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羊栖菜褐藻糖胶 CSFP-1抗肿瘤活性及机制研究 
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摘  要：目的  分离纯化制备羊栖菜褐藻糖胶（CSFP-1），并对其抗肿瘤活性及可能作用机制进行初步研究。方法  通过冷

水浸提法制备羊栖菜褐藻糖胶（CSFP），经超滤系统分离获得 CSFP-1，并采用苯酚-硫酸比色法、PMP衍生化、高效液相色

谱法、红外光谱分析等多种方法对其理化性质进行分析；采用MTT法评价 CSFP-1（0、10、100、300 μg/mL）对宫颈癌细

胞（HeLa）、肺癌细胞（A549）和肝癌细胞（Hep3B）生存能力的影响；应用流式细胞术评价 CSFP-1 对 HeLa 细胞细胞周

期的影响；应用Western blotting技术评价 CSFP-1对 HeLa细胞凋亡和自噬相关蛋白表达的影响。结果  CSFP-1的糖含量为

84.18%，糖醛酸含量为 14.28%，硫酸根含量为 10.02%，平均相对分子质量为 5.6×104，主要由半乳糖、岩藻糖、甘露糖、

葡萄糖醛酸和木糖组成。CSFP-1 具有选择性细胞毒性，对 HeLa 细胞生长发挥显著抑制作用（P＜0.05、0.001），对 A549
和 Hep3B细胞存活率没有明显影响。与对照组比较，HeLa细胞经 CSFP-1处理 24 h后，G1期细胞比例明显增加（P＜0.001）；
经 CSFP-1处理 48 h后，S期细胞比例显著增加（P＜0.05、0.01、0.001），G2期细胞比例显著减少（P＜0.01、0.001），均

呈现剂量相关性。与对照组比较，CSFP-1 100、300 μg/mL剂量组处理 24 h，300 μg/mL剂量组处理 48 h Bcl-2蛋白表达显著

减少（P＜0.05）；100、300 μg/mL 剂量组处理 24、48 h Beclin-1蛋白表达显著增加（P＜0.05、0.01），且存在时间和剂量相

关性。结论  CSFP-1具有选择性抑制 HeLa细胞增殖作用，作用机制可能与阻滞细胞周期、诱导细胞凋亡相关。 
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Preliminary study on anti-tumor activity of fucoidin of Sargassum fusiforme 
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Abstract: Objective  To extract, purify, and prepare the fucoidin of Sargassum fusiforme (CSFP-1), and preliminary investigate its 
anti-tumor activity and underlying mechanism. Methods  CSFP was extracted by cold water and CSFP-1was obtained by 
ultrafiltration system. Phenol-sulfuric acid colorimetry, PMP derivatization, high performance liquid chromatography, infrared 
spectroscopy, and other methods were used to analyze the physical and chemical properties. The effects of CSFP-1 (0, 10, 100, and 300 
μg/mL) on the viability of cervical cancer cells (HeLa), lung cancer cells (A549), and hepatoma cells (Hep3B) were evaluated by MTT 
assay, the effects of CSFP-1 on the cell cycle of HeLa were evaluated by flow cytometry, and the effects of CSFP-1 on apoptosis and 
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autophagy related protein expression in HeLa cells were evaluated by Western blotting. Results  CSFP-1 was mainly composed of 
galactose, fucose, mannose, glucuronic acid, and xylose with the sugar content of 84.18%, glucuronic acid content of 14.28%, sulfate 
content of 10.02% and average molecular weight of 56 kDa. CSFP-1 had selective cytotoxicity and significantly inhibited the growth 
of HeLa cells (P < 0.05, 0.001), but had no significant effect on the survival rate of A549 and Hep3B cells. Compared with the 
control group, HeLa cells treated with CSFP-1 for 24 h increased the proportion of G1 phase cells significantly (P < 0.001); After 
treated with CSFP-1 for 48 h, the proportion of S phase cells increased significantly (P < 0.05, 0.01, 0.001), and the proportion of G2 
phase cells decreased significantly (P < 0.01, 0.001). Compared with control group, the expression of Bcl-2 protein in 100 and 300 
μg/mL CSFP-1 groups decreased significantly at 24 h, and that in 300 μg/mL group decreased significantly at 48 h (P < 0.05); The 
expression of Beclin-1 protein in 100 and 300 μg/mL group increased significantly at 24 and 48 h (P < 0.05 and 0.01), and there was 
a time-dose correlation. Conclusion  CSFP-1 has selective inhibited effect on the proliferation of HeLa cells and its anti-tumor 
activity mechanism may be related with blocking cell cycle and inducing apoptosis. 
Key words: Sargassum fusiforme; fucoidin; cell apoptosis; autophagy; anti-tumor; cell cycle 
 

羊栖菜 Sargassum fusiforme（Harv.）Setch，隶

属褐藻纲，墨角藻目，马尾藻科，又称鹿角尖、海

菜芽、羊奶子、海大麦等，是一种营养丰富的药食

两用海藻，广泛分布于我国辽宁、山东、浙江、福

建沿海，以及日本和韩国[1]。羊栖菜古称“海藻”，

在秦汉时期的医学药典中就记载其食用和药用方

法，其中《本草纲目》记载羊栖菜能主治“瘿瘤结

气”，能“治疗脚气、水气浮肿等”[2]；而《中国药 
典》（2015年版）也将羊栖菜和海蒿子作为中药“海

藻”收录。羊栖菜具有多种药理功能，如抗肿瘤[3]，

抗氧化[4-5]，调节免疫力[6]和抗衰老等，而褐藻糖胶

是发挥上述功能的主要活性成分[7]。 
肿瘤治疗一直是医学研究的热点领域，无论化

学还是物理治疗法，其最终目的是让肿瘤细胞走向

死亡。目前，细胞的死亡分为细胞凋亡、自噬性细

胞死亡和细胞坏死 3类。其中前两者都属于程序性

死亡，是治疗肿瘤的重要方式，特别是自噬性细胞

死亡已作为一种凋亡耐受肿瘤细胞的死亡方式[8]。

近年来，细胞自噬和细胞凋亡引起了广大科研工作

者的兴趣，研究表明，细胞凋亡和细胞自噬二者关

系密不可分[9]。如自噬相关基因 5（Atg5）在被钙

蛋白酶（Calpain）裂解后可从胞质易位到线粒体，

与 Bcl-xl结合并促进细胞色素 C的释放，进而激活

细胞凋亡[10]。而且许多抗癌药物如西妥昔单抗、白

藜芦醇、阿霉素等都在诱导肿瘤细胞凋亡的同时又

激活了自噬[11-12]。 
研究表明，羊栖菜褐藻糖胶（CSFP）能诱导肿

瘤细胞发生凋亡和自噬[13]，而 CSFP活性级分的鉴

定和发挥抗肿瘤作用的机制尚不清楚。因此，本实

验通过冷水浸提的方法制备 CSFP，进一步纯化与

分级获得主要级分 CSFP-1，并对其进行抗肿瘤活性

和机制的研究，旨在为羊栖菜功能性食品和抗肿瘤

药物的开发提供理论依据。 
1  材料与仪器 
1.1  细胞 

宫颈癌细胞（HeLa）、肺癌细胞（A549）和肝癌

细胞（Hep3B），中国科学院上海生科院细胞资源中心。 
1.2  药物及主要试剂 

羊栖菜由浙江省温州市洞头区养殖，经温州市

洞头区水产科学技术研究所高级工程师林立东鉴

定，鉴定结果为羊栖菜 Sargassum fusiforme（Harv.）
Setch。噻唑蓝（MTT，上海生物工程股份有限公司）；

Bcl-2（#15071）、Beclin-1（#3495）、LC3B（#3868）、
SQSTM1/p62 （ #8025 ） 抗 体 （ Cell Signaling 
Technology，美国）；β-actin（#AM1021B）抗体（药

明康德，中国）；细胞周期检测试剂盒（C1052，碧

云天生物技术有限公司，中国）。 
1.3  主要仪器 

BioTek 酶标仪（伯腾仪器有限公司，美国）；凝

胶成像系统（General electric company，美国）；1525
高效液相色谱仪（Waters 科技有限公司，美国）；

TENSOR27 红外光谱仪（Bruker 光谱仪器公司，德

国）；ODS-2HYPERSIL色谱柱（Thermo Scientist，美

国）；TSK gel G-3000PWXL-CP色谱柱（TOSOH公

司，日本）；流式细胞仪 FACSCantoTMII（BD，美国）。 
2  方法 
2.1  羊栖菜褐藻糖胶 CSFP-1的制备 

干燥的羊栖菜经粉碎后，称取粉末 500 g，加入

95%的乙醇，加热回流脱脂。将脱脂粉末按料液比

1∶20加入蒸馏水，浸提 7次，每次 8 h。过滤，合

并浸提液并浓缩。加入 4倍体积乙醇静置过夜，离

心，沉淀经冷冻干燥，得到水溶性羊栖菜粗多糖。
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将粗多糖复溶，加入 4 mol/L氯化钙沉淀褐藻胶，将

上清液进行醇沉，离心，冷冻干燥。样品经脱色、脱

盐、浓缩、冻干，得到羊栖菜褐藻糖胶（CSFP）。采

用截流量相对分子质量为 1.0×104的超滤系统，将羊

栖菜褐藻糖进行超滤分级，获得相对分子质量在 1.0×
104以上的样品，经浓缩、冻干，制备得到CSFP-1。 
2.2  CSFP-1的理化性质分析 

总糖含量采用苯酚-硫酸比色法[14]测定，以 L-岩藻

糖（L-Fuc）为标准品制作标准曲线。单糖组成采用

PMP衍生化及高效液相色谱法测定[15]。采用间羟基联

苯法[16]测定糖醛酸含量。采用考马斯亮兰法测定蛋白

质含量。采用离子色谱法[17]测定硫酸根含量。采用高

效凝胶渗透色谱法[18]测定相对分子质量分布范围。 
2.3  CSFP-1红外光谱分析 

取干燥的 CSFP-1样品，与 KBr混合研磨均匀

后压片，在 4 000～400 cm−1进行红外光谱扫描，记

录红外光谱图。 
2.4  细胞生长抑制分析 

将HeLa、A549和Hep3B细胞以 5×103/孔的密

度接种在 96 孔细胞培养板中，完全贴壁后，加入

CSFP-1（0、10、100、300 μg/mL）处理 24和 48 h，
每孔加入 5 mg/mL MTT溶液 20 μL培养 4 h，弃去原

有培养基，每孔加入DMSO 150 μL，室温下震荡 15 
min，使用 CYTATION3酶标仪（BIO-TEK）在 490 nm
波长下测定吸光度（A）值。计算细胞存活率。 

细胞存活率＝ACSFP-1 组/A 对照组 

2.5  细胞周期检测 
利用流式细胞术检测CSFP-1对HeLa细胞周期

的影响。将 HeLa细胞以 5×105/孔的密度接种在 6
孔培养板中，完全贴壁后，加入 CSFP-1（0、10、
100、300 μg/mL）处理 24和 48 h，经 PI染色并使

用流式细胞仪 FACSCantoTMII进行检测。 

2.6  Western blotting分析 
将细胞以 5×105/孔的密度接种在 6 孔培养板

中，完全贴壁后，加入 CSFP-1（0、10、100、300 
μg/mL）处理 24和 48 h，然后分别用胰酶消化并收

集细胞，使用 RIPA裂解液裂解 30 min，4 ℃、12 000 
r/min离心 10 min，取上清测定蛋白质浓度。向样品

中加入上样缓冲液后，通过 SDS-PAGE电泳，转膜，

封闭，一抗孵育过夜，TBST洗涤 3次，孵育二抗，

用 ECL 试剂盒进行显影，分别使用 Amersham 
Imager 600和 Imagequant软件（GE）进行分析。 
2.7  数据处理 

数据采用 SPSS 16.0、Flow J 6.0、Prism 6软件

处理，以 x s± 表示，各组均数差异采取 LSD-t检测。 
3  结果 
3.1  CSFP-1的理化性质分析 

如表 1和 2所示，CSFP-1的糖含量为 84.18%，

糖醛酸含量为 14.28%，硫酸根含量为 10.02%，平

均相对分子质量为 5.6×104，其主要由半乳糖、岩

藻糖、甘露糖、葡萄糖醛酸和木糖组成。从红外光

谱图（图 1）中可知，CSFP-1在 3 400 cm−1处有一

吸收强度较大的峰，是多糖特征的 O-H伸缩振动峰，

是由糖分子内或分子间氢键 O-H 伸缩振动引起的吸

收；在 2 852 cm−1附近有岩藻糖和半乳糖基 C-6的振

动峰；2 923 cm−1附近为吡喃环的 C-H弯曲伸缩振

动峰；1 430 cm−1附近为半乳糖和木糖 CH2的剪切

震动，1 450 cm−1附近为岩藻糖和 O-乙酰基 CH3
的非对称弯曲振动，1 384 cm−1为岩藻糖和 O-乙酰

基 CH3的对称弯曲振动。在 1 630 cm−1附近出现羰

基非对称伸缩振动，在 1 425 cm−1前后是与糖醛酸

相关的振动峰，1 255 cm−1 附近表现出硫酸酯中

O=S=O的非对称伸缩振动。由此可知，CSFP-1具
有明显的褐藻糖胶的特征。 

表 1  CSFP-1中糖、糖醛酸、蛋白质及硫酸根含量 
Table 1  Content of sugar, uronic acid, protein and sulfate of CSFP-1 

样品 
质量分数/% 

糖 糖醛酸 蛋白质 硫酸根 
CSFP-1 84.18 14.28 1.21 10.02 

表 2  CSFP-1的平均相对分子质量和单糖组成情况 
Table 2  Average molecular weight and monosaccharide composition of CSFP-1 

样 品 平均相对分子质量 
单糖组成/% 

葡糖糖 鼠李糖 木糖 葡萄糖醛酸 甘露糖 岩藻糖 半乳糖 
CSFP-1 5.6×104 1.91 3.84 10.38 17.67 18.8 21.44 25.96 
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图 1  CSFP-1红外光谱 
Fig. 1  Infrared spectrogram of CSFP-1 

3.2  CSFP-1选择性细胞毒性研究 
运用 MTT 法检测 CSFP-1 对 HeLa、A549 和

Hep3B 细胞生存能力的影响。CSFP-1 显著抑制了

HeLa 细胞的增殖能力（P＜0.05、0.001），并呈现

时间和剂量相关性，当剂量为 300 μg/mL CSFP-1处
理 48 h，其抑制率达到 35.1%。CSFP-1对 A549和
Hep3B 细胞存活率没有明显影响。因此，CSFP-1
对肿瘤细胞的抑制作用具有一定的特异性。 
3.3  CSFP-1对 HeLa细胞周期的影响 

HeLa细胞经 CSFP-1处理 24 h后，G1期比例

明显增加（P＜0.001），并呈现剂量相关性，当剂量

为 300 μg/mL时，G1期比例为 69.52%。HeLa细胞 
 

 

与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001 
*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group 

图 2  CSFP-1对不同癌细胞的细胞生存能力的影响( x±s, n = 3) 
Fig. 2  Effects of CSFP-1 on cell viability in various cancer cells ( x±s, n = 3) 

经CSFP-1处理48 h后，S期比例显著增加（P＜0.05、
0.01、0.001），而 G2 期比例显著减少（P＜0.01、
0.001），同样呈现剂量相关性。结果见图 3。 
3.4  CSFP-1诱导 HeLa细胞凋亡 

通过 Western blotting检测 HeLa细胞经不同

浓度的 CSFP-1处理 24、48 h后，细胞凋亡和自

噬相关蛋白的表达情况。经 CSFP-1处理后，HeLa
细胞中 Bcl-2 的表达量逐渐减少，且存在时间和

剂量相关性，与对照组比较，100、300 μg/mL剂

量组处理 24 h，300 μg/mL剂量组处理 48 h差异

显著（P＜0.05）；Beclin-1蛋白表达量逐渐增加，

且存在时间和剂量相关性，与对照组比较，100、
300 μg/mL 剂量组处理 24、48 h 均差异显著    

（P＜0.05、0.01），结果见图 4。结果说明凋亡或

自噬均有可能参与 CSFP-1引起的 HeLa细胞增殖

抑制。 
进一步检测了自噬相关蛋白 LC3B和 p62的表

达情况，结果显示，CSFP-1处理对 LC3B和 p62的
表达量均没有显著影响（图5），表明CSFP-1对HeLa
细胞增殖的抑制作用与细胞自噬无关。 

HeLa                                        A549                                      Hep3B 

对照   1    10  100   300 
         CSFP-1/(μg∙mL−1) 

对照   1   10   100  300 
         CSFP-1/(μg∙mL−1) 

对照   1   10   100  300 
         CSFP-1/(μg∙mL−1) 

对照   1    10  100   300 
         CSFP-1/(μg∙mL−1) 

对照   1    10  100   300 
         CSFP-1/(μg∙mL−1) 

对照   1    10  100   300 
         CSFP-1/(μg∙mL−1) 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 
*P < 0.05  ***P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group 

图 3  CSFP-1对 HeLa细胞的细胞周期的影响( x±s, n = 3) 
Fig. 3  Effects of CSFP-1 on cell cycle in HeLa cell ( x±s, n = 3) 
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与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  ***P < 0.01 vs control group 

图 4  CSFP-1给药 24（A）、48（B）h对细胞凋亡和细胞自噬关键蛋白的影响 ( x±s, n = 3) 
Fig. 4  Effect of CSFP-1 treatment of 24 (A) or 48 h (B) on expression of crucial protein of apoptosis and autophagy in HeLa 

cells ( x±s, n = 3) 

 

 
 

 

    

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  ***P < 0.01 vs control group 

图 5  CSFP-1给药 24（A）、48（B）h对细胞自噬相关蛋白的影响 ( x±s, n = 3) 
Fig. 5  Effect of CSFP-1 treatment of 24 h (A) or 48 (B) on expression of relevant protein of apoptosis and autophagy in 

HeLa cells ( x±s, n = 3) 
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于具有抗肿瘤活性的 CSFP 级分的鉴定和发挥抗肿

瘤作用的机制尚不清楚。本实验制备 CSFP-1，并对

其抗肿瘤活性和机制进行了初步的探讨。 
CSFP-1的单糖组成分析和红外光谱数据表明，

CSFP-1可能是一种以半乳糖为主链组成的杂多糖。

本研究发现 CSFP-1 具有选择性的肿瘤细胞毒性，

CSFP-1 不同处理时间对细胞周期产生了不同的影

响，其中处理 24 h导致细胞增殖的抑制主要与 G1
期阻滞有关；处理 48 h则与 S期阻滞有关。有报道

指出 S 期阻滞主要与细胞增殖相关基因的表达和

Chk2蛋白的磷酸化有关[25]。 
肿瘤细胞的无限生长需要消耗大量能量去维

持，因此自噬常常作为细胞生存的能源来源途径。

但当环境压力加大时，如药物处理，细胞自噬相关

蛋白 Beclin-1、ATG5等，会转化为细胞凋亡所需的

蛋白前体，从而使细胞走向凋亡。细胞凋亡和细胞

自噬都是程序性死亡，两者不仅相互关联，而且各

自的关键蛋白，如 Bcl-2（抗凋亡蛋白）和 Beclin-1
（自噬发生关键蛋白），相互拮抗。因此，推测 CSFP-1
抑制 HeLa 细胞增殖可能与细胞自噬和细胞凋亡有

关。通过检测细胞凋亡相关蛋白 Bcl-2 和细胞自噬

相关蛋白Beclin-1、p62和LC3B表达量的动态变化，

发现 CSFP-1处理导致HeLa细胞中 Bcl-2表达量明

显下降，Beclin-1 表达量增加，而自噬发生相关蛋

白 LC3B和 p62并没有发生明显变化。因此，我们

推测 CSFP-1 可能通过作用于细胞凋亡途径发挥抗

肿瘤作用。 
通过冷水浸提方法制备的 CSFP-1，主要通过阻

断细胞周期对HeLa细胞生长起到明显的抑制作用，

并诱导细胞凋亡。本研究为筛选具有抗肿瘤活性的

天然糖类先导化合物，以及研制高效、安全和具有

自主知识产权的海洋中药奠定理论基础，同时也为

羊栖菜中药资源的合理开发与利用提供科学依据。 
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