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度和愈合情况，本实验选用局部病理组织作为客

观指标，可较好判断栀子细粉醋糊外敷对大鼠外

伤血瘀的疗效。 

本实验结果显示，高、低剂量栀子细粉醋糊

组均显著减小受伤右后肢周长，明显减轻外伤血

瘀症状，显著减轻外伤血瘀病变，明显改善血液

流变学指标。本实验中醋淀粉糊组各项指标与模

型组相差不大，对外伤血瘀的改善提示不是醋本

身的作用，但醋味酸、甘，能散瘀血，收敛止痛，

有利于药物作用的发挥。现代临床采用栀子药粉

拌以醋调糊治疗急性扭挫伤，收到明显效果[7]。栀

子主要成分是京尼平苷，具有显著的抗炎和治疗

软组织损伤作用，有利于栀子对外伤血瘀损伤的

治疗[8]。本实验为栀子的消肿止痛外用功能提供了

实验依据。有报道现代临床外用栀子用于血栓性

浅静脉炎、1 度烧伤、肛门旁皮下脓肿、结节性红

斑、小儿发热[9]、急性踝关节扭伤[10]等的治疗，疗

效较好；栀子消肿止痛的外用功能与其外用临床

疗效一致。本实验也为栀子的临床外用提供了理

论支持，为临床局部外伤血瘀损伤提供了一种简

易有效的救治方法。 
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摘要：目的  研究栀子苷的抗内毒素生物学活性。方法  应用生物传感器技术检测栀子苷与内毒素(LPS)活性中心 Lipid A

的结合活性、动态比浊法鲎试验检测栀子苷(0，2.5，5.0，10.0 mg·L1)对 LPS(0.1 μg·L1)的中和活性、ELISA 法检测栀子

苷(0，25，50，100 mg·L1)对 LPS(100 μg·L1)刺激 RAW264.7 细胞释放细胞因子的影响，进而观察栀子苷(10，20，40 mg·kg1)

对致死剂量 LPS 攻击模型小鼠的保护作用。结果  栀子苷与 Lipid A 具有结合活性，量效关系明显；栀子苷(2.5，5.0，10.0 

mg·L1)在体外对 LPS(0.1 μg·L1)具有显著的直接中和作用(P<0.01)；栀子苷在 50~100 mg·L1能够显著抑制 LPS(100 μg·L1)

刺激 RAW264.7 细胞释放 TNF-α(P<0.01)；40 mg·kg1 的栀子苷对脓毒症模型小鼠具有显著的保护作用(P<0.01)。结论  栀

子苷可能通过与 Lipid A 结合中和 LPS 的活性，抑制 LPS 介导的细胞活化，减少细胞因子释放，进而保护脓毒症模型小鼠。  
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Anti-lipopolysaccharide Activity Study of Jasminoidin 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the anti-lipopolysaccharide(LPS) activity of jasminoidin in vitro and in vivo. 

METHODS  The binding activity of jasminodin to Lipid A and the neutralization on LPS were detected by the biosensor 

technology and kinetic turbidimetric limulus test. Meanwhile, ELISA was used to measure the release of cytokine from 

RAW264.7 cells exposure to LPS with or without pretreatment of jasminoidin. Furthermore, the protective effect on mice 

subjected to lethal dose of LPS challenge with or without treatment of jasminoidin was observed. RESULTS  Jasminoidin had 

binding activity to Lipid A and significantly neutralized LPS(0.1 μg·L1) in dose of 2.5, 5.0, 10.0 mg·L1(P<0.01). Subsequently, 

the release of TNF-α from RAW264.7 cells exposure to LPS(100 μg·L1) was significant attenuated by pretreatment with 

jasminoidin in the dose of 50, 100 mg·L1(P<0.01). In vivo experiment, jasminoidin could significant protect mice against a 

lethal challenge with LPS at the dose of 40 mg·kg1(P<0.01). CONCLUSION  Jasminoidin can neutralize LPS and suppress 

the activating of RAW264.7 cells induced by LPS. In vivo, jasminoidin can significantly protect mice against a lethal challenge 

with LPS. Jasminoidin has anti-lipopolysaccharide activity. 

KEY WORDS: jasminoidin; lipopolysaccharide; sepsis 

 

机体在严重应激状态下如创伤、大手术和感

染，由于外源性的细菌侵入或肠源性的细菌移位，

均可诱发和(或)加重脓毒症[1]。临床上由 G菌、

G+菌介导的脓毒症占 95%以上，内毒素(endotoxin/ 

lipopolysaccharide，LPS)是 G-菌介导脓毒症的主要

病原分子[2-3]。尽管对 LPS 介导脓毒症的发病机制、

寻找 LPS 拮抗措施的研究较为深入，但至今临床

上对脓毒症的治疗仍无特殊有效的措施。传统中

草药应用于脓毒症的治疗具有悠久的历史，研究

证实，多种中草药具有较好的拮抗内毒素作用。

本课题组通过生物传感技术与大孔吸附树脂、膜

分离和高效液相色谱等现代生物技术相结合的方

法，从中药栀子中分离出活性单体化合物栀子苷，

观察其体内外拮抗 LPS 的作用，为临床研究提供

实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  试剂、仪器和动物 

小鼠巨噬细胞 RAW264.7(美国 ATCC 公司)；

四氮噻唑蓝(批号 M2128)、LPS O111: B4(Sigma 公

司产品，批号 043K4112)；小鼠 TNF-αELISA 试剂

盒(深圳晶美生物有限公司)；鲎试剂(湛江安度斯

生物工程公司)。生物传感器及其生物素样品池、

CO2 培养箱(美国 Thermo 公司产品)；Model 550

酶联分析仪(美国 BIO-RAD 公司)；EDS-99 内毒素

定量测定系统 (湛江正杰科学仪器有限公司 )；

BALB/c 小鼠(清洁级)(第三军医大学实验动物中

心)，实验动物合格证号：SCXK(渝)2012-0003。 

1.2  栀子苷与 Lipid A 的结合活性测定 

取本课题组所提栀子苷(以 HPLC 峰面积归一

化法检测，纯度：99.543%)，用 pH 7.4 的磷酸盐

吐温缓冲液 (PBST，吐温含量：0.05%)制备成

0.03~0.50 g·L1 系列浓度溶液，取 5 μL 上样，结果

以特异性结合值(RU)表示，具体操作参照文献[4]，

检测其与 Lipid A(Sigma，批号：31K4053)的结合

活性，数据分析采用 FASTplot 软件。 

1.3  栀子苷对 LPS 中和能力的检测 

不同浓度的栀子苷(0，2.5，5.0，10.0 mg·L1)

分别与 LPS(0.1 μg·L1)在 37 ℃共同孵育 30 min

后，采用定量鲎实验测定游离的 LPS 值，结果以

EU·mL1 表示。 

1.4  栀子苷对 LPS 诱导巨噬细胞活化的影响 

采用 DMEM 培养液将 RAW264.7 细胞稀释至

1×106·mL1，加入 96 孔板(200 μL·孔1)，置 37 ℃、

5% CO2 培养箱培养 4 h；实验分别设对照组和药

物处理组，对照组不加任何试剂，药物处理组每

孔加入栀子苷(终浓度为 0，25，50，100 mg·L1)

继续培养 0.5 h；药物处理组加入 LPS(100 μg·L1)，

置 37 ℃，5% CO2 培养箱继续培养 4 h，取上清，

采用 ELISA 法检测 TNF-α 浓度。 

1.5  栀子苷对脓毒症模型小鼠的保护作用观察 

清洁级 BALB/c 小鼠 100 只，体质量 18~20 g，

♀♂各半，随机分为 LPS 对照组，栀子苷 10，20，
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40 mg·kg1 处理组和单纯栀子苷组，每组 20 只；

动物称重后，LPS 对照组注入 LPS(18 mg·kg1)和

生理盐水；栀子苷处理组于 LPS(18 mg·kg1)注入 5 

min 后分别注射 10，20，40 mg·kg1 的栀子苷；单

纯栀子苷组注入栀子苷 100 mg·kg1 和生理盐水。

每只动物液体注入总量为 20 μL·g1，均采用尾静

脉注射，注射完毕，各组小鼠分笼饲养，给等量、

充足的饲料和水；观察各组小鼠在注射后 7 d 内的

一般情况(精神状态、食欲、活动度和对刺激的反

应)、死亡率及具体死亡时间。 

1.6  栀子苷对 RAW264.7 细胞活力的影响 

采用四氮噻唑蓝(MTT)法 [1]。取 0.2 mL 的

RAW264.7 细胞悬液(浓度 1×106·mL1)于 96 孔板

内，置 37 ℃，5%CO2 培养箱培养 2 h 后，加入不

同浓度的栀子苷(0，10，20，40，80，160，320 

mg·L1)，每组均设 6 复孔；继续培养 24 h，弃上

清，每孔加入 180 μL 细胞培养液和 20 μL MTT 溶液

(5 g·L1)，继续培养 4 h，吸弃细胞培养上清，每孔

加入 150 μL 二甲基亚砜，振荡 10 min 使结晶充分

溶解，490 nm 处测量各孔的吸光(OD)值。 

1.7  统计学处理  

所有数据应用 SPSS 13.0 统计软件进行统计

分析。计量资料以 sx  表示，多组均数间的比较

采用单因素方差(one-way ANOVA)分析，P<0.05

为差异有统计学意义；小鼠存活率分析采用

Kaplan-Meyer 法，P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  栀子苷与 Lipid A 的结合活性测定 

栀子苷(0.03~0.50 g·L1)与Lipid A具有结合活

性，RU 值在 13~52 arc seconds 之间，随浓度升高

结合活性增强，量效关系明显，结果见图 1。 

 
图 1  栀子苷与 Lipid A 的结合活性测定 

Fig 1 Determination of binding activity of jasminoidin to 

Lipid A 

2.2  栀子苷对 LPS 的中和作用 

栀子苷 (2.5，5.0，10.0 mg·L1)可显著中和

LPS(0.1 μg·L1)的活性，抑制其介导的鲎试剂的凝

集反应(P<0.01)，结果见图 2。 

 
图 2  栀子苷对 LPS 的中和作用(n=3， sx  )  

与 LPS 组比较，1)P<0.01 

Fig 2  Neutralization of jasminoidin to LPS in vitro(n=3, 

sx  ) 
Compared with LPS treatment, 1)P<0.01 

2.3  栀子苷对 LPS 诱导巨噬细胞活化的影响 

RAW264.7 细胞在未给予 LPS 刺激时，其细

胞培养上清中的 TNF-α为(129±41)mg·L1，在 100 

μg·L1 的 LPS 作用 4 h 后，其 TNF-α 分泌均显著

增加，升至(3 150±376)mg·L1；在不同浓度栀子

苷干预后，细胞 TNF-α 的分泌受到不同程度的抑

制，栀子苷在 50~100 mg·L1 浓度水平能够显著抑

制 LPS 刺激的 TNF-α 释放(P<0.01)，量效关系明

显，结果见图 3。 

 
图 3  栀子苷对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞产生 TNF-α的抑

制作用 

与 LPS 组比较，1)P<0.01 

Fig 3  Effect of jasminoidin on TNF-α release from 

RAW264.7 cells induced by LPS 
Compared with LPS treatment, 1)P<0.01 

2.4  栀子苷对脓毒症模型小鼠的保护作用观察 

脓毒症模型组，即 LPS 对照组，多数小鼠在

20 h 内死亡，36 h 后仅存活 1 只。与脓毒症模型

组相比，栀子苷干预组小鼠死亡时间有后延的趋

势，多数在 20 h 后死亡，死亡时间不集中，48 ~70 h

仍有少量小鼠死亡，72 h 后未再出现动物死亡；

小鼠存活率随栀子苷注射剂量的增加而升高，其
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72 h 存活率在 25%~55%之间，其中 40 mg·kg1 的

栀子苷处理组 7 d 存活率达 55%，显著高于脓毒症

模型组(P<0.01)，表明栀子苷对脓毒症模型小鼠具

有保护作用，结果见图 4。因各组小鼠 72 h 后均未

再出现死亡，其生存曲线图以 84 h 为限制作。 

 
图 4  栀子苷对脓毒症模型小鼠的保护作用 

ALPS 对照组；BLPS+栀子苷 10 mg·kg1 组；CLPS+栀子苷 20 

mg·kg1 组；D-LPS+栀子苷 40 mg·kg1 组；E栀子苷 100 mg·kg1 组 

与 LPS 组比较，1)P<0.01 

Fig 4  Effect of jasminoidin on the survival rate of mice 

challenged with a lethal dose of LPS  
ALPS alone group; BLPS and jasminoidin (10 mg·kg1) group; CLPS 

and jasminoidin (20 mg·kg1) group; DLPS and jasminoidin (40 mg·kg1) 

group; Ejasminoidin (100 mg·kg1) alone group 

Compared with LPS treatment, 1)P<0.01 

2.5  栀子苷对 RAW264.7 细胞活力的影响 

正常细胞 MTT 检测，其 OD490 nm为 1.04±0.14。

10~320 mg·L1 栀子苷处理的 RAW264.7 细胞

OD490nm 依次为 1.05±0.10、1.09±0.09、1.12±

0.16、1.06±0.07、1.11±0.09 和 1.02±0.13，与正

常细胞比较无显著性差异 (P>0.05)，表明<320 

mg·L1 的栀子苷对 RAW264.7 细胞无明显的毒性

作用。 

3  讨论 

脓毒症是创伤和感染的常见并发症，进一步

发展可导致脓毒症性休克、多器官功能障碍综合

症(multiple organ dysfuction syndrome，MODS)，

病死率高达 50%~60%[5]。G-菌在感染部位生长繁

殖，所释放的内毒素进入血液即造成内毒素血症

而介导脓毒症，因此在脓毒症的早期，合理地使

用抗生素是必要的，但在脓毒症的中晚期，抗生

素的使用，因大量细菌被杀灭，加速了内毒素的

释放从而加重脓毒症。如何解决抗菌与内毒素血

症加重这一矛盾，一直是困扰临床医学工作者的

一大难题。 

中医中药治疗脓毒症是一重要的研究方向，

已有资料表明多种清热解毒类药如金银花、板兰

根等具有灭活或降低 LPS 活性的作用。但是从中

草药中分离到具有较好拮抗 LPS 作用的单体的报

道却甚少。究其原因，一方面可能由于中药组成

成分极其复杂，分离过程繁琐；另一方面则由于

受技术手段的限制，无法对分离得到的组分进行

活性检测与跟踪。业已证实，LPS 介导的信号传

导是导致免疫细胞活化，进而介导脓毒症的发生

的关键环节[4]。基于削弱 LPS 信号转导的思路，

本课题组将LPS的活性中心Lipid A包被于生物传

感器上，建立了以 Lipid A 为靶点的筛选拮抗 LPS

药物的实验平台。 

栀子(Gardenia jasminoides Ellis)又名山栀子、

黄栀子，属茜草科植物的果实，其主要成分为：

栀子苷(geniposide)、羟异栀子苷(gardenoside)和山

栀苷(shanzhiside)等。栀子具有泻火除烦、清热利

尿和凉血解毒之功效，临床上可用治目赤肿痛、

热毒疮疡，常与大青叶、黄芩、黄柏等同用。依

托前述以Lipid A为靶点的筛选拮抗LPS药物的实

验平台，结合大孔吸附树脂、膜分离、聚酰胺层

析和 HPLC 等现代生物技术，课题组前期对栀子

水提液进行多级分离纯化，得到环烯醚萜类化合

物-栀子苷。 

本研究显示栀子苷(0.03~0.50 g·L1)与 Lipid A

具有结合活性，并且量效关系明显。Lipid A 的空

间构象变化是造成 LPS 活性差异的主要因素，一

般认为物质与Lipid A的结合可能是其拮抗LPS生

物学活性的重要基础[6]，但与 Lipid A 具有结合作

用的物质并非都像 PMB、BPI 一样具有中和 LPS

的作用[7]。为明确栀子苷的抗 LPS 活性，笔者将

不同浓度的栀子苷与 0.1 μg·L1 的 LPS 共同孵育

30 min 后，再用定量鲎实验测定游离的 LPS 值，

结果显示 2.5，5.0，10.0 mg·L1(终浓度)的栀子苷

可显著抑制 LPS 介导的鲎试剂的凝集反应

(P<0.01)，表明栀子苷在体外对 LPS 具有直接中和

作用。实验中栀子苷对 LPS 的中和作用未体现出

量效关系，主要是因为浓度较高的栀子苷对鲎试

验检测有影响。鲎试剂是 FDA 认可的 LPS 检测试

剂，也是目前最常用的细菌 LPS 检测试剂[8]。其

作用机理是 LPS 通过激活鲎试剂中的 C 因子，进

而激活凝固酶原，使其转化为活化的凝固酶而发

生凝结反应。而一些非致热性物质如：葡聚糖可
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通过 G 因子途经，激活凝固酶造成假阳性[8]。实

验中，笔者发现单独栀子苷>2.5 mg·L1 时即可对

鲎试验有促凝作用，并且随其浓度升高促凝效应

增强(数据未显示)，因此，在应用鲎试验对中药组

分、单体中和 LPS 的作用进行评估时，尚需考虑

其对鲎试验的影响。 

脓毒症以多种炎症介质的诱生、释放和级联效

应为特征，TNF-α是启动脓毒症炎性级联效应的关

键细胞因子，在脓毒症的发生发展中起重要作用[9]。

为进一步明确栀子苷拮抗 LPS 的活性，本实验观察

了不同浓度栀子苷对LPS刺激的RAW264.7细胞释

放 TNF-α 的影响。RAW264.7 细胞未受任何刺激物

干预时，其细胞上清 TNF-α为(129±41)mg·L1；以

LPS(100 μg·L1)刺激RAW264.7细胞，其上清TNF-α

浓度升至(3 150±376)mg·L1；给予 50，100 mg·L1

的栀子苷预处理后，可显著抑制 LPS 诱导

RAW264.7 细胞释放 TNF-α(P<0.01)，并具有量效

关系，表明栀子苷能够拮抗 LPS 对炎症反应细胞

的刺激效应。MTT 实验结果显示，小于 320 mg·L1

的栀子苷对 RAW264.7 细胞无明显的毒性作用

(P>0.05)，体外实验中所采用栀子苷浓度均≤160 

mg·L1，表明栀子苷的体外拮抗 LPS 作用并非由

其细胞毒性引起，栀子苷确有抗 LPS 活性。 

本研究的目的是要从抗炎中药中分离提取能

够用于脓毒症防治研究的单体化合物，因此，观

察所提组分/单体对脓毒症模型动物的保护作用是

必不可少的一项活性评估指标。为了进一步明确

栀子苷拮抗细菌脓毒症的体内生物学活性，笔者

采用致死剂量的 LPS 制备小鼠脓毒症模型，观察

栀子苷对脓毒症模型小鼠的保护作用。以 LPS(18 

mg·kg1)攻击小鼠，多数小鼠在 20 h 内死亡，36 h

后无一存活。用栀子苷干预后，小鼠死亡时间有

后延的趋势，多数小鼠在 20 h 后死亡；并且小鼠

存活率随栀子苷注射剂量的增加而升高，剂量效

应关系明显；小鼠 72 h 存活率在 25%~55%之间，

其中 40 mg·kg1 的栀子苷处理组 7 d 存活率达

55%，显著高于 LPS 对照组，表明栀子苷对脓毒

症模型小鼠具有保护作用。 

国际上针对脓毒症的防治性研究一直是临床

医学关注的焦点和热点，虽然有关脓毒症拮抗措

施的研究较多，但均未取得突破性进展，目前尚

无确切有效的药物应用临床。本研究通过生物传

感器技术与大孔吸附树脂分离技术、膜分离技术

及高效液相色谱技术的联用，从中药栀子中获得

具有抗 LPS 作用的单体化合物栀子苷。栀子苷对

脓毒症模型动物具有显著的保护作用，其机制可

能与栀子苷结合 Lipid A，进而中和 LPS 活性、抑

制 LPS 介导的细胞活化，减少细胞因子释放有关。

此外，体内实验显示，100 mg·kg-1 的栀子苷对小

鼠无明显不良反应，结合 MTT 实验结果，表明栀

子苷是一种毒性很低的化合物，加之其水溶性很

好，笔者认为栀子苷成药的可能性较大，但其应

用前景如何仍需进一步深入研究。 
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