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褐事糖胶是所有褐藻固有的一种细胞间多糖，据报道有抗凝血、抗肿瘤、澄清血脑等药理活性[1 -3]。
本文对来自浙江省靠山县台下礁的海带中提取纯化得到的褐藻糖胶进行了抗肿瘤细胞实验与抗凝血实
验，初步观察了褐藻糖胶对体外培养的人 肝癌细胞的是伤作用，井比较了其不同剂量对肿瘤细胞的影
响。 同时，还作了褐蘸糖胶对小鼠体内的抗凝血实验，比较了其不同组分的抗凝血活性的大小。

I 材料与方法

1.1 试验材料
海带藻粉经稀盐酸提取，乙醇沉淀 ，进一步纯化得到褐噩糖胶。 然后用不同酒精浓度(20%，30Q毛，

409毛，50%，60%且70%)进行分级沉淀得到组分分别为20%，30% ，40% ，50%，曲%和70%的褐藻糖胶。
QGY7703 肝癌细胞，来源于复旦大学，属人 肝癌细胞罩[剑，小牛血清购于中国科学院上海细胞生物

研究所:RPMl1剧。 为Grnco公司产品;白盼蓝，进口分装，购于上海化学试剂呆购供应站;青毒素、链霉
章，购于华美生物公司;肝章铀购于上梅生化试剂商店，效价172.41";吨。

实验小鼠 ，昆明种草，购自第二军医大学动物饲养所，平均体重约20g 0 

1.2 对体外QGY77ω肝癌细胞的抑制试验
将QGY77臼 肝癌细胞用吉10%小牛血清(F臼)的l剧。 培葬液，在37"(: C02培养箱连续传代培养4

-5代[列。取对数生长期的QGY 7703 肝癌细胞，先倾去 培养液，用EDTA清洗倒去，用腕蛋白酶消化 后
用吉10% FCS的l剧。 培养液调细胞浓度为11th乱，继续 培养24h后，加入25μνmL褐藻多糖于培养液
中，每隔12h取样，用0.4%台盼蓝(Trypan blue)染色[剖，血细胞记数器上记数检查细胞活力，观察细胞死
亡情况，连续 记数70h， 同时用PBS作对照实验。 结果按活细胞率(%) =活细胞且数I( 活细胞总数+
死细胞且数) x 1∞计算。
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1.3 多糖抗凝血性测定

实验小且果用腹腔注射mμL不同组分的褐革事糖，蜘血后用眼科弯慑摘去-侧眼球，滴血在载
玻片上后开始记时，每隔3()，用大头针自血滴边缘向里轻挑 次，直至能挑出血丝停止记时，该停止记
时的时间即为凝血时间[7J。 为了寺察注射方式时$:糖样品的吸收有元罪响，实验卫果用小凰尾静脉注
射进行比较。 同时都用肝章及生理盐水作对照实验，注射浓度为4OOmglkgo

2 结果

2.1 海带褐藻多糖不同组分对QGy.棚肝癌细胞的影响

取25μ/mL浓度的四%，30%.40%，如%，由%1呈70%等不同组分多糖加入到QGYc咱肝癌细胞培
葬液中，测细胞活力率，结果见图10
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图1 海带褐藻糖胶对人肝癌细胞'l'Y7陌生长曲线的影响

Fig.l Effi剧d趾oidan on the proliferation of hepat但抱'l'Y""，叫lline

图2 为加入到%组分多糖 3 6 小时后镜下观察细胞形态如照片1，加入P回到小时后细胞形态如照
片刻对照)。

2.2 不同剂量褐藻糖胶对QGY7103细胞的影响

为了进}步验证褐藻糖胶对肿瘤细胞的最伤作用，本实验以50%组分为例，分别取25，125，2 ;目μν
§此三种不同浓度，加至生长有QGY77回细胞的培葬液中以研究不同剂量褐藻多糖对肝癌细胞的作
用，实撞结果见图30

2.3 海带褐藻糖胶的抗凝血性

腹腔注射的小凰抗凝血性结果且表10
选用40%、50%且曲%组分多糖样晶，呆用小鼠犀静脉注射进行比较。 井用肝章作对照，药品注射

浓度为础同Ik莓，所测定各组的开始凝血时间见者20
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图2 褐藻糖胶对体外培养的人肝癌细胞的杀伤作用

Fig.l.恤hit.町巳ffecl of fucoidan on the hepalωma QGY71\J3 ceIlline 
1加入50%组分多糖药h后镜下观察细胞形态箭头所示杀伤细胞 2加入归去S 36h后细胞形态(对照)。
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图3 不同剂量褐藻糖胶对人肝癌QGY�生长幽线的影响

问3田配tof varÎ时加�of缸阳也noo也e proliferation of he抽血。GY7703 cell l阳

表1 备多糖组分对，)、鼠摄血时间的影晌

T曲1 F1I'ect d. 咱也d告回晒d萨却回耐田划.. 

回国恤"'00咽血恤

剂量 组 分

(呻句) 2J)% 30% 40% 50% ω% 于0%

"咽觅 一匾

间
时

5Z' ，'22" ]'27" "22时 2'40" 2 
，'22" ，'13" 

3∞ 一 "σ" 
200 53' 

注: (1)肝素的艇血时间为6'01";(2)对照空白rI飞(3)一，

来测;(4)不同组分为不l司酒精榷度得到的沉淀2

3 讨论

表2 届静悻匪射对小鼠援血时闹的影晌

Tab.2 E岱回回M回到dα泪，幽幽田by回ni再配能E
at lIIOUile tail 

纠剂(咂闻与 40%组分 50%组分 ω%组分 肝索

凝血时闯 了4Ç俨 6巳42' 8'29" 11 '35" 

抗凝性%(相当肝蒙 29，9巧 56.56 η03 ω 

注:不同组分为不同糟糟浓度得剑的沉淀。

多糖被认为是抗肿瘤的有效物质，但其抗肿瘤作 用的机制还不清楚，至今大部分多糖抗肿瘤作用的
结论是以抑制动物体内肿瘤的研究得出的。 但由于体内环境相当复杂，特别 是多糖作为抗原性极强的
物质无疑能够引起体内特异或非特异免疫反应，这给分析多糖直接抗肿瘤活性带束一定难度。 因此，利
用体外 细胞培养显然有利于阐明抗肿瘤作 用的机理。
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F术外细胞培养1.，. 'r.句个不同的时期，即缓慢期、时数生长期、水平静止期，表现为近似"5"型曲线['1。
一般在细胞传代后经过 10 - 30h的缓慢期，这是细胞再培养过程引起的细胞损伤后 的修复期。 然后细
胞进入对数生*期，这是细胞经过缓慢期后出现的指数增殖的阶段。 最后进入静止生任期，细胞且数趋
于 水平。 从结果图1可见，对照组细胞在开始时经过一段低细胞水平后，骤然出现细胞快速增殖，而实
验组细胞 直处于 低水平状态。 另从细胞形态来看，实验组细胞生长缓慢，细胞形态较小，多呈圆形，分
布不均匀，积成较密集的块状，无光泽，对照组细胞忙得如先前形状，细胞较大 ，呈不规则辈形状，分布均
匀，加样培养的培养液表面可见有许多漂浮的死亡细胞。 这表明褐噩糖肢抑制了癌细胞进入对数生*
期，从而遏制了肿瘤的增长。 各个组分的多糖对痛细胞都有录伤作用，组分间看不出明显的差别 。

以到%组分为例对不同剂量褐革糖胶对 QGY明细胞的录伤效果进行实验。 从实验结果图3来看，
当剂量为25μν5mL时，几乎未见有杀伤效果产生，当剂量达到125pV5时时，在加样36h表现出有杀伤
作用，而加样为250μV5mL时，则在24h就表现出最伤作用。 说明褐草草糖肢的不同浓度对肝癌细胞的杀

伤效果不同，随剂量增大 ，杀伤娃果越明显。 由于体外培养的细胞系统基本上排除了免疫作用，至今未
见多糖在培养细胞中诱发干扰素的报道。 上述结果说明褐理糖胶抗肿瘤效应至少包括它们直接杀伤肿
瘤细胞的途径。

本实验结果还表明，褐矗糖胶具高明显的抗凝血作用。 由茬1 结果可得出，各多糖组分作用下小鼠
的凝血时间都较空白对照有明显的延长;以50%，曲%及70%来看，同 组分不同浓度的抗凝作用也随
着组分浓度增加而增强s对比肝章其抗凝效果似卫弱一点，这可能跟多糖腹腔注射有关，可能因为多糖
的平均分子量测得在30余万，所以在30min 时间内的吸收效果不如肝章。 从表L2结果比较可见，各
组分尾静脉注射的抗凝效果都较腹腔注射有显著提 高;以同样剂量的 60%组分看，尾静脉注射时其抗
凝性由腹腔注射时相当肝章的 20.299毛提高到7 3.03%，其抗凝血效果已相当显著。 由此可见，多糖的
抗凝血效果还跟摄取方式有关，静脉注射的效果明显高于腹腔注射。

本研究证明了海带褐噩糖肢的抗肿瘤和抗凝血活性，展示其良好的开发前景。

上海水产大学渔业学院生物技术专业1999届郑秋勇、张碧峰、方世粮参加T本实验部分工作，在此表示感甜c
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