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通路诱导的 IPEC-J2 细胞炎症的影响

朱凌羽1，张子琪1，兰海楠1，吴　旻2，刘惠麟3，郑　鑫1

(1 吉林农业大学 动物科学技术学院 吉林 长春 130118；  2 吉林农业大学 中药材学院 吉林 长春 130118； 

3 吉林大学 生命科学学院 吉林 长春 130012)

摘要: 【目的】研究虾青素 (AST)对脂多糖 (LPS)通过 TLR4/MyD88/NF-κB信号通路诱导的 IPEC-J2细胞炎症的影响。

【方法】采用MTT法确定虾青素和 LPS对 IPEC-J2细胞和转染 IPEC-J2细胞的最佳处理浓度和处理时间，在处理

后采用实时荧光定量 PCR 检测 IPEC-J2 细胞和转染 IPEC-J2 细胞炎症因子 NF-κB、TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的

mRNA 相对表达量，采用 ELISA 检测上述炎症因子的分泌量。【结果】当处理 3 h，虾青素浓度达到 150 μmol·L–1

时，IPEC-J2细胞和转染 IPEC-J2细胞活力达到峰值；当处理 6 h，LPS质量浓度达到 100 ng·mL–1 时，IPEC-J2细胞

和转染 IPEC-J2细胞活力达到峰值。与对照组相比，LPS组 IPEC-J2细胞 NF-κB、TNF-α、IL-6、IL-1β的 mRNA相

对表达量和分泌量显著升高 (P<0.05)；与 LPS组相比，AST+LPS组 NF-κB、TNF-α、IL-6、IL-1β在 IPEC-J2细胞中

的 mRNA相对表达量和分泌量显著降低 (P<0.05)，而在转染 IPEC-J2细胞中的炎症因子 mRNA相对表达量和分

泌量均无显著变化 (P>0.05)。【结论】虾青素可以抑制细胞炎症反应，且对细胞的保护作用与 TLR4/MyD88/NF-κB

信号通路相关。
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Abstract: 【Objective】To investigate the effect of astaxanthin (AST) on IPEC-J2 cell inflammation induced

by lipopolysaccharide (LPS) via TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway.【Method】MTT assay was

performed to determine the optimal time and concentrations of astaxanthin and LPS for treating IPEC-J2 cells

and transfected IPEC-J2 cells. Fluorescent quantitative RT-PCR was performed to determine the relative mRNA

expressions of inflammatory factors including NF-κB, TNF-α, IL-6 and IL-1β in IPEC-J2 cells and transfected

IPEC-J2 cells stimulated by LPS. ELISA assays were carried out to determine the secretion amounts of these

inflammatory factors.【Result】The vitality of IPEC-J2 cells and transfected IPEC-J2 cells reached the peak 
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when treated with 150 μmol·L–1 astaxanthin for 3 h or 100 ng·mL–1 lipopolysaccharide for 6 h. Compared with

control group, the relative mRNA expressions and secretions of NF-κB, TNF-α, IL-6 and IL-1β in IPEC-J2 cells

significantly increased in LPS treatment group (P<0.05). Compared with LPS treatment group, the relative

mRNA expressions and secretions of NF-κB, TNF-α, IL-6 and IL-1β in LPS+AST group were significantly

lower in IPEC-J2 cells (P<0.05), but did not differ significantly in transfected IPEC-J2 cells (P>0.05).

【Conclusion】Astaxanthin can inhibit cell inflammation, and its protective effect on cells is related to

TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway.

Key words:  astaxanthin; lipopolysaccharide; IPEC-J2 cell; transfected IPEC-J2 cell; TLR4/MyD88/NF-κB

signaling pathway; inflammatory factor
  

炎症是一种十分常见的病理过程[1]，组织对损

伤因子所发生的防御反应均被视为炎症。当外界病

原微生物或化学物质入侵机体时，机体产生自发反

应来维持自身稳态, 许多致炎因子通过内源性化学

因子的作用造成炎症并导致多种疾病的发生。脂多

糖 (Lipopolysaccharides，LPS) 来源于革兰阴性菌

细胞外壁[2-3]，当机体被细菌感染或受到外界刺激

时，LPS 会结合到 Toll 样受体 (Toll-like receptor,
TLR) 上，促使免疫细胞分泌大量肿瘤坏死因子、

白介素因子等炎症因子，导致机体全身性炎症反

应。如今被广泛使用的甾体抗炎药和非甾体抗炎

药虽然对骨关节炎、类风湿性关节炎、多种发热和

各种疼痛症状有缓解作用，但对胃肠道、肾脏及其

他一些器官均存在副作用。寻找一种高效且副作用

小的抗炎药是目前亟待解决的问题之一。虾青素

(Astaxanthin，AST)，一种类胡萝卜素，广泛存在于

生物界，具有抗肿瘤、增强免疫力等生理功能，炎症

通常是自由基导致的氧化损伤所致，虾青素较强的

抗氧化特性有助于抑制自由基，减少其对关节的氧

化损害 [ 4 ]。本试验拟建立 IPEC-J2 细胞和转染

IPEC-J2 细胞炎症模型来研究虾青素对炎症的反

应，为虾青素在疾病预防和炎症治疗方面的应用提

供理论基础。

1   材料与方法

1.1    材料

1.1.1    主要试剂　虾青素、LPS、MTT 溶液 (美国

Sigma 公司)；DMEM basic、胎牛血清、Trypsin-
EDTA(美国 Thermo Fisher  Sc ien t i f ic 公司 )；
Penicil l in-Streptomycin(美国 HyClone 公司)；
DMSO(北京 Solarbio 公司)；RNA Lyzol(上海

ExCell Bio 公司)；First-Strand cDNA Synthesis
Kit(美国 GeneCopoeia 公司)；SYBR Premix Ex
Taq酶 (日本 TaKaRa 公司)；引物 (上海生工生物)

ELISA试剂盒 (上海朗顿生物)。
1.1.2    主要仪器　二氧化碳恒温细胞培养箱 (德国

Binder公司)；倒置相差显微镜及全自动显微摄像装

置 (日本 Olympus公司)；Thermo酶标仪 (上海赛默

飞世尔仪器)；高速冷冻离心机 (德国 Sigma 公司)；
荧光定量 PCR仪 (美国 Bio-Rad公司)。
1.2    方法

1.2.1    细胞培养及分组　仔猪空肠上皮细胞系

(IPEC-J2)和MyD88稳定转染 IPEC-J2第 5代细胞

系 (转染 IPEC-J2)保存于吉林农业大学细胞生物学

实验室。将按照常规方法复苏的细胞放入含体积分

数为 10% 的胎牛血清和双抗的 DMEM 培养基中，

置于 37 ℃、CO2 体积分数为 5%的恒温培养箱内培

养，待细胞生长至铺满培养瓶但不重叠前用胰酶消

化传代。根据不同的试验目的，分别将细胞移入

6 孔细胞板或 96 孔细胞板中继续培养，试验分为

4 组：对照组、虾青素组 ( A ST 组 )、脂多糖组

(LPS组)、虾青素预保护组 (AST+LPS组)。
1.2.2    MTT 法检测虾青素对 IPEC-J2 细胞和转染

IPEC-J2 细胞活力的影响　细胞以 1×105 mL–1 接种

至 96 孔培养板中，100 μL·孔–1，置于37 ℃、CO2 体

积分数为 5% 的恒温培养箱内培养12 h 后，加入虾

青素，设置虾青素浓度梯度为 0、10、50、100、150、
200 μmol·L–1，每个梯度 10 个重复，分别处理 1、3、6 h
后弃上清液，加入 100 μL 1 mg·mL–1 的 MTT 溶液，

培养 1 h 后弃掉 MTT 溶液，每孔加 100 μL 的

DMSO，振荡器平行摇动 5 min，酶标仪 490 nm 波

长下测其光密度，以细胞活力最高为选取标准，选

取处理 IPEC-J2细胞和转染 IPEC-J2细胞的最佳虾

青素处理浓度和处理时间。

1.2.3    MTT 法检测脂多糖对 IPEC-J2 细胞和转染

IPEC-J2 细胞活力的影响　参照“1.2.2”的步骤培

养细胞 12 h 后，加入 LPS，设置 6 个 LPS 质量浓度

梯度：0、10、50、80、100、200 ng·mL–1，每个梯度 10
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个重复，分别处理 3、6、12 h 后弃上清液，然后参照

“1.2.2”用 MTT 法确定处理 IPEC-J2 细胞和转染

IPEC-J2细胞的最佳 LPS处理浓度和处理时间。

1.2.4    实时荧光定量 PCR 检测虾青素对脂多糖刺

激细胞炎症因子表达的影响　细胞以 2×106 mL–1

接到 6 孔细胞板中，2 mL·孔–1，置于 37 ℃、CO2 体

积分数为 5% 的恒温培养箱内培养 12 h 后，根据

不同分组对细胞进行相应处理。参照 RNA Lyzol
说明书提取 RNA 后检测 RNA 质量浓度，使其

D260 nm/D280 nm 在 1.8~2.0 之间；根据 cDNA 说明书

将 RNA 转录为 cDNA；实时荧光定量 PCR 采用

20 μL 反应体系：SYBR Premix 10 μL、上下游引物

各 1 μL、cDNA 模板 2 μL、ddH2O 6 μL。扩增条件：

95 ℃ 预变性 30 s；95 ℃ 变性 5 s，60 ℃ 退火 30 s，
40个循环；65 ℃ 5 s，95 ℃ 5 s。自动采集荧光，每次

试验均设置 GADPH基因作为内参，用 2–ΔΔCt 法计算

炎性因子的相对表达量，引物序列[5]见表 1。
 

1.2.5    ELISA 检测虾青素对脂多糖刺激细胞炎症

因子分泌量的影响　用 PBS 缓冲液稀释预处理好

的细胞，调整细胞至 1×106 mL–1。反复冻融破碎细

胞使其释放胞内成分，2 000~3 000 r·min–1 离心

20 min 后仔细收集上清液。参照 ELISA 试剂盒说

明书操作，根据细胞浓度和 D450 nm 绘制标准曲线，

算出回归方程。

1.3    数据分析

所有数据在 Exce l 中初步归纳整理后，用

SPSS19.0 统计软件进行单因素方差分析，采用

Duncan’s 法对不同处理组进行多重比较，采用

t 检验分析 IPEC-J2 细胞和转染 IPEC-J2 细胞的

差异。

2   结果与分析

2.1    虾青素对 IPEC-J2 细胞和转染 IPEC-J2 细胞

活力的影响

用不同浓度的虾青素 (0、10、50、100、150、
200 μmol·L–1)分别处理 IPEC-J2细胞和转染 IPEC-
J2 细胞 1 、3 和 6 h。由图 1A 可知，随着虾青素浓

度的升高，IPEC-J2细胞活力呈先升后降的趋势，当

处理 3 h 且虾青素浓度为 150 μmol·L–1 时，IPEC-
J2 细胞活力达到峰值，显著高于其他组 (P<0.05)。
由图 1B 可知，当虾青素处理 3 h、浓度达 100 和

150 μmol·L–1 时，转染 IPEC-J2细胞活力均显著高于

其他组，为了与 IPEC-J2细胞处理条件相一致，所以

 

表 1   荧光定量 PCR 引物序列表

Table 1    Fluorescence quantitative PCR primer sequences
 

基因 正向引物(5'→3') 反向引物(5'→3')

GADPH CTCAACGGGAAGCTCACTGG TGATCTCATCATACTTGGCAGGTT

NF-κB TGCAAGGGATAAGGATGTTAGGAG CCAACGAGGGAGACGGTGAT

TNF-α ACCTGCCTGTGCTGAGTT ATGAAGTGCTGGGACACC

IL-6 CTGCTTCTGGTGATGGCTAC CGGCATTTGTGGTGGG

IL-1β GGCTACTGCCTTCCCTACC CCTGATTGAACCCAGATTGG
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图 1    虾青素处理对 IPEC-J2 细胞和转染 IPEC-J2 细胞活力的影响

Fig. 1    Effects of astaxanthin treatment on vitalities of IPEC-J2 cells and transfected IPEC-J2 cells
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后续试验采用 150 μmol·L–1 的虾青素。

2.2    脂多糖对 IPEC-J2 细胞和转染 IPEC-J2 细胞

活力的影响

用不同质量浓度的 LPS(0、10、50、80、100、

200 ng·mL–1) 分别处理 IPEC-J2 细胞和转染 IPEC-
J2细胞 3 、6 和 12 h。如图 2所示，当用 100 ng·mL–1

LPS处理 6 h时，IPEC-J2细胞和转染 IPEC-J2细胞

活力均达到峰值，显著高于其他组。

2.3    虾青素对脂多糖诱导的炎症因子 mRNA 相对

表达量的影响

NF-κB 是动物炎症调节最重要的信号通路之

一，细胞受到炎症介质影响后，LPS可以通过 TLR4
激活下游 NF-κB 信号通路，引起细胞炎症因子

(NF-κB、TNF-α、IL-6、IL-1β)的表达上调，炎症因子

的表达量是衡量炎症严重程度的一个重要指标[6]。

如图 3 所示，IPEC-J2 细胞 AST 组和 AST+LPS 组

与对照组相比无显著差异，而 LPS 组炎症因子

mRNA相对表达量显著高于对照组，说明虾青素预

保护能够显著降低 LPS 刺激正常 IPEC-J2 细胞促

炎基因的 mRNA 相对表达量。但当 IPEC-J2 细胞

内 MyD88 蛋白被抑制后，转染 IPEC-J2 细胞

LPS 组 mRNA 相对表达量显著低于 IPEC-J2 细胞

LPS 组，虾青素预处理对 LPS 诱导的炎症因子

mRNA相对表达量无显著差异，这与虾青素预保护

LPS诱导正常 IPEC-J2细胞形成强烈反差。

2.4    虾青素对脂多糖诱导的炎症因子分泌量的影响

LPS 通过 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路诱导

细胞炎症反应[7]。如图 4 所示，IPEC-J2 细胞 AST
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图 2    脂多糖处理对 IPEC-J2 细胞和转染 IPEC-J2 细胞活力的影响

Fig. 2    Effects of LPS treatment on vitalities of IPEC-J2 cells and transfected IPEC-J2 cells
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图 3    虾青素对脂多糖刺激细胞炎症因子表达的影响

Fig. 3    Effects of astaxanthin on expression of cell inflammatory factors stimulated by LPS
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组和 AST+LPS 组与对照组相比无显著差异，而

LPS 组炎症因子分泌量显著高于对照组，说明虾青

素能够显著降低 LPS 诱导下对正常 IPEC-J2 细胞

炎症因子的分泌量。但当 IPEC-J2 细胞内 MyD88
蛋白被抑制后，转染 IPEC-J2细胞 LPS组的炎症因

子分泌量显著低于 IPEC-J2细胞 LPS组，虾青素预

处理对 LPS诱导的炎症因子分泌量无显著差异，这

与虾青素预保护 LPS诱导正常 IPEC-J2细胞形成鲜

明对比。由此可以推断，虾青素对细胞炎症的保护

作用与 TLR4/MyD88/NF-κB信号通路相关。

3   讨论与结论

炎症是机体对外界病毒或化学物质入侵而产

生的维持机体自身稳态的自发反应，参与免疫反应

的早期和炎症反应各阶段的许多分子都受 NF-κB
的调控，包括：TNF-α、IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8、IL-12、
iNOS、COX2、趋化因子、黏附分子、集落刺激因子

等[8]。其中 NF-κB、TNF-α、IL-6、IL-1β 都是多细胞

的来源因子，在很多疾病的发生和转化中起到了重

要作用。白细胞介素 1是由单核细胞、内皮细胞、成

纤维细胞和其他类型细胞在应答感染时产生的细

胞因子，包括 IL-1α 与 IL-1β 2 种类型，其能刺激集

落刺激因子、血小板生长因子等细胞因子的产生和

使 T 细胞产生白细胞介素 2，在免疫应答和组织修

复中起作用[9]。白细胞介素 6 由纤维母细胞、巨噬

细胞、T淋巴细胞、B淋巴细胞、上皮细胞、角质细胞

以及多种瘤细胞产生。白细胞介素 6能够刺激参与

免疫反应的细胞增殖、分化并提高其功能[10]。TNF-α
是前期炎症反应中最先产生并且起到最关键作用

的炎症因子，主要是由活化的免疫细胞释放的一类

免疫调节因子，它诱导生物体代谢，引发一系列炎

症介质的产生，进而造成炎性因子的瀑布效应。

TNF-α 是导致许多疾病生物学变化的重要递质，其

分泌量是炎症病理过程中严重程度的标志[11]。

现如今各种炎症严重威胁着我国人民的生命

健康，增加不饱和脂肪酸、维生素 E、膳食纤维和新

鲜果蔬的摄入，有助于控制炎症的发生，除了这些

膳食营养的生理调控外，非营养成分对炎症的预防

和治疗也成为新的研究热点，其中类胡萝卜素 (虾
青素、番茄红素和叶黄素等)、多酚类及含硫化合物

值得进一步研究[12]。其中，虾青素是一种非维生素

A 原的类胡萝卜素，主要存在于海洋动植物中，特

别是野生红球藻、蟹、虾和鸟类的羽毛中[13]。虾青素

作为自然界存在的一种具有高度活性的化合物，其

抗氧化性能主要表现在淬灭单线态氧、清除自由

基、降低膜的流动性、稳定膜结构、增加抗氧化酶的

活性、抑制脂质过氧化等方面[14]。本研究结果表明，

AST+LPS 组与 LPS 组差异显著，说明虾青素可以

抑制 LPS产生的炎症反应，可在临床上起到一定的

积极作用。

目的基因的转染是将具有特定功能的核酸转

移到细胞内，使该核酸能够在细胞内仍维持生物功

能。本试验采用稳定转染细胞系，通过慢病毒侵染

的方式建立最稳定MyD88 shRNA的 IPEC-J2细胞
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图 4    虾青素对脂多糖刺激细胞炎症因子分泌的影响

Fig. 4    Effects of the astaxanthin on secretion of cell inflammatory factors stimulated by LPS
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系。TLR4 有 2 条信号转导途径，MyD88 依赖性反

应通路和非MyD88依赖性反应通路。MyD88依赖

性反应通路会引起细胞内不同信号途径的转导，最

终致使 NF-κB的激活[15]。TLR4不仅是 LPS的信号

分子，也是 LPS 的受体。LPS 作为一种多克隆免疫

激发剂可模拟机体免疫激发状态, 是研究免疫系统

与神经系统之间信息交流的常用模型[16]。革兰阴性

菌死亡溶解时会诱发大量 LPS 释放，当 LPS 进入

血液循环时，就会激发机体启动炎症信号转导[17]，

通过 MyD88 途径激活 NF-κB，不仅导致肿瘤细胞

自主遗传改变 (如扩增、突变或缺失)，还可调控炎

性因子分泌，循环趋化肿瘤细胞生长、侵袭[18]。本试

验结果表明，当 IPEC-J2 细胞内 MyD88 蛋白被抑

制后，转染 IPEC-J2细胞 LPS组的各项指标均显著

低于 IPEC-J2细胞 LPS组，虾青素预处理对 LPS诱

导的各项指标无显著差异，这与虾青素预保护 LPS
诱导正常 IPEC-J2细胞形成鲜明对比。Feng等[19]研

究表明，当MyD88基因敲除后，细胞的炎症因子表

达均显著降低。Li等[20]研究表明，MyD88表达受干

扰后，NF-κB 表达量显著降低, 该发现与本试验结

果相似。由此可以推断，虾青素对细胞炎症的保护

作用与 TLR4/MyD88/NF-κB信号通路相关。
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