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　　摘要：为研究陕西佛坪木蹄层孔菌（Ｆｏｍｅｓｆｏｍｅｎｔａｒｉｕｓ）中挥发性成分、抑菌及抗肿瘤细胞株 Ａ５４９的活性，采用索
氏回流法用乙醚对木蹄层孔菌中的挥发性成分进行提取，通过气相色谱 －质谱联用（ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，简称ＧＣ－ＭＳ）技术对提取的挥发性成分进行分离、检测并分析其化学组分；利用滤纸片扩散法和ＣＣＫ－
８试剂盒法进行抑菌活性和对肿瘤细胞抑制效果的测定。结果显示，从木蹄层孔菌的提取物中共鉴定出７种主要化
学成分［酞酸二乙酯 （３７．８２％）、十八烷醛（３２．８３％）、壬醛（１１．９８％）、９（１１）－脱氢麦角酰苯甲酸酯（９．８７％）等］，
占总挥发性成分的 ９９．９９％；挥发性成分对金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）作用较强，对大肠埃希菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）和枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）作用较弱；对肿瘤细胞株
Ａ５４９具有较高的抑制作用，ＩＣ５０为２６８．６７５ｍｇ／Ｌ。结果表明，陕西佛坪木蹄层孔菌挥发性成分主要包括酯类和醛类，

其中酞酸二乙酯、壬醛、９（１１）－脱氢麦角酰苯甲酸酯等挥发性组分尚未见报道；提取物的抗肿瘤活性较强，抑菌活性
较弱，具有进一步开发与综合利用的价值。
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　　木蹄层孔菌（Ｆｏｍｅｓｆｏｍｅｎｔａｒｉｕｓ）别称火绒层孔菌，为担子
菌门 （Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅ）伞菌纲 （Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ）多孔菌目
（Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ）多孔菌科（Ｐｏｌｙａｃｅａｅ）层孔菌属（Ｆｏｍｅｓ）真菌，是
世界性分布的木腐性真菌。在１８、１９世纪，曾被用来作为止
血的膏药，在传统的药典中被用来与针灸搭配治疗疾病；其药

用部位为子实体，粗提物具有抗肿瘤、抗氧化、利尿、退烧、消

积化、消炎止痛等作用，已经被应用于传统药物的生产。

近年来，陆勇芹等研究发现，木蹄层孔菌乙醇提取物对肿

瘤细胞具有很强的抑制作用［１－２］。研究表明，不同提取方法

所获得的提取物组分具有部分差异，其中报道过的化学成分

包括有机酸、多糖、内酯、苷类、植物甾醇和萜类化合物等［３］。

刘量等用乙醇提取木蹄层孔菌子实体所得的提取物对 Ｓ１８０腹
腔积液瘤、人肺癌细胞ＮＣＩ－Ｈ４６０和人胃癌细胞ＳＧＣ－７９０１
均有较明显的抑制效果［２，４］。陆勇芹等用石油醚等提取木蹄

层孔菌所得的提取物对Ｈｅｌａ、Ｈ２２荷瘤、人肺癌（ＮＣＩ－Ｈ４６０）
和胃腺癌（ＳＧＣ－７９０１）等细胞株均具有较强的抑制效
果［１，３，５］。高慧灵等研究木蹄层孔菌中多糖对小鼠免疫功能

的影响，结果表明，木蹄多糖可促进小鼠免疫细胞分泌细胞因

子，增强小鼠的体液免疫功能及巨噬细胞的吞噬功能［６－７］。

本研究以陕西佛坪木蹄层孔菌为材料，通过索氏提取及

气相色谱－质谱联用（ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，

简称ＧＣ－ＭＳ）技术，分析子实体中挥发性物质的化学成分，
并对挥发性物质的抑菌和抗肿瘤活性进行研究，以期为陕西

佛坪木蹄层孔菌资源的开发与利用提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　木蹄层孔菌　木蹄层孔菌子实体样品（图１）采自陕
西佛坪自然保护区，该自然保护区位于秦岭中段南坡

（３３°４３′４０″Ｎ，１０７°４６′０５″Ｅ）。

１．１．２　靶标菌株和肿瘤细胞株　大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、金黄色葡萄球菌
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）和 铜 绿 假 单 胞 菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）由陕西省食药用菌工程技术研究中心提供；肺癌
肿瘤细胞株Ａ５４９，由陕西理工大学维生素Ｄ生理与应用研究
所提供。

１．１．３　仪器与试剂 　气相色谱 －质谱联用仪（ＧＳ６８９０Ｎ／
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ＭＳＤ５９７３Ｎ型，美国安捷伦科技有限公司），高级研究显微镜
（Ｅ６００型，日本 Ｎｉｋｏｎ公司），二氧化碳培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ３１１０
型，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），酶标分析仪（ＴＥＣＡＮｉｎｆｉｎｉｔｅ２００ＰＲＯ
型，瑞士 ＴＥＣＡＮ公司），倒置生物显微镜［徕卡 ＤＭＩＬ／
ＤＦＣ４５０，德国徕卡（Ｌｅｉｃａ）公司］，数显式恒温培养箱（ＬＲＨ－
２５０－ＧＳ型，广东省医疗器械厂）；所用抗生素（青霉素和氯
霉素）购自美国ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ公司，分析纯试剂（乙醚，二甲
基亚砜等）购自天津市科密欧化学试剂有限公司，培养基所

需试剂购自陕西西安热默尔生物科技有限公司。

１．２　方法
１．２．１　挥发性成分提取　将木蹄层孔菌子实体置于４０℃烘
箱中恒温干燥４８ｈ，干燥至恒质量，粉碎过４０目筛备用。称
取样品 ４０．０ｇ，用滤纸包裹后置于索氏提取器中，加入
３００ｍＬ乙醚，加热至４０℃恒温，回流提取８ｈ，相同温度回收
乙醚，得挥发油样品。

１．２．２　ＧＣ－ＭＳ检测　采用氢氧化钾 －甲醇酯化法对样品
进行处理，得到 ＧＣ－ＭＳ检测用样［３，８］。ＧＣ－ＭＳ的检测条
件：美国Ｊ＆ＷＨＰ－５弹性石英毛细管柱（０．２５ｍｍ×３０ｍ，
０．２５μｍ），程序升温（以 ５℃／ｍｉｎ的速率由 ５０℃升至
２４０℃，恒温保持２ｍｉｎ，进样口温度２００℃），ＧＣ气化室温度
为２５０℃，载气为９９．９９％高纯度氦气，流速为２．０ｍＬ／ｍｉｎ。
质谱条件：离子源为电子电离源（ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，简称ＥＩ），
电子轰击能量 ７０ｅＶ，离子源温度 ２３０℃。倍增电压
１．２８ｋＶ，质 量 扫 描 范 围 为 ｍ／ｚ１０～５５０，扫 描 速 度
３．８次／ｓ［９－１０］。检测结果在美国ＮＩＳＴ１１．ｌｉｂ标准质谱图库检
索确认其成分，得到总离子流图，运用峰面积归一化法并借助

Ｇ１７０ＬＢＡ化学工作站数据处理系统处理数据。
１．２．３　生物活性检测
１．２．３．１　抑菌活性检测　采用滤纸片扩散法［１０］测定样品对

大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和铜绿假单胞菌

的抑制作用。取适量挥发性物质原液，分别配制成质量浓度

为２００．０、１００．０、５０．０ｇ／Ｌ的样品溶液，分别加入适量过氧化
氢酶消除可能带来的活性影响。将直径为６．０ｍｍ的无菌滤
纸片置于各浓度样品上清液中浸湿，贴在涂有３０．０μＬ靶标
菌悬液（菌悬液密度为０．８×１０６～１．２×１０６ＣＦＵ／ｍＬ）的 ＬＢ
培养基平板上，对照组分别为无菌水、１％苯扎溴铵溶液、二甲
基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，简称 ＤＭＳＯ）、青霉素和氯霉素，
３７℃ 恒温培养２４ｈ后，观察并采用十字交叉测量法记录抑
菌圈直径，测量各质量浓度样品在不同靶标菌平板上的抑菌

圈直径。处理平行组、对照组分别设５个重复。
１．２．３．２　抗肿瘤活性检测　采用 ＣＣＫ－８法［１１］测定样品的

抗肿瘤活性。取对数期肺癌肿瘤细胞株Ａ５４９，经过血球计数
板计数后使细胞液密度达到５×１０４个／ｍＬ，然后接入９６孔板
中，每孔接１００μＬ（肿瘤细胞数约５０００个／孔），取相应质量
组分挥发油样品用滤头过滤除菌，分别溶于适量二甲基亚砜

中（最终ＤＭＳＯ的质量分数＜１％）［１２］，加入含１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养基充分稀释溶解药物，作为试验组样品。３７℃
培养２４ｈ使细胞贴壁，试验组每孔各加入含相应质量浓度挥
发性物质的培养液２００．０μＬ，５孔重复，样品挥发油设５个倍
比质量浓度梯度，分别为 ３２．０、６４．０、１２８．０、２５６．０、
５１２．０ｍｇ／Ｌ，以含１％ ＤＭＳＯ的等量培养基作空白对照，其他

操作步骤均与试验组相同。３７℃继续培养，分别在培养２４、
４８ｈ时置于显微镜下观察肺癌肿瘤细胞株 Ａ５４９的生长情
况。４８ｈ后向每孔中加入ＣＣＫ－８试剂１０．０μＬ，继续同温培
养１～８ｈ，用酶标分析仪检测加入ＣＣＫ－８试剂后１、２、４、８ｈ
各孔在４５０ｎｍ处的吸光度。按以下公式计算各浓度挥发油
对肿瘤细胞株 Ａ５４９的抑制率：肿瘤细胞生长抑制率 ＝（１－
试验组Ｄ４５０ｎｍ／空白对照组Ｄ４５０ｎｍ）×１００％。
　　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行曲线拟合，最终得半数抑制率
所需挥发油质量浓度ＩＣ５０。

２　结果与分析

２．１　挥发性成分的提取
取样品４０．００ｇ，以乙醚作为溶剂，采用索氏提取法回流

提取１２ｈ，得到具有特殊香味的红褐色透明状挥发油２．３３ｇ，
经计算得率为５．８３％。
２．２　挥发性成分的化学组成与分析

对木蹄层孔菌的挥发性成分进行 ＧＣ－ＭＳ检测，得样品
中挥发性成分的相对含量，结果如表１所示。由表１可知，经
多重比对共检测出 ７种主要化学成分，占总挥发性成分的
９９．９９％，主要成分为酞酸二乙酯（３７．８２％）、十八烷醛
（３２８３％）、壬醛（１１．９８％）、９（１１）－脱氢麦角酰苯甲酸酯
（９．８７％），此４种成分占总检测挥发油成分的９２．５０％。

表１　木蹄层孔菌挥发性成分的化学组成与含量

序号 化合物名称　　 分子式
相对分

子质量

相对含量

（％）

１ 壬醛 Ｃ９Ｈ１８Ｏ １４２ １１．９８
２ 酞酸二乙酯 Ｃ１２Ｈ１４Ｏ４ ２２２ ３７．８２
３ 十八烷醛 Ｃ１８Ｈ３６Ｏ ２６８ ３２．８３
４ 棕榈酸 Ｃ１６Ｈ３２Ｏ２ ２５６ １．９６
５ ２－十九烷酮 Ｃ１９Ｈ３８Ｏ ２８２ ３．９９
６ 十七醛 Ｃ１７Ｈ３４Ｏ ２５４ １．５４

７ ９（１１）－脱氢麦角
酰苯甲酸酯

Ｃ３５Ｈ４６Ｏ２ ４９８ ９．８７

２．３　木蹄层孔菌挥发性成分的生物活性
２．３．１　抑菌活性　以４种细菌作为靶标菌，对挥发性成分进
行抑菌活性研究。试验结果（表２）表明，各质量浓度挥发油
表现出不同程度的抑菌活性。由表２可知，木蹄层孔菌挥发
油对４种靶标细菌抑制活性均较弱，不同质量浓度的抑菌效
果具有一定剂量 －效应依赖关系。其中挥发油质量浓度为
２００．０ｇ／Ｌ时，对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径达１０．２７ｍｍ，
对大肠埃希菌、铜绿假单胞菌和枯草芽孢杆菌表现较弱的抑

制活性。

２．３．２　抗肿瘤活性　将加入相应质量浓度挥发油的肿瘤细
胞置于３７℃、含５％ ＣＯ２的培养箱中培养，分别在培养２４、
４８ｈ时观察肿瘤细胞的生长状况，结果如图２至图５所示。
由图２至图５可知，试验组在培养２４ｈ后，肿瘤细胞数量与
同期空白对照相比明显减少，形态相对皱缩，部分细胞裂解；

４８ｈ时相对数量继续减少，大部分细胞出现裂解现象；空白
对照组中的肿瘤细胞在４８ｈ内数量持续增加，形态近椭圆
状，贴壁生长，易聚集成群。经显微观察，试验组与对照组的

５孔平行重复同一时期未见明显差异。
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表２　木蹄层孔菌挥发性成分对４种靶标菌的抑菌情况

处理

抑菌圈直径（ｍｍ）

大肠埃

希菌

金黄色

葡萄球菌

铜绿假

单胞菌

枯草芽

孢杆菌

挥发性成分：５０ｇ／Ｌ ７．０８ ８．８３ ８．１７ ６．５０
１００ｇ／Ｌ ７．８３ ８．９３ ７．００ ８．５０
２００ｇ／Ｌ ８．６７ １０．２７ ８．９２ ８．９０

对照组：ＤＭＳＯ ６．７５ ６．３２ ６．４８ ６．３５
水 ０．００ ０．００ ０．００ ０．００
青霉素 ２４．５８ ３３．８３ ０．００ ２２．３３
氯霉素 ２８．５８ ３１．８３ １８．５０ ２７．０８
１％苯扎溴铵溶液 １８．８３ ２２．３３ １０．２３ １５．３３

　　注：表中数据为 ５个平行组的平均数值；滤纸片直径为
６．００ｍｍ；０为未产生抑菌圈；１０００单位／ｍｇ青霉素用无菌水稀释，
１０００单位／ｍｇ氯霉素用ＤＭＳＯ稀释，浓度均为２５．０ｍｇ／ｍＬ。

　　通过ＣＣＫ－８法测定不同浓度挥发油对肺癌肿瘤细胞株
Ａ５４９的抗肿瘤活性，在４５０ｎｍ处测量样品的吸光度。试验

结果（图６）表明，提取物对肺癌肿瘤细胞株Ａ５４９的抑制率与
样品浓度之间呈剂量 －效应依赖关系，对照组加入 ＣＣＫ－８
试剂４ｈ后的吸光度为２．６８３。
　　由图６可知，木蹄层孔菌挥发性成分可明显抑制肺癌肿
瘤细胞株Ａ５４９的生长，并且随着样品浓度升高，对肺癌肿瘤
细胞株Ａ５４９的抑制效应升高，抑制率最高达７６．７３％。其中
随着添加量倍比的增高，抑制效应的相应强度明显上升，较高

浓度时抑制率的增长逐渐变缓。由挥发油浓度与肺癌肿瘤细

胞株Ａ５４９抑制率之间的量效关系生成的对数拟合曲线计算
得到ＩＣ５０＝２６８．６７５ｍｇ／Ｌ。

３　讨论

本研究利用ＧＣ－ＭＳ技术分析并检测陕西佛坪木蹄层孔
菌中７种挥发性成分，结果显示，主要为酯类和醛类，并且７
种有效成分的总含量占总挥发性成分的９９．９９％，其中含量
超过２００％的化学成分有５种，占全部鉴定成分的９６．５０％，
且大部分挥发性成分在其他研究中尚见未报道，如杜德尧等

用石油醚、乙醇、甲醇和三氯甲烷等提取试剂时［３，５］，均未获

得本研究所检测到的部分有效成分，并且酞酸二乙酯、壬醛、

９（１１）－脱氢麦角酰苯甲酸酯在木蹄层孔菌成分分析中属首
次获得。笔者分析这可能与木蹄层孔菌寄生树种、生长条件

和提取试剂等有关。

笔者对陕西佛坪木蹄层孔菌的挥发性成分进行抑菌及抗

肿瘤活性研究。试验结果表明，挥发油样品对供试４种靶标
菌中的大肠埃希菌、铜绿假单胞菌和枯草芽孢杆菌抑制活性

较弱，对金黄色葡萄球菌抑菌效果较强。在抗肿瘤活性检测

中，样品对肺癌肿瘤细胞株 Ａ５４９显示较高的抗肿瘤活性。
经细胞形态跟踪观察发现，４８ｈ内挥发油对肿瘤细胞生长的
抑制作用表现稳定并持续增加；另外，随着样品浓度的倍比增

—８２１— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
加，肿瘤细胞的抑制率与样品浓度之间呈剂量 －效应依赖关
系，ＩＣ５０为 ２６８．６７５ｍｇ／Ｌ。本研究采用 ＣＣＫ－８法进行细胞
增殖检验，避免使用准确度不高、易出现假阳性和步骤繁琐等

缺点的ＭＴＴ法，同时，万文婷等报道 ＣＣＫ－８法检验细胞增
殖效果较ＭＴＴ法更佳［１３］。因此，排除了部分假阳性的干扰，

使研究结果更加准确可靠。木蹄层孔菌的挥发性成分主要为

酯类和醛类等，有较好的抗肿瘤活性和一定的抑菌活性，可为

陕西佛坪木蹄层孔菌资源的开发与综合利用提供一定的理论

指导，而关于本研究挥发油中的抑菌有效成分、最低拮抗浓度

及抑菌机制还有待进一步探究。
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　　摘要：为研究叶片结构对烟丝结构的影响规律，对叶片结构各指标与烟丝结构各指标进行相关性分析，建立叶片
结构与烟丝结构关系模型。结果表明：（１）大片率的增加有助于提高整丝率，降低碎丝率，但同时也会导致长丝率增
加，中丝率降低。中片率和小片率的增加，均会导致切后碎丝率增加，中丝率与中片率呈显著正相关关系。（２）建立
叶片结构各指标与烟丝结构各指标之间的关系模型，对于长丝率指标：ｙ１＝０．１７２ｘ１－０．１４６ｘ２－０．３００ｘ３－０．２５６ｘ４＋
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０．００９ｘ２＋０．０１０ｘ３＋０．００９ｘ４＋１．４６０；对于整丝率指标：ｙ５＝０．１３５ｘ１－０．１１５ｘ２－０．１３１ｘ３－０．１１２ｘ４＋８４．８９３。由上述

模型计算出的烟丝结构各指标与实测值吻合程度较好（长丝率Ｒ２＝０．９２３，短丝率Ｒ２＝０．９７３，碎丝率Ｒ２＝０．９５８，整丝
率Ｒ２＝０．９６７），表明这些模型能够较好地预测不同结构叶片切后烟丝的尺寸分布。
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　　叶片片型和结构决定烟丝结构，烟丝结构是影响卷烟质
量的重要因素之一［１－２］。打叶复烤过程中，控制合理的叶片

片型、结构是保障卷烟质量稳定性的前提，明确叶片结构与叶

丝结构的关系是打叶复烤后片烟结构优化的关键［３］。近年

来，国内外学者对叶片结构与叶丝结构的关系开展了大量研

究。罗登山等通过综述叶片结构对卷烟质量影响的研究进展

指出，影响叶片结构的主要因素为烟叶原料的物理特性、加工

工艺和加工设备等，同时不同尺寸叶片的比例变化会对烟丝

结构产生影响，并随之影响卷烟的卷制质量［３］。刘志平等对

叶片大小与叶丝尺寸关系进行探讨发现，＞１２．７ｍｍ的叶片
对 ＞３．２ｍｍ的叶丝有显著影响，≤１２．７ｍｍ的叶片对
≤１．４ｍｍ的叶丝有显著影响［４］。ＪａｋｏｂＳｔｅｐｈｅｎ利用响应面
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