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摘要: 目的：研究黄芪多糖对脂多糖（Lipopolysaccharide，LPS）诱导体外培养人甲状腺细胞诱导性一氧化氮合酶

（Inducible nitric oxide synthase，iNOS）作用的影响。方法：采用体外原代细胞培养方法，观察 LPS 在不同浓度（0、

1、10、100μg·ml
-1）及同一浓度（100μg·ml

-1）不同时间（6、12、18、24h）对人甲状腺细胞生成一氧化氮（Nitric 

oxide，NO）的影响；L-NAME（iNOS 抑制剂）对 LPS 上述作用的影响；黄芪多糖对 LPS 上述作用的影响。结果：

LPS（0、1、10、100 μg·ml
-1）呈剂量依赖性促进甲状腺细胞生成 NO；LPS（100 μg·ml

-1）（6、12、18、24h）呈

时间依赖性促进甲状腺细胞生成 NO；L-NAME 抑制 LPS 的上述作用；黄芪多糖抑制 LPS 的上述作用。结论：黄

芪多糖能抑制 LPS 诱导甲状腺细胞 iNOS 合成 NO，黄芪多糖可能对感染所致甲状腺相关疾病有治疗作用。 
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Abstract: Objective: To study the effects of Astragalus polysaccharides on the induction of inducible nitric oxide 

synthase (iNOS) induced by lipopolysaccharide (LPS) in human thyroid cells in vitro. Methods: Thyrocytes obtained 

from paraadenomatous tissue of thyroid adenomas were cultured in a monolayer system. Human thyrocytes were treated 

with LPS at different concentration (0, 1, 10, 100μg · ml
-1

) and at the same concentration for different time (6, 12, 18, 24 

h). The level of nitric oxide (NO) in the culture medium was observed; Effect of iNOS inhibitor L-NAME on the 

above-mentioned effects of LPS; Effect of Astragalus polysaccharides on the above-mentioned effects of LPS. Results: 

(1) LPS (0, 1, 10, 100μg·ml
-1

) significantly increased the level of NO in dose-dependent manner. (2) LPS (6, 12, 18, 24 h) 

significantly increased the level of NO in time-dependent manner at the same concentration. (3) L-NAME inhibited the 
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above-mentioned effects of LPS. (4) Astragalus polysaccharides inhibited the above-mentioned effects of LPS. 

Conclusions: Astragalus polysaccharides inhibited LPS-induced NO synthesis in iNOS in thyroid cells. Astragalus 

polysaccharides might have therapeutic effects on thyroid-related diseases caused by LPS-mediated infection. 

Keywords: Astragalus Polysaccharides; Lipopolysaccharide; Inducible Nitric Oxide Synthase; Nitric Oxide; Thyroid 

 

1 引言 

甲状腺组织和细胞的重要生理功能是合成和分泌

的甲状腺激素，甲状腺激素是调节机体代谢的主要激

素之一，影响机体各个细胞、组织和器官[1]。在世界

范围内，甲状腺疾病的发病率逐年升高，主要包括甲

状腺功能的异常和形态的改变[2]。业已证明：甲状腺

疾病是多因素作用的结果，其中感染可以诱发甲状腺

疾病已被公认[3]，其发生机制与 NO 关系密切[4]。NO

是甲状腺组织及细胞内重要的信息分子，由一氧化氮

合酶（Nitric oxide synthase，NOS）合成，参与一系列

甲状腺生理及病理过程[5-7]。传统中药黄芪（Astragalus，

AGs）的主要成分黄芪多糖（Astragalus polysaccharides，

APS）是由己糖醛酸、葡萄糖、果糖、阿拉伯糖、半乳

糖醛酸和葡萄糖醛酸等组成，APS 具有抗病毒、抗肿

瘤、抗辐射、抗氧化应激等免疫促进或调节作用[8-9]。

新近的研究发现：黄芪对自身免疫性甲状腺疾病和甲

状腺恶性肿瘤具有治疗作用[10]。本研究观察 APS 对

LPS 诱导原代培养人甲状腺细胞 NO 生成的影响，探讨

AGs 可能通过影响甲状腺细胞内的 iNOS 发挥其对甲

状腺疾病的治疗作用，为 AGs 治疗甲状腺疾病提供理

论依据。 

2 材料与方法 

2.1 甲状腺组织取材 

（甲状腺腺瘤旁正常甲状腺组织)锦州医科大学附

属第一医院手术室提供。 

2.2 实验分组 

根据 LPS 不同浓度分为 1 组（0 μg·ml
-1）、2 组

（1μg·ml
-1）、3 组（10μg·ml

-1）、4 组（100μg·ml
-1），

孵育甲状腺细胞；同一 LPS 浓度（100μg·ml
-1）根据不

同孵育甲状腺细胞时间分为 1 组（6h）、2 组（12h）、

3 组（18h）、4 组（24h）。 

2.3 甲状腺细胞培养 

取甲状腺腺瘤旁正常甲状腺组织，无钙镁 Hank’s 液

洗 2-3 次，剪碎。胰酶（0.25%）和胶原酶（0.03%）消

化 60min，离心（1200r·min
-1）10min，制成的细胞悬液

悬于含胎牛血清（15%）和 TSH（1 U·L
-1）的 F-12 培养

液中。台盼蓝染色证明活细胞>95%后，调整细胞浓度并

接种于培养板上，37°C，CO2孵箱中培养，48h 换液。 

2.4 试剂与仪器 

LPS、L-NAME、牛 TSH：Sigma 公司；注射用

APS，商品名为伯恩，剂量 250mg/支，购于天津赛诺

制药有限公司；125
I-cGMP 检测试剂盒：上海原子能研

究所；NO 检测试剂盒：南京建成生物公司；F-12 培养

基：Gibco 公司；UV1601 紫外分光光度仪由日本岛津

公司生产；BH6018 型四探头 γ 自动记数器由北京核仪

器厂生产。 

2.5 指标测定 

2.5.1 NO 含量测定 

甲状腺细胞贴壁生长 72h，加入 LPS（0、1、10、

100 μg·ml
-1），各药物质量浓度接种 6 复孔，孵育 24 h，

取各孔上清液。研究时效关系时 LPS（100 μg · ml-1）

浓度条件下，各药物质量浓度接种 6 复孔，分别于 6，

12，18，24 h 取各孔上清液，应用硝酸还原酶法，550 

nm 处测吸光度值。 

2.5.2 胞内 cGMP 测定 

孵育 48h 后收集细胞（1*106 ·ml
-1 左右），各药物

质量浓度 6 复孔，放射免疫法，用 γ 记数仪测定样品

放射强度。 

2.6 统计学处理 

数据以x±s 表示，显著性检验采用 t 检验和单因素

方差分析。 
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3 结果 

3.1 APS 对 LPS 诱导人甲状腺细胞 NO 水平的影响  

随着 LPS 剂量的增高，NO 的水平也逐渐增高，组内比较具有显著性差异（P<0.01），L-NAME（1mmol·L
-1）

明显抑制 LPS 作用（P<0.01），APS（10μg·ml
-1）也明显抑制 LPS 的作用（P<0.05），APS 的作用弱于 L-NAME

（P<0.05）（见表 1）。 

表 1 APS 对 LPS 诱导人甲状腺细胞 NO 水平的影响 

组别 LPS 样本数 NO（μmol·L-1） 

 （μg·ml-1）  L-NAME（-） L-NAME（+） APS（+） 

1 0 6 0.15±0.02 0.17±0.04 0.16±0.03 

2 1 6 2.40±0.33** 0.50±0.06** 1.09±0.18*# 

3 10 6 6.70±0.56**## 1.01±0.06** 3.28±0.21*# 

4 100 6 11.20±0.67**##△△ 1.99±0.08** 5.16±0.43*# 

注：L-NAME（-）亚组：*P<0.05，**P<0.01，2、3、4 组 vs 1 组；#P<0.05，##P<0.01，3、4 组 vs 2 组；△P<0.05，△△P<0.01，4 组 

vs 3 组。*P<0.05，**P<0.01，L-NAME（+） vs L-NAME（-）。*P<0.05，**P<0.01，APS（+）vs L-NAME（-）。#P<0.05，##P<0.01，

APS（+） vs L-NAME（+）。 

3.2 APS 对 LPS 诱导人甲状腺细胞 cGMP 水平的影响 

随着 LPS 剂量的增高，cGMP 水平也逐渐增高，组内比较具有显著性差异（P<0.01），L-NAME（1mmol·L
-1）

明显抑制 LPS 作用（P<0.01），APS（10μg·ml
-1）也明显抑制 LPS 的作用（P<0.05），APS 的作用弱于 L-NAME

（P<0.05）（见表 2）。 

表 2 APS 对 LPS 诱导人甲状腺细胞 cGMP 水平的影响 

组别 LPS 样本数 cGMP（nmol·L-1） 

 （μg · ml-1）  L-NAME（-） L-NAME（+） APS（+） 

1 0 6 0.07±0.01 0.06±0.02 0.06±0.03 

2 1 6 0.40±0.13** 0.14±0.06** 0.23±0.07*# 

3 10 6 0.87±0.36**## 0.25±0.10** 0.55±0.10*# 

4 100 6 1.22±0.86**##△△ 0.30±0.11** 0.86±0.09*# 

注：L-NAME（-）亚组：*P<0.05，**P<0.01，2、3、4 组 vs 1 组；#P<0.05，##P<0.01，3、4 组 vs 2 组；△P<0.05，△△P<0.01，4

组 vs 3 组。*P<0.05，**P<0.01，L-NAME（+） vs L-NAME（-）。*P<0.05，**P<0.01，APS（+） vs L-NAME（-）。#P<0.05，##P<0.01，

APS（+） vs L-NAME（+）。 

3.3 APS 对 LPS 诱导人甲状腺细胞 NO 生成影响的时效关系 

LPS（100μg·ml
-1）分别孵育 6、12、18、24 h，NO 水平明显增加，组内比较差异具有显著性（P<0.01），

L-NAME 明显抑制 LPS 作用（P<0.01，P<0.05），APS 也明显抑制 LPS 的作用（P<0.05），APS 的作用弱于

L-NAME（P<0.05）（见表 3）。 

表 3 LPS 对培养人甲状腺细胞 NO 生成影响的时效关系 

组别 培养时间（h） 样本数 NO（μmol·L-1) 

   LPS（+） L-NAME（+） APS（+） 

1 6 6 0.96±0.22 0.64±0.08* 0.84±0.07#@ 

2 12 6 2.39±0.89** 0.98±0.14** 1.39±0.06#@ 
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组别 培养时间（h） 样本数 NO（μmol·L-1) 

3 18 6 8.56±1.23**## 1.64±0.23** 3.56±0.23#@ 

4 24 6 12.77±2.13**##△△ 2.03±0.53** 5.77±1.13#@ 

注：LPS（+）亚组：*P<0.05，**P<0.01，2、3、4 组 vs 1 组；#P<0.05，##P<0.01，3、4 组 vs 2 组；△P<0.05，△△P<0.01，4 组 vs 

3 组。*P<0.05，**P<0.01，L-NAME（+） vs LPS（+）。*P<0.05，**P<0.01，APS（+） vs LPS（+）。#P<0.05，##P<0.01，APS

（+） vs LPS（+）。 

4 讨论 

自上世纪 80 年代内源性 NO 被发现以来，其广泛

而重要的生理及病理作用已越来越引起人们的重视。

研究证明：NO 和一氧化氮合酶（NOS）的异常与甲状

腺疾病有着密切的关系[11, 12]。 

我们在实验中发现LPS呈剂量及时间依赖性刺激

甲状腺细胞产生 NO，考虑感染后出现的甲状腺功能

的异常或甲状腺疾病可能有 NO 的参与。NO 作为一

种重要的生理和病理因子其功能具有两面性：一方面

可由哺乳类动物以适当的量和速度产生，在宿主免疫

防御、神经传导和血管调节等正常生理过程中充当重

要的信息分子；另一方面，过量和失调的 NO 合成则

导致细胞损伤甚至死亡[13]。NO 作用主要依赖 NO 生

成的量，在 pmol·L
-1 或 fmol·L

-1 水平，NO 发挥信息传

递等生理作用，而在 nmol·L
-1 水平，NO 会导致细胞

毒等病理作用[14, 15]。本研究发现 LPS 诱生的 NO 量

达 μmol·L
-1，提示过多的 NO 可能对甲状腺细胞产生

病理作用。过量的 NO 可以抑制甲状腺细胞的碘摄取

[16, 17]和碘的有机化[18]。细胞因子如 IL-1、IFN-α、

TNF-α等对于自身免疫性甲状腺疾病的影响也可能基

于诱导 iNOS 产生病理量的 NO [19]。NOS 是 NO 生

物合成的关键因素[20]，甲状腺细胞内有三种 NOS 的

表达[21]，其中 iNOS 在自身免疫性甲状腺疾病、甲状

腺结节和甲状腺恶性肿瘤中高表达[22]。L-NAME 是

iNOS 的阻断剂[23]，实验中 L-NAME 明显抑制 NO

的生成，提示 LPS 可能通过诱导 iNOS 合成病理量的

NO。 

本实验发现 LPS 诱生甲状腺细胞生成 NO 呈时间

依赖性，提示 NO 的生成增多并非瞬间效应，可能与

LPS 诱导 iNOS 表达增多有关。NO 的化学性质非常活

泼，能迅速与分子氧、超氧阴离子以及铁、铜、镁等

发生反应[24]。NO 在细胞内的作用靶点为鸟苷酸环化

酶（GC）的亚铁原卟啉上的铁离子[25]，NO 与铁离子

结合形成 NO-heme-GC 复合物使 cGTP 生成 cGMP，

cGMP 浓度升高作为细胞内放大器及第二信使作用，激

活一系列蛋白激酶，调节二酯酶及离子通道而呈现各

种生理功能[26, 27]。本文甲状腺细胞 NO 诱生量与胞

内 cGMP 生成量变化呈正相关（r=0.86），与其他研究

结果相符[28, 29]。cGMP 在甲状腺细胞内是主要起负

性作用，如抑制细胞增殖和细胞间传递等[30]。 

研究表明：AGs 的主要成分 APS 可以增强机体的

免疫功能[31]；AGs 可改善甲状腺癌患者术后免疫功能

及提高生活质量[32]；AGs 降低自身免疫性甲状腺炎大

鼠血循环中 TPOAb 和 TGAb 的水平，并且降低血清

TNF-α 的水平、升高 IL-10 的水平，可用于治疗甲状腺

疾病[33, 34]，但机制尚不清楚。本实验发现，APS 可

降低 LPS 诱导的人甲状腺细胞 NO 水平，并呈时间依

赖性，与 L-NAME 作用相似，但弱于 L-NAME，考虑

APS 通过抑制 iNOS 减少 NO 的生成发挥作用，这可能

是 APS 治疗甲状腺疾病的作用机制之一。 

总之，NO 是一类甲状腺生物调节剂，它在甲状腺

调节网络中占有重要的地位。深入研究 APS 与 NO 之

间的内在联系将为 AGs 治疗甲状腺疾病提供有效的理

论依据。 

5 结论 

黄芪多糖能抑制 LPS 诱导甲状腺细胞 iNOS 合成

NO，黄芪多糖可能对感染所致甲状腺相关疾病有治疗

作用。 
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