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　　摘要：首先通过ＭＴＴ法检测马尾藻多糖对３Ｄ４／２细胞活性的影响，然后用ＥＬＩＳＡ法检测炎症相关因子。试验结
果，ＰＣＶ－２感染３Ｄ４／２细胞后明显降低细胞活性，马尾藻多糖２５、５０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ处理后，均能提高感染细胞
的活性；ＰＣＶ－２感染３Ｄ４／２细胞后均能显著提高ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＭＣＰ－１等炎症因子的水平，
马尾藻多糖处理后，２５、５０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ均能在一定程度上降低ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＭＣＰ－１的分
泌水平，且其中２５、５０μｇ／ｍＬ的效果最明显。结果表明，马尾藻多糖具有较好的体外抗炎作用，且其抗炎作用机制可
能与其抑制炎症因子ＩＬ－１β、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１等的分泌有关。
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　　马尾藻（Ｓａｒｇａｓｓｕｍ）是褐藻中的一类海藻，属褐藻门鹿角
菜目马尾藻科，从中提取出的马尾藻多糖（Ｓａｒｇａｓｓｕｍ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＳＰ）是一种易溶于水的多糖复合物。目前，对
马尾藻多糖的提取工艺以及抗氧化活性和免疫活性等方面的

初步研究表明，马尾藻多糖具有抗病毒、抗肿瘤和抗凝血以及

免疫活性等多种作用［１－３］。

猪圆环病毒Ⅱ型（ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅⅡ，ＰＣＶ－Ⅱ）是
断奶仔猪多系统衰竭综合征（ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇｍｕｔｉｓｙｓｔｅｎｉｃｗａｓｔｉｎｇ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＭＷＳ）的主要致病原，已成为影响全球养猪业的重
大疾病，导致巨大的经济损失。ＰＣＶ－Ⅱ病毒复制的主要场
所是机体的单核－巨噬细胞和抗原递呈细胞，ＰＣＶ－Ⅱ感染
后，病猪体内肺、肝、肾、扁桃体、胸腺、外周血单核细胞、支气

管淋巴结、腹股沟淋巴结中均能检测到 ＰＣＶ－Ⅱ病毒核
酸［４］，ＰＣＶ－Ⅱ感染主要表现为淋巴细胞缺失和单核细胞浸
润等。本试验就马尾藻多糖对感染 ＰＣＶ－Ⅱ的３Ｄ４／２细胞
增殖活性及炎症相关细胞因子分泌的影响进行观察，探讨马

尾藻多糖抗炎作用分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病毒和细胞　猪圆环病毒Ⅱ型（ＳＨ株）（ＰＣＶⅡ）为
南京农业大学农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室分

离保存，经 ＰＫ－１５细胞增殖后测得病毒滴度为１０４ＴＣＩＤ５０／
０．１ｍＬ。猪肺泡巨噬细胞系３Ｄ４／２细胞由广西大学动物科

学技术学院预防兽医学教研室提供。

１．１．２　试验药物　马尾藻多糖，广西大学动物科学技术学院
药理实验室提供。

１．１．３　主要仪器和试剂　ＭｕｌｔｉｍｏｄｅＰｌａｔｅＲｅａｄｅｒ多功能酶
标仪 （ＴＥＣＡＮ）；ＲＰＭＩ１６４０培养液 （Ｇｉｂｃ）；胎牛血清
（Ｇｉｂｃｏ）；噻唑蓝 ＭＴＴ（索莱宝）；小鼠肿瘤坏死因子 －α
（ＴＮＦ－α）、白介素－１β（ＩＬ－１β）、白介素 －６（ＩＬ－６）、白介
素－８（ＩＬ－８）、白介素－１０（ＩＬ－１０）、巨噬细胞趋化蛋白 －１
（ＭＣＰ－１）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（欣博盛）。
１．２　试验方法
１．２．１　马尾藻多糖对 ＰＣＶ－２体外感染３Ｄ４／２细胞活性的
影响　分别设置细胞对照组、病毒对照组和６个不同药物浓
度组（２５、５０、１００、２００、４００、８００μｇ／ｍＬ），当细胞密度至 １×
１０６ｃｅｌｌ／ｍＬ时，接至９６孔板，每孔１００μＬ，３７℃、５％ ＣＯ２条
件下过夜使其贴壁。细胞对照组加入无血清 １６４０培养液
２００μＬ，病毒组及药物组加入等量 １０－１ＰＣＶ－２病毒液，
３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中吸附２ｈ，弃去病毒液，ＰＢＳ缓冲液清
洗３次后，细胞对照组、病毒对照组每孔加入１００μＬ含５％
ＦＢＳ－１６４０培养液，药物组加入等量不同浓度 ＳＰ继续培养
８ｈ，用于检测细胞活性。
１．２．２　马尾藻多糖对 ＰＣＶ－２体外感染３Ｄ４／２细胞炎症相
关因子的影响　分别设置细胞对照组、病毒对照组和５个不
同药物浓度组（２５、５０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ），调节细胞浓度
为１×１０６ｃｅｌｌ／ｍＬ铺于 ２４孔板中，１０００μＬ／孔，３７℃、５％
ＣＯ２培养使细胞贴壁。弃上清，细胞对照组加入１０００μＬ／孔
培养液，病毒组、药物组加入１０－１ＰＣＶ－２病毒液１０００μＬ／孔，
３７℃、５％ ＣＯ２培养２ｈ，弃上清，细胞对照组、ＬＰＳ组、病毒对
照组加入１０００μＬ／孔培养液，药物组分别加入不同浓度马尾
藻多糖，３７℃、５％ ＣＯ２培养 １２ｈ，收集细胞上清液，用于
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＭＣＰ－１等炎症相关
因子的检测。
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１．２．３　ＭＴＴ法检测细胞活性　按上述处理细胞培养３Ｄ４／２
细胞８ｈ后，每孔吸弃１０μＬ上清，各组细胞每孔加入１０μＬ
ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），继续培养４ｈ。培养结束后，弃掉孔内液体，
每孔加入１００μＬＤＭＳＯ，摇匀，静置１０ｍｉｎ，置酶标仪上测定
Ｄ５７０ｎｍ值。
１．２．４　ＥＬＩＳＡ法测定炎症相关因子分泌水平　按照上述处
理后收集细胞上清，根据 ＥＬＩＳＡ法检测炎症因子（ＩＬ－１β、
ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１）分泌水平，严格按照
炎症因子（ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α、ＭＣＰ－１）
测定试剂盒说明进行操作。

１．３　数据分析
试验数据采用ＳＳＰＳ１８．０统计软件进行单因素方差分析

（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ）。

２　结果与分析

２．１　不同浓度马尾藻多糖对 ＰＣＶ－２体外感染３Ｄ４／２细胞
１２ｈ存活率的影响

由图１可见，ＰＣＶ－２感染３Ｄ４／２细胞明显降低细胞活
性，与细胞对照组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）；加入马尾藻多
糖处理后，５０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ马尾藻多糖能提高感染
３Ｄ４／２细胞活性，与病毒对照组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
表明马尾藻多糖能显著提高ＰＣＶ－２感染３Ｄ４／２细胞活性。

２．２　不同浓度马尾藻多糖对 ＰＣＶ－２体外感染３Ｄ４／２细胞
ＴＮＦ－α分泌的影响

由图２可见，ＰＣＶ－２感染３Ｄ４／２细胞后升高细胞ＴＮＦ－
α水平，与空白对照组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）；加入马尾
藻多糖处理后，与病毒对照组相比，２５、５０、１００μｇ／ｍＬ马尾藻
多糖能极显著降低ＴＮＦ－α水平（Ｐ＜０．０１）；２００μｇ／ｍＬ马尾
藻多糖能显著降低ＴＮＦ－α水平（Ｐ＜０．０５）；４００μｇ／ｍＬ马尾
藻多糖能降低ＴＮＦ－α水平，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．３　不同浓度马尾藻多糖对 ＰＣＶ－２体外感染３Ｄ４／２细胞
ＩＬ－１β分泌的影响

由图３可见，ＰＣＶ－２感染３Ｄ４／２细胞后升高细胞 ＩＬ－
１β水平，与空白对照组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）；加入马
尾藻多糖处理后，与病毒对照组相比，２５、５０μｇ／ｍＬ马尾藻多
糖能极显著降低ＩＬ－１β水平（Ｐ＜０．０１），１００、４００μｇ／ｍＬ马
尾藻多糖能降低ＩＬ－１β水平，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

２．４　不同浓度ＳＰ对ＰＣＶ－２体外感染３Ｄ４／２细胞ＩＬ－６分
泌的影响

由图４可见，ＰＣＶ－２感染３Ｄ４／２细胞后升高细胞 ＩＬ－６
水平，与空白对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）；加入马尾藻多
糖处理后，与病毒对照组相比，２５μｇ／ｍＬ马尾藻多糖降低
ＩＬ－６水平，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）；５０、１００、２００、
４００μｇ／ｍＬ马尾藻多糖均能显著或极显著升高 ＩＬ－６水平
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

２．５　不同浓度马尾藻多糖对 ＰＣＶ－２体外感染３Ｄ４／２细胞
ＩＬ－８分泌的影响

由图５可见，ＰＣＶ－２感染３Ｄ４／２细胞后升高细胞 ＩＬ－８
水平，与空白对照组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）；加入马尾藻
多糖处理后，与病毒对照组相比，２５、５０、１００μｇ／ｍＬ马尾藻多
糖能极显著降低ＩＬ－８水平（Ｐ＜０．０１）；２００μｇ／ｍＬＳＰ能显
著降低ＩＬ－８水平（Ｐ＜０．０５）；４００μｇ／ｍＬ马尾藻多糖能降低
ＩＬ－８水平，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
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２．６　不同浓度马尾藻多糖对 ＰＣＶ－２体外感染３Ｄ４／２细胞
ＩＬ－１０分泌的影响

由图６可见，ＰＣＶ－２感染３Ｄ４／２细胞后升高细胞 ＩＬ－
１０水平，与空白对照组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）；加入马
尾藻多糖处理后，与病毒对照组相比，２５、５０μｇ／ｍＬ马尾藻多
糖能极显著或显著降低 ＩＬ－１０水平（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），
１００、２００、４００μｇ／ｍＬ马尾藻多糖能降低 ＩＬ－１０水平，但差异
不显著（Ｐ＞０．０５）。

２．７　不同浓度马尾藻多糖对 ＰＣＶ－２体外感染３Ｄ４／２细胞
ＭＣＰ－１分泌的影响

由图 ７可见，ＰＣＶ－２感染 ３Ｄ４／２细胞后升高细胞
ＭＣＰ－１水平，与空白对照组相比差异不显著（Ｐ＞０．０５）；加
入马尾藻多糖处理后，与病毒对照组相比，２５、５０、１００、
２００μｇ／ｍＬ马尾藻多糖能降低 ＭＣＰ－１水平但差异不显著
（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

多糖、皂苷类和黄酮等是中药的有效成分，具有促进细胞

生长、参与免疫调节等功效。炎症是机体受到各种致炎因素

的刺激和损伤后，为灭活及移除这些致炎因素并为组织修复

创造环境而产生的防御性反应，是一种十分常见而又重要的

基本病理过程，是许多疾病的症状或并发症，可引起局部或全

身性反应。炎症主要由细菌和病毒引起，也可因物理、化学、

外伤等刺激而产生［５－７］。在炎症反应中，巨噬细胞起着重要

作用，是体内启动炎症介质产生的中心细胞，活化的巨噬细胞

是参与炎症反应的 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、
ＭＣＰ－１等细胞因子的重要来源［８－９］，为调控炎症反应的主

要细胞，由炎症反应所致免疫防御和免疫功能紊乱过程中，巨

噬细胞是一个关键的参与者。

在本试验中，ＰＣＶ－２感染 ３Ｄ４／２细胞后显著促进了
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＭＣＰ－１等炎症因子
的分泌，而用马尾藻多糖处理后，２５、５０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ
马尾藻多糖均在一定程度上抑制了 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－８、
ＩＬ－１０、ＭＣＰ－１等炎症因子的分泌，其中２０、５０μｇ／ｍＬ效果
较明显。

４　结论

马尾藻多糖能显著提高 ＰＣＶ－２感染的３Ｄ４／２细胞活
性，具有较好的体外抗炎作用，且其抗炎作用机制可能与其抑

制炎症因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＭＣＰ－１等的分
泌有关。
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