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摘要# 目的!观察雪荔方总黄酮 "紫花地丁( 六月雪( 车前草( 荔枝草% 0hSN# 对脂多糖 "N*@# 致 J+F#’;P. 巨
噬细胞的抗炎作用’ 方法!噻唑蓝 "T00# 法检测不同浓度的雪荔方总黄酮对 J+F#’;P. 细胞活性的影响$ Rf试剂
盒法检测雪荔方总黄酮对 N*@ 致 J+F#’;P. 细胞的 Rf释放量$ 酶联免疫吸附法 "3NI@+# 检测肿瘤坏死因子(#
"0Rh(##( 白介素(’ "IN(’# 和白介素("% "IN("%# 的分泌$ 逆转录聚合酶链反应法 "J0(*[J# 检测诱导型一氧化氮
合酶 "30JB#( K0GI!( L@M 和L@!; 4JR+的表达$ 免疫印迹法 "F1?G1H> =2:G# 检测细胞 I%L(#( ]’) 蛋白表达’ 结果
!与N*@模型组相比% 雪荔方总黄酮能显著降低Rf( 0Rh(#和IN(’ 分泌% 增加IN("% 分泌$ 抑制30JB( K0GI!( L@M
4JR+表达% 促进L@!; 4JR+表达$ 抑制I%L(#( ]’) 的磷酸化% 其高剂量组能抑制 I%L(#的降解’ 结论!本研究初
步证实了雪荔方总黄酮对N*@ 致J+F#’;P. 巨噬细胞炎症的保护作用% 其作用机制可能与Rh(%L信号通路有关’
关键词! 雪荔方$ 总黄酮$ 小鼠巨噬细胞系$ 脂多糖$ 抗炎
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B&,366+ 2+R$13.+% )%+17+’3136Q&,A+ 5>A B+%53+ R%&A&3+% 0hSN# :> N*@(?G64X25G1A J+F#’;P. 459H:]<5C1?$
@’<ABC-!0<11̂̂19G?:̂A6̂̂1H1>G9:>91>GH5G6:>?:̂0hSN:> J+F#’;P. 9122_65=626GW‘1H11\546>1A =WT00
5??5W$0<1RfD6G5??5W‘5?5A:]G1A G:A1G19GG<1RfH1215?154:X>G:̂0hSN:> N*@(?G64X25G1A J+F#’;P.
9122?$0<1?19H1G6:>?:̂GX4:H>19H:?6?̂59G:H(#"0Rh(##% 6>G1H21XD6>(’ "IN(’# 5>A 6>G1H21XD6>("% "IN("%# ‘1H1
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4:A12CH:X]% 0hSN9:X2A ?6C>6̂695>G2WH1AX91G<1?19H1G6:>?:̂Rf% 0Rh(#5>A IN(’$ 6>9H15?1G<1?19H1G6:> :̂IN(
"%$ 6><6=6GG<11\]H1??6:>?:̂30JB% K0GI!5>A L@M 4JR+$ ]H:4:G1G<11\]H1??6:> :̂L@!; 4JR+$ 6><6=6GG<1
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2̂5445G6:>% ‘<:?159G6:> 419<5>6?445W=1H125G1A G:Rh(%L?6C>52]5G<‘5W$
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!!炎症是伴随很多疾病状态的一种共有的病理现
象% 如急慢性阑尾炎( 尿路感染( 肝纤维化( 动脉
粥样硬化等% 均与炎症反应有关’ 巨噬细胞是主要
的炎性细胞% 当其受到外界抗原刺激时 "如 N*@#
会释放白介素(’ "IN(’#( 肿瘤坏死因子 "0Rh(##
等一系列炎性细胞因子% 从而促进炎症反应和组织
损伤)"* ’ 雪荔方是南京鼓楼医院的医院制剂% 由
荔枝草( 车前草( 六月雪( 紫花地丁 ; 味中药组
成% 前期研究表明黄酮类成分是雪荔方的主要有效
部位)#* % 具有清热解毒( 利尿通淋的功效)&* % 临
床用于治疗泌尿系统感染( 肾盂肾炎等);()* ’ 基于
此% 本研究建立N*@ 致小鼠巨噬细胞系J+F#’;P.
炎症模型% 探讨雪荔方总黄酮 "0hSN# 的抗炎效
果% 为雪荔方的开发和利用提供理论基础’
JK材料
"P"!试剂!,T3T高糖培养基 "3)%%%%&#( 胎牛
血清hL@"3’%%%%"#( T00"+"%%./&#( 胰蛋白酶
细胞消化液 "3’%.%%"#( *L@ "3’%.%%-#( 青霉
素(链霉素溶液 "3’%.%""#( 二甲基亚砜 ,T@f
"+"%%#&"#( 0H6c:2"L)""&""#( T(TXNa第一链
9,R+合成试剂盒 "L)&#;&)# 均购自生工生物工
程 "上海# 股份有限公司$ 脂多糖 N*@ L)! f))
" @6C45公 司% ""%T;%-’a#$ IN(’ "3%%;/T:#(
0Rh(# "3%"".T:#( IN("% "3%%##T:# 3NI@+试
剂盒 "上海晶天生物科技有限公司#$ &%!丙烯酰
胺溶液 ""’"(%")’# 购自伯乐生命医学产品 "上
海# 有限公司$ 一氧化氮检测试剂盒 " @%%#"#(
L[+蛋白浓度测定试剂盒 "增强型# "*%%"%# 购
自碧云天生物研究所$ 一抗 ]’) "[@0l&%&;#( ](
]’) "[@0l&%&&# "美国[122@6C>526>C019<>:2:CW公

司#$ 一抗 I%L(# "5=&#)"-#( ](I%L(# "5="#"&)#
"英国+=954公司#$ !(+9G6> "美国 @5>G5[HXc公
司% @[(;...-#$ *a,h转印膜 "美国 T6226]:H1公
司% I*aE%%%"% #$ 细 胞 总 蛋 白 抽 提 试 剂 盒
"-//%% #$ 3[N试剂盒 " &;%.) # "美国 0<1H4:
*61H91公司#$ 二抗 M:5G5>G6(T:X?1ICM "EnN#
和 M:5G5>G6(J5==6GICM "EnN# "美国 0<1H4:
*61H91公司% &""’% 和 &"#"%#’ *[J引物由上海生
工合成% 引物序列如下! "I+.731 正向 )o([+[+[(
[[M[[+[[+M00[M[(&o% 反向 )o(000M[+[+0M[(
[MM+M[[M0(&o$ L@M 正 向 )o(0+M0[[00[[0+[(
[[[++000[[(&o% 反向 )o(00MM0[[00+M[[+[0[(
[00[(&o$ K0GI! 正 向 )o(MMMM+00+0MM[0(
[+MMM0[(&o% 反 向 )o([M+MM[0[[+M0M++0(
0[MM(&o$ L@!; 正向 )o(0[[00++0M[+MM+[000+(
+MMM(&o% 反 向 )o(MM0[00MM+M[00+00++++0(
&o$ 30JB 正向 )o([MM[+++[+0M+[00[+MM[(&o%
反向 )o(M[+[+0[+++M[MM[[+0+M(&o’
"P#!仪器!#;#;(# 型二氧化碳培养箱 " @E3N(
N+L#$ [KS;"@h型显微镜 "日本奥林巴斯公司#$
@F([Z(#,型双人单面净化工作台 "苏州净化#$
YSVP@M;"P#-% 型手提式压力蒸气灭菌器 "上海华
线医用核子仪器有限公司#$ 3N\-%% 光吸收酶标仪
"L6:K6G#$ Oa(#;)% 紫外分光光度计 "@<645AcX#$
,F(-’N’#’ 型超低温冰箱 "青岛海尔特种电器有
限公司#$ KE)#%%L型超声波清洗仪 "昆山禾创超
声仪器有限公司#$ +M(#;) 型万分之一电子分析天
平 "T1GG21H0:21A:#$ @E%&%"; 低温高速离心机
"美国科俊仪器公司#$ T6>6(*Jf03+R电泳系统及
T6>60H5>?(L2:G转印系统 "美国 L6:(J5A 公司#$
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EY(; 多用脱色摇床 "江苏金坛市正基仪器厂#$
#.#% 型 *[J扩增仪 "+L+]]261A L6:?W?G14?#$
N6C<G[W921H;-% 实时荧光定量*[J仪 "J:9<1#’
"P&!药材!荔枝草 "南京同仁堂乐家老铺药事服
务有限公司中药饮片厂% 批号 "#%’%)#( 车前草
"南京松龄中药饮片有限公司% 批号 ";%&#"#( 六
月雪 "南京松龄中药饮片 有 限 公 司% 批 号
"&"#%/#( 紫花地丁 "南京松龄中药饮片有限公
司% 批号 ";%.&"# 经南京中医药大学陈建伟教授
鉴定% 紫花地丁为堇菜科植物光瓣堇菜 T3$%+ /&I
9$&1636T5D6>:的全草( 六月雪为茜草科植物六月
雪 B&,366+ 2+R$13.+ "0<X>=$# 0<X>=的全株( 车前草
为车前科植物车前)%+17+’$+63+73.+ N$的全草( 荔
枝草为唇形科植物荔枝草 B+%53+ R%&A&3+ J$LH$的
全草’
!K方法
#P"!雪荔方总黄酮提取纯化!按质量比 # b# b
# b" 称取荔枝草( 车前草( 六月雪( 紫花地丁%
"% 倍量水加热回流提取 # <% 过滤% 再加 - 倍量水
加热回流提取 # <% 过滤% 滤液浓缩至相当于原药
材 " CB4N% 加 /)!乙醇使药液含醇量达 ’%!% 醇
沉液静置 .# < 后抽滤% 滤液浓缩至相当于原药材
" CB4N)’* ’ 滤液上大孔树脂柱% 上样体积与树脂
体积比为 " b"% 上样体积流量为 " LaB<’ 上样后%
将药液流过大孔树脂以使其吸附% 重复上述吸附过
程 " 次% 静置过夜’ 分别用 ; La蒸馏水( ; La
#)!乙醇除杂% 再用 ’ La’%!乙醇洗脱% 体积流
量 # LaB<% 收集洗脱液% 浓缩烘干% 即得).* % 总
黄酮含有量为 "’#P-) j"P"-#!’ 实验前% 用培
养基配制成所需质量浓度’
#P#!细胞培养!小鼠巨噬细胞系 J+F#’;P. 细胞
"中国科学院上海细胞库# 用 ,T3T高糖培养基
"含 "%! 胎牛血清( "%% OB4N青霉素( "%% OB4N
链霉素#% 放置在 &. e( )! [f# 培养箱中培养%
取对数生长期细胞用于实验’
#P&!细胞活力检测!调整 J+F#’;P. 细胞悬液密
度为 ’ i"%; B4N% 接种于 /’ 孔板内% 每孔 #%% "N’
分别设置调零孔( 空白对照孔 "细胞 n培养基#(
0hSN药物组 "给药质量浓度为 "%( #%( ;%( -%(
"%%( #%% "CB4N#% 每组 ) 个复孔’ 加药后% 将 /’
孔板放置于 &. e( )![f# 培养箱中培养 #; <% 弃
上清% 向每孔加入终质量浓度为 " 4CB4N的 T00
溶液 "%% "N’ 将 /’ 孔板移至培养箱中继续孵育; <
后% 终止培养% 吸弃孔内的上清液% 然后每孔加入

")% "N,T@f溶液% 置于摇床上低温震荡 ") 46>%
使结晶充分溶解’ 酶标仪上 ;/% >4波长处测定各
孔的吸光度S’
#P;!Rf和细胞因子检测!J+F#’;P. 细胞悬液接
种于 ;- 孔板内% 细胞密度为 " i"%) B4N% 每孔
)%% "N% 置细胞培养箱中培养过夜% 细胞贴壁后
同时加入 0hSN溶液 "药物质量浓度 -%( #%(
) "CB4N# 和 " "CB4NN*@% 设为正常组( N*@组(
N*@ n0hSN组% 每组 ; 个复孔% #; < 后用Rf试剂
盒检测上清Rf分泌情况% 用3NI@+试剂盒检测细
胞上清液中 0Rh(#( IN(’( IN("% 分泌情况’
#P)!J0(*[J检测 4JR+的表达情况!J+F#’;P.
细胞悬液接种于 ’ 孔板内% 细胞密度为 ) i"%) B4N%
每孔 & 4N% 置细胞培养箱中培养过夜% 细胞贴壁
后同时加入 0hSN溶液 "药物质量浓度 -%( #%(
) "CB4N# 和 " "CB4NN*@% 设为正常组( N*@组(
N*@ n0hSN组% 继续置于细胞培养箱中培养 #; <
后% 按 0H6c:2试剂盒提取总 JR+% 反转录为 9,(
R+% 然后扩增为 9,R+’ 扩增条件! /) e预变性
) 46>$ /) e变性 "% ?% ). e退火 #% ?% .# e延伸
&% ?% ;% 循环’ 溶解曲线扩增条件! /) e) ?%
’) e " 46>% /. e %P"" eB?’ 实时荧光定量 *[J
仪检测4JR+表达情况’
#P’!F1?G1H> =2:G检测Rh(%L信号通路蛋白表达!
J+F#’;P. 细胞悬液接种于 ’ 孔板% 细胞密度为
) i"%) B4N% 每孔 & 4N% 置细胞培养箱中培养过
夜% 细胞贴壁后同时加入 0hSN溶液"药物质量浓
度 -%( #%( ) "CB4N# 和 " "CB4NN*@% 设为正常
组( N*@组( N*@ n0hSN组% 继续置于细胞培养箱
中培养 #; <后% 提取细胞总蛋白% 采用 L[+蛋白
定量法检测各组细胞蛋白浓度% // e灭活蛋白
"% 46>% @,@(*+M3凝胶电泳% 湿法转至*a,h膜%
&. e下用封闭液封闭# <后% 加入一抗 ; e孵育过
夜% 洗脱一抗% 与二抗 &. e下孵育 " <% 3[N显
色% 放入成像仪曝光% 保存图片’
#P.!数据统计分析!实验数据以 Dj6表示% 应用
@*@@ "#P% 软件进行统计学分析’ 组间比较采用单因
素方差分析% )k%P%) 认为差异具有统计学意义’
OK结果
&P"!对J+F#’;P. 细胞活力的影响!雪荔方总黄
酮对J+F#’;P. 细胞的 I[)%为 #)% "CB4N’ 由表 "
可知% 当药物质量 浓 度 # -% "CB4N时% 对
J+F#’;P. 细胞生长无影响$ 当药物质量浓度"
"%% "CB4N时% 与正常组相比% 细胞活力明显下降

#/-

#%". 年 ) 月
第 &/ 卷!第 ) 期

中 成 药
[<6>1?10H5A6G6:>52*5G1>GT1A696>1

T5W#%".
a:2$&/!R:$)



")k%P%"#% 表明高质量浓度的 0hSN对细胞生长
具有一定抑制作用’
&P#!对细胞 Rf! IN(’! 0Rh(#和 IN("% 分泌的影
响!结果如表 # 所示’ 正常组细胞上清液中 Rf(
IN(’( 0Rh(#分泌较少% 给予 " "CB4NN*@ 刺激
#; <后% Rf( IN(’( 0Rh(#分泌均显著增加 ")k
%P%"#% 0hSN药物组中 Rf( IN(’( 0Rh(#的分泌
则受到明显抑制 ")k%P%)% )k%P%"#% 并呈现一
定的剂量依赖性关系’ 相反% 正常组中 IN("% 分泌
较少% 在给予 N*@ 刺激 #; < 后分泌增加 ")k
%P%"#% 而在 0hSN存在的情况下% 其分泌增加反
而更加明显 ")k%P%)% )k%P%"#% 也存在一定剂
!!

表 JK<M[E对=:I!YRNZ 细胞活力的影响$!L"’ #V\%
<.#NJK’(()*+%(<M[E%/+4)X&.#&1&+9 %(=:I !YRNZ *)11,

$!L"’ #V\%

组别 剂量B""C+4Nm"# 吸光度

正常组 & %P;%/ j%P%")

0hSN组 "% %P;%- j%P%"#

0hSN组 #% %P;%’ j%P%"#

0hSN组 ;% %P;%% j%P%"’

0hSN组 -% %P&// j%P%";

0hSN组 "%% %P&&/ j%P%"&!!

0hSN组 #%% %P#&% j%P%".!!

!!注! 与正常组比较%!!)k%P%"

量依赖性关系’

表 !K<M[E对FB& ?ETY& <FMT!和?ETJQ 表达的影响 $!L"’ #VR%
<.#N!K’(()*+,%(<M[E%/FB’ ?ETY’ <FMT!./"?ETJQ )W56),,&%/,$!L"’ #VR%

组别! 剂量B""C+4Nm"# RfB""4:2+Nm"# IN(’B"]C+4Nm"# 0Rh(#B"]C+4Nm"# IN("%B"]C+4Nm"#

正常组 & &P;/ j%P). "/P/% j"%P&% /%P/) j;P). #’.P.) j#’P)-

N*@组 " "&P/% j%P.&ll "//P"# j#%P--ll "/.P;) j.P;’ll .")P#) j"&P..ll

0hSN组 ) ""P/’ j%P’/!! ")%P"; j-P).! "-’P/) j)P&# .’#P.) j#&P#&!

0hSN组 #% "%P#/ j"P%.!! "%%P)) j/P.’!! ".%P#% j.P%)!! -;’P)% j&&P%;!!

0hSN组 -% .P"% j%P.&!! .-P)- j-P)’!! ")’P;) j;P)%!! /’#P.) j&"P/-!!

!!注! 与正常组比较%ll)k%P%"$ 与N*@组比较%!)k%P%)%!!)k%P%"

&P&!对 30JB! L@M! K0GI!和 L@!; 4JR+表达的
影响!与正常组相比% N*@ 组的 30JB( L@M( K0GI
!和 L@!; 4JR+均显著升高 ")k%P%)% )k
%P%"#% 而 0hSN药物组能够降低 30JB( L@M(

K0GI!4JR+表达% 增加 L@!; 4JR+表达 ")k
%P%)% )k%P%"#% 这与 3NI@+的实验结果相符%
见表 &’

表 OK<M[E对$%&’& ()Y& *%+,!和()-. 7=F:表达的影响 $!L"’ #VO%
<.#NOK’(()*+,%(<M[E%/$%&’’ ()Y’ *%+,!./"()-. 7=F:)W56),,&%/,$!L"’ #VO%

组别 剂量B""C+4Nm"# 30JB L@’ K0GI! L@!;

正常组 & %P;. j%P") %P./ j%P") %P&. j%P"" %P&’ j%P%.
N*@组 " #P;) j%P#.ll ;P&" j%P;%ll #P"- j%P"&ll "P%; j%P#%l

0hSN组 ) "P.% j%P"’! &P%. j%P;"! "P.; j%P#; "P;& j%P"#
0hSN组 #% "P)’ j%P#;! #P"- j%P&)!! "P&& j%P#"! "P-" j%P#)!

0hSN组 -% %P-" j%P%’!! %P/- j%P"#!! %P/- j%P")!! #P"/ j%P%/!!

!!注! 与正常组比较%l)k%P%)%ll)k%P%"$ 与N*@组比较%!)k%P%)%!!)k%P%"

&P;!对Rh(%L信号通路蛋白表达的影响!图 " 表
明% 与正常组相比% N*@ 组细胞 ](I%L(#的蛋白表
达极显著增加 ")k%P%"#$ 与 N*@ 组相比% 0hSN
给药组能抑制 ](I%L(#蛋白的表达 ")k%P%"#% 从
而抑制I%L(#蛋白的磷酸化% 并呈现一定的剂量依
赖性关系’ 与正常组相比% N*@ 组细胞 I%L(#的蛋
白表达量显著降低 ")k%P%"#% 0hSN高剂量组能
显著增加I%L(#蛋白的表达 ")k%P%"#% 低( 中剂
量组对I%L(#蛋白表达没有显著影响 ")p%P%)#’

图 # 表明% 与正常组相比% N*@ 组细胞 ](]’)

的蛋白表达极显著增加 ")k%P%"#$ 与 N*@ 组相
比% 0hSN给药组能抑制 ](]’) 蛋白的表达 ")k
%P%"#% 从而抑制 ]’) 蛋白的磷酸化% 并呈现一定
的剂量依赖性关系’ 与正常组相比% N*@ 组以及
0hSN给药组对 ]’) 蛋白表达没有显著影响 ")p
%P%)#’
RK讨论

内毒素所致炎症反应是复杂的病理生理过程%
多细胞因子通过调节促炎和抗炎系统之间的平衡而
参与炎症发生( 发展过程)-* ’ Rf是一种简单却不

&/-

#%". 年 ) 月
第 &/ 卷!第 ) 期

中 成 药
[<6>1?10H5A6G6:>52*5G1>GT1A696>1

T5W#%".
a:2$&/!R:$)



注! 与正常组比较%ll)k%P%"$ 与N*@组比较%!!)k%P%"

图 JK<M[E对?";T!蛋白表达的影响
M&0NJK’(()*+%(<M[E%/?";T!56%+)&/)W56),,&%/

注! 与正常组比较%ll)k%P%"$ 与N*@组比较%!!)k%P%"

图 !K<M[E对5Y\ 蛋白表达的影响
M&0N!K’(()*+%(<M[E%/5Y\ 56%+)&/)W56),,&%/
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稳定的自由基% 参与多种生理和病理过程’ 在体内
Rf是由一氧化氮合酶 "Rf@# 催化 @(精氨酸 "@(
+HC# 产生)/* ’ 6Rf@ 主要是在炎症和免疫刺激下表
达% 进而催化 Rf持续生成% 过量的 Rf则会促进
炎症性疾病的发生和发展)"%(""* ’ N*@通过与细胞膜
表面受体 0NJ; "0:22样受体 ;# 的结合% 通过激
活丝裂原活化蛋白激酶 "T+*K# 和 Rh(%L信号
通路% 介导单核巨噬细胞( 内皮细胞等细胞的激
活% 诱导多种细胞因子如 IN("!( IN(’( 0Rh等的
合成和释放)"#("&* ’ 本实验采用 N*@ 刺激小鼠
J+F#’;P. 巨噬细胞成功构建炎症细胞模型% 首先
观察0hSN对细胞上清液中 Rf( 0Rh(#和 IN(’ 分
泌的影响% 结果发现% 0hSN剂量依赖性抑制炎性
细胞因子0Rh(#( IN(’ 和 Rf的分泌’ 然后% 又采
用 *[J法检测细胞中30JB( K0GI!( L@M 4JR+表
达% 发现0hSN有显著抑制作用’

炎症的产生是促炎和抗炎两方面失衡的结
果)-* % 因此还观察了 0hSN对抗炎细胞因子 IN("%
的影响’ IN("% 是公认的抗炎细胞因子% 研究表明
它可下调巨噬细胞的激活% 抑制包括 0Rh(#( IN(’
等炎性细胞因子的分泌)";* % 也能间接抑制免疫细
胞的活性% 目前已认为其是一个重要的抗内毒素致
炎过程的作用靶点)")* ’ 结果发现% 0hSN能明显促
进 IN("% 的分泌和L@!; 4JR+的表达’

N*@ 与 0NJ; 结合引起 Rh(%L激活% 参与多种
炎性细胞因子的转录% 在炎症反应的复杂细胞因子
网络中可能是一个中心环节)"’* ’ 静息条件下%
])%B]’) 与 I%L形成不具有活性的三聚体复合物%
在 N*@刺激下% I%L被磷酸化% 释放出有活性的
])%B]’) 二聚体进入细胞核% 从而调节特异基因的
转录)-* ’ 研究表明% ]’) 是 Rh(%L的转录活性形
式)"’* ’ 本实验采用 F1?G1H> =2:G法检测细胞 I%L(#
蛋白和 ]’) 蛋白的表达% 结果显示% 0hSN剂量依
赖性抑制 J+F#’;P. 细胞 I%L(#蛋白和 ]’) 蛋白
的磷酸化% 即抑制 Rh(%L通路的激活$ 0hSN对
]’) 蛋白表达没有影响% 且高剂量组能显著增加
I%L(#蛋白的表达% 即能抑制I%L(#的降解’

上述实验结果表明% 0hSN对炎症过程中促炎
和抗炎系统之间的平衡起着重要的调节作用% 对
N*@刺激的J+F#’;P. 巨噬细胞炎症具有一定的保
护作用% 其保护机制可能与 0hSN能够抑制 Rh(%L
通路的激活( 进一步减少炎性细胞因子 0Rh(#(
IN(’ 和6Rf@ 的表达( 促进抗炎细胞因子 IN("% 的
表达有关’
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