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甘草多糖对腹腔巨噬细胞分泌TNF—Q及

mRNA表达的影响

程安玮，金征宇+
(江南大学食品学院，江苏无锡214122)

摘 要：研究了甘草多糖(GP)对巨噬细胞肿瘤坏死因子一a(TNF．a)的分泌及mRNA表达的影

响。结果表明：GP能剂量依赖性地增加活化的巨噬细胞TNF—a的分泌量，当GP的添加量为200

弘g／mL时，TNF-a的分泌量和TN卜a mRNA表达达到峰值。在GP添加量为100 pg／mL，培养

时间为12 h时，TNF-a的分泌量和TNF—a mRNA表达量最大。
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Effects of Glycyrrhiza Polysaccharid on Tumor Necrosis Factor-a

and mRNA in Peritoneal Macrophages
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Abstract：Effects of Glycyrrhiza Polysaccharide 013 the production of tumor necrosis factor alpha

(TNFLa)and the expression of TNF-a mRNA were investigated．The results showed that TNF—

a production was increased in a dose-dependent manner．The maximal productions of TNF一0t and

TNF—a mRNA were achieved with 200弘g／mL GP presented．The maximum value of TNF-a

production and TNF—a mRNA expression achieved at around 12 h with 100 txg／mL GP．
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甘草(Glycyrrhiza uralensis F．)作为传统中

药具有补脾、润肺、解毒、和药等功效，近年来各国

学者对甘草化学成分提取研究十分青睐，但多数只

注重于三萜类和黄酮类化合物的提取。而对甘草多

糖(Glycyrrhiza Polysaccharid，GP)的研究较少。

GP是甘草重要的活性成分之一，具有免疫调节作

用，还具有抗肿瘤、抗病毒等作用[1J。肿瘤坏死因

子(TNF—a)是迄今为止发现的抗肿瘤活性最强的

细胞因子，对体内外多种肿瘤细胞具有明显的细胞

毒作用。活性多糖能诱导激活巨噬细胞TNF—a合

成并分泌到细胞外，与其靶细胞上的TNF-a受体结

合，对众多的组织器官产生生物学效应。作者研究
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了GP对巨噬细胞TN卜a及mRNA表达的影响，

进一步从基因表达水平揭示GP的免疫调节作用及

其抗肿瘤活性的作用机理。

1材料与方法

1．1器材和试剂

1．1．1主要仪器 数显恒温水浴锅，bhchi R-521

型旋转蒸发仪，索氏回流装置，UV-721型分光光度

计，BSA一100型自动部分收集器，FD-40H冷冻干燥

机，WJ-12F型二氧化碳培养箱，550型酶标仪，HB—

PX一200型PCR仪，GDS-7600G型凝胶成像仪。

1．1．2试剂 小牛血清(Hy．clone)；脂多糖(LPS，

Sigma)；RPMI一1640(Gibeo)培养液(含体积分数

lO％的小牛血清，青、链霉素各100 U／mL)。

RNAiso和TaKaRa RNA PCR kit(AMV)vet．3．0，

大连宝生物公司提供。标准DNA Marker(100—

2000 bp)和GoldviewnaⅡTM，北京博大泰克生物公

司提供。TNF—a引物序列(374 bp)由上海生工生

物技术有限公司合成：正链5’一CCTGTAGC—

CCACGTCGTAGC一3’； 负链 5’一TTGACCT—

CAGCGCTGAGTTG3’。其余常规试剂均为分析

纯。

1．1．3动物 BALB／C小鼠，雄性，6～8周龄，体

重(18．2土0．3)g，北京大学实验动物中心提供。

1．1．4甘草多糖的提取与纯化 水提醇析法：甘

草根茎产自内蒙古，晒干粉碎过30目筛，用无水乙

醚回流脱脂6 h，滤去母液，残渣阴干后，加质量分

数95％的乙醇回流4 h，残渣阴干。脱脂后的干品

按每克加浸提液10 mL，90℃水浴浸提3次，每次

3～4 h，合并滤液，旋转蒸发仪浓缩到合适体积，加

质量分数15％的三氯乙酸脱蛋白，离心除去沉淀，

清液加入1 mol／L NaOH中和至中性。透析袋对

流水透析3 d，袋内溶液浓缩到适当体积。加4倍

体积的无水乙醇4℃沉淀过夜，离心收集沉淀，用

乙醚和无水丙酮依次洗涤3次，真空冷冻干燥得到

灰白色的粗多糖。称取一定量的粗多糖，加适量蒸

馏水溶解，离心，上清液DEAE一52柱层析，收集洗

脱液，用苯酚一硫酸法检测多糖，合并洗脱液多糖高

峰部分浓缩，然后用Sephadex G-200柱层析，收集

合并大峰部分，透析浓缩。冷冻干燥得到纯化的白

色絮状甘草多糖。GP溶液的配制：准确称取纯化

GP 250 mg于50 mL容量瓶中，用pH 7．2的磷酸

缓冲液(PBS)溶解定容配成5 mg／mL，20,um滤膜

过滤除菌，4℃贮存，使用时加入培养液稀释至合适

浓度。

1．2试验方法

1．2．1 巨噬细胞的分离与纯化 小鼠颈椎脱臼处

死，放人体积分数75％的酒精中浸泡30 S，腹腔注

入10 mL PBS缓冲液，用棉球轻揉腹部1～2 min

后吸取腹腔液于离心管中，以1 000 r／min离心5

min，弃上清液收集巨噬细胞，苔盼蓝染色证实细胞

活率在95％以上，用RPMI一1640培养液调整细胞

浓度至5×105／mL。将巨噬细胞悬液接种于6孔

细胞培养板中，每孔培养液3 000“L，置二氧化碳

培养箱(质量分数5％的CO。，37℃)培养3 h后轻

轻吸弃培养液，用PBS洗去未贴壁细胞，重复洗涤

3次，即得到纯化的腹腔巨噬细胞。

1．2．2 TNF—d的诱生 上述制备的巨噬细胞，加

入不同浓度的GP或／和LPS，在质量分数5％的

C02、37℃条件下孵育48 h；或者固定GP的添加量

为100肛g／mL，培养不同时间后，收集巨噬细胞用

于mRNA的提取，取上清液，一70℃保存，供测定

TNF—a活性时使用。

1．2．3 TNF—a生物活性测定 用L929细胞株细

胞毒法测定[2]，收集对数生长期L929细胞，用RP-

MLl640调细胞浓度为5×105／mL，于96孔板中每

孔加100弘L，加上清液50肛L共培养48 h，用酶标

仪检测其492 nm处的吸光度。

1．3 mRNA的提取与RT-PCR

1)mRNA提取、RNA逆转录及eDNA的PCR

扩增，按试剂盒说明书进行。PCR扩增条件：先95

℃预变性5 min，然后95℃×50 S，60℃×30 S，

72℃×90 S，做35个循环，最后一个循环72℃×5

rain。

2)电泳用l×TBE配制质量分数1．5％的琼脂

糖，内含质量分数l％的GoldviewnaII TM。取5“L

PCR产物与1弘L的Loading Buffer缓冲液混匀点

样，电压48 V条件下电泳80 rain，于凝胶成像仪下

观察拍照。

2结果与分析

2．1 GP添加量对TNF-a及mRNA表达的影响

GP添加量对TNF-a分泌量的影响见图1。

TNF-a的分泌量与A伽值成反比关系，GP与巨噬

细胞共同培养48 h，能明显促进TNF—a的分泌，随

着添加量的增加，GP的诱导作用呈上升趋势，但是

当添加量大于200弘g／mL，诱导作用呈稳定趋势，

这表明GP的添加量并不是越大越好。
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图1 GP添加量对TNF-a的影响

Fig．1 Effects of GP concentration on the production of

TNF-n

LPS(2／19／mL)和GP(0～400／_￡g／mL)的协同

试验表明，添加LPS各组分泌TNF—a的量明显高

于对应的单独添加GP的组，并且变化趋势与单独

添加GP的变化趋势基本相同；但当GP的添加量

较高时(>100弘g／mL)，LPS对TNF-a的诱导分泌

量增加幅度变小。这表明，在GP添加量较低的情

况下，LPS对巨噬细胞的TNF—a诱导分泌作用比

较明显，当GP的添加量增大后，诱导作用增加不明

显。这一结果通过检测GP的添加量对TNF—a

mRNA表达的影响得到进一步证实。图2表明，

GP对巨噬细胞mRNA表达存在着量效关系，巨噬

细胞在静止状态下，也就是没有添加GP时，TNF—a

mRNA基本上没有表达；添加低质量浓度的GP(10

／-g／mL)，mRNA表达非常微弱；当GP添加量较高

(>100弘g／mL)时，TNF-a mRNA表达明显加强；

但当剂量超过200 pg／mL，mRNA表达增加不明

显。这与GP添加量对TNF-a的分泌量影响的变

化趋势基本一致。

注：标准marker分离出的片段从下到上依次为2 kb、1 kb、750

bp、500 bp、250 bp、100 bp，扩增的目的基因片段为374 bp

图2 GP添加量对TNF_口mRNA表达的影响

Fig．2 Effects of GP concentration on the expression of

TNF-a mRNA

2．2 培养时间对TNF-a及mRNA表达的影响

培养时间对TNF—a分泌量的影响见图3。细

胞培养液固定GP的添加量为100 ttg／mL，培养0
～48 h。结果表明：随着培养时间的延长，TNF—a

的分泌量增加，当培养时间超过12 h后，TNF—n的

分泌量增加不明显，基本趋于稳定，这表明GP诱生

TNF—a的分泌量存在最佳的时效关系，即TNF-a

达到峰值的时间在12 h。
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图3培养时间对TNF-q的影响

Fig．3 Effects of culture time on the production of

TNF-a

图4表明，在GP添加量为i00／zg／mL时培养

时间对TNF—a mRNA表达的影响。当培养时间到

3 h，TNF一口mRNA就有明显的表达，随着培养时间

的延长，mRNA的表达逐渐增加，但是当培养时间

延长到12 h，mRNA的表达基本趋于平衡。这与培

养时间对TNF-a的分泌量影响的变化趋势也是基

本一致的。

注：标准marker分离出的片段从下到上依次为2 kb、1 kb、750

bp、500 bp、250 bp、100 bp，扩增的目的基因片段为374 bp

图4培养时间对TNF-a mRNA表达的影响

Fig．4 Effects of culture time On the expression of TNF-

amRNA
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3 结 语

TNF—a由产生它的细胞如巨噬细胞等合成后，

分泌到细胞外，与其靶细胞上的TNF—a受体结合，

对众多的组织器官产生生物学效应，是细胞因子网

络中一个重要的多功能成员。具有维持内部自稳、

抵御各种致病因子的重要作用。TNF—a抗肿瘤作

用主要是由于：TNF-a为激发性细胞因子，可启动

广泛的免疫炎症反应，介导天然细胞毒细胞、单核

细胞和巨噬细胞，对癌细胞有杀伤和溶瘤作用[33；

TNF-a可作用于血管内皮细胞，使肿瘤的血管变形

受损或形成血栓，导致肿瘤发生出血性坏死或因营

养缺乏而消退[41；TNF—a可通过诱导某些肿瘤细胞

凋亡来抑制癌细胞增生。

Takada K等的研究表明：从甘草匍匐茎中分

离出的一种多糖具有明显的抗补体活性，该多糖包

含一个活性核心，以1，3一D半乳糖组成一个主链，

在主链半乳糖某单元的6位带有一个由1，6一半乳

糖残基组成的侧链分支，这种结构对抗补体活性是

非常重要的哺]。Nose M等研究证明，从Glycyr—

rhiza sp．提取的甘草粗多糖能诱导增强小鼠腹腔

巨噬细胞NO的分泌量[6]。Yang G等也研究报道

GP能增强巨噬细胞的吞噬能力，并能增加巨噬细

胞IL-1的释放量[7]。

本实验研究结果表明：GP能剂量依赖性地增

加活化的巨噬细胞TNF—a的分泌量，随着其添加量

的增加，TNF—a分泌量增加，当添加量较高时(>

200弘g／rnL)，TNF-a分泌量不再增加并趋于稳定。

时效关系试验表明：巨噬细胞培养液中添加GP，培

养在比较短的时间就能增加TNF—a分泌量，当培养

时间达到12 h时，分泌量达到最大，随着时间的延

长，分泌量不再增加。通过RT—PCR试验，结果基

本一致。巨噬细胞在静息状态下，基本没有TNF—a

mRNA表达；加入GP刺激后，TNF—a mRNA的表

达增多。提示GP诱导巨噬细胞分泌TNF—a的机

制之一是提高mRNA的表达水平。
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