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褐藻胶的酶法降解及其产物的体外免疫活性
章 倩，戚慧敏，卞 斌，马俊美，赖晨欢，黄曹兴，凌 喆，勇 强*
（南京林业大学 江苏省林业资源高效加工利用协同创新中心，江苏 南京 210037）

摘  要：本研究以褐藻胶为底物，探究其在褐藻胶酶法降解过程中的分子质量变化以及酶法降解制备褐藻胶低聚

糖的工艺参数，并在此基础上，评价了不同分子质量褐藻胶酶解产物的体外免疫活性。结果表明，褐藻胶经褐藻

胶裂解酶降解后分子质量显著下降，通过乙醇分级分离可获得3 种不同分子质量的降解产物，其重均分子质量分别

为13.4、5.73 kDa和3.85 kDa。单因素试验优化获得酶法制备褐藻胶低聚糖的最适工艺参数为pH 7.0、褐藻胶裂解酶

用量15 U/g（底物质量计）、酶解时间24 h，此时，褐藻胶低聚糖得率为28.05%。利用小鼠巨噬细胞模型对褐藻胶

及其3 种分子质量降解产物的体外免疫活性进行评价，发现褐藻胶及其酶解产物均具有一定的免疫增强活性，且重

均分子质量为5.73 kDa的酶解组分免疫增强活性最好，优于褐藻胶低聚糖。同时，通过添加巨噬细胞受体蛋白Toll

样受体4（Toll-like receptor 4，TLR4）的阻断剂（TAK-242），验证了褐藻胶酶解产物通过诱导巨噬细胞TLR4的分

泌，引起级联反应，增加NO、肿瘤坏死因子-α和白细胞介素6的分泌，从而调节巨噬细胞免疫活性。研究结果可为

褐藻胶高值化利用提供理论依据。
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Abstract: In this study, changes in the molecular mass of alginate were investigated during its enzymatic degradation and 

the processing parameters for the enzymatic preparation of alginate oligosaccharides were explored. Furthermore, the in 
vitro immunological activity of degraded products with different molecular mass was evaluated. The results showed that 

the molecular mass of alginate decreased significantly after degradation by alginate lyase, and three degradation products 

with different molecular mass were obtained through gradient ethanol fractionation. Their weight-average molecular 

masses were 13.4, 5.73 and 3.85 kDa, respectively. Using single factor experiments, the optimal processing parameters 

were determined as pH 7.0, alginate lyase dosage 15 U/g substrate, and hydrolysis time 24 h, giving a yield of 28.05%. All 

alginate and its degraded products had immunoenhancing activity in mouse macrophages, and among them, the effect of 

the product with a weight-average molecular mass of 5.73 kDa was most pronounced and more pronounced than that of 

alginate oligosaccharides. By adding TAK-242, a blocker of macrophage Toll-like receptor 4 (TLR4), it was verified that the 

degraded products of alginate regulated macrophage immune activity by inducing the secretion of TLR4 and consequently 

causing cascade reactions to increase the secretion of NO, TNF-α and IL-6. These results can provide a theoretical basis for 

the high-value utilization of alginate.
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褐藻胶低聚糖（alginate oligosaccharides，AOS）是

由α-L-古罗糖醛酸与β-D-甘露糖醛酸通过β-1,4糖苷键连

接而成的聚合度为2～20的嵌段化合物[1]。AOS由于具有

安全无毒、分子质量小和水溶性好等优点[2]，越来越受

到人们的关注。AOS的制备方法主要有氧化降解法、酸

降解法和褐藻胶裂解酶降解法等，其中酶法降解因条件

温和、产物聚合度可控性较强和褐藻胶降解效率高等优

点，逐渐成为制备AOS的主要方法[3]。目前，酶法制备

AOS是利用褐藻胶裂解酶的β-(1,4)-消除反应对褐藻胶进

行降解[4]，并在非还原端产生不饱和双键 [5]；同时，不

饱和褐藻胶降解产物在非酶作用下继续转化为4-脱氧-L-

赤-5-己酮糖糖醛酸[6]。由于褐藻胶裂解酶对褐藻胶主链

的降解作用是随机的，因而同时产生分子质量不等的褐

藻胶降解产物，但酶法降解过程中不同分子质量降解产

物的得率变化目前鲜有文献报道。

AOS具有丰富的生理活性，如免疫调节、抗肿瘤[7]

和抗氧化[8]等，将海藻多糖转化为高活性的海藻低聚糖是

海藻资源精深加工的重要研究方向之一。有研究表明，

AOS的生理活性与其制备方式、β-D-甘露糖醛酸与α-L-古

罗糖醛酸比例[9]等相关，且AOS分子质量可能是影响其

活性的重要因素。AOS被证实可通过促进RAW264.7巨噬

细胞中诱导型一氧化氮合酶的表达从而诱导NO的生成，

并促进多种免疫细胞因子的分泌，进而提高宿主免疫水 

平[10]。研究证明AOS分子构象和分子质量可能是影响其

诱导细胞因子活性的重要因素，然而，关于不同分子质

量褐藻胶降解产物的免疫活性鲜见系统研究[11]。

本研究采用商品褐藻胶裂解酶对褐藻胶进行降解，

利用乙醇沉淀法对其不同分子质量的酶解产物进行分级

分离，并通过单因素试验优化酶法制备AOS的工艺参

数。同时，分析酶解过程中不同分子质量降解产物得率

的变化情况。最后，在巨噬细胞体外模型上进行不同分

子质量酶降解产物的免疫活性评价，以期为酶法降解褐

藻胶的工艺研究以及褐藻胶降解产物的应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

商 品 褐 藻 胶 、 商 品 褐 藻 胶 裂 解 酶 （ 酶 活 力

10 000 units/g） 上海麦克林生化科技有限公司。

小鼠巨噬细胞R A W 2 6 4 . 7  中国科学院上海

生物科学研究所；DMEM培养基、胎牛血清、磷酸

盐缓冲液、胰酶  美国Hyclone公司；细菌脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）、链霉素、青霉素、二

甲基亚砜 美国Sigma-Aldrich公司；细胞计数试剂盒

（CCK-8）、一氧化氮检测试剂盒 上海碧云天生物

公司；小鼠白介素6（interleukin 6，IL-6）、肿瘤坏死

因子-α（tumor necrosis factor，TNF-α）酶联免疫吸附测

定（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒  

浙江联科生物公司；小鼠Toll样受体4（Toll-like receptor 4， 

TLR4）ELISA试剂盒 江苏酶标生物科技有限公司；

TAK-242 美国MedChemExpress LLC公司；乙酸铵、

氢氧化钠、盐酸、四硼酸钠、咔唑等其他常规试剂（均

为分析纯） 国药集团化学试剂有限公司。

DMEM完全培养基：向基础培养基中添加胎牛血

清（10%，V/V）、链霉素（100 units/mL）和青霉素

（100 units/mL），配成完全培养基；DMEM基础培养

基：将褐藻胶酶解产物固体粉末溶解于DMEM基础培养基

中，配制成40 g/L的母液，并利用0.22 μm孔径的无菌滤膜

过滤除菌，保存于无菌离心管。并在开始实验前用完全培

养基将40 mg/mL的母液稀释至所需质量浓度。

1.2 仪器与设备

ICS 5000高效液相离子交换色谱  美国Dionex 

公司；1100凝胶渗透色谱 美国沃特世公司；UV-1800

紫外分光光度计  德国Agilent公司；多功能酶标仪 

美国BioTek公司。

1.3 方法

1.3.1 褐藻胶酶解

于100 mL酶解瓶中，采用0.05 mol/L醋酸铵缓冲液

配制50 mL 10 g/L褐藻胶分散液，并加入适量固体的褐藻

胶裂解酶粉末后，置于45 ℃、150 r/min摇床中酶解。分

别研究pH值（5.0、6.0、7.0、8.0和9.0）、酶用量（10、

15、20、25 U/g和30 U/g（以底物质量计））和酶解时间

（3、6、12、24 h和48 h）对AOS得率的影响。

1.3.2 褐藻胶酶解产物的分级分离

对褐藻胶酶解液采用分级醇沉法进行处理，其操

作如下：将无水乙醇添加至商品褐藻胶酶解液中直至

其终体积分数为50%，均匀混合后静置10 000 r/min离心

5 min，得到的沉淀标记为SA50组分；向上清液中继续

添加无水乙醇直至其终体积分数为75%，均匀混合后静

置离心，得到的沉淀标记为SA75组分。AOS仍溶解于上

清液中，采用真空蒸发除去乙醇，冷冻干燥后称质量，

得到AOS组分。将上述所得的褐藻胶酶解产物（SA50、

SA75和AOS）用去离子水复溶，并进行透析处理（截留
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分子质量为200 Da），每4 h更换新鲜的去离子水。透析

后所得样品溶液于冷冻干燥后密封保存。

1.3.3 细胞培养与传代 

细胞复苏：将冻存有细胞的冻存管置于37 ℃下轻轻

摇晃使其迅速融化，于无菌环境将细胞悬液转移至15 mL

离心管中，加入10 mL DMEM基础培养基使其混匀后于

1 000 r/min离心5 min，去除上清液，并于离心管中加入

2 mL DMEM完全培养基将细胞沉淀复悬，最终将其转移

至含有8 mL完全培养基的细胞培养皿中，于饱和湿度、

5% CO2、37 ℃的培养箱中静置培养。第2天更换新配制

的完全培养基继续培养。

细胞传代：当细胞生长约占培养皿底面积80%时进

行传代培养。首先去除旧培养液，用磷酸盐缓冲液冲洗

细胞表面2 次；然后加入1 mL的胰酶消化液，并摇晃使

其完全浸润贴壁细胞，在培养箱中消化1 min；随后加入

5 mL新配制的DMEM基础培养基终止消化，并轻轻吹打

培养皿底部的贴壁细胞，使其混匀成细胞悬液。将其转移

至离心管中1 000 r/min离心5 min，弃去上清液，并轻轻拍

打离心沉淀后加入3 mL新鲜的DMEM完全培养基，并使其

形成细胞悬液，然后取1 mL至含有9 mL新鲜的DMEM完

全培养基的细胞培养皿中，置于培养箱中培养。

1.3.4 褐藻胶酶解产物处理后RAW264.7细胞增殖能力

测定 

采用CCK-8试剂盒测定 [12]。首先通过血球计数器

计算细胞液的细胞密度，并调节细胞液的细胞密度为

1×105 个/mL，并以100 μL/孔添加到96 孔板中，培养

24 h后吸去细胞液，并加入100 μL用新鲜培养基配成不

同质量浓度（25、50、100、200、400、800 μg/mL）待

测样品继续培养24 h，同时设置1 μg/mL LPS作为阳性

对照，以完全培养基培养的细胞为阴性对照。最后，吸

取培养基后在每个孔中添加100 μL稀释10 倍的CCK-8试

剂，并在37 ℃和5% CO2环境下孵育1 h。用酶标仪检测

在450 nm波长处的吸光度（A），用以定量细胞存活的程

度。细胞活力按式（1）计算：

/% 100
A A

A A  （1）

1.3.5 褐藻胶酶解产物处理后RAW264.7细胞NO分泌量

测定

根据Griess反应中亚硝酸盐的含量[13]，研究褐藻胶

酶解产物对RAW264.7细胞分泌NO的影响。首先，将

100 μL对数生长期的RAW264.7细胞（1×105 个/mL）接

种至96 孔板并培养24 h。移去培养液后加入含有不同质

量浓度（25～800 μg/mL）样品的新鲜培养基100 μL，

同时设置1 μg/mL的LPS作为阳性对照，以完全培养基培

养的细胞为阴性对照。继续培养24 h后，取培养上清液

50 μL至新96 孔板，并于避光条件下加入100 μL Griess混

合溶液（Griess I试剂与Griess II试剂体积比1∶1混合），

反应15 min后用酶标仪测定540 nm波长处的吸光度。NO

标准曲线：先用DMEM培养基配制浓度为0、3.125、

6.25、12.5、25、50、100 μmol/L的NaNO2标准品溶液，

按上述操作测定吸光度并绘制标准曲线，根据标准曲线

方程计算细胞上清液中NO浓度。 

1.3.6 褐藻胶酶解产物处理后RAW264.7细胞细胞因子

分泌量测定 
使用ELISA试剂盒研究褐藻胶酶解产物对RAW264.7

细胞分泌TNF-α、IL-6和TLR4含量的影响。首先，将

100 μL对数生长期的RAW264.7细胞（1×105 个/mL）

接种至96 孔板培养24 h。吸去细胞液后加入含有不同

质量浓度（200、400、800 μg/mL）样品的新鲜培养基

100 μL，以1 μg/mL的LPS和完全培养基培养的细胞作

为阳性对照和阴性对照。培养箱培养24 h后，培养液离

心收集上清液，按照ELISA试剂盒说明书测定细胞因子

TNF-α、IL-6和TLR4的含量。 

1.3.7 TAK-242处理后RAW264.7细胞活力测定 

将 1 0 0  μ L 对 数 生 长 期 的 R A W 2 6 4 . 7 细 胞 

（1×105 个/mL）接种至96 孔板，培养24 h。除去培养液

后，加入100 μL含有不同浓度TAK-242（0.5～64 μmol/L） 

的新鲜基础培养基。并用无TAK-242的基础培养基作

为对照。培养4 h后使用CCK-8试剂盒分析细胞存活率

以确定不同浓度TAK-242对细胞的毒性，所有实验均为 

3 个平行。

1.3.8 TAK-242处理后褐藻胶酶解产物刺激RAW264.7

细胞分泌NO和细胞因子水平测定 

将100 μL对数生长期的RAW264.7细胞（1×105 个/mL） 

接种至96 孔板，培养24 h。除去培养基后，将添加和

不添加TAK-242（8 μmol/L）的新鲜完全培养基添加

至孔板中，培养4 h；再用褐藻胶酶解产物不同组分 

（800 μg/mL）和阳性对照LPS（1 μg/mL）培养24 h。根

据1.3.5节和1.3.6节方法测定NO、TNF-α、IL-6和TLR4的

含量。

1.3.9 理化指标分析

1.3.9.1 单糖的定量分析 

β-D-甘露糖醛酸与α-L-古罗糖醛酸采用 DINOX ICS-

5 0 0 0型高效液相阴离子交换色谱分析，外标法测

定。色谱条件：Carbo Pac PA10色谱柱（孔径×长＝ 

2 mm×250 mm），进样量10 μL，以100 mmol/L氢氧化

钠（A）和500 mmol/L醋酸钠（B）为流动相进行梯度洗

脱，柱温为30 ℃，流速为0.3 mL/min，脉冲安培检测器

检测[14]。

1.3.9.2 褐藻胶酶解产物的定量分析 
在褐藻胶酶解产物分级分离的基础上，将上述所得

的褐藻胶酶解产物（SA50、SA75和AOS）配成5 g/L溶
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液，利用咔唑-硫酸法 [15]测定其中糖醛酸含量。在冰浴

条件下先后向具塞试管中加入0.5 mL样品溶液和2.5 mL

四硼酸钠-硫酸溶液，充分混匀后，煮沸15 min。冰浴

冷却后，加入100 μL咔唑煮沸15 min。反应结束后，用

紫外分光光度计检测530 nm波长处的吸光度。标准曲线

绘制：准确配制不同质量浓度（0、0.02、0.04、0.06、

0.08 g/L和0.10 g/L）的标准甘露糖醛酸和古罗糖醛酸溶

液0.5 mL，冰浴条件下按上述操作测量吸光度，以醛酸

质量浓度（g/L）为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲

线。并根据1.3.9.1节方法测定样品中单糖含量。褐藻胶降解

产物得率和单糖得率（游离的糖醛酸）按式（2）计算：

/% 100
ρa ρb

ρg
 （2）

式中：ρa为褐藻胶酶解产物的糖醛酸质量浓度/（g/L）； 

ρb为褐藻胶酶解产物的单糖质量浓度/（g/L）；ρg为商品

SA中的糖醛酸质量浓度/（g/L）。

1.3.9.3 重均分子质量和聚合度分析

采用高效凝胶渗透色谱法检测并分析3 个褐藻胶酶

解产物组分的平均分子质量。其操作条件如下：Agilent 

1200型色谱仪（配有示差检测器）；Ultrahydrogel 120和

Ultrahydrogel 250串联；柱温55 ℃；流动相NaNO3；进样

量10 μL；流速0.6 mL/min。采用Chemstation色谱工作站

和GPC软件计算分子质量；在此基础上，采用数均分子

质量除以褐藻胶单糖组成的摩尔质量，用于计算其平均

聚合度。

1.4 数据分析

使用SPSS（2008）统计软件（适用于Windows 16.0 

版本）通过方差分析（ A N O V A ）分析数据。使

用T u k e y多范围检验区分各组之间的差异显著性。 

P＜0.05，数据具有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 褐藻胶酶解产物的分子质量分析

为分析经裂解酶处理后褐藻胶降解产物的分子质量

变化情况，以10 g/L褐藻胶为底物，45 ℃、pH 7.0、酶用

量10 U/g条件下反应24 h，并采用乙醇分级分离方法对酶

解液进行处理，获得3 个褐藻胶降解产物组分（SA50、

SA75和AOS）。商品褐藻胶和3 种褐藻胶酶解产物组分

的凝胶排阻色谱图、重均分子质量和平均聚合度如图1所

示。褐藻胶原料以及3 种褐藻胶酶解产物组分的信号峰

都呈现典型的正态分布，说明褐藻胶和分级醇沉得到的

3 种组分的分子质量相对均一且纯度较高。根据各个组分

的出峰时间可推断，3 种组分的相对分子质量均远小于

商品褐藻胶。其中，褐藻胶的重均分子质量为292 kDa，

与文献[16]报道相似（219～343 kDa）。SA50、SA75

和AOS 3 种组分重均分子质量分别为13.4、5.73 kDa和

3.85 kDa；且乙醇体积分数越高，其所分离的组分分子质

量越低，这和同为酸性多糖的聚半乳糖醛酸酶解产物的分

级醇沉规律相同[17]。此外，根据各组分的数均分子质量折

算其平均聚合度可知，酶解处理前褐藻胶的平均聚合度为

1 032，经酶解处理后，其平均聚合度显著降低至16～54。

其中，AOS组分的平均聚合度为16，属于低聚糖。
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图 1 褐藻胶及其酶解产物的凝胶排阻色谱图和平均聚合度

Fig. 1 Gel exclusion chromatograms and average polymerization 

degrees of alginate and its enzymatic digestion products

2.2 AOS的酶法制备工艺优化

以10 g/L褐藻胶为底物，于45 ℃、酶用量10 U/g条件

下经褐藻胶裂解酶酶解24 h，pH值对AOS得率的影响如

图2a所示。结果表明，褐藻胶酶解产物中同时存在3 种

不同分子质量的褐藻胶不完全降解产物（SA50、SA75和

AOS）。当pH值从5.0增加至7.0，AOS组分得率从3.20%

增加到最高29.13%；而进一步酶解pH值至9.0时，AOS得

率降低到0.72%。在pH 7.0的条件下，AOS得率最高可达

到29.13%；此时，SA50和SA75得率分别可达38.30%和

28.45%。酶解pH值对褐藻胶不完全降解产物各组分得率

有显著影响，这可能与褐藻胶不溶于酸性溶液以及褐藻

胶裂解酶的酸碱度耐受性有极大的关系[18]。因此，褐藻

胶酶法制备AOS的适宜酶解pH值为7.0。 

图2b结果表明，当酶用量从10 U/g增加到30 U/g时，

SA50和AOS组分的得率逐渐降低，而SA75组分的得率

逐步增高。在酶用量为15 U/g时，酶解所得SA50、SA75

和AOS组分的得率分别为26.94%、35.08%和30.32%，此

时酶解产物的聚合度低于10 U/g酶用量时酶解产物的聚

合度。值得探究的是随着酶用量的增加，AOS得率从最

高30.32%逐步下降至15.58%，总糖得率从96.70%降低至

84.48%，这可能是因为褐藻胶裂解酶处理后会产生不饱

和单糖，并且随着酶用量和酶解程度的增加，酶解产物
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中不饱和单糖含量不断增加。这一现象和Tang Shou等[19] 

的研究结果一致：6 U/mL重组褐藻胶裂解酶处理褐藻

胶，其不饱和单糖的转化率高达37.6%。因此，褐藻胶酶

法制备AOS的适宜酶用量为15 U/g。

如图2c所示，在酶解过程中，SA50组分的得率随着

降解时间的延长而逐步降低；SA75和AOS组分的得率

随着降解时间的延长而逐渐升高。降解时间为24 h时，

SA50、SA75和AOS组分得率分别为27.47%、35.93%和

28.05%。3 个酶解组分的变化可以说明随着降解时间的

延长，AOS的聚合度逐步降低。并且酶解时间24 h相对于

48 h可以减少工艺耗时、提高生产效率。因此，褐藻胶酶

法制备AOS的适宜酶解时间为24 h。综上所述，以10 g/L

褐藻胶为底物、45 ℃、pH 7.0、酶用量15 U/g和反应时间

24 h是生物酶解法制备AOS的最适条件，此时AOS得率最

高为28.05%。黄菊等[20]利用褐藻胶裂解酶酶解褐藻胶制

备“褐藻低聚糖”，产率可高达75%，但是其所得到的

“褐藻低聚糖”分子质量高达6～8 kDa，并不是聚合度

为2～20的AOS。
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图 2 酶解参数对AOS制备的影响

Fig. 2 Effect of enzymatic hydrolysis parameters on the preparation of 

alginate oligosaccharides

2.3 褐藻胶酶解产物对巨噬细胞免疫功能的影响

2.3.1 褐藻胶酶解产物对RAW264.7细胞增殖的影响

巨噬细胞可以通过多种信号通路达到免疫调节的目

的[21]，因此，采用巨噬细胞评估褐藻胶酶解产物的体外

免疫调节能力；而LPS是公认的巨噬细胞促分裂原，通常

用于刺激巨噬细胞释放一氧化氮和细胞因子[22]，用作阳

性对照。如图3所示，褐藻胶及其酶解产物均可以促进小

鼠巨噬细胞RAW264.7的增殖，且呈现质量浓度依赖性，

当样品质量浓度为100～800 μg/mL时，经褐藻胶及其酶

解产物培养的细胞存活率显著高于对照组（P＜0.05），

表明它们是生物安全的，可应用于生物体内。
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图 3 褐藻胶酶解产物对RAW264.7细胞活力的影响

Fig. 3 Effect of enzymatically hydrolyzed alginate on the viability of 

RAW264.7 cells

2.3.2 褐藻胶酶解产物对RAW264.7细胞释放NO的影响

NO被认为是由巨噬细胞产生的重要分子，其参

与调节生理或病理过程，包括宿主对抗病原体和血管

舒张 [23]。如图4所示，褐藻胶及其酶解产物均可促进

RAW264.7细胞的NO产生（P＜0.05），并具有质量浓度

依赖性。
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图 4 褐藻胶酶解产物对RAW264.7细胞中NO产率的影响 

Fig. 4 Effect of enzymatically hydrolyzed alginate on the production of 

NO in RAW264.7 cells

2.3.3 褐藻胶酶解产物对RAW264.7细胞分泌细胞因子的

影响

TLR4是糖类诱导免疫调节中刺激巨噬细胞和糖类识

别的主要受体[24]。并且该受体的级联激活可以引发免疫

细胞内信号分子的级联催化反应，从而可以同时促进包

括TNF-α、IL-6等细胞因子的分泌[25]。这些细胞因子可直
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接参与胞间相互作用，从而调节机体免疫反应、抑制肿

瘤生长。Mami等[26]研究酶解褐藻胶获得的不同聚合度褐

藻寡糖对巨噬细胞分泌IL-1α和IL-1β、IL-6的影响，同样

发现了AOS可以促进细胞因子的分泌，且AOS聚合度与

其细胞因子分泌量未见明显相关性。然而，目前鲜有文

献对比AOS和其他不同分子质量范围褐藻胶降解产物的

体外免疫活性差异。本研究系统对比了褐藻胶和3 种分

子质量褐藻胶酶解产物对RAW264.7细胞分泌细胞因子的

影响，结果如图5所示。与对照组相比，褐藻胶酶解产物

显著促进了TLR4、TNF-α和IL-6的分泌（P＜0.001），

并具有质量浓度依赖性。SA75组分的免疫调节活性最

为显著，TNF-α和IL-6的分泌量可分别达到16 895.77、

69 613.89 pg/mL，甚至高于LPS，这可能是因为随着酶

解程度的提高，酶解产物中不饱和单糖含量不断增加，

AOS组分中的不饱和单糖较多，导致其免疫活性降低。
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图 5 褐藻胶酶解产物对RAW264.7细胞中TNF-α（a）、IL-6（b） 

和TLR4（c）分泌的影响

Fig. 5 Effect of enzymatically hydrolyzed alginate on the secretion of 

TNF-α (a), IL-6 (b) and TLR4 (c) in RAW264.7 cells 

2.3.4 TAK-242对褐藻胶酶解产物体外免疫调节活性的

影响

为了验证褐藻胶酶解产物的免疫刺激通路，本研究

引入了TLR4的阻断剂TAK-242以探究TAK-242对褐藻

胶酶解产物免疫调节活性的影响。TAK-242是直接选择

性和受体TLR4结合并干扰TLR4和衔接分子之间的相互

作用[27]的小分子特异性抑制剂。在研究TLR4和褐藻胶

酶解产物介导的免疫调节活性之间的相关性前，先通过

CCK-8确定TAK-242对RAW264.7细胞的毒性作用。如 

图6a所示，随着TAK-242浓度的增加，细胞存活率逐渐

降低。具体而言，4 μmol/L TAK-242对RAW264.7细胞的

存活无影响，而超过该浓度后，TAK-242对细胞的毒性

作用逐渐显现。因此，选择4 μmol/L的TAK-242培养细胞

4 h以测试其是否影响褐藻胶酶解产物诱导NO的产生。 

图6b与理论预期一致，与未添加抑制物组相比，引入

TAK-242显著降低了NO的产生（P＜0.05）。在所有使用

TAK-242的组中，AOS组分诱导的NO生成量从11.38 mol/L 

降低至4.82 mol/L。这一结果与TAK-242作用于与其他多

糖如桑黄多糖和马尾松花粉多糖培养的巨噬细胞的结果

一致[28-29]。这些结果也表明TLR4信号通路与褐藻胶酶解

产物诱导NO分泌的过程有关，同时表明其他受体也可能

与褐藻胶酶解产物的免疫调节活性有关。
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图 6 不同浓度TAK-242对细胞存活率的影响（a）和褐藻胶酶解产物

对有无TAK-242孵育RAW264.7细胞中NO产生的影响（b） 

Fig. 6 Effect of different concentrations of TAK-242 on cell viability (a) and 

effects of enzymatically hydrolyzed alginate on NO production in 

RAW264.7 cells incubated with or without TAK-242 (b) 

TAK-242对褐藻胶酶解产物免疫调节活性的影响如

图7所示，特异性抑制剂的加入严重影响了TNF-α和IL-6

的分泌。与NO的减少量相比，TAK-242的添加将SA75组

分的IL-6分泌量从51 794.74 pg/mL降低到284.21 pg/mL。

当用TAK-242和LPS培养细胞时，获得了相似的结果。

同时TLR4的降低表明褐藻胶酶解产物通过诱导巨噬细胞

TLR4的分泌引起级联反应，可以促进NO、TNF-α和IL-6

的分泌，从而调节巨噬细胞免疫活性；但是显著性不

高，说明还有其他的免疫刺激通路。
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图 7 褐藻胶酶解产物对有无TAK-242条件下培养的RAW264.7细胞中

TNF-α（a）、IL-6（b）和 TLR4（c）分泌的影响 

Fig. 7 Effect of enzymatically hydrolyzed alginate on the secretion of 

TNF-α (a), IL-6 (b) and TLR4 (c) in RAW264.7 cells  

cultivated with or without TAK-242

3 结 论

通过对褐藻胶酶法降解工艺进行优化，并通过巨噬

细胞体外模型系统评价了不同分子质量范围的褐藻胶酶

解产物组分免疫活性差异，得到以下结论：1）褐藻胶

在底物质量浓度10 g/L、45 ℃、pH 7.0和酶用量15 U/g

最优条件下经褐藻胶裂解酶酶解24 h，此时通过乙醇分

级分离获得了3 种不同分子质量范围的降解产物SA50、

SA75和AOS，其重均分子质量分别为13.4、5.73 kDa和

3.85 kDa；得率分别为27.47%、35.93%和28.05%。2）不

同分子质量范围褐藻胶酶解产物的体外免疫增强效果不

同，本研究中SA75组分（分子质量为5.73 kDa）促进细

胞因子分泌的能力高于其他酶解组分。3）通过TLR4阻

断剂TAK-242的引入，证实了褐藻胶酶解产物通过诱导

TLR4的分泌，促进NO和其他细胞因子的分泌。 
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