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千里光石油醚提取物对 LPS 激活的炎症反应的抑制效应

杨卉卉,沈金花,刘庆华,彭勇波

中南民族大学生命科学学院/武陵山区特色资源植物种质保护与利用湖北省重点实验室,武汉４３００７４

摘要　以千里光石油醚提取物(PEESS)为材料,以脂多糖(LPS)诱导的 RAW２６４．７小鼠单核巨噬细胞为炎

症模型,通过CCKＧ８法检测细胞增殖、Griess法检测一氧化氮(NO)含量、RTＧPCR法检测炎症相关因子的表达,

及 Westernblot法检测炎症关键转录激活因子的活化,研究PEESS的抗炎作用及可能的分子机制.结果显示,

０~８０μg/mL的PEESS对巨噬细胞增殖无明显影响,但能显著抑制 LPS诱导的 RAW２６４．７细胞 NO 的分泌,

并呈浓度依赖性;炎症相关因子基因 mRNA表达检测结果显示:PEESS能显著抑制 LPS刺激的 RAW２６４．７细

胞炎症模型中ILＧ１β及ILＧ６的表达;同时,PEESS还显著降低了 NFＧκBp６５及 p４４/p２２MAPK 蛋白的磷酸化

水平.以上结果表明,千里光石油醚提取物对LPS诱导的 RAW２６４．７细胞炎症模型具有较好的抗炎效应,其作

用发挥可能与其抑制 NFＧκB和 MAPK信号通路的活化以及 NO、ILＧ１β和ILＧ６等炎症介质的分泌有关.
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　　炎症反应是机体抵御外界刺激的一种重要防御

机制,适当的炎症反应对机体有保护作用,但过度的

炎症反应可引发级联放大效应并造成全身炎症反应

综合征(SIRS)甚至危及患者的生命[１].巨噬细胞

是机体病理性炎症过程的主要免疫细胞之一[２],其
异常激活能通过响应炎症应答信号,产生大量炎性

因子并引发炎症介质的级联释放,从而诱导组织损

伤,甚至多功能器官的衰竭等[３].因此,调控巨噬细

胞炎症应答对抗炎及炎性相关疾病的治疗具有重要

意义.目前,针对炎症主要采用抗生素治疗,但抗生

素的长期使用会产生抗药性、降低机体免疫力并加

重肝肾损伤等.因此,从天然中草药中筛选具有显

著抗炎效果、安全无毒并且价格低廉的药物已经成

为当前动物养殖中开发抗生素替代药物的热点方向

之一.
千里光(SenecioscandensBuch．ＧHam．)为菊科

千里光属多年生草本植物,在我国西藏、陕西及南方

多省均有广泛分布,是我国常用的一味传统中药材,
临床上多用于急性炎性疾病的治疗.对千里光现代

药理学研究表明,其主要含有鞣质、黄酮、酚酸、挥发

油、生物碱及萜类等生物活性成分,并主要具有抗

炎、抑菌、抗 氧 化、抗 癌 及 抗 病 毒 等 多 种 药 理 学

作用[４Ｇ５].
近年来,千里光因其广泛的药用价值而得到越

来越多学者的关注[４,６],但目前有关千里光对巨噬

细胞炎症调控作用及机制的研究还未见报道.鉴于

千里光具有抗炎作用及能治疗多种炎症性疾病的特

性,本研究以千里光石油醚提取物(petroleumether
extractofSenecioscandens,PEESS)为材料,通过

CCKＧ８法检测细胞增殖、Griess法检测 NO 含量、

RTＧPCR法及 Westernblot法检测炎症相关因子表

达,综合探讨了千里光的抗炎作用及可能的分子机

制,旨在为将其用于动物炎症性疾病的治疗及替代

动物养殖中抗生素的使用提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　试验材料

千里光干燥全草购于北京同仁堂武汉药店,产
地:湖北.称取经粉碎的千里光细粉５００g,１０倍水

３次加热回流煎煮后合并滤液并旋蒸浓缩,再经石
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油醚萃取后旋蒸浓缩提取获得千里光石油醚提取物

(浸膏状)并用PBS配制为１０mg/mL的储存液低

温保存备用.小鼠单核巨噬细胞系 RAW２６４．７购

于武汉CCTCC细胞库.
1.2　主要药物及试剂

胎牛血清(ScienCell,美国);DMEM 培养基、青
霉素Ｇ链霉素、０．２５％胰酶(Hyclone,美国);脂多糖

(Sigma,美国);CCKＧ８试剂盒、反转录试剂盒(上海

翊圣生物科技有限公司);总 RNA 快速提取试剂盒

(北京百泰克生物技术有限公司);RIPA 裂解液、总

NO检测试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、化学

发光显影液ECLPlus(上海碧云天生物技术有限公

司);蛋白酶抑制剂Cocktail(Bimake,美国);NFＧκB
p６５、MAPKp４４/p２２及其磷酸化抗体、βＧactin抗体

(CellSignalingTechnology,美国);２×Pfu PCR
MasterMix(北京康为世纪生物科技有限公司).
1.3　细胞培养与分组处理

将生长状态良好的 RAW２６４．７ 细 胞 以 ２×
１０４/孔的密度接种于１２孔板,每孔加１mL 含有

１０％胎牛血清的DMEM 培养基,于３７℃、５％ CO２

培养箱培养４h后,将细胞随机分为５组,即对照组

(细胞＋ 培养基)、LPS 组(１μg/mL 的 LPS＋ 细

胞)、试验组(PEESS＋１μg/mLLPS＋细胞),每组

５个重复,PEESS预处理 RAW２６４．７细胞质量浓度

分别为２０、４０、８０μg/mL,处理２０h后,添加终质量

浓度为１μg/mL的LPS刺激细胞.
1.4　CCKＧ8 法检测 PEESS 对 RAW264.7 的细胞

毒性

　　制备单细胞悬液(２×１０４ 个/mL),１００μL/孔

接种于９６孔板中,培养１２h,再用不同质量浓度的

PEESS(２０、４０和８０μg/mL)处理细胞,２４h后向每

个孔中添加１０％ CCKＧ８,继续培养２h,然后用酶标

仪在４５０nm处测量每个孔中细胞的 OD值.细胞活

性＝(OD加药 － OD空白)/(OD对照 －OD空白)×１００％.
1.5　Griess 法检测细胞 NO 的分泌

制备单细胞悬液(５×１０４ 个/mL),１００μL/孔

接种于９６孔板中,培养１２h.分组处理细胞后,取
细胞上清液５０μL/孔按 NO 检测试剂盒实验流程

操作,然后在５４０nm 处测定 OD值,根据标准曲线

计算得到细胞分泌的 NO含量.
1.6　RTＧPCR 法检测炎症相关基因表达

获得细胞后,用 Trizol裂解提取 RNA,再反转

录得到cDNA 用于实时荧光定量 PCR,以βＧactin

为内参,目的基因为ILＧ１β 和ILＧ６.其中,引物序

列:ILＧ１β 上游５′ＧTCTGTCATTCGCTCCCCACATＧ
３′,下游５′ＧAGAGAGCACACCAGTCCAAAＧ３′;ILＧ６
上游５′ＧTCCAGAAACCGCTATGAAGTTCＧ３′,下游

５′ＧCACCAGCATCAGTCCCAAGAＧ３′.
1.7　Western blot 法检测细胞 NFＧκB 及 MAPK 通

路表达

　　 用含有磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液裂解

RAW２６４．７细胞,每隔１５min振荡１次,共４次.
然后在４℃和１２０００r/min下离心１５ min.用

BCA蛋白质测定试剂盒测定所得蛋白质的浓度.
随后,进行电泳,将分离的蛋白质转移到聚偏二氟乙

烯膜上,并在封闭溶液中封闭１h,然后在４℃与一

抗(１∶１０００)孵 育 过 夜.之 后,将 膜 与 二 抗

(１∶４０００)在２５℃孵育１h.用增强的化学发光试

剂检测蛋白质水平,并使用ImageJ凝胶分析软件

对蛋白条带强度进行定量.
1.8　数据分析

试验数据以平均值±标准差(n＝３)表示.采

用２－ΔΔCt公式计算RTＧPCR结果.使用SPSS２２．０、

GraphPadPrism６．０处理数据和绘图,P＜０．０５表

示差异具有统计学意义.

2　结果与分析

2.1　PEESS 对 RAW264.7 细胞生长的影响

为排除PEESS细胞毒性对细胞免疫应答的影

响,分 别 用 终 质 量 浓 度 为 ２０、４０、８０μg/mL 的

PEESS处理细胞,２４h后使用 CCKＧ８测定法测定

PEESS对RAW２６４．７细胞生长的影响.结果显示,
利用０~８０μg/mL质量浓度范围内的PEESS处理

RAW２６４．７细胞时,与正常对照组相比,细胞生长无

明显变化(图１),这表明０~８０μg/mL质量浓度可

用于后续实验.
2.2　PEESS 对 LPS 刺激 RAW264.7 细胞 NO 分泌

量的影响

　　通过测定细胞 NO 分泌量检测PEESS对 LPS
刺激RAW２６４．７细胞炎症应答的调控作用,结果如

图２所示,与无 LPS刺激的空白对照组相比,LPS
刺激RAW２６４．７可显著提升 NO 的分泌水平(P＜
０．０１);而与 LPS处理组相比,不同浓度的 PEESS
则能显著抑制 NO的分泌,呈现明显的浓度依赖性

(P＜０．０１).

８８１
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图１　PEESS处理后RAW２６４．７细胞活性

Fig．１　ViabilityofRAW２６４．７cellsaftertreatingbyPEESS

　＃＃代表与对照组比较,P＜０．０１;∗∗代表与LPS刺激组比较,P＜

０．０１.下同.＃＃ meanscomparingwithcontrol,P＜０．０１;∗∗ means

comparingwithLPStreatedＧgroup,P＜０．０１．Thesameasbelow．

图２　PEESS处理后RAW２６４．７细胞炎症模型

NO分泌的变化

Fig．２　EffectofPEESSonNOlevelin
LPSＧstimulatedRAW２６４．７cells

2.3　PEESS 对 LPS 刺激 RAW264.7 细胞炎症相关

基因 mRNA 表达的影响

　　采用RTＧPCR检测炎症相关基因的表达,结果

如图３和图４所示,与无LPS刺激对照组比较,LPS
刺激 RAW２６４．７细胞２４h能显著提高炎性因子

ILＧ１β和ILＧ６的表达 (P＜０．０１);而与 LPS组比

较,２０、４０、８０μg/mL的PEESS则能显著抑制 LPS
刺激的上述２种炎症因子的表达,并呈现出明显的

浓度依赖性(P＜０．０５).表明 PEESS具有较好的

体外抗炎特性,其抗炎机制很可能与其抑制炎症因

子表达有关.
2.4 　 PEESS 对 LPS 刺激的 RAW264. 7 细胞中

NFＧκB、MAPK 途径的影响

　　NFＧκB、MAPK信号通路是炎症反应的重要调

控信号通路,为了进一步证实PEESS可能的抗炎机

图３　PEESS处理后RAW２６４．７细胞炎症

模型ILＧ１β基因表达水平的变化

Fig．３　EffectofPEESSonLPSＧinducedILＧ１β
mRNAexpressionlevelsinRAW２６４．７cells

　＃＃代表与对照比较,P＜０．０１;∗代表与 LPS组比较,P＜０．０５;

∗∗代表与LPS组比较,P＜０．０１.＃＃ meanscomparingwithconＧ

trol,P ＜０．０１;∗ meanscomparing with LPS treatedＧgroup,

P＜０．０５;∗∗ meanscomparingwithLPStreatedＧgroup,P＜０．０１．

图４　PEESS处理后RAW２６４．７细胞炎症模型

ILＧ６基因表达水平的变化

Fig．４　EffecetofPEESSonILＧ６mRNAexpression
levelsinLPSＧstimulaedRAW２６４．７cells

制,采用 Westernblot法检测PEESS对 LPS刺激

的 RAW２６４．７细胞 NFＧκBp６５和 MAPKp４４/４２
蛋白表达及磷酸化水平,结果如图５所示,LPS处

理细胞２４h能显著提高p６５和p４４/４２蛋白的磷

酸化水平(P＜０．０１);而 与 LPS组 比 较,PEESS
则显著下调了p６５与p４４/４２蛋白的磷酸化水平

(P＜０．０１),并对p４４/４２蛋白的磷酸化水平的抑

制作 用 呈 现 明 显 剂 量 依 赖 性.上 述 结 果 说 明

PEESS可 抑 制 LPS刺 激 的 RAW２６４．７ 细 胞 中

NFＧκB、MAPK通路的活化,并呈现 一 定 的 剂 量

依赖性.

９８１
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图５　PEESS处理后RAW２６４．７细胞炎症模型NFＧκB
和MAPK通路相关蛋白磷酸化水平的变化

Fig．５　EffectofPEESSonthephosphorylationlevel
ofNFＧκBandMAPKpathwayrelative

proteinsinLPSＧstimulatedRAW２６４．７cells

3　讨　论

传统用药和临床上,千里光可用于治疗眼部感

染、风寒发热、尿路感染、滴虫性阴道炎及荨麻疹

等[６],提示其具有良好的抗炎作用.为进一步探讨

博达的千里光抗炎作用及潜在的机制,本研究在千

里 光 石 油 醚 部 提 取 基 础 上,以 LPS 诱 导 的

RAW２６４．７巨噬细胞炎症模型为材料,检测了千里

光石油醚提取物的体外抗炎作用和抗炎机制.
巨噬细胞是免疫系统中的一道重要防线,在炎

症发生过程中至关重要[７].LPS 刺激小鼠来源的

巨噬细胞RAW２６４．７可诱导和激活细胞免疫应答,
释放 NO 这一重要的炎症介质,并分泌如ILＧ１β、

ILＧ６和TNFＧα等在内的促炎因子,从而诱发细胞

损伤,促进炎症反应[８].在本研究中,与单纯 LPS
刺激组细胞比较,添加PEESS能显著抑制NO的分

泌及炎性因子ILＧ１β和ILＧ６的表达水平,这不仅表

明PEESS可能通过降低炎症介质释放和促炎细胞

因子的表达从而发挥体外抗炎作用,也与千里光对

炎症性疾病具有较好的治疗作用的报道一致[６].同

时,我们也通过CCKＧ８检测其对细胞增殖毒性的影

响排除了千里光提取物的抗炎作用不是依赖于其对

RAW２６４．７细胞的毒性效应而发挥影响作用.
在LPS刺激的细胞炎性应答机制中,LPS通过

Toll样受体家族成员 TLR４的介导[９],激活 NFＧκB
和 MAPK 信 号 通 路,从 而 调 控 LPS 诱 导 的

RAW２６４．７细胞的免疫反应[１０].为了进一步阐明

PEESS是否通过影响上述信号通路发挥抗炎作用,
本研究进一步检测了 PEESS对 NFＧκB和 MAPK
信号通路关键信号蛋白表达的影响.NFＧκB是连

接炎症的关键因子[１１],由p６５/RelA、p５０、p５２、RelB
和cＧRel亚基组成,其中p６５磷酸化是介导炎症最

关键的一步[１２].另一方面,MAPK 信号通路可激

活 APＧ１转录因子从而诱导促炎细胞因子的表达分

泌[１３],在LPS诱导的促炎信号转导中同样发挥重要

作用[１４].本研究的结果表明,PEESS可显著地抑制

NFＧκB和 MAPK信号通路中p６５及p４４/４２蛋白的

磷酸化水平,从而发挥抗炎的作用.
综上,PEESS具有良好的抗炎效应,其作用机

制可能是通过抑制促炎信号通路 NFＧκB和 MAPK
通路中p６５及p４４/４２蛋白的磷酸化,从而抑制促炎

细胞因子ILＧ１β、ILＧ６等的表达和分泌,但有关上

述信号通路相互之间作用,尤其是千里光中具体抗

炎活性成分的鉴定还有待进一步的研究.
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AntiＧinflammatoryeffectofpetroleumetherextractfrom
SenecioscandensonLPSＧstimulatedRAW２６４．７cells

YANGHuihui,SHENJinhua,LIUQinghua,PENGYongbo

SchoolofLifeSciences/HubeiProvincialKeyLaboratoryforProtectionandApplicationof
SpecialPlantGermplasminWulingAreaofChina,SouthＧCentralUniversityfor

Nationalities,Wuhan４３００７４,China

Abstract　InordertoexploretheantiＧinflammatoryeffectanditsunderlyingmechanismofSenecio
scandens,petroleumetherextractofS．scandens (PEESS)wasusedtotreatthelipopolysaccharide
(LPS)ＧinducedRAW２６４．７cell．ThecellproliferationwasdetectedbyCCKＧ８,thesecretionofNO was
detectedbyGriessmethod,andtheexpressionofinflammationＧassociatedfactorswasdetectedbyRTＧ
PCRandWesternblot．TheresultsshowedthatPEESSat０Ｇ８０μg/mLhadnosignificanteffectonthe
proliferationofRAW２６４．７．However,itsignificantlyinhibitedthesecretionofNOinLPSinduced
RAW２６４．７cellsbyaconcentrationＧdependentmanner．Besides,theexpressionofILＧ１βandILＧ６was
significantlyinhibitedbyPEESSinLPSinducedRAW２６４．７cells．Meanwhile,PEESSalsosignificantly
reducedtheexpressionofpＧNFＧκBp６５andpＧp４４/p２２MAPKproteins．Inconclusion,theaboveresults
indicatedthatPEESSmayparticipateintheprocessofantiＧinflammatoryresponsebyinhibitingtheexＧ
pressionofsomeproＧinflammatorymediatorssuchasNO,ILＧ１βandILＧ６,andtheactivationoftheNFＧ
κBandMAPKsignalingpathways．ThisstudylaysafoundationfortheapplicationofS．scandensincuＧ
ingsomeinflammatorydiseaseofanimals．

Keywords　Senecioscandens;lipopolysaccharide;macrophage;inflammationreaction;RAW２６４．７
cells;inflammatorymediators;antiＧinflammatoryactiveingredient;antiＧinflammationinvitro
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