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摘要 目的 研究半乳糖醛酸( TGA) 与内毒素( LPS) 同时
刺激妊娠期糖尿病孕妇外周血单核细胞及其对 LPS-Toll 样
受体 4( TLＲ-4) －核转录因子-κB( NF-κB) 信号通路的抑制
作用。方法 选取妊娠期糖尿病孕妇 30 例，抽取外周静脉
血 15 ml，分离出单核细胞，分别加入 LPS、TGA、TGA( 0 ～ 1． 0
mg /ml) 联合 LPS 刺激并培养，Western blot 法检测 TLＲ4 及
NF-κB p65 蛋白表达量，ELISA 法检测培养液中肿瘤坏死因
子-α( TNF-α) 、白介素-1 ( IL-1 ) 、白介素-10 ( IL-10 ) 水平。结
果 单独 LPS或 TGA刺激，其下游 TLＲ4、NF-κB p65 蛋白表
达量及 TNF-α、IL-1、IL-10 水平均较未处理组高，差异有统计
学意义( P ＜ 0. 05) ; 同时加入 TGA及 LPS刺激，其 TLＲ4、NF-

κB p65 蛋白表达量及 TNF-α、IL-1、IL-10 水平均较单独 LPS

或 TGA刺激低，但较未处理组高，差异均有统计学意义( P ＜
0. 05) ; 各组 TLＲ4 与 NF-κB p65 蛋白表达量之间呈正相关
性( P ＜ 0. 01 ) 。结论 TGA 与 LPS 可竞争抑制 LPS-TLＲ4-
NF-κB信号通路，对妊娠期糖尿病的预防及治疗起到指导作
用。
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妊娠期糖尿病 ( gestational diabetes mellitus，
GDM) 所带来的不良妊娠结局及远期影响危害较
大，近年越来越引起大家的关注，对其机制的研究也

越来越多。研究［1］表明 GDM 与免疫炎症相关，认
为 GDM是一种慢性低度炎症性疾病。前期研究［2］

表明 GDM孕妇体内 Toll样受体 4( Toll-like receptor-
4，TLＲ-4) mＲNA、核转录因子-κB( nuclear transcrip-
tion factor，NF-κB) mＲNA呈高表达，炎症因子升高，
提示存在免疫炎症，内毒素 ( lipopolysaccharide，

LPS) -TLＲ4-NF-κB 信号通路介导了大量炎症因子
释放，可能参与了 GDM 的发病。基于此可针对
TLＲ4 信号通路进行调控，观察其是否对 GDM 有影
响，有研究者运用半乳糖醛酸( trigalacturonic acid，
TGA) 类物质调控 TLＲ4 信号通路并对其分子机制
做了探讨［3］。该实验即应用 TGA 对 LPS-TLＲ4-NF-
κB信号通路进行调控，并探讨其与 GDM的关系。

1 材料与方法

1． 1 实验分组 GDM孕妇 30 例，纳入标准参照国
际妊娠合并糖尿病研究组( IADPSG) 标准［4］，年龄
21 ～ 34( 28. 20 ± 3. 46) 岁，孕 24 ～ 28( 25. 83 ± 1. 14)
周。未做任何处理的作为空白对照组，只加 LPS ( 1
μg /ml) 刺激作为 LPS 组，只加 TGA( 1. 0 mg /ml) 刺
激为 TGA 组，余除了加 LPS ( 1 μg /ml，参照前期研
究［2］) 刺激外，同时加入 TGA 刺激，并按加入的
TGA浓度( 0. 25、0. 5、1. 0 mg /ml) 分为 0. 25 mg /ml
TGA组、0. 5 mg /ml TGA组、1. 0 mg /ml TGA组。同
时排除胎膜早破、肝肾功能损害、感染、妊娠期高血
压、妊娠期子痫及 GDM 高危因素等。所有受试者
签署知情同意书，方案已经医院伦理委员会讨论通

过。
1． 2 标本收集及细胞培养 外周血经肝素化处理
后，用人淋巴细胞分离液提取淋巴细胞( 按说明书

操作) ，洗涤提纯后用血细胞计数板计数，调整细胞

浓度并用台盼蓝测定细胞活力。将细胞置于 ＲPMI
1640 培养基中，按上述分组进行处理后，均置入 37
℃、5% CO2 培养箱中培养 24 h。
1． 3 试剂 人淋巴细胞分离液( 天津灏洋生物制
品科技有限责任公司) ; LPS、台盼蓝、TGA( 美国 Sig-
ma公司) ; ＲPMI 1640 培养基( 美国 Hyclone 公司) ;
胎牛血清( 美国 Gibco 公司) ; ＲIPA 裂解液、蛋白缓
冲液、蛋白 A + G琼脂糖珠( 上海碧云天生物技术有
限公司) ; 小鼠抗人 TLＲ4 抗体、小鼠抗人泛乙酰化
赖氨酸抗体( 英国 Abcam 公司) ; 小鼠抗人 NF-κB
p65 抗体、β-actin( 美国 CST公司) ; 山羊抗小鼠二抗
( 北京中杉金桥生物技术有限公司) ; ECL 显影液
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( 美国 Thermo公司) ; ELISA 试剂盒( 上海源叶生物
科技有限公司) 。
1． 4 ELISA 法检测 培养液中肿瘤坏死因子-α
( tumor necrosis factor α，TNF-α) 、白介素-1 ( interleu-
kin-1，IL-1 ) 、白介素-10 ( interleukin-10，IL-10 ) 水平
按照 ELISA试剂盒说明书操作。
1． 5 Western blot 法检测 TLＲ4、NF-κB 蛋白表达
量 ＲIPA裂解液低温裂解细胞，4 ℃、12 000 r /min
离心 10 min，取上清液加入 5 ×蛋白上样缓冲液，煮
蛋白 10 min，样品保存于 － 20 ℃冰箱。10% SDS-
PAGE电泳分离总蛋白，转移至 PVDF 膜，5%脱脂
奶粉封闭 2 h，洗膜后放入 NF-κB p65 抗体
( 1 ∶ 250) 和 β-actin( 1 ∶ 1 000) 中 4 ℃过夜。洗膜，
放入二抗( 1 ∶ 1 000) 37 ℃孵育 2 h，ECL 显影液显
影。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 19． 0 软件进行分析，
计量资料以 珋x ± s表示，多组之间的多重比较用单因
素方差分析( ANOVA) 、LSD-t 检验，组内相关性分
析采用 Pearson相关分析。

2 结果

2． 1 各组之间 TNF-α、IL-1、IL-10 水平比较 TGA
组、0. 25 mg /ml TGA 组、0. 5 mg /ml TGA 组、1. 0
mg /ml TGA组分别与空白对照组、LPS 组进行方差
分析，TGA组 TNF-α、IL-1、IL-10 与空白对照组、LPS
组比较，差异有统计学意义( F = 225. 876、289. 244、
399. 918，P ＜ 0. 01 ) ; 与空白对照组、LPS 组比较，
0. 25 mg /ml TGA 组 TNF-α、IL-1、IL-10 ( F =
213. 266、251. 172、353. 225，P ＜ 0. 01 ) 、0. 5 mg /ml
TGA 组 TNF-α、IL-1、IL-10 ( F = 188. 278、223. 004、
321. 683，P ＜ 0. 01 ) 、1. 0 mg /ml TGA 组 TNF-α、IL-
1、IL-10( F = 268. 099、234. 759、410. 713，P ＜ 0. 01) ，
差异有统计学意义。
2． 1． 1 各组 TNF-α 水平比较 空白对照组与 LPS
组进行比较，TGA 组及 0. 25 mg /ml TGA 组、0. 5
mg /ml TGA组、1. 0 mg /ml TGA 组分别与空白对照
组、LPS组进行两两比较，结果显示，空白对照组与
LPS组差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，LPS 组、TGA
组、0. 25 mg /ml TGA 组、0. 5 mg /ml TGA 组、1. 0
mg /ml TGA组分别与空白对照组比较，差异有统计
学意义，LPS 组与 TGA 组比较差异无统计学意义，
0. 25 mg /ml TGA组、0. 5 mg /ml TGA 组、1. 0 mg /ml
TGA组分别与 LPS 组比较，差异有统计学意义，见
图 1A。

2． 1． 2 各组 IL-1 水平比较 各组之间的比较方法
同 TNF-α，结果显示，空白对照组与 LPS组之间差异
有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，TGA组、0. 25 mg /ml TGA
组、0. 5 mg /ml TGA组分别与空白对照组比较，差异
有统计学意义，而 1. 0 mg /ml TGA 组与空白对照组
差异无统计学意义; LPS组、TGA组之间差异无统计
学意义，0. 25 mg /ml TGA 组、0. 5 mg /ml TGA 组、
1. 0 mg /ml TGA组分别与 LPS 组比较，差异有统计
学意义，见图 1B。
2． 1． 3 各组 IL-10 水平比较 各组之间的比较方
法同 TNF-α，结果显示，空白对照组与 LPS组之间差
异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，TGA 组、0. 25 mg /ml
TGA组、0. 5 mg /ml TGA 组分别与空白对照组之间
比较，差异有统计学意义，而 1. 0 mg /ml TGA组与空
白对照组差异无统计学意义，TGA 组、0. 25 mg /ml
TGA组、0. 5 mg /ml TGA组、1. 0 mg /ml TGA组分别
与 LPS组比较，差异有统计学意义，见图 1C。
2． 2 外周血单核细胞 TLＲ4、NF-κB p65 蛋白表达
与空白对照组比较，LPS 组、TGA 组 TLＲ4、NF-κB

p65 蛋白条带较深; 0. 25 mg /ml TGA 组、0. 5 mg /ml
TGA组、1. 0 mg /ml TGA 组 TLＲ4、NF-κB p65 蛋白
条带较 B、C组逐渐变淡，其中 1. 0 mg /ml TGA组蛋
白条带最淡，见图 2。TLＲ4、NF-κB p65 蛋白表达量
LPS组、TGA 组较空白对照组多，0. 25 mg /ml TGA
组、0. 5 mg /ml TGA 组、1. 0 mg /ml TGA 组逐渐减
少，见表 1。

表 1 各组 TLＲ4、NF-κB p65 蛋白表达量比较

组别 TLＲ4 /β-actin NF-κB p65 /β-actin

空白对照 1． 37 ± 0． 27# 0． 91 ± 0． 28#

LPS 1． 78 ± 0． 32* 1． 23 ± 0． 34*

TGA 1． 76 ± 0． 41* 1． 09 ± 0． 41*

0． 25 mg /ml TGA 1． 60 ± 0． 31* # 1． 06 ± 0． 34* #

0． 5 mg /ml TGA 1． 51 ± 0． 32* # 0． 98 ± 0． 33* #

1． 0 mg /ml TGA 1． 43 ± 0． 28* # 0． 95 ± 0． 32* #

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 LPS组比较: #P ＜ 0. 05

2． 3 外周血单核细胞 TLＲ4、NF-κB p65 蛋白表达
量之间的相关性分析 各组的 TLＲ4 与 NF-κB p65
蛋白表达量之间呈正相关性 ( r = 0. 882、0. 838、
0. 939、0. 868、0. 846、0. 853; P ＜ 0. 01) 。

3 讨论

GDM是指妊娠期发生的不同程度的糖代谢异
常［5］。近期许多研究［6 － 7］表明炎症因子与糖尿病之
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图 1 各组 TNF-α、IL-1、IL-10 水平
A: TNF-α; B: IL-1; C: IL-10; 1: 空白对照组; 2: LPS 组; 3: TGA组;

4: 0. 25 mg /ml TGA组; 5: 0. 5 mg /ml TGA 组; 6: 1. 0 mg /ml TGA 组;

与空白对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 LPS组比较: #P ＜ 0. 05

图 2 Western blot法检测各组 TLＲ4、NF-κB p65 蛋白表达

1: 空白对照组; 2: LPS 组; 3: TGA 组; 4: 0. 25 mg /ml TGA 组; 5:

0. 5 mg /ml TGA组; 6: 1. 0 mg /ml TGA组

间密切相关，且课题组前期研究［8］表明甘露糖结合

凝集素下降可能与炎症反应相关，初步探讨了 GDM
与免疫炎症之间的关系。近期研究［2，9 － 10］显示 LPS-
TLＲ4-NF-κB信号通路参与炎症因子的释放，可能
参与了 GDM 的发病。TLＲ4 可表达于免疫细胞胞
膜上［11 － 13］，与胞外 LPS 结合并介导信号途径，激活
下游系列信号，并最终使转录调节因子 NF-κB 活
化，进入胞核启动转录。

TLＲ4 信号通路参与多种疾病的发生，研
究［14 － 15］显示在肠道炎性疾病中通过 5-TGA 调控
LPS-TLＲ4-NF-κB信号通路，下游表达产物减少，对
通路起到抑制作用，但其具体机制并不完全清楚。
而秦文星［3］则更深入的研究了其抑制作用的分子

机制，认为 TLＲ4 的配体至少需要乙酰基结构与阴
离子基团，LPS 具备这个条件; 而 5-TGA 中的羧基，
既属于阴离子基团，又有酰基的结构特点，也具备与

TLＲ4 结合的条件，但 LPS与 TGA同时作用于 TLＲ4
时对 TLＲ4 信号通路产生抑制作用。
本研究则运用 TGA 对 TLＲ4 信号通路进行调

控，结果显示 TNF-α、IL-1、IL-10 水平 LPS 组较空白
对照组高，与前期研究［2，9］结果一致; TGA 组细胞因
子水平较空白对照组高，与 LPS 组无明显差异，提
示 TGA可能与 LPS 有相同的作用，即可与 TLＲ4 结
合并激活下游信号通路; TGA 浓度( 0. 25、0. 5、1. 0
mg /ml) 的变化，细胞因子水平逐渐降低，在 1. 0 mg /
ml浓度时最低，提示 TGA、LPS同时与 TLＲ4 作用时
可能使下游信号途径受到抑制，最终导致细胞因子

释放减少。
本研究选取 TLＲ信号通路 TLＲ4、NF-κB p65 蛋

白这两个关键点对其进行监测，结果表明 LPS 组、
TGA组与空白对照组比较，其 TLＲ4、NF-κB p65 蛋
白条带加深，其蛋白表达量升高; LPS 组、TGA 组蛋
白条带深浅较一致，表达量无明显差异; LPS + TGA
组随着 TGA 浓度的变化，其蛋白条带较 LPS 组、
TGA组逐渐变淡，其中 LPS + 1. 0 mg /ml TGA 组蛋
白条带最淡，表达量也逐渐降低。TLＲ4、NF-κB p65
蛋白表达量变化趋势与细胞因子变化趋势相同，本

研究对 TLＲ4 与 NF-κB p65 蛋白表达量做相关分
析，结果显示各组两者均呈正相关性，可认为 TGA /
LPS介导了 TLＲ4-NF-κB 信号通路。由细胞因子及
蛋白表达量变化水平可得知，TGA 可激活 TLＲ4 信
号通路，LPS与 TGA 同时与 TLＲ4 作用可抑制此通
路，且 LPS + 1. 0 mg /ml TGA 作用最明显，可视为最
适抑制浓度。
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TGA也有羧基，具备与 TLＲ4 结合的条件，且
TGA 浓度的选择是根据 5-TGA 的最适浓度( 1. 0
mg /ml) ［14］上下波动进行预实验摸索得出，因此其
单独使用与 LPS有相同的作用，使得 TGA 组与 LPS
组蛋白及细胞因子变化趋势一致。TGA 对通路竞
争抑制的可能原因是其使细胞膜上的 TLＲ4 受体减
少，或 TGA-TLＲ4 作用位点与 LPS-TLＲ4 作用位点相
互干扰，但其具体机制尚需进一步探讨。而且，本研
究只限于体外细胞刺激，体外环境不受机体内环境

的影响，因此 TGA是否适用于机体以及其安全性等
问题需进一步探究。
综上所述，TGA可激活 TLＲ4 信号通路，也可与

LPS 竞争抑制 GDM 孕妇外周血单核细胞 LPS-
TLＲ4-NF-κB信号通路，此通路的抑制为 GDM 的靶
向治疗提供理论依据，有利于 GDM 防治工作的开
展。
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Trigalacturonic acid competing with lipopolysaccharide inhibit
the TLＲ4 signaling pathway in peripheral blood mononuclear

cells of gestational diabetes
Yang Qin，Cong Lin，Yuan Jing，et al

( Prenatal Diagnosis Center，Dept of Obstetrics and Gynecology，
The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To study the inhibition of trigalacturonic acid and lipopolysaccharide( LPS) in LPS-TLＲ4-
NF-κB signaling pathway in peripheral blood mononuclear cells of gestational diabetes． Methods 15 ml of periph-
eral venous blood was obtained from 30 pregnant women with gestational diabetes and mononuclear cells were isola-
ted． They were cultured with LPS，trigalacturonic acid( TGA) ，LPS combining with TGA respectively． Western blot
and ELISA were used to detect the expressions of TLＲ4，NF-κB p65 and the level of TNF-α，IL-1，IL-10． Ｒesults

The expressions of TLＲ4，NF-κB p65 and the TNF-α， IL-1， IL-10 were higher than the control after
stimulated with LPS alone or TGA． And the difference was clearly statistically significant ( P ＜ 0. 05) ． The
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expressions of TLＲ4，NF-κB p65 and the TNF-α，IL-1，IL-10 were lower compared with LPS alone or TGA when
stimulated with LPS combined with TGA． However it was high compared with the control． The differences were
both clearly statistically significant( P ＜ 0. 05) ． And the correlations between the TLＲ4 and NF-κB p65 were clearly
statistically significant ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Trigalacturonic acid competing with LPS may inhibit the TLＲ4
signaling pathway in peripheral blood mononuclear cells of gestational diabetes． And it can provide a guide to the
prevention and treatment of gestational diabetes mellitus．
Key words trigalacturonic acid; endotoxin; gestational diabetes mellitus; TLＲ4 signaling pathway
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TSG-6对人病理性瘢痕成纤维细胞增殖与凋亡的影响
张苏文，李小静，陈 钊，王 晖

摘要 目的 探讨肿瘤坏死因子 α刺激基因 6( TSG-6) 对人
病理性瘢痕成纤维细胞增殖与凋亡的影响。方法 取人病
理性瘢痕组织共 6 例，用组织块培养法培养人病理性瘢痕成
纤维细胞，体外培养的第 3、4 代细胞，用浓度为 2 μg /ml 的
重组人 TSG-6 蛋白处理，在作用 48 h后，用免疫组化法检测
TSG-6 作用前后人病理性瘢痕成纤维细胞增殖细胞核抗原
( PCNA) 的变化，并计算 PCNA 阳性细胞率; 流式细胞术计
算、分析人重组 TSG-6 蛋白作用前后，人病理性瘢痕成纤维
细胞的凋亡率;Western blot 法检测细胞凋亡相关蛋白 p53、

半胱天冬酶 3( caspase-3) 表达的变化。结果 2 μg /ml TSG-
6 体外干预人病理性瘢痕成纤维细胞 48 h情况下，人病理性
瘢痕成纤维细胞 PCNA的阳性细胞率显著降低，差异有统计
学意义( P ＜ 0. 05) ; 细胞凋亡率增高，差异有统计学意义( P
＜ 0. 05) ;Western blot 法检测显示细胞凋亡相关蛋白 p53、
caspase-3 表达明显增多。结论 TSG-6 在体外能够抑制人
病理性瘢痕成纤维细胞的增殖并促进其凋亡，TSG-6 对细胞
的抑制作用可能与 TSG-6 抑制 PCNA 基因表达有关，TSG-6

诱导人病理性瘢痕成纤维细胞凋亡的作用可能与 TSG-6 促
进细胞凋亡相关蛋白 p53、caspase-3 表达有关。

关键词 肿瘤坏死因子 α 刺激基因 6; 病理性瘢痕; 成纤维
细胞; 细胞增殖; 细胞凋亡
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tor alpha stimulated gene-6，TSG-6 ) 是 Lee et al［1］发
现的一种参与多种炎性反应的抗炎因子。病理性瘢
痕是由皮肤创伤过度愈合而形成，增生的病理性瘢

痕组织高于周围正常皮肤，不仅影响美观，而且可出

现瘙痒、疼痛等症状，甚至会发生瘢痕挛缩，发生在
关节处瘢痕挛缩常造成关节严重的功能障碍，因此

皮肤创伤后瘢痕形成的防治是创伤愈合领域的一个

重要问题。Tan et al［2］首次证明抗炎因子 TSG-6 表
达的减少可能是导致病理性瘢痕形成的一个重要因

素。该研究探讨 2 μg /ml TSG-6 对人病理性瘢痕成
纤维细胞增殖与凋亡的影响。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 人病理性瘢痕组织标本均来源于
安徽医科大学第一附属医院整形外科病房与门诊手

术中切除的病理性瘢痕组织，全部征得患者同意并

签署知情同意书，组织标本共 6 例( 男 2 例，女 4
例) ，年龄 4 ～ 27( 16. 82 ± 1. 35) 岁，患者均属于首次
治疗，未经其他治疗，且病理性瘢痕症状突出，病程

6 ～ 12 个月。
1． 2 主要试剂及仪器 TSG-6 蛋白购自美国 Ｒ＆D
Systems公司; 胎牛血清、PBS、DMEM ( 高糖) 培养基
均购自美国 HyClone 公司; 增殖细胞核抗原( prolif-
erating cell nuclear antigen，PCNA) 单克隆抗体及免
疫组化 SP试剂盒均购自福州迈新生物技术开发有
限公司; BD 556547 AnnexinV-FITC /PI 细胞凋亡双
染试剂盒、流式细胞仪购自美国 BD 公司; Western
blot试剂盒购自美国 Sigma公司; CO2 细胞培养箱购

自德国 Heraeus公司; Western blot 检测全套设备购
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