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植物乳杆菌胞外多糖的脱色及其体外抑瘤效应

冯美琴 1 , 2，张 琦 1，玛依诺·木图拉 1，黄丽娟 1，曹 林 1，董明盛 1 ,*
(1.南京农业大学食品科技学院，江苏 南京      210095；

2.金陵科技学院动物科学与技术学院，江苏 南京      210038)

摘    要：研究大孔吸附树脂对植物乳杆菌胞外多糖的脱色工艺，并采用 Cell Counting Kit-8(CCK-8)法检测植物乳杆

菌胞外多糖 EPS 及单一组分 EPS-1、EPS-2 对大肠癌细胞株 HT-29 的体外抑瘤效应。结果表明，选择 S-8 树脂，树

脂用量为 4g/100mL，调节胞外多糖溶液的 pH 值为 6，在 25℃条件下，糖液质量浓度为 2mg/mL，静态吸附 4h 后

脱色率为 72.58%，糖保留率为 69.15%。植物乳杆菌胞外多糖 EPS、EPS-1 和 EPS-2 对大肠癌细胞 HT-29 的体外增

殖均具有显著的抑制作用(P ＜ 0.01)，且呈现出良好的量效关系。
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Decolorization and Anti-tumor Activity in vitro of Exopolysaccharides from Lactobacillus plantarum 70810
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Abstract ：The effects of various operating conditions on decolorization of exopolysaccharides (EPS) from Lactobacillus

plantarum 70810 by macroporous resin adsorption were explored in the current work. In addition, the anti-tumor effects of crude

EPS from Lactobacillus plantarum 70810 and two fractions thereof obtained by sequential column chromatographies on DEAE-

Cellulose and Sephadex G-100, named as EPS-1 and EPS-2, respectively, on large intestine carcinoma cells HT-29 in vitro were

tested by cell counting kit-8 (CCK-8) assay. The results showed that macroporous resin S-8 provided optimal decolorization of

crude EPS from Lactobacillus plantarum 70810 among all resins tested. After 4 h decolorization under the following conditions:

macroporous resin S-8 amount 4 g/100 mL, sample pH adjustment until pH 6, 25 ℃ and polysaccharide concentration in

samples 2 mg/mL, the decolorization rate and retention rate of EPS were 72.58% and 69.15%, respectively. Crude EPS, EPS-1

and EPS-2 exhibited a significant inhibitory effect on the cell growth of large intestine carcinoma cells HT-29 in vitro (P＜0.01)

in a dose-dependent manner.
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乳酸菌( l a c t i c  a c i d  b a c t e r i a，L A B )胞外多糖

(exopolysaccharides，EPS)是乳酸菌在生长代谢过程中分

泌到细胞壁外的黏液多糖和荚膜多糖的总称[1-2]。由于其独

特的物理功能和流变学特性，在食品生产中常被用作增稠

剂、乳化剂、胶凝剂及稳定剂[3]。近年来的研究表明，乳

酸菌多糖还具有增强免疫力、抗肿瘤、抗氧化等功效[4-5]。

目前，乳酸菌多糖的制备一般采用离心除菌体、除蛋白

后醇沉的方法，得到的多糖产品纯度较低，主要杂质有

色素、蛋白质和一些小分子物质。色素的存在不仅影响

多糖的色泽，还影响多糖的纯度以及进一步对其生物活性

的研究。本研究以大孔树脂为脱色剂，考察 5 种大孔吸

附树脂对植物乳杆菌胞外多糖的脱色效果，确定静态吸附

的最佳工艺参数；另外，采用 CCK-8 法对脱色及纯化后

植物乳杆菌胞外多糖的体外抑瘤效应进行探讨。
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

植物乳杆菌 70810(Lactobacillus plantarum 70810)由
本实验室分离纯化并冷冻保存。

大孔树脂 DM-130、NKA- Ⅱ、S-8    天津南开大学

化工厂；大孔树脂 DA201-B    江苏苏青水处理工程集团

有限公司；大孔树脂 HP-20    日本三菱化成公司；95%
乙醇、氢氧化钠、浓盐酸、浓硫酸、苯酚均为国产

分析纯；大肠癌细胞株 HT-29    中国科学院上海细胞生

物学研究所细胞库；Cell Counting Kit-8(CCK-8)试剂盒

上海贝博生物试剂公司；胎牛血清    杭州四季青生物工

程材料有限公司；RPMI1640 培养基    美国 Gibco 公司；

胰蛋白酶     美国 Sigma 公司；5-Fu(5- 氟尿嘧啶)    上海旭

东海普药业有限公司。

1.2 仪器与设备

LRH-150 型生化培养箱    上海益恒实验仪器有限公

司；TU-1800PC 紫外 - 可见分光光度计    北京普析通用

仪器有限责任公司；DJ300 型电子天平    常熟衡器工业

公司；LDZX-40AI 型立式电热压力灭菌锅    上海申安医

疗器械厂；64RL 高速冷冻离心机    美国 Beckman 公司；

LABOROTA 4003 型旋转蒸发仪    德国 Heidolph 公司；

SHZ-IIIB循环水真空泵    上海亚荣生化有限公司；Thermo
Scientific Forma 3111 型 CO2 培养箱    美国 Thermo 公司；

BX-50 型倒置显微镜    日本 Olympus 公司；Synergy 美

国宝特 -2 酶标仪    美国 BioTek 公司；SW-CJ-IBU 型超

净工作台    苏州安泰空气技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 植物乳杆菌胞外多糖的制备工艺流程

植物乳杆菌按体积分数 3% 接种 MRS 培养液→ 30℃
培养 24h→发酵液离心(10000× g，30min，4℃)取上清液→

加三氯乙酸(TCA)至终体积分数为 4% →离心(10000 × g，
30min，4℃)除蛋白→上清液醇沉→透析→冷冻干燥→粗

多糖

脱色后多糖(EPS)经过 DEAE-Cellulose 52 和 Sephdex
G-100 进一步纯化后获得单组分 EPS-1 和 EPS-2，研究

EPS、EPS-1、EPS-2 三组分的体外抑瘤实验。

1.3.2 多糖的脱色实验

1.3.2.1 多糖含量测定和保留率计算

采用苯酚 - 硫酸法，以葡萄糖为标准品 [ 6 -7 ]，以葡

萄糖质量浓度(x，mg/L)对吸光度(y)作回归处理，得线

性回归方程：y ＝ 0.0099x ＋ 0.013，R2 ＝ 0.9992。
                               M后

多糖保留率/%＝——×100                                       (1)
                              M前

式中：M前为脱色前多糖的含量；M后为脱色后多糖的含量。

1.3.2.2 脱色率测定及计算

将 5mg/mL 植物乳杆菌胞外多糖溶液于 190～700nm
波长范围内进行全波长扫描，发现溶液在可见光区无吸

收峰且吸收呈递减趋势，通过颜色观察，实验选定

420nm 为检测波长测定其吸光度。

                        A前－A后

脱色率 /%＝—————×100                                 (2)
                              A前

式中：A 前为脱色前溶液的吸光度；A 后为脱色后溶

液的吸光度。

1.3.2.3 树脂的预处理

取一定量的树脂先用 5% HCl 溶液浸泡 6h，去离子

水洗涤至 pH 值为中性；再用质量浓度为 5g/100mL 的氢

氧化钠溶液浸泡 6h，去离子水洗涤至 pH 值为中性；而

后用体积分数为 95% 的乙醇浸泡 6h，去离子水洗涤至

无醇味，抽干备用 [ 8 ]。

1.3.2.4 树脂的筛选

准确称取 2g 经预处理的树脂于具塞磨口三角瓶中，

加入 30mL 质量浓度为 2mg/mL 的粗多糖溶液(溶液 pH 值

调至 7.0)，于 35℃、120r/min 条件下恒温振荡 3h，然

后双层滤纸过滤，对滤液进行测定并计算多糖的脱色率

和多糖保留率，研究树脂类型对植物乳杆菌胞外多糖脱

色的影响。

1.3.2.5 单因素试验确定静态吸附的最佳条件

单因素试验确定树脂静态吸附时树脂用量( 2、4、
6、8、10g/100mL)，溶液的 pH 值(4、5、6、7、8、
9)，静态吸附时摇床中的温度(15、20、25、30、35℃)，
静态吸附时间(1、2、3、4、5h)和糖液质量浓度(0 .5、
1、1 . 5、2、2 . 5、3 m g / m L )。

1.3.3 多糖的体外抑瘤效应

1.3.3.1 细胞培养

大肠癌细胞株 HT-29 采用含 10g/100mL 胎牛血清的

RPMI1640 完全培养液(含青霉素 100U/mL 和链霉素

100mg/L)在 37℃、5% CO2 培养箱中培养，0.25g/100mL
胰蛋白酶消化传代。

1.3.3.2 CCK-8 法检测对 HT-29 细胞的增殖抑制作用

取对数生长期的 HT-29 细胞，以 5 × 103cells/mL 接

种于 96 孔板内, 每孔 100μL，37℃、5% CO2 培养箱中

培养 24h 后细胞贴壁，每孔加入含不同质量浓度多糖的

细胞培养液 100μL。实验设空白对照组、阳性对照组、

阴性对照组和实验组。空白组只加细胞培养液(不含细

胞)，阳性对照组加入 5-Fu(终质量浓度 50μg/mL)，阴

性对照组不加样品而加入等体积的细胞培养液，实验组

加入含不同质量浓度多糖的细胞培养液(终质量浓度 25～
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400μg/mL)，每组实验均设 5 个平行孔。各组加样后继

续培养 72h，每孔加入 10μL 的 CCK-8 继续培养 2h，采

用酶标仪在 450nm 波长处检测吸光度(A450nm)。
                          A实验组－ A空白对照组

抑制率 /% ＝—————————× 100                  (3)
                       A阴性对照组－ A空白对照组

式中：A 实验组为实验组样品的吸光度；A 阴性对照组为阴

性对照组样品的吸光度；A 空白对照组为空白对照组样品的

吸光度。

1.3.3.3 数据分析　

体外抑瘤实验数据均采用平均值±标准差(x－± s)表
示，使用 SAS System for Windows V8 统计软件进行数

据分析，组间比较采用 One-Way ANOVA 分析。

2 结果与分析

2.1 大孔树脂的筛选

5 种大孔吸附树脂 DM-130、NKA- Ⅱ、DA201-B、

S-8、HP-20 对植物乳杆菌胞外多糖溶液的脱色效果如图

1 所示。由图 1 可知，5 种大孔树脂的脱色效果有明显的

差异。从脱色率来看，S-8 树脂对色素的吸附能力最强，

脱色率达到了 46.62%；从多糖保留率来看，NKA- Ⅱ和

S-8 的多糖保留率较好，分别为 57.85% 和 60.54%。

大孔树脂型号 粒径 /mm 比表面积 /(m2/g) 平均孔径 /nm 外观 极性

DM-130 0.3～1.25 500～550 9.0～10.0 乳白色弱极性

NKA-Ⅱ 0.3～1.25 160～200 14.5～15.5 红棕色 极性

DA201-B 0.3～1.25 500～600 8.0～9.0 乳白色非极性

S-8 0.3～1.25 100～120 28.0～30.0 微黄色 极性

HP-20 0.3～1.25 600 26 乳白色非极性

表 1 5 种树脂的物理特性

Table 1   Physical properties of five kinds of macroporous resins

5 种大孔树脂对色素、多糖的吸附各不相同，这与

树脂的性能和被吸附物质的性质有关(表 1)。根据物理化

学中的吸附理论，树脂的吸附主要是极性吸附机理，即

被吸附物质与树脂符合相似相吸原理[9]。从树脂的极性来

看，DM-130 是弱极性大孔吸附树脂，DA201-B 和 HP-20
是非极性大孔吸附树脂，它们具有疏水性表面结构，通

过分子内的疏水基与被吸附物质相互作用而进行吸附，

适宜从极性溶液中吸附弱极性或非极性溶质，实验中三

者的脱色率均较低，说明多糖溶液中的色素可能为极性

分子[10]。考察极性大孔吸附树脂，发现 NKA-Ⅱ对该色

素的吸附能力较低，而 S-8 的吸附能力则较强，这是因

为树脂的吸附性能还与其比表面积和孔径有关。一般来

说，对同一种溶质而言，比表面积越大 ,  吸附效果越

好；同时，适宜的孔径对吸附也会产生很大影响，因

为要使大孔树脂的比表面积得到充分的利用，被吸附分

子首先要能通过孔道到达树脂内表面，因此，对于大

分子溶质来说，树脂就必须有足够大的孔径[11]。由表 1
可知，NKA-Ⅱ的比表面积较 S-8 大，但平均孔径将近

S-8 的一半，可见 S-8 较强的脱色率是由其较大的孔径所

决定的。可见多糖溶液中的色素可能属于极性的大分子

物质。综合考虑脱色率和多糖保留率，选择 S-8 树脂进

行进一步的吸附实验。

2.2 树脂用量对脱色效果的影响

改变 S-8 树脂的用量，分别对植物乳杆菌胞外多糖

溶液(糖液质量浓度 2mg/mL，溶液 pH 值调至 7.0)脱色，

脱色温度为 35℃，脱色时间为 3h。不同树脂用量条件

下多糖的脱色率和多糖保留率见图 2。

由图 2 可知，随着树脂用量的增加，脱色率也随

之增大，当树脂用量从 2g/100mL 提高到 4g/100mL 时，

脱色率迅速从 16.84% 增大到 49.96%，但随着树脂用量

的进一步增加，脱色率虽仍有增长，但增长幅度已减

小，当树脂用量增加到 8～10g/100mL 时，脱色率趋于

平稳。此现象可能是由于对于一定浓度的溶液，存在

着一个吸附平衡点，超过这个平衡点，增加树脂的用

量脱色效果并不会有较大的改善。另外，从多糖保留

率的角度来看，随着树脂用量的增加，多糖损失率也

图 1 不同型号大孔树脂对胞外多糖脱色效果的影响

Fig.1   Effect of macroporous resin type on decolorization efficiency of
EPS
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图 2 S-8 树脂用量对胞外多糖脱色效果的影响

Fig.2    Effect of S-8 macroporous resin amount on decolorization
efficiency of EPS
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图 6 多糖质量浓度对胞外多糖脱色效果的影响

Fig.6   Effect of polysaccharide concentration in samples on decoloriza-
tion efficiency of EPS
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增加，当树脂用量从 2g/100mL 提高到 10g/100mL 时，多

糖保留率从 86.17% 下降到 49.98%。考虑到脱色剂的成

本和多糖保留率，选择 4g/100mL 的树脂用量进行下一步

实 验 。

2.3 多糖溶液的 pH 值对脱色效果的影响

分别调节植物乳杆菌胞外多糖溶液(糖液质量浓度

2mg/mL)的 pH 值为 4～9，树脂用量 4g/100mL，脱色温

度为 3 5℃，脱色时间为 3 h，研究粗多糖溶液的 p H 值

对脱色效果的影响，结果见图 3 。

由图 3 可知，在 pH4～6 的范围内脱色率相差不大，

这可能与植物乳杆菌胞外多糖溶液中的色素在偏酸性条

件下表现为极性有关，因为 S-8 树脂为极性树脂，易于

吸附极性的物质。偏碱性条件下脱色率较低，这可能

是由于在碱性条件下，部分还原糖发生了美拉德反应，

故颜色较原来变深，影响了 S-8 对溶液的脱色效果。多

糖保留率的变化趋势与脱色率相似。考虑到过低的 pH
值可能会造成多糖的水解，因此选择粗多糖溶液的 pH
值为 6 进行下一步实验。

2.4 温度对脱色效果的影响

在 15～35℃条件下，树脂用量 4g/100mL，脱色时

间为 3h，研究不同脱色温度下 S-8 树脂对植物乳杆菌胞

外多糖溶液(糖液质量浓度 2mg/mL，溶液 pH 值调至 6.0)
脱色效果的影响，结果见图 4 。

由图 4 可知，温度对脱色率的影响比较大。当温

度由 15℃提高到 25℃时，脱色率随温度的升高而升高，

这是因为随着温度的升高，多糖溶液黏度下降，色素

分子扩散速度加快，有利于色素的吸附。当温度进一步

升高时，脱色率呈下降趋势，因为吸附为一放热过程，

当温度超过树脂的最适脱色温度时，色素的解吸速度同

样会加快，脱色率随之下降[12-15]。同时，随着温度的升

高，多糖的保留率呈现逐渐下降趋势。综合考虑脱色

率、多糖保留率，选择 2 5℃进行进一步的吸附实验。

2.5 吸附时间对脱色效果的影响

以 S-8 树脂为脱色剂分别对植物乳杆菌胞外多糖溶

液(糖液质量浓度 2mg/mL，溶液 pH 值调至 6.0)脱色 1、
2、3、4、5 h，树脂用量 4 g / 1 0 0 m L，温度为 2 5℃。

不同脱色时间下多糖脱色率和多糖保留率结果见图 5。

由图 5 可知，静态吸附的时间对多糖脱色率和多糖

保留率的影响较大。随着静态吸附时间的延长，脱色效

果明显增强，多糖保留率呈快速下降趋势。可见树脂在

吸附色素的同时，亦会吸附部分多糖，从而影响多糖的

含量。虽然 S-8 树脂在实验时间内仍未达到吸附与解吸的

动态平衡，考虑到吸附时间越长，脱色效果会越好，但

多糖保留率下降亦越多，选择 4 h 进行下一步实验。

2.6 多糖溶液的质量浓度对脱色效果的影响

以 S - 8 树脂为脱色剂分别对不同质量浓度( 0 . 5～
3mg/mL)的植物乳杆菌胞外多糖溶液(溶液 pH 值调至 6.0)
脱色 4h，树脂用量 4g/100mL，温度为 25℃，研究不

同多糖质量浓度对脱色效果的影响，结果见图 6。

图 3 pH 值对胞外多糖脱色效果的影响

Fig.3   Effect of sample pH on decolorization efficiency of EPS
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图 4 温度对胞外多糖脱色效果的影响

Fig.4   Effect of static adsorption temperature on decolorization
efficiency of EPS
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图 5 静态吸附时间对胞外多糖脱色效果的影响

Fig.5   Effects of static adsorption time on decolorization efficiency of EPS
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由图 6 可知，随着多糖质量浓度的升高，脱色率

不断降低，而多糖保留率则呈现上升趋势，此现象可

能是由于对于一定剂量的吸附树脂，吸附位点一定，而

随着多糖溶液质量浓度的增加，溶液中的色素和多糖分

子的总量也相应增加，从而导致脱色率下降、多糖保

留率上升。综合考虑以上因素，选择 2mg/mL 植物乳杆

菌胞外多糖溶液作为脱色的质量浓度较适宜。

2.7 多糖的体外抑瘤效应

CCK-8 试剂盒检测结果如表 2 所示，结果表明，无

论是脱色后的粗多糖EPS 或进一步纯化后的单组分EPS-1、
EPS-2 对体外培养的大肠癌细胞 HT-29 的增殖均具有明

显的抑制作用，且呈现出良好的量效关系，即随着

多糖质量浓度的增加，抑制率逐渐增大，与空白对

照组比较效果较为显著(P ＜ 0.01)。阳性对照 5-Fu 在

50μg/mL 时，对肿瘤细胞的抑制率达到 68.51%。多糖

组分 EPS-2 的抑制率明显高于 EPS 和 EPS-1，其原因可

能与其结构参数(表 3 )，如分子质量、硫酸化程度、单

糖组成等有关[16]，但不同种类的多糖目前尚未发现较为统

一的构效关系，其抗肿瘤的机制还有待进一步研究。

组别 质量浓度 /(μg/mL) A450nm 抑制率 /%
空白对照组 ― 0.360 ± 0.001 ―

阴性对照组 ― 1.373 ± 0.009 ―

25 0.851 ± 0.027* 15.99
50 0.837 ± 0.018* 17.37

EPS 100 0.761 ± 0.008* 24.88
200 0.633 ± 0.030* 37.51
400 0.546 ± 0.012* 46.10

25 0.892 ± 0.011* 11.94
50 0.835 ± 0.002* 17.57

EPS-1 100 0.824 ± 0.010* 18.66
200 0.700 ± 0.045* 30.90
400 0.610 ± 0.031* 39.78

25 0.855 ± 0.021* 15.60
50 0.66 ± 0.007* 34.85

EPS-2 100 0.624 ± 0.016* 38.40
200 0.530 ± 0.039* 47.68
400 0.431 ± 0.014* 57.45

阳性对照组(5-Fu) 50 0.319 ± 0.005* 68.51

表 2 胞外多糖对 HT-29 的体外抑制作用

Table 2    Inhibitory effects of crude EPS, EPS-1 and EPS-2 on HT-29 in vitro

注：与空白对照组比较，* . P ＜ 0 . 0 1。

3 结  论

大孔吸附树脂对植物乳杆菌胞外多糖脱色纯化的结

果表明：选择 S-8 树脂，树脂用量为 4g/100mL，多糖

溶液质量浓度为 2mg/mL，调节多糖溶液的 pH 值为 6.0，
在 25℃条件下，静态吸附 4h，脱色率为 72 .5 8%，糖

保留率为 69.15%。

多糖对 HT-29 的体外抑瘤实验结果表明：植物乳杆

菌胞外多糖 EPS、EPS-1 和 EPS-2 对大肠癌细胞 HT-29 的

体外增殖均具有明显的抑制作用，且呈现出良好的量效

关系。该研究结果说明植物乳杆菌胞外多糖在抗肿瘤作

用方面具有重要的应用潜力，今后需对其抗肿瘤的确切

作用机制作进一步地深入研究。
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                 测定指标 EPS EPS-1 EPS-2
蛋白质含量 /% 0.32 1.58 0.82
糖醛酸含量 /% 3.19 2.09 1.71
硫酸基含量 /% nd nd nd
分子质量 /u — 1.75 × 104 1.20 × 105

葡萄糖 — 53.24 3.48
单糖组成 甘露糖 — 10.41 9.61

(物质的量比) 半乳糖 — 1 nd
岩藻糖 — nd 1

表 3 多糖的组成及分子质量

Table 3   Chemical composition, molecular weights and monosaccharide
composition of crude EPS, EPS-1 and EPS-2

注：n d . 未检出；— . 未测定。


