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摘 要 采用不同的方法对樟芝菌丝体进行提取，使用高效液相(HPLC)对提取物进行了分析，选定乙醇为提

取溶剂；并用不同浓度的乙醇在不同时间下提取樟芝菌丝体，确定95％乙醇超声波提取的三萜产量最高，在19

茵丝体中可以获得25．24mg的三萜；并对其进行体外抗肿瘤活性试验，结果表明，80％乙醇浸提18h，在50Jlg／

mL时，体外对小鼠淋巴白血病细胞L1210和人肠癌细胞SW620都有很强的抑制作用。
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樟芝(Antrodia camphorata，Antrodia cin-

naTTlonea)又称牛樟菇、牛樟芝、樟内菇、红樟菇等，是

一种珍稀的药用菌[1]。具有保肝、抗肿瘤、抗氧化、免

疫调节、解毒、抗炎等功效L2]，有很好的药用价值，近

年来已逐渐成为国内外研究和开发的热点。

三萜类物质为樟芝的主要活性成分之一，具有明

确的抗肿瘤等药理作用。Cheng等在樟芝子实体的

提取物中发现7种新的以麦角甾烷和羊毛甾烷为骨

架的三萜类化合物[33；据报道，从樟芝子实体中提取

的甾类化合物zhankuic acid A对P388鼠白血病细

胞有明显的抑制作用H1；樟芝菌丝体三氯甲烷提取物

Maleic2、Maleic3在体外对小鼠Lewis肺癌细胞有明

显的抑制作用[53；Hseu等报道樟芝菌丝体水提取物

对白血病HL一60细胞有明显的细胞毒性[6]。由于

樟芝是台湾特有的珍稀野生药用真菌，且专一性地寄

生于牛樟树上，目前还无法进行人工栽培，难以获得

樟芝的子实体，利用液态深层发酵大量获得樟芝菌丝

体来取代樟芝子实体是目前最经济、最环保的方法，

且所得的菌丝体活性接近子实体【7]。本实验首次采用

高效液相(HPLC)法研究同一溶剂不同方法提取的样

品，并利用相对保留值a以及相对保留面积Sr等参数

对图谱进行分析，并对提取的样品进行体外抗肿瘤试

验，获得了具有体外抗肿瘤活性组分的提取方法，为今

后开发抗肿瘤辅助药物提供初步的基础研究。

1 材料与方法

1．1供试菌株

1．1．1 樟 芝

第一作者：硕士研究生(贾薇为通讯作者)。

牧稿日期：2008-07-09

斜面菌株，由上海农科院食用菌研究所菌种保藏

中心保藏。

1．1．2细胞株

I。1210小鼠淋巴白血病细胞来自ATCC，

SW620人肠癌细胞来自ATCC，均由本实验室传代。

1．2试剂

RPMll640培养基、胎牛血清、DMS0(二甲基亚

矾均购于GZBCO公司；青霉素、链霉素、5一Fu(5一

氟脲嘧啶)均购于Amersco公司；Alamar Blue试剂

购于Biosource公司)。其他均为分析纯试剂。

1．3仪器

Eppendorf Centrifuge 54 15D；Centrifuge 581 OR

离心机、BP3100S电子天平(Sartorius公司)；WA—

TERS 2695 alliance高效液相色谱仪(WATERS公

司)；二氧化碳培养箱(Thermo Forma公司)；Syner—

gy HT酶标仪(BIO—TEK公司)；显微镜、细胞计数

仪(BECKMAN—COULTER公司)。

1．4培养基条件

斜面培养基(质量浓度)：20％土豆，2％葡萄

糖，1％琼脂。

液体种子培养基(质量浓度)：20％土豆，2％葡

萄糖。

发酵培养基(质量浓度)：4％葡萄糖，0．6％豆

饼粉，0．05％MgSO。，0．1％K2HP()4，VBl lOOmg／

L，pH自然。

肿瘤细胞培养基：在RPMll640培养基中加

10％加热灭活的小牛血清，100 IU／mL青霉素，

100^tg／mL链霉索和0．449／L的谷氨酰胺。

1．5方 法

1．5．1 种子液的制备

樟芝菌株复壮后，制备一级种子液，按20％的质
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量浓度接种量制备二级种子液。

1．5．2 茵丝体的收集

将二级种子液接入发酵培养基中，接种量为

20％，装液量为100 mL／250 mL三角瓶，转速100 r／

min，26"C恒温培养6 d，发酵结束后，发酵液用滤布

过滤，菌丝用蒸馏水洗5～6次，收集菌丝于65℃烘

箱烘干。

1．5．3樟芝茵丝体粗三萜提取方法

(1)1 g樟芝菌丝体样品中加50 mL甲醇静置12

h，过滤。

(2)1 g樟芝菌丝体样品中加50 mL乙醇静置12

h，过滤。

(3)1 g樟芝菌丝体样品中加50 mL甲醇超声波

提取3h，过滤。

(4)1 g樟芝菌丝体样品中加50 mL体积分数

为95％的乙醇超声波提取3h，过滤。

(5)1 g樟芝菌丝体样品中加入50 mL蒸馏水沸

水浴3h，过滤。

(6)l g樟芝菌丝体样品中加入50 mL 5％的

NaHCO。溶液超声波提取3h，离心机4 000 r／min离

心5 min。

将不同方法提取的浸提液分别取5 mL，水浴蒸

干，加1．0 mL色谱级甲醇溶解，1×104 r／rain离心5

rain，取上清进行HPI。C分析。

1．5．4 高效液相(HPLC)务件

色谱柱条件：YMC—ODS-AQ C18柱(46 mmx

善
督
素
髅

300 mm’5／_￡m)，

流动相：A(V(甲醇)：V(冰醋酸)一99：l；B为

V(蒸馏水)：V(冰醋酸)=99：1；A：B一48：52，柱

温：30℃，时间：60min，流速为1 mL／min，进样量：

5肚I。，检测波长254nm，洗脱时间60min。

1．5．5 不同浓度乙醇提取方法

分别取1 g菌丝体样品加入50 mL不同浓度的

乙醇按以下方法提取，过滤，取上清液水浴蒸干，计算

提取物干重。

A：70％乙醇超声波提取3 h；B：80％乙醇超声波

提取3h；C：95％乙醇超声波提取3h；D：80％乙醇浸提

12 h；E：80％乙醇浸提18 h；F：80％乙醇浸提24 h。

1．5．6肿瘤细胞生长抑制试验[80

2 结果与分析

2．1 樟芝菌丝体提取方法的比较

对采用6种方法提取的菌丝体提取物进行

HPLC分析，结果如图l所示。用甲醇静置过夜(1)、

乙醇静置过夜(2)、甲醇超声波提取(3)和95％的乙

醇超声波提取(4)的提取物HPI，C图谱中峰的高度

基本相同，峰数也基本相同，各峰的分离度也好，而用

沸水和NaHC0。提取，峰比较少，峰高比较矮，分离

度不好，又考虑到甲醇较乙醇毒性更强的特点，本试

验就采用乙醇超声波提取法。另外，由于樟芝中的多

数三萜特有吸收峰在250nm左右，因此在HPLC试

验中选择了254nm的UV检测波长(以下实验同)。

时I．日Jhrm

图1樟芝菌丝体提取方法HPLC图谱

2．2不同浓度乙醇提取方法的比较

由图2可知，即使是同一种溶剂，不同浓度和不

同的提取时间所得的三萜产量是不同的，95％乙醇超

声波(C)提取的三萜产量最高，在19菌丝体中可以

提取获得25．24 mg的三萜(以齐墩果酸计)。为以

后进一步分离纯化三萜类化合物提供理论依据。

樟芝菌丝体样品在上述实验条件下，其色谱峰较

密集，见图3。因此，在色谱图上选择一个特定色谱
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峰，该峰应具有位于色谱图较中心位置、较高的强度

及为所有样品所共有的特征，以此峰作为参考峰，在

此基础上求出其他所有色谱峰的相对保留值。其计

算公式为：口一t。／t⋯其中t，i为待测峰的绝对保留

时间，t，。为参考峰的绝对保留时间。相对面积计算

公式为：S，／％=(待测峰i的相对面积／标准样品

的总面积)x 100。我们选取了6 rain以后相对面积

大于1的图谱进行分析，其中，80％乙醇浸提24h方

  



法提取的三萜样品的液相色谱图谱如图4所示。
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基于80％乙醇浸提24h方法提取物的色谱峰总

面积较大，峰数较多且具有代表性，将其指定为标准，

以求出待测峰i的相对面积。将样品中各组分的相

对保留值a按大小排列，并在每个a值项下标出该组

分的相对面积S，，再将不同样品中具有相同a值的

S，做比较分析如表l所示。表中无对应的相对面积

S，时表示该样品不具有该d值的色谱峰。这样，将样

品中各组分的相对保留值a按大小排列，并在每个a

值项下标出该组分的相对面积S，，就组成了樟芝菌

丝体提取物的指纹图谱的相对保留值表，见表1。

时间／min

图3不同浓度乙醇及不同提取时间

提取的菌丝成分的HPI。c图谱

“J
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)8· l
16一 、M-

k叱．门．． 乙以 。)2·

)o．

时间／rain

图4 80％乙醇浸提24小时后樟芝菌丝

体样品的液相色谱图谱

表1 六种不同方法提取的三萜HPLC指纹图谱分析

S，

^——————-——————————————J——————●——————————————————————————————————_————————————————‘———————————————————————。——————————————。。————————————————一“

A B C D E F

0．63 0．001 8 一 ～0．00l 5 0．001 4 —

0．64 0．004 2 一
～ 一 一0．001 2

0．68 0．003 5 一 ～0．002 0 0．002 l 0．00l 5

0．69 ～0．004 2 0．001 4 一 一 一

0．80 0．000 15 一 一 一 一0．000 9l

0．90 0．002 5 0．001 5 ～ 一0．001 7 0．OOl 8

1．00 0．017 3 O．020 7 0．236 7 0．020 2 0．021 4 0．016 8

1．12 0．004 2 一 ～0．004 2 —0．003 6

1．13 0．005 2 —0．005 1 一 一 一

1．58 0．015 4 一 ～0．026 4 一 一

1．59 —0．018 0 0．026 1 —0．025 0 0．029 l

总峰数 10 9 4 6 6 8
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2．3抑制肿瘤细胞生长试验结果

2．3．1 对小鼠淋巴白血病细胞L1210的抑制作用

由图5可以看出，在10t-g／mL时，除了D方法

提取物对L1210没有抑制作用外，其他的对L1210

都有抑制作用，但抑制作用不明显；在50t-g／mL时，

A、D、E、F四种方法提取物对I，1210均有较强的抑

制作用，抑制率超过了50％，而B、C两种方法的提取

物对I。12lO的抑制作用不明显；在200弘g／mL时，除

了B外，其他方法提取物对L1210的抑制作用都很

强，并且E的抑制率超过了阳性对照5一FU，但在此

浓度下，显微镜观察所有样品均有析出现象，可能会

对测试结果有影响。
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图5樟芝菌丝体不同浓度乙醇及不同时间

提取物对I。1210的抑制作用
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图6樟芝菌丝体不同浓度乙醇及不同时间

提取物对SW620的抑制作用

2．3．2 对肠癌细胞SW620的抑制作用

由图6可以看出，在10址g／mI。时，只有E方法

提取的样品对SW620有抑制作用外，其余的对

SW620都没有抑制作用；在50_ug／mL时，D、E 2种

方法提取的三萜组分对SW620的抑制率超过了

50％，而A、B、C、F四种方法提取的三萜组分对

SW620的抑制作用不明显，抑制率没有超过50％；在

200bLg／mI。时，除了F外，其他方法提取的三萜组分

对SW620的抑制作用都很强，并且D的抑制率接近

阳性对照5一FU，同U210实验一样，在此浓度下，

显微镜观察所有样品均有析出现象，可能会对测试结

174 2—008 V01．34 No—．12(Total 252)

果有影响。

3 结 论

(1)通过不同溶剂提取樟芝菌丝体试验及HLPC

图谱可以看出，不同的溶剂提取物的峰的高度有所不

同，峰数也不太相同，各峰的分离度都很好。甲醇静

置过夜(1)、甲醇超声法(3)和95％的乙醇超声波(4)

等提取物的HPLC图谱中峰的高度基本相同，峰数

也基本相同，各峰的分离度也好。又考虑到甲醇较乙

醇毒性更强的特点，本试验就采用乙醇超声波提取

法。

(2)通过不同浓度乙醇提取菌丝体实验可知，即

使是同一种溶剂，不同浓度和不同的提取时间所得的

三萜产量是不同的，95％乙醇超声波(C)提取的三萜

产量最高，在19菌丝体中可以提取出25．24 mg的三

萜，这为以后进一步分离纯化三萜类化合物提供理论

依据。

(3)在对HPLC图谱研究的样品中，具有相同相

对保留值a的峰，即为色谱图谱共有峰。从表1中的

图谱可以看出，相对保留值口：1．0时为A～F 6种不

同方法提取的三萜的共有的100％峰，可知这六种不

同的方法可以提取相同的成分。含量较高的峰都集

中在口值为0．68～1．59。这也为今后进一步分离纯

化樟芝乙醇提取物提供理论依据。

(4)从体外抗肿瘤试验结果可以看出，在

10t』g／mLOvj"，A、B、C、D、E、F 6种方法提取的三萜组

分对L1210和SW620都有抑制作用，但抑制作用不

明显；在50tzg／mL时，D、E 2种方法提取的三萜组分

对L1210和SW620的抑制率超过了50％。
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Extraction Conditions for Mycelia of Antrodia camphorata from

Submerged Fermentation Liquid and Its Antitumor Activity

Liu Hual”，Jia Weil，Zhang JinSong

1(Institute of Edible Fungi，Shanghai Acdemy of Agricultural Sciences，201106 Shanghai，China)

2(College of Life Sciences，Nanjing Agricultural University，210095 Nanjing，China)

ABSTRACT We extracted mycelia of Antrodia camphorata by different methods，and analyzed using

HPI。C．The results showed that the best extracted solvent was ethan01．We also extracted mycelia of Antro—

dia carnphorata by using ethanol at different concentration and at different extracting time．Results showed

that the highest production of extracted triterpenes was about 25．24mg per one gram mycelium by 95％etha—

n01．Ultrasonic Antitumor activity test in vitro showed that the extraction from submerged mycelium of Ant-

rodia eamphorata produced a prominent anti—tumor activity on L1210(murine lymphoid leukemia)and

SW620(adenocarcinoma)，at 5099／mI，，80％ethnol extracted for 18hours．

Key words Antrodia camphorata，mycelia，ethanol，antitumor activity
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墨：；；：规雾；：! 欧盟决定把2008年12月中旬通过的燃料质量指导方案中的B5标准提高到B7标准。欧盟标准化委员会将于

萋霎羞||||：：ii：：iii2009年6月发布调整后的标准，为成员国调整标准铺平道路。燃料质量指导方案将在未来10年内逐渐采用气候变化
篱囊i舞j囊削减目标，而未来2年内新的掺混标准将在成员国中实施。

欧盟将实施10％的生物燃料掺混目标，取代了2010年掺混目标5．75％。欧洲国会2008年12月1 7日通过的再生能源指

导政策定义了20一20一20计划，即要求到2020年温室气温比1990年减少20％，到2020年欧盟再生燃料用量提高20％，到

2020年能源消费减少20％。

荔竹囊
：荔业鬟

羹动鬟 遁厩矛葡萄酒蛔蓉器内壁毳毒l防腐涂料蒺申匣I亘壅部许可
霪态曩

一
由中国海洋化工研究院承担的科技部科研院所专项资金“大型容器内壁无溶剂无毒长效防腐涂料的研究”项目所

形成的产品，通过了山东省疾病预防控制中心和中国疾病预防控制中心环境与健康相关产品安全所卫生安全性检验，并经国家

卫生部审核，产品符合《生活饮用水卫生监督管理办法》的有关规定，取得了卫生部颁布的中华人民共和国卫生部国产涉及饮用

水卫生安全产品卫生许可批件。

该产品适用于化学品贮罐、贮水罐(池)的碳钢、不锈钢、铝和混凝土等结构的防腐保护。特别适用于食品饮料加工罐、槽的

内壁防腐保护，如啤酒发酵罐、麦芽槽和黄酒、葡萄酒、中、低度白酒、饮用水、果汁、酱油、食用醋、植物油以及原油、汽油、柴油等

石油产品贮罐(池)内壁的防腐保护。近年来，该产品经饮食酿造、输配(饮用)水设备、发电厂海水淡化装置、建筑(无毒防水)等

行业60多个厂家近20万m2的实际应用，其防腐性能优异。
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