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摘要 目的 研究栎树桑黄乙醇提取物( OPL) 对人胃癌细
胞 SGC-7901 的抗肿瘤和诱导凋亡作用。方法 用不同浓度
的 OPL( 0、40、80、160、240、320、400 μg /ml) 作用于 4 种不同
人癌 SGC-7901、HCT-116、MCF-7、Hela 细胞 48 h，MTT 法检
测药物抑制细胞增殖率; 流式细胞术检测 OPL 对 SGC-7901

细胞周期的影响，Hoechst 染色观察 OPL 对细胞核形态变化
影响，Annexin-V /PI双染流式细胞仪检测 OPL对细胞凋亡的
影响，Western blot法检测 SGC-7901 周期蛋白 Cyclind1 的表
达，凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax、cleaved PAＲP 蛋白的表达。结
果 OPL明显呈现浓度依赖性地抑制 SGC-7901 细胞增殖，

诱导细胞凋亡，将细胞周期阻滞在 G0 /G1 期( P ＜ 0. 05 ) 。
Western blot法显示 OPL 上调 Bax、cleaved PAＲP 蛋白表达，

下调 Bcl-2、Cyclind1 蛋白的表达( P ＜ 0. 05) 。结论 OPL 呈
现浓度依赖性诱导胃癌 SGC-7901 细胞凋亡，并将细胞周期
阻滞在 G0 /G1 期。
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胃癌是世界范围内第 4 位最常见的癌症，在癌
症引起的死亡率中位列第 2 名［1］。而目前胃癌主要
的治疗是外科手术切除，但是有很高的复发率，所以

必须配合化学治疗，但目前的化疗药物存在严重的

不良反应，减少白细胞，损伤肝肾功能，所以迫切需

要一种低细胞毒性的抗肿瘤药物。栎树桑黄是一种
主要生长在栎树树干上的高等真菌，其子实体在中

国、韩国、日本等亚洲国家一直作为传统的药品和保
健品用于各种疾病的治疗和预防。根据文献［2 － 3］报

道桑黄具有抗炎抗氧化，保护肝脏和抗肿瘤作用，主

要含有苯酚、吡喃酮等活性成分［4］。该研究主要探
索栎树桑黄乙醇提取物( oak Phellinus linteus，OPL)
是否具有抗胃癌作用。

1 材料与方法

1． 1 药品与试剂 人癌细胞株 SGC-7901、MCF-7、
HCT-116、Hela 购自南京凯基生物有限公司; DMEM
高糖培养基购自美国 Hyclone 公司; MTT 试剂购自
美国 Sigma 公司; Annexin-V /PI 凋亡试剂盒和细胞
周期试剂盒均购自上海贝博生物有限公司; Hoechst
试剂盒、PMSF( 100 mmol /L) 、蛋白浓度测定试剂盒、
ＲIPA裂解液( 强) 购自上海碧云天生物技术有限公
司; Cyclind1、Bcl-2、Bax 和 PAＲP 抗体购自英国 Ab-
cam公司。OPL为本实验室用 95%乙醇提取制备，
提取率 6. 8% ; OPL 来源于栎树桑黄，为人工培养，
规范化种植，质量可控。
1． 2 细胞培养 4 种不同肿瘤细胞在含有 10%血
清的高糖培养基中培养，并加入 100 U /ml链霉素和
100 U /ml青霉素，并放于 5% CO2 饱和湿度、37 ℃
恒温细胞培养箱中。
1． 3 MTT检测细胞增殖 当 SGC-7901、HCT-116、
MCF-7、Hela细胞处于对数生长期时，以 6 × 104 个 /
ml的浓度接种于 96 孔培养板中，每孔接种量为 100
μl。待细胞贴壁后，分为以下浓度药物组( 0、40、80、
160、320、400 μg /ml ) ，药物作用 48 h 后，并加入
MTT( 浓度为 5 mg /ml) 20 μl，4 h 后弃上清液，加入
150 μl的 DMSO，于摇床上放置 15 min。于酶联免
疫检测仪上测吸光度( A490 ) 值。
1． 4 Annexin-V /PI双染法检测细胞凋亡 当细胞
处于对数生长期，将细胞调成浓度为 1 × 105 /ml，再
加入 6 孔板中，待细胞贴壁后弃去培养基，用 0、80、
160、240、320、400 μg /ml OPL 处理细胞 48 h，每组
设 3 个复孔。收集细胞，加入 400 μl Annexin-V 结
合液使细胞重悬，先后加入 5 μl FITC和 10 μl PI染
色液分别避光孵育 15 min和 5 min，上机检测。
1． 5 Hoechst 染色 SGC-7901 接种于含有灭菌盖
玻片的 6 孔板内，贴壁后用 0、80、160、240、320 μg /
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ml OPL处理细胞，48 h后小心取出盖玻片于载玻片
上，加入固定液固定 20 min，PBS 清洗 3 遍，再加入
Hoechst染色液于培养箱中染色 15 min，封片后荧光
显微镜下观察。
1． 6 PI染色流式细胞仪检测细胞周期 将细胞接
种于培养瓶中，待细胞铺满孔底约 50%时，用 0、80、
160、240、320 μg /ml OPL处理细胞 48 h，收集细胞，
用预冷的 70% ～75%冷乙醇固定，4 ℃保存，至少固
定 18 h，之后加入 ＲnaseA溶液 20 μl 37 ℃水浴，最
后加 400 μl PI染液避光 4 ℃孵育 30 min。
1． 7 Western blot 法检测 Cyclind1、Bcl-2、Bax 和
PAＲP蛋白表达 经 0、120、240、360 μg /ml OPL 作
用于 SGC-7901 细胞 48 h 后，提取蛋白。采用 BCA
法蛋白定量，90 ℃煮 10 min，放于 － 80 ℃长久保存。
配制 10%和 12% SDS-PAGE，加样电泳，转膜，PVDF
膜进行标记，封闭 2 h。一抗( β-actin、Cyclind1、Bax、
Bcl-2、PAＲP) 4 ℃孵育过夜，二抗于室温孵育 2 h，结
束后用 PBS冲洗膜 3 次，最后显影。Image J分析图
片，计算结果。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s 表示，使用单因素方差分析组间
计量资料，采用 t 检验进行两两比较，P ＜ 0. 05 表示
差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 OPL对 4 种不同人癌细胞生长的抑制作用
使用 OPL( 0、40、80、160、240、320、400 μg /ml) 作用
于 SGC-7901、HCT-116、MCF-7、Hela 细胞 48 h 后，
MTT检测结果，OPL 抑制细胞增殖，对细胞的增殖
抑制率呈现浓度依赖性，在 400 μg /ml 达到最大抑
制率( F = 149. 553、12. 198、104. 321、42. 508，P ＜
0. 05) ，见图 1。
2． 2 OPL对细胞凋亡的影响 细胞用不同浓度的
OPL培养 48 h后，OPL以浓度依赖性诱导 SGC-7901
细胞调亡，用 0、80、160、240、320、400 μg /ml 的 OPL
处理 SGC-7901 细胞后，调亡率分别为 ( 4. 47 ±
0. 33) %、( 7. 01 ± 0. 91 ) %、( 17. 21 ± 1. 59 ) %、
( 17. 25 ± 1. 73 ) %、( 33. 70 ± 3. 36 ) %、( 51. 83 ±
4. 82) %。流式结果显示，与细胞对照组相比，当
OPL的剂量达到 160 μg /ml时，其对 SGC-7901 细胞
的凋亡差异有统计学意义( F = 132. 712，P ＜ 0. 01) ，
见图 2。
2． 3 OPL 对细胞核形态的影响 OPL 作用于
SGC-7901 细胞 48 h后，Hoechst染色观察，细胞对照

图 1 MTT法检测 OPL对 SGC-7901、

HCT-116、MCF-7、Hela细胞的影响

与 0 μg /ml OPL比较: * P ＜ 0. 05

组细胞核核膜完整，细胞核为均一卵圆形，染色均

匀，呈现出均匀的蓝色荧光; 药物组细胞核收缩、致
密浓染、形态不规则、核染色质固缩，部分碎裂成凋
亡小体，折光性变强，随着药物浓度的增加，细胞核

局部会呈现出更强烈的蓝色荧光，见图 3。
2． 4 OPL 对细胞周期的影响 胃癌 SGC-7901 细
胞在不同浓度的 OPL( 0、80、160、240、320 μg /ml) 培
养 48 h后，和正常细胞组比较，OPL 导致 G0 /G1 期
细胞显著增加，并呈浓度依赖性，当用 320 μg /ml
OPL作用于胃癌 SGC-7901 细胞 48 h 后，G0 /G1 细
胞比例提高到 68. 88%，见图 4。
2． 5 OPL对周期和凋亡相关蛋白的影响 用不同
浓度的 OPL ( 0、120、240、360 μg /ml ) 作用于胃癌
SGC-7901 细胞 48 h 后，Western blot 结果显示 OPL
可以下调周期相关蛋白 Cyclind1 的表达 ( F =
83. 405，P ＜ 0. 01) ，下调抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达( F
= 26. 284，P ＜ 0. 01) ，上调促凋亡蛋白 Bax 和 PAＲP
剪切体的表达( F = 17. 298、264. 986，P ＜ 0. 01 ) ，见
图 5。

3 讨论

目前的化疗药物存在严重的不良反应，减少白

细胞，损伤肝肾功能，所以迫切需要一种低细胞毒性

的抗肿瘤药物。于是寻找低毒有效的治疗癌症的药
物一直是研究热点。而栎树桑黄是一种真菌，在东
方很多国家一直作为药品和食品使用。栎树桑黄含
有很多活性化合物，可以预防和治疗各种疾病，如胃

肠道疾病和癌症。关于桑黄对肿瘤细胞的细胞毒作
用一直在研究［5 － 6］。根据以往文献［7］报道，桑黄多
糖可以在体内外抑制胃癌细胞，体外呈现浓度依赖
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图 2 OPL诱导 SGC-7901 细胞凋亡
A: 细胞对照组; B: 80 μg /ml OPL; C: 160 μg /ml OPL; D:

240 μg /ml OPL; E: 320 μg /ml OPL; F: 400 μg /ml OPL; 与细胞

对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 3 OPL对胃癌 SGC-7901 细胞核形态的影响 Hoechst染色 × 200

A: 细胞对照组; B: 80 μg /ml OPL; C: 160 μg /ml OPL; D: 240 μg /ml OPL; E: 320 μg /ml OPL

性地抑制细胞增殖和增加细胞凋亡，表明桑黄多糖

可以明显抑制人类胃癌肿瘤生长，且没有明显的不

良反应。OPL可以抑制呈现浓度依赖性抑制肿瘤细
胞增殖［8 － 9］。从 OPL里可以分离出活性成分 Hispo-
lon可以呈现浓度依赖性地抑制表皮 KB 细胞的增
殖，并且可以引起细胞周期 G1 期阻滞［10 － 11］。
细胞失控性过度增殖是恶性肿瘤的一个显著特

征，首先本研究用 MTT比色法检测 OPL对 4 种人肿

瘤细胞增殖抑制试验，结果显示，OPL可以呈现浓度
依赖性的抑制肿瘤细胞增殖。凋亡是一种程序性死
亡方式，在凋亡的过程中，细胞变圆、细胞核片段化、
凋亡小体形成，并伴有线粒体膜电位的下降。为了
探索 OPL是否通过诱导凋亡来发挥抗肿瘤作用，本
研究用 Annexin-V-FITC /PI 双染和 Hoechst 染色检
测 OPL对细胞作用，结果显示，OPL 可以诱导胃癌
SGC-7901细胞凋亡。为了探索 OPL对胃癌 SGC-

·7941·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Oct; 52( 10)



图 4 OPL对胃癌 SGC-7901

细胞周期的影响

A: 细胞对照组; B: 80 μg /

ml OPL; C: 160 μg /ml OPL; D:

240 μg /ml OPL; E: 320 μg /ml

OPL

图 5 Western blot法检测 OPL对 Cyclind1、Bcl-2、

Bax和 PAＲP蛋白表达的影响
1: 细胞对照组; 2: 120 μg /ml OPL; 3: 240 μg /ml OPL; 4: 360 μg /

ml OPL; A: Cyclind1 /β-actin; B: Bcl-2 /β-actin; C: Bax /β-actin; D:

cleaved PAＲP /β-actin; 与细胞对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

7901 细胞周期的影响，用 320 μg /ml OPL 作用于胃
癌 SGC-7901 细胞 48 h 后，G0 /G1 细胞比例提高到
68. 88%。而 G0 /G1 期细胞的显著性增加是凋亡的
感应性指标［10］，癌症的特点就是不受控制的细胞增

殖［12 － 14］。凋亡主要通过 3 种途径引起细胞死亡的，
内质网应激途径( 伴随标志性蛋白 CHOP 表达) ，线
粒体途径，还有细胞外死亡受体介导的途径。而线
粒体途径介导的凋亡常与 Bcl-2 蛋白家族( 包括对
凋亡起正性调节的促凋亡亚族 Bax亚族和对凋亡起
负性调节的抗凋亡亚族 Bcl-2 亚族) 有关［15］。Bax
是一种促凋亡蛋白，以无活性的单体形式存在于细

胞质中，在应激因子或调亡因子的作用下，促凋亡蛋

白 Bax在线粒体膜上聚集并构象发生寡聚化，构成
线粒体外膜的孔，引起线粒体膜电位的下降、线粒体
膜通透性发生改变、细胞色素 C 释放，一旦细胞色
素 C释放到细胞质中，就会引起半胱氨酸酶 9 的激
活，从而引起下游的凋亡执行者，半胱氨酸酶 3 的激
活，半胱天冬酶激活后，越来越多的细胞介质，包括

DNA修复蛋白 PAＲP，都会被降解或者剪切，从而导
致细胞死亡。而抗凋亡蛋白 Bcl-2 存在于线粒体膜
外，可以移位到线粒体内封闭 Bax 所形成的孔道和
阻止细胞色素 C 的释放，从而抑制凋亡的发生。与
细胞对照组相比，OPL 可明显降低抗凋亡蛋白 Bcl-
2，增加细胞内促凋亡 Bax 蛋白表达，增加 PAＲP 片
段化。
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本研究结果显示，OPL可以抑制胃癌 SGC-7901
细胞增殖，诱导凋亡，并引起细胞周期阻滞。对于
OPL所引起的细胞凋亡具体机制尚需后续实验继续
探索。
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Study on the apoptosis of gastric cancer cells
induced by extractions from oak Phellinus linteus

Wang Feifei，Chen Feihu，Li Ning，et al
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Abstract Objective To investigate the antitumor and apoptosis induction effect of extractons from oak Phellinus
linteus( OPL) against human gastric SGC-7901 cancer． Methods Human SGC-7901，HCT-116，MCF-7，Hela
cancer cells were cultured with OPL( 0，40，80，160，240，320，400 μg /ml) for 48 h． The proliferation was evaluated
via MTT assays，the cell cycle was analyzed through flow cytometry，Hoechst staining was used to observe OPL im-
pact on nuclear shape change，and the apoptosis state was analyzed by Annexin-V /PI staining assays． The expres-
sion of apoptosis-related and cycle-related proteins was determined by Western blot． Ｒesults OPL could signifi-
cantly reduce cell viability，induce apoptosis，and arrest SGC-7901 cell cycle at the G0 /G1 phases( P ＜ 0. 05 ) ．
Western blot method further confirmed that OPL could increased bax and the subsequent cleavage of poly( ADP-ri-
bose) polymerase，decreased CyclinD1 and Bcl-2 protein expression( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Our findings suggest
that OPL can induce apoptosis in human gastric SGC-7901 cancer cells，and cause cell cycle arrest in G0 /G1
phase．
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