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桑葚多糖对 H2O2诱导 PC-12细胞氧化损伤的保护作用 
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摘要：采用水提法和乙醇沉淀法制备得桑葚多糖 T2，利用质量分数为 4%的 ZnSO4盐析法去除桑葚多糖 T2 中的蛋白质，从而

得到桑葚多糖 T3，蛋白去除率高达 88.52%。然后采用 DEAE-52 纤维素离子交换层析法对桑葚多糖 T3 进行分离纯化，共收集到 4 个

组分 T3-1、T3-2、T3-3 及 T3-4，其中 T3-1 和 T3-3 为桑葚多糖 T3 的主要组分。进而，从对细胞氧化损伤保护作用的角度对桑葚多糖

T3 的 4 个组分的抗氧化性进行了检测。选用 700 μmol/L 的 H2O2 诱导 PC-12 细胞损伤 8 h 为细胞氧化损伤模型，考察 T3 各组分对正

常 PC-12 细胞增殖的影响，发现 T3-3 可使细胞存活率增大至 41.81%。最后以 T3-3 为研究对象考察其对 H2O2诱导的 PC-12 细胞氧化

损伤的保护作用。结果显示，600 μg/mL 的 T3-3 对 PC-12 细胞氧化损伤具有最强保护作用，表明高浓度的 T3-3 具有非常强的细胞抗

氧化作用。 
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Abstract: Mulberry polysaccharide T2 was obtained by water extraction and ethanol precipitation. Proteins were removed by salting out 

with 4% (mass fraction) ZnSO4 at a rate of 88.52%, to yield mulberry polysaccharide T3, which was isolated and purified by DEAE-52 cellulose 

ion exchange chromatography. Thus, four fractions: T3-1, T3-2, T3-3, and T3-4 were collected. T3-1 and T3-4 were the main components of 

mulberry polysaccharide T3. Subsequently, the antioxidant activity of the four components was measured in terms of protective effect on cellular 

oxidative damage. The cellular oxidative damage model was established after damage of PC-12 cells was induced by treatment with 700 μmol/L 

H2O2 for eight hours. Effects of all T3 fractions on normal PC-12 cellular proliferation were investigated and the results showed that T3-3 

improved cell survival rate to 41.81%. Finally, the protective effect of T3-3 on H2O2-induced oxidative damage in PC-12 cells was investigated. 

The results showed that 600 μg/mL T3-3 exhibited the strongest protective effect, indicating that T3-3 exerts very strong cellular antioxidant 

activity at high concentrations.  
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桑葚（Morus alba L.），是桑科桑属多年生木本植

物桑树的果实，不仅富含多种维生素、矿物质及有机

酸等营养成分，而且因含有多糖、芦丁苷、白藜芦醇

及原花青素等多种活性成分而具有调节免疫力、抗肿

瘤、抗衰老、抗炎症及降血糖等生理功效[1]。植物多

糖因大多具有较强清除自由基的功能而一直倍受国内

外学者的关注，因而开展桑葚多糖的抗氧化性研究对 
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于提高桑葚这一宝贵资源的利用率，增加桑葚的深加

工途径，以及丰富市场植物多糖类保健产品，具有重

要意义。 

目前桑葚多糖相关文献多集中于粗多糖提取方面

的研究。韩伟等[2]采用絮凝法纯化桑葚多糖，蛋白质

去除率仅 30.14%。惠贤民[3]利用合成大孔树脂对桑葚

多糖进行吸附纯化，所得多糖并未脱蛋白，实际仍为

粗多糖。Lee 等[4]采用 DEAE-纤维素离子交换色谱法

纯化桑葚中的水溶性多糖，并对其单糖组成进行了测

定。关于桑葚多糖的分离纯化，目前存在着蛋白质去

除率低，纯度不高的问题，另外，桑葚多糖实际为几

种单组分构成的多糖复合物，但迄今尚无相关报道。
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关于桑葚多糖的抗氧化性研究，仅少量文献作了桑葚

多糖清除自由基方面的报道。张文娜等[5]以维生素 E

为对照，考察桑葚多糖对超氧阴离子、羟基、DPPH

自由基的清除能力及对亚油酸氧化活性的抑制能力。

结果显示桑葚多糖对以上自由基均有一定清除能力并

能抑制亚油酸氧化活性。李颖等[6]用热水浸提的桑葚

多糖对羟基自由基和超氧负离子都有一定清除能力，

当桑葚多糖浓度为 0.7 mg/mL 时，对羟基自由基和超

氧负离子的清除率分别为 52.7%和 31.2%。 
 

本文采用ZnSO4盐析法高效去除桑葚多糖中的蛋

白质，并利用 DEAE-52 纤维素离子交换层析法对脱

蛋白后的桑葚多糖进行分离纯化，并收集到 4 种单组

分。同时，建立 H2O2 诱导的 PC-12 细胞氧化损伤模

型，通过考察各组分对正常 PC-12 细胞增殖的影响

及对 PC-12 细胞氧化损伤的保护作用来研究桑葚

多糖各组分的抗氧化性。本研究分离出了桑葚多

糖多种单组分，为下一步各组分的结构鉴定奠定

了基础，同时筛选到抗氧化性最强的桑葚多糖单

组分，有利于后续桑葚多糖对细胞损伤保护机理

的深入研究。 

1  料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器设备料 

1.1.1  原料与试剂 

桑葚，购于广州天河农贸市场，60 ℃烘干、粉碎，

过 60 目筛得桑葚样品备用。 

DEAE-52 纤维素，英国 Whatman 公司，参照说

明书进行预处理；结晶体牛血清白蛋白，美国 Sigma

公司；大鼠嗜铬瘤细胞株 PC-12、胎牛血清、马血清、

DMEM 高糖培养基，上海拜力生物科技有限公司；

MTT试剂盒，日本TAKARA公司；考马斯亮蓝G-250、

苯酚、3,5-二硝基水杨酸、ZnSO4、AgNO3、二甲基亚

砜（DMSO）及维生素 C（Vc）等药品均为国产分析

纯。 

1.1.2  主要仪器设备 

204B3 旋转蒸发器，上海申生科技有限公司；

DL-5-B 低速离心机，上海安亭科学仪器厂；UV3010

紫外可见分光光谱仪，日本日立高科技公司；FD-1 冷

冻干燥机，北京博医康技术公司；FW100 高速万能粉

碎机，天津市华鑫仪器厂；Φ 2.6×40 cm 层析柱，上

海精科实业有限公司；3500 Da 透析袋，广州威佳科

技有限公司；Gl6-2 二氧化碳恒温培养箱，美国 Shellab

公司；LRH 生化培养箱，上海一恒科技有限公司；

TTL-16B 高速台式离心机，上海安亭科学仪器厂；

DG5032 型酶联免疫检测仪，上海亿欣生物科技有限

公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  桑葚多糖的分离纯化 

1.2.1.1  工艺流程 

桑葚样品→100 ℃，料液比1:30，水提2 h→离心除渣（4000 

r/min, 20 min）→桑葚多糖 T1→浓缩至糖度 17%→85%乙醇沉

淀（料液比 1:3, 6 h, 4 ℃）→离心，取沉淀（4000 r/min，20 min）

→水复溶沉淀→桑葚多糖 T2→脱蛋白→离心，留清液（4000 

r/min，20 min）→桑葚多糖 T3→85%乙醇沉淀→离心，取沉淀

（4000 r/min，20 min）→冻干→DEAE-52 纤维素离子交换层析

纯化→按出峰收集 T3 各组分→3500 Da 透析 24 h，AgNO3检测

Cl-残留→冻干得成品 

1.2.1.2  桑葚多糖含量测定 

（1）总糖含量：苯酚-硫酸法[7]测定。标曲回归

方程为 y =10.655x + 0.0052, R
2 
=0.996,曲线拟合良好。 

（2）还原糖含量：3, 5-二硝基水杨酸法[8]测定。

标曲回归方程为 y =19.299x - 0.0411, R
2 
=0.995,曲线拟

合良好。 

（3）多糖含量 = 总糖含量 - 还原糖含量。 

1.2.1.3  蛋白质含量测定 

采用考马斯亮蓝 G-250 法[9]测定。标曲回归方程

为 y =0.0132x + 0.0002, R
2 
=0.998,曲线拟合良好。 

1.2.1.4  脱蛋白质 

采用ZnSO4盐析法脱除桑葚多糖T2中的蛋白质。

当蛋白溶液 pH 值大于等电点时，蛋白质分子的酸性

基团带有较多负电荷，易与带正电荷的重金属离子如

Zn
2+、Cu

2+、Ag
+、Pb

2+及 Hg
2+等结合成稳定的沉淀而

析出[10]。前期试验已测定桑葚中蛋白质等电点为 2.0。 

100%
22

2211





VC

VCVC
）蛋白质脱除率（  

式中，C1与C2分别为脱蛋白前后蛋白质含量，mg/mL；V1

与V2分别为脱蛋白前后溶液体积，mL。 

1.2.1.5  桑葚多糖 T3 分离纯化 

DEAE-52纤维素湿法装柱，参照文献[11]的方法。

层析柱中填料高度30 cm，0、0.1、0.3、0.5及1 mol/L 

NaCl溶液梯度洗脱，流速2.5 mL/min，每一管收集10 

mL。绘制桑葚多糖T3分级流出的出峰图谱，每个峰收

集为一个组分，经透析后冻干备用。 

1.2.2  桑葚多糖 T3 各组分的抗氧化活性 

1.2.2.1  PC-12 细胞培养及处理 

PC-12 细胞培养基组成：5%胎牛血清，8%马血清，

86% DMEM 基础培养基，1%双抗（DMEM 完全培养

基），PC-12 细胞预处理如下：取对数生长期的 PC-12
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细胞，经吹打均匀，用 DMEM 完全培养基制成密度

为 1×10
5个/mL 的细胞悬液，接种于 96 孔培养板，100 

μL/孔，待 12 h 贴壁后更换相应培养液，正常组每孔

加入含8%马血清的DEMA完全培养液100 μL进行传

代和后续试验。 

1.2.2.2  MTT 法检测 PC-12 细胞活性 

细胞培养结束前 4 h 吸出旧培养基，加入 0.5 

mg/mL MTT 溶液 100 μL，继续培养 4 h 后终止培养。

3000 r/min 离心 10 min，吸去孔内液体，每孔加 150 mL 

DMSO，震荡 10 min，使结晶物充分溶解。490 nm 波

长下于酶联免疫检测仪测定各孔吸光值[12]。 

1.2.2.3  H2O2诱导 PC-12 细胞氧化损伤模型的建立 

参考 Park
[13]的方法并加以改进。H2O2 作用于

PC-12 细胞后其氧化作用会损伤细胞，损伤程度与

H2O2 浓度及作用时间呈一定正比关系。按照 1.2.2.1

准备后，H2O2 损伤组分别加入不同浓度 H2O2（终浓

度 100、250、400、550 及 700 μmol/L），每组 5 个复

孔，继续培养 4、8 及 12 h。MTT 法检测细胞存活率，

确定出 H2O2诱导 PC-12 细胞氧化损伤模型。 

1.2.2.4  桑葚多糖 T3 各组分抗氧化活性测定 

（1）桑葚多糖 T3 各组分对正常 PC-12 细胞增

殖的影响 

按照 1.2.2.1 准备后，样品组分别加入等量不同浓

度的 T3-1、T3-2、T3-3 和 T3-4 溶液（终浓度分别为

5、50、200、500 μg/mL），培养 24 h，MTT 法检测细

胞存活率，选择细胞存活率最大的组分。 

（2）最佳桑葚多糖组分对 H2O2诱导 PC-12 细胞

氧化损伤的保护作用 

按照 1.2.2.1 准备后，实验分组：正常对照组（含

8%马血清的 DMEM 完全培养液 100 μL）、H2O2损伤

组（含 8%马血清的 DMEM 完全培养液 100 μL）、Vc

阳性对照组（25 μg/mL）、样品组（最佳桑葚多糖组分

浓度分别取 50、100、200、400 及 600 μg/mL，各 100 

μL）。培养 24 h 后，分别加入 H2O2 100 μL 于最佳作

用浓度和时间条件下培养，每组 5 个复孔，MTT 法检

测细胞存活率，研究最佳桑葚多糖组分对 H2O2 诱导

的细胞氧化损伤的保护作用。 

1.2.3  数据分析 

利用 R 软件（Version 3.0.2）进行数据拟合，建立

数学回归方程，分析 H2O2 浓度和作用时间对细胞存

活率的影响，并最终建立 H2O2 诱导 PC-12 细胞损伤

的模型。 

2  结果与讨论 

 

2.1  桑葚多糖分离纯化结果 

2.1.1  桑葚多糖 T2 中蛋白质脱除结果 

桑葚多糖T2经不同质量分数的ZnSO4盐析后脱

除蛋白质，结果如图 1 所示。 

 
图 1 ZnSO4对桑葚多糖 T2中蛋白质脱除率和多糖损失率的影响 

Fig.1 Effect of ZnSO4 concentrations on rate of protein removal 

and polysaccharide loss of mulberry polysaccharide T2  

由图 1 可知，质量分数为 4%的 ZnSO4对桑葚多

糖 T2 的脱蛋白效果最好，蛋白质脱除率达 88.52%，

此时多糖损失率亦较低，仅为 21.25%。桑葚多糖 T2

经盐析后纯度可达到 92.87%。综合考虑蛋白质脱除率

和多糖损失率，添加 ZnSO4 最佳质量分数为 4%。 

2.1.2  桑葚多糖 T3 分离纯化结果 

将脱蛋白后的桑葚多糖 T3 溶液浓缩后取 10 mL

上样进行 DEAE-52 纤维素离子交换层析，以不同浓

度 NaCl 溶液梯度洗脱，苯酚-硫酸法追踪多糖流出，

所得出峰图谱如图 2。 

 
图 2桑葚多糖 T3离子交换层析出峰图谱 

Fig.2 Ion exchange chromatography spectrum of mulberry 

polysaccharide T3 

由图 2 可知，桑葚多糖 T3 经洗脱后可得到 4 个

色谱峰：桑葚多糖 T3-1（8-24 管，0 mol/L NaCl 洗脱），

桑葚多糖 T3-2（62-72 管，0.1 mol/L NaCl 洗脱），桑

葚多糖 T3-3（114-122 管，0.3 mol/L NaCl 洗脱）、桑

葚多糖 T3-4（158-164 管, 0.3 mol/L NaCl 洗脱）。T3-1、 
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T3-3 及 T3-4 为单一色谱峰，T3-2 则分离出两个十分

接近的峰。当 NaCl 浓度大于 0.3 mol/L 时，无多糖流

出。T3-1 和 T3-3 峰最高值均超出仪器最大量程（吸

光值为 3），即为最高洗脱峰，表明二者为桑葚多糖

T3 主要组分。 

2.2  桑葚多糖 T3 各组分抗氧化活性测定结果 

2.2.1  H2O2诱导PC-12细胞氧化损伤模型的建

立 

改变H2O2浓度及作用时间建立H2O2诱导的细胞

损伤模型，结果见表 1。 

表 1 H2O2诱导 PC-12细胞氧化损伤的细胞存活率（n=3，x±s） 

Table 1 Cell survival rate of PC-12 cells with H2O2-induced 

oxidative damage 

组别 
剂量

/(μmol/L) 

PC-12 细胞存活率/% 

4 h 8 h 12 h 

空白对照组 0 100.00±1.3 100.00±1.1 100.00±1.5 

H2O2损伤组 

100 97.18±1.9 94.06±3.0 86.61±0.5 

150 92.82±2.3 89.76±2.7 84.76±2.5 

400 91.44±3.1 80.7±2.6 77.74±3.2 

550 86.79±0.9 73.49±1.7 72.89±2.4 

700 82.04±2.1 59.83±3.4 58.99±1.1 

R 软件（Version 3.0.2）处理表 1 数据后回归分析

结果如下：z = 109.5850-0.0413x - 1.4433y（z：细胞存

活率；x：H2O2浓度；y：作用时间）。从 x 和 y 参数

看，细胞存活率与 H2O2 浓度和作用时间呈负相关，

作用时间一定时，H2O2浓度每增加 100 μmol/L，细胞

存活率减少 4.13%；H2O2浓度一定时，作用时间每增

加 1 h，细胞存活率减少 1.43%。决定系数 R
2
=0.8739，

即自变量可解释因变量 87.39%的变化模型，表明模型

整体拟合较好。统计量 F=51.99，对应概率值 p<0.05，

说明回归方程显著成立。 

当 H2O2浓度为 100 μmol/L 时，PC-12 细胞存活

率在12 h时达到86.61%，而当H2O2浓度为700 μmol/L

时，PC-12 细胞存活率在 12 h 时达到 58.99%，细胞存

活率随 H2O2 浓度增大而降低，表明高浓度 H2O2 对

PC-12 细胞氧化损伤严重；当 H2O2浓度为 100 μmol/L

时，PC-12 细胞在 8 h 时的存活率比 4 h 时的存活率降

低了 3.12%，而 12 h 时细胞存活率却比 8 h 时的存活

率低 7.45%。在 H2O2浓度为 700 μmol/L 时，细胞在 8 

h 时的存活率比 4 h 时的存活率下降了 22.21%，而 12 

h 时的存活率却比 8 h 时的存活率只降低 0.84%，不仅

说明细胞存活率随 H2O2 作用时间的延长而降低，而

且也表明低浓度 H2O2 需要一定时间才能对细胞造成

明显损伤，而高浓度 H2O2 可使 PC-12 细胞短时间内

严重损伤。综合分析，模型选用 700 μmol/L 的 H2O2

诱导 PC-12 细胞损伤 8 h。 

2.2.2  桑葚多糖 T3 各组分对正常 PC-12 细胞

增殖的影响 

桑葚多糖T3 各组分对正常 PC-12 细胞增殖的影

响，结果如图 3。 

 
图 3桑葚多糖 T3各组分对正常 PC-12细胞增殖的影响 

Fig.3 Effect of all T3 fractions on normal PC-12 cellular 

proliferation 

注：
﹡
p＜0.05 差异显著，

﹡﹡
p＜0.01 差异极显著。 

由图 3 可知，T3-3 和 T3-1 对 PC-12 细胞均有显

著增殖作用。浓度为 50-200 μg/mL 时，T3-3 可使细胞

存活率增大 41.81%，50 μg/mL 时 T3-1 可增大细胞存

活率 29.25%。T3-2 除在浓度为 200 μg/mL 时可增大

3.89%的存活率外，其它浓度均毒害细胞，使其平均

存活率降至 90.66%，T3-4 则在 50~200 μg/ml 浓度范

围内促进PC-12细胞增殖约19.86%~29.25%，高于200 

μg/mL 浓度范围则毒害细胞。因此，选择使 PC-12 细

胞存活率最高的 T3-3 作为研究对象，探究其对 H2O2

诱导 PC-12 细胞氧化损伤的保护作用。 

2.2.3  T3-3 对 H2O2诱导 PC-12 细胞氧化损伤

的保护作用 

 
图 4 T3-3对 H2O2诱导的 PC-12细胞氧化损伤的影响 

Fig.4 Effect of T3-3 on H2O2-induced oxidative damage in 

PC-12 cells 

注：
﹡
P＜0.05 差异显著，

﹡﹡
P＜0.01 差异极显著（与正常

对照组相比）。 
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T3-3 对 H2O2诱导 PC-12 细胞氧化损伤的保护作

用，结果如图 4。 

由图 4 可知，Vc 阳性对照组和高浓度（> 200 

μg/mL）的 T3-3 对 H2O2诱导 PC-12 细胞氧化损伤具

有显著保护性，低浓度（< 200 μg/mL）T3-3 对 H2O2

诱导 PC-12 细胞损伤几乎无保护性。在完全无保护状

态下的 H2O2 损伤组和低浓度 T3-3 的细胞存活率接

近，为 68.45%，说明低浓度 T3-3 对 H2O2诱导 PC-12

细胞损伤几乎无保护性；当浓度达到 400 μg/mL 时，

T3-3 和 Vc 阳性组的细胞存活率相近，为 79.10%，与

损伤组对比，存活率提高 15.97%；当浓度达到 600 

μg/mL 时，和空白组的细胞存活率相近，约为

100.52%，与损伤组对比，存活率提高 47.04%。可见，

提高 T3-3 浓度，可大大增强其对 PC-12 细胞氧化损伤

的保护作用，从而达到细胞抗氧化之目的。 

3  结论 

3.1  对桑葚多糖进行了分离纯化。因从桑葚中提取到

的多糖 T2 结合蛋白质，故先利用 ZnSO4盐析法对 T2

脱蛋白。结果表明，ZnSO4质量分数为 4%时，T2 中

的蛋白质脱除率最高，达到 88.52%，而多糖损失率则

较小。然后，对脱蛋白后的桑葚多糖 T3 利用 DEAE-52

纤维素离子交换层析法进行分离纯化，并收集到 4 个

组分 T3-1、T3-2、T3-3 及 T3-4，除 T3-2 分离出两个

十分接近的峰外，其它组分均为单一色谱峰。根据我

们的检索，尚未发现有关桑葚多糖单组分分离的报道。

Lee 研究了桑葚中水溶性多糖（JS-MP-1）的单糖组成，

认为半乳糖（37.6%）、阿拉伯糖（36.3%）及鼠李糖

（18.4%）是其主要成分，但未对桑葚多糖进行单组

分分离。桑葚多糖单组分的分离，对于下一步研究各

单组分中的单糖组成，详细了解桑葚多糖的分子结构，

奠定了重要基础。 

3.2  首次采用 H2O2诱导的 PC-12 细胞氧化损伤模型

对桑葚多糖 T3 单组分的抗氧化性进行了研究。先通

过改变 H2O2浓度及作用时间建立 H2O2诱导的 PC-12

细胞氧化损伤模型，确定模型选用 700 μmol/L的H2O2

诱导 PC-12 细胞损伤 8 h。然后，通过考察 T3 各组分

对正常 PC-12 细胞增殖的影响，发现 T3-3 可使细胞存

活率最高增大 41.81%，因而以 T3-3 为研究对象，探

究其对H2O2诱导的PC-12细胞氧化损伤的保护作用。

结果显示，600 μg/mL 的 T3-3 作用于 H2O2诱导的氧

化损伤的 PC-12 细胞，细胞存活率接近空白组的细胞

存活率，约为 100.52%，表明高浓度的 T3-3 具有非常

强的细胞抗氧化作用。 
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