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糙皮侧耳糖蛋白的性质及体外抗肿瘤活性研究
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摘要  目的 }对糙皮侧耳真菌提取液进行纯化 o并对纯化组分的理化性质及体外抗肿瘤作用进行研究 ∀方法 }用离

子交换 !凝胶过滤进行纯化 o采用 ≥⁄≥2°��∞测定蛋白分子量 o用氨基酸自动分析仪测定氨基酸的组成 o通过福林2

酚法测定其蛋白和多糖的含量 o用薄层层析确定多糖的组成 o将 °��°直接与 ≥t{s腹水瘤细胞及小鼠正常细胞液混

合 o观察其活性 ∀结果 }纯化得到对肿瘤细胞具有细胞毒作用的糖蛋白k°��°l o≥⁄≥2°��∞显示 °��° 为单一色

带 o其分子量为 tsu qv�⁄o氨基酸组成中鸟氨酸 !精氨酸含量较高 o蛋白与多糖的含量分别为 z{ qvw h和 ty qxv h o其

多糖主要由甘露糖组成 o°��°对小鼠正常细胞均无作用 o对 ≥t{s腹水瘤细胞具有细胞毒作用 o甘露糖可抑制 °��°

的抗瘤活性 ∀结论 }°��°具有特异性抗肿瘤作用 o值得进一步开发研究 ∀
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  糙皮侧耳k°̄ ∏̈µ²·∏¶²¶·µ̈¤·∏¶o简称 °�l系担子菌纲

口蘑科真菌 o含有多种活性成分 o具有抗肿瘤 !抗氧化 !

降低胆固醇及免疫调节等多种药理作用 ∀ ≠²¶«¬®¤等的

研究表明 o°� 子实体的水提液对小鼠肉瘤及艾氏瘤的

抑制率分别达 zx h及 ys h o并从其水提物中分离出一

葡聚糖组分 o后者在 s qt°ªr�ª剂量时 o有很强的抗肿

瘤作用≈t  o但关于 °� 抗肿瘤糖蛋白的研究 o国内外尚

未见有报道 ∀

本文采用离子交换 !凝胶过滤等方法 o分离得到了

具有 抗 肿 瘤 作 用 的 糖 蛋 白 k °̄ ∏̈µ²·∏¶ ²¶·µ̈¤·∏¶

ª̄¼¦²³µ²·̈¬± o°��°l o并对其理化性质及抗肿瘤活性进

行了探讨 ∀

1  试验材料

仪器 }�∂2tus2su 紫外分光光度计k≥¬°¤½∏公司l ~

{vx2xs型氨基酸自动分析仪k�¬·¤¦«¬公司l ~⁄≠2yss型

电泳仪k广州汕头市郊金砂广播仪器厂l ∀
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试剂 }糙皮侧耳真菌子实体k购自市场l ~�°¥̈ µ̄¬·̈

离子交换树脂k英国进口分装l ~≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2tssk上海试

剂厂l ~≥⁄≥标准分子量蛋白k上海博奥生物技术有限公

司l ~标准葡萄糖 !甘露糖 !半乳糖 !鼠李糖k分析纯 o上

海试剂二厂l ~其它试剂均为分析纯或化学纯 ∀

动物 }≥t{s小鼠 k山东省医学科学院实验动物中

心l ∀

2  方法与结果

2 q1  °��°的制备

取 °� xssªo加入 ts°°²̄ r�!³�z qs的磷酸盐缓冲

液k°�≥l制成匀浆 o搅拌提取 o收集滤液 o经硫酸铵沉

淀 !对自来水 !°�≥ 溶液透析 !浓缩后 o得 °� 糖蛋白提

取液 ∀

提取液上 �°¥̈ µ̄¬·̈阳离子交换柱 o用 s qu°²̄ r�!³�

z qw°�≥缓冲液洗脱 o洗脱液于 u{s±° 处测定吸收度 o

得到组份 °t !°u o将 °t !°u分别与 ≥t{s腹水瘤细胞混合 o

于显微镜下观察对 ≥t{s腹水瘤细胞的杀伤作用 o发现 °t

活性较强k见图 tl ∀

图 1  °� 糖蛋白阳离子交换色谱图rvx¦° ≅ t qx¦°

将 °t浓缩后上 ≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2tss柱 o用 °�≥ 缓冲液

洗脱 o得组分 °t qt !°t qu o按上述方法发现 °t qu为主要活

性成分 °��°k见图 ul ∀

图 2  °t 的 ≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2tss 凝胶过滤色谱图rvx¦° ≅

t qx¦°

2 q2  理化性质测定

u qu qt  分子量测定  按王重庆等介绍方法用 ≥⁄≥2

°��∞测定分子量≈u  o标准蛋白分子量的直线方程为 Ψ

� p t .xt Ξ n u .vw , ρ � s q|||v ∀ °��°分子量为tsu qv

�⁄∀

2 q2 q2  氨基酸分析  °��°用 y°²̄ r�盐酸于 tsx ε 水

解 uw«o用氨基酸自动分析仪测定 o结果见表 t o从表中

可知 o°��°中鸟氨酸 !精氨酸含量较高 ∀

表 1  °��°的氨基酸含量rΛª#ªp t

氨基酸 含  量 氨基酸 含  量

�¶³ v|{ qut �̄¨ uzy qy|

×«µ ut{ q|t �̈∏ uzw qtu

≥ µ̈ usw qvs ×¼µ uzw qtu

�̄ ∏ wx{ qsx °«̈ vuy qxx

�̄ ¼ uxv qzx �µ± x|y q|y

�̄ ¤ uzx qzs �¼¶ w|u q|y

≤¼¶ uv| qws ×µ³ uw{ qtt

∂¤̄ w|u q{v �µª xvz q{x

� ·̈ vuv qxz

2 q2 q3  多糖及蛋白质含量测定  分别用硫酸2苯酚

法≈v  !福林2酚法≈w 测定 ∀ °��°中多糖 !蛋白质的百分

含量分别为 ty qxv h ? t qvw h和 z{ qvw h ? z qtv h ∀

2 q2 q4  多糖组成测定  依照文献≈x  o以 ⁄2甘露糖

k�¤±l !⁄2半乳糖 k�¤̄ l !⁄2鼠李糖 k � «¤l !⁄2葡萄糖

k�̄ ∏l为标准 o用薄层层析测定 ∀

以 �̄ ∏的 Ρφ 值为参比 o°��° 及各标准糖的相对

比移值为 }°��°2�¤±2�¤̄2� «¤2�̄ ∏为 t qwyΒt qwyΒt qttΒ

u qsvΒt qss o°��°水解液与甘露糖层析迁移率相同 o表

明 °��°所含单糖主要由甘露糖组成 ∀

2 q3  °��°的体外抗肿瘤活性测定

抽取 ≥t{s腹水瘤细胞 o用生理盐水稀释 w 倍后 o取

少许分别加入 s quw°ªr°̄ 的 °��° 溶液 !°�≥ !蒸馏水

与之混合 o于显微镜下观察 °��°对瘤细胞的作用 ~取

新鲜小鼠脾 !肝脏 !肾 !胸腺细胞 o制成细胞混悬液 o按

上述方法观察 °��°作用 ∀

显微镜下可见 ≥t{s腹水瘤细胞在 °��°的作用下 o

细胞逐渐膨胀 o细胞膜上形成一些小泡状凸起 o在 t«

内完全破碎 o°�≥溶液则对瘤细胞无作用 o蒸馏水使瘤

细胞涨大 o但无破碎现象 ~而 °��°对脾 !肝脏 !肾 !胸腺

等细胞没有作用 o细胞完好无损 ∀

2 q4  单糖事先处理瘤细胞对 °��°杀伤瘤细胞作用的

影响

取 s qx°̄ ≥t{s腹水瘤细胞 x 份 o分别加入 ts°ª

�¤± !�̄ ∏!�¤̄ !木糖k÷¼̄ l !果糖kƒµ∏l o于 w ε 放置 t«o离

心 o弃上清 o以 °�≥溶液冲洗后 o各加入 s qx°̄ °��° o于

显微镜下观察 °��°对瘤细胞的作用 ∀

结果表明 o以 x 种单糖事先处理腹水瘤细胞处理

后 o均不影响 °��°对此等瘤细胞的杀伤作用 ∀
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2 q5  单糖对 °��°杀伤瘤细胞作用的影响

取 s qx°̄ °��° x份 o分别加入 ts°ª �¤± !�̄ ∏!�¤̄ !

÷¼̄ !ƒµ∏o溶解后于显微镜下观察加有不同单糖的 °��°

对 ≥t{s腹水瘤细胞的杀伤作用 ∀

结果表明甘露糖可抑制 °��°对 ≥t{s腹水瘤细胞

的杀伤作用 o而其它单糖均不影响 °��°的活性 ∀

3  讨  论

本实验发现 °��° 对 ≥t{s腹水瘤细胞具有直接细

胞毒性作用 o可使瘤细胞膨胀 o直至破裂 ~而对正常小

鼠脾 !肝脏 !肾 !胸腺等细胞无作用 o说明 °��° 具有特

异性细胞毒作用 ∀据报道 o真核细胞膜上含有 u h ∗

ts h的碳水化合物 o它们以糖脂或糖蛋白的形式存在 o

其糖链中的单糖有己糖k半乳糖 !甘露糖及少量葡萄

糖l以及乙酰氨基葡萄糖和乙酰氨基半乳糖等 ∀肿瘤

细胞膜上的成分与正常细胞膜有许多不同 ∀癌变时 o

细胞膜上的一些基因重新启动 o致使分化发育的阶段

性抗原再次出现 o同时基因也可编码一些糖苷酶 o使糖

蛋白或糖脂中的糖链出现异常 ∀ �¤¶¦«®̈ 等发现在许

多肿瘤细胞中 o特异的能被小脑可溶性凝集素k≤≥�l识

别的聚糖合成增加≈y  ∀此外 o肿瘤细胞膜上的糖蛋白

和糖脂的糖链可出现缺陷现象 o如小鼠 v×v细胞 !大鼠

肝细胞 !人腺癌细胞 !人脑瘤细胞都可出现糖链缺失 ∀

因此作为体现细胞和分子表型及抗原性的糖链 o在肿

瘤细胞膜上就发生很大改变 o°��°的特异性细胞毒作

用可能与其对肿瘤细胞膜上特异的糖链识别结合有

关 ∀

根据单糖抑制实验 o发现甘露糖与 °��°混合可阻

断 °��°的细胞毒作用 o而甘露糖事先与肿瘤细胞混合

作用一小时再除去后并不影响 °��°对肿瘤细胞的杀

伤作用 o进一步表明 °��°蛋白部分可被细胞膜上的甘

露糖识别并与之结合而发挥作用 o将甘露糖加入 °��°

溶液 o则可抑制 °��°与肿瘤细胞膜的糖链结合 o从而

使其失去细胞毒活性 ∀
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硝苯吡啶与格列本脲相互作用对正常大鼠和高血糖大鼠血糖水平

的影响

杜战江  王 艳t
k石家庄 sxssxt 石家庄市药品检验所 ~石家庄 sxsstt t河北省药品检验所l

摘要  目的 }研究硝苯吡啶以及硝苯吡啶与格列本脲合用对空腹大鼠和肾上腺素诱发高血糖大鼠血糖水平的影

响 ∀方法 }本实验采用葡萄糖氧化酶法测定血糖含量 ∀结果 }硝苯吡啶 u qx°ªr®ª¬ª使空腹大鼠血糖水平显著升高

k Π� s qstl o并加重肾上腺素诱发的高血糖反应 ∀而硝苯吡啶与降糖药格列本脲 s q|°ªr®ª合用时不影响空腹大

鼠的血糖水平 o硝苯吡啶对肾上腺素诱发高血糖大鼠灌胃格列本脲后的降血糖作用亦无明显影响 ∀结论 }尽管硝

苯吡啶对空腹大鼠以及肾上腺素诱发高血糖大鼠有显著升高血糖的作用 o但对格列本脲的降血糖作用无明显不良

影响 ∀

关键词  硝苯吡啶 ~格列本脲 ~血糖 ~大鼠

Τηεινφλυενχε οφ νιφεδιπινε ανδ γλιβενχλαµιδε το πλασµ α γλυχοσελεϖελιν τηε φαστεδ ανδ αδρεναλινε

ηψδροχηλοριδε2ινδυχεδ ηψπεργλψχεµιχ ρατ
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