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星点设计-效应面法优化牛樟芝总三萜提取工艺及其抗肿瘤活性研究 

吕  莎 1，张梦雅 1，罗晓云 1，王春丽 1，黄  松 1, 2, 3，贺  莲 4* 
1. 广州中医药大学，广东 广州  510006 
2. 东莞广州中医药大学中医药数理工程研究院，广东 东莞  523808 
3. 广东省中药新药研发重点实验室，广东 广州  510006 
4. 中山大学新华学院，广东 广州  510006 

摘  要：目的  研究牛樟芝总三萜（ACTT）提取工艺及其抗肿瘤活性。方法  采用星点设计-效应面法（CCD-RSM）优化

ACTT 的提取工艺；通过 MTT 法检测其对人肝癌 HepG2 细胞体外增殖抑制作用；以最佳质量浓度的 ACTT 提取物（ACTTE）
处理 HepG2 细胞，应用荧光显微镜进行形态学观察；应用 AnnexinV 凋亡检测试剂盒进行流式细胞分析，应用流式细胞仪

检测细胞凋亡率。结果  优化的工艺为加 20 倍量的 90%乙醇，超声提取 2 次，每次 40 min，超声功率 400 W，ACTT 提取

率达 11.87%，实际值与预测值的偏差为 1.56%；不同质量浓度（12.5～200 μg/mL）的 ACTTE 对 HepG2 细胞的增殖均有明

显的抑制作用（P＜0.01）；直接形态显微观察及 Hoechst33342 荧光染色可观察到核浓缩及核碎裂等典型细胞凋亡特征及凋

亡小体；流式细胞仪结果显示，给药组细胞凋亡率与空白组相比，有显著差异（P＜0.01）。结论  CCD-RSM 优化牛樟芝的

超声醇提工艺，实际值与预测值吻合度高，预测性良好，是可行的；ACTTE 体外对 HepG2 细胞有明显的增殖抑制及诱导凋

亡的作用。 
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Optimization of extracting technology of total triterpenoids in Antrodia 
camphorata by central composite design-response surface methodology  
and study on antitumor activity of total triterpenoids 
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Abstract: Objective  To study the extracting technology of Antrodia camphorata total triterpenoids (ACTT) and their anti-tumor 
activity. Methods  To optimize the ACTT extraction process by central composite design of response surface methodology 
(CCD-RSM). To compare the inhibition of ACTT extract at different concentration and different time on in vitro proliferation of 
cultured HepG2 cell using MTT assay; To observe the HepG2 cell morphology by fluorescence microscopy and flow cytometry and to 
detect the cell apoptosis rate by AnnexinV apoptosis assay kit. Results  The optimized process was plus 20 times amount of 90% 
ethanol, ultrasonic extraction twice, 40 min each time, ultrasonic power of 400 W. ACTT extracting rate was 11.87%, deviation 
between the actual and predicted values of ACTT extraction rate was 1.56%. MTT assay showed that in 12.5—200 μg/mL, ACTT 
extract at different concentration (12.5—200 μg/mL) on the proliferation of HepG2 cells showed significant inhibition (P < 0.01). 
Microscopic observation and direct form Hoechst 33342 staining were used to observe the nuclear enrichment and nuclear 
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fragmentation and other typical features of apoptosis and apoptotic bodies; Flow cytometry showed that there was significant difference 
of apoptosis rate in the administration group (P < 0.01) compared with the control group. Conclusion  Using CCD-RSM to optimize 
antrodia ultrasonic alcohol extraction process, the actual and predicted values are consistent with high and good predictability which is 
feasible. ACTT extract can significantly inhibit the proliferation and induce apoptosis on HepG2 cells in vitro. 
Key words: Antrodia camphorata; total triterpenoids; central composite design; response surface methodology; HepG2 cell; MTT 
assay; Hoechst33342 fluorescence staining 
 

牛樟芝 Antrodia camphorate 属非褶菌目多孔菌

科（Polyporaceae）薄孔菌属 Antrodia Karst. 多年生

蕈菌类，又名牛樟菇或樟芝，药用部位为牛樟芝子

实体，仅生长于台湾特有的牛樟树上，具有解酒、

保肝、抗肿瘤的作用[1-2]。 
现代研究表明，牛樟芝含有多糖、三萜、超氧

化物歧化酶（SOD）、腺苷、小分子蛋白质（含免

疫蛋白）等多种生理活性物质[2-8]，其中三萜类成分

是其主要的抗肿瘤活性成分。王宫等[9]采用正交设

计法确定的回流提取工艺，使得牛樟芝总三萜

（ACTT）提取率达到 10.02%。超声提取方法已在中

草药提取和成分鉴定中取得不少成果，具有提取时

间短、提取率高、提出成分完全、污染少、设备简

单等优点[10-11]。牛樟芝子实体与菌丝体均具有良好

的抗肿瘤作用，作为抗肿瘤新药的研发来源，具有

很大的开发前景。前期通过比较超声提取法与回流

提取法的ACTT提取率，确定超声提取法效果更好。

星点设计（central composite design，CCD）[12]由于

其精密度高、预测值接近真实值，是近年常用的设

计方法。因此，本研究采用单因素与 CCD-效应面

法（CCD-RSM）[13-14]，优选合理的 ACTT 超声提

取工艺，同时以人肝癌细胞 HepG2 为研究对象，对

ACTT 提取物（ACTTE）体外的潜在抗肿瘤效应进

行了一系列的研究，为牛樟芝抗癌药物的开发提供

了一定的实验基础和理论依据。 
1  仪器与材料 

TU-1810 型紫外-可见分光光度计，北京普析通

用仪器有限责任公司；CP225D 十万分之一电子天

平，德国 Sartorius 公司；KQ5200DA 型数控超声清

洗器，昆山市超声仪器公司；ScienTZ-10N 冷冻干

燥机，宁波新芝生物科技股份有限公司。Heraeu CO2

孵箱、Olympus 倒置显微镜、i'Mark680 酶标仪、Leica
荧光显微镜、流式细胞仪，美国 BD 公司。 

熊果酸对照品，批号 100080-200306，质量分

数≥98.5%，购于中国食品药品检定研究院；高氯

酸、5%香草醛-冰乙酸、乙醇，分析纯。 
人肝癌 HepG2 细胞购自吉欧物科技有限公司；

MTT、DMSO、五氟尿嘧啶均购自美国 Sigma 公司；

高糖 DMEM，Gibco 公司，批号 8112136；Annexin 
V-FITCPI 双染试剂盒、Hoechst33258 购自凯基生

物；胎牛血清、磷酸盐缓冲液、青链霉素混合液购

自 Cyagen Biosciences 公司。 
牛樟芝药材为广东茂丰源农业科技有限公司提

供的组织培养子实体，经广州中医药大学陈建南研

究员鉴定为多孔菌科薄孔菌属多年生蕈菌类牛樟芝

Antrodia camphorata 子实体，冷冻干燥，粉碎，过

100 目筛，得牛樟芝粉末。 
2  方法与结果 
2.1  方法学考察 
2.1.1  对照品溶液的制备  精密称定熊果酸对照品

10.00 mg 于 100 mL 量瓶，以醋酸乙酯溶解、定容，

得 0.10 mg/mL 熊果酸对照品溶液。 
2.1.2  供试品溶液的制备  精密称取牛樟芝粉末 1 
g，加入 20 mL 90%乙醇超声提取 1 次，滤过，溶液

定容于 250 mL 量瓶。取 1 mL 于 10 mL 量瓶，定容，

备用。 
2.1.3  线性关系考察  精密量取 0.10、0.20、0.40、
0.60、0.80、1.00、1.20 mL 熊果酸对照品溶液，水

浴蒸干后加 0.2 mL 5%香草醛-冰醋酸溶液和 1 mL
高氯酸，于 65 ℃水浴 30 min，再冰水浴 10 min，
加入 5.00 mL 冰醋酸，摇匀后放置至室温，随行做

空白。用紫外-可见分光光度计于 548 nm 处测定其

吸光度（A）值，以熊果酸质量浓度（X）对 A 值（Y）
进行线性回归，得到回归方程为 Y＝56.405 X＋
0.031 4，r＝0.999 3，表明熊果酸在 10～120 μg 线

性关系良好。 
2.1.4  精密度试验  精密移取对照品溶液和供试品

溶液各 1 mL，分别置于 20 mL 具塞试管中挥干溶

剂，按“2.1.3”项下方法显色后在紫外分光光度计

上连续测定 6 次，结果对照品和样品显色产物 A 值

的 RSD 分别为 0.10%和 0.24%，结果表明仪器精密

度良好。 
2.1.5  稳定性试验  精密移取对照品溶液和供试品

溶液各 1 mL，分别置于 20 mL 具塞试管中挥干溶
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剂，按“2.1.3”项下方法显色后，在 160 min 内每

隔 20 min 测定 A 值。结果表明，对照品和供试品显

色产物在室温下 120 min 内稳定，A 值的 RSD 分别

为 0.82%和 1.90%。 
2.1.6  重复性试验  取同批牛樟芝粉末 6 份，按

“2.1.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1.3”项下

方法测定 ACTT 量，并计算提取率，结果 ACTT 提

取率 RSD 为 1.90%，表明本法重复性良好。 
2.1.7  加样回收率试验  精密称定已测定牛樟芝样

品（ACTT 质量分数 11.75%）1 g 共 9 份，分别按

80%、100%、120%比例加入熊果酸适量，按“2.1.2”
项下方法制备供试品溶液，即得加样回收溶液，取

1 mL 溶液蒸干，按“2.1.3”项下方法测定 ACTT
量。结果该方法平均加样回收率为 100.01%，RSD
为 1.78%。 
2.2  单因素试验 
2.2.1  乙醇体积分数对ACTT提取率的影响  精密

称定 5.0 g 牛樟芝粉末 5 份，分别加入水及 50%、

70%、80%、90%、95%、100%乙醇 100 mL，超声

（功率 500 W）提取 1 次，每次 60 min，滤过，滤液

合并定容于 250 mL 量瓶。取 1 mL 于 50 mL 量瓶，

定容。取 1 mL 供试品溶液水浴蒸干，按“2.1.3”
项下方法测定 A 值，计算 ACTT 提取率，结果分别

为（1.34±0.06）%、（2.82±0.07）%、（5.81±0.07）%、

（9.41±0.02）%、（11.47±0.08）%、（11.26±0.04）%、

（11.17±0.03）%（n＝5）。当乙醇体积分数为 90%
时，ACTT 提取率最大，因此选择 90%乙醇作为星

点设计时提取溶剂的中心点。 
2.2.2  超声功率对ACTT提取率的影响  精密称定

5.0 g 牛樟芝粉末 4 份，加入 100 mL 90%乙醇，分

别在 200、300、400、500 W 功率下超声 1 次，每

次 30 min，滤液合并定容于 250 mL 量瓶，取 1 mL
于 50 mL 量瓶，定容。取 1 mL 供试品溶液水浴蒸

干，按“2.1.3”项下方法测定 A 值，计算 ACTT 提

取率，结果分别为（8.21±0.04）%、（9.05±0.03）%、

（11.31±0.01）%、（10.18±0.03）%（n＝5）。ACTT
提取率随超声功率的增大而增大，当功率达到 400 
W 时达到最大，超过 400 W ACTT提取率开始降低，

可能功率过大导致三萜类成分结构破坏[15]，因此选

择超声功率 400 W 作为星点设计时的中心点。 
2.2.3  溶剂用量对ACTT提取率的影响  精密称定

5.0 g 牛樟芝粉末 4 份，分别加入 10、15、20、25、
30 倍量 90%乙醇在超声功率 400 W 条件下提取 1

次，每次 30 min，合并滤液定容于 250 mL 量瓶，

取 1 mL 于 50 mL 量瓶，定容。取 1 mL 供试品溶液

水浴蒸干，按“2.1.3”项下方法测定 A 值，计算

ACTT 提取率，结果提取率分别为（8.84±0.01）%、

（9.91±0.02）%、（11.36±0.09）%、（11.47±0.05）%、

（11.53±0.05）%（n＝5）。ACTT 提取率随溶剂用

量增大而升高，当溶剂用量为 20 倍时达到最大，之

后趋于平衡，考虑节约成本，选择乙醇用量为 20
倍作为星点设计时的中心点。 
2.2.4  提取时间对ACTT提取率的影响  精密称定

5.0 g 牛樟芝粉末 4 份，加入 100 mL 90%乙醇在 400 
W 功率下超声 1 次，设计提取时间分别为 20、30、
40、50、60 min，合并滤液定容于 250 mL 量瓶，取

1 mL 于 50 mL 量瓶，定容。取 1 mL 供试品溶液水

浴蒸干，按“2.1.3”项下方法测定 A 值，计算 ACTT
提取率，结果 ACTT 提取率分别为（9.91±0.12）%、

（10.18±0.04）%、（11.36±0.13）%、（11.42±0.09）%、

（11.58±0.14）%（n＝5）。ACTT 提取率随提取时

间增加而升高，当提取时间为 40 min 时达到最大，

之后趋于平衡，故选择超声提取时间 40 min 作为星

点设计时的中心点。 
2.2.5  提取次数对ACTT提取率的影响  精密称定

5.0 g 牛樟芝粉末 4 份，加入 100 mL 90%乙醇分别

超声（功率 400 W）提取 1、2、3、4 次，每次 40 min，
合并滤液定容于 250 mL 量瓶，取 1 mL 于 50 mL 量

瓶，定容，取 1 mL 供试品溶液水浴蒸干，按“2.2.1”
项下方法测定 A 值，计算 ACTT 提取率，结果分别

为（10.49±0.06）%、（11.64±0.06）%、（11.78± 

0.13）%、（11.94±0.03）%（n＝5）。ACTT 提取率

随提取次数增加而升高，当提取 2 次时已基本提取

完全，故选择超声提取次数为 2 次。 
2.3  星点设计实验 
2.3.1  因素、水平及指标的确定  根据星点设计[16]

的原理和单因素试验结果，选取乙醇体积分数（X1）、

溶剂用量（X2）和提取时间（X3）3 个对 ACTT 提

取率（Y）影响较大的因素。因提取次数为非连续

变量，不能进行回归处理，结合预试验结果和工业

生产的实际，暂固定为 2 次，超声功率固定为 400 
W，进行 3 因素 5 水平的响应面试验，用代码−α、
−1、0、1、α（α＝ 3 ）表示，代码值所代表的物

理量见表 1，星点实验设其余因素的水平见因素水

平见表 1，具体实验方案与结果见表 1。 
2.3.2  模型拟合  将实验所得数据运用 Design- 
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表 1  星点试验设计与结果 (n = 5) 
Table 1  CCD design and result (n = 5) 

试验号 X1/% X2/倍 X3/min Y/% 

 1 84.23 (−1) 14.23 (−1) 28.45 (−1) 11.33 

 2 95.77 (1) 14.23 (−1) 28.45 (−1) 11.44 

 3 84.23 (−1) 25.77 (1) 28.45 (−1) 11.69 

 4 95.77 (1) 25.77 (1) 28.45 (−1) 11.40 

 5 84.23 (−1) 14.23 (−1) 51.55 (1) 11.46 

 6 95.77 (1) 14.23 (−1) 51.55 (1) 11.04 

 7 84.23 (−1) 25.77 (1) 51.55 (1) 11.51 

 8 95.77 (1) 25.77 (1) 51.55 (1) 10.92 

 9 80 (−α) 20 (0) 40 (0) 11.39 

10 100 (α) 20 (0) 40 (0) 11.34 

11 90 (0) 10 (−α) 40 (0) 10.99 

12 90 (0) 30 (α) 40 (0) 11.56 

13 90 (0) 20 (0) 20 (−α) 11.28 

14 90 (0) 20 (0) 60 (α) 11.15 

15 90 (0) 20 (0) 40 (0) 11.94 

16 90 (0) 20 (0) 40 (0) 11.90 

17 90 (0) 20 (0) 40 (0) 11.82 

18 90 (0) 20 (0) 40 (0) 11.87 

19 90 (0) 20 (0) 40 (0) 11.69 

20 90 (0) 20 (0) 40 (0) 12.01 
 
Expert V8.0.6 版软件以 Y 对各单因素 X1、X2、X3进

行多元线性回归和 2 项式拟合。 
多元线性回归方程为 Y＝12.888 24－0.015 803 

X1＋0.015 317 X2－22.419 106 X3，r＝0.402 1，P＝
0.006 4＜0.01，表示模型通过检验，但 r＝0.402 1，
表明拟合度不佳，预测性也较差，因此不能选择线

性模型进行拟合。 
二项式拟合方程为 Y＝11.87－0.091 X1＋0.088 

X2－0.083 X3－0.071 X1X2－0.10 X1X3－0.049 X2X3－

0.16 X1
2－0.19 X2

2－0.21 X3
2，r＝0.941 7，进行方差

分析，结果见表 2。 
二项式模型拟合的方差分析显示，F 值为 8.7，

且 F 的概率 P＝0.001 1，小于显著性水平 0.05，可

以判断模型是显著的。对各个变量分别进行显著性

检验，结果发现 X1、X1
2、X2

2、X3
2 这几个变量是显

著的（P＜0.05、0.01）。失拟模型拟合不成立的 P
为 0.147 3，远大于 0.05，说明由于误差导致模型拟

合程度不佳的可能性较小，模型拟合较好。 
2.3.3  效应面法优化提取工艺  根据 2 项式方程分 

表 2  2 项式拟合方差分析表 
Table 2  Variance analysis of binomial fitting 

误差来源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值 

模型  9 1.760 0.200 8.70 0.001 1 

X1  1 0.120 0.120 5.18 0.046 1 

X2  1 0.110 0.110 4.86 0.052 0 

X3  1 0.095 0.095 4.24 0.066 5 

X1X2  1 0.041 0.041 1.81 0.208 7 

X1X3  1 0.086 0.086 3.83 0.078 8 

X2X3  1 0.019 0.019 0.85 0.379 5 

X1
2  1 0.390 0.390 17.21 0.002 0 

X2
2  1 0.550 0.550 24.43 0.000 6 

X3
2  1 0.670 0.670 29.94 0.000 3 

残差 10 0.220 0.022   

失拟项  5 0.160 0.033 2.73 0.147 3 

纯误差  5 0.060 0.012   

总差 19 1.990    
 
别对 X1、X2、X3求偏导数，并令其等于 0，得出的

理论工艺条件为乙醇体积分数 90%、液料比 20 倍、

提取时间 40 min，这 3 个理论值和实际操作非常接

近并且在合理的范围之内。同时再结合响应面及等

高线图将理论结果规划到一个更精确的范围内，固

定 3 个自变量之一为中值，以拟合的目标函数为数

学模型，绘制因变量 Y 的响应面和等高线图，见图

1。在理论最佳条件的基础上再依据响应面和等高线

图，将各响应面和等高线的区域进行组合重叠，得

到最佳区域，再结合实际操作的试验数据，选取

ACTT 的提取最佳工艺范围：X1 为 85%～91%，X2

为 18～24 倍，X3为 31～45 min。根据实际情况，

确定 ACTT 的最佳超声提取工艺为 20 倍的 90%乙

醇超声提取 2 次，每次 40 min，超声功率 400 W。 
2.3.4  验证与放大试验  依据响应面法优化的工艺

条件，再次提取牛樟芝药材 3 份，每份 20 g，按最

优提取工艺条件提取，进行验证试验，结果 3 份样

品测得的 ACTT 提取率分别为（11.83±0.42）%、

（11.77±0.11）%、（11.46±0.29）%（n＝3），平均

值为（11.68±0.29）%，RSD 为 2.50%；按最优工

艺参数简化后代入 2 次多项式模型方程计算，预测

ACTT 提取率为 11.87%。计算其相对偏差［RD，

RD＝(实测值－预测值)/预测值］，得 RD 为 1.56%。

结果表明本实验所得拟合方程可较好地描述指标与

因素之间的关系，所建立的数学模型具有良好的预 
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图 1  Y 的响应面图 (A) 和等高线图 (B) 

Fig. 1  Response surface (A) and contour (B) plot of Y 
 
测性，所选工艺条件重现性好。 
2.4  ACTT 体外抗肿瘤活性研究 
2.4.1  MTT 法检测细胞增殖抑制率  HepG2 细胞

以 5×104/孔接种于 96 孔板，置于 37 ℃、5% CO2

的培养箱中，次日细胞贴壁后弃去培养液，分别加

入质量浓度为 12.5、25、50、100、200 μg/mL 的

ACTTE 的培养液 100 μL，每个质量浓度设 5 孔，

同时设无药阴性对照组（无血清）5 孔，以及阳性

对照组（5-FU，50 μg/mL），设 5 孔；然后置 37 ℃、

5% CO2培养箱分别培养 12、24、48 h；取出后加入

5 mg/mL 的 MTT 溶液 20 μL，37 ℃避光继续培养 4 
h；吸出旧液，每孔加 DMSO 150 μL，震荡 5 min，
混匀使甲瓒结晶充分溶解；置于酶标仪 490 nm 波

长下检测各孔 A 值，取 5 个复孔的均值为最终结果；

计算细胞增殖抑制率（IR）。 

IR＝(1－给药组 A 值)/阴性对照组 A 值 

由表 3 可知，12.5～50 μg/mL ACTTE 在 12～
48 h 时对 HepG2 细胞的 IR 在逐渐升高，超过 50 
μg/mL，药物对 HepG2 细胞的 IR 开始下降，且当

质量浓度 50 μg/mL、作用时间为 48 h 时，IR 可达

86.93%，IR 稍高于阳性药 5-Fu（85.95%）。ACTTE
在 12、24、48 h 的半数抑制率（IC50）分别为 130.63、
22.28、4.56 μg/mL。 
2.4.2  荧光显微镜观察细胞凋亡  HepG2 细胞以 
1×105个/孔的密度接种到 6 孔板，加入 200 μL 质

量浓度为 50 μg/mL 的 ACTTE 孵育 48 h，培养后吸

出，用 PBS 洗 3 次，用 4%多聚甲醛室温下固定细

胞 30 min，PBS 洗 3 次，每孔加入 300 μL Hoechst 
33258 染色液，室温避光染色 5 min，PBS 洗 3 次，

荧光显微镜拍照记录。同时设阴性对照和阳性对照。 
 

表 3  ACTTE 对 HepG2 细胞体外增殖的影响 ( x ±s, n = 5) 
Table 3  Effect of ACTT extract on proliferation of HepG2 cells ( x ±s, n = 5) 

组别 
给药质量浓 

度/(μg∙mL−1) 

A 值 IR/% 

12 h 24 h 48 h 12 h 24 h 48 h 

阴性对照 — 0.917±0.030 0.860±0.000 0.782±0.040 — — — 

ACTTE 12.5 0.740±0.010** 0.556±0.020** 0.341±0.070** 19.32±1.09* 35.29±2.01* 56.34±8.56 

25 0.552±0.010** 0.376±0.020** 0.171±0.010** 39.83±1.19* 56.29±2.01* 78.18±1.54* 

50 0.369±0.020* 0.266±0.010** 0.102±0.000* 56.79±1.89* 69.03±1.06* 86.93±0.39** 

100 0.412±0.010** 0.322±0.020 0.115±0.000 55.11±1.21* 62.50±2.39* 85.25±0.56** 

200 0.455±0.010** 0.310±0.010 0.148±0.010 50.42±0.84** 64.00±1.72* 81.03±1.64* 

阳性对照 50 0.228±0.000** 0.182±0.010** 0.110±0.000** 75.10±0.17** 78.89±0.60** 85.95±0.43** 

与阴性对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下同 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs negative control group, same as below 

A 12.00 12.00 

11.70 

11.40 

Y/
%

 

25.77 

14.23 
20.00 

95.77 

84.23 
90.00 

X2/倍 X1/% 

B 

14.23 

25.77 

20.00 

X 2
/倍

 

95.77 84.23 90.00 
X1/% 

11.70 

11.40 

51.55 
40.00 

28.45 84.23 90.00 
95.77 

12.00 

11.70 

11.40 

51.55 
40.00 

28.45 14.23 20.00 
25.77 

Y/
%

 

Y/
%

 

X3/min 
X1/% X3/min X2/倍 

X 3
/m

in
 

X 3
/m

in
 

X1/% X2/倍 

51.55 

40.00 

28.45 

51.55 

40.00 

28.45 

84.23 90.00 95.77 14.23 20.00 25.77 
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由图2可知，HepG2细胞经50 μg/mL的ACTTE
处理 48 h 后，用 Hoechst 33258 染色在荧光显微镜

下可观察到细胞出现凋亡的典型形态改变：核固缩

或碎裂，染色质呈新月形小体，细胞核或细胞质内

可见浓染致密的颗粒块状荧光，荧光较强；而正常

细胞核呈弥漫均匀荧光，荧光较弱；并且凋亡细胞

的数目高于阴性对照组。 
2.4.3  ACTTE 对 HepG2 细胞凋亡的影响  采用流

式细胞仪检测细胞凋亡率。HepG2 细胞以 1×105

个/孔的密度接种到 6 孔板，加入 200 μL 质量浓度

为 50 μg/mL 的 ACTTE 孵育 48 h，培养后，用不含

EDTA 的胰酶消化，收集细胞后用 PBS 洗涤细胞 2
次，然后用 Bind Buffer 重悬细胞，加入 5 μL Annexin 
V-FITC 混匀后，加入 5 μL 碘化丙啶染色液，混匀，

室温，避光，反应 5～15 min。进行流式细胞仪检

测，Cell Quest 分析凋亡细胞率。同时设阴性对照和

阳性对照组。50 μg/mL 的 ACTTE 作用 HepG2 细胞

48 h 时正常细胞、凋亡细胞（包括早期凋亡和晚期

凋亡）和坏死细胞所占比例见图 3 和表 4。流式细

胞测定结果显示，HepG2 细胞给药组在 48 h 与阴性

对照组相比凋亡率明显增加（P＜0.01），且以中晚

期凋亡为主。 
3  讨论 

牛樟芝含有三萜、多糖、腺苷等多种具有生物

活性的天然产物。其中三萜类化合物被证实具有抗

肿瘤活性[8]。因此，本实验采用更加严密的 CCD- 
RSM[17]优化了牛樟芝总三萜提取工艺，保证药材的

充分利用。同时以人肝癌 HepG2 细胞为研究对象， 
 

   

   
阴性对照                     ACTTE 50 μg∙mL−1                    5-FU μg∙mL−1 

图 2  药物处理后的 HepG2 细胞的形态学变化 (200×, A) 和 Hoechst 33258 染色检查药物作用 HepG2 细胞 48 h 后细胞形

态学变化 (200×, B) 
Fig. 2  Morphology changes of HepG2 cells treated with ACTT extract (200 ×, A) and treated with ACTT extract for 48 h by 
Hoechst 33258 staining (200 ×, B)  

           
 
 

图 3  流式细胞术检测 ACTTE (50 μg/mL) 诱导 HepG2 细胞凋亡率 
Fig. 3  Apoptosis of HepG2 cells after ACTT extract (50 μg/mL) induction detected by flow cytometry 
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表 4  ACTTE 对 HepG2 细胞凋亡的影响 ( x ±s, n = 5) 
Table 4  Effect of ACTT extract on apoptosis of HepG2 cells 
( x ±s, n = 5) 

组别 给药质量浓度/(μg∙mL−1) 凋亡率/% 

阴性对照 — 3.09±0.04 

给药组 50 86.92±0.39** 

阳性对照 50 85.95±0.43** 
 
探讨 ACTTE 对 HepG2 细胞增殖抑制作用可能的最

佳质量浓度。 
本研究通过 CCD-RSM 优化得到 ACTT 的最佳

提取工艺为 20 倍的 90%乙醇超声提取 2 次，每次

40 min，超声功率 400 W。以优选的工艺提取 ACTT，
提取物冷冻干燥，测得该提取物中 ACTT 量高达

55.56%。通过 MTT 法对药物质量浓度进行初步筛

选后，发现同质量浓度的 ACTTE 均能显著抑制肝

癌细胞HepG2的增殖，且 IR在质量浓度为50 μg/mL
时达到最大，MTT 证实了 ACTTE 对 HepG2 细胞具

有显著的增殖抑制作用，在同一质量浓度作用下，

实验组 IR 在一定范围内（12.5～50 μg/mL，12～48 
h）逐渐降低，当质量浓度 50 μg/mL，作用时间为

48 h 时，给药组 IR 可达 86.93%，质量浓度或时间

继续升高时，给药组 IR 开始下降，说明在一定范围

内呈时间质量浓度依赖性，当给药时间为 48 h，给

药质量浓度为 50 μg/mL 时，其 IC50 为 4.56 μg/mL。
本研究表明人肝癌 HepG2 细胞对 ACTTE 的敏感性

高，ACTTE 在低质量浓度时就对 HepG2 有很好的

抑制作用。 
诱导凋亡是实现其对 HepG2 细胞抑制作用的

重要途径，ACTTE 作用 12 h，HepG2 细胞未发现

凋亡，仅见少许坏死细胞；作用 48 h，HepG2 细胞

大量凋亡，同时可见肿瘤细胞大量坏死。细胞凋亡

的早期改变之一是磷脂酰丝氨酸（PS）从细胞膜内

转移至细胞外，异硫氰荧光素（FITC）标记的

Annexin V-PI 双染检测细胞凋亡。结果显示，HepG2
细胞凋亡通常是在一定质量浓度的 ACTTE 和一定

作用时间内发生的，超出最高界线则表现为细胞坏

死，提示如何更安全更有效地发挥其治疗作用，应

进一步研究。 
综上所述，ACTTE 能明显抑制 HepG2 细胞的

增殖，呈剂量与时间依赖性，其抑制增殖的机制可

能与 ACTTE 诱导细胞凋亡有关。但是 ACTTE 作为

一种天然提取物，其成分复杂，对于是否还存在其

他途径和通路，有待进一步研究。 
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