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摘要#目的!研究牛耳枫 3%4$&-4$:..)7(%.:(-&)7@.SPL 提取物的体内外抗炎作用及其作用机制& 方法!以脂多糖
"DK:# 诱导的小鼠巨噬细胞JFf#(0Q5 模型和小鼠内毒素血症模型观察牛耳枫提取物对 CG’ 肿瘤坏死因子 "-C?)
!#’ 白细胞介素 BD)"#及 BD)"& 水平的影响& I--法检测牛耳枫提取物对 JFf#(0Q5 巨噬细胞的毒性& ’& 只雌性
@FD@<8小鼠灌胃牛耳枫提取物% "0 >后小鼠腹腔注射DK:% 用AX4.MM和 1DB:F试剂盒对血清中CG’ -C?)!’ BD)"#及
BD)"& 水平进行测定% 免疫组化法研究小鼠肝脏中 CG和 -C?)!蛋白的表达& 结果!牛耳枫提取物可显著抑制 CG’
-C?)!’ BD)"#及 BD)"& 的释放% 免疫组化结果显示提取物可抑制一氧化氮合成酶 "4CG:# 和 -C?)!蛋白的表达&
结论!牛耳枫提取物抗炎作用显著% 其机制可能与减少炎症因子的释放有关&
关键词! 牛耳枫( 抗炎( 脂多糖( JFf#(0Q5 巨噬细胞( 内毒素血症
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!!牛耳枫 "3%4$&-4$:..)7(%.:(-&)7@.SPL# 又名
南岭虎皮楠’ 山羊屎’ 牛耳铃等% 为虎皮楠科虎皮

楠属植物% 常绿灌木% 夏’ 秋两季可采收% 晒干或
鲜用% 其广泛分布于海南’ 广西’ 广东等地% 为黎
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族! 壮族的常用药材"!"## $ 该植物具有清热解毒!
祛风活血! 止痛消肿之功效% 主治风湿骨痛! 无名
肿痛! 跌打骨折! 毒蛇咬伤! 久痢% 临床上常用于
治疗急性胃肠炎! 消化不良等胃肠疾病"$"%# $ 国内
外关于牛耳枫的研究也有相关报道% 但大多集中于
化学成分研究"&"!!# % 对于药理药效等方面的关注较
少% 其体内外抗炎作用及机制均不清楚$ 本实验拟
建立脂多糖诱导 ’()*+#,% 巨噬细胞炎症模型和
小鼠内毒素血症模型% 通过研究牛耳枫提取物的体
内外抗炎作用及其机制% 为其开发提供实验依据$
!"材料与仪器
!,!-药材及试剂-牛耳枫 &批次 !$.*.!% 广西荔
浦陈氏原生中草材种植有限公司’ 经朱粉霞副研
究员鉴定为交让木科交让木属植物牛耳枫的干燥带
叶茎枝$ /010不完全高糖培养基! 2345678胎牛
血清! 胰蛋白酶! ! 9:;<! 0==&南京凯基生物
科技发展有限公司’( >?@8AA试剂! /0<B! C:<
&美国 <@DEF"(5G?@HI 公司’( 乙醇! JFJB* &南京
南澳科技有限公司’( 小鼠 =JK"!! LC"!"! LC"+
1CL<(试剂盒 &杭州联科生物技术有限公司’(
15@M@A@67 N5OA试剂盒! /(;P@Q! 多聚赖氨酸 &福
州迈新生物科技有限公司’( 苏木素染色液 &南京
建成有限公司’( 中性树胶 &国药集团化学试剂有
限公司’$ 二甲苯! 甲醇! 枸橼酸三钠等其他试剂
均为国产分析纯$
!,*-动物和细胞株-清洁级健康雌性 ;(C;RH小
鼠% 体质量 !& S** D% 由江苏省中医药研究院实验
动物中心提供% 实验动物许可证号 <4TP &沪’
*.!$"...$( 小鼠 ’()*+#,% 巨噬细胞% 购自中国
科学院上海细胞库$
!,U-仪器-4B* 细胞培养箱 &美国 =I8?E6K@AI8?
科技有限公司’( 紫外消毒车 &江苏巨光光电科技
有限公司’( 超净台 &苏州净化设备有限公司’(
C/VT"$.P;立式压力蒸汽灭菌器 &安海申安医疗
器械厂’( 高速冷冻离心机 &美国;8HWEF7 公司’(
22"+. 数显恒温水浴锅 &北京国华电器有限责任
公司’( J@W67 1H5@NA8=<!.. 倒置显微镜 &日本
J@W67公司’( 08QQ58?=658G6分析天平 &08QQ58?=6"
58G6分析仪器公司’( 全自动酶标仪 &美国 =I8?E6
K@AI8?科技公司’( 0@55@"X纯水机 &美国 0@55@N6?8
公司’( 细胞计数器 &T;"P"*$% !R#.. EE* ’( 切
片机 &美国 ’8@HI8?Q2@AQ6<=(=公司’( 孵箱 &上
海精宏实验设备有限公司’( 烤箱 &上海圣欣科学
仪器有限公司’( 显微镜 &日本 B53ENOA公司’(

耐高温塑料染色架 &福州迈新生物科技有限
公司’$
#"方法
*,!-牛耳枫提取物的制备-牛耳枫粉碎% 过 U 号
筛% !. 倍量 &.!乙醇提取 * 次% 每次 !,$ I% 过
滤% 挥干溶剂% 得浸膏 &得率为 Y,Y#!’$

称取牛耳枫浸膏 $ ED% 加入 $. #C/0<B和
Y$. #C不完全高糖 /010培养基% 得 $ ... #DREC
提取物原液% 依次稀释% 得到质量浓度分别为
$..! *..! !..! $.! *$! !. #DREC的给药溶液%
/0<B终体积分数小于 .,$!$

称取牛耳枫浸膏 +. D% 加入 U.. EC.,Y! 生理
盐水% 超声&*$. )! UU W2Z’溶解% 得到.,*. DREC
的原液$ 实验过程中% 高剂量组为 # DRWD% 中剂量
组为 * DRWD% 低剂量组为 ! DRWD$
*,*-牛耳枫提取物对’()*+#,% 巨噬细胞的影响
*,*,!-’()*+#,% 细胞的培养及传代-取小鼠
’()*+#,% 巨噬细胞% 加入含 !.! 2345678胎牛
血清! !.. [REC青霉素及 !.. EDREC链霉素的
/010不完全培养基培养% 置于 $! 4B*! U% \培
养箱中培养及传代% 实验用细胞均处于对数生
长期$
*,*,*-0==法检测-将处于对数生长期的
’()*+#,%细胞接种于 Y+孔培养板中&# 9!.+ REC’%
每组 + 个复孔% 每孔含 *.. #C不完全高糖 /010
培养基$ 对照组加入 /010不完全高糖培养基%
诱导组加入含 ! #DRECC:< 的 /010不完全高糖
培养基% 给药组分别加牛耳枫提取物 &!.! *$!
$.! !..! *..! $.. #DREC’ 和含 ! #DRECC:< 的
/010不完全高糖培养基$ U% \! $! 4B* 条件下
孵育 *# I 后% 加入 *. #C$ EDREC0==试剂孵育
# I$ 弃掉培养液% 用 :;< 洗涤细胞 ! 次% 加入
!$. #C/0<B$ 微波振荡 !$ E@7% 用酶标仪在
$%. 7E和#Y. 7E处测定各孔的吸光度&!’$细胞活力

计算公式为细胞活力 "
&!$%. #!#Y.’ 样品
&!$%. #!#Y.’ 空白

$!..! $

*,*,U-牛耳枫提取物对炎性介质和细胞因子的影
响-’()*+#,% 细胞接种于 Y+ 孔培养板中 &# 9
!.+ REC’% 对照组加入 /010不完全高糖培养基%
诱导组加入含 ! #DRECC:< 的 /010不完全高糖
培养基% 给药组分别加牛耳枫提取物 &!.! *.!
$.! !.. #DREC’ 和含 ! #DRECC:<的/010不完
全高糖培养基$ 孵育 *# I 后% 吸取上清液% 分别
采用 >?@8AA和 1CL<(试剂盒进行 JB和 =JK"!!
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BD)"#及BD)"& 含有量测定% 具体方法按试剂盒说明
进行&
#Q%!牛耳枫提取物对内毒素血症模型小鼠$"#%的
影响
#Q%Q"!小鼠分组及给药!取健康雌性 @FD@<8小
鼠 ’& 只% 随机分成 ’ 组% 每组 "& 只% 给药前自由
进食& 高’ 中’ 低剂量给药组每天按剂量灌胃牛耳
枫提取物溶液( 空白组和模型组每天灌胃生理盐
水% 连续 "0 >& 第 "0 天灌胃后 " L% 模型组和给药
组分别腹腔注射 "& 2;<=;DK: 溶液& 空白组腹腔
注射等量 &Q+!生理盐水% " L 后% 小鼠摘眼球取
血% 室温离心% 每只小鼠得到 ’& %D血清%
e5& d保存% 备用& 分别采用 AX4.MM和 1DB:F试
剂盒进行CG和-C?)!的含有量测定% 具体方法按
试剂盒说明进行&
#Q%Q#!小鼠肝脏处理!将小鼠肝脏取出% 直接冻
存于e5& d中% 备用& 肝脏免疫组化试验! 肝脏
切片% (& d恒温箱中烘烤 (& 24S 后% 二甲苯浸泡
"& 24S% 更换二甲苯再浸泡 "& 24S% ,’!乙醇中浸
泡 ’ 24S% 5&!乙醇中浸泡 ’ 24S% K@: 浸洗 % 次%
每次 % 24S& 将放有切片的耐高温塑料染色架放入
盛有抗原修复缓冲液的烧杯中% 煮沸% 取出烧杯%
置于电热器上保持微沸状态 #& 24S% 烧杯浸入流水
中% 自然冷却后% K@: 浸洗 % 次% 每张切片滴加 #
滴 %!V#G#)甲醇溶液% 封闭 "& 24S% K@: 浸洗 %
次% 滴加一抗 ’& _"&& %D% %5 d湿盒孵育 # L%
K@:浸洗 % 次% 滴加即用型山羊血清 ’& _"&& %D%
室温孵育 #& 24S% 滴加增强剂 ’& %D% 室温湿盒孵
育 %& 24S% K@: 浸洗 % 次% 滴加通用型 B;A抗体)
?3[段)VJK多聚体 ’& %D% 室温 %5 d孵育 %& 24S%
K@:浸洗 % 次& 每张片子加 # 滴新鲜配制的 HF@
溶液% 镜下观察染色深浅% 染完立即中止% 自来水
轻柔冲洗 "’ 24S% 蒸馏水终止显色反应% 切片放入
苏木素染液染色 "& 24S% 蒸馏水冲洗干净% 分别用
5&!乙醇’ ,’!乙醇’ +’!乙醇’ 无水乙醇各浸泡
’ 24S% 二甲苯浸泡 "& 24S% 更换二甲苯再浸泡
"& 24S% 晾干后在切片上加中性树胶% 加盖玻片&
光学显微镜下观察组织细胞中 4CG: 及 -C?)!蛋白
的表达情况% 取% _0 个高表达区域拍照保存% 显
微镜的放大倍数为 "& 倍q0& 倍&
#Q0!统计学分析!采用 :K:: "+Q& 软件分析实验
结果% 数据以平均数c标准差表示& 组间差异采用
单因素方差和 -O=.Z0MP.MP进行分析& Fg&Q&’ 表
示显著差异% Fg&Q&" 表示极显著差异&

FD结果
%Q"!牛耳枫提取物对JFf#(0Q5 巨噬细胞的作用
%Q"Q"!对细胞活力的影响!采用I--法检测牛耳
枫提取物对巨噬细胞活力的影响% 结果如图 " 所
示& 对照组以及 "&’ #’’ ’&’ "&&’ #&& %;<2D给
药组的细胞活性与诱导组 "" %;<2DDK:# 相比%
无明显差异 "Fi&Q&’#% 而 ’&& %;<2D给药组的
细胞活性与诱导组相比% 有显著差异 "Fg&Q&"#%
表明质量浓度为 "& _#&& %;<2D的牛耳枫提取物
对DK:诱导的小鼠 JFf#(0Q5 巨噬细胞没有细胞
毒性作用% 而 ’&& %;<2D下对细胞损伤较大% 故
后续实验给药组质量浓度分别设为 "&’ #’’ ’&’
"&& %;<2D&

注! 与诱导组比较%!!Fg&Q&"

图 CD牛耳枫提取物对51BETRJZ巨噬细胞活力的影响
O#MJCD9--,)/"-/%)’"-)’0,,1$2%,02-"1$2,K/*,W/+()/

"K/*,),%%Q#(0#%#/& "-51BETRJZ .()+"V*(M,

%Q"Q#!对巨噬细胞产生 CG的影响!采用 AX4.MM
试剂法测定牛耳枫提取物对 JFf#(0Q5 细胞产生
CG的影响% 结果如图 # 所示& 诱导组分泌的 CG
稳定氧化代谢产物亚硝酸盐 "CGe

# # 水平为
""5Q&% c&Q(’# %29/<D% 对照组为 "+Q,( c&Q"0#
%29/<D% 即诱导组细胞产生的CG含有量显著高于
对照组 "Fg&Q&"#& 与诱导组比较% "&’ #’’ ’&’
"&& %;<2D0 个牛耳枫提取物剂量组对 CG的抑制
率分别为 #Q%0! "Fi&Q&’ #’ "#Q#+! "Fg
&Q&"#’ #5Q0#! "Fg&Q&" #’ %%Q""! "Fg
&Q&"#& "&& %;<2D给药组细胞产生的 CG含有量
+ """Q%+ c"Q"# %29/<D, 非常接近对照组水平&
上述结果表明% 牛耳枫提取物呈剂量依赖性抑制
DK:诱导的JFf#(0Q5 小鼠巨噬细胞产生 CG% 且
"&& %;<2D牛耳枫提取物对其抑制作用非常明显&
%Q"Q%!对巨噬细胞产生 -C?)!’ BD)"& 和 BD)"#的
影响!采用 1DB:F试剂盒检测牛耳枫提取物对小
鼠JFf#(0Q5 巨噬细胞产生的-C?)!’ BD)"& 和BD)
"#影响% 结果如图 % 所示& 与诱导组比较% "&’
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注! 与诱导组比较%!!Fg&Q&"

图 ED牛耳枫提取物对 >$3诱导 51BETRJZ 巨噬细胞 ?;
产生的影响

O#MJED9--,)/"-/%)’"-)’0,,1$2%,02-"1$2,K/*,W/+()/"K
?; V+"!N)/#"K#K>$3S#K!N),!51BETRJZ .()+"S
V*(M,

#’’ ’&’ "&& %;<2D牛耳枫提取物对-C?)!’ BD)"&
和BD)"#有抑制作用% 且对 BD)"#最强& 上述结果
表明% 牛耳枫提取物在 "& _"&& %;<2D时呈剂量
!!!

依赖性地抑制了 DK: 诱导的 JFf#(0Q5 小鼠巨噬
细胞产生-C?)!’ BD)"& 和BD)"#&
%Q#!牛耳枫提取物对内毒素血症模型小鼠的作用
%Q#Q"!对内毒素血症模型小鼠体内 CG含有量的
影响!采用AX4.MM试剂法测定牛耳枫提取物对内毒
素血症模型小鼠中血清CG的影响% 结果如图 0 所
示& 空白组小鼠血清中的 CG含有量为"+Q&," + c
"Q55# %29/<D% 模型组小鼠血清中的CG含有量为
""+Q+’ c%Q50# %29/<D% 即模型组小鼠血清中的
CG含有量显著高于空白组 "Fg&Q&"#% 说明造模
成功& 低"" ;<=;#’ 中"# ;<=;#’ 高"0 ;<=;# 剂量
组的小鼠血清中CG含有量与模型组相比有显著差
异 "Fg&Q&"#% 抑制率分别为 %,Q%(!’ 0#Q’&!
和 0%Q"#!& 上述结果表明% #’ 0 ;<=;牛耳枫提
取物显著抑制了内毒素血症模型小鼠血清中 CG的
含有量% 且抑制作用接近&

注! 与诱导组比较%!Fg&Q&’%!!Fg&Q&"

图 FD牛耳枫提取物对>$3诱导51BETRJZ巨噬细胞4?OS!’ 7>SCI 和7>SC#的影响
O#MJFD9--,)/’"-/%)’"-)’0,,1$2%,02-"1$2,K/*,W/+()/"K4?OS!% 7>SCI (K!7>SC##K>$3S

#K!N),!51BETRJZ .()+"V*(M,

%Q#Q#!对内毒素血症模型小鼠体内 -C?)!含有量
的影响!采用 1DB:F试剂盒测定牛耳枫提取物对
内毒素血症模型小鼠血清中 -C?)!的影响% 结果
如图 ’ 所示& 空白组小鼠血清中的 -C?)!含有量
为 "%(#Q’" c"+%Q’## N;<2D% 模型组小鼠血清中

的-C?)!含有量为 "5 +%%Q#’ c+5,Q(,# N;<2D%
即模型组小鼠血清中的 -C?)!含有量显著高于空
白组 "Fg&Q&" #% 说明造模成功& 低剂量组
"" ;<=;# 小鼠血清中 -C?)!含有量与模型组相比
无显著差异"Fi&Q&’#% 而中剂量"# ;<=;# 和高
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注! 与诱导组比较%!!Fg&Q&"

图 RD牛耳枫提取物对小鼠血清?;产生的影响
O#MJRD9--,)/"-/%)’"-)’0,,1$2%,02-"1$2,K/*,W/+()/

"K?;V+"!N)/#"K#K."N’,’,+N.

注! 与诱导组比较%!!Fg&Q&"

图 UD牛耳枫提取物对小鼠血清4?OS!水平的影响
O#MJUD9--,)/"-/%)’"-)’0,,1$2%,02-"1$2,K/*,WS

/+()/"K4?OS!%,Q,%#K."N’,’,+N.

!!!

剂量 "0 ;<=;# 组的小鼠血清中 -C?)!含有量极
显著低于模型组 "Fg&Q&" #% 抑制率分别为
%5Q&%!’ (’Q’+!& 上述结果表明% #’ 0 ;<=;牛
耳枫提取物显著抑制了内毒素血症模型小鼠血清中
-C?)!的含有量&
%Q#Q%!肝脏中CG和 -C?)!蛋白表达!BVE)1S]4)
M49S法检测牛耳枫提取物抑制DK:诱导的小鼠肝脏
中4CG:和-C?)!蛋白的表达% 所有免疫组化图片
经 BKK"B23;.)KX9K/OM].XM49S5Q&# 软件在统一条
件下测定其平均光密度 "BGH<3X.3% BGH为阳性积
分光密度% 3X.3为阳性区域面积#&

结果如图 ( 所示& # 组照片中蓝色区域为肝脏
正常情况% 红褐色区域分别表示肝脏中 # 个炎症因
子4CG:和-C?)!蛋白表达% 且红褐色越深% 表达
越过度& 从图中可看出% 空白组大部分区域为蓝
色% 伴有少量红褐色% 说明正常肝脏中 4CG: 和
-C?)!蛋白表达较少( DK:诱导的模型组中几乎全
是红褐色区域% 只有少量蓝色部分% 说明 DK: 诱
导的小鼠内毒素血症模型建立成功( # 组照片中
" _0 ;<=;牛耳枫提取物给药组的红褐色区域呈剂量
依赖型减少% 蓝色区域相应增加% 说明其呈剂量依
赖性地抑制了肝脏中4CG:和-C?)!蛋白的表达&
RD讨论

DK:是革兰氏阴性菌细胞壁的主要成分% 其可
激活巨噬细胞释放多种细胞因子+如肿瘤坏死因
!!!!

注! 与诱导组比较%!!Fg&Q&"

图 TD牛耳枫提取物对小鼠肝脏中#?;3和4?OS!蛋白表达的影响 $RII Y&
O#MJTD9--,)/’"-/%)’"-)’0,,1$2%,02-"1$2,K/*,W/+()/"K/*,V+"/,#K,WV+,’’#"K’"-#?;3(K!4?OS!#K."N’,%#Q,+$RII Y&
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子)! "-C?)!#’ 白细胞介素)"# "BD)"##’ 白细胞
介素)"& "BD)"&# 等, 及炎性介质 +如一氧化氮
"CG#’ 前列腺素1# "KA1## 等,% 从而形成瀑布
效应% 导致多种炎症疾病发生% 甚至死亡% 因此
DK:激活的巨噬细胞以及内毒素血症模型已被广泛
用于评价各种物质的抗炎作用& 其中% CG作为一
种炎症因子% 可引发炎症部位出现渗出和水肿(
-C?)!可使粘附的中性粒细胞产生呼吸爆发% 并协
同其他细胞因子 "BD)"#’ BD)"& 等# 的表达% 使其
在致病过程中相互促进+"%)"0, % 这些都与转录因子
C?)&@的调控相关&

本实验首先通过建立 DK: 诱导的小鼠巨噬细
胞 JFf#(0Q5 体外炎症模型% 研究了不同质量浓
度牛耳枫提取物对细胞因子 -C?)!’ BD)"#和 BD)
"& 及炎性介质 CG分泌的影响& 结果显示% 牛耳
枫提取物抑制了 -C?)!’ BD)"&’ BD)"#的分泌% 并
呈现剂量依赖性& 并且在体外实验中% 牛耳枫能够
通过调节细胞因子和炎性介质的分泌而发挥抗炎
作用&

在体外实验的基础上% 本实验进一步验证了牛
耳枫提取物在体内的抗炎作用& 通过DK: 诱导建立
了小鼠内毒素血症模型% 研究了牛耳枫提取物对小
鼠血清中细胞因子-C?)!和炎性介质CG分泌的影
响& 结果显示% 牛耳枫提取物对小鼠血清细胞因子
和炎性细胞因子有抑制作用( 免疫组化试验结果表
明% 牛耳枫提取物呈剂量依赖性抑制了肝脏中4CG:
和-C?)!蛋白的表达& 综上所述% 牛耳枫提取物对
小鼠内毒素血症产生较好的预防和治疗作用&
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