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人参叶多酚 GLP-8 调控 AhR/NLRP3 信号通路抑制 BaP

诱导的气道上皮细胞炎症因子过表达 
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摘要：基于活性追踪方法分离人参叶多酚化合物（Ginseng leaf polyphenols，GLPs)并研究其抗环境污染物苯并芘

（Benzo(a)pyrene，BaP）诱发气道上皮细胞（16HBE）氧化、炎症损伤的作用机制。最终分离、鉴定 11 个人参叶多酚化合物 GLP-1~ 

GLP-11，其中 GLP-8（Albaspidin AA，Ginseng leaf polyphenol-8）能够显著抑制 BaP 诱导的 16HBE 细胞损伤；相比于 BaP 组，GLP-8

使 16HBE 细胞活力提升 13.90%；GLP-8 使 BaP 诱导的活性氧（Reactive oxygen species，ROS）过量分泌分别降低了 19.30%（5 μg/mL）

和 41.30%（25 μg/mL）；GLP-8 使 Bap 诱导的 16HBE 细胞凋亡率分别降低 5.80%（5 μg/mL）和 9.30%（25 μg/mL）；25 μg/mL GLP-8

作用后，BaP 诱导的炎症因子 IL-33、IL-25、IL-1β及 IL-6 的表达分别减少 60.10%、28.90%、33.50%及 41.90%；GLP-8 抑制芳香烃

受体（AhR）及核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3（NLRP3）信号通路激活。因此得出，GLP-8 具有通过调控 AhR/NLRP3 信号

通路抑制 BaP 诱导的 ROS 过量分泌及炎症因子过表达来发挥保护气道上皮细胞活性的功能。 
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Abstract: Here, a model of under benzopyrene (BaP) exposure was established. The isolation of ginseng leaf polyphenols (GLPs) were 

performed based on an activity tracking method, and the mechanisms underlying their anti-oxidative and inflammatory effects against 

environmental pollutant benzo(a)pyrene (BaP)-induced oxidation and inflammatory injury in airway epithelial cells (16HBEs) were studied. 

Finally, 11 ginseng leaf polyphenol compounds GLP-1~GLP-11 were isolated and identified, of which GLP-8 (Albaspidin AA, Ginseng leaf 

polyphenol-8) could significantly inhibit BaP-induced 16HBE cell damage; Compared with the BaP group, GLP-8 increased the viability of  
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16HBE cells by 13.90%; GLP-8 reduced the excessive secretion of reactive oxygen species (ROS) induced by BaP by 19.30% (GLP-8, 5 μg/mL) 

and 41.30% (GLP-8, 25 μg/mL), respectively. GLP-8 reduced the apoptosis rate of Bap-treated 16HBE cells by 5.80% (GLP-8, 5 μg/mL) and 

9.30% (GLP-8, 25 μg/mL), respectively. After the GLP-8 treatment (25 μg/mL), the expressions of BaP-induced inflammatory factors, IL-33, 

IL-25, IL-1β and IL-6 decreased by 60.10%, 28.90%, 33.50% and 41.90%, respectively; when compared to the BaP group. GLP-8 inhibited the 

activation of aryl hydrocarbon receptor (AhR) and nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor protein 3 (NLRP3) signaling 

pathways. Therefore, it is concluded that GLP-8 could protect the activities of the airway epithelial cells through regulating the AhR/NLRP3 

signaling pathway and inhibiting BaP-induced excessive secretion of ROS and over-expressions of inflammatory factors. 

Key words: ginseng leaf; polyphenols; benzopyrene; AhR; NLRP3 

 
研究显示，哮喘发病率及死亡率在全球范围内呈

明显升高趋势，预计未来 10 年，因哮喘导致的死亡率

会增加 20%，而哮喘患者病情不能得到有效控制是重

要的诱因之一[1]。在诱发哮喘的诸因素中，大气污染

物不仅能诱发、加重哮喘、过敏性鼻炎和急性支气管

炎，对肺功能也会造成严重的损伤[2,3]。苯并芘（Benzo 
(a) pyrene，BaP）是多环芳烃化合物，是一种典型的

环境污染物。BaP 来源广泛，包括香烟烟雾、熏烤油

炸食品、工业废水以及受污染的大气等[4]。随着工业

化进程的推进，城市大气污染状况的加重与呼吸道疾

病，尤其是哮喘的发病率有着直接的关系[5]。 
中药应用于哮喘的临床治疗，具有改善哮喘症状、

提高哮喘患者肺功能以及减轻呼吸道炎症的作用。人

参（Panax ginseng C.A.Mey）是五加科、多年生草本

植物，具有改善心功能及提高免疫力的功效[6,7]。目前，

关于人参的研究多集中于生物活性较佳的人参皂苷及

人参多糖[8]。其中，人参皂苷的主要药理作用为改善

微循环[9]、提高组织抗缺氧能力、抑制血小板聚集[10]、

Ca2+拮抗作用、影响前列腺素（PGs）代谢[11]、抗肿

瘤[12]、抗衰老等[13]。在实际应用过程中人参叶多是被

丢弃部分，但作为人参植物的一部分，研究发现人参

叶中也含有多种生物活性成分，并具有抗疲劳、抗高

血糖、抗肥胖、抗衰老等作用[14]。但人参叶中的酚类

成分的抗炎作用却鲜有报道。因此，本文将对人参叶

中的多酚类活性成分进行分离、鉴定，并对其抗 BaP
诱导的气道上皮细胞损伤活性进行研究。本研究对人

参叶有效利用及其中含有的生物活性成分应用于哮喘

的临床治疗具有重要的指导意义。 

1  材料和方法 

1.1  材料与仪器 

新鲜人参叶购于广州市石牌区二天堂大药房，由

暨南大学药学院陈河如教授鉴定；文中使用的检测试

剂盒、RIPA 缓冲液和 RNase 购于碧云天生物科技有

限公司（上海）；16HBE 细胞购于中国科学院细胞库

（上海）；抗体购于 Cell Signaling（CST，USA）；其

它化学品均购于 Sigma 或 Adamas。 
KQ-250B 超声波提取器，昆山市超声波仪器有限

公司；Hei-VAP Core ML G3 XL 旋转蒸发仪，购于德

国海道夫公司；Agilent 1100 半制备型高效液相色谱仪

购于美国安捷伦公司。 

1.2  人参叶有效成分提取和分析 

人参叶酚类成分的提取按照前述方法[15]进行，即

通过超声提取法对新鲜人参叶（1.92 kg）酚类活性成

分进行提取，以水/二氯甲烷（1:1）为提取剂，料液

比 1:20（m/V，g/mL）萃取，并通过旋转蒸发仪对提

取药液浓缩，得人参叶提取物浸膏（87 g）。将二氯甲

烷组分（8.25 g）硅胶柱层析，用乙酸乙酯-甲醇梯度

体系（100:1、10:1、1:1、0:1）洗脱，得到 4 个组分。

基于 BaP 暴露诱导的 16HBE 细胞损伤模型，评价以

上 4 个组分的保护活性，活性最佳部分用于后续分离。

将组分 1（1.24 g）置于硅胶柱上，用二氯甲烷/甲醇溶

剂体系（100:5、20:1、1:1、0:1）梯度洗脱，得 5 个

亚组分。基于 BaP 暴露诱导的 16HBE 细胞损伤模型，

评价以上 5 个组分的保护活性，活性最佳部分用于后

续分离。组分 2（0.71 g）采用半制备型高效液相色谱

法（甲醇-水，40:60；流速：3 mL/min），得到 GLP-1
（tR 5.2 min）、GLP-4（tR 7.8 min）和 GLP-11（tR 11.3 
min）；组分 4（0.88 g）采用半制备型高效液相色谱法

（甲醇-水，30:70；流速：3 mL/min），得到 GLP-2（tR 
12.2 min）、GLP-5（tR 15.5 min）和 GLP-9（tR 19.4 
min）；组分 5（0.95 g）采用半制备型高效液相色谱法

（甲醇-水，50:50；流速：3 mL/min），得到 GLP-3（tR 
7.8 min）、GLP-6（tR 11.3 min）、GLP-7（tR 17.3 min）、
GLP-8（tR 22.5 min）和 GLP-10（tR 29.0 min）；进一

步的 GLP-1~11 的结构通过 1H-NMR、13C-NMR 和

ESI-MS 进行分析鉴定。 
本项目分析仪器使用 ACQUITY UPLC 系统联合

和 Q Exactive HF 混合四极杆 Orbitrap，并带有 ESI 离
子源和 Orbitrap 质量分析仪。质谱仪以 35000 质量分
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辨率（200 m/z）运行，配备 C18 色谱柱（UPLC BEH 
C18，2.1×100 mm，1.7 mm；Waters）结合使用。梯

度洗脱所用的流动溶液为水和甲醇，其中含有 0.05%
的全氟戊酸（PFPA）和 0.1%的 FA。柱温为 40 ℃，

进样量 5 µL，检测波长 254 nm，流速 0.4 mL/min。质

谱扫描范围设置为 70~1000 m/z。在正离子和负离子模

式下，MS 毛细管温度均为 350 ℃。 

1.3  细胞培养及细胞活性检测 

按参考文献[16]所述方法进行细胞培养，即将人支

气管上皮（16HBE）细胞培养于 10%胎牛血清（FBS）、
100 U/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素、2 mmol/L 谷氨

酰胺等配置的 Dulbecco's Modified Eagle Medium
（DMEM）培养基中（37 °C，5% CO2）。 

GLPs 对 16HBE 细胞的保护活性采用CCK8 试剂

盒测定：16HBE 细胞（1×104 cells/孔）接种到含有 200 
μL 培养基的 96 孔培养板中，过夜。细胞经 BaP（1.00 
μmol/L）暴露 2.0 h 后，冷磷酸盐缓冲液（PBS）清洗

2 遍，再加入含有 5 μg/mL GLPs 的培养基培养 12 h，
CCK8 试剂盒检测细胞活力。 

1.4  细胞内活性氧（ROS）和炎症细胞因子检测 

ROS和炎症细胞因子（IL-33、IL-25、IL-1β及 IL-6）
检测分别按照相应检测试剂盒说明书进行：16HBE 细

胞（5×105 cells/孔）接种于 6 孔板，过夜；BaP（1 μm）

暴露 2 h，冷 PBS 清洗 2 遍，再加入含有 GLP-8（5 
μg/mL、25 μg/mL）的培养基培养 12 h。据检测试剂

盒要求，测量细胞内 ROS 和炎症细胞因子含量。 

1.5  线粒体跨膜电位（ΔΨm）及细胞凋亡检测 

按照参考文献进行线粒体跨膜电位检测，即

16HBE 细胞（5×105 cells/孔）接种于 6 孔板，过夜；

然后 BaP（1 μmol/L）暴露 2 h，冷 PBS 清洗 2 遍，加

入含有 GLP-8（5 μg/mL、25 μg/mL）的培养基培养

12 h，收集细胞，冷 PBS 洗涤。室温，加入含有 1 μg/mL 
JC-1 染液孵育 30 min。弃上清液，使用流式细胞仪检

测[18]。 
按照参考文献进行细胞凋亡检测，即 16HBE 细

胞（5×105 cells/孔）接种于 6 孔板，过夜；然后 BaP
（1 μmol/L）暴露 2 h，冷 PBS 清洗 2 遍，加入含有

GLP-8（5 μg/mL、25 μg/mL）的培养基培养 12 h，收

集细胞 Annexin V-FITC/PI 孵育，流式细胞仪检测细胞

状态[17]。 

1.6  Western blotting实验 

16HBE 细胞（3×106 cells/皿）接种于 10 cm 培养

皿中培养过夜；BaP（1 μmol/L）暴露 2 h，冷 PBS 清

洗 2 遍，加入含有 GLP-8（5 μg/mL、25 μg/mL）的培

养基培养 12 h，收集细胞，采集总蛋白，用 Bradford
蛋白测定法测定蛋白质含量。参考文献进行 Western 
blotting 蛋白分析[18]。利用 Image J 软件对蛋白密度进

行分析。 

1.7  统计分析 

用 Graphpad Prism 5（San Diego，USA）进行数

据分析；通过 Student's t-检验进行对照和治疗之间的

统计学比较。所有实验至少进行 3 次；数据表示为平

均值（mean）±平均值的标准误差（SD）；p<0.05 被

认为具有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  人参叶酚类化合物的分离及鉴定 

经活性追踪及多种色谱分离方法共分离鉴定出

11 个人参叶酚类化合物（图 1）分别为 GLP-1
（Oligophculatin A）、GLP-2（Oligophculatin B）、GLP-3
（Oligophculatin C）、GLP-4（Oligophculatin D）、GLP-5
（Oligophculatin E）、GLP-6（Oligophculatin F）、GLP-7
（Albaspidin AP）、GLP-8（Albaspidin AA）、GLP-9
（ Albaspidin AB ） 、 GLP-10 
（ Methylene-bis-phlorobutyrophenone ）、 GLP-11
（ 1-[3-[(3-acetyl-2,4,6-trihydroxyphenyl)methyl]-2,4,6-t
rihydroxyphenyl] butanone）。其中，GLP-1~11 均为首

次从人参叶中分离获得。 
参考相关文献 [19]，通过高效液相色谱仪测得

GLP-1~11 的纯度>98.0%。 
 



 

 

 

 

 
图 1 GLP-1~GLP-11 结构式 

Fig.1 GLP-1~GLP-11 structure formula 

注：GLP-1：黄色油状物，HR-ESI-MS 显示准分子离子峰 m/z 341.1729 [M+Na]+（C19H26O4Na，理论计算值：341.1723），确定分子式为 C19H26O4，
1H NMR 及 13C NMR 数据总结于表 1；GLP-2：

黄色油状物，HR-ESI-MS 显示准分子离子峰 m/z 319.1904 [M+H]+（C19H27O4，理论计算值：319.1904），确定分子式为 C19H26O4，
1H NMR 及 13C NMR 数据总结于表 1；GLP-3：淡黄色油状物，HR-ESI-MS

显示准分子离子峰 m/z 357.1676 [M+Na]+（C19H26O5Na，理论计算值：357.1672），确定分子式为 C19H26O5，
1H NMR 及 13C NMR 数据总结于表 1；GLP-4：淡黄色油状物，HR-ESI-MS 显示准分子

离子峰 m/z 357.1678 [M+Na]+（C19H26O5Na，理论计算值：357.1672），确定分子式为 C19H26O5，
1H NMR 及 13C NMR 数据总结于表 1；GLP-5：黄色油状物，HR-ESI-MS 显示准分子离子峰 m/z 335.1855 

[M+H]+（C19H27O5，理论计算值：335.1853），确定分子式为 C19H26O5，
1H NMR 及 13C NMR 数据总结于表 1；GLP-6：黄色油状物，HR-ESI-MS 显示准分子离子峰 m/z 373.1985 [M+Na]+（C20H30O5Na，

理论计算值：373.1985），确定分子式为 C20H30O5，
1H NMR 及 13C NMR 数据总结于表 1；GLP-7：黄色粉末，HR-ESI-MS m/z: 419.1692 [M+H]+（calcd for C22H27O8，419.1700），确定分子式为 C22H27O8，

1H NMR 及 13C NMR 数据总结于表 2；GLP-8：黄色粉末，HR-ESI-MS m/z: 405.1548 [M+H]+（calcd for C21H25O8，405.1544），确定分子式为 C21H25O8，
1H NMR 及 13C NMR 数据总结于表 2；GLP-9：

黄色粉末，HR-ESI-MS m/z: 433.1856 [M+H]+（calcd for C23H29O8，433.1857），确定分子式为 C23H29O8，
1H NMR 及 13C NMR 数据总结于表 2；GLP-10：淡紫色粉末，HR-ESI-MS m/z: 427.1365 [M+H]+

（calcd for C21H24NaO8，427.1363），确定分子式为 C21H24O8，
1H NMR 及 13C NMR 数据总结于表 2；GLP-11：淡紫色粉末，HR-ESI-MS m/z: 377.1232 [M+H]+（calcd for C19H21NaO8，377.1232），确

定分子式为 C19H21O8，
1H NMR 及 13C NMR 数据总结于表 2。 
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表 1 化合物 GLP-1~6 1H 及 13C NMR 数据 (CDCl3, δ in ppm) 

Table 1 NMR data of GLP-1~6 (CDCl3, δ in ppm) 

GLPs 1  2 3 4 5 6 

position δC δH (J in Hz)  δC δH (J in Hz) δC δH (J in Hz) δC δH (J in Hz) δC δH (J in Hz) δC δH (J in Hz) 

1 204.9   205.70 - 203.60 - 203.60 - 203.30 - 203.70 - 
2 31.2 2.66 (s)  31.30 2.69 (s) 31.10 2.67 (s) 31.50 2.68 (s) 31.40 2.68 (s) 31.10 2.68 (s) 

1′ 115.5 -  115.70 - 115.00 - 115.70 6.52 (overlapped) 113.30 - 114.90 - 

2′ 161.3 -  161.30 - 161.10 - 163.90 - 163.60 - 161.30 - 

3′ 109.3 -  109.60 - 106.10 - 107.10 - 107.00 - 108.50 - 

4′ 161.7 -  162.80 - 158.70 - 157.30 - 158.10 - 162.20 - 

5′ 109.9 -  111.10 - 109.10  108.60 - 108.8 - 108.90 - 

6′ 162.1 -  161.10 - 159.10 - 157.90 - 157.00 - 160.80 - 

1′′ 23.7 3.30 (d, 6.6)  23.60 3.34 (d, 6.7) (overlapped) 22.50 3.24 (d, 6.8) 22.90 1.09 (d, 6.5) 21.60 3.28 (d, 7.3) 22.50 3.28 (d, 8.0) 

2′′ 124.6 5.19 (t, 6.6)  124.40 5.21 (t, 6.7) (overlapped) 123.30 5.15 (t, 6.8) 128.00 5.62 (d, 10.0) 122.3 5.22 (m) 123.40 5.21 (t, 8.0) 

3′′ 132.0 -  132.50 - 131.30 - 142.60 6.64 (dd, 16.2, 7.0) 131.5 - 131.60 - 

4′′ 18.0 1.76 (s)  18.00 1.80 (s) 18.10 1.78 (s) 33.20 2.46 (m) 18.00 1.79 (s) 21.90 0.95 (d, 5.4) 

5′′ 25.9 1.66 (s)  25.90 1.71 (s) 25.90 1.69 (s) 22.90 1.09 (d, 6.5) 28.30 1.44 (s) 23.50 0.96 (d, 5.4) 

1′′′ 117.1 5.87 (d, 10.8)  117.80 6.36 126.80 5.50 (d, 10.0) 110.7 - 128.1 5.60 (d, 10.0) 24.90 1.83 (m) 

2′′′ 146.2 5.69 (dd, 10.8, 9.9)  143.80 6.35 116.30 6.67 (d, 10.0) 116.90 6.51 (overlapped) 116.9 6.50 (d, 10.0) 57.80 3.39 (s) 
3′′′ 30.0 2.21 (m)  33.90 2.47 (m) 78.00 - 77.70 - 77.400 - 78.20 4.92 (dd, 12.0, 4.0) 

4′′′ 22.7 0.92 (d, 6.6)  23.00 1.12 (d, 6.7) 28.50 1.43 (s) 28.40 1.48 (s) 28.30 1.44 (s) 25.80 1.70 (s) 
5′′′ 22.7 0.92 (d, 6.6)  23.00 1.12 (d, 6.7) 28.50 1.43 (s) 28.40 1.48 (s) 26.00 1.67 (s) 18.00 1.77 (s) 

1′′-OMe - -  - - - - - - - - 44.30 1.81 (m); 1.43 (m) 

6′-OMe 63.40 3.72 (s)  63.40 3.73 (s) 62.90 3.72 (s) 63.20 3.77 (s) 63.20 3.76 (s) 62.80 3.73 (s) 

2′-OH - -  - - - 13.51 (s) - 14.19 (s) - 13.74 (s) - 13.59 (s) 

4′-OH - -  - - - - - - - - - 9.54 (s) 
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表 2 化合物 GLP-7~11 1H 及 13C NMR 数据（CDCl3，δ in ppm） 

Table 2 NMR data of GLP-7~11 (CDCl3, δ in ppm) 

GLPs 7  8 GLPs 9 GLPs 10 11 

Position δC δH (J in Hz) δC δH (J in Hz) Position δC δH (J in Hz) Position δC δH (J in Hz) δC δH (J in Hz) 

1 198.8 -  199.5 - 1 199.4 - 1 162.6 - 163.5 - 

2 110.9 -  110.8 - 2 110.9 - 2 106.5 - 105.5 - 

3 187.7 -  187.7 - 3 187.7 - 3 163.3 - 162.5 - 

4 44.6 -  44.6 - 4 44.6 - 4 96.6 5.94 s 96.6 5.95 s 

5 173.6 -  173.6 - 5 173.7 - 5 163.3 - 163.7 - 

6 108.6 -  108.6 - 6 108.6 - 6 105.6 - 105.5 - 

1´ 110.8 -  110.8 - 1´ 110.9 - 1´ 106.5 - 106.5 - 

2´ 199.5 -  199.5 - 2´ 199.5 - 2´ 162.6 - 163.2 - 

3´ 108.1 -  108.1 - 3´ 108.2 - 3´ 105.6 - 106.6 - 

4´ 173.4 -  173.4 - 4´ 173.4 - 4´ 163.3 - 162.7 - 

5´ 44.4 -  44.4 - 5´ 44.6 - 5´ 96.6 - 96.5 5.95 s 

6´ 187.7 -  187.7 - 6´ 187.7 - 6´ 163.3 - 163.7 - 

1'' 203.3 -  203.3 - 1'' 203.3 - 1'' 208 - 208 - 

2'' 34.9 3.21 q (7.2)  34.9 3.21 q (7.2) 2'' 43 3.15 m 2'' 46.8 3.05 t (7.4) 46.8 3.06 t (7.4) 

3'' 29.3 2.72 s  3'' 18.3 1.70 m 3'' 19.3 1.69 m 19.3 1.69 m 

1''' 8.6 1.17 t (7.2)  8.6 1.17 t (7.2) 4'' 29.3 2.72 s 4'' 16.2 3.65 s 16.2 3.68 s 

1'''' 207.3  207.3 - 1''' 14.1 1.01 t (7.4) 1''' 14.3 0.97 t (7.4) 14.3 0.98 t (7.4) 

2'''' 18.1 3.31 s  18.1 3.31 s 1'''' 206.4 - 1'''' 208 - 205.3 - 

4-Me-1 24.3 1.54 s  24.3 1.54s 2'''' 18.1 3.31 s 2'''' 46.8 - 46.8 - 

4-Me-2 25.4 1.47 s  25.4 1.46 s 3'''' 19.3 - 

5''-Me-1 24.3 1.54s  24.3 1.53 s 4'''' 16.2 - 

5''-Me-2 25.4 1.47s  25.4 1.46 s 

Note: Measured at 500 (1H) and 125 (13C) MHz in CDCl3, Overlapped signals were reported without designating multiplicity. 

14 
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2.2  人参叶酚类化合物保护活性评价 

用不同浓度的 GLPs 最终化合物的纯品

（0.01~5.00 mg/mL）处理 16HBE 细胞 24 h，并通过

CCK8 测定细胞活力以测定 GLPs 自身细胞毒性。实

验结果表明，与空白对照组相比，GLPs 在低于 3.60 
mg/mL 时，16HBE 细胞活力均无显著性差异。 

与空白对照组（细胞存活率设为 100%）相比，

BaP 暴露使 16HBE 细胞活力降低 19.70%，由此说明

BaP 暴露对细胞造成了一定的损伤，进而使其细胞活

力降低。而与 BaP 组相比，经 GLPs 处理后 16HBE
细胞活力升高。其中，GLP-8 组 16HBE 细胞活力提升

最为显著；与 BaP 组相比，16HBE 细胞活力提升

13.90%（表 3）。由此得出，GLPs 可减轻 BaP 暴露导

致的 16HBE 细胞损伤，进而发挥保护活性。基于

GLP-8 具有最佳抗 BaP 暴露诱导的损伤活性，进而以

GLP-8 为代表，研究其潜在的分子作用机制。 
表3 GLP-1~11增强人气道上皮细胞（16HBE）抗Bap暴露导致

的损伤活性 

Table 3 GLP-1~11 enhance protective activity of 16HBE cells 

against Bap-exposure induced cell viability decline 

分组 细胞存活率/%  分组 细胞存活率/%

Control 100±4.11  GLP-6 88.3±2.97 

BaP 80.3±3.16#  GLP-7 90.5±3.03 

GLP-1 87.5±2.82  GLP-8 94.2±2.99* 

GLP-2 87.7±2.76  GLP-9 91.2±3.04* 

GLP-3 89.8±2.91  GLP-10 90.2±3.10 

GLP-4 89.3±3.03  GLP-11 91.3±3.26* 

GLP-5 89.2±2.92  Resveratrol 91.8±3.13* 

注：Mean±SD（n=3），#表示与 Control 组比较 p<0.05，*

表示与Bap 组比较 p<0.05。白藜芦醇（Resveratrol）阳性对照物。 

2.3  GLP-8 抑制 BaP 暴露导致的 16HBE 细胞

氧化应激 

自由基活性氧（Reactive oxygen species，ROS）
产生过剩或抗氧化能力下降会诱发DNA损伤和DNA
损伤修复反应及细胞凋亡[20]。研究报道，BaP 能够作

用于人支气管上皮细胞、肺泡组织使谷胱甘肽过氧化

物酶（Glutathione peroxidase，GSH-PX）、超氧化物歧

化酶（Superoxide dismutase，SOD）活性降低，诱发

ROS 及 MDA 含量升高，进而导致氧化应激，损伤人

支气管上皮细胞及肺泡组织[21]。因此，减少 ROS 的

生成是减轻氧化损伤的一种重要策略。如图 2a 所示，

BaP 暴露显著诱导了 16HBE 细胞 ROS 的生成，与空

白对照组相比，BaP 组 ROS 含量升高 247%。GLP-8
处理后，BaP 诱导的 ROS 含量升高被显著抑制，ROS
含量分别降低 19.30%（5 μg/mL）和 41.30%（25 
μg/mL）。基于此可推测人参叶多酚类化合物可能是通

过抑制 BaP 暴露导致的细胞内 ROS 过量产生，抑制

氧化应激发挥保护活性的。 

 

 

 

 
图2 GLP-8抑制BaP诱导的氧化应激 

Fig.2 GLP-8 inhibits BaP-induced oxidative stress 

注：16HBE 细胞（5×105 cells/孔）接种于 6 孔板，过夜；
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然后 BaP（1.00 μmol/L）暴露 2 h，冷 PBS 清洗 2 遍，再加入

含有 GLP-8（5 μg/mL、25 μg/mL）的培养基培养 12 h。收集细

胞，（a）16HBE 细胞内的 ROS 含量变化检测；（b）16HBE 细

胞 ΔΨm 变化检测；（c）Western blot 检测 GLP-8 对 BaP 暴露导

致的 Bcl-2、Bax 及 Cyt c 表达的影响。数据以平均值±标准差

（n=3）表示，#p<0.05，##p<0.01，空白对照组；*p<0.05，**p<0.01，

BaP 组。 

细胞凋亡线粒体途径在细胞氧化应激过程中起着

重要作用[22]。为研究 GLP-8 减轻 BaP 诱导的细胞氧化

损伤的潜在机制，进一步检测了 16HBE 细胞 ΔΨm 的

变化情况。如图 2b 所示，与空白对照组相比（4.46%），

BaP 暴露使 16HBE 细胞 ΔΨm 显著下降 13.33%。而经

GLP-8 共培养后，ΔΨm 下降被显著抑制，BaP 暴露诱

导的 ΔΨm 分别下降 7.87%（5 µg/mL）和 4.46%（5 
µg/mL）。GLP-8 能够减少 BaP 暴露导致的 16HBE 细

胞内 ROS 积累并抑制 BaP 暴露导致的 16HBE 细胞

ΔΨm 下降。实验结果进一步证实，GLP-8 可能通过抑

制 BaP 暴露导致的氧化应激发挥保护 16HBE 细胞作

用。 
线粒体通透性转变孔（Mitochondrial Permeability 

Transition Pore，MPTP）是位于线粒体内外膜之间由

多个蛋白质组成的复合通道。其中，Bcl-2 家族相关蛋

白能够调控 MPTP。其次细胞内 Ca2+，ROS 等也可能

直接或间接参与 MPTP 的调控[23]。MPTP 开放导致线

粒体基质内的高渗透压可能使基质肿胀导致外膜破

裂，释放出细胞色素 C（Cytochrome C，Cyt c）。而

Cyt c 从线粒体释放到细胞浆会降低细胞抗氧化能力，

进而诱发细胞凋亡[24]。本实验中，BaP 暴露显著诱导

了 Cyt c 从线粒体释放到胞质中（图 2c）。而 GLP-8
显著抑制了 BaP 暴露导致的 Cyt c 从线粒体到胞质的

释放。Bcl-2 家族蛋白对细胞凋亡的调控至关重要，其

中抗凋亡蛋白（Bcl-2）和促凋亡蛋白（Bax）的比例

是调控 MPTP，决定细胞凋亡进程的关键调控因素[23]。

因此，本文检测了 GLP-8 对 BaP 暴露导致的 Bcl-2 家

族蛋白（Bcl-2 和 Bax）表达变化的影响。如图 2c 所

示，BaP 暴露导致的 Bcl-2 下调及 Bax 表达上调，

Bcl-2/Bax 比例降低。而 GLP-8 处理后，BaP 暴露导致

的 Bcl-2/Bax 比例降低被显著扭转，这些结果表明

GLP-8 可通过线粒体信号途径减轻 BaP 暴露导致的

16HBE 细胞氧化应激。 

2.4  GLP-8 抑制 BaP 暴露诱导的 16HBE 细胞

炎症因子分泌 

 

 
图3 GLP-8抑制BaP暴露诱导的炎症因子过表达 

Fig.3 GLP-8 inhibits the over expression of inflammatory 

factors induced by BaP exposure 

注：16HBE 细胞（5×105 cells/孔）接种于 6 孔板，过夜；

然后BaP（1.00 μmol/L）暴露 2 h，冷PBS 清洗 2 遍，再加入含

有GLP-8（5 μg/mL、25 μg/mL）的培养基培养 12 h，ELISA 检

测相关细胞炎症因子含量变化。数据以平均值±标准差（n=3）表

示，#p<0.05，##p<0.01，空白对照组；*p<0.05，**p<0.01，BaP组。 
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研究报道，BaP 暴露能够促进 Der f 1 诱导的上皮

细胞因子释放，进而加重对气道上皮细胞的损伤[16]。

接下来，本文研究了 BaP 暴露是否能诱导上皮细胞因

子的产生，以及 GLP-8 是否能抑制这种反应。16HBE
细胞 BaP 暴露后，ELISA 检测发现，IL-33、IL-25、
IL-1β及 IL-6 含量显著升高（图 3）；与空白对照组相

比，BaP 暴露使 IL-33、IL-25、IL-1β及 IL-6 含量分别

升高 247%、67.90%、62.70%及 103.20%。相反的，

GLP-8 抑制了 BaP 暴露诱导的 16HBE 细胞上皮细胞

因子 IL-33、IL-25、IL-1β 及 IL-6 的过表达。与 BaP
暴露组相比，GLP-8（25 μg/mL）使 IL-33、IL-25、IL-1β
及 IL-6 的分泌减少 60.10%、28.90%、33.50%及

41.90%。以上实验结果说明，GLP-8 可能是通过抑制

BaP 暴露导致的炎症细胞因子发挥保护功能的。 

2.5  GLP-8 抑制 BaP 暴露诱导的 16HBE 细胞

凋亡 

细胞凋亡是一种程序性细胞死亡形式，在细胞凋

亡过程中细胞形态会发生显著的变化，如细胞收缩、

核碎裂和染色质凝聚等[25]。本实验中，与空白对照组

（细胞总凋亡率为 7.80%）相比，BaP 暴露使细胞凋

亡显著增加（BaP 组，细胞总凋亡率为 24.50%）。而

与 BaP 暴露组相比，GLP-8 治疗组细胞凋亡率分别降

低 5.80%和 9.30%（图 4）。细胞凋亡实验为 GLP-8 抑

制 BaP 暴露诱导的 16HBE 细胞损伤提供了进一步的

证据。 

   

   
 
 

 
图4 GLP-8减少BaP诱导的16HBE细胞凋亡 

Fig.4 GLP-8 reduces BaP-induced apoptosis of 16HBE cells 

注：16HBE 细胞（5×105细胞/孔）接种于 6 孔板，过夜；

然后 BaP（1.0 μmol/L）暴露 2 h，冷 PBS 清洗 2 遍，再加入含

有 GLP-8（5 μg/mL、25 μg/mL）的培养基培养 12 h，收集细胞

Annexin-V-FITC/PI 染色，流式分析细胞凋亡。数据以平均值±

标准差（n=3）表示，#p<0.05，##p<0.01，空白对照组；*p<0.05，
**p<0.01，BaP 组。 

2.6  GLP-8抑制BaP诱导的芳基烃受体（AhR）

活化及核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3

（NLRP3）炎症小体激活 

研究报道，芳基烃受体（AhR）活化在 BaP 加重

尘螨诱发的过敏性哮喘患者炎症细胞因子 IL-33、
IL-25 和胸腺基质淋巴细胞生成素（Thymic Stromal 
Lymphopoietin，TSLP）的过表达中具有十分重要的作

用[17]。为了检测GLP-8 能否抑制BaP 暴露诱导的AhR
活化，本文检测了 AhR 及其下游主要蛋白细胞色素

P450 亚酶 1A1（CYP1A1）的表达情况。结果如图 5a、
5b 显示，BaP 暴露使 AhR 及 CYP1A1 的表达显著增

加，而 GLP-8 抑制了 BaP 暴露诱发的 AhR 信号激活。

研究报道，BaP 暴露会诱导呼吸道上皮细胞 ROS 产

生，激活 AhR 信号通路并进一步诱发上皮细胞因子过

表达。本文的实验结果显示，GLP-8 能够抑制 BaP 暴

露诱导的 16HBE 细胞 ROS 过量产生，GLP-8 处理后，

ROS 含量分别降低 19.30%（5 μg/mL）和 41.30%（25 
μg/mL）；GLP-8 也能够抑制 BaP 暴露诱导的 16HBE
细胞 AhR 信号通路激活，与空白对照组（AhR 表达

设为 100%）相比，BaP 暴露使 AhR 的表达增加

89.10%，CYP1A1 的表达增加 49.32%，经 GLP-8 处

理后，BaP暴露使AhR的表达降低了40.00%，CYP1A1
的表达降低了 65.50%。 
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图5 GLP-8抑制BaP暴露诱导的AhR信号通路及NLRP3炎

症小体相关蛋白表达 

Fig.5 GLP-8 inhibits the AhR signaling pathway and 

NLRP3 inflammasome-related protein expression induced by 

BaP exposure 

注：16HBE 细胞（3×106 cells/皿）接种于 10 cm 培养皿中

培养过夜；然后 BaP（1.00 μmol/L）暴露 2 h，冷 PBS 清洗 2

遍，再加入含有 GLP-8（5 μg/mL、25 μg/mL）的培养基培养

12 h，收集细胞，采集总蛋白，Western blotting 检测蛋白 AhR、

CYP1A1、ASC、NLRP3 及 Caspase-1 的表达变化。数据以平

均值±标准差（n=3）表示，#p<0.05，##p<0.01，空白对照组；

*p<0.05，**p<0.01，BaP 组。 

NLRP3 炎症小体是由 NOD 样受体（NOD-like 
receptor，NLR）家族成员 NLRP3 蛋白与 ASC 接头蛋

白及胱冬肽酶-1（Caspase-1）胱冬肽酶形成的一个多

蛋白复合物，其活化后能促进 IL-1β、IL-18 和 IL-33
等多种炎症细胞因子的剪切，成熟与分泌，因而在炎

症发生过程中起关键作用。NLRP3 炎症小体作为固有

免疫的重要组分在机体免疫反应和疾病发生过程中具

有重要作用[26]。因此，本实验中进一步检测了 BaP 暴

露及 GLP-8 对 NLRP3 炎症小体 NLRP3、ASC 及

Caspase-1 蛋白表达的影响。结果如图 5c、5d 所示，

BaP 暴露显著诱导了 NLRP3 炎症小体 NLRP3、ASC
及 Caspase-1 蛋白的表达，分别增加 69.80%、92.60%、

151.20%；而 GLP-8 抑制了 BaP 暴露诱发的 NLRP3
炎症小体激活，GLP-8 处理后的 NLRP3、ASC 及

Caspase-1 蛋白表达量增加显著降低，分别为 19.40%
（5 µg/mL）、18.58%（5 µg/mL）、67.40%（5 µg/mL）。 

3  结论 

本研究发现环境污染物BaP暴露会诱发气道上皮

细胞 ROS 过量产生并诱发氧化应激，激活 AhR 信号

通路；进一步的，BaP 暴露会诱发气道上皮细胞炎症

因子分泌并激活 NLRP3 炎症小体，最终导致细胞凋

亡。本文分离的人参叶多酚类化合物具有抗 BaP 诱导

的氧化损伤及炎症损伤的活性。其中，GLP-8 能够抑

制 BaP 暴露诱导的 ROS 过量产生及炎症细胞因子

（IL-33、IL-25、IL-1β及 IL-6）等过表达。进一步研

究发现，GLP-8 可能是基于抑制 NLRP3 炎症小体及

AhR 信号通路相关蛋白的表达进而发挥抗炎及抗氧

化活性的。同时，本研究为人参叶有效活性成分的提

取及其应用于哮喘的临床治疗方面提供了一定的理论

借鉴依据。 
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