
炎症是机体组织针对有害刺激（如病原体，受损细

胞或刺激物）所产生的复杂生物反应，是一种涉及免疫

细胞，血管和分子介质的保护性反应［1］。然而，过度的炎

症反应常常导致疾病的发生，如关节炎及脓毒症［2-4］。脂

多糖（LPS），也称脂聚糖或内毒素，存在于革兰氏阴性

菌的外膜中，通过与位于细胞表面的脂多糖结合蛋白

（LBP）和CD14形成复合物激活靶细胞，诱导胞内多条

信号通路的活化，从而引发多种促炎细胞因子释放和炎

症相关蛋白的表达［5-6］。MAPKs、NF-κB及JAK-stats等

信号途径参与LPS诱导的炎症反应［7- 9］。反应活性氧

（ROS）作为炎症反应的重要介质，在炎症相关疾病的发

生、发展中发挥非常重要的作用［10-12］。我们已有的研究

发现，LPS刺激RAW264.7细胞，诱导胞内ROS的生成
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摘要：目的 探讨金盏花苷E对脂多糖（LPS）诱导炎症反应的抑制作用及可能的分子机制。方法 CCK-8实验检测不同浓度（0、

2、4、6、8、10、20、25、30 μg/mL）的金盏花苷E对RAW264.7细胞活力的影响；不同浓度的金盏花苷E（0、6、8、10 μg/mL）预处理

RAW264.7细胞2 h，然后用LPS（100 ng/mL）刺激细胞特定的时间，ELISA检测炎症因子TNF-α、IL-1β释放；Western blotting检

测 iNOS、COX-2的表达水平及JAK-stats、MAPKs及NF-кB信号途径的磷酸化；ROS检测试剂盒检测RAW264.7 细胞内ROS含

量；激光共聚焦实验检测转录因子stat3的核转位。结果 CCK-8结果显示，金盏花苷E浓度在低于20 μg/mL时对RAW264.7细

胞无明显毒性作用；金盏花苷E浓度依赖性地下调LPS诱导的 iNOS和COX-2的表达（P<0.01 vs LPS组）；抑制LPS诱导的促炎

细胞因子TNF-α及 IL-1β的释放，且1 0 μg/mL组抑制作用尤为显著（P<0.01 vs LPS组）；抑制LPS诱导的JAK1-stat3信号途径激

活及stat3的核转位；降低LPS诱发的ROS产生（P<0.01 vs LPS组）。结论 金盏花苷E通过抑制ROS介导的JAK1-stat3信号途

径，抑制LPS诱导的炎症反应。
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Abstract: Objective To investigate the effect of calenduloside E on lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammatory response in
RAW264.7 cells and explore the underlying molecular mechanism. Methods CCK-8 assay was used to examine the effect of
different concentrations of calenduloside E (0-30 μg/mL) on the viability of RAW264.7 cells. The release of the
pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-1β (IL-1β) in RAW264.7 cells in response to
pretreatment with 6, 8, and 10 μg/mL calenduloside E for 2 h followed by stimulation with 100 ng/mL LPS was detected using
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The expression levels of iNOS and COX-2 and the activation of JAK-stats,
MAPKs and NF-кB signaling pathways in the treated cells were determined using Western blotting. A reactive oxygen species
(ROS) detection kit was used to detect ROS production in the cells, and the nuclear translocation of the transcription factor
stat3 was observed by laser confocal microscopy. Results Calenduloside E below 20 μg/mL did not significantly affect the
viability of RAW264.7 cells. Calenduloside E dose-dependently decreased the expression levels of iNOS and COX-2 induced by
LPS, inhibited LPS-induced release of TNF-α and IL-1β, and suppressed LPS-induced JAK1-stat3 signaling pathway activation
and stat3 nuclear translocation. Calenduloside E also significantly reduced ROS production induced by LPS in RAW264.7 cells.
Conclusion Calenduloside E inhibits LPS-induced inflammatory response by blocking ROS-mediated activation of JAK1-stat3
signaling pathway in RAW264.7 cells.
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增加，ROS作为上游信号分子介导NF-κB，JAK-stats,

MAPKs等信号通路的激活，诱发炎症的发生［7, 13-14］。

越来越多的研究表明，天然活性产物可以拮抗LPS

诱导的炎症反应［15-17］。金盏花苷E又称去葡萄糖竹节参皂

苷，从竹节参中提取的五环三萜类化合物。有文献报道金

盏花苷E能够保护过氧化氢诱导的心肌细胞凋亡［18-19］。

但金盏花苷E其它的生物学作用尚不清楚。我们的预

实验结果发现，金盏花苷E能够抑制LPS诱导的炎症因

子释放，提示其具有一定的抗炎作用，但其发挥抗炎作

用的分子机制尚不清楚。因此，本研究拟进一步探究金

盏花苷E的抗炎作用及可能的分子机制，为金盏花苷E

用于炎症相关疾病的治疗提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 药物、试剂及抗体

金盏花苷（HPLC≥95%）（上海源叶生物），

LPS（Sigma）。兔单克隆抗体iNOS，COX-2，β-actin，p-p38，

p-ERK，p-JNK，p-JAK1，p-JAK2（CST），p-stat1，p-stat3

（Santa Cruz）。ROS检测试剂盒和WB细胞裂解液（碧

云天生物），CCK-8试剂盒（凯基生物）。

1.2 细胞培养及传代

小鼠单核巨噬细胞RAW264.7购买于中科院典型

培养物保藏委员会昆明细胞库。细胞使用含10%胎牛

血清（南美），100 U/mL青霉素，100 μg/mL链霉素的

DMEM高糖培养基（美国Hyclone）常规培养，每2 d传

代1次。细胞培养条件为5% CO2，37 ℃，取对数生长期

细胞用于实验研究。

1.3 细胞活力检测

RAW264.7细胞接种于96孔细胞培养板，细胞密

度为1×104。不同浓度（2、4、6、8、10、20、25、30 μg/mL）

的金盏花苷E分别作用细胞24 h，每组3个复孔。去除

原培养基，PBS清洗1遍之后，将CCK-8原液用培养基

按照1∶10的比例稀释，每孔加入100 μL稀释液，在细胞

培养箱（37 ℃，5% CO2）中继续孵育2 h。使用全波段酶

标仪（美国Thermo）在450 nm波长处检测各组吸光度

（A450 nm）。细胞存活率（%）=（A实验组-A空白组）/（A对

照组-A空白组）×100%。

1.4 促炎细胞因子检测

RAW264.7细胞接种于12孔细胞培养板，分别用不

同浓度的金盏花苷E（6、8、10 μg/mL）预处理RAW264.7

细胞2 h，然后LPS（100 ng/mL）刺激细胞16 h。收集细

胞培养液，12 000×g离心5 min，取上清用于ELISA实

验。TNF-α、IL-1β ELISA检测试剂盒均为R&D公司产

品。具体操作按照厂家提供的说明书进行，每组3个复

孔，450 nm波长检测各组的吸光度。

1.5 Western blotting

RAW264.7细胞接种于12孔细胞培养板，设置空

白对照组、金盏花苷E组、LPS组和金盏花苷E与LPS联

合作用组。不同浓度的金盏花苷E（6、8、10 μg/mL）首先

预处理RAW264.7细胞2 h，然后用100 ng/mL 的LPS

继续刺激特定的时间。药物处理后的细胞用预冷的

PBS洗涤两次，然后加入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液

放置在冰上裂解30 min，4 ℃，12 000×g离心10 min，收

集上清，并进行蛋白定量。蛋白样品加入SDS上样缓冲

液，煮沸5~10 min，取等量蛋白进行SDS-PAGE。电泳

分离的蛋白转移至硝酸纤维素膜（PALL，USA），然后用

5%脱脂奶粉室温封闭2 h，TBST洗膜3次，每次5 min。

加入相应一抗4 ℃孵育过夜，TBST洗涤3次后，加入相

应荧光二抗（LI-COR Biosciences）室温继续孵育1 h。

最后使用Odyssey双色红外激光成像系统（LI-COR）检

测实验结果，Image J软件用于光密度分析。

1.6 激光共聚焦显微镜观察stat3核转位

磷酸化的 stat通过形成二聚体进入细胞核调控炎

症相关基因的表达［20］。因此，我们通过共聚焦实验检测

金盏花苷E对LPS诱导stat3核转位的影响。RAW264.7

细胞接种在共聚焦激光小皿中，实验分为对照组，金盏

花苷E单独处理组，LPS组及金盏花苷E与LPS联合刺

激组。药物处理后的细胞，弃去细胞培养基，PBS洗涤

后，用4%多聚甲醛室温固定30 min，然后加入含3%牛血

清白蛋白的PBS封闭1 h，PBS洗涤3次之后加入stat3

一抗（1∶100稀释），4 ℃孵育过夜。PBS洗涤之后加入

Alexa Fluor® 555标记的二抗（1∶200稀释），室温避光孵

育1 h。最后DAPI避光染色细胞核5 min。激光共聚焦

显微镜（德国Leica）观察stat3的核转位（630×）。

1.7 ROS检测

ROS通过激活转录因子stat在LPS诱导的炎症反

应中发挥关键作用，且ROS的生成有助于JAK-stats信

号途径的激活［21］。我们通过检测不同处理条件下

RAW264.7细胞中ROS的变化情况，探究金盏花苷E对

LPS诱导ROS产生的影响作用。RAW264.7细胞接种

于12孔细胞培养板，实验分组同1.5所述。金盏花苷E

预处理细胞2 h，然后LPS刺激15 min。按照1∶200的

比例用无血清DMEM培养基稀释CM-H2DCFDA荧光

探针（碧云天），每组加入1 mL CM-H2DCFDA探针稀

释液，37 ℃，5% CO2条件下孵育细胞30 min，弃除细胞

培养液，用PBS清洗3次，充分洗涤除去未进入细胞的

游离探针。在488 nm激发波长，525 nm发射波长处使

用倒置荧光显微镜（Olympus）观察细胞内ROS荧光强

度并拍照。

1.8 统计分析

数据以均数±标准差表示。Prism 6.0软件（GraphPad

Software，Inc.，La Jolla，CA，美国）分析实验结果。单因

素方差分析（ANOVA）用于实验数据统计分析，P<0.05

认为组间差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 金盏花苷E对RAW264.7细胞活力的影响

金盏花苷E在小于20 μg/mL时对RAW264.7细胞

活力没有显著影响（图1）。所以，我们选择6、8、10 μg/mL

3个剂量组用于后续实验研究。

2.2 金盏花苷E抑制LPS诱导的 iNOS、COX-2表达和

促炎细胞因子释放

金盏花苷E明显下调LPS诱导的RAW264.7细胞

中 iNOS、COX-2蛋白的表达（图2A），LPS诱导的促炎

细胞因子TNF-α、IL-1β释放亦被显著抑制（图2B-C），且

抑制作用呈现出浓度依赖性。

2.3 金盏花苷E 抑制LPS诱导的 JAK1-stat3信号途径

的活化

LPS 刺激的 RAW264.7 细胞，p38 MAPK、ERK、

JNK及IKK、IκB的磷酸化水平明显升高，而且金盏花苷E

对LPS诱导的上述信号途径的激活并无明显影响（图 3）。

金盏花苷E明显下调了LPS诱导的 JAK1磷酸化

而对JAK2 的磷酸化并无明显影响（图4A），金盏花苷E

虽然对LPS诱导的 stat1磷酸化并无显著影响，却抑制

了stat3的磷酸化（图4B）。

2.4 金盏花苷E 抑制LPS诱导stat3的核转位现象

金盏花苷E预处理RAW264.7细胞2 h，然后LPS

刺激4 h，观察细胞质和细胞核中stat3的定位情况（图5），

与对照组相比，在LPS的刺激下，stat3明显向胞核转移，

而金盏花苷E（10 μg/mL）预处理的细胞，LPS诱导的

stat3核转位现象则被显著抑制。

2.5 金盏花苷E抑制LPS诱导的ROS的产生

结果显示，和对照组相比，LPS 单独处理组

图1 金盏花苷E对RAW264.7细胞活力的影响
Fig.1 Effect of different concentrations of calenduloside
E (CE) on RAW264.7 cell viability. **P<0.01 vs control
group.
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图2 金盏花苷抑制LPS诱导炎症蛋白表达（A）及促炎因子释放（B和C）
Fig.2 Inhibitory effects of CE on LPS-induced inflammatory proteins (A) and inflammatory cytokines (B, C) in RAW264.7 cells.
##P<0.01 vs control group; *P<0.05, **P<0.01 vs LPS group.
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图3 金盏花苷E对LPS诱导的MAPKs及NF-κB信号途径活化的影响
Fig.3 Effects of CE on LPS-induced activation of MAPKs and NF-κB signaling pathways in RAW264.7 cells.
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RAW264.7细胞中ROS含量明显增多，而金盏花苷E能

够明显抑制LPS诱导的ROS生成，尤其是8和10 µg/mL

组（图6）。

3 讨论

CCK-8结果显示，金盏花苷E在浓度低于20 µg/mL

时对细胞无明显毒性效应。因此，我们选择6、8、10 µg/mL

3个浓度用于后续研究。炎症相关蛋白iNOS、COX-2及

促炎细胞因子TNF-α、IL-1β与炎症的发生密切相关［22］。

本研究通过WB和ELISA实验检测金盏花苷E对LPS

诱导炎症蛋白表达及促炎细胞因子释放的影响。结果

表明，金盏花苷E明显下调LPS诱导的iNOS、COX-2的

表达，抑制TNF-α和IL-1β的释放，且抑制效应呈现一定

的浓度依赖性。由于MAPKs，NF-кB及JAK-stats信号

通路参与炎症的发生［7-8, 20］，为了进一步探究金盏花苷E

对抗LPS诱导炎症反应的分子机制是否与上述信号通

路有关，我们通过WB检测金盏花苷E对LPS诱导上述

信号通路活化的影响。结果发现，金盏花苷E对LPS诱

导的MAPKs及NF-кB通路的激活无明显影响。

已有的研究表明，LPS 刺激 RAW264.7 细胞，

JAK1、JAK2的磷酸化水平约5 min开始升高，10~15 min

左右达到最高点；stat1和 stat3磷酸化水平在LPS作用

细胞2 h开始升高，约4~6 h达到最高点［23-24］。根据以上

实验结果，我们选择LPS刺激细胞15 min和4 h的条件

下，分别检测金盏花苷E对JAK及stats磷酸化的影响。

结果发现，金盏花苷 E 能够明显降低 LPS 诱导的

RAW264.7细胞中 JAK1及其下游信号分子 stat3的磷

酸化，并进一步抑制stat3的核转位现象。总之，以上研

究结果意味着，金盏花苷E主要通过抑制JAK1-stat3信

号通路的活化及 stat3的核转位，抑制LPS诱导的炎症

反应。

研究发现，LPS刺激巨噬细胞促进ROS的产生［25-26］，

ROS还能够作为第二信使，介导相关信号通路的活化和

转录因子的激活，进而调控炎症反应的发生、发展［27-28］。

既然金盏花苷E能够抑制JAK1-stat3信号途径的激活，

我们不禁猜测，该抑制效应的产生是否与金盏花苷E调

控ROS的生成有关呢？因此，我们继续深入探究金盏

花苷E对ROS产生的影响作用。结果发现，金盏花苷E

确实能够有效抑制LPS诱导的RAW264.7细胞中ROS

的产生。我们前期研究已证明，ROS清除剂NAC（N-乙

酰-L-半胱氨酸）能够显著降低JAK-stat通路的磷酸化

及 iNOS、COX-2的表达［29-30］。综合以上研究结果，金盏

花苷E主要通过抑制ROS的产生及其介导的 JAK1-

stat3信号通路抑制LPS诱发的炎症反应。
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图5 金盏花苷E抑制LPS诱导的stat3核转位
Fig.5 Inhibitory effects of CE on LPS-induced nuclear translocation of stat3 in RAW264.7 cells (Scale bar=25 μm).
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然而，金盏花苷E如何调控LPS诱导的胞内ROS

的产生及下游信号途径的活化尚不清楚，它是否通过影

响细胞表面与LPS结合的受体，或阻止LPS与LBP及

CD14分子的结合能力来发挥生物学作用呢？以上假设

也是我们将来探究的重点。
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