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金银花和山银花抗急性口腔炎症作用比较
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摘　要：采用香烟烟雾提取物刺激ＫＢ细胞，构建急性口腔炎症模型；用Ｅｌｉｓａ法测定炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ－６、
ＩＬ－８和ＩＬ－１０的表达量；以考察金银花、山银花抗炎活性的差异。结果显示，与空白组相比，模型组促炎因
子ＴＮＦα、ＩＬ－６、ＩＬ－８水平显著升高，抗炎因子ＩＬ－１０水平显著降低，属急性炎症表现，说明造模成功。金
银花提取物或山银花提取物处理后，均可抑制 ＴＮＦα、ＩＬ－６、ＩＬ－８表达水平的升高，改善 ＩＬ－１０分泌减少，
且呈剂量依赖关系，提示金银花和山银花对口腔炎症均具有一定的治疗作用。对二者的药效结果比较，山银花

对各炎症因子的调控作用均强于金银花，尤其对ＴＮＦα、ＩＬ－６和ＩＬ－１０的调控作用具有显著差异。本研究从药
效角度对金银花和山银花进行比较研究，为合理利用金银花和山银花药材提供了依据。
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　　从 《中华人民共和国药典》２００５版开始，金
银花和山银花分列为两种药材［１］。二者原植物种

属相近、药材外观形态相似，市场上金银花和山银

花药材品种混乱、来源不清、质量良莠不齐的现象

极为突出，直接影响到药材及其制剂的疗效。已有

研究采用外观形态鉴别、化学成分分析、ＤＮＡ分
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子鉴定等方法，对金银花和山银花的不同品种进行

区分和鉴定［２－５］，这些方法虽然可以明确药材的种

属来源，但无法直接体现药效的优劣。

金银花和山银花属清热解毒类中药材，临床广

泛应用于抗炎、抗病毒［６］；金银花、山银花及其

制剂应用于口腔疾病的预防和治疗，具有良好的疗

效［７］。本研究选用急性口腔炎症模型，考察相关

炎症因子的表达差异，从药效角度对金银花、山银

花进行评价和区分，为临床合理使用金银花和山银

花药材提供了依据。

１　实验材料
１１　实验药品与试剂

金银花药材 （产地：山东）、山银花药材 （产

地：湖南），由广州白云山和记黄埔中药有限公司

提供，经廖文波教授鉴定，分别为忍冬科植物忍冬

ＬｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａＴｈｕｎｂ和灰毡毛忍冬Ｌｏｎｉｃｅｒａｍａｃ
ｒａｎｔｈｏｉｄｅｓＨａｎｄ－Ｍａｚｚ。

椰树牌香烟［广东中烟工业有限公司，含有 ｗ
（一氧化碳）１３ｍｇ，ｗ（焦油）１１ｇ，ｗ（烟碱）１ｍｇ］；
ＫＢ细胞（广州弗尔博生物科技有限公司）；ＴＮＦα、
ＩＬ－８、ＩＬ－６、ＩＬ－１０Ｅｌｉｓａ试剂盒（武汉优尔生公
司，货 号：ＳＥＡ１３３Ｈｕ，ＳＥＡ０８０Ｈｕ，ＳＥＡ０７９Ｈｕ，
ＳＥＡ０５６Ｈｕ）；ＲＰＭＩ－１６４０培养基（美国 ＧＩＢＣＯ，货
号：Ｃ１１８７５５００ＢＴ）；胎牛血清（美国 ＧＩＢＣＯ，货号：
１４２０７６８）；ＭＴＴ（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，货号：Ｍ２１２８）；
地塞米松（中国药品生物制品检定所，批号：１００１２９
－２０１１０５）；二甲基亚砜（上海凌峰化学试剂有限公
司，批号：２０１４０９０９）；磷酸盐缓冲溶液（美国 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ，货号：ＳＨ３０２５６０１Ｂ）。
１２　实验仪器

细胞培养瓶 （德国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，货号：
４３０６３９）；６孔细胞培养板 （广州 ＪＥＴＢＩＯＦＩＬ，货
号：ＴＣＰ００１００６）；９６孔细胞培养板 （广州 ＪＥＴ
ＢＩＯＦＩＬ，货号：ＴＣＰ００１０９６）；０２２μｍ无菌过滤器
（美国密理博，货号：ＳＬＧＰ０３３ＲＢ）。

２　实验方法
２１　金银花浸膏、山银花浸膏制备

分别取各药材１５ｋｇ，加水煎煮二次，第一次
２ｈ，第二次１５ｈ，合并煎液，滤过，滤液浓缩至
相对密度为１２６～１２９（８０℃），加入乙醇使含
醇量达５０％，充分搅拌，静置１２ｈ以上，取上清
液，滤过，滤液回收乙醇并浓缩成稠膏；制得金银

花浸膏４０５ｇ、山银花浸膏４３５ｇ，得膏率分别为

２７％和２９％。
２２　细胞培养

将ＫＢ细胞培养于含φ＝１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ
－１６４０完全培养基 （ｐＨ７２，青霉素１００Ｕ／ｍＬ，
链霉素１００μｇ／ｍＬ）中，在３７℃、φ＝５％ ＣＯ２培
养箱中孵育。用吸管吸弃旧培养基，更换吸管，于

非细胞培养面加入等量磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ），轻
轻摇晃使其覆盖整个瓶底，吸弃 ＰＢＳ，更换吸管，
重复洗涤一次；加入少量细胞消化液，３７℃镜下
观察消化；当细胞明显回缩后，加入少量新鲜细胞

培养基终止消化，轻柔吹打底面２～３次后收集所
有液体入新离心管中；１２００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，弃
上清，细胞沉淀用适量新鲜培养基悬浮；加入到新

培养瓶中，标记瓶号与细胞批次。ＭＴＴ测定时用
完全培养基调整细胞密度为１×１０４个／ｍＬ，并铺
９６孔板，每孔２００μＬ；Ｅｌｉｓａ测定时用完全培养基
调整细胞密度为４×１０５个／ｍＬ，并铺２４孔板，每
孔０５ｍＬ。细胞培养 ２４ｈ后，待密度至 ８０％给
药。

２３　香烟烟雾提取物的制备及药物的配制
２３１　香烟烟雾提取物制备　制备香烟烟雾提取
物装置时，将１５ｍＬ离心管接上香烟，将其底部
剪开，然后套上橡胶软管，同时橡胶软管的另一端

连接上 ５０ｍＬ注射器。将 １０ｍＬ无血清 ＲＰＭＩ－
１６４０培养基转移至５０ｍＬ注射器中，并将注射器
中剩余空气完全排出后待用。将香烟点燃，将装置

连接设置好，并确保装置不漏气即可开始实验：先

连接一只空的５０ｍＬ注射器，反复抽取３次，观察
抽取的香烟烟雾，确保香烟已充分燃烧，然后连接

装有１０ｍＬ无血清 ＲＰＭＩ－１６４０的５０ｍＬ注射器，
抽取５０ｍＬ充分燃烧的香烟烟雾到注射器中，充分
震荡，确保烟雾与培养基充分混匀，反复抽取 ６
次，共计３００ｍＬ香烟烟雾，待烟雾完全溶于培养
基后用０２２μｍ滤膜过滤后除菌即可得到１００％香
烟烟雾提取物母液 （１００％ ＣＳＥ）。为验证 ＣＳＥ母
液的稳定性，设置６组平行重复，检测３２０ｎｍ下
的吸光度值 Ａ，得到 ＲＳＤ值为１６８％，说明该方
法所制备的 ＣＳＥ母液质量稳定可靠，可用于下一
步实验。

将１００％的 ＣＳＥ溶液用 ＲＰＭＩ－１６４０培养基
（无血清）稀释到需要的体积分数后加入细胞，使

ＣＳＥ终体积分数为１％、５％、１０％、１５％、２０％、
２５％、５０％、７５％，３０ｍｉｎ内用于实验。
２３２　药物的配制　药物用 ＲＰＭＩ－１６４０培养基
（无血清）配制，ＤＥＸ配成终浓度１μｍｏｌ／Ｌ的溶
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液；金银花浸膏配成终质量浓度为０１５３２，１５３２，
１５３２，１５３１９，３０６３８，６１２７７μｇ／ｍＬ生药量的溶
液；山银花浸膏配成终质量浓度为０１６４５，１６４５，
１６４５，１６４５４，３２９０８，６５８１６μｇ／ｍＬ生药量的溶
液；经０２２μｍ微孔膜过滤后使用。
２４　考察不同含量的药物及ＣＳＥ的细胞毒性

取生长状态良好的 ＫＢ细胞，用含 φ＝１０％胎
牛血清的培养液配成单个细胞悬液，以每孔１０００
～１００００个细胞接种到 ９６孔板，每孔体积 ２００
μＬ，在３７℃、φ＝５％ ＣＯ２条件下培养１～２ｄ；实
验前，将培养板中旧的培养基移除，换成新鲜的无

血清ＲＰＭＩ－１６４０培养基处理过夜。将１００％香烟
烟雾提取物用无血清ＲＰＭＩ－１６４０培养基稀释成一
系列梯度的 ＣＳＥ溶液 （φ，１％、５％、１０％、
１５％、２０％、２５％、５０％、７５％）；金银花浸膏及
山银花浸膏配制成一系列梯度溶液 （１、１０、１００、
１０００μｇ／ｍＬ）后加入９６孔板的细胞中，３７℃、φ
＝５％ ＣＯ２条件下孵育２４ｈ；每孔加入 ＭＴＴ溶液
（５ｍｇ／ｍＬ，用 ｐＨ＝７４的 ＰＢＳ配制）２０μＬ，３７
℃培养箱中继续孵育 ４ｈ，弃去上清后每孔加入
２００μＬＤＭＳＯ，然后将９６孔板置于摇床上轻微摇
动５ｍｉｎ使紫色结晶充分溶解，用超微量紫外／可
见光分光光度计于４９０ｎｍ波长下检测９６孔板的Ａ
值。考察浓度梯度的ＣＳＥ对ＫＢ细胞的毒性，根据
公式：存活率 ＝ （给药组 Ａ值／空白组 Ａ值） ×
１００％，可计算出相应的存活率。
２５　细胞急性炎症实验
２５１　细胞培养及药物处理　根据细胞毒性检测
结果，在对细胞无毒性作用的安全浓度范围内设置

ＣＳＥ和药物的浓度。实验共设置空白对照组、模型
组 （５％ＣＳＥ）、阳性对照组 （１μｍｏｌ／Ｌ地塞米
松）、金银花浸膏不同剂量组 （０１５３２，１５３２，
１５３２，１５３１９，３０６３８，６１２７７μｇ／ｍＬ）、山银
花浸膏不同剂量组 （０１６４５，１６４５，１６４５，
１６４５４，３２９０８，６５８１６μｇ／ｍＬ）。

将ＫＢ细胞培养于含φ＝１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ
－１６４０完全培养基 （ｐＨ７２，青霉素１００Ｕ／ｍＬ，
链霉素１００μｇ／ｍＬ）中，在３７℃、φ＝５％ ＣＯ２培
养箱中孵育；用含φ＝１０％胎牛血清 （ＦＢＳ）的培
养液配成单个细胞悬液，以每孔５０００个细胞接种
到２４孔板；培养２４ｈ，待细胞长至８０％密度时，
以含各药物的无 ＦＢＳ培养基替换原培养基，空白
对照组和模型组给予等量的无血清培养基，预处理

３０ｍｉｎ后用φ＝５％ＣＳＥ刺激ＫＢ细胞造模，空白对
照组给予等量的无血清培养基。

２５２　样品中 ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１０
含量检测　细胞给药２４ｈ后收集细胞上清，４℃下
１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，弃去底部沉淀留上清，
按试剂盒说明采用 Ｅｌｉｓａ法测定 ＩＬ－６、ＩＬ－８、
ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１０含量，实验具体方法为：首先，
设标准曲线蛋白孔，每孔依次加入不同质量浓度的

标准蛋白溶液 （１０００、５００、２５０、１２５、６２５、
３１２、１５６ ｐｇ／ｍＬ，以 及 标 准 蛋 白 稀 释 液）
１００μＬ；其次，加样孔中每孔加入 １００μＬ样品蛋
白，每个样品设置６个重复孔，加样后标记，酶标
板覆膜，３７℃下孵育２ｈ；弃去孔内液体，甩干，
不用洗涤；每孔加１００μＬ提前配好的检测工作液
Ａ，孵育１ｈ；弃去孔内液体，用自动洗板机重复
洗板３次，洗完后把孔内的洗涤液尽量甩干；每孔
加１００μＬ提前配好的检测工作液Ｂ，温育３０ｍｉｎ；
弃去孔内液体，甩干，洗板５次；酶标板内每孔加
入底物反应溶液９０μＬ，３７℃避光待其标准蛋白溶
液显色 （反应时间在１５～２５ｍｉｎ之间），当标准蛋
白孔的前４个孔颜色出现明显梯度，后４个孔也出
现明显蓝色时，即可终止；每孔小心加入反应终止

液５０μＬ，避免产生气泡影响光密度测量，此时蓝
色的溶液转变为黄色；立即用多孔酶标仪测量４５０
ｎｍ下的的光密度 （Ａ值）。
２６　数据分析方法

使用ＳＰＳＳ１９０统计软件分析实验结果，采用
方差分析法对不同给药组间差异进行统计分析，各

组实验结果均以平均数 ±标准差 （ｍｅａｎ±ＳＤ）
表示，Ｐ＜００５说明两者间有显著性差异，Ｐ＜
００１说明两者间有极显著性差异。

３　实验结果
３１　ＣＳＥ及各样品对ＫＢ细胞存活率的影响

研究结果显示，φ＝１％ ＣＳＥ刺激 ＫＢ细胞２４
ｈ后与空白组没有显著区别，存活率为０９８；φ＝
１０％ ＣＳＥ条件下，ＫＢ细胞的存活率下降至０７９，
与空白组有极显著差异；更高φ（ＣＳＥ）刺激下细
胞存活率持续降低 （图 １），因此选择 φ（ＣＳＥ）
为５％。各样品的系列梯度溶液对 ＫＢ细胞的存活
率并无明显影响 （图２、３）。说明金银花、山银花
样品对ＫＢ细胞均无毒性。
３２　金银花、山银花对 ＣＳＥ诱导急性口腔炎症的

作用

ＴＮＦ－α、ＩＬ－８、ＩＬ－６和 ＩＬ－１０是参与炎症
反应的重要介质，可促进炎性反应进程，在许多炎

性反应性疾病、免疫性疾病的发生和发展中起着重
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图１　ＣＳＥ对ＫＢ细胞存活率的影响
（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）

Ｆｉｇ１　ＫＢｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣＳＥ
（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）

与空白对照组比较，Ｐ＜００１

图２　金银花对ＫＢ细胞存活率的影响
（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）

Ｆｉｇ２　ＫＢｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＬＪＦ
与空白对照组比较，Ｐ＞００５

图３　山银花对ＫＢ细胞存活率的影响
（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）

Ｆｉｇ３　ＫＢｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＬＦ
与空白对照组比较，Ｐ＞００５

要作用。许多资料表明，口腔炎症疾病，包括复发

性口腔溃疡 （ＲＯＵ）、口腔黏膜炎 （ＯＭ）、口腔扁
平苔癣 （ＯＬＰ）等的发病过程中涉及多种细胞因子
分泌紊乱，如促炎因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－８、ＩＬ－６的
增加及抗炎因子ＩＬ－１０的减少［８－９］。

３２１　促炎因子 ＴＮＦ－α水平　结果显示，在 φ
＝５％ ＣＳＥ刺激２４ｈ后，ＫＢ细胞促炎因子 ＴＮＦ－
α蛋白表达量显著增加 （图４），模型组蛋白表达

量是空白组的５倍，说明造模成功。金银花、山银
花对ＴＮＦ－α的分泌都具有抑制作用，且呈剂量依
赖关系。整体看来，山银花对ＴＮＦ－α升高的抑制
作用强于金银花，在浓度３、４、５、６组中二者的
抑制作用具有显著性差异 （Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。

图４　ＫＢ细胞炎性因子ＴＮＦ－α蛋白表达量
（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）

Ｐ＜００１；两组之间比较，ΔＰ＜００５，ΔΔＰ＜００１
Ｆｉｇ４　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＮＦ－αｉｎ

ＫＢｃｅｌｌｓ（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）
与正常组比较，＃＃Ｐ＜００１；与模型组比较

３２２　抗炎因子 ＩＬ－１０水平　φ＝５％ ＣＳＥ刺激
２４ｈ后，ＫＢ细胞抗炎因子 ＩＬ－１０分泌量显著降
低。而金银花、山银花对 ＣＳＥ刺激引起的 ＩＬ－１０
分泌减少都具有改善作用，且呈剂量依赖关系

（图５）。山银花对 ＩＬ－１０分泌的促进作用均强于
金银花，在浓度６组中二者的作用具有显著性差异
（Ｐ＜００５）。

图５　ＫＢ细胞炎性因子ＩＬ－１０蛋白表达量
（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）

Ｆｉｇ５　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＬ－１０ｉｎ
ＫＢｃｅｌｌｓ（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）

与正常组比较，＃＃Ｐ＜００１；

与模型组比较， Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１；两组之间比较，ΔＰ＜００５
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３２３　促炎因子ＩＬ－６水平　φ＝５％ ＣＳＥ刺激２４
ｈ后，ＫＢ细胞促炎因子 ＩＬ－６分泌量显著升高。
而金银花、山银花对ＣＳＥ诱导的ＩＬ－６分泌都具有
抑制作用，且呈剂量依赖关系 （图６）。并且山银
花的抑制作用均强于金银花，在浓度６组中二者的
作用具有极显著差异 （Ｐ＜００１）。

图６　ＫＢ细胞炎性因子ＩＬ－６蛋白表达量
（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）

Ｆｉｇ６　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＬ－６ｉｎ
ＫＢｃｅｌｌｓ（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）

与正常组比较，＃＃Ｐ＜００１；与模型组比较，
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；两组之间比较，ΔΔＰ＜００１

３２４　促炎因子ＩＬ－８水平　φ＝５％ ＣＳＥ刺激２４
ｈ后，ＫＢ细胞促炎因子ＩＬ－８蛋白水平显著升高。
而金银花、山银花都能抑制ＣＳＥ诱导的ＩＬ－８表达
水平上升 （图７）。浓度５、浓度６组对ＩＬ－８升高
有显著抑制作用 （Ｐ＜００５）。

图７　ＫＢ细胞炎性因子ＩＬ－８蛋白表达量
（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）

Ｆｉｇ７　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＬ－８ｉｎ
ＫＢｃｅｌｌｓ（ｎ＝６，ｍｅａｎ±ＳＤ）

与正常组比较，＃＃Ｐ＜００１；与模型组比较，Ｐ＜００５

４　讨　论
本实验用 φ＝５％ ＣＳＥ刺激 ＫＢ细胞２４ｈ后，

可观察到细胞内促炎因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－８
分泌显著上升，抗炎因子 ＩＬ－１０分泌下降；这些
指标均为炎症反应免疫应答过程中的重要细胞因

子，表明ＫＢ细胞急性口腔炎症模型具有一定的临
床代表性。

本研究利用此模型对金银花、山银花的抗炎作

用进行了考察和比较，结果表明两种样品对ＴＮＦ－
α、ＩＬ－８、ＩＬ－６的升高和ＩＬ－１０的降低均可起到
明显改善作用，且呈剂量依赖关系。提示金银花、

山银花对口腔炎症疾病具有一定疗效。同时品种间

的比较结果显示，金银花和山银花对 ＴＮＦ－α、ＩＬ
－６和 ＩＬ－１０的调控作用均具有显著差异，但山
银花的作用强于金银花。

金银花作为抗菌、抗病毒的常用药材，市场需

求紧张。据２０１１年统计全国金银花需求在２万 ｔ
左右，而金银花的实际产量仅 ７０００ｔ，缺口巨
大［１０］。山银花产量大、价格低，但其资源尚未得

到充分利用。本研究从抗炎药效方面对金银花、山

银花进行考察，为合理利用金银花和山银花药材提

供了科学依据。
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ｒｉｎｇｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｌｅｖａｍｉｓｏｌｅｉｎｒｅｃｕｒｒｅｎｔａｐｈ
ｔｈｏｕｓｕｌｃｅｒｓ：Ａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｏｎｔｒｏｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｉｎｄｉａｎ
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＤｅｎｔａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１４，２５（３）：２８４－２８９．

［９］　ＴＯＢＩＴＡＴ，ＩＺＵＭＩＫ，ＦＥＩＮＢＥＲＧＳＥ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ
ａｎｉｎｖｉｔｒｏｍｏｄｅｌｆｏｒｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｅｆｆｅｃｔｓｏｎｏｒａｌｋｅ
ｒａｔｉｎｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｒａｌａｎｄＭａｘｉｌｌｏ
ｆａｃｉａｌＳｕｒｇｅｒｙ，２０１０，３９（４）：３６４－３７０．

［１０］　薛红卫，周超凡．金银花和山银花的合理使用［Ｊ］．
中国新药杂志，２０１１，２０（２２）：２２１１－２２２０．
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