
野菊花超临界二氧化碳萃取物对脂多糖诱导RAW264.7细胞炎症反应的保护作用
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摘要：目的  研究野菊花超临界二氧化碳萃取物（SCFE）对脂多糖（LPS）诱导RAW264.7细胞炎症反应的保护作用。方法  体外培养RAW264.7细胞，LPS（100 ng·mL-1）诱导炎症模型，采用SCFE（75、150、300 μg·ml-1）进行干预。MTT法测定细胞活性，Griess 法测定细胞内一氧化氮（NO）水平，ELISA测定细胞内炎性介质PGE2
及细胞因子（TNF-α、IL-1β、IL-6）的产量，RT-PCR法测定相关细胞因子和合成酶的mRNA表达。结果  与对照组相比，LPS可显著增加RAW264.7 细胞中NO、PGE2以及TNF-α、IL-1β、IL-6的产量，而SCFE 干预后上述指标含量均明显降低（p<0.05）。SCFE干预组中细胞内一氧化氮合成酶（iNOS）、环氧化酶-2（COX-2）、及细胞因子TNF-α、IL-1β、IL-6的mRNA 表达水平较LPS 单独刺激组显着下降。结论  SCFE对LPS诱导的RAW264.7细胞炎症反应具有显著保护作用。
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The protective effect of Chrysanthemum indicum supercritical CO2 extraction on Lipopolysaccharide-induced inflammatory in RAW264.7 Cells
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ABSTRACT: Objective To investigate the protective effect of Chrysanthemum indicum Supercritical CO2 Extraction (SCFE) on Lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammatory in RAW264.7 Cells. Methods  RAW264.7 cells were stimulated by LPS (100 ng·ml-1) to induce inflammatory model, and treated with SCFE（75, 150, 300 μg·ml-1), 24 h later, MTT method was applied to determine the cell viability; at the same time, the cytokine levels were be quantified by ELISA; in addition, RT-PCR was applied to determine the expression of mRNA about cytokine and inflammatory factors. By theses ways, we can observe the SCFE protective effects about inflammatory in RAW264.7 cells. Results Compared to the control group, LPS significantly induced the expression of inflammatory factors (NO, PGE2) and cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6). After SCFE treatment, these indicaters significantly reversed such effect (p<0.05). Further, compared to the LPS group, SCFE groups can down-regulation the cytokine (TNF-α, IL-1β, IL-6 ) and inflammatory factors (iNOS, COX-2) mRNA expression in LPS-stimulated RAW264.7 cells. Conclusion SCFE has significant protective effect about LPS-induced RAW264.7 cells.
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野菊花为菊科菊属多年生草本植物野菊(Chrysanthemum indicum)的干燥头状花序，具有疏风、清热、明目、解毒等功效。近年药理研究发现，野菊花提取物具有抗菌、抗病毒、抗炎、免疫、保护心血管系统、抗肿瘤、保肝及神经保护等药理作用[1-3]。本课题组前期采用超临界二氧化碳提取野菊花的有效部位（Chrysanthemum indicum Supercritical CO2 Extraction，SCFE），以实验动物模型对其急性肺损伤、抗炎、抗衰老等作用进行研究，获得显著的效果[4-5]。其中，SCFE抗炎作用最为突出，但是其抗炎机制尚不清楚。
    炎症反应是机体抵御病原微生物入侵的一种重要防御过程，以免疫细胞的激活为起点[6]，RAW264.7细胞是一种重要的巨噬细胞，在炎症反应中具有重要的作用[7]。脂多糖（LPS）是革兰氏阴性细菌主要的致病成分[8]，能够刺激几乎所有的真核细胞发生形态、代谢和基因表达变化。导致宿主细胞因子失控性表达，介导严重感染、多脏器损伤、败血症休克等多种疾病的发生发展。当机体受到LPS等的外界刺激，就会促进免疫细胞产生炎性介质，进而以巨噬细胞为主的免疫细胞将发挥免疫功能[9]。目前，对抗炎作用及其机制的研究，多采用此模型。                 本实验采用LPS诱导RAW264.7细胞炎症模型[10]，通过不同浓度的SCFE干预RAW264.7炎症细胞，观察野菊花超临界二氧化碳萃取物（SCFE）对RAW264.7细胞炎症相关细胞因子及趋化因子的影响进而探讨SCFE对RAW264.7炎症细胞的保护机制，从而为临床更好的应用SCFE提供理论依据。
1 材料与方法
1.1 药物与试剂 野菊花，购买于广州清平药材市场，经广州中医药大学中药学院中药鉴定教研室黄海波教授鉴定为菊科菊属多年生草本植物野菊(chrysanthemum indicum L)，批号：20120903，样本存放于广州中医药大学新药开发研究中心。吲哚美辛，购于广东华南药业集团有限公司，批号：150401。LPS、RPMI 1640培养基、N-（1-萘基）乙二胺二盐酸盐、对氨基苯磺酰胺，美国Sigma-Aldrich 公司；胎牛血清（FBS）、青霉素、链霉素、Trizol 试剂，美国 Gibco 公司；PBS，上海联硕生物科技有限公司；其它化学试剂（L-谷氨酰胺、β-二巯基乙醇、二甲基亚砜）均属于国产分析纯，Griess检测试剂盒，南京建成生物工程研究所，IL-1β、IL-6、TNF-α均采用酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒, 中国 武汉华美生物工程有限公司；单溶液细胞增殖检测试剂盒，美国 Promega 公司；逆转录（RT）试剂盒，美国 Promega 公司。


1.2 仪器与设备 Multiskan MK3酶标仪，芬兰 Thermo公司；SK-202连续分液器，新加坡Skimz公司；3K20-高速冷冻离心机，3-16L德国Sigma公司；NU-8500 CO 2培养箱，美国Thermo公司；BX53双目倒置显微镜，日本Olympus公司；NANODRCP 2000C紫外分光光度计，美国 Thermo公司。

1.3  SCFE的提取与纯化 取干燥至恒重的野菊花约900 g，用超临界二氧化碳提取法制得SCFE。其中萃取压力25 MPa，萃取温度45℃ ，萃取时间3 h，夹带剂为95%乙醇，CO2流量约4 L·h-1为超临界萃取条件, 获得提取液。经过减压蒸馏溶剂及真空干燥至恒重即可，成分分析见本课题组前期研究结果[11]。
1.4 细胞培养与药物干预 RAW264.7细胞系购自上海细胞生物研究所（ATCC)，用灭活的含体积分数10%的胎牛血清（FBS）、100 U·mL-1青霉素、100 U·mL-1链霉素及2 mM 谷氨酸盐的RPMI 1640培养基置于37 ℃ ，5%CO 2恒温培养箱中培养。准确称取SCFE 5 mg，使完全溶于20 uL 的DMSO中，用不含血清的空白RPMI培养液4980 uL稀释至1 mg·mL-1，过0.2 um微孔滤膜后，利用倍半法稀释得到各所需浓度。将培养好的细胞以5×104 cells·mL-1接种于96孔板之中，分为空白组，模型组，阳性对照组（吲哚美辛），SCFE低、中、高剂量组（分别为75、150、300 ug·mL-1），培养24 h之后，加入无血清的RPMI 1640培养基再加不同浓度的SCFE后孵育2 h，再加100 ng·mL-1 LPS 孵育24 h。
1.5 细胞活力测试 采用MTT法测RAW264.7细胞活性。于96孔板中，每孔加5×104 cells·mL-1 RAW264.7细胞悬液100 uL，37 ℃ ，5%CO 2孵育2 h，弃去培养液，加入新鲜RPMI 1640完全培养液100 uL·孔-1，继续培养24 h后，吸去培养基，重新加入含不同浓度的SCFE（50、200、400、600 ug·mL-1）的RPMI 1640培养液或空白完全培养液各100 uL，培养箱中培养20 h，各孔加20 uL MTT溶液，使终浓度为2 mg·mL-1，继续孵育4 h后，从培养箱中取出，吸弃上清，每孔加150 uLDMSO 溶液，避光震荡，待结晶溶解后，酶标仪于570 nm处测定OD值。
1.6  Griess 法测定NO水平 在药物干预后收集细胞上清液，于96 孔板中，每孔加RAW264.7细胞悬液100 uL，37℃ ，5%CO 2孵育2 h，弃去培养液，加入含不同浓度药物（75、150、300 ug·mL-1）的新鲜RPMI 1640完全培养液100 uL（阳性对照组不加药），继续培养2 h后，加入含LPS的RPMI 1640培养液使终浓度为100 ng·mL-1。37℃ ，5%CO 2培养24 h后，将细胞上清液转移至另一96孔细胞培养板，各孔加入GriessA和GriessB混合试剂（1∶1）100 uL，暗处避光反应10 min，于540 nm处测定OD值。
1.7  ELISA法测RAW264.7细胞培养液中PGE2和细胞因子IL-1β、IL-6、TNF-α的水平 于6孔板中，每孔加5×104 cells·mL-1 RAW264.7细胞悬液2 mL，置于37℃ 、5%CO 2培养箱孵育24 h，弃去培养液，加入含不同药物（75、150、300 ug·mL-1）的新鲜RPMI 1640完全培养液2 mL（阳性对照组不加药），继续培养2 h后，加入含LPS的RPMI 1640培养液使终浓度为100 ng·mL-1，37℃ ，5%CO 2培养箱中培养24 h，收集细胞上清液，依小鼠PGE2、IL-6、IL-1β、TNF-α的ELISA试剂盒说明书测定含量。
1.8  实时聚合酶链反应（RT-PCR 反应） 于6孔板中，每孔加2×106 cells·mL-1 RAW264.7细胞悬液2 mL。SCFE干预后，用PBS洗细胞2次，加Trizol试剂分离得到总RNA。在紫外分光光度计上分别测定260 nm，280 nm的吸光度，据公式A260/A280的比值确定RNA的纯度，比值应在1.9～2.1范围内。其中，PCR反应的条件为：94℃ 变性10 min，60℃ 退火2 min，72℃ 延伸5 min，循环60次，72℃ 延伸5 min。根据得到的Ct值，采用2-△ △ CT方法，△ △CT=（Ct样品-Ctβ-actin）-（Ct空白-Ctβ-actin）分别计算基因表达量。按照逆转录试剂盒说明书将总RNA逆转录合成cDNA，以cDNA为模板扩增TNF-α，IL-6，IL-1β，iNOS，COX-2，β-actin基因编码片段。TNF-α，上游5'-AAA CAC AAA GCT GGG GGG TG-3'，下游引物5'-CAC TTA CTG AGT GTG AGG GTC TGG G-3'；IL-6，上游5'-GCT GGA GTC ACA GAA GGA GTG GC-3'，下游引物5'-TCT GAC CAC AGT GAG GAA TGT CCA-3'；IL-1β，上游5'-AGC ACC TCA CAA GCA GAG CAC A-3'，下游引物5'-CTG AGC GAC CTG TCT TGG CCG-3'；iNOS，上游5'-CGA GGA GCA GGT GGA AGA CT-3'，下游引物5'-GGC TGT CAG AGC CTC GTG G-3'；COX-2，上游5'-CTT TAA CTC TCC ATG GCA GGC TCA-3'，下游引物5'-CCC TCA GAT ACA CGT CTG TCG C-3'；β-actin，上游5'-AAC AGT CCG CCT AGA AGC AC-3'，下游引物5'-CGT TGA CAT CCG TAA AGA CC-3'。
1.9 统计学处理方法 实验数据以均数±标准差(Mean ± SD)表示，采用SPSS 13.0统计学软件进行单因素方差分析，p﹤0.05时有统计学差异。   

2 实验结果
2.1 对细胞活性的影响 如图1所示，SCFE浓度为50、200、400、600 ug·mL-1时对RAW264.7细胞活力的影响，与空白组比较，无显著性差异（p>0.05）。
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图1 不同浓度的SCFE对RAW264.7细胞活力的影响（
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2.2 对PGE2 和NO的影响 如表1所示，与空白组比较，LPS组能显著增加PGE2 和NO 的表达水平，说明造模成功。
SCFE低、中、高剂量组及吲哚美辛（uM）组均能显著降低PGE2和NO的表达水平，并且随着剂量升高呈现
剂量依赖性下降趋势，与模型组比较，p<0.05，有显著性差异。

表1 SCFE对RAW264.7细胞PGE2和NO产量的影响(
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	组别
	浓度/ug·mL-1
	PGE2/pg·mL-1
	NO/μM

	空白
	-
	28 ± 0.17
	3.70 ± 0.59

	LPS
	100 ng·mL-1
	1426 ± 4.19
	14.92 ± 0.96

	SCFE低剂量组
	75
	910 ± 5.16*
	10.88 ± 0.45*

	SCFE中剂量组
	150
	731 ± 6.93*
	8.45 ± 0.51*

	SCFE高剂量组
	300
	633 ±7.21*
	6.04 ± 0.31*

	吲哚美辛
	10 uM
	574 ±5.38*
	5.46 ± 0.43*


注：与空白组比较，#p<0.05；与模型组比较，*p<0.05
2.3 对细胞因子的影响 如表2所示，LPS组能显著增加细胞因子TNF-α、IL-1β、IL-6的表达，与空白组比较，说明造模成功。SCFE低剂量组呈现出降低TNF-α的趋势，但与模型组比较，p>0.05，无显著统计学差异；SCFE中、高剂量组及吲哚美辛（10 uM）组均能显著降低TNF-α的表达水平，（p<0.05）；SCFE低、中、高剂量组及吲哚美辛（10 uM）组均能显著降低IL-1β、IL-6的表达水平，（p<0.05）。

表2 SCFE对RAW264.7细胞培养液中细胞因子的影响(
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	组别
	浓度（ug·mL-1）
	含量（pg·mL-1）

	
	
	TNF-α
	IL-1β
	IL-6

	空白
	-
	809±20
	43±4
	47±2

	LPS
	100 ng·mL-1
	4088±245#
	486±15#
	307±17#

	SCFE低剂量组
	75
	3820±183
	392±24*
	247±21*

	SCFE中剂量组
	150
	2778±113*
	304±24*
	222±12*

	SCFE高剂量组
	300
	2168±89*
	240±27*
	207±9*

	吲哚美辛
	10 uM
	2324±78*
	224±23*
	215±8*


注：与空白组比较，# p<0.05；与模型组比较，*p<0.05

2.4 对RAW264.7细胞因子及炎症介质mRNA表达的影响 如图2、图3所示，SCFE浓度为75、150、300 ug·mL-1，LPS浓度为100 ng·mL-1，吲哚美辛10 uM时对RAW264.7细胞mRNA的影响。LPS诱导的模型组的一氧化氮合成酶（iNOS）、环氧化酶-2（COX-2）和细胞因子（TNF-α、IL-6、IL-1β）的mRNA表达水平显著上升，与空白组比较，p<0.05。SCFE低、中、高剂量组均能显著降低TNF-α、IL-6、IL-1β、iNOS、COX-2的mRNA的表达水平，与模型组相比，p<0.05，具有统计学差异。
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图2 SCFE对RAW264.7细胞内细胞因子mRNA表达水平的影响(
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，n=6)，与空白组比较，#p<0.05；与模型组比较，*p<0.05
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     图3 SCFE对RAW264.7细胞内iNOS、COX-2的mRNA表达的影响(
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，n=6)，与空白组比较，#p<0.05；与模型组比较，*p<0.05.

3 讨论  

    炎症反应是一种重要的机体防御过程。吞噬细胞作为一种重要的免疫调节细胞，
在此过程中发挥至关重要的作用[12]。RAW264.7细胞是一种来源于小鼠腹腔的巨噬细胞株，在适宜条件下能够稳定的传代[13]。LPS是一种强烈的炎症刺激因子，能够诱导RAW264.7细胞发生炎症反应[14]。当RAW264.7细胞被LPS刺激后，大量表达诱导型一氧化氮合成酶iNOS，从而分泌大量的NO。NO对细菌等病原体具有杀伤和细胞毒性作用[15]，从而介导炎症反应。PGE2是一种在炎症组织局部释放的炎性介质，又是一种改变神经兴奋性和突触过程的神经递质[16]。重要的细胞生长和调节因子，同时也是炎症发生的重要调节因子。因此，NO和PGE2的表达异常升高，可作为炎症模型成功的一个标志。
    TNF-α、IL-1β、IL-6均是重要的炎症细胞因子，TNF-α主要由单核、巨噬细胞分泌，能够介导多向性炎症反应和免疫调节的重要致炎细胞因子[17]。当机体发生炎症反应时，TNF-α可上调黏附分子的表达，同时促进巨噬细胞的活化、增强其吞噬作用，从而介导炎症反应[18]。IL-1β 主要由活化的巨噬细胞分泌, 是一种参与各种炎症反应的多效细胞因子。本实验结果显示，LPS刺激RAW264.7细胞24h后，细胞上清液中TNF-α、IL-1β、IL-6、PGE2、NO的表达水平显著升高，SCFE低、中、高剂量组干预后均显著降低了炎症因子的表达水平，并且具有一定的浓度依赖性。说明SCFE对LPS诱导的RAW264.7细胞炎症反应具有一定的保护作用。

    炎症因子的表达水平还受其mRNA表达的影响。RT-PCR实验结果表明，LPS可上调炎症因子mRNA的表达，从而上调炎症因子TNF-α、IL-1β、IL-6的表达水平。SCFE可抑制炎症因子mRNA的表达，下调炎症因子TNF-α、IL-1β、IL-6的表达水平，从而具有一定的炎症保护作用。当细胞发生炎症反应后，诱导型COX-2和诱导型NO合成酶iNOS的表达增加，分别促进PGE2和NO的合成，从而发挥促炎作用。实验结果表明，SCFE低、中、高剂量组可显著抑制LPS诱导的COX-2和iNOS的mRNA的表达。因此，我们大胆猜测SCFE可通过抑制炎症介质mRNA的过度表达，以抑制炎症因子的产生，从而具有一定的炎症保护作用。
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PEG2是趋化因子吗？、


英文摘要中有语法错误，请修改！


PCR结果如何分析？


这2个因子水平的变化即能认为造模成功？


剂量依赖性下降趋势


本研究与吞噬细胞联系的倒不是其吞噬功能而是其免疫调节功能！


此观点有文献支持吗？？实际上，这里只要简单的描述一下TNFα的来源及其主要功能即可。


同上


同上
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