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　　摘要：通过气质联用（ＧＣ－ＭＳ）分析、清除ＤＰＰＨ自由基试验、抗突变试验、ＡＧＳ及ＨＴ－２９癌细胞增殖抑制试验，
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　　虫茶是一种特殊的保健茶，它不属于普通茶的范畴，是以
昆虫食用叶片后经过其体内作用生产出来的特殊茶饮料［１］。

目前，用来生产虫茶的昆虫有夜蛾科弓须亥夜蛾、雪疽夜蛾、

螟蛾科米缟螟、白条谷螟，这些昆虫的幼虫取食苦藤茶、虫茶、

化香树、大百解、三叶海棠等植物叶片后，排出颗粒，将其收集

后经过一系列加工的产品即为虫茶产品［１］。虫茶作为传统

饮品和中药，具有清热、去暑、解毒、健胃、助消化等功效，对腹

泻、鼻衄、牙龈出血、痔出血均有较好疗效，是一种很好的医药

保健饮料［２］。传统饮茶方式是用热水冲泡茶叶，大量挥发性

成分在冲泡过程中散失，泡茶过程中的香气就是这些挥发性

物质产生的。近年来，关于茶叶香气成分的研究已经陆续开

展［３］，虫茶香气成分及其作用有待于研究。本研究通过气质

联用（ＧＣ－ＭＳ）法对贵州省产虫茶的香气成分进行了分析，
并对这些香气成分物质进行了体外的抗氧化、抗突变、抗癌试

验，以期为推广虫茶提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
供试虫茶为市售、原产于贵州省的虫茶。

试剂：无水乙醚（色谱纯）、癸酸乙酯（色谱纯）、无水硫酸

钠（分析纯），上海士瑞化工实业有限公司生产；ＮａＨ２ＰＯ４·
２Ｈ２Ｏ、ＦｅＣｌ３、三氯乙酸，广州化学试剂厂生产；２－硫代巴比
妥酸，国药集团化学试剂有限公司生产；１，１－二苯基－２－三
硝基苯肼（１，１－ｄｉｐｈｅｎｙｌ－２－ｐｉｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ，ＤＰＰＨ）、维生素
Ｃ、Ｄ－ｂｉｏｔｉｎ、Ｌ－ｈｉｓｔｉｄｉｎｅｏＨＣｌ（ｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅ）、Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ－
６－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ、ＮＡＤＰ，美国 Ｓｉｇｍａ公司生产；ＤＭＳＯ，日本纯正
化学株式会社生产；ＲＰＭＩ１６４０培养液、ＦＢＳ、ｔｒｙｐｓｉｎ、ＥＤＴＡ、
１００Ｕ／ｍＬＰｅｎｉｃｉｌｌｉｎ－Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，美国Ｇｉｂｃｏ公司生产。

致突变物：Ｎ－甲基 －Ｎ′－硝基 －Ｎ－亚硝基胍（Ｎ－
ｍｅｔｈｙｌ－Ｎ′－ｎｉｔｒｏ－Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ，ＭＮＮＧ），美国
Ａｌｄｒｉｃｈ公司生产。标准菌株：ＴＡ１００营养缺陷型鼠伤寒沙氏

菌，美国Ｓｉｇｍａ公司生产。癌细胞：ＡＧＳ胃癌细胞株、ＨＴ－２９
结肠癌细胞株，韩国细胞株银行生产。

１．２　主要仪器和设备
ＬＳ－Ｂ７５Ｌ型高压蒸气灭菌锅，江阴滨江医疗设备有限公

司；ＷＰＬ－３０型恒温培养箱，江东精密仪器有限公司；同时蒸
馏萃取（ＳＤＥ）装置，安徽省天长市华玻实验仪器厂；ＵＶ－
１７５０型紫外分光光度计，日本岛津公司；Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０／５９７５
ＧＣ－ＭＳ（配置电子轰击源），美国安捷伦公司；ＶＳ－１５ＣＦＮ型
冷冻离心机，韩国 Ｖｉｓｉｏｎ科学株式会社；ＭＣ０９６型二氧化碳
培养箱，日本三洋电机株式会社；Ｅｌｘ８００型酶标仪，美国 Ｂｉｏ
Ｔｅｋｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司。
１．３　试验方法
１．３．１　虫茶香气物质的提取　通过ＳＤＥ法对虫茶香气物质
进行提取。将虫茶样品打碎，称取５０ｇ于ＳＤＥ装置的２Ｌ圆
底烧瓶中，加入煮沸的蒸馏水１Ｌ，同时加入１０ｇ／ｍＬ癸酸乙
酯０．５ｍＬ以及少许玻璃珠，用５０ｍＬ重蒸乙醚萃取。对电热
套加热，微沸下提取２０ｍｉｎ。向乙醚萃取液中加入无水硫酸
钠除去水分。４℃静置１ｄ后用Ｎ２浓缩提取液至０．２ｍＬ，重
复该过程５次，将５次收集到的提取液合并，冷冻干燥后加入
ＤＭＳＯ备用［４］。

１．３．２　ＧＣ－ＭＳ法测定虫茶成分和含量　ＧＣ分析条件：
ＨＰ－５ＭＳ柱，３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ；进样口温度
２５０℃；载气为高纯Ｈｅ，恒流模式，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ；初始温
度 ５０℃，保留 １ｍｉｎ，１０℃／ｍｉｎ升至 ２２０℃，保持 １ｍｉｎ，
５℃／ｍｉｎ升至２８０℃，保持４ｍｉｎ，５０℃／ｍｉｎ升至３００℃，保
持２ｍｉｎ。进样量１ｍＬ，进样方式为不分流。ＥＩ－ＭＳ分析条
件：离子源温度２８０℃；电离能量７０ｅＶ；溶剂延迟时间４ｍｉｎ；
电子轰击电离源（ＥＩ）。将得到的质谱数据对照标准谱库对
虫茶香气成分进行确认。并用各香气组分的峰面积占总峰面

积的比值表示各组分的相对含量。

１．３．３　羟基自由基清除能力测定　将６ｍｏｌ／Ｌ脱氧核糖溶
液０．２ｍＬ、ｐＨ值７．４的磷酸钠缓冲溶液０．２ｍＬ、４００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＦｅＣｌ３溶液０．２ｍＬ、４００ｍｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４－ＥＤＴＡ溶液０．２ｍＬ、
３ｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 溶液 ０．２ｍＬ、４００ｍｍｏｌ／Ｌ维生素 Ｃ溶液
０．２ｍＬ、０．２ｍＬ虫茶香气物质溶液混合，在３７℃水浴中放置
１ｈ，再加入１ｍＬ三氯乙酸、１ｍＬ２－硫代巴比妥酸，将混合
溶液在９０℃水浴中煮沸２０～２５ｍｉｎ后在５３２ｎｍ波长处测定
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吸光度，计算清除自由基能力［５］。

１．３．４　ＤＰＰＨ自由基清除能力测定　将不同浓度虫茶香气
物质１００μＬ和０．１５ｍｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ试剂６０μＬ混匀后，加入
９６孔板中室温下避光放置３０ｍｉｎ，再在５４０ｎｍ波长下测定
吸光度。按下式计算清除ＤＰＰＨ自由基能力［６］：

清除ＤＰＰＨ自由基能力＝（对照值－对照空白值）－（样品值－样品空白值）
对照值－对照空白值 ×１００％。

式中：对照为没有加入样品孔，空白为加入样品但没有加入

ＤＰＰＨ试剂孔。
１．３．５　Ａｍｅｓ抗突变试验　虫茶香气物质提取物设２个试验
剂量组（１．２５、２．５ｍｇ／皿）、自发回变组、对照组，每组设３个
平行皿。向灭菌试管中加入磷酸盐缓冲液、培养１２ｈ后的
１０亿～２０亿个／ｍＬ的菌株 ０．１ｍＬ、样品物质提取物溶液
５０μＬ、致突变物（ＭＮＮＧ）５０μＬ，轻微振荡后于３７℃下放置
３０ｍｉｎ，加入顶层培养基２ｍＬ混合，再倒在底层培养基上，
３７℃ 培养２ｄ，进行平板计数。按下式计算抑制率［７］：

抑制率＝［（对照组菌落数－样品处理组菌落数）／（对照组菌
落数－自发回变组菌落数）］×１００％。
１．３．６　ＭＭＴ法测定虫茶香气物质提取物的体外癌细胞增殖
抑制效果　将ＡＧＳ胃癌细胞和ＨＴ－２９结肠癌细胞复苏后接
种在含１０％灭活小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，将癌细胞
置于培养箱中以５％的ＣＯ２、３７℃条件下培养，每周更换培养
液２～３次并进行传代培养１次。按２００μＬ／孔将含癌细胞的
培养液接种于 ９６孔培养板中，培养液的癌细胞浓度为
１万个／ｍＬ，然后将９６孔培养板放入培养箱中继续培养１ｄ，
吸出９６孔板中的培养液，加入虫茶香气物质提取物的培养液

２００μＬ。再经过２ｄ培养后，再次吸出各孔内上清液，再向各
孔加入５ｇ／ＬＭＴＴ试剂２００μＬ后继续培养４ｈ，吸出各孔内
的上清液，在每孔中加入２００μＬＤＭＳＯ后避光振荡 ３０ｍｉｎ，
用酶标仪在５４０ｎｍ波长下测定各孔吸光度，按下式计算细胞
增殖抑制率［８］：

抑制率＝［（空白孔吸光度值 －样品孔吸光度值）／空白孔吸
光度值］×１００％。
１．４　数据统计

试验数据均以“平均值±标准差”表示，各数据间差异显
著性比较采用 ＳＡＳ软件进行统计学检验。

２　结果与分析

２．１　虫茶香气成分的分析
通过ＧＣ－ＭＳ法分析（图１）可知，虫茶香气物质中主要

含有５－乙基－２－ｏｘａ－１，３，４，５ａ，１０－ｐｅｎｔａａｚａｃｙｃｌｏｐｅｎｔａ－
［ａ］芴（５８３７ｍｉｎ）、癸烷（６．０４３ｍｉｎ）、（９－ｏｘｏ－９，１０－ｄｉ
ｈｙｄｒｏａｃｒｉｄｉｎ－４－ｙｌ）乙酸（６．５３２ｍｉｎ）、７－氯 －４－甲氧基 －
３－甲基喹啉（７．３４２ｍｉｎ）、１－（３－氢氧化 －４－甲苯基）－
１，３，３，６－四甲基 －５－茚满醇（９．８２６ｍｉｎ）、丙烯酮
（１１．４５４ｍｉｎ）、４－氨基苯乙烯酸（１２．８９１ｍｉｎ）、草酰胺
（１２９０６ｍｉｎ）、缩水甘油（１３．９６０ｍｉｎ）、２－乙酰基 －１，３，３，
４，４－五甲基环戊烯缩氨基脲（１６．９８７ｍｉｎ）、棕榈酸
（１８．４００ｍｉｎ）这 １１种化合物在虫茶中的含量分别为
１３５３％、９．２４２％、７７３３％、２．２８０％、１．１８９％、２．５０８％、
２９８１％、０．４４８％、０５３３％、１９０１％、１．５６６％。

２．２　虫茶香气成分的抗氧化效果
通过测定虫茶挥发性物质提取物的羟基自由基、ＤＰＰＨ

自由基清除能力可以判断虫茶香气物质的抗氧化效果。由图

２、图３可知，在一定浓度范围内，随着虫茶挥发性物质提取物
浓度的升高，虫茶挥发性物质提取物的羟基自由基、ＤＰＰＨ自
由基清除能力均得到提高。已有研究表明，香气成分中的棕

榈酸等物质具有抗氧化效果［９］，这些物质的存在使得虫茶香

气成分具有抗氧化效果。

２．３　虫茶香气成分的抗突变效果
ＭＮＮＧ是一种广泛存在的化学诱变剂和致癌剂，其引起

的突变与肿瘤发生密切相关，通过体外抗突变试验可以从一

定程度上判断食品的抗突变性［１０］。Ｋｈａｎ等建立的ＭＮＮＧ诱 导ＴＡ１００鼠伤寒沙门杆菌回复突变试验作为最典型的抗突
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变试验，被广泛用于茶叶抗突变效果的检测［１１］。虫茶香气成

分提取物对ＭＮＮＧ诱导的 ＴＡ１００菌具有一定抑制作用。由
表１可知，提取物浓度为１．２５、２．５ｍｇ／皿时，ＴＡ１００菌生长抑
制率分别为４４．９％、６９．７％，在增大样品浓度后，抗突变效果
也明显增加，表明虫茶香气成分具有抗突变作用，且抗突变效

果随着虫茶挥发性物质浓度的增大而增加。

表１　虫茶香气成分在致突变物Ｎ－甲基－Ｎ′－硝基－Ｎ－亚硝基胍
（ＭＮＮＧ，０．４μｇ／皿）诱导ＴＡ１００菌株下抗突变效果

样品剂量

（ｍｇ／皿）
ＴＡ１００菌数（皿）

自发回变 对照 虫茶香气成分

抑制率

（％）

１．２５ １３１４±８８ａ １３１４±８８ａ ７７９±４１ｂ ４４．９
２．５０ １２３±１１ １３１４±８８ａ ４８４±２７ｃ ６９．７

２．４　虫茶香气成分的癌细胞体外增殖抑制效果
观察体外癌细胞增殖的变化情况可以从一定程度上判断

食品的抗癌功能性［１２］。本研究用虫茶香气成分提取物对体

外生长的ＡＧＳ胃癌细胞和 ＨＴ－２９结肠癌细胞进行处理，观
察其体外增殖抑制效果。由表２可知，用ＭＴＴ法观察不同浓
度提取物处理癌细胞后的吸光度，可以看到各组细胞的吸光

度均发生明显变化，高浓度提取物处理癌细胞后，ＡＧＳ、
ＨＴ－２９细胞的吸光度均低于低浓度处理，通过计算可得高浓
度样品具有更高的体外癌细胞生长抑制率，可见虫茶香气成

分具有一定的体外抗癌效果。以癸烷为基团的一些化合物也

具有抑制癌细胞生长的作用［１３］，有研究表明包含丙烯酮基团

的一些物质也具有抗氧化效果［１４］，可见虫茶中所含的这些物

质也是合成其他一些功能性成分的重要部分，这些香气成分

在被进一步深加工时可能转化为一些其他功能性成分，提高

虫茶品质。

表２　虫茶香气成分对ＡＧＳ、ＨＴ－２９癌细胞的体外增殖抑制效果

虫茶香气成分

质量浓度

（ｍｇ／Ｌ）

ＡＧＳ胃癌细胞 ＨＴ－２９结肠癌细胞

Ｄ５４０ｎｍ
抑制率

（％）
Ｄ５４０ｎｍ

抑制率

（％）

０（对照） ０．４８７±０．００６ａ ０．４６６±０．００４Ａ
４００ ０．３４０±０．０１０ｂ ３０．２ ０．３１６±０．０１０Ｂ ３２．２
８００ ０．２０６±０．０１２ｃ ５７．７ ０．１７２±０．０１１Ｃ ６３．１

３　结论

虫茶香气物质中主要含有１１种成分，分别为５－乙基 －
２－ｏｘａ－１，３，４，５ａ，１０－ｐｅｎｔａａｚａｃｙｃｌｏｐｅｎｔａ－［ａ］芴、癸烷、
（９－ｏｘｏ－９，１０－ｄｉｈｙｄｒｏａｃｒｉｄｉｎ－４－ｙｌ）乙酸、７－氯 －４－甲
氧基－３－甲基喹啉、１－（３－氢氧化－４－甲苯基）－１，３，３，

６－四甲基－５－茚满醇、丙烯酮、４－氨基苯乙烯酸、草酰胺、
缩水甘油、２－乙酰基－１，３，３，４，４－五甲基环戊烯缩氨基脲、
棕榈酸。通过对虫茶香气物质清除羟基自由基和ＤＰＰＨ自由
基的能力测定发现，虫茶香气物质具有一定的抗氧化能力，并

且随虫茶挥发性物质提取物浓度的增大，抗氧化效果也增加。

通过Ａｍｅｓ抗突变试验检验虫茶香气物质对ＴＡ１００沙门氏菌
的增殖抑制作用，结果发现，虫茶香气物质显示出良好的抗突

变效果。虫茶香气物质对 ＡＧＳ胃癌细胞、ＨＴ－２９结肠癌细
胞处理后，癌细胞的体外增殖都明显减少。成分分析试验和

体外功能性效果试验证明，虫茶香气成分具有体外抗氧化、抗

突变、抗癌效果，改进饮茶方式或加强工业茶饮料的制作工

艺，保留虫茶香气成分，可以进一步利用虫茶的使用价值和保

健价值。
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