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粉防己碱对β葡聚糖诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞增殖的作用
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（１．江苏省镇江市第四人民医院检验科，江苏镇江２１２００１；
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　　摘　要：目的　观察粉防己碱对β葡聚糖诱导的小鼠巨噬细胞（ＲＡＷ２６４．７细胞）增殖的作用。方法　建立细胞模型。四甲

基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测不同浓度粉防己碱对ＲＡＷ２６４．７细胞增殖的影响，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）测定培养上清液中白细

胞介素（ＩＬ）６、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、前列腺素 Ｅ２（ＰＧＥ２）、ＩＬ１０的水平。结果　ＭＴＴ 法检测结果提示粉防己碱对

ＲＡＷ２６４．７细胞增殖表现为双相性作用；ＥＬＩＳＡ结果提示适当浓度的粉防己碱可抑制ＩＬ６、ＴＮＦα、ＰＧＥ２ 的表达，同时促进ＩＬ

１０的表达。结论　粉防己碱影响β葡聚糖诱导的 ＲＡＷ２６４．７细胞增殖的作用，可能与抑制ＩＬ６、ＴＮＦα、ＰＧＥ２ 的表达，同时促

进ＩＬ１０的表达有关。
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　　β葡聚糖广泛存在于各类真菌的细胞壁中，由于其在免疫

反应中表现出的诸多特点，使β葡聚糖成为目前研究的热

点［１］。粉防己碱是一种双苄基异喹生物碱化合物，是从防己科

植物———粉防己中提取的主要生物碱［２］。粉防己碱能协同

β葡聚糖激活单核巨噬细胞系统的活性，提高宿主的免疫功

能。本研究观察不同浓度的粉防己碱对β葡聚糖诱导的小鼠

巨噬细胞（ＲＡＷ２６４．７细胞）增殖的作用，以及对白细胞介素

（ＩＬ）６、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）、ＩＬ１０

的表达的影响，以探讨粉防己碱对β葡聚糖诱导的 ＲＡＷ

２６４．７细胞免疫调节的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料　 ＲＡＷ２６４．７细胞购自中国科学院上海生命科学

研究院。细胞培养基、胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司，粉防己碱购

自浙江金华制药厂，β葡聚糖为Ｓｉｇｍａ公司产品，ＩＬ６、ＴＮＦα、

ＩＬ１０、ＰＧＥ２ 酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒由天津舒

普公司提供。

１．２　方法

１．２．１　四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测粉防己碱对细胞增殖

的影响　ＲＡＷ２４６．７细胞加入含１０％胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ

青霉素和链霉素的培养基，置３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养，待

细胞贴壁后，调整细胞浓度至５×１０４ 个／毫升，接种于９６孔细

胞培养板内，每孔加１００～２００μＬ培养液，置３７℃、５％ ＣＯ２

培养箱培养２～３ｈ，细胞贴壁后，分别加入０．０１、０．１０、１．００、

１０．００、１００．００μｍｏｌ／Ｌ的粉防己碱，再分为加入（或不加入）

１００μｇ／ｍＬβ葡聚糖处理；对照组仅加入０．１％的二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）处理。每组８个复孔，连续培养７ｄ后采用 ＭＴＴ法

检测，用酶标仪在５７０ｎｍ波长处检测吸光度值，记录结果。以

时间为横坐标，吸光度值为纵坐标，使用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件

绘制细胞生长曲线。

１．２．２　ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ６、ＩＬ１０、ＰＧＥ２、ＴＮＦα的表达　将处

于对数生长期的ＲＡＷ２６４．７细胞悬液调整浓度为６×１０４ 个／

毫升，加入９６孔板内，每孔１ｍＬ，分为５组，每组６个复孔，置

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养。各组按以下方法进行处理，（１）

对照组：完全无血清培养基培养；（２）模型组：加入１００μｇ／ｍＬ

β葡聚糖培养；（３）粉防己碱培养组：终浓度为１００μｇ／ｍＬ的β

葡聚糖和０．０１、０．１０、１．００μｍｏｌ／Ｌ粉防己碱（低、中、高剂量

组）共同培养细胞。培养２４ｈ后检测上清液中ＩＬ６、ＴＮＦα、

ＰＧＥ２、ＩＬ１０的水平。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，组间比较采用方差分析，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　粉防己碱对β葡聚糖诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞增殖的影

响　０．０１、０．１０、１．００μｍｏｌ／Ｌ粉防己碱单独培养ＲＡＷ２６４．７

·７７５２·国际检验医学杂志２０１４年１０月第３５卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１９
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细胞，对其生长无影响；与１００μｇ／ｍＬβ葡聚糖共同培养时，可

促进ＲＡＷ２６４．７细胞增殖，与对照组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。１０．００、１００．００μｍｏｌ／Ｌ粉防己碱单独或与１００

μｇ／ｍＬβ葡聚糖共同培养ＲＡＷ２６４．７细胞时，均表现出明显

的抑制作用，与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。见

图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　粉防己碱对β葡聚糖诱导的 ＲＡＷ２６４．７细胞ＩＬ６、

ＴＮＦα、ＰＧＥ２ 和ＩＬ１０表达的影响　对照组上清液中ＩＬ６、

ＴＮＦα、ＰＧＥ２ 和ＩＬ１０表达水平较低；加入１００μｇ／ｍＬ的β葡

聚糖培养后，ＩＬ６、ＴＮＦα、ＰＧＥ２ 和ＩＬ１０的表达水平较对照

组明显增加（犘＜０．０５）；中、高剂量粉防己碱培养组ＩＬ６、

ＴＮＦα、ＰＧＥ２ 水平明显下降（犘＜０．０５），而ＩＬ１０水平明显增

加（犘＜０．０５）。见表１。

表１　　粉防己碱对β葡聚糖诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞ＩＬ６、ＴＮＦα、ＰＧＥ２ 和ＩＬ１０表达的影响（狓±狊，狀＝６）

组别 ＩＬ６（ｎｇ／ｍＬ） ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＰＧＥ２（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１０（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 ６．２５±３．０６ ２５６．４０±４１．７７ ２８．０５±５．４４ ３０．５８±３．７５

模型组 ２８．３５±３．４５＃ ２０１３．４５±１２３．１８＃ ６６．２９±６．５４＃ ７８．５３±４．７０＃

粉防己碱培养组

　低剂量组 ２１．１７±３．８３ １８１６．６８±１９７．２３ ５９．３７±５．２４ ８６．５３±４．５３

　中剂量组 １８．１９±３．７３ １４５１．７５±２６９．５１ ４３．６６±３．２２ ９８．５４±４．８２

　高剂量组 ９．１６±１．６３ ４７３．４５±１１０．２９ ３９．４８±２．５６ １１８．１５±６．０８

　　＃：犘＜０．０５，与对照组比较；：犘＜０．０５，与模型组比较。

３　讨　　论

近年来，随着广谱抗菌药物、抗肿瘤药物、免疫抑制剂及放

射治疗的广泛应用，酵母样真菌引起的全身性感染呈上升趋

势。白色念珠菌是最常见的真菌病原体，在免疫受损的患者中

可能导致危及生命的侵袭性感染［３４］。临床上治疗白色念珠菌

可用的抗菌药物非常有限，并且耐药性已经成为了很大的威

胁［５６］。因此阐明真菌相关疾病的发病机制，从而推动抗菌药

物治疗的研究，无疑具有重要意义。β葡聚糖被甘露聚糖包

裹，无法被宿主细胞的特异性受体识别。而在真菌发生形态转

换或受外界特殊刺激后，细胞壁结构发生改变，β葡聚糖暴露

在细胞壁表面，易被宿主细胞受体识别，激发宿主细胞免疫

反应［７］。

有研究表明，中药对机体有免疫调节作用，粉防己碱是粉

防己干燥根茎中提取的一种生物碱，临床发现其药理及生理作

用广泛［８１３］。本研究观察不同浓度的粉防己碱对β葡聚糖诱

导的ＲＡＷ２６４．７细胞增殖的作用，结果表明粉防己碱对细胞

增殖呈双相性影响，０．０１、０．１０、１．００μｍｏｌ／Ｌ粉防己碱单独培

养ＲＡＷ２６４．７细胞，对其生长无影响；与１００μｇ／ｍＬβ葡聚糖

共同培养时，对ＲＡＷ２６４．７细胞生长表现为促进作用，与对照

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。１０．００、１００．００μｍｏｌ／Ｌ

粉防己碱单独或与１００μｇ／ｍＬβ葡聚糖共同培养ＲＡＷ２６４．７

细胞时，均表现出明显的抑制作用，与对照组比较差异有统计

学意义（犘＜０．０１）。

本研究还发现，对照组上清液中ＩＬ６、ＴＮＦα、ＰＧＥ２ 和

ＩＬ１０表达水平较低；加入１００μｇ／ｍＬβ葡聚糖培养后，ＩＬ６、

ＴＮＦα、ＰＧＥ２ 和ＩＬ１０的表达水平较对照组明显增加（犘＜

０．０５）；中、高剂量粉防己碱培养组ＩＬ６、ＴＮＦα、ＰＧＥ２ 水平明

显下降（犘＜０．０５），而ＩＬ１０水平明显增加（犘＜０．０５）。提示

粉防己碱可能在β葡聚糖的免疫调节中发挥重要的作用。

综上所述，本研究为进一步研究粉防己碱影响β葡聚糖诱

导的ＲＡＷ２６４．７细胞增殖的作用机制打下良好基础，也为粉

防己碱进一步开发应用提供了理论依据。
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