
第39卷第1期
2016年3月

南京师大学报（自然科学版）

JOURNAL OF NANJING NORMAL UNIVERSITY（Natural Science Edition）
Vol. 39 No. 1
Mar，2016

doi：10.3969/j.issn.1001-4616.2016.01.015

石蒜碱对内毒素致炎症小鼠体内体外
COX-2的影响

抗晶晶 1，李桂兰 2，王 期 2，殷志敏 2

（1.黄河科技学院医学院生化教研室，河南 郑州 450063）
（2.南京师范大学生命科学学院，江苏省分子医学与生物技术重点实验室，江苏 南京 210023）

［摘要］ 研究石蒜碱对内毒素导致的炎症小鼠体内体外 COX-2 的影响 . 通过内毒素诱导的小鼠建立急性肺损

伤（ALI）模型，采用内毒素诱导的 RAW264.7 巨噬细胞建立细胞炎症反应模型，利用 Western blot 技术检测小鼠

肺组织以及 RAW264.7 巨噬细胞中 COX-2 蛋白的表达量 . 结果显示，石蒜碱能够在体内、体外显著抑制内毒素

诱导的 COX-2 的蛋白表达，并加快 COX-2 蛋白的降解速度 . 石蒜碱能够有效降低内毒素导致的炎症小鼠体内、

体外 COX-2 的蛋白水平 .
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Abstract：The object of this study was to explore the effect of lycorine on LPS- induced COX-2 in vivo and vitro. The
mice induced by LPS was used as an acute lung injury（ALI）model. The RAW264.7 cells induced by LPS was used as a
cell model. The effect of lycorine was evaluated by Western blot for protein expression of COX-2 in lung tissue as well as
in RAW264.7 cells. The results showed that lycorine could inhibit the expression of COX-2 protein in vivo and vitro ob⁃
viously and promote the protein degradation of COX-2 protein in RAW264.7 cells. In conclusion，lycorine could effec⁃
tively reduce the protein level of COX-2 induced by LPS in vivo and vitro.
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中药石蒜为石蒜科（Amaryllidaceae）植物石蒜（Lycoris radiata Herb）的鳞茎，作为一种传统的药用植

物，在临床上有着悠久的应用历史 . 石蒜碱（Lycorine）是从石蒜鳞茎中分离出的含量较高的生物碱成分，

药理作用广泛［1］. 环氧化酶-2（COX-2，cyclooxygenase-2）是前列腺素合成过程中的限速酶，已有研究表明，

COX-2 在小鼠急性肺损伤（ALI）时含量显著增加，COX-2 与 ALI 的发生关系密切［2］. 本实验从抗炎角度将

石蒜碱应用于 ALI 小鼠，通过观察小鼠肺组织中 COX-2 的表达情况，探究石蒜碱对 ALI 小鼠是否具有保

护作用 . 此外，本研究在体外细胞水平观察石蒜碱对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞中 COX-2 翻译以及

翻译后水平的影响，旨在研究石蒜碱抗炎的作用靶点，为石蒜碱的临床应用和深入研究提供依据 .
1 材料与方法

1.1 动物

18 g~22 g 健康 ICR 小鼠（购自扬州大学）60 只，雌雄各半，实验动物的处理和实验过程是按照中国实
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验动物管理规定来进行的 .
1.2 主要试剂

石蒜碱（Aladdin），LPS（Sigma），兔抗鼠 COX-2 多克隆抗体（Santa Cruz Biotechnology），兔抗鼠 β-actin
单克隆抗体（南京巴傲得公司），放线菌酮 CHX CA（La Jolla）.
1.3 细胞株与培养液

小鼠 RAW264.7 巨噬细胞（中科院上海细胞库）在 37℃，5% CO2 条件下，用含 10%胎牛血清（Fetal
Bovine Serum，FBS）和抗生素（100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素）的 DMEM 完全培养液（Hyclone 公

司）培养 .
1.4 动物分组和给药

将小鼠随机分为空白组、阴性对照组、模型组、低、中、高药物剂量组，每组各 10 只 . 石蒜碱药物组剂

量分别为 10 mg/kg、20 mg/kg、40 mg/kg，阴性对照组剂量为 40 mg/kg，连续灌胃 3 d，空白组和模型组给予

等体积蒸馏水，LPS（37.5 mg/kg）滴鼻造模［3］.
1.5 Western blot检测肺组织内COX-2

造模 24 h 后，处死小鼠，剥离左肺，称取一定量的肺组织，加入细胞裂解液冰上匀浆，随后将细胞裂解

物在 4 ℃，15，000 g 条件下离心 15 min. 离心结束后，收取上清液并用 Bradford 法测定每份样品的总蛋白

浓度 . 取等量蛋白进行 SDS-PAGE，电泳结束后将蛋白转移至硝酸纤维素膜上（时间 100 min，恒流 350
mA）. 随后用 TBS（含 5%脱脂奶粉）封闭 1 h，TBST 洗涤，每次 5 min，共洗涤 3 次 . 加入一抗，在 4 ℃条件下

孵育过夜，抗体孵育过夜后，再用 TBST 洗涤 3 次，每次 5 min. 用 Ddy800 的荧光二抗孵育 30 min，Odyssey
红外显像系统观测结果，扫描并计算信号条带密度值 .
1.6 Western blot检测细胞内COX-2

细胞培养结束后，弃去培养 RAW264.7 细胞的培液，用预冷的 1×PBS 漂洗 2 次并弃尽多余的 PBS，然
后加入预冷的细胞裂解液置于冰上孵育 30 min. 裂解结束后，按上述 1.5 中方法检测 COX-2.
1.7 数据统计分析

使用 SPSS10.0 软件进行两组间 t 检验，所有数值均表示为(mean±S.D)，并设置多个重复，p<0.05 认为

有统计学差异 .
2 结果

2.1 石蒜碱对ALI小鼠体内COX-2蛋白表达的影响

按上述 1.4 的材料与方法对小鼠进行分组与给药 . 造模 24 h 后，处死小鼠，取适量肺组织进行 Western
blot，结果如图 1 所示，当小鼠发生 ALI 时，小鼠肺组织中 COX-2 水平明显增加（模型组），而石蒜碱能够

剂量依赖性地抑制小鼠急性肺损伤时 COX-2 的表达（低、中、高药物剂量组），当石蒜碱达到 40 mg/kg 时，

1.空白组；2.阴性对照组；3.模型组；4.低剂量组；5.中剂量组；6.高剂量组 . 结果取 3次独立实验的平均

值 . 与模型组相比，**p<0.01，***p<0.001
图1 不同剂量的石蒜碱对LPS诱导的小鼠体内COX-2蛋白水平的影响

Fig.1 Effect of different doses of lycorine on LPS-induced COX-2 protein in vivo
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COX-2 水平显著下降，与模型组比较，差异具有统计学意义 .
2.2 石蒜碱对小鼠体外细胞中COX-2蛋白翻译水平的影响

实验组用 5 μmol/L 的石蒜碱预敷 RAW264.7 细胞 3 h 后加入 LPS（100 ng/mL）刺激，对照组单加 LPS
（100 ng/mL）刺激，分别培养 0 h、2 h、4 h、6 h、8 h、10 h，收取细胞，检测石蒜碱对 LPS 刺激下 COX-2 蛋白

表达随时间变化的影响 . 结果如图 2 所示，在加入石蒜碱（5 μmol/L）的情况下，LPS 虽然能时间依赖性地

上调 COX-2 的蛋白水平，但其上调程度与单加 LPS 刺激相比显著偏低，说明石蒜碱能够在小鼠体外显著

下调 RAW264.7 细胞中 LPS 诱导产生的 COX-2 的蛋白水平 .

用LPS（100 ng/mL）或LPS（100 ng/mL）+石蒜碱（5 μmol/L），分别培养RAW264.7细胞 0 h、2 h、4 h、6 h、8 h、10 h，随后

Western blot检测各实验组中COX-2的表达情况，结果取3次独立实验的平均值 . 与单加LPS组相比，*p<0.05，**p<0.01
图2 石蒜碱对LPS刺激下COX-2蛋白表达随时间变化的影响

Fig.2 The time-dependent effect of lycorine on LPS-induced COX-2 protein

2.3 石蒜碱对小鼠体外细胞中COX-2蛋白翻译后水平的影响

LPS（100 ng/mL）培养 RAW264.7 细胞 10 h 后，

加入放线菌酮 CHX（1 μg/mL，蛋白合成抑制剂）抑制

COX-2 蛋白的继续合成，观察石蒜碱对 COX-2 蛋白

翻译后水平的影响 . 结果如图 3 所示，加入放线菌酮

CHX 抑制 RAW264.7 细胞中蛋白质的继续合成后，

石蒜碱可促进 LPS 刺激后产生的 COX-2 蛋白的降

解，从而在翻译后水平调节 COX-2 蛋白的含量 .
用 LPS（100 ng/mL）培养 RAW264.7 细胞 10 h

后，更换新鲜的细胞培养液，LPS 对照组加入放线菌

酮 CHX（1 μg/mL），石蒜碱实验组加入放线菌酮 CHX
（1 μg/mL）+石蒜碱（5 μmol/L），Western blot 检测石蒜

碱 6 h 内对 COX-2 蛋白降解的影响 . 结果取 3 次独

立实验的平均值 . 与单加 LPS 对照组相比，＊p<0.05.
3 讨论

内毒素（LPS）是革兰式阴性菌的主要致病成分，在小鼠体内实验中 LPS 可引起中性粒细胞在肺内聚

集、激活，释放氧自由基、蛋白水解酶，从而导致急性肺损伤（ALI）的发生［4］. COX-2 是一种诱导型合酶，是

启动炎症反应的关键酶，由其合成的病理性前列腺素可介导炎症反应 . 正常情况下的肺组织中几乎不表

达 COX-2，当机体受到致炎因子刺激时，某些细胞，如内皮细胞、血管平滑肌细胞、单核巨噬细胞和成纤维

细胞等将被诱导表达 COX-2，使 COX-2 水平以 8~l0 倍的速度急速增长，引起受损部位炎性前列腺素的合

成和聚积，加速炎症反应的进行［5］.
石蒜碱是从传统药用植物石蒜鳞茎中分离出的生物碱成分 . 生物活性实验研究表明，石蒜碱具有抗

病毒、抗疟疾、诱导肿瘤细胞凋亡以及抗炎等多种作用［6］. 本研究中，我们通过复制 LPS 诱导的小鼠建立

图3 石蒜碱对COX-2蛋白翻译后水平的影响

Fig.3 The effect of lycorine on LPS-induced COX-2 protein
at post translation level
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ALI 模型，发现当小鼠发生 ALI 时，小鼠肺组织中 COX-2 水平明显增加，而石蒜碱能够有效地抑制小鼠急

性肺损伤时 COX-2 的表达，且呈一定的剂量依赖性 . 在以小鼠巨噬细胞 RAW264.7 为模型的体外实验

中，石蒜碱能够在体外显著抑制 LPS 诱导的 COX-2 的蛋白表达，在用放线菌酮 CHX 抑制 RAW264.7 细

胞中的蛋白表达后，我们发现石蒜碱可加快 COX-2 蛋白的降解速度 .
生物体内基因的表达包括转录和翻译等步骤，已有研究表明，石蒜碱不能在转录水平下调 COX-2

mRNA 的含量［7］，那么石蒜碱是如何下调 COX-2 蛋白含量的呢？现有文献显示，石蒜碱可显著抑制 LPS
刺激下诱生型一氧化氮合酶（iNOS）以及 NO 的产生［8，9］，而 iNOS 和 COX-2 的表达有密切联系，NO 能够促

进 COX-2 的蛋白表达［10］，当石蒜碱抑制 iNOS 和 NO 的产生后就会间接地抑制 COX-2 的产生，但 iNOS 和

NO 对 COX-2 的影响作用有限，这表明石蒜碱还可能通过其他途径下调细胞中 COX-2 的蛋白含量，本实

验发现石蒜碱可加快 COX-2 蛋白的降解速度，这表明石蒜碱可以在翻译后水平调节 COX-2 蛋白的含量，

这可以在一定程度上解释为什么石蒜碱没有抑制 COX-2 基因的转录，却使得 COX-2 蛋白水平下降 .
综上所述，我们以 COX-2 为主要观察指标，发现石蒜碱能够在小鼠体内体外有效抑制 LPS 刺激下

COX-2 的蛋白水平，机制上，石蒜碱可能通过促进 COX-2 蛋白的降解下调 COX-2 的蛋白水平，表明石蒜

碱对 LPS 致 ALI 小鼠的保护效应可能与其抑制 COX-2 有关 . 由于 LPS 引起的炎症反应复杂，涉及的分子

众多，因而明确石蒜碱抗内毒素机制尚需进行大量深入的研究 .
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