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摘 要：研究芜菁多糖对巨噬细胞极化以及对 H226细胞增殖和迁移的影响。采用 CCK-8（cell counting kit-8）

法测芜菁粗多糖（Brassica rapa L. polysachharide，BRP）、芜菁中性多糖（Brassica rapa L. netural

polysachharide，BRNP）、芜菁酸性多糖（Brassica rapa L. acid polysachharide，BRAP）对 RAW 264.7的细

胞活力的影响以及 BRAP 对 H226细胞增殖活性的影响；采用线粒体膜电位指示剂检测 BRAP 对 H226细

胞线粒体膜电位的变化；用划痕实验检测 BRAP对 H226细胞的迁移能力的影响。构建M1/M2型巨噬细胞

模型，采用酶联免疫吸附测定法（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）检测三种多糖对M1/M2型

巨噬细胞的肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素-10（interleukin-10，IL-10）分

泌水平的影响，采用免疫荧光法检测三种多糖对M2型巨噬细胞甘露糖受体（mannose receptor，CD206）

和一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，iNOS）蛋白表达的影响；采用实时荧光定量 PCR（realtime

fluorescence quantitative PCR，qPCR）检测三种多糖对M1/M2型巨噬细胞精氨酸酶-1（arginase-1，Arg-1）、

白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）的 mRNA表达水平的影响。研究结果表明，BRP、BRNP、BRAP对巨

噬细胞的增殖起促进作用，并在 350 μg/mL处对巨噬细胞有较强且相近的促进增殖的作用，BRAP抑制H226

细胞增殖效果显著，半数抑制浓度为 97.84 μg/mL；BRAP 降低 H226细胞的线粒体膜电位，抑制 H226细

胞的迁移；三种多糖均能降低巨噬细胞 TNF-α及 IL-10的分泌量，均能下调M2型巨噬细胞 CD206表达，

上调 iNOS 蛋白表达；BRP、BRNP、BRAP 降低 M1 型巨噬细胞 IL-6 mRNA 的表达以及 M2 型巨噬细胞

Arg-1 mRNA的表达。本研究发现 BRP、BRNP、BRAP都能抑制巨噬细胞向M2型表型极化，BRAP能显

著抑制 H226细胞的增殖和迁移。此研究为芜菁多糖通过调控巨噬细胞极化而抑制肿瘤提供理论基础。
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Abstract: To study the effects of Brassica rapa L. polysachharide on macrophage polarization and H226 cell

proliferation and migration. The CCK-8 (cell counting kit-8) method was used to measure the Brassica rapa L.

polysachharide (BRP), Brassica rapa L. netural polysachharide (BRNP), and Brassica rapa L. acid polysachharide

(BRAP) on the cell viability of RAW 264.7 cells and the effect of BRAP on the proliferative activity of H226 cells.

The mitochondrial membrane potential indicator was used to detect the effect of BRAP on the mitochondrial

membrane potential of H226 cells. The effect of BRAP on the migration ability of H226 cells was detected by

scratch assay. An M1/M2 macrophage model was constructed, and the effects of three polysaccharides on the

secretion levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-10 (IL-10) in M1/M2 macrophages were

detected by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). Immunofluorescence was used to detect the effects of

three polysaccharides on the expression of mannose receptor (CD206) and inducible nitric oxide synthase (iNOS)

proteins in M2 macrophages. Realtime fluorescence quantitative PCR (qPCR) was used to detect the effects of

three polysaccharides on the mRNA expression levels of arginase-1 (Arg-1) and interleukin-6 (IL-6) in M1/M2

macrophages. The results showed that BRP, BRNP and BRAP promoted the proliferation of macrophages and had

a strong and similar effect on macrophages at 350 μg/mL, and BRAP had a significant effect on the proliferation of

H226 cells, with a half inhibitory concentration of 97.84 μg/mL. BRAP decreases the mitochondrial membrane

potential of H226 cells and inhibits the migration of H226 cells. The three polysaccharides could reduce the

secretion of TNF-α and IL-10 in macrophages, down-regulate the expression of CD206 in M2 macrophages, and

up-regulate the expression of iNOS protein. BRP, BRNP and BRAP decreased the mRNA expression of IL-6 in

M1 macrophages and Arg-1 mRNA in M2 macrophages. In this study, BRP, BRNP and BRAP could inhibit

macrophage polarization to M2 phenotype, and BRAP could significantly inhibit the proliferation and migration of

H226 cells. This study provides a theoretical basis for Brassica rapa L. polysaccharides to inhibit tumors by

regulating macrophage polarization.
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肺癌（lung cancer）是全球常见的恶性肿瘤之一，据统计每年大概有超过二百一十万肺

癌新发病例和一百七十万肺癌死亡病例，其中非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，

NSCLC）在肺癌中占百分之八十至八十五[1]。肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）

是由多种免疫相关细胞、肿瘤细胞和非细胞成分及可溶性分子所构成的复杂的局部组织状态

[2]。其中巨噬细胞分化对 NSCLC 发生具有重要影响，并与肿瘤的发生与发展有着密切的关

系。作为 TME的重要组成部分的肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associated macrophages，TAM），

其包括经典激活状态和交替激活状态[3]。经典的巨噬细胞极化模型：M1 型巨噬细胞是由脂

多糖（lipopolysaccharide，LPS）和干扰素γ（interferon-γ，IFN-γ）诱导的，其可释放炎症因

子如肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素-12（interleukin-12，IL-12），

以激发细胞免疫应答和抗肿瘤的功能；由白细胞介素-4（interleukin-4，IL-4）、白细胞介素

-10（interleukin-10，IL-10）和白细胞介素 13（interleukin-13，IL-13）触发的“替代型”M2

型巨噬细胞可释放抗炎因子 IL-10，抑制免疫反应，从而促进肿瘤细胞增殖和侵袭[4,5]。TAM

在 NSCLC 形成的早期阶段，通常呈现为 M1 型，然而在 NSCLC 发展中，TAM 会转变为



M2型，增加程序性死亡受体配体 2（programmed death-ligand 2，PD-L2），这会导致免疫

逃逸，从而触发程序性死亡受体（programmed death receptor-1，PD-1）信号通路，进一步推

动肿瘤的发生发展[6]。因此重塑 TAM是癌症免疫治疗的有效手段。

芜菁（Brassica rapa L.），俗称芫根，为十字花科芸薹属两年生草本植物[7]。研究发现，

芜菁的生物活性物质主要包括多糖[7,8]、黄酮[9,10]、皂苷[11]、挥发油[12,13]、生物碱[14,15]等，其

中多糖类是宏量组分[16]，其具有润肺、开胸顺气、治疗哮喘、止咳等功效[17]。现代药理学

研究表明，芜菁的提取物及其成分具备显著抗肿瘤活性[18]，能有效促进脾淋巴细胞转化，

并诱导 T 细胞和 B 细胞等免疫细胞的增殖，从而增强免疫力、调整白细胞介素 -18

（interleukin-18，IL-18）、白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、TNF-α细胞因子水平，

上调有关凋亡通道的表达，如外混合系列蛋白激酶结构域样蛋白（mixed lineage kinase

domain-like，MLKL）、受体相互作用蛋白激酶 1（receptor-interacting protein kinase 1，RIP1）、

受体相互作用蛋白激酶 3（receptor-interacting protein kinase 3，RIP3）[12,19]。前期研究表明

芜菁多糖具有明显的抗 NSCLC活性，并且生物活性检测结果显示，高剂量的芜菁多糖能刺

激 RAW 264.7巨噬细胞增殖、一氧化氮（nitric oxide，NO）释放和细胞因子（白细胞介素

-6（interleukin-6，IL-6）、TNF-α）分泌，而低剂量的芜菁多糖能减少M1 巨噬细胞细胞因

子[20,21]。M1型 TAM的标志性细胞因子是 IL-6、TNF-α。因此，本研究以芜菁多糖为研究对

象，研究其对巨噬细胞极化的影响以及对人肺鳞癌细胞 H226的增殖和迁移的影响，为芜菁

多糖通过调控巨噬细胞极化而抑制肿瘤提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1实验材料

本研究所用细胞株，包括人肺鳞癌细胞 NCI-H226细胞和 RAW 264.7细胞，均购自武

汉普诺赛生命科技有限公司。芜菁采自新疆阿克苏柯坪县。

1.1.2实验试剂

NCL-H226细胞专用培养基（批号：WH3324C018）、RAW 264.7细胞专用培养基（批

号：WH2222P051，武汉普诺赛生命科技有限公司）；CCK-8 试剂（批号：C0005，上海陶

术生物科技有限公司）；4% PFA（批号：0103A24，北京雷根生物技术有限公司）；BSA

（批号：CR2306018）、PBS缓冲液（批号：GA23020061693）（武汉塞维尔生物科技有限

公司）；IL-10 ELISA试剂盒（批号：202404）、TNF-α ELISA试剂盒（批号：202404）（上

海优选生物科技有限公司）；cDNA合成试剂盒（批号：R21013）、染料法荧光定量预混试

剂（批号：S10117）（北京全式金生物技术有限公司）；DAPI染色液（批号：20150710）、



线粒体膜电位检测试剂盒 JC-1（批号：240004003）（北京索莱宝科技有限公司）；iNOS

抗体（批号：2h43856）、MRC1/CD206抗体（批号：3g55801）、二抗（批号：60t9420）

（澳大利亚 Affinity 公司）；IL-4（批号：RP01161）、IFN-γ（批号：RP01070）（武汉埃

博泰克生物科技有限公司）；LPS（批号：L2880，美国 Sigma 公司）；引物（批号：260411760，

生工生物工程股份有限公司）。

1.1.3 实验仪器

TECANF50酶标仪（美国赛默飞世尔科技公司）；HERA cell 150 CO2恒温培养箱（美

国 Thermo公司）；SW-CJ-2F超净台（美国赛默飞世尔科技公司）；SM536287倒置荧光显

微镜（德国 leica公司）；Q6Flex实时荧光定量仪（美国 ABI公司）；TC-96/G/H（b）B PCR

仪（杭州博日科技股份有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 芜菁多糖的提取方法

按前期优化条件提取得到芜菁粗多糖（Brassica rapa L. polysachharide，BRP）[22]。将

BRP上样与处理好的 DMEM柱子，用纯化水和 0.5 mol/L的 NaCl洗脱，分别收集洗脱液、

浓缩、用 3 500 Da 分子量的透析袋透析 48 h，浓缩、冷冻干燥，分别得到芜菁中性多糖

（Brassica rapa L. netural polysachharide，BRNP）和芜菁酸性多糖（Brassica rapa L. acid

polysachharide，BRAP）。

1.2.2 CCK-8法检测 BRP、BRNP和 BRAP 对 RAW 264.7活性的影响

取对数生长期的 RAW 264.7细胞调整为 2×105个/mL，100 μL/孔接种于 96孔板，培养

24 h，按照 BRP、BRNP 和 BRAP各质量浓度为 0、50、100、200、300、350、400、500、

600、800、1 000 μg/mL给药培养培养 24 h。每孔加入 100 μL新配制溶液（CCK8∶完培=1∶

9），孵育 30 min，酶标仪检测 450 nm处的吸光度（optical density，OD），参照 CCK-8 试

剂盒说明书的公式计算细胞的存活率，筛选 BRP、BRNP和 BRAP的最佳作用浓度。

1.2.3 CCK-8法检测 BRAP对 H226细胞增殖的影响

取对数生长期的 H226细胞以每孔 5×103接种于 96孔板，培养 24 h，取出 96孔板，吸

弃原有液，每列按空白组和各浓度给药组进行药物干预，培养 24 h，弃去原液，每孔加入

100 μL新配制溶液（CCK8∶完培=1∶9），孵育 1 h，在 450 nm 处检测 OD 值，计算半抑

制浓度（half maximal inhibitory concentration，IC50）和增殖率。

1.2.4 线粒体膜电位实验

取对数生长期的 H226细胞以每孔 2×105个接种于 6孔板中。待细胞贴壁后，按 BRAP



质量浓度 0、1/4 IC50、1/2 IC50、IC50进行给药干预，依次设置为正常组（control group，Con），

BRAP低剂量组（BRAP in low dose group，BRAP-L，24.46 μg/mL）、BRAP中剂量组（BRAP

in middle dose group，BRAP-M，48.92 μg/mL）、BRAP高剂量组（BRAP in high dose group，

BRAP-H，97.84 μg/mL）放入 5% CO2、37 ℃培养箱。24 h后取出 6孔板，向阳性对照组（positive

control group，Pos）的细胞每孔加入 2 μL的羰基氰化物间氯苯腙，在培养箱内孵育 20 min，

取出 6孔板，弃原有液，每孔加 1 mL的完全培养基和 1 mL JC-1工作液，孵育 20 min，用

JC-1染色缓冲液（1×）洗去残留的溶液，每孔加 2 mL完全培养基，在倒置荧光显微镜下拍

照并计算单位面积下红色荧光强度与绿色荧光强度的比值。

1.2.5 划痕实验

用油性记号笔在 6孔板每孔背面划 3条等间距的平行线，取对数生长期的 H226细胞以

每孔 2×105个接种于 6孔板中。当细胞密度达 90%时，采用 0.2 mL吸头垂直孔底划痕，每

孔 3条。吸弃原有液，用 PBS 清洗 2 遍，给药干预，培养 24 h。倒置荧光显微镜拍照记录

各组细胞 0、24 h时的划痕情况并计算愈合率。

1.2.6 RAW 264.7细胞极化模型制备及分组

M1型巨噬细胞极化：收集培养 24 h的 RAW 264.7细胞，1 000 r/min 离心 5 min，加入

2 mL完全培养基重悬后，均匀加入 6孔板中，待细胞贴壁后加入 100 ng/mL LPS 和 20 ng/mL

IFN-γ干预 24 h，使巨噬细胞向M1型极化。

M2型巨噬细胞极化：收集培养 24 h的 RAW 264.7细胞，1 000 r/min 离心 5 min，加入

2 mL完全培养基重悬后，均匀加入 6孔板中，待细胞贴壁后加入 50 ng/mL IL-4干预 24 h，

使巨噬细胞向M2型极化。

将培养 24 h的 RAW 264.7细胞将分为 9组：M0正常组（M0 control group，Con-M0）、

M1模型组（M1 model gruop，Mod-M1）、M2模型组（M2 model gruop，Mod-M2）、M1+

芜菁粗多糖组（M1 BRP gruop，BRP-M1）、M2+芜菁粗多糖组（M2 BRP gruop，BRP-M2）、

M1+芜菁中性多糖组（M1 BRPNP gruop，BRNP-M1）、M2+芜菁中性多糖组（M2 BRNP gruop，

BRNP-M2）、M1+芜菁酸性多糖组（M1 BRAP gruop，BRAP-M1）、M2+芜菁酸性多糖组

（M2 BRAP gruop，BRAP-M2）。除了M0 正常组之外，其他组按以上方法进行造模，并

给 BRP、BRNP、BRAP 进行培养 24 h。

1.2.7 ELISA法检测各组细胞上清中M1/M2型巨噬细胞极化相关细胞因子水平

RAW 264.7细胞按照 2×104个/孔接种于 24孔板，培养 24 h，弃去上清，再按“1.2.6”

项下的方法继续培养 24 h，取上清，在 4 ℃下 3 000 r/min 条件下离心 15 min，取上清，根



据试剂盒说明书的步骤检测其中 TNF-α、IL-10含量。

1.2.8 免疫荧光法检测M1/M2 型巨噬细胞标志物的表达

在 24孔板上接种 RAW 264.7细胞，每孔数量为 4×105个，培养 24 h。按“1.2.6”项下

的方法给药培养 24 h，PBS 洗涤，4% PFA 固定，用 PBST 清洗。加 5% PBST 溶解的 BSA

及 Triton溶液封闭 1 h。加入 iNOS 抗体、MRC1/CD206 抗体稀释液（CD206（1∶100）、

iNOS（1∶100）），4 ℃孵育过夜。用 PBS清洗 3次。滴加二抗孵育 2小时。用 PBS清洗

3次，加 DAPI孵育 5 min，用 PBST清洗 3次。将爬片放到载玻片上，封片后观察荧光，采

集照片。

1.2.9 q-PCR检测M1/M2型巨噬细胞标志物基因表达

按“1.2.6”项中方法处理干预 24 h，收集 RAW264.7细胞，用 Trizol法提取 RNA。按

TB Green q-PCR试剂盒说明书步骤操作。引物设计如下表 1。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

基因名称

Gene name

引物序列 (5'→ 3')

Primer sequences (5'→ 3')

IL-6
F:CTTCTTGGGACTGATGCTGGTGAG

R:AGGTCTGTTGGGAGTGGTATCCTC

Arg1
F:GGCAACCTGTGTCCTTTCTCCTC

R:GGTCTACGTCTCGCAAGCCAATG

GAPDH
F:GGCAAATTCAACGGCACAGTCAAG

R:TCGCTCCTGCAAGATGGTGATGG

1.2.10 数据处理与统计分析

采用 SPSS、ImageJ等软件进行数据分析，采用 GraphPad Prism 9.0软件进行图表制作，

数据以平均值±标准差（x ± s）表示，两组之间的比较应用非配对 t检验或非参数检验，多

组间比较使用方差分析，以 P < 0.05为差异具有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 BRP、BRNP 和 BRAP对 RAW 264.7活性的影响

为了排除 BRP、BRNP 和 BRAP 采用的浓度对 M0 巨噬细胞活力的影响，本实验采用

CCK-8 法检测 BRP、BRNP、BRAP对于M0 巨噬细胞增殖活力的影响。结果如图 1所示，

随着 BRP 浓度增大，细胞活力提高；当 BRP 浓度为 350 μg/mL 时细胞活力最大，当 BRP



浓度大于 350 μg/mL时，细胞活力降低（P < 0.001）；随着 BRNP浓度增大，细胞活力提高

（P < 0.001）；随着 BRAP浓度增大，细胞活力提高（P < 0.01）。根据结果当给药浓度为

350 μg/mL 时 BRP、BRNP、BRAP 对 M0 巨噬细胞活力影响最相近，因此之后的实验采用

350 μg/mL分别作为三种多糖的给药浓度。

图 1 不同浓度 BRP，BRNP，BRAP对 RAW 264.7细胞活性的影响（x ± s, n = 3）

Fig.1 Effect of different concentrations of BRP, BRNP, BRAP on RAW264.7 cell activity (x ± s, n = 3)

注：与 Con-M0比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。Note: Compared with Con-M0, *P < 0.05, **P < 0.01,
***P < 0.001.

2.2 CCK8 法检测 BRAP对人肺鳞癌细胞 H226的增殖情况

如图 2所示，实验组与对照组相比较，随着 BRAP的浓度增加，人肺鳞癌细胞 H226活

性逐渐降低，呈浓度依赖性，BRAP 浓度越高对人肺鳞癌细胞 H226的抑制率越高（P < 0.

001）。用非线性回归方程拟合曲线得到 BRAP浓度为 97.84 μg/mL时，人肺鳞癌细胞 H22

6增殖被抑制了 50%。



图 2 BRAP对人肺鳞癌细胞 H226的增殖作用影响（x ± s, n = 3）

Fig.2 Effect of BRAP on the proliferation of human lung squamous cell carcinoma cells H226 (x ± s, n = 3)

注：与 Con比较，***P < 0.001。Note: Compared with Con, ***P < 0.001.

2.3 线粒体膜电位实验

如图 3所示，Pos与 Con比较，经药物 CCCP处理后的细胞，线粒体膜电位极显著下降，

显微镜视野下以绿色荧光为主，BRAP-L、BRAP-M 和 BRAP-H与 Con比较，随着 BRAP

浓度的增加，绿色荧光区逐渐增多（P < 0.001）。结合 JC-1 试剂盒原理可知，BRAP降低

H226细胞的线粒体膜电位从而导致绿色荧光区增多。综上所述，BRAP 降低 H226细胞的

线粒体膜电位，呈剂量依赖性。

图 3 BRAP对人肺鳞癌细胞 H226中的线粒体膜电位的影响（x ± s, n = 3）

Fig.3 Effect of BRAP on mitochondrial membrane potential in human lung squamous cell carcinoma cells H226



(x ± s, n = 3)

注：与 Con比较，***P < 0.001。Note: Compared with Con, ***P < 0.001.

2.4 划痕实验结果

如图 4所示，与 Con比较，给药 24 h之后 H226细胞的愈合率降低（P < 0.001），随着

BRAP 浓度的升高，H226细胞的愈合率越低，呈剂量依赖性。以上可知，芜菁酸性多糖可

抑制 H226细胞的迁移。

图 4 BRAP对人肺鳞癌细胞 H226的迁移的影响（x ± s, n = 3）

Fig.4 Effect of BRAP on the migration of H226 cells from human lung squamous cell carcinoma (x ± s, n = 3)

注：与 Con比较，***P < 0.001。Note: Compared with Con, ***P < 0.001.

2.5 BRP、BRNP 和 BRAP对M1、M2 型 TAM 细胞因子 TNF-α、IL-10分泌的影响

本研究采用 ELISA 分别检测了 BRP、BRNP 和 BRAP 处理巨噬细胞后 TNF-α、IL-10

的分泌水平。结果如图 5所示，Mod-M1、Mod-M2以及给药组的细胞 TNF-α、IL-10分泌水

平高于 Con-M0（P < 0.05）；给药组 TNF-α、IL-10的分泌水平低于Mod-M1、Mod-M2（P

< 0.05）。以上结果可知，三种多糖都能降低Mod-M1、Mod-M2 的 TNF-α、IL-10的分泌水

平。其中，BRAP降低巨噬细胞 TNF-α分泌量效果最显著，BRNP 降低 IL -10分泌量效果最

显著。



图 5 BRP、BRNP和 BRAP对巨噬细胞分泌免疫因子的影响（x ± s, n = 3）

Fig.5 Effects of BRP, BRNP and BRAP on the secretion of immune factors by macrophages (x ± s, n = 3)

注：与 Con-M0比较，#P < 0.05，###P < 0.001；与Mod-M1、Mod-M2比，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

Note:Compared with Con-M0, #P < 0.05, ###P < 0.001; Compared with Mod-M1 and Mod-M2, *P < 0.05, **P <

0.01, ***P < 0.001.

2.6 免疫荧光法检测M2 型巨噬细胞标志物的表达

如图 6 所示，Mod-M2的相对荧光强度高于 Con-M0（P < 0.001）；给药组的相对荧光

强度高于 Mod-M2 型巨噬细胞组（P < 0.01）。以上结果可知 BRP、BRNP、BRAP 能下调

M2型巨噬细胞 CD206表达，其中 BRAP效果最显著。



图 6 BRP、BRNP和 BRAP对巨噬细胞 CD206表达的影响（x ± s, n = 3）

Fig.6 Effects of BRP, BRNP and BRAP on CD206 expression (x ± s, n = 3)

注：与 Con-M0比较，###P < 0.001；与Mod-M2比较，**P < 0.01，***P < 0.001。Note: Compared with Con-M0,
###P < 0.001; Compared with Mod-M2, **P < 0.01, ***P < 0.001.

如图 7所示，与 Con-M0、Mod-M2比，给药组的相对荧光强度高于 Con-M0及Mod-M2

（P < 0.001）。以上结果可知，BRP、BRNP、BRAP可上调M2型巨噬细胞中 iNOS蛋白表

达，其中 BRAP效果最显著。

图 7 BRP、BRNP和 BRAP对巨噬细胞 iNOS表达的影响（x ± s, n = 3）

Fig.7 Effects of BRP, BRNP and BRAP on the expression of iNOS (x ± s, n = 3)

注：与Mod-M2比较，***P < 0.001。Note: Compared with Mod-M2, ***P < 0.001.

2.7 q-PCR检测M1/M2型 TAM标志物基因表达



如图 8所示，M1 型巨噬细胞中 IL-6基因的 mRNA表达水平高于 Con-M0（P < 0.001）；

给药组中 IL-6基因的 mRNA表达水平低于Mod-M1（P < 0.05）；Mod-M2 中 Arg-1基因的

mRNA 表达水平高于 Con-M0（P < 0.01）；给药组中 Arg-1基因的 mRNA 表达水平低于

Mod-M2（P < 0.05）。以上结果可知，BRP、BRNP、BRAP降低M1 型巨噬细胞 IL-6 mRNA

的表达以及M2 型巨噬细胞 Arg-1 mRNA 的表达，其中 BRNP 对 IL-6 mRNA表达的影响最

显著，BRAP 对 Arg-1 mRNA表达的影响最显著。

图 8 巨噬细胞中 Arg-1、IL-6mRNA表达水平（x ± s, n = 3）

Fig.8 Expression levels of Arg-1 and IL-6 mRNA in macrophages (x ± s, n = 3)

注：与 Con-M0比较，##P < 0.01，###P < 0.001；与Mod-M1、Mod-M2比较，*P < 0.05，**P < 0.01。Note: Compared

with Con-M0, ##P < 0.01, ###P < 0.001; Compared with Mod-M1and Mod-M2, *P < 0.05, **P < 0.01.

3 讨论与结论

NSCLC是全球发病率和死亡率最高的恶性肿瘤之一。近年来随着分子靶向治疗的发展，

晚期 NSCLC 的治疗效果得到了很大改善[23]。TME 是肿瘤细胞生存的特殊环境，由各组细

胞和生化因子组成，是影响肿瘤治疗（如靶向治疗或免疫治疗）疗效的关键因素[22]。TAM

是 TME中最常见的与免疫系统相关的基质细胞，并且被选择性激活之后，促进癌症增殖、

侵袭和转移，从而导致患者预后不良。同时，癌细胞激活 TME中的巨噬细胞和其他非恶性

基质细胞，如成纤维细胞和血管内皮细胞，以诱导恶性肿瘤[24]。这表明肿瘤细胞和 TAM之

间存在促进恶性肿瘤的正反馈。

细胞进行能量代谢主要与线粒体有关，线粒体膜电位发生改变，则线粒体功能也发生改

变。已有研究表明，细胞的线粒体膜电位的降低使细胞内 ATP 的生成减少，影响细胞的增

殖能力，线粒体膜电位的改变也可诱导细胞凋亡[25,26]。

本研究以 RAW 264.7为实验对象，研究芜菁多糖对巨噬细胞极化的影响。ELISA实验

结果显示，BRAP降低巨噬细胞 TNF-α分泌量效果最显著；BRNP 降低M2型巨噬细胞 IL-10

分泌量效果最显著。免疫荧光实验结果显示，BRAP 降低M2 型巨噬细胞的 CD206 蛋白的

https://www.nature.com/articles/s41419-019-1618-x
https://www.nature.com/articles/s41419-019-1618-x
https://www.nature.com/articles/s41419-019-1618-x


表达及上调 iNOS蛋白的表达效果最显著。q-PCR实验结果显示，BRNP 降低M1型巨噬细

胞 IL-6 mRNA 的表达效果最显著，BRAP 降低 M2 型巨噬细胞 Arg-1 mRNA 的表达效果最

显著。以上可知，芜菁多糖可抑制巨噬细胞向 M2 型表型极化，其中 BRNP 和 BRAP 的效

果较好。根据 CCK-8 实验结果，发现 BRAP 抑制 H226细胞的增殖。进一步进行线粒体膜

电位实验，发现 BRAP 能降低 H226细胞的线粒体膜电位。进行划痕实验，发现 BRAP 能抑

制 H226细胞的迁移。以上结果表明，BRAP 通过降低线粒体膜电位来抑制 H226细胞的增

殖与迁移。此研究结果表明，芜菁多糖能对肿瘤相关巨噬细胞极化起作用，也能对非小细胞

肺癌 H226细胞增殖和迁移起作用，这为后期巨噬细胞和 H226细胞共培养研究提供实验数

据支撑，为进一步研究芜菁多糖通过抑制巨噬细胞极化来治疗肺癌提供基础。

综上所述，芜菁多糖能抑制巨噬细胞向M2型表型极化，抑制 H226细胞的增殖和迁移。

此研究为芜菁多糖通过抑制巨噬细胞极化来治疗肺癌提供基础。
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