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摘　要：体外试验研究瘤背石磺多糖（Ｏｎｃｈｉｄｉｕｍｒｅｅｖｅｓｉｉｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＯＳＰ）和硫酸酯化修饰后瘤背石磺多
糖（ＳｕｌｆａｔｅｄＯｎｃｈｉｄｉｕｍｒｅｅｖｅｓｉｉｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＳＯＳＰ）对人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞生长的影响，并以阳性药物顺铂
（０．５、０．７５、１．５μｇ／ｍＬ）作为对照。将不同质量浓度（５０、７５、１５０μｇ／ｍＬ）的ＯＳＰ和 ＳＯＳＰ作用于 Ｈｅｌａ细胞，
用ＣＣＫ８法分析Ｈｅｌａ细胞在１２、２４、４８和７２ｈ的增殖情况，用流式细胞仪分析细胞周期，并应用ｑＲＴＰＣＲ检
测相关凋亡基因的表达变化。结果表明，ＯＳＰ和ＳＯＳＰ均能降低Ｈｅｌａ细胞活性并诱导其凋亡，而且ＳＯＳＰ比
ＯＳＰ更能显著抑制Ｈｅｌａ细胞增殖活性，表明硫酸酯化修饰改变了多糖结构进而影响多糖抗肿瘤活性。作用
４８ｈ后，３种质量浓度ＯＳＰ组Ｈｅｌａ细胞生长抑制率分别为６０％、６７％和７１％；ＳＯＳＰ组Ｈｅｌａ细胞生长抑制率
分别为７４％、７７％和８４％；顺铂组Ｈｅｌａ细胞生长抑制率分别为８２％、８６％和９０％。流式细胞术检测显示ＯＳＰ
和ＳＯＳＰ作用２４ｈ后，细胞早期和晚期凋亡的比率显著，Ｇ０／Ｇ１期细胞比例增多，Ｓ期细胞比例不断降低；实
时荧光定量表明促凋亡基因Ｃａｓｐａｓｅ３的表达量随药物质量浓度的提高显著增加，抗凋亡基因Ｂｃｌ２和ＢｃｌｘＬ
的表达量随药物质量浓度的提高无明显变化，说明 ＯＳＰ和 ＳＯＳＰ可通过调节 Ｃａｓｐａｓｅ信号通路诱导 Ｈｅｌａ细
胞凋亡。
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　　多年来，癌症一直是全球人类第二大致死因
素［１］，所以对抗癌症是研究人员面临的巨大挑

战。然而，现有的很多化疗药物毒性高，副作用

多，急需一种能够克服这些问题的抗肿瘤化合

物。在这方面，天然物质似乎是一个重要的来

源，因为它们对多种类型的癌症有效［２３］，而且毒

性弱，副作用小。

海洋由于其丰富的海洋物种和特殊的环境

条件，已被证明是具有活性的潜在天然药物的宝

贵来源。近十几年来，海洋贝类多糖在抗肿瘤、

降血糖、提高机体免疫力等方面显示出良好的应

用前景［４］。李天等［５］研究发现海参多糖通过抑

制ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路进而抑制肾癌细胞增殖
并诱导肾癌细胞发生自噬。孙艳等［６］研究发现

翡翠贻贝（Ｐｅｒｎａｖｉｒｉｄｉｓ）多糖可将体外 ＨｅｐＧ２肝
癌细胞阻滞于Ｇ１期从而抑制其增殖。而且近年

来有研究发现硫酸化多糖不仅能增强水溶性，还

能增强抗氧化、抗病毒和抗肿瘤的活性［７８］。国

内外许多研究［９］表明硫酸化多糖具有较好抗肿

瘤作用。硫酸化多糖也称硫酸酯化多糖或多糖

硫酸酯，是多糖大分子链中含硫酸根的一类多

糖，可分为天然硫酸多糖和化学合成硫酸酯化多

糖。陈萌萌［１０］研究发现马氏珠母贝（Ｐｉｎｃｔａｄａ
ｍａｒｔｅｎｓｉ）多糖及其硫酸酯化衍生物均具有增强细
胞免疫活性的能力，说明人为进行硫酸酯化修饰

的多糖分子结构和空间构象发生变化，还可能产

生一些新的活性。

瘤背石磺（Ｏｎｃｈｉｄｉｕｍｒｅｅｖｅｓｉｉ）是一种长期栖
息于潮间带的海洋软体贝类，食用历史悠久，具

有滋阴补阳、治疗哮喘和风湿等功效，多糖含量

高达 ２６％［１１］，比翡翠贻贝［１２］、紫贻贝（Ｍｙｔｉｌｕｓ
ｇａｌｌｏｐｒｏｖｉｎｃｉａｌｉｓ）和文蛤（ＭｅｒｅｔｒｉｘｍｅｒｅｔｒｉｘＬ．）［１３］
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等贝类含量都丰富。已有研究报道，翡翠贻贝多

糖能够抑制 Ｈｅｌａ细胞［１４］、西 施 舌 （Ｍａｃｔｒａ
ａｎｔｉｑｕａｔａ）能够抑制人食管癌细胞 ＥＣ９７０６增
殖［１５］。然而尚未有研究报道瘤背石磺多糖的抗

肿瘤能力。本实验利用瘤背石磺多糖含量丰富

且药用价值较高的这一优势，分析瘤背石磺多糖

（ＯＳＰ）和硫酸酯化修饰后的瘤背石磺多糖（Ｓ
ＯＳＰ）对体外培养的人宫颈癌细胞（Ｈｅｌａ）在１２、
２４、４８和７２ｈ的增殖情况和细胞阻滞周期，并检
测相关凋亡基因的表达变化，从而探究硫酸化后

的瘤背石磺多糖对 Ｈｅｌａ细胞的生长抑制作用是
否有所改变，以期为ＯＳＰ的药用价值开发提供新
线索，也为进一步挖掘潜在的天然多糖化合物的

抗肿瘤活性提供参考。

１　材料与方法

１．１　主要材料
瘤背石磺采集于低潮时的上海市崇明岛，去

除内脏保留肌肉部分存于－８０℃冰箱待用。瘤背
石磺多糖的提取在程知庆等［１６］和宋佩林［１７］的最

佳提取条件下进行，得到的多糖含量为８９．６％。
人宫颈癌（Ｈｅｌａ）株由中国科学院上海细胞

库提供。

１．２　主要试剂
ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰蛋白酶ＥＤＴＡ

消化液（０．２５％，含酚红）、ＰＢＳ（ｐＨ＝７．２～７．４）、
青链霉素混合液（１００×）、ＣＣＫ８试剂盒、细胞周
期检测试剂盒、顺铂、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、ＳＹＢＲ
ｐｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒等由生工生物提供。
１．３　实验方法
１．３．１　硫酸酯化瘤背石磺多糖的制备

用浓硫酸法［１８］取７．５ｍＬ浓硫酸和２．５ｍＬ
正丁醇于三颈烧瓶中，搅拌后，缓缓加入１２．５ｍＬ
浓硫酸，冰水浴冷却至０℃，缓慢加入０．５ｇ瘤背
石磺多糖粉末，于０℃反应３０ｍｉｎ后，加入氢氧
化钠溶液中和至ｐＨ为７．０～７．５，离心后用蒸馏
水透析２４ｈ，减压浓缩至２０ｍＬ左右，加入７５％
乙醇溶液，静置过夜后收集沉淀，再将沉淀物溶

于蒸馏水中再透析２４ｈ，透析液经冷冻干燥后得
硫酸化多糖产物，做３组平行（ＳＯＳＰ１、ＳＯＳＰ２、
ＳＯＳＰ３）。
１．３．２　硫酸酯化瘤背石磺多糖含量测定

采用苯酚硫酸法［１７］，吸取 ０．２、０．３、０．４、

０．５、０．６、０．７、０．８和０．９ｍＬ葡萄糖标准溶液后
蒸馏水补足至１．０ｍＬ。以１．０ｍＬ蒸馏水作为空
白，加入１ｍＬ５％的苯酚溶液和５ｍＬ浓硫酸，摇
匀后，室温静置２０ｍｉｎ，酶标仪４９０ｎｍ下测吸光
度。以葡萄糖质量浓度为横坐标，吸光度为纵坐

标绘制标准曲线。用酶标仪测定吸光度。

１．３．３　硫酸酯化瘤背石磺多糖的取代度测定
称取１０８ｍｇＫ２ＳＯ４，用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液溶

解并定容至１００ｍＬ，即得硫酸基标准液。分别取
Ｋ２ＳＯ４标准溶液 ０．０８、０．１６、０．２４、０．３２和 ０．４０
ｍＬ（每管做 ３个平行），用 １ｍｏｌ／ＬＨＣｌ补足至
０．４ｍＬ，以０．４ｍＬ的 ＨＣｌ溶液作为空白，加７．６
ｍＬ３％三氯乙酸及２ｍＬ０．５％氯化钡明胶溶液，
混匀后室温静置１５ｍｉｎ，酶标仪３６０ｎｍ下测吸收
度Ａ１。用０．５％明胶溶液代替０．５％的氯化钡
明胶溶液，按上述步骤操作，酶标仪３６０ｎｍ下测
吸收度 Ａ２。以硫酸根的含量为横坐标，纵坐标
（Ａ１Ａ２）绘制标准曲线

［１６］。

ｗＳＯ２４ ＝Ｃ×Ｖ／Ｗ×１００ （１）
式中：ｗＳＯ２４为硫酸根含量，％；Ｃ为样品测定质量
浓度，μｇ／ｍＬ；Ｖ为样品溶液体积，ｍＬ；Ｗ为称量
样品质量，ｍｇ。

称取硫酸酯化瘤背石磺多糖粉末２０ｍｇ于安
瓿瓶中，加入２ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液，沸水浴加热
１ｈ，取０．２ｍＬ反应液进行分析，按照标准曲线的
方法测定其吸光度 Ａ１。根据标准曲线得到试样
中ＳＯ２－４ 的百分含量，按式（３）计算硫酸酯化瘤背
石磺多糖取代度（ＤＳ）。

ｗＳ＝３２×ｗＳＯ２４／９６ （２）
ＤＳ＝１．６２×ｗＳ／（３２－１．０２×ｗＳ） （３）

式中：ＤＳ为硫酸化修饰物中 Ｓ的硫酸取代度；ｗＳ
为硫酸根离子的质量分数。

１．３．４　药物配制
瘤背石磺多糖（ＯＳＰ）、硫酸化瘤背石磺多糖

（ＳＯＳＰ）和阳性药物顺铂分别在给药前用 ＤＭＥＭ
培养基配制成５０、７５、１５０μｇ／ｍＬ（ＯＳＰ和ＳＯＳＰ）
和０．５、０．７５、１．５μｇ／ｍＬ（顺铂）的药剂，无菌细
胞筛过滤备用。

１．３．５　ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）检测 Ｈｅｌａ细
胞增殖抑制作用

取对数生长期的 Ｈｅｌａ细胞，以５×１０４ｍＬ－１

（１００μＬ细胞悬液）接种于９６孔板中，于培养箱
培养２４ｈ后给药处理，每孔加５μＬ药物，设置５

２４４
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个平行孔。空白组加入１００μＬＤＭＥＭ培养液和
１０μＬＣＣＫ８溶液，对照组加 １００μＬ含细胞的
ＤＭＥＭ培养液和１０μＬＣＣＫ８溶液，试验组分别
加入质量浓度为５０、７５、１５０μｇ／ｍＬ的药物，培养
２４ｈ后，加入 １０μＬＣＣＫ８溶液，分别培养 １２、
２４、４８、７２ｈ后用酶标仪在４５０ｎｍ处测定ＯＤ值，
计算细胞存活率：

ＣＶ＝［（Ａｓ－Ａｂ）／（Ａｃ－Ａｂ）］×１００ （４）
式中：ＣＶ为细胞存活率，％；Ａｓ为试验孔（含有细
胞的培养基、ＣＣＫ８、药物）ＯＤ值；Ａｃ为对照孔
（含有细胞的培养基、ＣＣＫ８、没有药物）ＯＤ值；Ａｂ
为空白孔（不含有细胞和药物、含有 ＣＣＫ８）ＯＤ
值。

１．３．６　流式细胞仪检测Ｈｅｌａ细胞的周期分布
取对数生长期的Ｈｅｌａ细胞，以５×１０４个／ｍＬ

接种于１２孔板中，每孔加入１ｍＬ细胞悬液，于培
养箱培养２４ｈ后给药处理，每孔加入１００μＬ药
物，对照组加入１００μＬ新鲜的Ｈｅｌａ细胞培养液，

培养药物作用２４ｈ后，５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，小心
吸出上清液，预冷的 ＰＢＳ清洗 ２次，小心吸出上
清液，然后加入１ｍＬ７０％乙醇于 －２０℃固定１８
ｈ以上，再于５００×ｇ离心１０ｍｉｎ得到固定后的细
胞沉淀，用预冷的 ＰＢＳ洗涤细胞２次，最后加入
０．５ｍＬＲＮａｓｅＡ／ＰＩ染料，涡旋振荡使细胞分散，
３７℃避光培养 ３０ｍｉｎ，再于 ４℃避光培养 ３０
ｍｉｎ，用无菌细胞网过滤，置流式细胞仪检测。
１．３．７　ｑＲＴＰＣＲ检测凋亡相关基因 ｍＲＮＡ的表达

取生长状态良好的 Ｈｅｌａ细胞以５×１０４个／
ｍＬ接种于６孔板中，每孔加入２ｍＬ细胞悬液，
于细胞培养箱中继续培养２４ｈ后给药处理，每孔
加入 ２００μＬ药物，２４ｈ后用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总
ＲＮＡ，并反转成ｃＤＮＡ于－２０℃保存备用。根据
ＮＣＢＩＧｅｎｅ数据库中Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ的基
因序列用软件Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引物后送至上海生
工生物工程技术服务有限公司合成，见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 Ｇｅｎｅ 正向引物 （５′３′）Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５′３′） 反向引物（５′３′）Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

Ｃａｓｐａｓｅ３ ＧＧＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＣＡＡＴＧＧＡＡＧＡＡＧＡ ＴＧＧＡＡＧＡＣＡＧＡＣＡＣＡＡＴＧＧＣＣＴＧＡ
Ｂｃｌ２ ＣＧＣＡＡＴＴＧＧＡＴＣＡＣＧＡＧＣＣＡＣＡＡ ＡＣＣＣＴＣＴＴＣＣＴＡＧＣＣＧＣＣＣＡＴ
ＢｃｌｘＬ ＧＣＣＣＡＧＴＣＣＴＧＣＡＧＣＡＧＣＡＴＡ ＡＡＣＧＡＴＧＴＡＣＧＴＧＧＡＴＡＡＴＧＡＧＴＴＧＣＧ
βａｃｔｉｎ ＧＴＣＣＡＣＣＧＣＡＡＧＴＧＣＴＴＣＴ ＣＧＧＴＣＧＴＧＧＴＴＧＴＴＴＣＡＴＴ

　　以βａｃｔｉｎ为内参基因，使用ＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ试剂盒 （ＶａｚｙｍｅＢｉｏｔｅｃｈ，南京）在 ＡＢＩ
Ｑ６仪器上进行 ｑＲＴＰＣＲ。反应体系为 ２０μＬ：
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（２×）１０μＬ、引物各 ０．８μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ６．４μＬ、ｃＤＮＡ模板２μＬ。运用 ２

－ΔΔＣｔ法

计算各基因 ｍＲＮＡ相对表达量，运用 ＳＰＳＳ２２．０
进行差异显著性检验，利用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ和
独立样本 Ｔ检验法进行差异显著性检验，Ｐ＜
０．０５表示差异显著，结果以平均值 ±标准差表
示。

２　结果

２．１　硫酸酯化瘤背石磺多糖的含量和取代度
以葡萄糖毫克数为横坐标，吸光度为纵坐标

绘制标准曲线（图１），得回归方程为ｙ＝１０．９７３０ｘ－

０．０５９９，Ｒ２＝０．９９６。以硫酸基质量浓度为横坐
标，吸光度为纵坐标绘制标准曲线（图２），得回归
方程为ｙ＝０．０２２１ｘ－０．１６８４，Ｒ２＝０．９９３６。取
代度的结果见表２。

图１　葡萄糖标准曲线
Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｇｌｕｃｏｓｅ
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图２　硫酸基标准曲线
Ｆｉｇ．２　Ｓｕｌｆａｔｅｇｒｏｕｐｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

２．２　各药物组对Ｈｅｌａ细胞存活率的影响
试验用ＣＣＫ８检测各药物组对 Ｈｅｌａ细胞的

增殖作用，以阳性药物顺铂为对照组，结果见图

３，各质量浓度下的药物对 Ｈｅｌａ细胞均有抑制作
用，且随着质量浓度的增加细胞存活率不断下降；

４８ｈ时，ＯＳＰ质量浓度为１５０μｇ／ｍＬ时细胞存活
率下降至２９．１４％，ＳＯＳＰ质量浓度为１５０μｇ／ｍＬ
时细胞存活率下降至１６．１６％，而阳性药物顺铂
质量浓度为 １．５μｇ／ｍＬ细胞存活率下降至
１０．７６％，ＳＯＳＰ的抑制效果明显高于 ＯＳＰ；在药
物作用４８ｈ后，Ｈｅｌａ细胞存活率有所提高，说明
ＯＳＰ和ＳＯＳＰ的最佳作用时间是４８ｈ内。

表２　硫酸酯化瘤背石磺多糖含量、硫酸基含量和取代度
Ｔａｂ．２　ＣｏｎｔｅｎｔｏｆｓｕｌｆａｔｅｄＯ．ｒｅｅｖｅｓｉｉ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ｓｕｌｆａｔｅｃｏｎｔｅｎｔ

ａｎｄｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆｓｕｌｆａｔｅｇｒｏｕｐ

样品

Ｓａｍｐｌｅｓ

多糖含量

Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ／

％

硫酸基含量

Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ｓｕｌｆａｔｅｄｇｒｏｕｐ／

％

取代度

Ｄｅｇｒｅｅｏｆ
ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ

ＳＯＳＰ１ ４４．６５ ２８．５９ ０．６９
ＳＯＳＰ２ ４４．７７ ２７．６７ ０．６６
ＳＯＳＰ３ ４３．１６ ３０．３０ ０．７５

图３　各药物组对Ｈｅｌａ细胞存活率的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｄｉｃｉｎｅｇｒｏｕｐｓｏｎｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓ
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２．３　各药物组对Ｈｅｌａ细胞周期分布的影响
探究ＯＳＰ和ＳＯＳＰ如何影响 Ｈｅｌａ细胞的生

长，利用流式细胞技术测定不同质量浓度处理条

件下Ｈｅｌａ细胞的细胞周期分布情况，见表３。随
着药物质量浓度的增加，多糖组的 Ｇ１期的比例
显著增高，Ｓ期的比例不断减少。瘤背石磺多糖

对Ｈｅｌａ细胞的Ｇ１期和Ｓ期凋亡比例并不是很明
显，而硫酸酯化修饰后的瘤背石磺多糖对Ｈｅｌａ细
胞的Ｇ１期和Ｓ期凋亡比例明显高于未处理的瘤
背石磺多糖组，更接近阳性药物顺铂的抑制效

果。说明ＳＯＳＰ使Ｈｅｌａ细胞阻滞在 Ｇ１期，这可
能是其抑制细胞增长和克隆能力的重要原因。

表３　Ｈｅｌａ细胞周期变化
Ｔａｂ．３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｃｙｃｌｅ ％

实验样品

Ｓａｍｐｌｅｓ
ＤＮＡ合成前期

ＤＮＡＰｒｅｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｈａｓｅ
ＤＮＡ合成期

ＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓｐｈａｓｅ
ＤＮＡ合成后期

ＤＮＡＰｏｓｔｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｈａｓｅ
瘤背石磺多糖 ＯＳＰ（５０μｇ／ｍＬ） ４３．５１ ４２．１６ １４．３３
瘤背石磺多糖 ＯＳＰ（７５μｇ／ｍＬ） ４６．３７ ４１．８２ １１．８１
瘤背石磺多糖 ＯＳＰ（１５０μｇ／ｍＬ） ５６．０７ ３２．４７ １１．４６
硫酸酯化瘤背石磺多糖 ＳＯＳＰ（５０μｇ／ｍＬ） ４５．３２ ４０．５７ １４．１１
硫酸酯化瘤背石磺多糖 ＳＯＳＰ（７５μｇ／ｍＬ） ５４．６８ ３６．７４ ８．６１
硫酸酯化瘤背石磺多糖 ＳＯＳＰ（１５０μｇ／ｍＬ） ５９．４９ ３０．３８ １０．１３
顺铂 Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ（０．５μｇ／ｍＬ） ４０．０３ ４５．４４ １４．５３
顺铂 Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ（０．７５μｇ／ｍＬ） ５６．１３ ３４．５２ ９．３５
顺铂 Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ（１．５μｇ／ｍＬ） ６２．０５ ２８．２８ ９．６７

２．４　各药物组对Ｈｅｌａ细胞凋亡基因的影响
ｑＲＴＰＣＲ分别测定ＯＳＰ和 ＳＯＳＰ对 Ｈｅｌａ细

胞凋亡相关基因的影响结果见图４和图５，促凋
亡基因Ｃａｓｐａｓｅ３的表达随药物质量浓度的增加
不断提高，在ＯＳＰ质量浓度为１５０μｇ／ｍＬ时相对
表达量显著升高为８．２７（Ｐ＜０．０５），在 ＳＯＳＰ质
量浓度为１５０μｇ／ｍＬ时相对表达量为１５．６，表达
量极显著升高（Ｐ＜０．０１）；而抗凋亡基因 ＢｃｌｘＬ
和Ｂｃｌ２随着ＯＳＰＨ和 ＳＯＳＰ质量浓度的增加无
明显变化。

图４　ＯＳＰ组凋亡基因的表达
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｇｅｎｅｓｉｎＯＳＰｇｒｏｕｐ

３　讨论

目前肿瘤免疫疗法已成为癌症治疗中至关

重要的选择之一［１９］。选择这一疗法的主要原因

不仅是要获得有效的抗癌药物，而且要对人体产

图５　ＳＯＳＰ组凋亡基因的表达
Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｇｅｎｅｓ

ｉｎＳＯＳＰｇｒｏｕｐ

生最小的副作用。因此，海洋衍生抗癌药物的开

发成为趋势［２０］。多糖是广泛存在动植物和微生

物中的重要生物大分子化合物，且具有多种生物

活性，其中抗肿瘤活性深受关注［２１］。ＺＨＡＮＧ
等［２２］发现泥螺多糖能明显抑制Ｂｃａｐ３７乳腺癌细
胞、ＳＷ１９９０胰腺癌细胞和 ＨｅＬａ宫颈癌细胞生
长。本研究中也得到类似的结果，我们以体外培

养的人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞为模型，发现 ＯＳＰ能抑
制Ｈｅｌａ细胞的增殖，而且随着 ＯＳＰ质量浓度上
升，Ｈｅｌａ细胞存活率呈剂量依赖性下降，说明
ＯＳＰ抑制了人宫颈癌Ｈｅｌａ细胞的生长，能够有效
的发挥抗肿瘤活性，验证了其药用价值。有研

究［２３］发现，如果将硫酸在多糖的 Ｃ１、２、３、４或６
的羟基处引入，可能会导致多糖的生物活性增

强。而且，硫酸化后的多糖对癌细胞的增殖有更

５４４
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为明显的抑制作用，例如硫酸酯化后的青蛤多糖

对人胃癌细胞增殖具有显著抑制作用［２４］。此外，

本研究还发现硫酸酯化修饰后瘤背石磺多糖能

抑制Ｈｅｌａ细胞的增殖，而且随着ＳＯＳＰ质量浓度
上升，Ｈｅｌａ细胞存活率呈剂量依赖性下降，这说
明ＳＯＳＰ较 ＯＳＰ诱导 Ｈｅｌａ细胞凋亡的能力显著
提高。

细胞凋亡是生物体进行的一项十分重要的

活动，在真核细胞中以上任何一个阶段被中断都

会阻碍整个细胞复制，因此细胞周期的调控对调

节肿瘤生长方面尤其重要［２５］。而且细胞的凋亡

会伴随着细胞外在形态的明显改变，细胞膜破裂

导致胞膜磷脂酰丝氨酸外露，该物质与磷脂结合

蛋白ＡｎｎｅｘｉｎＶ高度亲和。因此，为进一步确定
ＯＳＰ和ＳＯＳＰ对Ｈｅｌａ细胞活力影响是否与细胞
凋亡相关，我们使用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ标记细胞，并
用流式细胞仪测定细胞阻滞周期，发现 ＯＳＰ只在
高质量浓度处理下，Ｈｅｌａ细胞的 Ｇ１期比例明显
高于Ｓ期比例，而低、中、高 ３种质量浓度的 Ｓ
ＯＳＰ处理时，Ｈｅｌａ细胞周期均发生显著变化，Ｇ１
期细胞呈剂量依赖性增加，Ｓ期的细胞呈剂量依
赖性减少。结果表明 ＯＳＰ导致 Ｈｅｌａ细胞不能复
制受损的 ＤＮＡ，诱导细胞在 Ｇ０／Ｇ１期被阻滞。
而且硫酸化修饰后的 ＯＳＰ阻滞 Ｈｅｌａ细胞周期的
能力更强。ＲＯＮＧ等［２６］研究表明羊栖菜多糖通

过使细胞周期停滞在 Ｇ２／Ｍ期。ＢＩＥ等［２７］也发

现，ＲＡＷ２６４．７细胞在Ｇ２／Ｍ期被多糖所阻滞，并
通过降低细胞周期下游调控蛋白的表达来控制。

本研究所得结果与以上研究类似，说明瘤背石磺

多糖可以抑制Ｈｅｌａ细胞周期阻滞在ＤＮＡ合成前
期从而阻止Ｈｅｌａ细胞的无限增殖达到抑癌作用。

细胞凋亡是一个十分复杂并受基因调控的

过程。发挥主要凋亡作用的基因分别是促凋亡

基因和抗凋亡基因，Ｃａｓｐａｓｅ３是 Ｃａｓｐａｓｅ家族中
较典型的促凋亡基因，Ｂｃｌ２是被研究最广泛的基
因。本试验发现 ＯＳＰ处理 Ｈｅｌａ细胞后，促凋亡
基因Ｃａｓｐａｓｅ３的表达以质量浓度依赖性的方式
显著升高，ＳＯＳＰ处理 Ｈｅｌａ细胞后，促凋亡基因
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达以质量浓度依赖性的方式处理
极显著升高，抗凋亡基因 Ｂｃｌ２和 ＢｃｌｘＬ的表达
量无显著变化。郑华山等［２８］从灰树花子实体中

分离的一种中性多糖，作用于 ＨＴ２９可以提高促
凋亡基因Ｂａｘ的表达进而降低抗凋亡基因 Ｂｃｌ２

的表达，增加细胞色素 ｃ释放至细胞质中，导致
Ｃａｓｐａｓｅ９激活引发 Ｃａｓｐａｓｅ级联反应。张山
等［２９］发现真姬菇菌糠多糖可抑制 βｃａｔｅｎｉｎ和
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，通过抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路相关基因的表达及上调其下游的 Ｂａｘ的表
达而促进 ＨｅｐＧ２细胞发生凋亡。这些结果都表
明多糖能够通过受体依赖性或非受体依赖性的

死亡途径促进肿瘤细胞凋亡，为本试验的结果提

供了有力证明。

综上所述，瘤背石磺多糖和硫酸酯化瘤背石

磺多糖均具有促Ｈｅｌａ细胞凋亡的作用，而且硫酸
化修饰导致 ＯＳＰ结构改变增强了瘤背石磺多糖
的抗肿瘤能力；初步表明瘤背石磺多糖抗肿瘤活

性的发挥是通过调控细胞周期和 Ｃａｓｐａｓｅ家族反
应体系来实现的。但是瘤背石磺多糖促 Ｈｅｌａ细
胞凋亡的细胞分子调控功能基因尚需深入研究，

以期阐明瘤背石磺多糖抗肿痛作用的信号通路

分子级联机制，这将对阐明多糖抗肿瘤机制具有

重要的科学价值，也为天然的治疗肿瘤药物开发

提供新材料。
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