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摘要# 目的!探讨紫金龙氯仿+甲醇组分对脂多糖诱导 ABC#-)D, 细胞炎症的抑制作用( 方法!脂多糖刺激
ABC#-)D, 细胞建立体外炎症模型后’ 加入不同质量浓度 "’() "(() #(() )(( 3?&E# 紫金龙氯仿+甲醇组分’ 2EFGB
法或比色法检测白介素+- "FE+-#) 白介素+"! "FE+"!#) 肿瘤坏死因子+" "/HI+"#) 一氧化氮 "HJ#) 前列腺素 2#
"KL2## 含有量’ C0M60;> N1:6法测定诱导型一氧化氮合酶 "5HJG#) 环氧化酶+# "OJP+## 蛋白表达’ 以及核转录因
子#转抑制蛋白""F#Q"#) R$* 丝裂原活化蛋白激酶 "R$*#) 9+S7> 氨基端激酶 "SHT#) 细胞外调节蛋白激酶 "&#
"2;U"&## 磷酸化水平( 结果!紫金龙氯仿+甲醇组分可显著抑制 /HI+") FE+-) FE+"!) HJ) KL2# 释放 "!V(D(’’
!V(D("#’ 下调5HJG) OJP+# 蛋白水平 "!V(D("#’ 降低 R$*) SHT) 2;U"&#) F#Q"磷酸化水平 "!V(D(’’ !V
(D("#( 结论!紫金龙氯仿+甲醇组分可有效抑制脂多糖诱导ABC#-)D, 细胞炎症’ 其机制可能与抑制HI+#Q) WBKTM

信号通路激活) 减少炎症因子释放有关(
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!!紫金龙为毛茛科乌头属植物深裂黄草乌 =-),&A
5%7+&/7)*&,&.,%7T:3 4̂;%./5&6&<%7C%/%C4>?
的干燥块根’ 是贵州省习用苗药’ 具有驱风除湿)
温经止痛的效果’ 收录于 *贵州省中药材) 民族
药质量标准+ %"& ( 目前’ 以紫金龙为原料开发的制
剂主要有风湿跌打酊’ 临床上常用于治疗风湿性关
节炎和挫伤) 扭伤引起的关节) 腰腿和筋肌疼
痛%#& ’ 年销售额达上亿元’ 但迄今为止相关研究
报道较少’ 药理作用机制也不明确’ 从而限制了该
药材的应用( 前期课题组对紫金龙进行了重金属和
有机农残%#& ) 成分%$& ) 抗炎作用%)+’&研究’ 发现其
氯仿+甲醇组分抗炎效果最佳’ 能显著降低小鼠炎
症组织中 /HI+") HJ) KL2# 水平

%’+-& ( 本实验通
过脂多糖刺激小鼠单核巨噬细胞 ABC#-)D, 构建
体外炎症模型’ 研究紫金龙氯仿+甲醇组分
"B‘OW# 对各炎症因子水平及相关调控蛋白表达
的影响’ 以探究其抗炎作用通路’ 为该药材进一步
开发提供理论基础(
MN材料
"D"!细胞!ABC#-)D, 小鼠单核巨噬细胞购自中
国科学院上海细胞库(
"D#!试药
"D#D"!氯仿+甲醇组分%$&!紫金龙购自贵州省贵阳
市’ 经贵州医科大学生药学教研室龙庆德副教授鉴
定为毛茛科乌头属植物深裂黄草乌 =-),&5%7+&/A
7)*&,&.,%7T:3 4̂;%./5&6&<%7C%/%C4>?的干燥
块根( 药材干燥粉碎后’ -(!乙醇回流提取 $ 次’
每次 # @’ 用量分别为药材质量的 *) -) - 倍’ 合
并提取液’ 加压浓缩’ 回收溶剂得浸膏’ 加水溶解
后’ 用 ]"(" 大孔树脂吸附’ 依次用水) -(!乙
醇) .’!乙醇洗脱( 合并 -(!乙醇) .’!乙醇洗
脱液’ 中性氧化铝吸附’ 氯仿+甲醇 "" d"# 洗脱’
即得 "由贵州省药物制剂重点实验室制备#(
"D#D#!试剂!胎牛血清) ]W2W培养基) 胰蛋白

酶 "美国 L5N9:公司’ 批号分别为 "#",’"$)
*"",#’") ",)’,’"#$ EKG "美国 G5?34公司’ 批号
E)$."#$ FE+-) FE+"!) /HI+") HJ) KL2# 2EFGB
试剂盒 "南京建成生物工程研究所’ 批号分别为
#("-(-"*) #("-(*"$) #("-(,$() #("-(.($)
#("-(-"(#$ G]G+KBL2凝胶制备) QOB蛋白浓度
测定试剂盒 "北京索莱宝公司’ 批号分别为
#(",(""#) #(",(""’#$ 羊抗鼠) 羊抗兔) 抗 5H+
JG) 抗OJP+#) 抗F#Q") 抗 R+F#Q") 抗!+4965>抗
体 "英国 BN943公司’ 批号分别为 4N#(’,".)
4N#(’,"*) 4N"’$#$) 4N"’".") 4N$#’"*)
4N"$$)-#) 4N*##-#$ 抗 K$*) 抗 R+K$*) 抗 2;U"&
#) 抗 R+2;U"&#) 抗 SHT) 抗 R+SHT抗体 "美国
LG/公司’ 批号分别为 .#"#) )-$") *’))) )$,))
.#’#) .#’,#$ Q0=:2OEK17M化学发光试剂盒 "上
海碧云天生物技术有限公司’ 批号K(("*B#( 其他
试剂均为分析纯(
"D$!仪器!L! QJPO@035PE"D) 凝胶成像仪 "英
国 G=M?0>0公司#$ K:b0;K49Q4M59电泳仪) W:a01
-*( 酶标仪) /;4>M+Q1:6/7;N:转膜仪) W5>5+G7N
O011L/垂直电泳槽 "美国 Q5:+A4a 公司#$ 2E#()
电子天平 "梅特勒+托利多仪器上海有限公司#$
I:;34$"" 二氧化碳 "OJ# # 培养箱) Q5:3460$G
蛋白核酸分析仪 "美国/@0;3:G950>65_59公司#(
%N方法
#D"!细胞培养!ABC#-)D, 细胞用含 "(!胎牛血
清的]W2W培养液于 $, e) ’!OJ# 的细胞培养
箱中静置培养’ 当细胞达到 *(! f.(!汇合度后’
胰蛋白酶消化传代(
#D#!对细胞存活率的影响!ABC#-)D, 细胞孵育
#) @ 后’ 设置正常对照组和紫金龙氯仿+甲醇组
"终质量浓度分别为 "() #’) ’() "(() #(() )(()
*(( 3?&E#’ 后者作用于细胞 #) @后’ W/G法检测
细胞活性’ 每个质量浓度平行 ’ 孔’ 重复 $ 次( 根
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据细胞存活率决定给药浓度’ 计算细胞活力’ 公式
为细胞活力 g % "=样品组 h=空白孔 # &"=正常对照组 h
=空白孔#& i"((! "=样品组) =空白孔) =正常对照组分别为
样品组) 空白孔) 正常对照组吸光度#(
#D$!细胞造模及分组!ABC#-)D, 细胞培养至对
数生长期后’ 培养基调整细胞密度为 $ i"() &孔’
接种于 .- 孔培养板中$ 或以 " i"(’ &孔接种于 - 孔
培养板中( 培养 #) @ 后’ 将细胞分为正常对照组)
模型组) 紫金龙氯仿+甲醇组’ 其中模型组加入
(D" 3?&E脂 多 糖’ 紫 金 龙 氯 仿+甲 醇 组 加 入
(D" 3?&E脂多糖和相应组分 "终质量浓度分别为
’() "(() #(() )(( 3?&E#( 细胞给药后培养 #) @’
进行后续试验(
#D)!FE+-! FE+"!! /HI+"! HJ! KL2# 水平测定
!给药结束后’ 收集各组细胞培养上清液’ 2EFGB
试剂盒检测上清液中 FE+-) FE+"!) /HI+") KL2#
分泌量’ 比色法试剂盒测定上清中HJ分泌量’ 每
个质量浓度平行 ’ 孔’ 重复 $ 次(
#D’!5HJG! OJP+# 蛋白表达水平" R$*! SHT!
2;U"&#! F#Q"磷酸化水平测定!给药后’ 收集各
组细胞并提取蛋白’ QOB试剂盒测定蛋白浓度’
取 $( $?上样’ G]G+KBL2凝胶电泳分离( 电泳结
束后’ 于 #D’ B恒流条件下转膜 "( 35>’ 将蛋白转
印至K‘]I膜’ 转膜结束后洗膜 $ 次’ ’!牛血清
白蛋白 "QGB# ) e下封闭过夜( 分别加入抗5HJG
抗体 "" d# (((#) 抗OJP+# 抗体 "" d# (((#) 抗
R+R$* 抗体 "" d" (((#) 抗 R$* 抗体 "" d# (((#)
抗 R+SHT 抗 体 " " d" ((( #) 抗 SHT 抗 体
"" d# (((#) 抗 R+F#Q抗体 "" d’((#) 抗 F+#Q抗
体 "" d"( (((#) 抗 R+2;U"&# 抗体 "" d’((#) 抗
2;U"&# 抗 体 " " d" ((( #) 抗 !+4965> 抗 体
"" d’ (((#’ 室温下振摇孵育 # @’ 洗膜 $ 次后’
加入相应二抗 "" d’ (((# 孵育 # @’ 洗膜 $ 次后
加2OE试剂反应’ 凝胶成像系统成像( 然后’ 通

过L0>0/::1M软件分析灰度值’ 计算5HJG&!+4965>)
OJP+#&!+4965>) R+R$*&R+R$*) R+SHT&SHT) R+F#Q&
F#Q) "R+2;U"&## &"2;U"&##’ 每个质量浓度平
行 ’ 孔’ 重复 $ 次(
#D-!统计学分析!通过 GKGG "*D( 软件进行统计
学处理’ 数据以 "Mj8# 表示’ 组间差异用两两独
立样本5检验分析’ 多组间差异采用单因素方差分
析( !V(D(’ 为差异有统计学意义(
ON结果
$D"!紫金龙氯仿+甲醇组分对细胞存活率的影
响!表" 显示’ 当质量浓度在 )(( 3?&E以下时’
紫金龙氯仿+甲醇组分作用 #) @ 后对 ABC#-)D, 细
胞增殖无明显抑制作用 "!k(D(’#( 结合预试验
结果’ 选择 ’() "(() #(() )(( 3?&E质量浓度进
行后续实验(
表 MN紫金龙氯仿!甲醇组分对 "#$%&’() 细胞增殖的影响

$/P0% $QO&
A70(MND33241+3#RBC +.<8+:,32871,+.+3"#$%&’()

42::5$/P0% $QO&

组别 剂量&"3?,Eh"# 细胞增殖率&!

正常对照组 - "((D(( j(D,.

紫金龙氯仿+甲醇组 "( "((D)’ j"D#)

紫金龙氯仿+甲醇组 #’ ..D.* j"D($

紫金龙氯仿+甲醇组 ’( ..D-( j"D--

紫金龙氯仿+甲醇组 "(( ..D-( j"D)(

紫金龙氯仿+甲醇组 #(( ..D), j(D.(

紫金龙氯仿+甲醇组 )(( ..D-, j#D’(

紫金龙氯仿+甲醇组 *(( )#D." j"D",!

!!注!与正常对照组比较’!!V(D(’

$D#!紫金龙氯仿+甲醇组分对 FE+-! FE+"!! /HI+
"! HJ! KL2# 水平的影响!表 # 显示’ 与正常对
照组比较’ 模型组 FE+-) FE+"!) /HI+") HJ)
KL2# 释放量显著增高 "!V(D("#$ 与模型组比
较’ 紫金龙氯仿+甲醇组可呈浓度依赖性地显著减
少上述因子释放 "!V(D(’’ !V(D("#(

表 %N紫金龙氯仿!甲醇组分对-I!&’ -I!M!’ AJS!"’ JF’ TUD% 水平的影响 $/P0% $QO&
A70(%ND332415+3#RBC +.:262:5+3-I!&% -I!M!% AJS!"% JF7.*TUD% $/P0% $QO&

组别 剂量&"3?,Eh"# FE+-&"$?,Eh"# FE+"!&"$?,Eh"# /HI+"&"$?,Eh"# HJ&"$3:1,Eh"# KL2# &"$?,Eh"#

正常对照组 - (D$#, j(D""" (D-., j(D"*- (D,"$ j(D(’. #D,") j(D’-$ (D(-) j(D("(

模型组 - )D**) j(D#($!! ’D’$( j(D#$(!! ’D))$ j(D#$’!! ")D$*# j"D#.)!! (D’(" j(D().!!

紫金龙氯仿+甲醇组 ’( )D-(. j(D"", ’D(-$ j(D$’(l )D.(- j(D#,-l "#D$- j"D#’(l (D),, j(D($.

紫金龙氯仿+甲醇组 "(( $D.$, j(D#..ll )D$*, j(D".$ll )D’’- j(D#*’ll "(D’$) j"D’"-ll (D)(" j(D()$ll

紫金龙氯仿+甲醇组 #(( #D.-, j(D$)$ll $D’,, j(D$((ll $D-$$ j(D".(ll .D"-( j"D(,"ll (D$". j(D($)ll

紫金龙氯仿+甲醇组 )(( #D"*" j(D#-$ll $D"#( j(D#’-ll $D""- j(D#($ll -D,"’ j"D$"#ll (D##( j(D(,ll

!!注!与正常对照组比较’!!!V(D("$与模型组比较’l!V(D(’’ll!V(D("
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$D$!紫金龙氯仿+甲醇组分对 5HJG! OJP+# 蛋白
表达的影响!图 ") 表 $ 显示’ 与正常对照组比
较’ 模型组 5HJG) OJP+# 蛋白表达水平显著升高
"!V(D("#$ 与模型组比较’ 紫金龙氯仿+甲醇组
可呈浓度依赖性地显著下调两者表达 "!V(D("#(

注! B为正常对照组’ Q为模型组’ O为紫金龙氯仿+甲醇组 "’(

3?&E#’ ]为紫金龙氯仿+甲醇组 ""(( 3?&E#’ 2为紫金龙氯仿+

甲醇组 "#(( 3?&E#’ I为紫金龙氯仿+甲醇组 ")(( 3?&E#

图 MN,JF@’ BFV!% 蛋白表达
S,W(MNT8+12,.2X<8255,+.5+3,JF@7.*BFV!%

表 ON紫金龙氯仿!甲醇组分对 ,JF@’ BFV!% 蛋白表达的
影响 $/P0% $QO&

A70(OND332415+3#RBC +.<8+12,.2X<8255,+.5+3,JF@
7.*BFV!% $/P0% $QO&

组别
剂量&

"3?,Eh"#

5HJG&

!+4965>

OJP+#&

!+4965>
正常对照组 - (D"$ j(D($ (D"( j(D(*
模型组 - "D.- j(D#-!! "D’# j(D#(!!

紫金龙氯仿+甲醇组 ’( "D’. j(D$’ (D’" j(D#"ll

紫金龙氯仿+甲醇组 "(( "D"’ j(D(,ll (D$* j(D"$ll

紫金龙氯仿+甲醇组 #(( (D.. j(D"#ll (D#, j(D(-ll

紫金龙氯仿+甲醇组 )(( (D,) j(D",ll (D". j(D(’ll

!!注!与正常对照组比较’!!!V(D("$与模型组比较’ll!V(D("

$D)!紫金龙氯仿+甲醇组分对 F#Q"磷酸化的影响
!图 #) 表 ) 显示’ 与正常对照组比较’ 模型组
F#Q"磷酸化程度显著增加 "!V(D("#$ 与模型组
比较’ 紫金龙氯仿+甲醇组可呈浓度依赖性地显著
拮抗F#Q"磷酸化 "!V(D("#(

注! B为正常对照组’ Q为模型组’ O为紫金龙氯仿+甲醇组
"’( 3?&E#’ ]为紫金龙氯仿+甲醇组 ""(( 3?&E#’ 2为紫金龙

氯仿+甲醇组 "#(( 3?&E#’ I为紫金龙氯仿+甲醇组 ")(( 3?&E#

图 %N-#?!"磷酸化水平
S,W(%NT/+5</+8=:71,+.:262:+3-#?!"

$D’!紫金龙氯仿+甲醇组分对 R$*! SHT! 2;U"&#
磷酸化的影响!图 $) 表 ’ 显示’ 与正常对照组比
较’ 模型组 R$*) SHT) 2;U"&# 蛋白磷酸化程度显

表 ’N紫金龙氯仿!甲醇组分对 -#?"磷酸化水平的影响
$/P0% $QO&

A70(’ND33241+3#RBC +.</+5</+8=:71,+.:262:+3-#?"
$/P0% $QO&

组别 剂量&"3?,Eh"# R+F#Q"&F#Q"
正常对照组 h (D$’ j(D(*
模型组 h #D", j(D",!!

紫金龙氯仿+甲醇组 ’( "D’) j(D"*ll

紫金龙氯仿+甲醇组 "(( (D.. j(D#(ll

紫金龙氯仿+甲醇组 #(( (D). j(D".ll

紫金龙氯仿+甲醇组 )(( (D". j(D(,ll

!!注!与正常对照组比较’!!!V(D("$与模型组比较’ll!V(D("

著增加 "!V(D("#$ 与模型组比较’ 紫金龙氯仿+
甲醇组可呈浓度依赖性地显著降低三者磷酸化水平
"!V(D(’’ !V(D("#(

注! B为正常对照组’ Q为模型组’ O为紫金龙氯仿+甲醇组 "’(

3?&E#’ ]为紫金龙氯仿+甲醇组 ""(( 3?&E#’ 2为紫金龙氯仿+

甲醇组 "#(( 3?&E#’ I为紫金龙氯仿+甲醇组 ")(( 3?&E#

图 ON<OY’ ZJK’ D8[M\% 磷酸化水平
S,W(ONT/+5</+8=:71,+.:262:5+3<OY% ZJK7.*D8[M\%

表 ]N紫金龙氯仿!甲醇组分对 <OY’ ZJK’ D8[M\% 磷酸化
水平的影响 $/P0% $QO&

A70(]ND332415+3#RBC +.</+5</+8=:71,+.:262:5+3<OY%

ZJK7.*D8[M\% $/P0% $QO&

组别
剂量&

"3?,Eh"#
R+R$*&
R$*

R+SHT&
SHT

"R+2;U"&##&
"2;U"&##

正常对照组 h (D(- j(D($ (D(* j(D(’ (D(. j(D()
模型组 h (D-. j(D"$!! (D." j(D(*!! (D** j(D(#!!

紫金龙氯仿+甲醇组 ’( (D-, j(D($ (D*’ j(D(- (D*# j(D(-
紫金龙氯仿+甲醇组 "(( (D)) j(D((ll (D,. j(D($l (D-# j(D"$l

紫金龙氯仿+甲醇组 #(( (D$$ j(D($ll (D-, j(D"$ll (D)* j(D(.ll

紫金龙氯仿+甲醇组 )(( (D#" j(D(’ll (D)) j(D(*ll (D#’ j(D($ll

!!注!与正常对照组比较’!!!V(D("$与模型组比较’l!V(D(’’ll!V(D("

’N讨论
促炎细胞因子是一类由单核+巨噬细胞分泌的

小糖蛋白或多肽类信使因子’ 在炎症发生发展中起
到了重要作用%,& ( 其中’ /HI+"可诱导成纤维细
胞表达黏附分子’ 使白细胞在炎症部位聚集’ 从而

(#"#
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促进炎症发展’ 此外还能诱导其他细胞因子 "如
FE+"!) FE+- 等# 分泌%*& $ FE+"!可启动免疫应答
和炎症反应’ 同时还能上调炎性因子 "如 FE+-)
FE+* 等# 表达%.& $ FE+- 是一种多效应炎症性细胞
因子’ 具有抗炎与致炎的双向功能’ 当其产生过多
时’ 会引起一系列炎性损害%.& $ HJ是一种经一氧
化氮合酶 "HJG# 催化合成的神经递质( 过量时可
加剧炎症反应’ 而 5HJG 表达量直接决定了 HJ分
泌量%"(& $ KL2# 是OJP+# 催化花生四烯酸而生成的
一种重要炎症介质’ 不仅能介导发热及疼痛发生’
还可刺激FE+- 释放%""& (

本实验发现’ 脂多糖刺激 ABC#-)D, 细胞后’
/HI+") FE+"!) FE+- 水平显著升高’ 而紫金龙氯
仿+甲醇组分可下调其水平’ 还能抑制 HJ) KL2#)
5HJG) OJP+# 合成’ 表明它具有抑制 /HI+") FE+
"!) FE+- 等细胞因子分泌的作用’ 并且可能通过
下调5HJG) OJP+# 的表达来减少 HJ) KL2# 的合
成’ 从而降低促炎细胞因子水平’ 发挥抗炎作用(

在脂多糖介导炎症的过程中’ HI+#Q) WBKTM
是 # 条重要的信号通路( 本实验发现’ 紫金龙氯仿
+甲醇组分能明显拮抗脂多糖诱导的F#Q"蛋白磷酸
化’ 由于F#Q"磷酸化后会发生降解’ 使 HI+#Q活
化并迁移至细胞核内’ 启动/HI+") FE+"!) OJP+#
等基因转录’ 导致炎症发生及加剧%"#& ’ 故其机制
可能是通过抑制 HI+#Q通路来起到抗炎作用(
R$*) SHT) 2;U"&# 是 WBKTM通路的 $ 个关键蛋
白%"$& ’ 其中活化后的 R$* 可促进F#Q"磷酸化’ 进
而激活 HI+#Q通路%")+"’& $ 磷酸化后的 SHT和
2;U"&# 在炎症反应中起着关键作用’ 可调节多种
炎症蛋白基因的表达’ 使巨噬细胞分泌一系列活性
分子%"-+",& ’ 脂多糖诱导后 ABC#-)D, 细胞中三者
磷酸化程度增加’ 而紫金龙氯仿+甲醇组分可明显
抑制其磷酸化’ 进而抑制WBKTM通路激活(

综上所述’ 紫金龙氯仿+甲醇组分可能通过下
调F#Q") R$*) SHT) 2;U"&# 蛋白的磷酸化来抑制
HI+#Q) WBKTM通路’ 从而降低 /HI+") OJP+#)
5HJG等蛋白表达’ 减少促炎症因子分泌来发挥抗
炎作用(
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