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基于 RAW264.7、Caco-2 细胞模型与小鼠模型探究海

带岩藻多糖对溃疡性结肠炎的保护作用 
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摘要：溃疡性结肠炎（Ulcerative Colitis，UC）常伴随炎症、氧化应激与肠屏障损伤，为探究海带岩藻多糖（Laminaria Japonica 

Fucoidan，LJF）对其的保护作用与潜在机制，研究通过建立三种体外细胞模型评估 LJF 抗 UC 活性。结果显示，LJF 较 CF 的糖醛酸、

岩藻糖含量与分子量更高，微观结构更加完整致密。在 12.5~200 μg·mL-1范围内，LJF 干预效果呈剂量依赖性增强。LJF 下调 RAW264.7

炎症细胞模型中炎症介质水平，上调抗炎细胞因子，其机制可能与抑制 TLR2/NF-κB/p38 MAPK 通路及炎症小体的表达相关。同时，

200 μg·mL-1 LJF 调节 Caco-2 氧化损伤细胞模型中氧化应激相关基因和紧密连接蛋白基因，使活性氧水平较模型组降低 68.98%、细胞

活力较模型组提高 67.70%。此外，相较模型组，200 μg·mL-1 LJF 可提高跨上皮电阻值，改善 Caco-2 单层细胞屏障损伤，使细胞活力

提高 19.94%。体内结果显示，口服 LJF 可减轻表观症状。在体内外指标上，LJF 显示出优于商业化岩藻多糖且与美沙拉嗪相当的作

用效果。结果表明，LJF 可通过抗炎、抗氧化及保护肠细胞屏障多重途径发挥抗 UC 活性，为 UC 的营养干预及相关功能食品开发提

供理论基础。 

关键词：海带岩藻多糖；溃疡性结肠炎；抗炎；氧化损伤；RAW264.7；Caco-2 

DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2027.6.0610 

Protective Effect of Laminaria Japonica Fucoidan against Ulcerative 

Colitis Based on RAW264.7, Caco-2 Cell Models and Mouse Model 

GUO Yatao, ZHANG Ziye
*
, LI Zhenxing, LIN Hong 

(College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266404, China) 

Abstract: Ulcerative colitis (UC) is frequently accompanied by inflammation, oxidative stress and intestinal barrier injury. To investigate 

the protective effects and underlying mechanisms of Laminaria japonica fucoidan (LJF) against UC, three in vitro cell models were constructed 

to evaluate the anti-UC activity of LJF. Results showed that, compared with commercial fucoidan (CF), LJF exhibited higher contents of uronic 

acid and fucose, a higher molecular weight, and a more intact and compact microstructure. Within the concentration range of 12.5~200 μg·mL-1, 

LJF exhibited a dose‑dependent increase in efficacy. In the RAW264.7 inflammatory cell model, the levels of inflammatory mediators were 

downregulated and anti‑inflammatory cytokines were upregulated by LJF, and the underlying mechanism may involve the inhibition of the 

TLR2/NF-κB/p38 MAPK pathway and the expression of the inflammasome. Furthermore, 200 μg·mL-1 LJF regulated the expression of 

oxidative stress-related genes and tight junction protein genes in oxidatively damaged Caco-2 cells, reducing intracellular reactive oxygen 

species by 68.98% and elevating cell viability by 67.70% compared with the model group. Additionally, compared with the model group, 

treatment with 200 μg·mL-1 LJF significantly increased transepithelial electrical resistance, ameliorated the impairment of the Caco-2 monolayer 

cell barrier, and enhanced cell viability by 19.94%. In vivo results demonstrated that oral administration of LJF alleviated macroscopic 

symptoms. In terms of in vitro and in vivo experiments, LJF demonstrated superior efficacy to commercial fucoidan and effects comparable to 

those of mesalazine. These findings indicate that the anti-UC activity of LJF is exerted through multiple pathways including anti-inflammation, 

antioxidation, and protection of the intestinal epithelial barrier, providing a theoretical basis for nutritional intervention for UC and the 

development of related functional foods. 
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海带作为中国养殖规模最大、产业化程度最高的经济藻类之一，资源储量丰富，兼具经济、食用与药用价值，

在食品工业、农业、医药健康等领域应用广泛[1]。岩藻多糖又称褐藻糖胶，是一类主要存在于海带、裙带菜等褐

藻中的天然硫酸化多糖。其主要由岩藻糖和少量木糖、葡萄糖及糖醛酸等单糖组成，并富含硫酸基团，属于褐藻

特有的功能性生物大分子[2]。近年来，大量研究表明，岩藻多糖具有良好的生物相容性和低毒性，并在抗炎、抗

氧化、免疫调节、抗肿瘤和肠道屏障保护等方面表现出多重生物活性，使其在肠道疾病预防与辅助缓解领域备受

关注[3]。 

溃疡性结肠炎（Ulcerative Colitis，UC）是炎症性肠病的主要类型之一，是一种慢性、复发性的肠道炎症性疾

病，近年来全球患病率和发病率持续上升[4]。尽管 UC 的确切病因尚不明确，但现有研究表明其发病机制与遗传、

环境、免疫失调、肠道屏障破坏等多因素的复杂交互作用相关[5]。UC 的核心病理特征包括肠黏膜免疫紊乱、肠上

皮屏障功能缺陷与慢性复发性炎症，这种恶性循环与炎症信号通路的激活、氧化应激的发生密切相关[6]。当前治

疗以控制炎症、缓解症状为主，常用药物包括氨基水杨酸类制剂（如美沙拉嗪 Mesalazine，MZ）、糖皮质激素      

等[7]。其中，MZ 作为缓解轻中度 UC 的常用药物，能够通过抑制促炎介质的产生和调节免疫反应发挥抗炎作用，

但长期使用可能会出现副作用或失效[8]。 

以往关于岩藻多糖与 UC 的大多数体外研究都集中在单一模型上，缺乏对炎症、氧化应激和肠道屏障功能交

互作用的系统阐明，且与商业化产品的效果对比鲜有报道。因此，本研究制备了海带岩藻多糖（Laminaria Japonica 

Fucoidan，LJF），同时设置商业化岩藻多糖（Commercial Fucoidan，CF）和 MZ 分别作为对照的样品和药品；通

过构建 RAW264.7 细胞炎症模型、Caco-2 细胞氧化损伤模型、Caco-2 单层细胞屏障损伤模型与 UC 小鼠模型，系

统探究 LJF 对 UC 的保护作用与潜在分子机制并比较 LJF 与 CF、MZ 的干预效果。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

海带原料采集于福建霞浦；美沙拉嗪、叔丁基过氧化氢（Tert-Butyl Hydroperoxide，TBHP），购自上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；对照所用市售海带岩藻多糖购自山东海洋生物加工企业，纯度＞90%；脂多糖

（Lipopolysaccharide，LPS），美国 Sigma 公司；葡聚糖硫酸钠（Dextran Sulfate Sodium，DSS），购自上海翌圣生

物科技有限公司；CCK-8、前列腺素 E2（Prostaglandin E2，PGE2）检测试剂盒，购自北京索莱宝科技有限公司；

肿瘤坏死因子-α（Tumor Necrosis Factor-alpha，TNF-α）、白细胞介素-6（Interleukin-6，IL-6）、白细胞介素-10

（Interleukin-10，IL-10）、环氧化酶-2（Cyclooxygenase-2，COX-2）检测试剂盒，购自武汉博士德生物工程有限

公司；乳酸脱氢酶（Lactate Dehydrogenase，LDH）检测试剂盒，购自普洛麦格生物技术有限公司；RNA 提取、

逆转录、qPCR 试剂盒，购自香港吐露港生物科技有限公司。6 周龄 C57BL/6 雄性小鼠（22±1 g）购自济南朋悦

实验动物繁育有限公司，生产许可证号为 SCXK（鲁）20220006，动物实验由中国海洋大学食品科学与工程学院

实验动物伦理委员会审批，伦理编号为 SPXY2025061011。 

1.2  仪器与设备 

SuperMax 3000F1 型全波长多功能酶标仪，上海闪谱生物科技有限公司；QuantStudioTM1 实时荧光定量 PCR

仪，中国生命科技控股私人有限公司；MILLICELL-ERS2 细胞电阻仪，美国默克公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  LJF 的制备 

岩藻多糖是根据先前描述的方法提取的，并进行了修改[9]。操作如下：海带经清洗烘干、研磨后，以石油醚

回流脱脂 24 h。脱脂海带粉按料液比 1:30（m/V）的比例与蒸馏水混合，85 ℃水浴中磁力搅拌提取 3 h，期间超声

处理 30 min。离心取上清，旋蒸浓缩后加入其 1/4 体积氯化钙溶液。离心取上清，加入无水乙醇至 80%（φ），4 ℃

静置过夜。沉淀经无水乙醇洗涤、晾干后复溶，加入无水乙醇，收集 30%~80%（φ）区间内析出的岩藻多糖组分，

经 Sevage 法脱蛋白并透析 48 h，冷冻干燥后得到纯化海带岩藻多糖（LJF）。 
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1.3.2  LJF 与 CF 的表征 

1.3.2.1  LJF 与 CF 的组分测定 

采用苯酚-硫酸法测定中性糖含量，采用咔唑-硫酸法测定糖醛酸含量，采用硫酸钡比浊法测定硫酸根含量，

采用考马斯亮蓝法测定蛋白含量[9]。 

1.3.2.2  傅里叶红外光谱分析 

将干燥的样品与 KBr 按照质量比 1:50 在玛瑙研钵中充分研磨，压片处理后，采用红外光谱仪在 4 000~400 cm
-1

波数范围内进行扫描[10]。 

1.3.2.3  扫描电子显微镜分析 

使用导电胶将样品固定并进行喷金处理。将喷金后的样品放置在电镜样品台上，调节加速电压 10 kV，对多

糖样品微观形貌特征进行扫描观察[11]。 

1.3.3  RAW264.7 与 Caco-2 细胞培养 

RAW264.7 与 Caco-2 细胞使用含 10%胎牛血清（φ）、1%双抗（青霉素与链霉素）（φ）的高糖 DMEM 培

养基，在 37 ℃、5% CO2（φ）的培养箱中进行培养。 

细胞接种时，96 孔板中每孔接种 5×10
4个细胞，6 孔板中每孔 1×10

6个细胞。贴壁 24 h 后分为 7 组，分

别为：阴性对照组（Negative Control Group，NC）、模型对照组（Model Control Group，MC）、低/中/高剂量

岩藻多糖组（Low/Medium/High-dose LJF Group，L/M/H-LJF）、高剂量市售岩藻多糖对照组（High-dose CF 

Group，H-CF）、高剂量美沙拉嗪对照组（High-dose MZ Group，H-MZ），每组根据后续实验进行不同处理。 

1.3.4  RAW264.7 细胞炎症模型 

1.3.4.1  LJF、CF 与 MZ 对 RAW264.7 细胞活力的影响 

在 96 孔板中每孔接种 5×10
4个细胞，贴壁 24 h 后，分别更换为含有 0、12.5、50、200、400 μg·mL

-1
 LJF、

CF、MZ 的完全培养基，处理 24 h。移除培养基，细胞用 PBS 润洗后，加入含 10% CCK-8（φ）的培养基孵育 2 h，

酶标仪检测 450 nm 处的吸光值，计算细胞活力。 

1.3.4.2  RAW264.7 细胞 NO 释放量测定 

参照 1.3.3 节方法在 96 孔板中接种 RAW264.7 细胞并分组。NC 组加入完全培养基；MC 组加入含有 1 μg·mL
-1

 

LPS 的完全培养基；L-LJF、M-LJF 与 H-LJF 组分别加入含有 1 μg·mL
-1

 LPS 和 LJF 的完全培养基，其中 LJF 质量

浓度分别为 12.5、50、200 μg·mL
-1；H-CF 组、H-MZ 组加入含有 1 μg·mL

-1
 LPS 和 200 μg·mL

-1的 CF 或 MZ 的完

全培养基。200 μg·mL
-1的 MZ 对细胞无毒性，符合既往细胞研究的质量浓度使用范围，存在药理研究意义[12]。处

理 24 h 后，采用 Griess 法测定各组上清在 540 nm 处吸光度，计算细胞 NO 释放量。 

1.3.4.3  Elisa 检测 

参照 1.3.3 节与 1.3.4.2 节方法在 6 孔板中接种分组并处理 24 h，按照 Elisa 试剂盒说明书测定 IL-10、IL-6、

TNF-α、PGE2与 COX-2 的含量。 

1.3.4.4  RAW264.7 细胞炎症相关基因相对表达量的测定 

参照 1.3.3 节与 1.3.4.2 节方法在 6 孔板中接种分组，处理适当时间后弃去培养基。PBS 清洗 3 次，按照

试剂盒说明书进行 RNA 提取、逆转录和 qPCR 反应。采用 2
-△△Ct法计算目的基因的相对表达量。引物序列见

表 1。 

表1 RT-qPCR引物序列 

Table 1 Primer sequences for RT-qPCR 

目的基因 上游引物（5’-3’） 下游引物（5’-3’） 

GAPDH CGACCCCTTCATTGACCTCAA ATGCAGGGATGATGTTCTGGG 

TLR2 CAAAGAGCCTGAAGTGGGAG CAGCTGGAGAACTCTGACCC 

TLR4 AACAGCCTGAGACACTTAGACC TGCTGAAAATCCAGGTGCTG 

NF-κB CCAAAGAAGGACACGACAGAATC GGCAGGCTATTGCTCATCACA 

p38 CGAGCGTTACCAGAACCTGT TCAGATCTGCCCCCATGAGA 

NLRP3 GTGTTGTCAGGATCTCGCAT CTGCAAGTTACACTGTGGGT 

Caspase-1 CATCTTTCTCCGAGGGTTGG TGTGGTCCCACATATTCCCT 
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1.3.5  Caco-2 细胞氧化损伤模型 

1.3.5.1  LJF、CF、MZ 与 TBHP 对 Caco-2 细胞活力的影响 

参照 1.3.4.1 节方法测定 LJF、CF 与 MZ 对 Caco-2 细胞活力的影响。在 96 孔板中每孔接种 5×10
4个 Caco-2

细胞，贴壁 24 h 后，更换为含有 0、50、100、200、400 μmol·L
-1

 TBHP 的无血清培养基，分别刺激 1、2、4 h。

根据 1.3.4.1 节方法测定 450 nm 处的吸光值，并计算细胞活力。 

1.3.5.2  LJF 对 TBHP 诱导的 Caco-2 细胞活力下降的影响 

参照 1.3.4.2 节方法，将 1 μg·mL
-1

 LPS 替换为 200 μmol·L
-1

 TBHP，采用无血清培养基刺激 4 h，根据 1.3.4.1

节方法测定 450 nm 处的吸光值，并计算细胞活力。 

1.3.5.3  Caco-2 ROS 变化的测定 

参照 1.3.5.2 节方法进行分组与处理。处理适当时间后弃去培养基，PBS 洗涤，加入 DCFH-DA 探针避光

孵育 30 min。PBS 洗涤 3 次，加 100 μL 0.2% Triton X-100（φ）裂解 20 min，酶标仪于激发波长 488 nm，发

射波长 525 nm，检测各孔荧光强度值，以相对荧光强度表示细胞内 ROS 水平。 

1.3.5.4  Caco-2 细胞相关基因相对表达量的测定 

参照 1.3.3 节与 1.3.5.2 节方法在 6 孔板中接种分组，处理适当时间后弃去培养基。参照 1.3.4.4 节方法进

行总 RNA 提取、逆转录和 qPCR，并计算目的基因的相对表达量。引物序列见表 2。 

表2 RT-qPCR引物序列 

Table 2 Primer sequences for RT-qPCR 

目的基因 上游引物（5’-3’） 下游引物（5’-3’） 

GAPDH GCGCCCAATACGACCAAATC GACAGTCAGCCGCATCTTCT 

Claudin-1 GAAGTGCTTGGAAGACGATG GAGCCTGACCAAATTCGTAC 

Occludin CTTCCAATGGCAAAGTGAATG TACCACCGCTGCTGTAACGAG 

ZO-1 CGAAGGAGTTGAGCAGGAAA GGTAATATGGTGAAGTTAGAG 

Nrf2 CTGGTCATCGGAAAACCCCA TCTGCAATTCTGAGCAGCCA 

NF-κB1 TTTTCGACTACGCGGTGACA GTTACCCAAGCGGTCCAGAA 

ERK1 GGCCCGAAACTACCTACAGTC GAAGATGAGCTCCTTCAGCCG 

1.3.6  Caco-2 单层细胞屏障损伤模型 

1.3.6.1  DSS 对 Caco-2 细胞活力的影响 

在 96 孔板中每孔接种 5×10
4个 Caco-2 细胞，贴壁培养 24 h 后，更换为含 0 wt.%~10 wt.% DSS 的无血清

培养基，处理 24 h。根据 1.3.4.1 节方法测定 450 nm 处的吸光值，并计算细胞活力。 

1.3.6.2  LJF 对 DSS 诱导的 Caco-2 细胞活力下降的影响 

参照 1.3.4.2 节方法，将 1 μg·mL
-1

 LPS 替换为 4 wt.% DSS，采用无血清培养基培养 24 h，根据 1.3.4.1 节

方法测定 450 nm 处的吸光值，并计算细胞活力。 

1.3.6.3  Caco-2 细胞 COX-2、PGE2、LDH 含量检测 

参照 1.3.3 节方法在 6 孔板中接种 Caco-2 细胞并分组，参照 1.3.6.2 节方法对细胞进行处理，并按照试剂

盒的说明书测定 PGE2、COX-2 与 LDH。 

1.3.6.4  Caco-2 细胞单层细胞屏障的建立 

在 Transwell 小室的上室中接种 2.5×10
5个 Caco-2 细胞，下室加入 1.5 mL 完全培养基。培养 21 天，细胞

充分分化后，参照 1.3.6.2 节方法对细胞处理 24 h，并分别在处理后的第 0、3、6、12、18、24 h 时测定细胞

跨上皮电阻（Transepithelial Electrical Resistance，TEER）值，每个时间点每孔测量 3 次，取平均值用于分析。

根据公式（1）计算 TEER 变化率： 

0

1 100t c

t c

R R
RC

R R

 
    

  

  （1） 

式中：  

RC——相对于初始时刻的 TEER 值变化率，%； 
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Rt——处理后各时间点（0、3、6、12、18、24 h）Caco-2 细胞小室的实测电阻值，Ω； 

Rt0——处理 0 h 时的细胞小室实测电阻值，Ω； 

Rc——无细胞空白小室的本底电阻值，Ω。 

1.3.7  溃疡性结肠炎动物模型 

1.3.7.1  实验方案与分组 

将 28 只 6 周龄 C57BL/6 雄性小鼠在适应 1 周后采用随机数字表法分为 7 组，每组 4 只。除 NC 组外，其

余组小鼠使用 3 wt.% DSS 水溶液造模 7 天；期间 L/M/H-LJF 组分别每日灌胃 100、200、400 mg·kg
-1

 LJF，

H-CF 组、H-MZ 组每日灌胃 400 mg·kg
-1

 CF 或 MZ，NC 组与 MC 组灌胃等量生理盐水，灌胃体积为 0.2 mL。

造模结束后，将 DSS 溶液换为纯净水，继续灌胃至第 11 天。实验周期结束后，采用颈椎脱臼法对所有小鼠进

行安乐死处理。 

1.3.7.2  摄食量留存率、体重留存率记录 

摄食量留存率与体重留存率为最后一天的体重（g）或摄食量（g）比上第一天的体重或摄食量。 

1.3.7.3  肛门便血程度记录 

第 11 天，在固定距离垂直拍摄肛门及肛周出血、附着情况，以评估肠道损伤与给药效果。肛门出血量根

据无出血、水样腹泻、少量出血、明显出血、严重出血分别记为 0、1、2、3、4 分。 

1.3.7.4  DAI 评分 

参考 Liu 等[13]的方法计算疾病活动指数（Disease Activity Index，DAI）。 

1.4  统计分析 

本研究所有实验数据均采用 SPSS 26.0 与 Origin 2021 软件进行统计分析与绘图。所有实验重复 3 次，结果以

均值±标准差（Mean±SD）表示。多组数据比较采用单因素方差分析（Analysis of variance，ANOVA）和 Tukey 事

后检验，以 P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  LJF与 CF的表征 

 
图1 LJF与 CF的红外光谱与扫描电镜微观形貌分析 

Fig.1 FT-IR spectra and SEM micromorphology of LJF and CF 

注：LJF 与 CF 的红外光谱（a）、LJF 的扫描电镜微观形貌分析（b）、CF 的扫描电镜微观形貌分析（c）。 

经表征检测，该LJF与CF的总糖含量分别为80.34 wt.%、95.87 wt.%，糖醛酸含量分别为14.22 wt.%、5.18 wt.%，

硫酸基含量分别为 29.93 wt.%、23.37 wt.%，而蛋白质含量均低于 1.0 wt.%。与 LJF 相比，CF 的中性糖含量升高，

糖醛酸与硫酸基含量降低，推测是由于 CF 在制备过程中经过 H2O2降解处理，糖醛酸、硫酸基等酸性基团被部分

降解脱除，导致中性糖含量提高[14,15]。Wang 等[16]研究发现 H2O2处理会使龙眼多糖的中性糖含量从 76.64%升高至

84.88%。先前研究表明，糖醛酸和硫酸基使岩藻多糖具有负电荷特性，是岩藻多糖发挥功能特性的重要因素[17]。 

通过 FT-IR 表征多糖结构中的特征官能团。如图 1a 所示，LJF 与 CF 的红外光谱结果相似。3 455 cm
-1 和        

2 927 cm
-1处的吸收峰分别是由 O-H、C-H 伸缩振动引起的[18]。1 644 cm

-1与 1 428cm
-1处的吸收峰分别为 C=O 伸

缩振动与 C-O 拉伸振动，表明样品中含有糖醛酸[19]。1 264 cm
-1、848 cm

-1与 822 cm
-1附近出现的特征吸收峰由 S=O

b c 
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和 C-O-S 的伸缩振动引起，表明样品中存在硫酸基，且硫酸酯呈现多位点、不同构型的取代模式[20,21]。上述吸收

峰结果表明 LJF 与 CF 均具有多糖典型结构与官能团。 

LJF、CF 的微观结构如图 1b、c 所示，不同制备方式的多糖微观结构不同。LJF 的制备方式温和，多糖链的

天然聚集形态得以保留，形成表面致密的结构[22]。CF 制备过程经过 H2O2降解处理，糖苷键发生断裂，多糖结构

破碎，形成网状多孔结构[23]。前期研究表明，LJF 与 CF 重均分子量分别为 771.2、148.2 ku，多分散系数分别为

1.541、1.452。CF 的分子量降低也说明其分子链发生断裂、聚合度下降，空间结构被破坏。 

2.2  不同质量浓度 LJF、CF与MZ对 RAW264.7与 Caco-2细胞活力的影响 

为了确定干预 RAW264.7 与 Caco-2 细胞的安全样品质量浓度，研究采用 CCK-8 法测定评估了不同质量浓度

LJF、CF 与 MZ 对细胞活力的影响。如图 2 所示，0~400 μg·mL
-1范围内的 LJF、CF 与 MZ 均未明显降低细胞活

力。这与 Yang 等[24]研究一致，一定质量浓度范围内的岩藻多糖不会对细胞活力产生影响。综合考虑剂量梯度设

置需求与同类研究常用剂量梯度，选取 12.5、50、200 μg·mL
-1分别作为低、中、高剂量组，依次记为 L-LJF、M-LJF、

H-LJF
[25]。同时将 CF、MZ 的实验质量浓度设定为 200 μg·mL

-1，分别记为 H-CF、H-MZ。 

     

     

图2 不同质量浓度LJF、CF、MZ对 RAW264.7与 Caco-2细胞活力的影响 

Fig.2 Effects of LJF, CF and MZ at different concentrations on the viability of RAW264.7 and Caco-2 cells ( SDX  , n=3) 

注：LJF（a）、CF（b）、MZ（c）对 RAW264.7 细胞活力的影响；LJF（d）、CF（e）、MZ（f）对 Caco-2 细胞活力的影响。图

内不同小写字母表示同一指标不同处理组间差异显著（P<0.05），相同字母表示差异不显著，下图同。 

2.3  LJF对 LPS刺激的 RAW264.7细胞炎症模型的抑制作用 

2.3.1  LJF 对 LPS 刺激的 RAW264.7 细胞炎症介质释放量的影响 

炎症反应是 UC 发生发展的核心机制之一。RAW264.7 在 LPS 的刺激下被激活，促进多种炎症介质的表达与

释放水平升高[26]。如图 3 所示，LPS 处理后，NO、IL-6、TNF-α、COX-2 与 PGE2水平均显著升高。已有研究表

明，NO 的过度生成可诱导 TNF-α和 IL-6 等促炎细胞因子的释放，从而放大炎症级联反应[27]。抗炎细胞因子 IL-10

水平在 LPS 的刺激下同样显著升高（P<0.05）。Lively 等[28]研究发现类似结果，表明 LPS 能够上调 IL-10 基因水

平。现有研究证实，LPS 通过激活 MAPK 通路与 NF-κB 通路介导 C/EBPδ上调，以此激活 IL-10 基因转录并促进

IL-10 蛋白水平升高[29,30]。 

以上促炎介质水平随 LJF 的质量浓度升高呈下降趋势。在 200 μg·mL
-1

 LJF 质量浓度下，NO、IL-6、TNF-α、

COX-2、PGE2质量浓度较 MC 组分别降低了 38.37%、19.38%、20.18%、46.45%与 57.10%，而抗炎细胞因子 IL-10

进一步升高了 113.74%。IL-10水平的升高可能与岩藻多糖促进RAW264.7细胞向M2极化并增强自噬作用有关[31]。

研究表明 IL-10 能够通过抑制哺乳动物雷帕霉素靶蛋白和 ROS 生成负向调控 NLRP3/caspase-1 通路激活，从而避

免细胞焦亡和炎症反应[32]。这与 2.3.2 节 NLRP3 与 caspase-1 mRNA 水平下降趋势相一致。此外，在相同干预质
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量浓度下，LJF 对促炎介质的抑制作用及对抗炎细胞因子的上调作用显著优于 CF，但稍弱于 MZ。上述结果表明，

LJF 对 LPS 诱导活化的 RAW264.7 细胞具有显著的抗炎活性。 

     

     

图3 LJF对 LPS诱导 RAW264.7细胞炎症介质水平的影响 

Fig.3 Effect of LJF on the levels of inflammatory mediators in LPS-induced RAW264.7 cells ( SDX  , n=3) 

注：LJF 对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞 NO（a）、IL-6（b）、TNF-α（c）、COX-2（d）、PGE2（e）、IL-10（f）的影响。 

2.3.2  LJF 对 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞炎症相关基因相对表达的影响 

为了进一步探究LJF缓解RAW264.7细胞炎症反应的机制，检测了相关炎症基因的表达。Toll样受体2（Toll-like 

Receptor 2，TLR2）与 Toll 样受体 4（Toll-like Receptor 4，TLR4）是固有免疫系统中关键的模式识别受体，可通

过识别病原体相关分子模式和损伤相关分子模式启动炎症与免疫应答[33]。由图 4a、b 可知，LJF 处理可显著下调

TLR2与TLR4的mRNA表达水平，其中H-LJF组相较于MC组，二者表达水平分别降低29.52%、7.05%（P<0.05）。 

核因子 κB（Nuclear Factor kappa B，NF-κB）与 p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 Mitogen-Activated Protein Kinase，

p38 MAPK）是TLR2与TLR4的下游关键炎症通路[34]。在LPS的作用下，MC组的NF-κB基因与 p38基因的mRNA

水平显著上调，而 LJF 呈剂量依赖性下调了 NF-κB 与 p38 mRNA 水平，其中 H-LJF 组相对于 MC 组分别下调了

55.85%、82.69%（图 4c、d）。 

此外，LJF 还抑制了 LPS 诱导的 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-Like Receptor Family, Pyrin 

Domain Containing 3，NLRP3）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 1（Cysteinyl Aspartate Specific Proteinase 1，Caspase-1）

基因表达的升高，其中 H-LJF 组相对于 MC 组分别下调了 24.46%、23.78%，表明炎症小体激活受到了抑制（图

4e、f）。在相同干预质量浓度下，LJF 对相关炎症基因的表达水平的调控效果优于 CF，主要归因于二者化学组成

与结构的差异。LJF 保留了更高含量的硫酸基与糖醛酸，可有效抑制促炎信号通路的活化[35]。Wang 等[36]研究发

现岩藻多糖可通过抑制 TLR4/NF-κB 通路降低巨噬细胞中促炎因子的释放，发挥抗炎作用。本研究发现 LJF 下调

了 TLR2、NF-κB 与 p38 的 mRNA 水平以及 NO、IL-6、TNF-α等炎症介质，表明其可能通过抑制 TLR2/NF-κB/p38 

MAPK 信号通路和炎症小体发挥抗炎活性。 
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图4 LJF对 LPS诱导 RAW264.7细胞炎症相关基因表达的影响 

Fig.4 Effect of LJF on the expression of inflammation‑related genes in LPS-induced RAW264.7 cells ( SDX  , n=3) 

注：LJF 对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞 TLR2（a）、TLR4（b）、NF-κB（c）、p38（d）、NLRP3（e）、Caspase-1（f）基因表达水

平的影响。 

2.4  LJF对 TBHP诱导的 Caco-2氧化损伤模型的保护作用 

2.4.1  LJF 对 TBHP 诱导的 Caco-2 细胞活力与 ROS 释放的影响 

氧化应激是由于活性氧（Reactive Oxygen Species, ROS）的产生与清除失衡，导致 ROS 在体内过量蓄积，进

而引发生化和病理的级联反应，是 UC 另一个关键的病理因素[37]。TBHP 是一种有机过氧化物，可诱导细胞生成

ROS。如图 5a~c 所示，TBHP 作用 1、2、4 h 时，细胞活力最低分别为 88.44%、59.52%、46.35%，表明 TBHP

能导致严重氧化损伤。结合先前研究，选择 200 μmol·L
-1的 TBHP 处理 4 h 作为构建细胞氧化损伤模型的方案，

此时细胞活力约为 50%。图 5d 进一步探究了 LJF 对该氧化损伤细胞的保护作用。结果显示，L-LJF 组、M-LJF

组、H-LJF 组的细胞活力分别提升至 63.88%、82.65%、85.11%，均显著高于 MC 组（P<0.05）。 

为了探究 LJF 保护作用是否源于氧化应激水平降低，研究进一步检测了 LJF 对 ROS 生成的影响。如图 5e 所

示，不同质量浓度 LJF 处理后，ROS 水平较 MC 组分别降低 16.07%、63.91%、68.98%。此外，相同干预质量浓

度下，LJF 的 ROS 清除效果和保护作用优于 CF。这主要归因于 LJF 具有更高的硫酸基含量，能够通过螯合金属

离子高效清除羟自由基[38]。上述结果表明，LJF 可通过清除 TBHP 诱导产生的 ROS 发挥抗氧化作用，从而减轻细

胞氧化损伤。 

     

     

图5 LJF对 TBHP诱导的Caco-2细胞氧化损伤的影响 

Fig.5 Effect of LJF on TBHP-induced oxidative damage in Caco-2 cells ( SDX  , n=3) 

注：不同浓度 TBHP 作用 1 h（a）、2 h（b）、4 h（c）时的 Caco-2 细胞活力；d 为 LJF 对 TBHP 作用 4 h 时 Caco-2 细胞活力的

影响；e 为 LJF 对 TBHP 作用 4 h 时 Caco-2 细胞 ROS 相对荧光强度的影响。 

2.4.2  LJF 对 TBHP 诱导的 Caco-2 细胞相关基因相对表达的影响 

为了进一步探究 LJF 缓解 Caco-2 氧化应激的机制，采用 RT-qPCR 检测相关基因表达。核因子 E2 相关因子 2
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（Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2，Nrf2）是调节抗氧化反应的核心转录因子，可通过介导抗氧化相关酶

的合成来清除 ROS，从而保护细胞免受氧化损伤[39]。本研究中，TBHP 处理可提高 Nrf2 mRNA 水平，而 LJF 处

理则进一步上调其基因水平。这一结果与以往研究结论相一致，H2O2刺激促进了 Nrf2 蛋白表达，海参多糖使 Nrf2

的表达水平进一步提高[40]。如图 6a 所示，不同 LJF 处理组的 Nrf2 mRNA 水平较 MC 组分别进一步上调 10.63%、

27.73%和 63.17%。 

对氧化应激敏感的 NF-κB 通路与细胞外调节蛋白激酶 1（Extracellular Signal-Regulated Kinase 1，ERK1）通

路是调控肠上皮通透性的核心通路[41]。通过图 6b、c 可知，TBHP 处理细胞 4 h 后，NF-κB1 mRNA 水平未显著提

高，而 ERK1 mRNA 水平显著提高。不同剂量的 LJF 处理较 MC 组 NF-κB1 mRNA 水平分别显著降低 12.99%、

18.32%、32.15%，ERK1 mRNA 水平则分别降低 15.22%、27.45%和 48.35%（P<0.05）。ROS 的过量蓄积会激活

NF-κB 信号通路并形成炎症放大的正反馈环路[42]。结合 2.4.1 节，TBHP 处理细胞 4 h 诱导了 ROS 水平升高，而

NF-κB1 的表达未显著提高。这一现象可能归因于 NF-κB 通路的激活具有明显的时间依赖性和动态特征，TBHP

短时间作用未能有效激活 NF-κB 信号通路[43]。进一步发现 LJF 下调 NF-κB1 mRNA 水平，推测与 LJF 上调      

Nrf2 mRNA 水平相关。活化的 Nrf2 可通过多种分子机制负向调控 NF-κB 信号通路[44]。此外，ERK1/2 能够调控

细胞程序性死亡，直接抑制 ERK1/2 可延缓肿瘤坏死因子诱导的坏死性凋亡[45]。LJF 通过对三者的表达水平进行

调节，从而降低氧化损伤，这与 2.4.1 节 ROS 水平下降和细胞活力提高的结果相符。 

由紧密连接蛋白减少导致的上皮屏障损伤会引起黏膜免疫系统功能紊乱与炎症反应，还会诱发肠道疾病[46]。

如图 6d~f 所示，LJF 处理剂量依赖性逆转了 TBHP 单独处理导致的 Claudin-1、Occludin、ZO-1 mRNA 水平下调，

H-LJF 组较 MC 组紧密连接蛋白 mRNA 水平分别显著上调 58.54%、112.28%和 42.97%，表明其在抗氧化的同时

增强屏障功能，实现抗氧化与屏障保护的协同作用（P<0.05）。相同干预质量浓度下，LJF 对以上基因的调控效果

与 MZ 接近，并优于 CF。综上所述，LJF 可能通过多种途径降低氧化应激，保护肠上皮细胞功能。 

     

     

图6 LJF对 TBHP诱导的Caco-2氧化损伤相关基因表达的影响 

Fig.6 Effect of LJF on the expression of oxidative damage-related genes in TBHP-induced Caco-2 cells ( SDX  , n=3) 

注：LJF 对 TBHP 诱导的 Caco-2 细胞 Nrf2（a）、NF-κB1（b）、ERK1（c）、Claudin-1（d）、Occludin（e）、ZO-1（f）基因表达

的影响。 

2.5  LJF对 DSS诱导的 Caco-2单层细胞屏障损伤的保护作用 

2.5.1  LJF 对 DSS 诱导的 Caco-2 细胞活力的影响 

肠上皮屏障损伤是 UC 发生发展的关键环节。DSS 通过诱导细胞内质网应激及膜结构破坏导致屏障完整性下

降[47]。为确定处理 Caco-2 细胞的最佳质量分数，通过 CCK-8 评估了不同质量分数的造模试剂（DSS）对 Caco-2

细胞的细胞毒性。DSS 对细胞损伤程度如图 7a，当 DSS 质量分数大于 1 wt.%时，细胞活力开始下降。选择 4 wt.% 

DSS 建立细胞损伤模型，此时细胞活力为 63.34%。图 7b 显示，LJF 能够有效恢复 4 wt.% DSS 诱导的 Caco-2 细
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胞活力下降。相比于 MC 组，L-LJF 组、M-LJF 组、H-LJF 组的细胞活力分别提高了 5.32%、8.79%、19.94%，H-CF

组、H-MZ 组的细胞活力分别提高了 12.11%、12.15%。 

    

图7 LJF对 DSS诱导的Caco-2细胞活力的影响 

Fig.7 Effect of LJF on the viability of DSS-induced Caco-2 cells ( SDX  , n=3) 

注：a 为不同质量浓度 DSS 对 Caco-2 细胞活力的影响；b 为 LJF 对 DSS 诱导的 Caco-2 细胞活力的影响。 

2.5.2  LJF 对 DSS 诱导的 Caco-2 细胞的 COX-2、PGE2、LDH 含量与 TEER 值的影响 

COX-2 作为花生四烯酸代谢关键限速酶，其高表达会促进 PGE2 的合成，加剧细胞炎症与损伤[48]；而 LDH

为胞内酶，其释放量可反映细胞损伤程度[49]。如图 8a~c 所示，DSS 处理显著升高 COX-2、PGE2与 LDH 水平，

表明细胞发生明显炎症与损伤（P<0.05）。LJF干预可剂量依赖性降低三者水平，H-LJF组较MC组分别下降35.52%、

49.66%、22.32%，说明其可减轻炎症损伤并维持细胞膜完整性（P<0.05）。 

TEER 值是 Caco-2 单层细胞模型通透性的指标，其变化率反映了单层细胞屏障的损伤程度[50]。如图 8d 所示，

MC 组 TEER 值随培养时间明显下降，而 LJF 干预组各时间点 TEER 值变化率均高于 MC 组，且缓解效应随质量

浓度升高而加强。图 8e 显示，培养 24 h 时，MC 组 TEER 值较初始水平下降 36.75%，而 H-LJF 组、H-CF 组与

H-MZ 组较初始水平分别下降 12.84%、24.88%、7.12%，表明其可改善细胞单层通透性，增强屏障功能。在       

200 μg·mL
-1的相同质量浓度下，LJF 对 COX-2、PGE2与 LDH 的抑制效果和屏障保护作用优于 CF，并接近 MZ。

结合 2.5.1 节中 LJF 可提高细胞活力的结果，表明 LJF 能够有效缓解 DSS 诱导的细胞质膜损伤，提高细胞存活率，

发挥肠上皮细胞保护作用，进而维持单层细胞屏障完整性。 

     

       

图8 LJF对 DSS诱导的Caco-2细胞损伤的影响 

Fig.8 Effects of LJF on DSS-induced Caco-2 cell damage ( SDX  , n=3) 

注：LJF 对 DSS 诱导的 Caco-2 细胞 COX-2（a）、PGE2（b）、LDH（c）、0~24 h TEER 值（d）和 24 h 时 TEER 值（e）的影响。 

2.6  LJF对结肠炎小鼠基础体征的影响 

为验证 LJF 体内抗溃疡性结肠炎活性，建立了 DSS 诱导的 UC 小鼠模型（图 9a）。在 DSS 诱导的 UC 小鼠模
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型中，以 400 mg·kg
-1剂量口服给药 LJF，该剂量按体表面积换算相当于 70 kg 人类约 2.4 g·d

-1[51]。岩藻多糖在人

类口服剂量高达 6 g/d 时仍具有良好的安全性且未观察到明显不良反应[52]。图 9b、c 显示，LJF 显著缓解了结肠炎

小鼠的摄食量与体重下降，效果优于同剂量的 H-CF 组，并与 H-MZ 组相当。LJF 作用下，便血程度减轻，说明

LJF 可有效减轻 DSS 诱导的肠道黏膜出血与损伤，从而改善小鼠进食状态与体重减轻（图 9d）。而 DAI 评分下降

进一步证实 LJF 可缓解 UC 小鼠的疾病活动度，减轻整体症状（图 9e）。 

   

     

图9 实验方案及LJF对小鼠体况的影响 

Fig.9 Experimental protocol and effects of LJF on the physical status of mice ( SDX  , n=4) 

注：实验方案（a）、摄食量留存率（b）、体重留存率（c）、便血程度评分（d）和 DAI 评分（e）。 

3  结论 

本研究以制备得到的 LJF 为研究对象，以 CF 和 MZ 为对照样品与阳性药物，通过构建三种互补的体外细胞

模型，探究了 LJF 对 UC 的保护作用。表征结果表明 LJF 较 CF 具有更高的糖醛酸、硫酸基含量与分子量，且微

观结构更加致密。体外实验表明，LJF 对 UC 相关炎症、氧化应激和肠屏障损伤具有一定保护作用。LJF 可抑制

LPS 诱导的巨噬细胞炎症，下调 TLR2/NF-κB/p38 MAPK 通路与 NLRP3 炎症小体的基因表达水平，减少促炎介质

释放、提高抗炎因子 IL-10。同时，在氧化损伤模型中，LJF 通过增强内源抗氧化能力降低细胞内 ROS 水平，减

轻 Caco-2 细胞氧化损伤。此外，LJF 能提高 TEER 值，减轻肠上皮细胞屏障损伤，从而保护单层细胞屏障完整性。

体内结果显示，口服 LJF 可减轻小鼠体重下降、便血程度等表观症状。活性对比结果表明，LJF 在体内外模型中

的作用效果优于 CF，并与 MZ 相近。这些结果表明，LJF 具备作为天然产物辅助治疗 UC 的潜力，为开发安全、

温和的 UC 辅助改善制剂或功能食品提供实验依据。然而，本研究主要基于体外实验，后续还应在动物模型中结

合宏基因组、代谢组学解析 LJF 的靶向调控通路，深入挖掘其缓解 UC 的作用机理。 
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