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!!摘!要"探究桦褐孔菌液体深层发酵所得菌丝体中三萜类成分的抗肿瘤活性&采用高效液相色谱法鉴定桦褐
孔菌液体深层发酵产物中含有F种已知具有肿瘤细胞生长抑制活性的三萜类成分!采用\88比色法分析三萜类成
分对卵巢癌细胞I6!(6c?WB和肺癌细胞PF%$和OH$的生长活性的影响!通过细胞周期和细胞凋亡实验研究三萜
类成分对卵巢癌细胞和肺癌细胞增殖的影响&结果表明$经过三萜类成分处理BM和CM的肿瘤细胞生长活性均被
明显抑制!对卵巢癌细胞I6!抑制的@HF"分别为!#D#$5%Ĵ 和#EDC$5%Ĵ !对6c?WB抑制的@HF"值分别为BBD’

$5%Ĵ 和#"D$$5%Ĵ ’对肺癌细胞OH$抑制的@HF"分别为!#D%$5%Ĵ 和#$DE$5%Ĵ (对PF%$抑制的@HF"值分别
为!’DF$5%Ĵ 和!BDF$5%Ĵ &细胞周期实验结果表明三萜类成分对I6!(PF%$(OH$(6c?WB的阻滞可能发生在

Z"%Z#期!在#CD"$5%Ĵ 的三萜类成分处理下!OH$(PF%$(I6!(6c?WB处在Z#期的细胞比例与对照组中各细胞

Z#期的占比分别提高B!DBN(%FDEN(#"D$N(CD!N!6期的细胞数降低#$D#N(FEDBN(!BD#N(#EDFN&细胞凋亡结
果表明!经过药物处理!M后!三萜类成分能够有效的诱导卵巢癌细胞I6!(6c?WB和肺癌细胞PF%$和OH$的细
胞凋亡!进一步验证桦褐孔菌三萜类成分具有肿瘤抑制活性&
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Z#R1-;2DP/<2+<+2-<J2,<T4<1#CD"$5*Ĵ <+4<2+R2,2;’<12R+)R)+<4),)/72..;4,Z#R1-;2)/OH$’PF%$’



6c?WB-,MI6!4,7+2-;2MS=B!DBN’%FDEN’#"D$N-,MCD!N+2;R27<4:2.=’7)JR-+2MT4<1<127),<+).
5+)*R’-,M<12R+)R)+<4),)/72..;4,6R1-;2+2M*72M#$D#N’FEDBN’!BD#N-,M#EDFN’+2;R27<4:2.=D
PR)R<);4;+2;*.<;;1)T2M<1-<-/<2+<+2-<J2,<T4<1<+4<2+R2,)4M/)+!M’<+4<2+R2,2;7)*.M2//27<4:2.=4,M*72
-R)R<);4;)/I6!’6c?WB’OH$-,MPF%$’T1471/*+<12+:2+4/42;<12<+4<2+R2,)4M;)/6-,-,R)C,HD(\))C
R);;2;;<*J)+72..4,14S4<4),-7<4:4<=D

7-84)01$!6-,-,R)C,HD(\))C&;*SJ2+52M/2+J2,<-<4),&<+4<2+R2,2&<*J)+72..4,14S4<4),

!!桦褐孔菌作为一种药用真菌’具有多种生物活
性’被认为是一种珍贵的)具有极好疗效的药物##$(
在桦褐孔菌中’起到活性作用的是多糖)多酚以及三
萜类物质等#!$’这类物质在抗炎症)抗肿瘤)抗真菌)
抗病毒)抗细菌)提高机体免疫力)保肝和抗氧化等
方面都具有药物活性#B&%$(在自然条件下桦褐孔菌
的子实体所需要的生长条件较为苛刻’通常寄生在
极寒条件下的桦树上’其子实体的生长周期长’需要
十年及以上的时间’因此’实验室多采用液体深层发
酵的方法来培养桦褐孔菌’并获得桦褐孔菌的菌丝体
以及在菌丝体形成过程中产生的次生代谢产物#F$(

癌症是一种极为严重)致死率极高的疾病’桦褐
孔菌的子实体在被作为民间药物使用时’有作为抗
肿瘤的治疗药物的记载#C$’桦褐孔菌的液体深层发
酵所获得的菌丝体虽然和桦褐孔菌子实体的组成成
分含量有所差别#E$’但是组成成分的类别大致相
同#’$(因此’桦褐孔菌液体深层发酵菌丝体的三萜
提取物具有作为抗癌药物的研究价值#$$(

近年来’国内外研究者对桦褐孔菌抗肿瘤作用
的研究对象多数是桦褐孔菌提取物中的多糖成
分##"&##$’而桦褐孔菌三萜类化合物作为研究对象的
文献较少’本文通过对%种癌细胞以及一种正常肺
细胞 进 行 噻 唑 蓝 "814-K).=.S.*2<2<+-K).4*J
S+)J4M2’\88%检测分析’确定三萜类化合物对某
一些癌细胞的增殖具有抑制作用’并且与已知的几
种三萜类抗肿瘤成分相比’以评价桦褐孔菌三萜成
分的抗肿瘤活性的效果&进行细胞周期以及细胞凋
亡实验分析’初步评价桦褐孔菌三萜类化合物对卵
巢癌细胞I6!)6c?WB和肺癌细胞OH$)PF%$细胞
周期及细胞凋亡的影响’并通过QÔ H来进一步确
定桦褐孔菌三萜类化合物中的具有抗癌活性的活性
成分’为进一步分析其作用机制奠定基础(

:!材料与方法

:<:!材料
活化培养基!麦芽浸膏!D"5’葡萄糖!D"5’蛋

白胨"D#5’琼脂!D"5(

种子培养基!cQ!O?%B"D"J5’\56?%!"D"J5’
酵母浸膏"DB5’蛋白胨F"D"J5’葡萄糖#D"5(

基础培养基的配方参考文献##!$’具体为!玉米
粉FDB5’蛋白胨"DB5’H)H.!,CQ!?!D"J5’
cQ!O?%"D#5’\56?%!"D"J5’0,6?%,EQ!?
#D"J5’c!QO?%,BQ!?F"D"J5’V26?%,EQ!?
FD"J5’H*6?%,FQ!?!D"J5’\,6?%,%Q!?
$D"J5’用蒸馏水定容至#""D"Ĵ (

原始细胞株!Y2;-!)6c?WB)OH$)PF%$)I6!
均由哈佛医学院V.2<712+博士实验室保存(

实验试剂!O+)R4M4*J@)M4M2"O@%溶液购自Y>
公司’牛血清)XO\@#C%")!DFu 8+=R;4,&I>8P)
OY6缓冲液和>\6?购自鼎国生物有限公司(
:<;!菌种活化和发酵

菌种活化和发酵方法参考文献##B$’具体为!在
超净台中用接种环把原始菌种接到麦芽浸膏琼脂
"\-.<2L<+-7<S+)<1’\2-%斜面培养基中’并将含有
培养基的试管转移到相对湿度为$"D"N’温度为
!’i的恒温恒湿箱中培养#"M’完成菌种的活化(
在超净台中’用接种环从活化的菌种中挑取几块少
量的菌丝体’接种到 \2-培养基平板上’置温度为
!’i)湿度为$"D"N的恒温恒湿箱中’倒置培养(
液体种子培养基在超净台中完成接种过程’放到恒
温恒湿箱中培养B"%M’培养条件为!Fi)相对湿
度’FD"N&最后将锥形瓶放到摇床之中进行培养’条
件为!’i’#F"+*J4,(每瓶发酵培养基中加入!D"
Ĵ 的液体种子’放入!’i’#F"+*J4,的气浴恒温
振荡器中培养EM(
:<=!细胞培养

将冻存的细胞从液氮灌中取出’在BEi水浴锅
中快速解冻’在超净台中’吸取出冻存管中的细胞液
并转移到#FD"Ĵ 的离心管中’加入ED"Ĵ 的完
全培养基混匀’#"""+*J4,离心FJ4,’弃上清液’用
FD"Ĵ 的完全培养基重新混匀细胞’将混匀后的细
胞液转移到8!F中’在BEi)FD"NH?! 的培养箱
中静置培养(

弃去8!F中的旧完全培养基&用#D"Ĵ 的OY6
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溶液清洗&弃OY6’在8!F中加入#D"Ĵ 的!DFu胰
酶"8+=R;4,&I>8P%&在培养箱中静置消化FJ4,&
消化完成后加入等量的完全培养基&收集细胞液并
转移到离心管中’室温条件下#"""+*J4,离心F
J4,&弃去上清&加入#"D"Ĵ 或者#FD"Ĵ 的完全培
养基’将细胞#hB的比例传代&培养箱中静置培养’
培养条件为BEi和FD"NH?!(
:<>!香草醛B冰醋酸法分析含量

三萜的测定方法参考文献##%$’具体为!用无水
乙醇溶解’D"J5的白桦脂醇标准品’并定容到
F"D"Ĵ ’配制成标准溶液&将上述溶液振荡)摇匀’
选取不同浓度的标准品溶液&将标准品在沸水中蒸
干’然后加入FN的香草醛冰醋酸溶液’每管加入
"D!Ĵ &再在每管中加入"D’Ĵ 的高氯酸’充分混
匀&在恒温水浴锅中E"i反应#FJ4,’反应完成后
放入冰水浴中静置FJ4,&加入%D"Ĵ 的乙酸乙
酯’混匀&将试管中的溶液’置于紫外分光光度计
FF#D",J处测定其吸光度’获得标准曲线(

样品总三萜含量的测定!液体深层发酵桦褐孔
菌的菌丝体’在烘箱中烘干&用粉碎机研磨成粉末
状’并过C"目筛子&精确从菌丝体粉末中称取
"D#5’放到#"D"Ĵ 的离心管中&加入!D"Ĵ 的异
丙醇后用超声波破碎仪进行破壁"每个试管的破壁
总时长为%J4,’间歇时间为B;%&破壁结束之后’
向离心管中加入CD"Ĵ 的异丙醇使得试管中的提
取剂达到’D"Ĵ ’在F"i的恒温水浴锅中水浴
#M&根据上述步骤再重复两次后合并上清液’取
"D#Ĵ 上清液溶液进行和获得标准曲线相同的实
验’测定吸光度(
:<?!CRR测定肿瘤细胞生长抑制率

收集对数生长期的细胞’在细胞计数板中计算
收集细胞的总数&向$C孔板中每孔加入稀释后的细
胞液#""D"$̂ ’控制每孔中细胞数量约为F"""个&
放到培养箱中静置培养#!1&将$C孔板中的培养基
更换成不同浓度的含药培养基"设立F个平行组’并
且设有空白对照组%&继续放入培养箱中培养BM或
者CM&向$C孔板中加入!"D"$̂ 的\88溶液’孵
育%1&取出$C孔板’并吸去孔内的培养液&向$C孔
板中的对照组以及实验组的孔中加入#F"D"$̂ 二甲
基亚砜’放到摇床中低速振荡#"J4,’使得$C孔板中
的甲臜充分溶解&用酶标仪测定各孔在%$"D",J下
的?>值##F$’数据用Z+-R1O-MO+4;JC处理(
:<@!细胞周期分析

将8!F中的细胞传代到六孔板中’在培养箱内

继续培养#M’向六孔板中加入不同浓度"%D")
#CD"$5*Ĵ %的药物’并设立对照组"按%D"u添加
异丙醇%&经过含药培养基培养BM之后’取出六孔
板’收集六孔板中的旧培养基到#FD"Ĵ 的无菌离
心管中&用#D"Ĵ 的OY6清洗并转移到相同的离
心管中&向六孔板每孔中加入#D"Ĵ 的胰酶消化
细胞FJ4,后收集到对应的离心管中’编号记录相
应的药物浓度&在室温下’对#FD"Ĵ 离心管进行
离心’转速为#"""+*J4,’持续FJ4,’弃去上清液&
加入#D"Ĵ 预冷的OY6溶液’轻轻吹打离心管中
细胞重悬混匀&将含有细胞的OY6溶液转移到
#DFĴ 的离心管中’并进行标记’在#"""+*J4,转
速下持续离心FJ4,’弃去上清液&加入#D"Ĵ 的
预冷OY6’重复两次上述步骤&每个离心管中加入#D
"Ĵ 的EFN乙醇’混匀’放到%i冰箱中固定过
夜&!M后离心弃上清’加入#D"Ĵ 预冷的OY6清
洗!遍’加入"DFĴ 的O@染料’避光染色B"J4,&
在流式细胞仪中检测经过不同浓度三萜类成分处
理’%种细胞的细胞周期Z#期)6期以及Z!期细胞
数量占比的变化&实验数据通过HV.)T软件处理’
具体方法参考文献##C$(
:<D!细胞凋亡分析

将8!F中的细胞传代到六孔板中’在培养箱内
继续培养#M’向六孔板中加入不同浓度"%D")
#CD"$5*Ĵ %的药物’并设立对照组"按%D"u添加
异丙醇%&经过含药培养基培养!M之后’取出六孔
板’收集六孔板中的旧培养基到#FD"Ĵ 的无菌离
心管中&用#D"Ĵ 的OY6清洗并转移到相同的离
心管中&向六孔板每孔中加入#D"Ĵ 的胰酶消化
细胞FJ4,后收集到对应的离心管中’编号记录相
应的药物浓度&在室温下’对#FD"Ĵ 离心管进行
离心’转速为#"""+*J4,’持续FJ4,’弃去上清液&
加入#D"Ĵ 预冷的OY6溶液’轻轻吹打离心管中
细胞重悬混匀&将含有细胞的OY6溶液转移到
#DFĴ 的离心管中’并进行标记’在#"""+*J4,转
速下持续离心FJ4,’弃去上清液&加入#D"Ĵ 的
预冷OY6’重复两次上述步骤&每管中加入#D"Ĵ
#[Y4,M4,5S*//2+"保证细胞数量大于#D"[#"C个%&
取#""D"$̂ 细胞悬液’加入P,,2L4,W和E&P>>各
BD"$̂ ’室温避光孵育#FJ4,&加入%""D"$̂ #[
Y4,M4,5S*//2+后在Y>流式仪中检测经过不同浓
度的三萜类成分处理’%种细胞的早期凋亡细胞)晚
期凋亡细胞)死细胞以及活细胞数量占比的变化情
况&数据用HV.)T软件处理(
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:<E!TQY!测定已知三萜含量
分别称量!""D"$5的B+&1=M+)L=&.-,);<-&’’

!%&M42,&!#&-.)白桦脂醇)桦褐孔菌醇和栓菌酸"其
中白桦脂醇购于;45J-%’分别配置成!D"J5*̂ 的
标准溶液’分别取F""D"$̂ 上述标准溶液将其混
合’用甲醇调整混合溶液浓度’使其混合溶液最终浓
度分别为#"D")F"D")#""D")#F"D"$5*̂ 和!F"D"$5*
’̂将溶液通过!D![#"G%JJ的有机微孔滤器’将
其置于QÔ H中梯度洗脱’流动相为水和乙腈’柱
温为B"i’进样量为!"D"$̂ ’每组上样B次’以浓
度为横坐标’平均峰面积为纵坐标’获得标准曲线’
将对照组与实验组所提取的三萜稀释到之后’按上

述方法进样’并分析成分(
:<G!统计学方法

所有结果数据都设立至少三个平行组’并加入标
准差’用g12 表示’[&";"F为有统计学差异’[&
";"#为有显著统计学差异’[&";""#为有极其显著的
统计学差异’@HF"值采用Z+-R1O-MZ+4;JC计算(

;!结果与分析

;<:!肿瘤细胞抑制率
添加不同浓度的三萜类成分处理BM和CM后’

对卵巢癌细胞6c?WB)I6!和肺癌细胞OH$)PF%$
以及正常肺细胞Y2;-!的抑制作用效果如图#所示(

图#!三萜类成分对F种肿瘤细胞抑制作用
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图#表明’桦褐孔菌三萜类成分对卵巢癌和肺癌细
胞的抑制效果较明显’并且呈现出和浓度正相关的
趋势’同时对Y2;-!细胞的抑制效果并不明显(通
过Z+-R1O-MZ+4;JC进行计算之后’获得三萜类成
分对F种癌细胞的@HF"值’结果如表#所示’抑制卵
巢癌细胞I6!增殖的@HF"分别为!#D#$5*Ĵ 和
#EDC$5*Ĵ )抑制6c?WB增殖的@HF"值分别为BBD
’$5*Ĵ 和#"D$$5*Ĵ &抑制肺癌细胞OH$增殖
的@HF"分别为!#D%$5*Ĵ 和#$DE$5*Ĵ )抑制
PF%$增殖的@HF"值分别为!’DF$5*Ĵ 和!BDF$5*
Ĵ (以F&氟尿嘧啶"F&V9%作为阳性对照药物’由
表#中所列@HF"值知’F&V*对肿瘤细胞的增殖抑制
能力要明显强于两种不同处理时间的三萜’但对正
常肺细胞Y2;-!的极大损伤’具有明显的副作用(
;<;!细胞周期实验

不同浓度的三萜类成分处理%种肿瘤细胞BM
后收集细胞’在流式细胞仪中进行细胞周期分析’结

果如表!所示(由表!可知’肺癌细胞OH$)PF%$
和卵巢癌细胞I6!)6c?WB经过三萜类成分处理’
随着桦褐孔菌提取物的浓度升高’%种细胞的6期
和Z!*\期的比例降低’Z"*Z#期的比例提高’表
明在Z"*Z#期细胞周期受到阻滞’其中PF%$的变
化最为明显&经过#C$5*Ĵ 三萜类成分处理的
OH$)PF%$)I6!)6c?WB与对照相比各细胞处在
Z#期的细胞数分别提高B!DBN)%FDEN)#"D$N)CD
!N’6期的细胞数降低#$D#N)FEDBN)!BD#N)
#EDFN(

表:!抑制五种细胞增殖的X!?9

细胞株 BM
的@HF"值*

"$5,Ĵ G#%
CM的@HF"值*
"$5,Ĵ G#%

BM的FGV9@HF"
值*"$5,Ĵ G#%

PF%$ !’DF !BDF** ##DB
OH$ !#D% #$DE #"D!
I6! !#D" #EDC** #"D#
6c?WB %!DF #’D%*** #FD"
注!**表示[﹤"D"#’***表示[﹤"D""#

表;!三萜类成分对?种细胞细胞周期影响

细胞周期
所占比例

三萜类成分浓度*"$5,Ĵ G#%
OH$

"D" %D" #CD"
PF%$

"D" %D" #CD"
6c?WB

"D" %D" #CD"
I6!

"D" %D" #CD"

Z#期*N
BFD’g
"D$

%!DCg
#DE

%ED%g
#DE

FBDBg
#DC

FCD’g
"DB

EEDEg
#DE

FFD"g
#D$

F$D’g
!DC

C#D"g
#D%

CCDCg
#D#

CED!g
"DF

E"DEg
"DC

6期*N
F#DFg
BDB

%CDBg
!DF

%#DEg
%D"

!CD#g
!DC

!!DFg
#DB

##D#g
FD"

!CD%g
!DB

!!DCg
#DC

!"DBg
#DC

!"DBg
"D$

#’DEg
"DF

#CDEg
"DB

Z!期*N
#!DEg
%D!

##D#g
CD"

##D$g
!DF

!"DCg
BD#

!"DEg
"D#

##D!g
!DF

#’DCg
#DB

#EDCg
"DE

#’DEg
"D’

#BD#g
#DE

#%D#g
"DC

#!DCg
!D!

;<=!细胞凋亡实验
用不同浓度的三萜类成分处理%种肿瘤细胞!

M后收集细胞’在流式细胞仪中测定细胞凋亡情形’
结果如表B显示’肺癌细胞OH$’PF%$和卵巢癌细
胞6c?WB’I6!的凋亡比例均有所增加’高于未加
入三萜类成分(细胞不同状态的分布如图!所示’

经过三萜类成分处理%种肿瘤细胞之后’在早期凋
亡和晚期凋亡象限中的细胞比例明显增多&经过三
萜类成分处理’不仅会引起%种肿瘤细胞的细胞凋
亡’在死亡细胞象限中的细胞比例也提高(因此’除
了引起细胞凋亡之外’三萜类成分的细胞毒性也可
能是其药效的方式之一(

表=!三萜类成分处理对肿瘤细胞凋亡影响
不同细胞
状态所占
比例

三萜类成分浓度*"$5,Ĵ G#%
OH$

"D" %D" #CD"
PF%$

"D" %D" #CD"
6c?WB

"D" %D" #CD"
I6!

"D" %D" #CD"

9̂*N
"DFg
"DF

"D$g
"D#

"DEg
"D#

"D%g
"D#

"DFg
"D!

"g
"D#

"D!g
"D#

"D#g
"D#

"g
"D#

"DEg
"D$

"DBg
"D#

"D!g
"D#

9X*N
BD$g
"D%

%DFg
"DC

$DCg
#D!

!D"g
"DB

#D$g
"DE

!D%g
#D#

"DFg
"D!

BD$g
"DF

ED"g
"D’

BDBg
"D$

#DCg
"DF

BDFg
"D’

^̂*N
$"DCg
"DC

ECD’g
!DE

CFDEg
FD#

$CD%g
#D%

’’DCg
BDB

’!DCg
FD!

$ED!g
"D!

EBD’g
#"

F$D%g
%D!

$%DEg
#D$

’BDEg
BDB

C’D$g
BD"

X̂*N
FD"g
#D!

#ED’g
BDE

!"D’g
%D’

#D!g
"DB

$D"g
"D!

#FD"g
!D#

!D#g
"D%

!!D!g
FD"

BBDCg
FDC

#D%g
"D#

#%D%g
BD%

!ED%g
%DE

注!表中^̂ 代表左下方区域为活细胞’̂X代表右下方区域为早期凋亡细胞’9̂ 代表左上方区域为晚期凋亡细胞’9X代表
右上方区域为死细胞
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图!!不同浓度三萜成分处理对%种肿瘤细胞凋亡的影响

;<>!三萜类成分中已知化合物的含量
将三萜类成分稀释到!F"D"$5*Ĵ 进行

QÔ H分析’结果如图B所示(由图B可知’在三萜
类成分中’的确含有白桦脂醇)栓菌酸)桦褐孔菌醇)
B+&1=M+)L=&.-,);<-&’’!%&M42,&!#&-.和羊毛甾醇’三
萜类成分中所占的比例分别为#D!N)!DCN)!D%N)
"D%和!ED$N(液体发酵桦褐孔菌菌丝体中所提取
的三萜类成分含有白桦脂醇)栓菌酸)桦褐孔菌醇)
B+&1=M+)L=&.-,);<-&’’!%&M42,&!#&-.和羊毛甾醇(
白桦脂醇)栓菌酸和桦褐孔菌醇具备一定的抗癌活
性##E&#$$’因此桦褐孔菌菌丝体所提取的三萜产生抗
癌作用可能是通过这B种三萜成分中的一种或者几
种达到的(

图B!桦褐孔菌液体深层发酵三萜类成分的QÔ H分析

=!讨!论

>),5等#!"$发现%种新的羊毛甾烷型三萜’对

肿瘤细胞株 \Z&’"B和 Q2RZ!的@HF"值有%!D$

$5*Ĵ 和%%D#$5*Ĵ &\-等#!#$利用人参水提取
物进行抗癌活性实验’其中一种三萜化合物对 Q̂&C"
和Q2RZ!的@HF"值分别为##DF$5*Ĵ 和!BD#$5*
Ĵ &刘红兵等#!!$从风杨中提取分离出一种化合物’
该化合物在对cFC!细胞有十分显著的抑制效果’
并且测定出@HF"值为#BDC$5*Ĵ (与已报到的三
萜化合物对肿瘤细胞增殖能力相比’本文研究所得
结果桦褐孔菌三萜类成分对%种肿瘤细胞增殖的抑
制效果较明显’因此桦褐孔菌三萜作为一种癌细胞
的抑制的药源是可行的(

细胞周期中Z#其主要为6期合成>]P所需
X]P和蛋白质进行准备’Z"*Z#期阻滞说明三萜
化合物影响肿瘤细胞在Z#*6期的检查点’>]P合
成所需的关键蛋白以及关键基因受到抑制#!B$’因
此’肿瘤细胞就被阻滞在细胞周期中的Z"*Z#期’
同时三萜类化合物就可能在细胞凋亡相关的调控点
中’对控制细胞凋亡的基因进行诱导’使肿瘤细胞发
生自我凋亡#!%$(在细胞周期中’有许多参与对细胞
周期调控的因子’通过对细胞周期调控基因H=7.4,
>#)H=7.4,I#)H>c!和H>c%的抑制以及对O!E
基因的促进可以达到对Z"*Z#期阻滞的效果#!F&!E$’
三萜类成分对肺癌细胞PF%$)OH$和卵巢癌细胞
6c?WB)I6!细胞的阻滞作用可能就是通过影响上
述调控因子来达到阻滞细胞周期的效果(细胞凋亡
实验选用P,,2L4,W和E&P>>试剂进行染色’以
此来测定细胞的凋亡比例’其中P,,2L4,W用来检
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测细胞是否凋亡’E&P>>用来检测细胞是否存活’
两种染色剂就可以将细胞分成活细胞)死细胞)早期
凋亡细胞和晚期凋亡细胞四种#!’$(本文中经过不
同浓度三萜类成分处理之后的%种细胞的凋亡比例
均有所增加’说明加入三萜类成分之后’促进卵巢癌
细胞"I6!’6c?WB%和肺癌细胞"OH$’PF%$%的细
胞凋亡(

通过QÔ H实验’鉴定桦褐孔菌菌丝体中的三
萜类成分’主要成分中桦褐孔菌醇具有良好的抗突
变抗氧化活性#!$$’白桦脂醇的衍生物白桦脂酸能够
诱导细胞凋亡来达到抗肿瘤的效果#B"$’拴菌酸能够
通过调节O&糖蛋白的表达起到抗肿瘤效果#B#$’后续
实验中’尝试进一步对三萜类成分进行纯化分离’将
其分成具有不同极性的$种成分’栓菌酸的一种成
分’具有比未纯化之前更加有效的肿瘤抑制活性(
因此栓菌酸可能是桦褐孔菌三萜类成分中起到肿瘤
抑制活性的成分之一’但仍需进一步实验确定其成
分以及另外几种更有效分部的结构才能更好了解桦
褐孔菌三萜类成分的抗肿瘤机制(

>!结!论

本文鉴定桦褐孔菌液体深层发酵的三萜产物’
并研究抑制肿瘤细胞株生长效果’主要结果如下!
-%三萜类成分具有良好的肿瘤抑制活性’对抑

制肺癌细胞PF%$)OH$’卵巢癌细胞I6!)6c?WB
增殖)引起细胞周期Z"*Z#期阻滞和诱导细胞凋亡
都具有良好的效果&
S%桦褐孔菌中存在白桦脂醇)栓菌酸)桦褐孔

菌醇)B+&1=M+)L=&.-,);<-&’’!%&M42,&!#&-.和羊毛甾
醇F种具备抑制肿瘤细胞株生长效果的活性成分(

本文通过鉴定桦褐孔菌中存在多种具备抗癌活
性的物质’为研究桦褐孔菌深层发酵三萜类成分的
肿瘤抑制效果奠定基础(
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