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摘要!为了促进九香虫油脂的开发!采用单因素实验和正交实验对索氏抽提法提取九香虫油脂的工

艺条件进行了优化!并采用 ZZ.$& 法检测九香虫油脂对小鼠乳腺癌细胞 JL# 和人乳腺癌细胞

PZZ#('% 增殖的影响& 结果表明'九香虫油脂的最佳提取条件为液料比 Iq#%提取温度 ("m%提取

时间 ' 6!在此条件下九香虫油脂提取率为"JJ<!%" r#<I%($b#J%&%#!%#I 2DF2R九香虫油脂作用

!J 6!均能抑制两种乳腺癌细胞的增殖!且对于人乳腺癌细胞 PZZ#('% 的作用效果优于小鼠乳腺

癌细胞 JL##另外!九香虫油脂处理导致两种乳腺癌细胞形态及数量均发生明显变化& 综上!九香

虫油脂对乳腺癌细胞具有显著抑制作用&

关键词!九香虫#九香虫油脂#索氏抽提法#抗乳腺癌活性
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//昆虫是地球上最大的生物类群#具有种类多&数

量大&繁殖速度快等特点#长期以来被人类作为食

品&药品和化学原料利用(#)

#其主要应用价值来自

其体内丰富的蛋白质&油脂&碳水化合物等有机物质

及多种无机物质(!)

% 昆虫因其油脂含量丰富&脂肪

酸组成合理#是潜在的优质食用油脂源(')

% 此外#

J'
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昆虫油脂具有抗肿瘤&抗氧化&降血脂&降血糖&改善

记忆力&保护肝脏&预防心血管疾病等多种药理活

性(J $#")

#如'美洲大蠊和丝光绿蝇油脂具有良好的

抗氧化活性(J)

!大头金蝇幼虫油脂具有护肝和降血

脂的功效(+ $I)

!黄粉虫油脂能够抑制小鼠增重#提高

学习记忆力(%)

!蚕蛹油脂具有降血脂&降血糖&抗氧

化&改善记忆力&保护肝脏&预防心血管疾病等功

效(& $#")

% 上述诸多研究为昆虫油脂药理活性的深

入探索提供了有力的支持%

九香虫"*$(:'7:()$&E%'2'$%$d3553;##&+#$是我

国传统的药食两用资源昆虫#是我国部分地区传统

的特色食品#同时现代医学证明其具有良好的抗癌

功能(## $#')

% 九香虫油脂含量丰富(#J $#+)

#李会芳

等(#I $#%)采用正交实验对超临界 Z]

!

和石油醚回流

提取九香虫油脂的工艺条件进行了优化#但总体来

说#对九香虫油脂提取方法的研究还比较少% 另外#

对九香虫油脂相关药理的研究还比较缺乏% 基于

此#本研究采用索氏抽提法提取九香虫油脂#以油

脂提取率为考察指标#以液料比&提取温度&提取

时间为影响因素#采用单因素实验和正交实验对

九香虫油脂的提取工艺进行了优化#以确定九香

虫油脂的最佳提取条件!并以小鼠乳腺癌细胞 JL#

和人乳腺癌细胞 PZZ#('% 为研究对象#通过体外

实验验证所提取九香虫油脂的抗乳腺癌活性#以

期为九香虫油脂的高效提取及药用价值的深入挖

掘提供参考%

;<材料与方法

#<#/实验材料

#<#<#/虫源及细胞来源

九香虫成虫# 采自贵州省凯里市 "东经

#"%c&"v#北纬 !I<+!v$#洗净并用吸水纸吸干虫体

表面水分#置于$&"m冰箱储存备用% 小鼠乳腺癌

细胞系 JL# 和人乳腺癌细胞系 PZZ#('%#中科院上

海细胞库%

#<#<!/主要试剂

石油醚"沸程 I" g("m#分析纯$#天津富宇精

细化工有限公司! f̂*S$#IJ" 培养基&丙酮酸钠溶

液#美国V4_:@公司!胎牛血清#杭州四季青公司!青

霉素$链霉素溶液#北京索莱宝科技有限公司!碳酸

氢钠"分析纯$#天津市永大化学试剂有限公司!葡

萄糖"分析纯$#成都金山化学试剂有限公司!

"c!+b胰蛋白酶#美国 PCZ5@=7公司!f\M 缓冲液#

上海生工生物工程股份有限公司!ZZ.$& 细胞增

殖检测试剂盒#汉恒生物科技有限公司!无水乙醇

"分析纯$#重庆川东化工有限公司%

#<#<'/主要仪器

K@A23("" ;7A47;超低温冰箱&K]̂ *'#J# 型二

氧化碳培养箱&*?5X4;53= V]酶联免疫检测仪#美国

L67A2@K4;67AM:47=X4Y4:公司!!"! 型电热恒温干燥

箱#北京永光明医疗仪器厂!T,M $*"# 磨粉机#九

阳股份有限公司!\M*型电子天平#上海卓精电子

科技有限公司!M-K$"IO脂肪测定仪#上海昕瑞仪

表有限公司! 0̂$+!O旋转蒸发仪#上海亚荣生化

仪器厂!\4@$

"

$OF*生物安全柜#西班牙 L75;X3A

公司!SZ#""" 自动细胞计数仪#上海睿钰生物科技

有限公司!O0!"F!# 倒置相差显微镜#厦门麦克奥迪

公司!0BB7=[@AY移液器!*4557EVf过滤器 ""<!!

!

2$#美国密理博公司%

#<!/实验方法

#<!<#/九香虫油脂的提取

取九香虫于 I+m烘箱中烘干 J 6#用磨粉机粉

碎% 称取 +<" D九香虫粉#用滤纸筒包裹后置于脂

肪测定仪抽提器中#加入石油醚提取一定时间#旋转

蒸发仪旋蒸回收溶剂后#置于 +"m电热恒温干燥箱

中烘干至恒重#得到九香虫油脂% 按下式计算九香

虫油脂提取率">$%

>kF

#

FF

"

p#""b "#$

式中'F

#

为九香虫油脂质量#D!F

"

为九香虫粉

质量#D%

#<!<!/九香虫油脂对乳腺癌细胞的影响

#<!<!<#/细胞培养及油脂预处理

小鼠 乳 腺 癌 细 胞 JL# 与 人 乳 腺 癌 细 胞

PZZ#('% 于含 #"b胎牛血清的 f̂*S$#IJ" 培养

基中#在 '%m&+b Z]

!

的恒温培养箱中培养#待细

胞生长至培养瓶底 %"b g&"b满时进入对数生长

期#待用%

九香虫油脂和无水乙醇分别用 "<!!

!

2过滤

器过滤除菌备用%

#<!<!<!/形态学观察

取对数生长期的小鼠乳腺癌细胞 JL#&人乳腺

癌细胞PZZ#('%#用 "<!+b胰酶消化后#采用细胞

计数器计数#调整细胞浓度至 + p#"

J个F2R"细胞悬

液$% 分别取 #""

!

R细胞悬液接种于 (I 孔培养板

中#待 !J 6细胞贴壁后#加入九香虫油脂至终质量

浓度分别为 "&&&#I 2DF2R"均含 #b无水乙醇$#另

设置阴性对照组"不含无水乙醇的完全培养液$#!J

6后于倒置相差显微镜下观察细胞形态并拍照%

#<!<!<'/ZZ.$& 法检测九香虫油脂对乳腺癌细

胞增殖作用的影响

细胞前期处理同 #<!<!<!#实验设置空白对照

+'
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组"不加入细胞$% 待 !J 6细胞贴壁后#加入九香虫

油脂至终质量浓度分别为 "&J&&&#!&#I 2DF2R"均

含 #b无水乙醇$#另设置阴性对照组"不含无水乙

醇的完全培养液$#每组设置 I 个重复% !J 6 后#每

孔加入 #"

!

RZZ.$& 溶液#置于细胞培养箱中继

续培养#J 6 后使用酶标仪检测 J+" =2下吸光度

"*$#按式 " ! $ 计算细胞增殖率 ">

#

$#并利用

VA3B6f3[ fA4;2&<" 软件计算九香虫油脂对乳腺癌

细胞 JL#&PZZ#('% 的半抑制浓度"SZ

+"

$%

>

#

k"*

#

$*

"

$8"*

!

$*

"

$ p#""? "!$

式中'*

#

为实验组的吸光度!*

"

为空白对照组的

吸光度!*

!

为阴性对照组的吸光度%

#<!<'/数据处理

实验数据应用统计软件 MfMM #(<" 进行单因素

方差分析#所有数据用-Jr$.表示#<n"<"+ 为差异

有统计学意义%

=<结果与讨论

!<#/九香虫油脂提取单因素实验

!<#<#/液料比的影响

在提取温度 %"m&提取时间 ' 6 条件下#考察

不同液料比对九香虫油脂提取率的影响#结果见

图 #%

图 ;<液料比对九香虫油脂提取率的影响

//由图 # 可见#随着液料比的增大#九香虫油脂提

取率先逐渐上升后趋于稳定#在液料比为"I g&$q#

时#油脂提取率上升幅度不明显% 考虑到有机溶剂

用量过大#会导致后续旋蒸&挥发有机溶剂等工作量

的增加#生产成本增加#故选取液料比 Iq# 为较优的

提取条件用于后续实验%

!<#<!/提取时间的影响

在液料比 Iq#&提取温度 %"m条件下#考察不同

提取时间对九香虫油脂提取率的影响#结果见图 !%

由图 ! 可见#九香虫油脂提取率随提取时间的

延长先逐渐上升后趋于稳定% 在提取时间为 ' g+ 6

时#油脂提取率变化不明显#且 + 6 时油脂提取率较

J 6时略有降低#可能是由于提取时间过长九香虫

蛋白质对九香虫油脂的反吸附所致(#&)

% 从节约资

源的角度出发#初步确定提取时间 ' 6 为较优的提

取条件用于后续实验%

图 =<提取时间对九香虫油脂提取率的影响

!<#<'/提取温度的影响

在液料比 Iq#&提取时间 ' 6 条件下#考察不同

提取温度对九香虫油脂提取率的影响#结果见图 '%

图 ><提取温度对九香虫油脂提取率的影响

//由图 ' 可见#I"m以下#由于提取温度过低未

达到石油醚沸点而导致九香虫油脂提取率过低#随

后随提取温度的升高油脂提取率逐渐上升#&"m以

上时提取温度对油脂提取率无明显影响% 因此#选

取提取温度 &"m为较优的提取条件用于后续实验%

!<!/九香虫油脂提取的正交实验

在单因素实验的基础上#以九香虫油脂提取率

为考察指标#以液料比"O$&提取温度"\$&提取时

间"Z$三个因素设计三因素三水平的正交实验#正

交实验因素水平见表 ##正交实验设计与结果见表 !

"每组实验进行 ' 次重复$%

表 ;<正交实验因素水平

水平 O液料比 \提取温度Fm Z提取时间F6

# +q# %" !

! Iq# &" '

' %q# (" J

//由表 ! 可知#提取温度对九香虫油脂提取率的

影响最大#各因素的影响主次顺序为提取温度 u液

料比u提取时间#且最佳提取条件为 O

!

\

'

Z

!

#即液

料比 Iq#&提取温度 ("m&提取时间 ' 6% 在最佳条

件下进行 J 次验证实验#九香虫油脂提取率分别为

J+<+I+b&J!<I&Ib&J!<(I"b&J+<&I(b#平均为

"JJ<!%" r#<I%($b%

I'
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实际应用中可根据需要适当调整提取条件#考

虑到实际生产中温度过高可能会破坏油脂结构而影

响油脂品质"有待进一步验证$#建议提取温度为

%+ g&"m%

表 =<正交实验设计与结果

实验号 O \ Z 提取率Fb

# # # # !J<%''

! # ! ! '(<''I

' # ' ' J!<&("

J ! # ! '"<!I"

+ ! ! ' J!<!&I

I ! ' # J'<&&I

% ' # ' !I<J""

& ' ! # J#<(&"

( ' ' ! JJ<"""

3

#

'+<I+' !%<#'# 'I<&II

3

!

'&<&## J#<!"# '%<&I+

3

'

'%<JI" J'<+(! '%<#(!

I "'<#+& #I<JI# ""<(((

!<'/九香虫油脂作用下乳腺癌细胞形态学变化

九香虫油脂对小鼠乳腺癌细胞 JL# 与人乳腺癌

细胞PZZ#('% 形态的影响见图 J%

/注'O<阴性对照组!\gd<分别为 "&&&#I 2DF2R九香虫

油脂"含 #b无水乙醇$处理组%

图 ?<不同质量浓度九香虫油脂处理的小鼠乳腺癌细胞 ?S;

$+%与人乳腺癌细胞R$$;B>H$0%形态学特征$;CC T%

//由图 J 可见'与阴性对照组相比##b无水乙醇

作用 !J 6#对两种细胞的细胞形态及细胞密度均无

明显影响#证实其作为有机溶剂溶解油脂的同时不

会对细胞造成损伤!& 2DF2R九香虫油脂作用 !J 6#

贴壁细胞数量明显减少#且部分细胞发生皱缩!#I

2DF2R九香虫油脂作用 !J 6#细胞皱缩程度更为明

显% 结果说明九香虫油脂对两种乳腺癌细胞造成损

伤#导致细胞贴壁能力减弱并发生皱缩%

!<J/九香虫油脂对乳腺癌细胞增殖抑制作用

不同质量浓度九香虫油脂处理对小鼠乳腺癌细

胞 JL# 和人乳腺癌细胞 PZZ#('% 增殖的影响结果

见图 +%

/注'Z@=XA@5为阴性对照组!

###

表示各处理组细胞增殖率

与阴性对照组比较差异极显著#<n"<""#%

图 D<九香虫油脂对小鼠乳腺癌细胞 ?S;$+%与人乳腺癌

细胞R$$;B>H$0%增殖的影响

//由图 + 可见#与阴性对照组相比##b无水乙醇

处理 !J 6 对两种细胞增殖率无显著影响 "JL#&

PZZ#('% 细胞增殖率分别为"((<'(" r"<""%$b&

"((<(#" r"<"!+$b$#证实其作为有机溶剂溶解油

脂的同时不会对细胞增殖率造成明显影响%

由图 +"3$可见#与阴性对照组相比#J&& 2DF2R

九香虫油脂处理小鼠乳腺癌细胞 JL# !J 6#细胞增

殖率 "分别为 " (%c'+# r"<""+ $b& " (+<&!I r

"c""J$b$无显著变化#而 #!&#I 2DF2R九香虫油

脂处理小鼠乳腺癌细胞 JL# !J 6#细胞增殖率极显

著降低 "分别为 "!Ic!%+ r"<"I#$b& "!<#!( r

"c""J$b$% 由图 +" _$可见#与阴性对照组相比#

J&&&#!&#I 2DF2R九香虫油脂处理人乳腺癌细胞

PZZ#('% !J 6#细胞增殖率极显著降低 "分别为

%'
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"&(c#'" r"<"J'$b&"&(<#+" r"<"I"$b&"#%<+J" r

"<"'($b&""<+"" r"<""#$b$% 九香虫油脂作用

于小鼠乳腺癌细胞 JL#&人乳腺癌细胞 PZZ#('%

!J 6 的半抑制浓度"SZ

+"

$分别为 #"<&+"&#"<#""

2DF2R% 本研究证明九香虫油脂具有良好的抗乳腺

癌活性#能够改变细胞形态并显著抑制其增殖#这可

能与九香虫油脂中含奇数碳脂肪酸相关(#()

#有报道

称昆虫油脂中含有的奇数碳脂肪酸具有特殊的生理

活性#如抗癌活性等(!#!")

%

><结<论

采用索氏抽提法提取九香虫油脂#通过单因素

实验和正交实验对提取九香虫油脂的工艺条件进行

优化#得到最优提取条件为液料比 Iq#&提取温度

("m&提取时间 ' 6#此条件下九香虫油脂提取率为

"JJ<!%" r#<I%($b% ZZ.$& 法细胞增殖抑制实

验结果表明#九香虫油脂能够显著抑制小鼠乳腺癌

细胞 JL#&人乳腺癌细胞 PZZ#('% 体外增殖#并能

够改变细胞形态#导致细胞皱缩#细胞数量减少%
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