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粉防己碱对脂多糖诱导下 ＲＡＷ２６４．７细胞
ＣＯＸ２／ＰＧＥ２、ｉＮＯＳ／ＮＯ表达的影响

赵恒光，罗福玲


（重庆医科大学附属第一医院，重庆 ４０００１６）

摘　要　本实验旨在观察粉防己碱（Ｔｅｔ）对脂多糖（ＬＰＳ）诱导下 ＲＡＷ２６４．７细胞炎症模型的抗炎作用。采用 ＬＰＳ
１μｇ／ｍＬ刺激生长良好的ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞建立细胞炎症模型。在不同浓度 Ｔｅｔ（１×１０－８，１×１０－７，１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）作
用下，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组细胞中环加氧酶２（ＣＯＸ２）和诱导性一氧化氮激酶（ｉＮＯＳ）的表达，用 ＮＯ检测试剂盒检
测细胞培养液中ＮＯ的含量，酶免疫分析法检测培养液中前列腺素 Ｅ２（ＰＧＥ２）含量。结果显示 Ｔｅｔ剂量依赖性地抑制 ＬＰＳ
诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞 ＰＧＥ２、ＮＯ的表达，同时抑制其合成酶 ＣＯＸ２和 ｉＮＯＳ的表达。表明 Ｔｅｔ具有抑制 ＬＰＳ诱导的
ＲＡＷ２６４．７细胞炎症反应的作用，其抗炎机制可能通过抑制ＣＯＸ２、ｉＮＯＳ的表达，从而抑制其下游炎性介质ＮＯ、ＰＧＥ２的表
达有关。
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　　革兰阴性细菌感染发生败血症及败血症休克
的原因是免疫细胞，特别是单核细胞、巨噬细胞过

度应答引起的一种全身炎症反应综合征（ＳＩＲＳ），
其病理生理改变并不是感染的病原体本身所致，而

是由其诱导机体产生的大量失控炎症介质（如

ＴＮＦα、ＩＬ６、ＰＧＥ２、ＮＯ等）所致，这些细胞因子引
起炎性细胞聚集、毛细血管通透性升高及组织损

伤，并可最终导致多器官功能衰竭甚至死亡［１－２］。

粉防己碱（ｔｅｔｒａｎｄｒｉｎｅ，Ｔｅｔ）是传统中药粉防己的主
要生物碱，为一双苄基异喹啉生物碱（６，６，７，１２四
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甲氧基２，２二甲基小檗胺），很多研究表明其具有
抗炎作用［３－４］，但具体机制不明确。本实验通过脂

多糖（ＬＰＳ）刺激 ＲＡＷ２６４７细胞建立细胞炎症模
型，观察Ｔｅｔ的抗炎作用及其与环加氧酶２（ＣＯＸ
２）、诱导性一氧化氮激酶（ｉＮＯＳ）以及下游促炎因
子ＮＯ、ＰＧＥ２的关系。

!

　材　料

小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４７巨噬细胞株由第三
军医大学药理学教研室周虹教授惠赠。粉防己碱

（Ｔｅｔ，纯度 ＞９８％，浙江金华制药厂）；脂多糖
（ＬＰＳ，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＲＭＰＩ１６４０培养基（美国
Ｇｉｂｃｏ公司）；小牛血清（杭州四季青生物工程有限
公司）；ＣＯＸ２、ｉＮＯＳ、βａｃｔｉｎ一抗、辣根酶标记山
羊抗兔ＩｇＧ（美国 Ａｂｃａｍ公司）；ＰＧＥ２ＥＩＡ检测试
剂盒（美国Ｃａｙｍａｎ公司）；ＮＯ检测试剂盒（南京建
成生物工程研究所）。

实验中严格遵循无热原原则，所有塑料器材采

用辐照去热原，玻璃器材经２５０℃高温烘烤１５～３
ｈ，各种溶液配制均使用超纯水。

"

　方　法

２１　ＲＡＷ２６４７细胞的培养及传代
小鼠ＲＡＷ２４６７巨噬细胞加入含１０％胎牛血

清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和链霉素的 ＲＭＰＩ１６４０培养
基，置含５％ＣＯ２、３７℃培养箱中培养。１～２ｄ换
液１次，３～４ｄ后当细胞铺满瓶底的８０％ ～９０％
时传代１次。
２２　Ｔｅｔ药液配制

精密称取Ｔｅｔ６２３ｍｇ，用少量００１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
充分溶解后，用００１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ滴定ｐＨ至５５，
加入无血清培养基至１０ｍＬ，配制成００１ｍｏｌ／Ｌ药
液，针式滤器（０２２μｍ微孔滤膜）过滤除菌，４℃
保存备用。

２３　Ｔｅｔ对ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４７细胞的影响
将细胞传代至６孔板中，待细胞生长至铺满板

底的８０％ ～９０％，换用不含血清的 ＲＭＰＩ１６４０培
养液（以避免血清中生物活性物质的干扰），按如

下方式分组：①空白对照组：培养液中不含 ＬＰＳ及
Ｔｅｔ；②ＬＰＳ组：仅含终浓度为１μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ；③
Ｔｅｔ低浓度组：含终浓度为１μｇ／ｍＬＬＰＳ＋１×１０－８

ｍｏｌ／ＬＴｅｔ；④ Ｔｅｔ中浓度组：含终浓度 １μｇ／ｍＬ

ＬＰＳ＋１×１０－７ｍｏｌ／ＬＴｅｔ；⑤ Ｔｅｔ高浓度组：含终浓
度１μｇ／ｍＬＬＰＳ＋１×１０－６ｍｏｌ／ＬＴｅｔ。各组处理
１２ｈ后终止培养，进行实验。
２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组细胞ＣＯＸ２和ｉＮＯＳ
蛋白表达

细胞总蛋白的提取：取出培养板，倒置显微镜观

察细胞生长情况，吸去培养液。ＰＢＳ洗涤甩干，加入
裂解液，４℃裂解３０ｍｉｎ，收集细胞碎片和裂解液至
离心管，超声仪裂解１ｍｉｎ。４℃、１３４００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，取上清液。按 ＢＣＡ法制备标准曲线，并检
测总蛋白含量。将蛋白质样品水浴煮沸５ｍｉｎ后，
加样至泳道。恒流（１０ｍＡ）电泳至指示剂到浓缩
胶与分离胶交界处，改为恒压（１００Ｖ）电泳至溴酚
蓝到凝胶底部，停止电泳。置硝酸纤维膜（ＮＣ），放
入电转槽中，由负极向正极方向进行电转移，转移

电压１００Ｖ，转移时间１００ｍｉｎ。移膜至含封闭液
的平皿中，室温下脱色摇床摇动封闭１ｈ。加一抗，
４℃过夜。洗涤后加二抗，室温孵育１ｈ后，再次洗
涤。将洗好的膜于暗室中滴加显色剂，显色５ｍｉｎ。
Ｘ线摄影暗匣中曝光，取出胶片，洗片拍照。
２５　培养液ＮＯ的测定

取６孔板细胞培养液上清，用 ＮＯ专用试剂
盒，检测培养液中 ＮＯ含量，按试剂盒说明操作。
ＮＯ含量（ｍｏｌ／Ｌ）＝（测定管 Ａ值空白管 Ａ值）／
（标准管 Ａ值 －空白管 Ａ值）×标准管浓度
（２０ｍｏｌ／Ｌ）×样本测试管前稀释倍数。
２６　培养液ＰＧＥ２测定

取细胞培养液上清，用酶免疫分析法（ｅｎｚｙｍｅ
ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＥＩＡ），检测培养液中 ＰＧＥ２含量。按
试剂盒说明操作。

２７　数据统计
所有实验数据以珋ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ１２０软

件进行统计学分析。组内比较采用单因素方差分

析，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为显著性差异，
Ｐ＜００１为极显著性差异。

#

　结　果

３１　Ｔｅｔ对ＬＰＳ诱导ＲＡＷ２６４７细胞表达ＣＯＸ２、
ｉＮＯＳ的影响

Ｔｅｔ和 ＬＰＳ处理１２ｈ后收集细胞，提取蛋白，
经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果如图１所示，ＬＰＳ模型
组的ＣＯＸ２和 ｉＮＯＳ蛋白表达明显高于空白对照
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组（Ｐ＜００１）；而Ｔｅｔ各组则剂量依赖性地抑制由
ＬＰＳ所诱导的 ＣＯＸ２和 ｉＮＯＳ蛋白表达，其中 Ｔｅｔ
高剂量组（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）及中剂量组（１×１０－７

ｍｏｌ／Ｌ）与ＬＰＳ组比较均具有极显著性差异（Ｐ＜
００１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｔｒａｎｄｒｉｎｅ（Ｔｅｔ）ｏｎＣＯＸ２，ｉＮＯＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎ
ＬＰＳｔｒｅａｔｅｄＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６
Ａ：Ｎｏｒｍａｌ；Ｂ：ＬＰＳ；Ｃ：Ｔｅｔ（１×１０－８ｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：Ｔｅｔ（１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）；
Ｅ：Ｔｅｔ（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）
＃＃Ｐ

!

００１ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｐ
!

００５，Ｐ
!

００１ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ

３２　Ｔｅｔ对ＬＰＳ诱导ＲＡＷ２６４７培养液ＮＯ的影响
处理１２ｈ后收集培养液，ＮＯ试剂盒检测 Ｔｅｔ

对ＲＡＷ２６４７细胞培养液 ＮＯ表达的影响结果如
图２。表明未给 Ｔｅｔ时，ＲＡＷ２６４７细胞在 ＬＰＳ刺
激后，培养液中 ＮＯ含量明显高于空白对照组，而
Ｔｅｔ可剂量依赖性地抑制ＮＯ的生成，其中Ｔｅｔ高剂
量组（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）及中剂量组（１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）
与ＬＰＳ组比较均具有极显著性差异（Ｐ＜００１）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴｅｔｏｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆＮＯｉｎｍｅｄｉａｏｆＬＰＳｔｒｅａｔｅｄ
ＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６
Ａ：Ｎｏｒｍａｌ；Ｂ：ＬＰＳ；Ｃ：Ｔｅｔ（１×１０－８ｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：Ｔｅｔ（１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）；
Ｅ：Ｔｅｔ（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）
＃＃Ｐ

!

００１ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ； Ｐ
!

００１ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ

３３　Ｔｅｔ对 ＬＰＳ诱导 ＲＡＷ２６４７培养液 ＰＧＥ２的
影响

如图３所示，ＬＰＳ作用１２ｈ后培养液中 ＰＧＥ２

较空白对照组显著升高（Ｐ＜００１）。而Ｔｅｔ各剂量
组培养液中ＰＧＥ２含量有不同程度降低，其中中剂
量组（１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）与ＬＰＳ组比较具有显著性差
异（Ｐ＜００５），而高浓度组（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）与ＬＰＳ
组比较具有极显著性差异（Ｐ＜００１）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴｅｔｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＰＧＥ２ｉｎｔｈｅｍｅｄｉａｏｆＬＰＳ
ｔｒｅａｔｅｄＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６
Ａ：Ｎｏｒｍａｌ；Ｂ：ＬＰＳ；Ｃ：Ｔｅｔ（１×１０－８ｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：Ｔｅｔ（１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）；
Ｅ：Ｔｅｔ（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）
＃＃Ｐ

!

００１ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ； Ｐ
!

００５， Ｐ
!

００１ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

ＬＰＳ是革兰阴性菌细胞壁的一种成分，是临床
革兰阴性细菌引发败血症的主要原因。ＬＰＳ与之
相应的模式识别受体（主要是 Ｔｏｌｌ样受体）结合，
通过ＭｙＤ８８分子等途径激活 ＮＦκＢ，启动一系列
细胞因子及其它生物活性分子如 ＴＮＦα、ＩＬ６、
ＰＧＥ２、ＮＯ等的级联调整反应，引发炎性事件

［５］。

在体内，ＰＧＥ２、ＮＯ均有强烈的促炎作用。ＮＯ可以
舒张血管增加炎症局部血流，调节淋巴因子的产生

和淋巴细胞的功能，并参与免疫病理反应。ＰＧＥ２
除增加血流和血管通透性外，还是中枢性致热源和

炎性疼痛因子。ＣＯＸ２和 ｉＮＯＳ则是 ＰＧＥ２和 ＮＯ
合成的上游关键酶，其表达丰度会直接限速下游

ＰＧＥ２和 ＮＯ的产生；此外还有报道，ＣＯＸ２、ｉＮＯＳ
还可调节核因子白介素６（ＮＦＩＬ６）、ＡＰ１和ＮＦκＢ
等转录因子的活性，协同炎症作用的发生［６－９］，且

ＣＯＸ２本身也可直接促进发热反应［１０］。本实验中

发现，Ｔｅｔ不仅呈剂量依赖性地抑制 ＬＰＳ诱导的
ＲＡＷ２６４７细胞ＰＧＥ２和 ＮＯ的产生，还同时抑制
了ＣＯＸ２和ｉＮＯＳ的表达。这在一方面证实了 Ｔｅｔ
确切的抗炎作用，还同时表明 Ｔｅｔ对 ＰＧＥ２和 ＮＯ
等促炎细胞因子的表达可能是通过抑制其上游关

键酶ＣＯＸ２和ｉＮＯＳ来实现的，为进一步的深入研
究奠定基础。

Ｔｅｔ作为传统抗风湿药，目前关于其抗炎机制
的其他报道还有：能抑制中性白细胞的活化，增强
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肾上腺皮质功能和抑制炎症白细胞磷酸二酯酶［１１］

或磷脂酶Ａ２
［１２］等。Ｔｅｔ可能是一种具有多途径抗

炎机制的中药，其抗炎效能是广泛的、协同的。因

此，对其进行深入的理论机制和临床应用研究十分

必要。
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·企业介绍·

瑞孚信集团有限公司

瑞孚信集团有限公司创建于１９９２年，公司前身为浙江省化学原料药基地台州市椒江化工六厂，并于２００４年相
继组建了台州明翔、港边、融丰、江海化工有限公司和江苏宇翔化工有限公司，是业内领先的医药化学品及原料药开

发、生产和销售一体系的高新技术企业。自创建至今，公司一如继往地以研发为首任，以客户为中心，向全球制药企

业提供一系列的医药中间体和原料药的研发、生产服务，并能根据客户要求提供创新药物的产品开发。

譬道之在天下，犹川谷之于江海。创业近二十年来，公司秉承汇聚点滴成就江海的企业经营理念，与客户诚信合

作，与员工群策群力，同舟共济，开拓创新，共同发展。公司现已成为业内抗感染药、心血管药、抗艾滋病药和胃药等

领域的医药中间体及原料药专业生产企业。公司高度重视科技创新，不断加大科技投入，通过创建省级高新技术研

发中心，来完善原料药及中间体产业链。企业现为“浙江省科技型企业”和“浙江省高新技术企业”，并被列入“国家

级火炬计划产业化项目”实施企业。公司严格执行ＩＳＯ９００１、ＩＳＯ１４００１、ＯＨＳＡＳ１８００１体系，按照ＧＭＰ和高新技术企业
的要求运行，本着“优质产品，真诚服务”的原则，更好地为国内外新老客户服务，与中外客商共建“互惠、互利、共赢”

的长期友好合作关系。
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