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含硒紫球藻胞外多糖的制备及对体内外肿瘤细胞生长的影响 

王  敏，朱劲华，马宇翔，张成武，李朝军  

(南京师范大学 生命科学学院 分子细胞研究所，江苏 南京 210097) 

摘要 ：采用在培养液中添加亚硒酸来实现藻对无机硒的富集和转化，制备一种含硒的紫球

藻(Porphyridium sp.)胞外多糖(Se-PSP)；通过 DAN 荧光法测硒含量及红外光谱，对硒是否

结合在多糖上进行了初步探讨；用四唑盐比色法（MTT）研究了不同浓度含硒的紫球藻胞

外多糖对 3 种体外肿瘤细胞生长的影响。通过建立荷瘤小鼠模型，研究了含硒多糖对腹水

瘤 S180 的作用。结果表明含硒的胞外多糖含硒量约为 0.015 mg/g，40,80 mg/L Se-PSP对 3

种肿瘤细胞 SMMC7721、A549、A357均有一定程度的抑制作用，尤其是对 SMMC7721抑

制程度最为明显。荷瘤小鼠模型实验结果表明 100 mg/(kg.·d) Se-PSP可以延长荷瘤小鼠的

生存时间，Se-PSP有可能成为一种抗肿瘤药物。 
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紫球藻（Porphyridium sp.）是红藻门中的一种单

细胞微藻，广泛分布于海水、淡水、咸水及潮湿的土

地中，对环境的适应能力强，生理营养要求简单，具

有速生快长、繁殖周期短，可密集培养、适于工厂化

生产等特点，在生产过程中能合成一种胞外多糖，该

多糖是硫酸酯多糖，其在工业及医疗方面有广泛的应

用前景 [1~2]。 
硒是氧族元素，它的化学性质有很多地方与硫相

似，是人体必需的一种微量元素，构成若干抗氧化酶

的活性中心，可影响机体抗氧化能力和相关疾病的抵

抗能力[3]。但无机硒的毒性较大，在医疗保健行业应

用范围较窄。作者采用在培养液中添加无机硒的方法

来实现藻对无机硒的富集和转化，制备了一种含硒胞

外多糖，并研究了它的抗肿瘤作用。 

1 材料及方法 

1.1 材料  
紫球藻：产于以色列，由本古里昂大学 Arad 教

授实验室馈赠；细胞株: 人肝癌细胞 SMMC7721、人
肺癌细胞 A549、人黑色素瘤细胞 A357、小鼠腹水瘤
S180 均由本实验室保存；亚硒酸：相对分子质量
128.97，购于德国 Aldrich Chem.Co公司。ASW培养

基：详细配方见参考文献[2]；昆明小鼠：雌雄各半，
体质量 18~22 g，购于南京中医药大学动物实验中心。 
1.2 方法 
1.2.1 含硒紫球藻胞外多糖的制备  

在 ASW 培养基中，加入一定量的亚硒酸，使

硒终浓度达到 0.5 mg/L，加入对数生长期藻种，A604

值为 0.065±0.003，细胞密度为 6.20×105 个/mL。培
养条件：温度 22~26 ℃；pH 6.8~7.2；光强 4 000 lx；
光照时间 12 h:12 h[4]。培养 21 d后，取藻培养液，离
心（10 000 r/min，10 min），取上清液，用无水乙醇
沉淀，离心(4 000 r/min，5 min)，弃上清，将沉淀冷
冻干燥后，得粗多糖。将粗多糖干品配成 50 g/ L 的
水溶液，在蒸馏水中充分透析，去除小分子物质。以

氯离子（Cl-）为检测指标，AgNO3 示踪检测透析程

度，直至透析外液无白色浑浊出现。将透析后的多糖

浓缩干燥后，得含硒紫球藻胞外多糖。紫球藻胞外多
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糖的制备方法与含硒紫球藻胞外多糖的制备方法相

同，仅在 ASW培养基中，不添加亚硒酸。 
1.2.2 纯度鉴定 
将两种胞外多糖用磷酸氢钠缓冲液（PBS）配成

10 g/L的溶液，紫外可见分光光度计测 A280，并用双

缩脲反应[5]测蛋白含量；将 2种胞外多糖用 PBS配成
10 g/L的溶液，测 A260，并用磷酸钼蓝比色法

[6] 测核
酸含量。 
1.2.3 硒含量测定 
将冷冻干燥后的PSP、Se-PSP用超纯水配成1 g/L

的水溶液，然后用 DAN荧光法测硒含量[7]。 
1.2.4 红外光谱 
取多糖 10 mg与 KBr压片，用 IR-440扫描。 

1.2.5 细胞培养 
SMMC7721 用含 10％的小牛血清、100U 青霉

素、100 mg/L链霉素的双抗 RPMI1640培养基进行常
规培养（37 ℃，5％的 CO2）。 
1.2.6  MTT法检测 PSP与 Se-PSP对 SMMC7721、 

A549、A357增殖的影响 
用 PBS将 PSP与 Se-PSP配成 32 g/L的溶液，高

压灭菌后备用。将对数生长期的 SMMC7721、A549、
A357分别接种在 96孔板上，待 4 h细胞贴壁后加多
糖，每孔加不同浓度的等体积的多糖，使每孔总体积

为 200 µL，细胞密度 7.5×103个/mL ，多糖浓度为

10，20，40，80 mg/L，每个浓度设 6个平行孔。对
照组用等体积的不含多糖 PBS 代替多糖，并设不加
细胞，只加培养基的空白对照组。加入多糖后，培养

48 h后，用MTT法测细胞活力[8]。 
1.2.7  2种多糖对小鼠体内腹水瘤 S180的作用 
将 30只昆明小鼠，接种小鼠腹水瘤 S180，接种

细胞数 2×106个/只，接种 24 h后，将小鼠随机分成
3组，每组 10只，一组腹腔注射 100 mg/(kg•.d)紫球
藻胞外多糖（PSP组），一组腹腔注射 100 mg/(kg •d)
含硒紫球藻胞外多糖（Se-PSP组），一组腹腔注射等
体积的生理盐水（对照组），连续注射多糖 7 d。每天
观察小鼠的生长状况并统计每天小鼠的死亡数，腹水

瘤生成时间以腹部出现隆起为标准。 
1.2.8 数据分析 
数据均用 SPSS 软件分析。数据采用 x±S，组

间差异用单因子方差分析。 

2  结果及分析 

2.1 紫球藻多糖及含硒多糖的生成量 
l L 藻液可获得紫球藻多糖冻干粉约为 1.54 g±

0.08 g ,含硒多糖冻干粉约为 2.23 g±0.12 g，硒可以
提高多糖的产量（含硒多糖与紫多糖收获量相比，

P<0.05）。 
2.2 多糖的纯度鉴定 

2 种多糖的 A280<0.07，又经双缩脲反应鉴定，2
种多糖均呈阴性反应，可判断为 2种多糖不含蛋白。
测得 2种多糖的 A260<0.05，磷酸钼蓝比色法也显示 2
种多糖不含磷酸，由此可判断 2种多糖不含核酸。 
2.3 多糖的硒含量 

2种多糖的硒含量有显著性差异，紫球藻胞外多
糖只有极微弱的荧光，可认为该多糖不含硒，而紫球

藻含硒胞外多糖经换算可知硒含量约是 0.015 
mg/g±0.005 mg/g，见表 1。 

 
表 1  2种多糖硒含量测定结果 

Tab.1  Results of selenium contents in PSP and Se-PSP 

参数 荧光强度 硒含量（mg/g） 

紫多糖 0.036±0.02 0 

含硒多糖 25.6±1.23 0.015±0.005  

 
2.4 两种多糖的红外光谱 
多糖经 KBr压片， 在 400~4 000 cm-1范围内摄

得的红外光谱显示，Se-PSP 与不含硒的紫球藻胞外
多糖(PSP)相比， 其基本构型相差不大，2 种糖均在
3 600～3 200 cm-1出现的一宽峰，是O-H的伸缩震动，
各种糖的水化物均有 1 665～1 635 cm-1的吸收峰，可

能是 C=O基吸收峰，但 2种多糖除此之外在 3 000～
2 500 cm-1之间有强宽的吸收峰，可判断此 Se-PSP与
PSP为酯多糖，2种多糖均出现 1 240 cm-1吸收峰，

这是 SO4
2-的对称伸缩振动峰[9，10]  。 区别是 PSP在

1 665～1 635 cm-1 只出现一个 C=O 吸收峰， 而
Se-PSP在 1 665～1 635 cm-1有 2种 C=O吸收峰，据
推测可能形成硫酸酯多糖与硒酸酯多糖两种。 PSP
在 3 000～2 800 cm-1的弱吸收峰是 C-H伸缩震动，这
是糖类的特征峰，而含硒多糖中这组弱吸收峰不太明

显，可能是硒取代一部分 C-H链上的氢，见图 1。 
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图 1  2种多糖的红外光谱 

Fig. 1  IR of two kinds of polysaccharides 

(a)紫球藻胞外多糖的红外光谱；(b)含硒紫球藻胞外多糖的红外光谱 

(a) IR of PSP;  ( b ) IR of Se- PSP 

 

2.5硒化紫球藻多糖对细胞增殖的影响 
经MTT法检测，40, 80 mg/L Se-PSP对 3种肿瘤

细胞 SMMC7721，A549，A357的增殖均有一定程度
的抑制作用，尤其是对 SMMC7721 抑制程度最为明
显（图 2）。在倒置显微镜 ×200倍下观察细胞形态，
发现添加 40，80 mg/L Se-PSP的 SMMC7721与对照
相比，细胞生长的缓慢，且细胞形态发生很大改变，

细胞变圆，细胞核皱缩,细胞贴壁能力降低，而添加
40，80 mg/L PSP的 SMMC7721细胞形态未发生显著
变化。 
2.6  2种多糖对荷瘤小鼠生长的影响 
注射生理盐水的对照组小鼠腹水瘤生成时间为

3.8 d±0.4 d，注射紫球藻胞外多糖的小鼠腹水瘤生成
时间约 4.1 d，而注射含硒多糖的小鼠腹水瘤生成时
间约 4.9 d，通过单因子方差统计学分析组间差异，
发现 PSP组的小鼠腹水瘤生成时间与对照组相比，没
有统计学差异（P>0.05）。Se-PSP组小鼠的腹水瘤生
成时间与对照组相比，可推迟腹水瘤生成（P<0.05）。
注射生理盐水的对照组小鼠平均生存时间约为 15 d，
注射紫球藻胞外多糖的小鼠 15.4 d，注射含硒多糖的
实验组 2小鼠平均生存时间约为 20.1 d，与对照组相
比，紫球藻胞外多糖没有延长荷瘤小鼠的生存时间

（P>0.05），含硒多糖延长了荷瘤小鼠的生存时间
(P<0.05)，见表 2。 

 

图 2   2 种不同浓度的多糖对 SMMC7721，A549，A357增殖的作用 

Fig.2  The effects of PSP and Se- PSP on the growths of SMMC7721，A549，A357 
(a)2种不同浓度的多糖对 SMMC7721增殖的作用；（b）2种不同浓度的多糖对 A549增殖的作用；（c）2种不同浓度的多糖对 A357增殖的作用 
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（a）the effect of Se-PSP and PSP on growth of SMMC7721；（b）the effects of Se-PSP and PSP on growth of A549；（c）the effects of Se-PSP and PSP on growth 

of A357 

与对照相比 ，*P<0.05;**P<0.01 

compared with control，*P<0.05;**P<0.01 

 
表 2  Se-PSP、PSP对体内腹水瘤 S180生长的影响 

Tab.2  The effects of Se-PSP and PSP on the growth of S180 

组别 肿瘤生成时间(d) 小鼠生存时间(d) 

对照组 3.8±0.4  15±1.7  

紫多糖 4.1±0.5  15.4±1.9  

含硒多糖 4.9±0.7 * 20.1±3.2 * 

注: 与对照相比，*P<0.05 

 

3 讨论 

早在 20 世纪 70 年代， 科学家们就证实了硒是
肺癌、胃癌、乳腺癌、肝癌、结肠癌等恶性肿瘤的强

有力的抑制剂。特别是胃肠道、肝部等恶性肿瘤受硒

的影响最明显， 硒能大大降低癌症的发病率和死亡
率 [11,12]。 
作者通过采用紫球藻培养液中添加无机硒，获得

一种有活性的含硒的胞外多糖，该多糖收获量高，l L
藻液可收获多糖冻干粉 2.23 g，而螺旋藻胞外多糖产
量为 2~9.46 mg/L[13]，硅藻的胞外多糖产量为

37.5~48.3 mg/L[14]，隐杆藻胞外多糖产量为 11.5~79.4 
mg/L[15]。在对硒是否结合在多糖上的探讨过程中，

为防止游离硒的干扰，将酒精沉淀、冷冻干燥后的多

糖配成水溶液后充分透析，并以培养液中最多的氯离

子（Cl-）作是否透析充分的检测指标，这样可在一定

程度上排除游离硒的干扰。在测硒含量时，发现紫球

藻胞外多糖几乎不含硒，而且通过红外光谱发现，含

硒紫球藻胞外多糖与紫球藻胞外多糖结构相似，但又

不是完全相同，说明是外源性的硒结合了上去。但硒

是采取什么样的方式结合上去，取代了哪些部位上的

H及S还有待于进一步研究。因为该多糖分子量较大，
成分、结构比较复杂[16]，因此对紫球藻胞外多糖结构

的研究进展缓慢。 
紫球藻胞外多糖及含硒紫球藻胞外多糖均不含

蛋白和核酸，排除了蛋白与核酸对体内外肿瘤细胞的

作用。80 mg/L Se-PSP 可显著抑制人肝癌细胞
SMMC7721、人肺癌细胞 A549的生长（与对照相比，
P<0.01），并对人黑色素瘤细胞 A357有一定程度的抑

制作用（与对照相比，P<0.05）。荷瘤小鼠模型实验
也表明给小鼠腹腔注射 100 mg/（kg.·d）含硒紫球藻
胞外多糖可推迟腹水瘤的形成时间，延长腹水瘤 S180
小鼠的生存时间（与对照相比，P<0.05）。但含硒紫
球藻胞外多糖采取何种途径抑制细胞的生长，还不明

确，有待于进一步研究。 
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Abstract: The exopolysaccharide containing selenium (Se-PSP) of Porphyridium sp. was isolated from the algal 

solution in which H2SeO3 was appended. Selenium with exopolysaccharide was investigated by means of the 

methods of DAN fluorescence and IR spectrum .The antitumor activities of Se-PSP and PSP in vitro and in vivo were 

studied with MTT and animal experiments . According to the results of DAN fluorescence and IR spectrum, its 

structure was similar to that of non-selenlium exopolysaccharide of Porphyridium sp. (PSP). Se-content of Se-PSP 

was 0.015 mg/g±0.05 mg/g. We also studied  the effects of different concentrations of  Se-PSP on  growth of  in 

vitro cells and found 40 mg/L, 80 mg/L Se-PSP could inhibit multiplication of 7721 and change the cells’ shape, 

100mg/（kg·d ）Se-PSP can postphone the form of cancer and prolong the life span of mice but the same 

concentration PSP couldn’t do so. Se-PSP can become a new antitumor medication. 
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