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贻贝水溶性多糖 ＭＰⅠ的分离纯化及体外抗肿瘤活性研究
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［摘要］　目的：分离纯化贻贝多糖 ＭＰⅠ，并进行体外抗肿瘤活性的研究。方法：采用热水提取，Ｓｅｖａｇｅ法除蛋白分离得粗

多糖，ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ、ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱层析纯化的方法从东海厚壳贻贝中得到贻贝多糖纯品 ＭＰⅠ。用ＧＣ及ＴＬＣ法

进行单糖组分的分析，用 ＭＴＴ法进行体外抗肿瘤活性的研究。结果：得到贻贝多糖纯品 ＭＰⅠ，多糖的得率为２．１４％。单

糖组分分析显示 ＭＰⅠ主要由葡萄糖组成，ＭＰⅠ （０．５，０．１，０．０２ｍｇ／ｍｌ）对体外 ＨＯ８９１０、ＭＣＦ７、Ｋ５６２、ＳＭＭＣ７７２１肿瘤

细胞均有不同程度抑制作用（Ｐ＜０．０１），其中高浓度组对 ＨＯ８９１０、ＭＣＦ７肿瘤细胞的抑制率分别达到３０．５５％和３６．３８％。

结论：贻贝多糖 ＭＰⅠ主要由葡萄糖组成，对 ＨＯ８９１０、ＭＣＦ７、Ｋ５６２、ＳＭＭＣ７７２１肿瘤细胞有体外抑制作用。
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　　多糖是生物体内普遍存在的一类生物大分子，
具有促进机体免疫力、抗菌、抗病毒、抗肿瘤、抗放射
性、抗衰老等多种活性。随着对陆地植物、真菌多糖
的大量开发，海洋生物多糖也越来越引起人们的注
意，但研究较多集中在海洋植物，而对海洋动物多糖
的相关研究较少。

　　厚壳贻贝（Ｍｙｔｉｌｕｓｃｏｒｕｓｃｕｓ）属于海洋软体动
物门，双壳纲，贻贝目，贻贝科，盛产于我国渤海、黄
海等海域［１］，在我国北方称海红，江浙一带称淡菜。
已有研究表明，贻贝提取物有抗肿瘤、抗衰老、抗病
毒和抗菌功能，具有增加机体免疫能力、降低血脂含
量的功效［２］。而多糖是其中重要的有效活性成分。
本文报道厚壳贻贝水溶性多糖 ＭＰⅠ的分离纯化
及体外抗肿瘤的活性测定。

１　材料和方法

１．１　试剂和仪器　厚壳贻贝，由舟山嵊山县提供，
经浙江海洋学院赵盛龙教授鉴定为 Ｍｙｔｉｌｕｓｃｏｒｕｓ
ｃｕｓ。氯仿、正丁醇为国药集团化学试剂有限公司产
品；ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ，ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ为Ｐｈａｒｍａ
ｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ产品；５氟尿嘧啶（５Ｆｕ），上海制药十二
厂产品；ＲＰＭＩ１６４０ 培养基，Ｇｉｂｃｏ 产品；ＭＴＴ，
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Ｓｉｇｍａ产品；小牛血清，杭州四季青产品。ＨＰ１１００
型自动进样高效液相仪及 ＫＳ８０４、ＫＳ８０５糖柱为

Ａｇｉｌｅｎｔ公司产品；ｈｉｍａｃＣＲ２１型冷冻离心机为Ｈｉ
ｔａｃｈｉ公司产品；７２２Ｓ型可见分光光度计，上海精密
科学仪器有限公司产品；９６孔细胞培养板，美国

Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；Ｍｏｄｅｌ５５０酶联反应仪，美国ＢｉｏＲａｄ
公司；ＣＯ２恒温培养箱，日本三洋公司。

１．２　肿瘤细胞系　人卵巢癌 ＨＯ８９１０细胞、人乳
腺癌 ＭＣＦ７细胞、白血病细胞 Ｋ５６２细胞、人肝癌

ＳＭＭＣ７７２１细胞均为本实验室保存。

１．３　多糖 ＭＰⅠ的分离纯化

１．３．１　多糖 ＭＰⅠ的分离　取新鲜贻贝肉组织

７００ｇ，组织捣碎匀浆，加水煮沸５ｈ，纱布过滤，残渣
再加水煮沸３ｈ，纱布过滤，合并两次滤液，加乙醇至
终浓度７５％，４℃静置醇沉过夜，离心收集沉淀，沉
淀分别用无水乙醇和丙酮洗涤２次，干燥得贻贝水
提物。贻贝水提物溶于水，Ｓｅｖａｇｅ法除蛋白８次，至
界面无白色沉淀，浓缩水溶液，流水透析２ｄ，冷冻干
燥得粗多糖。

１．３．２　多糖 ＭＰⅠ的纯化　将粗多糖溶于蒸馏水，
终浓度０．２ｇ／ｍｌ，离心去不溶物，上ＤＥＡＥＳｅｐｈａ
ｒｏｓｅ离子交换树脂，蒸馏水２４ｍｌ／ｈ洗脱，苯酚硫
酸法跟踪检测收集多糖组分，至无糖洗出为止。浓
缩冷冻干燥多糖溶液，上ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ凝胶柱，
蒸馏水１０ｍｌ／ｈ洗脱，苯酚硫酸法跟踪检测收集多
糖组分，至无糖洗出为止。重复上ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ
凝胶柱，至 ＨＰＬＣ检测呈单一对称峰。

　　ＭＰⅠ配成１．０ｇ／Ｌ的水溶液，紫外分析仪上

２００～４００ｎｍ区间扫描。

　　取１ｍｇ的 ＭＰⅠ样品用 ＫＢｒ压片，红外分光
光度仪在５００～４０００ｎｍ区间进行扫描。

　　ＭＰⅠ配制成１０ｍｇ／ｍｌ水溶液，旋光仪测定旋
光度。

１．４　多糖 ＭＰⅠ糖组分分析

１．４．１　ＧＣ法［３］　５ｍｇ多糖样品置于安瓿瓶中，加

２ｍｏｌ／Ｌ三氟乙酸（ＴＦＡ）中，封口，置于１２０℃ 水解

２ｈ。旋转蒸发蒸去ＴＦＡ，蒸干后加２５ｍｇＮａＢＨ４，
加３ｍｌ水溶解，室温还原过夜。加冰醋酸至无气泡
生成，加甲醇蒸至白色干燥粉末，加醋酐５ｍｌ，１００～
１２０℃烘箱密封乙酰化１ｈ，加甲苯５０℃反复蒸至粉
末，加５ｍｌ水，用５ｍｌ氯仿萃取３次，合并氯仿层，
水洗氯仿３次，氯仿层加无水硫酸钠干燥后用于ＧＣ
分析。测定条件：色谱柱：Ｌｉｃｈｒｏｓｏｒｂ５ＮＨ２柱串联

ＨｙｐｅｒｓｉｌＡＰＳ２柱。流动相为乙腈水（８５１５），流
速为０．６ｍｌ／ｍｉｎ。衍生化试剂：５０ｍｍｏｌ／Ｌ盐酸胍

的０．２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，流速为０．３ｍｌ／ｍｉｎ。柱
温：室温；反应温度：８０℃。反应管：不锈钢管０．５
ｍｍ×１０ｍ；冷却管：不锈钢管０．２５ｍｍ×３ｍ。测
定波长：激发波长（Ｅｘ）＝３１０ｎｍ，发射波长（Ｅｍ）＝
４３０ｎｍ。

１．４．２　硅胶薄层色谱法　５ｍｇ多糖 ＭＰⅠ样品加

２ｍｏｌ／ＬＴＦＡ 安瓿瓶封管，１２０℃水解２ｈ后用

ＢａＣＯ３中和进行薄层色谱，展开剂为正丁醇乙酸
乙酯异丙醇水（７４７２），硅胶板在展层剂
中饱和３ｈ后室温展开，晾干后苯胺邻苯二甲酸显
色。　　　　　
１．５　多糖的体外抗肿瘤活性测定（ＭＴＴ法）［４］　
０．２５％胰酶消化对数生长期的卵巢癌细胞 ＨＯ
８９１０，乳腺癌细胞 ＭＣＦ７，调整细胞密度为２×１０５／

ｍｌ，接种于９６孔板，每组６个重复空，每孔９０μｌ，

３７℃，５％ＣＯ２条件下贴壁２４ｈ，加入不同浓度的多
糖溶液１０μｌ，使终浓度分别为５００、１００、２０μｇ／ｍｌ，
同时设阴性（０．９％ ＮａＣｌ）和阳性（５Ｆｕ）对照组，终
浓度５μｇ／ｍｌ，每组设６个平行孔。用药后培养７２
ｈ，每孔加入１０μｌＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ），继续培养４ｈ。
小心吸弃上清（悬浮细胞离心后弃上清），每孔加入

１００μｌ１０％ＳＤＳ，３７℃ 放置过夜，待结晶完全溶解
后，用酶标免疫测定仪５９０ｎｍ处测定各孔光密度
（Ｄ）。计算抑制率：抑制率＝（１－Ｄ实验组／Ｄ对照组）×
１００％ 。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采
用ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＭＰⅠ的分离纯化结果　ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ柱
层析水洗脱部分为一单峰，收集此组分，Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
ＣＬ６Ｂ柱层析进一步纯化，得到相对分子质量相对
均一的多糖 ＭＰⅠ，纯多糖的得率为 ２．１４％，

ＨＰＬＣ检测呈单一对称峰（图１），为白色粉末状固
体，易溶于水，不溶于乙醇、丙酮等有机溶剂，硫酸
苯酚反应呈阳性。

　　紫外扫描在２５０～２８０ｎｍ之间无蛋白质和核
酸的特征吸收峰。红外光谱显示出多糖的特征吸收
峰：３６００～３２００ｃｍ－１的宽峰为 ＯＨ 的伸缩振动，

２９３３ｃｍ－１附近的峰为 ＣＨ 的伸缩振动，１４１０
ｃｍ－１附近的峰为ＣＨ变角振动，以上三峰为糖类物
质的特征吸收峰。１２００～１０００ｃｍ－１为糖环上 Ｃ
ＯＣ不对称伸缩振动。８５０ｃｍ－１的峰为α端基差向
异构的ＣＨ变角振动，说明该多糖为α型吡喃糖。
旋光度［α］Ｄ２０＝ ＋１０８．４°（ｃ１．０，Ｈ２Ｏ）。
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图１　ＭＰⅠ 高效液相色谱图

Ｆｉｇ１　Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＭＰⅠ

２．２　ＭＰⅠ糖组分分析

２．２．１　ＧＣ法　结果表明，多糖主要由葡萄糖组成
（图２）。

图２　ＭＰⅠ 气相色谱图

Ｆｉｇ２　ＧａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＭＰⅠ

２．２．２　硅胶薄层色谱法　硅胶薄层上可见一个明显
的褐色斑点，其位置与标准单糖的葡萄糖对应（图３）。

图３　ＭＰⅠ 硅胶薄层色谱图

Ｆｉｇ３　ＴＬＣｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＭＰⅠ
１：Ｓｔａｎｄａｒｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；２：Ｓａｍｐｌｅ

２．３　ＭＰⅠ的体外抗肿瘤实验结果　ＭＰⅠ对

ＨＯ８９１０、ＭＣＦ７的直接抑制作用较强，对 Ｋ５６２、

ＳＭＭＣ７７２１ 的 直 接 抑 制 作 用 相 对 较 弱，除 对

ＳＭＭＣ７７２１低浓度抑制作用优于高浓度组外，对其
余细胞抑制作用与多糖的剂量呈正相关，与空白组
相比均有显著差异（Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　ＭＰⅠ对体外培养ＨＯ８９１０、ＭＣＦ７、

Ｋ５６２、ＳＭＭＣ７７２１的抑制作用

Ｔａｂｌ　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＭＰⅠｏｎＨＯ８９１０，

ＭＣＦ７，Ｋ５６２ａｎｄＳＭＭＣ７７２１ｉｎｖｉｔｒｏ
（％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

ＨＯ８９１０ ＭＣＦ７ Ｋ５６２ ＳＭＭＣ７７２１
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ０ ０ ０
５Ｆｕ

　５μｇ／ｍｌ ２５．５４ ４９．５６ ３５．６１ ２３．１９

ＭＰⅠ
　０．５ｍｇ／ｍｌ ３０．５５ ３６．３８ １５．６２ ８．４２

　０．１ｍｇ／ｍｌ １５．７２ １９．７７ １２．３６ １０．４８

　０．０２ｍｇ／ｍｌ ４．９６ １０．１７ ９．５７ １５．１４

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　本文选用舟山群岛的厚壳贻贝为原料，分离纯化
得到厚壳贻贝多糖纯品 ＭＰⅠ，纯品得率为鲜组织的

２．１４％，确定了主要单糖组分为葡萄糖。ＭＰⅠ体外抗
肿瘤活性显示，ＭＰⅠ对 ＨＯ８９１０、ＭＣＦ７的直接抑制
作用较强，对Ｋ５６２、ＳＭＭＣ７７２１的直接抑制作用相
对较弱，除对ＳＭＭＣ７７２１低浓度抑制作用优于高浓
度组外，对其余细胞抑制作用与多糖的剂量呈正相
关，与空白组相比均有显著差异（Ｐ＜０．０１）。

　　多糖的体外抗肿瘤作用，可能是诱导某些基因
的表达而影响肿瘤细胞的增殖、分化和凋亡［５］，影响
细胞周期改变以及某些相关基因的表达有关［６～８］。
而对不同肿瘤细胞的抑制差异可能是由于不同的肿

瘤细胞有不同的凋亡阈，即对药物浓度和（或）药物
类型的敏感性不同所致。而糖的化学结构是其生物
活性的基础，多糖受溶解度、单糖组成、相对分子质
量的大小、糖苷键的连接方式、多糖的立体结构等多
种因素的影响，从而呈现出生理活性的多样性。多
糖独特复杂的化学结构，决定了对其构效关系研究
的复杂性和难度。因此，贻贝多糖 ＭＰⅠ的抗肿瘤
活性可能与其糖组成、支链及其连接方式、空间构型
有密切联系。

　　本实验室前期工作中对贻贝多糖的分离提取及
生物学活性做了初步研究，初步得到了贻贝多糖的

３个组分，证明贻贝粗多糖能在细胞免疫、体液免
疫、单核巨噬细胞及ＮＫ细胞活性方面促进正常小



第９期．徐红丽，等．贻贝水溶性多糖 ＭＰⅠ的分离纯化及体外抗肿瘤活性研究 ·１００１　 ·

鼠的免疫活性作用［９］，并具有明显的体内抗肿瘤作
用，本文对提取及纯化工艺进行了优化，纯多糖的得
率达到了２．１４％。而贻贝多糖 ＭＰⅠ具体的结构
及抗肿瘤机制正在研究中。
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