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苜草素多糖、黄酮和皂苷对小鼠巨噬细胞

犚犃犠２６４．７β防御素基因表达的影响

杨江涛，董晓芳，佟建明，刘晴雪，张　琪，吴莹莹

（中国农业科学院北京畜牧兽医研究所 动物营养学国家重点实验室，北京１００１９３）

摘　要：本研究旨在观察苜草素活性成分多糖、黄酮、皂苷对小鼠β防御素表达的影响。分别采用含有３０、６０、９０、

１５０μｇ·ｍＬ
－１苜草素多糖、含有１０、２０、３０、５０μｇ·ｍＬ

－１苜草素黄酮、含有３０、６０、９０、１５０μｇ·ｍＬ
－１苜草素皂苷的

细胞培养液处理ＲＡＷ２６４．７细胞，观察其对小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞β防御素（ｍｏｕｓｅｂｅｔａｄｅｆｅｎｓｉｎ，ｍＢＤ）ｍＲＮＡ表

达水平的影响。结果发现，苜草素多糖对 ｍＢＤ１的表达水平没有影响，对 ｍＢＤ２、ｍＢＤ３的表达有促进作用，３０

μｇ·ｍＬ
－１效果最明显；苜草素黄酮促进ｍＢＤ１的表达，１０μｇ·ｍＬ

－１效果最明显，对ｍＢＤ２、ｍＢＤ３的表达有抑制作

用；苜草素皂苷对ｍＢＤ１的表达有促进作用，对ｍＢＤ２的表达水平没有影响，对ｍＢＤ３表达有抑制作用。苜草素中

的多糖、黄酮、皂苷对ＲＡＷ２６４．７细胞ｍＢＤｓ表达的作用效果不同，苜草素多糖可能主要促进动物的特异性免疫功

能，苜草素黄酮、皂苷可能促进动物的先天性免疫功能。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｂｅｔａｄｅｆｅｎｓｉｎ；Ｐｏｌｙｓａｖｏｎｅ；ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ；ｓａｐｏｎｉｎｓ

　　苜草素（Ｐｌｏｙｓａｖｏｎｅ）是从天然紫花苜蓿中通过

现代提取工艺技术生产的纯植物成分添加剂［１］，其

主要有效成分为黄酮（≥５％）、多糖（≥１５％）和皂苷

（≥５％）。现代药理学研究结果表明，苜蓿中所含的

黄酮、皂苷类成分具有降血脂和抗动脉粥样硬化作

用［２４］；所含的多糖具有免疫增强作用［５］。苜草素具

有促进动物生长［１，６８］，提高动物免疫功能的作

用［７，９１０］，但是苜草素促进动物免疫功能的作用机制

尚不甚清楚。β防御素（Ｂｅｔａｄｅｆｅｎｓｉｎｓ）是由动物细

胞产生的天然抗菌肽，具有杀灭细菌、真菌、衣壳病

毒等作用，是连接先天性免疫与特异性免疫的桥

梁［１１１４］。哺乳动物的β防御素１是组成型表达，可

以被调控［１５］，β防御素２是诱导型表达，小鼠β防御

素３（ｍｏｕｓｅｂｅｔａｄｅｆｅｎｓｉｎ３，ｍＢＤ３）与人β防御素

２（ｈｕｍａｎｂｅｔａｄｅｆｅｎｓｉｎ２，ｈＢＤ２）是同族蛋白
［１６］，

ｍＢＤ２是小鼠特有的β防御素
［１７］。β防御素在动物

体内具有趋化活性，趋化Ｔ细胞、单核细胞及未成

熟的树突状细胞（ｉＤＣ），能诱导单核细胞和表皮细

胞产生细胞因子，β防御素２通过结合ＣＣＲ６受体

趋化记忆性 Ｔ细胞、可引起肥大细胞活化和脱颗

粒，致组胺和前列腺素释放，ｍＢＤ２可以通过ＴＬＲ４

受体诱导未成熟的树突状细胞成熟，连接先天性免

疫与特异性免疫［１２，１８］。众多试验证明，β防御素是

动物先天性免疫的重要组成和调控因子，是特异性

免疫的增强剂，增强病原特异性体液免疫和细胞免

疫应答［１８］。

在以前的研究中发现，苜草素可以促进小鼠巨

噬细胞β防御素基因的表达
［１９］，本研究通过分离苜

草素中的活性成分多糖、黄酮和皂苷，分别对小鼠巨

噬细胞ＲＡＷ２６４．７进行处理，研究苜草素多糖、黄

酮和皂苷对小鼠巨噬细胞β防御素（ｍｏｕｓｅｂｅｔａｄｅ

ｆｅｎｓｉｎｓ，ｍＢＤｓ）表达的影响，从而揭示苜草素促进

动物免疫功能的物质基础。

１　材料与方法

１．１　材料

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４．７细胞株

购自中国科学院上海生命科学院；ＤＭＥＭ细胞培养

基为 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司产品；胰蛋白酶为美国Ｇｉｂｃｏ公

司产品；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）为德国

ＢｉｏｃｈｒｏｍＡＧ公司产品；大肠杆菌脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏ

ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）为Ｓｉｇｍａ公司产品；苜蓿素标准

品和齐墩果酸标准品由中国医学科学院中国协和

医科大学药用植物研究所提供；葡萄糖标准品为

Ｓｉｇｍａ公司产品；通用型ＲＴＰＣＲ扩增试剂盒购自

北京美莱博医学科技有限公司；ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ为

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；ＰＣＲ 引物由北京奥科生物技

术有限公司合成；其他试剂均为分析纯。

１．２　苜草素活性成分多糖、黄酮、皂苷的分离与检测

１．２．１　多糖的分离与检测

１．２．１．１　多糖的分离：苜草素溶于适量的水中（料

液比１∶２０），１００℃循环回流抽提２ｈ。冷却，过滤，

合并滤液，弃滤渣，滤液浓缩至原体积的１／４。浓缩

后的滤液加入２倍体积的９５％乙醇进行醇析，静置

１２ｈ。醇析后的多糖溶液４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０

ｍｉｎ，将所得的沉淀物复溶。加入３％三氯乙酸进行

脱蛋白（三氯乙酸的用量由上清液颜色判断，上清液

由深绿色变为浅黄色为宜），在５～１０℃下静置过

夜。已脱蛋白的多糖溶液４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０

ｍｉｎ，弃去沉淀物，上清液为无蛋白的多糖溶液，再

加入９５％乙醇，进行醇析，静置过夜１２ｈ，弃上清在

６０℃下烘干，得到苜草素多糖。

１．２．１．２　检测多糖的葡萄糖标准曲线：１ｍｇ·ｍＬ
－１

葡萄糖标准液０、１、２、３、４、５ｍＬ置于５０ｍＬ容量瓶

中，定容至刻度，准确吸取上述标准溶液各１ｍＬ置

于具塞试管中。冰水浴中加入蒽酮试剂４ｍＬ，摇

匀，放置５ｍｉｎ后，置于沸水浴中加热１０ｍｉｎ，自来

水冷却，冷却至室温，于６２０ｎｍ处测定吸光值（Ａ

值）。

１．２．１．３　多糖的检测：从苜草素中分离的多糖制品

０．１ｇ溶于１００ｍＬ容量瓶中定容，取５ｍＬ按照标

准曲线制作的方法测定吸光度，根据葡萄糖标准曲

线方程计算多糖含量。

１．２．２　黄酮与皂苷的分离与检测

１．２．２．１　黄酮与皂苷的分离：黄酮和皂苷在使用聚

酰胺柱层析时，黄酮吸附在聚酰胺上，皂苷不吸附聚

酰胺，利用这种特征把提取出来的苜草素黄酮、皂苷

进行分离。

苜草素溶于适量的７０％乙醇中（料液比１∶

２０），６０℃循环回流抽提４ｈ。样品浓缩至浸膏状，

９０６
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用无水乙醇溶解，加入处理好的聚酰胺，搅拌均匀，

然后，６０℃水浴下，乙醇挥发完全后装入聚酰胺柱。

加样后的聚酰胺柱，先用５倍柱体积的蒸馏水洗脱

不吸附的总皂苷，洗脱液浓缩，皂苷以水溶液的形式

保存待用。用５倍柱体积的９５％酒精洗脱吸附在

聚酰胺柱中的黄酮。洗脱液浓缩，黄酮以醇溶液的

形式保存待用。

１．２．２．２　检测黄酮的标准曲线：取苜蓿素标准品

１０．０２ｍｇ，用甲醇溶于２５ｍＬ容量瓶，得到浓度为

０．４００８ｍｇ·ｍＬ
－１的标准溶液。以此标准溶液为

基础，配制３．２０６、４．８９６、５．０１０、９．６１９、１０．０２、

１２．８３μｇ·ｍＬ
－１浓度的标准溶液，紫外分光光度计

检测３５４ｎｍ吸光值。

１．２．２．３　检测皂苷的标准曲线：精密称取干燥至恒

重的齐墩果酸标准品２．１８ｍｇ，置于２ｍＬ容量瓶

中，加入甲醇至刻度，溶解摇匀。分别取４０、５０、６０、

７０、８０、９０μＬ置于具塞试管中，水浴蒸干溶剂，加显

色剂 （５％香草醛冰醋酸溶液）０．２ｍＬ，高氯酸０．８

ｍＬ，加磨口塞，置７０℃水浴中加热１５ｍｉｎ，流水冷

却，各加冰醋酸５ｍＬ摇匀，以显色剂为空白，紫外

分光光度计检测５４５ｎｍ吸光值。

１．２．２．４　黄酮的检测：从苜草素中分离的黄酮醇溶

液１００μＬ于１０ｍＬ容量瓶中，用７０％乙醇定容，取

５ｍＬ按照标准曲线制作的方法测定吸光值，根据黄

酮标准曲线方程计算黄酮含量。

１．２．２．５　皂苷的检测：从苜草素中分离的皂苷水溶

液５０μＬ于１０ｍＬ容量瓶中定容，取１００μＬ置于

具塞试管中。按照１．２．２．３中的方法测定５４５ｎｍ

处的吸光值，根据皂苷标准曲线方程计算皂苷含量。

１．３　细胞培养

ＲＡＷ２６４．７细胞培养使用含有１０％ ＦＢＳ和２

ｍｍｏｌ·Ｌ－１谷氨酰胺的ＤＭＥＭ 培养基，在３７℃、

５％ＣＯ２ 培养箱中培养。

１．４　苜草素多糖、黄酮、皂苷处理细胞

培养的 ＲＡＷ２６４．７细胞加入２４孔细胞培养

板，１×１０６ 细胞·孔－１。加入不同浓度的苜草素多

糖（３０、６０、９０、１５０μｇ·ｍＬ
－１）、苜草素黄酮（１０、２０、

３０、５０μｇ·ｍＬ
－１）、苜草素皂苷（１０、２０、３０、５０

μｇ·ｍＬ
－１），在培养箱中孵育２４ｈ，更换新鲜培养

基，使用ＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ
－１）诱导细胞６ｈ，提取细

胞总ＲＮＡ。

１．５　犚犜犘犆犚检测犿犅犇狊犿犚犖犃表达

１．５．１　总ＲＮＡ提取　　按照ＴＲＩｚｏｌ产品说明进

行。

１．５．２　ＲＴＰＣＲ扩增　　取１μｇ总ＲＮＡ，参照通

用型ＲＴＰＣＲ试剂盒说明，进行 ｍＲＮＡ反转录合

成第一链ｃＤＮＡ，取ＲＴ产物１μＬ进行ＰＣＲ扩增，

上游引物（Ｓｅｎｓｅ，Ｓ）、下游引物（Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ，ＡＳ）见

表１。ｍＢＤｓ的 ＰＣＲ反应条件为９５ ℃预变性５

ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，退火３０ｓ（退火温度见表１），７２℃

３０ｓ，循环数见表１；７２℃延伸１０ｍｉｎ。βａｃｔｉｎ的

ＰＣＲ反应条件为９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，

６０℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，２５个循环；７２℃延伸１０

ｍｉｎ。扩增产物使用２％琼脂糖电泳检测，溴化乙啶

（ＥＢ）染色。

表１　犘犆犚引物和条件

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犪狀犱犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊犳狅狉犘犆犚

基因

Ｇｅｎｅ

引物（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

循环数

Ｃｙｃｌｅ

扩增长度／ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

β防御素１　犿犅犇１
Ｓ

ＡＳ

ＴＧＣＣＴＴＣＡＡＣＡＴＧＧＡＧＧＡＴＴＣＴＧ

ＣＣＡＴＣＧＣＴＣＧＴＣＣＴＴＴＡＴＧＣＴＣＡ
５６ ３４ １４０ ［２０］

β防御素２　犿犅犇２
Ｓ

ＡＳ

ＣＧＡＡＧＣＡＧＡＡＣＴＴＧＡＣＣＡＣＴ

ＴＣＧＡＡＣＡＧＧＧＧＴＴＣＴＴＣＴＣＴ
６０ ３２ １１３ ［２１］

β防御素３　犿犅犇３
Ｓ

ＡＳ

ＴＴＧＴＴＴＧＡＧＧＡＡＡＧＧＡＧＧＣＡ

ＧＣＴＡＧＧＧＡＧＣＡＣＴＴＧＴＴＴＧＣ
５８ ３０ ２２０ ［１６］

β犪犮狋犻狀
Ｓ

ＡＳ

ＣＡＡＣＡＣＣＣＣＴＧＣＣＡＴＧＴＡＴＧＴ

ＧＧＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴ
６０ ２５ ６１７

１．６　图像分析

使用Ａｎａｌｙｚｅｒ
ＴＭ ＧｅｌＰｒｏ分析软件测定电泳带

的积分光密度（ＩＯＤ）值。

１．７　统计学处理

使用ｍＢＤｓ／βａｃｔｉｎ的ＩＯＤ／ＩＯＤ比值进行基因

表达分析，用ＳＰＳＳ软件进行方差分析和狋检验。
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　５期 杨江涛等：苜草素多糖、黄酮和皂苷对小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７β防御素基因表达的影响

２　结　果

２．１　苜草素多糖、黄酮、皂苷的检测标准曲线

检测苜草素多糖的标准曲线方程为犃＝０．０６１

９犆＋０．０１４４，犚２＝０．９９９６，线性范围：３．２０６～

１２．８３μｇ·ｍＬ
－１。检测苜草素黄酮的标准曲线方

程为犃＝０．０６１９犆＋０．０１４４，犚２＝０．９９９６，线性范

围：３．２０６～１２．８３μｇ·ｍＬ
１。检测苜草素皂苷的标

准曲线方程为犃＝０．００８５犆－０．０６０２，犚２＝０．９９８１，

线性范围：４３．６～９８．１μｇ·ｍＬ
－１。

２．２　苜草素多糖成分对犿犅犇狊表达的作用

表２　苜草素多糖对小鼠巨噬细胞犚犃犠２６４．７β防御素基因表达的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狅犳狆狅犾狔狊犪犮犮犺犪狉犻犱犲狅犳犘狅犾狔狊犪狏狅狀犲狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿犅犇狊犻狀犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊

组别 Ｇｒｏｕｐ 样本数ｎ β防御素１ｍＢＤ１ β防御素２ｍＢＤ２ β防御素３ｍＢＤ３

１ ３ ０．８４８９±０．０５０８ａ ０．４７２３±０．０５４７ｃ

２ ３ ０．８１４１±０．０３５１ａ ０．４４８０±０．０３００ｃ ０．３２４２±０．０１６４ｃ

３ ３ １．０１７７±０．１０１４ａ ０．９２３９±０．０３６９ａ ０．７４８７±０．０３２２ａ

４ ３ １．０２０３±０．０４８８ａ ０．６５１１±０．０４１９ｂｃ ０．７２７８±０．０５１７ａ

５ ３ １．０１７５±０．０５６０ａ ０．６７０４±０．０５７１ｂ ０．６０４９±０．０２６８ｂ

６ ３ ０．８６５２±０．０８８０ａ ０．５３９０±０．０１６２ｃ ０．５６０９±０．０４２６ｂ

１．对照；２．仅使用ＬＰＳ１０μｇ·ｍＬ
－１处理ＲＡＷ２６４．７细胞；３～６．分别使用苜草素多糖３０、６０、９０、１５０μｇ·ｍＬ

－１和ＬＰＳ１０

μｇ·ｍＬ
－１处理ＲＡＷ２６４．７细胞；表中同一列右上角含有不同小写字母者，表示差异显著（犘＜０．０５或犘＜０．０１）

１．Ｃｏｎｔｒｏｌ；２．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓａｒｅｏｎｌｙｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ
－１）；３６．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓａｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｌｙｓａｃｃｈａ

ｒｉｄｅｏｆＰｏｌｙｓａｖｏｎｅａｔ３０，６０，９０，１５０μｇ·ｍＬ
－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｎｄＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ

－１）；ａ，ｂ．Ｍｅａｎｓｗｉｔｈｉｎｅａｃｈｖｅｒｔｉｃａｌｒｏｗ

ｗｉｔｈｏｕｔａｃｏｍｍｏｎｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｄｉｆｆｅｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（犘＜０．０５ｏｒ犘＜０．０１）

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１．对 照；２．仅 使 用 ＬＰＳ１０

μｇ·ｍＬ
－１处理ＲＡＷ２６４．７细胞；３～６．分别使用苜草素多

糖３０、６０、９０、１５０μｇ·ｍＬ
－１和 ＬＰＳ１０μｇ·ｍＬ

－１处理

ＲＡＷ２６４．７细胞

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１．Ｃｏｎｔｒｏｌ；２．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ

ａｒｅｏｎｌｙｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ
－１）；３６．ＲＡＷ２６４．７

ｃｅｌｌｓａｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｆＰｏｌｙｓａｖｏｎｅａｔ３０，６０，

９０，１５０μｇ·ｍＬ
－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｎｄＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ

－１）

图１　不同剂量苜草素多糖处理细胞的犿犅犇狊表达水平的变

化

犉犻犵１　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犿犅犇狊犪犳狋犲狉犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊

狑犲狉犲狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犔犘犛犪狀犱犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱狅狊犲狅犳狆狅犾狔狊犪犮

犮犺犪狉犻犱犲狅犳犘狅犾狔狊犪狏狅狀犲

　　电泳结果显示（表２和图１），苜草素中的多糖

成分对ｍＢＤ１的表达水平没有明显的影响；分别使

用苜草素多糖３０、６０、９０、１５０μｇ·ｍＬ
－１剂量处理下

进行ＬＰＳ诱导，ｍＢＤ２表达水平比只使用ＬＰＳ诱导

的细胞上升，其中３０μｇ·ｍＬ
－１剂量明显高于其他

剂量（犘＜０．０１）；ｍＢＤ３在ＬＰＳ诱导的情况下进行

表达，分别使用苜草素多糖３０、６０、９０、１５０μｇ·ｍＬ
－１

剂量处理下进行ＬＰＳ诱导，ｍＢＤ３表达水平比只使

用ＬＰＳ诱导的细胞明显上升（犘＜０．０１），其中３０、

６０μｇ·ｍＬ
－１剂量明显高于９０、１５０μｇ·ｍＬ

－１剂量

（犘＜０．０５），３０、６０μｇ·ｍＬ
－１剂量间没有明显的差别。

２．３　苜草素黄酮对犿犅犇狊表达的作用

电泳结果显示（表３和图２），ｍＢＤ１的表达不受

ＬＰＳ诱导的影响，苜草素中的黄酮对 ｍＢＤ１的表达

水平有明显的促进作用（犘＜０．０１），１０、２０、３０、５０

μｇ·ｍＬ
－１剂量中，１０μｇ·ｍＬ

－１剂量明显高于其他

剂量（犘＜０．０１），随着黄酮剂量的增加，苜草素黄酮

成分对ｍＢＤ１表达水平的促进作用降低；分别使用

苜草素黄酮１０、２０、３０、５０μｇ·ｍＬ
－１剂量处理下进

行ＬＰＳ诱导，ｍＢＤ２表达水平比只使用ＬＰＳ诱导的

细胞和对照相比明显下降（犘＜０．０１）；ｍＢＤ３在ＬＰＳ

诱导的情况下进行表达，分别使用苜草素黄酮１０、２０、

３０、５０μｇ·ｍＬ
－１剂量处理下进行ＬＰＳ诱导，ｍＢＤ３表

达水平比只使用ＬＰＳ诱导的细胞下降（犘＜０．０１），随

着黄酮剂量的增加，苜草素黄酮对ｍＢＤ３表达水平的

抑制作用愈加明显。
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表３　苜草素黄酮对小鼠巨噬细胞犚犃犠２６４．７β防御素基因表达的影响

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狅犳犳犾犪狏狅狀狅犻犱狊狅犳犘狅犾狔狊犪狏狅狀犲狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿犅犇狊犻狀犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊

组别 Ｇｒｏｕｐ 样本数ｎ β防御素１　ｍＢＤ１ β防御素２　ｍＢＤ２ β防御素３　ｍＢＤ３

１ ３ ０．３３５７±０．０２９４ｄ １．６０１６±０．０５６２ｂ

２ ３ ０．２７１３±０．０１０６ｄ １．７９４２±０．０４３３ａ ０．７６９６±０．０３９４ａ

３ ３ １．７０１０±０．０９９３ａ ０．４６６９±０．０２２４ｃ ０．５５７１±０．０１６１ｂ

４ ３ １．２８５４±０．０４２７ｂ ０．３６５５±０．０４２９ｃｄ ０．３９１２±０．０３１６ｃ

５ ３ ０．７９１２±０．０２８３ｃ ０．３８１１±０．０５５４ｃｄ ０．４３４８±０．０５３０ｃ

６ ３ ０．５６０９±０．０６８３ｃ ０．２７５６±０．０２８２ｄ ０．１１９０±０．０１０８ｄ

１．对照；２．仅使用ＬＰＳ１０μｇ·ｍＬ
－１处理ＲＡＷ２６４．７细胞；３～６．分别使用苜草素黄酮１０、２０、３０、５０μｇ·ｍＬ

－１和ＬＰＳ１０

μｇ·ｍＬ
－１处理ＲＡＷ２６４．７细胞；表中同一列右上角含有不同小写字母者，表示差异显著（犘＜０．０５或犘＜０．０１）

１．Ｃｏｎｔｒｏｌ；２．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓａｒｅｏｎｌｙｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ
－１）；３６．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓａｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｏｆ

Ｐｏｌｙｓａｖｏｎｅａｔ１０，２０，３０，５０μｇ·ｍＬ
－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｎｄＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ

－１）；ａ，ｂ．Ｍｅａｎｓｗｉｔｈｉｎｅａｃｈｖｅｒｔｉｃａｌｒｏｗｗｉｔｈｏｕｔ

ａｃｏｍｍｏｎｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｄｉｆｆｅｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（犘＜０．０５ｏｒ犘＜０．０１）

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１．对 照；２．仅 使 用 ＬＰＳ１０

μｇ·ｍＬ
－１处理ＲＡＷ２６４．７细胞；３～６．分别使用苜草素黄

酮１０、２０、３０、５０μｇ·ｍＬ
－１ 和 ＬＰＳ１０μｇ·ｍＬ

－１ 处 理

ＲＡＷ２６４．７细胞

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１．Ｃｏｎｔｒｏｌ；２．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ

ａｒｅｏｎｌｙｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ
－１）；３６．ＲＡＷ２６４．７

ｃｅｌｌｓａｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｏｆＰｏｌｙｓａｖｏｎｅａｔ１０，２０，３０，

５０μｇ·ｍＬ
－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｎｄＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ

－１）

图２　不同剂量苜草素黄酮处理细胞的犿犅犇狊表达水平的变化

犉犻犵２　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犿犅犇狊犪犳狋犲狉犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊
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２．４　苜草素皂苷对犿犅犇狊表达的作用

电泳结果显示（表４和图３），苜草素中的皂苷

对ｍＢＤ１的表达水平有明显的促进作用，１０、２０、

３０、５０μｇ·ｍＬ
－１剂量中，１０μｇ·ｍＬ

－１剂量与只使

用ＬＰＳ诱导的细胞和对照相比，ｍＢＤ１的表达水平

没有变化，２０、３０、５０μｇ·ｍＬ
－１剂量明显高于１０

μｇ·ｍＬ
－１剂量（犘＜０．０１），随着皂苷剂量的增加，

苜草素皂苷对ｍＢＤ１表达水平的促进作用增强；分

别使用苜草素皂苷１０、２０、３０、５０μｇ·ｍＬ
－１剂量处

理下进行ＬＰＳ诱导，除了１０μｇ·ｍＬ
－１剂量 ｍＢＤ２

表达水平明显升高（犘＜０．０５），其他剂量与只使用

ＬＰＳ诱导的细胞和对照相比没有明显变化；ｍＢＤ３

在ＬＰＳ诱导的情况下进行表达，分别使用苜草素皂

苷１０、２０、３０、５０μｇ·ｍＬ
－１剂量处理下进行ＬＰＳ诱

导，１０μｇ·ｍＬ
－１剂量时 ｍＢＤ３表达水平与只使用

ＬＰＳ诱导的细胞相比没有明显变化，随着皂苷剂量

的增加，ｍＢＤ３表达水平明显下降（犘＜０．０１），苜草

素皂苷对ｍＢＤ３表达表现明显的抑制作用。

表４　苜草素皂苷对小鼠巨噬细胞犚犃犠２６４．７β防御素基因表达的影响

犜犪犫犾犲４　犈犳犳犲犮狋狅犳狊犪狆狅狀犻狀狊狅犳犘狅犾狔狊犪狏狅狀犲狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿犅犇狊犻狀犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊

组别 Ｇｒｏｕｐ 样本数ｎ β防御素１　ｍＢＤ１ β防御素２　ｍＢＤ２ β防御素３　ｍＢＤ３

１ ３ ０．８８３９±０．０６１７ｃ ３．１１２５±０．６３８５ｂ

２ ３ ０．９０４８±０．０６１９ｃ ３．５９７５±０．４８５２ｂ １．３４０４±０．１９０９ａ

３ ３ ０．８６４５±０．１３１７ｃ ４．１５４２±０．５５７９ａ １．２２０１±０．３１９４ａ

４ ３ ３．６１６５±０．１６８０ｂ ３．５８１２±０．３３３２ｂ ０．８６６６±０．０３６９ｂ

５ ３ ３．８３０３±０．２９４８ａｂ ３．４３７８±０．４７８８ｂ ０．７７２５±０．０９８５ｂ

６ ３ ４．１３７４±０．２２８１ａ ３．７２４５±０．４１２１ｂ ０．７０９０±０．０８７１ｂ

１．对照；２．仅使用ＬＰＳ１０μｇ·ｍＬ
－１处理ＲＡＷ２６４．７细胞；３～６．分别使用苜草素皂苷１０、２０、３０、５０μｇ·ｍＬ

－１和ＬＰＳ１０

μｇ·ｍＬ
－１处理ＲＡＷ２６４．７细胞；表中同一列右上角含有不同小写字母者，表示差异显著（犘＜０．０５或犘＜０．０１）

１．Ｃｏｎｔｒｏｌ；２．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓａｒｅｏｎｌｙｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ
－１）；３６．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓａｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓａｐｏｎｉｎｓｏｆ

Ｐｏｌｙｓａｖｏｎｅａｔ１０，２０，３０，５０μｇ·ｍＬ
－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｎｄＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ

－１）；ａ，ｂ．Ｍｅａｎｓｗｉｔｈｉｎｅａｃｈｖｅｒｔｉｃａｌｒｏｗｗｉｔｈｏｕｔ

ａｃｏｍｍｏｎｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｄｉｆｆｅｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（犘＜０．０５ｏｒ犘＜０．０１）
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　５期 杨江涛等：苜草素多糖、黄酮和皂苷对小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７β防御素基因表达的影响

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１．对 照；２．仅 使 用 ＬＰＳ１０

μｇ·ｍＬ
－１处理ＲＡＷ２６４．７细胞；３～６．分别使用苜草素皂

苷１０、２０、３０、５０μｇ·ｍＬ
－１和 ＬＰＳ１０μｇ·ｍＬ

－１处理

ＲＡＷ２６４．７细胞

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１．Ｃｏｎｔｒｏｌ；２．ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ

ａｒｅｏｎｌｙｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ
－１）；３６．ＲＡＷ２６４．７

ｃｅｌｌｓａｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓａｐｏｎｉｎｓｏｆＰｏｌｙｓａｖｏｎｅａｔ１０，２０，３０，

５０μｇ·ｍＬ
－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｎｄＬＰＳ（１０μｇ·ｍＬ

－１）

图３　不同剂量苜草素皂苷处理细胞的犿犅犇狊表达水平的变化
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３　讨　论

以前的研究证明，苜草素可以明显促进 ｍＢＤ１

～３的表达水平，苜草素０．２ｍｇ·ｍＬ
－１剂量明显优

于其他剂量（０．４、０．６、１．０ｍｇ·ｍＬ
－１）［１９］。苜草素

中的主要有效成分为黄酮（≥５％）、多糖（≥１５％）和

皂苷（≥５％），在本试验中，使用从苜草素中提取出

的多糖、黄酮、皂苷，分别以苜草素０．２、０．４、０．６、

１．０ｍｇ·ｍＬ
－１的含量培养ＲＡＷ２６４．７细胞，发现

多糖对ｍＢＤ１的表达水平没有影响，黄酮和皂苷都

可以促进ｍＢＤ１的表达，黄酮１０μｇ·ｍＬ
－１剂量明

显高于其他剂量，随着黄酮剂量的增加，对 ｍＢＤ１

表达水平的促进作用降低，而皂苷表现出随着剂量

的增加，对 ｍＢＤ１表达水平的促进作用增强的特

点，推测苜草素提高ｍＢＤ１的表达主要是黄酮和皂

苷起作用。有趣的是，苜草素促进ＲＡＷ２６４．７细胞

ｍＢＤ１表达的情况与黄酮的情况相似，苜草素中黄

酮和皂苷的含量接近，但皂苷促进 ｍＢＤ１表达的特

点在以前的试验中没有表现出来，黄酮与皂苷在促

进ｍＢＤ１表达的信号途径可能存在一定的竞争，黄

酮在信号传导中处于优势，这一点有待进一步的研

究。

本试验中黄酮和皂苷对ｍＢＤ３表达水平有抑制

作用，剂量越增加，抑制作用越明显。黄酮对 ｍＢＤ２

表达水平有抑制作用，但发现皂苷除了１０μｇ·ｍＬ
－１

剂量使ｍＢＤ２表达水平明显增加外，其他剂量（２０、

３０、５０μｇ·ｍＬ
－１）对ｍＢＤ２表达水平没有影响。苜草

素多糖对ｍＢＤ２、ｍＢＤ３表达水平的促进作用的特点

与苜草素基本一致，这可能是因为多糖成分在苜草素

中的含量比黄酮和皂苷的含量高，使得苜草素对

ｍＢＤ２、ｍＢＤ３表达水平的促进作用主要体现出多糖

的特点，黄酮和皂苷参与其中的调节。苜草素中的多

糖可以通过促进ｍＢＤ２和ｍＢＤ３的表达，来增强动物

机体的特异性免疫功能。黄酮和皂苷对ｍＢＤ１的表

达有明显的促进作用，增强动物的先天性免疫功能，

抑制ｍＢＤ２和ｍＢＤ３的表达，降低动物的特异性免疫

功能，可以起到抗炎症反应的作用。

已有研究表明，β防御素２的诱导表达可能是

通过多信号途径实现的，其中ＮＦκＢ和 ＡＰ１的作

用较为重要，β防御素２基因转录起始点近端的２

个ＮＦκＢ位点是转录表达所必需的
［２２］。Ｌｅｅ等研

究表明茯苓多糖可以诱导 ＮＦκＢ的活化
［２３］，在现

有的研究报道中，不同皂苷对ＮＦκＢ的影响有很大

的反差，大豆皂苷、人参皂苷降低 ＮＦκＢ 的活

性［２４２５］，但是Ｊｅｏｎｇ等报道α常春藤素（三萜皂苷

类）可以活化 ＮＦκＢ
［２６］。笔者认为，ＮＦκＢ在苜草

素多糖、黄酮和皂苷活性成分影响β防御素基因表

达的信号途径中，起到非常重要的作用，三者对ＮＦ

κＢ的影响特点有待进一步研究。

４　结　论

苜草素中的多糖、黄酮、皂苷对小鼠ＲＡＷ２６４．７

细胞ｍＢＤｓ表达的作用效果不同。苜草素多糖对

ｍＢＤ１的表达水平没有影响，对 ｍＢＤ２、ｍＢＤ３的表

达有促进作用，苜草素多糖可能主要促进动物的特

异性免疫功能；苜草素黄酮、皂苷都可以促进 ｍＢＤ１

的表达，苜草素黄酮对 ｍＢＤ２、ｍＢＤ３的表达有抑制

作用，苜草素皂苷对 ｍＢＤ２的表达水平没有影响，

对ｍＢＤ３表达有抑制作用，苜草素黄酮、皂苷可能

主要促进动物的先天性免疫功能。
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