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　　摘要：采用红外光谱法、气相色谱法、体外抗肿瘤活性测定法对海蚬多糖（ＣＰ）及３个纯化组分（Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３）的性质

及抗癌活性进行研究。结果表明，Ｆ１、Ｆ２主要有葡萄糖构成；Ｆ３由鼠李糖、岩藻糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖组成，摩尔

百分比分别为１１．４８％、１７．１５％、１２．４４％、２１．５７％、３７．３６％；海蚬多糖纯化组分Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３具有多糖的特征吸收，存在

α型构型；在５０～４００μｇ／ｍＬ时，海蚬多糖对人胃癌细胞ＢＧＣ－８２３有一定的抑制活性，随着多糖浓度提高，抑制活性
呈上升趋势。
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　　多糖是生物体内广泛存在的一类大分子物质，一些天然
多糖已被证实具有抗肿瘤、抗病毒、抗感染、抗氧化、增强免疫

力等多种生物学功能［１］。多糖的这些生物学功能与其自身

的理化性质、空间结构、取代基的类型等密切相关［２］。较多

研究表明，海蚬多糖具有抗肿瘤、增强免疫力、抗感染等生理

功能［３］。然而到目前为止有关海蚬多糖的理化性质及活性

等方面的研究报道不多。本试验以海蚬多糖纯化组分为材

料，测定其单糖组成，研究其红外特性，并采用体外细胞模型

对对海蚬多糖及纯化组分的抗肿瘤活性进行体外评价。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
新鲜海蚬，南京惠民桥水产品批发市场提供；ＤＥＡＥ－纤

维素（ＤＥ５２）、单糖标准品、葡聚糖标准品、噻唑蓝（ＭＴＴ）、
１００μｇ／ｍＬ链霉素、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、胰蛋白酶购自美国
Ｓｉｇｍａ公司；ＰＲＭＩ１６４０培养基、１０％小牛血清购自上海生工
生物工程技术公司；顺铂（冻干型）购自江苏豪森制药股份有

限公司；甲酰胺、氢氧化钠、硫酸钾、盐酸、三氯乙酸、氯化钡、

明胶等均为国产分析纯试剂。

１．２　仪器与设备
气相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ６８９０Ｎ型，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司产品）；

高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００Ｓｅｒｉｅｓ型，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司产
品）；旋转蒸发器（Ｌａｂｏｒｏｔａ－４００型，Ｈｅｉｄｏｌｐｈ公司产品）。
Ｔｅｎｓｏｒ－２７型傅立叶变换红外光谱仪（德国 Ｂｒｕｋｅｒ公司产
品）；ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＦｏｒｍａ３１１１型ＣＯ２培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ
公司产品）；ＢＸ－５０型倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品）；
ＳＷ－ＣＪ－ＩＢＵ型超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司产
品）；Ｓｙｎｅｒｇｙ美国宝特－２酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司产品）。
１．３　方法
１．３．１　红外光谱测定　多糖样品的红外光谱分析参照

Ｍａｃｉｅｌ等［４］报道的溴化钾（ＫＢｒ）压片法。称取１００～２００ｍｇ
ＫＢｒ粉末，充分干燥，并用压片机压成薄片。称取１～２ｍｇ经
冷冻干燥的多糖样品，与已干燥的 ＫＢｒ粉末在研钵中研磨均
匀，用压片机压成薄片。用不加多糖样品的ＫＢｒ薄片上傅立叶
变换红外光谱仪进行空白实验调整基线，再将含多糖样品的

ＫＢｒ薄片进行红外光谱扫描，扫描范围为４０００～５００ｃｍ－１。
１．３．２　单糖组成测定　多糖样品的单糖组成分析，参照 Ｌｕｏ
等［５］、Ｇｕｅｒｒａｎｔ等［６］报道的糖腈乙酸酯衍生物的气相色谱法

并稍作修改。（１）称取多糖样品约５ｍｇ，加入２ｍｏｌ／Ｌ三氟乙
酸（ＴＦＡ）４ｍＬ封管，１２０℃水解２ｈ。水解液５０℃旋转蒸发
至干，加入甲醇约２ｍＬ，再蒸干，如此重复３次，最后蒸干备
用。（２）水解后的糖样中加入盐酸羟胺１０ｍｇ、肌醇（内标物）
５ｍｇ、吡啶０．６ｍＬ，封口，９０℃水浴中反应３０ｍｉｎ并振荡。
反应液冷却至室温，加入１．０ｍＬ醋酸酐，９０℃水浴中继续反
应３０ｍｉｎ，冷却后得糖腈乙酸酯衍生物。反应产物可直接用
于气相色谱分析。（３）使用Ａｇｉｌｅｎｔ６８９０Ｎ气相色谱仪、５％苯
甲基硅氧烷毛细管色谱柱（ＨＰ－５，３０．０ｍ ×３２０μｍ，
０．２５μｍ）、火焰离子检测器（ＦＩＤ）进行分析。操作条件如下：
色谱柱升温程序为１２０℃保持３ｍｉｎ，以３℃／ｍｉｎ速度升温至
２１０℃，２１０℃保持４ｍｉｎ。色谱柱流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ。进样口
温度为２５０℃。检测器温度为２８０℃。进样体积为１．０Ｌ。氮
气、氢气、空气的流速分别为２５、３０、４００ｍＬ／ｍｉｎ。（４）各标准
单糖（鼠李糖、岩藻糖、阿拉伯糖、木糖、甘露糖、葡萄糖、半乳

糖）相同条件下进行糖腈乙酸酯衍生化处理，然后以相同条

件进行气相色谱分析。

１．３．３　海蚬多糖体外抗肿瘤活性测定　取对数生长期内生
长状态良好的人胃癌细胞 ＢＧＣ－８２３，用０．２５％胰蛋白酶消
化，使贴壁细胞脱落，然后用ＰＢＳ冲洗，再用含１０％小牛血清
的ＲＰＭＩ－１６４０培养基稀释成浓度约为１ｍＬ１．０×１０５的细
胞溶液。将细胞溶液接种于９６孔板培养板中（１孔５０μＬ），
放入３７℃含５％ ＣＯ２的培养箱内培养，２４ｈ后加入含不同浓
度药物的培养液５０μＬ。试验设正常对照组、阳性药物组、多
糖样品组。正常对照组为 ＲＰＭＩ－１６４０培养基，阳性药物组
为 ５μｇ／ｍＬ顺铂，多糖样品组为终浓度 ５０、１００、２００、
４００μｇ／ｍＬ的海蚬多糖及硫酸化多糖样品。培养时间分别为
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２４、４８、７２ｈ。培养结束后，每孔加入 １０μＬ的 ＭＴＴ溶液
（５ｍｇ／ｍＬ），于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱内继续培养４ｈ，每孔
加入１００μＬ的ＳＤＳ溶液（１０％，质量体积比），轻轻振荡以溶
解结晶，用酶标仪于５７０ｎｍ波长下测量吸光值（Ｄ）。按下列
公式计算癌细胞抑制率：抑制率＝［１－（Ｄ样品 －Ｄ空白）／（Ｄ对照 －
Ｄ空白）］×１００％。
１．３．４　统计分析　试验结果数据表示为“平均值±标准差”，
采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）、Ｄｕｎｃａｎｓ多重比较进行差异
显著性分析，所有数据分析均采用软件ＳＰＳＳＶ１１．５进行。

２　结果与分析

２．１　海蚬多糖的红外光谱分析

海蚬多糖（ＣＰ）及３个纯化组分Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３的红外光谱图
见图１。样品在４０００～４００ｃｍ－１区具有多糖类物质的一般特
征吸收。在３３９４ｃｍ－１处出现的宽而强的吸收峰是羟基的
Ｏ－Ｈ伸缩振动吸收峰；在２９３２ｃｍ－１处出现的弱吸收峰是烷
基的Ｃ－Ｈ伸缩振动吸收峰，在１４１９ｃｍ－１处出现的弱吸收
峰是烷基的Ｃ－Ｈ变角振动吸收峰［７］；在１６５４ｃｍ－１处出现
的强吸收峰是羧基的 Ｃ Ｏ非对称伸缩振动，在１３３９ｃｍ－１

处出现的强吸收峰是羧基的 Ｃ＝Ｏ对称伸缩振动；在
９３２ｃｍ－１处出现的弱吸收峰是吡喃糖的特征吸收峰［８－９］；在

１２３８ｃｍ－１处出现的吸收峰是磺酸基的 Ｓ Ｏ伸缩振动吸
收峰［１０］。

２．２　海蚬多糖的组分
标准单糖经糖腈乙酸酯衍生化后，在检测条件下测得的

各标准单糖的气相色谱图见图２－Ａ。由左至右，显示为鼠李
糖、阿拉伯糖、岩藻糖、木糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖、肌醇，出

峰时间依次为：２０．８４７、２１．４３０、２１．７６９、２１．９５３、２８．８４９、
２９２２６、２９．９５０、３３．２６９ｍｉｎ。

由图２－Ｂ和对照标准单糖的气相色谱图（图２－Ａ）可
知，海蚬多糖纯化组分Ｆ１由木糖、葡萄糖组成，其物质的量的
百分比分别为４．９２％、９５．０８％。

由图２－Ｃ和对照标准单糖的气相色谱图（图２－Ａ）可
知，海蚬多糖纯化组分Ｆ２由葡萄糖组成。

由图２－Ｄ和对照标准单糖的气相色谱图（图２－Ａ）可
知，海蚬多糖纯化组分Ｆ３由鼠李糖、岩藻糖、甘露糖、葡萄糖、
半乳糖组成，其物质的量的百分比分别为１１．４８％、１７．１５％、
１２．４４％、２１．５７％、３７．３６％。
２．３　海蚬多糖体外抗癌活性

由图３可以看出，作用２４ｈ时，海蚬多糖及纯化组分Ｆ１、
Ｆ２、Ｆ３对人胃癌细胞ＢＧＣ－８２３均表现出一定的增殖抑制效
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果。随着海蚬多糖浓度升高，抑制率呈上升趋势。对海蚬多

糖来说，５０μｇ／ｍＬ处理分别与１００、２００、４００μｇ／ｍＬ处理差异
显著（Ｐ＜００５），而１００、２００、４００μｇ／ｍＬ处理间差异不显著
（Ｐ＞００５）；对海蚬多糖纯化组分 Ｆ２来说，４００μｇ／ｍＬ处理
分别与５０、１００、２００μｇ／ｍＬ处理间差异显著（Ｐ＜０．０５），而
５０、１００、２００μｇ／ｍＬ处理间差异不显著（Ｐ＞０．０５）；对海蚬多
糖纯化组分Ｆ１、Ｆ３来说，所有剂量处理间差异均不显著（Ｐ＞
０．０５）。浓度为４００μｇ／ｍＬ时，海蚬多糖及纯化组分 Ｆ１、Ｆ２、
Ｆ３对人胃癌细胞 ＢＧＣ－８２３抑制率分别为 ２７．９２％、
３５６３％、４４．８３％、５８１３％。药物顺铂浓度为５μｇ／ｍＬ时，对
人胃癌细胞 ＢＧＣ－８２３的抑制率为６６．３２％。

　　４８ｈ时，海蚬多糖对人胃癌细胞 ＢＧＣ－８２３均表现出一
定的增殖抑制效果。随着海蚬多糖浓度升高，抑制率呈上升

趋势。对海蚬多糖来说，除４００、５０μｇ／ｍＬ两处理间差异显
著（Ｐ＜０．０５）外，其余剂量组间差异均不显著（Ｐ＞０．０５）；对
海蚬多糖纯化组分 Ｆ１来说，５０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ处理间
差异显著（Ｐ＜０．０５）；对海蚬多糖纯化组分 Ｆ２来说，除
５０μｇ／ｍＬ与 １００、２００、４００μｇ／ｍＬ处理差异不显著（Ｐ＞
００５）外，其余剂量组间差异均达到显著水平（Ｐ＜０．０５）；对
海蚬多糖纯化组分Ｆ３来说，除４００、２００μｇ／ｍＬ处理间差异不
显著（Ｐ＞０．０５）外，其余剂量组间差异均达到显著水平
（Ｐ＜０．０５）。浓度为４００μｇ／ｍＬ时，海蚬多糖及纯化组分Ｆ１、
Ｆ２、Ｆ３对人胃癌细胞 ＢＧＣ－８２３抑制率分别为 ２７．４８％、
５４０６％、６３．６２％、７４．３５％。药物顺铂浓度为５μｇ／ｍＬ时，对
人胃癌细胞ＢＧＣ－８２３的抑制率达到７８．４７％（图４）。

　　由图５可以看出，作用７２ｈ时，海蚬多糖及纯化组分Ｆ１、
Ｆ２、Ｆ３对人胃癌细胞ＢＧＣ－８２３均表现出一定的增殖抑制效
果，随着海蚬多糖浓度升高，抑制率呈上升趋势。对海蚬多糖

来说，除４００μｇ／ｍＬ与５０μｇ／ｍＬ、４００μｇ／ｍＬ与１００μｇ／ｍＬ、

２００μｇ／ｍＬ与５０μｇ／ｍＬ处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）外，其余
剂量组两两之间差异均不显著（Ｐ＞０．０５）；对 Ｆ１、Ｆ２或 Ｆ３来
说，５０、１００、２００、４００μｇ／ｍｌ处理间差异均达到显著水平（Ｐ＜
０．０５）。浓度为４００μｇ／ｍｌ时，海蚬多糖及纯化组分Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３
对人胃癌细胞 ＢＧＣ－８２３抑制率分别为 ３５．１５％、５８９８％、
５３．０５％、７９．８９％。药物顺铂（５μｇ／ｍＬ）对人胃癌细胞
ＢＧＣ－８２３的抑制率为９０．２１％。

　　多糖的抗肿瘤活性取决于多糖的分子量、单糖组成、取代
基种类与取代位置、主链构型、支链分支情况等［１１－１２］。海蚬

多糖及其纯化组分体外抗肿瘤试验结果表明，海蚬多糖及纯

化组分Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３在不同的时间段（２４、４８、７２ｈ）对人胃癌细
胞ＢＧＣ－８２３均表现出较好的增殖抑制活性，表明海蚬多糖
具有一定的抗癌活性。另外，与海蚬多糖及纯化组分 Ｆ１、Ｆ２
相比，纯化组分Ｆ３对人胃癌细胞ＢＧＣ－８２３的增殖抑制效果
最好。纯化组分 Ｆ３ 与纯化组分 Ｆ１、Ｆ２ 在人胃癌细胞
ＢＧＣ－８２３增殖抑制活性之间的差异可能与纯化组分 Ｆ３、Ｆ１、
Ｆ２在单糖组成、结构特征等方面的差异有关。

３　结论

对海蚬多糖３个纯化组分（Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３）进行红外光谱分

析，结果表明，海蚬多糖纯化组分 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３具有多糖的特征
吸收，存在α型构型。气相色谱分析结果表明，海蚬多糖纯
化组分Ｆ１由木糖、葡萄糖组成，物质的量的百分比分别为４．
９２％、９５０８％；海蚬多糖纯化组分 Ｆ２由葡萄糖组成；海蚬多
糖纯化组分Ｆ３由鼠李糖、岩藻糖、甘露糖、葡萄糖、半乳糖组
成，百分比分别为 １１．４８％、１７．１５％、１２．４４％、２１．５７％、
３７．３６％。

海蚬多糖体外抗癌试验结果表明，海蚬多糖及纯化组分

Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３对人胃癌细胞ＢＧＣ－８２３的增殖抑制率呈一定的量
效关系，随着浓度提高，海蚬多糖及纯化组分 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３对人
胃癌细胞ＢＧＣ－８２３的增殖抑制率呈上升趋势。海蚬多糖纯
化组分Ｆ３对人胃癌细胞ＢＧＣ－８２３的增殖抑制效果最好，抗
癌活性最强。
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树等研究发现，茶叶品质及水浸出物含量除与茶树品种、鲜叶

嫩度和环境条件等有很大关系外，还与制作工艺技术、茶叶级

别密切相关，茶叶级别越高、水浸出物含量就越高［１０］。李元

钦对乌龙茶做青过程中对水浸出物与成茶品质的关系进行了

研究［１１］。方世辉等对茶树品种加工工艺季节对乌龙茶品质

的研究表明，不同工艺对水浸出物的含量有一定的影响［１２］。

而对普洱茶水浸出物的研究鲜有报道。本研究结果表明，普

洱茶水浸出物和普洱茶的存放时间有关，存放时间越久，茶水

浸出物含量越少；同时普洱茶水浸出物和普洱茶加工工艺有

关，生茶茶水浸出物明显高于熟茶。这可能与特定的加工工

艺使水浸出物的转化速率发生变化造成的［１３］。

　　本试验结果还显示，同品牌茶叶、不同的存放时间，茶水
浸出物含量不同。随着茶叶存放时间的延长，茶水浸出物含

量呈现下降趋势。相同的存放时间，加工工艺不同（生茶和

熟茶），茶水浸出物含量也不同，生茶水浸出物含量高于熟茶

茶水浸出物含量。殷涌光等研究发现，经过高压脉冲电场处

理，增加红酒中干浸出物的含量，提高酒的色度稳定性，降低

醇的含量，与陈酿葡萄酒成分变化趋势基本相同［７］。本研究

结果显示，经高压脉电场处理后，茶水浸出物含量明显增加，

其中经ＨＰＥＦＢ（１４ｋＶ／１２０Ｈｚ／６０ｍｉｎ）处理后茶水浸出物含
量大幅增加。本研究结果为提升普洱茶的品质提供了新的途

径，也为今后普洱茶深加工和开发普洱茶功能食品提供理论

依据。
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