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人工虫草菌HK一1与天然虫草提取物的抗肿瘤活性比较

张巧霞h2，粱保康2，吴建勇"，胡宗定1

(1．天津大学化工学院，天津 300072；2．香港理工大学应用生物与化学科技学系，香港)

摘 要：目的 比较人工虫草菌HK一1与天然虫草提取物抗肿瘤活性及主要化学成分。方法 人工虫草菌HK-1

与天然虫草分别用石油醚、醋酸乙酯、乙醇和水提取。用MTT法测定各提取物对小鼠黑色素瘤细胞B16、人肝癌细

胞Hep G2、人乳腺癌细胞MCF一7和类前骨髓白血病细胞HL一60的细胞毒作用。对活性提取物进一步用动物模型

检测其体内抗肿瘤作用。高效液相色谱法测定提取物中的化学成分。结果对于小鼠黑色素瘤细胞B16，所有虫草

菌HK一1提取物的细胞毒作用均比天然虫草提取物的作用强，其中以醋酸乙酯提取物的细胞毒作用最强。虫草菌

HK一1醋酸乙酯提取物对4种肿瘤细胞的细胞毒作用均比天然虫草醋酸乙酯提取物的作用强；体内实验也表明虫

草菌HK一1醋酸乙酯提取物可以抑制肿瘤的生长。对提取物化学成分的分析表明麦角甾醇和腺苷可能是虫草菌

HK一1中具有抗肿瘤活性的成分。结论人工虫草菌HK一1比天然虫草具有更强的抗肿瘤活性，是有开发潜力的抗

肿瘤候选药物。
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Comparison of antitumor effect of extracts in cultivated Cordyceps sinensis

fungus HK-1 and natural Cordyceps sinensis
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and Chemical Technology，Hong Kong Polytechnic University，Hong Kong，China)

Abstract：Ob iective To compare the antitumor effects and chemical components of the extracts in

cultivated Cordyceps sinensis(Cs)fungus HK一1 and natural Cs．Methods The cultivated Cs fungus HK一1

and natural Cs were extracted with petroleum ether(PE)，ethyl acetate(EtOAe)，ethanol(EtOH)，and

water．The cytotoxicity of all the extracts was observed with MTT assay on breast cancer eellline MCF一7，

mouse melanoma eell line B1 6，human premyelocytic leukemia cell line HL一60，and human hepatocellular

carcinoma cell line HeD G2．The antitumor activity in vivo of the extract was further studied with animal

model．The chemical constituents in the extracts were analyzed by HPLC．Results All of the extracts

from the cultivated Cs fungus HK一1 had much stronger cytotoxicity on B1 6 than those from natural Cs，

and the EtOAc extract had the most potent activity．The activity of EtOAe extract from the cultivated Cs

fungus HK一1 was more potent than that from natural Cs on all the four cancer cell lines．Et0Ac extract

from the cultivated Cs fungus HK一1 also can inhibit the growth of tumor in vivo．Chemical components of

all extracts were analyzed and ergosterol and adenosine were found to be potential compounds．Conclusion

The cultivated Cs fungus HK一1 has stronger antitumor activity than natural Cs and iS a potential source of

antitumor compounds．

Key words：Cordyceps sinensis(Berk．)Sacc．；cultivated Cs fungus HK一1；antitumor effect

冬虫夏草Cordyceps sinensis(Berk．)Sacc．是

真菌冬虫夏草菌侵染蝙蝠蛾幼虫形成的一种菌体与

虫体外壳共存的生物体，具有极高的药用价值，是我

国特产名贵中药。研究报道冬虫夏草具有抗衰老，抗

病源微生物，抗恶性肿瘤，扩张血管，改善动脉硬化

症，调节内分泌、呼吸、免疫、神经系统及肾脏和肝脏

等多种功效Ⅲ。其抗肿瘤活性已被许多体内外的实

验研究所证实睁5|。由于冬虫夏草本身的生境特殊，
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其自然资源较少，近年来的过度采集已使其生境受

到严重破坏，资源明显受到威胁，现已被国家列为濒

危保护物种[6]。人工培育冬虫夏草已成为当今合理

保护和利用冬虫夏草这一稀有珍贵药用资源的重要

措施。虫草菌液体深层发酵获得虫草菌丝体和发酵

产物是人工培育冬虫夏草的主要方法之一[7]。本实

验对人工发酵的虫草菌丝体和天然虫草的抗肿瘤作

用及其化学成分进行对比研究。探讨人工发酵的虫

草菌丝体的抗肿瘤活性及其可能的活性成分。

1材料与方法

1．1 主要试剂与仪器：天然冬虫夏草购于深圳市万

泽药店，虫草菌为本实验室分离的虫草菌HK一1，由

CABI Bioscience(Egham，Surrey，英国)鉴定。

RPMI 1640粉剂和胎牛血清(Gibco公司)；MTT

(Sigma公司)；其他试剂为分析纯。Fluostar galaxy

酶标仪(BMG公司)；Hewlett Packard series 1050

高效液相色谱仪，日本日立L一7100型泵，DAD检

测器，HP Chem Station色谱软件。

1．2虫草菌丝体的培养及提取物的制备：将保存的

虫草菌HK一1接种于PDA固体培养基，25~C培养

3 d，然后再接种于装有200 mL液体培养基(葡萄

糖40 g／L、蛋白胨10 g／L、酵母粉3 g／L、MgSOa

0．5 g／L、KH2PO。1 g／L)的1 000 mL三角瓶中，放

恒温摇床(200 r／min，25‘C)上培养7 d。滤过，收

集菌丝体，50‘C温箱中干燥至恒重。将培养的菌丝

体和天然虫草分别粉碎后，依次用石油醚、醋酸乙

酯、乙醇常温下提取24 h，滤渣用100 C水提取

3 h，所有滤液减压浓缩至恒重，得到虫草菌HK一1

和天然虫草的提取物。

1．3细胞培养：人乳腺癌细胞MCF一7、小鼠黑色素

瘤细胞B16、人肝癌细胞Hep G2和类前骨髓白血

病细胞HL一60均购自于ATCC(Roekville，MD)，

在含10％胎牛血清的RPMI 1640培养液中，于37

℃、含5％CO。水饱和的培养箱中传代培养。

1．4 MTT比色法：取对数生长期的细胞，以2×

104／mL接种于96孑L培养板中，每孔100 ttL。对照

组为全培养基，实验组分别含石油醚、醋酸乙酯、乙

醇和水提取物，终质量浓度分别为200、100、50、25

pg／mL。置37℃、含5％CO：水饱和的培养箱中继

续培养48 h后，每孔加入质量浓度为l mg／mL

MTT溶液50弘L，继续培养4 h。以600×g离心5

min，吸去培养液，每孔加入100 ttL DMSO，在570

nm处测定吸光度(A)值。计算细胞生长抑制率。

抑制率一(A对照一A宴验)／(A对噫一A空白)×100％

1．5在体肿瘤生长试验：C57BL／6小鼠(雄性，2周

龄)购于第一军医大学动物中心。每只小鼠大腿内侧

SC体外培养的小鼠黑色素瘤B16细胞2×106个。接

种肿瘤后第2天开始治疗。将荷瘤小鼠随机分成3

组：模型组(生理盐水)；阳性对照组(环磷酰胺，50

mg／kg)；给药组(虫草菌HK一1醋酸乙酯提取物，50

mg／kg)，每组8只。所有小鼠经ip给药27 d。实验

结束，剖取所有小鼠的肿瘤，称质量，计算抑瘤率。

抑瘤率一(对照组肿瘤平均质量一给药组肿瘤平均质

量)／对照组肿瘤平均质量×100％

1．6提取物中麦角甾醇和腺苷的测定：麦角甾醇和

腺苷采用高效液相色谱法测定。色谱法：Alhech

Econosphere C18(250 mm×4．6 mm，5肛m)；流动

相：甲醇一5 mmol／L磷酸二氢钾；体积流量：1．0

mL／min；进样量：20肛L；柱温：25 C；检测波长：麦

角甾醇为282 nm和210 nm；腺苷为260 nm。

1．7统计学处理：数据均以z±s表示，行t检验。

2结果

2．1 各提取物对B16细胞生长的抑制作用：虫草

菌HK一1和天然虫草石油醚、醋酸乙酯、乙醇和水提

取物对小鼠黑色素肿瘤细胞B16的细胞毒作用见

图1。结果表明培养的虫草菌HK—l抗肿瘤活性远

远大于天然虫草。虫草菌HK一1的4种提取物在质

量浓度为i00 gg／mL，作用时问为48 h条件下对

B16的生长抑制率均在50％以上，见图2。而相同

条件下天然虫草各提取物的抑制率明显低于虫草菌

HK一1各提取物的抑制率，其中天然虫草乙醇和水

提取物的抑制作用最弱，乙醇提取物抑制率为

21．6％，而水提取物对B16无抑制作用。虫草菌

HK一1 4种提取物中，醋酸乙酯提取物活性最强，在

质量浓度为100 ttg／mL，作用时间为48 h条件下，

对B16细胞活性的抑制率为92．7％，而在相同条件

下，天然虫草醋酸乙酯提取物的抑制率仅为56．5％。

2．2醋酸乙酯提取物对不同细胞株生长的抑制作

用：对活性最强的醋酸乙酯提取物对其他肿瘤细胞

的细胞毒作用进行进一步检测，结果发现对MCF一

7、Hep G2和HL一60均有类似结果，即虫草菌HK—

l醋酸乙酯提取物的细胞毒作用比天然虫草醋酸乙

酯提取物的作用更强。见图3。

2．3虫草菌HK一1醋酸乙酯提取物的体内抗瘤作

用：全部C57BL／6小鼠在接种后7～lO d出现实体

瘤，接种成功率100％。经过27 d ip给药治疗，虫草

菌HK一1醋酸乙酯提取物组较模型组肿瘤生长速度

明显减慢，抑瘤率为47．98％，说明虫草菌HK～1醋
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图1 不同质量浓度的虫草菌HK一1(A)和天然虫草(B)提取物作用48 h对体外培养的

B16细胞的生长抑制作用(；±s，聆一3)

Fig．1 Growth inhibition of Cs fungus HK一1(A)and natural Cs(B)extracts on B16 cells

at different concentration treated for 48 h in vitro(；±s，弹==3)
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图2虫草菌HK一1和天然虫草提取物(100 ug／mL)

作用48 h对B16细胞生长的抑制作用比较

(；±s，n一3)

Fig．2 Comparison of growth inhibition of Cs fungus

HK一1 and natural Cs(100 ug／mL)extracts

on B16 cells treated for 48 h(z±S，n=3)
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图3 虫草菌HK一1和天然虫草醋酸乙酯提取物

对体外培养的肿瘤细胞的细胞毒作用

(100 IJg／mL，48 h)(；±s，席一3)

Fig．3 Cytotoxicity of EtOAc extract from Cs fungus

HK一1 and natural Cs(100 ug／mL)on cancer

cell lines跏yitro treated for 48 h(；±s，n一3)

酸乙酯提取物具有明显的抑制瘤作用。见表1。

2．4虫草菌HK一1与天然虫草提取物化学成分的

比较：对虫草菌HK一1和天然虫草提取物的主要化

学成分做了比较分析，结果表明麦角甾醇在虫草菌

HK一1醋酸乙酯提取物中的量显著高于其他几种提

取物(表2)，与虫草菌HK一1醋酸乙酯提取物抗肿

瘤活性高于其他提取物的结果一致。虫草菌HK一1

提取物中腺苷的量高于天然虫草提取物，但醋酸乙

酯提取物低于乙醇提取物(表2)。在所有菌丝体

HK一1及天然虫革提取物中均未检测到虫草素。

表1虫草菌HK一1醋酸乙酯提取物在体内的

抑瘸作用(工±s，n一8)

Table 1 Antitumor effect of Cs fungus HK一1

EtOAc extract in vivo(j士S，尼一8)

删。。等。，飞芋毪F黼／gkg 抑警7组别—————————■=—_ 熠度量
．，

(mg· 1) 实验前 实验后 ％

与模型组比较：’P<0．05。。P<0．01

。P<0．05 ‘‘P<0．01 u5 model group

表2虫草菌HK．1及天然虫草提取物中麦角甾醇

和腺苷的质量分数(x士S，蚪一3)

Table 2 Content of ergosterol and adenosine

in extracts from Cs fungus HK一1

and natural Cs(，±S，n一3)

麦角甾醇／(vg·g_1) 腺苷Hug·g。)

提取物—j矗磊再H—K_1—吴磊五i一—1矗磊再H—K=1——j面虫草菌 一 天然虫草 虫草菌 一 天然虫草

3讨论

《中国药典》中规定腺苷作为冬虫夏草的质控标

准，质量分数必须大于0．01％，而本实验中的虫草

菌HK一1含腺苷0．04％，远远大于天然虫草的质控

标准。腺苷可以抑制多种肿瘤细胞的生长，如黑色素

瘤、淋巴瘤、结肠癌和前列腺癌等，且对正常细胞没

有抑制作用嘲，这种选择性的生长抑制作用被认为

是由其A3受体介导的凹“⋯。尽管在本实验中活性最

强的醋酸乙酯提取物中腺苷质量分数低于乙醇提取

物，但是并不能排除腺苷是虫草菌HK一1中抗肿瘤

活性成分的可能。过去对虫草抗肿瘤作用的报道中

指出虫草素是具有抗肿瘤作用的活性成分[2]，但也

有报道指出在虫草中存在除多糖和虫草素外的抗肿

瘤化合物m]。从虫草中分离的甾醇类化合物包括麦

角甾醇是目前已被证实具有抗肿瘤活性的一类重要

萎一警一垂㈣∞㈣∞删加O
m
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的化合物。Bok等从虫草菌中分离到的麦角甾醇过

氧化物可以抑制体外培养的K562、Jurkat、wM一

1341、HL一60和RPMI一8226肿瘤细胞的生长口2|，

Yang等从天然虫草中分离到的一种甾醇类化合物

H1一A可以抑制人肾小球系膜细胞的生长，且诱导

其凋亡[13’“]。在本研究中，含麦角甾醇较多的提取

物的抗肿瘤活性也较高，麦角甾醇分布与提取物抗

肿瘤活性相一致，故推测麦角甾醇最有可能是虫草

菌HK一1醋酸乙酯提取物中的抗肿瘤活性成分。

本实验通过对虫草菌HK一1和天然虫草提取物

体外抗肿瘤作用的比较和活性部位体内抗肿瘤作用

的研究证明虫草菌HK一1醋酸乙酯提取物具有抗肿

瘤活性，且比天然虫草活性更强。另外，虫草菌HK一

1可以进行深层发酵来获得大量菌丝体。因此，不论

从药理活性还是从经济成本上看，人工培养的虫草

菌都比天然虫草更具有开发利用的价值。
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原花青素对肿瘤坏死因子一0c诱导HeLa细胞凋亡

和caspase一8活化的影响

侯敢，黄迪南

(广东医学院生物化学与分子生物学研究所，广东湛江524023)

摘 要：目的 研究原花青素对肿瘤坏死因子一a(TNF—a)诱导HeLa细胞凋亡和caspase一8活化的影响。方法 采

用流式细胞术检测细胞凋亡，荧光检测试剂盒测定caspase一8活性，Western blot检测caspase一8酶原表达水平。结

果 原花青素(5、10、20 mg／L)对重组人肿瘤坏死因子一a(rhTNF—a，100 pg／L)诱导的HeLa细胞凋亡均有显著

的抑制作用(P<o．01)，呈剂量依赖关系；原花青素(5、10、20 mg／L)对rhTNF—a(100 pg／L)诱导的HeLa细胞

caspase一8活化均有显著抑制作用(P<o．01)，呈剂量依赖关系；原花青素(5、10、20 mg／L)对HeLa细胞caspase一

8酶原表达无明显影响。结论 原花青素抑制TNF—a诱导HeLa细胞凋亡可能与其抑制caspase一8活化有关。

关键词：原花青素；肿瘤坏死因子一a(TNF—a)；HeI。a细胞；细胞凋亡；caspase-8
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