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龙眼肉多糖 LPII 的体外免疫调节活性评价 
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摘要：LPII 是龙眼肉多糖的主要级分之一，本文研究了其体外免疫调节活性及酶降解作用对活性的影响。采用尼龙毛柱分离脾

淋巴 T/B 细胞，在 25~400 μg/mL 剂量范围内体外评价 LPII 对脾淋巴细胞的刺激作用发现，LPII 能刺激脾淋巴细胞及 B 细胞增殖，

并促进 B 细胞抗体生成，但对 T 细胞激活作用不明显（P>0.05）。此外，LPII 还能有效刺激巨噬细胞增殖，并增强其吞噬功能和 NO

生成量。LPII 的高分子量组分在木瓜蛋白酶、链酶蛋白酶和胰蛋白酶的作用下均发生明显降解，且 200 μg/mL 剂量下对刀豆蛋白 A

诱导的脾淋巴细胞增殖的刺激作用显著降低（P<0.05），但对脂多糖诱导的脾淋巴细胞增殖和巨噬细胞吞噬的刺激作用却显著增强

（P<0.05）。LPII 具有显著的体外免疫调节活性，是龙眼肉“滋补”的重要功能成分，而适度降解有利于增强活性。 
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Abstract: LPII is one of the main fractions of polysaccharides from Arillus longanae. The immunomodulatory activities of LPII, and the 

effect of enzymolysis on its activity were investigated in vitro. Splenic lymphocytes were injected into a nylon fiber column to separate T cells 

and B cells. The stimulating effects of LPII on lymphocytes in the dose range of 25~400 μg/mL indicated that LPII could stimulate the 

proliferations of splenic lymphocyte and B cell and promote the antibody production of B cell. However, its activation on T cells was not 

significant. In addition, LPII could effectively enhance the proliferation, phagocytosis and NO production of macrophage in the dose range. The 

fraction of LPII with higher molecule weight obviously degraded by papain, pronase or trypsin, following with the weakened effect on 

ConA-induced splenic lymphocyte proliferation (P < 0.05) and the strengthened effects on LPS-induced splenic lymphocyte proliferation and 

macrophage phagocytosis (P < 0.05). LPII has the significant immunomodulatory activity in vitro, and the activity can be enhanced with 

appropriate degradation, which is confirmed as the most important functional component in Arillus longanae.  
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龙眼（Dimocarpus longan Lour）俗称桂圆，为无

患子科龙眼属常绿果树，在我国主要分布于广东、福

建、广西和台湾等省。其假种皮为可食果肉部分，具

有药食两用的特性，常作为中药材用于补益心脾、养

血安神[1]，然而作用机理尚不清楚。龙眼肉的药理学 
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研究在功能食品和生物医药领域引起了广泛关注。项

目组前期研究报道了龙眼肉及其水提物能有效提高正

常小鼠的体液和细胞免疫功能及血清抗氧化水平[2]，

通过成分分析推断多糖可能是主要的功能因子。为了

证实该假说，采用超声波-酶法浸提、阴离子交换树脂

脱色、浓缩透析等工序制备得到龙眼肉粗多糖 LP3。
通过体内外免疫调节活性评价确定，LP3 不仅能在体

外显著刺激脾淋巴细胞增殖、NK 细胞杀伤和巨噬细

胞吞噬[3]，还能在 100 mg/(kg·d)剂量下显著增强环磷

酰胺免疫抑制小鼠的细胞和体液免疫功能，并改善其

摄食量、饮水量以及体重值至正常水平，且免疫调节
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疗效与 50 mg/(kg d)的灵芝多糖相当[4]。进一步采用

DEAE-52 离子交换层析对 LP3 进行分离纯化获得四

个级分 LPI、LPII、LPIII 和 LPIV，其得率分别为

56.02%、22.08%、4.77%和 2.95%。四个级分的分子

量、糖苷键组成及分子构象均存在明显差异。其中，

含量最高的中性级分 LPI 以致密的球型构象存在，体

外免疫调节活性极弱[5]，而其他级分的免疫调节活性

及构效关系尚未可知。为探明龙眼肉多糖免疫调节的

主要活性级分，本文通过体外实验评价了 LPII 对混合

脾淋巴细胞、T 细胞、B 细胞和巨噬细胞的刺激作用。

此外，为初步了解 LPII 免疫调节的构效关系，分析比

较了其酶解前后分子量分布和免疫调节活性的变化，

可为改性强效研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料与仪器 

主要实验材料：新鲜“储良”龙眼果实，由广东

省农业科学院果树研究所提供；Sephadex G-100 凝胶、

甲基噻唑基四唑（MTT）、脂多糖（LPS）、刀豆蛋白

A（ConA），美国 Sigma 公司；RPMI-1640 和 DEME
培养基、胎牛血清、木瓜蛋白酶（≥800 U/mg）、胰蛋

白酶（≥250 U/mg）、链酶蛋白酶（≥200 U/mg），美国

Gibco 公司；尼龙毛，德国 Gerlinde Kisker 公司。昆

明小鼠和 RAW24.7 巨噬细胞，购于中山大学实验动

物中心。 
主要实验仪器：SBS-Z100 数控计滴自动部分收集

器和 HL-2 恒流泵，上海青浦泸西仪器厂；CO2 培养

箱，SANYO 公司；倒置显微镜，NIKON 公司；Thermo
酶标仪，Thermo Labsytems，Finland；冷冻干燥仪，

北京德天佑科技发展公司。 

1.2  龙眼肉多糖 LPII的制备 

新鲜龙眼整果干燥后剥取果肉粉碎，采用超声波

-酶法提取水溶性多糖，结合 D301-F 树脂脱除色素和

蛋白质制备粗多糖，再通过 DEAE-52 离子交换层析

纯 化 得 到 多 糖 级 分 LPII 。 该 级 分 主 要 由

(1→6)-α-D-Glcp、(1→5)-α-L-Araf 和 β-D-Galp 组成，

其重均分子量为 68.34 kDa，含有 5.6%的结合蛋白[6]。 

1.3  龙眼肉多糖 LPII的酶解 

龙眼肉多糖 LPII 的酶解处理参考文献[7]稍作调

整。30 mg 多糖经 10 mL PBS 缓冲液（0.02 mol/L，pH
值为 7.6）溶解后，加入 5 mL 的酶缓冲溶液（木瓜蛋

白酶、链酶蛋白酶或胰蛋白酶，含酶 0.30 mg）于 37 ℃

酶解 24 h，再加入 5 mL 的酶缓冲溶液（含酶 0.15 mg）
酶解 48 h。酶解液经 Sevag 法脱蛋白后真空冷冻干燥

制备得到酶解级分（LII1、LPII2 或 LPII3）。 

1.4  凝胶过滤层析 

称取多糖约 6~8 mg 溶于 4 mL 蒸馏水中，充分溶

解后于 4500 r/min 离心 15 min。取上清液 1 mL 加入

Sephadex G-100 凝胶层析柱（20 cm×1.5 cm）中，用

蒸馏水以 0.1 mL/min 的流速洗脱，1.5 mL/管收集洗脱

液。逐管检测多糖（苯酚-硫酸法，490 nm）、蛋白质

（280 nm）和色素（420 nm）浓度[3]。 

1.5  免疫调节活性评价 

1.5.1  T/B 细胞的富集分离 
参考尼龙毛使用说明，用 10 mL 医用注射器制作

T/B 细胞分离柱。以 50 mL 预温 RPMI1640 培养液平

衡分离柱，注射器柱芯挤压排出气泡，封闭柱下端出

口，拔出柱芯后立即加入 3 mL 培养液防止柱干。将

尼龙毛柱垂直置于培养箱（37 ℃，5% CO2）中 50 min
后使用。分离小鼠脾淋巴细胞，采用培养液调整细胞

浓度为 7.5×107 个/mL。将尼龙毛柱面上培养液排尽

后，加入 2 mL 细胞悬液，待全部流入柱内后，加 0.5 
mL 培养液润洗柱壁，控制流速约为 0.02 滴/s。关闭

出口后再加入3 mL培养液，垂直置于培养箱中45 min
后进行细胞分离。分离柱加满培养液，并以约 0.02 滴

/s 的流速收集未粘附的细胞液 18 mL，即得富集 T 细

胞悬液。用冰冷的培养液分 4 次洗涤分离柱，每次加

入 3 mL，并用柱芯挤压收集洗脱液，即得富集 B 细

胞悬液。T 细胞和 B 细胞悬液经 1000 r/min 离心 5 min
后，分别采用培养液悬浮并调整浓度。 
1.5.2  细胞增殖评价 

用 RPMI1640 培养液调整脾淋巴细胞浓度为

1×107个/mL，T细胞和B细胞浓度范围为1×106~5×106

个/mL，以及用 DEMD 培养液调整 RAW264.7 巨噬细

胞浓度为 5×105个/mL。参考文献[6]中 MTT 方法测定

多糖对脾淋巴细胞、T 细胞、B 细胞和巨噬细胞增殖

的影响，多糖剂量为 25~400 μg/mL，LPS 和 ConA 的

剂量为 5 μg/mL。 
1.5.3  B 细胞抗体生成测定 

用 RPMI1640 培养液调整脾淋巴细胞浓度为

2×107个/mL，以 100 μL/孔加入 48 孔培养板中，另每

孔加入 100 μL 多糖或 LPS 刺激培养 72 h（多糖终浓

度为 25~400 μg/mL，LPS 终浓度为 5 μg/mL）。每孔加

入 40 μL 豚鼠血清补体和 40 μL 的绵羊红细胞，在培

养箱（37 ℃，5% CO2）中孵育 1 h，并间歇震荡。培
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养结束后，将培养板于 1000 r/min 离心 5 min，每孔各

取 200 μL 的上清液分别加入 1.5 mL 离心管中，再加

入 0.6 mL 蒸馏水稀释。以培养液代替细胞上清液作为

对照。释放的血红素于 540 nm 下采用光度计测定吸

光值（A）。B 细胞抗体生成以下式计： 
HC/%=(A 实验组-A 对照组)/A 对照组×100 

1.5.4  巨噬细胞吞噬功能及 NO 生成测定 
25~400 μg/mL多糖诱导RAW264.7巨噬细胞对中

性红的吞噬能力参考文献[6]测定。5×105个/mL 的巨噬

细胞悬液以 400 μL/孔加入 24 孔培养板中，置于培养

箱中贴壁 3 h 后，吸除上清培养液。每孔加入含样品

或 LPS 的培养液 400 μL（多糖终浓度为 25~400 
μg/mL，LPS终浓度为5 μg/mL，每个浓度设4个复孔）。

另加 400 μL 培养液的细胞孔作为空白对照。培养板于

培养箱中孵育 48 h 后，吸取细胞上清液于 1.5 mL 离

心管中，加入 300 g/L 的 ZnSO4溶液 20 μL 沉淀蛋白，

经 5000 r/min 离心 10 min 后，取 100 μL 上清液于 96
孔培养板中，并加入 100 μL 的 Griess 试剂。每个实验

孔重复测定 3 次。室温下轻轻摇振 10 min 后，在酶标

仪上测定 492 nm 处吸光值表征巨噬细胞 NO 生产量。 

1.6  统计分析 

采用 SPSS11.5 统计软件单因素方差分析进行组

间差异的比较，组间的两两比较采用 S-N-K 检验（the 
Student-Newman-Keuls test），显著性水平为 P<0.05，
数据均以用（ sx ± ）表示。图表中采用不同小写字

母表示 0.05 水平显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  LPII对淋巴细胞功能的影响 

龙眼肉多糖 LPII 对脾淋巴细胞以及 T 细胞和 B
细胞增殖的影响由图 1 可见。LPII 在 100~400 μg/mL
剂量范围内有效刺激脾淋巴细胞和 B 细胞增殖，且增

殖指数随剂量增加而增大。其中 400 μg/mL 剂量的增

殖指数为 26.32%，显著高于其他剂量（P<0.05）。而

LPII 在 25~400 μg/mL 剂量范围内刺激 T 细胞增殖的

作用不明显，各剂量组之间无显著差异（P>0.05）。LPII
可能选择性刺激 B 细胞增殖，而对 T 细胞无影响。由

图 2 可见，LPII 能剂量依赖性刺激 B 细胞分泌绵羊红

细胞溶血素。400 μg/mL 剂量下的溶血素水平最高，

达 67.22%；其次是 100 μg/mL 和 200 μg/mL 剂量，其

溶血素水平分别为 40.04%和 43.98%，无显著差异

（P>0.05）；以上剂量下的抗体生成量均显著高于其他

低剂量（P<0.05）。然而，LPII 在该剂量范围内对脾淋

巴细胞增殖的刺激作用均显著弱于 ConA 和 LPS
（P<0.05），且对 B 细胞增殖和抗体生成的刺激作用

也明显弱于 LPS（P<0.05）。 

 
图1 龙眼肉多糖LPII对脾淋巴细胞、T细胞和B细胞增殖的影

响 

Fig.1 Effects of polysaccharide LPII from Arillus longanae on 

the proliferation of splenic lymphocyte, T cell and B cell 

注：同类细胞增殖指数之间 0.05 水平的显著性差异采用

不同小写字母表示，下同。 

 
图2 龙眼肉多糖LPII对 B细胞抗体生成的影响 

Fig.2 Effect of polysaccharide LPII from Arillus longanae on 

the antibody production of B cell 

2.2  LPII对巨噬细胞功能的影响 

由龙眼肉多糖 LPII 对巨噬细胞增殖、中性红吞噬

及 NO 生成的影响（图 3）发现，其能剂量依赖性刺

激巨噬细胞活化。LPII 对巨噬细胞增殖的刺激作用随

剂量增加显著增大（P<0.05），且剂量和吸光值之间存

在明显的线性关系（R2=0.991）。相比空白对照组，LPII
在剂量范围内能显著增强巨噬细胞的吞噬功能

（P<0.05），100~400 μg/mL 剂量内的中性红吸光值介

于 0.466~0.503 之间，无显著差异（P>0.05）。而 LPII
仅在 100~400 μg/mL 剂量内显著刺激巨噬细胞 NO 生

成（P<0.05）。100 μg/mL 和 200 μg/mL 的 NO 测定吸

光值分别为 0.158 和 0.166，无显著差异（P>0.05），
但均显著低于 400 μg/mL 剂量的吸光值 0.176
（P<0.05）。LPII 在 100 μg/mL 剂量下的巨噬细胞增
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殖，以及 100~400 μg/mL 剂量范围的吞噬功能和 NO
生成，均与 5 μg/mL 剂量的 LPS 相当（P>0.05）。200 
μg/mL和 400 μg/mL剂量的LPII对巨噬细胞增殖的刺

激作用则显著强于 5 μg/mL 剂量的 LPS（P<0.05）。 

 
图3 龙眼肉多糖LPII对巨噬细胞增殖、吞噬功能和NO生成的

影响 

Fig.3 Effects of polysaccharide LPII from Arillus longanae on 

the proliferation, phagocytosis and NO production of 

macrophage 

66 

注：同类指标吸光值之间 0.05 水平的显著性差异采用不

同小写字母表示。 

2.3  酶解对 LPII分子量分布的影响 

由图4可见，LPII的分子量分布较宽，且以第5~13
管收集的高分子量组分（490 nm）为主，而色素（420 
nm）和蛋白质（280 nm）的洗脱峰值基本与低分子量

组分吻合，说明可能以结合状态存在。LPII 经木瓜蛋

白酶、链酶蛋白酶和胰蛋白酶酶解处理分别得到多糖

LPII1、LPII2 和 LPII3，其分子量分布发生明显变化，

尤其是高分子量组分发生明显降解。LPII1 的多糖峰

值与 LPII 基本相同，但低分子量组分含量较高。LPII2
和 LPII3 的多糖峰相对杂乱，在洗脱管数 5~25 范围内

分散或叠加分布。然而三种酶对 LPII 低分子量组分及

其结合蛋白和色素的影响并不显著。 

2.4  LPII及其酶解组分的免疫调节活性比较 

龙眼肉多糖LPII及其酶解组分在200 μg/mL剂量

下对脾淋巴细胞和巨噬细胞的影响由图 5 和 6 可见。

酶解后，LPII 对 ConA 诱导的脾淋巴细胞增殖的刺激

作用显著降低（P<0.05），但对 LPS 诱导的脾淋巴细

胞增殖和巨噬细胞吞噬的刺激作用却显著增强

（P<0.05）。其中，LPII3 刺激下的 LPS-细胞增殖水平

（吸光值 0.258）显著高于其他组分（P<0.05），而 LPII1
具有最强的巨噬细胞刺激活性（吸光值 0.336）
（P<0.05）。 

 

 

 

 
图4 酶解对龙眼肉多糖LPII分子量分布的影响 

Fig.4 Effect of enzymolysis on the molecular weight distribution 

of polysaccharide LPII from Arillus longanae 

注：a：LPⅡ、b：LP 1Ⅱ 、c：LP 2Ⅱ 、d：LP 3Ⅱ 。 

龙眼肉多糖LPII能有效刺激混合脾淋巴细胞和B
细胞增殖，并促进 B 细胞抗体生成，但对 T 细胞无刺

激作用，表现出一定的靶向选择性，与裂蹄木层孔菌 
多糖[8]、灵芝多糖[9~10]和樱桃多糖[11]的功效相似。LPII 
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对于T/B 细胞的选择性与特异的细胞表面受体作用有

关，而对 B 细胞的刺激作用可能涉及 TLR2/4 和

IgM/CD79 受体介导的 MAPKs 信号通路的活化或

Blimp-1 诱导的浆细胞分化过程中相关基因的调控表

达[12]。 

 
图5 龙眼肉多糖LPII及其酶解组分对脾淋巴细胞增殖的影响 

Fig.5 Effects of Arillus longanae polysaccharide LPII and its 

enzyme-degraded products on splenic lymphocyte proliferation 

 
图6 龙眼肉多糖LPII及其酶解组分对巨噬细胞吞噬功能的影

响 

Fig.6 Effects of Arillus longanae polysaccharide LPII and its 

enzyme-degraded products on macrophage phagocytosis 
ConA 和 LPS 诱导的脾淋巴细胞增殖常分别用于

评价 T 细胞和 B 细胞活性。LPII 经酶解后对 T 细胞的

刺激作用显著降低，而对 B 细胞和巨噬细胞的刺激作

用显著增强。B 细胞和巨噬细胞存在相似的多糖刺激

信号转导机制（TLR2/4→MAPKs），酶解处理后多糖

与 TLR2/4 的亲和能力可能得到增强。酶处理对 LPII
含结合蛋白的低分子量组分的影响并不显著，反而明

显导致含极少量蛋白质的高分子量组分的降解。高分

子量组分降解后可能更有利于与受体 TLR2/4 的结合

引发免疫应答。枸杞多糖结合蛋白含量高的级分表现

出较强的 T 细胞刺激作用[13]，而结合蛋白的消解不影

响刺五加多糖的 B 细胞刺激活性[14]，说明结合蛋白可

能主要与 T 细胞活化有关。这可能也与 LPII 酶解后对

ConA 诱导的脾淋巴细胞刺激作用减弱存在关联。 

3  结论 

龙眼肉多糖 LPII 能有效增强 B 淋巴细胞和巨噬

细胞免疫功能，但对 T 细胞激活作用不明显，其选择

性刺激作用可能与免疫细胞受体特异性有关。LPII 是
龙眼肉多糖的主要活性级分之一，适度降解有利于增

强其免疫调节活性。后期研究将根据 LPII 的选择性刺

激作用，深入揭示 LPII 免疫刺激的细胞作用受体及胞

内信号转导机制，并进一步结合多糖的结构特征探究

其免疫调节构效机制。 
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