
香菇多糖对神经胶质瘤 ＳＨＧ⁃４４ 细胞增殖、 周期、 凋亡及迁移的影响

万茜淋１，２， 　 任雨贺３， 　 吕瑞娜２， 　 李　 玉２， 　 陈长宝１∗， 　 刘淑莹１，４∗

（１． 长春中医药大学吉林省人参科学研究院， 吉林 长春 １３０１１７； ２． 吉林农业大学食药用菌教育部工程研

究中心， 吉林 长春 １３０１１８； ３． 中国农业科学院特产研究院， 吉林 长春 １３０１１２； ４． 中国科学院长春应用

化学研究所， 吉林 长春 １３００２２）

收稿日期： ２０１９⁃０３⁃１９
基金项目： 国家自然科学基金面上项目 （２１４７５０１２）； 吉林省中药管理局科技项目 （２０１８０２６）； 吉林省人参科学研究院种子基金

（２０１９）； 吉林省自然科学基金主题引导项目 （２０１９０２０１２９７ＪＣ）
作者简介： 万茜淋 （ １９８７—）， 硕士， 实验师， 研究方向为中药活性物质筛选与表征。 Ｔｅｌ： １８０８８６６７７９２， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗａｎｘｉｌｉｎ１９８７＠

１６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 陈长宝 （１９６７—）， 博士， 研究员， 研究方向为中药化学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｃｂ２０２１＠ １２６．ｃｏｍ

刘淑莹 （１９４３—）， 博士， 教授， 研究员， 研究方向为中药化学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｙｌｉｕ＠ ｃｉａｃ．ａｃ．ｃｎ

摘要： 目的　 探究香菇多糖对神经胶质瘤 ＳＨＧ⁃４４ 细胞增殖、 周期、 凋亡及迁移的影响。 方法　 ＣＣＫ⁃８ 法分析香菇多

糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞增殖的影响， 采用流式细胞术检测香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞的周期变化， ＤＡＰＩ 染色法结合显微镜分

析观察药物对细胞凋亡形态的影响， Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染法检测作用后 ＳＨＧ⁃４４ 细胞的凋亡情况， 采用细胞划伤愈

合实验初步判定香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞迁移能力的影响。 结果 　 香菇多糖可以明显抑制 ＳＨＧ⁃４４ 细胞增殖， 作用

４８ ｈ效果最好， ＩＣ５０值为 ２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ。 与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组比较， ２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖能够显著抑制 ＳＨＧ⁃４４ 细

胞迁移 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并可能诱导 ＳＨＧ⁃４４ 细胞凋亡； 并且 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖将 ＳＨＧ⁃４４ 细胞周期阻滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论 　 香菇多糖对人神经胶质瘤 ＳＨＧ⁃４４ 细胞具有显著的增殖抑制作用， 作用机制是通过调控

ＳＨＧ⁃４４细胞周期， 从而抑制细胞增殖， 同时抑制肿瘤细胞迁移。
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ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： ｌｅｎｔｉｎａｎ （ＬＮＴ）； ｇｌｉｏｍａ； ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ； ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　 　 香菇 Ｌｅｎｔｉｎｕｓ ｅｄｏｄｅｓ 是香菇属的一个种， 隶属

于真菌界， 担子菌门， 蘑菇纲， 多孔菌目， 多孔菌

科。 香菇素有山珍之王之称， 亦是著名的药食同源

菌种， 味甘、 性平， 在我国传统医学中用于治疗食

欲减退、 少气乏力等症［１］。 香菇多糖 （ Ｌｅｎｔｉｎａｎ，
ＬＮＴ） 是从香菇中提取分离得到的结构以 β⁃ （１→
３） ⁃Ｄ⁃葡聚糖残基为主链的成分， 也是香菇的主要

活性成分。 早在 １９６９ 年， 日本学者 Ｃｈｉｈａｒａ 等就研

究发现香菇多糖的抗肿瘤活性， 从研究到临床应用

已近 ５０ 年时间， 香菇多糖一直是香菇中被学者们

重点关注的活性成分［２］。
２０１７ 年 ２ 月， 国家癌症中心发布了中国最新

癌症数据， 全国每天约 １ 万人确诊癌症， 每分钟约

７ 人确诊患癌。 神经胶质瘤， 简称胶质瘤， 也称为

胶质细胞瘤， 是最常见的原发性中枢神经系统肿

瘤， 是一种遗传易感性和环境致癌因素极高的脑部

恶性肿瘤， 约占所有颅内原发肿瘤的一半［３］。 目

前， 胶质瘤的首选治疗手段为手术切除， 但是由于

其与正常脑组织无明显界限， 难以达到细胞学上的

彻底切除， 术后复发快、 复发率高、 生存期短［４］。
因此， 针对神经胶质瘤的发生和发展， 从根本上进

行新型抗肿瘤药物的研发刻不容缓。
已有研究发现， 香菇多糖具有抗肿瘤［５］、 抗

氧化［６］、 抗抑郁［７］、 抗衰老［８］、 抗病毒［９］、 抗辐

射［１０］以及免疫功能调节［１１］ 等多种生物活性， 并已

经作为免疫增强剂部分应用于临床治疗， 可见香菇

多糖在学术及临床水平上， 受到各国广泛的关注和

认可。 本实验以人神经胶质瘤 ＳＨＧ⁃４４ 细胞为研究

对象， 考察香菇多糖对细胞增殖、 周期、 凋亡以及

迁移的影响， 为进一步研究香菇多糖抗肿瘤的作用

机制及作用靶点提供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株 　 人神经胶质瘤 ＳＨＧ⁃４４ 细胞系， 购

于中国科学院上海细胞生物学研究所， 由本实验室

传代冻存。
１􀆰 ２　 试药　 香菇多糖， 购于上海源叶生物科技有

限公司， 批号 Ｃ１７Ｓ９Ｙ６９３７５， 含有量＞９８％ ， 褐色

粉末。 ＤＭＥＭ 高糖培养基 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号

１１９６５⁃０８４）； 超级新生牛血清 （ＮＢＳ） （杭州四季

青生物工程材料有限公司， 批号 ２２０１１⁃８６１５）； 胰

蛋白酶 （上海生工生物工程有限公司， 批号

Ａ１００２６０⁃００１０）； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测

试剂盒 （江苏凯基生物技术有限公司， 批号

ＫＧＡ１０８⁃１）； ＤＡＰＩ 染色液 （上海碧云天生物技术

有限公司， 批号 Ｃ１００５）； 细胞周期与细胞凋亡检

测试剂盒 （上海碧云天生物技术有限公司， 批号

Ｃ１０５２）； Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８ 试剂盒 （ ＣＣＫ⁃８ Ｋｉｔ）
（Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ Ｅｘｐｒｅｓｓ ＵＳＡ， 批号 ＨＹ⁃Ｋ０３０１）； 青链

霉素双抗 （上海生工生物工程有限公司， 批号

Ｅ６０７０１１⁃０１００）。
１􀆰 ３　 仪器　 倒置荧光显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ Ｒｉ２ 公

司）； 酶标仪 （瑞士 ＴＥＣＡＮ）； 二氧化碳培养箱

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ ＢＢ１５０）； 四度医用冷藏箱 （海尔

ＳＣ⁃２４２Ｄ）； 双人单面超净工作台 （苏净安泰空气

技术有限公司 ＳＷ⁃ＣＪ⁃１Ｃ）； 全自动立式高压灭菌

锅 （ 致 微 ＧＲ６０ＤＡ ）； 台 式 离 心 机 （ 美 国

ＴｈｅｒｍｏＳＴ８Ｒ）； 电热恒温水浴锅 （精宏 ＤＫ⁃Ｓ２６）；
－２０ 度冷冻冰柜 （扬子 ＢＤ ／ ＢＣ⁃１４８）； 加热鼓风干

燥箱 （精宏 ＤＨＧ⁃９２４０Ａ）； 流式细胞仪 （美国 ＢＤ
ＣａｎｔｏⅡ）。
２　 方法

２􀆰 １　 神经胶质瘤细胞系 ＳＨＧ⁃４４ 传代培养 　 人神

经胶质瘤细胞系 ＳＨＧ⁃４４， 培养于含 １０％ ＮＢＳ 的

ＤＭＥＭ 培养基， 置于 ３７ ℃恒温培养箱内， ５％ ＣＯ２

培养， 待细胞密度达到 ９０％ 时， 继续传代。
２􀆰 ２　 细胞增殖检测实验　 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测香菇

多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞增殖的影响［１２］。 取对数生长期

的 ＳＨＧ⁃４４ 细胞， 每孔接种 ６ ０００ 个细胞于 ９６ 孔

板， 培养 ２４ ｈ。 弃旧培养基， 每孔加入 １００ μＬ 含

药培养基， 使药物浓度分别为 ０、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５０、 １、
２、 ４ ｍｇ ／ ｍＬ［１３⁃１４］， 同一质量浓度设 ５ 个复孔。 继

续分别培养 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 每孔加入 １０ μＬ 的

ＣＣＫ⁃８ 溶液继续培养 ２ ｈ， 酶标仪测定吸光值 Ａ
（４５０ ｎｍ 波长）。 根据以下公式计算， 活性抑制

率＝ ［ （Ａ ０加药组－Ａ加药组 ） ／ （Ａ ０加药组－Ａ空白组 ） ］ ×
１００％ ， ｌｇＩＣ５０ ＝ ｌｇ 最大剂量⁃ｌｇ （最大剂量 ／相临剂

量） ［阳性反应率之和－ （３－最大阳性反应率－最
小阳性反应率） ／ ４］。
２􀆰 ３　 细胞周期检测实验　 选用细胞周期检测试剂

盒检测 ＳＨＧ⁃４４ 细胞周期。 取对数生长期的细胞，
５１６２
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每孔 ４×１０５ 个接种于 ６ 孔板， 培养 ２４ ｈ。 弃去旧培

养基， 每孔加入 ２ ｍＬ 含香菇多糖的新鲜培养基，
使药物浓度分别为 ０、 ２、 ４ ｍｇ ／ ｍＬ， 继续培养

４８ ｈ， 收集细胞， 按照试剂盒操作步骤进行实验。
２􀆰 ４　 显微镜观察细胞形态 　 取对数生长期的

ＳＨＧ⁃４４细胞， 铺板及培养条件同 ２􀆰 ３ 项下。 香菇

多糖加药浓度分别为 ０􀆰 ００、 ２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ， 继续培

养４８ ｈ， 显微镜下观察细胞形态并拍照。
２􀆰 ５　 细胞凋亡检测实验　 利用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ
双染试剂盒检测 ＳＨＧ⁃４４ 细胞凋亡。 取对数生长期

的 ＳＨＧ⁃４４ 细胞， 铺板及培养条件同 ２􀆰 ３ 项下， 按

照试剂盒操作步骤进行实验， 用流式细胞仪检测

分析。
２􀆰 ６　 细胞迁移检测实验 　 采用细胞划伤愈合实

验［１５］ 检测细胞迁移。 取对数生长期的 ＳＨＧ⁃４４ 细

胞， 接种于 ６ 孔板中， 待细胞密度增殖至 ８０％ ， 用

移液器吸头将细胞以井字划伤， ＰＢＳ 洗涤， 加药浓

度分别为 ０、 ２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ， 继续培养 ４８ ｈ， 置于

显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ７　 统计学分析　 统计学分析取 ３ 次重复实验结

果， 上述实验所得数据均使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０
和 ＳＰＳＳ ７􀆰 ０ 数据处理系统进行统计， 数据均以（ｘ±
ｓ） 表示， 采用单因素方差分析、 ｔ 检验， Ｐ＜０􀆰 ０５
差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞增殖的影响　 由表 １
可见， 香菇多糖对神经胶质瘤细胞 ＳＨＧ⁃４４ 的增殖抑

制作用呈浓度依赖性增加。 香菇多糖处理ＳＨＧ⁃４４细
胞 ４８ ｈ， 抑制率 ＩＣ５０值为 ２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ， 处理 ７２ ｈ
抑制率 ＩＣ５０值为 ２􀆰 ８０４ ｍｇ ／ ｍＬ。 由于 ２４ ｈ 的最大抑

制率未达到 ５０％ ， 因此 ＩＣ５０值仅作为参考， 故选用

４８ ｈ 的 ＩＣ５０值 ２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ 进行后续实验。
表 １　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＮＴ ｏｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＨＧ⁃４４ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

吸光度 抑制率 ／ ％ 吸光度 抑制率 ／ ％ 吸光度 抑制率 ／ ％
空白组 ０􀆰 １３±０􀆰 ００ － ０􀆰 ２０±０􀆰 ０１ － ０􀆰 １９±０􀆰 ００ －
０ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 １􀆰 １４±０􀆰 ０２ ０ １􀆰 ８３±０􀆰 ０６ ０ １􀆰 ７１±０􀆰 ０４ ０
０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ２􀆰 ０８±０􀆰 ０４ ４􀆰 ２９±１􀆰 ７３∗∗ １􀆰 ４０±０􀆰 ０３ ７􀆰 ２０±１􀆰 ２９∗∗ １􀆰 ５３±０􀆰 １０ ３􀆰 ８０±０􀆰 ８７
０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ３􀆰 ５８±０􀆰 ０２ ８􀆰 １１±１􀆰 ３１∗∗ １􀆰 ７１±０􀆰 ０８ ２６􀆰 １５±２􀆰 １６∗∗ １􀆰 ６６±０􀆰 ０９ １２􀆰 １３±３􀆰 ０２∗∗

１ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ４􀆰 ４４±０􀆰 ０７ １７􀆰 ４９±１􀆰 ２７∗∗ １􀆰 ２９±０􀆰 ０５ ３２􀆰 ９０±２􀆰 ３４∗∗ １􀆰 ４０±０􀆰 ０３ ２０􀆰 ５５±２􀆰 ４３∗∗

２ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ６􀆰 ２８±０􀆰 ０４ ２７􀆰 ０７±１􀆰 ６６∗∗ １􀆰 ０４±０􀆰 ０８ ４８􀆰 ７９±３􀆰 ０２∗∗ １􀆰 １１±０􀆰 ０９ ３９􀆰 ４７±２􀆰 ７２∗∗

４ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ８􀆰 ９３±０􀆰 ０４ ４１􀆰 ０４±０􀆰 ６２∗∗ ０􀆰 ８７±０􀆰 ０４ ５９􀆰 ０３±１􀆰 １４∗∗ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０７ ６１􀆰 ０７±３􀆰 ９１∗∗

　 　 注：与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

３􀆰 ２　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞周期的影响　 如表 ２
所示， 香菇多糖作用 ＳＨＧ⁃４４ 细胞 ４８ ｈ 后， 与

０ ｍｇ ／ ｍＬ香菇多糖组比较， ４ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组细

胞 Ｇ１ 期比例显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ２、 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 香

菇多糖组细胞 Ｓ 期比例显著减少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 而 Ｇ２ 期无明显变化。 香菇多糖能够抑制

细胞从 Ｇ１ 期向 Ｓ 期转变， 将细胞周期阻滞于 Ｇ０ ／
Ｇ１ 期， 从而抑制 ＳＨＧ⁃４４ 细胞的增殖。
表 ２　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４细胞周期的影响（％ ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＮＴ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＳＨＧ⁃４４ （％ ， ｘ±ｓ，

ｎ＝３）

组别 Ｇ１ 期 Ｓ 期 Ｇ２ 期

０ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ６７􀆰 ２１±１􀆰 ４６ ２７􀆰 ００±４􀆰 ２８ ６􀆰 １５±４􀆰 ９６
２ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ７５􀆰 ６２±７􀆰 ８２ １６􀆰 ２０±５􀆰 ４０∗ ６􀆰 １８±４􀆰 ９８
４ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ８２􀆰 ３８±７􀆰 １１∗ １１􀆰 ７８±３􀆰 ２５∗∗ ５􀆰 ８４±３􀆰 ９１

　 　 注：与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

３􀆰 ３　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞形态学的影响 　 如

图 １ 所示， 香菇多糖处理 ４８ ｈ 后， 显微镜常光观

察， ０ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组细胞生长状态良好， 形态

完整， 细胞数量相对较多， 大小均一， 细胞密集且

铺展生长， 连接紧密； ２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组细

胞数量显著减少， 密度降低， 且悬浮细胞逐渐增

多， 细胞形态皱缩， 呈圆珠状， 细胞核凸显， 形态

发生变异。

图 １　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞形态学的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＮＴ ｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＳＨＧ⁃４４ ｃｅｌｌｓ

３􀆰 ４　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞凋亡的影响 　 图 ２
为流式细胞仪检测的凋亡散点图， Ｑ１、 Ｑ２、 Ｑ３、
Ｑ４ ４ 个象限分别代表死细胞、 晚期凋亡细胞、 活

细胞、 早期凋亡细胞。 如表 ３ 所示， 可进一步看出

香菇多糖作用 ＳＨＧ⁃４４ 细胞 ４８ ｈ 后， 细胞的晚期凋

６１６２
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图 ２　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＮＴ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＳＨＧ⁃４４ ｃｅｌｌｓ

亡及总凋亡比例有升高， 但统计结果并未出现显著

性差异。
表 ３　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞凋亡的影响（％ ，ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＮＴ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＳＨＧ⁃４４ ｃｅｌｌｓ（％ ，ｘ±

ｓ，ｎ＝３）
组别 早凋亡 晚凋亡 总调亡

０ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ２􀆰 １３±１􀆰 １７ ０􀆰 ５７±０􀆰 １５ ２􀆰 ７０±１􀆰 ３１
２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ３􀆰 ６０±１􀆰 ４７ ０􀆰 ９３±０􀆰 ２９ ４􀆰 ５３±１􀆰 ７０

３􀆰 ５　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞迁移能力的影响 　
如表 ４、 图 ３ 所示， 当 ＳＨＧ⁃４４ 细胞处理 ４８ ｈ 后，
０ ｍｇ ／ ｍＬ香菇多糖组细胞向划伤处迁移生长，
２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组细胞向内生长较少， 并且

划伤处宽度略有增加； 与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组比

较， ２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组细胞划伤处面积显著

缩小 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ４　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４细胞迁移能力的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＮＴ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＨＧ⁃４４

Ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 时间 ／ ｈ 面积 ／ μｍ２ 增长率 ／ ％

０ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ０ ４２８ １６６􀆰 １０±３２ １４５􀆰 １３ ２７􀆰 ９５±７􀆰 ５５
４８ ３０６ ９６０􀆰 ４７±１３ ３３３􀆰 ９１

２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组 ０ ５０９ ４４０􀆰 ６０±６９ ８３９􀆰 ９２
４８ ５６３ ２０９􀆰 ０２±４１ ７３４􀆰 １５∗∗ －１０􀆰 ５５±７􀆰 ７８∗∗

　 　 注：与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

４　 讨论

香菇， 作为与人类生活密切相关的大型真菌，
是应用最为广泛的食药用菌资源。 中国是人工栽培

香菇的发源地和世界香菇第一生产大国， 目前， 我

国香菇年产量约为 １０ 万吨， 占世界总产量的 ９０％
以上［１６］。 近年来， 随着中药受到越来越多的关注，
医学界逐渐采用中药辅助治疗多种疾病， 中药制剂

也作为放化疗之后改善机体免疫力、 降低药物不良

反应的功能性药物［１７⁃２０］。 对于香菇多糖的药理活

性研究， 世界各国均在不同程度的开展。 有研究发

现， 香菇多糖对小鼠肝癌细胞 Ｈ２２、 小鼠肛门纤维

图 ３　 香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞迁移能力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＬＮＴ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＨＧ⁃４４ ｃｅｌｌｓ

肉瘤细胞 Ｓ１８０、 人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、 人口腔上皮

癌细胞株 ＫＢ⁃３⁃１、 人宫颈癌细胞株 ＨｅＬａ 等都有不

同程度的抑制作用， 并且可作为辅助剂与抗癌药物

联用， 发挥肿瘤抑制作用［２１⁃２３］。 同时， 在肿瘤免

疫学方向， 香菇多糖能够选择性地抑制黑色素瘤的

炎症激活［２４］。 结合香菇多糖在提高免疫功能的作

用机制研究， 很可能是通过激活丝裂原活化蛋白激

酶 （ＭＡＰＫ） 和 ＮＦ⁃κＢ ２ 个信号途径调节免疫功

能［２５］。 综合近几年研究成果， 真菌提取物能够抑

制多种肿瘤细胞的增殖， 并诱导其凋亡， 其机制与

Ｗｎｔ、 ＮＫ⁃κＢ、 ＭＡＰＫ、 线粒体凋亡等多种信号通

路相关， 靶点包括了 ｐ３８、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃ⁃ｊｕｎ、 ＩκＢ、 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ、 Ａｋｔ、 ＲＯＳ 等多种与细胞生物活动密切相

关的蛋白［２６⁃２７］。
本研究采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测香菇多糖对人类神

经胶质瘤 ＳＨＧ⁃４４ 细胞增殖能力的作用。 ＣＣＫ⁃８ 方

法原理与 ＭＴＴ 相同， 但操作方便， 不用中途吸取

细胞上层液体， 避免细胞流失造成的细胞增殖数量

误差， 所得数据更加精确可靠。 实验结果表明， 香

菇多糖能够显著抑制神经胶质瘤 ＳＨＧ⁃４４ 细胞的增

殖活性， 并且呈剂量依赖； 同一浓度分别培养 ２４、
４８、 ７２ ｈ， 与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖组比较， 香菇多糖

组的抑制作用显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ００１）， 说明给
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药后细胞活性受到明显抑制， 增殖能力受到显著影

响。 因此， 后续实验中我们选取 ４８ ｈ 作为时间点，
在不同浓度设置下， 进一步探究香菇多糖的抗肿瘤

作用机制。
随后， 研究香菇多糖对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞周期的影

响。 研究发现， 香菇多糖组细胞周期有显著的变

化， Ｇ０ ／ Ｇ１ 期 显 著 增 加， Ｓ 期 明 显 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 说明香菇多糖可通过调控细胞周期来抑制

肿瘤细胞的增殖能力。 因此， 进一步检测处理 ４８ ｈ
时， ２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ 香菇多糖对细胞凋亡的影响。

利用显微镜常光下观察到药物对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞

形态有很大影响， 细胞呈串珠状， 浓度明显低于对

照组。 通过 ＤＡＰＩ 染色， 在荧光显微镜下观察细胞

核中有凋亡小体出现。 进一步用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／
ＰＩ 双染检测细胞凋亡情况， 经分析得出香菇多糖

能够诱导细胞发生凋亡， 但并未表现出显著性

差异。
最后， 通过划伤愈合实验和显微镜分析观察药

物对细胞迁移能力的影响， 结果发现， ０ ｍｇ ／ ｍＬ 香

菇 多 糖 组 细 胞 明 显 向 划 伤 处 迁 移 生 长； 而

２􀆰 ２９５ ｍｇ ／ ｍＬ香菇多糖组细胞密度稀疏， 不但不向

划伤处生长， 反而划伤区域面积显著增加 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 可能通过抑制 ＳＨＧ⁃４４ 细胞的迁移作用来

控制肿瘤的发生和发展。
综上所述， 本实验对香菇多糖对神经胶质瘤

ＳＨＧ⁃４４ 细胞的抗肿瘤作用进行研究， 结果发现其

抗肿瘤作用明显， 机制是可能通过对 ＳＨＧ⁃４４ 细胞

Ｇ０ ／ Ｇ１ 期阻滞， 影响细胞活力， 抑制细胞增殖，
并一定程度的诱导肿瘤细胞进行程序性凋亡； 另一

方面， 还能抑制肿瘤细胞的迁移， 达到减缓肿瘤细

胞向外扩散的作用。 同时， 依据近年来研究成果，
香菇多糖很有可能参与机体免疫系统的调控［２８］。
因此， 香菇多糖抗肿瘤作用机制的相关研究值得更

深入探索， 对以香菇多糖为主要成分的保健食品、
新型抗肿瘤药物及相关特殊疾病临床辅助用药的研

发具有重要的理论指导意义。
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β⁃榄香烯联合吉非替尼对肺癌细胞 Ａ５４９ 肿瘤干性的影响
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摘要： 目的　 探讨 β⁃榄香烯联合吉非替尼对肺癌细胞 Ａ５４９ 肿瘤干性的影响。 方法　 采用ＭＴＳ 法检测 β⁃榄香烯联合吉

非替尼对肺癌细胞活性的作用； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞侵袭能力； 细胞划痕检测细胞迁移能力； 流式细胞检测细胞凋亡、
细胞周期； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测上皮⁃间质转化相关标记分子 （Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ＺＥＢ１、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）。 结果　 榄香烯

浓度在 ０ ～ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 内对肺癌细胞 （Ａ５４９、 Ｈ５２２、 Ｈ１２９９、 ＰＣ⁃９） 活性无显著影响。 与对照组比较， β⁃榄香烯

（４０ μｇ ／ ｍＬ） 联合吉非替尼 （５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 能显著抑制 Ａ５４９ 细胞活性 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 降低 Ｓ 期细胞比例 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但

不影响 Ａ５４８ 细胞凋亡， 抑制 Ａ５４９ 细胞的侵袭与转移 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 上调 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达， 下调 Ｎ⁃Ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ、 ＺＥＢ１、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 榄香烯 （≥５０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 能抑制肺癌细胞增殖， 呈剂量依赖； β⁃
榄香烯 （４０ μｇ ／ ｍＬ） 联合吉非替尼抑制肺癌细胞的侵袭、 转移及上皮⁃间质转化 （ＥＭＴ）。
关键词： β⁃榄香烯； 吉非替尼； 肺癌； 肿瘤干性
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