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犁头草醇提物通过 TLR4/MyD88/NF-κB 和 Akt 信号通路改善脂多糖致
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摘  要：目的  研究犁头草醇提物（VIEE）对脂多糖（LPS）所致小鼠急性炎症模型的抗炎作用，并探究其作用机制。方法  

36 只 C57BL/6 小鼠随机分为对照组、模型组、地塞米松组（阳性药，5 mg∙kg−1）和 VIEE 低、中、高剂量（2、4、8 g∙kg−1）

组，各组小鼠连续 ig 给药 14 d，对照组和模型组 ig 等体积纯水，末次给药 1 h 后，ip LPS 15 mg∙kg−1，建立小鼠炎症模型，

12 h 后采集样本。ELISA 法检测小鼠血清 NO、白细胞介素（IL）-1β、IL-6 和肿瘤坏死因子（TNF）-α 水平；检测小鼠血清

丙氨酸氨基转移酶（ALT）和天冬氨酸氨基转移酶（AST）水平；苏木素-伊红染色法观察小鼠肝脏组织、脾脏组织病理变化；

实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测小鼠肝脏、脾脏组织诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、环氧化酶-2（COX-2）、IL-6、IL-

1β 和 TNF-α mRNA 表达；Western blotting 法检测小鼠肝脏、脾脏组织蛋白激酶 B（Akt）、p-Akt、p65、p-p65、人核因子 κB

抑制蛋白 α（IκBα）、p-IκBα、Toll 样受体 4（TLR4）、髓分化因子 88（MyD88）蛋白表达。结果  与对照组比较，模型组小

鼠血清 NO、IL-6、IL-1β、TNF-α、ALT 和 AST 水平升高（P＜0.01），肝脏、脾脏组织均可见一定程度病理改变，肝脏、脾

脏组织 iNOS、COX-2、IL-6、IL-1β 和 TNF-α mRNA 表达升高（P＜0.01），肝脏、脾脏组织 p-Akt、p-p65、p-IκBα、TLR4、

MyD88 蛋白表达上调（P＜0.01）；与模型组比较，VIEE 组小鼠血清 NO、IL-6、IL-1β、TNF-α、ALT 和 AST 水平降低（P＜

0.05、0.01），肝脏、脾脏组织病理损伤明显改善，肝脏、脾脏组织 iNOS、COX-2、IL-6、IL-1β 和 TNF-α mRNA 表达降低（P＜

0.05、0.01），肝脏、脾脏组织 p-Akt、p-p65、p-IκBα、TLR4、MyD88 蛋白表达下调（P＜0.05、0.01）。结论  VIEE 能够改

善 LPS 诱导的小鼠炎症，具有良好的抗炎效应，其抗炎机制可能与抑制 TLR4/MyD88/NF-κB 和 Akt 信号通路激活有关。 
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Abstract: Objective  To investigate the anti-inflammatory effects of Viola inconspicua ethanol extract (VIEE) in an acute LPS-

induced mouse inflammation model and explore its underlying mechanisms. Methods  Thirty-six C57BL/6 mice were randomly 

divided into a control group, a model group, a dexamethasone group (positive control, 5 mg∙kg−1), and low, medium, and high-dose 
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VIEE groups (2, 4, 8 g∙kg−1). Mice in each group received continuous ig administration for 14 days. The control group and model group 

received ig administration of pure water of equal volume. One hour after the last administration, mice were ip in jected with LPS 

(15 mg∙kg−1) to establish an inflammation model in mice. Samples were collected after 12 hours. The levels of NO, interleukin (IL)-

1β, IL-6, and tumor necrosis factor (TNF)-α in the serum of mice were detected by ELISA. The levels of alanine aminotransferase 

(ALT) and aspartate aminotransferase (AST) in the serum of mice were also measured. Hematoxylin-eosin staining was used to observe 

the pathological changes in the liver and spleen tissues of mice. Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the mRNA 

expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2), IL-6, IL-1β, and TNF-α in the liver and spleen tissues 

of mice. Western blotting was used to detect the protein expression of protein kinase B (Akt), p-Akt, p65, p-p65, inhibitor κB α (IκBα), 

p-IκBα, Toll-like receptor 4 (TLR4), and myeloid differentiation factor 88 (MyD88) in the liver and spleen tissues of mice. Results  

Compared with the normal group, serum levels of NO, IL-6, IL-1β, TNF-α, ALT and AST were elevated in the model group (P < 0.01). 

Pathological alterations were observed in both liver and spleen tissues. mRNA expression of iNOS, COX-2, IL-6, IL-1β, and TNF-α 

mRNA expression in liver and spleen tissues were elevated (P < 0.01), and p-Akt, p-p65, p-IκBα, TLR4, and MyD88 protein expression 

in liver and spleen tissues were up-regulated (P < 0.01). Compared with the model group, serum NO, IL-6, IL-1β, TNF-α, ALT and 

AST levels were reduced in the VIEE groups (P < 0.05, and 0.01). Pathological damage in liver and spleen tissues were significantly 

improved, while mRNA expression of iNOS, COX-2, IL-6, IL-1β, and TNF-α mRNA expression in liver and spleen tissues decreased 

(P < 0.05, and 0.01), and p-Akt, p-p65, p-IκBα, TLR4, and MyD88 protein expression in liver and spleen tissues were down-regulated 

(P < 0.05, and 0.01). Conclusion  VIEE ameliorates LPS-induced inflammation in mice, demonstrating potent anti-inflammatory 

effects. Its anti-inflammatory mechanism may be associated with the inhibition of TLR4/MyD88/NF-κB/ and Akt signaling pathway 

activation. 

Key words: ethanol extract of Viola inconspicua; lipopolysaccharide (LPS); inflammatory; TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway; 

Akt signaling pathway 

 

炎症是机体免疫系统面对外界有害刺激产生

的一种适应性反应，其目的是消除有害刺激，减轻

机体损伤并修复内环境稳态[1]。正常情况下，短暂

少量的炎症对机体有益，然而，过度的炎症则会导

致机体稳态失衡，甚至使机体受到损害[2]。研究证

实，许多疾病的发病机制均与炎症密切相关。例如，

自身免疫性疾病、神经系统疾病、哮喘、糖尿病、

癌症等[3-4]。脂多糖（（LPS）是由革兰阴性细菌细胞

壁外壁组成中的一种内毒素，其诱导的体内外炎症

模型，被广泛用于抗炎药物的筛选，备受研究学者

青睐[5-6]。 

犁头草为堇菜科堇菜属长萼堇菜 Viola 

inconspicua Blume.的干燥全草，具有清热解毒、散

瘀消肿的功效，用于治疗疮痈肿毒、黄疸、淋浊等

症[7]。研究表明，犁头草具有良好的抗氧化、抗菌

活性[8-9]。前期研究证实，犁头草在体外具有良好的

抗炎活性，能够多成分协同发挥抗炎作用，初步表

明其机制与抑制核因子 κB（NF-κB）/蛋白激酶 B

（Akt）信号通路有关[10-11]。但犁头草在体内的抗

炎作用机制尚不完全明确，基于此，本研究利用

LPS 诱导小鼠急性炎症模型，观察犁头草对模型

小鼠的抗炎作用及机制，为犁头草的开发利用提

供更多参考。 

1  材料 

1.1  主要仪器 

Mini PROTEAN Tetra Cell 型垂直电泳仪、Mini 

Trans Blot Cell 型蛋白转印模块（美国 Bio-Rad 公

司）；Light Cycler 960 型实时荧光定量聚合酶链式

反应（（Real-time PCR）仪（（美国 Roche 公司）；超微

量核酸测定仪（（天根生化科技有限公司）；CKX53 倒

置生物显微镜（（日本 Olympus 公司）；Epoch2 型全

波长酶标仪（（美国 BioTek 公司）；UVP ChemStudio 

815 型多功能分子成像系统（德国耶拿公司）。 

1.2  犁头草醇提物（VIEE）制备 

犁头草采自广西壮族自治区钦州市钦北区那

蒙镇，经广西中医药大学滕建北教授鉴定为堇菜科

堇菜属长萼堇菜 Viola inconspicua Blume.的全草。

犁头草于 50 ℃烘箱烘干，打粉，称质量，加入 10

倍量 70%乙醇，回流提取 2 次，每次 1 h，合并滤

液，减压浓缩，挥干溶媒，即得 VIEE（（得率为 24.0%，

1 g 相当于原药材 4.17 g），VIEE 中含多糖类、黄酮

类成分，其质量分数分别为 2.81%、1.58%。 

1.3  实验试剂 

脂多糖（（LPS）（北京索莱宝科技有限公司，货

号为 IL2020）；地塞米松片（广东南国药业有限公

司，规格每片 0.75 mg，批号为 240304）；小鼠白细
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胞介素-6（（IL-6）、白细胞介素-1β（（IL-1β）、肿瘤坏

死因子-α（TNF-α）酶联免疫吸附测定法（ELISA）

试剂盒（（江苏酶免实业有限公司，货号分别为 MM-

0163M1、MM-0040M1、MM-0132M1）；一氧化氮

（（NO）检测试剂盒（（Biosharp 公司，货号 BL1204A）；

丙氨酸氨基转移酶（ALT）试剂盒（南京建成生物

工程研究所，货号为 C009-2-1）；天冬氨酸氨基转移

酶（AST）试剂盒（南京建成生物工程研究所，货

号为 C010-2-1）；苏木素（Sigma 公司，货号为

H9627）；伊红（（水溶性）（中国医药集团有限公司，

批号为 71014544）；BCA 蛋白定量试剂盒（（Biosharp

公司，批号为 BL521A）；ECL 发光液（（北京鼎国昌

盛生物技术有限责任公司，批号为 ECL-0011）； 

Akt、p-Akt、p65、p-p65、人核因子 κB 抑制蛋白 α

（（IκBα）、p-IκBα、Toll 样受体 4（（TLR4）、髓分化因

子 88（（MyD88）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（（GAPDH）

蛋白（武汉三鹰生物技术有限公司，货号分别为

10176-2-AP、66444-1-Ig、66535-1-Ig、82335-1-RR、

10268-1-AP、82349-1-RR、66350-1-Ig、67969-1-Ig、

60004-1-Ig ）； 2 × SYBR Green qPCR Mix 、

TRUEscript H Minus M-MuLV Reverse 

Transcriptase、RNasin RNA 酶抑制剂、dNTP Mixture 

10 mmol·L−1 each solution（北京艾德莱生物科技有

限公司，货号 PC3302 、 PC1703、 RN3501 、

PC2403）；GAPDH、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、

环氧化酶-2（COX-2）、IL-6、IL-1β 和 TNF-α 引物通

过 Primer 5.0 软件设计，由安徽通用有限公司合成。 

1.4  实验动物 

36 只 C57BL/6 雄性小鼠，体质量 20～22 g，

购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，实验动物

生产许可证号 SCXK（（湘）2019-0004，饲养于广西

中医药大学 SPF 级动物房，实验动物使用许可证号

SYXK（（桂）2019-0001，本实验经广西中医药大学

伦理委员会审核批准，批号为 GXTCMU-EC 

KS20260116-22。 

2  方法 

2.1  造模、分组及给药 

适应性饲养 1 周后，将 C57BL/6 小鼠随机分为

对照组、模型组、地塞米松组（（阳性药，5 mg∙kg−1）

和 VIEE 低、中、高剂量（2、4、8 g∙kg−1，中剂量

接近临床等效剂量[12]）组。各组小鼠连续 ig 给药

14 d，对照组和模型组 ig 等体积纯水，末次给药

1 h 后，ip LPS 15 mg∙kg−1，建立小鼠炎症模型[13]，

12 h 后采集样本。 

2.2  ELISA 法检测小鼠血清中 NO、IL-1β、IL-6

和 TNF-α 含量 

取全血后于 4 ℃静置 4 h，3 000 r∙min−1 离心

10 min，收集上清，按照试剂盒操作说明检测小鼠

血清中 NO、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 含量。 

2.3  检测小鼠血清中 ALT 和 AST 含量 

取全血后于 4 ℃静置 4 h，3 000 r∙min−1 离心

10 min，收集上清，按照试剂盒操作说明检测小鼠

血清中 ALT 和 AST 含量。 

2.4  苏木精-伊红（HE）染色法观察肝脏、脾脏组

织病理变化 

取肝脏、脾脏组织置于 4%多聚甲醛固定，进

行乙醇脱水、二甲苯渗透、浸蜡、石蜡包埋及切片，

进行 HE 染色，置于显微镜下观察肝脏、脾脏的病

理结构。 

2.5  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测小鼠

肝脏、脾脏组织中 iNOS、COX-2、IL-6、IL-1β 和

TNF-α mRNA 表达水平 

取适量肝脏、脾脏组织，根据 RNA 提取试剂

盒操作说明提取总 RNA，检测 RNA 纯度与浓度，

并以 RNA 为模板采用第一链 cDNA 合成试剂盒逆

转录合成 cDNA，qPCR 试剂盒进行扩增反应。反应

条件：95 ℃预变性 10 min，1 个循环；95 ℃变性

20 s，55 ℃退火 60 s，72 ℃延伸 20 s，95 ℃延伸

15 s，40个循环。以GAPDH为内参，目的基因mRNA

相对表达量使用 2−ΔΔCt 法分析。引物通过 Primer 5.0

软件设计，由安徽通用生物股份有限公司合成，引

物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

引物 引物序列（5'→3'） 长度/bp 

TNF-α F-TCCAGAACTCCAGGCGGT 230 

 R-TTGGTGGTTTGCTACGAC 

IL-1β F-AGGCAGTATCACTCATTG 216 

 R-TTTTTTGTTGTTCATCTC 

IL-6 F-GGAAATGAGAAAAGAGT 167 

 R-CCAGAAGACCAGAGGAA 

iNOS F-CTACGCCTTCAACACCAA 110 

 R-GACAGTCTCCATTCCCAA 

COX-2 F-CATTGGTGGAGAGGTGTA 228 

 R-CTGGTTTGGAATAGTTGC 

GAPDH F-GGTGAAGGTCGGTGTGAACG 349 

 R-CTCGCTCCTGGAAGATGGTG 
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2.6  Western blotting 法检测小鼠肝脏、脾脏组织

中 Akt、p-Akt、p65、p-p65、IκBα、p-IκBα、TLR4、

MyD88 的蛋白表达水平 

取适量肝脏、脾脏组织，采用裂解液冰上裂解，

4 ℃、12 000 r·min−1 离心 10 min 收集蛋白，BCA

试剂盒检测蛋白浓度。根据蛋白相对分子质量大小

制定不同比例的 PAGE 胶，蛋白上样（上样量 30 μg），

经 SDS-PAGE 电泳分离后，转至 PVDF 膜，5% BSA

室温封闭 1 h，加入一抗 GAPDH（（1∶50 000）、Akt

（（1∶5 000）、p-Akt（1∶5 000）、p65（1∶2 000）、

p-p65（（1∶4 000）、IκBα（（1∶5 000）、p-IκBα（（1∶

2 000）、TLR4（（1∶5 000）、MyD88（（1∶2 000）4 ℃

孵育过夜，二抗室温孵育 1 h（（1∶5 000），使用 ECL

化学液显影并运用图像 Image J 软件分析条带蛋白

相对表达量。 

2.7  统计学分析 

使用 SPSS 27.0 软件进行数据分析，数据用

x s 表示，方差齐性，采用 One-way ANOVA 进行

多组间分析，采用 LSD 进行两组间分析；方差不

齐，采用 KruskalWallis 进行多组间分析，采用 Mann-

Whitney U 进行两组间分析。 

3  结果 

3.1  VIEE 对炎症小鼠血清 NO、IL-1β、IL-6 和

TNF-α 水平的影响 

与对照组比较，模型组 NO、IL-1β、IL-6 和 TNF-

α 水平显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，VIEE

低、中、高剂量组和地塞米松组 NO、IL-1β、IL-6

和 TNF-α 水平显著降低（（P＜0.05、0.01），见图 1。 

3.2  VIEE 对炎症小鼠血清 ALT 和 AST 水平的

影响 

与对照组比较，模型组 ALT 和 AST 水平显

著升高（P＜0.01）；与模型组比较，VIEE 低、中、

高剂量组和地塞米松组 ALT 和 AST 水平显著降

低（P＜0.01），见图 2。 

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

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

图 1  VIEE 对炎症小鼠血清 NO、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平的影响 ( x ±s，n＝6) 

Fig. 1  Effect of VIEE on serum NO, IL-1β, IL-6 and TNF-α levels in inflammatory mice ( x ±s，n＝6) 

 

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  VIEE 对炎症小鼠血清 ALT 和 AST 水平的影响 ( x ±s，n＝6) 

Fig. 2  Effect of VIEE on serum ALT and AST levels in inflammatory mice ( x ±s，n＝6) 

3.3  VIEE 对炎症小鼠肝脏组织病理损伤的影响 

HE 染色结果显示，对照组小鼠肝细胞形态正

常，结构完整，肝索结构清晰，未见红细胞渗出，

无明显炎性病灶；与对照组比较，模型组部分肝细

胞空泡变性、点状坏死，肝索结构消失，红细胞外

渗形成淤血，血管周围可见明显炎症病灶；与模型
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组比较，VIEE 各剂量组和地塞米松组肝脏组织被

膜完整，肝索排列较为整齐，炎性细胞浸润减轻且

呈浓度相关性，表明 VIEE 能够减轻 LPS 诱导的肝

脏损伤，减轻肝脏炎症反应，见图 3。 

3.4  VIEE 对炎症小鼠脾脏组织病理损伤的影响 

HE 染色结果显示（图 4），对照组小鼠脾脏组

织被膜完整，白、红髓界限清晰，白髓体积正常，

无明显淋巴细胞变性坏死；与对照组比较，模型组

白、红髓界限模糊，白髓体积增大，淋巴细胞变性

坏死，红髓中有部分淋巴细胞增生；与模型组比较，

VIEE 各剂量组和地塞米松组病变状态减轻，炎症

浸润减少。结果表明 VIEE 能够减轻 LPS 诱导的脾 

 

黑色箭头-炎症及坏死肝细胞。 

Black arrow - inflammatory and necrotic hepatocytes. 

图 3  VIEE 对 LPS 所致炎症模型小鼠肝脏组织病理学的影响 (HE，×200) 

Fig. 3  Effect of VIEE on liver histopathology in LPS-induced inflammatory model mice (HE, ×200) 

 

红色箭头-白、红髓界限模糊。 

Red arrow-boundary between white and red pulp is blurred. 

图 4  VIEE 对 LPS 所致炎症模型小鼠脾脏组织病理学的影响 (HE，×200) 

Fig. 4  Effect of VIEE on spleen histopathology in LPS-induced inflammatory model mice (HE, ×200) 

脏损伤，减轻脾脏炎症反应。 

3.5  VIEE 对炎症小鼠肝脏组织中 iNOS、COX-2、

IL-6、IL-1β 和 TNF-α mRNA 表达水平的影响 

与对照组比较，模型组 iNOS、COX-2、IL-6、

IL-1β 和 TNF-α 水平显著升高（（P＜0.01）；与模型组

比较，VIEE 低剂量组 COX-2 mRNA 表达无统计学

意义（（P＞0.05），中、高剂量组和地塞米松组 COX-

2 mRNA 表达降低（（P＜0.05、0.01），VIEE 低、中、

高剂量组和地塞米松组 iNOS、IL-6、IL-1β 和 TNF-

α mRNA 表达降低（P＜0.05、0.01），见图 5。 

3.6  VIEE 对炎症小鼠脾脏组织 iNOS、COX-2、IL-

6、IL-1β 和 TNF-α mRNA 表达水平的影响 

与对照组比较，模型组 iNOS、COX-2、IL-6、

IL-1β 和 TNF-α 水平显著升高（（P＜0.01）；与模型组

比较，VIEE 低剂量组 IL-6、IL-1β mRNA 表达无统

计学意义（P＞0.05），中、高剂量组和地塞米松组

IL-6、IL-1β mRNA 表达降低（（P＜0.05、0.01），VIEE

低、中、高剂量组和地塞米松组 iNOS、COX-2 和

TNF-α mRNA 表达降低（P＜0.05、0.01），见图 6。 

3.7  VIEE 对炎症小鼠肝脏组织 Akt、p-Akt、p65、

p-p65、IκBα、p-IκBα、TLR4、MyD88 蛋白表达的

影响 

与对照组比较，模型组 p-Akt、p-p65、p-IκBα、

TLR4 和 MyD88 蛋白表达显著上调（（P＜0.01）；与

模型组比较，VIEE 低、中、高剂量组和地塞米松组

p-Akt、p-p65、TLR4 和 MyD88 蛋白表达显著下调

（（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，VIEE 低剂量组 p-

IκBα 蛋白表达无统计学意义（（P＞0.05），中、高剂

量组和地塞米松组 p-IκBα 蛋白表达显著下调（（P＜

0.05、0.01），见图 7。 

3.8  VIEE 对炎症小鼠脾脏组织 Akt、p-Akt、p65、

p-p65、IκBα、p-IκBα、TLR4、MyD88 蛋白表达的

影响 

与对照组比较，模型组 p-Akt、p-p65、p-IκBα、

TLR4 和 MyD88 蛋白表达显著上调（（P＜0.01）；与

模型组比较，VIEE 低、中、高剂量组和地塞米松组 
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较： *P＜0.05  **P＜0.01。 

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

图 5  VIEE 对 LPS 致炎症小鼠肝脏组织 iNOS、COX-2、IL-6、IL-1β 和 TNF-α mRNA 表达的影响 ( x ±s，n＝6) 

Fig. 5  Effect of VIEE on expression of iNOS, COX-2, IL-6, IL-1β and TNF-α mRNA in liver tissue of inflammatory mice 

( x ±s，n＝6) 

 

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

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

图 6  VIEE 对 LPS 致炎症小鼠脾脏组织 iNOS、COX-2、IL-6、IL-1β 和 TNF-α mRNA 表达的影响 ( x ±s，n＝6) 

Fig. 6  Effect of VIEE on expression of iNOS, COX-2, IL-6, IL-1β and TNF-α mRNA in spleen tissue of inflammatory mice 

( x ±s，n＝6) 

p-p65、TLR4 蛋白表达显著下调（P＜0.01）；与模

型组比较，VIEE 低剂量组 p-Akt、p-IκBα 和 MyD88

蛋白表达无统计学意义（P＞0.05），中、高剂量组

和地塞米松组 p-Akt、p-IκBα 和 MyD88 蛋白表达显

著下调（P＜0.05、0.01），见图 8。 

4  讨论 

犁头草药用资源丰富，以全草入药，常生长于

林缘、山坡草地、田边及溪旁等处。犁头草中蕴含 
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与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较： *P＜0.05  **P＜0.01。 

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

图 7  VIEE 对炎症小鼠肝脏组织 p-Akt、p-p65、p-IκBα、TLR4、MyD88 蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝6) 

Fig. 7  Effects of VIEE on expression of p-Akt, p-p65, p-IκBα, TLR4 and MyD88 proteins in liver tissue of inflammatory 

mice ( x ±s，n＝6) 

 

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

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

图 8  VIEE 对炎症小鼠脾脏组织 p-Akt、p-p65、p-IκBα、TLR4、MyD88 蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝6) 

Fig. 8  Effects of VIEE on expression of p-Akt, p-p65, p-IκBα, TLR4 and MyD88 proteins in spleen tissue of inflammatory 

mice ( x ±s，n＝6) 
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丰富的黄酮类成分，也是发挥抑菌、抗病毒、镇痛、

抗炎等作用的主要活性成分。目前已有文献表明，

犁头草提取物能有效降低二甲苯所致小鼠耳廓肿

胀度，具有良好的抗炎作用[14]。但其发挥抗炎作用

的机制尚不清楚，故本研究通过 LPS 诱导小鼠急性

炎症模型，探究 VIEE 对炎症小鼠的抗炎作用，并

初步阐明其抗炎作用的相关机制，以期为犁头草的

抗炎作用开发与临床应用奠定基础。 

炎症是机体对抗各种损伤性刺激或微生物感

染的生理性防御反应，然而炎症反应失控或过度激

活时，可能从保护性机制转变为病理损伤过程，引

发糖尿病、类风湿关节炎、高血压病、脓毒症、癌

症等各类慢性疾病[15-16]。在炎症反应的复杂调控机

制中，iNOS 和 COX-2 是调控炎症反应的关键因子。

NO 是在一氧化氮合酶（NOS）催化作用下由 L-精

氨酸氧化脱氨而成的自由基，NOS 包括神经型

（（nNOS）、内皮型（（eNOS）与诱导型（（iNOS）3 种

亚型[17]。iNOS 作为 NO 合成途径的上游关键酶，

是 NO 合成的限速酶，iNOS 在致炎物质及炎症介

质诱导时被激活，合成产生大量的 NO，促进炎症

反应[18]。因此，通过调节 iNOS 介导 NO 的释放是

治疗炎症反应的重要靶点。此外，NO 能促进炎症

细胞因子 COX-2 的释放，COX-2 作为前列腺素合

成的关键调节酶，在炎症发生阶段表达升高，起到

放大和增强炎症反应的作用[19-20]。实验结果显示，

在 LPS 诱导的急性炎症小鼠模型血清以及肝脏、脾

脏组织中 NO、iNOS 和 COX-2 表达水平明显增加，

经过不同浓度 VIEE 干预后上述炎性介质表达受到

抑制，有效减轻炎症损伤。 

IL-6 是白细胞介素家族成员之一，其表达水平

与机体炎症反应程度呈正相关，可直接反映机体的

炎症程度，故可将 IL-6 作为判断 VIEE 抗炎药效的

灵敏指标[21]。TNF-α 是炎症反应中最早响应的启动

因子，可直接参与炎症反应，另一方面，TNF-α 可

通过与细胞质死亡结构域 TNFR1 结合使 NF-κB 磷

酸化和降解，激活 NF-κB 信号通路[22]，充当许多炎

症反应的关键递质，诱导 IL-1β、IL-6 等细胞因子

释放[23]。ALT 和 AST 是评估肝功能状态的重要指

标，血清中 ALT 和 AST 含量是反映肝脏健康的

重要指标，二者水平通常反映肝细胞损伤及炎症

反应程度[24-25]。本研究发现，VIEE 能抑制 LPS 诱

导的急性炎症小鼠血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α、ALT

和 AST 水平的升高，降低肝脏、脾脏组织中 TNF-

α、IL-6、IL-1β、iNOS 和 COX-2 的 mRNA 水平的

表达，对模型小鼠病理损伤有一定改善作用。 

TLR4/MyD88/NF-κB 信 号 通 路 主 要 包 括

TLR4、MyD88 和 NF-κB 成员，是机体免疫及炎症

机制中的重要途径。LPS 是细菌外壁的组成成分，

当机体受到病原微生物侵袭时，TLR4 作为 LPS 的

主要识别信号受体，通过与髓样分化蛋白-2（MD-

2）的辅助识别与 TLR 结合形成 LPS-TLR4-MD-2

复合物[26-27]，复合物通过与 MyD88 衔接蛋白的羧

基端结合形成 TLR4/MyD88 复合体，向下传递信

号，活化下游NF-κB信号通路[28]。同时，基于MyD88

依赖途径激活 IKK（（IκB 激酶）复合体，激活 IKK，

促使 IκB 磷酸化，促进 NF-κB 核转位，NF-κB 入核

后其 p65 亚基与 DNA 序列 κB 位点结合进而启动

TNF-α、IL-1β、IL-6 等炎症因子的转录与表达[29-31]。

此外，Akt/NF-κB 通路在调控炎症反应中亦具有重

要作用[32]，NF-κB 受上游 Akt 的信号调控[33]，LPS

与 TLR4 结合后促使 PI3K 磷酸化，Akt 作为 PI3K

的主要下游效应分子，其磷酸化水平随之增加，活

化的 Akt 促进 NF-κB 的表达激活，诱导炎症因子

IL-1β、TNF-α 等表达，进一步放大促炎信号[34]。本

研究显示，模型组肝脏、脾脏组织中 TLR4、MyD88

蛋白表达水平上升，NF-κB p-p65 入核增加，血清

中 TNF-α、IL-6、IL-1β 含量均上升，提示 TLR4 通

路被激活。给予 VIEE 干预可降低 p-Akt、p-p65、

p-IκBα、TLR4、MyD88 蛋白指标表达，表明其发挥

抗炎作用的机制可能与抑制 TLR4/MyD88/NF-κB

和 Akt 信号通路有关。 

本 研 究 结 果 表 明 VIEE 可 能 通 过 下 调

TLR4/MyD88/NF-κB 和 Akt 信号通路，抑制促炎因

子的表达与释放，改善炎症病理组织损伤刺激，从

而发挥抗炎作用。本研究与前期体外结果一致，进

一步丰富了犁头草抗炎作用机制，然而犁头草发挥

抗炎作用的具体活性成分仍未确定，并且亦未通过

基因敲除等手段验证犁头草与 TLR4/MyD88/NF-

κB、Akt 信号通路的直接关系。故在后续的研究中，

应确定犁头草发挥抗炎作用的活性成分，明确犁头

草与 TLR4/MyD88/NF-κB、Akt 信号通路的联系，

为犁头草的抗炎作用提供更丰富的药理学证据。 
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