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摘要：目的 研究牛大力多糖对脂多糖（LPS）诱导的小鼠巨噬细胞RAW264.7细胞分泌炎症因子的影响，并观察核转录因子-κB p65（NF-κB p65）和抑制性卡巴蛋白-α（IκB-α）表达变化。方法 选用小鼠巨噬细胞RAW264.7，随机分为空白对照组、LPS模型组、牛大力多糖低、中、高剂量组（10，100，1000 ng•mL-1），加药孵育2 h后，再加入10 μg·mL-1 LPS至培养板中继续培养10 h，ELISA法测定各组细胞炎性因子白细胞介素1（IL-1）、白细胞介素6（IL-6）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）的含量，Western Blot法检测IκB-α蛋白以及NF-κB p65蛋白的表达水平。结果 与模型组比较，牛大力多糖高、中、低剂量组均能不同程度地抑制LPS诱导的3种炎性因子的释放（P<0.05，P<0.01），提高IκB-α蛋白表达（P<0.05，P<0.01）并降低NF-κB p65（P<0.05，P<0.01），且牛大力多糖对上述指标的作用强度与剂量呈正相关，各组间比较差异具有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。结论 牛大力多糖可通过增加IκB-α蛋白和抑制NF-κB p65蛋白的表达，从而降低炎症因子IL-1、IL-6、TNF-α的释放，起到抗炎作用。
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Effect of polysaccharide from Millettiae Speciosae Champ on release of inflammatory cytokines in RAW264.7 Cells Induced by Lipopolysaccharide
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Abstract：Objective  To study the effect of polysaccharide from Millettiae Speciosae Champ on the release of inflammatory cytokines in RAW264.7 cells induced by lipopolysaccharide (LPS) in mice, and observe the expression of nuclear factor kappa B p65(NF-κB p65) and inhibitor κappa B-α (IκB-α). Methods  RAW264.7 cells in mice were randomly divided into blank control group, LPS model group, and polysaccharide groups at low-, medium- and high-doses (10, 100, 1000 ng·mL-1, after incubation of 2 h, then added 10 μg·mL-1 LPS and cultured into culture plate for 10 h). The content of IL-1, IL-6 and TNF-α in various groups were determined by ELISA method and the expression levels of IκB-α and NF-κB p65 were determined by Western blotting method. Results  Compared with model group, the contents of 3 inflammatory cytokines induced by LPS in polysaccharide groups at low-, medium- and high- doses were decreased（P<0.05，P<0.01）, the ratio of IκB-α and reference protein were increased（P<0.05，P<0.01） and the ratio of NF-κB p65 and reference protein were decreased（P<0.05，P<0.01）, which is positively correlated with the dosage of polysaccharide from Millettiae Speciosae Champ, the differences between groups were significant statistically（P<0.05，P<0.01）. Conclusion The polysaccharide from Millettiae Speciosae Champ can reinforce the anti-inflammatory through increasing the protein expression of IκB-α and inhibit the expression of NF-κB p65 protein, and consequently inhibits the expression of IL-1, IL-6 and TNF-α.
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中药牛大力是豆科植物美丽崖豆藤 Millettia speciosa Champ.的干燥根，味甘、平，归肺、脾、肾经，具有补虚润肺、强筋活络的功效[1]。牛大力生物活性广泛，是我院用于治疗血栓性闭塞性脉管炎的特色中药制剂“脉复生合剂”的主要成分，课题组前期已对牛大力的质量标准进行了研究[2]。现代药理研究表明，牛大力对环磷酰胺免疫抑制小鼠具有免疫功能增强作用，具体表现在白细胞数目、迟发型超敏反应程度及巨噬细胞吞噬功能上[3]；而牛大力水提物显示出抗脂质过氧化作用，对·OH自由基和DPPH·自由基的清除能力较醇沉物和粗多糖强[4]。目前国内外对牛大力在体外细胞抗炎方面研究甚少。牛大力其多糖含量很高，组成多糖的单糖成分主要包括鼠李糖、半乳糖、葡萄糖、甘露糖和果糖，研究已证实牛大力多糖具有抗癌、抗炎、增强免疫力、抗疲劳等作用[5]。本研究拟评价牛大力多糖对LPS诱导的巨噬细胞 RAW264.7 抗炎活性，为明确其机制及阐明脉复生的药效物质基础提供科学依据。
1  材料与方法
1.1 细胞 小鼠来源的RAW264.7细胞株，武汉大学细胞典藏中心提供。

1.2 药物及试剂 牛大力多糖，含量大于95.3%，南京泽朗生物科技有限公司，批号：201301024；LPS，美国 Sigma公司，批号：DH210-4；胎牛血清（批号：10099-141），DMEM 高糖培养基（批号：C11995），0.25% 胰酶含0.02% y乙二胺四乙酸（EDTA）（批号：25200），美国GIBICO公司；DMSO，美国Sigma公司，批号：D5879；Cell Counting Kit-8(CCK-8)试剂盒，同仁化学研究所，货号：CK04；IL-1试剂盒、IL-6试剂盒、TNF-α试剂盒，武汉华美生物工程有限公司，批号：20131025、20131104、20130914；IκB-α、NF-κB羊抗小鼠的多克隆抗体、内参蛋白（β-actin）、辣根过氧化酶羊抗小鼠IgG抗体（二抗），美国 Santa cruz 公司，批号：SC201311064、SC201305017、SC201306061、SA201308132；细胞蛋白提取试剂盒，南京建成生物科技有限公司，批号：20130509；RIPA Buffer 蛋白裂解液，美国 Sigma 公司，批号：R0278；Bicinchoninic acid（BCA）蛋白定量试剂盒，天根生化科技(北京)有限公司，批号：PA115；2×上样缓冲液，美国 BIO-RAD 公司，批号：1610737；预染色蛋白分子量标准品、ECL发光液，美国Thermo scientfic公司，批号：26616、32209；硝酸纤维膜（PVDF）膜（0.2 μm），美国BIO-RAD公司，批号：1620256；感光胶片，日本富士胶片公司。

1.3 仪器 MCO175二氧化碳培养箱，日本SANYO公司；G154DWS高压蒸汽灭菌锅，广州合众生物科技有限公司；AEL-160电子分析天平，日本岛津公司；多功能酶标仪，瑞士TECAN公司；Genios倒置显微镜，日本奥林巴斯公司；高速离心机，北京医用离心机厂；Mini-PROTEAN®Tetra垂直电泳仪，PowerPacTMGC-800光密度扫描仪，POWER/PAC 1000电泳仪，TMMP成像系统，美国BIO-RAD公司。
1.4 小鼠巨噬细胞RAW264.7的培养 RAW264.7细胞加入新鲜的含10%胎牛血清的DMEM培养基，用毛细管充分吹打均匀，制备单细胞悬液，并用血细胞计数板计数。分别按每孔1000个、2000个、4000个的细胞数量接种于96 孔细胞培养板中，用10%胎牛血清的DMEM培养基补充至每孔100μL，在37 ℃、饱和湿度、5%CO2培养箱中静置培养。
1.5 牛大力多糖给药浓度确定 称取牛大力多糖 5 mg 溶于 5 mL 空白DMEM高糖培养基，得到浓度为1mg•mL-1的母液，从1 mg•mL-1稀释100倍，得到10 μg•mL-1，再继续稀释10倍，得到1000 ng•mL-1，依次稀释10倍和100倍，得到100和10 ng•mL-1。取对数期生长的细胞以每孔1×105接种于96 孔的细胞培养板中，24 h细胞贴壁后，通过CCK-8实验检测：在96孔板中接种细胞悬液，将培养板放在培养箱（37 ℃，5% CO2的条件下）预培养，4 h后向每孔加入10 uL的CCK-8溶液，将培养板在培养箱内孵育2 h后，用酶标仪在450 nm处测定吸光度（OD），连续重复七天，测定每天的OD值，得出各个密度的生长曲线[6]。根据寇氏法[7]计算牛大力多糖的半抑制浓度（IC50）=27.3 μg•mL-1，对RAW264.7细胞进行细胞毒反应，依据IC50设定10，100，1000 ng•mL-1 3个给药浓度进行实验。

1.6 实验分组及给药 将对数生长期的RAW264.7细胞分别按每孔6×105个培养接种到6孔细胞培养板中（300倍于96孔板的密度），随机分为空白对照组、模型对照组（10 μg•mL-1的LPS)、牛大力多糖低、中、高剂量组（10，100，1000 ng•mL-1）。加入药物后将细胞放入CO2培养箱中孵育2 h，再每孔加入10μg LPS继续培养10 h，备用。

1.7 ELISA法测定IL-1、IL6、TNF-α的水平 用磷酸缓冲盐溶液（PBS）将细胞清洗，然后用RIPA Lysis Buffer（RIPA裂解液）裂解，使用蛋白定量试剂盒作蛋白定量，依照酶联免疫吸附测定（ELISA）法，按照抗原包被、加入样品、加入酶标抗体、加入底物显色、最后终止反应等步骤，使用瑞士TECAN多功能酶标仪在450 nm处测定OD值，建立标准曲线，计算出IL-6、IL-10、TNF-α释放量。

1.8 Western Blot法测定I-κBα蛋白和NF-κB P65蛋白 小心吸弃原培养液，每孔用PBS缓冲液小心洗涤3 次后，每孔加入100 μL蛋白裂解液，充分裂解5 min。用细胞刮将贴壁细胞从6孔板里刮出，用移液枪吸出液体至预冷的1.5 mL EP管，振荡10 min，使蛋白充分溶出。15000 rpm·min-1，4℃离心10 min。将上清液移至新的EP管，不要碰到沉淀，各组蛋白使用BCA蛋白定量法定量，使用RIPA裂解液（1x的Loading buffer）1∶9，在沸水浴中煮沸5 min，保存。以40 μg蛋白样品上样，SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转移至PVDF上，将电转后的PVDF用5%的牛血清白蛋白（BSA）封闭，过夜，然后取出膜，按IκB-α（1∶800）、NF-κB（1∶1000）、内参β-actin（1∶1500）与PVDF膜37 ℃孵育2 h，再用辣根过氧化酶羊抗小鼠IgG抗体（1∶1000稀释）37 ℃孵育1 h，用ECL发光液进行显色，暗室压片，用BIO-RAD GC-800光密度扫描仪对胶片进行扫描并保存，用BIO-RAD分析软件对蛋白含量进行灰度值分析。

1.9 统计学处理方法 所有计量资料均以均数±标准差（
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±s）表示，用SPSS 13.0软件进行统计学处理，组间比较采用单因素方差分析，以P<0.05表示差异有统计学意义。用BIO-RAD分析软件对蛋白含量进行灰度值分析，以各实验组中目的蛋白IκB-α和NF-κB P65与相应的β-actin的灰度的比值作为计算目的蛋白的相对含量。

2 结果
2.1 RAW264.7细胞种植密度的筛选及细胞生长曲线 见图1。在1000个/孔种植密度曲线可见，RAW264.7细胞在第7天才达到生长平台，而4000个/孔却在第3天过早地达到生长平台，因此选择种植密度为2000个/孔的的细胞生长速度用于实验。
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图1  RAW264.7细胞在不同种植密度下的生长曲线

Figure 1  The growth curves of RAW264.7 cells under different planting density
2.2 牛大力多糖对LPS诱导的RAW264.7细胞炎性因子表达的影响 见表1。牛大力多糖对LPS诱导RAW264.7细胞释放的IL-1、IL-6、TNF-α均有不同程度的抑制作用，其中与空白对照组比较，LPS模型组的IL-1、IL-6、TNF-α释放均显著增高（P<0.01）；与LPS模型组比较，牛大力多糖高、中、低剂量组均能不同程度地抑制LPS诱导炎性因子的释放（P<0.05，P<0.01），且作用强度与牛大力多糖的剂量呈正相关，各组间比较差异具有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。
表1 牛大力多糖对LPS诱导的RAW264.7细胞炎性因子分泌水平的影响（
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Table 1  Effect of Polysaccharide on expression of inflammatory factors in RAW264.7 cells induced by LPS
	组别
	N
	IL-1/ng·L-1
	IL-6/ng·L-1
	TNF-α/ng·L-1

	空白对照组
	6
	42.1±8.9
	37.8±5.8
	35.4±7.1

	LPS模型组
	6
	185.3±29.8﹡﹡
	157.9±17.9﹡﹡
	95.4±13.2﹡﹡

	牛大力多糖低剂量组
	6
	152.3±22.2△●●
	101.3±23.4△●●
	74.8±16.9△●●

	牛大力多糖中剂量组
	6
	106.6±27.2△△▲▲●
	81.3±13.4△△●●
	55.3±9.5△▲●

	牛大力多糖高剂量组
	6
	69.3±10.4△△▲▲
	45.4±8.9△△▲▲
	39.4±4.7△△▲▲


注：与空白对照组比较，﹡﹡P<0.01；与LPS模型组比较，△P<0.05，△△P<0.01；与牛大力多糖低剂量组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01；与牛大力多糖高剂量组比较，●P<0.05，●●P<0.01。
2.3 牛大力多糖对LPS诱导的RAW264.7细胞IκB-α和NF-κB P65蛋白表达的影响 按照Western Blot法，牛大力多糖对LPS诱导RAW264.7细胞IκB-α和NF-κB P65的的灰度值检测结果如下图2。
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A.空白对照组；B.LPS模型组；C.LPS牛大力多糖高剂量组；D.牛大力多糖中剂量组；E.牛大力多糖低剂量组
图2  各组细胞中IκB-α、NF-κB P65蛋白表达的凝胶电泳图

Figure 2  Gel electrophoresis results of IκB-α and NF-κB P65 protein expression in each cell
见表2。与空白对照组比较，LPS模型组的IκB-α的蛋白表达显著降低（P<0.01）、NF-κB P65的蛋白表达显著增高（P<0.01）；与LPS模型组比较，牛大力多糖能提高IκB-α蛋白表达并降低NF-κB P65（P<0.01，P<0.05），且与牛大力多糖的剂量呈正相关，各组间比较差异具有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。

表2  牛大力多糖对LPS诱导RAW264.7细胞IκB-α和NF-κB P65表达的影响（
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Table 2  Effect of Polysaccharide on expression of IκB-α and NF-κB P65 in RAW264.7 cells induced by LPS
	组别
	N
	IκB-α/β-actin
	NF-κB P65/β-actin

	空白对照组
	6
	0.84±0.09
	0.35±0.03

	LPS模型组
	6
	0.26±0.06﹡﹡
	0.78±0.02﹡﹡

	牛大力多糖低剂量组
	6
	0.31±0.03△●●
	0.71±0.12△●●

	牛大力多糖中剂量组
	6
	0.43±0.05△△▲▲●●
	0.49±0.06△△▲▲●●

	牛大力多糖高剂量组
	6
	0.63±0.08△△▲▲
	0.20±0.06△△▲▲


注：与空白对照组比较，﹡﹡P<0.01；与LPS模型组比较，△P<0.05，△△P<0.01；与牛大力多糖低剂量组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01；与牛大力多糖高剂量组比较，●P<0.05，●●P<0.01。
3 讨论

巨噬细胞是一种异质性的细胞群体，在宿主防御、炎症感染中起着重要作用，其中M1型巨噬细胞主要由LPS、IL-1激活，而RAW264.7细胞系则是小鼠单核细胞/巨噬细胞，介导着机体炎症反应，被视为破骨细胞的前体细胞[8-9]。LPS则是革兰氏阴性细菌的细胞壁组分，通过其特异的Ⅰ型跨膜蛋白Toll样受体4（TLR-4），诱导与机体免疫相关细胞的活化，引起炎症反应；通过刺激细胞激活细胞外调节蛋白激酶、c-Jun氨基末端激酶、p38蛋白以及经典的IL-6炎症通路，再作用于各自的底物，LPS影响了多种转录因子的活性，从而调节IL -1、IL -6、TNF-α等炎症因子在内的基因表达[10-11]。因此本研究所用的LPS活化的RAW264.7巨噬细胞模型更趋近于炎症细胞类型，其释放的IL-1、IL-6、TNF-α炎症因子显著增多。
LPS诱导的炎症反应信号通路与TLRs家族有关，所介导的信号传导通路中最重要的下游通路是转录因子NF-κB信号传导通路。NF-κB作为一个转录因子蛋白家族，广泛存在于哺乳动物细胞，可参与机体的免疫反应、细胞分化、炎症反应及应激反应，家族包括p50、p52、p65等任意两种的二聚体，最常见的二聚体是p65与p50组成的异二聚体[12-13]。本研究显示，LPS致炎过程中IL-1、IL-6、TNF-α释放增加，该类炎症细胞因子可刺激传导信号的关键物质NF-κB p65的表达。
在正常状态下细胞质中的NF-κB与IκB形成复合物，NF-κB的核定位信号被掩盖，当细胞被外来因素（病理）刺激时，IκB在IκB激酶的作用下磷酸化并被降解，与NF-κB分离，NF-κB的核定位信号暴露，NF-κB进入细胞核，结合了与靶基因增强子顺式元件κB序列，启动基因转录，进而释放各类炎症因子，引发炎症反应[14-15]。本研究采用Western Blot分析方法显示，在RAW264.7细胞中牛大力多糖通过增加IκB-α蛋白的表达，IκB-α与NF-κB结合增多，使得NF-κB的核定位信号被掩盖，从而降低炎症因子IL-1、IL-6、TNF-α的释放，起到抗炎作用，并呈剂量依赖性。该实验结果提示牛大力能够能够抑制LPS介导的NF-κB信号通路的激活，为阐明含牛大力制剂的药效物质基础提供科学依据。
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