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早小洋菊和射阳大白菊对脂多糖诱导 ＲAW264. 7
细胞炎症反应影响的差异
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［摘要］ 目的 评价早小洋菊和射阳大白菊抗炎作用及差异。 方法 将 ＲAW264. 7 细胞按 5 × 104 个 /孔接
种于 6 孔细胞培养板中培养。空白组不做任何处理正常培养 24 h; 模型组加入脂多糖 ( LPS) 500 ng /ml诱导
ＲAW264. 7 细胞建立炎症模型; 早小洋菊和射阳大白菊高、低剂量组分别加入浓度为 125、62. 5μg /ml 相应
菊花醇提取物 1 ml /孔，作用 2 h后再加入 LPS溶液 500 ng /ml刺激 24 h。每组设 5 个复孔。收获细胞上清液
检测一氧化氮 ( NO) 浓度，ＲT-PCＲ法检测细胞中肿瘤坏死因子 α ( TNF-α) 、白细胞介素 6 ( IL-6) 、白细
胞介素 1β ( IL-1β) 、诱导性一氧化氮合酶 ( iNOS) 、环氧化酶 2 ( COX-2) mＲNA 表达水平。 结果 与空
白组比较，模型组上清液中 NO水平和细胞中 TNF-α、IL-6、IL-1β、iNOS、COX-2 mＲNA表达均上调 ( P ＜
0. 01) 。与模型组比较，除早小洋菊高剂量组细胞中 IL-1β mＲNA 表达外，其余各菊花组上清液中 NO 水平
和细胞中 TNF-α、IL-6、IL-1β、iNOS、COX-2 mＲNA 表达均下调 ( P ＜ 0. 01 ) 。早小洋菊高剂量组细胞中
iNOS mＲNA表达较射阳大白菊高剂量组降低，TNF-α、IL-1β mＲNA表达升高 ( P ＜ 0. 01) ; 早小洋菊低剂量
组细胞中 IL-6、IL-1β、COX-2 mＲNA表达较射阳大白菊低剂量组降低，TNF-α mＲNA表达升高 ( P ＜ 0. 01) 。
结论 早小洋菊和射阳大白菊均具有较好的抗炎活性，对于炎症因子 iNOS、COX-2、IL-6 的抑制作用早小洋
菊要强于射阳大白菊，对于 TNF-α和 IL-1β的抑制作用射阳大白菊强于早小洋菊。
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菊花是菊科菊属植物菊 ( Chrysanthemum
morifolium Ｒamat. ) 的干燥头状花序，具有散风清
热、平肝明目等功效，用于治疗风热感冒、头痛眩
晕、目赤肿痛等病症。药理研究［1］发现，菊花具
有抗炎、抑菌、抗病毒、免疫调节、保护心血管系
统、保肝及神经保护等药理作用。《中华人民共和
国药典》［2］中收载的药用菊花品种有亳菊、滁菊、
贡菊、杭菊、怀菊，早小洋菊和射阳大白菊是杭菊
的两个不同品种。汪涛［3］研究发现，在 32 个不同
的杭菊品种中，射阳大白菊的主成分值最高，质量

最好。前期研究［4 － 5］也发现，早小洋菊和射阳大白

菊的主要化学成分存在较大差异。菊花的散风清
热、解毒明目作用与抗炎具有较为密切的联
系［6 － 7］。因此，本研究选取早小洋菊和射阳大白菊
两个具有代表性的品种评价其抗炎作用差异，以期

阐明不同菊花品种的活性差异，为临床上更好地应

用不同品种菊花治疗炎症性疾病提供科学依据。

1 材料与方法

1. 1 细胞株
小鼠巨噬细胞系 ＲAW264. 7 细胞 ( 美国 ATCC

公司，货号 SC-6003) 。
1. 2 药物及制备
早小洋菊和射阳大白菊样品采自江苏无锡安利

植物研发中心科研农场 ( 31°57'N，120°30'E) 。采
摘的头状花序经蒸汽杀青 ( 100℃，1 min) 、烘干
( 60℃，24 h) 、真空包装而得。取早小洋菊和射阳
大白菊品种菊花各 2 g，用 80%乙醇 50 ml 回流提
取 2 次，每次 40 min，合并提取液浓缩干燥，分别
得早小洋菊醇提取物，提取率为 35. 6% ; 射阳大
白菊醇提取物，提取率为 30. 7%。
1. 3 主要试剂及仪器
脂多糖 ( LPS，批号 039M4004V) ，美国 Sigma

公司; DMEM 高糖培养基 ( 批号: 20811862 ) 、
ＲPMI1640 培养基 ( 批号: 31318005 ) ，COＲNING
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公司; 胎牛血清 ( 批号: 1843752) 、0. 25% Trypsin
EDTA ( 批 号: 2048562 ) 、青 链 霉 素 ( 批 号:
1103916 ) ， Gibco 公 司; 胰 蛋 白 酶 ( 批 号:
V5113) ，美国 Hyclone 公司; 细胞活力试剂盒
CCK-8 ( 批号: 42830 ) ，美国 MCE 公司; 无水乙
醇 ( 分析纯，批号 20190326) ，北京化工厂; 一氧
化氮 ( NO) 检测试剂盒 ( 批号: 032519191001 ) ，
碧云 天 生 物 技 术 有 限 公 司; Trizol ( 批 号:
235008) ，美国 Ambion 公司; 总 ＲNA 提取试剂盒
( 批号: Ｒ7212 ) ，天根生化科技 ( 北京) 有限公
司; PrimeScriptTM ＲT 逆 转 录 试 剂 盒 ( 批 号:
D1109 ) 、SYBＲ Premix Ex TaqTM II ( TliＲNaseH
Plus) ＲOX plus ( 批号: A3702-1 ) 、DL2000 DNA
Marker ( 批号: F4616) ，日本 TaKaＲa公司。
超净工作台 ( 苏净安泰生物科技有限公司，

型号 SW-CJ-1F) ; CO2 培养箱 ( 美国 Thermo 公司，
型号 371) ; 倒置显微镜 ( 日本 Olympus 公司，型
号 CKX41 ) ; 离心机 ( 美国 Sigma 公司，型号
3K15) ; 涡旋振荡仪 ( 海门市其林贝尔仪器制造有
限公司，型号 QL-902) ; 分光光度计 ( 美国 Therno
scientific公司，型号 NANODＲOP 2000) ; 荧光定量
PCＲ 仪 ( 美国 Applied Biosystems 公司，型 号
ABI7500) ; 凝胶成像系统 ( 上海天能科技有限公
司，型号 Tanon 1600，版本 Tanon MP 1. 1 ) ; 多功
能酶标仪 ( 美国 Biotek公司，型号 Synergy2) 。
1. 4 各品种菊花不同浓度干预 ＲAW264. 7 细胞毒
性观察

将 ＲAW264. 7 细胞按 1 × 104 个 /孔接种于 96
孔细胞培养板中，37℃、5% CO2 培养过夜，弃去

上清，将含不同药物浓度 ( 包括 250、125、62. 5、
31. 25、15. 6μg /ml) 的细胞培养液 200μl 加入细
胞培养板中，另设正常细胞对照组中加入无药物的

细胞培养液，每组 3 复孔。37℃、5%培养 24 h后，
弃掉上清液，加入 10%的 CCK-8 细胞溶液，每孔
加入 100μl，1 ～ 2 h，酶标仪 450 nm 处测定吸光度
( OD值) ，计算细胞存活率 = ( 实验孔吸光度 －空
白孔吸光度) / ( 对照孔吸光度 －空白孔吸光度) ×
100%。
1. 5 各品种菊花对 LPS 诱导 ＲAW264. 7 细胞 NO
的影响

将 ＲAW264. 7 细胞按 5 × 104 个 /孔接种于 6 孔
细胞培养板中，37℃、5% CO2 培养过夜。实验分
为: 空白组不做任何处理正常培养 24 h。模型组加
入 LPS诱导 ＲAW264. 7 细胞炎症反应［8］，前期研

究［9 － 10］发现，在 LPS 500 ng /ml 刺激时炎症因子变
化较明显，因此本实验选取 500 ng /ml 的 LPS 浓度
建立炎症模型。课题组选取了菊花醇提取物多个浓
度进行预实验观察抗炎作用，发现菊花醇提取物浓

度在 125、62. 5μg /ml时抗炎作用均呈现较好的剂
量依赖，因而本研究选择菊花醇提取物 125、
62. 5μg /ml作为高、低剂量进行干预。两品种高、
低剂量组分别加入相应药物浓度的细胞培养液

1 ml /孔，作用 2 h，再加入 LPS 溶液 500 ng /ml，刺
激 24 h，每组设 5 复孔。收获细胞上清液按 NO 检
测试剂盒测定上清液 NO 浓度，采用酶标仪于
450 nm处测定 OD值。
1. 6 各品种菊花对 LPS 诱导 ＲAW264. 7 细胞炎症
因子 mＲNA表达的影响
分组及干预方法同上，采用 ＲT-PCＲ 法检测

mＲNA表达。刺激 6 h 后弃细胞上清液，贴壁细胞
每孔加 1 ml Trizol试剂; 用 1 ml枪头反复吹打，使
Trizol接触所有长有细胞的培养瓶表面，并进行充
分消化约 1 min，转移到 ＲNasefree的 2 ml的离心管
中，用一次性注射器进行反复抽打细胞直至看不见

成团的细胞块，整个溶液呈清亮而不黏稠的状态;

液氮速冻之后放入 － 80℃冰箱中保存。按试剂盒说
明书提取总 ＲNA，将 mＲNA逆转录为 cDNA，得到
的 cDNA用于 ＲT-PCＲ检测肿瘤坏死因子 α ( TNF-
α) 、白细胞介素 6 ( IL-6 ) 、白细胞介素 1β ( IL-
1β) 、诱导性一氧化氮合酶 ( iNOS) 、环氧化酶 2
( COX-2) mＲNA表达水平，β-肌动蛋白 ( β-actin)
作为内标基因。PCＲ 引物由美国 Invitrogen 公司合
成，COX-2 上游引物: GAAAGCCCTCTACAGTGA-
CATC，下游引物: GGTGCTCCAAGCTCTACCAT，
产物大小 111 bp; iNOS 上游引物: GGCAAAC-
CCAAGGTCTACG， 下 游 引 物: ACCTGCTC-
CTCGCTCAAGTT，产物大小 182 bp; TNF-α上游引
物: CTCTGTGAAGGGAATGGGTG， 下 游 引 物:
GGGCTCTGAGGAGTAGACGATAAAG; 产 物 大 小
94 bp; IL-6 上 游 引 物: GATAACAAGAAAGA-
CAAAGCCAGAGTC，下游引物: AGCATTGGAAAT-
TGGGGTAGGAAG，产物大小 120 bp; IL-1β上游引
物: TGCCACCTTTTGACAGTGATGA，下 游 引 物:
TGTGCTGCTGCGAGATTTGA，产物大小 135 bp; β-
actin 上游引物: CGTTGACATCCGTAAAGACCTC，
下 游 引 物: ACAGAGTACTTGCGCTCAGGAG，
159 bp。使用 2 － ΔΔCt法计算 mＲNA 的相对表达，计
算 ΔCt = Ct 目的基因 － Ct 内参基因; ΔΔCt = ΔCt
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给药组 － ΔCt对照组，其中空白组的数值设为 1。
1. 7 统计学方法
应用 GraphPad Prism 8. 3 软件分析处理，计量

数据符合正态分布用均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，
组间数据分析采用 t 检验、单因素方差分析。P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 不同浓度菊花干预细胞存活率比较
表 1 示，早小洋菊和射阳大白菊各浓度细胞存

活率与 0 浓度细胞存活率比较差异均无统计学意义
( P ＞ 0. 05 ) ，说明菊花醇提取物在 250 ～ 15. 6μg /
ml之间均无明显的细胞毒性。

表 1 不同浓度各品种菊花干预下细胞存活率比较 ( % )

浓度 ( g /ml) 样本数 早小洋菊 射阳大白菊

0 3 100. 97 105. 43
250 3 104. 32 100. 06
125 3 109. 32 101. 95
62. 5 3 109. 07 98. 78
31. 25 3 107. 61 100. 79
15. 6 3 100. 97 105. 43

2. 2 各组细胞上清液中 NO水平比较
表 2 示，与空白组比较，模型组上清液中 NO

水平升高 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比较，各菊花组
均能显著降低上清液中 NO 水平 ( P ＜ 0. 01 ) 。早
小洋菊高、低剂量组上清液中 NO水平均低于同剂

表 2 各组细胞上清液中 NO水平比较 ( OD值，珋x ± s)

组别 样本数 NO

空白组 5 0. 006 ± 0. 004*

模型组 5 0. 729 ± 0. 021
早小洋菊高剂量组 5 0. 149 ± 0. 009△▲

早小洋菊低剂量组 5 0. 253 ± 0. 007△

射阳大白菊高剂量组 5 0. 247 ± 0. 017*

射阳大白菊低剂量组 5 0. 362 ± 0. 019*

注: 与模型组比较，* P ＜ 0. 01; 与射阳大白菊同剂量组比

较，△P ＜ 0. 01; 与同品种低剂量组比较，▲P ＜ 0. 01

量的射阳大白菊组 ( P ＜ 0. 01 ) ; 早小洋菊高剂量
组上清液中 NO水平亦低于早小洋菊低剂量组 ( P ＜
0. 01) ; 而射阳大白菊高、低剂量组上清液中 NO
水平差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。
2. 3 各组细胞中炎症因子 mＲNA表达比较
表 3示，与空白组比较，模型组细胞中 TNF-α、

IL-6、 IL-1β、 iNOS、COX-2 mＲNA 表达均上调
( P ＜ 0. 01) 。与模型组比较，除早小洋菊高剂量
组细胞中 IL-1β mＲNA表达外，其余各菊花组细胞
中 TNF-α、IL-6、IL-1β、iNOS、COX-2 mＲNA表达
均下调 ( P ＜ 0. 01 ) 。早小洋菊高剂量组细胞中
iNOS mＲNA 表达较射阳大白菊高剂量组降低，
TNF-α、IL-1β mＲNA表达升高 ( P ＜ 0. 01 ) ; 早小
洋菊低剂量组细胞中 IL-6、IL-1β、COX-2 mＲNA
表达较射阳大白菊低剂量组降低，TNF-α mＲNA表
达升高 ( P ＜ 0. 01 ) 。早小洋菊高剂量组细胞中
iNOS、COX-2 mＲNA表达低于早小洋菊低剂量组，
而 IL-1β mＲNA表达升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。
射阳大白菊高剂量组细胞中 IL-1β mＲNA 表达较射
阳大白菊低剂量组降低 ( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

炎症反应是抵御病原微生物入侵机体的一种重

要防御能力，LPS是革兰氏阴性细菌细胞壁中的一
种成分，能够诱导巨噬细胞释放炎症介质［11］。既
往许多研究［9 － 10，12］均是通过药物干预 ＲAW264. 7
细胞炎症相关细胞因子及趋化因子的影响，来研究

药物对于炎症细胞的保护机制。巨噬细胞被激活后
可释放炎症细胞因子 TNF-α、IL-1β 等，以抵抗病
原体的入侵和扩散［13］。iNOS 在巨噬细胞炎症反应
过程中表达增加，促进 NO 合成，NO 对细菌等病
原体具有杀伤和细胞毒性作用［14］，同时 NO 的过
度产生导致组织损伤和促进炎性反应，也可使巨噬

细胞释放炎性细胞因子，如 TNF-α、IL-1β、IL-6
等，进而介导炎症过程［15 － 16］。有研究［17］发现，

表 3 各组细胞中炎症因子 mＲNA表达比较 ( 2 － ΔΔCt，珋x ± s)

组别 样本数 iNOS mＲNA TNF-α mＲNA IL-6 mＲNA IL-1β mＲNA COX-2 mＲNA

空白组 5 0. 95 ± 0. 03* 0. 91 ± 0. 06* 0. 98 ± 0. 02* 0. 90 ± 0. 07* 0. 98 ± 0. 01*

模型组 5 243. 99 ± 4. 83 8. 25 ± 0. 27 12. 59 ± 0. 24 23. 74 ± 0. 23 13. 65 ± 0. 21
早小洋菊高剂量组 5 59. 65 ± 5. 46△▲▲ 5. 73 ± 0. 27△ 4. 70 ± 0. 41* 25. 68 ± 0. 27△▲▲ 3. 24 ± 0. 08▲

早小洋菊低剂量组 5 125. 71 ± 1. 06* 4. 96 ± 0. 08△ 3. 56 ± 0. 04△ 14. 90 ± 0. 39△ 4. 24 ± 0. 08△

射阳大白菊高剂量组 5 111. 36 ± 5. 98* 2. 62 ± 0. 17* 5. 57 ± 0. 36* 14. 90 ± 0. 88▲ 5. 79 ± 0. 59*

射阳大白菊低剂量组 5 128. 36 ± 4. 06* 2. 68 ± 0. 06* 6. 26 ± 0. 14* 17. 68 ± 0. 63* 5. 74 ± 0. 24*

注: TNF-α，肿瘤坏死因子 α; IL-6，白细胞介素 6; IL-1β，白细胞介素 1β; iNOS，诱导性一氧化氮合酶; COX-2，环氧化酶 2; 与模型
组比较，* P ＜ 0. 01; 与射阳大白菊同剂量组比较，△P ＜ 0. 01; 与同品种低剂量组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01
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IL-6 参与多种炎性疾病的病理生理过程，是一种重
要的炎性介质。IL-1β 主要由活化的巨噬细胞分
泌，是一种参与各种炎症反应的多效细胞因子，能

引起急性炎症性疾病并引起组织损伤［18］。TNF-α
主要由巨噬细胞产生，能够促进巨噬细胞的活化，

增强吞噬功能，促进炎症反应，能够引起急性炎症

性疾病和组织损伤［19］。花生四烯酸代谢也是与炎
症反应密切相关的通路之一［20］。花生四烯酸在环
氧化酶 ( COX) 的作用下代谢生成前列腺素 G2，

进而生成前列腺素 H2，并以此为底物生成前列腺

素 E2 等其他种类的前列腺素产物
［21］。文献报

道［22］发现，口服 COX-2 选择性抑制剂可显著抑制
PGE2 诱导的炎症反应。药理学研究

［23］显示，菊花

中含有多种化学成分，主要有黄酮类、挥发油、苯
丙素类、萜类等，具有抗炎作用。
本实验结果表明，早小洋菊和射阳大白菊提取

物在 250 ～ 15. 6μg /ml 之间均无明显的细胞毒性。
两品种高、低剂量组均显著降低 NO释放水平，亦
可下调细胞中 TNF-α、IL-6、IL-1β、iNOS、COX-2
mＲNA表达水平，说明早小洋菊和射阳大白菊对
LPS诱导 ＲAW264. 7 细胞炎症反应具有一定的保护
作用。本研究结果还显示，对 NO释放的抑制和促
炎因子 iNOS、COX-2、IL-6 的抑制作用早小洋菊要
强于射阳大白菊，而对于 TNF-α和 IL-1β的抑制作
用，射阳大白菊强于早小洋菊，说明不同品种菊花

在抗炎靶点作用强度上存在差异。因此，对于由
iNOS、COX-2 参与的蛋白通路的炎症反应性疾病
可选择早小洋菊进行治疗; 而在 TNF-α和 IL-1β为
主导的促炎反应中，可选择用射阳大白菊进行干

预。药效的不同可能是由于成分种类差异或相同成
分含量差异所导致的，差异性成分的研究有望为同

一药材不同品种的合理划分奠定基础。
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Difference of Effects of Early Chrysanthemum and Sheyang White Chrysanthemum on Inflammatory Ｒeac-
tion on Lipopolysaccharide-induced ＲAW264. 7 Cells
MAO Chaoyi，GUO Cong，WANG Yuesheng
Institute of Chinese Materia Medica，China Academy of Chinese Medical Sciences，Beijing，100700

ABSTＲACT Objective To evaluate anti-inflammatory effect and difference of Early Chrysanthemum and Sheyang
White Chrysanthemum． Methods ＲAW264. 7 cells were inoculated into 6-hole cell culture plates at 5 × 104

cells /hole． Blank group was cultured for 24 h without any treatment; model group was added with 500 ng /ml lipopo-
lysaccharide ( LPS) to induce ＲAW264. 7 cells to establish inflammation models; high and low dose groups of Early
Chrysanthemum and Sheyang White Chrysanthemum were added with 125 and 62. 5μg /ml corresponding chrysanthe-
mum alcohol extracts for 1 ml /hole，respectively，and 2 h after the treatment，they were stimulated by 500 ng /ml LPS
solution for 24 h． Five parallel holes were set in each group． Supernatant of the cells was collected to detect the con-
centration of nitric oxide ( NO) ，and tumor necrosis factor α ( TNF-α) ，interleukin 6 ( IL-6) ，interleukin 1β ( IL-
1β) ，inducible nitric oxide synthase ( iNOS) and cyclooxygenase 2 ( COX-2) mＲNA expression levels were detected
by ＲT-PCＲ． Ｒesults Compared with the blank group，the level of NO in the supernatant and the expressions of
TNF-α，IL-6，IL-1β，iNOS and COX-2 mＲNA in the cells of the model group were up-regulated ( P ＜ 0. 01) ． Com-
pared with the model group，except for the expression of IL-1β mＲNA in the cells of the high dose group of Early
Chrysanthemum，the levels of NO in the supernatant and the cell TNF-α，IL-6，IL-1β，iNOS and COX-2 mＲNA ex-
pressions in the other medicated groups were down-regulated ( P ＜ 0. 01) ． The expression of cell iNOS mＲNA in the
high dose group of Early Chrysanthemum was lower than that in the high dose group of Sheyang White Chrysanthe-
mum，and the expressions of TNF-α and IL-1β mＲNA were increased ( P ＜ 0. 01) ． The expressions of cell IL-6，IL-
1β and COX-2 mＲNA in the low dose group of Early Chrysanthemum were lower than those in the low dose group of
Sheyang White Chrysanthemum，and the expression of TNF-α mＲNA was increased ( P ＜ 0. 01 ) ． Conclusion
Early Chrysanthemum and Sheyang White Chrysanthemum have good anti-inflammatory activity． The inhibitory effect
of Early Chrysanthemum on inflammatory factors iNOS，COX-2 and IL-6 is stronger than that of Sheyang White Chrys-
anthemum，and the inhibitory effect of Sheyang White Chrysanthemum on TNF-α and IL-1β is stronger than that of
Early Chrysanthemum．
Keywords Chrysanthemum; Early Chrysanthemum; Sheyang White Chrysanthemum; anti-inflammatory effect;
lipopolysaccharide
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