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褐藻多糖硫酸酯对脂多糖诱导大鼠肾小球系膜细胞 NO 产生

量的影响 
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摘要: 慢性肾衰的进程中伴随着肾脏炎症的发生, 研究表明褐藻多糖硫酸酯具有抗炎作用, 且对于慢

性肾衰的早期治疗具有一定的作用。本文通过脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)诱导, 建立大鼠肾小球系

膜细胞的炎症模型, 用来源于海带的高分子质量褐藻多糖硫酸酯 F1 和低分子质量褐藻多糖硫酸酯 F2

对细胞进行处理, 24 h 后 MTT 法检测各组细胞活力, Griess 法检测 24 h 及 48 h 后细胞培养液中 NO 的

含量。结果表明, 各组间细胞活力无明显差异; 脂多糖可以诱导大鼠肾小球系膜细胞 NO 产量增加, F1

和 F2 均可在一定程度上抑制脂多糖诱导的 NO 产量的增加, 从而减轻细胞炎症反应。剂量为 25 μg/mL

的 F1 和 F2 处理细胞 48 h 后, 与模型组相比, F1 和 F2 组细胞培养液中 NO 含量分别下降 22.52%和

38.65%, 低分子质量褐藻多糖硫酸酯抗炎效果明显高于高分子质量褐藻多糖硫酸酯。 
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褐藻多糖硫酸酯是来源于褐藻细胞壁的一种主

要由硫酸化的岩藻糖组成的结构复杂多变的杂多

糖。褐藻多糖硫酸酯具有多种生物活性, 主要有抗病

毒、抗肿瘤、抗凝血和抗血栓、抗炎症和增强机体

免疫功能等 , 且随着他们的化学组分不尽相同 , 其

生物活性也有很大差异[1]。研究发现[2], 褐藻多糖硫

酸酯在动物肾脏损伤模型中具有很好的肾脏保护作

用, 可缓解慢性肾衰, 且已在临床得到了应用。褐藻

多糖硫酸酯在慢性肾衰中对肾脏的保护作用表现在

可降低尿蛋白、血清肌酐和尿素氮水平, 改善肾脏功

能[3]。对于褐藻多糖硫酸酯抗肾衰的机制已有一些研

究, 褐藻多糖硫酸酯对肾脏的保护作用与其抗氧化

能力相关 [3], 褐藻多糖硫酸酯可抑制阿霉素肾病肾

硬化大鼠肾脏中 TGF-β1表达, 并减少细胞外基质中

Ⅳ型胶原蛋白和纤连蛋白的合成 [4], 褐藻多糖硫酸

酯可抑制肾小管上皮细胞间充质细胞转化[5]。但是褐

藻多糖硫酸酯抗肾衰的机制尚不明确, 有待进一步

的研究。 

NO是哺乳动物体内一种重要的信号分子, 与机

体的炎症反应密切相关。LPS 是革兰氏阴性细菌细

胞壁中的一种成分 , 对宿主是有毒性的 , 是一种细

菌内毒素。LPS 可诱导人肾小球系膜细胞的炎症反

应, 包括 NO 含量的增加[6]。研究证明, 分子质量对

多糖活性有重要影响, 本研究制备了两种不同分子

质量褐藻多糖硫酸酯, 选取大鼠肾小球系膜细胞作

为实验材料, 以 LPS 诱导炎症反应作为模型, 探讨

不同分子质量褐藻多糖硫酸酯是否能够抑制 LPS 诱

导的细胞培养液中 NO 含量的增加, 从而抑制细胞

的炎症反应。通过实验结果探究褐藻多糖硫酸酯抗

炎效果与其分子质量之间的关系 , 从而对不同分

子质量的褐藻多糖硫酸酯抗肾衰效果的研究奠定

基础。  

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验细胞 

大鼠肾小球系膜细胞(HBZY-1)购于中国典型培

养物保藏中心(China Center for Type Culture Colle-
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ction, CCTCC)。 

1.1.2  实验药物 

从海带(Laminaria japonica)中提取褐藻多糖硫

酸酯[7], 标记为 F1。由 F1降解得到低分子质量褐藻

多糖硫酸酯[8], 标记为 F2。 

1.1.3  实验试剂 

DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)高

糖(4500 mg/L Glucose)培养基(Hyclone 公司); 胎牛

血清(Fetal Bovine Serum, FBS, Hyclone公司); 脂多

糖(Lipopolysaccharide, LPS, 美国 Sigma公司); 胰蛋

白酶(含 EDTA, Solarbio 公司); MTT(美国 Sigma 公

司); 一氧化氮检测试剂盒(碧云天生物技术研究所)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  褐藻多糖硫酸酯化学组成的测定 

褐藻多糖硫酸酯分子质量用高效凝胶色谱法以

葡聚糖作为分子质量标准进行测定。岩藻糖含量用

半胱氨酸盐酸盐法(Gibbons 法)以岩藻糖为标准进行

测定[9]。硫酸根含量用明胶氯化钡法以硫酸钾为标准

进行测定[10]。糖醛酸含量用咔唑比色法以葡萄糖醛

酸为标准进行测定[11]。单糖含量组成用 PMP柱前衍

生-HPLC法进行测定[12]。 

1.2.2  大鼠肾小球系膜细胞 HBZY-1的培养 

大鼠肾小球系膜细胞 HBZY-1 的培养条件为 : 

90%DMEM高糖培养基, 10%胎牛血清, 青链霉素混

合液(青霉素的工作浓度为 100 U/mL, 链霉素的工作

浓度为 0.1 g/L), 37℃, 5%CO2培养箱中培养。传代时

间为 2 d, 消化液为含 0.25%EDTA的胰蛋白酶溶液。 

1.2.3  MTT法测定细胞活力 

待细胞生长至对数期时 , 消化收集细胞 , 调整

细胞悬液的浓度, 使细胞浓度为 5×104个/mL。铺 96

孔板, 每孔加入 100 µL细胞悬液, 细胞数目为 5×103

个/孔。过夜培养至细胞贴壁, 换 0.5%FBS的 DMEM

培养基, 培养 24 h, 使细胞处于 G0 期。换 10%FBS

的 DMEM 完全培养基, 正常组和模型组不加任何药

物, 药物组加入药物 F1或 F2使其终浓度为 12.5、25、

50、100 mg/L, 处理 1 h后, 模型组和药物组加入 LPS

使其终浓度为 0.5 mg/L, 继续培养 24 h。每孔加入

20 µL 5g/L MTT(避光), 培养 4 h。吸去培养液, 每孔

加入 150µL DMSO, 低速摇床振荡 10 min, 酶标仪

490 nm测各孔吸光值。 

1.2.4  细胞培养液中 NO含量的测定 

待细胞生长至对数期时 , 消化收集细胞 , 调整

细胞悬液的浓度, 使细胞浓度为 3×104个/mL。铺 24

孔板, 每孔加入 1 mL 细胞悬液, 细胞数目为 3×104

个/孔。过夜培养至细胞贴壁, 换 0.5%FBS的 DMEM

培养基, 培养 24 h。换 10%FBS的 DMEM完全培养

基 , 正常组和模型组不加任何药物 , 药物组加入药

物 F1或 F2使其终浓度为 12.5、25、50、100 mg/L, 处

理 1 h 后, 模型组和药物组加入 LPS 使其终浓度为

0.5 mg/L。培养 24 h, 取培养液 200 μL, 继续培养 24 h, 

取培养液 200 μL, Griess法测培养液中 NO含量。 

用完全培养基稀释标准品 NaNO2, 使标准品的

浓度依次为 0、1、2、5、10、20、40、60、100 μmol/L。

按 50 μL/孔, 在 96孔板中加入样品(设 3个平行)及标

准品, 在各孔中加入室温 Griess Reagent I 和 Griess 

Reagent II 各 50 μL。10 min后, 540 nm测定吸光度。 

1.2.5  统计学方法 

所有数据均采用(x±s)表示, 采用 SPSS13.0 进行

成组间方差分析, P<0.05为差异有统计学意义。 

2  实验结果 

2.1  褐藻多糖硫酸酯化学组成测定结果 

来源于海带的褐藻多糖硫酸酯及其低分子质量

产物(F1 和 F2)的化学组成测定结果见表 1。结果表

明, F1 的分子质量为 87 305 Da, F2 的分子质量为

6 500 Da, F1分子质量明显高于 F2。F1和 F2的主要

化学成分均为岩藻糖和硫酸根, 另外均含有较多的

半乳糖。F2与 F1相比, F2岩藻糖和硫酸根含量略低

于 F1, 且 F2含有较多的半乳糖。 

2.2  MTT 法测定细胞活力 

MTT 法测定各组细胞活力结果如图 1(以 F2 为

例)所示。结果表明, 各组间细胞活力无显著性差异。 

 
表 1  来源于海带的褐藻多糖硫酸酯(F1 和 F2)的化学组成 
Tab. 1  Chemical composition of fucoidan (F1 and F2) from Laminaria japonica 

中性单糖组成(%, W/W) 
样品 

分子质量

(Da) 

岩藻糖

(%) 

糖醛酸

(%) 

硫酸根

(%) Fuc Gal Man Glc Rha Xyl 

F1 87305 29.12 1.93 33.01 62.08 24.33 6.06 1.93 3.80 1.80 

F2 6500 28.71 3.65 30.14 51.53 32.71 2.13 9.01 3.07 1.54 
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图 1  MTT法测定各组细胞活力(以 F2为例) 

Fig.1  The cell viability of each group detected by MTT 
method (taking F2 as the example) 

 
因此 , 在此基础上测定其他指标是可行的 , 可排除

因各组间细胞活力差异导致的其他指标的变化。 

2.3  细胞培养液中 NO 含量的测定 

细胞培养液中 NO含量测定结果见图 2及图 3。

由图 2 可知, F1 可以抑制 LPS 引起的大鼠肾小球系

膜细胞 NO产生量的增加, 24 h时, 25、50、100 mg/L

三个药物组与模型组相比 NO 含量有显著性差异, 

48 h时, 12.5、25、50、100 mg/L四个药物组与模型

组相比 NO含量均有显著性差异。由图 3可知, F2可

以抑制 LPS 引起的大鼠肾小球系膜细胞 NO 产生量

的增加, 24 h时, 50、100 mg/L两个药物组与模型组 

 

图 2  F1对LPS诱导HBZY-1 NO产生量的影响(24 h和 48 h) 

Fig.2  The effect of F2 on NO production by HBZY-1 cells 
induced by LPS (24 h and 48 h) 

#.与正常组相比 P<0.05; *.与模型组相比 P<0.05; **.与模型组相

比 P<0.01 

#.compared with the normal group P<0.05;*.compared with the 
model group P<0.05;**.compared with the model group P<0.01 

 

图 3  F2对LPS诱导HBZY-1 NO产生量的影响(24 h和 48 h) 

Fig.3  The effect of F2 on NO production by HBZY-1 cells 
induced by LPS (24 h and 48 h) 

##.正常组相比 P<0.01; *.与模型组相比 P<0.05; **.与模型组相比

P<0.01 
##.compared with the normal group P<0.01;*.compared with the 
model group P<0.05;**.compared with the model group P<0.01 

 
相比 NO含量有显著性差异, 48 h时, 12.5、25、50、

100 mg/L 四个药物组与模型组相比 NO 含量均有显

著性差异。 

为了比较 F1和 F2抑制 LPS诱导大鼠肾小球系

膜细胞 NO 产生的效果大小, 选取作用时间为 48h, 

药物浓度为 25 mg/L 的组别与对应的模型组进行比

较, 结果如表 2所示。由表 2可知, F1和 F2的作用

剂量为 25 mg/L 时, 与模型组相比, 细胞培养液中

NO 含量下降比例分别为 22.52%和 38.65%, 药物抗

炎效果为 F2>F1。 

 
表 2  F1 和 F2 抑制 LPS 诱导大鼠肾小球系膜细胞 NO 产

生的效果比较 
Tab. 2  Comparison of inhibitory effect of F1 and F2 on 

NO production induced by LPS 

NO含量
模型组 

(μmol/L) 

25 mg/L组

(μmol/L) 

NO含量降

低比例(%)

F1 35.96±1.61 27.86±0.79** 22.52 

F2 46.05±4.84 28.25±6.58** 38.65 

注: **表示与模型组相比 P<0.01 

 

3  讨论 

褐藻多糖硫酸酯具有抗炎和抗肾衰的活性, 且

其抗肾衰活性已在临床的得到了应用。虽然对于褐

藻多糖硫酸酯肾脏保护作用的机制有一定的研究 , 

但是其肾脏保护机制尚不明确。在慢性肾衰的进程

中伴随着炎症反应的发生, 研究褐藻多糖硫酸酯抗
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炎作用对于褐藻多糖硫酸酯抗肾衰效果及机制的研

究具有一定的意义。肾小球系膜细胞是肾脏中三种

固有细胞之一, 对于肾脏炎症、慢性肾衰的进程中起

到重要的作用。本文研究结果表明, LPS可引起大鼠

肾小球系膜细胞 NO产量的增加, F1和 F2均可在一

定程度上抑制细胞的 NO 的产生, 从而降低细胞的

炎症反应。 

由 F1和 F2化学组成及其抑制 LPS 诱导的大鼠

肾小球系膜细胞 NO 产生的效果可知, F2 抗炎作用

(NO 含量降低比例为 38.65%)显著高于 F1(22.52%), 

且 F2 分子质量(6 500 Da)明显低于 F1(87 305 Da), 

由此可推断分子量较低时抗炎效果更好, 可能是由

于分子量较低时更易被细胞吸收, 从而更易起到抗

炎的作用。在以后的研究工作中, 可通过研究不同化

学组成的褐藻多糖硫酸酯的抗肾衰效果, 通过对褐

藻多糖硫酸酯抗肾衰效果与抗炎效果进行比较, 从

而确定褐藻多糖硫酸酯抗肾衰是否与其具有抗炎作

用有一定的关系。 

NO是以精氨酸作为底物在 NO合酶的作用下生

成的, 在部分炎症反应中, 会有 NO合酶含量的升高

从而导致 NO生成量的增加。因此, 褐藻多糖硫酸酯

可能通过某种方式影响 NO 合酶的含量或活性, 从

而对 NO 的产生过程产生一定的影响。为了探究褐

藻多糖硫酸酯影响 NO 产生的原因和途径, 在接下

来的研究工作中, 可通过研究 NO 合成酶含量的变

化来探究褐藻多糖硫酸酯对于 NO 含量产生影响的

途径。 
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Abstract: The process of chronic renal failure is accompanied by renal inflammation. Fucoidan has anti-inflamm-

atory activity, and therefore has potential effect for early treatment of chronic renal failure. In this paper, A infl-

ammation model of rat glomerular mesangial cells was induced by lipopolysaccharide (LPS), then the cells were 

treated with high molecular fucoidan F1 and low molecular fucoidan F2 obtained from Laminaria japonica. After 

24 h, the cell viability was detected by MTT method. After 24h and 48h, the content of NO in cell culture medium 

was detected by Griess method. The results show that, there was no difference in the cell viability among different 

groups. LPS could induce NO production by rat glomerular mesangial cells, and F1 and F2 could inhibit the NO 

production induced by LPS, thereby reducing the inflammatory response. The NO content in culture medium 

decreased 22.52% and 38.65%, respectively after treatment with 25 mg/L F1 and F2 for 48 h as compared with the 

control group. The anti-inflammatory effect of F2 is stronger than that of F1, suggesting the anti-inflammatory 

effect of low molecular fucoidan is higher than that of high molecular fucoidan. 
 

                                                                       (本文编辑: 康亦兼) 


