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慈姑多糖调控 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ抑制细胞炎症和氧化损伤
对多种重金属诱导 Ｌ０２肝细胞凋亡的影响

周漫钰，刘红双，刘冰清，高鑫，梁篧，廖艳
（北京中医药大学中医学院，北京 １０２４４６）

　　摘要：目的 探索慈姑多糖（ＳａｇｉｔｔａｒｉａＳａｇｉｔｔｉｆｏｌｉａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＳＳＰ）是否通过介导Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ
４，ＴＬＲ４）／髓样分化因子８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）／核转录因子 －κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａ
Ｂ，ＮＦ－κＢ）信号通路对６种重金属联合所致Ｌ０２肝细胞损伤发挥保护作用。方法 首先根据北京市售大米６种重金属
膳食摄入比例，构建６种重金属混合染毒液所致 Ｌ０２细胞损伤体外模型。应用 ＭＴＴ法检测不同质量浓度慈姑多糖
（０．２５、０．５、１、２ｍｇ／ｍＬ）提前作用２４ｈ对Ｌ０２细胞存活率的影响；ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／碘化丙啶（ＰＩ）双染流式结合Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２荧光检测细胞凋亡；ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光探针检测细胞中活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）含量变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测细胞中多聚ＡＤＰ核糖聚合酶１（ｐｏｌｙ－ＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１，ＰＡＲＰ１）、动力相关蛋白１（ｄｙｎａｍｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
１，Ｄｒｐ１）、肿瘤坏死因子－α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、白介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－１β、ＩＬ－１７、ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－
κＢｐ６５蛋白表达情况。结果 ＭＴＴ结果显示，ＳＳＰ在１ｍｇ／ｍＬ作用２４ｈ保护效果最佳；与模型组相比，ＳＳＰ治疗组中
ＲＯＳ含量及细胞凋亡率均明显下降（Ｐ＜００５），Ｄｒｐ１、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１７和ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达均
显著降低（Ｐ＜００５），ＰＡＲＰ１蛋白表达显著升高（Ｐ＜００１）。结论 ＳＳＰ可有效改善６种重金属联用诱导的 Ｌ０２细胞凋
亡，可能与调控ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ信号通路抑制氧化损伤和炎症反应相关。
　　关键词：慈姑多糖；多种重金属；ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ通路；氧化应激；炎症反应；Ｌ０２细胞
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ｅｆｆｅｃｔｏｆＳＳＰ（０．２５ｍｇ／ｍＬ，０．５ｍｇ／ｍＬ，１ｍｇ／ｍＬ，２ｍｇ／ｍＬ）ｏｎｔｈｅＬ０２ｃｅｌｌｓｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｗｉｔｈ２４ｈｐｒｅ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ａｎｎｅｘ
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ｔｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｉｎｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇＤＣＦＨ－ＤＡｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｐｒｏｂｅ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐｏｌｙ－ＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１（ＰＡＲＰ１），ｄｙｎａｍｉｃｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１（Ｄｒｐ１），ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－α），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β（ＩＬ－１β），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１７（ＩＬ－１７），ＴＬＲ４，ＭｙＤ８８ａｎｄＮＦ－κＢｐ６５ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＲｅｓｕｌｔｓＭＴＴａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＳＳＰ（１ｍｇ／ｍＬ，２４ｈ）ｈａｄｔｈｅｂｅｓｔｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＲＯＳｃｏｎｔｅｎｔａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎＳＳＰｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＤｒｐ１，ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β，ＩＬ－１７，ＴＬＲ４，ＭｙＤ８８ａｎｄＮＦ－κＢｐ６５ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜００５）ａｎｄｔｈｅｐｒｏ
ｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＡＲＰ１ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜００１）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＳＳＰｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓ
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｉｘｈｅａｖｙｍｅｔａｌｓｍｉｘｔｕｒｅ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｔｏｉｎ
ｈｉｂｉｔｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＳａｇｉｔｔａｒｉａＳａｇｉｔｔｉｆｏｌｉａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ（ＳＳＰ）；ｍｕｌｔｉｐｌｅｈｅａｖｙｍｅｔａｌｓ；ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；
ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；Ｌ０２ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ

基金项目：国家重点研发计划项目（２０１８ＹＦＣ１７０６８００）
作者简介：周漫钰（１９９５－），女，广东揭阳人，博士在读，研究方向：中

医养生康复及预防营养。

通讯作者：廖艳（１９７５－），女，四川阆中人，教授，博士研究生导师，博
士，研究方向：中医养生康复及营养。Ｅｍａｉｌ：ｌｉａｏｙａｎａａ＠
ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。

　　随着农业生产现代化和工业化的快速发展，土壤重金属污 染问题日益凸显，重金属可通过土壤蓄积污染农作物，经膳食

摄入进而危害人体健康［１］。在实际暴露中，多种重金属通常

以一定比例同时进入人体，产生复杂的毒性作用［２］。目前单

一重金属的毒性研究已较为全面［３－５］，但多种重金属膳食摄入

的研究并不多见。近年来的研究发现，重金属的损伤机制与氧

化损伤和炎症反应密切相关。其中，Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ４，ＴＬＲ４）作为一种模式识别受体，是多种组织损伤的
感受器，髓样分化因子 ８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，
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ＭｙＤ８８）是 ＴＬＲ４的关键衔接蛋白，可激活下游的核转录因
子－κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ，ＮＦ－κＢ）亚基向
细胞核移位，激活诱导型一氧化氮合酶，同时也可促使炎症因

子［如肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）］
释放，加重氧化应激和炎症反应［６－８］。因此，ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／
ＮＦ－κＢ信号通路成为评价重金属损伤和药物筛选的重点考
察路径之一［９］。

慈姑多糖（ＳａｇｉｔｔａｒｉａＳａｇｉｔｔｉｆｏｌｉａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＳＳＰ）作为
慈姑的主要活性成分，具有抗凋亡［１０］、抗氧化和免疫调节［１１］

等作用，本课题组前期研究发现提前给予慈姑多糖可明显改善

６种重金属所致损伤［１２－１４］，可能与调节核转录因子Ｅ２相关因
子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ－２－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）信号通
路减轻氧化应激所致细胞凋亡相关，但作用机制研究尚不深

入。故本研究模拟北京市售大米 ６种重金属的膳食摄入比
例［１５］，构建多种重金属混合染毒Ｌ０２肝细胞损伤模型，探讨慈
姑多糖是否通过调节ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ信号通路，对多种
重金属肝损伤发挥预防性保护作用，为ＳＳＰ解毒保肝作用的深
入研究提供依据。

１　材料与方法
１．１　细胞　人正常肝细胞系 Ｌ０２细胞，由北京中医药大学生
命科学学院惠赠。

１．２　药物与试剂　慈姑多糖，由云南产新鲜慈姑制备，制备工
艺及方法同前期文献［１６－１７］。重铬酸钾（Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７）、四水氯化
锰（ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ）、水合氯化镉（ＣｄＣｌ２·２．５Ｈ２Ｏ）、七水硫酸
锌（ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ）、五水硫酸铜（ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ），均购买于上
海源叶生物科技有限公司（批号分别为 Ｐ２９９１５６、ｓ２７１４０、
ｓ５０７０３、ｓ２４３１３、ｓ２４２６０）；三水乙酸铅 ［（ＣＨ３ＣＯＯ）２Ｐｂ·
３Ｈ２Ｏ］，购于上海阿拉丁生化科技股份有限公司（批号
ｓ４８９３６）；所有化学试剂均为分析纯。胰蛋白酶 （货号
２５２０００５６），购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；青霉素、链霉素 （货号
ＰＳＬ０１），购于Ｃａｉｓｓｏｎ公司；ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清、活
性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）检测试剂盒、ＡｎｎｅｘｉｎＶ－
ＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色液，购于北京兰
博利德生物技术有限公司（货号分别为０１－１００－１ＡＣＳ－１、
０４－００１－１ＡＣＳ、Ｓ００３３Ｓ、Ｃ１０６２Ｓ、Ｃ１０２５）；ＭＴＴ噻唑兰购于
Ａｍｒｅｓｃｏ公司（货号 ０７９３－１）；磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），购于北京雷根生物技术有限公司（货号
ｃｃ０００４）；ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢｐ６５抗体购于 Ａｂｃａｍ公司（货
号分别为 ａｂ１３５５６、ａｂ２１９４１３、ａｂ３２５３６）；动力相关蛋白 １（ｄｙ
ｎａｍｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｄｒｐ１）购于 Ａｂｗａｙｓ公司 （货号
ＡＹ２００１）；ＩＬ－１β（１１Ｅ５）、ＩＬ－１７（Ｇ－４）抗体购于 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ
公司（货号为ｓｃ－３７４２１８、ｓｃ－５２０１２）；多聚ＡＤＰ核糖聚合酶１
（ｐｏｌｙ－ＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１，ＰＡＲＰ１）、ＴＮＦ－α、β－ａｃｔｉｎ抗
体及山羊抗兔、山羊抗鼠二抗均购于 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司（货号分
别为１３３７１－１－ＡＰ、１７５９０－１－ＡＰ、６０００８－１－Ｉｇ、ＳＡ００００１－
２、ＳＡ００００１－１）。
１．３　仪器　ＨＥＲＡ·Ｃｅｌｌ１５０ｉ型 ＣＯ２培养箱（赛默飞世尔科
技有限公司）；离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４１８Ｒ）；酶标仪（赛默飞世尔
科技有限公司）；Ａ００８流式细胞仪（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；
Ａ０１０共聚焦显微镜（日本奥林巴斯公司）；电泳仪及电转仪、
凝胶成像系统（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。
１．４　慈姑多糖母液及重金属混合液配制　参考北京市居民通
过大米途径摄入铬、锰、镉、锌、铜、铅６种常见重金属的含量比
例［１５］配制重金属染毒液（见表１），ＤＭＥＭ培养液配制１６ｍｇ／
ｍＬ慈姑多糖母液，放于４℃冰箱保存，不同药物浓度用ＤＭＥＭ
培养液稀释，现配现用。

表１　重金属混合染毒液的配制

重金属化合物

大米中重金属

含量／（ｍｇ·
人 －１·ｄ－１）

元素质量分数

化合物

质量／
（ｍｇ）

Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ ０．１６７４ ０．３５３７４１４７８ ２３．９４６１０
ＣｄＣｌ２·２．５Ｈ２Ｏ ０．００１５ ０．４９１２２７９７３ 　０．１５４５２
（ＣＨ３ＣＯＯ）２Ｐｂ·３Ｈ２Ｏ ０．００１９ ０．５４６１７４８０６ 　０．１７６０３
ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ０．１９４４ ０．２５５９９９９４２ ３８．４２５７０
ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ ０．０１０９ ０．２７７７７８０９２ 　１．９８５６１
ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １．０５３２ ０．２２６４８０８２４ ２３５．３１２００
合计 ３００
　　注：以铬为单位１，人体从谷物中摄入铬的最大含量每日不超过
１ｍｇ。
１．５　ＭＴＴ法检测慈姑多糖及重金属混合染毒液对 Ｌ０２细胞
存活率的影响　将对数生长期的 Ｌ０２细胞，以每孔５×１０３个
的密度接种于９６孔培养板上，待细胞生长至８０％进行重金属
混合染毒液毒性实验及慈姑多糖无毒浓度实验。慈姑多糖处

理组终浓度分别为０．２５、０．５、１、２、４ｍｇ／ｍＬ，重金属处理组终
浓度分别为２５、５０、１００、２００、４００、８００、１６００ｎｇ／ｍＬ，每组设置４
个复孔，继续放置５％ ＣＯ２、３７℃的培养箱中培养２４ｈ，采用
ＭＴＴ法用全自动酶标仪在波长５７０ｎｍ处测定其吸光度（Ａ），
并计算细胞存活率。细胞存活率 ＝（Ａ实验组 －Ａ调零组 ）／
（Ａ对照组 －Ａ调零组）×１００％。
１．６　ＭＴＴ法检测慈姑多糖对多种重金属损伤 Ｌ０２细胞存活
率的影响　取对数生长期Ｌ０２细胞，接种于９６孔板，每孔５×
１０３个细胞，待细胞生长至８０％进行实验。将细胞分为：对照
组、模型组（重金属染毒液９００ｎｇ／ｍＬ）、慈姑多糖给药组（重金
属染毒液 ９００ｎｇ／ｍＬ＋慈姑多糖）。慈姑多糖给药组提前加
入不同质量浓度慈姑多糖（０．２５、０．５、１、２ｍｇ／ｍＬ）培养２４ｈ
后，模型组与慈姑多糖给药组均加入重金属染毒液。每组４
个复孔，继续培养２４ｈ后，应用 ＭＴＴ法检测细胞存活率，应
用全自动酶标仪在５７０ｎｍ波长处测其吸光度，并计算出细胞
活力。

１．７　ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光探针检测各组细胞 ＲＯＳ含量　取对数
生长期Ｌ０２细胞，以每孔５×１０４个细胞密度接种于６孔板中，
待细胞长至８０％进行实验。去除给药完成的细胞培养液，应
用无血清细胞培养液洗涤细胞 ２次，加入 ２ｍＬ稀释好的
ＤＣＦＨ－ＤＡ。将６孔板置于３７℃含５％ ＣＯ２培养箱内孵育３０
ｍｉｎ后，应用无血清培养液洗涤孔内细胞３次，置于荧光显微
镜下观察各组 ＲＯＳ含量变化，并在３０ｍｉｎ内完成检测，拍照。
应用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件记录每张图片的平均荧光强度，实
验重复３次。
１．８　荧光染色结合流式细胞术检测各组细胞凋亡　将培养好
的细胞吸弃培养液，应用 ＰＢＳ洗涤 １次，加入 １ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ
３３３４２工作液，置于３７℃培养箱内孵育３０ｍｉｎ后，吸弃工作
液，用无血清的培养液洗涤３次，每次５ｍｉｎ，随后置于荧光显
微镜下观察。此外，分组处理结束后收集细胞，计数后每组取

０．５ｍＬ单细胞悬液，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ和１０μＬ碘
化丙锭溶液（ＰＩ），混匀后室温避光反应１５ｍｉｎ，置于冰盒内，随
即采用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测相关蛋白表达　取对照组、模型组、１
ｍｇ／ｍＬ慈姑多糖给药组处理结束后的 Ｌ０２细胞，离心收集细
胞，用含有ＰＭＳＦ、蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ液充分裂
解，提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，制备蛋白样品。
以β－ａｃｔｉｎ为内参，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳蛋白，电转至 ＰＶＤＦ
膜后应用５％的脱脂牛奶封闭１ｈ，孵育一抗４℃过夜，分别为
ＰＡＲＰ１（１∶１０００）、Ｄｒｐ１（１∶１０００）、ＴＮＦ－α（１∶１０００）、ＩＬ－１β
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（１∶２００）、ＩＬ－１７（１∶２００）、ＴＬＲ４（１∶１０００）、ＭｙＤ８８（１∶１０００）、
ＮＦ－κＢｐ６５（１∶１０００）、β－ａｃｔｉｎ（１∶５０００）。第２天室温复温１
ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ３次，每次 ５ｍｉｎ。随后室温孵育二抗 １ｈ（１∶
５０００），ＴＢＳＴ洗涤３次，使用 ＥＣＬ试剂进行显色，通过 ＩｍａｇｅＪ
软件对条带灰度进行定量分析。

１．１０　统计学方法　实验结果采用 ＳＰＳＳ２５．０统计软件进行
统计学分析，实验数据用 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方
差分析，组间两两比较采用ＬＳＤ检验。以Ｐ＜００５为差异具有
统计学意义。

２　结果
２．１　重金属混合液对 Ｌ０２细胞存活率的影响及慈姑多糖对
Ｌ０２细胞毒性的影响　见图１。不同浓度重金属混合液作用
Ｌ０２细胞２４ｈ后，Ｌ０２细胞存活率随着重金属混合液浓度升高
而逐渐下降，计算得到 ＬＣ５０浓度为９１２．６７ｎｇ／ｍＬ，故后续取
９００ｎｇ／ｍＬ作为Ｌ０２细胞的重金属混合液造模浓度。

见图２。不同浓度慈姑多糖处理 Ｌ０２细胞 ２４ｈ后，在
０．２５～２ｍｇ／ｍＬ浓度范围内Ｌ０２细胞生存率在９５％以上，提示
此范围内慈姑多糖无明显细胞毒性；在４ｍｇ／ｍＬ时细胞生存
率降至９０％以下，说明在此浓度产生细胞毒性，差异具有统计
学意义（Ｐ＜００５）。故后续选择０．２５～２ｍｇ／ｍＬ浓度范围进
行实验。

注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与对照组比较，Ｐ＜００１。
图１　不同浓度重金属混合液对Ｌ０２细胞存活率的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

注：与对照组比较，Ｐ＜００５。
图２　不同浓度慈姑多糖对Ｌ０２细胞存活率的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．２　慈姑多糖对重金属混合液处理Ｌ０２细胞存活率的量效关
系　见图３。ＭＴＴ实验结果显示，提前给予慈姑多糖２４ｈ后，
不同浓度慈姑多糖（０．２５、０．５、１、２ｍｇ／ｍＬ）均能提高重金属混
合液损伤２４ｈ后的细胞存活率，且１ｍｇ／ｍＬ浓度的慈姑多糖
保护作用最强。后续选择慈姑多糖１ｍｇ／ｍＬ作用２４ｈ开展
研究。

２．３　慈姑多糖对重金属混合液诱导的Ｌ０２细胞凋亡的影响　
见插页ⅩⅣ图４。与对照组相比，模型组中细胞早期凋亡率显著

图３　不同浓度慈姑多糖对重金属混合液诱导的
Ｌ０２细胞存活率的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

升高（Ｐ＜００１）；与模型组相比，慈姑多糖给药组能显著降低
细胞凋亡率（Ｐ＜００１）。相较于对照组，模型组中细胞的细胞
核呈致密浓染，平均荧光强度高于对照组，差异具有显著统计

学意义（Ｐ＜００１）；相对于模型组，慈姑多糖给药组中凋亡细
胞显著减少（Ｐ＜００１）。与对照组相比，模型组中 ＰＡＲＰ１蛋
白表达显著降低（Ｐ＜００１）；与模型组相比，慈姑多糖给药组
ＰＡＲＰ１蛋白表达显著升高（Ｐ＜００１）。
２．４　慈姑多糖对重金属混合液诱导的 Ｌ０２细胞中 ＲＯＳ释放
及Ｄｒｐ１蛋白表达的影响　见插页ⅩⅤ图５。与对照组相比，模
型组细胞中平均荧光强度明显升高，即 ＲＯＳ含量升高（Ｐ＜
００１），且Ｄｒｐ１蛋白表达升高（Ｐ＜００５）；相对于模型组，慈姑
多糖给药组能显著降低细胞中 ＲＯＳ含量及 Ｄｒｐ１蛋白表达水
平（Ｐ＜００５）。
２．５　慈姑多糖对重金属混合液诱导的 Ｌ０２细胞中 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１β、ＩＬ－１７蛋白表达的影响　见图６。与对照组比较，模
型组中ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１７蛋白表达升高，差异具有显著
统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组相比，慈姑多糖给药组中
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１７蛋白表达均降低（Ｐ＜００１）。
２．６　慈姑多糖对重金属混合液诱导的 Ｌ０２细胞中 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达的影响　见图７。与对照组比
较，模型组中 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达升高，差异
具有显著统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组比较，慈姑多糖给
药组中ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达均降低，差异有统
计学意义（Ｐ＜００５）。
３　讨论

重金属污染目前仍是一个全球性的挑战问题，肝脏作为重

要的代谢器官，是重金属积累和毒性损伤的主要靶器官。镉、

铜和铬等重金属可产生 ＲＯＳ并导致氧化应激，被认为是重金
属诱导肝损伤的主要机制之一［１８－１９］。相较于肝癌细胞系

（ＨｅｐＧ２），人正常肝细胞Ｌ０２与人体内组织的生理生化条件更
加吻合［２０］。故本研究利用 Ｌ０２肝细胞损伤模型进行深入
研究。

天然提取物如枸杞多糖［２１］、葛根素［２２］等可通过抗氧化、

抗炎、调节自噬等途径拮抗单一重金属损伤，成为重金属解毒

的研究热点。慈姑多糖作为慈姑的主要活性成分，具有显著抗

脂质过氧化［２３］、抗凋亡［１０］、抗氧化和免疫调节［１１］等作用，且

前期实验已证实其可通过调节Ｎｒｆ２信号通路减轻氧化应激和
细胞凋亡、改善 ６种重金属所致小鼠和 ＨｅｐＧ２肝细胞损
伤［１０－１２］，但慈姑多糖对细胞的保护作用是否还涉及炎症反应，

炎症反应、氧化应激和细胞凋亡之间是否存在着信号串扰，相
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注：与对照组比较，Ｐ＜００１；ΔΔ与模型组比较，Ｐ＜００１。
图６　慈姑多糖对重金属混合液诱导的Ｌ０２细胞ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１７蛋白表达的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

注：与对照组比较，Ｐ＜００１；Δ与模型组比较，Ｐ＜００５。
图７　慈姑多糖对重金属混合液诱导的Ｌ０２细胞ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

互串扰的信号通路又可能是什么尚不清楚。

细胞凋亡是一种严格控制的程序性细胞死亡过程，对生物

体维持内环境稳态及系统的生长发育有重要作用，但异常凋亡

是一种病理过程。Ｃａｓｐａｓｅ家族是细胞凋亡的重要执行者，其
中Ｃａｓｐａｓｅ－３的活化可裂解ＰＡＲＰ，阻止ＰＡＲＰ介导的ＤＮＡ损
伤修复，破坏细胞稳态，导致细胞凋亡［２４］。研究表明，在重金

属诱导的肝损伤中，细胞凋亡是造成肝毒性损伤的重要机制，

氧化应激、线粒体损伤、炎症反应、内质网应激等均对细胞凋亡

的发生发展具有调节作用［２５－２６］。在本研究中，重金属混合物

增加了Ｌ０２细胞凋亡率并降低 ＰＡＲＰ１蛋白表达，而慈姑多糖
干预能显著降低细胞凋亡率并上调ＰＡＲＰ１，提示６种重金属混
合物可能通过诱导细胞异常凋亡产生肝细胞毒性，而慈姑多糖

可通过改善异常凋亡发挥肝保护作用。

为了探究慈姑多糖改善重金属混合物诱导肝细胞凋亡的

相关分子机制，本研究进一步测定了 ＲＯＳ含量、Ｄｒｐ１蛋白表
达。在生理条件下，ＲＯＳ参与能量转换、氧平衡等生理环节，
是一种重要的信号分子，其生成和清除的动态平衡对维持细胞

氧化还原稳态尤为关键。但当机体受到重金属等外源性刺激

时，氧化与抗氧化平衡失调，细胞中产生过量的ＲＯＳ，导致机体
发生氧化损伤，进而可导致线粒体功能损伤、炎症反应、ＤＮＡ
损伤、细胞凋亡及恶性转变等［２７］。而线粒体作为产生 ＲＯＳ的
主要场所，在ＲＯＳ异常升高时成为 ＲＯＳ的直接损伤靶点。氧
化损伤的发生会导致线粒体形态及正常生理功能遭到破坏，引

起线粒体功能障碍［２８］，表现为线粒体嵴的肿胀和消失、线粒体

裂变异常增加、氧化磷酸化过程和能量产生受损、线粒体膜电

位下降、代谢途径改变等。线粒体动力相关蛋白 Ｄｒｐ１是介导
线粒体分裂的主要蛋白，具有促进线粒体裂变及 ＲＯＳ蓄积的
作用，其过度表达可使线粒体出现碎片化［２９］。线粒体受氧化

应激损伤后，线粒体外膜通透性改变，线粒体内的细胞色素 Ｃ
被释放到细胞质中，可同凋亡蛋白酶激活因子相结合，构成细

胞色素Ｃ／凋亡蛋白酶激活因子凋亡体，导致细胞的凋亡。本

研究结果发现，模型组中 ＲＯＳ含量及 Ｄｒｐ１蛋白表达显著升
高；经慈姑多糖提前干预后，细胞中 ＲＯＳ的产生及 Ｄｒｐ１蛋白
表达显著减少，提示慈姑多糖可能通过减少 ＲＯＳ产生、缓解线
粒体功能损伤，进而减轻细胞凋亡来发挥保护作用。

前期研究发现，重金属混合物可导致小鼠肝脏组织炎性细

胞浸润，提示多种重金属可诱导炎症反应［１２］。ＴＮＦ－α作为炎
症反应中心，不仅可刺激中性粒细胞、单核细胞等进一步释放

ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＩＬ－１７等炎症因子，导致炎症反应的级联放大
和过度激活，从而导致肝脏组织细胞的炎性坏死，还可以通过

Ｃａｓｐａｓｅ－８的大量活化来激活凋亡通路［３０］。ＴＮＦ－α的生物
效应主要由ＴＮＦＲ１和 ＴＮＦＲ２两种受体介导，ＴＮＦ－α结合受
体ＴＮＦＲ１后，与肿瘤坏死因子受体相关死亡结构域形成三联
复合物，募集ＲＩＰ１和 ＴＲＡＦ２，进而结合 ＦＡＤＤ、ＲＡＩＤＤ等衔接
蛋白，募集并激活Ｃａｓｐａｓｅ－８，继而激活外源性凋亡途径，是导
致肝细胞凋亡的主要机制。本研究结果发现，模型组 ＴＮＦ－
α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１７蛋白表达显著升高，经慈姑多糖提前干预
后，上述蛋白表达显著下降，提示慈姑多糖通过减轻炎症反应

诱导的细胞凋亡，发挥细胞保护作用。

为了进一步探究慈姑多糖改善氧化应激和炎症反应的调

控机制，检测了Ｌ０２细胞中 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢｐ６５蛋白的
表达量。Ｔｏｌｌ样受体家族是重要的炎症识别受体，该类跨膜蛋
白能识别受体及复合物的胞外区域，从而激发下游分子通

路［３１］。ＴＬＲ４作为机体中参与免疫调节的重要蛋白，是最早被
发现的Ｉ型跨膜蛋白受体，其胞内区的ＴＩＲ结构域可与接头蛋
白ＭｙＤ８８死亡结构域和中间域相结合，激活下游的 ＮＦ－κＢ
易转位为核磷酸化，调节 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６等免疫炎症因子表
达。此外，上调 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ还可激活一氧化氮合
酶，造成大量ＮＯ、ＭＤＡ、ＲＯＳ生成，引起严重的氧化应激，导致
组织氧化损伤［７］。研究表明，下调ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ信号
通路可减轻金属Ｃｄ诱导的肝损伤［９］。本研究结果发现，经慈

姑多糖干预后，ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢｐ６５蛋白表达均较模型
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组显著下降，提示慈姑多糖可能通过下调 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－
κＢ信号通路来发挥保护作用。

综上，慈姑多糖可能通过下调ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ信号
通路关键蛋白表达来减少ＲＯＳ、Ｄｒｐ１、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β和 ＩＬ－
１７的生成，进而减轻氧化应激损伤和炎症反应导致的细胞凋
亡，以此拮抗６种重金属的联合毒性，发挥 Ｌ０２肝细胞保护作
用。本研究丰富了慈姑多糖发挥解毒保肝作用的实验依据，也

提示慈姑多糖可能成为潜在的解毒保肝健康产品的重点研发

对象，值得进一步深入研究。
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Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１
Ｊａｎ．２０２５

ⅩⅣ

慈姑多糖调控ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ抑制细胞炎症和氧化损伤
对多种重金属诱导Ｌ０２肝细胞凋亡的影响

（正文见１１７－１２１页）

注：与对照组比较，Ｐ＜００１；ΔΔ与模型组比较，Ｐ＜００１。
图４　慈姑多糖对重金属混合液诱导的Ｌ０２细胞凋亡的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１
Ｊａｎ．２０２５

ⅩⅤ

注：与对照组比较，Ｐ＜００１；与对照组比较，Ｐ＜００５；Δ与模型组比较，Ｐ＜００５。
图５　慈姑多糖对重金属混合液诱导的Ｌ０２细胞ＲＯＳ释放及Ｄｒｐ１蛋白表达的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

基于“肺与大肠相表里”探讨ＩｇＡ肾病的机制与治疗

（正文见７７－８０页）

　　注：过量的Ｇｄ－ＩｇＡ１作为自身抗原与自身抗体结合，形成免疫复合物沉积在肾小球
系膜中损伤肾脏，并激活补体系统，导致炎症和肾小球损伤。

图１　ＩｇＡＮ的发病机制


