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【基础研究】

连翘苷对金黄色葡萄球菌刺激的人单核巨噬细胞炎性反应的

抑制作用

王佳贺，万小旭，刘 丹
( 中国医科大学附属盛京医院老年病科，辽宁 沈阳 110004)

摘要: 目的 探讨连翘苷对金黄色葡萄球菌引起的人单核巨噬细胞 Toll样受体 2( TLＲ2) 和 TLＲ4 表达增高的
抑制作用，研究其在感染性疾病时对机体的保护作用。方法 采用金黄色葡萄球菌刺激人单核巨噬细胞，构建感染
性疾病的体外模拟炎症模型，实时定量多聚酶链反应 ( ＲT-PCＲ) 检测 TLＲ2 和 TLＲ4 表达，酶联免疫吸附测定法
( ELISA) 测定连翘苷对金黄色葡萄球菌刺激人单核巨噬细胞释放炎性介质白细胞介素-6 ( IL-6 ) 、IL-8、肿瘤坏死因
子-α( TNF-α) 和巨噬细胞集落刺激因子-1( MCSF-1) 的影响。结果 ＲT-PCＲ检测结果显示，金黄色葡萄球菌能够使
人单核巨噬细胞表达 TLＲ2 和 TLＲ4 升高，但经连翘苷预处理后，TLＲ2 和 TLＲ4 的表达显著下降( P ＜ 0. 05) ，当连翘苷
为 200 mg·L －1时，TLＲ2 与 TLＲ4 的抑制剂阳性对照 OxPAPC 和 MST510 组比较差异无统计学意义 ( P ＞ 0． 05 ) 。
ELISA检测结果显示，当连翘苷为 50 mg·L －1时，抑制金黄色葡萄球菌刺激人单核巨噬细胞分泌 TNF-α、IL-8 水平明
显增强( P ＜ 0． 05) ，且随着连翘苷浓度升高，抑制效果更为明显( P ＜ 0． 001，P ＜ 0． 01) ，呈浓度依赖关系; 当连翘苷为
100 mg·L －1 时，抑制金黄色葡萄球菌刺激人单核巨噬细胞分泌 IL-6、MCSF-1 水平明显增强( P ＜ 0． 05，P ＜ 0． 01) ，且
随着连翘苷浓度升高，抑制效果更为明显( P ＜ 0． 01，P ＜ 0． 001) ，呈浓度依赖关系。结论 连翘苷能够抑制人单核巨
噬细胞活化产生的炎症反应，其抗炎作用机制可能是通过抑制 TLＲ2 和 TLＲ4 信号通路而发挥效用。
关键词: 连翘苷;金黄色葡萄球菌;单核巨噬细胞;炎症反应;感染性疾病
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Inhibitory effect of forsythin on the inflammatory responses of monocyte-macrophage induced by
Staphylococcus aureus
WANG Jia-he，WAN Xiao-xu，LIU Dan
( Department of Geriatrics，Shengjing Hospital of China Medical University，Shenyang 110004，Liaoning Province，China)

Abstract: Objective To study the inhibitory effect of forsythin on the expression of Toll like receptor 2( TLＲ2) and
TＲL4 induced by Staphylococcus aureus ( S． aureus) and the protective effect on the body with infectious diseases．Methods
Monocyte-macrophage were stimulated with S． aureus to construct the models of inflammation of infection diseases in vitro． Ｒe-
al-time polymerase chain reaction( ＲT-PCＲ) were used to detect the expression of TLＲ2 and TLＲ4． Enzyme linked immu-
nosorbent assay( ELISA) was used to detect the expression of interleukin-6 ( IL-6) ，IL-8，tumor necrosis factor-α( TNF-α) and
macrophage colony-stimulating factor-1( MCSF-1) ． Ｒesults ＲT-PCＲ results showed that S． aureus could increase the expres-
sion of TLＲ2 and TLＲ4; however，the expression of TLＲ2 and TLＲ4 decreased when treated with forsythin ( P ＜ 0． 05 ) ． The
concentration of 200 mg·L －1 of forsythin could inhibit the expression of TLＲ2 and TLＲ4 and had no significant difference
compared with OxPAPC and MST510 ( P ＞ 0． 05) ． ELISA results showed that the expression of IL-8 and TNF-α decreased at
the concentration of 50 mg·L －1 of forsythin ( P ＜ 0． 05) ; and with the increasing of the concentration of forsythin，the expres-
sion of IL-8 and TNF-α decreased( P ＜ 0． 001，P ＜ 0． 01) ． The expression of IL-6 and MCSF-1 decreased at the concentration
of 100 mg·L －1 of forsythin ( P ＜ 0． 05，P ＜ 0． 01) ; which also had a dose dependence with the forsythin; with the increasing of
the concentration of forsythin，the expression of IL-6 and MCSF-1 decreased( P ＜ 0． 01，P ＜ 0． 001 ) ． Conclusion Forsythin
can inhibit the inflammatory reaction of monocyte-macrophage induced by S． aureus and the anti-inflammatory effect is associat-
ed with TLＲ2 and TLＲ4 signaling pathway．
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金黄色葡萄球菌广泛分布于自然界，是引起医

院和社区获得性感染最常见的革兰阳性致病菌。单
核-巨噬细胞系统在机体受到感染时发挥重要的作
用，在先天性免疫中的活性较高，静止状态下均是有

效的吞噬细胞，不仅可以作为感应细胞而引发炎症，

还参与后期的清除过程［1-2］。作者前期工作发
现［3］，金黄色葡萄球菌能够通过调节人单核巨噬细

胞中 Toll 样受体 2 ( Toll like receptor 2，TLＲ2 ) 和
TLＲ4 的表达影响单核巨噬细胞的功能。连翘是我
国临床常用的传统中药之一，其主要活性成分为连

翘苷，是连翘质量控制的检测成分［4］。研究表明，
连翘苷具有抗氧化、拮抗细菌内毒素、降血脂等作
用［5-6］，但目前仍缺乏对其有关的抗炎作用及相关机

制的深入研究。本研究采用金黄色葡萄球菌刺激诱
导人单核巨噬细胞，使其活化，建立体外模拟炎症模

型，考察连翘苷对该炎症的抑制作用并初步对其进

行机制研究，为连翘苷应用于感染性疾病的治疗提

供科学依据。

1 材料与方法

1． 1 材料 人急性单核白血病细胞系 ( Human a-
cute monocytic leukemia cell line，THP-1) 细胞购于美
国模式培养物研究所，连翘苷 ( 北京中科仪友化工

技术研究院，纯度 98% ) 。ＲPMI ( Ｒoswell Park Me-
morial Institute) -1640 培养基和胎牛血清购于美国
Gibico公司;佛波酯购于美国 Sigma 公司;白细胞介
素-6 ( interleukin-6，IL-6 ) 、IL-8、肿瘤坏死因子-α
( tumor necrosis factor，TNF-α) 和巨噬细胞集落刺激
因 子-1 ( macrophage colony-stimulating factor-1，
MCSF-1) 酶联免疫吸附测定法( enzyme-linked immu-
nosorbent assay，ELISA) 试剂盒购于美国 Ｒ＆D公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细菌培养 野生型金黄色葡萄球菌 Wood46
在 37 ℃培养基中过夜培养。次日，4 000 r·min －1

离心 10 min收集细菌，用等量磷酸盐缓冲液重悬制
备细菌悬液。
1． 2． 2 细胞培养 THP-1 细胞在 37 ℃、体积分数
5%CO2 和 100%湿度条件下，于体积分数 10%的 ＲP-
MI-1640培养基中培养，每 2 ～ 3 d 更换 1 次培养液。
终浓度 1 mg·L －1的佛波酯诱导分化 2 × 105 细胞于
24孔板诱导分化 24 h，使其分化为单核巨噬细胞。
1． 2． 3 连翘苷对 TLＲ2 和 TLＲ4 表达的影响 向
诱导分化的人单核巨噬细胞中加入连翘苷 ( 50、
100、200 mg·L －1 ) 预处理 2 h，弃上清液，加入 2 ×
109 CFU·L －1金黄色葡萄球菌刺激 12 h，弃掉培养
液，收集细胞，提取 ＲNA，利用鼠白血病反转录酶体
系( 美国普洛麦格公司) ，按照说明书反应合成 cD-

NA，利用实时定量多聚酶链反应( real time quantita-
tive polymerase chain reaction，ＲT-PCＲ ) 检测 TLＲ2
和 TLＲ4 的表达。具体如下: 按照 TＲIzol 试剂盒说
明书步骤提取单核细胞总 ＲNA，将 ＲNA 反转录为
cDNA。ＲT-PCＲ 采用 SYBＲ-Green 相对定量法，以
GAPDH作为归一化的 TLＲ4 持家基因。ＲT-PCＲ 在
ABI 7000 上进行，反应的总体积为 25 μL，含 5 μL
5 × 缓冲液，cDNA 1 μL，上、下游引物各 0． 5 μL
( 10 mmol·L －1) ，EXTaq酶 0． 25 μL( 5 ×106 U·L －1 ) ，

dNTP 0． 75 μL ( 10 mmol· L －1 ) ，Mg2 + 0． 5 μL
( 250 mmol·L －1 ) 。PCＲ 反应条件为: 94 ℃预变性
2 min; 94 ℃ 15 s，64 ℃ 40 s，40 个循环。以 TLＲ2
与 TLＲ4 的抑制剂 OxPAPC 和 MST510 作为相应的
阳性对照。
1． 2． 4 IL-6、IL-8、TNF-α和MCSF-1水平测定 向
诱导分化的人单核巨噬细胞中加入连翘苷( 50、100、
200 mg·L －1 ) 预处理 2 h，弃掉上清液，加入 2 ×
109 CFU·L －1 金黄色葡萄球菌刺激 12 h，收集细胞
培养液( 5 000 r·min －1，10 min) ，按试剂盒说明书方
法，检测 IL-6、IL-8、TNF-α和 MCSF-1水平。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 17． 0 统计软件进行
数据分析，计量资料以均数 ±标准差( 珋x ± s) 表示，采
用单因素方差分析进行多组间比较，P ＜ 0． 05 为差
异有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同浓度连翘苷对金黄色葡萄球菌刺激人单
核巨噬细胞表达 TLＲ2 和 TLＲ4 的影响 结果见表
1。ＲT-PCＲ检测结果显示，金黄色葡萄球菌能够使
人单核巨噬细胞表达 TLＲ2 和 TLＲ4 升高，但是，经
过连翘苷预处理后，TLＲ2 和 TLＲ4 的表达显著下
降，差异有统计学意义 ( P ＜ 0． 05，P ＜ 0． 01，P ＜
0. 001) ，当连翘苷为 200 mg·L －1时，TLＲ2 与 TLＲ4
的抑制剂阳性对照 OxPAPC 和 MST510 组之间差异
无统计学意义( P ＞ 0． 05) 。
表 1 不同浓度连翘苷对金黄色葡萄球菌刺激人单核巨噬
细胞表达 TLＲ2 和 TLＲ4 的影响
Tab． 1 Effect of different concentrations of forsythin on
the expressions of TLＲ2 and TLＲ4 of mononuclear macro-
phage induced by Staphylococcus aureus (珔x ± s)
不同刺激 TLＲ2 /GAPDH TLＲ4 /GAPDH
OxPAPC 0． 18 ± 0． 10a

MST510 0． 38 ± 0． 11a

金黄色葡萄球菌 0． 85 ± 0． 19 1． 05 ± 0． 19
50 mg·L － 1连翘苷 +金黄色葡萄球菌 0． 46 ± 0． 13b 0． 66 ± 0． 14b

100 mg·L － 1连翘苷 +金黄色葡萄球菌 0． 27 ± 0． 13c 0． 47 ± 0． 14c

200 mg·L － 1连翘苷 +金黄色葡萄球菌 0． 09 ± 0． 06a 0． 23 ± 0． 09a

注:与金黄色葡萄球菌比较aP ＜ 0． 001，bP ＜ 0． 05，cP ＜ 0． 01。

2． 2 不同浓度连翘苷对金黄色葡萄球菌刺激人单
核巨噬细胞分泌炎性介质情况 结果见表 2。
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ELISA检测结果显示，当连翘苷为 50 mg·L －1时，

抑制金黄色葡萄球菌刺激人单核巨噬细胞分泌
TNF-α、IL-8 水平明显增强，差异有统计学意义( P ＜
0． 05) ，且随着连翘苷浓度升高，抑制效果更为明显
( P ＜ 0. 001，P ＜ 0． 01) ，呈浓度依赖关系; 当连翘苷
为 100 mg·L －1时，抑制金黄色葡萄球菌刺激人单

核巨噬细胞分泌 IL-6、MCSF-1 水平明显增强，差异
有统计学意义( P ＜ 0． 05，P ＜ 0． 01) ，且随连翘苷浓
度升高，抑制效果更为明显( P ＜ 0． 01，P ＜ 0． 001 ) ，
呈浓度依赖关系。
表 2 不同浓度连翘苷对金黄色葡萄球菌刺激人单核巨噬
细胞分泌炎性介质情况

Tab． 2 Effect of different concentrations of forsythin on
the secretion of inflammatory medium of mononuclear mac-
rophage induced by Staphylococcus aureus (珔x ± s)

不同刺激
炎性介质 / ( μg·g － 1 Pro)

TNF-α IL-8 IL-6 MCSF-1

金黄色葡萄球菌 25． 45 ± 4． 21 24． 26 ± 3． 69 21． 21 ± 3． 51 10． 60 ± 1． 75

50 mg·L － 1连翘苷 +金黄色葡萄球菌 21． 66 ± 1． 40a 18． 43 ± 0． 90a 18． 05 ± 1． 17 9． 02 ± 0． 58

100 mg·L － 1连翘苷 +金黄色葡萄球菌 19． 75 ± 2． 55bd 17． 22 ± 1． 45a 16． 46 ± 2． 12a 7． 48 ± 0． 96bd

200 mg·L － 1连翘苷 +金黄色葡萄球菌 16． 75 ± 2． 39cef 14． 80 ± 0． 76beg 13． 96 ± 2． 00beg 5． 58 ± 0． 80cef

注:与金黄色葡萄球菌比较aP ＜ 0． 05，bP ＜ 0． 01，cP ＜ 0． 001;与 50 mg·L － 1连翘苷 +金黄色葡萄球菌比
较dP ＜ 0． 05，eP ＜ 0． 01;与 100 mg·L － 1连翘苷 +金黄色葡萄球菌比较 fP ＜ 0． 01，gP ＜ 0． 05。

3 讨论

连翘是常用的中药材之一，为中医常用的清热

解毒药，为木犀科植物连翘的干燥果实，具有疏风散

热、消肿散结等功效。现代研究表明，连翘的主要化
学成分为连翘苷和连翘酯苷等木质素类、挥发油类
等，具有抗菌、抗氧化等作用［7-8］。连翘苷是一种具
有双骈呋喃环的木脂素糖苷类天然产物，是连翘的

主要活性成分之一，具有抗病毒、抗菌、抗氧化、降血
脂和调节非特异性免疫功能等药理作用，但是其作

用机制目前尚未明确。研究发现，连翘苷对铜绿假
单胞菌的黏附和生物被膜具有较强的抑制作用［9］。

TLＲs是一个模式识别受体家族，主要表达在上
皮细胞、固有性免疫应答细胞及获得性免疫应答细
胞内。TLＲs参与多种疾病的发生，是参与非特异性
免疫( 天然免疫) 的一类重要蛋白质分子。当微生
物入侵机体时，TLＲs 可以对其进行识别，既可以通
过识别抗原分子—病原相关分子模式，诱发抵抗病
原体的免疫反应，也能够给机体造成由免疫反应引

起的损伤［10］。其中，TLＲ4 是造成机体炎症反应的
关键分子，与病原体及其成分结合后，跨膜信号会通

过 TLＲs的胞内结构，激活核转录因子 κB、转录激活
因子，进而使多种炎性因子 ( IL-1、IL-8 ) 释放［11-12］。
作者前期研究结果显示，干扰 TLＲ2 和 TLＲ4 能够影
响单核巨噬细胞对金黄色葡萄球菌的吞噬功能［3］。
这说明 TLＲ2 和 TLＲ4 参与了单核巨噬细胞对病原

菌的体内清除，但是连翘苷对金黄色葡萄球菌感染

所致宿主细胞的炎症是否有影响尚未探讨。本研究
结果发现，金黄色葡萄球菌能够使宿主细胞的炎症

介质 TNF-α、IL-6、IL-8 和 MCSF-1 表达上调，而且连
翘苷能显著抑制金黄色葡萄球菌诱导的人单核巨噬

细胞炎性介质的分泌，并抑制 TLＲ2 和 TLＲ4 表达。
因此推断连翘苷可能通过干扰 TLＲ2 和 TLＲ4 信号
通路，从而抑制细胞炎性介质的分泌。在后续的研
究中，将进一步探讨连翘苷通过 TLＲ2 和 TLＲ4 通路
抑制金黄色葡萄球菌感染所涉及的下游信号分子，

为连翘苷在临床上治疗由金黄色葡萄球菌引起的感

染提供新的思路和实验依据。
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