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摘要!研究怀牛膝多糖$

IĴ :

&对小鼠单核巨噬细胞
MIO"C#@%

细胞活性'表型及细胞因子表达的影响(先

用不同浓度的
IĴ :

溶液$

$

#

$?#

#

$?C

#

$?G

#

A?$R

0

"

RQ

&处理
MIO"C#@%

细胞
#G/

#后采用
LTT

法'中性红

吞噬实验'流式细胞术分别检测了
IĴ :

对巨噬细胞的增殖活性'吞噬能力'细胞表型及细胞因子表达的影

响(

IĴ :

对
MIO"C#@%

细胞的增殖活性没有明显的影响#但能显著提高细胞对中性红的吞噬活性和表面分

子
.SG$

#

.SGC

及
.S#$

的表达#降低单核细胞趋化蛋白
FA

$

R'*';

8

75;/5R'7+;73;

U

)'753*A

#

L.̂FA

&和肿瘤

坏死因子
#

$

7(R')*5;)'636-+;7')

#

#

T9\F

#

&的表达(

IĴ :

能够增加
MIO"C#@%

细胞的吞噬活性并促进其

成熟#且能发挥一定的抗炎活性(

关键词!怀牛膝多糖%巨噬细胞%吞噬%表型%细胞因子
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怀牛膝为苋科多年生草本植物牛膝$

)*R

'

2E(/RTU+"KT(/E/E3JP:T

&的干燥根#有逐瘀通经'补肝

肾'强筋骨'利尿通淋#引血下行等功效*

A

+

(牛膝多糖$

)*R

'

2E(/RTU+"KT(/E/E
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',
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#

IĴ :

&

是从牛膝根中分离'提取纯化后得到的一种小分子水溶性的多糖化合物#属禾本科型果聚糖*

"

+

#是牛膝

的主要活性成分之一#其分子质量小'水溶性好'来源广泛'毒副作用小且利用度高#拥有广阔的医药开

发前景*

!

+

(

现代药理学研究证实
IĴ :

具有抗肿瘤*

#FE

+

'抗氧化*

C

+

'抗凝血*

%

+

'抗病毒*

G

+等多种药理作用(它能

够有效减缓机体的免疫系统损伤#且副作用小#作为免疫调节剂#具有很大的发展潜力*

BFA$

+

(目前对

IĴ :

的免疫调节活性的研究较少*

AA

+

#本文探讨了
IĴ :

对小鼠单核巨噬细胞白血病细胞$

MIO"C#@%

细胞&活性和功能的影响#为开发和利用传统中药怀牛膝多糖提供科学依据(

>

!

实验材料

>?>

!

实验试剂

怀牛膝干燥根购自江苏常州万仁大药房有限公司#采用水提醇沉法#经
:54+

0

试剂脱蛋白获得粗多

糖
IĴ :

%

SL<L

购自美国
PKJ.b

公司%胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司#

LTT

'胰

酶'青霉素'链霉素'

R'*5*63*

和
6+

U

'*3*

均购自美国
:3

0

R+

公司%

\KT.

标记的
K

0

PAV

#

.S#$

和
L.̂FA

单克隆抗体及
<̂

标记的
K

0

P"+

#

.SG$

#

.SGC

和
T9\F

#

单克隆抗体均购自美国
J5;7'*S3;V3*6'*

公

司%中性红购自上海润捷化学试剂有限公司(其他试剂均为分析纯(

>?C

!

细
!

胞

MIO"C#@%

细胞由南京大学医学院侯亚义教授提供(细胞培养基为
SL<L

#其中添加有
A$̀

\.:

#

A?E

0

"

Q

碳酸氢钠#

EhA$

_E

R',

"

Q

"

F

巯基乙醇#

A$$2

"

RQ

青霉素和
$?AR

0

"

RQ

链霉素(细胞是

在
!%g

#

È .b

"

的二氧化碳培养箱中进行培养(

C

!

实验方法

C?>

!

K88

法检测
9ZT$

对
M9cCJH?L

细胞活性的影响

取对数生长期的
MIO"C#@%

细胞#调整细胞浓度#以
EhA$

!个细胞"孔接种到
BC

孔板中#每孔

B$

&

Q

#于
!%g

#

È .b

"

培养箱中培养
"#/

(试验设置对照组$加入与药物溶液同体积的培养基&和不

同剂量给药组#每个实验组设
E

个复孔(细胞贴壁后#在给药组分别加入质量浓度为
$?"

#

$?#

#

$?C

#

$?G

#

A?$R

0

"

RQIĴ :

溶液$药物梯度的选择经过多次预实验确定#且与体外抗肿瘤实验的药物浓度

一致*

A"

+

&#分别培养
"#

#

#G

#

%"/

(结束后每孔加入
A$

&

Q

#

ER

0

"

RQLTT

溶液#

!%g

培养箱继续孵育

#/

(然后吸掉上清液#每孔加入
A$$

&

Q

的
SL:b

#置微量振荡器振荡
ER3*

#使结晶物充分溶解#在酶

联免疫检测仪
#B$*R

处测量各孔在的
bS

值(

,

%$
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期 杨林松#等$怀牛膝多糖对
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细胞吞噬活性&表型和细胞因子表达的调节

C?C

!

中性红吞噬实验

试验设置对照组和不同剂量给药组#每个实验组设
E

个复孔#调整细胞浓度#以
EhA$

#个"
RQ

接种

到
BC

孔板中#孵育过夜%给药组每孔分别加入
$?"

#

$?#

#

$?C

#

$?G

#

A?$R

0

"

RQIĴ :

溶液#置于
!%g

#

È .b

"

培养箱中培养
#G/

(弃上清#用
Ĵ:

洗
A

次#每孔加入
$?À

中性红溶液
"$$

&

Q

继续培养
!/

#

弃上清#用
Ĵ:

洗
!

次#加入
"$$

&

Q

细胞裂解液#

#g

静置过夜%在酶标仪
#B$*R

处测定各孔的
bS

值#

bS

值越大#则巨噬细胞的吞噬能力越强(

C?F

!

流式细胞术检测细胞表型

取
A?ERQ

的
5

UU

5*=')-

管#每个样品设置
!

个复孔#以
AhA$

E个细胞"每管#将各处理组细胞收集

到管中#用
Ĵ:

冲洗#

#gAE$$)

"

R3*

离心
ER3*

#弃去上清液(用
B$

&

Q Ĵ:

和
A$

&

Q

的荧光抗体重

悬细胞进行单染$

$?A

&

0

\KT.

标记
.S#$

单克隆抗体'

$?$E

&

0

<̂

标记的
.SG$

单克隆抗体'

$?$E

&

0

<̂

标记的
.SGC

单克隆抗体(

\KT.

的激发波长和发射波长分别是
#B#*R

和
EAG*R

#检测通道为

\QA

%

<̂

的激发波长和发射波长分别是
ECE*R

和
E%E*R

#检测通道为
\QF"

&#

#g

孵育
!$R3*

(结束

后
AE$$)

"

R3*

离心
A$R3*

#去上清液(然后用
Ĵ:

重复冲洗离心
"

次#用流式细胞仪检测荧光阳性细

胞百分比(以同型荧光抗体$

\KT.

标记的抗
K

0

PAV

的单克隆抗体和
<̂

标记抗
K

0

P"+

的单克隆抗体&

染色的样品作为阴性对照#门是依据同型阴性对照设定(

C?H

!

流式细胞术检测细胞因子

取对数生长期的
MIO"C#@%

细胞#调整细胞悬液浓度#以
EhA$

#个"
RQ

接种到
A"

孔板中#每个实

验组设
!

个平行孔#孵育过夜(细胞贴壁后#在给药组分别加入质量浓度为
$?"

#

$?#

#

$?C

#

$?GR

0

"

RQ

和
A?$R

0

"

RQIĴ :

溶液培养
#G/

(加药
E/

后加入终浓度为
!

&

R',

"

Q

的
L'*5*63*

抑制细胞因子

的分泌(加入
IĴ :#G/

后#收集细胞#

Ĵ:

洗涤细胞两次(向离心管中加入浓度为
#̀

的多聚甲醛

ARQ

#充分混匀#室温孵育
"$R3*

后#

#g

#

A!$$)

"

R3*

离心
A$R3*

#弃上清#用
Ĵ:

洗涤细胞两次(

向离心管中加入
ARQ$?È

的皂角苷#充分混匀#室温孵育
!$R3*

(

#g

#

A!$$)

"

R3*

离心
A$R3*

(

弃上清#用
B$

&

Q$?È

皂角苷和
A$

&

Q

荧光染料$

$?E

&

0

\KT.

标记
L.̂FA

单克隆抗体'

$?E

&

0

<̂

标

记的
T9\F

#

单克隆抗体&重悬细胞#

#g

#孵育
A/

(最后用
$?È

皂角苷洗涤细胞#

#g

#

A!$$)

"

R3*

离

心
A$R3*

#重复操作
!

次#用流式细胞仪检测(以同型荧光抗体$

\KT.

标记的抗
K

0

PAV

的单克隆抗体

和
<̂

标记抗
K

0

P"+

的单克隆抗体&染色的样品作为阴性对照#门是依据同型阴性对照设定(

C?I

!

统计学分析

数据以8

&iU

表示#采用
O

检验和
I9b>I

法进行显著性检验#

,

-

$?$E

表示与对照组相比有显著

性差异#

,

-

$?$A

表示有极显著性差异(

F

!

实验结果

F?>

!

9ZT$

对
M9cCJH?L

细胞活性的影响

利用
LTT

实验检测不同质量浓度的
IĴ :

作用于
MIO"C#@%

细胞
"#

#

#G

#

%"/

后对细胞活性的

影响(结果显示#与空白对照组相比#

IĴ :

对
MIO"C#@%

细胞活性的影响没有统计学差异#且没有剂

量和时间依赖性#如图
A

所示(
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年

F?C

!

9ZT$

增加了
M9cCJH?L

细胞的吞噬功能

采用中性红法检测
IĴ :

对
MIO"C#@%

细胞吞噬活性的调节(如图
"

所示#除了最高质量浓度

组#其他质量浓度组的
IĴ :

均提高
MIO"C#@%

细胞的吞噬活性#且与空白对照组相比具有极显著的

统计学差异$

,

-

$?$A

&(

图
>

!

9ZT$

对
M9cCJH?L

细胞活性的调节

/#

-

?>

!

9ZT$+*

-

&0,%*!%)*E#,2#0#%

'

".M9cCJH?L:*006

图
C

!

9ZT$

提高
M9cCJH?L

细胞的吞噬活性

/#

-

?C

!

9ZT$#(:+*,6*!%)**(!":

'

%"6#6".M9cCJH?L:*006

F?F

!

9ZT$

调节
M9cCJH?L

细胞表面分子的表达

F?F?>

!

9ZT$

提高
M9cCJH?L

细胞
ASHP

的表达水平

与空白对照组相比#不同质量浓度的
IĴ :

$

$?"

'

A?$R

0

"

RQ

&在作用
#G/

后可以极显著提高

MIO"C#@%

细胞表面分子
.S#$

的表达#且具有统计学意义$

,

-

$?$A

&#如图
!

所示(其中
IĴ :

质量

浓度达
$?CR

0

"

RQ

时#

.S#$

表达最高#相较对照组提高了
!$?G$̀

#其他组的
.S#$

表达提高率也不

低于
"A?G!̀

(

图
F

!

9ZT$

提高
M9cCJH?L

细胞表面分子
ASHP

的表达水平

/#

-

?F

!

9ZT$&

@

R+*

-

&0,%*!%)*ASHP0*E*0".M9cCJH?L:*006

,

'$

,
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第
#

期 杨林松#等$怀牛膝多糖对
MIO"C#@%

细胞吞噬活性&表型和细胞因子表达的调节

F?F?C

!

9ZT$

提高
M9cCJH?L

细胞
ASNP

的表达水平

如图
#

所示#与空白对照组相比#各质量浓度组的
IĴ :

均可显著提高
MIO"C#@%

细胞表面分子

.SG$

的表达#且具有统计学意义$

,

-

$?$A

&(其中
IĴ :

质量浓度达
$?CR

0

"

RQ

时#

.SG$

表达最高#

相较对照组提高了
A"?!G̀

#其他组的
.SG$

表达提高率也不低于
%?##̀

(

图
H

!

9ZT$

提高
M9cCJH?L

细胞表面分子
ASNP

的表达

/#

-

?H

!

9ZT$&

@

R+*

-

&0,%*!%)*ASNP0*E*0".M9cCJH?L:*006

F?F?F

!

9ZT$

提高巨噬细胞
ASNJ

的表达水平

与空白对照组相比#不同质量浓度的
IĴ :

$

$?"

'

A?$R

0

"

RQ

&均可显著提高
MIO"C#@%

细胞表面

分子
.SGC

的表达#且具有统计学意义$

,

-

$@$A

&#如图
E

所示(其中
IĴ:

质量浓度达
$?CR

0

"

RQ

时#

.SGC

表达最高#相较对照组提高了
AE?BB̀

#其他组的
.SGC

表达提高率也不低于
A"?%"̀

(

图
I

!

9ZT$

提高
M9cCJH?L

细胞表面分子
ASNJ

的表达

/#

-

?I

!

9ZT$&

@

R+*

-

&0,%*!%)*ASNJ0*E*0".M9cCJH?L:*006

F?H

!

9ZT$

调节
M9cCJH?L

细胞细胞因子的表达

F?H?>

!

9ZT$

降低
M9cCJH?L

细胞
KATR>

的表达

IĴ :

对
MIO"C#@%

细胞分泌炎症细胞因子有显著影响(如图
C

所示#与空白对照相比#任何质量

,

($

,
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年

浓度组的
IĴ :

均可显著降低
MIO"C#@%

细胞
L.̂FA

的表达水平#具有极显著性差异$

,

-

$?$A

&(

图
J

!

9ZT$

下调
M9cCJH?L

细胞因子
KATR>

的表达

/#

-

?J

!

9ZT$!*:+*,6*!%)*0*E*0".KATR>#(M9cCJH?L:*006

F?H?C

!

9ZT$

降低
M9cCJH?L

细胞
8_/R

"

的表达

如图
%

所示#与空白对照组相比#各质量浓度组
IĴ :

显著下调
MIO"C#@%

细胞内
T9\F

#

的表达

水平$

,

-

$?$A

&#且随着质量浓度增加#

T9\F

#

的表达不断下降#呈现一定的剂量依赖性(

图
L

!

9ZT$

降低
M9cCJH?L

细胞
8_/R

"

的表达

/#

-

?L

!

9ZT$!*:+*,6*!%)*0*E*0".8_/R

"

#(M9cCJH?L:*006

H

!

讨
!

论

中药具有
E

千多年的历史#且随着人们对肿瘤的病因'发病机制'治疗效果认识的不断深入#其通过

激活免疫系统间接发挥抗肿瘤作用被广泛关注(怀牛膝是中国传统的常用中药材#

IĴ :

是其主要活

性成分之一#具有直接的杀伤肿瘤的作用#如它可抑制小鼠肝癌
N""

细胞*

A!

+和肉瘤
:AG$

细胞*

A#

+

(众

多研究也表明#大部分天然多糖均具有激活免疫相受体和改善机体免疫功能等作用*

AE

+

#日益成为新药

,

*%

,
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第
#

期 杨林松#等$怀牛膝多糖对
MIO"C#@%

细胞吞噬活性&表型和细胞因子表达的调节

研发的热点#且有部分多糖免疫药物已应用于临床(巨噬细胞作为抗原递呈细胞#在机体免疫应答中发

挥至关重要的作用#不仅可以直接吞噬和杀伤病原体#还可以分泌多种细胞因子启动免疫应答*

A!

+

(以

往研究表明天然多糖可通过调节巨噬细胞的功能#如增殖活性'吞噬活性和细胞因子的分泌等*

A#

+

#影响

机体的免疫应答(因此#

IĴ :

除了发挥直接的抗肿瘤作用#也可能通过激活免疫系统发挥间接的抗肿

瘤作用(

本文探讨了
IĴ :

对
MIO"C#@%

细胞增殖和吞噬活性的影响(结果显示
IĴ :

不影响巨噬细胞

的增殖活性但显著增加其吞噬活性(以往的研究表明#

IĴ :

对肿瘤细胞如小鼠肝癌细胞
N""

和小鼠

肉瘤
:AG$

细胞的增殖具有一定的抑制作用*

A!

#

AC

+

#对青年鼠的淋巴细胞增殖没有影响*

A%

+

(这与本文的

结果不尽一致#可能是
IĴ :

对细胞增殖活性的影响具有一定的细胞特异性(李凯等发现怀牛膝可增

强重型颅脑损伤大鼠外周血
L̂9

吞噬能力#陆兔林等的研究也表明*

AG

+怀牛膝能是提高机体免疫机能#

激活小鼠巨噬细胞系统对细胞的吞噬作用(此外#

IĴ :

能提高小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬功能*

AB

+及大

鼠肺泡巨噬细胞$

ILb

&和腹腔巨噬细胞$

L̂b

&摄取中性红的能力*

"$

+

(本文的研究结果与其一致(

IĴ :

不仅影响
MIO"C#@%

细胞的吞噬活性#也显著提高细胞表面
.S#$

'

.SG$

和
.SGC

的表达(

.S#$

'

.SG$

和
.SGC

是抗原呈递细胞表面的协同刺激分子#在刺激
T

细胞活化的过程中发挥重要作

用(研究表明
IĴ :

促进小鼠骨髓来源树突状细胞$

S.6

&的分化'成熟及上调
.SG$

*

"A

+和
.SGC

*

""

+的表

达(邹亚轩发现
IĴ :

可增强
.E%JQ

"

C

小鼠髓系
S.6

表面分子
.S#$

和
.SGC

的表达*

"!

+

#促使其成

熟#增强其抗原递呈能力*

"#

+

(

巨噬细胞不仅能够吞噬处理呈递抗原#也可通过释放可溶性细胞因子及趋化因子来调节机体免疫

反应#如
T9\F

#

和
L.̂FA

等(

T9\F

#

主要由巨噬细胞'

9[

细胞和
T

细胞产生#具有杀伤靶细胞和促

进细胞凋亡#参与局部炎症和内皮细胞活化的作用(它是在炎症反应中出现最早'发挥作用最快的细胞

因子(

L.̂FA

是趋化因子超家族的成员之一#对
T

淋巴细胞及单核细胞有明显的趋化作用#使其到达

炎症部位发挥作用*

"E

+

(本文的研究发现
IĴ :

具有降低
T9\F

#

和
L.̂FA

表达的作用(郭娇红等的

研究表明怀牛膝水煎液可降低去卵巢大鼠血清
T9\FE

的水平*

"C

+

#而有关
IĴ :

和
L.̂FA

的关系未见

报道(由此可推#

IĴ :

可降低炎性细胞因子及趋化因子的表达#减轻或抑制炎症的发生(

I

!

结
!

论

随着人们对食品药品安全的关注#天然药物显示出一定优势(近年来研究发现#许多中药尤其是补

益类中药具有免疫促进作用#多糖是其活性成分之一#对机体的特异性和非特异性免疫功能具有增强作

用#其作用机制是通过刺激单核
F

巨噬细胞系统的吞噬功能'促进淋巴细胞增殖和转化'促进抗体生成'

诱导细胞因子的分泌'激活补体系统等途径实现对机体免疫系统功能的调节(而且多糖是天然产物#对

动物及人类安全'无毒副作用#因此受到人们的普遍重视(

IĴ :

作为传统中药中的多糖组分#显著上

调巨噬细胞的吞噬作用'降低其炎性细胞因子的表达#表现出一定的抗炎'免疫调节活性#这为其在医药

及功能性食品上的研发提供参考依据(
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