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桦褐孔菌三萜对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶的
抑制活性及其有效成分鉴定

黄盼盼，陈　程，徐向群
（浙江理工大学生命科学与医药学院，杭州３１００１８）

　　摘　要：为探索桦褐孔菌（Ｉｎｏｎｏｔｕｓ　ｏｂｌｉｑｕｕｓ）三萜是否能作为α－葡萄糖苷酶／α－淀粉酶天然抑制剂，采用硅胶柱

色谱洗脱桦褐孔菌提取物，通过薄层色谱检测进行分离、纯化，结合液质联用色谱和核磁共振波谱对桦褐孔菌中的

生物活性物质进行鉴定。结果表明：从桦褐孔菌发酵菌丝体中发现了桦褐孔菌萜Ｄ、ｌａｗｓａｒｉｔｏｌ和白桦脂酸，并从子

实体中得到羊毛甾醇、桦褐孔菌醇和栓菌酸；桦褐孔菌子实体中的桦褐孔菌醇对α－葡萄糖苷酶具有最强抑制活性，

液体深层发酵产物桦褐孔菌萜Ｄ对α－淀粉酶具有最强抑制活性，其ＩＣ５０值均低于阳性对照的阿卡波糖；酶抑制动力

学结果表明，桦褐孔菌醇对α－葡萄糖糖苷酶作用机制为竞争性抑制，桦褐孔菌萜Ｄ对α－淀粉酶的抑制类型为非竞争

性与竞争性抑制混合。
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０　引　言

桦褐孔菌（Ｉｎｏｎｏｔｕｓ　ｏｂｌｉｑｕｕｓ）为锈革菌科纤孔
菌属药用真菌。早在１６世纪，民间就有“白桦茸”
（桦褐孔菌）作为药物广泛用于预防治疗糖尿病、癌
症等疑难杂症的记载［１－３］。桦褐孔菌是一种木腐菌，
寄生于白桦、银桦、赤杨等树的树皮下或枯干上，主
要生长寒冷地区，在波兰、芬兰、俄罗斯以及中国吉
林、黑龙江一带均有分布［４］。已有研究表明，桦褐孔
菌提取物及其单体成分具有降血糖、抗菌、抗炎、抗
肿瘤和抗氧化等药理作用［５－６］。桦褐孔菌中的主要
活性成分包括三萜类化合物、多糖以及多酚，还包括
类固醇、生物碱类化合物、黑色素及木质素等化学物
质［７－９］。桦褐孔菌中的三萜类化合物被认为是最具
生物活性的成分和潜在的抗糖尿病药，Ｌｕ等［１０］研
究发现，桦褐孔菌乙酸乙酯组分对高血糖小鼠具有显
著影响，其主要成分鉴定为羊毛甾醇、３β－羟基－羊毛甾
醇－８，２４二烯－２１醛、白桦脂醇、麦角固醇和栓菌酸。
糖尿病是近年来具有高发病率的高血糖水平的

慢性疾病。１型糖尿病是一种基因缺陷疾病，患者
自身无法分泌产生足够的胰岛素来降低血糖水平，
只能通过依赖外界注射胰岛素来控制［１１］。２型糖尿
病患者可以正常分泌胰岛素，但后天出现的胰岛素
抵抗导致受体无法正常工作，通过适当口服降糖药
物，如二甲双胍、罗格列酮等药物，可以降低餐后血
糖水平［１２］。α－葡萄糖苷酶抑制剂和α－淀粉酶抑制
剂是新型有效药物，如阿卡波糖和伏格列波糖，可以
有效抑制人体消化道中糖的吸收，并降低餐后血
糖［１３］。但目前临床上使用降糖药为化学合成的酶
抑制剂，给药量大，同时会造成严重的肝功能损伤、
胃胀、腹泻等副作用，从天然产物中发现新的α－葡
萄糖苷酶抑制剂和α－淀粉酶抑制剂是显著胰岛素
抵抗的２型糖尿病研究的热点［１４－１６］。郭秀春等［１７］

发现，药用植物锦鸡儿中所含的齐墩果酸、熊果酸和
羽扇豆醇等三萜类化合物对α－葡萄糖苷酶体外抑制
活性较好。Ｙｉｎｇ等［１８］从桦褐孔菌氯仿提取物分离得
到桦褐孔菌内酯 Ａ、Ｂ、Ｃ，３β，２２－羟基肉桂酸酯－７，９
（１１），２４－三烯和３β－羟基肉桂酸酯等物质，其中桦褐
孔菌内酯Ａ、Ｂ对α－葡萄糖苷酶有显著抑制作用。
目前，关于桦褐孔菌三萜对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉

酶活性抑制的研究较少。为了明确桦褐孔菌子实体和发
酵菌丝体三萜的抑酶活性，本文对子实体和发酵菌丝体的
次级代谢产物中的三萜类成分进行了色谱分离、抑酶活性
分析和有效成分ＨＰＬＣ／ＭＳ－ＭＳ和ＮＭＲ分析鉴定。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器

１．１．１　菌　种
野生桦褐孔菌子实体购于杭州胡庆余堂，桦褐孔

菌原始菌种（ＣＢＳ３１４．３９）购于荷兰菌种保藏中心。

１．１．２　试　剂
分析纯试剂香草醛、冰醋酸、高氯酸、氯仿、异丙

醇、石油醚、丙酮、甲醇、可溶性淀粉等为杭州高晶精
细化工有限公司生产，柱色谱硅胶（２００～３００目）和
薄层色谱硅胶 ＧＦ２５４购自青岛海洋化工厂，白桦脂
醇标准品、４－硝基苯－α－Ｄ－吡喃葡萄糖苷（ＰＮＰＧ）、α－
葡萄糖苷酶（来源于酿酒酵母）、α－淀粉酶（来源于猪
胰腺）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，卡博平（阿卡波糖片）
购自中美华东制药有限公司，色谱纯试剂如甲醇、乙
腈、氘代氯仿、氘代二甲基亚砜（色谱纯）购自天津市
科密欧化学试剂有限公司。

１．１．３　仪　器

ＨＺ－２０１０Ｋ型恒温摇床（太仓市华利达实验设
备有限公司）、Ｓｃｉｅｎｔｚ－ⅡＤ型超声波破碎仪（浙江宁
波新芝生物科技股份有限公司）、ＲＥ－２０１Ｂ型旋转
蒸发仪（杭州大卫科技仪器有限公司）、ＵＶ－２５０１ＰＣ
型紫外分光光度计（日本岛津公司）、ＥＬｘ８００型酶
标仪（美国ＢｉｏＴｅＫ公司）、Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００型液质联用
仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）和Ｂｒｕｋｅｒ　ＡＶＡＮＣＥ型核磁
共振波谱仪（德国Ｂｒｕｋｅｒ公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　桦褐孔菌的发酵培养
发酵培养基成分：玉米粉（水解）３５．００ｇ／Ｌ，蛋

白胨２．３０ｇ／Ｌ，酵母粉１．２０ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２０．４８ｇ／Ｌ，

ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ　０．０２ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４１．００ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４
０．２０ｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０１ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５０
ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０５ｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ　０．０２
ｇ／Ｌ，ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ　０．０９ｇ／Ｌ；ｐＨ 值为６．０。具体
配置方法参考文献［１９］。接种２ｍＬ桦褐孔菌菌种
于液体发酵培养基中，置于２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件
下培养１０ｄ，测定生物量、三萜含量、ｐＨ 值和还原
糖变化。

１．２．２　三萜化合物的分离鉴定
取发酵９ｄ的桦褐孔菌菌丝体粉末，加入异丙

醇进行超声提取，通过硅胶柱色谱进行分离，以石油
醚、丙酮体积比分别为５０∶１、４０∶１、３０∶１、２５∶１、２０∶
１、１５∶１、９∶１、５∶１和１∶１进行梯度洗脱，以２倍柱体
积过柱，最后甲醇冲柱，获得１０个分段物组分。得
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到１０个粗分物分段，并且香草醛冰醋酸法测定各分
段物三萜含量，冻干保存。
液相检测方法参考文献［２０－２１］。将上述分段

物分别溶于甲醇，用０．２２μｍ 的微孔滤器过滤，在

ＨＰＬＣ－ＭＳ上进行梯度洗脱分离。色谱柱是反相

ＴＣ－Ｃ１８５μｍ　４．６ｍｍ×１５０ｍｍ（Ａｇｉｌｅｎｔ，Ｓａｎｔａ
Ｃｌａｒａ，ＣＡ，ＵＳＡ），波长为２０６ｎｍ；流动相为乙腈－
水，梯度洗脱：０～１０ｍｉｎ，９０％～９７％乙腈；１０～
１５ｍｉｎ，９７％乙腈。，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为２０

μＬ，柱温为３０℃。利用液质及理化性质对分段物
进行鉴定。
取桦褐孔菌子实体粉末（过６０目筛）１８０．００ｇ，

加入一定量氯仿超声提取１ｈ，间歇４ｓ，合并提取
物，５０℃水浴浸泡７ｄ，具体方法参考文献［２２］。过
滤，减压蒸干，获得提取物１．６１ｇ。提取物通过硅胶
柱色谱进行分离，石油醚、丙酮（５０∶１→１∶１）梯度洗
脱，将所收集的流分用薄层进行检测，１％香草醛－浓
硫酸试剂作为显色剂，加热后合并相同流分，得到３
个样品。以石油醚：丙酮（３０∶１）为流动相，甲醇重结
晶得到化合物１（１２１ｍｇ），以石油醚：丙酮（２０∶１）为
流动相，石油醚：丙酮６∶１薄层分离，氯仿重结晶得
到化合物２（６２ｍｇ），以石油醚：丙酮（９∶１）为流动
相，氯仿重结晶得到化合物３（６７ｍｇ）。
核磁鉴定方法参考文献［２３－２４］，将上述３种三萜

单体通过１　Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ）和１３Ｃ　ＮＭＲ（１００ＭＨｚ）光
谱采用标准的脉冲序列来进行结构鉴定，化合物１
和２以ＣＤＣｌ３ 作为溶剂，化合物３不溶于ＣＤＣｌ３，以

ＤＭＳＯ作为溶剂，ＴＭＳ作为内标。

１．２．３　三萜化合物的含量测定
总三萜含量测定采用采用香草醛－冰醋酸－高氯

酸法，具体方法参考文献［２０］。称取白桦脂醇标准
品１０ｍｇ，用无水乙醇溶解定容至５０．００ｍＬ配制

０．２ｍｇ／ｍＬ 的白桦脂醇标准液。分别取０．１０、

０．２０、０．３０、０．４０、０．５０ｍＬ和０．６０ｍＬ标准液于试
管中，加热挥去溶剂后加入配制的５％香草醛－冰醋
酸溶液０．２０ｍＬ和高氯酸０．８０ｍＬ，７０℃水浴加
热反应１５ｍｉｎ后取出冷却至室温，加入４ｍＬ乙酸
乙酯后摇匀，于紫外可见分光光度计波长５５１ｎｍ
处测定吸光度值，记录数据，绘制标准曲线。

１．２．４　α－葡萄糖苷酶活性抑制试验

α－葡萄糖苷酶活性抑制测定参照文献的方法
［１５，２５］，以对硝基苯－α－葡萄糖苷（ＰＮＰＧ）为底物，在

０．１０ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　６．８磷酸钾缓冲液（ＰＢＳ）的酶活力测
定系统中进行。以阿卡波糖为阳性对照，三萜类化合

物溶于０．２％ＤＭＳＯ磷酸钾缓冲液中。在９６孔板中
加入０．１０ｍＬ　０．２０Ｕ／ｍＬ的α－葡萄糖苷酶溶液以及

０．１０ｍＬ不同浓度的待测样品，３７℃孵育１０ｍｉｎ后，
加入０．０５ｍＬ　２．５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＮＰＧ溶液，３７℃孵育

５ｍｉｎ后于４０５ｎｍ波长下测定体系吸光度，按以下公
式计算化合物对α－葡萄糖苷酶的抑制率：

Ａ／％＝
Ａ０－Ａ１
Ａ０

×１００，

其中：Ａ 为抑制率，Ａ０ 为加缓冲液试验吸光度值，

Ａ１ 为不同浓度三萜试验吸光度值。
用ＳＰＳＳ软件计算化合物对α－葡萄糖苷酶的半

数抑制浓度（ＩＣ５０）值。使用Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ双倒
数作图法评估活性最好的物质对酶的抑制类型。选
取两个不同浓度的化合物作为样品，在每个浓度下，
通过改变ＰＮＰＧ的浓度来测定α－淀粉酶活性，以

ＰＮＰＧ溶液摩尔浓度的倒数作为横坐标，α－葡萄糖
苷酶反应速率的倒数作为纵坐标，制作动力学图。

１．２．５　α－淀粉酶活性抑制试验
对α－淀粉酶的抑制活力的测定方法参考文献

［１４，２６］，采用碘－淀粉比色法测定淀粉酶活性抑制
效果，实验在０．１０ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ值７．０磷酸钾缓冲液
的酶活力测定系统中进行。在试管中加入０．０５ｍＬ
不同浓度的待测样品以及１ｍＬ　０．４ｇ／Ｌ的淀粉溶
液，于３７℃温育５ｍｉｎ后加入０．０５ｍＬ　０．０１ｍｇ／ｍＬ
α－淀粉酶。３７ ℃反应７．５ｍｉｎ后，加入１．００ｍＬ
０．０１ｍｏｌ／Ｌ 碘液进行检测，在紫外分光光度计

６６０ｎｍ处测定吸光度。按以下公式计算化合物对

α－淀粉酶的抑制率：

Ｂ／％＝
Ｂ０－Ｂ１
Ｂ０

，

其中：Ｂ 为抑制率，Ｂ０ 为加缓冲液试验吸光度值，

Ｂ１ 为不同浓度三萜试验吸光度值。
用ＳＰＳＳ软件计算化合物对α－淀粉酶的ＩＣ５０

值。对α－淀粉酶抑制效果最好的物质采用双倒数
做图法评估其抑制类型，选择两个不同浓度的化合
物作为样品，在每个浓度下，通过改变淀粉溶液的浓
度来测定α－淀粉酶活性，以淀粉溶液摩尔浓度的倒
数作为横坐标，α－淀粉反应速率的倒数作为纵坐标，
制作动力学图。

１．２．６　统计学方法
所有结果数据都设立至少３个平行组，并加入

标准差，用±ＳＤ 表示，采用ＳＰＳＳ计算ＩＣ５０，单向
方差分析（ＡＮＯＶＡ）和图基（Ｔｕｋｅｙ）检验ｐ＜０．０５
为有统计学差异。
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２　结果与讨论

２．１　桦褐孔菌液体发酵及三萜产生
微生物发酵一般呈Ｓ型生长，依次经历适应期、

对数生长期、平衡期和衰亡期４个阶段［２７］。桦褐孔
菌的液体发酵生长曲线如图１所示。由图１可知，
桦褐孔菌在发酵初期处于适应期，菌丝体由种子培
养基接种到发酵基础培养基中需要适应新的营养环

境，但由于种子培养基和发酵基础培养基的组成成
分相近，因此之后很快进入对数生长期；在２～５ｄ，
菌丝体适应新环境后，开始大量快速繁殖，呈现出对
数生长状态；发酵５ｄ以后菌丝体生长速度下降，达

到平衡期；随着发酵液中还原糖的消耗、代谢产物积
累，菌丝体量与第９ｄ开始出现下降趋势，进入衰亡
期；在前８ｄ的液体深层发酵中，发酵液的ｐＨ值随
着发酵的进行而急剧下降之后有所回升，其原因可
能是发酵后期代谢产物积累及菌体衰亡导致；发酵

９ｄ以后发酵液中葡萄糖浓度下降到３．６ｍｇ／ｍＬ，
菌体基本停止生长；发酵９ｄ对桦褐孔菌生物量积累
是最佳周期，生物量为９．３ｇ／Ｌ；三萜化合物属于桦褐
孔菌的次级代谢产物，从第１～９ｄ，桦褐孔菌菌丝体
总三萜产量随着培养时间的增加而上升，且在第３～
５ｄ快速积累，第６ｄ开始菌丝体总三萜产量增加缓
慢，到达第９ｄ三萜产量达到最大，为６２８．４ｍｇ／Ｌ。

图１　桦褐孔菌液体发酵生长模型

２．２　菌丝体分段物抑酶活性
桦褐孔菌菌丝体异丙醇提取物经氯仿萃取后，

少量极性物质被除去，弱极性三萜类化合物富集在
氯仿层。氯仿层经过硅胶柱后粗分成１０个分段物，

其得率、三萜含量以及对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶
的抑制活性如表１所示。由表１可知，分段物１得
率较大，但三萜含量最低，其对α－葡萄糖苷酶和α－
淀粉酶的抑制作用弱，三萜类化合物含量在分段物

４～１０之间含量高达５０．５％～８２．１％之间。

分段物４、７和８对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶的
抑制率（图２）表明：随着分段物质量浓度升高，其对酶
的抑制作用增强。阿卡波糖抑制α－葡萄糖苷酶的

ＩＣ５０为０．３７ｍｇ／ｍＬ，分段物８的ＩＣ５０为０．２６ｍｇ／

ｍＬ，显著低于阿卡波糖说明其对α－葡萄糖苷酶活性
有显著抑制活性；分段物４和８对α－淀粉酶的活性抑
制ＩＣ５０分别为７．８６ｍｇ／ｍＬ和８．８８ｍｇ／ｍＬ，低于阳
性对照药阿卡波糖（ＩＣ５０为１０．５１ｍｇ／ｍＬ）；分段物

７对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶均有弱抑制作用，ＩＣ５０

　　　　表１　分段物的得率、三萜含量及对α－葡萄糖苷酶和

α－淀粉酶的活性抑制

分段物
得率／
％
三萜含

量／％

α－葡萄糖苷酶
ＩＣ５０／
（ｍｇ·ｍＬ－１）

α－淀粉酶
ＩＣ５０／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

分段物１　 ２８．８７　 ３１．６　 ３４．１２±２．６３ｇ ＞１００
分段物２　 １９．５０　 ３９．９ ＞１００ ＞１００
分段物３　 ４．０８　 ３４．１ ＞１００ ＞１００
分段物４　 ９．４０　 ７８．８　 １．３３±０．０２ｃ　 ７．８６±１．５５ａ

分段物５　 ３．８８　 ８２．１　 ９．６１±０．０６ｆ ＞１００
分段物６　 １．９４　 ７３．９　 ３６．４９±３．６８ｇ ＞１００
分段物７　 ２．２９　 ６２．２　 １．５２±０．０３ｄ　 １５．５９±２．６４ｂ

分段物８　 ４．０２　 ７６．５　 ０．２６±０．０２ａ ８．８８±０．８６ａ

分段物９　 ８．７５　 ５０．５　 ３．３２±０．０３ｅ ＞１００
分段物１０　 ８．００　 ７０．２ ＞１００ ＞１００
阿卡波糖 — — ０．３７±０．０１ｂ　 １０．５１±０．７２ａ

　　注：同列不同小写字母表示α－葡萄糖苷酶抑制活性存在
显著差异，ｐ＜０．０５。

值高于阿卡波糖。分段物２、３和１０对α－葡萄糖苷酶

和α－淀粉酶均没有抑制作用，ＩＣ５０值大于１００ｍｇ／ｍＬ。
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以上结果显示，分段物４、７和８对α－葡萄糖苷酶和

α－淀粉酶的抑制效果较好。

图２　不同分段物对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶的

活性抑制＊＊＊曲线

２．３　子实体三萜单体抑酶活性
通过与不加抑制剂对比，化合物１、２和３都对

α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶有一定抑制作用，其抑制
率如图３所示。图３显示，随着样品浓度的增加，样
品对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶的抑制率也随之增
加，呈剂量依赖性。
用ＳＰＳＳ软件计算３个化合物对α－葡萄糖苷酶

的ＩＣ５０值如表２所示。由表２可知，在３个三萜单体
中，对α－葡萄糖苷酶酶活性抑制ＩＣ５０值大小依次为化
合物１、化合物２和化合物３，化合物２的ＩＣ５０值显著
低于阳性对照阿卡波糖（ＩＣ５０为０．３７ｍｇ／ｍＬ），具有
强抑制活性，化合物１对α－淀粉酶活性抑制的ＩＣ５０为

９．５１ｍｇ／ｍＬ，低于阿卡波糖（ＩＣ５０为１０．５１ｍｇ／ｍＬ）。

２．４　酶抑制类型
在桦褐孔菌菌丝体提取分段物和子实体提取单

体中，化合物２对α－葡萄糖苷酶具有最强抑制效果，
分段物４对α－淀粉酶的抑制效果最好。在不同浓度

　　

图３　三萜单体对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶的活性抑制曲线

表２　子实体中３个化合物对α－葡萄糖苷酶和

α－淀粉酶的活性抑制

化合物
α－葡萄糖苷酶ＩＣ５０／
（ｍｇ·ｍＬ－１）

α－淀粉酶ＩＣ５０／
（ｍｇ·ｍＬ－１）

化合物１　 ０．６０±０．０１ｄ　 ９．５１±０．７４ａ

化合物２　 ０．１５±０．０２ａ １４．３１±０．７１ｂ

化合物３　 ０．４３±０．０９ｃ ＞１００
阿卡波糖 ０．３７±０．０１ｂ　 １０．５１±０．７２ａ

　　注：同列不同小写字母表示α－淀粉酶抑制活性存在显著
差异，ｐ＜０．０５。

化合物２作用下酶动力学图如图４（ａ）所示。由图４
（ａ）可知，随着化合物２的质量浓度的增大，双倒数
直线与横坐标的交点变大，与纵坐标的交点不变，表
明米氏常数Ｋｍ 增大，反应最大速率Ｖｍａｘ不变。表
明化合物２对α－葡萄糖苷酶的抑制方式属于竞争性
抑制。图４（ｂ）表明，采用双倒数法确定分段物４对

α－淀粉酶的抑制方式属于非竞争性与竞争性混合型
抑制，与目前市售α－葡萄糖糖苷酶／α－淀粉酶主要抑
制剂阿卡波糖类似，对α－葡萄糖糖苷酶作用机制为
竞争性抑制，对胰α－淀粉酶的抑制类型为非竞争性
与竞争性抑制混合类型［２８－２９］。
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图４　对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶抑制作用双倒数图

２．５　结构鉴定
桦褐孔菌发酵菌丝体总三萜提取物及分段物液

质色谱联用结果如图５所示。图５表明：在２０６ｎｍ
下，分段物具有不同保留时间，为不同的三萜化合
物，纯度较高；化合物Ａ、Ｂ、Ｃ三种物质分别为分段
物４、７和８的主要物质，根据质谱数据，判断化合物

Ａ、Ｂ、Ｃ分别为桦褐孔菌萜Ｄ，ｌａｗｓａｒｉｔｏｌ和白桦脂
酸；化合物 Ａ 分子量为４５８，片段分子量有４４８、

３８４、３４３、３１７和２７６，片段与四环三萜类化合物桦褐
孔菌萜Ｄ可能的断裂方式匹配，故判断化合物Ａ为
桦褐孔菌萜Ｄ。化合物Ｂ的最高吸收为４１５［Ｍ＋
Ｈ］＋，产生的断裂分子量有２７３、２８５、３０３、３５４、３９６、

３９９ 等，与 Ａｌａｍ 等［３０］报 道 相 一 致，故 判 断 为

ｌａｗｓａｒｉｔｏｌ。化合物 Ｃ的片段分子量有１７８、１９０、

２６６、３６１、４１９、４３８、４５６等，判断化合物 Ｃ为白桦
脂酸。
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图５　分段物４、７和８的液质联用色谱图及结构推断

　　桦褐孔菌子实体经提取、分离、重结晶得到三个
三萜单体，经 ＨＰＬＣ验证其纯度均达到９８％以上，
根据核磁结果，确定３个化合物分别为羊毛甾醇、桦
褐孔菌醇和栓菌酸。
化合 物 １：白 色 粉 末。１　Ｈ－ＮＭＲ（４００ ＭＨｚ，

ＣＤＣｌ３）δＨ：０．６２（ｓ，３Ｈ，１８－Ｍｅ），０．９８（ｓ，３Ｈ，１９－
Ｍｅ），１．００（ｓ，３Ｈ，２８－Ｍｅ），０．８１（ｓ，３Ｈ，２９－Ｍｅ），

０．８７（ｓ，３Ｈ，３０－Ｍｅ），０．９１（ｄ，３Ｈ，２１－Ｍｅ），１．６０（ｓ，

３Ｈ，２６－Ｍｅ），１．６８（ｓ，３Ｈ，２７－Ｍｅ），１．０６（ｍ，１Ｈ，５－
Ｈ），１．４２（ｍ，１Ｈ，２０－Ｈ），１．４７（ｍ，１Ｈ，１７－Ｈ），５．１０
（ｔ，１Ｈ，２４－Ｈ），３．２２，３．２４（ｄｄ，１Ｈ，３－ＣＨＯＨ）；１３　Ｃ－
ＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δＣ：３５．２４（Ｃ－１），２７．１８（Ｃ－
２），７７．９５（Ｃ－３），３７．８６（Ｃ－４），４９．８２（Ｃ－５），１９．９８（Ｃ－
６）），２６．８１（Ｃ－７），１３３．３６（Ｃ－８），１３３．３６（Ｃ－９），３５．９８
（Ｃ－１０），１７．１６（Ｃ－１１），２５．４７（Ｃ－１２），４３．４４（Ｃ－１３），

４９．３６（Ｃ－１４），２９．９６（Ｃ－１５），２９．８２（Ｃ－１６），４９．８２（Ｃ－
１７），１４．７２（Ｃ－１８），１７．６１（Ｃ－１９），３５．２４（Ｃ－２０），

１８．１２（Ｃ－２１），３５．３３（Ｃ－２２），２４．７２（Ｃ－２３），１２４．２２
（Ｃ－２４），１２９．８９（Ｃ－２５），２４．７２（Ｃ－２６），１６．６２（Ｃ－２７），

２３．２３（Ｃ－２８），２７．１８（Ｃ－２９），１４．７２（Ｃ－３０）。以上数
据与文献［２３－２４］报道已知羊毛甾醇的核磁结果相
一致，故鉴定化合物１为羊毛甾醇。
化合 物 ２：白 色 粉 末。１　Ｈ－ＮＭＲ（４００ ＭＨｚ，

ＣＤＣｌ３）δＨ：０．７２（ｓ，３Ｈ，１８－Ｍｅ），１．００（ｓ，３Ｈ，１９－
Ｍｅ），０．９８（ｓ，３Ｈ，２８－Ｍｅ），０．８１（ｓ，３Ｈ，２９－Ｍｅ），

０．９０（ｓ，３Ｈ，３０－Ｍｅ），０．９３（ｄ，３Ｈ，２１－Ｍｅ），１．６５（ｓ，

３Ｈ，２６－Ｍｅ），１．７５（ｓ，３Ｈ，２７－Ｍｅ），１．０５（ｍ，１Ｈ，５－
Ｈ），１．５８（ｍ，１Ｈ，１７－Ｈ），５．１８（ｔ，３Ｈ，２４－Ｍｅ），

３．２６，３．２１（ｄｄ，１Ｈ，３－ＣＨＯＨ），３．６７（ｍ，１Ｈ，２２－
ＣＨＯＨ）；１３　Ｃ－ＮＭＲ（１００ ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δＣ：３５．５６
（Ｃ－１），２７．８０（Ｃ－２），７８．９８（Ｃ－３），３８．８９（Ｃ－４），５０．３３
（Ｃ－５），１９．１４（Ｃ－６）），２９．０８（Ｃ－７），１３４．５６（Ｃ－８），

１３３．１８（Ｃ－９），３７．０２（Ｃ－１０），２１．００（Ｃ－１１），２６．４３（Ｃ－
１２），４４．８５（Ｃ－１３），４９．４０（Ｃ－１４），３０．９４（Ｃ－１５），

３０．６１（Ｃ－１６），４７．２５（Ｃ－１７），１５．６９（Ｃ－１８），１８．２４（Ｃ－
１９），４１．６６（Ｃ－２０），１２．６２（Ｃ－２１），７３．３６（Ｃ－２２），

２７．２４（Ｃ－２３），１２１．３５（Ｃ－２４），１３５．２４（Ｃ－２５），２６．０２
（Ｃ－２６），１８．００（Ｃ－２７），１５．４３（Ｃ－２８），２７．９７（Ｃ－２９），

２４．３１（Ｃ－３０）。以上数据与文献［２３－２４］报道已知桦
褐孔菌醇核磁数据基本一致，故鉴定化合物２为桦
褐孔菌醇。
化合 物 ３：白 色 粉 末。１　Ｈ－ＮＭＲ（４００ ＭＨｚ，

ＤＭＳＯ）δＨ：０．６９（ｓ，３Ｈ，１８－Ｍｅ），０．９７（ｓ，３Ｈ，１９－
Ｍｅ），０．７０（ｓ，３Ｈ，２８－Ｍｅ），０．８３（ｓ，３Ｈ，２９－Ｍｅ），

０．９１（ｓ，３Ｈ，３０－Ｍｅ），１．５３（ｓ，３Ｈ，２６－Ｍｅ），１．６３（ｓ，

３Ｈ，２７－Ｍｅ），１．１５（ｍ，１Ｈ，５－Ｈ），１．４２（ｍ，１Ｈ，１７－
Ｈ），５．０７（ｔ，３Ｈ，２４－Ｍｅ），１２．０１（ｓ，１Ｈ，２１－ＣＯＯＨ）

３．２１，３．１９（ｄｄ，１Ｈ，３－ＣＨＯＨ）；１３　Ｃ－ＮＭＲ（１００
ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）δＣ：３６．５４（Ｃ－１），２８．３６（Ｃ－２），７９．１４
（Ｃ－３），３８．５１（Ｃ－４），５０．０１（Ｃ－５），１８．９３（Ｃ－６）），

２８．３６（Ｃ－７），１３４．２６（Ｃ－８），１３３．３４（Ｃ－９），３６．５４（Ｃ－
１０），２０．２６（Ｃ－１１），２６．４３（Ｃ－１２），４３．７７（Ｃ－１３），

５０．０１（Ｃ－１４），３２．６７（Ｃ－１５），３２．１９（Ｃ－１６），４８．９６（Ｃ－
１７），１７．４１（Ｃ－１８），１８．９３（Ｃ－１９），４７．３４（Ｃ－２０），

１７６．９７（Ｃ－２１），２７．５４（Ｃ－２２），２６．４３（Ｃ－２３），１２３．８１
（Ｃ－２４），１３１．０９（Ｃ－２５），３５．９２（Ｃ－２６），１７．８３（Ｃ－２７），

１５．７８（Ｃ－２８），２８．３６（Ｃ－２９），２４．０２（Ｃ－３０）。以上数
据与文献［２３－２４］报道已知栓菌酸核磁数据基本一
致，故鉴定化合物３为栓菌酸。

３　结　论

本文研究了桦褐孔菌发酵及子实体中三萜类化

合物对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶的抑制活性，对桦
褐孔菌发酵产物进行了提取、分离和纯化，并判断其
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中的活性物质，主要结论如下：

ａ）桦褐孔菌发酵活性产物主要为桦褐孔菌萜

Ｄ、ｌａｗｓａｒｉｔｏｌ和白桦脂酸，从桦褐孔菌子实体中经
过提取、分离、纯化和鉴定，得到了羊毛甾醇、桦褐孔
菌醇和栓菌酸。

ｂ）桦褐孔菌子实体中的羊毛甾醇、桦褐孔菌
醇、栓菌酸和菌丝体中的桦褐孔菌萜 Ｄ、ｌａｗｓａｒｉｔｏｌ
对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶有一定抑制作用，为桦
褐孔菌能作为治疗糖尿病药物的开发提供依据。
本文研究发现，桦褐孔菌三萜对α－葡萄糖苷酶

和α－淀粉酶具有一定的抑酶活性，为进一步开发桦
褐孔菌天然糖苷酶／淀粉酶抑制剂提供理论依据。
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Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１４，１０８：１７１－１７６．
［１９］梁家旗，陈江，王兰英，等．发酵时间对桦褐孔菌主要

活性成分的影响［Ｊ］．食品与发酵工业，２０１９，４５（１０）：

９３－９６．
［２０］张昕．液体深层发酵桦褐孔菌三萜类化合物的鉴定和

生物合成的促进［Ｄ］．杭州：浙江理工大学，２０１６：５８－

６３．
［２１］Ｂａｉ　Ｙ　Ｈ，Ｆｅｎｇ　Ｙ　Ｑ，Ｍａｏ　Ｄ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｆｏｒ

ｂｅｔｕｌｉｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｍｙｃｅｌｉａｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｉｎｏｎｏｔｕｓ

ｏｂｌｉｑｕｕｓ　ｂｙ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｔｓ

ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ　ａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｔａｉｗａｎ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ

ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｓ，２０１２，４３（５）：６６３－６６９．
［２２］Ｎａｋａｔａ　Ｔ，Ｙａｍａｄａ　Ｔ，Ｔａｊｉ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｏｎｏｔｓｕｏｘｉｄｅｓ　Ａ　ａｎｄ　Ｂ　ａｎｄ　ｉｎ　ｖｉｖｏ

ａｎｔｉ－ｔｕｍｏｒ　ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｉｎｏｔｏｄｉｏｌ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ

ｓｃｌｅｒｏｔｉａ　ｏｆ　Ｉｎｏｎｏｔｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　ａｎｄ

Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００７，１５（１）：２５７－２６４．
［２３］Ｋａｈｌｏｓ　Ｋ，Ｈｉｌｔｕｎｅｎ　Ｒ，Ｖ　Ｓｃｈａｎｔｚ　Ｍ．３β－Ｈｙｄｒｏｘｙ－

ｌａｎｏｓｔａ－８，２４－ｄｉｅｎ－２１－ａｌ，ａ　ｎｅｗ　ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ　ｆｒｏｍＩｎｏｎｔｕｓ

ｏｂｌｉｑｕｕｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔａ　Ｍｅｄｉｃａ，１９８４，５０（２）：１９７－１９８．

５８６第５期 黄盼盼等：桦褐孔菌三萜对α－葡萄糖苷酶和α－淀粉酶的抑制活性及其有效成分鉴定



［２４］Ｓｈｉｎ　Ｙ，Ｔａｍａｉ　Ｙ，Ｔｅｒａｚａｗａ　Ｍ．Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

ｏｆ　Ｉｎｏｎｏｔｕｓ　ｏｂｌｉｑｕｕｓ Ⅰ： Ａ　ｎｅｗ　ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ，３β－
ｈｙｄｒｏｘｙ－８， ２４－ｄｉｅｎ－ｌａｎｏｓｔａ－２１， ２３－ｌａｃｔｏｎｅ　 ｆｒｏｍ

ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍ［Ｊ］．Ｅｕｒａｓｉａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｆｏｒｅｓｔ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，

２０００（１）：４３－５０．
［２５］Ｌｉｕ　Ｓ， Ａｉ　Ｚ， Ｑｕ　Ｆ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓｔｅｅｐｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ　ａｎｄ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ

ｇｒｅｅｎ　ｔｅａ　ｅｘｔｒａｃｔｓ　ａｇａｉｎｓｔα－ａｍｙｌａｓｅ，α－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ　ａｎｄ

ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｕｐｔａｋｅ［Ｊ］．Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１７，

２３４：１６８－１７３．
［２６］Ｃｈｅｎｇ　Ｑ，Ｃａｉ　Ｓ，Ｎｉ　Ｄ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ　ａｎｄ

ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ α－ａｍｙｌａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒａｃｔｉｏｎｓ　ｆｒｏｍ　ｗａｔｅｒ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｏｆ　Ｑｉｎｇｚｈｕａｎ　ｔｅａ［Ｊ］．

Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｆｏｏｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１５，５２（２）：

９２８－９３５．
［２７］黄丹阳，曹慧，徐斐，等．凉拌豆制品中单核细胞增生

李斯特菌生长模型建立的研究［Ｊ］．工业微生物，２０１８，

４８（１）：３０－３６．
［２８］刘志峰，李春梅，李敏，等．α－糖苷酶抑制剂阿卡波糖

的临床药理作用［Ｊ］．中国药理学通报，２００４，２０（９）：

９６５－９６８．
［２９］袁向华，周艳玲，勾洵，等．阿卡波糖对胰α－淀粉酶

的抑制动力学研究［Ｊ］．世界科技研究与发展，２０１６，

３８（１）：１１７－１２１．
［３０］Ａｌａｍ　Ｍ　Ｓ，Ｎｉｗａ　Ｍ，Ｓａｋａｉ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．２４β－Ｅｔｈｙｌｃｈｏｌｅｓｔ－

４－ｅｎ－３β－ｏｌ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｒｏｏｔｓ　ｏｆ　Ｌａｗｓｏｎｉａ　ｉｎｅｒｍｉｓ［Ｊ］．

Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９２，３１（７）：２５５８－２５６０．

（责任编辑：唐志荣）
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