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摘要： 目的　 研究槲皮素对脂多糖 （ＬＰＳ） 诱导小鼠 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症的保护作用。 方法　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活

力， Ｇｒｉｅｓｓ 法检测 ＮＯ 释放， ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＭＣＰ⁃１、 ＴＬＲ２、 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８
ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＴＬＲ４、 ＩκＢα、 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达。 结果　 不同浓度 （０～
５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 槲皮素对细胞活力无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与 ＬＰＳ 组比较， 槲皮素组 （２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 显著抑制 ＮＯ 释

放 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 槲皮素组 （５、 １５、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 显著降低 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＭＣＰ⁃１、 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８
ｍＲＮＡ 表达和 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 并呈浓度依赖性； 槲皮素组 （２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 显著下调

ＴＬＲ４、 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 显著上调 ＩκＢα 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 槲皮素可抑制 ＬＰＳ 诱

导小鼠 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症， 其机制可能与调节 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路有关。
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ｂｙ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ （ＬＰＳ）． ＭＥＴＨＯＤＳ　 Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ｍｅｔｈｏｄ， ＮＯ ｒｅｌｅａｓｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｅｄ ｂｙ Ｇｒｉｅｓｓ ｍｅｔｈｏｄ， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ｉＮＯＳ， ＣＯＸ⁃２， ＭＣＰ⁃１， ＴＬＲ２， ＴＬＲ４ ａｎｄ ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ， ｉＮＯＳ， ＣＯＸ⁃２， ＴＬＲ４， ＩκＢα， ｐ⁃ＩκＢα ａｎｄ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． ＲＥＳＵＬＴＳ 　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （ ０ － ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｎｏ
ｏｂｖｉｏｕｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ （Ｐ＞０􀆰 ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ， ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｇｒｏｕｐｓ （２５， ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｓｈａｒｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＮＯ ｒｅｌｅａｓｅ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｇｒｏｕｐｓ （ ５， １５， ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｍａｒｋｅｄｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ｉＮＯＳ， ＣＯＸ⁃２， ＭＣＰ⁃１， ＴＬＲ４ ａｎｄ ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ， ａｎｄ ｉＮＯＳ ａｎｄ
ＣＯＸ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１） ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ； ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｇｒｏｕｐ （２５ μｍｏｌ ／
Ｌ） ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＴＬＲ４， ｐ⁃ＩκＢα ａｎｄ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ
ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＩκＢα ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ， ｗｈｏｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ； ＬＰＳ； ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

　 　 炎症是一种非常重要的基本病理过程， 通常伴

随着多种疾病的发生发展， 不仅会加重疾病进程，
有时甚至会产生恶性肿瘤。 在炎症分子机制研究

中， 基于炎症信号通路中的关键分子筛选抗炎药物
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受到广泛关注， 其中 ＮＦ⁃κＢ 是一种多效性转录因

子， 参与多种炎症介质的转录调控， 包括前炎性细

胞因子 （ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 等）、 趋化因子、 免

疫受体等［１⁃２］， 在其上游信号分子中 Ｔｏｌｌ 样受体

（ＴＬＲｓ） 在炎症反应及相关疾病中的角色备受关

注［３］。 机体或细胞在 ＬＰＳ 刺激下， ＴＬＲｓ 通过髓样

分化因子 ８８ （ＭｙＤ８８） 依赖性途径活化 ＮＦ⁃κＢ，
ＩκＢα 发生磷酸化并降解， ＮＦ⁃κＢ 异源二聚体转移

到核内， 启动炎症靶基因的转录， 进而放大炎症信

号［４］。 因此， 针对性抑制 ＮＦ⁃κＢ 活化及其炎症信

号通路关键分子的表达， 被认为是防治炎症反应及

相关疾病的有效策略。
槲皮素是多羟基黄酮类化合物， 广泛存在于多

种植物中， 目前已知有 １００ 多种中草药中含有该成

分， 如败酱草、 鱼腥草、 旋复花、 车前子、 槐花

等， 具有抗肿瘤、 抗氧化、 抗炎、 保护心血管、 降

压等多方面生物活性［５⁃７］。 大量研究表明， 槲皮素

抑制细胞中丝裂原活化蛋白激酶 （ＭＡＰＫ） 级联激

活［８］、 一氧化氮合酶［９］ （ ｉＮＯＳ）、 环氧合酶⁃２［１０］

（ＣＯＸ⁃２） 异常上调与 ＮＦ⁃κＢ 信号通路有关， 但尚

无基于 ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号转导途径考察该成分抗炎

活性及其机制的报道， 故本实验研究槲皮素对 ＬＰＳ
诱导小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 炎症的保护作用，
探讨其可能的分子机制。
１　 材料

槲皮素由广东一方制药有限公司提供 （含有

量 ≥ ９８％ ， 编 号 Ｐ０２４２ ）。 小 鼠 巨 噬 细 胞 系

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 购自中国科学院上海细胞所； ＤＭＥＭ 培

养基、 胎牛血清、 脂多糖 （ ＬＰＳ） 购自美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、 Ｇｒｉｅｓｓ 试剂盒、 ＴＲＩｚｏｌ
ｒｅｇｅｎｔ、 ＤＭＳＯ、 ＥＣＬ 显影试剂盒购自南京建成生

物工程研究所； 反转录试剂盒、 荧光定量 ＰＣＲ 试

剂盒、 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ 公

司； β⁃ａｃｔｉｎ、 ｉＮＯＳ、 ＩκＢα、 ｐ⁃ＩκＢα 及 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
抗体购自美国 ＣＳＴ 公司； ＴＬＲ４ 抗体购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞用含 １０％ 胎牛血

清的 ＤＭＥＭ 培养基培养， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中， 每 ２ ｄ 换液 １ 次， 取对数期细胞用于

实验。
２􀆰 ２　 细胞活力检测　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞悬液按照 １×
１０６ ／ ｍＬ 的密度接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ，
设置空白组 （培养基）、 对照组 （细胞＋培养基）、

槲皮素组 （ １、 ５、 １５、 ２５、 ３５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 每

组 ４ 个复孔， 药物干预 １２ ｈ， ２４ ｈ 后弃去培养基，
每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂孵育 １ ｈ， ４５０ ｎｍ 波长

处测定吸光度 （Ａ）， 计算细胞存活率， 公式为存

活率＝［（Ａ实验组－Ａ空白组） ／ （Ａ对照组－Ａ空白组）］ ×１００％ 。
２􀆰 ３　 ＮＯ 水平检测　 采用 Ｇｒｉｅｓｓ 法。 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细

胞悬液按照 １×１０５ ／ ｍＬ 的密度接种于 ９６ 孔板， １、
５、 １５、 ２５、 ３５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素预处理 ２ ｈ 后，
加入 ＬＰＳ （２ μｇ ／ ｍＬ） 共同孵育 １２ ｈ， 设置空白组

（培养基）、 对照组 （细胞 ＋ 培养基）、 ＬＰＳ 组、
ＬＰＳ＋槲皮素组， 每组 ６ 个复孔， 按照 Ｇｒｉｅｓｓ 试剂

盒操作步骤测定上清亚硝酸盐 （ＮＯ２
－） 含有量。

２􀆰 ４　 炎症因子 ｍＲＮＡ 表达检测　 采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法。
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞悬液按照 １×１０６ ／ ｍＬ 的密度接种于

６ 孔板中， 每孔 ３ ｍＬ， 同法处理、 培养细胞， 每组

３ 个复孔， 培养结束后 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ， 定

量蛋白。 按照 ＴａＫａＲａ 反转录试剂盒操作步骤合成

槲皮素， ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂联合荧光定量 ＰＣＲ
仪进行 ＰＣＲ 扩增和检测， 反应条件为 ９５ ℃预变性

１ ｍｉｎ， ９５ ℃变性 １５ ｓ， ６０ ℃退火 ６０ ｓ， 共 ４３ 个循

环。 再通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计引物， 并采用

Ｂｌａｓｔ 程序进行验证， 涉及引物由西安西今生物科

技公司合成， 见表 １， 每次扩增以 β⁃Ａｃｔｉｎ 基因为

内标， 对 ＰＣＲ 产物进行分析， 比较各组 ｍＲＮＡ
表达。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物 序列

ＩＬ⁃６ 正向 ５′⁃ＡＴＧＧＣＡＴＧＧＣＴＴＡＣＡＣＣＡＣＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ⁃３′

ＴＮＦ⁃α 正向 ５′⁃ＣＧＴＧＧＡＡＣＴＧＧＣＡＧＡＡＧＡＧＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＧＡＣＡＧＡＡＧＡＧＣＧＴＧＧＴＧＧＣ⁃３′

ＣＯＸ⁃２ 正向 ５′⁃ＧＡＡＧＴＣＴＴＴＧＧＴＣＴＧＧＴＧＣＣＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧ⁃３′

ｉＮＯＳ 正向 ５′⁃ＧＧＧＡＡＴＣＴＴＧＧＡＧＣＧＡＧＴＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＧＡＧＧＧＣＴＴＧＧＣＴＧＡＧＴＧＡ⁃３′

ＩＬ⁃１β 正向 ５′⁃ＧＧＣＴＧＧＡＣＴＧＴＴＴＣＴＡＡＴＧＣ⁃３′
反向 ５’ＡＴＧＧＴＴＴＣＴＴＧＴＧＡＣＣＣＴＧＡ⁃３′

ＭＣＰ⁃１ 正向 ５′⁃ＡＡＧＴＴＧＡＣＣＣＧＴＡＡＡＴＣＴＧＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＡＡＡＧＧＧＡＡＴＡＣＣＡＴＡＡＣＡ⁃３′

ＴＬＲ２ 正向 ５′⁃ＧＣＡＡＡＣＧＣＴＧＴＴＣＴＧＣＴＣＡＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＧＧＣＧＴＣＴＣＣＣＴＣＴＡＴＴＧＴＡＴＴ⁃３′

ＴＬＲ４ 正向 ５′⁃ＴＴＣＡＧＡＧＣＣＧＴＴＧＧＴＧＴＡＴＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＣＡＴＴＣＣＡＧＧＴＡＧＧＴＧＴＴＴ⁃３′

ＭｙＤ８８ 正向 ５′⁃ＡＧＧＡＣＡＡＡＣＧＣＣＧＧＡＡＣＴＴＴＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＣＣＧＡＴＡＧＴＣＴＧＴＣＴＧＴＴＣＴＡＧＴ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧ⁃３′

２􀆰 ５　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白表达检测 　 采用
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Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法。 同法处理、 培养细胞， 培养结束

后弃去上清， 预冷 ＰＢＳ 液洗涤， 使用含蛋白酶抑

制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液于冰上裂解蛋白， 离心取上

清， 按照 ＢＣＡ 试剂盒操作步骤定量蛋白， ９５ ℃灭

活 １５ ｍｉｎ， １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白， 湿

转 １００ ｍｉｎ 后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上， ５％ 脱脂牛

奶封闭 ２ ｈ， 分别用一抗 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＴＬＲ４、
ＩκＢα、 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 β⁃ａｃｔｉｎ 于 ４ ℃下孵

育过夜。 ＰＢＳＴ 缓冲液洗膜 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， 与

二抗共孵 １ ｈ 后 ＥＣＬ 显影。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内标， 定

量分析蛋白表达。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单向方差分析

及 ＬＳＤ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 槲皮素对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞活力的影响 　 图 １
显示， ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞经 ０ ～ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素处

理 １２、 ２４ ｈ 后， 其活力无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 １　 槲皮素对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞活力的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

３􀆰 ２　 槲皮素对 ＮＯ 释放及 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达

的影响　 图 ２ 显示， 与对照组比较， ＬＰＳ 组 ＮＯ 释

放显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， ＬＰＳ＋槲
皮素 （２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组其释放显著降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 图 ３ 显示， 与对照组比较， ＬＰＳ 组 ｉＮＯＳ、
ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组

比较， ＬＰＳ＋槲皮素组能剂量依赖性地显著抑制两

者蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３　 槲皮素对炎症因子 ｍＲＮＡ 表达的影响 　 图 ４
显示， 与对照组比较， ＬＰＳ 组 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
１β、 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 表达显著上调

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， ＬＰＳ＋槲皮素组六者

ｍＲＮＡ 表达不同程度地下调， 有些差异有统计学意

义 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 槲皮素对 ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白表达的影

响　 图 ５ 显示， 与对照组比较， ＬＰＳ 组 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ２　 槲皮素对 ＮＯ 释放的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ＮＯ ｒｅｌｅａｓｅ

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 槲皮素对 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ｉＮＯＳ ａｎｄ ＣＯＸ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， ＩκＢα 蛋白表达显著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与

ＬＰＳ 组比较， ＬＰＳ＋槲皮素 （２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组前两者

蛋白表达显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 后者蛋白表达显著

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ５　 槲皮素对 Ｔｏｌｌ 样受体及其信号分子表达的影

响 　 图 ４ 显示， 与对照组比较， ＬＰＳ 组 ＴＬＲ２、
ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 表达显著上调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与 ＬＰＳ 组比较， 槲皮组 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ 表达无显著变

化 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ ）， 而 ＴＬＲ４ （ １５、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ）、
ＭｙＤ８８ （ ５、 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ） ｍＲＮＡ 表 达 显 著 下 调

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 图 ５ 显示， 与对照组比较，
ＬＰＳ 组 ＴＬＲ４ 蛋白表达显著升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与

ＬＰＳ 组比较， ＬＰＳ＋槲皮素 （２５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组其蛋白

表达显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ４　 槲皮素对 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２、 ＭＣＰ⁃１、 ＴＬＲ２、 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃６， ＩＬ⁃１β， ｉＮＯＳ， ＣＯＸ⁃２， ＭＣＰ⁃１， ＴＬＲ２， ＴＬＲ４ ａｎｄ ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ５　 槲皮素对 ＴＬＲ４、 ＩκＢα、 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白

表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｏｎ ＴＬＲ４， ＩκＢα， ｐ⁃ＩκＢα ａｎｄ ｐ⁃
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

４　 讨论

炎症为常见的基本病理过程， 是对刺激产生的

防御性免疫反应， 各种细菌、 病毒、 内毒素等都能

导致人体各组织、 器官、 细胞炎症的发生［１１］。 在

炎症反应及相关疾病发生过程中， 巨噬细胞是主要

的炎症细胞， 以 ＬＰＳ 诱导小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７
作为体外炎症模型， 可诱导细胞产生多种炎性介

质、 细胞因子、 趋化因子等［１２］， 均可促进炎症反

应， 故该模型被广泛用于抗炎药物筛选评价。 本实

验采用不同浓度槲皮素处理 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 发

现在 ０～ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时对细胞活力无明显影响， 提

示安全用药范围为≤５０ μｍｏｌ ／ Ｌ。
ｉＮＯＳ 与炎症密切相关， 主要在炎症及 ＬＰＳ 刺

激下表达， 可催化 Ｌ⁃精氨酸持续产生 ＮＯ， 过量

ＮＯ 将导致细胞损伤、 组织坏死， 进而促进炎症性

疾病发生发展， 而且其产生能活化自身的环氧合酶

ＣＯＸ， 其中 ＣＯＸ⁃２ 是诱生型表达的酶， 与炎症性

疾病关系密切， 其表达与炎症严重程度有关， 各种

炎症反应中均发现其蛋白、 ｍＲＮＡ 表达升高［１３］。
本实验用 １、 ５、 １５、 ２５、 ３５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素分

别预处理 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ２ ｈ， 与 ＬＰＳ 共同作用后

通过 Ｇｒｉｅｓｓ 试剂法检测细胞上清亚硝酸盐含有量，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 表达， ＲＴ⁃ＰＣＲ
法检测 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达， 发现中、 高剂

量组 （２５、 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 呈浓度依赖性地抑制由

ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＮＯ 的释放， 并且不同程

度地下调 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白、 ｍＲＮＡ 表达， 初步

验证该成分的体外炎症保护作用。
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞表面具有天然免疫的 ＴＬＲｓ 病原

模式识别受体， 能识别外源性同源配体 ＬＰＳ， 后者

信号分子通过 ＴＬＲｓ 转导至ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞内， 激活

转录因子 ＮＦ⁃κＢ， 进而启动 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、
单核细胞趋化蛋白⁃１ （ＭＣＰ⁃１） 等炎症级联效应酶

ｍＲＮＡ 表达， 引发系列免疫炎症反应， 后者又可诱

导 ＮＦ⁃κＢ 进一步活化， 形成正反馈作用， 加重炎症

反应［１４⁃１６］。 ＴＬＲｓ 转导途径主要包括 ＭｙＤ８８ 依赖性、
非依赖性途径， 前者介导大部分 ＴＬＲｓ， 而后者仅介

导 ＴＬＲ３， 而且 ＴＬＲ４ 由 ２ 种途径共同介导［１７］。 本实

验发现， ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞经 ＬＰＳ 诱导后 ＴＬＲ２、 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 表达显著上调， 表明 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎

症反应是由 ＴＬＲｓ 识别 ＬＰＳ 后引起的 ＴＬＲｓ 级联免疫

炎症反应； 槲皮素能下调 ＭｙＤ８８、 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达，
但对 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ 表达无明显作用； ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下
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能明显下调 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞中 ＴＬＲ４ 蛋白

表达， 表明该成分可通过下调 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＴＬＲ４
蛋白、 ｍＲＮＡ 表达， 抑制其募集接头分子 ＭｙＤ８８， 进

而抑制 ＮＦ⁃κＢ 活化。
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 单核细胞趋化蛋白⁃１

（ＭＣＰ⁃１） 主要是由 ＬＰＳ 诱导的单核巨噬细胞产生

的前炎细胞因子， 是机体早期炎症标志物， 可在损

伤、 感染、 免疫反应等情况下大量分泌释放， 为炎

症反应的促发剂［１］。 本实验通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测细

胞中炎性细胞因子、 趋化因子 ｍＲＮＡ 表达， 发现

经 ＬＰＳ 诱导后 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６、 ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 表达均升高， 而槲皮素对其均

有剂量依赖性的抑制作用。
ＮＦ⁃κＢ 是炎症反应中的关键转录因子， 静息状

态下以非活性 ＮＦ⁃κＢ ／ ＩκＢ 复合物形式存在于细胞

质中， 当细胞受到 ＬＰＳ 等刺激后， ＩκＢ 发生磷酸化

并降解， ＮＦ⁃κＢ、 ＩκＢ 解离， 然后转移至核内参与

调节细胞因子、 趋化因子表达及炎症反应［１８］。 本

实验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法对 ＮＦ⁃κＢ 通路相关蛋白表

达进行检测， 发现 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞经 ＬＰＳ 诱导后，
细胞中 ｐ⁃ＩκＢ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达增加， ＩκＢ 蛋

白表达减少， 而 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 槲皮素能下调前两者蛋

白表达， 上调后者蛋白表达， 提示该成分可通过抑

制 ＩκＢ 磷酸化和降解， 从而减少 ＮＦ⁃κＢ 核转位。
综上所述， 槲皮素对 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细

胞炎症有一定保护作用， 其作用机制可能与该成分

参与调控 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路， 进而抑制细胞炎性介

质 （ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２）、 炎性细胞因子 （ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃６）、 趋化因子 （ＭＣＰ⁃１） 表达有关。 今后，
将进一步探讨槲皮素炎症保护作用的具体分子机

制， 寻找其他更有效的上游分子靶点及信号调控通

路， 为相关药理研究和药物开发提供理论依据。
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