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摘要：目的  研究不同分子量黑木耳多糖(Auricularia auricula polysaccharide，AAP)能否与顺铂形成配合物，同时研究其

配合物对 HeLa 和 LoVo 细胞的抗肿瘤细胞增殖活性。方法  采用“One pot”法合成不同分子量的黑木耳多糖顺铂配合物

(Auricularia auricula polysaccharide-cis-diaminedichloroplatinum，AAP-CDDP)，并应用 MTT 法对其体外抗肿瘤细胞增殖

活性进行研究。结果  AAP-CDDP 的抑制 HeLa 和 LoVo 肿瘤细胞增殖活性与其螯合顺铂量密切相关，相关系数 r2 分别

为 0.877 5 和 0.913 2；其中 AAP(Ⅴ)-CDDP 具有最强的抗肿瘤细胞增殖活性。结论  AAP 与顺铂形成配合物具有很好的

抗肿瘤细胞增殖活性。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study whether Auricularia auricula polysaccharide(AAP) can form complexes with cisplatin, 
and study the anti-tumor cell proliferation activity of the complexes against HeLa and LoVo cells. METHODS  Auricularia 
auricula polysaccharide-cis-diaminedichloroplatinum(AAP-CDDP) complexes with different molecular weights were 
synthesized using “One pot” method, and their anti-tumor cell proliferation activity in vitro were studied by MTT method. 
RESULTS  The inhibition activity of AAP-CDDP on the proliferation of HeLa and LoVo cervical cancer cells was closely 
related to the amount of cisplatin in AAP-CDDP, and the correlation coefficients of r2 were 0.877 5 and 0.913 2, respectively. 
Among them, AAP(V)-CDDP had the strongest anti-tumor cell proliferation activity. CONCLUSION  The complex of AAP 
and cisplatin has good anti-tumor cell proliferation activity. 
KEYWORDS: Auricularia auricula polysaccharide; CDDP; complex; anti-tumor 
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作为生长在朽木上的一种真菌类担子菌纲腐

生菌，黑木耳(Auricularia auricula)在亚洲各国作

为药食同源真菌被广泛食用，在我国黑木耳主要

分布于东北部的大、小兴安岭山区[1-2]。国内外研

究 证 实 黑 木 耳 多 糖 (Auricularia auricula 

polysaccharide，AAP)具有多种生物功能，包括降

血脂[3]、抗氧化[4]、抗肿瘤[5]、降血糖[6]、抗凝血[7]

和 抗 衰 老 、 改 善 心 肌 功 能 等 [8-10] 。 顺 铂

(cis-diaminedichloroplatinum，CDDP)作为第 1 代铂

类抗代谢药物一直被用于治疗多种实体肿瘤[11]。

目前国内外文献报道了 APP 与蛋白质、多糖、多

酚、锌(Zn)、铁(Fe)、铬(Cr)和银(Ag)复合物的合成

及生物活性，而黑木耳多糖顺铂配合物(Auricularia 

auricula polysaccharide-cis-diaminedichloroplatinum，

AAP-CDDP)的合成未见报道，本实验通过“One 

pot”法合成了不同分子量的 AAP-CDDP，并对其

抗宫颈癌 HeLa 和结肠癌 LoVo 肿瘤细胞增殖活性

进行了研究，为 APP 及其衍生物开发为新的抗肿

瘤药提供进一步的理论基础。 

1  仪器与试剂 

N-1000 型旋转蒸发仪(上海亚荣仪器有限公

司)；PB-10 型精密 pH 计、R200-D 型电子分析天
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平(Sartorius)；LD5-2A 型超净工作台(上海一恒科

技有限公司)；DF-101S 型集热式恒温加热磁力搅

拌器(上海力晨科技设备有限公司)；TENSOR27 型

红外光谱仪(德国 Bruker 公司)；ICP-AES-5000 型感

应耦合等离子体原子发射(杭州聚光科技有限公司)。 

AAP 均由笔者所在实验室自制：AAP(Ⅰ)、

AAP(Ⅱ)、AAP(Ⅲ)、AAP(Ⅳ)、AAP(Ⅴ)、AAP(Ⅵ)

和 AAP( Ⅶ ) 多糖片段的黏均分子量分别为

(41 000±1 000)，(23 000±1 000)，(14 000±200)，

(4 800±400)，(4 500±300)，(3 500±300)，(3 400± 

200)Da；氢氧化钠、氯仿、正丁醇、氯化钠、无

水乙醇、丙酮、乙醚、硫酸、苯酚、二甲基亚砜

均为分析纯，均购自国药集团化学试剂有限公司；

CDDP(批号：15663-27-1)、四甲基偶氮唑蓝(MTT，

批号：M2128)均购自美国 Sigma 公司；RPMI1640

培养基 (批号：GNM-11835)、胰蛋白酶 (批号：

9002-07-7)、胎牛血清(批号：16000-044)、青霉素

-链霉素溶液(批号：P1400-100)均为赛默飞世尔生

物化学制品有限公司产品。 

实验用宫颈癌 HeLa 细胞和结肠癌 LoVo 细胞

由哈尔滨医科大学肿瘤医院惠赠，在哈尔滨工业

大学化工学院食品系细胞室传代备用。 

2  方法 

2.1  AAP-CDDP 的合成 

AAP(Ⅴ)-CDDP 的合成参考 Liao 等[12]的方

法，将 AAP(15.0 mg)溶解到 15.0 mL 蒸馏水中，

将一定量的 CDDP 加入到上述多糖溶液中，通过

加入一定量的 0.1 mol·L1 盐酸或者氢氧化钠溶液

调整上述混合溶液的 pH 值至 6~7。通过磁力搅拌

设置不同温度和搅拌时间进行合成，反应结束后，

通过透析袋对反应溶液透析 48 h，从而将游离的

CDDP 除去；然后将反应得到 AAP(Ⅴ)-CDDP 冻

干，称取一定量的 AAP(Ⅴ)-CDDP，采用电感耦合

等 离 子 体 原 子 发 射 光 谱 法 (ICP-AES) 测 定

AAP(Ⅴ)-CDDP 中 CDDP 含量[13]。 

2.2  ICP-AES 光谱法检测铂金属含量 

ICP-AES 工作条件为蠕动泵：100 r·min1；反

射功率：5 W；入射功率：1 150 W；冷却气流量：

14 L·min1(Ar)；载气流量：0.5 L·min1(Ar)；分析

线波长：铂为 265.95 nm。 

2.3  CDDP、AAP(Ⅴ)和 AAP(Ⅴ)-CDDP 红外谱图

的测定 

采用溴化钾压片法：分别将 CDDP、AAP(Ⅴ)

和 AAP(Ⅴ)-CDDP 样品与 KBr 粉末按照 1∶100

的比例进行混合、研磨。将研磨好的混合粉末通

过 TENSOR27 红外光谱仪进行扫描测定，光谱扫

描范围 4 000~650 cm1；分辨率为 4.00 cm1；扫描

次数为 32 次[14]。 

2.4  MTT 法测定细胞存活率 

将处于对数生长期的宫颈癌 HeLa 细胞的细

胞浓度调整为 2.0×105 ·mL1；将细胞转移到 96 孔

板中，培养 24 h 后，加入受试药物；培养结束后，

弃去培养基，用灭菌的 PBS 溶液洗涤 2 次，加入

新鲜完全培养基，每孔加入 10 μL 的无菌

MTT(5.0 mol·L1 溶解于 PBS 溶液中)溶液，培养箱

中继续培养 4 h，弃去上清液，每孔加入 150 μL

的 DMSO 溶解甲瓒结晶，490 nm 测定各孔的吸光

度值，细胞活力表达为空白对照细胞的百分比[15-17]。 

2.5  数据分析 

采用 SPSS 16.0 软件通过单因素方差分析

(One-way ANOVA)和 Duncan’s 多重比较法进行数

据统计分析，P<0.05 为差异具有统计学意义，

P<0.01 为差异具有极显著统计学意义。所有的数

据以 sx  进行表达，通过 Origin 9.0 对数据进行

作图。 

3  结果与讨论 

3.1  合成的 AAP-CDDP 中顺铂含量及红外光谱图 

ICP-AES 检 测 发 现 AAP( Ⅰ )-CDDP~ 

AAP(Ⅶ)-CDDP 的铂金属含量分别为(12.7±0.3)，

(14.6±0.3)，(14.7±0.1)，(16.8±0.2)，(17.8±0.4)，

(15.9±0.6)，(15.1±0.7)mg·g1，其中 AAP(Ⅴ)-CDDP

中所含有的 CDDP 含量最高，结果见图 1。CDDP、

AAP(Ⅴ)和 AAP(Ⅴ)-CDDP 配合物的红外谱图分

析结果见图 2，其中 AAP(Ⅴ)在 3 100 cm1 和

3 500 cm1 处的吸收峰归属于多糖中的羟基基团

振动峰；而 AAP(Ⅴ)-CDDP 配合物在相同位置处

的吸收峰更为陡峭，表明多糖与顺铂配位过程中

羟基基团参与了反应；AAP(Ⅴ)-CDDP 配合物中

1 724 cm1 和 1 253 cm1 处的特异性吸收峰证实配

位过程中形成了乙酰基基团；2 926 cm1 处的吸收

峰归属于多糖中的 C-H 键；1 200~1 050 cm1 处的

吸收峰则是由多糖中糖苷键的伸缩振动引起；

796.4 cm1 和 619.9 cm1 处吸收峰则表明存在 N-H

基团[18]。 

3.2  AAP-CDDP 抗肿瘤细胞增殖活性 

通过“ One pot ”法合成不同分子量的

AAP-CDDP 配合物，采用 MTT 法对不同分子量的

AAP-CDDP 配合物抗肿瘤细胞增殖活性进行分析。 
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图 1  不同 AAP-CDDP 配合物的顺铂含量( sx  , n=3) 
与 AAP(Ⅰ)-CDDP 相比，1)P<0.05；与 AAP(Ⅱ)-CDDP 相比，2)P<0.05；

与 AAP(Ⅲ)-CDDP 相比，3)P<0.05；与 AAP(Ⅳ)-CDDP 相比，4)P<0.05。 

Fig. 1  Content of CDDP in different AAP-CDDP 
complexes( sx  , n=3) 
Compared with AAP(Ⅰ)-CDDP, 1)P<0.05; compared with AAP(Ⅱ)- 

CDDP, 2)P<0.05;  compared with AAP(Ⅲ)-CDDP, 3)P<0.05;  compared 

with AAP(Ⅳ)-CDDP, 4)P<0.05. 

 
图 2  CDDP、AAP(Ⅴ)和 AAP(Ⅴ)-CDDP 配合物的红外光

谱图 

Fig. 2  FTIR spectrogram of CDDP, AAP(Ⅴ) and AAP(Ⅴ)- 

CDDP complex 

结果显示，在 0~5 mg·mL1，AAP-CDDP 配

合物对 HeLa 和 LoVo 细胞的增殖抑制率呈现剂量

相关性，随着 AAP-CDDP 配合物浓度增加，其对

2 种肿瘤细胞的增殖抑制率逐渐增加。结果见图 3。 

上述结果表明，所有的 AAP-CDDP 配合物均

能显著地抑制 HeLa 和 LoVo 细胞的生长，并呈剂

量依赖关系(P<0.05 或 0.01)。 

与其他 AAP-CDDP 配合物相比，AAP(Ⅴ)- 

CDDP 对 HeLa 和 LoVo 细胞具有最低的 IC50 值。

结果表明，AAP(Ⅴ)-CDDP 具有最佳的抗肿瘤细胞

增殖活性，其对 LoVo 和 HeLa 2 种肿瘤细胞的抑

制率大约为 AAP(Ⅰ)-CDDP 的 7.0~7.2 倍。结果见

图 4。 

3.3  AAP(Ⅴ )-CDDP 抗肿瘤细胞增殖活性与

CDDP 含量相关性分析 

以配合物中 CDDP 含量为 x，以 AAP-CDDP

配合物对 LoVo 和 HeLa 2 种肿瘤细胞增殖抑制率

的 IC 5 0 值为 y，做相关性分析。结果显示，

AAP(Ⅴ)-CDDP 中的铂金属含量与其对 LoVo 和 

 
图 3  不同浓度的 AAP-CDDP 作用 48 h 对 2 种肿瘤细胞

增殖活性的影响( sx  ，n=3) 

Fig. 3  Inhibition of two tumor cells proliferation by the 
treatments of different concentrations of AAP-CDDP 
complexes for 48 h( sx  , n=3) 

 
图 4  AAP-CDDP 对 2 种肿瘤细胞增殖抑制率的 IC50 值

( sx  , n=3)  
与 AAP(Ⅰ)-CDDP 相比，1)P<0.05；与 AAP(Ⅱ)-CDDP 相比，2)P<0.05；

与 AAP(Ⅲ)-CDDP 相比，3)P<0.05；与 AAP(Ⅳ)-CDDP 相比，4)P<0.05；

与 AAP(Ⅴ)-CDDP 相比，5)P<0.05。 

Fig. 4  IC50 values of inhibitory activity of different 
AAP-CDDP complexes against two tumor cells( sx  , n=3) 
Compared with AAP(Ⅰ)-CDDP, 1)P<0.05; compared with AAP(Ⅱ)- 

CDDP, 2)P<0.05;  compared with AAP(Ⅲ)-CDDP, 3)P<0.05;  compared 

with AAP( Ⅳ )-CDDP, 4)P<0.05;  compared with AAP( Ⅴ )-CDDP, 
5)P<0.05. 
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HeLa 2 种肿瘤细胞增殖抑制率的 IC50 值密切相

关，从而得到了 2 个线性方程，分别为 y=0.233 3x+ 

0.165 38 和 y=0.114 3x+0.927 5，2 个线性方程的相

关系数 r2分别为 0.877 5和 0.913 2。上述结果表明，

配合物的抗肿瘤细胞增殖活性与其螯合 CDDP 的

含量呈现正相关的关系。AAP(Ⅴ)-CDDP 中结合的

CDDP 量最高，同时体外抗肿瘤细胞增殖活性实验

结果表明，制备得到的 AAP(Ⅴ)-CDDP 具有最强

的抗肿瘤细胞增殖活性，同时发现 AAP(Ⅴ)-CDDP

中的 CDDP 含量与其对 LoVo 和 HeLa 2 种肿瘤细

胞增殖抑制率的 IC50 值呈正相关关系。 

4  展望 

多糖类聚合物-药物配合物靶向系统逐渐引起

了国内外研究人员的重视[19-21]，其在药物化学、

化学合成、材料学等领域具有广阔的应用前景，

多糖类聚合物-药物配合物靶向系统能够通过被动

靶向改善药物在生物体内的扩散与分布，从而实

现了药物的靶向给药，并能够控制药物的释放，

同时能够减少有毒试剂的使用和产生。化学疗法 

有效治疗肿瘤的最大障碍为药物的全身性毒性，

其对肿瘤细胞缺乏靶向性，同时在整个机体中平

均分布，此外细胞毒性药物较短的半衰期和不良

的药动学也降低了其抗肿瘤疗效。越来越多的多

糖(透明质酸、葡聚糖和环糊精等)被用于与低分子

药物偶联从而提高药物的抗肿瘤疗效，本研究通

过将不同分子量 AAP 与 CDDP 合成配合物，从而

为 AAP 的应用提供新的思路和研究基础。 
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