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【摘要】 目的观察黄芪注射液对脂磷壁酸(LTA)和脂多糖(LPS)刺激人原代巨噬细胞炎性因子表达的

影响，探讨黄芪注射液对革兰阳性(G+)菌及革兰阴性(G一)菌脓毒症炎症反应的作用机制。方法使用Pereoll

密度梯度离心法分离人外周血单核细胞，以免疫抗体磁珠提纯单核细胞，经12 d在重组人粒一巨噬细胞集落

刺激因子(rhGM—CSF)诱导下培养为人巨噬细胞。将培养的人巨噬细胞接种于96孔板(每组3孔)和6孔板

中(每组3孔)，按随机数字表法分为对照组(加入DMEM培养液，每孑L 200 ixL)、LTA 1 mg／L组、LPS 0．1 mg／L

组以及黄芪注射液低(0．1 mg／L)、高(0．2 mg／L)剂量组。将培养板置于培养箱中孵育24 h后，用酶联免疫吸附

试验(ELISA)检测各组上清液中自细胞介素(IL_8、IL-10)的蛋白含量，用实时荧光定量反转录一聚合酶链

反应(RT—qPCR)检测IL一8、IL一10的mRNA表达水平。结果LTA、LPS均能明显上调巨噬细胞表达促炎因
子IL一8及抗炎因子IL一10水平，培养8 h和24 h，LTA组、LPS组IL一8和IL一10蛋白以及mRNA表达均较对

照组明显升高，以培养24 h升高更显著[LTA刺激组：IL一8蛋白(ng／L，×103)为41．57±1．90比1．58±0．24，
IL一8 mRNA(A值)为21．49±8．05比1．00±0．16；IL一10蛋白(ng／L)为5．90±3．02比2．91±1．54，IL一10 mRNA(A值)

为1．35±0．34比0．95±0．14；LPS刺激组：IL一8蛋白(ng／L，×103)为345．00±22．80比5．60±0．31，IL一8 mRNA

(A值)为29．84±8．93比1．00±0．16，IL一10蛋白(ng／L)为122．37±39．26比44．79±3．67，IL一10 mRNA(A值)

为7．38±1．58比1．35±0．34，均P<0．05]；黄芪注射液可使LTA、LPS刺激巨噬细胞促炎因子IL一8蛋白和

mRNA表达降低，抗炎因子IL一10蛋白和mRNA表达升高，以培养24 h黄芪注射液高剂量组的变化更为显

著[LTA刺激组：IL一8蛋白(ng／L，×103)为22．63±1．91比41．57±1．90，IL一8 mRNA(A值)为12．10±1．93比

21．49±8．05，IL一10蛋白(ng／L)为14．03±2．22比5．90±3．02，IL一10mRNA(A值)为10．37±6．08比1．35±0．34；
LPS刺激组：IL一8蛋白(ng／L，×103)为167．75±19．90比345．01±22．80，IL一8 mRNA(A值)：15．61±3．63比

29．84±8．93；IL一10蛋白(ng／L)为243．22±14．41比122．37±39．26，IL一10 mRNA(A值)为16．14±4．10比

7．38±1．58，均P<0．05]。结论在炎症反应过程中促炎和抗炎因子同时存在，黄芪注射液可抑制G+菌及

G一菌脓毒症炎症反应中促炎因子的基因和蛋白表达水平，同时可促进抗炎因子的基因及蛋白的表达水平，进而

影响脓毒症的免疫机制，以达促炎和抗炎平衡状态。
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[Abstract] Objective To observe the effeet of Astragalus injection on the expressions of inflammatory

cytokines in human primary macrophages stimulated by lipoteichoic acid(LTA)and lipopolysaccharide(LPS)，and
investigate its effects on inflammatory reactions of Gram—positive(G+)and Gram—negative(G-)bacteria sepsis and

its mechanisms． Methods Percoll density gradient centrifugation was used to isolate the human peripheral blood

mononuclear cells．then they were purified by immune Anti—Biotin Microbeads with magnetic character and under

the induction of recombinant human granuloeyte—macrophage colony stimulating factor(rhGM-CSF)，the cells were

cultivated for 12 days in vitro，eventually the human monocyte—derived macrophage was formed．The cultured human

macrophages were inoculated in 96一well plates(each group 3 wells)and 6-well plates(each group 3 wells)．The cells

were divided into control group(200 txL DMEM added in each well)，LTA 1 mg／L group，LPS 0．1 mg／L group and low

astragalus injection(0．1 rag／L)and high astragalus injection(0．2 mg／L)dose groups．After the incubator plates were

put in an incubator for 24 hours．the protein content of IL一8 and IL一10 in supernatant were detected by enzyme—

linked immunosorbent assay fELISA)．and the mRNA expression levels of IL一8 and IL-10 were detected by real

time fluorescence quantitative reverse transcription—polymerase chain reaction rRT—qPCR)． Results LTA and

LPS all can obviously up—regulate the expression levels of pro—inflammatory factor IL一8 and anti—inflammatory
factor IL-IO of macrophage．The expressions of IL一8 and IL-10 protein and mRNA in LTA group and LPS group

were significantly higher than those in control group after culture for 8 hours and 24 hours．the degrees of increment

·论著·
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were more significantly at 24 hours『LTA stimute group：IL一8 protein(ng／L，×103)：41．57±1．90 vs．1．58±0．24，

IL一8 mRNA(A value)：21．49±8．05 vs．1．00±0．16；IL一10 protein fng／L)：5．90±3．02 vs．2．91±1．54。IL一10 mRNA

(A value)：1．35±0．34 vs．0．95±0．14；LPS stimute group：IL一8 protein(ng／L，×10’)：345．00±22．80 vs．5．60±0．3 1，

IL一8mRNA似value)：29．84±8．93 vs．1．00±0．16，IL一10proteinfng／L)：122．37±39．26 vs．44．79±3．67，IL一10mRNA

(A value)：7．38±1．58 vs．1．35±0．34，all P<0．05]．The Astragalus injection could regulate LTA and LPS to stimulate

the macrophage to decrease the expression levels of pro——inflammatorr factor IL——8 protein and mRNA and increase the

expression levels of anti—inflammatory factor IL一10 protein and tuRNA in the macrophage；the changes of regulatory

effect in the 24 hour-culture of Astragalus injection high dose group was the most significant[LTA stimute group：

IL一8 protein(ng／L，×10’)：22．63±1．91 vs．41．57±1．90，IL一8 mRNA∞value)：12．10±1．93 vs．21．49±8．05，

IL一10 protein(ng／L)：14．03±2．22 vs．5．90±3．02，IL一10 mRNA似value)：10．37±6．08 vs．1．35±0．34；LPS

stimute group：IL一8 protein fng／L，×10’)：167．75±19．90 vs．345．01±22．80，IL一8 mRNA似value)：15．61±3．63

vs．29．84±8．93；IL一10 protein fng／L)：243．22±14．41 vs．122．37±39．26，IL一10 mRNA(A value)：16．14±4．10
vs．7．38±1．58．aU P<0．051． conclusions In the process of inflammatory response．the pro—inflammatory
and anti—inflammatory factors co—exist simultaneously．Astragalus iniection can inhibit the expression levels of

pro—inflammatory factor gene and protein in the inflammatory response of G+and G—bacteria sepsis and in the mean

time．it can promote the expression levels of anti—inflammatory factor gene and protein．thus the immune mechanism

of sepsis is affected．achieving the balante between pro—inflammation and anti—inflammation．

[Key words]Lipoteichoic acid；Lipopolysaccharide；Human primary macrophages；Pro—inflammatory factor；

Anti—inflammatory factor

脓毒症是一种失控的炎症反应，是宿主对感染

反应失调而导致危及生命的器官功能不全_1 J，长期

以来其发病率和病死率居高不下心J。因此，提高脓

毒症的疗效已成为临床亟待解决的问题。黄芪注射

液是临床治疗感染性疾病的常用药物，可增强机体

的免疫功能，提高机体对感染的抵抗能力¨J，本研

究通过观察黄芪注射液对脂磷壁酸(LTA)、脂多糖

(LPS)诱导巨噬细胞释放白细胞介素(IL一8、IL一10)

的影响，探讨其治疗脓毒症时对机体炎症反应的调

节机制。

1材料与方法

1．1主要试剂、器材：DMEM培养液(美国Sigma公

司)；乙二胺四乙酸(EDTA，0．5 mol／L，美国Fluka公

司)；细胞分离液(Percoll，英国GE Heahhcare公司)；

胎牛血清(法国Biosera公司)；青霉素／链霉素

(美国Sigma公司)；L一谷氨酸盐(美国Gibco公司)；

重组人粒一巨噬细胞集落刺激因子(rhGM—CSF，

美国InvivoGen公司)；脂多糖(LPS，美国InvivoGen

公司)；LTA(美国InvivoGen公司)；四甲基偶氮唑

盐(MTT，美国Sigma公司)，IL一10酶联免疫吸附试

验(ELISA)检测试剂盒(美国InvivoGen公司)，黄芪

注射液(生药浓度2 kg／L，成都地奥九泓制药有限
公司)。

1．2人巨噬细胞的分离和培养：取健康志愿者外周

血60 mL，加入EDTA、右旋糖酐硫酸酯钠溶液沉淀

红细胞并离心，以Percoll密度梯度法分离单核细胞，

用免疫抗体磁珠提纯人原代单核细胞，37 oC、5％

CO，的培养箱中培养12 d，诱导贴壁的人巨噬细胞。

1．3分组及处理：将培养的人巨噬细胞接种于96孔

板(每组3孔)和6孔板中(每组3孔)，按随机数字

表法分为对照组(每孔加入DMEM培养液200止)、
LTA 1 mg／L组或LPS 0．1 mg／L组以及黄芪注射液低

(0．1 rag／L)、高(0．2 mg／L)剂量组。

1．4检测指标及方法

1．4．1 IL一8、IL一10蛋白表达测定：将96孔板置于

培养箱中孵育24 h，用ELISA试验H o检测各组上

清液中IL一8、IL一10蛋白表达量，在酶标仪450 nm

处读取吸光度(A)值，根据标准曲线计算出IL一8、

IL一10含量。

1．4．2 IL一8、IL一10的mRNA表达测定：将6孑L

板置于培养箱中孵育24 h，用实时荧光定量反转

录一聚合酶链反应(RT—qPCR)检测IL一8、IL一10的
mRNA表达。引物设计参照文献[5]方法。以样

品与B肌动蛋白(B—aetin)的比值表示该样品的
mRNA表达水平。

1．5统计学方法：使用SPSS 1 7．0统计软件处理数

据，计量资料以均数±标准差(互±s)表示，显著性

检验用方差分析，先检验方差齐性，方差齐时选择

LSD进行两两比较，方差不齐时选择Dunnett进行

两两比较，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1显微镜下观察人巨噬细胞的形态学改变

(图1)：培养1 d后，大部分细胞已经贴壁，但细胞

体积较小；培养4 d时，细胞体积增大，少量细胞伸

出很短的伪足；培养8 d时，细胞体积进一步增大，

伪足伸展明显；培养12 d时，细胞体积进一步明显

增大，形状从不规则形逐渐变成椭圆形，大部分细胞

呈煎蛋状，少数为长梭形，伪足进一步伸展和增加。
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图1培养1(A)、4(B)、8(C)、12 d(D)

人巨噬细胞的形态改变(中信放大)

2．2黄芪注射液对LTA或LPS刺激人巨噬细胞

促炎因子IL一8蛋白含量和mRNA表达的影响

(表1。2)：LTA或LPS刺激后，IL一8蛋白含量和

mRNA表达均较对照组显著升高(均尸<o．05)；黄

芪注射液对IL一8蛋白含量和mRNA表达的升高有

抑制作用，培养24 h时，高剂量黄芪组分别与LTA

组和LPS组以及低剂量黄芪组比较表现出统计学

差异(均P<0．05 o

2．3黄芪注射液对LTA或LPS刺激人巨噬细胞

抗炎因子IL—10蛋白含量和mRNA表达的影响

(表1～2)：LTA或LPS刺激后，IL一10蛋白含量和

mRNA表达均较对照组显著升高(均P<0．05)；黄

芪注射液对IL一8蛋白含量和mRNA表达的升高有

促进作用，培养24 h时，高剂量黄芪组分别与LTA

组和LPS组以及低剂量黄芪组比较表现出统计学

差异(均P<0．05 o

3讨论

脓毒症的发病机制是机体的过度炎症反应及

免疫功能失衡M一。Osuchowsk等o 7。通过在一个多细

菌感染脓毒症动物模型中发现，促炎和抗炎因子处

于动态变化水平；Li等旧。观察了77例住院2周的

SAP患者细胞因子后发现，血中肿瘤坏死因子一OL

(TNF一仪)，IL一6均在入院当日明显升高，2周时有

所下降，IL一10的变化与TNF一仅、IL一6基本一致。9。。

这些研究结果表明，在炎症早期就存在免疫功能紊

乱，全身炎症反应综合征／代偿性抗炎反应综合征

(SIRS／CARS)在疾病进程中处于动态变化。SIRS进

程中由于炎性介质的“瀑布样”生成，使机体发生

“级联”放大效应，将会导致自身损伤，IL一8是重要

的促炎因子，对多形核中性粒细胞具有强大的趋化

和激活作用，能增强中性粒细胞溶酶体酶活性，促进

其吞噬作用，达到杀菌的目的。CARS进程中由于

免疫麻痹，使淋巴细胞的增殖能力下降和凋亡，此时

由于炎性细胞不能有效激活，抗炎因子产生不足，

将会导致感染迁延或二重感染的发生’1 0I，免疫缺陷

者更易发生二重感染’11|。有研究表明，CLP术后

4 d继发肺炎“二次打击”模型较单纯CLP所致脓

毒症模型大鼠的死亡风险显著升高，细菌清除能力

和免疫细胞数量明显下降¨2|，考虑与CARS密切相

表1黄芪对LTA刺激人巨噬细胞IL一8及IL一10蛋白含量和mRNA表达的影响(x±s)

注：与对照组比较，aP<0．01，bp<005；与LTAl组比较，。P<0．05，oP<0．01；与LTA+低剂量黄芪组比较，8P<O．05

表2黄芪对LPS刺激人巨噬细胞IL一8及IL一10蛋白含量和mRNA表达的影响(i±s)

组别蕊
IL一8蛋白(ng，L，×103) IL一8mRNA(A值) IL'IO蛋白(ng／L)tL-IOmRNA(西垂勤

培养8h 培养24h 培养8 h 培养24h 培养8 h 培养24h 培养8h 培养骐l】¨

注：与对照组比较，aP<O．05，6P<O．01；与LPS组比较，。P<0．05，“P<0．01；与LPS+低剂量黄芪组比较，8P<0．05
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关∽o。IL一10具有很强的抗炎作用，能直接抑制巨

噬细胞的功能和促炎介质的合成及活性。因此，维

持促炎和抗炎细胞因子之间的动态平衡是减轻炎症

反应，改善脓毒症预后的重要机制。

本研究选取促炎因子IL一8和抗炎因子IL一10

作为观察指标，当革兰阴性(G一)菌的LPS和革兰阳

性(G+)菌的LTA处理效应细胞人巨噬细胞时，细胞

核内IL一8和IL一10的mRNA开始表达，在细胞核内

转录水平变化的同时细胞外IL一8和IL一10蛋白出

现相同变化趋势，LTA、LPS均能明显上调巨噬细胞

表达促炎因子IL一8及抗炎因子IL一10，在培养8 h

和24h时IL一8及IL一10表达均较对照组明显升高，

且随着时间延长表达逐渐升高，证实在炎症反应状

态下，促炎和抗炎同时存在，并处于动态变化中，这

与炎症过程中SIRS／CARS同时存在是一致的。黄

芪注射液可降低LTA、LPS刺激巨噬细胞促炎因子

IL一8蛋白和mRNA表达水平，增加LTA、LPS刺激

巨噬细胞抗炎因子IL一10蛋白和mRNA表达，提示

黄芪注射液可以抑制促炎反应、促进抗炎反应。

按中医学理论脓毒症发病过程中机体处于

SIRS／CARS的动态变化与中医正邪的动态变化不谋

而合。中医将人体与致病因素之间的相互作用称作

正邪相争，疾病的发生与否以及发生的形式等取决

于正气与邪气的盛衰及邪正相互作用的结果，“邪

气盛则实，精气夺则虚”，虚实是一个相对概念，且处

于不断地变化中，正胜邪退，则病愈，邪盛正衰，则病

进113-14]o“正气存内，邪不可干”，“邪之所凑，其气

必虚”，因此“早期扶正，积极扶正”将有助于阻止

病情恶化，是中医未病先防思想的具体应用¨5I。随

着研究的进展，中药以其价格低廉，毒副作用小，且

很少有耐药赢得了越来越多的关注¨6|。黄芪注射

液是一种常用的补气药，黄芪味甘，性微温，归肺脾

二经，具有补气固表，利尿，托毒排脓，敛疮生肌之功

效。现代药理学研究显示，黄芪注射液主要含皂苷

类、黄酮类、多糖类及氨基酸类等，其具有增强非特

异性免疫、体液免疫、细胞免疫功能的作用，且具有

免疫调节及诱生干扰素的能力[3'14，17-181，对于老年

脓毒症患者，常规西医治疗联合黄芪注射液可改善

其免疫功能¨9I。还有研究表明，黄芪注射液可以改

善多器官功能障碍综合征(MODS)患者预后坦0。，使

促炎因子的蛋白和基因表达释放高峰下降，抗炎因

子蛋白和基因表达量上升，释放高峰提前。21I。由此

可知，黄芪注射液具有双向调节作用，一方面可抑制

促炎因子的释放，解毒祛邪，阻断疾病的进一步发

展，另一方面又可扶正祛邪，促进抗炎因子的释放，

提高机体免疫力，进而改善脓毒症的预后。

综上所述，在炎症反应过程中，促炎和抗炎因

子同时存在，黄芪注射液能抑制G+菌及G一菌脓毒

症炎症反应中促炎因子的基因和蛋白表达，促进抗

炎因子的基因和蛋白表达，进而影响脓毒症免疫机

制，调节促炎和抗炎的动态平衡。但本研究仅在细

胞分子水平上进行了部分探讨，其有效药用部位的

物质基础及作用靶位尚没有明确定论。因此，还需

进一步探索黄芪注射液抗炎机制的物质基础及作用

靶位，为黄芪注射液应用于脓毒症的抗炎治疗奠定

理论基础。
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