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摘要：本研究通过建立 1,1-二苯基-2-苦基肼基(DPPH)自由基、2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐（ABTS）自由基、羟

基自由基、还原力等 4 种体外模型研究大枣多糖的抗氧化活性；建立脂多糖（LPS）诱导的巨噬细胞 RAW264.7 模型研究大枣多糖的

抗炎活性。实验结果表明，大枣多糖具有较强的抗氧化活性，对 DPPH 自由基、ABTS 自由基、羟基自由基的半抑制浓度 IC50分别为

0.9、2.8、1.1 mg/mL；总还原力为 1.0 时，对应的 Vc 和大枣多糖浓度分别为 0.08 mg/mL 和 2.95 mg/mL，大枣多糖的抗氧化活性呈浓

度依赖性。高剂量的大枣多糖能够显著降低 RAW264.7 细胞中炎症因子如环氧合酶-2（COX-2），肿瘤坏死因子-α（TNF-α），白细胞

介素-1β（IL-1β）和白细胞介素-6（IL-6）的含量，表明大枣多糖具有较强的抗炎活性。大枣多糖可望作为抗氧化剂和抗炎制剂应用

于功能性食品和医药工业。 
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Abstract: In this study, antioxidant activity of a jujube polysaccharide from Zizyphus jujuba Mill was investigated by establishing 4 kinds 

of in vitro models, including 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), and 

hydroxyl radical (·OH) scavenging activities as well as reducing power assay. The model of macrophage RAW264.7 induced by 

lipopolysaccharide (LPS) was established to study the anti-inflammatory activity of jujube polysaccharide. The results showed that jujube 

polysaccharide had strong antioxidant activity and the IC50 of jujube polysaccharide on the DPPH·, ABTS and ·OH free radicals were 0.9, 2.8 

and 1.1 mg/mL, respectively. The antioxidant activity of jujube polysaccharide exhibited a dose-dependent manner. When the value of total 

reducing power reached 1.0, the corresponding Vc and jujube polysaccharide concentrations were 0.08 mg/mL and 2.95 mg/mL, respectively. 

High doses of jujube polysaccharide could significantly reduce the levels of inflammatory cytokines including cyclooxygenase-2 (COX-2), 
tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and interleukin-1 beta (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6) in RAW264.7 cells, which showed that jujube 

polysaccharide had strong anti-inflammatory activity. Jujube polysaccharide was expected as an antioxidant and anti-inflammatory agents used 

in functional food and medicine industry. 
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大枣是鼠李科植物枣（Zizyphus jujuba Mill.）的

成熟果实，是传统的药食同源果品，在多种中药复方

配伍使用，起到缓和药性的作用。大枣多糖是大枣中

的一类重要活性成分，研究表明，大枣多糖具有抗氧

化[1~3]、降血脂[4]、保肝[2]和免疫调节[5~8]等多种生理活

性[9]，更深入的研究发现大枣多糖可以降低氧化应激 
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引起的肠损伤[3]，表明大枣有降低氧化应激的作用。

氧化应激与炎症密切相关。炎症是机体受到损害时产

生的一种生理现象。巨噬细胞受到外界刺激后，会释

放 TNF-α，IL-1β和 IL-6 等细胞因子，并产生活性自

由基（ROS）。ROS 不仅会引起机体氧化损伤，并能

充当炎症介质，进一步增强炎症反应。炎症可以导致

动脉硬化、恶性肿瘤等多种疾病[10]。TNF-α是巨噬细

胞在炎症反应中产生的主要促炎细胞因子，可调节细

胞的生长分化、增殖，调节免疫应答。COX-2 是介导
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炎症反应的重要酶之一，过量的 COX-2 会加重炎症反

应，并引起身体疼痛[11]。过去有研究表明，大枣具有

抗炎活性，Yu 等[12]从大枣果实中分离出 21 种化合物，

其中 7 种化合物具有抗炎活性。大枣水醇提取物可以

显著减轻角叉菜胶引起的大鼠足肿胀，表明其具有抗

炎活性[13]。Chen 等[14]的研究表明大枣水提物能够降

低细胞内 TNF-α，IL-1β和 IL-6 的含量，并通过抑制

相关基因的表达抑制 NF-κB 炎症信号通路发挥抗炎

活性。作为大枣水提物的重要组分之一，大枣多糖是

否具有抗炎活性却未见报道。本实验拟通过体外抗氧

化模型和脂多糖（LPS）诱导的 RAW264.7 炎症模型

分别对大枣多糖的抗氧化及抗炎活性进行研究，为大

枣多糖的进一步开发利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

大枣购自新疆，经新疆大学生命科学与技术学院

苟萍教授鉴定为（Zizyphus jujuba Mill.），粉碎后 60 ℃
烘干备用。 

1,1- 二 苯 基 -2- 苦 基 肼 基 （ 1,1-dipheny-2- 
picrylhydrazyl，DPPH）、2,2-联氮-二（3-乙基-苯并噻

唑-6-磺酸）二铵盐[2,2’-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline- 
6-sulphonate，ABTS)、6-羟基-2,5,7,8-四甲基色烷-2-
羧酸，水溶性维生素 E(trolox)]和脂多糖均购自美国

Sigma 公司；DMEM 培养液，美国 Gibco 公司；胎牛

血清（FBS）、青霉素、链霉素，美国赛默飞公司；ELISA
试剂盒（COX-2、TNF-α、IL-1β 及 IL-6），上海嘉远

生物科技有限公司；RAW 264.7，中科院上海细胞所；

Cell Counting Kit-8 (CCK-8)试剂盒，日本 Dojindo 公

司；AlCl3、NaOH、FeSO4、FeCl3、水杨酸、抗坏血

酸(Vc)、冰乙酸、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠和无水乙

醇等试剂均为分析纯；实验用水均为蒸馏水。 

1.2  仪器与设备 

冷冻离心机 5810R，德国 Eppendorf 公司；酶标

仪Elx508，美国BioTek公司；CO2培养箱美国，Thermo
公司；旋转蒸发仪 N-1001V，日本 EYELA 公司；紫

外/可见分光光度计 UV2700，日本岛津公司。 

1.3  方法 

1.3.1  大枣多糖制备 
称取 60 ℃干燥 24 h 的大枣粉末 40 g，90 ℃蒸馏

水回流提取 2 次，每次 2 h。合并提取液，浓缩至一定

体积，加入 4 倍体积的 95%乙醇使其沉淀，不断搅拌，

放置过夜。用乙醇沉淀后的多糖液 5000 r/min 离心，

收集沉淀。沉淀依次用乙醇，丙酮，石油醚洗涤，挥

干溶剂后得到大枣多糖粉末，得率 6.4%。粗多糖用

Sevag 法脱蛋白、2%活性炭煮沸脱色 2 h、透析后，

减压浓缩、冷冻干燥得精制大枣多糖，为浅黄色轻质

粉末。采用苯酚-硫酸法[15]测定多糖含量为 93.6%。 
大枣多糖稀释到 0~10 mg/mL 等不同浓度，作为

测定抗氧化活性的供试液；大枣多糖稀释到 0~200 
μg/mL，作为测定抗炎活性的供试液。 
1.3.2  DPPH 自由基清除活性的测定 

参照 Shimada[16]的方法。称取 DPPH 粉末，用无

水乙醇配置成浓度为 0.1 mM 的 DPPH 储备液。试管

中依次加入 DPPH 储备液 3 mL，不同浓度的 Vc 或大

枣多糖溶液 1 mL，剧烈振摇，室温放置 30 min，反应

液于 517 nm 处测吸光度值。以 Vc 为对照，计算出清

除率，IC50是清除率为 50%时对应的样品浓度。 
清除率 s%=[1-(A 样-A 控)/A 空白)×100% 
其中 A 空白为空白对照；A 样为反应液的吸光度值；A 控为不

加 DPPH 时多糖自身的吸光度值。 

1.3.3  ABTS 自由基清除活性的测定 
采用 TEAC 法[17]。10 mL、7 mM 的 ABTS 水溶

液加入 179 μL 140 mM 过硫酸钠，室温下避光反应 16 
h 得到 ABTS+·母液。ABTS+·母液稀释至在 734 nm 下

的吸光度值为 0.700±0.050，为 ABTS*+储备液。5 mL
一次性离心管中加入 0.1 mL 的不同浓度的样品，后加

入 3.9 mL ABTS+·储备液，盖上离心管盖，强烈振摇，

避光反应 6 min，反应液于 734 nm 处测吸光度值，以

Vc 和 trolox 做阳性对照。以 Vc 为对照，计算出清除

率，IC50是清除率为 50%时对应的样品浓度。同时，

以 trolox 当量表示抗氧化能力。 
ABTS 自由基清除率 s%=[1-(A 样-A 控)/0.7)×100% 
其中 A 样为反应液的吸光度值；A 控为不加 ABTS*+储备液

时多糖自身的吸光度值。 

1.3.4  羟自由基(·OH)清除活性的测定 

采用 Fenton 法[18]，H2O2和 Fe2+混合发生 Fenton
反应，生成具有很高反应活性的·OH，·OH 能被水杨

酸有效的捕获，并生成有色物质，但若加入具有清除

作用的物质，便会与水杨酸竞争，有色产物的生成量

减少。向试管中加入不同浓度的大枣多糖溶液 2 mL，
依次加 6 mmol/L 的 Fe(SO4)溶液 2 mL，2.4 mmol/L 的

H2O2溶液 2 mL，摇匀，静置 10 min，再加入 6 mmol/L
的水杨酸溶液 2 mL 摇匀，然后 37 ℃水浴 30 min，离

心（3000 r/min，10 min），取上清液于 500 nm 测吸光

值。以 Vc 为对照，计算出清除率，IC50 是清除率为

50%时的样品浓度。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.12 

40 

羟自由基(·OH)清除率 s%=[1-(Ai-Aj)/A0)×100% 
其中 A0为空白对照；Ai为反应液的吸光度值；Aj为不加

水杨酸时提取液自身的吸光度值。 

1.3.5  总还原力的测定[18] 
取 2.5 mL 不同浓度的大枣多糖溶液于试管中，依

次加入 2.5 mL、0.2 mo1/L PBS 缓冲溶液（Phosphate 
buffer saline，PBS，pH 6.6）5 mL 1%铁氰化钾溶液，

于50 ℃中保温20 min后快速冷却，再加入2.5 mL 10%
冰乙酸溶液终止反应，以 5000 r/min 的转速离心 10 
min，取上清液 2.5 mL，依次加入 2.5 mL 蒸馏水，0.5 
mL 0.1%三氯化铁(FeCl3)，充分混匀，静置 10 min 后，

在 700 nm 测吸光度值 A（以蒸馏水作参比溶液），吸

光度值越高还原力越强，以 Vc 为对照。 
1.3.6  细胞培养与炎症模型建立 

用含 10%胎牛血清、100 U/mL 青霉素及 100 
U/mL 链霉素的 DMEM 培养基（37 ℃、5% CO2）培

养小鼠巨噬细胞系 RAW264.7，并对其进行分组。空

白组：不含 LPS 和多糖；模型组：以 10 mg/L 的 LPS
处理；实验组：10 mg/L 的 LPS 与不同浓度（25、50、
100 和 200 μg/mL）的大枣多糖溶液。 
1.3.7  细胞活性测定 

采用 CCK-8 试剂盒法。取对数生长期细胞，使用

0.25%胰酶消化制备细胞悬液，接种细胞到 96 孔细胞

培养板，每孔添加 100 μL 细胞悬液，细胞数目为

1×105，于 37 ℃、5%的 CO2培养箱中孵育 24 h 后，

按照终浓度添加各组药物。之后，每孔加入 10 μL 的

CCK-8 溶液；将培养板在培养箱内(37 ℃和 5%的 CO2

浓度)孵育4 h，使用酶标仪测定在450 nm处的吸光度。

依照公式计算出细胞相对增值率。依照细胞活性实验

结果，选取出没有细胞毒性的浓度范围进行后续实验。 
1.3.8  抗炎活性的测定 

采用酶联免疫吸附法（ELISA法）测定。RAW264.7
细胞用不同浓度大枣多糖处理 1 h，之后加入 1 μg/mL
的脂多糖（LPS）反应 24 h。然后用胰蛋白酶溶解细

胞，细胞悬液 12000 g 离心 10 min，取上清液。按照

试剂盒说明书测定环氧合酶（COX-2），肿瘤坏死因子

α（TNF-α）、白介素 1β（IL-1β）白介素 6（IL-6）的

含量。 
1.3.9  数据分析 

实验结果以 x±s 表示，抗氧化活性采用 Origin Pro 
8.5 软件作图；抗炎活性采用 GraphPad Prism 6 统计学

软件进行配对 t 检验、单因素方差分析，*p<0.05 为差

异显著，**p<0.01 为差异极显著。 

 

2  结果与分析 

2.1  大枣多糖的抗氧化作用 

2.1.1  DPPH 自由基清除活性 

 
图1 大枣多糖对DPPH自由基的清除活性 

Fig.1 The DPPH radical scavenging activity of jujube 

polysaccharide 

DPPH 自由基是一种稳定的有机自由基，常用来

测定样品是否具有抗氧化活性。以 Vc 为对照测定了

大枣多糖对 DPPH 自由基的清除率（图 1）。大枣多糖

在浓度为 0~10 mg/mL 时对 DPPH 自由基的的清除率

与多糖浓度呈剂量关系。Vc 及大枣多糖的 IC50分别为

0.013 mg/mL 及 0.9 mg/mL。当大枣多糖浓度达到 10 
mg/mL 时，清除率达到 90.56%。 
2.1.2  ABTS 自由基清除活性 

 
图2 大枣多糖对ABTS自由基的清除活性 

Fig.2 The ABTS radical scavenging activity of jujube 

polysaccharide 

ABTS 自由基被广泛应用于测定样品的抗氧化能

力。ABTS 经氧化时形成相对稳定的蓝绿色自由基，

在 734 nm 下有吸收峰。当加入具有抗氧化能力的样

品时，溶液会褪色，吸光度值降低。大枣多糖在浓度

为 0~10 mg/mL 时对 ABTS 自由基的清除率存在剂量

依赖性（图 2）。Vc 及大枣多糖的 IC50 分别为 0.013  
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mg/mL 及 2.8 mg/mL，并计算得大枣多糖的 trolox 当

量为 186.88 μmol trolox 当量/g 多糖。当大枣多糖浓度

达到 10 mg/mL 时，对 ABTS 自由基的清除率达到

80.43%。 
2.1.3  羟自由基(·OH)清除活性 

 
图3 大枣多糖对·OH自由基的清除活性 

Fig.3 The ·OH radical scavenging activity of jujube 

polysaccharide 

羟基自由基（·OH）是最活泼、毒性最大的自由

基，它可与活细胞中的任何分子发生反应，引发组织

细胞病变，导致各种疾病发生和加速机体衰老。以 Vc
为对照测定了大枣多糖对羟基自由基的清除率（图

3）。Vc 及大枣多糖的 IC50分别为 0.013 mg/mL 及 1.1 
mg/mL。大枣多糖在浓度为 0~10 mg/mL 时对·OH 的

清除率随提取物浓度的升高而增加，当大枣多糖浓度

为 10 mg/mL 时，清除率达到最大 87.52%。 
2.1.4  总还原力 

通过还原力测定可以检测样品是否为良好的电子

供体。还原力强的物质，可以提供更多的电子，其供

应的电子除了可使 Fe3+还原为 Fe2+外，也可参与自由

基反应，使自由基形成稳定的物质。以 Vc 为参照测

定了大枣多糖的总还原力（图 4 和图 5）。总还原力随

大枣多糖浓度的增加而升高。总还原力为 1 时，对应

的 Vc 和大枣多糖浓度分别为 0.08 mg/mL 和 2.95 
mg/mL。 

 
图4 Vc的总还原力 

Fig.4 The total reducing power of Vc 

 
图5 大枣多糖的总还原力 

Fig.5 The total reducing power of jujube polysaccharide 

2.2  大枣多糖的抗炎活性 

多糖是自然界广泛存在的一类生物大分子，具有

无毒、副作用小的优点，近年从天然产物中分离出多

种多糖，体内抗炎活性实验表明，牛肝菌多糖[19]和杨

桃果胶多糖[19]可以显著减轻角叉菜胶致使的大鼠足

肿胀症状；体外抗炎活性实验表明，一些传统中药如

板蓝根[20]、一些真菌如樟芝[21]、杏鲍菇[22]以及一些农

业废弃物如褐藻多糖[23]、阿月浑子壳多糖[24]可通过抑

制 LPS 刺激巨噬细胞 RAW264.7 的吞噬作用、NO 的

释放及细胞因子的表达发挥其抗炎作用。本研究拟通

过建立LPS诱导的巨噬细胞RAW264.7模型评价大枣

多糖的抗炎活性。 
2.2.1  大枣多糖对 LPS 诱导的巨噬细胞

RAW264.7 活性影响 

 

图6 大枣多糖对RAW264.7细胞活性的影响 

Fig.6 Effects of different concentrations of jujube 

polysaccharide on the viability of RAW264.7 cells 

本研究采用 CCK-8 试剂盒研究大枣多糖对 LPS
诱导的巨噬细胞 RAW264.7 的影响。如图 6 所示，在

大枣多糖浓度 0~100 μg/mL，对细胞活性没有显著影

响，当大枣多糖浓度 200 μg/mL，对细胞活性有显著

性抑制作用（*p<0.05），故选择 0~100 μg/mL 的大枣

多糖作为测定抗炎活性的浓度范围。 
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表1 大枣多糖对COX-2、TNF-α、IL-1β及IL-6含量的影响 

Table 1 Effects of jujube polysaccharide on the levels of COX-2, TNF-α, IL-1β and IL-6 (⎯x±s, n=3) 

组别 质量浓度/(ug/L) COX-2/actin TNF-α/actin IL-1β/actin IL-6/actin 

空白对照组 - 1.00±0.22 1.00±0.11 1.00±0.18 1.00±0.05 

LPS 组 - 13.09±3.95 32.43±4.97 21.74±2.88 13.44±1.72 

LPS+大枣多糖组 
25 7.84±1.74 18.52±5.02 15.26±3.26 9.80±1.54 

50 3.23±1.26* 2.57±0.4** 2.4±0.88** 2.02±0.29** 
100 1.86±1.08** 1.45±0.12** 2.13±0.46** 2.69±0.57** 

注：与 LPS 诱导的模型组比较，*p<0.05，**p<0.01。 

2.2.2  大枣多糖对LPS诱导的RAW264.7细胞

中炎症因子含量的影响 
为评价大枣多糖的抗炎活性，我们用浓度分别为

25 μg/mL、50 μg/mL 和 100 μg/mL 三个剂量组的大枣

多糖处理 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞（表 1）。 
由表 1 可知，LPS 组中 COX-2、TNF-α、IL-1β

和 IL-6 含量与空白对照组相比显著升高，说明造模成

功。与 LPS 组相比，在 0~100 μg/mL 范围内，大枣多

糖 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞中 COX-2 的活性以及

细胞炎症因子 TNF-α，IL-1β和 IL-6 的分泌有抑制作

用，且呈剂量依赖性。当大枣多糖浓度达到 50 ug/L
时和 100 ug/L 时，能够显著抑制巨噬细胞中 COX-2
的活性，并能显著降低炎症因子 TNF-α，IL-1β和 IL-6
的含量。大枣多糖可以通过抑制 COX-2 活性，从而下

调 COX-2 依赖途径细胞信号通路发挥抗炎活性。我们

的结果表明，大枣多糖同样可以抑制 TNF-α，IL-1β
和 IL-6 炎症因子的分泌，暗示大枣多糖是大枣水提物

中发挥抗炎活性的重要部分。不仅如此，大枣多糖还

对多种活性自由基有清除能力，阻断了炎症反应中关

键靶点，更进一步促进了其抗炎活性。大枣多糖可能

通过抑制细胞核内 TNF-α，IL-1β和 IL-6 基因的表达，

进而抑制 NF-κB 或 MAPK 等炎症信号通路发挥抗炎

活性[11,23]。 

3  结论 

3.1  大枣多糖同时具有抗氧化和抗炎活性，目前还没

有相关文献报道其抗炎活性，我们的结果延伸了大枣

多糖的应用前景。 
3.2  大枣多糖不仅可以显著降低细胞中 COX-2 的活

性，而且能显著降低炎症因子 TNF-α，IL-1β 和 IL-6
的含量，从而发挥抗炎活性。 
3.3  多糖的活性与其分子量，糖醛酸的含量有关，但

目前还没有大枣均一多糖抗炎活性的研究，下一步计

划对大枣多糖进行分离纯化和结构表征，研究其对炎

症信号通路中靶点的影响，为开发出安全可靠的抗炎

药物或功能性食品提供科学依据。 
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