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茶枝柑皮多糖对H2O2诱导人神经细胞U251的保护作用 
 

敬小莉 
（达州职业技术学院医学影像检验系，四川达州 635000） 

摘要：本论文研究了茶枝柑皮多糖 H2O2诱导人神经细胞 U251 的保护作用。采用酸提法、经纯化后得到茶枝柑皮多糖。建立人

神经细胞 U251 细胞损伤模型，测定细胞增殖率，采用 0.30 mg/mL、0.60 mg/mL、1.25 mg/mL、2.50 mg/mL 茶枝柑皮多糖干预，计算

细胞存活率，检测超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、谷胱甘肽（GSH）的含量水平。

茶枝柑皮多糖 CPA-Ⅰ相对分子质量为 7.96×104，20、50、180、375 μmol/L H2O2 细胞增殖率分别为 91.60%、84.40%、60.00%、37.40%、

12.30%与对照组比较，具有统计学差异（p<0.05）。180.0 μmol/L H2O2导致人神经细胞 U251 损伤的最佳浓度。0.30、0.60、1.25、2.50 

mg/mL 茶枝柑皮多糖细胞存活率分别为 64.30%、76.10%、93.40%、98.20%与模型组 53.00%比较，具有统计学差异（p<0.05）。2.50 

mg/mL 茶枝柑皮多糖对细胞损伤模型干预的效果最明显，抗氧化作用最强。茶枝柑皮多糖对 H2O2诱导人神经细胞 U251 具有一定的

保护作用，通过调控 SOD、GSH-Px、GSH、MDA 水平起到抗氧化作用。 
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Protective Effect of Tea Branch Orange Peel Polysaccharide on Human 

Neural Cell U251 Induced by H2O2 
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Abstract: In this work, the protective effect of tea branch orange peel polysaccharide H2O2 on human neural cell U251 was investigated. 

The polysaccharide was extracted by acid method and further purified. To The injury model of human neural cell U251 was established to detect 

the cell proliferation rate. The cell survival rate was calculated and the content of superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA), 

glutathione peroxidase (GSH-PX) and glutathione (GSH) were measured by the intervention of 0.30 mg/mL, 0.60 mg/mL, 1.25 mg/mL and 2.50 

mg/mL tea branch orange peel polysaccharide. The relative molecular weight of cpa-i was 7.96×104. The proliferation rate of 20, 50, 180 and 

375 μmol/L H2O2 cells were 91.60%, 84.40%, 60.00%, 37.40% and 12.30% respectively, which was statistically different from that of the 

control group (p<0.05). The optimal concentration of H2O2 (180.0 μmol/L) for the injury of U251 cells. The cell survival rates of 0.30, 0.60, 1.25 

and 2.50 mg/mL tea branch orange peel polysaccharide cells were 64.30%, 76.10%, 93.40% and 98.20%, respectively, which were higher than  

that of the model group (53.00%, p<0.05). The 2.50 mg/ml tea branch orange peel polysaccharide had the most obvious effect on cell injury 

model, and the strongest antioxidant effect. Tea branch orange peel polysaccharide had a certain protective effect on human neural cell U251 

induced by H2O2, and played an antioxidant role by regulating the levels of SOD, GSH Px, GSH and MDA. 
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茶枝柑皮是茶枝柑成熟的果皮，是广东道地药材

广陈皮主要的来源，是一种药食两用的中药品种，经 
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过我国卫生部认可。茶枝柑皮主要成分是挥发油，还

包括黄酮类化合物，果胶多糖也较为丰富。多糖的生

理活性较为广泛，具有抗氧化、抗衰老、抗肿瘤等多

种作用，现代药理学指出，柑橘果胶多糖具有调节血

脂的功效，能对机体胆固醇吸收产生影响，促进胆汁

酸分泌[1,2]；在肿瘤的生长、转移方面具有一定的预防
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作用，能抑制癌细胞增殖，并且对脂多糖 LPS 诱导的

炎症反应具有诱导作用[3]。多糖活性受其结构、植物

来源、成熟程度、提取工艺、组织部位等因素的影响
[4]。目前已有研究证实，茶枝柑皮多糖体外抗氧化作

用显著[5]。 
拥有丰富含量的多糖类物质已被证明具有抗氧化

等活性，但由于分子质量分布宽广，分子结构复杂多

变，不易控制质量等因素都限制了多糖在药品和保健

食品等领域的开发和应用[6,7]。氧自由基作用于生物大

分子，破坏细胞结构，例如帕金森病、阿尔茨海默症

以及冠状动脉粥样硬化等疾病的引起与细胞受自由

基、活性氧、脂质过氧化物等氧化应激导致的功能异

常存在密切的关系[8]。 
目前研究显示，中枢神经退行性疾病主要与患者

衰老有关，帕金森病、阿尔茨默克病的发病机制与自

由基紧密相关，神经细胞 U251 在分化后其细胞形态、

功能主要体现典型的神经元特征，在研究神经元损伤

机制中发挥着重要作用[9]。H2O2属于一种细胞氧化应

激诱导剂，在实验研究中较为常用，在细胞建立氧化

应激模型建立中发挥着重要作用[10]。多糖分子主链柔

韧性和螺旋构象与其生物活性有密切关系，经纯化后

多糖的螺旋立体构型发生变化，也会导致抗氧化活性

的下降或消失。本文旨在研究茶枝柑皮多糖 H2O2 诱

导人神经细胞 U251 的保护作用，为临床应用提供数

据参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

茶枝柑皮于 2016 年 9 月采于广东省翁源县，采摘

果实后将成熟果皮干燥即得。茶枝柑皮切成与基部相

连的 3 瓣，并且瓣片的边缘有反卷，其表面有凹孔状

油室，并且分布密集均匀，对光进行照射发现油室孔

眼清晰透亮，质地柔软，不容易折断，清香，味甘微

辛。人神经细胞 U251，上海细胞库。 

1.2  主要仪器设备 

丙二醛（Malondialdehyde，MDA）、超氧化物歧

化酶（Superoxide dismutase，SOD）、谷胱甘肽过氧化

物酶（Glutathione peroxidase，GSH-Px）、谷胱甘肽

(glutathione，GSH)试剂盒，南京建成生物工程研究所；

酶标仪，美国 Bio-Tek 公司。 

1.3  主要试剂 

DMEM 培养基、胎牛血清，Hyclone 公司；MTT

试剂，康龙科技有限公司。 

1.4  方法 

1.4.1  茶枝柑皮多糖提取和制备 
称取干燥的茶枝柑皮粉 2.5 kg，使用 60 目筛，加

入无水乙醇 25 L，在 60 ℃下进行水浴回流，连续提

取 2 次，每次时间为 2 h，将滤渣挥干后，加 30 倍体

积 pH 4 的盐酸水溶液，在 90 ℃下水浴，连续提取 2
次，每次时间为 90 min，之后将提取液合并，通过旋

蒸，将其浓缩到 1/3 体积，再次加入 4 倍体积的 95%
乙醇，在 4 ℃环境静置，并进行过夜保存，最后进行

离心处理，得到多糖沉淀，真空干燥后得到茶枝柑皮

粗多糖(CCP)。 
1.4.2  茶枝柑皮粗多糖分离纯化 
1.4.2.1  离子交换树脂脱色 

称取适量的茶枝柑皮粗多糖(CCP)，配成 2 mg/mL
的溶液，之后加入 8 g/100 mL D-201 阴离子进行树脂

交换，在恒温振荡器中采用 75 r/min，40 ℃环境进行

脱色处理 2 h，过滤处理后，在滤液中得到脱色多糖溶

液。 
1.4.2.2  Sevag 法除蛋白 

取适量的脱色多糖溶液，加入 1/3 体积氯仿-正丁

醇混合液（体积比为 4:1），充分振荡时间为 30 min，
使用分液漏斗进行静置分层，其中间层是变性蛋白层，

下层是氯仿-正丁醇混合液，对上清多糖溶液层进行收

集，重复 6 次操作，然后将上清液透析、浓缩、冷冻、

干燥，最后得到茶枝柑皮纯化多糖（CP）。 
1.4.2.3  茶枝柑皮多糖分离纯化 

参考文献[11]称取 1.0 g 茶枝柑皮纯化多糖，加入

50 mL 的 Tris-HCl 溶液（0.05 mol/L）进行溶解，上样

于平衡好的DEAE-Sepharose Fast Flow层析柱(参数设

置 2.6 cm×60 cm)，按顺序加入 Tris-HCl（0.05 mol/L）、
NaCl（0.075 mol/L）、NaCl（0.1 mol/L）、NaCl（0.125 
mol/L）进行洗脱，其流速设置为 1.0 mL/min，采用分

步收集，每试管中为 15 mL。之后采用苯酚-硫酸法对

收集到的组分进行检测，即 A、B、C、D 4 个组分。

B 组分上 Sephadex G-100 柱纯化（2.0 cm×100 cm），

其流速设置为 0.5 mL/min，对多糖组分进行收集，得

到茶枝柑皮多糖（CPA-I）。 
1.4.2.4  茶枝柑皮多糖(CPA- )Ⅰ 单糖组成分析 

茶枝柑皮多糖水解完成后，进行单糖衍生物制备：

1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）使用前用纯甲醇重

蒸。取各对照单糖适量、多糖水解液各 500 μL 在具塞

试管中，依次加入 500 μL PMP-甲醇溶液(0.5 mol/L)
和 NaOH 溶液(0.3 mol/L)，混匀，70 ℃水浴反应 40 
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min，取出放置 10 min 冷却至室温，再加入 500 μL 0.3 
mol/L HCl 中和，混匀后再加入 500 μL 氯仿涡旋萃取、

离心，重复 3 次，弃下层有机相，上层水相经 0.45 μm
微孔滤膜过滤，进行液相色谱分析。 
1.4.2.5  茶枝柑皮多糖(CPA-Ⅰ)的相对分子质量检测 

将已知相对分子质量的葡聚糖标准品分别用流动

相配制成 1.0 mg/mL 溶液，进样量为 20 μL，将标准

葡聚糖相对分子质量的对数(lgMw)对洗脱体积进行

回归处理，得到葡聚糖标准曲线。将茶枝柑皮多糖

(CPA- )Ⅰ 配制成 1.0 mg/mL 的溶液，进样 20 μL，测定

多糖样品的保留时间，利用标准曲线求出多糖相对分

子质量。进行色谱条件分析。 
1.4.3  细胞培养 

将复苏人神经细胞 U251 在 10%的胎牛血清

RPMI-1640 培养基中进行培养，温度为 37 ℃，5%的

CO2饱和湿度，每间隔2 d换一次培养基，使用0.20 μm
微孔滤膜对细菌进行过滤，维持细胞生长状况，当细

胞贴壁达到 80%后，使用 0.25%的胰蛋白酶对人神经

细胞 U251 进行消化和传代。 
1.4.4  细胞损伤模型建立 

将生长状况较好的人神经细胞 U251 配置成细胞

悬液，其密度为1×105在96孔细胞培养板中进行接种，

在温度为 37 ℃，5%的 CO2饱和湿度中进行培养，等

到细胞贴壁达到 80%后，将培养液摒弃，加如不同浓

度的 H2O2（20 μmol/L、50.0 μmol/L、90.0 μmol/L、
180.0 μmol/L、375.0 μmol/L）。每个浓度选择 10 个复

孔，连续培养 4 h。 
1.4.5  细胞增殖率检测 

将上清液吸弃后，每孔中加入 100 μL DMSO，将

甲臜结晶进行充分溶解。使用漩涡进行震荡数次，采

用倒置显微镜观察到紫色结晶已经全部溶解，调零孔

为空白对照组，MTT 法测定 570 nm 波长处每孔中的

OD 值，细胞存活率=（损伤组 OD 值/正常组 OD 值）

×100%。确定导致人神经细胞 U251 损伤的最佳浓度。 
1.4.6  茶枝柑皮多糖干预 

将生长状况较好的人神经细胞U251在96孔细胞

培养板中进行接种、培养 24 h，多糖组先加入 10%的

FBS DMEM 多糖溶液，确定浓度：0.30 mg/mL、0.60 
mg/mL、1.25 mg/mL、2.50 mg/mL 培养 24 h 后加入

180.0 μmol/L H2O2，干预 6 h，对照组在 37 ℃，5%的

CO2 饱和湿度中进行培养 24 h；模型组加入 180.0 
μmol/L H2O2在 37 ℃，5%的 CO2饱和湿度中进行培养

24 h；茶枝柑皮多糖组分别加入 0.30 mg/mL、0.60 
mg/mL、1.25 mg/mL、2.50 mg/mL 进行培养，采用

MTT 计算细胞存活率。 

1.4.7  抗氧化相关指标检测 

过氧化脂质降解产物中 MDA 与硫代巴比妥酸长

沙缩合，产生红色产物，532 nm 处显示最大吸收峰，

采用硫代巴比妥酸比色分析法检测 MDA 水平。黄嘌

呤氧化酶法检测 SOD 活性。使用 ELISA 双抗体夹心 
法检测 GSH-Px、GSH 水平。 

1.5  统计学处理 

采用 SPSS 20.0 统计软件包进行统计分析处理。

计量资料采用均数±标准差（ sx ± ）描述，三组数据

比较采用 F 值检验，两组间比较采用独立样本 t 检验，

p<0.05 具有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  茶枝柑皮多糖分离和纯化 

 

 
图1 茶枝柑皮多糖洗脱图 

Fig.1 Elution map of polysaccharide from the peel of Chazhi 

orange 

注：图 a 茶枝柑皮多糖线性梯度洗脱；图 b 茶枝柑皮多糖

分步梯度洗脱。 

经脱色、脱蛋白处理，茶枝柑皮多糖为淡黄色丝

状固体，易溶于缓冲溶液，不溶于乙醇、乙醚等有机

溶剂。DEAE-Sepharose F.F 柱层析 0~0.5 mol/L NaCl
线性洗脱浓度，根据线性洗脱曲线尝试进行分步洗脱。

研究结果显示，茶枝柑皮纯化多糖CP在低于0.5 mol/L 
NaCl 浓度，已完全洗脱下来。通过分步梯度洗脱
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Tris-HCl 和 0.075、0.1、0.125 mol/L NaCl 分离得到 4
个组分，0.075 mol/L NaCl 洗脱组分 B 的量最多，将 B
组分按相对分子质量大小进行凝胶柱层析纯化，得到

茶枝柑皮多糖 CPA-Ⅰ。 

2.2  茶枝柑皮多糖（CPA-Ⅰ）相对分子质量 

采用标准葡聚糖相对分子质量的对数 lgMw 对洗

脱 体 积 进 行 回 归 分 析 ， lgMw ＝

61.5-10.1V+0.61V2-0.01V3，r=0.9997。由标准曲线求

得 CPA-Ⅰ的相对分子质量分别为 Mn=39853、
Mw=79587、Mp=46163、Mn/Mw=2.0。洗脱峰为单一

对称峰，说明组分 CPA-Ⅰ纯度高。 

 
图2 茶枝柑皮多糖（CPA-Ⅰ）相对分子质量 

Fig.2 Relative molecular weight of tea branch and orange peel 

polysaccharide (CPA- )Ⅰ  

2.3  茶枝柑皮多糖（CPA-Ⅰ）单糖组成 

 

 
图3 茶枝柑皮多糖（CPA-Ⅰ）单糖组成 

Fig.3 Monosaccharide composition of polysaccharide (CPA- ) Ⅰ

from the peel of Chazhi orange 

 

 

注：1.甘露糖(Man)；2.核糖(Rib)；3.鼠李糖(Rha)；4.半乳

糖醛酸(GalUA)；5.葡萄糖(Glc)；6.半乳糖(Gal)；7.木糖(Xyl)；

8.阿拉伯糖(Ara)。 

经过高效液相色谱分析，CPA-Ⅰ主要由半乳糖醛

酸和阿拉伯糖组成，还有一些半乳糖及极少量的甘露

糖 、 鼠 李 糖 。 各 单 糖 物 质 的 量 比 是

Man:Rib:Rha:GalUA:Glc:Gal:Ara=1.1:0.17:0.60:127.8:1
:12.3:26.86。 

2.4  不同浓度 H2O2 对人神经细胞 U251 增殖

的影响 

H2O2细胞损伤模型的优点是操作相对简单，容易

控制，因此在模拟细胞氧化损伤中广泛应用[12]。采用

MTT 法检测细胞的增殖率，也是国际中常用的评估细

胞存活、损伤的状况重要手段。不同浓度 H2O2 对人

神经细胞 U251 培养 6 h 后，研究显示，20 μmol/L 
H2O2、50.0 μmol/L H2O2、90.0 μmol/L H2O2、180.0 
μmol/L H2O2、375.0 μmol/L H2O2 干预人神经细胞

U251 与对照组 MTT 值、细胞增殖率相比，具有差异。

其中浓度大于 100 μmol/L H2O2细胞增殖率显著低于

20 μmol/L H2O2、50.0 μmol/L H2O2、90.0 μmol/L H2O2，

随着 H2O2 浓度不断提升，细胞增殖率逐渐降低。

SLAMENOVA D[13]研究指出，H2O2作用的最佳浓度为

100 μmol/L，对细胞干预 4 h，能建立有效的细胞体外

氧化应激模型。本文研究结果显示，MTT 活力与 H2O2

浓度具有相关性，呈浓度依赖，即 H2O2 浓度越高，

对人神经细胞 U251 损伤越严重，与莫云燕[14]研究结

果保持一致。其中 180.0 μmol/L H2O2 对人神经细胞

U251 损伤最明显，因此，180.0 μmol/L H2O2是导致人

神经细胞 U251 损伤的最佳浓度。 
表1 不同浓度H2O2对人神经细胞U251增殖率的影响 

Table 1 Effects of different concentrations of hydrogen peroxide 

on the proliferation rate of human nerve cell U251 ( sx ± ) 

组别 MTT(OD 值) 细胞增殖率/%

对照组 0.45±0.02a - 

20 μmol/L H2O2 0.42±0.10a 91.60 

50.0 μmol/L H2O2 0.38±0.04b 84.40 

90.0 μmol/L H2O2 0.28±0.05c 60.00 

180.0 μmol/L H2O2 0.17±0.09d 37.40 
375.0 μmol/L H2O2 0.06±0.02e 12.30 

注：同列右肩字母不同表明差异性显著 p<0.05，下同。 
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2.5  H2O2最佳浓度对人神经细胞U251形态的

影响 

如图 4 所示，处理前人神细胞表现为正常神经细

胞形态，细胞显示为不规则形状，有细胞突触，交叉

成为网状。H2O2处理后，细胞突触显著缩短并且有减

少，细胞发生不同程度的皱缩，圆缩聚集，氧化损伤

表现明显，说明 H2O2诱导的细胞损伤模型建立成功。 

 
图4 H2O2处理前后人神经细胞U251形态图 

Fig.4 Morphology of human nerve cell U251 before and after 

treatment with hydrogen peroxide 

2.6  不同浓度茶枝柑皮多糖对 H2O2 诱导细胞

损伤模型细胞存活率的影响 

本文研究结果显示，与模型组相比，茶枝柑皮多

糖浓度 0.30 mg/mL、0.60 mg/mL、1.25 mg/mL、2.50 
mg/mL MTT 值升高，细胞存活率也升高，具有差异。

说明茶枝柑皮多糖对细胞损伤起到一定的保护作用。

甘伟发[15]研究也证实这一观点。与对照组相比，茶枝

柑皮多糖 0.30 mg/mL、0.60 mg/mL、1.25 mg/mL 浓度

组 MTT 值降低，具有显著差异性，说明茶枝柑皮多

糖对细胞损伤的修复仍不能达到正常水平，其中 2.50 
mg/mL 组细胞存活率达 98.20%，MTT 值与正常相比 
无差异。说明 2.50 mg/mL 浓度能促进损伤细胞恢复到

正常细胞状态，即 2.50 mg/mL 为最佳浓度。 
表 2 不同浓度茶枝柑皮多糖对细胞损伤模型细胞存活率的影响 

Table 2 Effects of different concentrations of polysaccharides 

from tea branches and citrus peel on cell viability in cell injury 

model ( sx ± ) 

组别 剂量/( mg/mL) MTT(OD 值) 细胞存活率/%

对照组 - 0.33±0.03a - 

模型组 - 0.18±0.02b 53.00 

茶枝柑皮多糖 

0.30 0.21±0.03c 64.30 

0.60 0.25±0.02d 76.10 

1.25 0.30±0.03e 93.40 
2.50 0.32±0.04a 98.20 

2.7  茶枝柑皮多糖最佳浓度对细胞损伤模型

细胞形态的影响 

如图 5 所示，在倒置显微镜下观察，发现正常细

胞生长良好，细胞显示为细长的梭形，鼠标数量较多，

有交错现象发生。模型组细胞数据显著减少，细胞密

度也随着降低，细胞核发生皱缩。最佳浓度组细胞密

度增加，细胞显示为成片生长，并且分布相对均匀。 

 

 
图5 茶枝柑皮多糖最佳浓度干预细胞损伤模型细胞形态图 

Fig.5 Cell morphology of a cell injury model with optimal 

concentration of polysaccharides from tea branch citrus peel 

2.8  茶枝柑皮多糖体外抗氧化活性研究 

自由基是维持生物生命活动的重要中间代谢产

物，正常情况下，机体中的自由基是不断清除、产生

处于一种动态平衡，研究显示，自由基过多产生和过

多清除，均会导致氧自由基水平升高，对机体中重要

生物大分子产生影响，导致其发生不可逆转的氧化损

伤[16,17]。核酸、蛋白质以及多不饱和脂肪酸一旦发生

交联或断裂，细胞结构和功能会被破坏，对机体造成

损伤，加快机体衰老，严重的会诱发癌症，增加患心

血管疾病的风险[18]。分化的神经细胞 U251 与神经元

细胞损伤、冠状动脉粥样硬化等心血管疾病发病有关，

参与血管内皮细胞受自由基等氧化应激作用[19]。模型

组与正常组相比，MDA 水平升高；SOD、GSH-Px、
GSH水平降低，说明H2O2导致MDA活性升高，SOD、

GSH-Px、GSH 活性降低。随着茶枝柑皮多糖剂量浓

度不断增加，MDA 水平逐渐降低；SOD、GSH-Px、
GSH 水平逐渐增加，其中 2.50 mg/mL 浓度 MDA 水
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平最低，SOD、GSH-Px、GSH 水平高，说明浓度为

2.50 mg/mL 茶枝柑皮多糖对细胞损伤模型干预的效

果最明显，抗氧化作用最强，呈浓度依赖。与张小英
[20]研究结果保持一致。

表3 不同浓度茶枝柑皮多糖抗氧化活性相关指标比较 

Table 3 Comparison of antioxidant activities of polysaccharides from tea branch and citrus peel at different concentrations ( sx ± ) 

组别 剂量/( mg/mL) SOD/(U/mg) GSH-Px/(U/mg) GSH/(mg/g) MDA/(nmol/mg) 

对照组 - 117.05±0.17a 320.64±0.89a 140.45±0.32a 4.85±0.13a 

模型组 - 95.80±0.98b 270.48±1.05b 56.19±0.25b 16.09±0.59b 

茶枝柑皮多糖 

0.30 100.17±0.70d 278.85±0.96b 79.96±0.87c 13.75±0.94c 

0.60 108.85±0.68e 282.82±1.02b 90.22±0.75d 11.63±0.83d 

1.25 110.27±0.75e 290.06±1.03c 101.22±0.57e 10.05±0.82d 
2.50 113.35±0.81ae 295.33±1.04c 110.02±0.83f 8.15±0.61e 

3  结论 

3.1  H2O2会导致人神经细胞 U251 损伤越严重，在建

立人神经细胞 U251 损伤模型中具有重要作用。 
3.2  茶枝柑皮多糖对细胞损伤起到一定的保护作用，

与茶枝柑皮多糖浓度有关，2.50 mg/mL 茶枝柑皮多糖

浓度能促进损伤细胞恢复，为临床应用提供数据支持。 
3.3  茶枝柑皮多糖通过增强 SOD、GSH-Px、GSH 活

性，从而抑制氧化应激对神经细胞带来的损伤，起到

抗氧化作用。 
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