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硬紫草羟基萘醌提取物对炎症细胞因子表达的影响 

邹茜茜，宋巍薇，王美瑜，范华英，车  鑫，刘  珂* 
烟台大学药学院，山东 烟台  264005 

摘  要：目的  研究硬紫草羟基萘醌提取物对脂多糖（LPS）诱导的小鼠腹腔巨噬细胞 RAW264.7 细胞炎症因子的抑制作用

和对苯磺酸（TNBS）诱导的炎症性肠病（IBD）大鼠结肠组织中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）表达的影响。方法  对硬紫草羟

基萘醌提取物进行提取分离，采用 ELISA 法测定硬紫草羟基萘醌提取物对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞释放的 TNF-α和白细

胞介素-1β（IL-1β）的抑制作用；用 TNBS 法制备 IBD 大鼠模型，造模 24 h 后 ig 给药，连续给药 7 d，于末次给药 24 h 后

处死大鼠，采用免疫组织化学法检测大鼠结肠组织中 TNF-α的表达。结果  硬紫草羟基萘醌提取物对 LPS 诱导的 RAW264.7
细胞释放的 TNF-α 和 IL-1β 具有抑制作用；与模型组相比，硬紫草羟基萘醌提取物可降低 TNBS 诱导的 IBD 大鼠结肠组织

中 TNF-α 的表达。结论  硬紫草羟基萘醌提取物对 TNF-α 和 IL-1β 炎症因子具有不同程度的抑制作用，并可抑制 TNBS 诱

导的肠道炎症反应，这种抑制作用是通过降低 TNF-α的表达来实现的。 
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Effect of hydroxynaphthoquinone extract from Lithospermum erythrorhizon on 
inflammatory cytokines 
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Abstract: Objective  To study the effect of hydroxynaphthoquinone extract from Lithospermum enythrorhizon on the inflammatory 
cytokines in lipopolysaccharide (LPS)-induced peritoneal macrophage RAW264.7 cells of mice and on the expression of tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) in the TNBS-induced rat model of inflammatory bowel disease (IBD). Methods  The 
hydroxynaphthoquinone fraction was extracted from L. enythrorhizon. The inhibition of hydroxynaphthoquinone on the inflammatory 
cytokines was tested by ELISA method. The IBD rat model was induced with TNBS. After 24 h of the model induction, the rats were ig 
administered for 7 d, After 24 h of the last administration, all rats were killed and the expression of TNF-α in colon tissues was 
evaluated by immunohistochemistry. Results  The hydroxynaphthoquinone extract from L. enythrorhizon had the inhibition on TNF-α 
and interleukin-1β (IL-1β) in LPS-stimulated RAW264.7 cells. Compared with the model group, the expression level of TNF-αin the 
colon tissue of IBD rats induced by TNBS was significantly lower in hydroxynaphthoquinone extract groups. Conclusion  
Hydroxynaphthoquinone extract from L. enythrorhizon has the inhibition on TNF-α and IL-1β, which provides a support for the 
development of hydroxynaphthoquinone extract from L. enythrorhizon into a therapeutical agent. 
Key words: Lithospermum enythrorhizon Sieb. et Zucc.; hydroxynaphthoquinone extract; inflammatory bowel disease; tumor necrosis 
factor-α; interleukin-1β 
 

硬 紫 草 为 紫 草 科 多 年 生 草 本 植 物 紫 草

Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc. 的干燥

根，主要分布在我国东北地区[1],《中国药典》2000
年版曾有收载。研究表明硬紫草中主要化学成分包

括萘醌类、生物碱类、脂肪酸类和酸性多糖类等[2]。

紫草具有凉血、活血、解毒透疹的功效，用于血热

毒盛、斑疹紫黑、麻疹不透、疮疡、湿疹、水火烫

伤。现代药理学研究表明，紫草具有较好的抗菌、 
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抗肿瘤、抗病毒、抗炎、抗过敏、保肝降酶等作用，

是一种药用价值很高的植物[3]。国内外大量研究表

明萘醌衍生物为紫草科多种药用植物抗炎的主要

有效成分 [4-6]。炎症性肠病（ inflammatory bowel 
disease，IBD）是一种肠道内环境紊乱的慢性疾病，

其发病因素至今尚不明确，主要包括溃疡性结肠炎

（Ulcerative colitis，UC）和克隆恩氏病（Crohn’s 
disease，CD）。其典型症状主要包括腹泻、腹痛、

便血、溃疡等[7-8]。已经有报道称，肿瘤坏死因子-α
（TNF-α）在 IBD 病人的血清、粪便和肠组织被证

实存在[9-10]，TNF-α 被用来作为导致人类 IBD 腹泻

的一种调节因子[11-12]。经对苯磺酸（TNBS）诱导

后，TNF-α成为肠道炎症损伤和肠壁黏膜损伤的一

种重要的细胞因子[13]。IBD 的发病与 TNF-α的高水

平表达息息相关[14]。抑制 TNF-α的生物合成和信号

传导通路成为治疗 IBD 的新型靶点。但是很多生物

药都具有一定的副作用，增加了人们的感染率和复

发率，并且这些新生物制品的高价格也限制了其使

用[15-16]。近年来，天然药用植物由于其自身所具有

的高安全性越来越受到人们的关注，逐渐发展成为

了一种新型的治疗药物。有文献报道，紫草素作为

紫草羟基萘醌的一种活性成分被用于调节 TNF-α
的表达，抑制体内 TNF-α的逆转录[17]。因此，本实

验通过提取得到了硬紫草中的羟基萘醌提取物，并

研究硬紫草羟基萘醌提取物对TNBS诱导的 IBD大

鼠结肠组织中 TNF-α表达的影响，进一步探讨硬紫

草羟基萘醌类化合物治疗 IBD 的作用机制。 
1  材料 
1.1  仪器 

Agilent 1200 高效液相色谱仪，岛津 UV—2550
型紫外分光光度仪，旋转蒸发仪（上海禾汽玻璃仪

器有限公司），RM2255 型石蜡切片机（德国 Leica
公司），PL303 电子天平（梅特勒-托利多有限公司），

DHG—9140A 型电热恒温鼓风干燥箱（上海精密实

验设备有限公司），病理图像（IMAGE-PRO PLUS，
美国 Medical Cybentics 公司）。 
1.2  试药与试剂 

硬紫草由内蒙古药品检验所中药室赠送，经烟

台大学药学院生药室赵燕燕博士鉴定为紫草

Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc. 的干燥

根，标本存于烟台大学药学院。左旋紫草素对照品

（批号 110769-200405）、β, β′-二甲基丙烯酰阿卡宁

对照品（批号 11689-200503）均购于中国食品药品

检定研究院，薄层色谱硅胶和柱色谱硅胶（200～300
目）购自烟台市化学工业研究所；TNF-α、白细胞介

素-1β（IL-1β）ELISA 试剂盒购自南京建成生物工

程研究所；脂多糖（LPS）购自美国 Sigma 公司；

二甲基亚砜（DMSO）购自碧云天生物技术研究所；

RPMI 1640 培养基购自 GenMed Scientifics Inc.；
DAB 显色试剂盒购自索莱宝科技有限公司，兔超敏

二步法免疫组化检测试剂购自北京中杉金桥生物

技术有限公司。 
1.3  动物与细胞 

雄性 SD 大鼠，体质量（200±10）g，购自北

京大学医学部实验动物科学部，许可证号 SCXK
（京）2006～2008。小鼠巨噬细胞（RAW264.7）购

自中国科学院上海细胞库（ATCC，TIB-71）。 
2  方法 
2.1  硬紫草羟基萘醌提取物的提取分离 
2.1.1  提取工艺  取硬紫草 1 kg，粉碎，过 3 号筛，

用 95%乙醇冷浸提取，10 倍量提取 3 次，每次 1 h，
合并提取液，滤过，滤液于 50 ℃减压浓缩。将得

到的硬紫草浸膏用石油醚-醋酸乙酯（8∶1）进行柱

色谱洗脱，收集洗脱液，50 ℃减压浓缩，得到硬

紫草羟基萘醌提取物，采用 HPLC 方法进行测定。 
2.1.2  紫草羟基萘醌提取物总色素测定  采用紫

外-可见分光光度法在 516 nm 处测吸光度值，以左

旋紫草素的吸收系数为 242，计算硬紫草羟基萘醌

提取物中总色素的质量分数，结果为 82.1%。 
2.1.3  紫草羟基萘醌化合物定量测定  参考《中国

药典》2010年版方法[18]以乙腈-水-甲酸（700∶300∶
0.5）为流动相，UV 检测器，检测波长 518 nm；体

积流量 1.0 mL/min，色谱柱为 Phenomenex Luna C18

柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），柱温 35 ℃，进样

量 10 μL。以 β, β′-二甲基丙烯酰阿卡宁为对照品计

算各羟基萘醌化合物的质量分数。结果硬紫草羟基

萘醌提取物中含有异丁酰紫草素 25.7%、紫草素

1.0%、乙酰紫草素 33.2%、β, β′-二甲基丙烯酰紫草

素 3.5%、异戊酰紫草素 18.0%、β-羟基异戊酰紫草

素 14.7%。 
2.2  对LPS诱导的巨噬细胞TNF-α和 IL-1β的影响 

细胞株 RAW264.7 使用含 10%胎牛血清、10 
μg/mL 链霉素及 100 U/mL 青霉素的 RPMI 1640 培

养液，置于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养，隔日

传代，贴壁生长的 RAW264.7 细胞使用 0.25%胰蛋

白酶消化，待细胞处于生长期时进行实验。 
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取对数生长期的 RAW264.7 细胞，调整细胞密

度为 5×105/mL，将细胞悬液加入 96 孔培养板中

（200 μL/孔），放入 CO2培养箱中培养 1 h 后，加入

1 μg/mL 的 LPS 和质量浓度分别为 0.15、0.30、0.60、
1.20、2.40 μg/mL 的硬紫草羟基萘醌提取物（以

DMSO 溶解），将 96 孔培养板放入 CO2 培养箱中培

养 6 h，取细胞上清，用 TNF-α和 IL-1β ELISA 试

剂盒测定细胞上清液中 TNF-α和 IL-1β的水平。 
2.3  对 TNBS 诱导的 IBD 大鼠结肠组织中 TNF-α
表达的影响 
2.3.1  TNBS 诱导 IBD 大鼠模型制备  参考文献方

法[19-20]制备 IBD 大鼠模型，动物按体质量随机分为

5 组：对照组，模型组，硬紫草萘醌提取物低、中、

高剂量（2.5、5.0、10.0 mg/kg）组。造模前禁食 24 h，
记录体质量，戊巴比妥钠 30 mg/kg ip 麻醉。麻醉后，

大鼠头部朝下、肛门朝上倒置，用 16 号灌胃针缓

慢插入大鼠结肠部（深度为距肛门 8 cm 处），缓慢

注入灌肠液，推注耗时约 1 min。推注完毕后缓慢

抽出灌胃针，捏住大鼠肛门倒置 2 min 后，将大鼠

放归笼中，保持大鼠体位为头低臀高状态，于大鼠

肛门处放干净棉签，待自然清醒。对照组灌肠给予

生理盐水，其余各组灌肠给予 80 mg/kg TNBS-50%
乙醇溶液，灌肠体积 4 mL/kg。造模 24 h 后即出现

肉眼血便或黏液便，体质量也有不同程度的下降，

并伴有精神萎靡、蜷卧、少动、毛耸、进食减少等

症状，随机处死造模的 2 只大鼠，取结肠段观察其

病理改变，发现表现为黏膜充血、水肿、黏膜下层

有大量炎性细胞浸润，确定造模成功。造模 24 h 后

各组开始 ig 给药，连续给药 7 d。对照组和模型组

给予等体积的 CMC-Na。每日观察记录动物体质量、

体征和粪便情况。 
2.3.2  标本处理  大鼠于末次给药 24 h 后 ip 10%
水合氯醛麻醉，剖腹观察大鼠腹腔，观察结肠大体

形态改变及腹腔粘连等情况；取出肛门至盲肠末端

的整个结肠和直肠段，沿肠系膜剪开肠腔，用冰的

生理盐水冲洗掉肠内容物，将结肠分为 2 个部分：

一部分用 10%中性福尔马林固定，石蜡包埋，3 μm 
连续切片，HE 染色用作病理检测；剩余的部分称

质量后用锡箔纸包好于液氮中或−80 ℃冰箱中保

存备用。 
2.3.3  结肠组织中 TNF-α 表达的测定  采用免疫

组织化学法对 TNF-α 表达测定。DAB 显色后，以

细胞质出现棕黄色颗粒为阳性。利用 IMAGE-PRO 
PLUS 病理图像分析系统对阳性染色进行积分吸光

度测定。每例每个指标取 10 个高倍视野（×400），
通过病理图像分析系统处理，记录 TNF-α表达值。 
2.4  数据统计方法 

数据均以 ±x s 表示，采用 SPSS 17.0 统计软件

处理数据，组间比较行方差分析，S-N-K 方法统计。 
3  结果 
3.1  对LPS诱导的巨噬细胞TNF-α和 IL-1β的影响 

经 1 μg/mL LPS 刺激 6 h 后，RAW264.7 细胞均

释放大量的 TNF-α和 1L-1β，与对照组比较差异非

常显著（P＜0.01）。不同质量浓度的硬紫草羟基萘

醌提取物均可明显抑制 LPS 诱导的巨噬细胞释放

TNF-α 和 1L-1β，并呈现出良好的剂量关系，IC50

值分别为 0.67、0.85 μg/mL。见表 1。 
3.2  对 TNBS 诱导的 IBD 大鼠结肠组织中 TNF-α
表达的影响 

光镜下，在对照组结肠组织中，TNF-α在肠黏 

表 1  硬紫草羟基萘醌提取物对巨噬细胞 TNF-α和 1L-1β的抑制作用 ( ± = 3x s n, )  
Table 1  Inhibition of hydroxynaphthoquinone extract from L. enythrorhizon on TNF-α and 1L-1β  

in RAW264.7 cells ( ± = 3x s n, ) 

组别 ρ / (μg·mL−1) TNF-α / (pg·mL−1) TNF-α抑制率 / % 1L-1β / (pg·mL−1) 1L-1β抑制率 / %

对照 — 75.6± 0.5 — 13.1± 0.2 — 

LPS 1 1 362.1±99.8##
 — 815.6± 1.2###

 — 

1＋0.15 976.5±11.5 11.3 705.6±39.1 15.6 

1＋0.30 856.0±22.5 32.5 657.9±49.8 29.3 

1＋0.60 687.5±25.6 45.6 487.1±73.6** 45.6 

1＋1.20 452.3±35.6** 58.9 430.2±40.5** 63.9 

LPS＋硬紫草羟基萘醌 

提取物 

1＋2.40 312.4±18.5*** 95.6 256.3±35.6*** 85.6 

与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与 LPS 组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001 
##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs LPS group 
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膜上皮、大肠腺上皮呈现低表达或不表达，而在肌

层中表达呈阴性。在模型组结肠组织中，TNF-α在

肠黏膜上皮、肌层中呈现强烈的表达，在炎性细胞

也有强烈的表达。在硬紫草羟基萘醌提取物高、中、

低剂量组，TNF-α在肠黏膜上皮、肌层中的表达均

比模型组中的弱，可见不同程度的表达，其中低剂

量组中 TNF-α 中度表达，中、高剂量组中 TNF-α
中低度表达。见图 1 和表 2。 

    
对照                                   模型                       硬紫草羟基萘醌提取物 2.5 mg·kg−1 

   

硬紫草羟基萘醌提取物 5.0 mg·kg−1           硬紫草羟基萘醌提取物 10.0 mg·kg−1 

图 1  各组大鼠结肠组织中 TNF-α的免疫组织化学染色结果 
Fig. 1  Immunohistochemical staining of TNF-α in colon tissue of rats in each group 

表 2  硬紫草羟基萘醌提取物对 TNBS 诱导的 IBD 大鼠结

肠组织中 TNF-α表达的影响 ( ± = 10x s n, )  
Table 2  Effect of hydroxynaphthoquinone extract from L.  

       enythrorhizon on TNF-α expression in colon tissue 
of IBD rats induced by TNBS ( ± = 10x s n, ) 

组别 剂量 / (mg·kg−1) TNF-α 

对照 — 282.93±10.55*** 

模型 — 974.81± 4.06 

硬紫草羟基萘  2.5 733.83± 1.04*** 

醌提取物  5.0 657.91± 0.19*** 

 10.0 628.09± 2.67*** 

与模型组比较：***P＜0.001 
***P < 0.001 vs model group 

4  讨论 
本实验结果表明硬紫草羟基萘醌提取物对 LPS

诱导的小鼠巨噬细胞 RAW264.7 释放的 TNF-α 和

IL-β具有抑制作用，并呈现出良好的剂量关系。通

过光镜下观察TNBS诱导的 IBD大鼠结肠中TNF-α
的免疫组织化学染色图可以发现，与模型组相比，

给药组结肠组织中 TNF-α的表达明显降低，而且发

现硬紫草羟基萘醌提取物降低结肠组织 TNF-α 的

表达呈一定的剂量依赖性。实验结果显示硬紫草羟

基萘醌提取物能够降低结肠中 TNF-α 的表达，因

此，可初步说明硬紫草羟基萘醌提取物能够抑制

TNBS 诱导的肠道炎症反应，这种抑制作用是通过

降低 TNF-α的表达来实现的。 
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