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黄杞苷干预犖犉κ犅信号通路抑制巨噬细胞炎症反应及氧化应激
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［摘　要］　目的　探讨黄杞苷对脂多糖（ＬＰＳ）诱导的小鼠ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞增殖、炎症反应及氧化应激的干预

效果及分子机制。方法　ＲＡＷ２６４．７细胞随机分为对照组、ＬＰＳ组和不同浓度黄杞苷干预组，于不同培养时间用

四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法检测细胞的增殖；ＥＬＩＳＡ检测上清液中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素－６（ＩＬ６）

和白细胞介素－１β（ＩＬ１β）浓度；试剂盒检测细胞活性氧（ＲＯＳ）、超氧化物（Ｏ２·
－）和一氧化氮（ＮＯ）的释放量；

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢ信号通路中ＩκＢα、ｐ６５、ｐｐ６５蛋白的表达。结果　ＬＰＳ组较对照组细胞增殖增加，而１００、

２００、４００、６００、８００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷均能抑制ＬＰＳ诱导的细胞增殖，其中４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷干预效果最明显。ＬＰＳ

组细胞产生的ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＲＯＳ、Ｏ２·
－和 ＮＯ较对照组升高，４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷可降低ＬＰＳ诱导ＴＮＦα、

ＩＬ６、ＩＬ１β、ＲＯＳ、Ｏ２·
－和 ＮＯ的产生。ＬＰＳ组细胞ＩκＢα蛋白水平下调，ｐ６５蛋白、ｐｐ６５蛋白水平上调，而黄杞苷

可抑制ＬＰＳ诱导的ＩκＢα蛋白水平下调，ｐ６５蛋白、ｐｐ６５蛋白水平上调。结论　黄杞苷可能通过干预 ＮＦκＢ信号

通路，抑制ＬＰＳ诱导ＲＡＷ２６４．７细胞增殖、炎症因子和ＲＯＳ／活性氮簇（ＲＮＳ）产生，显示了重要的抗炎和抗氧化功

效，为其治疗炎症性疾病的深入研究提供一定的依据和借鉴。

［关　键　词］　黄杞苷；ＮＦκＢ信号通路；炎症；氧化应激；巨噬细胞

［中图分类号］　Ｒ９６３　Ｒ９６６
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　　炎症是机体对生物性、物理性、化学性等因素造

成的损伤产生防御反应。炎症反应的产生伴随炎细

胞的渗出激活、吞噬免疫作用及炎症介质的合成、释

放过程。炎症若迁延不愈，持续存在，便会呈现慢性

炎症状态。研究［１５］证实，慢性炎症与肝硬化、冠心

病、糖尿病、神经退行性疾病、肿瘤等多种疾病的发

生发展密切相关。巨噬细胞是慢性炎症时发挥免疫

吞噬功能的关键细胞，能够产生肿瘤坏死因子α

（ＴＮＦα）、转化生长因子β（ＴＧＦβ）、白细胞介素－

１β（ＩＬ１β）、白细胞介素－６（ＩＬ６）、白细胞介素－１０

（ＩＬ１０）等炎症介质
［６］。因此，研究巨噬细胞参与慢

性炎症的作用机制，可以为进一步开发相应疾病的

临床治疗药物提供重要参考。中药源自天然药材，

在治疗慢性炎症性疾病方面具有独特优势。黄杞苷

（ｅｎｇｅｌｅｔｉｎ，ＣＡＳ号：５７２－３１－６）是从多种药材中

分离的黄酮类化合物，在减轻器官损伤、抗肿瘤、抗

氧化方面有显著功效［７９］。为了解黄杞苷的抗炎作

用及机制，本研究用脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，

ＬＰＳ）诱导小鼠ＲＡＷ２６４．７单核巨噬细胞构建炎症

模型，观察黄杞苷对炎症因子产生和氧化应激水平

的干预效果及分子机制，为黄杞苷的开发利用提供

一定的依据。

１　材料与方法

１．１　细胞和试剂　小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞株（中山

大学病原生物学教研室馈赠），热灭活胎牛血清（美

国ＧＩＢＣＯ公司，批号１８９２４３６），黄杞苷（成都德思

特生物技术有限公司，批号 ＤＳＴ１９１０２８－０４５），

ＬＰＳ、四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）

（北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司，批 号 ５３０Ｒ０５９、

７１５Ｆ０５６、１１２１Ｅ０３２３）。小鼠 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β

ＥＬＩＳＡ试剂盒（苏州卡尔文生物科技有限公司，批

号Ｅ２０２２０５０１Ａ、Ｅ２０２２０６０１Ａ、Ｅ２０２２０６０１Ａ），活性

氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）、超氧化物（ｓｕ

ｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｏ２·
－）、一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）检测

试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物

技术有限公司，批号４１７２０２００８０３、０８１４２０２１０４２９、

１１０２０２００９０３、０９０４１９１９１２２４）。ｐ６５、ＧＡＰＤＨ抗体（武

汉三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司，批 号 １０００５７０１、

１００１７７３１），辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉ

ｄａｓｅ，ＨＲＰ）ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体（成都正能生物技术有

限公司，批号ＬＬ０３１０Ｎ），ｐｐ６５和ＩκＢα抗体（美国

ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，批号０１３３４６Ｓ０００２０４１２２０２１、

００４８１４Ｔ００１７１１１８２０２０）。

１．２　试验仪器　细胞培养箱、低温离心机（均购自

美国Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），倒置荧光显微镜（日

本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），酶标仪、蛋白电泳仪、凝胶成像

分析仪（均购自美国Ｂｉｏｒａｄ公司），荧光全波长酶

标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司），水平摇床（美国Ｓｃｉｌｏｇｅｘ

公司）。

１．３　细胞培养及分组　ＲＡＷ２６４．７细胞采用含

１０％胎牛血清和１％青链霉素的高糖ＤＭＥＭ 培养

基，置于含５％ ＣＯ２ 的３７℃培养箱培养，细胞生长

密度达８０％后，用台盼蓝染色检测细胞存活率达

９４．２５％，表明对数生长期细胞状态良好，可用于后

续试验。细胞随机分为对照组、ＬＰＳ组、不同浓度

黄杞苷干预组，对照组给予完全培养基培养，ＬＰＳ

组给予含０．１μｇ／ｍＬＬＰＳ的完全培养基培养，黄杞

苷干预组则是在含０．１μｇ／ｍＬＬＰＳ的完全培养基

中加入不同浓度黄杞苷干预。

１．４　ＭＴＴ细胞增殖检测及形态拍照　取对数生

长期的ＲＡＷ２６４．７细胞按２×１０３ 细胞／孔接种于
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９６孔板，待细胞贴壁后，按照试验分组培养，并采用

倒置显微镜观察细胞形态拍照记录。于不同培养时

间进行 ＭＴＴ细胞增殖检测，在避光条件下加入

２０μＬ５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ溶液继续培养４ｈ，弃培养

基后加入２００μＬＤＭＳＯ，置于水平振荡仪上快速振

荡１０ｍｉｎ使结晶物充分溶解，最后置于酶标仪检测

各组 ＯＤ４９０ｎｍ值并计算细胞增殖率，细胞增殖率＝

（试验组ＯＤ４９０ｎｍ－空白组ＯＤ４９０ｎｍ）／（ＯＤ４９０ｎｍ对照组

－空白组ＯＤ４９０ｎｍ）×１００％。

１．５　ＥＬＩＳＡ 检测上清中 ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１β

浓度　收集各组细胞１２、２４、３６ｈ培养上清液，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心后去除杂质，依照ＥＬＩＳＡ试剂盒

说明，标准孔依次加入５０μＬ倍比稀释的标准品，空

白孔加入５０μＬ样本稀释液，样本孔加入５０μＬ稀

释５倍的培养上清液，除空白孔外，标准孔和样本孔

加入 ＨＲＰ标记的抗体工作液１００μＬ，３７℃温育

１ｈ，甩尽孔内液体，洗涤５次后加入四甲基联苯胺

（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＴＭＢ）底物 Ａ、Ｂ各５０μＬ，

３７℃避光孵育１５ｍｉｎ，加终止液５０μＬ，终止反应后

检测ＯＤ４５０ｎｍ值，根据标准曲线计算上清液中ＴＮＦα、

ＩＬ６、ＩＬ１β浓度。

１．６　检测细胞产生的ＲＯＳ、Ｏ２·
－和ＮＯ　

１．６．１　ＲＯＳ检测　细胞接种于１２孔板培养２４ｈ，

依照ＲＯＳ检测试剂盒说明，在阳性对照组孔内加入

Ｒｏｓｕｐ刺激３０ｍｉｎ，其余孔按照预先分组培养，弃

培养基后各孔加入５０μＬ１０μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ探

针孵育２０ｍｉｎ，用无血清培养基洗涤３次后，采用

倒置荧光显微镜观察细胞ＲＯＳ荧光并拍照，重复试

验并将培养板置于荧光全波长酶标仪检测各组

ＯＤ４８８／５２５ｎｍ值，ＲＯＳ＝（试验组 ＯＤ４８８／５２５ｎｍ－空白组

ＯＤ４８８／５２５ｎｍ）／（对照组ＯＤ４８８／５２５ｎｍ－空白组ＯＤ４８８／５２５ｎｍ）

×１００％。

１．６．２　Ｏ２·
－检测　细胞按预先分组接种于９６孔

板，ＬＰＳ＋黄杞苷组细胞给予不同浓度黄杞苷预处

理２４ｈ，对照组和ＬＰＳ组不作预处理，弃培养基并

用ＰＢＳ漂洗２次，依照Ｏ２·
－检测试剂盒说明，加入

２００μＬ检测工作液３７℃孵育３ｍｉｎ，随后ＬＰＳ组和

ＬＰＳ＋黄杞苷组加入ＬＰＳ刺激２０ｍｉｎ，置于酶标仪

检测各组ＯＤ４５０ｎｍ值，因超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ

ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）可清除 Ｏ２·
－，以 ＬＰＳ孔中加入

２μＬＳＯＤ作为有效标准验证整个检测体系。

１．６．３　ＮＯ检测　收集各组２４ｈ培养上清液样

本，依照ＮＯ检测试剂盒说明，按５０μＬ／孔在酶标

板中加入０、１、２、５、１０、２０、４０、６０、１００μｍｏｌ／Ｌ

ＮＯ 标准品和各组上清液样本，随后依次加入

ＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔⅠ５０μＬ／孔和 ＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔⅡ

５０μＬ／孔，检测ＯＤ５４０ｎｍ值并根据标准曲线计算各组

ＮＯ浓度。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩκＢα、ｐ６５、ｐｐ６５蛋白表达　

提取各组细胞总蛋白并检测蛋白浓度，蛋白与５

×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混合后煮沸变性，随后行１２％十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），

转于聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，５％脱脂奶粉封闭

２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗５次，４℃孵育ＩκＢα（１∶１０００）、ｐ６５

（１∶２０００）、ｐｐ６５（１∶１０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶２００００）一抗

过夜，ＴＢＳＴ漂洗５次，室温孵育 ＨＲＰＩｇＧ Ｈ＋Ｌ

二抗（１∶５０００）１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗５次，采用ＥＣＬ发光法

成像仪显色，应用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度扫描。

１．８　统计学分析　应用ＳＰＳＳ２２．０对数据进行统

计学分析，试验数据以（狓±狊）表示，多组间比较采用

ＡＮＯＶＡ方差分析、Ｔｕｋｅｙ检验方法和ＬＳＤ检验方

法，以犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　不同浓度黄杞苷对ＲＡＷ２６４．７细胞增殖率的

影响　ＭＴＴ结果显示，不同组别间细胞增殖率比

较，差异有统计学意义（犉＝２０．４１，犘＜０．００１）；两两比

较发现，ＬＰＳ组较对照组细胞增殖增加（犘＜０．００１），

１００、２００、４００、６００、８００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷均能抑制

ＬＰＳ诱导的细胞增殖（均犘＜０．０５），其中４００μｍｏｌ／Ｌ

抑制效果最明显，因此后续试验均采取该浓度。见

表１。

表１　不同浓度黄杞苷对ＲＡＷ２６４．７细胞增殖率的影响

（狓±狊，％）

犜犪犫犾犲１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｎｇｅｌｅｔｉｎｏｎｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（狓±狊，％）

组别（狀＝４／组） 细胞增殖率

ＬＰＳ组 １５５．６３±８．５８＃＃＃

ＬＰＳ＋１００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷组 １３４．５０±３．１４

ＬＰＳ＋２００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷组 １２２．７３±６．４８

ＬＰＳ＋４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷组 １００．４８±３．７５

ＬＰＳ＋６００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷组 １１９．７８±１３．１８

ＬＰＳ＋８００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷组 １１６．５８±５．６９

对照组 １００．０３±１２．７７

　　注：采用单因素方差分析，犉＝２０．４１，犘＜０．００１。多组间两两比

较采用Ｔｕｋｅｙ检验方法，“＃＃＃”代表与对照组比较，犘＜０．００１；

“”、“”分别代表与ＬＰＳ组比较犘＜０．０５、犘＜０．００１。
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２．２　４００ μｍｏｌ／Ｌ 黄 杞 苷 干 预 不 同 时 间 对

ＲＡＷ２６４．７细胞增殖率的影响　ＭＴＴ结果显示，

时间和组别间有交互效应（犉＝６．９５，犘＜０．００１），尽

管组别和时间对细胞增殖率影响比较，差异均有统

计学意义（均犘＜０．００１），但不能保证每个时间点的

不同组别之间细胞增殖率均有差异。进一步做单独

效应比较发现，在１２、２４、３６、４８和７２ｈ这些时间

点，ＬＰＳ组较对照组细胞增殖增加（均犘＜０．００１），

ＬＰＳ＋黄杞苷组较ＬＰＳ组细胞增殖减少（均犘＜

０．０１），说明４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷能够抑制ＬＰＳ诱导

的ＲＡＷ２６４．７细胞增殖。见表２。

表２　４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷干预不同时间对ＲＡＷ２６４．７细胞增殖率的影响（狓±狊，％）

犜犪犫犾犲２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ４００μｍｏｌ／ＬｅｎｇｅｌｅｔｉｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｓ（狓±狊，％）

组别（狀＝３／组） ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＬＰＳ组 １２０．９９±１８．１２ １３２．０１±２．１６＃＃＃ １６１．９１±７．２８＃＃＃ １７８．４２±４．９３＃＃＃ １７５．１９±１０．５７＃＃＃ １７５．６０±１０．６８＃＃＃

ＬＰＳ＋黄杞苷组 １０６．４１±７．２９ １１５．７０±３．８６ １２４．６６±２．１９ １３７．８９±５．７２ １３６．９７±８．６１ １４０．９２±９．４１

对照组 １００．００±５．２９ １００．０９±５．６２ １００．００±３．７６ １００．０５±６．２５ ９９．９６±６．４４ ９９．９６±６．７９

　　注：采用重复测量资料方差分析，时间×组别，犉＝６．９５，犘＜０．００１；时间，犉＝２１．７７，犘＜０．００１；组别，犉＝５３３．８０，犘＜０．００１。单独效应比较采

用ＬＳＤ检验方法，“＃＃＃”代表与同一时间的对照组比较，犘＜０．００１；“”、“”分别代表与同一时间的ＬＰＳ组比较，犘＜０．０１、犘＜０．００１。

２．３　４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷对ＲＡＷ２６４．７细胞生长

状态的影响　倒置显微镜观察发现，ＬＰＳ刺激后

ＲＡＷ２６４．７细胞数量增多，密度较高，呈抱团生长

状态；４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷干预后，细胞生长受到抑

制，密度减少，说明其对ＲＡＷ２６４．７细胞生长具有

抑制作用，见图１。

对照组
!"#

组
!"#$

黄杞苷组

图１　４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷对ＲＡＷ２６４．７细胞生长状态的影响（１００×）

犉犻犵狌狉犲１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ４００μｍｏｌ／ＬｅｎｇｅｌｅｔｉｎｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（１００×）

２．４　４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷对 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β生

成的影响　根据ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β标准品浓度梯

度和对应的ＯＤ４５０ｎｍ值生成标准曲线，利用标准曲线

计算出各组 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β浓度。结果显示，

ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β时间和组别间均无交互效应（均

犘＞０．０５），不同组别间ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β差异有

统计学意义（均犘＜０．００１）。两两比较显示，ＬＰＳ刺

激ＲＡＷ２６４．７细胞后１２、２４、３６ｈ，培养上清液中

ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β均较对照组升高（均犘＜０．０５）；

４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷干预１２、２４、３６ｈ，培养上清液中

ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β 均 较 ＬＰＳ 组 下 降 （均 犘＜

０．０５），说明黄杞苷可抑制ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４．７

细胞产生ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β。见表３。

２．５　４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷对ＲＯＳ、Ｏ２·
－、ＮＯ释放

的影响　不同组别之间ＲＯＳ、Ｏ２·
－、ＮＯ释放量比

较差异有统计学意义（均犘＜０．００１）。ＲＯＳ检测结

果显示，Ｒｏｓｕｐ组（Ｒｏｓｕｐ可刺激细胞产生ＲＯＳ）和

ＬＰＳ组较对照组细胞荧光增多，ＲＯＳ量增加（均

犘＜０．００１），说明ＬＰＳ与 Ｒｏｓｕｐ作用类似，能刺激

ＲＡＷ２６４．７细胞产生 ＲＯＳ；而ＬＰＳ＋黄杞苷组较

ＬＰＳ组细胞荧光减少，ＲＯＳ量下降（犘＜０．０５），说

明黄杞苷可抑制ＬＰＳ诱导的ＲＯＳ产生，见图２和

表４。Ｏ２·
－ 检测结果显示，ＬＰＳ组较对照组细胞

Ｏ２·
－量增加（犘＜０．００１）；而ＬＰＳ＋ＳＯＤ组（ＳＯＤ可

清除细胞产生的Ｏ２·
－）和ＬＰＳ＋黄杞苷组较ＬＰＳ

组细胞Ｏ２·
－量下降（均犘＜０．０１），说明黄杞苷与

ＳＯＤ效果类似，能减少ＬＰＳ诱导的 Ｏ２·
－产生，见

表４。ＮＯ检测结果显示，ＬＰＳ刺激细胞２４ｈ，ＮＯ

量较对照组增加（犘＜０．００１）；而黄杞苷作用于细胞

２４ｈ，ＮＯ量较ＬＰＳ组下降（犘＜０．００１），说明黄杞

苷可抑制ＬＰＳ诱导的ＮＯ产生，见表４。
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表３　４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷对ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β生成的影响（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ４００μｍｏｌ／ＬｅｎｇｅｌｅｔｉｎｏｎｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ１β（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别

（狀＝３／组）

ＴＮＦα

１２ｈ ２４ｈ ３６ｈ

ＩＬ６

１２ｈ ２４ｈ ３６ｈ

ＩＬ１β

１２ｈ ２４ｈ ３６ｈ

ＬＰＳ组
２８６５．９６±

９５．１７＃＃＃
２９０８．９１±

１７８．０２＃＃
３２５５．０６±

９１．６３＃＃＃
４５２．１６±

２４．５０＃＃
４６５．０６±

２８．０３＃
４８５．７８±

２４．６６＃＃
２７４．５７±

１２．６９＃＃
２８２．９５±

１５．５９＃＃
３１０．８４±

１４．２１＃＃

ＬＰＳ＋

黄杞苷组

１６０４．４２±

２５．２２
１７５５．０６±

３２．７７
１９６７．８８±

２１３．９１
３３１．５８±

４４．７２
３５２．３０±

３５．２３
３６１．４３±

２２．６０
２０３．４７±

９．８１
２３１．６９±

１０．５２
２６２．３５±

１４．０１

对照组
１３４１．６０±

２９．４４

１３４９．２９±

１４．６９

１４２２．３７±

５．８８

２９９．１２±

１７．２０

２６２．３０±

５０．３３

２９８．９７±

２３．１８

１５９．７５±

２１．１２

１８３．６２±

７．１６

１９１．７４±

０．６３

　　注：采用重复测量资料方差分析。（１）ＴＮＦα时间×组别，犉＝２．８９，犘＝０．０６９；时间，犉＝２０．４５，犘＜０．００１；组别，犉＝４６５．７０，犘＜０．００１；

（２）ＩＬ６时间×组别，犉＝１．０８，犘＝０．４０９；时间，犉＝２．０２，犘＝０．１８４；组别，犉＝４６．３２，犘＜０．００１；（３）ＩＬ１β时间×组别，犉＝１．４２，犘＝０．２８６；时

间，犉＝２４．５４，犘＜０．００１；组别，犉＝１６０．６０，犘＜０．００１。多组间两两比较采用Ｔｕｋｅｙ检验方法，“＃”、“＃＃”、“＃＃＃”分别代表与同一时间的对

照组比较，犘＜０．０５、犘＜０．０１、犘＜０．００１；“”、“”分别代表与同一时间的ＬＰＳ组比较，犘＜０．０５、犘＜０．０１。

对照组
!"#

组
!"#$

黄杞苷组
%&'()

组

图２　４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷对ＲＡＷ２６４．７细胞ＲＯＳ荧光的影响（４００×）

犉犻犵狌狉犲２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ４００μｍｏｌ／ＬｅｎｇｅｌｅｔｉｎｏｎｔｈｅＲＯＳｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（４００×）

表４　４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷对ＲＯＳ、Ｏ２·
－、ＮＯ释放的影响

（狓±狊）

犜犪犫犾犲４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ４００μｍｏｌ／Ｌｅｎｇｅｌｅｔｉｎｏｎｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆ

ＲＯＳ，Ｏ２·
－ａｎｄＮＯ（狓±狊）

组别

（狀＝３／组）
ＲＯＳ（％） Ｏ２·－（ＯＤ４５０ｎｍ） ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｒｏｓｕｐ组 ２０２．２４±２８．２５＃＃＃ － －

ＬＰＳ组 ２６０．５７±８．５９＃＃＃ １．０７±０．０３＃＃＃ １２．２８±１．９７＃＃＃

ＬＰＳ＋黄

杞苷组

２１５．９２±１４．１３ ０．８５±０．０４ ４．９３±０．５５

ＬＰＳ＋

ＳＯＤ组

－ ０．６７±０．０６ －

对照组 １００．００±２．４５ ０．７３±０．０４ ４．２９±０．６２

　　注：采用单因素方差分析。（１）ＲＯＳ，犉＝５１．２８，犘＜０．００１；（２）

Ｏ２·－，犉＝４７．１０，犘＜０．００１；（３）ＮＯ，犉＝３８．８４，犘＜０．００１。多组间

两两比较采用Ｔｕｋｅｙ检验方法，“＃＃＃”代表与相应对照组比较犘＜

０．００１；“”、“”、“”分别代表与相应ＬＰＳ组比较，犘＜０．０５、

犘＜０．０１、犘＜０．００１。“－”表示结果不存在。

２．６　４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷对ＩκＢα、ｐ６５、ｐｐ６５蛋白

表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，不同组别之

间ＩκＢα、ｐ６５、ｐｐ６５蛋白表达差异有统计学意义（均

犘＜０．０５）。两两比较发现，与对照组相比，ＬＰＳ组

细胞ＩκＢα蛋白表达水平下调（犘＜０．０１），而ｐ６５蛋

白、ｐｐ６５蛋白表达水平上调（均犘＜０．０５）；与ＬＰＳ

组比较，加入４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷干预后，ＩκＢα蛋白

表达水平上调（犘＜０．００１），而ｐ６５蛋白、ｐｐ６５蛋白

表达水平下调（均犘＜０．０５），提示黄杞苷可干预

ＮＦκＢ信号通路中ＩκＢα、ｐ６５、ｐｐ６５蛋白的表达，见

图３和表５。
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图３　４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷对ＩκＢα、ｐ６５、ｐｐ６５表达的影响

犉犻犵狌狉犲３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ４００μｍｏｌ／Ｌｅｎｇｅｌｅｔｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＩκＢα，ｐ６５ａｎｄｐｐ６５
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表５　４００μｍｏｌ／Ｌ黄杞苷对ＩκＢα、ｐ６５、ｐｐ６５蛋白表达的影响

犜犪犫犾犲５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ４００μｍｏｌ／Ｌｅｎｇｅｌｅｔｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＩκＢα，ｐ６５ａｎｄｐｐ６５

组别

（狀＝３／组）
ＩκＢα／ＧＡＰＤＨ ｐ６５／ＧＡＰＤＨ ｐｐ６５／ｐ６５

ＬＰＳ组 ０．４８±０．０５＃＃ １．２９±０．０５＃ ０．９８±０．０４＃

ＬＰＳ＋黄杞苷组 １．３５±０．２１ １．０２±０．０６ ０．８９±０．０１

对照组 １．１７±０．１０ １．０８±０．０８ ０．８７±０．０３

　　注：采用单因素方差分析。（１）ＩκＢα／ＧＡＰＤＨ，犉＝３３．００，犘＜

０．００１；（２）ｐ６５／ＧＡＰＤＨ，犉＝１３．８１，犘＝０．００６；（３）ｐｐ６５／ｐ６５，犉＝

１３．１８，犘＝０．００６。多组间两两比较采用Ｔｕｋｅｙ检验方法，“＃”、“＃

＃”分别代表与相应对照组比较，犘＜０．０５、犘＜０．０１；“”、“”、

“”分别代表与相应 ＬＰＳ组比较，犘＜０．０５、犘＜０．０１、犘＜

０．００１。

３　讨论

巨噬细胞是机体的天然免疫细胞，能够吞噬、清

除衰老细胞和病原微生物，递呈抗原，并诱导免疫应

答反应，具有维持内环境稳态、参与组织修复和抵御

感染的重要作用［１０］。ＬＰＳ是革兰阴性菌细胞壁破

裂释放的主要成分之一，进入体内可诱发炎症反应，

激活巨噬细胞、内皮细胞、上皮细胞等，是临床上感

染性休克的主要诱因。作为最常见的外源性细菌内

毒素成分，ＬＰＳ被广泛用于构建体外炎症模型。龙

碧莹［１１］用ＬＰＳ刺激小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７后，

细胞增殖能力增强，成功构建巨噬细胞炎症模型。

本研究也发现ＬＰＳ刺激后，ＲＡＷ２６４．７细胞数量增

多，密度增高，增殖能力增强。巨噬细胞主要在慢性

炎症时大量聚集，发挥吞噬免疫作用，可被不同刺激

物激活，并诱导 Ｍ１型或 Ｍ２型极化。Ｍ１型巨噬细

胞可产生 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ１２等炎症介质，

也是体内杀伤性分子 Ｏ２·
－、羟自由基（ｈｙｄｒｏｘｙｌ

ｒａｄｉｃａｌ，·ＯＨ）、ＮＯ 等 ＲＯＳ／活性氮簇（ｒｅａｃｔｉｖｅ

ｎｉｔｒｏｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＮＳ）的重要来源，从而清除病原

微生物，发挥防御功能［１２］。本研究 ＬＰＳ刺激后

ＲＡＷ２６４．７ 细胞发生 Ｍ１ 极化，ＴＮＦα、ＩＬ１β、

ＩＬ６、ＲＯＳ、ＮＯ、Ｏ２·
－增多，与前期研究［１３１４］一致。

其中，ＮＯ属于 ＲＮＳ，Ｏ２·
－属于 ＲＯＳ，两者均可由

内、外源性因素诱导产生。ＬＰＳ作为内毒素的成

分，除了诱导巨噬细胞增殖聚集，还能促进炎症细胞

因子、ＲＯＳ／ＲＮＳ的释放，导致炎症病变时氧化应激

水平升高。

黄酮类化合物是从多种中药材中分离的，具有

抗菌消炎、抗氧化作用的药效成分，分为黄酮类、黄

酮醇类、二氢黄酮类、二氢黄酮醇类、异黄酮类、双黄

酮类、查尔酮类及其他黄酮类等，能够治疗多种炎症

性疾病。土茯苓总黄酮具有除湿解毒、疏通关节、减

轻炎症的药理作用，可减轻痛风性关节炎小鼠的踝

关节肿胀度［１５］；菝葜总黄酮具有祛风消肿、解毒散

瘀、抗炎抗菌的药理作用，能降低慢性盆腔炎大鼠子

宫组织中ＩＬ６和ＩＬ１β水平，一定程度上改善慢性

盆腔炎，缓解盆腔粘连［１６］。本研究中的黄杞苷属于

土茯苓（光叶菝葜）和菝葜（金刚藤）等菝葜属中药材

分离的黄酮类化合物，也能减少ＬＰＳ诱导的炎症细

胞因子 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β的产生，发挥重要的抗

炎作用。此外，黄杞苷还能抑制ＬＰＳ诱导的ＲＯＳ／

ＲＮＳ产生。作为细胞氧化还原反应的代谢物，过多

的ＲＯＳ／ＲＮＳ会引起细胞ＤＮＡ、蛋白质和脂质的过

氧化损伤，诱导细胞死亡［１７］。谢雨露等［１８］研究发

现，黄杞苷通过直接或间接清除氮氧自由基减少

ＲＯＳ／ＲＮＳ生成，具有重要的抗氧化作用。

抗炎、抗氧化的药物往往具有抑制氧化损伤、保

护组织、细胞的功效。文献［１９２１］证实，黄杞苷能够减

轻ＬＰＳ诱导的急性肝、肺损伤和子宫内膜炎，其机

制与抑制 ＮＦκＢ信号通路的激活，减少 ＴＮＦα、

ＩＬ６、ＩＬ１β和诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）的产生

或表达有关。ＮＦκＢ是一种广泛存在于细胞内的

核转录因子，与类风湿性关节炎、牛皮癣、肠炎、肝纤

维化等多种炎症性疾病的发生发展密切相关，是炎

症反应和氧化应激级联作用的中心调控器［２２２３］。炎

症诱导因子ＬＰＳ可与巨噬细胞表面的Ｔｏｌｌ样受体

４（ＴＬＲ４）结合，激活 ＮＦκＢ信号通路，高效诱导细

胞因子（ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１）、趋化因子、黏附分子

（ＩＣＡＭ１、ＶＣＡＭ１）等的表达，启动炎症反应；炎症

反应产生大量的 ＲＯＳ／ＲＮＳ，导致氧化应激水平升

高，有利于有效消灭和清除外源感染物［２４２５］。黄杞

苷缓解椎间盘退行性变、骨盆炎症性疾病、骨关节炎

的作用也均与干预 ＮＦκＢ信号通路有关
［２６２８］。因

此，黄杞苷抑制巨噬细胞增殖，减少炎症细胞因子和

ＲＯＳ／ＲＮＳ的产生，可能也是通过干预ＮＦκＢ信号

通路实现。

综上所述，本研究发现黄杞苷可能通过干预

ＮＦκＢ信号通路，抑制ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ２６４．７细

胞增殖、炎症因子和ＲＯＳ／ＲＮＳ的产生，显示了其抗

炎和抗氧化功效，为其治疗炎症性疾病的深入研究

提供一定的依据和借鉴。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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