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大黄素对 HT-29细胞MAPKs信号通路活化及 IL-8分泌的影响
王 青 周 联 董 燕 周 婷 王培训

（广州中医药大学临床药理研究所免疫研究室 广东广州 510405）

摘要 目的：研究大黄素对 IFN-和 LPS刺激的人结肠癌细胞株 HT-29细胞的 ERK、JNK和 p38 MARK和 IL-8表达的影响。方

法：人结肠癌细胞株 HT-29细胞与 40 ng/mL的 IFN-共培养 12 h，再加入 100 ng/mL LPS刺激 15 min，用大黄素预处理进行干预。
ELISA 检测 HT-29 细胞内的 ERK、JNK和 p38 MARK含量和细胞上清 IL-8 含量。结果：IFN-γ 和 LPS 刺激后 HT-29 细胞的
ERK、JNK和 p38 MARK磷酸化水平和 IL-8分泌明显升高。大黄素对 p38和 JNK磷酸化有明显的抑制作用，而对 ERK磷酸化则

没有明显抑制作用；大黄素能显著降低 IFN-γ+LPS所引起的 HT-29细胞 IL-8的大量产生，并且呈明显的剂量依赖关系。结论：大

黄素能有效抑制 IFN-γ+LPS所引起的 HT-29细胞 p38和 JNK的磷酸化，并显著降低 IL-8分泌。
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ABSTRACT Objective: To study the effect of emodin on IL-8 secretion and MAPKs signaling pathways of HT-29 cells. Methods:

HT-29 cells were stimulated by gamma-IFN plus LPS, the production of IL-8 and change of MARKs was investigated by ELISA.

Results: Emodincan significantly inhibit p38 and JNK phosphorylation of cellular model of HT-29 cells in response to IFN-γ+LPS，but

not ERK. Emodin can significantly inhibit IL-8 secretion in HT-29 cells induced by gamma-IFN plus LPS in a dose-dependent manner.

Conclusion: Emodin inhibited IL-8 secretion and JNK and p38 phosphorylation of HT-29 cells in response to IFN-γ+LPS.
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前言

中药大黄为蓼科植物掌叶大黄、药用大黄或唐古特大黄的
根茎，具有攻积导滞、泻火凉血、活血祛瘀、利胆退黄的功效，临
床用于治疗应激性胃肠粘膜、病危重症患者胃肠功能衰竭、急
性胰腺炎等[1-3]。大黄素是大黄的主要活性成分之一，现代药理
研究表明其具有多种药理作用，如抗炎作用、免疫调节作用和
抗肿瘤作用等[4-5]。然而其对肠道上皮细胞作用的研究尚未见详
细报道，本研究采用结肠 HT-29细胞株，观察大黄素对 IFN-γ
和 LPS 刺激的 HT-29 细胞的 IL-8 分泌，以及与其相关的
MAPKs信号转导通路的变化。

1 材料与方法

1.1 药物与主要试剂
HT-29细胞来源于中科院上海细胞研究所，由本实验室保
存。DMEM培养基 (Hyclone公司)，胎牛血清（PAA公司），
IFN-γ（PeproTech公司），LPS（Sigma公司），大黄素（中国药品
生物制品检定所）IL-8ELISA检测试剂盒（武汉博士德公司），

ERK检测试剂盒（美国 RayBiotec公司）。
1.2 主要实验仪器

CO2培养箱：日本 SANYO公司 MCO175；多功能酶标仪：
瑞士 TECAN；纯水器：美国 Millipore 公司 Q-Plus纯水器；低
温冰箱：日本 SANYO公司 MDFU5410；超低温冰箱：美国
Thermo 995，-86℃。离心机：美国 Beckman CS-15R型。
1.3 细胞培养
人结肠癌细胞系 HT-29 细胞 , 用含有 10 %胎牛血清的

DMEM培养基，于 37℃、5 % CO2细胞孵育箱中传代培养。
1.4 酶联免疫吸附试验
1.4.1 ERK，JNK和 p38 MARK含量检测 HT-29细胞按 2×105

/mL接种于 96孔板上，待细胞达到 80 %融合时，更换培养液
为无血清培养液，培养过夜，次日加入药物。正常组：与其他各
组细胞平行实验，不作任何试剂或药物处理。当其他组给予干
预因素时，该组以完全培养液补足体积。LPS组：培养细胞孔中
加入终浓度为 100 ng/mL LPS培养 15 min。细胞模型组：培养
细胞孔中加入终浓度为 40 ng/mL的 IFN-γ培养 12 h，再加入
LPS刺激 15 min。中药组：大黄素 10 μmol/L组(E10)，大黄素
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20 μmol/L组 (E20)，大黄素 40 μmol/L组 (E40)，大黄素 80
μmol/L组(E80)[6]，预培养 30 min后，按细胞模型组处理，造型
时间与细胞模型组同步。实验操作方法严格按 ELISA试剂盒
说明进行。
1.4.2 IL-8含量检测 HT-29细胞按 2×105 mL接种于 96孔板
上，设对照组、IFN-γ+LPS组和中药组（大黄素 10μmol/L，大黄
素 20μmol/L，大黄素 40μmol/L，大黄素 80μmol/L），培养结束
后收集上清, -20℃保存。实验操作方法严格按 ELISA试剂盒
说明进行，根据预实验结果对培养上清进行适当倍数稀释，使

所含细胞因子浓度进入标准曲线浓度范围。
1.5 统计学方法
全部数据使用统计软件包 SPSS 11.0 for Windows进行处

理，数据以均数±标准差表示，多组间比较采用 Oneway-ANO-
VA。

2 结果

2.1 LPS与 IFN-γ对MAPKs信号通路的活化作用
HT-29细胞经 LPS刺激后，其磷酸化 ERK/JNK/p38含量

均上升。以 40 ng/mL 的 IFN-γ 预处理的 HT-29 细胞经 100
ng/mL LPS刺激 15 min后，磷酸化的 ERK/JNK/p38的含量显
著上升，且高于单独 100 ng/mL LPS刺激组，提示 IFN-γ 预处
理对 LPS刺激的 ERK/JNK/p38磷酸化有协同作用。见图 1。

2.2 大黄素对 HT-29细胞MAPKs信号通路活化的作用
大黄素对 IFN-γ 和 LPS 联合刺激的 HT-29 细胞 MAPKs

活化的作用，结果显示大黄素对 ERK磷酸化和低剂量大黄素
对 JNK的磷酸化的抑制作用没有统计学意义，而大黄素对 p38
磷酸化和高剂量大黄素对 JNK的磷酸化的抑制作用明显，而
且呈剂量依赖效应。见图 2。
2.3 大黄素对 HT-29细胞 IL-8含量的影响
对照组 IL-8含量（pg/mL）较低，IFN-γ+LPS组的 IL-8表达
升高非常显著，而大黄素能显著降低 IFN-γ+LPS 所引起的
HT-29细胞 IL-8的大量产生，并且呈明显的剂量依赖关系，大
黄素 10 μmol/L、大黄素 20 μmol/L、大黄素 40 μmol/L、大黄素

80 μmol/L四组的 IL-8含量（pg/mL），与炎症模型细胞比较，差
异皆有非常显著性意义（P<0.01）。见图 3。

3 讨论

大黄素为蒽醌类衍生物，是中药大黄的主要有效单体，实

验研究显示具有多种药理作用，如:抗炎、抑菌、保护肝肾、抗肿
瘤及抑制血小板聚集、改善微循环等，但是大黄素在肠道炎症
性疾病中的作用却研究不多。现有研究表明，肠道致炎细胞因
子分泌紊乱，造成的肠道粘膜上皮细胞功能紊乱，肠道粘膜上

皮细胞对 LPS的反应性增强，导致粘膜的过度炎症反应，是炎
症性肠病的重要发病机制。针对致炎细胞因子分泌的干预作
用，可以有效改善肠道粘膜的炎症反应，具有潜在临床应用前

景。
丝裂原活化蛋白激酶（Mitogen-activated protein kinases，

MAPKs）是介导细胞反应的重要信号系统，普遍存在于多种生
物，包括酵母和哺乳动物细胞。MAPKs信号转导通路包括细胞
外信号调节激酶（Extracellular signal regulated kinase，ERK）、
c-Jun氨基未端激酶（c-Jun amino-terminal kinase，JNK）和应激

图 1 LPS与 IFN-γ+LPS活化MAPKs信号系统作用的比较（n=5）
Fig.1 Different Effect of LPS and IFN-γ Plus LPS on Activation of

MAPKs Signaling System

Note: *: LPS vs Control, P<0.01;△: LPS+IFN vs LPS, P<0.05

﹡P<0.05 vs LPS+IFN-γ

图 2 大黄素对MAPKs信号系统活化的影响（n=5）
Fig.2 Inhibitive Effect of Different Concentrations of Emodin on

Activation of ERK/JNK/p38

* P<0.01 vs LPS+IFN-γ group

图 3 大黄素对 HT-29细胞模型 IL-8表达的影响（n=3）
Fig.3 Effect of Emodin on IL-8 Secretion of HT-29 Cells Activated by

LPS and IFN-γ
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激活蛋白激酶（Stress-activated protein kinase，SAPK）、p38 等
MAPK亚族[7,8]。MAPKs通过对生理性和 /或病理性刺激作出
的不同反应，来调控细胞的增殖、分化和凋亡等细胞生物学行
为。MAPKs的活性表达增高，可见于多种疾病的发生和发展过
程，如：IBD患者肠上皮细胞中的 p38MAPK和 JNK蛋白表达
中等程度升高[9,10]。鉴于MAPKs在疾病中的作用，以MAPKs为
靶点的药物研发已成为热门研究领域，大量 MAPKs非特异性
及特异性抑制剂进入实验研究，现已有部分进行临床试验的报

道[11]。大黄素对MAPKs活化的相关研究尚不多，Huang等曾经
报道大黄素能抑制 TPA诱导的 HSC5 和 MDA-MB-231 细胞
ERK和 JNK的磷酸化，而对 p38的磷酸化没有明显的作用[12]。
本研究显示，大黄素对 HT-29细胞 ERK磷酸化和低剂量大黄
素对 JNK的磷酸化的抑制作用不显著，而大黄素对 HT-29细
胞 p38磷酸化和高剂量大黄素对 JNK的磷酸化的抑制作用明
显，而且呈剂量依赖效应。

MAPKs的激活促进各种炎症介质的合成与释放，IL-8便
是其中的一种。IL-8是一种趋化因子，可以由 LPS诱导肠粘膜
上皮细胞产生的，IL-8对中性粒细胞、T淋巴细胞和嗜碱性粒
细胞都有趋化作用，可扩大局部炎症反应，与 Crohn's病和溃疡
性结肠炎等炎症性肠病的发生、发展、转归和预后密切相关[13-17]。
在多个细胞株中，p38的激活是 IL-8分泌的重要细胞内信号机
制，阻断 p38的活化可抑制 IL-8的分泌[18]。JNK也在 IL-8的分
泌中起重要的作用，JNK抑制剂 SP600125可部分阻断 IL-8的
分泌[19]。研究发现 JNK和 p38可协同诱导 IL-8的表达，延缓
IL-8mRNA的降解[20]。本研究结果显示，大黄素能剂量依赖式抑
制 IFN和 LPS联合刺激的 HT-29细胞 IL-8的分泌，结合大黄
素对 JNK和 p38活化有抑制作用，提示抑制 JNK和 p38活化
可能是大黄素下调 IL-8基因表达的重要机制。
总之，本研究观察大黄素对 IFN-γ和 LPS共刺激 IL-8分
泌和 MAPKs的激活的影响，发现大黄素能有效抑制 JNK和
p38的活化和 IL-8的分泌。
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