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摘要：目的  提取茯苓药材中的多糖，测定其总糖含量，并进行羧甲基化改性，考察茯苓多糖与修饰后的羧甲基茯苓多

糖的抗肿瘤活性。方法  采用稀碱浸提法提取茯苓多糖，苯酚-硫酸显色法测定茯苓多糖中总糖含量，通过羧甲基化反应

得到羧甲基茯苓多糖。并采用 MTT 法检测茯苓多糖与羧甲基茯苓多糖对人肝癌细胞 HepG-2 的毒性反应。结果  苯酚-

硫酸法测得茯苓多糖中总糖含量为 95.96%，羧甲基茯苓多糖与茯苓多糖对 HepG-2 细胞的增殖均具有一定的抑制作用，

其中羧甲基茯苓多糖活性更强。结论  经过修饰后的羧甲基茯苓多糖具有更好的抗肿瘤活性。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To extract pachyman polysaccharides(PPS) from Poria cocos, and determine the content of total 
polysaccharide in PPS. To obtain the carboxymethylpachymaran(CMP) by carboxymethylation modification of PPS, and evaluate 
the antitumor activity of PPS and CMP. METHODS  Soaking extraction by diluted alkali solution was used to prepare PPS, and 
phenol-sulfuric method was used to measure the total polysaccharide. Preparation of CMP by carboxymethylation reaction. MTT 
assay was used to determine the cytotoxicity of PPS and CMP for HepG-2. RESULTS  The content of the total polysaccharide 
in PPS was 95.96%, which determined by phenol-sulfuric method. Both of PPS and CMP inhibited the proliferation of HepG-2 
cells, CMP had stronger activity. CONCLUSION  The anti-tumor activity of CMP, which was modified with carboxymethyl, is 
more prominent than PPS.  
KEYWORDS: pachyman polysaccharides; carboxymethylpachymaran; anti-tumor activity; HepG-2 
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茯苓是一种多孔菌科卧孔菌属的传统中药材[1]，

其性味甘、淡、平，归属心、肺、脾、肾经[2]。茯

苓具有多种药理作用，如保肝护肝、利尿、抗肿

瘤、抗炎、抗病毒，增强免疫力、抗氧化延缓衰

老等，有良好的应用前景[3-4]。茯苓多糖(pachyman 

polysaccharides, PPS)是茯苓的主要成分之一，含量

可达到茯苓干重的 80%。PPS 具有一定的抗肿瘤

活性，其机制可能是 PPS 对肿瘤细胞具有一定的

毒性，也可能是 PPS 能通过增强免疫功能从而发

挥抑制肿瘤生长的作用[5]。不同方法提取得到的

PPS 活性会有一定的区别，通常采用的方法有水提

醇沉法和稀碱浸提法，由于水提醇沉法得到的 PPS

产率较低，所以本实验选择的是稀碱浸提法。PPS

经过修饰后，其水溶性和生物活性均增强，并促

进了其抗肿瘤活性[6]。文献报道 PPS 与羧甲基茯

苓多糖(carboxymethylpachymaran，CMP)的抗肿瘤

活性多以 S180 肉瘤为模型，而对其他类型肿瘤的

作用报道较少。故本实验经过化学修饰将 PPS 改

性成为 CMP，并考察 PPS 与 CMP 对人肝癌细胞

HepG-2 的毒性。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

生物安全柜(苏州安泰空气技术有限公司)；

Model 311 CO2 培养箱(Thermo Fisher Scientific)；

DSZ2000 倒置显微镜(南京冀飞科技有限公司)；

ELX800 酶标仪 (美国伯腾仪器有限公司 )；
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DZF-75KB-Ⅲ立式压力蒸汽灭菌锅(上海申安医疗

器械厂)；真空冷冻干燥机(北京博医康实验仪器有

限公司)；RE52-AA 旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪

器厂)；ML104 分析天平(梅特勒托利多仪器有限公

司)；电子控温仪(郑州长城工贸易有限公司)；752-

紫外分光光度计 (上海菁华仪器有限公司 )；

(AVACE)AV-500 型核磁共振仪(瑞士Bruker 公司)。 

1.2  试剂 

苯酚(批号：10072020766)、浓硫酸(批号：

1501141100)购自南京化学试剂有限公司；无水乙

醇(批号：P1362300)、一氯乙酸(批号：20160233)

购自国药集团化学试剂有限公司；氢氧化钠(西陇

化工股份有限公司，批号：1609122)；DEAE 纤维

素-52(北京瑞达恒辉科技发展有限公司，批号：

20170118)；DMEM 完全培养基(江苏凯基生物技

术有限公司，批号：35000050)；MTT 试剂(江苏

凯基生物技术有限公司，批号：20170320)；无水

葡萄糖对照品(上海源叶生物科技有限公司，批号：

20150422；纯度：>98%)。 

1.3  细胞株 

HepG-2 人肝癌细胞购于江苏凯基生物技术股

份有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  PPS 的提取 

80%乙醇回流脱脂 3 h，抽滤除去滤液，重复

2 次，烘箱 105 ℃干燥得脱脂茯苓粉末[7]。取脱脂

茯苓粉末，按料液比 1∶10 加入水，70 ℃回流提

取 2 h，重复 2 次除去水溶性杂质。再按相同料液

比加入 0.5 mol·L1 NaOH，50 ℃提取 0.5 h，抽滤

得滤液，重复该操作 2 次。合并所得滤液，将所

得的溶液用 0.5 mol·L1 HCl 调 pH 至 7，溶液析出

胶状沉淀。用少量水洗涤胶状沉淀，冷冻干燥，

得到 PPS。 

2.2  PPS 中总糖含量测定 

2.2.1  苯酚-浓硫酸法测定糖含量  将葡萄糖对照

品置于烘箱中，105 ℃放置 2 h 后，称取 1.0 g 葡

萄糖于 100 mL 量瓶中加水溶解稀释至刻度线。取

1 mL 加入 100 mL 量瓶中，加水稀释至刻度线得

到 100 µg·mL1 的葡萄糖对照品溶液。精密吸取 0，

0.1，0.2，0.4，0.6，1.0 mL 葡萄糖对照品溶液于

试管中，每根试管各加蒸馏水至 1.0 mL。加入 5%

苯酚试剂 1.2 mL，摇匀。加入 5.0 mL 浓硫酸，即

刻摇匀。室温静置 30 min 后于 490 nm 波长处测

定吸光度值。以测得的吸光度为纵坐标(y)，葡萄

糖浓度为横坐标(x，µg·mL1)绘制标准曲线，得回

归方程。结果表明葡萄糖对照品在 10~100 µg·mL1

内吸光度与浓度呈良好的线性关系，标准曲线为

y=0.098x+ 0.121，R2=0.999 4。 

2.2.2  仪器精密度试验  移取 0.5 mL 的葡萄糖对

照品溶液，按“2.2.1”项下方法测定，连续测定

吸光度 3 次，连续测定 3 d，得到日内、日间精密

度分别为 1.59%，1.33%，符合方法学要求。 

2.2.3  重复性与稳定性试验  移取 0.5 mL 葡萄糖

对照品溶液 5 份，按“2.2.1”项下方法测定吸光

度；移取 0.5 mL 葡萄糖对照品溶液 1 份，按

“2.2.1”项下方法测定，2 h 内每隔 30 min 测定 1

次，即共测定 4 次吸光度。结果表明重复性试验

中 5 个样品的 RSD 为 1.69%，稳定性试验中 4 次

测定得到数据的 RSD 为 0.12%，均<2%，符合方

法学要求。 

2.2.4  PPS 样品的测定  精密称取 PPS 10 mg 于

10 mL 量瓶中。加 DMSO 溶解稀释至刻度线。移

取 1 mL 于 10 mL 量瓶中，加水稀释至刻度。移取

0.5 mL，按“2.2.1”项下方法操作，测得吸光度值

为 0.592，PPS 样品中总糖的含量为 95.96%。 

2.2.5  回收率试验   精密称取 10 mg PPS 于

10 mL 量瓶中，共 9 份。加 DMSO 溶解并稀释至

刻度，摇匀。分别移取 1 mL 于 10 mL 量瓶中，加

水稀释至刻度线。分别移取 0.2 mL 于 9 根试管中。

加入 0.16，0.20，0.24 mL 葡萄糖对照品溶液各 3

份，按“2.2.1”项下方法测吸光度值，结果见表 1。 

表 1  茯苓多糖回收率 

Tab. 1  Recovery of pachyman polysaccharides 
对照品加 

入量/µg 

样品加 

入量/µg 

测得量/ 

µg 

回收率/ 

% 

RSD/ 
% 

16.10 19.25 35.03   98.38 

1.24 

16.10 19.29 35.54 100.8 

16.10 19.21 34.83   97.52 

20.12 19.25 39.15   98.86 

20.12 19.27 39.52 100.8 

20.12 19.23 39.12   98.78 

24.14 19.25 43.20   98.98 

24.14 19.21 42.89   97.58 

24.14 19.27 43.44 100.1 
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2.3  CMP 的制备 

配制 30%NaOH 的异丙醇溶液，称取 5.0 g PPS

一并加入圆底烧瓶中，搅拌，充分混合后冰水浴

搅拌分散 3 h。称取 18 g 氯乙酸，投入反应液中，

50 ℃下继续反应。待反应物中出现大量黏稠物附

着后，加入适量纯水。收取反应后所得的反应液

蒸发浓缩，并加入 70%甲醇-乙酸溶液后抽滤。抽

滤完成后用甲醇冲洗、乙醚洗涤沉淀。沉淀物加

入纯水溶解，搅拌并过滤。将所得溶液置于透析

袋中，透析 72 h 除去残留的有机溶剂。将所得溶

液冻干，即得所需的 CMP 粗品。反应式见图 1。 

 
图 1  羧甲基茯苓多糖的合成反应 

Fig. 1  Reaction formula of carboxymethylpachymaran 

2.4  CMP 的纯化 

将 CMP 粗品溶于超纯水中，加入到经过预处

理的 DEAE-52 纤维素层析柱中，依次采用 0，0.5，

1.0，1.5 mol·L1 NaCl 溶液作为流动相进行洗脱，

流速控制为 0.5 mL·min1，收集洗脱下的溶液，

5 mL 为一个洗脱单位。测定 DEAE-52 纤维素柱层

析所得洗脱液的吸光度值。并且以收集的管数编

号为横坐标，以测得的吸光度为纵坐标作图，结

果见图 2。在 41~55 管处的吸收峰对称度较好，主

要产物集中在此部分，收集这部分的产物，经 72 h

透析脱盐后冷冻干燥，得到精制的 CMP，留作细

胞试验用。按下列公式计算收率：收率 (%)= 

m1/m2×100%，m1为羧甲基反应中投入的 PPS质量，

m2 为精制后 CMP 的质量，计算得到的收率为

86.0%。 

2.5  CMP 取代度的测定 

精密称取精制的 CMP 500 mg 于锥形瓶中，加

入 0.1 mol·L1 HCl 溶液 50 mL，用 0.1 mol·L1 NaOH

溶液进行滴定，并同时测定溶液的 pH。按下列公

式计算羧甲基的取代度：DS=0.203A/ (10.058A)，

A=(V2V1)c/0.5；式中 DS 为羧甲基取代度，A 为羧

甲基物质的量(mmol)，V1、V2 分别为测定液中

pH=2 和 4 时所用的 NaOH 溶液的体积(mL)，c 为

NaOH 的浓度(mol·L1)。结果显示，滴定至 pH=2

时，所消耗的 NaOH V1 为 42.35 mL，pH=4 时，

V2 为 59.76 mL，计算得到 DS=8.4。 

 
图 2  羧甲基茯苓多糖的柱层析吸光度 

Fig. 2  Absorbance value of column chromatography of 
carboxymethylpachymaran 

2.6  PPS 和 CMP 的红外光谱分析 

PPS 主要由 β(1→3)-D-葡聚糖组成，其本身

生物活性较低。为了提高其抗肿瘤活性，可将其

进行羧甲基化的结构改性，得到具有较高抗肿瘤

活性的 CMP。分别称取干燥的 PPS 与精制的 CMP

各 1 mg 与 KBr 粉末压片，在 4 000~400 cm1 内进

行红外扫描，结果见图 3。3 600~3 200 cm1 间峰

形较宽的吸收峰由糖链非游离 O-H 键的伸缩振动

产生，3 000~2 800 cm1间的吸收峰由糖类甲基、亚

甲基 C-H 键的伸缩振动产生，1 200~1 000 cm1 之

间的特征吸收峰证明糖链中含有吡喃环结构。

890 cm1 附近为 β-吡喃糖特征吸收峰。CMP 

890 cm1 的 β-吡喃糖特征吸收峰减弱，但出现

1 594 cm1 左右的吸收峰，该吸收峰为羧甲基特征

吸收峰，由 C=O 的非对称伸缩振动产生。IR 结果

表明，PPS、CMP 多糖分子中的葡萄糖单元是以

β-吡喃型糖苷键相连，在 CMP 多糖分子中存在

-CH2COO-基团。 

2.7  PPS 和 CMP 的 1H-NMR 分析 

分别取适量干燥的 PPS 与精制的 CMP 溶于

D2O，500 MHz 频率照射，20 ℃下核磁共振仪记

录图谱，结果见图 4。δ3.5~4.0 为 C2-C6 质子堆积

峰。在 CMP 的 1H-NMR 中，在 δ 为 4.2~4.5 间出

现了羧甲基(-OCH2COO-)中质子的信号峰。 

2.8  PPS 和 CMP 对 HepG-2 细胞的毒性 

取对数生长期的 HepG-2 细胞，消化离心，弃

去上清液，重悬使细胞密度为 1 mL 5×104 个，将

细胞接种于 96 孔板中，每孔 100 µL，放入培养箱

中培养 24 h，将 PPS 与 CMP 稀释成不同浓度的溶

液，加入 96 孔板中，孵育 24，48 h 后，每孔加入

20 µL MTT 溶液(浓度为 5 mg·mL1)，培养箱中孵 
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图 3  茯苓多糖(A)、羧甲基茯苓多糖(B)的红外光谱图 

Fig. 3  IR spectrogram of pachyman polysaccharides(A) and 
carboxymethylpachymaran(B) 

育 4 h。将 MTT 溶液小心吸出，每孔加入 150 µL 

DMSO，震摇 10 min 后采用酶标仪测定各样品在

490 nm 下的吸光度值(A)，并按以下公式计算细胞

存活率：细胞存活率=(A 样品A 空白)/(A 对照A 空白)× 100%。

结果见表 2，PPS 处理过后的细胞，存活率均>80%，

说明 PPS 对 HepG-2 细胞的增殖几乎没有抑制作

用；而 CMP 处理过的细胞，CMP 浓度越大，作

用时间越长，细胞存活率越小，说明 CMP 的抗肿

瘤活性具有浓度依赖性，相对于 PPS 而言，其细

胞毒性较大。采用 SPSS 19.0 计算 IC50 值，作用

48 h 后，CMP 的 IC50 值为 210.2 µg·mL1。 

 
图 4  茯苓多糖(A)、羧甲基茯苓多糖(B)的 1H-NMR 图谱 
2~6C2~C6 质子堆积峰；7羧甲基(-OCH2COO-)中质子的信号峰。 

Fig. 4  1H-NMR spectrogram of pachyman polysaccharides (A) 
and carboxymethylpachymaran(B) 
26proton peak of C2C6; 7proton peak of carboxymethyl(-OCH2COO-). 

3  讨论 

多糖在强酸作用下，会水解成为单糖，并迅

速脱水成为糠醛，生成的糠醛能与酚类物质发生

缩合反应，生成有色物质，在 490 nm 条件下有最

大吸收，且反应迅速、完全[8]。以这一反应为基础，

本实验建立了 PPS 含量测定的方法，其操作简单、

精密度良好、重复性高、稳定性佳、回收率优，

适用于糖类物质的含量测定。本实验所采用的提

取方法能提取出碱溶性 PPS，且总糖含量高达

95.96%，可用于后续 CMP 的制备纯化。CMP 的 

表 2  茯苓多糖与羧甲基茯苓多糖的细胞存活率(n=4) 

Tab. 2  Cell viability of pachyman polysaccharides and carboxymethylpachymaran(n=4)                            % 

浓度/ 

μg·mL1 

茯苓多糖 24 h 茯苓多糖 48 h 羧甲基茯苓多糖 24 h 羧甲基茯苓多糖 48 h 

细胞存活率 RSD 细胞存活率 RSD 细胞存活率 RSD 细胞存活率 RSD 

0 100.00 1.86 100.00 5.29 100.00 2.15 100.00 3.09 

10 87.58 2.17 87.05 3.00 85.31 3.22 88.12 2.79 

20 84.06 1.88 85.07 3.83 83.83 3.10 81.44 0.66 

50 85.49 1.65 83.35 2.57 78.83 1.60 66.062) 1.83 

100 82.75 2.68 82.98 2.18 75.051) 3.80 59.872) 6.01 

200 81.75 4.60 82.23 2.96 73.291) 6.50 51.642) 7.37 

500 81.35 1.78 81.39 3.21 58.331) 5.01 48.222) 1.28 

1 000 81.93 0.96 80.94 3.22 58.281) 3.09 19.792) 14.99 

注：与茯苓多糖 24 h 比较，1)P<0.01；与茯苓多糖 48 h 比较，2)P<0.01。 

Note: Compared with pachyman polysaccharides 24 h, 1)P<0.01; compared with pachyman polysaccharides 48 h, 2)P<0.01. 
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制备方法主要有水媒法与溶媒法，水媒法是指将

PPS 溶于稀碱液后，加入卤代酸水溶液，在适宜的

温度下进行醚化反应；溶媒法则是将 PPS 悬浮分

散在有机溶剂中，加入一定浓度的碱液碱化后，

再加入卤代酸，适宜温度下进行醚化反应。溶媒

法主要以有机溶剂为介质，反应均匀、稳定，而

水媒法副反应较多，同时在酸化的过程中会产生

大量黏稠物，后处理困难，所以本实验采用溶媒

法[9]。 

根据文献报道，未经修饰改性的 PPS 对肿瘤

的抑制率仅为 0~3%，而改性后的 PPS 生物活性将

提高[10]。从本实验可以看出，PPS 对 HepG-2 细胞

的抑制作用较小，而 CMP 在高浓度条件下对

HepG-2 细胞表现出较大的细胞毒性，说明经过此

方法得到的 CMP 具有较好的抗肿瘤活性，具有良

好的开发价值与应用前景。 
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