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龙葵多糖细胞毒活性物质基础研究 
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摘  要：目的  研究龙葵多糖细胞毒活性的物质基础。方法  从龙葵青果中分离出龙葵粗多糖；Sevage 法除去游离蛋白；

10%H2O2脱色，95%乙醇沉淀，分离出龙葵多糖。龙葵多糖经 DEAE-52 纤维素柱色谱分离得多糖-蛋白复合物；采用 SDS-PAGE
电泳法检测多糖-蛋白复合物是否为糖蛋白，并测定其相对分子质量；MTT 法检测多糖-蛋白复合物对乳腺癌细胞 MCF-7 的

IC50；多糖-蛋白复合物再经 SephadexG-200 凝胶柱色谱精制，采用 MTT 法进行活性检测。结果  SDS-PAGE 电泳法测得龙

葵多糖-蛋白复合物是相对分子质量 3.0×104和 2.5×104的 2 种糖蛋白的复合物，经 MTT 法测得其对乳腺癌细胞 MCF-7 的

IC50为 804.51 μg/mL；多糖-蛋白复合物经 SephadexG-200 凝胶柱色谱精制得糖蛋白 A、B，并测得其对 MCF-7 的 IC50分别

为 532.96、613.91 μg/mL。结论  龙葵多糖细胞毒活性的物质基础是相对分子质量为 3.0×104和 2.5×104的 2 种糖蛋白。 
关键词：龙葵多糖；糖蛋白；乳腺癌细胞 MCF-7；细胞毒活性；物质基础 
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Material basis of cytotoxicity in polysaccharide from Solanum nigrum 
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Abstract: Objective  To study the material basis of cytotoxicity in polysaccharide from Solanum nigrum. Methods  Crude products 
of polysaccharide were isolated from S. nigrum fruit with free protein being removed by Sevage method. The crude products were 
decolored by 10% H2O2 and precipitated by 95% ethanol treatment. Polysaccharide-protein complex was isolated by DEAE-52 fiber 
column and the relative molecular weight was detected by SDS-PAGE. MTT assay was used in detecting the cytotoxicity of 
polysaccharide-protein complex for MCF-7 cells in vitro. Then polysaccharide-protein complex was separated by SephadexG-200 gel 
column and the cytotoxicity was detected by MTT method. Results  Polysaccharide-protein complex was isolated by DEAE-52 fiber 
column and the relative molecular wight was detected by SDS-PAGE as 3.0×104 and 2.5×104 for the two polysaccharide-protein 
complexes, It suggested that IC50 was 804.51 μg/mL by MTT. Glycoproteins A andd B were gained by Sephadex G-200 gel column 
from polysaccharide-protein complex. The IC50 of glycoproteins A and B were 532.96 and 613.91 μg/mL, respectively. Conclusion  
Material basis of cytotoxicity in polysaccharide from S. nigrum is two kinds of glycoproteins whose relative molecular weight are 
3.0×104 and 2.5×104. 
Key words: polysaccharide from Solanum nigrum L.; glycoproteins; MCF-7 cells; cytotoxicity; material basis 
 

植物多糖作为抗肿瘤制剂及肿瘤治疗的辅助制

剂在临床上使用已非常普遍[1-4]，且疗效确切。其抗

肿瘤作用的基础研究近年来受到相关研究人员的高

度关注，产生了大量的研究成果，植物多糖通过增

强机体免疫力进而激活免疫系统的抗肿瘤理论已经

为业内多数人士所认可[5-8]。此外，植物多糖以其细

胞毒活性而发挥抗肿瘤作用的实验研究也陆续见诸

报道[9-10]，但这一结论目前尚存在争议，原因在于

到目前为止还无确切的证据证明和解释植物多糖对

肿瘤细胞的细胞毒活性的具体物质基础及结构基

础。本实验室开展多糖抗肿瘤研究多年[11-14]，在研

究过程中发现高纯度多糖成分对肿瘤细胞的细胞毒

活性不及低纯度植物多糖的效果好[15]。同时国外有

研究显示植物糖蛋白对多种肿瘤细胞株具有较强抑 
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制作用[16-17]。因此，笔者经过反复的论证后提出假

设：植物多糖中的糖蛋白有较强的细胞毒活性，

是近年来逐渐发现植物多糖具有细胞毒活性的物质

基础。根据这一假设，本实验以从龙葵中提取的龙

葵多糖和龙葵多糖糖蛋白为研究对象，观察龙葵多

糖中的糖蛋白是否为龙葵多糖发挥细胞毒活性的物

质基础。 
1  材料 
1.1  药材与试剂 

  龙葵青果，购于安徽省亳州市保华药业有限公

司，经哈尔滨商业大学药学院鉴定教研室张德连教

授鉴定为茄科一年生草本植物龙葵 Solanum nigrum 
L.的果实。阿霉素， Pfizer Italia S. r. l（辉瑞公司，

意大利），批号 9QL0141；DEAE-52，Whatman 公

司产品；Sephadex G200，Pharmacia 公司产品；

NaHCO3、硫酸、苯酚、葡萄糖、正丁醇、氯仿、

无水乙醇、丙酮、石油醚、硝酸银等均为国产分析纯。 
1.2  主要仪器 

  色谱柱（55 cm×2.6 cm，80 cm×1.6 cm），上

海康华生化仪器制造厂；752 型紫外可见分光光度

计，上海光谱仪器有限公司；AR1140 型电子天平，

美国奥豪斯公司；旋转蒸发仪，天津玻璃仪器厂；

DYCZ—24DN 型迷你双垂直电泳仪，北京六一仪器

厂；Allegra 64R 台式高速冷冻离心机，美国贝克曼

公司；CO—150 型 CO2培养箱，美国 NBS 公司；

680 型酶标仪，美国 Bio-Rad 公司。 
2  方法与结果 
2.1  龙葵多糖的提取 

称取龙葵青果 200 g，乙醇 4 ℃浸泡 7 d，滤过

收集残渣，用 10 倍体积去离子水于 4 ℃浸泡 3 个

月，滤过收集滤液，冷冻离心机 8 000 r/min 离心 10 
min 后收集上清液，去除沉淀，旋转蒸发仪浓缩得

上清液，然后加入相当于水提液 4 倍体积的 95%乙

醇，静止沉淀过夜，滤过，依次加入无水乙醇、丙

酮和石油醚进行干燥得龙葵多糖粗提物[18]。 
2.2  龙葵多糖的初步精制 
2.2.1  Sevage 法除蛋白  取龙葵多糖粗提物 5 g 溶

于 100 mL去离子水中，加入体积为 20 mL的 Sevage
液（氯仿-正丁醇，4 1∶ ），震荡 5 min 后 4 000 r/min
离心 10 min 以除去水相与有机相间的游离蛋白，反

复操作 5 次。 
2.2.2  脱色  将除去游离蛋白后的龙葵多糖粗品溶

液用氨水调 pH 为 8～9，加入 10% H2O2 50 mL，在

50 ℃水浴中反应 2 h 后置于 4 ℃冰箱中静置 24 h。
除去沉淀物，放入透析袋中流水透析 3 d，去离子水

透析 1 d，然后用 4 倍体积的 95%乙醇沉淀，分离

出龙葵多糖。 
2.3  龙葵多糖的 DEAE-52 纤维素柱色谱分离 

初步精制的龙葵多糖进行 DEAE-52（55 cm×

2.6 cm）柱色谱分离，DEAE-52 经活化后，湿法装

柱，双蒸水平衡，上样量为 1 mL，样品质量浓度为

300 mg/mL，依次用水以及 0.05、0.1、0.2、0.3、0.5、
0.8 mol/L NaHCO3 洗脱，收集洗脱液，每管 5 mL，
隔管紫外分光光度计检测 280 nm 处的吸光度（A）
值，同时用苯酚硫酸法于 490 nm 检测糖的量，以 A
为纵坐标，管数为横坐标做洗脱曲线。0.3 mol/L 
NaHCO3 的洗脱管中 9～15 管洗脱峰在 280、490 nm
处重叠，为糖蛋白的特征吸收。合并既有蛋白又有

糖的检出管，流水透析，AgNO3 法检测至无 Cl−后，

冷冻干燥得一种具有糖蛋白特征吸收的多糖-蛋
白复合物[19]。结果见图 1。 

 

图 1  龙葵多糖的 DEAE-52 纤维柱色谱分离洗脱曲线 
Fig. 1  Eluting curve of polysaccharide from S. nigrum 

by DEAE-52 fiber column 

2.4  SDS-PAGE 电泳检测多糖-蛋白复合物[20-21] 
采用 SDS-PAGE 电泳法鉴定糖蛋白，浓缩胶质

量浓度为 5%，分离胶质量浓度为 10%；采用糖蛋

白的特异性染色剂 Schiff’s 试剂染色；采用蛋白

Marker 作为相对分子质量标准，溴酚蓝为指示剂，

指示剂迁移率为 1.0；采用凝胶成像系统数据处理软

件，以蛋白 Marker 为标准，求得糖蛋白的相对分子

质量。 
SDS-PAGE 电泳结果见图 2，可知龙葵多糖-蛋

白复合物是由 2 种低相对分子质量糖蛋白组成。采

用凝胶成像系统，以标准蛋白 Marker 相对迁移率为

标准，计算出这 2 种糖蛋白的相对分子质量分别约

3.0×104、2.5×104。 
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1-Marker  2-水洗脱液  3-0.3 mol/L NaHCO3 洗脱液 
1-Marker  2-aqueous elution  3-0.3 mol/L NaHCO3 elution 

图 2  龙葵多糖-蛋白复合物电泳图 
Fig. 2  Electrophoretogram of polysaccharide-protein 

complex from S. nigrum 

2.5  多糖-蛋白复合物的细胞毒活性 
取处于对数生长期的乳腺癌 MCF-7 细胞，用

0.25%胰蛋白酶消化，细胞计数并用含 10%胎牛血 
清的 RPMI 1640 培养液调细胞浓度为 2×104/mL，
接种于 96 孔板，每孔 100 μL，放置于 37 ℃、5% CO2

的培养箱中培养 24 h 后，每孔分别加入 25、50、100、
200、400 μg/mL 的药液 100 μL，设 6 个平行孔。给

药后于 37 ℃继续培养 72 h，弃上清液，每孔加入

200 μL 新鲜配制的 0.5 mg/mL MTT，继续培养 4 h，
弃上清液，每孔加 DMSO 150 μL 溶解，微型振荡

器振荡混匀，酶标仪测定 A 值，参考波长 490 nm，

检测波长 570 nm，以 RPMI 1640 培养液作阴性对

照，计算 IC50
[22-23]。以阿霉素作阳性对照。MTT 法

检测结果显示，龙葵多糖-蛋白复合物对乳腺癌

MCF-7 细胞的 IC50为 804.51 μg/mL，对照药阿霉素

的 IC50为 0. 85 μg/mL。 

2.6  多糖-蛋白复合物的精制 
取多糖-蛋白复合物 30 mg 溶于少量水中，用

Sephadex G-200 凝胶柱（80 cm×1.6 cm）进行精制，

水洗脱，收集洗脱液，在 280 nm 下测定蛋白的量；

用苯酚硫酸法于 490 nm 检测糖的量。以 A 值为纵

坐标，管数为横坐标做洗脱曲线。合并既有蛋白又

有糖的检出管，流水透析至无 Cl−后，冷冻干燥。

结果从多糖-蛋白复合物中得到龙葵糖蛋白 A、B。

分别收集、合并 A、B 组分，透析，冷冻干燥得白

色粉末。见图 3。 
2.7  多糖-蛋白复合物中糖蛋白的细胞毒活性 

MTT 法检测多糖-蛋白复合物中糖蛋白对MCF-7 

 
图 3  龙葵多糖蛋白A 和B 的Sephadex G-200凝胶柱洗脱曲线 
Fig. 3  Eluting curve of glycoproteins A and B in polysaccharide 

from S. nigrum by Sephadex G-200 gel column 

细胞的 IC50，操作同“2.5”项。结果显示，龙葵糖

蛋白 A 和 B 的 IC50 分别为 532.96、613.91 μg/mL，
阳性对照阿霉素的 IC50为 0.84 μg/mL。 
3  讨论 

根据文献报道及本实验室多年来对多糖研究的

成果，笔者推断植物多糖中的糖蛋白可能有较强的

细胞毒活性，是植物多糖细胞毒活性的物质基础。

为验证这一推断，进行了本研究。首先通过水提醇

沉的方法，得到龙葵多糖粗品，龙葵粗多糖经

DEAE-52 纤维素柱处理，在 280 nm 下测定蛋白的

量，苯酚硫酸法于 490 nm 下检测糖的量，绘制各

个浓度洗脱趋势图，结果发现在 0.3 mol/L NaHCO3

的洗脱趋势峰中，具有多糖-蛋白的特征吸收峰。合

并既有蛋白又有糖的组分后透析、冷冻干燥得多糖-
蛋白复合物。有文献报道龙葵糖蛋白对乳腺癌细胞

MCF-7 有细胞毒活性[24]。因此本实验选用 MCF-7
细胞检测多糖-蛋白复合物是否具有细胞毒活性，测

得 IC50 为 804.51 μg/mL。SDS-PAGE 电泳结果和

MTT 检测结果表明，糖-蛋白复合物中发挥细胞毒

活性的物质可能是糖蛋白，也可能是糖、蛋白和糖

蛋白的混合物。因此笔者采用 Sephadex G-200 柱对

多糖-蛋白复合物进行精制，结果得到糖蛋白 A 和

糖蛋白 B。MTT 检测结果显示，这 2 个糖蛋白对

MCF-7 细胞的 IC50 分别为 532.96、613.91 μg/mL。
根据以上实验结果，可以推测龙葵多糖发挥细胞毒

活性的物质基础是糖蛋白 A 和 B。 
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