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摘要!为研究香乳菇多糖!

G*0"

"的抗肿瘤和免疫调控活性#

将人的宫颈癌
BC42

细胞和小鼠巨噬细胞
DEF9%#:=

体外培

养#分别通过
**H0)

法$流式细胞术和
&GI'E

技术检测不同

浓度
G*0"

对
BC42

细 胞 增 殖 和 凋 亡 周 期 的 影 响#对

DEF9%#:=

细胞增殖$吞噬的影响#及对
DEF9%#:=

细胞分

泌
?J

$

IG0%

和
K?-0

"

的影响%结果表明&香乳菇多糖对体

外培养的
BC42

细胞有明显的抑制作用#且影响
BC42

细胞的

形态及凋亡周期#当
G*0"

浓度为
"$

#

L

'

1G

时#

'@M

峰含量可

达
"/:#N

(同时#

G*0"

能调控巨噬细胞的免疫活性#当
G*0"

浓

度为
"$

#

L

'

1G

时#巨噬细胞增值率和吞噬活性分别为

%=:#)N

和
)=:$/N

#亦能促进巨噬细胞从
O$

'

O"

期向
O9

期

和
'

期转化#同时刺激巨噬细胞产生
IG0%

和
K?-0

"

#且呈现

出明显的剂量依赖性#但对
?J

生成没有明显的促进作用%

综上#在体外试验中#香乳菇多糖
G*0"

能抑制宫颈癌
BC42

细胞生长#促进
DEF9%#:=

细胞增殖和吞噬活性#刺激巨噬

细胞产生免疫因子%

关键词!香乳菇多糖(

BC42

细胞(凋亡(巨噬细胞
DEF9%#:=

(

增殖作用(吞噬作用
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近年来%掀起了开发新型有效+低毒性的抗肿瘤药物的热

潮&其中%真菌多糖引起越来越多科学家的关注,

"Y9

-

&由于

多糖分离纯化困难及其本身结构的复杂性%能够纯化得到多

糖纯品并阐明其结构的并不多%且大部分真菌多糖免疫调节

活性的研究都集中在多糖粗提物的生物学活性方面,

!Y#

-

%而

其混合物或复合物中具体是哪些成分起作用或者是起主要作

用%尚不明确%导致其活性及相关分子生物学机制不清晰&

香乳菇,

1&8D&>/)C8&E

O

9<>&D)E

!

;)??@

#

-7:

-属伞菌目

红菇科乳菇属的珍稀型食用真菌&因气香味美%常将干品研

磨成粉作为调味品&抗癌试验,

ZY%

-显示%其提取物对肉瘤

'0")$

和艾氏腹水癌抑制率可达
=$N

以上&

在笔者,

=

-前期的研究中%从香乳菇子实体中纯化得到了

水溶性的香乳菇多糖!

G*0"

#&该多糖是由两种单糖组成的

杂多糖%是一种结构新颖的真菌多糖%具有显著的抗氧化作

用&本试验拟探讨香乳菇多糖!

G*0"

#对宫颈癌
BC42

细胞凋

亡及对巨噬细胞
DEF9%#:=

免疫活性的影响&

"

!

材料与方法
":"

!

材料与仪器

":":"

!

材料与试剂

香乳菇"采自四川省小金县的野生真菌%由四川省重点

实验室西华师范大学丁祥教授鉴定$

小鼠巨噬细胞系
DEF9%#:=

+人类宫颈癌
BC42

细胞株"

北纳创联生物技术有限公司$

D(WI"%#$

培养基+胎牛血清+

ZN

胰酶和双抗"美国

O3M;<

公司$

G('

!脂多糖#"美国
'3

L

12

公司$

O73C55

检测试剂盒"南京建成生物工程研究所$

**H0)

试剂盒"日本同仁化学研究所$

细胞周期与凋亡试剂盒+细胞凋亡与坏死检测试剂盒"

碧云天公司$

K?-0

"

&GI'E

试剂盒+

IG0%&GI'E

试剂盒"武汉博士德

公司$

其它化学药品和试剂均为分析级&

":":9

!

主要仪器

细胞培养箱"

!""

!气套式#型%美国
K8C71<

公司$

酶标仪"

W@4635V2AOJ

型%美国
K8C71<

公司$

流式细胞"

[\E;;@73*%

型%美国
[\

公司$

倒置荧光显微镜"

\W!$$$

型%德国莱卡公司&

":9

!

试验方法

":9:"

!

多糖提取
!

按王芳等,

=

-提供的方法%将香乳菇子实体

烘干%粉碎%获得的子实体粉末于
/Z]

水浴
Z8

%上清液浓

缩%

/ZN

乙醇与浓缩液以体积比
!

"

"

醇沉%收集沉淀烘干%

获得粗多糖&粗多糖溶液经葡聚糖凝胶柱
O09$$

纯化后%收

集过柱液浓缩烘干%

Y#]

储存备用&

":9:9

!

G*0"

对
BCG2

细胞生长的影响
!

将
BC42

细胞加入

/%

孔板中培养
9#8

%分别用
"$$

#

G

不同浓度
G*0"

的细胞培

养液!

9

%

#

%

%

%

)

%

"$

#

L

(

1G

%试验组#和
G('

!

9

#

L

(

1G

%阳性对

照组#刺激细胞%培养
9#8

&加
**H0)

试剂
Z

#

G

%酶标仪检

查
#Z$A1

波长时的吸光度值&倒置荧光显微镜
#$$̂

镜下

拍照保存,

%

-

&按式!

"

#计算细胞抑制率&

+

P

#

$

Q

#

"

#

$

R

"$$N

% !

"

#

式中"

+

'''抑制率%

N

$

#

"

'''测试样品孔细胞的吸光度值$

#

$

'''空白对照孔细胞的吸光度值,

)

-

&

":9:!

!

G*0"

对
BC42

细胞凋亡的影响
!

用
"1G

含不同浓度

G*0"

!

9

%

#

%

%

%

)

%

"$

#

L

(

1G

#和
D(WI"%#$

完全培养液!空白

对照组#处理细胞%用细胞凋亡与坏死检测试剂盒中
"1G

细

胞染色缓冲液重悬细胞%加入
B<C;856

染色液
Z

#

G

与
(I

染

色液
Z

#

G

%混匀后%冰浴双染
!$13A

%用流式细胞仪检测凋

亡率,

/

-

&

":9:#

!

G*0"

对巨噬细胞
DEF9%#:=

增殖的影响

!

"

#

G*0"

浓度对巨噬细胞
DEF9%#:=

增殖的影响"用

"$$

#

G

不 同 浓 度 !

9

%

#

%

%

%

)

%

"$

#

L

(

1G

#的
G*0"

+

G('

!

9

#

L

(

1G

%阳性对照组#和空白培养液!阴性对照组#刺激细

胞%培养
9#8

&加入
Z

#

G**H0)

试剂%用酶标仪测定在

#Z$A1

波长下的吸光度值,

"$

-

&按式!

9

#计算细胞增殖活性&

S

P

#

9

Q

#

$

#

"

Q

#

$

R

"$$N

% !

9

#

式中"

S

'''细胞增殖率%

N

$

#

$

'''细胞培养基的平均吸光度值$

#

"

'''阴性对照组孔的平均吸光度值$

#

9

'''测试样品孔细胞的平均吸光度值,

""

-

&

!

9

#刺激时间对巨噬细胞
DEF9%#:=

增殖的影响"将巨

噬细胞
DEF9%#:=

培养在
"$

#

L

(

1G

的
G*0"

中%分别在
$

%

%

%

"9

%

9#

%

#)

%

=98

用
**H0)

试剂盒检测巨噬细胞
DEF9%#:=

增殖活性&

":9:Z

!

G*0"

对巨噬细胞
DEF9%#:=

周期的影响
!

用
"1G

不同浓度的
G*0"

的完全培养液!

"

%

Z

%

"$

#

L

(

1G

#处理细胞%

以不含
G*0"

的完全培养液作为空白对照%培养
9#8

%收集细

胞&按细胞周期与凋亡试剂盒操作说明进行固定与染色&

用流式细胞仪检测细胞的
\?E

含量%并使用的
1<P3S36GK

软件计算各时期细胞
\?E

含量&每个试验重复
!

次,

"9

-

&

":9:%

!

G*0"

对巨噬细胞
DEF9%#:=

吞噬功能的影响
!

用

不同浓度的
G*0"

溶液!

9

%

#

%

%

%

)

%

"$

#

L

(

1G

%试验组#+

G('

!

9

#

L

(

1G

%阳性对照组#和空白培养液!阴性对照组#刺激细

胞%培养
9#8

后%取出上清液%加入
$:$=ZN

中性红溶液

"$$

#

G

%继 续 培 养
" 8

%吸 出 上 清 液%

(['

洗
!

次%加

$:"1<4

(

G

的细胞裂解缓冲液!乙醇与乙酸体积比为
"

"

"

#

"$$

#

G

%放置于
#]

冰箱中%

98

后用酶标仪测定
Z#$A1

处

的吸光度,

"!

-

&

":9:=

!

G*0"

对
DEF9%#:=

细胞
IG0%

和
K?-0

"

含量的影

响
!

分别用
"$$

#

G

含有不同浓度
G*0"

的细胞培养液!

9

%

#

%

%

%

)

%

"$

%

Z$

%

"$$

%

9$$

#

L

(

1G

%试验组#+

G('

细胞培养液

!

9

#

L

(

1G

%阳性对照组#和空白培养液!阴性对照组#刺激细

9

基础研究
!

9$"=

年第
%

期



胞%培养
9#8

后%用
&GI'E

试剂盒检测上清液中的
IG0%

和

K?-0

"

含量,

"!

-

&所有试验重复
!

次&

":9:)

!

G*0"

对
DEF9%#:=

细胞
?J

产生量的影响
!

分别

用
"$$

#

G

含有不同浓度
G*0"

的细胞培养液!

9

%

#

%

%

%

)

%

"$

%

Z$

%

"$$

%

9$$

#

L

(

1G

%试验组#+

G('

细胞培养液!

9

#

L

(

1G

%阳

性对照组#和空白培养液!阴性对照组#刺激细胞%培养
9#8

后%在上清液中加入
O73C55

试剂
Z$

#

G

%于
Z#$A1

处测定吸

光度值%用亚硝酸钠溶液绘制标准曲线计算
?J

生成量,

"#

-

&

":9:/

!

统计学分析
!

以
'(''"=:$

统计软件进行单因素方

差分析和
D

检验&

9

!

结果与分析
9:"

!

G*0"

对
BCG2

细胞生长抑制试验结果分析

G*0"

对宫颈癌
BCG2

细胞抑制作用异常迅速%结果显示

!图
"

#%在试验组中%经不同浓度
G*0"

处理后
BCG2

细胞活

细胞数量明显不同&当
G*0"

浓度为
9

#

L

(

1G

时较空白组

抑制作用显著!

(

#

$:$Z

#$而
G*0"

浓度达
#

$

"$

#

L

(

1G

时%

均呈现极显著的抑制作用!

(

#

$:$"

#&当
G*0"

浓度为

"$

#

L

(

1G

时%在试验浓度范围内对
BCG2

细胞的抑制率达

最大%超过阳性对照组&经不同浓度
G*0"

刺激后的宫颈癌

细胞生长形态见图
9

%随香乳菇多糖
G*0"

浓度的增加%细胞

的数量明显减少%细胞开始变圆%细胞间隙增大%与邻近细胞

脱离%细胞核体积增大%出现悬浮细胞&结果表明%香乳菇多

糖
G*0"

能够抑制
BCG2

细胞的生长&

9:9

!

G*0"

对
BC42

细胞周期的影响

不同浓度
G*0"

对
BC42

细胞凋亡的影响见图
!

&

'@M

峰

表示凋亡细胞数量占所测细胞总数的百分比&结果显示%在

$

表示与空白对照组相比具有显著性差异%

(

#

$:$Z

$

$$

表示与空

白对照组相比具有极显著性差异%

(

#

$:$"

图
"

!

G*0"

对
BC42

细胞体外抑制作用

-3

L

@7C"

!

IA83M36<7

Q

CSSC;6<SG*0"<ABC42;C4453AR367<

":

未加多糖
G*0"

的空白组
!

9

$

%:

分别为
9

%

#

%

%

%

)

%

"$

#

L

(

1G

的

G*0"

的试验组
!

=:9

#

L

(

1G

的
G('

阳性对照组

图
9

!

G*0"

对
BC42

细胞形态的影响!

#$$̂

"

-3

L

@7C9

!

&SSC;6<SG*0"<A68C1<7

T

8<4<

LQ

<SBC42;C445

!

#$$̂

"

图
!

!

G*0"

对
BC42

细胞周期的影响

-3

L

@7C!

!

&SSC;6<SG*0"<A;C44;

Q

;4C<SBC42;C445

!

第
!!

卷第
%

期 赵大群等"香乳菇多糖对
BC42

细胞凋亡及对
DEF9%#:=

细胞免疫活性的影响
!



空白对照组中%

BC42

细胞凋亡率为
"9:"N

%经
9

$

"$

#

L

(

1G

G*0"

处理后的
BC42

细胞的凋亡率分别达
"#:$N

%

"Z:"N

%

"Z:/N

%

"):/N

%

"/:#N

%较空白照对组均有所升高%并且随着

多糖浓度的升高%凋亡率升高越明显&

!!

多糖制剂作为抗肿瘤药物%一般不会直接杀伤肿瘤细

胞%而是通过刺激机体的特异性免疫功能达到抗肿瘤效

果,

"Z

-

%但
G*0"

可以在体外直接抑制
BC42

细胞的生长&当

G*0"

浓度为
"$

#

L

(

1G

时%

G*0"

对
BCG2

细胞的直接抑制

率可达为
#$:)=N

%超过阳性对照组%且影响
BC42

细胞的凋

亡周期与细胞形态&

9:!

!

G*0"

对
DEF9%#:=

细胞体外增殖活性的影响

由图
#

可知%随着
G*0"

浓度的增加%细胞增殖活性呈剂

量依赖性增加&当
G*0"

浓度为
%

#

L

(

1G

时%

DEF9%#:=

细

胞增殖率达
9Z://N

!与空白对照组相比%

(

#

$:$Z

#$当
G*0"

浓度为
)

%

"$

#

L

(

1G

时%增值率分别为
#=:ZZN

%

%=:#)N

!与

空白对照组相比%

(

#

$:$"

#$当
G*0"

浓度为
"$

#

L

(

1G

时%

DEF9%#:=

细胞增殖活性接近阳性对照组&

!!

由图
Z

可知%经
"$

#

L

(

1GG*0"

处理了
%8

的细胞与
$8

比较%其增殖活性达
"Z:/)N

$当处理时间达
"98

%增殖活性

$

表示与空白对照组相比具有显著性差异%

(

#

$:$Z

$

$$

表示与空

白对照组相比具有极显著性差异%

(

#

$:$"

图
#

!

不同浓度
G*0"

对巨噬细胞
DEF9%#:=

增殖

作用的影响

-3

L

@7C#

!

&SSC;6<SP3SSC7CA6;<A;CA67263<A5<SG*0"<A68C

T

7<43SC7263<A<S12;7<

T

82

L

CDEF9%#:=

$

表示与空白对照组相比具有显著性差异%

(

#

$:$Z

$

$$

表示与空

白对照组相比具有极显著性差异%

(

#

$:$"

图
Z

!

"$

#

L

'

1GG*0"

刺激不同时间对巨噬细胞
DEF9%#:=

增殖作用的影响

-3

L

@7CZ

!

'631@4263<ACSSC;6<S"$

#

L

'

1GG*0"<A

T

7<43SC720

63<A<SDEF9%#:=3AP3SSC7CA6631C

达
!#_=/N

!与空白对照组相比%

(

#

$:$Z

#$当多糖刺激达到

9#8

%增殖活性为
%Z:#)N

!与空白对照组相比%

(

#

$:$"

#$值

得注意的是%当刺激时间达
#)

%

=98

时%增殖活性虽然依旧

在增加%但是增加速率较前
"98

有所减慢&

9:#

!

G*0"

对
DEF9%#:=

细胞周期分布的影响

G*0"

对
DEF9%#:=

细胞周期进程的影响见图
%

%

G*0"

对
DEF9%#:=

细胞周期各个阶段分布都有一定程度的影响&

用
G*0"

刺激细胞
9#8

后%

O$

(

O"

期细胞数相比对照组有明

显降低的现象%且呈浓度依赖性关系&当
G*0"

浓度达
"

%

Z

%

"$

#

L

(

1G

时%其
O$

(

O"

期细胞比例分别减少到
Z):!N

%

图
%

!

G*0"

对巨噬细胞
DEF9%#:=

细胞周期的影响

-3

L

@7C%

!

&SSC;65<SG*0"<A;C44;

Q

;4C<SDEF9%#:=;C445

#

基础研究
!

9$"=

年第
%

期



Z=_%N

%

ZZ:"N

&同时%发现改变
G*0"

浓度%

O9

(

W

期的细胞

数也发生变化&分别由空白组的
"#:"N

%增加到
"#:=N

%

"Z_"N

%

"/:=N

&在细胞周期中%

O"

期主要合成
D?E

和核

糖体%

'

期主要是
\?E

复制+组蛋白和酶的合成$

O9

期为有

丝分裂的准备期&

O$

期细胞大量存在%则不利于细胞进行

有丝分裂&结果提示%

G*0"

可以促进巨噬细胞在
O"

期向

O9

期和
'

期转化%减少
O$

期细胞产生%导致巨噬细胞增殖&

9:Z

!

G*0"

对巨噬细胞吞噬功能的影响

巨噬细胞活力增加的重要指标之一是吞噬能力增强&

用
$:$=ZN

中性红检测
G*0"

刺激后巨噬细胞的吞噬能力%结

果见图
=

%与空白对照组相比%不同浓度的
G*0"

培养液中孵

育
9#8

后的
DEF9%#:=

细胞%其吞噬能力增强%在试验剂量

范围内%活性与剂量呈依赖性关系&当
G*0"

浓度在
)

%

"$

#

L

(

1G

时%

DEF9%#:=

细胞的吞噬能力分别为
)Z:%$N

%

)=:$/N

!与空白对照组相比%

(

#

$:$Z

#%且
G*0"

浓度在

"$

#

L

(

1G

时
G*0"

刺激
DEF9%#:=

细胞的吞噬能力高于阳

性对照&

$

表示与空白对照组相比具有显著性差异%

(

#

$:$Z

$

$$

表示与空

白对照组相比具有极显著性差异%

(

#

$:$"

图
=

!

G*0"

对巨噬细胞
DEF9%#:=

吞噬功能的影响
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@7C=
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L

<;

Q

6<535<S12;7<

T

82

L

C

DEF9%#:=

!!

多糖的主链结构+支链的组成和分子量决定多糖的高

级结构%也是其抗肿瘤活性的重要因素&一般来说%具有中

等分枝程度和分子量的多糖活性较高&分子量太大或太

小%都难以达到理想的活性%各个多糖都有自己的最适分子

量,

"%

-

&同时%多糖发挥抗生物活性的前提是能溶于水&多

糖的水溶性增加%其药理活性也相应提高,

"=

-

&

G*0"

分子量

为
/9=/\2

%在最适相对分子质量范围内%且具有良好的水

溶性,

=

-

%可能是导致香乳菇多糖具有诱导宫颈癌
BC42

细胞

凋亡及对巨噬细胞
DEF9%#:=

具有免疫调控活性的关键&

9:%

!

G*0"

对细胞因子分泌的影响

细胞因子在免疫应答机制中起着举足轻重的作用&由

图
)

+

/

可知%加入
G*0"

刺激后的
DEF9%#:=

细胞中
IG0%

和

K?-0

"

的含量较阴性对照组有增高趋势%且在试验范围内呈

现出明显的剂量依赖性&当
G*0"

的剂量为
)

#

L

(

1G

时%

IG0%

和
K?-0

"

的含量分别为
"Z!:$9

%

#)!:=#

TL

(

1G

%与阴性

对照组相比%均显著上调%但
G*0"

的作用效果仍低于阳性对

照组&

$

表示与空白对照组相比具有显著性差异%

(

#

$:$Z

$

$$

表示与空

白对照组相比具有极显著性差异%

(

#

$:$"

图
)

!

G*0"

对巨噬细胞分泌白介素
%

!

IG0%

"

与肿瘤坏死因子
"

!

K?-0

"

"的影响

-3

L

@7C)

!

&SSC;6<SG*0"<AIG0%2APK?-0

"T

7<P@;63<A3A

12;7<

T

82

L

CDEF9%#:=

图
/

!

低浓度
G*0"

对巨噬细胞
DEF9%#:=

产生
?J

的影响

-3

L

@7C/

!

&SSC;6<S4<U;<A;CA67263<AG*0"<A

?J

T

7<P@;63<A

!!

巨噬细胞在机体的特异性免疫过程中最重要的是吞噬

作用%在吞噬过程中同时会释放出大量的细胞因子%调节其

他免疫细胞进行免疫应答,

")Y"/

-

&

"$

#

L

(

1GG*0"

促使巨噬

细胞增值率和吞噬活性分别可达
%=:#)N

%

)=:$/N

!与空白

对照组相比%

(

#

$:$"

#%亦能促进巨噬细胞从
O"

期向
O9

+

'

期转化%减少
O$

期细胞产生%同时刺激巨噬细胞产生
IG0%

和
K?-0

"

%且呈现出明显的剂量依赖性&

9:=

!

G*0"

刺激巨噬细胞生成
?J

效应的影响

用上清液中亚硝酸盐量作为检测巨噬细胞
DEF9%#:=

生成
?J

量标准%其测定结果见图
/

+

"$

&与随性对照组和空

白培养液比较%低浓度
G*0"

对小鼠巨噬细胞
DEF9%#:=

产

生
?J

没有明显的促进作用&高浓度
G*0"

对
?J

的生成量

有一定的促进作用%但促进效果亦不显著&

!!

巨噬细胞在干扰素
I-?0

%

或者肿瘤坏死因子!

K?-

#激

活下%能产生一氧化氮合酶!

3?J'

#%诱导
?J

的产生%调控

巨噬细胞参与炎症反应和免疫反应&同时%

IG0%

作为一种抗

炎细胞因子%在
K?-0

"

%

IG0"

的协同作用下以及
IG0"$

等的

激活下发挥免疫作用,

9$

-

&本试验结果表明%

G*0"

可以促进

IG0%

和
K?-0

"

的生成%不促进
?J

的生成%提示可能的分子

Z

第
!!

卷第
%

期 赵大群等"香乳菇多糖对
BC42

细胞凋亡及对
DEF9%#:=

细胞免疫活性的影响
!



图
"$

!

高浓度
G*0"

对巨噬细胞
DEF9%#:=

?J

产生的影响
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@7C"$
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&SSC;6<S83

L

8;<A;CA67263<A<SG*0"<A

?J

T

7<P@;63<A

机制不涉及一氧化氮合酶!

3?J'

#的参与&

!

!

结论
多糖制剂作为抗肿瘤药物%一般不会直接杀伤肿瘤细

胞%而是通过刺激机体的特异性免疫功能达到抗肿瘤效果&

G*0"

的主链和侧链具有中等分枝程度%分子量在最适相对

分子质量范围内%且具有良好的水溶性%是导致香乳菇多糖

具有诱导宫颈癌
BC42

细胞凋亡及对巨噬细胞
DEF9%#:=

具

有免疫调控活性的关键&在体外试验中%

G*0"

能抑制宫颈

癌
BC42

细胞生长%促进巨噬细胞增殖和吞噬活性%影响宫颈

癌
BC42

细胞和巨噬细胞的周期%刺激巨噬细胞产生免疫因

子%但涉及的相关信号转导通路与分子机制还有待验证&
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为进一步加强!食品与机械"杂志社的办刊力量#提

高刊物的学术水平#经中国食品科学技术学会同意#黄寿

恩同志辞去!食品与机械"杂志社社长职务#继续担任!食

品与机械"杂志主编$由刘永乐同志担任!食品与机械"杂

志社社长%

刘永乐同志简历&刘永乐#男#

!"#$

年
%$

月出生于湖

南永州#瑶族% 现为长沙理工大学科学部部长'二级教授#

中国食品科学技术学会理事# 湖南省食品科学技术学会

副理事长%

!食品与机械"杂志社

$&!'

年
(

月
"

日

信 息 窗

刘永乐教授出任!食品与机械"

杂志社社长

%

基础研究
!

9$"=

年第
%

期


