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表儿茶素没食子酸酯、表没食子儿茶素没食子酸酯

与现有抗生素具有广泛的协同抗 MRSA 作用，有望

进一步开发成治疗 MRSA 感染的辅助药物。 

本实验对迷迭香中鼠尾草酸的抗 MRSA 活性

进行了研究，在测定鼠尾草酸的最低抑菌浓度时，

同时测定了联合抗 MRSA 作用研究中药物苯唑西

林钠和氨苄西林钠对各指示菌的 MICs，从而为联

合抗 MRSA 试验中苯唑西林钠和氨苄西林钠药物

浓度的选择做好准备。联合抗 MRSA 作用研究显

示：鼠尾草酸与苯唑西林钠或氨苄西林钠具有协

同或相加的抗 MRSA 作用，但从结果可知：只有

少部分临床 MRSA 菌株显示鼠尾草酸与苯唑西林

钠或氨苄西林钠具有协同抗 MRSA 作用，且 FICI

为 0.500，说明协同作用较弱，主要还是呈相加作

用。关于鼠尾草酸的抗 MRSA 作用机制，有待后

续进一步研究和报道。由于鼠尾草酸已作为食品

添加剂广泛应用，具有良好的安全性，故可以作

为抗 MRSA 先导化合物或辅助药物进一步研究

开发。 
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马勃多糖提取及体外抗肿瘤研究 
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摘要：目的  研究马勃子实体多糖的最佳提取条件及其体外抗肿瘤作用。方法  通过单因素及正交试验确定热水浸提法

提取马勃多糖(CGP)的最佳提取工艺条件。利用 MTT 法研究马勃多糖对宫颈癌细胞(Siha)和乳腺癌细胞(MDA)体外增殖的

抑制作用。结果  通过正交试验确定 CGP 的最佳提取条件为提取时间：1.5 h、提取次数：2 次、提取温度：100 ℃、料

液比：1∶15；体外肿瘤细胞增殖抑制实验结果显示：马勃醇沉多糖在 250 μg·mL1 时对 Siha 细胞具有最高抑制率达到

52.6%；醇溶多糖在 250 μg·mL1 时对 MDA 的抑制率达到 80.4%。结论  在最佳提取条件下马勃多糖热水浸提的得率为：
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1.792%；马勃多糖对 Siha 及 MDA 肿瘤细胞具较好的抑制作用。 
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Polysaccharide Extraction from Calvatia Gigantea and its in Vitro Anti-tumor Activity 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the optimal conditions for polysaccharide(CGP) extraction from fruiting bodies of 
Calvatia gigantea. METHODS  First, the single factor and orthogonal tests were used to find the optimum conditions for 
polysaccharide extraction by hot water. Then, the proliferation inhibition effects on Cervical cancer cells (Siha) and breast cancer 
cells(MDA) in vitro were tested by MTT method. RESULTS  Based on the single factor and orthogonal tests, the optimum 
extraction conditions were: extraction time 1.5 h, 2 times, temperature 100  and ℃ solid-liquid ratio 1∶15. The in vitro 
experiments showed that the ratio of  proliferation inhibition on Siha cells reached 52.6% when the concentration of alcohol 

precipitation parts was 250 μg·mL1. Moreover, alcohol-soluble components had inhibition ratio of 80.4% for MDA cells. 
CONCLUSION  Under above conditions, the productivity of polysaccharide extracted from fruiting bodies of Calvatia 
gigantean is 1.792%. And CGP has good inhibition effect on proliferations of Siha and MDA cells. 
KEY WORDS: Calvatia gigantea; polysaccharide; extraction; anti-tumor 

 

马勃(Calvatia gigantea)为常用真菌类中药，是

多种真菌类药物的通称。在生物的多样性中，马

勃是一类独特的大型真菌生物，是我国民间常见

的用于止血、消肿的药用真菌之一[1]。马勃多糖是

从马勃中提取的水溶性生物活性物质[2]，其细胞毒

性小并且容易通过化学手段控制质量[3]。近年来马

勃多糖在抗菌和抗癌方面的特殊作用，使其备受

医药界的关注[4]。 

目前对于马勃多糖抗肿瘤方面的应用研究还

不是很多。王雪芹等[4]提取得到的脱皮马勃的次生

代谢产物对红白血病细胞 K562 及肺癌细胞 A549

具有很好的抑制作用；孟延发等[5]研究发现，从

马勃中提取的多糖 PS[Ⅲ]在 100 μg·mL1 对移植

S-180 肉瘤细胞具有明显的抑制作用，但是对于腹

水癌细胞却没有作用；崔磊等[6]从马勃中分离得到

6 种小分子化合物以及马勃多糖，体外实验证实这

6 种小分子化合物对 Bel-7402 肺癌细胞及 C6 神经

胶质瘤细胞都具有很好的抑制作用，但是马勃多

糖对于上述两种细胞都不具有生长抑制作用。 

由此可知，马勃多糖对于某些肿瘤细胞具有

抑制作用，并具有选择性。为了深入研究马勃多

糖的抗肿瘤作用，本实验首先通过单因素及正交

试验确定了马勃多糖的最佳提取工艺，并且提取

得到了马勃的醇沉及醇溶多糖；然后通过 MTT 法

研究马勃粗多糖对于宫颈癌细胞(Siha)及乳腺癌

细胞(MDA)的增殖抑制作用。 

1  实验部分 

1.1  材料与试剂 

马勃子实体(Calvatia gigantea)(亳州中药材市

场)；宫颈癌细胞(Siha)、乳腺癌细胞(MDA)细胞株

均购自山东省肿瘤医院；葡萄糖标准品(莱阳市康

德化工有限公司  批号：20090324，葡萄糖含量

>99.5%)；DMSO(天津市富宇精细化工有限公司)；

95%乙醇(莱阳市康德化工有限公司)、双氧水(天津

市广成化学试剂有限公司)、蒽酮(天津市科密欧化

学试剂开发中心)、硫酸(莱阳市康德化工有限公

司)，均为分析纯。 

302 型电热鼓风干燥箱(龙口市先科仪器公

司)；WFZ UV-2000 紫外分光光度计(美国尤尼克

公司)；KQ-500DE 型超声波清洗仪(昆山市超声仪

器有限公司)；LXJ-ⅡB 大型离心机(上海安亭科学

仪器厂)；SW-CJ-2FD 医用型净化工作台(苏净集团

安泰公司制造)；JE2000-S 倒置显微镜(Nikon)。 

1.2  方法 

1.2.1  葡萄糖标准曲线的绘制[7]  精密称取 105 ℃

下干燥至恒重的标准葡萄糖 100 mg，用蒸馏水溶

解，并转移至 100 mL 量瓶中，加蒸馏水至刻度，

摇匀。准确吸取 0.0，2.0，4.0，6.0，8.0，10.0 mL

配制好的标准葡萄糖溶液于 10.0 mL 量瓶中，定

容，配制成一系列浓度的标准样品。取各浓度的

标准葡萄糖溶液各 1.0 mL 加入大试管中，然后再

分别在试管中加入 4.0 mL 蒸馏水，冰浴中震荡加
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入 0.2%的蒽酮硫酸 10.0 mL，沸水浴中加热 6 min

后，取出室温冷却，测定其 610 nm 处吸光度值。

绘制葡萄糖标准曲线，得到葡萄糖标准曲线的回

归方程为：A=0.012 9C+0.001 8，r=0.999 6，表明

葡糖糖在 0.1~1.0 mg·mL1 之间线性关系良好。 

1.2.2  提取液中多糖含量的测定  准确吸取 1.0 

mL 多糖提取液，加入 10.0 mL 具塞试管中，加蒸

馏水至 10.0 mL。从具塞试管中准确吸取 0.5 mL

样品加入大试管中，再加入 2.0 mL 蒸馏水及

5.0 mL 0.2%的蒽酮硫酸溶液按上述方法测定其吸

光度，并从回归曲线中求出样品液所对应的葡萄

糖溶液的浓度 C(mg·mL1)：多糖得率=(C×V)/m，

其中，V：提取液合并后体积(mL)；m：马勃子实

体质量(g)。 

1.2.3  单因素实验  分别考察提取温度为 40，60，

80，100 ℃，提取次数为 2，3，4，5 次，提取时

间 0.5，1.0，1.5，2.0 h，料液比为 1∶10，1∶15，

1∶20，1∶30 时对马勃多糖提取率的影响。 

1.2.4  正交试验  根据单因素实验，确定影响马

勃多糖提取率的 4 个主要因素为：提取时间(A)、

提取次数(B)、提取温度(C)和料液比(D)。选用 L9(3
4)

正交表进行试验，因素水平安排见表 1。 

表 1 正交试验因素及水平 

Tab 1  Orthogonal factors and the levels 

水平 
提取时间 

A/h 

提取次数 

B/次 

提取温度 

C/℃ 

料液比 

D/倍 

1 0.5 2  60 10 

2 1.0 3  80 15 

3 1.5 4 100 20 

将烘干后的马勃子实体用药材粉碎机粉碎，

各取 50 g，共 9 份，分别放入烧杯中，按表 2 中

给出的条件进行提取，每次提取完成后进行离心，

合并上清液后，减压浓缩至适当体积，离心得沉

淀，加入 4 倍体积的 95%的乙醇进行沉淀，4 ℃下

沉淀 24 h，离心得醇沉产物(CGP0)，50 ℃下干燥；

将离心所得上清液减压浓缩至小体积后，50 ℃下

烘干，得醇溶性产物(CGP1)。 

1.2.5  马勃多糖的体外抗肿瘤实验  取对数生长

期的宫颈癌细胞(Siha)和乳腺癌细胞(MDA)，分别

制成细胞悬液，并用 PRIM1640 完全培养液调浓度

至 1×105 个·mL1，接种于 96 孔培养板。每孔 150 

μL，置于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养 24 h

后，分别加入 1 000，500，250 μg·mL1 的马勃多

糖样品 50 μL，阳性对照(五氟尿嘧啶，5-FU)的浓

度为 100 μg·mL1 和阴性对照(蒸馏水)，每个处理

设 5 个重复，继续培养 48 h。用 MTT 比色法测定

570 nm 处的吸光度值以检测细胞增殖，按以下公

式计算细胞生长抑制率： 

细胞生长抑制率/%=(1试验孔 A570/阴性对照

孔 A570)×100% 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验 

通过单因素实验显示，马勃多糖提取率随料

液比的减小首先呈上升趋势，当料液比为 1∶15

时提取率达到最大值 1.273%，随后随着料液比的

减小提取率逐渐下降；随着温度的升高，多糖提

取率随之增大，当提取温度达到 100 ℃时，提取

率达到 1.287%；提取次数的增加多糖提取率会随

之升高，当提取 3 次时提取率达到最高 1.128%，

但随着提取次数的继续增加，多糖的提取率反而

下降。原因可能是，随着提取次数增加，提取液

的量也随之增大，浓缩时间变长而造成多糖损失；

随着提取时间的增长，提取率逐渐降低，提取时

间为 0.5 h 时提取率为 0.997%达到最高。当提取时

间过长，长时间的高温会对多糖造成损失，从而

降低多糖的提取率。 

2.2  马勃多糖最佳提取工艺 

根据单因素实验结果，建立了正交试验表，

测定了提取时间、提取次数、提取温度和料液比

对多糖得率的影响，结果见表 2。 

表 2  马勃多糖提取条件正交试验结果 

Tab 2  Extraction of polysaccharides orthogonal test results 

序号
提取时间

A/h 

提取次数

B/次 

提取温度 

C/℃ 

料液比 

D/倍 

多糖 

得率/%

1 0.5 2 60 10 0.038 5

2 0.5 3 80 15 1.194 2

3 0.5 4 100 20 1.627 0

4 1 2 80 20 0.769 2

5 1 3 100 10 1.119 2

6 1 4 60 15 0.161 5

7 1.5 2 100 15 1.350 0

8 1.5 3 60 20 0.161 5

9 1.5 4 80 10 0.615 4

均值 1 0.953 0.719 0.120 0.591  

均值 2 0.683 0.825 0.860 0.902  

均值 3 0.709 0.801 1.365 0.853  

极差 0.270 0.106 1.245 0.311  
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表 3  方差分析表 

Tab 3  Analysis of variance 

因素 偏差平方和 自由度 F 比 F 临界值 显著性 P

提取时间 0.133 2 0.199 4.46 >0.05

提取次数 0.018 2 0.027 4.46 >0.05

提取温度 2.352 2 3.524 4.46 >0.05

料液比 0.167 2 0.250 4.46 >0.05

误  差 2.670 8    

根据表 2 极差大小分析可知，影响马勃多糖

提取率的因素从大到小分别为：提取温度>料液比

>提取时间>提取次数，由表 3 可知，各因素及水

平之间没有显著性差异。通过直观性分析可知，

马勃多糖的最佳提取工艺为：A1B2C3D2，即：提

取时间 0.5 h、提取次数 3 次、提取温度 100 ℃、

料液比 1∶15。根据所得的最佳提取条件进行验证

实验，提取率为 1.792%提取率较高。 

2.3  体外抗肿瘤实验 

2.3.1  马勃多糖对宫颈癌细胞 Siha 的抑制作用   

CGP0，CGP1 对宫颈癌细胞(Siha)都有抑制作用，

并且 CGP0 对它的抑制率随着浓度的降低而逐渐

升高。在浓度为 500 μg·mL1 及 250 μg·mL1 时对

Siha 的抑制率分别为：47.6%和 52.6%要高于阳性

对照 5-FU 对细胞生长的抑制率 39.98%。CGP1 对

Siha 的抑制率在 500 μg·mL1 时最大，抑制率为

25.84%。结果见图 1。 

 
图 1  CGP0、CGP1 对宫颈癌细胞(Siha)的抑制率 

Fig 1  CGP0, CGP1 on the inhibition rate of cervical cancer 
cells (Siha) 

2.3.2  马勃多糖对 MDA 肿瘤细胞的生长抑制作

用  与对 Siha 细胞的抑制作用相比，CGP0 和

CGP1 对 MDA 肿瘤细胞均有较高的抑制率，CGP1

在高剂量和低剂量时的抑制率分别为：78.56%和

84.05%与阳性对照的抑制率 80.82%非常接近。

CGP0 随对 MDA 细胞的抑制率呈剂量依赖性，随

着多糖浓度的降低，对细胞的抑制率也降低，当

浓度为 1 000 μg·mL1 时抑制率最高为 65.95%。结

果见图 2。 

 
图 2  CGP0、CGP1 对乳腺癌细胞(MDA)的抑制率 

Fig 2  CGP0, CGP1 on the inhibition rate of breast cancer 
cells (MDA) 

3  结论 

3.1  最佳提取条件的确定   

由于马勃中多糖含量很低，最佳提取条件下

最大提取率仅为 1.792%。高温能最大程度地提取

马勃子实体胞内多糖，但长时间高温提取可能会

破坏马勃多糖的结构从而降低提取率。由此，本

实验通过单因素试验确定了影响马勃子实体粗多

糖提取的 4 个主要因素，正交试验进一步得到最

佳提取条件为：提取时间：0.5 h、提取次数：3 次、

提取温度：100 ℃、料液比：1∶15。 

3.2  马勃多糖抗肿瘤作用研究 

虽然马勃醇沉多糖及醇溶多糖对于所选的两

株肿瘤细胞都具有良好的抑制作用，但是醇沉多

糖对 Siha 的抑制作用要高于醇溶多糖，抑制率可

高达 52.6%，而醇溶多糖仅为 25.84%；相反对于

MDA 细胞，醇溶多糖的抑制作用要明显高于醇沉

多糖。醇溶多糖的最高抑制率为 84.05%，而醇沉

多糖仅为 65.95%。所以，马勃多糖对于不同的肿

瘤细胞株的抑制作用具有选择性。同时马勃多糖

对本实验中的两株肿瘤细胞的高抑制率表明它们

对于其他肿瘤细胞株也可能具有很好的抑制作

用，由此，马勃多糖在抗肿瘤方面的应用还有待

于进一步研究。 
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大黄酸联合吡格列酮对大鼠非酒精性脂肪性肝炎治疗作用机制的探讨 
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 (温州医学院附属第三医院，a.消化内科，b.肿瘤科，浙江 温州 325200) 

 
摘要：目的  探讨大黄酸联合吡格列酮对高脂诱建的大鼠 NASH 协同治疗及其可能的作用机制。方法  清洁级 SD 大鼠 

140~160 g，♂，76 只正常喂养 1 周后，随机分成 6 组(对照组、模型组各为 14 只，余组均为 12 只)：对照组，模型组，

大黄酸组，吡格列酮组，大黄酸吡格列酮联合低剂量组，高剂量组。模型组高脂高胆固醇饲料由普通饲料+10%猪油+2%

胆固醇配制，药物组均在 12 周高脂饮食后即造模成功后给予干预。大黄酸用生理盐水配成 5 g·L1 混悬液，每天固定时

间 100 mg·kg1·d1 灌胃，吡格列酮组 8 mg·kg1·d1，联合低剂量组取其相对有效低剂量，大黄酸 50 mg·kg1·d1，吡格列

酮组 4 mg·kg1·d1。联合高剂量组为大黄酸 100 mg·kg1·d1，吡格列酮组 8 mg·kg1·d1。于第 20 周处死。所有动物测体

重、肝湿重，计算肝指数；测空腹血糖、转氨酶及血脂水平，放免法测空腹胰岛素及 TNF-，计算胰岛素抵抗指数；酶

法测定肝组织匀浆 MDA、GSH-PX 水平；HE 染色肝病理组织切片。结果  第 20 周模型组大鼠血糖、胰岛素、血脂、

ALT、AST 及胰岛素抵抗指数较对照组明显增高；肝组织出现重度脂肪变性，均出现小叶内炎症细胞浸润和散在的灶性

坏死；药物组大鼠的生化指标和脂肪变及炎症程度较模型组均有明显减轻，联合组较药物单用组更为有效。结论  大黄

酸联合吡格列酮较两药单用能更有效抑制脂质过氧化反应及改善胰岛素抵抗，对大鼠 NASH 具有明显的协同治疗作用。 

关键词：非酒精性脂肪性肝病；大黄酸；吡格列酮；胰岛素抵抗；脂质代谢紊乱 
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Effects of Combination Therapy of Rehin and Pioglitazone on Rats with Nonalcoholic Steatohepatitis 
 
YING Weixinga, CHEN Huab*, LI Rongzhoua(The Third Affiliated Hospital of Wenzhou Medical College, a.Department of 

Gastroenterology, b.Department of Oncology, Wenzhou 325200, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To elucidate effects of combination therapy of rehin and Pioglitazone on nonalcoholic 
steatohepatitis in rats with NASH and investigate the synergic mechanism of rehin and Pioglitazone on NASH. METHODS  
Totally 76 male SD rats were randomly divided into 6 groups after fed with normal diet for 7 days: Control group (n=14): fed 
with normal diet for 20 weeks (2 rats for 12 weeks and then executed); Model group (n=14): fed with high-fat and 
high-cholesterol diet consisting of the normal diet, 10% lard and 2% cholesterol, for 20 weeks (2 rats for 12 weeks and then were 
executed);Rhein group (n=12): Rhein was added orally after 12 weeks fed with high-fat and high-cholesterol diet;Pioglitazone 
group (n=12): Pioglitazone was added orally after 12 weeks fed with high-fat and high-cholesterol diet;combination group were 
divided into low-dose and high-dose group(n=12): different doses of Rhein and Pioglitazone were added orally after 12 weeks 
fed with high-fat and high-cholesterol diet. All the rats were executed after 20 weeks. Body mass, liver weight, transaminase 
level, blood glucose, triglyceride, cholesteral, insulin level and liver histology were detected. Serum insulin and tumor necrosis 

factor-(TNF-) level were measured by radio-immunity technique. The level of malondialdehyde (MDA), glutathione 
peroxidase (GSH-PX) was measured by chromatometry. RESULTS  After 20 weeks, the model group developed lipid 
metabolic disorder and insulin resistance. Livers presented the pathology of severe hepatocyte steatosis and the sporadic 
inflammatory cell infiltration or focal necrosis. Lipid metabolic disorder and insulin resistance in intervention group were 
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