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摘要 目的：研究灵芝多糖对单核巨噬白血病细胞 THP-1和 RAW264.7的肿瘤生物学活性的影响。方法：用 1、50和 100 滋g/ml的

灵芝多糖和脂多糖（LPS）刺激 THP-1和 RAW264.7细胞，CCK-8法测定巨噬细胞的增殖活力、流式细胞仪检测细胞的凋亡活性、
Q-PCR检测细胞因子 TNF-琢、IL-1、IL-6和 IL-12基因、相关凋亡信号通路基因 TRADD、TNFSF10、TNFRSR10b、NF资BI、Caspase

10和 Caspase 3基因的 mRNA表达水平。结果：灵芝多糖可以呈反浓度依赖性地刺激两种细胞的增殖，在 50和 100 滋g/ml浓度下

可引起细胞凋亡，凋亡信号基因 TNFRSR10b和 NF资BI的 mRNA水平在 24h升高了 53%和 48%；在 1~100 滋g/ml浓度下可上调

细胞因子 TNF-琢、IL-1、IL-6和 IL-12细胞因子 mRNA的表达水平。结论：灵芝多糖对白血病细胞株具有双重作用，在低浓度下促

进细胞增殖，而在高剂量时诱导细胞凋亡，均可上调免疫相关细胞因子的表达。
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The Dual Effects of Ganoderma Lucidum Polysaccharides on
Monocyte-Macrophage Leukemia Cell Lines In Vitro*

To study the effects of Ganoderma lucidum polysaccharides (GLP) on tumor biology of the mono-
cyte-macrophage THP-1 and RAW264.7. After THP-1 and Raw264.7 cells were stimulated with different concentrations of

GLP and LPS, the proliferation and apoptosis activity of cells were analyzed by CCK-8 kits and flow cytometry. RT-PCR was used to de-
tect expression of cytokines of macrophages,such as TNF-琢, IL-1, IL-6 and IL-12, and Q-PCR was used to detect the gene expression

levels in apoptosis signaling pathway. GLP could promote proliferation of THP-1 and RAW264.7 cells in an inverse dose-depen-

dent , and up-regulate expression of cytokines secretion at all concentrations. And also GLP could elevate expression of apoptosis related
genes TNFRSR10b and NF资BI. GLP played a dual role on leukemia cell line, that is it increased expression of cytokines and

promoted cells proliferation at lower concentration, while at high doses caused cells apoptosis.
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前言

灵芝（Gnaoderma）为担子菌纲、多孔菌科、灵芝属真菌属。

多糖是灵芝水提物中的主要活性成分之一。现代医学实验证

明，灵芝多糖活性广泛，具有提高机体免疫功能[1]、抗肿瘤[2]、消

除机体内自由基、抗辐射、提高肝脏解毒功能等作用[3,4]。有研究

报道，灵芝多糖能够诱导肿瘤细胞死亡，并且产生肿瘤坏死因

子琢（TNF-琢）和白介素 1（IL-1），但具体机制不明[5,6]。目前研究

表明，灵芝多糖能刺激人树突状细胞（DC）的成熟，具有正常单

核细胞的免疫调节作用[7,8]，但对具有免疫活性的单核巨噬白血

病细胞的肿瘤生物学活性的影响还没有相关报道，本研究用白

血病细胞株 THP-1和 RAW264.7细胞来探讨灵芝多糖对白血

病的影响机制，为灵芝多糖在白血病上的临床运用提供参考。

1 材料和方法

1.1 灵芝多糖
赤芝菌株，27 ℃ 恒温摇动发酵培养 8 d，发酵液过滤除菌，

提取多糖。由南京中科药业有限公司馈赠。溶于 RPMI1640培

养基，过滤除菌后置于 4 ℃冰箱保存备用。使用前用 RPMI1640

培养基稀释成不同浓度。
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1.2 细胞培养

本实验室冻存的 THP-1和 Raw264.7细胞株，接种于含青

霉素（80万 U/ml）、链霉素（100 mg/ml）、10%胎牛血清（四季青

公司）的 RPMI1640培养基（Gibco）中，37℃，5%的 CO2培养箱

中培养，取对数生长的细胞用于实验。

1.3 细胞增殖活性检测

采用 CCK8试剂盒[9]进行细胞增殖活性检测。细胞以 2000

个 /孔接种于 96孔板内，同时加入一定浓度的灵芝多糖（终浓

度分别为 1、50和 100 滋g/ml），并设脂多糖（LPS）对照组（1

滋g/ml）和 RPMI1640培养液对照组，另外设不加细胞的空白对

照组，每组设 5个复孔。CO2培养箱中分别培养 24 h和 48 h，培

养结束前 4 h加入 10 滋L的 CCK8溶液，继续培养 1 h，酶标仪

测 450 nm处吸光度(OD)值。
1.4 流式细胞仪检测细胞凋亡

在进行完细胞凋亡刺激后，离心收集细胞，用 PBS重悬后

计数。取 5-10万个细胞，加入 195 滋L的 Annexin V-FITC结合

液轻轻重悬细胞，加入 5 滋L的 Annexin V-FITC，混匀，室温避

光孵育 10 min后，离心，用 190 滋L结合液重悬细胞后加入 10

滋L的 PI，混匀，冰浴避光放置，随即进行流式细胞仪检测[10]。

1.5 流式细胞仪检测细胞周期
用细胞周期检测试剂盒（凯基生物公司）进行细胞周期检

测。取适量处理后的细胞，用 PBS洗涤一次后收集细胞调整浓
度为 1× 106/ml，制备单细胞悬液，并用体积分数为 70%乙醇固

定，4 ℃保存，染色前用 PBS 洗去固定液；加入 100 滋L 的
RNase A，37 ℃水浴 30 min；加入 400 滋L的 PI染色混匀，4 ℃

避光 30 min后进行流式细胞仪检测并分析细胞周期。
1.6 Q-PCR检测细胞因子和凋亡信号通路相关分子

收集相关细胞样本，按照 QIAGEN公司细胞 RNA提取试

剂盒的说明书进行操作，通过全自动紫外分光光度仪检测所得

RNA的质量和浓度。采用 TaKaRa公司的反转录试剂盒，将
RNA反转录为 cDNA。采用 SYBR Green I荧光染料染色后应

用 ABI7500荧光定量 PCR仪进行定量检测，进行相关细胞因

子 TNF-琢、IL-1、IL-6 和 IL-12，和细胞凋亡通路相关基因
TRADD、TNFSF10、TNFRSR10b、NF资BI、Casp 10 和 Casp 3 的

表达相对定量（引物序列如表 1所示）。

表 1 引物序列表

Table 1 The primer sequences

Primer Foward sequence Reverse sequence

IL-6

TNF-a

IL-12

IL-1

NFKBI

Casp 3

Casp 10

TNFRSR10b

TNFSF10

TRADD

GAPDH

TTCGGCAAATGTAGCATG

CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG

AGGTGCGTTCCTCGTAGAGA

AATGACGCCCTCAATCAAAG

CTCAAAGCAGCAGGAGCAGATC

ATGGACCACGCAGGAAGGG

GAAAAGCAAACCTCGGGGATAC

GCACCACGACCAGAAACACAG

GCTGAAGCAGATGCAGGACAAG

TTTGCTGGCGGACGAGGAG

AACGACCCCTTCATTGAC

AATAGTGTCCTAACGCTCATAC

GAGGACCTGGGAGTAGATGAG

AAAGCCAACCAAGCAGAAGA

TGGGTATCTCAGGCATCTCC

TCCCAAGAGTCATCCAGGTCATAG

GGCAGCATCATCCACACATACC

CCAAGTGTGTTCCATTCCTGTC

CAATCACCGACCTTGACCATCC

CTGACGGAGTTGCCACTTGAC

CCGAGCCGCACTTCAGATTTC

TCCACGACATACTCAGCAC

1.7 统计学处理

所有实验数据以 x± s表示，组间差异采用 t检验，以 P<0.
05为显著性差异水准；流式标本采用 CellQuest分析。

2 结果

2.1 灵芝多糖促进 THP-1和 RAW264.7细胞增殖
实验组 THP-1和 RAW264.7细胞在不同浓度的灵芝多糖

刺激 24 h后，OD值明显高于对照组（P<0.05，见图 1），可见灵

芝多糖对白血病细胞株有刺激细胞增殖的作用，与 LPS作用相

似，但在试验浓度范围内未表现出明显浓度依赖关系，且高浓

度的灵芝多糖（50 和 100 滋g/ml）比低浓度（1 滋g/ml）的促进效
应低。

2.2 高浓度灵芝多糖促进 THP-1和 RAW264.7细胞凋亡

经流式细胞仪检测表明，三个不同实验浓度的灵芝多糖刺

激 THP-1和 RAW264.7细胞后，在 1 滋g/ml下对细胞周期没有

影响，但在 50 滋g/ml和 100 滋g/ml作用 24h明显引起这两种细
胞的凋亡（图 2）。

2.3 灵芝多糖上调相关细胞因子的表达

由于确定了灵芝多糖在相同的浓度下对两种细胞的增殖

和凋亡趋势相同，所以用 1、50和 100 滋g/ml的灵芝多糖只刺

激 THP-1细胞来观察基因水平的变化差异。图 3表明，在 24 h

后，不同浓度的灵芝多糖均可以上调细胞因子 TNF-琢、IL-1、
IL-6和 IL-12的 mRNA的转录水平，其中 1滋g/ml的刺激效应

最低，50和 100 滋g/ml之间没有差别，表明在一定的浓度范围

图 1 不同浓度灵芝多糖对 THP-1和 RAW264.7细胞增殖活性的影响

Fig. 1 Stimulating effects of different GLP on THP-1 cells
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内具有明显的浓度依赖性（图 3）。

2.4 灵芝多糖对细胞凋亡通路基因分子影响

由于 100 滋g/ml灵芝多糖的细胞增殖效应下降，并且引起

了细胞的凋亡，进一步在 100 滋g/ml灵芝多糖刺激 THP-1细胞
6 h、24 h 后，分析了细胞凋亡通路相关基因 TRADD、
TNFSF10、TNFRSR10b、NF资BI、Casp 10 和 Casp 3 的表达差异
情况。结果表明，DR3、DR4/5 死亡受体信号通路上的
TNFRSR10b和 NF资BI基因上调比较明显（图 4）。所以，我们推

测灵芝多糖可能是通过 DR3、DR4/5死亡受体信号通路引起细

胞凋亡，并激活 NF-KB信号通路增加细胞因子分泌。

3 讨论

免疫调节是目前公认的灵芝多糖抗肿瘤作用的主要机制

之一。与大多数药品不同的是，多糖作为一种免疫增强剂，不但

能激活 T细胞[11]、DC细胞、巨噬细胞、NK细胞[12]、CTL细胞[13]、

LAK 细胞等免疫细胞的活性，还能促进 IL-l、IL-2、TNF-琢、
INF-酌、NO等生成[14,15]，达到调节机体抗体和补体的形成，起到

提高机体抗肿瘤免疫力的作用[16]，其中对细胞因子的研究是免

疫学、肿瘤学专家共同关注的热点和前沿问题之一，这些细胞

因子的产生和相互作用对机体抗御疾病和维持生理恒定有重

要意义。白血病是造血系统的恶性肿瘤，以造血细胞分化成熟

受阻、未分化细胞大量增殖为其特征。多数研究报道认为灵芝

多糖在体外没有直接的抑制或杀伤肿瘤细胞的作用[17,18]，灵芝

多糖的抗肿瘤作用是通过增强免疫功能而介导的。本研究对灵

芝多糖对具有免疫细胞活性的单核巨噬白血病细胞的生物学

活性进行了相关报道，为灵芝多糖在白血病的临床运用进行了

初步探索。本研究结果显示，1 滋g/ml灵芝多糖对小鼠白血病
RAW264.7细胞和人白血病 THP-1细胞均具有刺激细胞增殖

的作用和细胞因子的分泌，表现出免疫激活效应；而随着浓度

的增加（50和 100 滋g/ml）这种免疫激活作用呈现减弱趋势，进

一步的研究结果表明，这一现象与高浓度下引起这两种细胞的

凋亡有关。另外，灵芝多糖可以刺激 THP-1和 RAW264.7细胞
免疫相关细胞因子 TNF-琢、IL-1、IL-6 和 IL-12 的 mRNA 的表

达，提示其可以对单核巨噬细胞的免疫调节功能产生影响。通

过对细胞凋亡通路相关基因分子 mRNA的研究发现，灵芝多

糖 处 理 可 激 活 DR3、DR4/5 死 亡 受 体 信 号 通 路 上 的
TNFRSR10b和 NF资BI基因上调，因此推测其对引起细胞凋亡

可能与死亡受体信号通路有关，同时该通路上 NF-KB的激活
也引起了免疫相关细胞因子的上调，这与试验中的发现是吻合

的的，上述研究结果为进一步研究灵芝多糖的抗肿瘤机制提供

了实验依据。
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