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北冬虫夏草镇静催眠作用及机制研究 
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(北华大学药学院、吉林省生物大分子功能开发与应用工程实验室，吉林 1．32013) 

【摘 要】目的：以小鼠自主活动次数、脑内乙酰胆碱(acetylcho2ine，Ach)、谷氨酸(glutamate，G2u)、5-羟色胺(5一hydr0xytryptamine， 

5-HT)及 v̂一氨基丁酸(gamma amino butyric acid，GABA)含量为指标，探讨北冬虫夏草多糖(Cordyceps militaris polysaccharide， 

CMP)和总黄酮(Cordycep5 militaris flavonoids，CMF)的镇静、催眠作用及机制。方法：将 84只ICR(institute of cancer research)／is 

鼠随机平分为空白对照组 ，CMP 50 mg／kg、100 mg／kg和 200 mg／kg剂量组，CMF 50 mg／kg、100 mg／kg和 200 mg／kg剂量组 7个 

实验组。分组灌胃给药 14 d后，于自主活动仪上观察并记录小鼠自主活动次数；给药30 d后采用酶联免疫吸附分析法(enzyme— 

linked immuno sorbent assay，ELISA)N~定小鼠脑组织中5-HT、Ach、Glu和 GABA含量。采用噻唑蓝(methylthiazolyldiphe“y1一te— 

trazolium bromide，MTr)比色法测定 CMP和 CMF对大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤(rat adrenal pheochmmocytoma cell line，PC12)细胞 

增殖的影响。结果：自主活动实验结果显示 CMP及 CMF 100 mg／kg和 200 mg／kg剂量组小鼠的活动次数均较空白对照组明显 

减少( 0．000)；神经递质水平测定结果表明，与空白对照组比较，CMP 100 mg／kg、200 mg／kg剂量组和 CMF 50 mg／kg剂量组均 

能显著降低小鼠脑内Glu水平(尸_0．000)，CMP和CMF 200 mg／kg剂量组均能明显降低小鼠脑内Ach水平(P值分别为0．003 

和0．ooo)、升高 5-HT水平( 0．000)，但对 GABA水平无明显影响。MTF实验结果表明，CMP和 CMF对 PC12细胞均无毒性 ，而 

且CMP的 1 txg和0．1 g组还能显著促进正常PC12细胞增殖( 0．000)。结论：北冬虫夏草具有一定的镇静催眠作用，升高脑 

内5-HT水平、降低Ach、Glu水平可能是其发挥镇静催眠作用的主要机制之一。 
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Study On the sedative and hypnotic effect and mechanism 

of Cordyceps Militaris 

An Liping，Sun~ngbo，Zhao Nanxi，Too Tongtong，Du Peige 

(Pharmaceutical College，Jilin Province Biological Macromolecule Function Development and Application 

Engineering Laboratory，Beihua University) 

【Abstract]Objective：To study the sedative and hypnotic effect and mechanism of Cordyceps mi2itaris po2ysaccharide(CMP)and 

Cordyceps militaris fiavonoids(CMF)on the base of the automatic activity of mice and contents of acety2cho2ine(Ach)，glutamate 

(G2u)，5-hydroxytryptamine(5-HT)and gamma amino butyric acid(GABA)in mice’s brain．Methods：Totally 84 ICR mice were 

randomly divided into 7 groups and ora21y administrated with water，CMP 50 mg／kg，100 mg／kg，200 mg／kg and CMF 50 mg／kg，200 

mg／kg，200 mg／kg respectively．Fourteen days later，the automatic activities of ICR mice were observed and recorded．Thirty days later， 

contents of 5-HT，Ach，G2u and GABA in mice’s brain were determined by ELASA method．The effect of CMP and CMF on the pro一 

2iferation of PC12 cells was detected by MTr assay．Results：Automatic activity analysis showed that the independent activity fre- 

quency was significantly lower in CMP(100 mg／kg and 200 mg／kg)and CMF(100 mg／kg and 200 rag／ks)groups than in control group 

(P=O．000)．Results of neurotransmitter levels showed that Glu levels were significantly lower in CMP(100 mg／kg and 200 mg／kg)and 

CMF(50 mg／kg)groups(P=0．000)than in control group；the Ach levels were significantly lower in CMP(200 mg／kg)and CMF(200 

mg／kg)groups than in control group(P values were 0．003 and 0．000 respectively)’．while 5-HT levels were completely opposite to the 

Ach levels in these two groups(P=0．000)．No change was found according to the GABA 2eve1 in mice’s brain．M1Tr assay results 

showed that no toxicity has been noticed and CMP with 1 Ixg and 0．1 g groups could also promote the cell proliferation of PC12． 
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Conclusion：The results showed that po2ysaccharide and 

flavonoids of Cordyceps mi2itaris had significant sedative-hyp- 

notic effect．The mechanism may be related to increase 5-HT 

level and decreased Ach and Glu levels in brain． 
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北冬虫夏草[Cordyceps militaris(L．)Link]iV．名蛹 

虫草、北虫草，属子囊菌亚门麦角菌科虫草属，与冬 

虫夏草互为同属异种。北冬虫夏草为国内外公认的 

药食同用真菌，多年研究表明，北冬虫夏草具有抗 

疲劳_1_、延缓衰老、调节免疫力，以及镇静、镇痛等作 

用。其中陈敬民等[2研究表明，北冬虫夏草粉末小鼠 

灌胃给药具有一定的镇静催眠作用 ．刘洁等[31研究 

表明，北冬虫夏草水煎剂灌胃给药对小鼠具有镇静 

作用，说明北冬虫夏草的镇静催眠有效部位可能是 

多糖等水溶性成分。但二人均未对其作用机制进一 

步研究。除多糖、虫草素、腺苷外，黄酮也是北冬虫 

夏草中较多的成分。很多具有镇静催眠作用的中药 

如酸枣仁[41、淫羊霍等，其中的黄酮也是发挥镇静催 

眠作用的重要物质基础。失眠是目前临床上最常见 

的疾病之一，对患者的影响不仅在生活质量和身体 

健康上，严重者还会引发多种躯体和精神疾病[51。因 

此，研发效果好、毒副作用低的抗失眠药物具有重 

要的意义。鉴于上述原因，研究人员针对北冬虫夏 

草中总黄酮和多糖的镇静催眠作用进行了研究 ，以 

期为北冬虫夏草的进一步开发利用提供科学依 

据 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 北冬虫夏草 购 自吉林省蚕业科学研究院。 

1．1．2 实验试剂 乙酰胆碱(acetylcholine，Ach)、谷氨酸(glu— 

tamate，Glu)、5-羟色胺(5一hydmxytryptamine，5-HT)及 一氨 

基丁酸(gamma amino butyric acid，GABA)试剂盒和大鼠肾上 

腺嗜铬细胞瘤(rat adrenal pheochmm0cytoma cell line，PC12) 

细胞株购 自北京鼎国试剂公司；杜尔伯科极限必需培养基 

(dulbecco’S modification of eagle’S medium Dulbecco，DMEM) 

购 自赛默飞世尔生物化学制品(北京)有限公司(NZM1301)； 

胎牛血清购自浙江天杭生物科技股份有限公司(20150918)； 

噻唑蓝(methyhhiazolyldiphenyl—tetrazolium bromide，MTr)购 

自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司(51L10156)；其他试 

剂均为市售分析纯。 

1．1．3 实验动物 ICR(institute of cancer research)／b鼠，18～ 

20 mg，雄性，购于吉林省长春市亿斯实验动物技术有限责任 

公司．动物质量合格证号：SCXK(吉)一2011-0004。 

1．2 实验方法 

1．2．1 北冬虫夏草多糖(Cordyeeps militaris polysaccharide， 

CMP)的制备 经正交试验 k(3 )确定CMP最佳提取工艺 

为：加 30倍于北冬虫夏草质量的蒸馏水、于 90℃水浴中浸 

提 3次，每次7 h。所得粗多糖加2％活性炭脱色、Sevage法脱 

蛋白 得精制多糖。精密称取多糖适量 ，配成 40 mg／mL的水 

溶液供镇静催眠试验用。 

1．2．2 北冬虫夏草总黄酮(Cordyceps militaris flavonoids，CMF) 

的制备 按照参考文献[61方法提取 CMF，精密称取总黄酮适 

量，加蒸馏水配制成 40 mg／mL的水溶液供镇静催眠试验用。 

1．2．3 自主活动试验 84只 ICR小鼠随机分为 7组 ，每组 

12只。分为空白对照组(给予同容积的蒸馏水)，CMP50、 

CMP100、CMP200剂量组(依次为 CMP的 50 mg／kg、100 mg／ 

kg、200 mg／kg剂量组)，CMF50、CMF100、CMF200剂量组(依 

次为 CMF的 50 mg／kg、100 mg／kg、200 mg／kg剂量组)。各组 

按上述剂量灌胃给药，连续给药 14 d，末次给药 50 min后 ， 

将小鼠依次放人 ZZ一6小鼠自主活动仪(成都泰盟科技有限 

公司)中．适应环境 5 min后，连续记录 5 rain内的自主活动 

次数。 

1．2．4 小鼠脑组织中5-HT、Ach、Glu、GABA的含量测定 给 

药 30 d后。小鼠断髓处死后取其全脑 ，剪碎后精密称取 0．5 g 

脑组织与4．5 mL pH=7．4的PBS共匀浆 2 min，于 5430R小型 

台式高速冷冻离心机(德国Eppendoff)中3 000 r／min、4℃条 

件下离心 20 rain，取上清液，放入 EP管中备用。根据酶联免 

疫分析试剂盒说明书要求．采用 ELISA法于 Infinite M200光 

吸收酶标仪(瑞士 TECAN)测定小 鼠脑组织 中 5-HT、Ach、 

Glu、GABA的含量 。 

1．2．5 MTF实验 PC12细胞用含 10％胎牛血清的 DMEM 

培养液在 37 cc、5％CO 孵育箱内培养，以0．25％胰酶消化传 

代，每2 d换液 1次。将细胞悬液按每孔 lxl0 个细胞接种于 

96孑L细胞培养板，在 37℃、5％CO 培养箱中培养数小时使 

细胞贴壁。根据实验 目的对 CMP和 CMF进行分组(分别为 

1 g，0．1 g和 O．01 g)。每组设 6个平行孔 ，每孑L加培养液 

200 ，置于 CO 培养箱中，37℃继续培养 48 h。每孔加入 

M1Tr溶液 2O ，37℃继续孵育 4 h，小心吸出上清液，每孔 

加入 150 txL DMSO，振荡 10 rain，使蓝色结晶物充分溶解。 

选择490 nm波长在酶标仪上测定吸光度(absorbance，A)值， 

取其平均值。每项实验至少重复 3次。 

1．3 统计学处理 

采用 SPSS 17．0统计软件处理各组数据 ，结果以均数 ± 

标准差 (互±S)表示、多样本均数 比较用单因素方差分析，其 

中两两比较 ：自主活动性和 Glu采用 Tukey法 ，Ach、5-HT、 

GABA和PC12细胞采用 Dunnett T3法。检验水准 a=O．05。 

2 结 果 

2．1 CMP和 CMF对 小鼠 自主活动影响的结果 

自主活动实验结果表明，7组小鼠活动次数的差异具有 

统计学意义(F=38．756，P=-0．000)。其他各组与空白对照组两 

两比较结果显示 ，除 CMF50[(101±11)次]剂量组外 ，CMP50 
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【(93±17)次]、CMP100[(75±12)次]、CMP200[(50±5)次]、 

CMF100[(86±9)次】和 CMF200[(64±l2)次】5个剂量组均 

能明显减少小鼠的自主活动次数(P<0．05)。空白对照组小鼠 

的活动情况即是正常小鼠的活动情况，其活动相对较活跃， 

在 5 rain内活动次数可达(110±12)次，给药组小鼠的活跃 

度相对于空白对照组均有所降低，而且随着 CMP和CMF用 

量的增加，小鼠自主活动减少的次数增加。 

2．2 CMP和 CMF对 小鼠脑 内 Glu、Ach、5一HT和 GABA含 

量影响的结果 

7组小鼠脑内神经递质的方差分析结果分别为 Glu(F_ 

7．535，P=O．000)、Ach(F=16．426，P=O．000)、5一HT(F=12．241， 

P=O．ooo)和 GABA(F=4．015，P=O．001)。两两比较结果表明， 

CMP和 CMF各组小鼠脑内 Glu的含量均较空白对照组明显 

降低(P<0．05)，而对Ach和5-HT水平的影响只有多糖和总 

黄酮的高剂量组具有统计学差异(P<0．05)。 

Glu和 Ach是维持觉醒的重要物质。本研究中不同剂量 

的北冬虫夏草多糖(CMP组)和总黄酮(CMF组)均具有一定 

程度降低二者在脑内含量的作用，表明其具有一定的镇静催 

眠作用，详见表 1。 

表 1 北冬虫夏草多糖及总黄酮对小鼠脑中 Glu、Ach、 

5一HT和 GABA含量的影响(i±S。n=12) 

Tab．1 Effect of CMP and CMF on the contents of Glu，Ach，5一Ht 

and GABA in mice brain(i±s。n=12) 

注：a，与空白对照组比较，P<O．05 

2．3 M1Tr实验结果 

M1-r实验结果表明，各组之间差异具有统计学意义 ( 

705．718，P=O．000)。与空白对照组(0．725±0．001)相比，CMP 

1 I~g(O．802±0．001)和 CMP 0．1 p~g(0．751±0．002)剂量组吸 

光度值明显增加(P<0．05)。而 CMP 0．01 btg(0．728土O．001)、 

CMF 1 Ixg(0．727±0．004)、CMF 0．1 I~g(O．727±0．004)和CMF 

0．01 g(O．727±o．oo3)剂量组与空白对照组相比均无统计学 

意义( 0．05)。这一结果表明，CMP和 CMF对 PC12细胞均 

未显示出毒性，而且，中、高剂量的多糖还能够促进 PC12细 

胞的生长。 

3 讨 论 

睡眠和觉醒是人类生命活动中的最基本行为 

之一，二者的平衡主要通过多种神经递质如 5-HT、 

Glu、Ach、GABA、DA和NA等的控制和调节，某一递 

质水平的失衡将会导致失眠。失眠的治疗药物中， 

中药类镇静催眠药因副作用小且无成瘾性，用量呈 

现上升趋势，显示出巨大的市场前景。具有镇静催 

眠作用的中草药种类较多，如始载于清代吴仪洛《本 

草从新》的名贵中药材冬虫夏草，具有补虚损、益精 

气、止咳化痰等功效，《中华本草》收载其具有抗炎、 

提高机体免疫力、镇静催眠、抗肿瘤、延缓衰老等功 

效。但是，国家食品药品监督管理总局于 2016年 2 

月 4日颁布的“总局关于冬虫夏草类产品的消费提 

示”啊可能会改变冬虫夏草的命运。提示表明，所检 

验的冬虫夏草、冬虫夏草粉及纯粉片产品中，砷含 

量为 4．4～9．9 mg／kg。有关专家分析研判，保健食品国 

家安全标准中砷限量值为 1．0 mg／kg，因此，长期食 

用冬虫夏草、冬虫夏草粉及纯粉片等产品会造成砷 

摄人过量，并可能在人体内蓄积中毒。幸运的是，国 

家卫生部于 2009年 3月公布的新资源食品北冬虫 

夏草与冬虫夏草同属子囊菌亚门麦角菌科虫草属。 

众多研究报道表明二者具有相似的功效flI31。但有关 

北冬虫夏草镇静催眠作用的研究还不够深人。因 

此，本文对北冬虫夏草中的多糖和总黄酮的镇静催 

眠作用及对 PC12细胞的毒性进行了系统的研究。 

通过对小鼠自主活动的影响试验可直观验证 

并衡量药物对中枢神经系统所能够产生的兴奋或 

抑制作用。本研究结果表明，北冬虫夏草的多糖及 

总黄酮均有较好地减少小鼠自主活动次数的作用， 

表明其具有良好的抑制中枢神经系统的作用。5-HT 

作为上行激活系统的重要组成部分。在维持觉醒和 

警觉状态中发挥重要作用。5-HT又称血清素，是中 

枢抑制性递质褪黑素的前体，当5-HT含量提高时， 

中枢褪黑激素的含量也会随之增加。使得睡眠质量 

更好【8j。因此，5-HT不仅能够通过与自身受体结合 

促进睡眠的发生，还对其他神经通路产生相应的作 

用而发挥同样的作用。本研究结果显示，北冬虫夏 

草多糖及总黄酮均能够提高小鼠脑内5-HT水平． 

降低小鼠的中枢神经兴奋性，进而促进小鼠睡眠状 

态的发生。GABA是中枢神经系统内最重要的抑制 
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性神经递质，在中枢系统分布广泛。20％ 40％中枢 

突触中的神经递质都以GABA为主。GABA在体内 

是由 Glu经谷氨酸脱羧酶(GAD)脱羧而成 ，并发挥 

突触后抑制作用。有研究表明，睡眠时脑组织 中 

GABA含量较清醒时升高 15％t9~。而 Glu是神经系统 

中主要的兴奋性递质，在失眠中起重要作用㈣。Glu 

在脑组织中含量的增多可能是失眠的原因。因此， 

GABA和 Glu的共同作用与中枢神经系统兴奋性密 

切相关，二者平衡与否是维持正常睡眠的重要前提。 

本研究表明，多糖不同剂量组均能够明显降低小 鼠 

脑内 Glu水平 ，其中CMP100、CMP200剂量组达到 

极显著水平(P=0．000)；CMF50(尸=0．000)、CMF100 

(P=0．001)和 CMF200(P=0．005)剂量组也能明显降 

低小鼠脑内Glu水平。但北冬虫夏草多糖和总黄酮 

对于GABA的影响则不明显(尸>0．05)。Ach是第一个 

被发现的神经递质，对中枢及外周神经系统具有重 

要的作用，也是维持机体觉醒的重要神经递质之 
一 ll】]

。 本研究揭示北冬虫夏草不同提取物对小鼠脑 

内Ach水平的影响：多糖及总黄酮各剂量组均能降 

低小 鼠脑内 Ach含量 ，其中多糖 CMP200剂量组 

(P=O．003)和总黄酮 CMF200剂量组(P=0．001)均达 

到极显著水平。综上所述，北冬虫夏草多糖和总黄 

酮的镇静催眠作用主要通过提高脑内5-HT水平、 

降低 Ach和 Glu水平而发挥作用，而对 GABA的影 

响不明显。 

PC12细胞为大鼠嗜铬细胞株 ，分化的 Pc12细 

胞在形态和功能上与神经元非常相似。因此被广泛 

应用于神经细胞凋亡 、神经细胞分化等方面的研 

究ll21。为研究 CMP和 CMF是否具有细胞毒性，本研 

究观察了不同剂量的 CMP和 CMF对 PC12细胞生 

长的影响．结果表明，两类成分对 PC12细胞均无毒 

性。且多糖的中、高剂量组还具有显著促进 Pc12细 

胞增殖的作用。 

北冬虫夏草为药食同源食物，容易被大众接受。 

与西药相比，中药具有多层次、多环节、多靶点的药 

理学作用．在辨证论治中医理论指导下，对病因病 

机把握的审慎及灵活性，具有疗效明确、稳定等优 

势，而且对失眠症患者的负性情绪变化也具有一定 

的调节作用。单味中药治疗失眠症的优势在于易于 

进行质量控制及成分分析，有利于后期开发应用。 

因此，本研究结果可以为北冬虫夏草在该方面的研 

究提供一定的科学依据。 
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