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摘#要#虫草来源多肽的镇痛作用无成瘾性"因而备受关注! 兰坪虫草是新近发现的冬虫夏草近缘种"具有较高药用价值!

采用小鼠醋酸扭体法模拟试验"分析了野生兰坪虫草$兰坪被毛孢发酵培养物及其不同极性提取部位的镇痛作用! 结果表
明#与生理盐水比较"野生兰坪虫草和兰坪被毛孢发酵培养物都能显著抑制因冰醋酸所致的小鼠扭体反应"兰坪被毛孢发酵
培养物的镇痛效果较好"与阳性对照罗通定的效果更相近! 兰坪被毛孢发酵培养物不同极性部分提取物'石油醚部分$乙酸
乙酯部分$无水乙醇部分和水提部分(对外周性疼痛都有不同程度的镇痛效果"但单一极性部分的镇痛效果'E&;)&D _

$(;G'D(都比兰坪被毛孢发酵培养物的效果'($;!)D(差得多"说明不同极性部分的成分需要组合起来才能更好地发挥镇痛
效果! 本研究结果将为兰坪虫草的药用价值研究奠定基础"为兰坪虫草的开发利用提供参考!

关键词#兰坪虫草##兰坪被毛孢##小白鼠##镇痛作用
中图法分类号#eG"!F%##PGE%####文献标志码#C

%&!'年(月(日收到 国家火炬计划产业化示范项目
"%&!EO@&%!)$&#*云南省民营经济暨中小企业
发展专项资金"技术创新#项目" %&!$RC&)!#*

国家自然科学地区基金"E!$'&!)E#和
%&!$年保山市科技计划"%&!$^J&EE#资助

第一作者简介&陈自宏"!G"(!#$男$云南陆良人$博士$副教授' 研
究方向&虫生真菌研究' 8*H6-3& i1,1./"(K!'EF,2H'

!通信作者简介&虞#泓"!G'%!#$男$云南思茅人$教授$博士研究
生导师' 研究方向&虫草资源开发及利用' 8*H6-3& 12/45IK5/IF

.7IF,/$ 1.9>T-U1K!'EF,2H'

引用格式&陈自宏$虞#泓$马云淑F兰坪虫草镇痛作用研究(M)F科
学技术与工程$%&!"$!""$#&!)(!!'%

?1./ Y-12/4$ NI @2/4$ h6NI/U1IF+LI752/ L1.6/634.U-6

.TT.,L2TOD9A=8=6P;8&DB)(!DA!@&!BAB@FNI qYF@F?1./

(M)F+,-./,.0.,1/232456/7 8/4-/..9-/4$ %&!"$!" " $ #&

!)(!!'%

##镇痛药是医院临床上的常用药物$临床上常用
的麻醉性止痛药如吗啡*杜冷丁等$镇痛疗效好$但
具有成瘾性$还可引起呼吸抑制*免疫抑制等副作
用(!)

' 因此$从天然产物中筛选副作用小*无成瘾
性的镇痛药物是医药研究领域的一个热点内容'

虫草是中国传统中药$多种虫草及其无性型表现
出明显的镇痛作用$如冬虫夏草*蛹虫草*古尼虫草*

蝉花等(%$E)

' 陈祝安等($)从蛾蛹草上分离的细脚拟
青霉发酵菌丝体能抑制小鼠醋酸所致的扭体反应'

陈小荣等())研究认为古尼拟青霉菌丝体提取物是通
过外周神经系统发挥镇痛作用的$无成瘾性' 陈玉娇
等(')研究发现蛹虫草中<

'

*"%*羟乙基#腺苷具有显
著的镇静催眠作用' 利用虫草资源开发新型镇痛药

物不良反应较少$不具有成瘾性$具有广阔的前景(")

'

兰坪虫草"OD9A=8=6P;8&DB)(!DA!@&!BAB@;NI q

Y;@;?1./#是新近发现和报道的线虫草属新物种$

主要分布于滇西北地区横断山脉纵谷地带$是名贵
中药冬虫夏草的近缘种(($G)

$但目前其药理性作用
还未见明确报道' 现以野生兰坪虫草及其无性型兰
坪被毛孢(()发酵培养物为材料$研究兰坪虫草的镇
痛效果$为兰坪虫草资源的开发利用奠定基础'

!"材料和方法
!#!"材料

"!#动物&雄性昆明种小白鼠%清洁级$体重
!( _%% 4' 由四川省医学科学院实验动物所提供
"许可证号R[̂H%&&G %$#'

"%#虫草及菌株&人工培养兰坪被毛孢菌株为
BXXM!$$分离于云南省丽江市玉龙县巨甸镇大羊场
的野生兰坪虫草菌核部位%试验用野生兰坪虫草采
集于云南省兰坪县营盘镇'

"E#兰坪被毛孢固体发酵培养基"BXhlE培养
基#&&;' 4黄豆粉$! 4麦芽糖$%& 4鲜蚕蛹$!& 4薏
仁米$$";$ HX微量元素溶液"每!&& HX水中加入
&;&) 4d@

%

B̀

$

$&;! 4h4+B

$

$&;&&% 4:>

!

$&;&&$ 4

:>

'

$&;&&$ 4烟酸#$自然V@值'

!#$"方法
!;%;!#试验样品制备

"!#野生兰坪虫草混悬液&将新鲜野生兰坪虫
草于$& k恒温干燥*粉碎后过!&&目筛$用生理盐
水配成混悬液"&;% 4\HX#'



"%#兰坪被毛孢发酵培养物混悬液&兰坪被毛
孢用BXhlE 培养基发酵培养'& 7' 发酵培养物
"为菌丝体与培养基的混合物#$& k干燥*粉碎后过
!&&目筛$用生理盐水配成混悬液"&;% 4\HX#'

空白培养基混悬液&取未接种微生物的BXh*E

培养基$干燥*粉碎过!&&目筛$用生理盐水配成混
悬液"&;% 4\HX#'

"E#兰坪被毛孢发酵培养物不同极性部分的分
离提取&发酵培养物干燥粉碎后过$& 目$为粗粉'

取该粗粉E )&& 4$用G)D乙醇在室温下浸提E次$

浸出液减压浓缩得醇提取浸膏%)( 4' 浸提残渣干
燥后加)倍水$!&& k煮沸E& H-/$纱布过滤$重复E

次$合并滤液$(% k蒸干$得到水提物"'G 4' 取醇
提取浸膏%&& 4$按料v水a%v!的比例加入蒸馏水$

依次用石油醚*乙酸乙酯和无水乙醇萃取' 减压浓
缩后分别得到石油醚部分'$ 4*乙酸乙酯部分E! 4

和无水乙醇部分)" 4的提取物'

不同极性部分的提取物分别用生理盐水配成混
悬液"&;% 4\HX#'

!;%;%#急性毒性预试验
通过急性毒性预试验为药效学试验提供剂量设

计依据' 用制备好的各样品混悬液分别对小鼠灌胃
给药' 每处理中小鼠$&只$随机分为%组$雌雄各
半' 灌胃给药"-4#前禁食不禁水!% 1$连续给药
" 7$每天!次$给药后常规饲养$观察" 7' 记录试
验小鼠的活动情况和死亡情况'

剂量&野生兰坪虫草剂量' 4\̂4"用混悬液中样
品的质量来表示$下同#$兰坪被毛孢发酵培养物剂
量!& 4\̂4$对照组生理盐水&;) HX\!& 4$空白培养
基!& 4\̂4'

!;%;E#野生兰坪虫草和兰坪被毛孢发酵培养物镇
痛效果

采用小鼠醋酸扭体试验法(!&)

' 取雄性小鼠'&

只$随机分为'组' 灌胃给药前禁食不禁水!% 1$连
续给药" 7$每天!次'

按表! 所列剂量给药' 野生兰坪虫草混悬液
' 4\̂4%兰坪被毛孢发酵培养物混悬液采用两个剂
量组$低剂量组' 4\̂4$中剂量组!& 4\̂4%空白培养
基为中剂量!& 4\̂4%阴性对照生理盐水&;) HX\

!& 4%阳性对照为罗通定$剂量&;&( 4\̂4'

各组小鼠都于末次给药E& H-/后$分别通过腹
腔注射"-V#&;"D 冰醋酸&;! HX\!& 4$观察记录
!) H-/内小鼠的扭体次数$并计算镇痛率' 镇痛率a

"模型组平均扭体次数l给药组平均扭体次数#\模
型组平均扭体次数# t!&&D' 试验过程中室温维
持在"%) b!# k'

!;%;$#兰坪被毛孢发酵培养物不同提取部分镇痛
效果

取雄性昆明种小鼠G&只$随机分为G组$按表%

剂量给药' 不同极性部分提取物的使用剂量是根据
其在原发酵培养物粗粉中所占比例换算而得"例如水
提物在发酵培养物中的比例为"'G 4\E )&& 4a!\

$;))$它的中剂量则为!&\$;))\̂4$即%;%& 4\̂4#'

受试给药组与生理盐水组给药方式同上$连续
给药" 7$每天!次' 于末次给药E& H-/后$各组小
鼠腹腔注射&;"D的冰醋酸&;! HX\!& 4$记录
!) H-/内各组小鼠扭体反应的次数$计算药物镇痛
百分率'

对所得数据采用方差分析方法$进行统计学处
理$以样本均值b标准差"LM0#表示$差异显著性
以'检验判定"双侧检验#'

$"实验结果
$#!"急性毒性预实验

急性毒性预实验结果显示$对照组生理盐水和
空白培养基处理后小鼠活动正常$尿液与大便无明
显异常' 用兰坪被毛孢发酵培养物处理$雌雄小鼠
试验期间均无死亡$灌胃后小鼠活动减少$! 1后活
动逐渐正常$给药后E _) 7尿液较黄$大便不成型$

之后恢复正常' 野生兰坪虫草对小鼠灌胃处理后$

情况同兰坪被毛孢发酵培养物处理' 结果表明$剂
量为!& 4\̂4的兰坪被毛孢发酵培养物及剂量为
' 4\̂4的野生兰坪虫草对小鼠灌胃处理$小鼠可以
承受$无明显的毒副反应'

$#$"兰坪虫草镇痛效果
%;%;!#野生兰坪虫草和兰坪被毛孢发酵培养物镇

痛效果
镇痛试验结果显示"表!#$野生兰坪虫草*兰坪

被毛孢发酵培养物及罗通定都有延长扭体潜伏期的
趋势' 与生理盐水组相比$野生兰坪虫草组和罗通
定组都能明显减少醋酸所致小鼠扭体次数$均达到
统计学极显著差异"#m&;&!#$镇痛百分率"扭体抑
制率#分别为'E;"ED和G$;E(D' 空白培养基组没
有镇痛效果' 兰坪被毛孢发酵培养物低*中剂量组
都能明显减少醋酸所致小鼠扭体次数$均达到统计
学极显著差异"#m&;&! #$镇痛百分率分别为
($;!)D和(&;'ED' 结果提示$野生兰坪虫草和兰
坪被毛孢发酵培养物都具有良好的镇痛效果$而兰
坪被毛孢发酵培养物低*中剂量组的镇痛效果均优
于野生兰坪虫草组$兰坪被毛孢发酵培养物低剂量
组的镇痛效果较好$更接近阳性对照罗通定的效果
"镇痛百分率G$;E(D#'

G)!

$期 陈自宏$等&兰坪虫草镇痛作用研究



表!"野生兰坪虫草和兰坪被毛孢发酵培养物镇痛效果
>1?2*!">I*1/128*50+*))*+,5-)O;)(!DA!@&!BAB6/7 <;)(!DA!@&!BAB

组别 剂量\"4+^4

l!

#

动物数\只 潜伏期'\H-/ 扭体次数\次 镇痛百分率\D

生理盐水组 l !& E;$( b&;G% %E;'" b";"( l

野生组 ';&& !& );G% b$;$)

(;)( bG;!)

!!

'E;"E

空白培养基组 !&;&& !& E;E' b!;)) %(;!! b!$;"! l!(;"'

人工培养物
低剂量组 ';&& !& !&;') b);')

E;") b';)&

!!

($;!)

中剂量组 !&;&& !& ";$& b$;E&

$;)( b$;!%

!!

(&;'E

罗通定组 &;&( !& !%;$% bE;G)

!;EE b%;&'

!!

G$;E(

#注&与生理盐水组比较$

!

#m&;&)$

!!

#m&;&!'

%;%;%#兰坪被毛孢发酵培养物不同提取部分镇痛
效果

进一步对兰坪被毛孢发酵培养物不同提取部分
的镇痛效果进行研究$结果显示"表%#$与生理盐水
组相比较$兰坪被毛孢发酵培养物不同提取部分均
能显著减少冰醋酸诱发的小鼠扭体次数$镇痛百分
率都大于E&D$说明兰坪被毛孢发酵培养物的$个
极性提取部分对外周性疼痛都具有良好的镇痛
效果'

兰坪被毛孢发酵培养物不同提取部分的不同剂
量组镇痛效果不同' 石油醚提取部分的低"&;!$ 4\

^4#*中剂量组"&;%$ 4\̂4#都能降低冰醋酸所致小
鼠扭体次数"#m&;&)#$镇痛效果随剂量提高而提
高$低剂量组m中剂量组' 乙酸乙酯提取部分低剂
量"&;&" 4\̂4#就能显著降低冰醋酸所致小鼠扭体
次数"#m&;&)#$剂量提高为中剂量"&;!! 4\̂4#镇
痛效果反而不显著$镇痛效果为低剂量组n中剂量
组' 无水乙醇提取部分低剂量组"&;!E 4\̂4#镇痛
效果不显著$剂量提高为中剂量组"&;%! 4\̂4#镇痛
效果达到极显著"#m&;&!#$镇痛效果为低剂量
组m中剂量组' 水提部分低*中剂量组均能降低冰
醋酸所致小鼠扭体次数$达到统计学显著差异"#m

&;&)#$镇痛效果随剂量提高而提高$低剂量组

"!;E% 4\̂4# m中剂量组"%;%& 4\̂4#'

'"结论与讨论
兰坪虫草具有重要的研究价值和应用潜力' 已

有研究表明$兰坪虫草含多种活性成分$具有较高的
抗氧化活性(!!$!% )

' 本研究表明兰坪虫草及兰坪被
毛孢发酵培养物都具有显著的镇痛效果$尤其是兰
坪被毛孢发酵培养物的镇痛效果"($;!)D#较好$

与阳性对照罗通定"G$;E(D#较相近' 兰坪被毛孢
发酵培养物用不同极性溶剂提取部分"石油醚部
分*乙酸乙酯部分*无水乙醇部分和水提部分#均有
不同程度的镇痛效果"E&;)&D _$(;G'D#$但单一
极性部分的镇痛效果都比兰坪被毛孢发酵培养物差
得多$表明起镇痛作用的不同成分需要组合起来才
能更好地发挥镇痛效果'

袁晓琴等(!E)研究认为细辛的不同极性部分均
能显著减少冰醋酸诱发的小鼠扭体次数$尤以乙酸
乙酯部分效果最显著' 兰坪被毛孢发酵培养物不同
极性部分对降低冰醋酸所致小鼠扭体次数的效果$

在低剂量组中$乙酸乙酯提取部分"&;&" 4\̂4#效果
最好$镇痛百分率达到E(;!)D$但其剂量提高为中
剂量"&;!! 4\̂4#后$镇痛效果与对照相比反而不显
著了%无水乙醇提取部分在低剂量组中效果最差$但

表$"兰坪被毛孢发酵培养物不同提取部分镇痛效果
>1?2*$">I*1/128*50+*))*+,5-)40))*&*/,7-21&0,A +-L7-50,0-/5-)!#"#$%&$'($)&)

组别 剂量\"4+̂ 4

l!

#

动物数\只 潜伏期'\H-/ 扭体次数\次# 镇痛百分率\D

生理盐水组 l !& E;$( b&;G% %E;'" b";"( l

石油醚部分
低剂量组 &;!$ !& );G! b);$'

!);'$ b!$;%"

!

EE;G%

中剂量组 &;%$ !& );'( b$;"$ !$;!" bG;)E

!

$&;!$

乙酸乙酯部分
低剂量组 &;&" !& $;G' b);&E

!$;'$ b!&;G$

!

E(;!)

中剂量组 &;!! !& $;"$ bE;$" !';&( b!&;!E E%;&"

无水乙醇部分
低剂量组 &;!E !& $;$) bE;'$ !';$) b!&;&) E&;)&

中剂量组 &;%! !& );)" b$;'"

!%;&( b";G'

!!

$(;G'

水提部分 低剂量组 !;E% !& E;)' b%;!G !);!" b!&;$%

!

E);G!

中剂量组 %;%& !& );'( bE;'%

!E;'" b(;!'

!

$%;%)

#注&与生理盐水组比较$

!

#m&;&)$

!!

#m&;&!'
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剂量提高其镇痛效果显著提高$在中剂量组中效果
却最好$镇痛百分率达到$(;G'D' 这说明不同极
性部分提取物发挥镇痛效果的剂量差异很大$有的
用低剂量效果好$有的需要用高剂量效果才好'

胡拓等(E)研究认为$古尼拟青霉的活性菌株可
能引起长时程突触传递的效能减弱从而减弱了疼
痛' 张士善等(!$)研究认为冬虫夏草的镇静成分是
氨基酸' 朱振元等(!))的研究认为古尼虫草的无性
型古尼拟青霉菌丝体的镇痛成分不是游离氨基酸$

而是含有较高酸性氨基酸残基的肽类成分' 雷帮星
等(!')认为古尼拟青霉发挥镇痛作用的可能是糖肽
类物质' 兰坪虫草及兰坪被毛孢所含的镇痛成分及
发挥作用的途径有待下一步研究'
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