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桦褐孔菌发酵液提取物对不同细胞株的药理作用
王兰英黄芳苏艳宋爱荣*

(青岛农业大学， 山东省应用真菌重点实验室， 青岛 266109)

摘要 本文采用桦褐孔茵发酵液提取物(lOFE)对人肝癌细胞株 HepG2、人胃癌细胞株
SGC7901 、 正常组织来源的人肝细胞 HL-7702，进行体外细胞试验， 结果表明 ， IOFE 在低浓度处理

条件下对HepG2和 SGC7901 均有抑制作用，且对SGC7901抑制效果最好;在高浓度条件下对HepG2
和 SGC7901 的生长具有一定的促进作用 ; IOFE对氟尿嘻吭损伤后的 HL-7702具有非常高的修复作

用，随浓度的升高， 修复作用逐渐增强， 在高浓度 3 000μg/ml 处理条件下，修复率为 303 .01 % 。 因

此， IOFE 对肿瘤细胞的作用表现可知提取物含有复杂的成分， 这些成分具有抑制或促进细胞增殖

的作用 ， 随着浓度的升高促进作用 的成分占优势，但对正常细胞，甚至化疗药物损伤后的细胞却有

更好的促进作用 。
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桦褐孔菌 Inonotus obliquus (Fr.) Pilat 属于担子

菌亚 门、 层菌纲、 非褐菌目 、 多孔菌科、 褐卧孔

菌属，俄语名 : Chaga 。 它是生长在寒带的木腐菌， 生

白桦、银桦、 赤杨等树干或树皮下，形成不育的

菌核 [ 1 ] 。 国 内外学者对桦褐孔菌在抗肿瘤、抗病

毒 、 防治糖尿病 、 增强免疫功能等方面进行了药

理、 药效的研究[24] ， 但大多数采用的是桦褐孔菌子

实体和菌丝体的提取物进行的 。 由于野生的桦褐孔

菌稀少， 资源匮乏， 规模化生产就受到限制 。 本研

究采用桦褐孔菌菌丝体进行液体发酵，从而提取活性

物质，对人肝癌细胞株HepG2、人胃癌细胞株SGC7901

进行了体外细胞毒试验;对正常组织来源的人肝细胞

HL-7702 进行了氟尿畸睫损伤后的修复作用研究， 为

进一步开发桦褐孔菌抗肿瘤及抗肿瘤辅助药物的研

究提供理论依据 。

1 材料与方法

1.1 菌种

桦褐孔菌由山东省应用真菌重点实验室分离并

保存 。

1.2 细胞株

人肝癌细胞株 HepG2 和人胃癌细胞株 SGC7901

由 山东省医药科学研究院提供、正常组织来源的人

肝细胞 HL-7702 由中科院上海生物化学与细胞生物

学研究所提供 。

1.3 主要试剂和仪器

RPMI- 1640 培养基(Gibco); 胎牛血清(杭州 四

季青公司产品); MTT (Solarbio); 0 . 25 % 膜蛋白酶

(Amresco) ; 氟尿唔昵注射液(天津金耀氨基酸有限公

司) ; DMSO(国产分析纯) ; L-谷氨酌肢(Sigma); HEPES 

(Amresco)全自动酶标仪(Bio-Tec , ELx800 通用型. );

倒置显微镜(Nikon ， TE2000-S 型); CO2 培养箱(MMM

Group); 超净工作台 ; 恒温水浴锅; KQ-500DE型超声

波清洗仪(上海医科仪器厂); 全自动高压灭菌锅。.fLS-

3780 型)

1.4 液体菌种的制备

采用 PDA 加富培养基 200 时， 分装于 500ml三

角瓶中， 重复 5 次， 封 口 ， 12 1 .C 高压灭菌 30 min 。

冷却后将桦褐孔菌菌种块接入液体培养基中， 27 .C ，

200 r/min ， 培养 96 h 后备用 。

1.5 桦褐孔菌发酵液提取物(IOFE)的制备

采用 20L全自动小型发酵罐进行桦褐孔菌液体

发酵， 培养基配方为: 1% 玉米淀粉， 2% 葡萄糖， 0.2%

蛋白陈， 0. 1 % KH2P04, 0.05% MgS04 。 实消冷却后接

入桦褐孔菌液体菌种， 接种量为 10%， 27 .C , 2∞ r/rnin ， 

培养 8 天后，将发酵液 pH 值调至 11-12， 在 100 .C条

件下提取 1 h，过滤菌球， 将提取液浓缩至原体积的

1110， 取 50ml 浓缩液加入 4 倍体积的 85% 乙醇中进

行醇沉，静置 24 h 后， 取上清液至旋转蒸发仪浓缩回

收乙醇，离心后的沉淀冷冻干燥， 称重 。

1.6 主要成分的测定
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糖含量的测定(惠酣 - 硫酸比色法)、 蛋白质含 7702损伤后的修复作用 取对数生长期的旺-7702

量的测定(凯式定氨法) 。

1.7 溶液的自己市IJ

1.7.1 RPMI- 1640 完全培养基 RPMI-1640 基础

培养基 +10% 胎牛血清 + 1 % 双抗 。

1.7 .2 待测样品 称取 O.l2gIOFE定容于 lO ml蒸

锢水中使终浓度为 3000 问Iml， 滤菌，再依次稀释成

1 500 μg/ml 、 750 μg/ml 、 187.5 μg/ml 、 93.75 μg/ml 。

五个浓度梯度分别编号为: IOFE5 、 IOFE4 ， IOFE3 、

IOFE2 、 IOFEl 。

1.7 .3 氟尿嘻吱溶液 取氟尿I晤睫注射液 1 ml 加

入 249 ml 的无菌水， 即 100 μg旭1 的氟尿唔昵阳性对

照液 。

1.8 细胞培养

将细胞置于 RPMI-1640 完全培养基中培养，条

件为 5% CO2, 37 :f:0 .5 "C 。 待细胞铺满瓶底，进行消

化 、传 代 。

1.9 MTT 比色法检测细胞增殖[6]

1旦 1 检测 IOFE对正常组织来源的人肝细胞林 HL-

7702 的细胞毒作用 取对数生长期细胞，制成悬

液，并调浓度至 lx 104-5 x 104 个 Iml ， 接种于 96 孔培

养板 。 每孔加 150μ1 ， 置 37 "C 、 5 % CO2 细胞培养
箱中培养 24 h 后 ， 分别加入 50 μl 不同浓度的 IOFE ，

阳性对照(5-Fu)和阴性对!在、(蒸馆水)， 每个处理设5 个

重复。 MTT 比色法检测细胞增殖，按以下公式计算

细胞毒百分抑制率 。 以药品的浓度为横坐标， 抑制

率为纵坐标作图 ， 用相应软件计算出半数毒性浓度

(TCso): 细胞毒百分率(%) = (1一 实验子L AS70 I 对照孔

A 570)xl00% 

1.9.2 检测 IOFE 对人肝癌细胞林 HepG2 年口人 胃癌
细胞林 SGC7901 的增殖影响 实验方法同上， 按

以下公式计算细胞生长抑制率: 细胞生长抑制率(%)

=(对照孔 AS70一 实验孔 AS70)1 对照孔A570xl00%
1.9.3 检测 IOFE对正常组织来源的人肝细胞株 HL-

制成 lx 104-5x 1 04 个 Iml 细胞悬液， 将悬液与氟尿口密

睫 以 4: 1 的体积比混合均匀 ， 致细胞损伤， 并将此

悬液按上述方法接种于 96 孔培养板中 ， 24 h 后，分别

加入 50 μl不同浓度的 IOFE， 设阴性对照(蒸馆水)， 每

个处理重复 5 次， MTT 比色法检测细胞增殖，按以下

式计算细胞损伤恢复率:细胞损伤恢复率(%) = (实验

孔 AS70 对照孔AS70)1 对照孔A570x l00%

2 结果

2.1 IOFE 中蛋白质及糖含量

由表 1 可知 : 由此法获得的提取物糖含量较多 ，

为抗肿瘤作用的成分分析提供一定的依据 。

2.2 IOFE 对 HL-7702 细胞的毒性

由表 2 可知，除 CK 外， IOFE 在(93.75-3 000 μg/ 

ml)浓度之间均无细胞毒'性，且浓度越高， 细胞毒，百分

率负值越大，且不存在半数毒性浓度 。 说明 IOFE 无

细胞毒作用 。

2.3 IOFE 对 HepG2 及 SGC7901 细胞的抑制作

用结果

由表 3 可以看出 ， IOFE 在 93 .75-3000μg/ml 浓

度之间，随着浓度的减小，对 HepG2 和 SGC7901 的抑

制作用逐渐增强，且在同一浓度下，对 SGC7901 抑制

率大于 HepG2 。 但随着浓度升高， IOFE 却表现出对

两种细胞增殖起促进作用 。 说明 IOFE 中含有对细

胞生长起促进和抑制作用的两类成分， 需要进一步分

离 、 纯化。

2 .4 IOFE 对 HL-7702 的损伤后修复1'1=用结果

图 1 所示， IOFE 对损伤后的 HL-7702 的生长具

有极大的修复作用， 在 93.75-3 000 μg/ml 浓度范围

Tablel Protein and sugar contents of IOFE 

Sample Protein (%) Tota] sugar (%) Reducing sugar (%) 

IOFE 20.7 1 36.83 19.90 

Table 2 Cell mediated cytotoxicity of IOFE on HL-7702 cell Iines 

Group Concentration (μg/ml ) Absorbancy (A) Cell cytotoxicity rate (%) Tox icity on in halation (TC50) 

IOFE1 93 .8 1. 8764土0 . 0071 * -8.95% 
IOFE2 187.5 1. 9584土0.0147 * 一 1 3. 72%

IOFE3 750.0 2 .0920土0.0541 * 一2 1. 47 %

IOFE4 1 500.0 2 . 3 034士 0 . 01 1 4 * - 33.75% 
IOFE5 3 000.0 2 .4 33 6土 0 . 022 0 * 一4 1.3 1 %

CK 1. 7222土 0.0490 0.00% 
CTX 100.0 1. 2042土0.1127 * 30.08% 

Values are expressed as mean土SD . CK (negative) , CTK (positive); * P<O.OI , vs control 

'"' 
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Table 3 lohibitioo e tTect of IOFE 0 0 H e p G 2 a od SGC7901 cell lio es 

HepG2 SGC7901 

Group concentration (μg/ml) Absorbancy (A) Inhibition rate (%) Absorbancy (A ) Inhibition rate (%) 

IOFE l 93.8 1. 9722士0 . 147 9 3.96 1. 4744土 0. 0989* 10 .45 

IOFE2 187.5 2. 04 14土0 . 111 8 0 .59 1. 61 02土0 . 08 29 2.20 

IOFE3 750 .0 2.5698 :1: 0 .0768* -25 . 14 1. 9110土0 . 0642 一 1 6.07

IOFE4 1 500 .0 2.8094士 0 . 0 3 56 * -36.80 1. 94 1 4土 0. 0838* -1 7.92 

IOFE5 3 000. 0 2 .89 10 :1: 0 .0575 * -40.78 1. 945 8土 0. 1092* - 18. 19 

CK 2. 053 6土0 . 1 28 2 0 .00 1 . 6464土 0 . 143 0 * 0.00 

CTX 100 .0 1 .4 10 8土 0 . 1 2 4 3* 3 1.30 1. 0 5 1 0土 0. 07 0 8* 36. 16 

Values are expressed as mean土SD . CK (negative) , CTK (pos iti ve); *P <O.O I , vs contro l. 
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内，随浓度的升高，修复作用逐渐增强 。 说明 IOFE

可以有效修复被化疗药物损伤的正常细胞，因此可作

为化疗药物的辅助药物 。

3 讨论

研究结果表明， 在 93.75-3000μg/ml 浓度范围

内， IOFE 对正常组织来源的人肝细胞 HL-7702 无细

胞毒作用，而对人肝癌细胞株 HepG2 、 人胃癌细胞株
SGC7901 具有促进和抑制双重作用 。 与李英秀等[4]

采用桦褐孔菌子实体提取物对胃癌进行研究得到的

结果具有相符之处，也就是提取物在低浓度条件下均

有抑制肿瘤细胞增殖的作用，而本研究通过发酵手段

获得的提取物，在高浓度时的促进细胞增殖作用 ， 表

明了提取物中的成分及浓度不同 、 药理活性也表现

不同 。 研究已经发现， IOFE 中含有丰富的蛋白质和

小分子的还原糖、 秸类 、 脂肪酸等，而这些物质有

的抑制癌细胞的增殖，有的却促进增殖，本研究的意

义就在于此。 己经证实桦褐孔菌提取液中的三瞄类，

尤其是桦褐孔菌醇对 Walker256 癌肉瘤细胞、 MCF-

7 人乳腺瘤细胞和 P388 白血病细胞有明显的抑制作

用[ 7] 。

而李碗珍等[5]获得的桦褐孔菌液体发酵提取物

是以清除自由基活性为指标，对发酵条件进行优化的，

与本研究以糖含量为指标确定发酵及提取条件的 目

的不同， 因此获得提取物的活性作用将有很大区别， 正

是因为桦褐孔菌具有活性成分的多样性，为我们进一

步分离与纯化 IOFE，从而确定其体外作用机制提供

了宝贵的参考 。

本研究显示 IOFE 对氟尿唔陡损伤后正常组织

来源的人肝细胞 HL-7702 的生长具有极大的修复作

用，且对 HL-7702 无细胞毒作用 ， 这在肿瘤的治疗方

面，具有较高的应用价值，可作为抗肿瘤的辅助药物，

用来修复化疗药物给患者机体造成的极大损伤。关

于桦褐孔菌提取物作为一种抗肿瘤辅助药物还有待

于在临床上进行深入研究 。
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Effects of Inonotus obliquus 's Fermentation Liquid Extraction on 
Different Cell Lines 

Lan-Ying Wang, Fang Huang, Yan Su , Ai-Rong Song* 

(Shandong Proνincial Key Laboratory of Applied Mycology, Qingdao Agricultural University, Qingdao 266109, China) 

Abstract Fermentation liquid extraction samples of Inonotus obliquus's strains (IOFE) were initially 

chosen to test the cell activity in vitro using hominal's liver cancer cellline HepG2， 由e hominal' s stomach cancer cell 

line SGC7901 and the normal hominal 's liver cell HL-7702. The result indicated that the HepG2 and the SGC7901 

could been inhibited in the low consistency , comparatively, the inhibition effect on SGC7901 was better than on 

HepG2; the extraction not only had no inhibition effect on the multiplication of the HepG2 and the SGC7901 , but also 

had definite auxo-action; Although fermentation liquid extraction of Inonotus obliquus' s strains had the lower inhi

bition effect on HepG2 and the SGC7901 , it had the greatly repair effect on the postinjury HL-7702, and the repair 

fu nction increased along with the strengthen of the concentration. In the high concentration 3 000μg/ml， the repair 

rate was 303.01 %. It followed that IOFE could be used as an antineoplastic ancillary drug to repair the greatly injury 

on patient by the chemotherapeutics in the treatment of oncotherapy. 

Key words Inonotus obliquus; inhibition rate; recovery rate 
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