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基于 PI3K/Akt信号通路探讨金骨莲提取物抑制脂多糖诱导
RAW264.7 细胞炎症反应的作用及机制

李思翰 1，练东银 2，张广平 2，陈颖 2，李建荣 2，叶祖光 2，彭博 2*
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［摘要］ 目的：探讨金骨莲提取物（JGL）对炎症的抑制作用及其机制。方法：实验分为空白组（10% 胎牛血清），脂多糖

（LPS）模型组（0.5 mg·L-1），JGL 给药组（10，20，40，60，80，120，160，200，250，300 mg·L-1），JGL 给药组同时给予 LPS 刺激

（0.5 mg·L-1），培养 24 h 进行后续检测。采用细胞增殖与检测试剂盒（CCK-8）试剂检测 JGL 对 RAW264.7 细胞增殖活性的影

响；采用 Griess 法检测一氧化氮（NO）的释放；采用酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测细胞因子白细胞介素 -1β（IL-1β），IL-6，

IL-10 和肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）释放；采用实时荧光定量聚合酶链式反应法（Real-time PCR）检测炎症相关因子诱导型一氧

化氮合酶（iNOS），前列腺素内过氧化物合酶 2（PTGS2）/环氧合酶-2（COX-2）的表达及蛋白免疫印迹法（Western blot）检测磷脂

酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）途径关键蛋白的活化。结果：与空白组比较，LPS（0.5 mg·L-1）刺激 24 h 后能显著促进

RAW264.7 细胞增殖（P<0.01），与模型组比较，JGL 对细胞增殖无显著显著影响；与空白组比较，LPS（0.5 mg·L-1）能显著增加

NO，IL-1β，IL-6，IL-10 和 TNF-α的释放（P<0.01），与模型组比较，JGL（20~300 mg·L-1）给药 24 h 后能剂量依赖性显著抑制 NO

的释放（P<0.01）；与模型组比较，JGL 各剂量组 IL-1β，IL-6，IL-10 均明显降低（P<0.05，P<0.01），但对 TNF-α的释放未见明显的

抑制作用；与空白组比较，LPS（0.5 mg·L-1）能显著诱导 iNOS，PTGS2/COX-2 基因表达（P<0.05，P<0.01），与模型组比较，JGL 各

剂量组能下调 iNOS，PTGS2/COX-2 mRNA 的表达（P<0.05，P<0.01）；与空白组比较，LPS（0.5 mg·L-1）组 PI3K/Akt 通路显著活

化（P<0.01），JGL（10，20，40，80 mg·L-1）显著降低 PI3K p110 和 p-PI3K p85 蛋白及 Akt 磷酸化水平（P<0.01），抑制 PI3K/Akt 通

路活化。结论：金骨莲提取物能明显抑制 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞炎症反应，减少炎症因子的释放，其抗炎作用与抑制

PI3K/Akt途径有关。
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［Abstract］ Objective： To explore the inhibitory effect and mechanism of Jingulian extract（JGL）on

inflammation. Method： The following groups were set up in this study：a control group（10% fetal bovine

serum），a lipopolysaccharide（LPS）model group（0.5 mg·L-1），and JGL groups（10，20，40，60，80，120，
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160，200，250，300 mg·L-1 + 0.5 mg·L-1 LPS）. The RAW264.7 cells were cultured for 24 hours. Cell

proliferation was detected by cell counting kit-8（CCK-8）assay. Nitric oxide（NO）release was detected by

Griess assay. The release of cytokines interleukin（IL）-1β，IL-6，IL-10，and tumor necrosis factor（TNF）-α was

determined by enzyme linked immunosorbent assay（ELISA）. The expression of inducible nitric oxide synthase

（iNOS）and intraprostaglandin peroxidase synthase 2（PTGS2）/cyclooxygenase-2（COX-2）was measured by

real-time fluorescence-based quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）and the activation of key

proteins in the phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）signaling pathway by Western blot.

Result：Compared with the control group，LPS（0.5 mg·L-1）could promote the proliferation of RAW264.7 cells

after stimulation for 24 hours（P<0.01）. Compared with the model group，JGL had no significant effect on cell

proliferation. Compared with the control group，LPS（0.5 mg·L-1）increased the release of NO，IL-1β，IL-6，

IL-10，and TNF-α（P<0.01）. Compared with the model group，JGL（20-300 mg·L-1）inhibited the release of NO

in a dose-dependent manner after stimulation for 24 hours（P<0.05）and reduced IL-1β，IL-6，and IL-10（P<

0.05，P<0.01），but no obvious inhibition on the release of TNF-α was observed. LPS（0.5 mg·L-1）could induce

the expression of iNOS and PTGS2/COX-2 genes as compared with the control group（P<0.05，P<0.01）. JGL

could down-regulate the mRNA expression of iNOS and PTGS2/COX-2 genes as compared with the model group

（P<0.05，P<0.01）. LPS（0.5 mg·L-1）could activate the PI3K/Akt pathway（P<0.01）as compared with the

control group，while JGL（10，20，40，and 80 mg·L-1）decreased the expression of PI3K-p110，p-p85，and p-

Akt（P<0.01），and inhibited the activation of PI3K/Akt pathway. Conclusion： JGL extract could significantly

inhibit the inflammatory response and activation of the PI3K/Akt pathway induced by LPS in RAW264.7 cells.

The anti-inflammatory effect was related to the inhibition of the PI3K/Akt pathway.

［Keywords］ Jingulian extract（JGL）； lipopolysaccharide（LPS）； RAW264.7 cell； inflammation；
phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase B（Akt）pathway

炎症是临床中最常见的病症之一，是人体免疫

有害刺激并进行组织修复的一种防御手段。据流

行病学和临床资料显示，包括关节炎、心血管疾病、

癌症及 2 型糖尿病等慢性疾病的发生、发展过程中

都伴随有炎症反应，炎症反应已经成为促进病程的

重要致病因素［1-2］。类风湿性关节炎（RA）是慢性、

炎症性、多发性、侵袭性，以关节滑膜炎症病变和关

节外病变为主要病理特点的自身免疫性疾病［3］，其

发病机制复杂、具有渐进和反复性发作的特点。临

床主要使用非甾体抗炎药和糖皮质激素治疗 RA，

但以上治疗具有无法延缓病情进展、不良反应严

重、治疗周期长、价格高昂等缺陷，目前尚无特效治

疗方法［4］。中药复方在中医传统辨证思想指导下，

具有多靶点多疗效的特点，治疗 RA 卓有疗效［5］。因

此，进一步研究炎症机制，在中药复方中寻找安全

有效的 RA 炎症治疗措施尤为重要。

经典苗药复方金骨莲早在《本草图经》《滇南本

草》中有记载，由金铁锁、八角枫、汉桃叶、大血藤、

透骨香 5 味中药组成，具有镇痛、抗炎等作用，治疗

RA 疗效显著，本次实验所用金骨莲提取物（JGL）系
贵州益佰制药股份有限公司生产提供。已有研究

证明 JGL 中主要成分，金铁锁总皂苷能抑制一氧化

氮的合成、血小板聚集与花生四烯酸的合成［6］；大血

藤通过抑制中性粒细胞介导的炎症反应，从而减轻

RA 患者的滑膜炎症［7］；八角枫醇提物与八角枫总碱

可以减小佐剂型关节炎大鼠的足肿胀，减轻关节滑

膜 增 生 及 血 管 翳 形 成［8］。 磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶

（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）通路在 RA 滑膜炎症中起

重要作用，RA 患者常伴有滑膜血管新生、促炎因子

增多等慢性炎症，且白细胞介素（IL）-1β，IL-6 的异

常升高与关节病变程度相关。由此提示，JGL 可能

通过抑制 PI3K/Akt 通路的活化，减少炎症因子的表

达起到治疗 RA 滑膜炎症的效果。前期课题组实验

证明 JGL 可以有效抑制二甲苯所致的小鼠耳肿胀

炎症反应，但对 JGL 抗炎作用机制尚未完全阐明。

本研究以 LPS 刺激小鼠巨噬细胞 RAW264.7 细

胞为体外炎症模型，基于 PI3K/Akt 信号通路探讨金

骨莲提取物对细胞炎症反应的影响，为金骨莲的抗

炎作用提供实验依据。

1 材料

1.1 细胞株 小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7 细胞，

购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中
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心（资源编号 3131C0001000800013）。
1.2 药品及试剂 JGL 的制备，JGL 提取物浸膏由

贵 州 益 佰 制 药 股 份 有 限 公 司 提 供（生 产 日 期

20190321，质检号 201603-30JGLZ），以富马酸计含

量为 0.46 mg·g-1，所得浸膏经冻干处理为粉末，每克

药粉含生药 15.29 g；DMEM 高糖培养基（北京博奥

森生物技术有限公司，批号 C7076）；细胞增殖与活

性检测试剂盒（CCK-8）试剂盒，一氧化氮（NO）检测

试 剂 盒（碧 云 天 生 物 技 术 研 究 所 ，批 号 分 别 为

073020201106，090420201021）；IL-1β，IL-6，肿瘤坏

死因子 -α（TNF-α）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试
剂盒（达科为生物技术股份有限公司，批号分别为

1210122，1210602，1217202）；引物［英潍捷基（上

海）公司合成，批号 HG2011179039］；RNeasy Plus

Mini Kit 试 剂 盒（ 德 国 Qiagen 公 司 ，批 号

151047738）；cDNA 反 转 录 试 剂 盒（ 加 拿 大

Fermentas 公司，批号 O10903）；SYBR Green Master

（瑞士 Roche 公司，批号 50837000）；PI3K p110，磷酸

化（p）-PI3K p85，p-Akt，Akt 抗 体（ 美 国 Cell

Signaling 公司，批号分别为 4249S，B6501，4060S，

4685S）；甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（北京

兰博利德生物技术有限公司，批号 G0100）；辣根过

氧化物酶（HRP）山羊抗兔二抗（北京中杉金桥生物

技术有限公司，批号 131879）；BCA 蛋白定量试剂盒

（美国 Thermo 公司，批号 QG219579）。
1.3 仪器 HERAcell 240i 型二氧化碳恒温培养箱

（美国 Thermo 公司）；5L41139 型倒置显微镜（日本

Olympus 公 司）；SpectraMax i3x 型 酶 标 仪（美 国

Molecular Devices 公司）；LightCycler 480 Ⅱ型实时

荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）仪（瑞士

Roche 公 司）；Mini-PROTEAN 型 电 泳 系 统 ，Mini

Trans-Blot PowerPac 通用型转移系统（美国 Bio-Rad

公司）；Tanon 5200 型化学发光成像系统（上海天能

科技有限公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 RAW264.7 细胞置于 10% 胎牛血

清、青霉素 100 U·mL-1，链霉素 100 mg·L-1的 DMEM

培养基 37 ℃ 5% CO2 的培养箱内培养，隔天换液，

细胞 90% 左右胰酶消化传代。

2.2 药物处理 称取金骨莲提取物粉末 100 mg，用

DMEM 培养基充分溶解配置成 100 g·L-1 母液，经

0.22 µm 微孔滤膜过滤，-20 ℃保存备用。

2.3 指标检测方法

2.3.1 细胞活力检测 RAW264.7 细胞以每孔 2×

104 个接种于 96 孔板，贴壁培养过夜，加入 10，20，

40，60，80，120，160，200，250，300 mg·L-1 JGL 和

LPS（0.5 mg·L-1）共培养 24 h 后，每孔加入 CCK-8 溶

液 10 µL，37 ℃孵育 2 h，酶标仪 450/650 检测吸光度

A。以空白组 A 为 100% 细胞活力，其余各组 A 分别

与空白组相除后×100% 为各组细胞活力。

2.3.2 检测 NO 释放 给药方法同上，取细胞上清

按 NO 试剂盒说明检测 NO 释放。

2.3.3 ELISA 检 测 RAW264.7 分 泌 IL-1β，IL-6，

IL-10，TNF-α的含量 给药方法同上，取细胞上清

按 ELISA 试剂盒说明检测不同细胞因子的释放。

2.3.4 蛋白免疫印迹法（Western blot）测定相关蛋

白 表 达 情 况 给 药 24 h 后 收 集 细 胞 ，加 入 Lysis

buffer，冰上裂解 3~5 min，收集蛋白，BCA 试剂盒测

蛋白浓度。取适量蛋白样品，加入 Loading Buffer，

95 ℃变性 5 min，然后加入样品 30~50 µg 在 10%

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳中分离，转移至 PVDF 膜

上，室温 5% 脱脂乳 TBST 孵育 2 h，将膜置于抗体

PI3K p110（1∶1 000），p-PI3K p85（1∶1 000），p-Akt

（1∶1 000），Akt（1∶1 000）中，4 ℃孵育过夜，TBST洗涤

4 次（15 min/次），然后用山羊抗兔（1∶2 000）二抗 5%

的脱脂牛奶中孵育 1 h，TBST 洗涤 4 次（15 min/次），
ECL 化学发光试剂盒显色检测，Tanon5200 型全自

动化学发光图像分析系统采集图像，以 GAPDH 为

内参，以目的蛋白灰度值/内参灰度值表示蛋白相对

表达量。

2.3.5 Real-time PCR 检测炎症因子基因表达 给

药方法同上，收集细胞提取 mRNA，利用逆转录试

剂盒制备 cDNA。以 β-肌动蛋白（β-actin）为内参进

行 Real-time PCR 扩增，检测各组细胞诱导型一氧化

氮 合 酶（iNOS），前 列 腺 素 内 过 氧 化 物 合 酶 2

（PTGS2）/环氧合酶 -2（COX-2）的 mRNA 表达水平。

引物序列见表 1。反应条件为 50 ℃预处理 30 s循环

1 次；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 30 s，

共循环 40 次。各组均设 3 个复孔。以 2-ΔΔCt 法表示

各目的基因的相对表达量。

2.4 统计学方法 采用 Graphpad Prism 6.0 软件分

析 ，数 据 以 x̄± s 表 示 ，多 组 间 比 较 采 用 One-way

ANOVA Dunnet's 检验，P<0.05 表示差异有统计学

意义。

3 结果

3.1 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞增殖活性的影

响 与空白组比较，LPS（0.5 mg·L-1）给药 24 h 后能

显著促进 RAW264.7 细胞增殖（P<0.01）。与模型组
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比较，10~300 mg·L-1 JGL 处理 24 h 后，对 RAW264.7

细胞未见明显毒性，细胞增殖的抑制率为-1.0%~

14.6%。见表 2。

3.2 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞 NO 释放的影响

与空白组比较，加入 LPS（0.5 mg·L-1）24 h 后能显

著增加 NO 的释放（P<0.01）。与模型组比较，给予

20~300 mg·L-1 JGL 能剂量依赖性抑制 LPS 诱导的

RAW264.7 细胞 NO 释放（P<0.01），抑制率为 9.5%~

86.6%。见表 3。

3.3 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞炎症因子释放

的影响 与空白组比较，加入 LPS（0.5 mg·L-1）24 h

后能显著增加 IL-1β，IL-6，IL-10，TNF-α的释放（P<

0.01）；与模型组比较，JGL 干预后 IL-1β，IL-6，IL-10

释放呈剂量依赖下降（P<0.05，P<0.01）。但 JGL 对

LPS 诱导的 TNF-α的释放没有明显的抑制作用，差

异无统计学意义。见表 4。

表 1 PCR引物序列

Table 1 Primer sequence of PCR

引物

iNOS

COX-2

β-actin

序列（5′-3′）
上游 GGAGCGAGTTGTGGATTGTC

下游 GTGAGGGCTTGGCTGAGTGAG

上游 GAAAGCCCTCTACAGTGACATC

下游 GGTGCTCCAAGCTCTACCAT

上游 AGAGGGAAATCGTGCGTGAC

下游 CAATAGTGATGACCTGGCCGT

长度/bp

123

111

138

表 2 JGL对 LPS刺激下 RAW264.7细胞活力的影响（x̄± s，n=8）

Table 2 effect of JGL on viability of RAW264.7 cells stimulated

by LPS（x̄± s，n=8）

组别

空白

模型

JGL

质量浓度/mg·L-1

10

20

40

60

80

120

160

200

250

300

细胞活力/%

100.00±4.49

178.76±3.392）

180.58±6.28

182.95±2.41

183.79±0.99

183.59±3.07

176.59±5.94

170.25±10.98

160.39±11.97

159.70±12.96

152.59±12.56

170.04±2.78

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，

4）P<0.01（表 3~6 同）。

表 3 JGL对 LPS诱导 RAW264.7细胞 NO释放的影响（n=8）

Table 3 Effect of JGL on NO release in LPS-induced RAW264.7

cells（n=8）

组别

空白

模型

JGL

质量浓度

/mg·L-1

10

20

40

60

80

120

160

200

250

300

NO 浓度（x̄± s）

/µmol·L-1

0.00±0.01

2.06±0.062）

2.03±0.01

1.86±0.024）

1.75±0.024）

1.62±0.034）

1.44±0.034）

1.10±0.024）

0.80±0.014）

0.62±0.024）

0.46±0.024）

0.27±0.024）

抑制率/%

1.47

9.55

14.79

21.04

30.16

46.57

61.03

69.94

77.32

86.61

表 4 JGL对 LPS诱导 RAW264.7细胞炎症因子释放的影响（x̄± s，n=5）

Table 4 Effect of JGL on release of inflammatory cytokines induced by LPS in RAW264.7 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白

模型

JGL

质量浓度/mg·L-1

10

40

80

160

200

250

300

IL-6/μg·L-1

0.000±0.009

1.969±0.1582）

1.796±0.170

1.654±0.1063）

1.471±0.2263）

1.463±0.0374）

1.226±0.0014）

0.888±0.0194）

0.593±0.1014）

IL-1β/ng·L-1

0.000±0.691

85.954±17.4992）

88.695±14.5573）

73.190±8.1344）

73.109±9.9594）

97.213±14.6134）

64.603±6.7714）

56.681±6.4254）

47.431±2.1944）

IL-10/μg·L-1

2.173±0.064

43.825±0.5152）

41.575±0.5493）

40.847±0.7823）

36.649±0.4454）

27.108±0.4944）

16.761±0.1734）

12.908±0.4194）

9.013±0.1394）

TNF-α/μg·L-1

0.240±0.031

15.463±0.3012）

13.095±0.451

12.728±0.362

11.687±0.284

12.813±0.165

12.399±0.378

12.691±0.511

13.907±0.092
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3.4 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞 iNOS，PTGS2/

COX-2 mRNA 表达的影响 与空白组比较，LPS 诱

导 24 h 后 能 显 著 促 进 RAW264.7 细 胞 的 iNOS，

PTGS2/COX-2 的 mRNA 表达（P<0.01）。与 LPS 组

比较，给予 20~300 mg·L-1 JGL，iNOS 基因表达明显

下降（P<0.05，P<0.01），作用呈现剂量依赖性。与

LPS 组比较 ，给予 40~300 mg·L-1 JGL 后 ，PTGS2/

COX-2 基 因 表 达 明 显 下 调（P<0.05，P<0.01）。

见表 5。

3.5 对 PI3K/Akt 通路中 p110，p85，Akt 蛋白含量的

影 响 与 空 白 组 比 较 ，LPS 刺 激 后 PI3K p110，

p-PI3K p85，p-Akt 表达显著上调（P<0.01）；与模型

组 比 较 ，不 同 浓 度 JGL 能 剂 量 依 赖 性 明 显 下 调

PI3K-p110，p-PI3K p85，p-Akt 的 表 达（P<0.05，

P<0.01）。图 1，表 6。

4 讨论

炎症反应是机体对任何有害刺激的生理防御

反应。慢性炎症的特点是成纤维细胞的增殖和血

管新生以及炎症细胞和促炎因子的增多，如中性粒

细胞、血浆细胞和巨噬细胞等，促炎细胞因子或趋

化因子进一步刺激淋巴细胞并触发适应性免疫［9］。

RA 的本质是滑膜炎，在滑膜组织生成血管翳，伴随

局部渗出、肿胀及疼痛［10-11］，炎症反应在其疾病进程

中起关键作用。已有文献报道［12］，IL-1β体内表达

水平与关节病变严重程度呈正相关，上调 IL-1β基

因能够抑制软骨细胞中正常分子发挥生理作用，促

使软骨细胞衰老；IL-6 是由单核巨噬细胞、成纤维细

胞产生的一种多效应细胞因子，在 RA 患者血清中

明显升高，进而促进关节处滑膜细胞增生和大量炎

性细胞浸润［13］；关节炎中，过量 NO 促进超氧阴离子

反应产生过氧化亚硝酸盐，刺激 COX-2 释放，造成

软骨损伤加重 RA 病情［14］。JGL 可以有效降低兔体

内 IL-1β表达量，对兔膝关节软骨产生一定保护作

用［15］。此外，复方中主要成分也具有良好的抗炎作

用。金铁锁总皂苷对 NO 合成有抑制作用，同时可

抑制血小板的聚集，减少花生四烯酸的合成［6］，大血

藤能够抑制完全弗式佐剂（FCA）诱导的 AA 大鼠滑

膜细胞分泌基质金属蛋白酶（MMP）-2，MMP-9，减

轻滑膜组织损伤，阻止关节软骨病变［16］。八角枫醇

提物与八角枫总碱可以缓解佐剂型关节炎大鼠的

足肿胀，减轻关节滑膜炎［8］。因此，本研究采用 LPS

表 5 JGL 对 LPS 诱 导 RAW264.7 细 胞 iNOS，PTGS2/COX-2

mRNA表达的影响（x̄± s，n=5）

Table 5 Effect of JGL on expression of iNOS and PTGS2/COX-2

mRNA in LPS-induced RAW264.7 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白

模型

JGL

质量浓度/

mg·L-1

20

40

80

120

200

250

300

iNOS

1.01±0.15

2 1871.50±2 285.002）

17 368.25±1 642.403）

17 321.55±1 502.383）

16 485.63±1 989.973）

14 996.64±2 070.834）

12 476.12±263.314）

8 297.17±99.964）

6 698.75±1 440.114）

PTGS2/COX-2

1.01±0.14

459.32±27.332）

420.96±18.39

395.68±22.663）

266.79±68.444）

332.18±35.753）

338.23±8.2983）

257.57±27.974）

162.40±38.394）

A. 空白组；B. 模型组；C. TGL 10 mg·L-1 组；D. TGL 20 mg·L-1 组；
E. TGL 40 mg·L-1组；F. TGL 80 mg·L-1组

图 1 各组 PI3K/Akt通路中 PI3K p110，p-PI3K p85，Akt蛋白表达

电泳

Fig. 1 Electrophoresis of JGL on protein content of p110，p85

and Akt in PI3K/Akt pathway

表 6 JGL对 LPS诱导 RAW264.7细胞中 PI3K/Akt途径蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of JGL on expression of PI3K/Akt pathway markers in LPS-induced RAW264.7 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

模型

JGL

质量浓度/mg·L-1

10

20

40

80

p-Akt/Akt

0.036±0.020

0.686±0.1092）

0.593±0.1043）

0.459±0.0764）

0.326±0.0514）

0.266±0.0254）

PI3K p110/GAPDH

0.529±0.440

1.053±0.4172）

1.104±0.400

1.243±0.203

0.377±0.2524）

0.516±0.0514）

p-PI3K p85/GAPDH

0.145±0.195

0.749±0.4212）

0.757±0.390

0.625±0.6103）

0.409±0.5254）

0.123±0.1624）
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刺激诱导 RAW264.7 细胞炎症模型，对金骨莲提取

物的抗炎作用和机制进行研究。LPS 能刺激巨噬细

胞诱发炎症反应，促进 IL-1β，IL-6，TNF-α，MCP-1

等细胞因子以及前列腺素 PEG2 的释放；促进 NO 合

成关键酶 iNOS mRNA 表达，导致 NO 分泌增多［17］。

本实验发现，JGL 能剂量依赖性下调 iNOS，PTGS2/

COX-2 mRNA 表达，降低 NO 分泌；减少细胞因子

IL-1β，IL-6 的表达，但是对 LPS 诱导的 RAW264.7 细

胞的 TNF-α释放未见显著的抑制作用。另一种在

炎症中起重要作用的细胞因子为 IL-10，PENA 等［18］

研究证明 LPS 能促进巨噬细胞向 M1 型极化，从而

抑制 M2 型细胞因子 IL-10 的分泌，从而发挥抗炎作

用；BRENNER 等［19］和 HICKEY 等［20］的 研 究 证 明

LPS 能通过调节巨噬细胞环磷腺苷（cAMP）水平；
蛋白激酶 A（PKA）介导的环磷腺苷效应元件结合蛋

白（CREB）磷酸化，以上调 IL-10 的表达。本研究中

LPS 刺激 RAW264.7 细胞后能明显增加细胞因子

IL-10 释放，JGL 能显著降低 IL-10 释放。

PI3K/Akt 通路是细胞内重要的信号转导通路

之一，参与细胞增殖、抑制细胞凋亡，影响血管生成

与免疫功能以及炎症反应等［21-23］。PI3K 通过由催

化亚基 p110 和调节亚基 p85 组成具有类脂激酶和

蛋白激酶双重活性的异源二聚体，激活 Akt 参与下

游信号因子的调控，此通路在 RA 患者滑膜炎症和

滑膜细胞的迁移侵袭密切相关［24-25］。RA 患者 B 淋

巴细胞可以激活巨噬细胞 γ干扰素（IFN-γ），IL-33，

诱导炎症因子 IL-6，IL-8 的分泌，从而诱导 PI3K 通

路激活，参与 RA 滑膜炎症反应［26-27］。本研究中

Western blot 检测发现 LPS 刺激后 RAW264.7 细胞

PI3K/Akt通路高度活化，JGL 可以抑制此通路活化，

主要表现在下调 PI3K p110 蛋白表达，降低 PI3K

p85 和 Akt 磷酸化水平。提示 JGL 的抗炎作用可能

与抑制 PI3K/Akt途径活化有关。

综上所述，JGL 可以抑制 LPS 刺激 RAW264.7

细胞的炎症反应，抗炎作用与降低 PI3K/Akt 通路的

活化水平，降低下游炎症相关 iNOS，PTGS2/COX-2

mRNA 表达，抑制炎症因子 IL-6，IL-1β，IL-10 的生

成有关，从而达到治疗 RA 的效果，为金骨莲提取物

治疗 RA 提供实验依据。
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