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摘  要：目的  研究灵芝多糖对乳腺癌 MCF-7、MDA-MB-231 细胞凋亡的影响及作用机制。方法  MCF-7 和 MDA-MB-231

细胞分别给予灵芝多糖（25、50、75 mg/mL）干预后，MTS 法检测灵芝多糖对乳腺癌细胞增殖的影响；TUNEL 染色及流式

细胞术探测灵芝多糖对乳腺癌细胞凋亡的影响；采用流式细胞术检测细胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平；

检测细胞内谷胱甘肽（glutathione，GSH）水平；采用 qRT-PCR 技术检测抗氧化相关基因谷氨酸-半胱氨酸连接酶调节亚基

（glutamate-cysteine ligase regulatory subunit，GCLM）、谷氨酸半胱氨酸连接酶催化亚基（glutamate-cysteine ligase catalytic 

subunit，GCLC）、人硫氧还蛋白还原酶 1（human thioredoxin reductase 1，TXNRD1）、苹果酸酶 1（malic enzyme 1，ME1）、

硫氧还蛋白（thioredoxin，TXN）mRNA 表达；采用 Western blotting 检测 GCLM、TXNRD1 蛋白表达。结果  给予灵芝多糖

干预后，MCF-7、MDA-MB-231 细胞活性明显降低（P＜0.01），凋亡率显著升高（P＜0.05、0.01），细胞内 ROS 水平显著升

高（P＜0.05、0.01），GSH 水平明显下降（P＜0.01）；抗氧化因子 mRNA 及蛋白表达水平显著下调（P＜0.05、0.01）。结论  

灵芝多糖能够通过抑制 GCLM 等抗氧化基因表达诱导 ROS 生成，促进乳腺癌细胞凋亡，进而抑制乳腺癌恶性进展。 
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Abstract: Objective  To study the effect and mechanism of Ganoderma lucidum polysaccharide (GLP) on apoptosis of MCF-7 and 

MDA-MB-231 breast cancer cells. Methods  MCF-7 cells and MDA-MB-231 cells were treated with GLP (25, 50, 75 mg/mL), MTS 

method was used to detect the effect of GLP on the proliferation of breast cancer cells; TUNEL staining and flow cytometry were used 

to detect the effect of GLP on apoptosis of breast cancer cells; The level of reactive oxygen species (ROS) in cells was detected by 

flow cytometry; The intracellular glutathione (GSH) level was detected; The mRNA expressions of antioxidant related genes glutamate 
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cysteine ligase regulatory subunit (GCLM), glutamate cysteine ligase catalytic subunit (GCLC), human thioredoxin reductase 1 

(TXNRD1), malic enzyme 1 (ME1) and thioredoxin (TXN) were detected by qRT-PCR technique; Western blotting was used to detect 

the expressions of GCLM and TXNRD1 proteins. Results  After GLP intervention, activities of MCF-7 and MDA MB-231 cells were 

significantly decreased (P < 0.01), apoptosis rate was increased (P < 0.05, 0.01), intracellular ROS level was increased (P < 0.05, 0.01), 

and GSH level was decreased (P < 0.01); mRNA and protein expressions of antioxidant factors were significantly decreased (P < 0.05, 

0.01). Conclusion  GLP can induce ROS production by inhibiting the expression of antioxidant genes such as GCLM, promote the 

apoptosis of breast cancer cells, and then inhibit the malignant progress of breast cancer. 

Key words: Ganoderma lucidum polysaccharide; breast cancer; reactive oxygen species; glutathione; glutamate-cysteine ligase 

regulatory subunit 

灵芝是一种多孔菌科真菌的子实体，为我国传

统著名中药，被誉为“仙草”。其味甘，性平，归心、

肺、肝、肾经，具有益气活血、扶正补虚之功效。

灵芝主要活性成分为三萜类和多糖类化合物，此外

还含有核苷酸、生物碱、甾醇、脂肪酸、多肽以及

微量元素等。灵芝多糖具有免疫调节、抗肿瘤、抗

氧化、抗炎、神经保护作用等多种药理活性[1]。灵芝

多糖可通过提高机体免疫力、抑制肿瘤细胞增殖、

诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞转移等多种调控

机制发挥抗肿瘤的功效[2]。 

乳腺癌在《神农本草经》普济方中称为乳岩、

石痈、翻花等[3]。中医认为气滞血瘀、痰凝毒结为乳

腺癌发病之本，因此灵芝益气活血、扶正补虚治法

符合乳腺癌根本治法。2020 年乳腺癌新发病例数高

达 226 万，超过肺癌，已成为全球发病率最高的恶

性肿瘤[4]。尽管医疗水平的提升延长患者的生存时

间，但是治疗引起的性功能障碍和疼痛等一系列问

题仍造成患者生活质量下降。此外晚期乳腺癌患者

5 年生存率仅为 20%。因此深入了解乳腺癌发生发

展及转移的分子机制，为乳腺癌治疗、药物研发和

诊断监测提供科学依据和新思路，具有重要的临床

意义。 

活性氧（reactive oxygen species，ROS）生成与

乳腺癌发生发展以及转移等密切相关。研究发现，

低水平的 ROS 可通过诱导基因突变、激活多条信号

通路促进肿瘤发生发展[5]；而高浓度的 ROS 堆积可

导致线粒体功能损伤，诱导肿瘤细胞凋亡[6]。与正

常细胞相比，肿瘤细胞内 ROS 水平增加，因此肿瘤

细胞对异常增高的 ROS 更为敏感。冬凌草甲素[7]、

松萝酸[8]等可通过诱导ROS生成诱导乳腺癌细胞凋

亡。但灵芝多糖调控乳腺癌细胞氧化应激的功能及

作用机制并不明确。因此本研究以人乳腺癌 MCF-7

和 MDA-MB-231 细胞株为研究对象，采用流式细

胞术、Western blotting、qRT-PCR 等分子生物学技

术考察灵芝多糖在乳腺癌氧化应激中的调控功能及

其作用机制。 

1  材料 

1.1  细胞 

MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞（批号分别为

SCSP-5043、SCSP-531）购自中国科学院上海生命

科学研究院细胞资源中心。 

1.2  药品与试剂 

胎牛血清（批号 04-001-1ACS）、RPMI 1640 培

养基（批号 2134234）购自以色列 BI 公司；DMEM

培养基（批号 SH30022.01）购自 Hyclone 公司；青

霉素-链霉素（批号 C0222）、Annexin V-FITC 试剂

盒（批号 C1062M）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）

检测试剂盒（批号 S0052）；RIPA 裂解液购自上海

碧云天生物技术有限公司；灵芝多糖（批号

BCSW210324-1，质量分数为 80%）购自西安百川

生物科技有限公司；MTS 细胞增殖试剂盒（批号

G3580）购自 Progema 公司；4%多聚甲醛（批号

1912A05）、化学发光试剂盒（批号 BL520A）购自

Biosharp 公司 ； TUNEL 染 色 试 剂 盒（ 批号

7E521C1）；逆转录试剂盒（批号 R232-01）购自南

京诺唯赞生物科技股份有限公司；H2DCFDA 试剂

（批号 D399）购自美国 Thermo Fisher Scientific 公

司；SYBR（批号 MPC2201032）购自武汉赛维尔生

物科技有限公司；Trizol（批号 15596026）、

ProLong™ Diamond 抗淬灭封片剂（含 DAPI，批号

P36971）购自 Invitrogen 公司；谷氨酸-半胱氨酸连

接酶调节亚基（glutamate-cysteine ligase regulatory 

subunit，GCLM）、谷氨酸半胱氨酸连接酶催化亚基

（glutamate-cysteine ligase catalytic subunit，GCLC）、

人硫氧还蛋白还原酶 1（human thioredoxin reductase 

1，TXNRD1）、苹果酸酶 1（malic enzyme 1，ME1）、

硫氧还蛋白（thioredoxin，TXN）、β-actin 引物由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成；β-actin 抗
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体（批号 3700S）、二抗（批号 14709S）购自美国

CST 公司；GCLM 抗体（批号 EPR6667）、TXNRD

抗体（批号 EPNCIR129）购自英国 Abcam 公司。 

1.3  仪器 

HF160W 型恒温培养箱（上海力申科学仪器有

限公司）；318C+型酶标仪（上海赣闽分析仪器有限

公司）；DMi8 型倒置荧光显微镜（德国 Leica 公司）；

FACSCelesta 流式细胞仪（美国 BD 公司）；1645070

型电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；Light Cycler96 实

时荧光定量 PCR 仪（瑞士 Roche 公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

MCF-7、MDA-MB-231 细胞分别用含 10%胎牛

血清、1%青霉素-链霉素的 DMEM 或 RPMI 1640 培

养基，于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养，取对数

生长期细胞用于后续实验。 

2.2  细胞增殖实验 

取对数生长期的 MCF-7、MDA-MB-231 细胞分

别以 5×103 个/mL 接种于 96 孔板，100 μL/孔，置

于 37℃、5% CO2 培养箱培养过夜。灵芝多糖用

DMEM 培养基分别配制成 20、40、80、120 mg/mL

的溶液，对照组加入不含药物的培养基，培养 24 h。

弃去培养基，PBS 清洗后，每孔加入 100 μL 1×MTS

试剂，于培养箱中孵育 2 h，采用酶标仪测定 490 nm

处的吸光度（A）值，计算半数抑制浓度（half 

inhibitory concentration，IC50），筛选后续实验剂量。 

2.3  TUNEL 染色检测细胞凋亡 

在 24 孔板内放入细胞爬片，MCF-7、MDA-MB-

231 细胞分别以 5×104 个/孔接种于 24 孔板，置于

培养箱中培养过夜。分别加入不同浓度（25、50、

75 mg/mL）的灵芝多糖，另设置对照组加入不含药

物的培养基，培养 24 h 后，弃去培养基，PBS 清洗，

加入 4%多聚甲醛，室温静置 20 min，PBS 清洗 2

次，每次 5 min。随后每孔加入 0.2 mL 0.5% Triton-

X100，室温静置 10 min，PBS 清洗 2 次，每次 5 

min，采用 TUNEL染色试剂盒对细胞进行染色，PBS

清洗 2 次，每次 5 min。取出爬片，以抗淬灭封片剂

封片，于荧光倒置显微镜下观察并拍照，使用 LAS 

AF Lite 软件处理，计算凋亡率。 

凋亡率＝TUNEL 阳性细胞/DAPI 阳性细胞 

2.4  流式细胞术检测细胞凋亡 

MCF-7、MDA-MB-231 细胞分别以 3×105 个/

孔接种于 12 孔板中，置于培养箱中培养过夜。按

“2.3”项下方法进行分组和给药，培养 24 h 后，弃

去培养基，PBS 清洗后，加入不含 EDTA 的胰酶进

行消化，待消化完全后，加入培养基终止消化，收

集细胞，细胞计数后取 5×104 个细胞，加入 195 μL 

Annexin V-FITC 结合液重悬细胞并置于流式管中，

加入 5 μL Annexin V-FITC，轻轻混匀，加入 10 μL 

碘化丙啶（PI），轻轻混匀，避光冰浴 20 min，随后

上机检测，采用 FlowJo 软件分析细胞凋亡情况。 

2.5  流式细胞术检测细胞内 ROS 水平 

MCF-7、MDA-MB-231 细胞分别以 3×105 个/

孔接种于 12 孔板中，培养过夜。按“2.3”项下方

法进行分组和给药，培养 24 h 后，弃去培养基，PBS

清洗 2 次，加入 500 μL 培养基（含 0.2 μL 

H2DCFDA），置于培养箱中避光培养 30 min。胰酶

消化后收集细胞，PBS 重悬后，随后上机检测，采

用 FlowJo 软件分析细胞内 ROS 水平。 

2.6  细胞内 GSH 水平检测 

MCF-7、MDA-MB-231 细胞分别以 3×105 个/

孔接种于 12 孔板，置于培养箱中培养过夜。按“2.3”

项下方法进行分组和给药，培养 24 h 后，弃去培养

基，PBS 清洗，胰酶消化后收集细胞，细胞计数。

按试剂盒说明书测定细胞内 GSH 水平。 

2.7  qRT-PCR 检测 GCLM、GCLC、TXNRD1、ME1

和 TXN mRNA 表达 

MCF-7、MDA-MB-231 细胞分别以 3×105 个/

孔接种于 12 孔板，置于培养箱中培养过夜。按“2.3”

项下方法进行分组和给药，培养 24 h 后，弃去培养

基，PBS 清洗后，按照试剂盒说明书提取细胞总

RNA 并合成 cDNA，进行 qRT-PCR 分析。引物序

列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

引物 序列 (5’-3’) 

β-actin F: CGAGCGCGGCTACAGCTT 

 R: TCCTTAATGTCACGCACGATTT 

GCLC F: GTGGTACTGCTCACCAGAGTG 

 R: CGGTTCAGGATAAACTGTGGCTG 

GCLM F: ATCTTGCCTCCTGCTGTGTGATGC 

 R: CAATGACCGAATACCGCAGTAGCC 

TXNRD1 F: GCAATCCAGGCAGGAAGATTGCT 

 R: CTCTTGACGGAATCGTCCATTCC 

ME1 F: CCTCACTACTGCTGAGGTTATAGC 

 R: CGGTTCAGGATAAACTGTGGCTG 

TXN F: CTTGGACGCTGCAGGTGATA 

 R: TCTGAAGCAACATCCTGACAGT 
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2.8  Western blotting 检测 TXNRD1 和 GCLM 蛋

白表达 

MCF-7、MDA-MB-231 细胞分别以 3×105个/孔

接种于 12 孔板，置于培养箱中培养过夜。按“2.3”

项下方法进行分组和给药，培养 24 h 后，弃去培养

基，PBS 清洗后，用细胞刮刮取细胞，4 ℃、3600 

r/min 离心 5 min，弃去 PBS。加入 RIPA 裂解液，

于冰上裂解细胞 30 min；4 ℃、12 000 r/min 离心 15 

min，取上清，采用 BCA 法进行蛋白定量。蛋白样

品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至

PVDF 膜，于 5%脱脂牛奶中封闭 1 h，分别加入 β-

actin 抗体（1∶5000）、GCLM 抗体（1∶1500）、

TXNRD 抗体（1∶1500），4 ℃摇床孵育过夜；以

TBST 缓冲液洗涤 3 次，每次 10 min，加入二抗（1∶

10 000），室温孵育 1 h 后，TBST 洗膜 3 次，每次

10 min。加入化学发光试剂显影，采用 Image J 软件

分析条带灰度值。 

2.9  统计学分析 

使用 Microsoft Office Excel、Graphpad Prism 8.0

软件处理数椐，结果以 x s 表示，组间两两比较采

用单因素方差分析检验。 

3  结果 

3.1  灵芝多糖抑制乳腺癌细胞增殖 

MCF-7 细胞 IC50 为 45.17 mg/mL，MDA-MB-

231 细胞 IC50 为 55.74 mg/mL，2 种细胞的 IC50 接近

50 mg/mL，因此取 50 mg/mL 作为后续实验的基础。

将 IC50 的 50%、100%、150%作为实验的低、中、

高剂量，即分别以 25、50、75 mg/mL 灵芝多糖进

行后续研究。如图 1-A、B 所示，灵芝多糖显著抑

制乳腺癌细胞增殖（P＜0.01）。如图 1-C、D 所示，

灵芝多糖显著诱导乳腺癌细胞凋亡（P＜0.01）。流

式细胞术检测结果（图 2）显示，给予灵芝多糖后，

乳腺癌细胞的早期凋亡率和晚期凋亡率明显升高

（P＜0.05、0.01），且呈剂量相关性。 

3.2  灵芝多糖诱导乳腺癌细胞内 ROS 生成 

如图 3 所示，灵芝多糖显著诱导乳腺癌细胞内

ROS 生成（P＜0.05、0.01），表明灵芝多糖可能通

过诱导乳腺癌细胞 ROS 生成促进细胞凋亡。 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group, same as below figures 

图 1  灵芝多糖抑制 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞增殖 (A、B) 并诱导其凋亡 (C、D) ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Ganoderma lucidum polysaccharide inhibited proliferation (A, B) and promoted apoptosis (C, D) of MCF-7 and MDA-

MB-231 cells ( x s , n = 3) 
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图 2  灵芝多糖促进 MCF-7 (A) 和 MDA-MB-231 (B) 细胞凋亡 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Ganoderma lucidum polysaccharide promoted apoptosis of MCF-7 (A) and MDA-MB-231 (B) cells ( x s , n = 3)

 

图 3  灵芝多糖诱导 MCF-7 (A) 和 MDA-MB-231 (B) 细胞内 ROS 生成 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Ganoderma lucidum polysaccharide promoted ROS generation of MCF-7 (A) and MDA-MB-231 (B) cells ( x s , n = 3)
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3.3  灵芝多糖抑制乳腺癌细胞内 GSH 水平 

GSH 是广泛存在于生物体内的生物活性非蛋

白硫醇化合物。研究表明，肿瘤细胞 GSH 水平升高

可及时清除过多的 ROS，避免细胞发生凋亡[9]。推

测灵芝多糖是否通过抑制 GSH 合成诱导乳腺癌细

胞 ROS 生成。如图 4 所示，灵芝多糖显著抑制乳腺

癌细胞内 GSH 合成（P＜0.01）。 

3.4  灵芝多糖抑制抗氧化因子基因和蛋白表达 

为了进一步探究灵芝多糖抑制 GSH 合成的作

用机制，对 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞抗氧化因

子的基因及蛋白表达进行检测。如图 5、6 所示，灵

芝多糖显著抑制 MCF-7 及 MDA-MB-231 细胞

GCLM、GCLC、TXNRD1 和 ME1 mRNA 表达（P＜

0.05、0.01），显著抑制 MCF-7 细胞 TXN mRNA 表

达（P＜0.05），而灵芝多糖高剂量组 MDA-MB-231

细胞中 TXN mRNA 表达显著上调（P＜0.01）。

Western blotting 实验也证实灵芝多糖可显著抑制

GSH 合成关键酶 GCLM 蛋白表达（P＜0.05、0.01）。

TXNRD 可以通过活性中心二硫醇可逆氧化成二硫

化物，作为氧化还原反应中的氢供体，发挥抗氧化

功能。结果显示，灵芝多糖可显著抑制 TXNRD 蛋

白表达（P＜0.01）。 

 

图 4  灵芝多糖抑制 MCF-7 和 MDA-MB-231 细胞内 GSH 合成 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Ganoderma lucidum polysaccharide inhibited GSH synthesis of MCF-7 and MDA-MB-231 cells ( x s , n = 3) 

 

图 5  灵芝多糖抑制 MCF-7 细胞抗氧化相关因子表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Ganoderma lucidum polysaccharide inhibited expressions of antioxidant-related factors in MCF-7 cells ( x s , n = 3) 
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图 6  灵芝多糖抑制 MDA-MB-231 细胞抗氧化相关因子表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Ganoderma lucidum polysaccharide inhibited expressions of antioxidant-related factors in MDA-MB-231 cells ( x s , 

n = 3)

4  讨论 

2020 年我国乳腺癌新发病例约 33.2 万，发病

病例高居全球第 1 位；死亡人数约为 11.7 万，位居

女性恶性肿瘤死亡首位[10]。在过去 10 年，乳腺癌的

预防、诊断和治疗方面取得了重大进展[11]。目前乳

腺癌的治疗选择包括手术干预、放疗、新化疗和辅

助化疗、激素疗法或分子靶向疗法，可根据患者的

身体状况和癌症状态，制定个性化治疗方案[12]。尽

管这些治疗延长了患者的生存周期，但是晚期乳腺

癌患者死亡率高。与此同时，三阴性乳腺癌具有恶

性度高、侵袭性强、预后差等特征，患者对内分泌

治疗和靶向治疗不敏感。因此进一步研究乳腺癌恶

性进展分子机制，寻求一种不良反应小的辅助治疗

方法具有重要意义。 

灵芝被誉为“仙草”“瑞草”，是我国传统著名

中药。灵芝具有增强机体免疫力、抗炎、抗肿瘤等

多种药理作用[13]，灵芝多糖是灵芝的主要成分，可

抑制结肠癌[14]、肺癌[15]、前列腺癌[16]、肝癌[17]等多

种恶性肿瘤发生发展。研究显示，灵芝多糖通过诱

导 miR-125b 表达抑制调节性 T 细胞功能，进而抑

制肝癌发生发展[17]；灵芝多糖可通过改善肠道菌

群，激活腹膜巨噬细胞吞噬功能，促进自噬体形成

抑制结肠癌恶性进展[14]；灵芝水提物通过抑制尿激

酶型纤溶酶原激活物（urokinase type plasminogen 

activator，uPA）、核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-

κB）活性，抑制 MDA-MB-231 细胞增殖与迁移[18]；

灵芝孢子多糖与紫杉醇联合用药可通过调控肿瘤代

谢、增强机体免疫力、改善肠道菌群失调，从而显示

出更好的抗乳腺癌活性[19]。本研究通过MTS增殖法、

TUNEL 染色及 Annexin V-FITC 双染确定灵芝多糖

可抑制乳腺癌细胞增殖并诱导乳腺癌细胞凋亡。 

ROS 是细胞线粒体电子传递链产生的性质活

泼的含氧物质。因线粒体功能障碍、代谢改变、基

因突变，癌细胞中 ROS 产量明显增加[20]。适度提高

ROS 的水平可激活 p38 有丝分裂原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinase，MAPK）、细胞外

调节蛋白激酶（extracellular regulated protein kinase，

ERK）、Janus 激酶（Janus kinase，JAK）/信号转导

及转录激活因子（signal transducer and activator of 

transcription，STAT）等多条信号通路促进肿瘤细胞

增殖 [21]，可通过抑制缺氧诱导因子-1α（hypoxia 

inducible factor-1α，HIF-1α）蛋白降解促进肿瘤细胞

侵袭[22]。然而，过度的 ROS 积累可导致大分子物质

氧化损伤，从而引起细胞死亡[23]。补骨脂乙素、冬
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凌草甲素等能够通过诱导乳腺癌细胞内 ROS 升高

诱导细胞凋亡，抑制细胞增殖，进而发挥抗肿瘤作

用[7,24]。灵芝提取物可通过促进前列腺癌 PC-3 细胞

ROS 生成诱导前列腺癌细胞凋亡 [16]。本研究以

H2DCFDA 为细胞内 ROS 探针，发现灵芝多糖可升

高MCF-7及MDA-MB-231细胞内ROS水平。MCF-

7 细胞中，灵芝多糖高剂量组 ROS 水平最高；而

MDA-MB-231 细胞中，灵芝多糖中剂量组 ROS 水

平最高，其原因可能为①凋亡影响：流式结果中，

对于 MCF-7 细胞，灵芝多糖高剂量组细胞凋亡率约

为 41%；而对于 MDA-MB-231 细胞，灵芝多糖高

剂量组细胞凋亡率约为 76.7%；相较于 MCF-7 细

胞，灵芝多糖高剂量组 MDA-MB-231 细胞凋亡率

更高。H2DCFDA 为探针检测 ROS 主要针对活细

胞，由于灵芝多糖高剂量组 MDA-MB-231 细胞凋

亡率过高，因此灵芝多糖中剂量组 MDA-MB-231 细

胞内 ROS 水平最高。②细胞背景不同：MCF-7 细

胞是雌激素受体阳性乳腺癌细胞（ER＋，野生型

p53），MDA-MB-231 细胞是三阴性乳腺癌细胞

（ER−，突变型 p53），由于细胞背景及代谢不同，也

可能导致此差异。 

由于肿瘤细胞具有高负荷的 ROS 特征，其细胞

进化出多种防御机制降低 ROS 的不利影响，其中一

种重要机制是激活抗氧化系统。抗氧化系统主要有

2 类，第 1 类是抗氧化酶类，包括超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）、过氧化氢酶（catalase，

CAT ） 和 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 （ glutathione 

peroxidase，GSH-Px）等，第 2 类是含巯基的小分

子蛋白质，包括硫氧还蛋白（thioredoxin，Trx）和

GSH 等。GSH 是一种由 L-谷氨酸、L-半胱氨酸和甘

氨酸组成的三肽。GSH 是由半胱氨酸、谷氨酸和甘

氨酸在胞质中通过两步反应合成，第 1 步反应是由

GCLC 和催化亚基 GCLM 催化下形成 γ-谷氨酰半

胱氨酸；第二步反应是谷胱甘肽合成酶将甘氨酸添

加到 γ-谷氨酰半胱氨酸中并产生 GSH。其中 GCLM

是 GSH 合成关键限速酶[25]。研究显示，HIF-1 可在

缺氧条件下激活 GCL 表达和促进 GSH 合成，从而

促进化疗后乳腺癌干细胞增殖[26]。本研究发现灵芝

多糖可抑制 MCF-7 及 MDA-MB-231 细胞内 GSH

生成，推测灵芝多糖通过抑制 GSH 生成诱导乳腺

癌细胞 ROS 生成。结果显示，MDA-MB-231 细胞

中，灵芝多糖中剂量组 GSH 水平高于低剂量组，推

测可能是由于癌细胞除合成 GSH 等含巯基的小分

子物质，还可通过表达抗氧化酶消除 ROS 所带来的

不利影响，因此低剂量的灵芝多糖在 MDA-MB-231

细胞中可能通过其他保护机制减少氧化应激损伤。

MDA-MB-231 细胞中，灵芝多糖中剂量组 GCLM、

GCLC 等 mRNA 与蛋白表达水平均高于高剂量组；

GCLM 与 GCLC 为谷胱甘肽生物合成过程的限速

酶，因此灵芝多糖中剂量组细胞内 GSH 水平显著

高于高剂量组。 

作为 GSH 合成关键限速酶的修饰亚基，GCLM

在肿瘤发生发展有着重要作用。GCLM 缺失导致乳

腺癌小鼠模型中的肿瘤延迟发病[25]；此外，GCLM

高表达与非小细胞肺癌的治疗抗性有关[27]。Western 

blotting 及 qRT-PCR 结果显示，灵芝多糖可通过抑

制 TXNRD1、GCLM 多种抗氧化因子表达抑制 GSH

生成，进而诱导细胞内 ROS 生成。推测灵芝多糖可

能够通过抑制多种抗氧化基因表达诱导 ROS 生成，

从而诱导乳腺癌细胞凋亡，进而抑制乳腺癌恶性进

展（图 7）。 

 

图 7  灵芝多糖诱导乳腺癌细胞凋亡的作用机制 

Fig. 7  Mechanism of Ganoderma lucidum polysaccharide 

inducing apoptosis of breast cancer cells 

综上所述，本研究初步探讨了灵芝多糖在乳腺

癌氧化应激中的功能及其相关分子机制，验证了灵

芝多糖通过抑制 GCLM 抑制 GSH 合成，从而诱导

ROS 在细胞内大量累积，最终诱导乳腺癌 MDA-

MB-231 及 MCF-7 细胞凋亡。 
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