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Abstract
AIM:To explore the rule of producing TNFα in gut macrophages
through respects of gene expression and protein synthesis
of TNF α and to observe the effect of dexamethasone (DEX),
monocolonal antibody to tumor necrosis factor alpha (TNF α moAb)
and Fufang Dachengqi Decoction compound on TNF α production.

METHODS:The cultured rat gut macrophages were divided
into five groups: control group (group C), lipopolysaccharide (LPS)
group (group L), DEX treated group (group L+D), TNF α-
MoAb treated group (group L+M), LPS plus Fufang Da
Chengqi Decoction treated group (group L+F). Each group
was divided into four phases: cultured for 3,  6,  12, and 24 h.
The supernatants were collected and frozen at –70 ℃until
TNF α was determined, and the cells were used to isolate
the RNA. TNFα levels were determined by radioimmunoas-
say method. The expression of TNF α mRNA was evaluated
by RT-PCR.

RESULTS:The level of TNFα and expression of TNFα mRNA
significantly increased at each phase in group L.The level of
TNFα significantly decreased at each phase in group L+D,
group L+M and group L+F compared with group L. The
expression of TNFα mRNA in each treatment group had no
obvious difference, compared with group L in 3 h,  but  group
L+D and group L+F  significantly decreased in 6, 12, and
24h. Group L+M still showed no obvious difference.

CONCLUSION:Gut macrophage induced by LPS can produce
more TNFα through its gene expression and protein synthesis.

DEX, Fufang Dachengqi Decoction can suppress the TNFα
mRNA transcription and protein synthesis of TNF α ;TNFα -
moAb only lowered the level of TNFα protein. The three
drugs have protective effects in inflammatory mediators
reaction, gut barrier damage and multiple organ dysfunction
syndrome (MODS).

Chen HL, Wang H,Li WL,Fan Q. TNFα expression and effects of Dachengqi
Decoctionin compound in gut macrophages . Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003;11(4):442-445

摘要
目的:探讨体外培养的肠巨噬细胞分泌TNFα的规律及地塞
米松、 TNFα单克隆抗体及复方大承气汤对LPS诱导的肠
巨噬细胞TNFα产生的影响.

方法:体外分离培养大鼠肠巨噬细胞. 设对照组、脂多糖

组、地塞米松处理组、TNFα单抗处理组和复方大承气汤
处理组. 每组分别在 3 h，6 h，12 h 和 24 h 取上清液，

用放免法检测TNFα浓度. 并分别收集肠巨噬细胞，提取
RNA，采用RT-PCR法相对定量TNFα mRNA .

结果:肠巨噬细胞经脂多糖(LPS) 诱导后，各时相TNFα分
泌及TNFmRNA表达均明显增加; 地塞米松、TNFα单克
隆抗体及复方大承气汤处理后，各时相TNFα分泌都较脂
多糖(LPS) 诱导组显著下降， 各处理组TNFα mRNA表达
在3 h时与脂多糖(LPS) 诱导组比较无明显差异， 6 h、12 h、

24 h，地塞米松、复方大承气汤处理组显著降低，而TNFα
单克隆抗体处理组无明显差异.

结论:LPS是肠巨噬细胞分泌TNFα的有效激活剂，地塞
米松、复方大承气汤能从蛋白质及核酸水平抑制TNFα的
产生，而TNFα单克隆抗体只能从蛋白质水平抑制TNFα
的产生.

陈海龙,王辉,李文利,范琦. 大鼠肠巨噬细胞TNFα表达及复方大承气汤的影
响. 世界华人消化杂志  2003;11(4):442-445

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/442.htm

0   引言

在严重感染(急性胰腺炎、急性胆道感染、外科腹内
感染等)和创伤(烧伤等)应激状态下，肠道屏障常受到
损害，产生肠源性感染和内毒素血症，引起机体严
重的全身反应和病理损害，导致MODS而死亡[1-9]. 单
核巨噬细胞系统(包括腹腔巨噬细胞、肝脏Kupffer 细
胞、肺巨噬细胞等)分泌的肿瘤坏死因子(TNFα)是机体



炎症反应的主要致病因子. 炎症反应的正确调控成为目
前研究的热点. 肠巨噬细胞是其中一部分，也是肠道
屏障的重要功能细胞. 但是单独分离出来的肠巨噬细胞
分泌TNFα的规律的研究尚未见报道. 我们通过体外分
离和培养大鼠肠巨噬细胞，研究其分泌TNFα的规律，
特别是在脂多糖刺激下TNFα mRNA表达及地塞米松、
TNFα 单克隆抗体特别是通里攻下中药复方大承气汤对
LPS诱导的肠巨噬细胞TNFα分泌及TNFα mRNA表达产
生的影响，以进一步明确肠道巨噬细胞在肠道屏障功能
中的地位，在机体全身和肠道局部炎症反应中的作用，为
临床上正确调控炎症反应，保护肠道屏障提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  ♂ SD 健康大鼠，质量 220-250 g，由大连
医科大学实验动物中心提供；RPMI 1 640培养基购自
Gibco公司；等渗细胞分离液(Percoll solution，由1份
10×Dulbecco’s磷酸盐缓冲生理盐水和9份细胞分
离液构成.不同浓度的Percoll 溶液用1× Dulbecco’s
磷酸盐缓冲生理盐水稀释；胶原酶 IV 及脂多糖(购自
Sigma公司);RNA提取试剂盒、RT-PCR试剂盒(大连宝
生物公司);大鼠TNFα放免检测试剂盒(解放军总医院科
技开发中心放免所);复方大承气汤:由大黄、川朴、枳
实、芒硝、连翘、栀子和牡丹皮等组成，其中大黄后下，
芒硝冲用. 由大连医科大学中西医结合急腹症研究所制备，
以原液再经抽提、过滤制成精制药液，含生药1 kg/L.
1.2方法  肠巨噬细胞分离和培养参照文献[10]:大鼠以密
闭CO2笼处死，迅速取全肠. 用冷PBS(pH=7.4)液冲洗
肠腔，纵向剖开，置入含1 g/L EDTA 的 Hanks 平衡
盐溶液中，37 ℃水浴振荡 60 min. 弃上清，用 5 g/L
胶原酶 IV消化 2 h. 所得细胞悬液以尼龙网过滤. 再以
Hanks 液洗涤，重悬于500 g/L 等渗细胞分离液，离
心，2 000 r·min-1，4 ℃，15 min. 收集沉淀，得肠巨
噬细胞，以无钙、镁Hanks液洗涤3遍. 用胎盘蓝染色，
细胞活力约为90 %. 计数巨噬细胞，以RPMI 1 640培养
基调细胞浓度至2×108 /L .加入24孔培养板，每孔1 mL，
置于37 ℃， 50 mL/L CO2培养箱中培养.第 1组:对照
组，细胞上清液中加入培养基0.05 mL. 第2组:脂多糖诱
导组，加脂多糖(LPS，终浓度10 mg/L)0.05 mL.第3组:地塞
米松处理组，加脂多糖(LPS，终浓度10 mg/L)0.025 mL，

同时加入地塞米松(终浓度 10-6 mmol/L)0.025 mL. 第
4组:TNFα单抗处理组，加脂多糖(LPS，终浓度10 mg/L)
0.025 mL，同时加入TNFα单抗( 终浓度 10-1 mmol/L)
0.025 mL. 第 5 组:复方大承气汤处理组，加脂多糖
(LPS，终浓度10 mg/L)0.025 mL，同时加入复方大承
气汤( 终浓度1∶100)0.025 mL.每组分4个时相:3 h,6 h,
24 h,每时相 6个孔，分别取上清液.- 70 ℃保存，用
于检测TNFα . 细胞用于提取RNA，RT-PCR 法检测
TNFα mRNA. TNFα检测用放免法.
        TNFa mRNA表达采用RT-PCR法.细胞总RNA提
取，按试剂盒操作. 细胞总RNA稀释至1 g/L. 取 1 µg
用于合成cDNA单链. CDNA单链的合成， 反应条件：
30 ℃ 10 min，42 ℃ 30 min，95 ℃ 5 min，循环一
次. 产物取1 µL用于PCR反应. PCR反应TNFα 引物:P
(T1) ５’-GGATCATCTTCTCAAAACTCG-3’P(T2) ５’－
TCACAGAGCAATGACTCCAAA－３’其扩增片段为348
个碱基. β-肌动蛋白引物[11] (β- actin 作为内参照，用
于TNFα mRNA相对定量):Ｐ(A1) ５’－TAAAGACCTCTA
TGCCAACAC－３’Ｐ(Ａ２)５’－TAAAGCCATGCCAAA
TGTCTC-３’其扩增片段为348个碱基. 扩增步骤:变性
温度 94 ℃，45 s，退火温度55  ℃ ，45 s，延伸温度
72 ℃ ，1 min，循环35次后， 72 ℃ ，延伸10 min. 产
物取10 µL，16 g/L凝胶电泳. 紫外灯下照相，胶片经密
度扫描，得TNFα带与β-肌动蛋白(β- actin)带的密度比.

      统计学处理  所有数据均以均数±标准差( sx ± )表
示，结果以SPSS 10.0统计软件进行方差分析，以P <0.05
为检验显著性标准.

2   结果

2.1肠巨噬细胞上清液TNFα浓度  正常细胞(对照组)培
养上清液中TNFα浓度较低，经LPS刺激后，各时相
均明显增高(P <0.01)，3 h 增加明显，6 h 达到高峰，
12 h开始下降，24 h逐渐降低. 应用地塞米松、TNFα单
克隆抗体及复方大承气汤处理后，各时相上清液TNFα浓
度均较相应的脂多糖诱导组明显降低(P <0.01，表1).
2.2 肠巨噬细胞TNFα mRNA表达  正常细胞(对照组)无
明显TNFα mRNA表达，经LPS诱导后TNFα mRNA表
达增加，3 h 增加明显，6 h 达到高峰，12-24 h 逐
渐降低.DEX 处理组、复方大承气汤处理组 TNFα

表1   各组细胞上清液中TNF α浓度(µg/ml, sx ± )

×é±ð          3 h           6 h          12 h         24 h

对照组 0.095± 0.011 0.093± 0.007 0.091± 0.009 0.055± 0.016

LPS诱导组 1.575±0.129b 1.978±0.083b 1.977±0.076b 1.639±0.058b

DEX处理组 0.787±0.041d 1.208±0.278d 0.680±0.077d 0.495±0.010d

复方大承气汤处理组 0.996±0.123d 1.326±0.096d 0.879±0.080d 0.774±0.069d

TNFα单抗处理组 0.619±0.034d 1.132±0.108d 0.592±0.045d 0.531±0.023d

aP <0.05, bP <0.01, vs 对照组比较; cP <0.05, dP <0.01 vs LPS诱导组比较.
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mRNA表达与 LPS 诱导组比较，3 h 皆无显著性差异
(P >0.05)，6 h，12 h，24 h则明显降低(P <0.05-0.01，

图1，表2). TNFα单克隆抗体处理组与LPS诱导组比
较，各时相皆无明显差异.

表2   各组肠巨噬细胞TNFα mRNA表达(TNFα /actin积分光度值, sx ± )

×é±ð          3 h          6 h                         12 h         24 h

对照组            -                           -            -            -

LPS诱导组 0.676± 0.005 0.905± 0.015 0.367± 0.004 0.117± 0.017

DEX处理组 0.667± 0.010 0.350±0.052b 0.228±0.015b 0.018± 0.006a

复方大承气汤处理组 0.672± 0.010 0.343±0.012b 0.112±0.011b 0.017± 0.009a

TNFa单抗处理组 0.671± 0.010 0.918± 0.002 0.358± 0.009 0.124± 0.012

aP <0.05，bP <0.01 vs 内毒素诱导组比较.

M:Marker; 1:3 h 的正常细胞(N3); 2:3 h 的 LPS诱导细胞(L3); 3:3 h的
DEX处理细胞(D3); 4:3 h的复方大承气汤处理细胞(F3); 5:3 h的 TNFα
Ab处理细胞 (M3); 6:N6 ; 7 :L6 ; 8:D6 ; 9:F6 ; 10:M6 ; 11:N12 ; 12:L12 ; 13:
D12; 14:F12;  15:M12; 16:N24; 17:L24; 18:D24; 19:F24;20:M24
图 1  RT-PCR检测各组肠巨噬细胞TNFα mRNA.

3   讨论

肠巨噬细胞是肠道发挥屏障功能的重要组成部分，同
时他还是机体单核-巨噬细胞系统的成员之一，也是
肠产生TNFα的主要细胞[12]. 肠巨噬细胞受到内毒素等
因素攻击可以释放大量的TNFα，除了通过内分泌形
式进入血循环，作用于肝、肺、肾等产生远隔器官损害
外，还可通过旁分泌形式对邻近肠上皮细胞发生作用，
从而影响肠道的屏障功能[13-25]. 因此，研究肠巨噬细胞
表达和分泌炎性递质的规律及中西药物影响具有重要
意义. 我们发现，肠巨噬细胞在正常情况下有低量的
TNFα 分泌，无明显基因表达. 在 LPS(10 mg/L)作用
下，TNFα分泌及TNFα mRNA表达都明显增加，3 h，
6 h 增加明显，6 h 相对较高，12 h，24 h 逐渐降低，
但仍高于正常水平. 表明肠道巨噬细胞在肠道屏障中具
有双重作用. 必须在不同时期进行正确调控，才能发
挥其保护作用，减少或消除其损伤作用.目前较多应用
地塞米松[26-28]、TNFα 单克隆抗体[29,30]及中药来阻断
TNFα损伤作用[28-34]. 本实验探讨这三种不同中西药物
对LPS诱导的肠巨噬细胞表达和分泌TNF的影响. 地塞
米松对LPS诱导的肠巨噬细胞TNFα分泌及基因表达具
有明显的抑制作用. TNFα单克隆抗体对LPS诱导的肠
巨噬细胞TNFα蛋白质分泌有明显的抑制作用，而对
基因表达无抑制作用.
       复方大承气汤可抑制LPS诱导的肠巨噬细胞TNFα
的分泌及基因表达. 复方大承气汤是由经典通里攻下名
方大承气汤加减而成. 由大连医科大学中西医结合急腹
症研究所组方配制，广泛应用于临床的常用方剂. 主

要用于治疗急性肠梗阻、急性阑尾炎、急性胰腺炎、
急性腹腔感染等疾病. 有关实验表明，此方有增强胃
肠道推进运动作用，增加肠血流量，降低血管通透性，
以及抑菌抗感染，减轻肠源性内毒素血症，保护胃肠
黏膜等作用[31-34]. 但此药对肠巨噬细胞及其分泌TNFα
的影响，还未见深入研究. 本实验通过复方大承气汤直
接作用于体外培养的肠巨噬细胞，结果表明，其可以较
强抑制炎性递质TNFα的分泌和mRNA的表达. 作用机制
尚不完全清楚，估计可能与下调核转录因子(NF-kappaB)
及调节细胞内cGMP和cAMP的比例等有关.
        总之，这三种药物都可不同程度抑制TNFα介导
的炎症反应，但从作用环节和药理效应方面看，地塞
米松又是一个对机体免疫功能具有一定损害作用的免
疫抑制药，而且主要作用于基因转录阶段，当炎症进
展，蛋白质已经大量表达时就显得无能为力. TNFα单
克隆抗体只是对已经表达的蛋白质具有中和作用，对
于炎症反应的初始步骤基因水平的阻抑则不起作用，
而且生产工艺复杂，价格昂贵，广泛应用于临床尚需
时日.
       中药药源广泛、价廉、易得. 他的作用又是多方
面多层次的，不仅在基因转录、蛋白质表达水平，还是
在效应阶段都起作用. 另外他在整体水平上可以通过扶
正祛邪、改善微循环、增强内稳态，直接中和、拮抗抑
制细菌内毒素、保护肠道屏障功能和其他脏器功能等
发挥作用.如果与地塞米松、TNFα  单克隆抗体等配合
应用，将是一种很好的中西医结合形式.必将优势互
补、相得益彰，为临床上保护肠屏障，防治MODS提供
有效方法.
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