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去壁灵芝孢子粉水溶成分抑制头颈鳞癌细胞增殖及转移
吴向平１，太乙迪２，王　 嫣２，张　 彬１

摘要　 目的　 探讨去壁灵芝孢子粉水溶成分（Ａ⁃ＧＳＰ）在头

颈鳞癌细胞中的生物学作用。 方法 　 利用 ＭＴＳ 法检测 Ａ⁃
ＧＳＰ 在头颈鳞癌细胞系 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 中的细胞活力。 采

用平板克隆、划痕愈合实验和穿室实验探究 Ａ⁃ＧＳＰ 对头颈

鳞癌细胞增殖、转移能力的影响。 通过流式分析试剂盒检测

Ａ⁃ＧＳＰ 对头颈鳞癌细胞凋亡能力和细胞周期分布的影响。
免疫蛋白印迹法检测 Ａ⁃ＧＳＰ 处理后上皮间质转化（ＥＭＴ）分
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子和细胞周期蛋白的表达变化。 结果　 Ａ⁃ＧＳＰ 作用后，头颈

鳞癌细胞的增殖能力减弱（Ｆ ＝ ６２. ７２， Ｐ ＜ ０. ０００ １），转移能

力下降（Ｆ ＝ ９５. ７， Ｐ ＜ ０. ０００ １），细胞凋亡能力增加（Ｆ ＝
８７. ６５，Ｐ ＜ ０. ０００ １），Ｇ２ ／ Ｍ 期停滞（Ｆ ＝ １５. ３１，Ｐ ＜ ０. ０１）。
此外，Ａ⁃ＧＳＰ 处理导致上皮细胞标志物 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 上调，间
质细胞标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ 下调， 细胞周

期激酶 ＣＤＫ１ 下调，Ｐ２１ 和 Ｐ２７ 上调，但是，并未引起凋亡通

路蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ 和 Ｂａｘ 水平改变。 结论　 Ａ⁃ＧＳＰ 通过诱导细

胞周期 Ｇ２ ／ Ｍ 期停滞和抑制 ＥＭＴ 从而抑制头颈鳞癌细胞的

增殖转移。
关键词　 去壁灵芝孢子粉水溶成分；头颈鳞癌；细胞周期；上
皮间质转化
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于晚期患者，全身化疗是临床指南推荐的一线治疗

方式［１］。 然而化疗带来的副反应使多数患者不耐

受和不响应仍需解决。
　 　 灵芝在各类中医药收藏宝典里被列为上等名贵

药材，在补充机体营养物质和疾病治疗方面也得到

了我国传统医学实践的验证。 灵芝孢子含有蛋白

质，多糖，三萜，核苷类和微量元素，其药用功效相当

于灵芝母体的 ７５ 倍［２］。 近些年来，人们通过对孢子

进行各种方式破壁，以破坏外层硬壳释放内部精华

成分。 体内、外实验均表明灵芝提取物可抑制多种

肿瘤细胞的增殖，包括乳腺癌、结直肠癌、肺癌、肝
癌［３ － ６］，但对头颈鳞癌细胞的生物学作用未被报道。
因此，需要进一步被探究。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料　 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞购自北京协

和细胞库（北京）。 灵芝孢子粉由浙江寿仙谷医药

股有限公司提供。 抗体 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｐ２７、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃｌｅａｖｄｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ８、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ９、 Ｂａｘ、
ＣＤＫ１ 均购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ （美国）、抗
体 Ｐ２１、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 Ｓｎａｉｌ、 Ｓｌｕｇ 均 购 自

ＳＡＮＴＡ （美国）。
１． ２　 实验方法　
１． ２． １　 细胞培养　 所有的细胞培养基均使用高糖

ＤＭＥＭ （Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国）。 培养箱环境 ３７ ℃， ９５％
湿度，５％ ＣＯ２。
１． ２． ２　 溶液配制　 灵芝孢子粉储备液配制：将一袋

１ ｇ 灵芝孢子粉溶于 ２５ ｍｌ ＤＭＥＭ 培养基，细胞超声

粉仪功率 １３５ Ｗ 超声振荡 １ ｈ。
１． ２． ３　 ＭＴＳ 实验　 配备 ＭＴＳ 试剂，每孔 １００ μｌ，用
ＰＢＳ 将 ＭＴＳ 试剂稀释到 １０％ ，即 ＭＴＳ ∶ ＰＢＳ ＝ １ ∶ ９，
避光。 弃去上层培养基。 各孔滴加 １００ μｌ ＭＴＳ 使

用液，避光孵育 １ ｈ。 待孵育时间结束后测定 ＯＤ
值，波长调整至 ４９０ ｎｍ。
１． ２． ４ 　 平板克隆形成实验 　 各组接种２ ０００个细

胞。 大约 １０ ｄ 可观察到细胞生长成群落状时，不再

继续培养。 弃掉孔板内上层培养基。 打入 １. ５ ｍｌ
甲醇，放置 １５ ｍｉｎ。 弃掉，每孔重新加入 １ ｍｌ 结晶

紫。 １ ｈ 后将结晶紫回收入瓶，清水洗涤孔板 ２ 到 ３
遍直到不再残存多余结晶紫。
１． ２． ５　 划痕愈合实验 　 待细胞长满后，用 ２００ μｌ
枪头朝下并保持竖直方向，力度均匀，在孔中央笔直

画线。 ＰＢＳ 彻底洗涤 ２ 到 ３ 次。 随后使用无血清

ＤＭＥＭ 培养。 在规定时间对同一区域进行拍照。

１． ２． ６ 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 转移实验 　 细胞计数，上室加 ５０
万个细胞。 配备好 ２０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基， 向

下室加 ７００ μｌ。 １２ ｈ 后，弃掉上清。 将小室底部浸

泡在结晶紫染液里，染色 １ｈ。 镊子夹取小室，用清

水浸洗小室。
１． ２． ７　 流式细胞凋亡检测 　 收集 ５ × １０５ 个细胞。
各组加入 １９５ μｌ ＦＩＴＣ 结合液。 吸取 ２ μｌ Ｖ⁃ＦＩＴＣ，
加到其中一个单染管里。 用 １０ μｌ 移液器吸取 ２ μｌ
ＰＩ 加到另外一管。 加药组用 ＰＢＳ 离心洗涤。 样本

检测组每管加入 ２ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 ２ μｌ ＰＩ。
室温孵育 １０ ｍｉｎ。
１． ２． ８　 流式细胞周期检测　 加入 ７５０ μｌ 冰冷的无

水乙醇，使每管细胞都处于 ７５％ 的乙醇浓度当中。
上下颠倒振荡，４ ℃保存过夜。 离心后弃掉乙醇溶

液。 加入少量 ＰＢＳ，离心 １ 次。 弃 ＰＢＳ，每管加入

１００ μｌ ＰＩ ／ ＲＮｓｅ 染色液，小心吹打。 室温孵育 ２０
ｍｉｎ。 上机并用 Ｍｏｄｆｉｔ 软件模拟检测结果。
１． ２． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 首先提取各组蛋白并调整浓

度。 先以 ９０ Ｖ 电压电泳，压齐可调成 １２０ Ｖ， １ ｈ 跑

分离胶。 电流 ３００ ｍＡ， 冰上转膜 １ ｈ ３０ ｍｉｎ。 ３％
牛奶封闭 １ ｈ。 一抗封闭旋转 ４ 度过夜。 吸除一抗

后，加入适量 ＰＢＳＴ 缓慢摇动 １０ ｍｉｎ，重复 ３ 次。 配

制二抗，封闭摇晃 １ ｈ，ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次。 滴加发光液

曝光。
１． ３　 统计学处理　 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件统计细胞克

隆形成的数量和细胞迁移率，对 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 穿室成功

的细胞进行计数；使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０. ２ 软件

对四组间均数进行单因素方差分析，当各组间差异

有统计学意义时，使用独立样本 ｔ 检验处理两组间

均数。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 Ａ⁃ＧＳＰ 在头颈鳞癌细胞系中的 ＩＣ５０ 　 运用

ＭＴＳ 试剂检测 Ａ⁃ＧＳＰ 处理后的细胞活力，并计算各

时间段的 ＩＣ５０。 发现癌细胞活力经 Ａ⁃ＧＳＰ 处理后

呈浓度依赖性减低，且呈时间依赖性。
２． ２　 Ａ⁃ＧＳＰ 对 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞自我增殖的

影响　 ２ 周后，低浓度处理组细胞集落形成数量明

显减少，克隆形成体积也相应减小。 说明 Ａ⁃ＧＳＰ 抑

制了头颈鳞癌细胞的自我更新能力（Ｆ ＝ ６２. ７２， Ｐ
＜ ０. ０００ １），见图 ２。
２． ３　 Ａ⁃ＧＳＰ 对 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞迁移能力的

影响　 使用不同浓度组的 Ａ⁃ＧＳＰ 处理细胞，分别在

１２ ｈ、２４ ｈ 观察细胞迁移情况。结果显示处理组细
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图 １　 ＭＴＳ 用于测定 Ａ⁃ＧＳＰ 在头颈鳞癌细胞系中的 ＩＣ５０
　 　 Ａ：Ａ⁃ＧＳＰ 处理 ＳＣＣ１５ 细胞系各时间段细胞活力变化曲线； Ｂ：Ａ⁃ＧＳＰ 处理

ＳＣＣ２５ 细胞系细胞活力变化曲线； Ｃ： ＩＣ５０ 计算值

胞迁移率受到了明显的抑制 （ Ｆ ＝ １３. ３４７， Ｐ ＜
０. ０１），见图 ３。
２． ４　 Ａ⁃ＧＳＰ 对 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞转移的影响

　 通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验进一步验证 Ａ⁃ＧＳＰ 对肿瘤细

胞迁移能力的影响，结果显示 Ａ⁃ＧＳＰ 组穿室的细胞

数量少于未处理组（Ｆ ＝ ９５. ７， Ｐ ＜ ０. ０００ １），见图

４。
２． ５　 Ａ⁃ＧＳＰ 对 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞凋亡的影响

　 流式分析显示 Ａ⁃ＧＳＰ 使早、晚期凋亡比例均增

加，表明 Ａ⁃ＧＳＰ 可诱导头颈鳞癌细胞凋亡 （ Ｆ ＝
８７. ６５，Ｐ ＜ ０. ０００ １），见图 ５。
２． ６　 Ａ⁃ＧＳＰ 对 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞周期分布的

影响　 相比对照组，经过药物作用后，Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞

比例增加，提示细胞周期被 Ａ⁃ＧＳＰ 中断在 Ｇ２ ／ Ｍ 期

（Ｆ ＝ １５. ３１，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ６。
２． ７　 Ａ⁃ＧＳＰ 影响 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞周期 Ｇ２ ／
Ｍ 期蛋白的表达 　 ７２ ｈ 后，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现

Ａ⁃ＧＳＰ 能使 Ｇ２ ／ Ｍ 期促进蛋白 ＣＤＫ１ 表达降低，Ｇ２ ／

Ｍ 期抑制蛋白 Ｐ２１ 和 Ｐ２７ 表达增高。
２． ８　 Ａ⁃ＧＳＰ 对 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞 ＥＭＴ 相关

蛋白的表达影响 　 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现，Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 经药物作用后显著上调。 同时，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒ⁃
ｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ 这几种间质细胞标志物蛋白

在 Ａ⁃ＧＳＰ 组中表达下调，提示 Ａ⁃ＧＳＰ 可抑制 ＥＭＴ。
２． ９　 Ａ⁃ＧＳＰ 对凋亡相关蛋白的表达影响 　 此外，
课题组发现促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达没有增强。 其它促

凋 亡 蛋 白 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ８、
Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ９ 也没有出现表达上调，这提示 Ａ⁃
ＧＳＰ 诱导 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞发生凋亡不依赖于

经典 Ｃａｓｐａｓｅ 途径和 Ｂａｘ 信号途径。

３　 讨论

　 　 全球头颈鳞癌的发病率近十年来总体处于增长

趋势。 研究［３， ７］表明，灵芝孢子粉能有效控制晚期

结直肠癌的病程进展，对乳腺癌和非小细胞肺癌也

具有潜在抵抗作用。本课题着重探究Ａ⁃ＧＳＰ对头
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图 ２　 Ａ⁃ＧＳＰ 降低头颈鳞癌细胞自我更新能力

Ａ：不同浓度 Ａ⁃ＧＳＰ 处理 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞克隆形成图片； Ｂ：验收克隆结果并作出相应统计图；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ３　 Ａ⁃ＧＳＰ 对 ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞迁移率的影响

Ａ：不同条件各时间点细胞爬行的变化 × １０； Ｂ：对不同浓度 Ａ⁃ＧＳＰ 处理细胞迁移率的统计学分析；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 Ａ⁃ＧＳＰ 减弱头颈鳞癌细胞的迁移能力

Ａ：不同处理条件下肿瘤细胞穿室的图片 １０； Ｂ：对不同浓度下细胞迁移数目的统计图；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ５　 Ａ⁃ＧＳＰ 对头颈鳞癌细胞凋亡能力的影响

Ａ：药物处理 ７２ ｈ 后流式分析检测细胞的凋亡比例； Ｂ：对药物处理后凋亡变化的统计结果；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １
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图 ６　 Ａ⁃ＧＳＰ 中断头颈鳞癌细胞周期进程

Ａ：不同条件下细胞周期分布的流式分析图； Ｂ：对细胞周期分布变化的统计学处理；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ７　 Ａ⁃ＧＳＰ 对 Ｇ２ ／ Ｍ 期相关蛋白的表达影响

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ； ２：５００ μｇ ／ ｍｌ； ３：１ ０００ μｇ ／ ｍｌ； ４：１ ５００ μｇ ／ ｍｌ

图 ８　 Ａ⁃ＧＳＰ 对 ＥＭＴ 相关蛋白的表达影响

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ； ２：５００ μｇ ／ ｍｌ； ３：１ ０００ μｇ ／ ｍｌ； ４：１ ５００ μｇ ／ ｍｌ

图 ９　 Ａ⁃ＧＳＰ 对凋亡相关蛋白的表达影响

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ； ２：５００ μｇ ／ ｍｌ； ３：１ ０００ μｇ ／ ｍｌ； ４：１ ５００ μｇ ／ ｍｌ

颈鳞癌细胞生物学行为的影响，发现 Ａ⁃ＧＳＰ 对

ＳＣＣ１５ 和 ＳＣＣ２５ 细胞展现出了可观的抗癌作用，并
初步探讨其相关分子机制。
　 　 细胞周期调控的稳定性是细胞持续分裂的基

础。 ＣＤＫｓ 周期蛋白依赖性蛋白激酶，是一组丝氨

酸 ／苏氨酸蛋白激酶，通过对丝氨酸 ／苏氨酸蛋白的

化学作用驱动细胞周期和周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎ 协同作

用，从而发挥着细胞周期调控的作用。 ＣＤＫ１ 是其

中一种对细胞周期进程至关重要的 ＣＤＫ，因为它启
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动有丝分裂的开始，并以高保真特性确保细胞复制

中的关键事件以精确的顺序发生［８］。 本研究中，课
题组发现 Ａ⁃ＧＳＰ 能显著降低 ＣＤＫ１ 表达。 Ｐ２１ 以

Ｐ５３ 依赖方式失活 ＣＤＫ，导致细胞分裂阻滞于 Ｇ１ ／ Ｓ
期［９］。 细胞从 Ｓ 期顺利进入 Ｇ２ 期，需要 Ｃｙｃｌｉｎ Ａ⁃
ＣＤＫ１ ／ ２ 两者相互辅助。 Ｇ２ ／ Ｍ 期顺利推进则离不

开 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ⁃ＣＤＫ１ 的推动作用［８， ９］。 而 Ｐ２１ 可能成

为任何一期的限速步骤。 课题组研究发现 Ａ⁃ＧＳＰ
处理后，ｐ２１ 的表达也明显升高，同样，细胞周期抑

制蛋白 ｐ２７ 呈现上调，提示 Ａ⁃ＧＳＰ 可能通过阻断

ＣＤＫ１、ｐ２１、ｐ２７ 的相关信号途径从而将细胞周期阻

滞在 Ｇ２ ／ Ｍ 期。 转移是患者复发和病情走向终末期

的罪魁祸首，ＥＭＴ 被认为是肿瘤细胞启动迁徙特征

性指标。 在上皮细胞不断向间充质细胞演变过程

中，代表两种类型细胞的分子呈现相应的表达变

化［１０］。 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 是其中一种典型的上皮细胞标志

物蛋白，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 如果表达减少，会迅速削减上皮

细胞与上皮细胞之间的黏附连接，从而使得肿瘤细

胞获得运动能力，促进转移发生［１１］。 课题组研究发

现头颈鳞癌细胞系在 Ａ⁃ＧＳＰ 处理后，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表

达随着药物浓度增大而升高，而间质细胞标志物 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 则相应下调。 Ｓｌｕｇ 和 Ｓｎａｉｌ 是
促进 ＥＭＴ 的转录因子，它们能够调节上皮细胞骨架

蛋白的表达情况，也能够调整细胞连接区域的结构

部分［１０］。 然而，Ａ⁃ＧＳＰ 也能使 Ｓｌｕｇ 和 Ｓｎａｉｌ 表达明

显下调，提示 Ａ⁃ＧＳＰ 限制肿瘤细胞 ＥＭＴ。
　 　 此外， 凋亡是一种自主有序的死亡形式。
Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ 则是 Ｃａｓｐａｓｅ 活化后形式。 研究表

明 Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 与 Ｃａｓｐａｓｅ 家族的其他成员一样，作为

单链失活性酶原（ｐｒｏ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃８）合成，是外源性凋

亡通路的主要启动因子，但在一定条件下，也可以触

发内源性通路外部途径［１２］。 肿瘤坏死因子⁃α 在机

体应对各种紧急变化和其它病理状态下分泌增多，
绝大部分来源于巨噬细胞分泌产生。 死亡受体也可

促使细胞凋亡。 研究表明当以上两者发生结合时，
能导致 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 的激活，后者直接将引发下一步级

联反应［１３］。 与其他 ｃａｓｐａｓｅｓ 家族成员相比，ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 处于 ｃａｓｐａｓｅ 级联的末端，在凋亡过程中同时受到

内源性和外源性死亡途径的激活［１４］。 课题组探究

了 Ａ⁃ＧＳＰ 促进头颈鳞癌细胞凋亡是否依赖于

ｃａｓｐａｓｅｓ 相关途径，然而，Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ８、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ９ 的表达没有升高，促凋亡

蛋白 ｂａｘ 并没有经灵芝孢子作用后而上调，这些结

果提示 Ａ⁃ＧＳＰ 促进肿瘤细胞凋亡不主要依赖于经

典 ｃａｓｐａｓｅ 途径和 ｂａｘ 途径，其具体的细胞死亡途径

有待后续研究。
　 　 综上所述，本研究中 Ａ⁃ＧＳＰ 处理显著抑制头颈

鳞癌细胞的增殖和迁移能力，这可能通过抑制肿瘤

细胞的 ＥＭＴ 来实现。 Ａ⁃ＧＳＰ 处理促进了 Ｐ２１ 和

Ｐ２７ 的表达上调和 ＣＤＫ１ 表达下调，可能是导致细

胞周期 Ｇ２ ／ Ｍ 期阻滞的主要原因。 这些研究结果初

次揭示了 Ａ⁃ＧＳＰ 作为我国传统中药材灵芝的水溶

液成分，在头颈鳞癌细胞中显示出优秀的抑癌作用，
或可以为头颈鳞癌的治疗提供新的方向和可能。
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