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不同提取工艺的白花蛇舌草多糖对肿瘤细胞的抑制效果比较�
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摘�要

目的：优选白花蛇舌草中多糖的最佳提取方法。方法：比较微波提取、超声提取、碱水提取、酶法提取、加热回流提取白花蛇舌草，
以多糖的提取率为指标，筛选出较优提取工艺，并测定对Hep�G�、A����两种肿瘤细胞的抑制率。结果：白花蛇舌草的最佳
提取工艺为微波辅助提取法，其白花蛇舌草多糖的提取率在 ��.��~��.��%，其对Hep�G�、A����两种肿瘤细胞的抑制率均大
于 ��%。结论：优选的白花蛇舌草微波提取法工艺稳定可行、操作简便，所得的白花蛇舌草多糖有一定的抑瘤效果。�
�
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1�引言

白花蛇舌草为茜草科植物白花蛇舌草 �HG�WLV�GLIIXVD�

:LOOG.的全草，始载于《名医别录》[�]，别名蛇舌草、蛇针草、

蛇总管等，是我国民间常用的中草药，现收载于湖南、河南、

浙江等多个省份的中药材标准和中药炮制规范，使用广泛。

白花蛇舌草性寒，味苦、甘，归心、肝、脾经，具有清热解毒、

利尿消肿之功效，常用于肠痈，疮疖肿毒，咽喉肿痛，毒蛇咬伤，

湿热黄疽，肾炎，肝硬化，早期淋巴结核，口腔炎，小便不利等，
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现多用于各种癌症的预防和治疗 [�]。

国际上对白花蛇舌草化学成分的研究较多，综合近几十

年来国内外相关的文献报道，白花蛇舌草主要含有黄酮类、

多糖类，还含有蒽醌类、萜类、挥发油等成分。其中对多糖

类和黄酮类成分做了很多的探索研究，如：凌育赵 [�] 对白花

蛇舌草中的多糖进行了提取、分离、结构鉴定和含量测定，

发现多糖的含量在 ��%以上，主要由鼠李糖、葡萄糖、半乳

糖及甘露糖等单糖组成。樊民广等 [�] 采用苯酚 - 硫酸法对白

花蛇舌草中多糖的含量进行了测定，结果测得三批药材的含

量均在 ��%以上；刘志刚等 [�] 对白花蛇舌草多糖的提取醇沉

工艺进行了研究，初步确定为：以总量 ��倍水提取 �次，首

次 ��倍量水，浸泡 ��PLQ，提取 �.�K，第 �次 �倍量水，提

取 �.�K；将提取液浓缩至流浸膏，边搅拌边加入计算量的乙

醇使含醇量达 ��%，静置 �K后离心，即得。

白花蛇舌草最重要的药理活性是抗肿瘤，早在几十年前，

民间就以白花蛇舌草治疗腹部肿瘤，并作为放疗、化疗后的

辅助用药。抗肿瘤活性仍是当前研究的热点，被国内外学者

一直高度关注，诸多研究表明白花蛇舌草中所含的多糖具有

较好的抗肿瘤活性。白花蛇舌草多糖可促进免疫抑制小鼠脾

淋巴细胞的增殖，提高 1.细胞活性，能显著提高小鼠血清

白介素 �、白介素 �和肿瘤坏死因子 α的水平（3＜ �.��），

进而提高免疫抑制小鼠的免疫功能 [�]。白花蛇舌草对肿瘤组

织血管、淋巴管的生成具有明显抑制作用，如白花蛇舌草

提取物可通过抑制人肾癌 *5&-�细胞中基质金属蛋白酶 �

（003-�）和 003-�蛋白的表达而抑制肿瘤组织的血管生

成 [7-�]。白花蛇舌草可使人胃癌 6*&-7901细胞出现细胞核裂

解、染色体形态异常，使该细胞��1��呈现片段化，细胞周期

阻滞于�*�期，并上调 �D[�基因的表达，下调��FO-��基因的

表达，从而诱导 6*&-7901细胞的凋亡 [�]。白花蛇舌草对结

肠癌原代细胞、�&�-���细胞、Lovo细胞、��-��细胞以

及 �/�-�细胞均具有明显的降低细胞活力、促进细胞凋亡的

作用，具体机制可能与哺乳动物雷帕霉素靶点（0�52）抑制、

S��抑癌基因活化以及表皮生长因子受体、血小板衍生生长因

子受体降解密切相关 [��-��]。

如何快速、高效地从白花蛇舌草中提取出多糖并测定其

含量和肿瘤细胞的抑制效果，将为白花蛇舌草的进一步开发

和利用奠定基础。

2材料与仪器

白花蛇舌草购自衢州瑞草堂医药有限公司，产于浙江衢

州开化县，经衢州瑞草堂医药有限公司汪建刚鉴定为茜草科

植物白花蛇舌草��HG�RWLV�GLIIXVD�:LOOG.�的干燥全草。所用试

剂均为国产分析纯，购自中国医药集团上海化学试剂公司。

人肝癌细胞系��HS�*�和人肺腺癌细胞系�����( 浙江省

医学科学院馈赠 )。

NJL07-�型双波反应器：南京杰全微波设备有限公司；

超声波清洗器：昆山市超声仪器有限公司；UV-����紫外可

见分光光度计：岛津企业管理 ( 中国 ) 有限公司；台式离心机

.�-����&：上海安亭科学仪器厂等。

3方法与结果

3.1 白花蛇舌草多糖的测定

3.1.1 对照品溶液的制备

精密称取 ���℃干燥至恒重的葡萄糖对照品 ��PJ，加水

溶解并定容至���P/精密吸取��P/稀释定容至���P/，摇匀，

即得 �.��PJ/P/葡萄糖对照品溶液。

3.1.2 标准曲线的绘制

分别精密吸取 �.��PJ/P/葡萄糖对照品溶液 �、�.��、

�.��、�.��、�.��、�.��P/置 ��P/具塞试管中，加水补足至

�.��P/，分别加 �%苯酚溶液 �.��P/混匀，迅速加入浓硫酸

7.�P/摇匀，于 ��℃水浴中反应 ��PLQ后取出，置冰水浴中

�PLQ冷却至室温，取出，以第一份为空白，照分光光度法在

���PP波长处测定吸光度值，绘制标准曲线，经回归得线性

方程为 �=�.����&+�.����（�=�.9997），结果表明葡萄糖在

�~�.�PJ与吸光度呈良好的线性关系。

3.1.3 白花蛇舌草多糖提取率和质量分数的测定

取白花蛇舌草多糖粗品加水溶解，定容至 ���P/精密量

取�.�P/，稀释定容至 ���P/，取续滤液按�.�.�项下方法操作，

测定吸光度值为 �L，由线性方程求得质量浓度 &L，计算多糖

的提取率。

%����%�
药材质量

多糖质量
）（提取率 = � （公式 �）

3.2 不同提取方法所得多糖的提取率比较

3.2.1 超声提取法

称取白花蛇舌草粉末（��目）��J，精密称定，置于锥
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形瓶中，加水 ���P/，超声提取 �次，每次 ��PLQ，得到提

取液 �。

3.2.2 微波提取法

称取白花蛇舌草粉末（��目）��J，精密称定，置于锥

形瓶中，加水 ���P/，采用微波提取装置，低火提取 �次，

每次 ��PLQ，得到提取液 �。

3.2.3 加热回流法

精密称取白花蛇舌草粉末（��目）��J，加水 ���P/加

热回流 �次，每次 �.�K，得到提取液 �。

3.2.4 碱水提取法

加 S��~��的 &D(2�)�水溶液 ���P/加热回流 �次，每

次 �.�K，得到提取液 �。

3.2.5 酶提取法

称取白花蛇舌草粉末（��目）��J，精密称定，置于锥

形瓶中，将纤维素酶 �.�J加入 S��.��的 ��F-1D�F缓冲液

��P/预活 �PLQ后倒入锥形瓶中，置 ��℃水浴中保温 ��K，

加水 ��P/，调 S�至 �~7，加热回流 �次，每次 �.�K，第 �

次和第 �次的加水量均为 ���P/，得到提取液 �。

3.2.6 样品的处理及结果

将上述五组的提取液滤过，滤液减压浓缩至 ��P/，加

��%乙醇 ��P/醇沉，离心，将沉淀加水 ���P/溶解，离心，

取上清液减压浓缩至 ��P/，再加 ��%乙醇 ��P/醇沉，离心，

得沉淀，即为白花蛇舌草多糖样品，按 �.�.�测定样品中的多

糖提取率，结果见表 �[��-��]。

表 ��不同提取方法的白花蛇舌草多糖提取率测定结果

样品 提取方法 提取率（%）

提取液 � 超声提取 �.��

提取液 � 微波提取 ��.78

提取液 � 加热回流 �.��

提取液 � 碱水提取 7.��

提取液 � 酶提取 �.��

由表 �可以看出，微波提取的提取率明显高于其他 �种

方法。此外，微波提取法所用的时间较短（缩短为传统加热

回流提取法的 �/7），所需设备简单、操作简便，故可选择微

波提取法提取白花蛇舌草多糖。

3.2不同提取方法所得多糖对肿瘤细胞的抑制效果比较

采用 &&.-��法测定对肿瘤细胞的抑制作用，在 ��孔板

上接种两种人源肿瘤细胞，每孔 ���P/，每个剂量 �个复孔，

�HS�*�、�����细胞种板密度均为 �×����个/P/。种板����K�后，

每孔更换新的培养液，空白对照组中加入����P/�新培养液，

实验组每孔加入���P/�新培养液，进行细胞染毒。�062�无

细胞毒性的浓度为��.�%及以下，为确保提取物中��062对

细胞无毒性，在实际实验操作中以��062�的体积比进行梯度

稀释，控制其最终浓度不超过��.�%。每孔加入���P/稀释后

的样品溶液 (根据预实验探索的抑癌作用浓度，以最佳浓度进

行试验，加入 �HS�*�细胞板孔的样品浓度为���.��PJ/P/，

加入 �����细胞板孔的样品浓度为��.��PJ/P/，)，继续培养�

72�K�后，每孔加入���P/�&&.-��在酶标仪测定�����QP吸光

度 (�) 值，计算细胞抑制率，结果见表 �[��-��]。

%����
�

���
%�

对照

实验对照）（抑制率 = � （公式 �）

表 ��不同提取方法所得多糖对肿瘤细胞的抑制效果

样品 提取方法
�HS�*� ����

��值�� 抑制率（%） ��值�� 抑制率（%）

提取液 � 超声提取 �.�� ��.�� �.87 ��.�����

提取液 � 微波提取 �.79 ��.�� �.�� ��.772896

提取液 � 加热回流 �.�� ��.71 �.�� ��.������

提取液 � 碱水提取 �.�� ��.�� �.�� ��.817184

提取液 � 酶提取 �.�� ��.07 �.87 ��.870242

由表 �可知，微波提取所得多糖对两种肿瘤细胞的抑制

效果均高于其他 �种方法。

综上，可选择微波提取法提取白花蛇舌草多糖，为进一

步的研究和开发积累实验基础。

4�讨论

因在微波提取前需加水浸泡药材，使水分子能深入到药

材内部，为比较研究相对一致，各组药材均设置浸泡 �K。

微波辐射时细胞内外同时加热，有利于目标成分的萃取。

在本实验条件下，各组经浸泡 �K后，能使提取率提高到

�.��~��.��%。

按确定的微波提取工艺提取 �批白花蛇舌草，其白花蛇

舌草多糖的提取率在 ��.��~��.��%，其对 �HS�*�、�����两

种肿瘤细胞的抑制率均大于 ��%，结果表明该工艺稳定可行，
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可作为白花蛇舌草多糖提取的较优方法。
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