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一种 "天然植物抗菌液 "康人间(KRJ)对 LPS诱 RAW264.7细胞的
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摘要目的：探索康人间(KRJ)的抗炎效果及其作用机制。方法：采用脂多糖(LPS)诱导 RAW264.7巨噬细胞建立细胞炎症模型，测

定 KRJ对细胞活力、胞内 ROS、上清 NO产物水平以及炎症相关蛋白(iNOS、COX-2等)表达的影响。结果：KRJ预处理后，细胞活

力随 KRJ浓度增加而降低。建模后，KRJ组细胞上清中促炎症介质 NO明显被抑制(P<0.0001)，胞内活性氧(ROS)被清除，并表现

出明显的剂量依赖性抑制作用(P<0.001)，与炎症密切相关的蛋白 COX-2、iNOS蛋白均表现出下调趋势(P<0.05)。结论：KRJ可能

通过清除 ROS活性、下调 NO产物、COX-2、iNOS蛋白等减轻炎症反应。
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Anti-inflammatory Effect and Preliminary Mechanism of "Natural Plant
Antibacterial Solution"Kang Ren Jian (KRJ) in Lipopolysaccharide

-Stimulated RAW264.7 Cell*

To explore the anti-inflammatory effect and mechanism of KRJ. RAW264.7 cell was treated by

lipopolysaccharide (LPS) to establish an inflammatory cell model, the effect of KRJ was measured by the cell viability, intracellular ROS

level, supernatant NO level and inflammation related protein (iNOS, COX-2). After pre-treatment with KRJ, the cell viability

was decreased with the increase of KRJ concentration. After modeling, the proinflammatory mediators NO in the supernatant was

significantly inhibited (P<0.0001) and the intracellular reactive oxygen species (ROS) levels were cleared in KRJ group (P<0.001) in a

dose-dependent manner. The expression of COX-2, iNOS protein, which were closely related to inflammation, showed a decreasing

trend. (P<0.05). KRJ might reduce the inflammation by clearance of ROS activity, down-regulation of NO products and

COX-2, iNOS protein expression.
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前言

炎症是由物理、有毒化学物质或者微生物毒素诱导活组织

引起的应答反应[1, 2]。这些反应是由包括巨噬细胞[3]在内的炎症

细胞介导的。巨噬细胞是复杂的免疫细胞，在炎症的许多方面

发挥重要作用，包括先天和获得性免疫、组织重塑等方面，因而

其均能响应各种组织微环境中的应答[4]。巨噬细胞能够被各种

因子活化，比如促炎因子、细菌脂多糖(LPS)和佛波酯等[5]。活化

的巨噬细胞能够产生许多炎症因子 (TNF-琢、IL-6、IL-1茁等)和

炎症介质，如活性氧(ROS)[6，7]、一氧化氮(NO)等产物，并对周围

组织造成严重的氧化损伤[8-10]。

LPS能够刺激巨噬细胞上调诱导型一氧化氮合酶(iNOS)

产生 NO[5，11，12]，过表达的 NO与许多疾病相关，如癌症、类风湿

性关节炎和慢性炎症等 [13]。同时，前列腺素 E2(PGE2)激活

210窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.2 JAN.2018

NF-kappaB 通路诱导环氧化酶 -2 (COX-2) 表达上调，并且

COX-2和 iNOS能够同时存在于各种类似的生理病理学作用

和炎症性疾病中 [14]。此外，许多炎症反应与其具有高含量的

NO、iNOS、COX-2有很大关系[11]。因此，寻找一种制剂能够抑

制 NO、iNOS、COX-2的过量表达，将高度有益于炎症有关疾病

的治疗。

"天然植物抗菌液 "康人间(Kang Ren Jian，KRJ)是在科技

部基础条件平台子项目 "自然保护区生物标本标准化整理、整

合和共享 "等工作基础上，在向氏家族三百多年传承的金创良

药处方上创新和自主研发的一种新型多功能民族医药产品。前

期功效研究显示其具有抑菌消毒、镇痛、抗糖尿病足溃疡以及

抗肿瘤等作用，但其抗炎机制并不清楚。本研究采用 LPS刺激

RAW264.7巨噬细胞建立炎症模型，测定 KRJ对细胞活性、胞

内 ROS、NO产物水平，炎症相关蛋白(iNOS、COX-2等)的影响

以初步探究 KRJ的抗炎作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验试剂 "天然植物抗菌液 "康人间(KRJ)由云南普

洱丹州制药股份有限公司制备提供 )，RAW264.7 巨噬细胞

(ATCC)，脂多糖 (LPS，L2660)，细胞培养基 DMEM(Gibco，

30-2002)，胎牛血清(Gibco，10099141)，HBSS(Gibco，14175095)，

DCFH-DA(Sigma，D6883)，一氧化氮测定试剂盒(碧云天生物技

术公司)，BCA蛋白测定试剂盒 (biosharp)，牛血清蛋白(BSA，

sigma-aldrich)，CCK-8 (biosharp)，ECL 发光试剂盒 (Thermo，

BL520A)，PVDF膜(美国 Hybond公司)，抗体购于 Abcam公司。

1.1.2 实验仪器 光电子天平 (梅特勒 -托利多仪器上海有限

公司，AL204)，蛋白质转印系统(biorad，12-0625)，倒置荧光显微

镜 (奥林巴斯公司，IX-71)，生物安全柜(Thermo，1384)，CO2培

养箱(Thermo，1300A2)，酶标仪 (Thermo，Vavioskan Flash)

1.2 方法

1.2.1 RAW264.7 细胞活力测定 取对数期生长的的

RAW264.7细胞，按照 5× 103/孔接种在 96孔培养板中，用培

养基(10%FBS)将 KRJ稀释浓度为不同浓度 1%-5% KRJ(v/v)，

每组设置 6个复孔。根据 CCK-8法[8]，在培养基中培养 24 h、

48 h、72 h后，每孔加入 10 滋L CCK-8试剂，放于培养箱中培养

1-2 h，取出 96孔板，避光，使用酶标仪在 450 nm，按照如下公

式计算 KRJ对细胞活力影响。(注：A0:调零组吸光度值，A1：实

验组吸光度值，A：空白组吸光度值)。

细胞活力（100%）= A1-A0
A-A0

× 100%

1.2.2 LPS-RAW264.7炎症模型建立及观察 根据LPS-RAW264.7

细胞炎症模型的方法[8，15]，取对数期生长的 RAW264.7细胞接

种于 96孔板中，细胞数 5× 103/孔，培养 12 h后，设置空白对

照，实验组(KRJ浓度为 3%)培养 24 h，弃去原培养基，用 HBSS

洗 3次，随后加入 LPS (1 滋g/mL)孵育 24 h，利用倒置显微镜观

察不同时期的细胞形态变化。

1.2.3 上清液 NO测定 取对数期生长的 RAW264.7细胞接

种于 96孔板中，细胞数 5× 103/孔，培养 12 h后，加入不同浓

度 0.5%-5%KRJ (v/v) 预处理细胞 24 h，随后加入 LPS (1

滋g/mL) 孵育 24 h，收集上清液后，根据碧云天 NO 试剂盒的

方法，在 540 nm处测定各组吸光度值，绘制标准曲线，计算各

组 NO含量。

1.2.4 胞内 ROS 测定 根据 DCFH-DA测定细胞内 ROS 含

量方法[16]。取对数期生长的 RAW264.7细胞接种于 96孔板中，

5× 103/ 孔，培养 12 h 后，不同浓度 0.5%-5%KRJ(v/v)预处理

24 h，弃去原培养基，用 HBSS洗 2次，加入 LPS (1 滋g/mL) 孵
育 6 h。孵育后，用 HBSS洗涤 2次，每孔避光加入 20 滋M的
DCFH-DA于 37℃，5% CO2培养箱中培养 30 min，利用荧光倒

置显微镜在发射波长 490 nm，吸收波长 530 nm进行观察，并

利用酶标仪测定各组 ROS荧光强度值。

1.2.5 细胞总蛋白的提取 将根据文献中的方法[5]，取对数期

生长的 RAW264.7细胞接种于 96孔板中，1× 104/孔，培养过

夜后，KRJ(浓度为 3%)预处理 24 h，随后加入 LPS (1 滋g/mL)孵
育 18 h。将弃去培养基的培养皿放在冰上加入 100 滋L 含
PMSF裂解液于冰上裂解 30 min后，转移至 1.5 mL离心管中，

4℃ 12000 rpm离心 10 min，收集上清，利用 BCA法测定各组

蛋白浓度。按照蛋白液：5× SDS上样缓冲液 = 4:1，混匀，瞬离，

煮沸约 5 min，用 PBS调整浓度 1 mg/mL。

1.2.6 Western Blotting检测蛋白 COX-2、iNOS的表达 根据

目的蛋白分子量进行 10% SDS-PAGE电泳，蛋白上样量为 40

滋g，电泳 2 h。转膜时间 1.5 h。将膜用 TBS洗 3次，5% BSA封

闭 2 h，一抗 COX-2(1：800)、iNOS(1：800)室温下孵育 1 h后，用

TBST 洗 3 次，加入二抗(1:1000)孵育 1 h，用 TBST 洗 3 次 3

次。根据用 ECL化学发光试剂盒操作。在暗室中进行显影定

影，利用 Image J进行分析条带灰度值，以目的条带灰度值

/GAPDH灰度值的比值表示。

1.3 统计学分析

采用 GraphPad Prism软件处理本实验所得数据，处理结果

以(平均数± 标准差)表示。当 P>0.05表示差异性不显著，P<0.

05表示数据间存在统计学显著差异，P<0.001表示数据间存在

统计学极显著差异。

2 结果

2.1 不同浓度 KRJ作用不同时间对巨噬细胞活力的影响

在 KRJ低浓度时，在 24 h内 2 % KRJ以下浓度对巨噬细

胞增殖具有微弱促进作用，3 % KRJ以上浓度对细胞活力有下

调作用，而孵育 48h、72h各浓度对细胞均具有抑制作用，并且

随着时间的增加和浓度的增加，整体细胞活力普遍下降(见图

1)，说明 KRJ对细胞的抑制作用具有普遍的剂量依赖性和时间

依赖性(P<0.05)。

2.2 LPS诱导 RAW264.7细胞形态观察

正常 RAW264.7巨噬细胞，基本呈现圆形，细胞状态良好

(见图 2-A)。在对细胞给予 3 % KRJ孵育后，细胞大部分呈圆

形，开始出现伪足分化现象，但基本上对细胞刺激较小(见图

2-B)。当细胞利用 LPS刺激以后，细胞大部分经过诱导长出触

角(见图 2-C)，从细胞形态学变化上可知细胞炎症模型基本建

立成功，胞内及上清液相关因子变化有待进一步验证。

2.3 KRJ抑制 LPS诱导的 RAW264.7细胞产生 NO

随着 KRJ浓度的升高，其对 LPS刺激 RAW264.7产生 NO

产物的抑制作用增强(见图 3)，低于 0.5%-5%(v/v)KRJ作用时，

NO产物随着 KRJ浓度升高而减少，具有药物剂量依赖性(P<0.
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图 2 LPS诱导的 RAW264.7细胞的形态

Fig. 2 Morphology of LPS-induced RAW264.7 cell

图 3 KRJ抑制 LPS诱导的 RAW264.7细胞 NO的产生

Fig. 3 KRJ inhibited the NO production in inflammatory cells

图 1 KRJ对 RAW264.7巨噬细胞活性影响

Fig. 1 Effect of KRJ on the viability of RAW264.7 macrophage

0001)。KRJ浓度升高对细胞的活性有一定的影响，但整体而

言，KRJ抑制 NO释放作用强于对细胞活力的影响，提示 LPS

刺激 RAW264.7建立细胞炎症模型成功。

2.4 KRJ改善 LPS诱导的 RAW264.7细胞内 ROS水平的影响

与空白组(LPS-)对比，模型组(LPS+)绿色荧光增强；与模型

组(LPS+)对比，随着 KRJ浓度的不断增加，绿色荧光强度减弱，

说明 KRJ对胞内 ROS水平具有抑制作用，表现出明显的剂量

依赖性下降 ROS水平(见图 4-a)。采用酶标仪测定各组胞内的

ROS荧光强度值，与荧光显微镜下观察 ROS水平具有一致规

律，说明 KRJ浓度与 ROS胞内水平呈负相关(见图 4-b)。综合

分析，KRJ对 LPS诱导的 RAW264.7细胞产生的活性氧(ROS)

具有显著的清除作用(P<0.0001)。

2.5 KRJ对 LPS诱导的 RAW264.7细胞内炎症蛋白的抑制作用

与空白组(LPS-)比较，模型组(LPS+)COX-2蛋白表达量明

显升高 (p<0.0001)；与模型组比较，样品组 (LPS+3% KRJ)

COX-2蛋白表达明显下调(p<0.05)(见图 5-a,c)。经过 KRJ处理

后，样品组 iNOS蛋白显著下调(P<0.001)(见图 5-b,d)，与 NO产

物被抑制具有一致规律。综合 2种蛋白的相对灰度值均可得：

模型组 >样品组 >空白组。

3 讨论

天然植物抗菌液(KRJ)由红花、紫草、刺天茄和芸香草等诸

药协同组方而成，虽然前期发现其具有杀菌消毒，镇痛，抗氧化

等方面的功效，但是其作用机制仍然不完全清楚。LPS作为革

兰氏阴性菌细胞膜表面的成分通过样受体 4 (toll-like receptor

4)识别于细胞膜表面，并激发急性炎症并促进早期的促炎症介

质释放[17]，抑制这些炎症因子和炎症介质的产物已经成为研发

靶向抗炎药物的重点[18]。

炎症病变以产生大量游离自由基、氮化物和促炎细胞因子

为特点。高浓度的 NO能够联合超氧离子能够形成过氧硝酸盐

离子(OONO-)，从而导致组织或者细胞的损伤引起炎症[19]。因

此，我们通过 LPS激活 RAW264.7巨噬细胞来测定 KRJ在抑

制 NO产物的抗炎效果。在浓度范围在 0.5%-5%(V/V)KRJ浓

度范围下，KRJ具有剂量依赖性的抑制作用 (如图 3)。而采用

LPS刺激 RAW264.7细胞增强 NO产物主要是通过增加胞内

的 iNOS含量产生的，因此通过测定 KRJ调控胞内 iNOS蛋白

表达，表明 KRJ抑制 NO产生是通过下调 iNOS表达来实现的

(图 5-b)，与抑制 NO产物的研究结果相一致。除了 LPS刺激

RAW264.7能够诱导产 iNOS，其还能够增强 COX-2蛋白在胞

内的表达。在大多数的炎症细胞和组织中，过量的 PEG2表达

能够增加 COX-2表达水平，本次研究发现 KRJ下调 COX-2蛋

白水平从而表现出抗炎活性(图 5-a)。

活性氧(ROS)作为氧化应激的关键介质，而氧化应激能够

调控和加剧炎症，激活 MAPK炎症通路 [6，10，20]，本研究采用

DCFH-DA探针测定胞内 ROS含量，结果显示 KRJ具有清除

胞内 ROS水平的抗氧化能力，并且具有剂量依赖性(图 4)。而

激活 NF-kB炎症通路与 COX-2，iNOS蛋白上调有很大的关系
[11]，这些结果暗示 KRJ具有调控活化的巨噬细胞的炎症介质来
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图 4 KRJ对胞内 ROS水平抑制作用

(a)胞内 ROS荧光强度观察 (b)胞内 ROS荧光强度测定

Fig. 4 KRJ inhibits intracellular ROS

(a) The observation of intracellular ROS fluorescence intensity

(b)The determination of intracellular ROS fluorescence intensity

图 5 KRJ对炎症相关蛋白 COX-2 INOS调控情况

(a)COX2蛋白表达 (b)INOS蛋白表达 (c-d)蛋白灰度值比

Fig. 5 KRJ regulate inflammation-related protein COX-2 INOS

(a) The expression of COX2 protein (b) The expression of INOS protein

(c-d) Proteins gray scale ratio

(a)

(b)

来消除炎症和减少胞内损伤，KRJ对 MAPK和 NF-kB通路具

有抑制作用，可能 KRJ具有多通路抑制炎症的效果(如图 6)。

在以往的研究中，许多药用植物提取液具有抗氧化和抗炎

的性质，对于 RAW264.7炎症细胞中的炎症介质表现出抑制作

用，具有广泛的生物活性，如从杜仲叶提取物[21]、鸦胆子提取物
[22]等药用植物提取液。而 KRJ作为一种新型的民族医药复方制
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剂，在其民间药方和功效观察的基础上经过现代研发与工艺改

造，保留多种植物的药效成分，相比于单一的抗炎植物提取物，

其具有多成分协同组方作用和多靶点抗炎效果，表现出治疗多

种临床炎症相关疾病的潜力，且其毒副作用较小。

在后续的研究中，要注重 KRJ消炎镇痛作用机制的深入

研究以及动物水平炎症相关疾病的功效研究(如皮肤疾病的接

触性皮炎等)，同时探索复方中各成分和其他通路作用研究，为

KRJ早日进入临床实验阶段奠定基础。
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图 6 KRJ抑制炎症的可能机制

Fig. 6 The possible mechanisms of KRJ inhibiting the inflammation
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