
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2027, Vol.43, No.6 

1 

 

豨莶草多糖通过调控 P62-Keap1-Nrf2 信号通路 

缓解氧化应激的作用机制研究 
 

李咏华
1
，曾利杰

1
，吴锦云

1
，孟君

1
，黄燕燕

2*
，李梦娜

2* 

（1.广州白云山医药集团股份有限公司白云山何济公制药厂，广东广州 510410） 

（2.佛山大学食品科学与工程学院，广东省食品智能制造重点实验室，广东佛山 528225） 

摘要：天然多糖作为绿色生物大分子，在调节机体免疫、缓解氧化损伤及维护组织稳态方面展现出独特潜力。为探讨豨莶草多

糖（Siegesbeckia orientalis L. polysaccharide，SIE-Ⅲ）的体外抗氧化活性及其作用机制。通过化学抗氧化法测定 SIE-Ⅲ对 DPPH·、

ABTS⁺·、·OH 和 O2⁻·自由基的清除能力，利用 H2O2诱导 RAW264.7 细胞建立氧化应激模型，评价 SIE-Ⅲ的细胞保护作用及对氧化应

激因子、活性氧水平、Nrf2 核转位及 Nrf2/Keap1/P62 信号通路相关蛋白和基因表达的影响。结果表明，SIE-Ⅲ在化学体系中具有一

定浓度依赖性的自由基清除能力，对 O2⁻·、ABTS+、DPPH·和·OH 半数抑制浓度（IC50）别为 3.16、2.18、3.15 和 3.97 mg·mL-1，但弱于

阳性对照 Vc；在细胞模型中，SIE-Ⅲ无细胞毒性，可显著提高 H2O2 诱导的细胞存活率至 93.63%，同时，可降低活性氧水平，提升

SOD、CAT、GSH-Px 活性和 GSH 含量，减少 MDA 生成（P＜0.05）。机制研究表明，SIE-Ⅲ可显著上调 P62、Nrf2、HO-1、NQO1、

SOD1 和CAT 的 mRNA及蛋白表达，下调 Keap1表达并促进Nrf2 核转位（P＜0.05）。综上，SIE-III的抗氧化作用可能与 P62-Keap1-Nrf2

信号通路激活有关，为开发天然抗氧化剂提供了理论依据。 
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Abstract: Natural polysaccharides, as green biomacromolecules, possess unique potential in modulating immune function, mitigating 

oxidative damage and maintaining tissue homeostasis. The present study was conducted to explore the in vitro antioxidant activity and 

underlying mechanism of Siegesbeckia orientalis L. polysaccharide III (SIE-Ⅲ). The scavenging abilities of SIE-Ⅲ against DPPH radicals, 

ABTS cation radicals, hydroxyl radicals (·OH) and superoxide anion radicals (O2⁻·) were measured by chemical antioxidant assays. An 

oxidative stress model was constructed using H2O2-challenged RAW264.7 cells. The cytoprotective effects of SIE-Ⅲ were assessed in this cell 

model, and its impacts on oxidative stress-related factors, intracellular reactive oxygen species (ROS) levels, nuclear translocation of Nrf2, as 

well as the gene and protein expression associated with the Nrf2/Keap1/P62 signaling pathway were also investigated. It was shown that radical 

scavenging effects of SIE-Ⅲ in chemical systems were presented in a concentration-dependent manner. The IC50 values of SIE-Ⅲ for 

scavenging O2⁻·, ABTS⁺·, DPPH· and ·OH were 3.16, 2.18, 3.15 and 3.97 mg·mL-1, respectively, which were higher than those of the positive 
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control vitamin C (Vc). No cytotoxicity was detected for SIE-Ⅲ in the cellular experiment. The survival rate of H2O2-damaged cells was 

significantly elevated to 93.63% after SIE-Ⅲ intervention. Meanwhile, intracellular ROS levels were reduced obviously. The activities of 

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px), together with glutathione (GSH) content were increased, 

whereas the generation of malondialdehyde (MDA) was suppressed (P<0.05). Mechanistic studies demonstrated that the mRNA and protein 

expression of P62, Nrf2, HO-1, NQO1, SOD1 and CAT were markedly upregulated by SIE-Ⅲ. The expression of Keap1 was downregulated, 

and the nuclear translocation of Nrf2 was facilitated simultaneously (P<0.05).In summary, the antioxidant effect of SIE-Ⅲ may be associated 

with the activation of the P62-Keap1-Nrf2 signaling pathway, and a theoretical basis is provided for the development of natural antioxidants. 

Key words: Siegesbeckia orientalis L. Polysaccharide; in vitro antioxidant activity; oxidative stress; P62-Keap1-Nrf2 signaling axis 

 

氧化应激是指机体因自由基过度积累与抗氧化防御系统失衡所引发的病理生理状态，其本质是促氧化-抗氧化

稳态的破坏[1]。在正常生理状态下，活性氧（Reactive oxygen species，ROS）主要由线粒体电子呼吸链及多种氧化

酶适量生成，并参与细胞信号传导与免疫调节[2]。然而，在内源性（如炎症反应、线粒体功能障碍）和外源性（如

紫外线辐射、环境污染、不良饮食）因素协同作用下，ROS 的过度积累会引发链式反应，大量自由基攻击蛋白质、

脂质和 DNA 等生物大分子，导致细胞结构与功能损伤，进而推动多种慢性疾病的发生与发展[3,4]。大量研究证实，

过量的自由基会引发血管内皮功能障碍，从而导致缺血性心脏病[5]；同样，氧化应激亦可通过直接损伤胰岛 β 细

胞、抑制胰岛素分泌，并干扰胰岛素信号通路（如 IRS-1/Akt 轴），加剧胰岛素抵抗，在 2 型糖尿病的发生与恶化

中发挥核心驱动作用[6]。因此，为了应对氧化应激所带来的健康挑战，开发高效安全的抗氧化物质具有重要意义。 

长期以来，丁基羟基茴香醚（Butylated Hydroxyanisole，BHA）、二丁基羟基甲苯（Butylated Hydroxytoluene，

BHT）等合成抗氧化剂已被广泛使用，但潜在的安全性问题促使研究者目光转向于来源更加安全的天然产物[7]。

在此背景下，植物多糖因其来源广泛、安全性高及良好的生物活性，已成为天然抗氧化剂研究的热点[8]。其抗氧

化机制主要依赖于分子中的活性基团作为氢供体，通过氢原子转移途径直接淬灭自由基（如·OH、DPPH·、

ABTS⁺·等），从而有效阻断脂质过氧化链式反应，然而这一过程与多糖分子链结构密切相关[9]。尤其在结构复杂的

多糖中，构效关系尤为明显。果胶多糖含有同型半乳糖醛酸聚糖（Homogalacturonan，HG）、鼠李糖半乳糖醛酸

聚糖-I（Rhamnogalacturonan-I，RG-I）和鼠李糖半乳糖醛酸聚糖-II（Rhamnogalacturonan-II，RG-II）等结构域，

具有抗氧化、免疫调节等多种生物活性[10-12]。其中，RG-I 结构域在多糖的抗氧化活性中起着关键作用。Lu 等[13]

从莲雾中提取的 RG-I 富集果胶多糖含有较高比例的半乳糖（Gal）、阿拉伯糖（Ara）和半乳糖醛酸（GalA），并

表现出体外抗氧化及免疫调节活性。Qiao 等[14]研究指出，蓝莓果胶多糖中高度分支的 RG-I 侧链可通过提供丰富

的活性位点，显著增强其自由基清除能力。此外，Ma 等[15]研究证实，RG-I 结构域及其高度分支的中性糖侧链是

西瓜皮果胶发挥抗氧化活性的核心结构单元，进一步从结构层面揭示了 RG-I 域在抗氧化过程中的核心作用。 

豨莶草（Siegesbeckia orientalis L.）为菊科豨莶属多年生草本植物，作为祛风湿、强筋骨的传统药材，近年来

其抗炎作用受到广泛关注。Guo 等[16]研究发现，其 50%乙醇提取物在 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞炎症模型

中，可显著抑制前列腺素 E2（PGE2）的分泌，并下调诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、环氧化酶-2（COX-2）及多

种炎症因子的基因表达。机制研究表明，该作用与调控 IRAK1/4-TRAF3/6 信号轴，进而抑制 AP-1、NF-κB及 IRF3

等关键转录因子的核转位有关。郑春雨等[17]的体内研究进一步证实，豨莶草水提取物可通过抑制 JNK/p-JNK 信号

通路的磷酸化，下调转录因子 c-Jun/AP-1 的活性，从而减少肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-1β（IL-1β）

等促炎因子的生成。然而现有研究多集中于小分子萜类[18]与黄酮类[19]成分，对其多糖组分的研究仍属空白。 

基于RG-I结构域在多糖抗氧化活性中的重要作用，本研究以课题组前期从豨莶草中分离纯化获得的一种RG-I

型酸性果胶多糖 SIE-III 为研究对象[20]。目前，尽管多种含有 RG-I 结构域的多糖已被证实具有良好的抗氧化活性，

但关于豨莶草多糖（Siegesbeckia orientalis L. Polysaccharide，SIE-III）抗氧化作用的研究尚未见报道。为此，本章

通过 H2O2诱导 RAW264.7 细胞氧化损伤模型及体外化学法，系统评价 SIE-III 的体外抗氧化活性，并探讨其作为

天然抗氧化剂的应用潜力，以期为豨莶草多糖的开发利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 
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豨莶草（Siegesbeckia orientalis L.）由广州白云山医药集团股份有限公司白云山何济公制药厂提供。CCK-8

试剂盒，购自 Meilunbio 公司；谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）试剂盒、髓过氧化物酶（MPO）试剂盒、还原型

谷胱甘肽（GSH）测试盒、超氧化物歧化酶（SOD）测试盒、过氧化氢酶（CAT）试剂盒、自由基清除能力试剂

盒，购自上海酶联免疫生物科技有限公司；活性氧试剂盒、山羊血清，购自碧云天生物科技有限公司；DAPI 染

料，购自 Merck KGaA 公司。 

HT165R 台式高速冷冻离心机，湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；q9225 荧光定量 PCR 仪，北京酷搏科技

有限公司；NanoDrop2000 超微量分光光度计，Thermo 公司；B75442 流式细胞仪，Beckman 公司；CO2恒温培养

箱，Panasonic 公司；JS-1070P 化学发光仪，上海培清科技有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  SIE-Ⅲ化学抗氧化活性测定 

通过 DPPH·、ABTS⁺、·OH 和 O2⁻·自由基清除能力试剂盒测定 SIE-Ⅲ（1~5 mg‧mL
-1）的化学抗氧化活性，并

以相同浓度的 Vc 作为阳性对照。 

1.2.2  SIE-Ⅲ的细胞毒性及其在 H2O2诱导下抗增殖测定 

取对数生长期的RAW264.7细胞，重悬并调整细胞质量浓度后，以每孔 5 000个细胞的密度接种于 96孔板中，

培养 24 h 以确保细胞完全贴壁。随后进行分组干预：对照组、H2O2（500 μmol·L
-1）组、不同浓度 SIE-Ⅲ       

（50~400 μg·mL
-1）单独处理组、H2O2（500 μmol·L-1）与不同浓度 SIE-Ⅲ（50~400 μg·mL

-1）共处理组，以及 H2O2

（500 μmol·L
-1）与 Vc（100 μg·mL

-1）阳性对照组[21,22]。所有组别均干预 24 h。干预结束后，弃去原培养基，每

孔加入含 10%（φ）CCK-8 试剂的新鲜培养基 100 μL。于培养箱中继续孵育 2 小时后，使用酶标仪测定 450 nm 波

长处的吸光度值。 

1.2.3  氧化应激因子测定 

使用试剂盒检测细胞上清中 SOD、CAT、GSH-Px、GSH 及 MDA 的浓度。 

1.2.4  细胞内 ROS 含量的测定 

收集六孔板中的细胞，以 PBS 洗涤后，使用 0.25%（m/V）胰酶消化，待细胞形态变圆并有部分悬浮时，加

入完全培养基终止消化。吹打制备单细胞悬液，转移至流式管中，1 500 r·min
-1离心 5 min，弃上清。使用无血清

培养基将 ROS 荧光探针 DCFH-DA（激发波长/发射波长为 488 nm/525 nm）按 1:1000 比例稀释至终质量浓度     

10 μmol·L
-1，重悬细胞并于 37 ℃避光孵育 20 min。离心后以无血清培养基洗涤细胞三次，以充分去除未进入细胞

的探针。最后用 200 μL PBS 重悬细胞，在流式细胞仪上选用 FITC 通道，先以空白管校准仪器，随后检测各实验

组荧光强度（MFI），以反映细胞内 ROS 水平。 

1.2.5  Nrf2 核转位 

细胞经柠檬酸缓冲液（pH 值 6.0）微波热修复抗原后，经 PBS 漂洗并进行透膜处理。随后，以 10%（φ）山

羊血清封闭非特异性位点。滴加兔源 Nrf2 一抗（ABC1onal，A2547，按 1:200 稀释），4 ℃湿盒内孵育过夜。次日

经 PBS 充分洗涤，滴加二抗 HRP 标记山羊抗兔，避光室温孵育 50 min。洗涤后，滴加现配的酪胺盐荧光素（TSA）

反应液于含 0.003%（φ）H2O2的 PBST 中，室温避光反应 20 min。复以 DAPI 染细胞核 10 min，经 PBS 漂洗后以

抗荧光淬灭封片剂封片，于荧光显微镜下观察并采集图像，红色荧光（CY3）表示 Nrf2 蛋白，蓝色（DAPI）表

示细胞核，二者共定位信号（紫红色）反映 Nrf2 核内转位程度[23]。 

1.2.6  Nrf2 核转位、Keap1、p62 相关蛋白表达水平测定 

取含蛋白酶抑制剂的裂解液提取蛋白，BCA 法测定蛋白质量浓度后，取 40 μg 蛋白经 5×上样缓冲液变性，用

SDS-PAGE 电泳分离。蛋白电转至经甲醇活化的 PVDF 膜。转膜完成后，以 5%（φ）脱脂牛奶室温封闭 1 h，加

入一抗 4 ℃孵育过夜。所用一抗包括：Nrf2（ABC1onal，A2547，1:200）、Keap1（Affinity，AF5266，1:1 000）、

P62（华安生物，HA721171，1:2 000）、GAPDH（Proteintech，60004-1-Ig，1:10 000）及 Histone H3（Proteintech，

17168-1-AP，1:2 000）。TBST 洗涤后，加入二抗 HRP 标记山羊抗兔或 HRP 标记山羊抗鼠，室温孵育 30 min，以

GAPDH 作为胞浆蛋白内参，以 Histone H3 作为核蛋白内参。ECL 化学发光法显影，成像系统采集图像，IPWIN60

软件分析条带灰度值。 
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1.2.7  SOD1、CAT、Nrf2、HO-1、NQO1 的 mRNA 表达水平测定 

RAW 264.7 细胞经 1 mL Trizol 裂解后，加入 250 μL 三氯甲烷，离心分离；上清液经 0.8 倍体积异丙醇沉淀，

RNA 沉淀用 75%（φ）乙醇洗涤两次，最后以 RNase-free water 溶解，并于 55 ℃孵育 5 min。提取的 RNA 于-80 ℃

保存。反转录在 20 μL 体系中进行，程序为 37 ℃孵育 15 min、85 ℃保持 5 s。所得 cDNA 进行 qPCR 分析，反应

程序为 95 ℃预变性 30 s，随后 40 个循环的 95 ℃变性 15 s 和 60 ℃退火/延伸 30 s。以 GAPDH 为内参基因，采用

2
−△△CT法计算 mRNA 相对表达量。 

表1 引物序列 

Table 1 Primer sequences 

基因 Product length 序列（5' to 3'） 

GAPDH 133 
F-CCTCGTCCCGTAGACAAAATG 

R-TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT 

CAT 163 
F-AAGATTGCCTTCTCCGGGTG 

R-GACATCAGGTCTCTGCGAGG 

HO-1 110 
F-GCTAGCCTGGTGCAAGATAC 

R-AAGCTGAGAGTGAGGACCCA 

Nrf2 182 
F-CTGAACTCCTGGACGGGACTA 

R-CGGTGGGTCTCCGTAAATGG 

NQO1 83 
F-GGTAGCGGCTCCATGTACTC 

R-CGCAGGATGCCACTCTGAAT 

SOD1 184 
F-ATGGCGATGAAAGCGGTGTG 

R-CTGCACTGGTACAGCCTTGTG 

1.2.8  数据统计与分析 

数据采用 SPSS 27.0.1（SPSS Inc, Chicago, USA）进行统计分析（n=3，以平均值±标准差表示），组间采用单

因素方差分析（ANOVA）和 Tukey 检验（P<0.05）。GraphPad Prism 10.2.3（GraphPad Software, San Diego, USA）

绘图。 

2  结果与讨论 

2.1  SIE-Ⅲ的体外化学抗氧化活性评价及作用机制分析 

本研究系统评价了 SIE-Ⅲ的体外抗氧化活性及其作用机制。结果如图 1 所示，SIE-Ⅲ对 DPPH·、ABTS
+、·OH

和 O2⁻·自由基的清除作用均表现出浓度依赖性。为进一步比较 SIE-Ⅲ对不同自由基的清除能力，根据不同浓度下

自由基清除率计算 IC50值，其数值越低，说明样品清除该自由基的能力越强[24]。结果显示，SIE-Ⅲ对 ABTS
+的清

除能力最强（2.18 mg·mL
-1
）、其次为 DPPH·（3.15 mg·mL

-1
）和 O2⁻·（3.16 mg·mL

-1
），而对·OH 的的清除率相对

较低（3.97 mg·mL
-1
），说明 SIE-Ⅲ在不同自由基体系中的响应存在差异。杨龙宇等[25]在茶树鲜叶多糖研究中观察

到相似模式，纯化多糖组分 CSTP-1 和 CSTP-2 对 O2⁻·的清除能力均显著高于对·OH 的清除能力，提示该现象可能

与多糖自身结构及不同自由基反应体系特性有关。前期结构表征显示，SIE-Ⅲ呈无定形结构并具有三股螺旋构象，

可能有利于维持分子链的空间稳定性，并影响活性基团的暴露程度及其与自由基的接触效率[26]。这一抗氧化机制

可能归因于多糖分子中的羟基和糖醛酸基等官能团既可通过氢原子转移机制直接提供氢原子，也可通过电子转移

机制供给电子，从而将自由基还原为稳定分子[9,27]。值得注意的是，SIE-Ⅲ整体的化学抗氧化活性均显著低于阳性

对照Vc。刘冰等[28]研究黑果枸杞多糖时也发现，虽然各提取温度条件下的LRPs均表现出良好的自由基清除活性，

但 Vc 的清除率始终显著高于所有多糖组分。这可能是由于 Vc 属于小分子抗氧化剂，其电子供体能力和反应扩散

效率更高[29]。 
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图1 SIE-Ⅲ的体外化学抗氧化活性 

Fig.1 In vitro chemical antioxidant activity of SIE-Ⅲ 

注：（A）DPPH·自由基清除活性；（B）ABTS⁺·自由基清除活性；（C）·OH 自由基清除活性；（D）O2⁻·自由基清除活性。大写

字母表示不同处理组间的显著性差异（P<0.05），小写字母表示同处理组之间的显著性差异（P<0.05）。 

2.2  SIE-Ⅲ生物安全性及其对H2O2诱导细胞氧化损伤的保护作用 

如图 2A 所示，与 Control 组相比，不同浓度 SIE-Ⅲ对 RAW264.7 细胞存活率均无显著影响，表明 SIE-Ⅲ没有

细胞毒性作用，具有良好的生物安全性。图 2B 结果所示，H2O2 模型组细胞存活率较 Control 组显著下降，表明

H2O2成功诱导细胞氧化损伤模型，导致细胞大量死亡。经过 SIE-Ⅲ干预后，细胞存活率上升。其中在 100 μg·mL
-1

浓度下细胞存活率达 93.63%，接近阳性对照 Vc 组（96.34%）这一发现与 Sowa 等[30]的研究结果相类似，该研究

报道刺苞菊属提取物 H2O2诱导的细胞氧化损伤具有显著保护作用，细胞存活率恢复至 85%。表明 SIE-Ⅲ在 H2O2

诱导的氧化应激模型中可有效保护细胞，提高细胞的存活率。 

 

图2 SIE-Ⅲ对 RAW264.7细胞的细胞毒性及其对H2O2诱导下细胞存活率的影响 

Fig.2 Cytotoxicity of SIE-Ⅲ on RAW264.7 cells and its protective effect on cell viability under H2O2 induction 

注：（A）细胞毒性；（B）H2O2诱导下的细胞保护作用。不同大写字母表示组间具有显著性差异（P<0.05）。下图同。 
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2.3  SIE-Ⅲ通过激活内源性抗氧化系统缓解氧化应激 

基于化学抗氧化活性结果分析，本研究进一步从细胞层面揭示了 SIE-Ⅲ的抗氧化机制。如图 3 所示，H2O2

组细胞的抗氧化防御系统较 Control 组受到显著破坏，具体表现为 SOD、CAT 及 GSH-Px 活性均显著降低，并伴

随着 GSH 水平明显下降。这一系列抗氧化系统的失衡加剧了细胞内氧化应激水平，导致脂质过氧化终产物 MDA

含量显著上升，这表明细胞膜结构遭受了严重的氧化损伤[31]。经 SIE-Ⅲ干预后，100 μg·mL
-1浓度表现出最佳保护

效果，能同时提升 SOD、CAT 和 GSH-Px 的活性，并有效恢复细胞内 GSH 含量。这种多靶点的调控作用有助于

重建细胞的氧化还原稳态，从而抑制自由基链式反应，降低脂质过氧化程度，最终实现对细胞膜结构的有效保    

护[32]。 

 

图3 SIE-Ⅲ对 H2O2诱导的RAW264.7细胞氧化应激因子表达的影响  

Fig.3 Effects of SIE-Ⅲ on the expression of oxidative stress factors in H2O2-induced RAW264.7 cells 

注：（A）SOD;（B）CAT；（C）GSH-Px；（D）GSH；（E）MDA。 

2.4  SIE-Ⅲ对H2O2诱导的细胞内 ROS积累的抑制作用 

为进一步评估 SIE-Ⅲ的抗氧化活性，本研究通过流式细胞术检测了 H2O2诱导的 RAW264.7 巨噬细胞内 ROS

水平。如图 4、5 所示，与 Control 组相比，H2O2组的 ROS 水平显著上升，FITC-A 直方图上表现通道荧光峰明显

右移且分布宽泛，表明 H2O2成功诱导细胞氧化应激[33]。值得注意的是，经 100 μg·mL
-1

 SIE-Ⅲ干预后，ROS 水平

被显著抑制，荧光峰显著向左回调。这一结果表明，SIE-Ⅲ具有显著的 ROS 清除能力，其分子机制可能源于分子

中的活性基团可直接清除 ROS；同时通过激活 Nrf2 等信号通路，上调 SOD、CAT 等内源性抗氧化酶表达[34]。此

外，阳性对照 Vc 组也表现出显著抑制效果。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2027, Vol.43, No.6 

7 

 

图4 细胞内ROS平均荧光强度 

Fig.4 Average fluorescence intensity of ROS in cells 

 

图 5 SIE-Ⅲ 对 H2O2诱导的 RAW264.7 细胞内活性氧水平的影响 

Fig.5 Effect of SIE-Ⅲ on intracellular reactive oxygen species levels in H2O2-induced RAW264.7 cells 

注：（A）Control；（B）H2O2；（C）SIE-Ⅲ；（D）Vc（A）Control；（B）H2O2；（C）SIE-Ⅲ；（D）Vc。 

2.5  SIE-Ⅲ对H2O2诱导的 Nrf2核转位的抑制作用 

为阐明 SIE-Ⅲ在细胞氧化应激中的调控机制，本研究通过免疫荧光技术观察了 Nrf2 的亚细胞定位变化。结果

如图 6 所示，在 Control 组细胞中，Nrf2 主要分布于细胞质内，细胞核内荧光信号较弱，表明在生理状态下 Nrf2

与其抑制蛋白 Keap1 结合，处于非活化状态[35]。经 H2O2处理后，细胞呈现典型的氧化应激形态，Nrf2 荧光强度

明显增强，且在细胞核内出现可见的荧光信号积累，表明氧化应激可部分激活 Nrf2 的核转位过程，启动细胞内源

性抗氧化防御机制[36]。值得注意的是，SIE-Ⅲ干预显著增强了 Nrf2 在细胞核内的荧光强度，其紫红色共定位信号

明显高于 H2O2组，表明 SIE-III 能够有效促进 Nrf2 从细胞质向细胞核的转位过程。与此同时，阳性对照 Vc 组表

现出较 SIE-III 组更为显著的 Nrf2 核转位增强效应，表明其在该信号通路的激活中具有更强的调控效力。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2027, Vol.43, No.6 

8 

 

图6 Nrf2免疫荧光共定位染色图 

Fig.6 Nrf2 immunofluorescence co-localization staining 

2.6  SIE-III对 Nrf2/Keap1/P62信号通路的调控作用 

基于上述发现，本研究进一步从蛋白表达层面深入探讨了 SIE-III 对 Nrf2/Keap1 信号通路的调控机制（图 7）。

结果表明，在H2O2诱导的氧化应激条件下，Nrf2核蛋白表达显著升高，提示细胞启动了内源性抗氧化防御反应[37]。

SIE-III干预进一步增强了Nrf2的核内表达，尽管其促进效果略低于阳性对照Vc，但仍可有效促进Nrf2的核转位，

提示其具有明显的转录激活潜力。与此同时，Nrf2 总蛋白表达亦呈上升趋势，表明 SIE-III 可能同时通过增强 Nrf2

的表达及其核转位来发挥抗氧化功能。在蛋白表达层面，自噬相关蛋白 P62 的表达在 SIE-III 与 Vc 干预组中均显

著上调，表明自噬途径可能被激活。Mo 等[38]研究表明，P62 作为连接自噬与抗氧化信号的关键接头蛋白，可竞

争性结合 Keap1 减少其对 Nrf2 的抑制作用，从而促进 Nrf2 的释放与核转位。与此一致，Keap1 蛋白在 SIE-III 与

Vc 处理组中均显著下调，提示了 SIE-Ⅲ的抗氧化作用可能与 P62-Keap1-Nrf2 信号通路激活有关。上述蛋白表达

结果与前期研究中 SIE-III 提升 SOD、CAT 及 GSH-Px 酶活性、减少 ROS 积累相互印证，提示 SIE-III 可能通过激

活内源性抗氧化防御系统发挥细胞保护作用。 
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图7 SIE-Ⅲ通过Nrf2/Keap1/P62信号通路发挥抗氧化作用 

Fig.7 SIE-III exerts antioxidant effects through the Nrf2/Keap1/P62 signaling pathway 

注：（A）Nuclear Nrf2 蛋白表达；（B）Cytosolic Nrf2 蛋白表达；（C）P62 蛋白表达；（D）Keap 1 蛋白表达。 

2.7  SIE-Ⅲ通过激活 Nrf2通路拮抗氧化应激 

如图 8 所示，与 Control 组相比，H2O2可显著抑制 Nrf2、HO-1、NQO1、SOD1 和 CAT 的 mRNA 表达，表明

细胞此时处于氧化应激状态，从而导致细胞内源性抗氧化防御功能受损[39]。此结果与前期研究中 H2O2诱导的 SOD、

CAT 酶活性下降、GSH 下降及 ROS 上升等表现相一致。经过 SIE-Ⅲ干预后，Nrf2 被显著激活，进而启动下游一

系列抗氧化酶基因的转录，包括显著上调 HO-1、NQO1、SOD1 和 CAT 的 mRNA 水平。白明健等[40]采用弯颈霉

多糖（TSP）干预 H2O2诱导的 MIN6 细胞损伤，结果显示 TSP 能通过增加 Nrf2 表达量来提升细胞抗氧化能力，

减轻自由基对细胞的损伤，其作用机制与本研究结果相互印证。与此同时，SIE-III 为含 RG-I 结构域的果胶多糖，

其高度分支的中性糖侧链及相对较低的分子量（20.831 kDa），可能有利于与巨噬细胞表面模式识别受体相互作用

或促进细胞摄取，进而调控 Nrf2 介导的氧化还原信号转导[41,42]。结果表明，SIE-Ⅲ作为一种有效的 Nrf2 通路激活

剂，能够通过启动细胞自身的抗氧化防御系统，在多靶点上协同对抗 H2O2 诱导的氧化应激。进一步揭示其在治

疗氧化应激相关疾病方面的巨大潜力。 
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图8 SIE-Ⅲ对 RAW264.7细胞中抗氧化相关基因mRNA表达的影响 

Fig.8 Effects of SIE-Ⅲ on the mRNA expression of antioxidant-related genes in RAW264.7 cells 

注：（A）Nrf2;（B）HO-1;（C）NQO1;（D）SOD1 和（E）CAT。 

3  结论 

本研究系统从化学抗氧化活性、细胞保护作用及分子机制三个层面评价了豨莶草多糖 SIE-Ⅲ的抗氧化效应。

在化学体系中，SIE-Ⅲ表现出广谱的自由基清除能力，但其直接抗氧化活性弱于 Vc；而在细胞模型中，SIE-Ⅲ展

现出显著的生物学保护效应，提示其抗氧化机制并非主要依赖于直接清除作用，而是与细胞内源性抗氧化防御系

统的调节密切相关。机制研究进一步表明，SIE-Ⅲ可上调自噬接头蛋白 P62 表达并下调 Keap1 表达，促进 Nrf2 核

转位，进而激活下游包括 HO-1、NQO1、SOD1、CAT 在内的关键抗氧化基因转录表达。最终，协同增强了细胞

内抗氧化酶活性，恢复 GSH 水平，抑制 ROS 积累与脂质过氧化，从而系统重建细胞的氧化还原稳态。上述结果

提示，SIE-III 的抗氧化效应可能与其 RG-I 型结构特征密切相关。SIE-III 具有分支侧链、糖醛酸残基及三股螺旋

构象等结构特征，可能同时影响其化学清除效率及细胞内的生物利用度。综上，本研究以含 RG-I 结构域的豨莶

草多糖为对象，初步证实其具有体外自由基清除能力和 H2O2 诱导细胞氧化损伤保护作用，并提示其保护效应可

能与 P62-Keap1-Nrf2 信号通路激活有关，为同类 RG-I 型果胶多糖的抗氧化机制研究提供了参考。需要指出的是，

本研究主要基于体外化学抗氧化实验和H2O2诱导的RAW264.7细胞模型，SIE-Ⅲ在体内作用尚未在本研究中呈现，

其关键作用靶点及构效关系需进一步研究。基于SIE-Ⅲ来源天然、安全性较高及对细胞氧化损伤的良好保护作用，

未来可进一步探索其在功能食品、天然抗氧化剂及药食同源产品开发中的应用潜力。 
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