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摘要： 目的　 研究木犀草素对铜绿假单胞菌上清液 （ＰＡ⁃ＳＵＰ） 诱导巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 炎症反应的作用。 方法　 采

用 ＭＴＴ 法测定细胞毒性， 荧光酶标仪测定细胞内 ＲＯＳ 水平， ＥＬＩＳＡ 法测定炎症因子 ＮＯ、 ｉＮＯＳ、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α
和 ＣＯＸ⁃２ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白相对表达。 结果　 与对照组比较， ＰＡ⁃ＳＵＰ 和 ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 木

犀草素对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞均无毒性 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与 ＰＡ⁃ＳＵＰ 刺激组比较， 不同浓度木犀草素均可以下调 ＰＡ⁃ＳＵＰ 诱导

产生的 ＲＯＳ、 ＮＯ、 ｉＮＯＳ、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 和 ＣＯＸ⁃２ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 木犀草素可以抑制炎症因子 ＴＮＦ⁃α 的分泌

和 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的核移位 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 木犀草素可以抑制 ＰＡ⁃ＳＵＰ 所诱导的巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 的炎症反应， 下

调细胞氧化应激水平。
关键词： 木犀草素； 铜绿假单胞菌； ＲＡＷ２６４􀆰 ７； 炎症； 氧化应激

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２３）０５⁃１６８６⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２３􀆰 ０５􀆰 ０５３

　 　 铜绿假单胞菌 （Ｐ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ， ＰＡ） 是一种医院内常见

的条件致病菌， 占院内感染的 ５７％ ， 可导致免疫缺陷性囊

性纤维化和烧伤患者的致命感染［１］ 。 铜绿假单胞菌也可以

通过调控毒力因子 （绿脓菌素、 外毒素 Ａ、 弹性蛋白酶、
蛋白酶等） 的合成增强其毒力和致病性［２］ 。 Ｒａｓｈｉｄ 等［３］ 研

究表明， 注射绿脓菌素后， 小鼠多个器官的氧化应激水平

显著上升。 Ｈｏｌｔ 等［４］研究也表明， 外毒素 Ａ 可以影响小鼠

的免疫应答。 此外， 铜绿假单胞菌分泌的信号分子 ３⁃ｏｘｏ⁃
Ｃ１２⁃ＨＳＬ 也可以诱导小鼠巨噬细胞的凋亡和吞噬作用［５］ 。

在机体感染期间， 巨噬细胞作为免疫的重要组成， 除

了直接吞噬病原体外， 还可以激活诱导型一氧化氮合酶

（ｉＮＯＳ） 和环氧合酶 （ＣＯＸ⁃２） 的表达， 产生多种炎症因

子促进病原体的清除［６］ 。 但过度的炎症反应可能会导致脓

毒症或中毒性休克综合征的发生。 铜绿假单胞菌的上清液

中富含其分泌的毒力因子和信号分子， 可以诱导小鼠产生

较高的炎症反应［７］ ， 从而逐渐诱发慢性感染。
木犀草素作为一种天然黄酮类化合物， 具有抑菌、 抗

炎等药理活性［８］ 。 但目前对木犀草素在细胞水平的抗炎活

性研究， 主要集中在脂多糖 （ ＬＰＳ）、 干扰素⁃γ （ ＩＦＮ⁃γ）
刺激的小鼠单核巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 模型［９］ ， 尚未有文献

报道木犀草素对铜绿假单胞菌上清液诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 炎症

反应的作用。 本研究旨在探究木犀草素对铜绿假单胞菌上

清液诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞炎症模型的抗炎活性， 以期

为木犀草素在铜绿假单胞菌临床感染治疗中的应用提供

依据。

１　 材料

１􀆰 １　 实验细胞及菌株　 小鼠单核巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ （目
录号 ＢＮＣＣ３４２０３３）； 铜 绿 假 单 胞 菌 标 准 菌 株 （ 货 号

ＡＴＣＣ２７８５３）， 购自苏州北纳创联生物技术有限公司。
１􀆰 ２　 仪器　 ＳＷ⁃ＣＪ⁃１ＦＤ 型超净操作台 （苏州安泰空气技术

有限公司）； ＭＰＷ⁃３５２Ｒ 型高速离心机 ［谙驰科技 （上海）
有限公司］； Ｃｙｔａｔｉｏｎ５ 型多功能酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公

司）； Ｍｓｈｏｔ⁃ＭＦ５２⁃ＬＥＤ 型倒置显微镜 （广州市明美光电技

术有限公司）； Ｓｔｅｒｉ⁃Ｃｙｃｌｅ ｉ１６０ 型细胞培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＤＹＣＺ⁃２４Ｋｆ ／ Ｋｔ 型电泳仪、 ＤＹＣＺ⁃
４０Ｋ 型转印仪 （北京六一生物科技有限公司）； ＣｈｅｍｉＤｏｃ
ＸＲＳ＋型凝胶成像系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
１􀆰 ３　 试剂与药物　 木犀草素 （上海阿拉丁生化科技股份有

限公司， 纯度 ９８％ ， 货号 Ｌ１０７３２８）。 酵母提取物、 浆蛋白

与核蛋白提取试剂盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司， 批号

２０４６８５７⁃０２、 ＶＧ２９７２７１）； 胰蛋白胨、 氯化钠 （国药集团化

学试剂有限公司， 批号 ２０１９１２０３、 ２０２０１０１９）； 磷酸盐缓冲

液 （ＰＢＳ）、 ＤＭＥＭ 培养基 （ 美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司， 批号

ＡＦ２９４９６６７８、 ＡＦ２９４４９０２１）； 青霉素⁃链霉素双抗 （美国

Ｇｉｂｃｏ 公 司， 货 号 １５１４０⁃１２２）； 胎 牛 血 清 （ 澳 大 利 亚

Ａｕｓｇｅｎｅｘ 公司， 批号 ＦＢＳＳＡ００６１６⁃１）； 噻唑蓝 （ ＭＴＴ）、
２′， ７′⁃二氯荧光黄双乙酸盐 （ＤＣＦＨ⁃ＤＡ） （美国 Ｓｉｇｍａ 公

司， 货号 Ｍ２１２８、 Ｄ６８８３）； 二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ） （上海泰

坦化学有限公司， 批号 Ｐ１７４４１１７）； 肿瘤 坏 死 因 子⁃α
（ＴＮＦ⁃α）、 白 细 胞 介 素⁃６ （ ＩＬ⁃６ ） 酶 联 免 疫 吸 附 剂
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（ＥＬＩＳＡ） 检测试剂盒 （美国 Ｒ＆Ｄ 公司， 批号 Ｐ２２８０３９、
Ｐ２４７１４８）； ＩＬ⁃１β ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 ［爱必信 （上海） 生

物科技有限公司， 货号 ａｂｓ５２０００１］； 一氧化氮 （ＮＯ）、 诱

导型一氧化氮合酶 （ｉＮＯＳ）、 环氧合酶 （ＣＯＸ⁃２） ＥＬＩＳＡ 检

测试 剂 盒、 Ｌａｍｉｎ Ｂ 一 抗 （ 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号

ａｂ６５３２８、 ａｂ１７８９４５、 ａｂ１５９２７９、 ａｂ３２５３５）； ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 一

抗 （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 货号 ８２４２Ｓ）；
ＲＩＰＡ 细胞裂解液、 蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物、 β⁃ａｃｔｉｎ 一

抗、 ＢＣＡ 蛋白浓度试剂盒、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒、 超

敏 ＥＣＬ 发光液、 ＰＶＤＦ 膜 （上海碧云天生物技术有限公司，
货 号 Ｐ００１３Ｂ、 Ｐ１０４５、 ＡＦ０００３、 Ｐ００１０Ｓ、 Ｐ０６８８、 Ｐ００１８Ｓ、
ＦＦＰ２４）； ４×蛋白上样缓冲液 （北京索莱宝科技有限公司，
货号 Ｐ１０１５）。
２　 方法

２􀆰 １　 铜绿假单胞菌上清液的制备 　 制备方法参照姚富荣

等［１０］研究报道， 并稍作改动。 将对数生长期的铜绿假单胞

菌接种于细菌液体培养基 （胰蛋白胨 １０ ｇ、 酵母提取物

５ ｇ、 氯化钠 １０ ｇ、 去离子水 １ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ２） 中， 于 ３７ ℃摇

床中培养 １６ ｈ， １ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液经 ０􀆰 ２２
μｍ 无菌滤膜过滤， 获得铜绿假单胞菌上清液 （ＰＡ⁃ＳＵＰ），
并于－２０ ℃保存备用。
２􀆰 ２　 细胞培养　 将 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞置于含 １０％ 胎牛血

清和 １％ 青霉素⁃链霉素双抗的 ＤＭＥＭ 完全培养基中， 于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养， 在倒置显微镜下观察

细胞密度， 每隔 １～２ ｄ 传代 １ 次。
２􀆰 ３　 实验分组　 将 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞分为 ３ 组， 对照组细胞

用 ＤＭＥＭ 培养基培养 （不含 ＰＡ⁃ＳＵＰ 和木犀草素）； 刺激

组用含 ０􀆰 ０２５％ ＰＡ⁃ＳＵＰ 的 ＤＭＥＭ 培养基处理细胞； 给药组

用含 ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 木犀草素的 ０􀆰 ０２５％ ＰＡ⁃ＳＵＰ ＤＭＥＭ
培养基中分别培养细胞。
２􀆰 ４　 细胞毒性实验　 将 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞悬液按每孔 １×１０４

个的密度接种于 ９６ 孔板中， 培养 １２ ｈ 贴壁后， 轻轻吸去

上清液， 按 “２􀆰 ３” 项下分组培养 ２４ ｈ， 每组设置 ６ 个复

孔。 孵育结束后， 吸去上清液并用 ＰＢＳ 轻洗 ３ 次， 每孔加

入 １００ μＬ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 溶液， 于培养箱中避光继续孵育

４ ｈ， 加入 １００ μＬ ＤＭＳＯ， ３７ ℃振荡 １０ ｍｉｎ， 酶标仪测定

４９０ ｎｍ 处的吸光度， 计算细胞活力。
２􀆰 ５　 细胞内 ＲＯＳ 水平检测 　 取对数生长期的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７
细胞悬液， 按每孔 ５×１０４ 个的密度接种于 ９６ 孔板中， 培养

１２ ｈ 贴壁后， 向对照组和刺激组中加入 ＤＭＥＭ 培养基， 给

药组加入含不同浓度 （５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 木犀草素的

ＤＭＥＭ 培养基预处理 ３ ｈ， 再分别向刺激组和给药组加入

ＰＡ⁃ＳＵＰ 培养 ２４ ｈ。 培养结束后， 每孔加入 １５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 溶液， 避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 用多功能荧光酶标仪以

激发波长 ４８８ ｎｍ， 发射波长 ５２５ ｎｍ 的条件测定荧光强度。
２􀆰 ６　 细胞上清液 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平检测 　 将

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞悬液按每孔 ５×１０６ 个的密度接种于 ６ 孔板

中， 按 “２􀆰 ５” 项下方法分组、 给药， 培养结束后， 收集

细胞上清液， 参照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细

胞上清液 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平。
２􀆰 ７　 细胞 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 水平检测　 按 “２􀆰 ６” 项下方法分

组、 给药处理细胞， 培养结束后， 吸去上清液并用 ＰＢＳ 轻

洗细胞 ３ 次， 加入细胞裂解液于 ４ ℃ 裂解细胞， ４ ℃、
１６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 取上清液， 按照 ＢＣＡ 蛋白定量试

剂盒说明书对各组样品的蛋白浓度进行测定并稀释至相同

质量浓度 （ ２ ｍｇ ／ ｍＬ）， 参照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测

ｉＮＯＳ 和 ＣＯＸ⁃２ 水平。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达 　 将

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞悬液按每孔 ２×１０７ 个的密度接种于 ６ 孔板

中， 培养 １２ ｈ 贴壁后， 按 “２􀆰 ５” 项下方法处理细胞， 培

养结束后， 轻轻吸去细胞上清液， 用 ＰＢＳ 轻洗 ３ 次后， 按

照试剂盒说明书分别提取细胞质与细胞核蛋白， 并用 ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒测定各组样品蛋白浓度， 调整各组样品蛋

白的上样量为 ２０ μｇ， 与蛋白上样缓冲液混合后， 沸水浴加

热 ３ ｍｉｎ 使蛋白变性， 样品冷却后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电

泳， 待目的蛋白条带电泳分离后， 将蛋白转印至 ＰＶＤＦ 膜

上， 将膜用含 ５％ 脱脂奶粉的封闭液室温封闭 ９０ ｍｉｎ， 之后

依次用一抗、 二抗孵育， 孵育结束后， 使用 ＥＣＬ 超敏发光

液， 将膜置于凝胶成像系统显影， 获取蛋白印迹图片， 并

用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析目的蛋白与内参蛋白的灰度值比， 分析

各组细胞 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白相对表达。 细胞核内 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
表达以 Ｌａｍｉｎ Ｂ 为内参， 细胞质内 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 表达以 β⁃
ａｃｔｉｎ 为内参。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 实验结

果以 （ｘ±ｓ） 表示， 两组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 木犀草素及 ＰＡ⁃ＳＵＰ 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞毒性的影响　
由图 １ 可知， 与对照组比较， ＰＡ⁃ＳＵＰ 和 ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
木犀草素对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞均无毒性 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 １　 木犀草素及 ＰＡ⁃ＳＵＰ 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞

毒性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 木犀草素对 ＰＡ⁃ＳＵＰ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＲＯＳ 水平

的影响　 由图 ２ 可知， 与对照组比较， 经 ＰＡ⁃ＳＵＰ 刺激后，
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞上清液中 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 这可

能是由于 ＰＡ⁃ＳＵＰ 中绿脓菌素诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞氧化应
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激水平上升； 与刺激组比较， ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 木犀草素

均可降低细胞上清液中 ＲＯＳ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与刺激组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 木犀草素对 ＰＡ⁃ＳＵＰ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＲＯＳ 水

平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３ 　 木犀草素对 ＰＡ⁃ＳＵＰ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细 胞 ＮＯ、
　 　 　 　 　

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平的影响 　 由图 ３ 可知， 与对照组

比较， ＰＡ⁃ＳＵＰ 刺激可以诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞产生炎症反

应， 使得 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与刺激组比较， 给药组细胞上清液中 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 木犀草素对 ＰＡ⁃ＳＵＰ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ｉＮＯＳ、
ＣＯＸ⁃２ 水平的影响 　 由图 ４ 可知， 与对照组比较， 经 ＰＡ⁃
ＳＵＰ 刺激后， ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与刺激组比较， 给药组细胞 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ５　 木犀草素对 ＰＡ⁃ＳＵＰ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ 蛋白表达的影响 　 由图 ５ 可知， 与对照组比较， ＰＡ⁃
ＳＵＰ 刺激后， 细胞核中 ｐ６５ 表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与刺激

组比较， １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 木犀草素组均可抑制 ｐ６５ 的核移位

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明木犀草素是通过抑制 ｐ６５ 进入细胞核来发

挥其抗炎活性的。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与刺激组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 木犀草素对 ＰＡ⁃ＳＵＰ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与刺激组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 木犀草素对 ＰＡ⁃ＳＵＰ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： ｎ⁃ＮＦ⁃κＢ 表示细胞核内 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５； ｃ⁃ＮＦ⁃κＢ 表示细胞质内 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与刺激组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 木犀草素对 ＰＡ⁃ＳＵＰ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

近年来， ＰＡ 耐药菌株频繁出现， 其自身分泌的毒力因

子和信号分子等又可以增强其毒力和致病性［２］ ， 从而使得

被感染患者的临床治疗愈发困难， 因此迫切需要寻找新的

治疗方案。 国内外的研究表明， ＰＡ⁃ＳＵＰ、 ＰＡ 活菌、 其毒

力因子及信号分子等可以诱导巨噬细胞炎症产生及细胞凋

亡； 还可以诱导小鼠氧化应激水平上升， 产生较高的炎症

反应［３⁃５］ 。 因此， 通过解决 ＰＡ⁃ＳＵＰ 在 ＰＡ 感染中所带来的

炎症问题， 降低 ＰＡ 致病性， 可以为治疗 ＰＡ 临床感染的治

疗提供新方法。
木犀草素作为一种天然黄酮类化合物， 近年来的研究

表明， 其具有抑制 ＰＡ 群体感应［１１］ 、 抗菌、 抗氧化、 抗炎

等功效［７⁃８］ ， 但目前尚未报道其在 ＰＡ⁃ＳＵＰ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７
炎症反应中作用。 本实验用 ＰＡ⁃ＳＵＰ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞，
探究木犀草素在其中发挥的作用。 结果表明， ０􀆰 ０２５％ ＰＡ⁃
ＳＵＰ 和 ５、 １０、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 木犀草素对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞均无

细胞毒性。
氧化应激与炎症反应是相互关联的， 细胞受到氧化损

伤后释放的 ＲＯＳ 可以进一步作为刺激物诱发细胞炎症反

应［１２］ 。 ＮＯ 是一种自由基， 其产生受到 ｉＮＯＳ 的调控［１３］ ，
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 作为 ＮＦ⁃κＢ 的下游炎症因子， 在细胞

的炎症反应中发挥着至关重要的作用［１４］ 。 通常在正常生理

状态下的细胞中， ｉＮＯＳ 和 ＣＯＸ⁃２ 的表达极少， 当细胞受到

刺激时， ｉＮＯＳ 和 ＣＯＸ⁃２ 表达上调， 从而进一步调控炎症因

子 ＮＯ 和前列腺素 Ｅ２ （ＰＧＥ２） 的产生， 加剧炎症反应［１５］ 。
ＮＦ⁃κＢ 信号通路的调控在机体炎症反应和免疫应答中发挥

着至关重要的作用， 通常在未经刺激的细胞中， ＮＦ⁃κＢ 二

聚体通过与 ＩκＢ 抑制因子结合被隔离在细胞质中， 当细胞

受到胞内外的刺激后， ＩκＢ 蛋白被降解， ＮＦ⁃κＢ 二聚体得到

释放后从细胞质转移至细胞核中， 激活与炎症相关的基因

转录， 调控相关炎症因子的分泌， 如 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α
等［１６］ 。 本研究发现， 与未经处理的对照组比较， ＰＡ⁃ＳＵＰ
刺激组细胞内 ＲＯＳ 水平、 炎症因子 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
１β 水平及 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 水平均升高， ＰＡ⁃ＳＵＰ 可以活化

ＮＦ⁃κＢ 通路， 使得 ｐ６５ 由细胞质转移至细胞核内。 经木犀

草素处理后， 与 ＰＡ⁃ＳＵＰ 刺激组比较， ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＲＯＳ
水平、 炎症因子 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平及 ｉＮＯＳ、

ＣＯＸ⁃２ 水平均降低， 且木犀草素可以通过降低 ｐ６５ 的核移

位， 抑制 ｐ６５ 进入细胞核来发挥其抗炎功效。
综上所述， ＰＡ⁃ＳＵＰ 在 ＰＡ 感染中发挥着重要作用， 其

可以上调 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的氧化应激水平和炎症反应， 增

加 ＰＡ 感染治疗的难度； 而木犀草素可以抑制 ＰＡ⁃ＳＵＰ 所

诱导的炎症反应， 下调细胞氧化应激水平， 有望作为治疗

ＰＡ 临床耐药感染的新药物， 应用于临床中， 发挥其多重

功效。
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液诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞凋亡中的作用［ Ｊ］ ． 免疫学杂

志， ２０１９， ３５（１１）： ９４１⁃９４７．
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ＲＯＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，
２０２０， １６８： １０⁃１６．

［１３］ 　 Ｎｏｖｉｃｈｋｏｖａ Ｅ， Ｃｈｕｍｉｎ Ｋ， Ｅｒｅｔｚ⁃Ｋｄｏｓｈａ Ｎ， ｅｔ ａｌ． ＤＧＬＡ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏａｌｇａ Ｌｏｂｏｓｐｈａｅｒａ Ｉｎｃｓａ Ｐ１２７ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉＮＯＳ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ

ＮＯ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｍｕｒｉｎｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］ ． Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，
２０２０， １２（９）： ２８９２．

［１４］ 　 葛建彬， 卢红建， 宋新建， 等． 枸杞多糖对小鼠脑缺血再

灌注损伤的保护作用及其抑制 ＮＦ⁃κＢ， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃
１β 表 达 的 机 制 ［ Ｊ ］ ． 中 国 中 药 杂 志， ２０１７， ４２ （ ２ ）：
３２６⁃３３１．

［１５］ 　 Ｓｉｎｇｈ Ｇ， Ｋａｕｒ Ｊ， Ｋａｕｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉ⁃ｎｏｃｉｃｅｐｔｉｖｅ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｍｐｅｒａｔｏｒｉｎ： ｅｖｉｄｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ
ＣＯＸ⁃２， ｉＮＯＳ， ＮＦκＢ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ
Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， ２０２０， １３０（２）： １７６⁃１８５．

［１６］ 　 Ｓａｈｕ Ｂ Ｄ， Ｍａｈｅｓｈ Ｋｕｍａｒ Ｊ， Ｓｉｓｔｌａ Ｒ． Ｂａｉｃａｌｅｉｎ， ａ
ｂｉｏｆｌａｖｏｎｏｉｄ， ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ
ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｄｅｆｅｎｓｅｓ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ＭＡＰＫｓ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｐａｔｈｗａｙｓ ［ Ｊ ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１５， １０
（７）： ｅ０１３４１３９．

蛇床子素通过调控 ｍｉＲ⁃２６ａ 表达对人牙周膜干细胞生物学特性的影响

陈亚琼， 　 高　 鹏， 　 沈　 慧

（青海红十字医院口腔科， 青海 西宁 ８１００００）

收稿日期： ２０２１⁃０６⁃０４
作者简介： 陈亚琼 （１９８２—）， 女， 副主任医师， 研究方向为正畸、 儿童牙病。 Ｔｅｌ： １３８９７３６５８７８， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃ４２ｐｌ９＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探究蛇床子素通过调控 ｍｉＲ⁃２６ａ 表达对人牙周膜干细胞 （ＰＤＬＳＣｓ） 生物学特性的影响及其相关机制。
方法　 体外培养 ＰＤＬＳＣｓ 细胞， 以不同浓度蛇床子素 （０、 １×１０－４、 １×１０－５、 １×１０－６、 １×１０－７ ｍｏｌ ／ Ｌ） 进行干预， 筛选

适宜浓度； 另将细胞分为蛇床子素 （１×１０－５ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、 蛇床子素 （１×１０－５ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２６ａ 组。
采用甲基噻唑基四唑 （ＭＴＴ） 法检测细胞活力和增殖能力， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移能力， 实时荧光定量 ＰＣＲ
（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 检测 ｍｉＲ⁃２６ａ 表达， 蛋白质印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 法检测细胞增殖核抗原 Ｋｉ６７ （Ｋｉ⁃６７）、 增殖细胞核抗原

（ＰＣＮＡ）、 基质金属蛋白酶 （ＭＭＰ２）、 基质金属蛋白酶 （ＭＭＰ９） 蛋白表达。 结果　 与对照组比较， １×１０－５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蛇

床子素组细胞 ＯＤ 值、 迁移数、 ｍｉＲ⁃２６ａ 表达和 Ｋｉ⁃６７、 ＰＣＮＡ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与蛇床子素＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较， 蛇床子素＋ａｎｔｉ⁃ｍｉＲ⁃２６ａ 组细胞 ＯＤ 值、 迁移数、 ｍｉＲ⁃２６ａ 表达和 Ｋｉ⁃６７、
ＰＣＮＡ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 蛇床子素可能通过上调 ｍｉＲ⁃２６ａ 表

达促进 ＰＤＬＳＣｓ 细胞的增殖和迁移。
关键词： 蛇床子素； 人牙周膜干细胞 （ＰＤＬＳＣｓ）； ｍｉＲ⁃２６ａ； 增殖； 迁移

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２３）０５⁃１６９０⁃０４
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２３􀆰 ０５􀆰 ０５４

　 　 牙 周 膜 干 细 胞 （ ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ ｌｉｇａｍｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＰＤＬＳＣｓ） 是在人牙周组织中可分离得到多种具有再生潜能

的成体干细胞， 能产生特定表型和功能的成熟细胞， 并在

组织损伤、 修复中发挥重要作用， 在体外微环境刺激下可

分化成为成骨细胞、 成牙骨质细胞以及成纤维细胞等［１⁃３］ 。
近年来， 大量研究证明传统中药材对 ＰＤＬＳＣｓ 细胞增殖分

化有显著的影响［４⁃６］ 。 蛇床子素是从蛇床、 欧前胡等传统中

草药中提取的香豆素类化合物， 研究发现其具有促进细胞

增殖和分化的能力， 还具有抗炎、 抗凋亡、 调节免疫等功

能［７⁃８］ 。 本实验主要探究蛇床子素通过调控 ｍｉＲ⁃２６ａ 表达对

ＰＤＬＳＣｓ 细胞生物学特性的影响及其相关机制， 以期为中药

小分子化合物用于加速牙周细胞治疗的临床转化提供依据。
１　 材料

人牙周膜干细胞 （ＰＤＬＳＣｓ） 购于美国菌种保藏中心

ＡＴＣＣ 库。 蛇床子素购于中国食品药品检定研究院， 纯度

９９􀆰 ９０％ ， 批号 ３０５３１。 ＤＭＥＭ 培养基、 青链霉素、 胎牛血

清、 胰蛋白酶购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＭＴＴ 检测试剂盒购于

北京 博 奥 森 生 物 技 术 公 司； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小 室 购 于 美 国
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