
灵芝菌丝体多糖对 ΗΛ260细胞凋亡的影响

胡映辉 o林志彬 3

k北京医科大学基础医学院药理学系 o北京 tsss{vl

摘要  目的 }研究灵芝菌丝体粗总多糖k � ��°tl !总多糖k � ��°ul对 ��2ys细胞凋亡的影响 ∀方法 }� ��°t o

� ��°u与 ��2ys细胞共培养 o� × × 法检测 � ��°t o� ��°u对 ��2ys细胞增殖的抑制作用 ~琼脂糖凝胶电泳法和

流式细胞检测法定性定量检测细胞凋亡 ∀ � ��°t o� ��°u作用于小鼠脾细胞 o再将共培养上清液k � ��°t2≥2≤ � o

� ��°u2≥2≤ � l作用于 ��2ys细胞 o同法定性定量检测它们对 ��2ys细胞凋亡的诱导作用 ∀结果 }� ��°t o � ��°u

在体外对 ��2ys细胞的增殖无明显的抑制作用 o且不能明显的诱导 ��2ys细胞凋亡 ∀但 � ��°t o � ��°u作用于

脾细胞的共培养上清液却可以明显的诱导 ��2ys细胞凋亡 ∀结论 }� ��°t o � ��°u无直接促进 ��2ys细胞凋亡作

用 o但可通过脾细胞间接诱导 ��2ys细胞凋亡 ∀

关键词  灵芝 ~多糖 ~菌丝体 ~ ��2ys细胞 ~脾细胞 ~细胞凋亡

  国内外学者已证明从灵芝 ≈ Γανοδερµ α

λυχιδυ µk�̈¼¶¶q̈ ¬ ƒµl�¤µ¶· 的子实体和菌丝体中

提取的多糖成分有抗肿瘤活性 o并推测灵芝多糖的

抗肿瘤活性是宿主介导的 o即通过增强机体的免疫

功能而实现的 ∀少数报道指出 o灵芝多糖在体外可

直接抑制肿瘤细胞株的增殖≈t ∗ v  ∀为进一步探讨

灵芝多糖的抗肿瘤机制 o本文用体外培养体系 o分析

了灵芝菌丝粗总多糖k � ��°tl !总多糖k � ��°ul

对 ��2ys 细胞凋亡的直接作用和通过脾细胞对

��2ys细胞的间接作用 ∀

材 料 与 方 法

  动物  ⎯ �¤̄¥r¦小鼠 o体重 t{ ∗ uu ªk北京医

科大学实验动物部提供l ∀

药品与试剂  灵芝菌丝体粗总多糖k � ��°tl !

总多糖k � ��°ul均由北京医科大学药学院中药研

究室提供 ∀ � ��°t 为含蛋白多糖 o蛋白含量约

xy h o � ��°u为去蛋白多糖 o内含 ts个多糖均一

体 o分子量范围 t ≅ tsw ∗ t ≅ tsx ∀两者均为水溶性 o

淡黄色粉末 ∀用完全 � ° ��2tyws 培养液配成 v

°ª# °̄ p t os1u Λ°微孔滤器过滤除菌 ow ε 保存 o临

用前用完全 � ° ��2tyws 培养液稀释到所需浓度 ∀

收稿日期 }t||{2sy2ut

3联系人  ×¨̄ }kstslyus|tus{

足叶乙甙k∂ °2tyl }江苏连云港制药厂 ∀刀豆蛋白

�k≤²± �l }≥¬ª°¤公司产品 ∀蛋白酶 �} � µ̈®公司

产品 ∀胰 � ��酶岳泰公司产品 ∀

细胞培养  人白血病 ��2ys细胞培养在完全

� ° ��2tyws培养液中 o置 vz ε ox h ≤ �u 培养箱 ou

∗ v §传代 t次 ∀

ΗΛ260 细胞的抑制试验  按 �²¶°¤±±≈w 方法 o

略有改动 ∀指数生长的 ��2ys 细胞 o以 u ≅ tsx #

°̄ p t的浓度接种于 |y孔培养板 o每孔 tss Λ̄ ∀然后

每孔分别加入不同浓度的 � �°�t o � �°�u及阳性

对照药k ∂ °2tyl tss Λ̄ ∀对照组用 � ° ��2tyws 代

替 ∀vz ε ox h ≤ �u 培养箱培养 y{ «o取出 o每孔加

入 x °ª# °̄ p t的噻唑蓝k � × ×l us Λ̄ o继续孵育 w

«∀txss µ#°¬±p t离心 tx °¬±o弃上清液 o每孔加入

酸化异丙醇 txs Λ̄ o充分溶解 o振荡后测每孔 xzs

±°的 �值 ∀

脾细胞加药培养上清液 ( ΜΓΛΠ1 , ΜΓΛΠ2

σπλενοχψτε2χονδιτιονεδ µεδια , ΜΓΛΠ12Σ2ΧΜ,

ΜΓΛΠ22Σ2ΧΜ)制备  无菌取脾 o制成单细胞悬液 o

调整细胞浓度至 u ≅ tsy# °̄ p t o加入 uw孔培养板 o

每孔 t °̄ o再分别加入 ≤²± � xss Λ̄ o使其终浓度为

u1x Λª# °̄ p t o同时加入不同浓度的 � ��°t o

� ��°u各 xss Λ̄ o对照组用等体积的 � ° ��2tyws

代替 ∀置 x h ≤ �u ovz ε 培养箱培养 v §∀取出培养

板 otxss µ# °¬±p t离心 tx °¬±o收集上清液 os1u Λ°

微孔滤膜过滤 op us ε 贮存待用 ∀

细胞凋亡的诱导  指数生长期的细胞 o调整细
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胞的初浓度为 t ≅ tsx # °̄ p t o加入不同浓度的

� ��°t o� ��°u o阳性对照组加入等体积的 ∂ °2

ty o对照组用等体积 � ° ��2tyws代替 ~不同浓度的

� ��°t o� ��°u与脾细胞共培养上清液k � ��°t2

≥2≤ � o � ��°u2≥2≤ � l以 us h kϖ/ ϖl加入初浓度为

t ≅ tsx# °̄ p t ��2ys细胞培养基中 o对照组用正常

的脾细胞培养上清液k�2≥2≤ � l代替 o另设等体积的

� ° ��2tyws组为阴性对照 o置 vz ε ox h ≤ �u 培养

箱培养 zu «o提取细胞 ⁄�� ∀琼脂糖凝胶电泳 o定

性检测凋亡条带即/ ⁄�� ¤̄§§̈µ0 o流式细胞术定量

鉴别亚二倍体细胞k凋亡细胞l含量 ∀

细胞总 ∆ΝΑ提取及琼脂糖凝胶电泳检测  药

物或培养上清液处理后的 ��2ys细胞 v ≅ tsy 个 o

{ss ≅ ª离心 x °¬±o弃上清液 ∀ °�≥洗涤两遍 ∀加

入 ⁄�� 抽提缓冲液 kts °°²̄ # �pt ×µ¬¶2≤¯o ³�

{1s ~txs °°²̄ # �pt �¤≤¯~ ts °°²̄ # �pt ∞⁄× � ~

s1w h ≥⁄≥l s1x °̄ o移入 ∞³³̈ ±§²µ©©管 o加入蛋白

酶 �o终浓度为 tss Λª# °̄ p t o充分混匀 oxs ε 水浴

保温 v «o不时振摇 ∀取出 o加入等体积 s1x

°²̄#�pt ×µ¬¶# �≤ k̄³� {1sl平衡的酚 o缓慢来回颠

倒 ts °¬±o室温x sss ≅ ª离心 tx °¬±∀吸出上清液

于另一离心管中 o加入等体积氯仿r异戊醇kuwΒtl充

分混匀 ox sss ≅ ª离心 tx °¬±∀吸出上清液 o加入 u

倍体积无水乙醇及 ts h 体积 �¤�¦k³� x1ul o

p us ε 过夜 ∀室温tu sss ≅ ª离心沉淀 ⁄�� ozs h

乙醇洗 t次后 o室温干燥 o适量 ×∞溶解 o加 � ��酶

us Λªovz ε 水浴 t «∀取制备的 ⁄��样品 ot1x h琼

脂糖凝胶电泳约 u «o电泳缓冲液为 ×�∞∀紫外灯

下观察/ ⁄�� ¤̄§§̈µ0并摄影 ∀

流式细胞仪分析凋亡细胞  收集药物处理后的

��2ys细胞 o离心 o去上清液 o°�≥ 洗两次 ∀ w ε o

zx h乙醇固定 uw «以上 o离心洗涤细胞 o调整细胞

浓度为 t ≅ tsy # °̄ p t ∀用 °�染液 kxs Λª# °̄ p t

³µ²³µ¬§¬∏° ¬²§¬§̈ o s1t h ¶²§¬∏°2¦¬·µ¤·̈ o s1t h

·µ¬·²± ÷2tssl染色 ∀用 ƒ�≤≥≤¤±k�̈ ¦·²± ⁄¬¦®¬±¶²±l

分析亚二倍体细胞k凋亡细胞l含量 ∀

统计学处理  所有结果的显著性均采用

⁄∏±¦¤±χ¶·̈¶·o��� ∂ � o≥�≥ y1sw软件进行分析处

理 ∀

结 果

1  ΜΓΛΠ1 , ΜΓΛΠ2 对 ΗΛ260 细胞增殖的抑制作

用

� ��°t在 x1| ∗ zxs Λª# °̄ p t的范围内对 ��2

ys细胞的增殖无明显的抑制作用 o� ��°u 只在

t{x1z ovzx和 zxs Λª# °̄ p t较高浓度范围内 o对 ��2

ys细胞的增殖有一微弱的抑制作用k表 tl ∀

Ταβ 1  Εφφεχτσ οφ ΜΓΛΠ1 ανδ ΜΓΛΠ2 ον ΗΛ260

χελλ προλιφερατιον ιν ϖιτρο

 �µ²∏³ ≤²±¦̈±·µ¤·¬²±rΛª# °̄ p t �¥¶²µ¥¤±¦̈

� ° ��2tyws     p   t qswx ? s qs|v

� ��°t     x q|s t qtyx ? s qty{

tt qzx t qty{ ? s qtyz

uv qxs t qtux ? s qtty

wz qss t qsxs ? s qszv

|v qzx t qsxs ? s qsvv

t{z qxs t qszv ? s qswt

vzx qss t qst{ ? s qsuu

zxs qss t qtzx ? s qsxy

� ��°u x q|s s q|zs ? s qsxx

tt qzx s q|zv ? s qsvw

uv qxs t qtsx ? s qs|u

wz qss s q|{v ? s qsu|

|v qzx s q|xx ? s qsvz

t{z qxs s q|ts ? s qsuu 3

vzx qss s q{wx ? s qsvt 3 3

zxs qss s q{yx ? s qtxs 3 3

∂ °2ty us qss s qyux ? s qsuy 3 3

ν � w ohξ ? σq�²·̈ } 3 Π� s1sx o 3 3 Π� s1st √¶� ° ��2tyws q

2  ΜΓΛΠ1 , ΜΓΛΠ2 对 ΗΛ260 细胞凋亡的影响

211  琼脂糖凝胶电泳法检测

如图 t所示 o� ��°t和 � ��°u浓度在 txs和

yss Λª# °̄ p t时 o对 ��2ys 细胞作用 zu «o其 ⁄��

降解不明显 o未见明显的 / ⁄�� ¤̄§§̈µ0 ~而 ∂ °2ty

us ows及 {s Λª# °̄ p t作用于 ��2ys仅 y «o在图中

即可见到明显的 / ⁄�� ¤̄§§̈µ0 o第 t 条条带约为

t{s ¥³o依次倍增 o说明 ⁄��在核小体处断裂 o细胞

发生凋亡 ∀

212  流式细胞术检测

细胞固定后 o降解的 ⁄�� 被释放 o因此 o检测

时在正常二倍体细胞 ⁄�� 峰k�t峰l之前出现一

峰 o称 �°峰 ∀根据 �°峰的高低可以推测发生凋亡

的细胞数 ∀由表 u o可以看出 � ��°t 或 � ��°u

yss Λª# °̄ p t作用于 ��2ys 细胞 zu «o有 z1w h ?

t1s h和 tt1{ h ? u1u h的细胞发生凋亡 o其凋亡细

胞虽略高于对照组 ∀由于凋亡细胞含量较少 o故在

⁄��琼脂糖凝胶电泳上未见明显的/ ⁄�� ¤̄§§̈µ0 o

而阳性对照组 {s Λª# °̄ p t ∂ °2ty作用于 ��2ys细

胞 tu «o有 y{1u h ? v{1v h的细胞发生凋亡 ∀由此

可见 o� ��°t o� ��°u 不能直接作用诱导 ��2ys

细胞的凋亡 ∀
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3  ΜΓΛΠ12Σ2ΧΜ和 ΜΓΛΠ22Σ2ΧΜ对 ΗΛ260 细胞

∆ΝΑ凝胶电泳的影响

311  琼脂多糖凝胶电泳法检测

如图 u所示 }当 � ��°t与 � ��°u浓度为 xs otss

及 uss Λª# °̄ p t时 o与小鼠淋巴细胞共培养 v §o培

养上清液k � ��°t2≥2≤ � o � ��°u2≥2≤ � l可诱导

��2ys细胞的凋亡 o在 ⁄�� 琼脂糖凝胶电泳上可

见明显的/ ⁄�� ¤̄§§̈µ0 o第 t条带的位置在 t{s ¥³

左右 ∀

Ταβ 2  Εφφεχτσ οφ ΜΓΛΠ1 ανδ ΜΓΛΠ2 φορ 72 η ον

αποπτοσισ οφ ΗΛ260 χελλσ ιν ϖιτρο

 �µ²∏³ ≤²±¦̈±·µ¤·¬²±rΛª# °̄ p t �³²³·²·¬¦¦̈¯̄r h

� ° ��2tyws     p   t q{y ? s qxt

� ��°t     yss z qvz ? t qss 3

� ��°u yss tt q{t ? u qus 3 3

∂ °2ty {s y{ quv ? v q{v 3 3

ν � v ohξ ? σq 3 Π� s1sx o 3 3 Π� s1st √¶� ° ��2tyws q

ƒ¬ªt  �ª¤µ²¶̈2ª̈ 2̄¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈·¬¦³¤··̈µ±¶²© ⁄��

¬¶²̄¤·̈§©µ²° ��2ys ¤©·̈µ«¤√¬±ª ¥̈ ±̈ ·µ̈¤·̈§ º¬·«

� ��°t ¤±§ � ��°u qt q �¤µ®̈ µ~u q {s Λª# °̄ p t

∂ °2ty ~v qus Λª# °̄ p t ∂ °2ty ~w qts Λª# °̄ p t ∂ °2
ty ~x q yss Λª# °̄ p t � ��°u ~ y q txs Λª# °̄ p t

� ��°u ~z qyss Λª# °̄ p t � ��°t ~{ qtxs Λª# °̄ p t

� ��°t ~| q � ° ��2tyws q

ƒ¬ªu  �ª¤µ²¶̈2ª̈ 2̄¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈·¬¦³¤··̈µ±¶²© ⁄��

¬¶²̄¤·̈§©µ²° ��2ys ¤©·̈µ«¤√¬±ª ¥̈ ±̈ ·µ̈¤·̈§ º¬·«

� ��°t2≥2≤ � ¤±§ � ��°u2≥2≤ � q t q �¤µ®̈ µ~ u q

� ��°u2≥2≤ � kuss Λª# °̄ p tl ~ v q � ��°u2≥2≤ �

ktss Λª# °̄ p tl ~w q � ��°u2≥2≤ � kxs Λª# °̄ p tl ~

x q � ��°t2≥2≤ � kuss Λª# °̄ p tl ~y q � ��°t2≥2≤ �

ktss Λª# °̄ p tl ~z q � ��°t2≥2≤ � kxs Λª# °̄ p tl ~

{ q�2≥2≤ � ~| q � ° ��2tyws q

312  流式细胞仪检测

当 � ��°t 与 � ��°u 浓度为 xs otss 及 uss

Λª# °̄ p t时 o与小鼠脾细胞共培养 v §o培养上清液

k � ��°t2≥2≤ � o� ��°u2≥2≤ � l使细胞凋亡发生率

分别为 uv1{ h ? t1x h oux1z h ? s1z h ou{1t h ?

s1v h k � ��°t2≥2≤ � l ~ux1{ h ? s1{ h ou|1w h ?

t1x h ovu1w h ? s1| h k � ��°u2≥2≤ � l ∀而正常上

清液k�2≥2≤ � l仅有 {1s h ? s1w h的细胞发生凋亡

k表 vl ∀可见一定浓度的 � ��°t或 � ��°u作用

于小鼠脾细胞共培养上清液可明显增加 ��2ys凋

亡细胞的百分比 ∀提示该作用明显强于 � ��°t及

� ��°u对 ��2ys细胞的直接作用k见表 ul o且药物

浓度亦明显低 ∀

Ταβ 3  Εφφεχτσ οφ ΜΓΛΠ12Σ2ΧΜ ανδ ΜΓΛΠ22Σ2ΧΜ

ον ΗΛ260 αποπτοσισ ιν ϖιτρο

 �µ²∏³
≤²±¦̈±·µ¤·¬²±

rΛª# °̄ p t ν �³²³·²·¬¦¦̈¯̄r h

� ° ��2tyws    p w   t q{y ? s qxt

�2≥2≤ �    p w { qsw ? s qww ϖ

� ��°t2≥2≤ �    xs w uv q{w ? t qxv 3 3 ϖ ϖ

tss w ux qyz ? s qyx 3 3 ϖ ϖ

uss w u{ qsx ? s qvt 3 3 ϖ ϖ

� ��°u2≥2≤ � xs v ux qzz ? s qz{ 3 3 ϖ ϖ

tss v u| qv| ? t qxv 3 3 ϖ ϖ

uss v vu qwt ? s q{| 3 3 ϖ ϖ

 ϖ ϖ Π� s1st √¶� ° ��2tyws ~ 3 3 Π� s1st √¶�2≥2≤ � q
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        讨   论

真菌多糖作为一类低毒而免疫活性强的抗肿瘤

物质 o受到人们广泛注意 ∀其中研究较多的有香菇

k Λεντινυσ εδοδεσl多糖 o云芝k Χοριολυσ ϖερισχολορl多

糖和灵芝k Γανοδοµ α λυχιδυ µ l多糖≈t ou ox oy  ∀尽管

目前有许多报道已证明从灵芝的子实体或菌丝体中

提取的多糖在体内或体外能够抑制肿瘤的生

长≈t ∗ v  o但其具体的抗肿瘤机制还远未清楚 ∀体内

外实验已证明灵芝多糖能够促进淋巴细胞增殖 o促

进淋巴细胞分泌 ��2u o��ƒ2Χ以及增强小鼠体内

��细胞活性≈u ov oz  o并认为这可能是灵芝多糖的抑

瘤机制之一 ∀但尚缺乏足够的证据表明这种免疫增

强作用同抑瘤活性的关系 ∀本文发现 � ��°t体外

即使在很高的浓度kyss Λª# °̄ p tl并不能抑制 ��2

ys细胞的增殖 o而 � ��°u亦仅在较高的浓度才对

��2ys细胞的增殖有较弱的抑制作用 ~且 � ��°t

和 � ��°u亦不象许多细胞毒性抗肿瘤药k如 ∂ °2

tyl那样通过诱导敏感细胞株的凋亡而发挥抗肿瘤

作用≈{  ∀我们已证明 � ��°t o� ��°u可使小鼠腹

腔巨嗜细胞培养上清液中 × �ƒΑ的活性增高 o该培

养上清液不仅抑制 ��2ys细胞的增殖并诱导 ��2

ys细胞的凋亡≈|  ∀在此基础上 o本文实验又证明

� ��°t o� ��°u与脾淋巴细胞共培养后 o其培养上

清液同样能够诱导 ��2ys细胞的凋亡k图 u o表 vl ∀

提示 � ��°t o� ��°u作用的脾淋巴细胞培养上清

液中的某些成分在诱导 ��2ys细胞的凋亡中发挥

了作用 ∀大量文献报道 }灵芝多糖能够促进淋巴细

胞分泌 ��2u o��ƒ2Χ等细胞因子≈u oz  ∀有实验证明 o

��ƒ2Χ在体外可直接抑制来源于乳腺和肠道及其它

肿瘤细胞株的生长并可直接诱导 �¨̄¤细胞的凋

亡≈ts ott  ∀��2u作为 × 淋巴细胞的生长和分化的促

进因子 o虽尚未见直接诱导肿瘤细胞株凋亡的报道 o

但 ��2u能够促进 × 淋巴细胞合成和分泌 ��ƒ2Χo继

而诱导 ≤ ×�前体细胞转变为活性 ≤ ×�∀而 ��ƒ2Χ

和 ≤ ×�细胞均具有直接抑制肿瘤细胞的功能 ∀因

而我们推测 }� ��°t o� ��°u通过促进淋巴细胞的

功能 o包括分泌一些活性物质k如细胞因子l o诱导了

��2ys 细胞的凋亡 ∀此途径可能与 � ��°t o

� ��°u的抑瘤作用有关 ∀
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Βυλλαταχιν克服肿瘤多药抗药性作用及其机理
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摘要  目的 }探讨 ¥∏̄ ¤̄·¤¦¬±克服肿瘤多药抗药性k � ⁄� l的作用及其机制 ∀方法 }以两对 � ⁄� 细胞株及其相应

的敏感株进行对比 o比较两种细胞株的细胞毒 !ƒ∏µ¤2u及阿霉素细胞内积累 ∀结果 }¥∏̄ ¤̄·¤¦¬±不仅对敏感细胞株具有

很强的细胞毒活性 o而且对 � ⁄� 细胞株也同样具有很强的细胞毒活性 o不受抗药性的影响 ∀¥∏̄ ¤̄·¤¦¬±能使 � ⁄� 细

胞内 ƒ∏µ¤2u的积累增加 ~也能增加 � ⁄� 细胞内阿霉素的积累 ∀结论 }¥∏̄ ¤̄·¤¦¬±具有克服 � ⁄� 的作用 o其作用机理

与 ¥∏̄ ¤̄·¤¦¬±影响 � ⁄� 细胞 °2ª³的功能 o使 � ⁄� 细胞内抗癌药物积累增加有关 ∀

关键词  �∏̄ ¤̄·¤¦¬±~多药抗药性 ~°2糖蛋白 ~阿霉素 ~新型钙离子荧光指示剂kƒ∏µ¤2ul

  多药抗药性k°∏̄·¬§µ∏ªµ̈¶¬¶·¤±¦̈ o � ⁄� l 是指

肿瘤细胞接触一种来源于天然的抗肿瘤药物并产生

收稿日期 }t||{2sz2u{
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3 ×¨̄ }ksusl{zzyxvy{2zvv o ƒ¤¬}ksusl{zzxwxsy o ∞2°¤¬̄}©∏̄¬º∏

� «²·°¤¬̄q¦²°

抗药性时 o同时对结构和作用机理不同的多种天然

来源的抗肿瘤药物产生交叉抗药性 ∀已证实 � ⁄�

的主要原因是 °2糖蛋白k³̈µ° ¤̈¥¬̄¬·¼ ª̄¼¦²³µ²·̈¬±o

°2ª³l过度表达≈t  ∀实际上 o°2ª³是一种依赖于

�×°的外排泵 o能将抗癌药物从肿瘤细胞内排至细
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