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毛樱桃总黄酮对LPS诱导的RAW264.7
细胞抗炎作用研究

刘园园1  赵冬双1  庄文越2  陈  曦3  张成义1*

(1北华大学药学院, 吉林 132013; 2北华大学医学检验学院, 吉林 132013; 3北华大学基础医学院, 吉林 132013)

摘要      利用LPS诱导的RAW264.7的细胞炎症模型, 该研究检测了毛樱桃总黄酮对IL-6、IL-
1β、PGE2生成的影响, 同时, 检测了毛樱桃总黄酮对COX-1和COX-2表达的影响。结果显示, 当浓度

为0.4、4 μg/mL时, 毛樱桃总黄酮对LPS诱导的RAW264.7生成IL-6、IL-1β及PGE2均有显著抑制作

用(P<0.05); 当浓度为40 μg/mL时, 毛樱桃总黄酮对LPS诱导的RAW264.7的COX-1表达无明显影响; 
对LPS诱导的RAW264.7的COX-2表达具有明显的抑制作用。结果表明, 毛樱桃总黄酮可以显著抑

制细胞炎症因子IL-6、IL-1β、PGE2的生成, 并且可以明显抑制COX-2表达, 而对COX-1表达影响不

明显。
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Abstract       This work was aimed to explore the anti-inflammatory mechanism of Prunus tomentosa thunb 
total flavones (PTTTF) on LPS induced RAW264.7 cell inflammation. By using RAW264.7 cell inflammation 
model induced by LPS, the effects of PTTTF on the generation of IL-6, IL-1β, and PGE2, and the expressions of 
COX-1 and COX-2 were examined. The PTTTF at concentration of more than 4 μg/mL significantly inhibited the 
generation of IL-6, IL-1β and PGE2 (P<0.05); whereas, when PTTTF at concentration of 40 μg/mL, it could inhibit 
the expression of COX-1, but not that of COX-2. PTTTF can significantly inhibit the generation of cell inflammatory 
factors IL-6, IL-1β and PGE2, and the expression of COX-2, but have no significant effect on the expression of 
COX-1.
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毛樱桃中含有多糖、维生素、氨基酸、黄酮

等物质。黄酮是一种广泛存在于植物中的天然物

质, 黄酮类化合物具有抗肿瘤、抗氧化、抗菌、抗

病毒等作用[1-3]。但目前对毛樱桃总黄酮抗炎作用

机制的研究尚不深入。有研究表明, 炎症也是一种

过度免疫反应, 免疫系统中的巨噬细胞、白细胞等
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在免疫反应中发挥着重要作用[4]。本文通过使用脂

多糖(lipopolysaccharides, LPS)诱导小鼠RAW264.7
细胞建立炎症细胞模型, 研究毛樱桃总黄酮(Prunus 
tomentosa thunb total flavones, PTTTF)抗炎作用机制, 
为毛樱桃抗炎药物的开发提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   材料与仪器

RAW264.7细胞由吉林大学药学院提供。RPMI 
1640培养基购自Hyclone公司。标准胎牛血清购自

天津灏洋有限公司。PBS、二甲基亚砜(DMSO)、
噻唑蓝(MTT)、脂多糖(LPS)均购自Sigma公司。

PGE2、IL-6、IL-1β ELISA试剂盒购自南京建成生

物工程研究所。醋酸地塞米松购自中国食品药品检

定研究院。PTTTF由北华大学药学院自制。

6 8 0型酶标仪购自 B i o - R a d公司。P C R仪

(Mastercycler gradient 5331型)购自Eppendorf公司。

凝胶成像分析系统(GelDoc XR+型)购自Bio-Rad公
司。5810R多功能台式冷冻离心机购自Eppendorf公
司。SW-CJ-2G型超净工作台购自苏州净化设备有

限公司。

1.2   方法

1.2.1   PTTTF的分离与纯化      取干燥后的毛樱桃

200 g, 破碎, 按料液比18׃加入容积分数为95%乙醇

共1 600 mL, 回流提取2 h, 合并3次提取液, 过滤, 取
滤液旋蒸干燥, 得到浸膏。将浸膏以蒸馏水溶解, 导
入大孔吸附树脂的层析柱中, 待24 h后, 分别以5倍
柱体积的40%、60%、80%甲醇水溶液梯度洗脱、

合并、干燥, 得到PTTTF。
1.2.2   PTTTF对LPS诱导的RAW264.7细胞IL-6、IL-
1β、PGE2含量的影响      取对数期RAW264.7细胞, 调
整细胞浓度为4×105/mL, 后接种于96孔板培养, 每孔

200 μL。37 °C、5% CO2培养24 h后, PTTTF组给药物

浓度分别为0.4 μg/mL、4 μg/mL、40 μg/mL。醋酸地

塞米松组给药终浓度为0.869 μg/mL(2 μmol/L), 给药

干预4 h, 每孔加入LPS终浓度为1 μg/mL, 37 °C、5% 
CO2继续培养24 h后取上清液, 按照ELISA试剂盒说

明书分别检测IL-6、IL-1β、PGE2的含量。

1.2.3   PTTTF对LPS诱导的RAW264.7细胞COX-1、
COX-2表达的影响      取对数期RAW264.7细胞, 调整

细胞浓度为4×105/mL后, 接种于6孔板培养, 每孔1 mL, 
37 °C、5% CO2在孵箱中培养24 h后, PTTTF组给药物

终浓度分别为0.4 μg/mL、 4 μg/mL、40 μg/mL。醋酸

地塞米松组给药终浓度为0.869 μg/mL(2 μmol/L), 给
药干预4 h, 每孔加入LPS终浓度为1 μg/mL, 37 °C、
5% CO2继续培养24 h后取上清液, 然后按照试剂盒

操作提取总RNA。

利用PCR仪将总RNA逆转录成cDNA, 逆转录

条件为: 72 °C、5 min; 45 °C、50 min。逆转录完

成后, 再次利用PCR仪按照试剂盒操作扩增所得的

cDNA产物, GAPDH扩增条件为: 94 °C 30 s; 55 °C 
30 s; 72 °C 45 s, 共3个循环。COX-1、COX-2扩增

条件: 94 °C 30 s; 58 °C 30 s; 72 °C 45 s, 共30个循环。

将扩增后的产物用2%琼脂糖和Gelred电泳1 h, 凝胶

成像分析系统观察结果。RT-PCR所用引物见表1。
1.3   统计分析  

所得数据用x
_
±s表示。所有统计分析均采用

SPSS 17.0软件进行, 用t检验比较实验组与对照组间

的显著性差异。各组间的显著性差异用单因素方差

显著性分析。

2   结果
2.1   PTTTF对LPS诱导的RAW264.7细胞IL-6表
达的影响

本实验采用ELISA法来检测了经LPS诱导后

RAW264.7细胞中IL-6的表达水平。结果显示, 与模

型组(LPS组)相比, PTTTF能明显抑制RAW264.7细
胞中IL-6的表达, 并且随PTTTF量的增加, IL-6表达

量降低, 且当给PTTTF浓度为4 μg/mL、40 μg/mL时
(P<0.01)能显著抑制IL-6的表达(图1)。

表1   RT-PCR所用引物序列

Table 1   The primer sequences of RT-PCR
目标基因

Target genes
上游引物(5′→3′)
Forward primer (5′→3′)

下游引物(5′→3′)
Reverse primer (5′→3′)

长度(bp)
Length (bp)

GAPDH GAG GGG CCA TCC ACA GTC TTC CAT CAC CAT CTT CCA GGA GCG 357

COX-1 CAC TCG CCT CAT CCT TAT AG AGT TCA CCA GCA TAG AAG T 257

COX-2 CCA TTG ACC AGA GCA GAG CCA GTA TTG AGG AGA ACA GAT 284
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2.2   PTTTF对LPS诱导的RAW264.7细胞IL-1β表
达的影响

本实验采用ELISA法检测了经LPS诱导后

RAW264.7细胞中IL-1β的表达水平。结果显示, 与模

型组比较, PTTTF能明显抑制RAW264.7细胞中IL-1β

的表达, 并且随着PTTTF浓度的增加, IL-1β的表达

量降低, 且当给PTTTF浓度为4 μg/mL、40 μg/mL时, 
能显著降低IL-1β的表达(P<0.01)(图2)。
2.3   PTTTF对LPS诱导的RAW264.7细胞PGE2 

(prostaglandin E2)表达的影响

PGE2是一种重要的细胞生长和调节因子, 是花

生四烯酸环氧合酶代谢产物, 为二十碳不饱和脂肪

酸。由图3可见, 与LPS组相比, PTTTF能明显地降

低PGE2的表达, 并且PGE2表达随给药浓度的增加而

减少, 当PTTTF浓度为4 μg/mL(P<0.01)、40 μg/mL 
(P<0.01)时能显著降低PGE2表达。

2.4   PTTTF对LPS诱导的RAW264.7细胞COX-1、
COX-2表达的影响

环氧酶(COX)是花生四烯酸生成前列腺素的关

键酶, COX-1在大多数组织呈结构性表达, 而COX-2
在炎症过程中表达。本实验采用RT-PCR检测了经

LPS诱导后细胞内COX-1和COX-2的表达情况。结

果显示, 与LPS组相比, PTTTF对COX-1的表达未见

明显影响, PTTTF可以明显抑制COX-2的表达(图4)。
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图1   PTTTF对LPS诱导的RAW264.7细胞IL-6表达的影响

Fig.1  The effect of PTTTF on the content of IL-6 in LPS-induced RAW264.7 cells
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图2   PTTTF对LPS诱导的RAW264.7细胞IL-1β表达的影响

Fig.2   The effect of PTTTF on the content of IL-1β in LPS-induced RAW264.7 cells 
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图3   PTTTF对LPS诱导的RAW264.7细胞PGE2表达的影响

Fig.3   The effect of PTTTF on the content of PGE2 in LPS-induced RAW264.7 cells 

3   讨论
炎症是含有血管系统的组织受到生物因素、物

理因素、化学因素等刺激或损伤后机体发生的防御

反应。脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)是革兰氏阴

性菌细胞壁的主要成分, LPS可以通过诱导体内免

疫细胞, 使其合成并释放多种细胞因子和炎症介质。

RAW264.7是小鼠单核巨噬细胞白血病细胞, 巨噬细

胞是炎症反应中的重要调节细胞。

经LPS诱导的巨噬细胞能产生iNOS(inducible 
nitric oxide synthase)、PGE2及炎症因子 [如TNF-
α(tumor necrosis factor-α)、IL-6、IL-1β][5-6]。IL-1β

是一种致炎细胞因子, 在炎性疼痛中主要介导炎性

痛敏[7]。IL-1β由激活的单核巨噬细胞分泌, 内毒素

能够诱导其产生, 是机体炎症早期的标志物, 主要

生物学特性是介导炎症反应, 还能诱导炎性因子(如
IL-6、IL-8等)的产生[8]。IL-6是一种与炎症调节有

关的多功能因子, 机体在正常状态下会表达一定低

浓度的IL-6, 以维持正常生理功能[9], 如参与机体免

疫、调节神经系统功能等作用。本文通过ELISA

法测定RAW264.7细胞中的IL-6、IL-1β的含量, 可
见经LPS诱导后, 细胞中IL-6、IL-1β含量明显上升; 
PTTTF给药后细胞中IL-6、IL-1β含量显著下降, 且

图4   PTTTF对LPS诱导的RAW264.7细胞COX-1和COX-2表达的影响

Fig.4   Effects of PTTTF on the expression of COX-1 and COX-2 in LPS-induced RAW264.7 cells
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呈一定剂量依赖性。

COX分为COX-1和COX-2两种亚型 , COX-1
广泛分布于各种组织中, 正常组织和炎症组织中

COX-1的表达基本相同, 其催化产生的前列腺素

(prostaglandin, PG)与维持机体正常生理功能相关。

与COX-1相反, COX-2在正常组织和细胞中很少表

达, 而当机体或组织受到生物、物理、化学等因素

刺激时, 可引起COX-2的大量表达, 并催化花生四烯

酸(arachidonic acid, AA)生成前列腺素在炎症反应中

发挥着重要作用[10~11]。本研究发现, PTTTF可以显

著地降低PGE2的含量, 明显地抑制COX-2的表达, 但
不影响COX-1的表达。由此推断, PTTTF可选择抑

制COX-2而减少PGE2的生成, 从而抑制炎症反应的

发生, 因此, 在有效抗炎的同时, 胃肠道、血液系统

及肾功能等不良反应较轻。

综上, PTTTF可通过降低细胞分泌IL-6来调控

炎症反应, 通过选择性地抑制COX-2的表达从而抗

炎同时减少了传统的抗炎药物的不良反应。总之, 
PTTTF通过多途径参与机体免疫与炎症的调控, 并
可能成为一种克服了传统不良反应的选择性COX-2
抑制剂, 对天然抗炎新药的开发具有重大意义。
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