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叉分蓼多糖结构表征及其对脂多糖诱导
RAW264.7细胞炎症的抑制作用
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吉林 通化 134002；2.吉林双正医疗科技有限公司，吉林双正诊断用单克隆抗体科学家工作室，吉林 通化 134001；
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摘  要：目的：探究叉分蓼多糖（Polygonum divaricatum L. polysaccharides，PSPDL）体外抗炎活性及其作用机

制。方法：从叉分蓼中提取多糖，采用高效凝胶渗透色谱、高效液相色谱、傅里叶变换红外光谱、X射线衍射、

核磁共振波谱技术对其结构进行表征，并通过脂多糖诱导RAW264.7细胞炎症模型评估其体外抗炎活性及其作用机

制。结果：PSPDL的重均分子质量为59.475 kDa，主要由甘露糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸、葡萄糖、半

乳糖、阿拉伯糖组成，其物质的量比为1.69∶4.95∶1.04∶21.79∶19.01∶31.68∶19.84，是含有(1→4)-α-D-Glcp的α-吡喃

型多糖；能够抑制炎症因子的释放及其相关mRNA的表达，改善氧化应激，下调p38、p-p38、IκB-α、p65和p-p65蛋

白的表达水平。结论：PSDPL具有抗炎活性，其作用机制可能与调节炎症相关mRNA表达，调控丝裂原活化蛋白激

酶/核转录因子κB信号通路相关，本研究结果可为PSPDL资源的开发与应用提供科学依据。
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Structural Characterization of Polygonum divaricatum L. Polysaccharide and Its Inhibitory Effect on 

Lipopolysaccharide-Induced Inflammation in RAW264.7 Cells
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Abstract: Objective: To explore the in vitro anti-inflammatory activity and action mechanism of a polysaccharide extracted 

from Polygonum divaricatum L. (PSPDL). Methods: The structure of PSPDL was characterized using high-performance 

gel permeation chromatography (HPGPC), high-performance liquid chromatography (HPLC), Fourier transform-infrared 

spectroscopy (FT-IR), X-ray diffraction (XRD), and nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR). The in vitro anti-

inflammatory activity and action mechanism of PSPDL were investigated in lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW264.7 

cells. Results: PSPDL had a relative molecular mass of 59.475 kDa and consisted mainly of mannose (Man), rhamnose 

(Rha), glucuronic acid (GlcA), galacturonic acid (GalA), glucose (Glc), galactose (Gal), and arabinose (Ara), with a molar 

ratio of 1.69:4.95:1.04:21.79:19.01:31.68:19.84. PSPDL was an α-pyran polysaccharide containing (1→4)-α-D-Glcp 

linkage. PSPDL inhibited the release of inflammatory factors and related gene mRNA expression, ameliorated oxidative 

stress, down-regulated the protein expression levels of p38, p-p38, IκB-α, p65, and p-p65. Conclusion: PSPDL exhibited 
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anti-inflammatory activity, perhaps by regulating inflammatory mRNA expression and modulating the mitogen-activated 

protein kinases/nuclear factor kappa B (MAPK/NF-κB) signaling pathway. This finding provides a scientific basis for the 

development and utilization of PSPDL resources.
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叉分蓼（Polygonum divaricatum  L.）属于蓼科

（Polygonaceae）蓼属（Polygonum）草本植物，别称酸

不溜、酸（姜）浆、叉枝蓼、分枝蓼、泥阿劳、大骨节

蓼吊等，遍布我国各地，资源极其丰富[1]。其嫩茎味甘

微酸，是民间喜食的一种野菜，干燥全草可入药，具有

温肾、消积、清热止血、止泻等功效，常被用来治疗肠

炎、痢疾、腹泻等疾病，是蒙古族常用药材[2-3]。先前的

研究已评估了叉分蓼的体内安全性，未见急性毒性与短

期毒性，从内蒙古地区叉分蓼全草中分离鉴定出25 种
单体化合物，主要为酚酸类化合物和黄酮类化合物[4-5]；

段超慧[6]利用人乳腺癌MDA-MB-231细胞模型证实了叉

分蓼总黄酮具有较好的体外抗肿瘤活性；董丽华[7]通过 

2,4,6-三硝基苯磺酸/乙醇诱导大鼠溃疡性结肠炎模型阐明

了叉分蓼总提取物对溃疡性结肠炎的治疗作用机制。综

上，叉分蓼作为不同疾病的替代性和补充性治疗药用植

物，已经引起了科研工作者的极大兴趣。

炎症是免疫系统的一种适应性反应，可由病原体、

受损细胞和外源性刺激等多种因素触发，在宿主防御系

统中起核心作用，能够平衡体内稳态[8]。然而，过度的炎

症会对机体产生负面影响，甚至介导癌症、动脉粥样硬

化、哮喘、糖尿病等众多疾病的恶化[9]。多糖作为构成

生命的四大基本物质之一，参与众多重要的生命过程。

近年来，多糖在抗炎作用方面发挥显著功效的相关研究

时有报道：Huang Yaoguang等[10]从土茯苓中提取多糖，

通过核转录因子κB（nuclear factor kappa B，NF-κB）
信号通路调控减轻脂多糖（lipopolysaccharides，LPS）
刺激RAW264.7细胞的炎症损伤；郑雅君等[11]研究发现

琼胶寡糖能够抑制LPS诱导RAW264.7炎症反应。鉴于

多糖潜在的营养和药理益处，本实验以叉分蓼为原料，

提取纯化制得叉分蓼多糖（Polygonum divaricatum L. 
polysaccharide，PSPDL），通过高效凝胶渗透色谱（high 

performance gel-permeation chromatography，HPGPC）、

高效液相色谱（high performance liquid chromatography，
HPLC）、X射线衍射（X-ray diffraction，XRD）、核

磁共振波谱（nuclear magnetic resonance spectroscopy，
NMR）仪对其结构进行表征，利用LPS诱导RAW264.7细
胞炎症模型探究其体外抗炎活性，并从基因和蛋白调控

水平探讨其作用机制，以期为PSPDL功能食品及药物的

开发与利用提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

野生叉分蓼全草采摘自吉林通化市地区（东经

125°10’～126°44’，北纬40°52’～43°3’），经通化师范学

院植物学教师确认后，清洗、晾干、粉碎成粉，备用。

三氟乙酸（trifluoroacetic acid，TFA）（色谱级）  
国药集团化学试剂有限公司；磷酸盐缓冲液（phosphate 
buffered saline，PBS）、DMEM高糖培养基、胎牛

血清、0.25%胰酶-乙二胺四乙酸（ethylene diamine 
tetraacetic acid，EDTA） 美国Gibco公司；LPS、噻唑

蓝（methyl thiazolyl tetrazolium，MTT）、二甲基亚砜

（dimethylsulfoxide，DMSO） 北京索莱宝科技有限

公司；NO、诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide 
synthase，iNOS）、环氧合酶-2（cyclooxygenase-2，
COX-2） 南京建成生物工程研究所；白细胞介素1β
（interleukin-1β，IL-1β）、白细胞介素6（interleukin-6，
IL-6）、肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor，TNF-α）
测定试剂盒 上海酶联生物科技有限公司。

1.2 仪器与设备

LC-1260型HPLC仪 美国Agilent公司；XRD-7000
型XRD仪 日本Shimadzu公司；AVANCE III NMR仪 
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德国Bruker公司；3111型CO2培养箱、NanoDrop2000超
微量分光光度计、全波长酶标仪 美国Thermo Fisher 
Scientific公司；HR30-IIA2生物安全柜 海尔智家股份

有限公司；Infinite F200 PRO荧光酶标仪 瑞士Tecan
公司；CFX荧光定量聚合酶链式反应（polymerase chain 
reaction，PCR）仪 美国Bio-Rad公司；CKX41荧光倒

置显微镜 奥林巴斯（中国）有限公司。

1.3 方法

1.3.1 PSPDL制备

按照本课题组前期研究的方法
[12]提取PSPDL。利用

大孔吸附树脂脱色，采用Sevag法脱蛋白，DEAE-52和
Sephadex G-100柱层析分离纯化，通过透析袋除盐、核酸

以及小分子糖类，浓缩冻干。

1.3.2 PSPDL结构表征

1.3.2.1 分子质量测定

采用HPGPC技术测定PSPDL的分子质量 [13]。分别

将系列葡聚糖标准品和PSPDL溶解于蒸馏水中配制成质

量浓度为5 mg/mL的溶液，经0.22 μm滤膜过滤，利用

配备Ultrahydrogel色谱柱（300 mm×7.8 mm，6 µm）

和2414示差折光检测器的HPLC系统进行测定。流动相

为0.02 mol/L KH2PO4溶液，流速为0.6 mL/min，柱温设 

置为40 ℃。

1.3.2.2 单糖组成测定

参照文献 [ 1 4 ]采用 1 -苯基 - 3 -甲基 - 5 -吡唑啉酮

（1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone，PMP）衍生HPLC法

测定单糖组成。多糖的水解：称取10～20 mg PSPDL加
入2 mol/L TFA溶液，于100 ℃烘箱中水解2 h，冷却后取

1 mL加入少量甲醇，70 ℃水浴条件下用氮气吹干，重

复2 次以去除TFA，最后加入1 mL 0.3 mol/L NaOH溶液

使其完全溶解。衍生化：将400 μL的混合单糖标准液或

多糖水解液与等体积PMP-甲醇溶液混匀，置于70 ℃热

水中反应2 h，冷却后加入400 μL 0.3 mol/L HCl溶液中和

（pH 6～7），加水1.2 mL，再加等体积的三氯甲烷，漩

涡混匀静置，弃去有机相，萃取2 次，经0.45 μm水系微

孔膜过滤后供配备GraceSmart RP18色谱柱的HPLC仪进行

分析。通过保留时间定性，确定单糖成分；根据校准曲

线与峰面积计算单糖含量。

1.3.2.3 傅里叶变换红外光谱（Fourier transform-infrared 
spectroscopy，FT-IR）测定

将 1～ 2   m g   P S P D L样品和 1 0 0   m g溴化钾混合

研磨。碾磨充分后压片放入样品槽，用F T- I R仪在

4 000～400 cm－1波数范围内进行扫描分析。

1.3.2.4 XRD测定

参照Jiang Lian等[15]的方法。采用XRD仪在室温条件

下测定5°～70°（2θ）范围内PSPDL的晶体结构，Cu-Kα辐

射波长为0.154 06 nm，步长和速率分别为0.01°和1°/min。

1.3.2.5 NMR谱图测定

将50 mg PSPDL溶解于1.0 mL D2O中，用NMR仪对

其进行1H和13C谱分析。

1.3.3 细胞培养与传代

将复苏好的RAW264.7细胞装入无菌培养瓶中，加

入含有10%胎牛血清和1%双抗（链霉素和青霉素）的

DMEM高糖培养基，置于含5% CO2的37 ℃细胞培养箱

中培养，定期更换培养液，观察细胞生长情况。当细

胞生长至一定时间吸出原培养液，用0.25%胰蛋白酶和

0.01% EDTA消化，在显微镜下观察细胞的消化状态，然

后加入PBS洗涤，离心后弃上清液，最后接种到培养皿

中继续培养，取对数生长期细胞进行实验。

1.3.4 细胞活力测定

为了评估PSPDL的细胞毒性并确定其后续作用细胞

的浓度，将RAW264.7细胞（105 个/孔）接种到96 孔板

中，并在37 ℃、含5% CO2环境中培养24 h。然后，加入

不同质量浓度的PSPDL溶液（3.125、6.25、12.5、25、

50、100、200、400、800 μg/mL）处理24 h。最后，加入

5 mg/mL MTT再孵育4 h。孵育后去除培养基并将DMSO

添加到每个孔中，混合均匀并使用酶标仪在490 nm波长

处测量吸光度，以未加PSPDL溶液的细胞为对照组，计

算细胞存活率。

参考Sun  Yani等 [16]的方法，通过MTT法评估了不

同质量浓度PSPDL对LPS诱导细胞炎症的抑制作用。

RAW264.7细胞在96 孔板中孵育24 h后，依次用不同质量

浓度的PSPDL（3.125～800 μg/mL）和LPS（1 μg/mL）

作用24 h。然后加入MTT（5 mg/mL）再孵育4 h。孵育

后去除培养基，并将DMSO添加到每个孔中，混合均匀

并在490 nm波长处测量每个孔的吸光度，以未加PSPDL

和LPS的细胞为对照组，计算细胞存活率。

1.3.5 炎症相关因子的测定

将RAW264.7细胞在6 孔板（105 个细胞/mL）中孵育

24 h，再分别用12.5、50、200 μg/mL PSPDL作用24 h，

吸出原始培养基，用LPS（1 μg/mL）诱导24 h。收集细

胞与细胞上清液，按照试剂盒说明书检测细胞上清液

的NO含量和细胞中IL-1β、IL-6、TNF-α含量。细胞中

iNOS、COX-2、IL-1β、IL-6和TNF-α mRNA的表达水平由

SYBR Green荧光定量PCR仪进行测定，mRNA相对表达

量利用2－ΔΔCt法计算，所用引物由武汉赛维尔生物科技有

限公司提供，详细引物序列见表1。
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表 1 荧光定量PCR引物序列

Table 1 Primer sequences used for qPCR

基因 引物序列（5’-3’） 长度/bp

iNOS
F：CAACAGGAACCTACCAGUTCACT

253
R：AGUCTGAAGTCATGTTTGUCG

COX-2
F：GAAATATCAGGTCATTGGTGGAGA

205
R：ATGUTCCTGUTTGAGTATGTCG

IL-1β
F：AGGUTCCGAGATGAACAACAAA

206
R：GTGUCGTCTTTCATTACACAGGA

IL-6
F：CCCCAATTTCCAATGUTCTCC

141
R：CGUACTAGGTTTGUCGAGTA

TNF-α
F：CTCTTCTGTCTACTGAACTTCGGG

112
R：GGTGGTTTGTGAGTGTGAGGGT

GAPDH
F：CCTCGTCCCGTAGACAAAATG

133
R：TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT

1.3.6 氧化应激水平的测定

细胞孵育与处理同 1 . 3 . 4节，利用荧光倒置显

微镜观察不同质量浓度 P S P D L处理的细胞内活性

氧（reactive oxygen species，ROS）荧光图像，探

究其对细胞内R O S的清除能力，此外，采用荧光

酶标仪测定细胞中R O S水平，按照试剂盒说明书检

测细胞中超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，
SOD）、谷胱甘肽（glu ta th ione，GSH）、丙二醛

（malondialdehyde，MDA）以及细胞上清液乳酸脱氢酶

（lactatedehydrogenase，LDH）的水平。

1.3.7 炎症相关蛋白表达水平测定

采用蛋白免疫印迹法检测NF-κB信号通路相关蛋白

p38、p-p38、p65、p-p65和IκB-α的表达水平。使用含有

蛋白酶抑制剂的RIPA裂解物在冰上裂解细胞30 min。完

全裂解后在4 ℃、12 000 r/min条件下离心10 min，收集

上清液，即得细胞的总蛋白溶液。用BCA蛋白检测试剂

盒测定总蛋白质量浓度后，通过十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离蛋白样品并转移到0.45 μm聚偏二氟

乙烯膜上。将膜置于含有脱脂奶的孵育槽中，室温密封

30 min。根据抗体说明书将一级抗体在4 ℃摇床中孵育过

夜，并将辣根过氧化物酶标记的二级抗体孵育30 min。
最后用含Tween-20的Tris缓冲液洗涤3 次，使用ECL检测

试剂盒进行测定和凝胶成像分析。

1.4 数据统计分析

所有测试重复3 次，数据结果均以 ±s表示。使用

GraphPad Prism 8.02软件中的One-way ANOVA对数据进

行统计比较，同时用该软件绘图。

2 结果与分析

2.1 PSPDL提取与纯化

采用水提醇沉法从叉分蓼中提取得到粗多糖，

总糖质量分数为（20 .24±1 .05）%。经脱色和除蛋

白等杂质后，通过DEAE-52柱纯化获得3  个多糖级

分，分别为P-1、P-2和P-3（图1A），其总糖质量分

数分别为（56.71±2.18）%、（15.88±0.63）%和

（13.47±0.62）%。将P-1组分再用Sephadex G-100

柱纯化，洗脱曲线见图 1 B ，其总糖质量分数为

（80.32±2.60）%，进一步透析冻干得到PSPDL。
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图 1 粗多糖在DEAE-52柱上的梯度洗脱曲线（A）以及P-1级分在

Sephadex G-100柱上的洗脱曲线（B）

Fig. 1 Gradient elution curve of crude polysaccharides on DEAE-52 

cellulose column (A) and elution curve of fraction P-1 on  

Sephadex G-100 column (B)

2.2 PSPDL结构表征

2.2.1 分子质量

图2A显示了唯一的对称峰，表明PSPDL是一种均匀

的多糖，重均分子质量为59.475 kDa，数均分子质量为

124.649 kDa，峰值分子质量为102.006 kDa，多分散系

数约为2.10。虎杖、何首乌与叉分蓼同属于廖科植物，

具有重要的研究与应用价值，晏红[17]从虎杖中提取酸性

多糖，其重均分子质量为134.45 kDa；Fan Jing等[18]从何

首乌中分离出的多糖重均分子质量为245.30 kDa。分子

质量作为多糖的一个重要特征指标与其生物活性紧密相

关，分子质量较高的多糖水溶性较差，形成的溶液黏度

较高，不利于体内吸收利用，限制其生物活性发挥[19]； 

而多糖分子质量较低时分子内氢键作用较弱，会有

更多的游离氨基和羟基，有利于发挥活性作用 [20-21]。

Zheng Qiaoran等[22]研究证实，分子质量较小的氧化魔芋

葡甘露聚糖对LPS诱导的RAW264.7细胞表现出较强的抗

炎作用。
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Fig. 2 Relative molecular mass (A) and monosaccharide  

composition (B) of PSPDL

2.2.2 单糖组成

如图 2 B 所示， P S P D L 单糖组成包括甘露糖

（mannose，Man）、鼠李糖（rhamnose，Rha）、

葡萄糖醛酸（glucuronic acid，GlcA）、半乳糖醛酸

（galacturonic acid，GalA）、葡萄糖（glucose，Glc）、

半乳糖（galactose，Gal）、阿拉伯糖（arabinose，
Ara），物质的量比为1.69∶4.95∶1.04∶21.79∶19.01∶ 
31.68∶19.84。单糖组成的种类及含量是表征多糖结构

的重要参数，不同植物多糖的单糖组成、含量不同。

叉分蓼同属植物辣蓼由Man、Rha、GlcA、Gal、Glc、
Ara 6 种单糖组成[23]；Gou Yan等[24]的研究表明何首乌多

糖单糖组成包括Man、Rha、GalA、Glc、Gal、Ara；虎

杖多糖由Rha、GlcA、GalA、Glc、Gal、Ara多种单糖组

成[17]。一般而言，GalA含量越高，多糖的生物活性越强[25]。

2.2.3 FT-IR和XRD分析

如图3A所示，PSPDL在3 200～3 400 cm－1范围内出

现一个强吸收峰，它是由分子间或分子内氢键—OH引起

的吸收峰；2 900 cm－1附近出现的吸收峰是由游离糖C—H 
伸缩振动引起[26]，1 713 cm－1处的峰为—COOH伸缩振动

吸收峰，1 641 cm－1是由C＝O反对称伸缩振动引起的吸

收峰；1 300～1 400 cm－1处为C—H弯曲振动吸收峰[27]； 

1   0 0 0～1   2 0 0   c m－1区域的吸收峰为多糖C—O H与 

C—O—C的特征峰[28]；844 cm－1处的吸收峰说明单糖分

子间存在α-糖苷键[29]。如图3B所示，在20°和30°（2θ）
附近显示出不同的尖锐和窄峰，而在其他2θ范围内未观

察到峰，这表明PSPDL结构中存在无定形和结晶区域

（半结晶结构），其溶解度和吸水率较高，是可溶性支

链聚合物[30]。
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图 3 PSPDL的FT-IR（A）与XRD（B）分析

Fig. 3 FT-IR (A) and XRD (B) spectra of PSPDL 

2.2.4 NMR分析

如图4A所示，δ 4.70处的最强信号是由溶剂D2O引

起，δ 5.4附近没有信号，说明PSPDL是一种吡喃多糖[31]； 

δ 5.30和δ 5.18处的信号推测分别为GlcpA和α-D-Manp的异

头氢信号[32]；δ 5.03处的信号对应α-D-Glcp的末端氢[31-33]； 

δ 5.02处的信号表示Manp存在[34]；δ 4.39处的信号推测是

Galp的异头氢信号[27,32]。δ 4.06～3.61和δ 3.44处的信号分

别分配给Glcp的H-2、H-3、H-4、H-5和H-6特征峰[29]。 

与之对应的13C NMR谱中δ 76.58、δ 73.4～69.4以及

δ 16.56处的峰分别为Glcp的C-2、C-3、C-5、C-6信号 

峰[29,33,35]。δ 3.74的强信号来自β-GalAp中与—COOH结合 

的—CH3
[27]，δ 1.17和δ 1.1附近的峰来自Rhaf中—CH3的质

子共振，13C NMR谱中相应共振峰在δ 17.58处。13C NMR
谱中δ 171.77的信号来自GlcpA中与—CH3结合的C-6羧
基碳[27]；δ 101.59的信号推测是α-D-Galp或α-D-Manp中
的C-1信号[27,33,36]；δ 82～88范围内未显示碳信号，表明

PSPDL的糖残基为吡喃型[27,32]；δ 77.7、δ 77.1和δ 76.9处
的信号被分配给Glcp的糖苷，可能是C-3或C-4糖苷[35]，

此外，δ 100.0和δ 99.6处存在典型(1→4)-α-D-Glcp的末端

碳信号[35]，以及δ 98.6分配给α-D-Glcp的末端碳信号[34]，

证实了(1→4)-α-D-Glcp的存在。
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Fig. 4 1H NMR (A) and 13C NMR (B) spectra of PSPDL

2.3 PSPDL对RAW264.7细胞活力影响

如图5A所示，与对照组相比，PSPDL质量浓度低于

400 μg/mL时，RAW264.7细胞活力较高，当PSPDL质量

浓度为400、800 μg/mL时，RAW264.7细胞活力显著降低

（P＜0.05）。如图5B所示，加入LPS共同作用后，LPS
组的RAW264.7细胞活力明显低于空白组（P＜0.05），

说明LPS成功诱导了细胞炎症。与LPS组相比，PSPDL
组细胞活力显著升高（P＜0.05），说明不同质量浓度

（3.125～200 μg/mL）PSPDL对RAW264.7细胞具有良好

的保护作用。因此，选择12.5、50、200 μg/mL质量浓度

的PSPSL进行后续细胞实验。
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图 5 PSPDL对RAW264.7细胞活力的影响

Fig. 5 Effect of PSPDL on RAW264.7 cell viability

2.4 PSPDL对RAW264.7细胞炎症因子的影响

2.4.1 炎症因子含量

如图6所示，与对照组相比，LPS组中的NO、IL-1β、 

IL-6、TNF-α水平显著增加（P＜0.05）。相反，与LPS
组相比，12.5、50、200 μg/mL PSPDL显著降低了细胞

中NO、IL-1β、IL-6、TNF-α水平（P＜0.05）。说明

PSPDL预处理可以抑制LPS诱导的RAW264.7细胞中NO、 

IL-1β、IL-6、TNF-α的分泌。
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图 6 PSPDL对RAW264.7细胞炎症因子的影响

Fig. 6 Effect of PSPDL on NO and inflammatory cytokines in 

RAW264.7 cells

2.4.2 细胞炎症相关mRNA表达水平

如图 7所示，与对照组相比，L P S能显著提高

RAW264.7细胞中iNOS、COX-2、IL-1β、IL-6以及TNF-α
的mRNA相对表达水平（P＜0.05）；与LPS组相比，

PSPDL能降低这些炎症相关基因的表达水平。
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图 7 PSPDL对RAW264.7细胞炎症相关基因表达水平的影响

Fig. 7 Effect of PSPDL on the expression of inflammation-related 

genes in RAW264.7 cells

2.5 PSPDL对RAW264.7细胞氧化应激相关指标影响

炎症和氧化应激是互相影响的，炎症促进ROS的
产生，细胞中ROS的异常产生进一步导致氧化应激，进

而加剧炎症反应。上述结果表明LPS诱导RAW264.7细
胞产生了炎症反应，相应的氧化应激结果如图8所示。

图8A～E细胞内ROS荧光图像显示，PSPDL能有效清

除细胞内ROS。如图8F所示，与对照组相比，LPS诱
导细胞ROS水平显著升高（P＜0.05），不同质量浓度

（12.5、50、200 μg/mL）PSPDL均能显著降低ROS水平

（P＜0.05），且呈剂量依赖性。如图8G所示，与对照

组相比，LPS诱导细胞损伤产生大量LDH；与LPS组相

比，PSPDL可以抑制细胞中LDH的产生（P＜0.05）。

如图8H、I所示，与对照组相比，LPS诱导可显著降低

细胞中GSH和SOD水平（P＜0.05），而PSPDL能够抑

制GSH和SOD水平的下降趋势，尤其是200 μg/mL的

PSPDL，与LPS组相比显著增加了细胞中GSH和SOD含量 

（P＜0.05）。如图8J所示，PSPDL对RAW264.7细胞中

MDA含量的影响趋势同ROS一致，LPS作用可显著促进

细胞中MDA的生成（P＜0.05），而PSPDL呈剂量依赖性

抑制MDA的生成。
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50 μg/mL PSPDL组、200 μg/mL PSPDL组细胞内ROS荧光

图像；F～J.分别为ROS、LDH、GSH、SOD、MDA水平。

图 8 PSPDL对RAW264.7细胞氧化应激相关指标的影响

Fig. 8 Effect of PSPDL on oxidative stress-related indexes in 

RAW264.7 cells

2.6 PSPDL对RAW264.7细胞丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinases，MAPK）/NF-κB信号

通路相关蛋白表达影响

胞中MAPK/NF-κB信号通路相关蛋白（p38、p-p38、
p-IκB-α、p65、p-p65）的表达水平测定结果如图9所示。

与对照组相比，LPS处理可导致除p-p65外的蛋白表达水平

显著升高（P＜0.05），而PSPDL则调节蛋白表达水平下

降，其中200 μg/mL PSPDL的抑制效果尤为显著。
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A、B.分别为MAPK信号通路相关蛋白条带及其表达水平图；C、D.分
别为NF-κB信号通路相关蛋白条带及其表达水平图。#、##.分别为与对

照组相比，差异显著（P＜0.05）、差异极显著（P＜0.01）；*、**.分
别为与LPS组相比，差异显著（P＜0.05）、差异极显著（P＜0.01）。

图 9 PSPDL对RAW264.7细胞MAPK/NF-κB信号通路相关 

蛋白表达水平的影响

Fig. 9 Effect of PSPDL on the expression of MAPK/NF-κB signaling 

pathway-related proteins in RAW264.7 cells

3 讨 论

本研究旨在揭示PSPDL对LPS诱导的RAW264.7细
胞炎症反应的抑制作用，测定了LPS刺激的RAW264.7
细胞中炎症因子含量、炎症相关基因表达水平、氧化应

激指标变化水平以及MAPK/NF-κB信号通路相关蛋白的

表达水平。炎症是生物体抵抗有害刺激的防御反应，

RAW264.7细胞被广泛用作抗炎功效的体外模型[37]。据报

道，LPS刺激的RAW264.7细胞分泌大量NO、细胞因子

（例如IL-1β、IL-6和TNF-α）和其他介质，这些介质抵

抗感染性病原体的入侵以抑制炎症。NO、IL-1β、IL-6和
TNF-α广泛存在于生物体各种组织和器官中，可以在细

胞内或细胞间传递信息，是一种新型的生物信使分子，

在机体的各种生理、病理活动中发挥着不可替代的作 

用 [38]。LPS刺激RAW264.7细胞产生的IL-1β、IL-6和
TNF-α被认为是促进炎症反应最重要的细胞因子，可导致

急性炎症性疾病和组织损伤[39]。因此，抑制促炎细胞因

子IL-1β、IL-6和TNF-α的表达可以减轻炎症反应，也是

预防或治疗炎症相关疾病的重要策略[40-41]。另一方面，细

胞培养基中NO的产生被认为是评估细胞活化最可靠的方

法之一，活化细胞中iNOS mRNA的表达会促使NO过度

产生，从而导致多种炎症性免疫疾病，包括败血症和关

节炎[42]。同时，当细胞受到炎症等刺激时，原本正常细
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胞中活性极低的COX-2 mRNA表达水平上升，加重炎症

反应和组织损伤。重要的是，NF-κB是调控炎症介质的

重要因子，其转位参与iNOS和COX-2的表达[43]。因此，

上述炎症因子通常被用作炎症标志物反映测试样品的抗

炎作用。研究发现，PSPDL可通过抑制RAW264.7细胞中

iNOS、COX-2、IL-1β、IL-6以及TNF-α mRNA的表达降

低NO、IL-1β、IL-6和TNF-α的产生，从而缓解LPS诱导

的炎症反应。

此外，ROS是生物系统中氧代谢所产生的化学活性含

氧分子，主要包括超氧阴离子、羟自由基、过氧化氢等，

也可以通过调控促炎因子基因组表达刺激炎症反应[44]。 

ROS的积累会导致氧化应激，从而使细胞主要成分（脂

质、蛋白质和DNA）衰老[45]，MDA是脂质过氧化的典型

反映指标。抗氧化防御系统通过限制ROS的破坏作用为

生物系统提供关键防御，例如抗氧化酶SOD[46]。另外，

酶促抗氧化剂GSH在维持正常ROS水平方面也起着重

要作用[47]。因此，过度的ROS产生可能是导致炎症反应

的主要因素之一，而适当清除ROS则有利于缓解炎症反

应。本研究结果表明，PSPDL降低了ROS、LDH及MDA
的产生，提高了GSH与SOD的水平，抑制氧化应激，缓

解炎症反应。

MAPK /NF-κB信号通路是炎症调节的重要控制

中心，也是治疗各种炎症疾病的重要靶点。MAPKs
（JNK1/2、ERK1/2和p38MAPK）在调节细胞对细胞因

子的反应中发挥着关键作用。Chu Qiang等[29]研究表明，

LPS对MAPKs的磷酸化与iNOS和COX-2以及炎症介质、

促炎细胞因子的激活有关，MAPK/NF-κB信号通路的抑

制减轻了LPS诱导的RAW264.7细胞炎症。此外，氧化

应激可介导IκB-α磷酸化和降解并导致NF-κB异二聚体

（p65）的磷酸化，进而导致核易位活性增强。NF-κB易
位到细胞核中触发促炎细胞因子（如TNF-α和IL-6）和酶

（如iNOS和COX-2）的转录激活，从而诱导炎症[48]。研

究表明，PSPDL预处理能够下调p38、p-p38、p-IκB-α、
p65、p-p65的蛋白表达水平。

多糖的复杂结构与生物活性联系密切，其单糖组

成种类及物质的量比例、相对分子质量、糖苷键类型

均对生物活性有不同程度的影响[49]。研究表明，单糖组

成中糖醛酸有利于多糖结构中的寡糖片段形成“活性中

心”，能明显影响多糖的活性[25,50]。糖醛酸含量较高的铁

皮石斛多糖发挥出较强的抗氧化活性[51]。Wang Xilai等[52] 

从铁皮石斛中分离出的多糖组分含有(1→4)-α-D-Glcp结
构发挥出较好的抗炎活性作用。此外，具有合适相对分

子质量的多糖发挥活性作用最强，相对分子质量越大，

活性位点越多，活性可能越强，但也伴随着较大的跨

膜阻力，不利于多糖的吸收，活性发挥受阻；相反，

相对分子质量太小，无法形成活性结构，活性降低[53]。 

唐军等[54]综述了相对分子质量较大的附子多糖不利于穿

透细胞膜，并且具有更强的细胞毒性。鲍素华等[55]研究

发现，相对分子质量较小的铁皮石斛多糖总抗氧化能力较

强。本研究发现，PSPDL重均分子质量为59.475 kDa，单

糖组成中含有一定的糖醛酸，存在(1→4)-α-D-Glcp结构，

与其抗炎活性的发挥具有一定关系，这为进一步深入研究

PSPDL的高级结构及其构效关系提供了重要参考依据。

4 结 论

本研究结果显示PSPDL重均分子质量为59.475 kDa，
主要由Man、Rha、GlcA、GalA、Glc、Gal、Ara组成，

是含有(1→4)-α-D-Glcp的α-吡喃型多糖，具有较好的吸

水性；对LPS诱导的RAW264.7细胞的抗炎活性作用机制

可能与阻碍p38 MAPK激活和NF-κB易位，抑制iNOS、
COX-2、IL-1β、IL-6以及TNF-α的mRNA表达，抑制炎症

介质NO和促炎细胞因子IL-1β、IL-6和TNF-α的产生，改

善氧化应激相关。本实验表征了叉分蓼中多糖成分的结

构，进一步阐释了其对LPS诱导RAW264.7细胞模型的抗

炎作用机制，可为今后拓宽叉分蓼的应用范围、提高其

利用价值奠定理论基础。
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