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摘* 要：采用分光光度法测定 并比较白花蛇舌草野 生植株 及其组织 培养物 中的多 糖含量。结 果表明，白 花蛇舌 草野

生植株中的多糖含量为 ./ -’%0 、试管苗 中的多糖含量为./ ",’0 、愈伤组织中的多糖含量为,/ +!-0 。白花蛇舌草野

生植株与试管苗的多糖含量相当，愈伤组织中的多糖含量较野生植株的高。为 通过细胞大 量培养技 术提取白花 蛇舌

草免疫多糖提供科学依据。
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* * 白花蛇舌草（!"#$%&’( #’))+(,）系茜草科耳草属植物，

广泛分布在热带和亚热带地区。临床应用非常广泛，是一

种传统的抗肿瘤中药，可广泛应用于治疗各种肿瘤。吴厚

铭等首次报道从白花蛇舌草水溶性成分中分离到具有免

疫活性的多糖，并对它的结构进行了初步的探讨［’］。李

瑞、赵浩如等报道从白花蛇舌草中提取出的水溶性粗多糖

（]’ 和 ]!）能显著抑制小鼠移植性 W ) ’+" 实体瘤的生

长，而且 ]’ 和 ]! 与环磷酰胺合用，可以明显改善环磷酰

胺所致的免疫器官萎缩和造血系统的损伤，多糖为主要抗

肿瘤活性成分［!，.］。采用植物细胞大规模培养技术、生物

转化和生物加工技术，生产高效、特异、毒副作用小的创新

型新药成为今后天然药物开发的主攻方向［,，-］。我们设想

利用组织、细胞培养技术，从白花蛇舌草的培养物中提取

纯化活 性多糖。为此，开展 了该 植物 细胞 组织 培养 研

究［#］。本文报道其组织培养物的多糖提取及其含量测定，

为通过细胞大量培养技术提取白花蛇舌草免疫多糖提供

科学依据。

>? 材料与方法
>@ >? 实验材料 ? 白花蛇舌草野生植株：采自校园周围，经

鉴定为 !"#$%&’( #’))+(,；试管苗：取白花蛇舌草离体叶片，

接种在 VW ^ # ) D2 ./ "EF Y ? ^ &22 "/ "’EF Y ? 培养基

中，在适宜的培养条件（培养温度 !- _‘ ，光照 ’!·P ) ’ ，

光照度 ’-"" ) !"""?a）下，培养 .- P 左右，以长约 . ) ,9E

的丛生芽苗作为供试材料；愈伤组织：取白花蛇舌草离体

叶片，接种在 VW ^ !/ , ) M !/ "EFY ? 培养基中，在适宜的

培养条件下诱导形成愈伤组织，此愈伤组织在 VW 基本培

养基上继代培养 .- P，作为供试材料。

>@ A? 仪器与试剂 ? %-! 型紫外可见分光光度计；所用试

剂均为分析纯。

>@ B? 实验方法?

>@ B@ >? 白花蛇舌草多糖的提取 ? 取新鲜的白花蛇舌草野

生植株 !""F，水煎煮 . 次（’/ -，’/ "，"/ - H），抽滤，合并提

取液静置 ’! H 后，取其上清液减压浓缩，浓缩液以无水乙

醇调至乙醇体积浓度为 +"0，搅拌，静置 !, H（-‘），沉淀

物再分别以无水乙醇、丙酮、乙醚各 ,"E; 回流洗涤，得褐

色粗多糖粉末，于 %"‘ 烘干，密封备用。

>@ B@ A? 溶液的配制 ? （’）葡萄糖标准液的配制。精确称

取 ’"-‘下干燥至恒重的葡萄糖 "/ !-."F，以蒸馏水溶解，

定容至 ’""E; 容量瓶中，质量浓度为 ’/ !#-EF YE;。

（!）蒽酮溶液的配制。精确称取 "/ ! F 蒽酮，加 ’""E;

浓硫酸，混合摇匀即得（现配现用）。

（.）白花蛇舌草多糖供试液的制备。精确称取干燥

至恒重的白花蛇舌草多糖 -"EF，加少量蒸馏水溶解，定容

至 ’""E; 容量瓶中。

（,）样品溶液的制备。精密称取各供试材料 "/ -F，置

圆底烧瓶中，以 +"0乙醇 ,"E;，回流 ’H，趁热过滤，残渣以
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!"#热乙醇洗涤（!$% & ’），残渣连同滤纸置于圆底烧瓶

中，以 ("$% 蒸馏水，加热回流提取 )*，趁热过滤，残渣用热

水洗涤（!$% & ’），洗液并入滤液中，冷却后，定容至 )""$%

容量瓶中。

!" #" #$ 标准曲线的制备$ 分别量取葡萄糖标准液 "+ ,$%、

"+ -$%、"+ .$%、"+ !$%、"+ /$%、)+ "$% 于 ,"$% 容量瓶，以蒸馏

水稀释至刻度，摇匀。分别取 0$% 上述溶液于 )"$% 具塞

试管中，以 0$% 蒸馏水作空白，各自加入 ($% 蒽酮试剂，立

即摇匀，置沸水浴中加热 !$12，迅速冷却至室温，于 -0"

2$ 处测定吸光度（3），以 3对葡萄糖浓度 4 做回归处理，

得回归方程 4 5 ’+ 0)! 6 /0+ -/ 3，7 5 "+ //"/。在 )0 8 ,"

!9 : $% 有良好的线性关系。

!" #" %$ 换算因子的测定 $ 取白花蛇舌草多糖供试液 0$%

于 )""$% 容量瓶中，加蒸馏水定容至 )""$%，而后取出 0$%

上述溶液，按“标准曲线的制备”项下操作测定 3 值，从回

归方程中求出多糖供试液中的葡萄糖浓度，并按以下公式

计算换算因子 ;，测得 ; 5 0+ ,0-。

; 5 <:（4 & =）

式中 <为多糖的质量（!9）；4 为多糖稀释液中的葡

萄糖浓度（!9 : $%）；=为稀释因素。

!" #" &$ 稳定性实验$ 取白花蛇舌草多糖供试液，每隔 ) *

测定 ) 次吸光度，连续在 , * 内考察其稳定性，结果表明，

>?= 5 "+ ).#（ 2 5-）。吸光度值在 , * 内基本保持不变。

!" #" ’$ 加样回收率的测定$ 精密称取白花蛇舌草野生植

株 ( 份，各 "+ 09 ，分 别加入多 糖供试 液 "+ ,$%，)+ "$%，

)+ ,$%，0+ "$%。按样品溶液的制备和含量测定方法操作。

计算得平均回收率为 //+ 0(#，>?= 5 )+ /.#（2 5 (，已乘

换算因子 ;）。

!" #" ($ 样品的测定 $ 量取样品溶液各 )$%，置具塞试管

中，加水 )$%，作为供试液，按“标准曲线的制备”项下操作

测定吸光度 3，求出供试液中的葡萄糖含量，并按以下公

式计算多糖含量。

多糖含量（#）5 4 & = & ; & )"" : @

式中 4 供试液中为的葡萄糖浓度（!9 : $%）；= 为供试

液稀释因素；; 为换算因子；< 为供试材料重量（!9）。

)$ 结果与结论

结果测 得白 花 蛇 舌草 野 生 植株 中 的 多 糖 含量 为

’+ ,).#、试管苗中的多糖含量为 ’+ "()#、愈伤组织中的

多糖含量为 (+ !0,#（2 5 ’）。从测定结果看，白花蛇舌草

野生植株与试管苗的多糖含量相当，愈伤组织中的多糖含

量较野生植株和再生植株的高。愈伤组织是建立悬浮细

胞培养体系的起始材料，一般要求其具合成积累次生代谢

产物能力强和生长速度快的特点。本研究获得的愈伤组

织具较高的多糖含量且生长较快，这说明可以利用细胞培

养技术对白花蛇舌草进行细胞悬浮培养，从其培养物中提

取纯化高含量的活性多糖。植物细胞培养可能是生产这

种免疫多糖的另一有效途径。

本文建立了白花蛇舌草多糖提取与含量测定的方法，

此法可有效分离和测定白花蛇舌草组织培养物中免疫多

糖含量，为进行细胞工程生产免疫多糖提供了准确、灵敏、

可靠的分析方法。但是，影响愈伤组织中多糖含量的因素

以及培养物中多糖的结构、免疫活性尚待深入研究。
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（上接 .! 页）#" )$ 冬耕晒田 $ 冷浸田一般有冬泡的习惯，

冬泡应改为冬干，进行冬耕晒田（有的地方叫犁冬晒白），

可改良土壤的耕性和通气透水性，增加土壤微生物活动，

加速土壤养分的分解。冬耕以后的土垡一定要晒白，否则

第二年就会耕不碎，耕不烂，形成许多泥核，象“水泡饭”

一样，这对水稻生长也很不利。

来不及冬耕而燃料充足的地方，可适 当采用熏土方

法。熏土时土堆不能太大，要善于掌握火候和时间，土堆

太大就不容易熏得均匀，火势过猛和时间过长，会把土烧

坏，起不了改土的作用。因此，要很好 掌握火候，暗火熏

土，不能明火烧土，将泥土都熏成黑色，效果最显著；土熏

好以后，应均匀撒在田面，使全田肥力一致。

#" #$ 增施肥料 $ 冷浸田一般缺乏磷、钾素和硫，施用磷肥

可以增产；磷、硫配合施用，效果更好；在冷浸田中施用石

灰和草木灰，可中和土壤酸性，促进有机质的分解，使土壤

MG 值提高，有利于亚铁的氧化，硫化物也较不易溶解，减

轻还原物质的毒害。

冷浸田改善排水条件后，种植绿肥，主要是冬种红花

草等绿肥。

#" %$ 兴修迂回水道 $ 兴修迂回水道（晒水塘），提高灌溉

水的的温度。

#" &$ 劈山荫，增强光照 $ 劈山荫（’ 8 ,$ 为宜），增强光

照，避免鸟、兽危害。

#" ’$ 掺砂入泥，改善质地 $ 根据土质情况，进行掺砂入

泥，改善土质。

经过改良的冷浸田，过去烂泥状的耕作层，已变成结构

良好、具有红色“鳝血斑”的耕作层，“鳝血斑”是高产稳产

水稻土的重要特征，种植水稻就能高产。 （责编：魏U 凤）
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