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［摘要］) 采用南京师范大学生命科学学院资源生物学实验室提取分离的铜绿微囊藻酸性多糖（*++,），研究

体外清除超氧阴离子（-·" ）的作用以及对 . / !0$ 肿瘤细胞模型小鼠体重、胸腺、脾脏指数、红细胞和肝脏 1.2

含量的影响#结果显示浓度小于 !0 !3 4 56的*++,样品与 -·" 的清除率呈正相关（!" 7 $8 %00 9）# *++,对 . /

!0$ 引起的小鼠体重减轻、胸腺、脾脏等免疫器官萎缩有明显的保护作用#高剂量治疗组（"$$ 53 4 :3·;）、低剂量

治疗组（0$ 53 4 :3·;）小鼠血液红细胞的 1.2含量升高，且各项指标高剂量治疗组与模型组均达到显著差异#表

明在一定范围内，*++,具有提高机体免疫力，抗氧化及抑制体内肿瘤的作用#
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) ) 多糖作为天然高分子化合物，是构成生命的四大基本物质之一，具有多种生理活性#自 "$ 世纪 9$ 年
代发现真菌多糖具有抗癌活性以来，多糖的研究受到越来越广泛的重视#天然多糖类成分已经被证明是一
种非特异性免疫增强剂，并且具有抗衰老、降血压、抗肿瘤等活性［!］#从天然多糖中筛选抗衰老，抑制肿瘤
药物，已为世界各国科研工作者所瞩目#
铜绿微囊藻（"#$%&$’()#$ *+%,-#.&(/）是一种广泛存在于水域生态系统的植物，属于蓝藻门色球藻科微

囊藻属0蓝藻富含多糖，有关螺旋藻（12#%,3#./ 43/)+.(#/）多糖提高免疫力及抑制肿瘤的报道在国内外被广
泛证实［"，’］，这为铜绿微囊藻多糖的免疫和抗肿瘤研究提供了基础#作者此前已首次成功地分离出铜绿微
囊藻酸性多糖（*++,）并初步鉴定了其理化性质和结构［>］#分析显示，*++, 含有较高水平的糖醛酸，据
报道，糖醛酸的存在是许多酸性多糖具有特殊生理活性的重要原因之一［9］# 本文首次研究铜绿微囊藻酸
性多糖（*++,）的体外抗氧化效应和体内对荷瘤小鼠的保护作用，为更深人地研究其药效功能提供参考#
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!" 材料和方法
!# !" 材料
!" !# !$ 铜绿微囊藻酸性多糖样品

$ $ 铜绿微囊藻酸性多糖（%&&’），南京师范大学生命科学学院资源生物学实验室提取制备，参照预实验
结果［(］，实验前用生理盐水配成不同浓度的溶液#
!" !" )$ 肿瘤细胞株

选用 *+,-./0!12（*0!12）腹水瘤细胞，为南京师范大学分子医学重点实验室传代保存细胞#
!" !" 3$ 试剂

超氧化物歧化酶（*45）试剂盒、丙二醛（%5&）试剂盒、还原型谷胱甘肽（6*7）试剂盒，均购自南京建
成生物工程研究所#
!" !" ($ 实验用小鼠

897雄性小鼠，: 周龄，体重 !1 ; )2 <#购自南京医科大学实验动物中心#
!# $" 方法
!" )" !$ 体外清除超氧阴离子作用

$ $ 参照 *=>?>,= @ A，B>?C>D E 5 方法［F］#平均清除率（+G>,+<> -C>+,+H-> ,+=>）的计算：
A9 I（!对照 J !样品）K !22" # !对照

［L］

!" )" )$ 建立腹水瘤小鼠模型

取连续接种 * J !12 腹水瘤细胞 : M 后的小鼠，腹部皮肤消毒，用无菌空针抽吸腹水，生理盐水稀释，
苔芬蓝染色后用血球计数板在倒置显微镜下计数，计算存活率，稀释细胞悬液使活细胞达到 !2L 个 N /O，
对模型组和治疗组每只小鼠腹腔注射 2" ) /O该细胞悬液#
!" )" 3$ 动物分组

实验小鼠在动物房饲养 ! 周后开始实验，随机分成 ( 组，每组 32 只#
（!）正常对照组：对每只正常小鼠每隔 ! M腹腔注射生理盐水 2" ) /O，共 !( M#
（)）模型对照组：建模 )( P后，每只小鼠腹腔注射生理盐水 2" ) /O，其后每隔 ! M重复注射 ! 次，共 !(

M#
（3）低剂量治疗组：建模 )( P后，每只小鼠腹腔注射低剂量%&&’溶液 2" ) /O（即 12 /< N Q<·M，根据
小鼠体重变化调整糖浓度），其后每隔 ! M重复注射 ! 次，共 !( M#
（(）高剂量治疗组：建模 )( P后，每只小鼠腹腔注射 %&&’高剂量溶液 2" ) /O（)22 /< N Q<·M），其后
每隔 ! M重复注射 ! 次，共 !( M#
!" )" ($ 实验过程处理

保持室温 )) R !S，固定鼠笼和垫料，小鼠均自由进食#每 ) M称 ! 次体重，并记录小鼠的毛色、饮食及
活动状况#末次给药后禁食 !) P，尾部取血#然后将小鼠脱颈椎处死，分别剖取胸腺、脾脏、肝脏，称取胸腺、
脾脏重量，并测定红细胞和肝脏中 6*7含量#
!" )" :$ 数据统计学方法

实验数据均以 :$（平均值）R %表示，采用 *’** !!" : 软件包进行统计分析，方差齐性者，进行 O*5 检
验，反之则进行 5THH>==’=检验，均以 & U 2" 2: 为显著差异#

$" 结果与分析

$# !" %&&’体外去除 (·$ 作用
$ $ 以超氧阴离子清除率为纵坐标，样品浓度做横坐标，如图
! 显示：浓度小于 !1 !< N /O 的 %&&’ 样品对超氧阴离子的清
除作用随 %&&’浓度而增加（’) I 2" V11 :），呈正相关#在浓度
为 !1 !< N /O时清除率达到最高，为 (1" FW，接近一个类 *45
活性单位#浓度超过 !1 !< N /O 之后 %&&’ 样品对超氧阴离子
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的清除作用随其浓度增加而下降! 该实验体系是通过抑制 "#$ 光化还原来测定的，%&&’ 浓度大于 ()
!* + ,-之后，清除作用下降的原因可能是 %&&’还原性基团对 "#$在光下还原的促进!
!" !# $%%&对荷 ’ ()*+ 腹水瘤小鼠生长状态的影响
实验过程中，正常对照组小鼠生长状况良好：体毛滑顺，有光泽，活动正常!而模型对照组逐渐表现出

体毛散乱，毛色暗淡无光泽，自实验第 . 天，有部分小鼠表现出行动迟缓，腹部鼓涨，用手触摸可感觉到似
有水肿，且症状逐日加重，直至浑身颤抖!到第 (( 天首次出现模型组小鼠死亡!两个治疗组无论在体重、毛
色还是活动状态方面都要优于模型组，低剂量组在第 (/ 天有 ( 只小鼠死亡，高剂量组除到实验后期出现
毛色较凌乱外，其余外在表现基本正常!
!" ,# $%%&对小鼠体重的影响
体重是小鼠生长状况直接的量化指标，每天称量小鼠质量，借以监测肿瘤细胞在腹水中的生长情况!

各组每隔 ( 0的体重变化的统计结果如表 ( 所示，正常对照组 (1 0 内体重增加 ((2 3 4 52 1 *，而模型组体
重增加为 6 /2 ( 4 72 / *，%&&’低剂量组与高剂量组体重均有增长，但较对照缓慢!自第 (5 天开始，正常对
照组和高剂量治疗组与模型组出现显著差异，到第 (1 天出现极显著差异!实验第 (1 天后，低剂量组也与
模型组体重表现出显著差异!而两个治疗组小鼠体重与正常对照组之间始终没有表现出显著的差异性!

表 )# $%%&对小鼠体重的影响 - .

处理时间 + 0

5 7 1 . ) (5 (7 (1
" ()2 8 4 (2 1 (92 1 4 (2 9 752 ( 4 (2 9 772 1 4 (2 ) 712 . 4 72 ( 7.2 / 4 72 7T 7)2 ( 4 72 (T /52 7 4 (2 ) TT

# ()2 . 4 (2 7 ()2 ) 4 (2 1 ()2 ) 4 (2 ) ()2 . 4 72 / ()2 / 4 72 1 (82 9 4 72 3" (82 ( 4 /2 (" (32 9 4 /2 3""

$ ()2 1 4 (2 ( ()2 1 4 (2 / ()2 ) 4 (2 1 (92 5 4 (2 8 (92 3 4 (2 9 752 7 4 72 / 7(2 / 4 72 . 772 7 4 72 )
% ()2 9 4 (2 / (92 ( 4 (2 3 (92 9 4 (2 9 7(2 ) 4 72 ( 772 7 4 72 1 7/2 ) 4 72 8 732 7 4 72 . 7.2 ) 4 72 8

: : " " 正常对照组，# 模型对照组，$ 低剂量治疗组，% 高剂量治疗组；
"! ; 52 53，""! ; 52 5( <= "；T! ; 52 53，TT! ; 52 5( <= #!

!" /# $%%&对荷瘤小鼠免疫器官重量的影响
表 !# $%%&对荷瘤小鼠胸腺指数、脾指数的影响 - .

实验组: : : : 胸腺指数: : : : : 脾指数: : : : :

" 正常对照组 (2 3/ 4 52 /3T 12 )9 4 52 /.TT

# 模型对照组 52 9/ 4 52 7/" /2 57 4 52 7)""

$ 低剂量治疗组 (2 13/ 4 52 78 12 15 4 52 /(T

% 高剂量治疗组 (2 )8 4 52 7(T 32 58 4 52 79TT

: : "! ; 52 53，""! ; 52 5( <= "；T! ; 52 53，TT! ; 52 5( <= #!

结果如表 7 所示，模型组荷瘤小
鼠的胸腺、脾脏明显萎缩，重量显著减

小!模型组与正常对照组比较，胸腺指
数和脾指数均呈显著性差异! 低剂量
治疗组与模型组之间脾指数呈现显著

差异，而高剂量组与模型组之间胸腺

指数呈显著差异，脾指数差异极显著!显示 %&&’对荷瘤小鼠免疫器官的保护和促进作用!
!" 0# $%%&对小鼠血液红细胞与肝脏还原型谷胱甘肽（1’2）含量的影响

表 ,# $%%&对小鼠血液红细胞与肝脏 1’2含量的影响

红细胞 +（,* + (55 ,-） 肝 +（!* + ,*）

" 正常对照组 ()2 7 4 72 /.T .2 8 4 52 3)
# 模型对照组 (52 1 4 (2 19" 12 1 4 52 71
$ 低剂量治疗组 (12 . 4 72 (3 32 ( 4 52 /3
% 高剂量治疗组 (.2 8 4 72 51T .2 5 4 52 .8

: : "! ; 52 53 <= "；T! ; 52 53 <= #!

>=?是组织中主要的非蛋白质的巯基化合
物，是一种重要的低分子氧自由基清除剂，缺乏或

损耗 >=?会促使许多化学物质或环境因素产生
或加重中毒作用! 按照试剂盒说明书的方法测定
实验小鼠血液红细胞与肝脏组织匀浆中 >=? 的
含量，结果见表 /，高剂量组红细胞中的 >=? 含
量与模型组差异显著，而肝脏中 >=?含量没有表

现出显著差异!

,# 讨论

在分离纯化得到铜绿微囊藻酸性多糖（%&&’）并完成基本结构分析的基础上［1］，本实验选用化学模
拟系统和小鼠活体培养方法，初步研究 %&&’的相关药理活性!
实验显示较低浓度的 %&&’ 能有效清除化学模型系统中产生的超氧阴离子，提示可提高机体抗氧

化、抗理化因子胁迫伤害的能力!两个 %&&’治疗组红细胞中 >=?含量均能维持较高的水平，表明 %&&’
—(5(—
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进入机体后也有促进机体自身抗氧化防御系统的生理途径!
肿瘤模型实验结果显示 "##$可以抑制体内腹水瘤细胞的生长!治疗组小鼠，无论在重量、毛色还是

在采食上都明显优于模型组，两个实验剂量的多糖均能有效缓解肿瘤小鼠体重的减轻!可见 "##$ 能明
显改善模型小鼠的健康状况!对 % & ’() 引起的小鼠胸腺、脾脏等免疫器官的萎缩有明显的保护作用甚至
促进作用!胸腺和脾脏是动物与人体内重要免疫器官，胸腺为初级淋巴器官，游走的造血干细胞在此分化
增殖成 *淋巴细胞，与细胞免疫有关!脾脏为次级淋巴器官，免疫淋巴细胞在此进一步增殖，分化和成熟，
脾脏中有 *淋巴细胞、+淋巴细胞和巨噬细胞，与细胞免疫和体液免疫均有密切联系［(, -］!显示 "##$ 在
肿瘤治疗过程中的潜在作用!从小鼠红细胞及肝脏 .%/的变化也反映出 "##$ 有改善和提高免疫功能，
从而抑制肿瘤生长的功效，且在一定范围内有剂量累积效应!
天然多糖增强小鼠免疫能力和抑瘤功能的可能机制有许多相关报道，可能是通过抑制肿瘤细胞的生

长及其蛋白质的合成来实现［’)］，也有报道多糖抑制 % & ’() 细胞增殖的机理在于使细胞膜磷脂特性的改
变，改变了细胞膜的流动性，引起肿瘤细胞凋亡［’’］!目前大多认为提高生物机体免疫功能是多糖抗肿瘤的
主要机理之一［’0］!本实验表明，"##$能有效改善荷瘤小鼠的健康状况，延长荷瘤小鼠的存活时间并改善
生存质量与有效升高荷瘤小鼠的脾指数和胸腺指数的结果是吻合的，初步说明提高机体免疫力是其抗肿

瘤的可能途径之一! "##$抗氧化、抗肿瘤的具体机制还有待深入研究!
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