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总状蕨藻 Caulerpa，'acemosa
和免疫增强活性

多糖抗肿瘤

吉宏武， 邵海艳， 章超桦， 洪鹏志， 熊皓平
(广东海洋大学食品科技学院，广东湛江524025)

摘要：以荷s180实体瘤的昆明小鼠为模型，研究了总状蕨藻粗多糖(CRP)的抗瘤作用及其对免

疫器官等的影响，采用细胞培养法研究了CRP厦其两个主要级分(CRPFI和CRPF2)对正常小鼠

免疫细胞功能的影响。实验结果显示：总状蕨藻粗多糖对s180实体瘤具有显著的抑制作用，其抑

瘤率和免疫活性与给药方式、荆量等因素有关，在注射和灌胃给药条件下，当CRP荆量分别为25

mg／(kg·d)和100 mg／(kg-d)时，其新瘤率达到最大值，分别为46．2％和58 2％，且在注射给药

时能显著地增加小鼠的脾脏指数。在50～200mg／(kg·d)范围内，灌胃给药时能升高小鼠碳廓清

指数；细胞培养结果显示：CRP能提高正常小鼠的免疫功能．不过，其对静止淋巴细胞增殖的促进

作用和对小鼠腹腔巨噬细胞M中分泌NO的促进作用均一1、于CRPFl和CRPF2。以上事实表明，

总状蕨藻多糖具有较强的抗肿瘤和增强小鼠免疫力的作用，
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Abstract：This manuscript with Sareon 180 KM mice as model animal to investigate the antitumor

efleer of crude polysaccharides from Caulerpa rglc硎osa(CRP)．And lts influence oP,mice
lmmune organs and carbon clearance Index were studied．Effect of CRP and lts two main fractions

(CRPFl and CRPF2)on immune cells functions of normal mice were tested．These results

showed that CRP exhibited significantly inhibition effect on S180 tumor of mice transplanted with

lumor 1ines of S180，and anti tumor and immune activity of CRP were closely related with the

dose and provided means．Under intraperitoneal passage，a obvious increment of the spleen index

of Sareon 180 KM mice was observed，and the highest antlturnor rate was obtained(46．2％)al

the dose of 25 mg／(kg·d)．Under the oral passages，a obvious enhancement Df carbon clearance

index of$180 mice was observed at 50～200 rag／(kg·d)，and the highest antitumor rate was 58．

2％at the dose of 100 mg／(kg·d)．Cell cultivation results indicated that CRP can improve
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IiTlmune cells functions of normal mice．but it exhibit weaker both promotion effect on inactive

spleen lymphocyte proliferation and the abilities of mice peritoneal cavity microphage M中

excreting NO than CRPFl and CRPF2．The results presented here dernonstrated that

p01ysaccharides from Caulerpa racemosa exhibt stronger antitumor and immunomodulation

activities．

Key WOrdS：p01ysaccharides from Caulerpa rⅡc8m。础；antitumor；immunom。du}at。ry activities

海藻是生活在海洋中的一类低等隐花植物，在

长期的进化过程中形成了许多独特的生理活性物

质。海藻多糖不仅是海藻的主要成分，而且是一类

重要的生理活性物质，具有抗肿瘤、增强免疫、抗凝

血、抗病毒等生理活性，有些海藻多糖已被开发成

了新的药物n]。总状蕨藻(cd“krpa racemosa)属

绿藻门(Chlorophyta)，是一种大型可食性绿藻，主

要分布于热带和亚热带海域低潮闻带，在我国湛

江、海南、饶平、广西的北海、台湾省等地分布广

泛。2j，但至今尚未得到有效利用，对其研究也较少。

作者已报道过总状蕨藻化学成分及其营养特性口3

和多糖的提取工艺。4I，并对其多糖的抗肿瘤与免疫

增强活性进行了研究。

1材料与方法

1．1材料

总状蕨藻：2004年4月采于湛江徐闻县琼州海

峡。

实验动物：昆明种小白鼠，体重18～22 g，雌雄

各半，购自广东医学院动物实验中心；$180瘤株：

由广东省海洋药物重点实验室提供。

1．2主要方法

1．2．1总状蕨藻粗多糖及其级分的制备称取一

定量的总状蕨藻粉末-按固液比l：10添加水分，

并按136，5 U／g加入中性蛋白酶，60℃提取2．5 h

后再将固液比调至1：20，将温度升至95℃再继续

提取2．5 h，提取液用纱布过滤，滤液真空浓缩至l／

4体积时离心(3 000 r／rain)，上清液透析，透析后的

液体用8evage试剂去除蛋白质，然后加人3倍体积

95％的酒精，静置沉淀后离心，沉淀物冷冻干燥，即

得总状蕨藻粗多糖(Caulerpa racemosa Polysac—

charide，CRP)；CRP经DEAE一52纤维素离子交换

柱柱层析，分别采用蒸馏水、0．1，0．5，1．0，2．0

mol／L的NaCI进行分段洗脱，将0．5 mol／l，和1．0

mol／L NaCI洗脱的两个主要级分进行冷冻干燥，

并分别称之为总状蕨藻多糖级分1(Caulerpa Face—

mosa Polysaccharide Fraction 1．CRPFl)和总状蕨

藻多糖级分(Caulerpa racelnosu．Polysaceharide

Fraction 2，CRPF2)。粗多糖及其级分的总糖质量

分数参照文献[5]测定，糖醛酸、蛋白质质量分数参

照文献C6]，硫酸基质量分数参照文献[7]测定，结

果见表l。

表1 总状蕨藻粗多糖及其级分基本组成

Tab．1 Crude polysaecharide from Cnulerpa racemosa and

the chief fractions

1．2．2体内抗肿瘤活性测定取传代6 d的S】80

瘤细胞悬液，用生理盐水稀释至细胞浓度为2×lO 7

个／mI一并按0．2 mL／只小鼠的量接种至小鼠左蹊

皮下。次日随机分组，每组10只，雌雄各半．于接

种24 h后分别采用灌胃和腹腔注射两种途径按不

同剂量给药，每日一次，连续14 d。阴性对照组给

等量的生理盐水，阳性对照组按30 mg／(kg·d)剂

量腹腔注射环磷酰胺，连续14 d。末次给药24 h

后，对小鼠进行称重，然后处死小鼠，剥取瘤块和脾

脏，用滤纸吸干脏器表面血污，称重，按式(1)讦算

抑瘤率和脾脏指数”一。

抑瘤率一(c一丁)／C×100％ (1)

式中：C为对照组平均瘤重；1、为给药组平均瘤重

脾脏指数一脾重／体重(rng／g)

1．2．3小鼠碳廓清指数测定 将印度墨汁川1生理

盐水稀释4倍制成注射用墨汁，称取1．0 gNa：CO。，

加蒸馏水l 000 mL配制成Na。CO，溶液，接种

S180瘤细胞的小鼠给药14 d后，每鼠尾静脉注入

注射用墨汁(o．1 mE／10 g体重)，注入后立即计时，

于注入后o，10 rain分别从眼眶取血20“L，加到2

mL Na。CO。溶液中，以Na。cO。溶液作为空白列
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照，用7228分光光度计在650 nlTI波长处测光密

度，然后按式(2)计算廓清指数K。廓清指数

^一(19A-一lgA2)／(t2一t，) (2)

式中A，、A。为在时间￡，、赴时所取血样的吸光值”一。

1．2．4 对静止脾淋巴细胞的转化作用 在无菌条

件下州淋巴细胞分离液从小鼠脾脏中分离淋巴细

胞，磷酸缓冲液(phosphate buffer solution，PBS)

洗2次，用RPMll640培养液调整细胞浓度至1×

1067mL的脾淋巴细胞悬液。

在96孔培养板的每孔中加入150“L脾淋巴细

胞悬液，实验组同时加入50“L不同浓度的总状蕨

藻多糖样品，对照组加入50 txLPBS，每个实验组设

3孔鼋复，置于5％CO：、37℃培养72 h。培养结束

前4 h，每孔加入20”I．MTT(5 g／L)，继续培养4

h。培葬结束后加二甲基弧砜150ⅡL。酶联免疫检

测仪于570 nm测定OD值。1⋯。

1．2．5对小鼠腹腔M中吞噬中性红的影响颈椎

脱臼处死小鼠，体积分数75％酒精浸泡15 rain，腹

腔注射无血清RPMll640培养液2 mL，用棉球轻

揉腹腔l～2 rain后，收集腹腔内液，l 000 r／min离

心10 rain，用台10％胎牛血清的RPMll640培养液

调整细胞浓度至2×106／mI，的细胞悬液，加入96

孔培养板中，每孔200 MI，，置5％CO。、37℃培养2

h，吸出上层培养液，用PBS洗涤2次去除未贴壁细

胞，即得巨噬细胞单层。

向含有巨噬细胞单层的96孔培养板中加入

0．1 mL含不同浓度CRP的RPMll640培养液，同

时以PBS和环磷酰胺作为阴性和阳性对照，置5％

cO。、37℃培养24 h，然后向每孔中加人中性红生

理盐水液，使终浓度为1．0 g／L，继续培养20rain，

温放置2 h，等细胞完全溶解后，酶标仪于540 nm

处测吸光度A，A值的大小表示巨噬细胞吞噬功能

的强弱““。

J．2．6对巨噬细胞分泌No的影响 向含有巨噬

细胞单层的96孔板的每孔中加人0．1 mI，含不同

浓度CRPFl和CRPF2的RPMll 640培养液，同时

以PBS和环磷酰胺分别作为阴性和阳性对照，置

5％CO。、37℃培养24 h，取_|I清液50“L，置另一培

养板，加入Griess试剂50“L，室温放置10 rain，在

540 nrfl处测吸光度A值，n值的大小表示巨噬细

胞产生NO的多少【1'_,1 33。

1．2．7统计分析实验数据用z-4-S表示，用f检

验分析组间差异的显著性。

2 结 果

2．I CRP对荷瘤小鼠S180实体瘤和免疫器官的

影响

实验结果见表2。从表2可以看出，CRP眦25

～100 mg／(kg·d)剂量进行注射给药时．其最高抑

瘤率为46．2％，同时也观察到当给药剂量达到i00

mg／(kg·d)时，2 d后小鼠全部死亡，对小鼠有一

定的毒性。当以50～200 rag／(kg·d)剂量进行灌

胃给药时，其抑瘤率为42．7％～s8．2％。

CRP对荷瘤小鼠免疫器官的影响见表3。从表

3可知，CRP对荷瘤小鼠胸腺指数的影响与给药途

径无关。在两种给药情况下，与明性对照组均无显

著性差异。但对脾指数的影响与给药途径有关，当

以25～100 nag／(kg·d)剂量进行注射给药时，荷瘤

小鼠的脾指数明显高于阴性对照组，但当以50～

200 mg／(kg·d)剂量进行灌胃给药时，荷瘤小鼠的

PBS洗细胞3次，每孔加入细胞溶解液0．1 mL，室 脾指数与阴性对照组却无显著相关性。

表2总状藏藻粗多糖CRP对荷瘸小最$tgo肿瘤的抑制作用

Tab．2 Effect CRP on the growth of tumor in S180 mice

CRP lO

10

jO

100

0．433 4±0 200 0+

0 316 6±0．142 0—

42．7

58．2

10 o．P 200 0．360 8±0．099 2— 52．3

P<0．01时，与阴性对照组相比为极显著差异．
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2．2 CRP对荷瘤小鼠碳廓清指数的影响

实验结果见表4。从表4可以看出，阳性对照

组和不同剂量的灌胃给药组荷瘤小鼠碳廓清指数

明显低于阴性对照组，但采用不同剂量腹腔注射给

药给组的荷瘤小鼠的碳廓清指数与阴性对照组不

存在显著性差异。

2．3对静止脾淋巴细胞的转化作用

实验结果见表5。从表5可以看出．CRP、

CRPFl和CRPF2对静止脾淋巴细胞增殖均有一定

的促进作用，同时也观察到，在0．02n0．08 mg／mI．

剂量范围内，CRP和CRPFl对静止淋巴细胞增殖

的促进作用随剂量变化不大，而CRPF2对静止脾

淋巴细胞增殖的促进作用随剂量的增大反向降

低了。

衰3总状蕨藻粗多糖CRP对荷瘤小鼠免疫器官的响

Tab．3 Effect of CRP on immune organ of mice transplanted with tumor lines of S180

阴性对照

阳性对照组 1 0

10

10

10

25

50

100

10

10

o．p

O．p

50

100

0．】91 6士0．089 01

0．210 1士0．070 1+

10 o．P ZOO 0 201 4±0．080 3。

表5 CRP。CRPFI和CRPF2对静止脾淋巴细胞的转化作用

Tab．5 Effects of CRP，CRPFI andCRPF2 oll proliferation of inactive spleen lymphocyte in vitro

0．02

0．04

0 11j土0．002+

0．111±0．007’

1．44

1 39

3 0 08 0．096士0．003— 1．20

7●2u

1

37，3

O

0

0

O

士+．．，

l

7

0

9

7

3

0

0
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2．4对小鼠腹腔M中吞噬中性红的影响

结果见表6。从表6可以看出，环磷酰胺阳性

对照组和阴性对照组相比，吞噬中性红的能力明显

降低了，而总状蕨藻多糖CRP能显著增强小鼠腹腔

M中吞噬中性红的能力．日具有剂量效应关系，从而

表明：总状藏藻多糖CRP可增强M中的吞噬功能，

录6总状蕨藻多糖对小鼠腹腔巨噬细胞M由吞噬中性红

的影响

Tab．6 Effect of CRP On mice peritoneal microphage M中

eating neutral red

注：*表示在P<(’05时，与阴性对照丝相比为显著差
异，**袁示存P<0¨1时，与阴性对照蛆相比为扳显著
差异，

2．5对小鼠腹腔巨噬细胞M中分泌NO的影响

实验结果见表7。从表7可以看出，在0．04～

0．1 6 mg／mI。的剂量范围内，CRP、CRPFl和

CRPF2均可明显促进小鼠腹腔巨噤细胞Mo分泌

NO，CRP和CRPFl具有剂量关系，即随药物质量

浓霞升高，其促进作用增强，而CRPF2随着剂量的

增加促进作用变化不明显。

表7总状蕨藻多糖对小照腹腔巨噬细胞M巾分泌NO的

影响

"lab．7 Effect of CRP 0iI mice peritoneal t：avity mierophage

M巾producing Nitro Oxide fNO

3讨论

71

体内实验结果证实．总状蕨藻粗多糖CRP对

S180实体瘤的抑制作用与给药途径与多糖剂量有

关，这与文献[1 5]报道一致。在注射和灌胃给药条

件下，当多糖剂量分别为2j Ing／(kg·d)和loo

mg／(kg·d)时，其抑瘤率达到最大值，分别为

46．2％和58．2嘶。采用注射给药，总状蕨藻粗多糖

CRP能显著增加荷瘤小鼠的脾指数，灌胃给药能增

加荷瘤小鼠的碳廓清指数。体外结果证实，CRP也

能促进小鼠静止脾淋巴细胞的转化和小鼠腹腔巨

噬细胞M中分泓NO的量，并能显著地提高小鼠腹

腔巨噬细胞M雪吞噬中性红的能力，这些事实表

明，总状蕨藻粗多糖CRP的抗肿瘤作用很有可能是

通过启动或增强机体的免疫功能完成的．这与大多

数文献报道相符””“。。

动物实验显示，在注射给药条件下，当多糖剂

量达到100 mg／(kg·d]时，2 d后小鼠全部死亡，这

说明总状蕨藻粗多糖CRP具有一定的细胞毒性，灌

胃给药是否也存在细胞毒作用有待于证实。

化学分析结果显示．CRP，CRPFl和CRPF2都

是蛋白硫酸多糖聚合物，CRP，CRPFl和CRPF2的

硫酸基含量分别为27．6％，4,5．6％和48．3％。研究

表明．在一定范围内，硫酸多糖的抗肿瘤与免疫活

性列其硫酸基质量分数具有正相关性”o，作者从

试验中观察到，CRP、CRPFl和CRPF2均能促进静

止淋巴细胞的增殖和增加小鼠腹腔臣噬细胞M巾

分泌N0的量，但对静止淋巴细胞的增殖的影响，

CRP与CRPFl随剂量增加变化不明显，而CRPF2

却随剂量的增大反而降低。对小鼠腹腔巨噬细胞

Mm分泌NO的影响，CRP和CRPFl具有量效关

系而CRPF2随着剂量的增加促进作用变化不明

显。这些事实似乎表明．当硫酸基质量分数在小于

46％时，硫酸多糖的免疫功能与其质量分数有一定

的正相关，大于46％时，则呈现负相关，不过，其真

实性有待进一步研究。

采用细胞培养方法检测总状蕨藻粗多糖及其

级分对正常小鼠巨噬细胞M中和静止淋巴细胞功

能影响时使用了不同的剂量，这是根据预实验的结

果设置的，由此也汪实，总状蕨藻多糖的体外免疫

活性也与其剂量具有密切的关系。

4结语
注 *表示在P<O 05时，与阴性对照组相比为显著差异；

**表示在P-QO．Ol时。与圳性对照组相比为掇显著差异， 总状蕨藻粗多糖具有较显著的抑瘤作用车|j增
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强小鼠免疫功能，但其效应与给药途径、剂量及多

糖的硫酸基含嚣密切相关。总状蕨藻粗多糖其抗肿

瘤作用方式可能通过激活臣噬细胞和淋巴细胞而实

现，具体作用机制及构效关系有待于进一步研究。
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