
凉膈散药物血清对脂多糖诱导体外培养巨噬细胞核转录因子-кB的影响  

    凉膈散出自宋·《太平惠民和剂局方》，为中医治疗温病常用的清热解毒名方。我们先前对凉膈散进行

研究发现该方有降低内毒素温病模型动物血浆肿瘤坏死因子(TNF-α)水平、减轻组织病理损害、改善微循环、

降低死亡率等作用，随后的研究发现其抑制内毒素损伤小鼠的肺组织TNF-α及白细胞介素-6(IL-6)的升高并能

有效抑制脂多糖(LPS)诱导的小鼠肺组织核转录因子-кB(NF-кB)的活化[1][2][3][4][5]。本研究在以往研究

的基础上，应用既可定性又可定量、定位的免疫荧光与激光扫描共聚焦显微镜联用，进一步研究其对NF-кB活

化的影响。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料及仪器 

    LPS(Sigma公司出品)；兔抗小鼠p65多克隆抗体(Santa Cruz公司出品)；Alex Flour-594驴抗兔抗体

(二抗，Molecular Probes公司出品)；TLCK(N-Tosyl-Lys Chloromethyl Ketone， 

Hydrochloride,Calbiochem公司产品)；激光扫描共聚焦显微镜；昆明种小鼠(雄性，6周龄)、SD大鼠(雌雄

各半，体质量200~250 g)均购自南方医科大学实验动物中心。 

    1.2  凉膈散药物血清制备 

    1.2.1  煎液制备  凉膈散处方：大黄12 g，青海产蓼科植物大黄(Rheum tanguticum Maxim. ex 

Balf.)的干燥根；芒硝12 g，广西产硫酸盐类矿物芒硝族芒硝(NATRII SULFAS)经加工精制而成的结晶体；

连翘24 g，安徽产木犀科植物连翘(Forsythia suspense Vahl)的干燥成熟果实；栀子6 g，湖南产茜草科

植物栀子(Gardenia jasminoides Ellis)的干燥成熟果实；黄芩6 g，安徽产唇型科植物黄芩(Scutellaria 

baicalensis Georgi.)的干燥根；薄荷6 g，广西产唇型科植物薄荷(Mentha haplocalyx Briq.)的干燥茎

叶；生甘草12 g，内蒙古产豆科植物甘草(Glycyrrhiza uralensis Fisch.)的干燥根茎。以上处方剂量为

成人(70 kg)一日用量。由南方医科大学南方医院中药房提供，南方医科大学中医系中药鉴定室鉴定，均为符

合2000版《中国药典》规定并加工炮制合格的饮片。具体煎煮方法如下：加水将饮片浸泡30 min，先煮连

翘、黄芩、栀子、甘草，沸腾10 min后加入大黄及薄荷再煎煮10 min，二煎沸腾后继续煎煮20 min，合并煎

液，4层无菌纱布过滤，芒硝最后纳入药液中充分溶解，最后浓缩成含生药3 g/ml，置4 ℃冰箱保存备用。 

    1.2.2  药物血清制备[6][7]  SD大鼠随机分为空白血清组和凉膈散药物血清组，每组10只，每组均雌

雄各半。为达到在体外反应体系中与体内相当的血药浓度，以相当于等效剂量10倍量灌胃，即按2.3 ml/100 

g体质量灌药，1次/d，连续给药7 d，于末次给药(灌药前禁食不禁水12 h)90 min后，20%乌拉坦腹腔麻醉，

腹主动脉无菌采血，以3 000 r/min离心10 min，无菌分离血清后，0.22 μm微孔滤膜过滤除菌，-80 ℃冰箱

保存备用。空白血清的制备：以同等量蒸馏水灌胃，余同前。 

    1.3  腹腔巨噬细胞的采集、培养和处理 

    用颈椎脱位法处死小鼠，常规消毒。用RPMI1640液冲洗小鼠腹腔，收集冲洗液，以1 500 r/min离心5 

回结果列表  《第一军医大学学报》2005年6期 

 



min。弃上清，加入含10%小牛血清的RPMI1640培养液并混匀，调整细胞浓度为0.1×106/ml备用。实验共设

10个组：即阴性对照组，正常对照组，LPS刺激组，抑制剂TLCK组，药物血清高、中、低剂量组，空白血清

高、中、低剂量组。每组作4个培养皿，将该巨噬细胞悬液加入3.5 cm培养皿中央孔中(用前先在中央孔中加

FN 100 μl处理2 h)，100 μl/孔，置CO
2
培养箱中，37 ℃、5% CO

2
培养2 h后，弃上清及非贴壁细胞(贴壁细

胞为巨噬细胞)。重新加入含10%小牛血清的RPMI1640培育12 h后细胞功能恢复，这时加入反应体系培育2 

h。各组反应体系的设立：药物血清高、中、低组为1 ml RPMI1640培养液中分别含药物血清200、100、50 μ

l；空白血清高、中、低组为1 ml RPMI1640培养液中分别含空白血清200、100、50 μl；阴性对照组、正常

对照组及LPS刺激组及抑制剂TLCK组为1 ml RPMI1640培养液含10%小牛血清，其中抑制剂TLCK组另添加TLCK

(10 μg/ml)。各组细胞(阴性对照组、正常对照组加入等量的无菌PBS)加LPS (LPS终浓度均为10 μg/ml)刺

激1 h后，终止反应，进行免疫荧光染色。 

    1.4  免疫荧光化学染色 

    去除培养液，1×PBS缓冲液洗2次；4%多聚甲醛固定10 min，1×PBS缓冲液洗1次、再经0.2%TritonX-

100 PBS液洗2次，每次都是5 min(下同)；0.1%硼氢化钠浸泡5 min，0.2% TritonX-100 PBS液洗3次；加1

∶100兔抗小鼠p65抗体60 μl(抗体稀释液为含3%小牛血清白蛋白的PBS)培育90 min(阴性对照组不加一抗，

加等量抗体稀释液)，0.2% TritonX-100 PBS液洗3次；加1∶500荧光标记驴抗兔二抗(Alex Flour 594驴抗

兔抗体)培育45 min，0.2% TritonX-100 PBS液洗2次；加1∶200 DAPI Rodamine染色8 min，0.2% 

TritonX-100 PBS液洗2次，保留第2次冲洗的部分0.2 % TritonX-100 PBS液，盖上盖波片，立即开始观

察。 

    1.5  观察方法 

    将染色后的培养皿倒置于LSCM显微镜下进行观察，选择参数如下：LaserPower为15 mW；

ScanningStrength为40%；ScanningSpeed为400 MHz；双重荧光标记波长为594/504(DAPI Rodamine)，选

数值孔径为1.4的100倍油镜观察，图像存为1 024×1 024象素。图像经Leica QN软件处理，转化为数据即为

荧光强度值(代表p65的表达量)。 

    1.6  统计学处理 

    数据经SPSS10.0软件处理，采用One-way ANOVA及Tamhane方法检验。 

    

2  结果 

    2.1  免疫荧光染色图像观察 

    从LSCM上采集的图像(图1)可以看出未经LPS刺激的细胞p65主要表达于胞质中，核内仅见少量表达(正常

对照组)；经LPS刺激1 h后，核内表达呈明显增强(LPS刺激组)。抑制剂组及药物血清高、中、低剂量组核内

表达均增强，但较LPS刺激组弱；空白血清高、中、低组核内表达增强也较明显；阴性对照组仅见模糊细胞

影，染色不明显。 



    图1  各组巨噬细胞p65表达(免疫荧光法，原放大倍数：×1000) 
    Fig.1  p65 expression of macrophages in different groups (Immunofluorescence, original 

magnification: ×1 000) 
    A: Blank control group; B:Negative control group; C: LPS-stimulated group; D: TLCK 
group; E: High-doseLiangge San serum group; F: Mid-dose Liangge San serum group; G: Low- 
dose Liangge San serum group; H: High-dose blank serum group; I: Mid-dose blank serum 

group; J: Low-dose blank serum group

    2.2  细胞免疫荧光染色图像分析 

    每组从采集的图像视野中随机采集100个细胞(每个培养皿采25个细胞)，用 Leica QN软件测定各个细胞

核的荧光强度值并经SPSS10.0软件处理(表1)。可以看出LPS刺激后，巨噬细胞核内p65的量明显升高，LPS刺

激组与正常对照组比较有显著性差异(P<0.01)。而抑制剂TLCK组、不同剂量凉膈散组的p65的量均小于LPS

组，以TLCK及高剂量凉膈散组最低，中低剂量组次之，不同剂量血清组之间也有显著性差异(P<0.01)，呈现



剂量依赖性关系。各组与LPS组比较均有显著性差异(P<0.01)，而不同剂量空白血清组与LPS组比较无显著差

异(P>0.05)，不同剂量空白血清组之间也无显著性差异(P>0.05)。显示不同剂量药物血清均有抑制LPS所致

的细胞核内p65升高的作用，而空白血清则无此作用。 

    

3  讨论 

    机体在受到细菌感染时，细菌产生大量的LPS，LPS是诱导产生炎症介质的有效刺激物。LPS进入体内，对

宿主各系统、器官产生广泛的影响，诱导机体产生多种炎症介质的瀑布反应，使机体出现感染和中毒性休克、

呼吸窘迫综合症、甚至多器官功能衰竭。LPS的这些作用是通过一系列细胞信号转导途径实现的。NF-κB信号

通路是与机体免疫及炎症反应最为密切相关的信号通路，该信号通路控制了绝大多数的免疫炎性基因的转录。

多种外界刺激因素如致分裂原、细菌LPS、病毒及相关蛋白、紫外线等作用于细胞后通过多种蛋白激酶介导的

信号级联反应最终导致NF-κB分子的活化，活化后其亚基p50、p65由细胞质进入细胞核内，与其目的靶基因的

启动子或增强子上特定的κB系列特异结合，启动和调控一系列参与炎症反应的炎症因子表达(如促炎细胞因

子、黏附分子、环氧化酶等)，从而介导多种炎症性疾病的产生[8][9]。因此要想减轻LPS所造成的损伤，抑

制NF-κB的活化是非常重要的核心环节。中医解毒理论认为中药解毒的重要途径是通过影响炎症因子的表达实

现的[10]。文献报道NF-κB抑制剂或某些递质(如NO)有抑制NF-κB的活化或影响其亚基入核进而影响炎症因子

表达的作用[11][12]；凉膈散有抑制炎症因子的表达的作用[1][2]。本研究主要通过血清药理学的方法研究

凉膈散药物血清对LPS诱导的小鼠腹腔巨噬细胞核内p65表达的影响，探讨凉膈散抑制炎症反应、解毒的细胞

信号转导机制。 

    检测组织和细胞中核转录因子激活的方法包括免疫细胞化学、免疫印迹、凝胶迁移率分析法、原位杂交

等，其中免疫荧光法及激光扫描共聚焦显微镜联用不但可以定性，而且可以定位、定量，因而近年来被广泛采

用。从实验结果可以看出LPS刺激后p65从胞质进入胞核，与空白组比较胞核的p65量显著升高，而不同剂量的

凉膈散药物血清均有减少胞核p65量的作用，并呈剂量依赖性关系。因而可以推测凉膈散药物血清有抑制NF-κ

B活化或抑制p65从胞质向胞核转移的作用，进而可以推测凉膈散抑制炎症因子的表达其中重要的途径是通过

抑制NF-κB激活实现的。表明凉膈散减轻LPS对机体损伤作用机理可能是通过抑制组织细胞NF-κB的活性，从而

抑制各种炎症细胞因子的产生，起到解毒作用。至于凉膈散是直接抑制NF-κB活化、入核，还是通过抑制其上

游通路实现的，还需继续研究。本研究发现高剂量凉膈散药物血清与抑制剂TLCK作用强度相似，但TLCK作用



途径单一且副作用大，尚不能很好应用于临床，而凉膈散除了抑制NF-κB作用外，还有许多抑制炎症反应的途

径，为多靶点多途径的作用，而且在正确应用的前提下无明显副作用，显示了其独到的优越性。 
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