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摘要：优化桦褐孔菌乙醇粗提物提取工艺并初步探究其对朊病毒复制的影响。采用醇提方法，利用正交试验方法，确定最佳提

取工艺。使用 CCK-8 试剂盒对桦褐孔菌乙醇粗提物处理细胞的安全性进行评价，确定其安全质量浓度；根据安全性评价结果，使用

蛋白免疫印记（Western blot）方法检测桦褐孔菌乙醇粗提物对朊病毒复制的影响；通过测定过氧化氢及抗氧化因子等对桦褐孔菌乙醇

粗提物的抗氧化活性进行研究。桦褐孔菌乙醇粗提物的最佳提取工艺为：料液比（桦褐孔菌生粉:乙醇）1:10（g/mL），乙醇体积分数

75%，提取时间 2 h，提取温度 80 ℃，在此条件下，得率为 6.32%。桦褐孔菌乙醇粗提物的最大安全质量浓度为 6.25×10-4 mg/mL；在

此浓度下，处理细胞 24 h 后，桦褐孔菌乙醇粗提物对朊病毒的复制有抑制作用（p<0.01），可减少 H2O2的含量，增加 SOD 和抗氧化

因子 GCLM、GCLC 的含量，且具有统计学意义。本试验表明桦褐孔菌乙醇粗提物对朊病毒的复制具有抑制作用，且这种作用可能

与其抗氧化活性有关。 
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Abstract: To optimize the extraction process of the ethanol crude extracts from Inonotus obliquus and preliminarily study its effect on 

prion replication. The optimum extraction condition of ethanol crude extracts from Inonotus obliquus were employed by alcohol extraction and 

orthogonal test. To evaluate the cell safety of the ethanol crude extracts from Inonotus obliquus, CCK-8 kit was used to determine the safe 

concentration. According to the results of safety evaluation, Western blot was used to detect the effect of the ethanol crude extracts from Inonotus 

obliquus on prion replication. The antioxidant activity of ethanol crude extracts from Inonotus obliquus was studied by measuring hydrogen 

peroxide and antioxidant factors. The optimal extraction conditions were as follow: the ratio of solid to liquid was (Inonotus obliquus power: 

alcohol) 1:10 (g/mL), the volume fraction of ethanol was 75%, the extraction time was 2 h, the extraction temperature was 80 ℃. At this  
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condition, the yield of ethanol crude extracts from Inonotus obliquus was 6.32%. The maximum safe concentration range of ethanol crude 

extracts from Inonotus obliquus was 6.25×10-4 mg/mL, Under this condition, after 24 h treatment, prion replication were inhibited by the ethanol 

crude extracts from Inonotus obliquus (p<0.01), which could reduce the content of H2O2 and increase the content of SOD and antioxidant factor 

GCLM、GCLC，and it was statistically significant. The results showed that ethanol crude extracts from Inonotus obliquus had an inhibitoryeffect 

on prion replication, which may be related to its antioxidant activity. 

Key words: Inonotus obliquus; ethanol crude extracts; antioxidant; prion replication 

 

桦褐孔菌（Inonotus obliquus（Fr.）Pilat）又被称

为桦树茸，隶属于担子菌门、蘑菇纲、锈革菌目、锈

革菌科、褐卧孔菌属[1]，大多生长在白桦、银桦等桦

树的树皮下，同时在其破损处形成肉瘤状的菌核，作

为一种珍稀药用真菌，主要分布地区有北纬 45~50 ℃
芬兰、北美、俄罗斯的西伯利亚，以及中国黑龙江和

吉林等地[2]。它具有许多药理活性，包括抵抗氧化应

激[3,4]、阻止病原体入侵[5]、抑制肿瘤细胞生长[6]、产

生抗炎因子[7]以及调节免疫功能[8]等作用，同时对多种

疾病具有抑制作用，包括糖尿病、癌症、心血管疾病

等[9]。此外，桦褐孔菌也被当作辅助品添加到中药材、

调味品、饮料、加工类肉品以及作为天然食用色素加

入到食品中[10]。由于其功效和广泛的应用，近年来对

它的研究力度也在不断加大。 
朊病毒病（Prion Diseases）亦称传染性海绵状脑

病（Transmissible Spongiform Encephalopathies，TSEs），
是一类由朊病毒导致的可感染人和动物中枢神经系统

的退行性疾病[11]。朊病毒可表现出与常规病毒不同的

典型特征，对多种灭活作用显示出超强的抵抗能力。

该病的潜伏期较长，病死率为 100%，发病机制尚不

明确[12,13]。迄今为止，没有有效的治疗性药物和预防

性疫苗。研究表明桦褐孔菌可通过抑制氧化应激反应，

起到保护神经细胞的作用[14,15]。在朊病毒病发生、发

展过程中，同样存在氧化应激反应[16]，但尚未有文献

报道桦褐孔菌或其提取物对朊病毒病具有抑制作用。

本文旨在使用桦褐孔菌乙醇粗提物处理朊病毒感染的

细胞，对其进行安全性评价，同时分析是否对朊病毒

的复制具有抑制作用及其初步的作用机制，为朊病毒

病的治疗提供新的方案。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

桦褐孔菌（Inonotus obliquus）生药样品，俄罗斯

贝加尔湖地区；感染朊病毒毒株 Chandler 且能稳定传

代的细胞系 SMB-S15，英国 Roslin 研究所。 
CCK-8 试剂盒，北京智杰方远科技有限公司；过

氧化氢检测试剂盒、CuZn Mn-SOD 活性检测试剂盒，

碧云天生物技术有限公司；蛋白酶K、硝酸纤维素（NC）
膜，美国 Merck 公司；ECL 显影试剂盒，美国

Perkin-Elmer 公司；PrP 抗体，美国 Santa Cruz 公司；

GCLC 抗体、GCLM 抗体，美国 Proteintech 公司；β-actin
抗体，北京华兴博创生物技术有限公司；过氧化物酶

标记的羊抗鼠IgG，美国Jackson ImmunoResearch公司。 

1.2  仪器与设备 

细胞培养箱，德国 Eppendorf 公司；化学发光成

像仪器，中国上海勤翔科学仪器有限公司生产的；恒

温水浴锅，中国北京市精科华瑞仪器有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  桦褐孔菌乙醇粗提物的提取 
选取质地均匀的桦褐孔菌干燥子实体，将其碎成

适当的小块后使用粉碎机粉碎。称量干燥的桦褐孔菌

粉末 5 g，采用醇提法对其进行提取，过滤，取上清液，

滤渣反复提取几次，合并滤液。采用旋转蒸发仪浓缩

滤液，冷冻干燥机对其进行冷冻干燥，最终得到黄色

浸膏状固体为桦褐孔菌乙醇粗提物。计算桦褐孔菌乙

醇粗提物的得率。 
桦褐孔菌乙醇粗提物得率公式按下列公式计算： 

/ g% = 100%
g
×

乙醇提取物的重量
乙醇粗提物得率/

桦褐孔菌生药粉重量/

1.3.2  桦褐孔菌乙醇粗提物的正交试验 
为了得到桦褐孔菌乙醇粗提物的最佳工艺条件，

选择恰当的料液比、乙醇体积分数、提取时间、提取

温度进行 4 因素 3 水平正交试验，最终确定桦褐孔菌

乙醇粗提物的最优提取工艺。L9(34)正交试验设计见表

1。 
表1 正交试验因素与水平 

Table 1 Factors and levels of orthogonal test 

水平

A 
料液比
/(g/mL)

B 
乙醇体积 
分数/% 

C 
提取 
时间/h 

D 
提取 

温度/℃

1 1:6 85 1.5 60 

2 1:8 80 2.0 70 

3 1:10 75 2.5 80 
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1.3.3  桦褐孔菌乙醇粗提物抑制朊病毒复制作

用及其抗氧化活性试验 
1.3.3.1  制备桦褐孔菌乙醇粗提物样品 

称量干燥的桦褐孔菌粉末样品，按照 1.3.2 确定的

最优提取工艺获取乙醇粗提物。将其配置成质量浓度

为 5 mg/mL 的母液，经 0.22 μm 滤膜过滤，分装后置

于暗处保存备用。 
1.3.3.2  SMB-S15 细胞培养 

使用 10% FBS 的 DMEM 培养基培养 SMB-S15
细胞，并置于 33 ℃、5%的 CO2恒温培养箱中，当细

胞密度达到 80%~90%左右时，按照 1:2~1:5 的比例传

代。空白对照组不添加任何物质，试验组添加不同浓

度的乙醇粗提物。 
1.3.3.3  Western blot 试验 

细胞裂解后变性处理，使用 12% SDS PAGE 电泳

跑胶，半干式电转仪转至 NC 膜，5%脱脂乳室温封闭

孵育 2 h，TBST 润洗 3 次×10 min；再分别孵育 PrP
（6D11）、β-actin（1:5000 稀释）抗体于 4 ℃过夜，

TBST 润洗 3 次×10 min；室温孵育辣根过氧化物

（HRP）标记羊抗鼠二抗（1:5000 稀释）2 h，TBST
润洗 3 次×10 min；ECL 显色后，在化学发光成像仪

中采集图像。 
1.3.3.4  CCK-8 试验 

采用 CCK-8 试剂盒测定细胞存活率。细胞处理不

同浓度乙醇粗提物后，在 96 孔培养板中每孔加入 10 
μL CCK-8 溶液，37 ℃反应 1 h，于 450 nm 处酶标仪

测吸光度值，计算细胞存活率。 
1.3.3.5  H2O2、SOD 及抗氧化因子检测 

细胞处理后收集细胞沉淀块，按照每 100 万细胞

加入 100~200 μL 过氧化氢检测裂解液的比例加入裂

解液，随后充分匀浆以破碎并裂解细胞。4 ℃，12000 
g 离心 5 min，取上清，按照 H2O2检测试剂盒方法测

定过氧化氢含量。 
收集细胞，用 4 ℃或冰浴预冷的 PBS 或生理盐水

洗涤 1~2 遍。沉淀用预冷的 PBS 在 4 ℃或冰浴进行匀

浆(可以使用玻璃匀浆器或各类常见电动匀浆器)。随

后匀浆液 4 ℃离心，取上清，按照 SOD 检测试剂盒

方法测定 SOD 抑制率。 
抗氧化因子 GCLM、GCLC 的检测参照 1.3.3.3 实

验方法 
1.3.4  统计分析 

本试验中绘图软件为 GraphPad Prism。免疫印迹

图像定量分析软件为 Image J。采用 t 检验进行统计学

分析。p<0.05 代表具有统计学意义，***代表 p<0.001，
**代表 p<0.01，*代表 p<0.05，ns（no significance）

代表无统计学意义。所有数值表示均为平均值±相对

标准偏差。 

2  结果与讨论 

2.1  优化桦褐孔菌乙醇粗提物提取工艺 

2.1.1  正交试验结果 
利用正交试验对桦褐孔菌乙醇粗提物提取工艺进

行优化，选择料液比（A）为 1:6（A1）、1:8（A2）、

1:10（A3），乙醇体积分数（B）为 85%（B1）、80%
（B2）、75%（B3），提取时间（C）为 1.5 h（C1）、2.0 
h（C2）、2.5 h（C3），提取温度（D）为 60 ℃（D1）、

70 ℃（D2）、80 ℃（D3）作为正交试验的优化条件。 
正交试验结果如表 2 所示，以乙醇粗提物的得率

为考察依据，通过测定所得的数据分析表明，乙醇粗

提物得率的主要影响因素顺序为 A>C>D>B，对乙醇

粗提物的得率影响最大的是（A）料液比，得率最高

时的料液比为 1:10；对乙醇粗提物的得率影响最小的

是（B）乙醇体积分数，得率最高时乙醇体积分数为

75%。基于正交试验结果，确定乙醇粗提物的最优提

取条件为 A3B3C2D3（料液比 1:10，乙醇体积分数 75%，

提取时间 2 h，提取温度 80 ℃）。 
表2 正交试验结果 

Table 2 The experimental results of orthogonal test 

试验编号 A B C D 乙醇粗提物得率/%

1 A1 B1 C1 D1 4.64 

2 A1 B2 C2 D2 5.18 

3 A1 B3 C3 D3 5.30 

4 A2 B1 C2 D3 6.30 

5 A2 B2 C3 D1 6.04 

6 A2 B3 C1 D2 5.96 

7 A3 B1 C3 D2 6.24 

8 A3 B2 C1 D3 6.18 

9 A3 B3 C2 D1 6.40 

K1 15.12 17.18 16.78 17.08  

K2 18.30 17.40 17.88 17.38  

K3 18.82 17.66 17.58 17.78  

R 3.70 0.48 1.10 0.7  

最优水平 A3 B3 C2 D3  

2.2  桦褐孔菌乙醇粗提物抑制朊病毒复制作

用及其抗氧化活性研究 

2.2.1  SMB-S15 细胞中 PrP 蛋白的检测 
朊病毒病的致病因子为朊病毒（PrPSc），它具有
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感染性，不溶性及部分抗蛋白酶 K（protein K，PK）

消化的能力[17]。根据 PrPSc这一特性，利用 Western blot
检测蛋白酶 K 处理后 SMB-S15 细胞裂解液的朊蛋白

（PrP）特异性条带，便可观察到 PrPSc含量的变化。

为了验证 SMB-S15 细胞中的 PrPSc，利用 20 ng/mL 的

蛋白酶 K 处理细胞，随后对其进行 PrP 蛋白检测。结

果如图 1 所示，经蛋白酶 K 处理后，SMB-S15 细胞仍

能检测到 PrP 特异性条带。该结果表明，SMB-S15 细

胞含有朊病毒 PrPSc。 

 
图1 SMB-S15细胞蛋白酶K处理前后PrP蛋白变化情况 

Fig.1 Evaluation of PrP protein in SMB-S15 cells before and 

after treatment with proteinase K 

2.2.2  桦褐孔菌乙醇粗提物的细胞安全性评价 
药物本身以及高浓度可能会对细胞产生毒性作

用。为了避免这种情况，本试验通过 CCK-8 方法检测

乙醇粗提物对细胞存活率的影响，选择对细胞无毒副

作用或毒副作用较小的安全质量浓度范围作为给药质

量浓度。乙醇粗提物的细胞安全性评价结果如图 2 所

示，采用 CCK-8 试验检测 24 h 的细胞存活率，结果

显示当药物质量浓度为 6.25×10-4 mg/mL 时，SMB-S15
细胞的存活率为 89.33%；而当药物质量浓度为

1.25×10-3 mg/mL，细胞存活率下降至 87.33%，故最终

得到乙醇粗提物的最大安全质量浓度范围为6.25×10-4 
mg/mL。 

 
图2 桦褐孔菌乙醇粗提物细胞安全性评价 

Fig.2 Evaluation of cellular safety of ethanol crude extracts 

from Inonotus obliquus 

2.2.3  桦褐孔菌乙醇粗提物对朊病毒复制的影响 

据报道，桦褐孔菌生粉及提取物会对一些神经退

行性疾病具有保护作用，包括阿尔兹海默症[18]、帕金

森综合征[19]、血管性痴呆[20,21]等，但桦褐孔菌对朊病

毒病是否具有作用尚未有文献报道。本试验基于细胞

安全性评价结果，使用 Western blot 试验方法进一步

检测乙醇粗提物对朊病毒复制的影响。结果如图 3 所

示，不同质量浓度乙醇粗提物处理 SMB-S15 细胞 24 
h，结果显示乙醇粗提物对 PrPSc的复制具有抑制作用，

且呈现剂量依赖性，药物质量浓度为 6.25×10-4~ 
3.91×10-5 mg/mL 时，与对照组相比具有统计学差异。

综上，在安全质量浓度范围内乙醇粗提物对朊病毒感

染细胞 SMB-S15 处理 24 h 后，对朊病毒的复制具有

抑制作用。本试验初步探究了乙醇粗提物对朊病毒复

制的抑制或清除作用，这种作用可能是由于乙醇粗提

物具有较强的抗氧化活性，直接或间接影响朊病毒的

复制，但其具体作用机理目前尚不明确。 

 

 
图3 桦褐孔菌乙醇粗提物抑制复制朊病毒作用 

Fig.3 Inhibition of prion replication by ethanol crude extracts 

from Inonotus obliquus 

2.2.4  桦褐孔菌乙醇粗提物的抗氧化活性 
先前有文献证明，桦褐孔菌生粉及其提取物均具

有较强的抗氧化活性[22,23]。为了进一步探究桦褐孔菌

乙醇粗提物是否通过其抗氧化作用从而抑制朊病毒的

复制，本试验检测 H2O2、SOD、GCLC、GCLM 的水

平。先前有研究证明，朊病毒感染的细胞中 ROS 的水

平会明显升高[16]，当机体遭受各种有害刺激时，体内

的高活性物质如活性氧（ROS）会大量产生，导致机
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体发生损伤。过氧化氢为 ROS 中的一类主要物质，首

先利用H2O2检测试剂盒对细胞内的H2O2水平进行检

测，结果发现随着乙醇粗提物质量浓度的增加，其含

量也逐渐减少，药物质量浓度为 6.25×10-4~1.56×10-4 
mg/mL 时，与对照组相比具有统计学差异（图 4）。该

结果表明，乙醇粗提物能够降低 SMB-S15 细胞中的

超氧化物，抵抗氧化应激产生的有害刺激。 

 
图4 桦褐孔菌乙醇粗提物处理SMB-S15细胞后H2O2水平分析 

Fig.4 H2O2 levels analysis of SMB-S15 cells treated with ethanol 

crude extracts from Inonotus obliquus 

 

 

 
 
 

 
图5 桦褐孔菌乙醇粗提物处理细胞后抗氧化因子水平分析 

Fig.5 Antioxidant factor levels analysis of SMB-S15 cells treated 

with ethanol crude extracts from Inonotus obliquus 

注：（a）SOD 抑制率变化；（b）GCLC、GCLM 蛋白含量

变化；（c）GCLM 蛋白统计分析结果；（d）GCLC 蛋白统计分

析结果。 

为了进一步确定乙醇粗提物是通过抗氧化作用抑

制朊病毒的复制，本试验检测了几种抗氧化因子。超

氧化物歧化酶（SOD）是生物体内重要的酶之一，是

机体内氧自由基的主要清除者，近年来成为许多氧化

应激引起的疾病的研究靶点。谷氨酰半胱氨酸合成酶

催化亚基（GCLC）及谷氨酰半胱氨酸合成酶调节亚

基（GCLM）是体内还原性谷胱甘肽合成的限速酶，

可以促进谷胱甘肽的合成，增强细胞的抗氧化能力
[24]。结果显示，随着乙醇粗提物质量浓度的增加，SOD
的抑制率也逐渐增加，且在 6.25×10-4 mg/mL 时具有

统计学意义（图 5a）；GCLC 及 GCLM 的蛋白含量也

逐渐增加（图 5b）。以上结果表明，在抑制朊病毒复

制作用的过程中，桦褐孔菌乙醇粗提物的抗氧化活性

发挥了作用。 

3  结论 

3.1  本研究以桦褐孔菌生粉为原料，利用醇提法提取

桦褐孔菌乙醇粗提物，正交试验确定最佳提取条件。

此外，采用 CCK-8 试验，对桦褐孔菌乙醇粗提物进行

细胞安全性评价，得到其最大安全质量浓度为

6.25×10-4 mg/mL；在此安全质量浓度下，使用 Western 
blot 试验，发现处理 24 h 后对朊病毒的复制具有抑制

作用；通过检测 H2O2 和几种抗氧化因子，初步探究

了这种抑制作用可能是通过其抗氧化活性产生的。 
3.2  本试验初步探究了桦褐孔菌对朊病毒病的影响

及其潜在的作用机制，证明了桦褐孔菌乙醇粗提物对

朊病毒病的致病因子 PrPSc 的复制具有抑制作用，且

这种抑制作用是通过抗氧化活性产生的，但对于抗氧 
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化作用机制的具体信号通路尚未清楚，还有待进一步

研究。桦褐孔菌作为一种天然产物，既能当做食品添

加剂，也可作为保健品，且毒副作用较小，这对未来

的食品开发及疾病治疗方面都有很大的潜力。本试验

为朊病毒病的治疗提供了理论依据，同时也为后续桦

褐孔菌对神经保护方面的研究奠定了科学基础。 
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