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绿原酸对脂多糖致炎症小鼠体内体外COX-2的影响
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摘 要 ：探讨绿原酸对脂多糖致炎症小鼠体内体外COX-2蛋白表达的影响.脂多糖滴鼻造模建立小鼠急性肺 

损伤模型，脂多糖诱导小鼠巨噬细胞RAW264. 7 建立细胞炎症反应模型，应用 Weston b lo t法 ，检测小鼠肺组织内以 

及 RAW264. 7 巨噬细胞中COX-2的蛋白表达 . 绿原酸在小鼠体内体外均能有效降低脂多糖诱导的COX-2的蛋白表 

达 ，并能促进 COX-2蛋白的降解 . 降低脂多糖诱导的COX-2的蛋白水平是绿原酸抗炎的机制之一 .
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绿原酸 （ Chlorogenic acid，CG A)又名咖啡鞣酸，其广泛存在于植物中，在杜仲、金银花、咖啡豆、葵花籽、 

小麦、苹果以及含酚酸类物质的马铃薯中含量较高，是许多中成药和中药材的主要有效成分之一[1].近年来 

的研究表明，绿原酸具有多种药理作用.急性肺损伤 （ Acute lung mjUry，A L I)是指由肺内外致病因素导致的 

急性进行性缺氧性呼吸衰竭，是一种常见而严重的呼吸急症[2].已有研究表明，环氧化酶-2(CyCl〇〇xygenaSe- 

2，COX-2)在小鼠发生急性肺损伤时含量显著增加，这表明 COX- 2与急性肺损伤的发生关系密切[3’4].本试 

验以脂多糖（Lip〇p〇lySaccharides，LPS)诱导小鼠建立A L I模型，通过检测小鼠肺组织中C0 X- 2的表达情 

况，探究绿原酸对A L I小鼠是否具有保护作用.此外，本研究以 L P S诱 导 RAW264. 7 巨噬细胞建立小鼠体 

外细胞炎症模型，检测绿原酸对L P S诱导的 RAW264. 7 巨噬细胞中 COX- 2的蛋白表达与降解的影响，旨 

在探究绿原酸抗炎的作用靶点，为绿原酸的临床应用和深人研究提供依据.

1 材料与方法

1. 1 动 物

健康 IC R小鼠(购自扬州大学）6 0只，雌雄各半(体质量 18〜22 g)，实验动物的处理和实验过程按照中 

国实验动物管理规定执行[5].

1 . 2 主要试剂

绿原酸（Aladdin)，脂多糖(Sigma)，兔抗鼠 p-actin单克隆抗体（南京巴傲得公司），兔 抗 鼠 COX- 2多克 

隆抗体 （ Santa Cruz Biotechnology)，放线菌酮CHXCLa Jolla，C A)，本实验中放线菌酮的使用剂量为（1 吨 • 

mL-1) •

1 . 3 动物分组和给药

将小鼠随机分为空白组、阴性对照组、模型组、低、中、高药物剂量组，每组各 1 0只.绿原酸药物组剂量 

分别为20、40、80 mg • kg^1，阴性对照组为80 mg • kg^1绿原酸.药物剂量组和阴性对照组小鼠用不同剂量 

的绿原酸连续灌胃3 d，空白组和模型组给予等体积蒸馏水，随后用LPS(37. 5 mg • kg-1)滴鼻造模[6].

1 . 4 细胞株与细胞培养

小鼠 RAW264. 7 巨噬细胞（中科院上海细胞库）在 37SC ，5 %  C0 2 条件下，用 含 1 0 %胎 牛 血 清 （ Fetal
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B ovine S e ru m ，F B S )和抗生素（100 U  • mL 1青霉素和100 pg • mL 1链霉素）的 D M E M 完全培养液（Hy- 

c lo n e公司）培养.

1.5 Western blot检测小鼠肺组织内 COX-2

造模 24 h 后 ，处死小鼠，剥离左肺，称取|定量的肺组织，加入细胞裂解液冰上匀浆，随后将细胞裂解物 

在 4 °C ，15 000 g 条件下离心 15 min.离心结束后，收取离心上清液并用B r a d fo r d法测定每份样品的总蛋白 

浓 度 .取 等 量 蛋 白 进 行 S D S-P A G E，电泳结束后将蛋白转移至硝酸纤维素膜上 (时间 100 min，恒流 

350 m A).随后用丁BS(含 5 % 脱脂奶粉）封闭 1 h，丁BS丁洗涤，每次 5 min，共洗涤 3 次.加入一抗，在 4 r 条 

件下孵育过夜，抗体孵育过夜后，再用 T B S丁洗涤 3 次，每 次 5 min.用 D d y8 0 0的荧光二抗孵育半小时，O d­

y sse y 红外显像系统观测结果，扫描并计算信号条带密度值.

1.6 Western blot 检测细胞内 COX-2

将对数生长期的RAW264. 7 细胞在实验前1 d 以 5X 105 的密度接种于12孔板，细胞密度达到8 0 % 时 

加入 L P S或绿原酸进行敷育.细胞培养结束后，弃去培养RAW264. 7 细胞的培液，用预冷的1X P B S漂洗两 

次并弃尽多余的PBS，然后加入预冷的细胞裂解液置于冰上孵育半个小时.裂解结束后，离心获得上清液，按 

上 述 1. 5 中方法进行Western b lo t检测.

1 . 7 数据统计分析

使用 S P S S 10. 0 软件进行两组间^检验，所有数值均表示为m ea n士SD，并设置多个重复.

2 结 果

2 . 1 绿原酸对 A LI小鼠肺组织中 COX- 2蛋白表达的影响

A L I 小鼠成功造模 24 h 后，处死小鼠，取适量肺组织进行W estern b l o t检测，结果如图 1 所示，单独加 

人绿原酸不会引起小鼠肺组织中C O X - 2的表达，表明绿原酸对正常小鼠影响较小（阴性对照组）；当小鼠发 

生 A L I 时，小鼠肺组织中C O X - 2水平明显增加(模型组），而绿原酸能够剂量依赖性地抑制小鼠急性肺损伤 

时 C O X - 2的表达(低、中、高药物剂量组），当绿原酸达到 50 m g • k g 1时，C O X - 2水平显著下降，与模型组比 

较，差异具有统计学意义.

LPS(37.5 mg-k g 1) - - + + + +

CGACmg-k g 1) - 50 - 10 30 50

Relative intensity 3.24 2.31 SB. 7 26,3 18,3 10,4

1.空白组;2.阴性对照组;3.模型组;4.低剂量组;5.屮剂量组;6.髙剂量组.结果取3次独立实验的平均值.

图1 不同剂量的绿原酸对LPS诱导的小鼠体内C0X-2蛋白水平的影响

2 . 2 绿原酸对小鼠巨噬细胞R A W 264.7中 COX-2蛋白翻译水平的影响

将对数生长期的RAW264. 7 细胞在实验前一天以5X 105 的密度接种于12孔板.细胞密度达到8Q% 时 

分别加入终浓度为100 ng • m L 1的 L P S或 LPSCLOO ng • m L q  +  CGA (10 MM)，分别培养0,2,6，10 h 后 

收取细胞.通过Western b l o t检测绿原酸对RAW264. 7 细胞中 C O X - 2蛋白翻译水平的影响.如图2 所示， 

用 LPS(100 ng • m L 〇处理 RAW264. 7 细胞，随着刺激时间延长（0〜10 h )，胞 内 C O X - 2蛋白水平逐渐上 

升(对 照 组 在 加 入 CGA (10 MM)的情况下，L P S虽能时间依赖性地上调C O X - 2蛋白水平，但其程度与单 

独用 L P S刺激相比显著偏低(实验组）.可见，在 L P S诱导细胞内C O X - 2蛋白表达的过程中，C G A 能够有效 

地抑制这种诱导作用.

2 . 3 绿原酸对小鼠巨噬细胞 R A W 264.7中 COX-2蛋白降解的影响

放线菌酮(Cycloheximide，CHX)是一种在真核生物中对蛋白质生物合成过程有抑制效应的化合物，在 

分子生物学中放线菌酮可用来确定蛋白质降解的半衰期[7].本实验用LPS(10Q ng • mL 〇刺激 RAW264. 7
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细胞 10 h 后，加入放线菌酮CH X(1 • mL ”抑制 C0 X-2蛋白的继续合成，观察绿原酸对C0 X-2蛋白降

解的影响.结果如图3 所示，由于放线菌酮阻碍蛋白质的合成，细胞内由先前L P S刺激产生的COX-2蛋白 

不断减少(对照组），绿原酸的加入促进了 COX-2蛋白的降解(实验组），缩短了 COX-2蛋白的半衰期.

1.对照组;2实验组.对照组中加入LPSGOQ n g ^ m L 1)，实验组巾加入LPS(1Q0 n g .ml/O+CGAdO P m )， 

分别培养RAW264. 7细胞 Q、2、6、10 h，随后Western blot检测各组中COX-2的表达情况， actin作 

为内参.结果取3次独立实验的平均值.

图2 绿原酸对LPS刺激下C0X-2蛋白表达随时间变化的影响

3 讨 论

感染是 A L I的主要病因之其中革兰氏阴性细菌感染占检出病菌的7 0 % 〜8 0 % ，而 L P S是革兰氏阴 

性细菌的主要抗原性及致病性成分，它可通过活化炎症细胞，使其释放大量炎症因子从而造成ALI® . 目前 

临床上仍缺乏针对A L I的有效干预和治疗手段，药物治疗常采用糖皮质激素，但其在临床上频繁地引起一 

些副反应，如中风、肝细胞损害、生长抑制等，这些副反应限制了它们在临床上的广泛应用，从天然产物中寻 

找副作用少的新型抗炎药物显得尤为重要 COX-2是一种诱导型合酶，是启动炎症反应的关键酶，由其合 

成的病理性前列腺素可介导炎症反虛.正常情况下的肺组织中几乎不表达COX-2,当机体受到致炎因子刺 

激时，某些细胞，如单核巨噬细胞和成纤维细胞中会诱导表达COX-2,引起受损部位病理性前列腺素的合成 

和聚积，加速炎症反应的进行.近年来研究表明，COX-2在 A L I发生、发展中具有重要作用，因此，许多新 

型的 COX-2抑制剂被开发成用于治疗A L I的有效抗炎药物[11].

LPS (100 ng.m L 1) LPS LPS+CGA

CGA(10 u M ) CHX(h) 0 3 6 0 3 6

CHX(1 u g -m L 1) Si7. 1 COX-2

Relative intensity 2:§‘. 8 18. 7 14.9 22,3 10.4 7, 65

1 2

1.对照组;2.实验组.LPS (100 ng • mL-〇刺激RAW264. 7细胞10 h后，更换新鲜的细胞培养液.LPS对 

照组加入放线菌酮CHX (1 y g _ mL-〇，绿拟酸文验组加入放线菌酮CHX (1 u g _ m] 〇 +CGA (L0 u M)，

分别培养〇、3、6 h后收取细胞，Western blot检测绿原酸在6 h内对COX-2蛋白降解的影响，

P -actin作为内参，结果取3次独立实验的平均值.

阁3 绿拟酸对C0X-2崔ft降解的影响

绿原酸在植物中广泛存在，近年来，绿原酸的抗炎作用得到越来越多的关注@'13:，在多种具有抗炎作用 

的植物提取物中，都分离出活性成分绿原酸.本研究中，我们以小鼠体内体外表达的COX-2为观察对象，探 

究绿原酸对A L I小鼠的保护作用.我们发现当小鼠发生A L I时，小鼠肺组织中COX-2水平明显增加，而绿 

原酸能够剂量依赖性地抑制小鼠急性肺损伤时COX-2的表达；在 以 L P S诱导小鼠巨噬细胞RAW264. 7 发 

生的体外细胞炎症模型中，绿原酸能够在体外显著抑制 L P S诱 导 的 COX- 2的蛋白表达；在用放线菌酮 

C H X抑制 RAW264. 7 细胞中COX-2蛋白的继续表达后，我们发现绿原酸可加快先前由L P S诱导产生的 

COX-2蛋白的降解速度;此外，S H A N等已有结果表明绿原酸能够有效降低L P S诱导的 COX-2基因水平 

的上调[1<],

由于 L P S引起的炎症反应复杂，涉及的分子众多，因而明确绿原酸抗L P S引起的炎症机制尚需进行大



52 河南师范大学学报（自然科学版) 2017 年

量深人的研究.进一步阐明绿原酸抗炎药理作用的分子生物学机制，将使其在抗炎作用中具有更广阔的应用 

前景.

4 结 论

综上，以 COX-2为主要观察指标，发现绿原酸能够在小鼠体内体外有效降低L P S刺激下COX- 2的蛋白 

水平，表明绿原酸对L P S致 A L I小鼠的保护效应可能与其抑制COX-2有关.机制上，绿原酸促进COX-2蛋 

白的降解可能是下调COX-2蛋白水平的一个方面.
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Effect of Chlorogenic Acid on LPS-induced COX-2 in Vivo and Vitro

Kang Jingjing1 , Zhang Lijuan1 , Liu Xiaoning1 , Yin Zhimin2

(1. School of Medicine»Iluanghe College of Science and Technology»Zhengzhou 450063 »China；

2. College of Life Science,Nanjing Normal U niversity, Nanjing 210046»China)

Abstract： The object of this study was to explore the effect of chlorogenic acid on LPS-induced COX-2 in vivo and vitro. 
The mice induced by LPS was used as an acute lung injury model. The RAW264. 7 cells induced by LPS was used as an cell in­
flammatory model. The expression of COX-2 in lung tissue as well as in RAW264. 7 cells was detected by Western blot. The 
results showed that chlorogenic acid could inhibit the expression of COX-2 protein in vivo and vitro effectively and promote the 
protein degradation of COX-2 protein in RAW264. 7 cells. Reducing the protein level of LPS-induced COX-2 is one of the mech­
anisms for the anti-inflammatory action of chlorogenic acid.

Keywords ： chlorogenic acid； acute lung injury； COX-2
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