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摘要：本文采用脂多糖（LPS）刺激小鼠腹腔巨噬细胞 RAW264.7，建立细胞体外的炎症模型，研究桑葚提取物对 LPS 诱导巨

噬细胞 RAW264.7 分泌功能的影响及其作用机制。实验用 1 μg/mL LPS 刺激 RAW264.7 细胞，在不同浓度样品的干预下，用 MTT 法

检测不同浓度的样品对 RAW264.7 细胞的作用；用 Griess 法检测细胞液中 NO 的含量；用酶联免疫吸附法（ELISA）检测细胞液中

PGE2含量；用免疫印迹法（Western Blot）和 RT-PCR 法检测桑葚提取物对细胞 iNOS 和 COX-2 表达的影响；用 HPLC 法检测桑葚提

取物中白藜芦醇的含量。结果表明桑葚提取物浓度在 0.5~2 mg/mL 范围内对细胞生长无明显影响；在 1~2 mg/mL 范围内能有效抑制

NO 和 PGE2的分泌并能有效抑制 iNOS 和 COX-2 的表达；桑葚提取物中白藜芦醇的含量为 107.44±0.48 μg/g。这表明桑葚提取物抑制

炎症相关因子表达量，从而减弱促炎症反应，发挥抗炎功效，其抗炎活性可能与桑葚中含有较高的白藜芦醇相关。 
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Abstract: An in vitro model of inflammation was established by stimulating the mouse peritoneal macrophage cell line RAW264.7 with 

lipopolysaccharide (LPS). This model was employed to investigate the anti-inflammatory effects of mulberry extract and the underlying 

molecular mechanisms. RAW264.7 cells were stimulated with 1 μg/mL LPS, followed by treatment with different concentrations of the extract. 

The effect of the extract on RAW264.7 cell viability was evaluated by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

assay. The nitric oxide (NO) and prostaglandin E2 (PGE2) content were determined by the Griess reagent assay and enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA), respectively. The expression of nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) was determined by 

reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and western blotting. At the tested concentrations (0.5~2 mg/mL), the mulberry 

extract did not affect RAW264.7 cell growth. At concentrations ranging from 1 to 2 mg/mL, the extract significantly inhibited NO and PGE2 

secretion, as well as iNOS and COX-2 expression. The resveratrol content in the mulberry extract was 107.44±0.48 μg/g. In conclusion, the 

results suggest that mulberry extract attenuates LPS-stimulated inflammatory responses and exerts anti-inflammatory effects by suppressing the 

expression of inflammation-related cytokines; the anti-inflammatory effect of mulberry extract is probably attributable to its high resveratrol 

content. 
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桑葚(Morusalbal.)又名桑枣、桑果和乌葚等，系

桑属(Morus Linn)植物[1]。桑葚资源丰富，在我国除青

藏高原外其他各地均有种植。桑葚味道酸甜可口且营

养丰富，现代营养学证明：桑葚除含糖类、蛋白质、

脂类等丰富的营养素之外，还含有许多重要的活性物

质如原花青素、花色苷、活性多糖、有机酸和白藜芦

醇等[2,3]。大量研究表明，桑葚具有抗氧化应激、抗肿

瘤、抗辐射消除炎症、改善心血管功能及预防冠心病

等多种对人体有益的功效[4,5]。传统中医认为桑葚味

甘，性寒，具生津止渴、补肝益肾、滋阴补血和明目

乌发等功效。 
炎症是动物机体对各种致炎因子及促炎因子或外

界对机体的损伤及刺激所发生的以防御反应为主的应

答反应，以局部组织的病变为主要表现[6]。炎症是一

种极其常见的基本病理过程，往往伴随着疾病的发生，

且会促进疾病的发展，严重时会产生恶性肿瘤等。很

多慢性疾病的发病机制都涉及炎症，如：炎症性肠病、

类风湿关节炎、败血症和癌症等。革兰氏阴性菌外膜

的脂多糖（Lippolysaccharide，LPS）是诱发慢性炎症

及感染性疾病的重要因素，产生炎症反应的细胞因子

主要包括：抗肿瘤坏死因子和白介素等。因此，抑制

前炎症分子的产生成为预防或治疗各种疾病的重要靶

点[7]。早在 1993 年，国家卫生部就将桑葚列为药食兼

用的农产品之一。近年来，随着人们对桑葚化学成分

及药理作用方面的研究越来越广泛，其在医药保健、

食品工业上也得到广泛应用。但迄今为止，关于桑葚

提取物对体外巨噬细胞炎症影响的研究报道较少[4,5]。

本文用桑葚提取物对LPS刺激RAW264.7细胞构建体

外细胞炎症模型来探讨桑葚提取物的抗炎功效，为食

品工业开发功能性食品提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

桑葚：新疆药桑。采集自新疆阿克苏地区库车县

牙哈镇塔克马克农场，采集时间：2015 年 7 月 14 日。

白藜芦醇标品（RES）由扬州大学谢虹老师提供；脂

多糖（LPS）、甲氮甲唑蓝（MTT）、亚硝酸钠及台盼

蓝均购于 Sigma 公司；ELISA 试剂盒购于美国安迪生

物科技有限公司；30%丙烯酰胺-甲叉双丙烯酰胺溶液

（29:1）、RIPA 裂解液、辣根过氧化物酶试剂盒、微

量 BCA 蛋白定量试剂盒均购于北京康为世纪生物科

技有限公司；胎牛血清（FBA）购于 HyClone 公司；

RPMI1640 培养基、抗生素购于 Gibco 公司；蛋白质

Marker 购于美国 NEB（New EnglandBiolabs）公司。

Trizol 购于 Invitrogen 公司；过硫酸铵购于国药集团化

学试剂有限公司；GAPDH、iNOS、COX-2 引物由上

海捷瑞生物工程有限公司；抗体 iNOS、COX-2、β-actin
购于 Cell Signaling 公司。 

1.2  仪器与设备 

高效液相色谱色谱仪：美国安捷伦 1260；9700 
PCR 扩增仪：ABI 公司；水平电泳槽：美国 Bio-Rad
公司；ALPHA 1-2LDPLUS 冷冻干燥机：德国 ALPHA
公司；ME254S(0.1 mg/250 g)分析天平：北京赛多利

斯仪器系统有限公司；GEL XP System 伯乐凝胶成像

系统：美国 Bio-Rad 公司；Tanon 5200 Multi 数码凝胶

图像处理系统：上海天能科技有限公司；Tecan infinite 
M200PRO 酶标仪：瑞士 Tecan 公司；KQ-500B 超声

波清洗器：昆山市超声仪器有限公司；二氧化碳培养

箱，日本 SANYO 公司；C2500-R 1.5 mL；2.0 mL 台

式高速冷冻离心机：德国 Eppendorf 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  桑葚样品预处理及供试品配制 
准确称取干燥后的桑葚 3.00 g，按 1:25 的体积比

加入 75 mL、75%（V/V）的乙醇，35 ℃超声提取 8 min，
提取 2 次，合并溶液后过滤除去残渣，滤液浓缩后用

乙腈洗脱并定容至 10 mL 吸取 1 mL 用 0.45 μm 微孔

膜过滤，滤液作为供试品。 
1.3.2  白藜芦醇标准曲线的绘制 

精密称取白藜芦醇标品 5 mg，用少量乙腈溶解完

全并定容至 25 mL 容量瓶，得到标品母液浓度为 0.2 
mg/mL，精密配制不同浓度的白藜芦醇标准液 12.5、
50、100、200 μg/mL。在 306 nm 处测定其峰面积，绘

制白藜芦醇标准曲线。 
1.3.3  色谱条件 

色谱柱 Eclipse XDB-C18（150 mm×4.6 mm，5 
μm)，流动相：乙腈:水=25:75 (V/V)，检测波长：306 nm，

柱温：30 ℃，流速：1.0 mL/min，进样量为 20 μL。 
1.3.4  细胞培养 

RAW264.7 细胞用含 10%胎牛血清和青霉素(100 
U/mL)及链霉素(100 mg/mL)的 RPMI1640 培养基置于

37 ℃、5% CO2的培养箱中培养，2~3 d 更换新的培

养基。当细胞融合率达到80%时对细胞进行继代培养。 
1.3.5  不同浓度样品对 RAW264.7 细胞毒性的

检测 
MTT 工作液配制：准确称取 0.10 g 甲氮甲唑蓝试

剂后，加入到 20 mL PBS 中，混匀避光过滤，配制成

5 mg/mL MTT 溶液。 
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MTT 终止液配制：准确称取 20.00 g SDS 试剂，

加入 0.176 mL HCl 溶液后，定容至 20 mL。 
采用 MTT 法检测样品对 RAW264.7 细胞毒性的

影响，待细胞长至对数期后，取细胞悬浮液稀释细胞

数为1×106个/mL，以每孔100 μL接种于96孔培养板，

培养 16~18 h。向 96 孔板中加入不同浓度样品，每个

浓度梯度设 3 个复孔。同时设正常对照组和样品处理

组。37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h 后吸去上清，

每孔加入 100 μL、0.5 mg/mL 的 MTT 测试工作液，于

上述培养箱中培养 4 h 后加入 100 μL MTT 终止液。待

完全溶解后，用酶标仪在 550 nm 下测其 OD 值。 
1.3.6  不同浓度样品对LPS诱导RAW264.7细
胞释放 NO 和 PGE2的影响 

取对数生长期细胞，调整细胞数为 1×106 个/mL
接种于 96 孔板每孔 100 μL 培养 16 h。用不同浓度样

品处理细胞，30 min后加入 50 μL LPS(终浓度 1 μg/mL)
刺激并设立正常对照组，LPS 组和样品处理组，每组

设 3 个复孔。用 Griess 法检测细胞上清液中 NO 的含

量；用 ELASA 试剂盒法测定 PGE2的含量。 
1.3.7  不同浓度样品对LPS诱导RAW264.7细
胞 iNOS 和 COX-2 mRNA 的表达检测 

取对数生长期 RAW264.7 细胞，接种 5×106个细

胞于 4 mL 培养皿中，培养 16 h。吸去旧的培养基，

加入 1 mg/mL、2 mg/mL 桑葚样品溶液，同时设立正

常对照组、LPS 组、样品处理组，放入培养箱 30 min
后加入 LPS（终浓度 1 μg/mL）处理 6 h。用 Trizol 试
剂盒法提取细胞总 RNA。荧光定 PCR 检测 mRNA 的

表达量：移取 2 μL 上述 RNA 转为 cDNA 进行 PCR
扩增实验。 

正反向引物碱基序列如下： 
表1 引物列表 

Table 1 List of primers 

引物名称 上游引物序列 5’- 3’ 下游引物序列 5’- 3’ 

GAPDH CACTCACGGCAAATTCAACGGCACA GACTCCACGACATACTCAGCAC 

iNOS CCCTTCCGAAGTTTCTGGCAGCAG GGCTGTCAGAGCCTCGTGGCTTTG 
COX-2 CACTACATCCTGACCCACTT ATGCTCCTGCTTGAGTATGT 

半定量 PCR 反应体系：10 μL 2×Ex Taq、上下引

物各 0.5 μL、cDNA 2 μL 以及 7 μL 蒸馏水混匀后置于

PE 管中。GAPDH、COX-2 及 TNF-α 的扩增条件：

94 ℃、2 min→94 ℃、30 s，60 ℃、30 s，72 ℃、

40 s（30 个循环）→72 ℃、5 min。 
实时定量 PCR 检测反应体系：25 μL 2×Ex Taq、

上下游引物各 1 μL 及 9 μL 的蒸馏水。COX-2 的扩增

条件：94 ℃、10 min→94 ℃、30 s，55 ℃、30 s，
72 ℃、40 s（30 个循环）→72 ℃、5 min。iNOS 的

扩增条件：94 ℃、2 min→94 ℃、30 s，60 ℃、30 s，
72 ℃、40 s（27 个循环）→72 ℃、5 min。GAPDH
的扩增条件：94 ℃、2 min→94 ℃、30 s，60 ℃、30 
s，72 ℃、40 s（30 个循环）→72 ℃、5 min。产物

经电压为 100 V，时间为 30 min 的琼脂糖凝胶电泳对

iNOS 和 COX-2mRNA 的表达量进行分析。 
1.3.8  Western Blot 检测 RAW264.7 细胞 iNOS
和 COX-2 的蛋白表达水平 

取对数生长期 RAW264.7 细胞接种 5×106个细胞

于 4 mL 体系的培养皿中，培养 16 h 后向其中加入不

同浓度的样品,并同时设立正常对照组、LPS 组、样品

处理组。放入培养箱 6 h 后除去培养基，用 PBS 冲洗

细胞。收集细胞并于 4 ℃、14000 r/min 条件下离心

15 min，加入一小勺玻璃珠及 200 μL 蛋白酶裂解液充

分振荡，4 ℃、14000 r/min 离心 10 min，吸取上清液

即细胞总蛋白。按 BCA 试剂盒法制作标准曲线测定

细胞总蛋白的浓度，用 Western Blot 检测 GAPDH、

iNOS 和 COX-2 的表达。取不同浓度样品蛋白 30 
μg/mL，94 ℃变性 5 min，SDS-PAGE 电泳分离蛋白并

转膜。蛋白转膜移至含有封闭液的塑料盒内置于摇床

室温下进行脱色，加入一抗室温孵育洗涤，加入二抗

室温孵育洗涤。将洗好的膜加入显色剂采集图像。 
1.3.9  数据分析 

本研究细胞实验设立 3 个复孔，结果以 Mean±SD
表示，采用 SPASS 20.0 统计分析软件对数据进行方差

分析，图表用 SigmaPlot 绘制。 

2  结果与讨论 

2.1  不同浓度桑葚提取物对RAW264.7细胞毒

性及释放细胞炎症因子的影响 

MTT 法检测桑葚提取物对 RAW264.7 细胞是否

有毒性。如图 1a 所示与正常对照组相比桑葚提取物在

0.5~2 mg/mL 时对细胞无明显的毒性，与正常对照组

相比无显著性差异（p>0.05）。当浓度为 4 mg/mL 时

对细胞有毒性作用，与正常对照相比差异性显著

（p<0.05）。因此，本课题其他研究选取桑葚样品浓度

在小于 4 mg/mL。不同浓度桑葚提取物处理细胞 24 h
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后吸取细胞上清液，用 Griess 法检测由 LPS 诱导的

RAW264.7 细胞培养液中的 NO 分泌情况及用 ELISA
法检测桑葚提取物对LPS刺激的RAW264.7细胞培养

液中 PGE2的影响。 

 

 
图1 桑葚提取物对RAW264.7细胞毒性(a)及释放NO(b)和

PEG2(c)的影响 

Fig.1 Effects of mulberry extract on RAW264.7 cell viability (a) 

and the production of NO (b) and PGE2 (c) by these cells 

如图 1b~c 所示的结果在正常状态下，RAW264.7
细胞分泌的 NO 和 PGE2 处于基础水平，经 LPS（1 
μg/mL）刺激后 NO 和 PGE2的分泌量显著增加，与正

常对照组比较差异性显著（p<0.05）。不同浓度样品对

NO 和 PGE2 的释放具有明显的抑制作用且呈现剂量

依赖性关系，浓度越大抑制作用越强，其 NO 的含量

分别为 40.56±2.43%、12.16±1.61%、1.48±0.17%和

1.27±0.40%，其 PGE2 的含量分别为 65.43±12.21%、

47.38±10.67%、31.54±9.76%和 20.65±9.8%，与 LPS
组比较差异具有统计学意义(p<0.05)。因此，LPS 能诱

导 RAW264.7 细胞释放 NO 和 PGE2，而桑葚提取物能

够不同程度抑制LPS诱导RAW264.7细胞分泌NO和

PGE2且呈浓度依赖性。 

2.2  不同浓度桑葚提取物对 LPS 诱导的

RAW264.7 细胞 COX-2 和 iNOS 的 mRNA 表达

影响 

 
图2 桑葚提取物对LPS诱导的RAW264.7细胞iNOS、COX-2 mRNA

表达的影响 

Fig.2 Effect of mulberry extract on iNOS and COX-2 mRNA 

expression in RAW 264.7 cells in response to LPS stimulation 

LPS 诱导 RAW264.7 细胞促使细胞内相关炎症因

子的 mRNA 表达水平显著升高，COX-2 和 iNOS 是细

胞内参与炎症反应的重要酶。桑葚提取物对 COX-2
和 iNOS mRNA 的表达均有一定的抑制作用。如图 2a
半定量 PCR 结果所示，正常对照组中 COX-2 和

iNOSmRNA 表达量较低，经 LPS 诱导后 COX-2 和

iNOS 的 mRNA 表达显著提高。样品处理组能有效抑

制COX-2 和 iNOS 的mRNA 表达并呈现出量效关系。

实时定量 PCR 结果如图 2b 显示 COX-2 和 iNOS 
mRNA 表达量随着给药浓度的增大而降低，其中

COX-2 表达量依次为 54.67±11.23%、12.34±6.74%，

iNOS 的表达量依次为 43.21±10.23%、9.34±3.21%，

与相应的 LPS 组对比差异显著（p<0.05），这与半定

量 PCR 的研究结果相一致。由此可得，桑葚提取物对 
COX-2和 iNOS mRNA的表达均有一定的抑制作用且 
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具有浓度依赖性。 

2.3  不同浓度样品对 LPS 诱导的 RAW264.7

细胞 iNOS 和 COX-2 蛋白表达的影响 

 
图3 桑葚提取物对LPS诱导的RAW264.7细胞iNOS、COX-2蛋

白表达的影响 

Fig.3 Effect of mulberry extract on iNOS and COX-2 protein 

expression in RAW 264.7 cells after being stimulated by LPS 

Western Blot 检测结果如图 3 所示，正常情况下，

RAW264.7 细胞中 iNOS 蛋白表达很少，而 COX-2 基

本无表达。与正常对照组相比，在 LPS 刺激下二者的

蛋白表达显著上调，差异性极显著（p<0.01）。桑葚提

取物能够有效抑制 iNOS 和 COX-2 蛋白表达，且呈现

浓度效量关系，与 LPS 组相比差异显著（p<0.05）。 

2.4  HPLC 法测定桑葚中白藜芦醇的含量 

 
图4 白藜芦醇标准曲线 

Fig.4 Resveratrol standard curve 
表1 桑葚样品中白藜芦醇含量测定 

Table 2 Determination of the resveratrol content in mulberry 

samples 

参数 
次数 

平均值±SD
1 2 3 

样品峰面积

Sd/(mAU⋅s) 
801.78 813.83 810.65 808.75±6.2

样品浓度/(g/mL) 32.07 32.34 32.27 32.23±0.14
样品含量/(g/g) 106.90 107.8 107.58 107.44±0.48

HPLC 法所得白藜芦醇的浓度与峰面积的线性关

系如图 4 所示，其数学关系式为： 
y=43.54x-594.6 (R2=0.993) 
这显示了白藜芦醇在12.5~200 μg/mL范围内具有

良好的线性关系。根据白藜芦醇标准曲线计算得出桑

葚中白藜芦醇的含量为 107.44±0.48 μg/g 如表 2 所示。 

2.5  白藜芦醇标品对 LPS 诱导的 RAW264.7

细胞毒性及释放 NO 的影响 

 
图5 白藜芦醇对RAW264.7分泌NO的影响 

Fig.5 Effects of resveratrol on NO production in 

LPS-stimulated RAW264.7 cells 

白藜芦醇标品处理 RAW264.7 细胞，用 MTT 法

检测细胞毒性其结果如图 5a 所示，与正常对照组相比

白藜芦醇标品对 RAW264.7 细胞毒性作用不明显；

Griess 法检测白藜芦醇标品对 LPS 诱导的 RAW264.7
细胞中 NO 水平，其结果如图 5b 所示，不同浓度白藜

芦醇标品对 NO 的释放具有明显的抑制作用并且呈现

出剂量依赖性关系，其 NO 的含量百分比分别为

70.06±0.67%、42.98±2.93%和 20.56±0.80%。桑葚抗炎

作用可能与其所含丰富的白藜芦醇相关。后续工作将

以抗炎活性为导向，进一步分离桑葚中具有抗炎活性

的化合物，以丰富桑葚化合物数据库。 

3  结论 

3.1  桑葚是一种食药兼用的果实，富含花青素、葡萄
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糖、果糖、蛋白质、脂类、醇类、挥发油、芦丁和胡

萝卜素等[8]。白藜芦醇为桑葚中一种重要且含量丰富

的生物活性物质，具有抗肿瘤、抗炎、抗菌和抗自由

基的作用，能保护肝脏、保护神经、保护心脑血管，

还具有增强免疫力、对骨代谢和棕色脂肪的分化具有

促进作用[9]。陈诚[10]通过反高效液相色谱法对桑葚中

的白藜芦醇和白藜芦醇苷进行了测定，赵康[11]等人采

用HPLC 方法检测不同采摘时期桑葚中白藜芦醇及白

藜芦醇苷含量各有差异，其中采摘期为红果刚转紫时

白藜芦醇含量最高达到 94.5 μg/g。本课题研究桑葚提

取物的体外抗炎活性，用 HPLC 法对桑葚中白藜芦醇

的含量进行了测定，研究结果得出桑葚中白藜芦醇的

含量为 107.44±0.48 μg/g，高于赵康等人的研究，可能

与桑葚的不同品种、产地及栽培地区的气候等条件不

同而产生差异。 
3.2  炎症性疾病主要是由多细胞参与的复杂过程，其

基本机制是机体应对外界炎症因子损伤刺激实现的自

我保护修复的防御反应[12]。RAW264.7 细胞是调节炎

症反应及体内启动炎症因子的重要细胞，可由 LPS 诱

导产生一系列的炎症反应，促使细胞分泌大量的炎症

因子。LPS 经细菌释放通过 LR4 受体介导进入宿主体

内，激活 RAW264.7 细胞炎症信号通路，诱导各种炎

症因子的产生及释放如NO、PGE2、IL-6和 IL-1β等[13]。 
3.3  桑葚具有抗氧化及抗炎的特性[14]，但迄今关于桑

葚提取物对抗炎及调节机制还不是特别明确。桑葚提

取物中白藜芦醇含量较高且白藜芦醇对 LPS 刺激

RAW264.7 细胞炎症因子具有调节作用[15]，因此桑葚

具有抗炎作用可能与含有白藜芦醇具有密切的关系。 
3.4  本研究以 LPS 刺激 RAW264.7 为细胞炎症模型，

探讨桑葚提取物对 LPS 激活的巨噬细胞释放 NO、

PGE2等的释放以及 iNOS、COX-2 的表达。研究结果

显示，桑葚提取物在 0.5~4.0 mg/mL 内对细胞无明显

毒性，能够有效的抑制 LPS 诱导的巨噬细胞产生 NO、

PGE2等炎症因子，且呈现剂量依赖性关系。桑葚提取

物对 iNOS、COX-2 蛋白的表达具有抑制作用，从而

降低细胞中 NO、PGE2的水平。桑葚提取物具有较好

的抗炎作用，其机制或许与促进 RAW264.7 细胞活化

及炎症因子的产生有重要关系。桑葚提取物抗炎作用

的靶点并非在于直接抑制 NO 和 PGE2 等炎症因子的

释放，而是发挥保护性的抗炎作用，这与 Chieh-Jung 
Liu[14]等人研究桑葚具有抗炎作用相一致。通过这一机

制可以促进炎症组织的修复作用，为桑葚保健品、功

能性食品的开发提供了坚实的理论基础。 
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