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［摘　要］　目的　观察灵芝合剂抗肿瘤作用及其可能机制。 方法　采用体外细胞培养方法观察灵芝合剂对人肝癌细胞株

ＱＧＹ７７０３、大鼠肝癌细胞株ＣＢＲＨ７９１９、人胃癌细胞株ＢＧＣ８２３的增殖抑制作用；体内试验将５０只小鼠随机分为正常对照组、

模型组、环磷酰胺组、灵芝合剂组和联合组各１０只，除正常对照组外建立Ｓ１８０荷瘤小鼠模型，环磷酰胺组以３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注

射环磷酰胺，灵芝合剂组以５０ｍｇ／ｋｇ灵芝合剂灌胃，联合组给予灵芝合剂和环磷酰胺，正常对照组及模型组灌胃等量生理盐

水，各组连续给药１４天。计算各组小鼠抑瘤率、脾脏指数、胸腺指数，检测小鼠血清肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、白细胞介素－６
（ＩＬ－６）的水平。 结果　灵芝合剂组０．４～６．４ｍｇ／ｍｌ药物浓度对ＣＢＲＨ７９１９、ＢＧＣ８２３肿瘤细胞株具有明显的增殖抑制效果，

且有一定的浓度依赖性（Ｐ＜０．０５）。灵芝合剂组、环磷酰胺组和联合组抑瘤率分别为４７．９０％、６９．５７％、７８．６７％。灵芝合剂

组及联合组小鼠的脾脏指数和胸腺指数与环磷酰胺组比较明显提高（Ｐ＜０．０５）。除环磷酰胺组ＩＬ－６含量与正常对照组比较

差异无统计学意义外，３个给药组ＴＮＦ－α、ＩＬ－６的含量均高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。 结论　灵芝合剂有一定的抗肿瘤活

性，其作用机制可能与增强荷瘤小鼠免疫力，提高其血清ＴＮＦ－α、ＩＬ－６含量有关。
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　　灵芝为担子菌纲、多孔菌科、属真菌。现代医学
实验证明，灵芝有提高机体免疫力、抑制肿瘤、抑制
氧自由基的产生、增强机体清除自由基的能力、抑制
组织细胞脂质过氧化等广泛的药理活性［１］。同时，

增强免疫功能可以介导灵芝的抗肿瘤作用［２］。蛇莓

为蔷薇科蛇莓属植物，具有清热解毒、消肿散结、收
敛止血、凉血之功效，近年来发现蛇莓具有显著的抗
肿瘤作用［３－４］。冬凌草为唇形科香茶菜属植物，有

研究表明其对白血病以及食管癌、肝癌、结肠癌等有

一定的疗效［５－７］。本研究拟以灵芝为主药，配伍蛇
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莓、冬凌草组成灵芝合剂，以消化系肿瘤细胞株为对
象，体外观察灵芝合剂抗肿瘤的作用机理，为其进一
步开发利用提供实验依据。

１　材料及方法

１．１　动物与细胞株

ＳＰＦ级昆明种小鼠５０只，雄性，体重１８～２２ｇ，
购于河南中医学院实验动物中心，动物合格证号：

ＳＣＸＫ（豫）２０１０－０００２；人肝癌细胞株 ＱＧＹ７７０３，
大鼠 肝 癌 细 胞 株 ＣＢＲＨ７９１９，人 胃 癌 细 胞 株

ＢＧＣ８２３及Ｓ１８０细胞株，购于郑州大学医学院细胞
中心。

１．２　药品、试剂及仪器
灵芝合剂：灵芝产地山东；冬凌草、蛇莓产地河

南，３种中药以１∶１∶１比例混合后常规水煎２次，
药液经纱布过滤后混合并浓缩至１ｇ生药／ｍｌ，４℃
保存，用时以生理盐水稀释；注射用环磷酰胺
（ＣＴＸ），０．２ｇ／支，江苏恒瑞医药股份有限公司，批
号１１０３１５２１；胎牛血清，杭州四季青生物工程材料
有限公司；５－氟尿嘧啶（５－Ｆｕ），上海旭东海普药业有
限公司，批号１１０８１１０２；４５０型酶标仪，日本 Ｒｉｃｏｈ
公司；倒置相差显微镜，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。

１．３　细胞培养
用含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ　１６４０培养液，３７℃、

５％ＣＯ２ 条件下常规培养细胞。细胞于指数生长期用
不同浓度的药物处理相应时间后进行检测。

１．４　灵芝合剂对不同肿瘤细胞增殖的影响
取指数生长期的细胞加入９６孔板中，每孔

６　０００个细胞。灵芝合剂组设５个浓度：０．４、０．８、

１．６、３．２、６．４ｍｇ／ｍｌ，阳性药物５－Ｆｕ采用终浓度

１０μｇ／ｍｌ（阳性对照组），同时设置空白对照组。每
组设６个平行孔，置３７℃条件下培养４８ｈ，ＭＴＴ法
检测４９０ｎｍ波长下每孔的ＯＤ值，按下列公式计算
生长抑制率：生长抑制率＝（１－用药组平均ＯＤ值／
空白对照组平均ＯＤ值）×１００％。

１．５　Ｓ１８０荷瘤小鼠模型的建立［８］

选择腹腔接种Ｓ１８０瘤细胞１周左右的小鼠１
只颈椎脱臼处死，无菌抽取腹水，用生理盐水稀释，
调整细胞数为２×１０７／ｍｌ的细胞混悬液，０．２％台盼
蓝染色，计算活细胞数为９５％～９８％。小鼠右侧腋
窝消毒后皮下注射０．２ｍｌ细胞悬液。

１．６　分组及给药
按随机数字表法选取１０只小鼠为正常对照组，

其余小鼠接种２４ｈ后，按随机数字表法分为模型组、
环磷酰胺组、灵芝合剂组、联合组，每组１０只。其中
环磷酰胺组以３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射ＣＴＸ，隔日１次；
灵芝合剂组以５０ｍｇ／ｋｇ灵芝合剂浓缩液灌胃，每日

１次；联合组给予灵芝合剂和ＣＴＸ，剂量和方法同
环磷酰胺组和灵芝合剂组；正常对照组及模型组灌
胃等量生理盐水，每日１次。各组连续给药１４天。

１．７　一般情况观察及指标检测
实验期间观察小鼠体重、活动度等一般情况。

于末次给药１ｈ后，摘眼球取血，分离血清，－２０℃
保存备用。处死小鼠，完整剥离瘤块、脾脏、胸腺，用
电子天平称重并记录，计算抑瘤率、脾脏指数、胸腺
指数。肿瘤抑制率＝（模型组平均瘤重－治疗组平
均瘤重）／模型组平均瘤重×１００％；胸腺指数＝胸腺
重量／体重；脾指数＝脾重／体重［９］

ＥＬＩＳＡ法检测血清肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）、
白细胞介素－６（ＩＬ－６）水平，试剂盒均购自广州齐云
生物技术有限公司，批号分别为ｄｙ５１０、Ａ２００５，实验
按试剂盒说明书操作，４９２ｎｍ波长处测吸光度，计
算血清样本ＴＮＦ－α和ＩＬ－６含量。

１．８　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件分析，计量数据用均

数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，多组间比较用单因素方差
分析，多组间两两比较，若方差齐用ＬＳＤ法检验，若
方差不齐用Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ　Ｔ２法。

２　结果

２．１　灵芝合剂对不同肿瘤细胞株细胞增殖的影响
表１示，灵芝合剂组０．４、０．８、１．６ｍｇ／ｍｌ药物

浓度对ＱＧＹ７７０３、ＣＢＲＨ７９１９、ＢＧＣ８２３ＧＭ 肿瘤细
胞株生长抑制率均较阳性对照组低（Ｐ＜０．０５）；灵
芝合剂组３．２、６．４ｍｇ／ｍｌ药物浓度对ＱＧＹ７７０３肿
瘤细胞株生长抑制率亦较阳性对照组低（Ｐ＜
０．０５）。灵芝合剂组０．４～６．４ｍｇ／ｍｌ药物浓度对

ＣＢＲＨ７９１９、ＢＧＣ８２３肿瘤细胞株具有明显的增殖
抑 制 效 果，且 呈 现 量 效 依 赖 关 系，其 中 对

ＣＢＲＨ７９１９细胞株各浓度间差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），对 ＢＧＣ８２３细胞株除０．８、１．６ｍｇ／ｍｌ
两个浓度间无统计学差异外，其他浓度间差异亦有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。灵芝合剂组对 ＱＧＹ７７０３
的抑制作用不明显，除０．４、０．８ｍｇ／ｍｌ两个浓度间
无统计学差异外，其余各浓度间差异均有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。
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表１　灵芝合剂对不同肿瘤细胞株细胞生长抑制率的比较（％，珚ｘ±ｓ）

　组别 药物浓度（ｍｇ／ｍｌ） 样本数 ＱＧＹ７７０３ ＣＢＲＨ７９１９ 　ＢＧＣ８２３

阳性对照组 ０．０１　 ６　 ７１．４０±３．２７　 ６９．７０±４．２９　 ６６．５０±４．１４
灵芝合剂组 ０．４　 ６　 １４．２２±１．７４＊ ３１．４３±１．７７＊ ２２．６４±１．５８＊

０．８　 ６　 １３．８０±１．６１＊ ３６．０７±１．９０＊△ ３５．１６±１．４５＊△

１．６　 ６　 １７．１７±１．８０＊△▲ ４１．２４±２．１４＊△▲ ３７．２７±１．３８＊△

３．２　 ６　 ２９．３２±２．１２＊△▲ ４９．６２±２．１４△▲ ５３．１９±１．２１△▲

６．４　 ６　 ２２．８６±２．１２＊△▲ ５６．７１±１．１９△▲ ６２．３３±１．２１△▲

　　注：与阳性对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与０．４ｍｇ／ｍｌ比较，△Ｐ＜０．０５；与０．８ｍｇ／ｍｌ比较，▲Ｐ＜０．０５；与１．６ｍｇ／ｍｌ比较，Ｐ＜０．０５；与

３．２ｍｇ／ｍｌ比较，Ｐ＜０．０５

２．２　各组小鼠抑瘤率及脏器指数的比较
灵芝合剂组、环磷酰胺组和联合组抑瘤率分别

为４７．９０％、６９．５７％、７８．６７％。表２示，与正常对
照组比较，环磷酰胺组小鼠脾脏指数、胸腺指数均显
著降低（Ｐ＜０．０５）；灵芝合剂组及联合组小鼠的脾
脏指数和胸腺指数与环磷酰胺组比较有明显提高

（Ｐ＜０．０５）。

表２　各组小鼠抑瘤率及脏器指数的比较（ｍｇ／ｇ，珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 脾脏指数 胸腺指数

正常对照组 １０　 ３．３２±０．３２　 １．８９±０．３１
模型组 １０　 ２．２７±０．５５　 １．６４±０．４８
环磷酰胺组 １０　 １．９２±０．７１＊ １．５２±０．２５＊

灵芝合剂组 １０　 ２．７２±０．２５△ １．９６±０．５８△

联合组 １０　 ２．９６±０．７９△ ２．０９±０．５６△

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与环磷酰胺组比较，△Ｐ＜

０．０５

２．３　各组小鼠血清ＴＮＦ－α、ＩＬ－６含量的比较
表３示，灵芝合剂组、环磷酰胺组和联合组与模

型组比较 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６含量差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；除环磷酰胺组ＩＬ－６含量与正常对照组
比较差异无统计学意义外，３个给药组ＴＮＦ－α、ＩＬ－６
的含量均高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。

表３　各组小鼠血清ＴＮＦ－α、ＩＬ－６含量的比较（ｎｇ／ｍｌ，珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ＴＮＦ－α ＩＬ－６

正常对照组 １０　 ４．３０±０．２７　 ０．１９±０．０６
模型组 １０　 ５．４４±０．２１　 ０．１７±０．０３
环磷酰胺组 １０　 ６．３６±０．２６＊△ ０．２２±０．０４△

灵芝合剂组 １０　 ７．３８±０．４２＊△ ０．３６±０．０７＊△

联合组 １０　 ６．２１±０．２５＊△ ０．４０±０．０７＊△

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５

３　讨论
肿瘤是世界上迄今未克服的难治疾病，机体的

免疫功能及状态与肿瘤的发生、发展及预后密切相
关，随着对肿瘤学的深入研究，肿瘤与免疫的关系越
来越引起重视［１０］。大多数肿瘤患者存在先天或者

后天免疫失调，机体防御机制功能下降，对肿瘤细胞
监视不力，不能及时将其消灭，最终导致肿瘤细胞的
生长［１１］。《黄帝内经》曰“正气存内，邪不可干”，充
分肯定了中医扶正培本法的疗效。灵芝始载于《神
农本草经》，其性味甘平，归心、肝、肺、肾经，具有扶
正固本、补中益气、滋外强壮、延年益寿等功效。主
治虚劳、失眠、神疲乏力、心悸、头晕、久咳气喘等。
灵芝富含对人体有益的１７种氨基酸以及灵芝多糖
灵芝酸、生物碱、三萜类化合物等有效成分，其子实
体、孢子粉、菌丝体均可入药，大量研究表明灵芝具
有免疫、抗衰老、抗肿瘤等作用［１２－１５］。蛇莓除具有
体内体外抗肿瘤活性外，也能增强机体免疫功
能［１６－１７］。冬凌草甲素对多种肿瘤细胞具有显著的
抑制作用，其作用机制通过细胞毒作用、细胞凋亡、
影响细胞周期来实现的，临床研究也证实冬凌草具
有广泛抗肿瘤作用［１８－１９］。
本研究体外实验表明，灵芝合剂在体外对大鼠

肝癌细胞株ＣＢＲＨ７９１９、人胃癌细胞株ＢＧＣ８２３均
有一定的增殖抑制作用，并呈现量效依赖关系，浓度
为６．４ｍｇ／ｍｌ的灵芝合剂作用４８ｈ，对两种细胞株
的抑制率可达５６．７１％及６２．３３％；体内实验结果也
表明，灵芝合剂对于小鼠Ｓ１８０荷瘤具有一定的抑制
作用，给药剂量５０ｍｇ／ｋｇ，抑瘤率达４７．９％，特别与
化疗药物环磷酰胺联合应用，抑瘤率达７８．６７％。
并且环磷酰胺组小鼠的脾脏指数和胸腺指数与正常

对照组比较明显降低（Ｐ＜０．０５），说明环磷酰胺对
免疫器官损伤较大，但灵芝合剂组及联合组与环磷
酰胺组比较，其脾脏指数和胸腺指数有显著性提高
（Ｐ＜０．０５），说明灵芝合剂及联合组能改善环磷酰
胺所致的免疫功能下降，提示灵芝合剂在治疗肿瘤
方面抑瘤作用更具安全性。

ＴＮＦ系由激活的单核细胞和巨噬细胞系统产
生，是具有广泛生物学功能的一种可溶性多效细胞
因子，ＴＮＦ－α在体内实验性肿瘤效应的特征是引起
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肿瘤坏死，肿瘤体积缩小以至减退，与机体免疫调节
系统变化有关［２０］。ＩＬ－６是一种多效应细胞因子，及
其受体系统在机体抗肿瘤中起重要作用，是反映机
体免疫功能的重要指标，它与恶性肿瘤的增殖、自身
免疫性疾病密切相关［２１］。本研究表明，灵芝合剂可
提高荷瘤小鼠血清的 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６含量，提示其可
能通过促进ＴＮＦ－α和ＩＬ－６分泌调节机体的免疫功
能，从而起到抗肿瘤作用。
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同之处，故临床应重视个体化的治疗。ＨＤＩ可以通
过多靶点抑制 ＭＭ 细胞株 ＲＰＭＩ８２２６及 Ｕ２６６的
增殖，然而同时也存在代偿性促生存途径激活，可能
导致耐药形成，疾病难治或复发，故临床主张联合用
药，使用可以靶向于 ＨＤＩ作用后代偿性促生存途径
的药物，起协同作用，发挥更好的疗效。
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