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摘 要 目的：研究羟基红花黄色素 A(HYSA) 对抗原诱导大鼠嗜碱性细胞白血病细胞株（Rat basophilic leukemia cell line，

RBL-2H3）细胞脱颗粒的影响。方法：采用MTT法检测HYSA对RBL-2H3细胞增殖活性的影响；每孔加入抗DNP-IgE单抗（0.25

μg/ml）与二硝基苯基人血清白蛋白（30 ng/ml）以复制抗原诱导细胞脱颗粒模型，研究HYSA对抗原诱导RBL-2H3细胞活化脱颗

粒的抑制作用；采用Western blot法检测HYSA对抗原诱导RBL-2H3细胞活化脱颗粒丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）蛋白表达的影

响。结果：3～300 µmol/L的HYSA对RBL-2H3细胞的增殖无明显影响；300 µmol/L HYSA能显著降低RBL-2H3细胞脱颗粒程度

以及抑制MAPK蛋白的表达。结论：HYSA对抗原诱导RBL-2H3细胞活化脱颗粒的炎症反应具有一定的抑制作用，且其作用可

能与抑制MAPK蛋白表达有关。
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Effects of Hydroxysafflor Yellow A on Antigen-stimulated Degranulation of Basophilic Cell Leukemia Cell
Line in Rats
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Hydroxysafflor yellow A (HYSA) on antigen-stimulated degranulation in

RBL-2H3 cells. METHODS：MTT assay was performed to establish the effect of HYSA on the RBL-2H3 cells viability；the

RBL-2H3 cells were stimulated with 0.25 μg/ml anti-DNP IgE and 30 ng/ml DNP-HSA to establish degranulation model，the inhibi-

tory effect of HYSA on antigen-stimulated degranulation in RBL-2H3 cells was researched；MAPK protein expression after anti-

gen-induced degranulation was examined by the Western blot analysis in RBL-2H3 cells. RESULTS：HYSA（3～300 µmol/L）had

no significant effect on RBL-2H3 cells proliferation. HYSA（300 µmol/L）significantly decreased the degranulation and MAPK phos-

phorylated protein level in RBL-2H3 cells. CONCLUSIONS：HYSA inhibited the inflammation on antigen-stimulated degranulation

in RBL-2H3 cells through inhibiting of the MAPK protein phosphorylation.

KEY WORDS Hydroxysafflor yellow A；RBL-2H3 cells；Degranulation

红花是我国常用的一味活血化瘀中药，其来源为菊科植

物红花 Carthamus tinctorius L 的干燥花。羟基红花黄色素 A

（Hydroxysafflor yellow A，HYSA）为红花提取物中具有单查尔

酮苷结构的水溶性单体成分，2010年版《中国药典》就已规定

以HYSA为红花的代表性活性成分进行含量测定[1]。HYSA为

红花有效部位红花黄色素的主要有效成分，其抗血小板聚集、抑

制血栓形成和减轻心脑缺血损伤作用[2]早已广为人知，随着近几

年药理研究的深入，人们发现HYSA还具有抗炎作用[3-5]。在过

敏性鼻炎、哮喘、食物过敏等变态反应性疾病中，肥大细胞扮

演了重要角色，而活血化瘀类药物具有对抗或治疗其活化脱

颗粒的作用。有研究报道，红花具有稳定致敏大鼠腹腔肥大

细胞细胞膜，抑制细胞脱颗粒的作用[6]，而其有效成分HYSA

··1738



中国药房 2013年第24卷第19期 China Pharmacy 2013 Vol. 24 No. 19

未见此类报道。本研究通过抗原诱导大鼠嗜碱性细胞白血病

细胞株（RBL-2H3）细胞活化脱颗粒这一经典的Ⅰ型速发型变

态反应模型[7-8]，初步探讨HYSA的抗变态反应性炎症的作用

及其机制，为其在抗炎相关方面的合理应用提供理论依据。

1 材料
1.1 仪器

C150型CO2培养箱（德国Binder公司）；TS100型倒置生物

显微镜（日本Nikon公司）；超净工作台（苏州净化设备有限公

司）；ZK15型低温高速冷冻离心机（美国Sigma公司）；Safire2

型全波长多功能酶标仪（瑞士Tecan公司）；111型电泳仪（美国

Bio Rad公司）。

1.2 药品与试剂

HYSA（广东省食品药品检验所自制，批号：111637201106

纯度 ：98％）；富马酸酮替芬（Keto，批号 ：080M1656V）、

抗-DNP IgE单抗（批号：110M4766）、4-硝基苯-N-乙酰-β-D-氨

基葡糖苷（批号：090M50010）均购自美国Sigma公司；二硝基

苯基人血清白蛋白（DNP-HSA，美国Biosearch Technologies公

司，批号：01739105）；RPMI-1640培养基（美国 Invitrogen 公

司）；胎牛血清（杭州四季青生物工程有限公司）；MTT（美国

Axygen公司）；P-ERK/ERK、P-p38/p38、P-JNK/JNK抗体、二抗

（美国Cell Signaling Technology公司）；ERK1/2抑制剂U0126、

p38抑制剂SB203580、JNK抑制剂SP600125（杭州碧云天生物

技术研究所）；预染 Marker（加拿大 MBI Frementas 公司）；

PVDF膜（美国Millipore公司）；脱脂奶粉（美国Difco公司）；其

余试剂均为分析纯。

1.3 细胞株

RBL-2H3细胞由广州中医药大学临床药理研究所免疫研

究室周联教授惠赠。

2 方法
2.1 细胞培养

RBL-2H3细胞培养于RPMI-1640培养液（含 10％胎牛血

清，100 u/ml青霉素，100 u/ml链霉素）中，置 37 ℃、5％ CO2培

养箱中培养，每 2天换液传代 1次。取对数生长的细胞，台盼

蓝排斥染色，活细胞率＞95％，待用。

2.2 MTT法检测HYSA对RBL-2H3细胞增殖活性的影响

为排除药物的细胞增殖毒性对模型的干扰，首先分析

HYSA在试验条件下对细胞增殖活性的直接影响，细胞活力的

测定采用MTT法。

取待用细胞，配制成细胞悬液，接种于 96孔板，细胞分子

浓度为 5×104 ml－1，每孔 100 μl，每接种 3个孔混匀 1次细胞悬

液，培养24 h后，弃上清液，分别加入先用水溶解、无血清培养

基稀释的不同浓度的HSYA（3、10、30、100、300 µmol/L），即为

HYSA①、②、③、④、⑤组，每组浓度6个复孔，设正常（不加药

物的细胞空白孔）和空白（不接种细胞的空白孔），培养24 h后

终止培养，弃上清液，加入无血清培养基培养24 h，弃上清液加

入10 μl的MTT，90 μl无血清培养基孵育4 h后，弃上清液，加入

100 μl的二甲基亚砜（DMSO），充分震荡使结晶溶解后，于570

nm波长下测定各孔的吸光度（A）值。细胞活力（％）＝（药物

组A值－空白组A值）/（正常组A值－空白组A值）×100％。

2.3 复制抗原诱导RBL-2H3细胞脱颗粒模型

取待用细胞制备细胞悬液，血球计数板计算细胞密度。

用新鲜完全培养基调整细胞分子浓度至 2.5×105 ml－1，接种于

24孔培养板中，每孔 1 000 μ l，在 5％CO2、37 ℃培养箱中培

养。每孔加入抗 DNP-IgE 单抗（0.25 μg/ml）与 DNP-HSA（30

ng/ml）。用取代磺酸哌嗪缓冲液[PIPES（+）缓冲液（含 30 ng/

ml 的 DNP-HSA）]清洗细胞 3次。随机分为正常、模型、Keto

组。其中，Keto组加入用RPMI1640培养基制备的 30 µmol/L

Keto预孵育 1 h，正常组和模型组用等量RIPM1640培养基替

代。1 h后，模型、Keto组加入 200 μl PIPES（+）缓冲液。正常

组用PIPES（+）缓冲液替代，37 ℃孵育 1 h，刺激细胞β-氨基己

糖苷酶（β-Hexosaminidase，β-HEX）的释放。收集正常和模型

组上清液，每孔取 50 μl加入到 96孔培养板中，加入显色液 50

μl，37 ℃孵育1 h。加入200 μl碳酸钠缓冲液终止反应，于405

nm波长处检测A值。其中正常组细胞加0.5％ Triton X-100作

用30 min以完全溶解细胞，吸取上清液，4℃下1 000 r/min 离心

10 min，收集上清液 50 μl显色，测定总酶孔的β-HEX的释放。

根据各组所测A值，按下式计算β-HEX释放率：β-HEX释放率

（％）＝（模型组 A 值－正常组 A 值）/（总酶孔 A 值－正常组 A

值）×100％。重复试验3次，取平均值。

2.4 HYSA对抗原诱导RBL-2H3细胞活化脱颗粒的影响

取待用细胞，计数，调整细胞分子浓度至 2.5×105 ml－1，

每 孔 1 000 μ l 接种于 24 孔培养板中 。 其中 ，给药组 ：

DNP-HSA（+），供试品溶液（+）；药物阴性对照组：DNP-HSA

（－），供试品溶液（+）；模型组：DNP-HSA（+），供试品溶液

（－）；正常组：DNP-HSA（－），供试品溶液（－）。每孔加入

0.25 µg/ml的抗-DNP IgE单抗致敏过夜。加入用RPMI1640培

养基制备的各浓度药物（30～300 µmol/L）预孵育 1 h，其中正

常组、模型组用 RPMI1640培养基替代。1 h 后，弃上清液用

PIPES（+）缓冲液清洗细胞3次。除正常和药物阴性对照组外，

每孔加入 200 μl PIPES（+）缓冲液，正常组和药物阴性对照组

用等量PIPES（+）缓冲液替代，37 ℃孵育 1 h，刺激细胞β-HEX

的释放。收集各组上清液，每孔取 50 μl 加入到 96孔培养板

中，加入显色液 50 μl，37 ℃孵育 1 h。加入 200 μl碳酸钠缓冲

液终止反应，于 405 nm波长处检测A值。按下式计算β-HEX

释放抑制率：β-HEX释放抑制率（％）＝[1－（给药组A值－药

物阴性对照组 A 值－正常组 A 值）/（模型组 A 值－正常组 A

值）] ×100％。重复 3次试验，取平均值。试验设为 7组，即正

常、Keto（30 μmol/L）与HYSA①、②、③、④、⑤（3、10、30、100、

300 μmol/L）组，按上述方法操作。

2.5 Western blot法检测HYSA对抗原诱导RBL-2H3细胞活

化脱颗粒丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）蛋白表达的影响

取待用细胞，计数，用新鲜完全培养基调整细胞分子浓度

至5×105 ml－1，每孔1 000 μl接种于6孔培养板中。分为正常、

模型、Keto（30 μmol/L）与 HYSA 高、中、低浓度（300、100、30

μmol/L）及相应ERK1/2选择性抑制剂U0126（10 µmol/L）、p38

蛋白选择性抑制剂SB203580（25 µmol/L）、JNK选择性抑制剂

SP600（125×25 µmol/L）组。每孔加入 0.25 µg/ml 的抗 -DNP

IgE单抗致敏过夜。弃上清液，加入用RPMI1640培养基的各

浓度的药物预孵育1 h。1 h后，弃上清液，用PIPES（+）缓冲液

清洗细胞3次。每孔加入200 μl PIPES（+）缓冲液（含30 ng/ml

的DNP-HSA），正常组用等量PIPES（+）缓冲液替代。根据前

期时效结果，P-ERK/ERK 孵育刺激 10 min，P-p38/p38孵育刺

激5 min，P-JNK/JNK孵育刺激15 min，刺激细胞脱颗粒。吸掉

培养基，用PBS每孔400 μl清洗2次后，尽量吸干净PBS，加入
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100 μl的RIPA裂解液，冰上操作将细胞刮下。13 200 r/min离

心 10 min后用超声细胞粉碎机将细胞粉碎，再离心取上层清

液于离心管中备用进行蛋白定量和免疫印记。蛋白定量根据

BCA 蛋白浓度测定试剂盒说明进行。各试验组取等量蛋白

20 μg 进行电泳分析。电泳后，将蛋白转至聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜上，用含5％脱脂奶粉的TBST于室温下脱色摇床上

摇动封闭 1 h。然后分别与抗 MAPK 各抗体（1 ∶ 1 000，V/V）

4 ℃孵育过夜，洗脱一抗后与二抗（1 ∶2 000，V/V）孵育1 h，洗脱

后，采用ECL发光液通过X-胶片显影、定影。重复3次试验。

2.6 统计学方法

数据均以x±s 表示，采用 SPSS13.0统计软件包统计分

析。多个样本间的两两比较采用One-way ANOVA 中的Bonf-

erroni Test 进行分析。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 MTT法检测HYSA对RBL-2H3细胞增殖活性的影响

与正常组比较，HYSA①、②、③、④、⑤组细胞活力均无显

著性差异（P＞0.05），表明在试验条件下 3～300 µmol/L 的

HYSA 对 RBL-2H3 细 胞 的 增 殖 无 明 显 影 响 。 HYSA 对

RBL-2H3细胞增殖活性的影响见表1。

表1 HYSA对RBL-2H3细胞增殖活性的影响（x±±s，n＝6）

Tab 1 Effects of HYSA on the proliferative activity of RBL-

2H3 cells（x±±s，n＝6）

组别
空白组
正常组
HYSA①组
HYSA②组
HYSA③组
HYSA④组
HYSA⑤组

浓度，μmol/L

3

10

30

100

300

A值（370 nm）

0.0281±0.00

0.3861±0.02

0.3716±0.02

0.3730±0.02

0.3699±0.02

0.3804±0.01

0.3735 ±0.02

细胞活力，％

100.00±5.90

95.95±4.79

96.32±6.85

95.47±5.46

98.40±3.49

96.47±5.14

3.2 复制抗原诱导RBL-2H3细胞脱颗粒模型

RBL-2H3细胞胞质内含有丰富的嗜碱性颗粒，细胞发生

Ⅰ型过敏反应就会活化脱颗粒，释放出其脱颗粒的标志性酶

——β-HEX。本研究通过使β-HEX 将其底物 4-硝基苯-N-乙

酰-β-D-氨基葡糖苷水解为 p-硝基酚，后者在终止液调节下可

离子化为黄色的 p-对硝基酚，在 405 nm波长处测定A值从而

反映β-HEX活性，进而间接反应细胞脱颗粒程度。以抗-DNP

IgE免疫球蛋白致敏细胞，DNP-HSA激发后，模型组的β-HEX

的释放率达（49.88±4.94）％，与正常组比较显著升高（P＜

0.01）。而Keto组的β-HEX的释放率仅为（28.46±2.40）％，表明

Keto（30 µmol/L）可有效抑制RBL-2H3细胞活化脱颗粒，说明

模型复制成功。抗原诱导RBL-2H3细胞β-HEX的释放见表2。

3.3 HYSA对抗原诱导RBL-2H3细胞活化脱颗粒的抑制作

用

3～300 µmol/L 的 HYSA 对激活的 RBL-2H3细胞脱颗粒

均 具 有 一 定 的 抑 制 作 用 ，其 中 300 µmol/L 的 HYSA 对

RBL-2H3细胞的活化脱颗粒有较强的抑制作用，抑制率达

（44.54±0.41）％。根据HYSA 抑制脱颗粒的作用，选择 300、

100、30 µmol/L作为蛋白表达影响试验的高、中、低浓度。HYSA

对抗原诱导RBL-2H3细胞活化脱颗粒的抑制作用见表3。

表 3 HYSA对抗原诱导RBL-2H3细胞活化脱颗粒的抑制作

用（x±±s，n＝3）

Tab 3 Inhibitony effect of HYSA on antigen-stimulated de-

granulation in RBL-2H3 cells（x±±s，n＝3）

组别

正常组
Keto组
HYSA①组
HYSA②组
HYSA③组
HYSA④组
HYSA⑤组

浓度，μmol/L

30

3

10

30

100

300

β-HEX释放抑制率，％

11.06±1.44

53.31±3.12＊

16.16±1.65

22.24±2.57＊

27.90±3.54＊

37.71±0.88＊

44.54±0.41＊

与正常组比较：＊P＜0.01

vs.normal group：＊P＜0.01

3.4 HYSA对抗原诱导RBL-2H3细胞活化脱颗粒MAPK蛋

白表达的影响

U0126、SB203580、SP600125分别为ERK1/2、p38、JNK蛋

白的特异性抑制剂。与正常组比较，模型组蛋白的表达显著

增 强 。 Keto、ERK1/2 抑 制 剂 U0126、p38 特 异 性 抑 制 剂

SB203580、JNK抑制剂SP600125均能有效的抑制相应蛋白的

表达。30～300 µmol/L 的 HYSA 对 MPAPK 蛋白表达均显示

了一定的抑制作用，且对去磷酸化（P）-p38和P-JNK的作用较

强，提示HYSA的作用可能存在一定的选择性。MAPK蛋白

的表达见图1。

4 讨论
肥大细胞是参与速发型变态反应性炎症的核心效应细

胞，同时，它也是许多炎症反应后期的效应细胞。RBL-2H3细

胞是一类能表现肥大细胞的许多特性和功能并显示出稳定的

遗传特性的细胞，表面含有 lgE高亲和力受体FCERI，可通过

体外被相应的抗原诱导激活模拟Ⅰ型过敏过程的致敏和激发

两阶段，从而作为肥大细胞的替代模型用于有效抗变态反应

性疾病药物的筛选[8-9]。

红花是一味经典的活血化瘀中药，HYSA是红花的主要有

效成分，具有抗脑缺血损伤、抗氧化、抗心肌损伤、影响血小板

的活性等作用，临床上广泛用于防治心肌缺血、冠心病、脑血

栓类疾病 [10-12]。最新的研究发现，HYSA 还具有调节免疫反

应、调节一氧化氮（NO）合成，抗血小板激活因子（Platelet-acti-

vating factor，PAF），抑制相关炎性细胞的浸润，抑制转化生长

因子（TGF）-β、肿瘤坏死因子（TNF）-α、白细胞介素（IL）-1β、

IL-6等炎症介质的表达等作用[13-15]。因此，笔者考虑HYSA可

表2 抗原诱导RBL-2H3细胞β-HEX的释放（x±±s，n＝3）

Tab 2 The release of β-hexosaminidase in RBL-2H3 cells

stimulated by antigen（x±±s，n＝3）

组别
正常组
模型组
Keto组

浓度，μmol/L

30

A值（405 nm）

0.106 5±0.01

0.777 3±0.07

0.489 3±0.03

β-HEX的释放率，％

49.88±4.94＊

28.46±2.40#

与正常组比较：＊P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.01

vs.normal group：＊P＜0.01；vs.model group：#P＜0.01
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能具有抗变态反应性疾病的作用，并以RBL-2H3活化脱颗粒

模型对HYSA的抗变态反应性炎症作用进行了研究。在成功

复制细胞活化脱颗粒模型及细胞增殖活性试验的基础上，研

究发现 HYSA 可有效抑制 RBL-2H3 细胞活化脱颗粒，300

µmol/L的HYSA的抑制率达（44.54±0.41）％。为了进一步研

究HYSA抑制RBL-2H3细胞的活化脱颗粒的机制，笔者观察

了HYSA对该模型下与炎症、细胞凋亡等应激反应密切相关

的MAPK家族蛋白的磷酸化的影响。结果显示，HYSA对该

模型下MAPK家族 3种蛋白的磷酸化均有抑制作用，其中对

p38和 JNK 的磷酸化的抑制作用较强，提示 p38、JNK 可能是

HYSA抗变态反应性炎症作用的靶点之一，且其作用可能具有

一定的选择性。肥大细胞活化后，细胞表面的FCERI就会交

联活化引发酪氨酸Lyn激活FCERI的β链和γ链上的免疫受体

酪 氨 酸 激 活 基 序（Immnoreceptor tyrosine activated motif，

ITAM），随后 ITAM激活酪氨酸Syk，Syk的活化引起MAPK等

多条信号通路的激活，最终引起细胞活化脱颗粒释放各种炎

症介质[16]。而HYSA对于FCERI信号通路上游的Lyn、Syk相

关连接蛋白是否同样具有调节作用，尚待进一步研究。
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图1 MAPK蛋白的表达
A. HYSA对ERK1/2蛋白的影响 ：1.正常组；2.模型组；3. HYSA低浓度

组；4. HYSA 中浓度组；5. HYSA 高浓度组；6.Keto组；7. U0126组；B.

HYSA对 p38蛋白的影响：1.正常组；2.模型组；3. HYSA低浓度组；4.

HYSA 中浓度组；5. HYSA 高浓度组；6.Keto 组；7. SB203580组 ；C：

HYSA对 JNK蛋白的影响 ：1.正常组；2.模型组；3. HYSA低浓度组；4.

HYSA 中浓度组；5. HYSA 高浓度组；6.Keto组；7. SP600125组

Fig 1 The expression of protein of MAPK
A.the influence of HYSA on ERK1/2 protein expression ：1.nor-

mal group；2.model group；3. HYSA low concentration group ；4. HYSA

medium concentration group ；5. HYSA high concentration group ；6. Ke-

to group ；7.U0126 group ；B. the influence of HYSA on p38 protein ex-

pression ：1.normal group；2.model group；3. HYSA low concentration

group ；4. HYSA medium concentration group ；5. HYSA high concentra-

tion group ；6. Keto group ；7. SB203580 group ；C.the influence of HY-

SA on JNK protein expression ：1.normal group；2.model group；3. HY-

SA low concentration group ；4.HYSA medium concentration group ；5.

HYSA high concentration group；6. Keto group ；7. SP600125 group
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