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摘= =要：目的= =研究提取鲍姆纤孔菌中总三萜的最佳工艺条件，比较鲍姆纤孔菌子实体总三萜和菌丝体总三萜的体外抗乳腺

癌细胞（jCcJT）活性。方法= =在单因素的基础上运用 _oxJ_eÜnken 中心组合设计，以超声温度、超声时间、乙醇浓度 P
个因素 P 水平的实验模型，建立提取回归方程。以响应曲面法（opj）对实验结果进行分析，对鲍姆纤孔菌总三萜提取工

艺进行优化；用 CApv细胞分析仪检测细胞活力，qrkbi法检测细胞凋亡，分析鲍姆纤孔菌子实体总三萜和菌丝体总三萜

抑制乳腺癌细胞增殖和促进乳腺癌细胞凋亡活性。结果= =修正最优条件为超声时间 QM= mán，乙醇体积分数为 TMB，超声温

度为 SM=℃，此条件下总三萜的最高提取率为 VKUP=mgLg。验证实验结果平均提取率为 VKUN=mgLg，与模型预测值较为接近；

鲍姆纤孔菌子实体总三萜在 MKO=mgLmi时，菌丝体总三萜在 MKQ=mgLmi时，对jCcJT细胞的增殖有显著的抑制，抑制效果

呈浓度相关性。鲍姆纤孔菌子实体总三萜在 MKO=mgLmi时，菌丝体总三萜在 MKQ=mgLmi时，能显著增强jCcJT细胞的凋亡，

增强效果呈浓度相关性。结论= =曲面响应法可以对鲍姆纤孔菌总三萜的提取工艺进行优化；鲍姆纤孔菌三萜对乳腺癌细胞

（jCcJT）有明显的抑增殖活性和凋亡诱导作用，呈浓度相关性，且子实体总三萜比菌丝体总三萜体外抗乳腺癌细胞（jCcJT）
活性更强。=
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鲍姆纤孔菌 fnonotus baumii= máláíxNz主要寄生在

丁香属植物，尤其是暴马丁香树。鲍姆纤孔菌是一

种珍贵的药用真菌（俗称“桑黄菇”），具有显著

的抗肿瘤xOz、抗氧化xPz、抗炎xQz、抗衰老xRz、降血= = = =
糖xSJTz、保肝xUz、抗菌xVz、增强免疫力xNMz及修复损= = = =
伤xNNz等药理作用，其主要有效成分是多糖、黄酮、

三萜类。桑黄多糖一直是国内外的研究热点，而关

于桑黄三萜的研究报道较少。=
真菌三萜常见的提取方法有溶剂浸提法、溶剂

回流提取法、超临界 ClO萃取法、超声提取法、微

波提取法等。桑黄三萜类化合物的提取目前研究较

少，梁佳等xNOz在 OMNN 年首次研究了桑黄（火木层

孔菌）mhellinus igniarius菌丝体总三萜的微波提取

工艺。OMNO年，谢江宁等xNPz研究了桑黄 mK igniarius
子实体总三萜的超声提取工艺，提取率可达 VKQM=
mgLg，并发现总三萜对脑胶质瘤 rORN 细胞株有抑

制增殖作用。同年，于小凤等 xNQz研究了桑黄 mK 
igniarius 子实体三萜的超声提取工艺，总三萜提取

率达到了 VKUM=mgLg。但是，关于鲍姆纤孔菌总三萜

的超声提取工艺，以及子实体与菌丝体总三萜的抗

肿瘤活性的研究还未见报道。=
本实验采用超声辅助提取的方法，运用响应面

法对鲍姆纤孔菌总三萜的提取工艺进行优化，并研

究其对乳腺癌细胞（jCcJT）的抑制作用。同时，

比较了鲍姆纤孔菌子实体及菌丝体总三萜的含量及

其对乳腺癌细胞（jCcJT）的抑制作用，为促进该

药用真菌的有效开发利用提供理论依据。=
N= =仪器与材料=

植物粉碎机 cwNMO型（天津泰斯特仪器有限公

司），电子天平 cAOMMQk（上海精密科学仪器有限

公司），obROJVU 旋转蒸发器（上海亚荣生化仪器

厂），dwuJaeJPM×PR 电热恒温箱（上海跃进医疗

器械厂），hn型数控超声波清洗器（昆山市超声仪

器有限公司），aedJVMTMA型电热恒温鼓风干燥箱

（上海一恒科技有限公司），TOOb分光光度计（上海

光谱仪器有限公司）。=
鲍姆纤孔菌子实体采于黑龙江省伊春凉水，经

东北林业大学林学院邹莉教授鉴定为鲍姆纤孔菌。

鲍姆纤孔菌进行液体发酵培养 NM=d得菌丝体。将鲍

姆纤孔菌子实体及菌丝体分别经 SM=℃干燥，再用

粉碎机粉碎后，过 QM目筛，得子实体及菌丝体粉末。

白桦酯醇对照品（质量分数[VVB，批号 NQMPNV）
购于上海融禾医药科技有限公司；其余试剂均为分

析纯；实验用水均为蒸馏水。=
O= =方法与结果=
OKN= =鲍姆纤孔菌总三萜的提取及含量测定=
OKNKN= =标准曲线的绘制= =参考梁佳等xNPz标准曲线

的测定方法。以白桦酯醇质量浓度为横坐标，吸光

度为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程 A＝MKRON=
R=C－MKMOT=T（oO＝MKVVV=O）。=
OKNKO= =鲍姆纤孔菌总三萜的提取= =准确称取鲍姆纤

孔菌粉末于样品萃取罐中，加入适量有机溶剂，在

一定乙醇浓度、温度、时间等条件下超声提取一段

时间，待萃取罐冷却后取出滤过，滤液经减压浓缩、

冷冻干燥后得鲍姆纤孔菌总三萜。=
OKNKP= =总三萜含量测定= =准确称取干燥的鲍姆纤孔

菌干粉 NKM=g加一定浓度的乙醇超声提取。精密吸取

提取后的鲍姆纤孔菌三萜溶液 MKN= mi 于具塞试管

中，水浴挥去溶剂，其他步骤参考梁佳等xNPz的测定

方法，以不加样品溶液作空白对照，用标准曲线回

归方程计算总三萜得率。=
总三萜得率＝总三萜量L所用干粉量=

OKO= =单因素试验=
准确称取鲍姆纤孔菌子实体干粉 NKM=g，分别考

察乙醇体积分数（RMB、SMB、TMB、UMB、VMB、
NMMB），超声温度（RM、RR、SM、SR、TM=℃），超

声时间（PM、QM、RM、SM=mán），对总三萜得率的影

响。在考察其中 N项因素时其他 P项因素以 SM=℃、

TMB、PM= mán 为条件，其中液固比 NM∶N。依次记

录数据并计算总三萜得率。=
由图 N可知，当乙醇体积分数达到 TMB时，总

三萜的萃取效果最好。浓度再升高，总三萜的得率

反而下降。原因可能是在乙醇浓度低时，较多的水

溶性物质溶出，如水溶性多糖、色素、果胶等，影

响了对三萜的萃取效果；而当乙醇浓度很大的时候，

并不利于萃取三萜，这可能是由于桑黄三萜类物质

大多具有极性基团（羟基、羧基等），呈现一定的极

性，因此，乙醇浓度过大时，不利于三萜类物质的

溶出。因此，乙醇浓度为 TMB时萃取效果最佳。=
不同超声温度对总三萜得率的影响见图 O，随

着温度的升高，总三萜含量呈先上升再下降的趋势。

当温度达到 SM=℃时，总三萜得率最高。这说明

SM=℃时是鲍姆纤孔菌总三萜提取的最佳温度。温度

大于 SM=℃时，随温度的增加，一些大分子物质溶

出，一些活性成分被破坏，总三萜得率降低。=
不同超声时间对萃取效果的影响见图 P，随着
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萃取时间的延长，总三萜的得率也随之增加，在萃

取时间达到 RM=mán时，总三萜的得率最高。但与提

取时间为 QM=mán时的结果差异不显著，从节约时间

考虑，选择提取时间 QM=mán为最优的提取时间。=

=

图 N= =乙醇体积分数对萃取效果的影响=
cigK=N= = bffect=of=ethanol=concentration=on=extraction=yield=

=

图 O= =温度对萃取效果的影响=
cigK=O= = bffect=of=temperature=on=extraction=yield=

=

图 P= =提取时间对萃取效果的影响=
cigK=P= = bffect=of=extraction=time=on=extraction=yield=

OKP= =响应曲面优化试验=
根据单因素试验的结果，进行 _oxJ_eÜnken试

验设计，优化超声提取鲍姆纤孔菌总三萜的最佳提

取工艺参数。选取乙醇体积分数（A，SRB、TMB、

TRB）超声时间（_，PR、QM、QR=mán）以及超声温

度（C，RR、SM、SR=℃）为自变量，以总三萜的得

率（v）为响应值（因变量），建立回归方程并进行

分析与检验，设计实验方案及总三萜得率实验结果

见表 N，共有 NT个试验点，NO个分析点，R个零点

以估计误差。=
为了考察各影响因素及其交互作用对提取工艺

的影响，利用 aeságn=bxperí= UKMKS=软件对表 N中的

数据进行多元回归拟合，得总三萜得率（v）对超

声时间（A）、乙醇浓度（_）、超声温度（C）的二=

表 N= = BoxJBehnken设计方案及结果=
qable=N= = aesign=and=results=of=BoxJBehnken=test=design=

试验号= ALB= BLmán= CL℃= vLEmgLgF= 试验号= ALB= BLmán= CL℃= vLEmgLgF=
N= M=ETMF= −N=EPRF= −N=ERRF= TKNN= NM= M=ETMF= −N=EPRF= N=ESRF= TKRP=
O= −N=ESRF= N=EQRF= M=ESMF= UKRO= NN= −N=ESRF= M=EQMF= N=ESRF= TKMN=
P= N=ETRF= M=EQMF= −N=ERRF= TKTV= NO= N=ETRF= N=EQRF= M=ESMF= UKPN=
Q= M=ETMF= N=EQRF= −N=ERRF= TKRQ= NP= M=ETMF= M=EQMF= M=ESMF= VKUQ=
R= −N=ESRF= −N=EPRF= M=ESMF= UKNT= NQ= M=ETMF= M=EQMF= M=ESMF= VKUP=
S= N=ETRF= M=EQMF= N=ESRF= TKUV= NR= M=ETMF= M=EQMF= M=ESMF= VKTU=
T= M=ETMF= N=EQRF= N=ESRF= TKTN= NS= M=ETMF= M=EQMF= M=ESMF= VKUU=
U= −N=ESRF= M=EQMF= −N=ERRF= TKQP= NT= M=ETMF= M=EQMF= M=ESMF= VKTR=
V= N=ETRF= −N=EPRF= M=ESMF= UKTV= = = = = =

=
次多项回归模型方程：v＝VKUO＋MKONA＋MKMSMB＋
MKMPQC－ MKONAB＋ MKNPAC－ MKMSOBC－ MKSSAO－
MKTNBO－NKSPCO。=

从表 O可以看出，模型的c＝QVKSO、m＜MKMMM=N，
表明模型对提取工艺影响极其显著。oO＝MKVUQ=S，
opa＝OKPPB，oO~dj＝MKVSQ=T，表明模拟程度良好，

实验误差较小，模型相关度良好。依据系数值 A＝
MKON，B＝MKMSM，C＝MKMPQ，可知因素的主效应关

系为：乙醇体积分数＞超声时间＞超声温度。=
结合 _oxJ_eÜnken 试验设计方案，利用 opj

研究各因素对总三萜得率的影响，做响应面图，以

考察乙醇体积分数、超声时间与超声温度的交互作

用对总三萜得率的影响，进一步优化总三萜的提取

工艺。试验因素间交互作用的 PJa响应曲面见图 Q。=
由图 Q曲面的弯曲程度可知，乙醇体积分数、

超声时间的交互作用对总三萜得率的影响率较= =

=
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表 O= =回归方程显著性检验=
qable=O= = pignificance=of=regression=equation=

项目 平方和 自由度 c值= m值=
模型 NTKNQ= V= QVKSO= ＜MKMMM=N=
A= MKPQ= N= UKUT= MKMOM=S=
B= MKMOV= N= MKTR= MKQNR=M=
C= MKMMV=N= N= MKOQ= MKSQM=V=
AB= MKNT= N= QKQV= MKMTN=V=
AC= MKMSU= N= NKTS= MKOOS=N=
BC= MKMNS= N= MKQN= MKRQP=T=
AO= NKUN= N= QTKNR= MKMMM=O=
BO= OKNQ= N= RRKTU= MKMMM=N=
CO= NNKNV= N= OVNKTP= ＜MKMMM=N=
残差 MKOT= T=
失拟项 MKOS= P= POKTN= MKMMO=U=
纯误差 MKMNN= Q=
总误差 NTKQM= NS=

小，图中表现为曲面较平滑。而乙醇浓度与超声

温度及超声时间与超声温度对总三萜得率的影响

显著，表现为曲面较陡呈钟罩形，总三萜得率随

乙醇体积分数及超声温度呈现由低到高再降低的

趋势，即总三萜得率在合适的乙醇体积分数及超

声时间下具有极大值，该极大值存在于响应曲面

的顶部，可通过软件对模型极值求解和分析等高

线得到最佳提取条件：乙醇体积分数为 TMKTUB，

超声时间 QMKNM=mán，提取温度为 SMKMU=℃，总三

萜的最高得率为 VKUP=mgLg。为便于实际操作，将

条件确定为，乙醇体积分数为 TMB，超声时间 QM=
mán，提取温度为 SM=℃，应用修正后的条件提取

总三萜 P次，得率分别为 VKUP、VKTV、VKUN=mgLg，
平均得率为 VKUN=mgLg，与理论值较为吻合，表明

优选工艺提取效果较为理想。

OKQ= =鲍姆纤孔菌子实体及菌丝体总三萜得率分析=
应用修正后的条件分别提取鲍姆纤孔菌子实体

及菌丝体总三萜 P 次，结果见图 R，菌丝体总三萜

得率要比子实体三萜得率高很多，说明鲍姆纤孔菌

菌丝体内总三萜含量比子实体总三萜含量多。

图 Q= =交互作用对总三萜得率的影响=
cigK=Q= = bffect=of=interaction=on=extracting=rate=of=total=triterpenoids=

图 R= =鲍姆纤孔菌子实体及菌丝体总三萜含量=
cigK=R= = Content=of=total=triterpenoids=from=fruiting=body=and       
              mycelium=of=I. baumii= =

OKR= =鲍姆纤孔菌子实体及菌丝体总三萜抗乳腺癌

细胞（jCcJT）抗肿瘤分析=
OKRKN= =乳腺癌细胞（jCcJT）的培养与处理= =乳腺

癌细胞jCcJT用ajbjLcNO高糖培养基（添加 NMB
的胎牛血清）培养于 PT=℃的 ClO培养箱中培养。

实验时，将jCcJT细胞以 NMR个/孔的密度接种于 S
孔板中，待细胞长至约 UMB的汇合度时添加总三萜，

处理 QU=Ü后收样，进行后续检测。实验中添加的总

三萜终质量浓度分别为 M、MKN、MKO、MKP、MKQ、MKR、
MKS=mgLmi，添加方法如下：将总三萜用无水乙醇配

制质量浓度分别为 M、NM、OM、PM、QM、RM、SM=mgLmi
的醇溶液各 N=mi，然后在超净台中用无菌 MKOO=μm
有机膜过滤除菌，−OM℃保存备用。进行细胞处理

时，细胞每毫升培养液中加 NM=μi对应浓度的总三

萜乙醇溶液。每个浓度做 P个平行孔。=
OKRKO= =细胞增殖检测= =细胞用不同质量浓度的总三

萜处理后，用 CApv细胞分析仪检测各组细胞的细

胞活力，按 CApv细胞分析仪操作说明书进行。=
鲍姆纤孔菌子实体总三萜对 jCcJT 细胞增殖
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影响的结果见图 S，由图可知鲍姆纤孔菌子实体总

三萜质量浓度达到 MKO=mgLmi时，其对jCcJT细胞

的增殖有显著的抑制作用，且浓度越高，其抑制

作用越明显，抑制效果呈浓度相关性。鲍姆纤孔菌

菌丝体总三萜对 jCcJT 细胞增殖影响的结果见图

T，鲍姆纤孔菌菌丝体总三萜质量浓度达到 MKQ=
mgLmi 时，其对 jCcJT 细胞的增殖有显著的抑制

作用，且浓度越高，其抑制作用越明显，抑制效果

呈浓度相关性。由此可见，一定浓度的鲍姆纤孔菌

三萜鲍对乳腺癌细胞（jCcJT）的增殖有明显的抑

制活性，此抑制活性有浓度相关性，且子实体总三

萜比菌丝体总三萜抑增殖活性更高。

与对照组比较：GGm＜MKMN=
GGm＜MKMN=vs=Åonírol=group=

图 S= =鲍姆纤孔菌子实体总三萜对jCcJT细胞增殖的影响=
cigKS= = bffect=of= total= triterpenoids= from=fruiting=body=of I. 

baumii=on=jCcJT=proliferation=

与对照组比较：GGm＜MKMN=
GGm＜MKMN=vs=Åonírol=group=

图 T= =鲍姆纤孔菌菌丝体总三萜对jCcJT细胞增殖的影响=
cigKT= = bffect= of= total= triterpenoids= from= mycelium= of I. 

baumii=on=jCcJT=proliferation=

OKRKP= =细胞凋亡检测= =细胞用不同质量浓度的总三

萜处理后，用 qrkbi法检测各组细胞的凋亡情况。

其操作按细胞凋亡检测试剂盒操作说明进行。处理

后的样品在高倍镜光镜下随机选取 R个视野，计算

总细胞数和凋亡细胞（染色后细胞核呈棕褐色者为

凋亡细胞）数，计算凋亡指数（Af）。=
Af＝凋亡细胞数/总细胞数=

鲍姆纤孔菌子实体总三萜对 jCcJT 细胞凋亡

影响的结果见图 U，由图可知鲍姆纤孔菌子实体总

三萜质量浓度达到 MKO= mgLmi 时，能显著促进

jCcJT细胞的凋亡，且浓度越高，其促进作用越明

显，促进效果呈浓度相关性。鲍姆纤孔菌菌丝体总

三萜对jCcJT细胞凋亡影响的结果见图 V，鲍姆纤

孔菌菌丝体总三萜质量浓度达到 MKQ=mgLmi时，能

显著促进jCcJT细胞的凋亡，且浓度越高，其促进

作用越明显，促进效果呈浓度相关性。由此可见，

鲍姆纤孔菌三萜对乳腺癌细胞（jCcJT）的凋亡有

明显的诱导作用，此作用有浓度相关性，且鲍姆纤

孔菌子实体总三萜比菌丝体总三萜作用更明显。

与对照组比较：Gm＜MKMR，GGm＜MKMN=
Gm＜MKMRI=GGm＜MKMN=vs=Åonírol=group=

图 U= =鲍姆纤孔菌子实体总三萜对jCcJT细胞凋亡的影响=
cigK=U= = bffect=of=total=triterpenoids=from=fruiting=body=

of I. baumii=on=jCcJT=apoptosis=

与对照组比较：GGm＜MKMN=
GGm＜MKMN=vs=Åonírol=group=

图 V= =鲍姆纤孔菌菌丝体总三萜对jCcJT细胞凋亡的影响=
cigK=V= = bffect=of=total=triterpenoids=from=mycelium=of I. 

baumii=on=jCcJT=apoptosis=

P= =讨论=
通过响应面法对超声辅助提取鲍姆纤孔菌总三

萜的工艺条件进行优化，获得最佳提取工艺，经过

修正后为：乙醇体积分数 TMB，超声温度 SM=℃，

超声时间 QM=mán，鲍姆纤孔菌子实体三萜的得率可
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达 VKUP=mgLg，工艺切实可行。用该工艺提取了鲍姆

纤孔菌子实体及菌丝体总三萜，结果表明菌丝体总

三萜的含量比子实体总三萜含量高。=
李雪等xNRz研究了长白山野生食用菌乙醇提取

物的体外及体内抗肿瘤活性，体外抗肿瘤结果表明，

桑黄乙醇提取物对人的正常肾脏细胞无明显毒副作

用，对乳腺癌细胞（jCcJT）的抑制率最高，且成

良好的剂量﹣效应关系，同时对肝癌细胞（eepdO）、
肺癌细胞（ARQV）、胃癌细胞（Adp）具有一定的

抑制作用，而对宫颈癌细胞（eei~）抑制力较差；

体内抗肿瘤结果表明，香菇提取物对 pJNUM 肉瘤的

抑制效果最好，桑黄提取物的中、高剂量组对 pJNUM
小鼠肿瘤细胞有一定的抑制作用，但该研究未给出

桑黄的具体学名。oeás 等xNSz研究了桑黄 mhellinus 
linteus多糖、葡聚糖、三萜类化合物、甲醇提取物、

乙醇提取物的抗氧化、抗菌及细胞毒性。结果表明，

乙醇提取物（富含三萜类和多酚类化合物）对乳腺

癌细胞（jCcJT，NNQ=μgLmi）、宫颈癌细胞（eei~，
SN=μgLmi）、非小细胞肺癌（kfCJeQSM，UU=μgLmi）、
结肠癌细胞（eCqJNR，SO=μgLmi）的 fCRM最低，细

胞毒性最强；桑黄 mK linteus三萜类化合物对乳腺癌

细胞（jCcJT，OOM=μg/mL）、宫颈癌细胞（eei~，
65 μg/mL）、非小细胞肺癌（kfCJeQSM，161 μg/mL）、
结肠癌细胞（eCqJNR，93 μg/mi）的 fCRM较低，对

Q 种癌细胞的细胞毒性仅次于乙醇提取物；多糖组

分对 Q种癌细胞的 fCRM分别为：jCcJT=OO1 μg/mL，
HeLa 87 μg/mL，kfCJH460 294 μg/mL，eCqJNR=OMU=
μg/mL，比乙醇提取物及三萜类化合物的细胞毒性

差；但对肝癌细胞（eepdO）的细胞毒性，乙醇提

取物（209 μg/mL）最差，其次为三萜类化合物（NRS=
μg/mL），多糖组分（97 μgLmi）的细胞毒性最强；

研究表明，桑黄的抗增殖作用可以通过乙醇提取物

（富含三萜类和多酚类化合物）替代多糖来得到明显

的改良。将本研究结果与李雪及 oeás的研究进行比

较发现，三种“桑黄”均可以抑制乳腺癌细胞

（jCcJT）的增殖；不同种的“桑黄”对同种癌细胞

的抗癌活性不同；同种桑黄的不同活性部位对同种

癌细胞的抗癌活性不同。=
本研究还发现，鲍姆纤孔菌子实体和菌丝体总

三萜发挥对 jCcJT 细胞的抗癌作用均有一定的浓

度要求，子实体总三萜的最低抗肿瘤浓度为 MKO=
mgLmi，而菌丝体总三萜的最低抗肿瘤浓度为 MKQ=
mgLmi，这说明，鲍姆纤孔菌子实体与菌丝体比较，

子实体总三萜的抑制乳腺癌细胞（jCcJT）的增殖

作用更强。王超儀xNTz的研究表明，桑黄水提物对小

鼠肿瘤细胞中促进癌细胞凋亡的_~x蛋白的表达有

促进作用；秦俊哲等xNUz的报道表明，桑黄水提物对

肿瘤细胞中抑制细胞增殖的 fckJγ的表达有较强

的促进作用。本实验中，鲍姆纤孔菌三萜既能抑制

细胞增殖，又能诱导细胞凋亡，其机制可能是三萜

能通过对肿瘤细胞中抑制增殖和诱导凋亡的相关蛋

白的表达的调控来发挥其抗肿瘤功能的，但具体机

制还有待进一步研究。该研究结果为珍稀药用真菌

桑黄 fnonotus baumii=máláí的抗肿瘤活性研究提供了

新思路。但是对于鲍姆纤孔菌醇提物对其他癌细胞

的细胞毒性还需要进一步的研究。=
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