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玉米麸皮多糖对人结肠癌 ＨＴ－２９ 细胞增殖的抑制作用
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摘　 要： 为明确不同提取方法获得的玉米麸皮多糖对人结肠癌 ＨＴ－２９ 细胞增殖的抑制作用，采用 ＭＴＴ、倒置显微镜观

察、分裂指数、集落形成方法测定细胞活力．ＭＴＴ 实验结果表明，水提玉米麸皮多糖可抑制结肠癌 ＨＴ－２９ 细胞的生长，随
质量浓度和处理时间的增加细胞抑制率增加，０ ０２ ｇ ／ Ｌ 的多糖处理 ４８ ｈ 其抑制率可达 ６０ ６２％．另外两种多糖对 ＨＴ－２９
细胞无明显的抑制效果．形态学观察结果表明，水提玉米麸皮多糖作用 ４８ ｈ，ＨＴ－２９ 细胞有明显的形态学改变．同时，水
提玉米麸皮多糖能够抑制 ＨＴ－２９ 细胞有丝分裂数和集落形成率，并呈时间和剂量效应．
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　 　 玉米生产加工过程中会产生大量的副产物玉

米麸皮，其得率约为玉米原料量的 １０％ ～ １５％．因
此，由玉米麸皮制备的多糖备受关注．目前，对于

玉米麸皮多糖的研究主要集中于制备方法、降血

糖、减肥降脂、抗便秘作用等［１－４］ ．有研究表明玉米

皮多糖还可作为治疗结肠癌的辅助手段［１］，但是

还不清楚其确切的分子机制．本研究探讨了玉米

麸皮多糖体外对结肠癌 ＨＴ－２９ 细胞的抑制作用，
为进行下一步的机制研究提供实验依据，为开发

肿瘤化学预防剂和保健食品的新资源奠定了理论

基础．同时，促进了玉米加工副产物的深度开发利

用，对于合理利用粮食资源、全面提高玉米加工产

业的社会及经济效益有重要意义．

１　 实　 验

１ １　 实验材料

人结肠癌 ＨＴ－２９ 细胞购自协和医科大学基

础所细胞中心．玉米麸皮多糖：以玉米麸皮为原

料，采用超临界方法去除玉米麸皮中的油脂，采用



淀粉酶、蛋白酶去除玉米麸皮中的淀粉、蛋白质．
以水为提取溶剂，提取玉米麸皮多糖，滤液低温减

压浓缩，醇沉，得水提玉米麸皮多糖．以水提后的

水不溶物为原料，分别采用碱液和碱性过氧化氢

溶液为提取剂，中和滤液，低温减压浓缩，醇沉，得
碱提玉米麸皮多糖和碱性 Ｈ２Ｏ２ 提玉米麸皮多糖．
１ ２　 实验试剂

四氮唑蓝（ＭＴＴ）、ＲＮＡ 酶、ＨＥＰＥＳ、ＤＭＳＯ、丙
烯酰胺（Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ， 美国）；Ｌ－谷氨酰胺（原平

皓公司，中国）； ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、小牛血清

（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）；Ｇｉｅｍｓａ Ｓｔａｉｎ （ Ａｍｒｅｓｃｏ，美

国）；其余试剂均为分析纯．
１ ３　 实验仪器

Ｌａｂｏ ＡｕｔｏＣＬＡｖｅ 高压灭菌器、Ｐｒｏｇｒａｍ Ｏｖｅｎ
干热灭菌箱，日本 ＳＡＮＹＯ 公司；ＩＸ７０ 倒置显微

镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；ＥＬＸ８００ 酶标仪，Ｂｉｏ－Ｔｅｋ
公司；ＭＯＤＥＬ ５４１０ ＣＯ２ 培养箱，ＮＡＰＣＯ 公司．
１ ４　 细胞培养和处理

ＨＴ－２９ 细胞在含有 １ ％谷氨酰胺、１０ ％胎牛血

清的 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养液中，于 ３７ ℃、５％的 ＣＯ２

培养箱中常规培养，用 ０ ０２％ ＥＤＴＡ／ ０ ２５％胰酶消

化后进行传代，取对数增殖期的细胞用于实验．
对 ３ 种方法得到的玉米麸皮粗多糖（水提、

碱提和碱性 Ｈ２Ｏ２ 提玉米麸皮多糖）进行体外抗

肿瘤作用研究．将多糖用改良型 ＲＰＭＩ－１６４０ 培养

液分别配制成 １０ ｇ ／ Ｌ 的溶液，０ ２２ μｍ 滤膜过滤

除菌，密封并于－２０ ℃下保存，备用，使用时用培

养基稀释到所需质量浓度．根据预实验结果确定

用于培养人结肠癌 ＨＴ－２９ 细胞的水提玉米麸皮

多糖为 ０ ０１， ０ ０２， ０ ０３， ０ ０４， ０ ０５， ０ １０ ｇ ／ Ｌ
６ 个剂量组，碱提和碱性 Ｈ２Ｏ２ 提玉米麸皮多糖为

０ ０２，０ １０，０ ５０，２ ５０，１０ ００ ｇ ／ Ｌ ５ 个剂量组，肿
瘤细胞加培养液为对照组．
１ ５　 细胞毒性检测

细胞毒性参考文献［５］进行检测．取对数生长

期 ＨＴ－２９ 细胞，用含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０
培养液制成 ２ ５×１０４ ｍＬ－１的单细胞悬液，接种于

９６ 孔板中，每孔 ５×１０３ 个细胞．另设对照组．置于

３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养 ２４ ｈ 后，换成含不同

质量浓度玉米麸皮多糖的培养液，从加药第 １ 天

起， 每天各取 １ 块 ９６ 孔板进行 ＭＴＴ 检测，连续

２ ｄ，测出 ＯＤ 值．检测玉米麸皮多糖对 ＨＴ－２９ 细

胞生长的抑制情况及 ＩＣ５０．
１ ６　 细胞形态学观察

将细胞接种于培养瓶中，待细胞贴壁并达

４０％以上融合时，分别更换含有不同质量浓度玉

米麸皮多糖的培养液，继续培养指定的时间．在
Ｏｌｙｍｐｕｓ 相差倒置显微镜下观察细胞的形态变

化，并进行拍照．
１ ７　 细胞核分裂指数

细胞核分裂指数参考文献［５］进行检测．将
ＨＴ－２９ 细胞接种于 ２４ 孔培养板内，每孔 １ ０×１０４

个细胞，每个剂量 ４ 个平行孔．细胞贴壁后，更换

含不同质量浓度玉米麸皮多糖的无血清培养液，
分别培养 ２４，４８ ｈ 后，７５％乙醇固定，Ｇｉｅｍｓａ 染色

（称 Ｇｉｅｍｓａ 粉末 ０ ５ ｇ，加几滴甘油研磨，再加入

甘油 ３３ ｍＬ．５６ ℃保温 ９０～１２０ ｍｉｎ．加入 ３３ ｍＬ 甲

醇，置棕色瓶中保存，此为 Ｇｉｅｍｓａ 原液．按要求用

ＰＢＳ 稀释 １０ 倍使用）．计数 １ ０００ 个细胞中所含分

裂相的细胞数，求出分裂指数，并与对照组比较，
计算抑制率．

分裂指数＝分裂细胞数 ／细胞总数×１００％；
抑制率＝（１－给药组分裂指数 ／对照组分裂指

数）×１００％．
１ ８　 集落形成实验

集落形成实验参考文献［５］进行．常规培养细

胞，将 ＨＴ－２９ 细胞接种于 ２４ 孔培养板内，每孔

２００ 个细胞，每组 ４ 个平行孔．培养 ２４ ｈ 后更换含

不同质量浓度玉米麸皮多糖的培养液，再分别培

养 ２４ 和 ４８ ｈ 后，换正常培养液继续培养 １０ ｄ，甲
醇固定，Ｇｉｅｍｓａ 染色，镜下计数每孔＞５０ 个细胞以

上的集落数目，按下式计算：
集落形成率（％）＝ （每皿集落数 ／每皿接种细

胞数）×１００；
集落形成抑制率（％）＝ （１－加药组集落形成

率 ／对照组集落形成率）×１００．
１ ９　 统计分析

采用 ＳＰＳＳ １３ ０ 软件进行统计分析，组间差

异采用方差分析进行处理， Ｐ ＜ ０ ０５ 表示差异具

有统计学意义．

２　 实验结果

２ １　 玉米麸皮多糖对 ＨＴ－２９ 细胞的毒性作用

采用不同质量浓度的玉米麸皮多糖处理 ＨＴ－２９
细胞 ２４ 和 ４８ ｈ，结果如图 １～３ 所示．随着水提玉米

麸皮多糖质量浓度的增加和作用时间的延长，ＨＴ－
２９ 细胞的存活率呈下降趋势（图 １）．０ ０１ ｇ ／ Ｌ 的水

提玉米麸皮多糖处理 ２４ ｈ，ＨＴ－２９ 细胞的抑制率为

６ ９％，０ ０２ ｇ ／ Ｌ 的水提玉米麸皮多糖作用 ２４ 和 ４８ ｈ
对 ＨＴ－２９ 细胞抑制率分别为 ３３ １％和 ６０ ６％，２４ ｈ
的 ＩＣ５０ 值为０ ０５３ ｇ ／ Ｌ，４８ ｈ 的 ＩＣ５０ 值为０ ０３８ ｇ ／ Ｌ．
其他两种多糖处理 ２４ 和 ４８ ｈ 对 ＨＴ－２９ 细胞的毒性
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作用不显著（图 ２，３）．
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图 １　 水提玉米麸皮多糖对 ＨＴ－２９ 细胞存活的影响
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图 ２　 碱提玉米麸皮多糖对 ＨＴ－２９ 细胞存活的影响
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图 ３　 碱性 Ｈ２Ｏ２ 提玉米麸皮多糖对 ＨＴ－２９ 细胞存活的

影响（ｘ±ｓ， ｎ＝５）

２ ２　 细胞形态观察结果

采用倒置显微镜观察不同方法获得的多糖对

细胞形态的影响，结果如图 ４ ～ ６ 所示．对照组细

胞形态正常，细胞呈菱形或不规则形，细胞体积

大，生长紧密，细胞间隙小（图 ４（ ａ））；经过水提

玉米麸皮多糖处理后，细胞体积和密度逐渐变小，
附壁疏松、变圆．随着多糖处理时间的延长和质量

浓度的增大，细胞贴壁能力明显下降，脱落增加，
飘浮于培养液中，细胞破裂、坏死增多．在低质量

浓度下（０ ０２ ｇ ／ Ｌ）处理 ＨＴ－２９ 细胞 ９６ ｈ，细胞克

隆形态多样，多数呈团块状、岛状或巢状，随时间

的延长愈明显（图 ４（ｂ） ～ （ｄ））．碱提玉米麸皮多

糖和碱性 Ｈ２Ｏ２ 提玉米麸皮多糖 对 ＨＴ－２９ 细胞

的抑制作用不明显，１０ ｇ ／ Ｌ 处理 ９６ ｈ 才表现出抑

制作用，细胞形态略有变化（图 ５（ ｆ）和图 ６（ ｆ））．
根据 ＭＴＴ 实验和形态学观察结果，后面实验仅对

水提玉米麸皮多糖进行检测．
２ ３　 细胞核分裂指数结果

细胞核分裂指数结果见表 １，不同质量浓度

的水提玉米麸皮多糖处理 ２４ 和 ４８ ｈ 抑制率分别

为 ９ ０％～ ４１ ０％和 １９ ８％ ～ ６７ ９％．随着剂量的

增加和时间的延长，水提玉米麸皮多糖对细胞有

丝分裂的抑制作用增强．
２ ４　 细胞的集落形成结果

细胞的集落形成结果见表 ２．水提玉米麸皮多

糖各剂量组与对照组相比，对结肠癌 ＨＴ－２９ 细胞

集落形成均有抑制作用，且随剂量的增加抑制作

用增强．０ １ ｇ ／ Ｌ 的水提玉米麸皮多糖作用４８ ｈ，
集落形成抑制率达 ８８ １％．该结果显示水提玉米

麸皮多糖能够有效抑制 ＨＴ－２９ 细胞的集落形成．

(a)对照组 (b)0.02g／L处理24h (c)0.02g／L处理48h

(d)0.02g／L处理96h (e)0.1g／L处理24h (f)0.5g／L处理24h

图 ４　 水提玉米麸皮多糖对 ＨＴ－２９ 细胞生长形态的影响（１００×）
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(a)对照组24h (b)2.5g／L处理24h (c)10g／L处理24h

(d)对照组48h (e)10g／L处理48h (f)10g／L处理96h

图 ５　 碱提玉米麸皮多糖对 ＨＴ－２９ 细胞生长形态的影响（１００×）

(a)对照组24h (b)2.5g／L处理24h (c)10g／L处理24h

(d)对照组48h (e)10g／L处理48h (f)10g／L处理96h

图 ６　 碱性 Ｈ２Ｏ２ 提玉米麸皮多糖对 ＨＴ－２９ 细胞生长形态的影响（１００×）
表 １　 水提玉米麸皮多糖处理对 ＨＴ－２９ 细胞分裂指数的影响（ｘ±ｓ， ｎ＝４）

组别 ／

（ｇ·Ｌ－１）

癌细胞有丝分裂数

２４ ｈ ４８ ｈ

分裂指数 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ

抑制率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ

对照 ５５６ ０±４ ７ ７８６ ０±３ ８ ２７ ８ ３９ ３ — —

０ ０１ ５０６ １±３ ２ ６３０ ０±４ １ ２５ ３ ３１ ５ ９ ０ １９ ８

０ ０２ ４３４ ２±２ ７ ３６６ ０±３ ４∗ ２１ ７ １８ ３ ２１ ９ ５３ ４

０ １０ ３２８ ０±３ １∗ ２５２ ３±２ ２∗ １６ ４ １２ ６ ４１ ０ ６７ ９

　 　 ∗ Ｐ ＜ ０ ０５ 与对照组相比．

表 ２　 水提玉米麸皮多糖处理对 ＨＴ－２９ 细胞集落形成能力的影响（ｘ±ｓ， ｎ＝４）

组别 ／

（ｇ·Ｌ－１）

集落数 ／ 孔

２４ ｈ ４８ ｈ

集落形成率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ

抑制率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ

对照 ２８ ５±４ ０ ２９ ６±３ ３ １５ １ １５ ９ — —

０ ０１ ２２ ０±３ １ １８ １±２ １∗ １１ ５ １０ １ ２３ ８ ３６ ５

０ ０２ １３ １±２ ６∗ ９ ７±１ １∗ ８ ６ ６ ９ ４３ ０ ５６ ６

０ １０ ７ ６±１ ９∗ ４ ６±１ ３∗ ３ １ １ ９ ７９ ５ ８８ １

　 　 ∗ Ｐ ＜ ０ ０５ 与对照组相比．

３　 讨　 论

流行病学统计表明［ ６－７ ］：全谷物食品中的多

糖可以保护机体免受自由基的伤害，还可抵抗一

些慢性疾病，如冠心病、糖尿病和癌症等．大多数

动物实验和流行病学资料也表明，高纤维膳食可
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明显降低结肠癌的发病率［８］ ．各种来源的纤维素

都具有预防结肠癌的作用，半纤维素也有抗癌作

用，但由于成分较复杂，目前对其单一成分的研究

报道不多．玉米多糖包括玉米麸皮、玉米子粒、玉
米须和玉米花粉多糖．玉米麸皮多糖因其制备原

料丰富而备受关注，可将其作为保健食品或保健

食品原料使用［ ９ ］ ．
目前，关于玉米麸皮多糖的研究主要集中在

提取［ １０－１１ ］、纯化［ １２－１４ ］、化学结构［ １４－１６ ］ 及生理活

性．国内外的研究已证实玉米麸皮多糖具有抑制

肝损伤、减肥降脂、抗便秘及降血糖等生物活

性［１ －４ ］ ．迄今为止，关于玉米麸皮多糖对肿瘤的抑

制作用及其机制的研究均未见报道．
前期实验结果表明，水提玉米麸皮多糖具有

良好的抗氧化活性，在一定质量浓度范围内，抗氧

化性与质量浓度呈正相关；本研究中 ＭＴＴ 实验表

明，水提玉米麸皮多糖的抗增殖作用与质量浓度

呈正相关，碱提法和碱性 Ｈ２Ｏ２ 法提取的玉米麸

皮多糖对 ＨＴ－２９ 细胞的毒性作用不明显．ＨＴ－２９
细胞经不同质量浓度（０，０ ０２，０ １，０ ５，２ ５ 和

１０ ｇ ／ Ｌ）的水提玉米麸皮多糖处理后，细胞生长缓

慢，附壁疏松、变圆，细胞体积减小；经０ １ ｇ ／ Ｌ以
及高于此质量浓度的多糖处理后的 ＨＴ－２９ 细胞，
镜下观察发现细胞脱落增加，飘浮于培养液中，细
胞破裂、坏死增多．细胞发生这一系列变化可能与

玉米麸皮多糖作用肿瘤细胞后，引起肿瘤细胞的

细胞器和细胞膜的变化，如线粒体肿胀、糖原合成

分泌增加有关．同时，水提玉米麸皮多糖能够抑制

ＨＴ－２９ 细胞有丝分裂数和集落形成率，并呈时间

和剂量效应．综上，在抗氧化性和抗肿瘤作用方面

水提玉米麸皮多糖均优于碱提法和碱性 Ｈ２Ｏ２ 法

提取的玉米麸皮多糖，这可能是由于在采用碱和 ／
或碱性 Ｈ２Ｏ２ 提取的过程中，多糖的某些功能部

分的活性丧失或减弱，因此，拟采用水提玉米皮多

糖进行后续实验．本研究为下一步对水提玉米麸

皮多糖抑制 ＨＴ－２９ 细胞生长作用机理的研究奠

定了实验基础．
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