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摘要!采用四甲基偶氮唑蓝!
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#法对胶红酵母胞外多
糖组分!
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#抑制
!8

种常见癌细胞!血癌细胞
]:#7

$

胃癌细胞
Tb>X7J

$胃癌细胞
Zb>W"8!

$胃癌细胞
O];7X

$肝癌细胞
P+

A

b7

$

T$YW987

$

P+

A

JT

$胰腺癌细胞
PZ##I

$乳腺癌细胞
Z]TQJ

$宫颈癌细胞
P+Y'

#能力进
行了筛选"结果证明胞外多糖组分

Q$@Z7%G

对肝癌细胞
P+

A

b7

有较好的抑制效果%通过胞外多糖组分
Q$@Z7%

G

对
P+

A

b7

细胞抑制作用最佳浓度及时效性的研究"探
讨胞外多糖组分

Q$@Z7%G

对肝癌
P+

A

b7

细胞的生长抑
制及其作用机制%结果表明'当胞外多糖组分

Q$@Z7%G

的浓度为
!&

F

(

&Y

时"肝癌细胞
P+

A

b7

的抑制率高于
E7

:8

时的抑制率"抑制效果明显优于其他浓度%肝癌细
胞

P+

A

b7

的自发凋亡率为
8598[

"当胞外多糖组分
Q$@Z7%G

浓度为
!&

F

(

&Y

"分别处理
79

"

9X

"

W7/

"肝癌
细胞

P+

A

b7

的凋亡率依次为
WW5W8[

"

XX5!X[

"

"W58X[

%

胞外多糖组分
Q$@Z7%G

能有效抑制肝癌细胞的增殖"使
肝癌细胞

P+

A

b7

阻滞发生在
b!

(

Z

期"并诱导肝癌细胞
P+

A

b7

凋亡"且存在剂量效应%

关键词!胶红酵母&胞外多糖&

P+
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b7

&细胞凋亡
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胶红酵母是一种抗逆性较强的腐生酵母!含有包括
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W

种人体必需氨基酸在内的
!#

种常见的氨基酸!

#

种脂
肪酸!以及丰富的类胡萝卜素)

S

$

)核苷酸和虾青素等微
量元素*

!

+

"胞外多糖#

+-<%

A

<)

C

1'22/'?(6+

!

$@Z

%是由微生
物包括细菌)真菌)藻类释放到周围环境中促进细胞生
长!抑制溶菌酶!储存营养和加强耐有毒重金属的一类多
糖*

7

+

"近年来!胶红酵母的研究主要集中在其类胡萝卜
素*

J_9

+的富集培养条件和优良菌株的筛选*

:_#

+等方面"

研究*

W_X

+发现!酵母菌胞外多糖#

R$@Z

%具有潜在的抗氧
化)抗凝血)抗血栓和抗病毒活性!可用于生产有机体免
疫调节剂"目前!国内外对细菌胞外多糖和一些大型真
菌胞外多糖的研究较多*

"

+

!而对酵母菌胞外多糖的菌株
筛选)结构解析和功能活性研究较少*

!8

+

!尤其胶红酵母胞
外多糖的结构解析和功能活性尚未见报道"

课题组*

!!

+前期通过醇沉!脱蛋白!透析等方法得到胶
红酵母

>H>>JJ8!J

菌株代谢的胞外多糖#

Q$@Z

%!复溶
后经

M$G$%:7

纤维素层析和
Z+

A

/'6+-b%!88

凝胶柱层
析分离纯化!高效凝胶渗透色谱法色谱图显示胞外多糖
组分

Q$@Z7%G

是单一)对称峰!表明得到的胶红酵母胞
外多糖组分

Q$@Z7%G

是均相样品!根据葡聚糖标准!胞
外多糖组分

Q$@Z7%G

的平均分子量为
W5!7:f!8

#

M'

"

并基于红外光谱)核磁共振和甲基化分析!确定了胶红酵
母胞外多糖组分

Q$@Z7%G

是高度分支的多糖!由#

!

&

J

%

%

连接的
b')

为骨架组成!分支是由#

!

&

7

%

%

连接的
b)2

)

#

!

&

9

%

%

连接的
O'0

)#

!

&

J

%

%

连接的
b)2

)#

!

&

9

!

#

%

%

连接
的

O'0

和#

!

&

7

!

J

!

9

%

%

连接的
G?'

组成"有研究*

!7_!J

+表
明!具有抗肿瘤活性的甘露聚糖多为#

!

&

#

%键型!活性半
乳糖则以#

!

&

J

%糖苷键连接"试验拟从增殖)凋亡与周
期等方面分析评价胞外多糖组分

Q$@Z7%G

对肝癌细胞
P+

A

b7

的抑制作用!为胶红酵母胞外多糖在食品与药品
中的应用提供理论支持和技术依据"

!

!

材料与方法

!5!

!

材料与仪器
胶红酵母菌株#

I'(=(:(;)51 8)4051

?

0,(91 >H>>

JJ8!J

%&中国典型培养物保藏中心(

血癌细胞
]:#7

)胃癌细胞
Tb>X7J

)

Zb>W"8!

)

O];7X

)肝癌细胞
P+

A

b7

)

T$YW987

)

P+

A

JT

)胰腺癌细胞
PZ##I

)乳腺癌细胞
Z]TQJ

)宫颈癌细胞
P+Y'

&兰州大
学第一医院中心实验室(

Q@OH!#98

培养液&武汉凌飞科技有限公司(

胎牛血清&浙江天杭生物科技股份有限公司(

磷酸盐缓冲溶液)胰酶&天津科密欧化学试剂有限
公司(

青霉素$链霉素溶液&国药集团化学试剂有限公司(

膜联蛋白
S%

异硫氰酸荧光素细胞凋亡检测试剂盒&

广州威佳科技有限公司(

其他试剂&均为分析纯(

流式细胞仪&

YM̂ a%J8]TZ

型!上海申安医疗器
械厂(

倒置显微镜&

PP%9

型!金坛市宏华仪器厂(

酶联免疫检测仪&

Mb:8JJG

型!上海巴玖实业有限
公司(

离心机&

>I!:QI

型!上海天美生化仪器设备有限
公司(

摇床振荡器&

M̂%"::8

型!海门市其林贝尔仪器制造
有限公司(

>L

7

培养箱&

cS%!!88

型!上海美谱达仪器有限
公司"

!57

!

试验方法
!575!

!

癌细胞筛选
!

在倒置光学显微镜下观察各组癌细
胞!选取生长良好的各癌细胞*

!9

+

"选出的细胞进行分类
处理&

#

悬浮类细胞直接移入无菌的离心管进行离心(

$

贴壁类细胞移除原有的培养基!用
@TZ

清洗
7

"

J

次!

加入
!

"

7&Y

胰酶静止
J

"

:&(0

!加入完全培养液终止
消化!移入无菌的离心管!离心条件为

!888?

'

&(0

)

:&(0

!移除上清液"

将对数生长期的血癌细胞
]:#7

)胃癌细胞
Tb>X7J

)

胃癌细胞
Zb>W"8!

)胃癌细胞
O];7X

)肝癌细胞
P+

A

b7

)

T$YW987

)

P+

A

JT

)胰腺癌细胞
PZ##I

)乳腺癌细胞
Z]%

TQJ

)宫颈癌细胞
P+Y'

接种在无菌的
"#

孔板!接种浓度
约为

!8

9个'
&Y

!重复
W

次!并设置空白对照组!加入多糖
#浓度为

!58&

F

'

&Y

%!混合均匀放入
>L

7

培养箱中培养
79/

"吸去上清液!加入
Q@OH!#98

培养液和
OII

溶
液!于

JWe

)

:[ >L

7

的条件下继续培养
9/

"吸去上清
液!分别加入

MOZL

!置于摇床上低速振荡
!8

"

!:&(0

!

使结晶物溶解完全"在波长为
9"80&

条件下对各孔的
吸光值进行测定*

!:_!#

+

"细胞增殖抑制率按式#

!

%计算&

I

X

#

!

Z

#

O

#

7

%

Y

!88[

! #

!

%

式中&

I

$$$细胞增殖抑制率!

[

(

#

O

$$$试验组吸光值(

#

7

$$$空白组吸光值"

!5757

!

多糖药物对
P+

A

b7

细胞作用浓度及时效性
测定

!

经过筛选肝癌细胞
P+

A

b7

为后续主要的研究对
象"在

"#

孔板内接种对数生长期的
P+

A

b7

细胞!使每
孔细胞数约为

!58f!8

9个"多糖浓度分别为
858

!

85:

!

!58

!

!858&

F

'

&Y

!做
#

个重复并设置空白对照!并以人正
常细胞株#

Y87

%和
L-')(

A

)'4(0

处理
P+@b7

分别为阴性和
阳性对照组"加样完成后振荡均匀!于

JWe

)

:[ >L

7

的
条件下培养

79

!

9X

!

W7/

进行测定*

!W

+

"

!575J

!

P+

A

b7

细胞凋亡检测
!

多糖作用于
P+

A

b7

细胞

*&!

提取与活性
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的浓度为
!58&

F

'

Y

!未添加多糖的细胞做为空白对照"

放入
JWe

)

:[ >L

7

的培养箱中培养
79

!

9X

!

W7/

形成
J

个试验组!每组各做
J

个平行"培养结束后移除培养
液!加入

@TZ

!细胞刮分散细胞!移入离心管离心
#

!888?

'

&(0

!

9e

!

:&(0

%!移除上清!收集细胞"吸取
!8

(

Y

细胞沉淀悬于
!"8

(

Y

结合缓冲液!加入膜联蛋白
S%

异硫氰酸荧光素细胞凋亡显像剂!轻轻混匀!避光室温
反应

!:&(0

!加入
7":

(

Y

结合缓冲液!在
!/

内上机检
测!上机前

:&(0

加入
:

(

Y@H

#碘化丙啶%

*

!X_!"

+

"

!5759

!

细胞形态学观察
!

细胞制成单细胞悬液!细胞数
约

!8

#个'
&Y

!同时设不加
P+

A

b7

细胞对照组和浓度为
!58

F

'

Y

的多糖作用
79

!

9X

!

W7/

的试验组!培养结束后!

在倒置显微镜下观察细胞形态"

!575:

!

细胞周期测定
!

将培养细胞制成单细胞悬液!细
胞数约

!8

#个'
&Y

!同时设细胞对照组和浓度为
!58

F

'

Y

的多糖作用
79

!

9X

!

W7/

的试验组"用
@TZ

清洗
7

次!匀
浆细胞!用预冷的

W:[

酒精#

!

"

J&Y

%固定!加入
@H

!置
9e

避光染色
J8&(0

!

988

目尼龙网过滤后!将样品加入
流式细胞仪!氩离子激发

@H

荧光!波长
9XX0&

处测定"

!5J

!

数据统计分析
数据采用

Z(

F

&'

A

)<4!75:

进行统计分析!试验结果用
#

2i9

%表示!

J

个平行试验!采用
G;LSG

进行
M302'0'

多重比较分析#

@

#

858:

%"

7

!

结果与分析

75!

!

多糖组分
Q$@Z7%G

对不同癌细胞的作用
采用

OII

法研究多糖组分
Q$@Z7%G

对
!8

种常见
癌细胞的抑制作用!效果如图

!

所示"结果表明!多糖组
分

Q$@Z7%G

对选取的
!8

种癌细胞都有一定的抑制作
用!癌细胞的种类不同!抑制效果亦不相同"其中血癌细
胞

]:#7

)胃癌细胞
Tb>X7J

)胃癌细胞
Zb>W"8!

)胃癌细
胞

O];7X

)肝癌细胞
T$Y%W987

)肝癌细胞
P+

A

JT

)胰腺
癌细胞

PZ##I

)乳腺癌细胞
Z]TQJ

)宫颈癌细胞
P+Y'

"

种癌细胞的抑制率均低于
:8[

!说明多糖组分
Q$@Z7%G

图
!

!

多糖
Q$@Z7%G

对不同癌细胞的抑制结果
K(

F

3?+!

!

H0/(D(4<?

C

+**+24<*

A

<)

C

1'22/'?(6+Q$@Z7%G

<06(**+?+042'02+?2+))1

对这些细胞没有明显的抑制效果!可能是自发凋亡引发
的结果"对肝癌细胞

P+

A

b7

的抑制率明显的高于其他
"

种癌细胞!其抑制率为
#7[

!高于
:8[

!说明多糖组分
Q$@Z7%G

对肝癌细胞
P+

A

b7

的抑制具有特异性"因此
后续试验选取肝癌细胞

P+

A

b7

作为研究对象"

757

!

多糖组分
Q$@Z7%G

溶液的浓度及时效性分析
如图

7

所示!随着多糖组分
Q$@Z7%G

溶液浓度的增
加!其对肝癌细胞

P+

A

b7

的抑制率逐渐升高!而随着作
用时间的延长!多糖

Q$@Z7%G

溶液对肝癌细胞
P+

A

b7

的抑制率变化范围较小!说明在一定的时间#

W7/

%内!时
间的变化对多糖

Q$@Z7%G

溶液的作用效果影响不大"

当浓度低于
!58&

F

'

&Y

时!多糖
Q$@Z7%G

溶液对肝癌细
胞

P+

A

b7

的抑制率均低于
:8[

!说明多糖组分
Q$@Z7%

G

溶液浓度低于
!58&

F

'

&Y

时的研究意义不大"浓度为
!58 &

F

'

&Y

时!多糖组分
Q$@Z7%G

溶液对肝癌细胞
P+

A

b7

的抑制率均高于
:8[

!对正常肝细胞
Y87

的抑制
率为

J![

!说明在该浓度下肝癌细胞
P+

A

b7

得到了较好
的抑制效果"当浓度为

!858 &

F

'

&Y

时!抑制率接近
!88[

!此时的多糖组分
Q$@Z7%G

溶液的浓度太高影响
了细胞的生长!因此!无实际研究意义"

以经典抗癌药物奥沙利铂作为阳性对照!给予铂类
药物后!肝癌细胞

P+

A

b7

的生长均受到明显抑制!细胞
生长密度明显降低!活细胞数量明显减少"随着给药浓
度增强和给药时间延长!铂类药物对肝癌细胞的抑制作
用逐渐增强!以

79

"

9X/

的抑制作用最为明显"以药物
作用

9X/

肝癌细胞株的
E7

:8

值显示&

P+

A

b7

细胞株对铂
类药物敏感"相比多糖作为抑制剂!

!8&

F

'

Y

多糖对肝
癌细胞的抑制率与

85!&

F

'

Y

奥沙利铂药物的相当"

75J

!

多糖组分
Q$@Z7%G

对
P+

A

b7

细胞凋亡的影响
由图

J

)

9

可知!未经多糖组分
Q$@Z7%G

处理的
P+

A

b7

细胞的自发凋亡率是
8598[

(当多糖组分
Q$@Z7%

G

浓度为
!&

F

'

&Y

作用
79

!

9X

!

W7/

时!其细胞早期凋亡

图
7

!

Q$@Z7%G

溶液对肝癌细胞!

P+

A

b7

#作用
的浓度与时效性

K(

F

3?+7

!

I/++**+24<*2<02+04?'4(<0'064(&+)(0+11<*

Q$@Z7%G<0P+

A

b72+))1

!&!

"

S<)5J#

$

;<57

马文锦等!胶红酵母
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图
J

!

Q$@Z7%G

浓度为
!&

F

(

&Y

时不同时间
P+

A

b7

细胞凋亡分析
K(

F

3?+J

!

G

A

<

A

4<4(2?'4+1<*P+

A

b72+))1304?+'4+6'064?+'4+6E(4/!&

F

(

&Y+-<

A

<)

C

1'22/'?(6+

Q$@Z7%G*<?79

"

9X

"

'06W7/

图
9

!

Q$@Z7%G

浓度为
!&

F

(

&Y

时不同时间!

79

"

9X

"

W7/

#

P+

A

b7

细胞凋亡率
K(

F

3?+9

!

I/+'

A

<

A

4<1(1?'4+<*P+

A

b72+))1'46(**+?+04

4(&+

!

79

"

9X'06W7/

#

E/+04/+2<02+04?'4(<0

<*?+

A

17%'E'1!&

F

(

&Y

率分别为
WJ5W9[

!

J#588[

!

7W5XX[

!凋亡率分别为
WW5W8[

!

XX5!X[

!

"W58X[

"与对照组相比!多糖组分
Q$@Z7%G

能促进肝癌
P+

A

b7

细胞凋亡"

759

!

多糖组分
Q$@Z7%G

对
P+

A

b7

细胞形态学的影响
由图

:

可以看出!

P+

A

b7

细胞在
Q$@Z7%G

作用下生
长)繁殖受到明显的抑制!并且随着浓度的增加抑制效果
有明显的增加"

75:

!

多糖组分
Q$@Z7%G

对
P+

A

b7

细胞周期的影响
用流式细胞仪检测

P+

A

b7

细胞在多糖组分
Q$@Z7%G

浓度为
858

!

85!

!

85:

!

!58&

F

'

&Y

!作用
79/

各试验组细胞
周期的变化!结果如图

#

和表
!

所示"随着浓度的增
加!

b8

"

b!

期细胞所占百分比升高!表明
b!

'

Z

期发生
阻滞"

图
:

!

不同多糖
Q$@Z7%G

浓度处理时
P+

A

b7

细胞形态特征
K(

F

3?+:

!

O<?

A

/<)<

F

(2')2/'?'24+?(14(21<*P+

A

b72+))1

4?+'4+6E(4/6(**+?+042<02+04?'4(<01<*

A

<)

C

%

1'22/'?(6+Q$@Z7%G

周期分析结果与细胞生长形态影响结果相一致!当
Q$@Z7%G

浓度为
858

!

85!

!

85:

!

!58&

F

'

&Y

作用
79/

后"

多糖组分
Q$@Z7%G

对
P+

A

b7

细胞的生长有明显的抑制
作用"

J

!

结论
试验以胶红酵母

>H>>JJ8!J

代谢的胞外多糖组分
Q$@Z7%G

为研究对象!揭示胶红酵母胞外多糖在肝肿瘤
细胞活性中的抑制作用!结果显示&当多糖组分

Q$@Z7%G

浓度为
!&

F

'

&Y

!作用时间分别为
79

!

9X

!

W7/

时!肝癌
细胞

P+

A

b7

凋亡率分别为
WW5W8[

!

XX5!X[

!

"W58X[

"

采用流式细胞仪测定多糖对
P+

A

b7

细胞作用周期!结果
显示&多糖组分

Q$@Z7%G

溶液使
P+

A

b7

细胞在
b!

'

Z

期

"&!

提取与活性
$aIQG>IHL; N G>IHSHIR

总第
778

期
"

7878

年
7

月
"



M+D?(1

&细胞碎片!

G

FF

?+

F

'4+1

&聚集体!

M(

A

b!

&

b!

期
M;G

的相对含量!

M(

A

b7

&

b7

期
M;G

的相对含量!

M(

A

Z

&

Z

期
M;G

的相对含量
图

#

!

不同浓度的
Q$@Z7%G

处理
79/

的
P+

A

b7

细胞的流式细胞仪分析图
K(

F

3?+#

!

K)<E2

C

4<&+4?

C

'0')

C

1(1<*P+

A

b72+))14?+'4+6E(4/Q$@Z7%G<*='?(<312<02+04?'4(<01

'

858

!

2<04?<)

#"

85!

"

85:

"

!58&

F

(

&Y*<?79/

表
!

!

多糖
Q$@Z7%G

不同浓度处理的
P+

A

b7

细胞
的周期分析表

I'D)+!

!

I/+2+))2

C

2)+1<*P+

A

b74?+'4+6E(4/='?(<31

2<02+04?'4(<0<*Q$@Z7%G

浓度'
#

&

F

-

&Y

_!

%

细胞所占百分比'
[

b8

"

b!

期
Z

期
b7

"

O

期
858 #!588 7959# !95:9

85! #X5"# 7W5"9 J5!!

85: W!5:# 7X58" 85J:

!58 W:58" 7J5"" 85"7

发生阻滞"试验证实胶红酵母胞外多糖能有效抑制肝癌
P+

A

b7

细胞的增殖!其机制之一是
Q$@Z7%G

使
P+

A

b7

细胞阻滞发生在
b!

'

Z

期!并诱导
P+

A

b7

细胞凋亡"

胶红酵母胞外多糖有可能成为治疗肝癌的天然产品
或作为抗肿瘤药的辅助药物!但胶红酵母胞外多糖对于
癌症的抑制通路机制)胶红酵母胞外多糖的毒性以及产
糖相关的优异基因仍不清楚!需进一步深入研究"
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(经分析测量过程中的不确定度主要来源为标准
曲线拟合和样品加标回收率!其他分量影响相对较小!基
本可以忽略不计"该样品无机砷
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扩展不确定度为
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!无机砷含量检测结果可以表示为#
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"因此在试验过程中要充分考虑各个分量对试验
结果的影响!以确保试验结果的准确性"
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