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不同硫酸软骨素对口腔癌 KB细胞的抑制作用 
 

张扬星，汪兰，熊光权，吴文锦，石柳，乔宇，王俊 

（湖北省农业科学院农产品加工与核农技术研究所，湖北武汉 430064） 

摘要：以鲟鱼软骨和鸡软骨为原料，采用碱提-酶解-醇沉的工艺流程提取硫酸软骨素后，利用 Sephadex G-50 凝胶色谱及 Sephacryl 

S-300 HR 凝胶色谱对硫酸软骨素进行纯化，并通过高效凝胶渗透色谱法进行分子质量测定与纯度鉴定。采用 MTT 法检测硫酸软骨素

对口腔癌 KB 细胞增殖活性的影响，并采用流式细胞术检测口腔癌 KB 细胞凋亡情况。研究结果表明鲟鱼及鸡软骨硫酸软骨素粗制品

得率分别为 23.80%和 25.23%。经高效液相凝胶渗透色谱分析可得纯化的鲟鱼及鸡软骨硫酸软骨素均为高纯度多糖，且鲟鱼软骨硫酸

软骨素的平均分子量比鸡软骨硫酸软骨素的大。以体外抗肿瘤的方法研究硫酸软骨素粗提物和纯化样品对口腔癌 KB 细胞的抑制作

用，结果所得鲟鱼软骨硫酸软骨素粗制品和纯化样品的 IC50值分别为 80.18 μg/mL 和 58.78 μg/mL；鸡软骨硫酸软骨素粗制品和纯化

样品的 IC50值分别为 68.55 μg/mL 和 53.71 μg/mL。流式细胞术表明硫酸软骨素能够诱导 KB 细胞发生凋亡，细胞凋亡率与药物的浓

度呈剂量依赖关系，且鸡软骨硫酸软骨素诱导 KB 细胞凋亡率高于鲟鱼软骨硫酸软骨素。 
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Abstract: Chondroitin sulfate was extracted from the sturgeon cartilage and chicken cartilage using the alkaline 

extraction-enzymatic-alcohol precipitation process, and purified by Sephadex G-50 gel chromatography and Sephacryl S-300 HR gel 

chromatography. The molecular mass and purity of the obtained chondroitin sulfate were determined by HPGPC. The effect of chondroitin 

sulfate on the proliferation of oral cancer KB cells was detected by the MTT assay, and the apoptosis of oral cancer KB cells was examined by 

flow cytometry. The results showed that the yield of crude chondroitin sulfate from sturgeon cartilage and chicken cartilage was 23.80% and 

25.23%, respectively. HPGPC analysis showed that the purified chondrocytes from sturgeon cartilage and chicken cartilage were highly pure 

polysaccharides, with the average molecular weight of the chondroitin sulfate in sturgeon cartilage higher than that in chicken cartilage. The 

inhibitory effects of crude and purified chondroitin sulfate on oral cancer KB cells were studied in vitro. The results showed that the IC50 values 

were 80.18 μg/mL and 58.78 μg/mL, respectively, for the crude and purified chondroitin sulfate from sturgeon cartilage, and 68.55 μg/mL and 

53.71 μg/mL, respectively, for the crude and purified chondroitin sulfate from chicken cartilage. Flow cytometry showed that chondroitin sulfate 

could induce the apoptosis of KB cells, and the apoptosis rate was dependent on the concentration of the chondroitin sulfate. The apoptosis rate 

induced by the chondroitin sulfate in chicken cartilage was higher than that from sturgeon cartilage. 
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硫酸软骨素(Chondroitin sulfate，CS)多存在于动

物的软骨、喉骨、鼻骨和气管中，是一种在动物软骨

组织中分布较广泛的酸性杂多糖[1]。硫酸软骨素具有

促进骨形成、降血脂、抗动脉粥样硬化、防治关节炎、

抑制肿瘤细胞和病毒等良好的生物活性，在医药和营

养工业中得到了广泛的应用[2-6]。不同生物或者同一生

物的不同组织所含硫酸软骨素的种类均不同[7]，是由

于硫酸软骨素的骨架链-软骨素骨架糖链发生不同磺

基化修饰产生了二糖单位排列组合的多样化，CS 链结

构多样化导致其可与许多蛋白发生相互作用，从而可

参与细胞分裂增殖、迁移、细胞间相互识别等生物学

过程的调控[8-10]。素有“活化石”之称的鲟鱼是中国经济

上最重要的淡水养殖鱼类之一，产量约占世界总产量

的 80%[11]，它的头、脊索、鳍中软骨占鱼体的 10%左

右，可作为天然优质硫酸软骨素的提取原料[12,13]。我

国也是全球最大的鸡肉及鸡蛋生产和消费国，而鸡软

骨中含有丰富的硫酸软骨素、糖蛋白和胶原蛋白[14]，

同样可作为硫酸软骨素的来源。 
口腔鳞状细胞癌是头颈部最常见的恶性肿瘤，早

期易发生转移，属于生存率较低的恶性肿瘤，现期的

治疗主要以化疗和手术切除为主的综合治疗[15,16]。化

疗的毒副作用大，而手术切除易造成脸部畸形，影响

患者生活。因此，寻找天然提取物来诱导口腔癌细胞

凋亡，对于预防和治疗口腔癌已成为新的研究热点
[17]。现在许多研究表明硫酸软骨素是一种很有前景的

抗癌药物，如对黑色素瘤[18]、结直肠癌[19]、乳腺癌[20]

等恶性肿瘤有显著的抑制作用。许永安[21]等人提取鲟

鱼硫酸软骨素后进行抗肿瘤实验得出鲟鱼硫酸软骨素

对乳腺癌细胞、胃癌细胞及肝癌细胞有明显抑制作用。

但现有的研究还很少有关于鸡硫酸软骨素抗肿瘤方

面。 
在前期的研究中，已对鲟鱼及鸡的硫酸软骨素的

提取工艺进行了优化，为后期的实验的开展提供方案。

本研究选用鲟鱼及鸡软骨提取并纯化硫酸软骨素，对

口腔癌 KB 细胞的活性进行测定，为开发口腔癌新的

药物和口腔保健品提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与方法 

鲟鱼软骨，湖北天峡鲟业有限公司；鸡软骨，沈

阳成达牧业发展有限公司。 
木瓜蛋白酶(>800 U/mg)，丙烯葡聚糖凝胶 S-300 

HR，上海源叶生物科技有限公司；胰蛋白酶(>280 
U/mg)，德国 BioFroxx 公司；Sephadex G-50，Biosharp

公司；胰蛋白酶，MTT 试剂盒，武汉维诺赛生物公司；

RMPI-1640 培养基，青霉素/链霉素双抗，Hyclone 公

司；胎牛血清，浙江天杭生物科技股份有限公司；口

腔癌细胞株(KB 细胞)，武汉普诺赛生命科技有限公

司；Annexin V-Alexa Fluor488/PI Kit 凋亡试剂盒，北

京索莱宝科技有限公司。其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

LE2002E 型电子天平，梅特勒-托利多仪器(上海)
有限公司；FE20 型 pH 计，梅特勒-托利多仪器(上海)
有限公司；DF-101S 型集热式恒温加热磁力搅拌器，

郑州长城科工贸有限公司；GTR10-1 型高速冷冻离心

机，北京时代北利离心机有限公司；DHG-9123A 型电

热恒温鼓风干燥箱，上海精宏实验设备有限公司；

HL-2 恒流泵，BSZ-100 自动部分收集器，上海泸西分

析仪器厂有限公司；BB15型CO2培养箱，美国Thermo
公司；CKX31 型倒置显微镜，日本奥林巴斯公司；

Centrifuge 5418 型离心机，德国 eppendorf 公司；

Multiskan MK3全自动酶标仪，Thermo Fisher Scientific
公司；CytoFLEX 流式细胞仪，美国 Beckman Coulter
公司；Waters 2690 高效液相色谱仪(配有 2410 示差折

光检测器)，美国 Waters 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  不同来源的硫酸软骨素提取 
1.3.1.1  碱提 

将鲟鱼软骨和鸡软骨分别切小块，脱脂，冻干后

粉碎备用。按照王俊[22]等人提取鲟鱼软骨硫酸软骨

素的最优方案，分别称取鲟鱼软骨粉及鸡软骨粉 50 
g，加入6% NaOH溶液，以料液比为1:7，在40 ℃水

浴搅拌提取 4.5 h。提取液用双层纱布过滤，弃滤

渣，取滤液待用。 
1.3.1.2  酶解 

将滤液 pH 调至 8~9 左右，采用质量比 1:1 的木

瓜蛋白酶和胰蛋白酶的混合酶，按质量分数 2.5%加

入，55 ℃水浴酶解 5 h。酶解结束后升温至 80 ℃灭

酶 20 min，待冷却后，调节 pH 值至 6.5。 
1.3.1.3  醇沉 

加入无水乙醇至其醇沉体系的乙醇为 70%浓度，

室温静置过夜后离心，沉淀用少量无水乙醇洗涤脱水

二次，于 60 ℃干燥 2.5 h，粉碎后得淡黄色鲟鱼及鸡

硫酸软骨素粗制品。鲟鱼及鸡硫酸软骨素粗制品得率

根据公式（1）计算。 
/ 100%
/

/ % CS g
g

= ×
粗制品质量

硫酸软骨素得率
软骨粉末质量

  （1） 
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1.3.2  不同来源的硫酸软骨素纯化 
参考郑江[23]等人纯化鲟鱼软骨硫酸软骨素的方

法，取鲟鱼及鸡软骨硫酸软骨素粗制品先分别进行乙

醇分级沉淀[24]。之后将鲟鱼软骨硫酸软骨素沉淀配制

成 20 mg/mL 的样品液，鸡软骨硫酸软骨素沉淀配制

成 2.5 mg/mL 的样品液，分别过葡聚糖凝胶 Sephadex 
G-50 柱（75 cm×1.6 cm），上样体积均为 5 mL，双蒸

水为洗脱液，流速设为 1 mL/min，每管 4 mL 收集洗

脱液。用咔唑法[25]测定每管硫酸软骨素含量，并合并

含有硫酸软骨素的洗脱液。将合并的洗脱液再分别过

丙稀葡聚糖凝胶柱 Sephacryl S-300 HR 柱（75 cm×1.6 
cm），上样体积 2 mL，双蒸水为洗脱液，流速设为 0.5 
mL/min，每管 4 mL 收集洗脱液。用咔唑法[25]测定每

管硫酸软骨素含量，合并含有硫酸软骨素的洗脱液。

将纯化后的洗脱液进行冷冻干燥，备用。 
1.3.3  不同来源的软骨硫酸软骨素纯度鉴定 

采用高效凝胶渗透色谱法鉴定多糖的纯度。

Waters 高效液相色谱系统，色谱条件：UltrahydrogelTM 

2000（7.8 mm×30 cm）色谱柱，检测器为 Waters 2410 
Refractive Index Detector；柱温为 35 ℃；流动相为 0.1 
mol/L NaNO3；流速 0.6 mL/min；进样量：100 μL。 
1.3.4  不同来源的硫酸软骨素对口腔癌细胞活
性影响 
1.3.4.1  口腔癌细胞培养 

将购买的口腔癌 KB 细胞培养于含 10%胎牛血清

以及 1×104 U/mL 的青霉素，1×104 μg/mL 的链霉素的

RMIP-1640 培养基中，置于 37 ℃，饱和湿度 5% CO2

培养箱中培养，待细胞长满培养瓶底部 80%左右时，

用 0.25%的胰酶进行消化并传代，倒置显微镜下对细

胞的形态进行观察。每两天传代一次[26]。 
1.3.4.2  MTT 法检测 KB 细胞增殖 

取对数生长期的 KB 细胞用 0.25%的胰酶消化，

用培养基调整细胞浓度至 1×105/mL，加入到 96 孔板

中，每个孔板加入 100 μL，5% CO2，37 ℃孵育 24 h，
弃去培养基，每孔分别加入 100 μL 以培养基稀释的浓

度梯度为 500、250、125、62.5、31.25 μg/mL 的鲟鱼

及鸡软骨硫酸软骨素粗制品和纯化样品作为实验组，

设置 4 个复孔，并设置不加硫酸软骨素为对照组和不

加细胞的空白组，5% CO2，37 ℃孵育 72 h 后，倒置

显微镜下观察。之后每孔加入 40 μL MTT 溶液（5 
mg/mL，即 0.5% MTT），继续培养 4 h。弃 MTT 上清，

每孔加 100 μL 二甲基亚砜，置于恒温摇床上低速振荡

10 min，充分溶解培养液中的结晶物。在酶联免疫检

测仪波长 490 nm 处测量各孔吸光值[17]。实验重复 3
次，按公式（2）测定不同来源的硫酸软骨素对口腔癌

细胞增殖的抑制作用。并用 SPSS 软件检测 IC50值。 

( ) A -A
% 1- 100%

A -A
= ×空白组实验组

对照组 空白组

细胞生长抑制率 （ ）  （2） 

1.3.4.3  流式细胞法检测 KB 细胞凋亡 
取对数生长期的 KB 细胞消化、计数，按细胞数

1×105/孔接种于 6 孔细胞培养板中，37 ℃、5% CO2

培养箱中贴壁过夜培养，吸去原细胞培养液，每孔加

入以 RPMI-1640 培养基稀释的不同浓度的鲟鱼及鸡

软骨 CS 粗制品和纯化样品（31.25 和 500 µg/mL），另
设置不添加任何受试物只加细胞的对照组。培养 48 h
后，按流式 Annexin V-FITC/PI Kit 双染细胞凋亡试剂

盒说明书操作，用不含 EDTA 的胰酶消化细胞并收集

细胞，用预冷 PBS 洗涤细胞。之后用 1×结合缓冲液

悬浮细胞，取 100 µL 的细胞悬液加入 Annexin V 5 μL
混匀后于室温避光条件孵育 5 min，加入 10 µL 的碘化

丙锭溶液(PI)，并加 400 µL PBS，立刻进行流式检测。 
1.3.4.4  统计学分析  

应用 SPSS 20.0 统计软件分析所得数据，实验独

立重复做 3 次，计量资料以均数±标准差(⎯x±s)表示，

组间比较采用单因素方差分析(ANOVA)，组间两两比

较采用 LSD 法检验，以 p<0.05 为差异显著，p<0.01
为差异极显著有统计学意义[27]。 

2  结果与讨论 

2.1  不同来源的硫酸软骨素粗制品得率 

由鲟鱼软骨和鸡软骨经碱提-酶解-醇沉的工艺流

程提取硫酸软骨素粗制品后，所得鲟鱼软骨硫酸软骨

素粗制品得率为 23.80%，鸡软骨硫酸软骨素粗制品得

率为 25.23%。 

2.2  鲟鱼软骨硫酸软骨素的纯化 

鲟鱼软骨硫酸软骨素粗制品由乙醇分级沉淀后再

经 Sephadex G-50 凝胶柱层析初步纯化得到的 CS，再

用 Sephacryl S-300 HR 凝胶柱层析进一步纯化，得到

两次洗脱曲线如图 1。由图可知，Sephadex G-50 层析

柱和Sephacryl S-300 HR层析柱均洗脱出了一个单峰，

此峰为样品峰。收集峰洗脱液，经真空冷冻干燥后，

得到白色絮状多糖。将第二次纯化样品经高效凝胶渗

透色谱法分析得到纯化结果呈单一峰，进一步显示出

纯化出均一组分，纯度较好，末端出现的极小峰可能

为溶剂峰，也可能是因为 CS 类为阴离子类物质，纯

化时盐类小分子未完全除净[28]。由表 1 可得鲟鱼硫酸

软骨素的三种分子量，其中峰值分子量 MP 最大，数

均分子量 Mn 最小，重均分子量 Mw 则介于两者之间。
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宋居易[29]等人在对鲟鱼硫酸软骨素制备工艺优化时

得到鲟鱼头骨硫酸软骨素的数均分子质量 Mn 为

28265 u，重均分子量 Mw 为 38500 u，而鲟鱼脊骨硫

酸软骨素的数均分子质量 Mn 为 32000 u，重均分子量

Mw 为 49170 u。由此可看出鲟鱼硫酸软骨素的重均分

子量比数均分子量大。 

 

 
图1 鲟鱼软骨硫酸软骨素纯化洗脱曲线（a）；纯化样品高效凝

胶渗透色谱图（b） 

Fig.1 Purification and elution curve of chondroitin sulfate from 

sturgeon cartilage (a); HPGPC chromatogram of purified 

samples (b) 

表1 鲟鱼软骨硫酸软骨素的分子量及其分布 

Table 1 Molecular weight and its distribution of sturgeon 

chondroitin sulfates 

样品 
平均分子量 

多分散性
数均 Mn 重均 Mw 峰值 MP 

鲟鱼硫酸软骨素 34579 44314 49083 1.279494

2.3  鸡软骨硫酸软骨素的纯化 

鸡软骨硫酸软骨素粗制品同样经乙醇分级沉淀再

经Sephadex G-50凝胶柱层析和Sephacryl S-300 HR凝

胶柱层析两步分离纯化，得到二次纯化洗脱曲线，结

果如图 2 所示。由图可知，Sephadex G-50 层析柱和

Sephacryl S-300 HR 层析柱也均洗脱出了一个单峰，此

峰为样品峰，峰型均较为对称，表明分离成分单一，

分离效果较好[4]，将其冷冻干燥得到白色絮状多糖。

第二次纯化的样品经 HPGPC 检测该多糖的主峰均匀 
 
 

对称，无杂峰，表明该多糖分子量分布均匀，纯度相

对较高[30]。在熊双丽[31]等人对鸡胸软骨活性成分的研

究中测得鸡胸软骨硫酸软骨素分子量为 21007 u。而由

表 2 可得鸡硫酸软骨素的三种分子量，其中重均分子

量 Mw 最大，数均分子量 Mn 最小，峰值分子量 MP
则介于两者之间。这比一般碱提取的分子量大，其主

要是由于提取有碱的存在，会发生 β消除反应，使糖

链发生降解[32]。 

 

 
图2 鸡软骨硫酸软骨素纯化洗脱曲线（a）；纯化样品高效凝胶

渗透色谱图（b） 

Fig.2 Purification and elution curve of chondroitin sulfate from 

chicken cartilage (a); HPGPC chromatogram of purified 

samples (b) 

表2 鸡软骨硫酸软骨素的分子量及其分布 

Table 2 Molecular weight and its distribution of chicken 

chondroitin sulfates 

样品 
平均分子量 

多分散性
数均 Mn 重均 Mw 峰值 MP 

鸡硫酸软骨素 26626 34173 33235 1.283436

2.4  不同来源的软骨硫酸软骨素对KB细胞生

长的形态学观察 

细胞形态学观察结果显示，经 500 μg/mL 浓度的

鲟鱼及鸡硫酸软骨素处理 KB 细胞 72 h 后，显微镜下

观察发现，细胞经药物处理出现明显的体积变小，呈

圆形，皱缩、核质浓缩等凋亡形态学特征(见图 3)。 
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图3 KB细胞形态学观察(10×) 

Fig.3 Morphology observation of KB cells 

注：a：对照；b: 500 μg/mL 鲟鱼 CS 粗制品；c：500 μg/mL

鲟鱼 CS 纯化样品；d：500 μg/mL 鸡 CS 粗制品；e：500 μg/mL

鸡 CS 纯化样品 

2.5  不同来源的软骨硫酸软骨素对口腔癌细

胞增殖抑制作用 

 

 
图 4 不同来源的软骨硫酸软骨素对KB细胞的增殖抑制率 

Fig.4 Inhibitory rate of chondroitin sulfate from different 

sources on proliferation of KB cells 

注：a：鲟鱼软骨硫酸软骨素；b：鸡软骨硫酸软骨素，同

一样品不同浓度之间比较，*：p<0.05，**：p<0.01；粗制品和

纯化样品之间比较，#：p<0.05，##：p<0.01。 

MTT 法检测细胞增殖抑制情况见图 4。从图中我

们可以看出，在硫酸软骨素作用于口腔癌 KB 细胞 72 
h，硫酸软骨素可以显著抑制 KB 细胞的增殖，细胞增

殖抑制率与硫酸软骨素呈剂量依赖性抑制，即硫酸软

骨素的浓度越大，细胞增殖的抑制率越高。经硫酸软

骨素处理细胞 72 h 后，鲟鱼软骨硫酸软骨素粗制品的

IC50 值为 80.65 μg/mL，纯化样品的 IC50 值为 58.78 
μg/mL；鸡软骨硫酸软骨素粗制品的 IC50 值为 68.55 
μg/mL，纯化样品的 IC50值为 53.71 μg/mL。同时对比

鲟鱼和鸡软骨硫酸软骨素的抑制效果，发现鸡硫酸软

骨素对口腔癌细胞的增殖抑制率均大于鲟鱼软骨硫酸

软骨素的作用，说明鸡硫酸软骨素对 KB 细胞增殖的

抑制效果更明显。同时从 IC50数值分析还可以看出鲟

鱼及鸡软骨硫酸软骨素纯化样品对口腔癌细胞的抑制

效果均比粗制品的抑制效果好。因此，四种样品对口

腔癌细胞的抑制作用顺序是鸡软骨硫酸软骨素纯化样

品>鲟鱼软骨硫酸软骨素纯化样品>鸡软骨硫酸软骨

素粗制品>鲟鱼软骨硫酸软骨素粗制品。 
硫酸软骨素的分子结构及分子量对肿瘤细胞与正

常组织细胞的作用有明显差异。硫酸软骨素是由重复

二糖单位，即葡萄糖醛酸与 N-乙酰氨基半乳糖通过

β1→3 糖苷键组成的结构多样化的阴离子多糖链[33]，

因为具有聚阴离子性质，这一性质有助于它同体内多

种带正电荷的蛋白相结合，进一步影响多种信号转导

途径[34]，包括细胞迁移，细胞黏附，细胞侵袭以及细

胞外基质的组装等[35-38]，从而达到对肿瘤细胞增殖的

抑制作用。多糖的生物活性与其结构和理化性质紧密

相关，硫酸软骨素的结构侧链带有硫酸基团，其空间

位阻和静电排斥效应增大，糖链的屈伸度增加、水溶

性提高，因此生物活性提高[39]。不同硫酸化位点和硫

酸化度的硫酸软骨素具有不同的生物活性，根据已报

道的鸡软骨和鲟鱼软骨的硫酸软骨素结构，鸡软骨中

的硫酸软骨素主要是由 4-硫酸化二糖组成，鲟鱼软骨

中则是 4,6-硫酸化二糖含量较高。熊双丽[31]等人在研

究鸡胸软骨硫酸软骨素结构时发现鸡胸软骨硫酸软骨

素主要是 4-硫酸化软骨素。而在对鲟鱼硫酸软骨素的

红外光谱进行分析时，郑江等人得出鲟鱼硫酸软骨素

则是一种同时含有4-硫酸基团和6-硫酸基团的复杂酸

性粘多糖[40]。正常组织的 CS 二糖以 4-硫酸化二糖居

多，在恶性肿瘤组织中 4-硫酸化二糖含量会下降，6-
硫酸化二糖以及无硫酸化的CS二糖含量则大幅升高。

外源 CS 的摄入可以调节 CS 蛋白聚糖的微观结构，从

而影响相关蛋白细胞因子（CD-44、KGF-7、HB-EGF、
MK、PTN、VEGF、PDGF、TGF-I3、HARP 等）的
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活性，起到治疗癌症的作用[41]。并且在一定分子量范

围内，分子量越小的组分，主链螺旋体表面含有相对

较多的亲水性基团如硫酸基可以增加亲水性和结构的

稳定性，从而使其更好的发挥抗肿瘤的活性[42]。因此

这也可能是鸡软骨硫酸软骨素呈现更为明显抗肿瘤效

果的原因。 

2.6  不同来源的软骨硫酸软骨素对口腔癌细

胞凋亡程度的影响 

如图 5 所示，经不同来源的硫酸软骨素作用口腔

癌细胞 48 h 后，用流式细胞仪检测细胞凋亡水平。与

对照组相比，不同来源的硫酸软骨素均会提高口腔癌

细胞的凋亡率。其中，500 μg/mL 鲟鱼软骨硫酸软骨

素粗制品诱导细胞的早期凋亡率为 47.50%，纯化样品

为 51.02%，31.25 μg/mL 鲟鱼软骨硫酸软骨素粗制品

诱导细胞的早期凋亡率为 6.61%，纯化样品为 7.79%；

鸡软骨硫酸软骨素粗制品诱导细胞的早期凋亡率为

50.85%，纯化样品为 55.23%，31.25 μg/mL 鸡软骨硫

酸软骨素粗制品诱导细胞的早期凋亡率为 10.69%，纯

化样品为 11.55%。细胞凋亡率随着硫酸软骨素浓度的

加大而增大，且鸡软骨硫酸软骨素诱导口腔癌细胞的

凋亡率高于鲟鱼软骨硫酸软骨素诱导的凋亡率，纯化

样品诱导口腔癌细胞的凋亡率也均高于粗制品的凋亡

率。 
硫酸软骨素可通过促进癌细胞的凋亡、诱导细胞

发生周期的阻滞，从而抑制肿瘤细胞的侵袭和转移，

达到干扰癌症的发生、增殖生长[43]。武瑞赟[12]等人在

研究鲟鱼硫酸软骨素对结直肠癌细胞凋亡活性的影响

时发现鲟鱼硫酸软骨素可以引起直肠癌细胞凋亡的发

生，且不会引起细胞坏死。在研究硫酸软骨素对抗黑

色素瘤细胞的免疫调控作用中，张敏敏通过流式细胞

术检测硫酸软骨素刺激小鼠脾脏细胞、肺浸润性淋巴

细胞后分析得出硫酸软骨素能够提高小鼠机体的免疫

力，减少肿瘤个数[44]。由不同的研究可以看出硫酸软

骨素均有诱导肿瘤细胞凋亡的能力。 

  

  

  

  

 
图5 不同来源的软骨硫酸软骨素对KB细胞凋亡率的影响 

Fig.5 Effect of chondroitin sulfate from different sources on 

apoptosis rate of KB cells 

注：a：对照组；b：31.25 μg/mL 鲟鱼 CS 粗制品组；c：

31.25 μg/mL 鲟鱼 CS 纯化样品组；d：31.25 μg/mL 鸡 CS 粗制

品组；e：31.25 μg/mL 鸡 CS 纯化样品组；f：500 μg/mL 鲟鱼

CS 粗制品组；g：500 μg/mL 鲟鱼 CS 纯化样品组；h：500 μg/mL

鸡 CS 粗制品组；i：500 μg/mL 鸡 CS 纯化样品组。 

3  结论 

3.1  本研究通过采用碱提-酶解-醇沉的方法提取鲟鱼

及鸡软骨中的硫酸软骨素，并通过两次凝胶色谱柱层

析得到纯度较高的硫酸软骨素，再将硫酸软骨素粗制

品和纯化样品作用于口腔癌细胞。由抗肿瘤的实验结

果表明，鸡硫酸软骨素对 KB 细胞增殖的抑制效果更 
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明显，纯化样品对口腔癌细胞的抑制效果均比粗制品

的抑制效果好。流式细胞术 Annexin V-FITC/PI 的结果

可得细胞凋亡率与药物的浓度呈剂量依赖关系，且鸡

软骨硫酸软骨素诱导口腔癌细胞的凋亡率高于鲟鱼软

骨硫酸软骨素诱导的凋亡率，纯化样品诱导口腔癌细

胞的凋亡率也均高于粗制品的凋亡率，进一步表明硫

酸软骨素能促进口腔癌 KB 细胞凋亡。 
3.2  本研究初步判定了鲟鱼及鸡硫酸软骨素可以引

起口腔癌细胞的凋亡，硫酸软骨素的抗肿瘤作用的活

性成分及其作用机制还有待于进一步研究，同时可为

开发和利用硫酸软骨素药用价值提供理论依据。 
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