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青心酮抑制脂多糖诱导的小鼠巨噬细胞凋亡的机制探讨

李 钢1，吴 萍”张代娟2，叶笃筠2，李锋3

(1．华中科技大学同济医学院附属梨园医院外科，湖北武汉430070；2．华中科技大学同济医学院病理生理学系

湖北武汉430030；3．华中科技大学同济医学院附属同济医院，湖北武汉430030)

摘要：目的 阐明青心酮对脂多糖(LPS)诱导的巨噬细胞凋亡抑制作用的可能机制。方法采用LPS刺激小鼠

RAW264．7巨噬细胞株为炎症模型．采用RT—PCR检测血红素氧合酶1(HO一1)mRNA，血红蛋白结合法测定一

氧化碳(co)的相对水平，流式细胞仪结合细胞形态学检测观察细胞凋亡。结果 1×10
5

mol／l。青心酮作用24

h，在增加细胞HO一1 tuRNA及CO水平的同时．可使LPS诱导的巨噬细胞凋亡率显著下降(P<o．01)；加入牛血红

蛋白清除CO后，青心酮对LPS所致细胞凋亡的抑制率由(63．2士3．8)％降低为(45，1士5．3)％，差异显著∽<

0．01)。结论青心酮可抑制LPS所致的小鼠RAW264 7巨噬细胞的凋亡，此作用部分由Ho一1／CO系统所介导。

美键词：青心酮；细胞凋亡}巨噬细胞{血红素氧合酶一1

中图分类号：R285．5 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2005)12—1835—04

Mechanism of inhibition of 3，4一dihydroxyacetophenone on LPS—induced apoptosis

of RAW264．7 macrophage jn mice

LI Gan91，WU Pin92，ZHANG Dai—juan 2，YE Du—yun2，LI Fen93

(1．Department of Surgery，Affiliated Liyuan Hospital of Tongji Medical College．Huazhong Science and Technology

University，Wuhan 430070，China{2．Department of Pathophyslology，Tongji Medical College·Huazhong

Science and Technology University，Wuhan 430030，China；3．Affiliated Tongji Hospital of Tongji

Medical College'Huazhong Science and Technology University·Wuhan 430030，China)

Abstract：Objective To investigate the potential mechanism Of inhibition of 3，4-dihydroxyace—

tophenone(DHAP)on the LPS—induced apoptosis of RAW264．7 macrophage．Methods RAW264．7

macrophage line in mice was induced by LPS to set up the inflammatory model．Heme oxygenase 1(HO一

1)mRNA was measured bv RT—PCR．The relative concentration of carbon monoxide(C0)was detected

in hemoglobin binding test．Apoptosis was studied by flow cytometric assay with cytomorphology．Results

Treated with 1×10
5
mol／L DHAP for 24 h，LPS—induced macrophage apoptosis was decreased(P<

0．01)，while the level of H0—1 mRNA and CO in cells was increasing．When C0 was eliminated with

bovine hemoglobin，the inhibitory rate of DHAP on LPS—induced apoptosis was decreased from(63．2士

3．8)％tO(45．1±5．3)％to showthe significant effect(P<0．01)．Conclusion DHAP couldinhibit LPS—

induced apoptosis of RAW264．7 macrophage in mice．This effect is partly mediated by HO—l／CO system．
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青心酮，又名3，4一二羟基苯乙酮(3，4-dihy—

droxyacetophenone，DHAP)，是从秃毛冬青Ilex

pubescens Hook．et Arn．var．gtaber Chang叶中提

取的有效成分口’2]。将青心酮用于妊娠高血压综合征

和胎儿宫内发育迟缓等疾患的治疗，临床已取得满

意疗效口]。青心酮调节血栓烷A2(TxA：)与前列腺

素I。(PGI。)的平衡，进而舒张血管、抑制血小板的

聚集曾视为其活血化瘀作用的重要机制之一n]。本

课题组最近证实青心酮能明显抑制经脂多糖

(LPS)活化的小鼠巨噬细胞的凋亡口]。基于近期发

现血红素氧合酶一1(HO一1)及一氧化碳(CO)能抑

制细胞凋亡口]，本研究以小鼠RAW264．7巨噬细胞

株为观察对象，研究青心酮抗细胞凋亡作用是否与

其调控HO一1／CO系统有关。

1材料与方法

1．1药品与试剂：青心酮(质量分数>99．8％)，北

京制药三厂产品。RT—PCR相关试剂(GibcoBrl)，

LPS、碘化丙啶(PI)、Hoechst 33258染色试剂盒、
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RNase(美国Sigma)，牛血红蛋白(凌飞科技公

司)，其他试剂均为国产分析纯。

1．2细胞培养及分组：小鼠RAw264．7巨噬细胞

株购自中国科学院上海细胞生物学研究所。以

DMEM完全培养基(含10％FBS、100 U／mL青霉

素、100 pg／mL链霉素)在37℃、5％CO。饱和湿度

下培养。细胞分为A组：空白对照；B组，500 ng／mL

LPS(经预实验证实该质量浓度为引起细胞凋亡而

不导致坏死的有效质量浓度)作用24 h；C组，500

ng／mL LPS及1×10。mol／L青心酮01共同作用

24 h；D组，500 ng／mL LPS作用6 h后，给予10

／*mol／L血红蛋白共同孵育18 h；E组，500 ng／mL

I．PS及1×10—5mol／L青心酮作用6 h后，给予10

#mol／L血红蛋白共同孵育18 h。

1．3 RT—PCR检测Ho—l mRNA：按试剂说明，用

Trizol提取细胞(A、B、C组)总RNA，利用紫外分

光光度计定量后，取同量总RNA，进行逆转录。PCR

产物由上海博亚生物工程技术有限公司合成。目的

基因 H0一l 上游引物 57一CACCAGCCA—

CACAGCACTAC一3’，下游引物5LCACCCACCC—

CTCAAAAGACA 3 7。内参照13-actin上游引物5，_

GTGGTGGTGAAGcTGTAGCCA 3’，下游引物

5’一GAGCACCCTGTGCTGCTCACCCTAGC 3’[引。

产物大小分别为460和310 bp。每个反应体系为

10×PCR缓冲液2．5 ptL，25 mmol／L MgCl2 2”L，5

／』mol／L上游引物1 pL，5 gmol下游引物1 IxL，1 u

TaqDNA聚合酶，H。o 15弘L，cDNA 3 pL。扩增条

件：94℃预变性5 min，94℃变性1 min，56℃退

火1 min，72℃延伸1 min，最后一次延伸10 min；

目的基因扩增32个循环，内参扩增25个循环。扩

增产物用含EB的1．6％琼脂糖凝胶电泳，在紫外

灯下观察照相。经图像分析系统软件(ID软件)处

理，以H0—1与内参口一actin的平均吸光度比值进行

半定量分析。

1．4 CO水平测定：按试剂说明书，采用血红蛋白

结合法测定巨噬细胞株(A、B、C组)中CO，分别

测定420 nm和432 nm两种波长的吸光度值，按比

尔定率建立综合方程式，计算cO相对水平。

1．5细胞凋亡率测定：收集各组细胞，80％冰乙醇

固定后将细胞数调至1×10s／mL，加入0．33 pg／

mL PI及100／*g／mL RNase混合液，室温避光染色

30 min。流式细胞仪测定。

1．6细胞形态学观察：按Hoechst 33258染色试剂

盒说明，将待观察的细胞制成爬片，经不同条件处理

后弃去培养基，用PBS洗2遍，于室温下用固定液

固定5 min，2．5 mg／mL Hoechst 33258染色5

min，洗片后封片，荧光显微镜下观察。

1．7统计分析：实验数据均以7+s表示，用t检验

分析组间差异。

2结果

2．1青心酮对巨噬细胞株HO一1 mRNA及CO水

平的影响：由图1可见，空白对照细胞几乎不表达

HO一1 mRNA，经500 ng／mL LPS刺激后，其表达

明显增加；同时CO的水平亦明显高于空白对照组

(P<0．01)；C组细胞同时加入LPS与1×10。5

mol／L青心酮后，与B组(单用LPS)相比，HO一1

mRNA及cO的水平进一步升高，CO的增高差异

显著(P<0．01)。
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图1青心酮对RAW264．7巨噬细胞株HO一1

及CO水平的影响(H一8)

Fig．1 Effect of DHAP oⅡlevel of HO一1 and CO

In RAW264．7 maerophages line“一8)

2．2流式细胞术测定结果：见图2。A组正常细胞

凋亡率为(1．19土0．4)％，500 ng／mL LPS刺激后，

B组细胞凋亡率为(15．2士1．5)％，较空白对照组

有显著性增高(P<CO．01)。C组细胞同时加入500

ng／mL LPs和1×10_5mol／L青心酮后，凋亡率降

为(5．6士1．2)％，较单用I。PS组明显降低(P<

0．01)，青心酮对凋亡的抑制率为(63．2土3．8)％。

加入CO的清除剂血红蛋白，LPS诱导凋亡的作用

则被进一步增强，D组细胞凋亡率为(18．5土

1．8)％，与B组比较有显著增高(P<0．05)，相反，

在LPS与青心酮共同作用的E组，加入血红蛋白

后，青心酮对凋亡的抑制作用则被减弱，细胞凋亡率

为(10．2士1．5)％，与c组比较有显著增高(尸<

0．01)，此时青心酮对凋亡的抑制率为(45．1±

5．3)％，与未加血红蛋白前的抑制率相比显著降低

(P<0．01)。

2．3细胞形态学分析结果：A组巨噬细胞荧光染色

后，核黄绿色，呈均匀弥散状；其余各组均可见凋亡
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图2青心酮对RAW264．7巨噬细胞株凋亡率

的影聃“±，，月一5)

Fig 2 Effects of DHAP on apoptosis rate of RAW264．7

macrophage line(；土s，H一5)

的巨噬细胞，表现为核浓缩、靠边、核碎裂及凋亡小

体的形成。随机选取视野计数300个细胞，各组凋

亡细胞数所占比率分别是A组(2．16土0．6)％，B

组(17．9士1．8)％，C组(7．7土1．3)％，D组(20．5土

0．9)％，E组(11．2土1．1)％。C组与单用LPS的B

组相比有显著降低(P<o．01)，D组、E组与未加血红

蛋白的B组、c组相比，凋亡率明显增高(JP<o．01)。

3讨论

巨噬细胞在炎症的启动过程中起着非常关键的

作用，它通过激活机体的免疫系统，释放细胞因子、

具有生物活性的脂类介质及活性氧等参与炎症反

应o]。目前，抗炎的主要策略仍以抑制炎症的启动和

促炎因子生成为主“⋯。但临床和实验室的大量相关

资料提示：有效调动机体自身抗炎力量，促进炎症的

消退不失为一种有效抗炎手段。如适度地促进炎性

细胞的凋亡可加速急性炎症的缓解口“”]。反之，细

胞凋亡反应的不足则可导致急性炎症向慢性炎症的

转化o⋯。抗炎药物特别是抗炎中药是否通过调节细

胞凋亡进而发挥其抗炎作用尚无文献报道。

本实验发现，经LPS活化的巨噬细胞，细胞凋

亡增加的同时，HO一1和CO水平明显高于空白对

照组；在LPS活化的细胞中加入青心酮后，HO一1

和CO的水平进一步增加，而细胞凋亡率反而明显

降低；当用牛血红蛋白清除细胞中的cO后，青心酮

对LPS诱导的凋亡的抑制作用则明显减弱。由此可

见，对LPS活化的巨噬细胞，青心酮能抑制其凋亡

的发生，同时增加细胞中HO一1和CO的水平，当

CO被清除后，青心酮抑制凋亡的作用则被部分阻

断。因此，推测青心酮对LPS所致的小鼠巨噬细胞

的凋亡的抑制作用部分由HO一1／co系统所介导，

其确切机制有待深入研究。

HO是催化血红素降解的限速酶，从而生成胆

绿素、游离铁和一氧化碳，以往的研究表明，它们不

仅能清除机体的活性氧；HO一1还能抑制多种促炎

介质的产生，促进多种抗炎介质的表达，并且拮抗一

些炎症介质的细胞毒效应““。近来，越来越多的资

料提示，HO一1／co在调节细胞的增殖与凋亡中亦

起到关键的作用，如Poss等发现HO一1基因缺失的

小鼠身长和体重明显低于对照的野生鼠_”]，而

HO一1的过度表达则会抑制内皮细胞的凋亡o“。

HO一1／C0抑制凋亡的机制目前仍不十分清楚，但

有证据表明这一作用可能与其能清除细胞的活性

氧，增加丝裂原激活的蛋白激酶，抑制促凋亡的蛋白

p53的表达，阻止线粒体释放细胞色素C等因素有

关口j。而笔者还发现青心酮能降低巨噬细胞中肿瘤

坏死因子一n(TNF—a)”]，这似乎提示青心酮增加

I．Ps激活的巨噬细胞HO—l／co的表达，抑制炎症

因子及活性氧的释放，使细胞的炎症过程得以部分

缓解，正是导致细胞凋亡减弱的原因之一。

本研究首次证明了青心酮抑制LPS激活的巨

噬细胞凋亡系由促进HO一1／co表达所致。青心酮

抗炎作用机制的这一新发现不仅为青心酮等抗炎中

药的药理作用机制研究开辟了新途径，同时也为临

床抗炎策略的制定提供了重要线索。
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沙苑子黄酮对CCI。及D一氨基半乳糖致急性肝损伤的保护作用

刘春宇1，顾振纶1，韩蓉1，朱路佳1，周文轩2，郭次仪2

(1．苏州大学医学院药理教研室，苏州中药研究所，江苏苏州215007；2．香港保健协会，香港)

摘要：目的探讨沙苑子黄酮(FAc)对肝损伤的保护作用。方法采用0．1％CCI。(10mL／kg)、D-氨基半乳糖

(D Gal，700 mg／kg)分别ip造成小鼠急性肝损伤模型．并lg不同剂量的FAC，测定血清谷丙转氨酶(ALT)、谷

草转氨酶(AST)活性，观察肝组织病理改变；用CCIt损伤原代培养大鼠肝细胞，测定细胞培养液ALT、AST活

性，MTT法测定肝细胞增殖活性。结果FAC能显著降低小鼠CCI；和D—Gal损伤原代培养大鼠肝细胞模型ALT

和AST活性(P<0．01)，病理学观察显示．FAC明显减轻肝组织损伤程度(P<o．01)。FAC显著提高肝细胞活

性，促进肝细胞增殖。结论FAC具有显著的保肝作用。
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Protection of flavonoids from Astragalus complanatus seed on acute liver injury
induced by carbon tetrachloride and D—galactosamine
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沙苑子系豆科植物扁茎黄芪Astragalus COin-

planatus R．Br．ex Bunge的种子，是补益肝肾的传

统中药，主要含有黄酮类、三萜苷类、有机酸、氨基

酸、多肽、蛋白质、鞣质、甾醇、微量元素等“]。前期实

验结果表明沙苑子醇提取物具有明显的保肝作

用o]，为了进一步研究沙苑子保肝有效成分，本课题

组从醇提取物中分离出黄酮成分，采用CCl。、D一氨

基半乳糖(D—Gal)致小鼠急性肝损伤模型和CCI。

损伤原代培养大鼠肝细胞模型，观察沙苑子黄酮

(FACS)的保肝作用。

1材料

1．1药物：沙苑子黄酮(FACS，含黄酮70％)自

制，临用时用生理盐水溶解。联苯双酯片(江苏鹏鹞

药业有限公司)，临用时碾成细粉加生理盐水制成混

悬液。

1．2试剂：CCI。分析纯(南京化学试剂厂)，以橄榄

油稀释成0．1％溶液；D Gal(Sigma公司)，临用前

蒸馏水溶解稀释成70 mg／ml。溶液；四甲基偶氯唑

盐(MTT，Amerso分装)；谷丙转氨酶(ALT)、谷

草转氨酶(AST)测定试剂盒(上海科欣生物技术

研究所)。

1．3动物：昆明种小鼠，雄性，SPF级，18～24 g；

Wistar大鼠，雄性，250～300 g，均由苏州大学实验

动物中心提供。
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