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小檗碱对 LPS、IL-4诱导的小鼠 RAW264.7细胞分泌 TNF-α、IL-10的影响

吴阳阳，董 燕，易 浪，王 青（广州中医药大学临床药理研究所免疫研究室，广东 广州 510405）

摘要：目的 观察小檗碱（Berberine，Ber）对脂多糖（LPS）以及白介素-4（IL-4）诱导的 RAW264.7细胞株分泌炎

症因子中肿瘤坏死因子 -琢（TNF-α）、抑炎因子白介素（IL-10）的影响，初步探讨 Ber对巨噬细胞极化的影

响。方法 噻唑蓝（MTT）法测定小檗碱对 RAW264.7细胞增殖的影响，选取半数抑制浓度（IC50）以下的小檗碱

浓度作为干预剂量；酶联免疫法（ELISA）检测小檗碱对 LPS 以及 IL-4 不同诱导状态下 RAW264.7 细胞分泌

TNF-α、 IL-10 的影响。结果 小檗碱对 RAW264.7 细胞的 IC50 在 400～800 滋mol·L-1 之间。LPS 作用下

RAW264.7细胞促炎因子 TNF-α分泌量明显升高，Ber（剂量分别为 5，10，20 滋mol·L-1）有显著的抑制作用，并

有剂量依赖关系（均 P＜0.01）；而 LPS刺激下细胞 IL-10分泌量也明显升高（P＜0.05），而 Ber仅在 20 滋mol·L-1

剂量下表现抑制作用。在 IL-4作用下，RAW264.7 细胞抗炎因子 IL-10 分泌量明显升高，Ber（剂量分别为

5，10，20μmol·L-1）有显著的抑制作用，并呈现剂量依赖关系（均 P＜0.01）；IL-4作用下 TNF-α 分泌量明

显降低（P＜0.05），Ber对 TNF-α分泌量的影响无剂量依赖性。结论 Ber对 LPS刺激下促炎因子 TNF-α的

分泌具有抑制作用，对 IL-4诱导下 IL-10分泌量的升高也有抑制作用，提示 Ber在巨噬细胞极化过程中有调

节作用。
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Effects of Berberine on TNF-琢 and IL-10 Secretion Induced by LPS and IL-4 in RAW264.7 Cells
WU Yangyang， DONG Yan， YI Lang，WANG Qing（Dept. of Immunology， Institute of Clinical Pharmacology，

Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China）

Abstract： Objective To observe the effects of berberine on inflammatory cytokine tumor necrosis factor alpha

（TNF-琢） and anti-inflammatory cytokine interleukin-10（IL-10） secreted by macrophage RAW264.7 cells after
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小檗碱（berberine，Ber）作为清热解毒药和抗菌药

在临床上已应用多年，具有抗炎和免疫抑制作用。

传统上小檗碱广泛用于肠炎的治疗，近年来研究发

现对糖尿病、心血管疾病、肿瘤等疾病也有疗效[1]，

但相关的免疫学机制尚未阐明。巨噬细胞作为一种

具有可塑性和多能性的细胞群体，在体内不同的微

环境影响下，表现出明显的功能差异。细菌和脂多

糖（LPS）可以诱导巨噬细胞向 M1型分化，产生促炎

症细胞因子，抵抗病原入侵但也造成机体损伤[2]；白

介素 -4（IL-4）可以诱导巨噬细胞向 M2 型分化，分

泌抗炎症细胞因子，并在组织修复与重建和肿瘤的

形成过程中发挥作用[3]。那么小檗碱是否是通过影响

巨噬细胞的极化而发挥作用呢？本研究通过体外实

验分析小檗碱对巨噬细胞在 LPS和 IL-4的分别刺激

下分泌炎症因子中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）和抑

炎因子白介素 -10（IL-10）的影响，初步探讨小檗碱

在巨噬细胞极化过程中的可能作用。

1 材料与方法
1.1 细胞及培养 小鼠巨噬细胞株RAW264.7，武汉

大学保藏中心。细胞采用含体积分数为 10 %的胎牛

血清的 RPMI1640培养液（含青霉素、链霉素各 1000

U·L-1）传代培养，选择对数生长期的细胞用于实

验。

1.2 试剂及仪器 小檗碱纯品，广州齐云生物科技有

限 公 司 ； 胎 牛 血 清 ， 美 国 HYCLONE 公 司 ；

RPMI1640，美国 GIBCO 公司；脂多糖（LPS）和噻

唑 蓝 （MTT）， 美 国 Sigma 公 司 ； IL-4， 美 国

PEPROTECH公司；Mouse TNF-α ELISA Kit，美国

eBioscience公司；Mouse IL-10 ELISA Kit，联科生物

公司；MC0175 型 CO2 培养箱，日本 Sanyo 公司；

Genios多功能酶标仪，瑞士 Tecan公司。

1.3 方法
1.3.1 小檗碱对 RAW264.7 细胞增殖的影响 采用

MTT法检测。取对数生长期的细胞，按每 mL 5×105

个的细胞浓度接种于 96孔板，每孔 200 滋L，放置于

37 ℃、5 % CO2细胞培养箱中培养 2 h后，分别加入

不同浓度的小檗碱（10，25，50，100，200，400，

800 滋mol·L-1），空白组加入相应体积的磷酸缓冲液

（PBS），每组设 3个平行孔。药物加入后继续培养 8 h，

然后每孔加入 20 滋L MTT（5 mg·mL-1），继续培养 4 h，

弃去培养液，每孔加入 150 滋L二甲亚矾（DMSO）溶

解，以 570 nm为检测波长，450 nm 为参比波长检

测吸光度（A 值）。根据公式计算抑制率：细胞生长

抑制率（%）=（空白组吸光度 -给药组吸光度）/空白组

吸光度×100 %，并求半数抑制浓度（IC50）。

1.3.2 小檗碱作用于 LPS诱导的 RAW264.7细胞 采

用含体积分数为 10 %胎牛血清的 RPMI1640 培养液

培养，调整细胞浓度为 1×105mL-1，每孔加 1 mL入

24孔板，设空白组、LPS组、LPS+Ber不同剂量组，

每组 3个复孔。37 ℃、5 % CO2细胞培养箱中培养

过夜后换新的 RPMI1640液 1 mL，各给药组分别加

入不同浓度的小檗碱（剂量分别为 5，10，20 滋mol·L-1）

干预 2 h，之后 LPS 组与各给药组加 LPS 至终浓度

100 ng·mL-1，空白组加入等体积的 PBS缓冲液，继

stimulated by lipopolysaccharide（LPS）and IL-4 respectively，and to discuss preliminarily the effect of berberine on

macrophage polarization. Methods The effect of berberine at the concentration under IC50 on RAW264.7 cells

proliferation was detected by MTT assay. Macrophage RAW 264.7 cells were stimulated by LPS and IL-4 respectively，

and then the secretion of TNF-α and IL-10 was measured by ELISA. Results IC50 of berberine to RAW264.7 cells

was in the range of 400~800 滋mol·L-1. The concentration of TNF-α increased significantly（P＜0.01）in RAW264.7

cells after LPS stimulation， and then was inhibited by berberine at the concentration of 5， 10， 20 滋mol·L-1

significantly（P＜0.01） in a dose-dependent manner. Meanwhile， the concentration of IL-10 was also increased

significantly（P＜0.05），and then was inhibited by berberine at 20 滋mol·L-1. When RAW264.7 cells were stimulated

by IL-4， the concentration of IL-10 was increased and TNF-α was decreased significantly， and berberine at the

concentration of 5， 10， 20 滋mol·L-1 had dose-dependent effect only on decreasing IL-10 content. Conclusion
Berberine can inhibit RAW264.7 cells secreting pro-inflammatory cytokine TNF-α when stimulated by LPS，and can

inhibit RAW264.7 cells secreting anti-inflammatory cytokine IL-10 when stimulated by IL-4，which suggests that

berberine plays a regulation role in macrophage polarization process.

Keywords：Berberine；Lipopolysaccharide；Interleukin-4；Tumor necrosis factor alpha； Interleukin-10
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续培养 8 h后，收集上清，-20 ℃保存。

1.3.3 小檗碱作用于 IL-4诱导的 RAW264.7细胞 采

用含体积分数为 10 %胎牛血清的 RPMI1640 培养液

培养，调整细胞浓度为每 mL 1×105个，每孔加 1 mL

入 24孔板，设空白组、IL-4组、IL-4+Ber不同剂量

组，每组 3个复孔。37 ℃、5 % CO2细胞培养箱中

培养过夜后换新的 RPMI1640 液 1 mL，各药物组分

别加入不同浓度的小檗碱（剂量分别为 5，10，20

滋mol·L-1）干预 2 h，之后 IL-4组与各给药组加 IL-4

至终浓度 20 ng·mL-1，空白组加入等体积的 PBS 缓

冲液，继续培养24 h后，收集上清，-20 ℃保存。

1.3.4 TNF-α、IL-10含量的检测 取上清液，采用

ELISA 检测试剂盒按照说明书分别检测 TNF-α、

IL-10的含量。

1.4 统计学处理方法 采用 SPSS19.0 软件对数据进

行统计分析，多组间差异比较采用单因素方差分析，

两组间差异比较采用 Student’s t检验，P＜0.05视为

差异具有显著性。

2 结果
2.1 小檗碱对小鼠 RAW264.7 细胞生长增殖的影响
见图 1。Ber浓度小于 100 滋mol·L-1时对细胞生长无

明显抑制作用。但浓度 100～800 滋mol·L-1 时对

RAW264.7细胞株的生长有抑制作用，浓度越大，抑

制作用越强，小檗碱的 IC50 在 400 滋mol·L-1 与 800

滋mol·L-1 之间，接近 800 滋mol·L-1。后续实验选用

100 滋mol·L-1以下浓度进行。

图 1 小檗碱对RAW264.7细胞增殖的影响
Figure 1 Effect of berberine on the proliferation of RAW264.7 cells

2.2 小檗碱对 LPS诱导的 RAW264.7 分泌 TNF-琢、
IL-10的影响 见图 2。LPS作用 8 h后，与空白组

比较，LPS组 TNF-α的分泌量明显升高（P＜0.01）；

Ber各给药组与 LPS组比较，TNF-α 的分泌量显著

降低（P＜0.01），不同给药组之间差异有统计学意义

（P＜0.01），表明有剂量依赖性。

图 3可见，与空白组比较，LPS组 IL-10的分泌

量升高（P＜0.05）；与 LPS组比较，Ber各给药组仅在

20 滋mol·L-1剂量下 IL-10 的分泌量降低（P＜0.05），

其他剂量组 IL-10的分泌量无明显差异（P＞0.05）。

注：与空白组比较， △P < 0.05；与 LPS 组比较， *P < 0.05；与

LPS+B5、LPS+B10组比较，##P < 0.01。

图 3 小檗碱对 LPS诱导的 RAW264.7分泌 IL-10的影响
Figure 3 Effect of berberine on IL-10 secretion in LPS-induced

RAW264.7 cells

2.3 小檗碱对 IL-4诱导的 RAW264.7分泌 TNF-琢、
IL-10 的影响 由图 4 可见，与空白组比较，IL-4

作用 24 h 后， IL-4 组 TNF-α 分泌量明显降低

（P＜0.05）；与 IL-4组比较，Ber各给药组中仅在 10

滋mol·L-1 剂量下 TNF-α 的分泌量降低（P＜0.05），

其他剂量组 TNF-α的分泌量无明显变化（P＞0.05），

表明 Ber 对 IL-4 诱导下 TNF-α 分泌量的影响未表

现剂量依赖性。

注：与空白组比较，△P < 0.05；与 IL-4组比较， *P < 0.05。

图4 小檗碱对 IL-4诱导的 RAW264.7分泌 TNF-琢的影响
Figure 4 Effect of berberine on TNF-αsynthesis in IL-4-induced

RAW264.7 cells

浓度 /滋mol·L-1

注：B5、B10、B20分别表示剂量为 5，10，20 滋mol·L-1 （以下同）。

与空白组比较，吟吟P < 0.01，与 LPS组比较， **P < 0.01；与 LPS+BS、

LPS+B10组比较， ##P < 0.01。

图 2 小檗碱对 LPS诱导的 RAW264.7分泌 TNF-琢的影响
Figure 2 Effect of berberine on TNF-α secretion in

LPS-induced RAW264.7 cells
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注：与空白组比较， △△P < 0.01；与 IL-4 组比较， **P < 0.01；与

IL-4+B5、IL-4+B10组比较，##P < 0.01。

图 5 小檗碱对 IL-4诱导的小鼠 RAW264.7细胞分泌 IL-10
的影响

Figure 5 Effect of berberine on IL-10 synthesis in IL-4-induced

RAW264.7 cells

由图 5 可见，与空白组比较，IL-4 组 IL-10 的

分泌量显著升高（P＜0.01）；Ber各给药组与 IL-4组

比较，IL-10 的分泌量均明显降低（P＜0.01），并且

各给药组之间比较，差异有统计学意义（P＜0.01），

呈现剂量依赖性。

3 讨论
巨噬细胞是具有异质性的一类免疫细胞，在体

内外不同环境影响下可极化为不同表型参与生理、

病理反应。从激活方式上分为经典激活的巨噬细胞

（classically activated macrophages，CAMs或 M1）和选

择 性 激 活 的 巨 噬 细 胞（alternatively activated

macrophages，AAMs 或 M2）。M1 型巨噬细胞可由

IFN-γ 或 LPS 单用或与其他细胞因子（如 TNF-α）

协同作用诱导活化，其特征是能产生多种炎症因子，

如 TNF-α、IL-12、IL-18、IL-23、IFN-γ、ROS和

NO等，抵抗病原入侵，体现很高的抗原提呈能力，

但也会造成机体损伤；而 M2 型可由 IL-4 或 IL-13

诱导活化，其特征是分泌抗炎症细胞因子，如 IL-4、

IL-10、IL-13、TGF-β，并在组织修复与重建、脂

类代谢、过敏反应和肿瘤的形成过程中发挥作用[4-7]。

目前对多种疾病的微环境的研究发现，巨噬细胞被

极化为特定的表型发挥各自的功能，局部的 M1 和

M2的动态失衡伴随疾病的发生发展。如在动脉粥样

硬化疾病的发展过程中 M1 和 M2 的比例是变化的，

早期发挥作用的主要是 M1，而在晚期发挥作用的主

要是 M2表型。

小檗碱在传统应用中是作为抗菌、杀虫、止泻

药物使用的，而近年研究[8]表明，小檗碱在抗炎、抗

癌、抗糖尿病、抗高血压高血脂、抗抑郁等方面，

都有潜在应用价值，但具体的作用机制尚未阐明。

在小檗碱（Ber）对巨噬细胞作用的体外研究中发现，

小檗碱能够抑制脂多糖（LPS）诱导的 RAW264.7巨噬

细胞炎性细胞因子 NO、TNF-α 的释放 [9]，抑制

COX-2的表达和 PGE2的产生[10]。根据现有研究，小

檗碱对 M1巨噬细胞的特征性炎症因子有抑制作用，

提示其对 M1极化有抑制作用，而对 M2极化的影响

尚不清楚。

本实验采用对 RAW264.7细胞生长无明显抑制作

用的小檗碱剂量，观察在 LPS、IL-4 分别刺激下，

Ber 对 RAW264.7细胞分泌促炎因子 TNF-α 和抗炎

因子 IL-10 的影响。结果表明，Ber（剂量分别为

5，10，20 滋mol·L-1）对 LPS刺激下 RAW264.7细胞

促炎因子 TNF-α分泌量的升高有明显抑制作用（P＜
0.01），并有剂量依赖关系；而 LPS 刺激下细胞

IL-10 分泌量也明显升高，而 Ber 仅在 20 滋mol·L-1

剂量下表现抑制作用（P＜0.05）。Ber（剂量分别为

5，10，20 滋mol·L-1）对 IL-4 刺激下 RAW264.7 细胞

抗炎因子 IL-10 分泌量的升高有显著的抑制作用

（P＜0.01），并有剂量依赖关系；而 IL-4 作用下

TNF-α 分泌量明显降低（P＜0.05），而 Ber 仅在 10

滋mol·L-1 剂量下表现抑制 TNF-α 分泌的作用（P＜
0.05），其影响无剂量依赖性。

IL-10被认为是体内最重要的抑炎因子，对炎症

反应的调控起重要作用。在体内，IL-10的合成晚于

促炎因子。有研究[11]显示在 LPS 刺激 30 min 后即可

见促炎因子的释放，而 IL-10在 LPS刺激 6～8 h后

达到高峰，较促炎因子反应迟缓。这一现象表明

IL-10在体内有炎症反应负调节的作用。本实验中亦

发现 LPS刺激后 IL-10的分泌量增加。

本研究初步分析在体外诱导巨噬细胞极化过程

中，特征性细胞因子的变化及 Ber的影响，结果说明

Ber 对 LPS刺激下促炎因子 TNF-琢 的分泌具有抑制
作用，对 IL-4诱导下 IL-10分泌量的升高也表现抑

制作用，提示 Ber在巨噬细胞极化过程中表现为调节

作用，Ber可能通过影响巨噬细胞极化干预疾病的发

生发展，相关研究有待深入。
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通络醒脑泡腾片对拟痴呆小鼠中枢胆碱能神经功能的影响

张荫杰，巨少华，胡 勇，任香怡，徐世军（成都中医药大学 四川省中药资源系统研究与开发利用国家重点实

验室培育基地，四川 成都 611137）

摘要：目的 考察通络醒脑泡腾片对东莨菪碱致拟痴呆小鼠学习记忆及中枢胆碱能神经功能的影响。方法 制

备东莨菪碱致拟痴呆小鼠模型，采用避暗法和 Morris水迷宫考察通络醒脑泡腾片对小鼠模型学习记忆功能的影

响；采用 ELISA法检测小鼠脑海马组织乙酰胆碱（Ach）和胆碱乙酰转移酶（ChAT）含量，采用比色法测定 AchE

含量，考察通络醒脑泡腾片对小鼠模型中枢胆碱能神经功能的影响。结果 避暗测定结果显示通络醒脑泡腾片

可以显著延长小鼠的逃避潜伏期，并显著减少错误次数，与模型组比较差异有显著性意义（P＜0.05）；Morris

水迷宫检测结果显示通络醒脑泡腾片能够显著缩短小鼠定向航行测试的逃避潜伏期和空间探索测试的第三象限

停留时间，显著延长有效区停留时间，增加经过平台次数，与模型组比较差异有统计学意义（P＜0.05）；小鼠

脑组织中枢胆碱能神经功能测定结果显示，模型组 Ach含量显著降低，ChAT酶活性显著降低，AchE活性显

著增高，与空白对照组比较差异有统计学意义（P＜0.05）；与模型组比较，通络醒脑泡腾片高、中、低剂量组

Ach活性差异以及中剂量组 ChAT活性显著增高，差异有统计学意义（P＜0.05），而通络醒脑泡腾片 AchE 活

性有一定的降低趋势，但差异无统计学意义（P＞0.05）。结论 通络醒脑泡腾片对东莨菪碱所致小鼠拟痴

呆模型学习记忆功能具有良好的改善作用，可能与提高模型小鼠中枢胆碱能神经功能、促进乙酰胆碱的合成

有关。
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