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Abstract
AIM: To explore the mechanism of the action and 
impact of Astragalus mongholicus polysaccharides 
(APS) on lipopolysaccharide (LPS)-induced 
inflammatory factors gene expression and 
nuclear factor (NF)-κB transcriptional activity in 
intestinal epithelial cells (IEC-6).

METHODS: Intestinal epithelial cells (IEC-6) 
were divided into six groups: controls, LPS, 
LPS + APS 50 mg/L, LPS + APS 100 mg/L, LPS 
+ APS 200 mg/L, LPS + APS 500 mg/L. Ex-
pression of tumor necrosis factor (TNF)-a and 
interleukin (IL)-8 mRNA was determined by 
RT-PCR. Expression of NF-κB protein was deter-
mined by electrophoretic mobility shift assay.

RESULTS: The levels of TNF-a, IL-8 mRNA 
and NF-κB protein were significantly higher in 
the LPS-damaged group than those in the con-
trol group (TNF-a: 1.26 ± 0.06 vs 0.65 ± 0.05, IL-8 
mRNA: 1.19 ± 0.05 vs 0.57 ± 0.06, NF-kB: 2.76 ± 

0.07 vs 0.07 ± 0.03, P < 0.01). Moreover, APS sig-
nificantly inhibited LPS-induced TNF-a and IL-8 
at the mRNA level and reduced the production 
of NF-κB protein in a concentration- and time-
dependent manner (P < 0.01).

CONCLUSION: APS can inhibit LPS-induced 
production of TNF-a and IL-8 mRNA, perhaps 
via suppression of the NF-κB signaling pathway. 
Modulation of bacterial product-mediated NF-
κB signaling by APS may represent an attractive 
strategy for the prevention and treatment of in-
testinal inflammation.
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摘要
目的: 探讨黄芪多糖(APS)在内毒素-脂多糖
(LPS)损伤小肠上皮细胞(IEC-6)中的作用机制
及对细胞因子和核因子-κB(NF-κB)表达的
影响. 

方法: 以小肠上皮细胞株IEC-6为研究对象, 
将培养的细胞分为6组: 对照组、L P S组、
LPS+APS 50 mg/L组、LPS+APS 100 mg/L
组、LPS+APS 200 mg/L组和LPS+APS 500 
mg/L组. 采用RT-PCR法检测细胞因子TNF-α
和IL-8 mRNA的表达, 采用凝胶电泳迁移率法
分析NF-κB蛋白活性. 

结果: LPS损伤IEC-6细胞后, TNF-α, IL-8 
mRNA水平和NF-κB蛋白定量表达均升高, 均
显著高于对照组(TNF-a: 1.26±0.06 vs  0.65
±0.05, IL-8 mRNA: 1.19±0.05 vs  0.57±0.06, 
NF-kB: 2.76±0.07 vs  0.07±0.03, P均<0.01). 
而黄芪多糖呈浓度和时间依赖性地抑制LPS
诱导IEC-6细胞分泌的TNF-α, IL-8等细胞因
子的mRNA的表达水平(P <0.01), 并能降低
NF-κB的表达活性(P <0.01).
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■背景资料
肠功能障碍可引
发 全 身 炎 症 反
应综合征(SIRS)
并 加 速 多 系 统
器 官 功 能 衰 竭
(MSOF), 故在危
重病中起着非常
重要的作用. 如何
治疗及阻止肠功
能障碍的发生具
有重要意义. 



结论: APS具有抑制LPS刺激IEC-6细胞产生
的TNF-α, IL-8炎性因子的作用, 并能降低NF-
κB的表达活性, 其对LPS所致的肠道损伤具有
保护作用.

关键词: 黄芪多糖; 小肠上皮细胞株; 肿瘤坏死因子

α; 白细胞介素-8; 核因子-κB
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0  引言

肠上皮细胞是肠道黏膜屏障的重要组成部分, 
是宿主与病原微生物双向联系的第一道防御. 
各种病理因素(如创伤、休克和严重感染等)重
症应激状态时, 全身免疫功能低下, 大量肠道内

细菌和内毒素侵入体循环, 造成细菌移位和肠

源性内毒素血症, 可加剧肠上皮细胞的损伤, 导
致一些炎症介质(如TNF-a, IL-6, IL-8和血小板

激活因子等)大量的产生和释放, 引起全身炎症

反应综合征(SIRS), 启动并加速多系统器官功

能衰竭(MSOF). 这说明肠功能障碍在危重病发

展过程中起着非常重要的作用. 长期以来, 人们

仅仅依赖抗菌药物直接杀灭或抑制微生物的生

长繁殖, 并未对免疫紊乱状态进行调理治疗. 随
着人们对疾病认识的提高, 目前开始重视免疫

治疗方案, 着重于阻断炎症瀑布反应和保护细

胞介导免疫功能, 其中具体治疗方法包括中医

中草药治疗. 黄芪以其“活血化瘀”“清热解

毒”之功效成为目前研究较多的一种中草药. 
黄芪多糖(APS)是黄芪很重要的一种单体成分. 
国内多项研究证实APS具有免疫调节[1]、刺激

造血功能[2]和神经系统保护[3]等多种功效. 我们

利用体外培养小肠上皮细胞系, 研究APS对内毒

素-脂多糖(LPS)刺激小肠上皮细胞产生细胞因

子TNF-α, IL-8和NF-κB的调节作用. 探讨APS对
LPS所致的肠上皮细胞损伤的免疫保护作用机

制, 为临床治疗及阻止SIRS和MSOF的发生提供

一种手段. 

1  材料和方法

1.1 材料 IEC-6细胞系由中国医学科学院肿瘤

医院生物检测中心提供, TRIzol, RT-PCR试剂

盒, DMEM培养基和胎牛血清购于Gibco公司, 
LPS购自Sigma公司, APS由美国泛美医药公司

Pharmagenesis提供, TNF-a和IL-8上下游引物由

上海生物工程公司设计合成. 培养液每1000 mL
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由900 mL DMEM, 100 mL胎牛血清, 配以0.01 
g/L的胰岛素组成. APS 250 mg用DMEM稀释成

50 mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L, 500 mg/L的溶液. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: IEC-6细胞在37℃, 50 mL/L CO2

培养箱中培养, 次日换液, 接近80%融合时, 2.5 
g/L胰酶消化传代. 5 d传代1次, 传代5次后的细

胞用于实验.
1.2.2 细胞分组: 将培养的细胞分为6组: 1组: 对
照组, 以PBS为对照; 2组: LPS组; 3组: LPS+APS 
50 m g/L; 4组 :  L P S+A P S 100 m g/L; 5组 : 
LPS+APS 200 mg/L; 6组: LPS+APS 500 mg/L.
1.2.3 RT-PCR分析: 细胞以每孔4×108/L的密度

接种于培养板内, 孵育24 h, 然后加入不同剂量

APS溶液100 mL使其终浓度分别为50 mg/L, 100 
mg/L, 200 mg/L, 500 mg/L, 再孵育1 h, 然后给

予LPS继续孵育1-4 h后收集细胞检测TNF-a和
IL-8 mRNA水平. TNF-α的扩增PCR条件: 95℃ 
2 min, 94℃ 1 min, 58℃ 45 s, 72℃ 45 s, 25个循

环后74℃延伸10 min. TNF-α的引物序列: 上游

引物5'-TTCGGGGTGATCGGTCCCAA-3', 下
游引物5'-AGCATCTCGTGTGTTTCTGA-3'. 
IL-8的扩增PCR条件: 94℃ 1 min, 94℃ 40 s, 
51℃ 1 min, 72℃ 1 min, 25个循环后72℃延

伸5 min. IL-8的引物序列: 上游引物5'-CCTG 
AAGACCCTACCAAG-3', 下游引物5'-AGGC
TCCATAAATGAAAGA-3'. 内参GAPDH的扩

增: PCR条件: 95℃ 5 min, 94℃ 1 min, 55℃ 1 
min, 74℃ 1 min, 25个循环后74℃延伸10 min. 
GAPDH的引物序列: 上游引物5'-ATCACTGC
CACTCAGAAGAC-3'. 下游引物5'-TGAGGGA
GATGCTCAGTGTT-3'. 15 g/L琼脂糖凝胶电泳: 
1.5 g琼脂糖+0.5×TBE至终体积100 mL, 加入

溴化乙锭(EB)至终浓度0.5 mg/L. (以DL2000为
DNA Marker)每孔加样10 μL, 90 V电泳50 min左
右, 紫外透射灯下观察结果, 用凝胶图像扫描分

析系统扫描凝胶得到内参对照GAPDH与目的基

因的电泳条带光密度, 通过目的基因/GAPDH的

光密度比值做相对定量分析.
1.2.4 凝胶电泳迁移率实验: 参照文献[4]方法经

g-32P-dATP标记、乙醇沉淀纯化的NF-κB寡核苷

酸探针与核蛋白作用后, 行6%非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳, 电泳结束后小心取出凝胶在干燥

仪烘干, -70℃放射自显影24 h, 经凝胶扫描分析

系统进行吸光度扫描, 计算其活性值.
统计学处理 采用SPSS软件包t检验.

www.wjgnet.com

■研发前沿
以往治疗严重感
染等重症应激状
态导致的肠道黏
膜损伤仅依赖抗
菌药治疗, 目前人
们开始重视中医
中草药对肠道的
免疫紊乱状态的
调理治疗. 黄芪以
其“活血化瘀”
“清热解毒”之
功效成为目前研
究较多的一种中
草药 .  国内研究
多集中在其促进
胃肠黏膜细胞增
殖、分化、移行
作用, 对心脏的免
疫保护调节等, 而
鲜有对肠功能障
碍的免疫保护作
用机制研究.
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2  结果

2.1 APS抑制LPS刺激细胞分泌TNF-α和IL-8 
mRNA  LPS刺激IEC-6细胞可导致其分泌的炎

性因子增多. 我们检测APS对LPS所致的IEC-6
细胞分泌TNF-α和IL-8在mRNA水平上的影响.  
RT-PCR分析方法检测显示, 当LPS刺激IEC-6细
胞时, TNF-α和IL-8 mRNA被诱导分泌具有显著

意义的增加(P <0.01), APS可以抑制这种分泌的

增加, 并具有剂量依赖性. APS 50 mg/L可部分抑

制, 200 mg/L, 500 mg/L随着浓度的增加, 其抑制

水平逐渐增加(P <0.01)(图1, 表1).
我们采用了将IEC-6细胞用500 mg/L APS

预处理1 h, 然后用LPS(10 mg/L)刺激达4 h, 采用

RT-PCR方法进行TNF-α和IL-8 mRNA分析. 如
图2所示, LPS诱导TNF-α mRNA和IL-8 mRNA
表达均被ASP有效的抑制(1 h与4 h的抑制率分

别为21.7%与22.2%, 33.3%与36.2%)(表2).
2.2 APS抑制LPS诱导IEC-6细胞产生NF-κB蛋白
表达 LPS刺激IEC-6细胞可使其分泌的炎性因子

增多. NF-κB是一个关键的调控炎性因子基因表

达的核因子. 如图3所示, 凝胶电泳迁移率方法

检测显示, 当LPS刺激IEC-6细胞时, NF-κB蛋白

表达具有显著意义的增加(P <0.01), APS可以显

著抑制这种增加, 并且具有剂量依赖性(P <0.01, 
表1).

3  讨论

小肠上皮细胞(IEC)在消化中起着吸收和交换营

养及黏膜屏障作用, 同时在宿主黏膜表面的天

然及获得性免疫系统中起调节作用, 是对抗肠

道细菌、毒素的第一道防线[5-6], 在IEC的潜在刺

激因素中, 细菌和细菌产物(如LPS)都是非常重

要的因素, 因为他们在肠道内的浓度非常高[5,7]. 
虽然IEC对LPS的反应较单核巨噬细胞弱, 但是

大量实验表明内毒素可以引发IEC前炎性因子

的基因转录[8-13], 这其中也包括IEC-6[5,14-15]. 肠腔

内毒素具有引发IEC复杂的细胞因子基因转录

的作用, 目前认为IEC参与了多种小肠炎症紊乱

过程并具有重要意义. 
黄芪是常用的益气健脾中药之一. 国内对

■相关报道
国内路景涛 et al
研究指出: 复方黄
芪提取物能够抑
制细菌脂多糖诱
导大鼠腹腔巨噬
细胞释放的肿瘤
坏死因子, 白细胞
介素和一氧化氮
的分泌, 他的研究
证实黄芪可以通
过抑制炎症因子
的分泌从而减少
组织细胞的损伤
而发挥免疫保护
作用.

表  1  APS对LPS刺激小肠上皮细胞分泌的TNF-a、IL-8 mRNA和NF-κB蛋白的影响(mean±SD)

     
                    

对照组
			                           LPS+APS组(mg/L)

                                                  0                        50                      100                      200                    500

TNF-a  0.65±0.05      1.26±0.06b      0.96±0.03c      0.80±0.08c      0.74±0.07d      0.59±0.04d

IL-8      0.57±0.06      1.19±0.05b      0.88±0.06c      0.74±0.06c      0.62±0.08d      0.52±0.05d

NF-κB   0.07±0.03     2.76±0.07b      2.11±0.05c      1.71±0.06c      1.19±0.07d      0.59±0.06d

bP<0.01 vs  对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  LPS组.

A

图  1  TNF-α、IL-8基因RT-PCR电泳结果. M: Marker; A: 
正常对照组; B: LPS+APS 0 mg/L组; C: LPS+APS 50 mg/L

组; D: LPS+APS 100 mg/L组; E: LPS+APS 200 mg/L组; F: 

LPS+APS 500 mg/L组.

TNF-a
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

2000 bp

IL-8

B

1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

2000 bp

GAPDH

C

M       A      B      C      D     E       F

表  2  不同时间APS对LPS刺激小肠上皮细胞分泌的TNF-a、IL-8 mRNA的影响(mean±SD)

                         			                           LPS

                                                                 1 h                                                   4 h    

                                                    -                      APS                          -                     APS

TNF-a  0.65±0.04          0.92±0.07      0.72±0.02          0.81±0.05      0.63±0.04

IL-8      0.61±0.07          1.17±0.06      0.78±0.03          0.91±0.04      0.58±0.05

对照组
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其药理作用的研究较为深入, 涉及免疫、胃肠

运动、促进胃肠黏膜细胞增殖、分化、移行

等[1,16-17]. APS是黄芪的单体成分, 其具有的免

疫保护作用越来越多的得到重视. 国内路景涛  
et a l [18]研究证实了复方黄芪提取物能够抑制细

菌脂多糖诱导大鼠腹腔巨噬细胞释放的肿瘤坏

死因子, 白细胞介素和一氧化氮的分泌, 说明黄

芪可以通过抑制炎症因子的分泌从而减少组织

细胞的损伤来发挥其对机体的免疫保护作用. 
我们采用体外培养的I E C-6为模型, 观察

APS是否可以对LPS诱导的IEC-6释放TNF-α,  
IL-8等细胞因子有所影响. 结果发现APS能够抑

制LPS刺激IEC-6细胞分泌产生的TNF-α mRNA
及IL-8 mRNA的表达, 且这种抑制作用具有对黄

芪多糖的浓度依赖性. 同时还发现NF-κB作为一

种调控多种炎性因子基因表达的核因子, 当LPS
刺激IEC-6时, NF-κB蛋白表达增加, 而APS能够

有效的抑制NF-κB蛋白表达的增长, 且随着APS
浓度的增加, 抑制NF-κB的作用逐渐增强. 故我

们认为, APS对小肠上皮细胞具有免疫保护作用, 
这种免疫保护作用可能是通过抑制小肠上皮

细胞内核因子NF-κB的表达从而抑制细胞因子

TNF-α、IL-8等的表达来实现的.
通过研究, 我们首次提出APS发挥肠道免疫

调节作用的可能机制, 同时也为临床上使用APS
治疗肠道功能障碍等疾病提供了理论依据, 为
临床上治疗及阻止MSOF的发生提供一种新的

治疗手段.
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常对照组; B: 1 h APS 0 mg/L组; C: 1 h APS 500 mg/L组; D: 

4 h APS 0 mg/L组; E: 4 h APS 500 mg/L组.
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图  3  NF-κB蛋白检测结果.
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■同行评价
本文研究方法设
计合理 ,  结果可
靠, 对临床工作具
有很强的指导意
义.
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