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摘 要 目的：研究云芝多糖（CVP）对小鼠黑色素瘤B16细胞体外增殖、凋亡的影响及其机制。方法：采用MTT法测定以二甲基

亚砜（DMSO，阴性对照）和0（空白对照）、0.156、0.312 5、0.625、1.25、2.5、5.0、10.0 μg/ml CVP分别培养细胞48、72 h后的细胞存活

率，计算半数抑制浓度（IC50）；流式细胞术测定以DMSO（阴性对照）和0（空白对照）、0.5 μg/ml CVP 分别培养细胞24、48、72 h后的

细胞凋亡率；实时荧光定量聚合酶链式反应法测定以DMSO（阴性对照）、0.5 μg/ml CVP培养细胞48、72 h后细胞中凋亡相关基因

P53、Bcl-2、Fas mRNA的表达。结果：0.156～10.0 μg/ml CVP 对B16细胞的生长均有抑制作用，并在0.156～0.625 μg/ml范围内呈

浓度和时间依赖性，培养48、72 h的 IC50分别为（0.32±0.01）、（0.18±0.04）µg/ml。0.5 μg/ml CVP培养细胞24、48、72 h后，细胞凋

亡率较阴性对照和空白对照均明显升高（P＜0.01）；0.5 μg/ml CVP培养细胞48、72 h后，细胞中P53、Bcl-2、Fas mRNA表达水平较

阴性对照明显降低（P＜0.01）。结论：CVP可抑制小鼠B16细胞的增殖并诱导其凋亡，其机制可能与下调细胞中P53、Bcl-2和Fas

基因的表达有关。
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Effects of Coriolus versicolor Polysaccharides on Proliferation and Apoptosis of Murine Melanoma B16 Cell
in vitro and Its Mechanism of Action
WEI Shijie1，CHEN Wenqiang2（1.Center Hospital Affiliated to Shaanxi Sci-Tech University，Shaanxi Hanzhong
723000，China；2.School of Biological Science and Engineering，Shaanxi Sci-Tech University，Shaanxi Han-
zhong 723000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Coriolus versicolor polysaccharides（CVP）on in vitro proliferation and apop-

tosis of murine melanoma B16 cell and its mechanism. METHODS：MTT assay was used to determine the survival rate of murine

melanoma B16 cell after cultured with DMSO（negative control），0（blank control），0.156，0.312 5，0.625，1.25，2.5，5.0 and

10.0 μg/ml CVP for 48，72 h，and the IC50 was calculated. Flow cytometry was used to determine the apoptotic rate of murine mela-

noma B16 cell after cultured with DMSO（negative control），0（blank control），0.5 μg/ml CVP for 24，48，72 h. Quantitation Re-

al-time PCR（qRT-PCR）was used to determine the mRNA expression of cell apoptosis-related gene P53，Bcl-2 and Fas in murine

melanoma B16 cell after cultured with DMSO（negative control），0.5 μg/ml CVP for 48，72 h. RESULTS：0.156-10.0 μg/ml CVP

could inhibit the growth of B16 cells，in concentration and time-dependent manner within 0.156-0.625 μg/ml；IC50 of B16 cells af-

ter cultured for 48 and 72 h were（0.32±0.01），（0.18±0.04）µg/ml. After cultured with 0.5 μg/ml CVP for 24，48，72 h，apoptot-

ic rates of B16 cells were increased significantly，compared to negative control and blank control（P＜0.01）. After cultured with

0.5 μg/ml CVP for 48，72 h，mRNA expression of P53，Bcl-2 and Fas were decreased significantly，compared to negative control

（P＜0.01）. CONCLUSIONS：CVP can inhibit the proliferation and induce the apoptosis of B16 cells，the mechanism of which

may be associated with the expression down-regulation of P53，Bcl-2 and Fas gene.
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云芝为多孔菌科真菌彩绒革盖菌[Coriolus versicolor（L.

ex Fr.）Quel]的干燥子实体，是我国传统的药用真菌，被广泛用

于癌症和免疫缺陷等疾病的治疗[1]。云芝子实体或菌丝体提

取液经注射或口服给药后对胃癌、结肠癌、食管癌、乳腺癌、肺

癌等多种实体瘤的生长均有明显抑制作用[2-3]。云芝多糖（Co-

riolus versicolor polysaccharides，CVP），在中国也称云芝糖肽

（Polysaccharide peptide，PSP），在日本多称云芝多糖（Polysac-

charide krestin，PSK），是从云芝子实体或培养的菌丝体中提取

的具有多种药理作用的多糖类物质[4]。CVP是云芝子实体中

的主要活性成分，也是天然多糖的典型代表，具有直接抑制肿

瘤细胞生长的作用[5]。真菌子实体和菌丝体代表了真菌的不

同发育阶段，两者体内多糖的相对分子质量不同，结构也有

差异[6]，推测其抗肿瘤的作用也有不同。目前报道的有关CVP

的抗肿瘤研究也多以菌丝体多糖为研究对象[7]。在中国传统

中医药中，云芝子实体是多类中药产品的原料，子实体多糖是

中药制剂或产品的主要成分之一，具有广泛的免疫调节和抗

肿瘤作用，子实体多糖有潜力开发成为抗肿瘤药物，但目前尚

未见其用于抗小鼠黑色素瘤B16细胞株研究的相关报道。鉴

于此，本研究以野生云芝子实体为研究对象，通过提取并纯化

制得CVP，考察其对小鼠黑色素瘤B16细胞株增殖和凋亡的

影响，并初步探讨其作用机制，以期为CVP抗肿瘤机制的进一

步研究和临床应用提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

0408-2型台式低速离心机（上海医疗器械集团有限公司

手术器械厂）；ABI 7500 Fast 型实时荧光定量聚合酶链反应

（RT-PCR）仪（美国应用生物系统公司）；FACS CaliburTM型流式

细胞仪（美国BD Biosciences公司）；MultiskanTM型全波长酶标

仪（美国Thermo Scientific 公司）。

1.2 药材与试剂

野生云芝子实体购自陕西省汉中市汉台区药材市场，由

陕西省食药用菌工程技术研究中心邓百万教授鉴定为多孔菌

科真菌彩绒革盖菌[Coriolus versicolor（L.ex Fr.）Quel]的干燥

子实体。胎牛血清（FBS）、RPMI 1640培养基（美国 Gibco 公

司）；二甲基亚砜（DMSO）、MTT（美国Sigma公司）；Ezup柱式

动物基因组DNA抽提试剂盒（上海生工生物工程股份有限公

司，批号：BC28KA1892）；动物组织/细胞RNA提取试剂盒（北

京康为世纪生物科技有限公司，批号：40134）；宝生物染料法

荧光定量试剂盒（上海皓嘉科技发展有限公司，批号：AK8006）；

引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成；其余试剂均

为分析纯。

1.3 细胞株

小鼠黑色素瘤B16细胞株购自中国科学院上海生命科学

研究院细胞资源中心。

2 方法
2.1 CVP的提取与精制

准确称取野生云芝粉末 50.0 g，用 95％乙醇在 80 ℃条件

下水浴40 min脱脂，收集药渣，风干。脱脂后的云芝粉末加入

适量蒸馏水，超声30 min，抽滤，重复超声提取1次，弃去药渣，

合并 2次提取液。将提取液减压浓缩至原体积的 1/4后，用 2

倍体积95％乙醇边搅动边沉淀，即得粗多糖，计算出多糖得率

（多糖沉淀干质量/云芝子实体干质量×100％）为7.74％。将粗

多糖经过Sevage法去除蛋白及利用活性炭脱色后[8]得精制多

糖，经苯酚-硫酸法[9]测定其葡聚糖含量为54.69％。

2.2 细胞培养

将小鼠黑色素瘤B16细胞培养在含10％热灭活FBS和100

mg/L 链霉素的 RPMI 1640培养基中。待细胞生长至 70％～

80％融合时，吸弃细胞培养液，加入1～2 ml 0.25％胰酶溶液消

化3～5 min，用新鲜培养液收集细胞悬液，然后转移至离心管

中，以1 000×g离心3 min，收集细胞沉淀，用新鲜RPMI 1640培

养基重悬细胞。将细胞悬液与培养液按1 ∶ 4的比例混合后转

接至3个100 mm培养皿中，每皿加10 ml培养液，振荡均匀后，

将培养皿放入37℃、5％ CO2孵箱中培养。

2.3 CVP对小鼠黑色素瘤B16细胞体外增殖的影响

采用MTT法测定细胞活性。将处于对数生长期的小鼠黑

色素瘤B16细胞以 1×104个细胞/孔的密度种植于含 100 µl培

养液的96孔板中，培养24 h。弃去50 µl培养液后再分别加入

0（空白对照）、0.156、0.312 5、0.625、1.25、2.5、5.0、10.0 µg/ml

CVP和等体积的DMSO溶液（阴性对照），然后用培养液调整

体积至 100 µl，每个质量浓度设置 3个重复孔。培养 48 、72 h

后于各孔细胞中分别加入 30 µl MTT溶液（5 mg/ml），继续培

养4 h，吸弃各组细胞的培养液并加入100 µl DMSO进行溶解，

振荡器上充分振匀后，在 570 nm波长下用全波长酶标仪测定

光密度（OD）值。细胞增殖抑制率（％）＝用药组平均OD值/

阴性对照组平均OD值×100％，细胞存活率（％）＝1－细胞增

殖抑制率。以细胞存活率对CVP对数进行直线回归和统计处

理，并采用加权直线回归法计算半数抑制浓度（IC50）。

2.4 CVP对小鼠黑色素瘤B16细胞体外凋亡的影响

采用流式细胞术检测细胞凋亡情况。将处于对数生长期

的小鼠黑色素瘤B16细胞按1×104个/孔的密度接种于含100 µl

培养液的96孔板中，分别加入0（空白对照）、0.5 μg/ml 的CVP

和等体积的DMSO溶液（阴性对照）培养细胞 24、48、72 h后，

70％乙醇 4 ℃固定细胞 24 h，然后加入 0.1 mg/ml 核糖核酸酶

A（RNase A）37 ℃消化 30 min，取出放入冰水中，用 0.5 ml碘

化丙啶（PI，50 μg/ml）4 ℃避光染色1 h，用流式细胞仪进行分

析。PI标记的流式细胞技术分析时，在G1峰左侧出现亚G1期

（Sub-G1）峰或A峰（或称凋亡峰），其峰值高低反映了细胞发生

凋亡的比例。

2.5 CVP对小鼠黑色素瘤B16细胞中凋亡相关基因表达的

影响

采用RT-PCR法分析凋亡相关基因的表达。按“2.4”项下

方法培养细胞，48 h 后收集细胞，提取细胞总 RNA，采用

TIANGEN 快速反转录预混试剂（KR108）进行反转录，RT-

PCR使用宝生物染料法荧光定量试剂盒进行。以 1 μg cDNA

为模板扩增细胞凋亡相关基因 P53（GenBank 登录号：NM_

000546）、Bcl-2（GenBank 登录号：NM_000633）和 Fas（Gen-

Bank 登录号：NM_152876），以β-actin 基因（GenBank 登录号：

NM_001101）为内参。 P53 引物序列：上游为 5′-GCGCA-

CAGAGGAAGAGAATCTCCGC-3′，下游为5′-GGCCAACTT-

GTTCAGTGGAGCCCCGG-3′，产物大小为 502 bp；Bcl-2引物
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序列：上游为5′-GCGTCAACCGGGAGATGTCGCCCCTG-3′，

下游为 5′-TTTCTTAAACAGCCTGCAGCTTTGTTT-3′，产物

大小为 349 bp；Fas 引物序列：上游为 5′-AGTACAGAAAA-

CATGCAGAAAGCAC-3′，下 游 为 5′-CTCTGCAAGAGTA-

CAAAGATTGGCT-3′，产物大小为 343 bp；β-actin 上游为 5′-

GTGGGGCGCCCCAGGCACCAGGGC-3′，下游为5′-CTCCT-

TAATGTCACGCACGATTTCCC-3′，产物大小为540 bp。反应

体系：SYBR premix EX Taq Ⅱ 10 μl，上、下游引物各 0.4 μl，染

料 0.4 μl，cDNA模板 2 μl，加水至 20 μl。扩增条件：95 ℃、90

s；94 ℃、10 s；60 ℃、30 s；40个循环。基因的相对表达量使用

2－ΔΔct分析[10]，以DMSO对照样品中P53、Bcl-2和Fas基因的表

达量标准化为100％，CVP处理样品的相对表达量即可通过公

式计算。每组数据重复测定3次，求出标准差。

2.6 统计学方法

采用SPSS 13.0软件进行分析。实验数据以x±s表示，组

间比较采用单因素方差分析。检验水准α＝0.05，P＜0.05表示

差异有统计学意义。

3 结果
3.1 CVP对小鼠黑色素瘤B16细胞增殖的抑制作用

CVP对小鼠黑色素瘤B16细胞的增殖具有较强的抑制作

用，在 0.156～0.625 µg/ml范围内其抑制作用呈现明显的浓度

和时间依赖性。当CVP质量浓度大于 0.625 μg/ml时，其对细

胞的抑制作用进入平台期。作用48、72 h的 IC50分别为（0.32±

0.01）、（0.18±0.04）µg/ml。CVP对小鼠黑色素瘤B16细胞增

殖的影响结果见图1。

3.2 CVP对小鼠黑色素瘤B16细胞凋亡的抑制作用

与空白对照组和阴性对照组比较，0.5 µg/ml CVP组细胞

的凋亡率随培养时间的延长而升高，作用48、72 h后细胞的凋

亡率达到 66.95％、75.40％，差异均有统计学意义（P＜0.01）。

培养不同时间后各组细胞凋亡率测定结果见表1，流式细胞图

见图2。

表1 培养不同时间后各组细胞凋亡率测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 1 The apoptotic rate of cells in each group after cul-

tured for different time（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
阴性对照组
CVP组

24 h

0.93±0.18

1.21±0.25

6.93±0.50＊

48 h

0.74±0.27

0.64±0.28

66.95±0.65＊

72 h

0.35±0.22

0.40±0.33

75.40±0.41＊

注：与空白对照组、阴性对照组比较，＊P＜0.01

Note：vs. blank control group and negative control group，＊P＜0.01

3.3 CVP对凋亡相关基因表达量的影响

培养48 h 后，与阴性对照组比较，CVP组小鼠细胞中P53、

Bcl-2和Fas mRNA表达水平明显降低（P＜0.05或P＜0.01）；

培养72 h后，CVP组小鼠黑色素瘤B16细胞中P53、Fas mRNA

表达水平较培养 48 h后继续降低，Fas mRNA水平略有升高，

但均显著低于阴性对照组（P＜0.01）。细胞中凋亡相关基因

P53、Bcl-2和 Fas mRNA表达水平测定结果见图3。

4 讨论
恶性黑色素瘤（Malignant melanoma）是一类起源于神经

嵴的黑色素细胞、极易发生转移的恶性肿瘤，由于其恶性程度

高、预后差，近年来已成为发病率增长最快的恶性肿瘤之一[11-12]。

因此寻找敏感性强、作用靶点多的有效药物一直是肿瘤研究

学者关注的热点。有研究显示，云芝菌丝体多糖具有较强的

抑制小鼠黑色素瘤细胞B16的作用，且其对该细胞的抑制作用

明显高于其他肿瘤细胞[12]。因此，从云芝子实体中提取多糖用

于临床治疗黑色素瘤B16的候选药物具有重要的意义。本研

图1 CVP对小鼠黑色素瘤B16细胞增殖的影响结果

Fig 1 Effects of CVP on the proliferation of murine melano-

ma B16 cell

150

100

50

0

48 h

72 h

B
16

细
胞

存
活

率
，％

0 0.156 0.312 5 0.625 1.25 2.5 5 10

CVP质量浓度，mg/L

图2 培养不同时间后各组细胞凋亡的流式细胞图

Fig 2 Flow cytometry of cell apoptosis after cultured for dif-

ferent time
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究结果显示，CVP 作用于 B16细胞 48、72 h 后的 IC50分别为

（0.32±0.01）、（0.18±0.04）µg/ml，该结果说明CVP对小鼠黑

色素瘤B16细胞具有较强抑制活性。笔者据CVP的 IC50值以

及前人的研究结果[12-13]，选取0.5 μg/ml CVP进行细胞凋亡的检

测。结果显示，在这一质量浓度下，作用48 h后凋亡细胞的比

例为66.95％，72 h后为75.4％，与空白对照组和阴性对照组比

较凋亡率显著升高。

细胞凋亡的发生主要有2条信号通路介导，一条是通过线

粒体的信号通路，另一条是通过Fas/FasL及TNF/TNFR死亡受

体通路。目前研究认为肿瘤的发生、发展均与细胞凋亡相

关 [14]。在线粒体通路中，Bcl-2家族成员发挥着重要作用，是目

前研究最多的一类细胞凋亡调控蛋白因子，属于一种抗凋亡

蛋白；P53是定位于线粒体上的转录因子，能与促凋亡蛋白Bak

等直接作用，解除促凋亡蛋白Bak与抗凋亡蛋白Bcl-2的相互

作用，进而改变线粒体的通透性，诱导细胞凋亡；Fas基因是凋

亡信号基因，其基因产物Fas蛋白是一种细胞凋亡信号受体，

属于死亡受体通路。本实验通过表达谱分析发现，CVP可以

下调小鼠黑色素瘤B16细胞中Bcl-2和P53基因的表达，且随

着CVP作用时间的延长，其对P53基因的下调作用越明显，而

对 Bcl-2基因的下调则达到了平衡，这说明 CVP 可通过调节

Bcl-2和P53基因的表达来诱导小鼠黑色素瘤B16细胞株的凋

亡。同时发现死亡受体中的Fas基因表达也被CVP下调，说明

着 2条通路都参与 CVP 所致的小鼠黑色素瘤 B16细胞株的

凋亡。

综上所述，CVP能通过诱导细胞凋亡的方式抑制小鼠黑

色素瘤B16细胞的生长，其作用机制可能与下调细胞中P53、

Bcl-2和Fas基因的表达相关。
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图3 各组细胞中凋亡相关基因P53、Bcl-2和 Fas mRNA表达

测定结果
注：＊P＜0.05；＊＊P＜0.01

Fig 3 The mRNA expression of P53，Bcl-2 and Fas of cells

in each group（x±±s，n＝3）
Note：＊P＜0.05；＊＊P＜0.01
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