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摘　 要： 本试验旨在研究黄芪多糖（ＡＰＳ）对脂多糖（ＬＰＳ）刺激小鼠巨噬细胞形态及免疫功能

的影响。 采用 ＬＰＳ 刺激小鼠巨噬细胞（ＲＡＷ２６４．７ 细胞），研究不同浓度（０．１、０．５、１．０ ｍｇ ／ ｍＬ）
的 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激引起的小鼠巨噬细胞免疫应激的调控作用。 结果表明：１） １．０ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＰＳ
能抑制由 ＬＰＳ 刺激引起的巨噬细胞形态和增殖能力的变化。 ２）１．０ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＰＳ 能够显著提高

巨噬细胞酸性磷酸酶的活性（Ｐ＜０．０５）。 ０．１、０．５、１．０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＡＰＳ 能够显著缓解由 ＬＰＳ 刺激

引起的碱性磷酸酶活性的降低（Ｐ＜０．０５）。 ３）不同浓度 ＡＰＳ 均能显著降低由 ＬＰＳ 诱导的促炎症

因子白细胞介素－１β（ ＩＬ⁃１β）、肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ⁃α）含量的升高（Ｐ＜０．０５）。 ４）ＬＰＳ 刺激显

著提高巨噬细胞 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４）、髓样分化因子 ８８（ＭｙＤ８８）、核因子 －κＢ（ＮＦ⁃κＢ） 的

ｍＲＮＡ表达量（Ｐ＜０．０５），而添加 １．０ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＰＳ 后，巨噬细胞 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ
表达量均表现出显著降低（Ｐ＜０．０５）。 综上可知，ＡＰＳ 可以改善小鼠巨噬细胞形态，恢复细胞增

殖能力，并可通过调节 ＴＬＲ４ 信号通路相关基因的表达降低促炎症因子 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 分泌，
减少机体免疫应激反应。
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　 　 植物多糖是从天然植物中提取的生物高分子

活性物质，具有调节动物免疫功能、抑菌抗病毒和

保护肠道等作用［１］ 。 黄芪多糖 （ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙ⁃
ｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＡＰＳ）是从荚膜黄芪中提取的一种免疫

调节剂，长期试验证明其无毒副作用，并且具有抗

菌作用，可以作为潜在的抗生素替代物［２－４］ 。 Ｚｈａｏ
等［１］和 Ｌｉ 等［３］研究发现，ＡＰＳ 能够减轻结肠炎大

鼠的肠道炎症。 饲粮中添加 ＡＰＳ 能改善断奶仔猪

的生长速度，增强体液免疫功能和炎性 Ｔ 细胞

（Ｔｈｌ 类）细胞因子［白细胞介素－２（ ＩＬ⁃２）、γ－干扰

素（ ＩＦＮ⁃γ）等）］的分泌量，减少免疫抑制［５］ 。 生

物体发育后，巨噬细胞通过调节各种活动（包括新

陈代谢和神经连通性）并检测损害来调节体内平

衡和正常生理活动。 然而，巨噬细胞的这些调节

作用经常被持续地破坏，导致产生许多与衰老有

关的疾病，如试验性自身免疫性脑脊髓炎（ＥＡＥ）、
炎症性肠病（ ＩＢＤ）。 巨噬细胞是与炎症性肠病的

发病机制有关的许多细胞因子的关键产生者。 局

部环境中，在多种自身免疫性疾病和炎性疾病的

发病机理中，巨噬细胞分化的变化起决定性作

用［６］ 。 目前关于 ＡＰＳ 已有较多研究，但对脂多糖

（ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）刺激条件下 ＡＰＳ 作用的

研究较少。 本试验在前人研究基础上，进一步研

究 ＡＰＳ 对于 ＬＰＳ 刺激条件下小鼠巨噬细胞形态的
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影响，同时研究其对细胞因子白细胞介素 － １β
（ ＩＬ⁃１β）和肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ⁃α）分泌和 Ｔｏｌｌ
样受体 ４（ＴＬＲ４）信号通路相关基因表达的影响，
以期为 ＡＰＳ 的应用指供理论基础。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

　 　 ＡＰＳ 来源于浙江某生物科技股份有限公司，
含量为 ９０％，由葡萄糖、阿拉伯糖、甘露糖、半乳

糖、果糖、鼠李糖、葡糖醛酸和木糖等组成［７］ ；ＬＰＳ
（来源于大肠杆菌，血清型 Ｏ５５ ∶ Ｂ５）购自于美国

Ｓｉｇｍａ 公司；小鼠单核巨噬细胞（ＲＡＷ２６４．７ 细胞）
来源于中国医学科学院基础医学研究所基础医学

细胞 中 心； 酸 性 磷 酸 酶 （ ＡＣＰ ）、 碱 性 磷 酸 酶

（ＡＫＰ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α 测试盒

均购自南京建成生物工程研究所。
１．２　 小鼠巨噬细胞的培养

　 　 参考许丹等［８］ 的方法培养小鼠巨噬细胞，进
行计数并观察细胞形态。
１．３　 ＬＰＳ 诱导小鼠巨噬细胞炎症模型的建立

　 　 巨噬细胞在 ３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈ，
分别配制 ０ （空白组）、 ０． １０、 ０． ２５、 ０． ５０、 １． ００、
２．００ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 溶液，使用 ５００ μＬ 不同浓度的

ＬＰＳ 溶液分别刺激巨噬细胞，每个浓度设置 ６ 个重

复，观察细胞形态并记录细胞数量，检测其 ＬＤＨ
活性，确定诱导小鼠巨噬细胞炎症模型建立的适

宜 ＬＰＳ 浓度。
１．４　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激小鼠巨噬细胞形态的影响

　 　 试验分为 ３ 组，每组 ６ 个重复。 对照组采用

５００ μＬ 细胞培养液处理巨噬细胞 ２４ ｈ，不采用

ＬＰＳ 刺激；ＬＰＳ 组采用 ２５０ μＬ 浓度为 １．０ μｇ ／ ｍＬ
的 ＬＰＳ 溶液处理巨噬细胞 １ ｈ，再采用 ２５０ μＬ 细

胞培养液培养 ２３ ｈ；ＡＰＳ 组采用 ２５０ μＬ 浓度为

１．０ μｇ ／ ｍＬ的 ＬＰＳ 溶液处理巨噬细胞 １ ｈ，再采用

２５０ μＬ 浓度为 １． ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＡＰＳ 培养液处理

２３ ｈ。 用显微镜观察各组细胞形态并进行拍照。
１．５ 　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激小鼠巨噬细胞生物酶

活性和促炎症因子分泌功能的影响

　 　 试验分为 ５ 个组，每组 ６ 个重复，分别为对照

组、 ＬＰＳ 组 （ １． ０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ）、 ＡＰＳ⁃Ｍａｘ 组

（１．０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ＋１．０ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＰＳ）、ＡＰＳ⁃Ｍｅｄ 组

（１．０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ＋０．５ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＰＳ）、ＡＰＳ⁃Ｍｉｎ 组

（１．０ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ＋０．１ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＰＳ）。 ３ 个 ＡＰＳ 组

巨噬细胞先用 ２５０ μＬ 浓度为 １．０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ
溶液处理 １ ｈ 后，再分别添加 ２５０ μＬ 不同浓度的

黄芪多糖溶液，于 ３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 培养箱分别培养

１２、２４ 和 ４８ ｈ。 ＣＯＮ 组和 ＬＰＳ 组分别用２５０ μＬ细
胞培养液和 ２５０ μＬ 浓度为 １．０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ 溶

液处理 １ ｈ 后，再添加细胞处理液至５００ μＬ，于
３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 培养箱分别培养 １２、２４ 和 ４８ ｈ。
取细胞上清液，检测 ＬＤＨ、ＡＫＰ、ＡＣＰ 活性以及

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 含量。
１．６　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激小鼠巨噬细胞 ＴＬＲ４ 信号

通路相关基因表达的影响

　 　 试验分为 ４ 个组，每个组设 ６ 个重复。 对照组

采用 ５００ μＬ 细胞培养液培养 ２４ ｈ，不采用 ＬＰＳ 刺

激；ＡＰＳ 组采用 ５００ μＬ 浓度为 １．０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＡＰＳ
培养液培养 ２４ ｈ，不采用 ＬＰＳ 刺激；ＬＰＳ 组采用

２５０ μＬ 浓度为 １．０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ 溶液刺激 １ ｈ，
再添加 ２５０ μＬ 细胞培养液培养 ２３ ｈ；ＬＰＳ＋ＡＰＳ 组

采用 ２５０ μＬ 浓度为 １．０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＬＰＳ 溶液刺激

１ ｈ，再添加 ２５０ μＬ 浓度为 １．０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＡＰＳ 培

养液培养 ２３ ｈ。 参考戴先成等［９］ 的方法，用实时

荧 光 定 量 ＰＣＲ 方 法 对 ＴＬＲ４、 核 因 子 － κＢ
（ＮＦ⁃κＢ）、髓样分化因子 ８８（ＭｙＤ８８）的 ｍＲＮＡ 表

达量进行测定。 以 β－肌动蛋白（ β⁃ａｃｔｉｎ）为内参

基因，参考韩乾杰［７］ 的方法设计引物序列，如表 １
所示，由杭州尚亚生物科技有限公司合成和验证。
１．７　 统计分析

　 　 数据采用 ＳＰＳＳ ２１．０ 软件进行统计分析，使用

单因素方差分析（ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）和 ＬＳＤ 法确

定不同组别之间的差异显著性，以 Ｐ＜０．０５ 表示差

异显著。 数据使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 进行图表

绘制。

２　 结果与分析
２．１　 确定建立巨噬细胞炎症模型最适 ＬＰＳ 浓度

　 　 由 ＬＤＨ 活性结果（表 ２）可知，当 ＬＰＳ 浓度达

到 １．０ μｇ ／ ｍＬ 以上时，ＬＤＨ 活性不再随 ＬＰＳ 浓度

升高而明显提升，因此确定 １．０ μｇ ／ ｍＬ 是建立巨

噬细胞炎症模型的最适浓度。

９５３４
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表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因 Ｇｅｎｅｓ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ 片段 Ｆｒａｇｍｅｎｔ ／ ｂｐ

β－肌动蛋白 β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：５’－ＧＴＧＧＧＣＣＧＣＴＣＴＡＧＧＣＡＣＣＡＡ－３’
Ｒ：５’－ＣＴＣＴＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ－３’ ２０４

Ｔｏｌｌ 样受体 ４ ＴＬＲ４ Ｆ：５’－ＣＡＴＧＧＡＴＣＡＧＡＡＡＣＴＣＡＧＣＡＡＡＧＴＣ－３’
Ｒ：５’－ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＣＣＴＴＧＴＣＴＴＣＡ－３’ １７９

核因子－κＢ ＮＦ⁃κＢ Ｆ：５’－ＣＡＧＣＣＡＧＧＡＴＴＧＡＧＧＡＴＡＴＧＡＧ－３’
Ｒ：５’－ＴＴＣＧＧＡＣＡＡＣＡＧＡＡＧＴＣＡＧＧＡＧ－３’ １４８

髓样分化因子 ８８ ＭｙＤ８８ Ｆ：５’－ＣＧＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＴＴ－３’
Ｒ：５’－ＧＴＣＣＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＣＣＴＴＧＴＡＴＴＴ－３’ １３８

表 ２　 ＬＰＳ 浓度对 ＬＤＨ 活性的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＰＳ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ Ｕ ／ Ｌ

项目

Ｉｔｅｍ

ＬＰＳ 浓度 ＬＰＳ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （μｇ ／ ｍＬ）

０ ０．１０ ０．２５ ０．５０ １．００ ２．００

乳酸脱氢酶 ＬＤＨ １８２．８６±５．９０ ３１６．００±５．０７ ４３３．１４±４．７６ ５８０．００±７．７８ ７５５．４３±８．８５ ７７１．４２±６．６０

２．２　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激小鼠巨噬细胞形态的影响

　 　 由巨噬细胞形态结果（图 １）可知，在培养 １ ｈ
后，ＬＰＳ 组的巨噬细胞存在较低程度变形。 培养

２４ ｈ 后，对照组的巨噬细胞形态未发生明显变化，
仍然呈椭球状并具有良好增殖能力；而受 ＬＰＳ 刺

激的巨噬细胞呈现不规则形态，细胞膜破损和细

胞液外泄，增殖能力下降。 ＬＰＳ 刺激 １ ｈ 添加 ＡＰＳ
后，巨噬细胞形态恢复，轮廓清晰，数量增多，与对

照组无明显差异。 上述结果说明 ＡＰＳ 可以抑制由

ＬＰＳ 引起的细胞形态损伤。

　 　 图 Ａ 为培养 １ ｈ 后的对照组细胞形态；图 Ｄ 为 ＬＰＳ 处理 １ ｈ 的 ＬＰＳ 组的细胞形态；图 Ｂ、Ｅ、Ｃ 分别为 ＬＰＳ 处理 １ ｈ 后添

加不同添加剂处理 ２３ ｈ 的对照组、ＬＰＳ 组、ＡＰＳ 组的细胞形态。
　 　 Ｆｉｇｕｒｅ Ａ ｗａｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ １ ｈ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ； ｆｉｇｕｒｅ Ｄ ｗａｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ
１ ｈ ｏｆ ＬＰＳ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ； ｆｉｇｕｒｅｓ Ｂ， Ｅ ａｎｄ Ｃ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＡＰＳ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｖｅｓ ｆｏｒ ２３ ｈ ａｆｔｅｒ ＬＰＳ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ １ ｈ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 １　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激巨噬细胞形态的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＰＳ ｏｎ ＬＰＳ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ （４００×）
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２．３ 　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激小鼠巨噬细胞生物酶

活性的影响

　 　 由图 ２ 可知，ＬＰＳ 处理后 １２、２４ 和 ４８ ｈ，ＬＰＳ
组巨噬细胞的 ＬＤＨ 活性均显著高于对照组（Ｐ＜

０．０５）；添加 ＡＰＳ 后，除 ＬＰＳ 处理后 １２ ｈ 时 ＬＰＳ⁃
Ｍｉｎ 组与 ＬＰＳ 组无显著差异（Ｐ＞０．０５）外，各 ＡＰＳ
组巨噬细胞的 ＬＤＨ 活性均较 ＬＰＳ 组显著降低

（Ｐ＜０．０５）。

　 　 数据柱标注不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。 下图同。
　 　 Ｄａｔｅ ｃｏｌｕｍｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 ２　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激巨噬细胞 ＬＤＨ 活性的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＰＳ ｏｎ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＬＰＳ

　 　 由图 ３ 可知，ＬＰＳ 处理后 １２、２４ 和 ４８ ｈ，ＬＰＳ
组巨噬细胞的 ＡＣＰ 活性均显著低于对照组（Ｐ＜
０．０５），且处理后 ２４ ｈ 时差异最大；与 ＬＰＳ 组相比，

１．０、０．５ 和 ０．１ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＡＰＳ 均能够显著提高巨

噬细胞的 ＡＣＰ 活性（Ｐ＜０．０５）。

图 ３　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激巨噬细胞 ＡＣＰ 活性的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＰＳ ｏｎ ＡＣＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＬＰＳ

　 　 由图 ４ 可知，ＬＰＳ 诱导刺激后，巨噬细胞的

ＡＫＰ 活性在 １２ 和 ２４ ｈ 时均显著低于对照组（Ｐ＜
０．０５）；各 ＡＰＳ 组巨噬细胞的 ＡＫＰ 活性在 １２、２４
和 ４８ ｈ 时与 ＬＰＳ 组相比均显著增加（Ｐ＜０．０５）。
２．４ 　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激小鼠巨噬细胞炎症因子

分泌的影响

　 　 图 ５ 和图 ６ 显示，受到 ＬＰＳ 刺激后，巨噬细胞

的 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 含量在 ４８ ｈ 内持续升高，与对

照组差异显著（Ｐ＜０．０５）。 ４８ ｈ 内，ＡＰＳ 能够显著

减少 ＬＰＳ 刺激导致的促炎症因子 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α
含量的升高（Ｐ＜０．０５），且 １．０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＡＰＳ 降低

炎症因子分泌的能力较其他浓度更佳。
２．５　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激小鼠巨噬细胞 ＴＬＲ４ 信号

通路相关基因表达的影响

　 　 由图 ７ 可知，ＬＰＳ 刺激导致巨噬细胞 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量相较于对照组显

著升高（Ｐ＜０． ０５）；ＬＰＳ＋ＡＰＳ 组巨噬细胞 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、ＮＦ⁃κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达量则较 ＬＰＳ 组显著

降低（Ｐ＜０．０５）。
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图 ４　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激巨噬细胞 ＡＫＰ 活性的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＰＳ ｏｎ ＡＫＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＬＰＳ

图 ５　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激巨噬细胞 ＩＬ⁃１β含量的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＰＳ ｏｎ ＩＬ⁃１β ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＬＰＳ

图 ６　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激巨噬细胞 ＴＮＦ⁃α含量的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＰＳ ｏｎ ＴＮＦ⁃α ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＬＰＳ

３　 讨　 论
　 　 巨噬细胞属免疫细胞，通过非特异性识别抗

原物质，对病原体进行吞噬作用，诱导免疫应激，
产生抗原递呈，从而激活机体的免疫系统实现免

疫细胞对抗原分子识别、活化、增殖和分化，启动

免疫应答［１０］ 。 ＬＰＳ 是革兰氏阴性菌细胞壁特有的

化学成分，是一种免疫激活剂，能够引发机体的免

疫激活［１１］ 。

　 　 任琳等［１２］ 研究表明 ＬＰＳ 刺激巨噬细胞可诱

导其分泌大量的炎症因子，过量的炎症因子会加

速巨噬细胞的非程序性死亡，引起免疫应激。 Ｘｕ
等［１３］发现 ＡＰＳ 纳米颗粒对 ＬＰＳ 处理的 Ｈ９ｃ２ 细胞

形态有保护作用，ＬＰＳ 处理 ２４ ｈ 后 Ｈ９ｃ２ 细胞的细

胞核受损，染色质出现凝集，添加 ＡＰＳ 纳米颗粒后

Ｈ９ｃ２ 细胞的形状呈卵圆型，呈均匀排列，细胞核

清晰，位于卵泡中间。 本研究发现 ＬＰＳ 刺激使小

鼠巨噬细胞发生形态改变，而 ＡＰＳ 可修复细胞的
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形态，改善细胞膜破损，减少细胞液外溢。 Ｂａｏ
等［１４］报道紫杉醇抑制 ＲＡＷ２６４．７ 细胞的增殖，而
ＡＰＳ保护ＲＡＷ２６４ ． ７细胞不受紫杉醇诱导的抑

制，本研究发现 ＡＰＳ 改善巨噬细胞受到 ＬＰＳ 刺激

导致增殖抑制。

图 ７　 ＡＰＳ 对 ＬＰＳ 刺激巨噬细胞 ＴＬＲ４ 信号通路相关基因 ｍＲＮＡ 表达量的影响

Ｆｉｇ．７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＡＰＳ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ４ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＬＰＳ

　 　 在与巨噬细胞增殖有关的酶中，ＬＤＨ 被认为

是巨噬细胞活化的标志之一，它对巨噬细胞的吞

噬作用有直接影响，因为吞噬过程需要糖酵解的

能量，而糖酵解可以通过激活 ＬＤＨ 来加速［１５］ 。 李

异等［１６］研究发现降低 ＬＤＨ 活性表明细胞损伤降

低。 本研究发现 ＡＰＳ 可降低 ＬＤＨ 活性，降低细胞

损伤，使免疫应激得到缓解，并且 ＡＰＳ 浓度越高，
处理时间越长，降低 ＬＤＨ 活性的作用越明显。
　 　 ＡＣＰ 和 ＡＫＰ 是 ２ 种重要的机体功能调节酶。
大量研究表明磷酸酶活性是细胞和体液免疫的综

合体现，也是衡量免疫功能和机体状态的指标，反
映了机体对外源微生物侵染的防御能力［１７］ 。 研究

发现，在蛋白质的去磷酸化过程中，ＡＣＰ 和 ＡＫＰ
可能共同参与了细胞的增殖启动［１８］ 。 Ｗｕ 等［１９］ 发

现添加熟地黄多糖能显著提高巨噬细胞的 ＡＣＰ 和

ＡＫＰ 活性。 本研究发现，ＡＰＳ 可提高由 ＬＰＳ 刺激

引起的 ＡＣＰ、ＡＫＰ 活性的降低，增强细胞增殖能

力，且 １ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＰＳ 的改善效果优于其他浓度。
　 　 研究表明，植物多糖调节机体的免疫过程主

要通过介导免疫细胞分泌促细胞因子，诱导 Ｂ 淋

巴细胞分泌抗体，一部分形成记忆细胞，对体液免

疫进行调节［２０］ 。 诱导免疫细胞分泌多种细胞因子

的关键信号通路为 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路［２１］ 。
Ｅｖｇｅｎｉｋｏｓ 等［２２］发现，ＴＬＲ４ 的转录受到来自ＩＬ⁃１β
正反馈，促炎症因子被免疫细胞大量分泌，炎症反

应开始加剧，中性粒细胞和白细胞同时作用于肠

道，加剧炎症反应。 炎症因子的分泌量是检测炎

症严重程度的量化指标。 Ｗｕ 等［２３］ 研究发现，平
菇多糖能够显著降低 ＬＰＳ 刺激巨噬细胞的 ＬＤＨ
活性以及 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 含量，降低免疫应激。
ＴＮＦ⁃α 是巨噬细胞应激时产生的小分子蛋白质，
具有炎症介质作用。 Ｃａｉｌｌｏｔ 等［２４］发现经 ＬＰＳ 处理

后，巨噬细胞的 ＮＦ⁃κＢ 表达量显著上升，而黑莓多

糖能够显著降低其表达量，并且减少促炎症因子

（ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β）的分泌。 Ｗｅｉ 等［２５］发现 ＡＰＳ 增

强了 ＲＡＷ２６４．７ 细胞中一氧化氮（ＮＯ）和细胞因

子的产生，ＡＰＳ 可以快速激活 ＴＬＲ４ 相关的丝裂原

活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ），包括磷酸化的细胞外信

号调节激酶（ＥＲＫ）、磷酸化的 Ｊｕｎ 氨基末端激酶

（ ＪＮＫ）和磷酸化的 ｐ３８，并诱导 ＮＦ⁃κＢ 易位以及

ＮＦ⁃κＢ 抑制因子 α（ ＩκＢα）降解。 本研究结果显

示，ＡＰＳ 均能够显著抑制由 ＬＰＳ 引起的巨噬细胞

ＩＬ⁃１β 含量的升高，且 ＩＬ⁃１β 含量降低对 ＡＰＳ 浓度

呈剂量依赖；１ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＡＰＳ 通过降低 ＴＬＲ４ 的

ｍＲＮＡ 表达量，缓解巨噬细胞促炎症因子的释放，
表明 ＡＰＳ 可以降低细胞炎症，并且可以降低分泌

多种细胞因子的关键信号通路的基因转录。

４　 结　 论
　 　 ＡＰＳ 可 以 改 善 ＬＰＳ 刺 激 小 鼠 巨 噬 细 胞

（ＲＡＷ２６４．７ 细胞）的形态，提高 ＡＣＰ 和 ＡＫＰ 活

性，减少 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃κＢ 基因的转录，抑制

促炎症因子 ＩＬ⁃１β 和 ＴＮＦ⁃α 的分泌。
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Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１１３００， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｖｅｇａｍａｘ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏ．， Ｌｔｄ．， Ａｎｊｉ ３１１７０３， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ （ＡＰＳ） ｏｎ ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ （ＬＰＳ） ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ． ＬＰＳ ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ｍｏｕｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ （ＲＡＷ２６４．７ ｃｅｌｌｓ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （０．１， ０．５ ａｎｄ
１．０ ｍｇ ／ ｍＬ） ｏｆ ＡＰＳ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｍｍｕｎｅ ｓｔｒｅｓｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ． Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： １） １．０ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＰＳ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ． ２） １． ０ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＰＳ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ａｃｉｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ０．１， ０．５ ａｎｄ １．０ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＰＳ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ａｌｋａ⁃
ｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０５） ． ３） Ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｏｆ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏ⁃
ｋｉｎｅｓ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β （ ＩＬ⁃１β） ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α （ＴＮＦ⁃α） ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ⁃
ｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＰＳ （ Ｐ ＜ ０． ０５） ． ４） ＬＰＳ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ （ ＴＬＲ４ ）， ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｆａｃｔｏｒ ８８
（ＭｙＤ８８） ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） （Ｐ＜０． ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ＴＬＲ４， ＭｙＤ８８ ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ １ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＰＳ （Ｐ＜０．０５） ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ，
ＡＰＳ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｒｅｓｔｏｒｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＩＬ⁃
１β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ａｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｂｏｄｙ’ ｓ ｉｍｍｕｎｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉ⁃
ｔｉｏｎ， ２０２０， ３２（９）：４３５８⁃４３６５］

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ； ｍｏｕｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ； ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ； ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
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