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基于分子量分布的黄芪多糖抗炎活性组分筛选及代谢组学

调控机制研究
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摘要: 黄芪多糖分子量分布广, 常规水提醇沉制备的多糖为大分子混合物, 虽有研究证明黄芪多糖具有双向免

疫调节功能, 然而免疫抑制或抗炎活性组分的多糖分子量分布及调控机制并不明确。因此, 课题组通过水提醇

沉法制备黄芪总多糖, 采用凝胶色谱法对其测定分子量分布, 结合超滤膜截留法分离制备不同分子量多糖组分, 通

过脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 诱导小鼠单核巨噬细胞RAW 264.7过度炎症模型进行筛选, 并采用LC-MS/MS

代谢组学技术研究其调控机制。结果表明, 黄芪多糖主要由APS-Ⅰ (大于 2 000 kDa) 和APS-Ⅱ (10 kDa) 组成; APS-I

由 Man、Rha、Gal A、Glu、Gal 和 Ara 6 种单糖组成 , 各单糖组成比例约为 0.54∶0.26∶12.24∶17.24∶8.46∶1; APS-II 由

Rha、Gal A、Glu、Gal 和 Ara 5 种单糖组成 , 各单糖组成比例约为 0.26∶0.14∶24.04∶0.62∶1。APS-Ⅰ和 APS-Ⅱ在 0～

100 μg·mL-1对 RAW 264.7 无毒性 ; 与模型组相比 , APS-Ⅰ在 0～100 μg·mL-1内能明显抑制 RAW 264.7 分泌 NO 和

TNF-α; 并能明显促进 IL-10的分泌, 体外抗炎活性优于APS-Ⅱ。代谢组学发现, 与空白组比较, 模型组发现 32种差

异代谢物; 给药组可显著回调 18种差异代谢物; 主要涉及精氨酸生物合成、精氨酸和脯氨酸代谢、嘧啶代谢、三羧酸

循环、半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、色氨酸代谢。本研究发现APS-Ⅰ的体外抗炎活性优于APS-Ⅱ, 其机制可能与氨基酸

代谢及能量代谢密切相关, 以期为进一步阐明黄芪多糖药效物质基础指明方向。
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Abstract: Molecular mass distribution of Astragalus polysaccharides is wide. Astragalus polysaccharides

prepared by conventional water extraction and alcohol precipitation are mostly mixture of macromolecules.

Although studies have shown that Astragalus polysaccharides have two-sided immunomodulation, the relationship
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between anti-inflammatory components and molecular mass distribution of Astragalus polysaccharides is not clear.

Therefore, Astragalus polysaccharides were extracted by water extraction and alcohol precipitation. The relative

molecular weight of them was determined by high performance gel permeation chromatography (HPGPC).

Astragalus polysaccharides with different molecular weights were separated and prepared by membrane separation.

RAW 264.7 cells were induced by lipopolysaccharide (LPS) to establish an inflammatory cell model in vitro and

the anti-inflammatory polysaccharide were screened. The anti-inflammatory regulation mechanism of Astragalus

polysaccharides was analyzed by the LC-MS/MS metabonomics technology. The results showed that APS was

composed of APS-Ⅰ ( > 2 000 kDa) and APS-Ⅱ (10 kDa). APS-Ⅰ was composed of mannose, rhamnose, galacturonic

acid, glucose, galactose, arabinose and the molar ratios of these monosaccharide of APS-I were 0.54∶0.26∶12.24∶

17.24∶8.46∶1. APS-II was composed of rhamnose, galacturonic acid, glucose, galactose, arabinose and the molar

ratios of these monosaccharide of APS-II were 0.26∶0.14∶24.04∶0.62∶1. APS-Ⅰ and APS-Ⅱ had no cell toxicity to

RAW 264.7 macrophage in the range of 0-100 μg·mL-1. Compared with the model group, APS-I at a concentration

of 0-100 μg·mL-1could significantly inhibit the secretion of NO and TNF-α by RAW 264.7, and can significantly

promote the secretion of IL-10. APS-I had better anti-inflammatory activity than APS-II in vitro. The metabolomics

results showed that 32 different metabolites were found between the model group and blank group; APS-I group

can significantly callback 18 different metabolites; mainly related to arginine biosynthesis, arginine and proline

metabolism, pyrimidine metabolism, citric acid cycle (TCA cycle), cysteine and methionine acid metabolism,

tryptophan metabolism. This study found that APS-I had better anti-inflammatory activity than APS-II in vitro, and

its mechanism may be closely related to amino acid metabolism and energy metabolism, which indicated the

direction for further clarifying the pharmacodynamic material basis of Astragalus polysaccharides.

Key words: Astragalus polysaccharide; Astragalus polysaccharide-I; metabolomics; mechanism; anti-

inflammatory

中药黄芪是多年生豆科植物蒙古黄芪 Astragalus

membranaceus (Fisch.) Bge. var. mongholicus (Bge.)

Hsiao 或膜荚黄芪 Astragalus membranaceus (Fisch.)

Bge.的干燥根[1,2]。黄芪在《神农本草经》中被列为上

品, 临床用量大, 有“十方八芪”之称, 同时黄芪也是典

型的一药多效中药。2020版《中国药典》收载的黄芪

具有补益驱邪功效, 包括补气升阳、固表止汗、生津养

血、行滞通痹、托毒排脓、敛疮生肌等[3]。然而本草考

证发现, 记载黄芪临床功效最早应用在痈疽治疗。如

《五十二病方》[4] (先秦) 中记载“黄芪治疗疽病, 肉疽则

倍用”;《神农本草经》也言其“味甘微温, 主痈疽久败

创, 排脓止痛”, 虽然这些功效主要通过黄芪补中健脾

生肌功能实现, 然而其调控机制也与黄芪活性成分的

双向免疫调节功能相关。

黄芪主要化学成分为多糖、皂苷类、黄酮类及氨基

酸、微量元素、甾醇类物质等[5]。现代研究表明黄芪多

糖是黄芪中免疫调节活性最强的一类物质, 具有抗肿

瘤、抗病毒、心血管和神经保护等多种作用[6,7]。然而

黄芪多糖 (Astragalus polysaccharide, APS) 分子量分布

广 (5.6×103～4.8×106 Da), 属于大分子混合物, 虽然已

有大量报道, 但主要集中在对黄芪总多糖或者某一特

定分子量多糖组分的研究[8-13], 缺乏不同分子量组分的

系统活性筛选比较。此外, 在药理研究方面, 多集中

在黄芪多糖的免疫促进功能上, 虽开发有黄芪多糖粉

针剂 (国药准字 Z20040086), 也主要是用于肿瘤化疗

后升高白细胞 , 提升患者免疫水平。该药主要选取

10 kDa分子量组分[14], 其他分子量黄芪多糖是否具有

相同或差异功能, 尚不清楚。

近年来, 越来越多的研究表明, 黄芪多糖在机体中

主要起到免疫调节或免疫平衡作用, 尤其是在过度炎

症模型中具有明显的免疫抑制作用或抗炎活性[15]。溃

疡性结肠炎 (ulcerative colitis, UC) 是一种难治性慢性

非特异性炎症肠道疾病, 目前尚无根治措施。已有研

究报道, 黄芪多糖对于 2,4,6-三硝基苯磺酸诱导建立的

Wistar大鼠UC模型具有很好的治疗作用; 其作用机制

与减少结肠组织炎症因子释放、调节机体免疫功能密

切相关[16]。临床上发现, 黄芪多糖注射液可显著改善

糖尿病肾病患者机体的炎症状态[17]。诸多研究表明,

多糖作为黄芪中主要的免疫调控物质, 可能包含免疫

促进功能的组分, 也可能某些特定分子量组分具有较

强的免疫抑制或免疫平衡作用, 或者由不同组分多糖

共同作用达到双向调节的目的。因此, 明确黄芪多糖

中不同分子量组分的结构、免疫调节活性, 是阐明黄芪

药效物质基础的关键问题。

根据以上研究, 课题组通过水提醇沉法制备黄芪

总多糖, 采用凝胶色谱法对其测定分子量分布, 结合超
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滤膜截留法分离制备不同分子量黄芪多糖, 并对其单

糖组成进行测定, 确定其主要的结构特征。活性筛选

方面, 建立LPS诱导小鼠单核巨噬细胞RAW 264.7过

度炎症模型 , 采用 MTT 法检测黄芪多糖对巨噬细胞

(RAW 264.7) 增殖的影响, 利用 ELISA 试剂盒测定其

对一氧化碳 (NO)、白细胞介素-10 (IL-10) 和肿瘤坏死

因子 (TNF-α) 释放量的影响, 筛选出黄芪多糖中主要的

抗炎活性组分。同时采用的高分辨 Thermo Scientific

Q Exactive质谱仪对细胞内代谢物进行数据采集, 结

合多元统计分析和代谢通路分析, 探索其抗炎作用机

制 , 以期为进一步阐明黄芪多糖药效物质基础指明

方向。

材料与方法

仪器 依利特液相色谱仪 (大连依利特分析仪

器有限公司); 示差折光检测器 (Shodex RI-201H);

Waters2695 型高效液相色谱仪 (2489 紫外检测器 , 美

国 Waters 公司); CPA225D 万分之一电子天平 (德国

Sartorius公司); Neofuge13R高速冷冻离心机 (上海力

申科学仪器有限公司); SC-3610 低速离心机 (安徽中

科中佳科学仪器有限公司); RE-52型旋转蒸发器 (上

海亚荣生化仪器厂); 细胞培养箱 (力康生物医疗科技

控股有限公司); Infinite M200 Pro多功能酶标仪 (瑞士

Tecan公司); SCIENTZ-12N真空冷冻干燥机和UP-250

超声波细胞粉碎机 (宁波新芝生物科技股份有限公司);

高分辨液质联用仪 (Thermo Scientific Q Exactive);

Xcalibur数据处理软件 (Thermo Fisher Scientific公司)。

材料与试剂 山西浑源黄芪 (仿野生蒙古黄芪),

山西大学秦雪梅教授鉴定为蒙古黄芪Astragalus mem‐

branaceus (Fisch.) Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao

的干燥根 (2017年采收, 生长年限 5年)。药材样品留

存于山西大学中医药现代研究中心样品库。系列相对

分子质量 (Mr) 右旋糖酐对照品 (Mr: 180、2 500、7 100、

10 000、21 400、41 100、84 400、133 800及 2 000 000, 中

国食品药品检定研究院); 葡萄糖 (Glu)、半乳糖 (Gal)、

半乳糖醛酸 (Gal A)、鼠李糖 (Rha)、甘露糖 (Man)、阿

拉伯糖 (Ara) 和 N-乙酰葡糖胺 (N-acetylglucosamine,

GlcNAc), 纯度大于 98%, 山西玖玖商贸有限公司; 木

瓜蛋白酶购自Solarbio (美国); 分析级甲醇、无水乙醇、

氯仿均购自天津市大茂化学试剂厂; 乙腈 (质谱级)、甲

酸 (质谱级) 购自Fisher Scientific公司。所有其他试剂

均为分析级。RAW 264.7 小鼠巨噬细胞从 ATCC 获

得, MTT、胎牛血清 (FBS)、DMEM培养基、0.25%胰蛋

白酶、PBS磷酸盐缓冲液、LPS均购自北京索莱宝科技

有限公司。一氧化氮 (NO) 检测试剂盒购自上海碧云

天生物技术有限公司, 肿瘤坏死因子-α (TNF-α) 和白

细胞介素-10 (IL-10) 的酶联免疫吸附测定 (ELISA) 试

剂盒均购自武汉博士德生物工程有限公司。

HPLC-RID检测条件 色谱柱为TSK gel GMPWXL

凝胶柱 (300 mm × 7.8 mm, 13 μm) (日本Tosoh Corpo‐

ration公司); 示差折光检测器 (RID); 流动相为纯水; 等

度洗脱; 流速1.0 mL·min-1; 柱温为35 ℃; 进样量10 μL。

HPLC-UV检测条件 色谱柱为Venusil XBP C18

(250 mm × 4.6 mm, 5 μm; 中国天津博纳艾杰尔科技有

限公司); 流动相 A 相为磷酸二氢钠缓冲液 (pH 6.7,

50 mmol·L-1); B 相为乙腈 (A∶B = 82∶18), 等度洗脱 ;

流速 1.0 mL·min-1; 柱温 35 ℃; 检测波长 250 nm; 进样

量20 μL。

LC-MS条件

色谱条件 流动相为0.1%甲酸水 (A) 和乙腈 (B)。

梯度为 : 0～2 min, 1% B; 2～8 min, 1%～35% B; 8～

11 min, 35%～40% B; 11～14 min, 40%～60% B; 14～

17 min, 60%～99% B; 17～19 min, 99%～1% B; 19～

20 min, 1% B。体积流量 0.2 mL·min-1, 进样量为 5 μL,

柱温 40 ℃ , Waters ACQUITYUPLC HSS T3 色谱柱

(100 mm × 2.1 mm, 1.7 μm)。

质谱条件 采用 HESI 离子化方式 , 正极电压为

3.5 kV, 负极 2.5 kV。扫描模式为Full Scan/dd-MS2, 采

集范围为m/z 100～1 500, 正负离子切换采集模式, 毛

细管温度 320 ℃, 加热器温度 300 ℃, 鞘气体积流量

35 arb, 辅助气体积流量 10 arb。分辨率采用 MS Full

Scan 35000 FWHM, MS/MS 17500 FWHM, 碰撞能量

为12.5、25.0和37.5 eV。

黄芪多糖的提取 参考文献[18]方法, 黄芪粉末过

100目筛后取黄芪细粉15 g, 以1∶20比例加入去离子水,

90 ℃下磁力搅拌器搅拌提取 4 h, 离心取上清液浓缩

至 150 mL, 酶解法结合三氯乙酸法除蛋白 (加入 200 U

木瓜蛋白酶 , 45 ℃下水浴 6 h, 随后加 10% 三氯乙酸

至总体积 200 mL, 冰浴中搅拌 15 min 后静置 30 min,

离心弃沉淀)。离心后上清液中缓缓加入无水乙醇至

最终醇浓度为 80%, 静置过夜, 沉淀冷冻干燥得 APS,

计算得率。

黄芪多糖的分离 参考文献[8]方法, 根据黄芪多

糖的分子量分布色谱图, 采用超滤膜截留法分离纯化

黄芪多糖, 可将黄芪多糖分为 2个部分。第一部分的

分子质量大于 2 000 kDa (超出线性范围), 第二部分的

分子质量约为 10 kDa。将APS配制成 5 mg·mL-1的溶

液, 并通过分子截留量为100 kDa的超滤膜将APS分为

APS-I (Astragalus polysaccharide-I, APS-I) 和 APS-II

(Astragalus polysaccharide-II, APS-II) 两个组分。截流
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后, 将这2个部分分别冷冻干燥。

黄芪多糖及其组分相对分子质量测定 取 9个已

知相对分子质量的右旋糖酐对照品, 分别加纯水稀释

成 5 mg·mL-1的对照品溶液, 分别进样。以保留时间 tR

为横坐标, lg Mw为纵坐标, 作标准曲线, 得到右旋糖酐

对照品线性回归方程 lg Mw = −0.782 tR + 12.451, R2 =

0.999 8。

供试品溶液的配置: 取APS、APS-I和APS-II多糖

粉末, 加纯水分别配置成 5 mg·mL-1的供试品溶液, 备

用。根据线性回归方程计算样品相对分子质量。

黄芪多糖及其组分单糖组成分析 参照文献[19]方

法, 将甘露糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖、

N-乙酰葡糖胺和鼠李糖混合对照品衍生化, 取上层水

液, 经0.45 μm微孔滤膜滤过, 备用。

供试品溶液的配置: 精密吸取 APS及其 APS-I和

APS-II两个组分水解液0.2 mL, 按上述方法处理, 即得。

细胞培养 将 RAW 264.7细胞在含有 10% FBS、

100 μg·L-1青霉素和100 μg·L-1链霉素的DMEM培养基

中, 于 37 ℃、5% CO2饱和湿度下培养, 直至细胞生长

至对数期。

MTT法检测药物毒性 参考文献[20]方法并做适

当修改, 用含 10% FBS的完全培养液将RAW 264.7细

胞配成单个细胞悬液, 以每孔1×104个细胞的浓度接种

到 96孔板, 每孔体积 100 μL。在 5% CO2、37 ℃条件下

孵育 24 h, 届时细胞单层铺满孔底。24 h后给药, 实验

分组为: 空白组, APS、APS-I和APS-II给药组, 浓度梯

度分别为 10、25、50、100、250 和 500 μg·mL-1。每个浓

度的药物设置 6个复孔。给药完成后, 于培养箱培养

24 h。次日取出 96孔板, 向含细胞的 96孔板中每孔加

入 5 mg·mL-1 MTT试剂 10 μL, 再于培养箱中培养 4 h。

4 h后小心吸弃MTT试剂, 向每孔中加入DMSO试剂

100 μL。室温下用摇床振荡10 min, 再于酶标仪490 nm

下检测每孔吸光度。

ELISA法检测 IL-10、NO和TNF-α的水平 用含

10% FBS 的完全培养液将 RAW 264.7 细胞配成单个

细胞悬液, 以每孔 1×104个细胞的浓度接种到 96孔板,

每孔体积 100 μL。在 5% CO2、37 ℃条件下孵育 24 h,

届时细胞单层铺满孔底。设置空白组、模型组, APS、

APS-I和APS-II给药组, 每组均设置 6个复孔, 药物预

干预 2 h后, 模型组与给药组加入适量 LPS, 使得 LPS

终浓度为 1 μg·mL-1, 空白组加入等量的 PBS后继续培

养 24 h; 24 h后取细胞培养基上清液, 1 000 × g, 4 ℃,

离心15 min, 取上清液, 按照NO、TNF-α和 IL-10试剂盒

说明书操作, 测定上述炎症因子的生成量。

代谢组学样品制备 实验分组: 空白组、模型组、

APS-I给药组。将相同数量的 RAW 264.7 细胞 (每孔

1×105个) 于直径为 10 cm的培养皿中培养, 每组设置

6 个重复。当细胞生长至 90% 时 , 空白组加入 10 mL

DMEM 培养基 ; 模型组加入适量 LPS 使其终质量浓

度为 1 μg·mL-1; 给药组分别先加入 100 μg·mL-1 APS-I

预保护 2 h, 然后加入适量 LPS 使其终质量浓度为

1 μg·mL-1。培养 24 h后, PBS洗涤细胞 3次, 用细胞刮

刀刮下培养皿中的细胞, 4 ℃、1 200 r·min-1离心10 min,

收集各组细胞沉淀 , 于液氮中速冻 , 并储存在-80 ℃

下, 用于进一步细胞内代谢组学分析。

细胞内代谢物提取方法 参考文献[21,22]方法, 并稍

做修改 , 将细胞 4 ℃融化 , 反复冻融 5 次后 , 加入

MeOH-CHCl3-H2O (8∶1∶1) 1 mL, 于冰上超声破碎

15 min (超 5 s, 停 9 s), 4 ℃、13 000 r·min-1离心 10 min,

收集上清。收集沉淀加入MeOH-CHCl3-H2O (8∶1∶1)

1 mL, 再次超声破碎 15 min, 合并 2次上清液冻干。于

冻干后的细胞裂解物中加入50%乙腈60 μL复溶, 4 ℃、

13 000 r·min-1离心10 min, 上清液置于液相小瓶中。另通

过混合各自的等分试样作为QC样本。空白为提取溶剂。

数据处理 将采集到的原始LC-MS/MS数据文件

导入Compound Discoverer 2.0软件 (美国Thermo Fisher

公司), 设置参数 , 获取匹配和对齐的峰值数据 , 将得

到的峰面积等进行归一化, 再将归一化后的数据导入

SIMCA-P 13.0软件进行主成分分析 (PCA)、偏最小二

乘判别分析 (PLS-DA) 和正交偏最小二乘判别分析

(OPLS-DA)。结合 OPLS-DA 的 S-plot 图中 VIP > 1 以

及独立样本 t检验筛选差异代谢物 (以P < 0.05为标准

筛选)。通过使用HMDB数据库并结合二级碎片离子

对筛选出的差异代谢物进行指认、通过 Metboanalyst

平台进行通路富集分析, 并对差异代谢物进行相关性

分析。采用 SPSS 16.0软件对数据进行单因素方差分

析, 各结果以 x̄ ± s表示。

结果与讨论

1 黄芪多糖的提取、分离及不同组分的分子量测定

采用水提醇沉法获得APS, 得率为 8.5%。采用高

效液相色谱法对提取所得到的黄芪多糖进行分子量测

定, 图 1中色谱峰上的数据为各切割部分的最高点的

相对分子质量。通过80%醇沉得到APS包含两个不同

分子量多糖APS-Ⅰ (大于 2 000 kDa) 和APS-Ⅱ (10 kDa)

(图 1A), 采用超滤膜截留法将 APS 截取得到 APS-Ⅰ

(图 1B) 和APS-Ⅱ (图 1C)。

2 黄芪多糖及其组分单糖组成分析

采用 PMP 柱前衍生化-高效液相色谱法测定了

7种标准单糖混合物色谱图和样品黄芪单糖特征图谱
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(图 2和 3)。根据样品黄芪单糖的HPLC-UV特征图谱

的保留时间, 将单糖混合对照品图谱与样品黄芪单糖

特征图谱进行对比, 可以确定 APS-I由 Man、Rha、Gal

A、Glu、Gal和Ara 6种单糖组成, 以阿拉伯糖的物质的

量为 1, 各单糖组成比例约为 0.54∶0.26∶12.24∶17.24∶

8.46∶1; APS-II由 Rha、Gal A、Glu、Gal和 Ara 5 种单糖

组成, 各单糖组成比例约为0.26∶0.14∶24.04∶0.62∶1。

3 MTT法检测药物毒性

本实验采用 MTT 法考察了 APS、APS-I和 APS-Ⅱ

不同浓度下对 RAW 264.7 细胞存活率的影响, 如图 4

所示, 3个组分在 0～100 μg·mL-1内与细胞共培养 24 h

无明显毒性, 因此可在 0～100 μg·mL-1选取合适浓度

进行后续炎症因子的测定。

4 黄芪多糖及其组分对小鼠单核巨噬细胞RAW 264.7

细胞增殖及分泌NO、TNF-α和 IL-10的影响

由图 5 可知 , 与空白组相比 , 模型组能显著增加

NO、TNF-α和 IL-10的产生, 说明LPS诱导的小鼠单核

巨噬细胞RAW 264.7细胞炎症模型可以成功构建。由

图 5A 可知 , APS 和 APS-I 均可抑制模型组产生 NO。

APS为100 μg·mL-1时, 抑制NO产生的作用最强; APS-I

为 100 μg·mL-1时, 抑制 NO产生的作用最强。APS和

APS-I最佳剂量与模型组比较差异有统计学意义 (P <

0.05), 均能显著抑制 NO 的产生。APS-Ⅱ可促进模型

组产生 NO, APS-Ⅱ为 100 μg·mL-1时, 促进 NO 产生的

作用最强, 与模型组比较差异有统计学意义 (P < 0.05)。

不同分子量组分抑制 NO 产生的活性顺序为 APS-I >

APS > APS-Ⅱ。

由图 5B可知, APS、APS-I和APS-Ⅱ均可抑制模型

组产生 TNF-α。APS为 100 μg·mL-1时, 抑制 TNF-α产

生的作用最强; APS-I为 100 μg·mL-1时, 抑制TNF-α产

生的作用最强; APS-Ⅱ为 50 μg·mL-1时, 抑制TNF-α产

生的作用最强。APS和APS-I最佳剂量与模型组比较

差异有统计学意义 (P < 0.05), 均能显著抑制TNF-α的

产生。不同分子量组分抑制TNF-α产生的活性顺序为

APS-I > APS > APS-Ⅱ。

由图 5C 可知 , APS 在 0～50 μg·mL-1时可以促进

IL-10的产生。APS为 25 μg·mL-1时, 促进 IL-10产生的

作用最强; 与模型组比较差异有统计学意义 (P < 0.05)。

APS 在 50～100 μg·mL-1 时可以抑制 IL-10 的产生。

APS为100 μg·mL-1时, 抑制 IL-10产生的作用最强; 与模

型组比较差异有统计学意义 (P < 0.05)。APS-I可促进

模型组产生 IL-10。APS-I为 50 μg·mL-1时, 促进 IL-10

Figure 1 HPLC chromatogram of refined polysaccharide from APS (A), APS-Ⅰ (B), APS-Ⅱ (C). APS: Astragalus polysaccharide; APS-I:

Astragalus polysaccharide-I; APS-II: Astragalus polysaccharide-II

Figure 2 Monosaccharide chromatograms of reference substances

by HPLC. 1: Mannose; 2: Rhamnose; 3: Galacturonic acid; 4: N-

acetylglucosamine; 5: Glucose; 6: Galactose; 7: Arabinose

Figure 3 Monosaccharide chromatograms of APS-Ⅰ (A), APS-Ⅱ

(B) by HPLC

Figure 4 MTT assay results with various concentrations of APS,

APS-I and APS-Ⅱ. n = 6, x̄ ± s, *P < 0.05, **P < 0.01 vs control
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产生的作用最强 ; 与模型组比较差异有统计学意义

(P < 0.05)。APS-Ⅱ可抑制模型组产生 IL-10。APS为

100 μg·mL-1时, 抑制 IL-10产生的作用最强; 与模型组比

较差异有统计学意义 (P < 0.05)。不同分子量组分促进

IL-10产生的活性顺序为APS-I > APS > APS-Ⅱ。

综上所述, APS-I的体外抗炎活性优于APS-Ⅱ。

5 细胞代谢组学分析方法可靠性检测

为检测细胞代谢组学分析方法的重复性和稳定性,

对细胞内 QC样本进行了聚类分析, PCA结果表明所

有QC样本都在标准偏差 (SD) 的2倍范围之内, 见图6。

同时, 细胞内QC样本RSD < 30%的变量占 85.4%。以

上结果表明该分析方法具有很高的稳定性和重复性,

适合大批量进样。

6 细胞代谢组学数据统计分析

通过超高效液相色谱-串联 orbitrap质谱 (UHPLC-

Q exactive orbitrap) 方法对空白组、模型组和给药组

RAW 264.7细胞的裂解物进行数据采集和处理后, 正

负离子模式下共采集到1 688个峰。为了解造模和给药

后细胞代谢物变化, 对空白组、模型组和给药组进行多

元统计分析。从PCA和PLS-DA得分图中可以看出细胞

内代谢物在空白组、模型组和给药组之间能明显分开

(图 7A、B), 表明 LPS 诱导的小鼠单核巨噬细胞 RAW

264.7细胞炎症模型构建成功, APS-Ⅰ对RAW 264.7细胞

炎症模型有一定的调控作用。模型评价指标 (图 7C)

显示左侧所有Q2 (R2) 低于右边原始值, Q2所在蓝色回

归线与左侧纵坐标相交于零以下, 表明模型验证有效。

OPLS-DA有助于筛选出造模后的差异代谢物 (图7D)。

通过S-plot图结合VIP > 1 (图 7E) 以及独立样本 t检验

P < 0.05筛选出细胞中的差异代谢物。

7 差异代谢物分析

对空白组和模型组通过VIP > 1结合独立样本 t检

验 P < 0.05, 以及通过 HMDB数据库和代谢物二级碎

片离子进行指认, 共鉴定出 32个与小鼠单核巨噬细胞

RAW 264.7过度炎症模型相关的差异代谢物, 见表 1。

Figure 6 The reliability investigation of the analytical method

using QC samples. PCA score map of QC samples in cells

Figure 7 PCA (A) and PLS-DA scores (B) plots of cell lysate of RAW 264.7 in all of groups; model validation results (C), OPLS-DA scatter

plots (D) and corresponding S-plot (E) of cell lysate of RAW 264.7 in control group and model group

Figure 5 Effects of APS, APS-I and APS-Ⅱ on NO (A), TNF-α (B), and IL-10 (C) of RAW 264.7 cells. n = 6, x̄ ± s, *P < 0.05. **P < 0.01

vs model group, ##P < 0.01 vs control group
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结果表明, 与空白组相比, 模型组中 S-腺苷甲硫氨酸、

瓜氨酸、3-吲哚丁酸、尿嘧啶、α-酮戊二酸等 17个代谢

物水平显著升高, 经APS-Ⅰ给药后尿嘧啶、α-酮戊二酸、

S-腺苷甲硫氨酸等 11个代谢物水平显著回调。与空

白组相比, 模型组中尿苷、脱氧尿嘧啶核苷酸、精氨酸、

亮氨酰脯氨酸、尿酸、左旋肉碱、异琥珀酸、延胡索酸等

15个代谢物水平显著降低, 经APS-Ⅰ给药后鸟苷酸、精

氨酸、左旋肉碱、尿酸等 7个代谢物水平显著回调。上

述结果表明, 黄芪多糖APS-Ⅰ通过回调精氨酸等 18个

差异代谢物从而发挥一定程度的抗炎作用。

8 代谢通路分析

将细胞裂解物中的差异代谢物代入Metaboanalyst

中进行通路富集分析, 选择影响值大于 0.1的代谢途径

作为 APS-Ⅰ发挥抗炎作用的主要途径, 图中圆点颜色

越深表示参与该通路代谢物越多, 圆点越大表示该通

路作用越明显[23], 结果见图8。差异代谢物相关通路共

有 19 条, 综合 Holm P 值、错误发现率 (false discovery

rate, FDR) 和 Impact值共发现 6条主要代谢通路, 分别

为精氨酸生物合成、精氨酸和脯氨酸代谢、三羧酸循环、

半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、色氨酸代谢和嘧啶代谢。

讨论

黄芪多糖是黄芪中含量最多、免疫调节活性最强

的一类物质。然而黄芪多糖分子量分布广, 属于大分

Table 1 The differential metabolites in RAW 264.7 cell lysates detected by LC-MS/MS. ↑ and ↓ represent higher and lower level; Model

vs control: Model group compared with control group; APS-I vs model: APS-I group compared with model group

NO.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

Metabolite

N8-Acetylspermidine
4-Oxoproline
Uridine
Betaine
S-Adenosylmethionine
Citrulline
Citraconic acid
3-Indolebutyric acid
dUMP
D-Malic acid
L-Tryptophan
L-Acetylcarnitine
Thiamine
L-Arginine
Leucylproline
Uric acid
Propionylcarnitine
5′-Methylthioadenosine
Guanosine monophosphate
8-Isoprostaglandin
L-Carnitine
Uracil
Methylmalonic acid
N-Acetylputrescine
Leucylglycine
5-(2-Hydroxyethyl)-4-methylthiazole
3′-O-Methylguanosine
Fumaric acid
6-Methylquinoline
Oxoglutaric acid
Ornithine
Indole

tR/min

1.377
3.031
3.809
1.426
1.484
2.215
6.818
7.899
1.965
1.761
7.898
2.573
1.563
1.495
7.661
2.92
5.746
1.495
3.803

14.862
9.795
2.337
4.035
1.887
7.395
1.43
6.854
3.188
7.897
2.065
2.005

15.624

Formula

C9H21N3O
C5H7NO3

C9H12N2O6

C10H22N2O4

C10H11N5O3

C7H15N3O3

C5H6O4

C11H9NO2

C7H8ClN8O7P
C4H6O5

C10H10N2

C9H17NO4

C15H32N3O4PS
C6H12N2O4

C9H18N2O3

C12H9N5O6

C10H19NO4

C11H15N5O3S
C10H14N5O8P
C20H32O5

C9H17NO4

C4H4N2O2

C4H6O4

C6H14N2O
C8H16N2O3

CH4O2P2S
C11H15N5O5

C4H4O4

C10H9N
C5H6O5

C8H16N2O4

C10H10N2O

m/z

187.168 5
129.042 8
244.069 6
234.157 9
249.086 1
189.111 3
130.026 8
187.063 4
381.994 7
134.021 7
158.084 4
203.115 9
381.183 4
176.079 7
202.132
319.053
217.131 6
297.089 7
363.058 2
352.225 3
203.116 1
112.027 5
118.026 8
130.110 8
188.116 3
141.940 9
297.107 3
116.011 1
143.073 5
146.021 7
204.111 1
174.079 5

Ion

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

VIP

8.04
6.86
6.41
6.17
6.12
3.90
3.78
3.72
3.65
3.49
3.45
3.20
3.01
2.95
2.92
2.61
2.59
2.51
2.23
2.09
1.98
1.81
1.46
1.42
1.35
1.31
1.22
1.21
1.17
1.13
1.05
1.04

Model vs

Control

↑
↑
↓
↓
↑
↑
↑
↑
↓
↓
↑
↓
↑
↓
↓
↓
↓
↑
↓
↑
↓
↑
↓
↑
↓
↑
↑
↓
↑
↑
↑
↑

APS-I vs

Model

↓
↓

↑

↓
↑
↑
↓
↑
↓
↑
↓
↑
↓
↑
↓

↓
↓
↓

Figure 8 Analysis of MetPA pathway in cell lysate
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子混合物, 虽然已有大量报道, 但主要集中在对黄芪总

多糖或者某一特定分子量多糖组分的研究, 缺乏不同

分子量组分的系统活性筛选比较。课题组前期根据黄

芪多糖主要由两组不同分子量多糖部位组成的特点, 通

过超滤膜分离手段将两个组分分离制备, 得到APS-I和

APS-II两个组分, 并从细胞水平和动物水平筛选出了

APS-II是发挥免疫促进作用的主要组分; 而两个组分

在免疫抑制过程中的药理作用与作用机制尚不清楚。

因此, 本文从抗炎活性与作用机制两个方面对分

离得到的两种多糖进行了研究。从抗炎活性上看, NO

是炎症反应中生成的重要炎症因子, 介导炎症等疾病

的发生 , 其含量可以作为炎症反应程度的指标[24],

APS-I在质量浓度为 0～100 μg·mL-1时显著抑制NO的

产生, 抑制效果优于APS-Ⅱ。TNF-α是炎症反应中主

要促炎细胞因子, 可调节细胞的生长分化、调节免疫

应答 , 具有重要的生物功能 [25], APS-I 在质量浓度为

0～100 μg·mL-1时显著抑制 TNF-α的产生 , 抑制效果

优于APS-Ⅱ。IL-10是一种多细胞源性的细胞因子, 其

中单核细胞、巨噬细胞是其主要来源细胞。在控制病

原体和微生物造成的炎症反应中, IL-10具有抗炎、免

疫抑制、负反馈调节的生物学功能[26], APS-I在质量浓

度为 0～100 μg·mL-1时显著促进 IL-10的产生, 促进效

果优于APS-Ⅱ。综上所述, APS-I的体外抗炎活性优于

APS-Ⅱ。

黄芪多糖具有免疫双向调节作用, 已被大量研究

证明[9]。课题组前期通过LC-MS/MS代谢组学方法研

究了APS-II发挥免疫促进作用的作用机制[21,27]。结果

发现, APS-Ⅱ主要通过影响三羧酸循环途径、酪氨酸和

色氨酸的生物合成途径、精氨酸和脯氨酸代谢途径与

半胱氨酸和甲硫氨酸等代谢途径发挥免疫促进作用。

本研究采用LC-MS/MS代谢组学技术研究APS-I发挥

免疫抑制作用的作用机制。结果发现, APS-I主要通

过调控精氨酸生物合成、精氨酸和脯氨酸代谢、三羧酸

循环、半胱氨酸和甲硫氨酸代谢、色氨酸代谢和嘧啶代

谢发挥免疫抑制作用。因此, 作者推测黄芪多糖的不

同组分具有不同功效, 且主要通过调控三羧酸循环途

径、精氨酸和脯氨酸代谢途径、半胱氨酸和甲硫氨酸代

谢途径发挥免疫双向调节作用。

精氨酸及其代谢产物是生物体内各种代谢途径的

中心。精氨酸在体内和甘氨酸、甲硫氨酸内源性合成

肌酸, 肌酸是能量代谢最重要物质之一; 精氨酸在精氨

酸酶作用下水解为鸟氨酸和尿素, 鸟氨酸可在鸟氨酸

转氨酶作用下生成脯氨酸, 脯氨酸在抗氧化反应和免

疫反应中发挥着重要作用。已有研究表明, 炎症反应

可能会影响精氨酸的代谢, 精氨酸和脯氨酸代谢异常

可以从两个方面影响炎症效应: 其一, 在精氨酸和脯氨

酸向NO的转化过程中, TNF-α可以增加 iNOS的表达

并在细胞中产生大量的 NO, 加剧炎症效应; 其二, 精

氨酸能够转化为尿素和鸟氨酸并进入尿素循环, 导致

尿素循环出现异常, 而尿素循环与三羧酸循环有关, 由

此出现一定程度的线粒体功能障碍, 线粒体功能障碍

也可增强细胞炎性因子诱导的炎症反应[28,29]。本研究

中巨噬细胞RAW 264.7造模后细胞内精氨酸水平显著

低于空白组, APS-Ⅰ给药后回调至正常水平, 提示APS-Ⅰ

通过调节精氨酸生物合成和精氨酸代谢途径发挥抗炎

作用。

半胱氨酸是人体的条件必需氨基酸, 是由人体内

必需氨基酸甲硫氨酸转化而来的, 它在体内参与蛋白

质合成与代谢, 发挥免疫调节等重要的生物学功能。

甲硫氨酸进入机体后, 在甲硫氨酸腺苷转移酶催化下

与ATP发生反应, 生成 S-腺苷甲硫氨酸, 参与多种激素

的合成与降解, 发挥抗炎、抗氧化功能。近年来, 大量

研究表明炎症反应与半胱氨酸代谢异常关系密切, 炎

症性肠病 (inflammatory bowel disease, IBD) 是一组非

特异性肠道慢性炎症性疾病, 临床资料显示 IBD患者

的血浆半胱氨酸水平明显升高, 提示半胱氨酸含量增

加可以诱发炎症[30-32]。本研究中巨噬细胞RAW 264.7

造模后细胞内 S-腺苷甲硫氨酸水平显著高于空白组,

APS-Ⅰ给药后回调至正常水平, 提示APS-Ⅰ通过调节半

胱氨酸和甲硫氨酸的代谢途径发挥抗炎作用。

炎症是由外来条件引起的损伤与抗损伤的双重应

激过程, 强烈的炎性反应会对组织产生损伤, 导致多种

疾病的发生, 线粒体在能量代谢中起着重要的作用。

三羧酸循环通路是线粒体产能的关键通路。大量研究

表明, 炎症与三羧酸循环的关联性十分密切。LPS刺

激巨噬细胞使得细胞线粒体氧化磷酸化水平降低, 三

羧酸循环产物累积, α-酮戊二酸含量升高; LPS激活的

RAW 264.7细胞在琥珀酸处发生了代谢中止, 琥珀酸

不再继续代谢成延胡索酸 , 延胡索酸含量降低[33-35]。

本研究中巨噬细胞RAW 264.7造模后细胞内α-酮戊二

酸水平显著高于空白组, APS-Ⅰ给药后二者回调至正常

水平, 提示 APS-Ⅰ通过调节三羧酸循环代谢途径发挥

抗炎作用。

在课题组前期研究基础上, 本文采用LPS诱导巨

噬细胞RAW 264.7建立细胞炎症模型, 筛选出APS中

的抗炎活性组分 APS-Ⅰ; 并通过 LC-MS/MS 代谢组学

技术对 APS-Ⅰ发挥抗炎作用的机制进行了研究, 研究

结果为进一步阐明黄芪多糖药效物质基础指明方向。

然而本文也存在一些不足之处, 从抗炎活性上看, 仅从

细胞水平上筛选出抗炎组分, 后续应在炎症动物模型
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上验证该结论, 从作用机制上看, 仅从代谢组学的角度

上研究作用机制深入性不足, 后续可采用转录组学和

蛋白质组学等技术全面解释其作用机制。
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