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黄芪甲苷对脂多糖刺激单核细胞的保护作用

及其机制研究

冀晓俊，李 昂，段美丽，张淑文

(首都医科大学附属北京友谊医院重症医学科，北京100500)
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·论著·

【摘要】 目的 观察黄芪甲苷对脂多糖(LPS)刺激的单核细胞能否起保护作用及其机制。方法 以LPS

刺激体外培养的大鼠单核细胞，首先观察LPS诱导单核细胞发生凋亡的最佳浓度，再将黄芪甲苷按浓度梯度

(分别为1 000、300、100、30、10、3弘g／m1)加入细胞培养上清液中，测定其最大无毒浓度(TD。)及半数中毒浓度

(TD；。)；并以不同浓度黄芪甲苷干预，测定黄芪甲苷的半数有效浓度(ED。。)和95％有效浓度(ED。；)。采用异硫

氰酸荧光紊／藻红蛋白标记的膜联蛋白V(AnnexinV—FITC／PI)染色和赫斯特荧光染料(Hoechst33258)荧光

单染，流式细胞仪观察黄芪甲苷对LPS所致细胞凋亡的保护作用。结果LPS在单核细胞培养上清液中的浓

度为100 ng／ml时可以诱导细胞凋亡，凋亡率为(43．67±7．14)％。黄芪甲苷的TD。>1 000弘g／ml时，TD5。无

法测出，其ED。。和ED。5分别为27．31 pg／ml和101．29 pg／ml；用100弘g／ml黄芪甲苷进行干预后，培养的细胞

贴壁良好，核浓缩、核着边等现象显著减少，凋亡率明显下降(P<o．01)。结论黄芪甲苷对LPS刺激后的单核

细胞有保护作用，其机制与抑制细胞凋亡有关。
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A study on protection and mechanism of astragaloside IV on monocytes stimulated by lipopolysaccharide t，J

Xiao—iun．LI Ang，DU AN Mei—li，z HANG Shu一协e71．Intensive Care Unit，Beijing Friendship Hospiral，

Affiliated tO Capital Medical University，Beiring 100500，China

【Abstract】 Objective To investigate the protective effect and mechanism of astragalosideⅣon

monocytes stimulated by lipopolysaccharide(LPS)．Methods LPS was introduced into culture medium of

monocytes to come into being inflammation model in vitro．And the optimal concentration of inducing

monoctye apoptosis was investigated．The concentrations of astragalosideⅣused in this experiment were

1 000，300，100，30，10，3／19／ml，respectively．Then the data of maximum nontoxic dose(TDo)，50％toxic

dose(TD50)，effective dose in 50％(EDso)and effective dose in 95％(ED95)were calculated by DAS

software． Annexin V—fluorescein isothiocyanate／phycoerythrin(FITC／PI)staining and Hoechst 33258

fluorescence staining were used，and flow cytometry was applied to observe the protective effects of

AstragalosideⅣon LPS-induced apoptosis．Results The phenomenon of eell apoptosis was significant when

the concentration of LPS in supernatant fluid reached i00 ng／ml，the rate of apoptosis being(43．67士

7．14)％．The TDo of astragalosideⅣon monocytes was higher than 1 000 pg／ml and the datum of TD50 could

not be obtained．The data of ED50 and ED95 of astragaloside 1V was 27．31 pg／ml and 101．29 gg／ml，

respectively．Astragaloside N(100 pg／m1)could significantly inhibit the occurrence of apoptosis induced by

LPS：the cultured monocytes well adherent to the wall and the phenomena of apoptosis reduced remarkably，

such as，chromatin margination and nuclear condensation}the rate of apoptosis was decreased obviously

(P<0．01)．Conclusion Astragaloside N exhibits the protective effect on monocytes infected by LPS．The

mechanism iS related tO itS inhibitory effect on LPS—induced monocyte apoptosis．

[Key words] Lipopolysaccharide I Astragaloside N}Monocyte；Apoptosis

严重脓毒症的抗炎治疗是临床难题。已有研究

认为黄芪多糖可发挥部分抗炎作用Ⅱ]。本课题组前

期研究已证实多种黄芪分离物均有不同程度的抗炎

作用，其中以黄芪作用甲苷尤甚。本研究旨在观察黄

芪甲苷对脂多糖(LPS)诱导的细胞凋亡是否具有抑

制作用。

1材料与方法

1．1实验动物与试剂：8周龄雄性Wistar大鼠，体

重210---230 g，平均(220士15)g，购自中国医学科

基金项目：国家知识产权局专利(200810101220．8)

作者简介：冀晓俊(1973一)，男(汉族)，山西省人，医学博士，主

治医师。

学院实验动物研究所(动物许可证号：SCXKII一07—

0012)；RPMll640培养基(美国Gibco公司)，胎牛

血清(北京元亨圣马公司)，LPS(E．coli，0111：B4，

北京碧云天生物技术研究所)；异硫氰酸荧光素／藻

红蛋白标记的膜联蛋白V(Annexin V—FITC／PI)染

色和赫斯特荧光染料(Hoechst33258)荧光单染试剂

盒购自武汉博士德公司。

1．2药物制备：黄芪甲苷由中国科学院兰州化学物

理研究所提纯分离，纯度97．6％。使用时用二甲亚

砜(DMSO)将药物完全溶解，再溶于DMEM培养

基中，过滤除菌，4℃保存备用。使用时用倍比稀释
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方法分别稀释为1 000、300、100、30、10、3弘g／ml。

1．3 LPS刺激单核细胞模型建立陪s]：分离并培养

外周血单核细胞，以锥虫蓝染色检查细胞存活率

[(细胞总数一蓝色细胞数)／细胞总数×100％]。细

胞贴壁后24 h换液，以生理盐水溶解LPS，过滤除

菌；分别以1 000、500、100、10 ng／ml梯度浓度加入

细胞培养上清液，通过流式细胞仪检测LPS对单核

细胞的影响。

I．4黄芪甲苷的药物毒性实验：测定黄芪甲苷最大

无毒浓度(TD。)及半数中毒浓度(TD。。)[引。正常培

养单核细胞，待细胞融合达75％时加入不同浓度黄

芪甲苷，同时设空白对照组，作用72 h后，加入四甲

基偶氮唑盐(MTT)进行活细胞染色，酶标仪检测各

组波长570 nm处的细胞吸光度(A)值，依据DAS

软件计算黄芪甲苷对单核细胞的毒性。

1．5黄芪甲苷的药效学实验：测定黄芪甲苷半数有

效浓度(ED。。)和95％有效浓度(ED。。)‘引。在96孔板

中培养单核细胞，分为空白对照组、LPS刺激组、药

效测定组(不同浓度黄芪甲苷+LPS)。当LPS刺激

组细胞接近全部死亡时(约72 h)，加入MTT进行

活细胞染色，利用酶标仪检测细胞A值，依据DAS

软件计算黄芪甲苷药效学指标。

1．6细胞凋亡实验：用流式细胞仪分析细胞凋亡

率[5]。将各组细胞培养48 h后，进行消化、乙醇固

定；加入RNA酶A，37℃下孵育30 rain；PI暗染

30 min，用流式细胞仪进行凋亡分析。

1．6．I Annexin V—FITC／PI染色方法：将单核细

胞分组培养至显微镜下有明显差异后，弃上清液，用

冷磷酸盐缓冲液(PBS)洗3次；依次加入Binding缓

冲液和Annexin V—FITC，避光室温反应15 min后

加入2．5弘l PI；用激光扫描共聚焦显微镜(LSCM)

检测并照相。

1．6．2 Hoechst33258荧光单染观察染色质凝聚：

细胞消化后以PBS冲洗2次，加入Hoechst33258

(终浓度10 pg／m1)，于37℃孵箱染色30 rain；涂

片，荧光显微镜下观察并摄像。

1．7统计学方法：实验数据采用SPSS统计软件分

析，药效学指标依据DAS软件。统计数据以均数±

标准差(z士s)表示，组间比较用one—way ANOVA

检验及t检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1黄芪甲苷的药物毒性结果(图1)：不同浓度黄

芪甲苷作用于单核细胞后MTT染色显示，各组A

值间比较差异无统计学意义(均P>O．05)，无法测

出黄芪甲苷的TDso，可以认为黄芪甲苷在单核细胞

水平的TD。>1 000 pg／ml。
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圈1不同浓度黄芪甲苷作用于单核细胞MTr染色后A值

2．2黄芪甲苷的药效学结果(图2)：约72 h倒置显

微镜下观察LPS刺激组细胞接近全部死亡，用酶标

仪检测细胞A值，依据DAS软件计算出黄芪甲苷

EDso为27．31弘g／ml、ED95为101．29 pg／ml。在后续

实验中，以100弘g／ml作为黄芪甲苷的实验浓度。
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圈2不同浓度黄芪甲苷千预LPS刺激后的

单核细胞存活宰

2．3黄芪甲苷对LPS引起细胞凋亡的影响(表1；

图3)：LPS浓度为1 000 ng／ml时，单核细胞大部分

坏死，流式细胞仪检测不出凋亡细胞的存在；当浓度

<100 ng／ml时，能够检测到显著的凋亡峰。黄芪甲

苷浓度在100 pg／ml以上能够显著抑制LPS诱导

的细胞调亡(均P<0．01)。

裹1黄芪甲苷对不同浓度LPS致细胞凋亡率的影响白=8)

LPS浓度黄芪甲苷浓 凋亡率 LPS浓度黄芪甲苷浓 MC$

(ng／“)度(flg／m1) G+s，％) (1lg／m1)度(腿／m1) G+s，％)

1 000 0 — 100 50 36．37士6．54

500 0 48．84士6．88 100 100 6．15士2．24‘

100 0 43．67士7．14 100 200 0．93士0．21‘

10 0 14．21士2．17 0 0 0．34士0．07

注；一代表坏死，与LPS 100 ng／ml、黄芪甲苷0时比较，‘P<O·01
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A、B、C、D仅加入LPS，浓度分别为1 000、500、100和10 ng／ml，

E、F、G中加人固定浓度的LPS(100 ng／m1)，黄芪甲苷浓度分别为

50、100和200耀／ml；H为空白对照组

圈3黄芪甲苷对LPs引起细胞凋亡的影响

2．4黄芪甲苷对单核细胞的保护作用(彩色插页图

4---5)：空白对照组细胞贴壁良好。LPS(100 ng／m1)

刺激组大部分细胞已死亡，开始脱离贴壁，存在的细

胞表现为明显的凋亡形态；核着边、核浓缩。黄芪甲

苷(100肛g／m1)干预组细胞贴壁良好，观察不到凋亡

变化，说明黄芪甲苷抑制LPS引起细胞凋亡发生。

3讨论

脓毒症时过度全身炎症反应是引起器官功能损

害甚至死亡的根本原因，目前针对脓毒症炎症反应

治疗的临床效果并不理想，未能提高治愈率及患者

生存率。因此，寻找有效抗炎治疗手段有重要意义。

黄芪具有良好的免疫调节作用，可通过提高血

清白细胞介素一2(IL一2)改善机体细胞免疫功能[6]。

本课题组前期研究表明，黄芪可抑制急性感染患者

血中一氧化氮(N0)的大量产生，使肿瘤坏死因子一a

(TNF—a)、IL一1、IL一6水平迅速下降，减轻促炎因子

的病理损害等作用，表明黄芪具有抑制炎症反应的

作用口_9]，但其有效药用部位的物质基础及作用靶位

一直没有明确定论。黄芪主要含有黄芪苷I、I、Ⅳ

等皂苷类、黄酮类、氨基酸类、多糖类、生物碱等。目

前，黄芪多糖是研究最多的化学组分，其药理作用非

常广泛，包括免疫调节、抗肿瘤、调节血糖、抗菌抗病

毒等n乱131；但是对于黄芪的其他化学成分研究不多。

本课题组经过多年研究，证实多种黄芪分离物均有

不同程度的抗炎作用，其中黄芪甲苷作用尤甚，而且

黄芪甲苷作为一种单体化合物，具备开发一类新药

的潜力，通过包括本研究在内的系列实验，目前已获

取黄芪甲苷在体外的毒性数据(TD；。和TD。)，并掌

握黄芪甲苷对抗LPS损伤单核细胞的药效学数据，

充分证明黄芪甲苷在抗炎治疗方面具有极大的潜在

药用价值。在本研究药理学实验中，通过对LPS引

起单核细胞凋亡的观察，明确了抑制细胞凋亡是黄

芪甲苷保护单核细胞的主要机制之一。但是，细胞凋

亡是一个复杂的过程，其机制不仅涉及细胞内多条

通路，如膜受体激活、细胞色素C释放和天冬氨酸

特异性半胱氨酸蛋白酶激活途径、线粒体途径等，而

且与体内免疫状态(各种细胞因子及免疫细胞活性)

存在密切关系。因此，本课题组下一步将利用大鼠建

立体内炎症模型，进一步探索黄芪甲苷抑制细胞凋

亡机制的确切机制，为黄芪甲苷应用于抗炎治疗奠

定理论基础。
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