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基于 PI3K/Akt信号通路探讨小金丹对巨噬细胞极化的
调控作用及机制
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［摘要］ 目的：探讨小金丹提取物（XJD）对巨噬细胞极化的调控作用及作用机制。方法：以脂多糖（LPS）、白细胞介素 -4

（IL-4）刺激 RAW264.7 细胞诱导 M1 型和 M2 型极化。采用细胞增殖活性检测（CCK-8）法检测 10~80 mg·L-1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 -6

（IL-6）释放；采用实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测 M1 型和 M2 型巨噬细胞标志物的 mRNA 表达；采用流式

细胞分析法检测 CD206 表达；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）信号通路关键蛋

白的活化。结果：10~80 mg·L-1 XJD 对 0.5 mg·L-1 LPS 和 20 μg·L-1 IL-4 诱导的 RAW264.7 细胞增殖未见明显影响。与空白组

比较，LPS 诱导组 M1 型巨噬细胞标志物表达升高，主要包括显著增加 NO、IL-6 释放（P<0.01），明显上调 M1 型基因白细胞介

素 -1β（IL-1β）、一氧化氮合酶（iNOS）、前列腺素氧化环化酶 -2（COX-2）和肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）mRNA 表达（P<0.01）。同

LPS 诱导组比较，20~80 mg·L-1 XJD 能浓度依赖性显著抑制 NO、IL-6 的释放（P<0.01）；10~80 mg·L-1 XJD 能浓度依赖性下调

M1 型基因 IL-1β、iNOS、COX-2 和 TNF-α mRNA 表达（P<0.01）。与空白组比较，IL-4 诱导组 M2 型巨噬细胞标志物表达升高，

主要包括 CD206+巨噬细胞比例显著升高（P<0.01），显著上调 M2 型基因精氨酸-1（Arg-1）、白细胞介素-10（IL-10）、白细胞介素-

13（IL-13）和转化生长因子 -β1（TGF-β1）mRNA 表达（P<0.01）。同 IL-4 诱导组比较，10~80 mg·L-1 XJD 能浓度依赖性显著降低

CD206+ M2 型巨噬细胞比例（P<0.01）；显著下调 Arg-1、IL-10、IL-13 和 TGF-β1 mRNA 表达（P<0.01）。Western blot 结果显示，

与空白组比较，LPS 和 IL-4 诱导组磷脂酰肌醇 3-激酶 p110（PI3K-p110）和磷酸化蛋白激酶 B（p-Akt）表达均显著上调（P<0.01）；
同 LPS 或 IL-4 诱导组比较，XJD 能明显降低 PI3K p110 蛋白表达和 p-Akt 水平（P<0.05，P<0.01）。结论：小金丹提取物能抑制

LPS 和 IL-4 诱导 RAW264.7 细胞的 M1 型极化和 M2 型极化，机制与降低 PI3K/Akt通路的活化水平有关。
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macrophage polarization. Method：：Lipopolysaccharide（LPS）and interleukin-4（IL-4）were used to induce M1

and M2 polarization of RAW264.7 cells. The influence of 10-80 mg·L-1 XJD on cell proliferation was detected by

Cell Counting Kit-8（CCK-8）assay. Nitric oxide（NO）and interleukin-6（IL-6）release was explored by Griess

assay and enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA），respectively. The mRNA expression of M1 and M2

macrophage markers was measured by real-time quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR），and

the CD206+ expression was determined by flow cytometry. The activation of phosphatidylinositol 3-kinase/

protein kinase B（PI3K/Akt）pathway was analyzed by western blot. Result：： 10-80 mg·L-1 XJD showed no

marked cytotoxicity in LPS（0.5 mg·L-1）- or IL-4（20 μg·L-1）-induced RAW264.7 cells. Compared with the

control group，LPS significantly promoted the expression of M1 macrophage markers（P<0.01），including

increased NO and IL-6 release（P<0.01）and upregulated mRNA expression of interleukin-1β（IL-1β），inducible

nitric oxide synthase（iNOS），cyclooxygenase-2（COX-2）and tumor necrosis factor- α（TNF- α）（P<0.01）.

Compared with LPS-induced group，20-80 mg·L-1 XJD decreased the release of NO and IL-6 in a dose-

dependent manner（P<0.01），and similarly 10-80 mg·L-1 XJD suppressed the mRNA expression of IL-1β，

iNOS，COX-2 and TNF-α（P<0.01）. Compared with the control group，IL-4 obviously increased the expression

of M2 macrophage markers（P<0.01），including increased CD206+ cell population and upregulated mRNA

expression of arginine-1（Arg-1），interleukin-10（IL-10），interleukin-13（IL-13）and transforming growth

factor- β1（TGF- β1）. Compared with IL-4-induced group，10-80 mg·L-1 XJD dose-dependently decreased

CD206+ cell population（P<0.01）and inhibited the mRNA expression of Arg-1，IL-10，IL-13 and TGF-β1（P<

0.01）. Western blot showed that XJD significantly downregulated the activation of PI3K/Akt pathway as

compared to LPS- and IL-4-induced groups（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：： XJD significantly inhibited the

macrophage polarization in the LPS- and IL-4-induced RAW264.7 cells by targeting PI3K/Akt pathway.

［［Keywords］］ Xiaojindan；RAW264.7；macrophage polarization；phosphatidylinositol 3-kinase/protein

kinase B（PI3K/Akt）pathway

巨噬细胞是一类分布于机体各种组织的高度

异质性免疫细胞，参与包括癌症、纤维化和类风湿

性关节炎等多种炎症性疾病的病理过程［1］。作为肿

瘤微环境中最主要的内源性免疫细胞，在不同因素

下刺激分为经典活化的 M1 型和选择性活化的 M2

型巨噬细胞，在肿瘤生存增殖、血管生成、侵袭转移

中起重要作用［2-3］。调节 M1 和 M2 型巨噬细胞极化

平衡从而改善肿瘤病情是中药免疫调节的作用机

制之一。小金丹出自清代王维德《外科证治全生

集》，记载被广泛用于治疗乳岩，全方由白胶香、草

乌、五灵脂、地龙、木鳖子、乳香、没药、当归、麝香、

墨炭组成。临床研究证实小金丹对乳腺癌、乳腺癌

术后并发症、乳腺癌转移等患者有良好疗效［4-9］；本
课题组实验研究也证明小金丹提取物能抑制三阴

性乳腺癌细胞生长和转移［10］。进一步研究发现小

金丹能改善局部炎性微环境，提高细胞免疫功能，

抑制炎性蛋白表达，从而发挥抑制肿瘤作用［6，9，11-12］。

但是目前对小金丹影响巨噬细胞极化的作用尚未

见报道。因此，本研究采用脂多糖（LPS）和白细胞

介素 -4（IL-4）分别刺激小鼠巨噬细胞 RAW264.7 诱

导 M1 型和 M2 型巨噬细胞极化模型，以磷脂酰肌醇

3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）信号通路为靶点探讨

小金丹对巨噬细胞极化的影响。

1 材料

1.1 药物与试剂 参考 2020 年版《中华人民共和

国药典》，小金丹组方：制草乌 50 g、枫香脂 50 g、五

灵脂（醋炒）50 g、地龙 50 g、木鳖子 50 g、醋乳香

25 g、醋没药 25 g、酒当归 25 g、墨炭粉 4 g、人工麝香

10 g，所有中药饮片购自北京同仁堂药店，经中国食

品药品检定研究院中药民族药检定所康帅副研究

员鉴定均为正品。中药饮片碎成细粉混匀，采用密

闭容器，加入 70% 乙醇 400 mL，55 ℃回流提取 2 h，

过滤取上清液，再加入 70% 乙醇 300 mL 回流提取

1 h，合并 2 次滤液，干燥成粉末，得率为每 1 g 提取

物药粉相当于生药 5.94 g。以二甲基亚砜（DMSO）
配制为储存液，质量浓度为 100 g·L-1，−20 ℃贮存。

实验时以培养基稀释至所需浓度。

DMEM 高糖培养基（Bioss 公司，批号 C7076），
细胞增殖活性检测（CCK-8）、一氧化氮（NO）检测试

剂盒（Beyotime 公司，批号分别为 073020201106、

··37



第 28 卷第 9 期
2022 年 5 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 9

May，2022

090420201021），白细胞介素 -6（IL-6）酶联免疫吸附

测 定 法（ELISA）试 剂 盒（ 达 科 为 公 司 ，批 号

1210602），动 物 组 织/细 胞 总 RNA 提 取 试 剂 盒

（Tiangen 公司，批号 W9727），RNeasy Plus Mini Kit

试剂盒（Qiagen 公司，批号 151047738）；cDNA 反转

录 试 剂 盒（ 北 京 全 式 金 生 物 技 术 公 司 ，批 号

O10903），SYBR Green Master（Roche 公 司 ，批 号

50837000）；流式抗体异硫氰酸荧光素（FITC）anti-

mouse CD206（MMR）Antibody（Biolegend 公司，批

号 141703），磷脂酰肌醇 3-激酶 p110（PI3K-p110）、
磷酸化蛋白激酶 B（p-Akt）、蛋白激酶 B（Akt）、甘油

醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（GAPDH）单 克 隆 抗 体（Cell

Signaling 公司，批号分别为 4249S、4060S、4685S、

97166S）、辣根过氧化物酶标记（HRP）山羊抗兔二

抗（中杉金桥公司，批号 131879）。
1.2 细胞培养 小鼠 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心，使用含

10% FBS，0.1 U·L-1 青霉素和 100 mg·L-1 链霉素的

DMEM 培养基，在 5% CO2、37 ℃的细胞培养箱中培

养。0.25% 胰酶消化传代。

1.3 仪 器 HERAcell 240i 型 CO2 培 养 箱（美 国

Thermo 公司），IX71 型倒置显微镜（日本 Olympus公

司 ），SpectraMax i3x 型 酶 标 仪（ 美 国 Molecular

Devices公司），LightCycler 480Ⅱ型实时荧光定量聚

合酶链式反应（Real-time PCR）仪（瑞士 Roche 公

司），CytoFLEX Flow Cytometer 型流式细胞分析系

统（美国 Beckman Coulter 公司），Mini-PROTEAN 型

电泳系统、Mini Trans-blot 转印系统（美国 Bio-Rad

公司）。
2 方法

2.1 细 胞 活 力 CCK-8 检 测 以 每 孔 2×104 个

RAW264.7 细胞接种于 96 孔板，培养过夜，加入 10~

80 mg·L-1 小金丹提取物、0.5 mg·L-1 LPS、20 μg·L-1

IL-4 培养 24 h，按 CCK-8 试剂盒说明书操作，酶标仪

450 nm/650 nm 检测吸光度 A。细胞活力 =A 给药组/

A 空白组×100%。

2.2 NO 和 IL-6 释放 取细胞上清，按 NO 试剂盒

和 ELISA 试剂盒说明检测。

2.3 流式细胞法检测 CD206 的表达 收集细胞，以

1% 牛血清白蛋白 -磷酸盐缓冲液（BSA-PBS）1 mL

封闭 30 min，加入含 FITC anti-mouse CD206 抗体的

BSA-PBS 100 μL，冰上避光孵育 10 min，用 PBS 洗

后重悬进行流式细胞仪检测，利用 FlowJo_v10 软件

分析。

2.4 Real-time PCR 检测炎症因子 mRNA 表达 收

集细胞提取 mRNA，利用逆转录试剂盒制备 cDNA。

进行 PCR 扩增，检测各组细胞目的基因 mRNA 表达

水平。反应条件：94 ℃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 5 个复孔。以 2-ΔΔCt法表示各目的基

因的相对表达量。引物由美国 ThemoFisher 公司合

成，见表 1。

2.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）测定相关蛋白

表达情况 收集细胞，加入细胞裂解液 400 μL，冰

上充分裂解冰上裂解 3~5 min，14 000 r·min−1，4 ℃

离心 15 min（离心半径 12 cm），收集上清液，采用

BCA 法测定蛋白浓度。取蛋白样品 20 μg 进行十二

烷 基 磺 酸 钠（SDS）聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 ，4 ℃、

300 mA 湿转 1 h，5%BSA 室温封闭 2 h。分别用一

抗（1∶1 000）4 ℃孵育过夜；洗膜后，HRP 标记二抗

（1∶2 000）室 温 孵 育 1 h，增 强 型 化 学 发 光 试 剂

（ECL）试剂盒显色检测，以 GAPDH 为内参。

2.6 统计学方法 采用 Graphpad Prism 8.0 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 RAW264.7 细 胞 增 殖 活 性 的 影 响 10~

表 1 PCR引物序列

Table 1 Primer sequence of PCR

引物

一氧化氮合

酶（iNOS）
前列腺素氧

化环化酶-2

（COX-2）
白细胞介素

（IL）-1β

肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）
精氨酸-1

（Arg-1）
IL-10

IL-13

转化生长因

子（TGF）-β1

β-肌动蛋白

（β-actin）

序列（5′-3′）
上游 GGAGCGAGTTGTGGATTGTC

下游 GTGAGGGCTTGGCTGAGTGAG

上游 GAAAGCCCTCTACAGTGACATC

下游 GGTGCTCCAAGCTCTACCAT

上游 GAAATGCCACCTTTTGACAGTG

下游 TGGATGCTCTCATCAGGACAG

上游 CAGGCGGTGCCTATGTCTC

下游 CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG

上游 CATATCTGCCAAAGACATCGTG

下游 GACATCAAAGCTCAGGTGAATC

上游 GCTCTTACTGACTGGCATGAG

下游 CGCAGCTCTAGGAGCATGTG

上游 CCTGGCTCTTGCTTGCCTT

下游 GGTCTTGTGTGATGTTGCTCA

上游 TTTCCGCTGCTACTGCAAGTC

下游 AGGGCTGTCTGGAGTCCTCA

上游 AGAGGGAAATCGTGCGTGAC

下游 CAATAGTGATGACCTGGCCGT

长度/bp

123

111

116

89

196

105

116

92

138
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80 mg·L-1 小金丹提取物处理 24 h，10~40 mg·L-1 小

金丹提取物对 RAW264.7 细胞未见明显增殖抑制作

用，细胞增殖抑制率为 0.79%~10.5%。与空白组比

较，60、80 mg·L-1小金丹提取物对 RAW264.7 细胞增

殖 有 显 著 抑 制 作 用（P<0.01），细 胞 活 力 分 别 为

83.39% 和 37.47%。见表 2。

考虑后续实验需要在 LPS 或 IL-4 诱导下进行，

因此本研究对小金丹提取物对 LPS 和 IL-4 作用下

RAW264.7 细胞的增殖作用进行检测。与空白组比

较 ，0.5 mg·L-1 LPS 刺 激 24 h 后 能 显 著 促 进

RAW264.7 细 胞 增 殖（P<0.01）；与 LPS 组 比 较 ，

10~80 mg·L-1小金丹提取物对 LPS 诱导的细胞增殖

未 见 明 显 抑 制 作 用 。 见 表 3。 在 IL-4 刺 激 的

RAW264.7 细胞中，小金丹提取物在相同剂量下未

见明显抑制细胞增殖的作用。见表 4。

3.2 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞 NO 释放和 IL-6

分泌的影响 与空白组比较，加入 0.5 mg·L-1 LPS 刺

激 24 h 后能显著增加 NO 和 IL-6 的释放（P<0.01）。
与 LPS 组比较，20~80 mg·L-1 小金丹提取物能浓度

依赖性抑制 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞 NO 释放和

IL-6 分泌（P<0.01）。见表 5。

3.3 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞 IL-1β、iNOS、

COX-2 和 TNF-α 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

IL-1β、iNOS、COX-2 和 TNF- α mRNA 表 达（P<

0.01）。与 LPS 组比较，10~80 mg·L-1 小金丹提取物

能显著降低 IL-1β、iNOS、COX-2 和 TNF-α mRNA 表

达（P<0.01），呈现浓度依赖性。见表 6。

3.4 对 IL-4 诱导的 RAW264.7 细胞 CD206 表达的

影 响 与 空 白 组 比 较 ，IL-4 组 RAW264.7 细 胞

CD206 的表达显著升高（P<0.01）。与 IL-4 组比较，

10~80 mg·L-1 小 金 丹 提 取 物 浓 度 依 赖 性 降 低

RAW264.7 细胞 CD206 的表达（P<0.01）。见表 7。

3.5 对 IL-4 诱导的 RAW264.7 细胞 Arg-1、IL-10、

IL-13 和 TGF- β1 mRNA 表 达 的 影 响 与 空 白 组

表 3 小金丹提取物对 LPS 刺激后 RAW264.7 细胞增殖的影响

（x̄± s，n=5）

Table 3 Effect of XJD on LPS induced cell viability in RAW264.7

cells（x̄± s，n=5）

组别

空白组

LPS 组

小金丹组

LPS

/mg·L-1

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

质量浓度

/mg·L-1

10

20

40

60

80

A450 nm/A650 nm

0.66±0.08

1.01±0.112）

1.00±0.03

0.97±0.05

0.96±0.06

0.93±0.14

0.94±0.14

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 LPS 组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 5-表 10 同）

表 4 小金丹提取物对 IL-4 刺激 RAW264.7 细胞增殖的影响

（x̄± s，n=5）

Table 4 Effect of XJD on IL-4 induced cell viability in RAW264.7

cells（x̄± s，n=5）

组别

空白组

IL-4 组

小金丹组

IL-4

/μg·L-1

20

20

20

20

20

20

质量浓度

/mg·L-1

10

20

40

60

80

A450 nm/A650 nm

0.83±0.08

0.85±0.01

0.82±0.23

0.87±0.04

0.86±0.05

0.89±0.29

0.89±0.17

表 2 小金丹提取物对 RAW264.7细胞增殖的影响（x̄± s，n=5）

Table 2 Effect of Xiaojindan extract（XJD）on cell viability in

RAW264.7 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白组

小金丹组

质量浓度/mg·L-1

10

20

40

60

80

细胞活力/%

100.00±10.96

99.22±1.34

93.47±1.83

90.91±16.62

83.89±2.311）

37.47±1.441）

注：与空白组比较 1）P<0.01

表 5 小金丹提取物对 LPS诱导 RAW264.7细胞 NO 和 IL-6释放的

影响（x̄± s，n=5）

Table 5 Effect of XJD on NO and IL-6 release in LPS-induced

RAW264.7 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白组

LPS 组

小金丹组

LPS

/mg·L-1

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

质量浓度

/mg·L-1

10

20

40

60

80

NO 释放

/nmol·L-1

13.74±5.78

44.64±7.542）

41.68±5.03

25.62±4.084）

19.71±4.744）

7.94±2.564）

3.71±3.114）

IL-6

/ng·L-1

7.66±3.31

875.85±64.012）

781.73±44.13

703.09±24.564）

594.50±37.554）

354.33±57.844）

0.26±4.834）
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比较，IL-4 诱导 24 h 后能显著促进 RAW264.7 细胞

的 Arg-1、IL-10、IL-13 和 TGF- β1 mRNA 表 达（P<

0.01）。与 IL-4 组比较，10~80 mg·L-1 小金丹提取物

可显著降低 RAW264.7 细胞的 Arg-1、IL-10、IL-13 和

TGF-β1 mRNA 表达（P<0.01），作用呈现浓度依赖

性。见表 8。

3.6 小金丹提取物对 LPS 和 IL-4 诱导的 PI3K/Akt

通路活化的影响 与空白组比较，LPS 组、IL-4 组

PI3K-p110、p-Akt蛋白表达显著上调（P<0.01）；与 LPS

组、IL-4 组比较，小金丹提取物（20，40，60 mg·L-1）能
浓度依赖性明显下调 PI3K-p110、p-Akt 蛋白表达

（P<0.05，P<0.01）。见图 1、表 9、表 10。

表 6 小金丹提取物对 LPS诱导 RAW264.7细胞 M1型巨噬细胞标志物的基因表达的影响（x̄± s，n=5）

Table 6 Effect of XJD on mRNA expression of M1 macrophage markers in LPS induced RAW264.7 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白组

LPS 组

小金丹组

LPS/mg·L-1

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

质量浓度/mg·L-1

10

20

40

60

80

IL-1β

1.00±0.80

23 277.79±0.362）

20 311.37±0.404）

18 432.96±0.394）

13 034.07±0.544）

1 284.21±0.124）

29.24±0.424）

iNOS

1.00±1.26

48.67±0.382）

35.63±0.224）

27.76±0.694）

12.34±0.684）

10.33±0.064）

9.75±0.644）

COX-2

1.00±0.41

4 182.07±0.382）

3 821.70±0.374）

3 492.39±0.094）

2 836.70±0.324）

1 595.73±0.254）

367.94±0.314）

TNF-α

1.00±0.69

48.06±0.282）

21.56±0.194）

20.11±0.214）

19.12±0.864）

12.35±0.414）

7.62±0.464）

表 7 小金丹提取物对 IL-4 刺激后 CD206+ M2 型巨噬细胞比例的

影响（x̄± s，n=5）

Table 7 Effect of XJD on CD206+ macrophage population in IL-4

induced RAW264.7 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白组

IL-4 组

小金丹组

IL-4

/μg·L-1

20

20

20

20

20

20

质量浓度

/mg·L-1

10

20

40

60

80

CD206+ M2 型巨噬

细胞/%

5.17±1.18

82.90±2.402）

59.50±0.854）

29.90±0.284）

12.45±0.074）

11.20±0.574）

7.24±0.064）

表 8 小金丹提取物对 IL-4诱导 RAW264.7细胞 M2型巨噬细胞标志物的 mRNA表达的影响（x̄± s，n=5）

Table 8 Effect of XJD on mRNA expression of M2 macrophage markers in IL-4 induced RAW264.7 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白组

IL-4 组

小金丹组

IL-4/μg·L-1

20

20

20

20

20

20

质量浓度/mg·L-1

10

20

40

60

80

Arg-1

1.00±1.17

1 002.93±0.612）

622.75±1.354）

398.24±0.114）

218.40±0.814）

142.27±0.824）

26.66±1.304）

IL-10

1.00±0.92

11.29±0.692）

7.77±0.494）

6.01±0.444）

5.51±0.514）

4.21±0.204）

2.52±0.394）

IL-13

1.00±0.84

12.59±0.722）

7.28±2.694）

6.19±1.664）

4.96±1.644）

3.52±0.334）

2.85±1.214）

TGF-β1

1.00±0.29

5.12±0.612）

4.57±0.674）

4.24±0.624）

3.67±0.304）

2.61±0.334）

1.98±0.334）

注：A. 空白组；B. LPS 组；C~E. LPS+小金丹组（20，40，60 mg·L-1）；F. 空白组；G. IL-4 组；H~J. IL-4+小金丹组（20，40，60 mg·L-1）
图 1 LPS和 IL-4诱导的 PI3K途径相关蛋白表达电泳

Fig. 1 Electrophoresise of markers of PI3K pathway expressions
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4 讨论

巨噬细胞是具有高度异质性的一类免疫细胞，

在体内不同微环境影响下，不同亚型巨噬细胞处于

动态平衡，参与抗原呈递、吞噬和其他免疫调节过

程，从而在肿瘤等疾病的发展中起关键作用［1］。肿

瘤微环境中的巨噬细胞受到细胞因子、分泌蛋白和

生物小分子的刺激，表现出明显的表型和功能差

异。M1 型巨噬细胞可以分泌高水平的 IL-1、IL-6、

IL-12、IL-23、TNF-α等细胞因子，一氧化氮，趋化因

子，促进炎症反应。M2 型巨噬细胞可分泌高水平

的 IL-10、IL-13 和 TGF-β1 参与肿瘤生长、血管淋巴

管形成，促进肿瘤转移［2-3］；同时 M2 型巨噬细胞可以

通过减少抗原递呈，阻碍 T 细胞增殖，抑制 NK 细胞

的迁移而抑制免疫应答［13］。M1 型和 M2 型巨噬细

胞在肿瘤的各阶段均存在，既往研究认为巨噬细胞

及分泌的细胞因子等炎症标志物与恶性肿瘤的发

生发展和预后密切相关［14］。已有实验研究也证实

多种中药可以通过调节巨噬细胞极化，抑制炎症反

应对多种组织来源的肿瘤发挥抑制作用［15-17］。

小金丹方中草乌“通经络，寻蹊达径而直抵病

所”（《药性论》），木鳖子“散血热、除痈毒”（《本草经

疏》），两药能散寒邪之凝闭，宣湿浊之壅阻，祛凝结

之痰毒。五灵脂、乳香、没药能活血祛瘀，消肿定

痛；当归能和血补血；白胶香与墨炭能调气血，消痈

疽，化瘀肿；地龙清热通络；麝香走窜通络，散结开

壅，亦可引导诸药直达病所。诸药合用具有温经散

寒通滞，祛痰化湿，化瘀通络之功效，从而在防治乳

腺癌及其转移方面显示独特疗效。已有文献报道

小金丹通过增强巨噬细胞吞噬功能发挥抑制小鼠

H22 肝癌作用［11］；能降低乳腺癌患者血清细胞因子

TNF-α、IL-6、IL-1β水平［9］；其中筛选的 13 种候选化

学成分作用于 PTGS1、PTGS2 等炎性相关蛋白，调

节前列腺素 E2的合成［12］，从而发挥抑制炎症反应的

作用。本实验在 LPS 刺激诱导 RAW264.7 细胞 M1

型极化模型中，M1 型巨噬细胞标志物 NO、IL-6 分

泌 增 多 及 NO 合 成 关 键 酶 iNOS、IL-1β，COX-2、

TNF-α mRNA 表达升高；小金丹提取物能剂量依赖

性下调 iNOS、IL-1β，COX-2、TNF-α mRNA 表达，降

低 NO 和 IL-6 分泌，提示小金丹能抑制 LPS 诱导的

小鼠 RAW264.7 细胞的 M1 型极化导致的炎症反应。

本实验还采用 IL-4 刺激 RAW264.7 细胞后诱导巨噬

细胞 M2 型极化模型评价小金丹的调节作用，结果

发现它能明显抑制 M2 型巨噬细胞标志物 CD206、

Arg-1、IL-10、IL-13、TGF-β1 的表达，提示小金丹能

逆转 IL-4 诱导的巨噬细胞 M2 型极化。由此推测小

金丹可能通过调节巨噬细胞极化，抑制炎症反应，

发挥其抑制乳腺癌生长及其转移的作用。

PI3K/Akt 通路是细胞内重要的信号转导通路

之一，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，参与细胞增

殖、凋亡，血管生成与免疫重塑以及炎症反应等过

程［18］。此通路的关键蛋白也是调节巨噬细胞 M1/

M2 型活化的关键分子，以其为靶点的治疗策略为

从肿瘤微环境角度治疗肿瘤提供新的切入点［19］。

本 实 验 发 现 LPS 和 IL-4 刺 激 后 RAW264.7 细 胞

PI3K/Akt 通路均高度活化，小金丹提取物可以抑制

此通路活化，主要表现在下调 PI3K-p110 蛋白表达，

降低 Akt 磷酸化水平。提示小金丹调节 LPS 或 IL-4

诱导的巨噬细胞极化的作用可能与抑制 PI3K/Akt

途径活化有关。

综上所述，小金丹对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞

的 M1 型极化有抑制作用；同时能抑制 IL-4 诱导

RAW264.7 细 胞 的 M2 型 极 化 ，机 制 可 能 与 降 低

PI3K/Akt 通路的活化水平有关。由此提示，小金丹

可能通过调节巨噬细胞极化作用重塑巨噬细胞表

表 10 小金丹提取物对 IL-4 诱导的 PI3K-p110 和 p-Akt 表达的影

响（x̄± s，n=5）

Table 10 Effect of XJD on expression of PI3K-p110 and p-Akt in

IL-4 induced RAW264.7 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白组

IL-4 组

小金丹组

IL-4

/μg·L-1

20

20

20

20

质量浓度

/mg·L-1

20

40

60

PI3K-p110

/GAPDH

1.83±0.12

2.47±0.042）

1.35±0.024）

1.08±0.034）

0.76±0.044）

p-Akt/Akt

0.78±0.05

1.27±0.032）

1.11±0.013）

1.06±0.013）

1.04±0.014）

表 9 小金丹提取物对 LPS 诱导的 RAW264.7细胞中 PI3K-p110和

p-Akt表达的影响（x̄± s，n=5）

Table 9 Effect of XJD on expression of PI3K-p110 and p-Akt in

LPS-induced RAW264.7 cells（x̄± s，n=5）

组别

空白组

LPS 组

小金丹组

LPS

/mg·L-1

0.5

0.5

0.5

0.5

质量浓度

/mg·L-1

20

40

60

PI3K-p110

/GAPDH

0.33±0.09

0.69±0.162）

0.50±0.153）

0.37±0.134）

0.25±0.024）

p-Akt/Akt

0.85±0.07

1.07±0.052）

0.55±0.144）

0.45±0.194）

0.04±0.014）
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型和功能，从而干预肿瘤微环境角度发挥抗肿瘤

作用。
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