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灯盏乙素抑制ＬＰＳ诱导ＢＶ２细胞株炎症细胞因子表达的研究
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　　［摘要］　目的　研究灯盏乙素对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导ＢＶ２细胞株炎症细胞因子表达的影响，探讨灯盏
乙素抗炎作用机制。方法　通过荧光素酶报告基因检测核转录因子 ＮＦκＢ活性，并利用ＬＰＳ刺激使ＢＶ２细胞和通过ＲＴ
ＰＣＲ和蛋白免疫法检测ＴＮＦα和ＩＬ１β的ｍＲＮＡ及蛋白含量，研究灯盏乙素的抗炎作用。实验分为正常组、ＬＰＳ刺激（１μｇ／

ｍｌ）的模型组、灯盏乙素组（０．１、１、１０和１００μｇ／ｍｌ）。结果　灯盏乙素预处理（１～１００μｇ／ｍｌ）可抑制ＬＰＳ引起ｐＮＦκＢ２９３
的核转录因子 ＮＦκＢ激活（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；灯盏乙素预处理（１～１００μｇ／ｍｌ）能够抑制ＬＰＳ引起ＢＶ２的 ＴＮＦα和

ＩＬ１βｍＲＮＡ和蛋白含量升高（Ｐ＜０．０１）。结论　灯盏乙素具有抗炎作用，其抗炎作用与抑制核转录因子ＮＦκＢ、抑制炎症细
胞因子表达有关。

　　［关键词］　灯盏乙素；炎症；细胞因子类；肿瘤坏死因子；白介素
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ；ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１１，３２（１１）：１２３５１２３８］

　　灯盏花，又名灯盏细辛，是菊科飞蓬属短葶飞蓬

Ｅｒｉｇｅｒｏｎｂｒｅｖｉｓｃａｐｕｓ（Ｖａｎｔ．）Ｈａｎｄ．Ｍａｚｚ．的全

草。其提取物已被证实具有止痛、消炎、抗凋亡［１２］

等作用，并制备成灯盏细辛注射液、灯盏细辛片等广

泛应用于临床治疗心绞痛、脑血栓、脑梗死［２］等疾

病，取得了一定的疗效。灯盏花提取物含有黄酮、吡

喃酮、咖啡酸酯、酚酸类化合物等［３］，其中灯盏乙素

（Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ，Ｓｃｕ）占总量的９０％左右。本实验选取

灯盏花的主要成分灯盏乙素作为研究对象，进一步

探讨其抗炎作用，为确定其有效成分及提高药物纯

度及疗效提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂与仪器　灯盏乙素（批号：０９０１０８，纯

度９８％，上海亿欣生物科技公司），２９３细胞和ＢＶ２
细胞株购自中国科学院细胞库，ｐＮＦκＢ２９３细胞株

由第二军医大学药学院药理学教研室实验室构建。

脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）、丙烯酰胺、甲叉双
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丙烯酰胺、十二烷基硫酸钠、四甲基乙二胺及四甲基

偶氮唑［３（４，５）ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｈｉａｚｏ（ｚｙ１）３，５ｄｉ

ｐｈｅｎｙｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］，均购于 Ｓｉｇｍａ公

司；荧光素酶试剂盒和 ＭＭＬＶ 反转录试剂盒为

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ购自ＴａＫａＲａ
公司；ＥＬＩＳＡ 试剂盒、ＤＭＥＭ 培养液、胎牛血清、

０．２５％胰酶和ＴＲＩｚｏｌ购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；蛋白一

抗、二抗购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；蛋白提取、定量试剂

盒及ＥＣＬ发光试剂盒购于Ｐｉｅｒｃｅ公司；硝酸纤维素

膜购于 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。ＣＯ２孵箱（日本 Ｓａｎｙｏ公

司），酶标仪（Ｂｉｏｔｅｃｋ公司），发光检测仪（Ｂｅｒｔｈｏｌｄ
公司），ＲＴＰＣＲ仪（ＴａＫａＲａ公司），电泳仪和电转移

仪（ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．２　实验分组　本实验中共分５组，分别是正常
组、ＬＰＳ刺激（１μｇ／ｍｌ）模型组、灯盏乙素低剂量组
（０．１μｇ／ｍｌ）、灯盏乙素中剂量组（１μｇ／ｍｌ）、灯盏乙
素大剂量组（１０μｇ／ｍｌ）和灯盏乙素高剂量组（１００

μｇ／ｍｌ）。

１．３　细胞培养　ｐＮＦκＢ２９３细胞和ＢＶ２细胞均培
养于含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液中、３７℃、

５％ ＣＯ２条件下培养，待细胞铺满培养皿底７０％～
８０％后，用０．２５％的胰酶进行消化，锥虫蓝染色进行
活细胞计数，使用含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养
液调整细胞密度至６×１０５／ｍｌ，以每孔１００μｌ接种于

９６孔板中，正常条件培养２４ｈ后进行实验。

１．４　荧光素酶活性检测　ｐＮＦκＢ２９３细胞先与不
同浓度的药物共孵育２ｈ，同时设置空白及对照，再
加入１μｇ／ｍｌ的ＬＰＳ刺激２４ｈ

［４］，依照试剂盒说明
书进行荧光素酶活性检测。

１．５　ＭＴＴ检测　ＢＶ２细胞与不同浓度的药物共
孵育２４ｈ，同时设置空白及对照，然后每孔加入１０

μｌ５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ溶液，在３７℃、５％ＣＯ２条件下继续
培养４ｈ后吸去上清，每孔加入１５０μｌ二甲亚砜溶
液（ＤＭＳＯ），３７℃下振荡１５ｍｉｎ，于５７０ｎｍ下检测
光密度（Ｄ）值。

１．６　酶联免疫吸附反应（ＥＬＩＳＡ）检测 ＴＮＦα、ＩＬ
１β含量　ＢＶ２细胞先与不同浓度的药物共孵育

２ｈ，同时设置空白及对照，再加入１μｇ／ｍｌＬＰＳ刺
激２４ｈ，收集上清，３０００×ｇ离心５ｍｉｎ，去掉细胞碎
片，按照试剂盒说明书分别检测ＴＮＦα、ＩＬ１β蛋白
含量。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ含量　使用 ＴＲＩｚｏｌ裂
解法提取细胞 ＴｏｔａｌＲＮＡ，ＭＭＬＶ进行反转录得
到ｃＤＮＡ。使用荧光染料法进行实时定量ＰＣＲ检
测。２５μｌ反应体系包括２μｌｃＤＮＡ、１２．５２μｌＳＹＢＲ

Ｐｒｅｍｉｘ，上下游引物为０．５μｌ，９．５μｌｄＨ２Ｏ。引物
序列 如 下：ＴＮＦαｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＡＧ ＴＣＣ
ＧＧＧ ＣＡＧ ＧＴＣ ＴＡＣ ＴＴＴ３′，ＴＮＦαｒｅｖｅｒｓｅ
ｐｒｉｍｅｒ５′ＣＡＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＣＣＡ ＧＣＡ ＴＣＴ
３′；ＩＬ１βｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＡＣＣＴＧＧＧＣＴＧＴＣ
ＣＴＧ ＡＴＧ ＡＧＡ Ｇ３′，ＩＬ１βｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ５′
ＣＣＡＣＧＧＧＡＡＡＧＡＣＡＣＡＧＧＴＡＧＣ３′。实验
中用βａｃｔｉｎ作为参照基因，引物序列如下：βａｃｔｉｎ
ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ
ＧＣ３′，βａｃｔｉｎｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＧＴＡ ＣＴＣＣＴＧ
ＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣ３′。实验条件为：９５℃１０ｓ预
变性；９５℃１０ｓ变性，６０℃延伸２０ｓ（４０个循环）。

１．８　 蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测

ＴＮＦα和ＩＬ１β蛋白水平　提取细胞总蛋白１０μｌ
上样，使用 ４％ＳＤＳＰＡＧＥ 浓缩胶及 １２％ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离胶进行垂直电泳，４００ｍＡ横流６０ｍｉｎ
转膜。用５％脱脂奶粉溶液封闭１ｈ，４℃一抗（１

１０００稀释）孵育过夜，用含０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０的ＴＢＳ
洗膜３次，再用二抗（１５０００稀释）常温孵育２ｈ，
进一步清洗后，化学显色、曝片，底片扫描后进行光
密度分析。

１．９　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计，
采用ＡＮＯＶＡ过程进行单因素方差分析。检验水平
（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　荧光素酶检测结果　结果（图１）表明：通过相
对光单位（ｒｅｌａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｕｎｉｔ，ＲＬＵ）比较，在２９３细
胞中１μｇ／ｍｌ的ＬＰＳ能够引起细胞内核转录因子

ＮＦκＢ激活，与空白对照组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）；灯盏乙素预处理组细胞，ＮＦκＢ被ＬＰＳ
激活的趋势得到抑制，相比较于ＬＰＳ刺激组，１００、

１０、１和０．１μｇ／ｍｌ灯盏乙素组荧光素酶活性分别降
低了６３．７１％、６０．９４％、４０．６２％、３１．６６％，且灯盏乙
素抑制ＮＦκＢ激活具有浓度梯度依赖趋势。

图１　荧光素酶检测结果

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０ ．０１ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ；△△ Ｐ＜０ ．０１ｖｓｂｌａｎｋ

ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ．ＲＬＵ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｕｎｉｔ；Ｓｃｕ：Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ；

ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
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２．２　细胞活性检测结果　图２表明，０．１～１００μｇ／

ｍｌ灯盏乙素对 ＢＶ２细胞活性无明显影响，１０００

μｇ／ｍｌ灯盏乙素可降低ＢＶ２细胞活性（Ｐ＜０．０１）。
所以本实验灯盏乙素的浓度确定为１００μｇ／ｍｌ以
下。

图２　灯盏乙素 ＭＴＴ实验结果

Ｆｉｇ２　ＭＴＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ（Ｓｃｕ）

ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＥＬＩＳＡ检测结果　图３表明：在ＢＶ２细胞
中，灯盏乙素不同浓度预处理组（１～１００μｇ／ｍｌ）细
胞上清中 ＴＮＦα、ＩＬ１β含量较 ＬＰＳ刺激组降低
（Ｐ＜０．０１）。１００、１０和１μｇ／ｍｌ浓度的灯盏乙素对

ＴＮＦα的抑制率分别为７２．７８％、５９．４３％、２７．９１％。
灯盏乙素对 ＴＮＦα的抑制作用有浓度依赖趋势。
灯盏乙素对ＩＬ１β的抑制作用同样具有浓度依赖趋
势，１００、１０、１μｇ／ｍｌ浓度灯盏乙素对ＩＬ１β的抑制
率分别为７６．４７％、４７．０６％、３０．４１％。

图３　灯盏乙素对ＬＰＳ诱导ＢＶ２
细胞ＴＮＦα（Ａ）、ＩＬ１β（Ｂ）表达的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ（Ｓｃｕ）ｏｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα（Ａ）ａｎｄＩＬ１β（Ｂ）ｉｎＢＶ２ｃｅｌｌｓ

Ｐ＜０．０１ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ．ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２．４　ＲＴＰＣＲ检测结果　图４表明：细胞经ＬＰＳ刺
激后，细胞内ＴＮＦαｍＲＮＡ含量增加。灯盏乙素各
预处理组（１～１００μｇ／ｍｌ）均能抑制ＬＰＳ导致的ＴＮＦ
α和ＩＬ１βｍＲＮＡ升高。灯盏乙素１、１０和１００μｇ／ｍｌ
浓度组对ＴＮＦα的抑制率分别为４９．２３％、５５．３７％和

７０．７５％（Ｐ＜０．０１），对ＩＬ１βｍＲＮＡ的抑制率分别为

３６．１％、４３．１％和５８．２％（Ｐ＜０．０１）。

图４　灯盏乙素对ＬＰＳ诱导ＢＶ２细胞

ＴＮＦα（Ａ）和ＩＬ１β（Ｂ）的ｍＲＮＡ影响

Ｆｉｇ４　Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ（Ｓｃｕ）ｉｎｈｉｂｉｔｅｄＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＴＮＦα（Ａ）ａｎｄＩＬ１β（Ｂ）ａｔｍＲＮＡｌｅｖｅｌｉｎＢＶ２ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ．ｎ＝３；珚ｘ±ｓ．ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２．５　蛋白免疫印迹检测结果　图５表明，灯盏乙素
能抑制ＬＰＳ诱导的ＢＶ２细胞ＴＮＦα和ＩＬ１β蛋白
水平升高。

图５　灯盏乙素对ＬＰＳ诱导的ＴＮＦα和

ＩＬ１β蛋白水平的影响

Ｆｉｇ５　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＴＮＦαａｎｄＩＬ１βｉｎｒａｔＢＶ２ｃｅｌｌｓ
１：ＢＶ２ｃｅｌｌｇｒｏｕｐ；２：ＬＰＳｇｒｏｕｐ；３：Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｇｒｏｕｐ（１μｇ／ｍｌ）；

４：Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｇｒｏｕｐ（１０μｇ／ｍｌ）；５：Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｇｒｏｕｐ（１００μｇ／ｍｌ）
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３　讨　论

　　炎症是临床上最为常见的症状之一，减轻及消
除炎症反应对于治疗疾病意义十分重大。大量研究
表明炎症反应的主要通路为 ＮＦκＢ介导的通路［５］

等。ＮＦκＢ是一种普遍存在于真核细胞的核转录因
子，首次发现于Ｂ淋巴细胞核提取物中，能调控细胞
因子、生长因子、细胞黏附分子及急性时相蛋白等蛋
白基因的表达，同时也参与细胞增殖调控和凋亡［６］。

ＮＦκＢ作为一种转录因子，是调节基因转录的重要
因子之一。内外源致炎物质作用于机体，使机体产
生炎症因子，进而促使机体发生 ＮＦκＢ核迁移及活
化，后者还可诱导炎症因子的大量增加，达到进一步
放大炎症信号的目的。ＴＮＦα和ＩＬ１β都是重要的
炎症因子，由单核细胞、巨噬细胞、Ｔ淋巴细胞等多
种细胞分泌，在接受ＬＰＳ、ＴＮＦα［７８］等刺激信号后，
继而导致其他一系列细胞因子的合成和释放，引起
中性粒细胞、嗜碱粒细胞等炎症细胞的聚集，并诱导
细胞间黏附分子表达。可见，无论是抑制 ＮＦκＢ活
化还是降低ＴＮＦα、ＩＬ１β水平，均能有效抑制 ＮＦ
κＢ通路，达到减轻及消除炎症反应的目的。

　　ＬＰＳ是Ｇ－细菌细胞壁中的脂多糖成分，由亲水
性的多糖及疏水性的类脂构成分。其中类脂部分由

２个葡糖胺、磷酸盐和一定量的脂肪酸组成，无种属
特异性，是ＬＰＳ的主要生物活性成分。众多研究表
明，ＬＰＳ是介导革兰阴性菌脓毒症的重要启动因子，
通过其结合Ｔｏｌｌ样受体或调节蛋白的作用，诱导宿
主多种细胞因子的合成和释放，触发机体一系列病
理生理过程，如促进炎症因子转录和表达等［９］。大
量研究表明ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号转导通路是ＬＰＳ所
介导的信号转导通路中最重要的下游通路［１０］，ＬＰＳ
作用于ＴＬＲ４后导致ＴＬＲ４的聚合而活化，磷酸化

ＮＦκＢ抑制因子，使 ＮＦκＢ进行核转移，激活 ＮＦ
κＢ介导的通路。

　　本实验就其主要成分灯盏乙素进行了相关实
验，结果显示灯盏乙素细胞毒性低，浓度低于１００

μｇ／ｍｌ时无细胞毒作用（Ｐ＞０．０５）；灯盏乙素还降低
了ＬＰＳ刺激产生的炎症因子 ＴＮＦα和ＩＬ１β的

ｍＲＮＡ水平和蛋白质水平升高。实验表明，灯盏乙
素能有效抑制ＮＦκＢ的活化，并降低炎症因子的应
答，进而阻断ＮＦκＢ介导的炎症通路。
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