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［摘　要］　为研究精氨酸双糖苷（ＡＦＧ）体外的抗炎机制，以脂多糖（ＬＰＳ）刺激小鼠单核巨噬细胞

（ＲＡＷ２６４．７）作为炎症模型，用精氨酸双糖苷（ＡＦＧ）的低、中、高（５、１０、２０ｍｇ／Ｌ）三个剂量进行

干预后，ＭＴＴ法测定细胞毒性作用，Ｇｒｉｅｓｓ法测定一氧化氮（ＮＯ）生成量，ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液

中白细胞介素－１β（ＩＬ－１β）、白细胞介素－６（ＩＬ－６）、肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）及前列腺素 Ｅ２
（ＰＧＥ２）的分泌量。结果表明：ＡＦＧ的三个不同剂量对ＲＡＷ２６４．７细胞无抑制作用（Ｐ＞０．０５），各浓

度给药组的 ＮＯ、ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α和 ＰＧＥ２含量与 ＬＰＳ刺激模型组相比较都显著降低

（Ｐ＜０．０１），推想 ＡＦＧ的抗炎活性可能是通过抑制 ＮＯ和 ＰＧＥ２等炎症介质释放，降低 ＩＬ－１β、

ＩＬ－６和ＴＮＦ－α等炎症因子的含量而发挥了作用。
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ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ．

　　精氨酸双糖苷（Ａｒｇｉｎｙｌ－Ｆｒｕｃｔｏｓｙｌ－Ｇｌｕｃｏｓｅ，

ＡＦＧ）是鲜人参在加工成红参时，麦芽糖和精氨酸

在加热的过程中，发生梅拉德反应形成的一种葡糖

胺重排的中间产物［１］。郑毅男等［２－３］首次发现并鉴

定了其结构为１′－（精氨酸 －Ｎ２基）－１′－去氧－

４′－Ｏ（α－Ｄ－吡喃葡萄糖基）－Ｄ－果糖［４］。现代

药理研究表明，ＡＦＧ的药理活性强，具有抗肿瘤［５］、

抗氧化［６］、对微循环［７］、免疫调节［８］等作用，但对抗

菌抗炎的作用少有研究。ＮＯ、ＩＬ－１β、ＩＬ－６、

ＴＮＦ－α和 ＰＧＥ２等
［９－１０］，都是巨噬细胞经过刺激

后产生的炎症因子，而这些炎症因子的抑制作用通

常作为衡量药物抗炎活性的重要指标［１１］。因此，

本实验拟通过脂多糖（ＬＰＳ）刺激小鼠 ＲＡＷ２６４．７

单核巨噬细胞作为模型，观察不同浓度的 ＡＦＧ在

体外对炎性细胞因子 ＮＯ，ＩＬ－１β，ＩＬ－６，ＴＮＦ－α
和ＰＧＥ２合成和分泌的影响，从而研究精氨酸双糖

苷在体外的抗炎作用。

１　材 料

１．１　细胞株来源　小鼠的ＲＡＷ２６４．７单核巨噬细

胞，购于中国科学院上海生命科学研究院细胞库

１．２　药品及试剂　精氨酸双糖苷 ＡＦＧ，实验室自

制，纯度大于９０％，临用时用纯净水配置成高、中、

低剂量所需浓度；一氧化氮（ＮＯ）测定试剂盒，购于

南京建成生物工程研究所；白细胞介素 －１β
（ＩＬ－１β）酶联免疫分析试剂盒、白细胞介素 －６

（ＩＬ－６）酶联免疫分析试剂盒、肿瘤坏死因子 －α
（ＴＮＦ－α）酶联免疫分析试剂盒和前列腺 Ｅ２
（ＰＧＥ２）酶联免疫分析试剂盒，批号：２０１５１１，均购

于美国 Ｒ＆Ｄ公司；小牛血清（ＦＢＳ），购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ

公司；脂多糖（ＬＰＳ），购于 Ｓｉｇｍａ公司；二甲基噻唑

（ＭＴＴ），购于 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），

购于Ｓｉｇｍａ公司；地塞米松（ＤＭＸ），购于 Ｓｉｇｍａ公

司；青链双抗，购于Ｇｉｂｃｏ公司；蒸馏水，实验室自制。

１．３　主要仪器　ＴＧＬ－２０Ｂ高速台式离心机，上海

安亭科学仪器厂；微量振荡器，江苏省金坛市宏华

仪器厂；－７０℃温冰箱，Ｈａｉｅｒ；ＣＯ２培养箱，Ｆｏｒｍａ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，美国；倒置显微镜，Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，日

本；电子天平，梅特勒 －托利多仪器有限公司，上

海；ＳＷ－ＣＪ－１Ｆ超净工作台，苏州净化设备厂；

ＭＫ３酶标仪，ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎ公司，美国；电热恒温

水浴锅，金坛市医疗仪器厂；移液枪，Ｔｈｅｒｍｏ；４８孔

细胞板，ＣＯＳＴＥＲ；ＬＣ－２０ＡＴＳｈｉｍａｄｚｕｓＨＰＬＣ，检测

器ＳＰＤ－２０Ａ，日本岛津公司；ＦＤ－１Ｄ－５０型真空

冷冻干燥机，北京博医康实验仪器有限公司。

２　方 法

２．１　ＡＦＧ制备　取Ｌ－精氨酸１ｇ，麦芽糖２ｇ，柠

檬酸０．７５ｇ，溶于１０ｍＬ丙三醇中，摇匀，于８０℃

水浴条件下反应１２０ｍｉｎ，得 ＡＦＧ总合成物，上样

于高效阳离子柱，１．５％氨水洗脱，部分接收器接

样，分批处理后，样品通过 ＨＰＬＣ测得纯度，真空冷

冻干燥机冻干为白色粉末。将粉末分别配置成５、

１０和２０ｍｇ／Ｌ三个浓度，备用。

２．２　细胞培养　使用 ＲＰＭＩ１６４０培养液５０ｍＬ培

养小鼠巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４．７，在５％ ＣＯ２培养箱

中３７℃恒温培养。

２．３　给药分组　空白对照组：不加药物干预也

不加脂多糖刺激；ＬＰＳ模型组：不加药物干预只

加１０μｇ／Ｌ的 ＬＰＳ处理，建立炎症模型；阳性对

照组：加地塞米松 ＤＭＸ０．５μｇ／Ｌ干预后 ２ｈ加

１０μｇ／Ｌ的 ＬＰＳ刺激；给药组：加入不同浓度（５、

１０、２０ｍｇ／Ｌ）的 ＡＦＧ进行干预后２ｈ加１０μｇ／Ｌ

的 ＬＰＳ刺激。
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２．４　检测方法

２．４．１　对 ＲＡＷ２６４．７细胞存活率影响　取对数

生长期的细胞，用 ０．２５％胰蛋白酶消化，制成

１×１０５／ｍＬ单细胞悬液，以每孔１００μＬ点在４８孔

板内，置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后加

入不同浓度（５、１０、２０ｍｇ／Ｌ）的ＡＦＧ预处理２ｈ后，

加入１０μｇ／Ｌ的ＬＰＳ刺激细胞继续培养２４ｈ，在终

止细胞培养前４ｈ，将上述各处理组的各孔细胞中

加入２０μＬ，５ｍｇ／Ｌ的ＭＴＴ，３７℃继续孵育。终止

细胞培养后，每孔加入１５０μＬ的ＤＭＳＯ，振荡，直至

细胞内结晶完全溶解，５３０ｎｍ波长下用酶标仪测

定各孔吸光度值（ＯＤ值）。

２．４．２　对ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞ＮＯ的检测

将调整好的１×１０５／ｍＬ单细胞悬液，在４８孔板中

每孔均匀点１００μＬ，根据２．３所述的过程进行分组

处理后，３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中继续培养２４ｈ，吸

取上清液，按照 ＮＯ测定试剂盒（Ｇｒｉｅｓｓ法）说明书

测定细胞培养液中ＮＯ含量。

２．４．３　对 ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ２６４．７细胞 ＩＬ－１β、

ＩＬ－６、ＴＮＦ－α及 ＰＧＥ２的检测　取对数生长期细

胞，使细胞悬液浓度为１×１０５／ｍＬ每孔１００μＬ均

匀点于４８孔板内，与２．４．２操作相同，根据２．３所

述的过程进行分组处理后，３７℃，５％ ＣＯ２继续细

胞培养２４ｈ后取上清液，按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明

书上的方法分别检测 ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α及

ＰＧＥ２的分泌量。

２．５　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

学分析，各组的检测结果按照 ｘ±ｓ表示，采用单因

素方差分析比较组间差异，Ｐ＜０．０５为差异有统计

学意义。

３　结 果

３．１　对 ＲＡＷ２６４．７细胞存活率影响　ＭＴＴ结果

（图１）显示，ＡＦＧ的三个浓度干预细胞 ２４ｈ后，

ＡＦＧ的三个剂量均与空白对照组相比差异均无统

计学意义（Ｐ＞０．０５），说明ＡＦＧ对细胞的活性没有

显著影响。

３．２　ＮＯ检测　ＮＯ生成的影响结果见图２，模型

组与空白对照组相比ＮＯ的生成量显著增加，差异

图１　ＡＦＧ三个浓度对ＲＡＷ２６４．７细胞活性的影响

与空白组相比＃＃Ｐ＜０．０１；与模型组相比Ｐ＜０．０１

图２　ＡＦＧ三个剂量对ＬＰＳ诱导小鼠细胞ＮＯ的生成情况

具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。不同剂量的 ＡＦＧ处

理组与模型组比较，ＮＯ的生成量显著减少，差异均

具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），ＡＦＧ低、中、高三个剂

量与模型组相比，ＮＯ含量逐渐降低，其低、中、高三

个剂量的抑制率分别为２２．２％、３０．３％和５０．６％。

３．３　ＩＬ－１β、ＩＬ－６的检测　结果见表１。

表１　ＡＦＧ三个剂量对ＬＰＳ诱导小鼠细胞

ＩＬ－１β、ＩＬ－６的生成情况

组别 ＩＬ－１β／（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－６／（ｐｇ·ｍＬ－１）

空白组 ５．０２±０．１６ ２４．１１±０．９８

模型组 １７．３６±０．３５＃＃ ５２．７４±１．１７＃＃

阳性组 ７．７３±０．１６ ３１．１４±１．３８

ＡＦＧ５ ８．４０±１．４２ ２７．８０±２．８９

ＡＦＧ１０ ８．２３±０．９５ ２４．１７±１．８８

ＡＦＧ２０ １１．８０±１．０１ΔΔ ２７．２８±０．９８

　与空白组相比＃＃Ｐ＜０．０１；与模型组相比Ｐ＜０．０１；与阳性组相
比ΔＰ＜０．０５，ΔΔＰ＜０．０１

　　结果显示，模型组与空白对照组相比，ＩＬ－１β和
ＩＬ－６都有显著增加（Ｐ＜０．０１），而经 ＡＦＧ处理
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后的 ＩＬ－１β和 ＩＬ－６的分泌量与模型组相比都
显著降低（Ｐ＜０．０１），其中，经 ＡＦＧ的低剂量和
中剂量处理后的 ＩＬ－１β分泌量与阳性对照组相
比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＡＦＧ的高剂量
处理后的 ＩＬ－１β分泌量与阳性对照组相比差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
３．４　ＴＮＦ－α、ＰＧＥ２的检测　ＴＮＦ－α和ＰＧＥ２的生
成情况见表２。模型对照组与空白组比较，ＴＮＦ－α
和ＰＧＥ２的生成均显著增加（Ｐ＜０．０１），ＡＦＧ给药组
三个剂量与模型组比较，ＴＮＦ－α和ＰＧＥ２的生成均
显著性降低（Ｐ＜０．０１）。其中，在ＴＮＦ－α的生成量
中，ＡＦＧ的低、中、高三个剂量成逐渐降低趋势，ＡＦＧ
的２０ｍｇ／Ｌ剂量最有效。经ＡＦＧ的中剂量和高剂量
处理后的ＰＧＥ２分泌量比 ＡＦＧ低剂量组分泌量低，
与阳性对照组无明显差异（Ｐ＞０．０５）。

表２　ＡＦＧ三个剂量对ＬＰＳ诱导小鼠细胞
ＴＮＦ－α、ＰＧＥ２的生成情况

组别 ＴＮＦ－α／（ｐｇ·ｍＬ－１） ＰＧＥ２／（ｐｇ·ｍＬ－１）

空白组 ８１．９２±４．７２ ８２．４０±１．９６

模型组 １８４．２４±１．９９＃＃ ３５６．４９±６．８４＃＃

阳性组 ９７．５７±１．９３ １１３．５７±２．５９

ＡＦＧ５ １４３．２３±６．５９ ２０７．６６±７．７１ΔΔ

ＡＦＧ１０ １２５．１９±５．６２ １０８．９９±１１．３７

ＡＦＧ２０ １１０．８５±５．７０ １１０．３６±８．６３

　与空白组相比＃＃Ｐ＜０．０１；与模型组相比Ｐ＜０．０１；与阳性组相
比ΔΔＰ＜０．０１

４　讨 论

ＮＯ具有促进炎症形成和抗炎的双重特性，既
抑制淋巴细胞增殖，又促发包括类风湿关节炎在内

的许多免疫反应及免疫病理过程［１２］。有研究表

明，过多的产生 ＮＯ是有害的，会导致各种炎症和
自发免疫性疾病［１３］。本研究通过细胞培养液中

ＮＯ的含量检测发现，ＬＰＳ模型组的ＮＯ分泌量比空
白组明显升高，而ＡＦＧ的三个剂量组的ＮＯ分泌量
与ＬＰＳ模型组比较均显著降低，并且随着药物浓度
的升高，分泌量水平呈逐步降低趋势，呈剂量依赖

性关系，因此我们可推想 ＡＦＧ的抗炎作用应该与
其抑制ＮＯ的合成有关系。

ＩＬ－１β和 ＩＬ－６都是由活化的单核 －巨噬细
胞产生，是一种具有调节作用的促炎症因子，可因

ＴＮＦ－α诱导后产生，也可由ＬＰＳ刺激直接产生，是
ＬＰＳ诱导发热的主要内在介质，是炎症反应的主要

诱导者［１４］。ＩＬ－６可通过自身分泌的形式作用在
软骨细胞，用来促进软骨细胞的增殖［１５］。通过ＬＰＳ
诱导小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞分泌出大量炎症因子，与
空白对照组有明显差异，则代表建造炎症模型成

功，对试验中细胞上清液的 ＩＬ－１β和 ＩＬ－６含量
检测发现，ＡＦＧ三个剂量组的分泌量与ＬＰＳ模型组
比较均有显著降低，由此得出抑制ＩＬ－１β和ＩＬ－６
的释放水平，对于缓解炎症效果、控制炎症进程具

有重要意义。

ＴＮＦ－α主要由巨噬细胞产生，也可由 ＬＰＳ是
诱导后，Ｔ细胞和 ＮＫ细胞在某些刺激因子作用下
分泌产生，是炎症反应进程中起到最为关键的作

用，是介导炎症反应、细胞和肿瘤免疫等病理和生

理过程中一种重要的细胞因子，生物学活性广

泛［１６］。本研究中给药组干预后的炎症因子分泌量

与模型组比较均有显著降低，且分泌量随给药浓度

逐渐变大而成递减趋势，呈剂量依赖性关系。结果

表明 ＡＦＧ可以通过对抑制炎症细胞因子的释放起
到抗炎的作用。

ＰＧＥ２是一种重要的细胞生长和调节因子，
是花生四烯酸环氧合酶代谢产物，是前列腺素

（ＰＧ）的一种，具有免疫抑制和抗炎作用［１７］。本

研究显示：ＡＦＧ三个剂量均明显抑制了通过用
ＬＰＳ诱导的小鼠 ＲＡＷ２６４．７单核巨噬细胞后分
泌的 ＰＧＥ２，且 ＡＦＧ１０ｍｇ／Ｌ处理组抑制最明显。
因此可推想 ＡＦＧ的抗炎作用大概与其抑制
ＰＧＥ２的合成相关。

人参是滋补身体的要药，在医疗保健上常被人

们称为“长生不老药”［１８－１９］。ＡＦＧ属于氨基酸衍
生物一种，是人参中一种主要成分，人参中还包括

人参皂苷、人参多糖、多肽和多糖等其他成分，近几

年人们对ＡＦＧ的研究逐渐增加，发现 ＡＦＧ有很强
的药理活性，既往研究发现：ＡＦＧ有抗氧化、抗肿瘤
和促进微循环等药理活性；本研究结果表明：ＡＦＧ
还有抗炎症因子的生物活性。

本研究通过 ＬＰＳ刺激小鼠 ＲＡＷ２６４．７单核巨
噬细胞作为模型，体外检测通过药物 ＡＦＧ进行干
预后的细胞毒性和炎症因子的分泌情况，结果显

示，经过 ＡＦＧ干预后的炎症因子（ＮＯ、ＩＬ－１β、
ＩＬ－６、ＴＮＦ－α和ＰＧＥ２）分泌量与模型组相比较有
显著降低（Ｐ＜０．０１），且ＡＦＧ的低、中、高三个剂量
对细胞均无毒副作用，但 ＡＦＧ的体外抗炎机制还
有待进一步研究。
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