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　　摘要：研究戴氏虫草菌丝体抑制肿瘤细胞增殖活性有效部位的化学成分及其抑制肿瘤细胞活性。采用液体深层
发酵制备戴氏虫草菌丝体，ＭＴＴ法筛选其抑制肿瘤细胞增殖活性的有效部位，反复正相柱层析，ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０等
方法分离纯化其有效部位中的化学成分，利用ＥＩ、ＥＳＩ及１Ｄ－ＮＭＲ等技术对其结构进行鉴定；并研究他们对肿瘤细胞
增殖的抑制活性。结果显示，戴氏虫草菌丝体石油醚、乙酸乙酯萃取部位为抑制肿瘤细胞增殖活性部位，并从中分离

得到６个化合物，分别为反式－１６－十八碳烯酸（化合物１）、壬二酸（化合物２）、５α，８α－麦角甾－６，２２－二烯－３β－
醇（化合物３）、亚油酸甲酯（化合物４）、亚油酸（化合物５）和十七－烷醇（化合物６）。活性检测表明，化合物２对舌癌
Ｔｃａ－８１１３细胞增殖具有较高的抑制活性，ＩＣ５０值为３１．９０μｍｏｌ／Ｌ，化合物３对乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞和 ＢＴ４７４

细胞具有较高的细胞增殖抑制活性，ＩＣ５０值分别为２５．５７、２６．３１μｍｏｌ／Ｌ。从戴氏虫草菌丝体抑制肿瘤细胞增殖的活

性部位中分离到６个化合物，化合物 １～２、４～６为首次从该菌丝体中分离得到。化合物 ２、３分别选择性地对
Ｔｃａ－８１１３细胞和ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞、ＢＴ４７４细胞有较强的细胞增殖抑制活性，可能为戴氏虫草菌丝体抑制肿瘤细
胞增殖的有效成分。
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　　戴氏虫草（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｔａｉｉ）及其无性型戴氏绿僵菌（Ｍｅｔａ
ｈｉｚｉｕｍｔａｉｉ）是从贵州省都匀市茶场分离到的一种虫草菌属真
菌［１］，属于子囊菌纲肉座菌目麦角菌科虫草菌属，与中国传

统名贵中药冬虫夏草、蝉花、蛹虫草等是同属真菌，当地民间

常将其作药用和保健食品。戴氏虫草多糖（ＣＤＰ）可诱导红白
血病Ｋ５６２细胞与早幼粒白血病 ＨＬ６０细胞分别向红细胞系
和粒细胞系方向分化［２］。戴氏虫草菌丝体的有效部位能明

显影响小鼠免疫器官指数，抑制肿瘤组织血管形成，并抑制恶

性黑色素瘤细胞 Ｂ１６向肺转移［３］。这提示戴氏虫草菌丝体

有潜力作为肿瘤治疗的生物反应调节剂和癌化学预防药物。

迄今，对戴氏虫草菌丝体在开发利用方面仍缺乏系统研究，有

关其药理活性物质基础的报道甚少。本试验通过对戴氏虫草

菌丝体９５％乙醇提取物的石油醚和乙酸乙酯萃取部位进行
抑瘤活性导向分离、纯化，共得到６个化合物。其中，５个化
合物均为首次从该真菌菌丝体中分离得到，并通过ＭＴＴ法对
这些化合物进行抑制肿瘤细胞增殖活性研究，以期为戴氏虫

草菌丝体的深入研究与开发利用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器

ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０（ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司），柱层析
用硅胶（３００～４００、２００～３００、４０～８０目）、ＧＦ２５４薄层层析板
（青岛海洋化工厂），１０％磷钼酸显色剂，二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，
Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司），高糖ＤＭＥＭ细胞培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胎牛
血清（杭州四季青公司），０．２５％胰蛋白酶（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），青
霉素链霉素混合液双抗，台盼蓝（美国Ｓｉｇｍａ公司），顺铂冻干
粉（齐鲁制药有限公司），甲基噻唑蓝ＭＴＴ（范博公司）。所用
有机溶剂均为工业级试剂经重蒸纯化处理。ＲＺＪ－ＡＰＪ１００Ｌ
机械搅拌不锈钢发酵罐（南京润泽生物工程），ＩＮＯＶＡ－４００
ＭＨｚ核磁共振仪、ＷＮＭＲ－Ｉ５００ＭＨｚ核磁共振波谱仪（中国
科学院武汉物理与数学研究所），惠普ＨＰ－１２００紫外分光光
度测定仪，ＨＰ－５９７３型质谱仪（ＨＰ，美国），通用酶标仪（美国
ＢＩＯＴＥＫ公司）。
１．２　菌株培养

试验用戴氏虫草的无性型———戴氏绿僵菌菌株

（ＧＺ２０１２０６）保存于贵州医科大学组织工程与干细胞实验中
心。种子／发酵培养基：麦芽糖５ｇ，蛋白胨１０ｇ，葡萄糖２５ｇ，
酵母浸膏 ５ｇ，水 １Ｌ，ｐＨ自然。菌种培养条件：（２８±
０．５）℃，１００ｒ／ｍｉｎ，６００Ｌ／ｈ溶氧量。
１．３　细胞培养

人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞（法国医学科学研究院陆
核教授馈赠），人乳腺癌ＢＴ４７４细胞和人舌癌Ｔｃａ－８１１３细胞
保存于贵州医科大学组织工程与干细胞实验中心细胞库。复

苏细胞，于３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养孵箱中培养，２～３ｄ换液
传代１次，取对数生长期细胞进行试验。
１．４　提取

戴氏虫草发酵菌丝体３．４ｋｇ，９５％食用乙醇回流提取３
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次，每次１．５ｈ，合并过滤提取液，减压浓缩得到食用乙醇提取
浸膏。加适量水进行溶解浸膏，利用液液两相萃取方法用石

油醚、乙酸乙酯、正丁醇萃取，减压回收得各萃取层浸膏，并用

ＭＴＴ法对３个萃取部位的抑制肿瘤细胞增殖活性进行研究。
１．５　戴氏虫草菌丝体萃取部位抑制肿瘤细胞增殖活性的筛
选方法

ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞以每孔１００００个接种于９６孔培养
板中，２４ｈ后，于９６孔板中加入已配制好的石油醚、乙酸乙
酯、正丁醇浸膏溶液各１００μＬ，其中每个浸膏的浓度依次为
０．０１、０．１０、１．００ｇ／Ｌ，每组设３个复孔，３次独立重复试验，待
加药完毕后，置于３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养孵箱中继续培养；
４８ｈ后，每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ液 ２０μＬ，置于 ３７℃、５％
ＣＯ２细胞培养孵箱中继续培养２～４ｈ；弃掉９６孔板中的液
体，每孔加入１５０～２００μＬＤＭＳＯ，室温充分振荡，使紫色结晶
充分溶解，选择４９０ｎｍ波长测定各孔Ｄ值，计算细胞生长抑
制率。

肿瘤细胞生长抑制率＝（１－Ｄ加药组／Ｄ对照组）×１００％。
式中：Ｄ对照组为不加药品只加细胞液培养后的吸光度，Ｄ加药组为
细胞液和药品共同培养后的吸光度。

１．６　戴氏虫草菌丝体抑制肿瘤细胞增殖活性部位分离与
纯化

根据肿瘤细胞增殖抑制活性结果，对石油醚和乙酸乙酯

浸膏（１８４．８５ｇ）进行硅胶柱层析，其洗脱剂比例为石油
醚 ∶乙酸乙酯（１００∶１，５０∶１，１０∶１，５∶１，４∶１，２∶１，１∶１，
０∶１），乙酸乙酯 ∶甲醇（１０∶１，５∶１，１∶１，０∶１）梯度洗脱，
得到混合组分１３个，分别对组分 Ｆｒ．４，Ｆｒ．５，Ｆｒ．１０，Ｆｒ．１５进
行反复正相硅胶柱层析，凝胶纯化，重结晶等方法，借助 ＴＬＣ
检识，质谱、１Ｈ－ＮＭＲ、１３Ｃ－ＮＭＲ数据与现有文献的数据进
行对比，分离得到化合物 １（反式 －１６－十八碳烯酸［４］，

３０ｍｇ）、化合物２（壬二酸［５－６］，２５ｍｇ）、化合物３（５α，８α－麦
角甾－６，２２－二烯 －３β－醇［７－８］，１５ｍｇ）、化合物４（亚油酸
甲酯［９－１０］，５ｍｇ），化合物５（亚油酸［１１］，２０ｍｇ）、化合物６（十
七－烷醇［１２－１３］，８ｍｇ）。
１．７　单体化合物的抑制肿瘤细胞增殖活性的测定方法

ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞，ＢＴ４７４细胞，Ｔｃａ－８１１３细胞，分
别以每孔调整细胞８０００、７０００、１００００个接种于９６孔培养
板中，２４ｈ后，于９６孔板中加入已配制好的化合物２和化合
物３各１００μＬ，其中每个药物的浓度依次为３．１２５、６．２５０、
１２．５００、２５．０００、５０．０００μｍｏｌ／Ｌ，每组设３个复孔，３次独立重
复试验，后续操作参照“１．５”节，其中 ＩＣ５０用 ＳＰＳＳ１７．０统计
软件进行分析。

２　结果与分析

２．１　戴氏虫草菌丝体不同萃取部位抑制肿瘤细胞增殖的
活性

通过ＭＴＴ法测定了戴氏虫草菌丝体的石油醚、乙酸乙
酯、正丁醇萃取部位不同浓度对乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞
增殖的抑制活性，表１抑瘤活性评价结果提示，与未加药组比
较，石油醚、乙酸乙酯萃取部位均对 ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞有
较明显增殖抑制活性，且在浓度１ｇ／Ｌ时，抑制作用最为明
显，其抑制率分别为（８３．７９±０．４２）％、（７６．８４±１．５５）％。

正丁醇萃取部位对 ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞抑制作用不明显。
随着戴氏虫草菌丝体的石油醚、乙酸乙酯萃取物浓度升高，抑

制作用成剂量相关性。因此对该有效部位所含化学成分进行

系统分离纯化。

表１　戴氏虫草菌丝体萃取部位对乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－４３５

细胞的增殖抑制的活性（ｎ＝３，ｘ±ｓ）

菌丝体萃取部位
质量浓度

（ｇ／Ｌ）
对ＭＤＡ－ＭＢ－４３５
抑制率（％）

石油醚层 ０．０１ －２．７９±３．５２
０．１０ １７．１７±３．８１
１．００ ８３．７９±０．４２

乙酸乙酯层 ０．０１ －３．０１±４．３５
０．１０ １７．３６±３．５９
１．００ ７６．８４±１．５５

正丁醇层 ０．０１ ９．１６±８．２０
０．１０ ０．４５±５．６０
１．００ １４．５４±１．３８

２．２　戴氏虫草菌丝体抑制肿瘤细胞增殖活性部位单体化合
物的结构鉴定

化合物１淡黄色蜡状固体，ＥＩ－ＭＳｍ／ｚ２８２；１Ｈ－ＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：５．３８～５．３１（４Ｈ，ｍ，Ｈ－２，８），２．７９～
２．７６（２Ｈ，ｍ，Ｈ－１１），２．３７～２．３４（２Ｈ，ｍ，Ｈ－２），２．０２（２Ｈ，
ｓ，Ｈ－８），１．６５～１．６２（２Ｈ，ｍ，Ｈ－１４），１．３１～１．２６（１６Ｈ，ｍ，
Ｈ－４～７，Ｈ－１５～１７），０．８９～０．８４（４Ｈ，ｍ，Ｈ－１８）；１３Ｃ－
ＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１３０．５（Ｃ－９），１３０．２（Ｃ－１３），３３．９
（Ｃ－２），３１．５（Ｃ－１６），２９．７～２９．０（５Ｃ，Ｃ４～７，Ｃ－１５），２７．２
（２Ｃ，Ｃ－８，Ｃ－１４），２５．６（Ｃ－１１），２４．７（Ｃ－３），２２．７（Ｃ－
１７），１４．１（Ｃ－１８）。查找文献［４］对比数据，将该化合物鉴
定为反式－１６－十八碳烯酸（图１－Ａ）。

化合物２白色片状结晶（石油醚－乙酸乙酯），易溶于甲
醇；ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ２１１［Ｍ＋Ｎａ］＋，３９９［２Ｍ＋Ｎａ］＋；１Ｈ－ＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：２．１９～２．１６（４Ｈ，ｍ，Ｈ－２，８），１．５１～
１．４８（４Ｈ，ｍ，Ｈ－３，７），１．２４（６Ｈ，ｍ，Ｈ－４，５，６）；１３Ｃ－ＮＭＲ
（１００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：１７７．１（Ｃ－１，９），３４．３（Ｃ－３，７），２９．５
（Ｃ－４，５，６），２５．４（Ｃ－３，７）。查找文献［５－６］对比数据，将
该化合物鉴定为壬二酸（图１－Ｂ）。

化合物３无色针状结晶（氯仿 －甲醇），易溶于氯仿；
ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ４５１［Ｍ＋Ｎａ］＋，８７９［２Ｍ＋Ｎａ］＋；１Ｈ－ＮＭＲ
（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：６．５２（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．４Ｈｚ，Ｈ－７），６．２６
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８．８Ｈｚ，Ｈ－６），５．２１（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８，７．２Ｈｚ，Ｈ－
２３），５．１５（１Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８，７．２Ｈｚ，Ｈ－２２），３．９７（１Ｈ，ｍ，Ｈ－
３），１．００（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝４．４Ｈｚ，Ｈ－２１），０．９１（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝４Ｈｚ，
Ｈ－２８），０．８８（３Ｈ，ｓ，Ｈ－１９），０．８４（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６．４Ｈｚ，Ｈ－
２７），０．８２（３Ｈ，ｓ，Ｈ－１８），０．８１（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝３．６Ｈｚ，Ｈ－２６）；１３

Ｃ－ＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１３５．４（Ｃ－６），１３５．２（Ｃ－２２），
１３２．３（Ｃ－２３），１３０．７（Ｃ－７），８２．１（Ｃ－５），７９．４（Ｃ－８），
６６．４（Ｃ－３），５６．２（Ｃ－１７），５１．６（Ｃ－１４），５１．０（Ｃ－９），
４４５（Ｃ－１３），４２．７（Ｃ－２４），３９．７（Ｃ－２０），３９．３（Ｃ－１２），
３６．９（Ｃ－１０），３６．９（Ｃ－４），３４．７（Ｃ－１），３３．０（Ｃ－２５），
３０１（Ｃ－２），２８．６（Ｃ－１６），２３．４（Ｃ－１１），２０．９（Ｃ－２１），
２０．６（Ｃ－１５），１９．９（Ｃ－２７），１９．６（Ｃ－２６），１８．２（Ｃ－１９），

—５７１—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第５期



１７．５（Ｃ－２８），１２．６（Ｃ－１８）。查找文献［７－８］对比数据，将
该化合物鉴定为５α，８α－麦角甾 －６，２２－二烯 －３β－醇（图
１－Ｃ）。
　　化合物 ４淡黄色油状物，ＥＩ－ＭＳｍ／ｚ：２９４［Ｍ］＋２６３，
２２０，１５０，１０９，９５，８１，７４。根据 ＴＬＣ薄层分析，Ｒｆ值在０．３处
一致，查找文献［９－１０］对比数据，将该化合物鉴定为亚油酸
甲酯（图１－Ｄ）。

化合物５淡黄色油状固体，易溶于氯仿；ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ
２８０；１Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：５．４０～５．３２（４Ｈ，ｍ，Ｈ－
２，８），２．７９～２．７６（２Ｈ，ｍ，Ｈ－１１），２．３７～２．３３（２Ｈ，ｍ，Ｈ－
２），２．０４～２．０６（４Ｈ，ｍ，Ｈ－８，１４），１．３２～１．２６（１４Ｈ，ｍ，Ｈ－
４～７，Ｈ－１５～１７），０．９１～０．８６（４Ｈ，ｍ，Ｈ－１８）；１３Ｃ－ＮＭＲ
（１００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δ：１７９．６（Ｃ－１），１３０．２（Ｃ－９），１３０．２（Ｃ－
１３），１２８．１（Ｃ－１０），１２７．９（Ｃ－１２），３３．９（Ｃ－２），３１．５（Ｃ－
１６），２９．７～２９．０（５Ｃ，Ｃ４～７，Ｃ－１５），２７．２（２Ｃ，Ｃ８，Ｃ－１４），
２５．６（Ｃ－１１），２４．７（Ｃ－３），２２．７（Ｃ－１７），１４．１（Ｃ－１８）。
查找文献［１１］对比数据，将该化合物鉴定为亚油酸
（图１－Ｅ）。　

化合物６白色蜡状固体，易溶于甲醇；ＥＳＩ－ＭＳｍ／ｚ２７９
［Ｍ＋Ｎａ］＋；１Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：０．８８（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝
６．８，Ｈ－１７），１．３１～１．２６（２８Ｈ，ｍ，Ｈ－３，７），１．６１（２Ｈ，ｍ，
Ｈ－１～１６），２．２６（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝７．４Ｈｚ，Ｈ－１）；１３Ｃ－ＮＭＲ
（１００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）δ：３３．１（Ｃ－２），２３．８（Ｃ－１６），１４．６（Ｃ－
１７）。查找文献［１２－１３］对比数据，将该化合物鉴定为十
七－烷醇（图１－Ｆ）。
２．３　戴氏虫草菌丝体单体化合物的抑制肿瘤细胞增殖活性

通过ＭＴＴ法检测从戴氏虫草菌丝体的肿瘤细胞增殖抑
制活性部位中分离得到的小分子化合物：壬二酸（化合物２）
和５α，８α－麦角甾－６，２２－二烯－３β－醇（化合物３）对乳腺
癌ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞、乳腺癌 ＢＴ４７４细胞、舌癌 Ｔｃａ－
８１１３细胞的增殖抑制活性（表２和表３）。结果所示，溶剂对
照组ＤＭＳＯ在０．３％、０．２％、０．１％体积分数时，对肿瘤细胞
无明显增殖抑制活性。化合物２和化合物３对ＭＤＡ－ＭＢ－

４３５细胞、ＢＴ４７４细胞、Ｔｃａ－８１１３细胞有不同程度的抑制活
性。与未加药组相比，具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。其中，化
合物２对舌癌Ｔｃａ－８１１３细胞增殖具有较高的抑制活性，在
浓度３．１２５～５０μｍｏｌ／Ｌ时，呈较好剂量依赖关系，抑制率为
（２．４３±２．０９）％、（１４．８１±０．２０）％、（３０．８１±６．３６）％、
（３８．５６±０．８４）％、（６２．６７８±０．８４）％，ＩＣ５０ 值 为
３１．９０μｍｏｌ／Ｌ；５α，８α－麦角甾 －６，２２－二烯 －３β－醇对乳
腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞和 ＢＴ４７４细胞具有较高的抑制细
胞增殖活性，在浓度３．１２５～５０μｍｏｌ／Ｌ时，呈较好剂量依赖
关系，抑制率分别为（１．１９±０．６２）％、（５．９３±０．７９）％、
（２６．４６±０．７８）％、（５２．８７±０．５６）％、（７１．８３±０．７９）％和

表２　戴氏虫草菌丝体不同单体化合物对不同肿瘤细胞的增殖抑制活性（ｎ＝３，ｘ±ｓ）

细胞株
浓度　　　　　

（μｍｏｌ／Ｌ）　　　　　
抑制率（％）

化合物２ 化合物３ 顺铂

ＭＤＡ－ＭＢ－４３５ ３．１２５ ７．８７８±１．２８ １．１９±０．６２ ３．６４±０．５５
６．２５ １０．５０±１．５２ ５．９３±０．７９ １４．９０±４．３２

１２．５ ２４．２３±０．５６ ２６．４６±０．７８ ２１．２６±０．３６

２５ ２４．８３±０．６０ ５２．８７±０．５６ ３８．５２±０．６２

５０ ３９．５２±１．１３ ７１．８３±０．７９ ４１．７０±１．２１

ＢＴ４７４ ３．１２５ －６．６６±２．２８ －１１．３３±０．９７ ７．３６±０．９３

６．２５ －３０．５９±１．２４ －１３．４１±２．６２ １５．７３±０．７５

１２．５ ０．８７±０．８８ ８．７３±２．５０ １６．９１±０．７１

２５ １．６５±１．８０ ６０．０８±１．６７ ２１．１４±０．８０

５０ ２４．３０±０．６８ ７４．９７±０．４８ ４６．１９±０．３７

Ｔｃａ－８１１３ ３．１２５ ２．４３±２．０９ ５．１５±１．０２ ２７．９６±０．６４

６．２５ １４．８１±０．２０ ６．４７±０．５８５ ２１．３５±１．１７

１２．５ ３０．８１±６．３６ －２８．３７±０．７８ ３０．７２０±１．２３６

２５ ３８．５６±０．８４ １４．３３±０．８５ ４１．７８±０．９３

５０ ６２．６８±０．８４ ６９．７６±０．５９ ５７．６７±０．９２

　　注：“”表示与未加药组对比有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
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表３　戴氏虫草菌丝体不同单体化合物对
不同肿瘤细胞的ＩＣ５０值（ｎ＝３）

细胞株
４８ｈ测试各化合物对不同细胞ＩＣ５０（μｍｏｌ／Ｌ）
化合物２ 化合物３ 顺铂

ＭＤＡ－ＭＢ－４３５ ９２．８２±６．６０ ２５．５７±０．２０ ５７．５５±４．４０
ＢＴ４７４ ７１．００±４．１９ ２６．３１±０．７１ ８１．６７±３．４５
Ｔｃａ８１１３ ３１．９０±１．１５ ４１．７４±０．４１ ４０．９３±０．５１

（－１１．３５±０．９７）％、（－１３．４１±２．６２）％、（８．７３±２．５０）％、
（６０．０８±１．６７）％、（７４．９７±０．４８）％，ＩＣ５０值分别为 ２５．５７、
２６．３１μｍｏｌ／Ｌ。

３　讨论

戴氏虫草是１９９１年由我国学者梁宗琦教授等在贵州省
首次发现、鉴定并命名的虫草真菌。据文献报道，Ｌｉｕ等对戴
氏虫草菌丝体的氯仿萃取部位进行了体外抑瘤活性检测，该

萃取部位对人肺癌Ａ５４９细胞和胃癌ＳＧＣ－７９０１细胞有较显
著的抑制活性［１４］。也有相关文献报道，与戴氏虫草有种属亲

缘关系的蛹虫草的菌丝体乙醇提取物可阻滞人类大肠癌

ＲＫＯ细胞的Ｇ２／Ｍ细胞周期，诱导细胞凋亡
［１５］。多数虫草的

抗肿瘤部位集中在氯仿、醇提取物中，而本研究通过 ＭＴＴ法
对戴氏虫草菌丝体的石油醚、乙酸乙酯、正丁醇萃取部位进行

初步抑制肿瘤细胞增殖活性研究，筛选出石油醚、乙酸乙酯萃

取部位具有抑制肿瘤细胞增殖活性；并通过反复硅胶柱层析

对抑制肿瘤细胞增殖活性部位进行提取、分离和凝胶纯化，共

分离得到６个单体化合物。分别为反式 －１６－十八碳烯酸
（化合物１）、壬二酸（化合物２）、５α，８α－麦角甾 －６，２２－二
烯－３β－醇（化合物３）、亚油酸甲酯（化合物４）、亚油酸（化
合物５）和十七－烷醇（化合物６）。李小刚等在戴氏虫草［１６］、

王刚等在蛹虫草［１７］中也检测到化合物３的存在；在东北天南
星［１８］和三叶青［１９］中也检测到化合物２的存在；在商陆［２０］和

甘蔗叶［２１］中也检测到化合物４的存在；在北虫草中［２２］也检

测到化合物５的存在；在粉条儿菜［１２］和天山雪莲［１３］中也检

测到化合物６的存在，查阅中外文献，未发现化合物１、２、４、
５、６在戴氏虫草菌丝体中分离得到。因此，除５α，８α－麦角
甾－６，２２－二烯 －３β－醇外，其余５种单体化合物是首次在
戴氏虫草菌丝体中发现和鉴定。

从海洋链格孢属真菌 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．ＭＮＰ８０１菌体中曾分
离到化合物３，并表明该化合物对肺癌 Ｈ４６０细胞、大鼠肾上
腺嗜铬细胞瘤ＰＣ１２细胞、淋巴癌Ｕ９７３细胞具有强的抑制活
性，其ＩＣ５０值分别为１１９．７７、２０．３３、３４．１１μｍｏｌ／Ｌ

［２３］；在鲍姆

氏层孔菌Ｐｈｅｌｌｉｎｕｓｂａｕｍｉｉ子实体中也分离到该化合物，对慢
性骨髓性白血病 Ｋ５６２细胞具有抑制活性，其 ＩＣ５０值为
１６４．９μｍｏｌ／Ｌ［２４］。本研究通过 ＭＴＴ方法测定５α，８α－麦角
甾－６，２２－二烯－３β－醇对乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞、乳
腺癌ＢＴ４７４细胞、舌癌Ｔｃａ－８１１３细胞的增殖抑制活性，结果
表明该化合物对３株癌细胞具有一定的增殖抑制活性，其中，
该化合物对 ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞和 ＢＴ４７４细胞抑制作用较
为明显，ＩＣ５０分别为（２５．５７±０．２０）、（２６．３１±０．７１）μｍｏｌ／Ｌ。

另有相关报道显示，化合物２在一定浓度范围内对小鼠
和人黑色素瘤细胞的增殖和细胞活力的抑制作用呈剂量和时

间依赖性，其机制是抑制肿瘤的ＤＮＡ合成和纤维蛋白溶酶原

激活物活性，引起线粒体肿胀和空泡［２５］。从壬二酸（ＡＡ）结
构修饰得到二乙基壬二酸酯（ＤＡ）和壬二酸 －β－环糊精复
合物（ＡＡＣＤ），以长春新碱作为阳性对照，采用 ＭＴＴ法比较
ＡＡ、ＤＡ、ＡＡＣＤ对宫颈癌细胞（ＨｅＬａ），口腔表皮样癌 ＫＢ细
胞和鼠黑色素瘤Ｂ１６Ｆ１０细胞的抗增殖活性，结果表明ＡＡ抗
癌效率低于长春新碱，并且 ＤＡ和 ＡＡＣＤ比 ＡＡ抑制癌细胞
更有效［２６］。本研究通过 ＭＴＴ方法测定壬二酸对乳腺癌
ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞、乳腺癌 ＢＴ４７４细胞、舌癌 Ｔｃａ－８１１３
细胞的增殖抑制活性，结果表明壬二酸对３株癌细胞具有一
定的增殖抑制活性，其中，该化合物对Ｔｃａ－８１１３细胞抑制作
用较为明显，其ＩＣ５０为（３１．９０±１．１５）μｍｏｌ／Ｌ。

在抑制肿瘤细胞增殖活性试验中，戴氏虫草菌丝体来源

的单体化合物２和化合物３对乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－４３５细胞、
乳腺癌ＢＴ４７４细胞、舌癌 Ｔｃａ－８１１３细胞有一定的抑制细胞
增殖活性，说明化合物２和化合物３有可能是戴氏虫草菌丝
体抗肿瘤的重要物质基础，可能具有潜在的抗癌药物开发价

值，其抑瘤机制和其余几种单体化合物的作用还有待进一步

研究。
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油橄榄果渣多酚分离纯化及抗氧化活性

谢碧秀１，马建英１，杨泽身２，向亚楠１，陈明霜１

（１．眉山职业技术学院，四川眉山６２００２０；２．凉山州中泽新技术开发有限责任公司，四川西昌 ６１５０００）

　　摘要：研究了６种大孔树脂对油橄榄果渣多酚的吸附性能，筛选出最佳树脂为ＸＡＤ－１６，进一步对油橄榄果渣多
酚的分离纯化工艺进行了优化。最佳工艺为 ｐＨ值 ４的油橄榄果渣多酚提取液浓度为 ０．３ｍｇ／ｍＬ，上样流速为
２ＢＶ／ｈ，洗脱剂乙醇体积分数为８０％，洗脱量为３ＢＶ。对纯化后的油橄榄果渣多酚抗氧化活性进行了研究，结果表
明，油橄榄果渣多酚具有较强的还原能力，对超氧阴离子自由基、亚硝酸盐具有良好的清除能力。

　　关键词：油橄榄果渣；多酚；纯化；抗氧化
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作者简介：谢碧秀（１９８２—），女，四川资阳人，硕士，讲师，主要从事果
蔬加工方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉｅｂｉｘｉｕ＠１６３．ｃｏｍ。

　　油橄榄（ＯｌｅａｅｕｒｏｐａｅａＬ．）主产地中海区域，为著名亚热
带木本油料兼果用树种，栽培品种含丰富优质食用植物

油———橄榄油［１］，享有植物油皇后的美誉［２］。自２０世纪６０
年代起，油橄榄开始在中国引种，其中，甘肃省陇南市武都区

是目前全国最大的油橄榄种植基地［３］。油橄榄榨油后的果

渣、废水等生产副产物虽然富含多酚、苦苷等活性物质，但综

合利用还有待开发。多酚类化合物广泛存在于许多植物中，

研究证实，油橄榄多酚对 ＤＰＰＨ自由基和羟基自由基都具有
一定的清除能力［４－５］。国内关于油橄榄果渣、叶片、果实中多

酚提取方法的研究已有较多报道［４－１０］，但很少看到关于油橄

榄果渣中多酚类物质分离纯化的报道。在前期油橄榄多酚提

取方法研究的基础上，使用大孔树脂对提取液进行了分离纯

化，进一步分析了油橄榄果渣多酚的抗氧化活性。

１　材料与方法

１．１　试验材料
油橄榄果渣由凉山州中泽新技术开发有限责任公司提

供，果实经榨油脱水后产生的果渣立即装袋，真空包装，

－２０℃ 条件下保藏备用。
１．２　试剂与仪器

试剂：蒸馏水；正己烷、无水乙醇、碳酸钠、Ｆｏｌｉｎ－
Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ试剂等均为分析纯，四川成都市科龙化工试剂厂；没
食子酸标品，中国医药上海化学试剂公司；大孔吸附树脂

ＸＡＤ－７ＨＰ、ＸＡＤ－１６，罗门哈斯公司；大孔吸附树脂 ＡＢ－８、
ＨＰＤ－２００、ＨＰ－２０、Ｄ１０１，四川成都市科龙化工试剂厂。

仪器：ＵＶ－１８０００紫外可见分光光度仪，翱艺仪器（上
海）有限公司；ＳＢ－５２００超声波清洗仪，宁波新艺生物科技股
份有限公司；ＡＴＬ－１２４分析天平，德国赛多利斯集团；ＤＵＧ－
９２４ＧＡ电热恒温鼓风干燥箱，上海精宏实验设备有限公司；
ＲＥ－６０００Ａ旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；玻璃层析柱，
１６ｍｍ×３０ｍｍ；ＨＬ－２恒流泵，上海青浦沪西仪器厂。
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