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摘 要 目的：考察莲心碱对佛波酯（TPA）所致耳肿胀炎症模型小鼠的抗炎作用，并探讨其作用机制。方法：将40只小鼠随机分

为空白组、模型组、阳性对照组（地塞米松，2.5 mg/kg）和莲心碱低、高剂量组（5、15 mg/kg），每组8只。除空白组外，其余各组小鼠

均于右耳内外侧涂抹TPA建立耳肿胀炎症模型；造模同时，各给药组小鼠均按20 µL/只于右耳内外侧涂抹相应药液（以丙酮为溶

剂），空白组和模型组小鼠涂抹等体积丙酮溶液。给药6 h后，测定小鼠耳厚度和耳肿胀度，苏木精-伊红染色后观察小鼠耳组织病

理学变化，采用酶联免疫吸附法测定小鼠耳组织中炎症因子[肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素6（IL-6）、IL-1β]水平，Western

blot法测定小鼠耳组织中核转录因子κB信号通路相关蛋白[NF-κB p65和NF-κB 抑制蛋白（IκBα）]的磷酸化水平，并采用实时荧光

定量-聚合酶链式反应法检测小鼠耳组织中环氧化酶2（COX-2）、诱导型一氧化氮合成酶（iNOS）mRNA表达。结果：与空白组比

较，模型组小鼠耳厚度、耳肿胀度和耳组织中炎症因子水平、NF-κB信号通路相关蛋白的磷酸化水平以及COX-2、iNOS mRNA表

达水平均显著升高（P＜0.05）；耳组织发生增厚、炎性细胞浸润增多等变化。与模型组比较，各给药组小鼠耳厚度、耳肿胀度及耳

组织中上述指标水平均显著降低（P＜0.05），耳组织增厚和炎性细胞浸润等均得到显著减轻。结论：莲心碱对TPA所致耳肿胀炎

症模型小鼠具有较好的抗炎作用，其机制可能与抑制耳组织中NF-κB p65、NF-κB蛋白的磷酸化，进而抑制炎症因子COX-2、iN-

OS mRNA表达有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the anti-inflammatory effects of liensinine on 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate

（TPA）-induced ear edema inflammatory model mice，and to investigate its mechanism. METHODS：The 40 mice were randomly

divided into blank group，model group，positive control group（dexamethasone，2.5 mg/kg）and liensinine low-dose and high-dose

groups（5，15 mg/kg），with 8 mice in each group. Except for blank group，other groups were given TPA for external use on both

inner and outer sides of right ear to induce ear edema inflammatory model. During modeling，administration group was given

relevant medicine 20 µL/mice for external use on both inner and outer sides of right ear（using acetone as solvent）；blank group
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人和啮齿类动物在局部接触外源性刺激物时，可能

会发生刺激性接触性皮炎或过敏性接触性皮炎[1]。长期

接触刺激物可引起皮肤屏障破坏和皮肤稳态失调，导致

炎性皮肤病[2]。临床上一些皮肤病治疗药物含有激素，

具有一定的副作用，且容易引起药物依赖性皮炎[3]。因

此，筛选一种副作用小的中草药提取物作为皮肤炎症的

外用治疗具有重要意义。

莲心碱（Liensinine）是从莲子心中提取的一种双苄

基四氢异喹啉类生物碱[4]。据文献报道，莲心碱可抑制

大鼠脑缺血灌注后炎症因子肿瘤坏死因子α（TNF-α）和

白细胞介素 1β（IL-1β）的表达[5]；另外，其还可增加超氧

化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽（GSH）活性，减少丙二醛

（MDA）的含量，改善大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤[6]。

而TNF-α、IL-6、IL-1β等促炎因子可促进氧自由基的过

多累积，致氧化应激反应[7]。虽然研究报道显示出莲心

碱具有一定的抗炎作用，但是其具体的作用机制尚不清

楚。核转录因子κB（NF-κB）是一种氧化还原敏感转录

因子，参与炎症机制的调控。各种炎性刺激通过促进胞

浆中 NF-κB 抑制蛋白（IκBα）的降解和磷酸化，释放

NF-κB入核后，可上调环氧化酶2（COX-2）、诱导型一氧

化氮合成酶（iNOS）等炎性基因和 TNF-α、IL-1β等促炎

因子的表达[8]。本研究利用佛波酯（TPA）诱导局部炎症

模型，观察莲心碱对耳肿胀炎症模型小鼠的抗炎作用，

并从NF-κB通路出发探讨其作用机制。

1 材料
1.1 仪器

215-151-10数字测厚仪（日本 Mitutoyo 公司）；Ep-

och微孔分光光度计（美国Bio-Tek公司）；3-18k高速微

量离心机（美国 Sigma 公司）；BX51倒置显微镜（日本

Olympus公司）；G-Box Chemixx9化学发光成像仪（英国

Syngene公司）；StepOnePlus实时荧光定量-聚合酶链式

反应（PCR）仪（美国ABI公司）。

1.2 药品与试剂

莲心碱标准品（北京中科质检生物技术有限公司，

批号：2586-96-1，纯度：≥98％）；地塞米松原料药（批号：

530B052，纯度：≥98％）、TPA（批号：16561-29-8，纯

度：≥98％）均购自北京索莱宝生物科技有限公司；

TNF-α、IL-6、IL-1β 酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒（北京

四正柏生物科技有限公司，批号分别为 20161125、

20160728、20171018）；兔源NF- κB p65（NF-κB p65）、小

鼠源 IκBα、兔源磷酸化 IκBα（p-IκBα）、兔源磷酸化NF-

κB p65（p-NF-κB p65）单克隆抗体和抗小鼠免疫球蛋白

G（IgG）标记的辣根过氧化物酶（HRP）偶联二抗、抗兔

IgG 标记的HRP偶联二抗菌购自美国CST公司；β-肌动

蛋白（β-actin）、COX-2、iNOS引物均由生物工程（上海）

有限公司合成；其余试剂均为分析纯。

1.3 动物

清洁级 ICR小鼠40只，♀，6～8周龄，由山西医科大

学实验动物中心提供（实验动物生产许可证号：SCXK

（晋）2015-001）。动物实验在该中心屏障环境动物实验

室中进行（实验动物使用许可证号：SYXK（晋）2015-

001）。实验期间小鼠自由饮食，饲养环境的温度为20～

24 ℃，相对湿度为40％～70％，明暗各12 h交替。

2 方法
2.1 小鼠耳肿胀炎症模型的建立与给药

将40只小鼠随机分为5组，分别为空白组、模型组、

阳性对照组（地塞米松，2.5 mg/kg）[9]和莲心碱低、高剂量

组（5、15 mg/kg）[10]，每组8只。除空白组外，其余各组小

鼠均于右耳内外侧涂抹20 μL TPA致炎[11]。并于造模同

时，各给药组小鼠均按20 µL/只于右耳内外侧涂抹相应

药液（以丙酮为溶剂），空白组和模型组小鼠涂抹等体积

丙酮溶液。

2.2 耳肿胀情况及组织病理学的观察

给药 6 h 后，用数字测厚仪测量各组小鼠的耳厚

度。然后颈椎脱臼处死小鼠，用打孔器（d＝6 mm）打孔

取双耳相同部位组织，以右耳质量（mg）/左耳质量（mg）

and model group were given constant volume of acetone. 6 h after administration，ear thickness and ear edema degree of mice were

determined. The pathological changes of ear tissue were observed by HE staining. The levels of inflammatory factors（TNF-α，

IL-6，IL-1β）in ear tissue were detected by ELISA. The phosphorylation levels of nuclear factor κB（NF-κB）signaling pathway

related protein [NF-κB p65，NF-κB inhibitory protein（IκBα）] were detected by Western blot assay. mRNA expressions of COX-2

and iNOS were detected by RT-PCR. RESULTS：Compared with blank group，degree of ear edema，the levels of inflammatory

factors in ear tissue，phosphorylation levels of NF-κB signaling pathway related protein，mRNA expressions of COX-2 and iNOS

were increased significantly （P＜0.05）. There were ear tissue thickening and increase of inflammatory cell infiltration，etc.

Compared with model group，ear edema degree and above indexes of ear tissue in administration group were decreased significantly

（P＜0.05）；ear tissue thickening and increase of inflammatory cell infiltration were relieved significantly. CONCLUSIONS：

Liensinine shows good anti-inflammatory effects on TPA-induced ear edema inflammatory model mice，the mechanism of which

may be associated with inhibiting the phosphorylation levels of NF-κB p65 and NF-κB protein and inhibiting the mRNA expressions

of inflammatory factors COX-2 and iNOS.

KEYWORDS Liensinine；Ear edema inflammatory model；Inflammatory factor；Nuclear factor κB p65；Mice
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计算耳肿胀度。并将耳组织用4％中性甲醛固定、脱水、

石蜡包埋，切成 10 μm 薄片，进行苏木精-伊红（HE）染

色，显微镜下观察各组小鼠耳组织病理学变化。

2.3 耳组织中TNF-α、IL-6、IL-1β水平测定

分别取同一部位耳组织，称质量，按质量（g）∶体积

（mL）＝1 ∶ 9的比例加入生理盐水，在冰浴条件下剪碎组

织，制成10％组织匀浆，然后以3 000 r/min离心10 min，

收集上清液，采用 ELISA 法检测各组小鼠耳组织中

TNF-α、IL-6、IL-1β水平，具体操作按照相应试剂盒说明

书进行。

2.4 耳组织中NF-κB信号通路相关蛋白表达水平检测

采用Western blot 法测定各组小鼠耳组织中 IκBα 、

NF-κB p65、p-IκBα、p-NF-κB p65蛋白表达水平。取同

一部位耳组织，用液氮研磨成粉末，移入 1.5 mL EP 管

中，加入 200 μL含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的RI-

PA 裂解液，进行充分裂解，然后以 1 2000 r/min离心 10

min，取上清测总蛋白浓度。加入上样缓冲液，蛋白煮沸

变性，上样 30 μg进行 10％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳，蛋白转移到硝酸纤维素膜后，用5％脱脂牛奶

封闭 1 h，加入相应一抗（1 ∶ 1 000），4 ℃孵育过夜；然后

加入相应二抗（1 ∶ 100），室温下孵育 1 h。TBST缓冲液

洗涤后，超敏化学发光液（ECL）发光，化学发光成像仪

上检测目的蛋白 IκBα、p-IκBα、NF-κB p65、p-NF-κB p65

和内参β-actin蛋白表达，通过 Image J软件对各蛋白条带

灰度值进行定量，以目的蛋白与内参灰度值的比值来反

映目的蛋白的表达水平。

2.5 耳组织中 iNOS、COX-2 mRNA表达水平检测

采用实时荧光定量-PCR法检测各组小鼠耳组织中

iNOS、COX-2 mRNA 表达水平。取小鼠同一部位耳组

织，于液氮中研磨，采用TRizol法提取耳组织中总RNA，

微孔板分光光度计检测260 nm和280 nm波长下的吸光

度值，进行RNA含量和纯度检测。然后按照10 μL反应

体系使用500 ng的总RNA进行逆转录，合成 cDNA。将

cDNA 产物 3倍稀释后，进行实时荧光定量-PCR 扩增。

引物序列：COX-2上游引物序列为 5′-CTGGAACATG-

GACTC ACTCAGTTTG-3′，下游引物序列为 5′-AG-

GCCTTTGCCACTGCTTGTA-3′，扩增产物大小为 109

bp；iNOS 上 游 引 物 序 列 为 5′-CAAGCACATTT-

GGGAATGGAGA-3′，下游引物序列为：5′-CAGAACT-

GAGGGTACATGCTGGAG-3′，扩增产物大小为136 bp；

内参（β-actin）上游引物序列为 5′-ATCTGGCACCA-

CACCTTC-3′，下 游 引 物 序 列 为 5′-AGCCAGGTC-

CAGACGCA-3′，扩增产物大小为 291 bp。反应体系：

20 μL。反应条件：采用两步法，即95 ℃、30 s；95 ℃、5 s，

60 ℃、30 s，共40个循环。结果以2－ΔΔct法进行分析，式中

ct表示达到设定阈值的循环次数。

2.6 统计学方法

采用SPSS 16.0统计学软件进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用LSD-t检验。P＜0.05表示差异具有统计

学意义。

3 结果

3.1 耳厚度和耳肿胀度测定结果

与空白组比较，模型组小鼠耳厚度和耳肿胀度显著

升高（P＜0.05）；与模型组比较，各给药组小鼠耳厚度和

耳肿胀度均显著降低（P＜0.05），且莲心碱的作用具有

一定的量效关系。各组小鼠耳厚度和耳肿胀度测定结

果见表1。

表 1 各组小鼠耳厚度和耳肿胀度测定结果（x±±s，n＝

8）

Tab 1 Determination of ear thickness and ear edema

degree of mice in each group（x±±s，n＝8）

组别
空白组
模型组
莲心碱低剂量组
莲心碱高剂量组
地塞米松组

耳厚度，mm

0.19±0.01

0.82±1.00＊

0.67±0.09#

0.51±0.08#

0.34±0.07#

耳肿胀度
1.00±0.00

1.84±0.02＊

1.56±0.03#

1.38±0.02#

1.25±0.05#

注：与空白组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

3.2 耳组织病理学观察结果

与空白组比较，模型组可见耳部明显增厚，鳞状上

皮过度角化，细胞间及细胞内水肿，炎性细胞浸润明显，

伴有毛细血管扩张充血；与模型组比较，各给药组小鼠

耳部鳞状上皮轻度角化，细胞间及细胞内水肿不明显，

炎性细胞浸润减少，毛细血管轻度扩张充血。各组小鼠

耳组织病理学观察结果见图1。

3.3 耳组织中TNF-α、IL-6、IL-1β水平测定结果

与空白组比较，模型组小鼠耳组织中TNF-α、IL-6、

IL-1β水平显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，各给药组

小鼠耳组织中TNF-α、IL-6、IL-1β水平均显著降低（P＜

0.05），且莲心碱的作用具有一定的量效关系。各组小鼠

耳组织中TNF-α、IL-6、IL-1β水平测定结果见表2。

3.4 耳组织中 IκBα、NF-κB p65蛋白磷酸化水平测定

结果

与空白组比较，模型组小鼠耳组织中 IκBα发生降

解，IκBα蛋白表达水平显著降低（P＜0.05），p-IκBα、

p-NF-κB p65蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）。与模

型组比较，各给药组小鼠耳组织中 IκBα降解受到抑制，

IκBα蛋白表达水平显著升高（P＜0.05），p-IκBα、p-NF-

κB p65蛋白表达水平显著降低（P＜0.05）。各组小鼠耳

组织中 IκBα、NF-κB p65、p-IκBα、p-NF-κB p65蛋白表达

的电泳图见图2，测定结果见表3。
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3.5 耳组织中 iNOS 、COX-2 mRNA 表达水平测定

结果

与空白组比较，模型组小鼠耳组织中 iNOS 、

COX-2 mRNA 的表达水平显著升高（P＜0.05）；与模型

组比较，各给药组小鼠耳组织中 iNOS 、COX-2 mRNA

的表达水平均显著降低（P＜0.05）。各组小鼠耳组织中

iNOS 、COX-2 mRNA表达水平测定结果见表4。

表 4 各组小鼠耳组织中 iNOS 、COX-2 mRNA 表达水

平测定结果（x±±s，n＝8）

Tab 4 Determination results of mRNA expressions of

iNOS and COX-2 in ear tissue of mice in each

group（x±±s，n＝8）

组别
空白组
模型组
莲心碱低剂量组
莲心碱高剂量组
地塞米松组

iNOS mRNA

1.00±0.00

4.20±0.20＊

2.40±0.16#

1.85±0.14#

1.62±0.10#

COX-2 mRNA

1.00±0.00

12.09±1.00＊

9.82±0.71#

5.84±0.50#

3.02±0.42#

注：与空白组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

4 讨论
采用简便易行的外用涂抹方法对皮肤炎症进行局

部治疗，能够避免口服静脉途径带来的全身副作用[12]。

TPA诱导小鼠耳肿胀炎症模型是化学接触性皮肤炎症

的经典动物模型，表现为小鼠耳组织角质形成细胞增

生，产生TNF-α、IL-6、IL-1β等炎性细胞因子，炎性细胞

浸润增多，角质层明显增厚，耳组织增厚和耳质量增加

等[13]。本研究采用TPA诱导小鼠耳肿胀炎症小鼠模型，

并以一种抗炎效果较好的强效类固醇激素——地塞米

松为阳性对照，来验证莲心碱的抗炎作用。结果显示，

涂抹TPA后，小鼠耳厚度和耳肿胀度明显增加，而莲心

碱和地塞米松涂抹给药后均可显著降低小鼠耳厚度和

耳肿胀度。进一步的组织病理学检查结果显示，与空白

组比较，模型组小鼠耳组织中炎性细胞浸润增加，耳组

织肿胀；而莲心碱和地塞米松给药组小鼠耳组织炎性细

胞浸润减少，耳组织肿胀减轻。

TNF-α是一种自分泌刺激因子，可由角质形成细胞

中的巨噬细胞产生，是皮肤炎症中的关键细胞因子和细

胞介质[14]。IL-6作为炎症反应介质，在皮肤感染过程中

图1 各组小鼠耳组织病理学观察结果（HE，×200）

Fig 1 The pathological observation of ear tissue of

mice in each group（HE，×200）

A.空白组 B.模型组 C.莲心碱低剂量组

D.莲心碱高剂量组 E.地塞米松组

表 2 各组小鼠耳组织中TNF-α、IL-6、IL-1β水平比较

（x±±s，n＝8，ng/mL）

Tab 2 Levels of TNF-α，IL-6 and IL-1β in ear tissue

of mice in each group（x±±s，n＝8，ng/mL）

组别
空白组
模型组
莲心碱低剂量组
莲心碱高剂量组
地塞米松组

TNF-α

0.16±0.05

12.0±0.67＊

8.00±0.50#

5.61±0.44#

2.80±0.15#

IL-6

0.06±0.02

1.40±0.05＊

0.60±0.03#

0.41±0.02#

0.32±0.02#

IL-1β

0.03±0.05

1.27±0.06＊

0.85±0.04#

0.56±0.05#

0.20±0.02#

注：与空白组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

图 2 各组小鼠耳组织中 IκBα、NF-κB p65、p-IκBα、

p-NF-κB p65蛋白表达的电泳图

Fig 2 Electrophorograms of I κ B α，NF-κ B p65，p-

I κB α，p-NF-κB p65 protein in ear tissue of

mice in each group

IκBα

p-IκBα

NF-κB p65

p-NF-κB p65

β-actin

40 kDa

40 kDa

65 kDa

65 kDa

42 kDa

空白组 模型组 莲心碱低
剂量组

莲心碱高
剂量组

地塞米松组

表 3 各组小鼠耳组织中 IκBα、NF-κB p65、p-IκBα、

p-NF-κB p65蛋白表达水平测定结果（x±±s，n＝8）

Tab 3 Protein expression levels of IκBα，NF-κB p65，

p-IκBα，p-NF-κB p65 in ear tissue of mice in

each group（x±±s，n＝8）

组别
空白组
模型组
莲心碱低剂量组
莲心碱高剂量组
地塞米松组

IκBα/β-actin

0.91±0.03

0.43±0.01＊

0.64±0.02#

0.78±0.02#

0.97±0.02#

p-IκBα/β-actin

0.03±0.05

1.10±0.06＊

0.85±0.04#

0.56±0.05#

0.20±0.02#

NF-κB p65/β-actin

0.99±0.03

0.91±0.03

0.95±0.02

0.97±0.03

1.00±0.03

p-NF-κB p65/β-actin

0.34±0.01

0.72±0.01＊

0.65±0.01#

0.57±0.01#

0.30±0.01#

注：与空白组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05
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通过增加血管通透性，对皮肤水肿的形成起促进作用[15]。

IL-1β是炎症性和免疫性皮肤病的主要介质，炎症和免疫

刺激均可诱导角质形成细胞中的 IL-1β产生和分泌 [16]。

本研究检测了小鼠耳组织中炎性细胞因子的分泌水

平。结果显示，与空白组比较，模型组TNF-α、IL-6、IL-

1β的含量明显升高；而莲心碱和地塞米松处理后降低了

TNF-α、IL-6、IL-1β的分泌水平，证实了莲心碱对皮肤炎

症的局部抗炎作用。

NF-κB是一种核转录因子，通过调节炎性细胞因子

的表达在免疫和炎症反应中发挥重要作用[17]。静息状

态下，NF-κB的亚基 p50和 p65通常以异二聚体的形式

存在于细胞质中。当促炎刺激物（如TNF-α）作用于细

胞时，会通过 IκBα的降解和磷酸化来活化NF-κB，活化

的NF-κB p65进入细胞核内与DNA结合，上调炎症基因

COX-2、iNOS的转录[18]。NF-κB被激活并启动促炎症基

因的转录和表达，导致TNF-α、IL-6、IL-1β等多种促炎因

子的过度分泌[19]，从而加重炎症损伤。在本研究中，涂

抹TPA后，可促进小鼠耳组织中 IκBα、NF-κB p65蛋白

的磷酸化水平，从而上调炎症基因 iNOS 和 COX-2

mRNA的表达；莲心碱给药后可明显抑制 IκBα、NF-κB

p65蛋白磷酸化的发生，抑制炎症基因 iNOS 和 COX-2

mRNA的表达，从而减轻炎症反应。

综上所述，莲心碱对TPA诱导的小鼠耳肿胀具有抗

炎作用，其作用机制可能为抑制 IκBα和NF-κB p65蛋白

的磷酸化水平，进而抑制炎症基因 iNOS、COX-2 mRNA

的表达有关。
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