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几种化学修饰的三角褐指藻胞内多糖对宫颈癌Hela
细胞增殖的抑制效果比较

孙寒，刘松，宁紫月，玉杏珊，王雅，吴昊卓，藏颖，李媚，梁钟文，刘红全*

（广西多糖材料与改性重点实验室，广西民族大学海洋生物资源保护与利用重点实验室，广西民族大学海洋

与生物技术学院，广西南宁 530007)

摘要：为探究化学修饰对三角褐指藻胞内多糖抑制宫颈癌 Hela 细胞增殖抑制效果的影响。该研究采用超声破壁

法结合热水辅助浸提法提取三角褐指藻胞内多糖 PTP（Intracellular Polysaccharide from Phaeodactylum tricornutum），

对三角褐指藻胞内多糖 PTP 进行四种化学修饰（硫酸化修饰、磷酸化修饰、乙酰化修饰和羧甲基化修饰），对三角

褐指藻胞内多糖 PTP、硫酸化多糖 S-PTP、磷酸化多糖 P-PTP、乙酰化多糖 A-PTP 和羧甲基化多糖 C-PTP 进行抑

制宫颈癌 Hela 细胞增殖活性研究。结果显示，得到的硫酸化多糖 S-PTP 取代度为 0.714，S-PTP 较 PTP 抑制宫颈

癌 Hela 细胞增殖率最大可提高 9.22%、磷酸化多糖 P-PTP 取代度为 0.191，P-PTP 较 PTP 抑制宫颈癌 Hela 细胞增

殖率最大可提高 4.01%、乙酰化多糖 A-PTP 取代度为 0.513，A-PTP 较 PTP 抑制宫颈癌 Hela 细胞增殖率最大可提高

13.53%，羧甲基化多糖 C-PTP 取代度为 0.915，C-PTP 较 PTP 抑制宫颈癌 Hela 细胞增殖率最大可提高 8.39%。研究

结果显示，四种修饰多糖对 Hela 细胞增殖抑制效果较 PTP 均有所提升，化学修饰对 Hela 细胞增殖抑制提升效果最

大的为乙酰化修饰，A-PTP 较 PTP 抑制宫颈癌 Hela 细胞增殖率最大可提高 13.53%，达到 46.05%。该实验通过对三

角褐指藻多糖 PTP 进行化学修饰，证明三角褐指藻多糖在分子结构上引入新的化学基团对抑制宫颈癌细胞增殖有着

较大影响，对进一步研究三角褐指藻的生物活性提供了重要参考，为后续的药物研发提供实验基础。
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(Guangxi Key Laboratory of Polysaccharide Materials and Modification, Key Laboratory of Marine Biological 
Resources Protection and Utilization, Guangxi Minzu University, School of Marine and Biotechnology, Guangxi 

Minzu University, Nanning 530007, China)

Abstract: In order to explore the effect of chemical modification on the inhibitory effect of intracellular polysaccharides 

of Phaeodactylum tricornutum (PTP) on the proliferation of cervical cancer Hela cells, in this study, the PTP was extracted 

by the ultrasound-assisted wall-breaking method combined with the hot water extraction method. Four types of chemical 

modification (sulfation modification, phosphorylation modification, acetylation modification and carboxymethylation 

modification ) were carried out on the PTP. The inhibitory effects of the initial PTP, sulfated polysaccharide (S-PTP), 

phosphorylated polysaccharide (P-PTP), acetylated polysaccharide (A-PTP) and carboxymethylated polysaccharide (C-PTP) 

on the proliferation of cervical cancer Hela cells were studied. The results showed that the degree of substitution of the S-PTP 

was 0.714, and the inhibitory effect of S-PTP on the proliferation rate of Hela cells could be up to 9.22% higher than that 

of PTP. The degree of substitution of P-PTP was 0.191, and the inhibitory effect of P-PTP on the proliferation rate of Hela 

cells could be up to 4.01% higher than that of PTP. The degree of substitution of acetylated polysaccharide A-PTP was 0.513, 

and the inhibitory effect of P-PTP on the proliferation rate of Hela cells could be up to 13.53% higher than that of PTP. The 

degree of substitution of C-PTP was 0.915, and the inhibitory effect of C-PTP on the proliferation rate of Hela cells could be 

up to 8.39% higher than that of PTP. The results showed that the inhibitory effects of four modified polysaccharides on the 

proliferation of Hela cells were all greater than that of PTP. Acetylation modification had the greatest inhibitory effect on the 

proliferation of Hela cells. Compared with PTP, the inhibitory effect of A-PTP against the proliferation rate of cervical cancer 

Hela cells was increased by 13.53%, reaching 46.05%. Through the experiments of chemical modification of PTP, it was 

proven that the introduction of a new chemical group into the molecular structure of PTP can lead to a great influence on the 

inhibition of cervical cancer cell proliferation. This result provides an important reference for further study on the biological 

activity of Phaeodactylum tricornutum and an experimental basis for subsequent drug research and development.

Key words: Phaeodactylum tricornutum; polysaccharide; chemical modification; antitumor activity

21 世纪以来，肿瘤发病率居高不下，恶性肿瘤

不仅对社会经济产生巨大影响，而且对人类健康也

构成严重威胁 [1] 。近年来随着恶性肿瘤发病率逐年

上升，恶性肿瘤已成为威胁人类健康的重大疾病，

其中宫颈癌作为最常见的妇科恶性肿瘤之一，其发

病率在女性癌症发病率中位于前三名，每年都有数

十万新发的宫颈癌症病例 [2] 且近年来发病率呈现出

年轻化趋势，对女性的生命健康造成极大的危害 [3] 。

随着海洋生物资源的日益开发利用，藻类的开

发逐渐成为近年来的研究热点。微藻具有多种活性

物质，如胡萝卜素、蛋白质、多糖等，其中微藻多

糖因具有天然无毒的特点而成为研究热点 [4] 。近年

来，越来越多的证据表明，从海洋微藻中提取的多

糖可以用作有效的抗肿瘤活性物质 [5] 。

多糖是由大量单糖分子通过糖苷键聚合而成的

大分子碳水化合物。多糖的化学修饰是一种通过在

糖环上用化学基团取代糖链其他基团来进行的实验

方法，多糖的化学基团修饰可以使其内在的生物活

性得到改变，继而产生新的功能性质 [6] 。近几年有

关多糖的分子修饰研究已大有进展，贾晶晶 [7] 对瘤

背石磺多糖进行硫酸化修饰、磷酸化修饰、乙酰化

修饰，结果表明三种化学修饰均可提高多糖抑制宫

颈癌 Hela 细胞增殖效果。彭天元等 [8] 对枸杞多糖进

行乙酰化修饰，结果表明，乙酰化修饰后多糖可显

著提高多糖抗氧化活性及抗肿瘤活性。陈栅等 [9] 对

酸枣多糖进行羧甲基化修饰，研究表明羧甲基化修

饰多糖可明显提高酸枣多糖抗氧化活性。崔政 [10] 对

当归多糖进行化学修饰，修饰后的当归多糖具有良

好的抗肿瘤活性。

三角褐指藻，在分类上属硅藻门羽纹纲褐指藻

目褐指藻科褐指藻属 [11] ，三角褐指藻繁殖快、易调

控，内含蛋白质、脂类、藻多糖、β- 胡萝卜素、多

种无机元素等多种活性物质 [12] 。目前，三角褐指

藻主要用于动物饲料，对其生物活性物质研究较

少 [13] 。本研究选用三角褐指藻作为研究材料，对提

取的胞内多糖 PTP 进行化学修饰（硫酸化修饰、磷

酸化修饰、乙酰化修饰、羧甲基化修饰），以期通

过化学修饰提高其抗肿瘤活性，为三角褐指藻多糖
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的进一步开发利用奠定基础。

1  材料与方法

1.1 试剂与设备

吡啶、三氧化硫 - 吡啶、氢氧化钠、氯化钡、

三氯乙酸、乙酸酐、酚酞、钼酸铵、异丙醇、一氯

乙酸，国药集团化学试剂有限公司；明胶，天津欧

博凯化工有限公司；硫酸钾、盐酸、无水乙醇，成

都市科隆化学品有限公司；三聚磷酸钠、三偏磷酸

钠，天津市致远化学试剂有限公司。

ZNCL-T 磁力搅拌器，巩义市予华仪器有限责

任公司；HH-4 恒温水浴锅，常州国华电器有限公司；

JY92- Ⅱ超声波细胞粉碎机，宁波新芝生物科技股

份有限公司；LGJ-10 真空冷冻干燥机，北京松源华

兴科技发展有限公司。

1.2 多糖提取

采用碱提法结合热水辅助浸提法对冻干藻粉进

行胞内多糖提取，采用 Sevage 法对其进行脱蛋白

处理，得到脱蛋白的多糖溶液，酒精醇沉过夜，得

三角褐指藻胞内多糖（Phaeodactylum tricornutum 
Polysaccharide, PTP）。

1.3 紫外光谱分析

配制 0.5 mg/mL 多糖溶液，在 200~400 nm 范

围内进行紫外光谱扫描，得扫描曲线。

1.4 红外光谱分析

多糖样品 PTP 采用压片法制样，在 4 000~400 cm-1

波数范围内进行红外光谱扫描样品，得到红外光谱

曲线。

1.5 硫酸化修饰

1.5.1 硫酸化修饰方法

量取 15 mL 吡啶加入烧杯中进行冰水浴，冰水

浴中边搅拌边加入三氧化硫 - 吡啶 1.5 g，烧杯放于

热水浴中常温加热，水浴温度达到 90 ℃取出，加

入 0.25 g 多糖，55 ℃恒温搅拌 3 h，冰水浴冷却至

室温，配置 2 mol/L 的 NaOH 溶液，使反应液 pH
值至 7，透析 72 h，4 倍体积无水乙醇醇沉，4 ℃过

夜，8 000 r/min 离心 10 min，收集沉淀，冷冻干燥

后得到硫酸化修饰多糖 S-PTP。

1.5.2 取代度测定

产物的硫酸根取代度测定用硫酸钡比浊法。配

制 0.6 mg/mL K2SO4 标准溶液，分别吸取 0、40、
80、120、160、200 μL 的 K2SO4 标准溶液于试管中，

补充 1 mol/mL HCl 至 200 μL，再加 3% 三氯乙酸

（TCA）3.8 mL以及 1 mL 0.5%氯化钡 -明胶，再用 0.5%
明胶溶液代替氯化钡 -明胶，充分振荡混匀，室温放

置 20 min 后于 360 nm 处测定吸光值。以硫酸根量为横

坐标，吸收值为纵坐标，绘制硫酸根标准曲线。

取 2 mg S-PTP 溶解于 1 mL 1 mol/L HCl，沸水浴

5 h，于 360 nm 波长处测定吸光度，根据以下公式计

算硫酸根取代度（DS），每个试验均做 3 个重复：

D =
1.62×S

3.2-1.02×S
×100%                                   （1）

式中：

D——硫酸化取代度；

S——PTP 中硫酸基含量，%。

1.6 磷酸化修饰

1.6.1 磷酸化修饰方法

称取 0.25 g 多糖，加入适量蒸馏水溶解，按照

1:1 加入 5 wt.% 三聚磷酸钠和 2 wt.% 三偏磷酸钠各

5 mL，配制 1 mol/L 的 NaOH 溶液，调节反应液 pH
值至 9，85 ℃水浴 5 h，透析 72 h，4 倍体积无水乙

醇醇沉，4 ℃过夜，8 000 r/min离心10 min，收集沉淀，

冷冻干燥，得到磷酸化修饰后多糖 P-PTP。

1.6.2 取代度测定

采用钼蓝比色法测定多糖磷酸化取代度，配

制定磷试剂和 Tris 缓冲溶液，配制 0.05 mg/mL 的

KH2PO4 溶液，取 8 支试管，分别加入 KH2PO4 溶液

0.5、1、2、4、8、10、12 mL，加入 2 mL Tris 溶液，

加入定磷试剂 2 mL，加蒸馏水定溶至 20 mL，室温

静置 30 min，在 660 nm 波长处测定吸光度，绘制

标准曲线。根据以下公式计算磷酸根取代度（DP），
每个试验均做 3 个重复：

B =
5.23×C

100-3.32×C
×100%                                   （2）

式中：

B——磷酸基化取代度；

C——PTP 磷酸基含量，%。

1.7 乙酰化修饰

1.7.1 乙酰化修饰方法

称取多糖 0.25 g，加入适量水溶解多糖，配制

2 mol/L 的 NaOH 溶液，调节反应液 pH 值至 9，反
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应液常温反应 10 min。加入 5 次适量乙酸酐，配制

2 mol/L 的 HCL 溶液，调节 pH 值至 7，透析 72 h，
4 倍体积无水乙醇醇沉，4 ℃过夜，8 000 r/min 离心

10 min，收集沉淀，冷冻干燥，得到乙酰化修饰后

多糖 A-PTP。

1.7.2 取代度测定

采取酸碱滴定法测定乙酰化的取代度，称取 20 mg
乙酰化多糖 A-PTP，加入 10 mL 氢氧化钠溶液，反

应 10 min，使其完全溶解，将反应液进行 50 ℃水浴，

搅拌水浴时间为 2 h，使其充分发生皂化反应，冷

却至室温，将酚酞作为指示剂，加入一滴，用盐酸

溶液滴定至红色消失，记录盐酸消耗的体积，按照

以下公式计算取代度（DY），每个试验均做 3 个重复：

E =
132A

4300-42A
×100%                                       （3）

式中：

E——乙酰化取代度；

A——PTP 乙酰基含量，%。

1.8 羧甲基化修饰

1.8.1 羧甲基化修饰方法

称取 300 mg 多糖，加入 10 mL 20% NaOH 和

25 mL异丙醇，冰水浴搅拌 3 h，得溶液一，称取 2.62 g
氯乙酸，加入 10 mL 20% NaOH 和 25 mL 异丙醇，

搅拌混匀，得溶液二。将二分之一溶液二倒入溶液

一中，搅拌 1.5 h，水浴至 60 ℃，30 min，将剩余

的二分之一溶液二加入混合液一中，60 ℃水浴 1 h，
冷却，用 0.5 mol/L冰乙酸调节 pH值至 7，透析 72 h，
4 倍体积无水乙醇醇沉，4 ℃过夜，8 000 r/min 离

心 10 min，收集沉淀，冷冻干燥，得到羧甲基化修

饰后的多糖 C-PTP。

1.8.2 取代度测定

取 10 mg 羧甲基化多糖 C-PTP。缓慢加入 10 mL 
0.01 mol/L 的 NaOH，搅拌 30 min 使其完全溶解，

加入 1 滴酚酞，用 0.01 mol/L 的 HCl 进行滴定，当

红色消失停止滴定，以 30 s 不变色作为滴定终点，

按照以下公式计算取代度（DC），每个试验均做 3
个重复：

G =
0.162H

1-0.058H
×100%                                       （4）

式中：

G——羧甲基取代度；

H——PTP 中羧甲基含量，%。

1.9 抑制宫颈癌Hela细胞增殖活性实验

1.9.1 细胞复苏与培养

取出保存于液氮罐中的猴肾源细胞 Vero 及

宫颈癌细胞 Hela，静置于 37 ℃的恒温水浴锅中

解冻 1 min，将解冻后的细胞移入培养瓶内，添加

DMEM 培养液，置于 CO2 培养箱中，于 37 ℃、5% 
CO2 条件下培养 2~3 d。

1.9.2 细胞毒性试验

取 Vero 细胞培养至对数期，加 1 mL 胰酶细胞

消化液消化 1 min，显微镜下观察至细胞收缩时停

止消化，加入细胞培养基进行吹打，使贴壁细胞不

再贴壁成悬浮细胞。每孔 200 μL 接种于 96 板，使

每孔细胞数为 1.0×105 个。细胞培养箱培养 24 h。
配置多糖培养液：用 DMEM 培养液将三角褐指藻胞

内多糖配置成 100、200、500、800、1 000 μg/mL
的细胞培养液，以正常的细胞培养液为阴性对照。

将每孔 200 μL 的量加入到 96 孔板当中，每孔细胞

数约为 1.0×105 个。再放置到细胞培养箱中，在 5% 
CO2、温度 37 ℃的条件下培养 12 h。采用CCK-8（Cell 
Coμnting Kit-8）试剂盒检测细胞存活率。每个试验

均做 3 个重复。

1.9.3 多糖抑制宫颈癌细胞Hela增殖活性试验

取宫颈癌细胞 Hela，加 1 mL 胰酶细胞消化液

消化 1 min，显微镜下观察至细胞收缩时停止消化，

加入细胞培养基吹打均匀，每孔200 μL接种于96板，

使每孔细胞数为 1.0×105 个。细胞培养箱培养 12 h。
配置多糖培养液：根据细胞毒性结果用细胞培养基将

PTP、S-PTP、P-PTP、A-PTP、C-PTP 配置成低质量浓

度（100 μg/mL）、中质量浓度（200 μg/mL）、高质量

浓度（500 μg/mL）三种质量浓度的多糖细胞培养

基。采用 CCK-8（Cell Counting Kit-8）试剂盒检测

细胞增殖抑制率。弃掉 96 孔原有细胞培养基，用

PBS 缓冲液清洗 96 孔板 1~2 次，每孔加入 100 μL
细胞培养基和 10 μL CCK-8 溶液，细胞培养箱孵育

1 h，用酶标仪在 450 nm 处测定吸光值：含 DMEM
培养基、CCK-8、不含细胞组为空白组，含细胞、

DMEM 培养基、CCK-8 溶液组为对照组，含多糖

细胞培养基、CCK-8、细胞组为试验组，每个试验

均做 3 个重复。

X =
Ac-As
Ac-Ab

×100%                                          （5）

式中：
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X——抑制率，% ；

Ac、As、Ab——对照组、试验组、空白组的吸光度。

1.10 数据分析

本试验所作图谱均采用 Origin 软件作图，且每

个试验均做 3 个重复。

2  结果与讨论

2.1 PTP紫外光谱分析

经过紫外光谱扫描，由图 1 可知，多糖在波长

为 260~280 nm 范围内无特征吸收峰，证明多糖提

取物中无蛋白质等杂质 [14] 。 

图 1 紫外光谱图

Fig.1 UV spectra

2.2 PTP红外光谱分析

图 2 PTP 红外光谱图

Fig.2 Infrared spectra of PTP

FT-IR 光谱如图 2 所示，在 3 421.15 cm-1 附近

有一个强峰表示由于分子间和分子内氢带引起的羟

基拉伸振动，2 935.17 cm-1 显示出对游离糖的 C-H
拉伸振动的吸收；1 648.87 cm-1 是由 C=O 拉伸振动

引起的糖醛酸的中等强度峰值。1 051.03 cm-1 处强

吸收峰归因于吡喃糖环上 C-O-C 的拉伸振动。观察

到的峰值大约在 840  cm-1 被认为是该多糖中 α- 构

型的特征 [15,16] 。上述结果表明 PTP 是一种含有糖醛

酸的 α- 构型吡喃糖。

2.3 硫酸化修饰

2.3.1 红外光谱比较

对 S-PTP 及 PTP 在 4 000~400 cm-1 进行红外光

谱扫描，见图 3，可看到 S-PTP 在 769.47 cm-1 处的

吸收峰为 C-O-SO2 中 C-O-S 的伸缩振动产生的，在

1 251.59 cm-1 处可以看到由 S=O 的对称伸缩振动产

生的特征吸收峰，表明硫酸化成功修饰 [17] 。

图 3 S-PTP 及 PTP 红外光谱图

Fig.3 Infrared spectra of S-PTP and PTP

近年来有大量研究表明，多糖修饰衍生物在人

类癌症的治疗上具有有效疗效 ADDIN。硫酸化修饰

通常是通过硫酸基团取代多糖链中羟基的位置来完

成。研究表明，多糖中硫酸基团取代位置比取代度

对生物活性有更重要的作用，其中硫酸基团的位置

可以改变多糖直链的结构，但是硫酸化修饰对多糖

的抗肿瘤活性影响的分子机制鲜有报道 [18] 。研究表

明，多糖硫酸化修饰中硫酸基团的取代位置影响多

糖的抗肿瘤活性。牡蛎糖中经硫酸化修饰得两种多

糖（取代基团在 C6 位及在 C2、C3 位），其中取代

度在 C-6 位处硫酸化多糖比取代度在 C2、C3 位处

硫酸化多糖具有更强得刺激淋巴细胞增殖活性 [19] 。

对两种红藻多糖进行硫酸化修饰及抗增殖活性研

究，除取代度及取代位置的影响，硫酸基团侧链、

及主链和支链的结构对硫酸化多糖的抗肿瘤活性也

有影响 [18] 。王梦绕 [20] 对罗汉果多糖进行硫酸化修

饰，结果表明多糖链中 C3 位被硫酸基团取代，推

测多糖链中硫酸基团可增加静电排斥作用增强多

糖链中的刚性，从而提高多糖抗肿瘤作用。Jiang
等  [21] 研究表明龙眼肉硫酸化修饰多糖 LP1-S 较多

糖 LP1 具有增强免疫活性及提高抑制鼻咽癌活性

的效果，其可能作用的机制是通过促进淋巴细胞
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增殖及提高巨噬细胞活性从而增强抗肿瘤活性。

王梦绕  [20] 的研究表明硫酸化修饰多糖可能通过增

加胞内活性氧水平及降低线粒体电位激活线粒体

凋亡通路从而促进肺癌细胞凋亡。本研究中硫酸

化修饰多糖 S-PTP 的取代度为 0.714，在 100、200、
500 μg/mL 质量浓度下，S-PTP 对抑制宫颈癌 Hela
细胞活性均有增加。

2.3.2 标准曲线及取代度计算

硫酸根质量浓度的标准曲线为 Y=0.516 5X-
0.021 1，其中 R2=0.999 6，说明标准曲线的结果真

实可信。根据公式计算硫酸根取代度为 0.714。

2.4 磷酸化修饰

2.4.1 红外光谱比较

图 4 P-PTP 及 PTP 红外光谱图

Fig.4 IR spectra of P-PTP and PTP

对 P-PTP 及 PTP 在 4 000~400 cm-1 进行红外光

谱扫描，如图 4 所示，1 251.60 cm-1 处的吸收峰为

P=O 键的伸缩振动吸收峰，898.68 cm-1 处的吸收峰

为 P-O-C 键的吸收峰，这两个峰的变化加强表明磷

酸化修饰成功 [22] 。

磷酸化修饰多糖可通过提高带电磷酸盐群从而

提高多糖的溶解度及改变链条构象来促进与巨噬细

胞表面受体结合进而提高免疫功能从而提高抗肿瘤

活性。磷酸化修饰的原理是将磷酸基团取代多糖链

中的羟基来完成 [23] 。目前，关于多糖的磷酸化修饰

与生物活性之间的构效关系研究较少，作用的分

子机制有待研究  [24] 。Huang 等  [25] 对葡聚糖进行磷

酸化修饰，结果表明磷酸化多糖通过增强激活机

体的免疫应答，促进免疫细胞的增殖与分化从而

发挥抗肿瘤活性。本研究中磷酸化修饰多糖 P-PTP
的取代度为 0.191，在 100、200、500 μg/mL 质量

浓度下，P-PTP 对抑制宫颈癌 Hela 细胞活性均有

增加。

2.4.2 标准曲线及取代度计算

磷酸根质量浓度的标准曲线为 Y=0.003 28X 
+0.034 22，其中 R2=0.999 9，说明标准曲线的结果

真实可信。根据公式计算磷酸根取代度为 0.191。

2.5 乙酰化修饰

2.5.1 红外光谱比较

对 A-PTP 及 PTP 在 4 000~400 cm-1 进行红外光

谱扫描，如图 5 所示，1 710.58 cm-1 处的乙酯基的

C=O 伸缩振动特征吸收峰及 1 253.52 cm-1 处的酯基

的 C-O 伸缩振动特征吸收峰明显加强 [26] ，两个峰值

较 PTP 更为明显，证明乙酰化修饰成功 [9] 。

乙酰化修饰是多糖结构修饰中重要的支链修饰

方法之一。多糖经过乙酰化修饰后，羟基暴露在外，

增加多糖在水中的溶解度，有利于生物活性的增

强 [26] 。地衣类多糖因乙酰化而增加多糖链的溶解性，

从而使多糖链增加抗肿瘤活性，多糖链脱乙酰化后

多糖链的溶解性降低，导致抗肿瘤活性丧失 [24] 。研

究表明，多糖链乙酰化取代位置影响多糖的抗肿瘤

活性，多糖乙酰基取代位置在 O-3 位时比多糖乙酰

基取代位置在 O-5 位时，多糖的抗肿瘤活性更强，

结果表明乙酰基取代位置对多糖链空间结构造成改

变，进而影响多糖抗肿瘤活性 [27] 。乙酰化后的多糖

具有抗肿瘤活性增加的作用，主要与乙酰基的引入

改变了多糖的水溶性并使其活性部位暴露有关，如

地衣类多糖，部分乙酰化后水溶性增加，表现出抗

肿瘤活性，脱乙酰化或全乙酰化后则失去抗肿瘤活

性 [28] 。本研究中乙酰化修饰多糖 A-PTP 的取代度为

0.513，在 100、200、500 μg/mL 质量浓度下，A-PTP
对抑制宫颈癌 Hela 细胞活性均有增加。

图 5 A-PTP 及 PTP 红外光谱图

Fig.5 Infrared spectra of A-PTP and PTP

2.5.2 取代度计算

采用酸碱滴定法测定乙酰化修饰的取代度为 0.513。
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2.6 羧甲基化修饰

2.6.1 红外光谱比较

对 C-PTP 及 PTP 在 4 000 到 400 cm-1 进行红外

光谱扫描，如图 6 所示，1 631.51 cm-1 处的 C=O 伸

缩振动吸收峰明显加强。1 421.30 cm-1 处出现的新

峰为 COOH 中的 C-O 伸缩振动 [9] ，以上特征吸收峰

证明羧甲基化修饰成功。

多糖的羧甲基化是一种常见的化学修饰的方

法。羧甲基化的原理是将多糖链中的羟基去质子化

并在碱性溶液中形成烷氧基，从而提高多糖的亲核

性 [23] 。对小枣多糖进行羧甲基化修饰后，多糖链中

氧原子含量增加，可提高多糖水溶性及降低黏度，

从而提高生物活性 [29] 。多糖可以通过羧甲基化从而

提升其免疫功能，通过免疫功能的增强进而提升抗

肿瘤活性 [30] 。研究表明，羧甲基化修饰多糖可以促

进肿瘤细胞凋亡并对肿瘤细胞的周期有影响，可以

提高抗氧化活性及免疫活性并在抑制肿瘤血管生成

等方面也具有显著影响 [31] 。金樱子多糖通过羧甲基

化进行化学修饰后，对 HepG2 细胞表现出明显的抑

制作用 [31] 。王建国的研究表明，灵芝多糖经过羧甲

基化后对 S180 肿瘤细胞的抑制效果可代替传统抗

癌药物 [32] 。玉米糠多糖经过羧甲基化修饰后，具有

显著抑制肺癌 A549 细胞和肝癌 HepG2 细胞的增殖

的作用，研究表明基因 CASP3、CASP8、CASP9 和

p53 的表达上调，基因 Bcl-2 和 iNOS 的表达显著下

调，推测抗肿瘤机制可能通过这些基因调控 [33] 。本

研究中羧甲基化修饰多糖 C-PTP 的取代度为 0.915，
在 100、200、500 μg/mL 质量浓度下，C-PTP 对抑

制宫颈癌 Hela 细胞活性均有增加。

图 6 C-PTP 与 PTP 红外光谱图

Fig.6 Infrared spectra of C-PTP and PTP

2.6.2 取代度计算

按照公式计算出羧甲基化修饰的取代度为 0.915。

2.7 抗肿瘤活性

2.7.1 细胞毒性

由图 7 知，在设置的低质量浓度组别下（100、
200、500 μg/mL），三角褐指藻多糖 PTP 对 Vero 细

胞无毒性（P＜0.05），且稍微对 Vero 细胞有促进作

用，但效果并不显著。在 100 μg/mL 质量浓度组别

下，PTP、S-PTP、P-PTP、A-PTP、C-PTP 的 Vero
相对存活率分别为 102.76%、100.18%、101.16%、

102.04%、100.18%。在 200 μg/mL 质量浓度组别

下，PTP、S-PTP、P-PTP、A-PTP、C-PTP 的 Vero 存

活率分别为 108.55%、102.50%、103.33%、103.17%、

104.35%。在 500 μg/mL质量浓度组别下，PTP、S-PTP、
P-PTP、A-PTP、C-PTP 的 Vero 存活率分别为 110.77%、

105.38%、108.39%、106.38%、106.44%。

图 7 对 Vero 细胞的毒性作用

Fig.7 Toxic effect on Vero cells

在设置的高质量浓度组（800、1 000 μg/mL）
中，三角褐指藻多糖 PTP 及 4 种化学修饰多糖对 Vero
细胞的生长抑制有较显著的影响。在 800 μg/mL 质量

浓度组别下，PTP、S-PTP、P-PTP、A-PTP、C-PTP
的 Vero 存活率分别为 85.73%、73.32%、80.37%、

78.25%、81.4%。在多糖质量浓度为 1 000 μg/mL 时

对 Vero 细胞的存活率已经低于 70%，在 1 000 μg/mL
质量浓度组别下，PTP、S-PTP、P-PTP、A-PTP、
C-PTP的Vero存活率分别为61.03%、53.23%、9.47%、

54.37%、58.38%。在高质量浓度下，存活率较低，

没有研究意义。

研究小球藻多糖 CEP4 对小鼠 RAW264.7 巨噬细

胞的毒性实验，结果表明，多糖 CEP4 在 0.75~6 μg/mL
质量浓度时，对 RAW264.7 巨噬细胞的存活有明显

的促进作用，当 CEP4 质量浓度为 12~24 μg/mL 时，

CEP4 对 RAW264.7 巨噬细胞产生毒性作用。检测

结果表明，NO 分泌量、促炎因子 IL-6 及 TNF-α 释
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放量在 CEP4 质量浓度为 6 μg/mL 时达到最高，质

量浓度 3~24 μg/mL，开始分泌抗炎性细胞因子

IL-10，研究推测 CEP4 低质量浓度时，CEP4 对

巨噬细胞主要发挥免疫活性作用，对巨噬细胞的

生长具有促进作用，当多糖质量浓度过高，会引

发巨噬细胞过度炎症反应，从而导致细胞存活率

下降  [34] 。

大量研究表明，藻类多糖具有良好的免疫调

节活性及抗肿瘤活性  [26] 。研究中低质量浓度组

（500 μg/mL）三角褐指藻多糖 PTP 对 Vero 细胞的

增殖有轻微促进作用，推测是由于多糖 PTP 增加了

细胞的免疫调节活性，从而使 Vero 细胞的相对存活

率大于 100%。研究中高质量浓度组（800 μg/mL）
三角褐指藻多糖 PTP 对 Vero 细胞的增殖有显著抑

制作用，推测是由于高质量浓度多糖主要导致 Vero
细胞炎症，导致 Vero 细胞存活率下降。

2.7.2 抗肿瘤活性

由图 8 可见，三角褐指藻多糖 PTP 及四种化学

修饰多糖对宫颈癌 Hela 细胞生长均有一定抑制作

用，在质量浓度 100~500 μg/mL，PTP 及 4 种化学

修饰多糖生长抑制率均随质量浓度增加而增高。

图 8 PTP、S-PTP、P-PTP、A-PTP 及 C-PTP

对宫颈癌细胞 Hela 的体外抑制作用

Fig.8 Inhibitory effects of PTP, S-PTP, P-PTP, A-PTP and 

C-PTP on cervical cancer cell Hela in vitro

在 100 μg/mL 质量浓度下，PTP、S-PTP、P-PTP、
A-PTP、C-PTP 对宫颈癌 Hela 细胞抑制率分别为

11.27%、16.93%、15.03%、17.06%、15.89%。在

200 μg/mL 质量浓度下，PTP、S-PTP、P-PTP、A-PTP、
C-PTP 对宫颈癌 Hela 细胞抑制率分别为 25.42%、

32.38%、29.12%、34.75%、30.62%。在 500 μg/mL
质量浓度下，PTP、S-PTP、P-PTP、A-PTP、C-PTP
对宫颈癌 Hela 细胞抑制率分别为 32.52%、41.74%、

36.53%、6.05%、40.91%。在 500 μg/mL 质量浓度下，

S-PTP、P-PTP、A-PTP、 C-PTP 较 PTP 抑制宫颈癌

Hela 细胞增殖率分别提高 9.21%、4.01%、13.53%、

8.39%。

在 PTP 和四种改性多糖中，改性多糖抑制宫

颈癌 Hela 细胞生长抑制率均高于 PTP，且具有显

著性提高效果（P＜0.05），且化学修饰对抑制宫颈

癌 Hela 细胞增殖活性提升效果从大到小分别为乙酰

化、硫酸化、羧甲基化、磷酸化。南征 [35] 研究杏鲍

菇多糖 WPP 对 K532 细胞在 400 μg/mL 下抑制率为

13.367%，硫酸化多糖 S-WPP、磷酸化多糖 P-WPP、
乙酰化多糖 Ac-WPP、羧甲基化多糖 C-WPP 抑制率

相较于 WPP 分别提高 8.32%、3.27%、3.36%、2.20%。

本研究中在 500 μg/mL 质量浓度下，S-PTP、P-PTP、
A-PTP、C-PTP 较 PTP 抑制宫颈癌 Hela 细胞增殖率

分别提高 9.21%、4.01%、13.53%、8.39%，相对南

征的研究本研究化学修饰对细胞的抑制有所提升。

这些研究表明，多糖的化学修饰增强抗肿瘤活

性的机制大致可以概括为两类，一种是通过增加其

促凋亡基因及促凋亡通路从而提高抑制宫颈癌 Hela
细胞增殖活性；另一种是通过增强其免疫活性及增

加识别肿瘤细胞的功能从而提高抑制宫颈癌 Hela 细

胞增殖活性。本实验通过对三角褐指藻多糖 PTP 进

行化学修饰，证明三角褐指藻多糖在分子结构上引

入新的化学基团对抑制宫颈癌细胞增殖有着较大影

响，对进一步研究三角褐指藻的生物活性提供了重

要参考，为后续的药物研发提供实验基础。然而，

论文结果显示化学修饰可进一步提高对肿瘤细胞的

直接抑制作用，但是本文没有进一步研究化学修饰

提高抑制肿瘤细胞效果具体的分子机制，需要进一

步研究与探索。

3  结论

本文对三角褐指藻胞内多糖 PTP 进行化学修

饰，以期进一步提高抑制宫颈癌 Hela 细胞增殖活性。

通过紫外光谱扫描，证明多糖提取物中无蛋白质等

杂质。通过红外光谱检测结果表明，4 种化学修饰

均成功修饰。研究结果显示，四种修饰多糖对 Hela
细胞增殖抑制效果较 PTP 均有所提升，化学修饰对

Hela 细胞增殖抑制提升效果最大的为乙酰化修饰，

A-PTP 较 PTP 抑制宫颈癌 Hela 细胞增殖率最大可

提高 13.53%，达到 46.05%。然而仍需进一步探索

多糖结构与活性之间的构效关系以更好地了解其抗

肿瘤活性机制。
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