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木蹄层孔菌化学成分及不同提取物体外抗肿瘤活性研究
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摘要：采用石油醚、氯仿、乙酸乙酯、水饱和的正丁醇对木蹄层孔茵95％乙醇提取物进行分

离，运用MIT比色法对各提取物进行体外抗肿瘤活性的测定。结果表明氯仿提取物对Hela

细胞表现出较强的抑制作用，在测定浓度范围内呈现出良好的剂量依赖性抑制作用，而乙酸乙

酯和正丁醇提取物在同一测定浓度范围内抑制作用不如氯仿提取物，其中石油醚提取物抑制

作用最弱。化学预试表明，木蹄层孔茵中存在酚}生成分，有机酸，糖、多糖和苷类，内酯、香豆素
及其苷类，植物掰醇、萜类化合物，蒽醌及其苷类。
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A Preliminary Study on the Chemical Composition and Anticancer Effects

of Fomes fomentarius in Vitro

LU Yong．qinl， ZHOU Wen．min92，WANG Qi2，LI Ling-lin92
(1．College of啦Science；2．College of Sciences，Northwest A&F University，]'angling，Shaanxi 712100，China)

Abstract：Different solvents were used to further fraetionate 95％ethanol extract of Fomesfomentarius，i。e。，petro·

leum ether。chloroform。ethyalacetate，and n．butan01．The anticancer activities of the different extracts in vitro

were analyed with MrI-I'method．ne results showed that chloroform extract strongly inhibited proliferation of hela

cells，and behaved significant does，-dependent response while the ethyl acetate extract and the n·butanol extract ex—

hibited low anticancer activities in vitro．，nle petroleum ether extract was the lowest one for its anticancer activity．

Chemical compostions of F formentarius were preliminarily examined．The results indicated that it contained phe—

nols，organic acids，saccharides，polysaecharides，lactone，eoumarinic lactone and its glycosides，steroids，triter-

penoids，anthraquinones and its glycosides．
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木蹄层孔菌(Fomes fomentarius)又名火绒层孔

菌，为担子菌纲，多孔菌目，多孔菌科(Polyporace—

ae)、层孔菌属(Fomes)真菌。木蹄层孔菌是世界性

分布的木腐性真菌，危害多种阔叶树木⋯。在18世

纪和19世纪，曾被用来作为止血的膏药，在一些传

统的药典中被用来作为针灸的工具。其药用部位为

子实体，粗提物具有抗氧化性，利尿性，退烧，消积

化，止痛，消炎和抗肿瘤等作用，已经被应用于传统

药物皿q]。国内已有报道其乙醇粗提物对肿瘤细胞

具有很强的抑制作用，但未做进一步研究。本实验

通过试管法对其进行系统预试，初步确定其化学成

分，同时对木蹄层孔菌95％乙醇提取物进行初步分

离，并采用MTF法，以体外培养的人体宫颈癌细胞

(Hela)为模型，测定不同提取物的体外抗肿瘤活

性，初步确定了该菌抗肿瘤的活性提取物。

1 材料与方法

1．1实验材料

木蹄层孔菌(Fomes fomentarius L．ex．Fr)子实

体采自陕西太白山，经鉴定为多孔菌科层孔菌属木

蹄层孔菌。将采集的木蹄层孔菌子实体于45℃烘

干，粉碎，备用。

1．2主要药品与试剂

DMEM为GIBCO公司产品，批号No．
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1107011；新生牛血清(NBS)，郑州佰安生物工程有

限公司，批号01106；十二烷基硫酸钠(SDS)为西安

化学试剂厂产品，批号980312；胰岛素为北京鼎国

生物技术有限责任公司，噻唑蓝(3一E4，5-dimethyhh—

iazol-2一y1]_2，5 diphenyltetrazolium broide，MTT)为

sigma分装，原产品编号为15500；其余试剂均为市

售分析纯。

1．3细胞系

Hela细胞株购自军事医学科学院病毒研究所。

培养于含10％小牛血清的DMEM培养基中(内含

青霉素100 U／mL，链霉素100 U／mL)，在37，5％

CO：条件下培养，每2～3 d传一代。

1．4化学成分系统预试H1

1．4．1供试样品的制备水提取液：称取木蹄层孔

菌子实体样品10 g，加入蒸馏水100 mL，在室温浸

泡过夜，滤液10 mL用于检查氨基酸、多肽和蛋白质

等。剩余样品渣及浸液在60℃水浴中加热10 min，

立即过滤。此液用于检查糖、多糖、皂甙、甙类和鞣

质等。

酸性乙醇提取液：称取木蹄层孔菌子实体样品
10 g，加入70 mL 0．5％盐酸乙醇溶液，在水浴上回

流10 min，乘热过滤，得酸性乙醇提取液。此液用检

查酚性成分、有机酸和生物碱等。

甲醇提取液：称取木蹄层孑L菌子实体样品10 g，

加入70 mL甲醇，在水浴上回流10 min，乘热过滤，

滤液供检查黄酮及其甙类、蒽醌及其甙类、强心甙、

香豆素及其甙类、内脂、酯类、挥发油、植物甾醇和油

脂类等。

乙醚提取液：称取木蹄层孔菌子实体5 g粗粉，

加乙醚50 mL，水浴回流20 min，滤液浓缩至5 mL，

检测内酯、油脂和挥发油。

1．4．2试管预试法 向盛有供试液的试管中加人

相关试剂，根据颜色、沉淀、荧光等反应现象判断某

化学成分的存在。

1．4．3 圆形滤纸层析法用毛细管吸取不同的提

取液在圆形滤纸上点样，使乙醇从中心展开，待乙醇

挥发后，喷以不同显色剂。根据出现的颜色、斑点或

产生的荧光，判断样品的成分。

1．5不同提取溶剂样品的制备

称3．5 kg已粉碎的木蹄层孔菌子实体，用95％

工业酒精与样品10：1的比例进行超声波提取，每

次提取1 h，共3次。浓缩回收工业酒精，得乙醇浸

膏；再加水悬浮，依次用石油醚、氯仿、乙酸乙酯、水

饱和的正丁醇进行萃取，减压浓缩得石油醚提取物、

氯仿提取物、乙酸乙酯提取物、正丁醇提取物。

1．6试样制备

分别称取各溶剂提取物50 mg，先溶于少量无

水乙醇，通过超声和加热的办法使其充分完全溶

解，临用前以DMEM为基础培养基+20％新生牛血

清+1％的SDS为稀释液将其稀释为50、100、250、

500和1 000 I山g／mL。

1．7 MTY法测定不同溶媒提取物的抗肿瘤作用¨1

将肿瘤细胞hela，以5×103／孔接种于96孔

板，置CO：培养箱(5％CO：，饱和湿度，37℃)中培

养24 h后，每孔加入不同终浓度的药物200 IxL，空

白对照组加200 IxL稀释液，置CO：培养箱(5％

CO：，饱和湿度，37℃)继续培养48 h，每孔加入MrI’I'

(5 m#mL)20斗L，37℃孵育6 h，然后吸出100斗l液

体，再加100斗l甲躜溶解剂(SDS液：SDSl0 g溶解

于100 mL的四蒸水中，用10 mol／L HCl调至为0．

01 mol／L的HCl)37℃过夜，在酶标仪(型号

EIx800UV)上测OD值(双波：450 nm、490 nm)。

抑制率=(1一实验组OD值／对照OD值)×

100％

1．8统计学方法

采用DPS v3．01专业版软件进行方差分析。

2结果与分析

2．1化学成分系统预试结果
表1 木蹄层孔菌化学成分预试结果

Table 1 Results of preliminary examination of

chemical Fomes fomentarlus

项 目
预试结果

A(试管法)B(圆形滤纸法)

注：“+”表示附性反应。“一”表示阴性反应。

由表1可知，木蹄层孔菌中存在酚性成分，有机

酸，糖、多糖和苷类，内酯、香豆素及其苷类，植物甾

醇、萜类化合物，蒽醌及其苷类。可能含有鞣质，黄

酮类及其苷类。

2．2不同溶剂提取物重量及提取率

不同溶剂提取物称重，计算提取率(相对于总

生药量)结果见表2。
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表2不同溶剂提取物重量及得率

Table 2 The weighe and percentiage of differect extract

2．3不同溶剂提取物对Hela肿瘤细胞增殖的作用

经与细胞共育48 h后，发现不同浓度的提取物

处理Hela细胞，随浓度的增加其抑制率也增加，在

测定浓度范围内表现为剂量依赖性抑制。其中氯仿

提取物在l 000恤g／mL时抑制率高达77．37％，乙酸

乙酯提取物1 000 I山g／mL时达到69．63％，正丁醇提

取物表现出较弱的抑制作用，石油醚提取物抑制作

用最弱。可见氯仿提取物和乙酸乙酯提取物在体外

对肿瘤细胞有很强的细胞毒活性(表3)。

表3木蹄层孔茵不同提取物对Hela

细胞作用48 h后的抑制率

Table 3 The inhibitory effect on hela cells of

Fomes fomentarius flifferect extract ％

注：}十P<O·01·CK为对照
．．

2．4不同提取物对Hela细胞增殖作用的比较[6
J

用Sigma Plot 5．0¨1分析其作用48 h后各提取

物的，c50值。石油醚提取物的陀50为6 939．134斗g／

mL，氯仿提取物的圯50为303．083 I止g／mL，乙酸乙酯

为337．954斗g／mL，正丁醇的为574．715 p．g／mL。

比较各提取物对Hela细胞／Cs。值，发现氯仿提取物

对Hela细胞增殖抑制作用最强，乙酸乙酯物次之，

正丁醇不明显，石油醚提取物最弱。由此提示木蹄

层孑L菌子实体对Hela细胞的有效部位可能在氯仿

和乙酸乙酯，其中氯仿提取物是最具有活性成分。

3 讨论

Hitoshi等很早就报道了从木蹄层孔菌中分离

出的多糖成分对小鼠艾氏腹水癌具有有效的抗肿瘤

作用旧】。肿瘤的发生机制不仅涉及肿瘤细胞的失

控性增殖，而且与细胞凋亡有关，细胞凋亡在肿瘤生

长过程中起负调控作用，可以遏制肿瘤迅速生长；自

由基反应与肿瘤的发生和发展过程密切相关，在复

杂的癌变过程中可能起重要作用归J，MDA是脂质过

氧化的主要分解产物，MDA含量升高实际上是氧自

由基产生过多，脂质过氧化物增多的表现。近年来

研究表明木蹄层孔菌子实体乙醇提取物能明显提高

肿瘤细胞的凋亡率，提示其体外的抗肿瘤活性可能

与提高肿瘤细胞的凋亡率有关；能显著降低肝脏，肾

脏MDA含量，说明其抗肿瘤作用可能与其能减轻

体内脂质过氧化程度从而减轻细胞的损伤程度有

关¨⋯。这些实验研究，为进一步研究木蹄层孔菌子

实体抗肿瘤作用提供了实验依据。

从抗肿瘤活性方面证实，木蹄层孔菌子实体的

不同提取物在所用浓度下对肿瘤细胞均有不同程度

的抑制作用，氯仿和乙酸乙酯提取物是木蹄层孔菌

子实体抗肿瘤作用的主要部位，由此可确定木蹄层

孔菌子实体中存在天然抗肿瘤活性物质，但是本试

验只选取了体外生长的Hela细胞进行了研究，有一

定的局限性，因此有必要扩大试验肿瘤细胞范围，并

进行活体抗肿瘤实验。石油醚和正丁醇提取物抑制

效果不明显或以其他的作用机制发挥抗肿瘤作用，

有待于进一步研究。

1982年Mosmman首先报道用M1TI、法来检测细

胞涪陛，以后又有研究人员用此法测定抗癌药物对
肿瘤增殖活性的效应。该方法简便、实验周期短

(一般只需4—6 d)、所需细胞数目较少、人为误差

小，所得资料较精确，且无放射性污染，因此它也就

成为药物筛选的主要手段"J。针对以前对木蹄层

孔菌子实体抗肿瘤研究都是以乙醇提取物为材料，

对木蹄层孑L菌子实体中抗肿瘤活性化合物的研究很

有必要，所以对其抗肿瘤活性部位的筛选是进一步

研究其抗肿瘤活性成分的关键。

本研究采用MTr法，以人体宫颈癌细胞(Hela)

为筛选模型，以体外抗肿瘤活性为指标，对木蹄层孔

菌子实体不同溶剂提取物抗肿瘤活性进行了筛选。

结果表明，氯仿和乙酸乙酯提取物是木蹄层孔菌子

实体抗肿瘤作用的主要部位，要确定其活性部位含

有的抗肿瘤活性成分，还要对其主要活性部位的化

学成分进行分离、提取和纯化，此项工作正在进行

中。从目前的研究状况来看，木蹄层孔菌子实体在

抗肿瘤方面有很好的应用前景，对其中的抗肿瘤活

性成分有待进一步研究。
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