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[摘　要 ] 　目的　观察灵芝孢子油对人肺腺癌细胞 LTEP-a2增殖 、凋亡与 miR-16及其靶基因表达的影响 , 从

miRNA角度揭示灵芝孢子油的抗肿瘤机制。方法　灵芝孢子油处理人肺腺癌细胞 LTEP-a2 24和 48 h后 , 采用 CCK-8

法检测其对细胞增殖的影响 ,倒置相差显微镜观察细胞形态学变化 , 流式细胞术检测细胞凋亡情况 , real-timePCR检测

miR-16及其靶基因 bcl2和血管内皮生长因子(VEGF)的表达。结果　灵芝孢子油呈剂量 、时间性地抑制人肺腺癌

LTEP-a2细胞的增殖;当灵芝孢子油浓度达到 2μL· mL-1 ,细胞形态发生明显变化;Annexin-V/PI双染检测提示 , 灵芝孢

子油在低浓度下就可促进细胞凋亡;灵芝孢子油可显著上调 LTEP-a2细胞中 miR-16的表达并相应下调 bcl2和 VEGF基

因的表达。结论　灵芝孢子油能显著抑制人肺腺癌细胞 LTEP-a2细胞增殖 , 引起细胞形态学改变。其作用机制之一是

上调 miR-16的表达 、下调 Bcl2和 VEGF的表达 , 从而促进肺癌细胞凋亡 ,达到抗肿瘤的效果。
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GlossyGanodermaSporeOilInducedApoptosisofHumanLungAdenocarcinomaLTEP-
a2CellsthroughUp-regulatingmiR-16Expression
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BiologyLaboratory, MedicalSchoolofNanjingUniversity, Nanjing210093, China)
ABSTRACT　Objective　Toinvestigatetheeffectsofglossygnodermasoreoilontheproliferation, apoptosis, miR-16

expressionofhumanlungadenocarcinomaLTEP-a2 cellline, andexploreitsanti-cancermechanism.　Methods　TheLTEP-a2
cellsweretreatedwithglossyganodermasporeoilfor24and48 hours.Theinhibitiononcellgrowthwasdeterminedbyusingcell
countkit(CCK-8), cellmorphologicalchangeswereobservedbylightmicroscopy, cellapoptosiswasanalyzedbyflowcytometry,
andtheexpressionofmiR-16, Bcl2 andPDCD4 weredeterminedbyreal-timePCR.　Results　Glossyganodermasporeoil
time-anddose-dependentlyinhibitedtheLTEP-a2 cellsproliferation;changedthecellmorphologyobviouslyaftertheglossy
ganodermasporeoilreachedto2 μL· mL-1.GlossyganodermasporeoilinducedtheLTEP-a2 cellsapoptosisevenatalow
concentrationbyAnnexin-V/PIdoublestaineddetection;anditup-regulatedtheexpressionofmiR-16 anddown-regulatedthe
bcl2 andVEGFexpressionsignificantly.　Conclusion　Glossyganodermasporeoilcouldinhibitthecellproliferationobviously
andchangethecellmorphology, themechanismsofwhichshouldbeassociatedwithup-regulatingthemiR-16 expressionand
down-regulatingthebcl2 andVEGFexpression.
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　　肺癌是全球发病率和病死率最高的恶性肿瘤 ,常

规药物的毒副作用及肿瘤耐药性难以克服 。从中草药

开发抗肿瘤药物已成为近来研究的热点之一
[ 1]
。灵芝

及其提取物可通过提高免疫力实现抑制肿瘤 ,也可直

接抗肿瘤
[ 2]
。但其免疫调节及抗肿瘤机制尚未十分

明确
[ 3]
。miR-16被认为是肿瘤抑制因子 ,可能通过靶

向调控促癌基因 ,如 B细胞淋巴瘤 /白血病-2(Bcell

lymphoma/lewkmia-2, bcl2)、髓样细胞白血病 1基因

(myeloidcellleukemia-1, mcl1)、细胞周期蛋白 D1(cell
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cyclinD1, CCND1)和血管内皮生长因子 (vascular

endothelialgrouthfactor, VEGF)等来发挥功能
[ 4]
。笔

者在本实验中研究灵芝孢子油对肺癌 LTEP-a2细胞株

中 miR-16及靶基因 bcl2和 VEGF表达的影响及其凋

亡诱导作用 ,从 miR-16基因表达和调控角度探讨灵芝

孢子油抗肿瘤机制。

1　材料与方法　

1.1　材料　肺癌 LTEP-a2细胞(中国科学院上海细

胞所),灵芝孢子油(江苏省南京中科药业有限公司 ,

纯度 >99%), RPMI1640培养基 、胎牛血清 (fetal

bovineserum, FBS)、胰蛋白酶(Gibco公司)反转录试

剂盒(TaKaRa公司), SYBRgreenmix(Roche公司),

CCK-8试剂盒(同仁化学研究所), Annexin.V.FITC/PI

凋亡试剂盒(Sigma-Aldrich), 引物合成(Invitrogen上

海)。
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1.2　细胞准备及实验分组　肺癌 LTEP-a2细胞培养

于含 10% FBS的 RPMI1640培养基中 ,置于 37 ℃,

5%二氧化碳(CO2)潮湿空气的培养箱内培养 , 2 ～ 3 d

传代 1次 ,以维持细胞处于对数生长期。实验分 4组:

对照组 ,灵芝孢子油 0.5, 1, 2 μL· mL
-1
组 ,分别处理

24 , 48 h进行相应检测 ,倒置显微镜下观察各组细胞

形态变化情况。

1.3　CCK-8法检测细胞增殖抑制率　在 96孔培养板

上接种 4组细胞 ,每组 24复孔 ,每孔加 1×10
4
个细胞

进行接种 , 接种 24, 48 h, 待测孔加入 CCK-8试剂

10 μL,培养箱孵育 4 h后用酶标仪测定 450 nm处的

吸光度值(A值),每次每组测定 6复孔 。以培养液做

空白对照并调零 ,测 3次 ,取平均值。细胞增殖抑制率

(%):(1-细胞存活率)×100%;即细胞增殖抑制率

(%)=[ 1-(实验组 A值 /对照组 A值)] ×100%。

1.4　流式细胞仪检测灵芝孢子油对 LTEP-a2细胞凋

亡率的影响　收集处于对数生长期的 LTEP-a2细胞 ,

接种于 24孔板 ,每孔细胞数 2×10
5
个 ,细胞贴壁后 ,弃

去上清液。加入不同浓度灵芝孢子油 ,使其终浓度分

别为 0, 0.5, 1, 2μL·mL
-1
, 24h以及 48h后用 0.25%

胰酶收集所有细胞 ,磷酸盐缓冲液(phosphatebuffered

solution, PBS)洗 2次(1 000 rcf· min
-1
),弃去上清液 ,

用染色缓冲液 (bindingbuffer)100 μL重悬。加

AnnexinV、PI各 5μL,室温避光孵育 10min后流式细

胞仪检测 ,计算细胞凋亡率 。

1.5　实时定量 PCR检测细胞内 miR-16水平　收集

处于对数生长期的 LTEP-a2细胞 ,接种于 12孔板 ,每

孔细胞 5×10
5
个 , 37℃、5%CO2培养箱中培养过夜 ,次

日加入灵芝孢子油 ,终浓度为 1 μL· mL
-1
,同时设立

空白对照组 ,于 12 h收集细胞 ,总 RNA抽提按 Trizol

试剂(Invitrogen公司)说明书进行 ,提取的总 RNA用

紫外分光光度仪 (Bio-Rad, USA)测 A260。以 U6

snRNA作为内参照 ,进行实时定量 PCR,反应条件参

照 FastStartUniversalSYBRGreenMasterRea1.-Time

PCRQuantitationKit提供的说明书操作 , miR-16的相

对表达水平用■Ct和 2
-■■Ct
计算。

1.6　实时定量 PCR检测 Bcl2和 VEGFmRNA表达水

平　利用 SYBRGreenI染料检测 LTEP-a2细胞中

PTEN和 Pdcd4的 mRNA,实验分组同前。各组细胞以

5×10
5
·mL

-1
的密度接种于 12孔板 ,次日加入灵芝孢子

油 ,终浓度为 1μL·mL
-1
,同时设立空白对照组 ,于 12h

收集细胞。总 RNA抽提按 Trizol试剂(Invitrogen公司)

说明书进行 ,提取的总 RNA用紫外分光光度仪(Bio-

Rad, USA)测 A260。总反应体积为 25 μL,上 、下游引物

以及 1μLcDNA。在 95 ℃、2min变性后 ,共进行 40个

循环扩增 ,每个循环包括 95℃ 30s, 60℃ 30 s, 72℃ 30

s。 bcl2和 VEGF的 mRNA的相对表达水平用■Ct和

2
-■■Ct

计算 。GAPDHmRNA作为内参照。

1.7　统计学方法　统计学方法采用 GraphpadPrism5

软件进行处理 ,两组数据采用 t检验 ,数据采用单因素

方差分析。 P<0.05表示差异有统计学意义 。

2　实验结果　

2.1　灵芝孢子油呈浓度依赖性抑制 LTEP-a2细胞增

殖　见表 1。灵芝孢子油分别作用 LTEP-a2细胞 24和

48h后 ,随着浓度的增加 , LTEP-a2细胞活力显著下降 ,

细胞增殖抑制率显著升高 ,当灵芝孢子油浓度达到

2 μL·mL
-1
时 ,在 48h的细胞增殖抑制率达到约 78%。

2.2　灵芝孢子油诱导 LTEP-a2细胞凋亡　

2.2.1　灵芝孢子油对细胞形态的影响　不同浓度灵

芝孢子油(0 , 0.5, 1, 2 μL· mL
-1
)作用 LTEP-A2细胞

24 h,随着灵芝孢子油浓度的增加 ,细胞形态发生明显

变化 ,在高浓度时细胞呈现整体萎缩 ,细胞膜边缘出现

小气泡等典型细胞凋亡性状(图 1)。

2.2.2　灵芝孢子油诱导 LTEP-a2细胞凋亡　灵芝孢

子油处理 LTEP-a2细胞 24和 48h,随着灵芝孢子油浓

度的增加 , LTEP-a2细胞早期凋亡率逐渐增大 ,呈现

明显的剂量依赖性 。而且 48 h的细胞早期凋亡率明

显高于 24h(表 1,图 2)。
表 1　4组 LTEP-a2细胞 24和 48 h后 A值和凋亡比例测定结果　

Tab.1　TheabsorbanceandapoptosisofLTEP-a2 cellsaftertreatmentfor24or48 hoursinthe4 groups　 x±s

组别
A值

24 h 48 h

LTEP-a2细胞凋亡 /%

24 h 48 h

灵芝孢子油

　0.5 μL· mL-1组 0.248±0.003＊1 0.268±0.004＊1 8.20±0.50 17.60±0.75＊2

　1.0 μL· mL-1组 0.236±0.002＊1 0.250±0.005＊1 13.30±0.66＊2 24.50±0.78＊1

　2.0 μL· mL-1组 0.230±0.003＊1 0.232±0.002＊1 16.80±0.57＊1 28.70±0.93＊1

对照组 0.327±0.005 1.123±0.004 6.50±0.05 4.50±0.06

　　与对照组比较 , ＊1P<0.01, ＊2P<0.05

Comparedwithcontrolgroup, ＊1P<0.01, ＊2P<0.05
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图 1　不同浓度灵芝孢子油处理 LTEP-a2细胞 24h后细胞形态　

A.对照组;B.0.5 μL· mL-1灵芝孢子油组;C.1μL· mL-1灵芝孢子油组;D.2μL· mL-1灵芝孢子油组

Fig.1　ThemorphologyofLTEP-a2 cellsaftertreatmentwithglossyganodermasporeoilatdifferentconcentrationfor24

hours

A.controlgroup;B.0.5 μL· mL-1 glossyganodermasporeoilgroup;C.1 μL· mL-1 glossyganodermasporeoilgroup;D.2 μL· mL-1

glossyganodermasporeoilgroup

　

　

图 2　不同浓度灵芝孢子油处理 LTEP-a2细胞 24h后流式细胞

仪检测结果　

A.对照组;B.0.5 μL· mL-1灵芝孢子油组;C.1 μL· mL-1

灵芝孢子油组;D.2 μL· mL-1灵芝孢子油组

Fig.2　TheresuctofLTEP-a2 cellaftertreatmentwith

glossyganodermasporeoilatdifferentconcentrationsfor24

hoursbyflowcytometry　

A.controlgroup;B.0.5 μL· mL-1 glossyganodermasporeoil

group;C.1 μL· mL-1glossyganodermasporeoilgroup;D.2 μL·

mL-1glossyganodermasporeoilgroup

2.3　灵芝孢子油上调 miR-16的表达　1 μL· mL
-1
灵

芝孢子油处理 LTEP-a2细胞 12h后 ,实时定量 PCR实

验测得 miR-16的表达上调约 2倍 。

2.4　灵芝孢子油下调 bcl2与 VEGF基因的表达　灵芝

孢子油可以显著下调抑癌基因 bcl2和 VEGFmRNA的

表达 。其中 bcl2下调表达约 50%, VEGF下调约 50%。

3　讨论　

灵芝是担子菌纲多孔菌科灵芝属的真菌 ,是一种

历史悠久的中药材。灵芝孢子中含有三萜类 、多糖类 、

核苷类 、生物碱类 、呋喃衍生物类 、多种酶类 、及有机

锗 、脂肪酸等十几类近千种化合物(复合物)。具有生

理活性的成分主要有三萜类 、多糖类 、核苷酸类 、氨基

酸 、微量元素及有机锗 、生物碱类
[ 5]
。文献报道灵芝具

有降血糖 、降血脂 、抗肿瘤等功效
[ 6]
。

研究表明 ,灵芝孢子油的抗肿瘤机制包括:通过调

节免疫功能间接抑制肿瘤细胞生长 ,甚至杀伤肿瘤细

胞
[ 2]
;激活 caspase3从而引起细胞凋亡

[ 7]
;抑制拓扑异

构酶导致异常 DNA结构的出现 、染色体单体分离异

常 、复制叉受阻等 ,从而抑制细胞的增殖等
[ 2]
。

microRNAs(miRNA)是真核细胞中一种 21 ～ 25个

核苷酸大小 ,参与转录后基因调控的非编码单链小分

子 RNA,可特异性识别靶 mRNA的 3'非翻译区 (3'

UTR)并与之结合 ,引起靶 mRNA的降解或翻译抑制 ,

从而对基因进行转录后表达调控 ,调节许多重要的细

胞活动
[ 8]
。笔者在本实验中首次从 miRNA调控细胞

凋亡角度来探讨灵芝孢子油的抗肿瘤机制。

miR-16被认为是肿瘤抑制因子 ,在多种肿瘤中过低

表达 ,包括前列腺癌
[ 9]
、白血病

[ 10]
和肺癌

[ 11]
等。这个小

分子 RNA很可能通过靶向调控促癌基因来发挥功能 ,

笔者在本实验中主要关注其靶基因 bcl2和 VEGF。

Bcl2蛋白能广泛抑制细胞凋亡 , 尤其是抑制 DNA

损伤引起的细胞凋亡 , 延长细胞的存活期
[ 12]
。在血管

生成与肿瘤的研究中 , VEGF是目前了解最为深入的血

管生成家族 , VEGF是刺激肿瘤血管生成的主要因素。

现有研究表明:VEGF是作用最强 、特异性最高的血管生

成调控因子 ,其有利于新生血管生长及延伸 ,为内皮细

胞的迁移和肿瘤细胞的转移提供形态学基础
[ 13]
。

本实验结果显示 ,灵芝孢子油具有明显的抑制肿

瘤细胞活力 、促进肿瘤细胞凋亡的作用 ,这与以往研究

结果类似 。同时 ,抑癌微小 mRNA分子 miR-16被显著

上调 ,这表明灵芝孢子油抗肿瘤的作用机制之一与

miR-16有一定的关联。笔者进一步检测其靶基因 bcl2
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以及 VEGF的表达 ,因为 bcl2与 VEGF在肿瘤的生长 、

血管形成以及细胞迁移中发挥重要功能
[ 14-15]

。
综上结果表明 ,灵芝孢子油具有抑制肿瘤的作用 ,

其机制之一与促进 miR-16表达进而抑制 bcl2与

VEGF表达有关 。该研究为灵芝孢子油治疗肺癌提供
了一定的实验依据。

[ DOI] 　10.3870/yydb.2011.05.005
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透皮促渗剂对醋酸地塞米松壳聚糖凝胶透皮特性的影响
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[摘　要 ] 　目的　观察透皮促渗剂对醋酸地塞米松壳聚糖凝胶透皮特性的影响。方法　实验分为无促渗剂组和

促渗剂组。无促渗剂组为 0.75%药物 5%壳聚糖凝胶剂;促渗剂组根据含促渗剂不同又分为月桂氮 酮 +丙二醇 、月桂

氮 酮 、丙二醇 +二甲亚砜 、二甲亚砜 +月桂氮 酮组。以无毛大鼠皮肤为渗透屏障 ,进行体外渗透实验 ,分析该凝胶稳

态透皮速率(Js)和 Js提高率。结果　无促渗剂组①Js为(3.75±0.56)μg· (cm2)-1· h-1。 促渗剂组效果明显 , 其中二

甲亚砜 +月桂氮 酮组 ②Js为 (8.12 ±0.58)μg· (cm2)-1 · h-1 , 月桂氮 酮 +丙二醇组 ③Js为 (5.41 ±

0.74)μg· (cm2)-1· h-1 ,丙二醇 +二甲亚砜组④Js为(4.31±0.42)μg· (cm2)-1· h-1 , 月桂氮 酮组⑤Js为(4.35 ±

0.36)μg· (cm2)-1· h-1。与①比较 , ②的 Js提高率为 2.17%(P<0.01), 与③④⑤比较 , ②的 Js分别为 1.51, 1.89,

1.87倍(P<0.05或 P<0.01)。结论　混合促渗剂具有比单一促渗剂更好的促渗效果。
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