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河蚬多糖分离纯化及抗氧化!抗肿瘤活性研究
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摘要"采用
O@,@LF#

纤维素色谱法和
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-
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3N
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葡

聚糖凝胶色谱法对河蚬多糖进行分离纯化#获得
/1;L%

和

/1;L#

两个纯化组分#并对两组分进行紫外光谱和红外光谱

扫描#结果表明'两组分中没有蛋白质和核酸#并证明它们是

多糖类物质%液相色谱分析得到
/1;L%

和
/1;L#

的平均相

对分子质量分别为
%%&#

#

!7#&DO

%对河蚬多糖的抗肿瘤$

抗氧化活性研究结果表明'

/1;L%

对人肝癌细胞!

:<

-

IL#

"

抑制作用较
/1;L#

明显#作用
"5P

时#

/1;L%

对人肝癌细胞

的抑制活性
EC

F$

值为
$*#"A

W

(

AT

&而在抗氧化活性方面

/1;L#

优于
/1;L%

%

关键词"河蚬&多糖&分离纯化&抗氧化
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多糖参与生物体内各项生理活动!是生命有机体不可

缺少的重要成分0

%M#

1

"有机体中的多糖大多与其它大分子

物质聚合在一起!其提取方法主要有水提法'碱提法'氯化

钠溶液提取法'酶提取法等0

!M"

1

"为了得到单一的多糖组

分需要进行纯化!多糖的分级纯化方法有沉淀法'盐析法'

柱层析法等0

F

1

"近年来!人们相继发现了多糖具有抗肿瘤'

抗氧化等活性0

7M&

1

"目前关于研究贝类多糖的抗肿瘤作用

的报道特别多"范秀萍等0

5

1研究发现!从珠母贝中提取的

多糖对体外肿瘤细胞的生长具有显著的抑制作用"胡健饶

等0

6

1发现!从三角帆蚌中提取的多糖对
:<

-

,

癌细胞的增

殖具有明显的抑制作用"贝类多糖对肿瘤细胞的抑制作用

可能是具有细胞毒性作用!抑制了肿瘤细胞
O+,

的合

成0

%$

1

"多糖的抗氧化活性可能是对肿瘤细胞抑制作用的

机理之一"恶性肿瘤患者血液或组织中的脂质过氧化物含

量增高!而过氧化氢酶活性和超氧化物歧化酶的活性明显

下降!

O+,

被活性氧持续氧化损伤而不能得到有效修复导

致细胞癌变"

河蚬#

C4?D*7/)3

9

)/L*&%3

$又称为黄蚬!是一种淡水类贝

壳!在中国的江河湖泊中分布广泛!天然资源十分丰富"本

试验拟研究
O@,@LF#

纤维素柱以及葡聚糖凝胶
2<

-

PCV<Z

3N

IL%$$

对河蚬多糖的分离纯化效果(河蚬多糖对体外培养的

人肝癌
:<I

-

L#

细胞活性的抑制效果!通过研究河蚬多糖对

O;;:

)')

8:

'

8

#M

)的清除率以及对铁离子的还原力!建

立体外抗氧化模型来评价河蚬多糖的抗氧化活性!为更好地

了解河蚬多糖的抗氧化和抗肿瘤性提供依据"

&#%
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材料与方法
%*%

!

材料与试剂

河蚬-壳长
%*F

!

#*FHA

!采自鄱阳湖水域的鲜活河蚬"

O@,@LF#

纤维素'葡聚糖凝胶
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-北京

索莱宝科技有限公司(
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$-纯度
&

6&E

!美国
2G

W

AC

公司(

三吡啶吖嗪-纯度
&

65E

!美国
2G

W

AC

公司(

邻菲罗啉-分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

其它试剂-分析纯!南康市华亿化工有限公司(

人肝癌
:<I

-

L#

细胞-南昌大学第一附属医院"

%*#

!

仪器与设备

全自动部分收集器-

O>2

型!上海沪西仪器有限公司(

电脑定时恒流泵-

O:TL>

型!上海沪西仪器有限公司(

层析柱-

7

#*FHAi7$HA

!上海华美实验仪器厂(

高效液相色谱仪-

%%$$Y<.G<Y

型!美国
,

W

G)<?=

公司(

红外光谱仪-

TL56$$

型!日本日立公司(

全自动酶标仪-

N(V<75$

型!美国
>G(L.CV

公司"
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试验方法

%*!*%

!

河蚬粗多糖的提取
!

取新鲜的河蚬吐沙
"5P

#每
%#P

换一次清水$!取肉'匀浆"取河蚬浆于酶反应器中进行水

解!水解所用的酶为碱性蛋白酶
,)HC)CY<

!条件为水解温度

F$b

!加酶量
#E

!底物浓度
#E

!起始
-

:

为
5*F

!水解得到

河蚬酶解液0

%%

1

"河蚬酶解液流经大孔吸附树脂层析柱!达

到穿透点后!用去离子水冲洗至电导率与纯水相当!此流出

液经减压浓缩'冷冻干燥得河蚬粗多糖粉末"

%*!*#

!

河蚬多糖的分离纯化

#

%

$

O@,@LF#

纤维素凝胶的预处理0

%#

1

-称取
%$$

W

O@,@LF#

纤维素凝胶!先用大量蒸馏水浸泡
#"P

使其充分

溶胀后!用碱液/酸液/碱液依次浸泡"每一次换浸泡液之

前用大量蒸馏水洗反复冲洗至中性后再浸泡!浸泡所用酸液

和碱液浓度为
$*FA()

*

T

的盐酸溶液和氢氧化钠溶液!浸泡

时间为
$*FP

!体积为
%F$$AT

"

#

#

$

O@,@LF#

纤维素色谱柱法分离-称取
7$A

W

河蚬粗

多糖溶于
!AT

蒸馏水中!缓慢加入层析柱中!然后打开层析

柱下端止水夹使多糖溶液进入柱填料内!再缓慢加入
!AT

蒸

馏水!随后打开恒流泵用浓度分别为
$*$

!

$*%

!

$*#

!

$*!A()

*

T

的
+C/)

溶液进行梯度洗脱!流速为
%*$AT

*

AG?

!

FAT

自动

收集
%

管!每梯度共收集
F$

管0

%!

1

"用苯酚/硫酸法0

%"

1检测

各管在
"6$?A

处吸光值!绘制
O@,@LF#

纤维素色谱柱的洗

脱曲线"收集峰值处的多糖溶液!经减压浓缩'蒸馏水透析'

冷冻干燥得到粗多糖"

#

!

$
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PCV<Z
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葡聚糖凝胶色谱柱的分离-

2<

-

PL

CV<Z

3N

IL%$$

凝胶干粉
%$$

W

加入大量蒸馏水浸泡
%#P

后!

进行湿法装柱!平衡备用0

%F

1

"取河蚬粗多糖
#$A

W

!溶于

FAT

蒸馏水中!从上端缓慢加入凝胶柱中!以蒸馏水洗脱!

流速
$*#AT

*

AG?

!每
"AT

自动收集
%

管!用苯酚/硫酸法

检测 各 管 多 糖 溶 液 在
"6$ ?A

处 的 吸 光 度 值!绘 制

2<

-

PCV<Z

3N

IL%$$

凝胶色谱柱洗脱曲线"收集主峰的部分

多糖溶液!蒸馏水透析
#V

!

"Fb

减压浓缩冷冻干燥即得多

糖纯化产品"

%*!*!

!

河蚬多糖的紫外扫描图谱
!

用紫外可见分光光度计

对浓度为
$*FA

W

*

AT

的河蚬多糖溶液进行扫描!波长范围

为
#$$

!

"$$?A

"

%*!*"

!

河蚬多糖的红外扫描图谱
!

用溴化钾压片法来测河

蚬多糖的红外图谱"

%*!*F

!

河蚬多糖分子量的测定以及纯度鉴定

#

%

$分子量标准曲线的制作-用流动相将已知分子量的

标准多糖配制成
%*$A

W

*

AT

的标准溶液!并用
$*"F

#

A

的滤

膜进行过滤!采用
,

W

G)<?=%%$$Y<.G<Y

型高效液相色谱仪进行

分析!色谱柱为
;TC

]

SC

W

<)L8: N0c@O5

#

A

!以静态光散射

检测器和示差检测器进行检测"具体操作条件-检测器及柱

温均为
#Fb

!流动相为浓度为
$*%A()

*

T

的
+C+8

!

的磷酸

盐缓冲液!流速为
$*5AT

*

AG?

!进样体积为
#$

#

T

"

#

#

$样品多糖平均分子量的测定-称取多糖样品配制

%*$A

W

*

AT

溶液!测定方法同标准品的测定!并计算出多糖

样品的平均分子量!鉴定其纯度"

%*!*7

!

河蚬多糖的抗氧化活性研究

#

%

$

O;;:

自由基清除率的测定-参照
TG

等0

%7

1的方法"

分别向试管中加入经过纯化的不同质量分数的河蚬多糖

/1;L%

'

/1;L#

!然后再加入
$*%AA()

*

TO;;:

溶液各
#AT

!

漩涡振荡混匀!在暗室中反应
!$AG?

!测波长
F%&?A

处的吸

光度值!并计算清除率"

-f

#

%M

N

%

MN

#

N

$

$

i%$$E

! #

%

$

式中-

-

///

O;;:

自由基清除率!

E

(

N

%

///样品的吸光值(

N

$

///以水代替河蚬提取液的对照试验的吸光值(

N

#

///以无水乙醇代替
O;;:

溶液的样品干扰试验的

吸光值"

#

#

$羟自由基#)

8:

$清除率的测定-参照文献0

%&

1!在

%$AT

试管中依次加入邻二氮菲#

FAA()

*

T

$

%*$AT

!

;>2

缓冲液#

$*#A()

*

T

-

:&*"

$

#*$AT

!

%*$AT

纯化的河蚬多糖

/1;L%

'

/1;L#

!

:

#

8

#

#

$*%AT

*

%$$AT

$

%*$AT

!

!& b

水浴

%P

"用紫外
M

可见分光光度计测波长
F!7?A

处的吸光度

值!并计算清除率"
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#

%M

N
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#

N

$

$

i%$$E

! #

#

$

式中-

-

///)

8:

清除率!

E

(

N

$

///双蒸水代替样品的空白对照试验的吸光值(

N

%

///样品的吸光值(

N

#

///双蒸水代替除样品以外的物质的干扰实验的吸

光值"

#

!

$铁离子还原力的测定-将
$*$#A()

*

T

的氯化铁溶

5#%

提取与活性
!

#$%&

年第
"

期



液'

$*!A()

*

T

!

-

:!*&

的醋酸盐缓冲液和
$*$%A()

*

T

的三吡

啶吖嗪溶液!用
$*$"A()

*

T

的盐酸溶液配制!以
%

%

%$

%

%

的

比例混合均匀!即可获得
1̂ ,;

试剂"

1<28

"

标准曲线的绘制-分别取
%*$AA()

*

T

硫酸亚铁

溶液
$*$$

!

$*%$

!

$*#$

!

$*!$

!

$*"$

!

$*F$

!

$*7$AT

!按顺序加入

双蒸水
#*$

!

%*6

!

%*5

!

%*&

!

%*7

!

%*F

!

%*"AT

再加入
%$*$AT

1̂ ,;

试剂"摇匀!

!&b

反应
%$AG?

!测定其在波长
F6!?A

处的吸光度值!绘制标准曲线"

样品的测定-

%$AT1̂ ,;

溶液中加入
#AT

样品#纯化

的河蚬多糖
/1;L%

'

/1;L#

$!摇匀!

!& b

反应
%$ AG?

后!

F6!?A

记录吸光度值!以蒸馏水代替河蚬多糖溶液做空白

对照!

N

%

为样品的吸光度!

N

#

为以蒸馏水代替氯化铁溶液做

干扰试验吸光度!以每毫克样品达到相同吸光度#

N

%

MN

#

$

时所需
1<28

"

的微摩尔数表示样品的抗氧化能力"

#

"

$超氧阴离子自由基#

8

#M

)$清除率的测定-按表
#

加入样品和试剂!迅速混匀!倒入比色皿中!在
"#$?A

波长

处测定邻苯三酚的自氧化速率#

$

!

FAG?

$!计算对
8

#M

)的

清除率-

6Nf

Y

$

MY

6

Y

$

i%$$E

! #

!

$

式中-

6N

///超氧阴离子自由基#

8

#M

)$清除率!

E

(

Y

$

///对照管吸光度随时间的变化率!

E

(

Y

2

///样品管吸光度随时间的变化率!

E

"

-

:f5*#3.G

/

:/)

缓冲液#

$*%A()

*

T

$用
#AA()

*

T

@O3,

配制(邻苯三酚#

7$ AA()

*

T

$用
%$ AA()

*

T :/)

配制"

表
%

!

超氧阴离子自由基清除活性测定加样表

3CB)<%

!

O<=<.AG?C=G(?(JYS

-

<.(ZGV<C?G(?.CVGHC)

YHCU<?

W

G?

W

CH=GUG=

K

AT

组别
3.GY

/

:/)

蒸馏水
%$AA()

*

T

:/)

邻苯三酚 总体积

空白试验
"*F "*# $*! $*$ 6

对照试验
"*F "*# $*$ $*! 6

样品
!!

"*F "*# $*$ $*! 6

%*!*&

!

河蚬多糖的抗肿瘤活性研究

#

%

$肿瘤细胞的复苏-采用快速融化法"一般要求在

#$Y

内完全融化!以避免水分渗入细胞内再结晶对细胞造成

损害0

%5

1

"将无菌
;̂N0L%7"$

完全培养基#含
%$E

胎牛血

清$置入
!&b

'

FE

的
/8

#

培养箱中!放置
!$AG?

(取出冻存

管后迅速放入
!&b

水浴锅中复温!轻轻振动融化!待冻存管

中融化
6$E

左右时取出(在无菌操作台中用
&FE

的乙醇消

毒冻存管后开启!用移液器吸出细胞悬液注入离心管!并滴

加
%$

倍左右的
;̂N0L%7"$

培养基!混匀后
%$$$.

*

AG?

离心

FAG?

!弃去培养液(用无菌的
;̂N0L%7"$

完全培养基重新

配成细胞悬液!并转移至细胞培养瓶中!计数并检查细胞活

力!然后置于
/8

#

培养箱中静置培养"

#

#

$细胞的传代与培养-以无菌操作!打开瓶口过火后!

用移液枪轻轻吸去上层培养液(用
#AT

无菌
;>2

缓冲液洗

涤
#

次!加入胰蛋白酶
5$$

#

T

!放入
/8

#

培养箱中进行消化"

待贴壁细胞如流沙状脱落时#约
#

!

!AG?

$加入
;̂N0L%7"$

完全培养基
"AT

终止消化!用吸管轻轻吹打制成均匀的细

胞悬液"将细胞悬液分置于
!

个培养瓶中!分别加入
FAT

;̂N0L%7"$

完全培养基轻轻混匀置于培养箱中培养0

%6

1

"

#

!

$抗肿瘤活性的测定-采用
N33

法0

#$M#%

1

"培养人肝

癌
:<

-

IL#

细胞至对数生长期!经胰酶消化后加入培养液终

止消化!离心后去除上清液!加入适量的培养基调节细胞浓

度为
%i%$

F个*
AT

"在
67

孔培养板中接种细胞悬液

%$$

#

T

!待细胞贴壁后#一般需要
7P

$加多糖溶液
%$$

#

T

(每

组设
7

个复孔(置于
/8

#

培养箱中培养
#"P

或
"5P

后取出

做
N33

检测!试验方法为-每孔加入
F*$A

W

*

ATN33

溶液

#以
;>2

配制!并用
$*##

#

A

滤膜过滤除菌$

#$

#

T

!继续培养

"P

后弃去上清液!每孔加入
%F$

#

T

二甲基亚砜!低速振荡

%$AG?

后!用酶标仪于
"6#?A

处测吸光度!重复
!

次!取平

均值!并按式#

"

$计算不同浓度纯化河蚬多糖
/1;L%

'

/1;L#

对人肝癌
:<

-

IL#

肿瘤细胞的抑制率"绘制抑制率与多糖

浓度关系曲线"

Nf

#

%M

1U

%

1U

#

$

i%$$E

! #

"

$

式中-

N

///抑制率!

E

(

1U

%

///样品的吸光值(

1U

#

///对照试验的吸光值"

%*!*5

!

数据分析及作图
!

试验数据用
2;22%!*$

分析!

8.G

W

G?5*$

作图"

#

!

结果与分析
#*%

!

河蚬多糖的分离及纯化

#*%*%

!

O@,@LF#

纤维素色谱柱的初步分离
!

由图
%

可知!

经不同浓度
+C/)

溶液梯度洗脱!以苯酚/硫酸法示踪检测

到
#

个主要洗脱峰!得到河蚬粗多糖
#

个主要组分并命名!

分别是以蒸馏水洗脱得到的
/1;L%

和以
$*%A()

*

T+C/)

溶

液洗脱所得
/1;L#

"合并相同组分经减压浓缩'蒸馏水透

析'冷冻干燥之后得到
/1;L%

和
/1;L##

个多糖产品!之后

再通过凝胶层析柱进行更进一步的纯化"

图
%

!

O@,@LF#

纤维素色谱柱的梯度洗脱曲线

1G

W

S.<%

!

I.CVG<?=<)S=G(?HS.U<(JO@,@LF#H<))S)(Y<

HP.(AC=(

W

.C

-

P

K

H()SA?

6#%

第
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#*%*#

!

2<

-

PCV<Z

3N

IL%$$

葡聚糖凝胶色谱柱的分离
!

葡聚

糖
IL%$$

凝胶柱对
/1;L%

和
/1;L#

的洗脱曲线见图
#

!

!

!经

葡聚糖
IL%$$

凝胶柱分离
/1;L%

和
/1;L#

两组分的洗脱峰

都为单一峰且峰型对称性良好"收集合并相同组分!经减压

浓缩'蒸馏水透析'冷冻干燥得到棉絮状的纯化多糖
/1;L%

和
/1;L#

"

图
#

!

/1;L%

流经
2<

-

PCV<Z

3N

IL%$$

柱洗脱曲线

1G

W

S.<#

!

/1;L%2<

-

PCV<Z

3N

IL%$$H()SA?<)S=G(?HS.U<Y

图
!

!

/1;L#

流经
2<

-

PCV<Z

3N

IL%$$

柱洗脱曲线

1G

W

S.<!

!

/1;L#2<

-

PCV<Z

3N

IL%$$H()SA?<)S=G(?HS.U<Y

#*#

!

河蚬多糖的紫外扫描图谱分析

由图
"

可知!粗多糖和分离纯化的
#

个多糖组分在

#$$?A

附近都有一大的吸收峰(该吸收峰为多糖的特征吸

收峰!在
#7$

!

#5$?A

处!粗多糖有吸收峰!而经分离纯化的

多糖
/1;L%

和
/1;L#

均没有此峰!说明经分离纯化的多糖

组分已无蛋白质和核酸"

#*!

!

河蚬多糖的红外扫描图谱

图
F

'

7

为河蚬多糖
/1;L%

'

/1;L#

的红外光谱图"在

图
F

!

7

中!

!!&$?A

M%左右处
#

种组分都出现了明显的吸收

峰!在
!&$$

!

!%$$?A

M%处出现的吸收带是羟基的
8

/

:

伸

图
"

!

河蚬多糖的紫外吸收图谱

1G

W

S.<"

!

4'CBY(.BC?H<Y

-

<H=.C(J

-

()

K

YCHHPC.GV<Y(J

C4D*7/)3

9

)/L*&%3

缩振动(

#6#5?A

M%

#

种组分都都出现了明显吸收峰!在

!$$$

!

#5$$?A

M%处出现的吸收峰是由烷基的
/

/

:

伸缩

振动引起的!由此可知
/1;L%

和
/1;L#

含有多糖类物质的

特征基团"在
%&$$

!

%7$$?A

M%处
#

种组分出现的强吸收

峰可能是羧基的
/

"

8

非对称伸缩振动引起的!也可能是

氨基的
+

/

:

变角振动引起的!

%"$$

!

%!$$?A

M%处
#

种组

分都出现了强吸收峰是羧基的
/

"

8

对称伸缩振动!说明

这
#

种 河 蚬 多 糖 组 分 都 含 有 羧 基 基 团(在
%#$$

!

6$$?A

M%处
#

种组分都出现一组强的吸收峰!它是由羟基

#

8

/

:

$的变角振动和吡喃糖环中醚键#

/

/

8

/

/

$的伸缩振

动引起0

##

1

"

/1;L%

在
5"$?A

M%处的吸收峰表明该多糖含有

3L

型糖苷键0

#!

1

"

图
F

!

河蚬多糖纯化组分
/1;L%

傅立叶变换红外光谱图

1G

W

S.<F

!

0Y()C=G(?C?V;S.GJGHC=G(?H(A

-

(?<?=Y/1;L%(J

1(S.G<.3.C?YJ(.A0?J.C.<VY

-

<H=.SAJ.(AC4?(

D*7/)3

9

)/L*&%3;()

K

YCHHPC.GV<

图
7

!

河蚬多糖纯化组分
/1;L#

傅立叶变换红外光谱图

1G

W

S.<7

!

0Y()C=G(?C?V;S.GJGHC=G(?H(A

-

(?<?=Y/1;L#(J

1(S.G<.3.C?YJ(.A0?J.C.<VY

-

<H=.SAJ.(AC4?(

D*7/)3

9

)/L*&%3;()

K

YCHHPC.GV<

#*"

!

河蚬多糖的分子量测定及纯度鉴定

由图
&

可知!经
O@,@LF#

纤维素柱和
Y<

-

PCV<Z

3N

IL%$$

凝胶柱纯化后的多糖组分
/1;L%

经
#

种检测器得到的结果

显示!出现且峰型尖锐对称性好的单一峰!与凝胶色谱图结

果相吻合!说明河蚬粗多糖经两步柱层析分离纯化后得到的

多糖
/1;L%

分子量相对均一"由图
5

可知!静态光散射检测

器检测结果显示有一个峰形尖锐且对称的峰!而示差检测器

检测结果显示有多个峰!说明河蚬多糖
/1;L#

中还含有一定

的其他物质"经计算河蚬多糖
/1;L%

与
/1;L#

的平均相对

分子质量分别为
%%&#

!

!7#&DO

"

$!%

提取与活性
!

#$%&

年第
"
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C

为示差检测器对
/1;L%

的检测结果!

B

为静态光散射检测器对

/1;L%

的检测结果

图
&

!

河蚬多糖纯化组分
/1;L%

的高效液相色谱图

1G

W

S.<&

!

0Y()C=G(?C?V;S.GJGHC=G(?H(A

-

(?<?=Y/1;L%(J

:G

W

P

-

<.J(.AC?H<)G

]

SGVHP.(AC=(

W

.C

-

P

K

J.(A

C4?D*7/)3

9

)/L*&%3;()

K

YCHHPC.GV<

C

为示差检测器对
/1;L#

的检测结果!

B

为静态光散射检测器对

/1;L#

的检测结果

图
5

!

河蚬多糖纯化组分
/1;L#

的高效液相色谱图

1G

W

S.<5

!

0Y()C=G(?C?V;S.GJGHC=G(?H(A

-

(?<?=Y/1;L#(J

:G

W

P

-

<.J(.AC?H<)G

]

SGVHP.(AC=(

W

.C

-

P

K

J.(A

C4?D*7/)3

9

)/L*&%3;()

K

YCHHPC.GV<

#*F

!

河蚬多糖的体外抗氧化活性分析

#*F*%

!

对
O;;:

自由基的清除率
!

由图
6

可知!随着河蚬多

糖浓度的增大!河蚬多糖
/1;L#

对
O;;:

)的清除率显著增

大!

/1;L%

对
O;;:

) 的清除能力增加缓慢!当浓度为

!A

W

*

AT

时!

/1;L#

对
O;;:

)的清除率为
F#*$"E

!

/1;L%

对
O;;:

)的清除率为
%7*7$E

!所以
/1;L#

表现出了更强

的清除
O;;:

)活性"显著性分析结果显示
/1;L%

浓度升

高到
#*FA

W

*

AT

之后!清除率的变化不显著(

/1;L#

在各浓

度条件下对
O;;:

)的清除率变化均显著"

图
6

!

河蚬多糖对
O;;:

自由基的清除作用

1G

W

S.<6

!

2HCU<?

W

G?

W

<JJ<H=(J;()

K

YCHHPC.GV<J.(AC4?D*7/)3

9

)/L*&%3(?O;;:1.<< ĈVGHC)

#*F*#

!

对羟自由基的清除率
!

由图
%$

可知!随着河蚬多糖

浓度的增大!

/1;L%

对)

8:

的清除率减小!

/1;L#

对)

8:

的清除率增大!当
/1;L%

浓度为
$*FA

W

*

AT

时!对)

8:

的

清除率为
#&*5%E

!当浓度增大为
!A

W

*

AT

时!对)

8:

的

清除率下降到
%F*7!E

(当
/1;L#

浓度为
$*FA

W

*

AT

时!对

)

8:

的清除率为
%7*55E

!当浓度增大为
!A

W

*

AT

时!对

)

8:

的清除率增大到
7!*&FE

"由此可知!对比
#

种多糖

对)

8:

的清除率!结果显示
/1;L#

表现出更强的活性!显

著性分析结果显示
/1;L#

在各浓度条件下对)

8:

的清除

率变化均显著"

图
%$

!

河蚬多糖对0

8:

的清除作用

1G

W

S.<%$

!

2HCU<?

W

G?

W

<JJ<H=(J;()

K

YCHHPC.GV<YJ.(A

C4?D*7/)3

9

)/L*&%3(?:

K

V.(Z

K

).CVGHC)

#*F*!

!

对铁离子的还原力
!

由图
%%

可知!随着河蚬多糖浓

度的增大!

/1;L#

吸光度明显增大!而
/1;L%

吸光度变化缓

慢!说明
/1;L#

对铁离子还原力强于
/1;L%

"当多糖浓度为

!A

W

*

AT

时!

/1;L%

和
/1;L#

的
1̂ ,;

值分别为
#"*7"

!

7F*#"

#

A()

*

A

W

"显著性分析结果显示
/1;L#

在各浓度条件

下对铁离子还原力的变化均显著"

图
%%

!

河蚬多糖的铁离子还原力

1G

W

S.<%%

!

<̂VSHG?

W-

(\<.(JC4?D*7/)3

9

)/L*&%3

;()

K

YCHHPC.GV<

#*F*"

!

对超氧阴离子自由基的清除率
!

由图
%#

可知!河蚬

多糖
/1;L%

和
/1;L#

对
8

#M

)的清除能力都随着浓度的增

大呈增大趋势"

/1;L#

对
8

#M

)的清除率增加缓慢!

/1;L%

对
8

#M

)的清除率增加明显!当
/1;L#

浓度为
$*FA

W

*

AT

时!对
8

#M

)的清除率为
$*!#E

!当浓度为
!A

W

*

AT

时!对

8

#M

)的清除率增加到
#*57E

(当浓度为
$*FA

W

*

AT

时!

/1;L%

对
8

#M

)的清除率为
%*F6E

!当浓度为
!A

W

*

AT

时!

/1;L%

对
8

#M

)的清除率增大到
%7*%6E

"由此可知!

/1;L%

对
8

#M

)的清除活性高于
/1;L#

"但试验结果显示
#

种多

%!%

第
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图
%#

!

河蚬多糖对
8

#M

0的清除作用

1G

W

S.<%#

!

2HCU<?

W

G?

W

<JJ<H=(J;()

K

YCHHPC.GV<YJ.(AC4?(

D*7/)3

9

)/L*&%3(?2S

-

<.(ZGV<C?G(?

糖对
8

#M

)的清除活性都较弱"

#*7

!

河蚬多糖的体外抗肿瘤活性分析

由图
%!

可知!加药培养
#"P

和
"5P

后!河蚬多糖
/1;L%

对体外培养的人肝癌
:<I

-

L#

细胞生长都有一定的抑制作

用!当河蚬多糖
/1;L%

浓度为
$*#A

W

*

AT

时!作用
#"P

抑制

不明显!作用
"5P

其抑制率达到
""*%&E

!表现出了较强的体

外抑瘤活性"

图
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对体外培养的
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L#

细胞的生长抑制作用
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可知!加药培养
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和
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后!河蚬多糖
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对体外培养的人肝癌
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L#

细胞生长都有一定的抑制作

用!当河蚬多糖
/1;L#

浓度为
$*#A

W
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AT

时!作用
#"P

抑制

不明显!作用
"5P

其抑制率达到
!&*F7E

!比
/1;L%

的抗肿

瘤活性稍弱"

!

!

结论
通过

O@,@LF#

纤维素色谱法!获得河蚬粗多糖
#

个初

步分离组分!再利用
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-

PCV<Z

3N

IL%$$

葡聚糖凝胶色谱法对

图
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!

/1;L#

对体外培养的
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-

L#

细胞的生长抑制作用

1G

W
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@JJ<H=(J/1;L#(?
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初步分离的
#

个组分进行进一步纯化!得到
/1;L%

和
/1;L#

#

个组分"经计算得到河蚬多糖
/1;L%

与
/1;L#

的平均相

对分子质量分别为
%%&#

!

!7#&DO

"对河蚬粗多糖'

/1;L%

'

/1;L#

的紫外光谱扫描得出经分离纯化的多糖组分已无蛋

白质和核酸"对其进行红外扫描得出
/1;L%

和
/1;L#

均为

多糖类物质"河蚬多糖对人肝癌细胞
:<

-

IL#

抑制结果表

明-

/1;L%

对人肝癌细胞
:<

-

IL#

抑制作用效果显著(纯化多

糖
/1;L%

和
/1;L#

都具一定的抗氧化能力!在对
O;;:

)'

)

8:

'

8

#M

)的清除率以及铁离子还原力方面!

/1;L#

的抗

氧化活性均优于
/1;L%

"

本试验对河蚬多糖的分离纯化!得到了
#

种纯化产品

/1;L%

和
/1;L#

!并对其纯度'分子量'抗肿瘤活性和抗氧化

活性进行了研究!但是对
#

种多糖的结构特征等还不是很了

解!可以进行进一步的试验研究!对其它可能存在的一些性

质也可以进行试验分析"
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细胞体外增殖

机制的实验研究0

a

1

*

中国肿瘤!

#$$6

!

%5

#

F

$-

"%!L"%F*

0

##

1

X,/O4̂ OX8'ON

!

/,;@X;

!

2,20+X8'O'

!

<=C)*13L

0̂ Y=SV

K

(J

-

)C?=H<))\C))A(V<)H(A

-

(S?VY

-

-

<H=GH

-

()

K

YCHHPCL

.GV<YC?VP<AGH<))S)(Y<Y

0

a

1

*/C.B(P

K

V.C=<;()

K

A<.Y

!

#$$$

!

"!

#

#

$-

%6FL#$!*

0

#!

1

@̀2+

!

X0N 9a

!

X0N2N

!

<=C)*;S.GJGHC=G(?

!

HPC.CH=<.GQCL

=G(?C?VGAAS?(Y=GAS)C=G?

W

CH=GUG=

K

(J\C=<.LY()SB)<

-

()

K

YCHL

HPC.GV<GY()C=<VJ.(A/C

-

Y(YG

-

P(?JS)U<YH<?Y

0

a

1

*0?=<.?C=G(?C)

0AAS?(

-

PC.ACH()(

WK

!

#$%$

!

%$

#

!

$-

!7"L!&$*

5!%

提取与活性
!

#$%&

年第
"

期


