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壮药三七姜醇提物及含药血清对脂多糖诱导 RAW264.7细胞炎
症的抗炎作用及机制 Δ
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摘 要 目的 研究壮药三七姜醇提物及含药血清对脂多糖（LPS）诱导 RAW264.7细胞炎症的抗炎作用及机制。方法 将三七姜

醇提物（75.35 g/kg）或纯净水灌胃大鼠以制备含药血清或空白血清。以 RAW264.7细胞为研究对象，将细胞分为正常对照组，LPS

组（1 μg/mL），三七姜醇提物高、中、低剂量组（50、25、12.5 μg/mL），4% 或 15% 空白血清组，4% 或 15% 空白血清+LPS 组，4% 或

15% 含药血清组，4% 或15% 含药血清+LPS 组，按相应条件培养24 h 后，检测各组细胞活力和细胞中一氧化氮（NO）、肿瘤坏死因

子 α（TNF-α）、白细胞介素 1β（IL-1β）、IL-6含量，以及 Toll 样受体 4（TLR4）、核因子 κB（NF-κB）mRNA 表达水平，一氧化氮合酶

（NOS）、环氧化酶2（COX-2）蛋白表达水平。结果 各组细胞培养24 h 后，细胞活力差异无统计学意义。与正常对照组比较，LPS

组细胞中 NO、TNF-α、IL-1β、IL-6含量，TLR4、NF-κB mRNA 表达水平和 NOS、COX-2蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）。与

4% 或15% 空白血清组比较，4% 或15% 空白血清+LPS组细胞中上述指标水平显著升高（P＜0.05）。与LPS组比较，三七姜醇提物

各剂量组大鼠上述指标水平均显著降低（P＜0.05）。与4%或15%空白血清+LPS组比较，4%或15%含药血清+LPS组细胞中上述

指标水平均显著降低（P＜0.05）。结论 三七姜醇提物及含药血清均可明显减轻 LPS 诱导的细胞炎症反应，其抗炎机制可能与抑

制TLR4/NF-κB信号通路活性，下调COX-2、NOS蛋白表达，减少炎症因子释放有关。

关键词 三七姜；TLR4/NF-κB信号通路；炎症因子；巨噬细胞
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the anti-inflammatory effect and mechanism of the ethanol extract and the drug-containing 

serum of Zhuang medicine Stahlianthus involucratus on lipopolysaccharide （LPS）-induced RAW264.7 cell inflammation. 
METHODS The drug-containing serum or blank serum was obtained by intragastrical administration of ethanol extract of S. 

involucratus （75.35 g/kg） or purified water. Using RAW264.7 cells as objects， RAW264.7 cells were divided into normal control 

group， LPS group （1 μg/mL）， S. involucratus ethanol extract high-dose， medium-dose and low-dose groups （50， 25， 12.5       

μg/mL）， 4% or 15% blank serum groups， 4% or 15% blank 

serum+LPS groups， 4% or 15% drug-containing serum 

groups， 4% or 15% drug-containing serum+LPS groups. After 

culturing for 24 h， cell viability， the contents of nitric oxide 

（NO）， tumor necrosis factor α （TNF-α）， interleukin 1β （IL-

1β） and IL-6 as well as mRNA expressions of Toll-like 

receptor 4 （TLR4） and nuclear factor κB （NF- κB） and 

protein expressions of nitric oxide synthase （NOS） and 

cyclooxygenase 2 （COX-2） were all detected in each group. 
RESULTS After culturing for 24 h， there was no statistical 
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significance in the difference of cell viability. Compared with normal control group， the contents of NO， TNF-α， IL-1β and IL-6， 

mRNA expressions of TLR4 and NF-κB， and protein expressions of NOS and COX-2 were increased significantly in LPS group 

（P＜0.05）. Compared with 4% or 15% blank serum groups， the levels of above indexes were increased significantly in 4% or 15% 

blank serum+LPS groups （P＜0.05）. Compared with LPS group， the levels of above indexes were decreased significantly in S. 

involucratus ethanol extract groups （P＜0.05）. Compared with 4% or 15% blank serum+LPS groups， the levels of above indexes 

were decreased significantly in 4% or 15% drug-containing serum+LPS groups （P＜0.05）. CONCLUSIONS The ethanol extract 

and the drug-containing serum of S. involucratus can significantly alleviate LPS-induced inflammatory reaction， the mechanism of 

which may be associated with inhibiting the activity of TLR4/NF-κB signaling pathway， down-regulating the protein expressions of 

COX-2 and NOS， and reducing the release of inflammatory factors.

KEYWORDS Stahlianthus involucratu； TLR4/NF-κB signaling pathway； inflammatory factors； macrophage

三七姜是姜科姜七属植物姜三七 Stahlianthus invo‐

lucratus （King ex Bak.） Craib. 的块根和根茎，收录于《广

西壮族自治区壮药质量标准》（第二卷），其别名为小田

七、竹田七、姜三七等[1]，是广西民族民间药，既可用于跌

打损伤、风湿骨痛、吐血衄血、月经过多，还能外用治虫

蛇咬伤、外伤出血[2]。本课题组前期研究发现，三七姜醇

提物可以明显抑制二甲苯所致的小鼠耳郭肿胀、醋酸引

起的小鼠毛细血管通透性增加和小鼠棉球肉芽肿增

生[3]。进一步研究发现，原儿茶酸、对羟基苯甲酸、对羟

基苯甲醛可能是三七姜发挥抗炎的物质基础[4]。但其具

体抗炎作用机制尚不明确。

Toll 样受体（Toll-like receptors，TLRs）是天然免疫

系统中一类保守的模式识别受体，在外界病原体刺激下

可激活下游炎症信号通路[5]。TLR4是 TLRs 家族中的重

要成员，在炎症反应发生过程中具有重要作用，核因子

κB（nuclear factor-κB，NF-κB）作为 TLR4信号通路的下

游效应因子，在病理条件下，TLR4 激活会导致细胞内

NF-κB 信号转导并产生炎症细胞因子而引发炎症反

应[6]。但三七姜是否可通过 TLR4/NF-κB 信号通路发挥

抗炎作用，尚不明确。

三七姜所含化学成分多样，其口服给药后，理论上

可被吸收入血，进而在人体内循环抵达靶点，当达到一

定浓度时可产生相应药理作用[7]。基于此，本研究先将

三七姜灌胃给予大鼠，再取其血清；采用脂多糖（lipo‐

polysaccharide，LPS）刺激巨噬细胞 RAW264.7，建立体

外炎症细胞模型，进而考察三七姜醇提物和含药血清对

RAW264.7细胞的炎症因子释放及 TLR4/NF-κB 信号通

路的影响，初步探索和完善三七姜的抗炎作用机制。

1　材料

1.1　细胞株

小鼠腹腔巨噬细胞 RAW264.7购于中国科学院上海

生科院细胞资源中心。

1.2　实验动物

本研究所用动物为 SPF 级 Waster 大鼠，雄性（性别

对本研究无影响），体质量（200±10） g，购自湖南斯莱克

莱克景达实验动物有限公司，动物生产许可证号为

SCXK（湘）2019-0004。大鼠在 20～25 ℃的实验室环境

中适应性喂养1周。本动物实验方案经广西中医药大学

伦理委员会批准（批准号为 DW20220108-025）。

1.3　主要仪器

本研究所用主要仪器有 HR40-ⅡB2型生物安全柜

（青岛海尔生物科技有限公司），MCO-18AIC 型 CO2细胞

培养箱（日本 SAYO 公司），DMI3000B 型倒置荧光显微

镜（德国 Leica 公司），Epoch 型全波长酶标仪（美国 Bio-

Tek 公司），1780 型紫外分光光度计（日本 Shimadzu 公

司），Sorvall ST 16R 型高速冷冻离心机（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司），LightCycler96型实时荧光定量聚

合酶链式反应（PCR）仪（瑞士 Roche 公司），BIO-RADXR

型凝胶成像仪、Power Pac Universal 型电泳仪（美国 Bio-

Rad 公司）等。

1.4　主要药品与试剂

三七姜药材于2020年3月采自广西南宁武鸣区，经

广西中医药大学药学院滕建北教授鉴定为姜科姜七属

植物姜三七 S. involucratus （King ex Bak.） Craib. 的块根

和根茎；药材洗净后，进行烘干、粉碎处理，然后密封置

于干燥阴凉处保存备用。LPS（批号 L4391）购自美国

Sigma 公司；DMEM 高糖培养基（批号 C11995500BT）购

自美国 Gibco 公司；胎牛血清（批号04-001-1A）购自美国

BI 公司；CCK-8试剂盒（批号 C0040）购自上海碧云天生物

技术有限公司；一氧化氮（nitric oxide，NO）、肿瘤坏死因子

α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素 6（inter‐

leukin-6，IL-6）、IL-1β 酶联免疫吸附试验（ELISA）检测

试 剂 盒（批 号 分 别 为 210308N3、210308T2、210308I2、

210308I6）购自江苏晶美生物科技有限公司；RIPA 裂解

液（批号 R0020）购自北京索来宝科技有限公司；兔源环

氧化酶 2（cyclooxygenase 2，COX2）多克隆抗体（批号

BS10411R）购自北京博奥森生物技术有限公司；兔源一

氧化氮合酶（nitric oxide synthase，NOS）多克隆抗体（批

号 AF0199）、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase ，GAPDH）抗体（批号 AF7018）
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购自北京维百奥生物科技有限公司；ECL 发光试剂盒、

辣根过氧化物酶标记的山羊抗免疫球蛋白 G 二抗（批号

分别为 sc-2048、ZB2301）购自北京中杉金桥生物技术有

限公司；其余试剂为实验室常用规格。

2　方法

2.1　三七姜醇提物的制备

取三七姜药材适量置于烘箱内烘干后粉碎成粗粉，

加入 8倍量的 80% 乙醇溶液加热回流提取 3次，每次 2 

h；过滤，合并滤液，60 ℃减压回收乙醇至药液无醇味，水

浴加热浓缩得三七姜醇提物浸膏，备用。取浸膏0.15 g，

精密称定，加入 0.1% 的二甲基亚砜超声（频率 50 kHz，

功率 250 W）溶解，再用 DMEM 不完全培养基稀释至 3 

mg/mL，过无菌滤膜，再用完全培养基稀释至所需浓度，

现用现配。

2.2　三七姜醇提物大鼠含药血清的制备

取12只大鼠随机分为空白组和三七姜醇提物组，每

组各6只。三七姜醇提物组大鼠按75.35 g/kg（按生药量

计算）灌胃（剂量相当于成人临床等效剂量的50倍），空

白组大鼠灌胃等体积纯净水，每天灌胃2次，连续给药3 

d。第3天灌胃后0.5、1、1.5 h（给药前禁食不禁水12 h），

末次给药1 h 后用戊巴比妥钠麻醉，腹主动脉采血，室

温静置 2 h 后，以 3 000 r/min 离心 10 min；无菌分离血

清，将3个时间点的血清等比例混合，以0.22 μm 微孔滤

膜过滤除菌，56 ℃灭活30 min，分装，置于－80 ℃保存。

使用时，以DMEM 不完全培养基稀释至所需浓度。

2.3　细胞培养

将 RAW264.7细胞采用完全培养基[10% 胎牛血清

（FBS）+1% 双抗+89% DMEM 不完全培养基]在 37℃含

5% CO2的培养箱中培养。

2.4　细胞分组、造模与培养

将 RAW264.7细胞按 5 000个/孔接种于 96孔板中，

当其融合度达 80% 时，分为正常对照组（DMEM 培养

基+RAW264.7细胞，不作任何处理，培养 24 h），LPS 组

[DMEM 培 养 基 +RAW264.7 细 胞 +LPS（终 浓 度 为 1 

μg/mL，下同），培养 24 h]，三七姜醇提物高、中、低剂量

组[DMEM 培养基+RAW264.7细胞+高、中、低剂量三七

姜醇提物（终浓度分别为 50、25、12.5 μg/mL，浓度设置

参考预实验结果），孵育 2 h，然后加入 LPS，培养 24 h]，

4% 或 15% 空白血清组 [DMEM 培养基+RAW264.7 细

胞+空白对照组大鼠血清（4% 或 15%，浓度设置参考预

实验结果），培养 24 h]，4% 或 15% 空白血清+LPS 组

[DMEM 培养基+RAW264.7细胞+空白对照组大鼠血清

（4% 或 15%），孵育 2 h，然后加入 LPS 培养 24 h]，4% 或

15% 含药血清组[DMEM 培养基+RAW264.7细胞+三七

姜醇提物组大鼠含药血清（4% 或 15%），培养 24 h]，4%

或 15% 含药血清+LPS 组[DMEM 培养基+RAW264.7细

胞+三七姜醇提物大鼠组含药血清（4% 或 15%），孵育 2 

h，然后加入 LPS 培养24 h]。

2.5　细胞活力的检测

采 用 CCK-8 法 进 行 检 测 。 取 对 数 生 长 期 的

RAW264.7细胞，按“2.4”项下方法分组、造模、给药与培

养，每组设 3个复孔。培养结束后，每孔加入 CCK-8溶

液10 μL，混匀后孵育2 h，采用酶标仪于450 nm 波长处

测定各孔吸光度（absorbance，A）值，并计算细胞存活率

（细胞存活率＝A 给药孔/A 对照孔×100%）。

2.6　细胞中NO、TNF-α、IL-1β、IL-6含量的检测

采 用 ELISA 法 进 行 检 测 。 取 对 数 生 长 期 的

RAW264.7细胞，按“2.4”项下方法分组、造模、给药与培

养，每组设3个复孔。培养结束后，收集细胞培养液，在

室温条件下 1 200 r/min 离心 10 min，取上清液，根据相

应试剂盒说明书方法进行操作，测定各孔 A 值，并计算

NO、TNF-α、IL-1β、IL-6含量。

2.7　细胞中TLR4、NF-κB mRNA表达水平的检测

采 用 RT-PCR 法 进 行 检 测 。 取 对 数 生 长 期 的

RAW264.7细胞，按“2.4”项下方法分组、造模、给药与培

养，每组设3个复孔。培养结束后，采用 Trizol 试剂提取

细胞总 RNA，利用逆转录试剂盒制备 cDNA，以 cDNA

为 模 板 进 行 PCR。 PCR 反 应 体 系（共 20 μL）为 Go‐

Taq® qPCR Master Mix 10 μL，上 下 游 引 物 各 0.5 μL，

cDNA 1.5 μL，Nuclease-Free Water 7.5 μL。反应条件为

95 ℃热变性 120 s，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火延伸 30 s，

循环40次。以 GAPDH 为内参，采用2－ΔΔCt法分析目的基

因的表达水平。PCR 引物序列及扩增产物长度见表1。

2.8　细胞中NOS、COX-2蛋白表达水平的检测

采用 Western blot 法进行检测。取对数生长期的

RAW264.7细胞，按“2.4”项下方法分组、造模、给药与培

养，每组设 3个复孔。培养结束后，收集细胞，加入 300 

μL RIPA 裂解液，充分混匀，裂解 2 h；再以 12 000 r/min

离心10 min，取上清液。采用 BCA 试剂盒测定上清液中

的蛋白浓度，然后将蛋白进行变性处理，经十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳后将蛋白转至 PVDF 膜上；以

5% 脱脂牛奶封闭1 h，加入 GAPDH（稀释度为1∶2 000）、

COX-2（稀释度为 1∶800）、NOS（稀释度为 1∶800）一抗，

4 ℃孵育过夜；以 PBST 洗膜2次，加入相应二抗（稀释度

为 1∶3 000）室温下孵育 1～2 h；以 PBST 洗膜 3 次，加

表1　PCR引物序列及扩增产物长度

基因
TLR4

NF-κB

GAPDH

引物序列（5′→3′）

上游：TCTGGGGAGGCACATCTTCT

下游：AGGTCCAAGTTGCCGTTTCT

上游：AGAAAATGGCGGAGTTTGGG

下游：AGCTGAACAAACACGGAAGC

上游：GGTTGTCTCCTGCGACTTCA

下游：TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC

扩增产物长度/bp

110

110

135

135

183

183
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入 ECL 显色，采用凝胶成像发光系统显影曝光。采用

Image J 1.8.0软件进行图像灰度值分析，以目的蛋白与

内 参（GAPDH）的 灰 度 值 比 值 表 示 目 的 蛋 白 的 表 达

水平。

2.9　统计学分析

采用 GraphpadPrism 8.3软件进行分析处理，数据以

x±s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较

用 LSD-t 检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　三七姜醇提物及含药血清对 RAW264.7细胞活力

的影响

各组 RAW264.7 细胞活力差异无统计学意义（P＞

0.05）。由此可见，1 μg/mL 的 LPS，低、中、高剂量的三

七姜醇提物，4%、15% 的含药血清及空白血清均未对细

胞生长活力造成影响，因此，所选药物浓度可用于后续

实验。结果见图1。

3.2　三七姜醇提物及含药血清对 RAW264.7 细胞中

NO、TNF-α、IL-1β、IL-6含量的影响

与正常对照组比较，LPS 组 RAW264.7细胞中 NO、

TNF-α、IL-1β 和 IL-6 的含量显著升高（P＜0.05）。与

LPS 组比较，三七姜醇提物各剂量组 RAW264.7细胞中

上述指标含量均显著降低（P＜0.05）。与 4% 或 15% 空

白血清组比较，4% 或 15% 空白血清+LPS 组 RAW264.7

细胞中上述指标含量均显著升高（P＜0.05）。与4%或15%

空白血清+LPS 组比较，4% 或 15% 含药血清+LPS 组细

胞中上述指标含量均显著降低（P＜0.05）。结果见表2。

3.3　 三 七 姜 醇 提 物 及 含 药 血 清 对 RAW264.7 细 胞

TLR4、NF-κB mRNA表达的影响

与 正 常 对 照 组 比 较 ，LPS 组 RAW264.7 细 胞 中

TLR4、NF-κB mRNA 表达水平均显著升高（P＜0.05）。

与 LPS 组比较，三七姜醇提物各剂量组细胞中 TLR4、

NF-κB mRNA 表达水平均显著降低（P＜0.05）。与 4%

或 15% 空白血清组比较，4% 或 15% 空白血清+LPS 组

RAW264.7细胞中 TLR4、NF-κB mRNA 表达水平均显著

升高（P＜0.05）。与 4% 或 15% 空白血清+LPS 组比较，

4% 或 15% 含 药 血 清 +LPS 组 细 胞 中 TLR4、NF- κB 

mRNA 表达水平均显著降低（P＜0.05）。结果见表3。

3.4　三七姜醇提物及含药血清对 RAW264.7 细胞中

NOS、COX-2蛋白表达的影响

与正常对照组比较，LPS 组细胞中 NOS、COX-2蛋

白表达水平均显著升高（P＜0.05）；与 LPS 组比较，三七

姜醇提物各剂量组细胞中 NOS、COX-2蛋白表达水平均

显著降低（P＜0.05）。与 4% 或 15% 空白血清组比较，

4% 或 15% 空白血清+LPS 组 RAW264.7 细胞中 NOS、

COX-2蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）。与 4% 或

15% 空白血清+LPS 组比较，4% 或 15% 含药血清+LPS

组细胞中 NOS、COX-2蛋白表达水平均显著降低（P＜

0.05）。结果见图2、表4。

150

100

50

0

细
胞

存
活

率
/%

A      B        C         D       E      F      G       H        I          J         K        L        M

A：正常对照组；B：LPS组；C：三七姜醇提物高剂量组；D：三七姜

醇提物中剂量组；E：三七姜醇提物低剂量组；F：4%空白血清组；G：

15%空白血清组；H：4%空白血清+LPS组；I：15%空白血清+LPS组；J：

4%含药血清组；K：15%含药血清组；L：4%含药血清+LPS组；M：15%

含药血清+LPS组

图1　各组RAW264.7细胞活力的检测结果（x±s，n＝3）

表2　各组 RAW264.7细胞中 NO、TNF-α、IL-1β和 IL-6

含量的测定结果（x±s，n＝3）

组别
正常对照组
LPS 组
三七姜醇提物高剂量组
三七姜醇提物中剂量组
三七姜醇提物低剂量组
4% 空白血清组
15% 空白血清组
4% 空白血清+LPS 组
15% 空白血清+LPS 组
4% 含药血清组
15% 含药血清组
4% 含药血清+LPS 组
15% 含药血清+LPS 组

NO/（μmol/L）

12.44±0.33

39.52±2.03a

22.10±2.10b

23.71±1.28b

25.36±0.88b

9.68±1.40

10.57±1.72

17.23±1.59c

17.69±1.37d

10.47±2.54

11.40±2.36

12.49±1.25e

12.79±1.89f

TNF-α/（pg/mL）

155.47±12.28

430.27±19.72a

333.77±12.95b

295.77±8.75b

297.50±13.71b

112.82±4.73

108.26±9.20

240.83±13.31c

235.57±12.46d

102.04±3.95

113.21±5.52

110.40±13.29e

123.30±4.43f

IL-1β/（pg/mL）

27.08±3.20

102.54±3.27a

53.09±4.33b

62.63±3.08b

68.62±2.22b

18.91±2.91

16.12±3.63

58.22±3.55c

50.71±4.02d

14.51±2.27

13.09±2.82

39.80±4.36e

30.33±3.20f

IL-6/（pg/mL）

24.03±3.17

81.64±3.20a

52.69±3.52b

59.38±2.46b

67.75±4.76b

16.40±3.46

17.25±1.88

40.18±4.23c

31.22±3.85d

13.40±2.93

11.46±2.91

26.83±3.67e

19.37±3.83f

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与LPS组比较，P＜0.05；c：与4%

空白血清组比较，P＜0.05；d：与15%空白血清组比较，P＜0.05；e：与

4%空白血清+LPS组比较，P＜0.05；f：与15%空白血清+LPS组比较，

P＜0.05

表3　各组 RAW264.7 细胞中 TLR4、NF-κB mRNA 表

达水平的检测结果（x±s，n＝3）

组别
正常对照组
LPS 组
三七姜醇提物高剂量组
三七姜醇提物中剂量组
三七姜醇提物低剂量组
4% 空白血清组
15% 空白血清组
4% 空白血清+LPS 组
15% 空白血清+LPS 组
4% 含药血清组
15% 含药血清组
4% 含药血清+LPS 组
15% 含药血清+LPS 组

TLR4 mRNA

1.00±0.06

3.28±0.16a

2.09±0.11b

1.97±0.13b

2.53±0.09b

1.25±0.14

1.20±0.08

1.84±0.03c

1.86±0.04d

1.06±0.11

1.60±0.12

1.12±0.09e

1.18±0.13f

NF-κB mRNA

1.04±0.06

4.04±0.26a

2.53±0.09b

1.97±0.13b

2.09±0.11b

1.78±0.09

1.72±0.06

2.21±0.05c

2.19±0.06d

1.47±0.05

1.75±0.22

1.53±0.12e

1.46±0.13f

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与LPS组比较，P＜0.05；c：与4%

空白血清组比较，P＜0.05；d：与15%空白血清组比较，P＜0.05；e：与

4%空白血清+LPS组比较，P＜0.05；f：与15%空白血清+LPS组比较，

P＜0.05
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4　讨论
炎症反应是宿主在内外因素刺激之下产生的一种

防御性反应，受多种信号通路调控[8]。革兰氏阴性杆菌

的组成成分 LPS 为重要的炎症反应触发剂，可诱导多种

细胞因子引发炎症反应[9]。巨噬细胞通过其细胞膜表面

表达的 TLR4受体识别 LPS，进而激活下游信号通路（如

NF-κB、丝裂原活化蛋白激酶）[10]。随后，活化的炎症相

关信号可诱导一系列促炎症因子的转录、翻译，包括

NOS、COX-2、TNF-α、IL-1β、IL-6等[11]，从而参与炎症性

疾病的发生与发展。

RAW264.7细胞作为机体内非常重要的免疫细胞和

炎症效应细胞，在诱导炎症反应的过程中起着关键作

用，其能够在 LPS 的刺激下释放各种炎症因子，如 NO、

TNF-α、IL-1β、IL-6等[12]，这些炎症因子的含量增加是判

断炎症是否发生的重要指标。NO 广泛存在于各种生物

体内，机体内适量的 NO 可在炎症初期快速地清除病原

体以缓解炎症反应，但当 NO 浓度过高时，可导致局部机

体组织损伤，从而加重炎症反应[13]。NOS 和 COX-2是两

种诱生型酶，NOS 主要在细胞损伤后表达水平上升，从

而合成大量 NO，进而导致细胞损伤[14]；COX-2是一种诱

导型环氧化酶，其在正常机体细胞中表达量很低，但在

经 LPS 刺激的巨噬细胞中表达水平会迅速上升，从而介

导炎症介质前列腺素的产生[15]。本研究结果显示，三七

姜含药血清和醇提物均可抑制 RAW264.7细胞中炎症因

子的释放，下调 COX-2、NOS 蛋白的表达，这说明三七姜

含药血清和醇提物均能通过降低凋亡蛋白和炎症因子

表达来改善 LPS 诱导的细胞炎症，并减轻其炎症损伤，

且含药血清的百分比越大，抗炎作用越明显。但整体而

言，三七姜醇提物的抗炎效用不及含药血清，这可能是

因为含药血清经过体内的代谢、转化，产生了其他具有

抗炎作用的物质。

NF-κB 是炎症反应过程中重要的基因转录调控因

子[16]，其家族成员主要包括 p65 和 p50。一般情况下，

NF-κB（p50/p65）以二聚体形式存在；在炎症刺激条件

下，NF-κB 信号通路被激活，NF-κB-p65由细胞质移位至

细胞核，进而促进 TNF-α、IL-6、IL-1β、NOS 等炎症因子

的释放[17―18]。NF-κB 信号通路活化的标志是 p65亚基的

磷酸化与核转位[19]。因此，抑制 NF-κB 的磷酸化水平和

核转位是抑制炎症反应的关键。TLR4广泛存在于巨噬

细胞、平滑肌细胞等细胞表面，其可以通过 NF-κB 信号

转导，促使炎症因子释放，进而介导炎症反应[20]。本研

究 结 果 显 示，经 三 七 姜 醇 提 物 和 含 药 血 清 干 预 后，

RAW264.7 细胞中 TLR4、NF-κB mRNA 表达水平均降

低。这说明三七姜醇提物和含药血清对 RAW264.7细胞

的抗炎作用可能与抑制 TLR4/NF-κB 信号通路活性

相关。

综上所述，三七姜醇提物及含药血清均可明显减轻

LPS 诱导的细胞炎症反应，其抗炎机制可能与抑制

TLR4/NF-κB 信号通路活性，下调 COX-2、NOS 蛋白表

达，减少炎症因子释放有关。

参考文献

[ 1 ] 广西壮族自治区食品药品监督管理局，广西壮族自治区

食品药品检验所 . 《广西壮族自治区壮药质量标准第二

卷（2011年版）》注释[M]. 南宁：广西科学技术出版社，

2013：12-13.

[ 2 ] 国家中医药管理局《中华本草》编委会 . 中华本草 [M]. 

上海：上海科学技术出版社，1999：623.

[ 3 ] 胡稀，谢珍珍，梁洁 . 壮药姜叶三七醇提取物抗炎作用的

研究[J]. 大众科技，2017，19（1）：37-38.

[ 4 ] 梁洁，陈辉华，杨川川，等 . 壮药三七姜乙酸乙酯提取物

抗炎、镇痛作用的谱-效关系研究[J]. 中国药房，2021，32

（14）：1721-1727.

[ 5 ] 张文静，徐新禹 . 基于 TLR4/NF-κB 信号通路探讨绿原

酸对糖尿病肾病大鼠肾组织炎症和凋亡的影响[J]. 现代

中西医结合杂志，2022，31（19）：2629-2635.

[ 6 ] HE Y Y，RUGANZU J B，ZHENG Q Z，et al. Silencing of 

LRP1 exacerbates inflammatory response via TLR4/NF-

κB/MAPKs signaling pathways in APP/PS1 transgenic 

A      B          C           D         E       F      G          H        I           J           K           L            M

NOS

COX-2

GAPDH

65 kDa

130 kDa

42 kDa

A：正常对照组；B：LPS组；C：三七姜醇提物高剂量组；D：三七姜

醇提物中剂量组；E：三七姜醇提物低剂量组；F：4%空白血清组；G：

15%空白血清组；H：4%空白血清+LPS组；I：15%空白血清+LPS组；J：

4%含药血清组；K：15%含药血清组；L：4%含药血清+LPS组；M：15%

含药血清+LPS组

图2　各组 RAW264.7细胞中 COX-2、NOS 蛋白表达的

电泳图

表4　各组 RAW264.7细胞中 NOS、COX-2蛋白表达水

平的检测结果（x±s，n＝3）

分组
正常对照组
LPS 组
三七姜醇提物高剂量组
三七姜醇提物中剂量组
三七姜醇提物低剂量组
4% 空白血清组
15% 空白血清组
4% 空白血清+LPS 组
15% 空白血清+LPS 组
4% 含药血清组
15% 含药血清组
4% 含药血清+LPS 组
15% 含药血清+LPS 组

NOS

0.476 4±0.024 7

1.579 8±0.036 9a

0.792 9±0.028 2b

0.923 5±0.045 4b

1.214 9±0.035 9b

0.369 0±0.012 3

0.458 8±0.027 2

0.952 6±0.034 1c

1.071 5±0.039 7d

0.659 1±0.031 8

0.812 0±0.026 3

0.340 6±0.015 3e

0.329 5±0.035 7f

COX-2

0.345 5±0.016 7

1.614 3±0.042 1a

1.040 3±0.055 3b

1.202 2±0.025 2b

1.291 1±0.042 6b

0.420 4±0.046 9

0.179 6±0.027 2

0.912 9±0.034 7c

0.796 9±0.039 6d

0.427 1±0.015 3

0.540 7±0.026 9

0.670 3±0.044 1e

0.591 9±0.038 8f

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与LPS组比较，P＜0.05；c：与4%

空白血清组比较，P＜0.05；d：与15%空白血清组比较，P＜0.05；e：与
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大孔吸附树脂是一类人工合成的具有大孔结构的

有机高分子共聚体，因其物理化学稳定性高、吸附容量

大、选择性好、使用周期长等优点而被广泛应用于天然

产物的富集分离[7―9]。采用大孔吸附树脂柱层析工艺富

集中药有效成分的关键环节包括树脂类型的筛选、饱和

吸附量的确定、杂质洗脱剂考察及其洗脱体积的确定、

目标成分洗脱剂考察及洗脱体积确定。前期研究中，笔

者通过静态吸附和动态洗脱实验，优选了 D101型大孔

吸附树脂作为富集长梗金腰中 CA 和 CI 的树脂类型。

在此基础上，本研究优化得 CA 和 CI 的最优富集工艺：

将上柱溶液加入 D101型大孔吸附树脂柱，静置1 h；用4 

BV 20% 乙醇洗脱杂质，再用 4 BV 50% 乙醇洗脱 CA 和

CI。进一步验证，该富集工艺所得 CA 和 CI 的总含量为

322.7 mg/g，树脂富集倍数为11.61倍。

综上所述，本研究成功优化了长梗金腰中 CA 和 CI

的提取富集工艺，可为 CA 和 CI 的药物开发利用提供

参考。
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