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苦马豆素的来源!药理作用及检测方法研究进展
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摘
!

要"吲哚里西啶类生物碱苦马豆素是疯草及其内寄生真菌的代谢产物!其有良好的抗病毒&抗肿瘤和提高机体

免疫力的作用!具有巨大的药用潜力'作者简要阐述了苦马豆素的药理作用&检测方法&药用价值和研发潜力!并

对其来源及疯草内生真菌合成苦马豆素的相关研究进展进行总结!以期丰富苦马豆素的来源!为其在科研和医疗

上的广泛应用提供保障'

关键词"苦马豆素(来源(药理作用(检测方法(内生菌合成

中图分类号"

3(2/

!!!!

文献标志码"

4

!!!!

文章编号"

&*..!./.)

"

0&%.

#

&.!%&12!%%

收稿日期"

0&%2!%0!&1

基金项目"中国农业科学院科技创新工程兽用天然药物创新工程"

5443!43678!0&%)!97:83!&)

#

作者简介"黄
!

鑫"

%//0!

#!男!甘肃清水人!硕士生!主要从事新型兽用天然药物的研究!

;!<=$>

$

?

,=@20&

!

,$-='A-

"

通信作者"郝宝成"

%/(*!

#!男!博士!助理研究员!主要从事兽用天然药物的研究与创制研究!

;!<=$>

$

B=#C=#ABD-

?!

,$-='A-

)*+*,-./012,3.*43546-.*+

!

7/,-8,.494

:

;.,9<==*.>+,31?*>*.>;43@*>/41+4=5A,;3+43;3*

:E4FGH$-

!

974FGI$=-!

J

$-

?

!

G4KH@!"#-

?

!

:4KL=#!ABD-

?

"

"

.&

/

0$1+'$#+'

/

+

2

3&4!)(5$67'8

9

:'+

;

&"#+

2

<$)=8:'+>()"&

%

.&

/

0$1+'$#+'

/

+

2

%&#&'()$'

/

:,$'5$"&8#("$67&>&6+

?

5&)#+

2

@()(=#'

/

+

2

!

9

'("86#8'&

!

0$)A,+8B)=#(#8#&

+

2

C8=1$)D'

/

$)D:,$'5$"&8#("$6-"(&)"&=+

2

E!!-

!

0$)A,+81*&&2&

!

E,()$

#

0B+>-,.>

$

3M=$-,#-$-D

!

#-D#N$-"#>D

O

@$-#>$P$"$-D=>Q=>#$",

!

$,=<DR=C#>$RD#N>#A#MDD"=-"$R,

J

=S=,$R$AN@-

?

$'6BD,M=$-,#-$-DB=,

?

##"=-R$!T$S@,

!

=-R$!R@<#SDNNDAR,=-"A=-D-B=-ADRBDS#>D

#N$<<@-$R

U

!

B=,

?

SD=R

J

#RD-R$=>N#S<D"$A$-D"DTD>#

J

<D-R'6B$,

J

=

J

DSCS$DN>

U

DV

J

#@-",

J

B=S<=!

A#>#

?U

!

"DRDAR$#-<DRB#"

!

<D"$A$-=>T=>@D=-""DTD>#

J

<D-R

J

#RD-R$=>#N,M=-,#-$-D'4-"RBDSD!

,D=SAB

J

S#

?

SD,,#N$R,,#@SAD=-">#A#MDD"D-"#

J

B

U

R$AN@-

?

@,,

U

-RBD,$P$-

?

,

J

BDS#,$-MDSD,@<<=!

S$PD"R#D-S$AB,M=$-,#-$-D

)

,,#@SAD=-"

J

S#T$"DRBD,@

JJ

>

U

#N=C@-"=-RS=M<=RDS$=>,N#S$R,,A$!

D-R$N$A=-"<D"$A=>=

JJ

>$A=R$#-'

C*

D

A4-1+

$

,M=$-,#-$-D

(

,#@SAD

(

J

B=S<=A#>#

?

$A=AR$#-

(

"DRDAR$#-<DRB#"

(

D-"#

J

B

U

R$AN@-

?

$,

U

-RBD!

,$,

!!

苦马豆素"

,M=$-,#-$-D

!

3W

#是一种吲哚里西

啶类生物碱!是从部分疯草植物及其内生真菌中提

取出来的具有抗病毒&抗肿瘤和提高免疫力等生物

活性的生物碱!也是引起家畜疯草中毒的主要原因'

自
0&

世纪
1&

年代首次分离获得苦马豆素纯品以

来!其功能和药理作用受到人们的广泛关注'据相

关报道!直接投喂或者注射
3W

均能引起山羊&绵

羊&家兔和大鼠等实验动物出现相似的病理症状!出

现的病理症状均是由
3W

竞争性抑制哺乳动物细胞

内溶酶体
"

!

甘露糖苷酶和高尔基体甘露糖苷酶
#

的活性引起的!进而使动物体中低聚糖代谢紊乱&糖

蛋白合成受阻&组织细胞空泡化!相关组织器官的功

能紊乱甚至丧失!最终导致动物的中毒或死亡*

%!)

+

'

此外!

3W

还具有良好的抗肿瘤&抗病毒和提高

免疫力等药理作用'陈基萍等*

2

+研究发现苦马豆素

还有一定的抑菌作用'但由于苦马豆素来源有限&

人工合成困难&提取效率低&真菌发酵技术不成熟及

市场价格昂贵等原因!限制了其在抗病毒&抗肿瘤等
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领域的应用与发展*
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!

苦马豆素的来源

苦马豆素的结构为吲哚里西啶环
%

!

0

!

(

位上各

连有一个活性羟基基团!故被称为
%

!

0

!

(!

三羟基八

氢吲哚里西啶或吲哚里西啶三醇'

3W

具有良好的

抗病毒&抗肿瘤和免疫调节作用!因此备受相关领域

的关注'但是!

3W

的来源一直是限制其在各领域

发展的重要因素'

3W

的主要来源大概分为三种$

化学合成&植物中提取和内生真菌发酵'

#E#

!

化学合成苦马豆素

由于
3W

具有良好的生物活性而天然来源含量

很低!因此引起化学家对其实验室合成的极大兴趣'

自从
%/()

年对
3W

进行首次全合成以来!研究人员

已经发现了四十多种化学合成路线*

(

+

!但由于其化

学结构是由两个环共同分享一个碳原子和一个氮原

子!且环上含有
*

个羟基基团!构成了
)

个手性碳原

子!所以对其进行手性全合成难度很大'将现有的

合成方法总结归纳!可分为以下四类$

%'%'%

!

利用烯烃复分解反应合成
3W

的中间体吲

哚里西啶环!该类反应的关键在于将含有杂原子氮

和氧的环状手性烯烃化合物经过钌催化烯烃复分解

反应!合成
3W

的中间体吲哚里西啶环'典型反应

是
F'L@,AB<=--

等*

/

+以具有手性的唑烷酮类化

合物作为合成原料!经过水解&酰胺烷基化&

6LXY!

3K6N

保护&钌催化烯烃复分解反应得到吡咯衍生

物!再经过亲核取代&脱烯丙基甲酸酯后得到不饱和

的吲哚里西啶环!此反应共经过
%0

步!其产率达到

)&Z

!因其应用了烯烃复分解反应产率较高!适用于

工业大规模生产
3W

'此外
5 W'G'4@

等*

%&

+利用

分子内的烷基化反应合成六氢吡啶衍生物!并选择

性地获得
5!(

手性构型!然后经过钌催化烯烃复分

解反应合成
3W

中间体不饱和吲哚里西啶!此反应

共经过
%&

步!但其产率仅为
%0Z

'

7'X[AB=<

J

,

等*

%%

+以
9!

吡咯氨酸为原料经
%)

步反应!总收率为

%)Z

'

%'%'0

!

经
%

!

*!

偶极环加成反应或者双羟基化不对

称反应合成
3W

的关键中间体二环内酰胺类化合

物!因烯烃双羟基化反应具有所需反应条件温和!对

温度&水和氧气等条件要求不严格!并且大多数烯烃

能获得高产率&高
DD

"对映体超量#值的光学活性邻

二醇等优点!所以在
3W

合成过程中双羟基化反应

起到了重要作用(此外!

%

!

*!

偶极环加成反应是合成

3W

中间体二环内酰胺类化合物的重要方法之

一*

%0

+

'

%'%'*

!

不对称反应和还原氨基化反应是合成
3W

的重要方法'

Y'6S=

+

Q#T$A

等*

%*

+用
9!

脯氨酸催化

二恶烷酮衍生物发生不对称性羟醛缩合反应"还原

胺化反应#!形成具有手性的杂环化合物!再经过
(

步反应合成
3W

!总产率为
0)Z

'不对称氧化反应

体系的组成简单&合成容易&原料经济&底物具有手

性选择性(还原氨基化反应条件温和&产率较高&合

成方便!是合成烯胺六元环的重要方法'

%'%')

!

:'G@#

等*

%)

+将丁内酯和
0!

锂呋喃经羟基

保护&

F#

U

#S$

不对称还原&

4AB<=R#M$AP

反应&

L#A

保护及其酯化反应等!终得到吡喃酮类化合物!再经

糖基化反应&二羟基化反应&氧化还原及叠氮化反

应!最终成功合成
3W

'

8'\=

+

=,DQ=S=-

等*

%2

+将抗

坏血酸衍生的烯丙醇进行不同的取代!然后在加

热和钯催化的条件下发生
KTDS<=-

重排反应获

得
3W

'

3W

的化学合成路径已经超过了四十多条!其

合成步骤
(

至
0&

步不等!但由于
3W

结构具有两个

手性碳原子!使其合成受到限制!而且合成的产物纯

度较差!所以给
3W

化学合成带来了巨大的困难和

挑战'如果找到一种化学合成方法!利用简单易得

的合成原料!操作条件简单!能选择性的构建手性原

子!这将给
3W

的高产率低成本合成提供一条捷径!

这也是化学科学家一直追求的'

]'XB=-"

等*

(

+试

图找到一种独特的方法!其不需要手性分子作为合

成原料!由
2!

氯戊醇为底物!以有机催化和不对称

\!

氯化为基础的反应可以控制反应基团选择性构

成手性中心!由于其操作简单!且原料容易获得!所

以这个反应过程可能会应用于一系列吲哚里西啶&

吡咯环和类吡咯环等天然产物的合成'

#E!

!

植物中提取苦马豆素

3W

是一种具有神经毒性的生物碱!因其最初

在苦马豆"

-4$()=+)$"$)&="&)=

#中被发现!因此命

名为苦马豆素(其也是豆科棘豆属和黄芪属有毒植

物的主要毒性成分和动物疯草中毒的根本原因!故

又称疯草毒素'此外!有报道称分布于地球南半球

的某些锦葵科"

@$6>$"&$&

#黄花稔属&旋花科"

E+)F

>+6>86$"&$&

#的植物中也含有
3W

*

%.!%/

+

'

自
0&

世纪
1&

年代末!澳洲科学家
5#>D

?

=RD

首

次从灰苦马豆"

-4$()=+)$"$)&="&)=

#中分离获得

3W

以来!国内外学者先后从斑荚黄芪"

!=#'$

9

$68=

.1&%
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#'+
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!=#'$

9

$68= >$'($1(6(=

G8)

9

&

#&茎直黄芪"

!=#'$

9

$68==#'("#8=<'$,JKI

G&)D'

#&绢毛棘豆&甘肃棘豆"

HI

/

#'+

?

(=L$)=8&)F

=(=

#&急弯棘豆"

HI

/

#'+

?

(=D&

2

6&I$X5J

#&宽苞棘豆

"

HI

/

#'+

?

(=6$#(1'$"#&$#$M8'#A

#&冰川棘豆"

HI

/

#F

'+

?

(=

9

6$"($6(=G&)#,

#等种属的植物中提取出了

3W

'

4'X']=>>#RR#-

等*

0&

+在实验室中移植了
*

种

密柔毛黄芪属"

!=#'$

9

$68=5+66(==(58=

#的植物!试

验发现这
*

种密柔毛黄芪属的植物都能产生
3W

!

但其产
3W

的能力并不相同'

L'5':=#

等*

0%

+采用

纤维素酶法提取西藏茎直黄芪中
3W

!并用气相色

谱检测其含量!试验中采用单因素设计和正交试验

等方法确定了提取
3W

的最佳条件$在粉碎筛为
)&

目!料液比为
%^)&

!温度为
2& _

的条件下加入

*'2Z

的纤维素酶酶解
*B

!其提取效率最高!此种

方法可以更加高效快速&方便节能地提取茎直黄芪

中的
3W

'宋岩岩等*

00

+将急弯棘豆植物的草粉经过

酸化碱化处理后!分别用氯仿&乙酸乙酯和正丁醇等

萃取!然后将萃取液在薄层板上展开!用欧式液

"

;BS>$AB

)

,

#显色后分析!结果显示萃取物中含有

3W

!这说明急弯棘豆属于疯草类植物'五爪吉祥草

*

N&()&"L($"$')&$

"

4-"S'

#

@̀-RB

+属于旋花科植

物*

00

+

!

X'5##Q

等*

0*

+在检测巴西草原上五爪吉祥草

时发现其中含有
3W

!其含量是随着季节的变化而

变化'

3'6=QD"=

等*

0)

+在研究中发现!蒙古西部的

许多山羊&绵羊&牛和马因摄入小花棘豆而出现共济

失调&全身麻痹&肌肉震颤等神经症状!因此他们将

干燥的小花棘豆植物处理后进行化学分析!发现这

些植物中含有
&a&0Z

$

&'&2Z

的
3W

'

虽然从上述植物中可以提取分离到
3W

!但此

类植物分布面积广泛!且大多生长在寒冷或干旱的

环境恶劣地区!从植物中大量提取
3W

会对草原草

场造成不可恢复性的破坏'而且从植物组织中提取

3W

过程十分复杂!提取所用溶剂不仅污染环境!且

对原料利用率较低!因此在植物中提取
3W

的方法!

环保性和可行性较差'

#EF

!

内生真菌发酵

%'*'%

!

疯草内生真菌
!!

内生真菌"

;-"#

J

B

U

R$A

N@-

?

$

#是指某种真菌短暂或者长期地寄生于活的植

物组织内部!但对寄生植物不会造成明显的病害症

状!这种内生真菌包括病原真菌&腐生真菌和菌根

菌*

02

+

'

%/(2

年
`'LS=@-

*

0.

+首次从绿僵菌"

@J$)(F

=+

?

6($&

#中分离获得
3W

!开创了从内生真菌中获得

苦马豆素的先例'因此!部分研究人员认为疯草内

生真菌与
3W

之间也可能存在一定联系'

`'LS=@-

从
*

种疯草植物中分离得到内生真菌!经过形态学

鉴定均属于
O)D(

2

(685

属真菌!并将分离到的真菌

在体外培养后!在代谢产物中检测到了
3W

!这是首

次在人工体外培养的条件下从疯草内生菌中获得

3W

'据相关文献研究!金龟子绿僵菌"

!)(=+

?

6(F

$&

#&豆类丝核菌属"

0&

9

85()("+6$

#和埃里格孢属

"

O)D(

2

(685

#等主要真菌都能产
3W

'截至目前!

从各种疯草中分离出的内生真菌均为埃里格孢属真

菌"

O)D(

2

(685

#

*

01

+

'

X'5##Q

等*

0(

+为了分析
3W

&

疯草植物和内生真菌之间的关系!调查了豆科中黄

芪属&棘豆属和苦马豆属等能产生
3W

的
*

个属的

植物!结果如表
%

所示'

`'LS=@-

等*

02

+为了了解内生真菌与
3W

的关

系!采集了
%%

种有毒疯草植株!并从其中的
(

种有

毒疯草植株的花&叶&茎和种子中分离出真菌!经检

测均能产生
3W

!在进行体外培养时发现!其具有很

厚的横向隔!在培养基中生长速度十分缓慢!偶尔会

产生分生孢子'将体外培养的
%(

株菌株的菌丝体

采用
85\

技术扩增出菌丝体
L!

微管蛋白编码区域

SXF4

的
763

序列!并对其进行序列分析!分析结

果显示不同宿主植物&寄生在同一植株不同部位的

所有的内生菌
763

序列基本相同!结果提示内生菌

是通过植物种子垂直传播'形态学和
763

区序列

的分析结果表明!内生菌与埃里格孢属真菌的关系

最为密切'

L'Y'8S

U

#S

等*

0/

+通过观察发现!疯草棘

豆属产
3W

的内生真菌在形态结构上与埃里格孢属

菌真菌"

O)D(

2

(685

#非常相似'结合形态学与线粒

体小亚基
SXF4

基因分析!

L'Y'8S

U

#S

将棘豆属疯

草中产
3W

的内生真菌划分为子囊菌纲"

!="+5

/

F

"&#&=

#假球壳目"

:6&+=

?

+'$6&=

#假球壳科"

:6&+=

?

+F

'$"&$&

#埃里格孢菌属"

O)D(

2

(685

#'

X'5##Q

等*

*&

+

在南美洲的旋花科植物五爪吉祥草中发现了一种产

生
3W

的内生真菌!体外培养并提取
XF4

!在对其

BP-%b

和
BP-)

基因序列进行测序时发现其为五爪

吉祥草内共生菌!并在马铃薯琼脂培养基"

8X4

#上

能够缓慢生长'用杀菌剂处理五爪吉祥草种子的试

验证明该内生真菌通过植物种子进行垂直传播'

%'*'0

!

疯草内生真菌合成苦马豆素
!!

3W

是从

部分疯草植物内生真菌的次级代谢产物中也可以获

得的具有生物活性的生物碱
3W

'有学者报道!疯

11&%
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黄芪属!棘豆属和苦马豆属疯草植物中产苦马豆素内生菌种类及检测方法#

!(

$

G,B9*#

!

5

H

*.;*+4=>/*+A,;3+43;3*I63

:

,9*314

H

/

D

>*;3!"#$%

&

%'("

%

)*

+

#$,

-

.",31/0%.1",1%

H

9,3>,31>/*1*>*.>;438*>/41+4=

>/*+**314

H

/

D

>*+

疯草种类

9#A#MDD"

内生菌种类

;-"#

J

B

U

RD

苦马豆素检测方法

XDRDAR$#-<DRB#"

#NRBD,M=$-,#-$-D

真菌检测方法
XDRDAR$#-<DRB#"#NN@-

?

$

分离培养

7,#>=R$#-=-"A@>R$T=R$#-

85\

!=#'$

9

$68=$66+",'+8= O)D(

2

(685,

J

J

酶法

!=#'$

9

$68=$=

/

55&#'("8= 695

!=#'$

9

$68=D(D

/

5+"$'

?

8= 695

!=#'$

9

$68=6&)#(

9

()+=8= O)D(

2

(685

2

86>85 695

&

95!Y3 c c

!=#'$

9

$68=D'855+)D((

酶法

!=#'$

9

$68=

?

8'=,((

!=#'$

9

$68=$5

?

,(+I

/

= 95!Y3 c

!=#'$

9

$68=>$'($1(6(= O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(= G5!Y3

&

95!Y3 c c

!=#'$

9

$68=&5+'

/

$)8= 695

&

Y3

&酶法

!=#'$

9

$68=1(=86"$#8= 695

&酶法

!=#'$

9

$68==#'("#8= O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(= G5!Y3 c

!=#'$

9

$68=5(==+8'(&)=(=

酶法

!=#'$

9

$68=

2

6$>8=

酶法

!=#'$

9

$68=,85(=#'$#8=

酶法

!=#'$

9

$68=6+)",+"$'

?

8=

酶法

!=#'$

9

$68=5+66(==(58= O)D(

2

(685"()&'85 695

&

95!Y3

&酶法
c c

!=#'$

9

$68=)+#,+I

/

=

!=#'$

9

$68=+I

/?

,

/

=8= 695

!=#'$

9

$68=

?/

")+=#$",

/

8= 695

!=#'$

9

$68=

?

&,8&)",&= 695

!=#'$

9

$68=

?

'$&6+)

9

8= 695

%酶法

!=#'$

9

$68=

?

81&)#(==(58= O)D(

2

(685,

J

' 95!Y3 c c

!=#'$

9

$68=4++#+)( O)D(

2

(685,

J

' 695

&

95!Y3 c c

!=#'$

9

$68=#&

?

,'+D&=

酶法

!=#'$

9

$68=#,8'1&'(

酶法

HI

/

#'+

?

(=

9

6$"($6(= O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(= G5!Y3 c

HI

/

#'+

?

(=L$)=8&)=(= O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(= G5!Y3 c

HI

/

#'+

?

(=1&==&

/

(

HI

/

#'+

?

(=

9

6$1'$ O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(= G5!Y3

&

95!Y3 c c

HI

/

#'+

?

(="$5

?

&=#'(=

HI

/

#'+

?

(==&'("&$ O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(= 695

&

95!Y3

&酶法

HI

/

#'+

?

(=6$51&'#(( O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(= 695

&

G5!Y3

&

95!Y3

&酶法
c c

HI

/

#'+

?

(=+",'+"&

?

,$6$ O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(= G5!Y3 c

HI

/

#'+

?

(==&'("+

?

&#$6$ O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(= G5!Y3 c c

-4$()=+)$

9

'&

/

$)$ G5!b7X

-4$()=+)$"$)&="&)= O)D(

2

(685,

J

J G5!b7X

&

95!Y3 c c

-4$()=+)$

9

$6&

9

(

2

+6($ G5!b7X

,

c

-表示首次检测到此种真菌的检测方法

c <D=-,RBD<DRB#""DRDARD"RBDN@-

?

$N$S,RR$<D
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期 黄
!

鑫等$苦马豆素的来源&药理作用及检测方法研究进展

草中
3W

的含量与疯草感染内生真菌的数量具有较

高的相关性*

*%

+

'

;'K>"S@

J

等*

*0

+在一种疯草植物中

发现了内生真菌
O)D(

2

(685 +I

/

#'+

?

(=

!在利用

85\

定量技术测定疯草植物中所含内生真菌的浓

度时发现!植物中所含内生真菌的浓度与其所含

3W

的含量成正相关(在没有检测到
3W

的疯草植

株中也没有检测到
O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(=

内生真菌

的存在'结果表明!疯草植物中
3W

是由植株中的

共生内生菌合成产生'

X'5##Q

等*

**

+指出!内生真

菌的基因型可能是影响
3W

在不同植株中含量不同

的原因'其在同一生长条件下种植同种绢毛棘豆植

株!在这些植株中检测
3W

的含量时发现!在同一生

长条件下不同的植株之间
3W

的含量是有差异的!

这说明了不同植株所侵染的内生真菌的基因型不

同!其产生苦马豆素的能力不同'

近年来!疯草内生真菌合成
3W

的学说已经被

大多数学者所认同'为了提高疯草内生真菌产生

3W

的产量!张蕾蕾等*

*)

+研究不同环境因素对内生

真菌
O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(=

产生
3W

的能力及生长

的影响!设计了不同培养条件对疯草内生真菌生长

的影响!结果表明!不同培养条件对其真菌的生长和

3W

的产量均有影响!且
OJ+I

/

#'+

?

(=

真菌具有自我

调节适应环境的能力!偏酸或偏碱条件均可促进
3W

合成'

9!

哌可酸&

9!

赖氨酸和
"

!

酮戊二酸等可能是合

成
3W

的前体物质!所以均会对
3W

的合成产生影

响!且各物质在培养基中的浓度与
3W

的产率密切相

关'郭伟等*

*2

+设计了对产生
3W

真菌埃里格孢菌

b;9*

菌株的发酵培养条件优化试验!最后通过测定

菌丝中
3W

的含量确定最佳培养条件$碳源为燕麦

片&氮源为豆粉&无机盐为
5@3K

)

.

2:

0

K

&培养基初

始
J

:

为
.'2

$

1'&

&接种量为体积分数的
(Z

时!埃

里格孢菌
b;9*

菌丝和菌液中
3W

浓度都显著高于

其他组'陈基萍等*

*.

+对产生
3W

的内生菌菌株

!=

?

&'

9

(668=8=#8=

的培养发酵条件进行优化筛选!

结果表明!菌株
!=

?

&'

9

(668=8=#8=

在豆粕培养基!

硝酸钾&麦芽糖分别为
%.

&

(&<

?

.

9

d%

!

J

:

为
.'&

!

温度为
*2_

的条件下培养时生长状态最佳!且
3W

的产量显著高于其他组'真菌原生质体的制备是研

究真菌遗传转化和基因组学的重要工具!疯草内生

真菌原生质体可以进一步确定疯草内生真菌合成

3W

的相关基因功能!阐明分子调控机制!提高疯草

内生真菌合成产生
3W

的产量'张蕾蕾等*

*1

+对产

3W

内生真菌
O)D(

2

(685+I

/

#'+

?

(=

进行酶解!把

菌体的细胞壁用溶壁酶溶解后将原生质体释放!然

后把原生质体接种于
8X4

培养基中培养
*&"

!最

后经过对原生质体再生菌丝中
3W

的含量测定!结

果显示再生菌丝中
3W

的含量略高于野生菌株的

菌丝'

!

!

苦马豆素的药理作用

3W

具有良好的抗病毒&抗肿瘤和提高机体免

疫力作用!并能够很好地抑制肿瘤细胞的转移和增

长'

!E#

!

抗病毒作用

3W

是内生真菌的次级代谢产物!具有较好的

抗病毒效果'

e'6=-=Q=

等*

*(

+研究证明
3W

对
*

型

人副流感病毒"

:87]*

#具有一定的抑制作用!其作

用机制是
3W

通过对内质网中
"

!

甘露糖苷酶抑制导

致内质网功能丧失!阻止了
:87]*

表面蛋白血凝

素/神经氨酸酶"

:F

#和融合"

b

#蛋白的表达!降低

病毒侵染细胞的能力!从而达到抗病毒的效果'刘

文明等*

*/

+使用
3W

治疗鸡马立克病"

YX

#的试验表

明!其可以维持鸡体内的白细胞&血清磷酸酶

"

4̀ 8

#和乳酸脱氢酶"

9X:

#水平!发挥其免疫调节

作用!同时
3W

能有效抑制
YX

肿瘤的形成和转

移!具有良好的抗肿瘤作用'吴延磊等*

)&

+研究金龟

子绿僵菌次级代谢产物
3W

对鸡新城疫病毒

"

FX]

#疫苗的影响!试验中用
%)

日龄雏鸡建立新

城疫病毒模型!将其分
3W

高&中&低剂量组和对照

组!再使用新城疫病毒疫苗免疫治疗!结果显示!

3W

治疗组雏鸡体内的抗新城疫病毒抗体显著高于对照

组!这说明
3W

与新城疫病毒疫苗联用可增强免疫

效果!并对新城疫病毒有一定的抑制作用'郝宝成

等*

)%

+发现在一定剂量范围内!体外
3W

能有效地抑

制牛病毒性腹泻病毒"

L]X]

#的增殖和感染!并推

测其能直接灭活游离的牛病毒性腹泻病毒'

!E!

!

抗肿瘤作用

3W

能够促进肿瘤细胞凋亡!以达到治疗癌症

的效果'目前!国外已进入药物
%

期临床阶段!

8'

;'G#,,

等*

)0

+通过静脉注射
3W

的方式为肿瘤患者

治疗!在
.

周后肿瘤患者的肿瘤减小了一半!其中
0

位淋巴癌患者在静脉注射
3W

一周后!临床症状有

了明显减轻'

I':=<=

?

@AB$

等*

)*

+研究发现!

3W

能

阻止大肠癌细胞转移扩散!降低其对抗癌药物
2!

氟

尿嘧啶"

2!N>@#S#@S=A$>

#的耐受性!能提高大肠癌的

化疗效果'此外!

b'Y'3=-R#,

等*

))

+发现
3W

对艾

/1&%
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氏腹水癌"

;BS>$AB=,A$RD,A=SA$-#<=

!

;45

#的治疗

药物顺铂"

A$,

J

>=R$-

#有增效作用'

F'e#@

等*

)2

+使

用
3W

对
:D

J

G0

&

3Y55110%

&

:@B1

&

Y:55/1!:

和
:9!11&0

等人肝癌细胞进行治疗的试验发现!其

对人肝癌细胞具有良好的抑制作用!但对人体正常

的肝细胞并无损伤'由于
Y:55/1!:

肝癌细胞具

有高度的增殖性和致癌性!研究者选择使用其作为

肝癌细胞模型!在对其用
3W

治疗时发现!其能显著

抑制
Y:55/1!:

肝癌细胞的生长!且在
G&

%

G%

细

胞周期诱导癌细胞凋亡'苦马豆素是如何诱导癌症

细胞的凋亡呢0

F'e#@

发现
3W

能使肝癌细胞在

G&

%

G%

期的细胞周期蛋白"

X%

和
;

#减少!而细胞

周期蛋白依赖性激酶"

5"Q0

的和
5"Q)

的#

5X̀

抑

制剂
J

0%

和
J

01

蛋白增加!从而导致癌症细胞凋亡'

3W

能增强
Y:55/1!:

肝癌细胞中
G$I

基因表达

的上调和
G"6!0

基因表达的下调!继而导致其细胞

凋亡'此外!

3W

还能通过限制紫杉醇诱导的核因

子
&

L

"

Fb!

&

L

#的积累!使其在体内外的细胞毒性作

用增强!这说明
3W

可以直接抑制肝癌细胞的生长!

减轻紫杉醇治疗肝癌细胞时的过度反应'

X'3$-

?

B

等*

).

+用
3W

对
:9!.&

白血病细胞进行治疗时发现

其能减少细胞周期蛋白"

X%

和
;

#表达!增加细胞周

期蛋白依赖性激酶
5X̀

抑制剂
J

0%

和
J

01

蛋白的

表达!从而达到对
:9!.&

白血病细胞的治疗效果'

可见!

3W

具有巨大的药用价值和科研潜力!但是长

期使用又会对机体造成一定的损伤!如何将其制成

高效&安全的抗癌药物将成为当前及今后研究的热

点'

!EF

!

调节机体免疫力

苦马豆素不仅具有良好的抗癌&抗病毒作用!同

时还是一种具有较强活性的免疫调节剂'

K'4'

KSD"$

J

D

等*

)1

+研究发现
3W

能够刺激骨髓细胞增

殖!提高骨髓细胞转化为淋巴细胞的能力!增强机体

的免疫系统功能'张志敏等*

)(

+研究发现
3W

能激

活小鼠腹腔免疫系统生成巨噬细胞!提高一氧化氮

合酶的活性和
6Fb!

"

的水平!提高机体免疫系统功

能'试验还表明高剂量的
3W

能抑制巨噬细胞的形

成'因此!

3W

可以通过双向调节腹腔巨噬细胞发

挥免疫作用'

淋巴细胞是体现机体免疫系统功能的表征之

一!

6

淋巴细胞是免疫系统中最为多样和多效的一

种免疫细胞'

6

细胞按其表面表达
5X

分子的不同

一般分为
5X

)

f

6

淋巴细胞和
5X

(

f

6

淋巴细胞两

大类'

5X

)

f

6

淋巴细胞在机体免疫应答反应中主

要起免疫调节作用!通过此作用!使机体针对不同抗

原的免疫应答朝着定向类型发展!达到完全清除体

内病原体的目的(

5X

(

f

6

淋巴细胞主要通过细胞毒

作用发挥作用!杀死体内被病毒"细菌#感染的细胞&

胞内寄生菌感染的细胞和肿瘤细胞等!并将其吞噬

消化'张建军等*

)/

+给小鼠灌服一定剂量的
3W

!利

用流式细胞仪分析血液中
6

淋巴细胞的种类和数

量!发现适当剂量
3W

给药的小鼠体内
5X

)

f

%

5X

(

f的比值比正常数值显著提高'这说明!低剂量

3W

能提高小鼠的免疫能力!而中&高剂量
3W

只能

在短时间内提高小鼠的免疫机能!高剂量长时间给

药反而会降低小鼠的免疫能力'

F

!

苦马豆素的检测方法

根据文献报道!现有的检测
3W

方法主要有薄

层色谱法"

RB$->=

U

DSABS#<=R#

?

S=

J

B

U

!

695

#&气相

色谱法"

?

=,ABS#<=R#

?

S=

J

B

U

!

G5

#&气相
d

质谱联用

法"

G5!Y3

#&高效液相色谱法"

:$

?

B8DSN#S<=-AD

9$

O

@$"5BS#<=R#

?

S=

J

B

U

!

:895

#&液相
d

质谱联用

法"

95!Y3

#&

"

!

甘露糖苷酶活性抑制分析法"

"

!<=-!

-#,$"=,D =AR$T$R

U

$-B$C$R$#- =-=>

U

,$,

!

"

!Y74

#

等*

2&!2%

+

'

\'I'Y#>

U

-D@V

等*

20

+采用薄层色谱法检测

3W

!其建立了
3W

的
;BS>$AB

)

,

试剂显色方法!该

方法不仅具有特异性!而且灵敏度较高&应用广泛&

操作方便&经济实用!但检测时易受硅胶板薄厚&硅

胶粒度&板面平整度及边缘效应等因素影响'气相

色谱法"

G5

#和气质联用法"

G5!Y3

#!采用气相色

谱法检测
3W

前!需将样品制备为容易气化并且稳

定的衍生物!比薄层色谱方法操作复杂!但检出率较

高&灵敏度较高'气质联用检测
3W

主要是用于定

性分析!可用于检测
3W

是否存在*

2*

+

'在检测
3W

的方法中!

95!Y3

和
:895

法应用广泛!其优点是

迅速&连续&高效&灵敏'

:895

法需根据检测物质

的性质选择适当的检测器!目前常用检测器为

X4X

&

Y3

&

;93X

和
84X

等'

95!Y3

法检测
3W

时!对于样品的处理要求不高!且具有极高的灵敏

度!但是仪器成本过高'由于
3W

阳离子与甘露糖

苷水解过程中形成的甘露糖阳离子的半椅式空间结

构非常相似!

3W

竞争性抑制
"

!

甘露糖苷酶活性!

"

!

Y74

法就是按这一原理间接分析
3W

的含量'该

法对检测样品的要求较低!方法简单快捷!适用于大

&(&%
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.

期 黄
!

鑫等$苦马豆素的来源&药理作用及检测方法研究进展

量样品的检测!但是准确度较差!检测范围较窄'此

外还有荧光光谱法&离子抑制色谱法等*

2)!22

+

!各种检

测方法对照如表
0

所示'

表
!

!

各种检测方法的比较

G,B9*!

!

J48

H

,-;+434=>/*1*>*.>;438*>/41+4=+A,;3+43;3*

检测方法

YDRB#"

适用范围

3=<

J

>D

样品条件要求

\D

O

@$SD<D-R

最低检出限%"

<

?

.

?

d%

#

9#MD,R"DRDAR$#->$<$R

文献来源

\DNDSD-AD

薄层色谱 各种样品 不严格
&'2&c%&

d*

*

2.

+

气相质谱联用 提取物 需制备衍生物
&'%&c%&

d/

*

21

+

液相质谱联用 提取物 需制备衍生物
&'%&c%&

d/

*

2(

+

酶分析法 血清&乳样品
J

:

&温度限制
&'2&c%&

d*

*

2/

+

荧光光谱 食糜样品&提取物 需除杂
&'%&c%&

d(

*

2)

+

离子抑制色谱 提取物 不严格
&'0/c%&

d)

*

22

+

%

!

结论与展望

3W

具有良好的抗病毒&抗肿瘤和提高免疫力

等药用作用和科研价值!其发展前景广阔'近年来!

国内外学者对其抗病毒作用研究主要集中在
*

型人

副流感病毒*

*(

+

&牛腹泻病毒*

)%

+

&鸡马立克病毒*

*/!)&

+

等研究上!并且证明
3W

能通过抑制内质网和高尔

基体中
"

!

甘露糖苷酶的活性!阻止病毒自身蛋白质

的合成!并发挥免疫调节作用!提高机体的防御系统

来实现抗病毒作用(但其抗病毒作用机制阐述并不

是十分清楚!适用范围也有待进一步发掘'

3W

抗

肿瘤效果显著!受到国内外学者的广泛关注!在美国

3W

已经进入抗肿瘤药物
%

期临床阶段*

.%

+

!但在国

内
3W

抗肿瘤研究属于起步阶段!其抗肿瘤的作用

机制尚不明确!在细胞水平上的作用靶点和代谢通

路等相关研究鲜有报道'虽然
3W

在抗病毒&抗肿

瘤方面效果显著!但其在植物体内的含量较低!加之

提取工艺落后!提取效率较低!人工合成的成本过

高!产率较低!导致
3W

的价格高昂&使用范围有

限*

.%

+

'

3W

的来源将成为限制其发展和应用的最大

难题!因此拓宽其新的来源将成为今后研究的主要

方向'目前!许多研究人员通过真菌发酵方法来解

决其来源短缺问题!疯草内生真菌&金龟子绿僵菌和

豆类丝核真菌均能合成
3W

!但是
3W

是如何在这

些菌中合成代谢的!其合成机制与代谢途径也不完

全清楚'

近年来!合成生物学的概念逐渐被引入到天然

产物学领域!已经应用于青蒿素&紫杉醇等多种天然

药物的合成*

.0

+

'将合成生物学&基因工程学&蛋白

质组与代谢组学等多种方法相结合!研究这些真菌

合成
3W

的代谢途径!找到与合成
3W

相关的关键

基因'一方面!可利用基因工程技术&蛋白质组学技

术和微生物诱变技术等!将关键基因导入高表达目

标载体!改造出一株生长周期短&产量高的菌株!以

便
3W

的大规模工业生产与应用!解决其来源问题'

另一方面!可以利用基因敲除技术&

\F4

干扰等!将

内生菌中合成
3W

的关键基因敲除!或转录后沉默

与其相关的基因表达!培育营养价值高且无毒,疯

草-新品种'
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