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摘要 11 

    紅棗 (Ziziphus jujuba) 的果實從古至今被廣泛用於食品、藥膳及中藥方劑12 

中，許多研究顯示，從紅棗果實中萃取之多醣具有抗氧化、抗菌、抗發炎及調13 

節免疫之作用。木棗為目前市面常見之紅棗品種之一，本次報告主要探討木棗14 

多醣純化方式、結構分析、抗氧化活性及調節免疫之作用。利用蒸餾水先製備15 

粗多醣 (Ziziphus jujuba cv. Muzao polysacchrides；ZMP)，再以陰離子交換層析16 

法及凝膠過濾層析法進一步純化，獲得均質的多醣 (purification of ZMPs by 17 

Sephadex G-100 column；GZMP)。分析木棗多醣的結構與抗氧化活性後，發現18 

ZMP 比 GZMP 具有較高的 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 自由基及羥基19 

自由基清除活性，此結果與多醣分子量、單醣組成、半乳醣醛酸含量及包含其20 

他化學物質有關。通過盲腸結紮和穿刺 (cecal ligation and puncture；CLP) 手術21 

建立敗血症的小鼠模型，藉此探討木棗多醣對於減少腸黏膜屏障破壞、降低發22 

炎反應及細胞凋亡之作用。作者藉由試探性實驗發現，以 1000 mg/kg 的木棗多23 

醣進行預處理，敗血症小鼠有較高存活率，故以此濃度之木棗多醣進行後續實24 

驗。實驗結果發現，木棗多醣可減少腸黏膜屏障緊密連結蛋白的減少，並藉由25 

調節細胞凋亡相關蛋白及抑制促發炎細胞激素和 TLR-4/NF-κB 發炎路徑，減26 

緩敗血症小鼠因併發症引發之死亡率。木棗多醣具有抗氧化活性及調節免疫機27 

制之作用，可作為紅棗多醣發展為功能性食品之參考依據。 28 

  29 
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一、前言 1 

    紅棗 (Ziziphus jujuba) 的果實在全世界被廣泛用於保健品或草藥 (He, Z. et 2 

al., 2019; Ji, Zhang, et al., 2019)，在各種紅棗品種中，木棗 (Ziziphus jujuba cv. 3 

Muzao) 是紅棗的主要品種之一，幾千年來持續被應用於食療 (Du, L. J. et al., 4 

2013)。許多研究證實，從木棗中提取的木棗多糖具有抗氧化(Chen, J., Li, Z. et 5 

al., 2013; Wang, B., 2011)、抗癌 (Ji, Hou, et al., 2019; Wu et al., 2019)、抗菌、抗6 

發炎 (Li, Ai, et al., 2014; Periasamy et al., 2020)、降血脂 (Ji et al., 2018)、免疫調7 

節 (Chi et al., 2015; Zhang et al., 2017)、保肝 (Liu, G. et al., 2015) 和保護腸道8 

(Ji, Hou, et al., 2019; Ji, Zhang, et al.,2019) 等多種生物活性。 9 

    1,1-二苯-2-三硝苯肼 (DPPH) 是一種以氮為中心的穩定自由基，是活性自10 

由基的捕獲劑之一。DPPH 自由基漂白是一種快速測定草藥提取物抗氧化活性11 

的方法 (Elboutachfaiti et al., 2011)。羥基自由基可以與大部分生物大分子發生反12 

應，並在相鄰的生物分子中引起嚴重的氧化損傷 (Xie, Shen, et al., 2011; Gao et 13 

al., 2015)。因此，消除羥基自由基是保健和防病的關鍵。 14 

    敗血症是一種由微生物感染引發的發炎性疾病，與全身性發炎反應和多重15 

器官衰竭有關 (Hattori et al., 2017; van der Poll et al., 2017)。敗血症時，腸道血16 

管運送氧氣量不足會導致腸黏膜損傷，並促進腸上皮細胞凋亡，進而導致腸道17 

屏障損傷和通透性增加，細菌和有毒物質從腸道轉移到腸黏膜的固有層會刺激18 

全身性發炎反應 (Cabrera-Perez et al., 2017; Mittal & Coopersmith, 2014)，而腸道19 

上皮屏障受損可能導致敗血症患者多重器官衰竭並最終死亡 (Lu et al., 2019; 20 

Vandenbroucke et al., 2013)。腸道屏障全部的功能依賴於細胞間連接 (He, Y. et 21 

al., 2018。緊密連接 (tight junctions; TJs) 主要由 occludin、triccellulin 和 claudin22 

組成 (Bucker et al., 2011; Gu et al., 2011) 並調節附著狀況，這些蛋白質附著在23 

下面的蛋白質上，例如與皮質細胞骨架緊密相連的 zonula occludens (ZO-1, 2, 3)  24 

(Bucker et al., 2011)。敗血症的主要進展包括腸道黏膜結構破壞和 TJs 蛋白的減25 

少。類鐸受體 (Toll-like receptor, TLR) 藉由識別病原體相關分子來調節發炎反26 

應 (Yang et al., 2017)。TLR 可以通過細胞內訊號激活下游 NF-κB，進而刺激27 

促發炎細胞激素釋放，且 TLR-4 是一種非常重要的參與發炎訊號傳導的受體 28 

(Haussner et al., 2019)，在受損的腸道中，TLR-4 的異常表達會導致發炎反應。29 

最近的研究表示，TLR-4 可以調節 NF-κB 活化並促進發炎反應 (Han, J., Liu, 30 

L. et al., 2016)。TLR-4 在正常組織中的表現量較低，在敗血症時上升，TLR-431 

可以調節 NF-κB 路徑 (Li, Wang, et al., 2015)。NF-κB 路徑在調節促發炎基因和32 

促發炎反應過程中非常重要 (Goto et al., 2020; Ramakrishnan et al., 2019)。NF-33 

κB 是由 p65 和 p50 組成的異二聚體。敗血症時，由於抑制因子 κB (IκB)的降34 

解，NF-κB 的 p65 會從細胞質轉移到細胞核。 35 

    本報告探討木棗多醣的抗氧化活性及對於發炎反應的免疫調節。 36 

二、木棗多糖的分離、純化及抗氧化活性 37 

    從紅棗果實中分離出的多醣具有多項生物活性，包含抗氧化、免疫調節、38 



4 
 

抗病毒、抗腫瘤和抗癌作用 (Li, Liu, et al., 2011; Ji et al., 2017; Wang, Zhao, et 1 

al., 2012; Xie, Tang, et al., 2016)。部分研究已經描述從木棗提取的多醣活性和結2 

構特徵 (Wang, Liu, et al., 2015; Zhang et al., 2017)，然而關於木棗多醣分離方3 

式、純化、特性分析和抗氧化活性的訊息很少，故本篇研究將對於木棗多醣進4 

行相關分析。 5 

    Ji 等人將木棗去除種子後，在溫度 50°C 下進行乾燥 48 小時，乾燥後的木6 

棗利用 60 目 (篩孔尺寸：0.25mm) 的篩網磨碎，將乾燥的棗粉與 80%乙醇在7 

85°C 的水浴槽中回流兩次，每次 3 小時，去除可溶性色素和脂質。乾燥的殘留8 

物在最適條件下用蒸餾水萃取兩次，收集上清液、合併、濃縮，並與其 4 倍體9 

積的乙醇混合，沉澱粗多醣。收集蒸餾水中再懸浮的顆粒，用 Sevag 試劑去蛋10 

白質，並以過氧化氫溶液脫色，透析且濃縮後，用乙醇進行 2 次沉降，得到總11 

產率為 4.31%的淡黃色粗多醣 (polysacchrides of Ziziphus Jujuba cv. Muzao；12 

ZMP) (Qu et al., 2013)。 13 

    為提高純度並獲得勻相的多醣產物，ZMP 經二乙胺乙 (DEAE-52) 纖維素14 

柱(2.6 cm × 40 cm)陰離子交換層析法進行純化，並在 1.0 mL/min 的流速下，用15 

去離子水、0.05、0.1 和 0.3 M 氯化鈉 (NaCl) 水溶液進行逐次沖提 (8 mL/管)，16 

並以酚-硫酸法用 490 nm 測定每管分餾液的吸光度，取相對吸光度較高的 4 管17 

分餾液，命名為 ZMP-1、ZMP-2、ZMP-3 和 ZMP-4 (Fig. 1)。用去離子水進行沖18 

提的 ZMP-1 可能是中性多醣，分別用 0.05、0.10 和 0.30 mol/L NaCl 水溶液進19 

行沖提的 ZMP-2、ZMP-3 和 ZMP-4 是酸性多醣。 20 

經過透析、濃縮和冷凍乾燥後，ZMP-1、ZMP-2、ZMP-3 和 ZMP-4 分別用21 

Sephadex G-100 柱(1.6 cm × 60 cm)凝膠過濾層析法進一步純化，並用蒸餾水以22 

0.3 mL/min 流速進行沖提(8 mL/管)，在 490 nm 測定每管分餾液的吸光度，取相23 

對吸光度較高的 4 管分餾液，以產生 GZMP-1、GZMP-2、GZMP-3 和 GZMP-424 

純化分餾液 (Fig. 2)。根據 ZMP 的原始量，4 種分餾液的回收率分別為25 

0.209%、0.093%、0.418% 和 0.255%，且都有一個對稱、單一的峰值，此實驗26 

結果顯示所有純化產物都是均質的多醣。最後，在進一步研究前將 4 個樣品進27 

行以冷凍乾燥機進行乾燥 (-50°C，30Pa，24h)。 28 

    Ji 等人利用 HPLC 測定分子量，用 Bradford 法測定蛋白質含量(Bradford, 29 

1976; Wang, Chen, et al., 2014)，並通過間位羥基聯苯法測定半乳醣醛酸含量 30 

(Chang et al., 2010)，單醣組成以配備高性能毛細管柱的氣相層析法 (gas 31 

chromatography；GC) 進行分析 (Wang, Lü, et al., 2014; Wang, Zhang, et al.,2017) 32 

(Table 1)。實驗結果顯示，GZMP-1、GZMP-2、GZMP-3 和 GZMP-4 的分子量33 

分別為 111.2、95.1、84.2 和 571.4 kDa，高於 Chang 等人 (2010) 的實驗結果，34 

表示在不同的大棗果實品種和實驗條件下，可觀察到 10-103 kDa 範圍內不同的35 

分子量。較低分子量和較高負電荷的多醣在水溶液中產生延伸的構形和較高的36 

流體動力學體積，可能表現出更顯著的生物活性 (Zhang et al., 2017)。4 個37 

GZMP 樣品的蛋白質含量約為 2%，因純化過程中以 Sevag 方法去除游離蛋白38 
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質，故被測量出的蛋白質很可能是結合多醣的蛋白質。GZMP-3 和 GZMP-4 中1 

的半乳醣醛酸含量相對高於 GZMP-1 和 GZMP-2，GZMP-2 和 GZMP-3 均顯示2 

由鼠李糖、阿拉伯糖和半乳糖組成，且阿拉伯糖是主要的單醣，而 GZMP-1 由3 

四種單醣組成，即鼠李糖、阿拉伯糖、葡萄糖和半乳糖，莫耳分率分別為 0.59 : 4 

72.80 : 0.26 : 7.48，在 GZMP-4 中僅檢測到鼠李糖和阿拉伯糖。單醣組成分析結5 

果顯示，4 個 GZMP 分餾液主要由鼠李糖和阿拉伯糖組成，此與 Wang 等人 6 

(2015) 的結果相似，組成的差異可能由於品種、栽培地區和提取方法不同造7 

成。 8 

    為了解多醣樣品結構的官能基，將乾燥後的樣品與 KBr 粉末一起研磨並壓9 

製成顆粒，在 4000-400 cm-1的頻率範圍以傅立葉轉換紅外光譜儀 (Fourier 10 

transform infrared spectroscopy；FTIR)進行檢測 (Sun et al., 2014) (Fig. 3)。實驗11 

結果顯示，多醣樣品在 3500-3000 cm-1處皆有一個強而寬的吸收波峰，主因於12 

O-H 基團伸縮振動，在 3000-2800 cm-1處也皆有一個 C-H 基團伸縮振動的吸收13 

波峰，此結果說明 ZMP、GZMP-1、GZMP-2、GZMP-3、GZMP-4 均為多醣 14 

(Liu, C. H. et al., 2008)。此外，在 1641 cm-1的吸收波峰歸因於多醣與水結合，15 

而 1200-1000 cm-1處的吸收波峰表示單醣具有吡喃糖環 (Li, Zhao, et al., 2014)。16 

1631 和 1426 cm-1處的兩個吸收波峰代表一個羧基，表示 GZMP-1、GZMP-2、17 

GZMP-3 和 GZMP-4 中存在糖醛酸。GZMP-1 和 ZMP 的光譜中，860 cm-1附近18 

的吸收波峰表示存在 α 型糖苷鍵 (Manrique et al., 2002)。在 612-631 cm-1處一個19 

明顯吸收波峰表示所有樣品中的 C-H 面外彎曲振動。以上結果表示，多醣樣品20 

結構的有機基團與 Table 1 檢測的結果一致。 21 

    有關多醣聚合物的表面形態，Ji 等人利用掃描式電子顯微鏡(scanning 22 

electron microscopy；SEM) 將樣品放大 20000 倍 (Romdhane et al., 2017) (Fig. 23 

4)。顯微鏡照片顯示，表面光滑且緊密，此顯示分子間有很強的作用力，而24 

GZMP-3 比其他多醣呈現更多的折疊 (Fig. 4c)。此外，顯微鏡照片也顯示在掃25 

描過程中，由於高能量的電子束導致樣品表面形成了裂紋。以上結果與 Cui 等26 

人 (2014) 的發現不同，可能因使用不同的提取、純化和製備方法 (Cui et al., 27 

2014)。 28 

酸性紅棗多醣對於清除螯合自由基的活性較中性紅棗多醣更加有效 (Ji et 29 

al., 2017)。Ji 等人以 1,1-二苯-2-三硝苯肼 (DPPH) 自由基及羥基自由基的清除30 

率作為判斷木棗多醣在體外進行抗氧化的活性。將不同濃度 (0.5-2.5 mg/mL) 31 

的 ZMP、GZMP-1、GZMP-2、GZMP-3 和 GZMP-4 各 2 mL，分別與 4 mL、0.1 32 

mM DPPH 自由基乙醇溶液，及 2.0 mL FeSO4、2.0 mL 水楊酸-乙醇溶液和 2.0 33 

mL H2O2進行混合。含 DPPH 自由基的溶液在黑暗中靜置 30 分鐘，然後測定34 

517 nm 的吸光度;含羥基自由基的溶液在 37°C 的水浴槽中進行反應 60 分鐘，35 

然後測定 510 nm 的吸光度 (Lin et al., 2009; Wang, Zhao, et al., 2012)。清除活性36 

可用以下公式計算: 37 
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自由基清除活性(%) = (1 - 
含多醣溶液的吸光度−不含多醣溶液的吸光度

去離子水的吸光度
 )×100% 1 

實驗結果顯示，對於 DPPH 自由基，所有多醣樣品在 0.5 mg/mL 濃度時顯示低2 

清除效果，其中，ZMP 表現出 18.18%的最強清除活性，而 GZMP-1 的清除活3 

性 1.56%最弱，此清除活性排序與半乳醣醛酸含量排序一致，表示較高的半乳4 

醣醛酸含量是木棗多醣抗氧化能力的明顯指標。此外，除 GZMP-1 和 GZMP-2 5 

外，其他多醣的清除活性在濃度範圍 1.5-2.0 mg/mL，隨著樣品濃度增加而顯著6 

增加 (Fig. 5a)，此結果顯示具有活性羥基的單醣可以為自由基提供氫或電子，7 

形成可以終止自由基連鎖反應的穩定自由基 (Xie, Shen, et al., 2011)。對於羥基8 

自由基，木棗多醣對 OH 自由基的清除活性隨著濃度的增加而增加至 2.5 9 

mg/mL。在 2.5 mg/mL 時，ZMP、GZMP-4、GZMP-3、GZMP-2 和 GZMP-1 的10 

羥基自由基清除活性分別為 67.05%、49.38%、36.94%、44.77%和 26.03%(Fig. 11 

5b)。此結果顯示，GZMP 的抗氧化能力相對於 ZMP 顯著降低，可能為沒有其12 

他植物化學物質輔助，如酚類化合物、維他命 E 或色素 (Tsiapali et al., 2001)。13 

此結果顯示較高的半乳醣醛酸含量和較小的木棗多醣分子量可能對清除羥基自14 

由基的作用更顯著 (Chen, H. X. et al., 2008; Tsiapali et al., 2001)，羥基自由基清15 

除活性也與多醣中的變旋異構氫有關。 16 

    綜上所述，ZMP 和 GZMP-4 具有顯著的抗氧化活性，而 GZMP-1、17 

GZMP-2 和 GZMP-3 具有中等的 DPPH 自由基和 OH 自由基清除活性，此結果18 

可能與木棗多醣的結構特徵，如分子量、單醣組成和半乳醣醛酸含量有相關19 

性。 20 

三、木棗多糖增強小腸屏障的功能及改善敗血症小鼠的存活率 21 

    敗血症及其相關併發症導致大量的全球死亡率不斷增加的經濟負擔22 

(Dickson, 2016)，早期預防性治療對於正常生理功能和預防疾病至關重要。經研23 

究顯示，木棗多醣 (Ziziphus jujuba cv. Muzao polysacchrides；ZJPs) 可抑制 NF-24 

κB 和細胞激素 IL-1β和 IL-6 的活性 (Chen, J., Du, C. Y. et al., 2014)，並激活25 

AMPK 信號改善腸道屏障，及控制促發炎細胞激素和 MPO 的活性來抑制發炎26 

反應 (Yue et al., 2015)。故本篇研究目的為探討 ZJPs 是否可以通過調節促發炎27 

細胞激素的釋放，及藉由影響敗血症小鼠的 TLR-4/NF-κB 通路抑制細胞凋28 

亡，進而減輕盲腸結紮和穿刺 (cecal ligation and puncture；CLP)誘導的腸道損29 

傷。 30 

    採用水萃取並經乙醇沉澱獲得純度為 95%的木棗多醣，成分分析顯示由甘31 

露糖、鼠李糖、葡萄糖、半乳糖和阿拉伯糖組成，莫耳分率為 3.23 : 5.91 : 32 

11.25 : 23.01 : 49.22。 33 

    為了解腸道損傷小鼠經 ZJPs 預處理後的臨床症狀及生存時間，Zhou 等人34 

將 50 隻小鼠隨機分為 5 個組別:對照組、實驗Ⅰ組 (NS+CLP)、實驗Ⅱ組 (ZJPs 35 

200+CLP)、實驗Ⅲ組 (ZJPs 500+CLP) 和實驗組 IV (ZJPs 1000+CLP)。II-IV 組36 

小鼠在進行 CLP 手術前每天分別用 200 mg/kg、500 mg/kg 和 1000 mg/kg 劑量37 
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的 ZJPs 溶於生理鹽水溶液進行胃管灌食法 2 週，對照組和實驗 I 組小鼠則給予1 

等體積的生理鹽水。50 隻小鼠由 CLP 建立敗血症模型後，開始監測其存活時間2 

(h)，直到動物死亡，並由三名獨立研究人員每天根據臨床評分系統 (Table 2) 3 

對於臨床症狀進行 7 天分析 (Fig. 6a)。實驗結果顯示，用 500 和 1000 mg/kg 4 

ZJPs 進行預處理的小鼠臨床評分顯著提高。NS+CLP 組和 ZJPs 200+CLP 組的5 

臨床症狀評分相似，兩組的評分均顯著下降，而用 1000 mg/kg ZJPs 進行預處理6 

的小鼠臨床症狀評分顯著較提高 330.0% (Fig. 7a)。CLP 手術後 7 天觀察 5 組的7 

生存時間，結果顯示存活率隨著 ZJPs 劑量增加而增加，對照組所有小鼠皆存8 

活，而 ZJPs 1000+CLP 組的存活率達到 56%，存活時間明顯高於其他實驗組 9 

(Fig. 7b)。以上結果顯示，用 1000 mg/kg ZJPs 進行預處理可顯著提高 CLP 誘導10 

敗血症小鼠的臨床症狀評分和存活時間，因此，Zhou 等人選擇 1000 mg/kg ZJPs11 

的劑量作為後續實驗的劑量。 12 

    Zhou 等人另外將 60 隻小鼠隨機分為三組:A 組 (對照組)、B 組(NS+CLP) 13 

和 C 組 (ZJPs+CLP)。C 組小鼠在 CLP 手術前 2 週每天以胃管灌食法給予高劑14 

量 1000 mg/kg ZJPs，A 組和 B 組的小鼠則給予等體積的生理食鹽水。為了測定15 

腸道通透性，在 CLP 手術後 6 小時，Zhou 等人從每組隨機選擇 5 隻小鼠，以16 

胃管灌食法餵食 600 mg/kg 螢光異硫氰酸鹽葡聚醣(fluorescein isothiocyanate-17 

dextran；FITC-D)，5 小時後通過心臟穿刺採血並離心獲得血漿，以儀器測量18 

FITC-D 在血漿中的濃度。與對照組相比，NS+CLP 組的 FITC-D 濃度明顯升19 

高，然而以 1000 mg/kg ZJPs 進行預處理降低了 FITC-D 的濃度(Fig. 8)。以上述20 

結果顯示，用 ZJPs 進行預處理減輕敗血症小鼠腸道通透性增加的問題。 21 

    腸黏膜屏障損傷被認為是敗血症的基本病理變化，伴隨腸道通透性增加和22 

絨毛結構改變 (Haussner et al., 2019; Ji, Hou,et al., 2019)。3 組小鼠經 CLP 手術23 

後 12 小時，在麻醉下進行剖腹手術，取出迴腸末端的兩個 3 公分段落 (約 6 至24 

9 公分和 12 至 15 公分處) 以進行進一步分析 (Fig. 6b)。迴腸樣本用 10%福爾25 

馬林溶液固定，然後用石蠟包埋，Zhou 等人將迴腸組織切成 5μm 的薄片，進26 

行脫蠟後，將組織切片復水，並以蘇木精及伊紅進行染色 (hematoxylin and 27 

eosin stain；H&E 染色)，染色後的組織切片由 3 位經驗豐富且對於誘導損傷程28 

度不知情的病理學家，藉由用於評估小腸樣本損傷的 Chiu 評分分類 (Chiu et 29 

al., 1970；Table 3) 進行評分，並請對組織切片樣品不知情的檢查員使用30 

CaseViewer 2.0 軟體測量從絨毛到腸壁肌肉層的絨毛長度。觀察結果顯示，對31 

照組的迴腸組織切片可見完整的絨毛和排列整齊的上皮細胞 (Fig. 9a)，然而在32 

NS+CLP 組中，腸黏膜的微絨毛結構明顯受損，微絨毛結構喪失且萎縮 (Fig. 33 

9b)，但是在 ZJPs+CLP 預處理組中，絨毛受到輕微損傷，顯示維持的頂端和發34 

達的上皮下空間 (Fig. 9c)。此外，Zhou 等人觀察到與 NS+CLP 組相比，用35 

ZJPs 進行預處理的小鼠水腫較少且腸壁較厚。NS+CLP 組的腸道組織學評分高36 

於 ZJPs+CLP 組 (Fig. 9d)。NS+CLP 組的絨毛長度明顯短於 ZJPs+CLP 組 (Fig. 37 

9e)。以上述結果顯示，用 1000 mg/kg ZJPs 進行預處理可以預防腸黏膜損傷。 38 
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    在 CLP 小鼠模型中，血清中 IL-1β 和 TNF-α 濃度顯著增加 (Hu et al., 2019; 1 

Mori et al., 2011)。Zhou 等人測定血清中促發炎細胞激素和雙胺氧化酶 (diamine 2 

oxidase；DAO) 的濃度。與 NS+CLP 組相比，ZJPs+CLP 預處理組的 TNF-α、3 

IL-6、IL-1β 水平顯著降低 (Fig. 10a-c)。DAO 是腸黏膜絨毛中的一種高活性細4 

胞內酵素，是腸屏障受損程度的標誌，在敗血症中明顯升高 (Zhan et al., 5 

2018)，此研究結果顯示，與 NS+CLP 組相比，ZJPs 治療降低了血清中 DAO 的6 

濃度 (Fig. 10d)。以上結果顯示，以 ZJPs 進行預處理減少促發炎細胞激素和7 

DAO 的釋放，進而減少發炎和腸黏膜損傷。 8 

    腸黏膜損傷和通透性改變主要伴隨著緊密連接蛋白的減少 (Han, C. et al., 9 

2020)。Zhou 等人以免疫組織化學染色法(IHC)及西方點墨法檢測腸道組織中10 

TJs 蛋白的狀況。實驗結果顯示，ZJPs+CLP 組腸道黏膜中 Claudin-1 (Fig. 11a-11 

d)、Occludin (Fig. 11e-h) 和 ZO-1 (Fig. 11i-l)的表現量高於 NS+CLP 組。西方點12 

墨法檢測的結果 (Fig. 11m-p) 與 IHC 測定一致。以上結果顯示，藉由 ZJPs 進13 

行預處理，CLP 誘導的敗血症小鼠腸道組織中 TJs 蛋白的表現量顯著上調。 14 

    細胞凋亡是一種嚴格調節細胞自殺的過程，可維持體內平衡，並由幾種抗15 

凋亡和促凋亡蛋白進行調節。實驗結果顯示，腸道黏膜中 Bcl-2 的表現量在 16 

ZJPs+CLP 組中上升，但在 NS+CLP 組中下降 (Fig. 12a-d)。腸道黏膜中 Bax 17 

(Fig. 12e-h) 和 Caspase-3 (Fig. 12i-l) 的表現量在 ZJPs+CLP 組中相對降低，但在18 

NS+CLP 組中顯著升高。對照組與 ZJPs+CLP 組 Caspase-3 和 Bax 的表現量無太19 

大差異。以上結果顯示，以 ZJPs 進行預處理可以抑制 CLP 誘導的敗血症小鼠20 

腸道黏膜凋亡，因此，Zhou 等人假設 ZJPs 可以通過降低 Bax 和 Caspase-3 蛋白21 

表現量以及增加 Bcl-2 蛋白表現量來部分預防敗血症腸黏膜中的細胞凋亡。 22 

    類鐸受體-4 (Toll-like receptor；TLR-4) 是參與發炎信號傳導非常重要的受23 

體，也是 TLR 中參與敗血症發炎反應的受體 (Haussner et al., 2019)。Zhou 等人24 

以西方點墨法顯示腸道黏膜中 TLR-4 和 p65 蛋白表現量的變化 (Fig. 13a)，並25 

計算相對表現量 (Fig. 13b-c)，另外也通過 RT-PCR 檢測 TLR-4/NF-κB 表現26 

量。實驗結果顯示，NS+CLP 組 TLR-4 和 p65 蛋白表達顯著增加，ZJPs+CLP27 

預處理組中 p65 和 TLR-4 的表現量顯著下降，部分阻止 CLP 誘導的 TLR4/NF-28 

κB 表現量增加 (Fig. 13d-e)。以上結果顯示，在 CLP 誘導的敗血症小鼠中，用29 

ZJPs 進行預處理減弱用於調節 DNA 發炎細胞激素表現的 NF-κB 轉錄因子。 30 

    綜上所述，ZJPs 可以改善 CLP 誘導敗血症小鼠的預後，減少腸黏膜屏障破31 

壞，並減少敗血症小鼠的發炎反應，可能的機制與抑制 TLR-4/NF-κB 路徑和32 

細胞凋亡有關。 33 

四、結論 34 

    木棗多醣主要由鼠李糖、阿拉伯糖、葡萄糖、半乳糖和半乳醣醛酸組成，35 

木棗多醣的結構特徵使其具有抗氧化活性，且可減少腸黏膜屏障破壞，並藉由36 

抑制 TLR4/NF-κB 路徑與細胞凋亡，減少發炎反應。 37 

  38 
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 1 
Fig. 1. Anion-exchange chromatogram of ZMP on the DEAE cellulose-52 column. 2 

The ZMP solution was applied to the DEAE cellulose-52 column (2.6 cm × 3 

40 cm) and eluted with distilled water, followed by 0.05, 0.10, and 0.30 M 4 

NaCl, sequentially, at a flow rate of 10 mL/min. 5 

(Xiaolong et al., 2018) 6 

  7 
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 1 

Fig. 2. Gel filtration chromatogram of the ZMP fraction on a Sephadex G-100 2 

column. Four polysaccharide fraction ZMP-1, ZMP-2, ZMP-3, and ZMP-3 

4, were applied to Sephadex G-100 column (1.6 cm × 60 cm) and distilled 4 

water at a flow rate of 0.3 mL/min. 5 

(Xiaolong et al., 2018) 6 
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 1 

Fig. 3. The FTIR spectra of ZMP, GZMP-1, GZMP-2, GZMP-3, and GZMP-4. 2 

(Xiaolong et al., 2018) 3 
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 1 

Fig. 4. The SEM photographs of the (a) GZMP-1, (b) GZMP-2, (c) GZMP-3, and 2 

(d) GZMP-4 fraction.  3 

(Xiaolong et al., 2018) 4 
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 1 

Fig. 5. Scavenging effects of ZMP, GZMP-1, GZMP-2, GZMP-3, and GZMP-4 on (a) the DPPH radical and (b) the hydroxyl radical. 2 

(Xiaolong et al., 2018) 3 
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 1 
Fig. 6. The time frame of the experiments. (a) The time frame of the Study 2 

protocol 1. (b) The time frame of the Study protocol 2. 3 

(Hai-Cun et al., 2021) 4 
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 1 

Fig. 7. Effects of ZJPs on clinical score and survival time in CLP-induced septic 2 

mice. (a) Mice were assessed for clinical score at designated time points 3 

after CLP challenge in sham-operated group, NS+CLP, ZJPs 200+CLP, 4 

ZJPs 500+CLP and ZJPs 1000+CLP group. (b) The survival time of five 5 

groups was observed for 7 days after CLP challenge. *p < 0.05, ****p < 6 

0.0001 versus sham-operated group. ####p < 0.0001 versus NS+CLP group 7 

(Hai-Cun et al., 2021) 8 
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 1 

Fig. 8. Intestinal mucosal permeability in CLP-induced septic mice in the sham-2 

operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group, respectively. *p < 0.05, 3 
****p < 0.0001 versus sham-operated group. ####p < 0.0001 versus NS+CLP 4 

group 5 

(Hai-Cun et al., 2021) 6 
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 1 
Fig. 9. Effects of ZJPs on CLP-induced intestinal morphological features and 2 

histopathologic changes. (a-c) The representative photomicrographs of 3 

ileal segments stained with HE at 200× magnification of sham group(A), 4 

NS+CLP group(B), ZJPs+CLP group(C). (d) Intestinal histopathologic 5 

score of gut mucosa using Chiu's method in the sham-operated group, 6 

NS+CLP and ZJPs+CLP group. (e) The villus length of gut mucosa in 7 

the sham-operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group. **p < 0.01, 8 
****p < 0.0001 versus sham-operated group. #p < 0.05 versus NS+CLP 9 

group 10 

(Hai-Cun et al., 2021) 11 
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 1 

Fig. 10. Effects of ZJPs on the expression of serum TNF-α, IL-6, IL-1β and 2 

DAO concentrations in septic mice. (a-c) The level of serum TNF-α(A), 3 

IL-6(B), IL-1β(C) concentration in the sham-operated group, NS+CLP 4 

and ZJPs+CLP group. (d) The level of serum DAO concentration in the 5 

sham-operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group. **p < 0.01, ****p < 6 

0.0001, nsp > 0.05 versus sham-operated group. ####p < 0.0001, versus 7 

NS+CLP group 8 

(Hai-Cun et al., 2021) 9 
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 1 
Fig. 11. Effects of ZJPs on the expression of tight junction proteins in intestinal tissue of septic mice. (a-c) The expression of Claudin-1 in 2 

sham-operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group by immunohistochemistry (IHC). (d) Relative expression of Claudin-1 in 3 

sham-operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group. (e-g) The expression of Occludin in sham-operated group, NS+CLP and 4 

ZJPs+CLP group by immunohistochemistry (IHC). (h) Relative expression of Occludin in sham-operated group, NS+CLP and 5 

ZJPs+CLP group. (i-k) The expression of ZO-1 in sham-operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group by 6 

immunohistochemistry (IHC). (l) Relative expression of ZO-1 in sham-operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group. (m) 7 

Western blot assay for tight junction proteins in sham-operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group. (n-p) The relative 8 

density of tight junction proteins for Claudin-1(N), Occludin(O), ZO-1(P). *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001, nsp > 0.05 versus 9 

sham-operated group. #p < 0.05, ####p < 0.0001 versus NS+CLP group                                (Hai-Cun et al., 2021) 10 
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 1 

Fig. 11.     (Continued). 2 

(Hai-Cun et al., 2021) 3 
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 1 

Fig. 12. Effects of ZJPs on the expression of apoptosis-related proteins in intestinal tissue of septic mice. (a-c) The expression of Bcl-2 in 2 

sham-operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group by immunohistochemistry (IHC). (d) Relative expression of Bcl-2 in 3 

sham-operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group. (e-g) The expression of Bax in sham-operated group, NS+CLP and 4 

ZJPs+CLP group by immunohistochemistry (IHC). (h) Relative expression of Bax in sham-operated group, NS+CLP and 5 

ZJPs+CLP group. (i-k) The expression of Caspase-3 in sham, NS+CLP and ZJPs+CLP group by immunohistochemistry (IHC). 6 

(l) Relative expression of Caspase-3 in sham-operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group. **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 7 

0.0001 versus sham-operated group. ##p < 0.01, ####p < 0.0001 versus NS+CLP group 8 

(Hai-Cun et al., 2021) 9 
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 1 
Fig. 12.     (Continued). 2 

(Hai-Cun et al., 2021) 3 
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 1 

Fig. 13. Effects of ZJPs on the expression of TLR4 and NF-κB p65 in intestinal 2 

tissue of septic mice. (a) Western blot assay for TLR4, p65 and GAPDH 3 

protein in sham-operated group, NS+CLP and ZJPs+CLP group. (b, c) 4 

The relative density of TLR4 and p65. (d, e) The mRNA expression of 5 

NF-κB p65 and TLR4 in intestinal tissue by RT-PCR. *p < 0.05, **p < 6 

0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, nsp > 0.05 versus sham-operated group. 7 
#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 versus NS+CLP group 8 

(Hai-Cun et al., 2021) 9 
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Table 1. Molecular weight, monosaccharides composition, protein and galacturonicacid contents of four ZMP purifued fractions. 1 

 2 

  3 
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Table 2. Clinical scoring system 1 

 2 
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Table 3. Intestinal mucosal damage grading score 1 

 2 
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六、問題討論 1 

(一)有無辦法知道 GZMP 1-4 的化學結構？ 2 

    Ji 等人對於 GZMP 1-4 已分別檢測出分子量、單糖組成及官能基分析，3 

若要確認 GZMP 多糖之結構，可進一步利用質譜儀協助分析單糖組合排列4 

方式。 5 

(二)為什麼測半乳糖醛酸？ 6 

    酸性紅棗多醣對於清除螯合自由基的活性較中性紅棗多醣更加有效，7 

除單醣外，半乳醣醛酸的存在應有助於多醣組分的酸性 (Ji et al., 2017)，且8 

依 Ji 等人之參考資料，半乳醣醛酸經研究顯示具有抗氧化活性，故檢測半9 

乳醣醛酸之含量，並藉此推測其是否對於紅棗多醣之抗氧化活性有相關影10 

響。 11 

(三)Fig. 5 沒有 error bar？ 12 

    清除自由基活性為利用公式計算出百分比，故呈現之曲線圖無 error bar13 

顯示。 14 

(四)半乳糖醛酸的抗氧化活性已知？ 15 

    半乳糖醛酸的結構具有活性的羥基，可以提供氫或電子，使自由基形16 

成可以終止自由基連鎖反應的穩定自由基 (Xie, Shen, et al., 2011)。 17 

(五)兩篇參考資料之紅棗來源差異 18 

    Ji 等人之紅棗原料為陝北黃土高原成熟期木棗；Zhou 等人由山西先鋒19 

生物科技有限公司購買木棗之萃取多醣化合物，無說明木棗之產地。 20 

(六)市面是否有紅棗的功能性食品？ 21 

    目前市面上含有紅棗之功能性食品，紅棗主要作為風味添加物，非做22 

為主要功能開發之食品。 23 

(七)作者對於紅棗其他物質的檢測？ 24 

    Ji 等人及 Zhou 等人皆未對於木棗其他物質進行檢測，此兩篇文獻皆主25 

要探討紅棗多醣之功能。 26 

(八)實驗中以 1000mg/kg 作為動物實驗劑量，此劑量偏高，是否有對於人類之27 

相關研究？ 28 

    目前未有紅棗多醣對於免疫反應之臨床試驗，僅有動物實驗，故可做29 

為未來紅棗萃取物之研究方向。 30 


