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摘要 目的 探讨连翘苷( PHN) 对脂多糖( LPS) 诱导的炎
症反应的抑制作用及机制。方法 建立体外 LPS 诱导小鼠
巨噬细胞( ＲAW264. 7) 炎症模型研究炎性细胞因子的分泌
及相关通路蛋白的表达。实验采用四甲基偶氮唑盐( MTT)
法检测不同浓度的 PHN 对小鼠巨噬细胞活性的影响，采用
Griess法检测细胞上清液中一氧化氮 ( NO) 释放量，ELISA
法检测白介素-6( IL-6) 、肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 的表达量，
Western blot法检测 TLＲ4 信号通路相关蛋白的表达，分子对
接验证结合模式。并且建立体内 LPS 诱导的急性肺损伤
( ALI) 模型，通过观察组织病理学变化，研究 PHN 的保护作
用。结果 PHN在 30 μmol /L 以下浓度范围对细胞增殖无
明显抑制作用。并且 PHN对 LPS诱导的巨噬细胞细胞分泌
NO、TNF-α和 IL-6 具有抑制作用。进一步的研究表明，PHN
通过抑制 TLＲ4 信号通路抑制巨噬细胞的细胞因子分泌，并
且分子对接显示 PHN 与 TLＲ4 蛋白直接有较好的亲和力。
另外，PHN在 LPS诱导的急性肺损伤模型中显示出良好的
体内抗炎活性。结论 PHN可以有效地调控 LPS 诱导的炎
症，其机制可能是阻断 TLＲ4 信号通路，从而减少炎性因子
的表达。
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急性肺损伤( acute lung injury，ALI) 是一种具
有高发病率和死亡率的急性炎症性疾病［1］。ALI 直
接或间接由肺炎、吸入性损伤、溺水等引起，其临床
表现包括肺水肿、呼吸困难、低氧血症［2］。虽然针
对 ALI已经进行了很多研究，但到目前为止，还没有
发现有效的治疗药物［3］。越来越多的研究［4］表明，
抑制炎性细胞因子的过度分泌被视为治疗 ALI的有

效策略。
连翘是我国 40 种常用大宗中药材之一，具有抗

氧化、保肝、降血脂等多种活性。连翘苷 ( phillyrin，
PHN) 为连翘的干燥果实的提取物，是由两分子苯
丙素侧链相互连接形成两个环氧结构的一类木脂

素。其结构上连桥是多种天然产物单体发挥抗氧
化，抗菌和抗炎作用中起着重要基团之一［5］。基于
这一特点，在本研究中使用细胞和动物模型研究

PHN抗炎活性和初步分子机制。

1 材料与方法

1． 1 材料 PHN 购自阿拉丁试剂 ( 上海) 有限公
司;脂多糖( lipopolysaccharide，LPS) 购自美国 Sigma-
Aldrich公司;小鼠巨噬细胞 ＲAW264． 7 作为实验细
胞株来自安徽医科大学药学院; PBS缓冲液、培养基
( DMEM) 和胎牛血清购自美国 Thermo Fisher Scien-
tific公司; 10% FBS购自以色列 Biological Industries
公司;一氧化氮( NO) 检测试剂盒购自南京建成生物
工程研究所; 白介素-6 ( interleukin-6，IL-6 ) 、肿瘤坏
死因子-α( tumor necrosis factor α，TNF-α) 酶联免疫
吸附测定法 ( ELISA) 检测试剂盒购自杭州联科生
物有公司; 一抗购自美国 Cell Signaling Technology
公司;、二抗、TBST、ＲIPA裂解缓冲液购自上海碧云
天生物技术有限公司; PVDF 膜购自杭州联科美讯
生物医药技术有限公司; 酶标仪 ( 型号: MQX200，
Bio-Tek) ; 分子对接软件 Discovery Studio ( 型号:
2017 Ｒ2，BIOVIA Software) ;其余试剂均为国产分析
纯。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 将 ＲAW264． 7 细胞在含有 10%
FBS、100 U /ml 青霉素和 100 μg /ml 链霉素的
DMEM中，于 37 ℃下，在含有 5% CO2 的培养条件

中培养。
1． 2． 2 炎性细胞因子的测定 将生长状态良好的
对数期 ＲAW264． 7 细胞( 细胞密度: 6 × 104 个细胞 /
孔) 接种到 48 孔细胞培养板上，并在培养箱中孵育
24 h。弃去培养基，用不同浓度的 PHN 及阳性对照
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药物塞来昔布( celecoxib) 预处理细胞 1 h，然后在
LPS( 0. 5 μg / ml) 诱导下温育 24 h。收集上清液，并
使用按照 NO试剂盒 Griess 试剂检测 NO 含量。按
照 ELISA试剂盒说明书，进行实验操作测定上清液
中 TNF-α、IL-6 细胞因子的分泌水平。
1． 2． 3 细胞毒性测定 将生长状态良好的对数期
ＲAW264. 7 细胞( 细胞密度: 6 × 103 个细胞 /孔) 接
种到 96 孔细胞培养板上，培养箱中孵育 24 h。弃去
培养基，用不同浓度的 PHN及阳性对照药物塞来昔
布( 10、20、30 μmol /L) 预处理细胞 1 h，然后与 LPS
( 0. 5 μg /ml) 一起在培养箱中温育 24 h。通过 MTT
方法测试细活力，具体的方法: 弃去培养基，向每个

孔中加入 MTT溶液( 在 PBS中 5 mg /ml) 并在 37 ℃
下孵育 4 h。除去含 MTT 的培养基，然后加入 150
μl二甲基亚砜 ( DMSO) 溶液，置于摇床上振荡 30
min。通过酶标仪在 492 nm 处检测吸光度，并计算
细胞增殖率。
1． 2． 4 Western blot检测 将生长状态良好的对数
期 ＲAW264. 7 细胞( 细胞密度: 3 × 105 个细胞 /孔)
接种到 6 孔细胞培养板上，然后培养 24 h。弃去培
养基，用不同浓度的 PHN( 1. 25、2. 5、5、10 μmol /L)
预处理细胞 12 h，然后与 LPS( 0. 5 μg /ml) 一起在培
养箱中温育 1 h 后提取细胞总蛋白。用含有 PMSF
和磷酸酶抑制剂的 ＲIPA 裂解缓冲液裂解细胞，然
后在冰上孵育 30 min。通过 12% SDS-PAGE 分离
蛋白质裂解物，随后转移到 PVDF 膜上。将封闭的
膜与指定的一抗( 以抗体 ∶ 5% BSA 溶液 1 ∶ 1 000
稀释) 在 4 ℃温育过夜。用 TBST洗涤 3 次后，将膜
与 HＲP偶联的二抗在室温下孵育 1 h，以 GAPDH作
为内参。显影并计算光密度值。
1． 2． 5 分子对接 采用分子对接研究 PHN 与
TLＲ4 之间的潜在相互作用，使用 Discovery Studio，
软件进行模拟测试。TLＲ4 蛋白 ( PDB 代码: 2Z64 )
的 X 射线晶体结构获自 ＲCSB 蛋白质数据库。将
TLＲ4 蛋白晶体结构导入 DS 软件中，对蛋白结构进
行去水、加氢处理，然后利用该软件中的准备蛋白工
具对蛋白进行处理。PHN 结构进行能量最小化处
理。使用 CDOCKEＲ模块进行分子对接研究。
1． 2． 6 体内实验 50 只雄性 C57BL /6 小鼠( 体重
18 ～ 25 g ) 购自安徽医科大学实验动物中心。将
C57BL /6 小鼠随机分为 5 组 ( n = 10 ) ，分别对照组
( 生理盐水) 、模型组、PHN 低剂量组、PHN 中剂量
组、PHN高剂量组。对照组小鼠正常饲养，除了对
照组外，其余组通过尾静脉注射 20 mg /kg LPS。在

注射 LPS之前 0. 5 h，PHN 低剂量组和 PHN 高剂量
组通过腹膜内注射分别给予浓度为 10 mg /kg 和 20
mg /kg的 PHN。在 LPS 注射后 48 h 对小鼠进行麻
醉并处死。收集肺组织并将其固定在 4%多聚甲醛
溶液中，然后包埋在石蜡中。脱水后用苏木精和伊
红( HE) 染色切片并进行免疫组织化学染色。该研
究经安徽医科大学伦理委员会批准。
1． 3 统计学处理 数据分析是由 Prism 6 及 SPSS
16. 0 统计软件进行统计和分析，实验数据均以珋x ± s
表示，多组间比较采用方差分析( ANOVA) ，两组之
间比较采用 t检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意
义。

2 结果

2． 1 PHN 抑制 LPS 诱导的 NO 释放 用 LPS 处
理 ＲAW 264． 7 细胞导致炎症因子的分泌，包括 NO、
IL-6 和 TNF-α。与空白对照组相比，LPS 模型组细
胞上清液的 NO含量明显增加。PHN作用的细胞上
清液中 NO含量明显低于 LPS 模型组。其中，当浓
度为 10 μmol /L 时，PHN 对 NO 释放的抑制率为
63. 34% ;当浓度为 20 μmol /L时，抑制率为 45. 49%
( P ＜ 0. 05) ( 图 1) 。

图 1 PHN对 LPS诱导的 ＲAW264． 7 细胞中 NO释放的抑制率
1:对照组; 2 模:型组; 3: Cel组( 10 μmol /L) ; 4: Cel组( 20 μmol /

L) ; 5: PHN 组 ( 10 μmol /L ) ; 6: PHN 组 ( 20 μmol /L ) ; 与对照组比

较: ###P ＜ 0. 001;与模型组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

2． 2 细胞毒性评估 为了避免对 NO 释放的抑制
作用与细胞活力相关，采用 MTT测定法检测不同浓
度 PHN 及塞来昔布对细胞活力的影响。如图 2，
PHN 和阳性药物在不同浓度范围内 ( 10、20、30
μmol /L) 对细胞增殖无明显抑制作用，细胞存活率
均大于 95%，不同剂量的 PHN 组间差异无统计学
意义。结果表明PHN的抗炎活性不是由细胞毒作
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图 2 PHN对 ＲAW264． 7 细胞活力的影响
1:对照组; 2: Cel 组( 10 μmol /L) ; 3: Cel 组 ( 20 μmol /L) ; 4: Cel

组( 30μmol /L) ; 5: PHN 组( 10 μmol /L) ; 6: PHN 组( 20 μmol /L) ; 7:

PHN组( 30 μmol /L)

用介导的。因此，PHN 的抗炎作用机制值得进一步
探索。
2． 3 PHN 抑制 LPS 诱导的细胞因子分泌 用
PHN进一步评估 LPS 诱导的 TNF-α 和 IL-6 分泌量
的影 响 作 用。当 予 以 0. 625、1. 25、2. 5、5 和
10μmol /L PHN 时，IL-6 浓度分别降低到( 840. 66 ±
8. 09) 、( 781. 67 ± 13. 59 ) 、( 644 ± 13. 45 ) 、( 516. 66
± 44. 09) 和( 452. 66 ± 23. 56) pg /ml( 图 3A) ，TNF-
α浓度分别降低到 ( 2 255. 67 ± 67. 36 ) 、( 2 037． 66
± 42. 31) 、( 1 691． 66 ± 13. 19) 、( 1 493． 66 ± 39. 57)
和( 1 294． 33 ± 84. 68) pg /ml( 图 3B) 。该结果表明
PHN以浓度依赖性方式降低 IL-6 和 TNF-α分泌。
2． 4 PHN 抑制 LPS 诱导的 TLＲ4 表达 课题组
研究了 TLＲ4 的表达是否受到 PHN的调控。如图 4
所示，LPS ( 0. 5 mg /mL) 刺激的 ＲAW264． 7 细胞可
显着增强 TLＲ4 的表达。PHN通过以浓度依赖性方
式，抑制了 TLＲ4 的表达水平。该结果再次证明
PHN可以抑制 LPS 诱导的 ＲAW264． 7 细胞中的炎
性反应。
2． 5 PHN结合 TLＲ4 的对接分析 为了阐明 PHN
可以抑制炎性细胞因子分泌的机制，通过分子对接

来研究 PHN 与 TLＲ4 ( PDB 代码: 2Z64) 之间的结合
模式。对接结果显示，PHN 与 TLＲ4 之间的结合能
量最高打分为 440. 571 kJ /mol 如图 5 所示，PHN 通
过与 TLＲ4 上的 THＲ614 和 ASP619 形成 2 个常规
氢键，与 GLU611、SEＲ623、CYS580、ASP619 和
ASN622 形成 7 个碳氢键，以及多个范德华力等。以
上结果表明，PHN与 TLＲ4 的活性位点稳定结合，两
者之间具有较好的亲和力。
2． 6 PHN对 LPS 诱导的 ALI 小鼠的保护作用
通过肺组织切片病理形态学变化评估 PHN对 LPS

图 3 PHN对 ＲAW264． 7 细胞中 LPS

诱导的细胞因子分泌量的变化

1: 对照组; 2: 模型组; 3: PHN 组 ( 0. 625 μmol /L ) ; 4: PHN 组
( 1. 25 μmol /L) ; 5: PHN组( 2. 5 μmol /L) ; 6: PHN 组( 5 μmol /L) ; 7:

PHN组( 10 μmol /L) ; 与对照组比较: ###P ＜ 0. 001; 与模型组比较:
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

图 4 PHN对 LPS诱导 ＲAW264． 7

细胞 TLＲ4 蛋白表达水平的影响
1: 对照组; 2: 模型组; 3: PHN 组 ( 10 μmol /L ) ; 4: PHN 组 ( 5

μmol /L) ; 5: PHN组( 2. 5 μmol /L) ; 6: PHN组( 1. 25 μmol /L) ;与 LPS

未刺激细胞比较: ## P ＜ 0. 01; 与 LPS 刺激的细胞比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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图 5 PHN插入 TLＲ4 活性位点的结合模式图

诱导的 ALI小鼠模型的保护作用。如图 6 所示，在
正常小鼠中，肺泡结构清晰、完整，肺泡腔内无分泌
物和炎性细胞浸润。LPS 刺激导致显著的炎症改
变，用 PHN 预处理 LPS 诱导的肺损伤炎症小鼠，则
明显地改善了肺组织病变，肺泡腔炎性细胞减少，肺

小叶的组织结构完整，并且低剂量组的改善作用优

于高剂量组。结果表明，PHN对 LPS 诱导 ALI 小鼠
模型的组织病理损伤具有保护作用。

图 6 PHN改善 LPS诱导的急性肺损伤模型的病理变化
HE染色 × 100

A:对照组; B:模型组; C: PHN低剂量组; D: PHN高剂量组

3 讨论

当受到外界刺激时，机体做出的适应性反应，如

急性炎症，是人体极为重要的病理过程。受到外界
刺激后，炎性细胞主力军之一的巨噬细胞会产生大

量炎性因子促进炎症反应和组织损伤［6］。促炎细

胞因子在疾病的防御中发挥重要作用。然而，不受
控制和过量释放促炎介质，如 NO、IL-6、TNF-α、IL-
1β等，可导致多种类型的炎症性疾病，如 ALI［7］。
ALI 是由于过度炎症引起的严重疾病，表现为急性
呼吸窘迫、非心源性肺水肿和低氧血症［8］。已经证
实 NO、TNF-α、IL-6 等，通过一系列细胞信号通路调
节 ALI的发病进程［9］。

LPS是革兰阴性细菌主要的致病因子之一，可
以引起人及动物多种急、慢性炎症反应，从而导致组
织器官的损伤。据报道，液体咽后壁吸入 LPS 所造
成的肺部炎症比较均一稳定，并且可以进行定量研

究［10 － 11］。其机制可能是 LPS 通过激活其主要受体
TLＲ4 起作用，触发先天免疫系统，随后激活 MAPK
以诱导释放促炎细胞因子。在用 LPS 刺激后，TLＲ4
启动一系列信号级联，导致 MAPK 的活化，从而诱
导促炎性细胞因子如 NO、TNF-α和 IL-6 的分泌［12］。
本研究采用 LPS 诱导巨噬细胞 ＲAW264． 7 损

伤模型，考察 PHN对 ALI的病程发展中起关键作用
的各种炎性细胞因子，如 NO、IL-6 和 TNF-α 的变化
影响。初步结果表明，与空白对照组比较，0. 5 μg /
ml LPS能显著提高 NO、IL-6 和 TNF-α 的分泌量( P
＜ 0. 01) ，说明细胞炎症的模型成功建立; 与模型组
比较，PHN以剂量依赖性方式抑制 NO、IL-6 和 TNF-
α的分泌( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。并且在 30 μmol /
L以下浓度范围，PHN对细胞增殖无明显抑制作用。
初步机制探讨，PHN 以浓度依赖性方式通过抑制
TLＲ4 信号传导途径调节 ALI 的发病机制( P ＜ 0. 05
或 P ＜ 0. 01 ) 。根据分子对接结果分析，PHN 通过
与 TLＲ4 上重要氨基酸残基 THＲ614、ASP619、
GLU611 等形成了 9 个牢固氢键，结合能量最高打
分为 440. 571 kJ /mol。提示 PHN与 TLＲ4 蛋白之间
具有较强的亲和力。通过肺组织病理检查，LPS 的
吸入可导致小鼠出现严重的肺损伤，包括肺水肿、炎
性细胞浸润和肺泡结构的破坏，说明小鼠急性肺炎

模型的建立是成功的。在接受 PHN治疗后，小鼠的
肺水肿开始趋于缓和，肺泡腔炎性细胞数量也较未

接受治疗的模型组有显著降低，肺小叶的组织结构

完整，充血现象也有所减轻。本研究表明 PHN在小
鼠 ALI 模型中有效地减少了 LPS 诱导的肺部炎症
和急性肺损伤。
综上所述，PHN可以有效地抑制 LPS 诱导的肺

部感染引发的炎症反应的发展进程，对急性炎症导

致的肺损伤有较显著的保护作用，其机制可能是影

响 TLＲ4 信号通路，抑制 ＲAW264． 7 细胞的相关炎
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性因子的分泌有关。因此，PHN 在临床 ALI 的治疗
中具有潜在的研究价值。
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Effect and mechanism of phillyrin on inhibiting inflammation
Yang Benjun1，2，Wu Mingfei1，Xu Tao1

［1School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032;
2Dept of Pharmacy，The First Affiliated Hospital of USTC，Division of Life Sciences and Medicine，

University of Science and Technology of China( Anhui Provincial Hospital) ，Hefei 230001］

Abstract Objective To investigate the inhibitory effect and mechanism of phillyrin( PHN) on inflammatory re-
sponse induced by lipopolysaccharide( LPS) ． Methods An LPS-induced mouse macrophage( ＲAW264． 7) inflam-
matory model was established to study the secretion of inflammatory cytokines and the expression of related proteins．
The effects of PHN at different concentrations on the activity of mouse macrophages were detected by MTT assay．
The nitric oxide( NO) release was detected by Griess method． The expression levels of tumor necrosis factor α
( TNF-α) and interleukin-6( IL-6) were detected by ELISA assay． The expression level of TLＲ4 signaling pathway-
associated protein was detected by Western blot． Binding affinity was detected by molecular docking． Furthermore，
an acute lung injury( ALI) model induced by LPS in vivo was established，and the protective effect of PHN was
studied by observing histopathological changes． Ｒesults PHN had no significant inhibitory effect on cell prolifera-
tion in the concentration range below 30 μmol /L． Furthermore，PHN could inhibit the secretion of NO，TNF-α and
IL-6 by LPS-induced macrophage cells． Further studies had shown that PHN inhibited the secretion of cytokines by
inhibiting the TLＲ4 signaling pathway，and molecular docking showed that PHN had a strong affinity with TLＲ4
protein． In addition，PHN showed good function in vivo anti-inflammatory activity in an LPS-induced ALI model．
Conclusion PHN can effectively regulate LPS-induced inflammation，which may be through blocking the TLＲ4
signaling pathway to reduce the expression of inflammatory cytokines．
Key words phillyrin; lipopolysaccharide; ＲAW264． 7; acute lung injury; inflammatory cytokines; molecular doc-
king
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