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　　摘要：拟研究中国蜂胶水提取物（Ｃｈｉｎｅｓｅｐｒｏｐｏｌｉｓｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔ，简称ＣＰＷＥ）及其分离纯化的１１种化学成分（咖啡
酸、阿魏酸、异阿魏酸、３，４－二甲氧基肉桂酸、短叶松素、咖啡酸苄酯、咖啡酸苯乙酯、芹菜素、松属素、白杨素、高良姜
素）对神经胶质瘤细胞（Ｕ８７和Ｕ１７２）的细胞毒性。将正常培养的神经胶质瘤细胞（Ｕ８７和Ｕ１７２）经不同浓度的蜂胶
提取物（２５、５０、１００ｍｇ／Ｌ）及其分离纯化的１１种化学成分（４０、８０、１６０μｍｏｌ／Ｌ）分别处理２４、４８ｈ，在倒置显微镜下观
察其细胞形态，用磺酰罗丹明Ｂ（ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅＢ，简称ＳＲＢ）比色法检测细胞存活率。结果表明，咖啡酸、阿魏酸、异
阿魏酸、３，４－二甲氧基肉桂酸对神经胶质瘤细胞均没有细胞毒性；短叶松素、咖啡酸苄酯、咖啡酸苯乙酯、芹菜素、松
属素、白杨素、高良姜素明显抑制神经胶质瘤细胞的增殖。由结果可知，中国蜂胶水提物的抗肿瘤功效成分主要是黄

酮类化合物和酯类化合物。
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　　蜂胶是西方蜜蜂采集植物树脂并混入唾液腺分泌物后经
加工咀嚼而成的一种树脂状物质。蜂胶作为一种重要的蜂产

品，已有研究表明其具有丰富而独特的生物活性物质，具有抗

细菌、抗病毒、抗炎症、抗肿瘤、抗真菌等作用［１－５］。目前，从

蜂胶中鉴定出的化学组分多达２０多类、３００多种，主要包括
黄酮类、酚酸类、萜烯酸、类固醇类、氨基酸类［６－８］等物质。蜂

胶易溶于有机溶剂，目前对中国蜂胶乙醇提取物（ｅｔｈａｎｏｌ
ｅｘｔｒａｃｔｏｆＣｈｉｎｅｓｅｐｒｏｐｏｌｉｓ，简称ＥＥＣＰ）的研究比较深入，对中
国蜂胶水提物（Ｃｈｉｎｅｓｅｐｒｏｐｏｌｉｓｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔ，简称 ＣＰＷＥ）的
研究较少。中国蜂胶水提物不仅可以避免有机溶剂对动物产

生的有害作用［９］，而且有研究发现，中国蜂胶水提物有较好

的生物活性，具有非常好的应用价值，正越来越来得到人们的

重视［１０］。

本研究使用的中国蜂胶水提物是通过制备高效液相色谱

（ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简 称
ＰＨＰＬＣ）和大孔吸附树脂（ｍａｃｒｏｐｒｏｕｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒｅｓｉｎ，简称
ＭＡＲ）的方法，分离纯化出１１种化学成分（咖啡酸、阿魏酸、
异阿魏酸、３，４－二甲氧基肉桂酸、短叶松素、咖啡酸苄酯、咖
啡酸苯乙酯、芹菜素、松属素、白杨素、高良姜素）［１１］。通过磺

酰罗丹明Ｂ（ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅＢ，简称 ＳＲＢ）法检测 ＣＰＷＥ及其
分离纯化的１１种化学成分对神经胶质瘤细胞（Ｕ８７和Ｕ１７２）
的影响，以期发现蜂胶水提物的抗肿瘤功效成分，为蜂胶水提

物的应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
中国蜂胶产自山东省，胶源植物主要为杨树；巴西绿胶取

自巴西ＭｉｎａｓＧｅｒａｉｓ州，主要植物来源为酒神菊属。主要试
剂有 ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胰酶、磺酰罗丹明 Ｂ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；细胞
培养皿、９６孔板（美国 Ｆａｌｃｏｎ公司）；三羟甲基氨基甲烷
［Ｔｒｉｓ，生工生物工程（上海）股份有限公司］。其他试剂均为
分析纯。

中国蜂胶水提物和中国蜂胶乙酸乙酯提取物（ｅｔｈｙｌ
ａｃｅｔａｔｅｅｘｔｒａｃｔｏｆＣｈｉｎｅｓｅｐｒｏｐｏｌｉｓ，简称 ＥＡＥＰ）从中国蜂胶中
分离、提纯，并经紫外光谱（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ－ｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒｕｍ，简称
ＵＶ）和核磁共振（ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，简称 ＮＭＲ）鉴
定，纯度为９８％以上［１１］。Ｕ８７和 Ｕ１７２细胞由本试验所在实
验室保存。

１．２　主要仪器
ＨｅａｌＦｏｒｃｅ生物安全柜、ＨｅａｌＦｏｒｃｅＣＯ２培养箱，力康生

物医疗科技控股有限公司；ＴＥ２０００Ｓ倒置荧光显微镜，日本
Ｎｉｋｏｎ公司；ＭＫ３酶标仪，芬兰雷勃公司；ＡＲ２１４０电子分析天
平，美国奥豪斯公司；Ｍｉｌｌｉ－ＱＳｙｎｔｈｅｓｉｓ超纯水系统，美国密
理博公司。

１．３　试验方法
１．３．１　蜂胶中主要组分的制备　（１）提取。依次以水、乙酸
乙酯为溶剂对蜂胶中的主要化学成分进行提取，其中水提取

物中富含酚酸及其酯，乙酸乙酯提取物中富含黄酮。

（２）粗分离。利用各种色谱技术对蜂胶提取物进行粗分
离，水提取物和乙酸乙酯提取物可以分别使用大孔吸附树脂

及聚酰胺实现粗分离。通过对试验参数（如树脂的类型、上

样量、流动相的组成、流速等）进行优化，建立最佳试验方案。
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（３）进一步分离与纯化。利用各种色谱技术（超临界流
体色谱、制备型高效液相色谱）对蜂胶中多酚类物质的制备

型分离纯化方法进行研究，对试验参数（如固定相的种类、流

动相的组成、流速、温度、压力、上样量等）进行优化，建立绿

色环保、高效快速的分离纯化方法。

（４）结构鉴定。利用Ｘ射线单晶衍射、核磁共振、高效液
相色谱－质谱联用（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，简称 ＨＰＬＣ－ＭＳ）、红外光谱（ｉｎｆｒａ－ｒｅｄ
ｓｐｅｃｔｒｕｍ，简称ＩＲ）、紫外光谱等多种鉴定手段对分离得到的
化合物进行结构鉴定，以阐明蜂胶中的主要化学组成。蜂胶

主要成分的色谱结果见图１。

１．３．２　细胞的培养　Ｕ８７和 Ｕ１７２细胞培养在添加１０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ培养基中。孵育在含有５％ ＣＯ２、３７℃、饱
和湿度ＣＯ２培养箱中。在倒置相差显微镜下观察细胞形态。
１．３．３　细胞存活率的测定　将处于对数生长期的细胞按
４０００个／孔 种植到９６孔板中，于３７℃、５％ ＣＯ２条件下孵
育，待肿瘤细胞长到６０％以上，除正常组外，将所有处理组分
别经不同浓度的中国蜂胶乙醇提取物、巴西绿胶乙醇提取物、

中国蜂胶水提取物、中国蜂胶乙酸乙酯提取物（２５、５０、
１００ｍｇ／Ｌ）及中国蜂胶水提取物分离纯化的１１种化学成分
（４０、８０、１６０μｍｏｌ／Ｌ）分别处理２４、４８ｈ后，弃细胞培养液，用
１０％三氯乙酸于４℃固定１ｈ，然后用 ＳＲＢ染色１０ｍｉｎ，晾
干，用１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ碱溶解，在４９２ｎｍ处测吸光度。细胞
存活率计算公式如下：

细胞存活率＝［Ｄ４９２ｎｍ（处理）／Ｄ４９２ｎｍ（对照）］×１００％。
１．４　数据统计

用ＳＰＳＳｖ１１．５软件包进行统计分析。计量资料以“均
值±标准差（ｘ±ｓ）”表示，采用 ｔ检验进行统计学分析，Ｐ＜
０．０５为差异显著。

２　结果与分析

２．１　不同浓度中国蜂胶水提物中４种酸类化学成分对 Ｕ８７
和Ｕ１７２细胞存活率的影响

由图２可以看出，不同浓度的中国蜂胶水提物中４种酸
类化学成分对Ｕ８７和Ｕ１７２细胞均没有细胞毒性。

２．２　不同浓度的中国蜂胶水提物中５种黄酮类化学成分对
Ｕ８７和Ｕ１７２细胞存活率的影响

由图３可以看出，不同浓度的中国蜂胶水提物中５种黄
酮类化学成分对 Ｕ８７和 Ｕ１７２的细胞活性不同。芹菜素对
Ｕ８７和Ｕ１７２细胞的抑制效果最强，４８ｈ时１６０μｍｏｌ／Ｌ芹菜
素抑制率均达到５５％以上，短叶松素抑制效果最弱，４８ｈ时

１６０μｍｏｌ／Ｌ芹菜素抑制率仅为９．４％左右。
２．３　不同浓度的中国蜂胶水提物中 ２种酯类化学成分对
Ｕ８７和Ｕ１７２细胞存活率的影响

由图４可以看出，不同浓度的中国蜂胶水提物中２种酯
类化学成分对Ｕ８７和Ｕ１７２的细胞活性不同。咖啡酸苯乙酯
（ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄｐｈｅｎｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，简称ＣＡＰＥ）对细胞的抑制效果更
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强，４８ｈ时１６０μｍｏｌ／Ｌ对Ｕ１７２细胞的抑制率达到７９．３％。
２．４　不同浓度的中国蜂胶水提物、乙醇提取物与乙酸乙酯提
取物，巴西蜂胶乙醇提取物（ＥＥＢＰ）对 Ｕ１７２细胞存活率的
影响

由图５可以看出，在不同浓度的 ＣＰＷＥ处理下，ＥＥＢＰ和

ＥＥＣＰ对 Ｕ８７和 Ｕ１７２的细胞活性不同。ＥＥＢＰ对 Ｕ８７和
Ｕ１７２细胞基本没有细胞毒性。中国蜂胶乙酸乙酯提取物和
乙醇提取物只有当浓度高于５０ｍｇ／Ｌ时，才显著抑制 Ｕ８７和
Ｕ１７２细胞增殖，并且具有明显的时间依赖性。
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３　讨论

蜂胶是西方蜜蜂采集植物树脂加工而成的一种黏稠物

质，具有多种药理学活性，长期在民间得以应用。但是目前蜂

胶应用中最大的困难就是药效不稳定、药效物质基础不明确。

本试验通过对蜂胶水提物中１１种组分的抗肿瘤活性研究发
现，蜂胶中发挥抗肿瘤活性的物质基础主要为咖啡酸苯乙酯

和一系列由黄酮类化合物构成的活性成分群，蜂胶中的有机

酸类化合物抗肿瘤效果相对较弱，而蜂胶中具体发挥生物活

性作用的活性成分群需要进一步发掘、研究。

不同提取方法会影响蜂胶的抗肿瘤功效，蜂胶在水中溶

解度较低，因而蜂胶水提物的抗肿瘤功效较弱；蜂胶易溶于有

机溶剂，因而蜂胶乙醇提取物和乙酸乙酯提取物均具有较好

的抗肿瘤功效。

不同地区蜂胶植物来源不同，决定了蜂胶的化学成分不

同，中国杨树型蜂胶主要成分为酚酸类和黄酮类化合物，而巴

西蜂胶主要为香豆酸类，由于化学组分不同，中国蜂胶乙醇提

取物和巴西蜂胶乙醇提取物抗肿瘤功效不同，巴西蜂胶抗肿

瘤功效较弱。
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