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牛蒡子苷对小鼠原代骨骼肌细胞磷酸二酯酶活性             

及细胞生长的影响 

谷金妮，陈  武，姜代勋，于同泉，路  苹，穆  祥，张  冰，刘  婕 

（兽医学(中医药)北京市重点实验室/北京农学院动物科学系/农业应用新技术北京市重点实验室，北京 102206） 

 
摘要：【目的】以茶碱为参照，观察中药成分牛蒡子苷对原代骨骼肌细胞磷酸二酯酶（Phosphodiesterase，

PDE）活性及蛋白质合成的影响，探讨中药通过抑制 PDE 促进肌肉生长的作用及机理。【方法】分离 1～3日龄 ICR

小鼠四肢肌肉用于骨骼肌原代细胞培养，在培养至第 5～6 天时向培养基中添加不同浓度的牛蒡子苷和茶碱，以不

含牛蒡子苷和茶碱的培养基为阴性对照，继续培养 24 h，采用 HPLC、ELISA 以及考马斯亮蓝法分别测定骨骼肌细

胞 cAMP PDE 的活性、细胞内 cAMP 水平以及细胞总蛋白质合成。【结果】牛蒡子苷终浓度达到 2.5 μg·ml-1
、茶碱

终浓度为 20 μg·ml-1
时均能极显著抑制原代培养骨骼肌细胞 cAMP PDE 的活性(P＜0.01），显著提高细胞内 cAMP

水平（P＜0.05），极显著促进肌细胞总蛋白质的合成（P＜0.01）。【结论】中药成分牛蒡子苷具有通过调节骨骼肌

细胞内 PDE 的活性和 cAMP 水平，增加肌细胞蛋白质合成，促进骨骼肌细胞生长的作用。结果提示对 PDE 有抑制作

用的中药有望成为促进动物生长的新型饲料添加剂。 

关键词：磷酸二酯酶；环磷酸腺苷；牛蒡子苷；茶碱；骨骼肌细胞  

 

Effects of Arctiin on Phosphodiesterase Activity and Cell Growth in 
Mouse Primary Cultured Myocytes 

GU Jin-ni, CHEN Wu, JIANG Dai-xun, YU Tong-quan, LU Ping, MU Xiang, ZHANG Bing,               
LIU Jie 

(Beijing Key Laboratory of Veterinary Medicine (Traditional Chinese Medicine and Pharmacology)/Department of Animal Science 

and Technology /Key Laboratory of New Technology in Agriculture Application, Beijing College of Agriculture Beijing 102206) 

 

Abstract:【Objective】To understand the mechanism of Chinese herbs’ medicinal effect on increasing growth of muscle by 
inhibiting phosphodiesterase (PDE), the effects of arctiin on PDE activity and protein synthesis of primary cultured myocytes was 
investigated using theophylline as reference. 【Method】Myoblasts were isolated from 1-3-day-old newborn ICR mice limbs for 
culture of primary skeletal muscle cells. The medium containing different concentration of arctiin and theophylline was added into 
cultured myocytes on the 5-6th day. After 24 hours’ incubation, cyclic adenosine 3′, 5′- monophosphate (cAMP) PDE activity, 
intracellular cAMP and cell total protein were assessed by HPLC, ELISA and Coomassie brilliant blue G-250-binding method, 
respectively. 【Result】cAMP PDE activity was significantly inhibited (P＜0.01), intracellular cAMP level (P＜0.05) and amount of 
cell total protein was markedly increased (P＜0.01) with arctiin and theophylline concentration of 2.5µg·ml-1 and 20µg·ml-1 
respectively in medium. 【Conclusion】These results suggest that arctiin which is a main component of Fructus Arctii increase 
skeletal muscle growth by inhibiting the activity of myocytes PDE to regulate the intracellular cAMP level and enhance protein 
synthesis. In addition, Chinese herbal medicine which inhibits PDE may become a new type of agent for increase of animal growth 
rate. 
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0  引言 

【研究意义】自磷酸二酯酶（phosphodiesterase，
PDE）发现以来，PDE 抑制剂的选择与应用已被进行

了深入的研究。在中药范围内筛选 PDE 抑制剂并将其

用于动物生产中将是一个全新的尝试。【前人研究进

展】环核苷酸（cAMP/cGMP）作为含氮激素第二信使，

在哺乳类动物细胞的生长、分化和功能活动中具有至

关重要的作用[1,2]。细胞内环核苷酸的水平不仅受到其

合成酶—核苷酸环化酶的调节，还受到其水解酶 PDE
的调节。研究发现，环核苷酸的水解速度是合成速度

的 9～600 倍[3]，说明 PDE 在调节其细胞内水平中具

有关键性作用。研究表明，环磷酸腺苷（cAMP）通

过介导细胞外活性物质如 β-肾上腺素受体激动剂，对

骨骼肌的生长发育等生理过程具有调节作用，但 PDE
在骨骼肌组织及细胞中的功能研究报道较少。【本研

究切入点】鉴于 PDE 对细胞内环核苷酸的关键性调节

作用，筛选 cAMP PDE 抑制剂，提高骨骼肌细胞内环

核苷酸水平，可能促进肌肉生长。【拟解决的关键问

题】通过观察部分中药粗提物对 PDE 活性的影响，从

中筛选出对骨骼肌 PDE 具有抑制作用的中药，检测其

对原代培养骨骼肌细胞 cAMP PDE的活性及细胞蛋白

质合成的影响，以验证验证通过抑制 PDE 活性，升高

cAMP 水平，促进动物骨骼肌细胞生长的可行性，为

新型中草药饲料添加剂的研究积累资料。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 

Hank’s 平衡盐缓冲液、胶原酶Ⅱ（Sigma），胰

酶、DMEM 培养基、胎牛血清（Gibco），牛血清白

蛋白（Amersco），cAMP 测定试剂盒（R&D Systems），
牛蒡子苷（中国药品生物制品检定研究所），茶碱

（Alexis）。 
1.2  细胞培养 

取 1～3 d 新生 ICR 小鼠，用 75%酒精对体表进行

充分消毒，脱颈处死后，剥皮取四肢肌肉，用 Hank’s
平衡盐缓冲液清洗 3 次。剪碎肌组织后以 0.1%（w﹕

v）胶原酶Ⅱ和 0.2%（w﹕v）胰酶 37℃消化 30 min，
加等量含 15%胎牛血清（FCS）的 DMEM 培养基终止

消化，1 000 r/min（200×g）离心 10 min，弃上清。

加入含血清培养基，用 5 ml 移液管将细胞团块吹散，

使细胞重新悬浮，用 100 µm 尼龙网过滤细胞至 60 mm
培养皿中，37℃，含 5% CO2饱和湿度二氧化碳培养

箱预培养 60 min。然后，对细胞进行计数，以 2～
3.5×105的细胞浓度接种到铺有 0.1%（w﹕v）明胶的

24 孔培养板中。培养 48 h 后，更换含 10% FCS 的

DMEM 培养基，第 4 天，为进一步促进肌细胞分化融

合，更换为含 5%胎牛血清的培养基。给药试验在第

5～6 天时进行。 
1.3  分组给药 

牛蒡子苷和茶碱用无血清 DMEM 培养基稀释、

过滤除菌以备用。将 24 孔培养板的骨骼肌细胞分为 4
组，每组 6 孔作为重复，每组骨骼肌细胞分别加入终

浓度为 4、2.5、1 µg·ml-1牛蒡子苷和终浓度为 30、20、
10 µg·ml-1茶碱的培养基 1 ml，以不含牛蒡子苷和茶碱

的基础培养基作为对照。继续培养 24 h，进行后续实

验。 
1.4  高效液相色谱法（HPLC）测定骨骼肌细胞 cAMP 

PDE 活性 

吸去培养板中的培养基，用 4℃钙镁 PBS 清洗骨

骼肌细胞 3 次，以尽量除去残余的培养基，但不把细

胞洗掉。最后每孔加入 30 µl 钙镁 PBS 置－80℃冰箱

反复冻融数次，至骨骼肌细胞裂解。吸取 10 µl 细胞

裂解液作为 PDE 酶样品，以浓度为 25 µmol·L-1 的

cAMP 为底物，在 35℃振荡培养箱中以 60 r/min 反应

30 min，终止反应，沸水浴 3 min，使酶灭活。4 15 000 ℃

r/min 离心 20 min，取上清，用纯水做 10 倍稀释，吸

取 10 µl 作为检测样品，测定 PDE 反应活性。 
PDE 活性（%）＝（空白管 cAMP 峰面积－对照

管或给药管cAMP峰面积）/空白管cAMP峰面积×100 
1.5  酶联免疫吸附法（ELISA）测定骨骼肌细胞内

cAMP  
按照试剂盒（R&D Systems）的使用说明，用 4  ℃

PBS 对骨骼肌细胞进行洗涤，共 3 次。用细胞裂解液

使细胞裂解，离心除去细胞碎片，取上清液做两倍稀

释，用于检测骨骼肌细胞内 cAMP 的含量。 
1.6  考马斯亮蓝法检测骨骼肌细胞总蛋白 

去除培养基后，用室温 PBS 清洗细胞 3 次，加 0.5 
ml 0.3 mmol·L-1 NaOH 于培养板的各孔中，置 100℃水

浴 5 min，使细胞裂解。取细胞裂解液 100 µl 和 1.0 ml
新配制的考马斯亮蓝液混合，静置 10 min，在可见光

分光光度计上以考马斯亮蓝染液进行空白调零，595 
nm 波长测吸光值，以牛血清白蛋白（1～60 µg）作为 
标准品，根据标准曲线推算出样品中蛋白含量。 
1.7  统计学分析 

数据用 x ±s 表示，统计学分析采用 T-test。 
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2  结果与分析 

2.1  骨骼肌细胞原代培养 

骨骼肌原代培养细胞在培养初期（48 h）处于细

胞增殖阶段，在这段时间里一部分细胞开始分化成梭

形肌细胞，并不断增长（图 1）。当细胞达到一定数

量时，细胞不再增殖，而是趋于分化。分化好的肌细

胞之间发生接触并融合，形成具有多个细胞核的肌管，

随着时间的推移，肌管不断变长增粗（5～6 d）（图 2）。
形成肌管后的肌细胞具有类似于出生后骨骼肌组织的

性质，即细胞数量不再发生改变，只是体积不断增大，

并具有“自主收缩”的能力（7～8 d）（图 3）。 
2.2  牛蒡子苷和茶碱对骨骼肌细胞内 cAMP PDE 活性

的影响 
结果见表 1。牛蒡子苷浓度为 2.5 µg·ml-1、茶碱浓 
 

 
 

图 1  48 h 的原代培养骨骼肌细胞（100×） 

Fig. 1  Primaryly cultured myoctyes after 48 h（100×） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

图 2  5～6 d 的原代培养骨骼肌细胞（400×） 

Fig. 2  Primaryly cultured myoctyes after 5-6 d (400×) 

 

 

图 3  7～8 d 的原代培养骨骼肌细胞（200×） 

Fig. 3  Primaryly cultured myoctyes after 7-8 d (200×) 

 
度为 20 µg·ml-1时，骨骼肌细胞内 cAMP PDE 活性极

显著降低（P＜0.01）；牛蒡子苷终浓度为 1 µg·ml-1

时，酶活性显著降低（P＜0.05）；牛蒡子苷浓度为 4 
µg·ml-1、茶碱浓度分别为 30、10 µg·ml-1 时，酶活性虽

有一定程度降低，但差异不显著（P＞0.05）。 
 
表 1  牛蒡子苷和茶碱对骨骼肌细胞 cAMP PDE 活性的影响 

Table 1  Effects of arctiin and theophylline on activity of 
cAMP PDE in myocytes (n=6) 

组别 Group 浓度 Concentration (µg·ml-1) 酶活性 Activity (%)

对照 Control 47.54±10.69 

1 33.62±6.49a 

2.5 27.85±6.24b 

牛蒡子苷 
Arctiin 

4 33.65±11.81 

对照 Control 41.36±9.34 

10 35.98±2.76 

20 24.85±4.34b 

茶碱 
Theophylline 

30 32.61±3.39 

试验组与对照组相比较，a：P＜0.05，b：P＜0.01。下同 
Treatment group compared with the control. a: P＜0.05, b: P＜0.01. The 
same as below 

 
2.3  牛蒡子苷和茶碱对骨骼肌细胞内 cAMP 含量的影

响 

结果见表 2。3 个浓度的牛蒡子苷和茶碱对骨骼肌

细胞内 cAMP 的含量均具有提高作用，牛蒡子苷浓度

为 2.5 µg·ml-1、茶碱浓度为 20 µg·ml-1时表现为显著性

差异（P＜0.05）；另外，在茶碱浓度为 10 µg·ml-1 时，
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差异极显著（P＜0.01），但增加幅度较浓度为 20 
µg·ml-1 时小。 

 
表 2  牛蒡子苷和茶碱对骨骼肌细胞内 cAMP 含量的影响 

Table 2  Effects of arctiin and theophylline on intracellular 
cAMP in myocytes (n=6) 

组别 Group 浓度 Concentration (µg·ml-1) cAMP (p mol·ml-1)

对照 Control 7.26±1.58 

1 7.75±1.60 

2.5 9.48±1.07a 

牛蒡子苷 
Arctiin 

4 8.64±0.76 

对照 Control 8.43±0.58 

10 9.68±0.36b 

20 10.87±1.36a 

茶碱 
Theophylline 

30 9.31±0.75 

 
2.4  牛蒡子苷和茶碱对骨骼肌细胞总蛋白合成的影响 

结果见表 3。牛蒡子苷终浓度为 2.5 µg·ml-1、茶碱

终浓度为 20 µg·ml-1 时，骨骼肌细胞内总蛋白含量极

显著增加（P＜0.01）；牛蒡子苷终浓度为 4和 1 µg·ml-1、

茶碱终浓度为 30 和 10 µg·ml-1时，总蛋白含量略有增

加，但差异不显著（P＞0.05）。 
 

表 3  牛蒡子苷和茶碱对骨骼肌细胞总蛋白合成的影响 

Table 3  Effects of arctiin and theophylline on total protein 
synthesis in myocytes (n=6) 

组别 
Group 

浓度 
Concentration (µg·ml-1) 

总蛋白含量 
Total protein (µg·ml-1) 

对照 Control 25.84±2.82 

1 26.11±7.32 

2.5 34.20±3.00b 

牛蒡子苷 
Arctiin 

4 26.88±6.92 

对照 Control 22.28±3.62 

10 26.30±5.33 

20 33.17±6.90b 

茶碱 
Theophylline 

30 24.52±3.16 

 

3  讨论 

增加动物体重和肌肉的质量是提高动物生产性能 
的一个重要方面。骨骼肌的生长速度取决于骨骼肌细

胞的数量、肌细胞蛋白质合成速度和降解速度。动物

出生后肌细胞的数目不发生明显的改变[4]，只是体积

逐渐增大，所以促进肌细胞蛋白质的合成和抑制蛋白

质的降解是提高骨骼肌的生长速度、增加肌肉重量的

关键。骨骼肌细胞体外培养，为研究外源性物质对动

物肌肉促生长作用提供了有效而直观的方法。增加  
细胞内 cAMP 和 cGMP 的水平，分别抑制和促进骨骼

肌细胞内蛋白质的水解、丙氨酸和谷氨酰胺的生成和

释放，而丙氨酸和谷氨酰胺的生成和释放是蛋白质  
水解的标志[5~10]。因此，增加细胞内 cAMP 的含量，

能够促进细胞蛋白质的积累，从而促进骨骼肌的生 
长。 

自 PDE 在 1962 年被首次发现以来一直受到广泛

的关注，在生化药理学特性以及对抑制剂的敏感性等

方面得到了深入的研究。根据 PDE 对底物的专一性，

可以把它们分为三大类，即 cAMP 专一性 PDE，cGMP
专一性 PDE 和既水解 cAMP 又水解 cGMP 的 PDE。
以 PDE 为靶点的 PDE 抑制剂作为药物在临床上的应

用也取得了良好的治疗效果[11]。 
PDE 广泛存在于哺乳动物组织细胞中[12~16]。在笔

者以往的试验中发现多种 PDE 在骨骼肌组织和细胞

中广泛分布[17]，但在其基因表达水平上存在较大差

异，而且水解 cAMP的 PDE表达程度较高，水解 cGMP
的 PDE 表达程度相对较低，这个结果与 cAMP 主要分

布于肌肉组织，而 cGMP 在肌肉组织含量最少的结果

吻合[18]。由此可以看出，cAMP PDE 可能对骨骼肌的

生长具有重要的调节作用。 
牛蒡子苷是一种牛蒡子苷元木脂素，在牛蒡子中

含量丰富，有研究表明其具有抗肿瘤促进[19]，抗突变

活性[20]，肝保护[21]和神经保护作用[22]，其还具有降低

体外培养前列腺癌 PC-3 细胞数量的作用[23]。在本试

验中，观察了不同浓度的牛蒡子苷和茶碱对原代培养

骨骼肌细胞 cAMP PDE 活性、细胞内 cAMP 水平以及

对蛋白质合成的影响。当牛蒡子苷浓度达到2.5 µg·ml-1

时，能够极显著抑制 cAMP PDE 的活性，显著升高了

细胞内 cAMP 的水平，同时还极显著提高了细胞内总

蛋白的含量。当浓度分别为 1 和 4 µg·ml-1时，虽然未

表现出显著差异，但也能够在不同程度上抑制 cAMP 
PDE 活性，提高 cAMP 水平，促进蛋白质合成。有报

道显示，牛蒡子苷对 37℃条件下培养的 pGL105/C3H
细胞具有促进蛋白质合成的作用[24]，由此推测，可能

与其调节 pGL105/C3H 细胞 PDE 活性有关。 
茶碱作为非选择性 PDE 抑制剂，当其浓度达到

20 µg·ml-1时，与牛蒡子苷浓度为 2.5 µg·ml-1时具有相

同的作用趋势。虽然茶碱浓度为 10 µg·ml-1 时，极显

著地增加了骨骼肌细胞内 cAMP 的含量，但增加幅度 



7 期              谷金妮等：牛蒡子苷对小鼠原代骨骼肌细胞磷酸二酯酶活性及细胞生长的影响 2213 

不及 20 µg·ml-1。 
以上结果说明，在一定程度上抑制 cAMP PDE 的

活性，能够促进骨骼肌细胞蛋白质合成的增加，即能

够促进骨骼肌细胞的生长。而且，中等浓度的中药成

分牛蒡子苷抑制PDE活性和升高cAMP水平及增加蛋

白合成作用最显著，说明以骨骼肌特异性 PDE 为靶点

选择适当用量的 PDE 活性抑制剂，就有可能获取新型

动物生长促进剂。 
目前，通过抑制组织细胞中 PDE 活性或表达来治

疗各种疾病的药物已经广泛用于临床，但主要以化学

合成物为主，它们在治疗主要症状的同时也具有严重

的副作用，如呕吐、恶心等，使之在临床中的应用受

到限制，这就使得开发毒副作用小的新型 PDE 抑制剂

具有更加深远的意义。 
中药一直被视为安全、有效、毒副作用小的制剂，

但常常因其成分复杂，作用机制不明确而受到化学合

成药的排挤，得不到世界范围内的承认。本试验不仅

证明了牛蒡子苷通过抑制骨骼肌细胞 PDE 活性而促

进蛋白质合成的作用，同时从中药中筛选对 PDE 具有

抑制作用的有效成分，扩大了 PDE 抑制剂选择的范

围。 

4  结论 

牛蒡子苷通过抑制骨骼肌原代培养细胞 cAMP 
PDE 活性，提高细胞内 cAMP 水平，促进了肌细胞蛋

白质的合成，因此，对骨骼肌 cAMP PDE 具有抑制作

用的牛蒡子苷以及其它中药或有效成分有望作为新型

动物生长促进剂应用于动物生产之中。 
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