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摘要
目的:探索枸杞多糖(ＬＢＰ)对细菌脂多糖(ＬＰＳ)诱导的人
视网膜色素上皮(ＡＲＰＥ－１９)细胞的炎性反应的影响及其
可能介导的信号通路ꎮ
方法:通过 ＬＰＳ 刺激体外培养的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞构建炎性
反应模型ꎮ 将细胞随机分为 ５ 组ꎬ空白组使用完全培养基
培养ꎬＬＰＳ 组给予含 １０μｇ / ｍＬ ＬＰＳ 的完全培养基刺激
２４ｈꎬ低、中、高浓度 ＬＢＰ 组分别给予 ０􀆰 １、０􀆰 ５、１ｍｇ / ｍＬ
ＬＢＰ 完全培养基孵育 ２４ｈ 后给予含 １０μｇ / ｍＬ ＬＰＳ 的完全
培养基刺激 ２４ｈꎮ 应用 ＣＣＫ－８ 观察细胞存活率、实时荧
光定量 ＰＣＲ 检测相关炎性因子的 ｍＲＮＡ 表达量及
Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测 ＮＦ－κＢ / ＭＡＰＫ 信号通路相关磷酸化蛋
白表达量的变化ꎮ
结果:与正常细胞相比ꎬＬＰＳ 刺激后ꎬＡＲＰＥ－１９ 的存活率
下降ꎮ 同时ꎬ随着外源性 ＬＢＰ 浓度增加ꎬＡＲＰＥ－１９ 的细胞
存活率升高ꎬ且细胞内炎性因子 ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 和 ＭＣＰ－１
的表达量降低ꎬ并伴随 ＮＦ－κＢ / ＭＡＰＫ 通路的相关磷酸化
蛋白(ｐ－ｐ６５、ｐ－ＩκＢα、ｐ－ＪＮＫ、ｐ－ＥＲＫ 及 ｐ－ｐ３８)的表达
下降ꎮ
结论:枸杞多糖通过抑制胞内炎性因子及 ＮＦ－κＢ / ＭＡＰＫ
通路相关因子的磷酸化ꎬ从而阻止 ＬＰＳ 诱导人视网膜色
素上皮细胞产生的炎性反应ꎮ
关键词:枸杞多糖ꎻ细菌脂多糖ꎻ人视网膜色素上皮细胞ꎻ
炎性反应ꎻＮＦ－κＢꎻＭＡＰＫ
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０引言
年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)是一种影响视网膜黄斑区ꎬ导致中央
视力逐渐丧失的疾病ꎬ多发生于 ６０ 岁以上的人群中ꎬ是造
成视觉损害的主要原因之一[１－２]ꎮ 我国现已步入老龄化
社会ꎬ人口老龄化呈指数增长ꎬ其患病率将进一步上升ꎮ
研究发现ꎬＡＲＭＤ 的发病机制涉及氧化应激、光损伤、炎
症、遗传基因等方面[３－５]ꎮ 其中ꎬ视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ ＲＰＥ) 的炎性损伤是重要环节[１ꎬ３]ꎮ
ＲＰＥ 具有维持视网膜感光细胞层的功能ꎬ可保护视网膜
免受过度光照ꎬ并参与形成血－视网膜屏障及视网膜中央
黄斑的免疫防御等[４－５]ꎮ 研究表明ꎬ各种刺激形成的 ＲＰＥ
炎性损伤能够促进新生血管生成ꎬ加速病情进展为渗出性
ＡＲＭＤ[３－６]ꎮ 所以ꎬ抑制 ＲＰＥ 细胞内炎性损伤ꎬ同时预防
ＲＰＥ 的丢失ꎬ是开发治疗 ＡＲＭＤ 新方案的关键ꎮ 研究证
实ꎬ枸杞多糖(ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＢＰ)具有抗
炎、抗氧化应激、抗衰老等作用[７－９]ꎮ 本课题组既往研究
也表明枸杞多糖对糖尿病大鼠视网膜具有保护作用ꎬ对氧
化应激造成视网膜神经节细胞的凋亡具有 抑 制 作
用[１０－１１]ꎬ但是ꎬ枸杞多糖对 ＲＰＥ 炎性反应的影响尚不明
确ꎮ 所以ꎬ本实验通过细菌脂多糖 ( Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬ
ＬＰＳ)刺激人视网膜色素上皮(ＡＲＰＥ－１９)细胞构建 ＡＲＭＤ
的体外炎症反应模型ꎬ探索枸杞多糖对 ＲＰＥ 炎性反应的
影响及机制ꎬ为治疗渗出性 ＡＲＭＤ 及 ＲＰＥ 炎症相关疾病
提供新思路ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １主要试剂 　 ＡＲＰＥ－ １９ 细胞株(中科院上海细胞
库)、枸杞多糖(宁夏沃福百瑞)、ＬＰＳ(美国 Ｓｉｇｍａ)、胎牛
血清(美国 Ｇｉｂｃｏ)、ＤＭＥＭ－Ｆ１２ 培养基(美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ)、
０􀆰 ２５％胰蛋白酶 ＋ ＥＤＴＡ (索莱宝)、青 －链霉素混合液
(１００×)(索莱宝)、ＲＴ－ＰＣＲ 逆转录试剂盒( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)、
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(ＤＢＩ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ)、总 ＲＮＡ 提
取试剂盒(北京天根)、引物(上海生工)、ＣＣＫ－８ 细胞增
殖及细胞毒性检测试剂盒(上海贝博)、全蛋白提取试剂
盒(凯基生物)、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒(凯基生物)、ＥＣＬ 高
敏检测试剂盒(凯基生物)ꎮ 一抗:ｐ－ＩκＢα、ＩκＢα、ｐ－ＥＲＫ、
ｐ－ｐ３８ 及 ｐ － ＪＮＫ ( Ａｆｆｉｎｉｔｙꎬ ＣＡＴ:５００２、２００２、１０１５、４００１、
３３１８)ꎬｐ －ｐ６５、ｐ６５( ＣＳＴꎬＣＡＴ:３０３３、８２４２)ꎬＥＲＫ、ｐ３８ 及
ＪＮＫ(万类生物ꎬＣＡＴ:０１８６４、００７６４、０１２９５)ꎬβ－Ａｃｔｉｎ(中杉
金桥ꎬＣＡＴ:ＴＡ－０９)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２仪器 　 Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００ Ｐｒｏ 酶标仪 (瑞士 ＴＥＣＡＮ)、
ＰｏｗｅｒＰａｃ ２００ 电泳仪(美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ)、ＩＱ５ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ
仪(美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ)、ＣｈｅｍｉＤｏｃ Ｔｏｕｃｈ 化学发光成像系统
(美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １ ＡＲＰＥ－１９细胞培养　 收到 ＡＲＰＥ－１９ 细胞后放置
入培养箱ꎬ于 ３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养ꎬ待细胞密度约为
８５％时使用胰酶进行消化ꎬ１２００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ１ ∶ ３ 传
代ꎬ接种于 Ｔ２５ 培养瓶中ꎬ加入完全培养基培养 ( １０％
ＦＢＳꎬ１％青－链霉素混合液ꎬ８９％ ＤＭＥＭ－Ｆ１２)ꎬ２ｄ 换液一
次ꎬ稳定传代后取 ２ ~ ４ 代用于实验ꎮ 同时ꎬ细胞密度为
８５％时进行消化离心ꎬ加入冻存液(１０％ ＤＭＳＯꎬ９０％ ＦＢＳ)
重悬ꎬ放入－８０℃冰箱冻存ꎬ次日投入液氮长期保存ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 实验分组及处理 　 将细胞随机分为空白组、ＬＰＳ
组、低浓度 ＬＢＰ 组、中浓度 ＬＢＰ 组、高浓度 ＬＢＰ 组ꎮ 所有

分组加药前均使用不含血清的培养基饥饿 ２４ｈꎮ 空白组
使用完全培养基培养ꎬ与其余组同时换液ꎻＬＰＳ 组给予含
１０μｇ / ｍＬ ＬＰＳ 的完全培养基刺激 ２４ｈꎻＬＢＰ 组分别给予含
有低浓度 ＬＢＰ(０􀆰 １ｍｇ / ｍＬ)、中浓度 ＬＢＰ(０􀆰 ５ｍｇ / ｍＬ)及高
浓度 ＬＢＰ(１ｍｇ / ｍＬ)的完全培养基孵育 ２４ｈꎬ再以同样方
式给予 １０μｇ / ｍＬ ＬＰＳ 作用 ２４ｈꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ＣＣＫ－８观察各组细胞存活率 　 细胞以浓度为 １×
１０４个 / ｍＬ 接种于 ９６ 孔板中ꎬ每孔加入 ２００μＬ 培养基ꎬ培
养 ２４ｈꎬ待细胞贴壁后 ＰＢＳ 冲洗两遍并给予无血清 ＤＭＥＭ
培养基饥饿 ２４ｈꎮ 各组处理同上ꎬ处理后 ＰＢＳ 冲洗换液加
入含 １０％ ＣＣＫ－８ 的无血清培养基ꎬ３７℃培养箱中避光孵
育 ２ｈꎬ酶标仪 ４５０ｎｍ 检测 ＯＤ 值ꎬ使用公式:细胞存活率 ＝
[(实验孔－空白孔) / (对照孔－空白孔)] ×１００％ꎬ计算出
细胞存活率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ －ＰＣＲ 检测各组细胞内炎性因子的
ｍＲＮＡ表达量 　 上述各组细胞接受处理后按照天根总
ＲＮＡ 提取试剂盒步骤过柱提取ꎬ提取后测定 ＲＮＡ 浓度并
用琼脂糖凝胶电泳验证纯度后ꎬ每组取等量 ＲＮＡ 参照
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 逆转录试剂盒步骤ꎬ进行逆转录合成为 ｃＤＮＡꎬ
－８０℃保存ꎮ 使用 ＤＢＩ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂
盒ꎬ严格按照步骤ꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板进行实时荧光定量
ＰＣＲ 扩增ꎮ 引物序列见表 １ꎮ 反应体系为:２０μＬꎮ 采用试
剂盒中标准三步法进行 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ－ＰＣＲ 扩增ꎬ反应条件
为:预变性ꎬ９５℃ ２ｍｉｎꎻＰＣＲ 反应ꎬ９５℃ １０ｓꎬ５０℃ ~ ６０℃
３０~３４ｓꎬ７２℃ ３０ｓꎬ共 ４０ 循环ꎮ 熔解曲线ꎬ５５℃ ~ ９８℃ ８４
循环ꎮ 得出 Ｃｔ 值ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ使用相对定量法ꎬ计
算 ２－△△Ｃｔ值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 检测各组蛋白表达量 　 各组细胞接
受处理后ꎬ根据全蛋白提取试剂盒步骤ꎬ冷 ＰＢＳ 洗涤细胞
２ 次ꎬ加入提前配置的裂解液并刮出细胞ꎬ收集悬液放置
冰上ꎬ间隔 ４ｍｉｎ 震荡一次ꎬ每次持续 １ｍｉｎꎬ循环 ５ 次ꎮ 离
心机 １２０００ｒ / ｍｉｎ、４℃离心 ２０ｍｉｎ 取上清液ꎬ依照 ＢＣＡ 蛋
白定量试剂盒步骤进行蛋白定量ꎮ 定量后加入 ５×上样缓
冲液ꎬ１００℃变性 ５ｍｉｎ 备用ꎮ 配制 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶ꎬ
取 ４０μｇ 蛋白( ｐ －ｐ６５、ｐ６５、ｐ － ＩκＢα、ＩκＢα)或 ８０μｇ 蛋白
(ｐ－ｐ３８、ｐ－ＥＲＫ、ｐ－ＪＮＫ、ｐ３８、ＥＲＫ、ＪＮＫ)上样ꎬ加入电泳
液ꎬ连接电泳仪调整电压为 ８０Ｖ 进行电泳ꎬ至分离胶时转
１２０Ｖ 电泳至底部ꎬ打开切胶进行转膜( ＰＶＤＦ 膜ꎬ湿转ꎬ
２２０ｍＡꎬ６０ｍｉｎ)ꎬ５％脱脂奶粉或 ５％ ＢＳＡ 溶液(磷酸化蛋
白)封闭 ４ｈꎬ洗膜(０􀆰 １％ ＰＢＳＴ ５ｍｉｎꎬ重复 ３ 次)后一抗封
闭过夜ꎬ第 ２ｄ 洗膜后二抗孵育 ２ｈꎬ再洗膜ꎬ取出表面滴
ＥＣＬ 发光液进行曝光ꎮ 一抗浓度:ｐ －ｐ６５、ｐ６５、ｐ － ＩκＢα、
ＩκＢα、ｐ－ｐ３８、ｐ３８ 及 ｐ－ＥＲＫ(均 １∶ １０００)ꎬｐ－ＪＮＫ 及 ＪＮＫ
(１ ∶ ８００)ꎬＥＲＫ(１ ∶ ５００)ꎬβ－Ａｃｔｉｎ(１ ∶ １０００)ꎮ 二抗浓度:
１ ∶ １０ ０００ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带ꎬｐ－ｐ６５ 与 ｐ６５ 比
值ꎬｐ － ＩκＢα、 ＩκＢα 与 β － Ａｃｔｉｎ 比值进行计算ꎬ ｐ － ｐ３８、
ｐ－ＥＲＫ及 ｐ－ＪＮＫ 分别与 ｐ３８、ＥＲＫ 和 ＪＮＫ 比值进行计算ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ２３􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎬ
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７作图ꎮ 实验数据符合正态性、方差齐性ꎬ计
量资料采用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ多组比较采用单因素方差分析ꎬ两两
比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １枸杞多糖对 ＬＰＳ诱导下 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活力的影响
　 空白组、ＬＰＳ 组、低浓度 ＬＢＰ 组、中浓度 ＬＢＰ 组、高浓度

２１４
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图 １　 枸杞多糖对 ＬＰＳ诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活力的影响　 ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＬＰＳ 组ꎮ

图 ２　 枸杞多糖对 ＬＰＳ诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞内炎性因子的影响　 Ａ:ＩＬ－６ 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎻＢ:ＩＬ－１β 的 ｍＲＮＡ 表达量ꎻＣ:ＭＣＰ－１的
ｍＲＮＡ 表达量ꎮｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＬＰＳ 组ꎮ

表 １　 ＲＴ－ＰＣＲ引物序列

基因名称 方向 扩增片段长度(ｂｐ) 序列

ＩＬ－１β ｆｏｒｗａｒｄ １３８ ＴＧＧＣＴＴＡＴＴＡＣＡＧＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧＧＡＴＧ
ＩＬ－１β ｒｅｖｅｒｓｅ １３８ ＴＧＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＧＴＡＧ
ＩＬ－６ ｆｏｒｗａｒｄ ９５ ＧＧＴＧＴＴＧＣＣＴＧＣＴＧＣＣＴＴＣＣ
ＩＬ－６ ｒｅｖｅｒｓｅ ９５ ＧＴＴＣＴＧＡＡＧＡＧＧＴＧＡＧＴＧＧＣＴＧＴＣ
ＭＣＰ－１ ｆｏｒｗａｒｄ １３７ ＡＧＴＣＴＣＴＧＣＣＧＣＣＣＴＴＣＴＧＴＧ
ＭＣＰ－１ ｒｅｖｅｒｓｅ １３７ ＧＣＣＴＣＴＧＣＡＣＴＧＡＧＡＴＣＴＴＣＣＴＡＴＴＧ
ＧＡＰＤＨ ｆｏｒｗａｒｄ １３８ ＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ
ＧＡＰＤＨ ｒｅｖｅｒｓｅ １３８ ＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ

ＬＢＰ 组细胞存活率分别为 ( ９６􀆰 ３３ ± ６􀆰 ５１)％、 ( ６１􀆰 ７９ ±
１９􀆰 ７８)％、 ( １０７􀆰 ５８ ± ４０􀆰 ４７ )％、 ( １１８􀆰 ２９ ± ３４􀆰 ４２ )％、
(１１４􀆰 ０１±２０􀆰 ７０)％ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ３􀆰 ４９６ꎬＰ ＝
０􀆰 ０２６)ꎮ 与空白组相比ꎬＬＰＳ 组细胞存活率下降ꎬ但差异
无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 相较于 ＬＰＳ 组ꎬ各 ＬＢＰ 处理组
细胞存活率升高ꎬ均大于 ８０％ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ但各浓度处理组之间相比差异均无统计学意义
(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ表明一定浓度的 ＬＢＰ 对 ＬＰＳ 诱导 ＡＲＰＥ－１９
细胞的炎性损伤具有抑制作用ꎬ见图 １ꎮ
２􀆰 ２各组细胞内炎性因子 ｍＲＮＡ 表达量的变化　 各组细
胞内炎性因子 ＩＬ－６、ＩＬ－１β 和 ＭＣＰ－１ 的 ｍＲＮＡ 表达量比
较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ见表 ２ꎮ 其中ꎬＬＰＳ
组表达量较空白组均明显升高ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ００１)ꎻ与 ＬＰＳ 组相比ꎬ低、中、高浓度 ＬＢＰ 组的 ＩＬ－６ 及
ＭＣＰ－１ 表达量均明显下降ꎬ高浓度 ＬＢＰ 组的 ＩＬ－１β 表达
量也明显降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 但各因
子的三个 ＬＢＰ 浓度组之间进行比较ꎬ表达量未见明显变
化ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 可见ꎬ在转录水平ꎬ

表 ２　 各组细胞内炎性因子 ｍＲＮＡ的表达 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＩＬ－６ ＩＬ－１β ＭＣＰ－１
空白组 ０􀆰 ４７±０􀆰 １８ｂ ０􀆰 ４５±０􀆰 １６ｂ ０􀆰 ０５±０􀆰 ０２ｂ

ＬＰＳ 组 ２１􀆰 ２７±０􀆰 ６７ ２􀆰 ００±０􀆰 ４４ ４􀆰 ８９±０􀆰 ９７
低浓度 ＬＢＰ 组
中浓度 ＬＢＰ 组

０􀆰 ４９±０􀆰 ０９ｂ

０􀆰 ６７±０􀆰 １１ｂ

１􀆰 ４０±０􀆰 １８
１􀆰 ３７±０􀆰 ３１

２􀆰 ０２±０􀆰 ６８ｂ

２􀆰 ２０±０􀆰 ４５ｂ

高浓度 ＬＢＰ 组 ０􀆰 ５２±０􀆰 ２０ｂ ０􀆰 ９１±０􀆰 ０５ｂ ２􀆰 ０１±０􀆰 ６２ｂ

Ｆ
Ｐ

２３９５􀆰 ８９７
<０􀆰 ００１

１４􀆰 ５７
<０􀆰 ００１

２２􀆰 ６６２
<０􀆰 ００１

注:空白组:使用完全培养基培养ꎻＬＰＳ 组:给予 １０μｇ / ｍＬ ＬＰＳꎻ
低浓度 ＬＢＰ 组:０􀆰 １ｍｇ / ｍＬ ＬＢＰ 预处理后给予 １０μｇ / ｍＬ ＬＰＳꎻ中
浓度 ＬＢＰ 组:０􀆰 ５ｍｇ / ｍＬ ＬＢＰ 预处理后给予 １０μｇ / ｍＬ ＬＰＳꎻ高浓
度 ＬＢＰ 组:１ｍｇ / ｍＬ ＬＢＰ 预处理后给予 １０μｇ / ｍＬ ＬＰＳꎮｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ
ＬＰＳ 组ꎮ

ＬＢＰ 能够抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中炎性因子 ＩＬ－
１β、ＩＬ－６及 ＭＣＰ－１ 的表达ꎬ而此作用与 ＬＢＰ 的剂量无关ꎬ
见图 ２ꎮ
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图 ３　 枸杞多糖对 ＬＰＳ诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞内 ＮＦ－κＢ通路相关因子蛋白表达量的影响　 Ａ:ｐ－ｐ６５ 相对蛋白表达量ꎻＢ:ｐ－ＩκＢα 相
对蛋白表达量ꎻＣ:ＩκＢα 相对蛋白表达量ꎻＤ:蛋白表达检测条带ꎮａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＬＰＳ 组ꎮ

表 ３　 各组细胞内 ＮＦ－κＢ / ＭＡＰＫ通路相关蛋白的表达 􀭰ｘ±ｓ

组别
ＮＦ－κＢ 通路

ｐ－ｐ６５ ｐ－ＩκＢα ＩκＢα
ＭＡＰＫ 通路

ｐ－ＪＮＫ ｐ－ＥＲＫ ｐ－ｐ３８
空白组 ０􀆰 １０±０􀆰 １３ｂ ０􀆰 １３±０􀆰 １１ｂ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０５ｂ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０６ａ ０􀆰 ３７±０􀆰 １８ａ ０􀆰 １９±０􀆰 ０５ｂ

ＬＰＳ 组 ０􀆰 ８５±０􀆰 １８ ０􀆰 ５８±０􀆰 １６ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０８ １􀆰 １０±０􀆰 １６ ０􀆰 ７８±０􀆰 １３ ０􀆰 ８２±０􀆰 ３１
低浓度 ＬＢＰ 组 ０􀆰 ４７±０􀆰 ０９ｂ ０􀆰 ４６±０􀆰 １７ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６９±０􀆰 ３９ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０６ ０􀆰 ４１±０􀆰 １６ａ

中浓度 ＬＢＰ 组 ０􀆰 ４３±０􀆰 １４ｂ ０􀆰 ３５±０􀆰 １６ ０􀆰 ３８±０􀆰 １５ ０􀆰 ３８±０􀆰 ２６ａ ０􀆰 ４６±０􀆰 ３１ ０􀆰 ３４±０􀆰 ２４ａ

高浓度 ＬＢＰ 组 ０􀆰 ２７±０􀆰 １４ｂꎬｃ ０􀆰 ２０±０􀆰 １２ｂꎬｃ ０􀆰 ４５±０􀆰 １２ａ ０􀆰 ４０±０􀆰 ３６ａꎬｃ ０􀆰 ３４±０􀆰 ２３ａꎬｃ ０􀆰 １９±０􀆰 ０５ａꎬｃ

　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２０􀆰 ５６４ ７􀆰 ９４４ ５􀆰 ０５６ ３􀆰 ９４５ ３􀆰 ７２０ ５􀆰 ４３４
Ｐ <０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０１７ ０􀆰 ０３６ ０􀆰 ０４２ ０􀆰 ０１４

注:空白组:使用完全培养基培养ꎻＬＰＳ 组:给予 １０μｇ / ｍＬ ＬＰＳꎻ低浓度 ＬＢＰ 组:０􀆰 １ｍｇ / ｍＬ ＬＢＰ 预处理后给予 １０μｇ / ｍＬ ＬＰＳꎻ中浓度
ＬＢＰ 组:０􀆰 ５ｍｇ / ｍＬ ＬＢＰ 预处理后给予 １０μｇ / ｍＬ ＬＰＳꎻ高浓度 ＬＢＰ 组:１ｍｇ / ｍＬ ＬＢＰ 预处理后给予 １０μｇ / ｍＬ ＬＰＳꎮａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ
ＬＰＳ 组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 低浓度 ＬＢＰ 组ꎮ

２􀆰 ３ 各组细胞内 ＮＦ－κＢ / ＭＡＰＫ 通路相关蛋白表达量的
变化
２􀆰 ３􀆰 １ ＮＦ－κＢ通路　 各组 ＮＦ－κＢ 通路的 ｐ－ｐ６５、ｐ－ＩκＢα
及 ＩκＢα 蛋白表达水平比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ <
０􀆰 ０５ꎬ表 ３)ꎮ ＬＰＳ 组的 ｐ－ｐ６５、ｐ－ＩκＢα 表达水平较空白组
明显升高ꎬ而 ＩκＢα 蛋白表达量降低ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＬＰＳ 组相比ꎬ低、中、高浓度 ＬＢＰ 组的 ｐ－ｐ６５
表达量均明显降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与低
浓度 ＬＢＰ 组比较ꎬ高浓度 ＬＢＰ 组的 ｐ－ｐ６５、ｐ－ＩκＢα 蛋白表
达量均降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ可见 ＬＢＰ
的作用随浓度升高而增强ꎻ同时ꎬ高浓度 ＬＢＰ 组的 ＩκＢα
表达量较 ＬＰＳ 组升高ꎬ而 ｐ－ＩκＢα 表达量降低ꎬ差异均有
统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ表明 ＬＢＰ 能够抑制 ＩκＢα 蛋白向
ｐ－ＩκＢα转化ꎮ 所以ꎬ枸杞多糖能够抑制 ＬＰＳ 刺激 ＡＲＰＥ－

１９ 细胞 ＮＦ－κＢ 通路的激活ꎬ并可通过抑制 ＮＦ－κＢ 通路相
关蛋白 ｐ６５、ＩκＢα 的磷酸化发挥效应ꎬ且呈现出 ＬＢＰ 剂量
依赖性ꎬ见图 ３ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２ ＭＡＰＫ通路　 检测各组 ＭＡＰＫ 通路磷酸化因子的
蛋白相对表达量进行比较ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ见表 ３ꎮ 与空白组相比ꎬＬＰＳ 刺激后 ｐ － ＪＮＫ、ｐ －
ＥＲＫ 及 ｐ－ｐ３８ 的蛋白表达量升高ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＬＰＳ 组相比较ꎬ低、中、高浓度 ＬＢＰ 组 ｐ－ｐ３８
的蛋白表达量可见明显下降ꎬ中、高浓度 ＬＢＰ 组 ｐ－ＪＮＫ 的
蛋白表达量降低ꎬ并且在高浓度 ＬＢＰ 组的细胞中 ｐ－ＥＲＫ
的蛋白表达量有所减少ꎬ差异均具有统计学意义 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎻ比较低浓度 ＬＢＰ 组与高浓度 ＬＢＰ 组ꎬ发现三种磷
酸化蛋白表达量随着 ＬＢＰ 浓度的升高均有降低ꎬ差异均
有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 ４ꎮ 由此可见ꎬ枸杞多糖能
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图 ４　 枸杞多糖对 ＬＰＳ诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞内 ＭＡＰＫ通路相关因子蛋白表达量的影响　 Ａ:ｐ－ＪＮＫ 相对蛋白表达量ꎻＢ:ｐ－ＥＲＫ 相
对蛋白表达量ꎻＣ:ｐ－ｐ３８ 相对蛋白表达量ꎻＤ:蛋白表达检测条带ꎮａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ ＬＰＳ 组ꎮ

够抑制 ＬＰＳ 刺激 ＡＲＰＥ－１９ 细胞内 ＪＮＫ、ＥＲＫ 及 ｐ３８ 的磷
酸化ꎬ并具有剂量依赖性ꎬ揭示枸杞多糖可通过 ＪＮＫ /
ＥＲＫ / ｐ３８ 通路抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 炎性反应ꎮ
３讨论

ＬＢＰ 具有明确的抗炎作用ꎬ研究发现它可通过抗炎、
抗氧化和抗凋亡等机制发挥神经保护作用[１２－１３]ꎮ 在小鼠
巨噬细胞中ꎬＬＢＰ 可通过抑制 ＴＬＲ４ / ＮＦ－κＢ 信号通路减
轻 ＬＰＳ 诱导的炎性反应[１４]ꎻ并且ꎬＬＢＰ 可通过 ＭＡＰＫ 通路
调节促炎细胞因子的变化ꎬ进而抑制小鼠肝脑损伤及运动
障碍[１５]ꎮ 眼科研究中ꎬ已证实雷公藤、血管紧张素转换
酶 ２激动剂等药物可通过 ＮＦ－κＢ / ＭＡＰＫ 通路抑制 ＬＰＳ 诱
导的 ＲＰＥ 炎症性反应[１６－１７]ꎮ 所以ꎬ我们采用 ＬＰＳ 诱导
ＡＲＰＥ－１９ 细胞建立炎性反应模型观察 ＬＢＰ 的作用ꎬ证实
ＬＰＳ 可诱导 ＡＲＰＥ－１９ 发生炎性损伤、细胞存活率下降ꎬ并
且发现一定浓度的 ＬＢＰ 预处理能提高炎性损伤后的 ＲＰＥ
细胞活力ꎮ 而且ꎬＬＰＳ 与 ＬＢＰ 同时应用并未降低细胞活
力ꎬ证实了 ＬＢＰ 应用的无毒性ꎬ这可为预防 ＲＰＥ 的炎性损
伤提供一种安全的新药物ꎮ

在 ＡＲＭＤ 的机制及治疗研究中ꎬ炎性因子一直受到
广泛关注ꎮ 近年研究发现ꎬ眼部衰老相关疾病可伴随有
ＩＬ－６、ＩＬ－１β 及 ＭＣＰ－１ 等炎性因子的增加[１８－１９]ꎻ有人使
用 ＩＬ－１β 刺激 ＲＰＥ 细胞ꎬ发现 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 及 ＭＣＰ－１ 等炎
性因子的升高[２０]ꎻ还发现通过 ＬＰＳ 刺激 ＲＰＥ 细胞也可出
现 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 及 ＭＣＰ－１ 等升高[１７－２１]ꎮ 而在本实验中ꎬ我
们也观察到 ＬＰＳ 诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞后ꎬ细胞内炎性因子
ＩＬ－６、ＩＬ－１β 及 ＭＣＰ－１ 的表达量明显升高ꎬ并且发现 ＬＢＰ
可发挥明显的抗炎作用ꎬ降低这些炎性因子的表达ꎬ为
ＬＢＰ 能够抑制 ＲＰＥ 细胞的炎性反应提供了有力证据ꎮ 另
外ꎬ细胞产生炎性反应时ꎬ几乎都存在 ＮＦ－κＢ 通路的激

活ꎮ 比如 ＬＰＳ 刺激细胞后ꎬ可与细胞表面的 Ｔｏｌｌ 样受体结
合ꎬ激活 ＩκＢα 激酶ꎬ合成 ＩκＢα 复合物ꎬ进一步诱导 ＩκＢα
磷酸化、泛素化ꎬ后被相应蛋白酶识别降解ꎬ使得 ｐ５０ / ｐ６５
从 ＩκＢα 复合物中释放出来ꎬ形成 ｐ５０ / ｐ６５ 二聚体ꎬ再迅速
发生核转位ꎬ由 ｐ６５ 形成 ｐ －ｐ６５ꎬ最后启动细胞核中如
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 及 ＭＣＰ－１ 等细胞炎性因子的靶基因
表达[２２－２４]ꎮ 在本实验中我们观察到 ＬＰＳ 诱导后 ＡＲＰＥ－１９
细胞中 ＩκＢα、ｐ６５ 的磷酸化水平升高ꎬ进一步证实 ＬＰＳ 能
够通过诱导 ＲＰＥ 细胞中 ＮＦ－κＢ 通路的激活发挥其致炎
作用ꎮ 在此基础上新发现 ＬＢＰ 可上调 ＲＰＥ 细胞中 ＩκＢα
蛋白水平ꎬ下调磷酸化因子 ｐ－ＩκＢα、ｐ－ｐ６５ 的表达ꎬ表明
ＬＢＰ 能够抑制胞内 ＮＦ－κＢ 通路激活、阻碍 ＩκＢα 及 ｐ６５ 向
磷酸化转化ꎮ 此结果明确了在 ＲＰＥ 细胞中ꎬＬＢＰ 的抗炎
作用机制可通过抑制 ＮＦ－κＢ 通路进行ꎮ 并且我们还对
ＬＢＰ 在三个浓度梯度下的抗炎作用进行了研究ꎬ发现浓度
越高ꎬＬＢＰ 抑制 ＮＦ－κＢ 通路激活的作用越强ꎮ 这显示出
ＬＢＰ 的抗炎作用存在剂量依赖性ꎬ可为下一步进行体内及
临床研究时选择药物浓度提供参考ꎮ

ＭＡＰＫ 通路与细胞增殖、应激、炎症、凋亡等信号转导
通路密切相关ꎮ 作为这些通路的交汇点ꎬ它将胞外信号经
受体、Ｇ 蛋白、蛋白激酶、转录因子等组成信号网络ꎬ传递
到胞内ꎬ参与细胞分化、癌变、迁移、凋亡等细胞病理生理
过程ꎮ ＭＡＰＫ 通路是信号从细胞表面到细胞核内部的重
要传递者ꎬ分为 ＥＲＫ、ｐ３８、ＪＮＫ 和 ＥＲＫ５ 等亚族ꎬ其激活通
过级联过程进行ꎬ被激活后表现为逐级的磷酸化[２５]ꎮ 研
究表明ꎬＬＰＳ 刺激可通过激活细胞内信号通路适配器
ＭｙＤ８８ 蛋白的表达进行ꎬ再启动下游信号转导级联ꎬ引起
ＭＡＰＫ 通路中 ｐ－ＪＮＫ、ｐ－ＥＲＫ 及 ｐ－ｐ３８ 的激活[２６－２７]ꎮ 我
们的实验结果也证实了这一点ꎮ 同时发现 ＬＢＰ 可降低
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ＬＰＳ 刺激后 ＲＰＥ 细胞内 ＪＮＫ、ＥＲＫ 及 ｐ３８ 的磷酸化表达ꎬ
这显示 ＬＢＰ 是通过抑制 ＭＡＰＫ 中亚级通路 ＪＮＫ / ＥＲＫ / ｐ３８
的激活来降低 ＲＰＥ 炎性反应ꎮ 除此之外ꎬ不同浓度 ＬＢＰ
作用强度不同ꎬ在低浓度 ＬＢＰ 的处理下抑制 ＭＡＰＫ 通路
激活的作用并不明显ꎬ但在高浓度 ＬＢＰ 组中ꎬ三种因子的
磷酸化表达均有很大程度的减低ꎬ所以ꎬＬＢＰ 的抗炎作用
与药物用量密切相关ꎮ 再者ꎬ由于 ＭＡＰＫ 通路与细胞增
殖及凋亡联系紧密ꎬ所以 ＡＲＭＤ 中 ＲＰＥ 细胞的炎症相关
死亡方式也值得关注ꎮ

本实验虽然得出细胞水平的结论ꎬ无体内实验证据ꎬ
但可为下一步继续深入探讨 ＬＢＰ 对 ＡＲＭＤ 中炎症方面的
作用提供基本依据ꎮ 基于细胞实验ꎬ还可进行细胞死亡方
式的研究ꎬ并观察其他可能参与 ＲＰＥ 炎性反应的信号通
路ꎬ为 ＡＲＭＤ 及眼科 ＲＰＥ 相关炎症性疾病的治疗提供新
靶点ꎮ

综上所述ꎬ枸杞多糖对于 ＬＰＳ 诱导的人视网膜色素
上皮细胞炎性反应具有抑制作用ꎬ并通过抑制 ＮＦ－κＢ /
ＭＡＰＫ 通路相关因子的磷酸化及阻碍细胞内炎性因子
ＩＬ－１β、ＩＬ－６ 及 ＭＣＰ－１ 的转录过程而发挥影响ꎮ
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Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌｓ. Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ２０１９ꎻ １６ ( ６ ):
４０９－４１９
２７ Ｈａｑｕｅ ＭＡꎬ Ｊａｎｔａｎ Ｉꎬ Ｈａｒｉｋｒｉｓｈｎａｎ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ
Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｚｅｒｕｍｂｅｔ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ＬＰＳ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏ－ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ＮＦ － κＢꎬ ＭＡＰＫ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ － Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ Ｕ９３７
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ. Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０１９ꎻ５４:１９５－２０５
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