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　 　 近年来ꎬ蕨类植物的有效成分研究备受人们关注ꎬ药用

蕨类植物含有黄酮类、酚酸类、萜类、生物碱和多糖等化学成

分[１] ꎻ其多糖除了参与构成细胞壁和储藏营养外ꎬ还具有提高

免疫力、抗菌和抗癌的功效[２－３] ꎮ
阴地蕨〔Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ ( Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｗ.〕隶属于阴地

蕨科(Ｂｏｔｒｙｃｈｉａｃｅａｅ)阴地蕨属(Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ Ｓｗ.)ꎬ为传统药用

植物ꎬ全草入药ꎬ具有清热解毒、平肝息风、止咳、止血和明目

去翳的功效[４－５] ꎮ 近年来ꎬ已有学者对阴地蕨中的黄酮类和

酚酸类成分的生物活性进行了研究[６－８] ꎬ但对于其多糖成分

的生物活性尚缺乏全面的了解ꎬ仅曹剑锋等[９] 就阴地蕨多糖

对小鼠结肠癌、红白血病以及小鼠血液细胞等生物活性进行

了研究ꎮ
鉴于此ꎬ作者采用水提醇沉法从阴地蕨全草中提取粗多

糖ꎬ并分析其抑菌和抑制肿瘤细胞增殖的作用ꎬ以期探明阴地

蕨多糖成分的生物活性ꎬ为阴地蕨多糖的开发和利用提供基

础研究数据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试阴地蕨全草于 ２０１６ 年 １２ 月采自湖北随州ꎬ采集生

长状况良好的植株ꎬ晾干后切段ꎬ用粉碎机研磨成粉末ꎬ供试ꎮ
大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)和金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ)均由上海市第一人民医院检验科提供ꎻ人宫颈癌细胞

(Ｈｅｌａ)和人肺癌细胞(Ａ－５４９)均购自美国模式培养物集存库

(ＡＴＣＣ)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 标准曲线绘制以及粗多糖提取和多糖含量测定　 配制

质量浓度 ０.２ ｍｇｍＬ－１葡萄糖标准液并进行梯度稀释ꎬ采用

苯酚－硫酸法[１０]测定波长 ４９０ ｎｍ 处吸光度ꎬ绘制葡萄糖标准

曲线 Ｙ＝２１.５５２ ０Ｘ－０.４５３ ８(Ｒ２ ＝ ０.９６３ ３ꎬ线性范围为 ５.８４０ ０~
５８.３８０ ０ μｇｍＬ－１)ꎮ
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称取阴地蕨全草粉末 ２０ ｇꎬ采用水提醇沉法[１１] 提取粗多

糖ꎮ 将阴地蕨粗多糖配制成质量浓度 ０.５１１ ｍｇｍＬ－１待测溶

液ꎬ同法测定波长 ４９０ ｎｍ 处吸光度ꎬ并根据葡萄糖标准曲线

计算多糖含量ꎮ
１.２.２　 抑菌圈直径和最小抑菌浓度(ＭＩＣ)测定　 大肠杆菌菌

液解冻后接种在无菌 ＬＢ 培养液中ꎬ于 ３７ ℃恒温培养箱中振

荡培养 ２４ ｈꎬ用无菌 ＬＢ 培养液稀释成 ６×１０６ ＣＦＵｍＬ－１ 菌

液ꎬ待用ꎮ 刮取金黄色葡萄球菌菌苔ꎬ接种在无菌 ＴＳＢ 培养液

中ꎬ在培养液中加入适量的质量体积分数 ０.９％ＮａＣｌ 溶液ꎬ于
３７ ℃恒温培养箱中静置培养 ２４ ｈꎬ用无菌 ＴＳＢ 培养液稀释至

６×１０６ ＣＦＵｍＬ－１菌液ꎬ待用ꎮ 采用纸片扩散法[１２] 分别制备

含大肠杆菌和含金黄色葡萄球菌的平板ꎮ
配制质量浓度分别为 ０.４１２、１.６４８ 和 ６.５９２ ｍｇｍＬ－１的

粗多糖无菌溶液ꎬ分别吸取 ２０ μＬ 滴于 ６ 块平板的滤纸片上ꎬ
并以质量浓度相同的卡那霉素作为各自的阳性对照ꎬ以无菌

超纯水作为空白对照ꎻ将培养皿置于 ３７ ℃恒温培养箱中培养

２４ ｈꎬ观察并采用直尺(精度 １ ｍｍ)测量抑菌圈直径ꎮ 实验重

复 ３ 次ꎮ
配制质量浓度分别为 ０.１０３、０.２０６、０.３０９、０.４１２ 和 ０.５１５

ｍｇｍＬ－１的粗多糖无菌溶液ꎬ采用上述方法观察并测量抑菌

圈直径ꎬ确定 ＭＩＣ 值[１３] ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１.２.３　 肿瘤细胞相对存活率测定　 配制含质量体积分数 １０％
胎牛血清和质量体积分数 １％青霉素－链霉素的 ＤＥＭＥ 培养

液ꎬ并接种 Ａ－５４９ 和 Ｈｅｌａ 细胞ꎬ然后置于体积分数 ５％ＣＯ２、
温度 ３７ ℃、饱和湿度的细胞培养箱中培养ꎬ每 ２ ｄ 更换 １ 次细

胞培养液并进行传代ꎮ 分别取对数生长期的 Ａ－５４９ 和 Ｈｅｌａ
细胞ꎬ按最佳铺板密度接种 １００ μＬ 细胞悬液至 ９６ 孔培养板

中ꎬ分别加入质量浓度 ４.１２０、８.２４０、１６.４８０、３２.９６０ 和 ６５.９２０
μｇｍＬ－１粗多糖溶液ꎬ阳性对照组加入质量浓度相同的喜树

碱ꎬ空白对照组不加粗多糖溶液ꎬ本底组不接种细胞ꎻ将培养

板置于 ３７ ℃细胞培养箱中培养 ４８ ｈꎻ然后每孔加入质量浓度

５ ｍｇｍＬ－１ＭＴＴ ２０ μＬꎬ继续培养 ４ ｈ 后加入 １００ μＬ 三联液

(包含体积分数 １０％ＳＤＳ、体积分数 ５％异丁醇和０.０１ ｍｏｌＬ－１

ＨＣｌ)ꎬ３７ ℃培养过夜ꎻ培养结束后用全波长式微孔板酶标仪

(瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司)测定波长 ５７０ ｎｍ 处吸光度(ＯＤ)ꎬ根据公

式“相对存活率＝〔(ＯＤ样品组－ＯＤ本底组) / ＯＤ空白对照组〕×１００％”计
算各组肿瘤细胞的相对存活率ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１.３　 数据处理和分析

使用 ｐｒｅｄｉｃｔ 函数进行点估计ꎬ取 ９５％置信区间构造区间

估计ꎬ分别估算阴地蕨粗多糖对 Ａ－５４９ 和 Ｈｅｌａ 细胞的半抑制

浓度( ＩＣ５０)ꎮ 采用 Ｒ 软件进行数据处理ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 阴地蕨全草的粗多糖得率及多糖含量

测定结果表明:阴地蕨全草的粗多糖得率为 ７.０５％ꎻ粗多

糖中多糖含量为 ２０.６０％ꎬ经过换算可知阴地蕨全草的多糖含

量为 １.４５％ꎮ
２.２　 阴地蕨粗多糖的抑菌作用

不同质量浓度阴地蕨粗多糖对大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌的抑菌圈直径见表 １ꎮ 结果表明:阴地蕨粗多糖对大肠杆菌

和金黄色葡萄球菌均具有一定的抑制作用ꎬ且对大肠杆菌的

抑制作用略强于金黄色葡萄球菌ꎻ随着粗多糖质量浓度的提

高ꎬ抑菌圈直径均逐渐增大ꎬ表明阴地蕨粗多糖对大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌的抑制作用具有一定的浓度依赖性ꎻ当粗多

糖质量浓度达到 ６.５９２ ｍｇｍＬ－１时ꎬ抑菌作用最强ꎮ 此外ꎬ阴
地蕨粗多糖的抑菌作用明显小于质量浓度相同的卡那霉素

(阳性对照)ꎮ
进一步测定结果表明:阴地蕨粗多糖对大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌的最小抑菌浓度分别为 ０.２０６ 和 ０.３０９ ｍｇｍＬ－１ꎬ
说明阴地蕨粗多糖对于大肠杆菌的抑制作用优于金黄色葡萄

球菌ꎮ

表 １　 阴地蕨粗多糖对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径１)

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｚｏｎｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ
Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ ( Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｗ. ｔｏ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｎｄ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ１)

处理组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ

质量
浓度 / (ｍｇｍＬ－１)
Ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

抑菌圈直径 / ｍｍ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｚｏｎｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ

大肠杆菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

Ｔ１ ０.４１２ ６.５ ６.５
ＣＫ１ ０.４１２ １０.０ ９.０
Ｔ２ １.６４８ ７.５ ７.０
ＣＫ２ １.６４８ ２４.６ ２１.０
Ｔ３ ６.５９２ ９.０ ８.５
ＣＫ３ ６.５９２ ３４.２ ３２.０
ＣＫ ０.０００ — —

　 １) Ｔ１ꎬＴ２ꎬＴ３: 阴地蕨粗多糖 Ｃｒｕｄｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ
ｔｅｒｎａｔｕｍ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｗ.ꎻ ＣＫ１ꎬＣＫ２ꎬＣＫ３: 阳性对照(卡那霉素)
Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ｋａｎａｍｙｃｉｎ)ꎻ ＣＫ: 空白对照 (超纯水) Ｔｈｅ
ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｕｌｔｒａｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ) . —: 无抑菌作用 Ｎｏ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｓｉｓ.

２.３　 阴地蕨粗多糖对肿瘤细胞增殖的抑制作用

经不同质量浓度阴地蕨粗多糖处理后 Ａ－５４９ 和 Ｈｅｌａ 细

胞的相对存活率见表 ２ꎮ 结果表明:随着阴地蕨粗多糖质量浓

度的提高ꎬＡ－５４９ 和 Ｈｅｌａ 细胞的相对存活率均逐渐降低ꎬ当
粗多糖质量浓度达到 ６５.９２０ μｇｍＬ－１时ꎬＡ－５４９ 和 Ｈｅｌａ 细胞

的相对存活率分别为 ６２.２０％和 ６５.８０％ꎬ表明阴地蕨粗多糖质

量浓度越高ꎬ对 Ａ－５４９ 和 Ｈｅｌａ 细胞增殖的抑制作用越强ꎬ呈
现一定的浓度依赖性ꎮ 此外ꎬ阴地蕨粗多糖对 Ａ－５４９ 和 Ｈｅｌａ
细胞增殖的抑制作用明显小于质量浓度相同的喜树碱(阳性

对照)ꎮ
ｐｒｅｄｉｃｔ 函数计算结果显示:阴地蕨粗多糖浓度与 Ａ－５４９

和 Ｈｅｌａ 细胞的相对存活率呈良好的线性关系ꎬ线性方程分别

为 Ｙ＝ ４４５.６８２ ４－ ６.１３３ ９Ｘ(Ｒ２ ＝ ０.９８４ ５)和 Ｙ ＝ ２４０. ２２１ ７－
２.６１９ ７Ｘ(Ｒ２ ＝ ０.９８０ ３)ꎻ阴地蕨粗多糖对 Ａ－５４９ 和 Ｈｅｌａ 细胞

０７
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的半抑制浓度分别为 １３８.９０ 和 １０９.２３ μｇｍＬ－１ꎮ 由此可知ꎬ
阴地蕨粗多糖对 Ｈｅｌａ 细胞增殖的抑制作用略强于 Ａ－５４９ 细

胞ꎬ且 Ｈｅｌａ 细胞对阴地蕨粗多糖的浓度变化更敏感ꎮ

表 ２　 经不同质量浓度阴地蕨粗多糖处理后 Ａ－５４９ 和 Ｈｅｌａ 细胞的相
对存活率(Ｘ±ＳＤ)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ａ￣５４９ ａｎｄ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ
ｃｒｕｄｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ ( Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｗ. ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (Ｘ±ＳＤ)

处理组１)

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ１)

质量
浓度 / (μｇｍＬ－１)
Ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

肿瘤细胞的相对存活率 / ％
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ

Ａ－５４９ Ｈｅｌａ

Ｔ１ ４.１２０ ７２.３０±２.０２ ８９.１６±０.７３
ＣＫ１ ４.１２０ ４.９３±１.０２ ４２.５２±０.５８
Ｔ２ ８.２４０ ７１.６５±０.８４ ８７.９４±２.７９
ＣＫ２ ８.２４０ ３.４３±０.５０ ３１.５７±０.６８
Ｔ３ １６.４８０ ６９.１１±０.５８ ８５.３９±５.７６
ＣＫ３ １６.４８０ ２.５６±０.２７ ２４.３８±０.４４
Ｔ４ ３２.９６０ ６７.２１±０.２９ ８１.４４±７.６５
ＣＫ４ ３２.９６０ １.７２±０.１５ ２０.６８±０.３４
Ｔ５ ６５.９２０ ６２.２０±０.３３ ６５.８０±２.５４
ＣＫ５ ６５.９２０ ０.６１±０.５２ １６.８８±０.２７

　 １) Ｔ１ꎬＴ２ꎬＴ３ꎬＴ４ꎬＴ５: 阴 地 蕨 粗 多 糖 Ｃｒｕｄｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ
Ｂｏｔｒｙｃｈｉｕｍ ｔｅｒｎａｔｕｍ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｗ.ꎻ ＣＫ１ꎬＣＫ２ꎬＣＫ３ꎬＣＫ４ꎬＣＫ５: 阳
性对照(喜树碱)Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃｉｎ) .

３　 讨论和结论

阴地蕨全草的多糖含量达 １.４５％ꎬ接近欧洲蕨〔Ｐｔｅｒｉｄｉｕｍ
ａｑｕｉｌｉｎｕｍ ( Ｌｉｎｎ.) Ｋｕｈｎ〕 全 草 的 多 糖 含 量ꎬ 但 高 于 乌 蕨

〔Ｓｔｅｎｏｌｏｍａ ｃｈｕｓａｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｃｈｉｎｇ〕、 华 南 毛 蕨 〔 Ｃｙｃｌｏｓｏｒｕｓ
ｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ (Ｌ.) Ｆａｒｗｅｌｌ.〕和井栏边草(Ｐｔｅｒｉｓ ｍｕｌｔｉｆｉｄａ Ｐｏｉｒ.)等
蕨类植物全草的多糖含量[２] ꎮ 乌蕨、蜈蚣蕨 (Ｐｔｅｒｉｓ ｖｉｔｔａｔａ
Ｌｉｎｎ.)和华南毛蕨等蕨类植物的多糖对大肠杆菌、变形杆菌

(Ｐｒｏｔｅｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ)和金黄色葡萄球菌均具有抑制作用[２] ꎬ而阴

地蕨粗多糖对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌也有一定的抑制作

用ꎬ说明蕨类植物多糖具有广谱抗菌效果ꎮ 阴地蕨粗多糖对

大肠杆菌的抑制效果强于金黄色葡萄球菌ꎬ因而ꎬ可初步判断

阴地蕨粗多糖对革兰氏阴性菌的抑制效果更强ꎬ这也佐证了

阴地蕨对肠炎病原菌具有明显的抑制效果[３] ꎮ 阴地蕨粗多糖

对 Ａ－５４９ 和 Ｈｅｌａ 细胞的增殖均有一定的抑制作用ꎻ从半抑制

浓度看ꎬ阴地蕨粗多糖对 Ｈｅｌａ 细胞增殖的抑制作用强于 Ａ－
５４９ 细胞ꎬ且 Ｈｅｌａ 细胞对阴地蕨粗多糖的浓度变化更敏感ꎮ

研究结果表明:阴地蕨粗多糖的抑菌和抑制肿瘤细胞增

殖的作用均呈现一定的浓度依赖性ꎬ且均随其质量浓度提高

而增强ꎬ但均明显小于各自的阳性对照ꎬ说明虽然阴地蕨粗多

糖呈现出一定的抑菌和抑制肿瘤细胞增殖的活性ꎬ但其药用

疗效的开发有待更加科学深入的研究ꎮ
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