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摘 要：姬松茸子实体经热水提取，乙醇沉淀，4565.纤维素和789:;<8=>?!""柱分离纯化，得

6@A?!?"和6@A?!?#两种纯多糖。研究了两种多糖对体外人白血病细胞的抗癌作用)结果表明，

两种多糖对人白血病细胞均有不同程度的抑制作用，并与作用时间和作用剂量呈正相关)
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姬松茸（!#$%&’()*+$,-&Z,MD((）又名巴西蘑菇，

是一种药食兼用的珍稀食用菌，具有显著的防癌、

抗癌活性，被日本食用菌业和医学界称为“奇迹的

蘑菇”，“地球上的最后食品”［$］)目前对真菌多糖的

抗肿瘤作用，大多采用动物体内实验来检测其抗癌

活性，如 香 菇 多 糖［!］，斜 顶 菌 多 糖［/］，金 针 菇 多

糖［#］，云芝多糖［2］等)有关姬松茸多糖的抗肿瘤活

性的研究，日本学者水野卓等是通过小鼠肉瘤7?
$0"腹腔注射法或口服法鉴别其抗肿瘤效果［3］)国

内有关食用菌多糖或糖蛋白的体外抗癌试验，有灵

芝水溶性提取物［%］，双孢蘑菇水溶性提取物和云芝

糖肽［0，-］等)而有关姬松茸多糖的体外抗肿瘤活性

的研究尚未见报道)作者从姬松茸子实体中分离纯

化得到两种纯多糖，并首次采用体外细胞培养研究
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了姬松茸多糖的抗癌活性!

! 材料与方法

!"! 材料

姬松茸子实体由江苏省张家港市微生物研究

所惠供；人白血病细胞株（"#$%&）由苏州医学院惠

供；’(孔，)*孔细胞培养板为丹麦+,+-公司产

品；./012(*3培养基为美国415-6公司产品；

077 为 8&9:# 公 司 产 品；";<;—纤 维 素 和

8=>?#%=@4A)33为/?#B:#C&#公司产品；其余均为

国产生化试剂或分析纯!
!"# 方法

!!#!! 多糖的提取! 按文献［23］的方法略加改进!
姬松茸干粉加水（料水比2D)3），EFG浸提)!F?，

H333B／:&I离心2F:&I，收集上清液，将沉淀重复

进行“热提—离心”一次!两次上清液合并减压浓缩

至适当体积。加入终浓度体积分数为JFK乙醇，于

*G静置2)?，离心收集沉淀。以无水乙醇、丙酮洗

涤沉淀，真空干燥得姬松茸粗多糖!
!!#!# 多糖的分离 粗多糖上";<;—纤维素

（6L型）柱（)!(C:MF3C:，柱体积)*3:N，床体

积))3:N），上样量F:N（2)):9），体积流量3!HH
:N／:&I!依次用蒸馏水，3!2，3!H，3!F:OP／N的

+#L-6H，3!2:OP／N的+#6L为洗脱剂进行洗脱!
苯酚Q浓硫酸法测定多糖分布［22］!
!!#!$ 多糖的进一步纯化 将";<;—纤维素柱

经3!2:OP／N+#L-6H 洗脱液，经浓 缩，透 析，过

8=>?#%=@4A)33凝胶过滤色谱柱（2!JC:M’3C:），

以3!2:OP／N+#-P溶液洗脱，体积流量3!2F:N／

:&I!苯酚Q浓硫酸法测定多糖分布［22］!
!!#!% 077比色分析法测定姬松茸多糖对白血

病细胞线粒体活性的影响! 按文献［22］的方法!取

对数 生 长 期 的 白 血 病 细 胞，用 含23K小 牛 血 清

（R-8）的2(*3培养液调细胞浓度至FM23*／:N，接

种于’(孔的培养板中，每孔233!N；实验组每孔加

入不同浓度的多糖溶液各233!N，对照组加入./A
012(*3培养液233!N!每组设H个复孔，于HJG，

FK的-6)培养箱中培养)*?后，弃上清液，每孔加

入)3!N077，继续培养*?，每孔加入233!N盐

酸异丙醇，振荡数次，使紫色结晶全部溶解，酶联免

疫检测仪测定FJ3I:的吸光值!
!!#!& 姬松茸多糖对白血病细胞生长周期的影响

将对数生长期的白血病细胞，用含23K小牛血清

（R-8）的2(*3培养液悬浮并计数，调细胞浓度至

EM23*／:N，然后将细胞接种于)*孔培养板中，每

孔2:N，将不同浓度的姬松茸多糖溶液加入各培养

孔中，每 种 浓 度 设H个 复 孔，同 时 设 无 糖 ./01
2(*3培养液H孔为对照，于HJG，FK的-6)培养

箱中培养)*，*E，J)?后，取出，进行细胞计数，每个

多糖浓度的细胞数取H个复孔的平均值，计算姬松

茸多糖对人白血病细胞的增殖抑制率!另外，同时

观察对照组与实验组之间的细胞形态变化!

抑制率（K）S
对照组活细胞数Q实验组活细胞数

对照组活细胞数

# 结果与分析

#"! 姬松茸多糖的得率

按本 文 工 艺 路 线 提 取 姬 松 茸 多 糖 的 得 率 为

2H!JK!
#"# ’()(—纤维素柱的分离结果

利用";<;AC=PP$POT=离子交换色谱，对姬松茸

粗多糖进行组别分离，依次用L)6，3!2，3!H，3!F
:OP／N的+#L-6H，3!2:OP／N+#6L洗脱，结果见

图2!

注："，#，$，%，&分别是以蒸馏水，3!2，3!H，3!F:OP／N

+#L-6H及3!2:OP／N+#6L为洗脱剂时的洗脱液

图! 姬松茸多糖’()(*+,--.-/0,柱层析

123"! 456/789/3687/:;/-<08++5862=,:6/7!"#$%&’(
)*#+,%/>’()(*+,--.-/0,

由图2可以看出，通过逐渐增加洗脱剂的碱

性，可以将姬松茸多糖分成F个组分，每个组分所

占比例不同，而以3!2:OP／N+#L-6H为洗脱剂时

所占比例最大，达J3!)EK!
#"$ ?,;58=,@A*#BB凝胶过滤色谱柱分离

通过对分离条件的选择试验，上柱量为J:N，

样品质量浓度为(!F:9／:N，体积流量为23:N／?
的条件下，对组分#（命名为<5/A#）进行分离，结

果组分#被分成两个峰，见图)!
#"% 姬松茸多糖对白血病细胞增殖的影响

姬松茸多糖<5/A#A’和<5/A#A(对人白血病
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细胞增殖的影响见图!，"#从图!，"可见，两种多糖

对白血病细胞作用$"%后，不同组分的不同浓度对

细胞增殖的抑制作用是不同的#多糖&’()!)"在

低剂量时与对照无显著差异，只有较高剂量时才对

细胞增殖有抑制作用；而多糖&’()!)#则从低剂

量到高剂量对细胞增殖均有抑制作用#

图! "#$%!的&’()*+’,-%!..柱层析

/012! 3)456*7514*658"#$%!59&’()*+’,-%!..

图: "#$%!%"对细胞增殖的影响

/012: ;88’<758"#$%!%"597)’<’==145>7)

图? "#$%!%#对细胞增殖的影响

/012? ;88’<758"#$%!%#597)’<’==145>7)

!2@ 姬松茸多糖对白血病细胞生长周期的影响

姬松茸多糖对白血病细胞生长周期的影响见

图*，+#
由图*可以看出，多糖&’()!)"对白血病细

胞有较明显的抑制作用，高质量浓度（,--$.／/0）

时，无论作用时间长短，均表现出较明显的抑制作

用，其抑制率达11#23%42#"3#中等质量浓度时

表现出中等抑制率，$-$.／/0作用1$%时抑制率

为"!#$,3，而低质量浓度（-#,+$.／/0）作用1$%
时，抑制率为$*#*,3，再降低多糖质量浓度则抑制

作用不明显#

图@ 不同剂量"#$%AA%"对不同时间细胞增殖的抑制

/012@ B)’09)0C0709158+5D’（"#$%AA%"）597)’<’==

145>7)*7+088’4’97706’
由图+可以看出，多糖&’()!)#对白血病细胞

的增殖有非常明显的抑制作用，较高质量浓度（$-
%,--$.／/0）下 作 用"2%1$%时，抑 制 率 达

,--3#较低质量浓度（-#2$.／/0）的条件下作用时

间短时（$"%），抑制率只有$$#$-3#随着作用时间

的延长，抑制率不断增加，"2%时为"$#$!3，1$%
时为1+#,3#其作用剂量及作用时间与其抑制作用

均呈正相关#

图E 不同剂量"#$%AA%#对不同时间细胞增殖的抑制

/012E B)’09)0C0709158+5D’（"#$%AA%#）597)’<’==

145>7)*7+088’4’97706’
当多糖&’()!)#（"$.／/0）对56789细胞处理

"2%后，其形态学变化与对照组相比有明显差异#
在光学显微镜下观察，可见细胞肿大，细胞内出现

多核现象，细胞核边缘出现齿锯状，核内染色质分

布不均匀#与对照组相比，用药组细胞染色质发生

明显的聚集现象#

: 讨 论

:2F 姬松茸子实体多糖提取效果

该工艺经单因子及正交试验优化，粗多糖得率

较高#
:2! 姬松茸水溶性多糖组分

根据本研究的分离纯化路线，姬松茸水溶性多
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糖至少含!种组分，因"#$%!为最大组分，因此先

对"#$%!进行纯化及活性试验&
!"! 姬松茸多糖对人白血病细胞的影响

真菌多糖被认为是抗肿瘤的重要有效物质，但

是大部分抗肿瘤作用的结论是通过小鼠’%()*实体

瘤得出的&作者以体外培养的人白血病细胞株为材

料，研究了多糖对癌细胞的直接作用&+,,法所测

姬松茸多糖对人白血病细胞线粒体活性的影响反

映出其对癌细胞的明显抑制作用，从癌细胞增殖周

期结果可以看出，姬松茸多糖能干扰人白血病细胞

的细胞周期，使细胞增殖降低&结果表明，姬松茸多

糖对白血病细胞增殖有直接的抑制作用，而且这种

抑制作用与多糖的作用剂量及作用时间均呈正相

关&

参考文献：

［(］,-"./,，0,12&+34567893:8:5;<=;5>8［+］&,?>@?：A93>=%<95，(B)C&("(DC&
［C］杜宇野&香菇多糖的研究进展［E］&中国食用菌，(BBD（F）：((&
［G］梁忠岩&斜顶菌中水溶性多糖的研究［E］&高等学校化学学报，(B)G（G）：G!G"G!B&
［F］曹培让&金针菇子实体多糖$"G./的分离、纯化和分析［E］&生物化学与生物物理学报，(B)B（C）：(DC"(D!&
［D］张翼伸，李治平，苗春艳&云芝多糖的分离与鉴定［E］&吉林师大学报（自然科学版），(BHB（C）：(*)"((D&
［!］黄年来&姬松茸与药效［E］&江苏食用菌，(BBF（G）：CB"G(&
［H］徐朝晖，姜世明&灵芝水溶性提取物对人肝癌’++A%HHC(细胞.I"合成的影响［E］&中国食用菌，(BB!（(）：GF"GD&
［)］徐朝晖，姜世明，付培武&双孢蘑菇子实体多糖的提取及其对癌细胞的抑制［E］&中国食用菌，(BBH（F）：D")&
［B］李熙民，许良中&比较两种云芝糖肽对体外人癌细胞株的抗癌作用［E］&上海医科大学学报，(B)H（D）：GC!"GC)&
［(*］黄文栋，王亚凡&一种测定细胞增殖和衰减的快速比色分析法［E］&生命的化学，(BBF（!）：FF"FD&
［((］张惟杰&复合多糖生化研究技术［+］&上海：上海科技出版社，(B)H&

（责任编辑：李春丽）

（上接第GHB页）

了正面的稳定作用，酒精浓度的进一步提高，则有

效地抑制了细菌的繁殖，所以J2下降幅度很小&实
验结果也进一步表明，进行奶酒勾兑时，过低的酒

精含量是不适宜的，结果见图D&

图# 不同浓度的奶酒储存过程中$%—时间图

&’("# )*+,*-.(+/01*+$%2-34+/01*+-33/,-1+5
5-’678-3,/*/356’.9’.5’00+6+.1,/.,+.16-1’/.
56’.(:1/6-(+

! 结 论

根据实验结果得出主要结论如下：

(）酒精的加入方式对于以脱脂奶粉为原料进

行奶酒勾兑具有重要意义&酒精经过适量稀释后加

入到复配奶中，能够防止由于局部酒精体积分数过

高而造成的牛奶蛋白絮凝&
C）复配奶加入酒精后体系的J2上升&
G）随着复配奶J2的升高，其牛奶蛋白的乙醇

稳定性也随之升高&复配奶的J2决定着勾兑奶酒

的J2，复配奶的最适J2值为!&D"H&G&
F）随着酒精体积分数的升高，其勾兑奶酒体系

的J2也随之升高&但是，酒精的J2对于复配奶的

J2并没有决定性的影响&
D）勾兑奶酒在储存过程中，体系的J2有下降

趋势，酒精体积分数越低，其下降趋势越明显&
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