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摘要： 目的　 探讨螺旋藻多糖对脂多糖 （ＬＰＳ） 诱导小鼠肝损伤的保护作用及其机制。 方法　 将雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随

机分为正常组、 脂多糖组和螺旋藻多糖低、 高剂量组 （２５、 １００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只。 采用 ＨＥ 染色法观察小鼠肝组织

病理学改变， 试剂盒检测肝组织相关蛋白酶水平， 免疫组织化学法检测肝组织促炎因子肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ⁃α） 和

白细胞介素⁃６ （ＩＬ⁃６） 的表达和分布， 酶联免疫吸附法 （ＥＬＩＳＡ） 检测肝组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＩＦＮ⁃γ 水平， 蛋白

质免疫印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测核转录因子⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） 相关蛋白的表达。 结果　 螺旋藻多糖预处理改善了 ＬＰＳ
诱导小鼠肝组织病理形态学损伤及氧化应激状态 （Ｐ＜ ０ ０１）， 降低肝组织相关蛋白酶水平和促炎因子表达 （Ｐ＜
０ ０１）， 并剂量依赖性地降低 ＮＦ⁃κＢ 相关蛋白表达 （Ｐ＜０ ０１）。 结论　 螺旋藻多糖预处理可以减轻 ＬＰＳ 诱导的小鼠肝

损伤， 其机制可能与抑制炎症和抗氧化应激有关。
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　 　 脓毒血症是全身性炎症的指征， 与内毒素、 真菌、 局

部缺血或再灌注或组织损伤引起的感染性侵袭有关， 并与

病原体成分和 Ｔｏｌｌ 样受体相互作用引发的炎症反应相关［１］ ，
脓毒症患者会出现肝损伤［１］ 。 脂多糖 （ＬＰＳ） 刺激库普弗

细胞释放促炎性细胞因子［２］ ， 调节氧化状态并最终导致肝

损伤［３］ 。 ＴＮＦ⁃α 是内毒素休克的主要介质， 并且还激活胱

天蛋白酶依赖性凋亡信号转导［４］ ， 其介导的肝细胞凋亡与

ＬＰＳ 诱导的肝损伤有关［５］ 。 由于 ＬＰＳ 刺激一氧化氮合酶

（ｉＮＯＳ） 和环氧合酶⁃２ （ＣＯＸ⁃２） 的合成［６］ ， 还能激活并诱

导转录因子核因子⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ）， 这在肝细胞炎症和凋亡

中起关键作用［７］ 。
螺旋藻蓝藻是一种蓝绿色藻类， 从中提取的多糖为螺

旋藻多糖， 由鼠李糖、 木糖、 葡萄糖、 半乳糖和阿拉伯吡

喃糖葡萄糖醛酸组成［８⁃９］ 。 螺旋藻多糖参与多种生物学功

能， 包括抗衰老， 降低高胆固醇血症， 促进蛋白质合成，
增强免疫功能和抗辐射等， 其在生物体中发挥抑制炎症和

抗氧化应激的作用［１０］ 。 因此， 本研究将探索螺旋藻多糖对

ＬＰＳ 诱导小鼠肝损伤的作用及机制。
１　 材料

１ １　 试剂与药物　 螺旋藻多糖购自三亚海王海洋生物科技

有限公司。 衍生自大肠杆菌 （Ｏ２６： Ｂ６） 的脂多糖购自美

国 Ｓｉｇｍａ 公司； 蛋白质测定试剂盒、 兔抗 ＩＬ⁃６、 兔 ＴＮＦ⁃α、
小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ、 兔和小鼠二抗体均购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公

司； 兔抗 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。

１ ２　 动物 　 雄性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， ６ ～ ８ 周龄， 体质

量 ２２～２５ ｇ， 购自广州医科大学实验动物中心， 实验动物

生产许可证号 ＳＣＸＫ （粤） ２０１８⁃０００２， 实验动物使用许可

证号 ＳＹＸＫ （粤） ２０１８⁃０００２， 经广州医科大学动物保护委

员会批准。 小鼠饲养在温度 ２２ ℃条件下， 提供正常饮食，
适应 １ 周后开始实验。
２　 方法

２ １　 造模、 分组及给药 　 参考文献 ［１０］ 报道方法， 小

鼠随机分为正常组、 脂多糖组和螺旋藻多糖低、 高剂量组，
每组 ８ 只。 螺旋藻多糖低、 高剂量组灌胃给予螺旋藻多糖

２５、 １００ ｍｇ ／ ｋｇ， 正常组和脂多糖组灌胃给予等量蒸馏水，
连续给药 ２ ｄ 后进行造模， 脂多糖组和螺旋藻多糖组腹腔

注射 １ ｍｇ ／ ｋｇ ＬＰＳ， 正常组腹腔注射等剂量磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）， １２ ｈ 后处死小鼠， 收集血液和肝组织。
２ ２　 苏木素⁃伊红染色 　 肝组织用 １０％ 中性福尔马林缓冲

液固定， 包埋在石蜡中， 并依次切成 ５ μｍ 厚的切片， 进行

苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 染色， 并于显微镜下观察组织病理学

变化并拍照。
２ ３　 肝组织相关蛋白酶水平检测　 使用 ＡＬＴ ／ ＡＳＴ 检测试

剂盒检 测 血 清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活 性 来 评 估 肝 损 伤， 使 用

ＣｙｔｏＴｏｘ９６ 非放射性细胞毒性测定法检测血清 ＬＤＨ 活性。
在等渗盐水中清洗肝组织， 吸去多余盐水， 在 ５％ 偏磷酸

（２０ ｍＬ ／ ｇ） 中匀浆， ４ ℃、 １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 使用

相应试剂盒检测丙二醛 （ＭＤＡ）、 活性氧族 （ＲＯＳ）、 总谷

胱甘肽 （ＧＳＨ） 水平。
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２ ４　 免疫组织化学染色检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 表达　 将石蜡切

片在 ６５ ℃ 烤箱中烘烤 ２４ ｈ， 脱蜡后用 ＰＢＳ 冲洗， 置于

ＥＤＴＡ 缓冲液中进行微波抗原修复， ＰＢＳ 洗涤后放入 ３％ 过

氧化氢溶液中， 室温放置 １０ ｍｉｎ， 以阻断内源性过氧化物

酶活性， ＰＢＳ 洗涤后， 用 ５％ 牛血清白蛋白 （ＢＳＡ） 室温封

闭 ２０ ｍｉｎ， 每个切片加 ５０ μＬ 稀释后的 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 一抗

在４ ℃孵育过夜， ＰＢＳ 洗涤后， 加 ５０ ～ １００ μＬ 山羊抗兔辣

根过氧化物酶偶联的二抗 ４ ℃ 孵育 ５０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤后

ＤＡＢ 显色， 终止显色后用苏木精复染 ５ ｍｉｎ， 自来水冲洗，
脱水， 封片， 于显微镜下观察， 黄色或棕色沉积即为阳性

表达。
２ ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＩＦＮ⁃γ 水平 　 收

集肝组织匀浆后取上清液， 根据试剂盒说明书检测 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＩＦＮ⁃γ 水平。
２ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＦ⁃κＢ 相关蛋白表达 　 将冷冻的

肝组织用 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解 ４０ ｍｉｎ， ４ ℃下离心 ２０ ｍｉｎ， 提

取总蛋白质。 用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳， 然后转移至 ＰＶＤＦ 膜，
５％ 脱脂牛奶封闭 １ ｈ， 将膜与一抗稀释液在 ４ ℃下孵育过

夜， ＴＢＳＴ 洗涤 ４ 次， 与结合 ＨＲＰ 的二抗孵育 ４５ ｍｉｎ，
ＴＢＳＴ 洗涤 ４ 次， 然后使用增强的化学发光检测试剂盒进行

发光， 并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值。
２ ７　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ ０ 软件进行处理，
计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。
Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 螺旋藻多糖对 ＬＰＳ 诱导小鼠肝功能及病理形态的影响

　 正常组小鼠肝组织结构正常； 脂多糖组小鼠肝结构丧失，
部分细胞核消失， 大量炎性细胞浸润； 螺旋藻多糖各剂量

组均能改善肝脏结构， 见图 １Ａ。 脂多糖组小鼠血清 ＬＤＨ、
ＡＬＴ、 ＡＳＴ 活性均高于正常组 （Ｐ＜０ ０１）； 与脂多糖组比

较， 螺旋藻多糖组剂量依赖性地降低血清 ＬＤＨ、 ＡＬＴ、 ＡＳＴ
活性 （Ｐ＜０ ０５）， 见图 １Ｂ～１Ｄ。

注： 与正常组比较， ＃＃Ｐ＜０ ０１； 与脂多糖组比较， ∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 １　 螺旋藻多糖对 ＬＰＳ 诱导小鼠肝损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３ ２　 螺旋藻多糖对 ＬＰＳ 诱导小鼠肝组织氧化应激水平的影

响　 如图 ２ 所示， 与正常组比较， 脂多糖组小鼠肝组织

ＭＤＡ、 ＲＯＳ 水平升高 （ Ｐ ＜ ０ ０１）， ＧＳＨ 水平降低 （ Ｐ ＜
０ ０１）； 与脂多糖组比较， 螺旋藻多糖组剂量依赖性地降低

了小鼠肝组织 ＭＤＡ、 ＲＯＳ 水平 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 升高

了 ＧＳＨ 水平 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 提示螺旋藻多糖有效改

善 ＬＰＳ 诱导的小鼠肝组织氧化应激状态。
３ ３　 螺旋藻多糖对 ＬＰＳ 诱导小鼠肝组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃
１β、 ＩＦＮ⁃γ 水平的影响 　 如图 ３Ａ ～ ３Ｂ 所示， 与正常组比

较， 脂多糖组小鼠肝组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 阳性表达增加； 与

脂多糖组比较， 螺旋藻多糖组 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 阳性表达降低。
如图 ３Ｃ～３Ｆ 所示， 与正常组比较， 脂多糖组小鼠肝组织促

炎因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＩＦＮ⁃γ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）；

与脂多糖组比较， 螺旋藻多糖组剂量依赖性地降低 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＩＦＮ⁃γ 水平 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。
３ ４　 螺旋藻多糖对 ＬＰＳ 诱导小鼠肝组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｉＮＯＳ、
ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达的影响 　 如图 ４ 所示， 与正常组比较， 脂

多糖组小鼠肝组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０ ０１）； 与脂多糖组比较， 螺旋藻多糖组剂量依赖性地

降低小鼠肝组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达 （Ｐ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。
４　 讨论

螺旋藻多糖的抗氧化和抗炎特性是由于抑制 ＮＦ⁃κＢ 活

化而引起的［１１⁃１２］ 。 脂多糖破坏小鼠的肝脏形态并增加肝脏

酶［１３］ 。 ＡＳＴ、 ＡＬＴ、 ＬＤＨ 通常位于细胞质中， 其活性增加

是肝结构损伤的标志［１４］ 。 由于休克或坏死， 厌氧条件下肝
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注： 与正常组比较， ＃＃Ｐ＜０ ０１； 与脂多糖组比较， ∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 螺旋藻多糖对小鼠肝组织 ＭＤＡ、 ＲＯＳ、 ＧＳＨ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 与正常组比较， ＃＃Ｐ＜０ ０１； 与脂多糖组比较， ∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 螺旋藻多糖对小鼠肝组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＩＦＮ⁃γ水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
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注： 与正常组比较， ＃＃Ｐ＜０ ０１； 与脂多糖组比较， ∗Ｐ＜０ ０５， ∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 螺旋藻多糖对小鼠肝组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｉＮＯＳ、 ＣＯＸ⁃２蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

细胞会产生过量的 ＬＤＨ， 血清 ＡＳＴ、 ＡＬＴ、 ＬＤＨ 活性升

高， 肝组织产生空泡、 肝结构丧失、 细胞坏死 ［１５］ 。 本研

究发现， 螺旋藻多糖预处理可减少 ＬＰＳ 诱导的肝组织形

态异常和肝酶升高。 ＬＰＳ 可以降低肝脏的抗氧化能力，
并导致氧化应激和肝损伤 ［１６］ 。 本研究发现， ＬＰＳ 耗尽了

具有过氧化氢和过氧化物酶清除活性的 ＧＳＨ 等抗氧化

剂。 超氧化物歧化酶与 ＲＯＳ 增加有关， 并防止氧化应激

引起的细胞损伤 ［１７］ 。 此外， 螺旋藻多糖预处理增加了小

鼠肝组织 ＧＳＨ 水平。 败血症与全身性炎症反应和抗炎失

衡有关， 这种失衡引起不可逆器官损伤 ［１４］ 。 ＬＰＳ 可增强

炎症介质如 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ｉＮＯＳ 的产生。 本研究

发现， 螺旋藻多糖减弱了这些炎症介质的产生和释放，
通过减少氧化应激和抗炎反应来保护 ＬＰＳ 诱导的肝损

伤。 由此推测， 螺旋藻多糖可能会是促炎基因的调节

剂。 ＮＦ⁃κＢ 的下调抑制败血症期间的炎症和肝损伤。 本

研究发现， 螺旋藻多糖抑制了小鼠肝组织 ＮＦ⁃κＢ 及相关

蛋白的表达。
综上所述， 螺旋藻多糖在 ＬＰＳ 诱导的小鼠肝损伤模型

中起到保护肝脏的作用， 可能是由其下调炎症、 氧化、 凋

亡信号的能力介导的， 可以为螺旋藻多糖作为 ＬＰＳ 诱导的

肝损伤的预防性用药提供参考。
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川芎嗪对非小细胞肺癌细胞增殖的抑制作用及其机制

沈加熙， 　 詹小兰， 　 孙张弛

（浙江省荣军医院药剂科， 浙江 嘉兴 ３１４０００）

收稿日期： ２０２１⁃０４⁃０９
作者简介： 沈加熙 （１９８１—）， 男， 主管药师， 研究方向为药学。 Ｔｅｌ： １５８５７３７５１０１， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｊｘ２０１９ｊｘ＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 研究川芎嗪对非小细胞肺癌 （ＮＳＣＬＣ） 细胞的抑制作用及机制。 方法　 使用不同浓度 （０、 ６ ２５、 １２ ５、
２５、 ５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 川芎嗪处理人肺上皮细胞 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ、 人支气管上皮细胞 ＨＢＥ 和 ＮＳＣＬＣ 细胞系 Ａ５４９、 Ｈ４６０、
ＨＣＣ８２７、 Ｈ１６５０、 ＰＣ⁃９、 Ｈ１９７５ 细胞后， 采用四甲基噻唑蓝 （ＭＴＴ） 法检测所有细胞增殖率， 通过平板克隆形成实验

检测川芎嗪对 ＨＣＣ８２７、 Ｈ１６５０ 细胞生长的影响， 通过流式细胞仪分析检测细胞凋亡和细胞周期， 蛋白质印迹法检测

细胞周期调节蛋白 （ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ＣＤＫ４ 和 ＣＤＫ６）、 凋亡相关蛋白 （ＰＡＲＰ、 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２） 和磷酸化 ＳＴＡＴ３ （ｐ⁃ＳＴＡＴ３）
表达。 结果 　 川芎嗪对 ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞增殖有抑制作用， 但对 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 和 ＨＢＥ 细胞无明显影响。 川芎嗪对

ＨＣＣ８２７ 和 Ｈ１６５０ 细胞的克隆生长具有抑制作用， 能下调 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ＣＤＫ４、 ＣＤＫ６、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达和 ＳＴＡＴ３ 蛋白磷酸

化， 上调 Ｂａｘ、 ＰＡＲＰ 蛋白表达， 并诱导细胞 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期停滞， 促进细胞凋亡。 结论　 川芎嗪可能通过抑制 ＳＴＡＴ３ 蛋白

磷酸化阻滞细胞周期进程并诱导 ＮＳＣＬＣ 细胞凋亡， 从而导致细胞活力降低和集落形成能力受损。
关键词： 川芎嗪； 非小细胞肺癌； ＳＴＡＴ３； 细胞周期； 凋亡
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　 　 肺癌是癌症相关死亡的常见原因， 非小细胞肺癌

（ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ， ＮＳＣＬＣ） 约占所有肺癌病例的

８０％ ～８５％ ， 其 ５ 年生存率差［１⁃２］ 。 晚期 ＮＳＣＬＣ 患者的主要

治疗方法是铂类双线化疗， 但这些药物通常会有肾毒性、
神经毒性和骨髓抑制等副作用［３］ 。 因此， 临床上迫切需要

具有良好抗肿瘤活性、 毒性较小的新型药物， 而中药因其

较化疗药物具体更少的副作用引起了越来越多的关注［４⁃５］ 。

川芎嗪是中药川芎的有效成分， 主要用于治疗各种脑血管

和心血管疾病［６⁃７］ 。 此外， 已有研究证明， 川芎嗪对包括肺

癌、 卵巢癌和肝细胞癌在内的多种上皮恶性肿瘤有着一定

的疗效［５，８］ 。 川芎嗪可能是一种潜在的预防和治疗肺癌的

化学药物［８］ ， 但其在肺癌治疗中的具体作用及机制仍然未

知。 因此， 本研究探索了川芎嗪对 ＮＳＣＬＣ 细胞系细胞活

力、 细胞凋亡和细胞周期的作用和机制。

１　 材料

１ １　 细胞 　 人肺上皮细胞 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ、 人支气管上皮细胞

７３３３
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