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摘要!以预饲喂植物甾醇的小鼠为研究对象!采用脂多糖诱导小鼠产生炎症!研究不同剂量的植物

甾醇对炎症发生的预防效果$ 结果表明&与脂多糖组相比!植物甾醇组小鼠血清中炎症因子白介素
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#%白介素 %"Xb$%#和肿瘤坏死因子
"

"HL\$

"

#含量显著"4j"6"E#或极显著"4j

"6"##降低!肝脏和脾脏炎症病变损伤明显改善!植物甾醇组小鼠肝脏%脾脏中一氧化氮合酶

"-LOI#的分泌显著"4j"6"E#或极显著"4j"6"##减少'在蛋白水平上!核转录因子
,

d"L\$

,

d#

1%E 蛋白的表达及其磷酸化蛋白水平显著"4j"6"E#或极显著"4j"6"##降低'与脂多糖组相比!

预饲喂植物甾醇的小鼠发生炎症后!其肝脏%脾脏中蛋白酪氨酸磷酸酶 #"ICh$##极显著升高

"4j"6"##$ 据此推测负调控因子 BI4$#表达上调后!抑制了L\$

,

d激活!进而降低"9=B表达水

平!抑制下游炎症因子Xb$#

&

%Xb$%和HL\$

"

的生成!起到了降低炎症对机体器官损害的作用$ 因

此!植物甾醇在降低小鼠机体炎症方面有显著效果!在预防养殖动物感染方面具有重要意义$
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AA随着我国居民对肉制品日益增长的需求$我国

的养殖规模也在不断扩大$但是如果养殖环境差'技

术水平低$易引发饲养的动物炎症% 饲养动物发生

炎症$不仅造成其能量损失(#)

$而且会引发大规模

传染$增加饲养动物病死率$养殖场经济效益受影

响% 同时$患病动物也会对国民健康造成危害% 因

此$筛选有效抗炎的天然成分以抑制饲养动物炎症

已成为养殖行业的重要课题(! $B)

%

植物甾醇"h:0Y83Y2W8.$hI#是天然类固醇化合

物$主要来源于植物油'植物种子和豆类产品(E $%)

%

-饲料添加剂品种目录"!"#5#.中植物甾醇可作为

饲料添加剂使用% 近年来国内外对天然成分植物甾

醇的体外抗炎功效做了大量研究$如&R,W81W232

等(!)研究揭示了植物甾醇对体外免疫调节和抗炎

活性的有益作用!e-.,:QW

(5)

'\W,-.2

(')等分别在绵羊

和猪的体外研究中发现$植物甾醇可以增加外周血

单个核细胞"hdlR#的数量$从而提升动物抗炎活

性!于学珍等(()研究发现$植物甾醇凝胶对小鼠烧

伤部位有抗炎作用$可减小溃疡面积$减少炎症细胞

渗出% 但上述研究主要在细胞水平上证实植物甾醇

的抗炎作用$并且侧重于研究植物甾醇的治疗作用$

而植物甾醇在生物体水平的预防炎症效果和作用机

制依然缺乏%

本研究利用脂多糖诱导小鼠发生炎症$研究植

物甾醇对小鼠血清炎症因子$肝脏'脾脏组织病理学

损伤$免疫组化$促炎症细胞因子转录及通路蛋白表

达的影响$揭示植物甾醇抗炎作用机制$为以植物

甾醇为原料开发新型抗炎产品提供科学依据$并

以期通过天然抗炎成分植物甾醇的推广使用$提

高养殖业利润$保障国民健康%

;<材料与方法

#6#A实验材料

雄性 Ih\级 al小鼠$西安交通大学动物实验

中心"许可证号 INPa"陕#!"!" $""E#!小鼠颗粒型

日粮维持饲料$河南天驰实验动物饲料厂!植物甾醇

"纯度
+

&EF#$陕西海斯夫生物工程有限公司!脂

多糖"bhI#'地塞米松"iPlI#'TXhJ裂解液'苯甲

基磺酰氟"hlI\#以及白介素 #

&

"Xb$#

&

#'白介素

%"Xb$%#和肿瘤坏死因子
"

"HL\$

"

#的 )bXIJ试

剂盒$北京索莱宝公司!苏木精 $伊红"C)#染液$

武汉赛维尔生物科技有限公司!HW-?8.$X= -̂YW8@2= 公

司!C-I7W-1YXXmTHIQ12Wl-9Z8W]hRT " s@iLJ

/-12W#试剂盒'R:,+m =̀-̂2W3,.INdT]hRTl,3Y2W

l-9试剂盒$南京诺唯赞生物科技有限公司!一氧化

氮合酶"-LOI#抗体$d-833公司!

"

$肌动蛋白"

"

$

,7Y-=#' L\$

,

d 1%E 蛋白' L\$

,

d磷酸化 1%E

"h1%E#蛋白'辣根过氧化物酶"CTh#标记的二抗$

J[7,+公司!dRJ蛋白定量试剂盒'HQ=2.染色试剂

盒$碧云天生物技术有限公司!聚偏氟乙烯"hei\#

膜$l2W7> l-..-18W2公司%

H:2W+8#E"" 全波长酶标仪$I-@+,高速离心机$

d-8T,U )bXH)5"" 电泳仪$b-@:YR07.2WL,=8荧光定

量hRT仪$HJLOLE!""l̀ bHX显影仪$il-(J̀ HOb

lJH)i倒置显微镜$e2W-Y-&% K2..梯度hRT仪%

#6!A实验方法

#6!6#A实验动物分组及处理

将 E" 只体重为"!! n!#@的雄性 Ih\级al小

鼠平均分成 E 组$分别记为空白对照组'脂多糖对照

组'植物甾醇低剂量组'植物甾醇高剂量组'地塞米

松组% 实验期间小鼠自由摄食及饮水$5 cB 只;笼

分笼饲养于 Ih\级饲养环境$室温"!" n!#G$相对

湿度 B"F c'"F$每日明暗比 #! :;#! :% 适应性饲

喂 E U$然后进行灌胃给药$其中&空白对照组与脂多

糖对照组灌胃 "6E +bBF吐温 (" 溶液!植物甾醇

低'高剂量组分别灌胃 "6E +b植物甾醇 BF吐温 ("

溶液$使最终的植物甾醇灌胃剂量分别达到 !"'!""

+@;>@!地塞米松组灌胃 "6E +b地塞米松 BF吐温

(" 溶液$对应地塞米松灌胃剂量为 E +@;>@% 每日

灌胃 # 次$连续 ' U$最后 # U断水断粮$于最后一次

灌胃 # :后$空白对照组腹腔注射生理盐水 "6E +b$

其余 B 组注射 "6E +b质量浓度为 "6! +@;+b的脂

多糖% 脂多糖处理 % :后$观察小鼠状态$待确认小

鼠建模成功后$采血后处死小鼠并进行解剖$采集脾

脏'肝脏$称重$计算肝脏指数!E 组各选 # 例制作石

蜡切片$用于组织病理学和免疫组化分析!剩余保存

于$("G$用于目的基因+TLJ转录和目的蛋白表

达分析%

#6!6!A)bXIJ试剂盒检测血清中相关炎症因子

将血浆离心后得到血清$按照 )bXIJ试剂盒说

明书进行炎症因子Xb$#

&

'Xb$%'HL\$

"

检测%

%"#
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#6!65AC)染色法观察肝脏'脾脏组织病理学

将肝脏和脾脏部分制作石蜡切片后进行C)染

色$在显微镜下观察肝脏和脾脏组织的病理学变化%

#6!6BA免疫组化法检测肝脏及脾脏的"9=B表达

参考缪福俊等(&)的方法对石蜡切片进行染色

和处理$采用O.0+$1Q3ih$'# 图像分析系统进行

观察'拍照$其中阳性表达呈棕黄色$每张切片从

"B"" g#的视野中随机取样 E 次$采用 X+,@2$

hW8h.Q3软件计算分析每个视野中"9=B 阳性细胞表

达的平均光密度值%

#6!6EA实时荧光定量 hRT"TH$]hRT#检测肝脏

及脾脏中"9=B和 BI4$# 的+TLJ转录

参考 T-??-等(#") 的方法$ "9=B' BI4$# 和

"

$%!/") 引物用 hW-+2WhW2+-2WE6" 软件进行设计$

由生工生物工程"上海#股份有限公司合成$其中

"9=B引物序列"参考基因序列号 LRp""""''6'#'

BI4$# 引物序列"参考基因序列号 Llp"#5EBE65#

见表 #% 以
"

$%!/")作为内参基因$采用 !

$

((

$

/法计

算目的基因的+TLJ转录水平%

表 ;<+!78%89,K; 和
"

K"%5+#基因引物序列

名称 上游引物"E}$5}# 下游引物"E}$5}#

"9=B RRHMJMMMJJMRHHHJRMMM RRRRJMRHRRRJHJRRHHMJ

BI4$# RHRHMJRHJRJHRJJHMRRJJRHRRHMRRJJMRRJHRHMR

"

$%!/") HHRRHHRHHMMMHJHMMJJH MJMRJJHMJHRHHHMRHHHR

#6!6%A蛋白质免疫印迹法"K23Y2W= d.8Y#检测肝脏

中L\$

,

d1%E 蛋白和磷酸化 1%E 蛋白的表达

参考丁程程等(##)的方法$将孵育至 hei\膜上

的蛋白显色后$使用成像设备扫描蛋白条带并用

X+,@2.,[软件对条带灰度进行分析$目的蛋白以

"

$,7Y-=为内参进行校正%

#6!6'A数据统计

实验数据表示为+平均值n标准差,$使用 IhII

#'6"中的单因素方差分析进行数据分析$组间比较

采用bIi法检验$4j"6"E 为差异显著$4j"6"# 为

差异极显著$用MW,1:1,U hW-3+E 软件作图%

><结果与分析

!6#A植物甾醇对小鼠体重与肝脏指数的影响"见

表 !#

表 ><植物甾醇对小鼠体重与肝脏指数的影响

组别 初始体重;@ 造模前体重;@ 最终体重;@ 肝脏质量;@ 肝脏指数;F

空白对照组 !!6&# n#6"' 5"6!! n#6'% !&6'! n!6"' #6E& n"6## E65% n"6"#

脂多糖对照组 !!6&" n"6&& 5"6'! n!6(! !&6EE n!6(%

#6'! n"6!"

,

E6%# n"6'&

植物甾醇低剂量组 !!6(E n#6"" 5#6"& n#6E# 5"6"& n#6%B

#6%B n"6#'

,

E6EE n"6E&

植物甾醇高剂量组 !!6"( n"6'5 5#6E# n#6!( 5#6## n!65E

#6E5 n"6##

[

E6!B n"6BE

地塞米松组 !!6(( n#6!#

!B65E n#655

,[

!B6#E n#6E"

,[

#6BB n"6"&

,[

E6&( n"6"&

J[

A注&同列数据无肩标表示差异不显著"4k"6"E#!与空白对照组相比$,表示差异显著"4j"6"E#$J表示差异极显著"4j

"6"##!与脂多糖对照组相比$[表示差异显著"4j"6"E#$d表示差异极显著"4j"6"##% 下同

AA脂多糖是研究由细菌感染引起炎症反应的理想

模型(#!)

$常用作甾体药物抗炎实验的致炎因子% 地

塞米松是常用的抗炎类甾体药物$与植物甾醇结构

类似(#5)

% 经脂多糖造模 % : 后$可观察到脂多糖对

照组小鼠精神状态变弱$聚堆抱团$而空白对照组与

其他各处理组小鼠精神状态良好$具有良好活力$说

明造模成功% 由表 ! 可知$脂多糖对照组小鼠肝脏

指数相较空白对照组增加了 B6%%F$与脂多糖对照

组相比$经过预饲喂植物甾醇小鼠肝脏指数降低

"差异不显著$4k"6"E#$且相比于植物甾醇低剂量

组$植物甾醇高剂量组肝脏指数降低更多$证明炎症

有所减轻$而地塞米松组小鼠肝脏指数相比其他组

显著升高$可能与饲喂地塞米松显著降低了小鼠的

体重有关%

!6!A植物甾醇对小鼠血清中Xb$#

&

%Xb$%%HL\$

"

的影响"见表 5#

表 ?<植物甾醇对小鼠血清中#MK;

!

%#MKA

和 [̂ OK

"

含量的影响 +HIM

组别 Xb$#

&

Xb$% HL\$

"

空白对照组 #'65% nB6%' B"6'# n(6%B '56!" n#B6##

脂多糖对照组
BE6#' n'6&5

J

#B"65% n!!6!#

J

!B'6EB n!'6B#

J

植物甾醇低剂量组
556'B n%6'#

J[

##56'# n#B65!

J[

#'"6#& n#B655

Jd

植物甾醇高剂量组
!"6BB n56!'

d

EE6&( n#(6EE

Jd

&"65B n!B65#

,d

地塞米松组
!B6%E n!6''

J[

%56'B n#!6&'

Jd

%B6#" n!"65'

d

AA炎症的发生和促进主要由免疫细胞驱动(#B)

$所

以由免疫细胞产生的相关炎症因子可以反映炎症的

严重程度% Xb$#

&

'Xb$%'HL\$

"

参与了炎症相

关疾病的发病机制$是炎症反应的关键靶点和抗炎

指标(#E)

% 由表 5 可以看出&与空白对照组比较$脂

多糖对照组小鼠血清中的炎症因子含量极显著升高

'"#
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"4j"6"##!与脂多糖对照组相比$植物甾醇低'高

剂量组小鼠炎症因子 Xb$#

&

'Xb$% 和 HL\$

!

含

量显著"4j"6"E#或极显著"4j"6"##降低$且高

剂量组降低更多$相比于脂多糖对照组分别降低了

EB6'EF'%"6#!F'%56E"F$说明植物甾醇可有效降

低炎症的损害程度%

!65A植物甾醇对小鼠肝脏%脾脏组织形态的影响

图 # 为小鼠肝脏'脾脏组织病理学观察结果%

注&J6空白对照组!d6脂多糖对照组!R6植物甾醇低剂量组!i6植物甾醇高剂量组!)6地塞米松组% 下同

图 ;<小鼠肝脏%脾脏组织BF染色结果#=TT U$

AA由图 # 可知&空白对照组小鼠的肝脏组织'肝血

窦及中央静脉细胞无明显形态改变$肝细胞轮廓清

晰!经脂多糖诱导$小鼠肝细胞肿胀且部分细胞核染

色加深!植物甾醇低'高剂量组与地塞米松组小鼠的

肿胀肝细胞数目明显减少$肝细胞细胞核边界明显%

脾脏组织病理学观察显示$空白对照组小鼠脾脏组

织无明显病理学变化$脂多糖诱导后小鼠脾脏白髓异

常增生$生发中心出现$植物甾醇低剂量组小鼠依然

可见白髓和生发中心$但相比脂多糖对照组有所改

善$植物甾醇高剂量组和地塞米松组小鼠白髓增生明

显减轻$接近空白对照组% 病理学观察结果显示饲喂

植物甾醇后可以有效抑制炎症导致的小鼠内脏损伤%

!6BA植物甾醇对小鼠肝脏%脾脏中 "9=B 表达的影

响"见表 B%图 !#

表 =<植物甾醇对小鼠肝脏%脾脏中+!78基因'Ĵ 7转录水平%平均光密度值的影响

组别
"9=B转录水平 "9=B平均光密度值

肝脏 脾脏 肝脏 脾脏

空白对照组 AA#6"" AA#6"" #6%& n"6#" B6'E n"6!'

脂多糖对照组
!6'# n"65B

J

565& n"6E(

J

#E6(% n"6B&

J

#!6'& n"6E&

J

植物甾醇低剂量组
!6"# n"6%&

J[

#6'' n"65%

,d

&6(B n"6B(

Jd

%6'% n"6"B

,d

植物甾醇高剂量组
#6%5 n"6E&

,d

#6B& n"6!E

d

B6%% n"65&

Jd

%6E% n"65"

,d

地塞米松组
#6BB n"6B'

d

#6'# n"6BB

,d

!6%# n"6!"

Jd

'6B# n"6!E

Jd

图 ><小鼠肝脏%脾脏+!78基因分布#=TT U$

AA在正常生理条件下$"9=B一般不表达或低表达$

但是发生炎症后会在巨噬细胞和白细胞中分泌(#%)

%

郑海崇等(#')研究发现$大鼠肺部发生炎症感染时$可

以通过抑制 "9=B 表达来抑制炎症因子的分泌% 因

此$组织内的"9=B可以反映炎症的发生情况%

由表 B 可知&植物甾醇对经脂多糖诱导的小鼠

的肝脏和脾脏中"9=B基因的 +TLJ转录水平有一

定的抑制作用$且植物甾醇高剂量组的抑制效果更

("#
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好!相较于脂多糖对照组$植物甾醇高剂量组小鼠的

肝脏和脾脏中 "9=B 转录水平极显著降低 "4j

"6"##$分别降低了 5&6(EF'E%6"EF% 由图 ! 可以

看出$E 组小鼠肝脏细胞中出现了不同程度的 "9=B

阳性染色$主要出现在肝血窦$破裂的细胞周边区域

也有少量% 脾脏组织的白髓区有较为明显的阳性信

号出现$脾脏血管中也有部分阳性信号$植物甾醇高

剂量组与地塞米松组 "9=B 阳性信号相对降低% 相

比于脂多糖对照组$植物甾醇低'高剂量组小鼠肝脏

和脾脏"9=B平均光密度值极显著降低"4j"6"##$

且高剂量组降低更多$较脂多糖对照组分别降低了

'"6%!F'B(6'"F$镜下可明显观察到植物甾醇处理

对炎症的减轻有明显效果%

!6EA植物甾醇对小鼠 L\$

,

d1%E 蛋白和磷酸化

1%E 蛋白水平的影响"见表 E%图 5#

表 @<小鼠肝脏中 ÔK

#

R$A@ 蛋白

和G$A@ 蛋白水平 +HIM

组别 1%E 蛋白A h1%E 蛋白A

空白对照组 "65# n"6"( "65' n"6#"

脂多糖对照组
"6(' n"6!B

J

"6'! n"6#'

J

植物甾醇低剂量组
"6E& n"6#!

J[

"6E( n"6#5

J[

植物甾醇高剂量组
"65& n"6##

,d

"6B' n"6"%

,d

地塞米松组
"65( n"6#5

,d

"6BB n"6"&

,d

图 ?<小鼠肝脏中 ÔK

#

R$A@ 蛋白和G$A@ 蛋白的表达

AAL\$

,

d几乎存在于所有动物中$当受到外界

刺激时L\$

,

d与其抑制蛋白X

,

d分离并磷酸化产

生活性$是体内免疫应答的关键一环(#()

% "9=B 是

L\$

,

d信号转导中的转导分子(#&)

% 因此$L\$

,

d

1%E 蛋白和磷酸化 1%E"h1%E#蛋白的表达情况可以

反映小鼠炎症的程度% 由表 E 可知$与空白对照组

相比$脂多糖对照组小鼠的 1%E 蛋白及h1%E 蛋白水

平极显著升高 "4j"6"##$分别升高 #("6%F和

&B6%F% 与脂多糖对照组相比$植物甾醇低'高剂量

组小鼠肝脏组织中 1%E 蛋白及 h1%E 蛋白水平显著

"4j"6"E#或极显著"4j"6"##降低$证明炎症发

展程度更低$图 5 也直观地证明了该结论%

!6%A植物甾醇对小鼠肝脏%脾脏 BI4$# 基因

+TLJ转录水平的影响"见表 %#

BI4$# 是许多信号通路中必不可少的调节分

子$免疫反应过程中其功能涉及先天免疫和适应性

免疫$可以抑制L\$

,

d等因子的活化$在抗炎症方

面发挥了重要作用(!" $!#)

% 由表 % 可以看出$与脂多

糖对照组相比$植物甾醇低'高剂量组小鼠肝脏'脾

脏 BI4$# 基因转录水平极显著升高"4j"6"##$且

高剂量组与空白对照组相比无显著差异$表明植物

甾醇可以显著提高小鼠的抗炎能力$控制炎症发展%

表 A<在小鼠肝脏%脾脏中89,K; 基因的

转录水平

组别 肝脏 脾脏

空白对照组 AA#6"" AA#6""

脂多糖对照组
"6#' n"6##

J

"6!# n"6"'

J

植物甾醇低剂量组
"65( n"6#!

Jd

"6B( n"6#B

Jd

植物甾醇高剂量组
"6(# n"65B

d

"6'E n"65B

d

地塞米松组
#6#B n"6!&

d

"6'5 n"65!

d

!6'A讨论

MQ1Y,等(!!)首次发现天然活性物质植物甾醇的

抗炎能力后$其他科研人员在细胞水平上做了很多

验证% 通过分析已有文献发现$植物甾醇的生物活

性都是基于植物甾醇与胆固醇竞争抑制进入机体后

发生的$其主要抗炎机制在于抑制 L\$

,

d1%E 蛋

白及其磷酸化$其原因是摄入植物甾醇后$提升了法

尼醇P受体"\PT#;BI4$# 合成胆汁酸通路的表

达水平(!5)

$其中 BI4$# 又可作为 L\$

,

d的上游

负调控因子$因此结合本文研究结果推测$BI4$#

的升高抑制 L\$

,

d激活$进而降低 "9=B 表达水

平$抑制下游炎症因子Xb$#

&

'Xb$% 和 HL\$

"

的

生成$从而降低炎症对机体器官的损害$对炎症发生

起到预防作用%

相比于白藜芦醇'大蒜素'牛磺酸和百里香酚等

具有抑制炎症作用的天然活性物质$植物甾醇具有

更加全面的生理功能% 白藜芦醇通过抑制 lJha

蛋白激酶减轻炎症对肝脏的损伤(!B)

% 大蒜素通过

提高巨噬细胞的吞噬功能$抑制 Xb$%的分泌发挥

抗炎作用(!E)

% 牛磺酸主要通过内皮依赖性和非依

赖性机制诱导血管扩张$减少炎症对内皮损伤(!%)

%

百里香酚的主要作用器官多为乳腺'子宫等雌性特

有器官(!' $!()

% 本研究发现植物甾醇不仅抗炎效果

显著$前期实验发现其还具有良好的促进生长效果$

机制明确$有更广泛的应用范围%

?<结<论

研究了植物甾醇对脂多糖诱导小鼠炎症的抑制

作用% 结果表明$植物甾醇可提高饲养小鼠的抗炎能

&"#
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力$通过抑制炎症发展降低炎症导致的器官损伤$可

在我国养殖行业全面替代抗生素方面发挥重要作用%
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