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川牛膝和怀牛膝多糖抗炎 免疫调节活性研究
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　　摘　要　目的　检测川牛膝多糖和怀牛膝多糖对小鼠腹腔巨噬细胞（Ａｎａ１细胞）中ＰＧＥ２、ＴＮＦα、ＩＬ１２因
子分泌的影响，探究两种多糖的抗炎、免疫调节活性。方法　 配制３．１２５、６．２５、１２．５、２５、５０、１００、２００、４００μｇ／ｍｌ
系列浓度的两种多糖溶液，体外刺激Ａｎａ１细胞，采用ＥＬＩＳＡ技术，４５０ｎｍ波长处检测并计算两种多糖抑制Ａｎａ
１细胞中ＰＧＥ２产生的ＩＣ５０及促进ＴＮＦα、ＩＬ１２分泌的ＥＣ５０值。结果　怀牛膝多糖抑制Ａｎａ１细胞中ＰＧＥ２产生
的ＩＣ５０值为（４６．１５１±１．４０８）μｇ／ｍｌ，而川牛膝多糖抑制 Ａｎａ１细胞中 ＰＧＥ２产生的能力较弱，并未计算出 ＩＣ５０
值；两种多糖促进Ａｎａ１细胞中ＴＮＦα因子分泌的ＥＣ５０值分别为（２１．２４７±３．５２１）、（２３．５３２±１．１６０）μｇ／ｍｌ；川
牛膝和怀牛膝多糖促进Ａｎａ１细胞中ＩＬ１２因子分泌的能力不明显，均未算出ＥＣ５０值。结论　怀牛膝多糖在抑
制Ａｎａ１细胞中ＰＧＥ２产生的模型下具有一定的抗炎活性优势；两种多糖主要通过促进 Ａｎａ１细胞中 ＴＮＦα因
子分泌的途径产生免疫活性，但在此模型下两种多糖的免疫调节活性无显著性差异。
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中图分类号：Ｒ９１７　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１０００９７６０（２０１８）０４１３２０３

ＲｅｓｅａｒｃｈｏｎｔｈｅａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｎｄｉｍｍｕｎｏｄｕｌａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣｙａｔｈｕｌａｅ
ＲａｄｉｘａｎｄＡｃｈｙｒａｎｔｈｉｓＢｉｄｅｎｔａｔａｅＲａｄｉｘｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

ＷＡＮＧＹｕａｎｙｕａｎ，ＺＨＡＮＧＸｕｅｑｉｎ，ＹＵＡＮＦｅｉｆｅｉ，ＹＵＰｅｉｆａｎ，ＷＵＰｉａｏｙａｎｇ，ＴＩＡＮＹｕ
（ＳｃｈｏｏｌｏｆＢａｓｉｃＣｏｕｒｓｅｓ，ＢｅｎｇｂｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｂｅｎｇｂｕ２３３０３０，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｎｄｉｍｍｕｎｏｄｕｌａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＣｙａｔｈｕｌａｅＲａ
ｄｉｘｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｎｄＡｃｈｙｒａｎｔｈｉｓＢｉｄｅｎｔａｔａｅＲａｄｉｘｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｂｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｉｒｅｆｆｅｃｔｓｏｎＰＧＥ２，ＴＮＦ

αａｎｄＩＬ１２ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｏｆＡｎａ１ｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ３．１２５，６．２５，１２．５，２５，５０，１００，２００，
４００μｇ／ｍｌｏｆｔｗｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｗｅｒｅｆｏｒｍｕｌａｔｅｄｔｏｓｔｉｍｕｌａｔｅｔｈｅＡｎａ１ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ．ＴｈｅＩＣ５０ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＰＧＥ２ａｎｄｔｈｅＥＣ５０ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＩＬ１２ｂｙｔｗｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎＡｎａ１ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡｏｎｔｈｅｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ４５０ｎｍ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＩＣ５０ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＰＧＥ２ｉｎ
Ａｎａ１ｃｅｌｌｓｂｙＡｃｈｙｒａｎｔｈｉｓＢｉｄｅｎｔａｔａｅＲａｄｉｘｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｗａｓ（４６．１５１±１．４０）μｇ／ｍｌ，ｗｈｉｌｅｔｈａｔｏｆＣｙａｔｈｕｌａｅ
Ｒａｄｉｘｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｕｌｄｎ’ｔｂｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｅｃａｕｓｅｉｔｓｃａｐａｃｉｔｙｗａｓｗｅａｋ．ＴｈｅＥＣ５０ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｓｅｃｒｅ
ｔｉｏｎｏｆＴＮＦαｂｙＣｙａｔｈｕｌａｅＲａｄｉｘｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｎｄＡｃｈｙｒａｎｔｈｉｓＢｉｄｅｎｔａｔａｅＲａｄｉｘｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｗｅｒｅ
（２１．２４７±３．５２１）μｇ／ｍｌａｎｄ（２３．５３２±１．１６０）μｇ／ｍｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＥＣ５０ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＩＬ１２
ｏｆｔｗｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｃｏｕｌｄｎ’ｔｂｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｄｕｅｔｏｔｈｅｉｒｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｗｅａｋｃａｐａｃｉｔｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｃｈｙｒａｎｔｈｉｓ
ＢｉｄｅｎｔａｔａｅＲａｄｉｘｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｈａｄｃｅｒｔａｉｎａｄｖａｎｔａｇｅｓｉｎａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｏｆｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｎｇｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＰＧＥ２．Ｔｈｅｉｍｍｕｎｏｄｕｌａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｗｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｗａｓｐｒｏｄｕｃｅｄｍａｉｎｌｙｔｈｒｏｕｇｈ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＴＮＦα，ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍｉｎｔｈｉｓｍｏｄｅｌ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＣｙａｔｈｕｌａｅＲａｄｉｘｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ＡｃｈｙｒａｎｔｈｉｓＢｉｄｅｎｔａｔａｅＲａｄｉｘｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；Ａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａ
ｔｏｒｙ；Ｉｍｍｕｎｏｄｕｌａｔｏｒｙ；Ａｃｔｉｖｉｔｙ

·２３１·



济宁医学院学报２０１８年４月第４１卷第２期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ａｐｒｉｌ２０１８，Ｖｏｌ４１，Ｎｏ．２

　　川牛膝为苋科植物川牛膝（Ｃｙａｔｈｕｌａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ
Ｋｕａｎ）的干燥根，气微、味甜，功能为逐瘀通经，通
利关节，利尿通淋。怀牛膝为苋科植物牛膝（Ａｃｈｙ
ｒａｎｔｈｅｓｂｉｄｅｎｔａｔａＢ１．）的干燥根，气微、味微甜而稍
苦涩，功能为逐瘀通经，补肝肾，强筋骨，利尿通淋，

引血下行［１］。川牛膝和怀牛膝多糖由两种植物通

过提取分离获得，具备较高的生物活性，如抗炎、增

强免疫、抗肿瘤等，临床上被用于免疫调节及肿瘤

治疗［２６］。目前，国内外研究关于川牛膝和怀牛膝

多糖的药理活性区别报道较少，本文采用 ＥＬＩＳＡ
技术［７９］，通过检测两种多糖对小鼠腹腔来源巨噬

细胞中 ＰＧＥ２、ＴＮＦα、ＩＬ１２因子分泌的影响，探究
两种多糖的抗炎、免疫调节活性，为后期两种多糖

的临床选用研究提供支持。

１　仪器与实验材料

１．１　仪器
ＣＯ２培养箱（ＨＦ１５１型，力康生物医疗有限公

司）；酶标仪（ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ型，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司）；流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｎｔｏＩＩ型，美国 ＢＤ公
司）；超净工作台（ＲＬ１１９９５２型，上海荣丰仪器公
司）；低温高速离心机（ＴＧＬ１６ｋ型，常州国华科学
仪器有限公司）。

１．２　实验材料
胎牛血清（批号：１００９９１４１，Ｇｉｂｃｏ公司）；１６４０

培养基干粉（批号：３１８０００２２，Ｇｉｂｃｏ公司）；胰酶干
粉（批号：２５２０００５６，Ｇｉｂｃｏ公司）；ＰＢＳ缓冲液（批
号：ＳＨ３０２５６．０１Ｂ，ＨｙＣｌｏｎｅ公司）。

两种多糖由实验室通过水提醇沉法［１０］制备。

２　方法

２．１　Ａｎａ１细胞的培养
取Ａｎａ１细胞，在３７℃、５％ＣＯ２条件下，用含

１０％的小牛血清、青霉素（１×１０５Ｕ／Ｌ）及链霉素
（１００ｍｇ／Ｌ）的ＤＭＥＭ培养液进行培养。待细胞基
本长满后，用胰酶消化，细胞计数器或细胞板计数，

调整细胞浓度为２．５×１０４／ｍｌ。接种于９６孔培养
板，每孔接种２００μｌ细胞悬液。接种２４ｈ后把培养
孔分为空白对照组、各浓度的两种牛膝多糖溶液受

试组，每个样品设３复孔，用培养液洗涤３次，然后
空白对照组更换含 １０％小牛血清的 ＤＭＥＭ培养
基，受试组更换含１０％小牛血清及各浓度多糖样
品的ＤＭＥＭ培养基，放入培养箱中继续培养４８ｈ。
２．２　ＥＬＩＳＡ法检测两种多糖的抗炎、免疫调节活

性

取细胞上清液，用 ＥＬＩＳＡ试剂盒方法测定空
白对照组和受试组各样品细胞培养上清液中

ＰＧＥ２、ＴＮＦα、ＩＬ１２的水平，于４５０ｎｍ波长处测定
ＯＤ值。计算两种多糖样品各浓度溶液抑制 Ａｎａ１
细胞产生 ＰＧＥ２的抑制率及促进 Ａｎａ１细胞分泌
ＴＮＦα、ＩＬ１２的增值率，做出抑制率及增值率／％
浓度／μｇ·ｍｌ１曲线。
２．３　统计学方法

运用Ｍａｔｌａｂ软件计算两种样品抑制 ＰＧＥ２产
生的ＩＣ５０值和促进 ＴＮＦα、ＩＬ１２分泌的 ＥＣ５０值，
以平均值±标准偏差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１８．０
软件进行ｔ检验。

３　结果

３．１　两种多糖对Ａｎａ１细胞产生ＰＧＥ２的影响

图１　两种多糖抑制Ａｎａ１细胞产生ＰＧＥ２的
抑制率浓度曲线

由抑制率浓度曲线可以看出，两种多糖对
Ａｎａ１产生 ＰＧＥ２具有不同程度的影响，且怀牛膝
多糖在一定浓度范围内对 Ａｎａ１细胞产生 ＰＧＥ２
的抑制率与其浓度呈正相关；对抑制率浓度曲线
进行拟合并计算结果表明，怀牛膝多糖抑制 Ａｎａ１
细胞产生ＰＧＥ２的 ＩＣ５０值为（４６．１５１±１．４０８）μｇ／
ｍｌ；川牛膝多糖抑制 Ａｎａ１细胞产生 ＰＧＥ２的能力
较弱，并未计算出ＩＣ５０值，在此模型下，怀牛膝多糖
显示出一定的抗炎活性优势。

３．２　两种多糖对Ａｎａ１细胞分泌 ＴＮＦα、ＩＬ１２的
影响

图２　两种多糖促进Ａｎａ１细胞分泌ＴＮＦα的
增值率浓度曲线
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图３　两种多糖促进Ａｎａ１细胞分泌ＴＮＦα的ＥＣ５０值

图４　两种多糖促进Ａｎａ１细胞分泌ＩＬ１２的
增值率浓度曲线

由增值率浓度曲线可以看出，两种多糖对
Ａｎａ１细胞分泌ＴＮＦα具有一定的促进作用，对曲
线进行拟合并计算结果表明，川牛膝多糖、怀牛膝

多糖促进Ａｎａ１细胞中 ＴＮＦα因子分泌的 ＥＣ５０值
分别为（２１．２４７±３．５２１）μｇ／ｍｌ、（２３．５３２±１．１６０）
μｇ／ｍｌ，经ｔ检验两者无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；川
牛膝和怀牛膝多糖促进 Ａｎａ１细胞分泌 ＩＬ１２因
子的能力不明显，均未算出ＥＣ５０值。

４　讨论

本文通过ＥＬＩＳＡ技术检测川牛膝和怀牛膝多
糖对Ａｎａ１细胞分泌ＰＧＥ２、ＴＮＦα、ＩＬ１２因子的作
用，评价两种多糖的抗炎、免疫调节活性。研究结

果显示，两种多糖对Ａｎａ１细胞分泌ＰＧＥ２、ＴＮＦα、
ＩＬ１２因子具有不同程度的影响，在抑制 Ａｎａ１细
胞产生ＰＧＥ２的测试模型中，怀牛膝多糖显示出一
定的抗炎活性优势；在促进 Ａｎａ１细胞分泌 ＴＮＦ
α、ＩＬ１２的测试模型中，两种多糖主要通过促进
Ａｎａ１细胞中 ＴＮＦα因子分泌的途径产生免疫活
性，且在此模型下川牛膝多糖和怀牛膝多糖无显著

性差异，揭示两者的免疫调节活性无统计学差异。

炎症和免疫作为机体对外来入侵物质的两种

不同反应，它们的作用机制涉及很多共同的细胞因

子、化学介质，所以在疾病发生的过程中相互联系，

如免疫可以增强炎症反应、调节炎症过程。相对于

川牛膝多糖而言，怀牛膝多糖不仅表现出免疫调节

活性，还表现出较好的抗炎活性，它可以通过多途

径多通路发挥药理活性，并有可能通过免疫调节功

能强化抗炎作用，发挥抗炎、免疫协同作用。因此，

其在抗炎、免疫调节活性方面呈现出更强的优势。

本文结果为牛膝多糖工业生产中的原料选择及两

种多糖的临床选用提供了参考依据。
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