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［摘 要］  目的：探讨富含总三萜的灵芝提取物抑制小鼠MC38结肠癌皮下移植瘤的作用，并分析其对髓源性抑制细胞

（MDSCs）和 T细胞变化的影响。方法：首先通过 SwissTargetPrediction 和 TCMSP等数据库预测已报道文献的灵芝潜在作用靶

点，并结合GeneCards数据库检索出的结肠癌相关疾病靶点推测灵芝作用于结肠癌的潜在靶点；运用 STRING数据库构建交集

靶点的蛋白互作（PPI）网络；使用Cytoscape软件对 STRING数据库筛选的靶点进行网络拓扑分析筛选关键靶点，并推测潜在药

物活性成分；运用DAVID数据库对差异基因进行GO和KEGG通路富集分析。基于上述推测的灵芝抑制肿瘤的潜在重要活性

成分结果，建立MC38细胞系皮下结肠癌小鼠模型，灌胃不同总三萜含量的灵芝提取物。Ki67免疫组化染色观察小鼠肿瘤细

胞增殖能力；流式细胞术检测小鼠肿瘤及脾脏中T细胞及MDSCs变化；ELISA检测小鼠血清中 IL-6表达。结果：通过网络药理

学分析已报道的灵芝提取物抑制结肠癌的活性成分，发现灵芝提取物中抑制结肠癌的主要活性成分属于总三萜类。分别灌胃

荷瘤小鼠N（生理盐水）、制剂A（总三萜 0.01％）、制剂B（总三萜 0.2％）和制剂C（总三萜 3.5％），结果表明，与N组相比，制剂C
灌胃后的结肠癌小鼠肿瘤生长明显变慢，肿瘤体积明显减小；ELISA结果表明，制剂C可降低小鼠血清 IL-6水平；流式细胞术

结果显示C组小鼠肿瘤和脾脏中G-MDSCs比例降低，CD8+T细胞比例增加。结论：富含总三萜的灵芝提取物可明显抑制MC38
细胞系皮下结肠癌小鼠模型肿瘤增殖，显著下调荷瘤小鼠瘤内和脾脏中G-MDSCs比例，提高CD8+T细胞比例，提示富含总三

萜的灵芝提取物抑制结肠癌的作用主要是通过调节免疫功能实现的。
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Study on inhibition of proliferation of subcutaneously transplanted MC38 colon 
cancer in mice by Ganoderma lucidum extract rich in total triterpenes
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［Abstract］ Objective：To investigate effects of Ganoderma lucidum extract rich in total triterpenes on inhibition of subcutane‑
ous colon cancer in mice with MC38 cell line， and analyze its impact on changes in myeloid-derived suppressor cells （MDSCs） and T 
cells. Methods：Initially， potential targets of Ganoderma lucidum reported in literature were predicted using databases such as Swiss 
TargetPrediction and TCMSP， and potential targets of colon cancer were inferred by combining disease targets related to colon cancer 
retrieved from GeneCards database； STRING database was utilized to construct a protein-protein interaction （PPI） network for inter‑
secting targets； Cytoscape software was employed for network topology analysis of targets selected from STRING database to identify 
key targets and speculate on potential active drug components； DAVID database was used to perform GO and KEGG pathway enrich‑
ment analysis on differential genes. Based on results of inferred potential important active components of Ganoderma lucidum in inhibiting 
tumor growth， a subcutaneous colon cancer mouse model with MC38 cell line was established and administered intragastric treatment 
with Ganoderma lucidum extracts of varying total triterpene content. Ki67 immunohistochemical staining was used to observe prolifera‑
tive capacity of mouse tumors； flow cytometry was used to determine changes in T cells and MDSCs in tumors and spleens of mice； 
ELISA was used to measure level of IL-6 in mouse serum. Results：Network pharmacology analysis revealed that main active compo‑
nents in Ganoderma lucidum extract that inhibit colon cancer belong to class of total triterpenes. Mice bearing tumors were adminis‑
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tered intragastric treatments with N （normal saline）， Formulation A （0.01% total triterpenes）， Formulation B （0.2% total triterpenes） 
and Formulation C （3.5% total triterpenes）. Compared to N group， growth of tumors in colon cancer mice treated with Formulation C 
was significantly slowed， and tumor volume was markedly reduced. ELISA results demonstrated that Formulation C could decrease     
expression of IL-6 in mouse serum. Flow cytometry results showed that proportion of G-MDSCs in tumors and spleens of mice in Group 
C was decreased， while proportion of CD8+T cells was increased. Conclusion：Ganoderma lucidum extract rich in total triterpenes can 
significantly inhibit growth of colon cancer in MC38 cell line subcutaneous mouse model， markedly down-regulate proportion of G-MDSCs 
in tumors and spleens of tumor-bearing mice， and increase proportion of CD8+T cells， suggesting that inhibitory effect of Ganoderma     

lucidum extract rich in total triterpenes on colon cancer is mainly achieved through modulation of immune responses.
［Key words］ Ganoderma lucidum extract；Triterpenes；Colon cancer；MDSCs

结肠癌是全球范围内一种极为常见的恶性肿

瘤，且在年轻人中的发病率逐年上升［1］。手术、放化

疗是治疗结肠癌的常见方法，而一些地区因医疗技

术发展限制，放化疗普及程度较低，且放化疗可能

损伤正常细胞，引发不良反应，部分结肠癌患者还

存在化疗耐药性问题［2-3］。因此，迫切需要探寻治疗

结肠癌的合适方法。

通常认为中药具有良好的安全性和普适性，不

仅可促进肿瘤细胞凋亡以及抑制其增殖和转移，还

可通过调节机体免疫功能杀伤肿瘤细胞［4］。传统中

医学认为，灵芝具有扶正固本、延年益寿等功效，已

有研究报道灵芝可抑制 IL-6水平升高，具有抑制肿

瘤生长和调节免疫功能等药理作用［5］。灵芝的干燥

子实体富含多种活性化合物，包括三萜类、灵芝多

糖、核苷、甾醇类及多糖类等［6］。其中三萜类成分常

被认为是潜在的免疫调节剂，可用于治疗免疫系统

相关疾病［7］。然而，目前报道的灵芝治疗结肠癌等

肿瘤的重要成分尚不明确。

髓 源 性 抑 制 细 胞（myeloid-derived suppressor 
cells，MDSCs）是骨髓来源的未成熟髓系细胞的

CD11b+Gr1+异质性群体，形态与中性粒细胞和单核

细胞相似［8］。MDSCs 具有强大的免疫抑制活性，因

此被定义为在功能上与中性粒细胞和单核细胞不

同的细胞群体，可根据其 Ly6G 和 Ly6C 表达分为粒

细胞样（G-MDSCs）和单核细胞样（M-MDSCs）两个

亚群：G-MDSCs 表征为 CD45+CD11b+Ly6G+Ly6Clow，

M-MDSCs 表 征 为 CD45+CD11b+Ly6G−Ly6Chi［9-12］ 。

MDSCs 是肿瘤微环境中的关键免疫抑制细胞群［8］，

已有研究报道，在结肠癌进展过程中，MDSCs 数量

不仅显著增加，且可通过产生 VEGF、前列腺素 E2
（prostaglandin E2，PGE2）促进肿瘤血管生成等非免

疫机制促进肿瘤生长和转移［13-14］。IL-6是MDSCs积
累和激活的关键调节因子，也是刺激肿瘤细胞增

殖、存活、侵袭和转移的细胞因子［15］。研究报道体

内抑制 IL-6可降低G-MDSCs比例，从而增加肿瘤微

环境中CD8+T细胞数量，抑制荷瘤小鼠肿瘤生长［16］。

此外，已有多项研究报道三萜类具有调控MDSCs的
作用［17-22］。但在结肠癌治疗中，灵芝如何抑制肿瘤

与调节机体免疫功能的机制尚不清楚。

本研究首先通过网络药理学分析确定目前报

道的灵芝抑制结肠癌等肿瘤的主要活性成分为三

萜类；进一步探讨富含总三萜的灵芝提取物对结肠

癌细胞的作用，并分析其通过调节 MDSCs和 CD8+T
细胞比例对结肠癌疾病进展的影响，为富含总三萜

的灵芝提取物治疗结肠癌提供参考。

1 材料与方法 

1. 1　材料

1. 1. 1　实验动物　20只雄性 C57BL/6小鼠（6~8周

龄）购于江苏华创信诺医药科技有限公司，体质量

18~20 g，生产许可证号：SCXK（苏）2020-0009，动物

合格证号：A202312130091。所有小鼠饲养于 SPF
级动物房，房间温度 20~22 ℃，湿度 40%~60%，采取

12 h/12 h光照/黑暗交替，自由获取食物和水。所有

涉及动物的实验程序均严格遵守南京大学研究伦

理委员会批准的方案（IACUC-D2202077）。

1. 1. 2　试剂与仪器　灵芝提取物由南京中科药业

有限公司惠赠。制剂 A为普通灵芝孢子油，总三萜

含量 0. 01%；制剂B为优质灵芝孢子油，总三萜含量

0. 2%；制剂 C 为灵芝孢子油与灵芝醇提物复合制

剂，总三萜含量 3. 5%。总三萜含量测定遵循 NY/T 
3676-2020标准，采用分光光度法进行定量分析，具

有高灵敏度和特异度，能够准确测定灵芝提取物中

的总三萜含量。 IL-6 ELISA 试剂盒及流式抗体

CD11b-APC、CD3-PE、CD4-FITC、CD8-APC、CD45-

Cyanine5. 5、Ly6G-FITC、Ly6C-PE（美国BioLegend公

司）；PBS、4%多聚甲醛、红细胞裂解液（自配）；酶标

仪、超低温冰箱、4 ℃恒温高速离心机（美国 Thermo
公司）；流式细胞仪（美国BD公司）。
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1. 2　方法

1. 2. 1　网络药理学　通过数据库和文献检索到多

个化合物，通过 TCMSP（https：//old. tcmsp-e. com）、

ETCM（https：//ngdc. cncb. ac. cn）和 SwissADME（http：//
www. swissadme. ch）等数据库筛选符合 ADME 的活

性成分。得到的上述化学成分分别通过 SwissTar‑
getPrediction 数据库、TCMSP 数据库、ETCM 数据库

等进行检索。以 Colon Cancer 为关键词在 Gene‑
Cards数据库、OMIM数据库进行相关靶点检索。将

药材靶点与疾病靶点绘制韦恩图取交集，将筛选得

到的共同靶基因上传至 STRING 数据库，建立药物

靶蛋白-疾病靶蛋白（PPI）互作网络，设置筛选条件

置信度为 0. 9，其余参数选择默认，得到 PPI互作关

系网络。根据靶点蛋白互作度值排序，列出交集靶

点前 20的关键靶点。通过DAVID数据库对P<0. 05
的靶点进行GO功能（生物过程、细胞组分及分子功

能）和KEGG分析。

1. 2. 2　细胞培养　小鼠结肠癌 MC38 细胞培养于

含 10%FBS和 1%青霉素-链霉素溶液的DMEM完全

培养基，并置于 37 ℃、5%CO2 细胞培养箱中培养。

操作均在超净工作台中完成。

1. 2. 3　MC38 细胞系皮下结肠癌小鼠模型建立　　

　MC38细胞培养后配成细胞悬浮液（1×107个/mL），

取 100 μL细胞悬液在 C57BL/6小鼠腋下皮下注射，

建立 MC38 移植瘤肿瘤模型，随机分为 4 组（每组     
5只），再实施不同治疗方法。实验组包括制剂A、制

剂 B和制剂 C 3种灵芝提取物，均按 400 mg/kg剂量

1次/d灌胃，N组为生理盐水对照组，灌胃等体积生

理盐水。

1. 2. 4　小鼠肿瘤体积监测　皮下注射 MC38 细胞

的第 6天开始，通过活体测量，每 2 d使用游标卡尺

精确测量肿瘤长短径（分别记为 a 和 b），根据公式   
V=a×b2/2 计算肿瘤体积。第 32 天将肿瘤从实验动

物体内剥离，电子天平称量湿重。

1. 2. 5　流式细胞术　取小鼠肿瘤、脾脏研磨，裂解

红细胞后，制成单细胞悬液。分别加入 T 细胞和

MDSCs 表面抗体，T 细胞（CD45、CD3、CD4、CD8）和

MDSCs（CD45、CD11b、ly6G、ly6C）抗体 4 ℃避光孵

育 30 min，清洗重悬后，流式细胞术检测 T 细胞和

MDSCs 比例变化。 G-MDSCs 表征：CD45+CD11b+ 
Ly6G+Ly6Clow；M-MDSCs 表 征 ：CD45+CD11b+Ly6G− 
Ly6Chi；CD4+T 表征：CD45+CD3+CD4+；CD8+T 表征：

CD45+CD3+CD8+。

1. 2. 6　ELISA　按 ELISA试剂说明书操作，酶标仪

检测450 nm处吸光度，计算小鼠血清中 IL-6水平。

1. 2. 7　免疫组化　肿瘤组织使用 4% 多聚甲醛固

定并进行石蜡包埋，二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，灭

活内源性过氧化物酶，高压热修复抗原，5%BSA 封

闭后孵育 Ki67 抗体过夜，孵育生物素标记的二抗，

DAB/H2O2反应染色，苏木精复染，中性树胶封片。

1. 3　统计学分析　本研究所用统计学软件为

GraphPad Prism 9. 0. 0，所有数据以 x̄±s表示，多组间

比较采用单因素方差分析，两组比较采用 t-test，P<
0. 05为差异具有统计学意义。

2 结果 

2. 1　网络药理学分析已报道的灵芝提取物抑制结

肠癌的主要活性成分　检索药物和疾病数据库，筛

选及去除重复项后得到 340 个潜在药物作用靶点，

11 619个结肠癌疾病靶点。将二者取交集，最终得

到灵芝治疗结肠癌的 302个潜在作用靶点（图 1A）。

利用 STRING 数据库对 302个潜在作用靶点进行分

析，利用Cytoscape3. 10. 0软件绘制灵芝提取物治疗

结肠癌的PPI网络图，通过度中心性筛选PPI网络中

的关键靶点，靶点度中心性越大，其在网络中越重

要（附图 1，www. immune99. com）。灵芝治疗结肠癌

的核心靶点 GO 与 KEGG 信号通路分析如图 1B、C。

网络药理学分析表明，灵芝提取物可能通过调控

MDSCs免疫功能发挥抗肿瘤作用，如降低MDSCs中
ARG-1、NOS2表达，减少 NO 和 ROS产生，从而有效

减弱MDSCs对 T细胞的免疫抑制活性；还可调节细

胞因子网络，如抑制 IL-6、TGF-β 表达，进而抑制

MDSCs增殖（附图 1，www. immune99. com）。灵芝提

取物可能调节 MDSCs 的多种靶分子间接调控肿瘤

免疫，从而在结肠癌治疗中发挥潜在作用。

使用Cytoscape3. 10. 0软件将关键靶点和前20位
KEGG 信号通路进行可视化分析，绘制“灵芝-结肠

癌-靶点”网络图（附图 2，www. immune99. com），度

值越大，节点越大。筛选结果可知灵芝成分中抑制

结肠癌的主要活性成分按度值大小排名前 5的化合

物为：LZ31（Ganoderic acid V1）、LZ62（Ganosporelac‑
tone B）、LZ63（Lucidenic acid B）、LZ64（Lucidenic 
Acid I）、LZ65（Methyl Lucidenate E2），这些成分均属

于灵芝三萜类，提示灵芝提取物抑制结肠癌的主要

活性成分可能为灵芝三萜类。

2. 2　富含总三萜的灵芝提取物抑制小鼠结肠癌生

长　基于上述分析，获取 3 种含不同总三萜浓度的
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灵芝提取物，并用其治疗结肠癌小鼠，探究不同总

三萜浓度的灵芝提取物对结肠癌小鼠的作用。其

中，制剂 A、B、C 总三萜的含量分别为 0. 01%、

0. 2％、3. 5％。结肠癌模型建立及灵芝提取物给药

流程如图 2A。实验期间，小鼠饮食、排泄等生理活

动未见异常情况。干预期间各组小鼠体质量均无

显著差别（图 2B）。与 N组相比，C组肿瘤生长速度

被明显抑制（图 2C）。荷瘤小鼠治疗 32 d 后进行瘤

体剥离，C组瘤体体积相比N组更小（图2D），重量更

轻（图 2E）。富含总三萜的灵芝提取物具有抑制结

肠癌小鼠肿瘤进展的作用。

2. 3　富含总三萜的灵芝提取物抑制小鼠体内结肠

癌细胞增殖　对小鼠肿瘤组织切片进行 Ki67 免疫

组化染色分析，观察到 A组和 B组 Ki67表达与 N组

无显著差异（图 3A）；C组皮下瘤组织Ki67表达显著

降低（图 3B），提示富含总三萜的灵芝提取物制剂C
可显著抑制小鼠体内结肠癌细胞生长和增殖。此

外，ELISA 检测发现 C 组小鼠血清中 IL-6 水平显著

低于N组（图 3C），表明富含总三萜的灵芝提取物可

降低小鼠体内 IL-6水平。

2. 4　富含总三萜的灵芝提取物降低荷瘤小鼠肿瘤

和脾脏中 G-MDSCs 比例并提高 CD8+T 细胞比例　　

　流式细胞术检测小鼠肿瘤和脾脏中 MDSCs 和 T
细胞亚群比例，圈门策略如图 4A、B，结果显示，与N
组相比，C 组小鼠肿瘤组织 G-MDSCs 比例下降，M-

MDSCs 比例上升，而 CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞比例

上升（图 4C、D）；小鼠脾脏组织中 G-MDSCs 比例下

降，CD8+T细胞比例上升（图 4E、F）。富含总三萜的

灵芝提取物体内抑制结肠癌小鼠肿瘤生长与 G-

MDSCs比例降低和CD8+T细胞比例升高密切相关。

Note：A：Venn diagram of Ganoderma lucidum targets and colon cancer-
related targets； B：GO biological enrichment analysis； C：KEGG 
pathway enrichment analysis.

图1　网络药理学及分子对接探究已报道的灵芝提取物    
抑制结肠癌的主要生物过程和信号通路

Fig. 1　Exploring main biological processes and signaling 
pathways by which reported Ganoderma lucidum 
extracts inhibit colon cancer through network phar⁃
macology and molecular docking

Note：A：Construction of colon cancer mouse model and administration 
process （n=5， created with BioGDP. com）； B：Changes in mouse 
body weight； C：Subcutaneous tumor volume； D：Representative 
diagrams of subcutaneous tumor tissues；E：Subcutaneous tumor 
weight.  *P<0. 05.

图2　含总三萜浓度不同的灵芝提取物对MC38皮下瘤小鼠

肿瘤生长的影响

Fig. 2　Impact of Ganoderma lucidum extracts with different 
concentrations of total triterpenes on tumor growth 
of mice with MC38 subcutaneous tumors
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Note：A：Ki67 immunohistochemical staining of tumor tissues in mice； B：Quantification of Ki67-positive cells in tumor tissues； C：Expression of IL-6 in 
mouse serum.  **P<0. 01； ****P<0. 000 1.

图3　制剂C抑制小鼠体内结肠癌细胞增殖

Fig. 3　Formulation C inhibits proliferation of colon cancer cells in mice

Note：A：Gating strategy for identifying G-MDSCs and M-MDSCs； B：Gating strategy for identifying CD8+T cells and CD4+T cells； C：Proportions of G-

MDSCs and M-MDSCs in mouse tumor tissues； D：Proportions of CD4+T cells and CD8+T cells in mouse tumor tissues； E：Proportions of G-MD‑
SCs and M-MDSCs in mouse spleen； F：Proportions of CD4+T cells and CD8+T cells in mouse spleen.  **P<0. 01； ***P<0. 001.

图4　制剂C调控小鼠体内MDSCs和T细胞比例

Fig. 4　Formulation C regulates proportion of MDSCs and T cells in mice
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3 讨论 

结肠癌发病机制多样，且许多患者确诊时已处

于晚期，肿瘤已广泛转移，显著增加了临床治疗难

度，因此寻找新的治疗方法十分必要［4］。已有研究

表明灵芝具有抗结肠癌作用［23］，但富含总三萜的灵

芝提取物是否通过调节免疫抑制结肠癌发生发展

仍不清楚。

本研究通过系统性筛选和分析已报道的灵芝

抑制结肠癌等肿瘤的结果，显示灵芝在结肠癌治疗

中具有潜在作用，并表明灵芝具有多靶点、多信号

通路的协同治疗作用。结合药物和疾病数据库筛

选出 302 个灵芝在结肠癌治疗中的潜在作用靶点，

并将灵芝中抗肿瘤活性成分聚焦到总三萜。进一

步利用 STRING数据库和 Cytoscape软件构建 PPI网
络图清晰展示这些靶点间的相互作用，其中的共同

靶点如“ARG-1、NOS2、ROS、TGF-β”在 MDSCs 调控

肿瘤免疫时可能发挥重要作用，如分泌可溶性细胞

因子靶向 T细胞和其他免疫细胞［24-26］。这些结果为

本研究进一步探究灵芝的抗肿瘤机制提供了基础。

已有多项研究表明灵芝具有显著的抗肿瘤活

性［27-29］，本研究体内实验结果也支持富含总三萜的

灵芝提取物的抗肿瘤活性。小鼠结肠癌模型中，富

含总三萜的灵芝提取物显著抑制肿瘤生长，即相较

于生理盐水对照组，肿瘤体积和重量均显著减小。

富含总三萜的灵芝提取物处理还能有效降低肿瘤

细胞增殖活性。

既往研究表明，IL-6作为重要的肿瘤微环境调

节因子会影响结肠癌进展［30］。本研究表明，富含总

三萜的灵芝提取物能够显著降低小鼠血清中 IL-6
水平，降低G-MDSCs比例，而提高CD8+T细胞比例。

已有研究报道，IL-6可促进MDSCs增殖［31］，而G-MD‑
SCs 通过分泌 ROS 抑制 T 细胞增殖、免疫应答促进

肿瘤免疫逃逸［32］。因此，富含总三萜的灵芝提取物

可能通过调节免疫微环境抑制 G-MDSCs 并增强

CD8+T 细胞免疫应答，从而为肿瘤免疫治疗提供潜

在辅助治疗策略。

本研究依据经典表型标记将 MDSCs 分为 G-

MDSCs（CD45+CD11b+Ly6G+Ly6Clow）和 M-MDSCs（CD45+ 
CD11b⁺Ly6G⁻Ly6Chi）［33］。而该表型与中性粒细胞及

单核细胞高度重叠，仅依赖流式细胞表面标志难以

准确区分［34］。根据 AKKARI 等［34］的定义，MDSCs并
非一种独立的髓系细胞谱系，而是一类处于免疫抑

制状态的髓系细胞，其免疫抑制功能（如抑制T细胞

增殖、分泌 ARG1、iNOS、ROS 等）是其核心判定依

据。因此，虽然G-MDSCs在表型上与炎症中性粒细

胞相似，M-MDSCs 与单核细胞或巨噬细胞相似，但

MDSCs在转录组特征、代谢状态及免疫调节功能等

方面表现出明显特异性［9，34］。而本研究未结合功能

实验（如 T 细胞抑制实验、ROS 检测等）对鉴定的

MDSCs亚群的免疫抑制功能进行进一步验证，这是

当前研究的一个局限。未来研究将补充功能检测

实验，以更准确地评估 MDSCs 的免疫状态，同时结

合测序等手段更精细地区分免疫细胞亚群。

综上，本研究发现富含三萜类的灵芝提取物可

能通过调控 IL-6 表达抑制 G-MDSCs 活性，而提高

CD8+T细胞比例，进而抑制结肠癌生长，这些结果将

为临床治疗结肠癌提供参考。然而，已有许多研究

报道灵芝具有调节免疫作用，可有效提高临床肿瘤

患者和小鼠免疫能力，但灵芝可从多个靶点和途径

发挥抗癌作用，且免疫细胞和肿瘤细胞种类繁多，

阐明灵芝抑制肿瘤和调节免疫的作用还需深入

研究。
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