
!" 卷 !期
#$$"年 %月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,+-.

/’)!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

作者简介：李雁群（0123 4），男，江西崇义人，博士，副教授，主要从事生物制药研究。56(789:：%2;#$;30<$%0#"；=;>9?(：(?@A#$$!B0#2C D’>
收稿日期：#$$!;0#;#3，修回日期：#$$";$3;#%

!李雁群 )中药的灵芝发酵及其产物抗乙肝活性的研究 )江南大学博士论文，#$$!)

灵芝转化苦参水提物的 !个新生成分体外抗乙型肝炎病毒作用
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摘 要：先在基础培养基中添加苦参水煎汁，然后培养灵芝，得到灵芝培养液，再按乙醇;氯仿 4 "E碳酸氢钠溶液 4
氯仿的顺序提取培养液中的有机酸成分，用制备高效液相色谱分离，得到 2个新组分，用这些组分分别作用于转染
了乙型肝炎病毒 F/*的 #C#C0"细胞，用固相放射免疫法测定细胞培养上清液中的乙肝病毒表面抗原（GH-*,）和 6
抗原（GH6*,）的含量，用四甲基偶氮唑盐（I55）法测定细胞的存活率。结果表明，其中的 3个组分对 #C#C0"细胞分
泌 GH-*,和 GH6*,有抑制作用，提示可能具有抗乙肝病毒的作用。
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灵芝作为一味名贵中药用于益气强身、扶正祛邪。近年

来的研究表明，灵芝具有调节免疫［0］、抗肿瘤［#］、抗病毒［3］等

作用。灵芝中最受到关注的是灵芝多糖和灵芝酸。有研究

表明，灵芝酸具有抑制人免疫缺陷病毒（GK&）蛋白酶的作
用［!］。苦参是一味清热解毒中药，常用来消炎、抗菌。近年

来苦参用于抗病毒，有文献报道［"］苦参具有抗疱疹病毒的作

用。苦参含有苦参碱，而苦参碱已经是临床用来治疗肝炎或

护肝的注射用药。

在中医实践中，灵芝常常与苦参一类的清热解毒中药配

伍合用，以起到扶正祛邪的作用。中医的做法是用灵芝子实

体与苦参饮片共煎，取水煎汁服用。但是野生灵芝很难得

到，栽培灵芝生长缓慢，产量低，难于满足需要。目前液体培

养灵芝的技术已经成熟，虽然液体培养的灵芝与野生或栽培

的灵芝子实体是否具有相同的药效目前尚无定论，但是实践

上液体培养的灵芝培养液已经在逐渐替代灵芝子实体。

灵芝液体培养液中成分复杂，既有灵芝的代谢产物又有

灵芝对培养基质转化的产物。在一般的液体培养条件下，培

养基质的成分相对简单，与生长在野外树木中的野生灵芝相

比其产物的成分可能也不够丰富。基于这种考虑，我们将苦

参的水煎汁添加到灵芝培养基中，以期通过灵芝对苦参进行

转化产生增强药效的成分，或通过向灵芝提供丰富的前体物

使其产生更丰富的代谢产物而增强药效，同时苦参还和灵芝

形成配伍作用。研究发现，在 0#$ L的培养时间内，苦参中的
重要药效成分———苦参碱不会损失，苦参也不会抑制灵芝的

生长，相反还促进灵芝生长［2］。药效试验表明，培养液比苦

参煎汁和普通的灵芝培养液（培养基中不添加苦参煎汁）的

混合物在体外抑制 #C#C0"细胞分泌乙肝表面抗原和 6抗原

有更强的作用［<］。我们的研究还表明，添加苦参的发酵液的

氯仿提取有机酸混合物，在体外抑制 #C#C0"细胞分泌乙型肝
炎病毒（GH&）表面抗原和 6抗原的能力上，比不加苦参的灵
芝发酵液和苦参提取液的氯仿提取有机酸都强!。为了对此

现象进行深入研究，我们将发酵液中氯仿提取的有机酸进行

分离，并对各类组分进行药效比较研究。本文对氯仿提取的

有机酸成分中的 2 个新产生的组分，在体外抑制乙肝病毒

F/*转染的细胞分泌表面抗原和 6抗原的作用进行了研究。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 菌体：灵芝菌 !"#$%&’(" )*+,%*(（8M)）NM9-.，本研究室
保存的菌种。

"#"#$ 培养基：每升含葡萄糖 !$,，蛋白胨 !,，I,OP! $C<",，

NG#QP! 0C",，&H0 0$>,，RG"C3。

"#"#! 主 要 试 剂 和 仪 器：苦 参 S*FKT OPQGPS*=
8U*&OV=/5KO购自无锡山禾药业集团。#C#C0" 细胞为克隆
的 GH& F/*转染的 G6R;W#细胞［1］，由解放军 3$#医院病毒
室惠赠。细胞培养基 I=I干粉、胎牛血清、W!0%（W6X6.?D?X）、
I55均为美国 W?YV’公司产品。GH-*,固相放射免疫试剂盒
购自中国原子能研究院同位素所原博公司。GH6*,固相放
射免疫试剂盒购自北京北方生物技术研究所。培养瓶、#!孔
培养板购自美国 V’MX?X,公司；";计数仪（WV100型）购自科大
创新股份有限公司中佳分公司；酶标仪 3$##*型购自东方电
子仪器厂。

"#$ 色谱条件
Z9.6M- 2"$= GQUV系统；色谱柱 V0%，#"$ [ 0$>>，"#>；紫



外检测，!"# $%；柱温 &’(，流速 !%)*%+$；流动相 ,：-’.乙腈
水溶液中含 ’/".乙酸，流动相 0：1’.乙腈水溶液中含
’/!".乙酸，梯度洗脱 ’ 2 -"%+$ -’’. ,，-" 2 !"%+$ 3’. ,，
!" 2 &"%+$ ’. ,，&" 2 #’%+$ -’’. ,。
!"# 药汁煎制
称取中药材（已切片），加适量水浸泡 -4，在电炉中煎熬，

调整适当的加热速度，使保持温和的沸腾状态。煮沸 &’%+$，
倒出药汁，补加适量冷水于药渣中，再煮沸 !’%+$，倒出药汁。
合并药汁，用 1层纱布过滤，药汁用于灵芝液体培养。
!"$ 灵芝培养
将药汁倒入 !"’%)三角瓶中，加入基础培养基，溶解。

-’’567灭菌 &’%+$。冷却后接入灵芝液体种，接种量 -’.。
摇瓶条件：三角瓶 !"’%)，装液量 1’%)，温度 &’(，转速为
-"’8*%+$，培养时间为 39。
!"% 氯仿提取有机酸成分的分离
先将灵芝培养液离心分离得上清液和菌丝体。上清液

中加入 :".乙醇，#(过夜沉淀大分子，离心去除沉淀得到胞
外乙醇提取液；菌丝体经 "’(真空干燥后磨碎，用 :".乙醇
"’(回流提取 !#4，过滤得到胞内乙醇提取液。将 !种提取
液合并，减压蒸馏除去乙醇，再加少量蒸馏水悬浮蒸发残留

物。用 !/"倍氯仿提取 &次，在 #"(下减压浓缩到原体积的
-*-"，得浓缩的氯仿提取液。用等体积 ". ;7<=>& 溶液对浓

缩的氯仿提取液反提取，所得到的 ". ;7<=>& 提取液在冰

浴条件下用 ?%@A*) <=A调 B<到 &/’，然后再用 ! 倍氯仿提
取，减压蒸干除去氯仿即得粗提取物。苦参煎汁中的氯仿提

取有机酸按上述同样的程序提取。所得粗提取物再用制备

<6)=分离，收集需要的峰，挥发除去溶剂，称重，用少量二甲
亚砜溶解后，用 CDC细胞培养液定容，用 !/"E% 微孔滤器

（’/!!!%）过滤除菌，放冰箱备用。
!"& 细胞培养
将 !/!/-"细胞悬液接种 !#孔板，细胞数为 - F -’" *孔，

加培养液 -%)，培养液中含 -’.胎牛血清、!’’!G*%) H#-1、链
霉素 -’’!G*%)、青霉素 -’’I*%)，置 ".二氧化碳培养箱 &3(
培养。#14后换含药培养液，培养液中胎牛血清降低为 !.，
H#-1增加到 &1’!G*%)。每 #9换一次培养液，共换 &次培养
基，培养第 -! 天取出培养孔中的上清液，检测 <0J,G、
<0K,G。板中细胞用 CLL法测细胞活性。
!"’ ()*+,、()-+,测定
用固相放射免疫分析法（MN,）［1］测定。

!". 细胞存活率测定
倾去培养板中培养液，每孔加浓度为 ’/"%G*%) CLL的

60O溶液 -/"%)*孔，&3(培养 #4，弃去上清，每孔加入 -/’%)
二甲基亚砜，振荡 -’%+$，置酶标仪下测定 !"#:’值，与空白对

照孔 !"#:’值比较，以空白对照孔的细胞存活率为 -’’.，计

算各孔存活细胞百分比。

/ 结果

/0! 氯仿提取有机酸成分分离结果
表 -是在基础培养基中培养的灵芝培养液、苦参煎汁、

基础培养基加苦参煎汁后培养的灵芝培养液三者的氯仿提

取有机酸经 <6)=分离后的结果。在基础培养基中培养的灵
芝培养液中提取的有机酸有 " 个组分，苦参水煎汁中有 -&
个组分，基础培养基加苦参煎汁培养的灵芝培养液中有 -1
个组分，其中组分 &、组分 #、组分 1、组分 -’、组分 -&、组分 -?
共 ?个组分是前二者所没有的。收集这 ?个新组分，评价它
们体外抗 <0P的作用。

表 ! #种提取物的组分比较
L7QAK - L4K E@%B@$K$RJ +$ & KSR87ERJ JKB787RK9 QT <6)=

=@%B@$K$RJ
DSR87ER @U # V $%&’(%) Q8@R4 DSR87ER @U MOW DSR87ER @U # V $%&’(%) Q8@R4 X+R4 799+$G @U MOW

MKRK$R+@$ R+%K*%+$ =@$RK$R*. MKRK$R+@$ R+%K*%+$ =@$RK$R*. MKRK$R+@$ R+%K*%+$ =@$RK$R*.

- "/-"! !-/3? #/:’? !/-?
! ?/?’# -&/’" ?/?"1 &/?’
& :/&1? -/?3
# :/:13 &/1’
" -’/33- &/": -’/3-? #/1-
? --/3-! !/1#
3 -!/:#3 &?/&& -!/:#: !/"1
1 -&/":" "/#1
: -#/!’3 &/&# -#/#?" #/#1
-’ -"/3&# -!/--
-- -?/!3" &/?? -?/!’" &&/!’
-! -?/??’ !/-3
-& -3/’&! 3/!#
-# -3/?:3 !/!! -3/"33 &/:!
-" -:/#?- !&/’" -:/#!’ 3/#"
-? -:/:3: -/’"
-3 !-/"!! -3/’# !-/"&? !/"3
-1 !&/:#" "/?! !&/?&’ -/!?
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续表 !

"#$%#&’&()
*+(,-.( #/ ! 0 "#$%&#’ 1,#(2 *+(,-.( #/ 345 *+(,-.( #/ ! 0 "#$%&#’ 1,#(2 67(2 -887&9 #/ 345

3’(’&(7#& (7$’:$7& "#&(’&(:; 3’(’&(7#& (7$’:$7& "#&(’&(:; 3’(’&(7#& (7$’:$7& "#&(’&(:;

!< =>?!@A A?BC
=B =>?C=B A?>C
=! =>?D=D !B?D>
== =@?>!A >!?=@ =@?>CE B?EE
=A =D?>ED !?=C
=> =E?BBA @?AC =D?<<@ =?C<

!"! 新组分抑制 #$%&’和 #$(&’分泌的效果
药物对 FG)H9（或 FG’H9）分泌的抑制效果以抑制率来

反映，抑制率按下式计算：抑制率 I
对照组 FG)H9（或 FG’H9）J:K L加药组 FG)H9（或 FG’H9）J:K

对照组 FG)H9（或 FG’H9）J:K L =?! M !BB;

初步试验表明，组分 A、组分 >、组分 !C没有抑制表面抗
原和 ’抗原的作用，只有组分 E、组分 !B、组分 !A表现出明显
的抑制作用。在确定了试验用药浓度范围后，药物浓度按倍

比稀释分 @个级，每个样品 > 个平行孔，结果取均值。NO@B
为药物抑制 FG)H9或 FG’H9达到 @B;时的药物浓度。试验
结果如表 =和表 A所示。

表 ! 组分 )、组分 *+、组分 *,对 #$%&’抑制率（-）
P-1Q’ = N&2717(#,R ’//’.() #/ .#$%#&’&( E，!B -&8 !A #& FG)H9 )’.,’(7#&（;）

"#$%#&’&(
$（"#$%#&’&()）:（!9:$S）

C>B A=B !CB EB >B
()@B

P2’,-%’T(7.
N&8’+

E <> E= >< AB !B !C@ A?=

!B !BB !BB E> >! !@ !BB =?C

!A EA @! =A < B A=B !?E

表 , 组分 )、组分 *+、组分 *,对 #$(&’的抑制率（-）
P-1Q’ A N&2717(#,R ’//’.() #/ .#$%#&’&( E，!B -&8 !A #& FG’H9 )’.,’(7#&（;）

"#$%#&’&(
$（"#$%#&’&()）:（!9:$S）

C>B A=B !CB EB >B
()@B

P2’,-%’T(7.
N&8’+

E CB A= !< !A !B @=B !?B

!B DC >B !E != < >BB B?D

!A @C =D !A E @ @DB !?B

为了考察 A个组分是否影响 FG)H9和 FG’H9的测定，取
未加药物的对照培养的 =?=?!@细胞培养上清液按实验剂量
分别加入 A个组分，然后按上述样品测定的程序测定 =种抗
原，结果表明 A 个组分在实验剂量范围内不会明显影响

FG)H9和 FG’H9的测定。

!", 细胞存活率测定

UPP法检测存活细胞灵敏度高，重复性和稳定性也较
好，是测定细胞存活率的常用方法之一。A个组分对细胞生
长产生影响，表现出一定的毒性作用，使得细胞存活率如表

>所示。*)@B为试验组存活细胞为对照组的 @B;时的药物

浓度。

表 . 细胞存活率测定结果（-）
P-1Q’ > *//’.() #/ .#$%#&’&( E，!B -&8 !A #& .’QQ V7-17Q7(R（;）

"#$%#&’&(
$（"#$%#&’&()）:（!9:$S）

C>B A=B !CB EB >B
*)@B

E >B C< D@ E= <B @AB

!B =@ >C @E D! E> =C@

!A >C CD EA EE <@ @DB

, 讨论

FGW OKH转染的 F’%X=细胞系是一个被广泛应用的体
外抗 FGW药物筛选的细胞模型，应用这一模型，已对抗 FGW
药物如病毒唑、逆转录酶抑制剂 OOH、抗超螺旋 FGW OKH的
萘啶酸以及干扰素等进行了体外抗 FGW的研究［<，!B］。如果
药物对 FGW OKH转染细胞分泌病毒颗粒组装蛋白有抑制作
用，可以认为药物可能有抗 FGW活性。本试验表明 A 个组
分对 FG)H9和 FG’H9的表达有不同程度的抑制效果，且其
抑制效果与剂量呈正相关，可能预示着这 A 个组分具有抗
FGW的活性。
在我们的研究中，将苦参煎汁添加到灵芝的培养基中参

与到灵芝的培养过程，这样所得的培养液比起灵芝培养液与

苦参煎汁的简单混合液有更好的药效［D］。研究还表明，添加

苦参的发酵液的氯仿提取有机酸（混合物），在体外抑制

=?=?!@细胞分泌 FGW表面抗原和 ’抗原的能力上，比不加
苦参的灵芝发酵液的氯仿提取有机酸和苦参提取液的氯仿

提取有机酸都强。将苦参煎汁在发酵前添加到灵芝培养基

中，与在发酵后把苦参煎汁添加到发酵完成的发酵液中两种

做法相比，在成分变化上来说，由于灵芝的转化作用，会有 A
种情况：一是某些成分含量发生变化，或者增加或者减少；二

是出现新的成分；三是某些成分消失了。药效上的变化，究

其原因应该是成分的变化。发酵前添加苦参的灵芝发酵液

其药效比不添加的强，比单独的苦参提取液强，比苦参和灵

芝简单混合的也强。药效的增强要么是某些新产生的成分

带来的结果，要么是某些有效成分含量增高后带来的结果。

哪些因素引起药效增强，需要逐项去研究。本文首先对氯仿

提取的有机酸类成分中新产生的 C个成分的药效进行了研
究，实验证明其中的 A个成分有一定的药效，这起码可以说
明这 A个新产生的成分对药效的增强有贡献。当然，这 A个
成分究竟是什么物质，还需要进一步的研究才能确定。从另

@>C=BB@，W#Q0>@ K#0> 李雁群等：灵芝转化苦参水提物的 A个新生成分体外抗乙型肝炎病毒作用



一方面说，由于微生物的转化，变化的成分和新产生的其他

成分还有很多，对药效发生影响作用的也不见得就是这 !个
组分，本文所做的研究只是反映了一部分情况。但是，我们

认为，用药用真菌发酵中药是一种新的方法，值得尝试，而在

其中发生的成分变化和药效变化上开展研究是有意义的，尽

管这是初步的工作。
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