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组胺 H1 受体拮抗剂高通量筛选模型的建立及应用
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摘 要:组胺 H1 受体拮抗剂被用于治疗某些过敏性疾病，如鼻炎、荨麻疹和过敏性皮炎。本文采用无标记细胞
整合药理学技术建立了组胺 H1 受体拮抗剂高通量筛选模型。应用基于共振波导光栅的动态质量重置分析方
法检测了已知的激动剂和拮抗剂作用于 A431 细胞上内源性 H1 受体后所产生的特征信号，获取特征信号谱，建
立组胺 H1 受体拮抗剂筛选模型。进而应用此模型筛选了 32 个天然产物对组胺 H1 受体的拮抗活性。结果表
明，无标记 DMＲ分析适合于 H1 受体拮抗剂的高通量筛选; 在筛选的 32 个化合物中，从亚贡中分离得到的内酯
类化合物为活性较强的拮抗剂。上述结果表明，无标记 DMＲ分析可能成为组胺 H1 受体拮抗剂发现的新方法。
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Establishment and Application of High Throughput
Screening Model for H1Ｒ Antagonists
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Abstract: The H1Ｒ antagonists are used in the treatment of several allergic conditions，such as rhinoconjunctivitis，urti-
caria and atopic dermatitis． Here we reported a label-free cell phenotypic profiling model for high throughput screening of
H1Ｒ antagonists． Ｒesonant waveguide grating enabled dynamic mass redistribution ( DMＲ) assay was used to character-
ize the endogenous H1Ｒ in A431 cell using known agonists and antagonists． To further identify potential natural products
as H1Ｒ antagonists，32 natural products were screened using label-free DMＲ assay． Ｒesults showed that label-free DMＲ
assay was suitable for high throughput screening of H1Ｒ antagonists; Among 32 compounds，two lactone compounds
which isolated from Smallanthus sonchifolius were found to be more potent antagonist in DMＲ assay． These results sug-
gested that label-free DMＲ assay might represent a new approach for the discovery of H1Ｒ antagonists．
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组胺通常以非活化状态存在于肥大细胞和嗜碱

性粒细胞中，当受到创伤和抗原抗体反应等外界刺

激后，以活化的形式释放出细胞外，参与炎症反应。
组胺通过与组胺受体结合而发挥其生理作用。人体
内的组胺受体可以分为 4 型: H1、H2、H3、H4 受体。
这 4 种类型组胺受体均是 G 蛋白偶联受体( G-pro-
tein-coupled receptors，GPCＲs) ，通过 G 蛋白转导细
胞外信号至细胞内第二信号系统。组胺介导的变应
性炎症效应主要是结合 H1 受体，引起皮肤黏膜充

血、水肿和瘙痒等，剂量较大的情况下，引起平滑肌
收缩、全身毛细血管扩张和通透性增加，表现为哮
喘、过敏性休克、心动过速、皮肤潮红和鼻充血
等［1-3］。

H1 受体拮抗剂通过竞争性地与 H1 受体结合
而阻断组胺与 H1 受体的结合，从而抑制组胺发挥
生物学效应途径［4］。这是药物发挥抗变态反应作
用的主要机制。由于组胺同时参与变态反应中的速
发相和迟发相反应，因此抗组胺药物对于治疗速发

相和迟发相症状均有意义。
无标记细胞靶点药理学筛选技术具有高灵敏

度、无标记和无伤害等特点，其原理是通过共振波导
光栅( resonant wave guide grating，ＲWG) 生物传感器



将药物作用于膜受体后引发细胞内动态的物质重置

( dynamic mass redistribution，DMＲ) 信号转变成光的
波长位移信号［5-7］。现已广泛应用于受体生物学的
研究［8，9］和药物的发现［10，11］。本研究采用无标记细
胞靶点药理学技术，通过检测已知的激动剂和拮抗

剂作用于 A431 细胞上内源性 H1 受体后所产生的
特征信号，获取特征信号谱，建立组胺 H1 受体拮抗
剂筛选模型。进而应用此模型筛选了 32 个天然产
物对组胺H1受体的拮抗活性，以期为从天然产物中发
现组胺H1受体拮抗剂提供可借鉴的实验方法。

1 材料与方法
1． 1 材料
组胺、阿司咪唑、氯雷他定购自 Sigma 公司; 化

合物: 阔马酸( 1) 、4-羟基-6-甲基-2-吡喃酮( 2) 、牛蒡
苷元( 3 ) 、沼菊素( 4 ) 、Uvedalin ( 5 ) 、白术内酯Ⅰ
( 6) 、白术内酯Ⅱ( 7) 、白术内酯Ⅲ( 8) 、芦丁( 9) 、绿
原酸( 10 ) 、槲皮素( 11 ) 、大黄酸( 12 ) 、氧化苦参碱
( 13) 、金丝桃苷( 14) 、盐酸掌叶防己碱( 15) 、补骨脂
素( 16) 、盐酸小檗碱( 17 ) 、大黄素( 18 ) 、大黄酚
( 19) 、苦参碱( 20) 、柚皮苷( 21 ) 、牛蒡苷( 22 ) 、人参
皂苷 Ｒe ( 23 ) 、人参皂苷 Ｒg1 ( 24 ) 、人参皂苷 Ｒh1

( 25) 、人参皂苷 Ｒd ( 26 ) 、人参皂苷 Ｒb1 ( 27 ) 、人参
皂苷 Ｒb2 ( 28 ) 、人参皂苷 Ｒb3 ( 29 ) 、人参皂苷 Ｒc
( 30) 、人参皂苷 Ｒg3 ( 31 ) 、齐墩果酸( 32 ) 由辽宁中
医药大学窦德强教授提供; DMSO 购买自 Bio Basic
公司; HBSS和 McCoy’s 5A培养液购自 Gibco公司;
Epic 384 孔生物感应器微型板购自 Corning公司。
1． 2 细胞培养

A-431 人表皮癌细胞从中国科学院典型培养物
保藏委员会细胞库获得( 中国，上海) 。A-431 细胞
用含有 10%的胎牛血清、100 U /mL 氨苄青霉素、
100 μg /mL硫酸链霉素的 DMEM 培养基( GIBCO，
货号 12800017，含 D-Glucose 4500． 0 mg /L，添加 NaH-
CO3 1． 5 g /L) ，在 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。
1． 3 无标记细胞靶点药理学实验

A-431细胞以 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

培养箱中培养 24 h，然后用不含 FBS 的培养基饥饿
处理 24 h，检测前用 HBSS缓冲液洗 2 次，再在每孔
中加入 30 μL HBSS缓冲液，置于 Epic系统上平衡
孵育 1 h。平衡后首先在 Epic系统上建立一个 2
min的基线，然后加入 10 μL待测化合物，继续监测

30 min，然后加入 10 μL 的组胺继续监测 30 min。
通过监测组胺引起的 DMＲ 响应信号是否被预处理
时加入的待测化合物所抑制来判断化合物对组胺

H1 受体的拮抗活性。
1． 4 数据分析

DMＲ数据由 Epic Imager 软件( 康宁公司，美
国) 记录，并经 Imager Beta 3． 7 软件( 康宁公司，美
国) 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。正文部分描述的 EC50和 IC50基于

加入化合物 30 min内最大 DMＲ信号计算得到。所
有数据来自 2 次独立实验，每次 4 次重复。

2 结果与分析
2． 1 组胺 H1 受体拮抗剂高通量筛选模型的建立
第一步: 将组胺( 最高工作浓度 32 μM，2 倍稀

释，13 个浓度梯度) 、阿司咪唑( 最高工作浓度 1
μM，2 倍稀释，19 个浓度梯度) 、氯雷他定( 最高工
作浓度 8 μM，2 倍稀释，19 个浓度梯度) 分别加入已
接种 A-431 细胞的 Epic 384 孔生物感应器微型板
中，在 Epic系统上监测 30 min，得化合物 DMＲ 响
应曲线。第二步: 加入同一浓度组胺后继续监测 30
min，得组胺 DMＲ响应曲线。
2． 1． 1 组胺 H1 受体激动剂引起的 DMＲ响应信号
组胺在 A-431 细胞上能够引起 DMＲ响应信号，

且呈剂量依赖性，EC50为 1． 29 μM; 以不同浓度的组
胺预处理后再加入同一浓度的组胺，组胺的 DMＲ
响应信号被抑制，预处理时组胺的浓度越高第二步

组胺的 DMＲ 响应信号被抑制的越明显，呈剂量依
赖性，IC50为 0． 59 μM( 图 1) 。这说明 A-431 细胞上
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图 1 组胺引起的 DMＲ 信号的量效关系曲线;组胺预处
剂量与 8 μM组胺引起的 DMＲ信号的量效关系曲
线

Fig. 1 The relationship of dose and DMＲ response of hista-
mine; the relationship of pretreatment dose of hista-
mine and DMＲ response of 8 μM histamine
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存在组胺受体，组胺与受体结合后引起 DMＲ 信号
响应，且再次加入组胺后，组胺的激动作用被脱敏。
2． 1． 2 组胺 H1 受体拮抗剂引起的 DMＲ响应信号
阿司咪唑、氯雷他定为组胺 H1 受体拮抗剂，以

不同浓度的阿司咪唑或氯雷他定处理 A-431 细胞
后，再加入 16 μM组胺( EC80 ) ，组胺引起的 DMＲ响
应信号被抑制，且拮抗剂的浓度越高抑制越强，呈剂

量依赖性，两种拮抗剂的抑制活性阿司咪唑( IC50 =
0． 01 μM) 强于氯雷他定( IC50 = 0． 18 μM) ，见图 2。
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图 2 组胺 H1 受体拮抗剂预处剂量与 16 μM 组胺引起
的 DMＲ信号的量效关系曲线

Fig. 2 The relationship of pretreatment dose of H1Ｒ antago-
nists and DMＲ response of 16 μM histamine

A-431 细胞天然高表达组胺 H1-4 受体中的 H1
受体［12］，因此上述结果提示采用无标记细胞靶点药

理学技术可以成功监测组胺激动 A-431 细胞上 H1
受体所引起的 DMＲ 响应信号、组胺被组胺受体激
动剂脱敏的 DMＲ响应信号和组胺被组胺受体拮抗
剂所拮抗的 DMＲ响应信号。由此成功建立组胺 H1
受体拮抗剂筛选方法: 首先监测待筛选化合物预处

理 A-431 细胞所引起的 DMＲ响应信号，如果待测化
合物不引起 DMＲ 响应信号，则继续加入组胺监测
组胺所引起的 DMＲ响应信号被待测化合物拮抗的
程度，判断待测化合物对组胺 H1 受体的拮抗活性。
2． 2 组胺 H1 受体拮抗剂高通量筛选模型的应用
2． 2． 1 待测化合物的组胺 H1 受体拮抗活性筛选
采用无标记细胞靶点药理学筛选技术对 32 个

待测化合物的组胺 H1 受体拮抗活性进行了筛选。
首先，将 10 μL待测化合物( 最高工作浓度 64 μM，2
倍稀释，2 个浓度梯度) 加入已接种 A-431 细胞的
Epic 384 孔生物感应器微型板中，在 Epic系统上
监测 30 min，然后加入 10 μM组胺( 8 μM) 继续监测
30 min，以第二步加入组胺后 30 min 内引起的最大
DMＲ响应信号值作图。如图 3 所示，经牛蒡苷元、
沼菊素、Uvedalin、大黄酸处理后，再加入组胺所引起

的 DMＲ信号与对照组预处理后再加入组胺所引起
的 DMＲ信号相比明显降低，为后者的 80%以下，由
此推断牛蒡苷元、沼菊素、Uvedalin、大黄酸可能为组
胺 H1 受体的拮抗剂，进而我们对上述 4 个化合物
的组胺 H1 受体拮抗活性进行了量效关系考察。
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图 3 化合物( 32 μM)预处理后组胺( 8 μM)在 A-431 细
胞上引起的最大 DMＲ响应

Fig. 3 The maximum DMＲ responses of 8 μM histamine in
A431 cells after pretreated with 32 μM compounds
respectively

2． 2． 2 活性化合物对组胺 DMＲ响应信号的影响
活性筛选结果显示牛蒡苷元( 3 ) 、沼菊素( 4 ) 、

Uvedalin( 5) 、大黄酸( 12) 可能具有组胺 H1 受体拮
抗活性，因此我们对其进行了量效关系考察。以 10
μL待测化合物( 最高工作浓度 64 μM，2 倍稀释，7
个浓度梯度) 处理 A-431 细胞后，再加入 16 μM 组
胺( EC80 ) ，组胺引起的 DMＲ 响应信号被抑制，且化
合物浓度越高抑制作用越强，呈剂量依赖性，推测其

为组胺 H1 受体拮抗剂。其中化合物沼菊素( 4 ) 和
Uvedalin( 5) 是从亚贡叶中分离得到的内酯类化合
物，这与亚贡叶中倍半萜烯内酯类化合物被发现具

有抗炎作用［13］相吻合，同时对阐明亚贡叶抗炎作用

机理具有重要意义。
3鄄Histamine(16%μm)
4鄄Histamine(16%μm)
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12鄄Histamine(16%μm)
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图 4 化合物预处剂量与 16 μM 组胺引起的 DMＲ 信号
的量效关系曲线

Fig. 4 The relationship of pretreatment dose of compounds
and DMＲ response of 16 μM histamine
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3 讨论与结论
无标记细胞靶点药理学筛选技术利用生物传感

器将配体诱导的活细胞总体的变化转换为光学信

号，分析的是多信号通路的综合效应而非孤立的单

信号转导，能在靶标特异性、有效性和作用模式( 即
激动作用、拮抗作用、反向激动作用) 方面进行分子
的药理学定性。本文通过采用无标记细胞靶点药理
学技术监测组胺作用于 A-431 细胞后引起的 DMＲ
响应信号，再次以组胺作用于 A-431 细胞后引起的
DMＲ响应信号呈剂量依赖性脱敏，证明 A-431 细胞
上高表达 H1 受体，且受体激动后引起的 DMＲ 响应
信号可成功被监测。以特异性组胺 H1 受体拮抗剂
预处理 A-431 细胞不引起 DMＲ响应信号，但再次加
入组胺后 DMＲ响应信号被剂量依赖性地拮抗。而
且 A-431 细胞天然高表达 H1 受体，而不表达 H2 受
体，所以此方法可以用于 H1 受体拮抗剂的筛选。
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