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两种细叶勾儿茶单体化合物的
抗炎活性相关研究∗
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［摘 要］ 目的：对细叶勾儿茶分离提取的01号萘骈α-吡喃酮类单体化合物和02号色原酮类单体化合

物进行抗炎活性筛选，并探究其抗炎机制。方法：向小鼠RAW264.7巨噬细胞中加入0.5 μg/mL脂多糖（lipo-

polysaccharide，LPS），经LPS胞外刺激12 h，激活细胞产生炎症反应；CCK-8法检测浓度为50、75 μM时01、

02号单体化合物对RAW264.7细胞存活率的影响；对01、02号单体化合物设置浓度梯度（0、6.25、12.5、25、50、

75 μM），通过Griess法检测各组RAW264.7细胞上清液中NO的含量并计算NO抑制率，对01、02号单体化合物

进行抗炎活性梯度检测；通过ELISA法检测01号单体化合物与LPS共孵育12 h对肿瘤坏死因子α（tumor ne-
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crosis factor α，TNF-α）、白细胞介素6（interleukin-6，IL-6）、核转录因子κB（nuclear factor-κB，NF-κB）
的影响；通过ELISA法检测02号单体化合物与LPS共孵育12 h对IL-6、TNF-α、NF-κB、诱导型一氧化氮合酶

（inducible nitric oxide synthase，iNOS）、环氧合酶2（cyclooxygenase 2，COX-2）的影响；通过PCR法检

测01号单体化合物与LPS共孵育12 h对RAW264.7细胞IL-1β、IL-6以及iNOS mRNA表达的影响；通过PCR法

检测02号色原酮类化合物对LPS诱导的RAW264.7细胞TNF-α、COX-2、iNOS mRNA的表达的影响。结果：从细

叶勾儿茶中分离所得的两种化合物，在50、75 μΜ下对RAW264.7存活率无明显影响；对细胞上清液的NO含

量检测结果显示，随着化合物浓度的增加，细胞上清液中NO含量明显减少；01号化合物可降低LPS诱导的

RAW264.7细胞的细胞上清液中IL-6、TNF-α、NF-κB的表达水平，02号化合物可降低TNF-α、IL-6、NF-κB、iNOS、
COX-2的表达水平。01号化合物可抑制LPS诱导的RAW264.7细胞IL-6、IL-1β、iNOS的mRNA表达水平；02号

化合物可抑制TNF-α、iNOS、COX-2的mRNA表达水平。结论：从细叶勾儿茶中提取的两种化合物均无明显的药

物毒性，具有一定的抗炎活性，并且随着化合物浓度增加，抗炎活性明显增加。两种单体化合物可能通过调

控NF-κB信号通路发挥抗炎作用。

［关键词］ 细叶勾儿茶；单体化合物；抗炎
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Studies on Anti-inflammatory Activities of Two Kinds of Monomer Compounds 
of Berchemia Lineata
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AbstractAbstract Objective: To screen anti-inflammation of No 1 naphthyl-α-pyranone monomer compounds and 

No 2 chromenone monomer compounds separated and extracted from berchemia lineata, and to investigate its anti-

inflammatory mechanism. Methods: 0.5 μg/mL lipopolysaccharide (LPS) was added to mouse macrophages 

RAW264.7 to active the cells and trigger the inflammatory response after LPS extracellular stimulus for 12 h; 

CCK-8 method was applied to detect the effects of monomer compounds No 1 and 2 on the survival rates of 

RAW264.7 cells when the concentrations were 50 and 75 μM; when concentration gradient (0, 6.25, 12.5, 25, 50 

and 75 μM) was set for monomer compounds No 1 and 2, the contents of NO contained in RAW264.7 cellular 

supernatant were detected by Griess method, and NO inhibition rate was calculated, so as to measure anti-

inflammatory activity gradient; ELISA method was adopted to measure the influence of monomer compounds No 

1 after co-incubating with LPS for 12 on the levels of TNF- α, IL-6 and NF- κB; and to measure the effects of 

monomer compounds No 2 after co-incubating with LPS for 12 on the levels of IL-6, TNF-α, and NF-κB, iNOS 

and COX-2; PCR was used to detect the influence of monomer compounds No 1 after co-incubating with LPS for 

12 on the expressions of IL-1β, IL-6 and iNOS mRNA in RAW264.7 cells; the effects of monomer compounds No 

2 on the expressions of TNF-α, COX-2 and iNOS mRNA in LPS - induced RAW264.7 cells were measured via 

PCR method. Results: Two compounds separated from the herb showed no significant impacts on the survival rate 

of RAW264.7 cells at the concentrations of 50 and 75 μΜ; the detection results of the contents of NO contained in 

cellular supernatant displayed that the concentration of NO was reduced markedly as the concentrations of the 

compounds increased; monomer compounds No 1 could lower the levels of IL-6, TNF-α, and NF-κB in cellular 

supernatant of LPS - induced RAW264.7 cells, monomer compounds No 2 could reduce the expressions of TNF-α, 

IL-6, and NF-κB, iNOS and COX-2. Monomer compounds No 1 could inhibit the expressions of IL-6, IL-1β and 

iNOS mRNA in LPS - induced RAW264.7 cells; monomer compounds No 2 could restrain the expressions of 

TNF- α, iNOS and COX-2 mRNA. Conclusion: Two compounds extracted from the herb have no obvious drug 

toxicity, and certain anti-inflammatory activity, the anti-inflammatory activity was increased evidently with the 

increase of compound concentration. Two compounds could exert anti-inflammatory effects possibly through 

regulating NF-κB signaling pathway.

KeywordsKeywords berchemia lineata; monomeric compound; anti-inflammation 

壮药铁包金是一味具有镇痛抗炎作用且广泛

应用于类风湿关节炎治疗中的广西壮族地区民间

医生常用药材［1-2］。以铁包金为君药的按摩膏单

独涂抹使用或借助刮法等辅助手法均在类风湿关

节炎的治疗方面取得良好疗效。研究发现，铁包

金提取物在小鼠耳廓肿胀实验及醋酸引发的扭体

次数实验中，均展现出良好的镇痛和抗炎效

果［3-4］。铁包金提取物主要化学成分包括苯丙素

类、黄酮类、萜类、苷类、醌类及有机酸类等［5］。目

前，关于铁包金的研究报道绝大多数属于临床文
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献，且年代较为久远，涉及基础研究的部分相对较

少。在分子水平上，对铁包金抗炎机制的认识仍十

分有限，这极大地制约了铁包金药材的推广与应

用。鼠李科勾儿茶属植物细叶勾儿茶Berchemia 

lineata（L.）DC.在药典中被核定为铁包金基源植

物之一，且药用价值日益受到认可［6］。课题组前

期成功分离并提取了两种化合物，分别是此前仅在

海洋生物中发现且在天然产物中较为罕见的萘骈

α-吡喃酮类化合物，以及首次从该植物中分离提

取的简单酚类化合物。随后，对这些化合物进行

了抗炎活性及药物毒性的检测，并对其抗炎机制

进行了初步探究，旨在为后续研究提供理论依据。

1 材料与方法 

1.1　细胞株　RAW264.7（Procell CL0190）由武

汉普诺赛生命科技有限公司提供。

1.2　试剂及仪器　高糖培养基（dulbecco´s 

modified eagle medium，DMEM）（Gibco 公司，批

号：2212677P）、胎牛血清（青木生物科技有限公

司，批号：F230401A）、青霉素链霉素（Gibco 公

司）、二甲基亚砜（Bisosharp 公司）、脂多糖

（Sigma公司）、地塞米松（上海源叶科技有限公

司）、CCK-8（ABclonal公司）、NO检测试剂（上海碧

云天生物技术有限公司）、ELISA试剂盒（北京四

正柏生物科技有限公司；睿信生物科技有限公

司）、酶标仪（美国Thermo Scientific公司）、CO2

培养箱（美国Thermo Scientific公司）、引物（北

京擎科生物科技有限公司）。

1.3　单体化合物　化合物由课题组从细叶勾儿

茶地上部分中分离提取［7］。分类：萘骈-α吡喃酮

类（分子式：C17H14O4）和简单的酚类（分子式：

C11H10O3）。具体分子式见图1—2。

1.4　实验方法　

1.4.1　细胞培养　RAW264.7细胞培养采用DMEM

高糖培养液。在操作前，需向培养液中添加占

完全培养液总体积10%的胎牛血清及1%的青霉

素链霉素（未使用时需密封并置于冰箱恒温保

存）。RAW264.7细胞复苏后，需密切观察细胞是

否出现漂浮、培养基颜色变化及细胞形态等状

况 。 根 据 细 胞 状 态 、培 养 基 颜 色 变 化 及

RAW264.7细胞在25T培养瓶中的占比，决定进行

传代（传代时需使用细胞刮刀，不可用胰酶消

化）或换液。利用复苏后各项指标均调整至最

佳状态的细胞（通常需传代2～3次），进行各项

实验操作。

1.4.2　造模　向小鼠巨噬细胞（RAW264.7）中加

入0.5 μg/mL脂多糖（lipopolysaccharide，LPS），

经LPS胞外刺激12 h，激活细胞产生炎症反应。

1.4.3　CCK-8法检测细胞存活率　设置两个组

别：空白对照组和药物组。具体操作步骤如下：

将对数生长期的细胞均匀点种于96孔板上（96

孔板最外侧孔均加入磷酸盐缓冲液，PBS，以避

免边缘效应）。待细胞贴壁后，使用移液枪小心

吸出细胞上清液（注意避免触碰贴附在96孔板

底部的细胞）。细胞贴壁后，空白对照组和药物

组均使用不含胎牛血清的DMEM高糖培养基，各

组药物浓度分别为：空白对照组（0 μM）、药物组

（50、75 μM）。将96孔板置于CO2恒温培养箱中培

养24 h后，按照CCK-8检测试剂盒说明书进行操

作，利用OD值计算RAW264.7细胞的细胞存活率。

1.4.4　Griess法测细胞上清液中NO含量　采用

地塞米松作为阳性药物，设置空白对照组（Con‐

trol）、地塞米松阳性对照组（DXM）、LPS模型组

（LPS）和样品组（6.25、12.5、25、50、75 μM）。使

用 100 μM 的枪头将 RAW264.7 细胞均匀点种于

96T板中除四种孔以外的孔中，待细胞贴壁后，用

排枪小心吸除细胞上清液（注意避免触碰铺在

96T板底部的细胞）。空白对照组加入DMEM培养

液，其余各组均加入等量1 μg/mL的LPS。阳性药

物组加入等体积20 μM的地塞米松，药物组分别

加入等体积12.5、25、50、100、150 μM的药物，并

与LPS共孵育。空白对照组和LPS炎症模型组均

加入等体积的DMEM培养液。各组药物终浓度如

下：阳性药物组地塞米松终浓度为10 μM，药物组

药物终浓度分别为6.25、12.5、25、50、75 μM，阳
性药物组、模型组和药物组的 LPS 终浓度均为

0.5 μg/mL。
1.4.5　细胞上清液中相关炎症因子表达水平检

测　对各组细胞上清液中肿瘤坏死因子 α（tu‐

mor necrosis factor α，TNF-α）、白细胞介素6

（interleukin-6，IL-6）、核转录因子 κB（nuclear 

factor-κB，NF-κB）、诱导型一氧化氮合酶（in‐

ducible nitric oxide synthase，iNOS）、环氧合

酶 2（cyclooxygenase 2，COX-2）的含量进行检

测，根据CCK-8及细胞上清液中NO含量的检测结

 
图1　01号化合物

 
图2　02号化合物
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果，选择01号和02号药物的最佳浓度进行后续实

验。RAW264.7 细胞实验分组如下：空白对照组

（Control）、LPS炎症模型组（LPS）、地塞米松阳性

对照组（DXM）、样品组（01号和02号化合物分别设

置25、50、75 μM三个浓度）。将RAW264.7细胞均

匀铺于6孔板中，造模及给药方法参照“1.4.4”步

骤。按照ELISA检测试剂盒说明书进行细胞上清

液的处理及后续操作。

1.4.6　细胞上清液中相关炎症因子mRNA表达水

平检测　对各组细胞上清液中IL-1β、IL-6、TNF-α、
iNOS和COX-2 mRNA的含量进行检测，该检测共设

置四个组别，包括空白对照组（Control）、LPS炎

症模型组（LPS）、地塞米松阳性对照组（DXM）以及

样品组。样品组中，01号化合物的浓度分别为

25 μM和75 μM，02号化合物的浓度分别为50 μM
和75 μM。将RAW264.7细胞用移液枪均匀点种于

6孔板中，造模及给药方法参照“1.4.5”节所述。

采用Trizol法提取RNA并检测其浓度，通过琼脂

糖凝胶电泳检测RNA纯度，随后按照逆转录试剂

盒说明书操作得到cDNA，并进行扩增。引物序列

见表1。

1.5　统计学方法　使用GraphPad Prism 9.0处

理实验数据，部分实验数据结果通过柱状图展现，

部分实验结果以 x̄ ± s展示。P＜0.05为差异具有

统计学意义。

2 结果 

2.1　细胞存活率　浓度为50 μM和 75 μM的 01

号和02号化合物对RAW264.7细胞作用24 h后，

RAW264.7细胞的存活率未见显著变化，表明该浓

度的01号和02号化合物均无明显细胞毒性，因此

可以设定该浓度进行后续实验研究。见表2。 

2.2　NO含量　通过对细胞上清液中NO浓度的检

测发现，经0.5 μg/mL的LPS刺激12 h后，RAW264.7

细胞上清液中的NO含量明显升高（空白对照组NO

含量约为2～3 μM，而LPS炎症模型组NO含量则

达到20 μM左右），这表明炎症模型构建成功。与

LPS模型组相比，药物组中浓度为6.25、12.5、25、

50、75 μM的01号和02号化合物均能在不同程度

上抑制RAW264.7细胞释放NO。随着化合物浓度的

增加，RAW264.7细胞释放的NO逐渐减少，显示出

这两种化合物的抗炎活性具有剂量依赖性。见表3。

2.3　相关炎症因子表达水平　对各组细胞上清

液中TNF-α、IL-6、NF-κB、iNOS、COX-2的含量进行

检测的结果显示，RAW264.7细胞在0.5 μg/mL的
LPS刺激12 h后，LPS模型组中上述因子在细胞上

清液中的含量均出现不同程度的升高（P＜0.01）。

LPS与01号化合物共孵育RAW264.7细胞12 h后，

炎症因子IL-6、TNF-α 及NF-κB在细胞上清液中

的含量较LPS炎症模型组均减少（P＜0.01）。LPS

与 02 号化合物共孵育 RAW264.7 细胞 12 h 后，

炎症因子 IL-6、TNF-α、NF-κB、COX-2 及 iNOS 在

细胞上清液中的含量较LPS炎症模型组均减少

（P＜0.01）。见表4。

表2　不同化合物作用后的细胞存活率（x̄ ± s） %

化合物浓度

50 μM
75 μM

01号化合物

98±4.3

117±22.9

02号化合物

108±1.5

109±7.4

表1　目的基因引物序列

基因

Actin（F）

Actin（R）

IL-1β（F）

IL-1β（R）

IL-6（F）

IL-6（R）

TNF-α（F）

TNF-α（R）

COX-2（F）

COX-2（R）

iNOS（F）

iNOS（R）

引物序列

GTACTCTGTGTGGATCGGTGG

AAACGCAGCTCAGTAACAGTCC

GCCACCTTTTGACAGTGATGAG

CTGCCTGAAGCTCTTGTTGATG

TCCATCCAGTTGCCTTCTTGG

CCACGATTTCCCAGAGAACATG

CAGAAAGCATGATCCGCGAC

GGGAACTTCTCATCCCTTTGG

TATGCCACCATCTGGCTTCG

CAATGTTGAAGGTGTCGGGC

GGGCAGCCTGTGAGACCTT

TGAGGGCTCTGTTGAGGTCTA

表3　不同组别NO释放量和NO抑制率比较（x̄ ± s）

组别

Control

LPS

DXM

样品组（6.25 μM）
样品组（12.5 μM）
样品组（25 μM）
样品组（50 μM）
样品组（75 μM）

F    

P    

01号化合物NO释放量/μM
2.19±0.06

17.45±1.12##

 3.02±0.15**

16.79±0.11 

16.10±0.50**

14.74±0.21**

12.56±0.60**

10.66±0.35**

  389.8

＜0.01

02号化合物NO释放量/μM
2.51±0.12

19.01±0.48##

 3.43±0.01**

15.36±0.83**

14.29±0.71**

13.97±0.81**

10.36±0.09**

 8.91±0.26**

  371.7

＜0.01

01号化合物NO抑制率/%

-

-

92.24±1.51

 5.07±0.72

 9.57±3.27

18.56±1.36

32.84±3.95

45.37±3.65

  422.8

＜0.01

02号化合物NO抑制率/%

-

-

92.75±0.05

18.42±5.19

25.06±4.43

27.08±5.09

49.60±0.60

58.61±1.62

  186.9

＜0.01

注：##表示与LPS组相比，P＜0.01；**表示与Control组相比，P＜0.01；-表示无数据。
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2.4　相关炎症因子mRNA表达水平　RT-qPCR结果

显示，LPS诱导RAW264.7细胞后，LPS炎症模型组

IL-1β、IL-6、TNF-α、iNOS和COX-2 mRNA的含量明

显升高。给药后，在01号化合物作用下，IL-1β、

IL-6 和 iNOS mRNA 的含量较 LPS 模型组明显降

低；在02号化合物作用下，TNF-α、COX-2和 iNOS 

mRNA的含量较LPS模型组明显降低。见图3。

3 讨论 

相关研究发现，从铁包金中提取的总黄酮具

有良好抗炎作用，但具体何种单体化合物发挥抗炎

活性及其作用机制尚未明确［3］。因此，本实验选

取了首次分离到的天然产物中的01号萘骈 α-吡
喃酮类化合物和02号简单的酚类化合物进行抗

炎作用的初步探究，以期对铁包金抗炎成分进行

更深入的挖掘。

炎症反应是为了应对外界刺激（物理、化学、

生化刺激）所做出的反应，属于机体的防御反应，

但过度炎症反应则会诱发机体产生一系列疾病，

对机体造成严重损伤［8-10］。如类风湿关节炎最终

可对患者关节造成不可逆损害，从而对患者生活

质量造成严重影响。研究表明，通过利用胞外刺

激（如前炎性细胞因子、细胞毒性产物、物理化学

因子等）对小鼠巨噬细胞进行刺激，可激活NF-κB
信号通路，进而引发炎症反应，其中LPS的使用较

为普遍［11-12］。细胞在受到胞外LPS刺激后，与炎症

反应密切相关的NF-κB信号通路被激活，进而大

量释放炎症因子TNF-α、IL-6、IL-1β以及NO，引发

炎症反应。这些因子还会反过来进一步激活该炎

症通路［13-14］。

NO是与炎症反应密切相关的重要生物活性

气体分子［15］。本实验通过检测RAW264.7细胞上

表4　不同组别细胞上清液中相关炎症因子表达水平比较（x̄ ± s）

组别

Control

LPS

DXM

样品组（25 μM）
样品组（50 μM）
样品组（75 μM）

F

P

01号化合物

TNF-α（pg·m-1）

119.7±5.51  

10500±264.6##

 3770±149.9**

 6860±337.6**

 4363±147.5**

3779±5.51**

   960

＜0.0001    

IL-6（pg·m-1）

5.8±0.04

17.72±0.29##

6.74±0.04**

11.10±0.31**

8.54±0.16**

7.32±0.09**

     1606

＜0.0001 

NF-κB（pg·m-1）

11.32±1.00

157.6±4.86##

10.32±0.59**

131.4±4.30**

108.4±5.08**

76.66±2.64**

   897

＜0.0001   

02号化合物

TNF-α/（pg·m-1）

79.80±3.20

40388±1443##

5283±133.6**

37744±488**

17502±229.8**

5323±54.47

  2308

＜0.0001   

IL-6/（pg·m-1）

6.84±0.07

109.1±1.04##

18.28±0.20**

101.7±1.08**

35.86±0.38**

9.53±0.16**

    15797

＜0.0001   

NF-κB/（pg·m-1）

36.96±3.65

170.8±4.04##

41.24±2.63**

121.4±5.84**

91.58±7.86**

85.33±4.60**

   298

＜0.0001   

iNOS/（ng·m-1）

0.15±0.01

6.28±0.40##

2.51±0.06**

3.70±0.13**

3.58±0.16**

1.70±0.10**

   432

＜0.0001  

COX-2/（ng·m-1）

4.10±0.04

18.90±0.11##

8.89±0.14**

11.55±0.92**

9.28±0.20**

8.25±0.45**

   390

＜0.0001   

注：##表示与LPS组相比，P＜0.01；**表示与Control组相比，P＜0.01。
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注：##表示与Control组相比，P＜0.01；与LPS组相比，*表示P＜0.05，**表示P＜0.01。

图3　01号化合物对TNF-α、IL-1β、iNOS、COX-2 mRNA及02号化合物对TNF-α、COX-2、iNOS mRNA表达的影响
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清液中NO的含量，对从细叶勾儿茶中分离所得的

单体化合物进行抗炎活性评估。iNOS作为炎症

反应的活性酶，其在LPS的诱导下合成NO，同时，

大量的NO促进了炎症因子TNF-α、IL-6、IL-1β的
释放［16-17］。另外，COX作为炎症的主要介质，包含

COX-1和COX-2两种类型。其中，COX-2不仅参与

炎症过程，还能促进炎症因子TNF-α、IL-6、IL-1β
的释放，进一步加剧炎症反应的发生［18-20］。

本实验研究结果显示，01、02号化合物浓度

为50 μM和75 μM时，对RAW264.7细胞的存活率

无明显影响，表明在该浓度范围内，这两种化合物

对RAW264.7细胞无显著药物毒性，因此可以在这

一浓度范围内进行抗炎活性筛选实验。抗炎活性

梯度实验结果显示，01号和02号化合物对RAW264.7

细胞释放NO具有剂量依赖性抑制作用。此外，

CCK-8实验结果也证实，该化合物在此浓度范围

内无明显药物毒性，从而可以排除因化合物浓度

增加导致细胞存活率降低，进而引起细胞释放NO

总量下降的可能性。因此，可以初步得出结论，其

抑制NO并非通过抑制RAW264.7细胞活性实现的，

01、02号化合物抗炎活性的发挥具有一定剂量依

赖性。RAW264.7细胞在LPS的诱导下，细胞上清

液中IL-6、IL-1β、TNF-α、COX-2、iNOS的表达水平

明显升高，在01号化合物作用下，IL-1β、TNF-α、
NF-κB的表达水平明显减少；02号化合物作用下，

IL-1β、IL-6、TNF-α、iNOS、COX-2的表达水平明显

减少。在LPS的诱导下 RAW264.7细胞中 IL-1β、
TNF-α、COX-2、iNOS的mRNA表达水平明显升高，在

01号化合物作用下，IL-1β、TNF-α、COX-2、iNOS的
mRNA表达水平降低；在02号化合物作用下，IL-

1β、TNF-α、iNOS的mRNA水平降低。

综上所述，细叶勾儿茶提取的01、02号化合

物可剂量依赖性抑制NO的释放，具有一定抗炎活

性。该化合物可不同程度抑制抗炎因子表达，其

抗炎机制可能与NF-κB信号通路相关。
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