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　 　 白菊木属（Ｇｏｃｈｎａｔｉａ Ｈ． Ｂ． Ｋ．）为菊科（Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ）中２ 个

木本植物属之一，其中绝大部分种分布于美洲的温带和热带，
仅 ２ 种分布于中国和东南亚的热带［１－４］ ，白菊木〔Ｇ． ｄｅｃｏｒａ
（Ｋｕｒｚ） Ａ． Ｌ． Ｃａｂｒｅｒａ〕为其一，在中国主要分布于云南南部。
白菊木树皮可用于治疗肺热喘咳和枪伤刀伤［５］ ，但至今鲜有

其化学成分和药理活性方面的研究。 作者所在课题组采用多

种柱色谱分离手段首次从白菊木树皮甲醇提取物的石油醚和

乙酸乙酯萃取物中分离获得 ３０ 余个化合物，主要为对映－贝
壳杉烷型二萜类成分，并采用脂多糖（ＬＰＳ）诱导小鼠巨噬细

胞 ＲＡＷ２６４ ７（以下简称 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞） 产生一氧化氮

（ＮＯ）模型对分离得到的化学成分进行活性测试，结果表明：
白菊木树皮甲醇提取物及部分单体化合物的 ＮＯ 抑制活性良

好［６－７］ 。 在此基础上，本文研究了白菊木树皮和枝叶甲醇提

取物及其中 １ 个单体化合物 １５β－ｈｙｄｒｏｘｙ－ｅｎｔ－１６－ｋａｕｒ－１９－
ｏｉｃ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ ｅｓｔｅｒ（Ｇｄ－１）对一些炎症因子的影响，
以期为白菊木的后续成分研究和活性评价提实验基础。

１　 材料和方法

１ １　 材料

供试 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞购自中国科学院昆明动物研究所。
供试白菊木的树皮和枝叶分别于 ２０１３ 年 ７ 月和 ２０１４ 年 ７ 月

采自云南省西双版纳傣族自治州勐腊县勐仑镇银厂村石灰

山，经中国科学院西双版纳热带植物园周仕顺助理研究员鉴

定。 样品自然风干。 凭证标本保存于昆明理工大学生命科学

与技术学院天然产物制药实验室。
分别将 ２００ ｇ 白菊木树皮和枝叶的干样剪碎，每次用 ６００

ｍＬ 甲醇冷浸提取 ７ ｄ，共 ３ 次。 加压回收甲醇提取液后分别

得到树皮和枝叶甲醇提取物浸膏。 Ｇｄ－１ 的分离及鉴定参考

文献［６］。 树皮和枝叶甲醇提取物浸膏及 Ｇｄ－１ 先用二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ）配置成一定浓度的母液，然后用 ＤＭＥＭ 高糖液

体培养基稀释，备用。
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主要试剂：ＤＭＥＭ 高糖液体培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司）；
ＮＯ 硝酸还原酶检测试剂盒（南京建成生物工程研究所）；胎
牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；ＬＰＳ、噻唑蓝（ＭＴＴ）、Ｇｒｉｅｓｓ 试剂盒

和地塞米松（ＤＸＭ）（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 酶联

免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒（美国 ＢＤ 公司）；总 ＮＯＳ 抑

制剂 Ｌ－ＮＧ－ｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌ ａｒｇｉｎｉｎｅ ｃｉｔｒａｔｅ（Ｌ－ＮＭＭＡ，上海碧云天

生物技术有限公司）；ＰＢＳ（ｐＨ ７ ２ 至 ｐＨ ７ ４，上海索莱宝生物

科技有限公司）；其他试剂均为分析纯。
主要仪器：ＭＫ３ 型酶标仪（芬兰 Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ 公

司）；Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｏｒｍａ ３１１１ 型 ＣＯ２ 培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；
ＢＨＣ－ １３００ⅡＢ２ 型生物安全柜（苏州金净净化设备公司）；
ＣＫＸ１ 倒置相差显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞培养 　 将 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞培养于含体积分数

１０％热灭活胎牛血清的 ＤＭＥＭ 高糖液体培养基中，置于

３７ ℃、体积分数 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养。 取对数生长期细

胞接种于新的培养瓶继续培养，根据细胞状态以细胞悬液体

积比 １ ∶３～１ ∶６进行传代。
１ ２ ２　 ＭＴＴ 实验　 以每孔 ２×１０４ 个 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞接种于

９６ 孔板，每孔体系 １００ μＬ，置于 ３７ ℃、体积分数 ５％ ＣＯ２ 的培

养箱中培养 ２４ ｈ 后，分别加入树皮和枝叶甲醇提取物（终质

量浓度 ０ ３９、１ ５６、６ ２５、２５ 和 １００ μｇ·ｍＬ－１）以及 Ｇｄ－１（终
浓度 ０ ３９、１ ５６、６ ２５、２５ 和 １００ μｍｏｌ·Ｌ－１），以未加树皮和枝

叶甲醇提取物以及 Ｇｄ－１ 的孔为空白孔；处理 ２４ ｈ 后，显微镜

下观察细胞形态；然后每孔加入 ５ ｍｇ·ｍＬ－１ ＭＴＴ ２０ μＬ，孵育

４ ｈ，吸弃上清液，每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ，振荡 １５ ｍｉｎ，于波长

４９０ ｎｍ 处测定吸光度值。 根据公式“细胞存活率＝（检测孔吸

光度值 ／空白孔吸光度值）×１００％” ［８］计算细胞存活率。
１ ２ ３　 细胞内 ＮＯ 检测　 采用 Ｇｒｉｅｓｓ 法［９］检测，以每孔１×１０５

个 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞接种于 ９６ 孔板，每孔体系 １００ μＬ，置于

３７ ℃、体积分数 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养，设置正常对照组、
模型对照组、处理（树皮或枝叶甲醇提取物＋ＬＰＳ）组和阳性药

（Ｌ－ＮＭＭＡ＋ＬＰＳ）组，每组 ３ 个复孔；２４ ｈ 后，分别加入树皮和

枝叶甲醇提取物 （终质量浓度 ０ ３９、１ ５６、６ ２５、２５ 和 １００
μｇ·ｍＬ－１）以及 Ｌ－ＮＭＭＡ（终浓度 ０ ３９、１ ５６、６ ２５、２５ 和 １００
μｍｏｌ·Ｌ－１ ）；孵育 １ ｈ 后，各组加入 ＬＰＳ 至终质量浓度为

１ μｇ·ｍＬ－１，正常对照组不做任何处理；孵育 ２４ ｈ，收集上清

液，按照 Ｇｒｉｅｓｓ 试剂盒说明进行检测，于波长 ５４０ ｎｍ 处测定

吸光度值。 用标准品溶液的吸光度值和浓度绘制标准曲线，
得到回归方程，计算得到各待测样品中 ＮＯ 的浓度。
１ ２ ４ 　 ＲＡＷ２６４ ７ 细 胞 产 生 活 性 氧 （ ＲＯＳ） 检 测 　 参考

ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光探针法［１０］ ，取对数生长期的 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞，
以每孔 １×１０５ 个细胞接种于不透光的棕色 ９６ 孔板，每孔体系

１００ μＬ，置于 ３７ ℃、体积分数 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养 ２４ ｈ
后，分别加入树皮和枝叶甲醇提取物（终质量浓度 ０ ６２５、２ ５、
１０ μｇ·ｍＬ－１）、Ｇｄ－１（终浓度 ０ ６２５、２ ５、１０ μｍｏｌ·Ｌ－１）以及

阳性药 ＤＸＭ（终质量浓度 ２ ５ μｍｏｌ·Ｌ－１）；孵育 １ ｈ 后，各组

加入 ＬＰＳ 至终质量浓度为 １ μｇ·ｍＬ－１，模型对照组只加入

ＬＰＳ 至终质量浓度为 １ μｇ·ｍＬ－１，正常对照组不做任何处理；
继续培养 ２４ ｈ 后，吸弃孔中液体，每孔加入 １００ μＬ ＰＢＳ，清洗

３ 次，每孔加入终浓度 ２０ μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＤＣＦＨ－ＤＡ 荧光探针

１００ μＬ；继续培养 ３０ ｍｉｎ 后，去除含有 ＤＣＦＨ－ＤＡ 荧光探针的

培养基，每孔加入 １００ μＬ ＰＢＳ，清洗 ３ 次，去除残留 ＤＣＦＨ－ＤＡ
荧光探针，最后每孔加入 １００ μＬ ＰＢＳ；使用 ＭＫ３ 型酶标仪（激
发波长 ４８５ ｎｍ，发射波长 ５３０ ｎｍ）测定检测孔（处理组或模型

对照组）和空白孔（正常对照组）吸光度值，根据公式“ＲＯＳ 相

对含量 ＝ 检测孔吸光度值 ／空白孔吸光度值） × １００％”计算

ＲＯＳ 相对含量。
１ ２ ５　 肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）和白细胞介数－６（ ＩＬ－６）含

量检测　 参考 ＥＬＩＳＡ 法［１１］ ，取对数生长期 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞，
以每孔 ４×１０５ 个细胞接种于 ２４ 孔板中，每孔体系 １ ｍＬ，置于

３７ ℃、体积分数 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养 ２４ ｈ 后，分别加入

树皮和枝叶甲醇提取物 （终质量浓度 ０ ６２５、 ２ ５ 和 １０
μｇ·ｍＬ－１）、Ｇｄ－１（终浓度 ０ ６２５、２ ５ 和 １０ μｍｏｌ·Ｌ－１）以及

阳性药 ＤＸＭ（终浓度 ２ ５ μｍｏｌ·Ｌ－１）；孵育 １ ｈ 后，各组加入

ＬＰＳ 至终质量浓度为 １ μｇ·ｍＬ－１，正常对照组不做任何处理，
继续孵育 １２ ｈ，收集上清液，分别按 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 酶联免疫

吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒说明书进行检测。
１ ３　 数据处理和分析

采用 ＳＰＳＳ ２１ ０ 统计分析软件对实验数据进行单因素方

差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），应用 ＬＳＤ （Ｌ） ｔｅｓｔ 检测方差齐性，
应用 Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ Ｔ２ （Ｍ） ｔｅｓｔ 检测方差不齐性。

２　 结果和分析

２ １　 对 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞的活力及其产生 ＮＯ 的影响

白菊木树皮和枝叶甲醇提取物（终质量浓度 ０ ３９、１ ５６、
６ ２５、２５ 和 １００ μｇ·ｍＬ－１ ）以及 Ｇｄ－ １（终浓度 ０ ３９、１ ５６、
６ ２５、２５ 和 １００ μｍｏｌ·Ｌ－１）与 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞共同孵育后细

胞存活率较空白组未明显降低，且空白组和处理组的细胞形

态均良好，无明显差异，未观察到白菊木树皮和枝叶甲醇提取

物以及 Ｇｄ－１ 在供试浓度下的细胞毒性。
终质量浓度 ０ ３９、１ ５６、６ ２５、２５ 和 １００ μｇ·ｍＬ－１白菊木

树皮和枝叶甲醇提取物与 １ μｇ·ｍＬ－１ ＬＰＳ 共培养时，对

ＲＡＷ２６４ ７ 细胞毒性的半抑制浓度大于 １００ μｇ·ｍＬ－１，对细

胞生长无明显影响，Ｇｄ－１ 对细胞毒性的半抑制浓度为 ８８ ３４６
μｍｏｌ·Ｌ－１，对细胞生长的影响较弱。 据此确定安全给药浓度

范围分别为：白菊木树皮和枝叶甲醇提取物的质量浓度低于

５０ μｇ·ｍＬ－１，Ｇｄ－１ 浓度低于 ５０ μｍｏｌ·Ｌ－１。
结果显示：所有处理组均抑制 ＮＯ 产生，白菊木树皮和枝

叶甲醇提取物抑制 ＮＯ 产生的半抑制浓度分别为 ２１ １１ 和

２７ １５ μｇ·ｍＬ－１。

２０１
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２ ２　 对 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞产生 ＲＯＳ、ＴＮＦ－α和 ＩＬ－６ 的影响

结果（表 １）显示：模型对照组的 ＲＯＳ 相对含量显著（Ｐ＜
０ ００１）升高。 与模型对照组相比，各处理组的 ＲＯＳ 相对含量

均有所降低，且 ２ ５ 和 １０ μｇ·ｍＬ－１白菊木树皮和枝叶甲醇提

取物处理组显著（Ｐ＜０ ０１）降低。
与正常对照组相比，模型对照组的 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 含量

显著（Ｐ＜０ ００１）升高。 与模型对照组相比，各处理组的 ＴＮＦ－
α 和 ＩＬ－６ 含量均有一定程度降低，且高剂量组较显著。

表 １　 白菊木树皮和枝叶甲醇提取物及 Ｇｄ － １ 对小鼠巨噬细胞
ＲＡＷ２６４ ７ 产生活性氧（ＲＯＳ）、肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）和白细胞
介数－６（ＩＬ－６）的影响（Ｘ±ＳＤ，ｎ＝３） １）

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｂａｒｋｓ， ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｎｄ
ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ Ｇｄ⁃１ ｏｆ Ｇｏｃｈｎａｔｉａ ｄｅｃｏｒａ （ Ｋｕｒｚ） Ａ． Ｌ． Ｃａｂｒｅｒａ ｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ （ＲＯＳ）， ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃
α （ ＴＮＦ⁃α ）， ａｎｄ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６ （ ＩＬ⁃６ ） ｉｎ ｍｏｕｓｅ ＲＡＷ２６４ ７
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ （Ｘ±ＳＤ， ｎ＝３） １）

处理组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

ＲＯＳ 相对含量 ／ ％
ＲＯＳ ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ

ＴＮＦ－α
含量 ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

ＴＮＦ⁃α ｃｏｎｔｅｎｔ

ＩＬ－６
含量 ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ⁃６ ｃｏｎｔｅｎｔ
ＮＣＫ １００ ００±５ ４１ 　 ２７２ ８６±５ １０　 １ ３２±０ ６５　
ＭＣＫ ２２６ ６７±２８ ３２ ＃＃＃ １ １６３ ２１±２５ ８４ ＃＃＃ ５８８ ５０±１１ ３４ ＃＃＃
２ ５ μｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＸＭ ６８ １６±４ ４９∗∗∗ ７９７ ２２±２６ ８１∗∗∗ １８４ ７２±７ ０６∗∗∗
０ ６２５ μｇ·ｍＬ－１ ＳＰ １８１ １６±３５ ７４ １ １４０ ４３±３５ ３８ ５４５ ００±２３ ９８∗
２ ５ μｇ·ｍＬ－１ ＳＰ ８２ ６１±３ ２８∗∗∗ １ １１０ ８４±１３ ７５ ５３０ １８±４ ８６∗∗
１０ μｇ·ｍＬ－１ ＳＰ ７０ ５８±１２ ２３∗∗∗ ９２５ ４６±１４ ７４∗∗ ４１２ ９５±１０ ７３∗∗∗
０ ６２５ μｇ·ｍＬ－１ ＺＹ １８５ ８２±２１ ０８ １ ０８９ ８１±５ ７７ ５４４ ８４±２９ ８６
２ ５ μｇ·ｍＬ－１ ＺＹ ８９ ３３±６ ２６∗∗ １ ０８６ ２７±２９ ４２ ４５４ １６±４ ７４∗∗∗
１０ μｇ·ｍＬ－１ ＺＹ ９０ ９１±４ ３２∗∗ ９６５ ０６±４１ １０∗∗ ３５６ ２６±８ ８４∗∗∗
０ ６２５ μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｇｄ－１ １０７ ２５±１１ ８６∗∗ １ １４０ ４９±８８ ６３ ５１９ ７５±２６ ５２∗
２ ５ μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｇｄ－１ ９３ ２６±１０ ４２∗∗ １ １３５ ９１±２７ ２９ ５２０ ７１±１８ ９６∗
１０ μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｇｄ－１ ９４ ５５±１２ １６∗∗ ９８９ ７５±５１ ９１∗∗ ４１１ ８９±１６ ３８∗∗∗

　 １）ＮＣＫ： 正常对照 Ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＭＣＫ： 模型对照 Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ； ＤＸＭ： 地塞米松 Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ； ＳＰ： 白菊木树皮甲醇提
取物 Ｍｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｂａｒｋｓ ｏｆ Ｇｏｃｈｎａｔｉａ ｄｅｃｏｒａ （Ｋｕｒｚ） Ａ． Ｌ．
Ｃａｂｒｅｒａ； ＺＹ： 白菊木枝叶甲醇提取 物 Ｍｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ
ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｇ． ｄｅｃｏｒａ． ＃： 与 ＮＣＫ 组相比 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＮＣＫ ｇｒｏｕｐ； ∗： 与 ＭＣＫ 组相比 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＣＫ ｇｒｏｕｐ． ∗∗∗，
＃＃＃： Ｐ＜０ ００１； ∗∗： Ｐ＜０ ０１； ∗： Ｐ＜０ ０５．

３　 讨论和结论

ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４ ７ 细胞模型广泛用于筛选潜在抗炎活

性天然产物。 该细胞受到 ＬＰＳ 刺激后，能够释放 ＲＯＳ、ＴＮＦ－
α、ＩＬ－ ６ 及 ＮＯ 等炎症递质，从而启动抵抗炎症反应的功

能［１２－１３］ 。 ＮＯ 是体内一种重要的生理递质和化学信使，其过

量产生会引起炎症反应和机体损伤，因此，能否抑制 ＮＯ 产生

常作为评估待测药物是否具有潜在的抗炎活性并值得进一步

研究的重要指标。 白菊木树皮和枝叶甲醇提取物均可一定程

度上抑制 ＮＯ 产生，而 Ｇｄ－１ 抑制 ＮＯ 产生的效果更好，其抑

制 ＮＯ 产生的半抑制浓度为 ２ ５８ μｍｏｌ·Ｌ－１［６］ 。 而对 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６ 及 ＮＯ 而言，白菊木树皮和枝叶甲醇提取物以及 Ｇｄ－１
的影响差异较小，且均为高剂量组效果最佳。 总体上看，白菊

木树皮和枝叶提取物以及 Ｇｄ－ １ 均具有潜在的抗炎活性。
Ｇｄ－１为对映－贝壳杉烷型二萜类成分，该类成分可作为目标

产物从白菊木树皮与枝叶中进行分离纯化及活性研究。
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