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Abstract:Objective　To investiga te the effects o f Glossy ganoderma spore oil(GSSO)on the pr olifera-

tion , apopto sis and mig ra tion o f human gastric adenocarcinoma cell BGC823.Methods　After BGC823

cells w ere trea ted with GSSO , the inhibition g rowth efficacy was determined using cell count kit (CCK-

8), and cell apoptosis w as analy zed by flow cy tomet ry , cell mig rating ability wa s de te rmined by cell mi-

g ra tion assay.Results　Compared with contr ol(DM SO so lv ent), GSSO concent ration-dependently inhib-

ited the BGC823 cell pro life ration(P<0.05);f rom the result o f flow cy tome try , GSSO could induce the

apopto sis of BGC823 cell when its concentration w as in exce ss of 0.005 %(P<0.001).GSSO inhibited

the BGC823 cell mig ra tion significantly when the GSSO' s concentra tion a ttained to 0.005%(P <

0.001).Conclusion　GSSO could inhibit the prolifer ation and cell mig ration obviously and induced apop-

to sis of BGC823 cell.
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摘　要:目的　观察灵芝孢子油(GSSO)对 BGC823 细胞增殖 、凋亡 、迁移的影响 , 探讨其对胃腺癌细胞

的影响。方法　GSSO 干预 BGC823 后 , CCK-8检测细胞增殖的变化 , 流式检测细胞凋亡的变化 , T ran-

sw ell实验检测细胞迁移的变化。 结果　与对照组(溶剂 DM SO)相比 , GSSO 剂量依赖性地抑制

BGC823 细胞的增殖(P<0.05);体积分数>0.005%时 ,即可促进细胞凋亡(P<0.001)。与对照组相比

较 ,灵芝孢子油体积分数达到 0.005%,即可显著性抑制 BGC823 细胞迁移(P<0.001)。 结论　孢子油

能显著抑制 BGC823 细胞增殖和迁移 , 促进 BGC823 细胞凋亡。
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0　引言

胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一。从中草

药以及天然植物中开发抗肿瘤药物或通过膳食预防

肿瘤 ,近年来已经成为研究的热点之一
[ 1]
。灵芝孢

子油是从灵芝孢子中提取的脂质活性物 ,它的化学

成分主要包括灵芝三萜类灵芝酸 、不饱和脂肪酸 、有

机锗 、灵芝多糖和蛋白质等
[ 2-3]

。其中总三萜的含量

和抗肿瘤作用呈现正相关关系
[ 4]
。

灵芝及其提取物不仅可通过提高免疫力抑制肿

瘤 ,还具有直接抗肿瘤作用
[ 3]
。灵芝孢子油有良好

的抑瘤作用 , 其抑瘤作用呈量效关系
[ 5]
。但灵芝的

抗肿瘤作用机制尚未十分明确。本实验研究灵芝孢

子油对胃癌 BGC823细胞体外增殖 、凋亡及迁移的

影响 ,探讨灵芝孢子油抗肿瘤机制。

1　材料和方法

1.1　实验材料

灵芝孢子油(GSSO)由南京中科药业有限公司

馈赠 ,纯度大于 99%,人胃腺癌细胞系(BGC823)引

自中科院上海细胞所 ,小牛血清和 RPM I1640培养

液(Gibco 公司), 反转录试剂盒(TaKaRa 公司),

CCK-8 试剂盒(同仁化学研究所), Annexin-V-

FITC/PI 凋亡试剂盒购自 Sigma 公司 ,引物由 In-

vit rogen公司合成 , M atrig el Based Membrane M a-

t rix 购自于 BD science公司 , Transwel l小室购自于

M illipo re 公司 。

1.2　实验方法

1.2.1　细胞准备及实验分组　胃癌 BGC823细胞
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培养于含 10%FBS 的 RPM I1640 培养液中 ,置于

37℃ ,5%CO2 的培养箱内培养 ,2 ～ 3天传代一次 。

实验共分四组:GSSO 体积分数为对照组(溶剂

DMSO)、0.0025%、0.005%、0.01%、0.05%组 。

DMSO 对细胞状态没有影响。

1.2.2　CCK-8法检测细胞增殖　在 96孔培养板

上接种四组细胞 ,每组 6复孔 ,以 1×10
4
/孔细胞浓

度进行接种 , 接种 24 、48 h 后加入 CCK-8 试剂

10 μl ,培养箱培养 4 h后用酶标仪测定处吸光度值

(450 nm)。

1.2.3　流式细胞仪检测细胞凋亡　用 0.25%胰酶

收集所有细胞 , PBS洗两次(1 000 rcf/min),弃上清

液 ,用 100 μl结合缓冲液重悬。加 5 μl Annexin V 、

5μl PI ,室温避光培养 10 min后流式细胞仪检测。

1.2.4　细胞迁移实验　在 PV PF(聚碳酸酯膜 ,孔

径为 8 μm)膜的上表面铺 M atrig el 40 μl/室。置于

24 孔板中 , 37 ℃培养 30 min。收集 BGC823 细胞

接种于上室中 ,每室 300μl(即 3×10
4
细胞/室)。在

小室的下室加入不同浓度的 GSSO 的培养液每室

500 μl ,培养 24 h 。将膜轻轻取出 ,擦去膜上表面未

侵袭的细胞及基质胶 ,然后在 10%的甲醛中固定 30

min , 1%结晶紫染色 20 min ,水洗 ,于 400倍显微镜

下统计穿膜细胞数 ,每张膜计数 10个视野 ,取其平

均值 ,进行统计学分析 。

1.3　统计学方法

统计方法采用 Graphpad Prism 5 软件进行处

理 ,两组数据采用 t检验 ,多组数据采用单因素方差

分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　GSSO对 BGC823细胞的影响

2.1.1　GSSO 对 BGC823细胞增殖的影响　与对

照组溶剂 DMSO 相比较 ,随着 GSSO 浓度以及时间

的增加 ,BGC823细胞活力显著下降 ,当 GSSO体积

分数为 0.05%时 ,24 h 后可显著抑制细胞的增殖(P

<0.05),见图 1a 。

2.1.2　GSSO 对 BGC823细胞凋亡的影响　不同

体积分数的 GSSO 作用 BGC823 细胞 24 h。随着

GSSO 浓度的增加细胞形态发生明显变化 ,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 ,见图 1b。BGC823 细胞凋亡率随

GSSO 浓度增大而逐渐升高。与对照组相比 , 当

GSSO 的浓度达到 0.005%时 ,细胞的凋亡差异具

有统计学意义(P<0.001),见图 1c。

2.1.3　GSSO 促进 Bax-2 m RNA 表达而抑制 Bcl-2

m RNA 表达　RT-PCR结果显示:与对照组相比 ,

1a:the changes of abso rbance af te r different concentration of GSSO trea ted BGC823 for 12 ～ 48h;1b:the effec t of different

concentra tion of GSSO on the cell morpholog y of BGC823 af te r 48h;1c:the pe rcentag e o f apopto tic BGC823 cell t reated differ-

ent concent ration of GSSO for 24 h was de tected using flow cy tomet ry;1d:effect o f GSSO on the expression o f mo lecules re lat-

ed to apopto sis(＊ , ＊＊:vs.contro l , ＊P<0.05 , ＊＊ P<0.001)

图 1　灵芝孢子油对 BGC823细胞增殖和凋亡的影响

Figure 1　Effects of GSSO on the cell proliferation and cell apoptosis in BGC823
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2a:the statistical re sults o f the numbe r of cell mig ra tion;2b:effect o f GSSO on the m RNA expression of molecule s rela ted to

mig ration o f BGC823;＊＊:P<0.01 , vs.contr ol

图 2　灵芝孢子油对 BGC823细胞迁移影响

Figure 2　Ef fect of GSSO on the migration of BGC823 cell

GSSO处理的 BGC823 细胞中 , Bax-2 m RNA 表达

量增多 ,并随 GSSO 浓度增加而增加 , Bcl-2在 GS-

SO 处理后 mRNA 表达量降低 ,见图 1d。

2.2　GSSO对 BGC823细胞迁移的影响

2.2.1　GSSO 显著性抑制 BGC823细胞迁移　GS-

SO 作用 BGC823细胞 24 h ,随着 GSSO 浓度的增

加 ,BGC823细胞迁移数量逐渐减小 ,表明 GSSO 可

剂量依耐性地抑制细胞迁移 。实验组与对照组相

比 ,当 GSSO浓度达到 0.005%时 ,细胞迁移数量差

异具有统计学意义(P<0.001),见图 2a 。

2.2.2　GSSO 抑制 VEGF 、M M P2 及 M M P9 m R-

NA 表达而促进 TIMP-2 表达 　RT-PC R 结果显

示:与对照组相比 , VEGF 、M M P2 、MM P9 m RNA

表达量随 GSSO 浓度增加而降低 ,而 TIMP-2 的表

达随着 GSSO 的浓度的增加而升高 ,见图 2b ,这提

示 ,GSSO可以抑制肿瘤细胞 BGC823的迁移。

3　讨论

本课题的前期研究证明了灵芝孢子油具有抗肿

瘤的功能
[ 6-8]

。本研究发现灵芝孢子油可剂量依赖性

抑制 BGC823细胞增殖 ,同时可显著性诱导细胞凋

亡。诱导细胞凋亡的机制很多 ,目前普遍认为与细胞

凋亡相关分子主要有:Cys-Asp蛋白水解酶家族 、Bcl-

2基因家族 、凋亡诱导因子 、凋亡抑制分子等
[ 9-11]

。

Bcl-2蛋白家族按功能分为两类 ,一类具有抑制凋亡

作用(如 Bcl-2),而另一类具有促进凋亡作用(如 Bax-

2)
[ 12]
。细胞受到凋亡信号诱导时可引起 Bax-2表达

增加 ,Bcl-2表达降低 ,从而促进细胞凋亡。本研究发

现BGC823细胞经 GSSO 处理后 Bax-2 mRNA 表达

量增加而 Bcl-2m RNA表达量下降。

MM Ps 具有很强的细胞外基质降解作用 , 而

TIM Ps(基质金属蛋白酶抑制剂)则是 MM Ps 的抑

制剂 , TIM Ps 能特异性的与 M MPs 催化活性中心

的锌离子结合 , 封闭其活性
[ 13]
。在肿瘤的迁移中

VEGF 是关键因素 , 其可促进肿瘤细胞迁移浸

润
[ 1 4]
。通过迁移实验我们观察到灵芝孢子油可显

著抑制 BGC823 细胞迁移 。 VEGF 、M M P2 及

M MP9 mRNA 表达量下降 , TIM P-2表达上调。

综上所述 ,灵芝孢子油可明显抑制 BGC823细

胞增殖 、迁移 ,并促进其凋亡 ,能够杀伤肿瘤 ,但其详

细的凋亡及迁移机制还有待研究 。
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