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摘 要：用理化分离分析和生物检测方法相结合，从古尼虫草（!"#$%&’() *+,,--（7+/8)）7+/8)）
无性型，古尼拟青霉（./’&-0"1%&’) *+,,-- 2-/,*）菌丝体中初步分离纯化得到镇痛物质，该物质

经氨基酸组成分析表明是一种酸性氨基酸残基高的肽类物质。经不同温度、9: 及蛋白酶的

稳定性试验分析观察到这种肽类物质对酸稳定、在酸性条件下抗热，对胃蛋白酶、胰蛋白酶部

分敏感，对蛋白酶 ; 不敏感。经小鼠竖尾法和大鼠攻击法测定，无吗啡类药物依赖性。
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虫草是一类重要的昆虫病原真菌，具有种类多、数量大、代谢产物多样性及多种药理

作用等特点［%，"］。最早报道虫草对中枢神经系统有作用的是 7/+?@A+/ 和 3(@.+/B，他们给家

兔及小鼠静脉或皮下注射冬虫夏草（!"#$%&’() )-,’,)-)（7+/8)）CD,,)）浸提液证明对中枢抑

制有作用。国内张士善等也报道了冬虫夏草浸剂有镇静及催眠作用［5］。陈祝安等报道细

脚拟青霉（./’&-0"1%&’) 3’,+-(’)（E+,8）CD-@’F）发酵菌丝体，以 "=2BG8B 剂量注射小鼠腹腔可

抑制由醋酸所致的扭体反应，其效果相当于 %$-BG8B 吗啡［!］。此外，蝉花也有类似作

用［2］。古尼虫草及无性型，古尼拟青霉含多种生理活性物质，具有广泛的药理作用［#］。李

淑芳等报道用小鼠扭体法实验观察到，在所试古尼虫草菌丝体浸提液的剂量下镇痛率为

%$$H，热板刺激法 %=2 小时后痛阈延长为 >1H，其镇痛强度与度冷丁相似［>］。

一些国外文献已报道了非虫草来源多肽的镇痛作用原理及其分离提取方法［I J %"］。虽

然国内报道了虫草及其无性型具有镇痛作用，但尚未揭示其镇痛作用的化学成分。张士

善等［5］研究认为冬虫夏草的镇静作用是由氨基酸，尤其是色氨酸所引起。古尼虫草菌丝

体的镇痛作用是否也是氨基酸？本文将报道对古尼虫草镇痛组分的确定、分离及其性质

的第一部分研究结果。

# 材料和方法

#"# 材料

#"#"# 实 验 菌 株：古 尼 虫 草（ !"#$%&’() *+,,--（7+/8)）7+/8)）的 无 性 型，古 尼 拟 青 霉



（!"#$%&’()$#* +,--%% !"#$%）& ’ () 菌株保存于贵州大学（南区），真菌资源研究室。

!"!"# 试剂：*+,+-./0010023/-&4，5/67#8/9 : ’ 4& 为 ;7#<#=>"# 产品：透析袋（透析值：(4 ???
@ (A ???）为美国联合碳化物公司产品；盐酸吗啡注射液、盐酸哌替啶（度冷丁）为沈阳第

一制药厂产品：胃蛋白酶、蛋白酶 B、胰蛋白酶为华美生物技术公司产品。

!"!"$ 试验动物：昆明纯种小白鼠（.,* (,*$,&,*）；大白鼠（/"00,* -’12#+%,* C"3D#=）。贵州

省卫生防疫站实验动物室提供。

!"# 方法

!"#"! 菌丝体制备：古尼拟青霉菌丝体生产按梁宗琦等［(E］的方法进行。

!"#"# 丙酮分级沉淀：参照文献［(A］进行。

!"#"$ 透析：将样品置于透析袋内，放入烧杯中用蒸馏水透析 (? @ (4 7，收集透析外液，

重复透析，合并透析外液。

!"#"% 5/67#8/9 : ’ 4& 葡聚糖凝胶柱层析：参照文献［(&］，柱 F?>< G EHA><，洗脱液为去

离子水，流速为 &<!I<"$，每分钟收集 ( 管，紫外分光光度计 4J?$< 下检测。

!"#"& 聚丙烯酰胺凝胶电泳：板 (K>< G (&><，浓缩胶 EL，分离胶 ((L，电泳缓冲液 M="3-
:0N，6OJPE。电泳条件：恒压，浓缩胶 J?Q，分离胶 (J?Q，电泳 F 7 后考马斯亮蓝染色。

!"#"’ 氨基酸组成分析：用氨基酸自动分析仪（美国，贝克曼公司 FE?? 型）分析。

!"#"( 化学刺激法，小白鼠竖尾试验法，大白鼠攻击试验法：分别按文献［(F @ (K］方法进

行。扭体抑制率按下式计算：

扭体抑制率（L）R ( ’ 药物组扭体总次数
S5 组扭体次数

G (??L

!"#") 镇痛活性成分对温度、酸碱度、蛋白酶的稳定性分析：将镇痛活性成分配成水溶

液，6O 值分别调为 ( 和 K，分别在 E?、&?、J? 和 (??T下恒温水浴 E?<"$，然后检测镇痛活

性。古尼镇痛活性成分（&<%I<!）与胃蛋白酶、胰蛋白酶、蛋白酶 B 在最适酶促条件下

EKT反应 )?<"$（酶液反应浓度均为 (<%I<!），检测镇痛活性。以不加酶液处理为对照。

# 结果和分析

#"! 活性物质的提取及其活性检验

提取实验表明，古尼拟青霉菌镇痛活性成分存在于菌丝体中，为水溶性物质（表 (）。

#"# 活性成分的初步分离

#"#"! 丙酮分级沉淀分离：菌丝体

水提取物用丙酮分级沉淀，依次得

到由深变浅的棕褐色沉淀物!、"、

#、$。上清液挥干后得棕色残留

物，残留物的重量大大高于各种沉

淀物之和。从表 4 可见，淀淀!和

"均有明显的镇痛作用，但沉淀#
和$及残留物的镇痛作用则不明

显。

表 ! 菌丝体水提取液对醋酸所致
小鼠扭体反应的抑制效果

M#U0/ ( V$7"U"D /WW/>D 2W X#D/= /9D=#>D 2W ! P +,--%%
2$ #>/D"> "$81>/8 X="D7"$% "$ <">/

:=216
S1<U/= 2W

<">/
*23/3 ,Y/=#%/

O"U"D2=N
=#D/IL

;7N3"202%">#0 (? ? P4<!I<">/ &4 I
3#0"$/
*20#$8"$ (? 4&<%IZ% ? (??
C#D/= /9D=#>D (? ? P4<!I<">/ K JF P&E

! ; [ ?H?(（.2<6#=/8 X"D7 SP 5P %=216）

S2D/：>2$>/$D=#D"2$ 2W D/3D"$% 3#<60/ ? P?&%I<!P
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表 ! 丙酮分级沉淀物对醋酸所致

小鼠扭体反应的影响

!"#$% & ’((%)* +( ,-".% /%.01%2* +( ")%*+2% +2
")%*0) 02.3)%. 4-0*502, 02 10)%

6-+37
831#%- +(

10)%
9+/%/ :;%-",%

<250#0*+-=
-"*%>?

@5=/0+$+,0)"$ /"$02% AB B C&1D>10)% E& >

9+$"2.02 AB &E1,>F, B ABB

G%.01%2*"*0+2 ! AB B&1D>10)% AA HI CIJ

G%.01%2*"*0+2 " AB B C&1D>10)% E KB CLI

G%.01%2*"*0+2 # AB B C&1D>10)% LH &I CIJ

G%.01%2*"*0+2 $ AB BM&1D>10)% JN AA CEJ

O%/0.3% AB B C&1D>10)% JH K CNB

8+*%：P+2)%2*-"*0+2 +( *%/*02, /"17$%/ B CBE,>1$DC
!!@ Q BCBA（P+17"-%. 40*5 8C GC ,-+37）

表 " 透析内外液对醋酸所致

小鼠扭体反应的影响

!"#$% L ’((%)* +( 02/0.% "2. +3*/0.% /+$3*0+2 +( .0"$=/0/

+2 ")%*0) 02.3)%. 4-0*502, 02 10)%

6-+37
831#%- +(

10)%
9+/%/ :;%-",%

<250#0*+-=
-"*%>?

@5=/0+$+,0)"$ G"$02% AB B C&1D>10)% E& >

9+$"2.02 AB &E1,>F, B ABB

R3*/0.% /+$3*0+2 +( .0"$=/0/ AB B C&1D>10)% J K& CLA

<2/0.% /+$3*0+2 +( .0"$=/0/ AB B C&1D>10)% JH K CNA

8+*%：P+2)%*-"*0+2 +( *%/*02, /"17$% B CBE,>1DC
!!@ Q BMBA（P+17"-%. 40*5 8C GC ,-+37）

!#!#! 透析法分离：将沉淀!、

"和#合并，透析，透析内外液浓

缩至干，分别得棕褐色、棕黄色的

粉末。药理实验显示，透析袋内

液没有镇痛活性，透析袋外液具

有较强的镇痛作用（表 L）。由于

我们使用的透析袋的透析值为

A& BBB，表明镇痛活性物质的分

子量不高于 A& BBB 为低分子物

质。

!#!#" 葡聚糖柱层析：透析处理

后的镇痛活性成分用葡聚糖柱层

析纯化（图 A）。将峰 A（AL S &K）

和峰 &（LB S LN）收 集 液 浓 缩 至

干，均得淡黄色粉末。实验检测

均具镇痛作用。

!#!#$ 聚丙烯酰胺凝胶电泳：柱

层析纯化后的镇痛组分粗品与未

纯化的镇痛粗品，用凝胶电泳分

离纯化。未经葡聚糖柱层析纯化

的粗品能见模糊的谱带；纯化后

的粗品可见两条明显的谱带，且

迁移距离大，表明分子量小（图

略）。

图 % 透析外液洗脱曲线

T0,CA ’$3*0+2 7-+(0$% +( +3*/0.% /+$3*0+2 +( .0U

"$=/0/ +2 G%75".%V 6 W &E

!#" 镇痛物质的特性

!#"#% 红外光谱：将纯化的镇痛活性成分与度冷丁作

红外 分 析。 度 冷 丁 在 AN&E)1W A 处 有 X)Y B 峰，在

&EBB)1W A处有 X8W 峰，在 A&JB)1W A S HBB)1W A 为度冷丁

的指纹峰，X)Y B和 X8W 峰为度冷丁的结构峰，这些在古

尼虫 草 镇 痛 组 分 红 外 图 谱 中 均 无，而 出 现 的 是

LJBB)1W A处的 X8ZW 峰和 AN&E)1W A 的 XPRRZW 峰，说明古

尼虫草镇痛组分活性成分不是度冷丁类镇痛物质，而

是含氨基和羧基基团类物质。

!#"#! 氨基酸组成分析结果：用氨基酸自动分析仪测

定镇痛活性成分的游离和水解氨基酸结果见表 J。从

表中可以看出分离纯化的镇痛物质中游离氨基酸含量

很低，而水解氨基酸含量很高，这表明镇痛活性成分的
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化学物质不是游离氨基酸，而是含肽物质。同时由表中也可以观察到古尼虫草镇痛组分

的多肽链中，酸性氨基酸残基数超过了碱性氨基酸残基数使该肽为酸性。

表 ! 镇痛活性成分的游离及水解氨基酸测定结果

!"#$% & ’()*+$(,% "-) ).//+0."1.+- "2.-+ "0.) +3 "-"$4%/.0 /5#/1"-0%

62.-+ "0.)/
7%$"1.8% 0+-1%-19（24924）
:.//+0."1.+- ’()*+$(,%

7%$"1.8% 22+$9
（22+$9;<<4）

7%$"1.8%
2+$%05$%

6/= >< ?@> ;AB&C&D ;&C@B @;CB@
E$5 9 ;FAFC<& ;>C>; &BC;D
G%* &< ?DB ;B<< ?>; ;> ?BF &BCF>
’./ 9 F@< ?@B & ?HB ;F ?<A
E$( A; ?&@ ;&BF ?DB ;A ?;@ DF ?DF
!I* D< ?A@ ;A@@ ?D< ;D ?&; @H ?<;
6*4 9 ;<FH ?>& D ?;H >; ?HF
!(* 9 ;DA ?;B < ?AB B ?>A
6$" F; ?;; FH> ?>& H ?FH B; ?<>
!JE"#" 9 DB ?&> < ?D; > ?;F
!*= 9 DB ?&> < ?B; ; ?<A
K%1 9 &> ?>H < ?>H ;
L"$ 9 &BB ?&< B ?DA ;B ?<F
MI% 9 ;FA ?F< ; ?<H B ?H&
N$% 9 >@B ?F< ; ?AB D ?HB
O%5 9 B@A ?&; > ?F& A ?DH
P*- 9 B@A ?&; > ?F; A ?D;
O(/ A; ?&B > &&; ?HD ;D ?F< @A ?<>

合计 BFDC<A ;@&<;CDH ;>@C&& &&B

"#$#$ 不同温度、酸碱度对

活性成分的影响：在同一温

度不同 =’ 条件下，镇痛活

性成分的镇痛效果没有明显

差别；在同一 =’ 值时，镇痛

组分在不同温度下的镇痛效

果差别也不明显（图 >），表

明古尼镇痛活性成分在中性

和酸性条件下稳定且抗热。

"#$#! 活性成分对蛋白酶

的敏感性

古尼镇痛活性成分经蛋

白酶 Q 处理后镇痛活性保

持 ;<<R，经胃 蛋 白 酶 处 理

后活性下降了 ;@R S ><R，

经胰蛋白酶处理后镇痛活性

下降了 >@R S B<R（图 B），

说明此镇痛组分对蛋白酶 Q
不敏感，对胃蛋白酶、胰蛋白

酶部分敏感。

图 " 不同温度、%& 值对镇痛

活性成分镇痛活性的影响

T.4?> U33%01 +3 ).33%*%-1 1%2=%*"15*%，

=’ +- 1I% "-"$4%/.0 /5#/1"-0%

! ? =’ F?<；" ? =’;?<

图 $ 蛋白酶对古尼镇痛活性成分的影响

T.4?B U33%01 +3 =*+1%"/%/ +- 1I% "-"$4%/.0 /5#/1"-0%

; ? V+2="*./+-；> ? M*+1%"/% Q；B ? !*(=/.-；&? M%=/.-?

"#! 镇痛活性成分的药物依赖性

"#!#’ 小白鼠竖尾实验：小白鼠注射吗啡

（;@249W4）;@ 分钟后，均出现竖尾和不停地

走动。注射镇痛活性成分（>@249W4）没有出

现竖尾。表明古尼虫草镇痛活性成分无吗

啡类药物依赖性。
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!"#"! 大白鼠攻击实验：大白鼠连续注射吗啡和镇痛组分九天。停药 !" # 吗啡组出现

互相攻击，停药 "$ # 出现互相撕咬直至头腹部受伤而死亡，死亡率达 %&’以上。注射虫

草镇痛活性成分组，则没有出现这种现象。表明古尼虫草镇痛组分无吗啡类药物依赖性。
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