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摘 要：为研究仙人掌多糖(ODPs)对 Toll样受体 4(TLR4)及其转导的MyD88依赖性信号途径中下游重要元件髓

样分化因子 88(MyD88)、肿瘤坏死因子受体相关因子６(TRAF6)、IκB激酶 β(IKKβ) mRNA和蛋白表达的影响，体

外培养小鼠腹腔单核巨噬细胞(RAW264.7)，用 ODPs 干预 24 h，收集细胞，分别采用 RT–PCR 法和蛋白质印迹

Western blot法检测 TLR4、MyD88、TRAF6、IKKβ mRNA及蛋白表达。结果显示：中、高剂量(100、200 μg/mL)ODPs

显著增强 TLR4、TRAF6及 IKKβ的基因表达及 TLR4、MyD88、TRAF6的蛋白表达(P<0.05)，且具有良好的量效

关系；ODPs 也显著降低了 MyD88 的基因表达(P<0.05)，对 IKKβ 的蛋白表达量增强效果不显著。说明非炎性条

件下 ODPs可促使 TLR4高表达，同时激活 TLR4胞内信号转导的MyD88依赖性途径。 
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The mechanism of Opuntia dillenii Haw. polysaccharides regulating  
immunity via TLR4-MyD88 signal transduction pathway 
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Abstract: To study the effect of different concentrations(50, 100, 200 μg/mL) of Opuntia dillenii Haw. polysaccharides 
(ODPs) on Toll-like receptor 4(TLR4) and MyD88-dependent signaling pathway, mouse macrophage cells(RAW264.7) 
were cultured in vitro and treated with ODPs for 24 hours first. Then, the cells were collected and real-time fluorescence 
quantitative RT-PCR was used to detect the gene expression of TLR4, MyD88, TRAF6 and IKKβ. Western blot was used 
to detect the expression of TLR4, MyD88, TRAF6 and IKKβ proteins. The results showed that the expression of TLR4, 
TRAF6 and IKKβ genes and the expression of TLR4, MyD88, and TRAF6 proteins were significantly increased by 
medium and high doses(100 and 200 μg/mL) of ODPs(P<0.05). They had a good dose-effect relationship. The expression 
of MyD88 gene was significantly reduced by different concentrations of ODPs(P<0.05). But the increase of IKKβ protein 
expression was not significant. In summary, ODPs can promote high expression of TLR4 gene and protein and activate 
the MyD88-dependent pathway of intracellular signal transduction of TLR4 under non-inflammatory conditions, which 
may be one of the mechanisms that ODPs exert their effects on enhancing immunity. 
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仙人掌(Opuntia dillenii Haw.)是一种属于仙人

掌科的多浆植物，别名龙舌、火掌、平虑草、佛手

刺等，种类繁多，分布广泛，喜阳耐干旱，具有强

大的繁殖力[1]。仙人掌既可食用，也可药用。中医

认为，仙人掌味淡性寒，可以清热解毒、安神利尿、

行气活血、健胃止痛、散瘀消肿等[2]。仙人掌多糖

(Opuntia dillenii Haw. polysaccharides，ODPs)是从仙

人掌茎中提取出来的一种水溶性杂多糖，主要由阿

拉伯糖、葡萄糖、鼠李糖、果糖、半乳糖、木糖、

甘露糖及糖醛酸聚合而成[3]，具有抗氧化、抗癌、

抗病毒、降血糖及增强免疫等作用[4–5]。 

研究[6–8]表明，植物多糖可借助调控免疫细胞

及其信号通路的转导激活免疫系统。Toll 样受体

(TLRs)是一类广泛表达于巨噬细胞表面的跨膜模

式识别受体，在目前发现的 13 种 TLRs 中，只有

TLR2 与 TLR4 能被植物多糖识别结合，并引起一

系列信号级联反应，调控下游因子的表达[9–10]。TLR

家族的信号转导方式包括髓样分化因子 88(MyD88)

介导的依赖性途径和非依赖性途径[9]。其中，MyD88

依赖性信号途径可以激活核因子–κB(NF–κB)，在固

有免疫和适应性免疫中发挥作用[11–12]。在该信号通

路中，细胞表面的 TLR4被活化后表达升高，与重

要接头蛋白MyD88结合，MyD88再与丝/苏氨酸激

酶 IRAK结合，结合后的 IRAK会进一步补足衔接

蛋白，激活肿瘤坏死因子受体相关因子 6(TRAF6)，

激活 IκB 激酶复合体 IKKc(IKKα/IKKβ/IKKγ)。其

中 IκB激酶 β(IKKβ)被认为是 IKKc中介导 NF–κB

激活信号途径的 1 个重要亚基，最终诱导 NF–κB

抑制蛋白激酶 IκB磷酸化，进而诱导炎症因子，如

TNF–α、IL–1、IL–6等的转录表达，启动免疫调节

作用[13–14]。研究[15–16]认为，仙人掌多糖 ODPs能从

非特异性免疫、体液免疫、细胞免疫方面增强糖尿

病小鼠的免疫功能，改善糖尿病症状，推测 ODPs

也可能通过激活 TLR/NF–κB 信号传导通路发挥免

疫调节作用。 

本研究中，以仙人掌多糖 ODPs 作用于

RAW264.7细胞，探讨ODPs对炎症通路——MyD88

依赖性信号通路中各关键因子的影响，以期判断

ODPs的免疫调节机制，验证在非炎性条件下 ODPs

是否对 TLR/NF–κB信号传导通路产生激活作用。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

新鲜仙人掌采自广东湛江东海岛附近，经岭南

师范学院陈燕鉴定为 Opuntia dillenii Haw.。 
主要药品试剂：小鼠巨噬细胞(RAW264.7)购于

中国科学院上海生命科学院细胞库；LPS(脂多糖)
购于北京博奥拓达生物科技有限公司；胎牛血清

(FBS)购于美国 Gibco；总 RNA 提取试剂盒购于美
国 Axygen；0.22 μm PVDF膜购于美国Millipore；
PrimeScript™ RT Master Mix 购于日本 Takara；
TLR4、MyD88、TRAF6、IKKβ、β–actin引物购于
上海生工生物工程股份有限公司；TLR4、MyD88、
TRAF6、IKKβ、β–actin 兔单克隆抗体购于美国
Abcam；HRP标记山羊抗兔 IgG二抗购于北京中山
金桥生物技术有限公司；蛋白酶抑制剂(PMSF)、
BCA 蛋白含量检测试剂盒购于江苏凯基生物技术
股份有限公司。 
主要仪器设备：二氧化碳培养箱(HF90)购于上

海力晶科学仪器有限公司；倒置相差显微镜(CMS)
购于德国徕卡微系统 CMS 有限公司；全波长酶标
仪(Multiskan GO)购于赛默飞世尔科技实验室；PCR
仪 (CFX96)、电泳仪 (PowerPac Basic)购于美国
Bio–Rad；化学发光成像仪(FMB40)购于美国 Azure 
Biosystems。 

1.2 方法 

1.2.1 仙人掌多糖的提取 

称取仙人掌干粉，热水浸提，2900 r/min离心
15 min，得上清液。合并上清液，减压浓缩至原体
积的 1/4～1/3，三氯乙酸法去蛋白(质量浓度为 10%
三氯乙酸溶液与多糖溶液按体积比 1∶1 混匀，室
温静置 2 h)，8000 r/min离心 20 min，取上清液，
调 pH至中性，3倍体积 95%乙醇沉淀，8000 r/min
离心 20 min，得白色沉淀。将白色沉淀加超纯水复
溶，4 ℃透析 3 d(每天换水 1次)。透析后，记录透
析袋内多糖溶液体积并测定糖含量，减压浓缩至原

体积的 1/4～1/3，3 倍体积 95%乙醇醇沉，离心得
白色沉淀，无水乙醇洗涤沉淀，冻干，得精制仙人

掌多糖干粉 ODPs。 

1.2.2 细胞的培养 

无菌条件下，用含 10%胎牛血清(56 ℃热灭活

30 min)和1%双抗的DMEM培养液于37 ℃、5%CO2

培养箱中培养小鼠巨噬细胞 RAW264.7。待细胞长
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至满壁的 85%~90%后(3～4 d)，使用 0.25%胰酶按

一传三的比例传代培养。试验采用第 2～5代细胞。 

1.2.3 细胞分组及干预 

RAW264.7 细胞用 0.25%的胰酶消化后均匀接

种于 6孔板内。分成 5个组，培养 6 h以上，以使

每孔细胞适应新的环境并长满 80%左右，再用

DMEM培养液饥饿细胞 3～4 h。待细胞形态由梭形

变成圆形后，按下列方法分别进行干预：①空白组，

细胞培养液；②阳性对照 LPS 组，细胞培养液+ 

LPS(1 μg/mL)； ODPs③ 低剂量组，细胞培养液+ 

ODPs(50 μg/mL)； ODPs④ 中剂量组，细胞培养液+ 

ODPs(100 μg/mL)； ODPs⑤ 高剂量组，细胞培养液+ 

ODPs(200 μg/mL)。各组加入的对应的干预液体积

相等。培养 24 h后，终止细胞干预，收集细胞。 

1.2.4 荧光定量 PCR 检测 

6孔板干预细胞 24 h后，按照 Axygen试剂盒

说明提取总 RNA。对 TLR4、MyD88、TRAF6、IKKβ

及其内参基因 β–actin进行扩增，引物序列见表 1。 

表 1 实时荧光 RT–PCR 引物序列 
Table1 Primer sequences for real-time RT-PCR 

基因名称 引物序列(5'—3') 
扩增 
片段/bp

TLR4 F CATGGATCAGAAACTCAGCAAAGTC 
R CATGCCATGCCTTGTCTTCA 

179 

MyD88 F AGAGCTGCTGGCCTTGTTAG 
R TTCTCGGACTCCTGGTTCTG 

111 

TRAF6 F TCATTATGATCTGGACTGCCCAAC 
R TTATGAACAGCCTGGGCCAAC 

113 

IKKβ F GAGCTCAGCCCAAAGAACAG 
R AGGTTCTGCATCCCCTCTGG 

150 

β–actin F CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC 
R ATGGAGCCACCGATCCACA 

171 

 
采用 25 μL反应体系，其中 TB荧光预混液 12.5 

μL，去离子水 9.5 μL，上游引物 0.5 μL，下游引物
0.5 μL，逆转录反应产物 2 μL。TLR4的反应条件：
95 ℃预变性 1 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 15 s，
72 ℃延伸 45 s，40个循环。MyD88的反应条件：
95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 15 s，59.2 ℃退火
30 s，72 ℃延伸 30 s，40个循环。TRAF6的反应条
件：95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 15 s，57.2 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，40个循环。IKKβ的反
应条件：95 ℃预变性 10 min ，95 ℃变性 15 s ，
59.2 ℃退火 30 s ，72 ℃延伸 30 s，40个循环。 
采用 2–ΔΔCt法进行基因表达定量和数据分析，

计算各基因相对于内参基因 β–actin 的表达量。试

验设阴性对照，每个样品平行 3~5个复孔。 

1.2.5 蛋白表达水平的检测 

预冷 PBS洗涤细胞后，用 RIPA裂解液裂解蛋
白，按照 BCA 蛋白定量试剂盒使用说明提取并测
定蛋白浓度。根据每个样品总蛋白量(50~100 μg)计
算各样品取样量，并与上样缓冲液按比例混合后煮

沸 5 min，取 20 μL进行 SDS–PAGE电泳(缩胶电泳
电压为 80 V，分离胶电泳电压为 120 V)。待溴酚蓝
电泳至胶底部时终止电泳。选用 PVDF膜，350 mA
电流转膜 30 min，用 5%脱脂牛奶封闭 1 h，用 TBST
洗 3 次，分别加入兔单克隆抗体 TLR4(1∶500 稀
释)、MyD88(1∶500稀释)、TRAF6(1∶1000稀释)、
IKKβ(1∶3000稀释)、β–actin(1∶3000稀释)，4 ℃
孵育过夜。用TBST洗3次后加入二抗(稀释比例1∶
5000)，室温孵育 1~2 h。孵育结束，用 TBST洗 3
次，进行 ECL显色曝光。将曝光后的底片扫描，运
用 Gel–Pro analyzer 凝胶定量分析软件进行灰度分
析，计算出扫描激光密度值与内参的比值。 

1.2.6 数据处理与分析 

采用 SPSS statistics 23进行数据分析；各组数
据进行单因素方差分析；组间采用 LSD法进行多重
比较。 

2 结果与分析 

2.1 ODPs 对 RAW264.7 细胞中 TLR4、MyD88、
TRAF6、IKKβ mRNA 表达量的影响 

不同浓度(50、100、200 μg/mL)仙人掌多糖
ODPs 和阳性对照 LPS 干预 RAW264.7 细胞 24 h 
后，各组目的基因表达量水平如表 2所示。LPS干
预后的 LPS组 TLR4、TRAF6、IKKβ基因表达量水
平较空白组显著升高，但 MyD88 的基因表达量与
空白组比较没有统计学差异。ODPs 干预后，高剂 

表 2 各组 RAW264.7 细胞中的基因相对表达量 
Table 2 Gene relative expression in RAW264.7 cells in each group 

基因相对表达量 
组别 

TLR4 MyD88 TRAF6 IKKβ 

空白组 0.88±0.04 1.00±0.07 0.70±0.11 1.00±0.01 

LPS组 1.14±0.01△ 0.99±0.05 0.92±0.05△ 1.20±0.01△

ODPs高剂量 1.24±0.07△ 0.77±0.06 ▲△  1.19±0.06 ▲△  1.41±0.10 ▲△

ODPs中剂量 1.39±0.19 ▲△ 0.83±0.17 ▲△  1.23±0.17 ▲△  1.43±0.04 ▲△

ODPs低剂量 0.95±0.01 0.46±0.06 ▲△  1.05±0.06△ 1.06±0.07▲

“ ”△ 示与空白组比较差异显著(P<0.05)；“▲”示与 LPS组比较差

异显著(P<0.05)。  
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量组、中剂量组 TLR4、TRAF6、IKKβ 基因表达水
平及低剂量组 TRAF6 基因表达水平较空白组的显
著升高；中剂量组的 TLR4 和高剂量组、中剂量组
的 TRAF6及 IKKβ基因较 LPS组基因表达量水平显
著增加；但 3 个剂量组 MyD88 的基因表达量与空
白组及 LPS组相比较均显著下调。 
以上结果说明，一定浓度范围的 ODPs可以在

基因水平上通过激活 TLR4 信号传导的 MyD88 依
赖性途径，从而对 RAW264.7细胞中 TLR4、TRAF6、
IKKβ基因的表达产生激活作用，且三者具有一致的
量效关系。中剂量干预时，激活作用最为明显，效

果甚至强于阳性对照 LPS 组。但 ODPs 使 MyD88
基因的表达水平明显下降，推测可能存在某种影响

因素，其原因有待进一步研究。 

2.2 ODPs 对 RAW264.7 细胞中 TLR4、MyD88、
TRAF6、IKKβ蛋白表达量的影响 

运用 Gel–Pro analyzer 凝胶定量分析软件对
Western blot 试验结果蛋白条带(图 1)进行灰度分
析。结果(表 3)显示：LPS干预后，TLR4、MyD88、
TRAF6 和 IKKβ 的蛋白表达量比空白组的显著增
加。ODPs干预后，高、中剂量组的 TLR4、MyD88、
TRAF6蛋白表达量较空白组的显著上调，低剂量组
的 MyD88蛋白也显著升高；与 LPS组比较，中剂
量组的 TRAF6蛋白显著升高；与空白组相比，3个
ODPs 剂量组 IKKβ的蛋白表达水平均有所升高，
但差异均不显著。 

这些结果说明，一定浓度范围的 ODPs可以在
蛋白水平上激活 TLR4 信号转导的 MyD88 依赖性
途径，进而对 RAW264.7 细胞中 TLR4、MyD88、
TRAF6 蛋白的表达产生激活作用。中剂量干预(浓
度为 100 μg/mL)时，激活作用最明显。但 ODPs对
IKKβ的激活作用不明显。 

 
1 空白组；2 LPS组；3 ODPs高剂量组；4 ODPs中剂

量组；5 ODPs低剂量组。 

图 1 各组 RAW264.7 细胞中蛋白相对表达电泳结果 
Fig.1 The result of protein electrophoresis in relative expression 

of RAW264.7 cells in each group  

表 3 各组 RAW264.7 细胞中的蛋白相对表达量 
Table 3 Protein relative expression in RAW264.7 cells in each group 

蛋白相对表达量 
组别 

TLR4 MyD88 TRAF6 IKKβ 

空白组 0.54±0.00 0.55±0.09 0.30±0.10 0.35±0.06

LPS组 0.70±0.01△ 0.83±0.07△ 0.42±0.09△ 0.50±0.04△

ODPs高剂量组 0.71±0.02△ 0.81±0.10△ 0.72±0.08△ 0.36±0.10

ODPs中剂量组 0.78±0.01 △ 0.94±0.19 △ 0.82±0.22 ▲△ 0.43±0.10

ODPs低剂量组 0.56±0.01 0.89±0.18△ 0.47±0.05 0.39±0.11

“ ”△ 示与空白组比较差异显著(P<0.05)；“▲”示与 LPS组比较差

异显著(P<0.05)。  

3 结论与讨论 

仙人掌作为一种天然植物资源，具有作用范围

广、毒副作用小等优点。仙人掌多糖 ODPs是仙人
掌中的有效成分之一，含量高达 30.6%[3]。TLRs家
族在先天性免疫中发挥着关键作用 [9,17]。其中，

TLR4 已被确定为巨噬细胞对植物多糖的重要膜受
体，也是识别细菌脂多糖 LPS并介导炎症反应的主
要受体，利用转接分子MyD88传递信号至细胞内，
激活下游相关分子，如 IRAK、TRAF6、NF–κB，
从而促进炎性因子的分泌[18]。MyD88、TRAF6 和
IKKβ作为 TLR4介导的MyD88依赖性通路上的下
游相关分子，在通路中发挥着重要作用。本试验结

果表明，中、高剂量(100、200 μg/mL)ODPs能够显
著增强 TLR4、TRAF6及 IKKβ的基因表达及 TLR4、
MyD88、TRAF6 的蛋白表达，对 TLR4 介导的
MyD88依赖性通路具有激活作用。 
大量研究表明，植物多糖可以通过 TLR4受体

介导巨噬细胞激活细胞内信号通路，促进相关细胞

因子的释放，发挥其免疫调节功能。如羊栖菜多糖

(SFPS)[19]和蘑菇多糖[20]均可通过 TLR4/NF–κB 途
径激活腹腔巨噬细胞，显著增强其细胞因子的分泌

量；大黄多糖(RP)通过 TLR4/MyD88/NF–κB途径诱
导巨噬细胞激活，并产生大量 IL–1β、IFN–β、IL–6
及 TNF–α 等细胞因子 [21]；黄芪多糖(APS)通过
TLR4–MyD88信号转导途径对RAW264.7小鼠源性
巨噬细胞发挥免疫调节作用[22]。这些研究结果与本

试验结果都证实了 TLR4–MyD88 信号转导途径是
植物多糖发挥免疫调节作用的重要途径之一。 
综上所述，一定浓度范围内的 ODPs在非炎性

条件下可促使 TLR4高表达，进而激活 TLR4胞内
信号转导的 MyD88 依赖性途径，从而活化下游重
要蛋白因子MyD88、TRAF6、IKKβ的表达，使正
常巨噬细胞产生炎症反应，发挥增强机体免疫力的
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β–actin 
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作用。该机制也可能是 ODPs发挥抗肿瘤、降血糖
等其他生物活性的基础，但有待进一步研究。 
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