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茶黄素在大鼠气道上皮细胞炎症损伤中的作用及可能机制
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　　摘　要：目的　研究茶黄素对原代培养的大鼠气道上皮细胞表达 ＴＬＲ４及分泌 ＴＮＦα和ＩＬ６的影响。方法　用脂多糖

（ＬＰＳ）建立体外大鼠气道上皮细胞炎症损伤模型，采用ＥＬＩＳＡ检测气道上皮细胞分泌ＴＮＦα、ＩＬ６和气道上皮细胞中ＴＬＲ４蛋

白水平，ＲＴＰＣＲ检测气道上皮细胞ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的水平。结果　ＬＰＳ明显诱导大鼠气道上皮细胞分泌ＴＮＦα、ＩＬ６，同时增强

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和ＴＬＲ４蛋白的表达（犘＜０．０１）。茶黄素可抑制ＬＰＳ诱导ＴＮＦα、ＩＬ６的分泌和ＴＬＲ４基因的表达（犘＜０．０５），并

且与茶黄素药物浓度有关（犘＜０．０５）。结论　在大鼠的气道上皮细胞培养中，茶黄素抗炎作用可能通过抑制ＴＬＲ４基因的表达、

ＬＰＳ／ＴＬＲ４信号传导通路，从而减少炎性细胞因子的释放。
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　　院内感染细菌主要为耐药革兰阴性细菌，且日益表现为广

泛、多重耐药。脂多糖 （ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是革兰阴性

细菌产生的内毒素，是其损害人体的主要成分。研究已证明

ＴＬＲ４为ＬＰＳ受体，ＬＰＳ引起的机体一系列反映通过 ＴＬＲ４

信号途径，产生一系列生物效应，并引起机体的损害。目前研

究认为茶黄素具有抗炎和免疫调节作用。茶黄素对ＬＰＳ导致

气道上皮细胞的ＴＬＲ４表达和炎性介质释放是否有影响不清

楚，国内少见相关报道，本研究探讨茶黄素在ＬＰＳ诱导气道上

皮细胞表达ＴＬＲ４和释放ＴＮＦα、ＴＬ６炎性介质中的作用及

可能机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料　成年ＳＤ大鼠（重庆医科大学动物实验中

心）；茶黄素（上海一基生物试剂有限公司）；大肠杆菌ＬＰＳ（美

国Ｓｉｇｍａ公司）；ＲＮＡ抽提试剂盒及 ＲＴＰＣＲ试剂盒（大连

ＴａＫａＲａ公司）；ＴＮＦα及ＴＬ６ＥＬＩＳＡ试剂盒（晶美生物工程

有限公司）；大鼠ＴＬＲ４ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海时代生物科技有

限公司）；ＭＴＧ２０００图像分析测量系统。

１．２　方法

１．２．１　气道上皮细胞的原代培养及鉴定　从ＳＤ大鼠气管中

分离出气道上皮细胞，将之放在５％ＣＯ２ 孵箱中３７℃孵育。

用台盼蓝染色检查存活率，要求在９５％左右。当细胞达融合

状态时，用抗角蛋白抗体进行上皮细胞的鉴定。经鉴定的上皮

细胞培养于１６４０培养基中，其中含小牛血清（１０％）、青霉素

（１００Ｕ／ｍＬ）和链霉素（１００ｍｇ／Ｌ），３７℃下置于５％ＣＯ２ 培养

箱中。采用 ＭＴＴ法测定细胞活性。细胞接种于９６孔培养

板，每孔２００μＬ完全培养基细胞悬液中含有１×１０
４ 个细胞，

培养２４ｈ后用于实验。

１．２．２　实验分组　实验分为对照组（无干预无刺激）、模型组

（ＬＰＳ刺激）和干预组。干预组分４种不同茶黄素浓度组：Ｔ４０

组（ＬＰＳ和茶黄素４０μｇ／ｍＬ），Ｔ６０组（ＬＰＳ和茶黄素６０μｇ／

ｍＬ），Ｔ８０组（ＬＰＳ和茶黄素８０μｇ／ｍＬ），Ｔ１００组（ＬＰＳ和茶黄

素１００μｇ／ｍＬ）。用１０μｇ／ｍＬ浓度的ＬＰＳ刺激气道上皮细胞
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１ｈ，干预组在ＬＰＳ刺激前用不同浓度茶黄素预处理１２ｈ，培养

２４ｈ后用 ＭＴＴ法检测各组细胞活力。各组培养于８ｈ收集

上清液；培养２４ｈ后收集细胞分别用于下面的实验。

１．２．３　ＥＬＩＳＡ 检测各组培养上清液的 ＴＮＦα及 ＴＬ６水

平　取各组细胞培养上清液５０μＬ，按ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书

操作。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ检测各组培养细胞中 ＴＬＲ４蛋白水平　取各

组培养的细胞，使用细胞裂解液，提取各组培养瓶的总蛋白，取

各组蛋白５０μＬ，按大鼠ＴＬＲ４ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测ＴＬＲ４ｍＲＮＡ　按ＲＮＡ抽提试剂盒说

明书一步法提取各组气道上皮细胞总ＲＮＡ，按ＲＴＰＣＲ试剂

盒说明书进行逆转录为ｃＤＮＡ及ＰＣＲ。管家基因ＧＡＰＤＨ扩

增引物：上游５′ＧＧＡＴＧＡＴＧＣＣＴＣＴＣＴＴＧＣＡＴ３′，下游

５′ＴＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＴＴＧＧＴＡＧＧＴＡＡ３′。ＴＬＲ４扩增

引物：上游５′ＴＧＧＡＡＧＴＴＧＡＡＣＧＡＡＴＧＧＡＡＴＧＴＧ

３′，下游５′ＡＣＣＡＧＡＡＣＴＧＣＴＡＣＡＡＣＡＧＡＴＡＣＴ３′。

反应条件设置：预变性（９５℃４ｍｉｎ），ＰＣＲ扩增反应（９４℃

３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，３０个循环）。产物经凝胶电泳鉴定

基因片段，目的基因（１２７ｂｐ）、管家基因（１７８ｂｐ）的积分光密

度比值作为目的基因ｍＲＮＡ的相对水平。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析，计量资料

用狓±狊表示，多组间比较行方差分析，组间的两两比较行狋检

验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组细胞培养上清液ＴＮＦα、ＩＬ６水平　在对照组中只

有极少量的ＴＮＦα、ＩＬ６的分泌。经ＬＰＳ刺激８ｈ后的ＴＮＦ

α、ＩＬ６的水平，在模型组明显增加，与对照组比较差异有统计

学意义（犘＜０．０１）；各干预组均明显减少，与模型组比较差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；各干预组间亦有明显差异（犘＜

０．０５），茶黄素剂量越高气道上皮细胞分泌ＴＮＦα、ＩＬ６的水

平越低。各干预组与对照组比较均有明显增加，差异有统计学

意义（犘＜０．０１）。见表１。

２．２　各组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及蛋白比较　ＬＰＳ刺激大鼠气道上

皮细胞２４ｈ后 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ与对照组比较异有统计学意义

（犘＜０．０１）；ＴＬＲ４蛋白的表达水平明显增强，与对照组比较差

异有统计学意义（犘＜０．０１）。给予不同浓度茶黄素干预后，均

明显降低了ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及蛋白表达水平，各干预组与模型

组相比差异有统计学意义（犘＜０．０１），各干预组间ＴＬＲ４ｍＲ

ＮＡ及蛋白水平比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），随茶黄素

剂量增加而递减。见表２、图１。

表１　　各组ＴＮＦα、ＩＬ６的水平比较（ｎｇ／ｍＬ，狓±狊，狀＝６）

组别 ＴＮＦα ＩＬ６

对照组 ０．０４１±０．００７ ０．０３２±０．００４

模型组 ０．９６０±０．０５０ １．０９０±０．０１０

Ｔ４０组 ０．７４０±０．０２０ ０．８６０±０．０６０

Ｔ６０组 ０．５６０±０．０６０ ０．６７０±０．０３０

Ｔ８０组 ０．３４０±０．０２０ ０．４１０±０．０６０

Ｔ１００组 ０．１４０±０．０６０ ０．１８０±０．０３０

表２　　各组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及蛋白比较（狓±狊，狀＝６）

组别 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ ＴＬＲ４蛋白（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 １．１４４±０．０５５ １．９９０±０．１２０

模型组 １．８１１±０．０５８ １６．５００±０．１００

Ｔ４０组 ０．７３４±０．０７２ １１．８６０±０．２６０

Ｔ６０组 ０．６７２±０．０７６ ７．０２０±０．２１０

Ｔ８０组 ０．３７１±０．０１８ ４．４４０±０．３１０

Ｔ１００组 ０．２６７±０．０３８ ２．１６０±０．１５０

图１　　各组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ电泳结果

３　讨　　论

ＴＬＲ４不仅可以识别革兰阴性菌ＬＰＳ，还是将ＬＰＳ信号由

胞外转向胞内的关键信号分子，ＴＬＲ４在炎性反应中的表达变

化对机体的炎性反应具有重要的调控作用。在ＬＰＳ刺激人单

核细胞分泌ＴＮＦα中，存在ＴＬＲ４抗体时，ＬＰＳ刺激作用被抑

制［１］。目前发现ＬＰＳ与ＴＬＲ４结合后可能启动如下信号转导

途径［２３］：（１）通过依赖性的 ＭｙＤ８８／非依赖 ＭｙＤ８８途径；（２）

导致 ＭＡＰＫ信号通路、ＮＦκＢ的激活，使多种细胞因子的瀑链

式释放而产生生物学效应［４］。

研究不仅发现茶黄素具有良好的生物活性，如抗炎、抗黏

液高分泌、抗氧化、免疫调节等药理作用［５１０］，而且发现茶黄素

可减少多种疾病过程中相关炎症分子的分泌而减轻机体的炎

性反应。茶黄素明显减少ＬＰＳ诱导ＴＮＦα生成
［１１］，茶黄素明

显降低ＴＰＡ诱导ＴＬ６水平
［１２］，与本研究结论一致。研究还

发现茶黄素可通过抑制炎症相关的 ＮＦκＢ信号通路：茶黄素

预处理可明显抑制细胞核内 ＮＦκＢ活性的升高，进而显著降

低ｉＮＯＳ和ＴＮＦα等在结肠黏膜中的表达
［６，１３］；用ＴＰＡ诱导

鼠皮肤炎症模型中茶黄素明显抑制ＩＬ１Ｂ、ＩＬ６、ＴＮＦα、Ｃ

ＪＵＮ、ＮＦκＢ的转录水平的表达
［１２］。

本研究证明ＬＰＳ明显诱导 ＴＬＲ４基因表达及增量分泌

ＴＮＦα及ＩＬ６。在茶黄素的干预下，ＬＰＳ诱导 ＴＬＲ４基因表

达及分泌ＴＮＦα、ＩＬ６的作用明显被抑制，给予干预茶黄素剂

量越大，抑制作用越明显。茶黄素抑制 ＴＬＲ４基因表达同时

ＬＰＳ／ＴＬＲ４信号传导通路下游的 ＴＮＦα、ＩＬ６亦明显减少。

结合Ｋｉｍ等
［２］研究茶黄素可通过阻断ＴＬＲ４启动的信号转导

途径抑制ＬＰＳ诱导ＩＬ６、ＭＣＰ１、ＩＣＡＭ１的表达而具有抗炎

作用，在离体及载体实验中茶黄素均表现出明显抗炎活性［１２］。

可以推测出茶黄素是通过抑制ＬＰＳ／ＴＬＲ４信号传导通路相关

因子如ＴＬＲ４、ＮＦκＢ等的表达，从而减少炎性细胞因子的释

放而起抗炎作用。尽管抗菌药物种类多，但细菌日益耐药，多

重耐药、泛耐药细菌的不断出现，研发新抗菌药物难以突破，寻

找减轻细菌感染对机体的损伤和影响的药物是紧迫的。随着
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进一步对茶黄素在急性炎症中体内、外研究，茶黄素有可能作

为一种有价值、有潜力的抗感染药物。
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