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紫芝液体深层发酵液的抗肿瘤活性部位研究

杨国红，杨义芳+，金隽迪

(I-海医药工业研究院中药研究室，上海200040)

摘 要：目的 寻找紫芝液体深层发酵液的最佳抗肿瘤活性方法。方法采用液体深层发酵得到菌丝体，利用小鼠

移植肿瘤模型追踪测试抗肿瘤活性，导向得到最佳抗肿瘤活性部位，并用苯酚一硫酸法测得其总多糖质量分数，3，

5一二硝基水杨酸(DNS)法测定其还原糖质量分数，并对活性部位进行体外的细胞毒试验。结果 紫芝液体深层发

酵液的最佳抗肿瘤活性部位为胞内水提醇沉得到沉淀的水溶部分(样品B)含多糖88．4％，含还原糖3．15％，该部

分不含蛋白质；在ig给药剂量为40．5 mg／kg时，该活性部位对H：：肝癌小鼠的抑瘤率为63．94％，对Lewis肺癌

小鼠的抑瘤率为58．32％；该活性部位对A549、LoVo、CEM、QGY一7703等4种人肿瘤细胞的IC5。值分别为160、

29．28、45．06、37．38产g／mL。结论 紫芝液体深层发酵液的最佳抗肿瘤活性部位为胞内水提醇沉物可溶于水部分，

对小鼠移植肿瘤有较好的抑制作用，但体外细胞毒作用较弱。

关键词：紫芝；液体深层发酵；抗肿瘤
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Antitumor fraction from liquid submerged fermentation of Ganoderma sinense

YANG Guo～hong，YANG Yi—fang，JIN Jun—di

(Department of Chinese Materia Medica，Shanghai Institute of Pharmaceutical Industry，Shanghai 200040，China)

Abstract：Objective To study the antitumor fraction from liquid submerged fermentation of

Ganoderma sinense．Methods The antitumor active fractions were extracted from the hyphostroma which

was produced by liquid submerged fermentation and their antitumor activities were observed by mice

transplant tumor model．The total polysaccharides were tested by phenol—sulphuric acid method and the

contents of reducing sugars were measured by DNS method．The cytotoxic activities were tested by MTT

method in vitro．Results The optimum fraction was the intracellular soluble precipitation(sample B)bv

water extracting with alcohol sedimentation．The contents of total polysaccharide and reducing sugar in

the optimum active fraction from liquid submerged fermentation of G．sinense were 88．4％and 3．1 5％，

respectively，but no protein．The inhibitory ratios were 63．94％and 58．32 0A on the growth of H22 and

Lewis tumor transplanted in mice by ig administration in the concentration of 40．5 mg／kg，respectively．

The IC500n four tumor cells of A549，LoVo，CEM，and QGY一7703 were 160，29．28，45．06，and 37．38

pg／mL，respectively，which suggested that the active fraction had weak cytotoxic on LoVo，CEM t and

QGY一7703．Conclusion The active fraction from liquid submerged fermentation of G．sinense is

polysaccharide which has better inhibitory rate on the growth of H22 and Lewis tumor transplanted in mice

but their cytotoxicities are weak．
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真菌被认为是抗肿瘤药物的重要研究对象，寻

找真菌中的抗肿瘤多糖成为发现抗肿瘤药物的一个

重要途径。本课题组以小鼠S。。。肉瘤、小鼠Hzz肝癌、

小鼠Lewis肺癌、小鼠C26肠癌等为模型，筛选了

十余种真菌子实体粗提取物，结果发现紫芝子实体

多糖粗提取物显示了很强的抗肿瘤活性，进而通过

对不同产地的紫芝多糖粗提取物进行抗肿瘤活性比

较，发现紫芝多糖粗提物的抗肿瘤活性最佳。

紫芝Ganoderma sinense Zhao，Xu et Zhang是

我国名贵中药灵芝的一种[1]，为传统“药食同源”的

补品，具有广泛的保健作用和悠久的使用历史，早在

《神农本草经》就把灵芝列为上品，并根据灵芝类的

形态和颜色将其分为赤芝、黑芝、青芝、白芝、黄芝、

紫芝6种。灵芝中使用和研究较多的是赤芝

Ganoderma lucidum(Leyss．Ex Fr．)Karst．L¨，国

内外已对赤芝的子实体、发酵菌丝体、孢子的抗肿瘤

成分进行了广泛的研究，主要包括多糖、糖肽、三萜

类等成分‘引。而对紫芝的研究较少，一个重要原因是

紫芝的资源贫乏。为避免受资源制约，本实验对所选

择的真菌采集鲜品，进一步对紫芝进行菌种分离和

液体发酵培养得到菌丝体。本研究旨在寻找紫芝液

体深层发酵液的抗肿瘤最佳活性部位。

1材料

1．1 仪器与试剂：Biotech--50BS自动发酵罐(上

海宝兴)；LXJ—IIB低速大容量多管离心机(上海

安亭科学仪器厂)；HWS26电热恒温水浴锅(上海

一恒科技有限公司)；FD一1C一50多歧管冷冻干燥

机(北京博医康实验仪器有限公司)；Wellscan

MK一2全自动酶标仪(Labsystems)；双灵固本散

(批号050104、070105；西安绿谷制药有限公司)。

1．2试验动物：雄性昆明种小鼠和C57BL／6小鼠

(18～21 g)，上海斯莱克实验动物责任有限公司，生

产许可证号：SCXK(沪)2003—0003；使用许可证

号：SYXK(沪)2004—0015。

1．3瘤株：小鼠肝癌H。。、小鼠Lewis肺癌，上海医

药工业研究院药理室传代维持。

1．4 细胞株：A549(人肺癌细胞)；LoVo(人肠癌

细胞)；CEM(人T细胞白血病细胞)；QGY一7703

(人肝癌细胞)，均由上海医药工业研究院药理室冻

存和传代。

2方法与结果

2．1 发酵：选取我国山东荷泽产的新鲜紫芝(由本

院杨义芳研究员鉴定)进行菌种分离，对获得的菌株

采用液体深层发酵方法进行发酵，获得菌丝体。

2．2体内抑瘤试验：取生长良好的小鼠肝癌H。。腹

水或Lewis肺癌瘤块，用生理盐水稀释(细胞浓度

约1×107～2×107／mL)，每只小鼠右腋皮下接种

0．2 mL，随机分组。接种后次日起给药，给药体积为

0．5 mL／20 g，肝癌H2：小鼠连续ip给药7 d，Lewis

肺癌小鼠连续ip给药10 d。接种后10 d解剖H：：小

鼠，14 d解剖Lewis肺癌小鼠，取瘤块，称瘤质量，

计算抑瘤率。

抑瘤率一(对照组平均瘤质量一给药组平均瘤质量)／对

照组平均瘤质量×100％

2．3活性部位的确定

2．3．1胞内胞外提取物的活性比较：发酵液离心，

得胞外液(上清液)和残渣。胞外液(上清液)浓缩，乙

醇进行沉淀，抽滤，分为滤液和沉淀，将滤液减压浓

缩，干燥至恒质量(胞外上清)；沉淀部分干燥至恒

质量(胞外沉淀)。残渣放入烧杯，水浴提取3次，合

并3次水煎液(胞内提取物)，减压浓缩，乙醇进行沉

淀，抽滤，分为滤液和沉淀，滤液减压浓缩，干燥至恒

质量(胞内上清)；沉淀部分干燥至恒质量(胞内沉

淀)。4个样品分别ig和ip给药，按照“相当于原发

酵液的相同量”给药，进行体内抑瘤试验，结果见表1

和2。

2．3．2胞内水提醇沉部分可溶于水部分和不溶于

水部分的活性比较：发酵液离心，上清液(胞外液)

弃去，残渣加水提取3次，合并水煎液，减压浓缩，乙

醇进行沉淀，离心滤过得沆淀；沉淀部分干燥至恒质

量，研磨成细粉，得胞内提取物总沉淀。

裹1 紫芝发酵液的胞内、胞外提取物ig给药对肝癌Hzz

小鼠的抑瘤作用(月=10)

Table l Inhibition of intra-and extra cellular extract of

fungus fermentation from G．sinense on growth

of H22 tumor transplanted in mice by ig adminis—

tration for 7 d(甩=10)

组剐 剂量／(mg·kg一1)体质量f去瘤后)／g 瘤质量／g tlll*／％

与模型组比较：。P<O．05～P<O．01

。P<O．05‘。P<O．01口5 model group
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裹2紫芝发酵液的胞内、胞外提取物Ip给药对肝癌Hz：

小鼠的抑瘤作用(万=10)

Table 2 Inhibition of intra—and extra cellular extract

of fungus fermentation from G．sinense on

growth of H2z tumor transplanted in mice

by ip administration for 7 d(丹一10)

与模型组比较：。P<0·05 一尸<0．01

’P<O．05’。P<O．Ol口s model group

样品A(胞内提取物总沉淀)：取胞内提取物总

沉淀624 mg，放入200 mL量瓶中，加少量去离子

水，超声，定容，得A的质量浓度3．12 mg／mL，按

20 g动物0．5 mL给药，换算得A的给药剂量78

mg／kg。

样品B(胞内提取物总沉淀可溶于水部分)：按相

当于A的质量浓度配制，即把胞内提取物总沉淀780

mg，放人250 mL量瓶中，加去离子水，超声溶解，离

心，得上清液(B)和不溶物(C)，按20 g动物0．5

mL给药，实际样品B的给药剂量为40．5 mg／kg。

样品C(胞内提取物总沉淀不溶于水部分)：取

上面不溶物(C)放入250 mL量瓶，配成混悬液，得

样品C，按20 g动物0．5 mL给药，实际样品C的给

药剂量为37．5 mg／kg。

按照“相当于原发酵液的相同量”ig给药，进行

体内抑瘤试验，结果见表3和4。

裹3样品A、B、C对肝癌H22小鼠的抑瘤作用(n=10)

Table 3 Inhibition of samples A，B，and C Oil growth

of H22 tumor transplanted in mice by ig

administration(一=10)

与模型组比较：一尸<O·01

’。P<O．01 w model group

2．4体外抗肿瘤试验：采用MTT法。96孔板每孔

加入浓度为3×104～4×104／mL的细胞悬液100

弘L，置37℃、5％C0：培养箱内。24 h后，加入样品

B液，10肛L／孔，设3个复孔，37℃、5％C0。作用72

h。每孔加入5 mg／mL的MTT溶液20弘L，作用4

h后加入溶解液，100弘L／孔，置培养箱内，溶解后用

MK一2全自动酶标仪测570 nm处吸光度值，计算

IC。。值。结果见表5。

衰4样品A、B、C对Lewis肺癌小鼠的抑瘤作用(尼=10)

Table 4 Inhibition of samples A，B，and C on growth

of Lewis tumor transplanted in mice by ig

administration for 7 d(万一10)

与模型组比较：。P<O．05一P<O．Ol

‘P<O．05一P<O．01 w model group

衰5样品B对A549、LoVo、Q6Y一7703、CEM细胞的

lC¨值(；士s，席=3)

Table 5 ICs,Value of sample B to A549，LoVo，

QGY-7703，and CEM cells(工±s，一=3)

2．5样品中总糖的测定[3]

2．5．1 葡萄糖标准曲线的测定：经测定，在6．3～

21．4／。g／mL吸光度(A)值与质量浓度(C)呈良

好的线性关系，回归方程为C=20．363 A一

0．801 7，r=0．999 6。

2．5．2 样品的测定：样品质量浓度为144．3弘g／

mL。样品中有絮状不溶物，滤过，得上清液，测定结

果见表6，样品C由于是不溶物，没有测得总糖。

裹6样品A、B、C的总糖和还原糖测定结果

Table 6 Determination of total sugar and reducing

sugar in samples A·B，and C

2．6样品中还原糖的测定[3]

2．6．1葡萄糖标准曲线的测定：采用3，5一二硝基水

杨酸(DNS)法，测定结果表明：在30～90／-g／mL

吸光度(A)与质量浓度(C)呈良好的线性关系，回

归方程为C一96．768 A+5．626 2，r=0．999 5。

2．6．2 样品还原糖的测定：样品质量浓度配制为

20．32 mg／mL，还原糖的测定结果见表6，样品C由

于是不溶物，没有测得还原糖。
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2．7样品中蛋白质的测定：茚三酮反应呈阴性，表

明不含蛋白质；UV扫描未见280 am的蛋白特征

吸收峰。

3讨论

紫芝液体深层发酵的胞内胞外提取物的抗肿瘤

活性经比较，无论ig给药还是ip给药，胞内提取物

在剂量小于胞外提取物一半的情况下，活性高于胞

外提取物，尤其是胞内水提醇沉的沉淀，活性最好。

进一步筛选，紫芝液体深层发酵的胞内水提醇沉物

的沉淀，再溶于水，分为可溶于水部分和不溶于水部

分，结果可溶于水部分(样品B)对小鼠肝癌H：：、小

鼠Lewis肺癌的活性，均高于总的胞内水提醇沉物

(样品A)，后者又高于不溶于水部分(样品C)，说明

活性集中在可溶于水部分(样品B)，而且经过分离

活性成分得到了富集；总的胞内水提醇沉物的活性

不如可溶于水部分，提示不溶于水部分对可溶于水

部分的活性有拮抗作用或者是影响吸收。

紫芝液体深层发酵的胞内水提醇沉物可溶于水

部分含总糖88．4％、含还原糖1．64％，茚三酮反应

阴性，UV扫描未见280 nm的蛋白质特征吸收峰，

说明该部分不含蛋白质，主要成分为多糖。该活性部

位对LoVo、CEM、QGY一7703等3种人肿瘤细胞体

外增殖有弱的抑制作用。

综上所述，紫芝液体深层发酵的抗肿瘤活性部

位为胞内可溶于水的多糖，但由于所得活性多糖对

肿瘤细胞的细胞毒作用较弱，而且多糖口服吸收较

差，因此，该活性多糖部位的抗肿瘤作用可能是通过

提高机体的免疫力来实现的，活性多糖成分的分离、

纯化和结构鉴定正在进一步研究中，其确切的抗肿

瘤作用机制亦尚待深入研究。
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苦参碱对高胆固醇血症大鼠心肌缺血性损伤的保护作用

杨彩艳1，郑 萍1，王小萍1，闫 琳2，周 茹1，戴贵东p

(1．宁夏医学院基础学院药理学教研室，宁夏银川 750004；2．宁夏医学院基础学院机能学实验中心，宁夏银川750004)

摘要：目的研究苦参碱对高胆固醇血症大鼠心肌缺血性损伤的保护作用，并探讨其作用机制。方法SD大鼠

给予高胆固醇饮食4周后，SC异丙肾上腺素(ISO，85 mg／kg，每日1次，连续2 d)建立高胆固醇血症心肌缺血性损

伤模型，观察苦参碱对模型大鼠血脂、心功能、心肌损伤标志酶及抗氧化酶等的影响。结果 苦参碱(50、100和200

mg／kg)可降低模型大鼠血清胆固醇(TC)和甘油三酯(TG)水平；改善大鼠左心室收缩(升高LVSP和+dp／

出。，)和舒张功能(降低LVEDP和升高--dp／dt。。)；减少血清心肌损伤标志酶：乳酸脱氢酶(LDH)和肌酸激酶

(CK)的量；提高血清及心肌组织中抗氧化酶：超氧化物歧化酶(SoD)、过氧化氢酶(CAT)和谷胱甘肽过氧化物

酶(GSH—PX)的活力，并相应降低脂质过氧化物丙二醛(MDA)量。组织病理学结果显示，苦参碱可减轻高胆固醇

血症大鼠缺血性心肌组织形态学结构的异常改变。结论苦参碱对高胆固醇血症大鼠缺血性心肌结构与功能具有

保护作用，其作用机制与降低血清TC和／或TG，提高机体抗氧化酶活性并维持心肌细胞膜稳定性有关。

关键词：苦参碱；高胆固醇血症；心肌缺血；脂质过氧化；心功能
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Cardioprotective effect of matrine on myocardiaI ischemia

in hypercholesterolemia rats
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Abstract：Objective To explore cardioprotective effect of matrine on myocardial ischemia in
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