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摘要:目的　探讨灵芝孢子油对人肝癌细胞株 HepG2的影响及其机制。方法　CCK8法观察灵芝孢子油对
HepG2细胞的增殖抑制作用;体外运动迁移实验观察细胞迁移能力的变化;流式细胞术观察细胞凋亡;RT-PCR技

术检测 VEGF,细胞凋亡相关因子 Bcl-2、Bax及 p53和 Toll样受体 mRNA水平的表达情况;免疫荧光观察细胞骨架

的改变。结果　灵芝孢子油对体外培养的肝癌 HepG2细胞有抑制增殖作用 ,且具有剂量 、时间相关性;灵芝孢子油能

降低 HepG2细胞迁移速度;HepG2细胞凋亡率随灵芝孢子油浓度增加而增加;VEGF、Bcl-2和 BaxmRNA表达下调 ,

p53的 mRNA无显著变化;灵芝孢子油也能改变 Toll样受体 mRNA的表达情况;灵芝孢子油处理后, HepG2细胞骨架

改变 ,伪足减少 ,并且出现典型的凋亡细胞形态。结论　灵芝孢子油可抑制肝癌细胞株 HepG2的增殖, 诱导肝癌

HepG2细胞凋亡 ,抑制其迁移能力 ,改变细胞表面 Toll样受体表达 ,而这些可能与灵芝孢子油抗肿瘤的机制相关。
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　　肝癌是世界上死亡率第三的癌症 。肝炎病毒的

感染 ,加上饮食上接触致癌原 ,都增加了发病率
[ 1]
。

肿瘤的发生 、发展 ,与细胞凋亡与细胞增殖之间的失

衡 、细胞的迁移有着密切关系。与此同时 ,肿瘤细胞

表面 Toll样受体的表达也参与到肿瘤细胞逃逸免疫

监视等过程中。

灵芝被称为 “仙草 ”,是担子菌纲多孔菌科灵芝

属真菌赤芝和紫芝的总称 。随着对灵芝研究的不断

深入 ,灵芝的生殖细胞———孢子的药用价值也引起

了人们的关注。灵芝孢子油由灵芝孢子粉经 CO2超

临界萃取而来
[ 2]
,是一种脂溶性物质 ,主要成分为

三萜类 、甾醇类 、脂肪及脂肪酸等
[ 3]
。已有研究表

明 ,灵芝孢子油不仅能抑制肿瘤生长 、杀伤肿瘤细

胞
[ 4]
,还对免疫功能有一定的调节作用

[ 5]
。

本实验以 HepG2人肝癌细胞为靶细胞 ,对灵芝

孢子油对肝癌细胞的影响及其机制进行初步研究。

1　材料与方法

1.1　材料

HepG2人肝癌细胞引自中国科学院上海细胞

生物研究所细胞库;灵芝孢子油由南京中科药业有

限公司馈赠 ,纯度 >99%;RPMI1640培养基干粉 、

胰蛋白酶均购自 Gibco公司;新生小牛血清购自

PAA公司;CCK-8试剂盒购自同仁化学研究所;

AnnexinV-FITC/PI凋亡试剂盒购自 Sigma-Aldrich;

鬼笔环肽 Phalloidin-PE购自 Sigma公司;明胶干粉

购于 Amresco公司;引物由上海 Invitrogen合成;顺

铂注射液(6 mL, 30 mg)购自江苏豪森药业有限公

司(国药准字 H20040813)。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养　人肝癌 HepG2细胞 , 用完全

RPMI-1640培养基(含 10%灭活小牛血清 、100 mg/L

青霉素及 100 mg/L链霉素)培养 ,置于 37℃、 5%

CO2培养箱中 ,传代培养至对数生长期备用。

1.2.2　CCK8法检测灵芝孢子油对 HepG2细胞的

增殖抑制作用　取对数生长期 HepG2细胞制成 1×

10
4
/mL单细胞悬液 ,接种于 96孔板中 ,每孔 100

μL, 37℃、5% CO2条件下培养 24小时 。经不同浓

度的灵芝孢子油(0、0.1、0.25、0.5、1 g/L)分别处理

24、48小时后 ,加入 CCK8试剂 10 μL,继续孵育 4

小时后 ,用酶标仪 450 nm处测各孔的吸收度 (OD

值)。每次每组测定 6个复孔。以培养液作为空白

对照并调零 ,测 3次 ,取平均值 。根据公式计算细胞

增殖抑制率:细胞增殖抑制率(%)=(1 -实验组
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OD值 /对照组 OD值)×100%。

1.2.3　体外运动迁移实验　6孔培养板内接种 1×

10
5
个 HepG2细胞 , 37℃、5%CO2条件下培养至细胞

覆盖率为 85%左右 ,用灭菌双面剃须刀片在培养孔

中刮制 2条整齐而平行的无细胞区。给予不同浓度

的灵芝孢子油(0、0.1、0.25、0.5g/L)和顺铂注射液

(10mg/L)处理 ,分别于 6、12和 24小时后在显微

镜下观察比较不同实验组之间细胞迁移情况。

1.2.4　流式细胞仪 AnnexinV2FITC/PI双染法检

测灵芝孢子油对 HepG2细胞凋亡的影响　取对数

生长期 HepG2细胞制成 2×10
5
/mL单细胞悬液 ,接

种于 24孔培养板中 , 37℃、5% CO2培养箱中培养

24小时后 , 给予不同浓度的灵芝孢子油(0、 0.1、

0.25、0.5、1 g/L)处理 ,另外设置空白对照组 ,继续

孵育。培养 24小时后用 0.25%胰酶收集各组细

胞 ,用冷的磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤两遍 ,然后重悬

于 100μLbindingbuffer中 ,根据 AnnexinV-FITC染

色试剂盒说明书 ,对细胞进行染色。利用流式细胞

仪检测细胞凋亡情况 。

1.2.5　RT-PCR技术检测细胞凋亡相关因子

VEGF、Bcl-2、Bax及 p53 mRNA表达　取对数生

长期 HepG2细胞制成 4×10
5
/mL单细胞悬液 ,接种

于 6孔培养板中 , 37℃、5% CO2培养箱中培养 24小

时后 ,给予不同浓度的灵芝孢子油(0、 0.1、 0.25、

0.5、1 g/L)和顺铂(10 mg/L)处理 ,继续孵育。培

养 6小时后收集各实验组细胞 , 用 Trizol提取总

RNA。用紫外分光光度计测定 RNA纯度 (A260/

A280>1.6),同时行 RNA定量。取 1 μgRNA进行

逆转录合成 cDNA,进行 PCR检测细胞凋亡相关因

子 VEGF、Bcl-2、Bax及 p53的表达 。引物序列见表

1。PCR反应条件为:94℃ 30秒 , Tm退火 30秒 ,

72℃延伸 45秒 , 30个循环 ,最后 72℃ 5分钟;目的

基因和内参照进行同管扩增 ,以减少误差。扩增产

物进行 12 g/L的 TBE琼脂糖凝胶电泳 ,溴化乙锭

(EB)染色 ,在凝胶成像分析系统紫外光下进行拍照

和图像分析。以 β-actin为内参照 ,目的基因的 PCR

产物条带的灰度 Volume之比作为反映目的基因

mRNA水平的相对指标 。

1.2.6　RT-PCR技术检测细胞 Toll样受体 mRNA

表达　取对数生长期 HepG2细胞制成 4 ×10
5
/mL

单细胞悬液 ,接种于 6孔培养板中 , 37℃、5% CO2培

养箱中培养 24小时后 ,给予不同浓度的灵芝孢子油

(0、0.1、0.25、0.5、1 g/L)和顺铂(10 mg/L)处理 ,

继续孵育 。培养 6小时后收集各实验组细胞 , 用

Trizol提取总 RNA。用紫外分光光度计测定 RNA

纯度(A260 /A280 >1.6),同时行 RNA定量 。取 1

μgRNA进行逆转录合成 cDNA,进行 PCR检测细胞

Toll样受体 mRNA的表达。引物序列见表 2。 PCR

反应条件为:94℃ 30秒 , Tm退火 30秒 , 72℃延伸

45秒 , 30个循环 ,最后 72℃ 5分钟;目的基因和内

参照进行同管扩增 ,以减少误差。扩增产物进行 12

g/L的 TBE琼脂糖凝胶电泳 ,溴化乙锭(EB)染色 ,

在凝胶成像分析系统紫外光下进行拍照和图像分

析。以 β-actin为内参照 ,目的基因的 PCR产物条

带的灰度 Volume之比作为反映目的基因 mRNA水

平的相对指标 。
表 1　HepG2细胞凋亡相关因子 RT-PCR引物序列

基因 扩增序列(5′-3′) 扩增序列(5′-3′) 扩增片段(bp) 退火温度(℃)

VEGF ACTTCAAGCCGTCCTGTG CCTTTCCTCGAACTGATTTT 228 54

Bcl-2 AGCTGCACCTGACGCCCTTCACCGC AGGAGAAATCAAACAGAG 288 55

Bax AGCTTCAGGGTTTCATCCAGG GCCTTGAGCACCAGTTTG 295 55

p53 GCCTGAGGTTGGCTCTGAC CCCCTTTCTTGCGGAGATTC 215 58

actin GCTACAGCTTCACCACCACA GGTCTTTACGGATGTCAACGTC 288 60

表 2　HepG2细胞 Toll样受体 RT-PCR引物序列

基因 扩增序列(5′-3′) 扩增序列(5′-3′) 扩增片段(bp) 退火温度(℃)

TLR1 TCCACGTTCCTAAAGACCTATCC GGTTCACAGTAGGGTGGCAA 237 56

TLR2 ATCCTCCAATCAGGCTTCTCT ACACCTCTGTAGGTCACTGTTG 163 56

TLR3 TACCAGCCGCCAACTTCAC AGTTCAGTCAAATTCGTGCAGAA 187 56

TLR4 GACCTGTCCCTGAACCCTA TCTCCCAGAACCAAACGA 88 52

TLR6 CATGTTCCAAAAGACCTACCGC ACTCACAATAGGATGGCAGGATA 234 56

TLR8 TGTTCCTTCAGTCGTCAATGC TTGCTGCACTCTGCAATAACT 142 56

TLR9 GCAGCCGGAGATGTTT TGAATGAGTGCTCGTGGT 81 52

TLR10 GCTAAGACATCGGTTCTATTGCT GGATCTGAAAGTGTTCCACTGAT 106 55

actin GCTACAGCTTCACCACCACA GGTCTTTACGGATGTCAACGTC 288 60
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1.2.7　细胞爬片及免疫荧光标志细胞骨架　将无菌

盖玻片放到 6孔培养板里 ,加覆 500μL左右 1%的无

菌明胶 , 37℃孵育 2小时 ,吸去明胶 , PBS洗涤 1次 ,

将对数生长期细胞以适当密度接种于 6孔培养板过

夜。待细胞贴壁后 ,加入不同浓度的灵芝孢子油(0、

0.1、0.25、0.5、1 g/L)和顺铂注射液(10 mg/L)处理

24小时。将细胞爬片用 4%多聚甲醛固定 30分钟 ,

用 PBS洗 3次 , 0.1% Triton100室温处理 15分钟 ,

PBS洗 3次 ,用 3% BSA室温封闭 1小时 , PBST洗 3

次 ,加 Phalloidin-PE(1∶50),室温孵育 1小时 , PBS洗

3次 ,最后 DAPI(0.5 μg/L)染核 10分钟 , PBS洗 3

次 ,加甘油封片 ,用激光共聚焦显微镜观察。

1.3　统计学分析

实验均重复 3次或 3次以上 , 实验数据用

GraphpadPrism5软件进行分析 ,实验组与对照组比

较采用单因素相关分析。

2　结　果

2.1　灵芝孢子油对 HepG2细胞增殖的抑制作用

不同浓度的灵芝孢子油作用 HepG2细胞 24小

时和 48小时后 , HepG2细胞的增殖受到显著抑制 ,

且呈剂量依赖性(见图 1、表 3)。

图 1　灵芝孢子油对 HepG2细胞增殖活力的影响

表 3　灵芝孢子油对 HepG2细胞增殖的影响

灵芝孢子油

(g/L)

细胞增殖抑制率(%)

24h 48h

0.1 3.91±1.28 3.30±0.61

0.25 6.07±0.54 3.73±1.56

0.5 12.09±0.48 12.09±3.09

1 25.60±0.17 23.06±3.99

2.2　灵芝孢子油对 HepG2细胞迁移能力的影响

体外运动迁移实验表明不同浓度的灵芝孢子油

对细胞浸润迁移能力均有一定的抑制作用 ,且随着

灵芝孢子油浓度的递增 ,对细胞迁移能力的抑制作

用越显著 ,呈剂量依赖性(见图 2)。

图 2　不同浓度的灵芝孢子油对 HepG2细胞迁移能力的影响

2.3　灵芝孢子油诱导 HepG2细胞凋亡的检测

用 AnnexinV/PI双标志法流式细胞仪检测不

同浓度的灵芝孢子油作用 HepG2细胞 24小时后 ,

细胞凋亡率升高 ,说明灵芝孢子油能明显诱导了细

胞凋亡(见表 4)。

2.4　灵芝孢子油对 HepG2细胞凋亡相关因子

VEGF、Bcl-2、Bax及 p53mRNA表达水平的影响

在灵芝孢子油的作用下 , 特别是在其高浓度

(0.5 g/L和 1 g/L)时 , HepG2细胞中 VEGF、Bax以

及 Bcl-2在 mRNA水平上表达下降 ,而实验组的 p53

与对照组比较差异无统计学意义 。其中 ,实验组的

Bcl-2 /Bax的比值 <1,表明灵芝孢子油有促凋亡作

用(见表 5、图 3)。
表 4　不同浓度灵芝孢子油诱导 HepG2细胞凋亡的影响

组别 浓度(g/L) 细胞凋亡率(%)

对照组 - 13.28±0.59

灵芝孢子油 0.1 17.07±2.00＊

灵芝孢子油 0.25 19.81±1.23＊＊

灵芝孢子油 0.5 25.24±2.13＊＊＊

灵芝孢子油 1 31.71±6.64＊＊

顺铂 2 24.93±2.43＊＊

　　与对照组比较, ＊P<0.05, ＊＊P<0.001, ＊＊＊P<0.0001
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表 5　不同浓度的灵芝孢子油对 HepG2细胞 VEGF、Bcl-2、Bax及 p53mRNA表达水平的影响

组别 浓度(g/L) VEGF/β-actin Bax/β-actin Bcl-2 /β -actin p53 /β -actin Bcl-2 /Bax

对照组 - 0.34±0.01 0.66±0.02 0.65±0.01 1.35±0.02 1.19±0.02

灵芝孢子油 0.1 0.30±0.01＊ 0.42±0.01＊ 0.43±0.01＊ 1.43±0.03 0.82±0.01＊

灵芝孢子油 0.25 0.34±0.02 0.50±0.02＊ 0.47±0.02＊ 1.39±0.04 0.88±0.03

灵芝孢子油 0.5 0.22±0.02＊ 0.38±0.03＊ 0.41±0.02＊ 1.41±0.03 0.87±0.03

灵芝孢子油 1 0.16±0.02＊ 0.44±0.03＊ 0.26±0.01＊ 1.35±0.02 0.57±0.02＊

顺铂 2 0.25±0.01＊ 0.43±0.02＊ 0.59±0.03 1.44±0.02＊ 1.09±0.01＊

　　＊与对照组比较 , P<0.05

图 3　不同浓度的灵芝孢子油对 HepG2细胞

VEGF、Bcl-2、Bax及 p53 mRNA表达水平的影响

2.5　灵芝孢子油对 HepG2细胞 Toll样受体

mRNA表达水平的影响

在较高浓度灵芝孢子油的作用下 , HepG2细胞

中 TLR1和 TLR3表达下降 , 而 TLR2、TLR6以及

TLR8表达升高 ,而 TLR4、TLR9和 TLR10表达无显

著变化(见表 6、图 4)。

2.6　免疫荧光染色观察灵芝孢子油诱导 HepG2细

胞凋亡

肌动蛋白 Phalloidin-PE荧光染色为红色 ,呈红

色细丝状 ,主要沿细胞长轴分布 ,贯穿整个 HepG2

细胞 ,相对于对照组 、实验组的细胞变圆 ,伪足减少 ,

降低了细胞的运动能力 。同时可见 ,细胞密度降低 ,

细胞骨架遭到破坏。而 DAPI在荧光激发下发蓝

光 ,与细胞核DNA结合 , 染核 。对照组细胞的细胞

表 6　不同浓度的灵芝孢子油对 HepG2细胞 TLRsmRNA表达水平的影响

组别
浓度

(g/L)

TLR1 /

β -actin

TLR2/

β -actin

TLR3/

β -actin

TLR4 /

β-actin

TLR6/

β -actin

TLR8/

β -actin

TLR9/

β -actin

TLR10/

β -actin

对照组 - 0.81±0.02 0.73±0.02 0.77±0.01 0.56±0.01 0.78±0.01 0.89±0.02 0.63±0.02 0.76±0.02

灵芝孢子油 0.1 0.76±0.03 0.71±0.03 0.69±0.02＊ 0.56±0.02 0.95±0.03＊ 0.81±0.03 0.64±0.03 0.73±0.03

灵芝孢子油 0.25 0.78±0.04 0.73±0.02 0.73±0.03 0.57±0.02 1.40±0.04＊ 1.37±0.03＊ 0.63±0.04 0.76±0.02

灵芝孢子油 0.5 0.75±0.02 0.73±0.01 0.70±0.01＊ 0.58±0.03 0.91±0.02 1.42±0.04＊ 0.62±0.03 0.77±0.01

灵芝孢子油 1 0.76±0.01＊ 0.81±0.03＊ 0.68±0.02＊ 0.55±0.01 1.27±0.03＊ 1.56±0.03＊ 0.64±0.02＊ 0.79±0.03

顺铂 2 0.77±0.03 0.70±0.03 0.74±0.03 0.57±0.02 0.92±0.04 1.39±0.03＊ 0.68±0.03 0.72±0.03

　　＊与对照组比较 , P<0.05

核膜完整 ,近似圆形 ,边缘清晰 ,染色均匀。灵芝孢

子油作用后的细胞体积缩小 、变圆 , 胞核内颗粒增

加 ,其细胞核呈波纹状 、折缝样 ,染色质浓集 ,高浓度

的灵芝孢子油还伴有细胞核固缩或断裂现象及出现

凋亡小体 ,为细胞凋亡的典型特征(图 5)。

3　讨　论

灵芝作为一种名贵中药 ,其药用价值已被大量

研究分析验证。而在防癌 、抗肿瘤方面 ,由灵芝孢子

粉经 CO2超临界萃取而来的脂溶性物质———灵芝孢

子油的功效是灵芝子实体的 60 ～ 70倍。已有研究

表明 ,灵芝孢子油能增强小鼠淋巴细胞增殖能力及

腹腔巨噬细胞吞噬能力 ,提高 NK细胞杀伤作用等 ,

进而对增强免疫细胞的生理活性 ,恢复受损机体的

免疫功能 ,达到抗肿瘤的目的
[ 4, 6]
。

肿瘤的发生与发展 ,依赖于细胞凋亡和细胞增

殖之间的平衡与失衡。现已知 Bcl-2家族基因和

p53与细胞凋亡信号转导有着密切关系 。 Bcl-2家

族蛋白功能上分为促凋亡(如 Bax和 Bad等)和抑

凋亡(如 Bcl-2和 Bcl-xl等)两类 。本研究结果表

明 ,高浓度的灵芝孢子油能够显著抑制 HepG2细胞

体外生长 , 促进 HepG2细胞的凋亡进程 , 并使

HepG2细胞出现核质浓集和凋亡小体等典型的凋

亡形态学特征。同时 , Bax蛋白在基因水平上均有

下调 ,可能由于灵芝孢子油并不在基因水平上对其

进行调控;且另据报道 , Bax与 Bcl-2的比值 ,对药物
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图 4　不同浓度的灵芝孢子油对 HepG2细胞

TLRsmRNA表达水平的影响

诱导的细胞凋亡的发生具有决定性作用
[ 7]
。而灵

芝孢子油作用后 , Bcl-2/Bax的比值 <1,表现为促凋

亡作用。

另一方面 ,肿瘤的发生 、发展 、浸润及转移也与

血管新生密切相关
[ 8]
。VEGF是血小板衍生生长因

子(platelet-derivedgrowthfactor, PDGF)家族中的

一个亚家族 ,是参与血管新生和血管发生过程的重

要信号蛋白。它是内皮细胞的特异有丝分裂原 ,能

增强内皮细胞的生存能力 ,促进有丝分裂 ,增强趋化

性和血管渗透性 ,在体外能促进内皮细胞的生长 ,在

体内可诱导血管发生 ,是目前已知作用最强的促血

管生成的生长因子之一 ,已成为肿瘤治疗的靶点之

一
[ 9]
。体外运动迁移实验表明 ,灵芝孢子油能显著

抑制细胞迁移能力 ,减少细胞伪足 ,并在基因水平上

下调 VEGF的表达 ,进而对肿瘤发展 、迁移起到一定

的限制作用。

Toll样受体(TLRs)属于模式识别受体 ,是连接

A.对照组(Con);B.0.1g/L;C.0.25g/L;D.0.5g/L;E.1g/L;F.Cisplatin(10mg/L)

图 5　免疫荧光染色观察灵芝孢子油诱导 HepG2细胞凋亡

天然免疫与获得性免疫的桥梁。在人体中已确定

13种 TLRs, 主要表达在免疫细胞和上皮细胞中 。

近来研究发现 ,在一些肿瘤细胞系或者肿瘤 ,特别是

上皮衍生性肿瘤上 ,也可以检测到 TLRs
[ 10]
。 TLRs

是可能促进增殖 ,抑制凋亡 ,并参与肿瘤细胞的迁

移 、浸润及血管生成
[ 11]
。例如 ,有研究表明肿瘤细

胞 TLR3的表达可诱导肿瘤细胞的凋亡
[ 12]
,而肿瘤

细胞 TLR8的表达与其天然或合成配体结合可逆转

调节性 T细胞的免疫抑制作用 。本实验从基因水

平上验证了 TLRs在 HepG2细胞上的表达 ,同时初

步证明灵芝孢子油对 TLRs表达有一定影响 ,而具

体作用机制已在进一步的研究中 。

综上研究结果表明 ,灵芝孢子油能够调控肝癌

细胞凋亡相关基因表达 ,进而抑制肝癌细胞的体外

增殖 ,促进细胞凋亡 。此外 ,灵芝孢子油还可以抑制

细胞体外迁移 ,影响肝癌细胞自身 TLRs的表达。

本研究揭示了灵芝孢子油抗肿瘤作用的部分机制 ,

为灵芝孢子油在肝癌治疗的应用上提供了新的

方向 。
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EffectofglossyganodermasporeoilonhumanhepatomacelllineHepG2

SUNLin, HUAChun-yan, HOUYa-yi

(MedicalSchoolandStateKeyLaboratoryofPharmaceuticalBiotechnology, NanjingUniversity, Nanjing, 210093, China)

Abstract:Objective　ToinvestigatetheeffectofglossyganodermasporeoilonhumanhepatomacelllineHepG2 andits

mechanism.Methods　Cellproliferationwasmeasuredbycellcountkit(CCK-8).Themobilitywasevaluatedbymigrationassay.

Cellapoptoticratewasexaminedbyflowcytometry(FCM).RT-PCRanalysiswasusedtodetectmRNAexpressionofapoptosisrelated

factorsBcl-2, Bax, p53 andTolllikereceptors;thecytoskeletonwasobservedbytheimmunofluorescentstaining.Results　Glossy

ganodermasporeoilinhibitedtheproliferationofHepG2 cellsinadoseandtimedependentmanner.ThemigratingspeedofHepG2

cellswasreduced.TheapoptoticrateofHepG2 cellsincreasedwiththeelevatedconcentrationsofglossyganodermasporeoil.The

mRNAexpressionsofVEGF, Bcl-2 andBaxweredown-regulatedwhilep53expressionup-regulated.ThemRNAexpressionofToll-like

receptorswasalsochangedbyglossyganodermasporeoil.ThecytoskeletonofHepG2 cellswaschanged, andthepseudopodwas

decreased, representingthetypicalapoptosisappearance.Conclusion　Glossyganodermasporeoilcaninhibittheproliferationandthe

mobility, induceapoptosisofhumanhepatomacelllineHepG2, changetheexpressionofToll-likereceptors, whichmayberelatedtoits

anti-tumoreffects.

Keywords:liverneoplasms/pathology;plantoils/pharmacology;spores;GANODERMALUCIDUMΔ/pharmacology;tumor
cells, cultured;carcinoma, hepatocellular/physiopathology;Toll-likereceptors;apoptosis
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