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地枫皮入血成分抗类风湿性关节炎作用研究
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摘 要: 为发现地枫皮中具有抗类风湿性关节炎（RA）功效的化合物，该研究利用液相色

谱-串联质谱法鉴定地枫皮的入血成分；通过检测入血成分对胶原诱导的关节炎小鼠表观病

症，关节炎指数，膝关节病理，以及血清中 MCP-1、IL-6和 TNF-α含量的影响，评价入血

成分的抗 RA活性；利用分子对接的方法，探究抗 RA活性化合物与 TLR4/NF-κB通路的

相互作用。结果表明：（1）地枫皮中的异红花八角醇、厚朴酚能够进入血浆。（2）异红

花八角醇能够缓解胶原诱导关节炎小鼠的四肢充血、发红、肿胀等症状，减小关节炎指

数，阻碍膝关节组织病理进程，降低血清中 MCP-1、IL-6和 TNF-α含量。（3）异红花八

角醇能够与 TLR4/NF-κB通路中的关键蛋白质 TLR4、IκBα和 NF-κB p65结合。总之，异红

花八角醇被吸收后，通过血液循环到达关节组织，可能影响 TLR4/NF-κB通路而缓解 RA

病症，是地枫皮抗 RA的活性成分之一。
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by testing their effects on symptoms, arthritis indexes, pathological changes of knee joints, and

contents of MCP-1, IL-6 and TNF-α in serum of collagen-induced arthritis mice. The potential

interactions between the anti-rheumatoid arthritis compounds and TLR4/NF-κB pathway were

studied by molecular docking. The results were as follows: (1) After absorbance, isodunnianol and

magnolol could enter bloodstream. (2) Isodunnianol could alleviate symptoms including limb

congestion, redness and swelling, reduce arthritis index score of limbs, improve histopathology of

knee joints, and decrease contents of MCP-1, IL-6 and TNF-α in serum of collagen-induced

arthritis mice. (3) Isodunnianol could bind to key proteins of TLR4/NF-κB pathway, including

TLR4, IκBα and NF-κB p65. In conclusion, isodunnianol could enter bloodstream after

absorbance and alleviate the pathology of rheumatoid arthritis, possibly through regulating

TLR4/NF-κB pathway. Therefore, isodunnianol is one of anti-rheumatoid arthritis active

components of Illicium difengpi.

Key words: Illicium difengpi, isodunnianol, rheumatoid arthritis, enter the bloodstream, LC-
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地枫皮（Illicium difengpi）为木兰科八角属植物，灌木，主要分布于广西壮族自治区

西南部的喀斯特地区，常生长于石灰岩山顶、石缝或石山的疏林下。其皮可以入药，具有

祛风除湿、行气止痛的功效,主要用于治疗风湿性关节痛、腰肌劳损等症(中国科学院中国

植物志编辑委员会，1996；国家药典委员会，2020)。

地枫皮药材中的化学成分丰富，含有木脂素、苯丙素、三萜、糖苷、倍半木脂素等类

型的化合物。其中，一些三萜、倍半木脂素化合物在细胞实验中显示出良好的抗炎活性

（Fang et al., 2010；Li et al., 2013, 2015；Pan et al., 2019）。前期，本课题组对地枫皮的石

油醚、二氯甲烷、乙酸乙酯和正丁醇等不同极性部位进行了抗炎活性评价，发现二氯甲烷

提取物抗炎活性最强，可能是地枫皮主要的药效部位（宁德生等，2016）。但是，药物的

体内活性与吸收、分布、代谢、排泄和药物-受体相互作用等多种因素紧密相关。因此，要

阐明地枫皮抗类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis, RA）的物质基础，还必需开展体内的

药效学研究。中药具有化学成分复杂的特点，其发挥药效的物质通常是经过吸收、代谢等

生理过程，能够进入血液的原型成分或代谢产物（闫广利等，2015）。为发现地枫皮中具

有抗 RA作用的化合物，本研究拟探讨以下问题：（1）在大鼠模型中，鉴定地枫皮二氯甲

烷提取物中的入血成分；（2）在胶原诱导的小鼠关节炎模型中，评价入血成分的抗 RA活

性；（3）利用分子对接的方法，探究抗 RA活性化合物与 TLR4/NF-κB炎症调控通路中关

键蛋白质的相互作用。最终，为阐明地枫皮的抗 RA物质基础和作用机制提供参考，为地

枫皮的合理开发应用提供科学依据。

1材料与方法



1.1 材料

1.1.1 动物 SPF级雄性 SD大鼠，体质量 230~270 g，购买自湖南斯莱克景达实验动物有限

公司，实验动物生产许可证号：SCXK（湘）2019⁃0004。SPF级雄性 DBA/1小鼠，体质量

18~22 g，购买自常州卡文斯实验动物有限公司，实验动物生产许可证号：SCXK（苏）

2021-0013。动物实验经广西壮族自治区中国科学院广西植物研究所实验动物管理与伦理委

员会批准（批准号：GXZW-20210928-1），实验动物使用许可证号 ：SYXK（桂）2020-

0002。

1.1.2 药物与试剂 不完全弗氏佐剂、完全弗氏佐剂和牛 II型胶原均购自美国 Chondrex公

司；小鼠单核细胞趋化蛋白 1（MCP-1）、白细胞介素 6（IL-6）和肿瘤坏死因子α（TNF-

α）酶联免疫吸附法试剂盒均购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；各种有机试剂均购

自西陇化工股份有限公司。

1.1.3 主要仪器 Spark 多功能酶标仪（瑞士 Tecan公司）；高速冷冻离心机（珠海海马公

司）；200~300 目硅胶（青岛海洋化工厂）；Sephadex LH-20 葡聚糖凝胶（美国 GE 公

司）；MCI凝聚（日本三菱公司）；ODS C18柱 (100 mm×2.1 mm，3.5 μm，日本岛津公

司)；LC/MS-IT-TOF液相质谱联用仪（日本岛津公司）。

1.2实验方法

1.2.1 二氯甲烷提取物、化合物的分离制备 植物材料采集于广西都安县，经唐辉研究员

（广西壮族自治区中国科学院广西植物研究所）鉴定为地枫皮的干燥树皮。将 15 kg地枫

皮药材粗粉，用 20 L的 95%乙醇于室温中浸泡 24 h。过滤，收集滤液，药材重复浸提 3

次。滤液于 50 ℃减压浓缩成浸膏，浸膏用蒸馏水超声分散后，依次用石油醚、二氯甲烷、

乙酸乙酯、正丁醇萃取，减压去除溶剂后得到石油醚提取物、二氯甲烷提取物、乙酸乙酯

提取物和正丁醇提取物。根据本课题组前期建立的方法（宁德生等，2017；Pan et al.,

2019），从二氯甲烷提取物中制备 2个主要成分厚朴酚、异红花八角醇，经液相鉴定纯度

均 > 95%，它们的 NMR数据与文献报道基本一致。

1.2.2大鼠给药及取血 雄性 SD大鼠适应性饲养 1周后，随机分为空白对照组和给药组，每

组 5只。将二氯甲烷提取物混悬于助悬剂（45%聚氧乙烯蓖麻油，45%无水乙醇，10%

水），60 ℃加热助溶成 0.25 g·mL-1的混悬液。给药组大鼠灌胃上述混悬液，剂量为 2.5

g·kg-1，空白对照组大鼠灌胃等剂量的助悬剂。灌胃处理 30、60、90、120、180 min后，

从腹主动脉取血，置于含肝素钠的采血管。4 000 r·min-1，离心 10 min，收集血浆。每个时

间点取 1 mL血浆进行混合，放-80 ℃备用。



1.2.3 血浆处理 取 800 μL混合时间点的血浆，加入 1 600 μL丙酮，涡旋混匀 5 min。于

4 ℃，13 000 r·min-1下离心 20 min。收集上清液，用氮气吹干，再用 100 μL 70%的甲醇水

溶液复溶。于 4 ℃，13 000 r·min-1下离心 20 min。收集上清液，置于内存管中，待测。

1.2.4 液相色谱-串联质谱法检测入血成分 液相色谱参数设置如下：ODS C18色谱柱 (100

mm×2.1 mm，3.5 μm)；柱温设为 30 ℃；流动相为 0.1%甲酸（A）-乙腈（B）；流速设为

0.3 mL·min-1；进样体积为 20 μL；梯度洗脱条件如下：0～10 min，40%～70% B；10～40

min，70%～95% B；40～45 min，95% B；45～50 min，95%~40% B。质谱参数参照赵振

东等（2013）的方法设定：ESI 设为负离子模式；电压设为-3.5 kV；氮气做为雾化气，流

量为 1.5 L·min-1；碰撞气为氩气；干燥气压设为 100 kPa；检测器电压设为 1.7 kV；加热模

块温度和 CDL温度均设为 200℃；一级质谱的扫描范围为 m/z 300～700；母离子的扫描范

围为 m/z 315～650；离子累积时间为 10 ms；CID 碰撞能量设为 100%；碰撞气能量设为

100%。

1.2.5 胶原诱导关节炎（collagen-induced arthritis, CIA） 小鼠模型建立及给药 雄性 DBA/1

小鼠适应性饲养 1周后，随机分为空白对照组、CIA模型组、异红花八角醇低剂量组（40

mg·kg-1·d-1）、异红花八角醇高剂量组（80 mg·kg-1·d-1）和甲氨蝶呤组(1 mg·kg-1·d-1，作为

阳性对照)，每组 6只。CIA小鼠模型根据 Miyoshi 和 Liu（2018）报道的方法建立：每只

小鼠于尾巴根部，注射 100 μL由完全弗氏佐剂和牛 II型胶原配制的乳剂（含 100 μg牛 II

型胶原），进行初次免疫；21 d后，每只小鼠于尾巴根部，注射 100 μL由不完全弗氏佐剂

和牛 II型胶原配制的乳剂（含 100 μg牛 II型胶原），进行加强免疫。于加强免疫后，异红

花八角醇组和甲氨蝶呤组小鼠灌胃给予指定剂量的化合物，空白对照组和 CIA模型组小鼠

给与等剂量的生理盐水。每天一次，连续处理 3周。

1.2.6异红花八角醇抗 RA活性检测 加强免疫后，每 3 d对小鼠进行 1次关节炎指数打分。

关节炎指数为表征关节炎严重程度的指标，为四肢打分相加之和。每条肢体的打分规则如

下：0分，正常；1分，单个关节肿胀；2分，1个以上关节肿胀；3分，所有关节肿胀；4

分，皮肤爆裂或关节扭曲（Li et al., 2022）。最后 1次给药 4 h后，利用 CO2窒息法处死小

鼠，立即通过眼眶取血，制备血清，根据厂家说明书测定各组小鼠血清中的 MCP-1、IL-6

和 TNF-α含量。取左后肢膝关节材料，修剪整齐，经固定、脱水、透明、包埋、切片、摊

片、拷片后，进行常规的苏木精-伊红染色（H&E），于显微镜下观察小鼠的关节病理情

况。

1.2.7 分子对接 首先，在 Pubchem 数据库里查找异红花八角醇的 2D 结构，利用 chem3D



软件对异红花八角醇的 2D 结构进行优化并转换成 3D 结构。其次，在 Uniport 网站搜索

TLR4、IκBα和 NF-κB p65等蛋白质，下载蛋白质 3D结构文件。然后，利用 AutodockTools

软件对蛋白质加氢，得到相应的 pdbqt 文件和 grid 文件，将 Spacing 值设置为 1，以 Vina

命令执行分子对接，获得异红花八角醇-蛋白质结合能。最后，通过 Pymol软件去除水分子

和小分子配体，然后得到成分-靶点分子对接虚拟图。

1.2.8统计分析 在 GraphPad Prism 5.0软件中，数据以x±s表示，两组间差异用非配对 t检

验进行分析，P< 0.05认为差异显著。

2结果与分析

2.1入血成分鉴定

给药组大鼠血浆、空白对照大鼠血浆、厚朴酚和异红花八角醇对照溶液在相同条件下

进行液相色谱-串联质谱分析，得到的总离子流色谱图如图 1所示。结合对照品的液相色谱

保留时间，空白对照血浆和给药血浆样品的谱图差异（图 2）和样品中的质谱碎片信息

（图 3），鉴定出地枫皮二氯甲烷提取物进入血浆中的 2个成分，即异红花八角醇和厚朴

酚。鉴于异红花八角醇等倍半木脂素类化合物为八角属植物的特征性成分（Kouno et al.,

2014），且本课题组前期发现异红花八角醇具有良好的抗炎活性（Pan et al., 2019），因此

本研究着重对异红花八角醇进行了体内抗 RA活性及分子对接评价。

图 1总离子流色谱图

Fig.1 Chromatograms of total ion flow



图 2液相色谱图

Fig.2 Chromatograms of liquid chromatography

https://cn.bing.com/dict/search?q=liquid&FORM=BDVSP6&cc=cn
https://cn.bing.com/dict/search?q=chromatography&FORM=BDVSP6&cc=cn


A.厚朴酚质谱图；B.异红花八角醇质谱图；C.给药组大鼠血浆厚朴酚质谱图；D.给药组大鼠血浆异红花

八角醇质谱图。

A. Mass spectrogram of magnolol; B. Mass spectrogram of isodunnianol; C. Mass spectrogram of magnolol from

plasma of treated rats; D. Mass spectrogram of isodunnianol from plasma of treated rats.

图 3质谱图

Fig.3 Mass spectrograms

2.2异红花八角醇缓解 CIA小鼠病症

CIA动物模型在临床症状、免疫病理反应、病理损伤等方面都与人类 RA极为相似，

是体内研究 RA公认的动物模型。因此，本研究建立了 DBA/1小鼠 CIA模型，其典型症状

包括四肢充血、发红、肿胀、关节变形等（图 4）。相比 CIA模型小鼠，用 40 mg·kg-1·d-1

的异红花八角醇处理 21 d，四肢充血发红、肿胀和关节变形程度减轻；80 mg·kg-1·d-1的异

红花八角醇，效果更加明显，表明异红花八角醇能够缓解 CIA小鼠的关节炎症状。

图 4异红花八角醇缓解 CIA小鼠病症（给药 21 d）
Fig. 4 Isodunnianol alleviates symptoms of CIA mice (on treated day 21)

2.3异红花八角醇减小 CIA小鼠关节炎指数

为定量评价异红花八角醇的抗 RA活性，本研究测定了其对 CIA小鼠关节炎指数的影

响。如图 5所示，从给药 3 d开始，异红花八角醇低、高剂量组小鼠的关节炎指数打分都

低于 CIA模型组小鼠，且降低程度与异红花八角醇的给药剂量成正相关性。此外，随着给

药天数的增加，CIA模型组小鼠与异红花八角醇低、高剂量组小鼠间的关节炎指数差距越

来越大，表明异红花八角醇能够剂量依赖性地延缓 RA病理进程。

https://cn.bing.com/dict/search?q=mass&FORM=BDVSP6&cc=cn
https://cn.bing.com/dict/search?q=spectrogram&FORM=BDVSP6&cc=cn
https://cn.bing.com/dict/search?q=mass&FORM=BDVSP6&cc=cn
https://cn.bing.com/dict/search?q=spectrogram&FORM=BDVSP6&cc=cn
https://cn.bing.com/dict/search?q=mass&FORM=BDVSP6&cc=cn
https://cn.bing.com/dict/search?q=spectrogram&FORM=BDVSP6&cc=cn
https://cn.bing.com/dict/search?q=mass&FORM=BDVSP6&cc=cn
https://cn.bing.com/dict/search?q=spectrogram&FORM=BDVSP6&cc=cn
https://cn.bing.com/dict/search?q=mass&FORM=BDVSP6&cc=cn
https://cn.bing.com/dict/search?q=spectrogram&FORM=BDVSP6&cc=cn


图 5异红花八角醇减小 CIA小鼠的关节炎指数打分

Fig. 5 Isodunnianol reduces the arthritis index scores of CIA mice

2.4异红花八角醇保护 CIA小鼠关节组织

为研究异红花八角醇对关节组织的保护作用，本研究对各组小鼠的膝关节组织进行了

苏木精-伊红染色。如图 6所示，空白对照组小鼠膝关节结构完整，关节腔清晰可见，关节

面平滑、规则，无骨的侵蚀、损伤，软骨和滑膜包围正常。CIA模型小鼠膝关节病变明

显，关节面不平滑、不规则，滑膜组织异常增生导致关节腔被填充，软骨出现不同程度的

纤维化而被破坏。异红花八角醇低、高剂量组小鼠，滑膜增生、关节腔填充程度都有所减

轻，关节面相对更平滑、规则，表明异红花八角醇能够减轻膝关节的病变，对关节组织有

保护作用。

图 6异红花八角醇保护 CIA小鼠膝关节组织 (200 ×)
Fig. 6 Isodunnianol protects the knee joints of CIA mice (200 ×)

2.5异红花八角醇降低血清炎症因子含量

为检测异红花八角醇的体内抗炎活性，本研究测定了其对 CIA小鼠血清中 TNF-α、

MCP-1和 IL-6含量的影响。如图 7所示，CIA模型组小鼠血清中的 TNF-α、MCP-1和 IL-6

等炎症因子的含量，显著高于空白对照组小鼠，表明其体内炎症反应异常活化。相比 CIA

模型组小鼠，异红花八角醇低、高剂量组小鼠血清中 TNF-α、MCP-1和 IL-6 的含量显著降

低，且有明显的剂量依赖关系，表明异红花八角醇有效地抑制了 CIA小鼠中的炎症反应。



与空白对照组比较， # 表示 P < 0.05；与 CIA模型组比较，*表示 P< 0.05。

Compared to the blank control mice, # indicates P< 0.05; Compared to the CIAmice, * indicates P< 0.05.

图 7异红花八角醇降低血清中 TNF-α、MCP-1和 IL-6含量

Fig. 7 Isodunnianol decreases the contents of TNF-α、MCP-1 and IL-6 in serums of CIAmice

2.6异红花八角醇与 TLR4/NF-κB通路相互作用

通过分子对接发现：异红花八角醇与 TLR4、IκBα和 p65的结合能分别是-7.4、-7.9和-

6.9 kcal·mol-1，表明异红花八角醇能与 TLR4、IκBα和 p65稳定结合。其中，异红花八角醇

与 TLR4的 Tyr30、Lys31、Tyr33和 Phe34残基通过疏水相互作用形成稳定的构象；异红花

八角醇与 IκBα的 Glu20、Ala23、Ala24、Phe25、Lys27、Val51和 Val95残基通过疏水相互

作用，并与 Tyr48 通过疏水相互作用和氢键形成稳定的构象；异红花八角醇与 p65 的

Ile212、Leu214、Trp230、Val233、Thr243和 Val245残基通过疏水相互作用形成稳定的构

象（图 8），表明异红花八角醇可能通过与 TLR4、IκBα和 p65相互作用，调控 TLR4/NF-

κB通路。



图 8异红花八角醇与 TLR4、IκBα和 p65相互作用

Fig. 8 Interaction between isodunnianol and TLR4, IκBα, p65

3讨论与结论

RA是一种渐进性的慢性自身免疫性疾病，其病理特征包括产生自身免疫抗体和持续

的关节滑膜炎，伴随有关节肿胀、僵硬和疼痛，会引起软骨和骨的损伤，导致关节功能减

弱甚至丧失。目前，RA还难以治愈，通常以减轻疼痛、阻止病理进程和防止关节损伤为

治疗目标（Scott et al., 2010）。研究发现，TLR4/NF-κB通路与 RA的发生发展紧密相关，

其调控的 MCP-1、IL-6和 TNF-α等多种炎症因子在 RA患者中表达升高（Andreakos et al.,

2005）。MCP-1能招募巨噬细胞至关节部位，分泌促炎症因子，引发炎症反应（Singh et

al., 2021）。IL-6和 TNF-α是重要的促炎症细胞因子，它们能促发炎症级联反应，诱导滑膜

细胞增殖，促进基质金属蛋白酶的表达，诱导破骨细胞分化，引起软骨和骨的损伤

（Mateen et al., 2016）。因此，通过调控 TLR4/NF-κB通路，降低 MCP-1、IL-6和 TNF-α

等炎症因子的表达，抑制炎症反应是治疗 RA的有效策略。

地枫皮为壮族同胞用于治疗 RA的传统药物，也是追风舒经活血片、风寒双离拐片等

治疗 RA中成药组方药材，但其药效基础尚未阐明，不利于质量标准的控制，限制了进一



步开发利用。因此，阐明地枫皮的药效物质具有重要的科学意义和应用价值。

基于地枫皮化学组成复杂的生物特征，以及药物需要经过吸收、代谢等过程进入血

液，随血液循环到达靶组织才能产生药效作用的特点，本研究 LC-MS/MS的方法，初步鉴

定出地枫皮中的异红花八角醇和厚朴酚能够进入血液，筛选出潜在的生物活性成分。本研

究首次在体内评价了异红花八角醇的抗 RA作用，药效实验表明：异红花八角醇能够缓解

CIA小鼠的四肢充血、发红、肿胀等症状，减小关节炎指数打分，延缓 RA病理进程，并

改善膝关节的组织病理。此外，异红花八角醇显著降低血清中MCP-1、IL-6和 TNF-α等炎

症因子含量，且与 TLR4、IκBα和 p65相互作用，表明其可能通过调控 TLR4/NF-κB通路，

进而抑制炎症反应而发挥抗 RA功效，是地枫皮抗 RA的活性成分之一。鉴于红花八角

醇、地枫皮醇 A、地枫皮醇 B与异红花八角醇结构相似、体外抗炎活性相当（Pan et al.,

2019），这些倍半木脂素可能也是地枫皮抗 RA的活性组分。

Hu等（2019）发现，厚朴酚显示出良好的体外抗炎活性和体内抗骨关节炎作用；Kim

等（2010）证实厚朴酚的类似物和厚朴酚具有抗 RA作用。由此可以推测，厚朴酚具有的

抗 RA潜力，很可能是地枫皮抗 RA的活性组分。

综上所述，本研究鉴定出了地枫皮药材中的入血成分异红花八角醇和厚朴酚，推测它

们是地枫皮抗 RA的活性组分，并在 CIA小鼠模型中证实异红花八角醇具有抗 RA活性，

其抗 RA作用可能通过影响 TLR4/NF-κB通路实现，从而为地枫皮的质量控制和开发利用

提供了线索，为八角属植物抗 RA活性成分发现和作用机制研究提供了借鉴。
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