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摘 � 要: 研究桦褐孔菌多糖对肿瘤细胞增殖的抑制和对荷瘤裸鼠的体内抑瘤作用。采用 MTT 法

检测桦褐孔菌多糖对 Jurkat 和 Daudi细胞增殖的影响,建立 Jurkat 荷瘤裸鼠模型, 研究给药后对

荷瘤裸鼠的抗肿瘤作用。表明桦褐孔菌多糖在体外具有直接杀死 Jurkat 和 Daudi肿瘤细胞的作

用, 最高抑制率分别为 62� 29%和 66� 42%, 具有良好的剂量�效应关系, 同时具有显著的体内抗肿

瘤活性,大小剂量对 Jurkat荷瘤的抑制率分别为 43� 52%和 57� 48% ,并且能显著提高裸鼠的脾脏

指数,表明桦褐孔菌多糖具有显著的抗肿瘤活性和增强免疫功能。

关键词: 桦褐孔菌;多糖;抗肿瘤

中图分类号: Q 53 文献标识码: A

Study on Anti�Tumor Activities of Polysaccharides

from Inonotus obliquus
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Abstract:T he research aimed to study the anti�tumo r effect of po lysaccharides f rom Inonotus

obliquus ( IOP) on tumor cell pr oliferat ion in v it ro and on tumo r�bear ing nude m ice in vivo. T he

effect of po lysaccharides f rom Inonotus obliquus ( IOP ) on tumor Jurkat and Daudi cell

pr oliferat ion w as measured by M T T assay. T he model of jurkat tumor�bearing nude w as

established. T he ant i�tumor ef fect of IOP on tumor�bear ing nude m ice in vivo w as studied. T he

result show ed that IOP could kill jurkat and daudi tumor cell dir ect ly in vit ro. The highest

inhibit ion rate w as 62. 29% and 66. 42%, respect ively, w hich show ed an excellent dose�response
relation. Similarly, IOP also show n the obvious ant i�tumor act ivities in v iv o. The inhibit ion rate

at low and high dose w ere 43. 52% and 57. 48%, respectiv ely . IOP increased obviously the spleen

index . It w as concluded that IOP had obvious ant i�tumo r act iv it ies and improved immunological

funct ion.
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� � 桦褐孔菌( I nonotus obl iquus )是一种应用很广

泛的药用真菌, 主要寄生于白桦树、银桦、赤杨等的

树干或树皮下, 菌丝体极其耐寒, 能耐受- 40 � 的

低温, 主要分布在北纬 45~ 50 � 地区的北美、芬
兰、波兰、俄罗斯的西伯利亚及远东部分地区、中国

的黑龙江和吉林、日本的北海道等国家和地区 [ 1]。

桦褐孔菌多糖具有抗肿瘤活性
[ 2- 4]
、降血糖活性

[ 5]
、

免疫调节活性
[ 6- 8]
、抗氧化、降血脂等功能, 因此在

医药工业上有着广阔的应用前景。作者从桦褐孔

菌多糖制备入手, 研究桦褐孔菌多糖的抗肿瘤活

性, 为其在医药、保健食品等领域的应用奠定理论

基础。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
桦褐孔菌: 购自黑龙江亚布力土产公司, 经常

熟理工学院冀宏研究员鉴定为担子菌亚门、多孔菌

科桦褐孔菌褐卧孔菌属。

Jurkat 细胞(人 T 淋巴细胞白血病细胞株)、

Daudi细胞(人 B淋巴细胞瘤细胞) : 中国人民解放

军军事医学科学院惠赠。

Balb/ c�nu/ nu裸鼠:雌雄各半, 3~ 5周龄,体重

( 20 � 2) g,购自中国人民解放军军事医学科学院实

验动物中心,实验室适应性喂养 3 d后开始实验。

1� 2 � 主要试剂
小牛血清: Sigma 公司产品; RPM I1640培养

液: 美国 Gibco 公司产品; 四氮甲基偶氮哇盐

( M TT ) : Sigma 公司产品; 二甲基亚砜 ( DM SO ) :

Sigma公司产品; 5�氟脲嘧啶: 上海旭东海普药业有

限公司产品; 葡萄糖、苯酚、浓硫酸、乙醇等均为分

析纯。

1� 3 � 主要仪器
DJ�04粉碎机: 上海淀久中药机械制造有限公

司生产; RE- 52A 型旋转蒸发仪: 上海亚荣生化仪

器公司生产; 752型紫外�可见分光光度计: 上海精

密科学仪器有限公司生产; FA1104 电子分析天平:

上海天平仪器厂生产; LD4�ZA 型离心机: 北京医用

离心机厂生产; SHB�B循环水式真空泵: 郑州长城

科工贸公司生产; LGJ�10冷冻干燥仪: 南京百思威

科技有限公司生产; DG3022 型酶标仪: 美国 Bio

Rad公司生产; Nu �3500型 CO 2培养箱:德国 Nua�
ice公司生产。

1� 4 � 试验方法
1� 4� 1 � 原料预处理 � 桦褐孔菌首先经过机械破碎
使其粉碎成较细小的粉末,以便它与下一步的提取

剂有更大的接触面积, 使多糖最大限度地提取和保

留。桦褐孔菌经过粉碎后,过 40目筛, 用体积分数

为 80%的乙醇溶液在 70 � 条件下回流 2次,每次 3

h,这样可以有效的去除部分醇溶性物质, 然后1 000

r/ m in 离心 20 m in,去除上清液,沉淀在 60 � 真空
干燥,得到预处理桦褐孔菌粉。

1� 4� 2 � 桦褐孔菌多糖的制备 � 取经过处理的桦褐
孔菌粉,以水作为溶剂提取多糖, 提取液离心去掉

沉淀,合并滤液, 减压浓缩, 在滤液中加体积分数

95%乙醇,使乙醇体积分数达到 80% ,静置过夜, 次

日经过离心后收集沉淀, 用乙醇洗涤 3次, 冷冻干

燥。将冷冻干燥后的桦褐孔菌粗多糖分别加入一

定量的去离子水溶解,用 Sevag 法去除游离蛋白:将

Sevag 试剂( V (氯仿) � V (丁醇) = 4 � 1)加入样品

中, 体积为样品体积的 1/ 4, 充分震荡, 离心( 3 000

r/ m in, 30 min)去除蛋白质形成的沉淀,重复 6 次。

上清液浓缩后流水透析 2 d, 去离子水透析 2 d, 离

心( 3 000 r/ min, 30 m in) , 浓缩, 冷冻干燥, 得到纯

化的桦褐孔菌多糖备用。

1� 4� 3 � 细胞培养 � 在 RPMI1640培养基中加体积

分数为 10%的小牛血清, 在 37 � ,体积分数为 5%

的 CO2孵箱中对 Jurkat、Daudi肿瘤细胞常规培养,

隔天传代,调整细胞生长状态, 取对数生长期、生长

良好的细胞,再调整细胞密度为 2 � 106个/ mL 进行

实验。

1� 4� 4 � 桦褐孔菌多糖对肿瘤细胞增殖的影响
MT T 比色法 � 取对数生长期的 Jurkat 细胞和

Daudi细胞(细胞悬浮液浓度为 2 � 106个/ mL) , 每

孔 100 �L, 接种于 96 孔塑料培养板内, 静止培养

12 h后,对照组不加桦褐孔菌多糖, 样品组每孔内

分别加入桦褐孔菌多糖使其终质量浓度分别为

0� 7、2� 3、7、70、200 �g/ mL, 每个浓度设 3个平行

孔, 然后将培养板移入 C02培养箱中,在 37 � ,体积

分数 5% CO 2以及饱和湿度条件下培养 48 h 后, 每

孔内分别入 MT T 试剂 20 �L, 其终质量浓度为 500

mg / L。37 � 继续孵育 4 h后,终止培养, 吸取弃除

上清液后,每孔加入 150 �L 二甲基亚砜( DMSO) ,

轻轻振荡 10 min,使 MTT 还原产物完全溶解, 用酶

标仪在 570 nm 处测定对照组和样品组各孔吸光度

( OD)值,按以每组 3个孔的平均值作为各组的平均

OD值,根据下列公式计算肿瘤细胞 Jurkat和 Dau�
di的抑制率

[ 9]
。

细胞抑制率( Inhibit ion Rat io , IR) ( % ) = ( 1-

样品组 OD值/对照组 OD值) � 100
1� 4� 5 � Jurkat 荷瘤裸鼠模型的建立 � Balb/ c�nu/
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nu裸鼠放置在空气净化室饲养, 室内温度保持( 25

� 2) � ,全部实验过程达到无特定病原体( Specif ic

Pathogen Free, SPF)条件, 自由摄入无菌水和灭菌

标准饲料, 观察一周后, 经过 Co60 照射 (剂量 200

cGy) 3 d后,在裸鼠背部皮下接种经过培养的 Jur�
kat细胞( 2 � 106个/ mL) 0� 2 mL/只, 每只小鼠 2个

注射点,每天观察裸鼠体质量和肿瘤形成情况。5 d

后接种区皮下开始出现结节, 裸鼠皮下形成约 5

mm 大小隆起,荷瘤鼠模型建立, 成瘤率 100%。

1� 4� 6 � 动物分组及给药 � 用 9 g/ L 生理盐水稀释

至 Jurkat 细胞数为 2 � 106个/ mL, 无菌条件下用

其对 40只小鼠进行右腋下接种( 0� 2 mL/只) ,每组

10只。次日将接种裸鼠随机分为阴性对照组(灌胃

10 mL/ ( kg � d)生理盐水) , 阳性对照组(灌胃 5�氟
尿嘧啶 20 mg/ ( kg � d) ) , 桦褐孔菌多糖大剂量组

(灌胃 100 mg/ ( kg � d) ) , 小剂量组(灌胃 50 mg/

( kg � d) ) 。连续喂养 10 d并称重。

1� 4� 7 � 桦褐孔菌多糖对 Jur kat 肉瘤裸鼠的抑制作

用 � 连续喂养 10 d并称重,脱颈致死并解剖剥取瘤

块称重,根据下列公式计算抑制肿瘤率。

肿瘤抑制率= ( (阴性对照组平均瘤质量- 实

验组平均瘤质量) / 阴性对照组平均瘤质量] �

100%

1� 4� 8 � 桦褐孔菌多糖对 Jur kat 肉瘤裸鼠免疫器官

的影响 � 喂养 10 d脱颈致死并解剖剥取脾脏称重,

根据下列公式计算脾脏指数。

脾脏指数= 脾脏重量( mg) /体重( g)

1� 4� 9 � 桦褐孔菌多糖对 Jur kat 肉瘤裸鼠单核巨噬

细胞吞噬功能的影响 � 连续给药 10 d, 末次给药 30

min后, 每只裸鼠尾静脉注射稀释 10倍的中华墨汁

生理盐水( 0� 1 mL/ 10 g 体重)。注射墨汁后 5 m in

和 25 min时,用定量采血管分别在裸鼠眼眶后静脉

丛取血 20 �L, 迅速放入含有 2 mL 质量分数为

0� 1% Na2 CO3的试管中, 摇匀, 置分光光度计 680

nm 波长处分别测定光密度值, 按下式计算吞噬指

数 K
[ 10- 11]

。

1� 4� 10 � 数据统计分析 � 数据以平均数和标准偏
差( x � sd)表示, Duncan 程序进行多重比较。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 桦褐孔菌多糖体外对肿瘤细胞增殖的影响
研究不同质量浓度的桦褐孔菌多糖对肿瘤细

胞 Jurkat 和 Daudi的增殖的影响。从表 1 和表 2

可以看出: 桦褐孔菌多糖对肿瘤细胞 Jurkat 和

Daudi的增殖具有明显的直接抑制作用, 抑制率分

别从 6� 89% 增加到 62� 29% 和 20� 23% 增加到
66� 42%, 随着多糖质量浓度的增加呈现出作用增

强的趋势,具有量效依赖性, 与对照组相比有显著

性差异( p < 0� 01) , 差异具有统计学意义, 其有效剂

量为 7 �g/ mL。

表 1 � 桦褐孔菌多糖对 Jurkat细胞增殖的影响

Tab. 1 � Effect of polysaccharides from Inonotus obliquus on

jurkat cell proliferation in vitro(x � s, n= 3)

组别
质量浓度/

(�g/ mL)
A 570 mm

抑制

率/ %

对照组 0 1. 233� 0. 003 0

0. 7 1. 148� 0. 053 6. 89

2. 3 1. 038� 0. 003a 15. 82

7� 0 0. 931� 0. 016b 24. 49

桦褐孔菌多糖组 23 0. 666� 0. 013b 45. 99

70 0. 523� 0. 006b 57. 58

200 0. 465� 0. 007b 62. 29

� 注:与对照组比较, a: p < 0� 05; b: p < 0� 01

表 2 � 桦褐孔菌多糖对 Daudi细胞增殖的影响

Tab. 2 � Effect of polysaccharides from Inonotus obliquus on

daudi cell proliferation in vitro( x� s, n= 3)

组别
质量浓度/

(�g/ mL)
A 570 mm

抑制

率/ %

对照组 0 1� 087� 0� 021 0

0. 7 0� 867� 0� 006b 20. 23

2. 3 0� 630 � 0� 010 b 42. 04

7� 0 0� 523� 0� 058b 51. 89

桦褐孔菌多糖组 23 0� 393� 0� 006b 63. 85

70 0� 373� 0� 006b 65. 69

200 0� 365� 0� 007b 66. 42

� 注:与对照组比较, b: p< 0� 01

2� 2 � 桦褐孔菌多糖对 Jurkat荷瘤裸鼠一般状态的

影响

观察发现,桦褐孔菌多糖大、小剂量组裸鼠在

治疗期间活动度佳, 食欲好, 而阴性对照组食欲不

佳, 活动度差, 5�氟尿嘧啶组裸鼠明显消瘦, 一般状

态较差。

2� 3 � 桦褐孔菌多糖体内对 Jurkathel荷瘤裸鼠的抑

瘤作用

桦褐孔菌多糖对 Jurkat荷瘤裸鼠的抑制作用

结果见表 3。从表 3 可以看出: 桦褐孔菌多糖对

Jurkat荷瘤裸鼠具有明显的抑制作用, 与阴性对照

组相比较有显著性差异( P< 0� 01) , 差异具有统计
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学意义, 桦褐孔菌多糖大、小剂量组的肿瘤抑制率

分别为 57� 48%, 43� 52%。
表 3� 桦褐孔菌多糖对 Jurkat荷瘤裸鼠的抑瘤作用 (x � s, n

= 10)

Tab. 3 � Anti�tumor ef fect of polysaccharides from Inonotus

obliquus on Jurkat tumor� bearing nude mice in vivo

(x � s, n= 10)

组别
动物
数/只

剂量/
( mg / kg )

瘤质量/
g

抑制
率/ %

对照组 10 - 3� 47 � 0� 04 -

5�Fu 10 20 1� 46 � 0� 03b 57. 93

桦褐孔菌
多糖低剂量组

10 50 1� 96 � 0� 05b 43. 52

桦褐孔菌
多糖高剂量组

10 100 1� 51 � 0� 02 b 57� 48

� 注:与对照组比较, b: P< 0� 01

2� 4 � 桦褐孔菌多糖对 Jurkat荷瘤裸鼠免疫器官的

影响

桦褐孔菌多糖对 Jurkat 荷瘤裸鼠脾脏的影响

结果见表 4。接种 Jurkat肉瘤瘤株各组裸鼠的脾脏

指数均有不同程度的增高,与阴性对照组比较, 5�氟
脲嘧啶组的脾脏指数高于阴性对照组 ( P< 0� 05) ,
两个剂量组的脾脏指数都明显高于阴性对照组, 高

剂量组达到了极显著差异( P< 0� 01) , 表现出剂量
依赖关系,说明桦褐孔菌多糖具有良好的保护裸鼠

免疫器官的作用。

表 4� 桦褐孔菌多糖对 Jurkat 荷瘤裸鼠免疫器官的影响 ( x

� s, n= 10)

Tab. 4 � Effect of polysaccharides from Inonotus obliquus on

immune organ of Jurkat tumor�bearing nude mice in

vivo(x � s, n= 10)

组别
动物
数/只

剂量/
( mg/ kg)

脾脏指数/
( mg / g )

对照组 10 3� 68 � 0� 89

5�Fu 10 20 4� 61 � 1� 43a

桦褐孔菌
多糖低剂量组

10 50 4� 91 � 1� 51a

桦褐孔菌
多糖高剂量组

10 100 5� 23 � 1� 03b

� 注:与对照组比较, a: p < 0� 05; b: P< 0� 01

2� 5 � 桦褐孔菌多糖对 Jurkat肉瘤裸鼠单核巨噬细

胞吞噬功能的影响

桦褐孔菌多糖对 Jurkat 肉瘤裸鼠单核巨噬细

胞吞噬功能的影响结果见表 5。结果表明: 桦褐孔

菌多糖可以显著提高裸鼠的免疫吞噬指数 ( P <

0� 01) ,揭示桦褐孔菌多糖对 Jurkat 肉瘤裸鼠单核

巨噬细胞吞噬功能有明显的增强作用。

表 5 � 桦褐孔菌多糖对 Jurkat 肉瘤裸鼠单核巨噬细胞吞噬

功能的影响(x � s, n= 10)

Tab. 5 � Effect of polysaccharides from Inonotus obliquus on

macrophage phagocytosis in Jurkat tumor�bearing

nude mice ( x� s, n= 10)

组别
动物
数/只

剂量/
( mg/ kg)

吞噬指数/
( � 10�2 )

对照组 10 3� 87 � 0� 27

5�Fu 10 20 ( 4� 74� 0� 21) a

桦褐孔菌
多糖低剂量组

10 50 ( 5� 13 � 0� 11) b

桦褐孔菌
多糖高剂量组

10 100 ( 5� 74 � 0� 07) b

� 注:与对照组比较, a: p < 0� 05; b: P < 0� 01

3 � 结 � 语

目前我国对桦褐孔菌作为药用真菌的研究相

对还比较薄弱, 主要集中在三萜类化学成分的研究

上, 对桦褐孔菌多糖的系统研究还不够深入, 相对

还比较薄弱,对桦褐孔菌多糖药理作用的研究才处

于起步阶段。大量药理学实验研究表明,许多真菌

来源的多糖具有一定的抗肿瘤活性, 其作用机制被

认为主要与增强机体的免疫细胞功能有关,而不是

直接抑制瘤细胞的生长, 如红缘层孔菌多糖 [ 12]、香

菇多糖
[ 13]
等。但也有研究发现一些多糖对肿瘤细

胞有直接的细胞毒活性, 在体外可直接杀死癌细

胞, 齐春会等[ 14] 的研究表明六味地黄多糖 CA4�3B
和 P�3体外对 L1210 和 H�60肿瘤细胞具有抑制作
用,姜自彬等研究发现

[ 15]
糙皮侧耳糖蛋白表现出体

外抗肿瘤活性。

作者通过研究表明桦褐孔菌多糖具有很强的

体内外抗肿瘤活性,可以在体外直接杀死 Jurkat 和

Daudi肿瘤细胞,并随剂量的增大呈剂量依赖关系,

同时在体内可以起到有效保护免疫器官的作用, 对

Jurkat肉瘤裸鼠单核巨噬细胞吞噬功能有明显的

增强作用,揭示桦褐孔菌多糖可能是具有免疫调节

和直接抑瘤双重作用的活性真菌多糖, 其确切机制

还有待进一步深入研究。
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