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芜菁酸性多糖 BRAP-2体内抗 Lewis肺癌 

活性研究 

阿依夏古丽ꞏ巴卡斯#, 胡  晟#, 陈  莉, 海力茜ꞏ陶尔大洪*, 陈苏琳, 
池峙瑾, 徐苗苗, 乃比ꞏ艾比布拉 

(新疆医科大学药学院, 乌鲁木齐  830011) 

摘   要 : 目的   评价芜菁多糖的急性毒性并研究芜菁酸性多糖 BRAP-2 (Brassica rapa L. acide 

polysaccharide-2)体内抗 Lewis 肺癌(Lewis lung cancer, LLC)活性。方法  通过急行毒性实验、半数致死量

(median lethal dose)测定和最大耐受量(maximal tolerable dose, MTD)实验来评价芜菁多糖的急性毒性;.采用

CCK-8 法检测 Lewis 肺癌细胞的生长曲线; 通过计算 Lewis 肺癌小鼠肿瘤体积、抑瘤率及有效体质量来研究

芜菁酸性多糖 BRAP-2 抗 Lewis 肺癌活性。结果  芜菁多糖的 MTD 为 28 g/kgꞏd, 毒性作用低; LLC 细胞在培

养的前 4 d 进入对数生长期, 结果具有统计学意义(P<0.01); 与模型组比, 芜菁酸性多糖 BRAP-2 各剂量组和

DDP 组的瘤重均显著降低, 抑瘤率明显升高, 差异均有统计学意义(P<0.05), 芜菁酸性多糖 BRAP-2 高、中、

低剂量组和 DDP 组抑瘤率分别为 51.45%、46.57%、19.53%和 76.83%, 造模前和造模给药后各实验小鼠体质

质量发生不同程度的变化, 差异均有统计学意义(P<0.05)。结论  芜菁多糖毒性作用低; Lewis 肺癌细胞培养

的第 4 d 可作为传代、冻存和制造 LLC 肺癌模型的最佳时间段; 可推测芜菁酸性多糖 BRAP-2 体内具有较好

的抑瘤活性, 同时多糖类成分因具有提高机体免疫力和抗肿瘤, 低毒、高效、安全、副作用小等特点临床上可

作为优选的抗肿瘤药。 

关键词: 芜菁酸性多糖; 抗肿瘤; 急性毒性; 生长曲线; Lewis 肺癌 

Study on the anti-Lewis lung cancer activity of Brassica rapa L. acid 
polysaccharide-2 in vivo 

AYIXIAGULI Bakasi#, HU Sheng#, CHEN Li, HAILIQIAN Taoerdahong*, CHEN Su-Lin,  
CHI Zhi-Jin, XU Miao-Miao, NAIBI Aibibula 

(College of Pharmacy, Xinjiang Medical University, Urumqi 830011, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the acute toxicity of Brassica rapa L. polysaccharide and investigate the 

anti-Lewis lung cancer activity of Brassica rapa L. acid polysaccharide (BRAP-2) in vivo. Methods  The acute 
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toxicity of Brassica rapa L. polysaccharide was evaluated by acute toxicity test, median lethal dose test and maximal 

tolerable dose (MTD) test. The growth curve of Lewis lung cancer cells was measured by CCK-8 method. Anti-Lewis 

lung cancer activity of Brassica rapa L. acid polysaccharide BRAP-2 was studied by calculating tumor volume, 

inhibition rate and effective body mass of Lewis lung cancer mice. Results  The MTD of Brassica rapa L. 

polysaccharide was 28 g/kgꞏd, which indicated that the toxicity of Brassica rapa L. polysaccharide was low. LLC 

cells entered logarithmic growth stage in the first 4 days of culture (P<0.01). Compared with model group, each dose 

group and DDP group of Brassica rapa L. acid polysaccharide BRAP-2 had significant antitumor activity. The 

tumour weights significantly decreased and the tumour inhibition rates increased significantly (P<0.05). The tumour 

inhibition rates of high, medium and low dose of BRAP-2 group and DDP group were 51.45%, 46.57%, 19.53% and 

76.83%, respectively. There were significant differences in the body quality of each experimental mice before and 

after the administration of BRAP-2 (P<0.05). Conclusion  Brassica rapa L. polysaccharide has low toxicity. The 

first 4 days of Lewis lung cancer cell culture can be used as the best time for passage, cryopreservation and modeling 

of LLC lung cancer model. Experiments preliminarily speculate that Brassica rapa L. acid polysaccharide has good 

anti-tumor activity in vivo, and meanwhile has the characteristics of low toxicity, high efficiency, safety, little side 

effects, improving immunity and anti-tumor, etc, which can be used as an antineoplastic drug in clinic. 

KEY WORDS: Brassica rapa L. acid polysaccharide; anti-cancer; acute toxicity; growth curve; Lewis lung cancer 
 
 

                                                                                                                     

1  引  言 

肺癌(lung cancer)是发病率和死亡率增长率最快, 对人类

健康和生命危害最大的恶性肿瘤之一[1,2]。近 50 年来, 许多国

家报道肺癌的发病率和死亡率不断增高[3]。每年引起较高死亡

率的恶性肿瘤有: 肺癌、胃癌、肝癌、结肠癌和乳腺癌, 其中

肺癌已成为全球发病率和死亡率最高的恶性肿瘤, 全球每年新

发肺癌病例已达 160 万, 死亡人数已经达到 140 万[4‒6]。 

芜菁(Brassica rapa L.), 属十字花科芸蔓属(Brassica)

芸蔓种, 以块根入药。临床使用具有滋阴润肺、健胃消食、

软便利尿、排除多余体液的功能, 对肺部和胃病有保健和

预防作用, 增强体质等功效[7]。研究已证明芜菁粗多糖体

内具有抗 Lewis 肺癌活性[8]。利用多种分离材料、色谱技

术和光谱技术进一步从芜菁粗多糖中分离出 2 种均一多糖

组 分 , 即 2 种 中 性 多 糖 (Brassica rapa L. neutral 

polysaccharides)和 2 种酸性多糖(Brassica rapa L. acide 

polysaccharides, BRAP)[9]组分, 2 种均一多糖组分首次从芜

菁中分离得到并已鉴定结构。体外免疫活性实验研究初步

证明, 芜菁粗多糖和 2 种均一多糖组分均具有免疫激活作

用[10,11]。本研究初步评价芜菁多糖的急性毒性作用, 并首

次对芜菁酸性多糖 BRAP-2 在体内抑肿瘤活性进行研究, 

为芜菁酸性多糖 BRAP-2 抗肿瘤活性的进一步研究和开发

奠定基础。 

2  材料与方法 

2.1  药  材   

芜菁药材: 2017年 11月采自阿克苏柯坪县, 经新疆医

科大学药学院生药/天药教研室鉴定为新疆特色药材芜菁

(Brassica rapa L.)的地下茎。芜菁酸性多糖 BRAP-2: 对芜

菁粗多糖进行脱脂、水提取、浓缩、干燥、80%醇沉、大

孔吸附树脂脱色纯化后, 用 7000 Da 透析得到芜菁多糖

BRP(Brassica rapa L. polysaccharides), 并从 BRP 中进一步

分 离 、 纯 化 得 到 芜 菁 酸 性 均 一 多 糖 BRAP; 通 过

DEAE-650M 离子交换色谱柱、Sepharose 6B、Sepharose 

S-300 分子筛进行分离纯化, 得出 BRAP-2(M=7590 Da)。

顺铂(批号: SC5170, 北京索莱宝科技有限公司)。 

2.2  细胞株 

小鼠肺癌细胞株(Lewis lung cancer, LLC)于 2017 年

10 月 7 日购于中科学院上海细胞库, 经新疆医科大学第一

附属医院临床医学研究院实验师鉴定为小鼠肺癌细胞。 

2.3  实验动物 

BALB/C小鼠, 6~8周龄, 雄性, 体重: 18~22 g, 共 128

只, 购自新疆维吾尔自治区实验动物研究中心; 许可证号: 

SCXK(新)2006-0001; 饲养环境: 温度 20~25 ℃、相对湿度

40%~60%、12 h 光照 12 h 黑暗、自由饮水进食、定时更换

鼠笼垫料和清洗饮水瓶, 保持清洁。 

2.4  主要试剂  

DMEM(dulbecco's modified eagle medium)高糖培养基

(批号: SH30022.01, 泰州康成生物科技有限公司); 双抗

(链霉素+青霉素 )(批号 : SV30010)、10%胎牛血清 (fatal 

bovine serun, FBS)(批号: SV30087.02)、胰蛋白酶(批号: 

SH30042.01)(美国 Hyclone 公司); DMSO(di methyl sulf 

oxide)(批号 : D5789, 北京翰隆达科技发展有限公司 ); 
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CCK-8 细胞增殖毒性测试剂盒(批号: 11A05A60, 中国武

汉博士德生物有限公司)。 

2.5  主要仪器 

SW-CJ-2F 超净台(北京昊诺斯科技有限公司); 371 

CO2 培养箱、TX71-12FL/PH 荧光倒置显微镜、BR4i 离心

机、Bechmark Plus 全波长酶标仪(美国 Thermo 公司)。 

2.6  实验方法 

2.6.1  急性毒性实验  

选用健康的 BALB/C 小鼠 20 只, 随机分为蒸馏水组

(空白对照组)和给药组(芜菁多糖组), 将各组小鼠禁食(不

禁水) 13 h, 按 30 mL/kg 体重, 给药组灌胃给药 0.62 g/mL

芜菁多糖, 灌胃 1 次, 观察 7 d, 记录实验期间小鼠死亡数

和反应情况, 若死亡数≥30%, 则进行半数致死量(LD50)

的测定, 若不足以引起死亡, 则测定最大耐受量(maximal 

tolerable dose, MTD), 对照组灌胃等量蒸馏水。 

2.6.2  半数致死量(LD50)的测定  

BALB/C 小鼠 40 只, 禁食(不禁水) 13 h, 根据性别, 

体质随机分成 4 组, 每组 10 只, 选组距较大的一系列药物

剂量, 分别灌胃给药, 观察出现的症状并记录死亡数, 找

出引起 0%及 100%死亡剂量的所在范围。  

2.6.3  最大耐受量(MTD)实验 

选用健康的 BALB/C 小鼠 36 只, 体重 18~22 g(6~8 周

龄), 根据性别, 体质随机分成 3 组, 分别为空白对照组、

实验组 1 和实验组 2(芜菁多糖组)。每组 10 只, 各组小鼠

禁食(不禁水)13 h, 实验组 1 和实验组 2 以最大给药浓度

0.62 g/mL, 最大剂量 30 mL/kg 灌胃给药 2 次, 中间隔 6 h, 

折合成芜菁多糖给药量为 18.7 g/kgꞏd。实验组 2 每日灌胃

3 次, 折合成芜菁多糖给药量为 28 g/kgꞏd, 对照组灌胃等

量蒸馏水, 观察 7 d, 详细记录各组动物反应情况及体质变

化, 摄食量变化和死亡情况。实验结束时, 解剖全部实验

动物, 肉眼观察主要脏器组织病变情况, 计算最大耐受量。 

2.6.4  Lewis 细胞的复苏、培养、传代及冻存  

(1) LLC 细胞的培养 

LLC肺癌细胞用含高糖 DMEM培养基, 10%胎牛血清, 

双抗(100 U/mL 的青霉素, 100 U/mL 的链霉素)之类的以

10:1:0.1(V:V:V)的比例配成完全培养液, 置于 37 ℃、5% 

CO2 培养箱内培养, 每天换 1 次液, 细胞接近融合时(细胞

密度 80%~90%)用 0.2%的胰蛋白酶消化、传代。 

(2) LLC 细胞的传代 

将 25 cm2 培养瓶从培养箱中取出, 放入已紫外灭菌

的超净台, 若细胞贴壁细胞直接弃去培养瓶中的培养基, 

加入 PBS(phosphate buffered saline)液冲洗 2 遍后, 加胰酶

消化 3~5 min(不得超过 10 min), 收集培养瓶中消化的细胞

入离心管中, 1000 r/min, 离心 5 min, 再进行分瓶培养。 

(3) LLC 细胞的冻存 

冷冻前, 细胞应尽可能处于指数生长阶段, 冷冻保存

过程中应对细胞进行消化、离心收集(与传代步骤相同), 最

后加入预冷的细胞冷冻液(完全培养基:血清:DMSO= 5:4:1, 

V:V:V)使细胞浓度为 1.5×106 个/mL 混合均匀后, 分装于已

标记的冻存管中进行程序降温[①4 ℃冰箱放 20~30 min, 

但不得超过 30 min; ②20 ℃放 45~60 min, 到冻结为止; 

③80 ℃冰箱过夜, 最后在放在液氮罐(196 ℃)长期保存]。 

2.6.5  Lewis 肺癌细胞生长曲线的测定 

将处于对数生长期的 LLC 细胞用胰酶消化下来, 用

计数板将细胞数调 5×105 个/mL, 以每孔 100 μL 铺于 96 孔

板(6 纵行, 7 横行), 孔板置于 37 ℃, 5% CO2 的恒温培养箱, 

培养 24 h 后第 1 d 的 6 个复孔各加 10 μL CCK-8 (避光), 分

别孵育 0.5、1、2、4 h 后用酶标仪在 450 nm 处分别测定

OD(optical density)值, 根据各时间段的 OD 值确定最佳

OD 值时间段, 第 2 d 开始根据第 1 d 筛选出来的时间段连

续 7 d 测 OD 值, 并根据 7 d 的 OD 值绘制 LLC 细胞生长

曲线图。 

2.6.6  建立肺癌模型及药物干预  

消化已传代 2 次以上的 LLC 细胞, 将细胞数调整为

1×107 个/mL, 制成细胞悬液(细胞活率>95％)。在 BALB/C

小鼠右腋皮下注射 0.2 mL 细胞悬液, 制成实体瘤模型。此

期间观察小鼠体重、食物摄入量和饮水量, 观察便血现象, 并

此期间处死模型组动物若干只, 观察成模状态, 直至造模成

功。接种 24 h 后随机分 6 组, 每组 12 只, 共 72 只, 即生理盐

水组(0.2 mL/10 g)、模型组(0.2 mL/10 g)、顺铂组(3 mg/kgꞏ2d)

和芜菁酸性多糖低 (50 mg/kgꞏd)、中 (100 mg/kgꞏd)、高   

(200 mg/kgꞏd)剂量组(给药剂量是根据西药顺铂在临床上

人的给药剂量折合成小鼠的给药剂量计算); 每组 12 只, 

分别腹腔注射给药 10 d, 顺铂组隔日 1 次腹腔注射给药。

给药第 11 d 称重, 取外周血, 处死, 取肿瘤组织, 称重, 并

计算肿瘤体积和有效体质量。 

2.6.7  芜菁酸性多糖 BRAP-2 抑瘤率的计算 

最后 1 次给药 24 h 后, 处死并剥离瘤块, 去除脂肪组

织, 称瘤重, 按照以下公式计算抑瘤率:  

抑瘤率=(模型组平均瘤重给药组平均瘤重) /模型组

平均瘤重100% 

2.6.8  肺癌小鼠瘤体积和有效体质量的计算 

实验第 11 d 将各实验小鼠称重, 处死, 取出肿瘤组织

称重, 用游标卡尺测量荷瘤小鼠瘤体的最长径 a(㎝)和最

短径 b(㎝), 按照下面的公式计算有效体质量和瘤体积。 

有效体质量的计算: 有效体质量=处死前体质量/制造

模型前体质量 

肿瘤体积的计算 : 肿瘤体积=π/6×(长径×短径 2), 

π=3.14  

2.7  统计学处理 

实验数据以均数±标准差用x±s 表示, 应用 SPSS 16.0

软件进行统计学处理, 重复测量的方差分析采用 F 检验, 

多因素比较采用完全随机单因素 (one-way aanalysis of 
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图 4  芜菁酸性多糖 BRAP-2 对 Lewis 肺癌小鼠瘤重和抑瘤率的影响(n=8) 

Fig.4  Effect of Brassica rapa L. acidic polysaccharide on tumor weight and tumor inhibition rate in Lewis lung cancer mice (n=8) 

 
表 2  芜菁酸性多糖 BRAP-2 对 Lewis 肺癌小鼠瘤体积和有效体质量的影响( x ± s, n=8) 

Table 2  Effects of Brassica rapa L. acidic polysaccharide on tumor volume and effective body mass in Lewis lung cancer mice ( x ± s, n=8) 

组别 给药剂量/(mg/kgꞏd) 治疗前体质量/g 处死前体质量/g 有效体质量/g 肿瘤瘤体积 

空白对照组 — 23.75±1.41 25.93±1.18 0.9638±0.093  

模型组 — 21.61±1.61 24.50±1.56 1.215±0.027* 1.306±0.113 

BRAP-2 高剂量组 200 21.52±1.05 24.30±0.984 0.9982±0.871* 1.084±0.151* 

BRAP-2 中剂量组 100 22.24±1.15 25.51±1.25 1.074±0.0326* 1.134±0.169 

BRAP-2 低剂量组 50 20.33±1.15 23.76±1.19 1.0800±0.195* 1.206±0.113 

顺铂组 3 23.54±1.60 18.07±1.14 0.7101±0.631** 0.2881±0.081** 

注: *表示差异显著(P<0.05); **表示差异极显著(P<0.01)。 

 

 
 

4  结论与讨论 

目前, 从芜菁中分离得到多糖类化合物、黄酮类化合

物及硫代葡萄糖苷类化合物等[12,13], 这些化合物表现出抗

炎、抗肿瘤、抗氧化、抗疲劳、降血糖和调节免疫功能等

多种生物活性[1416]。 

本研究初步探讨芜菁多糖急性毒性作用, 然而, 要想

具体详细评价该药物的急性毒性, 需要结合长期急性毒性

实验及多种检查结果对其急行毒性进行综合评价。本研究

首次对芜菁酸性多糖 BRAP-2 体内抑瘤活性进行研究, 发

现芜菁酸性多糖 BRAP-2 高、中、低剂量组和顺铂组抑瘤

率分别为 51.45%、46.57%、19.53%和 76.83%, 与前期研

究中对芜菁粗多糖体内抑瘤活性(芜菁多糖高、中、低剂量

组和环磷酰胺组抑瘤率分别为 55%、39%、13%和 64%)结

果对比, 可推测芜菁酸性多糖 BRAP-2 体内具有较好的抑

瘤活性。 

综上所述, 芜菁酸性多糖 BRAP-2 对小鼠 Lewis 肺癌

具有抑制作用, 由于多糖类成分具有提高机体免疫活性和

抗肿瘤作用, 同时, 具有低毒、高效、安全、副作用小等

特点, 副作用小等特点临床上可作为优选的抗肿瘤。因此, 

芜菁酸性多糖 BRAP-2 在未来有望作为一种低毒、高效的

抗肿瘤成分, 与一些化疗药物合用以提高患者的生活质量, 

具有良好的应用前景。 
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