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柳蘑多糖对肿瘤细胞增殖抑制作用的研究 
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摘要：为了研究提取溶剂酸碱性对柳蘑多糖的制备及抑制肿瘤细胞增殖的影响，本文利用稀酸、蒸馏水和稀碱溶剂分别制备三

种柳蘑多糖（SPAP1、WPAP1 和 JPAP1），经过脱蛋白对应得到三种脱蛋白的柳蘑多糖（SPAP2、WPAP2 和 JPAP2），分别考察柳蘑

多糖提取率和纯度的变化以及对肿瘤细胞增殖抑制作用的影响，并采用红外光谱仪初步分析柳蘑多糖的结构差异。研究表明，提取溶

剂酸碱性对柳蘑多糖的提取率及纯度均有显著影响，其中 JPAP1 的提取率最高，为 11.02%，SPAP2 的纯度最高，为 73.91%。SPAP2

对肿瘤细胞增殖抑制效果显著高于其它柳蘑多糖（p<0.05），并与多糖浓度和给药时间成量效关系。其中 SPAP2 对 Hela 细胞的增值抑

制效果最好，抑制率为 90.88%；红外光谱分析 SPAP2 在 1078±4 cm-1和 759.83±5 cm-1处有较强的吸收峰，表明 SPAP2 中 C-O-H 或

C-O-C 和环氧基团含量高于其它柳蘑多糖。本论文结果为深入开发柳蘑多糖产品及进一步研究柳蘑多糖诱导肿瘤细胞凋亡机制提供理

论依据。 

关键词：柳蘑；多糖；提取溶剂酸碱性；肿瘤细胞 

文章篇号：1673-9078(2017)9-56-62                                            DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2017.9.008 

Inhibitory Effect of Polysaccharides from Pholiota adiposa on Tumor Cell 

Proliferation 
ZHOU Cong1, SUN Yue1, LI De-hai1, GU Jia-lin1, GONG Jin-hua2 

(1. College of Forestry, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China) (2. Concord Alliance Limite, Hong Kong 
999077, China) 

Abstract: To study the effects of extraction solvent acidity on the preparation of Pholiota adiposa polysaccharides (e.g., yield and purity) 

and their inhibitory effects on tumor cell proliferation, three types of P. adiposa polysaccharides (SPAP1, WPAP1, and JPAP1) were prepared 

using 0.1 mol/L HCl (aq), distilled water, and 0.1 mol/L sodium hydroxide (aq), respectively. The deproteinized P. adiposa polysaccharides 

(SPAP2, WPAP2, and JPAP2) were obtained from the deproteinization of SPAP1, WPAP1, and JPAP1, respectively. The effects of the extraction 

yield and purity of P. adiposa polysaccharides on the proliferation of tumor cells were investigated, and the differences in the structures of P. 

adiposa polysaccharides were preliminarily analyzed by infrared spectrometry. The result indicated that the acidity of the extraction solvent 

considerably impacted the extraction yield and purity of P. adiposa polysaccharides, and the highest extraction yield and the highest purity were 

found in JPAP1 (11.02%) and SPAP2 (73.91%), respectively. The inhibitory effect of SPAP2 on tumor cell proliferation was significantly higher 

than those of other P. adiposa polysaccharides (p<0.05) and dose- and time-dependent effects of polysaccharide treatment were observed. 

SPAP2 exhibited thestrongest inhibitory effect on the proliferation of HeLa cells, with an inhibition rate of 90.88%. Infrared spectroscopy results 

showed that SPAP2 had strong absorption peaks at 1078±4 cm-1 and 759.83 cm-1, which indicated that the content of C-O-H and C-O-C groups 

in SPAP2 were higher than those in other polysaccharides. These results may provide a theoretical basis for further development of P. adiposa 

polysaccharide products and an in-depth study on the mechanism of P. adiposa polysaccharide-induced tumor cell apoptosis. 
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近年来癌症发病率居高不下，目前医学大多采用

药物化疗，但药物本身具有毒副作用较大、水溶性低 
及生物利用效果低等缺点，因此，开发一种安全性强、

毒副性小的新型抗癌药物已成为学者们关注的热点
[1,2]。研究发现，真菌中的天然活性成分多糖具有极佳

的抗肿瘤效果，且又因其无毒副作用等优点而备受国

内外学者的关注[3]。 
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柳蘑(Pholiota adipose)，又名多脂鳞伞、黄伞，属

于层菌纲，磷伞属，在秋季生长于杨柳及桦树的树干

上，单生或丛生，是一种优质食药用真菌，其子实体

或菌丝体中均含有丰富的蛋白质、纤维素、多糖、微

量元素、氨基酸和维生素等多种营养成分[4,5]。研究表

明多糖是柳蘑中主要的活性成分，其具有抗氧化、抗

肿瘤、降血脂、抑菌和调节免疫力等生物活性[6]。目

前，关于柳蘑多糖对体内抗肿瘤活性研究已有少量说

明，蒋晓琴[7]等从柳蘑子实体中提取柳蘑粗多糖，研

究发现高、中、低剂量组柳蘑粗多糖均对小鼠S180 肉

瘤有抑制作用；姜红霞等[8]从柳蘑子实体中提取水溶

性柳蘑多糖，研究发现柳蘑多糖具有一定的体内抗肿

瘤活性且与其结构有一定的关联；赵永勋[9]等从柳蘑

菌丝体中提取柳蘑菌丝体粗多糖，研究发现柳蘑菌丝

体粗多糖对荷瘤小鼠的肿瘤生长有一定的抑制作用且

可能与其增强宿主的免疫功能相关；Hu等[10]从柳蘑菌

丝体中提取并纯化分级得到三种水溶性多糖，研究发

现三种多糖级分均有一定的体内抗肿瘤活性；但有关

柳蘑多糖在体外细胞方面的抗肿瘤研究还未有相关报

道。本实验以柳蘑为原料，研究不同酸碱性提取溶剂

对柳蘑多糖抑制肿瘤细胞增殖及多糖结构的影响，为

进一步研究柳蘑多糖诱导肿瘤细胞凋亡机制及其构效

关系提供了科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

柳蘑子实体，由东北林业大学林学院森林培育实

验室提供。 
人宫颈癌细胞株（HeLa）、人结肠癌细胞株

（Caco-2）购于美国 ATCC；人肝癌细胞株（HepG2）
购自中国科学院上海细胞研究所。 

1.2  试剂与设备 

DMEM 培养液、0.25%胰蛋白酶消化液，Hyclone
公司产品；DMSO，sigma 公司产品；青霉素、链霉

素、果氨酰胺，Gibico 公司产品；胎牛血清，四季青

公司产品；其它试剂均为国产分析纯。 
JA2003 分析天平，上海良平仪器仪表有限公司；

RE-52 旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器公司；

FDU-1200 真空冷冻干燥器，东京理化 EYELA；

BHC-1300IIA2 超净工作台，苏州苏洁净化设备有限

公司；CO2培养箱，Thermo；全自动酶标仪，瑞士哈

美顿公司；XDS-500D 倒置显微镜，上海蔡康光学仪

器有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  柳蘑多糖的制备 
取柳蘑子实体粉末烘干，石油醚（1:4，V/V）浸

泡 12 h 脱脂，挥干溶剂。准确称取三份脱脂后的柳蘑

干粉，按料液比 1:30 分别加入稀酸（0.1 mol/L HCl）、
去离子水和稀碱（0.1 mol/L NaOH），于 45 ℃条件下

浸提 4 h，提取两次，合并提取液，调 pH 至中性，45 ℃
浓缩至原体积的 1/3，流水透析 48 h，加 4 倍体积的

95%乙醇静置过夜（4 ℃），离心，冷冻干燥后依次得

未经纯化的三种柳蘑多糖粉末：酸溶性柳蘑多糖

（SPAP1）、水溶性柳蘑多糖（WPAP1）、碱溶性柳蘑

多糖（JPAP1）；取未经纯化的柳蘑多糖粉溶解，采用

Servge 法[11]脱蛋白 4 次，然后在 5% H2O2、37 ℃条件

下脱色 3 h[12]，经透析、醇沉和冷冻干燥后得纯化后

的柳蘑多糖粉末：酸溶性柳蘑多糖（SPAP2）、水溶性

柳蘑多糖（WPAP2）、碱溶性柳蘑多糖（JPAP2）。 
1.3.2  柳蘑多糖含量的测定 
1.3.2.1  标准曲线的绘制 

采用苯酚硫酸法[13]测定柳蘑多糖含量，得标准曲

线 Y=0.017X-0.156（R2=0.999）。 
1.3.2.2  柳蘑多糖含量的测定 

取 2 mL 多糖提取液，稀释适当倍数后，采用苯

酚硫酸法测吸光度，依公式（1）计算柳蘑多糖的得率。 

%100N(%) ×=
m

CV
多糖得率              （1） 

式中：C 为稀释后提取液中多糖的浓度，V 为稀释后提取

液的体积，N 为提取液的稀释倍数，m 为柳蘑干粉质量。 

取适当多糖以适当蒸馏水复溶后，稀释至一定体

积，采用苯酚硫酸法测吸光度，并以如下公式计算柳

蘑多糖的纯度。 

%100)%( ×=
m

CV
多糖纯度                （2） 

式中：C 为稀释后溶液中多糖的浓度，V 为稀释后溶液的

体积，m 为柳蘑多糖质量。 

1.3.3  柳蘑多糖对肿瘤细胞增殖抑制率的测定 

1.3.3.1  细胞培养 
肿瘤细胞常规接种于含 10%新鲜牛血清的

DMEM 培养液中，37 ℃、5% CO2条件下培养，取对

数生长期的细胞进行试验。 
1.3.3.2  实验分组 

分别检测六种柳蘑多糖对 HeLa、HepG2 以及

Caco-2 细胞增殖的抑制作用。共设 3 个组，分别为细

胞对照组（加 DMEM 培养液、药物组（加含不同浓

度柳蘑多糖的 DMEM 培养液：0.25 mg/mL、0.5 
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mg/mL、0.75 mg/mL、1.0 mg/mL、2.0 mg/mL、3.0 
mg/mL、4.0 mg/mL、5.0 mg/mL 和 6.0 mg/mL）以及

阳性药物组（加含 0.15 mg/mL 5-氟尿嘧啶的 DMEM
培养液：5-Fu），每组设 6 个平行复孔。 
1.3.3.3  四甲基偶氮唑蓝还原法（MTT）比色法 

根据文献[14]稍作修改。取处于对数生长期的肿瘤

细胞，以 0.25%胰蛋白酶消化成单细胞悬液，调整细

胞浓度为 5×104个/mL，接种于 96 孔板中，每孔 100 
μL，常规培养至细胞贴壁后进行给药处理，继续培养

48 h，每孔加 20 μL MTT，继续培养 4 h，弃去上层培

养液，每孔加 150 μL DMSO，震荡 10 min，用酶标仪

检测其在 490 nm 波长处的 OD 值，按下式计算肿瘤细

胞的增殖抑制率。 
增殖抑制率(%)=(1-药物组 OD 值/对照组 OD

值)×100% 
当 IR>0 时说明药物对细胞增殖具有抑制作用；

当 IR=0 时表明药物对细胞增殖无影响；当 IR<0 时说

明药物对细胞增殖具有促进作用。 
1.3.3.4  柳蘑多糖的红外光谱分析 

采用 KBr 压片法。称取相同质量的 6 种柳蘑多糖

样品，分别加入 100 mg 经过研细处理的干燥 KBr 粉
末，混合研细，压成透明薄片。Vector 22 型红外光谱

仪在 4 000~400 cm-1波数范围内进行测定。红外光谱

仪测定参数：分辨率：4.0 cm-1背景扫描次数：32 次；

检测器：氖化硫三肽。 
1.3.3.5  统计数据的处理 

使用 Origin 8.6 和 SPSS 13 软件对数据进行统计

学分析，MTT 检验做 6 个复孔平行，其他实验均做 3
组平行实验。结果用平均值±标准差表示，用组间方

差分析进行统计分析，采用最小差异显著法进行显著

性比较（p<0.05）。 

2  结果与讨论 

2.1  提取溶剂酸碱性对柳蘑多糖得率及纯度

的影响 

本实验分别采用酸性、中性以及碱性的提取溶剂

提取柳蘑多糖，比较了不同酸碱性的提取溶剂对柳蘑

多糖得率及纯度的影响，同时对柳蘑多糖脱蛋白、色

素前后的得率以及纯度进行了比较，其结果如图 1 所

示。 
 

 
图1 提取溶剂提取溶剂酸碱性对柳蘑多糖得率及纯度的影响 

Fig. 1 Effect of extraction solvent acidity on the yield and purity 

of P. adiposa polysaccharides 

由图 1 可以看出，提取溶剂的酸碱性对柳蘑多糖

的得率及纯度均有显著影响。未经纯化的三种柳蘑多

糖中，JPAP1 得率最高，SPAP1 次之，WPAP1 最低，

可能是柳蘑子实体细胞壁在稀酸、稀碱条件下更容易

胀破从而使得多糖大量释放[15]；SPAP1 纯度最高，

WPAP1 次之，JPAP1 纯度最低，可能是蛋白等物质在

碱性条件被释放进而降低了柳蘑多糖的纯度。三种柳

蘑多糖经脱蛋白、色素后其多糖得率降低与纯度提高

的程度也不尽相同，其中 SPAP2 纯度提升幅度最大，

达到 73.91%，同时其得率降低幅度最小，仅降低了

2.65%，而 JPAP2 纯度提升最少，得率下降最大，可

能是蛋白在碱性条件下更容易与多糖结合形成糖蛋白

进而增加了多糖纯化的难度。 

2.2  柳蘑多糖对抑制Hela细胞增殖的影响 

本实验以 Hela 细胞为研究目标，采用 MTT 法检

测 Hela 细胞经六种柳蘑多糖作用 48 h 后的增殖抑制

情况，结果如图 2 所示。 

 
图2 不同柳蘑多糖对Hela细胞增殖抑制的影响 

Fig. 2 Effects of different P. adiposa polysaccharides on HeLa 

cell proliferation 
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由图 2 可以看出，六种柳蘑多糖对 Hela 细胞的增

殖均有显著的抑制作用，且在 0.25~6 mg/mL 范围内均

随着多糖浓度的增加而增强。在未脱蛋白前，三种柳

蘑多糖（WPAP1、SPAP1 和 JPAP1）对 Hela 细胞增

殖的抑制作用并无显著的差异（p>0.05），经脱蛋白、

色素纯化后，在相同多糖浓度的条件下，SPAP2 对

Hela 细胞增殖的抑制率明显高于 WPAP2 与 JPAP2 两

种柳蘑多糖（p<0.05），并于多糖浓度为 5 mg/mL 时

抑制效果达到最佳，为 60.06±1.93%。可能是柳蘑多

糖经脱蛋白、色素纯化后，不仅提高了柳蘑多糖纯度，

而且还提高了柳蘑多糖中某些具有良好抗肿瘤活性的

官能团含量[16]。 
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2.3  不同柳蘑多糖对抑制 Caco-2 细胞增殖的

影响 

本实验以 Caco-2 细胞为研究目标，采用 MTT 法

检测 Caco-2 细胞经六种柳蘑多糖作用 48 h 后增殖抑

制情况，结果如图 3 所示。 

 
图3 不同柳蘑多糖对Caco-2细胞增殖抑制的影响 

Fig. 3 Effect of different P. adiposa polysaccharides on Caco-2 

cell proliferation 

由图 3 可以看出，在 0.25~6 mg/mL 浓度范围内，

碱溶性柳蘑多糖以及酸溶性柳蘑多糖均具有显著的抑

制 Caco-2 细胞增殖的效果，而水溶性柳蘑多糖则没有

表现出抑制 Caco-2 细胞增殖的效果（p<0.05），其原

因可能是水溶性柳蘑多糖中不含能抑制 Caco-2 细胞

增殖的官能团。在相同多糖作用浓度条件下，SPAP2
对 Caco-2 细胞增殖的抑制效果明显高于其它柳蘑多

糖。在低浓度时，SPAP2 对 Caco-2 细胞增殖的抑制效

果随浓度的增大而增强，于 0.5 mg/mL 是达到最高，

为 32.53±1.11%，超出该浓度范围后，其对 Caco-2 细

胞的增殖抑制效果随浓度的增大而降低。可能是碱溶

性柳蘑多糖和酸溶性柳蘑多糖中既含有能抑制

Caco-2 细胞增殖的官能团，同时也存在能干扰其发挥

作用的官能团，两者在不同的多糖浓度条件下发挥的

作用强弱也不同，如长春新碱能抑制骨髓基质细胞增

殖，而黄精多糖能干预长春新碱发挥作用[17]。 

2.4  不同柳蘑多糖对抑制 HepG-2 细胞增殖的

影响 

本实验以 HepG-2 细胞为研究目标，采用 MTT 法

检测 HepG-2 细胞经六种柳蘑多糖作用 48 h 后增殖抑 
制情况，结果如图 4 所示。 

 
图4 不同柳蘑多糖对HepG-2细胞增殖抑制的影响 

Fig. 4 Effect of different P. adiposa polysaccharides on HepG-2 

cell proliferation 

由图 4 可以看出，在 0.25~6 mg/mL 浓度范围内，

碱溶性柳蘑多糖以及酸溶性柳蘑多糖均具有显著的抑

制 HepG-2 细胞增殖的效果，而水溶性柳蘑多糖则没

有表现出抑制 HepG-2 细胞增殖的效果（p<0.05），其

原因可能是水溶性柳蘑多糖中可能含有能促进

HepG-2 增殖的官能团。其中，SPAP2 对 HepG-2 细胞

增值抑制效果明显高于其它五种柳蘑多糖，且与多糖

浓度成量效关系，在 0.25~1 mg/mL 浓度范围内随多糖

浓度的增大而增强，于多糖浓度为 1 mg/mL 时达到最

佳，为 32.73±1.27%，当多糖浓度超出 1 mg/mL 时则

随多糖浓度的增大而降低。分析其原因可能是 HepG-2
中能与 SPAP2 相结合的分子有限，只能与一定量的

SPAP2 相结合进而发挥出抑制细胞增殖的效果，当

SPAP2 的量超出其最大结合量时，则会反过来抑制其

表达，这与同一浓度条件下黄芪多糖对鼻咽癌 CNE-2
细胞吸光度的影响随时间变化的趋势相一致[18]。 

2.5  时间对 SPAP2 抑制人体肿瘤细胞增殖的

影响 

以筛选出的抑制三种肿瘤细胞增殖效果最佳的

SPAP2 为研究对象，分别以浓度为 0.5 mg/mL、1 
mg/mL、5 mg/mL 的 SPAP2 作用 Caco-2 细胞、HepG-2
细胞、Hela 细胞，利用 MTT 法检测三种肿瘤细胞在
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1~7 d 时间范围内的增殖抑制率，研究时间对 SPAP2
对肿瘤细胞增殖抑制效果的影响，其结果如图 5 所示。 

 
图5 时间对SPAP2抑制肿瘤细胞增殖的影响 

Fig. 5 Effect of SPAP2 treatment time on tumor cell 

proliferation  

注：a，时间对 SPAP2 抑制 Caco-2 细胞增殖的影响；b，

时间对 SPAP2 抑制 HepG-2 细胞增殖的影响；c，时间对 SPAP2

抑制 Hela 细胞增殖的影响。 

由图 5a 所示，在最佳药物浓度 0.5 mg/mL 的条件

下，SPAP2 对 Caco-2 细胞增殖的抑制作用随时间的增

加而增强，于第 7 d 时达到最佳，为 68.02±1.36%，与

白毛藤多糖对人卵巢癌细胞（SKOV3）增殖的抑制作

用随时间延长而增强的趋势一致，可能是 SPAP2 是通

过激活或抑制 Caco-2 细胞中某分子的表达进而达到

抑制 Caco-2 细胞增殖的效果[19]，在此过程中 SPAP2
并不会产生消耗，故而其抑制 Caco-2 细胞增殖的效果

会随时间的延长而增强；由图 5（b）所示，在最佳药

物浓度 1 mg/mL 的条件下，SPAP2 对 HepG-2 细胞增

殖的抑制作用随时间的增加而降低，在第 1 d 时效果

最佳，为 30.62±1.77%，可能 SPAP2 是通过与 HepG-2
细胞中某分子结合得到一种能抑制 HepG-2 细胞增殖

的新分子，由于 SPAP2 的消耗未得到补充，因此其抑

制效果会随时间的延长而下降；由图 5（c）所示，在

最佳药物浓度 5 mg/mL 的条件下，SPAP2 对 Hela 细
胞增殖的抑制作用先随时间的增加而增强，超出一定

时间范围后再随时间的增加而降低，于第 4 d 时效果

达到最佳，为 90.88±0.92%，可能 SPAP2 是通过激活

Hela 细胞中分子表达进而达到抑制 Hela 细胞增殖的

效果，初始时 SPAP2 的量远高于 Hela 细胞中分子的

量，故随着时间的延长，其抑制 Hela 细胞增殖的效果

也逐渐增强，然而随着时间的延长，Hela 细胞不断增

殖，Hela 细胞中该分子的量也不断增加，当与 SPAP2
的量达到平衡后，SPAP2 已无法再通过激活更多的分

子达到抑制 Hela 细胞增殖的效果，故 SPAP2 对 Hela
细胞增殖的抑制作用先随时间的延长而增强，当超过

一定时间范围后则会随时间的延长而逐渐下降。 

2.6  柳蘑多糖红外光谱（IR）分析 

对比分析 SPAP1、SPAP2、WPAP1、WPAP2、JPAP1
和 JPAP2 等 6 种多糖红外图谱结果如下（图 6）。 

 
图6 柳蘑多糖红外光谱分析 

Fig. 6 FTIR analysis of the polysaccharides from P. adiposa 

如图 6 所示，6 种柳蘑多糖红外光谱中的特征吸

收峰存在一定差异。6 种多糖在 3415±6 cm-1处均有强

吸收峰，说明其存在分子间或分子内氢键，是由 O-H
伸缩振动引起的[20]；6 种多糖在 2927±5 cm-1处存在中

强强吸收峰，是由糖链中次甲基（-CH2-）C-H 伸缩振

动吸收，其中 WPAP2 的吸收峰最强，说明 WPAP2
较其它 5 种柳蘑多糖含有更多的（-CH2-）-CH 结构，

以上两种基团的吸收峰均为多糖的特征吸收峰[21]。在

1078±4 cm-1处 6 种多糖存在较强吸收峰，是糖分子中

两种 C-O 键的变角振动吸收，包括 C-O-H 和 C-O-C
键，其中 SPAP2 在此处的吸收强度明显大于其它 5 种

柳蘑多糖，故推测柳蘑多糖对肿瘤细胞增殖抑制效果

60 
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可能与 C-O-H 和 C-O-C 两种官能团有关。在 1639±8 
cm-1处 6 种多糖存在较强吸收峰，为酰胺基团的特征

吸收峰；在 1410 cm-1附近 6 种多糖存在较弱吸收峰，

为 C-H 的弯曲振动；SPAP2 在 759.83 cm-1处有较弱吸

收峰，为环氧化合物的特征吸收峰，推测是否具有环

氧化合物可能与抗肿瘤活性强弱有关。 

3  结论 

本论文结果表明提取溶剂酸碱性对柳蘑多糖的制

备及抗肿瘤作用有显著影响。酸性和碱性溶剂均能够

提高柳蘑多糖的提取率及且有利于多糖的纯化。

SPAP2 对肿瘤细胞增殖的抑制效果显著高于其它 5 种

柳蘑多糖（p<0.05），并且与多糖浓度和给药时间成量

效关系。其中，SPAP2 对 Hela 细胞的增值抑制效果最

好，在一定浓度范围内抑制效果随着多糖浓度和给药

时间的增加而增强，抑制率最高可达 90.88%；红外光

谱分析 SPAP2 在 1078±4 cm-1和 759.83 cm-1处有较强

的吸收峰，表明 SPAP2 中 C-O-H 或 C-O-C 和环氧基

团含量高于其它 5 种柳蘑多糖，初步推测 SPAP2 抗肿

瘤活性可能与其官能团含量相关。本论文为进一步研

究柳蘑多糖诱导肿瘤细胞凋亡机制及其构效关系提供

了科学依据。 
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