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摘 要 探讨灵芝孢子油对于不同肿瘤细胞的抗肿瘤活性差异，选取人肝癌细胞( HepG2) 、人非小细胞肺癌细胞( A549) 、
人结肠癌细胞( HCT116)为待检测肿瘤细胞株，采用 MTT 法进行细胞活力检测，Western blot 法检测 NF-κB 信号通路激活程
度，Caspase-3活性检测法检测 Caspase-3酶活性来对灵芝孢子油的抗肿瘤活性机制进行初步探讨，并对 3 种肿瘤细胞的抗肿
瘤活性进行比较。经 MTT细胞活力实验验证，发现灵芝孢子油对 3种肿瘤细胞的生长均具有一定抑制作用，其抑制强度依次
为 A549细胞、HepG2细胞、HCT116细胞;Western blot检测结果显示，灵芝孢子油能促进 NF-κB通路的激活，3 种肿瘤细胞比
较下，A549细胞 NF-κB信号通路激活程度最强，其次为 HepG2细胞，对 HCT116细胞作用最弱; Caspase-3 活性检测结果显示，
灵芝孢子油能激活 Caspase-3依赖的凋亡相关途径，其中对 A549细胞 Caspase-3酶激活程度最强，对 HepG2 细胞作用较强，对
HCT116细胞作用最弱。因此，本研究发现，灵芝孢子油对 3种肿瘤细胞的生长均具有一定抑制作用，其抗肿瘤活性呈时间剂
量依赖性，其机制可能与激活 NF-κB通路与 Caspase-3凋亡途径加速肿瘤细胞凋亡坏死相关。3 种肿瘤细胞生长抑制实验结
果显示，灵芝孢子油对 A549细胞的抗肿瘤活性最明显，其次为 HepG2细胞，对 HCT116细胞的抗肿瘤活性最弱。
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Comparative investigation of in vitro antitumor activity of Ganoderma lucidum
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Abstract To investigate the antitumor activity induced by Ganoderma lucidum spore oil on different tumor
cells. Human hepatoma cells ( HepG2) ，human non-small cells lung cancer cells ( A549) and human colon cancer
cells ( HCT116) were selected and tested. Cell viability was determined by MTT assay. Western blot analysis was
performed to measure the expression of NF-κB and Caspase-3 activity in order to elucidate the mechanism of
apoptotic activity caused by Ganoderma lucidum spore oil and to screen out the most sensitive cancer cell lines to
Ganoderma lucidum spore oil. MTT assay demonstrated that Ganoderma lucidum spore oil had a strong inhibitory
effect on the growth of three cancer cell lines. Among these cells，A549 cells were most sensitive to Ganoderma
lucidum spore oil，followed by HepG2 cells and then by HCT116 cells. The results of Western blot showed that
Ganoderma lucidum spore oil could promote the activation of NF-κB pathway，and that the activation of NF-κB
signaling pathway in cancer cells treated by Ganoderma lucidum spore oil was stronger in A549 cells，HepG2
cells，HCT116 cells respectively. The detection of Caspase-3 activity showed that ganoderma spore oil could acti-
vate Caspase-3 dependent apoptosis pathways，which was more important in A549 cells，HepG2 cells and HCT116
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cells. This study found that Ganoderma lucidum spore oil had inhibitory effects on A549，HepG2 and HCT116
cells growth and that its antitumor activity was in time-dose dependence. The mechanism may be related to the ac-
tivation of NF-κB pathway and the Caspase-3 apoptotic pathway，which could accelerate apoptosis and necrosis of
tumor cells. Among the three kinds of cancer cells，A549 cells was most sensitive to Ganoderma lucidum spore oil，
followed by the HepG2 cells，and then by HCT116 cells.
Key words Ganoderma lucidum spore oil; antitumor activity; HepG2; A549; HCT116; NF-κB; Caspase-3
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灵芝是一种极具药用价值的担子菌多孔菌科

灵芝属真菌［1］，其主要活性成分为多糖，肽聚糖和

三萜，灵芝的各个部分如:菌丝体、孢子和子实体均
具有药用特性［2］。已有临床研究证实灵芝的菌丝
体，孢子和子实体中富含多种生物活性物质使其具

有免疫活性、抗肿瘤、抗衰老、抗病毒以及降血脂等
多种生理功能［3－ 4］。灵芝孢子油是通过超临界
CO2 萃取技术从破碎的孢子中提取的，灵芝孢子油

中的主要成分为灵芝三萜类化合物( GLT) ，是由一
种或多种异戊二烯单元组成的化合物，具有抗炎和

抗肿瘤活性，而灵芝拥有超过 140 种三萜类和三萜
类化合物，研究证实，从灵芝中提取的三萜亚型可

能会影响人肿瘤细胞的活力［5－ 6］。
肝癌、肺癌、结肠癌均属于全球发病率较高的

肿瘤。1990-2015 年期间，全球肝癌病例数增加了
75%［7］; 2008 年以来，肺癌在中国取代肝癌成为肿
瘤死亡的首要原因，发病率也位居第一［8］; 美国国

家肿瘤研究所统计 2017 年美国有 135430 例结直
肠癌新病例，相当于所有新发肿瘤病例的 8%［9］。
灵芝作为一种传统中药，广泛用于医疗保健领域，

而已有相关研究表明灵芝三萜类化合物具有一定

的抗肿瘤活性［10］，因此本研究选用富含灵芝三萜

类化合物的灵芝孢子提取物灵芝孢子油对人肝癌

细胞( HepG2) 、人非小细胞肺癌细胞( A549) 、人结
肠癌细胞( HCT116) 进行抗肿瘤活性比较，并对其
抗肿瘤机制进行初步探讨。

1 材 料

1. 1 药品与试剂
灵芝孢子油( GSO，100 mg /mL，南京中科药业有

限公司) ;噻唑蓝，BCA 蛋白浓度检测试剂盒，SDS-
PAGE上样缓冲液，Caspase-3活性检测试剂盒( 碧云
天生物技术研究所) ;醋酸纤维素膜( 0. 22 μm，武汉

博士德生物工程有限公司) ;牛血清白蛋白( 生工生

物工程上海股份有限公司) ; ECL高敏显影液( 上海
天能科技有限公司) ; NF-κB抗体，p-NF-κB抗体( 美
国 Cells Signaling Technology公司) 。
1. 2 细胞株
人肝癌细胞 ( HepG2 ) 、人非小细胞肺癌细胞

( A549) 、人结肠癌细胞( HCT116) 购自中国科学院
上海细胞库。
1. 3 仪 器
多功能酶标仪( 美国 Molecular Dvices 公司) ;

BS124 型电子天平( 北京赛多利斯科学仪器有限公
司) ; Mini-Protein 3 型垂直电泳仪、半干式转膜仪
( 美国 Bio-Ｒad公司) 。

2 方 法

2. 1 细胞培养
将 HepG2，A549，HCT116 细胞复苏后，使用含

有 10% 胎牛血清的 DEME 培养基将细胞置于
37 ℃、5% CO2 的细胞培养箱中进行培养，当细胞

的生长密度达到 70% ～ 80%时，使用 0. 25%胰蛋
白酶进行消化并传代培养。
2. 2 MTT法检测细胞活力
将 GSO母液( 100 mg /mL) 用含 2. 5%血清的

培养基稀释至 GSO 质量浓度为 0. 1，0. 5，1，2，
5 mg /mL 5 种浓度。待细胞贴壁后，将 96 孔板内
的培养基弃去，选取药物质量浓度为 0. 1，0. 5，1，
5 mg /mL的 DMEM 培养基 100 μL 继续培养细胞
24 h。设置空白对照组，实验组根据不同浓度分为
4 组，每组设置 6 个复孔。
将药物质量浓度为 2 mg /mL 的培养基按如上

给药方式加入到 96 孔板中，按培养时间分为 3 组，
每组 6 个复孔，每组设置相应对照组，分别培养
24，48，72 h。培养结束后，将 MTT 15 μL加入到培

28



第 50 卷第 1 期 彭学翰，等:灵芝孢子油体外抗肿瘤活性比较研究

养基中继续培养 4 h，4 h 后弃去培养基，每孔内加
入 DMSO 150 μL将结晶溶解，摇床振荡 10 min 后
用酶标仪在 490 nm处检测吸收度。
2. 3 Western blot 蛋白印迹法检测 NF-κB 通路激
活程度

将 3 种细胞培养于细胞培养瓶中，待生长面积
达到 80%后，进行给药处理。分别设置空白组与
实验组，实验组按照不同给药浓度分为 3 组，药物
质量浓度梯度为 0. 125，0. 25，0. 5 mg /mL。给药完
毕后继续培养 24 h。
向每个培养瓶中加入裂解液 100 μL，用细胞

刮刀刮下贴壁细胞，收集至 1. 5 mL离心管中，振荡
器上振荡 10 min 后，12 000 r /min 4℃ 下离心
10 min，吸取上清液，采用 BCA 法检测蛋白含量。
取总蛋白 30 g 进行聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-
PAGE) ，浓缩电压选取 80 V，浓缩 40 min，分离电
压选取 120 V，分离 60 min。4 ℃ 300 mA恒流条件
下转膜 60 min，脱脂奶粉封闭 90 min，一抗孵育
( NF-κB，p-NF-κB，GAPDH) ，4 ℃ 过夜，TBST 洗膜
3 次，每次 15 min，二抗孵育 90 min，TBST 洗膜
3 次，每次 15 min，将覆盖有 ECL 发光液的 NC 膜
放置于凝胶成像仪中发光成像，并用 Gel-Pro analy-
zer 4 软件进行灰度分析。

2. 4 Caspase-3 活性检测
使用 Caspase-3 活性检测试剂盒对样品进行检

测，设置空白组与实验组，实验组按照不同给药浓

度分为 3 组，药物质量浓度梯度为 0. 125，0. 25，
0. 5 mg /mL。
收集样品，测定 pNA( p-nitroaniline) 标准曲线

并进行样品 Caspase-3 酶活性的检测。取出适量的
Ac-DEVD-pNA ( acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroani-
lide) ( 2 mmol /L) 置于冰浴上备用。设置反应体
系，依次加入检测缓冲液，待测样品，适当混匀，避

免在混匀时产生气泡，随后再加入 Ac-DEVD-pNA
( 2 mmol /L) 10 μL，摇匀，再在 37 ℃孵育 60 min。
发现颜色变化比较明显时即可测定，并计算样品中

Caspase-3 的酶活性。

3 结 果

3. 1 MTT法检测细胞活力
由图 1 可知 3 种细胞培养 24 h 后，随着给药

剂量的增加，细胞活力均呈现下降趋势，其中 A549
细胞和 HepG2 细胞细胞活力下降较 HCT116 明
显，由表 1 可知将 3 种细胞在不同培养时间下的
IC50进行比对显示灵芝孢子油对 A549 的 IC50最

低，抑制活性最强。

Figure 1 Cell viability of HepG2，A549 and HCT116 cells treated with Ganoderma lucidum spore oil ( GSO) for 24，48 and 72 h ( 珋x ± s，n = 6)
( A) Cell viability of HepG2; ( B) Cell viability of A549; ( C) Cell viability of HCT116. * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs control group; ( D) Cell viability of
HepG2，A549 and HCT116 treated by GSO ( 2 mg /mL) for 24，48 and 72 h. * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs HCT116 group; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs
HepG2 group
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Table 1 Antiproliferative activity of GSO against HepG2，A549 and

HCT116 cells for 24，48 and 72 h ( 珋x ± s，n = 3)

t /h
IC50 / ( mg /mL)

HepG2 A549 HCT116
24 0. 41 ± 0. 10 0. 38 ± 0. 06＊＊# 1. 25 ± 0. 08
48 0. 30 ± 0. 08 0. 22 ± 0. 04* 0. 65 ± 0. 06
72 0. 22 ± 0. 09 0. 13 ± 0. 06* 0. 45 ± 0. 07

* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs HCT116 group; #P ＜ 0. 05 vs HepG2 group

将 3 种细胞在同一给药浓度下分别培养 24，
48，72 h后发现，培养 24，48，72 h 后 3 种细胞的的
细胞活力曲线均呈下降趋势，说明灵芝孢子油其抗

肿瘤活性呈时间依赖性。
3. 2 Western blot检测 NF-κB通路激活程度

Western blot 法检测 NF-κB 及 p-NF-κB 的表
达。由图 2 可知 NF-κB 的表达量均随给药浓度
增加而逐渐降低，p-NF-κB 的表达量均随给药浓
度增加而逐渐升高，p-NF-κB /NF-κB 比值均随给
药浓度增加而逐渐升高，由表 2 可知，将 3 种肿瘤
细胞 的 p-NF-κB /NF-κB 比 值 进 行 对 比 发 现
A549P比值最高，HepG2 细胞次之，HCT116 细胞
最低。

Figure 2 Effect of different concentration of GSO on activation of NF-κB signaling in HepG2( A) ，A549( B) and HCT116 ( C) ( 珋x ± s，n =3)
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs control group

Table 2 Effect of different concentration of GSO on activation of NF-
κB signaling in HepG2，A549 and HCT116 cells ( Ｒatio of p-NF-κB /
NF-κB) ( 珋x ± s，n = 3)

c( GSO) /
( mg /mL)

Ｒatio of p-NF-κB /NF-κB
HCT116 HepG2 A549

0 0. 25 ± 0. 03 0. 23 ± 0. 03 0. 25 ± 0. 02*

0. 125 0. 11 ± 0. 08 0. 27 ± 0. 07 0. 3 ± 0. 07＊＊#

0. 25 0. 16 ± 0. 07 0. 36 ± 0. 11 0. 35 ± 0. 08＊＊#

0. 5 0. 22 ± 0. 03 0. 40 ± 0. 08 0. 57 ± 0. 07＊＊##

* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs HCT116 group; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs
HepG2 group

3. 3 Casepase-3 活性检测
采用 Casepase-3 活性检测试剂盒检测 Case-

pase-3 的酶活性。由图 3 可知 3 种肿瘤细胞内
Casepase-3 的活性均随灵芝孢子油给药浓度增加
而逐渐升高，由表 3 可知，将 3 种肿瘤细胞 Case-
pase-3 的活性进行比对，A549 细胞在不同给药浓
度下 Casepase-3 的活性最高，HepG2 细胞次之，
HCT116 细胞最低。

Figure 3 Effect of different concentration of GSO on activation of Caspase-3 activity in HepG2 ( A) ，A549( B) and HCT116 ( C) ( 珋x ± s，n = 3)
* P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01 vs control group
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Table 3 Effect of different concentrations of GSO on activation of
Caspase-3 activity in HepG2，A549 and HCT116 cells for 24 h ( 珋x ± s，
n = 3)

c( GSO) /
( mg /mL) HCT116 HepG2 A549

0. 125 1. 34 ± 0. 03 2. 25 ± 0. 03 3. 45 ± 0. 09＊＊#

0. 25 2. 23 ± 0. 02 3. 18 ± 0. 04 8. 55 ± 0. 04＊＊##

0. 5 3. 05 ± 0. 03 4. 84 ± 0. 03 11. 15 ± 0. 08＊＊##

＊＊P ＜ 0. 01 vs HCT116 group; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs HepG2 group

4 讨 论

MTT法测定结果发现，灵芝孢子油对 A549 细
胞的抗肿瘤活性最强，HepG2 细胞次之，对 HCT116
细胞抗肿瘤活性最弱并且均具有明显的剂量依赖

性。将3种细胞在2 mg /mL灵芝孢子油下分别培养
24，48，72 h，实验结果显示 3种细胞的细胞活力随培
养时间的延长呈现明显下降的趋势，由此可知，灵芝

孢子油的抗肿瘤活性呈时间剂量依赖性。
NF-κB作为一中最常见的炎症因子，它的激活

往往与细胞的炎性损伤有着密不可分的关系。已
有相关研究表明，炎症反应或 NF-κB 信号通路在
肿瘤中具有双面作用［11］。一方面在急性炎症反应
中，具有高活性的免疫毒性细胞对抗肿瘤细胞的过

程中，NF-κB 通路会被高度激活［12］，而另一方面
NF-κB可以调节肿瘤细胞的增殖侵袭，并且具有一
系列促癌功能［13］。在本实验中，灵芝孢子油可不
同程度地造成 3 种肿瘤细胞内 NF-κB 的磷酸化，
且磷酸化程度随剂量加大而升高，将 3 种细胞的
Western blot结果进行综合比对可发现，A549 细胞
内的 NF-κB在灵芝孢子油的作用下磷酸化程度相
比较而言更高，HepG2 细胞次之，HCT116 细胞内
NF-κB磷酸化程度相对最弱。因此可以初步得出
结论，灵芝孢子油可激活肿瘤细胞内 NF-κB 的磷
酸化，可能通过激活 NF-κB 的磷酸化使肿瘤细胞
产生炎性损伤而坏死，在本实验所选取的 3 种肿瘤
细胞中，灵芝孢子油对 A549 肿瘤细胞抑制程度最
强。而 NF-κB与细胞凋亡之间的关系目前仍处于
研究阶段，但已有研究表明 NF-κB 可能通过影响
HSP27 的表达，ＲOS 积累以及 MAPK 通路激活诱
导细胞凋亡［14］，具体机制还需进一步研究。

Caspase-3 在细胞凋亡过程中极其重要，其激
活对肿瘤细胞的凋亡具有决定性的作用。Caspase
蛋白水解酶主要负责细胞凋亡的起始和执行，根据

功能的不同，Caspase 可分为起始 Caspase 和效应

Caspase［15］，Caspase-3 属于效应 Caspase，主要负责
凋亡的执行［16－ 17］; Xue 的研究发现促进 Caspase-3
的表达可进而诱导肺癌细胞的凋亡［18－ 19］; 由本实

验结果可知，灵芝孢子油可明显促进 3 种肿瘤细胞
内 Caspase-3 酶的活化且酶活力随灵芝孢子油浓度
增加而升高，将 3 种细胞的 Caspase-3 酶活性检测
结果进行综合比对可发现，A549 细胞内的
Caspase-3 酶活力上升最明显，HepG2 细胞次之，
HCT116 细胞内 Caspase-3 酶活力上升相对较弱。
本研究发现灵芝孢子油具有较强抗肿瘤活性，

其抗肿瘤活性呈时间剂量依赖性。其机制可能是
通过激活 NF-κB 通路加重肿瘤细胞的炎性损伤，
同时激活 Caspase-3 凋亡途径加速肿瘤细胞凋亡来
实现的。经实验验证，灵芝孢子油对 A549 细胞生
长抑制作用最强，HepG2 细胞次之，对 HCT116 的
抑制作用最弱，而出现敏感性差异的原因可能与不

同细胞内与凋亡坏死相关的基因表达差异有关如:

Bax，Bak，Bcl-2 以及 TNF-α 等，具体原因以及抗肿
瘤活性机制有待进一步研究。
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·校园信息·

ESI最新学科排名公布:中国药科大学
“药理学与毒理学”学科位列全球第 50 名

2019年 1 月 18 日晚 ESI公布最新学科排名，中国药科大学“药理学与毒理学”( Pharmacology ＆ Toxicology) 学科
国际排名为 50 名( 与上期持平，本期共有 860 个机构进入 ESI世界前 1% ) ，继续保持国内高校领先地位。
据悉，“药理与毒理学”学科 ESI世界排名前 100 名中，国内高校有 7 所且均进入 ESI世界排名前千分之一，分别

是中国药科大学、浙江大学、北京大学、上海交通大学、复旦大学、沈阳药科大学及北京协和医学院( 表 1) 。

表 1 国内 7 所高校排名情况

学校名称 国际排名( 本期) 国际排名( 上期) 论文数量 被引次数 篇均被引 高水平论文

中国药科大学 50 50 2 816 28 182 10. 01 12
浙江大学 55 55 2 114 26 911 12. 37 17
北京大学 57 57 2 070 26 804 12. 95 13
上海交通大学 59 63 2，374 26 651 11. 23 16
复旦大学 70 69 2 104 25 851 12. 29 15
沈阳药科大学 71 73 2 188 25 318 11. 57 7
北京协和医学院 76 77 2 496 24 884 9. 97 12

论文“总被引次数”排在前 1%的学科被视为国际高水平学科，而进入 ESI世界排名前千分之一的学科则被认为
已经达到国际顶尖水平，可称为世界一流学科。

(来源:图书与信息中心)
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