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石油醚萃取物抗肿瘤活性组分筛选

都　君１，张　红１，陈　屏１

（吉林农业大学教育部食药用菌工程研究中心，吉林长春１３０１１８）

　　摘要：为了分析血红铆钉菇子实体的化学成分并对其石油醚萃取物进行抗肿瘤活性筛选。试验采用气相色谱 －
质谱联用法（ＧＣ－ＭＳ），通过硅胶柱层析对石油醚萃取物进行组分分离，采用 ＣＣＫ－８法测定各组分对人肺癌细胞
（ＮＣＩ－Ｈ４６０）和人胃癌细胞（ＳＧＣ－７９０１）的增殖抑制作用。结果表明，从血红铆钉菇子实体中共鉴定出６０个化合
物，占提取物总量的９６．０７４％。主要以烷烃类、醛酮类、酯类、脂肪酸类为主，分别占１３．５０３％、１７．３１７％、１７．７７７％、
２５．７３８％。石油醚萃取物经硅胶柱层析分离共得８个组分（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ），其中组分（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｈ）对人肺癌细
胞（ＮＣＩ－Ｈ４６０）有增殖抑制作用，组分（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｆ、Ｈ）对人胃癌细胞（ＳＧＣ－７９０１）有增殖抑制作用，并均呈浓度依赖
性。组分（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｈ）对人肺癌细胞（ＮＣＩ－Ｈ４６０）的ＩＣ５０分别为７９０．４６、８４２．０５、８７６．１２、１４７９．５５μｇ／ｍＬ，组分（Ａ、Ｂ、

Ｃ、Ｆ、Ｈ）对人胃癌细胞（ＳＧＣ－７９０１）的ＩＣ５０分别为６１９．２９、４６５．４５、１１３７．８８、１０９６．１１、７５４．４８μｇ／ｍＬ。说明通过对血

红铆钉菇子实体ＧＣ－ＭＳ分析及抗肿瘤活性筛选，石油醚萃取物组分（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｆ、Ｈ）具有一定的抗肿瘤活性，可能含
有抗肿瘤活性的单体化合物。
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　　血红铆钉菇［Ｃｈｒｏｏｇｏｍｐｈｕｓｒｕｔｉｌｕｓ（Ｓｃｈａｅｆｆ．）Ｏ．Ｋ．
Ｍｉｌｌ．］属担子菌亚门牛肝菌目铆钉菇科（Ｇｏｍｐｈｉｄｉａｃｅａｅ）铆钉
菇属（Ｃｈｒｏｏｇｏｍｐｈｕｓ），分布于中国（吉林、黑龙江、辽宁、河北、
山西、云南、四川、西藏、广东、湖南等地区）、日本、欧洲及北

美等地［１］，主要生长于北温带［２］。其子实体呈铆钉状且菌肉

为酒红色，故名血红铆钉菇。在我国东北地区俗称松树伞、松

蘑、红蘑、松树钉、肉蘑、鸡血蘑［３］，其营养价值极高，深受人

们喜爱，是现今仍不能人工驯养的野生食用菌珍品［４］。此

外，血红铆钉菇具有很好的药理活性，具有神经元保护作用，

抗氧化、抗病原菌作用，促生长等功效，还具有降血糖和抗癌

等作用［５－６］。因此，血红铆钉菇具有很大的开发价值。本试

验通过气相色谱－质谱技术对血红铆钉菇化学成分进行分析
研究及抗肿瘤活性的筛选，为血红铆钉菇的进一步开发利用

提供依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
试验于吉林农业大学教育部食药用菌工程研究中心

（２０１５年１２月至２０１７年１２月）进行。血红铆钉菇干品由吉

林农业大学中药材学院包海鹰教授鉴定。

气相色谱－质谱联用仪，旋转蒸发仪 ＲＥ－５２１０（上海亚
荣生化仪器厂），循环水式多用真空泵Ｓ－Ｂ９５Ａ（湖南省巩义
市英峪仪器厂）、电子天平 ＡＬ－１０４［梅特勒 －托利多仪器
（上海）有限公司］、恒温水浴锅 ＨＨ４（金坛市江南仪器厂）、
ＣＯ２培养箱 ＢＰＮ－８０ＣＨ型（上海一恒科学仪器有限公司）、
６８０型酶联免疫酶标仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）、离心机ＴＤ４ＺＷＳ
（上海安亭科学仪器制造厂）、ＸＤ－１０１型倒置显微镜（南京
江南永新光学有限公司）。

细胞增殖和细胞毒性试剂盒 ＣＣＫ－８（广州贝博生物科
技有限公司）、０．２５％胰蛋白酶（上海索莱宝生物科技有限公
司）、乙醇和石油醚（分析级，北京化工厂）。

１．２　试验方法
１．２．１　气相色谱 －质谱分析条件　（１）气相色谱条件。色
谱柱：ＤＢ－５型石英毛细管柱（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５ｎｍ）；
升温程序：起始温度８℃，升温速率１℃／ｍｉｎ，升温至１５℃，
升温速率至 ３℃／ｍｉｎ，升温达到 ２５０℃，升温速率达到
１０℃／ｍｉｎ，待温度升高到 ２８０℃时持续 ５ｍｉｎ；氮气流速为
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；分流比为５０∶１。（２）质谱条件。质量扫描范
围：质荷比２０～８８０；电子轰击离子源；电子能为７０ｅＶ；电压
为０．７５ｋＶ；电子源温度为２℃。
１．２．２　ＣＣＫ－８法抗肿瘤活性组分筛选　（１）样品制备　血
红铆钉菇干品粉碎，９５％乙醇按１∶４（体积分数）量回流提取
２次，每次３ｈ，合并提取液，减压浓缩得乙醇浸膏。乙醇浸膏
挥干后加蒸馏水混悬，加入石油醚按１∶１（体积分数）量萃
取，石油醚萃取物减压浓缩得石油醚浸膏。将石油醚浸膏用

丙酮溶解，与硅胶（１００～２００目）按１∶２伴样，干法上硅胶柱
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（７３ｍｍ×３０５ｍｍ），流动相为石油醚 －乙酸乙酯［Ａ（９∶１）、
Ｂ（８∶２）、Ｃ（７∶３）］，四氯甲烷－甲醇［Ｄ（１０∶０）、Ｅ（９∶１）、
Ｆ（８∶２）、Ｇ（７∶３）、Ｈ（０∶１０）］，合并相同比例组分，减压浓
缩，共得８个组分（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ）。（２）抗肿瘤活性筛
选　采用ＣＣＫ－８法，以人肺癌细胞（ＮＣＩ－Ｈ４６０）和人胃癌
细胞（ＳＧＣ－７９０１）为受试对象。取２种细胞的对数生长期细
胞，用０．２５％的胰蛋白酶消化，计数，分别配成细胞悬液接种
于９６孔培养板中，每孔加细胞悬液１００μＬ（细胞密度分别为
６．００×１０３、３．２５×１０４个／ｍＬ），置３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度
的培养箱中培养。２４ｈ后试验组分别加入配制好的８个组分
（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ）１０μＬ，浓度梯度分别为４００．００００、
２００．００００、１００．００００、５０．００００、２５．００００、１２．５０００、６．２５００、
３．１２５０、１．５６２５μｇ／ｍＬ。每个梯度设６个重复。空白组为
１００μＬ培养液，对照组为１００μＬ细胞。置３７℃、５％ＣＯ２、饱
和湿度的培养箱中继续培养。２４ｈ后，每孔加入 １０μＬ

ＣＣＫ－８试剂盒，培养３ｈ后，用海标仪在４５０ｎｍ波长下测定
Ｄ值。抑制率计算公式为抑制率＝１－［（实验组－空白组）／
（对照组－空白组）］×１００％。

２　结果与分析

２．１　血红铆钉菇子实体ＧＣ－ＭＳ分析结果
　　对血红铆钉菇子实体进行 ＧＣ－ＭＳ分析，其总离子流图
如图１所示，通过ＮＩＳＴ库进行自动检索与标准物质谱图进行
对比分析，并结合质谱裂解规律确定其化学成分。从血红铆

钉菇子实体中分析出６０个化合物（表１），且以烃类，醛酮类、
酯类、脂肪酸类为主，分别占１３．５０３％、１７．３１７％、１７．７７７％、
２５．７３８％，占检识出总量７４．３３５％。血红铆钉菇子实体中以
脂肪酸为主要成分，含量较多的是正戊酸（１１．２３６％）、十六
烷酸（４．０２０％）、十四烷酸（２．０５５％）、十五烷酸（１．３８８％）。

表１　血红铆钉菇ＧＣ－ＭＳ挥发性组分分析

峰号
保留时间

（ｍｉｎ） 中文名 英文名 分子式
含量

（％）
１ ４．５６７ 异戊醛 ３－ｍｅｔｈｙｌｂｕｔａｎａｌ Ｃ５Ｈ１０Ｏ １．００１
２ ５．０１７ ３－丁烯－２－酮 ｍｅｔｈｙｌｖｉｎｙｌｋｅｔｏｎｅ Ｃ４Ｈ６Ｏ ０．１８３
３ ５．３３２ ２，３－丁二酮 ２，３－ｂｕｔａｎｅｄｉｏｎｅ Ｃ４Ｈ６Ｏ２ ０．１４１
４ ９．２３４ 乙酰基环已烯 １－（１－ｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎ－１－ｙｌ）－１－ｅｔｈａｎｏｎｅ Ｃ８Ｈ１２Ｏ ０．０４８
５ ９．７９８ ４－甲基－３－戊烯醛 ４－ｍｅｔｈｙｌ－３－ｐｅｎｔｅｎｅ－１－ｏｎｅ Ｃ６Ｈ１０Ｏ ０．１２２
６ １０．４５７ ２－丁酮 ２－ｂｕｔａｎｏｎｅ Ｃ４Ｈ８Ｏ ０．２８５
７ １２．０２６ ３－甲基－２－丁烯醛 ３－ｍｅｔｈｙｌ－２－ｂｕｔｅｎａｌ Ｃ５Ｈ８Ｏ ０．２５６
８ １２．３７９ １－烯丙基环己烯 １－（２－ｐｒｏｐｅｎｙｌ）－ｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎｅ Ｃ９Ｈ１４ ０．３１８
９ １２．８８６ ２，７－二甲基氧杂卓 ２，７－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－ｏｘｅｐｉｎｅ Ｃ８Ｈ１０Ｏ ０．７２６

１０ １４．３０１ ３－亚甲基－１，１－二甲基－２－
乙烯基环己烷

２－ｅｔｈｅｎｙｌ－１，１－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－３－ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ－ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ Ｃ１１Ｈ１８ ０．４４６

１１ １５．０６６ 甲基庚烯酮 ６－ｍｅｔｈｙｌ－５－ｈｅｐｔｅｎ－２－ｏｎｅ Ｃ８Ｈ１４Ｏ ２．８３５
１２ １６．３２９ 正十四烷 ｔｅｔｒａｄｅｃａｎｅ Ｃ１４Ｈ３０ ０．６８４
１３ １７．０３６ 冰醋酸 ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ Ｃ２Ｈ４Ｏ２ ３．９５９
１４ １７．４２８ 乙酰氧基－２－丙酮 ａｃｅｔｏｘｙ－２－ｐｒｏｐａｎｏｎｅ Ｃ５Ｈ８Ｏ３ ０．２５８
１５ １７．５７２ 呋喃甲醛 ｆｕｒｆｕｒｏｌ Ｃ５Ｈ４Ｏ２ ０．４２７
１６ １７．９８３ 正十五烷 ｐｅｎｔａｄｅｃａｎｅ Ｃ１５Ｈ３２ ０．７８５
１７ １８．０３１ Ｅ－９－十四碳－１－醇 （Ｅ）－９－ｔｅｔｒａｄｅｃｅｎ－１－ｏｌ Ｃ１４Ｈ２８Ｏ ０．８００
１８ １８．６２３ 苯甲醛 ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ Ｃ７Ｈ６Ｏ １．１９０
１９ １９．３７９ 正十六烷 ｈｅｘａｄｅｃａｎｅ Ｃ１６Ｈ３４ ２．０５９
２０ １９．４９４ 反式石竹烯 ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ Ｃ１５Ｈ２４ ０．４３８
２１ １９．５７０ １－（２－甲基－１－环戊烯基）乙酮 １－（２－ｍｅｔｈｙｌ－１－ｃｙｃｌｏｐｅｎｔｅｎ－１－ｙｌ）－ｅｔｈａｎｏｎｅ Ｃ８Ｈ１２Ｏ ３．０８１

２２ ２０．２０１ （Ｅ）－β－金合欢烯 （Ｅ）－７，１１－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－３－ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ－１，６，
１０－ｄｏｄｅｃａｔｒｉｅｎｅ

Ｃ１５Ｈ２４ １．４８４
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　续表１

峰号 保留时间 中文名 英文名 分子式
含量

（％）

２３ ２０．３３５ ２，６，１０，１４－四甲基十五烷 ２，６，１０，１４－ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ－ｐｅｎｔａｄｅｃａｎｅ Ｃ１９Ｈ４０ １．２２３
２４ ２０．６７９ 正十七烷 ｈｅｐｔａｄｅｃａｎｅ Ｃ１７Ｈ３６ ２．５９４

２５ ２０．８９９ ２，６－二甲基 －６－（４－甲基 －３－戊烯
基）双环［３．１．１］庚－２－烯

２，６－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－６－（４－ｍｅｔｈｙｌ－３－ｐｅｎｔｅｎｙｌ）ｂｉｃｙｃｌｏ
［３．１．１］ｈｅｐｔ－２－ｅｎｅ

Ｃ１５Ｈ２４ ０．８００

２６ ２１．１７６ （Ｚ，Ｅ）－３，７，１１－三甲基 －１，３，６，１０－
十二碳四烯

（Ｚ，Ｅ） － ３，７，１１ － ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ－ １，３，６，
１０－ｄｏｄｅｃａｔｅｔｒａｅｎｅ

Ｃ１５Ｈ２４ １．９００

２７ ２１．２７２ ９－（１－甲基亚乙基）－１，５－环十一碳二烯 ９－（１－ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌｉｄｅｎｅ）－１，５－ｃｙｃｌｏｕｎｄｅｃａｄｉｅｎｅ Ｃ１４Ｈ２２ ０．７１５
２８ ２１．４８２ （Ｅ）－３，７－二甲基－２，６－辛二烯醛 （Ｅ）－３，７－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－２，６－ｏｃｔａｄｉｅｎａｌ Ｃ１０Ｈ１６Ｏ ０．９１７

２９ ２１．５６９ ６－异亚丙基 －１－甲基 －二环［３．１．０］
己烷

６－ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｉｄｅｎｅ－１－ｍｅｔｈｙｌ－ｂｉｃｙｃｌｏ［３．１．０］ｈｅｘａｎｅ Ｃ１０Ｈ１６ ２．３５５

３０ ２１．８１７ 植烷 ２，６，１０，１４－ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ－ｈｅｘａｄｅｃａｎｅ Ｃ２０Ｈ４２ １．７４０
３１ ２１．８８４ 正十八烷 ｏｃｔａｄｅｃａｎｅ Ｃ１８Ｈ３８ ０．８３７

３２ ２２．２４７ （Ｅ）－３－（４，８－二甲基 －３，７－壬二烯
基）呋喃

（Ｅ）－３－（４，８－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－３，７－ｎｏｎａｄｉｅｎｙｌ）－ｆｕｒａｎ Ｃ１５Ｈ２２Ｏ １．２２９

３３ ２２．５２５ 正戊酸 ｖａｌｅｒｉｃａｃｉｄ Ｃ５Ｈ１０Ｏ２ １１．２３６
３４ ２２．７０６ ６，１０－二甲基－５，９－十一双烯－２－酮 ６，１０－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－５，９－ｕｎｄｅｃａｄｉｅｎ－２－ｏｎｅ Ｃ１３Ｈ２２Ｏ ０．７８９
３５ ２２．８３１ ７，１１－二甲基十二－２，６，１０－三烯－１－醇 ７，１１－ｄｉｍｅｔｈｙｌｄｏｄｅｃａ－２，６，１０－ｔｒｉｅｎ－１－ｏｌ Ｃ１４Ｈ２４Ｏ １．０４３

３６ ２３．３１８ （６Ｅ）－２，６－二甲基－８－（３－甲基－
２－呋喃）－２，６－辛烯

（６Ｅ）－２，６－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－８－（３－ｍｅｔｈｙｌ－２－ｆｕｒｙｌ）－
２，６－ｏｃｔａｄｉｅｎｅ

Ｃ１５Ｈ２２Ｏ ０．９２５

３７ ２３．５１０ 黑蚁素 （Ｅ）－３－（４，８－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－３，７－ｎｏｎａｄｉｅｎｙｌ）－ｆｕｒａｎ Ｃ１５Ｈ２２Ｏ ０．８０８
３８ ２３．８０６ 环氧化蛇麻烯 ｈｕｍｕｌｅｎｅｏｘｉｄｅＩＩ Ｃ１５Ｈ２４Ｏ ０．９９７
３９ ２４．０６４ １０－十三烯醋酸酯 Ｚ－１０－ｔｅｔｒａｄｅｃｅｎ－１－ｏｌａｃｅｔａｔｅ Ｃ１６Ｈ３０Ｏ２ ２．８４４
４０ ２４．６１９ （Ｚ）－ψ－紫罗兰酮 （Ｚ）－ψ－ｉｏｎｏｎｅ Ｃ１３Ｈ２０Ｏ ０．７４２
４１ ２４．８８７ 顺式－８，１１，１４－二十碳三烯酸甲酯 ｃｉｓ－８，１１，１４－ｅｉｃｏｓａｔｒｉｅｎｏｉｃａｃｉｄｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ Ｃ２１Ｈ３６Ｏ２ １．９２８

４２ ２５．７９５ ３，７，１１－三甲基－１，６，１０－三烯－
十二酸甲酯

３，７，１１－ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ－１，６，１０－ｄｏｄｅｃａｔｒｉｅｎ－３－ｙｌｅｓｔｅｒ
ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ

Ｃ１６Ｈ２６Ｏ２ ０．７１４

４３ ２５．８３３ 苯甲酸２－乙基己酯 ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ，２－ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌｅｓｔｅｒ Ｃ１５Ｈ２２Ｏ２ ０．７８１
４４ ２６．００５ 十二烷二酸二甲酯 ｄｏｄｅｃａｎｅｄｉｏｉｃａｃｉｄｄｉｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ Ｃ１４Ｈ２６Ｏ４ ０．８１７
４５ ２６．４３６ 正癸酸 ｎ－ｄｅｃａｎｏｉｃａｃｉｄ Ｃ１０Ｈ２０Ｏ２ １．７２９
４６ ２７．１８１ 乙酰丙酸 ４－ｏｘｏ－ｐｅｎｔａｎｏｉｃａｃｉｄ Ｃ５Ｈ８Ｏ３ １．４１３

４７ ２７．６０２ 法尼基丙酮 （Ｅ，Ｅ） －６，１０，１４－ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ－５，９，１３－
ｐｅｎｔａｄｅｃａｔｒｉｅｎ－２－ｏｎｅ

Ｃ１８Ｈ３０Ｏ ５．０６３

４８ ２７．８２２ 金合欢醇 （Ｅ，Ｅ）－ｆａｒｎｅｓｏｌ Ｃ１５Ｈ２６Ｏ １．８４６
４９ ２８．１０９ 棕榈酸丁酯 ｈｅｘａｄｅｃａｎｏｉｃａｃｉｄｂｕｔｙｌｅｓｔｅｒ Ｃ２０Ｈ４０Ｏ２ ２．０５９
５０ ２８．５６８ 十二烷酸 ｄｏｄｅｃａｎｏｉｃａｃｉｄ Ｃ１２Ｈ２４Ｏ２ １．６００
５１ ２９．２６６ 香叶基芳樟醇 ｇｅｒａｎｙｌｌｉｎａｌｏｏｌ Ｃ２０Ｈ３４Ｏ ０．７９２

５２ ２９．５０５ ２，６－二甲基－２，６－辛二烯－１，８－
二醇二乙酸酯

２，６－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－２，６－ｏｃｔａｄｉｅｎｅ－１，８－ｄｉｏｌｄｉａｃｅｔａｔｅ Ｃ１４Ｈ２２Ｏ４ １．０７１

５３ ２９．７５４ 苯乙酸 ｂｅｎｚｅｎｅａｃｅｔｉｃａｃｉｄ Ｃ８Ｈ８Ｏ２ ２．２３２
５４ ３０．５９５ 硬脂酸异丁酯 ｏｃｔａｄｅｃａｎｏｉｃａｃｉｄ２－ｍｅｔｈｙｌｐｒｏｐｙｌｅｓｔｅｒ Ｃ２２Ｈ４４Ｏ２ ７．５６３
５５ ３１．２３６ 十四烷酸 ｔｅｔｒａｄｅｃａｎｏｉｃａｃｉｄ Ｃ１４Ｈ２８Ｏ２ ２．０５５
５６ ３２．２６８ 香叶基香叶醇 ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｉｏｌ Ｃ２０Ｈ３４Ｏ １．０５５
５７ ３２．９５７ 十五烷酸 ｐｅｎｔａｄｅｃａｎｏｉｃａｃｉｄ Ｃ１５Ｈ３０Ｏ２ １．３８８
５８ ３５．１６６ 十六烷酸 ｎ－ｈｅｘａｄｅｃａｎｏｉｃａｃｉｄ Ｃ１６Ｈ３２Ｏ２ ４．０２０
５９ ３６．０６４ １１－烯－十六烷酸 ｚ－１１－ｈｅｘａｄｅｃｅｎｏｉｃａｃｉｄ Ｃ１６Ｈ３０Ｏ２ １．４７８

６０ ３７．５６６ ５，９，１３－三甲基－４，８，１２－三烯十
四－１－醇

５，９，１３－ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ－４，８，１２－ｔｅｔｒａｄｅｃａｔｒｉｅｎ－１－ｏｌ Ｃ１７Ｈ３０Ｏ １．２５０

２．２　抗肿瘤活性组分筛选
２．２．１　血红铆钉菇石油醚萃取物各组分对人肺癌细胞
（ＮＣＩ－Ｈ４６０）增殖的抑制作用　由表２可知，血红铆钉菇石
油醚萃取物 ８个组分中，组分 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｈ对人肺癌细胞
ＮＣＩ－Ｈ４６０的增殖具有明显的抑制作用，在浓度 ４００μｇ／ｍＬ

时抑制率最大，分别为３８．９９％、３１．５２％、２９．７２％、２３．３７％。
且组分Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｈ的抑制率随剂量的增加而提高，具有良好
的剂量－效应关系。通过 ＳＰＳＳ计算其 ＩＣ５０分别为７９０．４６、
８４２０５、８７６．１２、１４７９．５５μｇ／ｍＬ。而组分 Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ没有明
显的增殖抑制作用。
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表２　石油醚萃取物８个组分对人肺癌细胞（ＮＣＩ－１４６０）的增殖抑制作用

组别
抑制率（％）

４００μｇ／ｍＬ ２００μｇ／ｍＬ １００μｇ／ｍＬ ５０μｇ／ｍＬ ２５μｇ／ｍＬ １２．５μｇ／ｍＬ ６．２５μｇ／ｍＬ ３．１２５μｇ／ｍＬ １．５６２５μｇ／ｍＬ
空白 — — — — — — — — —

５－Ｆｕ ２６．１１
Ａ ３８．９９ ２９．８３ ２８．８３ ２５．９４ ２０．７３ １８．８２ １５．９９ １２．４２ １０．３６
Ｂ ３１．５２ ２９．９１ ２７．２６ ２２．９２ ２０．５９ １６．８６ １５．１４ １２．５８ １１．７６
Ｃ ２９．７２ ２６．６４ ２２．４９ １８．２７ １５．２１ １０．３５ ９．６９ ７．５１ ７．５７
Ｄ ９．９３ －６．２７ －７．３５ －２．３ －６．１８ －１９．４９ －１８．３５ －１４．６５ －２２．１５
Ｅ ３．９８ －１１．０１ －１４．６５ －２０．６３ －１８．６６ －３４．７７ －６．５１ －２３．０５ －２７．９２
Ｆ －５．８３ －１０．８２ －１９．４４ －５．２６ －１９．４９ －８．０４ －１７．７８ －１７．８４ －１７．２８
Ｇ ８．８２ １．７４ －３０．８８ －２４．８１ －１７．６７ －７．１４ －１４．２３ －２２．７８ －２３．４１
Ｈ ２３．３７ １９．８９ １６．４５ １５．９２ １２．０９ １０．４６ ９．５９ ８．６９ ５．３４

　　注：５－Ｆｕ表示五氟尿嘧啶。

２．２．２　血红铆钉菇石油醚萃取物各组分对人胃癌细胞
（ＳＧＣ－７９０１）增殖的抑制作用　由表３可知，血红铆钉菇石
油醚萃取物８个组分中，组分 Ａ、Ｂ、Ｈ对人胃癌细胞 ＳＧＣ－
７９０１的增殖具有明显的抑制作用，在浓度为 ４００μｇ／ｍＬ时，
抑制率最大，分别为４３．２７％、４７．７４％、４１．２２％。组份 Ｃ、Ｆ
也具有一定的增殖抑制作用，在浓度为４００μｇ／ｍＬ时，抑制

率分别为２９．１９％、３３．４９％。且组份 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｆ、Ｈ的增殖抑
制作用均随剂量的增加而提高，具有良好的剂量－效应关系。
通过 ＳＰＳＳ计算其 ＩＣ５０分别为 ６１９．２９、４６５．４５、１１３７．８８、
１０９６．１１、７５４．４８μｇ／ｍＬ，而组份 Ｄ、Ｅ、Ｇ并没有明显的抑制
作用。

表３　石油醚萃取物８个组分对人胃癌细胞（ＳＧＣ－７９０１）的增殖抑制作用

组别
抑制率（％）

４００μｇ／ｍＬ ２００μｇ／ｍＬ １００μｇ／ｍＬ ５０μｇ／ｍＬ ２５μｇ／ｍＬ １２．５μｇ／ｍＬ ６．２５μｇ／ｍＬ ３．１２５μｇ／ｍＬ １．５６２５μｇ／ｍＬ
空白 — — — — — — — — —

５－Ｆｕ ４９．２５
Ａ ４３．２７ ３７．１１ ３５．４１ ３１．１９ ２５．０５ ２２．０６ １２．８２ １０．９１ ８．１１
Ｂ ４７．４１ ４１．４３ ３６．４２ ３１．０９ ２１．６０ １６．７３ １４．５８ １１．６７ ９．６８
Ｃ ２９．１９ ２１．１７ １７．５０ １４．３９ １１．６６ ５．４５ ３．４９ ２．２２ ０．１９
Ｄ ５．１３ －１３．４１ ７．７９ －１２．７ －２２．８１ －３０．４３ －１９．９８ ７．２２ ６．２７
Ｅ １１．４９ －２８．７６ －２３．１７ －２０．１ －２０．５８ －３８．５９ －３３ －３０．４５ －２１．９６
Ｆ ３３．４９ ２９．６８ ２５．３６ ２１．３８ １５．２５ ９．７３ ２．６１ －１０．２２ －１５．３７
Ｇ ８．２８ －１８．５ －３１．５９ －２５．０４ －３０．７４ －２９．１８ －３７．１ －２７．６９ －２３．７
Ｈ ４１．２２ ３５．４１ ３１．３９ ２９．７６ ２２．７９ １５．７８ １１．２１ ８．２８ ７．６８

３　讨论

本试验通过ＧＣ－ＭＳ分析了血红铆钉菇子实体中的挥发
性成分，共鉴定出６０个化合物，以烷烃类、醛酮类、酯类、脂肪
酸类为主，分别占１３．５０３％、１７．３１７％、１７．７７７％、２５．７３８％，
占检 识 出 总 量 ７４．３３５％。其 主 要 成 分 为 正 十 七 烷
（２．５９４％）、甲 基 庚 烯 酮 （２．８３５％）、硬 酯 酸 异 丁 酯
（７．５６３％）、正戊酸（１１．２３６％）、十六烷酸（２．８４４％）。有研
究表明脂肪酸具有抗炎、抗肿瘤、抗动脉粥样硬化、抗氧化等

作用［７］。血红铆钉菇具有抗肿瘤、抗氧化、抗菌、促生长、神

经元保护等多种药理活性，而这些生物活性与其具有丰富的

脂肪酸类化合物可能有着一定的联系［８－１２］。

　　采用硅胶柱层析对血红铆钉菇石油醚提取物进行分离，
得到８个组分。通过 ＣＣＫ－８法测定各组分对人肺癌细胞
（ＮＣＩ－Ｈ４６０）和人胃癌细胞（ＳＧＣ－７９０１）的增殖抑制作用，
其中组分Ａ（石油醚 ∶乙酸乙酯＝９∶１）、Ｂ（石油醚 ∶乙酸乙
酯＝８∶２）、Ｃ（石油醚 ∶乙酸乙酯＝７∶３）、Ｈ（四氯甲烷 ∶甲
醇＝０∶１）对２种肿瘤细胞均具有比较明显的增殖抑制作用，

组分Ｆ（四氯甲烷 ∶甲醇＝８∶２）对人胃癌细胞（ＳＧＣ－７９０１）
具有一定的增殖抑制作用，而对人肺癌细胞（ＮＣＩ－Ｈ４６０）无
明显效果。组分Ｄ（四氯甲烷 ∶甲醇＝１∶０）、Ｅ（四氯甲烷 ∶
甲醇＝９∶１）、Ｇ（四氯甲烷 ∶甲醇＝７∶３）对２种细胞均无明
显抑制效果。可以说明组分 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｆ、Ｈ为抗肿瘤活性组
分，可能含有抗肿瘤活性的单体化合物，有待进一步开发

研究。
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桦褐孔菌多糖的提取工艺优化

及对人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２脂肪堆积的影响
张　蕾，郝婧玮，宛春雷，柴军红，赵　癑，王　鑫，王　雪

（牡丹江师范学院生命科学与技术学院，黑龙江牡丹江１５７０１１）

　　摘要：通过Ｌ９（３
４）正交试验，通过ＭＴＴ法选取桦褐孔菌多糖对ＨｅｐＧ２细胞的安全浓度，检测不同浓度的桦褐孔

菌多糖对胞内ＴＧ蛋白的影响，及桦褐孔菌多糖减轻细胞内脂质堆积的作用。结果表明，桦褐孔菌多糖最佳条件为
１ｇ∶１５ｍＬ的料液比，在温度３０℃下提取３０ｍｉｎ，超声功率为４８０Ｗ。桦褐孔菌多糖可明显减轻ＨｅｐＧ２细胞内脂质
堆积，显著降低细胞中ＴＧ的含量，其中６００ｍｇ／Ｌ桦褐孔菌多糖对ＴＧ的清除率达２４．５７％，脂滴数量明显减少。说明
桦褐孔菌多糖具有良好的体外降脂活性，对脂肪肝有较好的预防效果。
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　　非酒精性脂肪肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，
ＮＡＦＬＤ）的主要特征是肝细胞内脂肪的变性以及脂质的贮
积，但同时无过量饮酒史的临床病理综合征［１］。经常伴有中

心性的肥胖、高血脂症，对胰岛素的抵抗能以力及对糖的耐量

异常等方面代谢综合征，严重危害人类的健康［２－４］。近年来，

对ＮＡＦＬＤ的研究很多，但对其发病机制的研究尚不清楚。因
此，寻找到有效治疗ＮＡＦＬＤ的药物非常重要。

桦褐孔菌（ＰｈａｅｏｐｏｒｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓＪ．Ｓｃｈｒｏｅｔ），别称白桦茸，
被赞誉为“西伯利亚灵芝”，为真菌门担子菌亚门层菌纲非褐

菌目多孔菌科褐卧孔菌属，是一种非常珍稀而名贵的药用真

菌，生长在温度相对较低的俄罗斯西伯利亚地区的原始森林

中，不能人工栽培，非常稀少，颜色呈深栗色，常在树皮破损及

伤节处形成肉瘤状菌核，菌块性状为近球形或不定形块状；研

究发现，其化学成分包含多糖类化合物、芳香物质、多酚类化

合物、三萜类化合物等物质［５－８］，具有重要的药用价值。从

１６世纪至今，桦褐孔菌一直被作为一种民间药物来治疗糖尿
病、高血压、抗衰老等，具有显著的效果［９－１０］。对于非酒精性

脂肪肝病的治疗，目前还尚未见相关的研究报道。本试验通

过模拟临床上ＮＡＦＬＤ的病理特点，通过优化提取桦褐孔菌多
糖提取物，将其作用于 ＨｅｐＧ２细胞，从细胞水平上来评价桦
褐孔菌多糖提取物对细胞脂质堆积的影响，以及对细胞内甘

油三脂含量的影响，从而揭示其在防治非酒精性脂肪肝方面

的药用价值。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
桦褐孔菌购于黑龙江省绥芬河市；ＭＴＴ、ＴＧ试剂盒、油

酸、油红Ｏ和细胞裂解液购于上海源叶生物科技有限公司；
ＤＭＥＭ细胞培养基、血清、胰蛋白酶等细胞试剂购于 Ｈｙｌｏｎｅ
公司；乙醇、异丙醇购于北京化工厂；ＨｅｐＧ２细胞笔者所在实
验室传代保存，由哈尔滨工业大学赠送；粉碎机（戴声设备有

限公司）、超声波清洗机（杭州法兰特超声波科技有限公司，

总功率 ８００Ｗ）、电子天平（ＱＵＩＮＴＩＸ２２４－１ＣＮＳａｒｔｏｒｉｕｓ，
Ｒ２１０）、旋转蒸发仪（瑞士ＢＵＣＨＩ）、电子显微成像系统（ＣＸ３１
Ｏｌｙｍｐｕｓ）、酶标仪（ＳｙｎｅｒｇｙＨＴＸＢｉｏＴｅｋ）、静音混合器（ＭＴ－
３６０其林贝尔）。
１．２　桦褐孔菌多糖的提取及测定

将桦褐孔菌粉末过筛，准确称取５ｇ溶于醇浓度为３０％
的乙醇中，在一定时间、温度、料液比和超声波功率下振荡处

理一定时间，用 ８０％乙醇沉淀多糖后，４０００ｒ／ｍｉｎ，离心
７ｍｉｎ后取上清液，减压浓缩至浸膏后水浴至干，得粗制多
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