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芜菁多糖除蛋白及抑制 RAW264.7 

巨噬细胞焦亡作用研究 

古丽米拉ꞏ卡德尔#, 阿吉然姆ꞏ阿布拉#, 任国瑞, 海力茜ꞏ陶尔大洪*, 杨  飞* 

(新疆医科大学药学院, 乌鲁木齐  830011) 

摘  要: 目的  考察芜菁多糖两种方法除蛋白效果 , 并探讨其对 RAW264.7 巨噬细胞焦亡的抑制作

用。方法   采用 AB-8 大孔吸附树脂法、Savage 法去除蛋白 , 苯酚-硫酸法测定多糖含量 , 采用脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)及三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)建立细胞焦亡模型, 细胞毒性检测试剂盒

(cell counting kit-8, CCK8)检测芜菁多糖对 RAW264.7 细胞增殖率的影响, 免疫印迹实验(Western-Blot, WB)检

测消皮素 D (gasdermin D, GSDMD)相对表达量, 酶联免疫吸附测定法检测白细胞介素-18 (interleukin18, 

IL-18)、IL-1β、肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)、IL-6 水平。结果  AB-8 大孔吸附树脂除蛋

白, 多糖保留率为 85.9%, 蛋白去除率为 91.0%; Savage法多糖保留率为 77.6%, 蛋白去除率为 72.8%, 精密度、

稳定性、重复性和加样回收率的相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)均小于 2.0%。与模型组相比, 芜

菁多糖各剂量能显著下调 GSDMD 的表达(P<0.05), 减少 LPS/ATP 诱导的 RAW264.7 细胞炎性因子 IL-18、

IL-1β、TNF-α、IL-6 的释放(P<0.05)。结论  AB-8 大孔吸附树脂法较 Savage 法, 蛋白去除率及多糖保留率更

高; 芜菁多糖对 LPS/ATP 诱导的 RAW264.7 细胞焦亡具有抑制作用, 能在一定程度上减轻细胞损伤, 这可能

与其抑制 LPS/ATP 诱导焦亡过程中的炎性反应和调控 GSDMD 蛋白的表达有关。 

关键词: 芜菁; 多糖; 细胞焦亡; 除蛋白 

Study on the deproteinization and inhibitory effects on the pyroptosis of 
RAW264.7 macrophages of Brassica rapa L. polysaccharide  

GULIMILA Ka-De-Er#, AJIRANMU A-Bu-La#, REN Guo-Rui,  
HAILIQIAN Tao-Er-Da-Hong*, YANG Fei* 

(School of Pharmacy, Xinjiang Medical University, Urumqi 830011, China) 

ABSTRACT: Objective  To observe the deproteinizing effects of Brassica rapa L. polysaccharide by 2 kinds of 

methods, and explore the inhibitory effects on pyroptosis of RAW264.7 macrophages. Methods  The protein was 

removed by AB-8 macroporous adsorption resin method and Savage method. The content of Brassica rapa L. 
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polysaccharide was determined by phenol-sulfuric acid method. The pyroptosis model was established with 

lipopolysaccharide (LPS) and adenosine triphosphate (ATP), and the cell counting kit-8 (CCK8) was used to detect the 

effect of turnip polysaccharide on the proliferation rate of RAW264.7 cells. The influence of Brassica rapa L. 

polysaccharide on the expression of gasdermin D (GSDMD) was detected by Western-Blot (WB). The levels of 

interleukin-18 (IL-18)、 IL-1β、 tumor necrosis factor-α (TNF-α), and IL-6 were measured by enzyme-linked 

immunosorbent assay. Results  AB-8 macroporous adsorption resin was used to remove protein, and the 

polysaccharide retention rate and protein removal rate were 85.9% and 91.0%, respectively, the polysaccharide retention 

rate and protein removal rate of Savage method were 77.6% and 72.8%, respectively. The relative standard deviation 

(RSDs) of precision, stability, repeatability and recovery were all less than 2.0%. Compared with the model group, each 

dose of Brassica rapa L. polysaccharide could significantly decrease the expression of GSDMD (P<0.05), and reduce 

the release of LPS/ATP-induced inflammatory factors IL-18、IL-1β、TNF-α, and IL-6 in RAW264.7 cells (P<0.05). 

Conclusion  AB-8 macroporous adsorption resin method has higher protein removal rate and polysaccharide retention 

rate than Savage method. Brassica rapa L. polysaccharide can inhibit pyroptosis of RAW264.7 cells induced by 

LPS/ATP, and can alleviate cell damage to a certain extent, which may be related to the inhibition of inflammatory 

response during LPS/ATP-induced pyroptosis as well as the regulation of the expression of GSDMD protein. 

KEY WORDS: Brassica rapa L.; polysaccharide; pyroptosis; deproteinization 
 

 

0  引  言 

芜菁(Brassica rapa L.)是十字花科(Cruciferae)芸苔属

(Brassica)的一种传统的药食同源植物, 又名扁萝卜、恰玛

古[1]等。《本草纲目》中记载芜菁“辛、苦、平, 无毒, 可

升可降, 能汗能吐, 下能利小便, 其效甚伟”[2]。现代药理

学研究表明, 芜菁含有多种氨基酸、糖类、维生素和人体

所需的微量元素, 具有抗氧化[3‒4]、抗衰老[5]、抗肿瘤[6]、

抗疲劳[7‒8]等作用, 其中, 多糖是天然产物中含量比较丰

富的物质, 具备抗氧化[9]、抗癌症[10]、免疫机制调节[11]、

抗炎[12]、抗菌、保护肝脏等功能。色素和蛋白是多糖的主

要杂质, 制约着多糖的结构分析[13], 由于不同植物中粗多

糖、蛋白质的结构和性质不同, 纯化粗多糖及去除蛋白质的

方法也存在差异, 目前主要有沉淀法、酶法及物理法等[14]。

物理法除蛋白对多糖破坏程度低, 且绿色环保, 其中, 大

孔吸附树脂具有较好的吸附性和筛选性、洗脱容易、适用

范围广、受外界条件影响小[15]。目前, 芜菁多糖以往使用

的 Savage 法多糖保留率较低, 蛋白去除率不佳, 样品损失

大[16‒17], 以大孔吸附树脂法除蛋白有关内容未见报道。 

COOKSON 等[18]最早在 2000 年报道了细胞焦亡, 染

色质的浓缩、DNA 的断裂和细胞膜形成大量坏死性孔洞结

构是细胞焦亡的主要特征[19‒20], 由于这些现象发生导致细

胞膜不完整, 使得细胞外的钙离子和水进入细胞内[21‒24], 

细胞内大量的内含物和炎性因子向外流出[如白细胞介素

-1β (interleukin-1β, IL-1β)、IL-18 等], 最终使细胞开裂发生

焦亡[25]。在经典的信号通路中, 在病原体、细菌等信号的

刺激下, 病原体相关分子和损伤相关分子[如三磷酸腺苷

(adenosine triphosphate, ATP)和脂多糖(lipopolysaccharide, 

LPS)等]激活核苷酸寡聚化结构域(nucleotide oligomerization 

domain, NOD)样受体热蛋白结构域相关蛋白 3 (NOD-like 

receptor pyrin domain containing 3, NLRP3)炎性小体, 通过

衔 接 蛋 白 凋 亡 相 关 斑 点 样 蛋 白 (apoptosis- associated 

speck-like protein containing a CARD, ASC)与含半胱氨酸

的天冬氨酸蛋白水解酶 1 前体 (pro-cysteinyl aspartate 

specific proteinase 1, pro-caspase-1)结合, 激活 caspase-1。活

化的 caspase-1 一方面切割消皮素 D (gasdermin D, GSDMD), 

形成 GSDMD 氮端和碳端[26‒27], GSDMD 氮端就会和细胞

膜上的磷脂蛋白结合, 形成孔洞, 释放内容物, 诱导焦亡

发生; 另一方面, 活化的 caspase-1 对 IL-1β 和 IL-18 的前

体进行切割[27], 形成有活性的 IL-1β和 IL-18, 并释放到细

胞外, 造成炎症反应; GSDMD 蛋白是引起细胞焦亡的关

键蛋白, IL-1β和 IL-18 是其特征炎症因子。细胞焦亡属于

严重的炎性反应, 而多糖类物质具有抗炎作用和免疫调节

活性, 许多研究发现, 植物多糖可通过调节细胞焦亡信号

通路中关键靶蛋白, 如 NLRP3、TOLL 样受体 4 等, 减轻

炎症损伤[24‒25], 但关于芜菁多糖抗细胞焦亡作用, 未见文

献报道。 

本研究以 AB-8大孔吸附树脂法及 Savage法对芜菁粗

多糖除蛋白, 苯酚-硫酸法测多糖含量, 紫外可见-分光光

度法测蛋白含量, 比较了两种方法的蛋白去除效果, 同时

采用 LPS 及 ATP 干预 RAW264.7 巨噬细胞诱导细胞焦亡, 

探究芜菁多糖对 RAW264.7 巨噬细胞焦亡关键蛋白

GSDMD 的影响, 从细胞焦亡角度寻找芜菁多糖抗炎作用

的具体机制, 考察芜菁多糖是否能通过抑制细胞焦亡, 减

轻细胞损伤, 发挥抗炎作用, 以期为低毒有效去除芜菁多
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糖杂质蛋白提供数据参考, 同时为芜菁资源作为食品、保

健品或药物开发利用提供支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

芜菁, 采自阿克苏柯坪县。 

苯酚、三氯甲烷、正丁醇(纯度 99%, 天津北联精细化

工有限公司); 浓硫酸(纯度 98%, 河南升宏化工产品公司); 

葡萄糖标准品(纯度 99.7%, 北京普天同创生物科技有限公

司); 乙醇、盐酸、氢氧化钠(分析纯, 上海麦克林生化科技

公司); 二喹啉甲酸(bicinchoninic acid assay, BCA)蛋白浓

度检测试剂盒 (No.23235, 美国赛默飞世尔科技公司 ); 

ATP、LPS(分析纯, 北京索莱宝科技有限公司); AB-8 大孔

吸附树脂、RAW264.7 巨噬细胞及其专用培养基、1×磷酸

缓冲液(武汉普诺赛生命科技有限公司); 凝胶快速配制试

剂盒 (No.G2043-50T, 武汉赛维尔生物科技有限公司 ); 

IL-18 酶联免疫吸附(enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA)检测试剂盒(No.ml063133)、IL-1β ELISA 检测试剂

盒(No.ml063131)(上海酶联生物科技有限公司); 肿瘤坏死

因子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α) ELISA 检测试剂盒

(No.E04071, 中国武汉博士德生物公司); IL-6 ELISA 检测

试剂盒(No.ab100713)、GSDMD抗体(1 mg/mL)(英国Abcam

公 司 ); 细 胞 毒 性 检 测 试 剂 盒 (cell counting kit-8, 

CCK8)(NO.BA00208, 武汉博士德生物有限公司); β-actin

抗体(1 mg/mL)、辣根过氧化物酶标记抗体(1 mg/mL)、化

学发光底物试剂盒(No.BL523A)(广州硕普生物有限公司)。 

HERA cell 150 恒温培养箱、SW-CJ-2F 生物安全操作

台 、 IX71-12FL/PH 倒 置显微 镜 ( 美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公司 ); 5424R 离心机 (德国 Eppendorf 公司 ); 

HWS11 电热恒温水浴锅 ( 上海尚帛实业有限公司 ); 

FA2204B 万分之一电子天平(济南欧莱博科学仪器有限公

司); NDO-601SD 烘箱(日本 Eyela 公司); 1645050-OG 电泳

仪(美国 Bio-Rad 公司); Azure600 凝胶成像仪(美国 Azure 

biosystems 公司); WD-9405B 摇床(北京六一生物科技有限

公司)。 

1.2  多糖除蛋白及含量测定 

1.2.1  芜菁粗多糖的提取 

将芜菁切成薄片, 自然风干, 粉碎干燥的芜菁块根薄

片呈粉末状, 用 95%乙醇浸泡脱脂 2 h, 晾干。按芜菁粉末:

超纯水=1:30 (V:V)的比例, 90℃回流提取 2 h, 取其上清液, 

重复两次回流提取, 合并上清液, 进行减压浓缩, 得到黏

稠浓缩液。在浓缩液中加入无水乙醇至乙醇终浓度为 80%, 

置于 4℃冰箱过夜, 弃去上清液, 晾干沉淀至无醇味, 放入

7000 Da 分子量的透析袋中透析 48 h 后再次减压浓缩, 冷

冻干燥, 得到芜菁粗多糖。准确称取 3 g 干燥的芜菁粗多

糖, 加蒸馏水 300 mL 溶解完全, 2390×g 4℃离心 15 min, 

吸取上清液备用。 

1.2.2  AB-8 大孔吸附树脂除蛋白 

AB-8 大孔吸附树脂前处理: 将树脂用蒸馏水进行反复

冲洗后, 用 9%乙醇溶液浸泡 24 h 并滤出树脂, 再用蒸馏水

反复冲洗至洗出液为无色, 用 5%盐酸浸泡 3 h后, 蒸馏水冲

洗至中性, 2%氢氧化钠浸泡 3 h, 蒸馏水冲洗至中性, 备用。 

芜菁粗多糖除蛋白: AB-8大孔吸附树脂湿法装柱(柱床

体积 700 mL), 吸取处理完成的芜菁粗多糖上清液缓慢上样, 

静态吸附 15 min, 控制流速为 2 mL/min, 收集流出液, 用

7000 Da 的透析袋透析, 浓缩, 冷冻干燥保存, 得到芜菁多

糖(Brassica rapa L. polysaccharide, BRP)用于后续实验。 

1.2.3  Savage 法除蛋白 

氯仿具有极强的破坏作用, 可以使蛋白质急剧变性, 

正丁醇可以溶解变性蛋白形成凝胶体体系利于分层[28]。取

芜菁多糖浓缩液 50 mL, 加入 1/5 体积的三氯甲烷-正丁醇

(4:1, V:V)混合溶液, 振荡 30 min 后在 2390×g 4℃的条件下

离心 l0 min, 分去水层和溶液层交界处的变性蛋白, 测定溶

液中蛋白质和多糖的含量, 计算蛋白去除率和多糖保留率。 

1.2.4  芜菁多糖含量测定 

葡萄糖标准溶液的配制: 配制 0.1 mg/mL 的葡萄糖标

准溶液, 由低到高分别将: 0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8 mL

葡萄糖标准溶液放入具塞试管中, 蒸馏水补足至 2 mL, 加

入 1 mL 5%苯酚摇匀, 再加 5 mL 浓硫酸, 室温放置 30 min。

空白溶液将试样用 2 mL 蒸馏水代替, 加入 5%苯酚和硫酸

溶液, 在 490 nm 处测吸光度, 纵坐标为吸光度 Y, 葡萄糖

质量浓度 X 为横坐标, 进行回归分析, 绘制标准曲线。 

测定芜菁多糖含量: 将提前处理好的芜菁粗多糖溶

液和过柱后除蛋白的芜菁粗多糖溶液准确量取 2 mL, 置

于试管中, 加入 1 mL 5%苯酚以及 5 mL 浓硫酸, 摇匀, 在

室温下放置 30 min; 以含有蒸馏水, 5%苯酚和浓硫酸的溶

液作为空白对照。在 490 nm 处测定吸光度, 将所得吸光度

值带入标准曲线公式中测得多糖含量。 

1.2.5  蛋白含量测定 

分别取过柱前后的芜菁多糖溶液, 照《中国药典》中蛋

白质含量测定方法, 用紫外-可见分光光度法分别在 280 和

260 nm 的波长处测定吸光度, 分别通过公式(1)和(2)计算

芜菁多糖溶液中蛋白质含量以及蛋白去除率。 

蛋白质含量/(mg/mL)=1.45×A280 nm‒0.74×A260 nm    (1) 

蛋白去除率/%=
( )

100%过柱前 过柱后

过柱前

蛋白含量 蛋白含量

蛋白含量


  (2) 

1.3  细胞焦亡实验方法 

1.3.1  细胞培养及给药浓度筛选 

细胞培养: 将 RAW264.7 巨噬细胞细胞株复苏, 用

RAW264.7 细胞专用培养基进行细胞培养, 放入 37℃, 5% 

CO2 的恒温培养箱中培养。 
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细胞给药浓度筛选: 细胞以浓度为 5×104 个/mL, 每

孔 100 μL 接种于 96 孔板, 每组 6 个复孔共设 10 组(空白组: 

含培养基组, 对照组: 含细胞培养基组、给药组: 芜菁多糖质

量浓度为 1、10、100、1000、2000、3000、40000、5000 μg/mL), 

于 37℃、含 5% CO2 的培养箱培养。给药培养 24 h 后, 加

入 110 μL/孔的 CCK-8 试剂, 并控制温度在 37℃、含 5% 

CO2 的培养箱孵育。2 h 过后, 在酶标仪内于波长 450 nm

处, 检测 OD 值, 给药组和对照组减去空白组的比值为细

胞增殖率。 

1.3.2  芜菁多糖对细胞焦亡的影响 

筛选焦亡模型建立的最佳条件 : 细胞的浓度为

1×105 个/mL, 每孔 100 μL 接种于 96 孔板, 每组 6 个复孔

共设 3 组(5 mmol/L ATP+0.5、1.0、2.0 μg/mL LPS, 每组重

复 3 次), 观察不同条件下 LPS 及 ATP 对 RAW264.7 细胞

的影响, 选择最佳造模条件。 

CCK-8 实验: 细胞以 5×104 个/mL 的浓度, 每孔 100 μL

接种于 96 孔板, 每组 6 复孔共设 10 组(空白组、对照组、

不同浓度给药组), 5 mmol/L ATP 和 0.5 μg/mL LPS 干预细

胞 12 h, 250、500、1000 μg/mL 质量浓度芜菁多糖给药。 

Western-Blot 实验检测 GSDMD 蛋白表达水平: 取对

数生长期的 RAW264.7 细胞, 以细胞浓度为 5×105 个/mL, 

接种于 6 孔板, 2 mL/孔, 细胞分为 4 组: 空白对照组、模型

组、BRP 250 μg/mL 给药组、BRP 500 μg/mL 给药组。药

物处理方法: 先用 LPS 及 ATP 联合处理细胞 12 h, 然后再

以不同浓度的 BRP 干预细胞 24 h。以 RIPA 细胞裂解液裂

解各组细胞提取总蛋白, BCA 法测定蛋白浓度。取 10 μL

蛋白样品进行凝胶电泳 , 缓冲液漂洗 , 转膜封闭加一抗

(GSDMD 抗体、β-actin 抗体, 稀释倍数均是 1:1000), 4℃条

件下孵育过夜, 洗膜后加入二抗(1:5000), 室温下孵育 2 h, 

漂洗后, 用凝胶成像系统拍照, 并分析蛋白产物条带的相

对光密度值。 

ELISA 法检测细胞 IL-18、IL-1β、TNF-α、IL-6 含量: 

RAW264.7 细胞以 2×105 个/mL 接种于 48 孔板中, 300 μL 每

孔, 置于 37℃, 5% CO2 培养箱培养, 贴壁后弃去上清, 分组

同上, 1000×g 4℃离心 15 min, 收集上清, 96 孔板 100 µL 每

孔加至孔内, 贴上板贴在培养箱孵育 2 h, 弃去液体后甩

干。以洗涤液洗涤 5 次后, 加入显色剂 100 μL, 37℃下避光

显色 15 min; 每孔加入终止液 50 μL, 在波长 λ=450 nm 测

各孔 OD值, 绘制出标准曲线, 计算细胞因子 IL-18、IL-1β、

TNF-α、IL-6 释放水平。 

1.4  数据处理 

每组实验重复 3 次并取平均值, 数据以平均值±标准

偏差表示, 采用 Origin 2021 对所得数据进行单因素方差分

析, 利用 Image J 进行 Western-Blot 结果分析。 

2  结果与分析 

2.1  葡萄糖溶液标准曲线 

标准曲线方程为 Y=19.789X‒0.0267, r2=0.9991, 在

0.015~0.040 mg/mL 范围内, 线性关系良好。 

2.2  方法学考察 

精密度实验: 精密吸取 0.5 mL葡萄糖对照品溶液, 按

1.2.4 项操作, 在紫外-分光光度计中连续重复测定吸光度 6

次, 计算其相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)

为 1.1%, 低于 2%, 设备精密度高。 

稳定性实验: 取芜菁多糖溶液, 每 20 min 一次吸光度, 

共测 2 h 进行稳定性考察, 得到吸光度的 RSD 为 0.5%, 供

试品溶液在 2 h 内, 稳定性良好。 

重复性实验: 精密称取 6 份 0.01 g 芜菁多糖干燥品, 

加蒸馏水溶解后转移至 100 mL 的容量瓶加入蒸馏水至刻

度线。各精密吸取 2 mL 供试品溶液移至试管中, 按 1.2.4

项操作, 吸光度 RSD 为 0.7%, 重复性良好。 

加样回收实验: 分别精密吸取 6 份已知多糖含量的芜

菁样品溶液, 依次添加低、中、高浓度的葡萄糖对照品溶

液, 按照标准曲线法在 490 nm 处测定吸光度值。测得平均

回收率为 99.8%, RSD 为 1.0%, 该实验方法准确可行。 

2.3  多糖保留率 

吸取过柱前和过柱后的芜菁多糖溶液, 利用苯酚-硫

酸法在 490 nm 的波长处测定吸光度, 计算多糖含量以及

多糖保留率, 同时与 Savage 法作对比, 比较两种方法的多

糖保留率。AB-8 大孔吸附树脂法相比 Savage 法, 多糖损

失较少, 可能由于 Savage 法每次除去蛋白质变性胶状物时, 

不可避免的溶有少量多糖, 另外少量多糖与蛋白质结合的

蛋白聚糖和糖蛋白, 在处理过程中会沉淀[28], 从而造成多

糖的损失, 结果详见表 1。 
 

表 1  多糖保留率实验结果 
Table 1  Results of the polysaccharide retention rate experiment 

方法 方式 
吸光度 
(A490 nm) 

多糖含量 
/(mg/mL) 

多糖保留率
/% 

AB-8 大孔吸

附树脂 

过柱前 0.692±1.15 68.3±0.33 
85.9±1.53

过柱后 0.585±1.01 58.7±0.16 

Savage 法 
前 0.574±1.07 30.4±0.92 

77.6±1.25
后 0.441±1.30 23.6±0.41 

 

2.4  蛋白去除率 

本研究通过吸取过柱前和过柱后的芜菁多糖溶液 , 

测定吸光度, 计算蛋白去除率。AB-8 大孔吸附树脂可去除

多糖中大部分蛋白杂质, Savage 法需多次重复, 处理效率

较低, 因此 AB-8 大孔吸附树脂去除蛋白质效果较好。大孔

吸附树脂具有理化性质稳定, 耐强酸强碱, 不溶于水及一
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些有机溶剂的性质, 其作用原理是通过树脂表面作用及形

成氢键作用选择性吸附。研究表明大孔吸附树脂在一些多

糖的除杂过程中表现优异, 如对瓦布贝母内生真菌胞外多

糖有很好的纯化效果[28‒29]。结果详见表 2。 

2.5  芜菁多糖对 RAW264. 7 细胞增殖率的影响 

筛选芜菁多糖干预细胞浓度, CCK-8 法检测不同质量浓

度芜菁多糖对细胞增殖率的影响。发现 1~2000 μg/mL 芜菁多

糖对 RAW264.7 巨噬细胞增殖具有显著的促进作用(P<0.05), 

3000~4000 μg/mL 影响也十分显著, 而 5000 μg/mL 时, 细胞

增殖率开始出现下降趋势, 与以往研究相似[5], 如图 1 所示。

为了筛选焦亡模型建立的最佳条件, 通过不同质量浓度LPS对

细胞抑制率结果判断, LPS 在 0.5~2.0 μg/mL 时对RAW264.7 细

胞的抑制率相近, 所以选择最低质量浓度 0.5 μg/mL LPS 及

5 mmol/L ATP[30]作为最佳造模条件, 如图 2 所示。研究发现

LPS 刺激巨噬细胞可能仅激活启动信号[23‒24], 而 ATP 属于

内源危险信号, LPS 与 ATP 共同刺激细胞可发生明显的细

胞焦亡[30]。 

通过检测 250、500、1000 μg/mL 质量浓度芜菁多糖

对细胞抑制率的影响, 与模型组作比较, 250、500 μg/mL

芜菁多糖对 RAW264.7 巨噬细胞焦亡的抑制作用明显, 有

显著差异(P<0.05)。可能因为细胞焦亡是由炎性因子大量

释放导致的程序性细胞死亡, 而多糖具有抗炎、调节免疫

的活性, 对细胞焦亡有促进或者抑制的作用, 如图 3 所示。 

 
表 2  蛋白质去除率实验结果 

Table 2  Results of the protein removal rate experiments 

方法 方式 吸光度(A260 nm) 吸光度(A280 nm) 蛋白质含量/(mg/mL) 蛋白去除率/% 

AB-8 大孔吸附树脂 
过柱前 5.385±2.06 5.268±1.15 3.65±1.35 

91.0±0.84 
过柱后 0.514±1.18 0.489±1.85 0.33±1.47 

Savage 法 
前 3.672±2.37 3.523±3.13 2.39±2.84 

72.8±1.21 
后 1.073±1.43 0.922±2.01 0.65±1.03 

 

 

 
注: *表示与对照组相比有统计学差异(P<0.05), 下同。 

图 1  芜菁多糖对细胞增殖率的影响 

Fig.1  Effects of Brassica rapa L. polysaccharide on cell  
value added rate 

 

2.6  芜菁多糖对 GSDMD 蛋白表达量的影响 

Western-Blot 实验结果显示, 与模型组相比, 250、500 μg/mL

质量浓度的芜菁多糖对焦亡关键蛋白 GSDMD 有明显抑制

作用(P<0.05)。细胞焦亡过程涉及 NLRP3 及 ASC 的激活, 

caspase-1 对 GSDMD 蛋白的切割[26‒27], 很多研究发现多糖

对 NLRP3 炎症小体有调节作用[12], 芜菁多糖很有可能通

过影响 NLRP3, 下调 GSDMD 蛋白的表达, 减轻炎症损伤, 

发挥抗细胞焦亡作用, 如图 4a、b 所示。 

 
 

图 2  LPS 质量浓度筛选 

Fig.2  LPS mass concentration screening 
 

 
 

注: *表示与模型组相比有统计学差异(P<0.05)。 

图 3  不同质量浓度芜菁多糖对细胞焦亡的影响 

Fig.3  Effects of different concentration of Brassica rapa L. 
polysaccharideon pyrodeath of cells 
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图 4  Western-Blot 法实验结果(a)和 Image J 灰度分析结果(b) 

Fig.4  Western Blot test results (a) and gray analysis results  
of Image J (b) 

 
2.7  芜菁多糖对 RAW264. 7 细胞炎症因子水平的

影响 

IL-18、IL-1β为细胞焦亡特征炎症因子, caspase-1 激

活炎性细胞因子 IL-18、IL-1β 等的合成和释放, 产生级联

放大的炎性反应[12]。由表 3 可知, 与对照组相比, 模型组

细胞 IL-18、IL-1β、TNF-α、IL-6 水平显著升高(P<0.05); 与

模型组相比, 芜菁多糖 250、500 μg/mL 给药组细胞 IL-6、

IL-18、IL-1β、TNF-α水平显著降低(P<0.05)。结果表明, 芜

菁多糖可以降低LPS/ATP诱导的RAW264.7细胞炎性因子

IL-18、IL-1β、TNF-α、IL-6 的释放, 抑制 LPS/ATP 诱导焦

亡过程中的炎性反应。 

3  讨论与结论 

多糖具有抗炎、调节免疫的活性, 对细胞焦亡有促进

或者抑制的作用, 虽然多糖可以通过调节 NLRP3 等炎症

小体的活化起到调节炎症的作用, 但是其具体作用方式仍

需要进一步探究。 

芜菁多糖大孔吸附树脂法除蛋白, 改善了以往多糖

损失严重, 蛋白去除效果不佳的问题, 为今后芜菁多糖的

纯化提供参考。 

本研究发现通过 AB-8 大孔吸附树脂法对芜菁粗多糖

除蛋白; 用紫外-可见分光光度法在 490 nm 处检测过柱前

后多糖含量, 在 260 和 280 nm 处检测过柱前后蛋白含量, 

多糖保留率为 85.9%, 蛋白去除率为 91.0%, 与以往采用的

的 Savage法相比该方法除蛋白效果更佳, AB-8大孔吸附树

脂能吸附杂质蛋白及色素、可再生、操作简便。细胞实验

确定最佳造模条件为 0.5 μg/mL LPS 及 5 mmol/LATP 干预

12 h, 并设置不同浓度给药组干预焦亡细胞。CCK-8 实验

和 Western-Blot 实验结果显示, 芜菁多糖对细胞焦亡的抑

制作用显著, 对焦亡关键蛋白 GSDMD 表达有明显的抑制, 

但芜菁多糖对细胞焦亡的具体作用机制仍需通过更全面、

深入的研究加以阐释。后续研究可继续在蛋白以及基因水

平上检测焦亡相关其他蛋白及基因的表达水平, 寻找芜菁

多糖抗细胞焦亡作用靶点, 如检测 caspase-1、NLRP3 蛋白

水平, 活性氧及乳酸脱氢酶水平等。 

综上所述 , 大孔吸附树脂法纯化芜菁多糖效果与

Savage 法相比有所改善; 芜菁多糖可以抑制细胞焦亡, 减

轻细胞损伤, 发挥抗炎作用, 其机制可能与芜菁多糖抑制

细胞内 GSDMD 蛋白的表达及调控 IL-18、IL-1β等炎症因

子有关, 这将为探讨芜菁的生物活性提供新的研究思路与

方法, 为芜菁资源的开发利用提供基础。 

 
 

表 3  芜菁多糖对 RAW264.7 焦亡细胞上清中 IL-18、IL-1β、TNF-α、IL-6 的影响 

Table 3  Effects of Brassica rapa L. polysaccharide on IL-18、IL-1β、TNF-α、IL-6 in the supernatant of RAW264.7 pyrocytes 

组别 IL-18 IL-1β TNF-α IL-6 

对照组 32.16±1.35 22.93±0.43 80.89±0.92 100.19±14.34 

模型组 148.51±7.01# 80.16±2.06# 388.84±0.51# 525.53±31.10# 

芜菁多糖/(250 μg/mL) 72.83±9.68* 34.21±4.02* 175.22±0.39* 410.10±48.53* 

芜菁多糖/(500 μg/mL) 70.96±5.90* 44.05±3.18* 184.87±0.96* 482.70±24.69* 

注: *表示与模型组相比有统计学差异(P<0.05), #表示与对照组相比有统计学差异(P<0.05)。 
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