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马勃孢子粉醇提物对小鼠全层皮肤缺损性创面的
治疗作用考察
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［摘要］ 目的：比较马勃孢子粉和子实体的不同溶剂提取物对成纤维细胞和小鼠全层皮肤缺损性创面的药效差异，筛选

马勃治疗创面的最佳用药部位。方法：将马勃孢子粉和子实体的水提物、醇提物对体外培养的小鼠皮肤成纤维细胞（MSF）进
行干预，通过细胞增殖与活性检测（CCK-8）法比较细胞增殖、划痕实验比较细胞迁移、流式细胞技术探究细胞周期、酶联免疫

吸附测定法（ELISA）测定Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白生成量，同时建立小鼠背部全层皮肤缺损性创面模型，考察马勃孢子粉不同溶

剂提取物的治疗效果，并采用紫外-可见分光光度法测定其不同溶剂提取物中指标成分的含量。结果：马勃水提物具有一定细

胞增殖抑制作用，醇提物具有促进 MSF 增殖、迁移、分泌Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白的作用，且孢子粉功效显著优于子实体。在质量

浓度为 10 mg·L-1时，马勃孢子粉醇提物处理的细胞增殖率最高可达（159.22±15.95）%，并促进 MSF 从 G0/G1期的静止状态进入

S 期和 G2/M 期的增殖状态，增殖指数增大，增高成纤维细胞迁移率及Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白的生成量。马勃孢子粉醇提物能有

效促进创面愈合、促进创面组织上皮化完整、减少炎性细胞浸润、生成新生胶原纤维。成分含量测定结果显示，与子实体醇提

物比较，孢子粉醇提物中多酚及黄酮类成分含量更高。结论：马勃孢子粉醇提物是马勃促进创面愈合的主要活性部位，具有较

好的开发前景，其药效成分可能为多酚和黄酮类。
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［［Abstract］］ Objective：：To compare the effect of different solvent extracts of spore powder and fruiting

body of Lasiosphaera Calvatia on fibroblasts and wound healing of full-thickness skin defect，in order to screen

the optimal medication part of Lasiosphaera Calvatia. Method：：The effect of water extract and alcohol extract of

spore powder and fruiting body on cell proliferation and cell migration of mouse skin fibroblasts（MSF）were

examined in vitro. Cell proliferation and activity test（CCK-8）method was used for cell proliferation，scratch
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assay was used for cell migration， flow cytometry was conducted to explore cell cycle， enzyme-linked

immunosorbent assay（ELISA）was used to determine the production of collagen Ⅰ and Ⅲ . At the same time，a

full-thickness skin defect wound model was established to investigate the therapeutic effect of different solvent

extracts of spore powder. Ultraviolet-visible spectrophotometry was used to measure the contents of index

components in different solvent extracts. Result：： The water extract of spore powder and fruiting body had

certain cytotoxicity，while the alcohol extract could promote proliferation，migration and production of collagen

Ⅰ and Ⅲ of MSF，and the effect of spore powder was significantly higher than that of fruiting body. When the

concentration was 10 mg·L-1，the cell proliferation rate of alcohol extract of spore powder was as high as

（159.22±15.95）%，and could promote MSF from the G0/G1 phase to S phase and G2/M phase with an increased

proliferation index. The alcohol extract also promoted the migration of fibroblasts，secreted collagen Ⅰ and Ⅲ .

On in vivo model， the alcohol extract of spore powder significantly accelerated wound healing on mice，

effectively promoted the complete epithelialization of wound tissue，and generated new collagen fiber. The

results of determination showed that the contents of polyphenols and flavonoids in the alcohol extract were higher

than the alcohol extract of fruiting body. Conclusion：： The alcohol extract of spore powder in Lasiosphaera

Calvatia has active components in the treatment of wounds with good development prospect，and the medicinal

components may be polyphenols and flavonoids.

［［Keywords］］ Lasiosphaera Calvatia； chronic refractory wound； spore powder； alcohol extract；

fibroblasts；fruiting body；enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）

慢性难愈性创面，是指在 1 个月内无法通过正

常有序的修复过程达到解剖和功能完整状态的病

理性伤口［1］。我国慢性创面患者占外科住院患者的

1.5%~3.0%［2］，发达国家有 1%~2% 的人口会在其一

生中患慢性创伤，全球每年新增的慢性难愈性创面

患者达 1 000 万［3］，随着人口老龄化加剧，病情愈发

严重。慢性难愈性创面的高致残率、高致死率和高

医疗支出为患者和社会带来沉重负担。目前，其临

床主要治疗手段包括手术植皮、皮瓣移植、细胞疗

法等，但普遍存在治疗周期长、成本高昂、受医疗条

件限制、生物制品易降解失活等问题，亟需发掘服

用便捷、效果显著、价格低廉的治疗药物。

马勃属于真菌类中药，2020 年版《中华人民共

和国药典》（以下简称《中国药典》）收载的马勃为灰

包 科 真 菌 脱 皮 马 勃 Lasiosphaera fenzlii、大 马 勃

Calvatia gigantea 或紫色马勃 C. lilacina 的干燥子实

体［4］，可外治鼻衄、创伤出血。古代医籍中也有其治

疗创面的记载，《名医别录》谓：“马勃味辛平无毒，

主治恶疮马疥”［5］。在现代临床中，马勃以粉末直接

外敷、与明胶海绵联用［6］、凡士林油纱布［7］和液体制

剂［8］等形式治疗臁疮、褥疮、压疮、冻疮、湿疹和糖尿

病坏疽等各种难愈性创面，其中压疮的治愈率可达

92.5%［9］，褥疮［7］、臁疮［8］、冻疮［10］等治愈率均可达

95% 以上，进一步证明了马勃治疗慢性难愈性创面

的功效。然而，目前马勃的化学成分不清、作用机

制不明、临床应用形式不定，极大限制了其在创面

治疗中的应用与开发。

马勃的传统用法为干燥子实体外敷出血和创

伤处，但块状子实体不易贴服伤口，棉絮状子实体

粉末则不易吸附创面，均不太适于临床给药。类比

同为真菌的灵芝，虽然 2020 年版《中国药典》中规定

其用药部位也为子实体，但大量文献报道灵芝孢子

粉的药效成分及活性显著优于子实体，是药材的精

华部位［11］。本课题组前期研究发现，马勃孢子粉比

子实体具有更好的粉体学性质，孢子粉粒径小、密

度大，易吸附于创面，能有效避免棉絮状的子实体

粉末不贴服的问题，更适合临床用药。基于此，本

研究拟选择马勃孢子粉为研究对象，以马勃子实体

为参照，分别考察两者不同溶剂提取物对慢性难愈

性创面易阻滞的关键增殖期细胞——成纤维细胞

增殖、迁移、生成胶原的作用差异，同时考察马勃孢

子粉不同溶剂提取物对小鼠背部全层皮肤缺损创

面的治疗情况，以期筛选出马勃治疗创面的有效用

药部分。

1 材料

Q-500B 型高速多功能粉碎机（上海冰都电器有

限 公 司），BSA124S 和 BT25S 型 电 子 天 平（德 国

Sartorius 公司），SCIENTZ-10N 型冷冻干燥机（宁波

新芝生物科技股份有限公司），2800UV/VIS 型紫外-

可见分光光度计（UNIC 公司），FC500 型流式细胞仪
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（美国 Beckman Coulter 公司），Synergy H1 型多功能

酶标仪（美国 BioTek 公司），Axio Vert A1 型倒置显

微镜（德国 ZEISS 公司），ABM 型小动物气体麻醉机

（上海玉研科学仪器有限公司），RM2016 型病理切

片机（上海徕卡仪器有限公司），KD-P 型组织摊片

机（浙江省金华市科迪仪器设备有限公司），GFL-

230 型烤箱（天津市莱玻瑞仪器设备有限公司），JJ-

12J 型脱水机、JB-P5 型包埋机和 JB-L5 型冻台（武汉

俊杰电子有限公司）。
聚氰基丙烯酸正丁酯（BCA）蛋白浓度测定试

剂盒［包括牛血清白蛋白（BSA）］、10% 甲醛（北京索

莱 宝 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 20200110、

20210111），无水葡萄糖、二甲苯、中性树胶（国药集

团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 63005518、

10023418、10004160），没食子酸（上海麦克林生化

科技有限公司，批号 C11062421），DMEM 培养基、

磷酸盐缓冲液（PBS）（美国 Gibco 公司，批号分别为

8121032、8120398），二甲基亚砜（DMSO，广东光华

科技股份有限公司，批号 20190605），胎牛血清（上

海亚瑟生物科技有限公司，批号 C9866BAF），细胞

增殖与活性检测（CCK-8）试剂盒（美国 APExBIO 公

司，批号 K101812133EF5E），细胞周期与细胞凋亡

检 测 试 剂 盒（ 兰 杰 柯 科 技 有 限 公 司 ，批 号

70110100），小鼠Ⅰ型胶原蛋白（collagen Ⅰ）和Ⅲ型

胶 原 蛋 白（collagen Ⅲ ）酶 联 免 疫 吸 附 测 定 法

（ELISA）试剂盒（南京翼飞雪生物科技有限公司，批

号分别为 YFXEM00777、YFXEM00115），苏木素-伊

红（HE）染液、丽春红酸性品红 -苯胺蓝（Masson）染
液、分化液、返蓝液（武汉塞维尔生物科技有限公

司，批号分别为 G1005、G1006、G1005-3、G1005-4），
重组人表皮生长因子（rhEGF）凝胶（桂林华诺威基

因药业有限公司，批号 202010039B），血竭素高氯酸

盐对照品（成都德思特生物技术有限公司，批号

DX0074，纯度≥98%），芦丁对照品（上海源叶生物科

技有限公司，批号 Y24F11Y17051，纯度 99.1%）。
小鼠皮肤成纤维细胞（MSF）购于上海富衡生

物科技有限公司。选用 SPF 级健康雄性 BALB/c 小

鼠 24 只，体质量 20~30 g，周龄 13 周，由南京中医药

大学实验动物中心提供，合格证号 SYXK（苏）2018-

0049。本文所涉及的动物实验经南京中医药大学

实验动物伦理委员会批准，批准号 202101A020。小

鼠分笼饲养，自由饮水摄食，维持饲养环境稳定，适

应环境 1 周后开始实验。

马勃购于安徽省万生中药饮片有限公司（批号

190801），经南京中医药大学药学院刘圣金教授鉴

定为灰包科真菌大马勃 C. gigantea 的干燥子实体。

将马勃饮片去除外壳，粉碎，得子实体粉末，过五号

筛，除去棉絮状部分，即得马勃孢子粉。取子实体

粉末和孢子粉，精密称定，分别加入 15 倍量水或

95% 乙醇，搅拌均匀，室温浸渍 24 h（期间不断搅拌

摇匀），超声提取 2 h，抽滤，离心（1 500 r·min-1，时间

5 min，半径 16 cm，下同），取上清，得马勃子实体水

提物、醇提物和马勃孢子粉水提物、醇提物，4 ℃冰

箱避光储存。将上述提取物于 50 ℃旋转蒸发浓缩，

浓缩液置于棕色西林瓶中，真空冷冻干燥，得马勃

子实体水提物、醇提物和马勃孢子粉水提物、醇提

物的冻干粉，置于-20 ℃冰箱保存［12］。

2 方法与结果

2.1 马勃不同提取物对 MSF 的影响

2.1.1 MSF 的培养与分组 MSF 培养于 DMEM 高

糖培养液中（含青霉素 100 U·mL-1，15% 胎牛血清，

链霉素 100 mg·L-1），置于 37 ℃、5% CO2的恒温培养

箱中培养，每 3 d 传代 1 次，取对数期细胞进行实验。

细胞分为空白组、药物组和阳性药组（血竭素高氯

酸盐组）。药物组为马勃子实体或孢子粉的水提

物、醇提物的冻干粉，水提物冻干粉以少量 DMEM

高糖培养液稀释成一定浓度母液，醇提物冻干粉以

少量 DMSO 稀释成一定浓度母液，临用前均以无血

清培养基稀释至 1、5、10、20、50 mg·L-1。每个质量

浓度均设置 5 个复孔。

2.1.2 马勃提取物对 MSF 增殖的影响 取对数生

长期的 MSF 以 1×105 个/mL 的密度接种至 96 孔板

中，每孔 100 μL，置于 37 ℃、5% CO2 的恒温培养箱

中培养 24 h（细胞生长率 80%~90%），换成含有不同

药物的培养基处理 24 h，弃去旧培养基，用 PBS 清洗

2 次，加入无血清培养基 100 μL，再加入 CCK-8 试剂

10 μL，于恒温培养箱中孵育 2 h，置于低速摇床上震

荡 5 min，于 450 nm 处检测各孔吸光度 A，计算细胞

增殖率，计算公式为细胞增殖率 =（A 药物组-A 调零组）/

（A 空白组-A 调零组）×100%［13］，见表 1。结果发现血竭素

高氯酸盐组在低浓度（1~10 mg·L-1）时有促进 MSF

增殖的作用，证明试验体系成立；马勃水提物对

MSF 有毒性，马勃醇提物则能促进其增殖，且马勃

孢子粉醇提物的促增殖效果优于子实体醇提物。

推测马勃醇提物通过促成纤维细胞增殖而发挥创

面愈合作用，且孢子粉效果优于子实体。后续实验

主要研究马勃子实体、孢子粉的醇提物对 MSF 的作

用，并选择马勃孢子粉醇提物质量浓度 10 mg·L-1。
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2.1.3 马勃提取物对 MSF 迁移的影响 采用划痕

实验。种板前用马克笔在 12 孔板背面划等间距横

线标记，取对数生长期的 MSF 以 5×105 个/mL 的密

度接种至 12 孔板中，每孔 1 mL，置于 37 ℃、5% CO2

的恒温培养箱中培养至细胞完全融合。用 200 μL

微量移液头垂直于孔板制造细胞划痕，用 PBS 清洗

2 次，以含有不同药物的培养基处理一段时间，分别

于 0、12、24、48 h 在显微镜下观察，采用 Image J 1.53

软件分析划痕面积，计算细胞迁移率，公式为细胞

迁移率=迁移面积/0 h 划痕面积×100%。结果表明

随着时间增长，各组的细胞迁移率不断增加，其中

马勃孢子粉醇提物组的迁移效果最佳，在 48 h 达最

大值。推测马勃醇提物通过促进成纤维细胞迁移

而加快创面上皮化进程，促进创面愈合，且孢子粉

效果优于子实体。见图 1 和表 2。

2.1.4 马勃提取物对 MSF 周期的影响 取对数生

长期的 MSF 以 5×105个/mL 的密度接种至 6 孔板中，

每孔 2 mL，置于 37 ℃、5% CO2 的恒温培养箱中培

养过夜（细胞生长率 80%~90%）。采用含有不同药

物的培养基孵育 24 h，吸出旧培养液至离心管中备

用 ，PBS 清 洗 贴 壁 细 胞 ，以 不 含 乙 二 胺 四 乙 酸

（EDTA）的胰酶消化液消化细胞，显微镜下观察至

细胞皱缩，吹打混匀成单细胞并转移至离心管中，

离心，弃上清，以预冷的 70% 乙醇固定细胞，吹打均

匀，置于 4 ℃冰箱固定 12 h。PBS 清洗乙醇，离心，

弃上清，加入适量脱氧核糖核酸（DNA）染色液，

37 ℃避光孵育 30 min，采用流式细胞仪测定细胞周

期，计算细胞增殖指数，公式为细胞增殖指数=（S 期

细胞比例+G2/M 期细胞比例）/（G0/G1期细胞比例+S

期细胞比例+G2/M 期细胞比例）×100%。以 G0/G1期

细胞作为静止细胞，S 期和 G2/M 期细胞作为增殖期

细胞。结果发现马勃孢子粉醇提物处理 MSF 后能

减少 G0/G1期占比，与空白组和马勃子实体醇提物组

比较差异具有统计学意义（P<0.01），同时能增大 S

期和 G2/M 期占比。马勃孢子粉醇提物组的增殖指

数 最 高 ，达（48.05±5.26）% ，与 空 白 组 的（6.73±

0.66）%和马勃子实体醇提物组的（26.90±1.75）%比

较 显 著 升 高（P<0.01），与 血 竭 素 高 氯 酸 盐 组 的

（50.71±0.90）%比较则差异无统计学意义。细胞周

期结果与细胞增殖结果一致，推测马勃醇提物通过

改变细胞周期，促进 G0/G1期的静止细胞进入 S 期和

G2/M 期的增殖状态，实现对细胞周期的推动和转

化，促进 MSF 增殖，加快创面愈合，且孢子粉的作用

效果优于子实体。见表 3 和增强出版附加材料。

2.1.5 对 MSF 生成胶原蛋白的影响 取 2.1.4 项下

药物处理细胞 24 h 的旧培养液，离心（2 万 r·min-1，

20 min，半径 16 cm），取上清液，按照 ELISA 试剂盒

说 明 书 操 作 ，通 过 酶 标 仪 检 测 collagen Ⅰ 和

collagen Ⅲ含量。结果发现马勃孢子粉、子实体醇

提物都能增高 collagen Ⅰ、collagen Ⅲ的分泌，且

collagen Ⅲ的生成量高于 collagen Ⅰ；其中马勃孢子

粉醇提物组的胶原蛋白生成量都明显高于空白组

（P<0.05）。见表 4。

2.2 对小鼠全层皮肤缺损性创面的治疗作用 基

于上述的结果，发现马勃孢子粉醇提物促进成纤维

表 1 马勃子实体和孢子粉不同溶剂提取物对 MSF 增殖作用的比

较（x̄± s，n=5）

Table 1 Effect of different solvent extracts of fruiting body and

spore powder of Lasiosphaera Calvatia on proliferation of MSF

（x̄± s，n=5）

组别

马勃子实体水提物组

马勃孢子粉水提物组

马勃子实体醇提物组

马勃孢子粉醇提物组

血竭素高氯酸盐组

质量浓度/mg·L-1

1

5

10

20

50

1

5

10

20

50

1

5

10

20

50

1

5

10

20

50

1

5

10

20

50

增殖率/%

85.13±10.95

72.63±5.272）

70.07±10.772）

78.04±10.892）

70.02±12.002）

95.77±5.91

83.96±5.631）

75.67±7.892）

81.51±8.352）

73.26±6.992）

105.43±12.433）

110.57±2.823）

120.18±6.562，4）

121.43±8.722，4）

134.89±3.922，4）

124.25±11.97

145.07±20.352）

159.22±15.952）

146.47±13.862）

150.27±10.612）

150.87±3.972，4）

158.09±20.852）

130.02±0.002，4）

64.93±4.812，4）

24.98±0.732，4）

注：空白组增殖率为 100%；与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与

同质量浓度的马勃孢子粉醇提物组比较 3）P<0.05，4）P<0.01
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细胞增殖、迁移和生成胶原蛋白的作用优于子实

体，判断孢子粉的创面治疗效果更强，故动物实验

主要考察孢子粉提取物的创面治疗活性。虽然孢

子粉水提物质量浓度在 5 mg·L-1以上显示出细胞增

殖抑制，但创面愈合不能仅以成纤维细胞的活性作

为判断标准，故建立小鼠背部全层皮肤缺损性创面

模型，考察马勃孢子粉醇提物和水提物的治疗效

果，进一步筛选马勃孢子粉的药效部位。

2.2.1 模型的建立及分组 小鼠适应性喂养 1 周

后，使用吸入式麻醉法，用异氟烷麻醉，麻醉成功后

用小动物电推剪脱去小鼠背部毛发，并用生理盐水

擦拭干净，于小鼠背部脊椎两侧脱毛处标记 4 个相

同的方形区域（每个大小约 1 cm×1 cm），沿标记剪

去皮肤及皮下组织深至筋膜层，4 个切除部分由完

整的皮肤分开。为减少小鼠背部皮肤收缩愈合的

干扰，将创面 4 个方向的皮肤与肌肉缝合固定。采

用随机分组法对小鼠背部 4 个创面进行分组，分别

为空白组、阳性药组（rhEGF 凝胶组）、马勃孢子粉醇

提物组和马勃孢子粉水提物组。空白组给予无菌

生理盐水，阳性药组给予 rhEGF 凝胶［14-16］，马勃孢子

粉醇提物组、马勃孢子粉水提物组分别给予马勃孢

子粉醇提物、水提物的冻干粉，水提物冻干粉先用

少量生理盐水使溶解，醇提物冻干粉用少量 DMSO

使溶解，然后均用无菌生理盐水配成质量浓度为

100 mg·L-1 的溶液。造模后小鼠单笼饲养，分别在

第 0、3、7、14 天于各组创面给予等量相应药物（体积

100 μL），之后用纱布、IV3000 透明敷料、弹性绷带

表 3 马勃不同醇提物对 MSF细胞周期的作用（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of different alcohol extracts of Lasiosphaera

Calvatia on cell cycle of MSF（x̄± s，n=3） %

组别

空白组

马勃孢子粉

醇提物组

马勃子实体

醇提物组

血竭素高氯

酸盐组

质量浓度

/mg·L-1

10

10

10

G0/G1期

93.30±0.662）

51.93±5.26

73.10±1.742）

49.27±0.91

S 期

2.75±2.632）

31.30±7.88

15.83±7.091）

45.57±3.501）

G2/M 期

3.98±1.971）

16.73±4.58

11.06±8.03

5.13±2.751）

注：与马勃孢子粉醇提物组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 4-表 5同）

注：A. 空白组；B. 马勃孢子粉醇提物组；C. 马勃子实体醇提物组；D. 血竭素高氯酸盐组

图 1 马勃子实体、孢子粉醇提物对 MSF划痕愈合的影响（×50）

Fig. 1 Effect of alcohol extracts of fruiting body and spore powder of Lasiosphaera Calvatia on scratch healing of MSF（×50）

表 2 马勃不同醇提物对 MSF迁移作用的比较（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of alcohol extracts of fruiting body and spore

powder of Lasiosphaera Calvatia on migration of MSF（x̄± s，n=6）

组别

空白组

马勃孢子粉

醇提物组

马勃子实体

醇提物组

血竭素高氯

酸盐组

质量浓度

/mg·L-1

10

10

10

迁移率/%

12 h

11.83±3.45

10.18±1.60

11.45±5.53

10.34±2.07

24 h

27.30±6.59

30.26±4.92

23.61±5.85

23.92±5.64

48 h

36.17±9.871）

47.61±8.43

34.08±5.441）

36.45±5.221）

注：与同时间点的马勃孢子粉醇提物组比较 1）P<0.05

表 4 马勃不同醇提物对 MSF分泌胶原蛋白的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of alcohol extracts of fruiting body and spore

powder of Lasiosphaera Calvatia on secretion of collagen by MSF

（x̄± s，n=6） μg·L-1

组别

空白组

马勃孢子粉醇提物组

马勃子实体醇提物组

血竭素高氯酸盐组

质量浓度

/mg·L-1

10

10

10

collagen Ⅰ
5.78±0.361）

6.48±0.35

5.92±0.60

6.27±0.10

collagen Ⅲ
7.43±0.941，3）

9.34±1.47

7.62±0.523）

7.15±1.441）

注：3）n=5
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和缝线固定，以上操作均在无菌操作台内完成。

2.2.2 创面标本采集 用药后第 14 天采用简单随

机抽样法采集小鼠背部创面肉芽组织标本，每组各

取 6 份，小鼠吸入式麻醉后在无菌条件下沿创面边

缘约 1 mm 切下完整的创面组织，将组织用 10% 甲

醛固定 24 h，用于石蜡包埋后切片，小鼠取材后采用

颈椎脱臼法处死。

2.2.3 创面愈合率考察 由 2 名观察员分别于第 0、

3、7、14、21 天观察拍摄各组创面，采用 Image J 1.53

软件测量创面面积，计算创面愈合率，公式为创面

愈合率=（治疗前创面面积-治疗后创面面积）/治疗

前创面面积×100%。结果发现造模后第 3 天，各组

创面有不同程度缩小，马勃孢子粉醇提物组的创面

湿润且无明显渗出，创面愈合率显著高于马勃孢子

粉水提物组（P<0.01）。造模后第 14 天，各组创面明

显缩小，马勃孢子粉醇提物组、马勃孢子粉水提物

组和空白组可见创面周围部分新生上皮组织，马勃

孢子粉醇提物组的创面愈合率明显高于 rhEGF 凝

胶组（P<0.01）。造模后第 21 天，各组创面基本愈

合，颜色接近正常皮肤。由于马勃孢子粉醇提物的

促愈合作用在造模后第 14 天之前效果显著，造模后

第 21 天愈合情况与其他 3 组差异不具有统计学意

义，推测马勃孢子粉醇提物主要在创面愈合炎症期

发挥促进愈合的作用。见图 2 和表 5。

2.2.4 创面组织病理学观察 取造模后第 14 天的

创面组织切片进行脱蜡、水化，随后进行 HE 染色和

Masson 染色，采用光学显微镜观察染色和胶原生成

情况，Masson 胶原染色切片中胶原纤维呈蓝色，肌

纤维、纤维素和红细胞呈红色，在创面两侧边缘和

创面中央各随机选取 3 块区域，采用 Image J 1.53 软

件测定胶原纤维密度。HE 染色结果表明，在造模

后第 14 天，马勃孢子粉醇提物组和空白组可见表皮

在创面基本覆盖，细胞排列整齐，上皮化完整，皮肤

层次结构完整清晰，炎性细胞浸润较少，其中马勃

孢子粉醇提物组的创面区域明显小于空白组，结构

与正常皮肤接近。rhEGF 凝胶组和马勃孢子粉水提

物组创面伴随严重的炎性细胞浸润，上皮化不完

整，皮肤层次不清晰，愈合效果较差，病理学染色结

果与创面愈合速度一致。创面愈合的标志之一是

胶原纤维的新生，Masson 染色可以将胶原纤维染成

蓝色，对比蓝色区域的密度可以判断创面用药后胶

原纤维的形成情况。由 Masson 染色结果可知，造模

后第 14 天，各组创面出现密度不等的蓝色区域，说

明创面处新生了不同含量的胶原纤维，其中马勃孢

子粉醇提物组的胶原纤维生成情况最好，创面边缘

和中央区域的胶原纤维密度都显著高于空白组和

马勃孢子粉水提物组（P<0.01），进一步证明马勃孢

子粉醇提物在促进胶原新生、肉芽组织形成而加快

创面愈合方面的优势。见图 3 和表 6。

2.3 马勃不同提取物含固量与成分含量的测定

2.3.1 含固量测定 精密量取马勃子实体、孢子粉

的水提物和醇提物适量于已干燥至恒重的称量瓶

中，105 ℃干燥 3 h，置于干燥器中冷却 30 min，重复

注：A. 空白组；B. 马勃孢子粉醇提物组；C. 马勃孢子粉水提物

组；D. rhEGF 凝胶组（图 3 同）
图 2 马勃孢子粉不同溶剂提取物对小鼠皮肤缺损性创面的作用

Fig. 2 Effect of different solvent extracts of spore powder of

Lasiosphaera Calvatia on full-thickness skin defect wounds on mice

表 5 马勃孢子粉不同溶剂提取物的创面治愈率比较（x̄± s）

Table 5 Comparison of wound healing rates of different solvent

extracts from spore powder of Lasiosphaera Calvatia（x̄± s）

组别

空白组

马勃孢子

粉醇提物组

马勃孢子

粉水提物组

rhEGF凝胶组

创面治愈率/%

第 3 天

（n=22）
17.20±12.03

22.84±20.57

3.65±24.782）

6.08±15.451）

第 7 天

（n=16）
34.36±14.93

35.15±18.82

23.46±21.83

20.06±21.25

第 14 天

（n=10）
63.56±12.18

74.20±11.09

62.08±12.45

54.57±11.552）

第 21 天

（n=4）
78.18±10.93

86.88±8.10

82.79±6.86

81.12±8.18
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干燥至恒重，迅速称定质量，计算马勃孢子粉水提

物 、醇 提 物 的 含 固 量 分 别 为（0.434±0.014）% 、

（0.191±0.016）% ，分别高于子实体水提物含固量

（0.386±0.009）%和醇提物含固量（0.164±0.005）%，

孢子粉水提物和子实体水提物含固量差异具有统

计学意义（P<0.01），说明马勃孢子粉和子实体的极

性物质含量比中极性物质更高。

2.3.2 蛋白质及多肽含量测定 按照 BCA 蛋白浓

度测定试剂盒说明书操作，配制 0.5 g·L-1 BSA 对照

品溶液，取该对照品溶液 2、4、6、8、12、16、20 μL 至

96 孔板中，加 PBS 补至 20 μL，每孔加入 BCA 工作

液 200 μL，于 37 ℃水浴 30 min，于 562 nm 处测定

A，以 BSA 对照品质量浓度为横坐标，A 为纵坐标，

绘制标准曲线，得回归方程 Y=10.248X+0.134 5（r=

0.996 6），线性范围 0.004 5 ~0.045 5 g·L-1。取马勃

孢子粉、子实体的水提物适量，平行 3 份，同法测定

A，计算蛋白质及多肽含量，见表 7。

2.3.3 多糖含量测定 采用苯酚硫酸法测定，以葡

萄糖当量计。精密量取马勃孢子粉或子实体的水

提物适量，50 ℃旋转蒸发至质量浓度 1 g·mL-1，加

入 3 倍量 95% 乙醇，慢加快搅，搅拌均匀后于 4 ℃静

置 12 h，离心（1 万 r·min-1，30 min，半径 16 cm），弃上

清，沉淀加水使溶解并定容至 10 mL，混匀，得马勃

子实体和孢子粉的多糖溶液。精密移取 0.1 g·L-1葡

萄糖对照品溶液 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 mL，分别

置于 10 mL 具塞试管中，均加水至 2 mL，加入 5% 苯

酚溶液 1.0 mL，迅速垂直液面加入浓硫酸 5 mL，摇

匀，100 ℃水浴加热 15 min，冰浴 10 min，完全冷却

后在 490 nm 处测定 A，以对照品质量浓度为横坐

标 ，A 为 纵 坐 标 ，得 回 归 方 程 Y=50.744X-0.01（r=

0.997），线性范围 0.002 5~0.015 g·L-1。精密量取同

一葡萄糖对照品溶液 1 mL，同法连续测定 6 次，计

算 A 的相对标准偏差（RSD）1.9%，说明仪器精密度

良好。马勃孢子粉和子实体多糖溶液分别加水稀

释 20 倍，精密量取 1 mL，分别于制备后 0、5、10、15、

20、25 min 测定 A，计算二者 A 的 RSD 分别为 1.3%

和 2.2%，说明供试品溶液在 25 min 内稳定性良好。

取马勃孢子粉和子实体的水提物适量，平行 6 份，同

法制备多糖溶液，稀释 20 倍后分别精密量取 1 mL，

同法测定，计算二者 A 的 RSD 分别为 2.8% 和 3.5%，

说明该方法重复性良好。取马勃孢子粉和子实体

的水提物适量，平行 6 份，同法制备多糖溶液，稀释

20 倍后精密量取 1 mL，分别加入葡萄糖对照品溶液

0.7 mL，同法测定 A，计算二者的加样回收率分别为

99.40%~104.69% 和 95.29%~104.81%，RSD 分别为

2.3% 和 4.4%，说明该方法准确可靠。取马勃孢子粉

和子实体的多糖溶液适量，平行 3 份，同法测定 A，

计算多糖含量，见表 7。

2.3.4 多酚含量测定 采用 Folin-Ciocalteu 比色

注：虚线中央为创面区域，虚线两侧为正常皮肤，虚线方框内标

注为新生胶原纤维

图 3 马勃孢子粉不同溶剂提取物对创面组织的影响（×50）

Fig. 3 Effect of different solvent extracts of spore powder of

Lasiosphaera Calvatia on wounds（×50）

表 7 马勃不同溶剂提取物中指标成分的质量分数（x̄± s）

Table 7 Contents of index components in different solvent

extracts of Lasiosphaera Calvatia（x̄± s） mg·g-1

物质

马勃孢子

粉水提物

马勃子实

体水提物

马勃孢子

粉醇提物

马勃子实

体醇提物

蛋白质+多肽

（n=4）
386.18±11.66

355.75±13.701）

-

-

多糖

（n=6）
30.38±1.25

29.50±0.96

-

-

多酚

（n=6）
-

-

62.41±0.36

54.10±0.342）

总黄酮

（n=6）
-

-

21.99±1.90

14.43±0.642）

注：与马勃孢子粉相应溶剂提取物组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

表 6 马勃孢子粉不同提取物对创面胶原纤维密度的影响（x̄± s）

Table 6 Effect of extracts of spore powder of Lasiosphaera

Calvatia on collagen fiber density of wounds（x̄± s） %

组别

空白组

马勃孢子粉醇提物组

马勃孢子粉水提物组

rhEGF 凝胶组

边缘胶原纤维密度

n

30

30

30

18

数值

62.07±16.761）

78.22±10.08

63.87±18.611）

60.56±17.631）

中央胶原纤维密度

n

15

15

15

9

数值

62.71±16.221）

82.12±7.80

59.02±21.941）

50.59±15.531）

注：与马勃孢子粉醇提物组比较 1）P<0.01
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法，以没食子酸当量计。精密移取 0.104 g·L-1 没食

子酸对照品溶液 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mL 于 10 mL

具塞试管中，加入蒸馏水 6 mL，混匀，加 1.0 mol·L-1

Folin-Ciocalteu 试剂 0.5 mL，混匀，加入 20% 碳酸钠

溶液 0.75 mL，混匀，补水至 10 mL，40 ℃水浴反应

40 min，于 755 nm 处测定 A。以质量浓度为横坐标，

A 为 纵 坐 标 ，得 回 归 方 程 Y=0.138 1X+0.018 4（r=

0.997 1），线性范围 1.04~5.20 mg·L-1。精密量取没

食子酸对照品溶液 1 mL，同法测定 A，一共连续测

定 6 次，计算 RSD 0.9%，说明仪器精密度良好。精

密量取马勃子实体和孢子粉醇提物各 1 mL，分别于

制备后 0、5、10、15、20、25 min 测定 A，计算二者 RSD

分别为 0.4% 和 0.5%，说明供试品溶液在 25 min 内

稳定性良好。取马勃孢子粉和子实体适量（n=6），
制备马勃孢子粉和子实体醇提物，精密量取 1 mL，

同法测定 A，计算二者 RSD 均为 0.6%，说明该方法

重复性良好。取马勃孢子粉和子实体适量（n=6），
制备马勃孢子粉和子实体醇提物，精密量取 1 mL，

分别加入没食子酸对照品溶液 0.9、1.0 mL，同法测

定 A，计算二者加样回收率分别为 97.71%~104.32%

和 96.25%~102.92%，RSD 分别为 2.3% 和 2.8%，说明

该方法准确可靠。取马勃孢子粉和子实体的醇提

物，平行 3 份，同法测定 A，计算多酚含量，见表 7。

2.3.5 黄酮含量测定 采用 AlCl3比色法测定，以芦

丁当量计。精密吸取 0.228 g·L-1 芦丁对照品溶液

0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8 mL 于 10 mL 具塞试管中，

加 1% 氯化铝溶液 4 mL，加无水乙醇定容至 10 mL，

40 ℃水浴 20 min，在 407 nm 处测定 A，以质量浓度

为横坐标 ，A 为纵坐标 ，得回归方程 Y=22.293X-
0.035 7（r=0.997），线性范围 6.84~18.24 mg·L-1。精

密量取芦丁对照品溶液 0.4 mL，同法测定 A，连续测

定 6 次，计算 RSD 0.9%，说明仪器精密度良好。精

密量取马勃子实体和孢子粉醇提物各 2 mL，分别于

制备后 0、5、10、15、20、25 min 测定 A，计算二者 RSD

分别为 3.0% 和 1.7%，说明供试品溶液在 25 min 内

稳定性良好。取马勃孢子粉和子实体，平行 6 份，制

备马勃孢子粉和子实体醇提物，精密量取 2 mL，各

平行 6 份，同法测定 A，计算二者 RSD 分别为 0.8%

和 1.9%，说明该方法重复性良好。取马勃孢子粉和

子实体，平行 6 份，制备马勃孢子粉和子实体醇提

物，精密量取 2 mL，分别加入芦丁对照品溶液 0.2、

0.3 mL，同法测定 A，计算二者加样回收率分别为

95.33%~102.87% 和 96.23%~104.13%，RSD 均 为

2.8%，说明该方法准确可靠。取马勃孢子粉和子实

体醇提物适量，平行 3 份，同法测定 A，计算总黄酮

含量，见表 7。

2.4 统计学处理 采用 GraphPad Prism 9 软件进行

统计分析，实验数据采用 x̄± s 表示，两组间比较采用

t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，P<0.05 和

P<0.01 表示差异有统计学意义。

3 讨论

创面愈合过程包括止血期、炎症期、增殖期和

重塑期［17］。其中，增殖期依靠修复细胞的增殖迁移

完成再上皮化、肉芽组织生成和新生组织血管化，

重建皮肤屏障，是创面愈合的关键时期。增殖期的

发生受阻与慢性难愈性创面的形成息息相关，病理

机制包括皮肤修复细胞发生增殖、迁移障碍及过度

凋亡，细胞外基质产生量过少或被过度破坏。成纤

维细胞是创面愈合增殖期的主体修复细胞，发挥分

泌胶原蛋白、构建细胞外基质、促进肉芽组织形成

等作用。报道显示，慢性难愈性创面，尤其是糖尿

病皮肤溃疡，愈合延迟甚至不愈主要与成纤维细胞

的功能异常相关［18］。当成纤维细胞的增殖能力下

降、迁移功能异常则会引发胶原蛋白、纤维蛋白、玻

连蛋白构成的细胞外基质形成不足，最终表现为缺

乏上皮再生，创面无法进入增殖期，伤口难以愈合。

因此，能够恢复成纤维细胞的正常功能，促进成纤

维细胞增殖、迁移、分泌胶原蛋白是恢复增殖期功

能、促进创面愈合、降低慢性难愈性创面患者截肢

率和死亡率的重中之重，同时也是治疗慢性难愈性

创面的研究重点及难点。

马勃味辛性平，外治鼻衄、创伤出血。其传统

用法是外用干燥子实体，但子实体不易吸附于创

面，不适合临床长期用药。马勃孢子粉作为药材的

主要内容物，具有良好的粉体学性质，更加适于临

床给药。已有研究证明马勃乙醇提取物对大鼠皮

肤成纤维细胞具有促增殖效果［19］，与本研究结论基

本一致。在文献［19］研究基础上，本文聚焦于马勃

孢子粉和子实体的药效对比，增加对 MSF 的迁移、

胶原蛋白生成、细胞周期变化的考察，筛选出马勃

治疗创面的最佳用药部分为孢子粉醇提物，并通过

建立小鼠背部全层皮肤缺损性创面模型验证了孢

子粉醇提物的创面治疗优势，此外，运用紫外 -可见

分光光度法测定提取物中指标成分含量，推测马勃

孢子粉治疗创面的药效成分可能是多酚与黄酮类

成分。

本文研究结果显示，马勃孢子粉和子实体水提

物具有细胞增殖抑制，水提物中蛋白质、多肽和多
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糖等大分子物质含量较高。这可能与高渗作用导

致细胞破裂有关；另外，马勃中蛋白质、多肽和多糖

已被证明具有消杀肿瘤细胞、抑制癌细胞分裂增殖

的作用［20-23］，提示水提物细胞增殖抑制作用较强。

马勃孢子粉和子实体醇提物对 MSF 具有促增殖功

效，且孢子粉效果明显高于子实体。采用流式细胞

技术对马勃孢子粉、子实体醇提物促进细胞增殖的

机制进行了初步研究，发现其均能缩短 G0/G1期，增

大 S 期和 G2/M 期，且孢子粉醇提物的增殖指数显著

高于子实体醇提物，与细胞增殖结果一致，推测马

勃孢子粉、子实体的醇提物通过推动转化 MSF 细胞

周期，促进 MSF 增殖。再上皮化是创面愈合过程中

不可或缺的步骤［24］，划痕实验结果表明，马勃不同

醇提物有显著的促进细胞迁移效果，有利于 MSF 从

创缘向创面中央迁移，加快再上皮化进程，且孢子

粉效果优于子实体。胶原蛋白是细胞外基质的主

要成分 ，人体皮肤中主要存在的是 collagen Ⅰ、

collagen Ⅲ，发挥支持组织结构、调节细胞增殖迁

移、促进再上皮化的功效［25-26］。ELISA 检测结果表

明，马勃不同醇提物促进成纤维细胞生成并分泌

collagen Ⅰ、collagen Ⅲ，推测其通过促进 collagen Ⅰ、

collagen Ⅲ的生成加快形成细胞外基质，调控新生

组织弹性及柔韧性，提高创面愈合质量，促进创面

愈合，且孢子粉效果优于子实体。小鼠背部全层皮

肤缺损性创面模型实验进一步证明，孢子粉醇提物

具有更高的创面愈合率，可有效促进创面组织上皮

化、减少炎性细胞浸润、促进新生胶原纤维的产生。

马勃不同醇提物含有较高的多酚和黄酮类成分，这

两类成分是公认的抗氧化来源［27］，能有效避免创面

中过量活性氧和自由基所致氧化应激。已有文献

证明多酚和黄酮类成分与慢性难愈性创面的治疗

紧密相关，例如，黄蜀葵花总黄酮可通过促进血管

新生、成纤维细胞增殖和胶原纤维沉积促进大鼠慢

性难愈性创面愈合［28］；毛蕊异黄酮对人脐静脉内皮

细胞具有促增殖作用［29］；骨碎补总黄酮有促进成骨

细胞增殖和血管新生的功效［30］；海马酚类提取物能

有效提高 collagen Ⅰ水平［31］，故推测马勃不同醇提

物中的多酚和黄酮类成分可能是其促进创面愈合

的药效成分。

本研究选择马勃孢子粉为治疗创面的研究对

象，发现马勃孢子粉醇提物对 MSF 的增殖、迁移、分

泌胶原蛋白、加快创面愈合速率、创面组织上皮化、

新生胶原纤维生成等作用均强于传统用药部分子

实体，表明马勃孢子粉醇提物在创面治疗领域具有

良好的开发应用前景。后续可结合气相色谱 -质谱

法（GC-MS）、高效液相色谱串联四级杆/飞行时间质

谱法（HPLC-Q-TOF/MS）等技术对马勃孢子粉醇提

物的化学成分进行定性、定量研究，尝试建立完整

的质量控制体系；同时，研究马勃孢子粉醇提物对

人皮肤成纤维细胞、巨噬细胞、血管内皮细胞、角质

形成细胞等创面修复相关细胞及慢性难愈性创面

动物模型的作用，进一步考察其对调控创面炎症水

平、血管生成、再上皮化、促难愈性创面愈合的功

能；此外，可将适用于创面的新型材料与马勃孢子

粉醇提物相结合，对传统剂型进行改进，促进马勃

在创面治疗领域的临床应用。
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