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六堡砖茶多糖制备及其免疫调节活性
孙仪征*，王慧琴，李贝贝

（郑州澍青医学高等专科学校，河南郑州 450064）

摘　要：目的：优化六堡砖茶多糖提取工艺，并进一步研究其免疫调节作用及其可能的调节机制。方法：采用单因

素实验探究提取温度、料液比及乙醇浓度对茶多糖得率的影响，在此基础上与响应面试验相结合，对茶多糖提取

工艺进行了优化。通过测定六堡砖茶多糖对 RAW264.7细胞的吞噬能力及 NO释放量，检测核因子 κB（Nuclear
factor-κB，NF-κB）和 AMP依赖的蛋白激酶（AMP-dependent protein kinase，AMPK）信号通路相关基因及蛋白表

达，评价纯化后的茶多糖的体外免疫调节活性。结果：六堡砖茶多糖的最佳提取工艺为：提取温度 91.11 ℃，料液

比 1:15.45（g/mL），乙醇浓度 82.84%（v/v）。在此条件下，茶多糖得率为 8.62%。细胞实验显示六堡砖茶多

糖可显著增强 RAW264.7细胞的吞噬能力及 NO释放量（P<0.05），显著激活 NF-κB和 AMPK信号通路

（P<0.05），显著上调诱导型一氧化氮合成酶（Inducible nitric oxide synthase，iNOS）、肿瘤坏死因子-α（Tumor
necrosis  factor-α，TNF-α）、白细胞介素 -6（ Interleukin-6， IL-6）、白细胞介素 -1β（ Interleukin-1β， IL-1β）的

mRNA表达水平（P<0.05）。其中，高剂量茶多糖效果更佳。结论：通过优化提取温度、料液比及乙醇浓度条

件，可有效提高六堡砖茶多糖得率，并可通过激活 NF-кB/AMPK通路发挥免疫调节作用。该研究结果为六堡砖茶

多糖活性深入探究和应用提供了研究基础。
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Preparation of Polysaccharides from Liubao Brick Tea and Its
Immunomodulatory Activity
SUN Yizheng*，WANG Huiqin，LI Beibei

（Zhengzhou Shuqing Medical College, Zhengzhou 450064, China）

Abstract： Objective:  To  optimize  the  extraction  process  of  tea  polysaccharides  from  Liubao  brick  tea  and  to  further
investigate  the  immunomodulatory  effects  and  the  possible  regulatory  mechanisms.  Methods:  A  single-factor  experiment
was used to investigate the effects of extraction temperature, material-liquid ratio, and ethanol concentration on the yield of
tea  polysaccharides,  based  on  which  the  extraction  process  was  optimized  by  combining  with  response  surface
methodology.  By  measuring  the  phagocytosis  and  nitric  oxide  (NO)  release  of  Liubao  brick  tea  polysaccharides  on
RAW264.7 cells, detecting the expression of genes and proteins related to nuclear factor-κB (NF-κB) and AMP-dependent
protein  kinase  (AMPK)  signaling  pathway,  in  vitro  immunomodulatory  activity  of  the  purified  tea  polysaccharides  was
evaluated. Results: The optimal extraction process for the polysaccharides from Liubao brick tea were as follows: 91.11 ℃
of  the  extraction  temperature,  1:15.45  of  the  solid-liquid  ratio,  and  82.84%  of  the  ethanol  concentration.  In  vitro
immunomodulatory  activity  assay  showed that  Liubao brick  tea  polysaccharides  significantly  enhanced phagocytosis  and
NO release of RAW264.7 cells, significantly activated NF-κB and AMPK signaling pathway, and significantly up-regulated
the mRNA expression levels of inducible nitric oxide synthase (iNOS), tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-  
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6),  and interleukin-1β  (IL-1β)  to exert  immunomodulatory effects.  Conclusion:  By optimizing the extraction temperature,
material-liquid ratio and ethanol concentration, the yield of Liubao brick tea polysaccharide could be effectively improved,
and it could play an immunomodulatory role by activating the NF-кB/AMPK pathway. The results provide a research basis
for the in-depth investigation and application of the Liubao brick polysaccharide.

Key words：Liubao brick tea；tea polysaccharide；extraction；response surface optimization；immunomodulation

六堡砖茶是一种由微生物发酵制造的黑茶，以

广西特产大叶种茶树的叶子为原料制成，具有独特

的槟榔味和香气。通过其独特的加工工艺，赋予了六

堡砖茶独特的滋味和多种活性[1]。近年来的研究发

现，六堡砖茶具有降血糖、降血脂、改善肠道菌群、

抗氧化等多种生物功能[2−4]。

六堡砖茶中富含茶多糖[5]。研究表明，黑茶多糖

通常是微生物将茶叶中的碳水化合物转化或代谢产

生的，多数为酸性杂多糖[6]。由于其特殊的堆积发酵

和陈化过程，黑茶多糖常与其他成分如多酚或蛋白质

结合，呈现出与其他茶多糖不同的结构和活性[4,7]。

茶多糖可通过多种提取方法获得，包括水提法、酸提

法、碱提法，以及超声波提取法、酶提取法和阴离子

反胶束体系萃取法等辅助提取方法[8]。目前，水提法

是较为常用的方法。Wei等[4] 采用水提醇沉法制备

了六堡砖茶多糖，并进行了体外实验，发现六堡砖茶

多糖具有降血糖、抗氧化和降血脂的效果。Sun
等[9] 发现茯砖茶多糖能够通过调节肠道菌群和代谢

来发挥免疫保护作用。单磷酸腺苷激活蛋白激酶

（AMP-dependent protein kinase，AMPK）是一种在能

量压力下被激活的细胞能量传感器，对于维持能量平

衡起着关键作用[10]。研究发现，黄芪多糖可以激活

RAW264.7细胞中的 AMPK活性，从而发挥抗炎活

性[11]。然而，关于六堡砖茶多糖的免疫调节活性及其

相关机制的研究报道还比较少。

因此，本研究以六堡砖茶为原料，通过单因素实

验和正交试验优化了六堡砖茶多糖的提取工艺，并通

过巨噬细胞 RAW264.7模型探究了六堡砖茶多糖的

体外免疫调节活性，以期为揭示六堡砖茶多糖的活性

机制以及合理开发提供一定的研究基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

六堡砖茶　六堡茶广西梧州圣源茶叶有限公

司；RAW264.7巨噬细胞　中国科学院细胞生物学研

究所；四氮唑蓝、二甲基亚砜、中性红、脂多糖、牛血

清白蛋白、胎牛血清　上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；考马斯亮蓝 G250　碧云天生物科技有限公

司；TRIzol试剂、Servicebio®RT First Strand cDNA
合成试剂盒　武汉赛维尔有限公司；DMEM高

糖培养基　HyClone公司；0.25%胰蛋白酶-EDTA
　Gibco公司。

CPA 225D 分析天平　赛多利斯科学仪器（北

京）；RE 3000旋转蒸发器　上海亚荣生化仪器厂；

DK S24水浴锅　上海岛韩实业有限公司；T6紫外

分光光度计　北京普析通用仪器有限责任公司；

LABCONCO冷冻干燥机　赛默飞世尔科技有限公

司；细胞培养箱　Olympus 公司；AMR 100酶标仪

　杭州奥盛仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   六堡砖茶多糖提取工艺　茶多糖提取方法参

考之前的报道[12]。茶叶经粉碎后过 80目筛，按照

1:10（g/mL）的料液比，以 90 ℃ 热水提取 2 h，重复

提取两次。对水提液旋蒸浓缩至固含量为 70%左

右，加入乙醇至浓度为 80%，4 ℃ 静置过夜后，离心

取沉淀，冷冻干燥后得茶多糖。

茶多糖得率(%) =
茶多糖质量(g)
茶叶原料质量(g)

×100 式（1）
 

1.2.2   六堡砖茶多糖提取单因素实验　 

1.2.2.1   提取温度对多糖得率的影响　设置 60、70、
80、90、100 ℃ 五个提取温度进行实验，其余实验条

件不变，每组实验重复三次，比较不同提取温度下六

堡砖茶多糖的得率。 

1.2.2.2   提取料液比对多糖得率的影响　设置 1:5，
1:10，1:15，1:20，1:25五个料液比（g/mL）进行实

验，其余实验条件不变，每组实验重复三次，比较不同

提取料液比下六堡砖茶多糖的得率。 

1.2.2.3   乙醇浓度对多糖得率的影响　设置 50%、

60%、70%、80%、90%五个乙醇浓度进行实验，其余

实验条件不变，每组实验重复三次，比较不同乙醇浓

度下六堡砖茶多糖的得率。 

1.2.3   六堡砖茶多糖提取响应面试验　通过对单因

素实验结果分析得出相应水平较高的各因素值。进

一步采用响应面试验法优化其提取工艺，试验设计

见表 1。运用 Design-Expert 12软件处理得到最佳

提取工艺，然后再对最佳提取工艺进行验证。
  

表 1    Box-Behnken设计因素水平及编码值
Table 1    Factor levels and coding values of Box-Behnken

水平
因素

A 提取温度（℃） B 料液比（g/mL） C 乙醇浓度（%）

−1 80 1:10 70

0 90 1:15 80

1 100 1:20 90
  

1.2.4   六堡茶粗多糖纯化　参考 Zhu等[13] 的方法对

经响应面优化后制备的粗茶多糖进行纯化。粗多糖

溶于超纯水中配制成 50 mg/mL的溶液，过 0.45 μm
过滤膜后，缓慢均匀加入凝胶柱中（2.5 cm×60 cm，
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填料为 DEAE-Sepharose  Fast  Flow gel）。以 NaCl
溶液进行梯度洗脱，使用 3500 Da的透析袋对洗脱

液进行透析 72 h，冻干后得到六堡茶粗多糖。 

1.2.5   中性糖含量测定　参照标准 SN/T 4260-2015
中苯酚硫酸法对中性糖进行测定。称取 10.00 mg待

测多糖于适量蒸馏水中溶解并定容至 100 mL，吸取

1 mL在冰水浴中加入 0.5 mL的苯酚溶液，振荡摇

匀，加入 2.5 mL浓硫酸，以不放热或微量放热为宜，

恒温加塞，沸水浴 20 min，取出冷却 10 min。以蒸

馏水代替样品作为空白调零，在最大吸收波长处

490 nm测定吸光度。根据回归方程计算中性糖

含量。 

1.2.6   糖醛酸含量测定　参照杨新河等[14] 的实验方

法，以半乳糖醛酸为标准品，通过硫酸咔唑法对糖醛

酸含量进行测定。称取 10.00 mg多糖于适量蒸馏水

中溶解，定容到 100 mL，吸取 1.0 mL样品溶液预冷

后加入 6 mL四硼酸钠-浓硫酸溶液，振荡混合后于

沸水浴加热 5 min，置冰水浴中冷却到室温，加入

100 μL间羟基联苯溶液。混合均匀后静置 20 min，

在 520 nm处测定吸光度。根据回归方程计算糖醛

酸含量。 

1.2.7   茶多酚含量测定　参照标准 GB/T  8313-

2018[15]，采用福林酚法对茶多酚含量进行测定。以

没食子酸为标准品，取 1 mL多糖溶液与 1 mL福林

酚溶液混合，静置 5 min，加入 3 mL 10%碳酸钠摇

匀，放置 2 h，在 760 nm处测定吸光度，根据回归方

程计算茶多酚含量。 

1.2.8   茶蛋白含量测定　参照考马斯亮蓝法[16] 对蛋

白含量进行测定。以牛血清蛋白为标准品，取多糖溶

液 20 μL与 2000 μL考马斯亮蓝 G-250染色工作液

混合均匀，室温静置 2 min，在 520 nm处测定吸光

度，根据回归方程计算糖醛酸含量。 

1.2.9   六堡砖茶多糖免疫调节活性细胞模型评价　 

1.2.9.1   细胞存活率测定　RAW264.7细胞以 2×105

细胞/孔的密度在 96孔板中培养 24 h，然后将培养基

换为不同浓度的六堡砖茶多糖（25、50、100、200、

500 μg/mL）和脂多糖（LPS）（10 μg/mL）培养 36 h。

弃上清，将 100 μL MTT溶液（0.5 mg/mL）添加到每

个孔中，再持续培养 4 h。取出培养液，加入 100 μL

二甲亚砜，并在 490 nm处读取吸光度。 

1.2.9.2   吞噬能力测定　采用中性红吞噬实验[17] 测

定茶多糖对 RAW264.7细胞吞噬能力的影响。培养

方法同 1.2.9.1，以 DEME培养基和 LPS（1 μg/mL）

作为空白对照和阳性对照。培养 36 h后弃上清，加

入 100 μL/孔 0.1%中性红生理盐水溶液，继续培养

4 h。弃上清，加入 100 μL/孔细胞裂解液，继续培养

1 h。在 540 nm处读取吸光度。 

1.2.9.3   NO释放量测定　培养方法及分组同 1.2.9.2，

培养 36  h。使用 NO检测试剂盒测定活化的

RAW264.7细胞中的 NO水平。 

1.2.9.4   RT-qPCR法检测细胞免疫调节关键基因表

达　以 5×105 个 /mL的浓度接种 RAW264.7细胞

到 60 mm2 的培养皿中，分组同 1.2.9.2，培养 36 h

后，去上清液，PBS缓冲液洗后加入 1 mL Trizol试

剂。使用逆转录酶将 RNA反转录成 cDNA。采用

qRT-PCR测定 iNOS、TNF-α、IL-6、IL-1β 的 mRNA

表达情况，以 β-actin为内参，引物序列见表 2。反转

录及 qRT-PCR参数设置参照试剂盒说明书进行。
 
 

表 2    引物序列
Table 2    Sequences of the primers

引物名称 引物序列

iNOS
5’端 AGCCAAGCCCTCACCTACTT
3’端 GCCTCCAATCTCTGCCTATC

TNF-α
5’端 TATGGCTCAGGGTCCAACTC
3’端 GGAAAGCCCATTTGAGTCCT

IL-6
5’端 CACGGCCTTCCCTACTTCAC
3’端 TGCAAGTGCATCATCGTTGT

IL-1β
5’端 GTTGACGGACCCCAAAAGAT
3’端 CCTCATCCTGGAAGGTCCAC

β-actin
5’端 ATGTGGATCAGCAAGCAGGA
3’端 ATGTGGATCAGCAAGCAGGA

  

1.2.9.5   免疫荧光法检测 NF-кB蛋白表达变化　细

胞培养及分组方式同 1.2.9.4。25 ℃ 下用 0.1 mol/L

PBS中的 4%多聚甲醛预混合细胞 1 h。用 PBS冲

洗后，用 1% Triton X-100对细胞进行渗透处理。随

后，采用 10%血清封闭细胞 1 h，之后与抗 NF-кB一

抗（1:1000）一起孵育（4 ℃）过夜，而后洗涤细胞并用

相应的荧光标记二抗孵育。最后，在荧光显微镜下观

察结果。 

1.2.9.6   Western-blot法检测 AMPK及 p-AMPK蛋

白表达变化　细胞培养及分组方式同 1.2.9.4。弃上

清保留细胞沉淀，用 RIPA裂解缓冲液裂解，并按

照 Trajkovic等 [18] 的方法进行免疫印迹。使用 p-

AMPKα1，AMPKα1作为目标蛋白基因，并参考 β-肌

动蛋白作为管家基因。 

1.3　数据处理

使用 GraphPad Prism 9.0软件进行统计分析。

P<0.05为差异显著，P<0.01为差异极显著。结果使

用平均值±标准差表示。 

2　结果与分析 

2.1　单因素实验结果分析 

2.1.1   提取温度对六堡砖茶多糖得率的影响　图 1

显示了不同提取温度、料液比和乙醇浓度对六堡砖

茶多糖得率的影响。在 60~90 ℃，随着提取温度的

升高，多糖的得率增加，达到最高值为 6.35%。然而

当温度达到 100 ℃ 时，得率开始下降。这是由于过
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高的温度可能会破坏多糖的结构并导致其降解，从而

降低了茶多糖的得率[19]。当料液比为 1:15（g/mL）

时，多糖的得率最高，达到 8.36%。较低的料液比会

导致多糖未完全溶出，而较高的料液比会在过滤和浓

缩等后续步骤中造成多糖的损失，从而降低了得

率[19]。随着乙醇浓度的增加，多糖的得率逐渐增加。

当乙醇浓度为 80%和 90%时，多糖得率无显著差异

（P>0.05），表明完全沉淀水提液中多糖需要的乙醇浓

度在 80%~90%。综上所述，选取提取温度 90 ℃，料

液比 1:15，乙醇浓度 80%进行响应面优化试验。
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图 1    提取温度、料液比、乙醇浓度对六堡砖茶多糖
得率的影响

Fig.1    Effects of extraction temperature, material-to-liquid ratio
and ethanol concentration on the polysaccharide yield of

Liubao brick tea
注：不同字母表示各组间差异显著（P<0.05），图 4~图 6同。

  

2.2　响应面试验结果

提取六堡砖茶多糖的响应面试验设计及结果如

表 3所示。采用 Design Expert 12对表 3数据进行

二次多项式逐步回归分析，得到六堡砖茶多糖得率与

提取温度（A）、提取料液比（B）、乙醇浓度（C）之间的

二次回归方程为：

Y=8.54+0.4563A+0.2688B+0.1975C−0.1900AB+
0.0525AC+0.0125BC−2.03A2−1.39B2−0.5020C2

由表 4可知，该模型 P 值<0.01，说明该回归模

型极显著；失拟项 P 值>0.05，可用于响应面试验优

化六堡砖茶多糖的提取工艺研究。预判定系数

R²为 0.9848，表明该模型拟合程度高；R2
Pred（0.9653）

与 R²Adj（0.8357）差异小于 0.2，有合理的一致性。信

噪比衡量的是信号与噪音的比率，信噪比为 21.447>
4，表明此模型可以用来设计试验[20]。
 
 

表 4    回归方程的方差分析
Table 4    Analysis of variance

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

模型 31.54 9 3.5 50.47 <0.0001 显著

A-提取温度 1.67 1 1.67 23.99 0.0018 显著

B-料液比 0.5778 1 0.5778 8.32 0.0235 显著

C-乙醇浓度 0.312 1 0.312 4.5 0.0717 不显著

AB 0.1444 1 0.1444 2.08 0.1924 不显著

AC 0.011 1 0.011 0.1588 0.7021 不显著

BC 0.0006 1 0.0006 0.009 0.9271 不显著

A² 17.34 1 17.34 249.82 <0.0001 显著

B² 8.13 1 8.13 117.1 <0.0001 显著

C² 1.06 1 1.06 15.28 0.0058 显著

残差 0.4859 7 0.0694
失拟项 0.3118 3 0.1039 2.39 0.2097 不显著

纯误差 0.1741 4 0.0435
总值 32.02 16

R²= 0.9848 R²Adj=0.9653 R²Pre=0.8357 信噪比=21.4471
  

2.3　各因素之间的交互作用及验证试验

两两因素之间的相互作用见图 2。响应面图越

陡峭，二者之间的影响越显著，反之越小；等高线图呈

椭圆，则二者交互作用越强，反之越弱[21]。由图 2可

知，响应面的陡峭程度大小顺序为 AB>AC>BC，与
表 2数据一致（F 值）。由以上结果可知，三因素对六

 

表 3    响应面试验设计及结果

Table 3    Design and results of response surface experimental

实验号
因素

多糖得率（%）
A B C

1 −1 0 −1 5.57
2 1 0 −1 6.07
3 0 0 0 8.86
4 1 −1 0 5.78
5 1 0 1 6.56
6 0 1 −1 6.83
7 0 −1 −1 6.07
8 0 −1 1 6.45
9 0 1 1 7.26
10 −1 1 0 4.85
11 0 0 0 8.41
12 0 0 0 8.56
13 −1 0 1 5.85
14 0 0 0 8.31
15 −1 −1 0 4.18
16 0 0 0 8.58
17 1 1 0 5.69
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堡砖茶多糖提取结果影响程度大小排序为 A>B>C，
即提取温度>料液比>乙醇浓度。采用响应面软件对

实验结果进一步分析优化，得出六堡砖茶多糖最优提

取工艺为提取温度 91.11 ℃，料液比 1:15.45（g/mL），
乙醇浓度 82.84%，在此条件下，多糖得率为 8.60%。

实际操作中提取温度设定 91.1 ℃，料液比 1:15.4
（g/mL），乙醇浓度 82.8%，对此进行三次重复验证

试验，实际多糖得率为 8.62%±0.05%，与模型预测

结果相符。 

2.4　六堡砖茶多糖组成成分分析

六堡砖茶多糖的中性糖、糖醛酸、茶多酚及茶蛋

白含量测定结果如表 5所示。其中，中性糖含量为

639.39 mg/g，糖醛酸含量为 213.07 mg/g，茶多酚含

量为 49.11 mg/g，茶蛋白含量为 87.71 mg/g。杨新河

等[14] 对得茯砖茶、青砖茶、六堡砖茶、康砖茶、普洱

茶和千两茶 6种黑茶组成成分进行分析，结果发现

六种黑茶多糖中性糖、蛋白质、糖醛酸和多酚四种

成分含量范围分别为 502.49~632.87、45.45~104.84、
183.44~229.16、14.94~100.83 mg/g，本实验结果与

之相符。 

2.5　六堡砖茶多糖的体外免疫调节活性的研究 

2.5.1   六堡砖茶多糖对小鼠巨噬细胞 RAW264.7细

胞活力的影响　RAW264.7是一种小鼠巨噬细胞系，

被广泛用于研究与代谢相关的免疫调节与炎症反

应 [22]。本研究通过 MTT法测定六堡砖茶多糖对

RAW264.7细胞存活率的影响。由图 3可知，与正

常组相比，六堡砖茶多糖浓度为 25、50和 100 μg/
mL时，对细胞活力具有促进作用，细胞存活率分别

为 116.45%、125.82%和 107.67%；当浓度为 200 μg/
mL时，细胞存活率为 95.43%，但与正常组无显著性

差异（P>0.05）；当浓度为 500 μg/mL时，细胞存活率

为 77.67%，与正常组比显著下降。因此，为更好地研

究六堡砖茶多糖的免疫调节活性 ，选择 50和

200 μg/mL作为茶多糖低剂量组与高剂量组开展后

续实验。
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图 3    六堡砖茶多糖对 RAW264.7细胞活力的影响
Fig.3    Effects of Liubao brick tea polysaccharides on

RAW264.7 cell viability
注：与正常组相比，ns表示无显著差异，*表示具有显著差异
（ 0.01<P<0.05） ， **表示具有极显著差异 （ 0.001<P<0.01） ，
***表示具有极其显著差异（0.0001<P<0.001）。
  

2.5.2   六堡砖茶多糖对 RAW264.7细胞吞噬能力及

NO产生量的影响　巨噬细胞在体内通过吞噬作用

发挥免疫调节功能，在受到刺激时，其吞噬功能会随

之发生变化，因此测定巨噬细胞的吞噬功能可以评价

药物的免疫活性[23]。如图 4所示，与正常组相比，六

堡砖茶多糖在 50和 200 μg/mL浓度时，均可显著促

进 RAW 264.7细胞吞噬能力，分别是正常组 1.39
和 1.70倍。同样，炎症介质 NO可以促进炎症细胞

因子的释放，是炎症细胞加重炎症反应的关键酶[24]。
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图 2    两因素相互作用对六堡砖茶多糖提取率影响的
响应面图

Fig.2    Response surface of the interactive effects of various
extraction conditions of Liubao brick tea polysaccharide

注：A. 提取温度和料液比三维响应面图；B. 提取温度和乙醇
浓度三维响应面图；C. 料液比和乙醇浓度三维响应面图。

 

表 5    六堡砖茶多糖的中性糖、多酚、糖醛酸和
蛋白质含量（mg/g）

Table 5    Neutral sugars, polyphenols, glucuronic acid and
protein contents of Liubao brick tea polysaccharides (mg/g)

样品 中性糖 糖醛酸 茶多酚 茶蛋白

六堡砖茶多糖 639.39±1.96 213.07±4.45 49.11±1.1 87.71±1.52
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图 4结果显示，与正常组 NO产生量（3.08 μmoL/L）

相比，六堡砖茶多糖在 50和 200 μg/mL浓度时，均

可显著（P<0.05）促进 RAW264.7细胞产生 NO，其

NO产生量分别为 5.14和 8.20 μmol/L。由此可见，

高浓度六堡砖茶多糖对 RAW264.7细胞吞噬能力

及 NO产生量的调节效果更为显著。与之相似，袁

旭霜等[25] 发现茯砖茶多糖可通过增强细胞吞噬能

力，促进 NO分泌，以此发挥免疫调节作用。
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图 4    六堡砖茶多糖对 RAW264.7细胞吞噬能力（A）和
NO产生（B）的影响

Fig.4    Effects of Liubao brick tea polysaccharides on
phagocytosis (A) and NO production (B) of RAW264.7 cells

  

2.5.3   六堡砖茶多糖对 RAW264.7细胞炎症因子

mRNA表达水平的影响　本研究通过测定 TNF-α、

IL-6、IL-1β、iNOS mRNA的表达水平，以明晰六堡

砖茶多糖对 RAW264.7细胞炎症因子转录水平的调

控作用。如图 5所示，与正常组相比，低剂量及高剂

量的六堡砖茶多糖均可显著（P<0.05）提升 TNF-α、

IL-6、IL-1β、iNOS mRNA的表达水平，其中高剂量

即 200 μg/mL浓度效果更为显著。Wu等[26] 发现，

六安瓜片茶多糖可以剂量依赖性地促进 TNF-α、IL-

6、IL-1β 的释放。茯砖茶多糖显示出类似的活性[27]。

RAW264.7细胞可产生 NO、TNF-α、IL-6、IL-1β 等

各种炎症因子，这些因子的产生可有效激活其他免疫

细胞，进而发挥免疫功能[28]。iNOS是 NO合成的限

速酶，是巨噬细胞激活的重要标志[24]。此结果表明，

六堡砖茶多糖可通过调节相关炎症因子的表达，发

挥免疫调节作用。 

2.5.4   六堡砖茶多糖对 RAW264.7细胞关键通路

NF-кB/AMPK的表达　为进一步探究六堡砖茶多糖

免疫调节活性的作用机制，研究通过 TUNEL法检测

核内蛋白 NF-кB表达，Western blot检测 AMPK及
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图 5    六堡砖茶多糖对 RAW264.7细胞炎症介质 mRNA表
达水平的影响

Fig.5    Effects of Liubao brick tea polysaccharides on mRNA
expression levels of inflammatory mediators in RAW264.7 cells
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p-AMPK蛋白表达水平。由图 6A~图 6B可知，与

正常组相比，50及 200 μg/mL六堡砖茶多糖处理

RAW264.7细胞后，能显著抑制核内蛋白 NF-кB表

达，图 6C~图 6D显示，六堡砖茶多糖可增强 AMPK

蛋白的磷酸化水平。NF-κB在免疫调节及炎症反应

中起重要作用。NF-κB的激活会启动各种炎症因子

基因的转录，致大量炎症因子的释放[29]。AMPK作

为细胞能量代谢的关键调节因子，在细胞的增殖、分

化、凋亡等方面都起着十分重要的作用[30]。Wang

等[31] 发现红花黄可通过 NF-κB/SIRT1/AMPK信号

通路来缓解骨关节炎并预防炎症。
 

3　结论

本研究通过单因素实验及响应面优化试验，确

定了六堡砖茶多糖提取最优方案：提取温度 91.11 ℃，

料液比 1:15.45，乙醇浓度 82.84%，多糖得率为

8.62%。RAW264.7细胞模型实验表明，六堡砖茶多

糖具有免疫调节的特性，表现在促进吞噬作用增强

及 NO的释放，并通过 NF-кB/AMPK信号通路，上

调 iNOS、TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA表达，且高剂

量下效果更好。据此，通过对六堡砖茶多糖提取工

艺及体外免疫活性的研究，为进一步深入挖掘其免

疫机制提供一定研究基础。
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图 6    六堡砖茶多糖对 RAW264.7细胞 NF-кB/AMPK通路蛋白表达水平的影响

Fig.6    Effects of Liubao brick tea polysaccharide on the protein expression level of NF-кB/AMPK pathway in RAW264.7 cells
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