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发酵乳杆菌 S1荚膜多糖的免疫调节及
抗衰老活性

王　坤1,2，邰孟蝶1，潘禹溪1，李思露1，李梦迪1，赵　婧1，左　锋1,3, *

（1.黑龙江八一农垦大学食品学院，黑龙江大庆 163319；
2.黑龙江八一农垦大学国家杂粮工程技术中心，黑龙江大庆 163319；
3.粮食副产物加工与利用教育部工程研究中心，黑龙江大庆 163319）

摘　要：为探究发酵乳杆菌 S1荚膜多糖（capsular polysaccharides，CPS）的免疫调节及抗衰老活性，本研究首先测

定 CPS浓度对 RAW264.7细胞的活力、吞噬活性、酸性磷酸酶活性、NO和细胞因子分泌水平的影响并评估其免

疫调节活性。再以秀丽隐杆线虫为模型，测定线虫寿命、氧/热应激能力、生殖能力，来探究 CPS的抗衰老作用。

结果表明，25~200 μg/mL范围内 CPS能提高 RAW264.7细胞的增殖能力、细胞吞噬率和酸性磷酸酶活力，并通过

上调相关基因表达促进其 NO及细胞因子 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 的释放（P<0.05）。与对照相比，CPS处理组细胞

活力、吞噬率和酸性磷酸酶活力最大提升幅度分别达到 58.22%、33.48%和 39.5%，NO、IL-6、IL-1β 和 TNF-α 的

最大分泌水平分别增加 101.29%、31.33%、161.08%和 79.90%，从而表现出较好的免疫调节活性。线虫试验表

明，50 μg/mL的 CPS对正常、氧应激和热应激环境下线虫寿命的延长率分别为 19.87%、39.39%和 29.02%，显示

出良好的抗衰老活性。同时，CPS有效提高了线虫的生殖能力，其最高产卵数目较对照组增加了 0.19倍。RT-
qPCR分析揭示 CPS是通过协同调控线虫胰岛素信号通路（Daf-16 和 Sir-2.1）和热应激信号通路（Hsf-1 和 Hsp-
16.2）发挥抗衰老作用的。以上结果表明 CPS具有良好的免疫调节活性和抗衰老活性。本研究可以为乳酸菌

CPS在免疫调节和抗衰老产品的应用提供理论支撑。
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Abstract： To  investigate  the  immunomodulatory  and  anti-aging  activities  of  capsular  polysaccharides  (CPS)  from
Lactobacillus  fermentum  S1,  this  study  first  determined  the  effects  of  CPS  concentration  on  the  viability,  phagocytic
activity,  acid  phosphatase  activity,  NO  production,  and  cytokine  secretion  levels  in  RAW264.7  cells,  and  evaluated  its  
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immunomodulatory  activity.  Subsequently,  using Caenorhabditis  elegans  as  a  model,  the  effects  of  CPS  on C.  elegans
lifespan, oxidative/heat stress resistance, and reproductive capacity were assessed to explore its anti-aging properties. The
results indicated that within the range of 25~200 μg/mL, CPS significantly enhanced cell proliferation ability, phagocytosis
rate,  and  acid  phosphatase  activity  in  RAW264.7  cells,  and  promoted  the  release  of  NO and  cytokines  IL-6,  IL-1β,  and
TNF-α by up-regulating the expression of related genes (P<0.05). Compared to control group, the maximum increase in cell
viability,  phagocytosis rate,  and acid phosphatase activity in the CPS-treated group reached 58.22%, 33.48%, and 39.5%,
respectively. The maximum secretion levels of NO, IL-6, IL-1β, and TNF-α increased by 101.29%, 31.33%, 161.08%, and
79.90%, respectively,  demonstrating good immunomodulatory activity.  The C. elegans experiment  showed that  treatment
with  50  μg/mL  CPS  extended  lifespan  of  C.  elegans  under  normal,  oxygen-stressed,  and  heat-stressed  conditions  by
19.87%, 39.39%, and 29.02%, respectively,  suggesting strong anti-aging activity.  CPS also effectively improved the RT-
qPCR analysis revealed that  CPS exerted its  anti-aging effect  through co-regulation of insulin signaling pathway (Daf-16
and  Sir-2.1)  and  heat  shock  signaling  pathway  (Hsf-l  and  Hsp-16.2)  in  C.  elegans.  These  findings  indicate  that  CPS
possesses good immunomodulatory and anti-aging activities. This study provides theoretical support for the application of
CPS produced by lactic acid bacteria in immunoregulation and anti-aging products.

Key words：lactic acid bacteria；capsular polysaccharide；immune regulation；anti-aging

乳酸菌作为公认的益生菌，因其可延长食品贮

存期、赋予食品特殊的风味和质构特性而被广泛应

用于发酵食品中[1]。同时，乳酸菌也被应用在动物生

产中，以改善家禽的健康状况，并促进它们的生长和

繁殖[2]。在动物体内，乳酸菌具有提高机体抗氧化能

力[3]、抗菌[4] 和抗肿瘤[5] 等生理功能。研究显示，乳

酸菌的上述功能可能与其次级代谢产物胞外多糖

（exopolysaccharides，EPS）有关[6−7]。EPS可分为附

着在菌体细胞表面的荚膜多糖（CPS）和释放到周围

环境中的释放多糖（released polysaccharides，RPS）[8]。
大量研究表明乳酸菌 EPS具有抗肿瘤、抗氧化、降

胆固醇和免疫调节等多种生物活性[9]。然而，目前国

内外对乳酸菌 EPS生物活性的研究还主要集中于

RPS[10]，关于其 CPS生物活性的研究仍然很缺乏。

在过去的几十年中，免疫调节一直是多糖生物

活性研究的热点之一[11]。巨噬细胞作为主要的先天

免疫细胞，在维持体内稳态中起着关键作用[12]。多糖

可以通过刺激巨噬细胞增殖、增强吞噬作用、促进

NO和细胞因子的分泌等来发挥免疫调节活性。许

多研究已经证实了乳酸菌 RPS的免疫调节潜力。例

如：Wang等[13] 发现植物乳杆菌 JLAU103的 RPS能

提高巨噬细胞的吞噬能力，并促进其 IL-6、TNF-α
和 NO的释放；瑞士乳杆菌 LZ-R-5的 RPS可促进

RAW264.7细胞 TNF-α、IL-6和 IL-1β 的分泌[9]，此

外，戊糖乳杆菌 LZ-R-17的 RPS也被发现能提高

RAW264.7细胞 TNF-α、IL-1β、IL-6和 IL-10的分

泌水平[14]。因此，乳酸菌多糖具有充当有效免疫调节

剂的潜力。然而，到目前为止，关于乳酸菌 CPS免疫

调节活性的研究还很少。同时，随着全球老龄化人口

比例不断升高，老龄化带来的健康和社会问题已逐渐

成为人们关注的重点[15]。寻找安全有效的减缓衰老

的益生产品或药物已成为当前研究的一个热

点[16−17]。秀丽隐杆线虫寿命周期短，体积小，繁殖率

高，易于培养，与人类基因组同源性高[18]，是抗衰老研

究重要的模型生物。大量利用秀丽隐杆线虫为模型

的研究揭示一些植物源多糖具有良好的抗衰老活性，

例如：黄精多糖可以通过调控胰岛素信号通路对秀丽

隐杆线虫产生抗衰老作用，达到延长线虫寿命的效

果[19]。黄萱草多糖在正常条件和热应激条件下均能

延长线虫寿命，并具有较强的体内抗氧化活性[20]。但

关于微生物源，尤其是乳酸菌源多糖对线虫寿命影响

的相关研究依然较少。利用线虫探索 CPS的生物活

性不仅可以增进对乳酸菌 CPS的认知，而且比体外

化学反应和细胞实验更具说服力。

基于上述背景，本研究拟对前期获得的发酵乳

杆菌 S1 CPS的免疫调节和抗衰老活性展开研究。

该 CPS的平均分子量为 7.19×105 Da，其主链由 α-
D-Galp-（1→3），α-L-Rhap-（1→2），α-D-Glcp-（1→3），
β-D-Galp-（1→3），β-D-Glcp-（1→2）和 β-L-Rhap-（1→
3,4）残基构成，末端为 α-D-Manp-（1→残基。同时，

CPS表现出较好的体外抗氧化能力，并能显著提高

线虫总抗氧化能力和超氧化物歧化酶活力，降低丙二

醛含量[21]。为进一步探究其生物活性，本实验通过测

定 RAW264.7细胞的细胞活力、吞噬活性、酸性磷

酸酶活性、NO分泌量、细胞因子的分泌水平及

mRNA表达量来评估 CPS的免疫调节能力；并选择

秀丽隐杆线虫为生物模型，通过测定 CPS对线虫寿

命、抗氧/热应激能力、生殖能力及衰老相关基因表

达的影响，探究其抗衰老作用及机制。本研究将有助

于进一步揭示 CPS在乳酸菌健康功效中发挥的作

用，并为乳酸菌 CPS在功能性食品或药品中的应用

提供理论支持。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

细胞培养级二甲基亚砜、胰蛋白酶消化液

（0.25%）、二苯基四氮唑溴盐（MTT，≥98%）、青/链
霉素（10000 U/mL和 10 mg/mL）　北京索莱宝科技

有限公司；脂多糖（LPS，≥99%）　美国西格玛奥德

里奇（Sigma-Aldrich）公司；特级胎牛血清　美国克

拉克生物科技（Clark-Bioscience）有限公司；中性红
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染色液（0.33%）、酸性磷酸酶试剂盒　碧云天生物科

技有限公司；NO试剂盒　南京建成生物工程研究

所；肿瘤坏死因子（TNF-α）、细胞白介素（IL-1β、IL-
6）试剂盒　上海朗顿生物技术有限公司；Trizol试剂

　上海碧云天生物有限公司；反转录试剂盒　艾德

来生物公司；引物　生工生物工程（上海）股份有限公

司；2×SYBR® Green荧光染料　湖南一诺唯真科技

有限公司；蛋白胨、氯化钠、硫酸镁、磷酸氢二钠、磷

酸二氢钠等　均为国产分析纯；发酵乳杆菌 S1
（Genbank登录号：MK226442）　本实验室分离自富

源泡菜[22]，采用甘油保藏法冻存于−20 ℃ 中；小鼠单

核巨噬细胞 RAW246.7　中国科学院上海细胞库；

秀丽隐杆线虫 N2野生型及基因敲除型大肠杆菌

OP50菌株　美国秀丽隐杆线虫遗传学中心；NGM
培养基、M9缓冲液　参照张娟梅[23] 的方法配制。

VICTOR  NIVOTM 发光酶标仪　美国 Perkin-
Elmer公司；qTOWER3 型荧光定量 PCR仪　德国

耶拿公司；CBS-170  CO2 培养箱　德国 Binder公
司；LRH-150生化培养箱　上海一恒科学仪有限公

司；H1650离心机　上海湘仪；Scandrop100超微量

核酸蛋白测定仪、EASYCYCLER 96普通 PCR仪

　德国耶拿公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   CPS免疫活性的研究 

1.2.1.1   细胞培养　将 RAW264.7细胞接种于含

10%胎牛血清和 1%双抗（青霉素和链霉素）的

DMEM完全培养基中，置于 37 ℃、5% CO2 的恒温

培养箱中培养。每 2~3 d传代一次以保持细胞处于

对数生期[9]。 

1.2.1.2   细胞活力　采用 MTT法测定 CPS对 RAW
264.7细胞增殖活性的影响[14]。将 100 μL细胞密度

为 2×105 个/mL的细胞接种于 96孔板中，培养 24 h
后弃去培养液，然后用 100 μL含有不同浓度（25~
400  μg/mL）CPS的培养基预处理细胞，每组设置

4个重复。对照组在不含 CPS的培养基中进行培

养。空白组为未接种细胞的培养基，24 h后弃去培

养基 ，PBS清洗 3次后 ，每孔加入 100  μL  MTT
（1 mg/mL）溶液，37 ℃ 孵育 4 h，弃去上清液后每孔

加入 100 μL DMSO溶液，轻微振荡以溶解蓝色结

晶。室温静置 10 min后，使用酶标仪在 570 nm处

测定其吸光度（OD值）。细胞活力计算公式如下：

细胞存活率(%) =
OD样品组 −OD空白组

OD对照组 −OD空白组

×100 式（1）
 

1.2.1.3   细胞吞噬活性　采用中性红摄取法评价

CPS对细胞吞噬作用的影响[12]。细胞培养 24 h后弃

去上清液，按照 1.2.1.2中的方法设置对照组、样品

组、空白组，阳性对照组为 1 μg/mL的 LPS，每组设

置 4个重复。培养 24 h，弃去上清后每孔加 100 μL
0.1%中性红溶液静置 30 min染色，染色完成后弃去

染液并用 PBS冲洗 3次，用 100 μL裂解缓冲液（冰

醋酸:乙醇=1:1，v/v）室温作用 1  h裂解细胞，在

540 nm处测定其吸光度。中性红吞噬率计算公式

如下：

中性红吞噬率(%) =
OD样品组 −OD空白组

OD对照组 −OD空白组

×100

式（2）
 

1.2.1.4   酸性磷酸酶活性　按照 1.2.1.2中的方法设

置对照组和样品组，细胞预处理 24 h后，弃去上清

液，每孔加入 40 μL的 Triton X-100（1%）置于 37 ℃
孵育 10 min以溶解细胞，然后按照试剂盒说明书进

行操作，在 405 nm处测定其吸光度值[24]。酸性磷酸

酶活性计算公式如下：

酸性磷酸酶活性指数 =
OD样品组

OD对照组

式（3）
 

1.2.1.5   NO释放量　细胞预处理 24 h后，每孔吸

取 50 μL培养基至 96孔板中，按照 NO检测试剂盒

说明书进行 NO释放量的测定。 

1.2.1.6   细胞因子分泌水平　细胞预处理 24 h后，每

孔吸取 100 μL培养基至 96孔板中，依照 ELISA试

剂盒（IL-6、TNF-α、IL-1β）说明书进行细胞因子释放

量的测定。 

1.2.1.7   RAW264.7细胞中 mRNA的表达　参考

Wang等[25] 的方法并略作调整，对 RAW264.7细胞

相关细胞因子 mRNA表达量进行测定。将 2 mL细

胞密度为 2×105 个/mL的细胞悬液接种于 6孔板中

培养 24  h后，再分别用含 0  μg/mL和 100  μg/mL
CPS的 DMEM培养基培养 24 h，PBS清洗两次后，

采用 Trizol试剂提取细胞总 RNA，并使用全波长紫

外/可见光扫描分光光度计测定 RNA的浓度，按照反

转录试剂盒说明书进行反转录，采用 qTOWER3型

荧光定量 PCR仪测定各组细胞中 iNOS、COX-2、
IL-6、IL-1β、TNF-α 的 CT值。PCR反应体系总体

积为 20 µL，体系组分包括 2×SYBR® Green 10 µL、
上下游引物各 1 µL、cDNA模板 2 µL、DEPC H2O
6 µL。反应条件为：95 ℃ 3 min；95 ℃ 10 s，56 ℃
30 s，72 ℃ 45 s，共 39个循环。引物由生工生物工
 

表 1    荧光定量 PCR引物序列

Table 1    Primers for fluorescent quantitative PCR

引物名称 引物序列

IL-6 5′-GAGGATACCACTCCCAACAGACC-3′（forward）
5′-AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-3′（reverse）

TNF-α 5′-AGCACAGAAAGCATGATCCG-3′（forward）
5′-CTGATGAGAGGGAGGCCATT-3′（reverse）

iNOS 5′-CATGCTACTGGAGGTGGGTG-3′（forward）
5′-CATTGATCTCCGTGACAGCC-3′（reverse）

COX-2 5′-TGCTGTACAAGCAGTGGCAA-3′（forward）
5′-GCAGCCATTTCCTTCTCTCC-3′（reverse）

β-actin 5′-ATCACTATTGGCAACGAGCG-3′（forward）
5′-TCAGCAATGCCTGGGTACAT-3′（reverse）

IL-1β 5′-TGACAAACGGTCAGAAGCAG-3′（forward）
5′-CGTCTTGCCCAAGGTTGTAG-3′（reverse）
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程（上海）有限公司合成，以 β-actin 为内参，采用

2−ΔΔCT 的方法进行数据分析，以得到目的基因的

mRNA相对表达量，目的基因引物序列见表 1。 

1.2.2   CPS抗衰老活性的研究 

1.2.2.1   线虫的培养和同期化　将线虫置于涂有大

肠杆菌 OP50菌膜的 NGM平板上 23 ℃ 恒温培养，

并每天转移至新的 NGM平板上进行传代。培养至

成虫即可进行同期化实验。同期化操作之前先用

M9缓冲液将线虫冲洗下来，置于 1.5 mL离心管中，

1300 r/min条件下离心 1 min，弃去上清液，重复操

作 3~5次。然后依次加 600 µL M9缓冲液、100 µL
0.5 mol/L NaOH和 200 µL次氯酸钠（有效氯含量

10%），涡旋振荡 3~5  min至虫体完全裂解，置于

2000 r/min条件下离心 1 min，弃去上清，经 M9缓冲

液反复清洗后，将虫卵转移到 NGM平板上于 23 ℃
培养 48 h后可得到同期化后的 L4期成虫[23]。 

1.2.2.2   线虫寿命调控　将同期化的 L4期线虫分别

转移到含 25、50和 100 µg/mL CPS的 NGM/OP50
（含终浓度为 50 μmol/L 5-氟尿嘧啶）平板，以不含多

糖的 NGM平板为对照。每个平板约 40条线虫，每

组样品做 3个平行。置于 23 ℃ 培养箱中培养，每天

将存活的线虫转移至新的平板上，并详细记录线虫的

死亡数目[19]。 

1.2.2.3   线虫氧化应激实验　采用叔丁基过氧化氢

（ tBHP）法 [23] 来评价线虫的氧化应激能力。将

CPS预处理 4 d的线虫转移至含 15 mmol/L tBHP
的 NGM/OP50（含终浓度为 50 μmol/L 5-氟尿嘧啶）

平板上于 23 ℃ 条件下继续培养，每天更新一次平

板，每 2 h对线虫的死亡情况进行一次计数。每组样

品做 3个平行，每个平行约 40条线虫。 

1.2.2.4   线虫热应激实验　将同期化的 L4期线虫分

别转移到含 25、 50和 100  µg/mL  CPS的 NGM/
OP50平板（含终浓度为 50 μmol/L 5-氟尿嘧啶），以

不含多糖的 NGM平板为对照，于 23 ℃ 培养 4 d，每
天更换一次平板，每组样品做三个平行，每个平板大

约 40条线虫。然后将平板移至 35 ℃ 条件下继续培

养，每 2 h记录一次死亡线虫的数目[20]。 

1.2.2.5   线虫生殖能力　将 5条同期化的 L4期线虫

转移到含 25、50和 100 µg/mL CPS的 NGM平板

上，以不含多糖的 NGM平板为对照，于 23 ℃ 条件

下连续培养，每天挑取线虫至新的平板，并将替换下

来的平板继续培养 24 h后，统计长出虫体的数量即

为线虫前一天的产卵数，连续观察直至产卵数目为

零[23]。 

1.2.2.6   线虫体内寿命相关基因的表达　将同期化

后生长至 L4期成虫期的线虫转移到含 50 µg/mL
CPS的 NGM/OP50（含终浓度为 50 μmol/L 5-氟尿

嘧啶）平板，以不含多糖的 NGM平板为对照。每天

更换一次平板，在 23 ℃ 下培养 4 d，用 M9将线虫冲

洗至 1.5 mL离心管中，保证每管中虫体量为 500~
600条，每个样品做三组平行。将线虫置于液氮冷冻

后研磨，采用 RNA提取试剂盒提取线虫总 RNA，并

使用超微量核酸蛋白测定仪测定 RNA的浓度，按照

反转录试剂盒说明书进行反转录，采用荧光定量

PCR仪测定各组线虫中相关基因的 CT值。PCR反

应体系总体积为 10 µL，体系组分包括 2×SYBR®

Green Supermix 5 µL、上下游引物各 0.5 µL、cDNA
模板 1 µL、ddH2O 3 µL。反应条件为：95 ℃ 3 min；
95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，共 39个循环。引物由生工生

物工程（上海）有限公司合成，以 hgpd-1 为内参，采

用 2−ΔΔCT 法进行数据分析，引物序列参照表 2。
 
 

表 2    荧光定量 PCR引物序列
Table 2    Primers for fluorescent quantitative PCR

引物名称 引物序列

hgpd-1 5′-ACTGGCGAAGGTTATCAATG-3′（forward）
5′-TTCTGGGTTGCGGTTACA-3′（reverse）

Daf-2 5′-ATAATAGTCAACAAGTCAAC-3′（forward）
5′-ACATCTCGTCATAACAAT-3′（reverse）

Daf-16 5′-TCCAAGTGATATTGTTGATAGA-3′（forward）
5′-CGACTCCTGCTTAATCTG-3′（reverse）

Sir-2.1 5′-GATACATTAGAGCATCAGACT-3′（forward）
5′-CTTCCTCACGAATCTCATT-3′（reverse）

Skn-1 5′-AGATGTCATTAAGCGAGTT-3′（forward）
5′-CAGCAACCTTGTTCTTTC-3′（reverse）

Ctl-1 5′-GGTGATGTTCCTCTACTC-3′（forward）
5′-GATTTCCCTCCTTGTTGA-3′（reverse）

Hsp-16.2 5′-CTATCAATCCAAGGAGAACAAG-3′（forward）
5′-GCACCAACATCTACATCTTC-3′（reverse）

Hsf-1 5′-ATGGAGGATAAGATGAATAAGC-3′（forward）
5′-TGTTGTTGACGCATTGAG-3′（reverse）

  

1.3　数据处理

每组实验至少重复 3次，实验数据以（平均

值±标准差）形式表示。采用 Origin 2019软件绘制

图表，利用 SPSS 25.0软件进行数据统计学处理，使

用 Duncan’s ANONA进行多重比较，显著差异水平

为 P<0.05。 

2　结果与分析 

2.1　CPS免疫活性分析 

2.1.1   细胞活力　RAW264.7细胞被广泛应用于多

糖免疫活性研究中，它不仅在启动先天性免疫反应方

面发挥着独特的作用，还能通过增加增殖、吞噬、

NO生成和细胞因子分泌来对抗感染和炎症[26]。为

了确定 CPS对细胞免疫调节能力的影响，首先采用

MTT法评估 CPS对 RAW264.7细胞活力的影响。

如图 1所示，当样品浓度为 0~100 µg/mL时，RAW
264.7细胞的活力呈现出剂量效应关系增强（P<
0.05）。100 µg/mL CPS作用细胞的活力达到最高，

与对照组相比提高了 58.22%。当浓度升至 400 µg/
mL时，细胞活力显著减弱（P<0.05），说明 CPS浓度

过高会对巨噬细胞有一定的毒性。大量研究已证实

乳酸菌 EPS具有较高的生物安全性。如 Wang等[27]

发现从 L. plantarum JLK0142分离的 EPS（EPS0142）
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在浓度范围为 50~1000 µg/mL时，对 RAW264.7细

胞无毒性作用。从植物乳杆菌 KX041分离得到的

三个 EPS组分在 100~400 µg/mL浓度范围内均能

促进 RAW264.7的增殖[28]。根据细胞活力测定结

果，本研究选取 25~200 µg/mL浓度范围进行后续

实验。
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图 1    CPS对 RAW264.7细胞活力的影响
Fig.1    Effects of CPS on cell viability in RAW264.7 cells
注：不同字母代表差异显著（P<0.05），图 2~图 5同。

  

2.1.2   细胞吞噬活性　巨噬细胞可以通过吞噬作用

清除受损细胞和病原体，维持机体内稳态，因此吞噬

活性可以在一定程度上反映机体免疫功能的状

态[29]。本实验采用中性红法研究 CPS对 RAW264.7
细胞吞噬能力的影响。CPS对巨噬细胞吞噬中性红

能力的影响如图 2所示：与对照组相比，经 CPS
（50~200 μg/mL）刺激后，RAW264.7细胞的吞噬活

性显著增强（P<0.05），并呈现先增高后降低的趋势，

最高吞噬率与对照组相比提升了 33.48%。其他多糖

如黑根霉胞外多糖（EPS1-1）在浓度为 400 μg/mL
时，巨噬细胞的吞噬活性显著增强（P<0.05），与对照

组相比提升了 20.41%[26]。蛹虫草多糖在 25~200 μg/
mL下以剂量依赖方式增强 RAW264.7细胞的吞噬

活性，最大提升率为 21.92%[30]，这些多糖都被证实能

够增强巨噬细胞的吞噬活性。 

2.1.3   酸性磷酸酶活性　酸性磷酸酶是巨噬细胞的

一种标记酶，在巨噬细胞吞噬过程中起着非常重要的

作用。酸性磷酸酶的活性会随着巨噬细胞的激活而

升高[31]。如图 3所示，LPS组巨噬细胞酸性磷酸酶

指数显著高于其他组（P<0.05）。与对照组相比，样品

组巨噬细胞酸性磷酸酶活性随 CPS浓度升高而显著

增强（P<0.05），当样品浓度为 100 μg/mL时，酸性磷

酸酶活性指数最高，达到 1.395，与对照组相比提升

了 39.5%。而高剂量组（200 μg/mL）酸性磷酸酶指数

有所下降，但仍高于对照组，说明高浓度样品可能会

抑制酸性磷酸酶活性。这与 Rajoka等[24] 的研究结

果相似，他们的研究也发现植物乳杆菌 MM89的

EPS通过增强巨噬细胞酸性磷酸酶活性而显示出较

强的免疫调节活性。
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图 3    CPS对 RAW264.7细胞酸性磷酸酶活性的影响
Fig.3    Effects of CPS on acid phosphatase activity

in RAW264.7 cells
  

2.1.4   NO释放量　NO在免疫系统中起着关键作

用，机体通过调节 NO的水平以维持体内平衡。适

当水平的 NO有助于有效防御入侵的微生物[32]。由

图 4可知，与对照组相比，随着 CPS浓度的升高，巨

噬细胞的 NO释放量呈阶梯式增长（P<0.05），并在

200 µg/mL时达到最大值 20.989±0.402 μmol/L，释

放量增长了 101.29%。赵彪希等[33] 发现，当冬虫夏

草多糖（FCSP）在浓度同样为 200 μg/mL时，RAW

264.7细胞 NO释放量最高，达到为 12.75 μmol/L。

Cui等[34] 也证实了经 40 μg/mL的白灵菇多糖 PN-S
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图 2    CPS对 RAW264.7细胞吞噬活性的影响

Fig.2    Effects of CPS on cytophagocytosis activity
in RAW264.7 cells
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图 4    CPS对 RAW264.7细胞 NO分泌的影响

Fig.4    Effects of CPS on NO secretion in RAW264.7 cells
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处理后的 RAW264.7细胞的 NO分泌量显著高于对

照组，并且可将 NO的分泌量提升 43.30%。以上结

果表明 CPS可以通过刺激 RAW264.7细胞释放

NO来增强细胞的免疫调节能力。 

2.1.5   细胞因子分泌水平　活化的巨噬细胞可通过

分泌 IL-6、IL-1β 和 TNF-α 等细胞因子参与免疫反

应来抑制多种外来病原体入侵[35]。为探究 CPS对

RAW264.7细胞细胞因子分泌情况的影响，使用

ELISA试剂盒检测不同浓度 CPS对细胞因子 IL-6、
IL-1β 和 TNF-α 的分泌水平影响，结果如图 5（A）~

图 5（C）所示，与对照组相比，除 25  µg/mL组的

TNF-α 外，其他细胞因子的分泌水平均显著增加

（P<0.05）。当样品浓度为 200 µg/mL时，IL-1β 的分

泌量达到最大值，为 62.57±5.81 pg/mL，比对照组增

加了 161.08%。IL-6和 TNF-α 的分泌量在 CPS浓

度为 100  µg/mL时达到最大值 ，分别为 30.81±
0.74 pg/mL和 8.54±0.16 pg/mL，与对照组相比分别

增加了 31.33%和 79.90%。以上结果表明，CPS可

以促进巨噬细胞因子的分泌，从而发挥免疫调节作

用。这一结果与 Tian等[36] 的报道一致，在他们的研

究中，从蝉拟青霉 TJJ1213菌丝体中提取的 EPS能

提高巨噬细胞的细胞活力，增强吞噬作用，促进

NO的产生，提高炎症细胞因子 IL-6、TNF-α 和 IL-
1β 的表达。此外，从西藏开非尔颗粒中分离出的副

干酪乳杆菌 GL1的 EPS也能提高 RAW264.7细胞

的活力，并通过增强吞噬作用、增加 NO释放和促进

细胞因子的产生，来发挥免疫调节作用[25]。 

2.1.6   RAW264.7细胞中 mRNA的表达　iNOS和

COX-2是免疫刺激下 RAW264.7巨噬细胞合成

NO和 PGE2的两个关键酶。NO和 PGE2的释放

量表明巨噬细胞在免疫刺激下的活化程度。巨噬细

胞通过分泌 NO、TNF-α、IL-1β、IL-6等免疫细胞因

子，在宿主对抗病原微生物和其他外来物质入侵的免

疫应答中发挥重要作用[37]。本实验采用 RT-qPCR
方法检测了 iNOS、 COX-2 和相关细胞因子的

mRNA表达水平。结果如图 6所示，与对照组相比，

CPS在 mRNA水平上极显著上调了 iNOS、COX-2、
IL-1β 和 IL-6 的 基 因 表 达 （ P<0.01） 。 但 TNF-α
的 mRNA表达量与对照组相比并不显著（P>0.05）。
经 CPS处理后的巨噬细胞的 iNOS、COX-2、IL-lβ、
TNF-α 和 IL-6 的 mRNA平均表达量分别为对照组

的 1.49、1.99、1.28、1.16和 2.93倍。这表明 CPS
是通过上调巨噬细胞 iNOS、COX-2、IL-1β 和 IL-6
基因的表达促进免疫刺激介质 NO、L-1β 和 IL-6的

产生。Teng等[38] 也发现大肠杆菌 K5的 CPS能够

诱导 RAW264.7细胞 iNOS 的表达并促进 TNF-α
和 IL-1β 等细胞因子的释放，从而表现出较强的免疫

调节活性。
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图 6    CPS对 RAW264.7细胞 mRNA相对表达量的影响
Fig.6    Effect of CPS on mRNA relative expression

in RAW264.7 cells
注：*P<0.05表示差异显著，**P<0.01表示差异极显著，图 10、
图 11同。
 

多糖免疫调节活性与其分子量、单糖组成、糖苷

键等结构特征密切有关[39]。分子量在 10~1000 kDa
之间的多糖通常被认为具有良好的免疫调节活
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图 5    CPS对 RAW264.7细胞 IL-6（A）、IL-1β（B）
和 TNF-α（C）分泌量的影响

Fig.5    Effects of CPS on secretion of IL-6 (A), IL-1β (B)
and TNF-α (C) in RAW264.7 cells
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性[14]。研究还表明，由 α-葡萄糖或 α-甘露糖组成的

多糖可能由于更易被 Toll样受体 4（TLR4）或 TLR2
识别而对巨噬细胞表现出更好的免疫调节活性[36]。

此外，分支结构也可能有助于多糖的生物活性[40]。本

研究中，发酵乳杆菌 S1 CPS的分子量为 7.19×105 Da，
糖链中含有 α-葡萄糖和 α-甘露糖，并具有分支结构，

这可能是其具有良好免疫调节活性的主要原因。 

2.2　CPS的抗衰老活性研究 

2.2.1   CPS对线虫寿命的影响　CPS对秀丽隐杆线

虫寿命的影响如图 7所示。根据寿命生存曲线图可

以看出，CPS处理组线虫的生存曲线都发生了不同

程度的右移，说明各浓度的 CPS都能延长线虫的寿

命。寿命延长效果随 CPS浓度的增大呈先升高后降

低的趋势。与对照组寿命（9.58±0.28 d）相比，实验组

线虫的寿命分别增加到 9.69±0.27 d、11.49±0.27 d
和 10.01±0.26 d。其中 50 µg/mL样品处理的线虫生

存曲线右移程度最明显，比对照组线虫平均寿命延长

了 19.87%，而 25 µg/mL和 100 µg/mL的 CPS处理

线虫寿命延长效果则不明显，仅延长了 1.15%和

4.48%。有报道称，山茱萸多糖在实验浓度范围内对

线虫寿命的延长效果也呈现了先增加后降低的趋势，

当浓度为 150 µg/mL时，线虫的平均寿命延长率最

高，达到了 26.74%[41]，这一效果略高于本实验结果。

三七多糖在浓度为 250 µg/mL时对线虫寿命延长效

果最明显，但仅延长了 7.78%[42]。不同多糖对线虫寿

命延长效果不同可能与其结构差异有关。
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图 7    不同浓度 CPS处理线虫的生存曲线
Fig.7    Survival curves of C. elegans treated with different

concentrations of CPS
  

2.2.2   CPS对线虫氧化应激的影响　过量诱导的氧

化应激会导致生物体细胞结构及分子功能损伤，具有

抗氧化活性物质可缓解氧化应激造成的机体损

伤[43]。如图 8所示，在叔丁基过氧化氢诱导的氧应

激环境下，随着 CPS浓度的增加，线虫的生存曲线均

发生了明显的右移，与对照组线虫的平均寿命

（4.24 h）相比，实验组线虫的平均寿命分别增加至

4.70、5.91和 5.03 h，分别延长了 10.80%、39.39%、

18.58%，寿命延长效果显著（P<0.05）。这一结果说

明 CPS可以增强线虫抵御氧化应激的能力。Zhu

等[44] 也以秀丽隐杆线虫为模型，分析了 200 µg/mL
金银花多糖对百草枯诱导的氧化应激环境下线虫的

存活率的影响，结果表明金银花多糖对线虫有明显的

保护作用，在氧应激条件下线虫的平均寿命延长了

16.76%，这一效果低于本实验的结果。发酵乳杆菌

S1的 CPS对线虫显示出较强的氧化应激保护能力

可能与其较强的抗氧化活性有关[21]。
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图 8    不同浓度 CPS处理线虫氧化应激环境下的生存曲线
Fig.8    Survival curves of C. elegans treated with different
concentrations of CPS under oxidative stress environment

  

2.2.3   CPS对秀丽隐杆线虫热应激的影响　秀丽隐

杆线虫在高温环境下的抗逆能力是验证其抗衰老能

力的一个重要指标，抗衰老能力与其抗热应激能力成

正比[45]。由图 9可以看出，与对照组相比，CPS处理

后的线虫生存曲线都向右移动，说明不同样品浓度都

能促进线虫寿命延长。与寿命和氧化应激分析结果

类似，经 CPS处理后线虫的寿命也随 CPS浓度的提

高呈现先增加后降低的趋势，且 50 µg/mL样品对线

虫热应激抵抗能力提升作用最强。25、50、100 µg/
mL浓度 CPS处理线虫的平均寿命分别提高了

11.07%、29.02%、6.64%。这表明 CPS不仅可以显

著提高线虫的平均寿命，且能提高线虫在热应激条件

下的存活率。宋祯彦等[46] 也发现茯苓多糖能够增强

线虫的热应激抵抗能力，其中 40 µg/mL剂量组的提

升效果最好，寿命延长率达到了 18.51%。
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图 9    不同浓度 CPS处理线虫热应激环境下的生存曲线
Fig.9    Survival curves of C. elegans treated with different

concentrations of CPS under heat stress environment
  

2.2.4   CPS对线虫生殖能力的影响　线虫的产卵量
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反映了线虫的生殖能力。有研究表明，线虫寿命的延

长可能是通过降低繁殖率来提供能量以延长寿命[47]，

因此为了探究 CPS在延长寿命的同时对线虫生殖能

力的影响，进行了线虫的产卵量测定。结果如

图 10所示：线虫产卵期持续 6 d，第 1~3 d产卵数较

多，并在第 2 d达到峰值，第 4 d时线虫产卵数开始

大幅下降，直到 6 d以后所有组线虫产卵数为零。对

照组以及 25、50和 100 µg/mL CPS处理组线虫的

产卵总数分别为 110.88±1.69、116.26±3.70、132.28±
2.92和120.08±3.86个。所有处理组线虫的平均产

卵数目均出现了增长，其中 50 µg/mL CPS处理组线

虫的产卵数最多，较对照组增加了 0.19倍。这说明

CPS延缓线虫衰老的同时不仅不会对其生殖能力造

成损伤 ，还能够增强线虫的生殖能力。这与

Zhang等[48] 的研究结果类似，他们的研究结果表明

苦参种子多糖可在延长线虫的寿命同时提高其繁殖

能力。
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图 10    不同浓度 CPS对线虫生殖能力的影响
Fig.10    Effect of different concentrations of CPS

on reproductive ability of C. elegans
  

2.2.5   CPS对线虫体内有关寿命基因表达水平的影

响　胰岛素/胰岛素样生长因子 1（Insulin/IGF-1，IIS）
信号是已知调节寿命的关键通路之一[18]，通路上的

Daf-16 基因是经典的长寿调控基因，是线虫体内提

高应激抵抗及代谢基因表达的重要转录因子；Daf-2
为 IIS信号通路中 Daf-16 的上游基因；Sir-2.1 为调

节 Daf-16 的辅助因子，可在一定程度上延长寿

命 [49]。如图 11所示，与对照组相比，喂食 50  µg/
mL的 CPS线虫的 Daf-16 转录水平提升了 87.90%，

Sir-2.1 的转录水平提升了 58.01%，而 Daf-2 转录水

平无显著差异，说明 CPS可以通过促进 IIS信号通

路中 Daf-16 基因及 Sir-2.1 的表达，发挥其抗衰老作

用。这与王猛等[50] 的研究结果相符，他们的研究表

明螺旋藻多糖同样是通过上调 IIS信号通路上的转

录因子 Daf-16/Sir-2.1 的表达实现线虫寿命延长

的。Hsf-1 及其下游基因 Hsp-16.2 是线虫体内寿命

和抗压力、热冲击性能的关键调节因子[51]。实验组

线虫 Hsf-1 和 Hsp-16.2 的平均表达量较对照组有显

著的提升（P<0.05，P<0.01），分别提升了 114.35%、

68.18%，表明 CPS良好的寿命延长效果可能与 Hsf-1

所在的热应激反应信号通路中 Hsf-1、Hsp-16.2 转录

因子表达水平的提高有关。此外，与对照组相比，实

验组线虫体内 Skn-1 及其下游基因 Ctl-1 表达差异

不显著（P>0.05），表明 CPS可能不是通过 p38MAPK
通路来调控线虫寿命，从而延缓线虫衰老的。因此，

本研究中，发酵乳杆菌 S1的 CPS可能是通过胰岛素

信号和热应激信号双通路调控实现线虫寿命延长

的。有研究表明，甜茶多糖可能依赖于胰岛素信号通

路和热应激信号通路协同作用发挥抗衰老活性[52]。

这与本研究中 CPS的抗衰老作用机制一致。
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图 11    CPS对线虫体内寿命相关基因表达水平的影响
Fig.11    Effect of CPS on the expression level of lifespan-related

genes in C. elegans
  

3　结论
本文探究了发酵乳杆菌 S1 CPS的免疫调节和

抗衰老活性，发现 CPS可以提高 RAW264.7细胞的

活力和吞噬活性，并促进其 NO和细胞因子的分泌，

表现出良好的免疫调节活性。同时，CPS还能显著

改善线虫抗氧/热应激能力，并通过协同调控线虫的

胰岛素信号通路和热应激信号通路实现衰老延缓作

用，显示出优异的抗衰老活性。这些研究表明发酵乳

杆菌 S1 CPS有望开发为天然免疫调节剂和抗衰老

成分应用于功能性食品或药品中，同时也为乳酸菌

CPS未来的开发利用提供了理论依据。然而，目前

的研究仅在基因水平上进行了机制探索，后续还应利

用蛋白质组学和代谢组学等手段继续深入分析，并结

合体内实验进一步验证 CPS的有效性。
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