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柴胡皂苷d对LPS诱导的RAW264.7细胞炎症

的抗炎作用机制

王妍婷1,2，牛志强1,2，刘亚男1,2，李甫3，胡卫成1,2*，张迹1,4*

（1.新疆农业大学食品科学与药学学院，新疆乌鲁木齐 830052）（2.扬州大学医学院，江苏扬州 225109）

（3.中国科学院成都生物研究所天然产物研究中心，四川成都 610041）

（4.淮阴师范学院生命科学学院，江苏淮安 223300）

摘要：该文以细菌脂多糖（Lipopolysaccharide, LPS）刺激的小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7 为模型，对柴胡皂

苷 d（Saikosaponin d, SSd）的体外抗炎作用机制进行深入研究。结果显示，SSd 在 8 μmol/L 的浓度下能够显著抑制

RAW264.7 炎症细胞一氧化氮（Nitric Oxide, NO）的释放（P<0.01），并以剂量依赖性（4 μmol/L、8 μmol/L）抑制

细胞一氧化氮合酶（Inducible Nitric Oxide Synthase, iNOS）、环氧合酶 2（Cyclooxygenase-2, COX-2）及白细胞介素 -6

（Interleukin-6, IL-6）、肿瘤坏死因子（Tumor Necrosis Factor-α，TNF-α）等炎症相关基因 mRNA 的表达（P<0.01）。

蛋白印迹结果表明，SSd 有效抑制了 iNOS 和 COX-2 蛋白的表达。扫描电镜观察分析发现 SSd 可以显著改善 LPS

诱导的 RAW264.7 细胞形态改变。此外，SSd 能够抑制 Toll 样受体 4（Toll-Like Receptor 4, TLR4）、IκB 激酶（IκB 

Kinase-α, IκBα）、核因子 κB（Nuclear Factor Kappa-B, NF-κB）、丝氨酸 / 苏氨酸激酶（Serine/Threonine Kinase 

Proteins, GSK3β）等炎症相关信号通路关键蛋白的表达或磷酸化水平。结果表明，SSd 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细

胞炎症有较好的抑制作用，其作用机制与 TLR4/NF-κB 以及 GSK3β 等炎症相关信号通路相关，可为全面理解 SSd

的抗炎作用提供数据支撑。
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炎症是由缺血性损伤、感染、组织创伤等有害

刺激引发的适应性反应，可控的急性炎症反应对机

体是有益的（如抗感染的保护作用） [1] 。炎症持续存

在或参与炎症反应的介质紊乱会导致慢性炎症的发

生，引发类风湿性关节炎 [2] 、系统性红斑狼疮等自

身免疫性疾病 [3] ，还会导致细胞突变和增殖，创造

有利于癌症发生发展的环境 [4] 。炎症反应过程中的

宿主防御、组织修复等多种生理作用会导致炎症组织

损伤，破坏机体稳态，进而产生一定的病理后果 [5] 。

因此，机体需要对炎症反应进行适当的调节。促进炎

症消退（抗炎）的手段包括消除外界刺激，抑制促炎

信号通路的信号传导以及促进炎症介质分解等 [6] 。

柴胡（Radix Bupleuri, RB）是伞形科植物柴胡

或狭叶柴胡的干燥根。作为中国传统草药之一，其

最早记载于《神农本草经》中，距今已有两千多年

的药用历史 [7] 。柴胡早期常用于治疗感冒、发热、

流行性感冒、肝炎等疾病，这与其含有丰富的柴胡

皂苷（Saikosaponins, SS）、挥发油、黄酮类、多糖、

脂肪酸和甾醇等有关 [8] 。SS 属三萜皂苷，均为齐墩

果烷型，因双键位置及取代基团等化学结构不同而

分为多种不同的类型，近年来的研究表明，SS 是

柴胡发挥药效作用的重要成分 [9-11] 。SSd 为柴胡主要

生物活性成分之一，其分子结构见图 1。研究表明

SSd 对各种炎症疾病，如结肠炎 [12] 、肝炎 [13] 、神经

炎 [14] 、胰腺炎 [15] 具有积极的治疗效果。前人研究报

道 SSd 在动物体内通过经典炎症信号通路 NF-κB 发

挥显著的抗炎作用，包括下调磷酸化 NF-κB 水平，

抑制 IL-1β，TNF-α 等促炎细胞因子释放，治疗小

鼠变应性鼻炎 [16] ；SSd 还可抑制高迁移率族蛋白 B1
（High Mobility Group Box-1 Protein, HMGB1）减少

与 TLR4 受体结合，阻碍 NF-κB 二聚体入核，从而

减少炎症因子释放，缓解大鼠神经炎的发生 [17] 。查

阅相关文献得知 SSd 体外抗炎作用机制鲜有报道，

为明确SSd在体外通过NF-κB信号通路的机制研究，

本文设计了 LPS 诱导的 RAW264.7 炎症细胞模型，

围绕细胞炎症相关因子的表达调控及其对炎症相关

通路蛋白的调节等抗炎作用机制进行深入研究，为

全面理解 SSd 的抗炎作用提供数据和理论支撑。

图 1 SSd的结构

Fig.1 The structure of SSd

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

柴胡，购买于中华人民共和国四川省荷塘中草

药市场。制备柱（50 mm×250 mm，直径 10 μm），日

本京都 YMC 株式会社。柱层析用硅胶（100~200 目）、

abstract: A mouse model of lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW264.7 cell inflammation was developed to 

investigate the in vitro anti-inflammatory mechanism of saikosaponin d (SSd). SSd demonstrated a significant inhibition of 

nitric oxide release from RAW264.7 cells at a concentration of 8 μmol/L (P<0.01) and suppressed mRNA level expression 

of inflammation-related genes, including inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase 2 (COX-2), interleukin-6, 

and tumor necrosis factor-α, in a dose-dependent manner at concentrations of 4 and 8 μmol/L (P<0.01). Western blot 

analysis revealed that SSd effectively reduced the protein level expression of iNOS and COX-2. SEM images confirmed 

that SSd alleviated LPS-induced morphological changes in RAW264.7 cells. Additionally, SSd inhibited the expression and 

phosphorylation levels of key proteins involved in inflammation-related signaling pathways, including toll-like receptor 4 

(TLR4), IκB kinase, nuclear factor κB (NF-κB), and glycogen synthase kinase-3β (GSK3β). These findings indicate that SSd 

strongly inhibits LPS-induced RAW264.7 cell inflammation by targeting the TLR4/NF-κB and GSK3β signaling pathways. 

These findings contribute to our enhanced understanding of the anti-inflammatory effects of SSd.

Key words: saikosaponin d; RAW264.7 cells; anti-inflammatory effect; toll-like receptor 4; glycogen synthase kinase-

3β; nuclear factor κB
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薄层用硅胶 GF254（10~40 μm），青岛海洋化工集

团有限公司。小鼠单核巨噬细胞（RAW264.7）来

源于美国典型培养物保藏中心（ATCC）；RPMI 
1640 培养基、青 -链霉素，Invitrogen Gibco ；胎牛血

清（Fetal Bovine Serum, FBS）、二甲亚砜（Dimethyl 
Sulfoxide, DMSO）、台盼蓝、Trizol Reagent, Sigma ；
细胞全蛋白及核蛋白提取试剂盒、ECL 化学发光检

测试剂盒，康为世纪；BCA 蛋白定量试剂盒，碧云天；

IκBα、p-IκBα、GSK-3β、p-GSK-3β、TLR4、NF-κB
等抗体，CST ；甲醇、二氯甲烷、正丁醇、乙醇、异

丙醇、氯化钠、十二烷基硫酸钠、三氯甲烷、三羟

甲基氨基甲烷等化学试剂，国药集团。

1.2 仪器与设备 

LC-20AD 高效液相色谱仪，SHIMADZU 公

司；HERACELL I50i 细胞二氧化碳培养箱，Thermo 
Fisher 公司；5414R 低温高速离心机，Eppendorf 公
司；T100 Thermal Cycle PCRPCR 仪，TIANGEN 公司；

5200 化学发光成像系统，Tanon 公司；BHH-2 数显恒

温水浴锅，BKMAN 公司；TS-1 摇床，QILINBEIER
公司；OSE-DB-02 金属浴，TIANGEN 公司；Power 
Pac TMHC 电泳仪，BIO-RAD 公司；PT-3502B 酶标

分析仪，POTENOV 公司；VCX130 超声细胞粉碎仪，

SONICS 公司；q225 实时荧光定量 PCR 仪，Kubo 公

司；Scanning Electron Microscopy，SEM，Quanta 
FEG450 扫描电子显微镜，Quanta FEG 公司。

1.3 实验方法

1.3.1 SSd的提取分离

柴胡（60.0 kg）粉碎后，于 150 L 甲醇 60 ℃条

件下提取 3 次，合并提取液减压浓缩至干，将提取

物悬浮于纯水中，依次以二氯甲烷和正丁醇萃取 4
次。正丁醇萃取物约 2.1 kg 进行硅胶柱层析，以二

氯甲烷 : 甲醇 =12:1 的水饱和溶剂作为初始溶剂进

行梯度洗脱，以出样量的增减作为是否在洗脱剂中

添加甲醇的标准，每 5 000 mL 洗脱液蒸馏 1 次。利

用 TLC 对各馏分进行合并，得 10 个组分，分别为

组分 1（114 g）、2（100 g）、3（460 g）、4（170 g）、
5（145 g）、6（110 g）、7（132 g）、8（90 g）、9（50 g）
和 10（60 g）。取 20 g 组分 4 以体积分数为 80% 甲

醇溶液进行反相 C18 色谱柱制备，得 SSd 2.13 g。
经高效液相色谱仪在流动相：乙腈 / 水 =50/50，
30 min ； 流 速 0.8 mL/min ； 色 谱 柱：SinoChrom 
ODS-BP 5 μm，4.6 mm×250 mm ；检测波长：203 nm

条件下分析所得 SSd 纯度＞ 99%，见图 2。

图 2 HPLC 分析 SSd 纯度

Fig.2 HPLC analysis of the purity of SSd

1.3.2 细胞培养及传代 
取 RAW264.7 细胞，加入含体积分数 10% FBS

和 1% 青 - 链霉素的 RPMI 1640 培养基，置于体积

分数为 5% CO2 细胞培养箱中，37 ℃恒温培养。当

细胞贴壁生长至大致铺满培养瓶时，以 1:3~1:5 进

行传代培养，选取第 3~8 代处于对数生长期的细胞

进行后续实验。 

1.3.3 细胞存活率测定

以每孔 1×105 个细胞接种 RAW264.7 细胞入 96
孔细胞培养板中，37 ℃恒温过夜培养。次日，分

别 用 不 同 浓 度 的 SSd（0、0.5、1、2、4、6、
8、10 μmol/L）处理细胞 24 h，吸去培养基，加入

100 μL 质量浓度为 0.5 mg/mL 的噻唑蓝（Methyl 
Thiazolyl Tetrazolium, MTT）工作液，置于细胞培

养箱内继续孵育 4 h 后，再加入 100 μL 终止液，孵

育过夜。用酶标仪于 562 nm 处测定各样 OD 值，对

空白组归一化后按如下公式计算细胞存活率。

CV =
a
b  ×100%                                                 （1）

式中： 

CV——细胞存活率，% ；

a——样品在 562 nm 处吸光度；

b——对照组 562 nm 处吸光度平均值。

1.3.4 一氧化氮（NO）释放量测定 
将 RAW264.7 细胞以每孔 1×105 个细胞接种于

96 孔板，设空白组、模型组和药物组，每组 3 个重

复，过夜培养。药物组细胞分别用浓度为 0.5、1、2、
4、6、8 μmol/L 的 SSd 预处理 30 min 后，加入终质

量浓度为 1 μg/mL 的 LPS 处理 24 h。采用格里斯试

剂比色法 [18] 测定细胞培养上清的 NO 含量。 
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表 1  PCR引物序列

Table 1 PCR primer sequence

基因名称 正向引物 反向引物

iNOS CATTGATCTCCGTGACAGCC CATGCTACTGGAGGTGGGTG

COX-2 GGGAGTCTGGAACATTGTGAA GCACATTGTAAGTAGGTGGACTGT

TNF-α TGCCTATGTCTCAGCCTCTTC GAGGCCATTTGGGAACTTCT

IL-1β CAGGATGAGGACATGAGCACC CTCTGCAGACTAAACTCCAC

GAPDH CACTCACGGCAAATTCAACGGCACA GACTCCACGACATACTCAGCAC

1.3.5 细胞形态观察 
将 RAW264.7 细胞以每孔 1.5×106 个细胞接种

于底部预先放置有无菌细胞爬片的 6 孔板中，过

夜培养。实验设置空白组、模型组和药物处理组，

待细胞贴壁后，药物处理组用浓度为 8 μmol/L 的

SSd 预处理 30 min，再加入 LPS 处理 24 h。弃培

养液，用预冷的 PBS 漂洗 3 遍后，加入体积分数

2.5% 戊二醛固定液，于 4 ℃固定 1 h。用磷酸盐缓

冲液（Phosphate Buffer Solution, PBS）漂洗固定好

的细胞样品，再依次用体积分数 25%、50%、75%、

100% 的乙醇溶液进行梯度脱水，每次脱水时间

3~5 min，脱水样品置于干燥器中待测。将各组细胞

样品固定到样品台上，使用离子溅射仪进行喷金处

理，随后进行扫描电镜观察分析。

1.3.6 炎症相关基因mRNA表达水平分析 
将 RAW264.7 细胞以每孔 1.5×106 个细胞接种

于 6 孔板，过夜培养。SSd（终浓度为 4 μmol/L 和

8 μmol/L）预处理细胞 30 min，加入 LPS 处理 6 h
后，收集细胞提取细胞总 RNA。按试剂盒说明书

步骤将 RNA 反转录，合成第一链 cDNA，并选用

甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶（Glyceraldehyde-3-Phosphate 
Dehydrogenase, GAPDH）为内参基因，采用实时荧

光定量 PCR 方法定量分析各组细胞中炎症相关基因

iNOS、COX-2、TNF-α、IL-1β 的 mRNA 相对表达量。

本研究所用 PCR 引物均由上海生工合成，相关序列

如表 1 所列。

1.3.7 蛋白印迹

SSd（4、8 μmol/L）预处理 30 min，LPS 分别

刺激 0.5、1、3 或 6 h 后收集细胞，用冰冷的 PBS
漂洗后，根据细胞全蛋白、细胞核蛋白提取试剂盒

说明书操作步骤，分别提取细胞的全蛋白和核蛋

白。取 96 孔板，每孔加入 1 μL 样本上清 +19 μL 超

纯水（设置空白对照 20 μL 超纯水），加入 200 μL 
BCA 工作液（试剂 A: 试剂 B=50:1），37 ℃水

浴锅孵育 30 min，酶标仪波长 562 nm 处测量吸光

度，根据标准曲线计算各个样本的蛋白浓度，采用

十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（体积分数

为 8%~12%）分离。随后将蛋白从凝胶转移至聚偏

二氟乙烯膜上（100 V 冰浴），用体积分数为 5% 的

牛血清白蛋白封闭 2 h，TTBS 洗涤缓冲液清洗 3 次

后，装入抗体孵育袋，加入对应一抗，4 ℃孵育过夜。

用 TTBS 洗涤缓冲液再洗膜 3 次，加入二抗，继续

孵育 2 h 后，加入发光液进行曝光显色并拍照，使

用 Image J 对蛋白条带进行灰度分析。

1.4 数据处理及统计分析 

所有数据均采用 IBM SPSS Statistics 26 进行 t
检验、单因素方差分析，P ＜ 0.05 表示存在显著性

差异（*），P ＜ 0.01 表示差异极显著（**）。采用

Origin 2021 进行绘图。

2  结果与讨论

2.1 SSd对RAW264.7细胞活力影响 

图 3 SSd 对 RAW264.7 细胞活力影响

Fig.3 Effect of SSd on the cell viability of RaW264.7 

macrophages (x-±s, n=3)

注：** 代表与空白对照组比较呈极显著差异（P ＜ 0.01）。

柴胡皂苷相较其他植物提取物具有一定的溶血

性与毒性 [19] ，因此需筛选 SSd 的安全给药浓度。本
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文首先研究了不同浓度 SSd（0、0.5、1、2、4、6、8、
10 μmol/L）对 RAW264.7 细胞活力的影响。结果

如图 3 所示，0~8 μmol/L SSd 对 RAW264.7 细胞无

毒性作用，并且在较低浓度药物处理下，细胞活性

还呈现了一定的上升趋势。但在 10 μmol/L 时，细

胞活性显著下降（P ＜ 0.01），约降至对照组的 70%，

显示 SSd 在该浓度下对 RAW264.7 细胞具有一定的毒

性。结果表明，SSd 在 8 μmol/L 以内为安全的给药浓

度范围，不会对RAW264.7细胞的活力造成影响。因此，

本文选择最高安全给药浓度为 8 μmol/L 进行后续实验。

2.2 SSd对LPS刺激RAW264.7细胞NO释放的
影响

炎症的发生会造成细胞内各类炎症效应物与促

炎细胞因子的活化。iNOS 以 L- 精氨酸为底物，利

用氧生成 NO，参与多种炎症性疾病的发生于发

展 [20] ，且在细胞炎症状态下，NO 的增加会进一步

刺激炎症的发生。本研究采用格里斯试剂比色法测

定了 SSd 对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞 NO 释放量

的影响。如图 4 所示，与 LPS 组（SSd 浓度为 0）
相比，所有药物处理组均可显著下调 NO 释放量

（P ＜ 0.01），尤其在 6 μmol/L 和 8 μmol/L 时，NO
释放量平均为 22.67% 与 9.59%。有研究表明，人参

皂苷 F2 在与本实验相同模型条件下，最佳给药浓

度 NO 释放量为 71.11% [21] ，因此本实验中 SSd 在安

全给药浓度范围内（0.5~8 μmol/L）可以有效抑制

炎症细胞的 NO 释放量，发挥抗炎作用。

图 4 SSd 对 LPS 刺激 RAW264.7 细胞产生 NO 的作用

Fig.4 Effect of SSd on NO production of RaW264.7 cells

 stimulated by LPS (x-±s, n=3)

注：** 代表与 LPS 处理组比较呈极显著差异（P ＜ 0.01）。

2.3 SSd对炎症相关基因mRNA表达的影响

环氧合酶（Cyclooxygenase, COX）和一氧化氮

合酶（Inducible Nitric Oxide Synthase, NOS）是两个

同工酶家族，是人体防御炎症刺激（如病毒、细菌

感染和损伤反应）的一部分，这两种途径密切相关。

机体受到刺激后释放 TNF-α、IL-6、IL-1β 等促炎细

胞因子，随后激活不同的转录因子，使 COX-2 基

因表达增加，进而导致炎症因子的持续释放，从而

加重炎症疾病 [22] 。有研究表明，三百棒可抑制 LPS
诱导的 RAW264.7 细胞的促炎细胞因子（TNF-α、
IL-1β 和 IL-6）的 mRNA 表达减轻巨噬细胞炎症

反应 [23] 。本实验通过 RT-qPCR 技术，分析了 LPS
诱导的 RAW264.7 细胞中的炎症效应物相关基因

iNOS 和 COX-2，以及促炎细胞因子 TNF-α 与 IL-6
的mRNA相对表达水平。如图5所示，与对照组相比，

模型组中的 iNOS、COX-2、TNF-α 与 IL-6 mRNA
的相对表达量均有显著升高（P ＜ 0.01），表明 LPS
刺激会促进 RAW264.7 细胞炎症因子的释放，而不

同浓度的 SSd（4、8 μmol/L）均可显著（P ＜ 0.01）
抑制上述炎症因子 mRNA 的相对表达量。抑制促炎

细胞因子及相关炎症效应物是判断生物活性物质是

否具有抗炎作用的重要依据，本实验结果与三七姜

醇提物 [24] 相同模型条件下，在最佳浓度下均有效抑

制炎症细胞中 iNOS、COX-2、TNF-α 与 IL-6mRNA
的表达（P ＜ 0.01），表明 SSd 能够改善 LPS 对巨噬

细胞的过度刺激，降低炎症程度，具有明确的抗炎

活性。

图 5 SSd 对炎症相关基因 mRNA 表达的影响

Fig.5 Effects of SSd on mRNA expression of inflammation-

related genes (x-±s, n=3)

注：## 表示与对照组相比呈极显著差异（P ＜ 0.01）；

** 表示与 LPS 组相比呈极显著差异（P ＜ 0.01）。

2.4 SSd对炎症细胞iNOS和COX-2蛋白表达
水平的影响

通过蛋白印迹检测分析了 SSd 对 LPS 诱导的

RWA264.7 细胞中 iNOS、COX-2 蛋白表达水平的影

响（图 6）。结果显示，与对照组相比，LPS 处理显
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著诱导了 iNOS、COX-2 的表达。而与模型组相比，

iNOS 组中不同浓度 SSd（4、8 μmol/L）处理均抑

制了其蛋白表达水平；COX-2 组中，给药 4 μmol/L SSd
和8 μmol/L SSd时COX-2蛋白均出现显著下调现象，

相似的结果在人参皂苷 F2 研究 [21] 一文中得到证实。

本实验结果与 2.4 中 iNOS 和 COX-2 组 mRNA 表达

水平结论一致，但抑制程度略有差异，推测 SSd 在

蛋白水平和转录翻译水平对炎症效应蛋白的影响作

用具有一定的差异性。

图 6 SSd 对 iNOS 和 COX-2 蛋白表达的影响

Fig.6 The effect of SSd on the expression of iNOS and COX-2

2.5 SSd对LPS诱导RAW264.7的细胞形态学
影响

图 7 扫描电镜观察 SSd 对 LPS 刺激 RAW264.7

细胞的保护作用

Fig.7 The protective effect of SSd on RaW264.7 cells 

stimulated by LPS under SEM

注：a ：对照组；b ：LPS 处理组；c ：LPS+SSd（8 μmol/L）

处理组。放大 8 000 倍。

本文采用扫描电镜观察，从细胞形态学上研究

了 SSd 对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞的影响。如

图 7a 所示，空白组细胞形态为圆形，边缘光滑，边

界分明，无伪足；图 7b 因 LPS 诱导，细胞形态发

生改变，整体仍为圆形，体积增大，细胞边缘模糊

且表面呈凹凸不平状，有明显的孔隙形成；与模型

组相比，SSd 处理组（图 7c）的细胞形态有明显的

改善，表现为细胞边缘光滑，有明显的边界，表面

的孔隙减少。观察结果表明，SSd 可明显改善 LPS
刺激的 RAW264.7 细胞形态学改变，减轻炎症，保

护细胞。

2.6 SSd对细胞膜表面受体TLR4的影响

LPS 刺激 RAW264.7 细胞，激活细胞膜表面受

体 TLR4，随后 TLR4 将接收的炎症信号转移至胞内

受体，进而参与并介导促炎细胞因子信号通路的转

导 [21] 。TLR4 是 LPS 跨膜信号传导的关键受体，Liu
等 [25] 研究表明，SSd 抑制 LPS 诱导小胶质细胞神经

炎模型中 TLR4 的蛋白表达。本文通过蛋白印迹法，

研究了 RAW264.7 细胞在 LPS 和 SSd 不同处理时间

下的表达水平。结果如图 8 所示，在处理时长为 0.5 h
和 1 h 时，SSd 对 LPS 诱导下 TLR4 蛋白表达水平

无明显影响。但处理时长为 3 h 时，SSd 显著抑制

了 TLR4 的蛋白表达。Wang 等 [26] 发现在小胶质细

胞神经炎模型模型中，柴胡皂苷 b2（Saikosaponin 
b2, SSb2）发挥抗炎作用与抑制 TLR4 蛋白表达相

关。由此得出，SSd 可通过下调细胞膜表面受体

TLR4 的表达，阻断 LPS 刺激引发的信号转递，从

而达到抑制炎症的效果。

图 8 SSd 对膜表面受体 TLR4 的影响

Fig 8 Effect of SSd on the expression of membrane 

surface receptor TLR4

2.7 SSd对炎症通路相关蛋白表达和活化的
影响

NF-κB 信号通路是最重要的炎症信号通路之

一，该信号通路的激活可促使早期防御反应的相关

基因表达，调控相关细胞增殖与凋亡、炎症反应与

免疫应答 [27] 。哺乳动物 NF-κB 转录因子家族中的蛋

白相互关联形成不同转录活性的二聚体复合物，共

享一个二聚化、DNA 结合、与 IκB 激酶相互作用

以及核易位所必需的、保守的长氨基末端 Rel 同源
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结构域 [28] 。IκB-α/NF-κB P65 二聚体几乎在所有细

胞类型中都有发现，并以无活性状态存在，当受到

外界刺激时，一系列信号级联反应促使 IκB-α 磷酸

化，使 NF-κB 进入细胞核，其中的核心组分通过转

录翻译引发炎症。当机体产生大量促炎细胞因子时，

抗炎细胞因子分泌同时增加，造成免疫紊乱 [29] 。本

文研究显示（图 9），SSd 在 LPS 刺激 0.5 h 时明显

抑制了 IκBα 蛋白的磷酸化；在 LPS 刺激 1 h 和 3 h
时，SSd 可明显增强 IκBα 的蛋白表达，此结果与

Su 等 [30] 报道 SSd 抑制 LPS 诱导的小胶质细胞炎症

研究相似，均验证了 SSd 可阻碍 IκBα 蛋白磷酸化，

增强 IκBα 的表达实现抗炎效果。GSK-3β 在 NF-κB
信号通路中作为为典型炎症效应物存在 [21] ，在 LPS
不同处理时间下，给药 SSd 均可显著降低 GSK-3β
蛋白的磷酸化水平，与先前报道的戊三酸处理 LPS
诱导 RAW264.7 炎症模型有着相同的发现 [31] ，在最

适给药浓度下对磷酸化的 GSK-3β 蛋白具有抑制作

用。该研究结果表明，SSd 能够通过抑制 NF-κB 以

及 GSK-3β 等炎症相关信号通路的激活，逆转 LPS
诱导的炎症水平，发挥抗炎作用。

图 9 柴胡皂苷的 d 抗炎作用机制

Fig.9 Mechanism of anti-inflammatory action by SSd

2.8 SSd对NF-κB P65蛋白表达及入核的影响

NF-κB 信号通路介导炎症发生的关键在于

NF-κB 进入细胞核后启动了炎症基因的转录翻译。

Kim 等 [32] 研究发现，SSa 可抑制 3T3-L1 脂肪细胞

中 IκBα 磷 酸 化， 阻 止 NF-κB（p50/p65） 入 核 发

挥抗炎作用；相同的结果在 SSb2 治疗 LPS 诱导的

RAW264.7 细胞炎症模型中也有报导 [33] 。本文对 SSd
影响 NF-κB P65 的表达水平和入核情况进行探究，

结果显示给药 8 μmol/L SSd 在 LPS 诱导 RAW264.7
细胞的 3 个处理时间均可抑制细胞 NF-κB（P65）
的蛋白表达水平，但未对 NF-κB P65 入核产生显著

影响（图 10）。前文提到，药物通过 NF-κB 信号通

路发挥抗炎作用研究结论一般与影响 NF-κB p65 入

核相关，而本研究结果表明 SSd 不影响 NF-κB P65
入核，但 Lu 等 [34] 研究表明，SSd 能阻止 LPS 诱导

的 RAW264.7 细胞胞质中 NF-κB（P50）活化入核，

且影响细胞核内 NF-κB（P50）的水平，由此推测

在本实验模型中，SSd 抑制除 P65 外 NF-κB 家族的

其他成员在细胞核内的转录翻译，发挥抗炎作用，

但这一推测有待后续进一步探索。

图 10 SSd 不影响 NF-κB P65 核内表达

Fig.10 The effect of SSd on the nuclear translation of 

NF-κB P65 

3  结论

本文基于 LPS 诱导的 RAW264.7 炎症细胞模

型，对 SSd 的抗炎活性及其潜在的作用机制进行

了深入研究。结果表明，SSd 能够显著抑制 LPS 诱

导 RAW264.7 细胞的 NO 释放量，并能抑制 iNOS、
COX-2 及 IL-6 和 TNF-α 的表达，显著逆转 LPS 诱

导对细胞形态的改变，对 LPS 诱导的 RAW264.7 细

胞炎症具有明显的改善作用。此外，SSd 还能够显

著抑制 TLR4、IκBα、GSK3β、NF-κB P65 等炎症相

关基因的表达或活化，通过调节 TLR4/NF-κB 以及

GSK3β 等炎症相关信号通路发挥抗炎作用。天然产

物药理活性通常具有多通路多靶点的特性，本文研

究结果可为更全面和深入理解柴胡皂苷抗炎活性的

作用机制提供一定的数据支撑。目前，柴胡皂苷的

抗炎机制尚未完全解析，进一步深入开展相关研究

仍具有重要的科学意义和应用价值。
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