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Abstract 
A strain PYQ4 with high production of exopolysaccharide (EPS) was isolated from soil and identi-
fied by molecular biology techniques. The protective effect and its mechanism of the EPS produced 
by PYQ4 against UVC radiation on HaCaT cells were evaluated. The results showed that the strain 
PYQ4 was identified as Pseudomonas rhodesiae. After cultured for 48 h, the yield of EPS reached 
2.50 g/L. The EPS was non-cytotoxic to HaCaT cells in the concentration range of 100 - 1000 µg/mL. 
After UVC irradiation, the treatment with EPS increased the survival rate of HaCaT cells, decreased 
the intracellular reactive oxygen species (ROS) content, and mitigated the collapse of mitochon-
drial membrane potential (MMP). The differences were all statistically significant (p <0.05), indi-
cating that the EPS has a significant protective effect against oxidative damage caused by UVC rad-
iation on HaCaT cells. 
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摘  要 

从土壤中分离筛选一株高产胞外多糖的菌株PYQ4，运用分子生物学技术对其进行鉴定，并探究其胞外多

糖(EPS)对短波紫外线(UVC)引起人永生化角质细胞(HaCaT)损伤的保护作用和保护机制。结果表明，筛选

并分离得到的菌株PYQ4为罗氏假单胞菌(Pseudomonas rhodesiae)。菌株PYQ4发酵48 h后多糖产量可达

2.50 g/L，其所产EPS在100~1000 µg/mL的浓度范围内对HaCaT细胞均无细胞毒性。在UVC辐照后，EPS
的加入使得HaCaT细胞存活率上升，细胞内活性氧(ROS)含量下降同时减轻线粒体膜电位(MMP)的降低，

差异均具有统计学意义(p < 0.05)，说明该EPS对UVC辐射HaCaT细胞引起的氧化损伤有显著保护作用。 
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1. 引言 

按照波长的不同，紫外线可以分为三种类型：长波紫外线(UVA, 320~400 nm)，中波紫外线(UVB, 
280~320 nm)和短波紫外线(UVC, 190~280 nm) [1]。其中 UVA 和 UVB 的穿透力较强可以抵达地球表面，

而绝大部分的 UVC 被臭氧层吸收，但 UVC 是三者中破坏力最高的类型，可以对人体皮肤组织和细胞产

生巨大伤害，诱发细胞癌变。近年来，得益于其独特的灭菌功能，UVC 越来越广泛地应用于工业生产和

日常生活，而相关人员暴露于 UVC 下的风险也越来越大。 
研究表明，紫外线辐射对生物体有多种生理影响，过度暴露于紫外线可以诱导细胞产生过量的活性

氧(ROS)，破坏其自身的抗氧化防御系统，引起脂质过氧化和 DNA 损伤，影响相关的信号传导途径，破

坏细胞结构或功能，并导致光老化、炎症、免疫抑制甚至恶性肿瘤的产生[2]。因此，寻找合适的方法来

降低 UV 引起的损害十分有必要。一些植物和大型真菌的提取物由于其良好的抗氧化活性已被研究者们

关注并应用于这方面。在众多降低 UV 引起的损害作用的物质中，多糖由于其良好的抗氧化活性而成为

近年来的研究热点之一。目前，研究主要聚焦在植物多糖和大型真菌多糖上[3] [4]，对细菌多糖在这方面

的生物活性作用报道较少。 
细菌胞外多糖是细菌产生的一类大分子聚合物，在许多重要生命过程中起关键作用[5]。在体外和体

内研究中，细菌胞外多糖均表现出广泛的生物活性，如持水、抗氧化、免疫调节以及抗肿瘤等[6] [7] [8] [9]，
在食品和医学等领域受到越来越多的关注。相比于植物多糖或真菌多糖，细菌多糖具有生产周期短、可

大量发酵提取、品质稳定等优势，具有良好的应用前景。 
本研究从土壤中筛选了一株高产胞外多糖的罗氏假单胞菌菌株 PYQ4，并运用 HaCaT 细胞模型评估
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了 PYQ4 所产胞外多糖对 UVC 辐射所致细胞损伤的保护作用，为未来保健食品、护肤品的开发提供了理

论基础，具有广阔的应用前景。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与设备 

2.1.1. 材料与试剂 
筛选培养基：蔗糖 20.0 g，胰蛋白胨 10.0 g，酵母浸粉 5.0 g，磷酸氢二钠 3.0 g，琼脂 20.0 g，蒸馏

水 1 L，115℃灭菌 25 min。 
发酵培养基：蔗糖 50.0 g，胰蛋白胨 5.0 g，酵母浸粉 1.0 g，磷酸氢二钠 3.0 g，蒸馏水 1 L，115℃灭

菌 25 min。 
人永生化角质形成细胞(HaCaT)购自中国典型培养物保藏中心。细菌基因组 DNA 提取试剂盒购自宝

日医生物工程有限公司。2,7-二氯二氢荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)、罗丹明 123 (Rh123)荧光探针购自上

海碧云天生物技术有限公司。噻唑蓝(MTT)购自 Sigma-Aldrich。使用的其他试剂均为分析纯。 

2.1.2. 仪器与设备 
SW-CJ-1FD 净化工作台，苏州净化设备有限公司；LRH-250 生化培养箱，上海一恒科技有限公司；

A3K15 冷冻离心机，德国 sigma 公司；FreeZone 冷冻干燥机，美国 Labconco 公司；Spark 10M 多功能酶

标仪，瑞士 Tecan 公司；HF90 CO2培养箱，上海力申仪器有限公司；石英紫外灯管，北京精英特种灯泡

厂；Nikon ECLIPSE Ti 倒置显微镜，日本尼康公司。 

2.2. 试验方法 

2.2.1. 产胞外多糖菌株的筛选与鉴定 
从山东菏泽的公园、湖滨等地收集土壤样本，每个样本中取 10 g 加至 90 mL 无菌生理盐水中，混合

均匀后梯度稀释，取合适稀释度的稀释液 100 µL 涂布于筛选平板上，30℃培养 48 h。观察并记录菌落特

征。选取粘稠，有拉丝的单菌落至筛选平板上进行划线纯化并保存，将该菌株命名为 PYQ4。 
根据宝日医生物细菌基因组 DNA 提取试剂盒步骤提取该菌株的总 DNA，以通用引物 27F 和 1492R

扩增该菌的 16S rDNA 基因，回收扩增产物后进行测序，通过测定 16S rDNA 的序列来进行菌种鉴定。使

用 BLAST 将 PCR 产物的测序结果与 NCBI GenBank 中的基因序列进行比较。 

2.2.2. 胞外多糖的制备 
胞外多糖提取方法参考已有文献并稍作修改[10]。将分离菌株以 2 %的接种量接种至发酵培养基中，

在 30℃，转速为 150 rpm 的摇床中振荡培养 48 小时。所得发酵液于冷冻离心机中 4℃、4000 × g 下离心

15 min 除去菌体，所得上清液在 60℃的旋转蒸发仪中浓缩。随后用 Sevag 法去除蛋白质 5 次。取上清液

与三倍体积的无水乙醇混合，并在 4℃下沉淀过夜。将沉淀物重新溶解在去离子水中，透析(截留量 3500 
Da) 2 天后冷冻干燥，获得 EPS。 

采用 Bradford 法[11]和苯酚–硫酸法[12]测定 EPS 中总蛋白和碳水化合物的含量，分别以牛血清白蛋

白和 D-葡萄糖为标准。 

2.2.3. HaCaT 细胞培养 
HaCaT 细胞在含有 100 μg/mL 青霉素，100 U/mL 链霉素和 10% (v/v) FBS 的 DMEM 高糖培养，并置

于 37℃，5% CO2条件下的培养箱中。当细胞融合度达到 80%后，弃去培养基，将细胞用含 0.02% EDTA
的胰蛋白酶消化并接种到不同规格的孔板中以待后续实验，具体规格取决于检测指标。 
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2.2.4. 胞外多糖对 HaCaT 细胞的毒性试验 
采用 MTT 法测定 EPS 对 HaCaT 细胞存活率的影响。将细胞以 5000 个/孔的密度接种至 96 孔板中，

培养 24 h 后加入含不同浓度 EPS (100，200，300，600，1000 µg/mL)的新鲜培养基。孵育 24 h 后移去培

养基，PBS 清洗后每孔加入 0.5 mg/mL 的 MTT，避光孵育 4 h 后移去上清液，每孔加入 150 µL 的 DMSO，

充分溶解生成的甲臜后在 570 nm 下检测吸光度。 

2.2.5. UVC 损伤模型的建立与分组 
参考现有文献报道[13]，采用 8 mJ/cm2 剂量的 UVC 用于实验。细胞培养 24 h 后，用 PBS 洗涤并暴

露于 8 mJ/cm2 UVC 下，然后与含有不同浓度 EPS (100，200，300，600，1000 µg/mL)的新鲜培养基一起

孵育 24 小时。对照组不经 UVC 和 EPS 处理，UVC 模型组只用 UVC 处理。 

2.2.6. 胞外多糖对 UVC 引起 HaCaT 细胞损伤的影响 
将细胞以 5000 个/孔的密度接种至 96 孔板中，培养 24 h 后将细胞用 PBS 洗涤并暴露于 UVC，然后

与一系列浓度的 EPS 共孵育 24 小时，同时实验采用 5.68 mmol/L 的 Vc 作为阳性对照[14]。随后，采用

MTT 法测定 EPS 对 UVC 引起的 HaCaT 细胞损伤的影响。 

2.2.7. 胞外多糖对 HaCaT 细胞内 ROS 水平的影响 
使用 DCFH-DA 荧光探针表征细胞内 ROS 的含量[15]。将 HaCaT 细胞以 4 × 104个/孔的密度接种到

24 孔板中。处理后，将 HaCaT 细胞与 10 μM DCFH-DA 在 37℃，5% CO2下孵育 30 分钟，之后用 PBS
洗涤。加入无酚红培养基后，立即用荧光显微镜观察细胞。使用 Image-Pro Plus 6.0 软件对荧光强度进行

定量。 

2.2.8. 胞外多糖对 HaCaT 细胞线粒体膜电位的影响 
使用 Rh123 荧光探针表征细胞线粒体膜电位(MMP) [16]。将 HaCaT 细胞以 4 × 104个/孔的密度接种

到 24 孔板中，经上述处理后，将 HaCaT 细胞与 2 μM Rh123 在 37℃，5％ CO2条件下孵育 30 分钟，PBS
清洗后用荧光显微镜观察。使用 Image-Pro Plus 6.0 软件对荧光强度进行定量。 

2.2.9. 统计分析 
实验数据均使用平均值±标准差来表示，对所有数据采用 SPSS 23.0 软件进行单因素方差分析

(ANOVA)，进一步使用 Duncan 检验对每组之间的差异进行分析。p < 0.05 表示差异具有统计学意义。 

3. 结果与分析 

3.1. 菌株的筛选鉴定与胞外多糖的制备 

通过大量筛选和不断纯化，从土壤中筛选出一株高产胞外多糖的菌株 PYQ4。菌株 PYQ4 的菌落形

态及菌体形态如图 1 所示。由图 1(A)可知，在筛选培养基上菌株 PYQ4 单菌落呈圆形凸起，微黄色不透

明且湿润粘稠。图 1(B)革兰氏染色结果可知 PYQ4 为杆状革兰氏阴性菌。 
由图 2 可知，将该菌株的 16S rDNA 序列与 GenBank 中相关种属的序列进行比对后发现，PYQ4 与

罗氏假单胞菌(Pseudomonas rhodesiae)同源性最高，将该菌株鉴定为 Pseudomonas rhodesiae PYQ4，并保

藏于中国普通微生物菌种保藏管理中心，保藏编号为 CGMCC No. 16674 [17]。 
通过苯酚-硫酸法测定，菌株 PYQ4 在 30℃，150 rpm，48 h 的条件下可发酵得胞外多糖 2.50 ± 0.13 g/L，

显著高于多种乳酸菌胞外多糖的产量[10] [18] [19]。不仅如此，与其他假单胞菌的产量相比也处于较高水

平，刘凤等[20]报道的海洋假单胞菌 pf-6 发酵产量为 1.22 g/L，范秋苹[21]优化依氏交替假单胞菌 HZ 
(Pesudoalteromonas issachenkonii HZ)发酵条件后，其发酵产量才达到 2.603 ± 0.022 g/L，比优化前提高
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114.95%。对所获胞外多糖的成分进一步分析发现，菌株 PYQ4 发酵所得胞外多糖中糖含量为 94.35% ± 
2.20%，蛋白质含量为 2.47% ± 0.26%，说明所获胞外多糖纯度较高。 
 

 
Figure 1. Colony morphology (A) and cell morphology (B) of strain PYQ4 on the solid screening medium 
图 1. 菌株 PYQ4 的菌落形态(A)及菌体形态(B) 
 

 
Figure 2. Phylogenetic tree of strain PYQ4 
图 2. 菌株 PYQ4 的系统发育树 

3.2. 罗氏假单胞菌 PYQ4 胞外多糖对 HaCaT 细胞存活率的影响 

罗氏假单胞菌 PYQ4 胞外多糖对 HaCaT 细胞的毒性实验结果如图 3 所示。与浓度为 100，200，300，
600，1000 µg/mL 的 EPS 共孵育 24 h 后，HaCaT 细胞存活率在 101.82%~106.25%之间，与对照组相比无

显著性差异。实验结果表明上述浓度的 EPS 不会对 HaCaT 细胞造成损伤，可以用于后续实验和进一步产

品开发。 

3.3. 罗氏假单胞菌 PYQ4 胞外多糖对 UVC 引起 HaCaT 细胞损伤的影响 

罗氏假单胞菌 PYQ4 胞外多糖对 UVC 引起 HaCaT 细胞毒性的保护存活效果如图 4 所示。经 UV 辐

射处理，HaCaT 细胞存活率大幅下降，仅为对照组的 69.06 ± 3.76%，说明 UVC 具有显著的细胞毒性。

而 EPS 的加入使得 HaCaT 细胞的存活率较 UV 模型组显著上升。此外，对于不同浓度的 EPS 处理组来

说，浓度越高对细胞的保护效应越强，最高浓度的 EPS 处理组(1000 µg/mL)细胞存活率为 84.63 ± 2.70%，
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与 Vc 阳性对照组(87.60 ± 4.41%)相当无显著性差异。该实验结果说明，针对 UVC 引起的细胞损伤，该

EPS 有显著的保护效应，且具有剂量依赖性。适当浓度 EPS 对 UVC 损伤的修复效果可与 Vc 相当，性质

稳定，潜在应用价值高。 
 

 
Figure 3. Cytotoxicity assay of EPS on HaCaT cells 
图 3. EPS 对 HaCaT 细胞的细胞毒性评估 
 

 
Figure 4. Effect of EPS on UVC-induced damage in HaCaT cells (a, b, c, and d represent significant differences) 
图 4. EPS 对 UVC 引起的 HaCaT 细胞损伤的影响(不同标记字母 a, b, c, d 统计学结果显示差异显著) 

3.4. 罗氏假单胞菌 PYQ4 胞外多糖对 HaCaT 细胞内 ROS 水平的影响 

上述实验结果已经证明罗氏假单胞菌 PYQ4 所产胞外多糖能有效修复 UVC 引起的细胞损伤，在接下

来的实验中对这种细胞保护作用的机制进行了进一步的探究。正常机体内过氧化物质与抗氧化物质处于平

衡状态[22]，已有研究表明紫外线辐射会引起细胞内大量 ROS 的产生，而过量的 ROS 对脂质、蛋白质和

DNA 均有严重不利影响[23]。考虑到这一现象，本研究使用 DCFH-DA 探针评估 HaCaT 细胞内 ROS 水平。 
根据图 5 所示，UVC 造模处理组的细胞荧光强度达到对照组的 3.87 倍。EPS 以剂量依赖性的方式显

著降低了 UV 诱导的细胞内 ROS 的产生。在 100、200、300、600、1000 µg/mL EPS 的存在下，HaCaT
细胞内 ROS 的荧光强度分别下降至 295.21 ± 43.88%、263.33 ± 43.65%、226.39 ± 20.35%、179.06 ± 13.66%、

171.78 ± 30.04%，表明菌株 PYQ4 所产 EPS 能够有效清除因紫外线诱导而产生的过量 ROS 从而保护细胞，

这与 Lee 等人的报道具有一致性[24]。 
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Figure 5. Effects of EPS on UVC-induced excessive ROS in HaCaT cells (a, b, c, and d represent significant differences) 
图 5. EPS 对 UVC 引起的 HaCaT 细胞内过量 ROS 的影响(不同标记字母 a, b, c, d 统计学结果显示差异显著) 

3.5. 罗氏假单胞菌 PYQ4 胞外多糖对 HaCaT 细胞线粒体膜电位的影响 

作为一种重要的细胞器，线粒体为细胞提供生存所需的能量，于此同时，伴随着呼吸链中电子的泄漏，

ROS 在线粒体内快速产生并影响其代谢[25]。现有研究表明[26]，紫外辐射会导致线粒体功能障碍，从而引

发一系列不良反应。鉴于罗氏假单胞菌 PYQ4 所产胞外多糖能够有效清除过量 ROS 的实验结果，我们猜测

EPS 也可能通过减轻线粒体功能障碍发挥其保护作用。本研究中使用 Rh123 探针来表征线粒体膜电位。 
图 6 中的数据表明，与对照组相比，UVC 模型组的荧光强度下降至 78.24 ± 2.42%，而在 EPS 存在

的情况下，MMP 的损失明显受到剂量依赖性的抑制，尤其是当 EPS 浓度 600 μg/mL 和 1000 μg/mL 时，

HaCaT 细胞的荧光强度分别可以达到 101.19 ± 2.96%和 102.87 ± 2.56%。根据以上实验结果可知，UVC
辐照会导致细胞 MMP 的大幅崩解，从而导致线粒体功能障碍，而罗氏假单胞菌 PYQ4 所产 EPS 能够显

著缓解这种不利影响，从而在一定程度上恢复细胞的正常生物活性。 
 

 
Figure 6. Effects of EPS on UVC-induced mitochondrial dysfunction in HaCaT cells (a, b, c, and d represent signi-ficant 
differences) 
图 5. EPS 对 UVC 引起的 HaCaT 细胞内线粒体功能紊乱的影响(不同标记字母 a, b, c, d 统计学结果显示差异显著) 

4. 结论 

本研究从土壤中筛选出 1 株高产胞外多糖的菌株 PYQ4，经分子生物学鉴定，该菌株被鉴定为罗氏

假单胞菌(Pseudomonas rhodesiae)。通过 HaCaT 细胞模型，本研究初步证实了罗氏假单胞菌 PYQ4 所产

胞外多糖可通过显著清除过量 ROS 的产生、抑制线粒体膜电位的崩解，从而有效缓解 UVC 引起的细胞

毒性损伤的能力，且这种保护作用呈剂量依赖性方式。上述研究成果展示了 EPS 发挥修复作用的部分机

制，为开发基于菌株 PYQ4 所产胞外多糖的 UV 防护剂提供了理论基础，进一步拓展了微生物多糖在食

品和化妆品领域的应用前景。 
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