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摘要：目的 研究藏荆芥乙醇提取物对脂多糖（LPS）诱导的体内外炎症模型的作用及其作用机制。方法 将小

鼠随机分为空白对照组、脂多糖模型组、阳性药地塞米松（0.000 5 g·kg-1）组及藏荆芥乙醇提取物低、中、高剂

量组（0.500、1.000、2.000 g·kg-1），每组 10 只。通过腹腔注射脂多糖（0.001 g·kg-1）建立小鼠急性腹膜炎模型，

采用酶联免疫法（ELISA）检测各组小鼠腹腔灌洗液中炎症因子水平。另外，通过脂多糖诱导小鼠巨噬细胞

RAW264.7 建立细胞炎症模型，将 RAW264.7 细胞分为空白对照组、脂多糖模型组及不同浓度藏荆芥乙醇提取

物组（25、50、100、200、400 μg·mL-1），检测细胞存活率以筛选给药浓度；ELISA 法检测藏荆芥乙醇提取物

对促炎因子一氧化氮（NO）、肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6、IL-1β 的抑制作用；蛋白电泳法检

测促炎介质诱导型一氧化氮合酶（iNOS）和环氧化酶-2（COX-2）的表达水平，并采用蛋白电泳法和免疫荧光法

检测细胞中 NF-κB 通路相关蛋白（p65、p-IκBα、IκBα）的表达水平。结果 体内实验中，与脂多糖模型组

比，藏荆芥乙醇提取物中、高剂量组均不同程度降低了小鼠腹腔中 TNF-α、IL-6、IL-1β 的表达水平（P＜

0.05，P＜0.01）。在体外实验中，根据实验结果，与空白对照组比，400 μg·mL-1的藏荆芥乙醇提取物表现出明

显的细胞毒性（P＜0.01），而 25~200 μg·mL-1的藏荆芥乙醇提取物对细胞存活率无明显影响（P＞0.05），用于进

一步实验；与脂多糖模型组比，藏荆芥组 NO、TNF-α、IL-6、IL-1β 水平明显降低（P＜0.05，P＜0.01）。蛋白

电泳结果显示，与脂多糖模型组比，不同浓度（150、200 μg·mL-1）的藏荆芥组明显抑制 p65、p-IκBα 的表达，

逆转了 IκBα 的表达下降，且差异有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01）。免疫荧光结果显示，与脂多糖模型组

比，藏荆芥乙醇提取物明显抑制了细胞核中的 p65 的表达。结论 藏荆芥提取物具有明显的抗炎活性，其作用

机制可能通过抑制 NF-κB 通路活化而改善体内、外炎症。
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The Effect and Mechanism of Ethanol Extract of Nepeta Angustifoia C. Y. Wu on Inflammation
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Abstract：Objective To study the effect and mechanism of ethanol extract of Nepeta Angustifoia C. Y. Wu（NA）on
lipopolysaccharide（LPS）-induced inflammation in vivo and in vitro. Methods KM mice were randomly divided into
the control group，LPS group and positive drug group（dexamethasone，0.000 5 g·kg- 1）， NA low，medium and
high dose groups（0.500， 1.000， 2.000 g · kg- 1）， 10 mice in each group. Mice model of acute peritonitis was
established by intraperitoneal injection of LPS（0.001 g·kg-1），and enzyme linked immunosorbent assay（ELISA）was
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used to detect the level of inflammatory cytokines in the peritoneal lavage solution of mice. In vitro，LPS was used to
induce mouse macrophages RAW 264.7 to establish a cell inflammation model. RAW 264.7 cells were divided into
the control group，LPS group and difference concentration of NA groups（25，50，100，200，400 μg·mL-1）. MTT
assay was used to detect the cell viability and screen the concentration of drug administration，and the effect of NA
on pro-inflammatory cytokines such as nitric oxide（NO），tumor necrosis factor-α（TNF-α），interleukin-6（IL-6），

interleukin- 1β（IL- 1β）were measured by ELISA. The protein expression level of inducible nitric oxid synthase
（iNOS）and cyclooxygenase-2（COX-2）also were measured by Western Blotting. The expression levels of NF-κB
signaling pathway related proteins（p65，p-IκBα and IκBα）were detected by western blotting and immunofluorescence.
Results In vivo， the levels of TNF-α， IL-6 and IL-1β in mice peritoneal of NA medium and high dose groups
were significantly decreased when compared with LPS group in a dose-independent manner（P＜0.05，P＜0.01）. In
vitro，MTT results showed that 25~200 μg·mL- 1 of NA has no significant effect on the cell viability（P＞0.05），

while 400 μg·mL-1 of NA exhibited signficant cytotoxicity compared with the control group. Thus，the concentration
of NA from 25 μg·mL-1 to 200 μg·mL-1 was used for further experiment. Compared with LPS group， the levels of
NO，TNF-α，IL-6 and IL-1β in NA group were significantly decreased in a dose-independent manner（P＜0.05，
P＜0.01）. Additionally，Western Blotting results showed that the protein expression levels of iNOS and COX-2 in
LPS group were significantly increased compared of that in the control group， while NA treatment dose-
independently decreased the protein expression of iNOS and COX-2（P＜0.05，P＜0.01）. Western Blotting results
showed that different concentration of NA（150，200 μg·mL-1）suppressed the phosphorylation of p65 and p-IκBα，
and restored the expression of IκBα compared of that in LPS group with statistical difference（P＜0.05，P＜0.01）.
Immunofluorescence results showed that NA treatment significantly inhibited the p65 translocation into the nucleus
compared of that in LPS group. Conclusion NA may improve inflammation in vivo and in vitro by inhibiting the
activation of NF-κB signaling pathway，thereby exerts an anti-inflammatory effect.
Keywords：Nepeta Angustifoia C. Y. Wu；ethanol extract；macrophage RAW264.7；mice；inflammation；NF-κB

炎症是机体对于刺激的一种防御反应，表现为

红、肿、热、痛和功能障碍，通常情况下，炎症属

于人体必要和有益的免疫反应，但过度的炎症反

应，则可能引起人体自身免疫系统的过敏，进而攻

击自身的组织及细胞[1-2]。类固醇（如：糖皮质激素）

和非类固醇（如：阿司匹林）是临床常用的抗炎药

物，但存在心血管及肠胃系统方面的副作用 [3-4]。我

国传统药物，因其作用良好、毒副作用少等优势，

在抗炎治疗中日益受到重视，同时，对于这些传统

药物抗炎机制的研究也在逐渐深入。

藏荆芥（藏药名：萨都那保， ）为唇

形科荆芥属植物藏荆芥 Nepeta angustifolia C.Y.Wu 的

全草，主要分布于我国西藏墨竹工卡、江孜、浪卡

子等地区，是西藏特有的传统药材，味苦，性凉，

具开窍醒神之功，主治神昏痉厥、中风、癫痫、脑

溢血、疮伤及疼痛等症 [5]。本课题组前期研究 [6-7]表

明，与中药荆芥不同，藏荆芥挥发性成分主要为荆

芥内酯；从其乙酸乙酯萃取部位中，分离得到熊果

酸、齐墩果酸、白桦酸、橙皮苷、补骨脂酚及 β-谷
甾醇等成分。药理学实验发现，藏荆芥挥发油具有

良好的抗炎镇痛作用[8]；藏荆芥提取物不同部位萃取

物中，石油醚部位、二氯甲烷部位、乙酸乙酯部位

具有明显的抗炎、镇痛作用[9]；对于胶原酶Ⅳ型诱导

大鼠脑出血模型，藏荆芥提取物通过降低 AQP-4 的

表达及提高 NGF 的表达起到改善脑水肿、脑血肿作

用[10]；对于Ⅱ型糖尿病大鼠模型，藏荆芥提取物可明

显降低高血糖水平，改善其“三多一少”症状，可

通过改善内皮功能及减轻炎症反应，对糖尿病血管

病变起着明显的改善作用[11]；而对于糖尿病肾病，可

通过抑制氧化应激诱导的细胞凋亡，有效起到改善

的作用 [12]。为了进一步深入研究藏荆芥抗炎作用机

制，本研究拟采用脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）
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诱导急性腹膜炎小鼠模型及相应细胞模型，对藏荆

芥抗炎作用及机制进行探讨，为其临床应用提供实

验依据。

1 材料与方法

1.1 药物及试剂 脂多糖，批号：12171104，购于美

国 Sigma 公司；地塞米松，批号：191029，上海麦克

林生化科技有限公司；DMEM 高糖培养基（批号：

AF29457755）、胎牛血清（FBS，批号：2238345RP）、

0.25%胰蛋白酶（批号：J190005）、青霉素/链霉素双

抗（批号：90212-1），均购于美国 Gibco BRL 公司；

肿瘤坏死因子 α（TNF-α，批号：241161101113）、白

细胞介素（IL）-6（批号：132161131113）、IL-1β（批

号： 116161061113）试剂盒，武汉博士德公司；

Griess（批号：20190908）、BCA 蛋白浓度测定试剂盒

（批号：20200806）、RIPA 裂解液（批号：20200917），
异硫氰酸荧光素染液（FITC，批号：20200425）、4’，
6-二脒基-2-苯基吲哚染液（DAPI，批号：20200719）、
2’，7’-二氯荧光黄双乙酸盐探针（DCFH-DA，批

号：20200613），MTT（批号：715F0523），北京索莱

宝生物科技有限公司；鼠源 iNOS 抗体（批号：

13b2720）、鼠源 COX-2 抗体（批号：20p6056）、鼠

源 Actin 抗体（批号：1gz2345）、鼠源 Lamin B 抗体

（批号：2928）、鼠源 p65 抗体（批号：86g7531）、鼠

源 IκBα 抗体（批号：60k0141）、鼠源 p-IκBα 抗体

（批号：47y6501）、鼠源辣根过氧化物酶（HRP）标记

山羊抗兔（批号：4358j82），美国 Affnity 生物科技有

限公司；其余试剂均为分析纯。

1.2 主要仪器 Infinite M200PR 型全波长酶标仪，瑞

士 Tecan 公司；SW-CJ-2FD 型超净工作台，苏州安

泰空气技术有限公司；CCL-170B-8 型二氧化碳恒温

培养箱，新加坡艺思高科技有限公司；XSP-17CV 型

倒置生物显微镜，上海巴拓仪器有限公司；IX73-
A22FL/PH 型倒置荧光显微镜，日本 OLYMPUS 公

司；Mini P-4 型小型垂直电泳系统，北京凯元信瑞

仪器有限公司；Tanon-4600 型化学发光成像仪，上

海天能科技有限公司；BSA224S 电子天平，德国

Sartorius 公司；TCL-16 型高速冷冻离心机，湖南湘

仪实验室仪器开发有限公司。

1.3 藏荆芥乙醇提取物的制备 藏荆芥采集于西藏拉

孜县，经西藏大学王聚乐教授鉴定为正品。称取藏

荆芥药材 300 g，并粉碎成粉末，按照料液质量比

1∶15 与 70%乙醇混合，加热回流提取 2 次，每次

2 h；纱布过滤，合并 2 次滤液；旋转蒸发，所得浸

膏置烘箱 80 ℃中烘干，即得藏荆芥乙醇提取物样品

（藏荆芥乙醇提取物中，熊果酸含量不得少于 5.0%，

齐墩果酸含量不得少于 1.0%）[11]。用 DMSO 配置

1 mg·mL-1的母液，4 ℃冰箱保存，使用时用生理盐

水（动物实验）或 DMEM 培养液（细胞实验）稀释至相

应浓度。藏荆芥乙醇提取物储存于西藏大学“藏药

组分库”（Component Bank of Tibetan Medicine）实验

室，样品编号：CBTM-210。
1.4 动物实验

1.4.1 动物 4 周龄雄性昆明小鼠，SPF 级，体质量

20~22 g，购于湖北省实验动物研究中心，动物许可

证号：SCXK（鄂）2015-0018，动物质量合格证号：

4200060004284。饲养于武汉大学动物实验中心，许

可证号：SYXK（鄂）2019-0013。动物实验符合国家

《实验动物管理条例》，并经武汉大学动物伦理委员

会批准，批准号：2019122。
1.4.2 ELISA 法检测腹膜炎小鼠炎症因子水平 适应

性喂养 1 周后，将昆明小鼠随机分为 6 组，每组

10 只，分别为空白对照组、脂多糖模型组、阳性药

地塞米松组及藏荆芥乙醇提取物低（0.500 g·kg-1）、

中（1.000 g·kg-1）、高剂量组（2.000 g·kg-1）。按照人与小

鼠体表面积折算，藏荆芥临床等效剂量为 0.500 g·kg-1，

作为低剂量；临床等效剂量的 2 倍、4 倍作为中、

高剂量。按 10 mL·kg-1 灌胃给药，空白对照组、

脂多糖模型组和阳性对照组给予等体积生理盐水，

每日 1 次，连续 7 d。末次给药后，各组小鼠禁食

不禁水 12 h 后，阳性对照组腹腔注射地塞米松

（0.000 5 g·kg-1）[13-15]，1 h 后除空白对照组外的各组

小鼠均腹腔注射脂多糖（0.001 g·kg-1），4 h 后脱颈处

死小鼠，打开腹腔，用含肝素（25 IU·mL-1）的无菌磷

酸盐缓冲液冲洗，用无菌注射器收集腹腔灌洗液。

按试剂盒说明书方法测定腹腔洗液中 TNF-α、IL-6、
IL-1β 水平。

1.5 细胞实验

1.5.1 细胞 小鼠巨噬细胞株 RAW264.7 细胞，购于

中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。

1.5.2 细胞培养 将 RAW264.7培养于含 10%胎牛血清

和 1%双抗（青霉素 100 IU·mL-1、链霉素 100 μg·mL-1）

的 DMEM 高糖培养液中，在 37 ℃、5%CO2的培养箱

中培养至约 80%~90%时进行传代。

·· 1634



中药新药与临床药理2021年11月第32卷第11期

1.5.3 MTT 法检测藏荆芥乙醇提取物的细胞毒性 将

对数生长期的 RAW264.7 细胞以每孔 1×105个接种于

96 孔板中，培养过夜；各组加入不同浓度藏荆芥乙

醇提取物，使其药物终浓度为 25、50、100、200、
400 μg·mL-1，空白对照组仅加入含相同浓度的二甲

基亚砜（DMSO）的培养基；孵育 24 h 后，每孔加入

50 μL 的 MTT（5 mg·mL-1）溶液，37 ℃孵育 4 h；吸

弃孔内的培养液，每孔加入 150 μL 的 DMSO，振荡

至板底的紫色结晶完全溶解，酶标仪 450 nm 波长处

测定吸光度（OD）值。细胞存活率计算公式如下：细

胞存活率（%）=（实验组 OD 值-空白孔 OD 值）/（空白

对照组 OD 值-空白孔 OD 值）×100%。

1.5.4 ELISA 法检测 RAW264.7 细胞上清液中的炎症

因子水平 取对数生长期的 RAW264.7 以每孔 5×104

个接种于 24 孔板中，过夜，按“1.5.3”项下方法分

组和给药（25、50、100、200 μg·mL-1），除空白对照

组外其余各组加入终浓度为 1 μg·mL-1 的脂多糖。

24 h 后取各组细胞培养上清液，采用 Griess 试剂检

测各组细胞上清液中 NO 的含量，并按照 ELISA 说

明书测定各组细胞上清液中 TNF-α、IL-6 和 IL-1β
水平。

1.5.5 Western Blotting 法检测细胞 iNOS、COX-2 以

及 NF-κB 通路相关蛋白表达 将对数生长期的

RAW264.7 细胞以每孔 2×105个接种于 6 孔板中，细

胞处理按“1.5.4”中所述。按照总蛋白提取试剂盒

说明书提取细胞总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度；蛋

白样品制备完成后，进行凝胶电泳，并按湿转法将

胶中蛋白转到纤维膜上，室温下用 5%脱脂奶粉

TBST 封闭 2 h，TBST 洗膜；然后加入相应稀释比例

1∶1 000 一抗（iNOS、COX-2、Lamin B 和 Actin，以

及 NF-κB 通路相关蛋白 IκBα、p-IκBα、p65）孵育

过夜，TBST 洗膜后加入 1%脱脂奶粉 TBST 稀释

1∶5 000 HRP 二抗孵育 1 h；洗膜后用 ECL 试剂进

行显影，利用化学发光成像仪分析。通过 Gel-Pro
Analyzer 软件对蛋白条带灰度进行定量分析，以目标

条带灰度值与内参 Actin 和 Lamin B 条带灰度值之比

表示目标蛋白的表达水平。

1.5.6 免疫荧光法检测 RAW264.7 细胞中 p65 的核

易位 按“1.5.5”中所述方法处理细胞，结束后吸

弃培养基，用磷酸盐缓冲液洗 3 次，用 4%多聚甲醛

在室温下固定 20 min，用 0.1% Triton-X 100 孵育

10 min；然后用 1% FBS 脱脂奶粉封闭 30 min，用

p65 一抗（1∶200）孵育过夜，用 PBS 冲洗；再用 FITC
标记的二抗（1∶2 000）避光孵育 1 h，PBS 洗 3 次；用

DAPI（0.5 mg·mL-1）孵育 5 min，PBS 洗 3 次；将细胞

爬片取出，封片，至荧光显微镜下观察并拍照。

1.6 统计学处理方法 采用 SPSS 20.0 统计软件进行

结果分析。结果以均数 ± 标准差（x ± s）表示，多组间

比较采用单因素方差分析，两两比较采用 T 检验。

P＜0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 藏荆芥乙醇提取物对脂多糖诱导的腹膜炎小鼠

炎症因子水平的影响 实验结果见表 1。与空白对照

组比较，脂多糖模型组小鼠腹腔灌洗液中炎症因子

IL-1β、IL-6、TNF-α 的水平均明显升高，差异有统

计学意义（P＜0.01）。与脂多糖模型组比较，藏荆芥

乙醇提取物低剂量组小鼠的 TNF-α 水平（P＜0.05）及
藏荆芥乙醇提取物中（P＜0.05）、高（P＜0.01）剂量组

和地塞米松组（P＜0.01）的 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水

平均降低，差异有统计学意义。结果说明，藏荆芥

乙醇提取物可降低脂多糖诱导的小鼠腹腔灌洗液中

TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平，进而减轻脂多糖诱导

的小鼠急性腹膜炎症。

表 1 藏荆芥乙醇提取物对小鼠腹腔灌洗液中炎症因子水平的作用（x ± s，n=10）
Table 1 Effects of NA on the inflammatory cytokines in the peritoneal lavage solution of mice（x ± s，n=10）
组别

空白对照组

脂多糖模型组

地塞米松组

藏荆芥乙醇提取物低剂量

藏荆芥乙醇提取物中剂量

藏荆芥乙醇提取物高剂量

剂量/（g·kg-1）

-
-

0.000 5
0.500
1.000
2.000

TNF-α/（ng·mL-1）

4 054.90 ± 113.02
10 156.79 ± 169.69**

5 226.11 ± 173.47##

8 626.70 ± 187.43#

3 072.30 ± 104.03#

2 514.55 ± 15.40##

IL-6/（pg·mL-1）

729.85 ± 33.91
2 439.65 ± 75.20**

1 293.23 ± 69.55##

2 126.29 ± 53.70
1 810.17 ± 76.10#

1 756.23 ± 124.81##

IL-1β/（pg·mL-1)
140.78 ± 23.88

25 633.60 ± 1535.44**

3 601.38 ± 690.50##

4 424.19 ± 327.90
3 605.08 ± 353.93#

2 877.88 ± 172.34##

注：与空白对照组比较，
**
P＜0.01；与脂多糖模型组比，#P＜0.05，##P＜0.01
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2.2 藏荆芥乙醇提取物的细胞毒性实验结果 结果如

表 2 所示，与空白对照组比较，当藏荆芥乙醇提取

物的浓度在 25~200 μg·mL-1范围内时，对 RAW264.7
细胞活性无影响，差异无统计学意义（P＞0.05）；当

浓度达到 400 μg·mL-1时，细胞存活率下降明显，差

异有统计学意义（P＜0.01）。因此，本研究采用 25~
200 μg·mL- 1 的藏荆芥乙醇提取物进行后续细胞

实验。

表 2 藏荆芥乙醇提取物对细胞存活率的影响（x ± s，n=6）
Table 2 Effects of NA on the cell viability（x ± s，n=6）
组别

空白对照组

藏荆芥乙醇提取物

浓度/（μg·mL-1）

-
25
50

100
200
400

细胞存活率/%
100.00 ± 13.41
97.91 ± 10.65
98.76 ± 11.26
98.75 ± 12.06
91.18 ± 11.20
67.41 ± 16.96**

注：与空白对照组比较，
**
P＜0.01

2.3 藏荆芥乙醇提取物对脂多糖诱导的巨噬细胞上清

液中炎症因子水平的影响 实验结果如表 3 所示。

与空白对照组比较，脂多糖模型组细胞上清液中的

炎症因子 NO、TNF-α、IL-6 及 IL-1β 水平均明显上

升，差异有统计学意义（P＜0.01）。与脂多糖模型组

比较，当藏荆芥乙醇提取物浓度为 25 μg·mL-1 时，

细胞上清液中 NO、IL-6、IL-1β 水平均有明显下

降，差异有统计学意义（P＜0.01），TNF-α 水平也有

降低，但差异无统计学意义（P＞0.05）；当藏荆芥乙

醇提取物浓度为 50~200 μg·mL-1时，细胞上清液中

NO、TNF-α、IL-6 及 IL-1β 水平均有明显下降，差

异有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01）。由此说明，藏

荆芥乙醇提取物可降低脂多糖诱导的巨噬细胞上清

液中的炎症因子水平。

2.4 藏荆芥乙醇提取物对脂多糖诱导巨噬细胞中

iNOS、COX-2 以及 NF-κB 通路相关蛋白表达的

影响 如图 1 所示，与空白对照组比较，脂多糖模

型组细胞的 iNOS 和 COX-2 的表达量均升高，差异

有统计学意义（P＜0.01）。与脂多糖模型组比较，当

藏荆芥乙醇提取物浓度为 50 μg·mL-1和 100 μg·mL-1

时，细胞 iNOS 和 COX-2 的表达量有一定程度下

降，但差异无统计学意义（P＞0.05）；当藏荆芥乙醇

LPS
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表 3 藏荆芥乙醇提取物对细胞中炎症因子水平的影响（x ± s，n=3）
Table 3 Effects of NA on the level of pro-inflammatory cytokines in cells（x ± s，n=3）
组别

空白对照组

脂多糖模型组

藏荆芥乙醇提取物

浓度/（μg·mL-1）

_
1

25
50

100
200

NO/（μmol·L-1）

6.06 ± 0.71
18.21 ± 1.54**

10.79 ± 0.97##

10.55 ± 1.27##

8.74 ± 0.35##

8.00 ± 0.85##

TNF-α/（pg·mL-1）

12 434.02 ± 281.26
828 397.36 ± 21 712.43**

575 196.16 ± 30 146.14
480 423.86 ± 26 098.28#

194 878.77 ± 23 187.17##

146 425.96 ± 17 238.21##

IL-6/（pg·mL-1)
44.97 ± 7.19

4 904.12 ± 190.94**

4 000.28 ± 262.69##

3 576.82 ± 277.99##

2 113.48 ± 394.08##

1 734.64 ± 369.06##

IL-1β/（pg·mL-1)
12.41 ± 0.09

345.46 ± 66.54**

203.52 ± 45.13##

144.61 ± 22.18##

135.03 ± 20.08##

99.45 ± 18.52##

注：与空白对照组比较，
**
P＜0.01；与脂多糖模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

注：与空白对照组比较，
**
P＜0.01；与脂多糖（LPS）模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

图 1 藏荆芥乙醇提取物对细胞中 iNOS（A）和 COX-2（B）蛋白表达的影响（x ± s，n=3）
Figure 1 Effects of NA on the protein expression of iNOS（A）and COX-2（B）in cells（x ± s，n=3）
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提取物浓度为 150 μg·mL-1时， iNOS 的表达量下降

明显（P＜0.01），COX-2 的表达量虽然也有下降（P＞

0.05），但差异无统计学意义；当藏荆芥乙醇提取物

浓度为 200 μg·mL-1时， iNOS（P＜0.01）及 COX-2 的

表达量均明显下降（P＜0.05），差异有统计学意义。

如图 2 所示，与空白对照组比较，脂多糖模型组

细胞核中的 p65 表达量明显升高，差异有统计学意

义（P＜0.01）。与脂多糖模型组比较，藏荆芥乙醇提

取物浓度为 50、100 μg·mL-1时，p65 表达量的差异

无统计学意义（P＞0.05）；浓度为 150、200 μg·mL-1

时，p65 表达量下降明显，差异有统计学意义（P＜

0.05，P＜0.01）。与空白对照组比较，脂多糖模型

组细胞胞浆中 IκBα 的表达量明显下降（P＜0.05），

p-IκBα 的表达量明显上升（P＜0.01），差异均有统计

学意义。与脂多糖模型组比较，藏荆芥乙醇提取物

浓度为 50、100 μg·mL-1 时，IκBα 和 p-IκBα 表达

量的差异均无统计学意义（P＞0.05）；浓度为 150、

200 μg·mL-1时，IκBα 表达量明显升高， p-IκBα 表

达量明显降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）。由

此可见，150、200 μg·mL-1藏荆芥乙醇提取物可抑制

脂多糖诱导的 NF-κB 信号通路的活化。

2.5 藏荆芥乙醇提取物对脂多糖诱导的 RAW264.7
细胞中 p65 核易位的影响 如图 3 所示，绿色为 p65
阳性染色，蓝色为 DAPI 细胞核阳性染色。由图 3 可

知，与空白对照组比较，脂多糖模型组细胞核中

的 p65 表达量明显增加；与脂多糖模型组比较，

200 μg·mL-1藏荆芥乙醇提取物组细胞核中的 p65 表

达量有一定程度下降，表明藏荆芥乙醇提取物能够

抑制脂多糖诱导的 p65 核易位。

p65

Nucleus

Merge

a. 空白对照组 b. 脂多糖模型组
c. 藏荆芥乙醇提取物

（200 μg·mL-1）

图 3 藏荆芥乙醇提取物对细胞中 p65核易位的影响（×400）
Figure 3 Effects of NA on the nuclear translocation of p65 in
cells（×400）

3 讨论

炎症是具有血管系统的活体组织对各种损伤因子

的刺激所发生的以防御为主的基本病理过程，这些

病理过程包括血管扩张、局部炎症性充血及组织液

渗出、炎细胞浸润及炎症介质释放等 [1，16-17]。免疫细

胞和炎症因子在炎症反应发生和消退过程中发挥着

重要作用，其中，作为机体重要非特异性免疫细胞

的巨噬细胞，在启动炎症反应和抵抗外界侵染中起

着较为关键的作用 [18]。在诱导炎症反应的多种因素

注：与空白对照组比较，
*
P＜0.05，**

P＜0.01；与脂多糖（LPS）模型

组比较，#P＜0.05，##P＜0.01
图 2 藏荆芥乙醇提取物对细胞中 NF-κB 信号通路活化的

影响（x ± s，n=3）
Figure 2 Effects of NA on the activation of NF- κB signaling
pathway in cells（x ± s，n=3）
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中，脂多糖是最常见且危害性最大的因素，其诱导

巨噬细胞释放大量炎症因子，诱发炎症反应。因

此，脂多糖诱导急性腹膜炎小鼠模型和 RAW264.7
细胞炎症模型，已广泛用于抗炎药物评价及作用机

制研究[19-20]。

一氧化氮（NO）是一种重要的继发性炎症介质，

一般由一氧化氮合酶（NOS）催化 L-精氨酸产生 [21]。

诱导型一氧化氮合酶（iNOS）是参与细胞炎症反应的

主要活性酶，可作为一种载体在细胞间进行信息交

流。当巨噬细胞受脂多糖刺激后，可诱导 iNOS 表

达，进而产生大量 NO，导致炎症加重。COX-2 是炎

症反应过程中炎症介质合成的关键酶，其高表达可

推动炎症的发展与恶化 [22-23]。本研究实验结果显示，

藏荆芥乙醇提取物可明显抑制脂多糖诱导 RAW264.7
细胞炎症模型中 NO 含量，还可明显降低细胞模型

iNOS 和 COX-2 蛋白表达。

肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-1β、
IL-6 是机体重要的促炎因子，可导致炎症的发生与

发展。其中，TNF-α 是由巨噬细胞产生的炎性细胞

因子，不仅可引起炎症反应，还可促进巨噬细胞生

成大量 NO 及诱导 IL-1β、IL-6 的释放，加剧炎症反

应 [24]。IL-1β 是具有较强生物活性的分泌型促炎因

子，在炎症的病理反应中起着关键作用，与白细胞

聚集和毛细血管壁通透性增加等炎症过程密切相

关；IL-6 是一种功能广泛的多效性细胞因子，当机

体炎症反应发生时，IL-6 可迅速被合成并激活急性

免疫应答，此外，IL-6 也被认为是脂多糖诱导发热

的内源性介质[25-27]。本实验研究表明，藏荆芥乙醇提

取物可降低急性腹膜炎模型小鼠腹腔灌洗液中

TNF-α、IL-1β、IL-6 的水平，也可降低模型细胞上

清液中 3 种炎症因子含量，说明藏荆芥乙醇提取物

对于体内外炎症模型，均具有明显的炎症抑制作用。

脂多糖可通过 TLR4-MyD88 等信号通路激活

NF-κB 信号通路，引发相关炎症因子基因及蛋白的

表达，最终导致炎症因子的表达升高，引发和加剧

炎症反应程度[28-29]。NF-κB 一般以异源二聚体形式存

在于细胞内，静息状态下，NF-κB 二聚体与 IκB 单

体偶联，以无活性的形式存在于细胞中；而当此复

合体被激活后，IκB 从复合体中解离并降解，同时

p50/p65 二聚体移位至细胞核内与特定的 κB 序列结

合，参与 iNOS、COX-2、细胞因子等基因的表达，

从而诱导巨噬细胞分泌各类炎症因子，导致炎症的

发生[30-31]。本实验研究结果显示，藏荆芥乙醇提取物

可抑制脂多糖诱导巨噬细胞细胞核中 p65 和胞浆中

p-IκBα 的表达，而 IκBα 表达升高，说明其可抑制

巨噬细胞模型中 NF-κB 通路的异常活化，起到抗炎

作用。

综上，藏荆芥乙醇提取物可降低脂多糖诱导的体

内外炎症模型的炎症因子水平，其作用与其抑制

NF-κB 通路的异常激活有关，这也为藏荆芥的临床

应用提供了一定的实验依据，有利于该药的进一步

开发与利用。
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