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Abstract
AIM: To determine whether sulfated derivative 
of polysaccharide from Pinus massoniana 
pollen (SPPM60) can induce the differentiation 
of human liver cancer HepG2 cells in vitro and 
explore the mechanisms involved.

METHODS: The proliferation of HepG2 cells 
was evaluated by methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT) colorimetric assay. Cell morphology was 

observed using an inverted microscope and a 
transmission electron microscope. Cell cycle 
analysis was performed by flow cytometry. The 
concentration of cytosolic free calcium was mea-
sured by fluorescence spectrophotometry. The 
expression of alpha-fetoprotein (AFP) was de-
tected by immunocytochemistry. The secretory 
amount of albumin (Alb) was determined using 
the bromocresol green method. The specific ac-
tivity of gamma-glutamyltranspeptidase (γ-GT) 
was measured using the colorimetric method 
based on diazo reaction. Alkaline phosphatase 
(ALP) activity was measured by colorimetry. 

RESULTS: SPPM60 treatment inhibited cell 
growth, induced the normalization of cell mor-
phology, increased the number of cells in G0/G1 
phase (76.97% ± 0.91% vs 64.62% ± 0.18%, P < 
0.05), decreased the number of cells in S phase 
(17.21% ± 0.71% vs 24.26% ± 0.15%, P < 0.05) 
and G2/M phase (5.82% ± 0.20% vs 11.13% ± 
0.34%, P < 0.01), reduced the concentration of 
cytosolic free calcium, downregulated the ex-
pression of AFP, enhanced the secretion of Alb 
(6.77 ± 0.33 mg/106 cells vs 4.87 ± 0.30 mg/106 
cells, P < 0.05), lowered the activity of γ-GT and 
ALP (16.3 ± 0.7 U/g vs 22.3 ± 1.2 U/g and 223.3 
± 15.7 U/g vs 311.1 ± 13.4 U/g, respectively; 
both P < 0.05 or 0.01), and reduced the percent-
age of heat-resistant ALP activity (46.4% ± 1.5% 
vs 62.5% ± 2.3%, P < 0.05). In contrast, cells 
treated with polysaccharide from Pinus mas-
soniana pollen (PPM60) showed no remarkable 
changes. 

CONCLUSION: SPPM60 exerts anticancer activ-
ity perhaps via a mechanism associated with 
decreasing the concentration of cytosolic free 
calcium, preventing cell cycle progression, and 
reversing the malignant phenotype of cancer 
cells. 
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Cell proliferation; Cell differentiation

Liu F, Liu JW, Cai Y, Wang LJ, Geng Y. Sulfated derivative 
of polysaccharide from Pinus massoniana pollen induces 
differentiation of human liver cancer HepG2 cells. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2009; 17(29): 2990-2995

®

■背景资料
天然多糖经过硫
酸酯化修饰后, 由
于空间结构的改
变可增强某些活
性或产生新的生
物活性, 使多糖的
硫酸酯化修饰及
活性研究成为多
糖研究领域中的
一个热点. 很多多
糖硫酸酯表现出
抗肿瘤活性 ,  其
机制主要有增强
免疫、诱导肿瘤
细胞凋亡、诱导
细胞分化、抑制
核酸和蛋白质合
成、抑制血管生
成等. 

■同行评议者
管冬元 ,  副教授 , 
上海中医药大学
基础医学院实验
中医学教研室
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摘要
目的: 观察马尾松花粉多糖硫酸酯(SPPM60)
对人肝癌细胞株HepG2的诱导分化作用, 并对
其机制进行初步探讨. 

方法: MTT法检测HepG2细胞增殖活力; 倒置
显微镜、HE染色及透射电镜观察细胞形态; 
流式细胞技术检测细胞周期; 荧光分光光度
计检测细胞内钙离子浓度的变化; 免疫细胞
化学方法检测甲胎蛋白的表达, 溴甲酚绿法测
定白蛋白含量; 重氮反应比色法测定γ-谷氨酰
转肽酶活力, 比色法测定碱性磷酸酶活力, 考
马斯亮蓝法测定总蛋白含量. 

结果: 经SPPM60处理后, HepG2细胞的增殖
受到抑制; 细胞形态趋于正常; 与对照组相
比, SPPM60组G0/G1期细胞数增加(76.97%±

0.91% vs  64.62%±0.18%, P <0.05), S期细胞
数减少(17.21%±0.71% vs  24.26%±0.15%, 
P <0.05), G2/M细胞数减少(5.82%±0.20% vs  
11.13%±0.34%, P <0.01); [Ca2+]i降低; 甲胎
蛋白表达降低 ,  白蛋白分泌量上升(6.77±
0.33 mg/106细胞 vs  4.87±0.30 mg/106细胞, 
P <0.05), γ-谷氨酰转肽酶与碱性磷酸酶活力
降低(16.3±0.7 U/g vs  22.3±1.2 U/g; 223.3±
15.7 U/g vs  311.1±13.4 U/g P <0.05或0.01), 胎
盘型碱性磷酸酶的比例降低(46.4%±1.5% vs  
62.5%±2.3%, P <0.05). PPM60组细胞没有明
显变化. 

结论: 硫酸酯化赋予了SPPM60抑制HepG2细
胞的活性, 其作用机理可能是降低细胞内钙离
子浓度, 阻滞细胞周期于G0/G1期, 诱导HepG2
细胞分化逆转其恶性. 

关键词: 多糖硫酸酯; HepG2; 细胞增殖; 细胞分化
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0  引言

通过对多种天然或经修饰制备的多糖硫酸酯

研究 ,  人们发现多糖的硫酸酯化衍生物具有

突出或加强的抗肿瘤活性 [1-3].  本实验从体外

的角度 ,  考察马尾松花粉多糖P P M60及其硫

酸酯S P P M60对人肝癌细胞株H e p G2生长状

态的作用 ,  明确硫酸酯化对P P M60体外抗肿

瘤作用的影响 ,  以期为马尾松花粉多糖的开

发利用提供理论支持 ,  并为肝癌的治疗提供

一种潜在的方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 马尾松花粉由新时代健康产业集团

提供 ,  本实验室从中提取60%乙醇分级多糖

(PPM60), 并制备硫酸酯(SPPM60, 取代度1.41). 
人肝癌细胞株H e p G2, 由本实验室液氮保存. 
RPMI 1640, Gibco. 新生牛血清, 杭州四季青. 胰
蛋白酶、MTT、PI、EGTA, Sigma. DMSO, 上海

生工生物公司. Fura-2/AM、F127, Dojin. Triton 
X-100, Amresco. 鼠抗人甲胎蛋白(AFP) mAb、
二步法免疫组织化学检测试剂、浓缩型DAB试
剂盒, 北京中杉金桥生物技术公司. 白蛋白(Alb)
检测试剂盒、γ-谷氨酰转肽酶(γ-GT)检测试剂

盒、碱性磷酸酶(ALP)检测试剂盒、总蛋白检测

试剂盒, 南京建成生物工程研究所. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HepG2细胞生长于含10%小牛

血清、100 U/mL青霉素和100 U/mL链霉素的

RPMI 1640培养基中, 置50 mL/L CO2、37℃和

950 mL/L空气湿度条件下培养. 
1.2.2 MTT法: 取对数期生长的HepG2细胞, 调整

浓度以4×107细胞/L接种于3个96孔培养板. 24 h
后, 加入终浓度分别是25、50、100和200 mg/L 
的PPM60或SPPM60作用24、48和72 h, MTT法
测定各孔吸光度值(A值). 阳性对照为终浓度2 
mg/L的丝裂霉素. 每组设5个平行孔. 
1.2.3 细胞形态: 200 mg/L的PPM60或SPPM60作
用72 h后, 将实验组和对照组细胞分别进行倒置

显微镜、HE染色和透射电镜观察, 并拍照. 
1.2.4 细胞周期: 200 mg/L的PPM60或SPPM60作
用细胞72 h后, 以PI标记DNA, 流式细胞仪检测. 
每组设3个平行. 
1.2.5 细胞内钙离子浓度: 200 mg/L的PPM60或
SPPM60分别作用细胞40 min、24、48及72 h, 
以Fura-2/AM为游离钙离子探针, 用荧光分光

光度计在(340, 500)/(380, 500)双波长测定荧光

比值(F). 加入Triton X-100, 测定最大荧光比值

(Fmax). 继续加入终浓度10 mmol/L EGTA, 测定最

小荧光比值(Fmin). 每组设3个平行. 根据下式计

算出[Ca2+]i. [Ca2+]i = Kd(F-Fmin)/(Fmax-F). 在生理

情况下, Kd值为224.
1.2.6 AFP免疫细胞化学染色: 经200 mg/L的PPM60
或SPPM60作用72 h的细胞爬片, PBS液洗涤, 冷丙

酮固定, 免疫细胞化学染色, 封片后光镜观察. 
1.2.7 Alb、γ-GT、ALP的测定: 200 mg/L的

■研发前沿
随着肿瘤细胞诱
导分化研究逐渐
成为肿瘤生物学
和肿瘤治疗学热
点研究领域, 各种
肝癌细胞的分化
诱导实验也并取
得了一定的进展. 
筛选和鉴定具有
抑制肝癌细胞增
殖、诱导肝癌细
胞分化且对正常
细胞无明显不良
反应的分化诱导
剂, 是肝癌研究的
重要方向. 
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PPM60或SPPM60作用细胞72 h, 收集培养液, 离
心取上清真空冷冻干燥, 溶于PBS, 溴甲酚绿法

测定Alb含量. 同时收集细胞并计数, PBS洗涤, 
加入含0.5% Triton X-100的0.05 mol/L Tris-HCl
缓冲液(pH7.4), 冰浴下超声破碎细胞, 离心取上

清用于检测. 考马斯亮蓝法测定总蛋白含量、

重氮反应比色法测定γ-G T活力、比色法测定

ALP活力. 胎盘型ALP活性的测定于65℃加热30 
min后, 测定剩余酶活力占总活力的百分比. 
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件进行数

据分析, 结果以mean±SD表示, 用t检验进行显

著性分析. 

2  结果

2.1 S P P M60对H e p G2细胞增殖能力的影响 

SPPM60对HepG2细胞的增殖有抑制作用, 一定

程度上具有剂量依赖性和时间依赖性, 200 mg/L
浓度作用72 h抑制率达42.05%. PPM60对HepG2
细胞没有显著性作用, 甚至在某些条件下有轻

微的促进增殖作用. 阳性对照丝裂霉素对细胞

的抑制能力很强(表1). 
2.2 SPPM60对HepG2细胞形态的影响 对照组

细胞呈多边形生长, 排列紧密, 能融合成片并铺

满瓶底, 一些区域出现叠堆生长, 有多核仁现象

(图1A, 图2A). PPM60组细胞生长状况与对照组

没有明显差别(图1B, 图2B). SPPM60组细胞呈

纺锤体形或树枝状, 分布较对照组稀疏, 细胞间

距加大, 贴壁能力减弱, 核仁数量减少(图1C, 图
2C). 透射电镜观察(图3), 对照组和PPM60组细

胞, 核质比例大, 核仁体积大、数量多, 常染色

质较多, 细胞器少, 不发达. SPPM60组细胞核变

小, 核质比例减小, 核仁变小、减少, 异染色质

比例增多, 线粒体、内质网、高尔基体等细胞

器增多, 发育较完善. 
2.3 SPPM60对HepG2细胞周期的影响 与对照组相

比, SPPM60组G0/G1期细胞数显著性增加, 而S期
和G2/M期细胞数分别显著性和极显著性下降, 即
细胞发生了G0/G1期阻滞. PPM60组与对照组G0/G1

期细胞数有显著性差异, 但变化幅度很小(图4). 
2.4 SPPM60对HepG2细胞[Ca2+]i的影响 动力学扫

描40 min内(图5), SPPM60对[Ca2+]i未表现出明显

的作用. 在24、48、72 h时间点(图6), SPPM60组、48、72 h时间点(图6), SPPM60组48、72 h时间点(图6), SPPM60组、72 h时间点(图6), SPPM60组72 h时间点(图6), SPPM60组
[Ca2+]i均比对照组显著性降低. PPM60组[Ca2+]i与

对照组各时间点均没有显著性差异(图5-6). 
2.5 SPPM60对AFP表达的影响 对照组细胞AFP
免疫细胞化学反应呈阳性, 黄褐色反应产物主

表  1  MTT法检测各组细胞A 值

     分组                       24 h	 48 h	           72 h

对照组	    0.372±0.080   0.446±0.099    0.565±0.026

PPM60组(mg/L)			 

    25	    0.344±0.041   0.422±0.060    0.679±0.063

    50	    0.384±0.041   0.427±0.074    0.606±0.064

    100	    0.406±0.084   0.439±0.065    0.565±0.060

    200	    0.335±0.049   0.440±0.094    0.571±0.074

SPPM60组(mg/L)			 

    25	    0.353±0.046   0.406±0.040	   0.507±0.072

    50	    0.372±0.038   0.363±0.094a   0.549±0.053

    100	    0.393±0.033   0.365±0.082    0.374±0.012b

    200	    0.376±0.020   0.291±0.019b   0.327±0.015b

丝裂霉素组  0.181±0.035b  0.106±0.014b   0.088±0.049b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

图  1  HepG2细胞倒置
显微镜观察(×400). A: 
对照组; B: PPM60组; C:

SPPM60组.

CBA

图   2   H e p G 2 细 胞 H E
染色结果(×400). A: 对
照组; B: PPM60组; C:

SPPM60组.

CBA

■创新盘点
本研究从细胞增
殖 活 力 、 形 态
学、细胞周期、
细 胞 内 游 离 钙
离子浓度、生化
指标等多方面进
行研究 ,  确定了
SPPM60对HepG2
细胞具有抑制作
用, 其机制可能是
诱导细胞分化. 同
时对S P P M 6 0与
PPM60表现的作
用进行了对比, 明
确了硫酸酯化对
马尾松花粉多糖
活性的影响. 
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要分布于核周边的细胞质区域, 同时细胞核内

也有散在反应产物(图7A). PPM60组AFP表达情

况与对照组相似(图7B). SPPM60组AFP免疫细

胞化学反应很弱, 浅黄色反应产物仅在细胞质

中有少量分布, 细胞核内呈阴性(图7C). 
2.6 SPPM60对分泌Alb、γ-GT活力、ALP活力的
影响 与对照组相比, SPPM60组细胞Alb分泌量

显著性升高; γ-GT比活力极显著性下降; ALP比
活力显著性降低, 其中胎盘型ALP所占的比例也

显著性降低. PPM60组与对照组相比没有显著性

差异(表2). 

3  讨论

细胞形态与超微结构是其行使功能的基础和表

现, 形态与超微结构的改变在一定程度上可反

映细胞相关功能状态也发生了变化. SPPM60作
用后HepG2细胞的形态与超微结构的变化和一

些诱导分化剂处理肝癌细胞产生的结果一致[4-5], 
提示SPPM60可能是诱导了HepG2细胞恶性表型

逆转. SPPM60组细胞核、核仁及染色质的变化, 
表明细胞增殖相关基因表达减弱而分化相关基

因表达增强, 即与DNA复制、细胞分裂相关的

蛋白质合成减少, 而与细胞分化相关的蛋白质

合成增多; 细胞质内细胞器的变化表明细胞能

图  3  HepG2细胞透射电镜. A: 对照组(×5000); B: PPM60组(×5000); C: SPPM60组(×5000); D: 对照组(×15 000); E: PPM60
组(×15 000); F: SPPM60组(×15 000).
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图  5  动力学软件扫描[Ca2+]i.

图  6  药物作用不同时间[Ca2+]i的变化. aP<0.05 vs  对照组.
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■应用要点
本文通过对马尾
松 花 粉 多 糖 硫
酸 酯 对 人 肝 癌
HepG2细胞的抑
制并诱导其分化
作用的研究, 可以
为肝癌细胞诱导
分化的研究提供
更多的支持, 为预
防和治疗肝癌提
供了一种潜在的
方法, 同时也为马
尾松花粉充分有
效的开发利用提
供了理论依据. 
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量代谢、蛋白质合成及运输趋于正常. 
许多诱导分化实验中出现了细胞周期停滞

的现象[5-7], 表明细胞周期停滞是细胞分化所必

需的条件. 因此, 本实验流式细胞检测结果也提

示SPPM60可能诱导了HepG2细胞分化. 适宜的

细胞内外Ca2+浓度对细胞的增殖是必需的, 在细

胞增殖过程中, 胞质中Ca2+浓度增加被认为是细

胞复制和增殖的原始信号, Ca2+在细胞周期的多

个控制点处都发挥作用[8]. 基因水平的研究亦认

为, 细胞内Ca2+浓度的改变可以调节一些原癌基

因的表达, 这些原癌基因产物分布于细胞生长调

控的各交叉点, 调控细胞的增殖[9]. 黄添友 et al [10]

研究发现茯苓多糖和刺五加多糖对体外培养的

肿瘤细胞S180有显著的抑制作用, 其机制之一

是这2种多糖能显著抑制肿瘤细胞膜PI转换. 视
磺酸诱导人成神经细胞瘤细胞株LAN-1分化过

程中, PI转换被显著抑制, IP3和DAG的量明显

减少[11]. 本实验中, SPPM60对HepG2细胞[Ca2+]i

短期内没有影响, 而长期作用下使其降低, 提示

SPPM60可能是间接发挥作用的, 推测SPPM60
通过诱导另一因素来抑制PI转换, 减少PIP2, 从
而减少IP3, 使细胞持续增殖消耗的Ca2+得不到

补偿, 导致[Ca2+]i逐渐减少, 不能够满足细胞周

期运转的需要, 抑制细胞增殖. 
形态学、超微结构及细胞周期的结果均提

示, SPPM60可能具有诱导HepG2细胞分化的活

性. 为了探讨肝癌细胞分化的指标, 结合文献报

道, 选用了4种可以反映肝细胞分化的酶和蛋白

作为观察对象. AFP是肝癌特征性标志蛋白, 与
肝癌的恶性程度密切相关[12]. Alb是成熟肝细胞

分泌的蛋白, 可作为肝细胞分化的标记蛋白[13-14]. 
γ-GT是肝癌的标志酶[15]. ALP是消化系肿瘤的重

要标志酶之一, 其代谢活性与细胞增殖密切相

关[16-17], 肝癌患者出现耐热型(即胎盘型)ALP同
工酶[18]. 本实验结果提示SPPM60能诱导HepG2
细胞分化, 逆转其恶性表型. 

多糖经过硫酸酯化修饰, 构象发生变化, 从
而引起生物活性的变化. 因此, 多糖的硫酸酯化

衍生物常常具有突出或者加强的抗肿瘤活性, 其
机制有促进机体免疫[19], 诱导细胞凋亡[20], 诱导细

胞分化[21], 抑制血管生成[22]等. 随着糖化学和糖生

物学的研究不断深入, 多糖硫酸酯抗肿瘤机制及

其构效关系将会得到系统的阐明, 多糖硫酸酯将

可能成为一种具有良好开发前景的抗肿瘤药物. 
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