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枸杞多糖通过 TLR4/Src 通路促进巨噬细胞吞噬金黄色葡萄球菌  
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摘  要：目的  探究枸杞多糖（Lycium barbarum polysaccharide，LBP）对巨噬细胞吞噬金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus

的影响及其机制。方法  采用 CCK-8 法检测不同浓度的 LBP 对巨噬细胞活力的影响；利用 Western blotting 法检测 LBP 对

巨噬细胞丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）和核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）及 Src 激

酶家族成员（Src family kinases，SFKs）中的 Src 蛋白表达水平的影响；运用庆大霉素保护实验和流式细胞术检测 LBP 对巨

噬细胞吞噬 S. aureus 的影响，同时使用 Toll 样受体 4（Toll-like receptor 4，TLR4）、MAPK、NF-κB 和 Src 的抑制剂初步判

断 LBP 的作用机制。结果  100～600 μg/mL 的 LBP 对巨噬细胞无毒性，但能有效提高巨噬细胞的活力（P＜0.01、0.001），

并且显著促进巨噬细胞对 S. aureus 的吞噬作用。虽然 LBP 可促进巨噬细胞中 MAPK 信号通路相关蛋白、NF-κB 以及 Src 的

磷酸化水平（P＜0.01、0.001），但 LBP 诱导巨噬细胞吞噬 S. aureus 能力仅被 TLR4 抑制剂 TAK242 和 Src 激酶家族抑制剂

AZD0530 显著抑制（P＜0.001），而不受 NF-κB、MAPK 抑制剂的影响。结论  LBP 能够活化巨噬细胞，并通过 TLR4/Src

信号通路促进巨噬细胞对 S. aureus 的吞噬。 
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Lycium barbarum polysaccharide promotes macrophage phagocytosis of 

Staphylococcus aureus through TLR4/Src pathway 
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Abstract: Objective  To explore the effect and mechanism of Lycium barbarum polysaccharide (LBP) on phagocytosis of 

Staphylococcus aureus by macrophages. Methods  CCK-8 was used to detect the effect of different concentrations of LBP on 

macrophage viability. The effect of LBP on the protein expressions of mitogen-activated protein kinase (MAPK), nuclear factor-κB 

(NF-κB) and Src in members of Src kinase family were detected by Western blotting. Effects of LBP on phagocytosis of S. aureus by 

macrophages detected by gentamicin protection test and flow cytometry, and the macrophages were treated with the inhibitors of TLR4, 

NF-κB, MAPK and Src to preliminary assess the mechanism of LBP. Results  LBP at 100—600 μg/mL had no toxicity to 

macrophages, but effectively improved the vitality of macrophages (P < 0.01, 0.001), and significantly promoted the phagocytosis of 

macrophages on S. aureus. Although LBP could promote phosphorylation levels of MAPK signaling pathway-related proteins, NF-κB 

and Src in macrophages, the promoting effect of LBP on phagocytic ability of macrophages to S. aureus was only significantly inhibited 

by TLR4 inhibitors TAK242 and Src kinase family inhibitors AZD0530, but not by NF-κB and MAPK inhibitors. Conclusion  LBP 

can activate macrophages and promote phagocytosis of S. aureus by macrophages through TLR4/Src signaling pathway. 
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金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus 是广泛

存在于自然界的革兰阳性致病菌，也是社区和医院

感染常见的病原菌之一，可引起急性或长期持续性

感染，如脓毒症、坏死性肺炎和败血症等[1-2]，严重

威胁着公众健康。S. aureus 感染在临床上可用多种

广谱抗生素治疗，但容易产生耐药性，其中以耐甲

氧 西 林 金 黄 色 葡 萄 球 菌 （ methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus，MRSA）的感染危害大。

MRSA感染已成为世界范围内难以解决的感染性疾

病之一[3]。因此，除了寻找新的抗生素外，通过调节

宿主天然免疫功能来对抗感染性疾病是值得重视的

辅助治疗策略。 

宿主导向疗法（host-directed therapy，HDT）

通过激活人体自身保护性的免疫反应、抑制过度的

炎症反应，从而干预病原体在体内的感染，使机体

恢复内环境稳态，以此实现对感染性疾病的辅助治

疗[4]。近年来，一些中药化合物被报道具有抗感染

的辅助治疗潜力。黄芩苷能够保护小鼠免受 MRSA

的感染[5]。海胆多糖可激活 Toll 样受体 4（Toll-like 

receptor 4，TLR4）信号转导和转录激活因子 3（signal 

transducer and activator of transcription 3，STAT3）信

号通路促进巨噬细胞吞噬细菌，从而减轻细菌感染

引起的组织损伤 [6]。枸杞多糖（Lycium barbarum 

polysaccharides，LBP）是从枸杞子 Lycii Fructus 中

提取的最主要的活性成分，药性温和无毒，具有抗

氧化[7-9]、抗肿瘤[10]、抗衰老、抗糖尿病、抗纤维化、

神经保护、免疫调节[11-13]等多种药理活性，具有良

好的药物研究和临床应用价值。然而，LBP 是否能

调节天然免疫来防御细菌感染尚未见报道。本研究

首次探索了LBP对小鼠巨噬细胞RAW264.7吞噬 S. 

aureus 的影响及其潜在的机制，为 LBP 作为免疫调

节 HDT 的候选药物提供理论依据。 

1  材料 

1.1  细胞株与菌株 

RAW264.7 细胞购自中国典型培养物保藏中心

（CCTCC），S. aureus 菌株（25923）购自 ATCC。 

1.2  药品与试剂 

DMEM 培养基（批号 8122693）购自美国 Sigma

公司；胎牛血清（fetal bovine serum，FBS，批号

42Q1299k）购自美国 Gibco 公司；CCK-8 试剂盒（批

号 MA0218）购自大连美仑生物技术有限公司；枸

杞多糖（质量分数为 51.5%，批号 A18GB144984）

购自上海源叶生物科技有限公司；pHrodo™ Red S. 

aureus BioparticlesTM conjugate for phagocytosis（批

号 2599191）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公

司；细胞外信号调节激酶（ extracellular signal-

regulated kinase，ERK）抗体（批号 F071106）、β-

actin 抗体（批号 F180047）购自 Abways Technology

公司；p-p65（Ser536）抗体（批号 3033T）、p-JNK

（Thr183）抗体（批号 4668T）、JNK 抗体（批号

9252T）、p-Src（Ser473）抗体（批号 6943T）均购

自美国 CST 公司；p-ERK（Thr202/Tyr204）抗体（批

号 67b4599）购自美国 Affinity Biosciences 公司；p-

p38 抗体（批号 I03062031）、p38 抗体（批号

I109270764）、p65 抗体（批号 I10211980）、Src 抗

体（批号 I02201570）购自中国沈阳万类生物科技有

限公司；HPR 标记的羊抗兔 IgG 二抗（批号

SA00001-4）购自美国 Proteintech Group 公司；TLR4

抑制剂 TAK242 （批号 HY-11109 ）购自美国

MedChemExpresss 公司；硫酸庆大霉素（批号

S403001）、核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）

抑制剂 BAY11-7082（批号 S291304）、ERK 抑制剂

SCH772984（批号 S710108）、JNK 抑制剂 SP600125

（批号 S146005）、p38 抑制剂 SB203580（批号

S107611）、Src 家族激酶抑制剂 AZD0530（批号

S100615）均购自美国 Selleckchem 公司；0.1% Triton 

X-100（批号 9002-93-1）购自上海捷倍思基因技术

有限公司；增强型 ECL 化学发光检测试剂盒（批号

S7017030）购自翌圣生物科技（上海）股份有限公司。 

1.3  仪器 

MSC-AdvantageTM II 级生物安全柜、Micro 

CL21R 型高速冷冻离心机（美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）；ECLIPSE Ts2 型倒置显微镜（日本

Nikon 公司）；SpectraMax i3x 型多功能酶标仪（美

国 Molecular Devices 公司）；C25 型恒温摇床（美国

New Brunswick Scientific 公司）；GNP-9270 型隔水

式恒温培养箱（上海精宏实验设备有限公司）；BD 

FACSCalibur 流式细胞仪（美国 BD 公司）；Mini-

Protein Tetra 垂直电泳槽、湿式转印槽（美国 Bio-

Rad 公司）；Tanon-5200Multi 型全自动化学发光成

像仪（上海天能科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

RAW264.7 细胞用含 10% FBS 和 1%链霉素-青

霉素的 DMEM 培养基，置于含 5% CO2 的 37 ℃恒

温培养箱中培养。根据细胞的生长状态，当细胞融
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合度为 70%～90%达到对数生长期时，进行相关实

验或传代。 

2.2  CCK-8 法检测巨噬细胞活性 

取对数生长期的 RAW264.7 细胞，调整密度为

2.5×105 个/mL，取 100 μL 接种至 96 孔板中，培养

过夜。待细胞贴壁后，加入 0、100、200、300、400、

600 μg/mL 的 LBP 处理细胞，继续培养 24 h。弃培

养基，每孔加入 100 μL 含 10% CCK-8 溶液的培养

基，37 ℃培养箱中避光培养 1 h，用酶标仪在 450 

nm 处检测吸光度（A）值。 

2.3  庆大霉素保护实验检测巨噬细胞吞噬细菌的

数量 

RAW264.7细胞以 5×104个/孔接种于 96孔板，

待细胞贴壁后，使用 600 μg/mL LBP 处理细胞不同

时间点。按 MOI＝50∶1（细菌∶细胞）的比例向细

胞中加入 S. aureus，4 ℃、400×g 离心 10 min，置

于 37 ℃培养箱中共孵育 1 h 使细胞吞噬细菌。弃

上清，用冷的 PBS 清洗细胞，再加入 300 μg/mL 庆

大霉素，4 ℃孵育 30 min 杀死胞外菌。弃上清，冷

的 PBS 清洗后用 0.1% Triton X-100 裂解细胞 10～

15 min，收集裂解液后梯度稀释并点板培养，12 h 后

统计菌落数。 

2.4  流式细胞术检测吞噬细菌的巨噬细胞比例 

RAW264.7细胞以 5×104个/孔接种于 96孔板，

待细胞贴壁后，加入相应刺激。按 MOI＝50∶1（细

菌∶细胞）的比例加入 pHrodo-S. aureus 进行感染，

并放置于 37 ℃培养箱中共孵育 1 h。弃上清，用冷

的 PBS 清洗细胞，将细胞重悬于 200 μL PBS 中，

用流式细胞仪进行检测，FlowJo VX 软件分析结果。 

2.5  Western blotting 检测蛋白表达 

RAW264.7细胞以 8×104个/孔接种于 24孔板，

待细胞贴壁后，加入相应刺激。弃上清，每孔加入

200 μL 含 1 mmol/L PMSF 的 RIPA 裂解液，冰上裂

解 10 min 提取总蛋白。BCA 试剂盒检测蛋白浓度，

加入适量蛋白上样缓冲液，涡旋混匀，沸水煮 10 min

使蛋白变性。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，置于 5%脱脂牛奶中，

摇床振荡封闭 1 h，4 ℃孵育一抗过夜，TBST 洗膜

5 次后室温孵育二抗（1∶10 000）2 h。TBST 洗膜

5 次后，避光用 ECL 显影，并用全自动化学发光成

像仪成像，采用 Image J 软件分析条带灰度。 

2.6  统计学分析 

采用 GraghPad Prism 8.0 软件对数据进行分析，

数据均以 x s 表示，组间比较采用单因素方差分析

（ANOVA），组间两两比较采用 t 检验分析。 

3  结果 

3.1  LBP 对巨噬细胞活力的影响 

为了考察 LBP 是否影响巨噬细胞的活力，利用

CCK-8 实验检测不同质量浓度的 LBP 作用于

RAW264.7 细胞 24 h 后的细胞活力。如图 1 所示，

100～600 μg/mL 的 LBP 对细胞无毒性，并显著提

高 RAW264.7 细胞活力（P＜0.01、0.001）。表明 LBP

能够有效提高巨噬细胞的活力。 

 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001，下图同 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group, same as below figures 

图 1  LBP 对 RAW264.7 细胞活力的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Effect of LBP on RAW264.7 cell viability ( x s , n = 3) 

3.2  LBP 增强巨噬细胞对 S. aureus 的吞噬作用 

为了探究 LBP 对 RAW264.7 细胞吞噬 S. aureus

的影响，首先采用庆大霉素保护实验检测 LBP 对

RAW264.7 细胞吞噬 S. aureus 数量的影响。如图 2-

A 所示，600 μg/mL LBP 刺激 3 h 可显著提高

RAW264.7细胞对 S. aureus的吞噬数量（P＜0.001），

且该作用持续至 24 h。说明 LBP 处理 3 h 即可有效

促进 RAW264.7 细胞对 S. aureus 的吞噬作用。 

pHrodo 是一种 pH 敏感的荧光染料，其荧光强

度随环境中 pH 值的变化而改变。pHrodo-细菌偶联

物被巨噬细胞吞噬进入溶酶体后，该染料在溶酶体

的酸性环境中荧光强度显著增加。用不同质量浓度

（400、600 μg/mL）的 LBP 处理巨噬细胞 24 h 后，

按 MOI＝50∶1（细菌∶细胞）的比例加入 pHrodo-

S. aureus 并与 RAW264.7 细胞共孵育 1 h。流式细胞

术检测 RAW264.7 细胞对 pHrodo-S. aureus 的吞噬

作用。如图 2-B 所示，LBP 呈剂量相关性地促进巨

噬细胞吞噬 pHrodo-S. aureus（P＜0.001）。以上结

果均表明 LBP 能够显著增强巨噬细胞对 S. aureus

的吞噬能力。
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A-庆大霉素保护实验检测 LBP 处理不同时间点对 RAW264.7 细胞吞噬 S. aurues 的影响  B-流式细胞术检测不同剂量 LBP 对 RAW264.7 细胞

吞噬 pHrodo-S. aurues 的影响 

A-effect of LBP on phagocytosis of S. aurues in RAW264.7 cells by gentamicin protection assay  B-effect of LBP with different doses on phagocytosis 

of pHrodo-S. aurues in RAW264.7 cells detected by flow cytometry 

图 2  LBP 对巨噬细胞吞噬 S. aurues 的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of LBP on macrophage phagocytosis of S. aurues ( x s , n = 3)

3.3  LBP 可通过 TLR4 信号促进巨噬细胞吞噬 S. 

aureus 

TLRs 是机体感应病原微生物，并及时做出防

御反应的重要模式识别受体[14]。为了探究 LBP 对

RAW264.7 细胞吞噬 S. aureus 能力的促进作用是

否与 TLR4 信号通路有关，使用 TLR4 抑制剂

TAK242（20 μmol/L）预处理 RAW264.7 细胞 1 h 后，

再用 600 μg/mL LBP 处理 RAW264.7 细胞 24 h，采

用流式细胞术检测 RAW264.7 细胞对 pHrodo-S. 

aureus 的吞噬作用。如图 3 所示，TAK242 预处理

后，LBP 对 RAW264.7 细胞吞噬 S. aureus 的促进

作用被显著抑制（P＜0.001）。表明 TLR4 信号通

路参与了 LBP 诱导的 RAW264.7 细胞对 S. aureus

的吞噬功能。

 
与 LBP 组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001，图 6、7 同 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs LBP group, same as figs. 6, 7 

图 3  TLR4 信号通路对 LBP 诱导的巨噬细胞吞噬的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effect of TLR4 signaling pathway on macrophage phagocytosis induced by LBP ( x s , n = 3)
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3.4  LBP 活化巨噬细胞中 NF-κB 和丝裂原活化蛋

白激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）

信号通路 

TLR4 信号激活后可引起一系列的信号级联反

应，包括下游 NF-κB 和 MAPK 信号通路。为探究

LBP 对巨噬细胞中 NF-κB 和 MAPK 信号活化的影

响，采用 600 μg/mL 的 LBP 处理 RAW264.7 细胞，

Western blotting 实验检测 LBP 对 TLR4 下游信号的

活化作用。如图 4 所示，LBP 刺激 1 h 后即可显著

促进 p65、JNK、ERK 和 p38 的磷酸化蛋白表达水

平（P＜0.01、0.001）。说明 LBP 能够激活巨噬细胞

中的 NF-κB 和 MAPK 信号通路。

 

图 4  LBP 对巨噬细胞 NF-κB/MAPK 信号通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of LBP on NF-κB/MAPK signaling pathway-related protein expressions in macrophage ( x s , n = 3)

3.5  LBP 促进巨噬细胞的吞噬作用与 NF-κB 和

MAPK 无关 

为了考察 LBP 对巨噬细胞吞噬 S. aureus 的促

进作用是否与其激活 TLR4 下游 NF-κB 和 MAPK

信号通路有关，采用 NF-κB 抑制剂 BAY11-7082（2 

μmol/L）、ERK 抑制剂 SCH772984（0.5 μmol/L）、

JNK 抑制剂 SP600125（5 μmol/L）和 p38 抑制剂

SB203580（2 μmol/L）预处理 RAW264.7 细胞 1 h，

再使用 600 μg/mL LBP 刺激细胞 12 h。流式结果显

示，抑制 NF-κB、ERK、JNK 和 p38 信号均不影响

LBP 诱导的 RAW264.7 细胞对 pHrodo-S. aureus 的

吞噬作用（图 5）。以上结果说明 LBP 对巨噬细胞

吞噬 S. aureus 的促进作用不受 NF-κB 和 MAPK 信

号的调控。 

3.6  LBP 通过 TLR4 活化 Src 信号 

Src 家族激酶通过磷酸化细胞质中受体结构域

的 ITAM 序列中的酪氨酸，促进免疫识别受体聚集

并启动巨噬细胞骨架重塑[15]，导致细胞膜内陷，形

成吞噬体进入细胞。为探究 LBP 是否能够活化 Src

信号，使用 600 μg/mL LBP 处理细胞，Western blotting

实验检测 LBP 对 Src 信号的活化作用。如图 6-A 所

示，LBP 可显著增加 Src 的磷酸化水平（P＜0.001）。

而 TLR4 抑制剂 TAK-242 预处理 1 h，显著抑制了

LBP 诱导的 Src 的活化（P＜0.01，图 6-B）。说明

LBP 能够通过 TLR4 活化 Src 信号通路。 

3.7  LBP通过TLR4/Src促进巨噬细胞对 S. aureus

的吞噬作用 

为探究 LBP 对巨噬细胞吞噬 S. aureus 的促进作

用是否与其激活 Src 信号通路有关，使用 600 μg/mL 

LBP 预处理 RAW264.7 细胞 12 h，再用 Src 家族激

酶抑制剂 AZD0530（15 μmol/L）处理细胞 2 h。流式

细胞术检测 RAW264.7 细胞对 pHrodo-S. aureus 的

吞噬能力。结果显示，阻断 Src 家族激酶显著抑制

RAW264.7 细胞对 S. aureus 的吞噬能力（P＜0.001，

图 7）。综合以上实验结果说明，LBP 通过 TLR4/Src

信号促进巨噬细胞对 S. aureus 的吞噬。
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图 5  NF-κB、MAPK 信号对 LBP 诱导的巨噬细胞吞噬的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of NF-κB and MAPK signaling on macrophage phagocytosis induced by LBP ( x s , n = 3)

 

A-LBP 对 Src 信号的活化作用  B-给予 TLR4 抑制剂 TAK-242 预处理后，LBP 对 Src 信号通路相关蛋白表达的影响 

A-activation of Src signaling by LBP  B-effect of LBP on Src signaling pathway-related protein expressions after pretreatment with TLR4 inhibitor TAK-242 

图 6  LBP 对巨噬细胞 Src 信号通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of LBP on Src signaling pathway-related protein expressions in macrophage ( x s , n = 3)
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图 7  Src 信号对 LBP 诱导的巨噬细胞吞噬的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effect of Src signaling on macrophage phagocytosis induced by LBP ( x s , n = 3)

4  讨论 

HDT 作为一种新型抗病原体感染的治疗策略，

受到越来越多的关注。在治疗金葡菌感染性炎症过

程中，大量天然提取物通过辅助治疗显示了其潜在

药用价值，如穿心莲内酯[16]、黄芩苷[5]等。本研究

发现，LBP 不仅可以活化巨噬细胞，还能增强巨噬

细胞对 S. aureus 的吞噬能力，其机制可能主要涉及

LBP 对 TLR4/Src 信号通路的激活作用。这些结果

也表明 LBP 在增强宿主天然免疫、抵御细菌感染方

面的潜力，并为其成为辅助治疗细菌感染的 HDT 策

略的候选药物提供依据。 

巨噬细胞的吞噬作用包括识别配体、黏附、肌

动蛋白聚合、吞噬杯的形成、摄取和降解等过程[17]。

TLR4 是一类天然免疫模式识别受体，广泛存在于

单核细胞、树突状细胞和巨噬细胞表面[18]。TLR4 信

号传导在对微生物感染的先天免疫反应中起关键作

用[19]。细菌感染或 LPS 刺激触发 Piezo1 和 TLR4 形

成复合物，促进肌动蛋白重塑，增强巨噬细胞的吞

噬功能[20]。本研究发现，TLR4 抑制剂可以显著抑

制 LBP 诱导的巨噬细胞的吞噬能力，表明 TLR4 信

号参与了 LBP 诱导的巨噬细胞对 S. aureus 的吞噬。 

TLR4下游NF-κB 和MAPK信号是调节炎症和

免疫的关键因子。据报道，抑制 NF-κB 和 MAPK 信

号可显著减少细胞因子的释放，降低巨噬细胞对肠

球菌的吞噬和清除能力[21]。本研究发现，抑制 NF-

κB 和 MAPK 均不影响 LBP 诱导的巨噬细胞的吞噬

功能，而使用 Src 家族激酶抑制剂 AZD0530 能够有

效抑制 LBP 诱导的巨噬细胞的吞噬能力。Src 家族

激酶在巨噬细胞骨架重排、吞噬体形成的过程中发

挥重要作用[22]。这些结果表明 TLR4/Src 通路介导

了 LBP 对巨噬细胞吞噬功能的促进作用。 

综上，LBP 可以活化巨噬细胞，并促进巨噬细

胞对 S. aureus 的吞噬作用，且这种促进作用可能部

分通过 TLR4/Src 信号介导的，关于 LBP 促进巨噬

细胞吞噬 S. aureus 的更深入机制还需要进一步探

索。本研究初步探究了 LBP 通过提高天然免疫的活

化从而增强抗感染能力，并在一定程度上阐明了

LBP 促进巨噬细胞吞噬 S. aureus 的相关机制，为其

成为 HDT 相关药物的开发提供了理论和实验依据。

然而，本研究仅进行了体外实验，并未在体内探究

LBP 的抗细菌感染作用。下一步将建立动物实验模

型，进一步确认 LBP 在增强宿主天然免疫、抵御细

菌感染方面的作用，这将对 HDT 药物的开发具有

积极意义。 
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