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柚皮苷通过P38 MAPK/NF-κB通路抑制脂多糖致HaCaT细胞炎症反应
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摘 要：目的 探讨柚皮苷通过 P38 MAPK/NF-κB 通路对脂多糖（LPS）致 HaCaT 细胞炎症损伤的抑制作用。方法

LPS（0、0.1、1.0、10.0、20.0 μg/mL）孵育 24 h刺激人永生化角质细胞HaCaT，模拟银屑病模型，MTT法观察细胞存活率

变化，Western bloting法检测白介素（IL）-6和NF-κB蛋白表达；MTT法观察柚皮苷（0、5、10、20、40、80、160、320

μmol/L）作用 24 h对HaCaT存活率的影响；选择LPS、柚皮苷最佳作用浓度。柚皮苷（20和 40 μmol/L）作用银屑病模型

HaCaT细胞 24 h，实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测 IL-6、IL-1β、IL-17和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的mRNA表达水

平变化；Western blotting法检测细胞核内转录因子NF-κB p65、P38 MAPK磷酸化蛋白水平以及炎症因子 IL-6蛋白水平。结

果 LPS增加HaCaT细胞存活率，并上调NF-κB p65和 IL-6蛋白表达，呈剂量相关性，炎症反应在 20 μg/mL达到高峰；5～

160 μmol/L柚皮苷对 HaCaT细胞无明显毒性作用。与模型组比较，柚皮苷能够显著抑制炎症因子 IL-6、IL-1β、IL-17和

TNF-α的转录水平（P＜0.05）；同时能够显著抑制LPS诱导的NF-κB p65和P38 MAPK磷酸化蛋白水平、抑制 IL-6蛋白的表

达（P＜0.05）。结论 柚皮苷抑制脂多糖致HaCaT细胞炎症反应，发挥改善银屑病的作用，机制可能与抑制P38 MAPK/NF-

κB信号通路有关。
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Abstract: Objective To investigate the inhibitory effects of naringin on HaCaT cells inflammation induced by lipopolysaccharide

(LPS) through NF - κB / P38 pathway. Methods LPS (0, 0.1, 1.0, 10.0, 20.0 μg / mL) incubated for 24 hours stimulated human

immortalized keratinocytes HaCaT to simulate psoriasis model. MTT method was used to observe the changes of cell survival rate,

and Western blotting method was used to detect the expression of IL-6 and NF-κB protein. MTT method was used to observe the

effect of naringin (0, 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320 μmol/L) on the survival rate of HaCaT cells. The optimal concentration of LPS and
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naringin was selected. Naringin (20 and 40 μmol /L) acted on HaCaT cells of psoriasis model for 24 hours. Reverse transcription

polymerase chain reaction (qRT-PCR) was performed to determine the mRNA expression levels of IL-6, IL-1β, IL-17 and TNF-α.

Western blotting were used to detect the phosphorylation levels of P38 MAPK and NF-κB p65 and the inflammatory factor IL-6.

Results LPS increased the survival rate of HaCaT cells, and up-regulated the protein expression of NF-κB p65 and IL-6, which was

dose-related, and the inflammatory response peaked at 20 μg/mL. 5 ~ 160 μmol/L naringin had no obvious toxic effect on HaCaT

cells. Compared with model group, naringin can significantly inhibit the transcription of inflammatory cytokines IL-6, IL-1β, IL-17

and TNF-α (P < 0.05). Meanwhile, naringin can significantly inhibit LPS-induced phosphorylation of P38 MAPK and NF-κB p65,

inhibiting the expression of IL-6 protein (P < 0.05). Conclusion Naringin inhibits inflammation of HaCaT cells induced by

lipopolysaccharide and plays a role in improving psoriasis. The mechanism may be related to the inhibition of P38 MAPK/NF-κB

signaling pathway.

Key words: psoriasis; naringin; HaCaT; LPS; inflammatory cytokines; P38 MAPK/NF-κB signaling pathway

银屑病是一种常见、慢性、易复发的炎症性皮

肤病，机制十分复杂，发病率占全世界人口的 3%［1］，

临床上主要病理表现为大量炎症细胞的浸润，角质

细胞的过度增殖和真皮血管新生等［2］。控制病理过

程中的炎症反应将有助于银屑病疾病的预防和治

疗，因此，从抗炎的角度研究和开发具有角质细胞

保护作用的药物具有重要意义。p38丝裂原活化蛋

白激酶（MAPK）及核转录因子-kappaB（NF-κB）是

控制炎症反应最重要的蛋白激酶及转录因子，其能

够参与多种细胞因子、炎性介质的调控［3-4］。由此，

抑制 p38 MAPK/NF-κB为核心的信号转导途径，可

能为防治银屑病开辟新途径。

柚皮苷是柑橘类中的黄烷酮糖苷的主要成分，

药理学研究显示，其具有抗炎、抗氧化及抗凋亡等

多种药理作用［5-7］，近年来因其参与局部组织炎症反

应及免疫调节作用而被关注。有研究显示，柚皮苷

可通过抑制细胞凋亡、炎症反应和氧化性损伤来保

护人永生化表皮角质形成细胞HaCaT免受UVB损

伤的作用［7］，并对趋化因子具有明显的抑制作用［8］。

但柚皮苷对脂多糖（LPS）诱导HaCaT细胞炎性反应

的影响尚未见报道。基于此，本研究采用 LPS 致

HaCaT 细胞炎症模型，模拟银屑病表皮过度增殖，

观察柚皮苷对 LPS 诱导的炎症反应及对 P38

MAPK/NF-κB信号通路的影响，以期从细胞水平探

索柚皮苷对角质形成细胞的作用机制，为柚皮苷在

炎症疾病中的开发和临床合理应用提供实验依据。

1 材料

1.1 细胞

人永生化表皮角质形成细胞系HaCaT细胞株，

来自美国模式菌种收集中心（ATCC）。

1.2 药物及主要试剂

柚皮苷（美国 Sigma 公司，批号 10236-47-2，质

量分数＞98%）；脂多糖（英国 Sigma-Aldich 公司）；

胎牛血清（德国 PAN公司）；DMEM高糖培养基（美

国Hyclone公司）；胰蛋白酶（美国Gibco公司）；噻唑

蓝（MTT）粉末（北京中生瑞泰科技有限公司）；RNA

提取试剂盒（美国 Omega公司）；逆转录试剂盒（美

国 Roche 公司）；PCR 引物（上海生物工程有限公

司）；兔多克隆抗体真核细胞转录因子 p65（NF-кB

p65）、兔多克隆抗体抗白介素 6（IL-6）、兔单克隆抗

体 p38及其磷酸化（p-p38）、兔单克隆抗体抗 β-肌动

蛋白（β-actin）（美国Abcam公司）；BCA蛋白定量试

剂盒（上海碧云天生物技术公司）。

1.3 主要仪器

CO2培养箱（上海力申科学仪器有限公司）；低

温高速离心机（美国Sigma公司）；超净工作台（苏州

净化设备有限公司）；PCR扩增仪（美国ABI公司）；

Nanodrop 2000超微量分光光度计（美国 Thermo公

司）；酶标仪（美国Molecular Devices公司）；Western

电泳仪；凝胶成像系统（美国BioRad公司）。

2 方法

2.1 细胞培养

HaCaT 细胞在含有 10% 胎牛血清及 1% 双

抗的 DMEM 培养基中、置于 37 ℃、5% CO2 饱和

湿度恒温培养箱中培养 ，待细胞长到 80%～

90% 时进行传代。选择生长状态良好的对数生

长期细胞用于实验。

2.2 LPS对HaCaT细胞存活率的影响及诱导炎症

模型的建立

HaCaT细胞以每孔 5×103个接种于 96孔培养板

中，每孔 100 μL，贴壁 12 h后，加入LPS（0、0.1、1.0、

10.0、20.0 μg/mL）再继续培养 24 h，每孔设置 4个复

孔。吸去上清液，每孔加入终质量浓度为0.5 mg/mL

MTT 培养液，37 ℃培养箱中继续孵育 4 h后，每孔

再加入 150 μL二甲基亚砜，摇床震荡 10 min后，用

酶标仪在 570 nm处测各孔吸光度（A）值，计算各组
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细胞存活率。

取对数生长期细胞，按照每孔细胞数 5×103个

接种于 6孔板中，加入LPS（0、0.1、1.0、10.0、20.0 μg/

mL）孵育 24 h，收集细胞，提取总蛋白，Western

blotting法检测 IL-6和NF-κB蛋白表达。

2.3 柚皮苷对HaCaT细胞活力的影响

HaCaT细胞以每孔 5×103个接种于 96孔培养板

中，每孔 100 μL，贴壁 12 h后，加入柚皮苷（0、5、10、

20、40、80、160、320 μmol/L）继续培养 24 h，每孔设

置 4 个复孔。 MTT 法检测细胞存活率 ，方法

见“2.2”项。

2.4 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测炎症相

关因子转录的影响

取对数生长期细胞，按照每孔细胞数 5×103个

接种于 6孔板中，分为对照组（等体积的生理盐水），

模型组（20 μg/mL LPS），柚皮苷低、高剂量（20、

40 μmol /L）组，加入相应药物后孵育时间 24 h。

RNA 提取试剂盒提取细胞总 RNA，紫外分光光度

计进行 RNA定量，再对 RNA进行逆转录得到对应

cDNA，最后使用SYBR Green染料进行 qRT-PCR反

应，检测炎症因子转录情况。PCR反应体系为：2×

SYBR green master mix10 μL、上下游引物（10 μmol/

μL）各 1 μL、ddH2O 6 μL、cDNA 2 μL，总体积 20 μL。

反应条件为：95 ℃ 30 s，95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，共 40

个循环，最后做溶解曲线，95 ℃ 1 s，65 ℃ 15 s。

PCR反应结束后，根据PCR获得的融解曲线和扩增

曲线分析结果的可靠性并设定阈值，输出Ct值。取

其 Ct均值，以 β-actin为内参校正，采用标准曲线法

对目的基因的相对表达水平进行统计学分析。引

物根据 GenBank 基因序列设计并合成肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）、白介素（IL）-1β、IL-6和 IL-17基因引

物。引物序列见表1。

2.5 Western blotting法检测蛋白表达

细胞接种、分组给药操作同“2.4”项，分别收集

各组细胞，提取总蛋白，BCA法测蛋白浓度，取100 μg蛋

白 100 ℃加热 10 min 后，5% 的浓缩胶及 10% 的分

离胶进行 SDS-PAGE电泳后，将凝胶上的蛋白转移

至PVDF膜上，5%脱脂奶粉室温封闭 1 h后，分别加

入抗 p38 MAPK（1︰1 000）、p-p38MAPK（1︰1 000）、

NF-κB（1︰2 000）、IL-6（1︰2 000）、β-actin（1︰2 000）

的一抗稀释液中 4 ℃孵育过夜。TBST缓冲液振荡

漂洗 3次后，加入相应的辣根过氧化物酶标记的二

抗（1︰5 000）室温孵育 2 h，同前 TBST漂洗 3次，化

学发光法显色，显色终止后用凝胶成像仪进行拍照

记录，并用 Image J图像分析软件进行条带的灰度值

分析，以目的蛋白灰度值/内参 β-actin灰度值的比值

表示目的蛋白的相对表达水平，并进行统计学

分析。

2.6 统计学分析

数据以 x̄ ± s表示，采用Graphpad Prism 6.0统计

软件进行分析，多组间比较采用单因素方差（One-

way ANOVA）分析，组内两两比较采用 t检验。

3 结果

3.1 LPS诱导HaCaT细胞炎症模型的建立

MTT 结果显示 ，不同浓度 LPS（0、0.1、1、

10、20 μg/mL）作用HaCaT细胞 24 h后，细胞存活率

都有不同程度增加，作用呈剂量相关性，与 LPS 0

μg/mL 组比较，1～20 μg/mL 组差异具有显著性意

义（P＜0.05）。Western blotting结果显示，活性蛋白

NF-κB p65及炎症因子 IL-6等表达也均呈LPS剂量

相关性增加 ，与 LPS 0 μg/mL 组比较 ，0.1～20

μg/mL 组 NF- κB p65、1～20 μg/mL 组 IL-6 差异

具有显著性意义（P＜0.05），表明 LPS 诱导的

HaCaT 细胞发生了炎症损伤。本研究最终选用

20 μg/mL LPS 刺激 HaCaT 细胞，模拟银屑病炎

症模型。结果见图 1。

3.2 柚皮苷对HaCaT细胞活力的影响

MTT结果显示，与柚皮苷 0 μg/mL组比较，5～

160 μmol/L柚皮苷均对细胞无明显毒性作用，柚皮

苷 320 μmol/L 对细胞活性具有显著抑制作用（P＜

0.05），见图 2。本研究最终选用中等浓度 20、

40 μmol/L柚皮苷进行研究。

表1 引物序列

Table 1 Sequence of primer

引物

TNF-α

IL-1β

IL-6

IL-17

β-actin

正向引物（5 ′ -3 ′）

CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG

ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA

ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG

TGTCACTGCTACTGCTGCTGAG

CTCCATCCTGGCCTCGCTGT

反向引物（5 ′ -3 ′）

GAGGACCTGGGAGTAGATGAG

GTCGGAGATTCGTAGCTGGA

CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG

CCTTTTGGGATTGGTATTGGTA

GCTGTCACCTTCACCGTTCC
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3.3 柚皮苷对LPS诱导的HaCaT细胞炎症相关因

子mRNA表达的影响

如图3所示，与对照组比较，模型组 IL-6、IL-1β、

IL - 17 和 TNF -α 的 mRNA 水平均显著升高（P＜

0.05）；与模型组比较，柚皮苷能够降低炎症因子 IL-

1β、IL-6、IL-17 和 TNF-α的 mRNA 的水平，其中 40

μmol/L 柚皮苷组均差异显著（P＜0.05）。结果表

明，柚皮苷通过下调炎症因子表达，阻断 LPS 诱导

炎症反应，发挥对角质形成细胞的保护作用。

3.4 Western blotting法检测NF-κB和 p38 MAPK

蛋白的表达水平

如图 4所示，与对照组比较，模型组细胞内NF-

κB、p38MAPK 磷酸化、IL-6 蛋白水平均显著升

高（P＜0.05），给予柚皮苷处理后能显著下调 NF-

κB、p38MAPK 磷酸化、IL-6蛋白水平，与模型组比

较差异具有统计学意义（P＜0.05）。结果表明，柚皮

苷抑制 LPS 导致的 p38MAPK 和 NF-κB 活化，抑制

IL - 6 的高表达。提示柚皮苷可能通过阻断

p38MAPK/NF-κB 信号通路的激活，参与了调节角

质形成细胞的激活及其相关炎症。

与LPS 0 μg∙mL−1组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs LPS 0 μg∙mL−1 group

图1 LPS对HaCaT细胞存活率及炎症相关蛋白表达的影响（x
    

    
   ±s，，n = 3）

Fig. 1 Effects of LPS on viability and expression of protein associated with inflammation in HaCaT cells（x
    

    
   ±s，，n = 3）
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图2 柚皮苷对HaCaT细胞活力的影响（x
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Fig. 2 Effects of naringin on viability of HaCaT cells（x
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s，，n = 3）
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图3 柚皮苷对LPS诱导的HaCaT细胞炎症因子mRNA的影响（x
    

    
   ±s，，n = 3）

Fig. 3 Effects of naringin on mRNA of inflammatory factors in LPS-induced HaCaT cells（x
    

    
   ±s，，n = 3）

··1084



Drug Evaluation Research 第42卷第6期 2019年6月

4 讨论

银屑病是一种慢性反应性炎症性疾病，其发病

机制非常复杂，其中角质形成细胞被认为是银屑病

皮肤外观改变的病变核心，人永生化表皮角质形成

细胞 HaCaT与正常人角质形成细胞有相似的分化

特性，常被用来研究抗炎性药物活性及功能［9］。银

屑病皮肤常表现为角质形成细胞过度增殖的病理

状态，已知各种因素可导致角质形成细胞过度增

殖。LPS是革兰阴性杆菌细胞壁的一种复合物，在

体外其可通过释放内源性介质而导致不同种类的

细胞发生异常增殖，研究发现利用LPS能刺激细胞

产生炎症反应而致角质形成细胞过度增殖［10］。冯

森玲等［11］使用LPS刺激HaCaT细胞，建立了增殖模

型，本研究中我们也建立了该模型，模拟角质形成

细胞过度增殖的病理状态即类银屑病病理模型。

研究发现 0.1～20 μg/mL LPS，作用时间 24 h时均能

刺激 HaCaT细胞增殖，未对细胞产生毒性作用，并

且与炎症相关的因子活化蛋白NF-κB p65和炎症因

子 IL-6表达均提高，并呈剂量相关性。结合本实验

结果，本研究后续试验选用 20 μg / mL LPS 刺激

HaCaT 细胞以制备体外模拟银屑病角质细胞增生

模型。

柚皮苷又被称多甲氧基黄酮，是一种双氢黄酮

单体物质，具有分子量小、提纯方便等特点，目前研

究发现，柚皮苷具有降血脂、抗凋亡及抗炎症等多

种药理，因此被广泛用于实验研究［5-7］。有研究证

明，外用柚皮苷对光损伤所致的角质形成细胞凋亡

具有防护作用［7］，但对LPS诱导HaCaT细胞炎性反

应的影响尚未见报道。银屑病是一种慢性炎症性

皮肤病，细胞因子在其发病机制中发挥重要作用，

在参与炎症反应的众多介质中，TNF-α、IL-1β、IL-6

和 IL-17都是与炎症密切相关的因子，参与 HaCaT

细胞的炎症反应［10］，本实验结果显示，LPS诱导会不

同程度的增强HaCaT细胞的相关炎症因子TNF-α、

IL-1β、IL-6和 IL-17基因的转录水平，给予柚皮苷处

理后会不同程度抑制上述相关炎症因子的表达，从

而减轻或抑制细胞的炎症反应。

MAPKs是广泛存在于哺乳动物细胞内的一类

丝/苏氨酸蛋白激酶，其中p38MAPK是MAPKs家族

中控制炎症反应最重要的家族成员之一，其能够促

进白细胞的聚集和活化，从而影响转录因子的活性

和调控多种细胞因子的表达，对调控炎症反应的起

着关键性的作用［13］。有研究显示，LPS是炎症反应

重要的启动因子，它可以激活 MAPK家族，使相应

蛋白磷酸化而介导炎症反应［3］。本实验结果显示，

当受到LPS刺激后，HaCat细胞内的 p38MAPK被激

活，细胞发生了炎症反应。研究表明，阻断 p38级联

能减轻炎症反应［3，12］。本实验结果显示，给予柚皮

苷后可以明显抑制 LPS 诱导的 p38MAPK 的活化，

说明柚皮苷抗炎症保护作用与抑制 p38MAPK活化

有关，与之前研究报道一致［13-14］。

NF-κB是细胞内的一个重要转录因子，它的激

活可诱导一些前炎症细胞因子，例如 IL-1β、IL-6和

TNF-α等释放增多，在调控免疫反应和炎症反应中

具有重要作用［15］。本研究通过采用Western blotting

法观察到，LPS 可引起 HaCaT 细胞核内的 NF-κB

p65水平升高，表明 LPS引起了细胞内 NF-κB通路

激活。柚皮苷（20、40 μmol/L）处理后核内 NF-κB

p65均表达降低，提示柚皮苷可能是通过 NF-κB通

路对HaCaT细胞发挥保护作用。研究指出，NF-κB

与 p38MAPK 关系密切，活化的 p38 MAPK 可通过

促进炎症细胞因子的表达进而活化 NF-κB，是 p38

MAPK 信号途径下游的一个重要位点，若抑制 p38

MAPK的表达，NF-κB的激活也会受到影响［16］。本
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图4 柚皮苷对LPS诱导的HaCaT细胞NF-κB和p38 MAPK磷酸化蛋白表达的影响（x
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Fig. 4 Effects of naringin on protein expression of NF-κB and phosphorylation p38 MAPK in LPS-induced HaCaT

cells（x
    

    
   ±s，，n = 3）
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研究发现 p38MAPK和NF-κB活性均能被柚皮苷抑

制，提示柚皮苷可通过抑制 p38MAPK继而抑制NF-

κB通路而起到抗炎症作用。但要证实这个推断，尚

需进一步研究。

本研究发现通过柚皮苷可降低 LPS 诱导的

HaCaT细胞 p38 MAPK磷酸化，抑制NF-κB蛋白的

高表达，进而降低 TNF-α、IL-1β、IL-6和 IL-17等多

种炎症介质转录水平，提示柚皮苷可以通过调控

p38MAPK/NF-κB信号通路，抑制相关炎症因子，从

而减轻或者抑制HaCaT细胞炎症反应。
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