
灵芝体外抗肿瘤成分的提取与分离△

北京理工大学材料科 学研究中心 ( 1 0 0 0 8 1)

中国无锡三联 高科技 开发公司

杨新林 赵 东旭 王利 波 朱鹤孙

徐建兰

灵芝 作为一 种重要 的传 统滋 补 中药
,

现代 医学

对其有效化学成 分 的分析
、

药理及 临床 应 用研究 已

经取 得了较大进展 「̀一 3〕 。

动物实验表 明
,

灵芝多糖可

明 显 提 高 机 体 免疫 功 能
,

从 而 抑 制 S
一

18 0 肉瘤
、

L e
w is 肺癌和 结肠 癌等多 种肿瘤 生长比

“」
。

最 近
,

我

们 发现灵芝抱 子醇提物能够 抑制体外培养 的人子 宫

癌 H e L a
细胞 的生长困

,

灵芝子实体醇 提物亦有相 似

的作 用 (待 发表资料 )
,

表明灵 芝 中含 有体外抗肿 瘤

成分
。

笔者报道这些抗肿瘤成分 的提取 及初步分离
。

1 材料与方法

1
.

1 材料
:

灵芝 子实 体 由北京 同仁堂饮 片 厂生产
,

干燥捣碎成粉
。

破壁灵芝 抱子粉 由中国无锡三 联高

科技开发公 司提供
。

用 乙醇提取 3 次
,

减压浓 缩成浸

膏备用
。

1
.

2 不 同溶剂 的提取效果
:

取灵芝子实体粉 和破壁

抱 子粉各 2 份
,

分别用 乙醇 和氛仿浸泡 提取
,

减压蒸

干后 都用乙 醇溶解
,

然后进行细 胞毒性检测
。

1
.

3 温度 影响
:

取子实体浸膏分成两组
。

一组用纯

乙 醇溶解
,

另一组 用 50 % 乙醇水溶 液溶 解并离心去

除沉淀
。

分别置 于 70 ℃ 一 10 0 ℃ 保温 l h 后
,

减压蒸

干
,

用 乙醇溶解
,

进行细胞毒性检测
。

1
.

4 活性成分的初步分离
:

子实 体浸膏分成 4 组
,

3

组分别用二 甲亚讽
、

石 油醚和氯仿溶提
,

所得溶解 与

不溶部分都用 乙醇再次溶解
。

第 4 组先用抓仿溶提
,

溶解部分再用饱和 N
a
H C O 3

萃取 4 次
,

萃取液于 o℃

用 6 m ol / L H CI 调 至 p H 3 ~ 4
,

得沉淀 ; 用时 收集氛

仿层蒸干
,

两者再溶于乙醇
。

以上各液进行 细胞毒性

检测
。

1
.

5 硅胶柱层析分析
:

经过上述初步分离的样品采用

柱层析进一步分离
。

以 G F
25 4
型硅胶 ( 山东省烟台市化

学工业研究所生产 )作柱填料
,

抓仿
一

甲醇为洗脱 系统
。

氯仿
一

甲醇的洗脱比例为 1 00
: 。 、

蛇
: 2

、

蚝
: 5

、

80
:

2 0 以及 0 : 1 0 0
,

各为 3 0 0 m L
,

每 1 0 0 m L 收集 1 份
。

各收集 部分经减压蒸干 后分别 用 乙醇溶解
,

然 后进

行活性检测
。

1
.

6 体外抗肿瘤活性检测
:

各种提取液的体外抗肿

瘤 活性检 测方法参考作者 以前论文困
。

指数生长期

的 H
e L a

细胞 用含 15 %小 牛血清 的 D M E M 培养基

( S I G M A ) 接种 于 9 6 孔 培养 板 上
,

每 孔 约 1 0 5

个 细

胞
,

24 h 后换用含提取液的无血清培养基继续培养
,

以 乙醇为对 照
。

每 隔 24 h 在倒置显微镜下观察细胞

生长状况
,

连续观察 72 h
。

以各液对 H el
一 a
细胞的毒

害程度作为衡量其体外抗肿瘤 活性大小的指标
。

2 结果与讨论

2
.

1 不同溶 剂对灵芝 子实体及 抱子 中体外抗肿瘤

活性的提取效 果
:

乙醇和氯仿 是提取 中草药有 效成

分 时常用 的 2 种 不同极性的有机溶剂
。

我们比较 了

它们用于提取 灵芝中体外抗肿瘤活性的效果
。

结果

表明
,

无论是灵芝子实体还是抱 子
,

其乙 醇溶提液中

的活性均高于氯仿溶提液
。

同时
,

抱子醇提 液的活性

高于子实体
。

2
.

2 温度对灵芝体外抗肿瘤活性 的影响
:

实验中减

压浓缩采用 的温度一般为 40 ℃ ~ 50 ℃
。

为了确定体

外抗肿瘤 活性成分 在该温度 以 上 的稳定性
,

我们检

测 了 7。℃ ~ 1。。℃对活性 的影响
。

由于乙醇的沸点低

于 8 0℃
,

我们将灵芝子实体乙醇浸膏分别溶于 纯 乙

醇 和 5 0 % 乙 醇水 溶 液
,

二 者分别 保 温 至 8 0 ℃和

1 0 0℃
。

结果表 明
,

在该温度范围 内
,

活性并 未损失
,

表 明对 温度非常稳定
。

2
.

3 灵芝子 实体醇提液的初步分离
:

灵芝子实体 乙

醇浸膏分别 用石油醚和 抓仿溶提
,

活性成分存在 于

石油醚 的不 溶部分和抓仿可溶部分
。

后者又经饱 和

N
a H C O

:

萃取
,

萃取液 (主要含有灵芝酸 A
、

B 等酸性

杂质闭 )活性极低
,

活性成分存在萃取后的残液 中
。

2
.

4 灵芝 中抗肿瘤成分的硅胶柱 层析分析
:

先用抓

仿与 甲醇进行 两步洗脱
,

发现抓仿洗脱下 来 的组分

不具有活性
,

甲醇洗脱组分中含有高的活性
。

在此基

础上
,

用不 同浓 度比的氛仿
一

甲醇洗脱并分步收集
,
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的甲醇 液
。

2
.

5薄层层析
:

吸取供试 液
、

药材对 照液
、

阴性对照

液
、

标准对照液各 2拜 L
,

分别点于 同一 含狡 甲基纤素

钠 为粘合 剂的硅胶 G 板 上
,

以 氯仿
一

甲醇
一

氨水 (2 0
:

5 : 0
.

5) 展开
,

取出晾干
,

以 0
.

1写布三酮 乙 醇液为显

色 剂
,

显 色约 s m in
,

结 果样 品供试 液
、

药材 对照 液
、

标 准对 照液 在相应 的位 置上 有紫红 色 的斑点
,

阴性

液则无
。

3 含一 测定

3
.

1 扫描 条件仁卜钊 :

将显色后的层析板置扫描仪 中
,

测定斑点的吸 收光谱
,

结 果测得 瑞
a 二

一 52 0 n m
,

从
一n

~

6 5 0 n m
,

实 验采用 入S = 5 2 0 n m
,
入R = 6 5 0 n m

,

S
x 一 3

,

采用双波长锯齿扫描
。

3
.

2 标准 曲线 的绘制
:

分别 准确吸取盐 酸麻黄碱 标

准 品 1
·

0
、

2
·

0
、

3
.

0
、

4
·

o
、

5
.

0 拜L 各 3 点
,

点 于 同一 薄

层板上
,

按选定 的色谱条件展 开显色后
,

分别测各斑

点 的峰面积积分值
,

以浓度为横 坐标
,

峰面积积分值

为 纵坐标
,

绘 制标 准 曲线
,

结果表 明
,

盐酸麻黄碱 在

1
·

16 一 .4 6 拼g 范 围 内呈 线性关系
,

对所得 数据进行

回归分析
,

得 回归方程 Y 一 181 49
.

05 + 1 376 1
.

3 8X
, r

一 0
.

9 9 6 2
。

.3 3 稳定性试验
:

将 层 析显 色后 的薄层板放冷 后
,

测定峰 面积积分值
,

比较稳定
,

峰面积积分值基本不

变 ( R S D ~ 2
.

0 % )
。

.3 4 精密度考察
:

在同一薄层板 上点 10 个 3 拌L 的

对 照品溶液
,

展开
,

测定
,

结果表 明
:

R S D 一 1
.

7 %
,

重

现性较好
。

.3 5 样 品测 定
:

精密称取样 品约 6 9
,

按制备方 法制

备供试液
,

用定量毛细管分别吸取供试液 2 拜L
,

标 准

对照液 1
、

3 拌L 点于同一薄层板 上
,

按
“
标 准曲线项

”

下展 开显 色后测 定
,

用 外标两 点法计算样 品麻黄 碱

的含量
,

见 表 1
。

表 1 样品 中麻黄碱含 t

批 号
取样量

( g )

6
.

1 37 8

6
.

2 40 6

6
.

2 6 1 8

6 1 80 9

含量

( m g / g )

1 52 9

1
.

50 2

1
.

4 9 2

1
.

52 1

平均含量 R s D ( % )

( m g / g )

9 7 0 4 0 1

9 7 0 4 0 2

9 7 0 4 0 3

9 7 0 4 0 4

1
。

5 1 1 3
.

5 7

3
.

6 回收率试验
:

取 已知含 量 的样 品共 4 份
,

分别

加人一定 量标准 品
,

按供试液 项下制备方法制备供

试液
,

然后分别准确 吸取供试液点 于同一薄层板 上
,

按
“
样 品测 定

”
项 下方法测 定麻黄碱 的含量并计算回

收率
,

平均 回收率 95
.

9 %
,

R S D 一 1
.

51 %
。
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结 果表 明
,

在本实验采用 的硅 胶柱层 析及洗脱系统

中
,

活性成分集 中在抓仿
一

甲醇 比为 98
: 2一 8 0 :

20

部分
,

而且成分不止一种
,

极性有 强弱之分
。

目前我

们正在将各活性组分进一步纯化
,

得到纯化合物进

行结构测 定与分析
,

为相关抗肿瘤药物 的分子设计

提供有用的参考
。

参 考 文 献

l 章灵华
,

等
.

西北药学杂志
,

1 9 9 3
,

8 ( 1 )
:
3 1

2 韩玉复
,

等
.

中药材
,

1 9 9 5
,

1 8 ( 5 )
:
2 6 6

3 王芳生
,

等
.

药学学报
,

1 9 9 6
, 3 1 ( 3 )

:
2 0 0

4 S o n e Y
, e t a l

.

A g r i e B i o C h e m
,

1 9 8 5
,

4 9 ( 9 )
:

2 64 1

5 阂三 弟
,

等
.

食 用菌学报
,

1 9 9 6
,

3 ( 1 )
:
2 1

6 Y a n g X i n li n , e t a l
.

J eB i jin g I n s t i t u t e o f T e e h n o l o g y ,

1 9 9 7 , 6 ( 4 )
:

3 3 6

7 K u b o t a T
, e r a l

,

H e l v C h im A e t a , 1 9 8 2 , 6 5 ( 2 )
:
6 1 1

( 1 9 9 8
一

0 8
一

2 0 收稿 )

清华科技 函授学院中医专业招生

为继 承和发展祖 国医学
,

培养具有专业技能 的中医 人才
,

本校继续面 向全 国招 生
。

选用 12 门全国统编 中

西医函授教材
,

与当前全国高等教育 自考相配合
,

聘请专家教授进行教学
,

全 面辅导和答疑
。

愿本校能成为您

医学道路上的 良师益 友
。

凡具 中学程度者 均可报名
,

详见简章
。

附邮 5 元至合肥市望江西路 6一 008 信箱中函

处 即寄
。

邮编
:

2 3 0 0 2 2
。

电话
: 0 5 5 1一 3 6 4 4 9 0 9
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