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要!利用甘露糖
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亲和柱从半夏总蛋白中分离纯化得到一种
%!Ẑ

的半夏凝集素!经质谱分析

明确其为半夏凝集素单体%将该
%!Ẑ

凝集素单体作用于体外培养的
Q0X+

细胞!

M77

法检测细胞活性并用倒置

相差显微镜观察凝集素对
Q0X+

细胞生长状态的影响%结果显示&低浓度"

$>$$F

$

$>$!

$

$>%I

3

*

IX

#半夏凝集素具

有一定促进
Q0X+

细胞增殖的作用'高浓度"

$>A

$

%I

3

*

IX

#半夏凝集素有一定抑制
Q0,+

细胞增殖的作用%

关键词!半夏凝集素'亲和柱'分离纯化'
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细胞'
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半夏"

A(';PP(2B;['2B2

"

7/(*\>

$

W)02;>

$为天

南星科半夏属植物(

%

)

#是一种常用中药材#性温'味

辛'有毒&半夏的主要成分有淀粉'半夏蛋白(

!

)

'生

物碱(

B

)

'多糖'氨基酸(

F

)

'挥发油'有机酸类(

A

)

'甾醇

类'黄酮类'鞣质及微量元素(

#

)等多种化学成分&归

脾'胃'肺经#具有抗生育'抗肿瘤'抗心律失常'抗溃

疡'降血脂'镇静催眠'镇咳'解毒抗炎等作用(

C6D

)

&

半夏蛋白是一种能与甘露糖专一结合的植物凝集

素&研究已确定半夏植物凝集素分子量是
FFẐ

#

由四个约
%!Ẑ

的亚基组成#半夏蛋白常以单体'二

聚体'四聚体共存(

"

)

&

半夏对肿瘤细胞的抑制作用的研究#最早始于

%"CD

年#上海医科大学妇产科医院用掌叶半夏鲜汁

涂抹患处治疗宫颈癌收到良好的效果#临床试用证

实掌叶半夏有抗宫颈癌的良好疗效(

%$

)

&而后#关于

半夏提取物抗癌作用的研究成果相继发表!朱铭伟

等(

%%

)

%"""

年研究发现半夏提取物能延长腹水模型

小鼠生存时间#并能抑制荷瘤小鼠瘤体生长%郑国灿

等(

%!

)

!$$F

年研究发现半夏乙醇提取物具有抗癌作

用#能抑制人结肠癌细胞"

Q76!"

$'直肠癌细胞

"

QE76%D

$'肝癌细胞"

Q0

`

V!

$的生长%黄必胜(

%B

)的

研究结果表明只有用
B$j

饱和度硫酸铵沉淀的半

夏蛋白对肝癌
W0,6CF$!

细胞生长才具有明显抑制

作用#认为是半夏蛋白促进
W0,6CF$!

细胞的凋亡而

达到抗肿瘤的目的&

目前关于半夏蛋白的抑癌作用都集中在掌叶半

夏方面&孙光星等(

%F

)发现掌叶半夏总蛋白有抑制

小鼠
46%D$

肉瘤生长的作用&朱铭伟等(

%%

)的研究

证实了掌叶半夏抑瘤成分存在于总蛋白中#同时也

证实了掌叶半夏总蛋白对卵巢癌具有选择杀伤作

用#且对人脐血造血细胞没有抑制作用#认为其抑瘤

作用并不是通过一般的细胞毒作用#而是另有途径&

掌叶半夏对卵巢癌细胞株"

4_R=6B

$和耐药细胞亚

株有不同程度的抑制作用#抑制率对掌叶半夏总蛋

白浓度变化表现良好的量效反应(

%A

)

&

大量的研究表明半夏蛋白具有抗肿瘤的作用#

而这种研究主要停留在半夏总蛋白水平上#半夏总

蛋白中成分较多#对于具体或主要由哪种蛋白成分

对肿瘤细胞起增殖抑制作用的研究却很少&本文利

用甘露糖
640

`
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亲和柱分离纯化出半夏凝



集素单体#并将分离得到的半夏凝集素单体制备成

梯度浓度作用于
Q0X+

细胞#初步研究其对肿瘤细

胞增殖抑制的作用#为利用半夏凝集素开发新抗癌

药物提供研究基础&

!

!

材料与方法

%>%

!

材料'试剂及仪器

材料!三叶半夏块茎采集于山东菏泽#经植物形

态鉴定为
A(';PP(2B;['2B2

%

Q0X+

细胞为本实验室

保存&

试剂!甘露糖
640
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凝胶'

%f M̂UM

*

QKVQVX8SR4U

'

%fQ+*Z:

缓冲液'胎牛血清'二

甲基噻唑二苯基四唑溴盐"

M77

$"

42

3

I+

$'二甲基

亚砜"

M̂4R

$&

仪器!

Q7MB$

倒置显微镜"上海绘统光学仪器

有限公司$'

WS6&D$4

二氧化碳细胞培养箱"苏州江

东精密仪器有限公司$'

4[6S&6%L

超净工作台"上

海精密仪器仪表有限公司$'

476B#$

酶标仪"上海精

密仪器仪表有限公司$'

Q̂ 6"C6%

核酸蛋白检测仪

"上海嘉鹏科技有限公司$'

M2*26T)';0+*70+*

电泳

仪"

W2'6EĴ

$'

.̂6"AA#

水平脱色摇床"太仓市科教

器材厂$'

SE!!V

高速离心机"日立
QK7JSQK

$&

%>!

!

实验方法

%>!>%

!

亲和凝胶的制备

将甘露糖偶联到环氧活化琼脂糖凝胶上"委托

北京过程控制研究所合成$&

%>!>!

!

半夏凝集素粗品的制备

半夏块茎洗净去皮充分研磨成糊状#

!$j ?+S,

溶液浸泡过夜&

%!$$$)

*

I2*

#

Fi

#离心
B$I2*

#取

上清#加入固体硫酸铵使饱和度达到
"Aj

#冰上静

置过夜&

%!$$$)

*

I2*

#

Fi

#离心
B$I2*

#弃上清#

沉淀用
!$j ?+S,

溶液溶解#然后对
!$j ?+S,

溶

液透析至透析液中检测不到硫酸铵#离心除去不溶

物得到上清即为半夏凝集素粗品&

%>!>B

!

亲和层析制备半夏凝集素

甘露糖
640

`
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凝胶装柱后用
!$j?+S,

溶液平衡#将上述半夏凝集素粗品上柱#以
!$j

?+S,

溶液为洗脱液#上样量相同的条件下#分别用

$>!I',

*

X

甘露糖溶液和
$>"j ?+S,

溶液为解离

液#用核酸蛋白检测仪
J!D$

检测#均只出现一个比

较明显的吸收峰#收集解离下来的样品#透析脱盐浓

缩#

4̂ 46TJVU

凝胶检测洗脱样品&

%>!>F

!

Q0X+

细胞培养

培养条件为
BCi

'

Aj SR

!

'饱和湿度下#用含

%$jLW4

的
M̂UM

培养液将细胞培养至铺满瓶底

后#用含
$>!Aj

胰蛋白酶的消化液消化细胞#按

%gB

的比例分装于三个培养瓶#每
B

"

A]

传代
%

次&

%>!>A

!

细胞增殖抑制实验"

M77

法$

取对数生长期的
Q0X+

细胞#胰酶消化后吹打

成单细胞悬液"

!f%$

F

*

IX

$接种于
"#

孔培养板#

"$

$

X

*孔&细胞贴壁后加入不同浓度的半夏凝集

素样品"样品用
TW4

溶解$#使最终浓度分别为

$>$$F

'

$>$!

'

$>%

'

$>AI

3

*

IX

及
%I

3

*

IX

&同时

设
TW4

溶剂对照组#培养基为空白组#每一浓度设
B

复孔#分别培养
!F/

'

FD/

'

C!/

#每孔加
!$

$

XA

I

3

*

IX

的
M77

溶液#

BCi

孵育
F/

#弃培液#加

%A$

$

X M̂4R

#室温下振荡
!$I2*

#使充分溶解后

于
F"$*I

测定吸光值
J

#实验重复
B

次&

%>!>#

!

倒置相差显微镜摄影

取对数生长期的
Q0X+

细胞#胰酶消化制成单

细胞悬液"

!f%$

F

*

IX

$等量接种于培养瓶中#培养

细胞贴壁后加入
$>$$FI

3

*

IX

和
%I

3

*

IX

的半夏

凝集素样品&分别培养
!F/

'

FD/

'

C!/

#倒置相差

显微镜下观察摄影&

'

!

结果与分析

!>%

!

亲和层析分离到半夏凝集素单体

经
"Aj

硫酸铵饱和度盐析沉淀的半夏块茎凝集

素粗品#透析处理后过甘露糖
640

`

/+)':0FW

亲和柱收

集活性峰进行
%Aj4̂46TJVU

凝胶电泳检测#结果

显示为单一条带#表观分子量约为
%!Ẑ

"图
%

$#经质

谱分析法测定其相对分子量为
%!>%#AẐ

&

M

!标准蛋白质%

%

!

$>!I',

*

X

甘露糖解离样品%

!

!

$>"j ?+S,

解离样品

图
%

!

甘露糖
640

`

/+)':0FW

亲和解离样品
%Aj

4̂46

聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

凝胶电泳检测出现单一条带#纯度相对较高&

由分子量大小分析得出#甘露糖亲和柱分离得到的

是半夏凝集素单体&由图
%

可知#

$>!I',

*

X

甘露

"AD

第
#

期 冯瑞娟等!半夏凝集素的分离纯化及其对
Q0X+

细胞生长的影响



糖溶液解离样品和
$>"j ?+S,

溶液解离样品为同

一蛋白%用
?J?R̂ ERT!$$$

测定分离得到的样

品浓度#经计算#

$>!I',

*

X

甘露糖溶液解离样品量

为
$>"I

3

#

$>"j ?+S,

解离样品量为
BI

3

#可知

$>"j?+S,

解离效果较
$>!I',

*

X

甘露糖好&推测

可能是因为半夏凝集素与亲和柱的结合不仅是甘露

糖亲和专一性作用的效果#同时#蛋白的疏水基也在

起作用&

!>!

!

不同浓度的半夏凝集素单体对细胞增殖的

影响

不同浓度半夏凝集素分别作用
Q0X+

细胞
!F

'

FD

'

C!/

后的细胞生长状况如图
!

和图
B

所示&

空白!

Q0X+

细胞培养液%对照!

TW4

缓冲液%加药
+

!

$>$$FI

3

*

IX

%

加药
\

!

$>$!I

3

*

IX

%加药
5

!

$>%I

3

*

IX

%加药
]

!

$>AI

3

*

IX

%加药

0

!

%I

3

*

IX

图
!

!

不同浓度半夏凝集素单体处理下的
Q0X+

细胞的
#

F"$

值

由图
!

和图
B

可知#低浓度"

$>$$F

'

$>$!I

3

*

IX

及
$>%I

3

*

IX

$半夏凝集素有促进
Q0X+

细胞增殖的

作用&

$>$$FI

3

*

IX

半夏凝集素作用
Q0X+

细胞

!F/

时#活细胞数与对照组基本一样#促增殖作用尚

不明显#促增殖效率为
%>!#j

%作用时间为
FD/

时#

其促增殖作用明显增强#促增殖效率为
!B>B#j

%作

用时间为
C!/

时#其促增殖作用开始减弱#促增殖

效率为
%D>F!j

&

当半夏凝集素浓度为
$>$!

'

$>%I

3

*

IX

时#两

者的促增殖作用效果均低于浓度为
$>$$FI

3

*

IX

时&三种浓度对
Q0X+

细胞增殖抑制作用的关系

为!同一浓度不同作用时间时#三种浓度的促增殖作

用效果均为
FD/

"

C!/

"

!F/

#原因可能是半夏凝

集素作用
Q0X+

细胞需要一定的时间才起明显作

用#而作用时间足够"

FD/

$时#作用效果达到最大#

+

!

$>$$FI

3

*

IX

%

\

!

$>$!I

3

*

IX

%

5

!

$>%I

3

*

IX

%

]

!

$>AI

3

*

IX

%

0

!

%I

3

*

IX

!!!

图
B

!

不同浓度半夏凝集素单体对
Q0X+

细胞增殖作用的影响

随时间的增长#药用成分消耗随之促增殖作用有所

减弱#但仍强于
!F/

的作用效果%不同浓度同一作

用时间#促增殖效果基本为
$>$$FI

3

*

IX

"

$>$!

I

3

*

IX

"

$>%I

3

*

IX

#原因可能是更低浓度的半夏

凝集素有明显的促增殖作用#随浓度增高#促增殖作

用则减弱&

高浓度"

$>AI

3

*

IX

及
%I

3

*

IX

$半夏凝集素

有明显抑制
Q0X+

细胞增殖的作用#且两浓度的抑

制作用均有时间依赖性#两者在
C!/

时有最大抑制

率#分别为
#!>$Bj

和
C%>D"j

&同一作用时间下#浓

度
%I

3

*

IX

的抑制作用强于浓度
$>AI

3

*

IX

的&

!>B

!

不同浓度的半夏凝集素单体对细胞形态的

影响

!!

将对
Q0X+

细胞增殖有促进作用的浓度为

$>$$FI

3

*

IX

的半夏凝集素和对
Q0X+

细胞有抑制

作用的浓度为
%I

3

*

IX

半夏凝集素分别作用于

Q0X+

细胞#培养
!F

'

FD

'

C!/

后倒置显微镜下观察#

结果如图
F

&

分析结果可知#

$>$$FI

3

*

IX

半夏凝集素作用

的细胞生长状态良好#大部分细胞都处于分裂状态#

与空白溶剂作用的细胞生长状态相似#细胞形态正

常#培养
C!/

后#细胞基本铺满瓶底&

%I

3

*

IX

半

夏凝集素作用的细胞#作用
!F/

时#有部分细胞还

有分裂增殖的能力#但其细胞形态和溶剂空白作用

的细胞相比#细胞已开始缩小#分裂增殖力明显减

弱#一部分细胞死亡#悬浮于培养液中#作用
FD/

和

C!/

后细胞生长能力全部被抑制#皱缩死亡#在培

养液中呈悬浮状态&

$#D

!!!!!!!!!!!!!!
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!
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J

!

TW4

缓冲液%

W

!半夏凝集素浓度
$>$$FI

3

*

IX

%

S

!半夏凝集素浓度
%I

3

*

IX

!!!

图
F

!

半夏凝集素各处理下
Q0X+

细胞的生长

状态显微观察结果

$

!

结
!

论

本文研究半夏凝集素的分离纯化及半夏凝集素

对抗肿瘤活性&研究发现
!$j ?+S,

溶液作为提取

液提取半夏凝集素才能和亲和凝胶上的配基有很高

的结合效率#降低
?+S,

溶液浓度则结合效率降低#

其原因可能是高盐离子浓度使原本处于半夏凝集素

内部的疏水基团暴露#促进其与配基的结合%解离液

根据半夏凝集素甘露糖结合专一性#选用
$>!I',

*

X

甘露糖溶液#又因可能由于高盐的原因促进半夏凝

集素与凝胶配基结合#故考虑降低盐离子浓度解离

样品&首先选择用蒸馏水解离#但没有解离峰出现#

用
$>"j ?+S,

溶液解离样品#得到了很好的解离效

果#与甘露糖解离效果比较分析发现#

$>"j ?+S,

溶液解离效果要优于
$>!I',

*

X

甘露糖溶液#这也

说明半夏凝集素与凝胶配基的结合#凝集素的疏水

基团起了很大的作用&

低浓度"

$>$$F

'

$>$!I

3

*

IX

及
$>%I

3

*

IX

$

半夏凝集素有一定促进
Q0X+

细胞增殖的作用#而

高浓度"

$>AI

3

*

IX

及
%I

3

*

IX

$半夏凝集素有一

定抑制
Q0X+

细胞增殖的作用&孙册等(

!

#

%#

)研究表

明半夏蛋白亦具有促使细胞分裂的活性#并且这种

作用具有动物种属专一性&本研究表明低浓度的半

夏凝集素有促
Q0X+

细胞分裂的活性#而高浓度的

半夏凝集素有抑制
Q0X+

细胞增殖的活性#但其作

!

用机理还需要进一步研究&

本文初步研究了半夏凝集素单体对
Q0X+

细胞

的作用#为利用半夏凝集素开发新抗肿瘤药物提供

了一定的研究基础&但半夏凝集素是否对其它癌细

胞有作用#还需对多种癌细胞进行筛选及动物实验&
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