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冬凌草发酵液的皮肤抗氧化能力和 

细胞炎症修复作用 

原勤轩 1，袁铭潞 1，由士权 2，史豆豆 2，李  萌 1，王昌涛 1* 
〔1. 北京工商大学 轻工科学与工程学院，北京  100048；2. 北商加美（北京）科技有限公司，北京  100048〕 

摘要：以冬凌草为原料、乳酸菌和酿酒酵母为发酵菌种分别制备了冬凌草乳酸菌和酿酒酵母发酵液，与直接水

提法获得的水提液进行了对比，通过体外生化实验和细胞实验评价了冬凌草发酵液的抗氧化及抗炎活性。结果

表明，微生物发酵可以提升冬凌草水提样品中的有效成分含量，其中，乳酸菌发酵可以显著提升总糖、多肽的

质量浓度（P<0.001），酿酒酵母发酵可以显著提高总蛋白、多肽和黄酮的质量浓度（P<0.001），冬凌草乳酸菌

发酵液的总糖质量浓度提升最为显著，从(1.714±0.004) g/L 提高至(3.695±0.010) g/L。发酵液对 1,1-二苯基-2-苦

基肼（DPPH）、2,2'-联氮-双-(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)阳离子（ABTS+）和羟基自由基表现出比水提液更强的

抗氧化能力，体积分数分别为 0.704%、0.823%、0.728%的冬凌草水提液、乳酸菌发酵液、酵母发酵液对 DPPH

自由基的清除率均可达 50%以上；体积分数 100%的冬凌草酵母发酵液对羟基自由基的清除率相当于质量浓度

245 mg/L 的 VC，体积分数 10%的冬凌草酵母发酵液对 ABTS+自由基的清除率相当于浓度 6.36 mmol/L 的 Trolox。

由脂多糖（LPS）刺激细胞产生炎症反应后，冬凌草水提液、乳酸菌发酵液、酵母发酵液均能使炎症因子的表

达量显著降低，且两种发酵液的效果较水提液更强，表现出更加优异的抗炎活性。 
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Abstract: The Isodon rubescens fermentation broths were prepared using lactic acid bacteria and 

Saccharomyces cerevisiae as fermentation strains, respectively, compared with the water extract obtained by 

direct water extraction, and evaluated by biochemical and cell experiments in vitro for their antioxidant and 

anti-inflammatory activities. The results showed that microbial fermentation increased the content of active 

ingredients in samples extracted by Isodon rubescens, among which, lactic acid bacteria fermentation 

significantly increased the mass concentration of total sugars and peptides (P<0.001), while Saccharomyces 

cerevisiae fermentation greatly promoted the contents of total proteins, peptides and flavonoids (P<0.001), 

and the mass concentration of total sugars of the Isodon rubescens lactic acid bacteria fermentation broth 

displayed the most significant increment, from (1.714±0.004) g/L increased to (3.695±0.010) g/L. The 

fermentation broth showed stronger antioxidant capacity to 1,1-diphenyl-2-picrohydrazine (DPPH), 2,2'- 

diazo-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonic acid) cation (ABTS+) and hydroxyl radical than the water 

extract. The DPPH free radical scavenging rate of water extract, lactic acid bacteria fermentation broth and 

Saccharomyces cerevisiae fermentation broth with a volume fraction of 0.704%, 0.823% and 0.728%, 

respectively, could reach more than 50%. The scavenging rate of hydroxyl free radical in the 

医药与日化原料 
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Saccharomyces cerevisiae fermentation broth with 100% volume fraction was equivalent to that of VC with 

245 mg/L mass concentration and that of ABTS+ free radical in the Saccharomyces cerevisiae fermentation 

broth with 10% volume fraction with 6.36 mmol/L Trolox. After the inflammatory response of cells 

stimulated by lipopolysaccharide (LPS), the expression levels of inflammatory factors were significantly 

reduced by water extract, lactic acid bacteria fermentation broth and Saccharomyces cerevisiae fermentation 

broth, with the two fermentation broth showing stronger effects and anti-inflammatory activities than water 

extract. 

Key words: Isodon rubescens; fermentation; antioxidant activity; anti-inflammatory; HaCaT; drug materials 

冬凌草，学名碎米桠〔Isodon rubescens (Hemsl.) 

H. Hara〕，又名山荏、六月令、冰凌草、藿香、雪

花草、山香草、野藿香花、破血丹等。隶属于木兰

纲、唇形目、唇形科、香茶菜属，是一种多年生小

灌木，产于中国湖北、四川、贵州、广西、陕西、

甘肃、山西、河南、河北、浙江、安徽、江西及湖

南等地区。主要生长在海拔 100~2800 m 的山坡、灌

木丛、林地、砾石地及路边等地的向阳处[1]。冬凌

草全草在中国古代中医药的临床实践中已有千年历

史，最早出现在《神农本草经》中，并在《本草纲

目》、《本草拾遗》、《中华本草》和《本草正》等中

药学经典著作中有所记载。这些著作描述了冬凌草

的药用特性、配伍及剂量等方面的知识[2]。在河南

与贵州等地区，民间将其应用于急慢性咽炎、急性

扁桃腺炎、慢性肝炎、气管炎、食道癌、贲门癌、

肝癌、乳腺癌、直肠癌、感冒头痛、风湿筋骨痛、

关节痛等疾病的治疗。现代研究表明，冬凌草中活

性成分主要包括萜类化合物、生物碱、黄酮、挥发

油、糖类、甾体、氨基酸和有机酸等[3]。从冬凌草

中分离得到的化合物具有多种药理作用，包括抗肿

瘤、抗菌消炎、抗氧化和免疫增强等作用。目前，

冬凌草在治疗急、慢性咽喉炎，扁桃体炎及牙龈炎

等疾病中得到了广泛应用，并在临床上作为食管癌、

肺癌、结肠癌等癌症的辅助治疗药物[4]。 

从天然动植物中提取活性成分是现代药物科

学生产的核心环节，也是人们认识和利用自然资

源的重要手段。但天然原料也有其固有的缺陷，

如有效成分含量较低、存在某些有害成分、混合

物成分复杂，难以分离等。为了得到高质量的提

取物以克服上述缺点带来的副作用，人们不断开

发各种新型的提取技术，包括微波、超声、酶解

等辅助手段，以及它们的联合应用等 [5]。研究表明，

利用微生物的自然新陈代谢发酵法提取植物等天

然原料中的活性成分，一方面有助于促进原料中

活性物质的释放、新的活性衍生物转化与合成，

并促进大分子成分分解为小分子；另一方面可以

转化有害物质，改善原料安全性，进而降低活性

物质脱毒成本 [6]。研究显示，经过植物乳杆菌发酵

的黄精水提液，多糖含量为发酵前的 1.22 倍，总

酸含量提升至 2.04 倍 [7]；经过酵母发酵的葛根发

酵液比直接提取的水提液有更强的抗氧化和抗衰

老活性 [8]；采用固态发酵法炮制八角枫，可以有效

增强其抗炎能力，并改变其有效部位 [9]。目前，对

于冬凌草的研究成果大多集中在其单一活性成分

的药理学研究或其直接提取物的活性研究，缺乏

微生物发酵技术的应用。酿酒酵母具有优良的发

酵能力和工业应用基础，能够将植物中的复杂成

分转化为更具生物活性的功能成分，同时改善发

酵产物的风味和稳定性；乳酸菌具备广泛的食品

工业应用、较高的安全性和显著的益生功能，在

植物发酵中被广泛使用，能够通过乳酸菌发酵提

高发酵体系的功能成分生物利用度。  

本文拟使用酿酒酵母和乳酸菌分别发酵冬凌

草，检测两种发酵液的活性物质，并与水提液进行

对比，评价其抗氧化和抗炎活性。以期填补相关研

究领域的不足，为冬凌草活性物质的开发利用提供

理论基础。 

1  实验部分 

1.1  材料、试剂与仪器 

冬凌草，北京同仁堂股份有限公司；酿酒酵母，

实验室保藏；乳酸菌（保加利亚乳杆菌、嗜热链球

菌、嗜酸乳杆菌、植物乳杆菌、干酪乳杆菌混合菌

种），北京川秀科技有限公司；酵母膏胨葡萄糖培养

基（YPD 培养基），广州市百菱生物科技有限公司；

BCA 蛋白浓度测定试剂盒、肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）、白介素-8（IL-8）、白介素-6（IL-6）、白

介素-1β（IL-1β）Elisa 检测试剂盒、CCK-8，北京

百瑞极生物科技有限公司；总糖含量检测试剂盒、

Trizol，北京索莱宝科技有限公司；总抗氧化能力检

测试剂盒〔2,2'-联氮-双-(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)

（ABTS）法〕、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、RIPA

裂解液（强），上海碧云天生物技术有限公司；人永

生化角质形成细胞（HaCaT），中国检验检疫科学研

究所；DMEM 培养基、双抗、胰酶，美国 Gibco 公

司；胎牛血清，美国 Hyclone 公司；地塞米松
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（Dexamethasone, Dex），辰欣药业股份有限公司；

磷酸盐缓冲液（PBS，pH=7.4），北京百瑞极生物科

技有限公司；1,1-二苯基-2-苦基肼（DPPH），美国

Sigma-Aldrich 公司。 

Allegra X-30R 型 冷 冻 高 速 离 心 机 ， 美 国

Beckman Coulter 公司；CKX53 型倒置显微镜，日

本 Olympus 公司；Synergy H1 型全功能酶标仪，美

国 Biotek 公司；YT-CJ-2D 型超净工作台，北京亚泰

科隆仪器技术有限公司；聚合酶链反应仪（PCR），

上海天能生命科学有限公司；ABI7300 型荧光定量

PCR 仪，美国应用生物系统公司。 

1.2  方法 

1.2.1  菌液培养 

配制酵母膏胨葡萄糖（YPD）培养基（葡萄糖

质量分数 1.0%、蛋白胨质量分数 1.0%、酵母提取

物质量分数 0.5%），121 ℃灭菌 30 min，冷却至室

温，挑取酵母菌接种于 YPD 培养基，于 28 ℃摇床

中 180 r/min 培养 48 h，获得酵母菌液。 

1.2.2  冬凌草水提液的制备 

参照课题组方案 [10]，将冬凌草原料粉碎，将

3.0 g 原料和 297 mL 去离子水混合装入锥形瓶中，

121 ℃灭菌 30 min，冷却至室温。再 110 ℃灭菌

30 min，冷却至室温，4800 r/min 离心 30 min，然后

121 ℃灭菌 30 min，即得冬凌草水提液，记为 R1。 

1.2.3  冬凌草乳酸菌发酵液的制备 

将 3.0 g 原料和 295 mL 去离子水混合装入锥形

瓶中，121 ℃灭菌 30 min，冷却至室温。将 1.0 g

乳酸菌溶解在 4 mL 无菌水中，将溶解好的乳酸菌

液接入已灭好菌的料体中（2.5 mL 菌液/瓶），摇匀，

置于 37 ℃培养箱中静止培养 16 h。110 ℃灭菌 30 

min，冷却至室温，4800 r/min 离心 30 min，再次 121 

℃灭菌 30 min，即得冬凌草乳酸菌发酵液，记为 R2。 

1.2.4  冬凌草酿酒酵母发酵液的制备 

将 3.0 g 原料和 287 mL 去离子水混合装入锥形

瓶中，121 ℃灭菌 30 min，冷却至室温。将酵母菌

液接入已灭好菌的料体中（10 mL 菌液/瓶），摇匀，

置于 28 ℃摇床中 180 r/min 培养 48 h。110 ℃灭菌

30 min，冷却至室温，4800 r/min 离心 30 min，再

次 121 ℃灭菌 30 min，即得冬凌草酵母发酵液，记

为 R3。 

1.3  表征方法与性能测试 

1.3.1  活性物质含量的测定 

按照文献[11]硝酸铝-亚硝酸钠比色法测定总黄

酮含量；总酚含量的测定采用福林-酚还原比色法[12]；

多肽含量的测定采用 Folin-酚法[13]。 

总蛋白含量的测定按照 BCA 蛋白浓度测定试

剂盒说明书进行。 

总糖含量的检测按照总糖含量检测试剂盒说明

书进行。 

1.3.2  体外抗氧化活性实验 

DPPH 自由基清除实验：参照文献[14]方法测

定冬凌草发酵液及水提液对 DPPH 自由基的清除

能力。 

ABTS 阳离子（ABTS+）自由基清除实验：按照

总抗氧化能力检测试剂盒（ABTS 法）说明书进行。 

羟基自由基清除实验：参照文献[15]方法测定

冬凌草发酵液及水提液对羟基自由基的清除能力。 

1.4  细胞毒性和抗炎活性实验 

1.4.1  细胞培养 

将 HaCaT 细胞从液氮中取出，置于 37 ℃水

浴锅中迅速溶解。在 T25 细胞培养瓶中提前吸入

5 mL 完全培养基（含质量分数 10%胎牛血清和质

量分数 1%青霉素-链霉素的 DMEM 培养液），再将

细胞置于培养瓶。将培养瓶放置 37 ℃恒温培养箱

中，观察细胞状态，当细胞贴壁量达到 80%~90%

时，将培养液倒出。使用 2 mL 的 PBS 洗涤两次，

加入 1 mL 胰酶进行消化后，加入 2 mL 培养基。

将细胞离心（2000 r/min，5 min），进入下一轮传

代培养。 

1.4.2  细胞毒性测试 

将对数生长期良好的细胞以 5×103 个/100 μL 的

密度接种于 96 孔板中，单独的 DMEM 培养基用作

空白对照，于 37 ℃、体积分数 5%的 CO2 恒温培养

箱中培养 12 h。分别加入不同体积分数的 3 种样品

溶液，每个样品进行 8 个不同体积分数，每个体积

分数进行 3个复孔，对照细胞组不做处理，培养 24 h。

每孔加入 10 μL 的 CCK-8 试剂，于 37 ℃继续孵育

2 h，测定 450 nm 处的吸光度（A）。根据式（1）计

算细胞存活率（%）： 

/ ( ) ( )% / 100A A A A   对照加药 空白 空白细胞存活率 （1） 

1.4.3  抗炎活性测试 

酶联免疫吸附法（ELISA）测定细胞相关炎性

因子 TNF-α、IL-6、IL-1β的表达量。取对数期 HaCaT

细胞，以 6×105个/mL 的密度将细胞悬液接种在 4 cm

细胞培养皿中，每孔加入 1 mL 细胞悬液，孵箱培养

24 h，小心吸去上清。空白组加入 DMEM 溶液 1 mL，

除空白孔外其余各孔加入脂多糖（LPS），LPS 终质

量浓度为 800 mg/L，每组样品重复 3 个平行（测量

时 3 个复孔）。6 h 后模型组、实验组加入 DMEM

溶液 1 mL，相应剂量的样品 DMEM 溶液 1 mL；阳

性对照组加入地塞米松（Dex）的 DMEM 溶液 1 mL

（50 mg/L）。继续培养 24 h，吸取上清液，备用。

使用 100 μL RIPA 裂解液处理细胞，4 ℃下离心

（10000 r/min，10 min），得到细胞裂解后的溶液。
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取 20 μL 细胞裂解后的溶液使用 BCA 试剂盒检测样

品中的总蛋白含量；4 cm 细胞培养皿的上清液中各

种炎症因子的测定按照 ELISA 试剂盒说明书进行实

验操作后，于 450 nm 处测定各吸光度，根据吸光度，

计算 TNF-α、IL-6、IL-1β等炎症因子释放水平，各

炎症因子的释放量需要 BCA 含量校正，各炎症因子

相对表达量按式（1）计算： 

 
IL-6  

 


浓度
相对表达量

总蛋白浓度
 （1） 

实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法测定细胞炎

症相关基因表达。采用 TRIzol 法提取组织中的总

RNA。DEPC 水配平 RNA 浓度后，使用反转录试剂

盒合成 cDNA，特异性引物序列见表 1。qPCR 检测

根据荧光定量 PCR 试剂盒说明书操作，将反应物混

合后在荧光定量 PCR 仪上进行。 
 

表 1  qRT-PCR 引物序列 
Table 1  Primer sequences for qRT-PCR 

基因 引物（正，反） 

AGTGGTGCCAGCCGATGGGTTGT TNF-α 

GCTGAGTTGGTCCCCCTTCTCCAG 

CATGAGCACCTTCTTTTCCT IL-1β 

TGTACCAGTTGGGGAACTCT 

GACAGCCACTCACCTCTTCA 

TTAACCAGGCAAGTCTCCTC 

IL-6 

TTCACTGGCATCTTCACTGATTCTT 

CTGAAGCCCCACTCAATCCA β-actin 

GCCAAGTCAAGACGGAGGAT 

 

1.5  数据处理 

所有实验均进行 3 次重复，每个结果与样本分

析 3 次。数据处理使用 Excel 进行，结果以“平均

值 ±标准差”表示。数据分析显著性分析使用

GraphPad Prism 9.5，当 P<0.05 时，认为差异具有统

计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  活性物质的质量浓度 

冬凌草中含有二萜类、三萜类、单萜类、挥发

油类、生物碱、黄酮类、甾体类、糖类、有机酸类

等多种生物活性化合物[16]。表 2 为冬凌草发酵液及

水提液中活性物质的质量浓度。 

从表 2 可以看出，冬凌草乳酸菌发酵液中总糖、

多肽的质量浓度均有不同程度的提升（P<0.001）；

而冬凌草酵母发酵液中总蛋白、多肽和黄酮的质量

浓度显著增高（P<0.001）。这说明通过乳酸菌与酿

酒酵母进行发酵，能够更好地提高冬凌草的利用率，

这也在一定程度上避免了资源的浪费。 

表 2  冬凌草发酵液及水提液活性物质的质量浓度 
Table 2  Mass concentration of active substances in 

fermentation broths and water extract of Isodon 
rubescens 

质量浓度/(g/L) 
活性

物质 冬凌草水提液
冬凌草乳酸菌 

发酵液 
冬凌草酵母发酵液

总糖 1.714±0.004 3.695±0.010*** 0.968±0.001 

总蛋白 8.525±0.006 9.003±0.021* 9.386±0.013*** 

多肽 1.306±0.026 1.876±0.013*** 2.179±0.022*** 

黄酮 0.331±0.002 0.332±0.007  0.348±0.002*** 

总酚 0.108±0.017 0.110±0.013  0.112±0.010  

注：“*”表示冬凌草水提液与冬凌草发酵液数据间差异显

著（P<0.05）；“***”表示冬凌草水提液与冬凌草发酵液数据间

差异极显著（P<0.001），下同。 
 

2.2  冬凌草发酵液抗氧化活性分析 

2.2.1  DPPH 自由基清除能力分析 

自由基是指化合物的分子在光热等外界条件

下，共价键发生均裂而形成的具有不成对电子的原

子或基团。DPPH 自由基是一种稳定的有机自由

基，通过检测生物试剂对 DPPH 自由基的清除能力

可以表示药物抗氧化性的强弱 [17]。图 1 为不同体

积分数冬凌草发酵液及水提液对 DPPH 自由基的

清除率。 
 

 
 

图 1  不同体积分数冬凌草发酵液和水提液（a）、不同质

量浓度 VC（b）对 DPPH 自由基的清除率 
Fig. 1  Scavenging rate of DPPH free radical by Isodon 

rubescens fermentation broths with different volume 
fractions and water extract (a) and VC with different 
mass concentrations (b)  
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从图 1 可以看出，随着 R1、R2、R3 的体积分

数的增加，3 种提取液对 DPPH 自由基的清除率均

呈线性增长（图 1a），与质量浓度为 20 mg/L VC 表

现出相近的 DPPH 自由基的清除能力（图 1b）。体

积分数分别为 0.704%、0.823%、0.728%的 R1、R2、

R3 对 DPPH 自由基的清除率均>50%。结果表明，

不同菌种冬凌草发酵液无明显区别。 

2.2.2  羟基自由基清除能力分析 

羟基自由基是目前所知活性氧中对生物体毒性

最强、危害最大的一种自由基，其可以通过电子转移、

加成以及脱氢等方式与生物体内的多种分子作用，造

成糖类、氨基酸、蛋白质、核酸和脂类等物质的氧化

性损伤，导致细胞坏死或突变。羟基自由基还与衰老、

肿瘤、辐射损伤和细胞吞噬等有关，其消除率是反映

药物抗氧作用的重要指标[18]。图 2 为不同体积分数冬

凌草发酵液及水提液对羟基自由基的清除率。 
 

 
 

图 2  不同体积分数冬凌草发酵液和水提液（a）、不同质

量浓度 VC（b）对羟基自由基的清除率 
Fig. 2  Scavenging rate of hydroxyl radical by Isodon 

rubescens fermentation broths with different volume 
fractions and water extract (a) and VC with different 
mass concentrations (b)  

 

从图 2 可以看出，随着 R1、R2、R3 的体积

分数的增加，3 种提取液对羟基自由基的清除率

均呈线性增长（图 1a），R3 的羟基自由基清除能力

略高于另两组实验样品（图 2a）。体积分数 100%的

R3 对羟基自由基的清除率相当于质量浓度 245 mg/L

的 VC，这可能是因为，R3 可能通过特定的代谢产物

增强其清除自由基的能力。 

2.2.3  ABTS+自由基清除能力分析 

ABTS 法快速、简便，与抗氧化剂的生物活性

相关性强，因而较为广泛地应用于包括血清在内的生

物样品、果蔬类和一些纯物质的抗氧化能力测定[19]。

图 3 为体积分数 10%的冬凌草发酵液及水提液对

ABTS+自由基的清除效果。 
 

 
 

图 3  体积分数 10%的冬凌草发酵液及水提液对 ABTS+

自由基的清除率 
Fig. 3  Scavenging rate of Isodon rubescens fermentation 

broths and water extract on ABTS+ free radical 

 
从图 3 可以看出，R3 较 R1 的 ABTS+自由基的

清除能力显著提升。表明微生物发酵可以提高冬凌

草对 ABTS+自由基的清除能力，表现出较强的抗氧

化活性。体积分数 10%的 R2 的 ABTS+自由基的清

除率相当于浓度 6.19 mmol/L 的 Trolox；体积分数

10%的 R3 的 ABTS+自由基的清除率相当于浓度

6.36 mmol/L 的 Trolox，这可能与发酵过程中产生的

活性代谢物有关。 

2.3  冬凌草发酵液的细胞毒性分析 

图 4 为不同体积分数冬凌草发酵液及水提液对

HaCaT 细胞存活率的影响。 
 

 
 

图 4  不同体积分数冬凌草发酵液及水提液对 HaCaT 细

胞存活率的影响 
Fig. 4  Effects of different volume fractions of Isodon 

rubescens fermentation broths and water extract 
on survival rate of HaCaT cells 

 

从图 4 可以看出，当体积分数<2.50%时，R1、

R2、R3 对 HaCaT 细胞存活率无影响，甚至有增殖
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的作用；当体积分数达到 5%时，R1、R2、R3 均表

现出细胞毒性。因此，选用体积分数 2%的 R1、R2、

R3 进行后续细胞实验。 

2.4  冬凌草发酵液的抗炎活性分析 

2.4.1  对炎症因子蛋白含量的影响 

TNF-α、IL-6、IL-1β 是最重要的炎性因子，分

别负责诱导上皮细胞凋亡、免疫球蛋白生成和 T 细

胞分化。TNF-α 作为一种强效的促炎症性因子参与

全身炎症，可通过多种信号通路介导炎症反应[20]；

IL-6 作为一种多功能炎性细胞因子，是炎性介质网络

的关键成分[21]，IL-6 水平的上升与多种自身免疫性

疾病、炎症性疾病和肿瘤进展相关[22]；IL-1β在炎症

的应答、免疫反应及造血作用等方面发挥着十分重要

的作用，较少的 IL-1β即可引起 T 细胞的免疫反应，

大量的 IL-1β释放会促进广泛的炎症反应，进而导致

组织损伤[23]。这些炎症因子的表达量可以直接反映

细胞炎症水平。LPS 是一种内毒素，在机体内可诱发

炎症细胞浸润、炎症因子释放，引起炎症损伤[24]。

图 5 为使用 ELISA 法检测的炎症因子 TNF-α、IL-6、

IL-1β在不同条件下 HaCaT 细胞内的蛋白含量。 
 

 
 

C 为空白组；M 为模型组；Dex 为阳性对照组（地塞米松）；###代表空白组与模型组间数据差异极显著（P<0.001） 

图 5  TNF-α、IL-6、IL-1β 的相对表达量 
Fig. 5  Relative transcript level TNF-α, IL-6, IL-1β 

 

从图 5 可以看出，使用质量浓度 800 mg/L 的

LPS 建立炎症刺激模型，与空白对照相比，3 种炎

症因子的蛋白含量均有显著性增高。随后加入冬

凌草发酵液及水提液处理损伤后的 HaCaT 细胞，

3 种炎症因子的蛋白含量均有显著性降低。以上结

果表明，冬凌草发酵液具有明显的抗炎作用，能

够显著抑制由 LPS 诱导的因子反应，减少 TNF-α、

IL-6 和 IL-1β 的产生。特别是，R3 在抑制这些因

子方面的效果更加突出，显示出其潜在的抗炎治

疗价值。  

2.4.2  对炎症因子基因表达的影响 

mRNA 为基因转录的中间产物，其含量可以显

示细胞中对应基因的表达程度，进而揭示细胞的动

态活动轨迹。丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号

通路与核因子-κB（NF-κB）在炎症因子的调控中发

挥着重要的作用。研究表明，LPS 诱导的炎症反应

通常与 MAPK/NF-κB 信号通路密切相关。LPS 通过

Toll 样受体 4（TLR4）激活下游的髓样分化因子 88

（MyD88）依赖性信号通路，首先引发 MAPK 家族

的磷酸化激活。这种激活可进一步促进促炎因子，

如 IL-6、IL-1β和 TNF-α 的转录与表达。同时，LPS

还诱导对应蛋白的磷酸化和降解，释放 NF-κB 进入

细胞核，与促炎基因的启动子结合，从而增强 IL-6、

IL-1β 和 TNF-α 的表达水平。这些炎症因子通过正

反馈机制进一步加剧炎症反应，使 MAPK 和 NF-κB

信号通路的活性持续增强（图 6）。 
 

 
 

图 6  发酵液通过调控 MAPK/NF-κB 信号通路抑制 LPS 诱导的炎症反应机制示意图 
Fig. 6  Schematic diagram of mechanism of fermentation broth inhibiting LPS-induced inflammatory response by regulating 

MAPK/NF-κB signaling pathway 
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图 7 为细胞内炎症因子相对表达量检测结果。 

 

 
 

图 7  细胞内炎症因子 TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA 相对

表达量 
Fig. 7  Relative transcript level of intracellular inflammatory 

factors TNF-α, IL-6, IL-1β 

 
从图 7 可以看出，经过 LPS 刺激后，细胞内 3

种炎症因子（TNF-α、IL-6、IL-1β mRNA）的相对

表达量显著增加，使用冬凌草发酵液及水提液处理

后，3 种炎症因子的相对表达量显著降低，且 R2 和

R3 的效果均优于 R1。表明冬凌草发酵液显著抑制

了 LPS 诱导的活化反应，降低了 TNF-α、IL-6 和 IL-1β

的 mRNA 表达水平，从而证明其具有有效的抗炎作

用。这是因为，酵母和乳酸菌的发酵过程可能通过

活化产物的累积，调节细胞内的信号抑制剂，进一

步抑制因子的表达水平；此外，R2 和 R3 在抗炎因

子的 mRNA 水平上表现出抑制作用，这为其作为天

然炎症抗炎剂的潜力提供了进一步的证据，可能为

调节因子相关疾病的干预提供了一种新的天然治疗

策略。 

3  结论 

以冬凌草为原料、酿酒酵母和乳酸菌为发酵

菌种制备了发酵液，与直接水提法获得的水提液

进行对比，评价了冬凌草发酵液的抗氧化及抗炎

活性。  

（1）微生物发酵可以在一定程度上提升样品中

的有效成分含量。糖类、蛋白、多肽和黄酮等物质

的含量均有不同程度的提升，推测是微生物通过自

身的新陈代谢作用分解了原料中的部分营养物质，

使大分子物质破碎为小分子，并进一步促进了植物

细胞中原先较难提取的活性物质的溶出。 

（2）通过不同菌种的发酵作用可以提升不同种

类的活性物质含量（质量浓度），乳酸菌可以提升总

糖和多肽的含量；而酵母可以提升蛋白、多肽和黄

酮的含量。推测是由于菌种间新陈代谢活动的差异

导致了此结果，而肽段通常是由大分子蛋白破碎而

获得，微生物在生长繁殖过程中，从植物原料中获

取蛋白质作为营养成分，经过生物反应后蛋白便破

碎为小分子肽段，因而在不同种类的微生物发酵作

用中都能观察到多肽含量的升高。 

（3）酵母发酵液的抗氧化效果优于其他样品组，

酵母发酵增加了样品中的黄酮等抗氧化能力较强的

活性物质的含量，进而导致了整体发酵液抗氧化效

果的提升。 

（4）LPS 刺激 HaCaT 细胞产生炎症反应后，R1、

R2、R3 均能显著降低炎症因子的相对表达量，且两

种发酵液 R2、R3 的效果优于水提液，表现出更加

优异的抗炎活性。在转录水平上，两种发酵液 R2、

R3 对炎症因子的降低能力明显优于水提液 R1，而

在蛋白表达水平上，这种差异相对降低，酵母发酵

液 R3 的效果只略优于另两组。 

本文研究表明，冬凌草发酵液及水提液含有多

种生物活性成分，有较强的抗氧化及抗炎症活性，

且经过不同菌种发酵可以不同程度地提升冬凌草的

抗氧化及抗炎能力，可以作为抗氧化、抗炎功效植

物原料进行开发。 
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