
桑枝 乙 醇 提 取 物 通 过 ＮＦ⁃κＢ 和 ＭＡＰＫｓ 信 号 通 路 对 ＬＰＳ 诱 导
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的抗炎作用

朱　 君１，２， 　 付立霞２，３， 　 支　 青２， 　 刘雄利２，３， 　 陈　 琳１，２， 　 田民义２，３， 　 王慧娟２，３∗

（１． 贵州大学生命科学学院 ／ 农业生物工程研究院， 山地植物资源保护与保护种质创新教育部重点实验室，
山地生态与农业生物工程协同创新中心， 贵州 贵阳 ５５００２５； ２． 贵州大学西南药食两用资源开发利用技术

国家地方联合工程研究中心， 贵州 贵阳 ５５００２５； ３． 贵州大学酿酒与食品工程学院， 贵州 贵阳 ５５００２５）

收稿日期： ２０２２⁃０２⁃１２
基金项目： 贵州省科学技术基金项目 （黔科合基础⁃ＺＫ ［２０２１］ 一般 ５２０）； 贵州大学引进人才科研项目 （贵大人基合字 ［２０１９］ ２９

号）； 贵州大学培育项目 （贵大培育 ［２０２０］ ５２ 号）
作者简介： 朱　 君 （１９９３—）， 男， 硕士生， 研究方向为天然产物药理活性。 Ｔｅｌ： １５５０８２６０７９８， Ｅ⁃ｍａｉｌ： １１７８２３０５９５＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 王慧娟 （１９８１—）， 女， 博士， 讲师， 研究方向为新药研发及成药性评价。 Ｔｅｌ： １３６３９０２２６９３， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ８４８６６８４０８＠

ｑｑ．ｃｏｍ

摘要： 目的　 研究桑枝乙醇提取物对 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症模型的影响， 并探究其分子作用机制。 方法　 通过

回流提取法制备桑枝乙醇提取物， 并采用可见分光光度法检测样品中总黄酮的含量。 采用 ＭＴＴ 法检测桑枝乙醇提取

物对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的毒性作用， 采用 Ｇｒｉｅｓｓ 法检测细胞上清液一氧化氮 （ＮＯ） 水平， ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液白

细胞介素 ６ （ＩＬ⁃６） 和肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ⁃α） 水平， ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针法检测细胞中活性氧 （ＲＯＳ） 水平， 倒置

荧光显微镜观察细胞形态变化， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 Ａｒｇ⁃１、 ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 表达及

细胞 Ｍ１ ／ Ｍ２ 表型的作用， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＮＦ⁃κＢ、 ＭＡＰＫｓ 信号通路蛋白表达。 结果　 桑枝乙

醇提取物中总黄酮含量为 （８􀆰 ４７±０􀆰 １２）％ 。 桑枝乙醇提取物能抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症因子水平 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 能调控 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞由 Ｍ１ 向 Ｍ２ 表型的转化， 能下调促炎因子 ｍＲＮＡ 的转录表达和上调抑炎因

子 ｍＲＮＡ 的转录表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 能下调 ＮＦ⁃κＢ 信号通路细胞核 Ｐ６５ 蛋白表达、 ＩＫＢα 磷酸化及 ＭＡＰＫｓ 信

号通路 ｐ３８、 ＪＮＫ 和 ＥＲＫ 蛋白磷酸化 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 桑枝乙醇提取物对 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症模

型具有较好的抗炎效果， 其内在的分子机制可能与下调 ＮＦ⁃κＢ 和 ＭＡＰＫｓ 信号通路有关。
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　 　 炎症是宿主系统受病原体、 损伤细胞或其它异物等刺

激时所产生的一系列保护性免疫应答， 是抵抗自然感染和

恢复体内稳态的天然手段。 炎症是由各种炎症细胞因子和

介质触发的， 这些炎症因子从诸如巨噬细胞等促炎细胞中

释放出来［１⁃２］ 。 在正常情况下， 炎症对于机体的生理功能是

有益的， 但过度和持续的炎症反应会导致机体受到损害，
如降低其对组织损伤、 感染或疫苗接种等信号的感知和反

应能力， 导致先天免疫反应失调［３⁃４］ 。 临床抗炎药物主要分

为甾体抗炎药和非甾体抗炎药， 具有较多不良反应， 长期

大量使用会对胃肠道、 肝脏、 泌尿系统、 神经系统等造成

损害［５］ ， 因此， 从天然药物中寻找新的抗炎药物有重要的

意义。
桑科植物桑的干燥嫩枝入药为桑枝， 始载于 《神农本

草经》 ［６］ ， 具有祛风湿、 利关节的功效。 现代研究表明，
桑枝化学成分种类多样， 包括黄酮、 生物碱和香豆素等，
具有抗炎、 降血糖、 抗氧化和抑菌等药理活性［７⁃８］ 。 目前，

关于桑枝乙醇提取物的抗炎活性及作用机制少有报道。 本

研究采用脂多糖 （ＬＰＳ） 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的体外炎症

模型， 并基于核转录因子⁃κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ， ＮＦ⁃κＢ）
和丝裂原活化蛋白激酶 （ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，
ＭＡＰＫｓ） 信号通路探究桑枝乙醇提取物的抗炎作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 小鼠单核巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞株， 购自

中国科学院昆明动物研究所细胞库。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 桑枝饮片 （产地安徽， 批号 ２００７０６），
购自贵州同济堂中药饮片有限公司。 芦丁对照品 （批号

１０００８０⁃２０２０１２， 含量 ９２􀆰 ２％ ）， 购自中国食品药品检定研

究院； 噻 唑 蓝 （ ＭＴＴ， 批 号 ７１５Ｆ０５１０ ）、 ＬＰＳ （ 批 号

８１８ＥＤ３５）、 地塞米松 （批号 ３２０Ｅ０５１）， 购自北京索莱宝

科技有限公司； 高糖 ＤＭＥＭ 培养基 （批号 ８１２１５５１）， 购自

美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 胎牛血清 （批号 ２１０９０７０５）， 购自浙江天

杭生物科技股份有限公司； 一氧化氮 （ＮＯ） 检测试剂盒
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（批号 １２０３２０２１０４３０）、 ＢＣＡ 总蛋白定量试剂盒 （批号

１１２７２０２０１２２３）、 细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒 （批
号 ０４１５２１２１０８２０）、 活性氧 （ ＲＯＳ） 检测试剂盒 （批号

１１２４２０２０１２１５）， 购自上海碧云天生物技术有限公司； ＩＬ⁃６
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 Ａ２０６１１０３５）、 ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（批号 Ａ２８２１０８５２）， 购自杭州联科生物技术股份有限公司；
兔 抗 小 鼠 抗 体 ＧＡＰＤＨ （ 批 号 ２１１８Ｓ ）、 ｉＮＯＳ （ 批 号

１３２２０Ｓ）、 ＣＯＸ２ （批号 １２２８２Ｓ）、 Ｐ６５ （批号 ８２４２Ｓ）、 ｐ⁃
ＩＫＢα （批号 ２８５９Ｓ）、 ＩＫＢα （批号 ４８１２Ｓ）、 ｐ３８ （批号

９２１２Ｓ）、 ｐ⁃ｐ３８ （批号 ９２１１Ｓ）、 ＪＮＫ （批号 ９２５２Ｓ）、 ｐ⁃ＪＮＫ
（批 号 ９２５１Ｓ ）、 ＥＲＫ （ 批 号 ４６９５Ｔ ）、 ｐ⁃ＥＲＫ （ 批 号

４３７０Ｔ）， 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； 兔抗小

鼠 ＰＡＲＰ （批号 ＡＢ３２１３８）， 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司； 山羊抗

兔二抗 （批号 ＡＢＳ２０００２）， 购自爱必信 （上海） 生物科技

有限公司； Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ （批号 Ｒ６８３４０１０００２）， 购自美国

ＢｉｏＴｅｋ 公司； ＲＴ Ｅａｓｙ （批号 ２１０４０１） 和 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ
Ｅａｓｙ ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ （批号 Ｐ２１０５０１）， 购自成都福际生物技

术有限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＲＥ⁃２０００Ａ 型旋转蒸发仪， 购自上海亚荣生化

仪器厂； Ｗ⁃５２００ 型紫外可见分光光度计， 购自上海元析仪

器有限公司； Ｖａｒｉｏｓｋａｎ ＬＵＸ 型多功能酶标仪、 ３１１１ 型 ＣＯ２

恒温恒湿培养箱， 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｅ 公司；
ＤＭｉ８ 型倒 置 荧 光 相 差 显 微 镜， 购 自 德 国 徕 卡 公 司；
ＸＰＥ２０５ 型十万分之一电子天平， 购自瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ
公司； ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ Ｔｏｕｃｈ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ 型 Ｖ３ 蛋白免疫印

迹系统、 ＣＦＸ ＣｏｎｎｅｃｔＴＭ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ Ｓｙｓｔｅｍ 型三通道梯度荧

光定量 ＰＣＲ 分析仪， 购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
２　 方法

２􀆰 １　 桑枝乙醇提取物的制备 　 取适量桑枝饮片粉碎， 加

１０ 倍量 ７０％ 乙醇回流提取， 提取 ２ 次， 每次 １􀆰 ５ ｈ， 合并

提取液， 抽滤， 减压浓缩， 冷冻干燥后得到干燥粉末， 提

取率为 ６􀆰 ６０％ 。
２􀆰 ２　 桑枝乙醇提取物中总黄酮含量检测　
２􀆰 ２􀆰 １　 标准曲线的绘制　 精密称定芦丁对照品 １５􀆰 ３２ ｍｇ，
置 ５０ ｍＬ 量瓶中， 加适量 ７０％ 乙醇超声处理使之溶解， 放

冷， ７０％ 乙醇定容至刻度， 摇匀备用。 精密量取芦丁对照

品溶液 １、 ２、 ３、 ４、 ５、 ６ ｍＬ， 分别置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 各

加蒸馏水至 ６ ｍＬ， 加 ５％ 亚硝酸钠 １ ｍＬ， 摇匀， 放置

６ ｍｉｎ， 加 １０％ 硝酸铝 １ ｍＬ， 摇匀， 放置 ６ ｍｉｎ， 加氢氧化

钠试液 １０ ｍＬ， 加水至刻度， 摇匀， 放置 １５ ｍｉｎ， 以相应的

试剂为空白， 采用紫外可见分光光度计于 ５００ ｎｍ 波长处检

测吸光度值。 以吸光度 （Ａ） 为纵坐标， 质量浓度 （Ｘ） 为

横坐标， 绘制标准曲线， 计算回归方程。
２􀆰 ２􀆰 ２　 样品检测　 称取桑枝乙醇提取物 １２５ ｍｇ， 置具塞锥

形瓶中， 精密加入 ７０％ 乙醇 ２５ ｍＬ， 密塞， 称定质量， 超

声处理 ３０ ｍｉｎ， 放冷， 再称定质量， ７０％ 乙醇补足减失的

质量， 摇匀， 滤过。 精密量取续滤液 ２ ｍＬ， 置 ２５ ｍＬ 量瓶

中， 按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下标准曲线的制备方法， 自 “加蒸馏

水至 ６ ｍＬ” 起， 依法检测吸光度， 同时精密量取续滤液

２ ｍＬ， 置 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加水至刻度， 摇匀， 作为空白溶

液。 通过标准曲线计算供试品溶液中芦丁的含量， 并计算

样品中总黄酮的含量。
２􀆰 ３　 细胞培养 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞采用含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 高糖培养基 （加 １００ μｇ ／ ｍＬ 双抗和 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 谷氨酰

胺）， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中培养。
２􀆰 ４　 ＭＴＴ 法 检 测 细 胞 活 性 　 将处于对数生长期的

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞接种于 ９６ 孔板， 密度为 ６􀆰 ２５×１０４ ／ ｍＬ， 随

机分为对照组和实验组， 分别设置 ３ 个复孔， 实验组细胞

接种 ２４ ｈ 后加入不同质量浓度桑枝乙醇提取物 （ ３􀆰 ９、
７􀆰 ８、 １５􀆰 ６、 ３１􀆰 ２、 ６２􀆰 ５、 １２５、 ２５０、 ５００、 １ ０００ μｇ ／ ｍＬ）
继续培养 ２４ ｈ， 然后加入 １０ μＬ ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ， 继续培养

４ ｈ， 弃上清， 每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 振荡后于 ４９０ ｎｍ
波长处检测吸光度值， 计算细胞存活率。
２􀆰 ５　 细胞上清液 ＮＯ、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平检测 　 将处于对

数生长期的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞接种于 ９６ 孔板， 密度为 ６􀆰 ２５×
１０４ ／ ｍＬ， 随机分为对照组、 模型组、 阳性组和桑枝乙醇提

取物组， 分别设置 ３ 个复孔， 细胞接种 ２４ ｈ 后， 对照组

换用 ＤＭＥＭ 高糖培养基； 模型组换用含 ＬＰＳ （１ μｇ ／ ｍＬ）
的 ＤＭＥＭ 高糖培养基； 阳性组换用含 ＬＰＳ （１ μｇ ／ ｍＬ） ＋
地塞米松 （２０ μｇ ／ ｍＬ） 的 ＤＭＥＭ 高糖培养基； 桑枝乙醇

提取物组换用含 ＬＰＳ （ １ μｇ ／ ｍＬ） ＋ 桑枝乙醇提取物

（４０、 ８０、 １６０ μｇ ／ ｍＬ） 的 ＤＭＥＭ 高糖培养基， 继续培养

２４ ｈ， 吸取各组上清培养基， 按照 ＮＯ 检测试剂盒说明书

采用 Ｇｒｉｅｓｓ 法检测各组细胞上清液 ＮＯ 水平， 按照相应

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测各组细胞上清液 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α
水平。
２􀆰 ６　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针法检测细胞中 ＲＯＳ 水平　 将处于

对数生长期的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞接种于 ６ 孔板， 密度为６􀆰 ２５×
１０４ ／ ｍＬ， 按照 “２􀆰 ５” 项下方法分组培养 ２４ ｈ 后， 弃培养

基， ＰＢＳ 润洗 ２ 次， 每孔加 １ ｍＬ 稀释液 （用无血清 ＤＭＥＭ
高糖培养基按 １ ∶ １ ０００ 比例稀释 ＤＣＦＡ⁃ＤＡ）， 于培养箱内

孵育 ２０ ｍｉｎ， 用无血清 ＤＭＥＭ 高糖培养基洗涤 ３ 次， 于倒

置荧光显微镜下设置激发波长 ４６０ ～ ５００ ｎｍ， 发射波长

５１２～５４２ ｎｍ 进行荧光拍摄。 拍摄完成后， 加胰酶消化， 每

孔加入 ９００ μＬ ＰＢＳ 制成细胞悬液， 取 ２００ μＬ 加入 ９６ 孔板

（每组 ３ 个复孔）， 避光静置 ３０ ｍｉｎ， 在激发波长 ４８８ ｎｍ，
发射波长 ５２５ ｎｍ 条件下检测荧光强度。
２􀆰 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞相关炎症因子 ｍＲＮＡ 表达 　 将

处于对数生长期的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞接种于 ６ 孔板， 密度为

６􀆰 ２５×１０４ ／ ｍＬ， 按照 “２􀆰 ５” 项下方法分组培养 ２４ ｈ 后， 收

集细胞， 按照 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ。 反

应体系按照 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｅａｓｙ ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ 试剂盒说明

书配制， 反应条件为 ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １０ ｓ，
５６ ℃退火 ２０ ｓ， ７２ ℃延伸 １０ ｓ， 共循环 ４０ 次。 以 β⁃ａｃｔｉｎ
为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算相关基因 ｍＲＮＡ 表达。 引物序

列见表 １。
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表 １　 引物序列

基因 正向序列（５′→３′） 反向序列（５′→３′）
ｉＮＯＳ ＴＣＧＧＧＴＴＧＡＡＧＴＧＧＴＡＴＧＣ ＧＡＧＧＣＣＡＧＴＧＴＧＴＧＧＧＴＣＴ
ＣＯＸ⁃２ ＧＡＴＧＡＣＴＧＣＣＣＡＡＣＴＣＣＣＡ ＴＧＡＡＣＣＣＡＧＧＴＣＣＹＣＧＣＴＴ
ＴＮＦ⁃α ＣＣＡＧＡＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡ ＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣＡＴＣＧ
ＩＬ⁃６ ＡＣＡＡＣＣＡＣＧＧＣＣＴＴＣＣＣＴＡＣＴＴ ＴＴＴＣＴＣＡＴＴＴＣＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣ
ＩＬ⁃１β ＣＡＴＴＧＴＧＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＡＧ ＴＧＡＡＧＧＡＡＡＡＧＡＡＧＧＴＧＣＴ
Ａｒｇ⁃１ ＡＣＧＧＴＣＴＧＴＧＧＧＧＡＡＡＧ ＴＣＡＧＧＧＧＡＧＴＧＴＴＧＡＴＧＴＣ
ＩＬ⁃１０ ＧＣＣＣＴＴＴＧＣＴＡＴＧＧＴＧＴＣ ＴＣＴＣＣＣＴＧＧＴＴＴＣＴＣＴＴＣＣ
β⁃ａｃｔｉｎ ＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴ ＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ

２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测炎症相关通路蛋白表达　 将处于对

数生长期的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞接种于 ６ 孔板， 密度为 ６􀆰 ２５×
１０４ ／ ｍＬ， 按照 “２􀆰 ５” 项下方法分组培养 ２４ ｈ 后， 收集细

胞， 采用 ＲＩＰＡ 裂解液 （含 １％ 蛋白酶抑制剂） 提取总蛋

白， 再按照细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒进行胞浆

蛋白和核蛋白的提取， 采用 ＢＣＡ 总蛋白定量试剂盒检测各

样品中蛋白浓度。 蛋白先进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 再将

目的蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上， 用 ５％ 脱脂奶封闭 １ ｈ， ＴＢＳＴ
洗膜， 加一抗 ４ ℃孵育过夜， 次日 ＴＢＳＴ 洗膜， 加二抗 （羊
抗兔） 孵育 １ ｈ， ＥＣＬ 法显色， 并于显影仪上显影曝光。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较应用单因素方差分析， 两两比较

采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 桑枝乙醇提取物中总黄酮的含量　 如图 １ 所示， 芦丁

对照品溶液在 １１􀆰 ３０～６７􀆰 ８０ ｍｇ ／ Ｌ 范围内线性关系良好， 回

归方程为 Ａ＝ ０􀆰 ００９ ５８Ｘ－０􀆰 ０２３ ３ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９）。 参照芦丁对

照品吸光度值计算得桑枝乙醇提取物中总黄酮含量为

（８􀆰 ４７±０􀆰 １２）％ 。

图 １　 标准曲线图

３􀆰 ２　 桑枝乙醇提取物对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞存活率的影响　 如图

２所示， 与对照组比较， 桑枝乙醇提取物在 ３􀆰 ９～２５０ μｇ ／ ｍＬ 质

量浓度范围内对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞存活率无明显影响 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， ５００、 １ ０００ μｇ ／ ｍＬ 桑枝乙醇提取物组细胞存活率降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 因此， 本研究选择 ４０、 ８０、 １６０ μｇ ／ ｍＬ 质

量浓度进行后续实验。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 桑枝乙醇提取物对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７
细胞存活率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 桑枝乙醇提取物对 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞上清液

ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平的影响 　 如图 ３ 所示， 与对照组比

较， 模型组细胞上清液中 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 桑枝乙醇提取物组可以抑制

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 的释放 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 提示， 桑枝乙醇提取物对 ＬＰＳ 诱导的炎症因子水平

升高具有抑制作用， 表现出较好的剂量依赖性。
３􀆰 ４　 桑枝乙醇提取物对 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＲＯＳ 水

平的影响　 炎症反应的发生伴随着氧化应激， 当机体发生

氧化应激会产生大量的 ＲＯＳ 并抑制氧自由基清除剂 ＳＯＤ 等

酶的活性， 最终导致细胞的氧化损伤［９］ 。 如图 ４ 所示， 与

　 　

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 桑枝乙醇提取物对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞上清液 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 桑枝乙醇提取物对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＲＯＳ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

对照组比较， 模型组 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞在 ＬＰＳ 的刺激下，
ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 桑枝乙醇提取

物干预后， 细胞 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明桑枝乙醇

提取物对 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＲＯＳ 水平上调具有抑

制作用。
３􀆰 ５　 桑枝乙醇提取物对 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症因子

及 Ｍ１／ Ｍ２ 型标志物 ｍＲＮＡ 表达的影响　 如图 ５ 所示， 对照

组 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞呈圆形； 模型组细胞主要为梭形； 而桑枝

乙醇提取物组细胞随着干预剂量的增加， 梭形和不规则细胞

逐渐减少， 圆形细胞增多。 如图 ６ 所示， 与对照组比较， 模

型组细胞 ＣＯＸ⁃２、 ｉＮＯＳ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ａｒｇ⁃１、 ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组

比较， 桑枝乙醇提取物组细胞 ＣＯＸ⁃２、 ｉＮＯＳ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｒｇ⁃１、 ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 提示， 桑枝乙醇提取物可以降低 ＬＰＳ
诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症因子 ｍＲＮＡ 表达， 并且可以调控

ＬＰＳ 引起的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞由 Ｍ１ 型 （标志物 ｉＮＯＳ、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β） 向Ｍ２型 （标志物 Ａｒｇ⁃１、 ＩＬ⁃１０） 的转化。

图 ５　 各组 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的形态学变化

３􀆰 ６　 桑枝乙醇提取物对 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ｉＮＯＳ、
ＣＯＸ⁃２ 蛋白及 ＮＦ⁃κＢ、 ＭＡＰＫｓ 信号通路相关蛋白表达的影

响　 如图 ７ 所示， 与对照组比较， 模型组细胞 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃
２ 蛋白、 细胞核 Ｐ６５ ／胞浆 Ｐ６５ 蛋白比值及 ＩＫＢα、 ｐ３８、
ＪＮＫ、 ＥＲＫ 蛋白磷酸化表达均升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 桑枝乙醇提取物干预后， 细胞 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃
２ 蛋白、 细胞核 Ｐ６５ ／胞浆 Ｐ６５ 蛋白比值及 ＩＫＢα、 ｐ３８、
ＪＮＫ、 ＥＲＫ 蛋白磷酸化表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 提

示， 桑枝乙醇提取物可能通过调节 ＮＦ⁃κＢ 和 ＭＡＰＫｓ 这 ２ 条

信号通路的蛋白表达来发挥抗炎作用。
４　 讨论

脂多糖是在革兰氏阴性细菌细胞壁中发现的细菌内毒

素， 已被广泛用于体内和体外引起各种免疫细胞的免疫应

答， 包括巨噬细胞的活化［１０］ 。 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 小鼠巨噬细胞是

巨噬细胞的一种， 常用作体外炎症模型［１１］ 。 受 ＬＰＳ 激活的

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞会产生大量的炎性因子， 引起炎症反应和

组织损伤。 其中， ｉＮＯＳ 作为一种前促炎因子， 在体内可以

催化 Ｌ⁃Ａｒｇ 产生 ＮＯ， 而 ＮＯ 在高水平状态下， 可以诱导
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注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 桑枝乙醇提取物对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症因子及 Ｍ１ ／ Ｍ２ 型标志物 ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： ａ～ ｅ 分别为对照组、 模型组及 ４０、 ８０、 １６０ μｇ ／ ｍＬ 桑枝乙醇提取物组。 ＰＡＲＰ 为核蛋白内参。 与对照组比较，＃Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 桑枝乙醇提取物对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白及 ＮＦ⁃κＢ、 ＭＡＰＫｓ 信号通路相关蛋白表

达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 等促炎因子的产生［１２⁃１３］ 。 ＣＯＸ⁃２ 是合

成体内前列腺素 Ｅ２ （ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２， ＰＧＥ２） 的一种限速

酶， 主要由 ＭＡＰＫｓ 信号通路中的 ＥＲＫ 入核调控表达， 而

ＰＧＥ２ 在炎症反应中可以促进炎症的发生和作为诱导疼痛的

炎性介质［１４］ 。 本研究发现， 桑枝乙醇提取物可以抑制 ＬＰＳ
诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症因子 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 水平，
还能降低 ＬＰＳ 诱导的 ＲＯＳ 水平， 提示桑枝乙醇提取物对

ＬＰＳ 诱导的炎症具有抑制作用。
巨噬细胞的表型转化在病理进程中发挥着重要作用，

Ｍ１ 型巨噬细胞主要发挥促炎、 吞噬病原体的作用， Ｍ２ 型

巨噬细胞主要发挥促进组织重塑、 损伤修复等作用［１５⁃１６］ 。
本研究发现， 桑枝乙醇提取物可以减少 ＬＰＳ 诱导的梭形和

不规则 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞形态， 下调由 ＬＰＳ 诱导的 Ｍ１ 型标

志物， 同时促进 Ｍ２ 型标志物的表达。 上述结果提示， 桑枝
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乙醇提取物能抑制 ＬＰＳ 诱导的巨噬细胞向 Ｍ１ 型分化表达，
促进巨噬细胞向 Ｍ２ 型分化。

ＣＤ１４ 是一种在髓样细胞表面上发现的相对分子量为

５３ ｋＤａ的糖蛋白［１７］ 。 作为 ＬＰＳ 受体， 它具有识别 ＬＰＳ 并能

与之结合， 介导 ＬＰＳ 诱导的细胞信息反应。 ＣＤ１４ 可以向受

体复合物 ＭＤ⁃２ ／ ＴＬＲ４ 发出信号以呈递 ＬＰＳ， 并进一步激活

ＮＦ⁃κＢ 和 ＭＡＰＫｓ 信号通路［１８⁃１９］ 。 ＮＦ⁃κＢ 通常以 Ｐ６５⁃Ｐ５０ 这

种异二聚体的形式存在于细胞质。 当细胞处于静息状态时，
ＮＦ⁃κＢ 在细胞质与抑制物 ＩＫＢα 结合， 处于非活化状态； 当

细胞受到外界信号刺激， ＩＫＢα 被磷酸化降解， 并将 Ｐ６５ 转

位入核与 ＤＮＡ 结合， 促进炎症因子 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 等大量表

达［２０⁃２１］ 。 本研究发现， 桑枝乙醇提取物可减少 Ｐ６５ 蛋白抑

制物 ＩＫＢα 磷酸化， 同时降低转运入细胞核 Ｐ６５ 蛋白表达。
ＭＡＰＫｓ 是真核细胞内一类家族蛋白的统称， 其信号通路的

活化， 与 ＥＲＫ、 ＪＮＫ 和 ｐ３８ 的级联激活有关， 被活化的

ＭＡＰＫ 信号通路从细胞表面传递到细胞核， 促进了炎症因

子的表达， 并触发多种生理反应［２２］ 。 本研究发现， 桑枝乙

醇提取物可以下调 ｐ３８、 ＪＮＫ 和 ＥＲＫ 蛋白的磷酸化。
综上所述， 桑枝乙醇提取物能够较好地抑制 ＬＰＳ 诱导

的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症反应， 其分子机制可能与抑制 ＮＦ⁃
κＢ 和 ＭＡＰＫｓ 信号通路有关。
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