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蛋白表达的影响&结果显示丹翘液小
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表达&丹翘液的抗炎作用机制可能与抑制
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通路激活!进而抑制炎症介质和炎性细胞因子的转录和表达有
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炎症是机体对各种致炎因素及损伤所产生的具

有防御意义的应答性反应!其在一定时期内对机体

是有利的!可以提高机体抵抗力!但剧烈或持久的炎

症反应会对机体造成损失!影响动物机体的健康!炎

症反应是一些疾病的发病基础*
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&近年来!中药制

剂对炎症有较好的抑制效果!由于其毒副作用小!对

机体不良反应较少!其影响炎症免疫反应作用的机

制受到了广泛的关注*
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&中药影响炎症免疫反应

的机制包括影响炎性介质和炎性细胞因子的作用'

核因子的功能'活性氧的生成'神经内分泌激素的生

成等*
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丹翘液是以丹参和连翘等中草药为主要成分!

依据活血化瘀'缩宫排脓的治疗原则研制而成的中

药子宫灌注剂!临床上主要用于防治奶牛子宫内膜

炎*
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&动物药理学研究显示!丹翘液具有良好的抗

炎'镇痛的药理效应*
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!但是丹翘液的抗炎作用机制

尚不清楚&因此!本试验利用脂多糖"
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!建立炎症

模型!并研究了丹翘液对炎症细胞模型的影响!旨在

探讨丹翘液的体外抗炎作用及其抗炎机制!为该新

药的研发提供理论基础和实验证据&
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细胞炎症相关因子的抑制效应分析

孔的吸光度&试验重复
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次以上&
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含量测定
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取对数生长期
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细胞接种于
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孔板中!细胞分组及处理方法同
%'0'%

!

培养结束后!收集各组细胞上清液!按照
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试剂盒

说明书检测细胞上清中
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的释放&酶标仪测定
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处的光吸收值!以亚硝酸钠作为对照品测定
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细胞接种于
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孔板中!

细胞分组及处理方法同
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!培养结束后!收集各

组细胞培养上清液!
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孔板中!细胞分组及处理方法同
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培养结束后!
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法提取各组细胞总
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!按试
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对转录量采用
0

a
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为内参

基因&
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1[!E5EE55NE<E5<NENNEE<!*[

%:( .1

7JT!0

#̂7S@7"

3=U=7,=

1[!<N5N<5EENE555ENE<<E<E!*[

1[!<NN5EN5NN<<<<<EE5EE5N!*[

%1% .1

%'0'.

!

]=,8=7-L>#8

检测
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蛋白表达
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取

对数生长期
35]0.)':

细胞接种于
.

孔板中!细胞

分组及处理方法同
%'0'%

!培养结束后!根据试剂盒

说明提取总蛋白质'细胞核蛋白!
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法测定各组

蛋白质浓度!各组取
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/

D

蛋白质样品与蛋白质上

样缓冲液混匀!沸水中变性
%&2$-

后!在
%&o

分离

胶'

1o

浓缩胶中
%&&`

恒压进行
9M9!P5N?

电泳

0'1A

!结束后半干转移法
%0`

恒压转印
%A

到

P̀ M̂

膜上!用
1o

的
X95

封闭
%A

!加入一抗过夜

孵育"

) n

#!

<X9<

洗膜
)

次!每次
%&2$-

!加入

F3P

标记的二抗在室温缓慢摇动孵育
0A

!

<X9<

洗涤
%&2$-c)

次!加
?E_

!暗室胶片曝光'显影'定

影后显示各组细胞中目标蛋白质表达水平&

%'0':

!

统计分析
!!

炎性因子释放数据与
3<!

PE3

采用
N7@

C

AP@"P7$,21

软件分析!试验重复
*

次以上!数据以
M

a

r1

表示!组间采用单因素方差

"

\-=!]@

B

54\̀ 5

#分析!

:

&

&'&1

为差异具有统

计学意义&

!

!

结
!

果

!C#

!

丹翘液对
*,b!&%C'

细胞活力的影响

图
%5

为
Z<<

法检测细胞经不同剂量的丹翘

液处理后的细胞活力变化&结果显示!与空白对照

组相比!丹翘液
'

:&&

/

D

0

2_

a%时对细胞无毒性作

用"

:

%

&'&1

#!当丹翘液大于
:&&

/

D

0

2_

a%时!细

胞活力明显下降"

:

&

&'&%

#&图
%X

为丹翘液和

_P9

共同处理后细胞的活力变化!结果与丹翘液单

独处理的一致&

!C!

!

丹翘液对
O.D

诱导的细胞炎症介质的影响

4\

检测结果显示!与正常对照组相比!

_P9

处

%&*0
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!

理组的
4\

释放量极显著升高"

:

&

&'&%

#!丹翘液

处理组的
4\

释放量不明显!与
_P9

处理组相比!

丹翘液各组均能极显著抑制
4\

的释放量"

:

&

&m&%

#&各剂量丹翘液抑制后
4\

含量与正常对照

组差异显著"

:

&

&'&%

或
:

&

&'&1

#"图
05

#&

?_Y95

检测
PN?

0

结果显示!与正常对照组相比!

_P9

处理组的
PN?

0

释放量极显著升高"

:

&

&'&%

#!

与
_P9

处理组相比!丹翘液高'中剂量组能显著抑

制
PN?

0

的释放量"

:

&

&'&1

或
:

&

&'&%

#!低剂量

差异不显著"

:

%

&'&1

#&高剂量丹翘液抑制后

PN?

0

含量与正常对照组无显著差异"

:

%

&'&1

#!

中'低剂量丹翘液抑制后
PN?

0

含量与正常对照组

显著差异"

:

&

&'&%

或
:

&

&'&1

#"图
0X

#&

5'

不同浓度的丹翘液"

&

!

%&&&

/

D

0

2_

a%

#作用
0)A

时细胞的活力变化(

X'%

/

D

0

2_

a%

_P9

持续刺激
35]0.)':

细胞
.A

后!不同浓度的丹翘液"

&

!

%&&&

/

D

0

2_

a%

#作用
0)A

时细胞的活力变化&标注不同大写字母表示组间差

异极显著"

:

&

&'&%

#!标相同或未标字母表示组间差异不显著"

:

%

&'&1

#

5'̀$@L$>$8$=,#Q6=>>,8A@887=@8="S$8A#7S$8A#I8=$)

V

($+>$

R

I$"

"

&!%&&&

/

D

0

2_

a%

#

Q#70)A

(

X'E=>>,S=7=87=@8="

S$8A#7S$8A#I8=$)

V

($+>$

R

I$"Q#70)A@Q8=7=V

C

#,I7=8#_P9

"

%

/

D

0

2_

a%

#

Q#7.A'̀@>I=,S$8A"$QQ=7=-86@

C

$8@>>=8!

8=7,2=@-=V87=2=>

B

,$

D

-$Q$6@-8"$QQ=7=-6=

"

:

&

&'&%

#!

@-"S$8A8A=,@2=>=88=7,#7S$8A#I8>=88=7,2=@--#8,$

D

-$Q$6@-8

"$QQ=7=-6=

"

:

%

&'&1

#

图
#

!

丹翘液对
*,b!&%C'

细胞的毒活性作用

;)

1

C#

!

G52288274-08/23

M

624>)

N

L)903=)6@)>)4

B

)3*,b!&%C'72>>-

标注不同大写字母表示组间差异极显著"

:

&

&'&%

#!标注不同小写字母表示组间差异显著"

:

&

&'&1

#!标相同小写

字母表示组间差异不显著"

:

%

&'&1

#&下图同

@̀>I=,S$8A"$QQ=7=-86@

C

$8@>>=88=7,2=@-=V87=2=>

B

,$

D

-$Q$6@-8"$QQ=7=-6=

"

:

&

&'&%

#!

S$8A"$QQ=7=-8>=88=7,2=@-,$

D

!

-$Q$6@-8"$QQ=7=-6=

"

:

&

&'&1

#!

@-"S$8A8A=,@2=>=88=7,2=@--#8,$

D

-$Q$6@-8"$QQ=7=-6=

"

:

%

&'&1

#

'<A=,@2=@,L=>#S

图
!

!

丹翘液对
O.D

诱导
*,b!&%C'

细胞分泌
+Z

和
.TJ

!

的影响

;)

1

C!

!

G52288274-08/23

M

624>)

N

L)903.TJ

!

639+)4/)42)3*,b!&%C'(67/0

?

56

1

272>>-)39L729@

B

O.D

!CF

!

丹翘液对
O.D

诱导的炎症细胞因子分泌的影响

图
*5

'

X

为
?_Y95

法检测丹翘液对
_P9

诱导

的
35]0.)':

细胞上清液中
<4̂!

%

和
Y_!.

含量

的影响!结果显示!与正常对照组相比!

_P9

处理组

的
<4̂!

%

'

Y_!.

释放量极显著升高"

:

&

&'&%

#!丹翘

液组的释放量变化不明显"

:

%

&'&1

#!与
_P9

处理

组相比!高剂量丹翘液能显著抑制
<4̂!

%

'

Y_!.

的

释放量"

:

&

&'&%

或
:

&

&'&1

#!但中'低剂量对

<4̂!

%

'

Y_!.

的抑制无统计学意义"

:

%

&'&1

#&高

剂量丹翘液抑制后
<4̂!

%

'

Y_!.

含量与正常对照组

无显著差异"

:

%

&'&1

#!低剂量丹翘液抑制后
<4̂!

%

'

Y_!.

含量与正常对照组极显著差异"

:

&

&'&%

#&

0&*0
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期 魏立琴等$丹翘液对脂多糖诱导
35]0.)':

细胞炎症相关因子的抑制效应分析

图
F

!

丹翘液对
O.D

诱导
*,b!&%C'

细胞的炎症细胞因子
G+;H

'

和
SOH&

的影响

;)

1

CF

!

G52288274-08/23

M

624>)

N

L)903G+;H

'

639SOH&)3*,b!&%C'(67/0

?

56

1

272>>-)39L729@

B

O.D

!C%

!

丹翘液对
O.D

诱导的炎症相关基因转录的影

响

3<!PE3

检测各处理组细胞的
<4̂!

%

'

Y_!.

'

$4\9

和
E\H!0

基因的相对转录水平!结果显示!与

正常组相比!

_P9

处理组的
<4̂!

%

'

Y_!.

'

$4\9

和

E\H!02345

转录均极显著升高"

:

&

&'&%

#!与

_P9

处理组相比!丹翘液各剂量组均能够显著抑制

_P9

诱导巨噬细胞
$4\9

和
E\H!02345

转录的

升高"

:

&

&'&%

或
:

&

&'&1

#"图
)5

'

X

#!也能够显著

抑制
<4̂!

%

'

Y_!.2345

转录的升高"图
)E

'

M

#!

且对
<4̂!

%

'

$4\9

和
E\H!0

具有一定的剂量效

应&各剂量丹翘液抑制后
Y_!.

'

$4\9

和
E\H!0

2345

转录与正常对照组相比差异极显著"

:

&

&m&%

#!高'中剂量丹翘液抑制后
<4̂!

%

2345

转

录与正常对照组相比!无显著差异"

:

%

&'&1

#&

图
%

!

丹翘液对
O.D

诱导
*,b!&%C'

细胞的炎症相关基因转录的影响

;)

1

C%

!

G52288274-08/23

M

624>)

N

L)903

1

2324/63-7/)

?

4)0308G+;H

'

&

SOH&

&

)+ZD639QZ\H!)3*,b!&%C'(67/0

?

56

1

2

72>>-)39L729@

B

O.D

!C$

!

核转录因子
+;H

(

U

蛋白表达

]=,8=7-L>#8

对不同处理组细胞内
4̂ !

,

X

C

.1

蛋白表达检测!结果显示$与正常对照组相比!

_P9

刺激
35]0.)':

细胞活化后!细胞核内
4̂ !

,

X

C

.1

蛋白表达极显著升高"

:

&

&'&%

#!与
_P9

处理组相

比!不同浓度的丹翘液处理后!显著抑制
4̂ !

,

X

C

.1

表达"

:

&

&'&1

#!并呈现剂量依赖性"图
1

#&

*&*0
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图
$

!

丹翘液对
O.D

诱导
*,b!&%C'

细胞的
+;H

(

U

?

&$

蛋白表达的影响

;)

1

C$

!

G52288274-08/23

M

624>)

N

L)9033L7>26/4/63->076H

4)0308+;H

(

U

?

&$)3*,b!&%C'72>>-@

B

O.D

F

!

讨
!

论

炎症是机体对于刺激的一种防御反应!表现为

红肿热痛和功能障碍&炎症反应是损伤与抗损伤的

过程!损伤因子一方面可以直接或间接破坏组织和

细胞!另一方面可以通过炎症充血和渗出反应!杀伤

和包围损伤因子!通过实质和间质细胞的再生修复

和愈合受损的组织*

%&!%%

+

&如损伤过程占优势!则炎

症加重!并向全身扩散(若抗损伤过程占优势!则炎

症逐渐趋向痊愈&所以!控制损伤'加强抗损伤过程

是机体维持正常生理功能的重要环节&巨噬细胞参

与吞噬'免疫调节'组织修复'新陈代谢和炎症等多

种生理过程&微生物刺激巨噬细胞产生多种促炎性

细胞因子和趋化因子!这些促炎因子反过来引起细

胞渗出和激活其他类型的免疫细胞"如
<

细胞#!这

些因素共同介导形成免疫炎症反应*

%0!%*

+

&因此本研

究利用
_P9

诱导巨噬细胞炎症反应模型对丹翘液

的体外抗炎作用及机制进行深入的探讨&本试验首

先检测丹翘液对
35]0.)':

细胞活力的影响!

Z<<

试验结果表明!药物浓度在
:&&

/

D

0

2_

a%以

内对
35]0.)':

细胞无明显毒性作用&因此!选择

&

!

:&&

/

D

0

2_

a%的丹翘液进行下一步的抗炎活性

研究&

4\

既能参与机体生理过程的调节及免疫应答

反应!其过度产生又可导致组织损伤和炎性反应&

体内
4\

产生由一氧化氮合酶"

4\9

#催化
_!

精氨

酸"

_!57

D

#产生&

4\9

可以分为结构型"

=4\9

#和

诱导型"

$4\9

#&

=4\9

只产生少量
4\

!发挥正常

生理作用!病原微生物感染及组织损伤都可诱导

$4\9

表达!促进
4\

大量产生&

4\

具有抗炎和促

炎双重功能*

%)!%1

+

&少量
4\

可通过抑制中性粒细胞

与内皮细胞的黏附表现抗炎活性*

%.

+

&反之!炎症性

疾病过程中!过度的
4\

通过激活
4̂ !

,

X

诱导促炎

症细胞因子
<4̂!

%

'

Y_!.

等的产生促进炎性反应!

这些细胞因子又能激活
$4\9

!促进机体产生更多

的
4\

!使
4\

及细胞因子的分泌得以持续!从而使

炎症反应更持久!更剧烈*

%:

+

&环氧酶"

E\H

#是机体

催化花生四稀酸转变为前列腺素的限速酶!

E\H

有

三种同工酶!其中
E\H!0

为诱导性表达!在脂多糖

"

_P9

#等炎症因子的诱导下!

E\H!0

大量合成!进而

催化
PN,

大量合成!参与并放大炎症反应*

%(!0%

+

&在

炎症过程中!若能够抑制炎性介质
4\

和
PN?

0

的

释放及其催化酶的活化!就能有效抑制其介导的炎

症反应&本研究结果显示!

_P9

刺激细胞后
4\

和

PN?

0

的分泌水平极显著升高!说明细胞发生了极

显著的炎症反应!不同剂量的丹翘液作用炎性细胞

后均能显著抑制
_P9

诱导的
4\

和
PN?

0

的分泌

及
$4\9

和
E\H!02345

的转录!且表现出一定的

剂量效应!结果表明丹翘液抑制炎症限速酶的基因

表达和介质分泌是其抗炎机制之一&但是丹翘液抑

制后
4\

和
PN?

0

的分泌及
$4\9

和
E\H!023!

45

转录与正常对照组相比有显著差异!说明丹翘

液有抗炎症作用!但不能完全阻断细胞的炎症反应&

细胞因子是一类具有广泛生物学活性'且功能

复杂的小分子蛋白质&

<4̂!

%

主要由单核巨噬细

胞产生!被视为促进炎症反应最重要的细胞因子之

一!它能引起急性炎症性疾病并引起组织损伤*

00!0*

+

&

Y_!.

也是诱导炎症反应的主要因素!它能促进
<

淋

巴细胞和
X

淋巴细胞的分化!和其他炎性细胞因子

协同作用!级联促进和放大炎症反应造成组织损

伤*

0)

+

&因此!

<4̂!

%

和
Y_!.

作为炎症标志物!对药

物的抗炎作用研究具有指示作用*

01

+

&试验结果显

示!高剂量丹翘液能显著抑制细胞炎症反应中

<4̂!

%

和
Y_!.

的释放!但中'低剂量对
<4̂!

%

和

Y_!.

的释放抑制效果不显著&同时
<4̂!

%

和
Y_!.

基因的相对转录结果显示!丹翘液各剂量组均能剂

量依懒性的抑制
<4̂!

%

和
Y_!.

的转录!以上结果

说明丹翘液对促炎细胞因子分泌的抑制是抑制其基

因转录的结果&此外!两种检测结果间有差异可能

与不同方法的灵敏度有关&

此外!

4̂ !

,

X

是重要的核转录因子!在炎症反

应的各阶段起重要的调控作用!其主要的诱导型亚

基是
C

1&

%

C

.1

*

0.

+

&静息状态时!

4̂ !

,

X

与
Y

,

X

形成

复合体存在于细胞质中&当受到特定刺激后!

Y

,

X

被活化的激酶复合体"

Y

,

XT$-@,=

!

Y;;

#磷酸化!

4̂ !

,

X

与
Y

,

X

解离!游离的
4̂ !

,

X

C

.1

迅速转移到

)&*0
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期 魏立琴等$丹翘液对脂多糖诱导
35]0.)':

细胞炎症相关因子的抑制效应分析

细胞核!与
,

X

结合位点结合!启动炎性介质及促炎

症细胞因子的转录与表达*

0:!*%

+

&本试验
4̂ !

,

X

蛋

白表达结果显示!

_P9

刺激细胞后!细胞核内
4̂ !

,

X

C

.1

蛋白表达升高!说明
4̂ !

,

X

被激活并转移至细

胞核内!丹翘液能抑制细胞核内
4̂ !

,

X

C

.1

蛋白表

达升高!说明丹翘液可抑制
4̂ !

,

X

的活化与核转

移!进而抑制炎症相关基因的表达与炎症介质的产

生&

%

!

结
!

论

丹翘液能够抑制
_P9

刺激巨噬细胞产生炎性

介质
4\

和
PN?

0

(也能抑制炎性因子
<4̂!

%

和

Y_!.

的分泌及其基因转录(亦对炎症关键酶
$4\9

'

E\H!0

的基因转录具有抑制作用&丹翘液能抑制

_P9

对巨噬细胞内
4̂ !

,

X

信号通路的激活!抑制

4̂ !

,

X

C

.1

活化因子的入核转移!从而抑制炎症过

程中关键酶和炎症因子的基因表达及炎症介质的产

生&因此!丹翘液对
_P9

诱导巨噬细胞炎症反应具

有抗炎保护作用&
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