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英汉缩略语名词对照

英文缩写 英文全称 中文全称

LBP Lycium barbarum polysaccharide 枸杞多糖

BMNCs Bone marrow mononuclear cells 骨髓单核细胞

NK Natural killer cell 自然杀伤细胞

SPF Specific Pathogen Free 无特定病原体

KM Kunming 昆明

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清

g Gravitational acceleration 重力加速度

min Minute 分钟

°C °C 摄氏度

CO2 Carbon dioxide 二氧化碳

µg Microgram 微克

ml Millilitres 毫升

Gy Grey 戈瑞

cm Centimeter 厘米

h Hour 小时

µl Microliter 微升

nm Nanometer 纳米

CCK-8 Cell Counting Kit-8 细胞活性检测试剂盒-8

OD Optical delnsity 光密度

Annexin V Annexin V 磷脂结合蛋白

PI Propidium Iodide 碘化丙啶

FITC fluorescein isothiocyanate 异硫氰酸荧光素

FCM Flow cytometry 流式细胞术

JC-1 CBIC2(3) 荧光探针

SDS-PAGE So-diumdodecyl 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

https://baike.baidu.com/item/%E8%8D%A7%E5%85%89%E7%B4%A0
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sulfate–polyacrylamide gel

electrophoresis

胺凝胶电泳

PVDF Poly vinylidene fluoride 聚偏氟乙烯

Cyt C Cytochrome C 细胞色素 C

Caspase 9 Cysteinyl aspartate specific proteinase 9 含半胱氨酸的天冬氨酸蛋

白水解酶 9

Caspase 3 Cysteinyl aspartate specific proteinase 3 含半胱氨酸的天冬氨酸蛋

白水解酶 3

PARP Poly ADP-ribose polymerase DNA修复酶

Cox IV Cytochrome c oxidase 线粒体内参抗体

β-actin β-actin β肌动蛋白

TBST Tris-buffered saline and Tween 三羟甲基氨基甲烷缓冲盐

水和吐温

IgG Immunoglobulin G 免疫球蛋白 G

SPSS Statistical Product and Service

Solutions

统计产品与服务解决方案

P P value P值

UVB Ultraviolet radiation b 户外紫外线

60Co cobalt-60 钴-60
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枸杞多糖对辐射所致小鼠骨髓单核细胞凋亡的作用机

制研究

摘 要

目的

枸杞是一种中草药，主要活性成分是枸杞多糖(Lycium barbarum

polysaccharide, LBP)，有多种药理作用。本研究的目的是探讨枸杞多糖

对辐射所致小鼠骨髓单核细胞(Bone marrow mononuclear cells, BMNCs)

凋亡的影响，检测不同剂量枸杞多糖对辐射诱导的细胞凋亡的抑制效

果并对其作用机制进行初步探究。

方法

体外培养小鼠骨髓单核细胞，将其分为 blank组（未经辐射和 LBP

处理）、control组（仅辐射）、200 µg/mL LBP（辐射+200 µg/mL LBP）、

400 µg/mL LBP（辐射+400 µg/mL LBP）、800 µg/mL LBP（辐射+800

µg/mL LBP），LBP处理 24小时后，用 cck-8法检测细胞活力、流式

细胞术（Flow cytometry，FCM）检测细胞凋亡率、通过 JC-1检测线粒

体膜电位荧光和Western印迹检测线粒体途径中凋亡相关蛋白的表达。

结果

结果显示，经过24小时的LBP处理，与辐射对照组相比，400 µg/mL

LBP 和 800 µg/mL LBP 组可显著提高细胞活力（P＜0.01），各 LBP

组可降低辐射诱导的 BMNCs的早期凋亡率（P＜0.05）。线粒体膜电
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位荧光表明枸杞多糖减轻辐射诱导的线粒体膜电位的下降（P＜0.01）。

蛋白质印迹分析显示，枸杞多糖抑制细胞色素 C从线粒体中释放，以

及 Caspase9、Caspase3、PARP的表达（P＜0.05）。

结论

枸杞多糖能抑制辐射诱导的小鼠 BMNCs的凋亡，其机制很有可能

是通过抑制线粒体凋亡途径来实现。

关键词：枸杞多糖，辐射，凋亡，线粒体途径，体外



重庆医科大学硕士研究生学位论文

5

MECHANISM OF LYCIUM BARBARUM

POLYSACCHARIDE ONAPOPTOSIS OFMOUSE BONE

MARROWMONONUCLEAR CELLS INDUCED BY

RADIATION

ABSTRACT

Objective:

Lycium barbarum is a Chinese herbal medicine, the main active

ingredient of which, Lycium barbarum polysaccharide (LBP), has a variety

of pharmacological effects. The purpose of this study was to investigate the

effect of Lycium barbarum polysaccharides on apoptosis of mouse bone

marrow mononuclear cells (BMNCs) induced by radiation, and to detect

the inhibitory effect of different doses of Lycium barbarum polysaccharides

on radiation-induced apoptosis and its possible mechanism.

Methods:

Mouse bone marrow mononuclear cells were cultured in vitro and

divided into blank group (no radiation and LBP treatment), control group

(radiation only), 200 μg/mL LBP (radiation＋200 μg/mL LBP), 400 μg/mL

LBP (radiation＋400 μg/mL LBP), 800 μg/mL LBP (radiation＋800 μg/mL

LBP). After 24 hours of LBP treatment, cell viability was detected by cck-8

method, apoptosis rate was examined by flow cytometry (FCM),
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mitochondrial membrane potential fluorescence was detected by JC-1, and

the expression of mitochondrial pathway-associated protein was measured

by Western blotting.

Results:

The results showed that cell viability was significantly increased in the

groups of 400 μg/mL LBP and 800 μg/mL LBP (P<0.01), and the early

apoptosis rate of radiation-induced BMNCs was decreased in the groups of

LBP (P<0.05) compared with the control group after 24 hours of LBP

treatment. In a mitochondrial membrane potential fluorescence assay, LBP

reduced the radiation-induced decrease in mitochondrial membrane

potential(P<0.01). This was further demonstrated in a western blot analysis,

in which LBP inhibited the mitochondrial release of cytochrome C and the

expression of caspase 9, caspase 3, and PARP(P<0.05).

Conclusion:

Thus, LBP can inhibit the apoptosis of radiation-exposed mouse

BMNCs, and the mechanism is likely to be achieved by inhibiting

mitochondrial apoptosis.

Keywords: Lycium barbarum polysaccharide, radiation, apoptosis,

mitochondrial pathway, in vitro
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枸杞多糖对辐射所致小鼠骨髓单核细胞凋亡的作用机

制研究

前 言

电离辐射在我们的环境中自然而永久的存在，并被广泛应用于工业、农业和

医学研究等。在放射医学和核医学领域，电离辐射作为诊断和放射治疗恶性肿瘤

的工具发挥着重要作用[1]。虽然辐射技术为我们的社会提供了许多益处，但由于其

高电离电位，仍不可避免的对生物体的健康造成危害。

暴露于电离辐射会对各种细胞器和组分造成损害，特别是 DNA，线粒体和细

胞膜：辐射可通过直接作用或间接作用使细胞分子产生大量自由基（如羟基·OH、

H·、H2和 H2O2）[2]，这些会破坏 DNA，导致嘌呤和嘧啶碱基的氧化和损失，单链

和双链断裂，糖的破坏，DNA-蛋白交联和端粒功能障碍[3、4]；线粒体也容易受到

电离辐射的攻击，由于线粒体的损伤，电子传递系统中的电子解偶联会损害线粒

体膜电位，触发 ATP的丢失和细胞色素 C的释放，这将进一步激活 Caspase介导

的细胞凋亡；质膜暴露于电离辐射可增强鞘磷脂酶的活性和神经酰胺的释放，可

能引发肿瘤坏死因子-α介导的细胞凋亡，此外，产生的神经酰胺也可能引发细胞色

素 C介导的细胞凋亡[5]。

总之，辐射损伤不仅可使 DNA和胞内膜系统发生改变，还可产生过量自由基，

诱导多种信号分子活化和通路的激活[6]，使细胞整体的生物学行为发生改变，最终

导致细胞凋亡。如果未进行及时修复或修复错误，可能导致基因组不稳定、突变、

细胞死亡和肿瘤转化[7]

因此，放射防护的研究十分必要。

目前辐射防护药物多为巯基类化合物、细胞因子和激素，但其毒性大、价格

昂贵[8、9]。枸杞作为一种传统中药, 已有数千年的药用历史，具有效果好、价格低

廉等特点。枸杞多糖（Lycium barbarum polysaccharides, LBP）是枸杞中最重要的

活性成分，由阿拉伯糖，葡萄糖，半乳糖，甘露糖，木糖和鼠李糖组成[10]。具有

抗辐射[11]、抗肿瘤[12]、调节免疫[13]等作用。
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研究表明枸杞多糖有较强的免疫调节作用，能促进小鼠树突细胞的表型和功

能成熟[14]，显著提高人 NK细胞活性等[15]。枸杞多糖具有明显的抗肿瘤活性，可

引发细胞周期静止在 S期，提高胞内 Ca2+浓度[16]而诱导肿瘤细胞的凋亡。枸杞多

糖有防治电离辐射的功能，可以增加骨髓细胞的增殖活性、减低细胞凋亡率、调

节细胞周期蛋白的表达[17]，还可清除体内过多的自由基[18]。枸杞多糖可减少放射

损伤引起的骨髓细胞凋亡，降低小鼠骨髓单核细胞（Bone marrow mononuclear

cells，BMNCs）凋亡率和加速细胞周期转换，明显减轻 BMNCs的损伤[19]。

在我们的实验中，进一步研究了枸杞多糖减轻辐射损伤诱导的细胞凋亡的机

制。结果表明枸杞多糖对小鼠 BMNCs凋亡有保护作用，能抑制线粒体膜电位的下

降，抑制线粒体通路相关的凋亡蛋白的表达。这些结果对枸杞多糖防治辐射损伤

具有重要意义，为其开发为新型辐射防护剂提供有力依据。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

枸杞多糖

小鼠骨髓单核细胞分离试剂盒

RPMI 1640培养液

CCK-8试剂盒

AnnexinV-FITC/PI 细胞凋亡检

测试剂盒

线粒体膜电位检测试剂盒

细胞线粒体分离试剂盒

BCA蛋白质测定试剂盒

Cytochrome C抗体

Caspase9抗体

Caspase3抗体

PARP抗体

Cox IV 抗体

KZ20160812

TBD2013CM

8116502

C0037

C1062

C2006

C3601

P0012S

#11940

#9504

#9665

#9532

11242-1-AP

上海康舟生物技术有限公司

中国天津 TBD 公司

美国 Gibco公司

中国北京博奥龙技术有限公司

中国上海碧云天生物技术研究

所

上海碧云天生物技术研究所

上海碧云天生物技术研究所

上海碧云天生物技术研究所

美国 CST公司

美国 CST公司

美国 CST公司

美国 CST公司

中国武汉 Proteintec公司
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β-actin抗体

化学发光液

60008-1-lg

SC249361

中国武汉 Proteintec公司

美国 Thermo公司

1.2 主要仪器

直线加速器

超净台

电子天平

恒温摇床

全自动酶标仪

流式细胞仪

低温离心机

荧光显微镜

化学发光仪

恒温水浴箱

超纯水系统

微量移液器

高压灭菌锅

细胞恒温孵育箱

低温冰箱

美国 Varian 公司

美国 Baker 公司

美国Mettler Toledo公司

上海智城分析仪器有限公司

美国 BioTek Instruments公司

美国 Becton-Dickinson公司

美国 Thermo Fisher Scientific公司

日本 Nikon公司

美国 Bio-Rad公司

北京长风公司

日本 Tomy公司

法国 Eppendorf公司

长沙湘仪实验室仪器公司

重庆医科大学生命科学院实验公共平台供给

重庆医科大学生命科学院实验公共平台供给

1.3 实验动物

SPF级 KM小鼠 30只，6-8周龄，雄性，由重庆医科大学实验动物中心提供。

涉及动物的实验方案由重庆医科大学的动物护理机构和使用委员会审查和批准。

所有动物研究都严格遵循实验动物护理和使用指南。

1.4 方法

1.4.1 细胞培养和处理

无菌条件下采用水合氯醛麻醉加高浓度二氧化碳窒息后处死小鼠，去除双侧

股骨结缔组织以及肌肉后，用F液（小鼠骨髓单核细胞分离试剂盒提供，F2013TBD）



重庆医科大学硕士研究生学位论文

10

迅速冲洗出股骨中的骨髓细胞，500g离心 15 min，弃上清，用样本稀释液（小鼠

骨髓单核细胞分离试剂盒提供,2010C1119），将其悬浮沉淀成细胞悬液。缓慢将骨

髓细胞悬液沿离心管壁加在单核细胞分离液（小鼠骨髓单核细胞分离试剂盒提供，

TBD2013CM）上，500g离心 25 min，离心后由上至下分为四层，沿着试管壁边缘

小心吸取第二层乳白色 BMNCs层的细胞，移入另一干净离心管中，加入清洗液（小

鼠骨髓单核细胞分离试剂盒提供，2010X1118）清洗 3次，弃去上清后，加入补充

有 10％ FBS和抗生素的 RPMI1640培养液，并在 37 ºC、5% CO2恒温培养箱中悬

浮培养。

随机将细胞分为五组：blank组（未经辐射和 LBP处理）、control组（仅辐射）、

200 µg/mL LBP（辐射+200 µg/mL LBP）、400 µg/mL LBP（辐射+400 µg/mL LBP）、

800 µg/mL LBP（辐射+800 µg/mL LBP），在室温下用 X射线照射（直线加速器，

照射剂量为 4 Gy，剂量率为 300 cGy/min，皮源距离 100cm，照射野 5cm×10cm,

照射时长 1.33min）照射细胞。照射后 LBP组立即给予含 LBP的培养基，空白组

和对照组给予正常培养基继续培养（辐射剂量和 LBP浓度范围通过预实验确定，

数据结果显示见 2.1）。

1.4.2 细胞活力检测

将细胞接种于 96 孔板内（105个/孔）。在 LBP 处理 24小时后，向每个孔中

加入 10 µL CCK-8溶液，继续培养 2 h后，以空白孔（只含 CCK-8和培养基）调

零，检测 450 nm处各孔吸光度（optical delnsity，OD）。以（实验组 OD/对照组

OD）值代表细胞活力。实验重复三次。

1.4.3 细胞凋亡率检测

用 LBP处理 24 h后，从每组中取 1×105个细胞，离心后弃上清，加入 195 µL

Annexin V-FITC结合液重悬细胞。再加入 5 µL Annexin V-FITC和 10 µL PI到样品

中，轻轻混匀，在黑暗中于 25℃孵育 15 分钟，通过流式细胞仪双参数分析法检

测分析各组细胞的凋亡率。Annexin V 阳性和 PI 阴性细胞代表早期凋亡群体，

Annexin V阳性和 PI阳性代表出现晚期凋亡或死亡的细胞比例。



重庆医科大学硕士研究生学位论文

11

1.4.4 线粒体膜电位荧光检测

对于线粒体膜电位的测定，在 LBP处理 24 h后，每组取 1×105个细胞，重悬

与 0.5ml RPMI1640培养液中。再加入 0.5ml JC-1染色工作液混匀，细胞培养箱中

孵育 20 min。孵育结束后，600g 4℃离心 4 min，弃上清。用 JC-1染色缓冲液（1×）

洗涤 2次，并用 JC-1染色缓冲液（1×）200 µL重悬细胞。当线粒体膜电位高时，

JC-1为产生红色荧光的聚合物；当膜电位低时，JC-1不能聚集在线粒体基质中，

为产生绿色荧光的单体。由此可通过荧光显微镜观察线粒体膜电位变化，并用

Image J软件进行结果的分析。

1.4.5 Western印迹

用不同浓度的 LBP处理 24h后，测试每组中细胞的蛋白质的表达。细胞线粒

体的分离通过细胞线粒体分离试剂盒实现，通过 BCA蛋白质测定试剂盒测定蛋白

质浓度。将每组细胞进行冰浴裂解，离心，然后加载上样缓冲液，并在 100℃下煮

沸 10分钟以使蛋白充分变性。各组 30 µg蛋白在 12%或 8%的（SDS-PAGE）凝胶

上电泳分离，结束后转移到 PVDF膜上。在室温下用 5%脱脂奶粉摇床封闭 1.5 h

后，将膜与 Cytochrome C、Caspase9、Caspase3、PARP、Cox IV、β-actin抗体（浓

度分别为 1：1000、1：1000、1：1000、1：1000、1：5000、1：10000）在 4 ºC

孵育过夜。TBST洗涤膜 4次，每次 8分钟，然后在室温下用山羊抗小鼠（1：10000）

或山羊抗兔（1：4000）IgG 二级抗体孵育 1小时。TBST再次洗涤膜 4次，每次 8

分钟，然后加入化学发光溶液用于曝光，并使用 Image Lab软件进行条带分析。

1.5 统计学方法

实验数据经 SPSS 22.0软件处理，值表示为( x ±s)。单因素方差分析用于将 LBP

组与对照组进行组间差异比较，两两比较采用 Dunnet-t检验，T检验用于空白组与

对照组进行比较，P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 LBP浓度及辐射剂量筛选
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将小鼠 BMNCs暴露于 100 µg/mL、200 µg/mL、400 µg/mL、800 µg/mL、1600

µg/mL LBP 24h后，采用 CCK-8法检测并计算细胞抑制率。结果显示在图 1A中，

除了 1600 µg/mL LBP组之外，在其他 LBP剂量组中没有明显的抑制，因此实验选

择抑制率更小的 200 µg/mL、400 µg/mL、800 µg/mL剂量的 LBP。

给小鼠 BMNCs 分别给予 0 Gy、1 Gy、2 Gy、4 Gy、8 Gy 的射线照射，24h

后采用 CCK-8法检测并计算细胞生存分数。结果如图 1B所示，与 0 Gy组相比，

4 Gy、8 Gy组差异有统计学意义（p <0.05），因此选择产生辐射损伤的最少剂量

4 Gy作为后续实验的辐射剂量。

图 1A.LBP对小鼠 BMNCs细胞毒性的影响（n=3, x ±s)

图 1B.辐射对小鼠 BMNCs生存分数的影响（n=3, x ±s)

Figure 1A.The effects of LBP on cytotoxicity of mouse BMNCs（n=3, x ±s)

Figure 1B.The effects of radiation on survival fraction of mouse BMNCs（n=3, x ±s)

a：p <0.05 vs 0 Gy group

2.2 LBP对细胞活力的影响

为了观察 LBP对射线照射细胞活力的影响，使用 CCK-8方法检测细胞活力。

如图 2 所示，与 control 组相比，blank 组细胞活力升高（p <0.05）。与 control组

相比，LBP处理后 BMNCs细胞活力显著增加（p <0.01），结果表明 LBP可以促

进辐射细胞的活力升高，以 400 µg/mL的剂量最佳。
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图 2.LBP对小鼠 BMNCs辐射损伤后活力的影响（n=3, x ±s)

Figure 2.The effects of LBP on the viability of mouse BMNCs after radiation injury（n=3, x ±s)

a：p <0.05 vs control； b：p <0.01 vs control

2.3 LBP对细胞凋亡的影响

为了确定 LBP 抑制辐射诱导的细胞凋亡的能力，在 LBP处理 24小时后，用

流式细胞术分析凋亡细胞的数量。LBP（400 µg/mL）通过减少凋亡细胞的量来抑

制辐射诱导的损伤（图 3A）。在 control中，辐射诱导的细胞凋亡增加（图 3B）。

与 control组相比：LBP处理后 BMNCs细胞早期凋亡率显著减少（p <0.01）；在

400 µg/mL LBP处理后的总凋亡率明显减少（p <0.05）。这些结果表明 LBP可以

减弱辐射诱导的细胞凋亡，尤其是在最佳剂量为 400 µg/mL时。
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图 3.LBP对小鼠 BMNCs辐射损伤后细胞凋亡率的影响（n=3, x ±s)

Figure 3.The effects of LBP on the apoptosis rate of mouse BMNCs after radiation injury

（n=3, x ±s)

a：p <0.01 vs control in early apoptosis； b：p <0.05 vs control in total apoptosis

2.4 LBP对线粒体膜电位的影响

为了研究 LBP对辐射诱导细胞线粒体膜电位的影响，在 LBP处理 24小时后，

用荧光显微镜观察 JC-1红绿色荧光的变化。当线粒体膜电位高时，JC-1产生红色

荧光；当线粒体膜电位低时，JC-1产生绿色荧光。在 control中，辐射诱导的细胞

的红绿色荧光比值降低（图 4A）。与 control组相比，LBP处理后细胞红绿色荧光
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比值显著增加（图 4B，P <0.01）。结果表明 LBP可以抑制辐射诱导细胞的线粒体

膜电位的下降。

图 4.LBP对小鼠 BMNCs辐射损伤后线粒体膜电位的影响（n=3, x ±s)

Figure 4.The effects of LBP on mitochondrial membrane potential of mouse BMNCs after

radiation injury（n=3, x ±s)

a：p <0.01 vs control

2.5 LBP对线粒体通路相关蛋白的表达的影响

为了阐明 LBP对辐射所致的细胞凋亡的分子机制，使用蛋白质印迹法测定几

种凋亡相关蛋白的水平。
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图 5.LBP对小鼠 BMNCs辐射损伤后线粒体通路蛋白表达的影响（n=3, x ±s)

Figure 5.The effects of LBP on the expression of mitochondrial pathway protein of mouse

BMNCs after radiation injury（n=3, x ±s)

a：p <0.05 vs control； b：p <0.01 vs control

如图 5A所示，我们发现辐射后线粒体内的 Cyt C表达水平减少,胞质内的 Cyt

C表达增加。然而，用 LBP处理后可以促进辐射后线粒体内的 Cyt C表达（图 5B，

P <0.05），并且抑制辐射后胞质内的 Cyt C表达（图 5C，P <0.05）。此外，我们

检测了几种与线粒体凋亡通路有关的 Caspase 的水平，如图 5D 所示。LBP（400

µg/mL）显著降低 Cleaved-Caspase9 的水平（图 5E，P <0.01），以及降低

Cleaved-Caspase3、Cleaved-PARP 的水平（图 5F、G，P <0.05）。这些结果表明

LBP抑制辐射后线粒体通路凋亡相关蛋白的表达。
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3 讨论

大多数合成化合物类的辐射防护剂适用性有限，因为它们在其最佳保护剂量

下具有高毒性。近年来，与合成辐射防护剂相比，天然辐射防护剂已被广泛的研

究。Xiao-Yong Wang等发现银杏叶提取物等中药提取物可以减轻 UVB暴露诱导的

真皮成纤维细胞 G1期生长停滞[20]。Magda K等首次报道了番茄籽油对γ辐射诱导

的成年雄性大鼠的损伤有辐射防护潜力[21]。B.Farhood等认为褪黑激素不仅是简单

的抗氧化剂，还具有辐射防护的作用。更为重要的是褪黑激素在人体细胞中的天

然代谢，因此具有低毒性的特点[22]。

同样被认为具有低毒性的LBP，在中国已经被用作药物几个世纪[23]。Luo Qiong

等发现 LBP通过修复 60Co辐射引起的睾丸组织中生精细胞的直接损伤，从而减轻

辐射引起的生精能力、精子数量和精子活力的降低[6]。Lu 等通过大鼠心肌缺血再

灌注模型的建立和 LBP的干预，发现 LBP主要通过抑制心肌细胞凋亡来发挥缺血

再灌注损伤保护作用[24]。Amagase 等发现 LBP 通过调节 ROS的产生，抗氧化酶

和 Bcl-2蛋白家族的活性，以及通过减轻细胞衰老来保护 H2O2诱导的人晶状体上

皮细胞的损伤[25]。最近的研究表明，LBP对电离辐射诱导的骨髓系统损伤具有保

护作用。例如，它被证明可以减少放射损伤引起的骨髓细胞凋亡[19]。深入的作用

机制仍不清楚。我们假设 LBP的辐射保护作用与线粒体及相关凋亡通路表达有关，

研究结果证实了我们的猜想。

CCK-8法是一种应用于检测细胞活力和毒性的基本方法，基于此我们进行了

药物浓度和辐射剂量的筛选，更进一步的测试了 LBP对辐射后细胞活力的影响。

结果表明，LBP能促进辐射后细胞活力的恢复。辐射引起的细胞凋亡往往伴随着

质膜的特异性改变，膜联蛋白 V结合试验为检测细胞凋亡提供了可能[26]。在各类

细胞发生凋亡时，细胞膜内侧的磷脂酰丝氨酸会外翻到表面，而膜联蛋白 V则会

与之特异性结合，采用荧光对膜联蛋白 V进行染色，即能通过流式细胞仪检测磷

脂酰丝氨酸外翻这一凋亡重要特点。因此我们使用流式细胞术和细胞的膜联蛋白V

染色评估凋亡细胞。研究结果显示，在进行 LBP处理后，小鼠 BMNCs细胞凋亡

率明显降低。因此，可以认为 LBP可以减少由辐射引起的凋亡细胞的数量。

在细胞受到辐射时，射线会直接攻击线粒体，导致线粒体膜结构以及通透性
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发生变化，从而引起膜电位的降低[27]。鉴于线粒体对辐射高度敏感，我们选择检

测线粒体膜电位，来探究 LBP是否通过调节它来抑制辐射后的细胞凋亡。JC-1是

用于检测线粒体膜电位的一种理想的荧光探针，通过 JC-1染色显示线粒体膜电位

降低，是对线粒体介导的细胞凋亡的探索[28]。在给予 LBP干预后，通过 JC-1染色

我们观察到 LBP 组红绿荧光比值明显升高。因此认为 LBP可以有效改善辐射诱导

的线粒体膜电位的降低。

细胞凋亡，也称为程序性的细胞死亡[29]。细胞凋亡的内在途径的调节通常由

线粒体介导。许多物理和化学刺激，比如电离辐射，可引起线粒体功能障碍。它

会导致线粒体膜电位去极化，从而使线粒体内的促凋亡蛋白 CytC被释放到细胞质

中，因此 CytC的释放被认为是线粒体凋亡途径激活的关键[30]。同时，释放到胞质

中的 CytC将与凋亡酶激活因子结合，募集 caspase 9前体，促其自我剪切活化。该

步骤是 caspase级联反应启动的重要步骤。接下来活化的 caspase 9进一步激活下游

的 caspase 3。其作为 caspase依赖的线粒体凋亡途径的最终执行者，它将切割位于

细胞核的与 DNA修复密切相关的 PARP，进而影响细胞的稳定，最终导致细胞凋

亡[31]。

为了进一步阐明对 LBP 抑制线粒体介导的细胞凋亡的假设，我们研究了 LBP

的分子机制，选择在线粒体凋亡信号转导过程中起重要作用的 CytC、caspase 9、

caspase 3、PARP这几个关键酶，检测它们释放到线粒体中以及剪切活化后的蛋白

表达量。结果我们观察到经 LBP处理后，CytC从线粒体向胞质的释放减少，以及

下游激活态蛋白 Cleaved-Caspase9、Cleaved-Caspase3、Cleaved-PARP的相应表达

降低。一种可能的机制是 LBP 的辐射防护作用是通过抑制线粒体介导的细胞凋亡

途径实现。

线粒体易受各种刺激，对调节细胞存活或死亡至关重要[32]。固有的外源性细

胞死亡途径也可由细胞线粒体膜损伤激活[33]。LBP是否通过干预与凋亡相关的多

条信号通路协同发挥辐射防护作用，仍是我们今后需要探讨的问题。

LBP通过抑制细胞凋亡和线粒体通路的激活，来保护受到辐射的小鼠BMNCs。

这为 LBP作为辐射防护剂的开发提供帮助。另外，LBP是由多种单糖构成，究竟

是哪种或哪几种活性成分协同发挥作用仍需进一步研究阐明。
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全文总结

1.LBP 能够有效减少小鼠 BMNCs 辐射后的凋亡细胞的数量，表明 LBP 可以

减弱辐射诱导的细胞凋亡，在 400 µg/mL LBP的剂量下效果最佳。

2.LBP通过抑制细胞线粒体膜电位的降低，有效减轻小鼠 BMNCs辐射后的细

胞凋亡。

3.LBP 使 CytC 从线粒体向胞质的释放减少，Cleaved-Caspase9、Cleaved

-Caspase3、Cleaved-PARP的表达降低。一种可能的机制是 LBP的辐射防护作用是

通过抑制线粒体介导的细胞凋亡途径实现，但是否有多条信号通路共同参与仍有

待探索。

4.本实验为LBP减轻辐射所致细胞凋亡的深层分子机制的研究提供了新思路。

更深入的考虑是 LBP含多种单糖及活性成分，哪种或哪几种协同发挥作用仍需进

一步研究阐明。
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文献综述

枸杞多糖调节细胞凋亡的研究进展

枸杞（Lycium barbarum L.）是茄科、枸杞属植物，广泛分布于中国西北部，

东南欧和地中海地区的干旱和半干旱地区[1]。枸杞的果实又称枸杞子（呈橙色或深

红色，梭形或椭圆形，外观皱缩，长度为 6-20毫米，直径为 3-10毫米），是一种

有价值的滋补品和著名的中药，在东亚有 2300多年的应用历史[2]。国内大部分商

业化生产的枸杞来自宁夏回族自治区、中部华北地区和西部的新疆维吾尔自治区，

最近它也作为保健食品和药物在西方国家被广泛销售[3]。

枸杞子在传统中医中药中的使用最早可以追溯到唐代。据记载枸杞可以治疗

各种疾病，包括视力模糊，腹痛，不孕，干咳，疲劳，头晕和头痛等。枸杞子的

生物活性成分复杂，在过去几年中，从枸杞子提取物中分离出的枸杞多糖（Lycium

barbarum polysaccharides, LBP）已被确定为主要活性成分之一[4]。LBP的分子量范

围为 10-2300 kDa，主要含有 9种单糖，即木糖（Xyl），葡萄糖（Glc），鼠李糖

（Rha），甘露糖（Man），半乳糖（Gal），阿拉伯糖（Ara），果糖（Fru），岩

藻糖（Fuc）和核糖（Rib），同时还含有半乳糖醛酸（GalA），葡萄糖醛酸（GlcA）

等氨基酸[5]。

许多关于药理学和植物化学的研究表明，LBP 具有多种生物活性，如抗氧化

[6-8]，免疫调节[9-13]，抗肿瘤[14-17]，神经保护[18]，辐射防护[19,20]，抗糖尿病[21、22]，

肝脏保护[23,24]，抗骨质疏松[25]。随着 LBP药物作用机制研究的深入，逐渐发现其

许多生物活性作用的发挥都与调节细胞凋亡相关。

细胞凋亡是细胞自主有序的死亡，用于维持稳定的内部环境。细胞凋亡过程

中的异常可能直接或间接地与许多疾病的发生息息相关，例如癌症、自身免疫疾

病。细胞凋亡是一个由多个基因、多条信号转导途径控制的过程：包括线粒体途

径、Fas/FasL介导的死亡受体途径、JNK途径等；基因则包括 B细胞淋巴瘤-2 家

族（Bcl-2家族），癌基因 Caspase家族，P53肿瘤抑制基因等。本文将对关于 LBP

调节细胞凋亡的相关文献做简单归纳总结，旨在为 LBP作用机制研究的深入提供

帮助，为 LBP作为药品更广泛的开发提供理论依据。

https://baike.so.com/doc/5845324-6058160.html
https://baike.so.com/doc/9094381-9426375.html
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1 心血管系统

Lu和 Zhao等[26]通过建立大鼠心肌缺血再灌注(ischaemia and reperfusion，I/R)

模型，后予以 150mg/kg 或 300mg/kg LBP 治疗，来研究 LBP对心肌 I/R损伤的保

护作用。结果表明，LBP 剂量依赖性地降低 Bax阳性细胞和心肌细胞凋亡率，并

增加 Bcl-2 阳性细胞的比率，这表明 LBP 通过抑制心肌细胞凋亡来保护大鼠心脏

免受缺血再灌注损伤。

2 神经系统

2.1 缺血性脑卒中

Wang等[27]制作了大脑中动脉闭塞（Middle cerebral artery occlusion，MCAO）

小鼠模型，并给予 10 mg/kg、20 mg/kg和 40 mg/kg LBP的灌胃处理。结果显示，

施用 20 mg/kg和 40 mg/kg LBP可显著降低MCAO小鼠的神经功能缺损评分和梗

死体积.给予 10-40 mg/kg LBP 也可减少神经元形态学损伤和神经细胞凋亡。40

mg/kg LBP显著抑制 Bax，细胞色素 C，caspase-3，caspase-9和切割的 PARP-1的

过表达，并降低MCAO小鼠中下调的 Bcl-2的表达。

2.2 神经元损伤

β-淀粉样蛋白（Amyloid β-protein,Aβ）被认为与阿尔茨海默病（Alzheimer

disease，AD）中进展性神经元的死亡有关。Yu等人[28]研究了 LBP对 Aβ肽诱导的

原代大鼠皮层神经元损伤的影响。当暴露于 Aβ肽时，原代大鼠皮层神经元发生显

著的凋亡和坏死，原因主要是 Aβ肽通过磷酸化诱导 c-JNK的快速活化。LBP的预

处理明显降低了 JNK-1的磷酸化，说明 LPB通过调节 JNK-1起剂量依赖性的神经

保护作用。

Yu等[29]也研究了LBP对暴露于Aβ肽的大鼠皮层神经元中双链RNA依赖性蛋

白激酶（PKR）磷酸化的影响。PKR是细胞内应激传感器，其通过磷酸化翻译起

始因子 eIF2的α亚基来阻断蛋白质合成。LBP的预处理通过降低 caspase-3和-2的

活性，有效地保护神经元免受 Aβ诱导的细胞凋亡。结果表明 LBP能明显降低 Aβ

诱导的 PKR磷酸化.
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Wu等[30]观察了 LBP 对小鼠局灶性脑缺血再灌注损伤的保护作用。他们发现

接受 LBP 预处理的组神经功能缺损评分明显降低；接受 10、20 和 40mg/kg LBP

预处理的组通过减弱细胞凋亡，呈剂量依赖性的减少神经元损伤；在接受 LBP预

处理的组中，Caspase-3蛋白活性和 BAX 蛋白表达明显降低，Bcl-2蛋白表达显著

增加。该研究表明 LBP为小鼠局灶性脑缺血再灌注损伤提供保护。

3 消化系统

3.1 酒精性肝病

Xiao等[31]研究了 LBP对减弱乙醇诱导的大鼠正常肝细胞的损伤是否与硫氧还

蛋白互作蛋白（Thioredoxin-interactingprotein，TXNIP）和 NOD样受体 3（NOD-like

receptor protein 3,NLRP3）炎性介质有关。在乙醇培养之前，用 LBP预处理细胞。

监测包括细胞凋亡，炎症和氧化应激在内的肝损伤。该研究结果示，50μg/mL LBP

预处理可显著抑制乙醇诱导的 TXNIP 过表达和细胞凋亡，抑制 NLRP3 炎性体激

活以及 ROS的产生。这些结果表明 LBP对肝 TXNIP的抑制有助于减少细胞凋亡，

氧化应激和 NLRP3炎性体介导的炎症。

3.2 脂肪性肝病

在 Xiao 等人[32]进行的一项研究中，对 97只雌性大鼠给予高脂饮食以诱导脂

肪性肝炎，实验组给予每天 1 mg/kg LBP，时长 8周。结果显示经 LBP 处理的大

鼠表现出组织学和游离脂肪酸水平的改善，脂质代谢的再平衡，肝脏促炎介质和

趋化因子的产生减少，以及 p53依赖的内、外源性途径引起的肝细胞凋亡的减少。

4 内分泌系统

Wu等人[33]研究了口服 LBP 对实验性糖尿病大鼠的血糖和外周淋巴细胞的影

响。给大鼠喂食高脂饮食且腹膜内注射 50mg/kg链脲佐菌素以建立糖尿病大鼠模

型。后实验组予以 10mg/kg/天 LBP口服，持续 4周。结果显示与对照组相比，实

验组血糖水平降低，血清MDA 和 NO 水平降低、SOD水平升高，外周淋巴细胞

的 DNA 损伤和凋亡减少。表明 LBP 可以通过抑制糖尿病中的氧化应激以及凋亡
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来改善葡萄糖代谢。

5 免疫系统

Yuan等[34]检查了枸杞糖肽 3（LBGP3）是否影响老年小鼠的 T细胞凋亡。他

们发现用 200mg/mL LBGP3处理可以增加老年小鼠 T细胞的凋亡率，并显示出与

年轻 T细胞相似的 DNA梯形图。凋亡抗性的逆转涉及 Bcl-2和 FLIP表达的下调，

以及 Fas配体（FasL）的上调。这些结果表明 LBGP3通过调节凋亡相关分子的表

达来逆转老年 T细胞的凋亡抗性。

Huyan 等[35]发现 LBP 可诱导 NK 细胞活化。通过模拟微重力条件，NK 细胞

受到明显的抑制。LBP处理后发现 NK细胞的活性明显提高，同时 LBP可以在模

拟微重力条件下通过恢复活化受体 NKG2D的表达，减少 NK细胞早期凋亡和晚期

凋亡/坏死，增强 NK细胞功能。

6 造血系统

Zhou等[36]研究了 LBP对辐射损伤小鼠骨髓单核细胞的影响，通过建立放射损

伤小鼠模型，实验组每日分别给予 50mg/kg、100mg/kg和 200mg/kg LBP的腹腔注

射，在第 1、7和 14天取外周血和骨髓，计数外周血细胞，检测 SOD和MDA水

平，检测细胞周期和凋亡率。研究结果显示 LBP能促进放射损伤后造血功能恢复，

提高辐射损伤小鼠 BMNC的增殖能力，显著降低MDA水平，明显增加 SOD的活

性，加速 BMNC细胞周期转换和降低凋亡率。表明 LBP可能通过促进骨髓细胞增

殖和抑制凋亡来发挥辐射保护作用。

7 生殖系统

Zhang等[37]研究了 LBP对双酚 A引起的小鼠生精损伤的保护作用。给予小鼠

20mg/kg双酚 A处理，连续 7天皮下注射，并且实验组每天通过强饲法给予 LBP。

结果显示，与单独使用双酚 A相比，不同剂量 LBP处理后睾丸和附睾的重量均增

加，SOD活性明显增加，而MDA含量逐渐减少。另外 LBP处理后小鼠 Bcl-2的

表达增加，Bax的表达下降。研究表明 LBP可能是保护成年雄性动物免受双酚 A

诱导的生殖损伤的潜在药物。
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谭秋慧等[38]认为 LBP可以对热应激（HS）诱导的大鼠生殖细胞凋亡提供一定

的保护作用。将大鼠随机分为 5组：对照组，HS组，高剂量、中剂量和低剂量 LBP

组。各 LBP组通过灌胃给予 LBP。与 HS组相比，各 LBP组细胞凋亡指数、caspase-3

和细胞色素 C的表达水平均降低。表明 LBP通过调节线粒体途径来保护生殖细胞

免受凋亡。

张卫星等[39]探讨了 LBP 对 60Co 诱导的小鼠生精紊乱的保护作用，发现 LBP

几乎能完全恢复生殖内分泌紊乱和生精损伤。Luo等[40]进一步证实了 LBP对 60Co

辐射诱导的大鼠生精损伤的保护作用。在该研究中，通过检测给药后第 1,7和 14

天的精子数量和运动性、血清激素水平、性功能、氧化状态和睾丸组织 DNA损伤

的情况，结果发现 LBP使精子数量和运动明显增加，同时也缩短了勃起和射精的

潜伏期，增加了捕获和射精的数目，并且改善了雄性大鼠的性能力。 LBP促进了

血清睾酮水平的恢复，增加了 SOD活性，降低了MDA水平，在促进氧化平衡和

挽救睾丸细胞 DNA损伤和凋亡中也起着重要作用。表明 LBP对 60Co辐射引起的

生精损伤具有显著的保护作用。

8 眼视网膜

Li等[41]研究了 LBP对大脑中动脉闭塞（MCAO）诱导的 C57BL/6N雄性小鼠

视网膜损伤的影响。在MCAO诱导之前，小鼠每天一次口服 1mg/kg LBP，持续 1

周。然后采用MCAO方法将视网膜缺血维持 2小时，之后拔出细丝以允许再灌注

22小时。计数中央和周边视网膜的神经节细胞层(GCL)中的活细胞，并通过测量从

内界膜到内核层（INL）的内部视网膜厚度来评估视网膜肿胀，通过免疫组织化学

确定小鼠视网膜中胶质纤维酸性蛋白（GFAP）、水通道蛋白-4（AQP4）、聚 ADP-

核糖聚合酶（PARP）和硝基酪氨酸（NT）的表达水平。结果示：与对照组相比，

LBP处理的小鼠中央和周边视网膜中 GCL活细胞的数量增加，视网膜厚度明显减

少；在 LBP 处理的 GCL和 INL 中发现较少的凋亡细胞；LBP 处理的星形胶质细

胞中 GFAP、AQP4的免疫反应性降低。 LBP还减少了 PARP和 NT的表达。这些

结果表明，用 LBP预处理小鼠可以通过减轻视网膜肿胀、降低免疫反应和细胞凋

亡有效地保护视网膜。此外，Amagase 等[42]发现 LBP通过调节 ROS的产生，Bcl-2

蛋白家族和抗氧化酶的活性，以及通过减弱细胞衰老来保护人晶状体上皮细胞免
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受 H2O2诱导的细胞凋亡。

9 恶性肿瘤

9.1宫颈癌

Zhu和 Zhang[43]研究了 LBP对 HeLa 细胞（人宫颈癌细胞）的抗增殖作用的机

制。用 6.25mg/L LBP 孵育 HeLa 细胞 4 天，导致 35％的细胞生长抑制。当用

6.25-100mg/L LBP 处理 4 天时，观察到细胞凋亡、G0/G1 期细胞比例显着下降，

流式细胞仪观察到线粒体跨膜电位的损失，激光扫描共聚焦显微镜检测到凋亡细

胞内 Ca2+浓度剂量依赖性地增加。这些结果表明 LBP通过诱导线粒体介导的细胞

凋亡抑制了 HeLa细胞的生长。

9.2肝癌

Zhang等[44]报道，100 mg/L LBP可抑制人肝癌 QGY7703细胞的增殖，诱导细

胞周期阻滞，并显著增加细胞内 Ca2 +的水平。Chao等[45]发现当大鼠 H-4-II-E和人

肝癌 HA22T/VGH细胞系与不同浓度的 LBP一起孵育时，LBP能抑制细胞增殖、

促进 G2/ M相位停滞、并刺激 p53介导的 H-4II-E和 HA22T/VGH细胞的凋亡。

Zhang 等 [46]发现，50-400 mg/L 剂量的 LBP 在 2 天、4 天和 6 天对人肝癌

SMMC-7721细胞的增殖、细胞周期分布和凋亡有明显影响。LBP-a4在 400 mg/L

剂量下 2天的抑制活性最高。LBP-a8，LBP-a3，LBP-a1和 LBP-a4以浓度和时间

依赖性方式促进 SMMC-7721细胞的凋亡。

9.3前列腺癌

Luo等人[47]在体外和体内检测了 LBP对人前列腺癌细胞生长的影响。LBP以

剂量和时间依赖的方式抑制 PC-3和 DU-145 细胞的生长，打破他们的 DNA 链并

诱导这些细胞的凋亡。LBP处理后 Bcl-2/Bax 表达的比例也随着剂量-效应关系显

著下降。这表明 LBP调节 Bcl-2和 Bax的表达，诱导 PC-3和 DU-145细胞凋亡。

动物研究表明 LBP 明显抑制裸鼠 PC-3 异种移植物生长，LBP 治疗组肿瘤体积和

体重明显减少。
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9.4白血病

白血病是白细胞和骨髓的癌症。白血病有四种主要亚型：①急性髓性白血病，

②急性淋巴细胞白血病，③慢性粒细胞白血病，④慢性淋巴细胞白血病。甘璐等[48]

发现大约 20-1000 mg/L LBP以剂量依赖性方式抑制人早幼粒细胞白血病 HL-60细

胞的生长，还通过 DNA ladder和末端脱氧核苷酸转移酶（dUTP）缺口末端标记测

定试验发现 LBP能诱导 HL-60细胞凋亡。

10 总结

枸杞作为传统中药是近几年的研究开发热点，在预防和治疗许多慢性疾病方

面都取得了明显的效果。最近的研究表明，LBP具有多种重要的生物活性，如抗

氧化，免疫调节，抗肿瘤，神经保护，辐射防护等。因此，LBP 作为营养保健品

和药品具有进一步发展的巨大潜力。然而，这些生物活性大多数只是在体外或小

鼠模型中进行了研究，尚缺乏这些活性对人类受试者的影响的试验。另外，这些

生物活性的发挥除了与调节细胞凋亡相关外，是否还与其他因素有关尚需进一步

研究。
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