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穿琥宁抗炎作用的血红素加氧酶１的信号转导机制

张　波１，龙　隆２，王莉莉２，刘克良２，宫泽辉１

（军事医学科学院毒物药物研究所１．新药评定研究室，２．药物化学研究室，北京 １００８５０）

　　摘要：目的　初步探讨穿琥宁抗炎作用的信号转导机制。方法　用 ＷＳＴ８细胞计数试剂盒检测穿琥
宁的细胞毒性；用ＩＮＣｅｌｌＡｎａｌｙｚｅｒ２０００活细胞成像系统及组成型增强表达绿色荧光蛋白偶联 ＮＦκＢＰ６５
（ＥＧＦＰＮＦκＢＰ６５）融合蛋白的 ＣＨＯ细胞和 ＥＧＦＰ偶联促分裂原活化蛋白激酶 ＡＰｋ２（ＥＧＦＰＭＡＰＫ
ＡＰｋ２）融合蛋白的 ＢＨＫ细胞观察穿琥宁对白细胞介素 １β（ＩＬ１β）或肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）诱导
ＮＦκＢＰ６５核转位及脂多糖（ＬＰＳ）诱导的Ｐ３８ＭＡＰＫ下游分子ＭＡＰＫＡＰｋ２核转位的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法
检测穿琥宁和血红素加氧酶１（ＨＯ１）特异性抑制剂锌原卟啉（ＺｎＰＰ）对ＲＡＷ２６４．７细胞ＨＯ１、诱导型一
氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）和环氧化酶２（ＣＯＸ２）表达的影响；Ｇｒｉｅｓｓ反应和ＥＬＩＳＡ法测定穿琥宁对 ＲＡＷ２６４．７
细胞一氧化氮（ＮＯ）和前列腺素 Ｅ２（ＰＧＥ２）生成的影响。结果　穿琥宁３～１００μｍｏｌ·Ｌ

－１作用２４ｈ对
ＲＡＷ２６４．７细胞无细胞毒性。穿琥宁不能抑制由 ＩＬ１β诱导的ＮＦκＢＰ６５核转位和 ＬＰＳ诱导的
ＭＡＰＫＡＰｋ２核转位，对ＴＮＦα诱导的ＮＦκＢＰ６５核转位有较弱的抑制作用，抑制率为２０％，无明显浓度效
应关系。穿琥宁 ３，１０，３０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１作用 ４ｈ能诱导 ＲＡＷ２６４．７细胞 ＨＯ１表达，穿琥宁
１００μｍｏｌ·Ｌ－１作用６ｈ显著抑制ＩＬ１β诱导的ＣＯＸ２表达和ＰＧＥ２产生，作用１２ｈ抑制ｉＮＯＳ表达和ＮＯ
产生。ＨＯ１活性抑制剂 ＺｎＰＰ能部分逆转穿琥宁的上述作用。结论　穿琥宁的抗炎作用可能主要通过
ＨＯ１信号转导，继而抑制ｉＮＯＳ和ＣＯＸ２的表达及ＮＯ和ＰＧＥ２的产生。对ＮＦκＢ信号传导系统的调节
作用尚不清楚。
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　　穿琥宁系穿心莲提取物穿心莲内酯经结构改造
后所得化合物，是以穿心莲内酯为母核在其侧链的

羟基位点进行了酯化、脱水、成盐而成。穿琥宁具有

消炎退肿、解热镇痛、抗菌和抗病毒的作用，在临床

上常用于治疗外感高热和急性感染性疾病等［１－２］。

以往研究主要集中在探讨原型药物穿心莲内酯的抗

炎作用机制，提示其抗炎机制主要与阻断 ＮＦκＢ寡
核苷酸与核酸蛋白的链接，进而降低诱导型一氧化

氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）和
环氧化酶 ２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）表达有
关［３］。以往研究认为，穿心莲内酯通过抑制 ＮＦκＢ
活性，降低炎性蛋白 ｉＮＯＳ和 ＣＯＸ２的表达及 ＮＯ
和ＰＧＥ２的产生是穿心莲抗炎机制之一

［４］。ＮＦκＢ
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是与炎症反应相关的基因表达调节分子［５－６］，在单

核巨噬细胞膜上能激动 ＮＦκＢ通路的受体主要有
白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β），肿瘤坏死因
子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）和脂多糖
（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ），抑制其中任何一种受
体都可以抑制 ＮＦκＢ的活性。目前尚无研究表明
穿心莲内酯是通过膜受体产生效应，还是直接进入

细胞内起作用，有关穿琥宁的研究更少。本研究采

用高灵敏度的ＩＮＣｅｌｌＡｎａｌｙｚｅｒ２０００活细胞成像系
统，在特异性表达ＩＬ１β或 ＴＮＦ受体的组成性表达
增强绿色荧光蛋白偶联 ＮＫκＢＰ６５（ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎＮＦκＢＰ６５）融合蛋白的
ＣＨＯ细胞模型上，评价穿琥宁对ＩＬ１β和 ＴＮＦα诱
导的ＮＦκＢＰ６５核转位的抑制作用；在特异性表达
ＬＰＳ受体的组成性表达 ＥＧＦＰ偶联促分裂原活化
蛋白激酶 ＡＰｋ２（ＥＧＦＰｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＡＰｋ２，ＥＧＦＰＭＡＰＫＡＰｋ２）融合蛋白的
ＢＨＫ细胞模型上，评价穿琥宁对 ＬＰＳ诱导的
Ｐ３８ＭＡＰＫ下游分子 ＭＡＰＫＡＰｋ２核转位的抑制
活性。
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１　材料与方法

１．１　药品、试剂和仪器
　　穿琥宁（粉末），成都一平科技发展公司。组成
性表达ＥＧＦＰＮＦκＢＰ６５融合蛋白的 ＣＨＯ细胞购
自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；组成性表达 ＥＧＦＰＭＡＰＫ
ＡＰｋ２融合蛋白的 ＢＨＫ细胞购自美国 ＧＥ公司；
ＲＡＷ２６４．７细胞（单核巨噬细胞）购自协和细胞资
源库；小鼠抗血红素加氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，
ＨＯ１）抗体、兔抗ｉＮＯＳ抗体和兔抗 ＣＯＸ２抗体均
购自香港Ａｂｃａｍ公司；小鼠抗 β肌动蛋白抗体购
自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；辣根过氧化物酶标记山羊抗
兔ＩｇＧ和辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠 ＩｇＧ抗体
（二抗）均购自北京中杉金桥公司；杀稻瘟素

（ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ）购自上海希美生物公司；ＩＬ１β和
ＴＮＦα购自美国 ＰＥＰＲＯＴＥＣＨ公司，ｋＢα抑制剂
（ｋＢαｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＩκＢα）特异性抑制剂 Ｒｏ１０６９９２０
购自美国 Ｍｅｒｃｋ公司；ＬＰＳ和锌原卟啉（ｚｉｎｃ
ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉａｎ，ＺｎＰＰ）（ＨＯ１活性抑制剂）购自
美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＷＳＴ８细胞计数试剂盒购自北
京钮因华信科技发展有限公司；一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）检测试剂盒购自南京建成生物有限公
司；前列腺素Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｅＥ２，ＰＧＥ２）ＥＬＩＳＡ
试剂盒购自泰泽瑞达（北京）科技有限公司；胎牛血

清、Ｇ４１８、Ｆ１２培养液和 ＤＭＥＭ培养液购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司；染色液购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＩＮ
ＣｅｌｌＡｎａｌｙｚｅｒ２０００活细胞成像系统，美国 ＧＥ公
司；ＧＥＮｉｏｓｐｒｏ酶标仪，瑞士 ＴＥＣＡＮ公司；垂直电
泳槽，美国 ＢｉｏＲａｄ公司；ＤＹＹ８Ｃ型电泳仪，北京
六一仪器厂；ＴｈｅｒｍｏＦｒｏｍａ３１１型水套式 ＣＯ２培
养箱，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；凝胶成像仪，美国 Ｋｏｄａｋ
公司。

１．２　激动剂和化合物的配制
激动剂ＩＬ１β用含０．１％胎牛血清的ＰＢＳ配成

１０ｍｇ·Ｌ－１母液，用分析培养液配成２０μｇ·Ｌ－１（４×，
终浓度 ５μｇ·Ｌ－１）工作液；ＩκＢα抑制剂 Ｒｏ１０６
９９２０用ＤＭＳＯ配成２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１母液，分析培养
液配成２００μｍｏｌ·Ｌ－１（４×，终浓度５０μｍｏｌ·Ｌ－１）；
激动剂 ＴＮＦα用含０．１％胎牛血清的 ＰＢＳ配成
１００ｍｇ·Ｌ－１母液，用分析培养液配成 ４０μｇ·Ｌ－１

（４×，终浓度１０μｇ·Ｌ－１）；激动剂ＬＰＳ用ＰＢＳ配成
１ｇ·Ｌ－１母液，用分析培养液配制成４ｍｇ·Ｌ－１（４×，
终浓度１ｍｇ·Ｌ－１）工作液；穿琥宁用１％ ＮａＨＣＯ２水
溶液配成４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１母液，用分析培养液配成４×
工作液，选用３，１０，３０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１连续４个浓
度。工作液临用前配制，２０ｍｉｎ内使用。

１．３　细胞培养
组成性表达 ＥＧＦＰＮＦκＢＰ６５融合蛋白的

ＣＨＯ细胞培养于含 Ｇ４１８０．５ｇ·Ｌ－１、杀稻瘟素
５ｍｇ·Ｌ－１和１０％ 胎牛血清的 Ｆ１２培养液中；组成
性表达ＥＧＦＰＭＡＰＫＡＰｋ２融合蛋白 ＢＨＫ细胞，培
养于含Ｇ４１８０．５ｇ·Ｌ－１和１０％胎牛血清的Ｆ１２培
养液中；ＲＡＷ２６４．７细胞，培养于含１０％胎牛血清
的 ＤＭＥＭ 培养液中。上述细胞培养条件均为
３７℃，５％ＣＯ２培养。
１．４　细胞存活率测定

按照ＷＳＴ８细胞计数试剂盒说明书测定细胞
存活率。ＲＡＷ２６４．７细胞悬液（１×１０８Ｌ－１）按每
孔１００μｌ加入９６孔板中（边缘孔用无菌水填充），
培养过夜。每孔加入含穿琥宁终浓度分别为３，１０，３０
和１００μｍｏｌ·Ｌ－１的培养液１０μｌ，细胞对照和空白对
照（不加细胞）组加等体积培养液，每组设７复孔，
在培养箱培养２４ｈ后每孔加入ＷＳＴ８试剂１０μｌ，
在培养箱孵育２ｈ后，用酶标仪测定４５０ｎｍ波长的
吸光度 （Ａ）值。细胞存活率 （％）＝（Ａ药物 －
Ａ空白对照）／（Ａ细胞对照 －Ａ空白对照）×１００％
１．５　抑制ＩＬ１β和ＴＮＦα诱导ＮＦκＢＰ６５核转位分析

将组成性表达 ＥＧＦＰＮＦκＢＰ６５融合蛋白的
ＣＨＯ细胞按每孔１００μｌ（含１．５×１０４细胞）接种于
预铺细胞黏附剂的９６孔黑色孔底透光的细胞培养
板中，在３７℃，５％ＣＯ２培养１８～２４ｈ。每孔细胞
用１００μｌ分析培养液洗３次，换１００μｌ分析培养
液，分细胞对照组、ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１激动剂组、
Ｒｏ１０６９９２０（阳性对照）５０μｍｏｌ·Ｌ－１ ＋ＩＬ１β
５μｇ·Ｌ－１组及穿琥宁３，１０，３０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋
ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１组，每组设３复孔。阳性对照和穿琥
宁组 ＣＨＯ细胞先与 Ｒｏ１０６９９２０或穿琥宁作用
６０ｍｉｎ，再加入 ＩＬ１β作用 ４０ｍｉｎ，测定穿琥宁对
ＩＬ１β诱导的ＮＦκＢＰ６５核转位的影响。ＣＨＯ细胞
分细胞对照组、ＴＮＦα１０μｇ·Ｌ－１激动剂组及穿琥
宁３，１０，３０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＴＮＦα１０μｇ·Ｌ－１

组，每组设３复孔。穿琥宁组 ＣＨＯ细胞先与穿琥
宁作用６０ｍｉｎ，再加入 ＴＮＦα作用６０ｍｉｎ，测定穿
琥宁对 ＴＮＦα诱导的 ＮＦκＢＰ６５核转位的影响。
每孔细胞用染色液２００μｌ洗３次，并留在２００μｌ染
色液中室温染色 １ｈ。细胞在 ＩＮＣｅｌｌＡｎａｌｙｚｅｒ
２０００活细胞成像系统上检测细胞质和细胞核荧光
强度，每孔 ５个视野连续拍照。使用 ＧＥ公司 ＩＮ
ＣｅｌｌＡｎａｌｙｚｅｒ１０００ＮｕｃｌｅａｒＴｒａｆｆｉｃｋｉｎｇＡｎａｌｙｓｉｓ
Ｍｏｄｕｌｅ软件分析细胞核与细胞质荧光强度比值，表
示报告基因核转位，并计算穿琥宁抑制核转位的活
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性。穿琥宁抑制率（％）＝（激动剂处理细胞核转
位－穿琥宁处理细胞核转位）／（激动剂处理细胞核
转位－对照组细胞核转位）×１００％。
１．６　抑制ＬＰＳ诱导ＭＡＰＫＡＰｋ２核转位分析

将组成性表达ＥＧＦＰＭＡＰＫＡＰｋ２融合蛋白的
ＢＨＫ细胞按每孔１００μｌ（含１．５×１０４个细胞）接
种于预铺细胞黏附剂的９６孔黑色孔底透光的细胞
培养板中，３７℃，５％ＣＯ２培养１８～２４ｈ。每孔细
胞用１００μｌ分析培养液洗３次，换１００μｌ分析培养
液，分细胞对照组、ＬＰＳ１ｍｇ·Ｌ－１激动剂组和穿琥
宁３，１０，３０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＬＰＳ１ｍｇ·Ｌ－１组，
每组设３复孔。穿琥宁组ＢＨＫ细胞先与穿琥宁作用
６０ｍｉｎ，再加入ＬＰＳ作用３０ｍｉｎ，测定穿琥宁对ＬＰＳ
诱导的ＭＡＰＫＡＰｋ２核转位的影响。每孔细胞用染
色液２００μｌ洗３次，并留在２００μｌ染色液中室温染色
１ｈ。同１．５测定并计算穿琥宁抑制核转位的活性。
穿琥宁抑制率（％）＝（穿琥宁处理细胞核转位 －激
动剂处理细胞核转位）／（对照组细胞核转位 －激动
剂处理细胞核转位）×１００％。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法测定 ＨＯ１，ｉＮＯＳ和 ＣＯＸ２
蛋白表达

ＲＡＷ２６４．７细胞培养于６０ｍｍ细胞培养皿中，
用含穿琥宁终浓度分别为３，１０，３０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１

培养液培养４ｈ后，弃培养液，用冷ＰＢＳ清洗３次，
加入细胞裂解液，裂解细胞提取细胞全蛋白，考马斯

亮蓝法测蛋白质浓度，所提取的蛋白质用于检测

ＨＯ１的表达。同样将 ＲＡＷ２６４．７细胞培养于
６０ｍｍ细胞培养皿中，分 细 胞 对 照 组、ＩＬ１β
５μｇ·Ｌ－１组、ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１＋穿琥宁１００μｍｏｌ·Ｌ－１

组和 ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１＋穿琥宁 １００μｍｏｌ·Ｌ－１ ＋
ＺｎＰＰ５μｇ·Ｌ－１组，分别处理细胞６ｈ，提取总蛋白
质用于检测ＣＯＸ２蛋白表达；分别处理１２ｈ，提取
总蛋白质用于检测 ｉＮＯＳ蛋白表达。取蛋白质
４０μｇ上样，１０％聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳，随后电
转移至硝酸纤维素膜，分别用抗 ＨＯ１抗体
（１∶２０００），ＣＯＸ２抗体（１∶１０００），ｉＮＯＳ抗体
（１∶１０００）或β肌动蛋白抗体（１∶５０００）一抗孵育过
夜，洗膜，加入二抗孵育１ｈ，洗膜，发光液孵育，凝胶
成像系统通过 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析各条带的积
分吸光度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ）。目的蛋白
的相对表达水平用ＩＡ目的蛋白／ＩＡβ肌动蛋白比值表示。
１．８　细胞培养液中ＰＧＥ２和ＮＯ含量测定

ＲＡＷ２６４．７细胞培养于６０ｍｍ细胞培养皿中，
分细胞对照组、ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１组、ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１＋
穿琥宁１００μｍｏｌ·Ｌ－１组，ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１＋穿琥宁

１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＺｎＰＰ５μｇ·Ｌ－１组，分别处理细胞
６ｈ，取培养液，按试剂盒说明书测定ＰＧＥ２含量；分别
处理１２ｈ，取培养液，按试剂盒说明书测定ＮＯ含量。
１．９　统计学分析

实验结果数据用ｘ±ｓ表示，使用ＳＰＳＳ１６．０软
件，多组之间比较采用完全随机设计单因素多水平

方差分析；两两比较采用 ｑ检验；Ｐ＜０．０５认为统
计学差异显著。

２　结果

２．１　穿琥宁的细胞毒性作用
穿琥宁 ３，１０，３０和 １００μｍｏｌ·Ｌ－１处理

ＲＡＷ２６４．７细胞２４ｈ，与细胞对照组比较，Ａ４５０ｎｍ
均未发生明显变化，细胞存活率均在１００％以上，表
明穿琥宁小于１００μｍｏｌ·Ｌ－１无明显细胞毒性（表１）。

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇｏｎｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＲＡＷ２６４．７
ｃｅｌｌｓ

Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ／μｍｏｌ·Ｌ－１ Ａ４５０ｎｍ Ｖｉａｂｉｌｉｔｙｒａｔｅ／％

　０ １．８７±０．１２ １００±０
　３ １．８５±０．０９ １０４±６
１０ １．８２±０．１１ １０３±５
３０ １．８９±０．１０ １０７±５
１００ １．８６±０．０９ １０５±６

ＲＡＷ２６４．７ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇｆｏｒ
２４ｈ．Ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｔ４５０ｎｍｗｉｔｈＷＳＴ８ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｋｉｔ．Ｖｉａｂｉｌｉｔｙｒａｔｅ（％）＝（ＡＤｒｕｇ －ＡＢｌａｎｋ）／（ＡＣｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ－
ＡＢｌａｎｋ）×１００％．ｘ±ｓ，ｎ＝７．

２．２　穿琥宁对ＩＬ１β诱导ＮＦκＢＰ６５核转位的影响
ＩＬ１β受体激动剂 ＩＬ１β能诱导 ＮＦκＢＰ６５荧

光蛋白从胞浆向核内转位，ＩκＢα特异性抑制剂
Ｒｏ１０６９９２０能完全阻断其核转位效应，其抑制率
为１００％（图 １）。经计算，穿琥宁 ３，１０，３０和
１００μｍｏｌ·Ｌ－１对ＩＬ１β诱导ＮＦκＢＰ６５核转位无抑
制作 用，抑 制 率 分 别 为 （９．３ ±７．８）％，
（７．１±８．３）％，（４．７±８．３）％和（－４．５±８．６）％
（ｎ＝３），提示穿琥宁的抗炎镇痛作用可能不是
ＩＬ１β受体所介导的。
２．３　穿琥宁对ＴＮＦα诱导ＮＦκＢＰ６５核转位的影响

ＴＮＦα受体激动剂 ＴＮＦα能诱导 ＮＦκＢＰ６５
荧光蛋白从胞浆向核内转位（图 ２）。穿琥宁 ３，
１０，３０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１对 ＴＮＦα诱导 ＮＦκＢＰ６５
核转位有较弱的抑制作用，经计算其抑制率分别为

（１９．９±７．２）％，（１８．１±８．５）％，（１５．９±７．６）％
和（１６．２±８．８）％（ｎ＝３），提示穿琥宁的主要抗炎
镇痛作用可能不是由ＴＮＦα受体介导的。
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Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇｏｎｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒｏｆＮＦκＢＰ６５ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｎｔｅｒｌｕｋｉｎ１β（ＩＬ１β）ｉｎＣＨＯｃｅｌｌｓｗｉｔｈｅｎ
ｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ（ＥＧＦＰ）ＮＦκＢＰ６５（×２０）．ＴｈｅｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＩＮＣｅｌｌＡｎａｌｙｚｅｒ２０００ｌｉｖｅｃｅｌｌ
ｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ．Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＣＨＯｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎｍｅｄｉｕｍｆｏｒ１００ｍｉｎ，ＧＦＰｗａｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍ；Ｂ：ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ，
ＣＨＯｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎｍｅｄｉｕｍｆｏｒ６０ｍｉｎ，ｔｈｅｎｗｉｔｈＩＬ１βｆｏｒ４０ｍｉｎ，ＮＦκＢＰ６５ｗｉｔｈＧＦＰｗａｓｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｔｏｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｓｓｈｏｗｎｂｙａｒ
ｒｏｗ；Ｃ：Ｒｏ１０６９９２０５０μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ，ＣＨＯｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＲｏ１０６９９２０ｆｏｒ６０ｍｉｎ，ｔｈｅｎｃｏｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＩＬ１βｆｏｒ
４０ｍｉｎ，ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒｅｆｆｅｃｔｏｆＧＦＰｗａｓｂｌｏｃｋｅｄ；Ｄ：Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ，ＣＨＯｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＣｈｕａ
ｎｈｕｎｉｎｇｆｏｒ６０ｍｉｎ，ｔｈｅｎｃｏｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＩＬ１βｆｏｒ４０ｍｉｎ，ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒｅｆｆｅｃｔｏｆＮＦκＢＰ６５ｃｏｕｌｄｎｏｔｂｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｎｄＧＦＰｃｏｕｌｄｓｔｉｌｌｂｅｏｂ
ｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｓｓｈｏｗｎｂｙａｒｒｏｗ．

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇｏｎｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒｏｆＮＦκＢＰ６５ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦα）ｉｎ
ＣＨＯｃｅｌｌｓｗｉｔｈＥＧＦＰＮＦκＢＰ６５（×２０）．ＴｈｅｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＩＮＣｅｌｌＡｎａｌｙｚｅｒ２０００ｌｉｖｅｃｅｌｌｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ．
Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＣＨＯｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎｍｅｄｉｕｍｆｏｒ１２０ｍｉｎ，ＧＦＰｗａｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍａｎｄａｌｍｏｓｔｉｎｖｉｓｉｂｌｅｉｎｎｕｃｌｅｕｓ；
Ｂ：ＴＮＦα１０μｇ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ，ＣＨＯｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎｍｅｄｉｕｍｆｏｒ６０ｍｉｎ，ｔｈｅｎｗｉｔｈＴＮＦαｆｏｒ６０ｍｉｎ，ＮＦκＢＰ６５ｗｉｔｈＧＦＰｗａｓ
ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｔｏｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｓｓｈｏｗｎｂｙａｒｒｏｗ；Ｃ：Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＴＮＦα１０μｇ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ，ＣＨＯｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ
Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇｆｏｒ６０ｍｉｎ，ｔｈｅｎｃｏｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＴＮＦαｆｏｒ６０ｍｉｎ，ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒｅｆｆｅｃｔｏｆＮＦκＢＰ６５ｃｏｕｌｄｎｏｔｂｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｎｄＧＦＰ
ｃｏｕｌｄｓｔｉｌｌｂｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｓｓｈｏｗｎｂｙａｒｒｏｗ．

２．４　穿琥宁对ＬＰＳ诱导ＭＡＰＫＡＰｋ２核转位的影响
ＬＰＳ受体激动剂 ＬＰＳ能诱导 ＭＡＰＫＡＰｋ２荧

光蛋白从细胞核向细胞浆转位（图３）。穿琥宁３，
１０，３０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１对 ＬＰＳ诱导 ＭＡＰＫＡＰｋ２

核转位无抑制作用，经计算其抑制率分别为（－６．１±
４．８）％，（－５．７±４．７）％，（－５．０±４．８）％和
（－４．８±５．８）％（ｎ＝３），提示穿琥宁的抗炎镇痛
作用可能不是由ＬＰＳ受体介导的。
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ｗｉｔｈＧＦＰｗａｓｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｔｏｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｕｎｄｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｗｉｔｈＬＰＳａｓｓｈｏｗｎｂｙａｒｒｏｗ；Ｃ：Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＬＰＳ１ｍｇ·Ｌ－１

ｇｒｏｕｐ，ＣＨＯｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＣｈｕａｎｕｎｉｎｇｆｏｒ６０ｍｉｎ，ｔｈｅｎｃｏｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳｆｏｒ３０ｍｉｎ，ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒｅｆｆｅｃｔｏｆＭＡＰＫＡＰｋ２
ｃｏｕｌｄｎｏｔｂｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｓｓｈｏｗｎｂｙａｒｒｏｗ．

·７８·中国药理学与毒理学杂志２０１３年２月第２７卷第１期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２７，Ｎｏ１，Ｆｅｂ２０１３



２．５　穿琥宁对ＲＡＷ２６４．７细胞ＨＯ１蛋白表达的影响
如图４所示，穿琥宁１０，３０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１分

别处理ＲＡＷ２６４．７细胞４ｈ，能够诱导ＨＯ１蛋白的
表达（Ｐ＜０．０１）；穿琥宁３μｍｏｌ·Ｌ－１作用不明显。

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇｏｎｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１
（ＨＯ１）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇｆｏｒ４ｈ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＯ１
ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ａ）ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓＩＡＨＯ１／
ＩＡβＡｃｔｉｎ（Ｂ）．ＩＡ：ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ．Ｌａｎｅ１：ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ；ｌａｎｅ
２－５：Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ３，１０，３０ａｎｄ１００μｍｏｌ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．６　穿琥宁对 ＲＡＷ２６４．７细胞 ＣＯＸ２表达和
ＰＧＥ２产生的影响

如图５所示，在ＩＬ１β刺激下，ＲＡＷ２６４．７细胞
ＣＯＸ２表达明显增高（Ｐ＜０．０１），穿琥宁能明显抑
制ＩＬ１β的刺激作用（Ｐ＜０．０１），ＨＯ１特异性拮

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇｏｎｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２
（ＣＯＸ２）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＩＬ１βｉｎＲＡＷ２６４．７
ｃｅｌｌｓ．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＩＬ１β，Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋
ＩＬ１βｏｒＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋ＩＬ１β＋ｚｉｎｃｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉａ（ＺｎＰＰ）ｆｏｒ６ｈ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆＣＯＸ２ ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ａ）ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓＩＡＣＯＸ２／ＩＡβＡｃｔｉｎ（Ｂ）．１：
ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１；３：Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋
ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１；４：Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１＋
ＺｎＰＰ５μｍｏｌ·Ｌ－１．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ；
△△Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋ＩＬ１βｇｒｏｕｐ．

抗剂ＺｎＰＰ能部分逆转穿琥宁对ＩＬ１β诱导ＣＯＸ２
表达的抑制作用（Ｐ＜０．０１）。同样，如图６所示，穿
琥宁抑制 ＩＬ１β诱导 ＰＧＥ２的产生（Ｐ＜０．０１），
ＺｎＰＰ也部分逆转穿琥宁对 ＩＬ１β诱导产生的抑制
作用（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｓ
ｔａｇｌａｎｄｄｉｎｓ Ｅ２ （ＰＧＥ２） ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＩＬ１β ｉｎ
ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＩＬ１β，
Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋ＩＬ１βｏｒＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋ＩＬ１β＋ＺｎＰＰ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，
ｆｏｒ６ｈ．ＴｈｅＰＧＥ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈＰＧＥ２ｋｉｔ．１：
ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１；３：Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋
ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１；４：Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１＋
ＺｎＰＰ５μｍｏｌ·Ｌ－１．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩＬ１βｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜
０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋ＩＬ１βｇｒｏｕｐ．

２．７　穿琥宁对ＲＡＷ２６４．７细胞 ｉＮＯＳ表达和 ＮＯ
产生的作用

如图７所示，在ＩＬ１β刺激下，ＲＡＷ２６４．７细胞

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇｏｎｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ（ｉＮＯＳ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＩＬ１βｉｎ
ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＩＬ１β，
Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋ＩＬ１βｏｒＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋ＩＬ１β＋ＺｎＰＰ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，
ｆｏｒ１２ｈ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉＮＯＳｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ａ）ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓＩＡｉＮＯＳ／ＩＡβＡｃｔｉｎ（Ｂ）．１：ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ；
２：ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１；３：Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１；
４：Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１＋ＺｎＰＰ５μｍｏｌ·Ｌ－１．
ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩＬ１βｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋
ＩＬ１βｇｒｏｕｐ．
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ｉＮＯＳ表达明显高于细胞对照组（Ｐ＜０．０１），穿琥宁
作用后其表达下降（Ｐ＜０．０１），ＨＯ１特异性拮抗剂
ＺｎＰＰ部分逆转穿琥宁对ＩＬ１βｉＮＯＳ表达的抑制作
用（Ｐ＜０．０１）。同样，如图８所示，穿琥宁抑制ＩＬ１β
诱导ＮＯ的产生（Ｐ＜０．０１），ＺｎＰＰ也部分逆转穿琥
宁对ＩＬ１β诱导ＮＯ产生的抑制作用（Ｐ＜０．０１）。

Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ（ＮＯ）ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＩＬ１βｉｎＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ．
ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＩＬ１β，Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋ＩＬ１βｏｒ
Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋ＩＬ１β＋ＺｎＰＰ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｆｏｒ１２ｈ．ＴｈｅＮＯ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈｋｉｔ．１：ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＩＬ１β
５μｇ·Ｌ－１；３：Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ１００μｍｏｌ·Ｌ－１＋ＩＬ１β５μｇ·Ｌ－１；４：
Ｃｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ１００ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＋ＩＬ１β ５ μｇ·Ｌ－１ ＋ＺｎＰＰ
５μｍｏｌ·Ｌ－１．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＩＬ１βｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｈｕａｎｈｕｎｉｎｇ＋ＩＬ１βｇｒｏｕｐ．

３　讨论

本研究结果显示，穿琥宁对ＣＨＯ细胞ＩＬ１β受
体和ＢＨＫ细胞ＬＰＳ受体无抑制作用，对ＣＨＯ细胞
ＴＮＦα受体仅具有较弱的抑制活性（抑制强度
２０％），且无明显的浓度效应关系。但是，在
ＲＡＷ２６４．７细胞模型上，穿琥宁能显著抑制 ＩＬ１β
刺激产生的炎性蛋白ｉＮＯＳ和ＣＯＸ２的表达及ＮＯ
和ＰＧＥ２生成，提示ＮＦκＢ通路可能不是穿琥宁抗
炎作用的主要机制。

炎症是组织对损伤因子产生的复杂防御反应。

刺激单核巨噬细胞释放大量炎症因子的信号通路，

除了ＮＦκＢ这条经典的抗炎通路外，还存在其他的
抗炎通路。目前研究较多的是 ＨＯ１，ＨＯ１是血红
素代谢的限速酶和起始酶，能将血红素代谢成一氧

化碳、胆绿素和游离的铁离子［７］，这些代谢产物都

是重要的生物效应分子，在抗氧化、抗炎和抗增殖中

发挥着重要的作用［８－１０］。据报道，穿心莲内酯能够

诱导ＨＯ１的高表达［１１］。本研究在 ＲＡＷ２６４．７细
胞模型上，发现穿琥宁也能够诱导ＨＯ１表达增加，
抑制由ＩＬ１β刺激产生的ｉＮＯＳ和ＣＯＸ２高表达及

ＮＯ和ＰＧＥ２生成；ＨＯ１特异性拮抗剂 ＺｎＰＰ能显
著阻断穿琥宁的作用，部分逆转穿琥宁对炎性物质

释放的抑制作用，提示穿琥宁能促进 ＨＯ１蛋白表
达，其抗炎作用可能主要是通过促进 ＨＯ１蛋白表
达，继而抑制ｉＮＯＳ，ＣＯＸ２，ＮＯ和ＰＧＥ２等炎性物
质的生成和释放，最终发挥抗炎作用。综上所述，

ＮＦκＢ信号通路可能不是穿琥宁发挥抗炎作用的
主要通路，其抗炎作用可能是通过 ＨＯ１信号通路
发挥作用。ＨＯ１信号通路与ＮＦκＢ信号通路之间
相互调节机制尚不清楚。本研究为阐明穿琥宁的抗

炎作用机制奠定了基础，也为 ＨＯ１信号系统与
ＮＦκＢ通路可能存在相互调节的研究提供了实验
依据。
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