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【Abstract】　Objective:ToinvestigatetheeffectofGanodermasporesoilonprimarycancercellsisolatedfromthe

pleuraleffusionofpatientswithlungadenocarcinoma.Methods:Primarycancercellswereisolatedfromthepleural

effusion(n=12)ofpatients, theresponseofthesecancercellstoGanodermasporesoilandchemotherapeuticagents

commonlyusedinclinicweredeterminedbyCCK-8assay, andcomparedwithculturecelllineA549.Flowcytome-

terwasusedtoexaminetheapoptotic-inducedeffectofGanodermasporesoilonprimarycancercells.RT-PCR

wasusedtoexaminetheroleofGanodermasporesoilintheexpressionofapoptotic-relatedgenesincludingbaxand

bcl-2.Results:TheprimarycancercellsisolatedfromeffusionsshowedsensitivitytoGanodermasporesoilwithIC50

valuesof0.28±0.04 μl/ml, similartotheIC50 valuesof0.46±0.08 μl/mlinculturecelllineA549(P>0.05).

Theinhibitionratiosofganodermasporesoil, docetaxel, cisplatinandgemzartoprimarycancercellswere48.7%±

3.3%, 31.6%±14.1%, 30.2%±11.6% and51.4%±5.6%.TherewasnosignificantdifferencebetweenGano-

dermasporesoilandchemotherapeuticagentscommonlyusedclinically(P>0.05).Ganodermasporesoilhadanim-

portantapoptotic-inducedroleinprimarycancercells.WealsoobservedthatGanodermasporesoilcouldup-regu-

latebaxmRNAanddown-regulateofbcl-2 mRNAinprimarycancercells.Conclusion:Basedontheresponseof

cancercellsisolatedfrompleuraleffusioninthisstudy, webelievedthatGanodermasporesoilmighthaveapotential

anticancereffect.
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【摘要】　目的:研究灵芝孢子油对肺腺癌的癌性胸水中原代肿瘤细胞的抗癌作用。方法:体外培养肺腺癌细

胞系 A549, 用 CCK-8法检测灵芝孢子油对 A549细胞的体外抗肿瘤作用。 收集 12例经病理确诊的肺腺癌

患者的癌性胸水分离原代肿瘤细胞 , 用 CCK-8法检测灵芝孢子油及临床常用化疗药物对原代肿瘤细胞的药

物敏感性;流式细胞仪检测灵芝孢子油对原代肿瘤细胞的凋亡诱导作用 , RT-PCR检测灵芝孢子油对凋亡相

关蛋白基因 bax及 bcl-2 mRNA表达的影响。结果:灵芝孢子油对 5例癌性胸水中原代肿瘤细胞的 IC50平均

值为 0.28±0.04μl/ml,与对 A549细胞的 IC
50
0.46±0.08μl/ml无显著差异(P>0.05)。在各测试药物浓度

(TDC)下 ,灵芝孢子油 、多西紫杉醇 、顺铂和健择对原代肿瘤细胞的抑制率分别为 48.7% ±3.3%, 31.6% ±

14.1%, 30.2% ±11.6%, 51.4%±5.6%, 灵芝孢子油与这些化疗药物的抗肿瘤作用无显著差异(P>0.05)。

灵芝孢子油显著促进原代肿瘤细胞凋亡 , 对原代肿瘤细胞中凋亡相关蛋白 baxmRNA有明显上调作用 ,对 bcl

-2mRNA有明显下调作用。结论:灵芝孢子油对肺腺癌的癌性胸水原代肿瘤细胞有较好的抗癌作用。
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　　癌性胸水是恶性肿瘤晚期并发症之一 ,目前尚缺乏满意

的治疗方法。灵芝孢子油是由超临界 CO2流体萃取后超声

从破壁灵芝孢子粉中强化提取 ,经进一步浓缩富集而得的油

状脂质物 , 主要含有三萜 、甾醇类 、脂肪及脂肪酸等成

分 [ 1-2] 。有文献 [ 3-4]报道其具有增强细胞免疫及增强 NK细

胞活性 、免疫调节功能 , 并具有护肝及直接抑杀肿瘤干细胞

的作用。在本实验中检测了孢子油对原代肿瘤细胞的凋亡

诱导作用 ,从基因水平初步探讨了灵芝孢子油抗肿瘤作用的

相关机制 ,为临床应用研究提供了参考。

1　材料与方法

1.1　细胞株与细胞培养

人肺腺癌细胞系 A549购自中国科学院上海细胞生物研

究所 ,用含 10%小牛血清的 RPMI1640, 置于 37℃、 5%CO2、

饱和湿度培养箱中培养 , 0.25%胰蛋白酶消化传代。

1.2　药物

灵芝孢子油由南京中科药业有限公司馈赠 , 多西紫杉醇

(Doc)、顺铂(DDP)、健择(Gemzar)购自江苏恒瑞医药公司。

1.3　标本收集与原代肿瘤细胞的分离

2010年 3月至 2010年 8月于江苏省南京市胸科医院收

集经病理科确诊为肺腺癌所致的癌性胸水 12例 , ≥70岁 5

例 , <70岁 7例;男 7例 , 女 5例;左侧肺部 7例 , 右侧肺部 5

例;胸水量为 550±150ml, 用脱落细胞学检查方法确诊。 组

织病理诊断均是肺腺癌 , TNM分期为Ⅳ期 , 胸水中均查到脱

落的癌细胞。无菌条件下行胸腔穿刺术 , 抽取癌性胸水 ,

200ml由病理科行脱落细胞学检查。抽取 200-500ml胸水

至无菌容器中并分装至 50ml离心管中 , 1500rpm离心 15分

钟 ,弃上清;在 15ml离心管中将 7ml细胞悬液小心加至 7ml

Ficoll之上 , 2200rpm离心 25分钟;吸取中间层至新管;加入

40mlD-Hank's液洗涤细胞;如沉淀中含有较多的红细胞 ,

加入红细胞裂解液 40ml裂解红细胞;用含抗生素的 RP-

MI1640再次洗涤细胞 , 台盼兰染色计算细胞活力。所分离

的原代细胞经病理科确诊肿瘤细胞含量 >50%。

1.4　CCK8法药物敏感性测定

将对数生长期的 A549, 以 2×104 /ml接种于 96孔板 , 培

养 24h后弃去培养液 , 加入含灵芝孢子油的培养液 , 药物

浓度分别为 1.25μl/ml、0.63μl/ml、 0.31μl/ml、 0.16μl/ml、

0.08μl/ml、0.04μl/ml每个药物浓度设 6个复孔 , 同时设不

加药的细胞为阳性对照孔和不加细胞的空白对照孔。从胸

腔积液中分离的原代细胞取 1.0×105 /ml接种于 96孔 U型

悬浮培养板中 , 分别加入含灵芝孢子油 、顺铂 、多西紫杉醇 、

健择的培养液。灵芝孢子油的药物浓度分别是 0.63μl/ml、

0.31μl/ml、0.16μl/ml、0.08μl/ml;临床药物所用 100%测试

药物浓度(TDC)分别为 [ 5]:Doc10μg/ml、DDP4.0μg/ml、

GEM 25μg/ml(100%TDC参考药物在人体内的血浆峰浓

度), 每个浓度设立 3个复孔 ,并设立阳性对照孔和空白对照

孔。药物敏感性判定:100%TDC浓度下抑制率 >50%为高

度敏感 ,抑制率 30% -50%为中度敏感 ,抑制率 <30%为不

敏感 [ 5] 。将上述细胞置于 37℃、 5%二氧化碳饱和湿度的培

养箱孵育 72小时后取出 , 每孔加入 20μl的 CCK8显色剂(上

海同仁化学研究所), 继续孵育 4小时后 , 自动酶标仪以

460nm波长测定各孔的吸光度(A)值 , 用复孔吸光度平均值

进行比较。肿瘤细胞抑制率 =(阳性对照孔测定 A值 -实验

孔测定 A值)/(阳性对照孔测定 A值 -空白孔测定 A值)×

100%, 肿瘤细胞存活率 =(1 -肿瘤细胞抑制率)×100%。

以药物浓度为横坐标 ,肿瘤细胞存活率为纵坐标绘制浓度效

应曲线 ,求出回归方程 ,得出抑制 50%细胞生长的药物浓度

(IC
50
)(见表 1)。

1.5　流式细胞仪检测细胞凋亡

将原代肿瘤细胞以 3 ×105 /孔接种于六孔板 , 用含抗生

素的 RPMI1640培养细胞两天 ,第三天换含 10%小牛血清的

RPMI1640完全培养基培养。待细胞数目达到每孔的 80%

时 ,换上含灵芝孢子油的培养基 , 24小时后 ,用不含 EDTA的

0.25%的胰酶消化细胞 , D-Hank's液洗细胞 2次 ,按照试剂

盒说明书作标记 AnnexinV试剂和 PI后 , 流式细胞检测 。计

算分析 AnnexinV+/PI-早期凋亡细胞和 AnnexinV+/PI+

晚期凋亡细胞所占的比例。

1.6　RNA提取及 PT-PCR

取药物作用前后的原代肿瘤细胞 , 用 D-Hank's液洗细

胞 1次去除培养液后 , 加入 1ml总 RNA提取试剂 Trizol, 充

分混匀后用 0.2ml氯仿抽提 , 等体积异丙醇沉淀 , 75%乙醇

洗涤 RNA,空气干燥 , 加 20 μl溶解液溶解 RNA沉淀。按照

逆转录试剂盒(Takara)说明书步骤将 RNA逆转录为 cDNA。

普通 PCR的反应体系总体积为 25μl, 含 mix12.5μl, ddH2O

8μl, DMSO1μl,引物 1μl, cDNA1.5μl;引物序列为:β -actin

senseTCTGGCACCACACCTTCTA β -actinantisenseAG-

GCATACAGGGACAGCAC;bcl- 2 sense AGCTGCACCT-

GACGCCCTTCACCGCbcl-2 antisenseAGGAGAAATCAAA-

CAGAG;baxsenseTGCTTCAGGGTTTCATCCAGG baxanti-

senseGCCTTGAGCACCAGTTTG。 PCR扩增条件为:β -ac-

tin:94℃ 5min, 94℃ 30s, 55℃ 30s, 72℃ 30s, 72℃ 5min,

26cycles;bax:94℃ 5min, 94℃ 30s, 60℃ 30s, 72℃ 30s, 72℃

5min, 31cycles;bcl-2:94℃ 5min, 94℃ 30s, 60℃ 30s, 72℃

30s, 72℃ 5min, 35cycles。

1.7　数据分析与统计

组间差异用 Student-t检验和方差分析 , P<0.05表示

有统计学意义。统计软件为 SPSS11.5。

2　结果

2.1　灵芝孢子油对肿瘤细胞系及原代肿瘤细胞的作用

在 0 -1.25μl/ml浓度梯度下 , 灵芝孢子油对肺腺癌

A5 49细胞的抗肿瘤作用呈浓度依赖性 , IC
50
值为 0.46±

0.08μl/ml(图 1)。灵芝孢子油对肺腺癌性胸水中的原代肿

瘤细胞的抗癌作用也呈浓度依赖性 , 其 IC50平均值为 0.28±

0.04μl/ml, 与细胞系的 IC50值无统计学差异(P>0.05), 后

续试验中选取 0.16μl/ml和 0.31μl/ml两个浓度(图 2)。在

0.16μl/ml和 0.31μl/ml两个浓度的灵芝孢子油作用细胞 24

小时后 ,细胞形态发生明显的变化 , 对照组细胞形态呈多边

形 ,贴壁状态较好 , 伸展性较好 , 灵芝孢子油处理组细胞变

圆 ,贴壁性稍差 , 且细胞的伸展性稍差(图 3)。 该形态变化

在高浓度处理组中尤为明显。

2.2　灵芝孢子油对原代肿瘤细胞的凋亡诱导作用

浓度为 0.16μl/ml的灵芝孢子油处理 24小时后 , 原代

肿瘤细胞中 AnnexinV+/PI-早期凋亡细胞比例由对照组

的 0.71%增加到 38.48% (P<0.01), AnnexinV+/PI+晚

期凋亡细胞比例由对照组的 0.08%增加到为 0.74% (P<

0.01)(图 4)。提示灵芝孢子油可显著地促进原代肿瘤细胞凋

亡。
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2.3　灵芝孢子油对凋亡相关蛋白基因的作用

灵芝孢子油可以明显上调肺腺癌胸腔积液中原代肿瘤

细胞的 baxmRNA表达水平 ,可见相同的浓度下 , 48h处理组

与 24h处理组相比上调作用明显。灵芝孢子油对肺腺癌性

图 1　灵芝孢子油对 A549细胞的生长抑制曲线

　Fig.1　TheinhibitioncurveofganodermasporesoiloncelllineA549

胸水原代肿瘤细胞的 bcl-2mRNA表达有明显下调作用 , 所

有处理组与对照组相比明显下调 ,且该下调作用有时间依赖

性和浓度依赖性 , 高浓度(0.31μl/ml)灵芝孢子油作用 48h

对 bcl-2mRNA的下调幅度最大(图 5)。

图 2　灵芝孢子油对 5例肺腺癌性胸水中原代肿瘤细胞的生长抑制曲线

Fig.2　Theinhibitioncurvesofganodermasporesoilonprimarycancer

cellsisolatedfrompleuraleffusion

图 3　灵芝孢子油处理后细胞形态的变化

A.对照组(药物未处理组);B.低浓度灵芝孢子油处理组(0.16μl/ml);C.高浓度灵芝孢子油处理组(0.31μl/ml)

　　Fig.3　Effectofganodermasporesoilonprimarycancercellsisolatedfrompleuraleffusion

A.Con(undisposedwithdrugs);B.ganodermasporesoil0.16μl/ml;C.ganodermasporesoil0.31μl/ml

图 4　灵芝孢子油对癌性胸水中原代肿瘤细胞的凋亡诱导作用

A.对照组;B.0.16μl/ml灵芝孢子油药物处理组

　　Fig.4　Theapoptotic-inducedeffectofganodermasporesoilonprimarycancercells

A.control;B.ganodermasporesoil0.16μl/ml
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　　图 5　灵芝孢子油对原代肿瘤细胞中凋亡相关蛋白 bax和bcl-

2mRNA水平的影响

　　(Con对照组 , C1=0.16μl/ml灵芝孢子油 、C2= 0.31μl/ml灵

芝孢子油)

　　Fig.5　Theroleofganodermasporesoilintheexpressionofapoptot-

ic-relatedgenesincludingbaxandbcl-2

　　(con-controlC1=ganodermasporesoil0.16μl/ml、C2=gano-

dermasporesoil0.31μl/ml)

　　表 1　药物对癌性胸水中原代肿瘤细胞的抗肿瘤作用(以抑制

率表示%)

　　Tab.1　Anticancereffectofchemotherapeuticagentsandganoderma

sporesoilonprimarycancercellsisolatedfrompleuraleffu-

sion(inhibitionratio%)

Chemotherapeutic

agents
Docetaxel Cisplatin Gemzar

Ganoderma

sporesoil

Inhibitionratio 1 18.5±1.1 32.7±3.9 52.2±3.8 46.4±4.9

2 20.0±0.7 38.0±8.1 57.0±3.1 50.1±4.3

3 21.2±4.8 48.9±1.2 39.1±2.1 49.3±2.5

4 42.3±1.1 23.5±7.6 49.7±15.5 42.5±10.4

5 56.0±5.7 8.0±7.7 58.9±4.1 55.1±2.3

Meanof

inhibitionratio
31.6±14.1 30.2±11.6 51.4±5.6＊ 48.7±3.3

　　＊P<0.05,健择的抗肿瘤作用与多西紫杉醇和顺铂相比有显

著性差异

　　＊ P<0.05, anticancereffectofgemzarwasobviouslyincreased

comparedtodocetaxelandcisplatin

3　讨论

灵芝孢子(Ganodermalucidiumspore)是灵芝生长成熟期

从菌盖弹射出来极其细小的孢子 , 为灵芝的生殖细胞 , 具有

灵芝的全部遗传活性物质 , 其化学成分包括:蛋白质和氨基

酸类 、糖肽类 、维生素类 、胡萝卜素 、甾醇类 、三萜类 、生物碱

类 、脂肪酸类 、内酯和无机离子类等 [ 6] 。其中三萜类物质是

重要的生物活性物质 ,灵芝孢子中微量元素钴(Co)、硒(Se)

和铬(Cr)与人类的健康和疾病的防治有密切关系 [ 7] 。灵芝

孢子具有抗肿瘤 ,调节免疫 、血脂以及改善神经 、心血管和呼

吸系统的作用。临床观察 , 灵芝孢子粉胶囊配合化疗对胃

癌 、食管癌 、肝癌和大肠癌等具有良好的治疗作用 , 是一种有

效的化疗增效和减毒剂。然而 ,既往研究均局限于灵芝孢子

油对肿瘤细胞株的抗肿瘤作用 , 对于癌性胸水中原代

肿瘤细胞的作用尚无报道 。 本研究 , 发现其 IC50平均值

为 0.28±0.04 μl/ml,与细胞系的 IC50值无明显差异 , 表明灵

芝孢子油对癌性胸水中的原代肿瘤细胞与细胞系 A549具有

类似的抗肿瘤作用。灵芝孢子油对癌性胸水中原代肿瘤细

胞的作用与化疗药物多西紫杉醇 、顺铂 、健择相比较 , 灵芝孢

子油的抗肿瘤作用明显。统计结果显示 , 健择优于多西紫杉

醇和顺铂 ,而孢子油与以上三种化疗药物无明显差异性。

bcl-2家族成员包括抑制细胞凋亡的bcl-1、bcl-2、bcl

-XL、bcl-X和促进凋亡的 bax、bcl-xs、bad、bik等。 bcl-2

主要通过抑制线粒体途径从而抑制细胞凋亡 , 细胞凋亡的

发生都伴有 CytC从线粒体释放 , 继而激活 caspases,最终导

致凋亡 [ 8] , bcl-2可抑制线粒体释放 CytC,即使 CytC已经

释放至胞浆中 , bcl-2也具有延缓细胞凋亡的作用 [ 9-10] , bax

是 bcl-2家族成员之一 , 有对抗 bcl-2、促进凋亡的功

能 [ 11] 。本实验中我们研究了灵芝孢子油对原代肿瘤细胞作

用后对 bax和 bcl-2 mRNA表达水平的影响 , 结果提示灵芝

孢子油作用 48h后可以使 bax上调 , 使 bcl-2基因明显下

调 ,同样结果也可见于其他所取原代肿瘤细胞中 , 但在不同

病例的原代细胞中基因下调的程度不同。

本文研究了灵芝孢子油对肺腺癌性胸水中原代肿瘤细

胞的作用 ,并与化疗药比较 , 为进一步的临床研究提供了参

考。
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