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三峡阳菊叶水提物的抗炎作用研究
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摘 要：目的 利用斑马鱼炎症模型，评价三峡阳菊叶水提取物（WELTGY）的抗炎作用并对其机制进行初步研究。方法

选取受精后 3 d （3 dpf）的转基因斑马鱼移入 6 孔板中，设置对照组（胚胎培养用水）、模型组（胚胎培养用水）和

WELTGY 0.4、0.8、1.6、3.2 mg/mL 组，作用 3 h 后，向除对照组外的其他组中分别加入硫酸铜，终浓度为 20 µmol/L，作

用 1 h后在荧光显微镜下观察转基因品系Tg（zlyz：EGFP）斑马鱼体内炎症细胞迁移情况；应用DCFH-DA活性氧（ROS）

探针对AB 野生型斑马鱼染色，观察荧光强度；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）测定野生型斑马鱼炎症相关基因的mRNA

水平。结果 与模型组比较，0.4、0.8、1.6、3.2 mg/mL WELTGY 组斑马鱼中迁移至侧线部位的炎症细胞数量显著减

少（P ＜0.01），斑马鱼荧光强度明显降低，ROS 含量减少。与模型组比较，0.4、0.8、1.6、3.2 mg/mL WELTGY 组过氧化物酶

体增殖物激活受体 γ（PPARγ）的 mRNA 表达显著升高（P＜0.05、0.01），核因子抑制蛋白 A（IκBαA）、激活蛋白-1（AP-1）的

mRNA表达显著降低（P＜0.01），炎症因子白细胞介素（IL）-1β、IL-6和前列腺素E2合成酶（PTGES）、髓样分化因子（MyD88）、

环氧化酶（COX）-2的mRNA表达显著降低（P＜0.01）；1.6、3.2 mg/mL WELTGY 组核转录因子（NF-κB）的 mRNA 表达显著

下降（P＜0.05、0.01）；1.6 mg/mL WELTGY组 IL-12α的mRNA表达显著下降（P＜0.01）。结论 通过构建斑马鱼急性炎症模

型验证了WELTGY具有抗炎作用，其机制可能是WELTGY抑制ROS释放，激活 PPARγ表达，抑制NF-κB和AP-1转录活

性，降低炎症因子表达，从而缓解炎症，为三峡阳菊叶在饲料添加剂中的应用提供参考。
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Abstract: Objective To evaluate the the anti-inflammatory effect of water extracts from leaves of Three Gorges Yangju (WELTGY)

and investigate the molecular mechanisms using a zebrafish inflammatory model. Methods The transgenic zebrafish 3 days post
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fertilization (3 dpf) were transferred into 6-well plate. Control group (water for embryo culture), model group (water for embryo

culture) and WELTGY 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 mg/mL groups were set up. After 3 hours of treatment, CuSO4 was added to other groups

except the control group, and the final concentration was 20 μmol/L, The migration of inflammatory cells in transgenic strain TG

(zlyz: EGFP) zebrafish was observed under fluorescence microscope after 1 h; DCFH-DA reactive oxygen species (ROS) probe was

used to stain the AB wild type zebrafish and observe the fluorescence intensity. Real time fluorescent quantitative PCR (qRT-PCR)

was used to detect the mRNA levels of inflammation related genes in wild-type zebrafish. Results Compared with model group, the

number of inflammatory cells migrating to the lateral line of zebrafish in 0.4, 0.8, 1.6 and 3.2 mg/mL WELTGY groups were

significantly decreased (P < 0.01), the fluorescence intensity of zebrafish in 0.4, 0.8, 1.6 and 3.2 mg/mL WELTGY groups was

significantly decreased, and the ROS content was decreased. Compared with model group, the mRNA expression of PPARγ in 0.4,

0.8, 1.6 and 3.2 mg/mL WELTGY groups was significantly increased (P < 0.05, 0.01), and the mRNA expression of IκBαa and AP-1

was significantly decreased (P < 0.01). The mRNA expressions of inflammatory cytokines IL-1β, IL-6, PTGES, MyD88 and COX-2

were significantly decreased (P < 0.01). The mRNA expression of NF- κB in 0.8, 1.6 and 3.2 mg/mL WELTGY groups were

significantly decreased (P < 0.05, 0.01). The mRNA expression of IL-12α in 1.6 mg/mL WELTGY group was significantly

decreased (P < 0.01). Conclusion This study verified the anti-inflammatory effect of WELTGY in a zebrafish acute inflammation

model. WELTGY could inhibit the release of ROS, activate the expression of PPARγ, inhibit the transcription activities of NF-κB

and AP-1, and reduce the expression of inflammatory factors, thus alleviating inflammation. This study provided a reference for the

application of Three Gorges Yangju's leaves in feed additives.
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菊花 Chrysanthemum morifolium Ramat 为我国

常用大宗药材，药食兼用。三峡阳菊是菊花的品种

之一，主产于三峡库区腹地的云阳、万州和奉节

县［1］，是杭白菊在三峡库区经多年驯化、选择形成的

地方栽培品种。2020 年三峡阳菊入选农业农村

部“全国乡村特色农产品”，目前已达 33平方公里以

上的种植规模。现代药理研究表明，菊花提取物具

有抗菌、抗炎、抗氧化、肝保护等多种生物活性，是

良好的抗生素替代品。近年来，大量研究表明［2-6］，

菊叶中同样含有花中的多种生物活性物质，如类黄

酮、挥发油、萜类和多糖等，具有较好的抑菌、抗氧

化等活性，而对菊叶抗炎活性的研究未见报道。本

实验评价三峡阳菊叶提取物的抗炎活性，以期将菊

叶作为饲料添加剂原料加以工业化利用，不仅能够

充分利用生物资源，还能有效保护生态环境。

斑马鱼是一种热带淡水鱼，具有独特的生物

学、遗传学优势。斑马鱼免疫系统高度保守，具有

与人类相似的完整炎症细胞迁移和吞噬等反应体

系［7］，是一种良好的脊椎动物模式生物，已被广泛地

应用于药理学、发育生物学、新药筛选等领域。本

实验采用硫酸铜诱导法建立斑马鱼炎症模型，研究

三峡阳菊叶水提取物（water extract from leaves

of Three Gorges Yangju，WELTGY）的抗炎活性及

作 用 机 制 ，为 三 峡 阳 菊 叶 的 有 效 利 用 提 供

参考。

1 材料

1.1 实验仪器

SZX16型荧光显微镜及DP2-BSW图像采集系

统（日本奥林巴斯公司）；体视显微镜 AXIO Zoom.

V16（德国蔡司公司）；斑马鱼养殖饲养设备（北京爱

生科技公司）；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）仪（美

国罗氏公司）。

1.2 试剂和样品

WELTGY 由重庆市药物种植研究所制备并提

供，阳菊叶片材料来源于重庆市云阳县芸山农业阳

菊种植基地（108°42’E，30°54’N，665 m），于菊花

采摘完毕后割取地上部分茎叶，自然风干取菊叶部

分，样品采集时间为 2020年 12月 1日。取风干叶片

材料 200 g，剪碎，水回流提取法提取，液料比为 10∶

1，提取时间为120 min。提取液经真空泵滤纸抽滤，

滤液 65 °C 减压蒸馏浓缩得 WELTGY，提取率为

32.5%。WELTGY中 3，5-O-二咖啡酰基奎宁酸质量

分数为 8.4%、绿原酸质量分数为 7.4%、木犀草苷质

量分数为3.6%。

硫酸铜（CuSO4·5H2O，质量分数 99.0%，购于国

药集团化学试剂有限公司，批号 20150603）；RNA提

取试剂盒（购于南京诺唯赞生物科技股份有限公

司）；DCFH-DA活性氧（ROS）检测探针（10 mmol/L，购

于南京建成生物科技有限公司）；斑马鱼胚胎培养用

水（5.0 mmol/L NaCl，0.17 mmol/L KCl，0.4 mmol/L

CaCl2，0.16 mmol/L MgSO4）。
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2 方法

2.1 溶液配制

WELTGY、硫酸铜、DCFH-DA 活性氧检测探

针分别使用斑马鱼胚胎培养用水配制成12 mg/mL、

20 mmol/L、30 µmol/L的溶液。

2.2 斑马鱼胚胎的获取

成熟AB野生型斑马鱼和绿色荧光标记炎症细

胞的转基因斑马鱼品系Tg（zlyz：EGFP）由山东省科

学院生物研究所斑马鱼药物筛选平台提供，雌雄斑

马鱼在照明 14 h/黑暗 10 h、28 ℃标准条件下分开饲

养，定时喂以颗粒状饵料和卤虫。用卵时，取健康

性成熟的斑马鱼，按雌雄 2∶2或 1∶2的比例放入交

配缸内，次日 10：00—11：00时获得受精卵，用养鱼

水对胚胎清洗 3 遍，然后用 0.1% 的亚甲基蓝消毒

后，移入斑马鱼胚胎培养用水中，28 ℃下控光培养。

2.3 硫酸铜诱导炎症模型、分组及给药

在显微镜下挑取荧光正常且发育至 3 dpf的转

基因斑马鱼，小心移入 6孔板的样孔中，每孔 40尾

幼鱼，设置对照组（胚胎培养用水）、模型组和

WELTGY 0.4、0.8、1.6、3.2 mg/mL组，每个浓度组设

2个重复孔。各个组作用 3 h后，向除对照组外的其

他组中分别加入浓度为 20 mmol/L的硫酸铜，使硫

酸铜作用浓度为 20 µmol/L，作用 1 h后在荧光显微

镜下观察炎症细胞迁移情况，统计泄殖腔后迁移至

侧线的炎症细胞个数。

2.4 ROS含量测定

采用DCFH-DA活性氧检测探针测定斑马鱼体

内 ROS的含量。采用给药且硫酸铜造模后的野生

型斑马鱼，给药及造模操作见“2.3”项，每组 10条，

用新鲜的养鱼水清洗 2～3遍，加入 30 µmol/L染液

后避光放入 28 ℃恒温培养箱中孵育 40 min，然后用

新鲜养鱼水将染液洗净，在体视显微镜下拍照并观

察荧光强度变化情况。

2.5 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）测定炎症相关

基因的mRNA水平

斑马鱼给药及造模操作见“2.3”项，收集斑马鱼

组织放入匀浆器中，利用 FastPure Cell/Tissue Total

RNA Isolation Kit V2提取 RNA。将各组样本 RNA

逆转录得到 cDNA，采用BIO-RAD CFX96实时系统

测定与炎症相关基因的表达量，实验重复3次。

实时定量PCR扩增反应条件为95 ℃预变性30 s 1

个循环后，每个循环变性 95 ℃ 10 s，退火 60 ℃

10 s，共 40 个循环，最后 95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，

95 ℃ 15 s 1个循环。结果分析时以 β-actin为内参，

对结果进行相对定量分析。目的基因过氧化物酶

体增殖物激活受体 γ（PPARγ）、核转录因子（NF-

κB）、白细胞介素（IL）-1β、环氧化酶（COX）-2、前列

腺素E2合成酶（PTGES）、髓样分化因子（MyD88）、

激活蛋白-1（AP-1）、核因子抑制蛋白A（IκBαA）、IL-

6、IL-12α以及内参基因 β-actin 的 PCR 引物由上海

捷瑞生物工程有限公司合成、纯化，并经质量检测。

引物序列见表1。

3 结果

3.1 WELTGY对硫酸铜引起的炎症细胞聚集的影响

利用硫酸铜损伤神经丘（斑马鱼体表侧线器的

末梢器官），造成斑马鱼炎症细胞迁移至神经丘周

围（侧线部位），建立硫酸铜诱导的斑马鱼炎症模

型，通过计算迁移到斑马鱼侧线部位的炎症细胞数

目来评价药物的抗炎活性。如图 1、2所示，与对照

组比，模型组斑马鱼迁移至侧线的炎症细胞数量显

表1 引物序列

Table 1 Primer sequence

基因

β-actin

PPARγ

IL-1β

COX-2

PTGES

Myd88

AP-1

IκBα

NF-κB

IL-6

IL-12α

正向引物序列

5′-AGAGCTATGAGCTGCCTGACG-3′

5′-CACTCGCTGGACATCAAGCC-3′

5′-ATGGCAGAAGTACCTAAGCTC-3

5′-ATCCTGTTGTCAAGGTCCCA-3′

5′-ATCATTCTTGGAGCGGTCTACT-3′

5′-TGAAGGTGAAGCTCTTCTTGAATGC-3′

5′-CCACCGCTCTCTCCTATC-3′

5′-GGTGGAAAGACTCCTGAAAGC-3′

5′-ACAAGACGCAAGGAGCCCAG-3′

5′-CACTCAGAGACGAGCAGTTTG-3

5′-ACTCCTACAAGCCCAGCAC-3′

反向引物序列

5′-CCGCAAGATTCCATACCCA-3′

5′-TCCTGTAGCTGTACATGTGCGT-3′

5′-TTAGGAAGACACAAATTGCATGGTGAACTCAGT-3′

5′-CAAGGGTGCGGGTGTAAT-3′

5′-TACTCTGAGCGATGACATAGGC-3′

5′-CTCCGGACCCGATTGGTCTTA-3′

5′-ATCCTCTCCAGTTTCCTCTT-3′

5′-TGTAGTTAGGGAAGGTAAGAATG-3′

5′-AACTGTCTCTTGCACAAAGGGCTCA-3′

5′-TCAGGACGCTGTAGATTCGC-3′

5′-GGACACTCGGTCGTCAAAC-3′

··1602



Drug Evaluation Research第44卷 第8期 2021年8月 Vol. 44 No. 8 August 2021

著增多（P＜0.01），硫酸铜导致幼鱼发生炎症发应；

与模型组比较，0.4、0.8、1.6、3.2 mg/mL WELTGY组

斑马鱼机体中迁移至侧线部位的炎症细胞数量显

著减少（P＜0.01）。

3.2 WELTGY降低了斑马鱼体内ROS的产生

ROS染色结果如图 3所示，与对照组比较，模型

组斑马鱼荧光强度明显提高，ROS含量升高。与模

型组比较，0.4、0.8、1.6、3.2 mg/mL WELTGY组斑马

鱼荧光强度明显降低，ROS含量减少。

3.3 WELTGY对斑马鱼炎症相关基因表达的影响

与对照组比较，模型组斑马鱼中 PPARγ 的

mRNA 表达显著下降（P＜0.05），NF-κB、IκBαA、

AP-1 的 mRNA 表达显著升高（P＜0.01），炎症因子

IL-1β、IL-6、IL-12α 和 PTGES、Myd88、COX-2 的

mRNA 表达显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，

0.4、0.8、1.6、3.2 mg/mL WELTGY 组 PPARγ 的

mRNA表达显著升高（P＜0.05、0.01），IκBαA、AP-1

的mRNA表达显著降低（P＜0.01），炎症因子 IL-1β、

IL-6 和 PTGES、Myd88、COX-2 的 mRNA 表达显著

降低（P＜0.01）；1.6、3.2 mg/mL WELTGY 组 NF-κB

的 mRNA 表达显著下降（P＜0.05、0.01）；1.6 mg/mL

WELTGY 组 IL-12α 的 mRNA 表达显著下降（P＜

0.01）。结果见图4。

4 讨论

本实验利用斑马鱼炎症模型研究了 WELTGY

的抗炎活性和作用机制。采用硫酸铜制备斑马鱼

炎症模型，与对照组比较，模型组斑马鱼体内炎症

细胞迁移或聚集数量显著增多，表明斑马鱼体内发

生炎症反应。将炎症模型的斑马鱼暴露于不同浓

度WELTGY（0.4、0.8、1.6、3.2 mg/mL）中 3 h，与模型

组比较，斑马鱼体内炎症细胞迁移和聚集数量明显

减少，表明WELTGY具有抗炎活性。

有氧生物对分子氧的利用不可避免地导致了

一些含氧活性物质的形成，这些含氧活性物质统称

ROS［8］。在免疫系统信号传递过程中 ROS 至关重

要，但过量的ROS会导致多种生理化损害［9］。硫酸

铜是一种导致斑马鱼急性炎症的物质，与物理性损

白色箭头指示迁移至侧线部位的炎症细胞

White arrows indicate inflammatory cells migrating to lateral line

图1 WELTGY对斑马鱼炎症细胞聚集迁移的影响

Fig. 1 Effects of WELTGY on migration and aggregation

of inflammatory cells in zebrafish

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01

##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group

图2 WELTGY对斑马鱼炎症细胞聚集迁移数量的影响

Fig. 2 Effects of WELTGY on number of migration and

aggregation inflammatory cells in zebrafish

图3 WELTGY对斑马鱼体内ROS产生的影响

Fig. 3 Effects of WELTGY on ROS production in zebrafish
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害不同，硫酸铜诱导斑马鱼炎症是无创伤性的。硫

酸铜能够通过抑制总超氧化物歧化酶（T-SOD）活

性、过氧化氢酶（CAT）活性和谷胱甘肽（GSH）浓度，

显著提高 ROS 水平［10］。硫酸铜可以使斑马鱼炎症

细胞迅速向神经隆起移动，具有抗炎活性的化合物

可以抑制炎症细胞向神经丘的迁移，使这些炎症细

胞返回，利用这一观察结果评价化合物的抗炎活

性。Li等［11］选取健康的斑马鱼幼鱼，在模型组与药

物组加入硫酸铜 1 h后观察并成像炎症反应，发现

通关藤皂苷 H（TH）显著抑制硫酸铜处理后炎症细

胞向神经丘的迁移，证明了 TH具有明显的抗炎活

性。本实验采取相同的硫酸铜造模方法验证了

WELTGY具有抗炎活性。

NF-κB 家族一直被认为是炎症过程的中心介

质，是先天性和适应性免疫反应的关键参与者［12］。

IκBα是 IκB（inhibitor of NF-κB）的家族成员之一，在

真核细胞中均有分布［13］。在静息状态下，NF-κB存

在于细胞核外，以非激活形式与 IκB聚合；而在病理

状态下，NF-κB可被促炎细胞因子和细胞外基质降

解产物等激活，同时 IκB降解，NF-κB跨过细胞膜进

入细胞核，在核内与特定基因结合诱导转录过程的

发生［14］。AP-1是一类重要的真核细胞转录因子，是

由 c-Jun和 c-Fos组成的异源二聚体，正常情况下无

活性或活性很低，可被各种刺激激活，它的表达失

调与炎症发生发展密切相关［15］。AP-1也与多种癌

细胞的控制有关，并可能会发展为有助于识别早期

疾病或预测严重程度的标志物［16］。PPARγ是核激

素受体超家族的一员，是炎症反应中的负反馈调节

器，主要通过阻止 NF-κB/Rel的活化来抑制单核细

胞和巨噬细胞中各种细胞因子的表达［17］。PPARγ

还可以与 AP-1 竞争结合协同活化因子 CBP 和

p300，从而对AP-1信号转导通路产生抑制作用，抑

制炎性介质（IL-1β、IL-6 和 IL-12α等）的表达［18］。

COX是一组含血红素的同工酶（COX-1和COX-2），

由巨噬细胞和其他受炎症影响的细胞大量产生，神

经炎症最初就是通过诱导胶质 COX-2表达来触发

的［19］。前列腺素 E2 是公认的炎症预后标志物，

PTGES是调节前列腺素E2产生的重要酶［20］。有研

究表明，COX-2可以激活PTGES［21］，与此相一致，硫

酸铜暴露后斑马鱼体内COX-2和 PTGES mRNA的

表达呈上调趋势。 Myd88 是 toll 样受体（TLR）

和 IL-1 受体家族下游炎症信号通路的典型适配器。

Myd88 通过同型蛋白 -蛋白相互作用将 IL-1 受

体（IL-1R）或 TLR 家族成员连接到 IL-1R 相关激

与对照组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01

#P < 0.05 ##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

图4 WELTGY对斑马鱼炎症通路相关基因表达水平的影响

Fig. 4 Effects of WELTGY on mRNAlevels of inflammatory-related genes in zebrafish

··1604



Drug Evaluation Research第44卷 第8期 2021年8月 Vol. 44 No. 8 August 2021

酶（IRAK）家族激酶。IRAK 家族激酶的激活导致

多种功能输出，包括 NF-κB、丝裂原活化蛋白激

酶（MAPK）和AP-1的激活，使Myd88成为炎症通路

的中心节点［22］。本研究给予硫酸铜诱导的炎症模

型 WELTGY 干预后，斑马鱼组织中 PPARγ的表达

显著增加，炎症介质 NF-κB、AP-1、IL-1β、IL-6、IL-

12α、COX-2、Myd88、IκBαA、PTGES 的表达显著降

低，从而达到缓解炎症的效果。

本研究结果表明WELTGY具有一定的抗炎作

用，其机制可能是 WELTGY 抑制 ROS 释放，激活

PPARγ表达，抑制NF-κB和AP-1转录活性，降低炎

症因子表达，从而缓解炎症。本研究首次在斑马鱼

模型中验证了WELTGY的抗炎活性，为菊叶在饲料

添加剂中的应用提供了更多的理论和实验依据。
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