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摘要： 目的　 灵芝三萜通过 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路对肝癌细胞增殖和凋亡的影响。 方法 　 灵芝三萜 （１０、 ５０、
１００ μｇ ／ ｍＬ） 作用 ＨｅｐＧ２ 人肝癌细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， ＭＴＴ 和流式细胞仪检测细胞增殖和凋亡。 １００ μｇ ／ ｍＬ 灵芝三萜作

用 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｃ⁃ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎＤ１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃８、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β 蛋白表

达。 分别以 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＸＡＶ⁃９３９、 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＬｉＣｌ 及 １００ μｇ ／ ｍＬ 灵芝三萜联合 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＬｉＣｌ 干预 ＨｅｐＧ２ 细胞， ＭＴＴ
和流式细胞仪分别检测细胞增殖和凋亡。 结果　 灵芝三萜 （１０、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ） 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
诱导细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 １００ μｇ ／ ｍＬ 灵芝三萜作用 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 细胞 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 蛋白表达上

调（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ｃ⁃ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎＤ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＸＡＶ⁃９３９ 干预能抑制细

胞增殖并诱导细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＬｉＣｌ 则能在一定程度上减弱灵芝三萜对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的抑制和细胞

凋亡的诱导作用 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 结论 　 灵芝三萜能够通过 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路调节 ｃ⁃ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎＤ１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 蛋白表达， 抑制肝癌细胞增殖并诱导细胞凋亡。
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　 　 肝癌是世界常见的消化系统恶性肿瘤， 其发病率和死

亡率呈上升趋势［１］ 。 据统计， ２０１５ 年全球肝癌发病率为 ８５
万， 死亡率为 ８１ 万 （高居世界恶性肿瘤第 ２ 位）， 其中，
乙型肝炎病毒感染和酗酒是引起肝癌患者死亡的主要原

因［２⁃３］ 。 虽然肝癌的临床治疗有手术、 放疗、 化疗、 免疫治

疗等多种形式， 但其发病隐匿、 易转移、 复发率高， 且放、
化疗治疗不良反应较大， 在改善肝癌患者生存率方面仍面

临巨大挑战［４⁃５］ 。
传统中医药疗法是我国的特色治疗方式， 应用范围

广［６］ 。 灵芝 Ｇａｎｏｄｅｒｍａ Ｌｕｃｉｄｕｍ 是我国的一种传统名贵药

材， 具有补益五脏、 止咳平喘、 养肝护肝、 补气安神的功

效［７］ 。 灵芝三萜是灵芝的主要成分之一， 常用于肿瘤的辅

助治疗［８］ 。 已有研究［９］表明， 灵芝三萜能够增强紫杉醇对

乳腺癌细胞增殖的抑制和凋亡的作用， 抑制异种移植瘤生

长。 本研究通过研究灵芝三萜对 ＨｅｐＧ２ 人肝癌细胞增殖、
凋亡及 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的影响， 探讨灵芝三萜预防

及治疗肝癌的作用。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 ＨｅｐＧ２ 人肝癌细胞 （批号 ＨＢ⁃８０６５） 购自美

国模式培养物保存所。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 灵芝三萜 （纯度为 ９９ ％ ） 购自杭州甫

洛生物科技有限公司， 溶解于二甲基亚砜； 胎牛血清 （批
号 １２４８３０１２）、 胰蛋白酶 （批号 ２０２３０）、 二甲基亚砜 （批
号 ＴＳ⁃２０６８８） 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培

养液 （批号 ２１８７５⁃０９１） 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＸＡＶ⁃９３９ 通

路抑制剂 （批号 Ｓ１１８０） 购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ 公司；
ＬｉＣｌ 通路激活剂 （批号 Ａ１００４１６） 购自上海生工生物工程

股份有限公司； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒

（批号 ４０３０２ＥＳ２０） 购自上海翊圣生物科技有限公司； 双蒸

水 ｄｄＨ２Ｏ （批号 ＰＥＲ ０１８⁃１） 购自北京鼎国昌盛生物技术

有限公司； ＰＶＤＦ 膜 （批号 ＢＳＰ０１６１）、 ＢＣＡ 试剂盒 （批号

ＰＣ００２０）、 ＲＩＰＡ 裂解液 （批号 Ｒ００２０） 购自北京索莱宝科

技有限公司； ＭＴＴ （批号 Ｍ２１２９） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；
兔抗人ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β多克隆抗体 （批号 ＳＣ⁃１１７５７）、 兔抗人 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 多克隆抗体 （批号 ＮＢＰ１⁃３２２３９）、 兔抗人 ＧＡＰＤＨ
多克隆抗体 （批号 ＬＳ⁃Ｃ１０８０２７）、 ＥＣＬ 化学发光试剂盒

（批号 ３６２０８ＥＳ６０） 购自上海煊翎生物科技有限公司； 兔抗

人ｃ⁃ｍｙｃ多克隆抗体 （批号 ＥＰＲ１７９２４）、 兔抗人 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
多克隆抗体 （批号 ＥＰＲ２２４１）、 兔抗人 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 多克隆抗

体 （批号 ａｂ１３８４７）、 兔抗人 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 多克隆抗体 （批号

ａｂ２５９０１） 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＭＣＯ⁃１８ＡＣ 型 ＣＯ２ 培养箱购自日本 ＳＡＮＹＯ 公

司； 流式细胞仪购自美国 ＢＤ 公司； ＨＢＳ⁃１０９６Ｂ 型酶标仪

购自南京德铁实验设备公司。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 使用含 １０ ％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养

液于 ３７ ℃、 ５ ％ ＣＯ２ 饱和湿度的细胞培养箱中培养 ＨｅｐＧ２
细胞， 每隔 ２ ｄ 换液 １ 次。
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２􀆰 ２　 ＭＴＴ 检测

２􀆰 ２􀆰 １　 不同浓度灵芝三萜对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的影响 　 待

细胞生长至对数期， 收集 ＨｅｐＧ２ 细胞， 胰酶消化并重悬，
调整细胞浓度为 １×１０６ ／ ｍＬ 并接种至 ９６ 孔板。 将细胞分为灵

芝三萜低、 中、 高剂量组 （１０、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ）， 按不同分

组加入灵芝三萜处理 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 加入 ２０ μＬ
质量浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＭＴＴ， 继续孵育 ４ ｈ； 弃去多余培养

基， 加入 １５０ μＬ 二甲基亚砜振荡反应 １０ ｍｉｎ， 酶标仪检测

４９０ ｎｍ 处吸光度值 （ＯＤ）。 每组 ６ 个复孔， 实验重复 ５ 次。
２􀆰 ２􀆰 ２　 灵芝三萜通过 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路影响 ＨｅｐＧ２
细胞增殖　 待细胞生长至对数期， 收集 ＨｅｐＧ２ 细胞， 胰酶

消化并重悬， 调整细胞浓度为 １× １０６ ／ ｍＬ 并接种至 ９６ 孔

板。 将 细 胞 分 为 对 照 组 （ ＤＭＳＯ ）、 灵 芝 三 萜 组

（１００ μｇ ／ ｍＬ）、 ＸＡＶ⁃９３９ 组 （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 抑制剂）、 ＬｉＣｌ 组
（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 激活剂）、 灵芝三萜＋ｄｄＨ２Ｏ 组 （１００ μｇ ／ ｍＬ＋
ｄｄＨ２Ｏ）、 灵芝三萜＋ＬｉＣｌ 组 （１００ μｇ ／ ｍＬ＋２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 激活

剂）； 细胞分别按不同分组加入药物处理 ２４、 ４８、 ７２ ｈ，
ＭＴＴ 处理按照 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下 ＭＴＴ 处理方法。 每组 ６ 个复

孔， 实验重复 ５ 次。
２􀆰 ３　 流式细胞仪检测细胞凋亡

２􀆰 ３􀆰 １　 不同浓度灵芝三萜对 ＨｅｐＧ２ 细胞细胞凋亡的影

响　 按照 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下分组处理细胞， 细胞常规培养 ２４、
４８、 ７２ ｈ 后， 加入胰酶消化， 于 ４ ℃、 ３００ ｇ 条件下离心，
收集细胞， 利用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒，
依次加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 １０ μＬ ＰＩ， 轻轻混匀后于

室温避光孵育 １５ ｍｉｎ， 置流式细胞仪检测细胞凋亡。

２􀆰 ３􀆰 ２　 灵芝三萜通过 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路影响 ＨｅｐＧ２
细胞凋亡 　 按照 “ ２􀆰 ２􀆰 ２” 项下分组处理细胞， 按照

“２􀆰 ３􀆰 １” 项下流式细胞仪术方法检测细胞凋亡。
２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 按照 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下对照组、 灵芝

三萜组分组， 细胞培养 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 使用含蛋白酶抑制

剂的 ＲＩＰＡ 裂解液置于冰上进行裂解， ４ ℃、 １２ ０００ ｇ 离心

２０ ｍｉｎ， 以提取蛋白。 通过 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度， 取

４０ μｇ 蛋白样品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳。 电泳结束后将蛋白样

品电转至 ＰＶＤＦ 膜上， 将膜在含 ５ ％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 液

中室温封闭 １ ｈ； 之后分别加入兔抗人 ｃ⁃ｍｙｃ 多克隆抗体

（１ ∶ １ ０００）、 兔抗人 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 多克隆抗体 （１ ∶ １ ０００）、 兔

抗人 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 多克隆抗体 （１ ∶ ５００）、 兔抗人 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 多

克隆 抗 体 （ １ ∶ ５００）、 兔 抗 人 ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β 多 克 隆 抗 体

（１ ∶ ５００）、 兔抗人 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 多克隆抗体 （１ ∶ ５００）、 兔抗

人 ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体 （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃孵育过夜； 膜洗

涤后加入辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的二抗室温孵育

２ ｈ； 用 ＴＢＳＴ 洗膜， ＥＣＬ 试剂盒显示条带。 以 ＧＡＰＤＨ 为

内参， 检测蛋白表达， 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ５　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件， 数据以

（ｘ±ｓ）表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 以 Ｐ≤０􀆰 ０５
为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 不同浓度灵芝三萜对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的影响 　 不同

浓度灵芝三萜分别作用 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 灵芝三

萜抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且浓度越高， 抑制作

用越强。 见表 １。
表 １　 不同浓度灵芝三萜对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
ＯＤ４９０ ｎｍ

０ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
对照组 ０􀆰 １３±０􀆰 ０２ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０２ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０４ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０４
灵芝三萜低剂量组 ０􀆰 １３±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０５∗

灵芝三萜中剂量组 ０􀆰 １３±０􀆰 ０１ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０２∗＃ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０４∗＃

灵芝三萜高剂量组 ０􀆰 １３±０􀆰 ０２ ０􀆰 １８±０􀆰 ０２∗＃△ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０４∗＃△ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０３∗＃△

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与灵芝三萜低剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与灵芝三萜中剂量组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 不同浓度灵芝三萜对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的影响　 与对照

组比较， 灵芝三萜组细胞凋亡率增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且浓度

越高， 细胞凋亡越多， 见表 ２。 １００ μｇ ／ ｍＬ 灵芝三萜对

ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的抑制作用和细胞凋亡的促进作用最强，
选取１００ μｇ ／ ｍＬ灵芝三萜进行后续实验。

表 ２　 不同浓度灵芝三萜对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
凋亡率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
对照组 ７􀆰 ９２±０􀆰 ３５ ６􀆰 ３９±０􀆰 ０４ ８􀆰 ６４±０􀆰 ６１
灵芝三萜低剂量组 １０􀆰 ０５±１􀆰 ５１∗ １３􀆰 ６４±１􀆰 ０５∗ １４􀆰 ４７±１􀆰 １５∗

灵芝三萜中剂量组 １６􀆰 ６０±０􀆰 ９０∗＃ ２０􀆰 ５２±１􀆰 ６５∗＃ ２５􀆰 ３５±２􀆰 １４∗＃

灵芝三萜高剂量组 ２１􀆰 ５９±１􀆰 ２４∗＃△ ２４􀆰 ８２±１􀆰 ７９∗＃△ ３１􀆰 ８９±２􀆰 ５３∗＃△

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与灵芝三萜低剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与灵芝三萜中剂量组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 灵芝三萜对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖、 凋亡相关蛋白表达的

影响　 与对照组比较， 灵芝三萜（１００ μｇ ／ ｍＬ）作用 ＨｅｐＧ２
细 胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， ｃ⁃ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 蛋 白 表 达 下 调

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 蛋白表达上调（Ｐ＜０􀆰 ０５），

见图 １、 表 ３。
３􀆰 ４　 灵芝三萜对 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关蛋白表达的

影响 　 与对照组相比， 灵芝三萜 （ １００ μｇ ／ ｍＬ） 作用

ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达
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图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞增殖、 凋亡相关蛋白

　

下调 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 提示 １００ μｇ ／ ｍＬ 灵芝三萜可能影响

ＨｅｐＧ２ 细胞中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路。 见图 ２、 表 ４。
３􀆰 ５　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖、 凋亡的

影响　 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＸＡＶ⁃９３９ 干预 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ，
抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 促进细胞凋亡率增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 而 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＬｉＣｌ 干预 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４、 ４８、
７２ ｈ， 促进 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 抑制细胞凋亡率

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ５。
３􀆰 ６　 灵芝三萜通过 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路影响 ＨｅｐＧ２ 细

胞增殖、 凋亡　 单独以 １００ μｇ ／ ｍＬ 灵芝三萜作用 ＨｅｐＧ２ 细

胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 能明显抑制细胞增殖 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并诱导细

胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 而 １００ μｇ ／ ｍＬ 灵芝三萜联合２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
　表 ３　 灵芝三萜对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖、 凋亡相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
ｃ⁃ｍｙｃ ｃｙｃｌｉｎＤ１ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｃａｓｐａｓｅ⁃８

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
对照组　 　 １􀆰 ００±０􀆰 １０ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 ０９ １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 ０４ １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 ０８
灵芝三萜组 ０􀆰 ６４±０􀆰 ０９∗ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ７３±０􀆰 １３∗ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０４∗ ２􀆰 １１±０􀆰 １３∗ ２􀆰 ８１±０􀆰 １８∗ ３􀆰 ０５±０􀆰 ２３∗ ２􀆰 ３５±０􀆰 １２∗ ３􀆰 １１±０􀆰 ３５∗ ４􀆰 １１±０􀆰 ３４∗

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β蛋白

ＬｉＣｌ 干预 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 细胞存活较灵芝三萜

＋ ｄｄＨ２Ｏ 组 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 同 时 细 胞 凋 亡 率 降 低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ６。
４　 讨论

肝癌的发病率占世界恶性肿瘤的第 ６ 位， 其中我国肝

癌患者占一半以上［１０］ 。 肝癌的发生与酗酒、 丙型肝炎病毒

感染、 乙型肝炎病毒感染、 身体质量指数 （ＢＭＩ）、 糖尿病

等因素有关， 肝炎病毒疫苗接种、 肝脏疾病早期筛查、 使

用中草药增强细胞免疫功能等方式能有效预防肝癌的发

　 　 　 　 　表 ４　 灵芝三萜对 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
对照组 １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０６
灵芝三萜组 ０􀆰 ５８±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０８∗ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０５∗

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ５　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖和凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
ＯＤ ４９０ ｎｍ 凋亡率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
对照组 ０􀆰 ３６±０􀆰 ０２ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０４ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０７ ８􀆰 １７±０􀆰 ６８ ５􀆰 ３７±０􀆰 ７９ ７􀆰 ６４±０􀆰 ８３
ＸＡＶ⁃９３９ 组 ０􀆰 １９±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０４∗ １９􀆰 ８９±１􀆰 ７９∗ ２５􀆰 ５８±１􀆰 ７９∗ ２９􀆰 ６４±１􀆰 ７９∗

Ｌｉ Ｃｌ 组 ０􀆰 ５０±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０５∗ ３􀆰 ４４±０􀆰 ６５∗ ２􀆰 ４２±０􀆰 ４７∗ ５􀆰 ９３±０􀆰 ８５∗

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ６　 灵芝三萜通过 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖、 凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
ＯＤ４９０ ｎｍ 凋亡率 ／ ％

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
对照组 ０􀆰 ３６±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０５ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０３ ８􀆰 ７８±０􀆰 ４５ ６􀆰 ７５±０􀆰 ８１ ６􀆰 ９２±０􀆰 ６９
灵芝三萜组 ０􀆰 １７±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０５∗ １９􀆰 ５２±０􀆰 ６３∗ ２５􀆰 ３７±１􀆰 ５８∗ ３４􀆰 ７５±３􀆰 ２３∗

灵芝三萜＋ｄｄＨ２Ｏ 组 ０􀆰 １６±０􀆰 ０２ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０３ ２１􀆰 ５６±０􀆰 ４０ ２５􀆰 ６３±２􀆰 ４４ ３１􀆰 ５３±２􀆰 ８９
灵芝三萜＋ＬｉＣｌ 组 ０􀆰 ２５±０􀆰 ０４ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０４＃ １０􀆰 ５５±０􀆰 ９５＃ １２􀆰 ５６±１􀆰 ２１＃ １４􀆰 ５５±１􀆰 ６５＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与灵芝三萜＋ｄｄＨ２Ｏ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

生［１１⁃１３］ 。 灵芝三萜具有降血糖、 降血脂、 增强免疫、 抗肿

瘤等药理作用， 可由担子菌门、 伞菌纲、 灵芝科灵芝中提

取［１４］ 。 迄今为止， 已有 ４００ 多个化合物从灵芝中分离并鉴

定， 其中 １５０ 多个为三萜类化合物， 灵芝三萜是灵芝提取
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物中的主要活性成分［１５⁃１７］ 。 有文献［１８］报道， 灵芝三萜能够

阻滞细胞周期、 诱导细胞凋亡和自噬、 抑制肿瘤转移和血

管生成， 从而发挥抑癌作用。 Ｙｕｅ 等［１９］ 研究发现， 灵芝三

萜通过参与细胞增殖、 氧化应激、 钙信号转导等生物过程

在宫颈癌细胞中发挥抑癌作用； 同时， Ｔｈｙａｇａｒａｊａｎ 等［２０］ 研

究发现， 灵芝三萜能够调节自噬效应蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ １ 表达，
抑制 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶磷酸化， 用于结肠癌的临床

治疗。 本研究低、 中、 高剂量的灵芝三萜均能有效抑制

ＨｅｐＧ２ 人肝癌细胞增殖并诱导细胞凋亡， 且浓度越高、 抑

制或诱导作用越强。
Ｗｎｔ 信号通路自 ２０ 世纪 ８０ 年代被发现以来， 已成为

细胞信号传导领域研究的热点， 包括经典 Ｗｎｔ （Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ） 信号通路和非经典信号通路， 在细胞增殖、 分

化、 凋亡等过程中起重要作用［２１］ 。 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ是 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中的关键分子， Ｗｎｔ 蛋白与卷曲蛋白

（Ｆｚｄ）、 低密度脂蛋白受体相关蛋白 ５ ／ ６ 或糖原合成酶激酶

３β （ＧＳＫ⁃３β） 等跨膜受体结合， 将 Ｗｎｔ 信号传递至胞质

蛋白， 使 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 由细胞质转移至细胞核， 与 Ｔ 细胞转录

因子 ／淋巴样增强因子等核内转录因子结合而激活 ｃ⁃ｍｙｃ、
细胞周期蛋白 Ｄ１ （ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１）、 半胱氨酸蛋白酶 （ｃａｓｐａｓｅ）
等下游靶基因［２２⁃２４］ 。 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路与结直肠癌、
胃癌等多种肿瘤发展有关。 据报道， ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 在

结直肠癌组织中异常表达， 调节ＧＳＫ⁃３β、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达水

平可抑制细胞增殖和转移［２５］ ； 激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通

路则促进胃癌细胞的迁移和侵袭， 与胃癌预后不良有

关［２６］ 。 本研究， １００ μｇ ／ ｍＬ 灵芝三萜能够上调 ＨｅｐＧ２ 细胞

中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 蛋白表达并下调 ｃ⁃ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎＤ１、
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 和 ｐ⁃ＧＳＫ⁃３β 蛋白表达， 抑制细胞增殖并诱导凋

亡。 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＸＡＶ⁃９３９ 干预能抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖并促

进凋亡， 而 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＬｉＣｌ 干预则结果相反。 使用 ２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＬｉＣｌ 干预能在一定程度上减弱灵芝三萜对 ＨｅｐＧ２
细胞增殖的抑制和细胞凋亡的诱导作用。

综上所述， 灵芝三萜能够抑制肝癌细胞增殖并诱导凋

亡， 其机制可能是通过 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路调节下游靶

标 ｃ⁃ｍｙｃ、 ｃｙｃｌｉｎＤ１、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 表达， 从而调节

细胞周期和细胞凋亡。
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