
 

而持久; PRD 可有效降低餐后血糖, 增强糖耐量; 降

低糖化血清蛋白含量; 增高血清胰岛素含量, 提高胰

岛素敏感性, 修复 T2DM 大鼠大血管内皮损伤( 病理

学实验结果将陆续报道) 。
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甘草总皂苷抗炎作用机制研究

李晓红, 齐云
*

, 蔡润兰, 刘彬, 宋杨, 谢忱
( 中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所, 北京 100193)

  [ 摘要]  目的: 采用体外炎症模型研究甘草总皂苷抗炎作用机制。方法: 建立脂多糖( LPS) 诱导巨噬细胞系 RAW264. 7

细胞体外炎症模型, 检测不同浓度甘草总皂苷对炎症因子生成与释放及花生四烯酸代谢通路中与前列腺素 E2( PGE2 ) 生成有

关的关键酶的影响。结果: 甘草总皂苷能显著降低 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞一氧化氮( NO) 、白细胞介素-1( IL-1) 及肿瘤坏

死因子-α( TNF-α) 的释放, 并通过抑制磷脂酶 A2( PLA2 ) 酶活性及环氧合酶-2( COX-2) 表达而降低 PGE2 的合成。结论: 甘草

总皂苷抗炎作用与其减少巨噬细胞炎症介质生成与释放、抑制花生四烯酸代谢途径 PGE2 合成的关键酶密切相关。

[ 关键词]  甘草总皂苷; 一氧化氮; 肿瘤坏死因子-α; 白细胞介素-1; 前列腺素 E2 ; 环氧合酶-2; 磷脂酶 A2
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Studies on the Anti-inflammatory Mechanism of Total Saponins of
Radix Glycyrrhiza in Vitro

LI Xiao-hong, QI Yun* , CAI Run-lan, LIU Bin, SONG Yang, XIE Chen

( Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of Medical Sciences/PUMC, Beijing 100094, China)

[ Abstract]  Objective: The inflammatory model in vitro was used to evaluate the anti-inflammatory
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mechanism of total saponins of Radix Glycyrrhiza. Method: RAW264. 7 macrophage line in mice was induced by

LPS to set up the inflammatory model. To detect the effect of total saponins of Radix Glycyrrhiza on the release of

inflammation factors and the key enzymes for arachidonic acid ( AA) metabolism in synthesizing PGE2 . Result: The

total saponins of Radix Glycyrrhiza could significantly reduce the release of NO, IL-1 and TNF-αin LPS-induced

RAW264. 7 macrophage line, and obviously decrease the synthesis of PGE2 by inhibiting PLA2 activity and the

expression of COX-2. Conclusion: The anti-inflammatory mechanism of total saponins of Radix Glycyrrhiza may be

related to reducing the release of inflammation factors in macrophage cell and inhibiting the key enzymes for AA

metabolism pathway in synthesizing PGE2 .

[ Key words]  total saponins of Radix Glycyrrhiza; NO; TNF-α; IL-1; PGE2; COX-2; PLA2

  甘 草 ( Radix Glycyrrhiza ) 是 豆 科 甘 草 属

( Glycyrrhiza) 植物的干燥根和根茎, 具有抗炎、抗溃

疡、祛痰、抗过敏、抗肿瘤、调节免疫及抗氧化等多种

药理活性, 是中医临床应用最广泛的中药。同属不

同种多种甘草及甘草中单体成分如甘草酸、甘草次

酸等抗炎作用明显
[ 1 ～2 ]

。我们前期的研究也显示甘

草总皂苷体内给药具显著的抗炎活性
[ 3 ]

, 但其抗炎

机制未见报道。本文利用公认体外炎症模型对甘草

总皂苷抗炎机制进行了初步的研究。

1 材料

1.1 实验动物与细胞株 Balb / c 小鼠, 体重 ( 18 ～

20) g, 由北京维通利华实验动物技术有限公司提供,

动物合格证号 SCXK( 京) 2005-0006。RAW264. 7 细

胞株由中国中医科学院中药研究所李兰芳老师惠

赠, L929 细胞株由中国典型培养物保藏中心提供。

1.2 药品与试剂 甘草粗提物( 甘草霜) 购自甘肃

兰特植物化学有限公司( 甘草酸含量为 23. 1% ) , 将

甘草霜上大孔树脂( AB-8) , 吸附完成后以去离子水

洗至 Molish 反应阴性, 以 70% 乙醇洗脱, 回收乙醇

得甘草总皂苷( 皂苷含量 69. 74% ) 。脂多糖( LPS) 、

磷脂酶 A2 ( PLA2 ) 、花生四烯酸 ( AA) 、刀豆蛋白 A,

Sigma 公司; 放线菌素 D, Amresco 公司; 前列腺素 E2

( PGE2) 检测试剂盒, 苏州大学血栓与止血研究室;

RPMI 1640 培养基, Gibco 公司; 其余试剂均为国产

分析纯。

1.3 主要仪器  Multiskan Ascent 酶 标仪, 美国

Thermo Electron公司; 雷磁 PHS-3B 型精密 pH 计, 上

海精密科学仪器有限公司; Napco 5410 型二氧化碳

孵箱, 美国 NAPCO 公司; BCN-1360 型超净工作台,

北京东联哈尔仪器制造有限公司; XDS-1B 倒置显微

镜, 重庆光电仪器公司。

2 方法

2.1 甘草总皂苷对 RAW264. 7 细胞的细胞毒作用

 RAW264. 7 细胞按 1 ×10
5

/孔接种于 96 孔板中,

培养 24 h后, 弃上清, 加入不同浓度的甘草总皂苷,

37 ℃, 5% CO2 培养箱中孵育 24 h, 每孔加入 MTT( 5

g·L
- 1

, PBS 配制) 20 μL, 继续孵育 4 h, 弃去上清, 每

孔加入 100 μL DMSO, 震荡 10 min, 于 540 nm 波长

处测定吸光度。药物对细胞生长的抑制作用以死亡

率% 表示, 死亡率% = [ 1 - ( 药物反应孔吸光度 -

药物对照孔吸光度 ) / ( 空白反应孔吸光度 - 空白对

照孔吸光度) ] ×100% , 死亡率越高, 表明药物毒性

越强。

2.2 甘草总皂苷对 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞释

放 NO, PGE2 , TNF-α和 IL-1 的影响  RAW264. 7 细

胞按 1 ～2 ×10
5

/孔接种于 96 孔板中, 同时加入不同

浓度的甘草总皂苷药液和终浓度为 10 mg·L
- 1
的

LPS, 培养箱中孵育 24 h, 收集上清, 按文献方法分别

测定上清中 NO[ 4 ] , TNF-α[ 5 ]
及 IL-1 [ 6] , 按 PGE2 检测

试剂盒测定上清中 PGE2 含量。

2.3 甘草总皂苷对 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞

COX-2 表达及活性的影响

2.3.1 COX-2 表达测定
[ 7 ]  RAW264. 7 细胞接种

于 96 孔板中, 同时加入甘草总皂苷药液和 LPS 孵育

20 h, Hanks′液洗涤 3 次后, 加入底物 AA 温孵 20

min, 按 ELISA 试剂盒说明书测定上清中 PGE2 量。

用 PGE2 生成量表示 COX-2 表达量。以给药组引起

的 PGE2 生成减少百分率 ( 抑制率 ) 反映药物对

COX-2 表达的抑制作用。

2.3.2 COX-2 活性测定
[ 7]  实验基本与 COX-2 表

达测定方法相同。甘草总皂苷于 LPS 刺激 20 h 后

再加入并孵育 30 min, 最终以上清中 PGE2 含量判断

药物对酶活性的作用。

2.4 甘草总皂苷对无细胞体系 PLA2 活性的影响 
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实验按照文献进行
[ 8 ]

。以氯丙�为阳性对照药, 甘

草总皂苷对酶抑制率% = ( ΔA对 照 - ΔA甘 草 总皂 苷 ) /

ΔA对 照 ×100% 。

2.5 统计方法 所有数据以 珋x ±s 表示, 以 Student′

s-t 检验进行统计分析。

3 结果

3.1 甘草总皂苷对 RAW264. 7 细胞的细胞毒作用

 MTT结果表明, 甘草总皂苷浓度低于 819. 2 mg·

L- 1
时, 对细胞无明显毒性 ( 本研究细胞试验甘草总

皂苷浓度均在 500 mg·L
- 1
或以下进行) 。当浓度高

于1 000 mg·L - 1
时, 随浓度升高细胞死亡率明显增

加( 图 1) 。

图 1 甘草总皂苷对 RAW264. 7 细胞的细胞毒作用

3.2 甘草总皂苷对 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞释

放 NO, PGE2 , TNF-α及 IL-1 的影响  表 1 结果显

示, 在 10 mg·L
- 1
的 LPS 刺激下, RAW264. 7 细胞释

放 NO, PGE2 , TNF-α及 IL-1 的量增加, 与对照组相

比, P <0. 01, 表明 LPS 能明显诱导 RAW264. 7 细胞

释放大量炎症介质。而甘草总皂苷可不同程度地抑

制 NO, PGE2 , TNF-α及 IL-1 的生成与释放, 并呈良

好的剂量依赖关系。

3.3 甘草总皂苷对 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞

COX-2 表达及活性的影响  与对照组相比, LPS 组

PGE2 生成显著增加, 甘草总皂苷各浓度组对 PGE2

有不同程度抑制作用。结果显示, 甘草总皂苷在

250. 0 mg·L
- 1
时即可显著抑制 COX-2 表达 ( P <

0. 01) , 而其剂量达到 500. 0 mg·L - 1
时才显著抑制

COX-2 活性( P < 0. 05) , 且具量效关系, 结果见表 2。

3.4 甘草总皂苷对 PLA2 活性抑制作用 图 2 结果

显示, 甘草总皂苷在 500 ～4 000 mg·L - 1
可显著抑制

PLA2 活性, 且具有量效关系, 2 000 mg·L
- 1
甘草总

皂苷抑制率与阳性药 500 μmol·L - 1
氯丙�接近。

表 1 甘草总皂苷对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞释放 NO, PGE2, TNF-α及 IL-1 的影响 ( 珋x ±s, n = 3)

组别
药物浓度

/ mg·L - 1

NO PGE2 TNF-α IL-1

NO/nmol·L - 1

( 抑制率 /% )

PGE2 /ng·L - 1

( 抑制率 /% )

A540 nm

( L929 细胞死亡率 / % )

A540 nm

( 抑制率 /% )

对照 —
1153. 8 ±283. 12)

( - )

258. 6 ±24. 62)

( - )

0. 852 ±0. 019 2)

( - )

0. 25 ±0. 012)

( - )

LPS 10. 0
2403. 8 ±272. 0

( - )

428. 1 ±44. 7

( - )

0. 705 ±0. 002

( 17. 33)

1. 69 ±0. 01

( - )

甘草总苷 31. 2
2307. 7 ±543. 9

( 4. 0)

332. 2 ±30. 21)

( 22. 4)

0. 714 ±0. 008

( 16. 27)

1. 67 ±0. 02

( 0. 93)

62. 5
2211. 5 ±272. 0

( 8. 0)

277. 7 ±10. 52)

( 35. 1)

0. 712 ±0. 050

( 16. 51)

1. 50 ±0. 012)

( 11. 03)

125. 0
2019. 2 ±136. 01)

( 16. 0)

273. 7 ±21. 02)

( 36. 1)

0. 716 ±0. 009

( 15. 97)

1. 37 ±0. 072)

( 18. 82)

250. 0
1586. 5 ±68. 02 )

( 34. 0)

262. 0 ±26. 22)

( 38. 8)

0. 738 ±0. 001 2)

( 13. 51)

1. 28 ±0. 042)

( 23. 98)

500. 0
7. 3 ±1. 62)

( 99. 7)

159. 1 ±15. 12)

( 62. 8)

0. 830 ±0. 013 2)

( 2. 67)

1. 13 ±0. 052)

( 32. 74)

  注 : 与 LPS处理组相比1) P < 0. 05 , 2) P < 0. 01 ( 下同 )
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表 2 甘草总皂苷对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞

COX-2 表达及活性的影响 ( 珋x ±s, n = 3)

组别
药物浓度

/mg·L - 1

COX-2 表达 COX-2 活性

PGE2 产生量

/ng·L- 1

抑制率

/%

PGE2 产生量

/pg·L- 1

抑制率

/%

对照 — 90. 8 ±15. 82) — 231. 5 ±16. 42) —

LPS 10. 0 388. 3 ±53. 8 — 308. 9 ±15. 7 —

甘草总苷 62. 5 359. 5 ±42. 9 7. 4 304. 3 ±15. 9 1. 5

125. 0 297. 6 ±36. 8 23. 3 298. 6 ±30. 7 3. 3

250. 0 189. 9 ±41. 62) 51. 1 278. 0 ±18. 0 10. 0

500. 0 151. 7 ±11. 12) 60. 9 247. 3 ±20. 41) 19. 9

图 2 甘草总皂苷对 PLA2 活性的抑制作用  

4 讨论

巨噬细胞是炎症过程的重要效应细胞, 广泛参

与机体的炎症反应, 当受某些因素激活后会产生大

量的 NO 和 TNF-α, 并进一步诱导 IL-1 等炎症细胞

因子的产生。脂多糖( LPS) 是介导系统性炎症反应

综合症的主要启动因子, 其主要通过促使巨噬细胞、

内皮细胞、中性粒细胞等释放大量的细胞因子, 使病

变得以发展。本实验针对甘草总皂苷对 LPS 诱导

RAW264. 7 细胞释放 NO, TNF-α及 IL-1 等炎症因子

的影响进行了研究, 结果表明甘草总皂苷能显著抑

制 NO, TNF-α及 IL-1 的生成与释放。由此可以推

测甘草总皂苷可能通过调节巨噬细胞产生 NO, TNF-

α及 IL-1 等炎症因子来发挥抗炎作用。

PGE2 是炎症的重要介质之一。研究表明, 巨噬

细胞在各种炎症刺激下会合成大量 PGE2 , 另外炎症

局部也具有高浓度的 PGE2 , 与炎症引起的水肿、毛

细血管通透性增加等密切相关。本文表明甘草总皂

苷明显降低经 LPS 刺激的巨噬细胞合成 PGE2 的

量, 提示甘草总皂苷的抗炎机理至少部分是通过抑

制 PGE2 产生的。PLA2 和环氧合酶 ( COX) 是前列

腺素合成过程中的关键酶。PLA2 受内毒素等致病

因素刺激后被活化并表达, 从而产生花生四烯酸,

COX( 尤其是 COX-2) 可将花生四烯酸代谢成各种前

列腺素产物( 特别是 PGE2 ) 。本文发现, 甘草总皂苷

可通过抑制 PLA2 活性和 COX-2 表达, 从而减少

PGE2 合成, 这可能是甘草总皂苷抗炎的另一主要作

用机制。

有研究表明, 皮下注射乌拉尔甘草
[ 1]

或黄甘

草
[ 2 ]

水提物, 对巴豆油引起的小鼠耳廓炎症, ip 冰醋

酸引起小鼠腹腔渗出性炎症及棉球肉芽肿皆有明显

的抑制作用, 而对去肾上腺小鼠, 甘草水提物失去抗

炎作用
[ 1 ] , 说明甘草抗炎作用与垂体肾上腺皮质功

能有关。但本研究却显示甘草总皂苷体外有直接的

抗炎作用, 并不依据于糖皮质激素, 这一结果也与国

外关于甘草甜素抗炎作用的研究报道
[ 9 ]

一致。本实

验结果显示, 甘草总皂苷具直接抗炎作用, 其抗炎作

用与减少巨噬细胞炎症介质生成与释放、抑制花生

四烯酸代谢途径 PGE2 合成的关键酶密切相关。
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