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桦褐孔菌子实体与菌丝体三萜化合物提取及

活性比较研究
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(辽宁大学生命科学院，辽宁省生物大分子计算模拟与信息处理工程研究中心，

辽宁省动物资源与疫病防治重点实验室，辽宁  沈阳       110036)

摘   要：为探索桦褐孔菌菌丝体与子实体在药用价值上是否存在差别，采用有机溶剂冷浸、超声回流法提取桦褐

孔菌菌丝体及子实体的三萜化合物，通过薄层层析和红外光谱分析，确定两种来源的三萜化合物是相同或近似的同

系物。四甲基偶氮唑盐比色法(MTT)和杯碟法测定两种来源三萜化合物对癌细胞和细菌的抑制作用，菌丝体三萜化

合物对人胃癌细胞株 MGC-803 的最高抑制率可达到 38.27%。结果证实人工培养的桦褐孔菌菌丝体同样具有子实体

的药用价值，为人工培养桦褐孔菌菌丝体提供了依据。
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Abstract ：In order to explore the difference in medicinal value of cultured mycelia and fruit bodies of Inonotus obliquus, organic

solvent cold soaking and ultrasonic reflux were adopted to extract triterpenoids from fruit bodies and mycelia of Inonotus

obliquus. The triterpenoids extracted from both sources were determined to be the same or similar homologues by thin layer

chromatography (TLC) and Fourier transform infrared (FT-IR) spectral analysis. Both triterpenoid extracts could inhibit the

growth of cancer cells and bacteria as determined by tetrazolium salt assay (MTT) and cylinder plate method. The highest

inhibitory rate of triterpenoids to human gastric cancer cell line MGC-803 reached up to 38.27%. Therefore cultured mycelia of

Inonotus obliquus have the same medicinal value as fruit bodies.

Key words：Inonotus obliquus；triterpenes；anti-tumor activity；anti-bacterial activity
中图分类号： Q541                                         文献标识码：A                             文章编号：1002-6630(2012)15-0161-05

收稿日期：2011-09-28
基金项目：辽宁省教育厅重点实验室项目(2009S043)；辽宁大学青年科研基金项目(488020)
作者简介：朱春玉(1978 —)，女，副教授，博士，研究方向为资源微生物学及病毒学。E-mail：zhuchunyu@lnu.edu.cn
* 通信作者: 刘宏生(1963 —)，男，教授，博士，研究方向为资源微生物学及病毒学。E-mail：hongshengl@126.com

桦褐孔菌(Inonotus obliquus)属于真菌门、担子菌

亚门、层菌纲、非褐菌目(无褐菌目)、多孔菌科、褐

卧孔菌属(纤孔菌属)。中文名为白桦茸、黑桦菌、桦

菌、斜管纤孔菌，被赞誉为“西伯利亚灵芝”[ 1 ]。

桦褐孔菌是一种耐寒的高等食药用真菌，主要分布

在北纬 4 5°～5 0°的地区，桦褐孔菌子实体寄生于白

桦、银桦、赤杨等的树干或树皮下，形成木腐菌 [ 2 ]。

以往实验对桦褐孔菌的研究表明它不仅对癌症、糖尿病

有很好的治疗效果，并且具有增强机体免疫能力和抗辐

射抗氧化等功效[3-4]。但桦褐孔菌子实体只有在活的桦木

上生长 10～15 年才具有较高的药用价值，且平均每 2 万

棵桦木中只有一棵生长桦褐孔菌，资源十分稀少[5]。鉴

于桦褐孔菌的药用价值和资源现状，人工培养的菌丝体

具有巨大的潜在价值，对于菌丝体与子实体药用价值的

区别备受关注。本实验以采自长白山的桦褐孔菌子实体

及其人工培养的菌丝体为原材料，采用有机溶剂冷浸、

超声回流提取法提取桦褐孔菌菌丝体及子实体三萜化合

物，对提取的三萜化合物的抗肿瘤和抑菌活性进行比
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较，旨在为桦褐孔菌菌丝体内三萜类物质的深入研究提

供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

桦褐孔菌 LNUF008 菌株由实验室分离保存。中国

典型培养物保藏中心保藏，编号为 CCTCC M209280。大

肠埃希式杆菌(Escherichia coli)、蜡状芽孢杆菌(Bacillus
cereus)、枯草芽孢杆菌(B.subt i l is)、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)由本实验室提供。人胃癌癌细

胞株 MGC-803，由辽宁大学陈长兰教授惠赠。

白桦脂醇标准品(纯度为 98%)    杭州天草公司；胰

蛋白酶、新生小牛血清、Eagle 培养基(由 Dulbecco 改

良，DMEM)    美国 Gibco 公司；RPMI-1640    美国

Hy Clone 公司；台盼蓝、青霉素 G 钠盐、二甲基亚砜

( D M S O ) 、石油醚、氯仿、香草醛、噻唑蓝、溴化

钾、浓硫酸、高氯酸、冰乙酸、乙酸乙酯、甲醇、

无水乙醇等均为国产试剂纯。

1.2 仪器与设备

DNP-9802电热恒温培养箱     上海精宏实验设备有限

公司；RE52CS-2 旋转蒸发器、B-260 恒温水浴锅    上海

亚荣生化仪器厂；SHZ-D Ⅲ予华牌循环水真空泵    巩义

市硬峪予华仪器厂；KQ22DB 数控超声波清洗器    昆山

市超声仪器有限公司；BB15CO2 培养箱    德国Heraeus 公
司；Multiskan MK3酶标仪    美国Thermo Labsystems公司。

1.3 方法

1.3.1 三萜化合物提取

采用有机溶剂冷浸、超声回流法提取桦褐孔菌体内

三萜化合物[6-7]，取已收集的桦褐孔菌菌丝体干粉及子实

体干粉 10g，无水乙醇冷浸 24h 后，超声回流提取，提

取温度为 50℃，超声时间 1h 后，5000r/min 离心 10min，
收集上清液，减压浓缩至干，得到粗三萜化合物，观

察其外部形态。称量残渣计算粗三萜化合物回收率。

1.3.2 三萜化合物含量测定

采用分光光度法测定桦褐孔菌三萜化合物的含量，

以白桦脂醇标准品作为对照[8]。

标准曲线的制作：精确吸取以无水乙醇溶解的白桦

脂醇。对照品标准溶液(0.016mg/mL)0.10、0.15、0.20、
0.25、0.30、0.35、0.40、0.45、0.50、0.55mL，分

别置于 5mL 容量瓶，在 100℃水浴上蒸干后加入 0.20mL
新制的 5g/100mL 香草醛 - 冰乙酸溶液和 0.80mL 高氯酸摇

匀，于 70℃水浴保温反应 15min 后流水冷却至室温，再

加入乙酸乙酯定量到 5 m L，摇匀，同时作试剂空白，

以试剂空白对照和不同质量浓度水平白桦脂醇对照品溶

液分别在 400～900nm 波长范围内扫描，确定对照品的

最大吸收波长为 551nm。在 551nm 波长处以试剂空白为

参比，用 1cm 比色皿测定体系在 551nm 处的吸光度[9]。

以白桦脂醇的毫克数为横坐标，A 5 5 1nm 为纵坐标，建立

标准曲线。

三萜化合物含量测定：取适量备用的三萜化合物溶

液，按上述操作并在 551nm 波长处测定吸光度。根据

标准曲线计算三萜化合物的含量[10]。

1.3.3 两种来源的桦褐孔菌三萜化合物的薄层层析

将回流提取得到的桦褐孔菌子实体内三萜化合物及

菌丝体内三萜化合物分别点样于硅胶层析板上，距端点

2～3cm。置于层析缸中，室温展开，取出吹干，喷显

色剂，置于烘箱中加热，显色。展层剂：氯仿、乙

酸乙酯、乙醚体积比为 9 : 1 : 1，显色剂：浓硫酸、甲

醇体积比为 1:1，通过斑点的颜色及位置比较两种粗三

萜化合物的组成成分的异同。

1.3.4 两种来源的桦褐孔菌三萜化合物的红外光谱分析

取 1～2mg 桦褐孔菌三萜化合物样品在玛瑙研钵中，

研磨成细粉末与干燥的溴化钾粉末(约 100mg，粒度 200
目 ) 混合均匀，装入模具内，在压片机上压制成片测

试。把制备好的样品放入样品架，然后插入仪器样品

室的固定位置上，按仪器的操作流程测定。

将桦褐孔菌子实体体内三萜化合物的红外图谱及菌

丝体体内三萜化合物的红外图谱相对比，从待测化合物

的红外光谱特征吸收频率及红外特性吸收谱带的出现来

确定两种来源的三萜化合物的红外光谱是否一致，如果

两者光谱吸收峰位置和相对强度基本一致时，可判定待

测化合物是相同或近似的同系物。

1.3.5 两种来源的桦褐孔菌三萜化合物的抗癌作用分析

所用癌细胞为胃癌 MGC-803。以白桦脂醇为阳性对

照通过 MTT 比色分析法[7]测定桦褐孔菌三萜化合物对癌

细胞生长抑制作用。用胰蛋白酶消化汇合的单层细胞，

将细胞稀释至 1 × 104CFU/mL，用加样器在平底 96 孔板

中的各孔中加入 200μL 细胞悬液，于 37℃、5% CO2 细

胞培养箱中温育 24h。将各样品稀释 5 个浓度，做平行

实验，每个浓度 3 次重复，加入孔中。培养 6 8 h 后每

孔中各加入 50μL MTT，继续温育 4h，离心弃去培养

基和 MTT，每孔中各加入 200μL DMSO，振荡以溶解

残留的 MTT- 甲臜结晶。利用酶标仪测吸光度，计算细

胞增殖率。

用胰蛋白酶消化长势良好的单层细胞，吹打成均匀

的细胞悬液，平均转入 3 个细胞培养瓶(A、B、C)中。

在培养瓶 A 中加入新鲜 DMEM 细胞培养基，培养瓶 B
中加入新鲜 DMEM 培养基及桦褐孔菌子实体粗三萜化合

物至质量浓度为 0 . 0 8 m g / m L，培养瓶 C 中加入新鲜

DMEM 培养基及桦褐孔菌菌丝体粗三萜化合物至质量浓
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度为 0.08mg/mL。于 37℃、5% CO2 细胞培养箱中温育

24 h，倒置显微镜下观察细胞长势[1 1 ]。

1.3.6 两种来源桦褐孔菌三萜化合物的抑菌作用

抑菌实验方法采用管碟法，混菌平板制好后，用

无菌镊子取无菌牛津杯置于混菌平板上，杯中加满试

样，细菌在 37℃恒温培养箱培养 24 h 后，测量抑菌圈

的直径。试样分别为各 200μL 的桦褐孔菌液体发酵液、

桦褐孔菌三萜化合物、子实体三萜化合物，甲醇试剂

对照。37℃恒温培养箱培养过夜，24h 后观察抑菌实验

结果，用十字交叉法测量抑菌圈的直径 [ 1 2 ]。

2  结果与分析

2.1 桦褐孔菌三萜化合物的含量测定及形态观察

桦褐孔菌三萜化合物的标准曲线回归方程为 y ＝

1.4518x － 0.0967(R2 ＝ 0.9945)。计算提取液的桦褐孔菌

菌丝体三萜化合物为 93.85mg/g，比子实体中的略高。

观察并记录子实体及菌丝体三萜化合物颜色、结晶状

态、黏稠度等外部形态，记录如表 1 所示。

桦褐孔菌三萜化合物 颜色 黏稠度 状态 回收率 /%
子实体 深黄色 较黏稠 膏状 8.9
菌丝体 浅黄色 不黏稠 晶体状 11.5

表 1 桦褐孔菌三萜化合物比较分析

Table 1   Comparative analysis of triterpenoids from cultured mycelia
and fruit bodies of Inonotus obliquus

2.2 两种来源的桦褐孔菌三萜化合物的薄层层析结果

将氯仿回流提取得到的桦褐孔菌子实体内三萜化合

物及菌丝体内三萜化合物分别点样于硅胶层析板上，展

层后显色，结果如图 1 所示。桦褐孔菌子实体及菌丝体

内三萜化合物经薄层层析(TLC)显色后，斑点颜色及 Rf
值基本一致，初步证明利用氯仿冷浸超声提取法所得三

萜类化合物组成成分基本相同。

2.3 两种来源的桦褐孔菌三萜化合物红外光谱分析

A. 子实体三萜化合物；B. 菌丝体三萜化合物。

图 2 桦褐孔菌体内三萜化合物红外光谱图对比分析

Fig. 2    Infrared spectral analysis of triterpenoids from cultured
mycelia and fruit bodies of Inonotus obliquus

由图 2 可知，桦褐孔菌菌丝体及子实体内三萜化合

物光谱吸收峰位置和相对强度基本一致，两种来源三萜

类物质的红外光谱图都在3050～3057cm-1有烯烃C－H伸

缩吸收峰，1060～1070cm-1 有羟基吸收峰，1704～721cm-1

出现五元环酮的吸收峰等三萜类物质的特征峰并且吸收

频率相差不大，由此可判定两种三萜化合物是相同或近

似的同系物。

2.4 两种来源的桦褐孔菌三萜化合物抗癌作用分析

采用 MTT 比色分析法，通过对桦褐孔菌子实体三

萜化合物与菌丝体三萜化合物对胃癌 MGC-803 细胞增殖

作用的抑制率的测定，两种三萜化合物的对比关系如图

3 所示。

图 3 桦褐孔菌三萜化合物抑制胃癌细胞 MGC-803 增殖效果对比

 Fig. 3   Comparison of inhibitory effects of triterpenoids from
cultured mycelia and fruit bodies of Inonotus obliquus on the

proliferation of gastric cancer cell MGC-803
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图 1 桦褐孔菌子实体与菌丝体三萜化合物 TLC 结果

Fig.1   TLC results of triterpenoids from cultured mycelia and fruit
bodies of Inonotus obliquus
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由图 3 可知，桦褐孔菌子实体及菌丝体内三萜化合

物对胃癌 MGC-803 细胞增殖均具有抑制作用。两种三萜

化合物的抑制率随着质量浓度的升高显著上升，当三萜

化合物的质量浓度达到 0.16mg/mL 后，随着质量浓度的

升高上升速度逐渐缓慢。当质量浓度到达 0.32mg/mL
菌丝体和子实体三萜化合物对胃癌细胞抑制率分别为

(38.3 ± 2.3)% 和(28.4 ± 1.9)%，根据统计学原理，采

用统计学软件 SPSS 17.0 处理，组间比较采用 t 检验，

P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义，P ＜ 0.01 表示差异极

显著，检验结果表明桦褐孔菌菌丝体和子实体三萜化合

物对胃癌细胞抑制率的差异极显著(P ＝ 0.002)，其中菌

丝体三萜化合物抑制率更高。对照组白桦脂醇的抑制效

果明显低于实验组，这可能由于多种三萜类化合物的

协同抑癌效果优于单一的三萜化合物白桦脂醇的抑癌

效 果 。

A.正常细胞组；B.子实体三萜化合物给药组；C.菌丝体三萜化合物给药组。

图 4 桦褐孔菌三萜化合物抑制胃癌细胞 MGC-803 显微观察图

Fig.4    Microscopic images of gastric cancer cell MGC-803 suppressed
by triterpenoids from Inonotus obliquus

将正常细胞及加药细胞于细胞培养箱中培养 24h，
在倒置显微镜下观察细胞长势。由图 4 可知，加药细胞

明显增殖速度缓慢，细胞壁皱缩，细胞小，胞质突起，

细胞器完整，胞膜完整。据细胞形态初步判断，桦褐

孔菌三萜化合物可能是通过诱导细胞凋亡，以抑制癌细

胞生长。由实验可知，桦褐孔菌菌丝体三萜化合物对

癌细胞生长抑制能力高于子实体内三萜化合物。

2.5 两种来源的桦褐孔菌三萜化合物的抑菌活性研究

                                抑菌圈平均直径 /mm
桦褐孔菌

大肠杆菌 蜡状芽孢杆菌 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌
三萜化合物

(E. coli) (B.cereus) (S. aureus) (B.subtilis)
菌丝体 17.00 ± 0.894 24.67 ± 0.990 16.50 ± 0.850 11.50 ± 0.778
子实体 16.98 ± 0.765 24.65 ± 0.897 16.52 ± 0.589 11.76 ± 0.693

表 2 桦褐孔菌三萜化合物对 4 种细菌的抑制效果

 Table 2   Inhibitory effects of triterpenoids from cultured mycelia and
fruit bodies of Inonotus obliquus on four species of bacteria

由表 2 可知，桦褐孔菌三萜化合物对蜡状芽孢杆菌

(B.cereus)的抑菌效果具有差异性，对其他 3 种细菌的抑

菌效果具有显著性，组间比较对大肠杆菌(E.coli)和金黄

色葡萄球菌(S.aureus)的抑制效果差异不显著，说明桦褐

孔菌三萜化合物对大肠杆菌( E . c o l i )和金黄色葡萄球

菌(S .aureus )的抑制效果相差不大，对枯草芽孢杆菌

(B.cubtilis)的抑制效果同其他 3 种细菌相比较最差，抑

菌圈直径仅为 11.76mm，对蜡状芽孢杆菌(B.cereus)的抑

制效果最为显著，抑菌圈直径为 24.67mm。实验显示桦

褐孔菌子实体与菌丝体中的三萜化合物的抑菌效果相

当，没有明显区别。

3 结论与讨论

采用本实验室优化的桦褐孔菌三萜化合物的提取方

法，即用无水乙醇冷浸 24h，50℃超声回流提取 1h，所

得的桦褐孔菌三萜化合物产率最佳，提取的桦褐孔菌菌

丝体三萜化合物可达到 93.85mg/g，用乙醇作溶剂，避

免使用其他有毒有害的试剂，降低了毒性。采用杯碟

法测定桦褐孔菌菌丝体及子实体三萜化合物对大肠杆菌

(E.coli)、金黄色葡萄球菌(S.aureus )、蜡状芽孢杆菌

(B.cereus)、枯草芽孢杆菌(B.subtilis)均有一定的抑制作

用，其中对蜡状芽孢杆菌(B.cereus)的抑制效果最为显

著，抑菌圈直径为 24.67mm。通过 MTT 比色法测定三

萜化合物对人胃癌细胞株 MGC-803 的最高抑制率可达到

38.27%，并且实验证实桦褐孔菌菌丝体三萜化合物对癌

细胞生长抑制能力高于子实体三萜化合物。

综上所述，桦褐孔菌发酵菌丝体中的三萜化合物含

量高、抗癌抗肿瘤功效显著，优于子实体内三萜化合

物。两种来源的三萜化合物的抑菌活性差异不显著。因

此，利用桦褐孔菌的深层菌体发酵培养代替有限的野生

子实体资源，生产三萜类活性物质合理可行，为桦褐

孔菌产品的进一步开发提供了新的途径。经过近几年国

内外的研究，特别是欧美国家，人们已经从桦褐孔菌

中提取到多种有效成分，进行临床实验，证实桦褐孔

菌具有很好治疗糖尿病、防止高血压、抗癌、抗衰老、

有效抑制传染性病毒等作用[4,13-15]。鉴于桦褐孔菌的开发

应用前景，今后应进一步对桦褐孔菌进行更加深入系统

的研究，开发研制桦褐孔菌系列保健医药食品[16-17]，使

其为人类防病治病发挥更大的作用。
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