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升麻素衍生物抑制LPS诱导的RAW264.7细胞炎症

反应及改善大鼠佐剂性关节炎
马嘉欣  赵岩  韩梅  洪傲天  韩佳宏  蔡恩博*  杨利民*

(吉林农业大学, 中药材学院, 长春 130118)

摘要      该文旨在设计并合成一系列升麻素衍生物, 并筛选出活性较好的衍生物, 并进一步对

其抗类风湿性关节炎的作用机制进行初步研究。采用药物拼合原理合成升麻素有机酸酯衍生物和

升麻素三氮唑衍生物, 对其结构进行鉴定; 筛选升麻素衍生物对脂多糖(LPS)诱导的RAW 264.7细
胞的抗炎作用; 并构建完全弗氏佐剂(CFA)诱导的大鼠佐剂性关节炎模型, 测定大鼠体质量、踝关

节肿胀度、关节炎指数、脏器指数、炎症因子和相关蛋白的表达水平, 采用苏木素–伊红(HE)染色

观察踝关节滑膜组织病理变化, 最后将化合物与核心靶点进行分子对接验证。结果显示, 共得到21
个升麻素衍生物, 经鉴定均为新化合物, 在6.25 μmol/L~50 μmol/L药物浓度下, 这些化合物对RAW 
264.7细胞存活率均在≥85%以上, 有5个化合物NO抑制率的IC50值优于升麻素和地塞米松(地塞米

松IC50为13.10 μmol/L)。与空白组相比, 模型组大鼠体质量极显著降低(P<0.001)、足趾肿胀度显著

提高(P<0.01)、血清炎症因子水平显著提高(P<0.05)、脏器指数显著提高(P<0.05)。与模型组相比, 
化合物15高剂量组的大鼠体质量显著提高(P<0.01)、足趾肿胀度显著降低(P<0.01)、血清炎症因

子水平显著降低(P<0.05)、脏器指数显著降低(P<0.01), 其中化合物15高剂量组疗效较好, 且优于

甲氨蝶呤。与模型组相比, 化合物15高剂量组关节滑膜病坏、炎性细胞浸润经给药后得到明显改善, 
此外该组大鼠踝关节滑膜组织中p-p38/p38表达水平显著降低(P<0.01)、p-ERK/ERK表达水平极显

著降低(P<0.001)和Cleaved Caspase-3表达水平显著降低(P<0.01), 化合物15与关键靶点具有较好的

亲和力。该研究得出, 化合物15可治疗由完全弗氏佐剂(CFA)诱导的大鼠佐剂性关节炎, 其作用机

制可能与调控MAPK信号通路有关。 
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Inhibition of LPS-Induced Inflammatory Response in RAW264.7 Cells and 
Amelioration of Adjuvant Arthritis in Rats by Cimifugin Derivatives

MA Jiaxin, ZHAO Yan, HAN Mei, HONG Aotian, HAN Jiahong, CAI Enbo*, YANG Limin*
(College of Traditional Chinese Medicines, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China)

Abstract       The purpose of this paper was to explore the design and synthesis of a series of cimifugin de-
rivatives, and to screen out the derivatives with better activity, so as to further study the mechanism of action of 
their anti-rheumatoid arthritis. The anti-inflammatory effects of cimifugin derivatives on LPS (lipopolysaccharide)-
induced RAW 264.7 cells were screened, and CFA (complete Frances adjuvant)-induced rat adjuvant arthritis model 
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was constructed, and the body weight, ankle swelling, arthritis index, organ index and related inflammatory factors 
were measured, and the compounds were molecularly docked with the core targets. The pathological changes of 
ankle synovium were observed by HE (hematoxylin-eosin) staining. The results showed that a total of 21 cimifugin deriva-
tives were obtained, all of which were identified as new compounds, and at the concentration of 6.25 μmol/L~50 μmol/L, 
these compounds  more than 85% on the viability of RAW 264.7 cells, and the IC50 value of NO inhibition rate of 5 
compounds was better than that of cimifugin and dexamethasone (Dex IC50 was 13.10 μmol/L). Compared with the 
blank group, the rats in the model group showed highly significant decrease in body weight (P<0.001), significant 
increase in toe swelling (P<0.01), significant increase in serum inflammatory factor levels (P<0.05) and significant 
increase in organ indices (P<0.05). Compared with the model group, the body weight of rats in the high dose group 
of compound 15 was significantly increased (P<0.01); toe swelling was significantly decreased (P<0.01); serum in-
flammatory factor level was significantly decreased (P<0.05); and organ index was significantly decreased (P<0.01) 
among which the high-dose compound 15 group had better efficacy and was better than methotrexate. Compared 
with the model group, compound 15 high dose group joint synovial disease and inflammatory cell infiltration signifi-
cantly improved. In addition, the expression levels of p-p38/p38 were significantly reduced (P<0.01), p-ERK/ERK 
were highly significantly reduced (P<0.001) and Cleaved Caspase-3 were significantly reduced (P<0.01) in the 
synovial tissues of the ankle joints of the rats in this group. Compound 15 has good affinity with key targets. The 
study concluded that compound 15 can treat adjuvant arthritis induced by CFA (complete Frances adjuvant) in rats. 
The mechanism may be related to the regulation of MAPK signaling pathways. 

Keywords       cimifugin; derivatives; rheumatoid arthritis; structural modification; MAPK

类风湿性关节炎 (rheumatoid arthritis, RA)是一

种慢性自身免疫性疾病, 可导致软骨和骨损伤, 甚至

残疾 [1-2]。巨噬细胞作为先天免疫细胞 , 在巨噬细胞

保护身体免受外来入侵者的侵袭吞噬时引发炎症和

免疫应答[3-4]。活化的巨噬细胞通过与炎症微环境相

互作用在炎症发展中发挥重要作用 , 当受到脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)刺激时, 巨噬细胞被激活并

产生如 IL-1β、IL-6和TNF-α等细胞因子 , NO是一种

游离气体信号分子 , 参与神经、心血管和免疫系统

的调节 ; 反过来 , 这些细胞因子和NO通过招募免疫

细胞、活化成纤维细胞来促进炎症反应 [5-6]。现代

医学目前对类风湿关节炎的治疗总体目标是减轻

疼痛、缓解患者不适症状 , 并减少畸形和防止并发

症的发生。非甾体抗炎药物和糖皮质激素药物被

认为是快速作用的药物 , 此类药物常见副作用是恶

心、腹痛、溃疡、胃肠道出血、骨质疏松和溃疡

形成等[7-9]。

在中国 , 中药草本在治疗RA上有着悠久的历

史且一直发挥着重要的作用。中药单方如防风、雷

公藤、白芍等是中国传统用于治疗风湿性疾病的

良药。它们往往具有多种有效成分 , 能够同时作用

于多个靶向位点治疗RA, 且毒副作用较小 , 近年来

逐渐受到人们的关注 [10-11]。升麻素 (cimifugin, CIM)
具有解热镇痛、抗炎等药理作用 [12]。CHEN等 [13]经

结构修饰合成了21个升麻素氨基酸酯衍生物 , 其中

筛选出的衍生物3对RAW 264.7细胞上清中 IL-1β、
TNF-α和 IL-6的抑制作用最强。LEE等 [14]研究了鞘

内注射升麻素可显著减少福尔马林试验两个阶段的

退缩反应 , 升麻素在低浓度下具有抗炎作用 , 在较

高浓度下具有非炎性镇痛作用。WANG等 [15]建立特

应性皮炎(atopicdermatitis, AD)模型, 升麻素对TSLP
和IL-33(人表皮细胞中关键细胞因子)的抑制作用显

著, 此外升麻素减少了上皮细胞之间的分离间隙, 增
加了皮肤屏障 (tight junctions, TJs, 由紧密连接的脱

膜小体组成 )的表达量 , 得出了升麻素在初始阶段通

过抑制TSLP/IL-33和TJs的表达来治疗过敏性炎症。

王晓钰 [16]研究升麻素在小鼠ACD(allergic contact 
dermatitis)致敏初期就对ACD小鼠耳肿胀及耳重有

显著抑制作用 , 并且升麻素可调整机体发生变化而

发挥长期效应, 而不是仅仅短期内控制炎症。

尽管有大量研究表明升麻素与炎症密切相关 , 
但目前针对于佐剂性关节炎研究较少 , 而且升麻素

在体内代谢较快 , 其前药升麻素苷在大鼠体内的绝

对生物利用度不到1%[17-19], 这是制约升麻素开发利
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用的重要因素。因此 , 本研究以升麻素为先导化合

物, 合成一系列升麻素衍生物, 并进行体外细胞活性

筛选 , 对优选的衍生物进行大鼠体内佐剂性关节炎

的作用机制, 及对MAPK信号通路调控的研究, 为用

于治疗佐剂性关节炎的候选药物研发提供参考。

1   材料与方法
1.1   实验试剂

升麻素为实验室自制 , HPLC≥ 98%, 见文献

[13]; 1,3-二溴丙烷和山梨酸等均购自上海阿拉丁

生化科技股份有限公司 ; 弗式完全佐剂和甲氨蝶呤

购自上海麦克林生化科技股份有限公司 ; NO试剂

盒购自上海碧云天生物科技有限公司 ; DMSO、IL-
6(批号 : MM-0163M1)、IL-1β(批号 : MM-0040M1)、
TNF-α(批号 : MM-0132M1) ELISA试剂盒购自江苏

酶免实业有限公司。

1.2   实验细胞与实验动物

小鼠单核白血病巨噬细胞 (RAW 264.7)购自

中国科学院上海细胞库 ; SPF级 Wistar雌性大鼠

购自辽宁长生生物技术股份有限公司 , 许可批号 : 
SCXK(辽 )2020-0001, 体质量200±10 g, 于实验前均

适应性喂养3天。本研究动物实验均遵循《中华人民

共和国实验动物管理条例》的相关规定进行 , 并已

通过吉林农业大学实验动物福利与伦理委员会审查

批准(批号: 20211015001)。
1.3   升麻素衍生物的制备

升麻素有机酸酯衍生物的合成路线见图 1, 将
0.2 mmol CIM、 0.4 mmol有机酸、0.4 mmol EDCI、
0.4 mmol DMAP置于反应瓶中并溶于10 mL二氯

甲烷 , 常温超声(20~40 Hz)至完全溶解 , 薄层色谱法

(thin layer cheomatography, TLC)每30 min监测一次, 
室温反应8~16 h, 回收溶剂, 得黏稠物。分离(三氯甲

烷 共得到6个升麻素有机酸酯衍 ,(1׃30~1׃甲醇=20׃

生物(化合物1~6, 记作CIM-1~CIM-6)。
升麻素三氮唑衍生物的合成路线见图 2,  将

0.2 mmol CIM、0.6 mmol碳酸钾、4.0 mmol二溴

烷烃置于反应瓶中并溶于20 mL丙酮, 超声(20~40 Hz)
至完全溶解 , TLC每2 h监测一次 , 反应的混合液在

60 °C回流下反应20~30 h, 回收溶剂 , 用水溶解 , 乙
酸乙酯萃取 , 取有机层 , 最后77 °C减压蒸馏 , 得黏

稠物。分离 (二氯甲烷 共得到 ,(1׃20~1׃甲醇=15׃ 5
个反应中间体(化合物7~11, 记作CIM-7~CIM-11)。
取CIM-7到CIM-11各0.2 mmol, 再取0.6 mmol碳酸

钾、1.0 mmol 1-(H)1, 2, 3三氮唑置于反应瓶中并溶

于20 mL丙酮, 超声至完全溶解, TLC每2 h监测一次, 
常温超声反应 14~18 h, 用水溶解 , 乙酸乙酯萃取 , 
最后77 °C减压蒸馏, 得黏稠物。分离(二氯甲烷׃甲
醇=151׃20~1׃), 共得到10个升麻素三氮唑衍生物(化
合物12~21, 记作CIM-12~CIM-21)。
1.4   RAW264.7细胞NO和炎症因子含量测定

以每孔1.5×104个细胞铺板 , 并进行分组 : 空白

组、LPS模型组(1 μg/mL)、给药组、阳性药Dex组 , 
细胞加药培养48 h, 细胞经1 000 r/min离心3 min后
收集上清液后 , 置于冰盒中待用 , 按照试剂盒测定

NO的含量。3种炎症因子步骤类似 , 同上收集细胞

培养上清液后, 加样: 取定量样品添加适量样品稀释

液 , 终体积50 μL, 空白孔不加样 ; 温育 : 酶标包被板

封板恒温37 °C温育30 min; 洗涤: 去除封膜并甩干, 各

图1   升麻素有机酸酯衍生物的合成路线图

Fig.1   Synthesis roadmap of cimifugin organic acid ester derivatives

HO HO
OH ORCH2Cl2,rt

CIM-1 R:C6H8O2

CIM-4 R:C12H24O2 CIM-5 R:C5H4O2S
CIM-6 R:C7H6O2

CIM-2 R:C9H8O2 CIM-3 R:C5H4O3

EDCI    DMAP

CIM-1-6

O O O

O
O

O

OO

O

O O
S

O

OO

O



1411马嘉欣等: 升麻素衍生物抑制LPS诱导的RAW264.7细胞炎症反应及改善大鼠佐剂性关节炎

个孔中置入稀释后的洗涤液30 s后再将其去除, 反复5
次后拍干; 加酶: 除空白孔, 每孔加入50 μL酶标试剂; 
再次温育与洗涤, 步骤同上; 显色: 每孔中置入50 μL 
A显色剂摇匀 , 再置入等量B显色剂摇匀 , 避光条件

于37 °C摇床轻轻振荡15 min; 终止: 按照50 μL标准

在各个孔中置入终止液 ; 测定 : 于波长为450 nm处

测定D值。

1.5   大鼠AA模型的建立[20-21]、分组与给药

将大鼠适应性喂养后 , 在每只大鼠右后足足跖

处注射0.1 mL含有10 mg/mL的完全弗氏佐剂 , 空白

对照组用生理盐水同量同法注射造膜(第0天)。分为

5组, 分别为MTX组(甲氨蝶呤, 1.5 mg/kg, 给药一周2
次 ), 给药组参考本课题组前期研究及江小燕等 [22]和

杨天宁等 [23]研究 , CIM-15-H组 (20 mg/kg, 给药一天

1次), CIM-15-L组(10 mg/kg, 给药一天1次), AA模型

组(生理盐水, 给药一天1次), CON组(生理盐水, 给药

一天1次 ), 给药体积按1 mL/100 g, 给药方式均采用

腹腔注射。

1.6   大鼠相关评价指标测定

造模开始 , 每天测量大鼠体质量 , 最后一次给

药24 h后, 对大鼠后足进行拍摄记录, 之后处死取血

和免疫器官, 血清经37 °C、3 000 r/min离心10 min后
用于后续ELISA实验 , 步骤同1.4; 免疫器官指数=免
疫器官质量 (mg)/大鼠体质量 (mg), 记录数据。在大

鼠建模前 (第0天 )和建模成功后每3天使用游标卡尺

测量大鼠右后爪厚度 , 测量3次取平均值。大鼠建模

成功后仔细观察大鼠关节炎严重情况 , (每只爪关节

最高分数为4分 , 评分主要评估两后足爪关节 , 两后

肢关节评分之和为最后得分 , 大于 4分即造模成功 , 
6~8分即为关节严重受损), 评分标准见文献[24-25]。
1.7   HE染色观察踝关节病理

取各组大鼠踝关节并剔除周围肌肉及软组织 , 
室温固定在4%多聚甲醛后 , 对组织进行修剪暴露病

理位置, 并对标本进行脱钙、脱水(依次梯度脱水: 蒸
馏水20 min, 75%乙醇依次过渡到无水乙醇, 各30 min, 
之后二甲苯I和II各30 min, 无水乙醇30 min, 蒸馏水

30 min, 石蜡30 min)、石蜡包埋(在骨组织上缓缓滴

入石蜡液 , 不要产生气泡 , 使石蜡快速凝固 , 室温保

存)、切片(切至1 mm的厚度, 控干水分, 烘干后室温

保存), 苏木素、伊红染色(将石蜡切片放入二甲苯和

梯度乙醇中复水 , 随后染色 ), 脱水封片 (中性树脂封

片); 置于光学显微镜下观察 , 并应用数字病理扫描

系统进行拍照分析。

1.8   网络药理学与分子对接[26-27]

根据升麻素 (CIM)-炎症 (inflammation)检索相

关数据库信息 , 利用Venny 2.1绘制二者靶点交集

图 ; 将得到的交集靶点上传至STRING12.0(Search 
Tool for the Retrieval of Interaction Genes/Proteins)
数据库中 , 采用 Cytoscape 3.7.2软件获取核心靶

点 , 并构建PPI网络图。整理作用靶点数据 , 导入到

Metascape(https://www.metascape.org/gp/index.html)
数据库 , 以P<0.01进行筛选 , 对潜在作用靶点进行

图2   升麻素三氮唑衍生物的合成路线图

Fig.2   Synthesis roadmap of cimifugin triazole derivatives
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GO功能富集和KEGG通路分析。

将CIM-15与CASP3、P38与ERK靶点进行分

子对接 , 以模拟蛋白质与化合物分子之间的相互作

用模式。从PDB数据库 (https://www.rcsb.org/)获取

核心靶点的三维结构 , 导入Pymol软件 , 去除水分子

和有机物 , 使用AutoDock Tools软件进行加氢 , Grid 
Box工具确定对接范围 , 通过AutoDock Vina软件进

行分子对接, 使用Pymol软件完成可视化。

1.9   Western blot检测大鼠滑膜组织中相关蛋白

表达情况

提取组织总蛋白并在冰上裂解 , 样品在 4 °C、
10 000 r/min条件下离心5 min, 根据说明书测定蛋白

浓度。随后沸水浴变性 , –20 °C冰箱保存备用。随

后进行电泳、转膜, 再用脱脂牛奶于室温将其封闭2 h, 
再将膜与一抗ERK(稀释比例为1000 1׃)、p-ERK(稀
释比例为1000 1׃)、p38(稀释比例为1000 1׃)、p-p38(稀
释比例为1000 1׃)、Cleaved Caspase-3(稀释比例为

于TBST中孵(000 1׃稀释比例为1)和β-actin(000 1׃1

育过夜 (4 °C)。次日于室温下与相应二抗 (稀释比例

为1000 2׃)孵育1 h。加入ECL化学发光剂显影, 凝胶

成像仪成像, 最后用ImageJ软件分析灰度值。

1.10   统计学分析

所有实验结果均用均值±标准差 (x
_
±s)表示 , 每

组数据重复3次, 显著性分析用独立t检验, P<0.05认
为存在统计学差异。

2   结果
2.1   升麻素及衍生物对细胞培养上清液中NO抑

制率IC50值的影响

如图3所示 , 当LPS刺激RAW 264.7细胞后 , 大
量的NO从细胞释放到培养基并以亚硝酸盐的形式

存在, 再采用Griess试剂测定其亚硝酸盐含量[28]。根

据NO抑制率 IC50值可知 , 小于升麻素的化合物共

计6个 , 分别是CIM-2、CIM-5、CIM-14、CIM-15、
CIM-18和CIM-19。综合考虑化合物的细胞毒性和

NO抑制率 IC50值 , 在升麻素三氮唑衍生物中选取

CIM-14、CIM-15、CIM-18和CIM-19, 作进一步的

炎症因子研究。

2.2   升麻素及优选衍生物对LPS诱导的RAW 264.7
细胞培养上清液中炎症因子的影响

如图4所示, 在三种药物浓度下, CIM、CIM-15
与CIM-18均显著抑制了 IL-1β的表达 (P<0.001), 其
中6.25~25 μmol/L下CIM-15与CIM-18优于阳性对

照Dex组 (25 μmol/L)。CIM及 4种衍生物均极显著

抑制了IL-6和TNF-α的表达(P<0.001), CIM及4种衍

生物 IL-6和TNF-α表达水平均高于阳性对照Dex组
(25 μmol/L)。综上所述 , 选取化合物15(CIM-15)作
进一步的大鼠体内研究。

2.3   大鼠足趾外观、体质量和关节肿胀度的测定

如图5所示 , 与CON组相比 , AA组发红和肿胀极

其明显 , 经给药后 , MTX组、CIM-15-H组和CIM-15-L
组均有不同程度的改善。在第15天我们准备开始给

药时 , CON组体质量明显高于AA组 , 具有极显著差异

(P<0.001), 证明AA组造模成功。在第14天, 肉眼可观察

到除CON组外各组大鼠后足踝关节有明显的肿胀 , 大
鼠行动不便 , 甚至踝关节肿胀至它们不能行走。随着

各组开始给药, 除AA组外, 各给药组体重均有所增长。

如图6所示 , 与AA组相比 , CON组、MTX组和

CIM-15-H组大鼠体质量具有极显著差异 (P<0.01), 
CIM-15-L组具有显著差异 (P<0.05)。与CON组相

比 , AA组具有显著差异 (P<0.01), 证明AA模型造膜

成功。与AA组相比 , CIM-15-H组具有极显著差异

图3   升麻素及衍生物对RAW 264.7细胞培养上清液中NO抑制率IC50值的影响

Fig.3    Effect of cimifujin and derivatives on IC50 value of NO inhibition rate in the supernatant of RAW 264.7 cell culture 
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###P<0.001; nsP>0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与LPS组比较。n=3。
###P<0.001; nsP>0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with LPS group. n=3.

图4   CIM及优选衍生物对LPS诱导的RAW 264.7细胞的IL-1β、IL-6和TNF-α含量的影响

Fig.4   Effects of CIM and its preferred derivatives on the IL-1β, IL-6 and TNF-α contents in RAW 264.7 cells induced by LPS 
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图5   大鼠右后足趾外观成像

Fig.5   Appearance imaging of the right posterior toe of the rat

CON AA MTX CIM-15-H CIM-15-L

(P<0.01), CIM-15-L组具有显著差异 (P<0.05), 表明

CIM-15的确能够缓解AA大鼠的炎症。

2.4   大鼠关节炎评分、免疫器官指数和炎症因子

的含量

如图7A所示 , AA组一直维持在6分水平 , MTX
组、CIM-15-H组由6分降到最终的2分, CIM-15-L组
降到3分, CIM-15可以改善其关节肿胀度等症状。

如图7B和图7C所示 , 与CON组相比 , AA组大

鼠胸腺指数极显著升高 (P<0.01), 脾脏指数显著升

高 (P<0.05), 证明AA模型造膜成功。与AA组相比 , 
CIM-15-H组、MTX组胸腺指数极显著降低(P<0.01), 

与AA组相比 , CIM-15-H组和MTX组脾脏指数显著

降低(P<0.05)。
如图 8所示 , 与CON组相比 , AA组 TNF-α和

IL-1β表达水平显著降低 (P<0.01), IL-6表达水平显

著降低(P<0.05), 证明AA模型造膜成功 ; 与AA组相

比, CIM-15-H组和MTX组TNF-α、IL-6和IL-1β表达

水平极显著降低(P<0.01), CIM-15-L组TNF-α、IL-6
和IL-1β表达水平显著降低(P<0.05)。
2.5   不同组大鼠踝关节病理的变化

如图9所示, CON组大鼠踝关节结构完整, 未见

有炎性细胞浸润 , 细胞排布较均匀 , 且关节软骨平
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A: 不同给药组大鼠体质量; B: 不同给药组大鼠足趾肿胀度,  ##P<0.01, ###P<0.001, 与CON组比较; *P<0.05, **P<0.01, 与AA组相比。n=5。
A: body mass of rats in different dosing groups; B: swelling degree of toes of rats in different dosing groups. ##P<0.01, ###P<0.001 compared with the 
CON group; *P<0.05, **P<0.01 compared with the AA group. n=5.

图6   大鼠体质量和右后足足趾肿胀度

Fig.6   The body mass and swelling degree of right posterior full toe in rats 
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A: 不同给药组大鼠关节炎评分; B: 不同给药组大鼠胸腺指数; C: 不同给药组大鼠脾脏指数。#P<0.05, ##P<0.01, 与CON组比较; *P<0.05, 
**P<0.01, 与AA组相比。n=5。
A: arthritis score of rats in different administration groups; B: thymus index of ratsin different administration groups; C: spleen index of rats in different 
administration groups. #P<0.05, ##P<0.01 compared with the CON group; *P<0.05, **P<0.01 compared with the AA group. n=5.

图7   大鼠关节炎评分和脏器指数

Fig.7   Arthritis scores and organ index of rats 
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图8   大鼠血清中TNF-α、IL-6和IL-1β表达水平

Fig.8   The level of TNF-α, IL-6 and IL-1β expression in serum of mice
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滑 ; 与CON组相比 , AA组大鼠踝关节大量炎性细胞

浸润, 细胞体积变大, 滑膜组织明显增厚且排列不规

则 ; CIM-15-H组经过给药处理后 , 大鼠关节处炎症

得到明显缓解, 关节表面相对完整, 少量炎性浸润。

2.6   网络药理学分析

核心靶点互作图表明 , 相关度较高的靶点从

高到低有CASP3、JUN、MTOR、MAPK3、CD4、
MAPK1、PIK3CA等。GO分析结果表明 , 生物过程

(biological process, BP)主要涉及细胞激活、白细胞

活化等方面 ; 细胞组分(cellular component, CC)主要

涉及膜筏、膜微结构域等方面; 与分子功能(molecu-
lar function, MF)主要涉及磷酸转移酶活性等方面。

KEGG富集分析主要包括MAPK信号通路、Rap1通
路、PI3K-Akt信号通路等。

2.7   Western blot检测大鼠滑膜组织中相关蛋白

表达情况

如图10所示, 与CON组相比, AA组Cleaved Cas-
pase-3蛋白表达水平明显升高 (P<0.01); 与AA组相

比 , CIM-15-H组Cleaved Caspase-3蛋白表达水平明

显降低 (P<0.01)。与CON组比较 , AA组大鼠踝关节

滑膜组织中 p-p38/p38、p-ERK/ERK表达水平极显

著升高(P<0.001), 证明AA模型复制成功; 与AA组比

较 , CIM15-H组大鼠踝关节滑膜组织中p-p38/p38表
达水平极显著降低 (P<0.001), p-ERK/ERK表达水平

显著降低(P<0.01)。

2.8   化合物15与关键靶点的分子对接

结果见表 1与图 11, 将CIM-15与CASP3蛋白

以及 MAPK信号通路上的关键蛋白进行分子对

接 ; 由相互作用知 : CIM-15与CASP3结合时 , 与蛋

白的TRP-206、TRP-214、PHE-256形成氢键作用 , 
与蛋白的TYR-204、ARG-207、ASN-208、SER-
209、SER-251形成疏水作用 , 与蛋白的TRP-206形
成π-Stacking作用。CIM-15与p38结合时 , 与蛋白的

PRO-198形成氢键作用 , 与蛋白的LYS-184、ILE-
197、VAL-156形成疏水作用。CIM-15与ERK结合时, 
与蛋白的MET-125、LYS-71、TYR-53、TYR-81、
THR-85形成氢键作用, 与蛋白的LEU-173、ILE-48、
VAL-56、ILE-73形成疏水作用。CIM-15与CASP3
蛋白自由能最低, 形成结构更稳定, 说明药物有效成

分与类风湿关节炎关键靶点具有较好的亲和力。

3   讨论
本研究在合成升麻素有机酸酯衍生物过程中 , 

优选出二氯甲烷作溶剂 , 其特点是对升麻素和有机

酸溶解性较好、沸点适中、且容易回收 , 为防止逆

反应发生, 加入物质的量比为2的EDCI, 并加入适量

分子筛来吸收酯化反应生成的水。此外 , 在合成升

麻素三氮唑衍生物过程中 , 通过两步反应得到产物 , 
在第一步反应中, 优选出丙酮作溶剂, 其特点是对升

麻素溶解性较好、沸点适中、能维持较高反应温度

图9   不同组大鼠踝关节组织HE染色病理切片

Fig.9   HE stained pathological sections of ankle joint tissues of rats in different groups

300 µm 300 µm 300 µm

300 µm 300 µm 300 µm

CON AA CIM-15-H
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又容易回收 ; 优选出碳酸钠作除酸剂 , 其碱性适中 , 
又能溶于丙酮。第二步反应, 仍以丙酮作溶剂, 中间

体需要大大过量 , 一方面促使反应向产物方向进行 , 
另一方面可结合生成的溴化氢, 不需另加除酸剂。

此外 , 本研究还探讨了升麻素衍生物的构效关

系: 首先从有机酸的类别看, 芳香族有机酸抗炎效果

相对较好, 且含有氮原子的有机酸相对较好, 脂肪族

A: 大鼠滑膜组织蛋白条带图; B: 蛋白柱形图。##P<0.01, ###P<0.001, 与CON组比较; **P<0.01, ***P<0.001, 与AA组比较。n=5。
A: rat synovial tissue protein bar graph; B: protein bar graph; ##P<0.01, ###P<0.001 compared with CON group; **P<0.01, ***P<0.001 compared with 
AA group. n=5.

图10   大鼠滑膜组织中相关蛋白表达(n=5)
Fig.10   Expression of related proteins in rat synovial tissue (n=5)
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表1   CIM-15与受体蛋白的分子对接结果

Table 1   Molecular docking results of CIM-15 with receptor protein
蛋白

Proteins
蛋白受体

Protein receptors
CIM-15对接评分/KJ･mol
CIM-15 docking score /KJ･mol

CASP3 1QX3 –6.6

p38 RPP38 –7.3

ERK ERK1 –10.5

有机酸效果较为相似 ; 从合成衍生物的不同类别看 , 
含氮杂环小分子集团的引入较有机酸的效果好 ; 且
短链较长链效果好。

本研究基于网络药理学及分子对接的研究方

法 [29]对升麻素单体成分、作用靶点、生物过程及

相关通路进行分析 , 得出MAPK通路是升麻素干预

佐剂性关节炎最有可能的通路 , MAPK通路的主要
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图11   CIM-15分别与CASP3、p38、ERK蛋白对接

Fig.11   Docking of CIM-15 with CASP3, p38 and ERK protein

作用是将细胞外刺激信号转导到细胞核中 , 如细胞

增殖、分化、基因表达和细胞凋亡等 ; 此外发现基

因靶点中发挥作用较大的为CASP3、JUN和mTOR, 
CASP3是细胞凋亡途径中最为关键的一种蛋白酶 , 
涉及抗原呈递、免疫反应炎症功能等方面 [30]; JUN
是二聚体转录因子, 由c-JUN、c-Fos和ATF家族的蛋

白质组成, 可促进类风湿性关节炎(rheumatoid arthri-
tis, RA)的形成 [31]; mTOR作为自噬相关的调节因子 , 
与自噬的启动呈负相关 , 该因子可促进关节软骨细

胞的自噬, 减轻骨性关节炎大鼠炎症反应[32], 因此在

分子对接中 , 化合物15可以与MAPK通路上的靶点

和CASP3靶点稳定结合。

综上所述 , 炎症细胞因子如 TNF-α、IL-1β、
IL-6等是参与RA病理活动的重要成员。这些因子可

以刺激靶细胞继续表达炎症因子 , 形成持续性的炎

症循环 , 继而持续侵蚀骨关节 [33]。本研究在前人研

究的基础上 , 通过建立AA大鼠佐剂性关节炎模型 , 
证实了化合物15可能通过抑制 IL-1β、IL-6和TNF-α 
表达而减少炎性因子产生 , HE染色得出 , 化合物15
高剂量组经给药后关节间隙稍见狭窄 , 关节破坏较

少 , 滑膜增生不明显 , 且该组抑制踝关节滑膜组织

中 p-ERK及 p-p38 MAPK蛋白的表达 , 抑制转录因

子AP-1进入细胞核并与靶启动子结合 , 从而开启炎

症基因的转录 , 缓解类风湿关节炎患者脏器功能损

伤 [34]。从而缓解关节损伤 , 其作用机制可能与调控

MAPK信号通路有关 , 本研究对防风药材与升麻素

的开发与应用具有一定的参考意义。
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