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马鞭草苷对口腔扁平苔藓免疫反应的抑制作用及机制 
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摘  要：目的  探讨马鞭草苷对口腔扁平苔藓（OLP）免疫反应的抑制作用及机制。方法  用脂多糖（LPS）体外刺激角质

形成细胞系 HaCaT 细胞构建 OLP 炎症模型，CCK-8 法检测细胞活力；实时荧光定量聚合酶链式反应（PCR）法检测细胞中

肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-1β（IL-1β）和白细胞介素-6（IL-6）的基因表达变化；蛋白质印迹法检测细胞中核因

子-κB p65（NF-κB p65）和 p-NF-κB p65 蛋白的表达变化。结果  在 HaCaT 细胞中，LPS 刺激抑制细胞活力，并诱导 TNF-

α、IL-1β 和 IL-6 基因的表达上调，以及 NF-κB p65 和 p-NF-κB p65 蛋白的表达上调；20 mg/L 马鞭草苷作用 24 h 可减轻 LPS

诱导的 HaCaT 细胞损伤、抑制炎症因子的表达和 NF-κB p65 信号通路的活化；同时，经 G 蛋白偶联受体 18（GRP18）抑制

剂 O1918 预处理后，马鞭草苷的保护作用显著减弱。结论  马鞭草苷可以通过激活 GPR18 受体抑制 NF-κB 信号通路的活

化，进而降低炎症因子的表达和减轻 OLP 口腔黏膜炎症反应。 
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Abstract: Objective  To investigate the inhibitory effect and its mechanism of verbenalin on immune response of oral lichen planus 

(O LP). Methods  OLP inflammatory model was established by stimulating Keratinocyte cells (HaCaT cells) with lipopolysaccharide 

(LPS) in vitro. CCK-8 was adopted to detect the cell viability. The expression changes of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-

1 β (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6) were detected by the real-time fluorescence quantitative PCR. The protein expression changes of 

NF-κB p65 and p-NF -κB p65 were detected by Western blotting. Results  In HaCaT cells, LPS inhibited the cell viability, and up-

regulated the expression of TNF-α, IL-1β and IL-6, as well as the proteins of NF-κB p65 and p-NF-κB p65. The introduction of 20 

mg/L verbenalin with the duration of 24 h reduced LPS-induced HaCaT cell damages and inhibited the expression of inflammatory 

factors as well as the activation of NF-κB p65 signal pathway. Meanwhile, after pre-treatment with G protein-coupled receptor 18 

(GRP18) inhibitor O1918, the protective effect of verbenalin was significantly reduced. Conclusion  Verbenalin can inhibit the 

activation of NF-κB signal pathway by activating GPR18 receptor, thereby reducing the expression of inflammatory factors and 

alleviating the oral inflammatory response of OLP. 
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口腔扁平苔藓（OLP）是发生在口腔黏膜的慢

性浅表性炎性疾病，是常见的口腔疾病，患病率为

0.1%～4%，女性多于男性，是临床上第 2 类常见的

口腔黏膜疾病，仅次于复发性阿弗他溃疡[1]。糜烂 
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型的 OLP 经久不愈，会有恶变的倾向，因此，世界

卫生组织已经将其列为一种癌前状态[2]。关于 OLP

的病因不明，且对其发病机制也无明确阐述，目前

推测免疫、感染、精神、内分泌、微循环障碍和微

量元素缺乏等因素可能与 OLP 的发生和发展有关。

临床上有人直接将 OLP 视为一种自身免疫性疾病。

因此，积极探讨 OLP 与免疫因素之间的关系，提高

治疗 OLP 的临床效果，改善其预后等方面具有重要

意义。目前对于该疾病的药物治疗仍主要为皮质类

固醇激素、免疫抑制剂等，但因其治疗后容易复发，

不良反应大，对于 OLP 的临床治疗现在已倾向于中

西医结合治疗。马鞭草苷又名山茱萸苷，为自然界

第 1 个发现的环烯醚萜苷类成分，是从马鞭草

Verbena officinalis L.中提取出的一种药用成分。马

鞭草是一种常见的清热解毒类中药，具有镇痛、抗

炎和调节免疫等作用，其主要活性成分为环烯醚萜

苷类马鞭草苷和苯丙素苷类毛蕊花苷。根据欧洲药

典质量测定参数，马鞭草苷在马鞭草中的质量分数

可达 0.4%。许多实验证实马鞭草苷具有显著的抗

炎、抗氧化和免疫调节的作用[3-5]。另外，研究表明

马鞭草苷能抑制凋亡基因的表达，改善脑微循环和

能量代谢，从而减轻脑缺血再灌注损伤[6]。 

研究表明，机体炎症的消退是一个主动消退的

过程。内源性脂质介质如脂氧素、消退素和保护素

可以选择性地激活不同的G蛋白偶联受体发挥促进

炎症消退作用，主要包括 G 蛋白偶联受体 18

（GPR18）、G 蛋白偶联受体 37（GPR37）和 G 蛋白

偶联受体 32（GPR32）[7-8]。消退素 D2（RVD2）可

以通过激活 GPR18 受体发挥抗炎和止痛作用，在大

鼠牙周炎模型中，RVD2 可以显著促进牙周炎症的

消退和病变组织的愈合[9-10]。研究表明马鞭草苷可

以通过激活 GPR18 受体减轻铜绿假单胞菌引起的

急性肺部炎症[11]。因此，本实验通过分析马鞭草苷

对 OLP 发病起关键调控作用的核因子-κB（NF-κB）

信号通路相关蛋白及炎症因子的影响，验证马鞭草

苷是否可以作为一种“植物消退素”通过激活内源

性的 GRP18 受体促进炎症的消退，进而从分子水平

阐明马鞭草苷抑制 OLP 免疫炎症反应的机制，为马

鞭草苷的临床应用提供数据支持和理论依据。 

1  材料和试剂 

人永生化角质形成细胞（HaCaT）购于中科院

上海细胞库，脂多糖（LPS）购于美国 Sigma 公司，

马鞭草苷购于上海源叶生物公司（批号 B21139，质

量分数≥98%），逆转录试剂盒购于北京全式金生物

公司（批号 AUQ-01），NF-κB p65（批号 8241）、p-

NF-κB p65（批号 3033）和 GAPDH（批号 5174）

抗体购于美国 CST 公司，羊抗兔辣根过氧化物酶标记

的二抗购于美国 CST 公司（批号 7074），CCK-8 试剂

盒购于北京索莱宝科技有限公司（批号 CA1210）。胰

蛋白酶液、DMEM 培养基和胎牛血清均购自以色列

BI公司（批号C3530-0500、C3113-0500、C04001-500）。

聚偏二氟乙烯（PVDF）膜购于美国 Millipore 公司。

GPR18 受体抑制剂购于爱必信（上海）生物科技有

限公司（批号 abs42024155）。 

2  实验方法 

2.1  体外 OLP 炎症模型的建立 

配制含有 10%胎牛血清、青霉素（100 U/mL）

和链霉素（100 U/mL）混合物的 DMEM 培养基，

将 HaCaT 细胞置于 37 ℃、含有 5%二氧化碳的孵

化箱中。当细胞密度融合达到 90%左右时，用胰蛋

白酶液消化进行分瓶或铺板。按照文献报道的实验

方案[12]建立体外 OLP 炎症模型，即用 10 mg/L LPS

处理 HaCaT 细胞 24 h。  

2.2  CCK-8 法检测 HaCaT 细胞活力 

将对数生长期的HaCaT 细胞用胰蛋白酶消化后，

进行计数，然后将细胞接种于 96 孔培养板中，每孔

细胞数目为 1×103 个，并设置空白组，培养 24 h 后

加药处理。细胞分为 6 组：对照组、模型组及马鞭草

苷 5、10、20、40 mg/L 组。每组设 6 个复孔。24 h

后每孔加入 10 μL CCK8 试剂继续培养 1 h，使用酶

标仪测定 492 nm 波长下的吸光度（A）值，按照以

下公式计算细胞生长抑制率。 

细胞生长抑制率＝1－(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.3  分组及给药 

根据上述细胞活力研究结果将 HaCaT 细胞分

为 4 组：对照组（不做处理）、模型组（10 mg/L LPS）、

马鞭草苷 20 mg/L组和马鞭草苷（20 mg/L）＋GPR18

受体抑制剂（O1918，10 μmol/L）组。每组至少设

置 3 个复孔。 

2.4  实时荧光定量聚合酶链式反应（PCR）法检测

炎症因子的表达 

各组细胞处理 24 h 后，用 PBS 清洗 3 次，加

入 1 mL Trizol 试剂，吹打均匀后转移到 1.5 mL EP

管中，每个样本加入 200 μL 氯仿，剧烈振荡使细胞

充分裂解，室温放置 15 min，4 ℃、12 000 r/min 离

心 15 min，取上清加入等体积的异丙醇，冰上放置
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5 min，4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min，取沉淀加

入 1 mL 70%冰乙醇，4 ℃、8 000 r/min 离心 5 min,

弃上清，沉淀加入 20 μL 无酶水，测定 RNA 含量

后。 用逆转录试剂盒将 RNA 逆转录成 cDNA，再

进行实时荧光定量 PCR 扩增。扩增条件：先进行变

性 95 ℃，5min，再进行 40 循环的扩增，变性 95 ℃，

5 s，退火和延伸 62 ℃，30 s。扩增引物序列如下：

TNF-α（正向：5’-CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG-

3’；反向：5’-GAGGACCTGGGAGTAGATGAG-3’）；

IL-1β（正向：5’-AGCTACGAATCTCCGACCAC-3’；

反向：5’-CGTTATCCCATGTGTCGAAGAA-3’）；IL-

6（正向：5’-ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG-3’；

反向：5’-CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG-3’）；

GADPH（正向：5’-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-

3’；反向：5’-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’）。 

2.5  蛋白质印迹法检测 NF-κB p65 和 p-NF-κB p65

蛋白表达 

各组细胞处理 24 h 后，用 PBS 清洗 3 次，加

入 100 μL 的 RIPA 缓冲液裂解细胞，冰上放置 30 

min，4 ℃，12 000 r/min 离心 10 min，取上清并使

用 BCA 蛋白质分析试剂盒（美国 Thermo 公司）定

量蛋白质浓度。使用 SDS-PAGE 电泳分离蛋白质提

取物，然后将其转移到聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上。

37 ℃用 5%脱脂乳封闭膜 1 h，并在 4 ℃用一级抗

体孵育过夜。随后，在 37 ℃下用二级抗体孵育膜 2 

h，并使用化学发光试剂进行显色，并通过 Image J

软件进行目标蛋白相对表达的量化。 

2.6  统计学方法 

利用 Graphpad Prism 5 软件进行作图；SPSS 

17.0 统计软件分析，数据均为 3 次独立实验结果，

符合正态分布的数据以 ±x s 表示，采用单因素方差

分析进行多组之间的比较。 

3  结果 

3.1  马鞭草苷对 HaCaT 细胞活力的影响 

如图 1 所示，与对照组相比，模型组可以显著

抑制 HaCaT 细胞的活力（P＜0.05）。然而不同质量

浓度马鞭草苷可以逆转 LPS 诱导的细胞活力抑制，

与模型组相比，20、40 mg/L 马鞭草苷作用 24 h 对

细胞的活力改善明显（P＜0.05），因此，选定 20 mg/L

为后续机制探究的最佳有效剂量。 

 

 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group 

图 1  马鞭草苷对 HaCaT 细胞活力的影响（x ± s, n=6） 

Fig. 1  Effect of verbenalin on HaCaT cell viability (x ± s, n=6 ) 

3.2  马鞭草苷对LPS诱导细胞炎症因子表达的影响 

如图 2 所示，与对照组相比，模型组可以显著

增加 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的基因表达水平（P＜

0.05），表明体外成功建立了 OLP 炎症细胞模型。

与模型组相比，20 mg/L 马鞭草苷可以显著抑制

TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的基因表达水平（P＜0.05）。 

                      

 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group 

图 2  马鞭草苷对 HaCaT 细胞炎症因子 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 基因表达的影响（x ± s, n=3） 

Fig. 2  Effect of verbenalin on expression of inflammatory factors TNF-α, IL-6 and IL-1β in HaCaT cells (x ± s, n=3) 
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3.3  马鞭草苷对 LPS 诱导 NF-κB 信号通路活化的

影响 

如图 3 所示，与对照组相比，模型组可以显著

增加 NF-κB p65 和 p-NF-κB p65 蛋白表达水平（P＜

0.05）；与模型组相比，马鞭草苷 20 mg/L 组可以显

著抑制 NF-κB p65 和 p-NF-κB p65 蛋白表达水平

（P＜0.05）。 

3.4  抑制 GPR18 受体后马鞭草苷对 LPS 诱导免疫

炎症反应的影响 

如图 4 所示，与对照组相比，模型组可以显著增

加 NF-κB p65 和 p-NF-κB p65 蛋白表达水平（P＜

0.05）及 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 基因表达水平（P＜

0.05）；与模型组相比，马鞭草苷 20 mg/L 组可以显

著抑制 p-NF-κB p65、p-NF-κB p65 蛋白及 TNF-α、

IL-6 和 IL-1β 基因表达水平（P＜0.05）。与马鞭草

苷 20 mg/L 组相比，马鞭草苷＋GPR18 受体抑制

剂组逆转对 NF-κB p65 和 p-NF-κB p65 蛋白表达以

及 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 基因表达的抑制作用（P＜

0.05），表明马鞭草苷通过激活 GPR18 受体发挥促

进炎症消退作用。 

                            

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05  

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group 

图 3  马鞭草苷对 HaCaT 细胞 NF-κB p65 和 p-NF-κB p65 表达的影响（x ± s, n=3） 

Fig. 3  Effect of verbenalin on expression of NF-κB p65 and p-NF-κB p65 in HaCaT cells (x ± s, n=3) 

 

 

                   

 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与马鞭草苷 20 mg·L−1组比较：&P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs verbenalin 20 mg·L−1 group 

图 4  抑制 GPR18 受体后马鞭草苷对 HaCaT 细胞炎症因子 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 基因表达和 NF-κB p65 和 p-NF-κB p65

表达的影响（x ± s, n=3） 

Fig. 4  Effect of verbenalin on expression of inflammatory factors TNF-α, IL-6 and IL-1β and NF-κB p65 and p-NF-κB p65  

in HaCaT cells after inhibition of GPR18 receptor (x ± s, n=3) 
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4  讨论 

OLP是在T细胞介导下免疫紊乱导致持续性口

腔黏膜慢性炎症，常由免疫与环境、生活方式、心

理、家族遗传、药物或牙科材料等诸多因素一同作

用，导致病损迁延不愈。研究表明，OLP 口腔黏膜

角质形成细胞和浸润的炎性细胞中 NF-κB 信号通

路被显著活化[13]，且 OLP 患者唾液、血清中 NF-κB

依赖性炎症因子 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 等表达较健

康人明显增高[14]。另外，Yamamoto 等[15]也发现，

比起正常口腔黏膜，OLP 患者口腔病损黏膜角质形

成细胞能生成更多的 TNF-α 和 IL-6。研究表明用

LPS 体外诱导 HaCaT 细胞来模拟 OLP 局部损害的

免疫应答环境可以显著升高炎性介质 TNF-α、IL-

1β、IL-6 和 IL-18 的表达水平[16]。黄芩素可以通过

抑制角 HaCaT 细胞中 NF-κB 活化，降低 TNF-α 和

IL-6 水平以及细胞凋亡[17]。黄芪多糖可能通过抑制

Toll 样受体-4 的激活，调控 NF-κB 信号通路活化减

轻 LPS 诱导的 HaCaT 细胞炎症反应[18]。本研究借

鉴其所建立的 OLP 细胞模型，同样发现 LPS 刺激

HaCaT 细胞后，NF-κB 依赖性的炎症因子 TNF-α、

IL-1β 和 IL-6 表达明显增加，可以在一定程度上模

拟体内 OLP 的局部免疫应答环境。 

目前，OLP 的主要治疗原则以对症治疗、缓解

症状、降低癌变风险为原则[19]。临床上常用的治疗

药物（激素和免疫抑制剂）应用时会引起多系统、

多器官的不良反应如恶心、腹泻等；长期使用会使

黏膜萎缩变薄、局部抵抗力下降，可引发癌变且停

药易复发。马鞭草苷是马鞭草中的极性成分，属于

环烯醚萜苷类物质，朱颖涛等[20]研究表明马鞭草苷

可以降低肺泡灌洗液中 TNF-α、IL-4 和 IL-5 等炎症

因子水平，并下调淋巴细胞、中性粒细胞、嗜酸性

粒细胞百分比，降低气道炎症反应。同时马鞭草苷

可以激活内源性 GPR18 受体，减轻铜绿假单胞菌引

起的肺部 IL-6 和 IL-8 炎症因子的分泌[11]。但是对

于马鞭草苷对 OLP 是否具有免疫调控作用目前为

止仍不明确。本研究通过检测马鞭草苷对体外 OLP

炎症模型中 NF-κB 信号通路及炎症因子 TNF-α、IL-

1β 和 IL-6 表达的影响，发现马鞭草苷 20 mg/L 作用

24 h 后可以显著抑制 p-NF-κB p65 蛋白，以及 TNF-

α、IL-1β 和 IL-6 基因表达水平，而加入 GPR18 受体

的抑制剂 O1918 可以消除马鞭草苷的保护作用，表

明马鞭草苷通过激活GPR18 受体抑制NF-κB 信号通

路活化，从而降低炎症因子的表达和 OLP 免疫反应。 

综上所述，LPS 诱导的 NF-κB 信号通路在自身

免疫反应 OLP 的发生发展及慢性迁延中发挥着非

常重要作用。马鞭草苷可以作为一种“植物消退素”

通过激活内源性的 GRP18 受体发挥促进 OLP 炎症

的消退和免疫抑制作用，为马鞭草苷的临床应用提

供理论依据，并且 GPR18 受体有望作为 OLP 治疗

的一个新靶点，但 OLP 发病过程中涉及庞大的调控

因子和细胞因子调控网络，而 NF-κB 信号通路只是

复杂细胞因子调控网路系统中一个微小的组成部

分，并可以与其他信号通路相互促进或抑制，因此

把马鞭草苷作为治疗 OLP 的新策略仍需未来多方

面多角度的深层次研究。 
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第四届中国中药资源大会银川成功召开 

 

2022 年 8 月 18—19 日第四届中国中药资源大会在宁夏银川隆

重召开。本届大会由中国中药协会、中国自然资源学会联合主办，以

“中药资源与产业高质量发展——东西部科技合作助力黄河流域中药

资源产业高质量发展”为主题，旨在贯彻习近平总书记关于黄河流域

生态保护和高质量发展的重要指示要求和视察宁夏重要讲话精神，推

动宁夏高水平建设全国东西部科技合作引领区，有效服务于国家乡村

振兴和健康中国战略。 

本届大会采用线下线上相结合的方式同步召开，来自全国 27 个

省、自治区、直辖市和香港特别行政区的专家、学者、企业代表汇聚一堂。本届大会组委会主席、中国自然资源学会中药及

天然药物资源专业委员会主任委员、南京中医药大学江苏省中药资源产业化过程协同创新中心主任段金廒教授主持开幕式，

大会学术委员会主席、中国工程院院士、国家中医药管理局副局长、中国中药协会会长黄璐琦，大会学术委员会名誉主席、

中国工程院院士、国际著名药用植物与传统药物学家肖培根等 15 位中医药及农业领域知名专家做大会特邀报告。天津中草

药杂志社陈常青总经理兼总编应邀参加并与各位到会专家深入交流，天津中草药杂志社作为一个中医药领域学术交流平台，

努力在中药资源与产业高质量发展中作出更大贡献。 

（本刊讯） 

  


