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【摘要】 目的 芒果苷通过抑制巨噬细胞 NF-κB调节巨噬细胞极化为M2，探索芒果苷治疗骨关

节炎的潜在机制。方法 RAW264.7小鼠巨噬细胞系进行体外培养，IL-4诱导巨噬细胞M2极化，用芒果

苷对巨噬细胞进行干预。实验分为空白组、对照组和实验组。CCK-8检测芒果苷的细胞毒性。钙黄绿

素（Calcein-AM）和碘化丙啶（PI）双荧光染色法检测细胞活性，流式细胞仪检测细胞凋亡的情况。免疫

荧光染色评估甘露糖受体（CD206抗体）在巨噬细胞的分泌情况，实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测

NF- κB通路相关基因RelA（p65）及M2巨噬细胞相关基因CD206、IL-10的表达情况。结果 浓度为

20 μM的芒果苷对巨噬细胞无明显毒性作用，芒果苷在该浓度下能显著下调RelA的表达和上调 IL-10、

CD206的表达，从而抑制NF-κB通路激活巨噬细胞M2极化。结论 芒果苷能够抑制巨噬细胞NF-κB

调节巨噬细胞极化为M2，M2巨噬细胞具有抗炎功能，促进软骨修复功能，为芒果苷在骨关节炎的研究

中提供可能的机制理论。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of mangiferin on the treatment of osteoarthritis by in-

hibiting the NF- κB pathway and regulating the polarization of macrophages to M2. Methods The

RAW264.7 mouse macrophage cell line was cultured in vitro, IL-4 induced M2 polarization of macrophages,

and the macrophages were intervened with mangiferin. The experiment was divided into blank group, control

group and experimental group. CCK-8 detected the cytotoxicity of mangiferin. Calcein-AM (calcein) and PI

(propidium iodide) double fluorescent staining was used to detect cell viability, and flow cytometry was used

to detect cell apoptosis. Immunofluorescence staining was used to evaluate the secretion of mannose receptor

(CD206 antibody) in macrophages, and real-time quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the NF-κB

pathway- related gene RelA (p65) and M2 macrophage- related genes CD206, IL- 10 expression. Results

Mangiferin at a concentration of 20 μM had no significant toxic effect on macrophages, and mangiferin

could significantly down- regulate the expression of RelA and up- regulate the expression of 1L- 10 and

CD206 at this concentration, thereby inhibiting the activation of M2 macrophages by the NF-κB pathway

and thus alleviating arthritis in mice. Conclusions Mangiferin can inhibit the NF-κB pathway and regulate

the polarization of macrophages to M2. M2 macrophages have anti-inflammatory functions and promote car-

tilage repair, which may provide a theoretical basis for new treatment of osteoarthritis.

【Key words】 Mangiferin; Macrophages; NF-κB pathway; Cell polarization; Osteoarthritis
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骨关节炎（osteoarthritis，OA）是一种涉及全关

节的复杂的慢性疾病，包括关节软骨、软骨下骨、韧

带、关节囊、滑膜和关节周围肌肉的病理变化及结构

改变[1]。骨关节炎的主要症状是疼痛，也是致使当

代老年人残疾的主要原因，成为国际社会的主要负

担之一 [2- 4]。然而，目前缺乏有效的 OA 治疗方法。

促进OA发生发展的因素有很多，调节巨噬细胞的

NF-κB通路向M2极化是减缓骨关节炎进展的关键

因素之一[5]。已有研究表明NF-κB信号通路在巨噬

细胞介导的骨关节炎发生发展中起着重要作用，

NF-κB 信号通路激动剂促进骨关节炎的发生，而

NF-κB抑制剂则改善骨关节炎的发生[6]。在治疗骨

关节炎中，尽管非甾体抗炎药，阿片类药物等在OA

治疗上有一定的减轻疼痛功效，但其无法逆转关节

炎的发生发展，并且长期使用会对身体产生许多潜

在的风险[7]。

芒果苷（Mangiferin）是一种黄酮，存在于高等植

物和芒果果实的不同部位，如果皮、茎、叶、树皮、果

仁和果核中。它是一种很有前途的抗氧化剂，具有

巨大的健康相关特性，如抗病毒、抗癌、抗糖尿病、抗

氧化、抗衰老、免疫调节、保肝和镇痛作用[8]。目前，

关于芒果苷在治疗骨关节炎中发挥保护作用的潜在

生物活性的研究还尚存欠缺。相关体外和体内实验

结果表明，芒果苷对骨关节炎具有保护作用，有望成

为治疗骨关节炎的有效药物[9]。过去的体外和体内

研究，已经调查了芒果苷的抗炎潜力。此前已有研

究已证明，芒果苷可直接抑制软骨细胞的NF-κB通

路，从而减轻软骨炎症，具有预防OA的作用[10]。此

外，已有研究发现芒果苷在肿瘤的研究中可以对肿

瘤巨噬细胞的NF-κB通路起抑制作用[11]，并且20 μM

和100 μM的芒果苷被证明可以调节巨噬细胞的细

胞因子表达。此外，其它研究表明，当巨噬细胞NF-

κB通路受到抑制时会促使巨噬细胞向M2方向极

化。而且已有文献表明，人工M2型巨噬细胞可减

缓关节炎的发生发展[12]。在此，我们提出芒果苷首

先通过抑制巨噬细胞的NF-κB通路，从而进一步促

使巨噬细胞向M2极化，为芒果苷治疗骨关节炎提

供可能的潜在机制。弥补此前芒果苷在骨关节炎中

治疗机制的空缺。

本研究旨在探索芒果苷通过抑制巨噬细胞

NF-κB通路从而调节巨噬细胞M2极化，为芒果苷

在骨关节炎的治疗，临床OA治疗中探索新的潜在

机制。

材料与方法

一、细胞系和试剂

RAW264.7小鼠巨噬细胞系均取自美国典型培

养库（ATCC），按ATCC建议进行培养。芒果苷（纯

度95%，HPLC）（安耐吉化学，中国）；逆转录试剂盒

（Fermentas Company，美国）；青/链霉素（Solarbio，中

国）；CCK-8试剂（Solarbio，中国）；总 RNA 提取试剂

盒（Solarbio，中国）；Calcein/PI细胞活性与细胞毒性

检测试剂盒（碧云天，中国）；Annexin V-FITC/PI双

染细胞凋亡检测试剂盒（凯基生物，中国）；巨噬细胞

甘露糖受体(CD206) 一抗（博士德，美国）；FITC 免疫

荧光抗体（博士德，美国）；胎牛血清（Gibco，美国）；

DMEM 培养基（Gibco，美国）；引物（金开瑞，中国）。

二、生物相容性检测

CCK-8法：将约5×103个巨噬细胞接种于96孔

板内，培养细胞 24 h后，分别加入含 0 μM、10 μM、

20 μM、40 μM、60 μM、80 μM、100 μM、200 μM芒

果苷的培养基。继续培养细胞24 h后先吸去孔内液

体。随后加入按 1∶10比例配制好的CCK-8工作液

100 μL，继续避光孵育 2 h。因CCK-8工作液会与

孔内活细胞产生橙黄色甲臜物，用酶标仪测量各孔

内液体在 450 nm处的吸光值即可得知各实验组细

胞存活量。

三、实验分组与干预方式

实验分为空白组，对照组和实验组。空白组为

正常巨噬细胞组，对照组用含 10 ng/ml 的 IL-4的完

全培养基进行巨噬细胞M2极化诱导，实验组使用

含20 μM 的芒果苷完全培养基处理24 h。

四、Calcein-AM/EthD-I 染色检测细胞活性

将细胞接种于放置细胞爬片的 6孔板中，细胞

密度约为2×105个/孔。细胞密度约为80%时按分组

分别处理。细胞贴壁后避光加入 0.05% Calcein-

AM 和 0.2% EthD-I染色试剂37℃ 孵育5 min，生理

盐水清洗 3次，在荧光显微镜下观察细胞的情况并

统计活细胞和凋亡细胞数目。

五、流式细胞凋亡检测

巨噬细胞接种于6孔板中, 细胞密度约为 2×105个/

孔，用 IL-4（10 ng/mL）和20 μM的芒果苷完全培养

基分别作为对照组和实验组处理24 h。然后用刮刀

刮下巨噬细胞用 PBS 洗涤细胞两次（2 000 rpm 离

心 5 min）收集5x105个细胞；加入500 μL的Binding

Buffer悬浮细胞，加入5 μLAnnexin V-FITC混匀后，
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表1 PCR引物序列

基因

GAPDH

IL-10

RelA

CD206

上游（5’～3’）

ACTTGAAGGGTGGAGCCAAA

GAGAAGCATGGCCCAGAAATC

TGCGATTCCGCTATAAATGCG

AGGGTGCGGTACACTAACTG

下游（3’～5’）

GCCCTTCCACAATGCCAAAG

GAGAAATCGATGACAGCGCC

ACAAGTTCATGTGGATGAGGC

TCTGACTCTGGACACTTGCC

加入 5 μL PI，混匀，室温、避光、反应 5 min，进行流

式细胞仪观察检测。

六、免疫荧光检测

将细胞接种于放置细胞爬片的 6孔板中，细胞

密度约为 2×105个/孔。细胞密度约为80%时按分组

分别处理，用含 20 μM芒果苷和含 10 ng/ml IL-4的

培养基分别作为实验组和对照组诱导 24 h，弃去孔

板中培养基，用 PBS冲洗三次以去除残余培养基，

4%多聚甲醛固定细胞 15 min，PBS洗 3次。滴加适

量内源性过氧化物酶阻断剂（3%过氧化氢）孵育

20 min，PBS 冲洗三次，滴加适量山羊血清孵育

15 min阻断非特异性结合。细胞与CD206一抗（BD，

CA，美国；稀释度 1∶200）于 4℃环境中孵育过夜。

PBS冲洗三次，加入荧光二抗避光孵育1 h显影，PBS

冲洗三次，洗去多余荧光二抗，4，6-二氨基-2-苯基吲

哚（DAPI）染色5 min。荧光显微镜下观察细胞形态，

绿色荧光提示CD206信号，蓝色荧光提示细胞核，

CD206阳性细胞为M2巨噬细胞，拍照记录并分析。

七、RNA 提取、cDNA 逆转录及 qRT-PCR 检测

相关基因表达

按试剂盒说明提取各组的巨噬细胞RNA并逆

转录为 cDNA，PCR仪进行qRT-PCR检测。GAPDH

作为内参，检测NF-κB通路基因 RelA以及巨噬细

胞M2极化相关基因CD206、IL-10的表达情况。引

物序列见表1。实验重复3次，采用 2-ΔΔCt法计算目的

基因相对表达量。

八、统计学方法

所 有 统 计 分 析 均 使 用 GraphPad Prism 8.0

（Graphpad 公司，美国）软件进行，所有数据均符合

正态分布，以 x̄±s表示。采用单因素（ANOVA）方差

分析两组之间的差异，之后进行最小显著差异（LSD）

分析。当P＜0.05时确定为差异具有统计学意义。

结 果

一、芒果苷的细胞毒性

如图1所示：CCK-8检测芒果苷对巨噬细胞的毒

性，当芒果苷浓度达到40 μM 时，细胞存活率降低到

90%以下。本实验选用20 μM的浓度进行所有实验。

二、芒果苷对巨噬细胞活力的影响

如图 2～5 所示：经芒果苷处理后用 Calcein-

AM/EthD-I 染色用于观察三组巨噬细胞的生长情

况，与空白组相比，实验组细胞数量减少，凋亡细胞

数量增多，细胞增殖率下降。结果与CCK-8结果吻

合，以确定选用20 μM浓度的芒果苷作为实验组。

三、流式细胞术检测芒果苷对巨噬细胞的影响

如图6所示：空白组凋亡细胞数占9.1%，实验组

凋亡细胞数占 20.3%，对照组凋亡细胞数占 16.2%，

实验结果说明浓度为 20 μM的芒果苷对细胞凋亡

的影响与CCK-8结果和活死染色结果相吻合。

四、巨噬细胞CD206的表达情况

如图 7～10所示：免疫荧光用于检测巨噬细胞

表达CD206的含量。荧光信号越强代表CD206含

量越高。与空白组相比，阳性对照组细胞内CD206

表达明显提升。经 20 μM的芒果苷完全培养基处

理后，实验组巨噬细胞内荧光信号增强，说明芒果苷

可以促进巨噬细胞向M2极化。

五、qRT-PCR检测NF-κB通路及M2巨噬细胞

特异性基因及细胞因子基因表达

如图 11～13所示：RelA 是NF- κB通路特异性

基因之一，在阳性对照组中下调。IL-10、CD206等

M2巨噬细胞标志性基因在阳性对照组中上调。试

验结果表明经芒果苷处理后，实验组RelA与空白组

相比明显下调，巨噬细胞M2极化标志 IL-10、CD206

等细胞因子基因上调，说明芒果苷可以抑制NF- κB

通路，促进巨噬细胞向M2极化。

讨 论

一、骨关节炎的国内外研究现状

骨关节炎是一种以关节软骨退化、滑膜和关节

脂肪垫炎症以及骨结构改变为特征的关节器官系统

疾病[13]。据估计，OA已影响全球约2.4亿人[14]，造成

巨大的社会经济负担。OA的病因已被证明是异质性
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图1 CCK-8检测芒果苷对巨噬细胞的毒性作用

芒果苷浓度（ μm）

的，实际上可能代表一系列疾病，而不是一种疾病[15]。

得益于骨关节炎临床治疗的一些进展，骨关节炎患者

的生活质量得到了改善。然而，临床上对更有效的治

疗OA的需求仍然非常迫切。因此，已发现几种危险因

素，如遗传易感性、肥胖、衰老和关节创伤[16-17]。不管这

种多方面的骨关节炎病理生理学，现在公认的是关

节炎症在骨关节炎的发生和发展中起主要作用[18]。

二、巨噬细胞M2极化对骨关节炎的影响

炎症通常由T细胞、中性粒细胞和巨噬细胞等

多种免疫细胞调节 [19]。根据巨噬细胞与 T 细胞的

相互作用，巨噬细胞通常被分为两种表型：M1样巨

噬细胞（“经典”激活）是抗菌和促炎细胞，并在辅助

性T细胞 1型（Th1）细胞的刺激下被激活；M2样巨

噬细胞（“交替”激活）是抗炎和促分解细胞，由Th2

细胞诱导。促炎症巨噬细胞和抗炎巨噬细胞之间的

失衡可能导致慢性低度炎症，并被认为在包括OA在

内的几种肌肉骨骼疾病的发展中起关键作用[20]。越

来越多的研究表明，巨噬细胞是骨关节炎治疗的关

键突破[21]。

② ③ ④

⑥

⑤

⑦ ⑧ ⑨
⑩
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三、NF-κB通路对巨噬细胞极化的作用

巨噬细胞极化为促炎M1或抗炎M2亚型[20]，活

化状态的M1/M2比率与OA严重程度高度相关。已

有研究表明姜黄素[22]、人参皂苷[23]等中草药成分可

以通过调节NF-κB信号通路进而影响巨噬细胞的

极化。NF-κB通路对巨噬细胞极化作用为关键点，

已在肿瘤[24-25]、急性缺血性中风[26-27]及脊髓损伤修复
[28]等有所研究，在骨关节炎的发生发展方面鲜有报

道。总之，NF-κB信号通路调节的巨噬细胞极化是

抑制OA炎症反应的关键节点。在此我们设计实验

验证芒果苷通过调节NF-κB信号通路，从而治疗以

巨噬细胞为关键因素介导的OA的发生和发展。

四、实验讨论与展望

本实验通过使用RAW264.7小鼠巨噬细胞系进

行体外培养作为研究对象，通过设定不同浓度的芒

果苷实验组，使用 CCK- 8 检测探索了芒果苷在

RAW264.7巨噬细胞中的安全浓度范围，从安全性

和疗效方面考虑，最终选用20 μM的浓度作为实验

的最佳浓度对RAW264.7巨噬细胞进行探索。并且

通过Calcein-AM/EthD-I染色检测细胞的活性以及

流式细胞术检测芒果苷对巨噬细胞的影响，检测结

果与 CCK-8 检测结果相符，进一步说明所选用的

20 μM芒果苷浓度为安全浓度。

在确定其安全浓度后，我们将RAW264.7巨噬

细胞进行体外培养，将其分为空白组、对照组、实验

组，空白组不做任何处理，对照组选用 IL-4处理后

的 RAW264.7 细胞作为阳性对照组，实验组则用

20 μM 的芒果苷进行处理。通过免疫荧光法检

测巨噬细胞M2极化的细胞表面标志物CD206的表

达情况，实验结果显示，实验组CD206的表达情况

相比于空白组明显提高，统计结果显示具有显著性

差异，而实验组CD206的表达情况与阳性对照组相

比，则相对偏低。免疫荧光结果证明20 μM的芒果

苷处理后的RAW264.7细胞表面标志物CD206的表

达情况明显高于空白组，即20 μM的芒果苷处理后

的RAW264.7细胞向M2极化数量明显增加。

除此之外，我们进一步采用qRT-PCR检测从基

因水平验证NF-κB通路及M2巨噬细胞的特异性基

因，我们验证了NF- κB通路特异性基因RelA，以及

巨噬细胞M2极化标志基因 IL-10、CD206。实验结

果显示，实验组RelA基因表达量明显低于空白组，

略高于对照组，说明经过 20 μM 的芒果苷处理后

NF-κB通路的特异性基因RelA明显受抑制，而实验

组的 IL-10、CD206基因表达量则明显高于空白组，

略低于对照组，说明经 20 μM 的芒果苷处理后的

RAW264.7 细胞 M2 极化标志基因 IL-10、CD206 的

表达量提高。

这些实验结果从分子水平说明芒果苷能够抑制

RAW264.7细胞的NF-κB通路并且促进RAW264.7

细胞向M2极化。这些实验结果验证了我们之前所

提出的芒果苷对巨噬细胞NF-κB通路具有抑制作

用并且能够促进巨噬细胞向M2极化的猜想。可作

为芒果苷治疗骨关节炎潜在机制。后续可以基于这

点对芒果苷在骨关节炎上的治疗机制进行进一步地

探索。本实验的不足：（1）没有直接验证巨噬细胞和

软骨细胞共培养后经过芒果苷处理后的影响，不能
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图11～13 NF- κB通路及M2巨噬细胞相关基因和特异性基因的表达
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充分说明芒果苷通过调节巨噬细胞M2极化从而对

软骨细胞产生影响，只在文献支持基础上进行设想，

未能直接验证芒果苷对骨关节炎治疗的作用。（2）蛋

白水平上只做了巨噬细胞M2极化的细胞表面标志

物CD206的表达情况的免疫荧光，未能从蛋白水平

上说明芒果苷对NF-κB通路的抑制情况。（3）本实

验只基于体外实验结果说明芒果苷对巨噬细胞M2

极化的作用，然而体外实验环境不能很好地说明芒

果苷在体内对巨噬细胞M2极化的调节作用。这些

研究不足将是我们下一步的研究重点。

五、小结

综上所述，本研究探索出芒果苷通过抑制NF-

κB信号通路促进巨噬细胞向M2方向极化。在骨关

节炎中，巨噬细胞向M2方向的极化可以缓解骨关

节炎的发生和发展，对改善关节炎进展、缓解关节炎

症具有一定的潜力，这有望为骨关节炎的治疗提供新

思路，有待进一步研究其作用机制及其影响通路。
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