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摘要:应用均匀世计法且-*:JU单因素选择试验优化了喜树多糖的微植提取工艺条件，比较了蕃煮回mt法和做盹

提取措提取喜树多暗的效率，喜树多糖的融植提取优化条件是:固;在比为 0.1(1:10) ， NaOH 浓度1. 55 mo1 . L -1 , 

做波功率 284 W，微世作用时间 9.2 min. 采取 2 tí:霞泡， 2 ?t微世处理方式，提取液的浓缩比为 5，乙醇加人量为

30 mL，扭捏放置 48 h. 
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Technology of Extracting Polysaccharides in Frllctlls Remnant of 

Camptotheca acuminata with Microwave 
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Abstract: The extracting of extracting polysaccharides in fructus remnant of Campwtheca acuminata be­

tween the traditional method and microwave was compared , and the condition of extracting polysaccha­

rides in fructus remnant of C. acuminata with microwave was optimized ,by single factor expe由lent. The 

optimal conditions of extracting polysaccharides were 1: 10 ratio of material to the liquid ,1. 55 mol • L -1 

NaOH ，皿d 9.2 min microwave irradiatio叫 284 W) for 2 times ，由巴 concentrated scale is 5. 30 mL e由a­

nol was added , and polysaccharide deposited for 48 h. 
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多糖作为药物始于 1943 年，但作为广谱免疫促

进剂而引起人们极大兴趣是在 20 世组 60 年代以

后，越来越多的研究证明:多糖不但能治疗机体免疫

系统受到严重损伤的癌症，还能治疗如风血病、慢性

病毒性肝炎等多种免疫棋损疾病和某些耐药细菌或

胞影响很小.王学利[2J报道了喜树叶、桂水擂性精英

提取和测定的结果.笔者在研究提取喜树果中喜树

碱的过程中，同时考虑对喜树果进行综合利用研究，

用提取过喜树瞒的喜树果渣进行多糖的提取，井引

人橄植技术及均匀设计法，提高提取敢丰.

病毒引起的惺性疾病，有的还能语导干扰素的产 4 

生[1] 多精作为药物其细胞毒极小:芷治疗肿瘤时 .... 
材料与方法

宫不象一般化疗药物直接杀死生长着的脚瘤细胞，

而是促进细胞和体砸免疫反应，如激活臣噬细胞或

T-淋巴细胞和 α- 细胞，或加强抗体生成及激活补

体等，以达到抑制和消灭月中瘤细胞的效果，对正常细

收稿日期 :2006-03-27

1. 1 材料与设备

提取喜树瞄后的喜树 Ca叩totheca auminata 果

渣，撒疏酸、葡萄糖、氢氧化铀、草醒骨、乙醇 (w = 

959毛) ， 752 型分光光度计，橄榄提取仪，IJX 型离心机.
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表 1 添置庄稳~;i'1J对原生质体得率和再生的影响11

Tab.l Effl配臼 of osmotic stabilizers 00 the yield and regeneratioo of protoplasts 

稳事jflj c(稳穆剂 ωmotic stabilizers) 原生质体得率 原生质体再生率

Osmotic stabilizers / (mol . L -1 ) protoplast yieldl ( mL -1 ) pl且.ting efficiency/o/t 

4.37 甘露醇 mannitol 0.6 8.92 x 101 

山梨E事回由itol 0.6 0 0.98 

w.糖 sucr田e 0.6 0 0 

MgS0 4 0.6 7.5 x 106 0 

KCl 0.6 2.7 x 101 0 

NaCl 0.6 0 0 

1 )溶壁酶质量浓度为 15 mg' mL -1 ，作用温度为 34 "c ，酶作用时间为 3h

2.5 假定转化子的鉴定

潮霉素抗性试验表明， Hyg B 对 V51 的最低押

制质量放度为 50 忡岳ImL. 把假定转化子转接于含

50 件.glmL Hyg B 筛选培养基上继续筛选 8 d，菌落能

够在抗性平框上继辑生长.随机提取 2 个假定转化

于的基因组 DNA，对其进行 hpt 基因片段的扩增，扩

增结果如固 2 所示:所选的假定转化子，均扩增出与

hpt 基因片段大小一致的目的条带，而阴性对照未扩

增出相似条带.由此结果初步证实潮霉素抗性基因

整合到转基因草菇基因组中.

M CK+ TV511 TV512 CK 

M: DNA marker 皿 CK\ 质粒 pAN7 - 1 õTV511 、 TV512 为转化子E

CK-: V51 

M: DNA marker m; CK + : pla.smid pAN7 - 1 õ TV511 , TV512: transgen-

ic lines õCK - : V51 

国 2 但是转化子的 PCR鉴定

Fig. 2 The PCR detection of the supp恼ed transformants 

3 讨论与结论

用酶法破壁制取原生质体，酶掖锥皮、酶解温

度、酶解时间是影响原生质体得丰的重要因素.酶的

眼皮过高，易造成原生质体不稳定而变形，产量下

阵，不经济;r&Il太低，破壁困难，则原生质体产量不

足.酶解温度过高或过低都会降低悟壁酶的作用.酶

解时间短，原生质体释放量低，酶解时间过长，原生

质体数量下阵主要原因可能是酶继续作用于膜系

统使膜破裂所致[气液体静置培养菌丝生长较快且

成辈状，菌丝与酶的接触充分，因而原生质体的制备

丰较高.

事适压稳定剂作为禧壁酷的作用环境和原生质

体的存在环境，对原生质体的释放与再生有重要的

影响.本试验证明，用 0.6 moVL 甘露醇作稳捧剂得

到了最高的原生质体得率和再生丰. MgS04 和 KCl

有较好的原生质体得卒，但其再生率为 O. 推测可能

是盐离于改变了草菇细胞膜的通道性，对细胞造成

了某种损害[7] ‘ E层平板培养法不会带来机械损伤，

有利于原生质体的再生，但操作比较繁琐;单层平板

直接涂布法会带来机械损伤;预培养法兼备二者的

优点，因此采用预培养法放果比较好.
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数 x 100%. 

1.5 PEG 法转化草菇原生质体

草菇菌丝接种于肯不向世度 Hyg B 的固体培养

基上，确定 Hyg B 对草菇菌丝的最低抑制J:&度.草菇

原生质体依据 Jian 等I坷的方法进行转化，转化后悔
布于含有 50 抖哥ImL 潮霉素的筛选培养基上.

1. 6 草菇假定转化子的筛选与鉴定

将转化植上长出的假定转化子转接于 Hyg 8 为

50μg/mL 的平板上，培养 8 d 后观察其生长情况挑

选在抗性植上生长良好的假定转化子，提取其基因

组 DNA ，进行 PCR 鉴定.检测 hpt 基因的引物序列

为:上由于 5'-AGC GTC TCC GAC CTG ATG-3'; 下酷

5' -CGA CGG ACG CAC TGA CGG-3'. 

2 

2.1 

扭

结果与分析

酶的~11f、酶解温度、酶饵时间对原生质体得

幸的影响

由固 1 (以 0.6 mo1/L 的甘露晖作串连压稳定

剂)可以看出:榕壁酶的质量放度以 15 mg/mL 最为

适宜，低于或高于 15 mglmL，原生质体得率均降低;

草菇原生质体分离的最适酶解温度为 34 "c .高于或

低于 34 "c ，原生质体得率均下降;随着时间的延长，

原生质体得串不断提高， 3 h 的原生质体得率最高，

3 h 以后原生质体得串连步下降.

学学大业

于 50 mL PDSA 中，34 "c 、 150 r/min 提高培养 3 d. 
1. 3 原生质体的制备

取培养好的菌丝，过晤后用元菌水和稳事荆各

冲洗 3 ?X，用无菌睡纸吸干后放入酶液中，50 r/min 

提高酶解;酶解后过植除去残圄菌丝，离心收集原生

质体，用稳静剂洗古董 2~后，用程、普剂制成悬潭液，

然后用血球计数板计数.每个处理设 3 个重复.

1. 4 原生质体再生

将制备好的原生质体挂以下几种方式接种:

(1)预培养法:用砸体再生培养基将原生质体

悬挥擅稀释到 106 mL -1 , 30 'c预培养 16 h 后，取

0.1 mL撞布于再生培养基上，34 "c培养 8 d. 

(2) 单层平板直接站布法:将原生质体悬悻擅

稀释到 106 mL- 1 左右，取 0.1 mL 直接站布于再生培

养基上，34 "c培养 8 d. 
(3) x2.层平板培养怯:先在培养皿中倒一层再

生培养基，待咛睫后，将 0.1 mL 的原生质体悬潭班

(106 mL- 1 ) 与预热的半固体再生培养基在 50 "c t昆

匀，倾注于固体再生培养基平板上，34 'c培养 8 d. 
同时，将原生质体用无菌水进行低普处理作为

原生质体再生对照，然后按同样的方法站于再生培

养基上，34 "c培养 8 d ，现事再生情况.以上每个处理

设 3 个重复.

再生率=(再生培养基上长出的菌蓓数-低曹

处理后再生培养基上长出的菌落数)/跺布原生质体
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Fig.l 

定荆(简称稳曹剂)，原生质体的得率和再生率最高 i

氧化伺和疏酷镜作为稳静剂时，其原生质体得率在
107 mL- 1左右，但再生率为 0; 山梨醇作稳串剂有一

定的再生率，但原生质体的得丰为 0;市糖、氧化铀均

不适合作草菇原生质体的稳普剂.

2.4 接种方式对原生质体再生的影响

本试验分别采用预培养桂、直接~抹法和xi层

培养法进行试验，结果表明，不同的接种方式对原生

质体的再生有很大影响，果用单层平植直接站布法

与现层平板培养法所得的原生质体的再生率均低于

预培养法，故预培养法为最佳的原生质体接种方式.

2.2 菌盐培养方式对原生质体得辈的影晌
试验果用 3 种不同培养方式培养的菌丝制备

原生质体(以 0.6 moνL 的甘露醇作串连压稳定

剂，酶质量榷度为 15 mg/mL，酶作用温度为

34 'C，酶作用时间为 3 h) ，研究培养方式对原生

质体形成的影响.结果表明，榷体静置培养的菌丝
制备的原生质体得率最高，达到1. 04 X 108 mL -1. 

固体平植培养的菌丝的原生质体得率肤之，蔽体
摇瓶培养菌丝的原生质体碍事最低.

2.3 语道压稳定荆对原生质体得草和再生的影响

由表 l 可见:以 0.6 moVL 的甘露醇作串连压稳


