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玉米须生物活性成分的初步研究

玉米须多糖及其免疫增强作用
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摘要 经过 系统 的 筛选 首次从 玉 米须中分离提取 了具有免疫增强作用的生物活性

成分
。

运 用离子 交换
、

分级沉淀
、

� � ��� �� � 柱层析等手段对此成分进行 了进一 步的

分离和纯化
。

初 步的结构研究结果表明
,

此成分属 多糖类化合物
。

主题词 玉 米须 � 多糖 ����
� 干扰素 ��  � �

中图分类号 � � ��
�

��

玉米须 ���� � �� ��� 是指在玉米成熟收获季节采集的
,

已经变褐并干枯了的禾本科农作

物玉米 �� �� � ,

� �� � � � � �的雌花花柱 �� �� � � � , �

�� �
�
�

�

在玉米的生长过程中
,

作 为传粉受精

的通道
,

玉米须具有相当重要的植物生理生化功能川
。

玉米须是一种传统的中草药材
,

《中

药大辞典》
、

《全国中草药汇编》
、

《中药药理与应用 》等当代中医药典籍中均有有关玉米须的

药用记载 � �
一 ‘〕

。

但有关的免疫
、

药理及化学等基础研究方面却十分贫乏
。

我们采用化学研究

与免疫学研究
、

药理研究相结合的方法对玉米须的免疫增强
、

降压等作用进行 了研究
。

本文

报道的是玉米须多糖及其免疫增强作用
。

实验材料与方法

玉米须水提取液免疫增强活性成分筛选与分离
、

纯化的实验材料与方法

�
�

�
�

� 初级 筛选 以已经过超滤浓缩 的玉米须水提取液 为实验材料
。

其固形物含量为

�
�

��  
,

高分子物质含量为 �
�

�� �
,

正丁醇可抽提物含量为 �
�

�� �
�

化学试剂均为分析纯
。

筛选方案见图 �
�

�
�

�
�

� 次级 筛选
—

离子 交换分离 以 � �  �� 为实验材料
。

阴离子交换树脂 �� � � 型 �和

阳离子交换树脂 �� � � 型�均为徐州试剂厂分装
。

离子交换柱为必�� � �� � � �
,

缓冲体系为

�
�

� �� � �� � 磷酸盐缓冲液 ��� � �
�

� � �
,

洗脱液为 �
�

�� � �� � � � 
,

�
�

�� � �� � � � ��
�

化学试

剂均为分析纯
。

筛选方案见图 �
�

蛋白质的测定
�

紫外分光光度法 �� 
。

糖类的测定
�

苯酚一硫

收稿 日期
� � � � �

一

� �
一

� �
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酸法仁‘〕
。

�
�

�
�

� 进一 步的分离和纯化 以 � ���� � 为实验材料
。

化学试剂均为分析纯
。

实验方法
�

�� 将 � ��� �� 溶于水
,

配成浓度为 � �的溶液
,

然后向溶液中加入二倍体积的 �� � 乙

醇
,

静置 �� � ��
,

待沉淀完全后在 � � � � � � � �� 下离心 � �� � 
,

所得沉淀物用 ��  乙醇洗涤
,

得

组分 � � � � �
� 一

�
�

洗涤液并入上清液
�

�� 向上清液中再加入 ��  乙醇至原溶液体积的三倍
,

静置 �� � ��
,

待沉淀完全后在

� � � �� � � � 下 离心 �� � ��
,

所 得 沉 淀 物 用 ��  乙 醇
、

无 水 乙 醇 依 次洗 涤
,

得 另 一 组分

� ��� ��
一

�
�

�� 分别 将 � �  � ��
一

� 和 ��  ��
� 一 � 溶 于洗 脱液

,

配成 浓 度 为 � �的溶 液
,

然 后 在

� � � ��  ! �
凝胶柱上层析

,

用分部收集器收集流出液
,

并逐管对糖进行检测
�

�� 将相对集中的部位合并
,

室温下对流动 自来水透析 � ��
,

对去离子水透析 � ��
,

然后

冷冻干燥
,

得 � � � � �
一

��
、

� �� � � �
一

��
、

� � �� ��
一

��
、

� � �� � �
一

�� 四种组分
。

糖类的测定
�

苯酚
一

硫酸法 �� 

玉米须杰提取液 �� �� 
三倍体积 ��  乙醇
静置 �� ��

�

� � � � � � � 五� 下离心 � � ��
�

沉淀物 上清液

离子交换
�

�

� � � 犯�� �
�

一� ��。
,

� �尸� �
�

缓冲液
�� � �

�

� �

�� � 乙醇
无水 乙醇
依次洗涤
� � 中干

《玉�� �

图 �

�
�

�

�
�

�
�

�

阳离子
柱上物

中性
成分

阴离子
柱上物

�� ��山高下

液发犯蒸过��压置��减静��

…
�
�������
�� ! ! !沉淀物 上清液

�� � 乙醇
无水 乙醇
依次洗 涤
� ‘� 中干燥

丁醇
萃取三次
分液 �

�

�
�拍 �� �� �】

�� 飞� 正丁醇层 水层

��
�

�
� � �� �月��湘
洗脱

,

透析
�

中和
�石
�

十

起始缓冲液
充分洗脱
透析

,

冻干
洗脱
透析

中和
冻干

� � � 下
减 压蒸干
尸 , 、 中干燥

� � �
’

下
减 压浓缩

�污飞 �
仆玲 ��

�� 飞�

玉米须水提取液的初级筛选分离流程示意图 图 � �  ! �� 的离子交换分离流程示意图

玉米须水提取液免疫增强活性成分免疫增强活性测定的实验材料与方法

干扰 素���’�
。
�的诱生和 促诱生 试验「’

·

�」
分离人外周血淋巴细胞�� � � �� � �� ,

� �� �

� ��� 士新城鸡瘟病毒 �� � � �
,

置 �� � 新鼓印子箱培养 �� � �� �
,

离心取上清液
�
调节 � � 值

一 �
�

� � �
�

�
,

� �冰箱中放置 � � ��
,

调节 � � 值至中性
,

置一 �� �冰箱 中保存
,

待测 �� � 滴

度
。

同时设常规 � � � 诱生 ��� � 对照组
。

�
�

�
�

� � 干扰 素�� �� � �的诱生 和促诱生试验 分离 人外周血淋 巴细胞 �� � �� � � � ,

� � �

� � �  � 士植物血凝素�� � � � �� �拼�
,

置 �� �新鼓 印子箱培养 �� �
,

离心取上清液
,

置一 �� �

冰箱中保存
,

待测 IF N 滴度
。

同时设常规 P H A 诱生 IF N 丫对照组
。
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1
.
2
.
3 干扰素效价的 测定 用 w ish 细胞种板

,

卡成单层后
,

用待测 IF N 样品倍量稀释
,

次

日用 v S V (lo OT C ID 50) 攻毒
;用细胞病变抑制法判定 IF N 效价或滴度

。

以抑制 50 % 细胞病

变的最高稀释度的倒数作为实验室干扰素效价
。

1

.

2

.

4 巨噬细 胞吞噬功能的m.] 定 用微量 比色法[9] 测定样品对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬指

数的影响
。

用 D G 3o2 2 型酶联免疫检测仪于 4 1O
n m 波长处测定 A 值

。

计算公式
:

总活性指数或吞噬指数 一 (l 一 A 。

/
A

。;
) X 1

00

总活性指数是指表面结合的和吞入内部的 SR D C 的 H
6
值
;吞噬指数仅指吞入内部的

SR D C 的 H
。

值
。

1

.

3 玉米须水提取液免疫增强活性成分结构研究的实验材料与方法

1
.
3
.
1 实验材料 四 种 C S P S la 组分 C S P S la

一

I A

、

C S P S l
a
一

I B

、

C S P S l
a
一

Z A 和 C SP S la-

ZB
.

1
.
3
.
2 四种 C S P S la 组分的聚丙 烯酸胺凝胶 电泳 北京六一仪器厂生产 D Y Y

一

皿 4 型稳压

稳流 电泳仪
,

电泳平板 为 20 0 只 2 00 x 1
.
s m m

,

具体实验方法参 照文献 [1叼 中有关方法进

行
。

1

.

3

.

3 四 种 C S P S la 组分单糖 组成的 沮11 定 分别称取 lom g P S l
a 一

I A

,

P S l
a
一

I B

,

P S l
a
一

Z A

和 PS la
一

Z B

,

加入 lm l7o % H ZS O ;
,

室温下放置 3om i
n 后

,

加入 6m l去离子水
,

置 loo C 水浴

中保温水解 16h
.
取 出水解液

,

待冷却至室温后用 B aC O
3
中和

,

过滤
,

滤液置 50 C 下减压蒸

干
。

用 0
.
sm l毗咤洗涤溶解水解后所生成的单糖

,

制备糖睛乙酸醋衍生物
,

用 G C 法进行测

定
。

糖腊乙酸酷衍生物的制备参照文献 [1 1」中有关方法进行
。

1

.

3

.

4 四种 C S P S la 组分分子 量的测定 采用光散射方法进行
。

装置
:H e一 N e 激光散射仪

;

sm W H e
一

N
e 光源

,

波长 633nm
,

孔径 400
,

温度 25 C
,

粘度 0
.
8 923 ,

折光率 1
.
330 ,

角度 90
0.

2 实验结果

2.1 玉米须水提取液初级筛选产物 (C S P S I
,

C S P S
2) 对干扰素 (I FN )的诱生和促诱生作用

初级筛选方 案示 于图 1 ,

实验结 表 1 不同浓度下的 csPs l
,

cs Ps

Z 对干扰素的

果列于表 1
.

诱生和促诱生作用

诱 生 干 扰 素 的 滴 度

诱生作用
pH = 7 pH =

促诱生作用

.任1 ‘

O曰00�卜U�卜91夕�

, .三

1

+ N D V

5 1 2 0

3
8

4 0

1 0 2 4 0

1 0 2 4 0

7 6
8

0

+ P H A

5
1

2
0

6
4 0

6 4 0

{ :

: :
;

:

: :

,�O目9目Q‘��U�h汽

了了
,

八舀9一9一
J
了厂夕/
护

1

1.

1

1

,l

11lles

9�n6n八�00夕一60
�h

z尹几jg习,�J
‘J
了产

1

1.1
9
1几」

,
l
, .占

实验结果表明
,

玉米须水提取液

中的确存在有免疫增强作用的生物活

性 成 分
。

经 筛 选 得 到 的 C SPSI 和

C S P S Z均可低滴度的诱生干扰素
,

并

且 C SP S I 优于 C S P S Z
;经酸化(pH =

2) 处理干扰素的滴度无 明显下降
,

提

示干扰素的性质属
a 干扰素

;在常规

用新城鸡瘟病毒(N D V )或用植物血

凝素(PH A )诱生 了干扰素(IF N 下)时
,

分别加入 C S P S I 和 CS P S Z
,

观察对
a

干扰素或 y 干扰素的促诱生效应
,

结

0

20

CSPSI(尸g /n ll) 10 0

5 0 0

10 0 0

0

2 0

C S P S Z (拼g /
n ll ) 1 0 0

5 0 0

1 0 0 0
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果显示 C S P SI 有轻 度的促诱生
a
干扰 素和 y 干 扰素 作用

;
诱生最佳 浓度范 围为 100 一

500拜g / m l
.
而 c s P s Z 对干扰素的促诱生作用不明显

。

2

.

2 玉米须水提取液次级筛选产物对小鼠腹腔巨噬细胞(M PM )吞噬指数的影响

次级筛选方案示于图 2
.
实验结果列于表 2

.

表 2 不同浓度下的次级筛选产物对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬指数的影响

总活性 指数 吞噬指数

E A 对 照 76
.
40 士 1 1

.
1 7 4 6

.
9 6士 1 7

.
0 6

50 0 6 0
.
0 3 士 3 0

.
3 2 19

.
1 8士 22

.
6 2

10 0 7 4
.
0 9 士 1 2

.
0 9 2 7

.
5 9士 2 6

.
4 5

C S P S l a (拜g / n 一l ) 2 0 7 8

.
3 3 士 9

.
8 8 3 9

.
9 1士 1 8

.
6 7

10 8 5
.
2 6 士 6

.
0 4 5 3

.
8 2士 1 7

.
8 9

1 8 6
.
15 士 5

.
0 8 二 60.46士 13

.
3 6

‘ ,

5 0 0 6 9

.

6
0 士27

.
2 5 4 1

.
14 士3 5

.
4 9

1 00 6 7
.
5 2 士 2 4

.
8 4 40

.
1 2 士 3 5

.
1 3

C S P S I + (卜g /
n l l ) 2 0 7 2

.
8 5士 28

.
9 2 5 0

.
5 8士 3 1

.
6 0

1 0 7 4
.
5 9士 1 1

.
3 0 5 0

.
7 4士 2 8

.
84

1 7 5
.
4 3士 1 1

.
2 7 4 7

.
7 6士 3 1

.
4 2

C S P S I一 (拜g / n l l )

6 3
.
7 6 士 3 1

.
8 8

7 0
.
8 7士 1 9

.
4 4

7 0
.
4 3士 2 5

.
8 5

7 5
.
0 5士 1 4

.
9 2

7 0
.
2 5士 2 3

.
5 5

4 5
.
1 9士 3 6

.
5 0

4 5
.
2 0士 30

.
6 5

5 1
.
3 2士2 1

.
8 6

5 4
.
8 6士 19

.
12

5 4
.
3 1士2 1

.
7 5

C S I
〕
5 1 ( 子, g /

n l
l )

5 1

.

9 8 士 3 8
.
0 3

7 1
.
生5士 1 6

.
5 6

7 8
.
4 6 士 8

.
5 5

7 5
.
0 2 士 1 3

.
9 4

8 ()
.
6 9士 6

.
4 8

2 2
.
9 4士 3 0

.
76

15
.
5 1士 27

.
24

2 5
.
7 5 士 2 2

.
89

3 5
.
5 8士 1 7

.
8 9

4 7
.
0 2士 8

.
7 8

00000100000,�1009)1
孟匕J, .上L沙1

7 呀)
.
2 2 士 6

.
1 8

7 9
.
日2 士 7

.
8 2

8 1
.
G 6 士 7

.
9 8

吕6
.
()3 士5

.
6吕

’ 卜 ’

7 1 9 9 士 2吕
.
9 4

27
.
8 5 士 3 ()

.
1 9

3 3
.
3 4士 3 0

.
9 7

4 9
.
4 6 士 2 7

.
0 9

5 9
.
7 9 士 16

.
艺7

5 9
.
6 8 士 17

.
0 0

曰门011一01)夕
]
1

L净
1

、
了

g

工
肖/1

SSIC

苦 ,
I
)

<
( )

.

0 5
关 补 釜

l
)

咬 ()
.()]

实验结果表明
,

C S P
SI 经离子交换 层析分离后

,

所 含免疫增强活性成分被有效的浓缩

于 C S I〕S la 中
。

在低浓度下 (1拼g / n
飞
! ) C S I

〕
S l

a

对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬致敏羊红细胞的总

活性指数和吞噬指数均明显增 加 ( P < 0
.
肠 )
;
而 C SP SI 本身各个浓度对吞噬指数的影 啊

却并无显著性意义
;
自离子交换 柱上洗脱的 C SI

)5 1
一

+ 和 C SI
)
Sl 一两个组分

,

对吞噬指数亦

无明显促进作用
。

C S P S Z ( 1即g/m l)对吞噬 总
、

活性指数也有明显增加 (p < 0
.
01)
.

2. 卜 CSPSla 的进一步分离和纯化

经过上述两轮实验筛选
,

具有免疫增强活性 的成分被富集于 C SP S l
a
中

,

并且该成分在

中性条件下基本保持电中性
。

为了对其化学组成与性质等做进一步的研究
,

运用有机溶剂分

级沉淀
、

S
e

p
hr os

e 凝胶柱层析等方法对 C SP S la 进行进一步的精制和纯化
。

有关的凝胶色谱

曲线绘于 图 3
,

4

.

观察凝胶色谱曲线可知
,

C S P

Sl

a
一

I A

,

C S P
Sl

a
一

I B

,

C S P
Sl

a
一

Z A

,

C S P
Sl

a
-
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Z B 四种组分在 S
ep hros e 凝胶柱上的分布曲线基本呈一单一

、

对称的峰
,

表明 C S P S la
一

I A

,

C S P S l
a
一

I B

,

C S P S l
a
一

Z A

,

C S P S l
a 一

Z B 四种组分 已经达到了一定的纯度
。

2

.

4 四种 c sPSl
a组分的聚丙烯酞胺凝胶电泳

为了确定四种 C SP Sl
a 组分 的物质类型

—
糖蛋白还是 多糖

,

进行 了聚丙烯酞胺凝胶

电泳实验
。

结果表明均属多糖类物质
,

只能被高碘酸
一

席夫氏试剂染色
,

而不能被考马斯亮 蓝

染色
。

2

.

5 四 种 C SPSla 组分单糖组成的测定

采用酸水解
、

糖睛 乙酸酷衍生化
,

然后用 G C 测定的方法测定了单糖组成
,

实验结果列

于表 3.

2
.
6 四种 csPsl

a 组分分子量的测定

采用光散射方法测定组分的平均分子量
、

粒子大小及扩散系数
。

结果列于表 4
.

表 3 四种 C SPSl
a
组分的单糖组成 表 4 四种 C SPS la 组分的分子量分布

、

各 种 单 糖 的 相 对 比 例 粒子大小及扩散 系数

组 分 G lu
.
M an

.
G la
.
X yl
.
A ra
.
I〕Il a

.

P S l a 一 I A
组 分 习飞均分子量

粒子大小

(nnl)
扩散系数

P S la一 Z A P S l
a
一 I A 2

.
16 K IO ‘ 3 0 火 10 一 6

P S l
a 一 IB 2 0 P S I

是1
一 ZA 1

.
3 7 入 10 6 1

.
8 4 X 1 0 一 ‘

P S l a 一 Z B 2 0 I
,
5 l a 一 1 13 9

.
9 5 只 10 。

2

.

3 5 X I O 一 ”

注
:G lu

.
表示葡萄糖 ;M

an .表示甘露糖 ;Gl
a.表示半乳糖 ;

X yl
.
表示木糖 ;A ra

.
表示阿拉 伯糖 ;I

〕
1
1 。

.

表示鼠李糖
。

I

)

5
1
“
一 2 1弓 1

.
2 5 入 10 4

37 5

2 6 5

20 8

7
.
5 6

.
5 5 X 10 一 。

3 讨论和结论

研究中草药材中所 含成分的方法一般有两种
:
一种是以化学成分的研究为主的方法

。

即

以具有某种特定化学性质或结构的成分为研究 目标
,

将之分离提取并加以纯化
,

然后进行若

干生物活性指标的检测
,

以确定这类成分特定生物活性 的有无
,

可称之为先分离后药检法
。

这种方法难度小
,

省时省力
,

但容易造成有效成分的丢失
,

成功率不高
,

常常会得不到可靠的

结论
,

一般只用于 已知化学结构的特定成分的调查
;另一种是化学成分的研究与生物活性指

标的检测相配合
,

以生物活性指标为指针的方法
。

即分离提取工作跟着药理检验工作走
,

逐

步分离
,

逐步检验
,

检验一步
,

进一步分离一次
,

以渐渐逼近的方式获得有关的生物活性 成

分
。

本研究即按此方式获得有关生物活性成分的思路
,

尽可能只对原体系进行分离
,

而不作

任何的破坏
,

建立了一套包括超滤
、

离子交换分离
、

凝胶色谱分离等技术在内的中草药材所

含生物活性成分的系统分离方案
,

可以防止可能发生的遗漏
,

确保所得结论的正确性
。

初步

的实验结果表明
,

玉米须水提取液中含有具有免疫增强活性的成分
。

这些活性成分具有诱生

a 干扰素(IF N a)
、

轻度促诱生
a
干扰素(IF N a) 和 y 干扰素(IF N 为 以及促进小鼠腹腔巨噬细

胞的吞噬功能等生物活性
,

可以作为保健食品或保健食品专用添加剂予以开发利用
。

如欲作

为药品在临床治疗上加以应用
,

尚需进一步的免疫
、

药理等方面的实验与研究
。

有关的结构研究结果表明
,

这些活性成分均属于杂多糖类物质
,

其中的 C SI
,
S l

a
一

I A 组

分为一甘露
、

葡萄
、

半乳聚糖
,

它的组成可近似表示为 M an 一 G lu一 Gl
a
一
3:1:1,

Z 均
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分子量为 2
.
16 x 106

;
其 中的 C SPSl

a一
Z A 组分为一木糖

、

阿拉伯
、

甘露聚糖
,

它的组成可近

似表示为 M
an
一 Xyl一 A

rab一
1:4:5,

它的 Z 均分子量为 1
.
37义 1 0 6 ;其中的 C SPS l

a-

IB 组分为一葡萄
、

半乳
、

甘露聚糖
,

同时也存在少量的木搪
、

阿拉 伯及鼠李糖
,

它的组成可近

似表示为 G l
u
一 G l

a. : M an
. : X yl一 A

rab一 Phan一2
0 :14 :3 :1:l:l,

Z 均分子量

为 9
.
95 又 1护;其中的 C sPs l

a一
B 组分也是 一种葡萄

、

半乳
、

甘露聚糖
,

也同时存在少量的木

糖
、

阿拉伯及鼠李糖
,

它 的组成可近似表示为 Gl
u . ,

Gl

a
.

,

M an

.
,

X
y

!

.
,

A ra b

.
,

P h
an

·

一 20
: 6 : 4 : 1 : 2

: 2
,

Z 均分子量为 1
.
25 只 10

‘
.
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