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摘要 目的：探讨唐古特大黄多糖(Rheum tanguticum Polysaccharid, RTP)对脂多糖(Lipopolysaccharide，LPS)刺激上调人结肠癌细

胞 HT-29中 TLR-4/NF-资B通路活性的影响及其机制。方法：将 HT-29细胞分为对照组，LPS处理组（1滋g/mL，作用 30 min, 1 h），
RTP (1mg/mL,提前 LPS 30 min给予)+LPS处理组（1滋g/mL，分别作用 30 min, 1 h），采用免疫荧光法观察 NF-资B的细胞分布情

况；Western Blot法检测 HT-29细胞中 I资B-琢,磷酸化 I资B-琢的蛋白变化，以及细胞膜上 TLR-4的水平。结果：RTP可抑制 LPS刺

激引起的 HT-29细胞的 NF-资B核转位；可有效抑制 I资B-琢降解及 I资B-琢的磷酸化；可下调细胞膜上 TLR-4的表达。结论：RTP可

能通过抑制 LPS刺激引起的 TLR-4向细胞膜分布，从而抑制了 NF-资B信号通路的活化。
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Rheum Tanguticum Polysaccharides Suppress Lipopolysaccharide Induced
Activation of TLR-4/ NF-资B Pathway*

To investigate the effect of rheum tanguticum polysaccharides (RTP) on the activity of TLR-4/NF-资B

pathway and the possible mechanisms in lipopolysaccharide (LPS) treated human colon cancer cells HT-29. HT-29 cells were

divided into control group, LPS-treated groups (1 滋g/mL, added for 30 min, and 1 h), RTP (1mg/mL, cells were pretreated with RTP for

30 min) and LPS-treated group (1 滋g/mL, added for 30 min, and 1 h). Then, the distribution of NF-资B in cells was observed by

immunofluorescence; the expression of I资B-琢, phosphorylated I资B-琢, as well as TLR-4 in the cell membrane, was detected using western

blot. RTP could inhibit LPS-stimulated nuclear translocation of NF-资B, degradation of I资B-琢, phosphorylation of I资B-琢, and

reduce TLR-4 expression in membrane. RTP may suppress the activation of NF-资B signaling pathway through inhibition of
LPS-stimulated TLR-4 distribution to cell membrane.

Rheum tanguticum polysaccharides; Colorectal cancer; TLR-4; NF-资B

前言

结直肠癌是常见的恶性肿瘤之一[1]。在亚洲地区，结直肠癌

的发病率呈现快速上升趋势；在我国，其发病率仅次于胃癌、肺

癌和食道癌，排名第 4位。肠道炎症在肠道肿瘤发生中扮演了
重要角色[2]。结直肠内存在着大量的革兰氏阴性菌，这些细菌的

细胞壁组分之一：脂多糖（Lipopolysaccharide, LPS），可以通过

结合 toll 样受体 4（Toll-like receptor-4, TLR4），激活下游通路

（主要是 NF-资B通路）,促进致炎因子大量释放，在肠道炎症及

肿瘤的发生、发展中起到重要作用[3,4]。

中药大黄是我国传统的胃肠道疾病治疗良药。我们前期的

研究表明，唐古特大黄多糖（Rheum tanguticum Polysaccharid,
RTP）对 TNBS (Trinitro-benzene-sulfonic acid)诱导的小鼠溃疡

性结肠炎具有良好治疗作用，其机制可能与上调抗炎细胞因子

及下调促炎细胞因子有关[5]。为了进一步观察 RTP对于炎症癌

变是否具有防治作用并研究其可能机制，本实验使用 LPS处理

人结肠癌细胞 HT-29，观察使用 RTP 前后，细胞中
TLR-4/NF-资B通路的活性。

1 材料和方法

1.1 细胞培养及试剂
HT-29细胞购自美国 ATCC公司，采用含 10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素以及 100 滋g/mL链霉素的 RPMI-1640高糖培
养液培养。LPS购于美国 sigma公司。抗 TLR-4一抗购自英国
abcam公司。抗 茁-actin, NF-资B (p65)，I资B-琢，磷酸化I资B-琢一抗
购自美国 Cell signalling公司。
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1.2 大黄多糖（RTP）的制备

唐古特大黄购于青海省医药公司，为当年新采摘的大黄根

(根茎)。大黄多糖（RTP）的提取参照文献[6-8]，简述如下：采用水

煮醇沉法提取唐古特大黄多糖，大黄粉碎后水煮 3次，合并水

提液，浓缩，无水乙醇沉淀 6次，Sevag-冻融法联用除蛋白，无

水乙醇沉淀脱色，过 Sephamyl--S400凝胶柱，即为大黄多糖。
1.3 细胞处理

将 HT-29细胞以 5× 106/孔的密度接种于 6孔板中。过夜，

待细胞贴壁伸展后，分为 5组：对照组；LPS处理组（1滋g/mL

LPS分别作用细胞 30 min，1 h）；RTP给药组（给予 1 mg/mL的
RTP，作用 30 min后，加入 1 滋g/mL LPS作用细胞 30 min，1
h）。实验重复三次 (n=3)。
1.4 免疫荧光

吸弃培养液后，以 4%多聚甲醛 4℃固定细胞 15 min，用含
1%BSA 的 PBS 室温封闭 30min，加入 NF-资B (p65)一抗（1：
500稀释），4℃ 过夜；用 PBS缓冲液洗 5 min× 3次，加入 PBS

稀释的二抗，室温下避光放置 2 h；PBS缓冲液洗 5 min× 3次，

以 hochest衬染细胞核。采用奥林帕斯荧光显微镜观察，拍照。
1.5 蛋白的提取和蛋白免疫印迹法

用细胞刮刮取细胞。加入 RIPA 或者细胞膜蛋白提取液

（含 PMSF蛋白酶抑制剂，碧云天公司）细胞裂解液提取蛋白，

用 Bradford法检测蛋白浓度。以 30 滋g/孔的量加入蛋白，进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜。NC膜用 5%脱脂牛奶室温封闭 2

h 后，加入 TLR-4 (1:500)、I资B-琢, 磷酸化 I资B-琢 及 茁-actin(1:

1000)一抗，4℃过夜。洗膜三次后加入 1:6000稀释的相应 HRP

标记二抗，室温孵育 1h，充分洗膜后，ECL法显影。采用 Image
J软件扫描灰度。
1.6 统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件中的 Student-t检验进行数据统

计，P<0.05示结果有统计学差异。

2 结果

2.1 RTP可抑制 NF-资B核转位

当 NF-资B转位至细胞核中，该通路将被激活。图 1表明，1

滋g/mL LPS作用 HT-29细胞 30 min，1 h后，细胞核中的 NF-资B

表达显著增高（红色荧光）；而 RTP可以有效抑制该转位。
2.2 RTP对 I资B-琢,磷酸化 I资B-琢的影响

NF-资B核转位过程受到 I资B-琢的降解以及磷酸化程度的
调控。图 2 显示，1 滋g/mL LPS 作用 HT-29 细胞 30 min 后，
I资B-琢即开始发生降解，表达降低，RTP可有效抑制 I资B-琢降
解。并且，RTP可以有效抑制 LPS刺激后引起的磷酸化 I资B-琢
水平升高。

图 1 RTP对 LPS刺激后 HT-29细胞中 NF-资B核转位的影响。红色荧光示 NF-资B，细胞核用 Hochest衬染 (200× )

Fig. 1 Effects of RTP on NF-资B translocation in LPS-activated HT-29 cells. Red staining showed NF-资B. Sections were

counterstained with Hochest (blue) to identify the orientation of nuclei. (original magnification, 200× )

2.3 RTP可下调细胞膜上 TLR-4的表达
TLR-4表达在细胞膜与细胞浆中。通常，只有表达在细胞

膜上的 TLR-4才能与 LPS结合，并激活下游的 NF-资B通路。图
3显示，1 滋g/mL LPS 可上调细胞膜上 TLR-4 的水平；RTP 能

有效抑制 LPS刺激引起的细胞膜 TLR-4的升高。

3 讨论

肠道的慢性炎症是结直肠癌发生的主要原因之一，流行病
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学研究表明：大约 40 %的结肠炎将发展成为结直肠癌[9]。肠道

菌群中，包含了大量的革兰氏阴性菌，其细胞壁中的脂多糖

（LPS）与肠黏膜上皮细胞相应模式识别受体（例如 TLR-4）相互

作用，促使肠上皮细胞产生免疫应答，通过 Toll样受体信号通
路和 /或细胞因子受体活化黏膜免疫，诱导 NF-资B通路活化，

导致促炎细胞因子和其他介质释放[10-18]。这种炎症是机体对各

种病原微生物等损伤因子刺激所发生的免疫防御反应，有利于

清除病原微生物、组织结构修复与功能恢复。然而，若炎症状态

反复迁延，却能造成不断的组织损伤和修复过程，可导致肿瘤

的发生。

TLR4 是模式识别受体 Toll 样受体家族的成员之一，是
LPS信号通路的主要传递者，在炎症癌变过程中发挥重要作

用。TLR4活化后，触发下游 NF-资B信号通路，NF-资B从细胞质

转移至细胞核内[19]，进一步激活其他靶基因，引起细胞增殖，抗

凋亡等效应。根据前期研究结果，我们选择 1 mg/mL的给药浓

度（此浓度下，RTP的作用明显且对细胞增殖无显著影响），观

察 RTP对 LPS刺激上调 HT-29 细胞中 TLR-4/NF-资B 通路活

性的影响。本实验结果表明：LPS 刺激后，HT-29 细胞膜上
TLR-4 水平明显升高；NF-资B P65 亚单位从胞浆向胞核转位；
I资B-琢发生降解，表达降低，磷酸化 I资B-琢水平升高[20]。RTP可

以有效地抑制上述趋势。鉴于此，我们推测：RTP可能通过抑制
LPS刺激引起的 TLR-4向细胞膜分布，从而抑制了 NF-资B信

号通路的活化。尽管该效果需要在更多的细胞株以及动物模型

上进一步观察，具体的机制也尚需深入研究，上述结果提示：大

黄多糖可能用于肠道炎症刺激下引起的癌变。
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