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摘　要：目的：探究中国弯颈霉菌丝体多糖（Tolypocladium sinense polysaccharide，TSP）的体外抗氧化活性和抑制

过氧化氢诱导小鼠胰岛 MIN6细胞氧化应激导致的细胞凋亡。方法：采用热水浸提法提取中国弯颈霉菌丝体多

糖，随后测定其超氧阴离子自由基（superoxide anion， ·）、羟自由基（hydroxy radical，·OH）、对 1,1-二苯基

苦基苯肼自由基（P-1,1-diphenylpicryl  phenylhydrazine  radical，DPPH·）清除能力；采用 200 μmol/L过氧化氢

（ hydrogen  peroxide， H2O2）诱导小鼠胰岛 MIN6细胞氧化应激，给予高剂量和低剂量 TSP（ 0.625、
0.156 mg/mL）进行保护，MTT法测定MIN6细胞生存率；倒置显微镜观察细胞形态；采用试剂盒测定培养基中乳

酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）水平，细胞内超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性和丙二醛

（malondialdehyde，MDA）含量；流式细胞术检测细胞凋亡；Western Blot检测核因子 E2相关因子 2（nuclear
factor E2-related factor2，Nrf-2）和磷酸化 c-Jun氨基末端激酶（phosphorylated c-jun N-terminal kinase，pJNK）相

对表达量。结果：TSP对于三种自由基具有显著的清除效果；细胞实验结果显示，与过氧化氢模型组相比 TSP高

低剂量给药组细胞生存率显著上升（P<0.01，P<0.05）；悬浮细胞数量极显著下降（P<0.01）；培养基中 LDH极

显著含量下降（P<0.01）；细胞凋亡率显著降低（P<0.01，P<0.05）；细胞内 SOD水平显著增高（P<0.01，
P<0.05），丙二醛含量极显著下降（P<0.01）；Western Blot结果显示相较于模型组，高剂量给药组 Nrf-2表达量

显著增高（P<0.05），高剂量和低剂量给药组 pJNK表达量显著下降（P<0.01，P<0.05）。结论：TSP具有显著的

抗氧化活性，能够通过调节 Nrf-2和 pJNK的表达来减少氧化应激导致的细胞凋亡。
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Abstract：Objective:  To  explore  the  antioxidant  activity  of Tolypocladium  sinense  polysaccharide  (TSP)  in  vitro  and  its
inhibitory effect  on apoptosis  of  mouse islet  MIN6 cells  which were suffered from oxidative stress-induced by hydrogen
peroxide. Methods: The T. sinense polysaccharides was extracted by hot water extraction, and then the scavenging activities
of superoxide anion radical ( ·), hydroxyl radical (·OH) and p-1,1-diphenylpicryl phenyl hydrazine radical (DPPH·) was
determined.  Oxidative stress of  mouse islet  MIN6 cells  was induced by 200 μmol/L hydrogen peroxide (H2O2)  and prot-  
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ected by high and low dose TSP (0.625, 0.156 mg/mL). The survival rate of MIN6 cells was determined by MTT method,
and the cell morphology was observed by inverted microscope. The lactate dehydrogenase (LDH) level in culture medium,
intracellular  superoxide dismutase (SOD) activity  and malondialdehyde (MDA) content  were measured by kit.  Apoptosis
was detected by flow cytometry. The relative expressions of nuclear factor E2 related factor 2 (Nrf-2) and phosphorylated
c-Jun  N-terminal  kinase  (pJNK) were  detected  by  Western  Blot.  Results:  TSP had  significant  scavenging  effect  on  three
kinds of free radicals, and the results of cell experiment showed that compared with the hydrogen peroxide model group, the
cell survival rate of high and low dose TSP group increased significantly (P<0.01, P<0.05), the number of suspension cells
decreased significantly (P<0.01),  the content of LDH in culture medium decreased significantly (P<0.01),  and the rate of
apoptosis  decreased  significantly  (P<0.01, P<0.05).  The  level  of  intracellular  SOD  increased  (P<0.01, P<0.05)  and  the
content of MDA decreased significantly (P<0.01). The results of Western Blot showed that the expression of Nrf-2 in the
high dose group was significantly higher than that in the model group (P<0.05), while the expression of pJNK in the high
dose group and low dose group was significantly decreased (P<0.01, P<0.05). Conclusion: TSP has significant antioxidant
activity, and can regulate the expression of Nrf-2 and pJNK to reduce apoptosis induced by oxidative stress.

Key words：Tolypocladium sinense；polysaccharide；antioxidant activity；oxidative stress；apoptosis

冬虫夏草作为一种名贵中药，是特定真菌寄生

于蝙蝠蛾幼虫后形成的结合体[1]。冬虫夏草具有抗

氧化、增强免疫力、调节代谢等多种生物学功能[2]。

天然的冬虫夏草主要生长在高海拔地区且自然资源

稀少无法满足人们需求[3]。中国弯颈霉是天然冬虫

夏草经过组织分离培养获得的无性型品种，其药理成

分和生物活性与冬虫夏草基本相似[4]。

关于中国弯颈霉的国内外研究较少，早期主要

集中在培养条件的探索和药理成分的分析[4−5]。近年

来有研究报道了中国弯颈霉提取液能够抑制破骨细

胞功能、促进成骨细胞的分化及矿化治疗小鼠的骨

质疏松。此外有研究表明中国弯颈霉提取物能够增

强 γ 辐射后的小鼠免疫力等[6−7]。本课题组前期研究

发现，中国弯颈霉菌丝体能够有效抑制高脂饮食诱导

小鼠高脂血症的发生发展，缓解肥胖引起的慢性炎

症，降低小鼠的氧化应激水平[8]。中国弯颈霉菌丝体

多糖（Tolypocladium sinense polysaccharide, TSP）是
中国弯颈霉菌丝体的活性成分之一，目前关于其抗氧

化和抑制氧化应激能力的相关研究尚未有明确

报道。

本实验通过测定 TSP对多种自由基的清除作用

来分析其体外抗氧化活性。进一步使用过氧化氢诱

导小鼠胰岛 MIN6细胞氧化应激，通过测定氧化应

激和细胞凋亡相关指标的变化，探索 TSP对过氧化

氢损伤 MIN6细胞的保护作用，为 TSP通过抗氧化

和抑制氧化应激治疗疾病提供理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

新鲜冬虫夏草　2020年 6月采集于西藏那曲

市；葡萄糖　天津市大茂化学试剂厂；蛋白胨、酵母

浸粉　北京奥博星生物技术有限责任公司；硫酸镁

　天津市巴斯夫化工有限公司；磷酸二氢钾　天津

市福晨化学试剂厂；维生素（Vitamin C，VC）　陕西颐

生堂药业有限公司；硫酸亚铁　天津天大化学试剂

厂；水杨酸　恒兴试剂；对 1,1-二苯基苦基苯肼（P-
1,1-diphenylpicryl phenylhydrazine，DPPH）　上海麦

克林生化试剂有限公司；小鼠胰岛 MIN6细胞株　

中国医学科学院基础医学研究所基础医学细胞中心；

RPMI-1640培养基　Hyclone；胎牛血清　Clark；An-

nexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒（货号 FXP018-
100）　四正柏生物；邻苯三酚、超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）试剂盒（货号 BC0175）、
丙 二 醛 （malondialdehyde，MDA） 试 剂 盒 （ 货 号

BC0025）　北京索莱宝科技有限公司；MTT试剂盒

（货号 C0009S）、乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，
LDH）测定试剂盒（货号 C0017）、BCA蛋白浓度测

定试剂盒（货号 P0010）、兔抗小鼠核因子 E2相关因

子 2（nuclear factor E2-related factor 2，Nrf-2）抗体　

碧云天生物技术有限公司；磷酸化 c-Jun氨基末端激

酶（phosphorylated c-jun N-terminal kinase，pJNK）抗

体　英国 Abcam公司；HRP-conjugated  Affinipure
Goat  Anti-Rabbit  IgG（H+L）二抗、HRP-conjugated
Affinipure Goat Anti-Mouse IgG（H+L）二抗　美国

Proteintech公司；小鼠胰岛 MIN6细胞　中国医学

科学院基础医学研究所基础医学细胞中心。

Infinite E Plex多功能全波段连续光谱检测仪　

瑞士 Tecan公司；Centrifuge 5424 R低温高速离心机

　德国 Eppendorf公司；JY300E电泳仪　北京君意

东方电泳设备有限公司；UVP Chemstudio PLUS自

动化分子成像仪　美国 Analytik  Jena  US LLC公

司；IX73P1F倒置显微镜　日本 Olympus公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   中国弯颈霉菌丝体的分离和培养　采集新鲜

冬虫夏草，组织分离培养得到纯种菌落，经过形态学

分析和 ITS序列比对确定为中国弯颈霉[8]。将分离

培养获得的菌丝体按 1:100的体积比接种到含有马

铃薯 200 g/L、葡萄糖 20 g/L、蛋白胨 5 g/L、酵母浸

粉 5 g/L、硫酸镁 1 g/L、磷酸二氢钾 2.5 g/L的液体

培养基中，置于摇床上 150 r/min，26 ℃ 培养 96 h[1]。 

1.2.2   中国弯颈霉菌丝体多糖的提取、纯化及糖

含量测定　中国弯颈霉菌丝体培养 96 h后离心
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（4000 r/min，15 min）收集菌丝体沉淀，使用热水浸提

法提取中国弯颈霉菌丝体粗多糖[9]。随后，使用三氯

乙酸法对中国弯颈霉菌丝体粗多糖进行纯化得到

TSP[10]，并使用苯酚-硫酸法检测 TSP的糖含量[11]。

多糖提取率(%) =
提取出多糖重量

消耗菌丝体重量
×100 式（1）

多糖含量(%) =
C1

C2

×100 式（2）

式中：C1 表示多糖溶液带入标准曲线得到的糖

浓度；C2 表示多糖溶液浓度。 

1.2.3   TSP超氧阴离子自由基、羟自由基和 DPPH

自由基清除率测定　 

1.2.3.1   TSP超氧阴离子自由基清除率测定　称取

TSP粉末 0.1 g溶于 10 mL蒸馏水中，得到 10 mg/mL

的 TSP母液，精确量取 0.4  mg/mL邻苯三酚溶液

0.1 mL和磷酸盐缓冲液 5 mL于试管中振荡摇匀，

分别加入 （ 5、 2.5、 1.25、 0.625、 0.3125、 0.15625、

0.078125 mg/mL）的 TSP溶液 1 mL再加入 3.9 mL

蒸馏水振荡摇匀，阳性对照使用相同浓度的 VC 替

代 TSP溶液，空白组用蒸馏水代替 TSP溶液。使用

酶标仪测量 3~30 min内混合溶液 320 nm处吸光度

变化曲线，把各组曲线斜率带入公式计算 TSP超氧

阴离子自由基清除率[12]。

清除率(%) =
(
1− K样本

K空白

)
×100 式（3）

式中：K空白表示空白组吸光度曲线斜率；K样本表

示样品组吸光度曲线斜率。 

1.2.3.2   TSP羟自由基清除率测定　在试管中依次

加入 6 mmol/L硫酸亚铁溶液 2 mL、不同浓度的

TSP溶液 2 mL和 6 mmol/L过氧化氢溶液 2 mL振

荡摇匀，静置 10 min后加入 6 mmol/L水杨酸溶液

2 mL振荡摇匀，在 37 ℃ 水浴反应 30 min，阳性对照

组用相同浓度 VC 替代 TSP，空白组用蒸馏水代替

TSP溶液。使用酶标仪测量 510 nm处吸光度，把各

组吸光度值带入公式计算 TSP羟自由基清除率[13]。

清除率(%) =
(
1− A样品

A空白

)
×100 式（4）

式中：A空白表示空白组吸光光度值；A样品表示样

品组吸光度值。 

1.2.3.3   TSP对 DPPH自由基清除率测定　参考冯

书珍等[14] 的方法精确称取 DPPH溶于无水乙醇配制

成 0.04 mg/mL的 DPPH溶液。分别取不同浓度的

TSP溶液 2 mL加入 DPPH溶液 2 mL涡旋振荡摇匀，

室温避光反应 30 min后，离心（4000 r/min，15 min），

取上清液测定 517 nm处吸光度。阳性对照组用相

同浓度 VC 替代 TSP，对照组用无水乙醇代替 DPPH

溶液，空白组用蒸馏水代替 TSP溶液，把各组吸光度

值带入公式计算 TSP对 DPPH自由基的清除率。

清除率(%) =
(
1− A样品 −A对照

A空白

)
×100 式（5）

式中：A空白表示空白组吸光度值；A样品表示样品

组吸光度值，A对照表示对照组吸光度值 

1.2.4   TSP对过氧化氢损伤MIN6细胞的保护作用　 

1.2.4.1   细胞培养　小鼠胰岛 MIN6细胞株具有普

通胰岛细胞的生理特性。细胞培养在含有 10%胎牛

血清、100 U/mL青霉素和 100 U/mL链霉素的 1640
培养基中，培养条件为 37 ℃，5% CO2。 

1.2.4.2   TSP给药浓度和过氧化氢损伤浓度的选择

　称取 TSP粉末 0.05  g溶于 10  mL培养基得到

5 mg/mL的含药培养基，量取 3%过氧化氢溶液 1 mL
溶于 439.5 mL培养基得到含 2 mmol/L过氧化氢培

养基母液。收取处于对数生长期的 MIN6细胞，按

每孔 5×103 个接种于 96孔板培养 24 h，分别用含

TSP培养基（0~5  mg/mL）和含过氧化氢培养基

（0~250 μmol/L）单独处理细胞 24 h，最后使用 MTT
试剂盒检测生存率变化。选取对细胞生存率没有显

著影响且对多种自由基具有较强清除作用的浓度作

为 TSP给药浓度。

生存率(%) =
实验组OD450
对照组OD450

×100 式（6）
 

1.2.4.3   实验分组　根据 MTT结果进行实验分组：

对照组（Control），正常培养 48 h；模型组（Model），正
常培养 24 h后更换含 200 μmol/L过氧化氢培养基

培养 24 h；高剂量给药组（High-TSP），正常培养 24 h
后更换含 200 μmol/L过氧化氢和 0.625 mg/mL TSP
培养基培养 24 h；低剂量给药组（Low-TSP），正常培养

24 h后更换含 200 μmol/L过氧化氢和 0.156 mg/mL
TSP培养基培养 24 h。 

1.2.4.4   细胞形态学观察　将 MIN6细胞接种于

6孔板后按照 1.2.4.3的分组和处理方式培养 48 h，
在光学显微镜下拍照观察细胞的形态和贴壁状态，并

计数 160000 μm2 范围内悬浮细胞数量。 

1.2.4.5   LDH释放量检测　将细胞接种于 24孔板

按照 1.2.4.3的分组和处理方式培养 48 h收集培养

基离心（1000 r/min，5 min）取上清液，用试剂盒进行

测定。 

1.2.4.6   流式细胞术检测凋亡　将细胞接种于 6孔

板按 1.2.4.3分组和处理方式培养 48 h收集细胞，按

照试剂盒说明书依次加入 Annexin V-FITC和碘化

丙啶（propidium iodide，PI）避光孵育 5 min后利用流

式细胞仪检测。 

1.2.4.7   氧化应激相关指标测定　将细胞接种于

6孔板按 1.2.4.3分组和处理方式培养 48 h收集细

胞，每 5×106 个细胞加入 1 mL提取液，反复冻融使

细胞裂解，离心（12000 r/min，15 min）收集上清，按照

试剂盒说明书进行操作。 

1.2.4.8   Western Blot检测蛋白　将按 1.2.4.3分组
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和处理方式培养 48 h的细胞收集进行蛋白提取，经

BCA试剂盒测定蛋白浓度后，用 SDS-PAGE凝胶将

其分离并转至 PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭 2 h，进行

抗体孵育，并使用化学发光分析仪进行曝光。 

1.3　数据处理

±所有实验重复 4次，数值采用均数 标准差

（mean±SD）表示，实验数据使用 SPSS 26.0进行统计

分析。两组间比较采用 t 检验，多组间比较采用单因

素方差分析，P<0.05表示差异具有统计学意义。 

2　结果与分析 

2.1　TSP多糖含量测定

与大多数菌类相比[9,15−16]，中国弯颈霉菌丝体多

糖含量较低，使用热水浸提法的提取率为 5.27%±
0.27%。以葡萄糖浓度为横坐标，490 nm处吸光度

值为纵坐标，绘制葡萄糖标准曲线得到的回归

方程为 ： y=6.376x+0.1605， R2=0.9992，说明在 0~
0.1 mg/mL区间内，葡萄糖浓度与 490 nm处吸光度

值具有良好的线性关系。把菌丝体多糖 490 nm
处吸光度值带入方程经过计算后得出纯化前和纯化

后中国弯颈霉菌丝体的多糖含量分别为 28.74%±
1.81%和 75.27%±2.09%。 

2.2　TSP体外自由基清除作用

研究发现 TSP对多种自由基均具有较好的清除

作用且呈剂量依赖趋势，TSP清除超氧阴离子自由

基、羟自由基和 DPPH自由基的 IC50 分别为 1.16、
0.55和 0.68 mg/mL（图 1A~图 1C），其中 TSP对羟

自由基和 DPPH自由基清除效果要优于超氧阴离

子自由基。此外，TSP对于多种自由基的清除作用极

显著低于 VC 组（P<0.01）。李泉等[9] 提取杏鲍菇多

糖并测定其对 DPPH自由基清除作用的 IC50 为

0.70 mg/mL。杨亚萍等[17] 发现灵芝多糖清除超氧阴

离子自由、羟自由基和 DPPH自由基的 IC50 分别为

1.25、0.88和1.04 mg/mL。上述菌类多糖对自由基

的清除作用基本相似，TSP相较于普通灵芝多糖

展示出了较强的自由基清除活性。 

2.3　TSP对过氧化氢损伤MIN6细胞的保护作用 

2.3.1   MIN6细胞的生存率　不同浓度 TSP（ 0~
5 mg/mL）处理 MIN6细胞 24 h后，与对照组相比

1.25~5 mg/mL的 TSP处理使得细胞生存率极显著

降低（P<0.01），提示 TSP浓度在较高范围能够抑制

MIN6细胞增殖。TSP浓度在 0.78~0.625 mg/mL范

围内对 MIN6细胞生存率没有显著影响（P>0.05）
（图 2A），结合自由基清除实验结果在此浓度范围内

选取对自由基具有较强清除作用且差距较大的两个

浓度作为高剂量给药组和低剂量给药组。因此分别

选择 0.625 mg/mL作为高剂量给药组，0.156 mg/mL
作为低剂量给药组。

不同浓度的过氧化氢（0~250 μmol/L）处理MIN6
细胞 24 h后，与对照组相比较低浓度的过氧化氢促

进了 MIN6细胞的增殖活性，使得 MIN6细胞的生

存率出现极显著增高的现象（P<0.01）。随着过氧化

氢的浓度增高，MIN6细胞的生存率逐渐降低（P<

0.05），并呈现出剂量依赖趋势（图 2B）。一般选取细

胞生存率 75%附近的浓度作为损伤浓度最佳，故本

实验选择 200 μmol/L过氧化氢处理 MIN6细胞诱导
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图 1    中国弯颈霉菌丝体多糖自由基清除率

Fig.1    Scavenging rate of polysaccharides from Tolypocladium
sinense against radical

注：**表示与 VC 组相比差异极显著，P<0.01。
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氧化应激模型。

TSP对过氧化氢诱导的细胞生存率降低具有显

著的保护作用（图 2C），与对照组相比过氧化氢损伤

模型组细胞生存率极显著下降（P<0.01），与模型组相

比，高剂量组和低剂量组的细胞生存率显著升高

（P<0.01，P<0.05）。MIN6细胞对于氧化应激高度敏

感是糖尿病发生的关键因素之一[18]，TSP给药能够

保护氧化应激导致的细胞生存率降低展示出其对于

缓解氧化应激相关疾病的潜力。 

2.3.2   TSP改善过氧化氢损伤 MIN6细胞的生长状

态和细胞形态　细胞的正常形态是其发挥生理功能

的重要保障[19]，在倒置显微镜下观察 MIN6细胞的

生长状态发现（图 3），与对照组相比过氧化氢刺激

24 h后 MIN6细胞悬浮数量极显著增多（P<0.01）贴
壁状态较差（圆圈所示）、胞体变圆、丝状伪足明显缩

短或消失（箭头所示）表明细胞生长状态较差。相对

于过氧化氢模型组，高剂量和低剂量给药组悬浮细胞

数量极显著减少（P<0.01），丝状伪足长度恢复。说明

过氧化氢刺激导致 MIN6细胞的正常生理结构破

坏，TSP治疗能够逆转这一现象。 

2.3.3   TSP能够减少过氧化氢损伤 MIN6细胞的乳

酸脱氢酶释放　正常情况下乳酸脱氢酶大量存在于

细胞内部，当细胞膜结构受损后会释放到培养基中，

通过测定培养基中乳酸脱氢酶的水平能够判断细胞

膜系统的受损程度[20]。与对照组相比过氧化氢处理

后的模型组乳酸脱氢酶释放量极显著上升（P<0.01）
提示细胞膜完整性破坏（图 4），与模型组相比 TSP
高低剂量给药组乳酸脱氢酶释放量极显著降低

（P<0.01）。研究表明，TSP给药降低了培养基中乳酸

脱氢酶的含量，说明 TSP能够减轻氧化应激对于细

胞膜的损伤，增加细胞膜结构的完整性。 

2.3.4   TSP能够降低过氧化氢损伤 MIN6细胞的凋

亡水平　细胞凋亡是机体维持自身稳态的重要机制，

通常情况下细胞的凋亡水平能够反映出疾病的严重

程度[21]，如图 5所示，过氧化氢处理组与对照组相比

细胞凋亡率极显著上升（P<0.01），与模型组相比高剂

量给药组和低剂量给药组细胞凋亡率显著下降（P<
0.01，P<0.05），TSP给药能够显著降低过氧化氢诱导
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Fig.2    Effects of polysaccharide from Tolypocladium sinense on
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的细胞凋亡水平，同样展示出其具有治疗疾病的潜在

药用价值。 

2.3.5   TSP降低过氧化氢损伤 MIN6细胞的氧化应

激水平　SOD是细胞内重要的抗氧化酶之一，主导

多种自由基的清除过程，使细胞不受氧化损伤[22]，

MDA是细胞膜脂质过氧化产物能够反映细胞的氧

化应激水平，其在细胞内过量堆积会诱导细胞能量代

谢和信号传导障碍对细胞造成损伤[23]。与对照组相

比，模型组细胞内 SOD活力降低（P<0.05），MDA水

平极显著升高（P<0.01），与模型组相比 TSP高剂量

给药组和低剂量给药组细胞内 SOD活力显著升高

（P<0.01，P<0.05），MDA水平显著下降（P<0.01）（图 6），

TSP给药能够通过降低细胞内MDA水平，增加 SOD

活力从而减少氧化应激导致的细胞损伤。 

2.3.6   TSP调节过氧化氢损伤 MIN6细胞中 Nrf-

2和 pJNK的表达　Nrf-2是人体抗氧化防御系统的

重要组成部分，能够通过上调 SOD、谷胱甘肽过氧

化物酶和过氧化氢酶等抗氧化酶的表达发挥保护细

胞作用[24]。JNK是凋亡经典通路 p38MAPK/JNK信

号通路中的关键分子，磷酸化是其活化方式，研究证

明细胞发生氧化应激后 pJNK的表达增高从而诱导

了凋亡的发生[25]。过氧化氢处理模型组细胞 Nrf-2

表达量极显著降低（P<0.01），pJNK表达量显著升高

（P<0.05），与模型组相比高剂量给药组细胞中 Nrf-

2表达量显著增加（P<0.05），高低剂量给药组 pJNK

表达显著下降（P<0.01，P<0.05）（图 7）。结果表明过

氧化氢诱导细胞氧化应激从而导致了细胞凋亡的发
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生，TSP给药能够通过缓解氧化应激状态减少细胞凋

亡的发生。 

3　讨论与结论
氧化应激是指体内的氧化系统与抗氧化系统失

衡处于倾向氧化的状态[26]，大量的自由基在组织和细

胞中堆积，从而损伤细胞导致细胞的凋亡[27]。研究报

道了氧化应激在疾病的发生和发展过程中扮演着重

要角色[28]，其中在 2型糖尿病的胰岛 β 细胞中这一

现象尤为显著[29]，因此逆转氧化应激状态治疗疾病成

为当下的研究热点[30−31]。例如在治疗糖尿病的过程

中，研究者通过降低患者的氧化应激水平缓解胰岛

β 细胞的损伤[32]。

与大多数研究相似[33−34]，本课题组初步探讨了

TSP的体外抗氧化活性，自由基清除实验结果表明：

TSP具有较好的抗氧化活性，对多种自由基均有显著

的清除作用，与 VC 组相比依然有显著的差距。自由

基清除实验可以证明中国弯颈霉菌丝体中多糖是一

种主要的抗氧化成分，同时也是开展后续细胞内抑制

氧化应激实验的基础。

为了探究 TSP抑制氧化应激损伤的分子学机

制，使用 200 μmol/L的过氧化氢刺激 MIN6细胞模

拟氧化应激状态，并给予不同剂量的 TSP保护，观察

细胞各项指标的变化。本课题组首先探讨了 TSP对

过氧化氢损伤 MIN6细胞生存率的影响，发现 TSP

给药能够显著恢复过氧化氢诱导的细胞生存率下降，

表明 TSP能够保护 MIN6细胞免受过氧化氢的细胞

死亡。细胞生存率对于研究细胞的生长状态具有很

大的局限性，在一些情况下细胞可能并未死亡但是已

经失去了正常的生理功能。正常的形态结构是细胞

发挥生理作用的基础[19]，本研究发现过氧化氢诱导的

氧化应激模型组细胞悬浮数量增多和丝状伪足明显

缩短，在这种状态下细胞的生理功能是被限制的，给

予 TSP保护能够显著恢复细胞形态，并可能恢复细

胞的正常生理功能。乳酸脱氢酶是评价细胞状态的

又一个常用指标，通过测定培养基中乳酸脱氢酶的水

平能够判断细胞膜系统的受损程度[20]。本研究表明

过氧化氢刺激损伤了细胞膜的完整性，TSP给药能够

显著降低培养基中乳酸脱氢酶水平，增加细胞膜完整

性。一些研究报道了 2型糖尿病小鼠胰岛细胞凋亡

水平显著升高，给予药物治疗后能够显著减少胰岛细

胞凋亡，改善糖尿病症状，其部分作用可能与氧化应

激水平降低相关[35]。本研究发现 TSP给药能够显著

降低过氧化氢诱导的细胞凋亡升高。总而言之，本研

究从多角度证明了 TSP对于过氧化氢损伤 MIN6细

胞的保护作用。

在一项代谢性疾病的研究中，通过药物治疗能

够显著缓解模型小鼠的氧化应激状态，主要表现为降

低 MDA水平，提高 SOD活力[36]。SOD作为细胞内

一种重要的抗氧化酶能够催化超氧阴离子的清除过

程，从而维持细胞的氧化与抗氧化平衡状态，MDA

是细胞膜脂质过氧化产物，能够反应细胞的氧化应激

水平[37]。TSP能够显著增加氧化应激损伤细胞内的

SOD活力，降低细胞内 MDA含量，这表明细胞氧化

应激状态得到缓解，氧化与抗氧化的失衡得到恢复。

总之，TSP能够增加 MIN6细胞的抗氧化能力，减轻

自由基对于细胞的损伤，其机制可能与 TSP增加了

Nrf-2的表达量相关[38]。有研究报道，三白草酮能够

通过上调 HT22细胞 Nrf-2的表达抑制过氧化氢诱

导的氧化应激损伤，进而减少细胞凋亡的发生[39]。

Nrf-2是人体抗氧化防御系统的重要组成部分能够

通过调节 SOD、谷胱甘肽过氧化物酶和过氧化氢酶

水平发挥作用[24]，由此推测 TSP的抗氧化应激作用

可能是通过上调 Nrf-2的表达水平，启动其下游抗氧

化基因的表达，增加包括 SOD在内的抗氧化酶活性

来减少氧化应激对细胞造成的损伤。多种疾病的发

生与氧化应激状态诱导的细胞凋亡密切相关[40]，JNK

作为凋亡经典通路 p38MAPK/JNK信号通路中的关

键分子与氧化应激导致的凋亡密切相关[41]。本研究
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图 7    中国弯颈霉菌丝多糖对过氧化损伤MIN6细胞 Nrf-2和 pJNK表达的影响

Fig.7    Effects of polysaccharide from Tolypocladium sinense on the expression of Nrf-2 and pJNK in MIN6 cells injured by H2O2
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发现 TSP给药能够显著降低 MIN6细胞中 pJNK表

达水平，结合流式细胞术结果分析发现给药后能够显

著减少 MIN6细胞凋亡的发生。猜测 TSP可能通过

增加 Nrf-2的表达水平改善细胞内的氧化应激状态，

从而降低 pJNK表达和其诱导的细胞凋亡。但也有

研究指出 JNK的磷酸化对于 Nrf-2的激活存在一定

的促进作用[42]。由于氧化应激状态下，机体多种信号

通路的相互作用可能发生改变，因此 TSP在细胞内

的抗氧化机制还需要进一步的深入研究。

综上所述，本研究发现 TSP在体外具有较好的

自由基清除作用，在细胞水平的实验发现 TSP可以

通过增加 Nrf-2的表达来提高细胞的抗氧化能力进

而减少过氧化氢诱导的细胞凋亡发生。由于本实验

只是进行了细胞水平的探索，后续需要通过构建特殊

疾病动物模型研究 TSP对动物疾病状态下氧化应激

水平和相关蛋白表达的影响，为中药多糖的应用提供

新的理论依据。
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