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  [摘要] 目的 探讨荷包牡丹碱在调节脂多糖(LPS)诱导的巨噬细胞RAW264.7炎症应答中的作用及其

潜在机制。方法 培养RAW264.7巨噬细胞,采用不同浓度(250、500、1
 

000
 

μmol/L)荷包牡丹碱预处理细胞,
LPS刺激细胞建立炎症应答模型(模型组),同时建立对照组(细胞不做任何 处 理);采 用 四 甲 基 偶 氮 唑 蓝

(MTT)实验评估荷包牡丹碱对细胞的毒性效应,Gariess法检测细胞培养上清液中的一氧化氮(NO)水平,荧光

显微技术观测细胞内部的活性氧(ROS)积累及细胞凋亡情况;最后,采用qPCR分析细胞中炎症因子 mRNA
表达水平变化,包括IL-1β、IL-6、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)。结果 MTT实验结

果表明,当荷包牡丹碱的浓度保持在
 

1
 

000
 

μmol/L以下时,其对细胞未展现出毒性效应。Gariess法及荧光显

微技术结果显示,与对照组比较,模型组 NO及ROS水平明显升高(P<0.05);与模型组比较,250、500及

1
 

000
 

μmol/L荷包牡丹碱组NO及ROS水平明显降低(P<0.05)。qPCR分析结果表明,与对照组比较,模型

组IL-1β、IL-6、iNOS、TNF-α
 

mRNA表达水平明显升高(P<0.05);与模型组比较,250、500及1
 

000
 

μmol/L
荷包牡丹碱组IL-1β、IL-6、iNOS、TNF-α

 

mRNA表达水平明显降低(P<0.05)。结论 荷包牡丹碱可调节巨

噬细胞凋亡,从而有效遏制由LPS刺激所激发的巨噬细胞炎症反应。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

Dicentrine
 

in
 

regulating
 

lipopolysaccharide
 

(LPS)-induced
 

inflammatory
 

responses
 

in
 

RAW264.7
 

macrophages
 

and
 

its
 

underlying
 

mechanisms.Methods RAW264.7
 

macropha-
ges

 

were
 

cultured
 

and
 

pretreated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

Dicentrine
 

(250,500,1
 

000
 

μmol/L).An
 

inflam-
matory

 

response
 

model
 

was
 

established
 

using
 

LPS
 

stimulation
 

(model
 

group),with
 

a
 

control
 

group
 

receiving
 

no
 

treatment.Cytotoxicity
 

of
 

Dicentrine
 

was
 

evaluated
 

by
 

MTT
 

assay.Nitric
 

oxide
 

(NO)
 

levels
 

in
 

cell
 

culture
 

supernatants
 

were
 

measured
 

using
 

the
 

Griess
 

method.Fluorescence
 

microscopy
 

was
 

employed
 

to
 

observe
 

in-
tracellular

 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

accumulation
 

and
 

apoptosis.Finally,mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

in-
flammatory

 

cytokines
 

including
 

IL-1β,IL-6,inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase
 

(iNOS),and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-
α

 

(TNF-α)
 

were
 

analyzed
 

by
 

qPCR.Results MTT
 

assay
 

results
 

indicated
 

that
 

Dicentrine
 

exhibited
 

no
 

cyto-
toxic

 

effects
 

at
 

concentrations
 

below
 

1
 

000
 

μmol/L.Griess
 

method
 

and
 

fluorescence
 

microscopy
 

showed
 

signif-
icantly

 

elevated
 

NO
 

and
 

ROS
 

levels
 

in
 

the
 

model
 

group
 

compared
 

to
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

250,500,and
 

1
 

000
 

μmol/L
 

Dicentrine
 

groups
 

demonstrated
 

significantly
 

reduced
 

NO
 

and
 

ROS
 

levels
 

(P<0.05).qPCR
 

analysis
 

revealed
 

significantly
 

increased
 

mRNA
 

expression
 

of
 

IL-1β,IL-
6,iNOS,and

 

TNF-α
 

in
 

the
 

model
 

group
 

versus
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

250,500,and
 

1
 

000
 

μmol/L
 

Dicentrine
 

groups
 

showed
 

significantly
 

decreased
 

mRNA
 

expression
 

of
 

8352 重庆医学2025年11月第54卷第11期



IL-1β,IL-6,iNOS,and
 

TNF-α
 

(P<0.05).Conclusion Dicentrine
 

regulates
 

macrophage
 

apoptosis,thereby
 

ef-
fectively

 

inhibiting
 

LPS-induced
 

inflammatory
 

responses
 

in
 

macrophages.
[Key

 

words] Dicentrine;RAW264.7
 

macrophage
 

cells;apoptosis;inflammation;sepsis

  作为感染性疾病领域的重要临床综合征,脓毒症

因宿主免疫应答失衡引发多器官功能障碍[1],现已成

为全球公共卫生领域的重大挑战[2]。流行病学统计

表明,该病年发病人数约5
 

000万例,总体病死率超过

20%。2017年全球死亡病例约1
 

100万例,且其发病

率仍保持持续增长态势[3]。中国重症医学研究数据

显示,ICU收治的脓毒症患者90
 

d全因死亡率达35.
5%,若合并多器官功能衰竭,该数值将明显上升至

52.3%,充分揭示其临床预后的高危性[4]。由于现有

治疗手段仍缺乏特异性靶向药物,创新性治疗方案的

研发已成为改善脓毒症转归的核心研究方向。
脓毒症发生过程中,系统性炎症反应持续存在可

引发免疫稳态失调,进而诱发多器官损伤伴随功能异

常[5]。其关键效应细胞巨噬细胞在炎症级联反应中

具有双向调节作用:既能触发初始炎症信号,又受负

反馈机制调控,其功能失衡是炎症失控的重要病理基

础[6]。病原体相关分子模式(如内毒素)可诱导巨噬

细胞过度活化,大量分泌促炎介质,包括肿瘤坏死因

子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、IL-1β、IL-6及

诱导 型 一 氧 化 氮 合 酶(inducible
 

nitric
 

oxide
 

syn-
thase,iNOS)等,造成炎症介质网络失衡并形成级联

放大效应,最终发展为全身性炎症风暴[7]。值得注意

的是,过度激活的炎症微环境会通过触发免疫细胞程

序性死亡机制,加剧脓毒症后期的免疫抑制状态[8-9]。
基础研究证实,通过调控巨噬细胞炎症表型并维持其

存活率,可有效减轻脓毒症相关器官病理损伤,明显

改善实验动物的预后结局[10-11]。
荷包牡丹碱类属于异喹啉类生物碱,主要从荷包

牡丹中提取,具有镇痛、镇静、抗癌、调控细胞周期、减
轻肠道平滑肌解痉等作用[12],近年研究发现,荷包牡

丹碱在脓毒症炎症模型中可以通过抑制促炎细胞因

子TNF-α水平和增加抗炎细胞因子IL-10水平的产

生来减轻炎症[13],然而,荷包牡丹碱抑制炎症反应的

机制及调控巨噬细胞过程尚不清楚。
本研究通过脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)刺

激巨噬细胞RAW264.7构建体外炎症应答模型,系
统评估荷包牡丹碱对细胞炎症应答的调控效应,同时

分析其与巨噬细胞调控的关系,旨在为深入阐明荷包

牡丹碱调控脓毒症相关巨噬细胞炎症反应的分子机

制提供实验依据,并为新型治疗策略的研究奠定理论

支撑。
1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

RAW264.7细胞(ATCC公司)由北京大学医学

部医学实验中心提供;MTT试剂盒(货号 M1020)、

DCFH-DA
 

活性氧(货号TCM13)、ROS荧光探针(货
号D6470)购自上海索莱宝生物科技有限公司;Ho-
echst

 

33342(货号C1022)、一氧化氮检测试剂盒(货
号S0021)购自上海碧云天生物技术股份有限公司;荷
包牡丹碱(货号B50347)购自上海源叶生物科技有限

公司;DMEM 培 养 基 (货 号 11965092)购 自 美 国

Thermo
 

Scientific公 司;EASYspinPlus组 织/细 胞

RNA快速提取试剂盒(货号RN28)购自北京艾德莱

生物科技有限公司;胎牛血清(货号10099141)购自美

国Gibco公司;反转录试剂盒(货号A5000)购自普洛

麦格(北京)生物技术有限公司;LPS
 

(货号12880)购
自美国Sigma公司;NovoStart

 

SYBR
 

qPCR
 

Super-
Mix

 

Plus(货号E096-01B)购自安诺伦(北京)生物科

技有限公司。细胞培养箱购自美国 Thermo
 

Fisher
公司,荧光倒置显微镜购自日本 Olympus公司,酶标

仪购自美国 Molecular
 

Devices公司,低温高速离心机

购自德国Eppendorf公司,可见紫外分光光度计购自

尤尼柯(上海)仪器有限公司,qPCR扩增仪购自美国

ABI公司。
1.2 方法

1.2.1 RAW264.7细胞的培养与分组

解冻复苏RAW264.7细胞,置于标准化培养体

系(含10%胎牛血清的 DMEM 培养基,37
 

℃、5%
 

CO2 恒温恒湿培养箱)中进行扩增培养。每天进行细

胞形态学评估,定期更换培养基,当细胞融合度达

80%时按1∶2比例进行传代,选取对数生长期的细

胞用于后续实验。细胞接种方案依据实验需求设定:
96孔板按1×104

 

/mL密度接种(100
 

μL/孔),6孔板

按1×106/mL密度接种(2
 

mL/孔)。实验分组包括

对照组(细胞不作任何处理)、模型组(细胞炎症应答

模型)及梯度浓度的荷包牡丹碱干预组(250、500、
1

 

000
 

μmol/L)。本研究依据前期研究[14]建立细胞炎

症应答模型:预处理阶段先给予指定浓度荷包牡丹碱

作用2
 

h,随后按实验时间顺序加入500
 

ng/mL
 

LPS
溶液以建立炎症模型,最终进行各指标检测。
1.2.2 四甲基偶氮唑蓝(methyl

 

thiazolyl
 

tetrazoli-
um,MTT)实验检测荷包牡丹碱对RAW264.7细胞

的毒性作用

本研究通过 MTT法评估巨噬细胞活性,具体操

作流程如下:取对数生长期RAW264.7细胞接种于

96孔板,置于标准培养环境(37
 

℃、5%
 

CO2 恒温恒

湿)平衡培养24
 

h以建立稳定生长状态的细胞。荷包

牡丹碱干预分别给予梯度浓度的荷包牡丹碱(175、
250、500、1

 

000、2
 

000、4
 

000、8
 

000
 

μmol/L)干预36
 

h,同时设立对照(不作任何处理)。终止培养后,各孔
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添加含10%
 

MTT的培养基100
 

μL,继续温育4
 

h形

成甲臜结晶。随后置换为110
 

μL二甲基亚砜溶液,低
速震荡10

 

min以确保结晶充分溶解。最终使用酶标仪

于490
 

nm波长处测定各孔吸光度[A(490)]值。按公式

计算:细胞活性=A(490)实验/A(490)对照×100%。
1.2.3 Griess法检 测 细 胞 上 清 液 一 氧 化 氮(nitric

 

oxide,NO)水平

将RAW264.7细胞接种至96孔板完成24
 

h平

衡培养后,分别给予梯度浓度的荷包牡丹碱(250、
500、1

 

000
 

μmol/L)预处理2
 

h,随后加入LPS溶液刺

激建立36
 

h细胞炎症应答模型。收集各组细胞培养

上清液50
 

μL,与等体积Griess显色系统(试剂Ⅰ/Ⅱ
混合液)进行显色反应,最终通过酶标仪于540

 

nm波

长处测定亚硝酸盐衍生物的A(540)。
1.2.4 荧光显微 技 术 观 测 细 胞 内 活 性 氧(reactive

 

oxygen
 

species,ROS)和细胞凋亡

将RAW264.7巨噬细胞铺板于6孔板,按1.2.3
完成药物干预后更换为无血清培养基进行后续处理。
关键步骤包括:(1)将 DCFH-DA

 

ROS探针与 Ho-
echst

 

33342核染色试剂按1∶1
 

000比例稀释于无血

清培养基,使DCFH-DA
 

ROS探针与 Hochest
 

33324
染色试剂终浓度调整为10

 

μmol/L;(2)37
 

℃、5%
 

CO2 恒温恒湿、避光条件下恒温孵育30
 

min;(3)经3
次无血清培养基漂洗去除残余探针。最终通过荧光

显微成像系统捕获细胞图像,采用Image-Pro
 

Plus专

业图像分析软件对ROS荧光强度及核形态学特征进

行定量解析。
1.2.5 总RNA的提取及qPCR

取各组细胞进行总RNA提取并纯化:使用预冷

PBS漂洗细胞2次,加入350
 

μL细胞裂解缓冲液充

分裂解细胞后,通过核酸纯化柱RA进行固相萃取。
纯化过程依次采用去蛋白液RW1去除杂质,膜洗涤

液RW清洗吸附柱,最终用40
 

μL无RNase水洗脱获

得高纯度细胞总RNA溶液。随后使用逆转录试剂盒

进行逆转录合成cDNA:精确测定RNA浓度后,取适

量样本与5×True
 

RT
 

MasterMix
 

4
 

μL混合,反应体

系定容至20
 

μL,按42
 

℃
 

15
 

min,85
 

℃
 

5
 

s完成逆转

录。基因扩增阶段采用两步法进行qPCR:95
 

℃预变

性60
 

s;95
 

℃变性20
 

s、60
 

℃退火/延伸60
 

s,共40个

循环。以GAPDH为内参基因,本实验引物由北京京

哲永兴生物技术有限责任公司提供,引物序列见表1。
表1  各基因引物序列

基因 方向 引物序列(5'-3')
产物大小

(bp)

IL-1β 正向 AAA
 

TAC
 

CTG
 

TGG
 

CCT
 

TGG
 

GC 185

反向 CTT
 

GGG
 

ATC
 

CAC
 

ACT
 

CTC
 

CAG

IL-6 正向 CCA
 

GAG
 

ATA
 

CAA
 

AGA
 

AAT
 

GAT
 

GG 211

反向 ACT
 

CCA
 

GAA
 

GAC
 

CAG
 

AGG
 

AAA
 

T

续表1  各基因引物序列

基因 方向 引物序列(5'-3')
产物大小

(bp)

TNF-α 正向 TCT
 

TCT
 

CAT
 

TCC
 

TGC
 

TTG
 

TGG 169

反向 GGT
 

CTG
 

GGC
 

CAT
 

AGA
 

ACT
 

GA

iNOS 正向 GAG
 

GCC
 

CAG
 

GAG
 

GAG
 

AGA
 

GAT
 

CCG 209

反向 TCC
 

ATG
 

CAG
 

ACA
 

ACC
 

TTG
 

GTG
 

TTG

GAPDH 正向 GGC
 

TGT
 

ATT
 

CCC
 

CTC
 

CAT
 

CG 181

反向 CCA
 

GTT
 

GGT
 

AAC
 

AAT
 

GCC
 

ATG
 

T

1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism8.0软件对数据进行统计

分析,计量资料以x±s表示,多组间比较采用单因素

方差分,组间两两比较采用SNK-q 检验,以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 荷包牡丹碱对RAW264.7细胞活性的影响
 

MTT实验结果表明:与对照组比较,RAW264.7
细胞活性随药物浓度增加呈现浓度依赖性抑制效应,
见图1。当药物浓度达到2

 

000、4
 

000、8
 

000
 

μmol/L
时,细胞活性分别下降至(91.11±3.25)%、(87.48±
2.97)%和(83.30±1.54)%,与对照组比较,差异有

统计学意义(P<0.05)。而浓度在1
 

000
 

μmol/L以

内时,其未显现明显细胞毒性,根据预实验结果,选择

250、500、1
 

000
 

μmol/L剂量进行后续实验。

  a:P<0.05,与对照比较。

图1  荷包牡丹碱对RAW264.7细胞活性的影响(n=3)

2.2 荷包牡丹碱对炎症应答模型细胞NO水平的影响

Griess结果显示,与对照组比较,模型组 NO水

平明显升高(P<0.05),而与模型组比较,各浓度荷包

牡丹碱干预组NO水平明显降低(P<0.05),其中以

500
 

μmoL/L荷包牡丹碱干预组最低,见图2。
2.3 荷包牡丹碱对炎症应答模型细胞ROS水平的

影响

荧光显微镜观察结果显示,与对照组比较,模型

组荧光强度明显增强(P<0.05),而与模型组比较,各
浓度荷包牡丹碱干预 组 荧 光 强 度 明 显 减 弱(P<
0.05),见图3。
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2.4 荷包牡丹碱对炎症应答模型细胞凋亡的影响

荧光显微镜观察结果显示:与对照组比较,模型

组Hoechst
 

33342染色强度明显增强(P<0.05),与
模型组 比 较,各 浓 度 荷 包 牡 丹 碱 干 预 组 Hoechest

 

33342染色强度降低(P<0.05),见图4。
2.5 荷包牡丹碱对炎症应答模型细胞炎症因子表达

水平的影响

与对照组比较,模型组炎症因子(IL-1β、IL-6、iN-
OS、TNF-α)mRNA表达水平明显升高(P<0.05);
与模型组比较,各浓度荷包牡丹碱干预组炎症因子

(IL-1β、IL-6、iNOS、TNF-α)mRNA表达水平明显降

低(P<0.05),见图5。

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图2  荷包牡丹碱降低炎症应答模型细胞NO的产生

(n=3)

  A:荧光显微镜观察ROS荧光;B:ROS荧光强度定量分析;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。
图3  荷包牡丹碱降低炎症应答模型细胞ROS的产生(n=3)

  A:荧光显微镜观察 Hoechst
 

33342荧光;B:Hoechst
 

33342荧光强度定量分析;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。
图4  荷包牡丹碱减少炎症应答模型细胞凋亡(n=3)
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  A:IL-1β;B:IL-6;C:iNOS;D:TNF-α;
a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。
图5  荷包牡丹碱抑制了LPS诱导的炎症因子表达

3 讨  论

  本研究聚焦炎症反应的病理生理过程及其干预
策略,其典型病理特征表现为病原体持续侵袭引发的
系统性炎症风暴进行性损伤组织,最终演变为多器官
功能障碍综合征,目前临床仍缺乏特异性治疗靶
点[15-16]。巨噬细胞作为固有免疫系统核心组分,在脓
毒症病理进程中执行多重功能,包括病原清除、抗原
提呈及炎症介质释放等关键免疫应答环节。在免疫
代谢重编程状态异常情况下,巨噬细胞过度活化可导
致促炎因子风暴,进而诱发器官功能损害[17-18]。荷包
牡丹碱作为具有多靶点特性的天然生物碱,既往研究
已证实其在抗炎、神经调节及免疫细胞功能调控方面
的作用。本研究发现该化合物能明显抑制LPS诱导
的巨噬细胞炎症应答反应,并通过调控程序性死亡通
路维持细胞稳态。其抗炎机制可能与改善巨噬细胞
免疫代谢状态、阻断凋亡信号转导,从而恢复免疫调
节功能密切相关。

在炎症应答初始阶段,巨噬细胞受病原体刺激释
放趋化因子,介导免疫细胞向病灶区域趋化聚集。但
这种细胞因子的释放需维持动态平衡,特别是在脓毒
症病理过程中,防御机制的有效运作依赖促炎与抗炎
细胞因子的协同调控[19-20]。在笔者前期研究中发现,
采用500

 

ng/mL的LPS刺激RAW264.7细胞3
 

h,
与不作任何处理的对照组细胞比较,ROS水平明显升
高[21],本研究采用LPS刺激RAW264.7,成功构建体
外炎症应答模型,观察到炎症因子(IL-1β、IL-6、iN-
OS、TNF-α)过度释放。脓毒症的病理基础源于宿主
对感染的免疫应答失衡,促炎介质的异常升高不仅加
剧炎症级联反应,还会诱导巨噬细胞功能抑制。这种
持续性异常应答将引发细胞代谢紊乱,最终导致多器

官功能损伤[22]。从酶活性调控角度分析,不同酶类在
炎症反应进程中呈现差异性调控效应。病理条件下,
iNOS表达水平明显上调,促使NO过量合成,进而介
导局部组织病理损伤[23]。本研究显示,荷包牡丹碱能
有效下调关键炎症因子的表达水平,同步抑制巨噬细
胞内NO合成及ROS生成,缓解LPS刺激的巨噬细
胞炎症激活状态。

在脓毒症相关免疫抑制的病理进程中,程序性细
胞死亡被证实具有关键调控作用。临床病理分析显
示,脓毒症死亡患者外周血巨噬细胞数量呈现明显下
降,其机制与细胞凋亡途径异常激活相关[24]。研究发
现,LPS刺激RAW264.7细胞可触发细胞凋亡过程[25],
本研究采用LPS刺激诱导炎症应答模型细胞,通过荧
光标记检测显示巨噬细胞凋亡信号强度(Hochest

 

33342)明显增强,提示细胞程序性死亡进程加剧。这种
持续性炎症微环境导致存活巨噬细胞的吞噬清除功能
受损,难以有效控制病原体扩散,继而引发炎症级联反
应。而经荷包牡丹碱干预后,细胞凋亡相关荧光信号强
度明显降低(P<0.05),证实荷包牡丹碱可通过抑制巨
噬细胞过度凋亡来维持免疫细胞稳态。然而,现有文
献[26]报道显示荷包牡丹碱在肿瘤模型中表现出促凋亡
效应,这种针对不同细胞类型表现出的双向调控特性,
提示其作用机制可能存在细胞类型特异性效应,亟待开
展深入机制研究以阐明其分子调控网络。

综上所述,本研究发现荷包牡丹碱能够通过调控
巨噬细胞凋亡途径减轻LPS诱导的巨噬细胞炎症应
答,后续作者将进一步寻找荷包牡丹碱通过调节巨噬
细胞凋亡进行抗炎的内在作用机制,以期为荷包牡丹
碱成为治疗脓毒症的临床药物提供更为准确可靠的
理论依据。
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