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药理与临床

嗜盐隐杆藻胞外多糖抗肿瘤活性研究

郑维发1，陈才法1，程启平2

(1．徐州师范大学江苏省药用植物生物技术重点实验室，江苏徐州 221116；

2．安徽师范大学生命科学学院，安徽芜湖 241000)

摘 要：目的 探讨嗜盐隐杆藻胞外多糖(exopolysaccharide of Aphanothece halophytica，EPAH)的抗肿瘤活性。

方法 以S。。。肉瘤为肿瘤模型，检测EPAH对肿瘤生长的抑制活性；MTT法检测EPAH对S。so肉瘤细胞、

Smcc7721肝癌细胞和HeLa细胞的体外抑制活性；以对荷瘤小鼠免疫器官、血液淋巴细胞数量及淋巴细胞增殖影

响、NK细胞杀伤活性和巨噬细胞产生NO及其他细胞因子的影响评价EPAH对小鼠免疫功能的作用。结果

EPAH对s，。。肉瘤生长有显著的抑制作用，其中预防给药和与肿瘤接种同时给药组最大抑瘤率分别达66．79％和

47．93％。100弘g／mL EPAH对Smec7721细胞、HeLa细胞以及S18。细胞生长的抑制率达60％以上。EPAH显著

提高荷瘤小鼠脾脏和胸腺质量以及血液淋巴细胞数量，促进淋巴细胞增殖反应，增加NK细胞杀伤活性，刺激巨噬

细胞产生NO，分泌白细胞介素一1p(IL—IL3)及肿瘤坏死因子一a(TNF—a)。结论EPAH有显著的抗肿瘤活性，并能

直接作用于肿瘤细胞，抑制肿瘤生长。EPAH可能是通过增加荷瘤小鼠免疫器官的质量和免疫细胞的数量、促进淋

巴细胞分裂，提高NK细胞杀伤活性和巨噬细胞产生NO以及其他细胞因子实现其抗肿瘤活性。
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Antitumor activity of exopolysaccharide from Aphanothece haloph)’tica
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Abstract：Objective To elucidate the antitumor activity of exop01ysaccharide from Aphanothece halo-

phytica(EPAH)．Methods The in vivo inhibition of EPAH on growth of tumor was performed by inocu—

lation of S180 sarcoma cells into ICR mice．While in vitro activity against tumor cells was assayed by the

growth inhibition of cell lines of S180 sarcoma，Smcc7721，and HeLa．The effects of EPAH on immune

function were evaluated by the influence on the thymus，spleen，and the number of lymphocytes in blood

stream，the influence on proliferation of lymphocytes，the killing activity of NK cells，and the production

of NO，IL一16，and TNF一0【．Results EPAH inhibited in vivo S180 sarcoma growth with the highest inhibi—

tory rate of 66．79％and 47．93％in the test mice of pretreatment and simultaneous treatment，respective—

ly．EPAH also displayed in vitro activity against the test cell lines with the highest inhibitory rate being

more than 60％at a concentration of 100／zg／mL．EPAH was found to affect the immune function in mice

including increasing the weight of thymus，spleen，and the number of lymphocytes in the blood stream，

accelerating the proliferation of lymphocytes，enhancing the killing activity of NK cells，and stimulating

the production of NO，IL一12，and TNF—a by macrophages．Conclusion EPAH is an effective antitumor

agent．It inhibites the tumor cells directly and hence the growth of tumor．Its antitumor activity is proba—

bly realized by increasing the weight of immune organs and the number of immunocytes as well as lympho—

cyte proliferation，enhancing the killing activity of NK cells，facilitating the production of N0 and related

cytokines in tumor—bearing mice．
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嗜盐隐杆藻Aphanothece halophytica Fremy为 一种高盐环境中生长的蓝藻，系统分类上属于色球
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藻科隐杆藻属。该藻生长时向生长基质中分泌大量

的、种类单一的胞外多糖。研究表明，该多糖由阿拉

伯糖、岩藻糖、甘露糖、葡萄糖以及葡萄糖醛酸组成。

其中阿拉伯糖、岩藻糖、甘露糖、葡萄糖的摩尔比为

1：2．08：1．57：2．87，而葡萄糖醛酸占整个多糖的

15．78％[1]。嗜盐隐杆藻胞外多糖(exopolysac—

charide of Aphanothece ha[ophytica，EPAH)是一

种高度硫酸化的多糖硫酸酯，其中硫酸根占整个分

子的34．46％[2]。阿拉伯糖的连接方式为1，3糖苷

键，岩藻糖的连接方式为1，4或1，3糖苷键，甘露

糖连接方式为1，2，4糖苷键，葡萄糖连接方式为

1，3糖苷键，葡萄糖醛酸的连接方式为1，3糖苷键。同

时EPAH还结合了Ca2+、Na+、M92+和K+。现代药

理学研究表明，硫酸化多糖具有广谱的抗肿瘤、抗病

毒以及免疫调节活性[3~6]。因此，推测EPAH具有

潜在的药理活性。有关EPAH的药理学研究Ifl前仅

有其对小鼠的免疫功能有正向调节作用的报道[7]。

为了进一步揭示EPAH的药理活性，本室开展了

EPAH的抗肿瘤活性研究。本实验研究其对S，。。肉瘤

的抑制作用及其可能的作用机制。

1材料与方法

1．1药品与仪器：EPAH由本实验室制备，质量分

数为98．2％。RPMI一1640培养液(Gibco)、小牛血

清(Hyclone)、24孔细胞培养板(Nunc)、96孑L细胞

培养板(Nunc)、环磷酰胺(江苏恒瑞制药，批号

02091921)、MTT(Sigma)、二甲基亚砜(Sigma)、

DMEM{／12培养液(Gibco)。S。。。肉瘤细胞、HeLa

细胞、Smcc7721肝癌细胞(军事医学科学院提供)。

CO：培养箱(SHELBA)、离心机(上海飞鸽离心机

厂)、分析天平(Sartorius)。NO试剂盒(南京建成

生物技术研究所)，白细胞介素一16(IL一1p)、肿瘤坏

死因子一0【(TNF—a)试剂盒(TPI Inc，美国)。

1．2动物：ICR小鼠，体重18～23 g，雌雄各半，徐

州医学院实验动物中心提供，动物生产许可证号

SCXK2002—0022。饲养在(25±2)℃、明暗各12 h、

湿度为60％的饲养室中，自由饮水和取食：

1．3对S。。。肉瘤的抑制作用：取小鼠110只，分为

11组(每组10只)，包括模型组、阳性对照组和9

个给药组。给药组中的3个组(预防给药组)分别

按50、75和100 rag／(kg·d)连续ig EPAH 5 d

后，分别皮下接种S，。。肉瘤(5×106 S。。。细胞)，继续

ig EPAH 10 d；另3个组(同时给药组)皮下接种

S。8。肉瘤的当天按50、75和100 mg／(kg·d)的剂

量连续ig EPAH 15 d；剩下3个组(治疗给药组)

接种S18。肉瘤5 d后按50、75和100 mg／(kg·d)

的剂量连续ig EPAH 15 d。阳性对照组，于接种的

同时按20 mg／(kg·d)连续ig环磷酰胺15 d。模

型组，每天ig等体积的生理盐水溶液。末次给药

24 h后处死小鼠，取肉瘤称质量，计算抑瘤率。

抑瘤率一(模型组肉瘤质量一给药组肉瘤质量)／模型组

肉瘤质量x100％
●

1．4对肿瘤细胞体外生长的抑制作用：将S。。。肉瘤

细胞、HeLa细胞、Smcc7721肝癌细胞以含10％小

牛血清的RPMI一1640培养基在96孔板中，37℃、

5％c02培养箱中培养24 h，再加入EPAH，使每孔

的终质量浓度分别为12．5、25、50、100和200弘g／

mL(每个质量浓度设5个平行孔，并设对照组)，继

续培养48 h。30 ttg／mL环磷酰胺作为阳性对照。

MTT法[81测定每孔的吸光度(A)值，计算细胞生

长的抑制率。

抑制率一(A对照一A实验)／Ax}照×100％

1．5对小鼠免疫功能的影响

1．5．1 对荷瘤小鼠免疫器官及免疫细胞数量的影

响：取小鼠120只，分为12组，除增加正常组外，其

余各组分组及给药方法同1．3项。末次给药24 h后

称体重，摘眼球放血，收集血液并处死小鼠，取胸腺和

脾脏，计算胸腺指数和脾指数。以淋巴细胞分离液分

离其中的淋巴细胞，血球计数板计数淋巴细胞数量。

1．5．2对正常小鼠淋巴细胞增殖的调节作用：取小

鼠90只，分为6组(每组15只)，包括5个给药组

和1个空白组。给药组分别ig 20、40、60、80、100

mg／(kg·d)EPAH，空白组ig等体积的生理盐水

溶液。给药后的第5、10、15天分别取各组中的5只

小鼠摘眼球放血，脱颈椎处死，无菌取脾，按常规方

法[93培养、收集脾淋巴细胞，在液体闪烁计数仪中测

定每个孔的放射量。根据放射量对应的细胞数曲线

计算脾细胞的增殖数。

1．5．3 对NK细胞杀伤活性的影响：取小鼠50

只，随机分为5组(每组10只)，包括1个正常组和

4个环磷酰胺处理组，环磷酰胺处理组按40 mg／kg

ip给予环磷酰胺后，分别ig给予等体积生理盐水、

50、75和100 mg／(kg·d)EPAH，连续14 d，正常

组仅每天ig等体积蒸馏水。末次ig给药8 h后，小

鼠摘眼球放血，脱颈椎处死，无菌取脾制备脾细胞

(调整细胞浓度为2×107／mL)作为效应细胞。取传

代培养的HeLa细胞(调整其细胞浓度为1×

106／mL)作为靶细胞。取靶细胞悬液100 pL加入

96孔板(每组5个平行孔)，再向各孔加入等体积
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的效应细胞。另设效应细胞和靶细胞对照组。将以

上细胞于37℃、5％CO：培养箱中杀伤4 h，再向每

孔加入MTT 20肚L(5 mg／mL)继续孵育3 h，小

心弃去上清液100弘L，再加入DMSO 100弘L，充分

振荡，使形成的结晶完全溶解后，以酶标仪测定570

nlTI波长处各孔吸光度(A)值，计算NK细胞杀伤

活性‘9|。 ．

NK细胞杀伤活性一[-1一(A实验一A效应细胞)／Azmm]×

100％

1．5．4对小鼠腹腔巨噬细胞释放NO和其他细胞

因子的影响：取小鼠6只，(20±2)g，雌雄各半，于

．实验的前3 d按每只2 mL ip 0．6％巯基乙醇酸钠。

实验时脱颈椎处死，ip 8 mL Hank
7

S液，按文献方

法[101在24孔板中无菌制备和培养单层巨噬细胞。

EPAH以无血清的RPMI一1640液配成12．5、25、

50、100和200弘g／mL，分别加入单层巨噬细胞，每

孔1 mL。阳性对照为含LPS 20肛g／mL的无血清

RPMI一1640液，空白对照为无血清RPMI一1640液。

按文献方法口妇制备巨噬细胞培养上清液，分别以相

应的试剂盒测定NO、IL一1p及TNF—a的水平。

1．6 统计学方法：数据经SPSS 7．0(Window95)

软件处理，统计数据采用z±S表示，并用ANOVA

和t检验分析。

2结果

2．1对S。。。肉瘤的抑制作用：EPAH的3种给药

方式对S。。。肉瘤都表现出一定的抑制作用。预防给

药组对S。。。肉瘤的抑制率均在57％以上。其中75

mg／(kg·d)剂量组抑瘤率最高，达66．79％。与预

防给药组相比，同时给药组的抑瘤率有所下降，仅在

38％以上，仍以75 mg／(kg·d)剂量组抑瘤率最

高，达47．93％。治疗给药组的抑瘤率很低，仅在

20％左右。表明EPAH对S。。。肉瘤生长有抑制作

用，但抑制率随给药的时间不同而有很大的变化，见

表1。

2．2对肿瘤细胞体外生长的抑制作用：EPAH对3

种实验肿瘤细胞株的生长表现出显著的抑制作用。

其抑制率随浓度二倍递增而呈现明显的上升趋势。

质量浓度为100>g／mL时抑制率最大，且与阳性对

照药环磷酰胺的抑制率接近。当质量浓度增加到

200 Ftg／mL时，对Smcc7721细胞的抑制率略有下

降，而对S，。。和HeLa细胞的抑制率则分别降为

22．89％和38．26％，见表2。

2．3对小鼠免疫功能的影响．

2．3．1对免疫器官指数及免疫细胞数量的影响：结

表1 EPAH不同给药方式对小鼠s。。肉瘤生长

的抑制作用o±s，一一10)

Table 1 Inhibition of EPAH on mice S,so sarcoma growth

in different administration manner(j士s，露一10)

组别 剂量／(mg·k91) 瘤质量／g 抑瘤率／％

与模型组比较：+P<0．05 一P<0．01 ⋯P<0．001
’P<0．05’’P<0．01⋯P<0．001 w model group

表2 EPAH对3种肿瘤细胞生长的抑制作用(工±s，露一5)

Table 2 Inhibition of EPAH on growth of three

kinds of tumor cell lines(i士s，n一---5)

果表明，荷瘤小鼠的胸腺与脾指数以及血液淋巴细

胞数量大大减少。每日ig环磷酰胺的小鼠，脾脏和

胸腺指数以及血液淋巴细胞数量则进一步减少。

EPAH预防给药的3个剂量均能明显提高荷瘤小

鼠的胸腺和脾指数，增加血液淋巴细胞的数量，其中

75 mg／(kg·d)剂量组可使这3个指标恢复到正

常水平。EPAH同时给药或EPAH治疗给药也能使

这3个指标有所提升，其中以75 mg／(kg·d)剂量

组最为显著，见表3。

2．3．2 对正常小鼠淋巴细胞增殖的促进作用：

EPAH给药的第5天便显示出对小鼠淋巴细胞增

殖的促进作用，并随给药时间增加而越来越显著。不

同剂量的EPAH对小鼠淋巴细胞增殖的促进作用

不同。EPAH在20～60 mg／(kg·d)对淋巴细胞增

殖的促进作用随剂量的增加而加强。80 mg／(kg·

d)以上剂量组对淋巴细胞增殖的促进作用随剂量

的增加而呈减弱的趋势，见表4。

2．3．3对NK细胞杀伤活性的影响：ip给予环磷酰

胺导致小鼠NK细胞杀伤活性显著降低(P<o．01)。

3个剂量的EPAH均能显著地提高环磷酰胺诱导
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组别 剂量／(mg·kg_1) 胸腺指数／(mg·91) 脾脏指数／(rag·g-t) 淋巴细胞／个(1×106)

与正常组比较：一P<O．01； 与模型组比较：△P<o．05△△P<o．01

’”P<O．01口s normal group；6P<O．05△△P<O．01 V5 model group

表4 EPAH对小鼠淋巴细胞增殖的影响(x-4-s，厅一5)

Table 4 Effect of EPAH on lymphocyte proliferation

in mice(；土S，开一5)

剂量／

组别(mg．kg-1)

淋巴细胞／(1×106·mL-I)

第5天 第lo天 第15天

与空白组比较：’P<O．05’’P<O．01⋯P<O．001
‘P<O．05’+P<O．01⋯P<O．OOl口s blank group

的免疫低下小鼠NK细胞的杀伤活性，其中以75

rag／(kg·d)剂量组最为显著(P<o．01)，见图1。

1 2 3 4 5

1一正常2一环磷酰胺3--5-EPAH(50、75、100 mg／kg)

与正常组比较：zXp<0．01

与环磷酰胺组比较：+P<O．05～P<O．01

l—normal Z-cytoxan 3—5一EPAH(50，75，100 mg／kg)

△尸<O．01口5 normal group；

+P<0．05 一P<0．01 w cytoxan group

图1 EPAH对小鼠NK细胞杀伤活性

的影响(x±5，n--10)

Fig．1 Effect of EPAH on killing activity of NK

in mice(工±s，露一10)

2．3．4对小鼠腹腔巨噬细胞产生NO及细胞因子

的影响：EPAH对巨噬细胞产生NO及细胞因子有

明显的促进作用。在12．5～100 pg／mL明显促进

NO形成并呈浓度依赖性，200／19／mL以上促进作

用有所减弱。在12．5～50 tlg／mL EPAH对TNF—a

释放的促进作用也呈现出浓度依赖性，在50

gg／mI．时促进作用最为显著，100 ttg／mL以上时促

进作用减弱。EPAH对IL一1p释放的促进作用在

25 ttg／mL时最为显著，50 gg／mL以上促进作用随

浓度的二倍增加逐渐减弱，见表5。

表5 EPAH对小鼠巨噬细胞产生NO、TNF—a

和IL一1p的影响(；士s，弹一5)

Table 5 Effects of EPAH on release of NO，TNF—a．and

IL—lD from macrophage in mice(z±s，n一5)

与空白组比较：+P<O．05 一f’<O·01

+P<O．05‘’P<O．01口s blank group

3讨论

本实验结果表明，EPAH对S。。。肉瘤的生长有

显著的抑制作用，其抑制率随给药时间的不同而表

现出很大差异。预防给药和与接种肉瘤同时给药都

能显著地抑制肉瘤生长，且多数剂量的抑制率均在

40％以上。体外实验表明，EPAH对Smcc7721肝

癌细胞、HeLa细胞、S。。。细胞的生长也表现出显著的

抑制作用，最大抑制率分别在73．56％、61．16％和

∞加∞卯∞如加m

o

9b＼赳，蜒$张霉最芝
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69．29％，说明酸性多糖EPAH具有抗肿瘤活性，并

且可直接作用于肿瘤细胞，抑制肿瘤细胞生长。

荷瘤小鼠的淋巴细胞由于受到肿瘤细胞的诱导

而逐渐凋亡[1引，导致胸腺与脾脏明显萎缩，血液淋

巴细胞数量大大减少。经EPAH预防给药或同时给

药的荷瘤小鼠的胸腺、脾脏以及血液淋巴细胞的数

量恢复到正常水平。脾脏和胸腺是淋巴细胞成熟的

重要场所，这两个免疫器官的萎缩是导致淋巴细胞

量减少的重要原因。淋巴细胞是机体免疫系统的重

要组成部分，直接参与肿瘤免疫的过程[1⋯。EPAH

对小鼠淋巴细胞的增殖表现出显著的促进作用，说

明EPAH的抗肿瘤活性可能是通过增加荷瘤小鼠

淋巴器官的质量并促进淋巴细胞增殖来实现的。

NK细胞是细胞免疫中的非特异性细胞，是机

体免疫监视功能的重要执行者，先于T细胞发挥作

用，能非特异性杀伤肿瘤细胞，其杀伤作用不需抗原

预先致敏，也不需要抗体参加，不受主要组织相容性

(抗原)复合物(MHC)限制，为机体抗肿瘤的第一

道防线[1 3|。EPAH显著提高NK细胞的杀伤活性，

可能是其抗肿瘤活性的另一重要机制。

巨噬细胞是机体细胞免疫过程中的重要效应细

胞，巨噬细胞的活化需要刺激和启动两个步骤，LPS

是常用的巨噬细胞启动剂和活化剂[11|。巨噬细胞激

活后表达iNOS的mRNA，再转录成iNOS，催化产

生大量的NO。高水平的NO是杀伤肿瘤细胞的主

要介质，在体内可直接杀伤肿瘤细胞和介导巨噬细

胞杀伤肿瘤细胞，最终破坏肿瘤细胞内三羧酸循环

中的顺乌头酸酶和线粒体呼吸链，阻断肿瘤细胞的

能量代谢，从而抑制肿瘤细胞的生长或引起肿瘤细

胞的死亡[1 4|。激活的巨噬细胞还分泌IL一1和TNF一

0[。IL一1进而刺激巨噬细胞表达iNOS，从而进一步

促进NO的形成[1引。TNF—a则诱导肿瘤细胞的程序

性死亡[1 6|。实验结果显示，EPAH显著地提高巨噬

细胞产生的NO、IL一1和TNF—a的水平，说明

EPAH还可能通过激活巨噬细胞表达相应产物实

现其抗肿瘤活性。

综上所述，EPAH对肿瘤细胞的生长有显著的

抑制作用，其抗肿瘤作用机制除了增加免疫器官的

质量和促进免疫细胞增殖外，还通过提高NK细胞

的杀伤活性以及激活巨噬细胞表达相应产物实现其

抗肿瘤活性。有关EPAH抗肿瘤活性的其他机制有

待进一步研究。
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