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野漆树苷对LPS诱导的RAW264.7细胞的抗炎作用及机制探究
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  摘 要:目的:探究野漆树苷(Rhoifolin,RHO)对细菌脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)诱导的小鼠单核巨噬

细胞RAW264.7细胞炎症模型释放炎性因子的影响,并探讨其作用机制.方法:用脂多糖(0.5μg·mL-1)刺激体外

生长良好的RAW264.7细胞24h建立体外细胞炎症模型,以 MTT法测定不同浓度RHO对RAW264.7细胞的毒

性作用,用Griess试剂法检测一氧化氮(NitricOxideNO)的含量,RT-PCR法检测细胞中肿瘤坏死因子α(Tumor

NecrosisFactor,TNF-α),白介素1β(Interleukin-1β,IL-1β),白介素6(Interleukin,IL-6)的含量,采用 WesternBlot
法检测 MAPK信号通路中相关蛋白的含量.结果:与空白对照组相比,在LPS诱导下,RAW264.7细胞分泌致炎因

子NO,TNF-α,IL-1β,IL-6(P<0.01);与模型组相比,25~100μmol·L-1的 RHO 可明显下调 LPS诱导的

RAW264.7细胞释放炎症因子NO,TNF-α,IL-1β和IL-6(P<0.05,P<0.01),并呈现良好的剂量依赖关系;野漆

树苷还不同程度的抑制了Erk和JNK激酶的磷酸化.结论:RHO可以抑制LPS所致的RAW264.7细胞炎症反应,

减少炎症因子NO分泌,抑制TNF-α,IL-1β和IL-6mRNA的合成,抑制JNK/SAPK及Erk信号通路可能是其抗

炎作用机制之一.
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脂多糖(LPS),是革兰阴性菌细胞壁的组成成分之一.LPS是存在于自然界中的致病原,其毒性成分主

要为类脂质A,是促发炎症反应的主体致病部分.体内免疫细胞如巨噬细胞在LPS诱导下会大量释放白细

胞介素-1β(IL-1β),肿瘤坏死因子-α(TNF-α)等炎症因子,适量炎症因子的释放可通过刺激免疫系统产生有

利作用,但过量会对机体造成病理伤害,促发全身炎症反应,进而发展为多器官功能衰竭,甚至死亡[1-2].
化橘红是化痰止咳的常用中药,为“十大广药”之一.化橘红有正毛、副毛之分,以正毛品质最佳.现代研

究表明,毛橘红黄酮类成分具有化痰、止咳[3-4]、抗炎[5]等多种药理作用,为毛橘红的主要活性部位,常用于

治疗咳嗽、痰多气喘、呕吐、饮食消化不良等症,含量高达15%以上,具有良好的应用前景.林励等[6]比较了毛

橘红与光橘红两品种的质量差异,结果发现毛橘红总黄酮含量、柚皮苷含量均高于光橘红,且前者野漆树苷

(RHO)含量甚至为后者的10倍,且毛橘红的祛痰、镇咳、消炎作用均优于光橘红.RHO可以显著抑制角叉

菜胶诱导的大鼠水肿模型中的炎症反应[7],但目前尚无有关于该成分体外抗炎作用机制的相关报道.因此本

实验拟采用LPS诱使小鼠RAW264.7巨噬细胞活化,建立体外炎症模型,通过检测野漆树苷对细胞上清中

NO的分泌量及炎性细胞因子TNF-α,IL-1β,和IL-6的水平,及 MAPK信号通路中相关蛋白的含量,旨在

研究RHO抗炎作用机制,从而判断RHO在机体外的抗炎效果,同时努力阐明其体外抗炎作用机制.

  收稿日期:2018-01-02;修回日期:2018-02-20.

  基金项目:国家发展改革新兴产业重大工程包 &国家中医药管理局中药标准化项目(ZYBZH-Y-GD-13).

  作者简介:宋小欣(1993-),女,四川泸州人,广州中医药大学硕士研究生,研究方向为中药资源开发利用与新药研究,E-

mail:754383743@qq.com.

  通信作者:肖凤霞(1973-),女,山东临清人,广州中医药大学教授,硕士研究生导师,博士,研究方向为中药资源开发利用

与新药研究,E-mail:xfx92@163.com.



1 材料与方法

1.1 细胞

小鼠单核巨噬细胞RAW264.7细胞购于武汉中国生物样品典藏中心.
1.2 试药与试剂

野漆树苷对照品(实验室自制,采用高效液相色谱法,经峰面积归一化法计算,其纯度大于98%),细菌

脂多糖(LPS,美国Sigma公司,批号L2880),DMEM细胞培养基(美国Gibco公司),NO检测试剂盒(南京

建成生物工程研究所),引物均由上海生工生物工程有限公司合成,TRIZOLReagentRNA提取试剂购自美

国Invitrogen公司,蛋白质marker购于美国thermo公司,一抗及二抗购于Cellsignalingtechnolog公司,
配胶试剂盒购于碧云天.
1.3 方 法

1.3.1 细胞培养与传代

小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7细胞培养于含10%胎牛血清的高糖 DMEM 培养基中,并 添 加

100mg·L-1青霉素,100mg·L-1链霉素,恒温培养箱的孵育条件为37℃,5%CO2,隔天传代.
1.3.2 RHO对RAW264.7细胞活力的影响

取生长状态良好的RAW264.7细胞,按每孔5×103 个细胞种于96孔板中,孵育24h后细胞给予不同

浓度的RHO(3.125~400μmol·L-1,用DMSO溶解,DMSO的终浓度低于0.2%)处理(每个浓度设6个复

孔),时间分别为24h、48h后,弃其培养基,每孔加入MTT(0.5mg·mL-1)溶液20μL,继续在37℃下培养

4h,小心吸弃 MTT溶液,加150μLDMSO,在振荡器上振荡5min,在酶标仪上于490nm波长处检测吸光

值(OD值).
1.3.3 细胞NO含量测定

RAW264.7细胞计数后,调整至实验所需细胞浓度即2×105 个/mL.将细胞铺于6孔板中,每孔2mL,
待细胞贴壁后给予不同浓度的RHO(0,25,50,100μmol·L-1),LPS(0.5μg·L-1),Dex(1μmol·L-1),
于37℃,5%CO2 下作用24h后,收集各组细胞上清液50μL,加入96孔板中,每孔50μL,随后加入Griess
ReagentⅠ50μL,于37℃ 恒温箱中反应10min;后向各孔中加入GriessReagentⅡ50μL,振荡混合均匀,
于37℃避光反应10min后,于540nm 波长处检测各组吸光度值.

NO含量=[1-(给药孔A-对照孔A)/对照孔A)]×100%.
1.3.4 Real-timePCR法检测TNF-ɑ,IL-1β,IL-6mRNA的表达水平

从培养箱中取出细胞板,吸弃上清液,PBS清洗2遍后,用 TRIZOL从细胞中提取总 RNA,加适量

DEPC水溶解后用紫外分光光度计检测提取到总RNA的浓度与纯度,使A260/A280在1.8~2.0,随后以

0.5μgTotalRNA为模板,反转录成cDNA,反应条件设置为37℃反应15min;85℃,5s终止反应.最后以

cDNA为模板扩增目的基因(表1),预变性过程:95℃,30s;扩增过程:95℃,5s;60℃,34s,40个循

环;延伸过程:95℃,15s;60℃,60s;95℃,15s.Real-timePCR结果用2-ΔΔCt计算各 mRNA的相对表

达量.
表1 目的基因的引物序列

genes Primersense Primerantisense

GAPDH GGAAAGCTGTGGCGTGATGG AGCTCTGGGATGACCTTGCC

TNF-ɑ GCCAATGGCATGGATCTCAAAG CAGAGCAATGACTCCAAAGT

IL-1β GGCCTTGGGCCTCAAAGGAA GCTTGGGATCCACACTCTCCA

IL-6 TCTGGGAAATCGTGGAAATGAG TCTCTGAAGGACTCTGGCTTTGTC

1.3.5 野漆树苷对LPS诱导的RAW264.7细胞 MARK信号通路的影响

将对数生长期的巨噬细胞RAW264.7按2×105 个/mL接种与6孔板中,每孔2mL,待细胞密度大约

80%时,给予LPS(0.5μg/mL)和不同浓度(25,50,100μmol·L-1)野漆树苷作用3h,收集细胞,加入
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RIPA及蛋白酶抑制剂,提取总蛋白,采用BCA蛋白定量法测定总蛋白浓度.总蛋白样品以30μg进行5%浓

缩胶,8%SDS-PAGE分离胶电泳,转膜,5%BSA封闭1h,p-Erk,p-JNK,Erk,JNK抗体孵育过夜,二抗常

温孵育1h,ECL显影.
1.3.6 数据分析

实验数据采用GraphpadPrism5软件中单因素方差分析(one-wayANOVA)的分析方法进行处理,实
验结果以􀭺x±s表示.组间比较运用Dunnett检验方法进行,P<0.05表示具有统计学显著性差异.

2 结 果

2.1 野漆树苷对RAW264.7细胞毒性测定

经不同浓度的野漆树苷处理后,RAW264.7细胞的增殖受到了不同程度的抑制,并且抑制率显示出明显

的剂量依赖性.而相同浓度的野漆树苷在24h和48h的处理条件下无明显区别.结果见表2.经计算,野漆树

苷24h和48h的半数最大抑制浓度(IC50)分别为427.27μmol·L-1,456.80μmol·L-1.基于IC50的结果,
选取浓度为25,50,100μmol·L-1的野漆树苷作为后续实验的浓度.

表2 野漆树苷对RAW264.7细胞增殖抑制作用的影响(􀭵x±s,n=6)

Group 24h 48h

control 100±0 100±0

RHO(3.126μmol·L-1) 101.00±7.72 92.33±7.20

RHO(6.25μmol·L-1) 92.17±5.19 89.17±7.57

RHO(12.5μmol·L-1) 90.67±6.08 86.33±7.11

RHO(25μmol·L-1) 89.17±8.47 83.00±3.74*

RHO(50μmol·L-1) 81.33±3.23 80.67±4.17**

RHO(100μmol·L-1) 73.83±7.08* 70.67±1.75**

RHO(200μmol·L-1) 62.00±4.29** 68.00±5.48**

RHO(400μmol·L-1) 60.50±5.47** 59.17±2.78**

Dex 97.45±5.98 95.78±7.52

        注:*P<0.05,vscontrol;**P<0.01,vscontrol.

2.2 野漆树苷对脂多糖诱导RAW264.7巨噬细胞释放NO的影响

结果见表3,与空白对照组相比,巨噬细胞经脂多糖刺激24h后大量分泌 NO;与脂多糖组比较,

25μmol·L-1浓度野漆树苷对NO的分泌无明显抑制作用,但在50μmol·L-1和100μmol·L-1时显著抑

制RAW264.7巨噬细胞NO 释放量,差异有统计学意义(P<0.05),由表2与图1可知野漆树苷抑制

RAW264.7细胞NO释放可能是由于野漆树苷抑制RAW264.7细胞增殖引起的.
2.3 野漆树苷影响LPS诱导RAW264.7巨噬细胞TNF-α,IL-1β和IL-6mRNA表达

从表3可以看出,与空白组相比,单用LPS刺激RAW264.7巨噬细胞后,其TNF-α、IL-1β和IL-6mR-
NA的表达水平显著增加(P<0.05).当与LPS组比较时,野漆树苷各浓度均可以抑制RAW264.7细胞表达

TNF-α、IL-1β和IL-6mRNA的水平,且呈现出明显的剂量依赖性.
表3 野漆树苷对LPS诱导的RAW264.7cellsTNF-α,IL-1β和IL-6mRNA表达的影响(􀭵x±s,n=3)

组别 浓度 TNF-α IL-1β IL-6

空白 - 1.05±0.05 1.23±0.09 1.12±0.08

LPS 0.5μg·mL-1 26.35±2.41* 54.89±4.94* 13.67±0.72*

LPS+RHO 25μmol·L-1 9.73±0.88** 34.04±2.91 3.90±0.45**

50μmol·L-1 2.72±0.15*** 32.21±3.31** 2.918±0.20**

100μmol·L-1 1.81±0.09*** 19.59±1.94** 1.759±0.14***

      注*P<0.05,vscontrol;**P<0.05,vsLPSmodel;***P<0.01,vsLPSmodel
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2.4 野漆树苷对LPS刺激的RAW264.7巨噬细胞p-Erk,p-JNK蛋白表达的影响

依据 Westernblot结果(图2)所示:与
空白对照组相比,小鼠的RAW264.7细胞经

LPS刺激后,显著提高了p-Erk,p-JNK蛋白

的表达水平(P<0.05).与模型组相比较,25,

50,100μmol·L-1野漆树苷作用后,其p-
Erk,p-JNK蛋白的表达随野漆树苷剂量的

增大而逐渐减少,野漆树苷具有抑制p-Erk,

p-JNK蛋白表达的作用(P<0.05).

3 讨 论

野漆树苷(Rhoifolin,芹菜素-7-O-新橙

皮糖苷)是从毛橘红或山香圆中提取的具有

活性 的 黄 酮 类 化 合 物,具 有 抗 炎[8]、降 血

压[9]、抗 氧 化[10]等 多 种 药 理 作 用.野 漆 树

苷[11]可以通过增强脂联素的分泌、胰岛素受

体-β的络氨酸磷酸化、加强葡萄糖转运因子4转运来改善糖尿病并发症.野漆树苷还可以通过抑制TNF-ɑ
的含量显著抑制角叉菜胶诱导的大鼠水肿模型中的炎症反应[7];鉴于野漆树苷是毛橘红中含量仅次于柚皮

苷的黄酮类成分,且具有较好的抗炎效果,且其在细胞、分子水平的抗炎研究有待完善,因此有必要对其进行

更深入的研究.

脂多糖(LPS),是革兰阴性菌细胞壁的组成成分之一,其毒性成分主要为类脂质A,是促发炎症反应的

主要致病部分.巨噬细胞属于免疫效应细胞,在调节机体炎症反应中扮演者关键作用.当机体遭到G-入侵而

产生炎症反应时,巨噬细胞系统便会被激活,导致炎症因子如TNF-α,IL-1β,IL-6等大量分泌[12-13].本实验

利用LPS刺激单核巨噬细胞RAW264.7细胞建立炎症细胞模型,考察野漆树苷对体外抗炎的效果与机制.
研究结果表明0.5g·L-1LPS刺激 RAW264.7细胞24h后,细胞上清液中检测到 NO 释放量为

19.01μmol·L-1,与LPS组相比,给予野漆树苷干预之后可以显著降低其NO的释放量,能明显抑制其炎
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症反应;与对照组相比,在LPS刺激下,TNF-α,IL-1β和IL-6mRNA的表达水平显著增高,与LPS模型组

相比,不同浓度野漆树苷可明显抑制巨噬细胞TNF-α、IL-1β和IL-6mRNA的合成,且与其降低NO水平一

样,呈明显的剂量依赖关系.
MAPKS信号转导通路由丝/苏氨酸蛋白激酶组成,目前已有研究证明存在着三条并行的信号通路,即

Erk信号通路、JNK/SAPK信号通路和P38MAPK信号通路.LPS可以使巨噬细胞活化,随后可以使几条通

路同时被激活,MAPK通路的亚基便会发生磷酸化作用[14].信号通路主要参与应激条件下细胞的免疫调节、
炎症反应和细胞凋亡过程.本实验还研究了在LPS诱导下,野漆树苷对巨噬细胞的信号通路的影响.结果表

明,在LPS刺激下及野漆树苷实验组中,Erk和JNK等非磷酸化蛋白的表达水平并无显著差异.当巨噬细胞

被LPS诱导后,其p-Erk和p-JNK的蛋白水平均有显著提升,与Joh[15]等的相关研究结果相一致说明LPS
可激活Erk及JNK/SAPK信号通路;而不同剂量野漆树苷作用后,其相应磷酸化蛋白的表达水平有不同程

度的下降,说明野漆树苷对LPS诱导的细胞Erk及JNK/SAPK信号通路有明显的抑制作用.
综上所述,本文首次从细胞水平上证明了毛橘红中野漆树苷的抗炎作用,RHO可以抑制LPS诱导的

RAW264.7细胞炎症反应,减少炎症因子NO分泌,抑制TNF-α、IL-1β和IL-6mRNA的合成,抑制JNK/

SAPK及Erk信号通路可能是其抗炎作用机制之一.
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Effectsofexercisetrainingandorlistatontheweightlossand
exercisecapacityofobesemice

SuKunxia

(PublicEducationDepartment,XinlianCollegeofHenanNormalUniversity,Zhengzhou451400,China)

Abstract:The4-week-oldmaleC57BL/6Jmicewerefedwithhigh-fatdietfor8weekstoconstructamodelofnutritive
obesemice,theobesemiceweredividedintoobesemodelgroup,exercisegroup,orlistatgroupandexercisecombinationwithor-
listatgroup(combinedgroup).Thenormaldietofmiceinthesamebatchwasusedastheblankcontrolgroup;theexercise

groupandthecombinedgroupweremoderatetreadmillexercise,theothergroupsdidnotexercise;theorlistatandthecom-
binedgroupweretreatedwithorlistat,andtheothergroupsweretreatedwithorlistatsolvent.After8weeks,comparativebody
mass,Lee'sindex,wetweightoffat,theshapeandsizeofadipocytesofmiceandexhaustiveexercisetimeofmiceineach

group,tostudytheeffectofexercisetrainingcombinedwithorlistatontheweightlossofnutritiveobesemiceandtheeffecton
theathleticabilityofmice.Theresultsshowedthatbothexerciseandorlistatsignificantlyreducedbodymass,Lee'sindex,wet
weightoffatandtheshapeandsizeofadipocytesinobesemice;exercisecaneffectivelyextendthetimeofexhaustiveexercise
inmiceandonlywithorlistatisnosignificanteffect;exerciseandorlistatcombinedtreatmenthasabettereffect,canmake
obesemicetoreturntonormalstate,especiallyinextendthetimeofexhaustiveexercise.

Keywords:exercisetraining;orlistat;weightloss;athleticability
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Anti-inflammatoryeffectsandmechanismofrhoifolinonLPS-induced
RAW264.7cells

SongXiaoxin1,HanLing2,LiYubang1,ChenJialan1,Linli1,LiHaibo3,XiaoFengxia1

(1.SchoolofPharmaceuticalSciencesGuangzhouUniversityofChineseMedicine,Guangzhou510006,China;

2.GuangdongProvinceHospitalofChineseMedicine,Guangzhou510006,China;

3.HuazhouCityZhengyuantangCitrusgrandisIndustrial,Huazhou525144,China)

  Abstract:ThisstudyperformedtoinvestigatetheeffectofRhoifolin(RHO)onthesecretionofinflammatoryfactorsin
monocyte-macrophageRAW264.7cellsinducedbylipopolysaccharide(LPS),andtoexploreitsmechanism.RAW264.7cells
wereculturedwithlipopolysaccharide(0.5μg·ml-1)for24htoestablishthemodelofinvitrocellinflammation.MTTassay
wasusedtodeterminethetoxiceffectsofdifferentconcentrationsofRHOonRAW264.7cells.Thelevelsofnitricoxide(NO)

wasdeterminedbyGriessreagent;thelevelofTNF-α,interleukin-1β(IL-1β)andinterleukin-6(IL-6)inthecellsweremeas-
uredbyRT-PCR;WesternBlotwasusedtodetectthecontentofrelatedproteinsinMAPKsignalpathway.Datashowedthat
comparedwiththecontrolgroup,LPScouldinducethesecretionofinflammatoryfactorsNO,TNF-α,IL-1βandIL-6(P<
0.01)inRAW264.7cells.Comparedwiththemodelgroup,25~100μmol·L1RHOsignificantlydown-regulatedLPS-induced
releaseofinflammatorycytokinesNO,TNF-α,IL-1βandIL-6(P<0.05,P<0.01)andshowedwelldose-dependentrelation-
ship.Inconclution,RhoifolinalsoinhibitedthephosphorylationofErkandJNKkinasetosomeextent,RHOcaninhibitthein-
flammatoryresponseofRAW264.7cellsinducedbyLPS,anditsanti-inflammatorymechanismmayberelatedtothedecrease
ofNOsecretion,inhibitionthelevelofTNF-α,IL-1βandIL-6mRNA,andinhibitJNK/SAPKandErksignalingpathways.

Keywords:Rhoifolin;lipopolysaccharide;tumornecrosisfactorα;interleukin1β;interleukin6
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