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粉防己碱对脂多糖诱导下 RAW264.7 细胞炎症模型细胞因子的作用 
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摘  要：目的  观察粉防己碱（tetrandrine，Tet）对脂多糖（LPS）诱导 RAW264.7 细胞炎症模型促炎细胞因子和抗炎细胞

因子的影响。方法  LPS（1 μg/mL）刺激生长良好的 RAW264.7 细胞，建立细胞炎症模型。四甲基偶氮唑盐（MTT）法检

测不同浓度 Tet 对 RAW264.7 细胞增殖的影响，激光共聚焦显微镜观察 Tet 对细胞核因子-κB（NF-κB）核转运的作用，酶联

免疫吸附试验（ELISA）检测细胞上清中白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-10（IL-10）的变化。

结果  当 Tet 浓度＜1 μmol/L 时，单独或与 1 μg/mL LPS 共培养，均对 RAW264.7 细胞生长无影响；而当 Tet 浓度＞10 μmol/L
时，单独或与 LPS 共培养均表现出明显的细胞生长抑制效应；Tet 可使 IL-6、TNF-α的释放受到抑制，相反可促进 IL-10 的

表达。激光共聚焦显微镜观察 Tet 大剂量组细胞核红染的阳性细胞显著减少，以阴性细胞（红染 p65 亚基主要集中在胞浆部

位，使胞浆染色较深，胞核染色较浅，整个细胞成空泡状）为主。结论  Tet 可以抑制 LPS 所致的 RAW264.7 细胞炎症反应，

其抗炎作用与抑制 NF-κB 活化，进一步减少炎性细胞因子 IL-6、TNF-α的产生，并促进抗炎细胞因子 IL-10 的表达等有关。 
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Effect of tetrandrine on cytokines in LPS-stimulated RAW264.7 cell  
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Abstract: Objective To investigate the effects of tetrandrine (Tet) on expressions of proinflammatory and anti-inflammatory 
cytokine in lipopolysaccharide(LPS)-stimulated RAW264.7 cells. Methods RAW 264.7 cells were cultured in media containing 1 
μg/mL LPS and different doses of Tet. The proliferation of cells was examined by MTT assay, and nuclear translocation of NF-κB 
was detected and analyzed by the laser scanning confocal microscope (LSCM), and the levels of IL-6, TNF-α , and IL-10 were tested 
by ELISA. Results Compared with the control group, Tet had no influence on the proliferation of RAW264.7 cells no matter with 
LPS or not when its concentration lower than 1 μmol/L; But when its concentration higher than 10 μmol/L, Tet significantly inhibited 
the growth of the cells whether LPS existed or not. Meanwhile, Tet significantly decreased the levels of IL-6, and TNF-α induced by 
LPS, and upregulated IL-10 in supernatant. At the mean time, results from LSCM showed that in Tet 1 μmol/L group, positive cells 
(dyeing-red p65 of NF-κB was translocated into nucleuses and made the nuclueses red) decreased siglificantly, while negative cells 
(dyeing-red p65 of NF-κB was collectted in endochylema and nucleuses became vacant) were predominantly founded. Conclusion 
Tet has anti-inflammatory effect, which might be mediated by downregulating inflammatory factors IL-6, TNF-α through NF-κB 
signal pathway as well as increasing levels of anti-inflammatory factor IL-10. 
Key words: tetrandrine (Tet); lipopolysacchride (LPS); RAW264.7 cells; IL-10; TNF-α; NF-κB 
 

近年来大量广谱、高效抗生素的应用为临床治

疗感染性疾病提供了有力的措施，但由于内毒素与

机体相互作用引起全身失控性炎症反应往往难以控

制。抗生素虽然能抑制和杀灭细菌，却不能拮抗内

毒素，而且可能在杀灭细菌的同时引起内毒素释放[1]。

此外，某些抗生素如头孢菌素类还能抑制抗炎细胞 
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因子白细胞介素-10（IL-10）的表达，从而进一步

加重炎症反应[2]。因此，研究脂多糖（lipopolysacchride，
LPS）所致炎症过程中药物的抗炎机制，寻求有效

的抗内毒素药物成为基础医学和临床医学领域的重

要任务之一。粉防己碱（tetrandrine，Tet）是从中

药防己科植物粉防己中提取的主要生物碱，为传统

抗风湿药。目前虽然有一些其抗炎作用相关文献报

道，但机制仍然不清楚。本实验通过 LPS 刺激

RAW264.7 巨噬细胞建立细胞炎症模型，观察 Tet
的抗炎作用。 
1  材料和方法 
1.1  材料 

小鼠巨噬细胞 RAW264.7 巨噬细胞株由第三军

医大学药理教研室周虹教授惠赠。Tet（质量分数＞

98%）购自浙江金华制药厂，LPS 购自 Sigma 公司，

核因子-κB（NF-κB）检测试剂盒购自碧云天生物技

术研究所；IL-6、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、IL-10 
ELISA 检测试剂盒购自 Cayman 公司。严格遵循无

热原原则，玻璃器材经 250 ℃高温烘烤 1.5～3 h，
塑料器材采用辐照去热原，各种溶液配制均使用超

纯水，以避免内毒素污染。 
1.2  方法 
1.2.1  RAW264.7细胞的培养及传代  小鼠RAW246.7
巨噬细胞加入含 10%胎牛血清、100 U/mL 青霉素和

链霉素的RMPI 1640培养基，置于含 5% CO2、37 ℃
培养箱中培养。细胞生长至 70%～80%融合后进行

传代，1～2 d 换液 1 次，4～6 d 传代 1 次。 
1.2.2  Tet 药液配制  精确称 Tet 6.23 mg，少量 0.01 
mol/L HCl 充分溶解后，0.01 mol/L NaOH 滴定至 pH 
5.5，加入无血清培养基至 10 mL，配制成 0.01 mol/L
药液，针式滤器（0.22 μm 微孔滤膜）滤过除菌，4 ℃
保存备用。 
1.2.3  MTT 法检测 Tet 对细胞生长的影响  调整细

胞浓度至 5×104/mL，接种于 96 孔细胞培养板内，

每孔加 100～200 μL 培养液，置于含 5%CO2 和 95%
空气的 37 ℃增湿孵箱中培养 2～3 h，细胞贴壁后，

分别加入 Tet 0、0.01、0.1、1、10、100 μmol/L，同

时均设加入或不加入 LPS（1 μg/mL）两种对照。溶

剂对照组均不加入 Tet 及 LPS，但加入 0.1%的二甲

基亚砜（DMSO）。每组 8 个复孔。继续培养 24 h
后，每孔加入终质量浓度 0.5 mg/mL 的 MTT，置孵

箱中继续培养 4 h，500×g 离心 10 min，弃上清，

每孔加入 DMSO 100 μL 水平震荡 10 min，酶标仪

570 nm 检测吸光度。 
1.2.4  Tet 对促炎细胞因子 IL-6、IL-10、TNF-α 的

影响  根据 MTT 检测结果，实验分为 5 组，分别

为空白对照组，LPS 模型组和 Tet 低、中、高剂量

（0.01、0.1、1 μmol/L）组。将 RAW264.7 细胞悬液

调整浓度为 1×106/mL，加入 6 孔板内，每孔 1 mL，
每组 6 个复孔，置 37 ℃、5%CO2孵箱培养。各组

处理方法：①空白对照组，完全无血清培养基培养；

②LPS模型组，培养基中加入终质量浓度为 1 μg/mL 
LPS 培养；③Tet 低、中高剂量组，培养基中分别加

入终质量浓度为 1 μg/mL LPS 和 0.01、0.1、1 μmol/L 
Tet 共培养。培养 12 h 后检测 IL-6、TNF-α，培养

24 h 后检测 IL-10。均取上清液采用 ELISA 法，按

试剂盒说明操作。 
1.2.5  激光共聚焦显微镜检测 NF-κB 的活化  将
去热原处理后的盖玻片置于清洁无菌 6 孔板中，然

后取生长良好 RAW264.7 细胞，用 0.25%胰酶消化

后，调整细胞浓度至 0.5×104～1×104/mL，接种于

该 6 孔板中培养，待细胞贴壁 30%～40%即可按分

组方法给予药物干预，2 h 后按照 NF-κB 检测试剂

盒说明书步骤操作处理细胞，激光共聚焦显微镜下

观察 NF-κB 的主要亚基 p65 的激活情况。 
1.2.6  统计学处理  实验数据以 x ±s 表示，应用

SPSS12.0 软件进行统计学分析。组内比较采用单因

素方差分析，组间比较采用 t 检验。 
2  结果 
2.1  Tet 对细胞生长的影响 

当 Tet 浓度＜1 μmol/L 时，无论单独或与 1 
μg/mL LPS 共培养，均对 RAW264.7 细胞生长无影

响；而当 Tet 浓度＞10 μmol/L 时，则无论单独或与

LPS 共培养均表现出明显的细胞生长抑制效应，表

明高浓度的 Tet 具有一定的抑制细胞生长作用。结

果见表 1。为了避免该作用引发的系统误差，在接

下来的实验中选择 Tet 浓度为 0.01、0.1、1 μmol/L 3
个浓度梯度进行。  
2.2  Tet 对 IL-6、IL-10、TNF-α分泌的影响 

空白对照组中 RAW264.7 细胞上清液 IL-6、
TNF-α水平较低，给予 1 μg/mL LPS 刺激 12 h 后，

IL-6、TNF-α 水平均显著增加；而在有 Tet 药物存

在时，IL-6、TNF-α 的释放则受到明显抑制，并呈

现一定的剂量依赖性关系。相反，在空白对照组中

IL-10 表达量较低，在给予 LPS 刺激 24 h 后表达增

加，而在 Tet 存在的情况下，其表达反而更加明显，  
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表 1  Tet 对 RAW264.7 细胞生长的影响 ( 8=± n , sx ) 
Table 1  Effect of Tet on growth of RAW264.7 cell  

( 8=± n , sx ) 

组  别 剂量/(μmol·L−1) 吸光度 

对照 – 0.57±0.06 

Tet 0.01 0.57±0.05 
 0.10 0.56±0.04 
 1.00 0.55±0.03 
 10.00 0.08±0.02**

 100.00  0.07±0.01**

Tet＋LPS 0.00＋1 μg·mL−1 0.54±0.03 
 0.01＋1 μg·mL−1 0.57±0.04 
 0.10＋1 μg·mL−1 0.57±0.05 
 1.00＋1 μg·mL−1 0.56±0.05 
 10.00＋1 μg·mL−1  0.08±0.03**

 100.00＋1 μg·mL−1  0.06±0.02**

与对照组比较：**P<0.01 
**P<0.01 vs control group 

也存在一定剂量关系（表 2）。 
2.3  Tet 对 NF-κB p65 亚基核转位的影响 

如图 1 所示，染成蓝色的是细胞核（第 1 张图），

染成红色的为 p65（第 2 张图），各组第 3 张图片均

为前两张重合的结果。空白对照组，几乎所有细胞

为阴性细胞（红染 p65 亚基主要集中在胞浆部位，

使胞浆染色较深，胞核染色较浅，整个细胞成空泡

状）；模型组，可见大量阳性细胞（红染 p65 亚基主

要集中在胞核部位，胞核红染明显，胞浆相对较浅）；

Tet 小剂量组，阳性细胞略少于模型组；Tet 中剂量

组，阳性细胞明显少于模型组；Tet 大剂量组，阳

性细胞更加显著减少，以阴性细胞为主。 

3  讨论 

内毒素所致炎症反应是复杂的病理生理过程多

细胞因子通过调节促炎和抗炎系统之间的平衡而参

与炎症发生、发展过程。IL-6、TNF-α 是最重要促

炎细胞因子，其中 IL-6 可促进 B 细胞分化，活化丝 

表 2  Tet 对 RAW264.7 细胞 IL-6、IL-10、TNF-α分泌的影响 ( 6=± n , sx ) 
Table 2  Effect of Tet on secrection of IL-6, IL-10, and TNF-α in LPS-treated RAW264.7 cells ( 6=± n , sx ) 

组别  剂量/(μmol·L−1) IL-6/(ng·mL−1） TNF-α/(pg·mL−1) IL-10/(pg·mL−1) 

空白 – 6.36±3.07 256.40± 41.77 30.58±3.75 

模型 1 μg·mL−1 29.26±3.63## 2 014.46±130.57## 79.56±4.70## 

Tet 0.01 21.59±3.80 1 851.75±199.51 83.60±4.52 

 0.10 17.17±3.73* 1 416.68±267.23* 96.53±4.83** 

 1.00 9.45±1.45** 468.80±113.18** 116.13±6.06** 
与模型组比较：*P<0.05  **P<0.01；与空白对照组比较：##P<0.01 
*P<0.05  **P<0.01 vs model group；##P<0.01 vs blank control group 

     
                  空白对照                                            模型 

      
                 Tet 0.01 μmol·L−1                                                      Tet 0.10 μmol·L−1 

  
Tet 1.00 μmol·L−1 

图 1  激光共聚焦显微镜下观察 Tet 对 RAW264.7 细胞 NF-κB p65 亚基核转位的影响 
Fig. 1  Effect of Tet on NF-κB p65 translocation in RAW264.7 cells observed under LSCM 
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裂原活化蛋白激酶（ mitogen-activated protein 
kinases，MAPK），激活信号转导子和转录激活子

（signal transducer and activator of transcription，STAT）
而加重炎症反应过程[3-4]；TNF-α则可使黏附的中性

粒细胞产生呼吸爆发，并同时促进其他多种促炎细

胞因子包括 IL-6 的表达；它们在 LPS 的致病过程中

相互促进。本实验中采用 LPS（1 µg/mL）刺激小鼠

RAW264.7 巨噬细胞成功建立炎症细胞模型，首先

观察 Tet 对 IL-6、TNF-α 作用，结果发现，在 LPS
作用早期（12 h），Tet 剂量依赖性抑制 RAW264.7
细胞炎性细胞因子 IL-6、TNF-α的释放。由此，推

测 Tet 抗炎效应与抑制炎性细胞因子产生有关。 
IL-6 和 TNF-α 都是转录因子 NF-κB 参与调控

的细胞因子。LPS 与 TLR4 结合引起 NF-κB 激活，

NF-κB 参与多种炎性细胞因子的转录，在炎症反应

的复杂细胞因子网络中可能是一个中心环节[5]。哺

乳动物 NF-κB 有 5 个成员：p65(RelA)、RelB、C-Rel、
p50/p105（NF-κB1）、p52/p100（NF-κB2）。常见的

形式是由 p50 和 p65 组成的异源二聚体，静息条件

下，p50/p65 与 IκB 形成不具有活性的三聚体复合

物，在 LPS 等外界刺激下，IκB 被磷酸化，释放出

有活性的 p50/p65 二聚体，二聚体进入细胞核从而

调节特异基因的转录。大量研究资料表明，p65 是

NF-κB 的转录活性形式[5]。因此本实验通过检测 p65
核转位来间接评价 NF-κB 的激活。结果发现，Tet
各剂量组则不同程度抑制 p65 亚基核转位，提示 Tet
抗炎效应可能通过抑制 NF-κB 转录活性，从而抑制

促炎细胞因子表达而发挥作用。 
炎症的产生是促炎和抗炎两方面失衡的结果。

既然 Tet 能够抑制促炎细胞因子的释放，那么其对

抗炎细胞因子是否也有作用呢？IL-10 是公认的抗

炎细胞因子，可在一定程度上抑制 LPS 的炎症反应

程度。在感染性疾病恢复阶段，其浓度往往比正常

机体内高。研究表明它可下调巨噬细胞的激活，阻

断包括 TNF-α、IL-6 等在内的细胞因子的合成，也

能间接抑制免疫细胞的活性，目前已认为其是一个

重要的抗内毒素致炎过程的作用靶点，对败血症患

者具有保护意义[6]。因此，本实验还观察了 Tet 对

抗炎因子 IL-10 的影响，结果发现 Tet 在抑制促炎

细胞因子的同时，还明显促进 IL-10 的表达。 
上述实验结果表明，Tet 对炎症过程促炎和抗

炎系统之间的平衡起重要的调节作用，既可以抑制

炎性细胞因子的表达，同时又促进抗炎因子的产生

而发挥有效抗炎作用。其对促炎细胞因子的抑制和

抗炎细胞因子的诱导作用为进一步研究粉防己碱抗

LPS 机制打下良好基础，也为 Tet 进一步开发应用

提供了理论依据。 
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