
第 一 军 医 大 学 学 报 (JFirstMilMedUniv) 2001;21(8):592~594

收 稿 日 期 ：2001-01-08
作 者 简 介 ：张 庆 （1973-），女 ，江 苏 南 通 人 ，1999 年 毕 业 于 第 一 军 医 大

学 ，硕 士 ，电 话 ：020-85141114-87235

大 枣 中 性 多 糖 对 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 分 泌 肿 瘤 坏 死 因 子 及 其 mRNA 表 达 的
影 响

张 庆 1，雷 林 生 2，杨 淑 琴 2，孙 莉 莎 2（第 一 军 医 大 学 1南 方 医 院 药 学 部 ，2药 理 学 教 研 室 ，广 东 广 州 510515）

摘 要 ：目 的 研 究 大 枣 中 性 多 糖 （JDP-N）对 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 （Mφ）分 泌 肿 瘤 坏 死 因 子 （TNF）及 其 mRNA表 达 水 平 的 影
响 。 方 法 MTT 法 测 定 细 胞 增 殖 ，半 定 量 RT-PCR 测 定 TNF-αmRNA的 表 达 。 结 果 JDP-N能 诱 导 Mφ分 泌 TNF，诱 生

TNF 达 峰 时 间 约 为 6 h，与 脂 多 糖 相 比 ，时 效 关 系 相 仿 ；蛋 白 激 酶 C 激 活 在 JDP-N诱 导 Mφ分 泌 TNF 过 程 中 具 有 关 键

性 作 用 ；JDP-N能 促 进 MφTNF-α mRNA的 表 达 。 结 论 JDP-N增 强 小 鼠 免 疫 功 能 的 机 制 之 一 是 促 进 Mφ分 泌 TNF。

关 键 词 ：大 枣 ；肿 瘤 坏 死 因 子 ；蛋 白 激 酶 C；巨 噬 细 胞 ；RNA，信 使
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Ａｂｓｔｒａｃｔ�ＯｂｊｅｃｔｉｖｅTounderstandwhetherjujubedatepolysaccharide(JDP-N)affectstumornecrosisfactor(TNF)secretion
anditsmRNAexpressioninmouseperitonealmacrophagesMφ．Ｍ ｅｔｈｏｄｓCellproliferationwasdeterminedbyMTTmethod
andTNF-α mRNA bysemiquantified RT-PCR. ＲｅｓｕｌｔｓJDP-N stimulatedTNFproduction that reached the maximumat
around6h, demonstratingsimilareffecttothatoflipopolysaccharideonTNFproduction. ProteinkinaseCplayedakeyrole
inmediatingTNFproductionofMfinducedbyJDP-N, intheprocessofwhichenhancementofTNF-amRNAexpressionin
Mφwasalsoobserved. ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎPromotionofTNFproductionmightbeoneofthemechanismsbywhichJDP-Nenhances
theimmunefunction.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ�ziziphusjujubae;tumornecrosisfactor;proteinkinaseC;macrophages;RNA,messenger

大 枣 具 有 补 中 益 气 、养 血 安 神 、镇 静 收 敛 、滋 补 强

壮 之 功 效 。郎 杏 彩 等 ［1］从 酸 枣 （与 大 枣 同 属 不 同 种 ）仁 及

果 肉 中 提 取 粗 多 糖 ， 发 现 其 具 有 增 强 小 鼠 免 疫 功 能 和

抗 放 射 损 伤 的 药 理 作 用 。 大 枣 粗 多 糖 具 有 抗 补 体 活 性

和 促 进 小 鼠 脾 细 胞 增 殖 作 用 ［2］。 大 枣 中 性 多 糖 （纯 化 多

糖 ，JDP-N）具 有 活 化 巨 噬 细 胞 ，增 强 其 细 胞 毒 功 能 并
促 进 其 分 泌 白 细 胞 介 素 1、肿 瘤 坏 死 因 子 （TNF）、一 氧
化 氮 （NO）的 作 用 ［3］。 本 文 研 究 JDP-N对 小 鼠 腹 腔 巨 噬
细 胞 （Mφ）分 泌 TNF 及 TNF-αmRNA 表 达 的 影 响 、蛋
白 激 酶 C（PKC）在 JDP-N诱 导 分 泌 TNF中 的 作 用 。

1 材 料 与 方 法

1.1 动 物

BALB/c 纯 系 小 鼠 ，雌 雄 不 拘 ，8~10 周 龄 ，体 质 量
（19.4±1.3）g，由 第 一 军 医 大 学 实 验 动 物 中 心 提 供 。

1.2 药 品 与 试 剂

JDP-N为 易 溶 于 水 的 白 色 粉 末 ，以 α- 呋 喃 糖 的 形
式 存 在 ， 单 糖 组 成 为 L-阿 拉 伯 糖 、D- 半 乳 糖 和 D- 葡

萄 糖 ，平 均 相 对 分 子 质 量 为 23000，由 华 南 理 工 大 学 林
勤 保 博 士 提 供 ［4］。将 JDP-N溶 于 RPMI-1640培 养 基 中 ，
配 制 成 所 需 浓 度 。 RPMI-1640培 养 基 购 自 GIBCO 生
命 技 术 公 司 。 ThiazolylBlue（MTT）购 自 Sigma 公 司 ，
用 PBS 配 成 0.5%的 溶 液 。 放 线 菌 素 D、脂 多 糖 （LPS）、

1-(5-异 喹 啉 磺 酰 基 )-2-甲 基 哌 嗪 （H-7）为 Sigma 产 品 。
根 据 文 献 ［5］，由 加 拿 大 真 达 公 司 合 成 TNF-α 引 物 ：

5'-CCTGTAGCCCACGTCGTAGC-3'(upper)；5'-TTG-
ACCTCAGCGCTGAGTTG-3' (lower)。 DNAMarker
为 GIBCO/BRL 公 司 产 品 。 mRNA 提 取 试 剂 盒 及

cDNA 逆 转 录 试 剂 盒 为 BoehringerMannheim 产 品 。

1.3 MTT法 测 定 细 胞 增 殖
按 文 献 ［6］进 行 。 终 止 培 养 前 4 h 加 入 0.5%MTT

20 μl，然后 1500r/min 离 心 10min，小心吸去上清。每
孔 加 入 100μl DMSO- 乙 醇 （1∶1）溶 液 ，在 微 型 振 荡 器
上 振 荡 5min。 用 酶 标 仪 测 D570值 。

1.4 Mφ的 培 养
按 文 献［7］的 方 法 ，无 菌 取 小 鼠 腹 腔 Mφ，锥 虫 篮
染 色 计 数 ，活 率 大 于 90%。 调 细 胞 浓 度 为 1×106~

1×107/ml，接 种 于 多 孔 培 养 板 中 ，置 37℃、5%CO2培 养

箱 中 培 养 2 h。以 PBS或 Hepes缓 冲 液 冲 洗 两 遍 ，冲 洗
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图 1JDP-N 和 LPS影 响 腹 腔Mφ分 泌 TNF 的 时 效 关 系
Ｆｉｇ．１Ｔｉｍｅ-ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｏｆＪＤＰ-Ｎ ａｎｄＬＰＳａｆｆｅｃｔｉｎｇ
ＴＮＦｓｅｃｒｅｔｉｏｎｂｙｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｉｎｖｉｔｒｏ

表 2 JDP-N和 LPS对 L929 细 胞 增 殖 的 影 响 （ｎ=6,ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＪＤＰ-Ｎ ａｎｄＬＰＳｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ

Ｌ９２９ｉｎｖｉｔｒｏ(ｎ=6,Ｍｅａｎ±ＳＤ)
Group D570

Control 0.258±0.005
JDP-N

25μg/ml 0.261±0.009
50μg/ml 0.258±0.012
100μg/ml 0.263±0.014
200μg/ml 0.259±0.007

LPS(10 μg/ml) 0.257±0.012

表 3 H-7对 JDP-N诱 导 腹 腔 Mφ分 泌 TNF 的 影 响
（ｎ=6,ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．３ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨ -７ｏｎｉｎｄｕｃｅｄＴＮＦｓｅｃｒｅｔｉｏｎｂｙ
ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｉｎｖｉｔｒｏ (ｎ=6, Ｍｅａｎ±ＳＤ)

H-7:1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine;
*Ｐ<0.05ｖｓJDP-N

Group D570

JDP-N(100μg/ml) 0.196±0.010

JDP-N+H-7

100μg/ml+5 μg/ml 0.216±0.009
100μg/ml+10 μg/ml 0.220±0.012*
100μg/ml+15 μg/ml 0.229±0.007*
100μg/ml+20 μg/ml 0.238±0.014*

JDP-N:Jujubedatepolysaccharide;LPS:Lipoplysaccharide;
TNF:Tumornecrosisfactor.*Ｐ<0.05,**Ｐ<0.01ｖｓcontrol

表 1 JDP-N和 LPS对 Mφ分 泌 TNF 的 影 响 （ｎ=6,ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＪＤＰ-Ｎ ａｎｄＬＰＳｏｎｔｈｅＴＮＦｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｂｙｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｉｎｖｉｔｒｏ(ｎ=6,Ｍｅａｎ±ＳＤ)

Group D570

Control 0.258±0.005
JDP-N

25μg/ml 0.229±0.011*
50μg/ml 0.216±0.009**
100μg/ml 0.195±0.014**
200μg/ml 0.209±0.013**

LPS(10μg/ml) 0.173±0.010**
JDP-N+LPS(50 μg/ml+10μg/ml) 0.169±0.010**
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掉 未 贴 壁 细 胞 ，加 入 RPMI-1640完 全 培 养 基 继 续 培 养
到 所 需 时 间 。 经 此 方 法 处 理 后 可 获 得 活 率 在 95%以 上
的 Mφ，细 胞 浓 度 可 保 持 在 1×105~1×106/ml。 实 验 组
加 测 试 药 物 与 处 理 因 素 ，对 照 组 以 RPMI-1640替 代 。

1.5 TNF-α的 诱 生
上 述 制 备 的Mφ， 加 入 不 同 浓 度 的 JDP-N或 / 和

LPS，在 5% CO2、37 ℃下 孵 育 6 h后 ，取 上 清 ，－30 ℃
保 存 ，供 测 TNF-α活 性 时 使 用 。

1.6 TNF-α生 物 活 性 测 定
用 L929 细 胞 株 细 胞 毒 法 测 定 ［8］。0.25%胰 蛋 白 酶

消 化 对 数 生 长 期 的 L929 细 胞 2 min 后 ， 加 入

RPMI-1640终 止 消 化 ，收集细胞。用 RPMI-1640培 养
基 洗 两 次 ，调 细 胞 浓 度 为 3×105/ml，于 96 孔 板 中 每 孔

加 100μl，在 37 ℃、5%CO2培 养 箱 中 培 养 过 夜 。 加 入

待 测 样 品 、放 线 菌 素 D（终 浓 度 为 1μg/ml），继 续 培 养

1 6 h，再 加 入 0.5%MTT20μl。 4 h后 测 定 细 胞 增 殖 。

1.7 mRNA的 提 取 与 RT-PCR

1.7.1 mRNA 提 取 、RNA 逆 转 录 及 cDNA 的 PCR 扩
增 方 法 按 试 剂 盒 说 明 书 进 行 。

1.7.2 电 泳 用 0.5×TBE 配 制 2%琼 脂 糖 ，内 含 1%的 溴

化 乙 锭 。加 热 熔 化 后 ，倒 入 模 具 ，插 入 梳 子 ，待 冷 却 凝 固

后 拔 去 梳 子 ，置 于 电 泳 槽 中 ，加 适 量 0.5×TBE 电 泳 缓

冲 液 ，使 其 刚 好 没 过 凝 胶 面 。 取 10μlPCR 产 物 与 2μl
加 样 缓 冲 液 混 匀 ，加 入 加 样 槽 中 ，接 通 电 源 ，按 电 压 降

5V/cm调 整 电 压 。 电 泳 至 溴 酚 蓝 迁 移 至 适 当 距 离 。

1.8 统 计 学 处 理
采 用 成 组 资 料 ｔ检 验 进 行 统 计 学 处 理 。

2 结 果

2.1 JDP-N对 腹 腔 Mφ分 泌 TNF 的 影 响

JDP-N 与 Mφ培 养 6 h 时 ， 能 明 显 促 进 TNF 的
分 泌 。随 着 浓 度 增 大 ，诱 导 作 用 呈 先 上 升 后 下 降 趋 势 ，

100μg/ml 为 最 佳 诱 导 浓 度 。 JDP-N对 LPS 诱 导 Mφ
分 泌 TNF无 协 同 作 用 （表 1）。 JDP-N和 LPS 对 L929
细 胞 株 增 殖 无 影 响 （表 2）。

2.2 JDP-N影 响 腹 腔Mφ分 泌 ＴＮＦ的 时 效 关 系
为 探 讨 多 糖 影 响 TNF 分 泌 的 动 态 变 化 ，将

LPS（10 μg/ml）和 JDP-N（100 μg/ml）分 别 与 Mφ培 养

4、6、8 h，测定 TNF的 活 性 。发 现 JDP-N诱 生 TNF达 峰
时 间 为 6 h，与 LPS相 比 ，时 效 关 系 相 仿 （图 1）。

2.3 PKC 在 JDP-N诱 导 Mφ分 泌 TNF中 的 作 用
为 探 讨 JDP-N诱 导 Mφ分 泌 TNF 是 否 与 PKC 有

关 ，我 们 用 不 同 浓 度 的 H-7 与 100 μg/ml JDP-N 一 起
培 养 6 h，测 其 上 清 TNF 生 物 活 性 。结 果 发 现 ，H-7抑
制 TNF 分 泌 ，随 着 浓 度 增 大 抑 制 程 度 增 强 （表 3）。 根
据 文 献［9、10］的 研 究 结 果 ，H-7在 本 研 究 所 用 浓 度 范
围 内 对 Mφ没 有 非特 异 性 毒 性 作 用 ，H-7 单 独 无

抑 制 TNF 杀 瘤 活 性 作 用 。
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图 2 JDP-N对 腹 腔 MφTNF-α
mRNA表 达 的 影 响

Ｆｉｇ．２ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＪＤＰ-Ｎ ｏｎＴＮＦ-α
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｕｒｉｎｅ

ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

Lane1:Control;Lane2:JDP-N(50
μg/ml);Lane3:JDP-N(100 μg/ml)

M:Marker

M 1 2 3

100bp

400bp
300bp

200bp
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摘 要 ：射 频 （聚 能 刀 ）治 疗 实 体 瘤 作 为 肿 瘤 综 合 治 疗 的 一 种 手 段 ，已 被 愈 来 愈 多 地 用 于 临 床 。 在 射 频 仪 使 用 中 ，合 理 地 调

整 功 率 、正 确 地 使 用 电 极 ，不 仅 能 提 高 疗 效 ，同 时 可 以 减 轻 病 人 的 痛 苦 。

关 键 词 ：射 频 ；功 率 ；电 极 ；聚 能 刀
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随 着 科 技 的 发 展 ，治 疗 肿 瘤 的 方 法 愈 来 愈 多 。 20 世 纪 90

年 代 后 期 射 频 治 疗 实 体 瘤 在 技 术 上 有 了 根 本 性 的 突 破 。 计 算

机 技 术 的 应 用 ， 使 射 频 治 疗 实 体 瘤 进 入 了 更 为 安 全 有 效 的 实

2.4 JDP-N 对 小 鼠 腹 腔 Mφ中 TNF-αmRNA 表 达 的
影 响 （图 2）

在 JDP-N 刺 激下 ，TNF-αmRNA 的 PCR 产 物 在

400 bp 下 方 ， 与 理 论 值 374 bp 相 吻 合 ； 不 同 浓 度

JDP-N (50 和 100 μg/ml） 刺 激 下 ，TNF-αmRNA 的

PCR 产 物 无 明 显 差 别 。 对 照 组 有 TNF- αmRNA 表
达 ，但 比 JDP-N刺 激 组 表 达 量 少 。

3 讨 论

Mφ激 活 后 ， 可 释 放 TNF、IL-1、NO等 细 胞 因 子 和
炎 症 介 质 。 Giovine 等 ［11］ 证 实 IL-1 不 影 响 TNF 对

L929 细 胞 的 杀 伤 作 用 。 活 化Mφ分 泌 NO是 杀 伤 肿 瘤
细 胞 的 一 个 重 要 效 应 分 子 ，由 于 NO的 半 衰 期 只 有 几
秒 钟 ，很 快 转 变 为 NO2

－而 失 去 化 学 活 性 ，故 本 研 究 中

先 收 集 上 清 ，再 检 测 其 TNF活 性 ，可 排 除 NO 杀 伤瘤
细 胞 效 应 。

H-7 能 抑 制 多 种 蛋 白 激 酶 催 化 蛋 白 磷 酸 化 ，主 要
是 选 择 性 抑 制 钙 磷 脂 依 赖 的 蛋 白 激 酶 。 H-7 在 对Mφ
无 非 特 异 性 损 伤 的 剂 量 范 围 内 ， 可 有 效 抑 制 JDP-N
诱 导 分 泌 TNF， 说 明 PKC 的 激 活 在 JDP-N诱 导 Mφ
分 泌 TNF过 程 中 具 有 关 键 作 用 。

JDP-N对 L929细 胞 无 促 进 增 殖 作 用 ， 亦 无 杀 瘤
细 胞 作 用 ，但 JDP-N与 Mφ培 养 的 上 清 液 具 有 杀 L929
细 胞 作 用 。 由 此 可 见 ，多 糖 的 肿 瘤 抑 制 作 用 不 是 直 接

的 ，而 是 通 过 作 用 于 免 疫 细 胞 ，间 接 抑 制 肿 瘤 ，其 中

Mφ可 能 是 多 糖 调 节 免 疫 、抑 制 肿 瘤 的 靶 细 胞 之 一 。

Mφ在 静 息 状 态 下 ， 有 少 量 的 TNF-αmRNA 表
达 ；JDP-N 刺 激 后 ，TNF-αmRNA 的 表 达 增 多 ， 提 示

JNP-N 诱 导 Mφ分 泌 TNF 的 机 制 之 一 是 提 高 mRNA
的 表 达 水 平 。
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