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苦丁茶叶制虫茶粗多酚的抗氧化、抗突变和 

体外抗肝癌效果 
 

赵欣，王强 

（重庆第二师范学院生物与化学工程系，重庆 400067) 

摘要：本实验对苦丁茶叶制虫茶粗多酚（KMICP）的抗氧化、抗突变效果和对人肝癌 SMMC-7721 细胞体外抗癌效果进行了观

察。25、50、75 和 100 µg/mL 浓度 KMICP 处理下，对DPPH 自由基的清除能力分别为 27.8%，46.6%，85.9%和 99.8%。1.25 和 2.5 mg/

皿浓度的KMICP 对MNNG（N-甲基-N'-硝基-亚硝基胍）诱发突变表现出的 49.5%和 78.1%的抗突变能力，对 AFB1（黄曲霉毒素B1）

诱发突变的抑制效果也达到 54.8%和 76.4%。KMICP 对体外生长的 SMMC-7721 细胞也表现出了明显的抑制作用，浓度达到 150 μg/mL

后，癌细胞的生长被完全抑制。通过 RT-PCR 检验可以观察到KMICP 处理 SMMC-7721细胞后，癌细胞的 Bax、IκB-α、TIMP-1 和

TIMP-2 表达上升，Bcl-2 和NF-κB表达下降，且高浓度的KMICP 较低浓度对基因表达的影响更为明显。这些实验结果充分的说明了

KMICP 具有很好的体外抗氧化、抗突变和抗癌效果。 
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Antioxidant, Antimutagenic and in vitro Anticancer Effects of Crude 

Polyphenols in Insect Tea Made from Kuding Tea Leaves  
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Abstract: In this study, the antioxidant, antimutagenic and in vitro anticancer effects of crude polyphenols in insect tea made from Kuding 

tea leaves (KMICP) on human hepatoma cells SMMC-7721 were investigated. The DPPH radical scavenging activity after treatment using 25, 

50, 75, and 100 µg/mL KMICP was 27.8%, 46.6%, 85.9%, and 99.8%, respectively. KMICP at concentrations of 1.25 and 2.5 mg/plate showed 

antimutagenic effects on N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)-induced mutation (49.5% and 78.1%, respectively) and aflatoxin B1 

(AFB1)-induced mutation (54.8% and 76.4%, respectively). KMICP also showed significant inhibitory activity on SMMC-7721 cells in vitro, 

while the growth of cancer cells was completely inhibited at 150 μg/mL concentration. By reverse-transcription polymerase chain reaction 

(RT-PCR) conducted on KMICP-treated SMMC-7721 cells, it was found that Bax, IκB-α, TIMP-1, and TIMP-2 gene expression in cancer cells 

was increased, Bcl-2 and NF-κB gene expression was decreased, and the effect of high-concentration KMICP was more significant than that of 

low-concentration KMICP. These results demonstrate that KMICP shows good in vitro antioxidant, antimutagenic, and anticancer properties. 

Key words: insect tea; Kuding tea; polyphenol; antimutagenicity; anticancer 

 

虫茶是一种制作方法奇特、富有民族特色的特殊

特殊的固体冲泡茶饮料，主要产于我国的贵州、湖南、

广西、四川和云南的部分边远地区[1]。当地人采集野 
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生的苦茶叶、化香树叶等多种野生植物的鲜嫩叶，蒸

煮后除去涩味，自然晒干将叶片分层堆放在木桶里，

每层间均匀的淋上淘米水，待叶子轻微自然发酵后散

发出香气，香气吸引化香夜蛾等昆虫在叶片中产卵，

孵化出的幼虫取食叶片，排除虫粪颗粒，然而选取幼

虫的粪颗粒，去除杂叶再经过暴晒和炒制等工艺生产

出虫茶
[2]
。苦丁茶是中国南方一种经常饮用的保健茶，

特别是在贵州等省份，已有研究表明苦丁茶具有多种

功效，包括抗氧化、抗炎和抗癌[3]。苦丁茶中含有丰

富的多酚物质，多酚物质有很强的清除自由基能力，

能够通过阻断脂质过氧化而达到增强体内酶活性，从
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而起到抗突变、抗癌症效果[4]，经研究表明苦丁茶中

的多酚物质在其功能性作用中发挥了很重要的作用
[5]
。近年来有研究发现虫茶含有多种功能性成分，包

括多酚物质、矿物质元素和多种氨基酸，其中多酚类

物质的含量接近 10%
[6]
。这些研究表明苦丁茶作为原

料通过昆虫的代谢作用产生的虫茶仍然保留了很高含

量的多酚类物质，虫茶的抗癌功效也可能与其高含量

的多酚物质有关，但是关于虫茶多酚物质的组成缺乏

相关的研究。 

在我国肝癌是一种高发的恶性疾病，肿瘤生长和

转移十分迅速，治疗十分困难，造成患者死亡难以治

愈，死亡率高。现阶段对肝癌的控制最有效的手段是

早期发现、早期诊断和早期治疗，可见预防在肝癌处

理中的有着十分重要的地位。除了现代西医的治疗方

法外，中医主张提高人体免疫力来预防和协助治疗癌

症，茶多酚已经被证明具有这些功效[4]，针对普通人

群可以通过饮茶来预防肝癌，针对肝癌患者也可以通

过摄取茶叶中的多酚类物质协助西医的手术和化疗等

治疗手段。本研究对贵州地区以苦丁茶为原料制作的

虫茶中提取的粗多酚物质进行了体外实验，包括抗氧

化、抗突变和抗癌基础研究，这些研究将为进一步了

解虫茶的功能性作用积累科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品 

虫茶：贵州产原料叶为苦丁茶的虫茶，冷冻干燥

后粉碎。按文献方法[5]，称取 50 g冷冻干燥后的虫茶， 

加入 50 mL乙醇体积比为45%的乙醇溶液，在90 ℃

水浴下浸提 30 min 一次，在用相同方式浸提 2 次，合

并 3 次浸提液后过滤后的滤液调节 pH值到 6，加入沉

淀剂(10 g AlCl3 和20 g ZnCl2溶于270 mL水中) 80 mL

沉淀后，3000 r/min 离心分离 10 min，弃去上清液，

在沉淀中加入 100 mL的 12%盐酸，得上清液。在上

清液中分两次分别加入 100 mL乙酸乙酯萃取 2 次，

合并萃取液后旋转蒸发得到苦丁茶叶制虫茶粗多酚

（KMICP）干物质。 

1.2  癌细胞株 

人肝癌SMMC-7721细胞购自于美国典型微生物

菌种保藏中心(ATCC)。 

1.3  试剂 

1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl（DPPH，1，1-二苯

基-2-三硝基苯肼）、MNNG（N-甲基-N'-硝基-亚硝基

胍）、AFB1（黄曲霉毒素 B1）、RPMI-1640 细胞培

养液、胎牛血清和 MTT[3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，

5-二苯基四氮唑溴盐]，DMSO(二甲亚砜)，美国 Sigma

公司；CycleTESTTM PLUS DNA染色试剂盒，德国

Becton Dickinson 公司；Trizol试剂、oligodT18、RNase、

dNTP 和 MLV，美国 Invitrogen 公司；RT-PCR（反

转录聚合酶链式反应）引物 Bax、Bcl-2、NF-κB、IκB-α、

TIMP-1 和 TIMP-2，德国 Eppendorf 公司；其余试剂

均为国产分析纯。 

1.4  仪器与设备 

EYELA N-1001S 旋转蒸发仪，东京理化器械株式

会社，UV-1750 型紫外分光光度计，日本岛津公司；

Thermo 3110二氧化碳细胞培养箱，美国Thermo公司；

Combi-514R 冷冻离心机，韩国 Hanil 株式会社；

Bio-Rad 680 酶标仪、Bio-Rad 小型水平电泳槽，美国

Bio-Rad 公司；ABI 2720 PCR 仪，美国 Applied 

Biosystems 公司。 

1.5  方法 

1.5.1  DPPH 法测定粗茶多酚的氧化效果 

利用 DPPH 试剂测定苦丁茶叶制虫茶粗多酚

（KMICP）的抗氧化效果，将100 µL浓度为 25、50、

75和 100 µg/mL的 KMICP溶液和 100 µL以甲醇为溶

剂的 0.15 mmol/L的 DPPH自由基溶液混匀后室温下

避光放置 30 min 后用分光光度仪在 517 nm波长下测

定光度值。通过 OD 值计算出 KMICP 清除 DPPH 自

由基能力(%)=[（对照值-对照空白值）-（样品值-样品

空白值）]×100/(对照值-对照空白值)，其中对照组为

100 µL的 DPPH溶液和 100 µL甲醇的混合液，空白

组以 100 µL甲醇代替 DPPH溶液和 KMICP 溶液[7]。 

1.5.2  Ames 法测定粗茶多酚的抗突变效果 

采用 TA100 鼠伤寒沙门氏菌的组氨酸营养缺陷

型菌株进行回复突变实验，对照组试管加入 0.5 mL磷

酸盐缓冲液或 S9 混合液、0.1 mL浓度为10
9个/mL的

TA100 菌培养液和50 μL MNNG 或 AFB1 致突变物；

自发回变组除不加入致突变物外其他与对照组相同；

KMICP组除加入对照组相同试剂外还按浓度1.25 mg/

皿和 2.5 mg/皿组加入 KMICP 溶液。实验液混合振荡

后在37 ℃下进行培养30 min加入2 mL的顶层培养基

充分混匀后，倒平板在底层培养基上后在 37 ℃下培养

48 h，然后通过数菌落计算细胞生长抑制率=[(对照组

菌落数-样品处理组菌落数)/(对照组菌落数-自发回变

组菌落数)]× 100%
[7]。 

1.5.3  MTT 法测定粗茶多酚对人肝癌细胞生
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长抑制率 

在 37 ℃，5% CO2细胞培养箱中用含 10% 胎牛

血清的 RPMI-1640 细胞培养基培养人肝癌 SMMC- 

7721 细胞，每 2 d 更换一次培养基。实验开始后调整

癌细胞浓度为 1×10
5
个/mL，按每孔 100 μL加入细胞

悬液于 96孔板中培养24 h，细胞贴壁后弃去孔内培养

液，再在孔中加入含从 0 到 200 μg/mL 浓度 KMICP

的培养液 100 μL继续培养 48 h 后弃去孔内培养液，

然后加入 100 μL含 0.5 mg/mL的 MTT试剂的培养液

后置于细胞培养箱放置 4 h。最后再次弃去孔内培养

液，在孔中加入 100 μL的 DMSO 后室温避光放置 30 

min，然后在 540 nm处测定OD 值，通过计算 OD 值

可得到细胞生长抑制率=[(OD 样品 -OD 对照 )/OD 对

照]×100%
[1]
。 

1.5.4  RT-PCR 法检测粗茶多酚对人肝癌细胞

基因表达的影响 

将人肝癌 SMMC-7721 细胞接种于直径为 10 cm

细胞培养皿中，按细胞生长抑制实验的方法进行细胞

培养和样品处理后用 RNAzol 试剂提取样品处理后

SMMC-7721 细胞的总 RNA。将提取的总 RNA 浓度

调整至 1 μg/μL。取 2 μL 的 RNA 提取液分别加入

oligodT18，RNase, dNTP和 MLV酶各 1 μL，5×buffer 10 

μL, 在 37 ℃ 120 min，99 ℃ 4 min，4 ℃ 3 min 的

条件下合成 cDNA。然后以反转录-聚合酶链反应法扩

增 Bax、Bcl-2、NF-κB、IκB-α、TIMP-1 和 TIMP-2

表达，同时以持家基因 GAPDH 作为对照内参照。最

后以含浓度溴化乙锭的 1%琼脂电泳检查 PCR 扩增产

物[1]。 

1.5.5  数据分析  

对实验进行重复实验 3 次，得到的结果以平均值

±标准偏差表示后使用 SAS 统计软件对所得数据采用

one-way ANOVA法分析数据结果在 p<0.05 水平上是

否具有显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  苦丁茶叶制虫茶粗多酚的体外抗氧化效

果 

通过测定 KMICP 的 DPPH 自由基清除能力可以

初步判断 KMICP 的抗氧化活性。通过图 1 可知，25、

50、75 和 100 µg/mL四个浓度处理下，KMICP 均能

表现出对 DPPH 自由基的清除能力，分别为 27.8%，

46.6%、85.9%和 99.8%，且随着 KMICP 浓度升高，

自由基清除能力显著提高（p<0.05），可见 KMICP

具有很强的抗氧化效果。DNA、蛋白质和脂质发生氧

化损伤可导致多种疾病，特别是 DNA 的氧化损伤是

人体组织发生癌变的主要原因之一，DPPH 法已经被

广泛地应用于检测食品和植物提取物的体外抗氧化能

力，以判断其潜在的人体内抗氧化效果
[7]
。 

 

图 1 苦丁茶叶制虫茶粗多酚（KMICP）的 DPPH 自由基清除能力 

Fig.1 DPPH radical-scavenging activity of crude polyphenols of 

insect tea made from Kuding tea leaves (KMICP) 

注：a-d不同字母表示各组间差异显著（p<0.05），相同字母

表示各组间差异不显著（p>0.05），同表1，图2。 

2.2  苦丁茶叶制虫茶粗多酚的体外抗突变效

果 

通过 Ames 突变抑制实验可以看出 KMICP 对

MNNG 和 AFB1 诱导 TA100 突变有较强的抑制作用。

浓度 1.25 mg/皿的 KMICP 对 MNNG 和 AFB1 诱导

TA100 突变抑制率达到 49.5%和 54.8%（表 1）。当

KMICP 浓度达到 2.5 mg/皿时，抑制率显著提高，对

MNNG 诱导突变的抑制率达 78.1%，对 AFB1 诱导突

变也达到 76.4%的抑制率（p<0.05）。通常认为人体

内的正常细胞发生突变会引发癌变，通过阻断和抑制

正常细胞的突变可以达到预防和治疗癌症的效果，有

研究表明MNNG和AFB1 作为强力化学诱变剂和致癌

剂均可以诱发癌症，通过检验食品中功能性成分对这

两种诱导剂对 TA100 菌突变诱导的抑制可以观察功

能性成分对致癌突变的抑制作用[8]。体外抗突变实验

表明 KMICP 有较强的抗突变能力，说明其可能具有

潜在的抑制癌症的功效。 

2.3  苦丁茶叶制虫茶粗多酚对肝癌细胞的体

外增殖抑制效果 

MTT 法可用于检测食品中功能性成分对癌细胞

体外增殖效果，可用于初步判断其抗癌效果[9]。实验

结果表明 0 到 100 μg/mL浓度 KMICP 可以使人肝癌
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SMMC-7721细胞的体外生长受到明显抑制，当浓度

超过 100 μg/mL后 SMMC-7721 细胞在体外的生长已

经大幅度降低，浓度达到 150 μg/mL后，癌细胞的生

长被完全抑制，KMICP 对 SMMC-7721细胞的抑制率

达到 100%（图 2），所以在本研究中选择 25、50 和

100 μg/mL这三个浓度继续进行 KMICP 对癌细胞相

关基因表达影响的测定。 

表 1 苦丁茶叶制虫茶粗多酚（KMICP）在致突变物 N-甲基-N'-硝基-亚硝基胍(MNNG，0.4 μg/皿)和黄曲霉毒素 B1（AFB1，0.4 μg/

皿）诱导 TA100 菌株下抗突变效果 

Table 1 Inhibitory activity of KMICP against N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (0.4 μg/disc) and AFB1-induced mutations (0.4 

μg/disc) of nutrient-deficient Salmonella Typhimurium strain TA100 

组别 
浓度 

/(mg/皿) 

TA100  TA100+S9 

MNNG, 0.4 μg/皿 AFB1, 0.4 μg/皿 

均值±标准偏差 突变抑制率/% 均值±标准偏差 突变抑制率/% 

对照 / 1056±104 a /  1108±126 a / 

自发回变 / 59±10 d /  55±8 d / 

KMICP 
1.25 562±45 b 49.5  531±40 b 54.8 

2.5 277±34 c 78.1  303±28 c 76.4 

 
图 2 苦丁茶叶制虫茶粗多酚（KMICP）对 SMMC-7721细胞的体

外生长抑制效果 

Fig.2 In vitro inhibitory effect of KMICP on SMMC-7721 cells 

2.4  苦丁茶叶制虫茶粗多酚对肝癌细胞 Bax

和 Bcl-2 基因表达的影响 

 
图 3 苦丁茶叶制虫茶粗多酚（KMICP）对 SMMC-7721细胞 Bax

和 Bcl-2基因表达的影响 

Fig.3 Effect of KMICP on the gene expression of Bax and Bcl-2 

in SMMC-7721 cells 

在癌细胞凋亡过程中 Bax 和 Bcl-2 是主要的基因

表达，Bcl-2 作为原癌基因可与促凋亡基因 Bax 形成

二聚体，当 Bax 的含量高于 Bcl-2 时，Bax 同聚体的

含量升高，从而促使癌细胞凋亡，促进癌细胞死亡[3]。

SMMC-7721细胞经KMICP处理后除了在生长率发生

显著变化外，癌细胞的基因表达也发生了一系列变化。

癌细胞的 Bax 的 mRNA表达强度经 KMICP处理后出

现增加，100 μg/mL 浓度的 KMICP 处理后表达较 25

和 50 μg/mL浓度处理更为强烈，经 KMICP 处理后癌

细胞的 Bcl-2 表达表现出与 Bax 相反的趋势（图 3）。

通过实验结果可以认为 KMICP 可以明显调控癌细胞

的凋亡基因，在一定浓度下使癌细胞出现凋亡，起到

抑制肝癌的作用。 

2.5  苦丁茶叶制虫茶粗多酚对肝癌细胞 NF-κ

B 和 IκB-α基因表达的影响 

 
图 4 苦丁茶叶制虫茶粗多酚（KMICP）对 SMMC-7721 细胞 NF-κB

和 IκB-α基因表达的影响 

Fig.4 Effect of KMICP on the gene expression of NF-κB and 

IκB-α in SMMC-7721 cells 

NF-κB是一种重要的转录因子，可以调控多种基

因的表达，并且参与癌细胞的增殖和凋亡等过程[3]。

同时，NF-κB 被绑定到抑制蛋白 IκB-α 上，在一些外
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界因子刺激下，IκB-α 释放出 NF-κB，更多的 NF-κB

有利于癌细胞的生长和增殖[10]。通过 KMICP 的刺激，

癌细胞中 IκB-α 的 mRNA表达增加；NF-κB的释放被

控制，表达减弱，并且随着 KMICP 浓度的增加，趋

势越为明显（图 4）。可见，KMICP 可以通过调控

NF-κB 和 IκB-α 的表达强度，起到控制癌细胞增殖并

且可能通过调控其他的基因表达加强促进癌细胞的凋

亡。 

2.6  苦丁茶叶制虫茶粗多酚对肝癌细胞 TIMP 

-1 和 TIMP-2 基因表达的影响 

 
图 5 苦丁茶叶制虫茶粗多酚（KMICP）对 SMMC-7721 细胞 TIMP-1

和 TIMP-2基因表达的影响 

Fig.5 Effect of KMICP on the gene expression of TIMP-1 and 

TIMP-2 in SMMC-7721 cells 

TIMP-1 和TIMP-2均是天然蛋白酶抑制剂，可以

影响肿瘤的转移，调节他们的活性是控制肿瘤转移的

有效途径[11]。有动物实验表明，当 TIMP-1 的表达强

烈时，小鼠的自发的肝癌转移被明显抑制[12]。本研究

的结果也得出了相似的结果，KMICP 处理过的癌细胞

的TIMP-1和TIMP-2表达较未经任何处理的癌细胞明

显升高，且随着 KMICP 浓度的增大，TIMP-1 和

TIMP-2 表达增加的幅度也增大（图 5）。结合细胞生

长抑制率和癌细胞中 Bax、Bcl-2、NF-κB和 IκB-α 表

达的测定结果，可以看出 KMICP 通过调控 TIMP-1

和 TIMP-2表达增加来抑制癌细胞的转移，与 KMICP

调控基因以控制生长增殖和促进癌细胞凋亡结合，对

癌细胞进行抑制，起到预防癌症的作用。 

3  结论 

本研究通过 DPPH法，Ames 法和 MTT法对苦丁

茶叶制虫茶粗多酚（KMICP）的体外抗氧化、抗突变

和抗肝癌效果进行了实验。实验结果显示，KMICP

对 DPPH 自由基具有很强的清除能力，对 MNNG 和

AFB1 诱导 TA100 菌的突变具有显著的抑制效果，对

人肝癌 SMMC-7721 细胞的生长也有明显的抑制作

用。经过分子生物学方法利用 RT-PCR 技术进一步观

察了 KMICP 对 SMMC-7721 细胞中多种基因的

mRNA表达有很大的影响。KMICP 可以通过上调 Bax

表达和下调 Bcl-2 表达来促进癌细胞的凋亡；通过上

调 IκB-α 表达和下调NF-κB表达来抑制癌细胞的增殖

生长，通过上调TIMP-1 和TIMP-2表达来抑制癌细胞

的转移，通过这些途径 KMICP 可能对 SMMC-7721

细胞起到抑制作用，发挥其对癌症的预防和治疗作用。

结合 KMICP 可以通过其抗氧化和抗突变能力，说明

其可以在癌变前对机体的非正常变化起到抑制作用，

维持机体正常，避免癌变。由此可以看出 KMICP 可

以作为天然提取的保健食品功能性成分进一步加以利

用。但是本研究仅对 KMICP 的体外效果进行了实验，

同时也缺乏对虫茶多酚物质具体组成与体外抗癌功效

的关系进行深入研究，所以要想深层次的探讨 KMICP

的作用机制和对人体的有效程度，需要进一步的研究

虫茶多酚的具体组成以及进行动物体内实验和临床研

究。 
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