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[bookmark: _Hlk157543066][bookmark: OLE_LINK6]摘要：目的 探讨天然植物木香的有效成分去氢木香烃内酯（Dehydrocostus Lactone, DCL）对脂多糖（Lipopolysaccharide, LPS）/干扰素-γ（Interferon-gamma, IFNγ）诱导的RAW264.7巨噬细胞炎性反应的抗炎活性，确定DCL发挥抗炎活性的分子机制。方法 用LPS（0.5 μg/ml）和IFNγ（10 ng/ml）刺激RAW264.7巨噬细胞，再用不同浓度DCL处理RAW264.7巨噬细胞，检测巨噬细胞产生一氧化氮（Nitric Oxide, NO）的量、前列腺素E2（Prostaglandin E2, PGE2）的浓度、NO和PGE2合成所需的上游酶——诱导型一氧化氮合酶（Inducible Nitric Oxide Synthase, iNOS）和环氧化酶-2（Cyclooxygenase-2, COX-2）的蛋白表达情况及相关信号通路关键靶蛋白如核转录因子-κB（Nuclear Factor Kappa-B, NF-κB）的表达情况。结果 在无明显细胞毒性的情况下，DCL以剂量依赖性方式抑制RAW264.7巨噬细胞中由LPS/IFNγ刺激诱导产生的NO和PGE2，同时DCL还抑制了细胞中iNOS和COX-2的蛋白表达水平，提示其具有显著的抗炎活性。另外，DCL也显著地抑制了RAW264.7巨噬细胞炎性反应时激活的NF-κB经典信号通路中关键蛋白NF-κB抑制蛋白激酶α/β（Inhibitor of Nuclear Factor Kappa-B Kinaseα/β, IKKα/β）和核转录因子-κB抑制蛋白α（Inhibitor of Nuclear Factor Kappa-B α, IκBα）的磷酸化。结论 DCL通过抑制经典的NF-κB信号通路发挥对巨噬细胞的抗炎活性，为NF-κB通路相关的炎性疾病治疗提供了新的治疗策略。
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Abstract: Objective To investigate the anti-inflammatory activity of dehydrocostus lactone (DCL) from natural plant wood fragrance on lipopolysaccharide (LPS)/interferon-gamma (IFNγ)-stimulated RAW264.7 macrophages and to determine the molecular mechanism of the anti-inflammatory activity of DCL. Methods RAW264.7 macrophages were stimulated with LPS (0.5 μg/ml) and IFNγ (10 ng/ml), and then treated with different concentrations of DCL. Treated RAW264.7 cells were then detected the nitric oxide (NO) production, the prostaglandin E2 (PGE2) and their synthesized upstream enzyme Inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) and Cyclooxygenase-2 (COX-2). Finally, we also detected key target proteins of Nuclear Factor Kappa-B (NF-κB) signaling pathway by western blot. Results Without exhibiting significant cytotoxicity, DCL inhibited the production of NO and PGE2 induced by LPS/IFNγ in RAW264.7 macrophages in a dose-dependent manner. Additionally, DCL suppressed the protein expression levels of iNOS and COX-2 in LPS/IFNγ-stimulated RAW264.7 macrophages, demonstrating notable anti-inflammatory activity of DCL. Furthermore, DCL significantly inhibited the phosphorylation of classic NF-κB signaling pathway key proteins, including inhibitor of Nuclear Factor Kappa-B Kinaseα/β (IKKα/β) and inhibitor of Nuclear Factor Kappa-Bα (IκBα), activated during the inflammatory response of RAW264.7 macrophages. Conclusion DCL exerts anti-inflammatory activity on macrophages by inhibiting the classical NF-κB pathway, providing a new therapeutic strategy for the treatment of inflammatory diseases related to NF-κB pathway. 
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[bookmark: OLE_LINK9]巨噬细胞是机体主要的免疫细胞，可被细菌脂多糖（Lipopolysaccharide, LPS）和/或干扰素-γ（Interferon-gamma, IFNγ）等炎性物质激活，通过调节炎症的发生、发展和消退，在人体内稳态中发挥关键作用[1,2]。活化的巨噬细胞可通过激活核转录因子-κB（Nuclear Factor Kappa-B, NF-κB）合成过量的活性氧（Reactive Oxygen Species, ROS）及促炎因子——白细胞介素-6（Interleukin 6, IL-6）和肿瘤坏死因子-α（Tumor Necrosis Factor-α, TNF-α）等[3,4]，从而激活MAPK等信号途径[5]。过多的促炎细胞因子及活化的信号通路进一步通过募集和激活中性粒细胞和淋巴细胞引发相关炎症反应，从而导致组织器官损伤[6]。因此，抑制巨噬细胞异常激活可作为炎症相关疾病的重要治疗策略[7]。
去氢木香烃内酯（Dehydrocostus Lactone, DCL）是一种从天然药材菊科植物中分离出来的倍半萜内酯。多项研究证实，DCL在抗癌[8,9]、抗炎[10,11]、抗氧化应激[12,13]等病理过程中发挥重要的作用。DCL的抗炎生物活性虽已有部分文献报道，但其抗炎活性的确切分子作用机制尚未完全阐释。因此在本实验中，我们旨在体外探讨DCL对LPS/IFNγ诱导的RAW264.7巨噬细胞炎性反应是否有抑制作用，以及其发挥抗炎作用所涉及的分子机制，以期为炎症相关疾病的治疗提供候选药物和新的治疗方案。
1.材料与方法	Comment by 作者: 请补充该研究实施的时间段和地点
1.1材料
1.1.1细胞和主要试剂
小鼠单核巨噬细胞RAW264.7、BAY11-7082（NF-κB抑制剂）、NO检测试剂盒、IKKα/β、IκBα及其磷酸化抗体购买于上海碧云天公司；灭活胎牛血清购买于德国PAN biotech公司；DMEM培养基购买于美国Gibco公司；DCL购买于成都普瑞法公司；LPS购自上海Sigma公司；重组鼠IFNγ购买于北京义翘神州公司；COX-2、iNOS、β-Actin、α-Tubulin、GAPDH和HRP标记兔二抗均购买于武汉ProteinTech公司；CCK-8试剂盒购买于上海AbMole公司；PGE2 ELISA试剂盒购买于美国R&D公司。
1.2实验方法
1.2.1细胞培养和CCK-8细胞活力检测
将RAW264.7细胞置于含有10%灭活血清的DMEM培养基中，于37 °C、5%CO2条件下培养，等细胞长至80%后传代。将RAW264.7细胞（1.5×104/100 μl）接种于96孔板中用LPS（0.5 μg/ml）和IFNγ（10 ng/ml）和不同浓度DCL同时处理24h，随之将CCK-8溶液（10 μl）加入每个培养孔中，于37 °C孵育1 h后，应用多功能酶标仪（FlexStation 3，Molecular Devices）检测450 nm处的光密度值（Optical Density, OD）。
1.2.2 Griess试剂检测NO产量
将RAW264.7细胞（1.5×104/100 μl）置于96孔板中过夜，用阳性对照药物或不同浓度的DCL与LPS（0.5 μg/ml）和IFNγ（10 ng/ml）同时刺激细胞24h，按照Griess试剂盒操作流程检测细胞中的NO产量。
1.2.3 ELISA检测PGE2浓度
将RAW264.7细胞（6×104/500 μl）置于24孔板中过夜，用阳性对照药物或不同浓度的DCL与LPS（0.5 μg/ml）和IFNγ（10 ng/ml）同时刺激细胞24 h，按照ELISA试剂盒操作流程检测细胞培养物上清液中PGE2的浓度。
1.2.4蛋白免疫印迹（Western Blotting, WB）检测蛋白
从RAW264.7细胞中提取蛋白，以10% SDS-PAGE上分离总蛋白20 μg，并转移至PVDF（购买于美国赛默飞公司）膜。配制5%脱脂牛奶在Tris-HCl缓冲盐水中添加0.1%Tween-20（TBS-T），在室温下封闭膜30 min后，添加一抗（1:1000稀释）与膜在4 °C下孵育过夜。再将膜用TBS-T洗涤3次并与二抗（1:5000稀释）在常温下孵育1 h。用TBS-T洗涤3次后，使用ECL显影液（购自北京4A Biotech公司）显影，用赛智迷你型化学发光成像分析系统显色，曝光采图，并使用ImageJ软件进行定量。
1.3统计学分析
所有实验数据均以平均值±标准误（x̅±SEM）表示，使用Student-t检验或单向方差分析在GraphPad Prism（8.0.1版本）中比较组间差异，p<0.05为有统计学差异。
2.结果
2.1 DCL有效抑制LPS/IFNγ诱导RAW264.7巨噬细胞生成的NO和PGE2，且对细胞活性无明显影响
相较于对照组，LPS/IFNγ组的NO和 PGE2水平明显升高，用不同浓度DCL和阳性对照BAY11-7082（5 μM）处理，细胞中NO和 PGE2含量在1μM DCL中受到抑制，且呈剂量依赖性（图1 A，B）。同时，CCK-8细胞活性实验结果显示，DCL对巨噬细胞无明显细胞毒性（图1 C）。
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图1 DCL对LPS/IFNγ刺激的巨噬细胞抗炎活性的影响
注：数据用x̅±SEM表示；与对照组相比，#### P <0.0001；与LPS/IFNγ组相比，**** P <0.0001。
2.2 DCL明显抑制LPS/IFNγ刺激的RAW264.7巨噬细胞表达iNOS和COX-2蛋白
iNOS和COX-2分别为NO和PGE2合成的上游酶，因此我们检测了DCL处理 LPS/IFNγ刺激RAW264.7巨噬细胞后这两种蛋白的表达情况。相较于对照组，LPS/IFNγ刺激的RAW264.7巨噬细胞组，iNOS和COX-2的蛋白表达水平明显增高；但经不同浓度DCL和BAY处理后，炎性刺激的RAW264.7巨噬细胞中iNOS和COX-2表达水平分别在9μM DCL和3μM DCL受到明显抑制（图2）。
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2.图题后面要说明图a、b分别是什么图
图2 WB检测DCL对LPS/IFNγ刺激的巨噬细胞中iNOS和COX-2蛋白表达的影响
注：以LPS/IFNγ组数据对各组进行归一化处理，数据用x̅±SEM表示；与对照组相比，####p<0.0001；与LPS/IFNγ组相比，**p<0.01，****p<0.0001。
[bookmark: OLE_LINK2]2.3 DCL阻断LPS/IFNγ刺激的RAW264.7巨噬细胞NF-κB信号途径
NF-κB信号途径与炎症反应紧密相关，经典的NF-κB信号途径涉及的关键蛋白包括IKKα/β和IκBα。本实验用不同浓度的DCL和阳性对照药物BAY处理LPS/IFNγ刺激的RAW264.7巨噬细胞，然后收集和检测细胞蛋白。结果证实，相较于对照组，LPS/IFNγ刺激的RAW264.7巨噬细胞组中IKKα/β和IκBα蛋白的磷酸化水平明显升高，IKKα/β总蛋白无明显变化，IκBα总蛋白明显降低，而DCL或BAY处理则可逆转以上趋势（图3，表1）。
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2.图题后面要说明图a、b分别是什么图
[bookmark: _Hlk113204361]图3 WB检测DCL对LPS/IFNγ刺激的巨噬细胞NF-κB信号通路相关蛋白的影响



表1 DCL抑制LPS/IFNγ刺激的巨噬细胞NF-κB信号通路相关蛋白激活
	[bookmark: OLE_LINK5]组别（n=3/组）
	[bookmark: OLE_LINK4]p-IKKα/β/IKKα/β
	IKKα/β/Tubulin
	p-IκBα/IκBα
	IκBα/Tubulin

	对照组
	0.37±0.03
	0.95±0.13
	0.33±0.04
	1.52±0.01

	LPS/IFNγ组
	1.00±0.11###
	1.00±0.04
	1.00±0.07###
	1.00±0.04##

	5μM BAY+LPS/IFNγ组
	0.47±0.10**
	0.99±0.30
	0.26±0.04****
	1.33±0.04*

	1μM DCL+LPS/IFNγ组
	0.64±0.07*
	0.95±0.19
	0.62±0.08*
	0.95±0.05

	3μM DCL+LPS/IFNγ组
	0.46±0.05**
	0.88±0.11
	0.39±0.09***
	1.35±0.10*

	9μM DCL+LPS/IFNγ组
	0.39±0.09***
	1.22±0.11
	0.29±0.10****
	1.68±0.12***


注：以LPS/IFNγ组数据对各组进行归一化处理，数据用x̅±SEM表示；#表示与对照组相比：##P<0.01，### P <0.001；*表示与LPS/IFNγ组相比：* P <0.05，** P <0.01，*** P <0.001，**** P <0.0001。
3.讨论
炎症是体内诸多病理条件的关键驱动因素，如过敏、癌症、阿尔茨海默病等，因此研究药物对炎症反应的抑制作用是探索炎症相关疾病治疗靶点的重要方向。近年来，药用植物中具有生物活性的天然化合物是新药开发的主要来源[14]；如青蒿素及其类似物已用于多种炎症性疾病的临床治疗[15]。DCL是天然药材菊科植物木香发挥药效的主要成分，研究发现其在胃癌[16]，溃疡性结肠炎[17]和真菌感染[18]等疾病发挥治疗作用。过往对于DCL的研究集中在具体病种，在全身性炎症中的研究较少。当机体产生全身性炎症反应时，巨噬细胞被活化，通过吞噬病原体和分泌相应细胞因子参与整个炎症反应过程[19]。
当细胞受到LPS/IFNγ刺激时，炎症介质iNOS催化L-精氨酸生成NO，COX-2催化花生四烯酸转化为PGE2，调控巨噬细胞极化防御病原体侵入[20, 21]。为探索DCL在体外对炎症反应的影响，本研究以LPS/IFNγ刺激RAW264.7巨噬细胞在体外构建炎症模型，检测细胞中NO产量和PGE2浓度、以及NO和PGE2合成的上游酶iNOS和COX-2蛋白的表达情况，发现DCL均能抑制以上物质的生成，表明了DCL在体外具有明显的抗炎作用。进一步探讨该抗炎作用的分子机制，本实验进而检测了炎症反应过程中经典的NF-κB信号通路关键蛋白的表达情况[22]。NF-κB是参与免疫和炎症过程的关键转录因子，其过度激活在炎症性疾病的发病和进展过程中起着重要的推动作用。正常情况下，IκB蛋白与核NF-κB亚基结合存在于细胞质中；在外界刺激下，IKK复合物（包括三个重要的成员，NEMO，IKKα，IKKβ）被激活，导致NF-κB 抑制剂蛋白 IκBα 磷酸化，进而使蛋白酶IκB被泛素化降解，从而导致二聚化NF-κB的亚基P65释放和随后的核转移，启动与炎症反应相关的靶基因表达，引起TNF-α、IL-6、IL-1β、NO和iNOS等炎症介质的转录翻译[22-24]。本研究发现，DCL抑制LPS/IFNγ诱导的RAW264.7巨噬细胞IKKα/β和IκBα的磷酸化以及IκBα的降解，表明DCL可显著抑制RAW264.7巨噬细胞NF-κB信号通路的活化。研究表明，抑制NF-κB信号通路活性阻碍促炎性巨噬细胞浸润到呼吸道病毒诱导的肺部中[25]。同时，抑制IκBα和NF-κB磷酸化可促进小胶质细胞/巨噬细胞M2极化，从而改善脑缺血再灌注损伤[26]。NF-κB信号通路在多种器官组织炎症中发挥关键作用，天然产物DCL针对NF-κB通路活性发挥抗炎效果，具备高效能低毒性的独特优势。
综上所述，本研究通过体外实验证实，DCL对LPS/IFNγ刺激诱导的巨噬细胞炎症反应有明显的抑制作用，其作用机制主要与抑制NF-κB信号途径相关。通过上述实验结果证实了DCL抗炎作用的有效性，可为炎性相关疾病的治疗提供新的策略和候选药物。
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