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白杨素通过 MAPK 信号抑制 LPS 诱导的 ＲAW 264．7 细胞炎症
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( 皖南医学院 1．生物化学与分子生物学教研室; 2．人体解剖学教研室，安徽 芜湖 241002)

【摘 要】目的: 探讨白杨素抑制 LPS 诱导的 ＲAW 264．7 细胞炎症的分子机制。方法: 用不同浓度的白杨素处理 ＲAW 264．7
细胞 24 h 后，CCK-8 法检测细胞活力; western blot 检测白杨素对 LPS 诱导的 ＲAW 264．7 细胞中 MAPK 信号蛋白 p-EＲK、p-JNK
和 p-P38 水平; ELISA 法检测 TNF-α、IL-6 和 NO 浓度; 活性氧探针检测细胞内 ＲOS 释放情况。结果: 白杨素浓度低于60 mg /L
对 ＲAW 264．7 细胞增殖无影响; western blot 检测表明白杨素抑制了 MAPK 信号分子 p-EＲK、p-JNK 和 p-P38 的水平; ELISA 结

果显示，白杨素抑制 TNF-α、IL-6 和 NO 的释放; 此外，白杨素也降低了细胞内 ＲOS 的产生。结论: 白杨素抑制 LPS 诱导的

ＲAW 264．7 细胞炎症反应是通过 MAPK 信号实现的。
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Chrysin inhibiting LPS-induced inflammation of ＲAW 264．7 cells via MAPK signaling
pathway
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【Abstract】Objective: To investigate the anti-inflammatory mechanisms of chrysin in ＲAW 264．7 cells treated with lipopolysaccharides( LPS) ． Methods:

ＲAW 264．7 cells were pretreated with different concentration of chrysin for 24 h． Cell viability was determined using CCK-8 kit． The protein levels in

MAPK signaling pathway，including p-EＲK，p-JNK，and p-P38 were also assessed by western blot． ELISA was performed to detect the concentration of

TNF-α，IL-6 and NO in the cellular supernatant． Intracellular level of reactive oxygen species( ＲOS) was measured using ＲOS probe． Ｒesults: The was no

effect on the viability of ＲAW 264．7 cells under the chrysin( 60 mg /L) ．western blot indicated that chrysin had inhibited the protein levels of MAPK signa-

ling molecules，including p-EＲK，p-JNK，and p-P38． ELISA showed inhibited release of TNF-α，IL-6 and NO as well as decreased production of intracellu-

lar ＲOS． Conclusion: Anti-inflammatory mechanism of chrysin in ＲAW 264．7 cells induced by LPS is achieved via activating MAPK signaling pathway．

【Key words】chrysin; LPS; ＲOS; ＲAW 264．7 cell; MAPK signaling pathway

炎症反应在组织创伤、感染、毒素反应以及自身

免疫性应激损伤中，参与许多细胞生理和病理变化

过程［1－3］。正常状态下，巨噬细胞产生的促炎介质

和促炎因子在细胞代谢和组织修复中发挥重要作

用。MAPK 信号通路与细胞的生长、分化、凋亡等多

种重要细胞的生理和病理过程息息相关［4］。大量

研究已证实 MAPK 信号通路的失调能导致多种炎

症反应发生［5］，因此针对 MAPK 信号通路靶位点进

行研发抗炎药物是可行的。

白杨素又名白杨黄素，具有广泛的生物学作用，

包括抗氧化、抗糖尿病、抗肿瘤等，该类化合物分布

广泛且毒性较低，因此是新药开发研究中一个潜在

的重要资源［6］。
尽管已经有诸多研究报道了白杨素具有抗炎效

果，但未阐明白杨素在革兰阴性细菌表面脂多糖诱

导的炎症反应以及具体的抗炎作用中的机制。本研

究以 ＲAW 264．7 巨噬细胞为研究模型，验证了白杨

素的抗炎作用，并证实了白杨素可以下调 MAPK 信
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号蛋白的磷酸化，着重评估了白杨素在 LPS 诱导

ＲAW 264．7 巨噬细胞的抗炎效果，拓展了白杨素在

临床上的用药范围。

1 材料与方法

1．1 细胞培养 中科院典型培养物保藏委员会昆

明细胞库购买的 ＲAW 264．7 小鼠腹腔巨噬细胞系

使用含 10 %胎牛血清 DEME 完全培养基( Gibco) 在

细胞培养箱中培养，条件为 CO2 浓度: 5 %，温度:

37 ℃，实验取对数生长期细胞。
1．2 细胞活力值检测 将 ＲAW 264．7 细胞每孔按

照 1×104 个接种于 96 孔板，分别使用不同浓度的白

杨素( 购自中国阿拉丁生物试剂公司) ( 0、5、10、20、
40、60、80、100、150、200 mg /L) 孵育 ＲAW 264．7 细

胞 24 h，更换细胞培养液，按照 CCK-8 ( 购自日本

DOJINDO 公司) 试剂盒说明书操作，使用酶标仪测

定每孔的吸光值( OD) 。
1．3 活性氧簇的检测 将 1×107 个 ＲAW 264．7 细

胞铺满 12 孔板，使用 CM-H2DCFDA 荧光探针 ( 购

自中国 Beyotime 公司) 检测各实验组中 ＲAW 264．7
细胞内活性氧簇释放情况。
1．4 N-乙酰-L-半胱氨酸( NAC) 抑制 ＲOS 产生 将

2× 107 个 ＲAW 264． 7 细胞铺满 6 孔 板，LPS 刺 激

15 min过后 western blot 检测炎症蛋白和 MAPK 信

号通路蛋白磷酸化情况。
1．5 炎症因子的检测 将 1×107 个 ＲAW 264．7 细

胞铺满 12 孔板，孵育 ＲAW 264．7 细胞 24 h，使用

ELISA 试剂盒( Ｒ＆D Systems) 检测各组 TNF-α、IL-6
和 NO 的 OD 值。
1．6 western blot 使用对数期 ＲAW 264．7 细胞进

行铺板，孵育白杨素 2 h 后加入 LPS 刺激 18 h，每孔

加入 120 μL 含有蛋白酶抑制剂 PMSF 的蛋白裂解

液( 购自中国 Beyotime 公司) 在冰上裂解30 min，加

入 120 μL 2×SDS loading buffer，水浴煮沸5 min，使

用 4%浓缩胶，12%分离胶进行 SDS-PAGE 蛋白电

泳，转膜过后使用 5%脱脂牛奶封闭 2 h，一抗( 购自

美国 Cell Signaling Technology 公司) 4 ℃在水平摇床

过夜，荧光二抗 ( 购自美国 LI-COＲ Biosciences 公

司) 孵育 1 h，PBS 清洗过后，使用 Odyssey imaging
system( 购自美国 LI-COＲ Biosciences 公司) 进行成

像观察实验结果。
1．7 数据统计 使用 GraphPad Prism 5 软件进行数

据统计，组间比较采用 F 检验和 SNK-q 检验。P＜

0．05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 白杨素对 ＲAW 264．7 细胞活力的影响 为了

评估白杨素对 ＲAW 264．7 细胞增殖活力的影响，我

们使用不同浓度的白杨素 ( 0、5、10、20、40、60、80、
100、150、200 mg /L) 对 ＲAW 264．7 细胞进行处理，

培育 24 h 后，每孔加入 10 μL 的 CCK-8 试剂孵育 2
h，酶标仪测 A450 值，实验结果表明白杨素在小于

60 mg /L 时对 ＲAW 264．7 细胞活力没有影响，超过

该浓度可降低细胞活力( F= 900．19，P＜0．01) 。因此

我们将 10、30、60 mg /L 的白杨素作为 ＲAW 264．7
细胞的低、中、高剂量组。
2．2 白杨素抑制 LPS 诱导的 ＲAW 264．7 细胞炎症

反应 使用不同浓度的白杨素( 10、30、60 mg /L) 预

孵育 ＲAW 264．7 细胞 2 h 后加入 100 μg /L 的 LPS
进行诱导，通过空白对照组、单加白杨素组、LPS 刺

激组和不同浓度白杨素 ( 10、30、60 mg /L) +LPS 实

验组，37℃ 培养 18 h 后，取上清培养基检测各组

TNF-α、IL-6 和 NO 的释放情况，western blot 检测炎

症蛋白 iNOS 和 COX-2 的表达情况。实验结果( 图

1) 发现，经 LPS 刺激 ＲAW 264．7 细胞后，白杨素能

抑制 炎 症 蛋 白 的 表 达 和 炎 症 因 子 TNF-α ( F =
174．98，P＜0．01) 、IL-6( F = 99．40，P＜0．01) 和 NO( F
= 18．42，P＜0．01) 的释放。
2．3 白杨素抑制 LPS 诱导的 ＲAW 264．7 细胞 ＲOS
的产生 研究发现 ＲAW 264．7 细胞经 LPS 刺激能

产生大量的内源性 ＲOS，ＲOS 介导巨噬细胞的吞噬

功能及炎症信号的传递。白杨素和 NAC 孵育 ＲAW
264．7 细胞 2 h，加 入 100 μg /L 的 LPS 进 行 诱 导

15 min后，使用活性氧探针 CM-H2DCFDA 检测 ＲOS
的释放情况，实验结果见图 2。结果表明，与空白对

照组、NAC 组、单加白杨素药物组比较，LPS 刺激组

的细胞内绿色荧光增强，当孵育白杨素时，ＲOS 释

放被抑制，这说明白杨素可以有效清除 LPS 诱导的

ＲAW 264．7 细胞内源性 ＲOS 蓄积。
2．4 白杨素阻断 LPS 诱导 ＲAW 264．7 细胞 MAPK
信号的活化 LPS 刺激 ＲAW 264．7 细胞后，能够激

活 EＲK、JNK、P38 蛋白磷酸化，当使用不同浓度白

杨素( 10、30、60 mg /L ) 处理 ＲAW 264． 7 细胞后，

MAPK 信号通路蛋白表达被抑制，见图 3、4，实验结

果表 明 白 杨 素 可 以 有 效 阻 断 ＲAW 264． 7 细 胞

MAPK 信号的活化。
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A～C．白杨素对 LPS 诱导 ＲAW 264．7 细胞炎症因子 NO、TNF-α和 IL-6 释放的影响; D．白杨素对 LPS 诱导 ＲAW 264．7 细胞 iNOS 和 COX-2 蛋白

表达的影响。

图 1 白杨素抑制 LPS 诱导的 ＲAW 264．7 细胞炎症反应

A．Control; B． Chrycin( 60 mg /L) ; C． NAC( 20 mmol /L) ; D．LPS( 100 μg /L) ; E．LPS( 100 μg /L) +Chrycin( 10 mg /L) ; F．LPS( 100 μg /L) +Chrycin( 30

mg /L) ; G．LPS( 100 μg /L) +Chrycin( 60 mg /L) ; H． NAC( 20 mmol /L) +LPS( 100 μg /L) 。

图 2 白杨素抑制 LPS 诱导 ＲAW 264．7 细胞 ＲOS 的产生

图 3 白杨素对 LPS 诱导 ＲAW 264．7 细胞 MAKP 信号通路

蛋白活化的影响

2．5 ＲOS 介导 MAPK 信号活化 NAC 是一种还原

性的活性氧清除剂，可以有效清除各种细胞刺激时

引发产生的内源性活性氧，对异常产生的 ＲOS 能有

效清除，可以有效减少 LPS 诱导 ＲAW 264．7 细胞

ＲOS 的累积。实验结果表明白杨素可以有效抑制

LPS 诱导炎症蛋白的表达并影响 MAPK 信号通路

转 导。使 用 20 mmol /L 的 N-乙 酰-L-半 胱 氨 酸

( NAC) 预孵育 ＲAW 264． 7 细胞 2 h 后，加入 100
μg / L 的 LPS 诱导 18 h 后，检测 iNOS 和 COX-2 蛋白

的表达情况; 同样使用 LPS 诱导 30 min 后收集细胞

裂解液，运用 western blot 技术检测 p- EＲK、p- JNK
和 p-P38 蛋白表达情况，实验结果图 5 表明 NAC 能

有效抑制炎症蛋白表达和 p-EＲK、p-JNK 和 p-P38
蛋白的活化。提示白杨素可能是通过有效清除细胞

内上游信号分子 ＲOS 进而调控 MAPK 信号通路蛋

白的活性而发挥抗炎作用。

图 4 白杨素对 LPS 诱导 ＲAW 264．7 细胞 MAKP 信号通路

蛋白的影响
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A．NAC 对 LPS 诱导的 ＲAW 264．7 细胞内 iNOS 和 COX-2 蛋白表达的影响; B～D．NAC 对 LPS 诱导 ＲAW 264．7 细胞 p-EＲK、p-JNK 和 p-P38 蛋白

表达的影响。

图 5 NAC 对 LPS 诱导 ＲAW 264．7 细胞 MAKP 信号通路蛋白的影响

3 讨论

白杨素衍生物能降低 LPS 诱导 ＲAW 264．7 细

胞炎症蛋白的生成［7］，然而，白杨素在 LPS 诱导的

ＲAW 264．7 细胞中发挥抗炎作用的具体分子机制尚

未见 报 道。正 常 情 况 下，炎 症 相 关 介 体 NO 和

PGE2，主要由 iNOS 和 COX-2 酶生成，与巨噬细胞

产生的细胞因子在细胞代谢和组织修复过程中发挥

重要作用，相关研究表明这些炎性介体和细胞因子

过度产生伴随着炎症疾病 ［8］。因此，研究通过抑制

炎症细胞因子和炎症介质对有效的预后或诊断生物

标记物 以 及 开 发 靶 向 治 疗 抗 炎 药 物 都 是 至 关 重

要的［9］。
在巨噬细胞中，ＲOS 还可以作为第二信使调节

多条信号激酶级联并激活相关转录因子［10－12］。本

研究结果表明，LPS 诱导 ＲAW 264． 7 细胞能上调

NO 的产生，且在白杨素安全剂量范围内预处理可

抑制 LPS 诱导 ＲAW 264．7 巨噬细胞 TNF-α、IL-6 和

NO 的释放，并且呈剂量依赖性。NAC 是一种还原

性的活性氧清除剂，可以清除各种细胞刺激时引发

产生的内源性活性氧。实验结果表明 NAC 能抑制

LPS 刺激 ＲAW 264．7 细胞引起的炎症蛋白 iNOS、
COX-2 的表达，且炎症因子 IL-6、TNF-α 及 NO 的释

放同样被抑制，这说明 ＲOS 可能是作为炎症因子表

达调控的上游信号分子。western blot 分析结果显

示，ＲAW 264．7 细胞内 ＲOS 能被白杨素有效清除，

进而说明 ＲOS 可能是白杨素抑制 LPS 诱导 ＲAW
264．7 细胞炎症反应的作用靶点。本研究的结果表

明白杨素可通过减少 LPS 刺激 ＲAW 264．7 细胞促

炎分子的产生而发挥抗炎作用。
综上所述，本研究结果证实白杨素具有抗炎作

用，其机理可能是通过清除细胞内源性 ＲOS 的生

成，进而调控 MAPK 信号转导而实现的。本研究拓

展了我们对白杨素生物学功能尤其是在抗炎方面的

认识，从而为其潜在的临床应用提供了进一步的实

验支撑。
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