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摘要： 目的　 优化甘青青兰多糖提取工艺， 并评价其对刀豆蛋白 Ａ （ＣｏｎＡ） 诱导肝细胞损伤的保护作用。 方法　 在

单因素试验基础上， 以 ＮａＯＨ 溶液体积分数、 提取时间、 提取温度、 液料比为影响因素， 总糖含量为评价指标， 响应

面法优化提取工艺。 ＣＣＫ⁃８ 法检测多糖对 ＡＭＬ１２ 细胞活性的影响， Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色检测细胞凋亡， ＪＣ⁃１ 染色评估线粒体

膜电位， 检测细胞上清液 ＬＤＨ、 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 水平。 结果　 最佳条件为 ＮａＯＨ 溶液体积分数 ５􀆰 ５２％ ， 提取时间 ２ ｈ， 提取

温度 ７３ ℃， 液料比 １４ ∶ １， 总糖含量为 ３２􀆰 ９５％ 。 与对照组比较， １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 多糖组细胞存活率升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 多糖组 ＬＤＨ、 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 多糖

干预后， 凋亡细胞数减少， 线粒体膜电位改善。 结论　 该方法稳定可靠， 可提取对 ＣｏｎＡ 诱导肝细胞损伤有较强保护

作用的甘青青兰多糖。
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　 　 自身免疫性肝炎是一种罕见的免疫介导肝脏炎

症性疾病， 患者大多需终身治疗［１］， 目前临床上

主要采用激素类药物和硫唑嘌呤干预， 但大约

１０％ ～２０％ 的患者无法缓解， 甚至会出现严重副作

用［２］。 现代研究证实， 多糖对肝损伤具有预防、 治

疗作用， 可通过减轻脂肪堆积变性、 调节肠道菌群、
抗氧化、 促进肝细胞增殖等来发挥保肝功效［３⁃６］。

甘青青兰 Ｄｒａｃｏｃｅｐｈａｌｕｍ ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ Ｍａｘｉｍ． 为

青藏地区特有的药用植物， 《中华人民共和国卫生

部药品标准 （藏药） 》 第一册中载有 ２００ 个相关

藏药制剂［７］。 它作为藏族常用药材［３］， 功效清肝

热、 干黄水、 愈疮、 止血等［８⁃１０］， 主要用于治疗胃

炎、 肝炎、 愈疮、 关节炎等疾病［１１］， 含有黄酮苷、
多糖、 挥发油、 氨基酸等成分， 其中多糖具有调节

人体免疫力、 抗肿瘤、 降血脂、 保肝等活性［１２⁃１３］。
研究表明， 碱提法可有效提取多糖［１４⁃１５］， 显

著提高其含量。 因此， 本实验采用碱提法提取甘青

青兰多糖， 响应面法对其进行优化， 并探讨该成分

对肝损伤的保护作用， 以期为其进一步开发应用提

供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂　 Ｄ⁃无水葡萄糖对照品（批号 ０８０Ｍ００１４３Ｖ）
购自上海源叶生物科技有限公司。 硫酸 （批号

２０２１１１０５０２） 购自成都市科隆化学品有限公司； 苯

酚 （分析纯， 批号 ２０１８０３１５） 购自天津市大茂化

学试剂厂； ＮａＯＨ （分析纯， 批号 ２０２４０５２７）、 冰

醋酸 （分析纯， 批号 ２０２４１２１３）、 石油醚 （分析

纯， 批号 ２０２４０２２３）、 无水乙醇 （分析纯， 批号

２０２５０２１４） 均购自国药集团化学试剂有限公司；
牛血清白蛋白 （批号 ５４２４０４０８００８）、 线粒体膜电

位检测试剂盒 （ＪＣ⁃１， 批号 ２５０００３０００３）、 透析袋

ＭＤ４４ （截留分子量 ３ ５００ Ｄａ， 批号 ２５４０７０２００１）、
考马斯亮蓝 Ｇ⁃２５０ （批号 ３４２４０７２００２２） 均购自北

京索莱宝科技有限公司； 刀豆蛋白 Ａ （ＣｏｎＡ） （货
号 Ｃ２０１０） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； ＣＣＫ⁃８ 高灵敏快

速检测试剂盒 （批号 ＣＲ２４１１０９７）、 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白

酶消化液 （批号 ＧＡ２４１００２０）、 ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ （批号

ＧＰ２４０９００３）、 ＩＴＳ 液 体 培 养 基 补 充 剂 （ 批 号

ＧＰ２４１１０２９）、 胎牛血清 （批号 ＳＯ２０２４０８０７） 均购

自武汉赛维尔生物科技有限公司； 地塞米松磷酸钠

注射液 （国药准字 Ｈ１２０２０５１５） 购自津药和平

（天 津 ） 制 药 有 限 公 司； ＡＳＴ 试 剂 盒 （ 批 号

２０２５０３２８）、 ＡＬＴ 试剂盒 （批号 ２０２５０３２８）、 ＬＤＨ
乳酸脱氢酶试剂盒 （批号 ２０２５０３２５） 均购自南京

建成生物工程研究所。
１􀆰 ２　 仪器 　 ３⁃１８ＫＳ 高速冷冻离心机购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司； ＵＶ⁃１８００ 紫外分光光度计购自日本岛

津公司； ＤＺＫＷ⁃４ 电子恒温水浴锅购自黄烨市新兴

仪器厂； Ｓｃｉｅｎｔｚ⁃１８Ｎ 冷冻干燥机购自宁波新芝生

物科技股份有限公司； ＨＺＱ⁃ＦＸ 恒温摇床购自上海

晶柱仪器制造有限公司； ＭＣＯ⁃１８ＡＩＣ ＣＯ２ 培养箱、
细胞计数仪均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； ＮＷ２０ＶＦ 纯

水机购自力新仪器上海有限公司； ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＤ 洁净

工作台购自苏净集团苏州安泰空气技术有限公司；
Ｓｕｎｒｉｓｅ 酶标仪购自帝肯贸易有限公司； Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＣＫＸ４１ 荧光倒置显微镜购自甘肃嘉瑞贸易有限责

任公司。
１􀆰 ３　 药材　 甘青青兰 （批号 ＧＱＱＬ⁃２４０５０１） 购自

甘肃省众翔生物科技有限公司， 经甘肃省药品检验

研究院宋平顺主任药师鉴定为正品。
１􀆰 ４　 细胞　 ＡＭＬ１２ 细胞 （批号 ２０２３１２０１６） 购自

武汉赛维尔生物科技有限公司。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 总糖含量测定　 采用苯酚⁃硫酸法［１６］。
２􀆰 １􀆰 １　 对照品溶液制备　 精密称取葡萄糖对照品

１０􀆰 ００ ｍｇ， 置于 １００ ｍＬ 量瓶中， 制成 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ
的溶液， 即得。
２􀆰 １􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 精密称取多糖 １０􀆰 ００
ｍｇ， 置于 １００ ｍＬ 量瓶中， 制成 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶

液， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 线性关系考察　 分别精密吸取对照品溶液

０、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ７、 ０􀆰 ８、
０􀆰 ９ ｍＬ， 蒸馏水补足至 １ ｍＬ， 加入 １ ｍＬ ５％ 苯酚

溶液， 摇匀， 迅速加入 ５ ｍＬ 浓硫酸， 静置 １０ ｍｉｎ，
６１９３

２０２５ 年 １２ 月

第 ４７ 卷　 第 １２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． １２



混合均匀， 在 ６０ ℃恒温水浴锅中水浴 １５ ｍｉｎ， 取

出， 冷却至室温， 在 ４９０ ｎｍ 波长处测定吸光度。
分别以葡萄糖含量、 吸光度为横坐标 （Ｘ）、 纵坐

标 （ Ａ） 进 行 回 归， 得 方 程 为 Ａ ＝ ９􀆰 ８７２ ３Ｘ ＋
０􀆰 ０７７ ５ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８ ４）， 在 ０ ～ ０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｍＬ 范围

内线性关系良好。
２􀆰 １􀆰 ４　 精密度试验　 精密吸取供试品溶液 １ ｍＬ，
按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法测定 ６ 次吸光度， 测得其

ＲＳＤ 为 ０􀆰 ５２％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 １􀆰 ５　 稳定性试验　 精密吸取供试品溶液 １ ｍＬ，
于 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １０ ｈ 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法测

定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为 ２􀆰 １４％ ， 表明溶液在

１０ ｈ内稳定性良好。
２􀆰 １􀆰 ６ 　 重复性试验 　 精密称取多糖 ６ 份， 按

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 按 “２􀆰 １􀆰 ３”
项下方法测定吸光度， 测得其 ＲＳＤ 为 ２􀆰 ２７％ ， 表

明该方法重复性良好。
２􀆰 １􀆰 ７　 加样回收率试验　 精密称取含量已知的多

糖 ６ 份， 按 １００％ 水平精密加入对照品溶液， 按

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 按 “２􀆰 １􀆰 ３”
项下方法测定吸光度， 测得其平均加样回收率为

９９􀆰 ２７％ ， ＲＳＤ 为 ０􀆰 ８３％ 。
２􀆰 ２　 总蛋白含量测定　 采用考马斯亮蓝法［１７］。 以

牛血清白蛋白含量为横坐标 （Ｘ）， 吸光度为纵坐

标 （Ａ） 进行回归， 得方程为 Ａ ＝ ０􀆰 ００６ ６Ｘ＋０􀆰 ５９８
（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９４ ３）， 在 ０ ～ １００ μｇ 范围内线性关系

良好。
２􀆰 ３　 药材预处理　 药材粉碎后过 ６０ 目筛， 石油醚

（３０～６０ ℃， 料液比 １ ∶ ５） 脱脂， 室温摇床 ３ 次，
每次 ２ ｈ， 再加入 ９５％ 乙醇 （料液比 １ ∶ ４）， 室温

摇床 ３ 次， 每次 ２ ｈ， 真空抽滤， 收集残渣， 自然

风干， 以除去脂质、 色素、 单糖、 低聚糖和其他小

分子量杂质， 保存。
２􀆰 ４　 多糖提取　 将预处理后的药材粉末用碱液提

取 ２ 次， 过滤， 收集滤液， ４０％ 醋酸调 ｐＨ 至中性，
溶液浓缩到原始体积的 １ ／ ３， 加 ４ 倍量无水乙醇混

合， 在 ４ ℃下保存过夜， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
收集沉淀， 挥去醇味， 冷冻干燥， 即得粗多糖。
２􀆰 ５　 单因素试验

２􀆰 ５􀆰 １　 ＮａＯＨ 溶液体积分数　 固定提取温度７０ ℃，
提取时间 １􀆰 ５ ｈ， 液料比 ２０ ∶ １， 提取次数 ２ 次，
分别考察 １％ 、 ３％ 、 ５％ 、 ７％ 、 ９％ ＮａＯＨ 溶液对总

糖含量的影响， 结果见图 １。 由此可知， 随着

ＮａＯＨ 溶液体积分数增加， 总糖含量呈现先升高后

降低的趋势， 为 ７％ 时达到最大值。 综合考虑， 选

择 ３％ 、 ５％ 、 ７％ 作为响应面法因素水平。

图 １　 ＮａＯＨ 溶液体积分数对总糖含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮａＯＨ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｏｎ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

２􀆰 ５􀆰 ２　 提取温度　 固定 ＮａＯＨ 溶液体积分数 ７％ ，
提取时间 １􀆰 ５ ｈ， 液料比 ２０ ∶ １， 提取次数 ２ 次，
分别考察在 ５０、 ６０、 ７０、 ８０、 ９０ ℃下提取对总糖

含量的影响， 结果见图 ２。 由此可知， 提取温度为

５０～ ７０ ℃ 时， 总糖含量呈升高趋势， 但为 ７０ ～
９０ ℃时反而降低， 其原因可能为温度增加时可提

高多糖溶解度， 加快后者分子运动， 从而使其更快

地溶出， 但过高时其分子结构可能会被破坏， 导致

含量降低。 综合考虑， 选择 ６０、 ７０、 ８０ ℃作为响

应面法因素水平。

图 ２　 提取温度对总糖含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ
ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

２􀆰 ５􀆰 ３　 提取时间　 固定 ＮａＯＨ 溶液体积分数 ７％ ，
提取温度 ７０ ℃， 液料比 ２０ ∶ １， 提取次数 ２ 次， 分

别考察提取 ０􀆰 ５、 １、 １􀆰 ５、 ２、 ２􀆰 ５ ｈ 时对总糖含量

的影响， 结果见图 ３。 由此可知， 随着提取时间延

长， 总糖含量呈现先升高后降低的趋势， 为 ２􀆰 ５ ｈ
时达到最大值， 其原因可能是提取时间延长有助于

多糖溶出， 但过长时会使其他杂质溶出， 导致该类

成分含量降低。 综合考虑， 选择 １􀆰 ５、 ２、 ２􀆰 ５ ｈ 作

为响应面法因素水平。
７１９３
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图 ３　 提取时间对总糖含量的影响

　 Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｏｔａｌ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
ｃｏｎｔｅｎｔ

２􀆰 ５􀆰 ４　 液料比　 固定 ＮａＯＨ 溶液体积分数 ７％ ， 提

取时间 ２􀆰 ５ ｈ， 提取温度 ７０ ℃， 提取次数 ２ 次， 分

别考察液料比 １０ ∶ １、 １５ ∶ １、 ２０ ∶ １、 ２５ ∶ １、
３０ ∶ １对总糖含量的影响， 结果见图 ４。 由此可知，
随着液料比增加， 总糖含量呈现先升高后降低的趋

势， 为 ２０ ∶ １ 时达到最大值， 其原因可能是随着溶

剂体积增加料液混合更充分， 两者接触面积变大，
加速目标物质传质， 有助于多糖溶出； 但液料比继

续升高时， 过多的溶剂可能会导致其他水溶性杂质

溶出增加， 使得该类成分含量降低。 综合考虑， 选

择１０ ∶ １、 １５ ∶ １、 ２０ ∶ １ 作为响应面法因素水平。

图 ４　 液料比对总糖含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ⁃ｓｏｉｌｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｏｔａｌ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

２􀆰 ６　 响应面法 　 在单因素试验基础上， 以 ＮａＯＨ
溶液体积分数 （Ａ）、 提取时间 （Ｂ）、 提取温度

（Ｃ）、 液料比 （Ｄ） 为影响因素， 总糖含量 （Ｙ）
为评价指标， 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃ｅｘｐｅｒｔ １３􀆰 ０ 软件设计，
因素水平见表 １， 结果见表 ２。
　 　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３􀆰 ０ 软件对表 ２ 数据进行

拟合， 得方程为 Ｙ＝３４􀆰 ８１＋１􀆰 ４９Ａ＋０􀆰 ５００ ８Ｂ＋３􀆰 ５７Ｃ－
０􀆰 ８７４ ２Ｄ＋０􀆰 ８１２ ５ＡＢ－０􀆰 １８７ ５ＡＣ－１􀆰 ８７ＡＤ－１􀆰 ３５ＢＣ＋
０􀆰 ５２５ ０ＢＤ＋０􀆰 ８６７ ５ＣＤ－３􀆰 ８２Ａ２ －２􀆰 ８３Ｂ２ －４􀆰 ６５Ｃ２ －
１􀆰 ８１Ｄ２， 方差分析见表 ３。 由此可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１，
具有 高 度 显 著 性； 失 拟 项 Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， 表 示 模

　 　 　 　 表 １　 响应面法因素水平

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

因素
水平

－１ ０ １
Ａ ＮａＯＨ 溶液体积分数 ／ ％ ３ ５ ７

Ｂ 提取时间 ／ ｈ １􀆰 ５ ２ ２􀆰 ５
Ｃ 提取温度 ／ ℃ ６０ ７０ ８０

Ｄ 液料比 １０ ∶ １ １５ ∶ １ ２０ ∶ １

表 ２　 响应面法设计及结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

试验号
Ａ ＮａＯＨ 溶液

体积分数 ／ ％
Ｂ 提取

时间 ／ ｈ
Ｃ 提取

温度 ／ ℃
Ｄ 液料比

Ｙ 总糖

含量 ／ ％
１ ３ １􀆰 ５ ７０ １５ ∶ １ ２５􀆰 ６８
２ ７ １􀆰 ５ ７０ １５ ∶ １ ２７􀆰 １５
３ ３ ２􀆰 ５ ７０ １５ ∶ １ ２５􀆰 ９７
４ ７ ２􀆰 ５ ７０ １５ ∶ １ ３０􀆰 ６９
５ ５ ２ ６０ １０ ∶ １ ２６􀆰 ９３
６ ５ ２ ８０ １０ ∶ １ ３０􀆰 ７４
７ ５ ２ ６０ ２０ ∶ １ ２２􀆰 ６６
８ ５ ２ ８０ ２０ ∶ １ ２９􀆰 ９４
９ ３ ２ ７０ １０ ∶ １ ２６􀆰 ７２
１０ ７ ２ ７０ １０ ∶ １ ３２􀆰 ３４
１１ ３ ２ ７０ ２０ ∶ １ ３０􀆰 ０１
１２ ７ ２ ７０ ２０ ∶ １ ２８􀆰 １７
１３ ５ １􀆰 ５ ６０ １５ ∶ １ ２１􀆰 ９３
１４ ５ ２􀆰 ５ ６０ １５ ∶ １ ２５􀆰 ４１
１５ ５ １􀆰 ５ ８０ １５ ∶ １ ３２􀆰 １９
１６ ５ ２􀆰 ５ ８０ １５ ∶ １ ３０􀆰 ２７
１７ ３ ２ ６０ １５ ∶ １ ２０􀆰 ６７
１８ ７ ２ ６０ １５ ∶ １ ２５􀆰 ０３
１９ ３ ２ ８０ １５ ∶ １ ２９􀆰 ３６
２０ ７ ２ ８０ １５ ∶ １ ３２􀆰 ９７
２１ ５ １􀆰 ５ ７０ １０ ∶ １ ３２􀆰 ３４
２２ ５ ２􀆰 ５ ７０ １０ ∶ １ ３１􀆰 ６０
２３ ５ １􀆰 ５ ７０ ２０ ∶ １ ２９􀆰 ０２
２４ ５ ２􀆰 ５ ７０ ２０ ∶ １ ３０􀆰 ３８
２５ ５ ２ ７０ １５ ∶ １ ３５􀆰 １６
２６ ５ ２ ７０ １５ ∶ １ ３３􀆰 ８２
２７ ５ ２ ７０ １５ ∶ １ ３５􀆰 ２６
２８ ５ ２ ７０ １５ ∶ １ ３３􀆰 ９６
２９ ５ ２ ７０ １５ ∶ １ ３５􀆰 ８５

型拟合度良好［１８］； 相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９５１ ８， 变异系

数 ＣＶ＝ ４􀆰 ２６％ ， 表明模型拟合情况理想， 可用于

预测分析； 因素 Ｄ、 ＡＤ、 ＢＣ 具有显著影响 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， Ａ、 Ｃ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２、 Ｄ２ 具有极显著影响

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 各因素影响程度依次为 Ｃ＞Ａ＞Ｄ＞Ｂ。
　 　 响应面分析［１９］ 见图 ５， 可知各交互因素的影

响程度依次为 ＡＤ＞ＢＣ＞ＣＤ＞ＡＢ＞ＢＤ＞ＡＣ。
　 　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３􀆰 ０ 软件确定最优工艺为

ＮａＯＨ 溶液体积分数 ５􀆰 ５２％ ， 提取温度 ７３􀆰 ４９ ℃，
提取时间 ２􀆰 ０１ ｈ， 液料比 １３􀆰 ５５ ∶ １， 总糖含量为

３５􀆰 ７５％ ， 根据实际操作可行性， 将其修正为 ＮａＯＨ
８１９３

２０２５ 年 １２ 月

第 ４７ 卷　 第 １２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． １２



　 　 　 表 ３　 方差分析结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ
来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ４３４􀆰 ０２ １４ ３１􀆰 ００ １９􀆰 ７４ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ２６􀆰 ８２ １ ２６􀆰 ８２ １７􀆰 ０７ ０􀆰 ００１ ０
Ｂ ３􀆰 ０１ １ ３􀆰 ０１ １􀆰 ９２ ０􀆰 １８７ ９
Ｃ １５２􀆰 ９４ １ １５２􀆰 ９４ ９７􀆰 ３６ ＜０􀆰 ０００ １
Ｄ ９􀆰 １７ １ ９􀆰 １７ ５􀆰 ８４ ０􀆰 ０２９ ９
ＡＢ ２􀆰 ６４ １ ２􀆰 ６４ １􀆰 ６８ ０􀆰 ２１５ ８
ＡＣ ０􀆰 １４０ ６ １ ０􀆰 １４０ ６ ０􀆰 ０８９ ５ ０􀆰 ７６９ ２
ＡＤ １３􀆰 ９１ １ １３􀆰 ９１ ８􀆰 ８６ ０􀆰 ０１０ ０
ＢＣ ７􀆰 ２９ １ ７􀆰 ２９ ４􀆰 ６４ ０􀆰 ０４９ １
ＢＤ １􀆰 １０ １ １􀆰 １０ ０􀆰 ７０１ ９ ０􀆰 ４１６ ２
ＣＤ ３􀆰 ０１ １ ３􀆰 ０１ １􀆰 ９２ ０􀆰 １８７ ９
Ａ２ ９４􀆰 ５１ １ ９４􀆰 ５１ ６０􀆰 １７ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ５２􀆰 ０７ １ ５２􀆰 ０７ ３３􀆰 １５ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ １４０􀆰 ２３ １ １４０􀆰 ２３ ８９􀆰 ２７ ＜０􀆰 ０００ １
Ｄ２ ２１􀆰 １５ １ ２１􀆰 １５ １３􀆰 ４７ ０􀆰 ００２ ５

残差 ２１􀆰 ９９ １４ １􀆰 ５７ — —
失拟项 １８􀆰 ８８ １０ １􀆰 ８９ ２􀆰 ４３ ０􀆰 ２０３ ５
纯误差 ３􀆰 １１ ４ ０􀆰 ７７７ ３ — —
总差 ４５６􀆰 ０１ ２８ — — —

溶液体积分数 ５􀆰 ５２％ ， 提取时间 ２ ｈ， 提取温度

７３ ℃， 液料比 １４ ∶ １。 按上述优化工艺进行 ５ 批验

证试验， 测得总糖平均含量为 ３２􀆰 ９５％ ， 与预测值

３５􀆰 ７５％ 接近， 表明该模型可用于预测实际数据。
２􀆰 ７　 多糖纯化 　 按 “２􀆰 ６” 项下最优工艺提取多

糖 ２ 次， 合并滤液， ４０％ 醋酸调 ｐＨ 至中性， 浓缩

至原始体积的 １ ／ ３， 加 ４ 倍量无水乙醇至醇沉体积

分数为 ８０％ ， 在 ４ ℃下保存过夜， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ， 收集沉淀， 挥去醇味， 冷冻干燥得粗多

糖， 透 析 ４８ ｈ， 冷 冻 干 燥， 测 得 总 糖 含 量 为

５４􀆰 ３２％ ， 但蛋白质含量仅为 ２􀆰 １５％ 。
２􀆰 ８　 多糖对 ＣｏｎＡ 诱导肝细胞损伤的保护作用研究

２􀆰 ８􀆰 １　 多糖对正常肝细胞的影响 　 采用含 １０％
ＦＢＳ、 １％ ＩＴＳ 液体培养基补充剂、 ４０ ｎｇ ／ ｍＬ 地塞

米松磷酸钠的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ⁃１２ 培养基， 以 ８０％ 的密度

培养 ＡＭＬ１２ 细胞至第 １０ 代， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２

培养箱中， 取对数生长期者， 以 ３ ０００ ／孔密度接

　 　 　 　

注： Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｙ 分别为 ＮａＯＨ 溶液体积分数、 提取时间、 提取温度、 液料比、 总糖含量。 各小图中， 左边为三维曲面图，
右边为等高线图。

图 ５　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ
９１９３
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种在 ９６ 孔板中。 再将细胞分别接触不同质量浓度

（０􀆰 ０１５ ６、 ０􀆰 ０３１ ３、 ０􀆰 ０６２ ５、 ０􀆰 １２５、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、
１ ｍｇ ／ ｍＬ） 多糖 ２４ ｈ， 发现后者不仅对前者没有毒

性作用， 而且在 １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ 下

有显著促增殖作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ６Ａ。

注： 与对照组比较，∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与 ＣｏｎＡ 组比较，＃ Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 甘青青兰多糖对 ＣｏｎＡ 诱导肝细胞损伤的保护作用

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｄ．
ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ ａｇａｉｎｓｔ ＣｏｎＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｉｎｊｕｒｙ

２􀆰 ８􀆰 ２　 肝细胞损伤模型建立 　 取对数生长期

ＡＭＬ１２ 细胞， 以 １􀆰 ０ × １０４ ／孔密度接种于 ９６ 孔板

中， 每孔 １００ μＬ， 置于 ＣＯ２ 培养箱中孵育 １２ ｈ，
分别用不同质量浓度 （ ０、 ５、 １０、 １５、 ２０、 ２５、
３０、 ３５、 ４０ μｇ ／ ｍＬ） ＣｏｎＡ 刺激 ２４ ｈ， 结果见图

６Ｂ。 由此可知， 细胞存活率随着 ＣｏｎＡ 质量浓度增

加而逐渐降低， 表明模型建立成功， 最终确定为

１０ μｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ８􀆰 ３　 多糖对 ＣｏｎＡ 损伤肝细胞的影响 　 取对数

生长期 ＡＭＬ１２ 细胞， 以 １􀆰 ０×１０４ 个 ／孔密度接种于

９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ， 置于 ＣＯ２ 培养箱中孵育

１２ ｈ， 对照组采用不含多糖的完全培养基， 置于

ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ； ＣｏｎＡ 组采用不含多糖的

完全培养基， 置于 ＣＯ２ 培养箱中培养 ３ ｈ 后建立模

型； 甘青青兰多糖组分别加入不同质量浓度

（０􀆰 ０１５ ６、 ０􀆰 ０３１ ３、 ０􀆰 ０６２ ５、 ０􀆰 １２５、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、
１ ｍｇ ／ ｍＬ） 多糖干预 ３ ｈ， 以 ＣｏｎＡ （１０ μｇ ／ ｍＬ） 刺

激 ２４ ｈ 后收集细胞， 结果见图 ６Ｃ。 由此可知， 细

胞存活率随着多糖质量浓度增加而升高， 并呈剂量

依赖性， 在 １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 下更明显 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

２􀆰 ８􀆰 ４　 细胞存活率检测　 细胞培养结束后， 在各

孔中加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８， 静置 ２ ｈ， 在酶标仪上于

４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度。
２􀆰 ８􀆰 ５ 　 细 胞 上 清 液 ＬＤＨ、 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 水 平 检

测　 取对数生长期 ＡＭＬ１２ 细胞， 以 ５×１０４ ／孔密度

接种于 ２４ 孔培养板中， 每孔 ５００ μＬ， 置于 ＣＯ２ 培

养箱中孵育 １２ ｈ， 分为正常组 （正常培养细胞）、
ＣｏｎＡ 组 （１０ μｇ ／ ｍＬ ＣｏｎＡ）、 甘青青兰多糖组 （１０
μｇ ／ ｍＬ ＣｏｎＡ＋１ ｍｇ ／ ｍＬ 多糖、 １０ μｇ ／ ｍＬ ＣｏｎＡ＋０􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ 多糖、 １０ μｇ ／ ｍＬ ＣｏｎＡ＋０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 多糖），
干预 ２４ ｈ， 收集细胞上清液至 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中，
４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 加到新的 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管

中， 采用相应试剂盒检测 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 ＬＤＨ 水平，
结果见图 ７。 由此可知， 与对照组比较， ＣｏｎＡ 组

细胞上清液 ＬＤＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而多糖干

预后降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ＣｏｎＡ 组细胞上清液 ＡＳＴ、
ＡＬＴ 水平高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而多糖干预后降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＣｏｎＡ 组比较，＃Ｐ ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 甘青青兰多糖对细胞上清液 ＬＤＨ、 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 水平

的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｄ． ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ ｏｎ
ＬＤＨ， ＡＳＴ ａｎｄ ＡＬＴ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

２􀆰 ８􀆰 ６　 多糖对肝细胞凋亡的影响 　 按 “２􀆰 ８􀆰 ５”
项下方法处理细胞 ２４ ｈ 后， 吸除培养液， ＰＢＳ 缓

冲液洗涤 ３ 次， 每孔加入 ２００ μＬ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染

色液并确保完全覆盖细胞单层， 置于 ＣＯ２ 培养箱

中避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 吸去染色液， 预冷 ＰＢＳ 缓冲

液洗涤 ２ 次， 在荧光显微镜下对细胞核形态进行观
０２９３
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察， 结果见图 ８。 由此可知， 正常组细胞蓝色荧光

非常微弱， 表明细胞核结构正常； ＣｏｎＡ 组细胞呈

现亮蓝色碎片或不规则状细胞核； 多糖干预后亮蓝

色细胞核减少， 表明凋亡细胞减少。

图 ８　 甘青青兰多糖对肝细胞凋亡的影响 （×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｄ． ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ

ｏｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （×１００）

２􀆰 ８􀆰 ７　 多糖对肝细胞线粒体膜电位的影响 　 按

“２􀆰 ８􀆰 ５” 项下方法处理细胞， 干预 ２４ ｈ 后吸除培

养液， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 每孔加入 ２００ μＬ ＪＣ⁃１ 染色

工作液， 轻柔混匀， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱

中避光孵育 ２０ ｍｉｎ， 其间按 １ ∶ ４ 比例稀释染色缓

冲液 （５ｘ） 作为 １ｘ 工作液， 冰上预冷， 孵育结束

后吸弃染色液， 预冷 （４ ℃） 染色缓冲液 （１ｘ）
洗涤 ２ 次， 立即在荧光显微镜下观察并拍照， 结果

见图 ９。 由此可知， 与对照组比较， ＣｏｎＡ 组细胞

表现出明显的红色荧光减弱和绿色荧光增强， 表明

ＪＣ⁃１ 主要以单体形式存在， 无法在线粒体基质中

形成聚合物， 即线粒体膜电位显著降低； 与 ＣｏｎＡ
组比较， 多糖干预后细胞红色荧光增强而绿色荧光

减弱， 表明 ＪＣ⁃１ 主要以聚合物形式聚集在线粒体

基质中， 即线粒体膜电位部分恢复， 提示多糖可能

通过调控线粒体介导的凋亡途径发挥作用［２０］。

图 ９　 甘青青兰多糖对肝细胞线粒体膜电位的影响 （×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｄ． ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ ｏｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ （×１００）

３　 讨论

在自身免疫性肝炎发生过程中， 肝细胞是受损

靶细胞， 免疫细胞激活可导致其凋亡， 故减轻肝细

胞凋亡、 抑制免疫应答细胞功能是本病治疗思路。
另外， 细胞凋亡的失调可能是自身免疫性肝炎发生

发展的关键因素［２１］， 涉及外源性、 内源性途径，

其中肝细胞表面死亡受体激活导致外源途径肝细胞

凋亡， 而线粒体受到刺激后引起内源性凋亡［２２］。
本实验建立 ＣｏｎＡ 诱导的肝细胞损伤模型， 发

现甘青青兰多糖可促进 ＡＭＬ１２ 细胞增殖， 即对肝

损伤具有保护作用， 其机制可能为抗炎和调节免

疫。 另外， Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色显示， 甘青青兰多糖可减
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少凋亡细胞比例； ＪＣ⁃１ 染色显示， 该成分可使线

粒体膜电位升高， 可能与线粒体介导的凋亡有关。
因此， 上述结果可为甘青青兰多糖开发应用提供理

论依据和技术支持。
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