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摘要： 旨在通过脂多糖 （ＬＰＳ） 建立 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞与 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠炎症模型进行体内外试验， 探讨熊果酸对 ＬＰＳ 诱导炎症的保护作用。 体外采

用 ＭＴＴ 法测定熊果酸和 ＬＰＳ 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞活力的影响， 中性红测试熊果酸对 ＬＰＳ 刺激 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞吞噬能力的影响， Ｇｒｉｅｓｓ 法测定 ＮＯ 释

放水平； 荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 测定 ＪＡＫ 激酶 １ （ ＪＡＫ１） ／ 信号转导子和转录激活子 ３ （ ＳＴＡＴ３） 信号通路和炎症因子 ｍＲＮＡ 表达水平。
ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠灌胃熊果酸分为 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ 的低剂量组 （ＵＡ－Ｌ ）、 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 的中剂量组 （ＵＡ－Ｍ） 和 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 的高剂量组 （ＵＡ－Ｈ）， 每只小鼠 ２００
μＬ ／ ｄ， 灌胃 ７ ｄ， 腹腔注射 ＬＰＳ 诱导炎症反应后采集脾脏， 计算脾脏指数， 使用流式细胞术测定脾脏 Ｔ 细胞分化和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 平衡， ＲＴ－ｑＰＣＲ 方

法验证 α 肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ－α）、 白细胞介素 （ＩＬ） －１、 ＪＡＫ１ 和 ＳＴＡＴ３ 的 ｍＲＮＡ 表达水平。 结果： 熊果酸在 １２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 范围内对细胞活力无

影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ＬＰＳ 浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ 时， 细胞存活率为 ５４􀆰 ５５％； ＬＰＳ 刺激后 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞吞噬能力显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＮＯ 释放水平显著

上升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 熊果酸干预后， 细胞吞噬能力呈剂量依赖式上升， ＮＯ 释放水平下降。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 结果表明， ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞经 ＬＰＳ 刺激后， 一

氧化氮合酶 （ｉＮＯＳ）、 ＩＬ－１、 ＩＬ－６、 ＴＮＦ－α、 ＪＡＫ１ 和 ＳＴＡＴ３ 的ｍＲＮＡ 表达水平均显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 熊果酸干预后， 上述因子ｍＲＮＡ 表达水平

均显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 体内试验结果表明， 腹腔注射 ＬＰＳ 后， 小鼠脾脏指数显著高于空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞出

现失衡； 不同剂量熊果酸干预后脾脏指数均显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 对小鼠 ＣＤ４＋ 和 ＣＤ８＋ 细胞分化具有明显促进作用， 同时改善 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 失衡；
腹腔注射 ＬＰＳ 的小鼠脾脏 ＩＬ－１、 ＴＮＦ－α、 ＪＡＫ１ 和 ＳＴＡＴ３ 的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 提前饲喂熊果酸能改善这一情况。 综上， 熊

果酸通过调节炎症因子、 改善 Ｔ 细胞分化失衡， 从而降低由 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞和小鼠的炎症反应。
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０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｅａｒｌｙ ｆｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｌｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ＬＰＳ－ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ， ａｎｄ ｒｅｓｔｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｏｆ Ｔ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ； ＬＰＳ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ； ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３； Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ

　 　 炎症是机体对受伤组织的局部保护反应， 同时也

是维持机体稳态的关键反应［１］。 炎症的发生是由多

种因素引起的， 包括微生物感染、 异种生物过敏反

应、 营养失衡、 应激和遗传等［２－４］。 这些因素能够促

进血液中白细胞、 组织内巨噬细胞和肥大细胞分化，
并产生大量炎性介质， 从而引发炎症反应。 在动物养

殖中， 由于管理不当、 药物滥用等因素均可引起动物

的炎症反应［５］。 例如， 仔猪在生长过程中因受外界

环境影响， 能够过度表达促炎因子， 导致仔猪长期处

于病理状态， 严重者可引起生长停滞［６－７］； 养殖环境

不佳容易导致鸡群感染厌氧梭状芽胞杆菌引起溃疡性

肠炎， 治疗难度大且致死率较高［８］。 因此， 炎症对

养殖行业的危害巨大。
中草药来源广泛、 成本低廉、 绿色安全且无药物

残留， 常作为饲料添加剂应用于动物饲料中， 能够增

强动物免疫能力， 提高饲料转化率， 在一定程度上改

善了饲料资然短缺状态［９］。 熊果酸是一种五环三萜

类的天然活性成分， 广泛存在于各种蔬菜、 水果和中

草药之中， 目前已从 ３４ 科 １０８ 种植物中均能分离到。
同样， 熊果酸是中草药中应用广泛的萜类化合物， 属

于三萜类化合物， 现对于五环三萜类的深入研究则是

以熊果酸或者齐墩果酸为研究对象而进行的［１０］。 熊

果酸作为一种中药单体， 具有广泛的药理活性， 包括

抗炎、 抗菌、 抗肿瘤、 降血糖、 保护心脏、 保肝、 镇

静等作用［１１－１４］。
ＪＡＫ 激酶 １ （ＪＡＫ１） ／信号转导子和转录激活子

３ （ＳＴＡＴ３） 信号通路是细胞因子信号传导的重要部

分， 参与细胞增殖、 分化、 凋亡以及免疫调节等［１５］。
当前， 关于熊果酸抗炎的主要研究集中在 ＮＦ－κＢ 信

号通路， 关于 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路尚未见报道， 因

此， 本研究拟采用体内体外试验探讨熊果酸对脂多糖

（ＬＰＳ） 诱导小鼠炎症的保护作用及 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 在

其中发挥的作用， 为其临床开发与应用提供理论

依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂与仪器

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 小鼠巨噬细胞， 购自武汉普诺赛生命

科技有限公司； ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、 胎牛血清、 含

０􀆰 ２５％ ＥＤＴＡ 胰酶 （Ｇｂｉｃｏ）， 购自赛默飞世尔科技

（中国） 有限公司； 熊果酸 （纯度≥９８％）， 购自麦

克林生化科技股份有限公司 （上海）； ＬＰＳ （纯度≥
９８％）、 ＤＭＳＯ （纯度≥９９􀆰 ５％）， 购自索莱宝科技有

限公司 （北京）； ＮＯ 检测试剂盒 （Ｓ００２１Ｓ）， 购自碧

云天生物技术有限公司 （上海）； Ａｘｇｅｎ 总 ＲＮＡ 提取

试剂盒 （ＡＰ－ＭＮ－ＭＳ－ＲＮＡ－２５０）， 购自康为世纪生

物科技有限公司 （苏州）； ｃＤＮＡ 逆转录酶、 ２×ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ （ＲＫ２０４３３， ＲＫ２１２０３）， 购自爱

博泰克生物科技有限公司 （武汉）； ＣＤ３ｅ、 ＣＤ４、
ＣＤ８ｅ 抗体， 购自 ＢＤ 公司 （美国）。 细胞培养箱

（ＭＣＯ－１５ＡＣ）， 购自三洋电机有限公司 （日本）； 多

功能酶标仪 （ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉＤ３）， 购自美谷分子仪器有

限公司 （美国）； 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （ＣＸＴ９６）， 购自

伯 乐 生 命 医 学 产 品 有 限 公 司 （ 上 海 ）； ＢＤ
ＦＡＣＳＡｒｉａＴＭ Ｆｕｓｉｏｎ 细 胞 分 选 仪， 购 自 Ｂｅｃｔｏｎ，
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｎｙ （美国）。
１􀆰 ２　 熊果酸、 ＬＰＳ 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞活力影响

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， 培养于 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基

（８９％ ＲＰＭＩ １６４０＋１０％胎牛血清＋１％双抗） 中， 待其

生长密度达到 ８０％～９０％， 使用含 ０􀆰 ２５％ ＥＤＴＡ 胰酶

消化并接种 ９６ 孔板， 使用 ＲＰＭＩ １６４０ 基础培养基稀

释熊果酸和 ＬＰＳ， 加入培养板中， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２条

件 下 培 养 ２０ ｈ， 每 孔 加 入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶 液

（５ ｍｇ ／ ｍＬ）， 再次避光孵育 ４ ｈ， 弃上清液， 加入

１５０ μＬ ＤＭＳＯ 溶解甲瓒结晶， 使用酶标仪测量

５７０ ｎｍ 处的 ＯＤ 值， 并计算细胞存活率， 确定熊果

酸和 ＬＰＳ 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的安全浓度范围。 存活

率＝试验孔 ＯＤ ／对照组 ＯＤ×１００％。

·０４· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １０



１􀆰 ３　 熊果酸对 ＬＰＳ 刺激 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞吞噬能力

的影响

　 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞接种 ９６ 孔板， 加入 １ μｇ ／ ｍＬ
ＬＰＳ １００ μＬ， 培养 ４ ｈ， 加入不同浓度熊果酸溶液

１００ μＬ 培养 ２０ ｈ， 弃上清液， 加入 ２００ μＬ 的中性红

工作液 （中性红 ∶ ＲＰＭＩ １６４０ ＝ １ ∶ ９）， 孵育 ２ ｈ， 弃

上清液， 使用 ＰＢＳ 清洗 ２ 遍， 加入 １５０ μＬ 细胞裂解

液 （无水乙醇 ∶ 冰乙酸 ＝ １ ∶ １）， 震荡并裂解细胞，
５４０ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值， 计算细胞吞噬率。 吞噬率＝试

验孔 ＯＤ ／对照组 ＯＤ×１００％。
１􀆰 ４　 熊果酸对 ＬＰＳ 刺激 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞释放 ＮＯ 的

影响

　 　 将 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞接种 ６ 孔板， 分为对照组、
ＬＰＳ （１ μｇ ／ ｍＬ） 组和不同水平熊果酸药物干预组

（１ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 与 ０􀆰 ７８１ ２５、 １􀆰 ５６２ ５、 ３􀆰 １２５ 或 ６􀆰 ２５
μｇ ／ ｍＬ 熊果酸混合）， 培养 ２４ ｈ， 收集上清液， ３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 按照 ＮＯ 硝酸还原法检测试剂盒

步骤操作， 并使用酶标仪在 ５４０ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值。
１􀆰 ５　 熊果酸对炎症因子和 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路相

关因子 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

　 　 收集 １􀆰 ４ 中各孔细胞， 按照总 ＲＮＡ 提取试剂盒

说明书提取 ＲＮＡ， 随后反转录为 ｃＤＮＡ， 使用 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 体系进行聚合酶链反应扩增。 荧光定量 ＰＣＲ 反

应体系： ２ × Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ
１０ μＬ， ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬ， 上下游引物各 ０􀆰 ４ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０ μＬ。 程序： ９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 ５ ｓ， ６０ ℃退火 ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 溶解

曲线： ６５ ℃ １ ｍｉｎ， ９５ ℃ １５ ｓ。 以 β－ａｃｔｉｎ 为内参，
２－ΔΔＣｔ法分析并计算目的基因 ｍＲＮＡ 相对表达量。 一

氧化氮合酶 （ ｉＮＯＳ）、 白细胞介素 （ＩＬ） １ （ ＩＬ－１）、
ＩＬ－６、 肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α）、 ＪＡＫ１ 和 ＳＴＡＴ３
基因引物序列见表 １， 使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计， 并由

上海生工生物有限公司合成。
１􀆰 ６　 动物体内试验

１􀆰 ６􀆰 １　 动物分组与试验设计

雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ５５ 只， 购自三峡大学动物实

验中心， 体重为 （２０±２） ｇ， ６～８ 周龄， 在标准动物

房中饲养， 环境条件为湿度 （５５±５）％、 温度 （２３±
２）℃， 光暗周期为 １２ ｈ ／ １２ ｈ， 试验开始前适应性饲

喂 １ 周。 将 ５５ 只小鼠随机分为对照组 （生理盐水）、
ＬＰＳ 组、 熊果酸 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ 的低剂量组 （ＵＡ－Ｌ）、 ５０
ｍｇ ／ ｋｇ 的中剂量组 （ＵＡ－Ｍ） 和 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 的高剂量

组 （ＵＡ－Ｈ）。 熊果酸组 ２００ μＬ ／ ｄ 灌胃给药 ７ ｄ， 对

照组灌胃相同剂量生理盐水。 末次给药 ３０ ｍｉｎ 后，

除对照组外， 其余各组腹腔注射 ２ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＬＰＳ 溶液

２００ μＬ。 ６ ｈ 后乙醚麻醉小鼠， 称量体重并记录。 随

后颈椎脱位处死， 采集脾脏组织， ＰＢＳ 润洗并吸干水

分、 称重， 计算脾脏系数。 脾脏系数 ＝ 脾脏重量

（ｍｇ） ／小鼠体重 （ｇ）。

表 １　 引物序列

基因 　 　 引物序列 （５′→３′）

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ： ＧＧＡＣＴＴＣＧＡＧＣＡＧＧＡＧＡＴＧＧ
Ｒ： ＡＧＧＡＡＧＧＡＧＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧ

ｉＮＯＳ
Ｆ： ＣＡＡＧＣＡＣＡＴＴＴＧＧＧＡＡＴＧＧＡＧＡ
Ｒ： ＣＡＧＡＡＣＴＧＡＧＧＧＴＡＣＡＴＧＣＴＧＧＡＧ

ＩＬ－１
Ｆ： ＴＧＡＣＧＧＡＣＣＣＣＡＡＡＡＧＡＴ
Ｒ： ＧＴＧＡＴＡＣＴＧＣＣＴＧＣＣＴＧＡＡＧ

ＩＬ－６
Ｆ： ＡＧＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＴＣＡＧＡＧＡＧ
Ｒ： ＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣＴＧＴＧＡＣＴＣＣ

ＴＮＦ－α
Ｆ： ＡＧＧＣＡＣＴＣＣＣＣＣＡＡＡＡＧＡＴＧ
Ｒ： ＣＣＡＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＴＧＡＧＴＧ

ＪＡＫ１
Ｆ： ＣＴＣＴＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＣＴＣＴＴＣＧＣ
Ｒ： ＴＴＧＧＴＡＡＡＧＴＡＧＡＡＣＣＴＣＡＴＧＣＧ

ＳＴＡＴ３
Ｆ： ＣＡＡＴＡＣＣＡＴＴＧＡＣＣＴＧＣＣＧＡＴ
Ｒ： ＧＡＧＣＧＡＣＴＣＡＡＡＣＴＧＣＣＣＴ

１􀆰 ６􀆰 ２　 Ｔ 细胞分化和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 的测定

剪切部分新鲜脾脏， 置于 ２００ μｍ 的滤网研磨，
使用含双抗的 ＲＰＭＩ １６４０ 冲洗并收集滤液， ４ ℃
２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清液， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次。
加入 ５００ μＬ 红细胞裂解液静置 ２ ｍｉｎ 后离心 ５ ｍｉｎ，
弃去上清液， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次。 加入 １ ｍＬ ＲＰＭＩ １６４０
完全培养基 （含有 １％双抗、 １０％ ＦＢＳ） 混匀重悬。
使用 ３００ 目尼龙膜过滤， 即得 Ｔ 细胞原液。 采用朱依

玲［１６］的方法分别对 Ｔ 细胞分化和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞进

行抗体染色和流式细胞仪上机检测。
１􀆰 ６􀆰 ３　 炎症因子相关 ｍＲＮＡ 水平的测定

利用总 ＲＮＡ 提取试剂盒从小鼠脾脏中提取总

ＲＮＡ， 使用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ， 在－２０ ℃下储

存备用。 荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＩＬ－１、 ＴＮＦ－α、 ＪＡＫ１ 和

ＳＴＡＴ３ 的 ｍＲＮＡ 表达水平。
１􀆰 ７　 数据处理与分析

流式细胞术试验数据采用 ＦｌｏｗＪｏ ｖ１０􀆰 ８􀆰 １ 软件分

析， 试验数据采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 进行单因素方差分

析， 采用 Ｄｕｎｃａｎ 检验确定各组间的显著性差异。 使

用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 进行绘图。 各组试验数据均以

“平均值±标准差” 表示， Ｐ＜０􀆰 ０５ 视为差异显著。
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 熊果酸和 ＬＰＳ 使用的细胞安全浓度范围

熊果酸、 ＬＰＳ 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞活力的影响如图

１ 所示， 与对照组相比， 熊果酸浓度在 ０􀆰 ７８１ ２５ ～

６􀆰 ２５ μｇ ／ ｍＬ 范围内， 细胞存活率显著上升 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 与对照组相比， ＬＰＳ 浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ 时， 细

胞存活率为 ５４􀆰 ５５％， 差异显著 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 因此，
选择 熊 果 酸 ０􀆰 ７８１ ２５、 １􀆰 ５６２ ５、 ３􀆰 １２５ 和 ６􀆰 ２５
μｇ ／ ｍＬ， ＬＰＳ １ μｇ ／ ｍＬ 作为后续试验浓度。

注： 不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 字母相同表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 下同。

图 １　 不同浓度熊果酸 （Ａ） 和 ＬＰＳ （Ｂ） 对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞活力的影响

２􀆰 ２　 熊果酸对 ＬＰＳ 刺激 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞吞噬能力

和 ＮＯ 释放量的影响

　 　 细胞吞噬试验如图 ２Ａ 所示， 与对照组相比，
ＬＰＳ 组作用后 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞吞噬能力显著下降

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５ ）； 与 ＬＰＳ 组 相 比， 熊 果 酸 干 预 组 在

０􀆰 ７８１ ２５ μｇ ／ ｍＬ 时无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但呈上

升趋势， 而在 １􀆰 ５６２ ５～ ６􀆰 ２５ μｇ ／ ｍＬ 范围内， 熊果酸

干预组呈剂量依赖式增强 ＬＰＳ 抑制的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细

胞吞噬能力 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＬＰＳ 刺激 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞

ＮＯ 释放结果如图 ２Ｂ 所示， 与对照组相比， ＬＰＳ 组

ＮＯ 释放量显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 相较 ＬＰＳ 组， 熊果

酸干预组在 ０􀆰 ７８１ ２５ ～ １􀆰 ５６２ ５ μｇ ／ ｍＬ 范围内对 ＮＯ
释放量无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 但随熊果酸剂量增

加， ＮＯ 释放量显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ２　 ＬＰＳ 刺激和熊果酸干预对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞吞噬能力 （Ａ） 和 ＮＯ 释放量 （Ｂ） 的影响

２􀆰 ３　 熊果酸对细胞炎症因子和 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通

路相关因子 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

　 　 ＬＰＳ 刺激和熊果酸干预后 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞炎症因

子相关 ｍＲＮＡ 表达水平如图 ３ 所示， 与对照组相比，
ＬＰＳ 刺激后， ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ｉＮＯＳ、 ＩＬ － １、 ＩＬ － ６、

ＴＮＦ－α、 ＪＡＫ１ 和 ＳＴＡＴ３ 表达水平均显著上调 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 同时， 在熊果酸干预后， 与 ＬＰＳ 组相比， 除

０􀆰 ７８１ ２５ μｇ ／ ｍＬ 熊果酸组外， 其余各浓度组均呈现

显著下调趋势 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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图 ３　 ＬＰＳ 刺激和熊果酸干预后 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ｉＮＯＳ （Ａ）、 ＩＬ－１ （Ｂ）、 ＩＬ－６ （Ｃ）、 ＴＮＦ－α （Ｄ）、 ＪＡＫ１ （Ｅ） 和

ＳＡＴＡ３ （Ｆ） ｍＲＮＡ 相对表达水平

２􀆰 ４　 熊果酸对小鼠脾脏指数的影响

如图 ４ 所示， 相较于对照组， ＬＰＳ 组的脾脏指数

显著上升 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 而在经过不同剂量的熊果酸的

前期给药后， 脾脏指数与 ＬＰＳ 组相比明显下降， 且

呈剂量依赖性趋势。 此外， 高剂量的熊果酸组脾脏指

数与对照组无明显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 熊果酸对 Ｔ 细胞分化和 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 平衡的影响

２􀆰 ５􀆰 １　 Ｔ 细胞分化

熊果酸灌胃和 ＬＰＳ 注射后小鼠 Ｔ 细胞分化结果

如图 ５ 所示， 与对照组相比， ＬＰＳ 组和低中高 ３ 组浓

度熊果酸均显著促进 ＣＤ３＋ 细胞的增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
同时， ＬＰＳ 组的 ＣＤ４＋细胞数量显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
ＣＤ８＋细胞数量显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋

比值也显著高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明细胞主要往

ＣＤ４＋方向分化。 与 ＬＰＳ 组相比， 熊果酸同时促进了

ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋的分化， 表明熊果酸提高了小鼠的免疫

能力； 与对照组相比， 熊果酸组小鼠的 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋

显著下降 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 熊果酸对 ＬＰＳ 导致的小鼠

ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋失衡具有恢复作用。

图 ４　 熊果酸饲喂和 ＬＰＳ 刺激后小鼠脾脏系数
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Ａ． ＣＤ３＋细胞比例； Ｂ． ＣＤ４＋细胞比例； Ｃ． ＣＤ８＋细胞比例； Ｄ． ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋比值； Ｅ． 流式细胞术分区。

图 ５　 灌胃熊果酸和 ＬＰＳ 刺激后 Ｔ 细胞分化结果

２􀆰 ５􀆰 ２　 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 平衡情况

ＬＰＳ 刺激后， ＬＰＳ 组的 Ｔｈ１７ 表达量显著上升

（图 ６Ａ） （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｔｒｅｇ 的分化显著减少 （图 ６Ｂ）
（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＨ１７ ／ Ｔｒｅｇ 平衡轴往 Ｔｈ１７ 方向分化 （图
６Ｃ） （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 出现 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 失衡。 与 ＬＰＳ 组相

比， 在不同浓度熊果酸作用下， Ｔｈ１７ 的分化与表达

受到抑制， 数量显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中， 中剂量

组和低剂量组与对照组无差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 熊果酸对

于 Ｔｒｅｇ 细胞的分化与表达具有促进作用， 其数量明

显增多。 结果表明熊果酸对于 ＬＰＳ 导致的 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ
平衡轴的失衡具有恢复作用。
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Ａ． Ｔｈ１７ 表达水平； Ｂ． Ｔｒｅｇ 表达水平； Ｃ． Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ； Ｄ． Ｔｈ１７ 流式细胞图； Ｅ． Ｔｒｅｇ 流式细胞图。

图 ６　 灌胃熊果酸和 ＬＰＳ 刺激后 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 平衡情况

２􀆰 ６　 熊果酸对脾脏相关炎症因子 ｍＲＮＡ 相对表达水

平的影响

　 　 如图 ７ 所示， 与对照组相比， 经 ＬＰＳ 处理后的

小鼠脾脏中 ＩＬ－１、 ＴＮＦ－α、 ＪＡＫ１ 和 ＳＴＡＴ３ 的 ｍＲＮＡ
相对表达水平均显著上调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明腹腔注射

ＬＰＳ 对小鼠造成了炎症损伤， 同样激活 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３
信号通路； 与 ＬＰＳ 组相比， 熊果酸低、 中和高剂量

组均能显著降低上述细胞因子 ｍＲＮＡ 相对表达水平

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖下降趋势。

图 ７　 脾脏相关炎症因子 ＩＬ－１ （Ａ）、 ＴＮＦ－α （Ｂ）、 ＪＡＫ１ （Ｃ） 和 ＳＴＡＴ３ （Ｄ） ｍＲＮＡ 相对表达水平
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３　 讨论

熊果酸是一种常见的天然抗炎物质， 已知对炎

症、 氧化应激和溃疡有效， 是一种具有应用前景的抗

炎药物［１７］。 研究表明， 熊果酸能通过阻断 ＮＦ－κＢ 信

号通路， 从而抑制炎症介质和细胞因子的释放［ １８］。
在 ＬＰＳ 诱导的小鼠脑炎模型中， 熊果酸组同样显著

降低 ＩκＢα 的磷酸化水平、 减少 ＮＦ－κＢ 的入核率， 由

此可见， 熊果酸介导的 ＩκＢα 磷酸化水平下降抑制

ＮＦ－κＢ 的激活， 这可能是熊果酸抗炎的作用机制之

一［１９］。 巨噬细胞等免疫细胞对于免疫系统功能的正

常运行具有至关重要的作用［２０］。 当病原微生物入侵

时， 巨噬细胞能够启动吞噬功能， 并将抗原呈递给 Ｔ
细胞， 启动特异性免疫［２１］。 此外， 巨噬细胞吞噬凋

亡细胞同样作为炎症消解的途径之一［２２］。 因此衡量

巨噬细胞的吞噬功能不仅能够作为其活力的佐证， 同

样是机体免疫功能激发的特征。 在本研究中性红试验

中， ＬＰＳ 刺激的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞吞噬能力下降， 在补

充熊果酸后恢复并伴随吞噬能力增强， 这可能与熊果

酸促进机体免疫相关［２３］。 大量研究表明， ＮＯ 已经成

为机体炎症产生的标志物， 这可能与 ＮＯ 具有免疫抑

制功能相关， 当细胞受到病毒或其他致命威胁时， 分

泌的 ＮＯ 水平会提高， 然而随着 ＮＯ 浓度的增加， 细

胞毒性作用随之增强， 这将导致细胞死亡和炎症产

生［２４］。 Ｚｈｕ 等［２５］研究发现荷叶碱可以降低 ＬＰＳ 诱导

的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞释放 ＮＯ， 这可能与炎症减轻相

关。 在本试验中， ＬＰＳ 刺激后小鼠巨噬细胞 ＮＯ 释放

量显著增加， 表明细胞形成损伤， 同时在熊果酸干预

后 ＮＯ 释放量降低， 这一结果与前人研究一致。
ｉＮＯＳ、 ＩＬ－１、 ＩＬ－６ 和 ＴＮＦ－α 是细胞炎症因子的

代表［２６］。 当细胞炎症信号通路激活， 促炎细胞因子

ＩＬ－１、 ＩＬ－６ 和 ＴＮＦ－α 等首先诱导细胞产生大量诱导

型 ｉＮＯＳ， 然而 ｉＮＯＳ 的产生是在消耗大量精氨酸原料

的基础上完成的， 在精氨酸不足的情况下促使细胞产

生大量 ＮＯ， 致使细胞本身陷入缺氧循环， 释放大量

活性氧 （ＲＯＳ）， ＲＯＳ 通过胞质、 核孔进入核内后将

造成线粒体损伤， 因此， 抑制炎症因子的释放对于抗

炎 至 关 重 要［２７］。 在 本 研 究 中， ＬＰＳ 刺 激 后，
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞和 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠脾脏都出现上述炎症

因子的 ｍＲＮＡ 水平高度表达， 在补充熊果酸后， 这

一情况都得到了改善， 表明熊果酸能够抑制 ＬＰＳ 刺

激的机体炎症因子的释放。 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 是调节细胞

生长、 分化、 病原抵抗和炎症产生的关键信号通路之

一， 这一通路的激活涉及 ＩＬ－６ 受体家族［２８］， 有研究

表明， 通过抑制 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的表达， 能够

显著降低 ＬＰＳ 诱导的支气管上皮细胞炎症， 这一途

径是通过降低细胞炎症因子 ＩＬ－６ 和 ＩＬ－１ 实现的。 在

本研究中， ＬＰＳ 刺激后的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞和炎症小鼠

脾脏中， 同样发现 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 高度表达， 而在提前

灌胃熊果酸后， ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 表达水平显著降低， 表

明熊果酸可通过抑制 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路的激活降

低炎症反应。
研究表明， Ｔ 细胞亚群紊乱可能与局部炎症和全

身的免疫反应发生有关［２９］， ＣＤ４ 分子属于免疫球蛋

白超家族， 主要表达于胸腺细胞、 部分 Ｂ 细胞、 部

分 Ｔ 细胞、 单核巨噬细胞、 ＥＢ 病毒转化的 Ｂ 细胞以

及特定区域的脑细胞表面［３０］， 大量的 ＣＤ４＋细胞出现

时， 能够促进单核和巨噬细胞活化， 从而吞噬入侵病

原体。 在本研究中， 熊果酸灌胃后小鼠 ＣＤ４＋细胞表

达显著上升， 提示 ＣＤ４＋细胞在炎症反应中发挥了一

定的作用。 ＣＤ８＋细胞又称 Ｔ８ 细胞， 是机体免疫与炎

症反应的重要组成部分， ＣＤ８＋ 细胞的正常表达能够

有效阻断过度免疫反应［３１］。 本研究发现， ＬＰＳ 刺激

后， ＣＤ８＋细胞表达显著降低， 这可能与免疫系统遭

到破坏相关［３２］。 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ 比值往往能够作为慢性

免疫激活的标志物， 在临床可用于识别为炎症相关的

慢性免疫疾病［３３］。 本研究中发现， 腹腔注射 ＬＰＳ 能

够显著降低 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ 比值。 同样， 在糖尿病患者

的一项调查中发现， ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋比值与糖化血红蛋白

测试 （ＨｂＡ１ｃ） 高度相关， 糖尿病患者 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋

的比值较对照组出现显著下调， 这可能与氧化应激反

应和炎症激活相关［３４］。 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 平衡受炎症因子和

各种代谢因子的调节， 在人体和动物模型上进行的多

项研究表明， Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 在炎症相关慢性疾病中具有

显著差异和重要作用［３５］。 Ｔｈ１７ 细胞能够促进组织的

炎症反应， Ｔｒｅｇ 细胞抑制自身免疫。 有研究表明，
在炎症性肠病中， Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 失衡加剧该病的进一步

发展［３６］。 同样在结核分枝杆菌感染过程中， 对患者

胸膜壁活检发现， Ｔｈ１７ 细胞和 Ｔｒｅｇ 细胞高度分化，
造成 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 失衡加剧胸膜炎患者的病程［３７］。 此

外， 在甘露聚糖结合凝集素对抗白色念珠菌感染的报

道中， 同样呈现了 Ｔｈ１７ 细胞比例增加， 同时 Ｔｈ１７ ／
Ｔｒｅｇ 失衡［３８］， 这一结果与本研究一致。

４　 结论

熊果酸可以显著降低 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞

炎症模型中 ＮＯ 的含量， 提升细胞吞噬能力。 此外，
熊果酸可以通过调节 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路和 Ｔｈ１７ ／
Ｔｒｅｇ 平衡， 降低炎症相关细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平，
减轻 ＬＰＳ 诱导的小鼠炎症反应。

·６４· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １０
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·信息·

２１ 种畜牧、 兽医科学类中国科技核心期刊中 《畜牧与兽医》
综合评价总分排名第 １０

　 　 《２０２３ 年版中国科技期刊引证报告 （核心版） 自然科学卷》 以 《中国科技论文与引文数据库》 （ＣＳＴＰＣＤ） 为基础， 采用

科学客观的研究方法与评价方式， 遴选中国自然科学领域各学科分类重要期刊作为统计来源期刊。 ２０２３ 年版引证报告共收录了

中国 （不含港澳台） 正式出版的 １ ９９６ 种中文期刊和 １５５ 种英文期刊， 其中畜牧、 兽医科学类期刊共收录 ２１ 种， 包括 １９ 本中文

期刊和 ２ 本英文期刊， 《畜牧与兽医》 综合评价总分排名第 １０。 ２１ 种期刊主要指标详见附表。

附表　 ２０２３ 年畜牧、 兽医科学类期刊主要指标

序号 刊名
核心总被引频次 核心影响因子 综合评价总分

数值 排名 离均差率 数值 排名 离均差率 数值 排名

学科扩

散指标

学科影

响指标

红点

指标

１ ＡＮＩＭＡＬ ＮＵＴＲＩＴＩＯＮ ５９１ １９ －０􀆰 ６６ １􀆰 １６０ ４ ０􀆰 ２９ ４３􀆰 ６ ６ ４􀆰 ９５ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ００

２
ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＡＮＩＭＡＬ ＳＣＩＥＮＣＥ
ＡＮＤ ＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ

９５８ １４ －０􀆰 ４５ １􀆰 ４５１ ２ ０􀆰 ６１ ４８􀆰 ３ ２ ６􀆰 ６７ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ００

３ 蚕业科学 ６１８ １８ －０􀆰 ６４ ０􀆰 ４７５ ２０ －０􀆰 ４７ ３０􀆰 ５ １５ ７􀆰 ４８ ０􀆰 ２９ ０􀆰 １４

４ 动物医学进展 １ ５４０ ９ －０􀆰 １１ ０􀆰 ６４４ １６ －０􀆰 ２９ ４１􀆰 ７ ７ １６􀆰 ２４ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ５８

５ 动物营养学报 ７ １４７ １ ３􀆰 １２ ２􀆰 １００ １ １􀆰 ３３ ７７􀆰 ６ １ １５􀆰 ００ １􀆰 ００ ０􀆰 ８０

６ 家畜生态学报 １ ２５３ １１ －０􀆰 ２８ ０􀆰 ８２７ １２ －０􀆰 ０８ ３９􀆰 ３ ９ ８􀆰 ４８ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ４７

７ 经济动物学报 ２５９ ２１ －０􀆰 ８５ ０􀆰 ５８３ １８ －０􀆰 ３５ ２９􀆰 ７ １６ ４􀆰 １４ ０􀆰 ６７ ０􀆰 ４８

８ 粮食与饲料工业 ８２３ １５ －０􀆰 ５３ ０􀆰 ６３３ １７ －０􀆰 ３０ ２８􀆰 ８ １９ ７􀆰 ４８ ０􀆰 ６７ ０􀆰 ２２

９ 饲料工业 ２ ０８８ ６ ０􀆰 ２０ ０􀆰 ８８５ ９ －０􀆰 ０２ ４１􀆰 ０ ８ １０􀆰 ３３ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ７４

１０ 饲料研究 ２ ８７２ ４ ０􀆰 ６６ １􀆰 １６９ ３ ０􀆰 ３０ ２９􀆰 １ １７ １０􀆰 １４ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ７０

１１ 畜牧兽医学报 ２ ３９１ ５ ０􀆰 ３８ １􀆰 ０４１ ７ ０􀆰 １５ ４４􀆰 ６ ５ １１􀆰 ９０ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ５８

１２ 畜牧与兽医 １ ４８７ １０ －０􀆰 １４ ０􀆰 ６９９ １５ －０􀆰 ２２ ３８􀆰 ７ １０ １０􀆰 ２４ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ６０

１３ 畜牧与饲料科学 ７４１ １６ －０􀆰 ５７ ０􀆰 ５０２ １９ －０􀆰 ４４ ３２􀆰 ８ １３ ８􀆰 ５２ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ４８

１４ 中国动物传染病学报 ６５４ １７ －０􀆰 ６２ １􀆰 ０７１ ５ ０􀆰 １９ ２８􀆰 ３ ２０ ５􀆰 ７６ ０􀆰 ７６ ０􀆰 ５５

１５ 中国家禽 １ ８７７ ８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ８６６ １０ －０􀆰 ０４ ３３􀆰 ９ １２ ７􀆰 ７１ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ５８

１６ 中国兽药杂志 ５２４ ２０ －０􀆰 ７０ ０􀆰 ４１８ ２１ －０􀆰 ５４ ２４􀆰 ３ ２１ ８􀆰 ３３ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ３０

１７ 中国兽医科学 １ ００７ １３ －０􀆰 ４２ ０􀆰 ７８６ １３ －０􀆰 １３ ３１􀆰 ３ １４ ７􀆰 ００ ０􀆰 ９０ ０􀆰 ５４

１８ 中国兽医学报 １ ９２４ ７ ０􀆰 １１ ０􀆰 ８３２ １１ －０􀆰 ０８ ３８􀆰 １ １１ １１􀆰 ２４ ０􀆰 ８６ ０􀆰 ５６

１９ 中国畜牧兽医 ３ ２０３ ３ ０􀆰 ８５ ０􀆰 ９８４ ８ ０􀆰 ０９ ４６􀆰 ９ ３ １４􀆰 ８６ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ６０

２０ 中国畜牧杂志 ３ ３０１ ２ ０􀆰 ９１ １􀆰 ０５２ ６ ０􀆰 １７ ４５􀆰 ５ ４ １３􀆰 ３３ ０􀆰 ９５ ０􀆰 ６５

２１ 中国预防兽医学报 １ １７１ １２ －０􀆰 ３２ ０􀆰 ７５５ １４ －０􀆰 １６ ２８􀆰 ９ １８ ６􀆰 ４３ ０􀆰 ８１ ０􀆰 ４８

２１ 种期刊平均值 １ ７３５ ０􀆰 ９０２

　 　 注： 数据来自中国科学技术信息研究所 《２０２３ 年版中国科技期刊引证报告 （核心版） 自然科学卷》。
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