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摘要　目的：通过比较栀子苷水提液、栀子苷你标准品与栀子苷敲除液对ＬＰＳ刺激巨噬细胞产生炎性反应的干预，探究栀
子主要成分栀子苷的抗炎作用。方法：分别检测栀子苷水提液、栀子苷标准品、５０％栀子苷敲除液对巨噬细胞的毒性；设
立空白对照组、ＬＰＳ模型组、栀子苷水提液组、栀子苷标准品组、５０％栀子苷敲除液组、５０％栀子苷回填组，检测各组对ＬＰＳ
刺激巨噬细胞后释放ＮＯ以及分泌ＩＬ６和ＴＮＦα的干预作用比较。结果：ＬＰＳ刺激巨噬细胞后ＮＯ释放增多（Ｐ＜１０－４），
而栀子苷水提液、栀子苷标准品、栀子苷敲除液均能降低 ＬＰＳ刺激巨噬细胞后 ＮＯ的释放，其中栀子水提液、５０％栀子苷
敲除液以及５０％栀子苷回填液的作用最强，且其作用差异无统计学意义（Ｐ＜１０－２）。而栀子苷标准品的作用相对较小（Ｐ
＜００５）。ＬＰＳ刺激巨噬细胞后，巨噬细胞分泌ＴＮＦα与ＩＬ６较空白对照组增加（Ｐ＜１０－４），栀子水提液干、栀子苷标准
品、５０％栀子苷敲除液以及含５０％栀子苷的栀子水提液干预后，能降低上述细胞因子的分泌（Ｐ＜００５）。结论：栀子中栀
子苷与其他成分均具有一定的抗炎作用，各成分之间的抗炎作用各有侧重。
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　　栀子是目前公认从古沿用至今的品种，在历代
本草中均有详细论述。其首载于《神农本草经》，被

列为中品，主治“五脏邪气”“胃中热气”［１］。《本草

纲目》中详细论述了栀子的作用，后代医家更是多有

发挥，总的来说，栀子具有能清热，降火、止血的功

效［２６］。现代药理学研究证明，栀子苷中含有有机酸

类化合物、挥发油类，黄丽类、香豆素类及其他多种

化合物及微量元素［７９］，可用于中枢神经系统疾

·５８５２·世界中医药　２０１８年１０月第１３卷第１０期



病［１０１１］、糖尿病［１２１３］、心血管系统疾病、等［１４１５］。此

外，栀子具有强大的抗炎作用［１６１７］。研究证明，栀子

能抑制炎性反应分子 ＮＯ以及炎性反应分子 ＴＮＦα
等的作用［１８］。

栀子苷，属于环烯醚萜类化合物，是栀子中的主

要成分［１９］。栀子强大的抗炎作用是由栀子苷单独

发挥，还是栀子中的其他成分主导，其研究结果尚不

明确。本实验比较栀子苷水提液、栀子苷标准品、

５０％栀子苷敲除液、５０％栀子苷回填液对 ＬＰＳ刺激
巨噬细胞后分泌ＮＯ与细胞因子ＩＬ６及ＴＮＦα的调
控，试探究栀子发挥抗炎功效的主要成分。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞　细胞为小鼠单核巨噬细胞白血病细
胞（ＲＡＷ２６４７）购买于协和细胞资源中心。
１１２　药物　栀子购于北京同仁堂科技发展股份
有限公司，栀子苷标准品（贵州迪大，ａ００５７），栀子苷
敲除液自备。

１１３　试剂与仪器　ＣＯ２培养箱（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），胎牛血清
（ＧＢＩＣＯ公司，１００９９１４１），ＤＭＥＭ培养基（ＧＢＩＣＯ公
司，１１９９５０６５），ＰＢＳ（南京凯基公司，ＫＧＢ５００１），青
链霉素（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＳＶ３００１０），脂多糖ＬＰＳ（Ｓｉｇｍａ
公司，Ｌ２６３０１００ＭＧ），ＴＦＮαＥＬＩＳＡ试剂盒（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ公司，ＫＥ１０００２）和 ＩＬ６ＥＬＩＳＡ试剂盒（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ公司，ＫＥ１０００７），ＥＰｌａｔｅ板（艾森生物有限公
司，００３００６００８９０），一氧化氮检测试剂盒（碧云天公
司，Ｓ００２１）
１２　方法
１２１　干预药物的制备　栀子水提液：栀子１００ｇ，
用超纯水煎煮药物 １ｈ，浓缩药物浓度至 １ｇ／ｍＬ。
高速离心２次，５０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ／次，收集上
清，用０２２μｍ的微孔滤器过滤除菌并分装，置－２０
℃冻存备用。５０％栀子苷敲除液：栀子苷免疫亲和
色谱巧除法进行［２０］，敲除约５０％的栀子苷，敲除液
放入 －２０℃冻存备用。５０％栀子苷回填液用栀子
苷水提液会回填５０％栀子苷标准品，放入－２０℃冻
存备用。

１２２　分组与模型制备　收集培养的巨噬细胞，调
整细胞浓度为１×１０５个／ｍＬ，种于２４孔培养板中，
每孔５００μＬ。设立空白对照组、ＬＰＳ模型组、栀子苷
水提液组、栀子苷标准品组、５０％栀子苷敲除液组、
５０％栀子苷回填组。除空白对照组外，其余各组均
加入ＬＰＳ建立炎性反应模型，使 ＬＰＳ浓度达１μｇ／

ｍＬ，空白组则加入等量培养基。
１２３　给药方法　栀子苷水提液组，栀子苷标准品
组以及５０％栀子苷敲除液组分别加入相应药物，经
调整药物浓度，使栀子苷含量相同而５０％栀子苷回
填液组加入栀子苷回填液，使回填液组栀子苷含量

是上述３组中栀子苷的２倍。空白对照组与模型组
ＬＰＳ模型组加入等量培养基，使各组终体积相同。
把细胞培养板放置于３７℃、含５％ＣＯ２、饱和湿度培
养箱中培育２４ｈ后，收取各组细胞上清，放入 －２０
℃冻存备用。
１２４　检测指标与方法
１２４１　栀子水提液、栀子苷标准品及５０％栀子苷
敲除液对巨噬细胞的毒性作用　按照ＲＴＣＡ仪器说
明操作。本实验采用无标记细胞功能分析技术（Ｒｅ
ａｌＴｉｍｅＣｅｌｌｕｌａｒＡｎａｌｙｓｉｓ，ＲＴＣＡ），能高效率、客观、完
整的获取细胞的毒性动力学曲线。收集培养的巨噬

细胞，调整细胞浓度为１×１０５个／ｍＬ，吹打均匀，加
入１６孔板，１００μＬ／孔，１０倍稀释等比例稀释栀子水
提液、栀子苷标准品及５０％栀子苷敲除，按顺序加
入１６孔中，每个浓度药物设３复孔，把细胞培养板
放置于ＲＴＣＡ仪之中培育７２ｈ后，结束实验，记录干
预２４ｈ实验数据并分析。
１２４２　Ｇｒｉｅｓｓ法检测各组ＮＯ含量　按照说明书
法检测ＮＯ的含量。取各组细胞培养上清液５０μＬ
加入９６孔板中，每组设６个复孔，依次加入氨基苯
磺酸、萘基乙二胺，室温避光孵育１０ｍｉｎ，酶标仪５４０
ｎｍ波长检测，并计算出各组ＮＯ的含量（浓度）。
１２４３　ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养上清 ＩＬ６与 ＴＮＦ
α含量　按照试剂盒说明书推荐方法测定。根据说
明书要求配制标准品液、１０×标本稀释液及洗涤液。
于９６孔酶标板中每孔各加入标准品与待测样品１００
μＬ，将反应板充分混匀后置３７℃ ２ｈ，用洗涤液将
反应板充分洗涤４～６次，向滤纸上印干；每孔加入
蒸馏水和第一抗体工作液各１００μＬ（空白除外），将
反应板充分混匀后置３７℃１ｈ，同前洗板；每孔加酶
标抗体工作液１００μＬ。将反应板置３７℃３０ｍｉｎ，同
前洗板；每孔加入底物工作液１００μＬ，置３７℃暗处
反应１０ｍｉｎ；每孔加入１００μＬ终止液混匀；５ｍｉｎ内
用酶标仪检 ＯＤ值，计算出各组相应 ＩＬ６与 ＴＮＦα
含量。

１３　统计学方法　采用 ＳＡＳ８３版本进行数据处
理，各种计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。多
组采用单因素方差分析，ＳＮＫ两两比较；２组比较用
独立ｔ检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
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２　结果
２１　栀子水提液、栀子苷标准品、５０％栀子敲除液
对巨噬细胞的毒性研究　实验可知，栀子水提液与
栀子苷表标准品对巨噬细胞毒性很小，细胞培养２４
ｈ后，１０ｍｇ／ｍＬ的栀子水提液与栀子苷标准品对巨
噬细胞较空白对照组差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），而浓度为１５０μｇ／ｍＬ的５０％栀子苷敲除液
干预巨噬细胞 ２４ｈ后即可表现出细胞毒性（Ｐ＜
００５）。值得注意的是，５０％的栀子苷敲除液在干预
巨噬细胞的过程中，随着敲除液浓度的增大，巨噬细

胞的细胞指数反而上升，具有一定的促细胞增殖作

用，７５μ／ｍＬ的敲除液效果最为突出（Ｐ＜１０－４）。
后续实验各组干预药物的浓度依据５０％敲除液毒
性浓度进行选择。

２２　各组巨噬细胞炎性反应递质 ＮＯ表达（Ｇｒｉｅｓｓ

法）实验可知，ＬＰＳ刺激巨噬细胞后ＮＯ释放增多（Ｐ
＜１０－４），而栀子苷水提液、栀子苷标准品、栀子苷敲
除液均能降低ＬＰＳ刺激巨噬细胞后ＮＯ的释放，其中
栀子水提液、５０％栀子苷敲除液以及５０％栀子苷回填
液的作用最强，且作用差异有统计学意义（Ｐ＜１０－２）。
而栀子苷标准品的作用相对较小（Ｐ＜００５）。

表１　实验各组细胞上清ＮＯ水平比较（珋ｘ±ｓ，μｍｏｌ／ｍＬ）

组别 ＮＯ

空白对照组 ０００±０００
ＬＰＳ模型组 ５８５±０２８

栀子水提液组 ４１２±０３８△△

栀子苷标准品组 ４９７±０３７△

５０％栀子苷敲除液组 １７３±０８８△△

５０％栀子苷回填液组 ４０４±０４９△△

　　注：与空白对照组比较 Ｐ＜００５， Ｐ＜１０－２， Ｐ＜

１０－３，Ｐ＜１０－４；与ＬＰＳ模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜１０－２

图１　栀子水提液对巨噬细胞的毒性研究

图２　栀子苷标准品对巨噬细胞的毒性研究

图３　５０％栀子苷敲除液对巨噬细胞的毒性研究
　　注：图１、图２、图３中ＲＴＣＡ法检测栀子水提液、栀子苷表标准品以及５０％栀子苷敲除液对巨噬细胞的毒性研究，与空白对照组（０ｍｇ／

ｍＬ）比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜１０－２，Ｐ＜１０－３，Ｐ＜１０－４，ＮＳ：差异无统计学意义
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图４　检测各组ＮＯ的表达统计结果
　　 注：与 空 白 组 比 较 Ｐ＜００５， Ｐ＜１０－２， Ｐ＜

１０－３，Ｐ＜１０－４；与ＬＰＳ组比较△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜１０－２

图５　检测各组ＩＬ６与ＴＮＦα的表达统计结果
　　 注：与 空 白 组 比 较 Ｐ＜００５， Ｐ＜１０－２， Ｐ＜

１０－３，Ｐ＜１０－４；与ＬＰＳ组比较△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜１０－２

２３　各组巨噬细胞ＩＬ６与ＴＮＦα炎性反应因子表
达（ＥＬＩＳＡ检测）实验可知 ＬＰＳ刺激巨噬细胞后，巨
噬细胞分泌 ＴＮＦα与 ＩＬ６较空白对照组增加（Ｐ＜
１０－４），栀子水提液干、栀子苷标准品、５０％栀子苷敲
除液以及含５０％栀子苷的栀子水提液干预后，能降
低上述细胞因子的分泌（Ｐ＜００５），但各组调控作

用差异无统计学意义。

表２　实验各组细胞上清中ＩＬ６与ＴＮＦα水平
（珋ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 ＩＬ６ ＴＮＦα

空白对照组 ２５４８±１６２５７３９ ３５５８８±４９３１
ＬＰＳ模型组 １２８１１５±７６７４ ２４３２８９±１５９０８

栀子水提液组 １１１３４７±１４７３△ ２１４６１０±２０５１△

栀子苷标准品组 １１２０４１±８８６△ ２０６７８１±１０４４６△

５０％栀子苷敲除液组 １０９４１１±４２５４△ １８３３４７±２２４０３△

５０％栀子苷回填液组 １０８０７８±４７６７△ ２０９８５４±７５７７△

　　注：与空白对照组比较Ｐ＜００５，Ｐ＜１０－２，Ｐ＜１０－３，Ｐ

＜１０－４；与ＬＰＳ模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜１０－２

３　讨论
经ＬＰＳ刺激的巨噬细胞是成熟的炎性反应模

型［２１］。在炎性反应过程中，巨噬细胞作为重要的效

应细胞，一方面通过抗原识别及呈递，激活免疫反

应；另一方面分泌大量的炎性反应递质，导致广泛的

炎性反应级联反应［２２］。ＮＯ作为主要的炎性反应递
质，在炎性反应的发生和发展中发挥着重要作用。

实验结果可知，栀子水提液、栀子苷标准品、５０％栀
子苷敲除液、以及５０％栀子苷回填液均对 ＮＯ的分
泌有抑制作用。其中，栀子苷标准品的作用较其他

温和。可见，栀子中并不是单一成分栀子苷对 ＮＯ
的分泌起到抑制作用，栀子苷中的其他成分对 ＮＯ
的抑制作用可能更大。

ＴＮＦα与ＩＬ６均是巨噬细胞在炎性反应中分
泌的非常重要的促炎因子和调节免疫因子［２３］。ＬＰＳ
刺激巨噬细胞促进 ＩＬ１２、ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＩＬ１β等细胞
因子的分泌［２４］。ＩＬ６、ＴＮＦα细胞因子的增多，无疑
介导或加重机体炎性反应。当栀子水提液、栀子苷

标准品、５０％栀子苷敲除液、以及５０％栀子苷回填
液均对ＴＮＦα与ＩＬ６的分泌有抑制作用，且作用差
异无统计学意义。可见栀子苷在栀子抗炎这一功效

中发挥了作用，这种抗炎作用可能与栀子苷的含量

相关。一定范围内的栀子苷能较为稳定的发挥抗炎

功效。此外，栀子中的其他成分也不能排除其抗炎

的效能，其很可能与栀子苷共同调节炎性反应，使炎

性反应的其他症状得到改善。

综上所述，栀子具有强大的抗炎作用，这种功效

不仅仅体现在其主要成分栀子苷上，栀子中的其他

成分也发挥了抗炎的作用。且栀子中不同成分很可

能从不同的方面调节炎性反应，成分之间可能具有

相互协助或者抑制的作用，从而改善炎性反应。本

次实验仅从炎性反应下游的致炎成分展开，尚需要

进一步研究栀子苷与栀子在其他药效作用上的关联

性，全面了解栀子苷对栀子的药效贡献。
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