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摘 要 从虎奶菇菌核中提取出一种水溶性高支化葡聚糖，并用氯磺酸和吡啶在无水二甲亚砜中进行硫酸

酯衍生化，制备出硫酸酯衍生物 ’用巴比赛小鼠动物实验研究该多糖及其硫酸酯衍生物的体内抗肉瘤 ()!*%
活性，以及用肝癌细胞株 +,-." 研究体外活性，同时讨论多糖分子尺寸与抗癌活性的关系 ’通过形态学、组织

切片、以及酶联免疫法研究硫酸酯化对多糖抗肿瘤活性的影响 ’结果表明，支链多糖的均方根旋转半径在

$" /0 1 !!# 23之间，显示出较高的体内和体外抗肿瘤活性，硫酸酯衍生物的均方根旋转半径在 !& /* 1 #$ /4 23
之间，抗癌活性随其分子尺寸的增大而逐渐提高 ’多糖及其硫酸酯衍生物能诱导人体肝癌 +,-." 细胞凋亡，

且具有时间依赖性 ’它们对免疫反应的调节作用可通过肿瘤坏死因子 567)!来介导 ’
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真菌多糖显示多种生物活性，在生物医药和

食品保健等领域具有广泛应用前景［! 1 $］’多糖抗
肿瘤活性与它诱导肿瘤细胞凋亡和坏死相关 ’自
!4&" 年病理学家 8,99［0］首次提出细胞凋亡的概念
后，涌现出从细胞、核染色质和分子水平等角度检

测凋亡的新技术及新方法 ’然而，形态学观察仍是
判断凋亡最经典、最可靠的方法［:，&］’多糖一方面
可促进肿瘤细胞凋亡与坏死，另一方面还可促进

白介素)!（ ;<)!）、白介素)"（ ;<)"）、白介素):（ ;<):）
和肿瘤坏死因子（567)!）等细胞因子的表达与分
泌 ’ !4&0 年 =>9?@,AA 等［*］提出 567)!的概念后，人
们对它的研究进入一个新时代，并且取得巨大的

进展 ’ 567)! 具有双重生物学效应，在浓度较低
时，主要作为白细胞和内皮细胞的自分泌及旁分

泌的调节物，参与抵抗细菌、病毒和寄生虫的感

染，促进组织修复及调节炎症反应，引起肿瘤细胞

凋亡等；在高浓度时，过量的 567)!在体内产生
和释放则会破坏机体的免疫平衡，与其他炎症因

子一起产生多种病理损伤［4］’
前几年报道主要强调多糖分子量及链构象对

抗肿瘤活性的影响［!% 1 !#］’例如，茯苓多糖，一种线
型的葡聚糖，经硫酸酯化后，分子量在 # /:$ B !%$

1 & /%: B !%$ 范围内，其抗肿瘤活性随分子量的增

大而逐渐增强；当分子量高于 * /*! B !%$ 时，抗肿

瘤活性逐渐下降［!"］’最近发现，高支化多糖衍生
化后，分子量高达 #! /0 B !%$ 时，也具有较高的生

物活性（肿瘤抑制率为 &" /!C）［!$］’这可能与高支
化多糖在溶液中呈球形链构象以及链尺寸较小有

关 ’球形的链构象使多糖具有比相同分子量线型
多糖更小的均方根旋转半径和体积 ’因此，研究多
糖对肿瘤细胞的作用时，多糖分子尺寸的影响比

分子量影响更直接 ’
前文［!$，!0］，我们从虎奶菇中分离出一种水溶

性高支化多糖 5D#E ’分级后，将其中几个级分进
行硫酸酯化，研究了 5D#E 高支化多糖及其衍生
物的结构和溶液性质 ’本文试图对这些结构清晰
的多支化多糖进行结构与生物活性之间的构效关

系研究 ’主要采用巴比赛小鼠（FG<FH=）动物实验
研究多糖及硫酸酯衍生物体内抗肉瘤 (>9IJ3> !*%
（()!*%）活性，用肝癌细胞株 +,-." 研究体外活
性；通过形态学、组织切片、以及酶联免疫法研究

硫酸酯化对虎奶菇水溶性高支化多糖抗肿瘤活性

的影响及抗肿瘤活性初步机理 ’
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! 实验部分

! "! 多糖及其衍生物试样制备
采用高温高压的方法从虎奶菇菌核中提取出

水溶性多糖，编号为 !"#$ %采用红外光谱、&# ’ 核
磁共振和气相色谱(质谱联用等检测其结构，结果
表明 !"#$ 是一种高支化多糖［&)］%用重沉淀分级
法对其进行分级，得到分子量范围为 )* +# , &-. /
* +*) , &-. 的 0 个级分，其中 ) 个级分（12、1#、

1.、1) 和 10）被硫酸酯化 %运用激光光散射和黏
度法研究衍生化前后的分子尺寸及链构象，结果

表明 !"#$及其硫酸酯衍生物在水溶液中都呈球
形链构象［&.］%用于本工作的原始多糖及衍生物试
样标记及分子参数详见文献［&.］%
! "# 体内抗 $%!&’ 肿瘤活性试验

3(&0- 肿瘤细胞株由华中科技大学同济医学
院动物中心提供 % 试验动物采用无菌清洁级

456478雌性小鼠，0 周龄，体重（&9 : &）; %在无菌
条件下，从培养 & 周的荷瘤小鼠腹腔中抽取出含

3(&0- 腹水，用无菌生理盐水稀释至 & < 2- 浓度 %摇
匀后取此稀释细胞液加入台盼蓝（!=>?@A $BCD）将
细 胞 染 色，混 合 均 匀 后 用 血 球 计 数 器

（EDF@8>GHFDGD=）在显微镜下进行细胞计数 %在无菌
条件下，将 3(&0- 肿瘤细胞液 - +2 F6（细胞浓度为

) , &-I 8DBBJ7F6）接种于试验小鼠的右前肢腋皮下
制备移植瘤模型 % 2. E 后将小鼠随机分组，每组

&-只 %治疗组将多糖级分或硫酸酯衍生物溶解于

- +9K L@’B 水溶液中，以高低两种浓度（2- F;7M;
和 I- F;7M;）的剂量注射给药 %阳性对照组注射 )(
氟脲嘧啶（)(NBCH=HC=@8OB，)(1C），剂量为 2- F;7M;；
阴性对照组不给药只注射等体积无菌 - +9K L@’B
水溶液 %小鼠接种 2. E 后开始给药，连续 0 天对
小鼠进行腹腔注射，每天给药 & 次，每次注射量为

- +2 F6 %给药结束后，将小鼠称重，然后颈椎脱臼
处死，解剖并剥离瘤块，称重 %由式（&）和（2）计算
肿瘤抑制率（!）和小鼠体重变化率（ !）%

! P［（" 8 Q " G）7" 8］, &--K （&）

! P［（" @ Q " $）7" $］, &--K （2）

式中 " G 为治疗组或阳性对照组小鼠肿瘤的平均

重量，" 8 为阴性对照组肿瘤的平均重量，" $ 和

" @ 分别为给药前后每组小鼠的平均体重 %

! "( 体外抗人体肝癌 )*+,# 细胞活性试验
人体肝癌细胞株（RD?S2）由华中科技大学同

济医学院药学系实验室提供 %体外抗 RD?S2细胞试
验在标准无菌条件下进行 %取培养液稀释细胞悬浮
液配成人体肝癌 RD?S2 细胞浓度为& , &-I 8DBBJ7F6
的溶液，并将细胞悬浮液（&--!6）均匀接种在 9I孔
平底板的每个孔中 %试验组分别加入 2-!6 不同浓
度的试样溶液（试样溶于 -+9K L@’B 水溶液，使每
孔试样浓度分别为 -+--2、-+-2和 -+2 F;7F6）%阳性
对照组加入浓度为 -+2 F;7F6的 )(氟尿嘧啶（)(1C）
溶液 2-!6，阴性对照组中只加入空白培养液 %然后
将 9I孔板放入细胞培养箱中孵育 2. E，再在 9I 孔
板中加入 &-!6终浓度为 ) F;7F6的四甲基偶氮唑
蓝 （ "!!， #(［ .， )(TOFDGE>BGEO@UHB(2(>B ］(2， )(
TO?EDA>BGDG=@UHBOCF $=HFOTD），继续培养 . E 后，离心
除去上清液，加入 &--!6 "D2 3V，轻轻振荡以使结

晶物完全溶解 %活的肿瘤细胞通过自动酶标仪（4OH(
!DM W6 , 0--，X35）在波长为 ).- AF下比色测定每
孔光强度（VY）值，然后由试验组和阴性对照组的
VY值按式（#）计算试样对人体肝癌 RD?S2 细胞的
抑制率（"）：

" P［（VY@ Q VY$）7VY@］, &--K （#）

式中 VY@ 和 VY$ 分别为阴性对照组和试验组的

光强度 %
! "- ).*/012345双荧光染色法对凋亡的评价
将人体肝癌细胞株 RD?S2 置于含 &-K小牛血

清、青霉素 &-- F;7F6 和链霉素 &-- F;7F6 的合成
培养基 Z["\(&I.-（ZHJ]DBB [@=M "DFH=O@B \AJGOGCGD）
中 %用 L@R’V# 调节 ?R P *+2，在 #*^含有 )K ’V2

和 &--K湿度大气的恒温培养箱中培养并达到细胞
浓度为 &-I 8DBBJ7F6 的对数增长期 %将支化多糖 1#
及其硫酸化衍生物 3(1#溶液加入到上述肝癌细胞
悬浮液中，使 1#和 3(1#与 RD?S2细胞作用不同时
间（-、&2 和 2. E），离心收集处理了不同时间的
RD?S2细胞，并用磷酸盐缓冲溶液（[43）清洗 %采用
RHD8EJG ###.27[\ 双染色，通过荧光显微镜观测
RD?S2细胞的凋亡和坏死 %方法简述如下，在暗室，
用细胞非渗透染料碘化丙啶 [\（2-!;7F6；3O;F@）
和细胞渗透性染料 RHD8EJG ###.2（&-!;7F6；3O;F@）
将多糖及其衍生物作用不同时间后收集的 RD?S2
细胞染色 &) FOA % 然后在荧光显微镜（VB>F?CJ
Y[*-，!HM>H，_@?@A）下观察试样对 RD?S2细胞核形
态的影响 %在荧光显微镜下的随机视野中计数至少
)--个细胞，将凋亡细胞核形态与正常细胞核形态
进行比较，并记录凋亡（包括早期凋亡和晚期）凋亡

细胞的数目 %细胞凋亡指数（5\），即凋亡细胞的百
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分率，可由式（!）计算：
"# $ "%&’% ( )**+ （!）

式中 "%和 ’%分别为凋亡细胞和总细胞数目 ,
! "# 小鼠肿瘤和脾脏的组织学（$%&’()(*+）观察
小鼠体内活性试验进行 - 天后，将小鼠处死，

立即对其肿瘤组织及脾脏进行取材 ,取材的组织
块用 )*+中性福尔马林固定 .! /，用乙醇为脱水
剂对组织块进行脱水，二甲苯透明后进行浸蜡和

包埋 ,用切片机（01234 567.).8，91:;4<=）进行石
蜡切片，厚度为 8!;,苏木精和伊红染色（>?@
AB42<2<C）后用光学显微镜观察 ,
! ", 小鼠细胞浆（-).&/.）的制备及血浆中 0123

!含量测试
多糖 D8 和硫酸酯衍生物 E7D! 以每 FC 小鼠

体重 .* ;C的剂量对背部植入 E7)-* 实体肉瘤的
- 周大 G"0G&H雄性小鼠进行连续 - 天腹腔注射
给药 ,停药 .! / 后，每个测试组的一半小鼠以每
只)!C剂量静脉注射脂多糖（ I2JKJKI=A433/4:2L1，
0ME）作为引发剂 , 0ME 在小鼠体内作用 ) / 以后，
经 0ME引发的和未经 0ME引发的小鼠麻醉后由眼
部取得血样 ,血样中加入肝素（/1J4:2<）作为抗凝
血剂，然后以 )*** C转速离心 )* ;2<，收集上清液
作为血浆样本，测试多糖及其硫酸酯衍生物对小

鼠体内细胞因子含量的影响 ,
血浆中 ’%D7!含量采用固相酶联免疫吸收

法（@0#E"）测试 ,浓度为 8!C&;0 的鼠抗 ’%D7!单
克隆抗体（M/4:62<C1<，E4< N21CK，H"）贴附固定在
OP孔平底测试板上，加入 * Q) ;KI&0 重碳酸盐缓
冲液（J> O QP）并置于 !R冰箱中避光过夜孵育 ,平
底测试板用含有重量百分比为 * Q*8+ ’S11<.* 的
磷酸缓冲液（MGE’）冲洗，在室温下加入测试稀释
液（含 )*+小牛血清的 MGE 溶液，J> $ T Q*）作用
P* ;2<，封闭未分开的抗体与缓冲液 ,用 MGE’ 彻
底冲洗测试板后，分别加入 )**!0 标样（鼠类重
组 ’%D7!；M/4:62<C1<）和制备的 G"0G&3 小鼠血
浆样品（)*!0血浆试样用测试稀释液稀释至 )**

!0），在室温下与 ’%D7!单克隆抗体作用 ).* ;2< ,
接着在平底测试中加入稀释 .*** 倍的测试抗体
（鼠抗 ’%D7!多克隆抗体），在室温下保育 P* ;2< ,
反复冲洗和封闭后，平底测试板中加入稀释 8***
倍的抗生素蛋白7辣根过氧化物酶（M/4:62<C1<）
与 ’%D7! 多克隆抗体结合并在室温下保持 U*
;2< ,最后一次用 MGE 冲洗后，与过氧化物酶结合
的二抗在室温下加入含有 U，UV，8，8V7四甲基二

氨基联苯（’6G，M/4:62<C1<）的培养基溶液，并保
持 U* ;2< ,加入反应中止液（. ;KI&0 >. EW!）后，检

测 OP 孔平底测试板在 !8* <; 处的吸光率，并在

8T* <;处修正波长 ,由鼠类重组 ’%D7!标样的标
准曲线，计算小鼠血浆中 ’%D7!的浓度 ,
! "4 统计分析
所有试验重复 U 次，试验结果采用 B 检验

（EBXL1<B’A B7B1AB）方法进行统计分析，! 值小于

* Q*8 时认为试验组与对照组存在显著差异 ,

5 结果与讨论

5 "! 体外抗肿瘤活性
前文指出多糖 ’6UY 级分在不同浓度条件下

（* Q**.、* Q*. 和 * Q. ;C&;0）对 >1J9. 细胞增殖都
显示一定的抑制作用［)!］，而且抑制率具有明显的

剂量依赖关系，表明它们对 >1J9. 细胞增殖有较
稳定的抑制能力 ,分子量较高的级分（分子量范围
在 U QT) ( )*P Z U QO* ( )*T）比低分子量的级分显示

更高的体外抗 >1J9. 细胞增殖活性 ,据报道［)P］，
线型（)!U）7"7葡聚糖的分子量在 ) ( )*8 Z . ( )*8

之间具有最强生物活性 ,前文证明 ’6UY 高支化
多糖呈球状链构象［)!，)8］，从分子尺寸看，这些高分

子量级分的均方根旋转半径〈 ".〉#
)&.（PT Q. Z ))U

<;）比相同分子量的线型多糖的〈 ".〉#
)&. 小得

多［)T，)-］,因此，较高分子量的高支化多糖级分仍具
有较强生物活性可能与它具有球形链构象和较小

的分子尺寸有关 , ’6UY 各级分对 >1J9. 细胞增
殖抑制率的体外活性与〈 ".〉#

)&.的依赖关系示于

图 ) ,当〈 ".〉#
)&.达 -U Q. <; 时，’6UY 高支化多糖

对 >1J9. 细胞增殖抑制率的体外活性最强 ,此
外，硫酸酯衍生物 E7’6UY 对 >1J9. 细胞增殖抑
制率的体外活性结果表明，所有硫酸酯衍生物显

示出比原始多糖更高的体外抗 >1J9. 细胞增殖
作用［)!］（参看图 ) 和图 .）,硫酸根在硫酸酯多糖
的生物活性中起着一定的作用 ,硫酸根聚阴离子
具有强负电荷，能与病毒分子或细胞表面的正电

荷分子结合，从而阻断病毒对细胞的吸附，消除细

胞病变［)O］,另外，多糖糖单元上的羟基被硫酸酯
基取代后，引起多糖立体结构的变化，例如硫酸酯

基间的排斥作用导致多糖链构象呈相对伸展状

态，从而使多糖抗癌活性增强［.*］,硫酸酯多糖 E7
D.、E7DU 和 E7D- 在 . ;C&;0浓度时的抑制率分别
达到 8! QT+、8- Q.+和 PO Q8+，甚至超过 87氟脲嘧
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啶（!"#$）在 % &’ ()*(+浓度下的抑制率（,- &./）0
1"23,4 各级分对 5678’ 细胞增殖抑制率的体外
活性与〈 !’〉"

.*’的依赖关系示于图 ’ 0在该工作研

究的〈 !’〉"
.*’范围内，1"23,4 对 5678’ 细胞增殖

抑制率的体外活性随〈 !’〉"
.*’增大而逐渐增强 0这

些硫酸酯衍生物的分子尺寸在 ’! 9 ,! :( 之间 0
硫酸酯化过程中，多糖分子发生了一定程度的降

解，导致分子尺寸减小 0但其对 5678’ 细胞增殖
抑制率一直上升 0基于以上结果表明链刚性增加
及适当大的分子尺寸（,! 9 .%% :(）有利于多糖抑
制 5678’ 细胞增殖 0

!"#$% & ;:<=<$(>? @A<=B=<C >D <E6 23,4 @:F 1"23,4 D?@A<=>:G D?>( <E6 GAH6?><=@ >D # 0 $%&’(" (’)*%+ @)@=:G< I6:>)?@D<6F 1".J <$(>? )?>K: =: L;+L*M (=A6

1@(7H6 〈 !’〉"
.*’（:(） N>G6（()*O)·F@CG） P:E=4=<=>: ?@<=>（/） Q:E@:A6(6:< ?@<=> >D 4>FC K6=)E<（/） M>(7H6<6 ?6)?6GG=>:

!"#$ -% R J SJ &-! .- &T %*.%
#’ .., &% ’% R J .T &U ’’ &- %*.%

-% R J ,U &T S! &, %*.%
#, UT &T ’% R J ,% &! ’U &’ %*.%

-% R J -T &U! ,U &% %*.%
#! -T &’ ’% R J ,’ &. ,’ &! %*.%

-% R J !. &,! S% &! %*.%
#J S’ &! ’% R J S’ &, ,T &’ %*.%

-% R J ,J &! ’- &% %*.%
1"#’ ,% &U ’% R J ’. &- ,! &. %*.%

-% R J T’ &.! .% &, %*.%
1"#, ’! &, ’% R J .T &% ,% &U %*.%

-% R J ’S &, ’U &. %*.%
1"#! ’’ &% ’% R J ,U &-! ’’ &U %*.%

-% R J ,- &U! ,% &! %*.%
1"#J ,S &U ’% R J ’! &’ ’! %*.%

-% R J SS &%! ’- &U %*.%

# V %&%!，G<@<=G<=A@HHC G=):=D=A@:< KE6: A>(7@?6F <> <E6 A>:<?>H

#=) 0 . P:E=4=<=>: ?@<=> >D 7?>H=D6?@<=>: >D 5678’ H=B6? A@:A6? A6HHG *,

-*$(. B6?G$G ?@F=$G >D )C?@<=>:（〈 !’〉"
.*’）D>? <E6 23,4（% &’ ()*(+）

D?@A<=>:G >D #’，#,，#S，#!，#-，#T，@:F #J K=<E〈 !’〉"
.*’ W ..,，

UT &T，-S &T，-T &’，S! &U，ST &-，@:F S’ &! :(，?6G76A<=B6HC

’ (’ 体内抗 )*&+, 肿瘤活性
23,4级分及 !"#$ 在小鼠体内抗 1".J% 肿瘤

#=) 0 ’ P:E=4=<=>: ?@<=> >D 7?>H=D6?@<=>: >D 5678’ H=B6? A@:A6? A6HHG *,

-*$(. B6?G$G 0 ?@F=$G >D )C?@<=>:〈 !’〉"
.*’ D>? <E6 1"23,4（% &’ ()*(+）

D?@A<=>:G >D 1"#’，1"#,，1"#S，1"#!，@:F 1"#J

细胞活性结果示于表 . 0 #,（〈 !’〉"
.*’为 UT &T :(）的

抗癌活性最高 0值得一提的是，两个级分（#, 和
#!）的高剂量组在体内抗 1".J% 肿瘤细胞活性接
近甚至超过 !"#$，而且给药后治疗组小鼠体重增
加也明显高于 !"#$组 0由此说明多糖抗癌作用机
制与 !"#$ 不同，多糖基本不具有细胞毒性，而 !"
#$在杀死肿瘤细胞的同时也杀死正常细胞 0 23,4
硫酸酯衍生物在小鼠体内抗 1".J% 肿瘤细胞活性
结果也示于表 . 0在所有研究的硫酸酯衍生物中，
1"#’（〈 !’〉"

.*’为 ,% &U :(）的高剂量组具有最高的

体内抗 1".J% 肿瘤细胞活性 0与原始多糖相比，除
了 1"#’，硫酸酯衍生物体内抗 1".J% 肿瘤细胞活
性并未发现显著提高 0
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! "# $%&’()*+,-双荧光染色法和凋亡的评估
!"和 #$%&’() 都是 *+,染料，其中 !" 是细胞

非渗透性染料，只能将胞膜破裂的核染为红色；

#$%&’() 是细胞渗透性染料，染色所有的核为蓝
色 -活细胞只被 #$%&’() 染成蓝色，坏死细胞由于
胞膜破裂而被 !" 高染为红色（#$%&’() 低染）［./］-
因此，用荧光染料 !"0#$%&’() 双染色后，可通过荧
光显微镜观察凋亡细胞的形态变化 - 同时，!"0
#$%&’()双荧光染色也可用于凋亡常规定量分
析［1］-凋亡是一个相对缓慢的过程，/. ’ 前 !" 阳
性的细胞是坏死细胞；/. ’ 后 !" 阳性，但可见核
染色质浓聚或核碎片的认定为晚期凋亡细胞［1］-
早期凋亡细胞由于胞膜的完整性只被 #$%&’() 染

成蓝色 -图 2 示出多糖（32）和硫酸酯多糖（4532）
处理 #%67. 细胞分别为 8、/. 和 .9 ’ 后，用 !"0
#$%&’()双染荧光显微镜观察的细胞核形态 -蓝色
的圆核代表活细胞；红色的圆核代表坏死细胞；蓝

色，核呈固缩状或存在核碎片代表早期凋亡细胞；

红色，可见核染色质的浓聚或存在核碎片代表晚

期凋亡细胞 -在图 2 中（8 ’），绝大多数是活细胞，
几乎未观察到凋亡和坏死细胞 -多糖（32）和硫酸
酯多糖（4532）处理 #%67. 细胞 /. ’ 后，可观察到
具有细胞浓缩、核染色质浓聚凋亡特征的细胞以

及肿胀的坏死细胞 -由此表明高支化多糖及其硫
酸酯衍生物具有促进 #%67. 细胞凋亡的功能 -而
且，凋亡和坏死细胞的比例随试样作用时间延长

3:; - 2 #%67. &%<<( =%>% )>%?)%@ =:)’ 3A（)$6 6?B%<）?B@ 4532（C$))$D 6?B%<）E$> 8 ’（?），/. ’（C）?B@ .9 ’（&）E$<<$=%@ CF BG&<%?> !"0#$%&’()

()?:B:B; ?B@ H:(G?<:I%@ CF E<G$>%(&%B&% D:&>$(&$6F

J’% 6’$)$;>?6’( =%>% )?K%B =:)’ ? &?D%>?（L<FD6G( *!M8）?) ? D?;B:E:&?):$B $E 2.8 N - O:?C<% &%<<(（ )>:?B;<% ?>>$=），?6$6)$):& &%<<(（PG?@>?B;<%

?>>$=）?B@ B%&>$):& &%<<(（)>:?B;<% ?>>$= ?B@ C<?&K @$)）=%>% D?>K%@ -

3:; - 9 J’% ):D%5&$G>(% $E ?6$6)$(:( :B@G&%@ CF )’% 32（!）?B@ 45

32（"）(G<E?)%@ @%>:H?):H%（8 Q. D;0DR）:B #%67. &%<<

而增加 -在 . D;0DR 浓度下多糖（32）和硫酸酯多
糖（4532）诱导 #%67. 细胞凋亡的时间依赖关系示
于图 9 -可以看出，#%67. 细胞凋亡率具有明显的
时间依赖关系 -由此表明，多糖（32）和硫酸酯多糖
（4532）能同时诱导人体肝癌 #%67. 细胞的凋亡和
坏死，有望用于抗肝癌候选药物的研究 -
! ". 小鼠组织的 $/染色法观察
图 A 示出光学显微镜观察到的阴性对照组

（?）、阳性组（C）和实验组（&，@）的 45/S8 肿瘤组织
照片 -从光镜下可见，未经过任何治疗的阴性对照
组（?）的肿瘤细胞生长正常，坏死面积较小，肿瘤
细胞异型性明显，肿瘤组织表面无明显的脂肪组

1AS 高 分 子 学 报 .88T 年
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织，可观察到血管转移灶 !经 "#$% 治疗的阳性组
（&）的肿瘤细胞出现大面积坏死区，肿瘤组织周边
有脂肪组织包裹，说明肿瘤生长受到限制 !经多糖
及其衍生物治疗的实验组（’，(）的肿瘤细胞与阳

性组相似，均促进肿瘤坏死 !但实验组同时也能观
察到某些肿瘤细胞的核染色质浓缩和边聚，说明

这种高支化多糖及其衍生物能引导肿瘤细胞凋

亡 !

$)* ! " +),-./.*0)’1/ ,2’-).3 .4 -%5.6 )3 32*1-)72 ’.3-./ *6.%8（1），"#$%（&），$9（’）13( :#$;（(）

$)* ! < =2862,23-1-)72 ,-13(16( ’%672 4.6 5 >?$#! @AB:C

! "# 小鼠血浆 $%&’!含量
图 < 示出 @AB:C法测试小鼠血浆中 >?$#!含

量的标准曲线 ! $" 和 :#$D 对小鼠处理后，经 AE:
（每只小鼠注射量为 FG !*）激活前后小鼠血浆
>?$#!含量结果示于表 ; !可以看出，没有静脉注
射 AE:的小鼠，其体内 >?$#!的含量与对照组相
比无明显变化；在 AE: 刺激作用下，接种肿瘤小鼠
血浆中 >?$#!含量明显升高 !值得注意的是，与
对照组相比，原始多糖 $" 高剂量治疗组的 >?$#!
含量有很明显的降低，这说明多糖对高浓度 >?$#

!的产生有抑制效应 !但是，与对照组相比，原多
糖 $" 及硫酸酯衍生物多糖 :#$D 的低剂量组能显

著增加小鼠体内 >?$#!的含量 !由此说明，该多
糖是一种免疫调节剂，能根据机体的外部环境刺

激免疫系统进行调节从而达到抗肿瘤活性作用 !

$()*+ ! E6)5)3* 2442’- .4 $" 13( :#$D .3 >?$#! 86.(%’-).3 )3 -H2

8/1,51 .4 5)’2

:158/2
I.,2

（5*JK*·(10,）

>?$#!

?. AE:#-6)**262( AE:#-6)**262(

!
L.3’23-61-).3

（8*J5A）
!

L.3’23-61-).3

（8*J5A）

$" <G M N GO;9D "9 OP F OFGQ F<F; ON
;G M N GO9;G ;GQ O" ; ODGD 9P;N OP

:#$D <G M N GO;DP NG OQ ; OG9" 9;QG OG
;G M N GO;<Q FF; ON ; ODFP 9P"" OQ

L.3-6./ *6.%8 ;G M N GO;D< Q" OD F OPQ; 9F"Q O"

, 结论

高支化多糖及其硫酸酯衍生物都显示较高的

体内、外抗肿瘤细胞活性；而且硫酸酯衍生物在体

外对人体肝癌 +28R; 细胞增殖抑制率活性明显
比原始多糖高，这归功于硫酸酯基的引入 !结果表
明链刚性增加及适当大小的尺寸（9" S FGG 35）有
利于多糖抗癌活性提高 !荧光显微镜的形态学观
察揭示多糖及其硫酸酯衍生物能诱导人体肝癌

+28R; 细胞凋亡，且具有时间依赖性 !组织学观察
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结果表明多糖及硫酸酯衍生物可促进肿瘤细胞坏

死 !多糖及其衍生物试样的低剂量治疗组可以在
"#$的刺激下进一步促使小鼠体内 %&’(!含量增
高，高剂量组在 "#$ 的刺激下能非常明显地抑制
%&’(!在血浆中的生成，表明它们对免疫反应的

调节可通过 %&’(! 细胞因子介导，这与内毒素
"#$作用无关 !由此证明高支化多糖及其硫酸酯
衍生物是一种免疫调节剂，可根据机体的外部环

境刺激免疫系统进行调节从而达到抗肿瘤活性作

用 !

!"#"!"$%"&
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