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癌症是严重危害人类健康的恶性疾病，根据 ２０１７
年国家癌症中心发布的中国最新癌症报告，中国每年新

发癌症病例 ４２９万，即全国每天约 １万人确诊癌症，每
１分钟约７人确诊患癌。癌症已成为严重影响国民身体
健康和社会发展的重要因素，为我国的医疗系统带来了

巨大压力犤１犦。目前，临床预防和治疗恶性肿瘤主要以化

学治疗为主，顺铂和 ５－氟尿嘧啶等是常用药物，但因
毒副作用较大而限制了使用，故开发研制新型有效、副

作用低的抗肿瘤药物成为科研工作者关注的重点。多糖

是一类由多羟基醛或多羟基酮通过糖苷键连接而成的

天然高分子聚合物，具有多种天然活性，如调节免疫、降

血糖、抗肿瘤犤２－３犦等作用。青果 ＣａｎａｒｉｉＦｒｕｃｔｕｓ为橄榄科
植物橄榄 Ｃａｎａｒｉｕｍａｌｂｕｍ牗Ｌｏｕｒ．牘Ｒａｅｕｓｃｈ．的干燥成熟

果实，味甘、酸，性平，具有清热解毒、利咽、生津的功效。

现代药理学研究表明，青果具有抗炎犤４犦、镇痛犤５犦、抗氧

化犤６犦及抑制肿瘤细胞增殖犤７犦的作用。本研究中提取分离

青果中的多糖类成分，并对其部位多糖和蛋白多糖类成

分抑制人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的增殖作用进行研究。现报
道如下。

１ 材料与方法

１．１ 细胞、试药与仪器
细胞：人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株犤美国菌种保藏中心

（ＡＴＣＣ），批号为ｂｃ１０４３犦。
药材：青果（四川欣康中药饮片有限公司，批号为

１７０４０１），经重庆市中医院药剂科药检室王琴副主任
中药师鉴定为正品。

青果多糖组分对人宫颈癌Ｈｅｌａ细胞增殖的抑制作用研究

刘 梅，王 颖，王耀登，刘 洪，王 琴△

（重庆市中医院，重庆 ４０００２１）
摘要：目的 探讨青果多糖不同组分对人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞增殖的抑制作用。方法 以乙醇除脂、水提、醇沉法制备青果粗多糖，经

ＤＥＡＥ－琼脂糖凝胶 ＦＦ离子交换色谱分离，得 ＣＦＷ（蒸馏水溶液洗脱部位）、ＣＦ１（０．５ｍｏｌ／Ｌ氯化钠溶液洗脱部位）、ＣＦ２（１．０ｍｏｌ／Ｌ氯
化钠溶液洗脱部位）和ＣＦ３（２．０ｍｏｌ／Ｌ氯化钠溶液洗脱部位），测定总多糖和总蛋白含量；将不同浓度的上述组分作用于人宫颈癌 Ｈｅｌａ
细胞，以细胞培养液作空白对照，采用四氮唑盐牗ＭＴＴ牘法检测 Ｈｅｌａ细胞增殖程度。结果 ４组分总糖含量均大于７０％，总蛋白含量均大
于０．８７％；与空白对照比较，６２．５，１２５，２５０，５００，１０００μｇ／ｍＬＣＦＷ，５００，１０００μｇ／ｍＬＣＦ１，１０００μｇ／ｍＬＣＦ２和 ＣＦ３的吸光度值显著
降低（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。结论 青果 ＣＦＷ组分可显著抑制人宫颈癌Ｈｅｌａ细胞的增殖。
关键词：青果；多糖；人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞；增殖；抑制作用
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本栏目由

协 办

重庆赢英康医疗器械有限公司

表１ 青果粗多糖总糖和总蛋白含量（Ｘ±ｓ，％，ｎ＝３）

成分

ＣＦＷ
ＣＦ１
ＣＦ２
ＣＦ３

总糖

８０．４３±１．９９
７６．３８±１．０３
７０．９０±０．５３
７２．５４±１．１２

总蛋白

１４．５９±０．１９
３．３７±０．２３
１．５６±０．１３
０．８７±０．０９

仪器：ＳｙｎｅｒｇｙＨＴ型全自动酶标仪（美国 Ｂｉｏｔｅｋ公
司）；ＢＳＡ１２４Ｓ型电子分析天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；
ＴＤＡ－８００２型电热恒温水浴锅（上海精宏设备有限公
司）；ＤＨＧ－９０５３Ａ型电热鼓风干燥箱（上海申贤恒温设
备厂）。

试药：ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清、１％青－链霉
素、０．２５％胰蛋白酶牗美国 Ｇｉｂｃｏ公司牘；ＢＣＡ蛋白定量
试剂盒（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；四氮唑盐（ＭＴＴ）试剂盒（杭
州联科生物技术有限公司）；ＤＥＡＥ－琼脂糖凝胶ＦＦ（中
国北京瑞达恒辉科技发展有限公司）；３５００Ｄａ透析袋
（中国上海源叶生物科技有限公司）；无水乙醇、氯化钠

牗重庆川东化工集团有限公司牘。
１．２ 方法
１．２．１ 青果粗多糖的制备及含量测定

提取流程：取青果饮片，粉碎，加８倍量无水乙醇，
加热回流提取 ４ｈ，滤过；药渣置电热鼓风干燥箱中，
４０℃烘干，加８倍量水煎煮３次，合并水煎液，滤过，去
残渣；减压浓缩至浓稠液，加４倍量无水乙醇使醇体积
分数达 ８０％，静置过夜，去上清液，收集沉淀，挥干，依
次用无水乙醇、丙酮、乙醚洗涤，挥干，加水溶解，冷冻干

燥，即得青果粗多糖。

ＤＥＡＥ－琼脂糖凝胶ＦＦ预处理：以０．２ｍｏｌ／Ｌ氢氧
化钠溶液清洗 ＤＥＡＥ－琼脂糖凝胶 ＦＦ至无色，以蒸馏
水洗至中性，再以 ０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液清洗至无色，以
蒸馏水洗至中性，蒸馏水配置成匀浆，减压脱气 １ｈ，直
至浆液无任何气泡，装柱（３５ｍｍ×３０ｃｍ），蒸馏水平衡
过夜。

青果粗多糖各部位分离：称取约 ５ｇ青果粗多糖，
溶于２０ｍＬ蒸馏水，４０００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清液，玻
璃棒引导，沿色谱柱壁缓缓加样，依次以蒸馏水、

０．５ｍｏｌ／Ｌ氯化钠溶液、１．０ｍｏｌ／Ｌ氯化钠溶液、２．０ｍｏｌ／Ｌ
氯化钠溶液洗脱，采用苯酚－硫酸法检测洗脱液含糖部
分，收集，透析袋用自来水流水透析 ２４ｈ，减压浓缩，冷
冻干燥，得青果粗多糖各部位，即ＣＦＷ，ＣＦ１，ＣＦ２，ＣＦ３。

总多糖含量测定：称取 Ｄ－葡萄糖对照品２０ｍｇ，
精密称定，置 ２５０ｍＬ容量瓶中，加去离子水定容，分别
量取 ０．４，０．６，０．８，１．０，１．２，１．４，１．６，１．８ｍＬ，置 ２ｍＬ
容量瓶中，加去离子水定容，加６％苯酚１．０ｍＬ及浓硫酸
５．０ｍＬ，摇匀，静置 ２０ｍｉｎ；于 ４９０ｎｍ波长处测定吸光
度，以去离子水为空白对照，得标准曲线。吸取待测溶液适

量，按上述步骤操

作，根据标准曲线

计算总多糖含量。

总蛋白含量

测定：以 ＢＣＡ蛋

白定量法测定，配制工作液，并配制１ｇ／Ｌ待测溶液。根
据微孔板方案（样品与工作液的比例为１∶８），取３组样
品，按标准曲线法操作，取平均值，根据标准曲线计算总

蛋白含量。

１．２．２ 细胞试验

细胞培养：置 Ｈｅｌａ细胞于含 １０％胎牛血清和
１％青－链霉素的高糖 ＤＭＥＭ培养液中，于 ３７℃及
５％ＣＯ２细胞培养箱内培养，０．２５％胰蛋白酶消化传代。

药液制备：分别称取 ＣＦＷ，ＣＦ１，ＣＦ２，ＣＦ３约 ２ｍｇ，
精密称定，置灭菌 ＥＰ管中，加入含 １０％胎牛血清和
１％青 －链霉素的高糖 ＤＭＥＭ培养液，使质量浓度
为１０００μｇ／ｍＬ，振摇混匀，４０００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，取上
清液，经 ０．２２μｍ无菌滤头滤过除菌，倍比稀释，得质
量浓度均为 ６２．５，１２５，２５０，５００μｇ／ｍＬ的 ＣＦＷ，ＣＦ１，
ＣＦ２，ＣＦ３溶液。

细胞增殖抑制试验：采用ＭＴＴ法，选取对数生长期
细胞，用 ０．２５％胰蛋白酶进行消化，重悬，调整细胞密
度约为 ５×１０４个／ｍＬ，以每孔 １００μＬ接种于 ９６孔板
中；于３７℃及５％ＣＯ２细胞培养箱内培养 ２４ｈ，待细胞
贴壁后，弃去上清液，加入 ２００μＬ不同质量浓度的
ＣＦＷ，ＣＦ１，ＣＦ２，ＣＦ３溶液，每组设置 ３个复孔；同时以
不含多糖的细胞培养液为空白对照；于３７℃及５％ＣＯ２
细胞培养箱内培养 ４８ｈ后，每孔加 ２０μＬＭＴＴ溶
液（２５ｍｇＭＴＴ溶于 ５ｍＬＭＴＴ溶液中），细胞培养箱中
静置培养 ４ｈ，弃去培养液，每孔加 １５０μＬＦｏｒｍａｚａｎ
溶解液，摇床上振摇１５ｍｉｎ，于３７℃下、５７０ｎｍ波长处，以
酶标仪测定每孔吸光度（Ａ）。抑制率（％）＝（１－Ａ试验 ／
Ａ对照）×１００％。
１．３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件分析。计数资料以 Ｘ±ｓ
表示，多组间比较采用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），
各组与控制组之间的差异采用 Ｄｕｎｃａｎｐｏｓｔ－ｈｏｃ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 青果多糖的总糖和总蛋白含量
青果粗多糖得率为 ７．１１％，性状为淡黄色粉末。

ＣＦＷ，ＣＦ１，ＣＦ２，ＣＦ３得率分别为 ３６．８％，２５．５％，
１４．１％，１３．７％，总回收率为 ９０．１％，性状均为白色粉
末状。结果见表１。
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ＣＦＷ ＣＦ１ ＣＦ２ ＣＦ３
组别

注：与空白对照比较，Ｐ＜０．０５，△Ｐ＜０．０１。Ａ５７０指５７０ｎｍ波长处的吸光度。

表２ ＣＦＷ，ＣＦ１，ＣＦ２，ＣＦ３对 Ｈｅｌａ细胞增殖的抑制作用（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．２ Ｈｅｌａ细胞增殖抑制效果
与空白对照比较，６２．５，１２５，２５０，５００，１０００μｇ／ｍＬ

ＣＦＷ，５００μｇ／ｍＬ和 １０００μｇ／ｍＬＣＦ１及 １０００μｇ／ｍＬ
ＣＦ２和 ＣＦ３的 Ａ显著降低（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），表
明以上质量浓度组分对 Ｈｅｌａ细胞增殖有抑制作用。结
果见表２。
３ 讨论

本试验中利用乙醇除脂、水提、醇沉的方法从青果

中提取得到粗多糖和粗多糖复合物成分，进一步利用

ＤＥＡＥ－琼脂糖凝胶 ＦＦ离子交换色谱对提取得到的粗
多糖和粗多糖复合物成分进行部位分离，得到 ＣＦＷ，
ＣＦ１，ＣＦ２，ＣＦ３４个部位，通过总多糖和总蛋白含量测
定，得ＣＦＷ为含有（８０．４３±１．９９）％总多糖和（１４．５９±
０．１９）％总蛋白的蛋白多糖类，而ＣＦ１，ＣＦ２，ＣＦ３为含有
极少量蛋白的多糖类成分。

ＭＴＴ法是一种检测细胞增殖和存活的方法，原理
为活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性 ＭＴＴ
还原为水不溶性的蓝紫色结晶甲瓒并沉积在细胞中，

而死细胞无此功能。二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）能溶解细胞
中的甲瓒，以酶标仪测定 Ａ，可间接反映活细胞数量。
在一定细胞数范围内，ＭＴＴ结晶形成的量与细胞数呈
正相关。

本试验中采用ＭＴＴ法检测ＣＦＷ，ＣＦ１，ＣＦ２，ＣＦ３这
４个组分抑制人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞增殖的作用，结果显
示，ＣＦＷ在６２．５，１２５，２５０，５００，１０００μｇ／ｍＬ质量浓度
下均可显著抑制 Ｈｅｌａ细胞增殖，１０００μｇ／ｍＬ质量浓
度下的抑制率达（５７．６±３．１）％，ＣＦ１，ＣＦ２，ＣＦ３在高质
量浓度条件下也可显著抑制 Ｈｅｌａ细胞的增殖，但抑制
活性较弱。

近年来，具有抗肿瘤活性的多糖类和糖蛋白类成分

不断被发现，如绞股蓝多糖 ＧＰＰ２可显著抑制人肝癌
ＨｅｐＧ２细胞和人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的增殖犤８犦，蛤蚧糖蛋

白 ＧＳＰＰ可抑制人肝癌 ＳＭＭＣ－７７２１细胞的增殖犤９犦，鲍

鱼菇糖蛋白 ＬＢ－１ｂ可显著抑制人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞和
人乳腺癌ＭＣＦ７细胞的增殖犤１０犦。本试验在体外试验中发

现，青果中ＣＦＷ组分具有显著抑制人宫颈癌Ｈｅｌａ细胞
的增殖作用，为青果开发为抗肿瘤药物提供了前期的理

论基础。
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质量浓度

（μｇ／ｍＬ）

空白对照

ＣＦＷ

０
６２．５
１２５
２５０
５００
１０００

Ａ５７０
０．９５９±０．０７５
０．７９５±０．０５０△

０．６６７±０．０４２△

０．５４２±０．０３８△

０．４７１±０．０２２△

０．４０６±０．０３０△

抑制率（％）

０
１７．１±５．２
３０．５±４．４
４３．５±３．９
５０．８±２．３
５７．６±３．１

Ａ５７０
０．９５９±０．０７５
０．９１５±０．０３０
０．８８０±０．０４６
０．８５０±０．０４９
０．７９７±０．０４４△

０．７４４±０．０３８△

抑制率（％）

０
４．６±３．２
８．２±４．８
１１．３±５．１
１６．９±４．５
２２．４±３．９

Ａ５７０
０．９５９±０．０７５
０．９４５±０．０４８
０．８８２±０．０５１
０．８４３±０．０５５
０．８３０±０．０６２
０．７８５±０．０５７

抑制率（％）

０
０．１±７．８
１．５±５．０
８．０±５．３
１２．１±５．７
１３．４±６．５

Ａ５７０
０．９５９±０．０７５
０．９４３±０．０３９
０．９１２±０．０２６
０．８６０±０．０４２
０．８５０±０．０４６
０．７７５±０．０３９△

抑制率（％）

０
１．７±４．０
４．９±２．８
１０．３±４．４
１１．４±４．８

１９．２±４．１


