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　　［摘要］　目的　比较 １８种中药多糖与唾液酸特异性 Ｉｇ样凝集素９（ｓｉａｌｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇ
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｌｉｋｅｌｅｃｔｉｎ，Ｓｉｇｌｅｃ９）的亲和力以及抗炎能力，探讨中药多糖发挥抗炎作用的新机制。
方法　选择１８种不同药性的中药用水提醇沉法提取多糖，苯酚硫酸法检测多糖含量，高效液相色谱法
检测多糖的单糖组成，红外光谱法检测中药多糖结构。通过竞争性 ＥＬＩＳＡ法检测多糖与 Ｓｉｇｌｅｃ９的亲
和力，并研究中药多糖对ＬＰＳ诱导巨噬细胞炎症反应以及Ｒ８４８诱导中性粒细胞 ＮＥＴｏｓｉｓ的影响，利用
髓系细胞特异性敲除ＳｉｇｌｅｃＥ（Ｌｙｚ２ｃｒｅ：ＳｉｇｌｅｃＥｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ）小鼠来源的原代巨噬细胞和腹腔中性粒细胞进
一步明确多糖结合Ｓｉｇｌｅｃ９产生抗炎作用的机制。结果　中药多糖的糖含量均在５５％以上，主要由甘露
糖、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖、葡萄糖醛酸等组成，但单糖构成比各不相同。红外光谱检测４种代表性
中药多糖均有典型的多糖吸收峰，柴胡和蒲公英多糖具有葡萄糖醛酸结构。枸杞和黄芪多糖与Ｓｉｇｌｅｃ９
的亲和力，对ＬＰＳ诱导的巨噬细胞炎症反应和Ｒ８４８诱导的中性粒细胞 ＮＥＴｏｓｉｓ反应无显著抑制作用。
柴胡和蒲公英多糖与Ｓｉｇｌｅｃ９亲和力较强（Ｐ＜０．０１），能够显著抑制上述炎症反应，但其抗炎作用在髓
系细胞特异性敲除ＳｉｇｌｅｃＥ基因小鼠来源的巨噬细胞和中性粒细胞中消失。结论　中药多糖与Ｓｉｇｌｅｃ９
的亲和力有潜力成为研究中药抗炎作用的新的现代药理学机制。
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　　多糖是很多动物细胞膜、植物细胞壁以及微生物
细胞壁的组成成分之一，是一类高分子化合物。中药

多糖是中药的主要成分之一，在中药成分中占比很高。

近年研究发现其具有重要的生物活性，包括抗炎、抗肿

瘤、抗氧化、抗糖尿病、辐射防护、免疫调节等，并且具

有低毒性和低副作用的优点［１－６］。炎症作为机体的一

种防御反应，中医理论认为是邪气入侵时体内正气抵

御，维护机体的表里调和、阴阳平衡的临床病症的变

化［７－８］。自古以来，中药就被用于治疗炎症和相关疾

病，并根据其作用分为“寒”“热”等药性。中药传统的

用药方法是水煎汤剂，多糖是该剂型中的主要成

分［３］。尽管既往大量研究表明中药多糖具有抗炎等

广泛的生物活性［９］，但是尚缺乏联系多糖和抗炎作用

的明确分子靶点。

　　唾液酸特异性 Ｉｇ样凝集素９（ｓｉａｌｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇ
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｌｉｋｅｌｅｃｔｉｎ９，Ｓｉｇｌｅｃ９）是一种识别多糖
进而产生抑炎作用的膜蛋白，主要表达于人单核／巨噬
细胞、中性粒细胞和树突状细胞等免疫细胞中［１０－１２］，

ＳｉｇｌｅｃＥ是Ｓｉｇｌｅｃ９在小鼠体内的同系物［１３］，可识别

聚糖配体。研究证实不仅内源性 Ｓｉｇｌｅｃ９聚糖配体能
够在维持免疫稳态中起重要作用［１４－１５］，ＤＥＬＡＶＥＲＩＳ
等［１６］报道合成的外源性聚糖配体也能够通过激活

Ｓｉｇｌｅｃ９显著抑制中性粒细胞炎症反应降低ＣＯＶＩＤ１９
导致的肺部炎症。另外，以多糖为主要成分的清肺排

毒汤同样具有降低ＣＯＶＩＤ１９患者肺部炎症反应的效
果［１７］，提示植物多糖可能具有通过激活 Ｓｉｇｌｅｃ９通路
产生抗炎活性的潜力，但目前植物多糖与 Ｓｉｇｌｅｃ９之
间的关系尚不清楚。故本研究选择中医辨证理论确定

药性的中药为研究对象，从中药中提取其多糖组分，探

讨中药多糖和Ｓｉｇｌｅｃ９结合力与抗炎的相关性，为中药
多糖抗炎靶点研究提供可借鉴的现代药理学新机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　重组ＨｕｍａｎＳｉｇｌｅｃ９Ｆｃ蛋白（Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍｓ，１１３９
ＳＬ０５０），重组 ＭｏｕｓｅＳｉｇｌｅｃＥＦｃ蛋白（Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍｓ，
５８０６ＳＬ０５０），ＧＴ１ｂ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，３４５７４４），Ｒ８４８（Ｍｅｄ
ＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ，Ｓ２８４６３），ＳＹＴＯＸＴＭＧｒｅｅｎ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｓ７０２０），Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ（ＡｂＭｏｌｅ，８００２
４３５），ＲＰＭＩ１６４０培养基无酚红（Ｈｙｃｌｏｎｅ，ＳＨ３０６０５．
０１），辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（上
海碧云天生物技术有限公司，Ａ０２１６），再生纤维素透
析袋（上海源叶生物科技有限公司，ＳＰ１３２６３８），磷酸
氢二钠 （百灵威，９４７７１７），三氟乙酸 （阿拉丁，
Ｔ２８１７５９），１苯基３甲基５吡唑啉酮（ＰＭＰ）（麦克林，
Ｐ８１６０６２），５×ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（上海碧云
天生物技术有限公司，Ｐ００１５），ＲＩＰＡ裂解液（上海碧
云天生物技术有限公司，Ｐ００１３Ｂ），ＢＣＡ试剂盒（上海
碧云天生物技术有限公司，Ｐ００１２）。
１．２　中药
　　本课题组筛选并采购了中国药典无争议且药性明
确的中药饮片１８种（表１），经陆军军医大学生药学与
中药学教研室主任李鹏教授鉴定均为道地药材。

１．３　仪器
　　高效液相色谱仪（岛津，ＬＣ１２００），真空旋转蒸发
仪（亚荣仪器有限公司，２Ｘ９８２Ｌ），低温高速离心机
（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，２２３３１），冷冻干燥仪（齐强仪器制造有限
公司，ＱＳ１０Ｎ），傅里叶变换红外光谱仪（珀金埃尔默
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股份有限公司，Ｓｐｅｃｔｒｕｍ１００），二氧化碳细胞培养箱
（益世科生物，ＣＬＭ１７０Ｂ８ＣＮ），酶标仪（瑞士帝肯贸
易有限公司，ＩＮＦＩＮＩＴＥ２００ＰＲＯ），倒置荧光显微镜
（日本尼康株式会社，ＴＩＵ）。

表１　中药饮片

名称 药性 产地 名称 药性 产地

柴胡 寒 河南 何首乌 温 陕西

蒲公英 寒 山东 麻黄 温 辽宁

金银花 寒 山东 荆芥 温 安徽

连翘 寒 河北 防风 温 辽宁

龙胆 寒 吉林 熟地 温 辽宁

牛蒡子 寒 浙江 黄芪 温 内蒙古

玄参 寒 浙江 枸杞 热 宁夏

桑叶 寒 浙江 白芷 热 浙江

石斛 寒 浙江 干姜 热 四川

１．４　多糖提取以及含量测定
　　取干燥中药材１００ｇ，打粉并加入１０倍量的８０％
乙醇（６０℃，２ｈ）回流提取，药渣抽滤晾干后加入
１０倍量的水浸泡并加热超声提取（８０℃，１．５ｈ，
２次）。抽滤提取液浓缩至原体积的１／８，加入４倍体
积的无水乙醇醇沉２４ｈ，沉淀物分别用丙酮、乙醚清洗
并在通风橱中挥干。溶解沉淀物后用 ２０％Ｓｅｖａｇｅ试
剂除去蛋白质，取上层水相，经 １０００Ｄａ透析后冻干
即为粗多糖。苯酚硫酸法检测多糖含量，灼烧法进行

灰分分析。

１．５　多糖提取物的单糖组成测定
　　称取２ｍｇ多糖样品加入１ｍＬ２ｍｏｌ／Ｌ盐酸甲醇
溶液充Ｎ２管，８０℃水解６ｈ后用氮吹仪吹干，再加入
１ｍＬ２ｍｏｌ／Ｌ三氟乙酸，１２０℃氮气封管水解 １ｈ，冷
却后加入甲醇３～５次除去多余的三氟乙酸。随后加入
１ｍＬ水溶液溶解均匀，从溶解后的样品中取出 ２００μＬ，
加入４００μＬ０．３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ水溶液和４００μＬＰＭＰ
试剂，剧烈涡旋混合均匀，于７０℃水浴反应１ｈ。冷却
至室温后 １００００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，除去沉淀。用
０．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸调整ｐＨ值至 ７．０～７．１，加入 ２ｍＬ二
氯甲烷吹打均匀，４５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，重复该操作
３～５次，直到下层二氯甲烷层颜色为白色为止。水相
单糖衍生物氮吹至无氯仿味道，过 ０．４５μｍ滤膜，运
用ＨＰＬＣ进行分析。高效液相色谱分析条件：Ｃ１８柱；
３５℃；流动相：８２．８％０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝
７．０），１７．２％乙腈；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２５４ｎｍ。
１．６　多糖提取物竞争性抑制Ｓｉｇｌｅｃ９与ＧＴ１ｂ结合实验
　　稀释Ｓｉｇｌｅｃ９Ｆｃ至 １μｇ／ｍＬ，分别与等体积的浓
度为２ｍｇ／ｍＬ的多糖溶液、单糖混合液以及溶剂室温
预混１ｈ［１８］。预混好的混合溶液加入到固定有 ＧＴ１ｂ

（１００ｐｍｏｌ／孔）的酶标板中，室温孵育 ９０ｍｉｎ后洗涤
３次。每孔加入１００μＬ辣根过氧化物酶标记的山羊
抗人二抗（１：６０００），室温孵育４５ｍｉｎ。洗涤３次后加
入ＴＭＢ显色液避光显色 １０ｍｉｎ，终止反应后将板置于
酶标仪上，在 ４５０ｎｍ处检测光密度值。计算多糖对
ＧＴ１ｂ与Ｓｉｇｌｅｃ９结合的抑制率。

　　抑制率＝（１－
Ａ样品－Ａ空白
Ａ对照－Ａ空白

）×１００％

　　Ａ样品是指加入多糖与 Ｓｉｇｌｅｃ９预混的样本后检测
的光密度值；Ａ对照是指加入Ｓｉｇｌｅｃ９样本后检测的光密
度值；Ａ空白是指 ＤＰＢＳ与辣根过氧化物酶标记二抗的
检测光密度值。

１．７　多糖提取物的红外光谱分析
　　多糖粉末置于４０℃烘箱烘干过筛，调整旋钮使样
品粉末平铺于ＦＴＩＲ光谱测定窗口，测力值稳定后检测
红外吸收光谱，光谱波数的范围设置为４０００～２５０ｃｍ－１

并在同样测力值下扫描５次得到红外原始谱图。
１．８　多糖提取物体外抗氧化活性实验
　　选择与Ｓｉｇｌｅｃ９亲和力较好的柴胡多糖和蒲公英
多糖，亲和力较弱的黄芪多糖和枸杞多糖，稀释为５０、
２５μｇ／ｍＬ。维生素 Ｃ稀释为 ５０、２５μｇ／ｍＬ。分别检
测多糖１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基清除
能力和２，２联氮二（３乙基苯并噻唑６磺酸）二铵盐
（ＡＢＴＳ）自由基清除能力［１９］。清除率计算公式：

　　Ｋ＝（
Ａ对照－Ａ样品
Ａ对照－Ａ空白

）×１００％

１．９　多糖提取物的抗炎活性
１．９．１　多糖提取物抑制巨噬细胞炎症反应实验　　
用含佛波酯（Ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）
（１００μｇ／Ｌ）的ＲＰＭＩ１６４０培养基处理ＴＨＰ１细胞，使其
分化成巨噬细胞（ＴＨＰＭｓ）后洗去 ＰＭＡ，以１×１０５／ｍＬ
的细胞密度接种在２４孔板。除对照组外，各组中均加
入ＬＰＳ（１μｇ／ｍＬ）以及不同的多糖溶液（０．１、０．３、
１．０ｍｇ／ｍＬ）刺激５ｈ，分组为Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋
ＧＴ１ｂ组、ＬＰＳ＋柴胡多糖组（１．０、０．３、０．１ｍｇ／ｍＬ）、
ＬＰＳ＋蒲公英多糖组（１．０、０．３、０．１ｍｇ／ｍＬ）、ＬＰＳ＋黄芪
多糖组（１．０、０．３、０．１ｍｇ／ｍＬ）、ＬＰＳ＋枸杞多糖组
（１．０、０．３、０．１ｍｇ／ｍＬ）；而后加入终浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ
的ＡＴＰ刺激３０ｍｉｎ，ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清中 ＩＬ１β
和 ＴＮＦα蛋白的表达水平。将从 ＳｉｇｌｅｃＥｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠
和Ｌｙｚ２ｃｒｅ：ＳｉｇｌｅｃＥｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠中提取的腹腔巨噬细胞
以１×１０５／ｍＬ的密度接种在 ２４孔板中。分组和指标
检测同ＴＨＰＭｓ细胞。
１．９．２　多糖提取物抑制中性粒细胞胞外捕获网
（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）实验　　小鼠腹
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腔注射４％巯基乙酸盐培养基４ｈ后提取腹腔中性粒
细胞［２０］，瑞氏姬姆萨染色确定中性粒细胞纯度。细
胞重悬于无血清不含酚红的 ＲＰＭＩ１６４０中，除 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组外，各组均加入 ＴＬＲ７／８激动剂（Ｒ８４８），以及不同
的多糖溶液（０．３ｍｇ／ｍＬ），分组为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、Ｒ８４８
组、Ｒ８４８＋ＧＴ１ｂ组、Ｒ８４８＋柴胡多糖组、Ｒ８４８＋蒲公英
多糖组、Ｒ８４８＋黄芪多糖组、Ｒ８４８＋枸杞多糖组；并置于
细胞培养箱中６ｈ。洗涤细胞，按说明书加入ＳＹＴＯＸＴＭ

Ｇｒｅｅｎ染色３０ｍｉｎ后，ＤＡＰＩ染色细胞核１０ｍｉｎ，低速短
暂离心沉淀细胞后，荧光显微镜下观察细胞染色并统计

ＮＥＴｓ阳性细胞比率。
１．１０　统计学分析
　　实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７进
行数据处理，多组间数据统计分析采用单因素方差分

析，２组间数据差异分析采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。检验
水准为α＝０．０５。

２　结果

２．１　多糖含量
　　中药多糖提取物中冻干粉得率（冻干粉质量／生
药质量）见表２，冻干粉中多糖含量均不一样，但都在
５５％以上，部分多糖含有糖醛酸。

表２　中药多糖提取率

中药
得率／％

（冻干粉／生药）
总糖含量／％ 糖醛酸含量／％

柴胡 ５．３ ８２．４ ３．１
蒲公英 ６．７ ７２．１ ３．４
金银花 ５．８ ７１．４ ２．８
连翘 ５．６ ７２．４ ４．２
龙胆草 ２．４ ６７．０ ３．９
牛蒡子 ５．４ ６６．８ １．９
玄参 ７．１ ７４．４ ４．０
桑叶 ７．０ ５６．０ ２．５
石斛 ２．１ ６３．７ ２．０
何首乌 ６．８ ６７ ４．７
麻黄 ７．５ ８５．１ ３．６
荆芥 ６．６ ６６．２ ２．７
防风 ７．４ ７４．２ ２．３
熟地 ６．８ ６８．５ ４．２
黄芪 １４．７ ８５．５ ２．３
枸杞 ５．２ ８１．４ １．３
白芷 ７．５ ７１．７ －

干姜 ３．４ ６６．４ １．５

２．２　多糖提取物单糖组成
　　１８种中药多糖主要由甘露糖、葡萄糖、半乳糖、糖
醛酸组成，除此之外还含有少量的阿拉伯糖等。寒性中

药多糖单糖组成多数有较多半乳糖醛酸，见表３。

表３　 ＨＰＬＣ分析各中药多糖提取物的单糖组成

单糖质量分数
中药

甘露糖 葡萄糖醛酸 半乳糖醛酸 葡萄糖 半乳糖 阿拉伯糖

柴胡 １０．２ － ３２．７ １５．２ ３３．１ ５．９

蒲公英 １２．０ ４．５ ２５．２ １６．９ ２５．５ １２．８

金银花 ２０．１ ６．９ － ３４．５ ２５．７ ８．１

连翘 ７．４ ６．３ ２３．４ ２０ ２１．７ １３．７

龙胆草 ５．９ ４３．２ － １９．４ － ２．９

牛蒡子 １３．０ ４．３ ４．３ １３．０ ３２．６ ３０．４

玄参 １．８ １．８ ４４．４ － ５１．０ －

桑叶 ９．８ ３２．０ － ３３．３ ８．６ ９．８

石斛 ２１．８ － － ７２．８ ３．３ －

何首乌 ８．３ ２．７ ２７．７ ３０．５ １６．６ －

麻黄 １３．０ １７．３ － ２１．７ ３０．４ －

荆芥 ８．４ － １２．０ ２６．５ ３８．５ ７．２

防风 ５．１ ９．０ － ４９．３ ２０．７ １５．５

熟地 ２．２ ５．３ － ２１．７ ６５．６ ４．１

黄芪 ２．７ ２．７ － ７８．３ １０．８ ３．６

枸杞 ４．７ － － ７８．６ ６．６ ７．１

白芷 ３．９ － － ９２．５ ３．２ －

干姜 ７．１ － － ３１．９ ２７．８ １６．９

２．３　寒性中药的多糖提取物对ＧＴ１ｂ与Ｓｉｇｌｅｃ９的结
合具有显著抑制作用

　　竞争性结合实验证实，柴胡多糖等寒性中药多糖
与Ｓｉｇｌｅｃ９的亲和力较强，从而竞争性抑制 ＧＴ１ｂ与
Ｓｉｇｌｅｃ９的结合，抑制率比较高（Ｐ＜０．０１）。温热性中
药相比寒性中药多糖对Ｓｉｇｌｅｃ９和ＧＴ１ｂ结合的抑制作
用较弱，如枸杞和黄芪的多糖（Ｐ＜０．０５），见图１。单糖
混合液对ＧＴ１ｂ与Ｓｉｇｌｅｃ９结合没有显著抑制作用。
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图１　中药多糖提取物对ＧＴ１ｂ和Ｓｉｇｅｌｃ９结合的竞争性
抑制率的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．４　多糖提取物的红外（ＩＲ）光谱测定
　　红外光谱图显示，代表性植物多糖，柴胡、蒲公英、
枸杞以及黄芪多糖均在３４５２ｃｍ－１处均具有较强的羟
基吸收峰，２９９０ｃｍ－１处有弱的ＣＨ吸收峰，表明总糖
含量高，与糖含量测定结果一致。黄芪和枸杞多糖在

１７３０～１６３７ｃｍ－１处表现出较低的吸收，而柴胡和蒲
公英多糖在１７３０～１６３７ｃｍ－１处表现出较强的吸收，
说明柴胡和蒲公英多糖的结构具有糖醛酸结构。４种
多糖在 １４５５、１４０２ｃｍ－１处均有吸收峰，提示存在
ＣＨ的弯曲振动。１２００～１０００ｃｍ－１处均具有吸收
峰，说明多糖存在ＣＯ伸缩的吡喃环振动，见图２。以
上结果显示，４种代表性中药多糖均有典型的多糖结
构，柴胡和蒲公英多糖中有糖醛酸结构。
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图２　中药多糖提取物红外光谱图

２．５　多糖提取物的抗氧化活性
　　４种中药多糖提取物对 ＤＰＰＨ和 ＡＢＴＳ自由基均
有明显的清除作用（Ｐ＜０．０１，图３）。其中枸杞多糖和
黄芪多糖在相同浓度下清除自由基的能力强于柴胡多

糖和蒲公英多糖，并且和维生素Ｃ相当。
２．６　多糖提取物对巨噬细胞炎症反应的影响
　　与ＬＰＳ组相比，ＧＴ１ｂ、柴胡多糖和蒲公英多糖均
显著抑制 ＴＨＰ１来源巨噬细胞中 ＴＮＦα和 ＩＬ１β的
产生，并具有浓度依赖性（Ｐ＜０．０１，图４），黄芪多糖和枸
杞多糖对细胞炎症因子的分泌无显著影响。利用基因

鉴定及ＲＴＰＣＲ技术对ＳｉｇｌｅｃＥ髓系敲除小鼠中ＳｉｇｌｅｃＥ
的表达进行鉴定，结果如图 ５所示。在 ＳｉｇｌｅｃＥｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ

小鼠来源的原代巨噬细胞中的结果与 ＴＨＰ１来源巨
噬细胞结果一致（Ｐ＜０．０５，图 ６）。而柴胡多糖、蒲公
英多糖和 ＧＴ１ｂ的抗炎效果在 Ｌｙｚ２ｃｒｅ：ＳｉｇｌｅｃＥｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ

小鼠来源的巨噬细胞中消失，枸杞多糖和黄芪多糖的

结果仍显示为阴性，提示其抗炎机制与 ＳｉｇｌｅｃＥ信号
通路相关。

２．７　多糖提取物对中性粒细胞ＮＥＴｏｓｉｓ反应的影响
　　ＴＬＲ７／８激动剂 Ｒ８４８可在体外诱导中性粒细胞
出现ＮＥＴｏｓｉｓ。ＧＴ１ｂ、柴胡多糖和蒲公英多糖显著抑
制野生型小鼠腹腔中性粒细胞的ＮＥＴｏｓｉｓ，而黄芪多糖
和枸杞多糖无效。在髓系敲除来源的小鼠腹腔中性粒

细胞中，ＧＴ１ｂ、柴胡多糖和蒲公英多糖对中性粒细胞
ＮＥＴｏｓｉｓ的抑制作用消失（Ｐ＜０．０１，图７）。提示柴胡
多糖和蒲公英多糖对 ＮＥＴｏｓｉｓ的抑制与 Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ信
号通路相关。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与相对应浓度的维生素Ｃ组比较
Ａ：中药多糖对ＡＢＴＳ自由基的清除作用；Ｂ：中药多糖对ＤＰＰＨ自由基的清除作用

图３　中药多糖提取物对ＤＰＰＨ和ＡＢＴＳ自由基的清除作用（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图４　中药多糖提取物对ＬＰＳ诱导的ＴＨＰ１源性巨噬细胞炎症反应的作用（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图５　髓系敲除小鼠的基因鉴定（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图６　中药多糖对ＬＰＳ诱导小鼠腹腔原代巨噬细胞炎症反应的作用（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：野生型小鼠腹腔中性粒细胞免疫荧光染色ＮＥＴｓ形成情况；Ｂ：髓系敲除小鼠腹腔中性粒细胞免疫荧光染色
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图７　中药多糖提取物对Ｒ８４８诱导的中性粒细胞ＮＥＴｏｓｉｓ反应的作用（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　中药多糖是中药发挥药效的主要物质基础，目前
中药多糖的研究主要以药效研究为主，集中在对炎症

相关信号通路的影响，对其直接作用靶点的现代药理

学机制研究尚不够深入。本研究拟基于 Ｓｉｇｌｅｃ９这一
抗炎新靶点，探索中药多糖提取物与 Ｓｉｇｌｅｃ９结合能

力强弱进而导致抗炎能力的差异。结果发现不同中药

的多糖提取物和 Ｓｉｇｌｅｃ９的亲和力显著不同，其中发
现解表药和清热药多糖提取物的亲和力较好，优于补

益类中药多糖。在此基础上，根据中药多糖与Ｓｉｇｌｅｃ９
的不同程度亲和力，对其中代表性植物多糖柴胡、蒲公

英、枸杞和黄芪多糖进行红外光谱测定，皆存在典型多

糖结构，而柴胡多糖和蒲公英多糖具有糖醛酸结构，判
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断这种亲和力的差异与多糖提取物的单糖组成也具有

一定的相关性，即亲和力较强的多糖提取物单糖组成

中多数有半乳糖醛酸，提示与 Ｓｉｇｌｅｃ９的结合可能是
酸性多糖。人体内多种细胞上生理性 Ｓｉｇｌｅｃ９的激动
剂为具有唾液酸末端的特异性 ＬｅｗｉｓＸ聚糖结
构［２０－２１］，但上述中药多糖提取物中并未发现唾液酸，

说明植物多糖与 Ｓｉｇｌｅｃ９的结合并不依赖唾液酸末
端，而可能是葡萄糖醛酸等其他酸性多糖。有研究表

明由葡萄糖醛酸和Ｎ－乙酰葡糖胺聚合而成的高分子
量透明质酸同样具有结合并激活 Ｓｉｇｌｅｃ９的作用［２２］，

与本研究结果一致。在后续的实验中将进一步研究确

定多糖结合Ｓｉｇｌｅｃ９的末端结构和多糖的空间结构。
　　为证实Ｓｉｇｌｅｃ９是否为多糖提取物抗炎活性的靶
点，本研究选择不同亲和力的代表性中药多糖提取物

进行抗炎活性实验。结果显示与 Ｓｉｇｌｅｃ９亲和力高的
中药多糖（柴胡多糖和蒲公英多糖），对人源性巨噬细

胞（ＴＨＰ－１Ｍｓ）和鼠源性原代腹腔巨噬细胞具有较好
的抗炎能力，同时对中性粒细胞 ＮＥＴｏｓｉｓ炎症反应也
有显著的抑制作用，高浓度多糖的抑制效果与 ＧＴ１ｂ
（Ｓｉｇｌｅｃ９配体）相当。而亲和力较低的黄芪和枸杞多
糖无显著影响。为排除多糖本身还原性导致的抗炎作

用影响，本研究进行了多糖的自由基清除实验。结果

证实代表性中药多糖提取物均具有清除自由基的作

用，说明本实验中多糖提取物的抗炎作用与其清除自

由基的作用无关。

　　为了进一步验证多糖提取物的抗炎作用是否和
Ｓｉｇｌｅｃ９相关，本研究制备了髓系细胞特异性敲除
ＳｉｇｌｅｃＥ的 Ｌｙｚ２－ｃｒｅ：ＳｉｇｌｅｃＥｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ小鼠。发现亲和力
较好的中药多糖提取物的抗炎作用在无ＳｉｇｌｅｃＥ表达
的巨噬细胞和中性粒细胞中均消失，强烈提示亲和力

较好的中药多糖（柴胡多糖和蒲公英多糖）提取物的

抗炎作用是通过Ｓｉｇｌｅｃ９／Ｅ通路实现的。
　　综上所述，本研究证实部分中药多糖与 Ｓｉｇｌｅｃ９
具有较强的亲和力，并且可能与其中含有的糖醛酸有

关，进而发挥抗炎活性。因此，有理由认为，Ｓｉｇｌｅｃ９是
联系具有抗炎活性的中药多糖和其抗炎作用的全新药

理学靶点，有潜力成为研究中药多糖抗炎的新的现代

药理学机制。
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