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　 　 ［摘要］ 　目的 　通过体外试验测定了 ３种灵芝免疫调节蛋白（FIP唱glu 、FIP唱gat和 FIP唱SN１５）对 ２６株人胃癌细胞抑制增

殖的影响 。方法 　采用 MTS比色法检测了 ３种灵芝免疫调节蛋白对 ２６株胃癌细胞的抑制作用 ，计算出每种灵芝免疫调节

蛋白对不同胃癌细胞 ５０％ 生长抑制所需的药物浓度值（GI５０ ） 。结果 　灵芝免疫调节蛋白加入 ７２ h后 ，发现 ３种真菌免疫调

节蛋白分别对 ７株胃癌细胞株 NUGC唱３ 、GTL唱１６ 、HGC唱２７ 、IM９５m 、SNU唱６３８ 、SNU唱２１６和 SNU唱５表现出较强的抑制作用 ，其

GI５０ ＜ ５０ μg／ml 。只对 ２株胃癌细胞 NUGC唱４ 和 OCUM唱１没有抑制作用 。结论 　灵芝免疫调节蛋白在体外对大多数人胃癌

细胞株有较强的抑制作用 ，３种灵芝免疫调节蛋白的作用趋势相同 ，有进一步开发成抗胃癌药物的潜力 。
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Inhibition effects of fungal immunomodulatory proteins from Ganoderma spp ．on
different gastric cancer cell lines in vitro
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［Abstract］ 　 Objective 　 To study the cell proliferative effects of fungal immunomodulatory proteins from Ganoderma spp ．

on ２６ gastric cancer cell lines in v itro ．Method 　 ２６ human gastric cancer cell lines were treated with FIPs by MTS assay ．The
average optical density （OD） in ４９０ nm and inhibition rate （GI５０ ）was counted by Universal Microplate Spectrophotometer ．

Results 　 Three FIPs showed similar profiling in ２６ human gastric cancer cell lines after ７２ h treatment in cell proliferation as唱
say ，which except for NUGC唱４ and OCUM唱１ did not showed obvious anti唱proliferative effect ，the other ２４ human gastric cell
lines showed some anti唱proliferative effects ，especially for ７ cell lines（NUGC唱３ ，GTL唱１６ ，HGC唱２７ ，IM９５m ，SNU唱６３８ ，SNU唱
２１６ and SNU唱５） showing strong potency ，with their GI５０ less than ５０ μg ／ml ．Conclusion 　 FIPs showed strong anti唱prolifera唱
tive effects in some human gastric cancer cell lines in vitro ，which had potential to be further developed as anti唱gastric cancer drugs ．
　 　 ［Key words］ 　 Ganoderma spp ．；fungal immunomodulatory proteins （FIPs ） ；gastric cancer cell lines ；cell proliferation ；

cytotoxicity ；MTS colorimetric assay

　 　灵芝免疫调节蛋白属真菌免疫调节蛋白（fun唱
gal immunomodulatory proteins ，FIPs）中的一种 ，

是继灵芝多糖和三萜类化合物后从灵芝中分离得到

的又一种生物活性物质 。自 １９８９ 年首次从赤灵芝

（Ganoderma lucidum）子实体中分离出这种蛋白并

命名为 Ling Zhi唱８（LZ唱８或 FIP唱glu）后 ，又相继从松

杉灵芝 （G ． tsugae） 、金针菇 （ Flammulina velu唱
tipes ） 、草菇 （Volv ariella volv acea） 、紫灵芝 （G ．

j aponcium） 、小孢灵芝（G ．microsporum） 、紫芝（G ．

sinensis） 、黑灵芝 （G ． astum）
［１］

、云芝 （ T rametes
versicolor）［２］中分离出多种 FIPs ，２０１３ 年又利用基
因体外重组技术（DNA shuffling ）获得了灵芝属内
（赤芝与紫芝）重组［３］

、属间（赤芝 、金针菇和草菇）重

组［４］的重组免疫调节蛋白分子 ，形成了一个新的蛋

白质家族 — FIPs［５］ 。
　 　灵芝免疫调节蛋白具有广泛的免疫学和生物学

活性 ，特别是可以直接作用于癌细胞 ，从而表现出较

强的抗癌活性 。近年的研究发现大肠杆菌中表达的
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rLZ唱８能够直接杀伤人慢性髓系粒细胞白血病
K５６２细胞株［６］

，对人肺腺癌 A５４９ 细胞株也表现出
显著的抗肿瘤活性［７］

。 重组免疫调节蛋白 reFIP唱
SN１５对 A５４９细胞株和乳腺癌 MDA唱MB唱２３１细胞
株也有较好的抑制效果［８］

。为了探究大肠杆菌中表

达的灵芝免疫调节蛋白体外是否具有抑制胃癌细胞

的活性 ，本研究在建立了 ２６ 株胃癌细胞库的基础

上 ，选用 ３种大肠杆菌中表达的灵芝免疫调节蛋白

对 ２６株胃癌细胞的抑制作用进行了初步筛选 ，探讨

了重组免疫调节蛋白在抗胃癌药物研发中的可行性

和潜力 。

1 　材料与方法

1 ．1 　实验材料
1 ．1 ．1 　灵芝免疫调节蛋白 　 大肠杆菌中表达的赤

灵芝免疫调节蛋白（FIP唱glu） 、黑灵芝免疫调节蛋白
（FIP唱gat）和属内重组突变体蛋白（FIP唱SN１５）［８］ ，这

３种免疫调节蛋白均由上海交通大学农业与生物学

院植物生物技术研究中心提供 ；阳性对照药物多西

他赛（docetaxel）由阿斯利康合成 。

1 ．1 ．2 　 胃癌细胞株 　 AGS 、HS７４６T 、KATOIII 、
NCI唱N８７ 、SNU唱１ 、SNU唱１６ 和 SNU唱５细胞株购于美
国菌种保藏中心 ；NUGC唱３ 、NUGC唱４ 和 OCUM唱１

细胞株购于日本细胞库 ；SNU唱２１６ 、SNU唱４８４ 、SNU唱
６０１ 、SNU唱６２０ 、SNU唱６３８ 和 SNU唱６６８ 细胞株购于
韩国细胞库 ；AZ唱５２１ 、IM９５m 、MKN１和 MKN７４细
胞株购于人类科学研究资源库 ；HGC唱２７ 、OE１９ 和
OE３３细胞株购于欧洲细胞 ／微生物保藏中心 ；

２３１３２／８７和 GTL１６ 细胞株由阿斯利康细胞库提
供 ；PAMC８２细胞株由北京肿瘤医院赠送 。

1 ．1 ．3 　 培养基与试剂 　 RPMI １６４０ （Invitrogen ，

２２４００） ；DMEM （Invitrogen ， １２４３０ ） ；胎牛血清

（GIBCO ，１６０００） 。支原体检测试剂盒 （MycoSen唱
sorTM PCR Assay Kit ，Cat ． ＃ ３０２１０８ ，Stratagene ，

La Jolla ，Calif ．） ；MTS （Promega ，CellTiter ９６ ○R

Aqueous One Solution Reagent） 。
1 ．2 　实验方法
1 ．2 ．1 　胃癌细胞支原体检测 　 胃癌细胞支原体的

检测参照试剂盒说明书进行 。细胞用无抗生素的培

养基进行培养 ，细胞生长至 ８０％ 以上 ，弃去培养基 ，

PBS 洗 ２次 ，加入适量的裂解液 。细胞裂解液 ９５ ℃

处理 ５ min ，１３ ０００ r／min离心 ５ min ，保留上清液 。

取 １ ～ ２ μl上清液作为模板进行 PCR反应 。反应条

件 ：９５ ℃预变性 ３０ s ，９５ ℃ ３０ s ，５６ ℃ ３０ s ，７２ ℃

３０ s ，进行 ４０个循环 ，最后 ７２ ℃延伸 ５ min 。扩增

产物用 ２％ 的琼脂凝胶电泳检测 。

1 ．2 ．2 　细胞培养 　将生长至 ７０％ ～ ８０％ 融合度的

细胞培养瓶中的培养液吸去 ，加入 １ ～ ２ ml ０畅２５％
胰酶溶液 ，消化几分钟 ；用新鲜培养基收集细胞悬

液 ，转移至离心管中 ；１ ０００ r／min离心 ３ min ；弃去

上清液 ，用新鲜的培养基将细胞重悬起来 ，按照细胞

的生长情况确定传代比例 ，震荡均匀后 ，将培养板放

入培养箱 。

1 ．2 ．3 　蛋白浓度的测定 　按照表 １制备 １ 组蛋白

质标准品 。取各个稀释浓度的蛋白质标准品和待测

蛋白质样品各 ２５ μl ，加入到微孔板中 。在每一个孔

中加入 ２００ μl 工作液 ，充分混合 。密封微孔板 ，在

３７ ℃条件下孵育 ３０ min ，微孔板冷却到室温 。检测

样品在 ５６２ nm 处的吸光度 。将各个标准品和待测

样品在 ５６２ nm 处的吸光度减去空白品在 ５６２ nm
处的平均吸光度 。根据标准品绘制出的标准曲线 ，

计算出每个检测样品的蛋白浓度 。

表 1 　用于标准方案的稀释方法（检测范围 ：２０ ～ ２ ０００ μg ／ml）

瓶号
稀释液的体积

（V ／μl）
BSA 的体积和来源

（V ／μl）
BSA 终浓度

（ρB ／μg · ml － １ ）
A ０ �３００ ，原液 ２ ０００ 觋
B １２５ �３７５ ，原液 １ ５００ 觋
C ３２５ �３２５ ，原液 １ ０００ 觋
D １７５ �１７５ ，B瓶稀释液 ７５０ 觋
E ３２５ �３２５ ，C 瓶稀释液 ５００ 觋
F ３２５ �３２５ ，E 瓶稀释液 ２５０ 觋
G ３２５ �３２５ ，F 瓶稀释液 １２５ 觋
H ４００ �１００ ，G 瓶稀释液 ２５ 觋
I ４００ �０  ０ 觋

1 ．2 ．4 　细胞活性的检测 　 使用 MTS 比色法检测
细胞活性 。根据每个细胞的最佳种板密度（１ ０００ ～

８ ０００个细胞／孔 ）在 ９６ 孔板中铺板 ，每孔加入

１００ μl细胞悬液 ，３７ ℃培养 ；第二天 ，每个细胞取一

块 ９６孔板 ，每孔加入 ２０ μl M TS ，于 ３７ ℃孵育２ h
后检测 ４９０ nm 处的吸光度 ，记录每个细胞加药前

的吸光度 （T１ ） 。 同时 ，以 ０畅０１ 、０畅１ 、０畅３ 、１ 、３ 、１０ 、

３０ 、１００ 、３００ 、１ ０００ μg／ml的浓度梯度分别加入 ３种

真菌免疫蛋白 ：FIP唱glu 、FIP唱gat 和 FIP唱SN１５ ，并以

０畅００１ 、０畅０１ 、０畅０３ 、０畅１ 、０畅３ 、１ 、３ 、１０ 、３０ μmol／L 的
浓度梯度加入阳性化合物多西他赛作为对照 。 于

３７ ℃孵育 ７２ h 后每孔加入 ２０ μl M TS ，３７ ℃孵育

２ h后检测 ４９０ nm 处的吸光度 ，记录对照组和实验

组的吸光度（C和 T３ ） ，然后根据公式计算 ３种真菌

免疫蛋白以及对照阳性化合物对每个细胞作用的
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GI５０值 。计算公式 ：（初始原始细胞数 －加药后细胞

数）／（对照细胞数 －初始原始细胞数） × １００％
［９］

。

2 　结果与分析

2 ．1 　 支原体的检测和 FIPs 蛋白浓度确定 　 ２６ 株

胃癌细胞经过 ２ ～ ３周的传代培养后 ，选择处于对数

生长期的细胞进行试验 。支原体检测结果显示每个

胃癌细胞株都无支原体污染 。 ３种灵芝免疫调节蛋

白 FIP唱gat 、FIP唱glu和 FIP唱SN１５蛋白浓度均在 ２ ～

５ mg／ml之间 ，将每个样品稀释到 １ mg／ml进行后
续试验 。

2 ．2 　细胞毒性的检测 　按照 MTS 测定方法 ，将胃

癌细胞培养到第 ２天后 ，分别加入不同浓度的 ３ 种

重组灵芝免疫调节蛋白 ，７２ h后用 MTS 试剂检测
２６株胃癌细胞的增殖抑制情况 ，结果总结于表 ２ 。

从表 ２可以看出 ３ 种灵芝免疫调节蛋白对 ２６ 株胃

癌细胞均有不同程度的抑制作用 ，即除了对 NUGC唱
４和 OCUM唱１ 这 ２ 株胃癌细胞没有明显的抑制作

用外 ，对其它 ２４株胃癌细胞均表现出了一定的抑制

作用 。从国家规定的药效评价标准来看 ，合成化合

物或植物提取物纯品的半数抑制浓度 IC５０ （即细胞

５０％ 被抑制时的给药浓度）小于 １０ μg／ml或粗提物
的 IC５０小于 ２０ μg／ml ，并且有细胞毒性的剂量依赖
关系 ，其最高抑制率达到 ８０％ 以上 ，则判定样品在

体外对细胞有杀伤作用［１０］
。从我们的试验结果和

作用曲线（以 NUGC唱３ 、GTL１６ 、HGC唱２７和 IM９５m
４株胃癌细胞为例 ，图 １）来看 ，我们试验中测定的

GI５０虽均在 ２０ μg／ml以上 ，但具有细胞毒性的剂量

依赖关系 ，其细胞最高抑制率也都达到 ８０％ 以上 ，

甚至对其细胞的杀伤效果明显 。从先前的研究结果

看 ，大多数真菌免疫调节蛋白对于 A５４９ 细胞株和
MDA唱MB唱２３１细胞株的抑制效果较好 ，其 IC５０值均

在 ２０ ～ ２５ μg ／ml［８］ 。因此 ，我们将此标准定为小于

２５ μg／ml即认为是有显著抑制作用 ，２５ ～ ５０ μg／ml
认为是有抑制作用 。按照这个标准我们对这一结果

进行了详细的分析（表 ２） 。分析显示 ，FIP唱SN１５ 对
４株胃癌细胞（NUGC唱３ 、GTL１６ 、HGC唱２７ 、IM９５m）

具有显著的抑制作用 ，FIP唱glu和 FIP唱gat 则对 ３株

胃癌细胞（NUGC唱３ 、GTL１６ 、HGC唱２７）具有显著的
抑制作用 ，３ 种灵芝免疫调节蛋白的作用趋势基本

一致 。除此之外 ，FIP唱SN１５对 ３株胃癌细胞（SNU唱
６３８ 、SNU唱２１６ 和 SNU唱５）具有抑制作用 ，而 FIP唱glu
对 ５ 株胃癌细胞 （IM９５m 、SNU唱６３８ 、SNU唱２１６ 、

SNU唱５和 SNU唱６２０）具有抑制作用 ，FIP唱gat 也对 ５

株胃癌细胞 （IM９５m 、SNU唱６３８ 、SNU唱２１６ 、SNU唱５

和 Hs７４６T ）有抑制作用 。总的来看 ，FIP唱SN１５ 抑
制的细胞株最少 ，但抑制的程度最强 ，而 FIP唱glu和
FIP唱gat 作用的数量虽一致 ，但种类有差异 。 只有

FIP唱glu对 SNU唱６２０细胞株有抑制作用 ，FIP唱gat 对
Hs７４６T 细胞株有抑制作用 。多西他赛作为阳性对

照化合物进行胃癌细胞增殖抑制的实验结果发现 ，

该药物对 ２６株胃癌细胞表现出较强的生长抑制作

用 ，几何平均 GI５０为 １畅５ nmol／L 。这与文献报导

的结果一致 （多西他赛对 KATOIII 和 NUGC唱４
细胞 株 抑 制 的 IC５０ 分 别 为 １ ．７８ nmol／L 和
１ ．８８ nmol／L）［１１］

，说明使用多西他赛筛选的胃癌抑

制数据对进一步的药物筛选有较高的参考价值 。

表 2 　重组真菌免疫调节蛋白对胃癌细胞株 50％
生长抑制所需要的药物浓度（μg ／ml）

细胞名称 FIP唱SN１５ 沣FIP唱glu FIP唱gat 多西他赛
（nmol／L ）

NUGC唱３  １６ a１８ �２２ 晻１ 耨．２

GTL１６ 种２０ a２２ �２０ 晻１ 耨．０

HGC唱２７ �２０ a２１ �２３ 晻１ 耨．０

IM９５m ２３ a２６ �２７ 晻２ 耨．６

SNU唱６３８  ２５ a２６ �３２ 晻１ 耨．０

SNU唱２１６  ３５ a４１ �３６ 晻２ 耨．４

SNU唱５ 适３６ a４７ �２９ 晻２ 耨．０

SNU唱６２０  ５４ a４７ �７４ 晻１ 耨．４

KATOIII ５８ a５８ �６７ 晻１ 耨．８

SNU唱１ 适５９ a６１ �５１ 晻１ 耨．７

Hs７４６T ６５ a６４ �３１ 晻３ 耨．９

PAMC８２  ６６ a６７ �６８ 晻１ 耨．０

AZ唱５２１ 揶８２ a７９ �６４ 晻１ 耨．０

２３１３２唱８７  ８８ a８５ �１０２ 晻１ 耨．９

AGS ９０ a９１ �１５９ 晻１ 耨．３

MKN１ 缮９４ a１０５ �９０ 晻１ 耨．４

OE３３ 潩１２２ a１０１ �１１０ 晻０ 耨．８

SNU唱６０１  １３２ a１６０ �２０１ 晻２ 耨．１

MKN７４ 蝌１５５ a３８４ �３２５ 晻５ 耨．１

SNU唱４８４  ２４６ a２６２ �３１７ 晻１ 耨．２

NCI唱N８７  ２９１ a４５６ �２４５ 晻２ 耨．０

SNU唱１６ 篌３４９ a３７４ �５５０ 晻１ 耨．０

SNU唱６６８  ５６６ a７０１ �５６９ 晻１ 耨．８

NUGC唱４  ８０２ a１ ０００ �１ ０００ 晻１ 耨．９

OCUM唱１  １ ０００ a１ ０００ �１ ０００ 晻１ 耨．５

3 　讨论

　 　真菌免疫调节蛋白是具有免疫调节活性的小分

子蛋白质 ，是一种潜在的非常有效的免疫调节类药

用蛋白 。灵芝免疫调节蛋白既可直接杀伤肿瘤细胞

又可间接地通过免疫调节作用达到抗肿瘤作用 ，同

时还可以通过两者结合达到共同抗肿瘤活性而备受
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图 1 　 3种灵芝免疫调节蛋白分别对 4株胃癌细胞的作用曲线
A ．NUGC唱３ 细胞 ；B ．HGC唱２７ 细胞 ；C ．IM９５m 细胞 ；D ．GTL唱１６ 细胞

关注［１１ ，１２］
。但是从药用灵芝中直接提取天然 FIPs ，

成本昂贵 、耗时 、产量少 ，每千克子实体中只能提取

毫克级蛋白 ，严重制约了其在临床和医药上的应用 。

解决此类问题的最佳方法是通过异源表达获得大量

的重组真菌免疫调节蛋白 。灵芝免疫调节蛋白的相

对分子质量约为１３ ０００
［１３］

。其二级结构中含有 ７ 个

β折叠 ，２个 α螺旋和一个 β转角 ，位于 N 端的 α螺

旋中有 ２ 个氨基酸 （L５／L７）对于保持活性至关重
要［１４］

。以前的研究显示 ，大肠杆菌或酵母表达的重

组免疫调节蛋白能形成二级结构并且能够正确折叠

和具有生物学活性 ，但活性低于天然提取的蛋白 。

Cong 等［８］利用 DNA shuffling 技术对属内组（FIP唱
glu和 FIP唱gsi）和属间组（FIP唱glu 、FIP唱fve 和 FIP唱
vvo）的基因在分子水平上进行重组 ，获得了表达量

高 、活性亦高的突变体 FIP唱SN15（一个属内重组突
变体） ，结构分析显示其二级结构与天然提取的免疫

调节蛋白的结构类似 。利用大肠杆菌表达的 FIP唱
glu和 FIP唱SN１５蛋白 ，对不同种类的肿瘤细胞株试

验结果表明 ：FIPs对 A５４９细胞株和 MDA唱MB唱２３１
细胞株的抑制效果较好 ，IC５０值分别为２４ ．６ μg／ml
和２３ ．９ μg ／ml ；对人结肠癌 HT唱２９细胞株和人肝癌
HCC唱LM３细胞株抑制情况较差 ，在 ２５ μg／ml浓度
以下没有追踪出 IC５０值 。利用同样的蛋白 Cong 等
发现 FIPs对人星形胶质瘤 U唱２５１细胞株凝集活性
效果明显 ；细胞周期分析结果显示 ，用浓度为

１０ μg／ml的 FIPs 处理胶质瘤细胞 ４８ h 后 ，凋亡细

胞株的比例明显升高 ，说明 FIPs 蛋白能够诱导 U唱
２５１细胞凋亡 。基于细胞内 DNA 含量流式分析发

现 ，加入 FIP唱SN１５和 FIP唱glu后处于 G１期细胞的
比例分别为 ７０畅１９％ 和 ６９畅６２％ ，显著高于阴性对照

组的 ５３畅８０％ ，然而处于 S 期的细胞比例分别为
１４畅８０％ 和 １２畅５１％ ，明显低于阴性对照组的

３１畅６２％ 。由此说明 ，FIPs 可以通过有效诱导 U唱
２５１细胞凋亡和抑制癌细胞从 G１ 期到 S 期的转变
对肿瘤细胞发挥直接作用［８］

。因此 ，不同 FIPs对同
一肿瘤细胞株的作用 、以及同一 FIP 对不同肿瘤细
胞株的作用的研究还有大量的工作要做 ，FIPs 的作
用机制还有待于进一步深入研究 。

　 　 MTS是一种新合成的四唑类化合物 ，称为 ３唱

（４ ，５唱dimethylthiazol唱２唱yl ）唱５唱（３唱carboxymethoxy唱
phenyl ）唱２唱（ ４唱sulfopheny ）唱２H唱tetrazolium ， inner
salt ，与通用的四唑类化合物 MTT ［３唱（４ ，５唱dimeth唱
yl唱２唱thiazolyl ）唱２ ，５唱 diphenyl唱２唱H唱tetrazolium bro唱
mide］的作用原理相同 ，即被活细胞线粒体中的多

种脱氢酶还原成金黄色水溶性的甲臜产物 ，能直接

通过光谱吸收测定吸光度 ，进而推测活细胞数

量［１５］
。本实验中首次利用了 MTS 法筛选了 FIPs

对胃癌细胞增殖的抑制作用 ，并以多西他赛作为阳

性对照 ，验证了该方法的准确性和可靠性 ，与 MTT
法相比较该方法更加敏感简便 、安全可靠 。在 MTS
筛选的结果中 ，３ 株胃癌细胞 NUGC唱３ 、GTL１６ 、
HGC唱２７对 FIPs 最为敏感 ，其 GI５０ ＜ ２５ μg／ml ，这
为后续研究 FIPs作用于胃癌细胞的类型提供了依
据 ，也为后续 FIPs对胃癌细胞作用机制的研究提供
了有益的参考 。

（下转第 ２７７页）
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散风热 ，清利咽喉 ，罂粟壳敛肺止咳 ，甘草缓急和中 ，

调和诸药 ，桔梗 、荆芥又有利咽止咳的功效 ，是为佐

使之用 。全方药量轻微 ，温润和平 ，不寒不热 ，共奏

宣利肺气 ，疏风止咳之效 。

　 　另外 ，中药药理研究表明 ，荆芥能减少炎症相关

细胞因子的合成与释放 ，对毛细血管通透性的增加

有明显的抑制作用 ，从而达到抗炎作用 。鱼腥草其

煎剂或提取物对金黄色葡萄球菌及其耐青霉素菌

株 、肺炎链球菌 、流感杆菌等多种球菌 、杆菌及病毒

具有抑制或杀灭作用 。甘草和桔梗具有减轻细胞损

伤 、缓解毒血症症状 、抑制胶原合成 、抗炎等作用 。

　 　小儿支气管炎临床上多用抗生素治疗 ，时间长 ，

副反应多又极易耐药 ，常加以口服中成药缩短病程 。

中成药宣肺止嗽合剂联合抗生素治疗小儿支气管炎

的总有效率为 ９０ ．３％ ，可明显改善支气管炎引起的

咳嗽 、喉间痰鸣及支气管杂音等临床症状 ，疗效确

切 ，有效促进小儿支气管炎的临床症状恢复 ，总有效

率与不使用任何口服止咳化痰药的对照组比较 ，差

异有统计学意义（P＜ ０ ．０５） ，值得大家借鉴 。
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