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  [ 摘要]  目的: 研究培养雪莲总黄酮对炎性介质一氧化氮( NO) , 前列腺素 E2 ( PGE2) 分泌以及一氧化氮合酶( iNOS) ,环

氧酶-2( COX-2) mRNA表达的影响, 探讨其抗炎机制。方法:用 Griess法测定培养雪莲总黄酮对 Raw264. 7细胞 NO的影响,放

射免疫法测定培养雪莲总黄酮对 Raw264. 7 细胞 PGE2 含量; 逆转录聚合酶链式反应方法检测 Raw264. 7 细胞 iNOS, COX-2

mRNA表达情况。结果: 培养雪莲总黄酮可明显降低 Raw264. 7 细胞上清中 NO, PGE2 含量, 同时, 降低 iNOS, COX-2 mRNA表

达。结论:培养雪莲总黄酮的抗炎作用与抑制炎性介质 NO, PGE2 分泌有关, 抑制 iNOS, COX-2 mRNA表达从而降低炎性介质

NO, PGE2 分泌可能是培养雪莲总黄酮的抗炎作用的机制之一。
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  雪莲中黄酮类化合物和多糖等有明显的活性和

治疗作用
[ 1] ,而培养雪莲总黄酮的抗炎作用与野生

雪莲提取物的抗炎作用没有显著性差异
[ 2]

,野生雪

莲及培养雪莲总黄酮对致炎大鼠血清中 IL-1β, NO,

PGE2 均有明显的抑制作用
[ 3 ]

,且培养雪莲总黄酮对

巨噬细胞 TNF-α, IL-6 有抑制作用
[ 4]

;为深入探讨培

养雪莲总黄酮的抗炎作用机制,我们拟从与炎症发

生密切相关的炎性介质 NO, PGE2 以及 iNOS, COX-2

mRNA表达的影响进行研究。

1 材料与方法

1.1 材料 Raw264. 7 细胞, 购自中国医学科学院

细胞库。培养雪莲总黄酮 ( 水母雪莲红色系固体培

养细胞)的碱洗部分( 纯度 82% ,中国科学院植物所

赵德修研究员提供 ) ; 胰酶 ( Sigma) ; RPMI 1640

( Gibco) ;胎牛血清 ( Hyclon) ; PGE2 放免试剂盒,中

国人民解放军总医院科技开发中心; Trizol ( Gibco) ,

iNOS, COX-2 引物序列购自北京中山生物公司;

DEPC水, 随机引物, dNTPs ( 20 mmol·L
- 1

) , 5 ×

Buffer, MMLV, 10 ×Buffer, Taq 酶, 琼脂糖, DNA

Marker均购自北京夏斯生物技术公司; 数码凝胶成

像分 析 系 统 ( Kodak EDAS290 ) , 紫 外 分 析 仪

( Beckman DU640) 。

1.2 方法

1.2.1 MTT法测定培养雪莲总黄酮对 Raw264. 7

细胞毒性的影响  Raw264. 7 细胞传代培养,用 5%

胰酶消化 5 min, 调整细胞相对密度为 1 ×105

个 / mL,向 96 孔板中加雪莲总黄酮,质量浓度依次

为 4. 166 7, 2. 083, 1. 041 7, 0. 520 8, 0. 260 4,

0. 130 2, 0. 065 1, 0. 032 5, 0. 016 27, 0. 008 138, 0

g·L - 1
各 3 孔, 200 μL/孔, 37 ℃, 5% CO2 培养 24 h,

加5 μg·mL - 1 MTT 20 μL/孔,酶标仪检测。

1.2.2 Griess 法测定 Raw264. 7 细胞上清液中 NO

含量  将 Raw264. 7 细胞传代培养, 用 RPMI 1640

培养基调整细胞相对密度为 1. 2 ×10
6
个 /mL。将细

胞接种于 24 孔培养板中, 每孔 1 mL,在 37 ℃, 5%

CO2 条件下培养 24 h后,向培养板中加入培养雪莲

总黄酮 ( 45, 22. 5, 11. 2, 5. 6, 2. 8 μg·mL - 1 ) ,再加入

LPS( 质量浓度 5 μg·mL
- 1

) ,在培养箱中 37 ℃培养

24 h。

Griess试剂配制:准确称取磺胺 1. 0 g, N-1-苯乙

二胺盐酸盐 0. 1 g加适量双蒸水溶解,再取 2. 94 mL

磷酸 ( 85% ) 加入溶液中,用双蒸水定容至 100 mL,

置于棕色瓶中, 4 ℃贮存备用。NaNO2 标准液制备:
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称取 6. 9 mg NaNO2 加入 100 mL双蒸水溶解,配成 1

mmol·L - 1 , 分 别 稀 释 成 100, 80, 60, 40, 20, 0

μmol·L
- 1

,取 96 孔板,标准曲线和样品不同浓度各

3 孔,每孔 100 μL,再加入 Griess试剂 100 μL,混匀,

室温放置 10 min,在酶标仪上 620 nm参考波长, 570

nm测定波长,测定 A。

1.2.3 放免法测定培养雪莲总黄酮对 Raw264. 7 细

胞分泌 PGE2 含量 细胞传代培养同 1. 2. 2,收集上

述各组细胞的培养上清液, 测定严格按 PGE2 试剂

盒说明书方法进行。

1.2.4 RT-PCR测定培养雪莲总黄酮对 iNOS, COX-

2 mRNA表达的影响

1.2.4.1 提取细胞的总 RNA 细胞培养同 1.2. 2,

设空白组、DMSO对照组、LPS模型组、LPS +雪莲细

胞培养物总黄酮 ( 45, 22. 5, 4. 5, 2. 25, 0. 45, 0. 045

μg·mL - 1 ) 组。每组分别取 Raw264. 7 细胞 2 ×10 6

个,加入 1 mL Trizol 试剂,室温放置 5 min;将裂解液

转移至 1. 5 mL Eppendorf 管中, 加入 0. 2 mL 氯仿,

振摇 15 s,室温放置 2 ～3 min, 4 ℃ 12 000 ×g 离心

15 min; 小心吸取上层水相移至另一无 RNA 酶的

Eppendorf管中,加 0. 5 mL异丙醇,振荡 15 ～20 s,室

温放置 10 min, 4 ℃ 12 000 ×g 离心 10 min;弃上清,

加入 1 mL 75% 乙醇 ( 用去 DEPC水配制) , 充分混

匀,洗涤沉淀, 4 ℃ 7 500 ×g 离心 5 min;弃乙醇,置

超净台中吹干, 用 25 μL 去 DEPC 水溶解 RNA,

- 20 ℃保存待用,稀释 RNA( 4. 5 μL至 450 μL) ,用

紫外分析仪测定 RNA含量。
RNA(μg·μL - 1) = A260 ×40×核酸稀释倍数 /1 000

1.2.4.2 逆转录合成 cDNA 配制逆转录反应体

系,反应体系中包括: 4 μg 模板 RNA 溶液 ( 3 ～5

μL) 、1 μL随机引物、1 μL dNTPs ( 20 mmol·L
- 1

) ,

ddH2 O( 3 ～5 μL,现算) 70 ℃ 5 min, 4 ℃ 5 min, 4 μL

5 ×Buffer、2 μL ddH2 O,轻弹管壁混匀, 37 ℃ 2 min,

再加入 1 μL MMLV, 37 ℃ 60 min, 70 ℃ 15 min,

4 ℃。

1.2.4.3 PCR扩增 在 PCR管内配制 PCR反应体

系,反应体系包括: 4 μL RT产物, 14 μL ddH2 O, 2. 5

μL 10 ×Buffer, 2 μL dNTPS ( 各 2. 5 mmol·
- 1

) , 0. 5

μL Antisence Primer( 25 pmol·L- 1 ) , 0. 5 μL Sence

Primer( 25 pmol·L
- 1

) 、0. 5 μL Taq酶, 94 ℃变性, 72

℃延伸,其退火温度,循环次数、引物序列见表 1。

1.2.4.4 琼脂糖凝胶电泳 将扩增后的 DNA样品

与上样缓冲液混合后,加入含 0. 5 μg·mL - 1
溴化乙

�的 2%琼脂糖凝胶样品槽中,同时加 DNA Marker,

浸没在电泳缓冲液中。80V 电泳 40 ～60 min,用紫

外凝胶成像系统照相。
表 1 各引物序列及 PCR 反应条件

引物 序列
长度

/bp
解链温度

/℃
循环数

GAPDHsense
anti-sense

5′-GAGGGGCCATCCACAGTCTTC-3′
5′-CATCACCATCTTCCAGGAGCG-3′

358 59 30

iNOSsense
anti-sense

5′-TCACTGGGACAGCACAGAAT-3′
5′-TGTGTCTGCAGATGTGCTGA-3′

499 59 30

COX-2 sense
anti-sense

5′-GAACCCAGGTCCTCGCTT-3′
5′-GGGAAGCCTTCTCCAACC-3′

244 58 30

1.3 统计学处理  各组数据用 珋x ±s表示, 采用单

因素方差分析进行检验,用 SPSS 11. 5 for windows统

计软件处理。P <0. 05 有统计学意义。

2 结果

2.1 培养雪莲总黄酮对 Raw264. 7 细胞毒性的影响

培养雪莲总黄酮的 IC50 = 0. 899 9 g·L
- 1

( 图

1) 。

图 1 MTT法测定培养雪莲总黄酮的 IC50

2.2 培养雪莲总黄酮对 Raw264. 7 细胞分泌 NO含

量的影响  加入 LPS 5 μg·mL- 1
后培养 24 h,可明

显诱导巨噬细胞产生 NO, 培养雪莲总黄酮 11. 2 ～

45 μg·mL
- 1
对细胞产生 NO有明显抑制作用, P <

0. 01 或 < P <0. 05,见表 2。
表 2 培养雪莲总黄酮对 Raw264.7细胞分泌

NO 含量的影响 ( 珔x±s,n =3)

组别
给药剂量

/μg·mL - 1

NO
/μmol·L - 1

抑制率
/%

正常 - 5. 94 ±0. 33 -

LPS 5 11. 46 ±0. 98 -

培养雪莲总黄酮 45 7. 23 ±0. 591) 36. 9

22. 5 7. 99 ±0. 482) 30. 3

11. 2 9. 11 ±0. 772) 20. 5

5. 6 11. 58 ±1. 73

2. 8 11. 65 ±0. 59

  注 :与模型组相比1) P < 0. 01, 2) P < 0. 05( 表 3 同 ) 。
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2.3 培养雪莲总黄酮对 Raw264. 7 细胞分泌 PGE2

含量的影响 LPS刺激组 PGE2 含量显著高于对照,

各给药组同模型组相比,均能降低炎性因子 PGE2

含量, 45, 22. 5 μg·mL - 1
组同模型组相比有显著性

差异。见表 3。
表 3 培养雪莲总黄酮对 Raw264. 7细胞分泌 PGE2

含量的影响 ( 珔x±s, n = 3)

组别
给药剂量

/μg·mL - 1

PGE2

/ pg·mL - 1

抑制率

/%

正常 - 1 328. 05 ±386. 46 -

LPS 5 2 535. 17 ±167. 08 -

培养雪莲总黄酮 45 2 001. 0 ±130. 522) 21. 1

22. 5 1 700. 23 ±291. 202) 32. 9

11. 2 1 789. 3 ±473. 54 29. 4

5. 6 2 176. 3 ±323. 55 14. 2

2. 8 2 186. 8 ±325. 36 13. 8

2.4 培养雪莲总黄酮对 Raw264. 7 细胞 iNOS, COX-

2 mRNA表达的影响  LPS刺激组明显增加 iNOS,

COX-2 mRNA 的表达,各给药组同模型组相比, 对

iNOS, COX-2 mRNA表达有降低的趋势,但无明显的

量效关系。结果见图 2, 3。

图 2 雪莲细胞培养物总黄酮对 Raw264.7

细胞 iNOSmRNA 表达的影响

a. 空白组 ; b. DMSO对照组 ; c. LPS刺激组 ; d.雪莲总黄酮 45 μg·mL - 1 ;

e. 雪莲总黄酮 4. 5 μg·mL - 1 ; f. 雪莲总黄酮 0. 45 μg·mL - 1 ;

g. 雪莲总黄酮 0. 045 μg·mL - 1

3 讨论

NO是重要的炎性介质,巨噬细胞 NO的产生主

要受到诱导型 iNOS的调节,一般地说,组织中 iNOS

在炎症反应中被诱导产生,生成大量 NO,促进炎症

反应,诸如血管扩张充血、水肿、细胞毒性以及细胞

图 3 雪莲细胞培养物总黄酮对 Raw264.7

细胞 COX-2mRNA表达的影响

A.空白组 ; B. DMSO对照组 ; C. LPS刺激组 ; D. 45 μg·mL - 1 ;

E. 22. 5 μg·mL - 1 ; F. 4. 5 μg·mL - 1 ;

G. 2. 25 μg·mL - 1 ; H. 0. 45 μg·mL - 1 ; I. 0. 045 μg·mL - 1

  

因子依赖过程的间介作用等。PGE2 是炎症反应中

一类活性很强的炎症介质,由环氧化酶催化花生四

烯酸合成,它参与炎症、癌变的发生, 生理状况下活

性很低,当受到某些因子刺激后,在炎症细胞中高表

达,水平急剧增加,进而引起炎症部位 PGE2 由等产

物大量增加,促进炎症反应及组织损伤。我们的实

验结果表明,在 LPS刺激下,巨噬细胞产生大量 NO

和 PGE2 , iNOS及 COX-2mRNA 表达增加,培养雪莲

总黄酮能显著抑制 NO和 PGE2 的产生,抑制 iNOS,

COX-2mRNA的表达,我们推测,其抗炎机制可能与

抑制 iNOS, COX-2mRNA表达,进而抑制 NO和 PGE2

分泌有关。
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