叶组分抗过敏性哮喘活性筛选
2. 2. 1 实验原理 G 蛋白偶联受体 ( G protein
coupled receptors，GPCＲ) 是抗哮喘药物的重要靶
标［20］，GPＲ35 受体作为 GPCＲ 家族的重要成员，在
过敏性哮喘发病机制中发挥重要的作用，GPＲ35 受
体激动剂的发现对于抗哮喘药物的研发具有重要意

义［16，21-22］。无标记细胞整合药理学技术 ( cellular
label-free integrative pharmacology，CLIP) 是将细胞
受药物刺激产生的动态质量重置 ( dynamic mass
redistribution，DMＲ) 经谐振波导光栅生物传感器记
录为可视化谱线，从而反映药物作用靶点和通

路［23-24］。本研究采用 HT-29 细胞培养，以其高表达
的 GPＲ35 受体为靶标，通过无标记细胞靶点药理学
技术筛选了葫芦茶叶组分的 GPＲ35 受体激动活性。
2. 2. 2 实验方法 GPＲ35 受体激动活性筛选参照
文献［18，25］的方法。HT-29 细胞以 3. 2 × 104 个 /
孔的密度接种到 Epic 384 孔生物感应器微型板
中，置于 37 ℃ 5% CO2 的细胞培养箱中培养 24 h。
检测前用 HBSS缓冲液洗 2 次，然后每孔加 HBSS缓
冲液 30 μL，置于 Epic 系统上平衡孵育 1 h，平衡
后在 Epic 系统上建立 1 个 2 min 的基线。对于激
动分析，加入待测组分 ( 质量浓度 100，50，25 mg·
L －1 ) 或对照溶液 10 μL，继续监测 1 h。通过监测各
组分引起的 DMＲ 响应信号来评价各组分对 GPＲ35
受体的激动活性。对于脱敏分析，加入待测组分
10 μL预处理 HT-29 细胞 1 h，然后加入 1 μmol·L －1

敏喘宁 10 μL继续监测 1 h。通过监测各组分预处
理后敏喘宁引起的 DMＲ 信号来评价各组分对敏喘
宁的脱敏作用，即各组分对 GPＲ35 受体的亲和性。
2. 2. 3 数据处理 DMＲ 数据由 Epic Imager 软件
( 美国康宁公司) 记录，并经 Imager Beta 3. 7 软件

( 美国康宁公司 ) 处理得到。采用 Microsoft Excel
2010 和 Graph Pad Prism 软件进行统计分析。所有
的 DMＲ信号都经空白校正得到。
2. 2. 4 实验结果 实时监测葫芦茶各叶组分在
HT-29 细胞上的 DMＲ响应，取 60 min 内最大 DMＲ
响应值作图。在 100，50，25 mg·L －1质量浓度下各

组分均产生不同程度的 DMＲ 响应，其中在 25 mg·
L －1质量浓度下组分 Fr4，Fr5，Fr6，Fr7，Fr9 和 Fr10
在 HT-29 细胞上引起的最大 DMＲ响应均在 300 pm
以上，＞ 1 μmol·L －1敏喘宁引起的最大 DMＲ 响应
( 240 pm) 。见图 2。

图 2 葫芦茶叶各组分 ( 25 mg·L －1 ) 在 HT29 细胞上引起的最大
DMＲ响应( 珋x ± s，n = 3)

Fig． 2 DMＲ response of fractions ( 25 mg·L －1 ) from Tadehagi

triquetrum leaves HT-29 cells ( 珋x ± s，n = 3)

为验证活性组分在 HT-29 细胞上引起的 DMＲ
响应是由激动 GPＲ35 受体引起的，以上述组分对
HT-29 细胞预处理 1 h 后，重新建立基线，再加入
1 μmol·L －1的敏喘宁，实时监测敏喘宁在 HT-29 细
胞上的 DMＲ 响应，取 60 min 内最大 DMＲ 响应值
作图。结果表明，以质量浓度 100，50，25 mg·L －1的

各组分预处理 HT-29 细胞后，对敏喘宁均产生脱敏
作用，且呈剂量依赖关系，其中 100 mg·L －1的组分

Fr4，Fr5，Fr6，Fr7，Fr9 和 Fr10 预处理 HT-29 细胞后，
对敏喘宁产生的脱敏作用较强。这说明活性组分与
敏喘宁竞争结合同一受体———GPＲ35 受体，即活性
组分在 HT-29 细胞上引起的 DMＲ 响应是由激动
GPＲ35 受体引起的。见图 3，4。
2. 3 活性组分质谱表征 为明确活性组分的化学
组成，笔者采用 HPLC-TOF-MS 技术对活性组分
Fr4，Fr5，Fr6，Fr7，Fr9，Fr10 的化学成分进行了分析。
2. 3. 1 样品配制 分别称取活性组分，用甲醇配成
质量浓度为 150 mg·L －1的溶液，0. 45 μm 微孔滤膜
滤过后待用。
2. 3. 2 色谱与质谱条件 选用 Agilent Ecplise Plus
C18反相色谱柱，流动相乙腈( A) -0. 5%甲酸水 ( B)
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图 3 组分 5 预处理 HT29 细胞后敏喘宁在 HT-29 细胞上的 DMＲ

响应曲线( 珋x ± s，n = 3)

Fig． 3 Ｒeal time DMＲ dose responses of Zaprinast on HT-29 cells

after treated with Fr5 ( 珋x ± s，n = 3)

图 4 葫芦茶叶各组分( 100 mg·L －1 )预处理 HT29 细胞后敏喘宁在
HT-29 细胞上引起的最大 DMＲ响应( 珋x ± s，n = 3)

Fig． 4 DMＲ response of Zaprinast on HT-29 cells after treated with

the fractions ( 100 mg·L －1 ) from Tadehagi triquetrum leaves( 珋x ± s，

n = 3)

梯度洗脱 ( 0 ～ 40 min，10% ～ 60% A，40 ～ 45 min，

表 1 从葫芦茶叶组分中鉴定的化学成分
Table1 Constituents identified from Tadehagi triquetrum leaves

No． 组分 一级质谱 二级质谱 化合物

1 Fr4 457 331 乌索酸

2 Fr4 291 273，247，231，207，181 儿茶素

3 Fr5 595 449，287 山柰酚-3-O-α-鼠李糖基( 1→6) -β-葡萄糖苷

4 Fr6 611 465，303 槲皮素-3-O-α-鼠李糖基( 1→6) -β-葡萄糖苷
或槲皮素-3-O-α-鼠李糖基( 1→6) -β-半乳糖苷

5 Fr6 289 127 间苯三酚-1-O-β-葡萄糖苷

6 Fr6 465 303 槲皮素-3-O-β-葡萄糖苷

7 Fr7 449 287 山柰酚-3-O-β-葡萄糖苷或山柰酚-3-O-β-半
乳糖苷

8 Fr7 463 339，228 triquetrumone E

9 Fr7 385 340，322，227 triquetrumone F

10 Fr7 287 269，259，243，231，171 山柰酚

11 Fr9 577 510，413，367，300 胡萝卜苷

12 Fr10 271 227，183 芹菜素

60% ～95%A) ; 流速 0. 5 mL·min －1，柱温 40 ℃，进
样量 10 μL。

采用 ESI 离子源，正离子模式，电离电压
4. 5 kV，雾化气 345 kPa，辅助加热气 345 kPa，辅助
加热气温度 550 ℃，检测模式为飞行时间全扫描质
谱和二级质谱( TOF MS IDA MS /MS) 模式，去簇电
压 80 V，MS /MS 碰撞能量 35 eV，扩展碰撞能量
15 eV，TOF-MS 扫描范围为 m/z 100 ～ 1 000，
TOF-MS /MS扫描范围为 m/z 100 ～ 1 000。
2. 3. 3 数据处理 采用 Analyst TF1. 6 分析软件对
质谱测定结果进行处理。
2. 3. 4 实验结果 通过对化合物质谱裂解信息的
研究，同时结合文献［6-13］，对活性组分 Fr4，Fr5，
Fr6，Fr7，Fr9，Fr10 中的主要化学成分进行了结构推
测，推测出其中的 12 个化合物，见表 1。以其中的
槲皮素和山柰酚为母核的黄酮苷类成分为例来说明

鉴定过程。存在母离子［M + H］+ ( m/z 449 ) ，碎片
离子［M + H － Glu］+或［M + H － Gal］+ ( m/z 287 ) ，
即母离子脱去 1 个葡萄糖基或半乳糖基产生山柰酚
碎片离子，推测此化合物为山柰酚-3-O-β-葡萄糖苷
或山柰酚-3-O-β-半乳糖苷，见图 5。存在母离子
［M + H］+ ( m/z 595 ) ，碎片离子［M + H － Ｒha］+

( m/z 449) ，［M + H － Ｒha － Glu］+ ( m/z 287 ) ，即母
离子先脱去 1 个鼠李糖基，再脱去 1 个葡萄糖基，产
生山柰酚碎片离子，结合文献推测此化合物为山柰

酚-3-O-α-鼠李糖基( 1→6) -β-葡萄糖苷，见图 6。存
在母离子［M + H］+ ( m/z 465) ，碎片离子［M + H －
Glu］+或［M + H － Gal］+ ( m/z 303 ) ，即母离子脱去
1 个葡萄糖基或半乳糖基产生槲皮素碎片离子，结
合文献报道推测此化合物为槲皮素-3-O-β-葡萄糖
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苷，见图 7。

图 5 山柰酚-3-O-β-葡萄糖苷 /山柰酚-3-O-β-半乳糖苷的质谱
Fig． 5 MS /MS spectrum of kaempferol 3-O-β-glucoside /kaempferol

3-O-β-galactoside

图 6 山柰酚-3-O-α-鼠李糖基( 1→6) -β-葡萄糖苷质谱
Fig． 6 MS /MS spectrum of kaempferol 3-O-α-rhamnopy-ranosyl-

( 1→6) -β-glucopyranoside

图 7 槲皮素-3-O-β-葡萄糖苷的质谱
Fig． 7 MS /MS spectrum of quercetin-3-O-β-glucoside

3 结论
本研究通过采用液相色谱法，对葫芦茶叶提取

物进行了多组分富集，富集得到了 10 个组分。采用
无标记整合药理学方法筛选了富集得到的 10 个组
分对 GPＲ35 受体的激动活性，其中有 6 个组分显示
了较强的 GPＲ35 受体激动活性，被确定为葫芦茶抗
过敏性哮喘的有效组分。进而应用 HPLC-TOF-MS
技术对上述组分的化学成分进行了分析，从中鉴定

了 12 个化合物，主要为黄酮类成分，提示其可能为
葫芦茶抗过敏性哮喘的有效成分。
4 讨论
根据疾病治疗指南推荐，目前哮喘治疗的一线

药物为吸入性糖皮质激素、短效或长效 β2-肾上腺受

体激动剂［26］。此外，M受体阻滞剂、茶碱类药物、抗
白三烯药物、抗组胺药物、色甘酸钠类药物也是哮喘
治疗常规类药物［20，26］。其中肥大细胞膜稳定剂，如
色甘酸钠，通过抑制肥大细胞脱颗粒而抑制炎性介

质的释放，最近研究证实色甘酸钠为 GPＲ35 受体的
激动剂［21］。目前 GPＲ35 受体已经成为哮喘治疗的
新靶标［21-22］，因此本研究中以葫芦茶各组分对

GPＲ35 受体的激动活性为指标来评价各组分的抗
过敏性哮喘活性。
无标记整合药理学方法是通过采用无标记技术

( Epic label-free technology) 监测探针分子 /药物作用
于活细胞后引发细胞内部物质动态的变化过程来反

映药物作用的靶点和通路。Epic 系统由共振波导
光栅读板仪和标准微量滴定板组成。读板仪的检测
器系统利用集成光纤测量入射光的波长移位，该移

位是由药物分子刺激细胞引发配体结合、受体激活、
蛋白募集、受体内化和再循环、第二信使变化、细胞
骨架重塑、基因表达、细胞黏附等而引起的，也就是
说该位移反映的是活细胞内部动态的物质再分布。
目前该方法已经成功用于 β2 受体

［27］，M3 受体［28］，
H1 受体［29］，GPＲ35 受体［30］等多个 G蛋白偶联受体
的靶点药理学研究。本研究成功将无标记整合药理
学方法应用于含有多成分的复杂组分的活性筛选，

为复杂组分的活性追踪提供了可借鉴的方法。
本研究采用活性评价与质谱解析相结合的方

法，首先采用无标记整合药理学技术研究了葫芦茶

组分对 GPＲ35 受体的激动活性，进而采用 HPLC-
TOF-MS技术分析了活性组分中的化学成分，为阐
明葫芦茶叶抗过敏性哮喘的作用物质基础及作用机

制奠定了基础，而且为作用靶标明确的中药活性成

分的发现提供了新的思路和方法。
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