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摘= =要：目的= =研究猪苓多糖（polyporus=polysaccharide，mmp）抑制肺癌ARQV细胞增殖的作用及其机制。方法= =设对照组和 mmp
低、中、高剂量组，用 jqq实验、流式细胞术检测 mmp对细胞增殖的影响，用实时荧光定量 mCo（qoqJmCo）法检测 mmp对

ARQV细胞 Cyclin=aN=mokA表达水平及其稳定性的影响，用testern=blotting检测 mmp对ARQV细胞 Cyclin=aN蛋白、人抗原 o
（human=antigen=o，euo）蛋白表达及对euo蛋白胞浆及胞核内分布的影响。结果= =与对照组比较，中、高剂量的 mmp作用后，

ARQV细胞增殖明显受到抑制（m＜MKMR），Cyclin=aN=mokA稳定性降低（m＜MKMR），Cyclin=aN=mokA及蛋白表达减少（m＜MKMR），
euo总蛋白没有明显变化，但胞浆euo蛋白表达下降（m＜MKMR），胞核euo蛋白表达升高（m＜MKMR）。结论= = mmp可抑制ARQV
细胞增殖，其作用机制可能与改变euo在细胞内定位，从而降低 Cyclin=aN=mokA稳定性及 Cyclin=aN蛋白表达有关。=
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AbstractW=lbjective= = qo=study=the=effects=of=polyporus=polysaccharide= EmmpF=on=the=proliferation=of=human=lung=cancer=ARQV= cells=
and= the= corresponding=molecular=mechanismK=jethods= = qhe= ARQV= cells= in= control= group=were= normally= treated= and= the= cells= in=
experimental=groups=were= incubated=with=different=doses=of=mmpK=qhe=jqq= method=and= flow=cytometry=were=used= to=analyze= the=
influence=of=drugs=on=cell=proliferationK=qhe=qoqJmCo=was=used=to=detect=mokA=levels=of=ARQV=cells=and=Cyclin=aN=mokA=stabilityK=
qhe=levels=of=human=antigen=o= EeuoF=protein=in=plasma=and=nuclei=and=cyclin=aN=protein=were=detected=by=testern=blottingK=oesults= =
Compared=with=the=controlI=the=cell=growth=was=obviously=inhibited=Em=Y=MKMRFI=the=Cyclin=aN=mokA=stability=and=Cyclin=aN=mokA=
were=decreased=in=the=midJ=and=highJdose=mmp=groups= Em= Y= MKMRFI=the=total=protein=of=euo=was=slightly=changedI=but=the=cytoplasm=
protein=of=euo=was=downJregulated= Em= Y= MKMRF=and=the=nucleus=protein=of=euo=was=upJregulated=Em= Y= MKMRFK=Conclusion= = mmp=can=
suppress=the=proliferation=of=ARQV=cellsI=which=is=possibly=affected=by=downJregulating=the=cytoplasm=protein=of=euoI=lowering=the=
stability=of=Cyclin=aN=mokAI=and=thus=decreasing=the=expression=of=Cyclin=aN=proteinK=
hey=wordsW=polyporus=polysaccharideX=human=antigen=oX=lung=cancerX=Cyclin=aNX=cell=proliferation=
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肺癌为临床常见肿瘤，也是引起肿瘤患者死亡

的常见原因。肺癌患者在确诊时很多已属晚期，能

手术的病例较少，往往以放疗及化疗为主，预后较

差，约 UMB病人在诊断后 N年内死亡xNz，中晚期肺癌

的治疗目前主张多方法综合治疗。中西医结合及中

医药治疗肺癌，已显示其在减少毒副反应、改善症

状、稳定病灶、提高生存质量、延长生存期和提高

生存率等方面优势xOz。目前，中医对肺癌病因病机的=
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认识有“正气虚损学说”“邪毒侵肺论”“痰湿内聚

论”P种学说。临床采用扶正培本和清热解毒，软坚

化痰，活血化瘀酌情伍用治法，取得了较好的疗效xOz。=
在众多治疗肺癌的复方中，猪苓为常用药物xPJQz。

猪苓多糖（polyporus=polysaccharide，mmp）为猪苓

的主要成分，现代药理研究表明，mmp具有增强免

疫、抗肿瘤等多种功能xRz，体内外实验均表明，mmp
对肺癌细胞有抑制作用xSz，但其作用机制尚不清楚。

本实验拟观察 mmp对肺癌 ARQV细胞增殖的作用，

并初步探讨其相关的分子生物学机制。=
N= =材料=
NKN= =细胞株=

肺癌 ARQV细胞株购自中山大学生物细胞库。=
NKO= =药品和试剂=

mmp 购自南京泽朗生物科技有限公司，质量分数

为 VRB，批号为 wiOMNRMRMSRN。胎牛血清、omjf=NSQM
培养基、MKORB胰酶JbaqA 消化液均购自美国 dibco
公司；实时荧光定量 mCo（qoqJmCo）试剂盒、逆转

录试剂盒、蛋白酶抑制剂、ofmA 缓冲液均购自德国

ooche公司，噻唑蓝（jqq）购自美国 pigma公司，

兔抗人Cyclin=aN抗体、兔抗人人抗原o（euo）抗体、

兔抗人 βJactin抗体、兔抗人 αJtubulin抗体、ianin=BN
抗体、eom 标记抗兔抗体均购自美国 Cpq 公司；

testern=blotting所用试剂购自美国BioJoad公司。=
NKP= =仪器=

酶标仪，美国 merkin= blmer公司；cCRMM流式

细胞仪，美国 Beckman= Coulter 公司；电泳及转印

系统、凝胶成像系统，美国 BioJoad公司；TRMM实
时荧光定量基因扩增系统，美国 ABf公司。=
O= =方法=
OKN= =细胞培养及分组= = =

ARQV 细胞常规培养在含 NMB胎牛血清、NMM=
rLmi青霉素和 NMM= rLmi链霉素的 omjf= NSQM培
养液中，置 PT=℃、RB=ClO培养箱中培养。实验分

Q 组，对照组（正常培养的细胞，未做任何处理）

和 mmp低、中、高剂量（RM、NMM、OMM=μgLmi）组。=
OKO= =jqq法检测细胞增殖= = =

取对数生长期 ARQV 细胞，用培养基制成单细

胞悬液，调整细胞浓度为 P×NMQLmi，接种于 VS孔，

每孔 NMM=μL，培养 OQ=h后，各实验组加入相应量的

药物和培养基至每孔液体总量为 OM= μL，实验设 S
个复孔，继续培养 OQ、QU、TO=h后，各孔分别加入

jqq（R=mgLmi）OM=μL，继续培养 Q=h，弃培养上

清，每孔加入二甲基亚砜（ajpl）NRM=μL，震荡

待结晶溶解后酶标仪上检测 QVM= nm 波长下的吸光

度（A）值。=
OKP= =流式细胞术检测细胞周期= = =

各组细胞常规培养 QU=h后，收集细胞到离心管

中离心，应用预冷的 mBp洗涤收集的细胞 P次，离

心沉淀细胞，弃上清。以 TMB预冷的乙醇重悬细胞，

吹打均匀，Q=℃储存过夜；离心乙醇固定过的细胞，

弃上清，mBp 洗涤细胞 P 次以去除残留的乙醇。应

用细胞周期检测试剂重悬细胞，常温避光染色 PM=
min，应用流式细胞仪测定细胞周期。计算增殖指数。=

增殖指数＝EdOLj＋pFLEdMLdN＋p＋dOLjF=

OKQ= =testern=blotting法分析 Cyclin=aN蛋白表达= = =
ARQV 细胞接种于 S 孔板，常规培养后于对数

生长期分别加入不同质量浓度（RM、NMM、OMM=
μgLmi）的 mmp培养 QU= h；收集细胞后用 ofmA提

取细胞总蛋白，BCA法测定蛋白浓度，NMM=℃变性

U=min，papJmAdb蛋白电泳，后将蛋白转至 msac
膜，室温封闭 N= h 后用一抗 Q=℃孵育过夜，qBpq
缓冲液洗涤 P次，二抗室温孵育 N=h，洗涤后以 bCi
化学发光法于凝胶成像系统进行检测。=
OKR= = qoq-mCo法检测 Cyclin=aN=mokA水平= = =

细胞分组及培养方法同“OKQ”项；用 qrizol抽
提细胞总 okA，按 ooch 试剂盒操作说明逆转录

cakA。Cyclin=aN上游引物：R’JdddCAdCAdAAJ=
dCdAdAdJP’，下游引物：R’JdqqCCqCdCAdJ=
ACCqCCAdJP’。以 βJactin为内参，其上游引物：

R’JdqddddqddCqqqqAddAqddJP’，下游引物：

R’JqCACAAqdqddCCdAddACqqqJP’。qoqJmCo
扩增条件为：VR=℃、NM=min；VR=℃、NR=s，SM=℃、

SM=s，循环 QM次；扩增完毕后进行熔解曲线分析。=
OKS= = Cyclin=aN=mokA稳定性的检测= = = =

细胞分组及培养方法同“OKQ”项；将放线菌素

a以 ajpl溶解后，加入培养基内，使放线菌素 a
的终质量浓度为 R=ngLmi，给予放线菌素 a处理后

的 M、O、Q、S=h时间点分别收集细胞，提取 okA，
以 qoqJmCo法检测 Cyclin=aN的 mokA的水平，设

定各组细胞 M= h= mokA的量为 NMMB，计算各组细

胞 O、Q、S=h各时间点相对该组 M=h的 mokA量的

比值，绘制各组 Cyclin=aN=mokA的降解拟合曲线，

比较各组细胞 Cyclin=aN=mokA的稳定性xRz。=
OKT= =胞浆、胞核中 euo蛋白表达的检测= = =

各实验组细胞经不同质量浓度（RM、NMM、OMM=
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μgLmi）mmp处理 OQ=h后，弃去培养基，以预冷的

mBp缓冲液清洗细胞 O次。以细胞刮收集细胞至离

心管，离心，弃上清，按胞核J胞浆蛋白提取试剂盒

说明分别提取胞浆蛋白和胞核蛋白。用 testern=
blotting法检测总的、胞浆和胞核 euo蛋白的表达，

具体操作方法同“OKQ”项。=
OKU= =统计学方法= = =

用 pmpp= NTKM软件进行统计分析，计量资料用

±x s表示，组间比较采用单因素方差分析；对于各

组细胞 Cyclin=aN=mokA稳定性比较，采用重复测

量资料的方差分析。=
P= =结果=
PKN= = mmp对 ARQV细胞增殖的抑制作用=

ARQV细胞在不同质量浓度 mmp分别作用 OQ、
QU、TO=h后，用jqq检测 ARQV细胞的增殖，与对

照组相比，RM=μgLmi=mmp组与对照组测得的 A值在

各个时间点上均没有显著差异（m＞MKMR），NMM、OMM=
μgLmi=mmp组在 OQ、QU、TO=h各时间点均能明显抑

制 ARQV细胞的增殖（m＜MKMR）。结果见图 N。==

= = =
=

与对照组比较：Gm＜MKMR，下同=
Gm Y=MKMR=vs=control=groupI=same=as=below=

图 N= = mmp对 ARQV细胞增殖的影响= E ±x s I=n===SF=
cigK=N= =bffect=of=mmp=on=proliferation=of=ARQV=cells=E ±x s I=n===SF=

PKO= = mmp对 ARQV细胞增殖指数的影响=
细胞在不同质量浓度 mmp分别作用 QU=h后，流

式细胞仪检测显示，中、高剂量 mmp组 ARQV细胞

的增殖指数降低（m＜MKMR）。结果见图 O。=
PKP= = mmp对ARQV细胞Cyclin=aN=mokA表达的影响=

qoqJmCo 检测显示，与对照组比较，不同质

量浓度 mmp作用于 ARQV细胞 QU= h后，mmp低剂

量组与对照组 Cyclin=aN=mokA表达无显著差异，

mmp中、高剂量组 Cyclin=aN=mokA表达明显减少

（m＜MKMR）。结果见图 P。=

=

=
=

图 O= = mmp对 ARQV细胞增殖指数的影响= E ±x s I=n===PF=
cigK=O= =bffect= of= mmp= on= proliferation= index= of= ARQV= cells=
E ±x s I=n===PF=
=

= = =
=

图 P= = mmp 对 ARQV 细胞 Cyclin= aN= mokA 表达的影响=
E ±x s I=n===PF=
cigK=P= =bffect=of=mmp=on=expression= of=Cyclin=aN=mokA=in=
ARQV=cells=E ±x s I=n===PF=

PKQ= = mmp对 ARQV细胞 Cyclin=aN蛋白表达的影响=
testern=blotting检测显示，与对照组比较，不

同质量浓度 mmp 作用于 ARQV 细胞 QU= h 后，mmp
低剂量组与对照组 Cyclin=aN蛋白表达没有显著差

异，mmp中、高剂量组 Cyclin=aN蛋白表达明显减

少（m＜MKMR）。结果见图 Q。=
=

=
=

图Q= =mmp对ARQV细胞Cyclin=aN蛋白表达的影响= E ±x s I=n===PF=
cigK=Q= =bffect=of=mmp=on=expression= of=Cyclin=aN=protein=in=
ARQV=cells=E ±x s I=n===PF=
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PKR= =mmp对ARQV细胞Cyclin=aN=mokA稳定性的影响=
分别于放线菌素 a处理 M、O、Q、S=h检测 Cyclin=

aN=mokA的量，绘制衰减曲线（图 R），与对照组

比较，mmp低剂量组与对照组 Cyclin=aN=mokA稳

定性没有明显差别，mmp 中、高剂量组 Cyclin= aN=
mokA稳定性明显下降（m＜MKMR）。=
PKS= = mmp促进 euo由胞核向胞浆转移=

不同质量浓度 mmp作用于ARQV细胞 QU= h后，

各组细胞总 euo蛋白比较，差异不显著（m＞MKMR）；
与对照组比较，RM=μgLmi=mmp组胞浆euo蛋白无明

显变化，NMM、OMM=μgLmi=mmp组胞浆euo蛋白表达

明显减少（m＜MKMR）；与对照组比较，RM=μgLmi=mmp
组胞核euo蛋白无明显变化，NMM、200 μgLmi=mmp
组胞核euo蛋白表达明显增加（m＜MKMR），见图 S。=

= =

=

=

图 R= = mmp 对 ARQV 细胞 Cyclin= aN= mokA 稳定性的影响=
E ±x s I=n===PF=
cigK=R= =bffect= of= mmp= on= stability= of= Cyclin= aN= mokA= in=
ARQV=cells=E ±x s I=n===PF=

=

= = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
=

图 S= = mmp对 ARQV细胞 euo蛋白亚细胞定位的影响= E ±x s I=n===PF=
cigK=S= =bffect=of=mmp=on=subcellular=distribution=of=euo=protein=in=ARQV=cells=E ±x s I=n===PF=

Q= =讨论=
细胞增殖是由于细胞生长和细胞分裂而导致

细胞数目的增加，真核细胞的细胞周期分为间期和

分裂期，间期又分为 dN期、p 期、dO期。本实验

通过jqq研究显示，mmp可抑制ARQV细胞的增殖；

流式细胞周期分析也显示 mmp可抑制 ARQV细胞的

增殖指数，中、高剂量 mmp 组细胞 dN期比例明显

升高（m＜MKMR），而 dO期和 p期细胞比例明显降低

（m＜MKMR），增殖指数明显下降（m＜MKMR），提示

mmp可抑制 ARQV细胞 dN期向 p期转换。=
在真核细胞细胞周期的调控中，Cyclin=aN是调

控dN期向 p期转化的重要蛋白，能和细胞周期依赖

激酶形成蛋白复合体，最终使细胞通过dNLp控制点，

进入akA合成的 p期。研究表明，Cyclin= aN基因

是一种原癌基因，在多种肿瘤中发现了 Cyclin=aN基
因表达升高，包括肺癌、乳腺癌、膀胱癌、甲状旁

腺癌等。本研究显示，中、高剂量的 mmp可降低ARQV

细胞 Cyclin=aN=mokA的量，也可降低 Cyclin=aN蛋
白的表达。因此推测 mmp 抑制 ARQV 细胞增殖的作

用可能与其降低 Cyclin=aN蛋白的表达有关。=
mokA 是蛋白质生物合成的模板，在真核生物

基因表达的转录后水平调控中，mokA 稳定性起重

要作用，其机制主要通过影响 mokA 的降解速率影

响蛋白质的翻译效率。放线菌素 a 是一种最常用的

基因转录抑制剂xSz，能嵌合于 akA双链内与鸟嘌呤

基团结合，抑制 akA依赖的 okA聚合酶活力，干

扰细胞的转录，从而抑制 mokA合成。放线菌素 a
抑制了akA的转录为mokA的过程，则mokA的

水平只与mokA的降解速度有关，此时mokA降解

的速度可反映其稳定性。本实验研究表明，中、高剂

量mmp组细胞的Cyclin=aN=mokA的稳定性较对照组

细胞明显降低，与之相应的 Cyclin=aN=mokA的水平

及Cyclin=aN蛋白表达量下降，推测mmp导致的Cyclin=
aN=mokA的稳定性下降减少了用于翻译的mokA的
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模板量，最终使Cyclin=aN蛋白表达水平降低。=
真核生物的 okA 转录在细胞核内完成，而翻

译合成蛋白质在胞质中完成，故合成的 mokA需要

转运至胞质合成蛋白质，在此过程中，mokA常受

到核酸酶的破坏而降解。在此过程中，Aob（ArJrich=
element）结构很重要。Aob是位于 mokA= P’端非

翻译区（P’Juntranslated=regions，P’Jrqo）的一类十

分重要的顺式调控元件，常见的有 rrArrrArr
和 ArrrA重复序列 O种形式xTz。euo是一个重要

的 okA结合蛋白，与 mokA有高度亲和性，直接

或间接结合 Aob 结构而调控 mokA 的降解xUJNMz。

euo 可在细胞核和细胞浆之间穿梭，静息状态下

euo多定位于核内，在细胞外信号作用下，胞浆中

euo蛋白量增高，并通过 okA识别基序（ooj）

与多种 mokA= P’Jrqo的 Aob结合，使 mokA在

由胞核转运至胞浆的过程中免受核酸酶降解，从而

增加 mokA 稳定性 xNNJNPz。Cyclin= aN= mokA 的

P’Jrqo 含有较多的 Aob 结构，目前已发现胞浆

euo可参与 Cyclin=aN=mokA稳定性的调控xNPJNRz。=
本实验研究表明，mmp 作用于 ARQV 细胞时，

胞核内的 euo水平升高、胞浆内 euo水平降低，

细胞内总的 euo 蛋白没有明显变化，故 mmp 可以

改变 euo 在细胞内的定位。而胞浆 euo 水平对

Cyclin= aN= mokA稳定性起重要作用，本实验中，

mmp作用后 ARQV细胞胞浆 euo水平下降，Cyclin=
aN= mokA 的稳定性也下降，提示二者之间的相关

性，即在 mmp作用后，Cyclin=aN=mokA的稳定性

下降可能是由于胞浆 euo 水平的下降引起。而

Cyclin=aN=mokA的稳定性下降最终导致 Cyclin=aN
蛋白的表达量下降及细胞增殖的抑制。=

综上所述，本研究结果证实 mmp可以抑制ARQV
细胞的增殖，此作用可能是因为 mmp 减少 euo 在

ARQV细胞胞浆内表达，降低 Cyclin=aN=mokA的稳

定性和 Cyclin=aN蛋白表达而引起。然而，mokA的

稳定性受到多种因素的调节，要想肯定 mmp 通过改

变euo在细胞内定位而降低 Cyclin=aN=mokA的稳

定性之间的相关性，还需要通过免疫共沉淀等方法

确定其二者之间的关系，本课题组将继续深入研究。=
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