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摘要： 目的　 探讨红芪多糖对脂多糖 （ＬＰＳ） 诱导心肌细胞损伤的影响。 方法　 采用 ＭＴＴ 法筛选红芪多糖对细胞的无

毒性浓度 （２０、 ４０、 ８０、 １６０、 ３２０ μｇ ／ ｍＬ）， 分别确定 ２０、 ４０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ 作为红芪多糖低、 中、 高剂量。 建立 ＬＰＳ
（１０ μｇ ／ ｍＬ， ２４ ｈ） 诱导炎症损伤模型， 将细胞分为空白组、 ＬＰＳ 组、 阳性对照药瑞沙托维组 （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和红芪多

糖低、 中、 高剂量组 （红芪多糖预处理 ２４ ｈ 后给予 ＬＰＳ 处理）。 ＭＴＴ 法检测细胞活性， ＥＬＩＳＡ 法检测细胞炎症因子

（ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６）、 心肌损伤标志物 （ＬＤＨ、 ＣＫ） 水平， 免疫荧光法观察细胞 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ＴＬＲ４） 膜定位及

核因子 κＢ （ＮＦ⁃κＢ） 核转位， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＬＲ４ ／丝裂原活化蛋白激酶 （ＭＡＰＫ） ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路

基因、 蛋白表达。 结果　 与空白组比较， ＬＰＳ 组心肌细胞活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＬＤＨ、 ＣＫ 水平

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＬＲ４ 膜表达与 ＮＦ⁃κＢ 核转位水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＬＲ４、 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＥＲＫ、 ＪＮＫ、 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 和

ＴＬＲ４、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 细胞核 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞质 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＬＰＳ 组比较， 红芪多糖组及瑞沙托维组心肌细胞活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＬＤＨ、
ＣＫ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＬＲ４ 膜表达与 ＮＦ⁃κＢ 核转位水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＬＲ４、 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＥＲＫ、 ＪＮＫ、 ＮＦ⁃κＢ
ｍＲＮＡ 和 ＴＬＲ４、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 细胞核 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞质

ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 红芪多糖可能通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路激活， 降低炎

症反应， 从而改善 ＬＰＳ 诱导心肌细胞损伤。
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ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 脓毒症是由感染引发的全身炎症反应综合

征［１］， 其导致的脓毒症心肌病可使患者死亡率超

过 ７０％ ［２］。 脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌａｃｃｈａｒｉｄｅｓ， ＬＰＳ） 作为

一种由脂质和多糖构成的内毒素［３］， 是诱导心肌

炎性损伤的关键致病因子， 因其剂量可控性被广泛

应用于实验模型的构建［４］。 目前， 治疗脓毒症心

肌病主要依赖抗微生物药、 血管活性药物等， 但长

期使用易引发不良反应［５］。 近年来研究发现， 中

药活性成分在抗炎、 抗氧化方面具有独特优

势［６⁃７］， 其中红芪多糖作为黄芪主要有效物质［８］，
具有抗氧化［９］、 保护心肌［１０］ 作用， 课题组前期发

现它可改善 ＬＰＳ 诱导的脓毒症心肌损伤［１１］， 但其

具体机制仍需深入探索。 本研究探索红芪多糖改善

ＬＰＳ 诱导炎性心肌损伤的机制， 以 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路为核心研究靶点， 旨在突破现有抗

炎手段的局限， 为开发基于天然多糖的新型心肌保

护策略提供实验依据， 并为其精准化应用与现代化

研究注入新活力。
１　 材料

１􀆰 １　 药物　 红芪多糖 （货号 Ａ１５８３， 纯度≥９８％ ，
成都曼斯特生物科技有限公司）； 瑞沙托维 （货号

ＩＲ０５８０， 纯度≥９８％ ， 北京索莱宝科技有限公司）。
１􀆰 ２　 细胞株 　 大鼠胚胎 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞系， 购自

中国科学院上海细胞库， 采用 ＤＭＥＭ 常规培养，

细胞密度达 ８０％ ～９０％ 时传代， 取对数生长期者进

行实验。
１􀆰 ３　 试剂　 脂多糖、 核蛋白提取试剂盒、 ＤＡＰＩ 溶
液 （货号 Ｌ８８８０、 ＥＸ１４７０、 Ｃ００６５， 北京索莱宝科

技有限公司）； 高糖 ＤＭＥＭ 细胞培养基 （货号 １０⁃
０１３⁃ＣＭ， 美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）； ＢＣＡ 蛋白定量试剂

盒 （货号 ２３２２７， 美国赛默飞世尔科技公司）； 肿

瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α）、
白介素⁃１β （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β）、 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒 （货号 Ｈ０５２⁃１⁃２、 Ｈ００２⁃１⁃２、 Ｈ００７⁃１⁃
２， 南京建成生物工程研究所）； 乳酸脱氢酶

（ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＬＤＨ）、 肌酸激酶 （ｃｒｅａｔｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ， ＣＫ） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （货号 ｍｌ０５９１７８、
ｍｌ０６４２７２， 上海酶联生物科技有限公司）； 反转录

试剂盒 ［货号 ＫＲ１２３， 天根生化科技 （北京） 有

限公 司 ］； Ｔｏｌｌ 样 受 体 ４ （ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，
ＴＬＲ４）、 ＧＡＤＰＨ、 Ｌａｍｉｎ Ｂ 抗体、 ＨＲＰ 标记山羊抗

兔 ＩｇＧ 二 抗 （ 货 号 １９８１１⁃１⁃ＡＰ、 １０４９４⁃１⁃ＡＰ、
１２９８７⁃１⁃ＡＰ、 ＳＡ００００１⁃２， 武汉三鹰生物技术有限

公司）； 核因子 κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ， ＮＦ⁃
κＢ）、 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶 （ ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ｐ３８ ＭＡＰＫ）、 细胞外信号

调节蛋白激酶 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｈｎａｓｅ，
ＥＲＫ）、 ｃ⁃Ｊｕｎ 氨 基 末 端 激 酶 （ ｃ⁃Ｊｕｎ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ
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ｋｉｎａｓｅ， ＪＮＫ）、 磷酸化⁃ＮＦ⁃κＢ （ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ）、 磷酸

化⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ （ ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ）、 磷酸化⁃ＲＥＫ （ ｐ⁃
ＲＥＫ） 和磷酸化⁃ＪＮＫ （ ｐ⁃ＪＮＫ） 抗体、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ
４８８ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗（货号 ＡＰ０４７５、Ａ０２２７、
Ａ４７８２、Ａ４８６７、 ＡＰ０４７５、 ＡＰ０５２６、 ＡＰ０４７２、 ＡＰ０６３１、
ＡＳ０５３，武汉爱博泰克生物科技有限公司）。
１􀆰 ４　 仪器 　 超声破碎仪 （美国 Ｓｏｎｉｃｓ ＆ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ
公司）； 低温高速离心机、 二氧化碳细胞孵箱 （美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＤＮＭ⁃９６０２Ｇ 酶标

仪 （北京普朗新技术有限公司）； 蛋白电泳仪、 电

泳槽、 Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ ＳＤ Ｃｅｌｌ 型半干转仪、 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
Ｈｏｏｄ２ 凝胶成像仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组及给药　 第一阶段， 筛选红芪多糖有效

质量浓度。 分别采用不同质量浓度 （０、 ２０、 ４０、
８０、 １６０、 ３２０ μｇ ／ ｍＬ） 红芪多糖处理细胞， 除空

白组 （０ μｇ ／ ｍＬ） 外其余组均加入该类成分处理

２４ ｈ， 然后检测细胞活性。
第二阶段， 建立 ＬＰＳ 损伤模型。 将细胞分为

空白组、 ＬＰＳ （１ μｇ ／ ｍＬ） 组、 ＴＬＲ４ 抑制剂瑞沙托

维组 （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和红芪多糖低、 中、 高剂量组

（２０、 ４０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ） 组。 除空白组外其余各组预

给药处理 ２４ ｈ 后 给 予 ＬＰＳ （ １ μｇ ／ ｍＬ） 刺 激

２４ ｈ［１２］， 检测细胞活性、 炎症因子水平及心肌酶

指标。 最终， 设置 ４ 个组别， 分别为空白组、 ＬＰＳ
组、 红芪多糖 （８０ μｇ ／ ｍＬ） 组及瑞沙托维组， 处

理方案同第一阶段。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞活性　 每组设 ５ 个复孔， 细

胞按 “２􀆰 １” 项下方法分组、 处理， 每孔加入 １０ μＬ
ＭＴＴ 溶液（５ ｍｇ ／ ｍＬ） 孵育 ２ ｈ， 弃上清， 加入 １５０ μＬ

ＤＭＳＯ 振荡溶解甲瓒结晶， 在 ５７０ ｎｍ 波长处测定光密

度（ＯＤ） 值，计算细胞活性，公式为细胞活性 ＝
［（ＯＤ实验组－ＯＤ空白对照） ／ （ＯＤ空白组－ＯＤ空白对照）］×１００％ 。
２􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测炎症因子水平　 细胞按 “２􀆰 １”
项下方法分组、 处理， 收集上清液， 按照 ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书， 根据标准曲线检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测心肌酶活性 　 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒说明书， 根据标准曲线检测 ＬＤＨ、 ＣＫ 酶活性。
２􀆰 ５　 免疫荧光染色检测细胞中 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ 定位

和表 达 　 细胞接种于含玻片的培养板中， 按

“２􀆰 １” 项下方法分组、 处理后固定， 检测 ＴＬＲ４ 时

进行免通透处理， 检测 ＮＦ⁃κＢ 时采用 ０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ⁃１００ 通透 １５ ｍｉｎ， ５％ ＢＳＡ 封闭 ３０ ｍｉｎ， 加入

ＴＬＲ４（１ ∶ １００）、 ＮＦ⁃κＢ （１ ∶ １００） 一抗， ４ ℃ 孵

育过夜， 再加入 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记二抗 （ １ ∶
２００）， 室温孵育 １ ｈ。 罗丹明标记的鬼笔环肽

（ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ， １ ∶ ８０） 标记细胞骨架， ４′， ６⁃二氨基⁃
２⁃苯基吲哚 （ＤＡＰＩ， １０ μｇ ／ ｍＬ） 染核 １０ ｍｉｎ， 在

荧光显微镜 （激发波长 ＤＡＰＩ ４０５ ｎｍ， Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ
４８８ ４８８ ｎｍ） 下观察， 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析荧光

强度。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞中 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８
ＭＡＰＫ、 ＪＮＫ、 ＥＲＫ ｍＲＮＡ 表达　 细胞按 “２􀆰 １” 项

下方法分组、 处理后收集， ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ
并逆转录为 ｃＤＮＡ， ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法进行扩增， 反应

条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ， ９５ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， 共 ４０ 个

循环。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， ２－ΔΔＣＴ 法计算目的基因

ｍＲＮＡ 相对表达量， 引物由北京天漠科技开发有限

公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 正向 反向

ＴＬＲ４ ５′⁃ＴＣＴＧＡＧＣＴＴＣＡＡＣＣＣＣＣＴＧＡ⁃３′ ５′⁃ＴＴＧＴＣＴＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＣＴＧＧＡ⁃３′
ＮＦ⁃κＢ ５′⁃ＧＡＧＡＣＣＴＧＧＡＧＣＡＡＧＣＣＡＴＴ⁃３′ ５′⁃ＧＧＣＴＧＣＴＣＣＴＣＴＡＴＧＧＧＡＡＣＴＴＧ⁃３′

ｐ３８ ＭＡＰＫ ５′⁃ＧＧＣＡＣＴＡＣＡＡＣＣＡＧＡＣＡＧＴＧＧＡ⁃３′ ５′⁃ＴＣＣＣＣＧＴＣＡＧＡＣＧＣＡＴＴＡＴＣ⁃３′
ＪＮＫ ５′⁃ＣＡＧＡＣＣＴＡＡＧＴＡＣＧＣＴＧＧＣＴ⁃３′ ５′⁃ＴＴＣＧＣＣＴＧＡＣＴＧＧＣＴＴＴＡＡＧＴ⁃３′
ＥＲＫ ５′⁃ＴＣＧＣＣＴＧＡＣＴＧＧＣＴＴＴＡＡＧＴ⁃３′ ５′⁃ＴＴＧＧＡＣＣＡＣＡＴＡＣＡＣＣＡＴＧＣＣ⁃３′

ＧＡＰＤＨ ５′⁃ＣＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＧＴＧＣＡＧＴＧ⁃３′ ５′⁃ＣＧＡＴＡＣＧＧＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴＣ⁃３′

２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞中 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃
κＢ 通路相关蛋白表达　 细胞裂解后分步提取胞质

或核蛋白， 胞质蛋白提取液冰浴裂解 １０ ｍｉｎ， ４ ℃
离心， 获取胞质上清； 沉淀经核蛋白提取液重悬后

再次离心， 获取核蛋白， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，
十二烷基磺酸钠⁃聚丙烯酰胺 （ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ） 凝胶

电泳分离后转至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂牛奶封闭 １ ｈ，
依次加入一抗磷酸化蛋白抗体 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ （１ ∶
６００）、 ｐ⁃ＪＮＫ（１ ∶ ３ ０００）、 ｐ⁃ＥＲＫ （１ ∶ ３ ０００）、 ｐ⁃
ＮＦ⁃κＢ （１ ∶ ６００） 及非磷酸化蛋白抗体 ＴＬＲ４（１ ∶
２ ０００）、 ｐ３８ ＭＡＰＫ （ １ ∶ ２ ０００ ）、 ＪＮＫ （ １ ∶
１ ０００）、 ＥＲＫ （ １ ∶ ８００）、 ＮＦ⁃κＢ （ １ ∶ １ ０００）、
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ＧＡＰＤＨ （１ ∶ ２ ０００）、 Ｌａｍｉｎ Ｂ （１ ∶ ２ ０００）， ４ ℃
孵育过夜， 次日加 ＨＲＰ 标记二抗 （１ ∶ ３ ０００）， 室

温孵育 １􀆰 ５ ｈ， 化学发光显影， 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件分

析目标蛋白条带灰度值。 以 ＧＡＰＤＨ 或 Ｌａｍｉｎ Ｂ 为

内参， 计算目的蛋白相对表达量。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用 ｔ 检验， 多

组间均数比较采用单因素方差分析， 进一步两两比

较采用 ＬＳＤ 检验和 Ｇａｍｅｓ⁃Ｈｏｗｅｌｌ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 红芪多糖对 Ｈ９ｃ２ 心肌细胞活性的影响 　 如

图 １ 所示， １６０、 ３２０ μｇ ／ ｍＬ 红芪多糖处理 ２４ ｈ 后

抑制了细胞活性 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ２０ ～ ８０ μｇ ／ ｍＬ 无

细胞毒性 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 故选择该质量浓度范围进行

后续实验。

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 红芪多糖对 Ｈ９ｃ２ 细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｄｙｓａｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ

ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３􀆰 ２　 红芪多糖对 ＬＰＳ 诱导 Ｈ９ｃ２ 细胞活性、 心肌

酶活性和炎症因子水平的影响　 如图 ２Ａ 所示， 与

空白组比较， ＬＰＳ 组细胞活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 红芪多糖各剂量组和瑞沙托维组细胞

活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 瑞沙托维组作用优于红芪多

糖各剂量组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
如图 ２Ｂ ～ ２Ｃ 所示， 与空白组比较， ＬＰＳ 组

ＬＤＨ、 ＣＫ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较，
红芪多糖各剂量组和瑞沙托维组 ＬＤＨ、 ＣＫ 活性降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 瑞沙托维组作用优于红芪多糖各剂

量组 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
如图 ２Ｄ ～ ２Ｆ 所示， 与空白组比较， ＬＰＳ 组

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ
组比较， 红芪多糖各剂量组和瑞沙托维组 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 瑞沙托维组作

用优于红芪多糖各剂量组 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３ 　 红芪多糖对 ＬＰＳ 诱导 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ＴＬＲ４、
ＮＦ⁃κＢ 细胞定位及荧光表达的影响　 通过对细胞活

性、 心肌酶活性、 炎症因子水平检测发现， ８０
μｇ ／ ｍＬ红芪多糖干预效果较好， 故选择该质量浓度

进行后续实验。
如图 ３Ａ～ ３Ｂ 所示， 蓝色为 ＤＡＰＩ 标记的细胞

核， 绿色为相应抗体标记的 ＴＬＲ４； 与空白组比较，
ＬＰＳ 组细胞膜上 ＴＬＲ４ 荧光表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与 ＬＰＳ 组比较， 红芪多糖组和瑞沙托维组 ＴＬＲ４ 荧

光表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 瑞沙托维作用优于红芪多

糖 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 如图 ３Ｃ ～ ３Ｄ 所示， 蓝色为 ＤＡＰＩ
标记的细胞核， 橘红色为罗丹明鬼笔环肽标记的细

胞骨架， 绿色为相应抗体标记的 ＮＦ⁃κＢ； 与空白组

　 　 　

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与瑞沙托维组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５，ΔΔＰ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 红芪多糖对 ＬＰＳ 诱导 Ｈ９ｃ２ 细胞活性、 心肌酶活性、 炎症因子水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｅｄｙｓａｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ， ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ

ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

比较， ＬＰＳ 组细胞核内 ＮＦ⁃κＢ 荧光表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较， 红芪多糖组和瑞沙托维组

ＮＦ⁃κＢ 荧光表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 瑞沙托维作用优

于红芪多糖 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 红芪多糖对 ＬＰＳ 诱导 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路中相关基因表达的影响　 如图 ４ 所
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与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与瑞沙托维组比较，ΔΔＰ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 红芪多糖对 ＬＰＳ 诱导 Ｈ９ｃ２ 细胞中 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ 定位及荧光表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｅｄｙｓａｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ４

ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与瑞沙托维组比较，ΔΔＰ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 红芪多糖对 ＬＰＳ 诱导的 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＴＬＲ４ （Ａ）、 ｐ３８ ＭＡＰＫ （Ｂ）、 ＥＲＫ （Ｃ）、 ＪＮＫ （Ｄ）、 ＮＦ⁃κＢ （Ｅ） ｍＲＮＡ
表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｅｄｙｓａｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ４ （Ａ）， ｐ３８ ＭＡＰＫ （Ｂ）， ＥＲＫ （Ｃ），
ＪＮＫ （Ｄ） ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ （Ｅ） ｉｎ ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

示， 与 空 白 组 比 较， ＬＰＳ 组 ＴＬＲ４、 ｐ３８ ＭＡＰＫ、
ＥＲＫ、 ＪＮＫ、 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

ＬＰＳ 组比较， 红芪多糖组和瑞沙托维组 ＴＬＲ４、 ｐ３８
ＭＡＰＫ、 ＥＲＫ、 ＪＮＫ、 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 瑞沙托维作用优于红芪多糖 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

３􀆰 ５　 红芪多糖对 ＬＰＳ 诱导 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白表达的影响　 如图 ５ 所示，
与空白组比较， ＬＰＳ 组 ＴＬＲ４、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ｐ３８
ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ ／ ＪＮＫ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ
和胞核内 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 胞浆内
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ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＬＰＳ 组比较，
红芪多糖组和瑞沙托维组 ＴＬＲ４、 ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ ／
ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ／ ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ／ ＪＮＫ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ／ ＮＦ⁃
κＢ 和胞核内 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，

Ｐ＜０􀆰 ０１）， 胞浆内 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）； 瑞沙托维作用优于红芪多糖 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： Ａ 为蛋白条带， Ｂ～ Ｈ 分别为 ＴＬＲ４、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ、 胞质 ＮＦ⁃κＢ、 胞核 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ、 ｐ⁃ＪＮＫ ／

ＪＮＫ 蛋白表达。 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与瑞沙托维组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５，ΔΔＰ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 红芪多糖对 ＬＰＳ 诱导 Ｈ９ｃ２ 细胞 ＴＬＲ４、 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＥＲＫ、 ＪＮＫ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｈｅｄｙｓａｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ４， ＮＦ⁃κＢ， ｐ３８ ＭＡＰＫ， ＥＲＫ ａｎｄ ＪＮＫ ｉｎ

ＬＰＳ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

４　 讨论

脓毒症心肌病的病理进程与 ＴＬＲ４ 介导的过度

炎症反应密切相关， 而针对该通路的调控策略已成

为重要研究方向［５］， 细胞活性降低、 心肌酶活性

升高表明心肌细胞受到损伤［１３］， 并且炎性因子水

平升高可促进炎症发生。 本研究结果显示， ＬＰＳ 组

心肌细胞活性降低， 心肌酶 （ＬＤＨ、 ＣＫ） 释放增

加， 炎症因子 （ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６） 水平升高，
与 Ｃｈｅｎ 等［１４⁃１５］研究一致， 表明心肌细胞炎性损伤

模型制备成功。 作为 ＴＬＲ４ 抑制剂， 瑞沙托维可减

少由 ＬＰＳ 特异性激活 ＴＬＲ４ 而引起的炎症因子释

放［１６］， 故选择其作为阳性对照药。 本研究结果显

示， 红芪多糖和瑞沙托维均可升高细胞活性， 降低

心肌酶活性和炎症因子水平， 但前者效果不及后

者， 可能与中药成分起效慢、 药效温和有关。
ＴＬＲ４ 是一种 Ｔｏｌｌ 样受体， 在心肌细胞、 巨噬

细胞、 树突状细胞等细胞表面均有表达， 可直接识

别结合某些病原体或其产物， 激活下游信号通路。
ＬＰＳ 是 ＴＬＲ４ 最重要的配体［１７］， 可在激动 ＴＬＲ４ 后激

活下游 ＭＡＰＫ 家族的 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＥＲＫ 和 ＪＮＫ［１８］。

其中， ｐ⁃ｐ３８ ＭＡＰＫ 和 ｐ⁃ＥＲＫ 可促进炎症因子表

达； ｐ⁃ＪＮＫ 是胞浆内重要的信号分子， 转移到细胞

核后介导 ＭＡＰＫ 相关基因表达、 炎症因子水平升

高， 从而导致心肌组织出现严重损伤［１９⁃２０］； ｐ⁃ＥＲＫ
还可与 ＪＮＫ 相互作用， 促进 ＮＦ⁃κＢ 入核与 ＤＮＡ 结

合， 增强其转录活性， 诱导促炎因子产生， 导致炎

症反应加剧［２１］， 可见抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信

号通路可降低促炎因子水平， 从而达到抑制炎症反

应的目的［２２⁃２３］。 本研究结果显示， 红芪多糖可降

低 ＬＰＳ 诱导心肌细胞 ＴＬＲ４ 基因、 蛋白表达， 降低

ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＥＲＫ、 ＪＮＫ、 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 表达， 抑制

ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白的磷酸化，
特别是降低 ＮＦ⁃κＢ 在胞核内的表达。

综上 所 述， 红 芪 多 糖 可 通 过 抑 制 ＴＬＲ４ ／
ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路活化， 抑制 ＮＦ⁃κＢ 核转位，
从而减少炎症因子释放， 发挥抗炎作用， 改善 ＬＰＳ
诱导心肌细胞损伤。 本研究首次揭示了红芪多糖通

过干预 ＴＬＲ４ ／ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路来缓解心肌

炎症损伤的作用机制， 为拓展该类成分临床应用提

供了新的理论支持。
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