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摘要： 目的　 探讨白术多糖对结肠癌 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠肿瘤生长及免疫调节的影响及与 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ＴＬＲ４） 信号通路

的作用关系。 方法　 采用 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠建立结肠癌 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠模型， 建模成功后随机分为模型组、 阳性对照香菇

多糖组和白术多糖低、 中、 高剂量组， 另设置空白对照组， 每组 ６ 只， 连续灌胃给药 ２１ ｄ。 观察肿瘤体积并绘制生长

曲线； 检测抑瘤率、 胸腺指数和脾脏指数； 流式细胞术检测外周血 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞， ＣＤ８＋ Ｔ 细胞及肿瘤组织髓来源的抑

制性细胞 （ＭＤＳＣｓ） 比例， 并计算 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋比值； ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＮＦ⁃α 及 ＩＬ⁃２ 水平； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脾脏组

织中 ＴＬＲ４ 信号通路相关蛋白 ＴＬＲ４、 髓样分化因子 ８８ （ＭｙＤ８８）、 ＴＮＦ 受体相关因子 ６ （ＴＲＡＦ６） 和核因子⁃κＢ （ＮＦ⁃
κＢ ｐ６５） 表达。 结果　 与模型组比较， 除低剂量组外， 其他给药组 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠肿瘤生长缓慢， 胸腺和脾脏指数、
血清 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃２ 水平、 外周血 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞亚群比例以及 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ 比值均提高， 而 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞亚群比例以及

ＭＤＳＣｓ 细胞水平均降低。 此外， 中、 高剂量组小鼠脾脏组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６ 以及 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 等蛋白表达升高，
而香菇多糖组无显著影响。 结论　 白术多糖具有明显的抑制结肠癌 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠肿瘤生长以及增强 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠

免疫功能的作用， 其机制可能与激活 ＴＬＲ４ 信号通路转导有关。
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　 　 结肠癌是一种全球范围内发病率较高， 发展极为迅速

的恶性肿瘤之一。 根据 ２０００ 至 ２０１４ 年全球癌症生存趋势

监测计划 （ＣＯＮＣＯＲＤ 计划） 第三阶段的调查数据［１］ 显示，
我国结肠癌发病率高居所有癌症第 ３ 位， 其 ５ 年生存率仅

有 ５７􀆰 ６％ ， 远低于韩国、 日本等亚洲其他国家。 机体免疫

系统在调节肿瘤免疫应答， 改变肿瘤微环境中发挥重要作

用， 但大多数肿瘤细胞因机体免疫功能低下而逃逸免疫监

控， 最终表现出 “免疫逃逸” 的现象， 这也是导致放化疗

后肿瘤复发的主要原因［２］ 。 因此， 增强机体免疫功能将有

助于提高机体的抗肿瘤效果。 随着中医药临床价值逐渐被

世界认可， 传统中药因其显著的药理作用， 在现代医学研

究中备受关注。 白术多糖是中药白术的主要药效成分之一，
其具有抗氧化、 保肝、 抗炎、 抗过敏、 抗血栓、 抗病毒、
抗癌等多种药理作用［３］ 。 并且有研究显示［４⁃５］ ， 白术多糖

具有显著的免疫调节作用， 能提高机体免疫功能。 然而，
白术多糖是否通过调控机体免疫功能而发挥抗肿瘤作用，
目前鲜有报道。 本研究采用结肠癌 ＣＴ２６ 细胞荷瘤小鼠模

型， 探讨白术多糖干预对荷瘤小鼠肿瘤生长、 免疫调节的

影响及其可能机制， 以期为白术多糖的临床应用提供更多

的药效研究基础。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞株与动物　 小鼠结肠癌 ＣＴ２６ 细胞购自中国科学

院上海生命科学研究院细胞资源中心。 无特定病原体

（Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ， ＳＰＦ） 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ３０ 只，
６～８ 周龄， 体质量 １８ ～ ２２ ｇ， 购自长沙市天勤生物技术有

限公司， 动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘） ２０１４⁃００１１。 在温

度 ２２～２４ ℃， 相对湿度 ４０％ ～ ７０％ ， 通风良好， 昼夜 １２ ｈ
光照条件下自由饲养。
１􀆰 ２ 　 试 剂 与 药 物 　 白 术 多 糖 （ 纯 度 ≥ ９８％ ， 批 号

ＣＹ１８１００５） 及香菇多糖 （纯度≥９８％ ， 批号 ＣＹ１８１２０３）
均购自陕西慈缘生物技术有限公司。 小鼠肿瘤坏死因子⁃α
（Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α； 批号 １９０２０１） ＥＬＩＳＡ 试

剂盒、 小鼠白介素⁃２ （ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃２， ＩＬ⁃２； 批号 １９０１１１）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒均购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；
别藻蓝蛋白 （ Ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ， ＡＰＣ） 标记的 ＣＤ３ｅ 抗体

（批号 ５６１０４２）、 藻红蛋白 （ Ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ， ＰＥ） 标记的

ＣＤ４ 抗体 （批号 ５５３６５３）、 ＰＥ⁃ＣＤ８ａ 抗体 （批号 ５５３０３２）、
异硫氰酸荧光素 （Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ， ＦＩＴＣ） 标记的
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ＣＤ１１ｂ 抗体 （批号 ５５７３９６） 和 ＰＥ 标记的淋巴细胞抗原 ６
复合物 Ｇ 位点 （Ｌｙ⁃６Ｇ ／ Ｇｒ⁃１） 抗体 （批号 ５６１１０４） 均购自

美国 ＢＤ 公司； 兔抗小鼠 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＴＬＲ４） 单克隆抗体 （批号 １４３５８）、 兔抗人髓样分化因子

８８ （Ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ８８， ＭｙＤ８８） 单克隆抗体

（批号 ４２８３）、 兔抗人核因子⁃κＢ （Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５） 单克隆抗体 （批号 ８２４２） 和兔抗人 ＧＡＰＤＨ 单

克隆抗体 （批号 ５１７４） 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司； 小 鼠 抗 人 ＴＮＦ 受 体 相 关 因 子 ６ （ ＴＮＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ６， ＴＲＡＦ６） 单克隆抗体 （批号 ｓｃ⁃８４０９）
购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 建模及分组　 取对数生长期的小鼠结肠癌 ＣＴ２６ 细

胞， 调整细胞密度至 １×１０７ ／ ｍＬ， 接种于小鼠右前肢背部皮

下， 每只小鼠接种０􀆰 ２ ｍＬ细胞悬液。 待接种 ７ ｄ 左右， 接

种处可见平均直径约 ５ ｍｍ 肿瘤时视为造模成功［６］ 。 选择

肿瘤体积无差异的荷瘤小鼠随机分为 ５ 组， 每组 ６ 只， 即

模型组， 给予等量生理盐水灌胃处理； 阳性对照香菇多糖

组， １５０ ｍｇ ／ ｋｇ 香菇多糖灌胃处理； 白术多糖低剂量组，
１２５ ｍｇ ／ ｋｇ 白术多糖灌胃处理； 白术多糖中剂量组， ２５０
ｍｇ ／ ｋｇ 白术多糖灌胃处理； 白术多糖高剂量组， ５００ ｍｇ ／ ｋｇ
白术多糖灌胃处理； 另选取 ６ 只正常的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠作为

空白对照组， 给予等量生理盐水灌胃处理， 每天 １ 次， 给

药周期为 ２１ ｄ。 给药期间， 每 ４ ｄ 用游标卡尺测量一次肿

瘤长径 （ａ） 和短径 （ｂ）， 按照 Ｖ ＝ ａｂ２ ／ ２ 计算肿瘤体积并

绘制肿瘤生长曲线。
１􀆰 ３􀆰 ２　 免疫器官指数及抑瘤率测定 　 末次给药 ２４ ｈ 后，
断颈处死小鼠， 称定体质量， 在无菌条件下剥离肿瘤、 脾、
胸腺等组织， 称定质量， 按照以下公式计算抑瘤率、 胸腺

指数和脾脏指数［７］ ： 抑瘤率 ＝ ［（模型组平均瘤重－给药组

平均瘤重） ／模型组平均瘤重］ ×１００％ 、 胸腺 （脾） 指数

＝胸腺 （脾） 质量 ／小鼠体质量。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠血清 ＴＮＦ⁃α 及 ＩＬ⁃２ 表达　 采用摘

眼球取血法收集各组小鼠外周血， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心１０ ｍｉｎ，
分离血清， 按照试剂盒说明书操作， 使用酶标仪测定

４５０ ｎｍ处吸光度， 并按照说明书提供的公式计算血清 ＴＮＦ⁃
α 及 ＩＬ⁃２ 水平。
１􀆰 ３􀆰 ４　 流式细胞仪检测小鼠外周血 Ｔ 淋巴细胞亚群　 取各

组小鼠外周血， 加入红细胞裂解液，６００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
弃上清。 ＰＢＳ 重悬细胞，加入 ＡＰＣ⁃ＣＤ３ｅ、 ＰＥ⁃ＣＤ４ 和 ＰＥ⁃
ＣＤ８ａ 抗体，室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后重悬细

胞，流式细胞仪上机检测。 以 ＣＤ３ｅ＋ＣＤ４＋双阳性细胞亚群百

分比表示 ＣＤ４＋Ｔ 细胞所占比例，以 ＣＤ３ｅ＋ＣＤ８＋双阳性细胞

亚群表示 ＣＤ８＋Ｔ 细胞所占比例，并计算 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋比值。
１􀆰 ３􀆰 ５　 流式细胞仪检测肿瘤组织髓来源的抑制性细胞

（Ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｃｅｌｌｓ， ＭＤＳＣｓ） 水平　 取各组小

鼠新鲜肿瘤组织， 制备成单细胞悬液， 加入 ＦＩＴＣ⁃ＣＤ１１ｂ 和

ＰＥ⁃Ｇｒ⁃１ 抗体， 室温避光孵育 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后重悬

细胞， 流式细胞仪上机检测。 以 Ｇｒ⁃１＋ ＣＤ１１ｂ＋ 双阳性细胞

亚群百分比代表 ＭＤＳＣ 细胞所占比例。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测脾脏组织中 ＴＬＲ４ 信号通路相关蛋

白表达水平　 取约 ２０ ｍｇ 各组小鼠脾脏组织， 加入组织裂

解液充分裂解， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ４ ℃ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清，
采用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量。 取 ２０ μｇ 蛋白进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
凝胶电泳， 分离蛋白并转移至 ＰＶＤＦ 膜上， ５％ 脱脂牛奶室

温封闭 １ ｈ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 分别加入 ＴＬＲ４ 抗体 （１ ∶
１ ０００）、 ＭｙＤ８８ 抗体 （１ ∶ １ ０００）、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 抗体 （１ ∶
１ ０００）、 ＴＲＡＦ６ 抗体 （ １ ∶ ５００） 和 ＧＡＰＤＨ 抗体 （ １ ∶
１ ０００）， ４ ℃孵育过夜。 第 ２ 天， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入 ＨＲＰ
标记的山羊抗兔或小鼠 ＩｇＧ （１ ∶ １０ ０００） 室温孵育 ３０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 滴加 ＥＣＬ 化学发光液， 避光孵育 １ ｍｉｎ， 显

影。 相对蛋白表达量以目的蛋白光密度值 ／内参蛋白光密度

值表示。
１􀆰 ３􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理， 实验

数据以 （ ｘ± ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析

（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， 组间比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 白术多糖对 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠肿瘤生长的影响　 各组小

鼠肿瘤生长曲线如图 １Ａ 所示， 与模型组比较， 白术多糖

中、 高剂量组以及香菇多糖组小鼠肿瘤生长速度相对缓慢；
从接种第 ２０ 天起， 白术多糖高剂量组和香菇多糖组小鼠肿

瘤体积均小于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 从接种第 ２４ 天起， 白术

多糖中剂量组小鼠肿瘤体积均小于模型组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
ＣＴ２６ 细胞接种 ２８ ｄ 后， 各组小鼠肿瘤如图 １Ｂ 所示， 结果

如表 １ 所示， 可知白术多糖中、 高剂量组以及香菇多糖组

小鼠瘤质量均小于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
表 １　 各组 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠瘤重及抑瘤率比较（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 瘤重 ／ ｇ 抑瘤率 ／ ％

模型组 － ２􀆰 ３５±０􀆰 ９３ －

香菇多糖组 １５０ ０􀆰 ６３±０􀆰 ２７∗∗ ７３􀆰 １９

白术多糖低剂量组 １２５ １􀆰 ９１±０􀆰 ８７ １８􀆰 ７２

白术多糖中剂量组 ２５０ １􀆰 ３９±０􀆰 ５９∗ ４０􀆰 ８５

白术多糖高剂量组 ５００ ０􀆰 ８２±０􀆰 ２１∗∗ ６５􀆰 １１

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ２　 白术多糖对 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠免疫器官指数的影响　 与

空白对照组比较， 模型组小鼠脾脏指数和胸腺指数均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 白术多糖中、 高剂量组以及香

菇多糖组小鼠脾脏指数和胸腺指数均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但

白术多糖低剂量组无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 如表 ２ 所示。
２􀆰 ３　 白术多糖对 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠外周血 Ｔ 淋巴细胞亚群及

肿瘤组织中 ＭＤＳＣｓ 细胞水平的影响　 与空白对照组比较，
模型组小鼠外周血 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞比例以及 ＣＤ４＋ Ｔ ／ ＣＤ８＋ Ｔ 比

值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与模型组比较， 白术多糖中、 高剂量组以及香菇多糖组小

鼠外周血 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞比例以及 ＣＤ４＋ Ｔ ／ ＣＤ８＋ Ｔ 比值升高
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注： Ａ 为各组 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠肿瘤生长曲线， Ｂ 为接种 ＣＴ２６ 细胞 ２８ ｄ 后各组荷瘤小鼠肿瘤实物图。 相同时间点

与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 白术多糖抑制 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠肿瘤生长

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＣＤ８＋Ｔ 细胞比例以及肿瘤组织中 ＭＤＳＣｓ 细

胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 同时， 白术多糖低剂量组与模型

组比较以上指标均无显著性差异 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 如表 ３
所示。
２􀆰 ４　 白术多糖对 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２ 水平的影

响　 与空白对照组比较， 模型组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２ 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 白术多糖中、 高剂量组以

及香菇多糖组小鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２ 水平增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
而白术多糖低剂量组两者水平无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
如表 ４ 所示。

表 ２　 各组 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠脾脏和胸腺指数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝
６）

组别
剂量 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

脾脏指数 ／

（ｍｇ·ｇ－１）

胸腺指数 ／

（ｍｇ·ｇ－１）
空白对照组 － ９􀆰 ６７±１􀆰 ０９ ０􀆰 ８５±０􀆰 ０７
模型组 － ４􀆰 ３６±０􀆰 ５９＃＃ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０４＃＃

香菇多糖组 １５０ ８􀆰 １７±１􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ７６±０􀆰 １１∗

白术多糖低剂量组 １２５ ４􀆰 ０４±０􀆰 ７７ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０９
白术多糖中剂量组 ２５０ ６􀆰 ９４±０􀆰 ８４∗ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０７∗

白术多糖高剂量组 ５００ ７􀆰 ３５±１􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０８∗

　 　 注：与空白对照组比较，＃＃ Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ３　 各组 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠外周血 ＣＤ４＋Ｔ、 ＣＤ８＋Ｔ 细胞及肿瘤组织中 ＭＤＳＣｓ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） ＣＤ４＋Ｔ ／ ％ ＣＤ８＋Ｔ ／ ％ ＣＤ４＋Ｔ ／ ＣＤ８＋Ｔ ＭＤＳＣｓ ／ ％

空白对照组 － ４１􀆰 ３２±３􀆰 ６４ ２１􀆰 ３３±２􀆰 ５７ １􀆰 ７３±０􀆰 ２０ －
模型组 － ２４􀆰 ３６±３􀆰 ２７＃ ３３􀆰 ２１±４􀆰 ３６＃ ０􀆰 ７５±０􀆰 １４＃＃ ４３􀆰 ２５±４􀆰 ３９
香菇多糖组 １５０ ３７􀆰 ３５±６􀆰 ２１∗ ２２􀆰 ５７±３􀆰 ３７∗ １􀆰 ６５±０􀆰 ３４∗∗ ２２􀆰 １３±２􀆰 ２２∗

白术多糖低剂量组 １２５ ２６􀆰 １１±３􀆰 ０１ ３１􀆰 ２９±４􀆰 ０９ ０􀆰 ８６±０􀆰 １７ ３９􀆰 ２４±４􀆰 ０７
白术多糖中剂量组 ２５０ ２９􀆰 ３６±４􀆰 １１∗ ２６􀆰 ６７±３􀆰 ８７∗ １􀆰 １０±０􀆰 ２２∗ ３２􀆰 ７７±３􀆰 ６８∗

白术多糖高剂量组 ５００ ３５􀆰 ７４±５􀆰 ２７∗ ２３􀆰 １１±２􀆰 ９８∗ １􀆰 ５３±０􀆰 ２７∗∗ ２６􀆰 ６５±２􀆰 ８１∗

　 　 注：与空白对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ４　 各组 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠血清 ＴＮＦ⁃α 及 ＩＬ⁃２ 水平比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别
剂量 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＴＮＦ⁃α ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ⁃２ ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）
空白对照组 － ３４􀆰 ９１±４􀆰 ６８ １１９􀆰 ３５±１４􀆰 ２２
模型组 － ２３􀆰 １５±３􀆰 ２８＃ ８５􀆰 ２４±８􀆰 ２８＃

香菇多糖组 １５０ ４１􀆰 ６８±５􀆰 ０８∗ １５７􀆰 ０１±１９􀆰 ７４∗

白术多糖低剂量组 １２５ ２６􀆰 ２４±３􀆰 ９４ ９０􀆰 ４３±１３􀆰 ２５
白术多糖中剂量组 ２５０ ３４􀆰 ３７±４􀆰 ２１∗ １２１􀆰 １１±１６􀆰 ８７∗

白术多糖高剂量组 ５００ ３９􀆰 ０６±４􀆰 ９８∗ １４３􀆰 ５７±１８􀆰 ６５∗

　 　 注：与空白对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ５　 白术多糖对 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠脾脏中 ＴＬＲ４ 信号通路相

关蛋白表达的影响　 如图 ２ 所示， 与空白对照组比较， 模

型组小鼠脾脏组织中 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ⁃６ 以及 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ 等蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 白术

多糖中、 高剂量组荷瘤小鼠脾脏组织中 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＴＲＡＦ⁃６ 以及 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 等蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而

香菇多糖组、 白术多糖低剂量组上述蛋白表达无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３　 讨论

白术多糖是从白术根茎中提取的多糖类物质， 其主要

包含甘露聚糖、 果聚糖等成分， 其最为显著的药理作用是

促免疫作用。 例如， Ｊｉ 等［８］ 研究发现， 白术多糖可以通过

激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 促进炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ 以及

ＮＯ 的释放， 进而活化 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞。 Ｋｉｍ 等［５］研究

显示， 白术多糖作为一种佐剂， 可以显著增加 ＩｇＧ 滴度，
促进抗原特异性淋巴细胞增殖， 从而增强胸膜肺炎放线杆

菌感染小鼠机体的细胞免疫和体液免疫反应。 随着人们对

白术多糖药理研究的进一步深入， 发现白术多糖还具有抗

肿瘤的作用， 例如， Ｆｅｎｇ 等［９］ 研究报道称， 白术多糖通过

引起细胞周期 Ｓ 期阻滞， 诱导肝癌 Ｈ２２ 细胞凋亡， 并抑制

Ｈ２２ 细胞移植瘤的生长。 然而， 白术多糖是否通过调节机

体免疫功能发挥抗肿瘤作用目前还鲜有报道。 本研究结果
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注： 与空白对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠脾脏中 ＴＬＲ４ 信号通路相关蛋白表达

显示， 白术多糖可以抑制 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠肿瘤的生长， 其在

２５０、 ５００ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量下的抑瘤率分别 达 到 ４０􀆰 ８５％ 和

６５􀆰 １１％ 。 同时， 白术多糖可以通过活化 ＴＬＲ４ 信号通路，
促进炎症因子 ＴＮＦ⁃α 及 ＩＬ⁃２ 释放， 提高 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋比值，
降低肿瘤组织中 ＭＤＳＣｓ 水平。 因此， 白术多糖有可能通过

调节机体免疫功能发挥抗肿瘤作用。
众所周知， 恶性肿瘤的发生、 发展过程中常伴随着机

体免疫功能的降低， 甚至逃逸机体免疫系统的监控。 胸腺

和脾脏是机体重要的免疫器官， 然而肿瘤的发生可引起机

体免疫器官的萎缩［１０］ ， 胸腺指数和脾脏指数的高低在一定

程度上可以反应机体免疫功能的强弱。 本研究结果表明，
中、 高剂量白术多糖干预可以提高 ＣＴ２６ 荷瘤小鼠脾脏指数

和胸腺指数， 说明白术多糖可以增强荷瘤小鼠的免疫功能。
在机体免疫系统调节中， Ｔ 淋巴细胞发挥重要作用， 其中

辅助 ／诱导 Ｔ 淋巴细胞 （ ＣＤ３＋ ＣＤ４＋ ） 主要分泌 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃２等细胞因子， 刺激或增强细胞、 体液免疫应答； 而抑

制细胞毒 Ｔ 淋巴细胞 （ＣＤ３＋ ＣＤ８＋ ） 主要通过分泌抑制因

子抑制细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞和 Ｂ 淋巴细胞活化， 起负调控

作用。 临床研究数据显示［１１］ ， 肿瘤患者常出现 ＣＤ３＋ＣＤ４＋

细胞亚群明显减少， ＣＤ３＋ ＣＤ８＋ 细胞亚群明显升高， 以及

ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋比值明显降低的现象。 本研究结果显示， 中、
高剂量白术多糖干预可提高荷瘤小鼠血液中 ＣＤ３＋ ＣＤ４＋ 细

胞亚群比例， 降低 ＣＤ３＋ ＣＤ８＋ 细胞亚群比例， 从而提高

ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋比值。 与此同时， 中、 高剂量白术多糖干预还

可促进荷瘤小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２ 等细胞因子的分泌， 进

一步激活机体免疫功能。 此外， ＭＤＳＣ 是一种重要的免疫

抑制细胞， 肿瘤组织中存在大量的 ＭＤＳＣｓ， 其可以通过多

种途径抑制 Ｔ 细胞的活化， 并对肿瘤细胞适应性生长起到

促进作用［１２］ 。 本研究结果显示， 中、 高剂量白术多糖干预

可以降低荷瘤小鼠肿瘤组织中 ＭＤＳＣ 细胞水平。 说明， 白

术多糖可能通过降低 ＭＤＳＣｓ 水平， 减少其对 Ｔ 细胞的影

响， 并通过分泌 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２ 等细胞因子刺激 Ｔ 细胞的活

化， 以达到提高机体免疫力的功效， 从而发挥抗肿瘤的

作用。
Ｔｏｌｌ 样受体 （Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＴＬＲｓ） 是一类天然免

疫模式识别受体， 常表达于免疫细胞表面， 能够激活机体

天然免疫和适应性免疫应答［１３］ 。 ＴＬＲｓ 信号通路主要由

ＭｙＤ８８ 依赖途径和 ＭｙＤ８８ 非依赖途径组成， 而 ＴＲＡＦ⁃６ 是

这两条途径的交叉点， 继而激活 ＮＦ⁃κＢ 途径， 诱导促炎因

子的释放， 最终促进淋巴细胞的增殖及活化。 本研究结果

显示， 中、 高剂量白术多糖可上调荷瘤小鼠脾脏组织中

ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ⁃６ 以及 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 等蛋白表达， 表明

白术多糖能够激活 ＴＬＲ４ 信号通路。 提示， 白术多糖发挥

促免疫作用有可能是通过激活 ＴＬＲ４ 信号通路实现的。 钱

隆等［１４］研究结果也显示， 白术多糖能够激活 ＴＬＲ４ 信号通

路， 发挥增强免疫的作用。 此外， 作为阳性对照香菇多糖

对 ＴＬＲ４ 信号通路相关蛋白表达无显著影响， 可能是由于

香菇多糖发挥免疫调节抗肿瘤作用的机制不是通过该信号

通路实现的。
综上所述， 本研究证实白术多糖具有调节结肠癌 ＣＴ２６

荷瘤小鼠免疫功能及抑制荷瘤小鼠肿瘤生长的作用， 其作

用机制可能与 ＴＬＲ４ 信号通路激活有关。 然而， 由于白术

多糖具有多种药理作用， 在本研究中其是否还通过其他途

径发挥抗肿瘤作用？ 还需进一步深入研究。
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白术多糖对 Ａｎｇ⁃Ⅱ诱导的血管平滑肌细胞增殖及氧化应激的作用
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摘要： 目的　 探讨白术多糖对血管紧张素Ⅱ （Ａｎｇ⁃Ⅱ） 诱导的血管平滑肌细胞 （ＶＳＭＣｓ） 增殖及氧化应激的影响及

其对 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路的作用。 方法　 培养 ＶＳＭＣｓ 细胞， 采用不同质量浓度 （０、 ２０、 ４０、 ８０、 １６０ μｇ ／ ｍＬ） 白术多

糖处理 ＶＳＭＣｓ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， ＭＴＴ 检测细胞增殖活力。 随后将细胞分为对照组、 Ａｎｇ⁃Ⅱ组、 Ａｎｇ⁃Ⅱ＋白术多糖

组、 Ａｎｇ⁃Ⅱ＋ＳＢ２０３５８０ 组、 Ａｎｇ⁃Ⅱ＋ＳＢ２０３５８０＋白术多糖组， 采用 ＢｒｄＵ 法检测各组细胞增殖能力， 流式细胞仪检测各

组细胞内 ＲＯＳ 水平， 比色法检测各组细胞内 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 ｐ⁃ｐ３８ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白

表达水平。 结果　 ８０ μｇ ／ ｍＬ 白术多糖处理 ４８ ｈ 即可抑制 Ａｎｇ⁃Ⅱ诱导的 ＶＳＭＣｓ 细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与对照组比较，
Ａｎｇ⁃Ⅱ组 ＶＳＭＣｓ 细胞增殖水平增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＲＯＳ、 ＭＤＡ 水平增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ 活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃ｐ３８
和 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达水平增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ａｎｇ⁃Ⅱ组比较， Ａｎｇ⁃Ⅱ＋白术多糖组和 Ａｎｇ⁃Ⅱ＋ＳＢ２０３５８０ 组 ＶＳＭＣｓ 细胞增

殖水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＲＯＳ、 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ 活性增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃ｐ３８ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ａｎｇ⁃Ⅱ＋白术多糖组比较， Ａｎｇ⁃Ⅱ＋ＳＢ２０３５８０ 组和 Ａｎｇ⁃Ⅱ＋ＳＢ２０３５８０＋白术多糖组 ＶＳＭＣｓ 细胞增殖

水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＲＯＳ、 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯＤ 活性增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃ｐ３８ 和 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白表达水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ａｎｇ⁃Ⅱ＋ＳＢ２０３５８０ 组比较， Ａｎｇ⁃Ⅱ＋ＳＢ２０３５８０＋白术多糖组 ＶＳＭＣｓ 细胞增殖水平， ＲＯＳ、 ＭＤＡ 水平

以及 ＳＯＤ 活性均无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结论　 白术多糖可能通过抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路的激活， 减少 ＲＯＳ 的产

生， 从而抑制 Ａｎｇ⁃Ⅱ 诱导的 ＶＳＭＣｓ 细胞增殖。
关键词： 白术多糖； 血管平滑肌细胞； ＡｎｇⅡ； 增殖； 氧化应激； ｐ３８ＭＡＰＫ
中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２２）０１⁃０２３５⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２２􀆰 ０１􀆰 ０４６

　 　 动脉粥样硬化是心肌梗死和脑卒中的发病基础， 其基

本的病理表现为血管壁弹性下降、 血管内膜损伤、 修复、
增厚及其导致的管腔狭窄， 继而引发靶器官的缺血缺氧损

伤， 最终引发一系列严重疾病［１］ 。 内皮细胞、 巨噬细胞和

血管平滑肌细胞 （ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ， ＶＳＭＣｓ） 参

与了动脉粥样硬化的形成和发展［２］ ， ＶＳＭＣｓ 在新生内膜的

大量积聚是血管中膜平滑肌细胞迁移至内膜并大量增殖造

成， 有效抑制 ＶＳＭＣｓ 的活化及增殖可能是防治动脉粥样硬

化的重要环节［３］ 。 而氧化应激是动脉粥样硬化发生发展过

程中的重要促进因素之一， 主要通过氧化修饰作用， 诱导

血管基因表达、 促进局部炎症反应和 ＶＳＭＣｓ 增殖， 从多方

面参与动脉粥样硬化的发生发展［４］ 。
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