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目的
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探讨人参皂苷代谢产物
J0-

K

013+\

$

J\

%对炎症因子
N?YG

#

诱导的人支气管上皮细胞
]H(6G!]

分泌

调节活化正常
N

细胞表达和分泌趋化因子$

O(?NH6

%的影响及其机制&

方法
!

HRB6(

法测定
J\

对
]H(6G!]

细胞上清液

中
O(?NH6

含量的影响(采用
ONGDJO

和蛋白质免疫印迹技术检测
O(?NH6-O?(

及蛋白的表达情况(采用荧光素酶报告

基因系统检测
J\

对活化蛋白转录因子
#

$

*)8.;*802

K

208,.3#

#

(DG#

%和糖皮质激素受体$
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41)0)028.)0.+2,),

K
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#

Ò

%转录抑制

或转录激活的影响(运用
Ò

拮抗剂米非司酮#验证
J\

对
O(?NH6

的抑制效应是否由
Ò

介导&

结果
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-04

"

R

的

J\

抑制了
N?YG

#

诱导的
O(?NH6

分泌'

-O?(

及蛋白水平(

J\

抑制
(DG#

的转录激活#在
]H(6G!]

细胞中激活
Ò

信号通

路(并且#

J\

通过
Ò

抑制了
]H(6G!]

细胞分泌
O(?NH6

&

结论
!

J\

能够抑制炎症因子
N?YG

#

诱导的支气管上皮细胞分

泌
O(?NH6

#其机制可能与激活
Ò

'抑制
(DG#

对下游靶基因的调控有关&

!关键词"
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糖皮质激素受体(人参皂苷类(
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.;08*4204,05 Ò=7,&+4"$%,& NM,<,2,<148<<1

LL

,<88M*8J\-*

9

.3M.U.8N?YG

#

G.3+1),+O(?NH6<,)2,8.03.3M1-*3U203)M.*4,

K

.8M,4.*4),44<

#

VM.)M-.

L

M8U,*<<0).*8,+V.8M Ò
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人参皂苷代谢产物
J0-

K

013+\

抑制
N?YG

#

诱导的人支气管上皮细胞分泌
O(?NH6

!!

哮喘是以气道炎性细胞浸润'气道高反应性及

气道重塑为主要特征的一种慢性炎症性疾病*

#

+

&嗜

酸粒细胞和
N

淋巴细胞在气道黏膜的浸润是哮喘

最重要的组织病理学特征&调节活化正常
N

细胞

表达和分泌的趋化因子$

2,

L

14*8,+1

K

03*)8.;*8.03

302-*4N),44,X
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2,<<,+*3+<,)2,8,+5*)802
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%是趋化性细胞因子
JJ

亚家族成员$

JJR$

%

*

!

+

&

在炎性因子
BRG#

&

或
N?YG

#

的刺激下#气道组织可

释放
O(?NH6

#对嗜酸性粒细胞和
N

淋巴细胞具有

正向趋化作用#因而
O(?NH6

在哮喘中的作用引起

了越来越多的关注*

&

+

&近来研究表明#

O(?NH6

基

因多态性是临床哮喘发生的危险因子之一*

C

+

&

目前临床上治疗哮喘的药物主要包括
&

!

受体

激动剂和糖皮质激素&

&

!

受体激动剂容易引发心血

管不良反应#长期应用糖皮质激素可导致糖尿病'继

发感染及骨质疏松等*

$

+

&临床上迫切需要疗效确

定'不良反应小的抗哮喘药物&人参$

8&,&>

6

.,5

(0,

6

J=(=7,

9

,2

%是五加科多年生草本植物#最近

的研究证实#人参及其提取物能有效改善哮喘实验

动物模型的症状#抑制炎症反应*

'G#"

+

&人参皂苷作

为人参主要的药效成分#是其治疗哮喘的活性物质

基础*

FG#"

+

&其中#人参皂苷
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K
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J\

%对炎

症及免疫应答的调控作用成为研究热点*

##

+

&

J\

属

二醇型皂苷#它在天然的人参中几乎并不存在#主

要来自其他二醇型人参皂苷在人肠道内的代谢产

物*

##

+

&

*̂3

L

等*

#!G#&

+运用糖皮质激素受体$

Ò

%

G

配

体竞争性结合实验以及
Ò

转录激活实验发现#

J\

具有较强的
Ò

结合活性和转录激活活性#可调节

多种炎症因子的表达&因此#我们推测
J\

可能是

人参治疗哮喘的主要活性成分之一&

本研究着重考察
J\

对炎症因子诱导人支气管

上皮细胞
]H(6G!]

表达和分泌
O(?NH6

的影响#

然后检测其对活化蛋白转录因子
#

$

(DG#

%和
Ò

信

号通路的影响#最后验证
J\

是否通过
Ò

发挥其

抑制
O(?NH6

分泌的效应#为后续研究奠定基础&

C

!

材料和方法

#=#

!

材
!

料
!

人支气管上皮细胞株
]H(6G!]

购自

(NJJ

&人参皂苷
J\

$纯度
#

F%Z

%购自上海同田

生物技术股份有限公司(

@7H7

'

Y#!

及胎牛血清

$

Y]6

%购自
.̀U)0

公司(

R.

K

05,)8*-.3,!"""

'

N?YG
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及
NOBS04

试剂购自
B3;.820
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公司(

Q1-*3O(?G
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购自
Oi@6
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<8,-<

公司(

K

(DG#G

R1)

质粒及
K

ÒHGR1)

质粒来自
682*8*

L

,3,

公司(

O(?NH6

抗体及
&

G*)8.3

抗体购自
6*38*J21S

公

司(

JJ\GE

试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司(地塞米松$

@,X

%'米非司酮及二甲亚砜$

@76A

%

购自
6.

L

-*G(4+2.)M

公司(

A4.

L

0

$

+N

%

D2.-,2

'

7G

7R>

反转录酶'

+?ND

及
68,*+

9

G̀40

'

R1).5,2*<,

(<<*

9

<

9

<8,-

购自
D20-,

L

*

公司(引物由生工生物

工程$上海%股份有限公司合成&

#=!

!

人支气管细胞
]H(6G!]

的培养
!

将
]H(6G

!]

细胞种于含有
$ZY]6

'

#"

$

B:

"

R

青霉素'

#"

$

B:

"

R

链霉素的
@7H7

"

Y#!

培养液中#于
&%[

'

$Z

JA

!

的培养箱中培养&

]H(6G!]

细胞生长到

E"Z

"

F"Z

融合后#培养液换成不含
Y]6

的

@7H7

"

Y#!

#饥饿
!CM

&加入
N?YG

#

$终浓度
!$

3

L

"

-R

%

#M

#向细胞中添加
@,X

'

J\

和$或%米非司

酮#继续培养
!CM

&

#=&

!

O(?NH6

酶联免疫检测
!

收集
]H(6G!]

细

胞上清液#按照
O(?NH6HRB6(\.8

说明书进行测

定&最后反应体系中加入终止液$

Q

!

6A

C

&='-04

"

R

%#生成的产物用
F'"!

酶标仪$北京普朗仪器%在

C$"3-

及
CF"3-

分别读取光密度$

;

%值#根据标

准曲线计算培养液中
O(?NH6

的含量$

KL

"

-R

%&

#=C

!

]H(6G!]

细胞增殖测试
!

取
]H(6G!]

以细

胞密度
$f#"

&

"孔接种至
F'

孔板中#

$ZY]6

培养

贴壁后换成含
"=#Z Y]6

的
@7H7

"

Y#!

培养液

$每孔
#""

%

R

%培养
!CM

(弃去原培养液#换为

#""

%

R

含不同浓度
J\

的
$ZY]6@7H7

"

Y#!

培

养液干预
!CM

后#每孔加入
JJ\GE

试剂
#"

%

R

#置

于
&%[

培养箱中孵育
!M

(以酶标检测仪在单波长

C$"3-

处检测
;

C$"

值&

#=$

!

O?(

抽提"反转录及
DJO

反应
!

]H(6G!]

细胞处理同
#=!

项下步骤#使用
NOBS04

试剂抽提细

胞内的总
O?(

#在
!'"3-

波长下用
]G'""

紫外分

光光度计测定其
O?(

含量#按照
7G7R>

反转录

酶说明书进行反转录反应#以
)@?(

为模板进行

DJO

扩增&以
&

G*)8.3

为对照#

DJO

引物序列参考

文献*

#C

+

#

O(?NH6

!

$gGJ̀ JǸ NJ(NJJNJ(N

Ǹ JN(G&g

$

502V*2+
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$gGJ(J (J( JNN `̀ J

`̀ NNJN NG&g

$

2,;,2<,

%(

&

G*)8.3

!
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JNJ(Ǹ ((̀ (NJG&g

$

502V*2+

%#

$gG̀ (NJJ(

J(NJǸ JǸ (̀(G&g

$

2,;,2<,

%&取
#"

%

RDJO

扩增产物#进行
#=!Z

琼脂糖凝胶电泳分析#紫外线

透射下拍照&

#='

!

蛋白免疫印迹
!

用预冷
D]6

洗涤
]H(6G!]

细胞#细胞刮刀收集细胞#加入总蛋白抽提液#置冰
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上使其完全裂解&将细胞裂解液转入
#=$-RHD

管中#在
C[#""""f

6

条件下离心
!"-.3

#吸取上

清#煮沸
$-.3

后冻存于
eE"[

备用&在
!E"3-

波

长处用
]G'""

紫外分光光度计测定标准和样本蛋白

的
;

值#根据标准曲线计算相应的各样品蛋白浓

度&采用
6@6G

聚丙烯酰胺凝胶进行蛋白质电泳#依

次进行半干法转膜#

$Z

脱脂奶粉封闭#与各自的一

抗和二抗孵育#最后使用显影定影试剂盒$碧云天%

进行显影定影&

#=%

!

荧光素酶报告基因的测定
!

接种
]H(6G!]

细

胞于
')-

细胞培养皿#

'f#"

$

"皿#培养液为含
$Z

活性炭"葡萄糖处理的
Y]6

$

J@NGY]6

%的
@7H7

"

Y#!

&

&%[

#

$ZJA

!

继续培养
!CM

&用
R.

K

0G

5,)8*-.3,!"""

将
K

(DG#GR1)

质粒或
K

ÒHGR1)

质

粒$

!

%

L

"皿%转染入
]H(6G!]

&转染
EM

后#细胞消

化计数后以每孔
E"""

个细胞均匀接种至
F'

孔培

养板&加入用
@76A

配制的化合物进行孵育$

@7G

6AZ

&

"=$Z

%#培养
!CM

后#用
68,*+

9

G̀40

'

R1).5G

,2*<,(<<*

9

<

9

<8,-

测定细胞中的荧光素酶活性&

#=E

!

统计学处理
!

实验数据应用
2̀*

K

MD*+D2.<-

$="

软件进行曲线拟合与统计学分析#结果以
(

>c(

表示&多组间比较用
A3,GV*

9

(?A>(

#两组比较

则采用双侧
"

检验#检验水准$

"

%为
"="$

&

D

!

结
!

果

!=#

!

人参皂苷
J\

对
N?YG

#

诱导的
]H(6G!]

细

胞分泌
O(?NH6

的影响
!

!$3

L

"

-R

的
N?YG

#

诱

导
]H(6G!]

细胞分泌
O(?NH6

#从基础状态的

$

!C$=!c!#=%

%

KL

"

-R

上升至$

#CCF=$c$'=&

%

KL

"

-R

#增加了
CF#=#Z

&经典糖皮质激素
@,X

在

"=#

%

-04

"

R

浓度时抑制了
O(?NH6

的分泌#抑制

率达到
FC=$Z

$

8

&

"=""#

%#与文献*

#CG#$

+报道近似&

J\

剂量依赖性地抑制
O(?NH6

的分泌#

&

%

-04

"

R

时
J\

对
O(?NH6

的抑制率达
&'=#Z

$

8

&

"="#

%(

#"

%

-04

"

R

时
J\

对
O(?NH6

的抑制率达
C"=&Z

$

8

&

"="#

%(

&"

%

-04

"

R

时
J\

对
O(?NH6

的抑制

率达
E'="Z

$

8

&

"=""#

%&

JJ\GE

实验显示#在高浓

度$

&"

%

-04

"

R

%时
J\

对
]H(6G!]

细胞具有一定的

增殖抑制效应#抑制率为
!#=!Z

$

8

&

"="$

%(而在
#"

%

-04

"

R

及以下浓度时
J\

对
]H(6G!]

细胞没有增

殖抑制效应&这些结果表明#

J\

对
]H(6G!]

中

O(?NH6

分泌抑制并不是由细胞增殖抑制引起的&

#"

'

&"

%

-04

"

R

人参皂苷
J\

对
]H(6G!]

细胞中

O(?NH6

分泌有较显著的抑制作用&因此#在后续的

实验中人参皂苷
J\

的剂量为
#"

'

&"

%

-04

"

R

&

!=!

!

人参皂苷
J\

对
N?YG

#

诱导的
]H(6G!]

细

胞
O(?NH6

的
-O?(

及蛋白表达的影响
!

ONG

DJO

结果显示#

#"

'

&"

%

-04

"

R

人参皂苷
J\

组

?@:<9A-O?(

表达量低于
N?YG

#

组$图
#(

%&

蛋白质印迹实验也显示#

#"

'

&"

%

-04

"

R

人参皂苷

J\

抑制
]H(6G!]

细胞内
O(?NH6

蛋白水平$图

#]

%&这些结果表明#人参皂苷
J\

对
?@:<9A

-O?(

转录水平有抑制效应#进而导致细胞内

O(?NH6

蛋白翻译下降&

图
C

!

人参皂苷
7A

对
8!MF

"

诱导的
J2<LFDJ

细胞

@<!82L

的
9@!<

及蛋白表达的影响

M%

'

C

!

2--(+/$,-

'

%&$(&,$%6(7,9

*

,"&6A,&@<!82L9@!<

.&6

*

#,/(%&()

*

#($$%,&%&8!MF

"

F/#(./(6J2<LFDJ+(44$

J\

!

J0-

K

013+\

(

@,X

!

@,X*-,8M*<03,=]H(6G!]),44<V,2,82,*8,+

V.8MJ\02@,X502!CM*58,2N?YG

#

$

!$3

L

"

-R

%

<8.-14*8.03502#M=

NM,-O?(

$

(

%

*3+

K

208,.3

$

]

%

4,;,4<05O(?NH6V,2,+,8,)8,+U

9

ONGDJO*3+W,<8,23U4088.3

L

*3*4

9

<.<

#

2,<

K

,)8.;,4

9

=#

!

J038204

(

!

!

N?YG

#

$

!$3

L

"

-R

%

.3+1)8.03

(

&

!

N?YG

#K

41<#"

%

-04

"

RJ\

(

C

!

N?YG

#K

41<&"

%

-04

"

RJ\

(

$

!

N?YG

#K

41<"=#

%

-04

"

R@,X

!=&

!

人参皂苷
J\

对
(DG#

信号通路的影响
!

应用

基因瞬时转染技术#将
K

(DG#GR1)

导入
]H(6G!]

细

胞#结果发现
#"

%

-04

"

R

和
&"

%

-04

"

R

人参皂苷

J\

对
(DG#

的活化有抑制效应#

#"

%

-04

"

R

时抑制

率为
&"="Z

$

8

&

"="$

%#

&"

%

-04

"

R

时抑制率达到

了
$"=CZ

$

8

&

"=""#

%#推测
J\

可能通过抑制
(DG

#

进而下调
O(?NH6

表达&

!=C

!

人参皂苷
J\

对
Ò

转录激活的影响
!

结果

表明#

#"

%

-04

"

R

和
&"

%

-04

"

R

人参皂苷
J\

可以

诱导
]H(6G!]

细胞内
Ò

的活化#尽管其
Ò

激活

效应低于
@,X

#

J\

在
#"

%

-04

"

R

时激活效应上升了

C%!=$Z

$

8

&

"="$

%#在
&"

%

-04

"

R

时激活效应上升

了
%"$Z

$

8

&

"="#

%&

!=$

!

Ò

在人参皂苷
J\

抑制
]H(6G!]

细胞分泌

O(?NH6

中的作用
!

结果$图
!

%表明#在没有米非

司酮存在的情况下#

J\

有效地抑制
O(?NH6

的分

泌$

8

&

"="#

%(在米非司酮存在的情况下#

J\

对

,

C!%

,
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第
%

期
=

李群益#等
=

人参皂苷代谢产物
J0-

K

013+\

抑制
N?YG

#

诱导的人支气管上皮细胞分泌
O(?NH6

O(?NH6

的分泌抑制被翻转#表明人参皂苷
J\

通过

激活
Ò

抑制了
]H(6G!]

细胞中
O(?NH6

的分泌&

图
D

!

O@

在人参皂苷
7A

抑制
J2<LFDJ

细胞

分泌
@<!82L

中的作用

M%

'

D

!

@,4(,-O@%&

'

%&$(&,$%6(7,9

*

,"&6A

%

7A

&

%&1%3%/%&

'

@<!82L$(+#(/%,&%&8!MF

"

F/#(./(6J2<LFDJ+(44$

NM,)03),382*8.0305O(?NH6.3]H(6G!]<1

K

,23*8*38V*<+,8,2G

-.3,+U

9

HRB6(-,8M0+=N?YG

#

$

!$3

L

"

-R

%(

@,X

$

"=#

%

-04

"

R

%(

J\

$

#"

%

-04

"

R

%(

7.5,

K

2.<803,

$

#

%

-04

"

R

%

=

""

8

&

"="#;<N?YG

#

.3+1)8.03=,d&

#

(

>c(

E

!

讨
!

论

哮喘患者的气道经常出现上皮损伤的现象*

#'

+

&

嗜酸性粒细胞是哮喘气道炎症反应中的主要效应细

胞&在变态反应性炎症部位#募集的嗜酸性粒细胞

及其他效应细胞释放多种炎症因子'毒性蛋白及脂

质介质#导致气道局部的组织结构发生病变和损

伤*

#'

+

&

研究表明#在以嗜酸性粒细胞富集为特征的炎

症性疾病中#支气管上皮细胞可分泌
O(?NH6

*

#$

+

&

O(?NH6

对多种变态反应性炎症细胞如
J@C$OA

j

记忆
N

淋巴细胞'嗜酸性粒细胞及肥大细胞均具有

强力及选择性的趋化效应#能募集嗜酸性粒细胞等

迁移至气道管腔黏膜部位#扩大炎症反应&并且#

O(?NH6

通过诱导炎症部位募集嗜酸性粒细胞等

来激活
!

型辅助性
N

淋巴细胞*

#%

+

&荟萃分析表明#

O(?NH6

基因多态性与哮喘发作有密切的关联*

C

+

&

因此#抑制
O(?NH6

的表达'阻断嗜酸粒细胞的生

成及活化可能成为治疗哮喘的一种途径&

人参皂苷
J\

作为多种原人参二醇型皂苷

$

OU#

'

OU!

'

O)

%的体内代谢产物#是体内吸收和发挥

药效的真正实体分子*

#E

+

&

J\

在多种体内和体外实

验模型中表现出良好的抗炎活性*

#FG!"

+

#我们推测
J\

或许是人参及其提取物治疗哮喘的活性成分之一&

本实验结果显示#在支气管上皮细胞中#

J\

剂量依

赖性地抑制
N?YG

#

诱导的
O(?NH6

分泌&并且#

?@:<9A-O?(

转录被
J\

有效抑制#表明
J\

至

少部分在转录水平上调节
O(?NH6

的表达&

研究表明#

?@:<9A

基因
$g

侧翼区存在一系列

转录调节因子的潜在结合位点#如
(DG#

等*

!#G!!

+

&

作为一类重要的转录调节因子#

(DG#

在炎症反应中

介导多种细胞因子的表达&

(DG#

由
!

个分别属于

/13

家族和
Y0<

家族的蛋白通过亮氨酸拉链形成同

源或异源二聚体&炎症细胞因子$如
N?YG

#

%通过

/?\

磷酸化
)G/13

#促使
/13

家族和
Y0<

家族形成活

性二聚体&活化的
(DG#

与靶基因启动子区域的

(DG#

应答元件结合#激活目标基因的转录*

!&

+

&我

们的结果提示#

J\

可抑制
(DG#

对其应答元件的结

合#进而抑制下游靶基因
O(?NH6

的转录&

Ò

通过与
(DG#

的
)G/13

亚单位之间以直接的

蛋白
G

蛋白相互作用方式#阻止
(DG#

与其应答元件

的结合#从而阻断
(DG#

的信号转导*

!&

+

&

ÒH

驱动

的荧光素酶报告基因结果表明#在支气管上皮细胞

中#

J\

展现出
Ò

激动剂的特质#在
#"

%

-04

"

R

和

&"

%

-04

"

R

浓度时#

Ò

转录激活活性分别提高了

C=%

倍和
%=#

倍&我们推断#人参皂苷
J\

结合并激

活
]H(6G!]

细胞内
Ò

#活化的
Ò

以蛋白
G

蛋白的

相互作用方式抑制
(DG#

的活性#效应之一是抑制

了
]H(6G!]

细胞分泌
O(?NH6

&于是#我们应用

Ò

拮抗剂米非司酮检验这一假设&本实验运用
Ò

强效类固醇类拮抗剂米非司酮#揭示
J\

对
]H(6G!]

细胞中
O(?NH6

的分泌抑制是由
Ò

介导的&这可

能是人参及其提取物抑制哮喘'改善炎症的机制之

一&当然#

J\

对哮喘病理进程中重要的其他炎症致

病因子#如
,08*X.3

'粒
G

巨噬细胞集落刺激因子 $

7̀G

J6Y

%等的效应#将是下一步研究的目标&
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