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治疗药物, 氧化苦
参碱(oxymatrine, 
O M )作为传统
中药 ,  具有广泛
的 抗 器 官 纤 维
化的作用 .  核因
子 - κB ( n u c l e a r 
factor κB, NF-κB)
在该疾病进程中
的相关作用越来
越引起关注, OM
是 否 可 以 通 过
NF-κB来发挥抗
纤维化的作用亟
待研究证实.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of oxymatrine 
(OM) on lipopolysaccharide (LPS) induced 
expression of nuclear factor κB (NF-κB) in 
pancreatic stellate cells (LTC-14). 

METHODS: LTC-14 cells were cultured with 
suitable concentrations of LPS as well as the 
corresponding concentrations of OM. Cell 
proliferation was detected by MTT assay. The 
expression of cytoplasmic and nuclear NF-κB 
was detected by immunohistochemistry. The 
expression of NF-κB mRNA was evaluated by 
Q-PCR. The protein expression of NF-κB was 
measured by Western blot. 

RESULTS: OM inhibited the proliferation of 
LTC-14 cells in a time- and dose-dependent 
manner. The expression of NF-κB mRNA and 
protein was significantly increased in LTC-14 
cells incubated with LPS (10 μg/mL), which 
could be down-regulated by OM. The nuclear 
translocation of NF-κB could also be inhibited 
by OM. 

CONCLUSION: The reduction of NF-κB 
mRNA and protein as well as the inhibition of 
NF-κB nuclear translocation might be involved 
in the therapeutic effects of OM on pancreatic 
fibrosis. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
胰 腺 星 状 细
胞 ( p a n c r e a t i c 
stellate cell, PSC)
在胰腺纤维化进
程中的核心地位
已被越来越多的
研究者证实, OM
治疗胰腺纤维化
的作用机制受到
越来越多的重视, 
其作用靶点及与
PSC的相关性成
为近年来研究的
热点.

Effect of oxymatrine on lipopolysaccharide induced 
expression of NF-κB in pancreatic stellate cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2015; 23(5): 761-766  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/23/761.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i5.761

摘要
目的: 观察氧化苦参碱(oxymatrine, OM)对
脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)诱导胰腺星
状细胞(LTC-14细胞株)中核因子-κB(nuclear 
factor κB, NF-κB)表达和核易位的影响. 

方法: 体外培养LTC-14细胞, 分别用相应浓
度的LPS和/或OM刺激后, 检测NF-κB的表
达. 用MTT法检测细胞增殖活性, 免疫细胞
化学技术检测LTC-14细胞胞浆和胞核内NF-
κB的表达, 实时荧光定量PCR检测细胞内
NF-κB mRNA的表达, Western blot法检测
NF-κB蛋白含量. 

结果: OM呈时间-剂量依赖性地抑制LTC-14
细胞增殖, LPS(10 μg/mL)刺激LTC-14细胞
引起NF-κB mRNA及其蛋白表达量增高, 
NF-κB核内易位量明显增加, OM干预后可
以下调NF-κB mRNA和蛋白表达, 抑制NF-
κB核内易位. 

结论:  对L P S诱导的LT C-14细胞N F-κB 
mRNA、蛋白表达及NF-κB向核内易位抑
制作用可能是O M治疗胰腺纤维化的机制
之一. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 氧化苦参碱(oxymatrine)在脂多糖
(l ipopolysaccharide)诱导的胰腺星状细胞活
化、胰腺纤维化中通过减少核因子-κB(nuclear 
factor κB, NF-κB) mRNA和蛋白的表达, 以及
抑制N F-κB向核内易位 ,  来发挥抗纤维化的
作用.
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0  引言

慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, CP)是由多

种原因造成胰腺结构和功能持续损害, 临床

表现多样, 不易早期诊断, 缺乏有效的治疗方

法. 各种理化因素造成的肠黏膜屏障受损, 发
生细菌易位, 是CP的重要病因, 其中细菌细胞

壁的成分脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)是
主要的致病因素. LPS进入体内后, 激活核因

子-κB(nuclear factor κB, NF-κB), 启动一系列

免疫炎症反应, 激活胰腺星状细胞(pancreatic 
stellate cell, PSC), 使细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)的合成增加, 降解减少, 形成胰腺

纤维化. 胰腺纤维化是CP的主要病理特征[1], 
目前尚无特异并有效的治疗手段. 本课题组前

期研究证实氧化苦参碱(oxymatrine, OM)具有

抗胰腺纤维化的作用[2], 但其分子机制尚不明

确, 本实验通过观察OM对LPS刺激胰腺星状

细胞(LTC-14细胞株)NF-κB的表达和/或向核

内易位的影响, 进一步探讨OM减轻胰腺纤维

化的分子机制 . 

1  材料和方法

1.1 材料 胎牛血清购自Gibco公司; 青链霉素

混合液购自Solarbio公司; IMDM培养基购自

HyClone公司; LPS购自Sigma公司; OM购自

Sigma公司; 胰酶消化液购自北京鼎国昌盛生

物技术有限责任公司; TRIzol购自Invitrogen
公司;  750 m L/L乙醇(分析纯)、氯仿(分析

纯)、异丙醇(分析纯)、DEPC水均购自北京

鼎国昌盛生物技术有限责任公司; 实时荧光

定量P C R扩增试剂盒和逆转录试剂盒购自

北京全式金生物技术有限公司 ;  通用型S P
检测试剂盒和D A B显色试剂盒均购自中杉

金桥公司. NF-κB、β-ac t in单克隆一抗购自

Proteintech公司; DMSO购自Sigma公司; BCA
蛋白定量试剂盒购自北京鼎国昌盛生物技术

有限责任公司. 
1.2 方法
1.2.1 细胞培养: LTC-14细胞株是由德国Rostock
大学医院的Robert Jaster教授友情惠赠[3]. 细胞

在含10%胎牛血清的IMDM培养基中, 放置于

37 ℃、50 mL/L CO2的孵育箱(相对湿度为95%)
中培养. 
1.2.2 分组: 将细胞随机分为4个组, Control组、

LPS组、OM+LPS组、OM组. (1)Control组: 加
入无血清无双抗IMDM培养基; (2)LPS组: 加
入含浓度为10 μg/mL LPS(参照Gu等[4]人大鼠

胰腺腺泡细胞AR42J实验中LPS浓度和时间)
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的培养基刺激3 h; (3)OM+LPS组: 预加入含适

量OM(根据MTT试验结果提供)培养基1 mL, 
30 min后加入浓度为10 μg/mL的LPS刺激3 h; 
(4)OM组: 加入含适量OM(根据MTT结果提供)
培养基1 mL. 
1.2.3 细胞增殖试验(MTT法): 参考Ling等[5]

PANC-1细胞试验中OM浓度, 按照倍比稀释原

则将OM分为3组(0.1、0.5、1.0 mg/mL), 每组按

照培养时间分为0、1、3、6、9 h这5个小组, 每
组设3个重复孔. 将传代培养的LTC-14细胞株用

胰酶消化液消化之后, 稀释成1×103个/L的细

胞悬液, 并接种于96孔细胞板, 每孔加入100 μL, 
培养24 h后, 换入100 μL无血清无双抗的IMDM
培养基饥饿4 h, 然后各个孔分别加入含相应浓

度OM继续培养, 此时计时0 h. 分别于相应时间

点取出96孔板, 加入含0.5%浓度的MTT(5 mg/
mL)的培养基100 μL, 4 h后终止培养, 弃去培养

基, 每个孔中加入150 μL DMSO, 置于摇床上低

速振荡10 min, 在酶联免疫检测仪测定各孔吸

光值(A 570 nm), 通过吸光值计算OM各组的细胞

增殖抑制率. 
1.2.4 免疫细胞化学技术: 将已消毒的22 mm细

胞爬片置于6孔板中, 按照每孔1×104个的密

度将细胞接种于6孔板中进行细胞爬片, 培养

24 h之后, 加入无血清无双抗的IMDM培养基

饥饿4 h, 每个组加入相应浓度的药物, 待刺激

时间结束后, 将细胞从孵育箱中取出, 用PBS
清洗3次. 4%多聚甲醛固定, 再次PBS清洗3次. 
依照中杉金桥免疫组织化学检测试剂盒说明

书进行免疫组织化学染色, 染色结束DAB显

色, 自来水充分冲洗, 二甲苯透明, 封片. 
1.2.5 NF-κB mRNA的提取与测定: NF-κB 
mRNA的提取及cDNA的合成: 取对数生长期

的LTC-14细胞接种于6孔板中, 24 h后加药刺

激, 4组分别为Control组、LPS组、OM+LPS
组、OM组, 加药浓度和作用时间同上. 作用

3 h后, 弃上清, 用PBS清洗1次. 每孔中加入1 
mL TRIzol, 按照试剂盒说明提取总RNA. 之
后使用北京全式金公司的反转录试剂盒进行

cDNA的合成, 用20 μL反应体系, 于25 ℃孵育

10 min, 42 ℃孵育30 min, 85 ℃加热5 min. 所
得产物作为荧光实时定量PCR(Q-PCR)的模

板. 根据NCBI基因库查询到的基因mRNA序

列, 用Primer-BLAST设计引物, NF-κB上游引

物: 5'-AACGCGTCCAACCTGAAGAT-3', 下
游引物: 5'-TGTCTGTGAACATCCGTGGG-3', 
经由NCBI在线BLAST检测其特异性; 使用

TransSTART Top Green qPCR SuperMix试剂盒, 
采用25 μL反应体系, β-actin作为内参, 用ABI 
7500 Real-Time PCR System进行检测. 
1.2.6 NF-κB蛋白含量测定: 提取各组LTC-14细
胞的总蛋白, BCA蛋白定量, 稀释到蛋白浓度

为5 g/L, 用聚丙烯酰胺凝胶电泳法进行分离, 
积层胶电泳电压为80 V, 持续20 min, 分离胶电

泳电压为120 V, 持续40 min, 电泳结束后以90 
mA电流在冰浴下将蛋白转至PVDF膜上, 置于

含5%脱脂奶粉的TBST中封闭1 h, 加入浓度为

1∶1000的一抗稀释液, 4 ℃过夜, TBST洗膜3
次, 然后加入HRP标记的二抗稀释液室温中孵

育2 h, TBST洗膜3次, 最后用ECL化学发光显

影. 以β-actin作为内参. 
统计学处理 使用GraphPad Prism 6统计学

软件分析处理数据, 数据用mean±SD表示, 组
间比较用单因素方差分析. P <0.05为差异具有

统计学意义. 

2  结果

2.1 不同浓度OM对LTC-14细胞增殖活性的影
响 OM可以抑制LTC-14细胞增殖, 且呈时间和

剂量依赖关系. 随着OM药物浓度和时间的增

加, 对细胞的增殖抑制作用也逐渐增高(图1). 
2.2 OM抑制LTC-14细胞NF-κB核内易位 细胞

免疫化学技术结果显示: Control组(图2A): NF-
κB在LTC-14细胞内均质表达; LPS组(图2B): 
NF-κB表达细胞核内明显, 包浆内表达量明显

减少; OM+LPS组(图2C): 细胞浆中NF-κB均质

表达, 较Control组差异无统计学意义; OM组

(图2D): NF-κB在细胞核内表达量很少, 仅在胞

浆中大量表达. 

■相关报道
杨华等研究发现, 
O M组与模型组
大鼠比较 ,  大鼠
肝纤维化水平明
显减轻(P <0.01), 
肝组织 N F - κ B
表 达 明 显 降 低
(P <0.01).

2015-02-18|Volume 23|Issue 5|

抑
制
率
(%
)

80

60

40

20

0

0.1 mg/mL
0.5 mg/mL
1.0 mg/mL

0            2            4           6            8           10
t /h

图  1  氧化苦参碱对LTC-14细胞增殖的抑制作用.
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2.3 OM可以下调LTC-14细胞NF-κB mRNA
的表达 Q-PCR结果显示, LPS组较Control组
NF-κB mRNA表达显著升高(P <0.0001), 而
OM+LPS组NF-κB mRNA的表达量与LPS组相

比显著降低(P <0.0001)(图3). OM组和Control
组相比较差异无统计学意义. 
2.4 OM可以减少LPS刺激后LTC-14细胞NF-κB 
总蛋白的表达 在蛋白水平上, LPS刺激后NF-
κB表达量明显升高, 当加入OM+LPS共同干预

后, NF-κB 表达量明显下降(P <0.01)(图4). 

3  讨论

CP是以胰腺纤维化为主要病理特征. 研究[6]已

经证实PSC的活化是胰腺纤维化发生的关键. 

当胰腺组织损伤后, 激活处于静止状态的PSC, 
大量生成ECM[7,8], 当ECM的生成大于降解, 就
会导致胰腺纤维化, 进而影响胰腺的结构和功

能, 出现胰腺内外分泌功能障碍[9]. 
胰腺炎肠道细菌易位学说认为: 肠道黏膜

屏障完整性遭到破坏, 使得肠道内细菌内毒素

(LPS)易位, 激活NF-κB表达, 使得炎症因子的

■创新盘点
本实验通过研究
O M对L P S诱导
的胰腺星状细胞
(LTC-14)NF-κB
信号通路的影响, 
来探讨O M治疗
C P的分子机制 , 
为O M的进一步
开发利用提供理
论依据.
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图  2  OM减少LTC-14细胞核
因子κB核内易位(荧光显微镜×
100). A: Control组; B: LPS组; C: 
OM+LPS组; D: OM组. LPS: 脂

多糖; OM: 氧化苦参碱.
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图  3  OM对LTC-14细胞NF-κB mRNA表达量的影响. 1: 
Control组; 2: LPS组; 3: OM+LPS组; 4: OM组. bP<0.01 vs  
对照组; dP<0.01 vs LPS组. LPS: 脂多糖; OM: 氧化苦参碱; 
NF-κB: 核因子-κB.
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图  4  OM对LPS刺激LTC-14细胞NF-κB蛋白表达量的影
响. A: Western blot结果; B: NF-κB蛋白的相对表达量. 1: 
Control组; 2: LPS组; 3: OM+LPS组; 4: OM组. bP<0.01 vs  
对照组; dP<0.01 vs  LPS组. LPS: 脂多糖; OM: 氧化苦参碱; 
NF-κB: 核因子-κB.
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释放增加, 这些炎症信号活化处于静止状态的

PSC, 激活的PSC又释放大量炎症因子, 再次作

用于NF-κB信号通路, 形成正反馈, PSC持续激

活, ECM的大量生成, 纤维化发生.
NF-κB是一种多功能核转录因子, 是一组

结构类似转录蛋白组成的复合物[10], 生物活性

多样. 当受到细胞外信号刺激时, NF-κB激活, 
调控多种趋化因子、细胞因子和黏附因子等

的基因表达, 参与机体炎症、肿瘤、免疫的发

生发展过程. 一般情况下, 大部分的NF-κB二

聚体与细胞质中抑制因子结合以无活性的状

态存在[11]. 当受到LPS等刺激时, 可以诱导NF-
κB表达增加, 激活的NF-κB引起大量炎症介质

的释放(如TNF-α、IL-6等), 这些炎症信号作

用于PSC, 导致PSC激活, 释放大量炎症物质, 
反过来作用于NF-κB, 形成正反馈, 导致PSC持
续活化状态, 生成ECM增多, 导致胰腺纤维化

形成. NF-κB在胰腺慢性纤维化的发生发展中

起重要作用. 
OM是我国的一种传统中药, 具有广泛的

抗器官纤维化的作用. 多项研究 [12-15]已经证

实, 在肝脏、肾脏、肺组织、肠黏膜中, OM
可以通过抑制NF-κB的表达, 来达到减轻器官

纤维化的作用. 王昱良等[2]证实OM具有抗胰

腺纤维化的作用. 基于以上研究, 我们推测通

过调控NF-κB的表达来达到抗胰腺纤维化的

作用. 在此猜想的基础上, 证实OM抗胰腺纤

维化的分子机制, 为该药物的临床应用提供

理论基础. 
本实验中, 通过免疫细胞化学技术可以明

显观察到, LPS组较Control组发生显著的NF-
κB核内易位(图2B). OM+LPS组较LPS组, 核内

易位明显减少(图2C). 单纯OM处理组, 观察到

NF-κB大部分存在于胞浆内, 细胞核内仅少量

表达(图2D). 说明OM可以显著抑制NF-κB在

LTC-14细胞核内的易位. 通过Q-PCR和Western 
b lo t实验结果显示, LPS组NF-κB mRNA和

蛋白表达量明显增加, OM+LPS组较LPS组, 
NF-κB mRNA(P <0.0001)(图3)和蛋白表达量

(P <0.01)(图4)显著下降, 差异有统计学意义. 
Q-PCR和Western blot检测结果, 表明在基因和

蛋白水平上, OM对LPS刺激的LTC-14细胞NF-
κB有显著的抑制作用. 通过实验结果, 我们证

实OM可以使NF-κB mRNA量和蛋白表达量下

降以及减少NF-κB核易位, 通过调控NF-κB通

路的信号转导来减轻胰腺纤维化的作用. 
当使用OM干预后, 可以抑制产生炎症关

键因子NF-κB的表达, 使得PSC活化减少, 纤维

化得到抑制. 张红等[16]用LPS刺激大鼠星状胶

质细胞, TLR4表达迅速增加, 通过激活NF-κB, 
诱导其他炎症因子和细胞因子的转录和表达. 
由此我们推断, OM可以通过调控NF-κB表达

以及减少NF-κB核易位, 来减轻胰腺纤维化的

作用, 是否也是通过TLR4/NF-κB信号通路来

发挥作用, 需要下一步实验证实. 
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