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葡聚糖具有免疫调节及抗肿瘤活性'文章利用人单核白血病
8Od7%

细胞

株建立细胞水平上葡聚糖生物活性的检测方法!实现高通量筛选活性多糖'

8Od7%

细胞在不同浓度的葡聚糖刺激

EF0

后离心收集上清!

TYP5K

法检测其释放细胞因子浓度!以筛选有效的评价指标'结果显示(

8Od7%

细胞在不同

葡聚糖刺激下!细胞培养液中
PM@7

#

含量变化明显'

PM@7

#

可作为在细胞水平上评价葡聚糖活性的标准检测指标'

该方法既克服了动物实验工作量大&成本高!又克服了原代细胞不稳定等因素!为高通量筛选活性多糖提供了新

途径'

关键词!

8Od7%

#葡聚糖#活性检测#高通量筛选
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葡聚糖是由葡萄糖单体聚合而成的多糖#分为

#

型和
-

型%

#

型是机体能量的主要来源#不具备生

物活性+

-

型葡聚糖则是一种生物活性物质#具有免

疫调节)抗肿瘤)抗炎)抗病毒)抗氧化)抗辐射)降血

糖)降血脂)保肝等多种功能'
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%研究还发现#大多

数具有抗肿瘤活性的多糖都是带有
-
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糖苷

键分支的
-
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葡聚糖'
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%食用菌多糖也被称

作/生物反应调节物0

'
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#大多为具有分支的
-

7

"

%7

!

$

7S7

葡聚糖'

D

(

%近年来#因其多重功效而备受青

睐#具有很好的开发前景%

不同多糖的生物活性有所差别%多糖活性的高

低受其结构)分子量等多种因素影响'

C7&
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#因此#相同

糖含量的药品或保健品的功能也会存在很大差异#

单纯的糖含量并非药物有效性的指标%检测食用菌

多糖生物活性是判断多糖药品及保健品功效的一种

直接有效的方法%目前#有关多糖生物活性的检测

手段主要是整体水平和原代细胞水平检测%传统的

动物实验检测法存在动物个体差异)工作量大)资金

消耗多等不足+原代细胞检测法亦存在细胞稳定性)

实验误差大等问题%因此#亟待建立一种高通量检

测多糖生物活性方法%
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实验材料和方法
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8Od7%

细胞株#浙江理工大学生命科学学院保

存+人
PM@7

#

)

PM@7

1

)

8@M7

#

)

PY%$

检测试剂盒#购

自北京永辉生物科技有限公司+

RdUP%DE"

培养基#

购自杭州吉诺生物医药技术有限公司+冬虫夏草多

糖"含量
&#X

$#中国药科大学尹红萍老师提供+蛹

虫草多糖"含量
&#X

$#本实验室制备+绣球菌葡聚

糖"含量
&#X

$#上海科爱生物技术有限公司提供+

灰树花多糖"含量
&#X

以上$#购自浙江方格药物有

限公司%
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方
!

法
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细胞株的培养

8Od7%

细胞株培养于含
%"XML5

的
RdUP%DE"

完全培养基中#置于
!CZ

#

#XJN

$

饱和湿度的二氧

化碳培养箱中培养#

!

$

#I

传代
%

次#

%

瓶传
$

瓶或
!



瓶#细胞碎片较多时离心"

%"""*

&

G3+

#

#G3+

$#重悬

细胞至细胞培养瓶中#调整至适当浓度继续培养#待

细胞达到
%"

#

$

%"

D

61--

&

GY

开始用于实验%

%?$?$

!

检测指标的筛选

检测经多糖刺激后#

8Od7%

细胞释放的细胞因

子
PM@7

#

)

PM@7

1

)

8@M7

#

和
PY%$

的表达水平#从中

筛选可作为检测葡聚糖活性的指标%

%?$?!
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葡聚糖生物活性检测方法的建立

用
RdUP%DE"

培养基调整
8Od7%

的细胞密度

至
%"

#

$

%"

D

61--

&

GY

转移至
&D

孔板中
$""

"

Y

&孔#

在
!CZ

)

JN

$

浓度
#X

的培养箱中培养
$E0

%向培

养孔中加入绣球菌葡聚糖至终浓度分别为
"

)

%"

)

%""

)

$""

"
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#保持总体积相同#各浓度均重复
!

次#培养
EF0

+离心"

%"""*

&

G3+

#

$"G3+

$#收集细胞

上清#

TYP5K

法分别检测
PM@7

#

)

PM@7

1

)

8@M7

#

和

PY%$

的表达水平%
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方法有效性鉴定

用
RdUP%DE"

培养基调整
8Od7%

的细胞密度

至
%"

#

$
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D

61--

&

GY

转移至
&D

孔板中
$""

"

Y

&孔#

在
!CZ

)

JN

$

浓度
#X

的培养箱中培养
$E0

%向培

养碟中加入蛹虫草多糖)灰树花多糖)冬虫夏草多

糖#至蛹虫草和灰树花多糖的浓度分别为
"

)

#""

"

4

&

GY

)

%
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#冬虫夏草多糖浓度为
"

)
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)
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#各浓度均重复
!

次#培养
EF0

+离心

"
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G3+

#

$"G3+

$#收集细胞上清#

TYP5K

法检

测表达水平高的细胞因子的浓度%

'

!

结果与分析

$?%

!

检测指标的筛选

多糖的免疫调节能力并非直接作用于肿瘤细胞

和病原微生物#而是通过刺激)激活免疫细胞释放细

胞因子发挥作用%因此#当具有活性的多糖刺激免

疫细胞时#会影响免疫细胞所释放的细胞因子水平%

8Od7%

细胞为人急性单核白血病细胞#具有吞噬活

性#在受到刺激后能够分泌细胞因子
PM@7

#

)

PM@7

1

)

8@M7

#

和
PY%$

%因此#在本实验中选用
PM@7

#

)

PM@7

1

)

8@M7

#

和
PY%$

作为候选检测指标进行

研究%

$?$

!

葡聚糖生物活性检测方法的建立

通过不同多糖刺激
8Od7%

细胞
TYP5K

法分别

检测
PM@7

#

)

PM@7

1

)

8@M7

#

和
PY%$

浓度#其中对照

组与实验组的
8@M7

#

含量均较低#浓度低于检测范

围的最低值#未在图中标示"如图
%

所示$%结果显

示#

PY%$

的浓度也偏低且浓度变化不明显+实验组

PM@7

1

浓度稍高于对照组#但变化不明显%故

8@M7

#

)

PY%$

)

PM@7

1

三者均非理想的检测指标%

图
%

!

不同细胞因子浓度检测

!!

检测发现
PM@7

#

的浓度变化十分明显%随多

糖浓度的升高
PM@7

#

的浓度呈现先升高后降低的

趋势#且当多糖浓度为
%"

"

4

&

GY

时
PM@7

#

的浓度

基本达到最高#为
&&?#&

A4

&

GY

%当多糖浓度大于

%"

"

4

&

GY

时#即多糖含量过高时可能超出细胞的

免疫调节能力#对细胞产生毒害#细胞免疫能力下

降#所释放的细胞因子减少#因此所检测到的
PM@7

#

的浓度降低%重复实验发现#检测的
PM@7

#

结果较

稳定#且浓度变化明显#因此将
PM@7

#

作为葡聚糖

生物活性检测的指标%

$?!

!

方法有效性鉴定

目前对于蛹虫草多糖)灰树花多糖)冬虫夏草多

糖的研究已取得较理想的成果#已有大量动物实验

验证其免疫调节活性'

%"7%$

(

%因此#用以上
!

种多糖
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来验证本实验所建立的检测多糖活性方法的有效性

"如图
$

所示$%图
$

检测结果与动物实验成果相符#

因此#证明利用
8Od7%

细胞以
PM@7

#

为指标检测多

糖生物活性的方法是可行的#且可实现高通量检测%

图
$

!

不同多糖活性检测

!!

根据
8Od7%

细胞的特点#选择
PM@7

#

)

PM@7

1

)

8@M7

#

和
PY%$E

种细胞因子作为候选评价指标%

经实验#筛选出浓度变化明显)重复性理想的
PM@7

#

作为多糖活性检测的指标%

目前关于多糖的研究在世界范围内引起了人们

的广泛关注'

%!7%#

(

%蛹虫草多糖可抑制
O1-,

细胞的

增殖'

%D

(

+绣球菌葡聚糖可使小鼠脾细胞产生细胞因

子'

%C

(

#还可以提高炎症相关细胞因子的表达量#如

PY7%$

)

PY7%

-

)

PM@7

#

&

-

等#促使树突状细胞的成

熟'

%F7%&

(

+虫草多糖可促进脾细胞增殖和
PM@B

1

)

8@M7

#

的表达#抑制肿瘤细胞'

$"

(

%多糖类药物的研

发由于其较高的安全性和较丰富的来源#而成为研

发的热点之一#因此#高通量有效筛选候选活性多糖

对于多糖药物的开发尤为重要%

$

!

结
!

论

本文建立了一种高通量葡聚糖活性检测方法!

检测
8Od7%

细胞在多糖刺激下细胞培养液中
PM@7

#

的含量#

PM@7

#

的含量变化可作为在细胞水平上

评价多糖活性的有效方法#可用于活性多糖的高通

量检测%

)
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