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摘!要!采用 899法研究了松口蘑抗肿瘤糖蛋白 89:$.与化疗药物%/45单独及联合使用对人
肝癌细胞67)/-"$!的影响及对人正常肝细胞;/$!的毒性作用!观察不同浓度配比及不同作用时
间对细胞是否具有增效减毒的作用"采用扫描电镜观察 89:$.作用后的67)/-"$!细胞形态*结果
表明!89:$.与%/45在较低浓度单独使用对肿瘤细胞无显著差异!但两者联合使用增强了对肿瘤
细胞的杀伤作用!而对正常细胞的作用较小!联合使用的!值均大于$<0%!说明不存在拮抗作用*
扫描电镜观察到凋亡小体的形成!随着剂量升高!凋亡小体增多*这一结果说明两者合用后 89:$.
增加了%/45对肝癌细胞的敏感性!同时降低了两者单一高剂量使用时引起的毒副作用!同时

89:$.能诱导67)/-"$!细胞膜皱缩和凋亡小体的形成*
关键词!松口蘑$糖蛋白$抗肿瘤$协同增效$细胞毒性$凋亡
中图分类号!=1-1*& 文献标识码!>
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!!临床上化疗是治疗癌症的一种重要的手段!通
常为了增强疗效!都是联合使用几种药物*合用具
有不同作用的几种药物!可以杀死更多的癌细胞!
并可降低人体对某种特定药物产生耐药性的可能!
同时以几种方式攻击癌细胞!比单用一种药物更有
疗效*
松口蘑""#$%&’(’)*)*+,-+*./!:<AP(7PFXCF

:FDG<#是与松树共生的一种外生菌根真菌!日本学
者对其进行了一些研究!从子实体和菌丝体提取的
活性物质具有良好的抗肿瘤作用!而对正常细胞的
毒性较小!是一种高效低毒的活性物质$&!.%*万彩
霞等人$"%从松口蘑中提取到一种糖蛋白!对:&0$
肉瘤具有良好的抑制作用*作者拟从联合用药的角
度!研究此糖蛋白与化疗药%/45的药物配比!观察
两者的相互作用!并初步探讨了 89:$.抗肿瘤的
机理*

E!材料与方法

EFE!实验材料与仪器

EFEFE!材料

&#松口蘑&作者所在实验室保藏菌种!松口蘑
菌丝体根据文献$%%的方法发酵获得*松口蘑糖蛋
白"89:$.#从松口蘑发酵菌丝提取’分离纯化获
得!用=[8A&#"$完全培养基溶解后经$<!!"X
微孔滤器过滤除菌!"\保存!临用前用完全=[8A
&#"$培养液稀释到所需浓度*

!#细胞株&人肝癌细胞67)/-"$!’人正常肝细
胞;/$!!购自中国科学院上海细胞研究所!常规体
外细胞传代!培养基为=[8A)#"$完全养基*
.#主要试剂&小牛血清!上海华美生化试剂公
司产品(谷氨酰胺’台盼蓝’899!:FGXC公司产品(

=[8A&#"$细胞培养基!]A62H公司产品(胰蛋白
酶!>XQ7SM(公司分装(二甲亚砜"̂ 8:H#!国产分
析纯*
EFEFG!仪!器!1#孔细胞培养板!美国2(SPCQ公
司产品(超净工作台!苏净集团安泰公司产品(圆筒
式不锈钢过滤器!绍兴卫星医疗设备制造有限公司
产品(自动双重纯水蒸馏器:_/1.!上海亚荣生化仪
器厂制造(酶联免疫检测仪 85)PFSYCD83.!9N7Q/
X()CZSISP7XS公司制造(2H!培养箱!9N7QX(4(Q/
XC公司制造(倒置相差显微镜6F/""#.!KDF(DHW/
PFMC)9(YI(制造(:J/"$扫描电子显微镜!日本日

立公司制造*
EFG!方法

EFGFE!89:$.与%/45单独及联合使用对人肝癌
细胞67)/-"$!的影响!取对数生长期的67)/-"$!
细胞!经体积分数$<!%‘胰蛋白酶消化后用=[8A
&#"$完全培养液调整细胞浓度为%a&$"个)X;!加
样于1#孔细胞培养板中!每孔&%$";!置于.-\’
体积分数%‘的2H!培养箱培养!"N后加样!采用不
同加样方案&&#单独加入不同浓度的 89:$.(!#单独
加入不同浓度的%/45(.#不同浓度的89:$.与%/45
联合使用*用完全培养基将 89:$.’%/45稀释成不
同浓度的样品!合用时将两者以不同浓度进行配比!
每孔加入&%$";!空白对照组加入等体积的=[8A
&#"$完全培养基!每组设复孔"孔!置于.-\’体积
分数%‘的2H!条件下培养!"!"0!-!N*小心弃去上
清液!每孔加入 899液"$<%XG)X;#&$$";继续
培养"N*弃去上清液!每孔加入&%$"; 8̂:H!.-\
&$XFD后测定 Ĥ %-$!计算抑制率$#%*
EFGFG!89:$.与%/45单独及联合使用对人正常
肝细胞;/$!的细胞毒性作用!方法同&*!*&*
EFH!统计学处理与/值的计算
结果用 Ĥ %-$b0表示!组间处理用双侧+检

验1根据下面的公式计算!值$-%&

!2 3>6
3>4"&53>#36

式中!3>为>药抑制率!36为6药抑制率!3>6为两
药合用抑制率!!"$<0%为两药拮抗(!在$<0%!
&<&%范围为两药作用相加(!#&<!%为两药作用增
强"或协同#1
EFI!扫描电镜观察样品对细胞形态的影响
培养的6@;/-"$!细胞经体积分数$<!%‘的

胰酶消化收集![6:洗!次"&$$$Q)XFD!%XFD#!
立刻用体积分数!<%‘的戊二醛溶液于"\固定&
N![6:液洗.次!再用体积分数&‘的锇酸溶液固
定&N![6:洗.次!酒精上行脱水!进行扫描电镜
观察细胞形态$0%*

G!结果与讨论

GFE!J<)#及 BK+LH单独使用对/.’<MILG!><LG细
胞增殖的影响

采用 899 法分别考察了不同质量浓度的

89:$.和%/45单独使用对67)/-"$!和;/$!作用
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不同时间的增殖抑制作用!结果见表&!!*
从表&可以看出!89:$.与%/45单独使用

时!随剂量的加大和时间的加长!对67)/-"$!细胞
的抑制率增大!在 89:$.质量浓度小于%"G"X;
时无显著影响!%/45的质量浓度小于$<-%"G"X;#

作用"0N内对67)/-"$!细胞的抑制率无显著影响
$6#$<$%%*从表!可以看出!当作用时间小于"0
N!89:$.质量浓度小于!$"G"X;#%/45质量浓度
小于$<%"G"X;时!对正常细胞无毒性或毒性极
小*

表E!J<)#及 BK+LH单独使用对/.’<MILG细胞增殖抑制率的影响

K&6FE!N%1-6-0"$3.((.,0"(J<)#&%*BK+LH"%01.:$"’-(.$&0-"%-%/.’<MILG,.’’8!-%*-?-*#&’’3

质量浓度"

$"G"X;%

时间"N
!"

Ĥ %-$b, 抑制率"‘
"0

Ĥ %-$b, 抑制率"‘
-!

Ĥ %-$b, 抑制率"‘

对照 &<&!%b$<$.0 $<%-1b$<$!" $<"1#b$<$&%

89:$. &<!% &<!"#b$<$&1 /&$<-# $<#$.b$<$&% /"<$# $<"1!b$<$&- $

!<% &<!11b$<$&1 /&%<"1 $<%11b$<$.# /.<.- $<"0.b$<$!1 !<-&

% &<$0%b$<$&% .<%. $<%0.b$<$!& $ $<"&1b$<$$# &%<%!

&$ $<01-b$<$1%$ !$<!" $<"1.b$<$&" &"<1" $<!&!b$<$&.$$ %-<!#

!$ $<#00b$<$.%$ .0<0- $<.&.b$<$&!$$ "%<1% $<&%-b$<$%#$$ #0<!0

%/45 $<!% &<$%0b$<$"0 %<11 $<"0&b$<$&% &#<00 $<.."b$<$..$ .!<-&

$<%$ &<$.1b$<$$% -<#" $<"#1b$<$$. &0<1# $<!00b$<$$#$$ "&<00

$<-% $<1-1b$<$&& &!<10 $<"#-b$<$&-$ &1<". $<!"-b$<$.!$$ %$<&%

!注&$6"$<$%!$$6"$<$&与对照相比!以下同

表G!J<)#及 BK+LH单独使用对><LG细胞杀伤率的影响

K&6FG!N%1-6-0"$3.((.,0"(J<)#&%*BK+LH"%01.:$"’-(.$&0-"%-%><LG,.’’8!-%*-?-*#&’’3

质量浓度"

$"G"X;%

时间"N
!"

Ĥ %-$b, 抑制率"‘
"0

Ĥ %-$b, 抑制率"‘
-!

Ĥ %-$b, 抑制率"‘

对照 $<%.-b$<$.# &<$%$b$<$.# &<&-%b$<$0&

89:$. &<!% " " &<&.!b$<$#! /-<0. &<"%1b$<$&! /!"<!0

!<% " " &<&$#b$<$%" /%<!1 &<"%#b$<$"0 /!.<10

% $<#!"b$<$-" /&#<&# &<$#1b$<$#. /&<-# &<&-#b$<$&- $

&$ $<%-"b$<$$# /#<1% $<11%b$<$!$ %<!% &<&..b$<$#1 .<%1

!$ $<%!$b$<$$% .<&$ $<1#1b$<$%% -<-" &<$&-b$<$-0 &.<"0

%/45 $<!% $<#1$b$<$&& /!0<"1 &<&$!b$<$#" /"<1% &<!%1b$<$-! /-<!.

$<% $<%%#b$<$&& /.<"" &<$&-b$<$1% .<&- &<&"%b$<$"% !<"-

$<-% $<%&"b$<$&. "<.0 $<01.b$<$#" &"<1! $<1%$b$<$1!$ &1<$#

GFG!BK+LH与J<)#联用后对/.’<MILG细胞增殖
的影响

根据单独使用两者对两细胞作用的结果!采用
了89:$.对;/$!的无毒或低毒的剂量!即小于&$

"G"X;与%/45合用或!$"G"X;合用作用!"N!

89:$.与%/45以不同质量浓度配比后联合使用
对67)/-"$!细胞的抑制率见表.*
从表.的结果可以看出!在两者单独使用无效

的剂量下合用后对67)/-"$!有非常好的抑制作用!

与表&的比较看!在 89:$.单独使用的剂量为&$

"G"X;时才具有显著意义!而以较低的剂量范围

&<!%!%"G"X;与%/45合用后!对肿瘤细胞的杀伤
力非常明显!与单独使用时比较!具有非常显著意义*
GOH!BK+LH与J<)#联合使用对人正常肝细胞><
LG的细胞毒性的影响

89:$.与%/45以不同质量浓度联合使用对
人正常肝细胞;/$!生长的影响见表"*
由表"可以看出!两者合用后!在低剂量范围
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内!即 89:$.质量浓度小于!<%"G"X;#%/45的
质量浓度小于$<%"G"X;时!无论两者单独使用还
是合用作用-!N均无细胞毒性!而较高的剂量作用
长时间对正常肝细胞有一定的毒性*从表!!"的
结果可以看出!在 89:$.质量浓度为!<%"G"X;#

%/45的质量浓度为$<%"G"X;时!分别作用"0!-!
N对;/$!无细胞毒性!对67)/-"$!的抑制率高达

&0<-"‘和"$<"!‘!在低于此浓度下!两者的合用
对;/$!均无毒性!而与空白对照比较均有显著
差异*
GFI!BK+LH与J<)#联用后对/.’<MILG细胞作用
的/值
根据 89:$.与%/45联用对67)/-"$!细胞的

生长抑制率!计算!值结果见表%*
表H!BK+LH与J<)#联用对/.’<MILG细胞增殖的影响

K&6FH!N%1-6-0"$3.((.,0"(J<)#,"56-%.*;-01BK+LH"%01.:$"’-(.$&0-"%-%/.’<MILG,.’’8

质量浓度"

$"G"X;%

时间"N
!"

Ĥ %-$b, 抑制率"‘
"0

Ĥ %-$b, 抑制率"‘
-!

Ĥ %-$b, 抑制率"‘

对照 &<&!%b$<$.0 $<%-1b$<$!" $<"1#b$<$&%

89:$.

c%/45

&<!% $<!% &<$%"b$<$%& #<.! $<%$0b$<$&# &!<!# $<."#b$<$"&$ .$<!1
$<% &<$.%b$<$%0 -<10 $<%$!b$<$!# &.<!# $<!1.b$<$!!$ ."<%0
$<-% $<1#1b$<$#0 &.<0# $<"#0b$<$&1 &1<&. $<!-0b$<$!!$$ ".<1$

!<% $<!% &<$.-b$<$"" -<0# $<%$!b$<$!# &.<.$ $<."-b$<$&1$ !1<11
$<% &<$&0b$<$%# 1<%. $<"-&b$<$!! &0<-" $<!1#b$<$"-$$ "$<"!
$<-% $<1%$b$<$.# &%<%% $<"""b$<$.1$ !.<"$ $<!#1b$<$!%$$ "%<--

% $<!% $<-#-b$<$!0$ .&<0! $<.-!b$<$$1$ .%<-% $<&1%b$<$&#$$ #$<#1
$<% $<---b$<$-!$ .$<01 $<.%-b$<$&!$ .0<." $<&-&b$<$&0$$ #%<#.
$<-% $<-#.b$<$#%$ .!<&# $<.""b$<$$0$$ "$<#! $<&.0b$<$$1$$ -!<&0

&$ $<!% $<-!%b$<$.#$ .%<%. $<!10b$<$&$$$ "0<%$ $<$"0b$<$&"$$ 1$<.!
$<% $<#0#b$<$$1$ .1<$! $<!1&b$<$$1$$ "1<0. $<$"-b$<$&&$$ 1$<"!
$<-% $<#-&b$<$$&$$ "$<.# $<!00b$<$$-$$ %$<!! $<$"&b$<$$-$$ 1&<-.

!$ $<!% $<%"$b$<$."$$ %&<1- " " " "

$<% $<%"&b$<$##$$ %&<00 " " " "

$<-% $<%$0b$<$-%$$ %"<0" " " " "

表I!BK+LH与J<)#联合使用对><LG细胞增殖的影响

K&6FI!N%1-6-0"$3.((.,0"(J<)#,"56-%.*;-01BK+LH"%01.:$"’-(.$&0-"%-%><LG,.’’8

质量浓度"

$"G"X;%

时间"N
!"

Ĥ %-$b, 抑制率"‘
"0

Ĥ %-$b, 抑制率"‘
-!

Ĥ %-$b, 抑制率"‘

对照 $<%.-b$<$.# &<$%$b$<$.# &<&-%b$<$0&

89:$.

c%/45

&<!% $<!% " " &<$#0b$<$!0 /&<-& &<!%0b$<$&% /-<&0
$<%$ " " &<$&%b$<$&& .<.. &<&."b$<$&# .<"%
$<-% " " $<001b$<$"0 &%<.- &<$&!b$<$&# &.<0"

!<% $<!% " " &<$%!b$<$.0 $ &<"$&b$<$&% /&1<."
$<%$ " " $<11"b$<$.% %<.- &<&%"b$<$!0 &<-$
$<-% " " $<0"0b$<$.. &1<!- $<0.0b$<$&0$ !0<#-

% $<!% $<#$&b$<$"0 /&&<1! &<$!$b$<$&$ !<0# $<1$#b$<$&$$ !!<0#
$<%$ $<%0"b$<$"! /0<#" $<1!#b$<$!- &&<0& $<-&-b$<$&$$ .0<1.
$<-% $<%-!b$<$#& /#<". $<0$0b$<$$!$ !.<&$ $<#".b$<$&!$$ "%<!-

&$ $<!% $<%%$b$<$"" /!<"! $<1"%b$<$.# &$<$. $<-1%b$<$"$$ .!<!0
$<%$ $<%"&b$<$"& /$<#0 $<1$"b$<$"! &.<1% $<#"#b$<$.!$$ ""<1%
$<-% $<%""b$<$"& /&<.$ $<0##b$<$%1 &-<%- $<%!"b$<$!$$$ %%<.%

!$ $<!% $<%$1b$<$"0 %<!& " " " "

$<%$ $<"-0b$<$.% &&<$. " " " "

$<-% $<"%#b$<$#" &%<$" " " " "
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!!由表%的!值可以看到!在 89:$.质量浓度
小于!<%"G"X;时合用的!值大于$<0%而小于

&<!%!而随着浓度加大!!值均大于&<!%!具有良好
的增效作用*两者合用后的!值均大于$<0%!说明
两者合用不存在拮抗作用!当 89:$.质量浓度为

%"G"X;#&$"G"X;!与%/45合用的!值均大于

&<!%!具有良好的增效作用*但是从安全的角度考
虑!两者的剂量不可太大!但由此可以看出!两者合
用具有良好的协同作用!在较低剂量合用时!并不
增加对正常细胞的毒副作用!而增加了对肿瘤细胞
的杀伤率!达到了单一使用%/45或 89:$.在高剂
量下才能达到的效果!从而避免了使用高剂量单一

药物所带来的毒副作用!从而有一定的增效减毒作
用*
GOJ!扫描电镜观察糖蛋白 BK+LH对/.’<MILG细
胞形态的影响

67)/-"$!细胞在扫描电镜下的细胞形态见图

&*从图&可以看出!经 89:$.作用后的67)/-"$!
细胞与空白对照细胞比较 !细胞粘度增加!不易分
离成单个细胞!细胞膜皱缩外突形成小泡!有的小
泡破裂!或脱落形成凋亡小体!凋亡小体的形成与
剂量有关!随剂量增高!细胞出现的凋亡小体明显
增多*

表J!BK+LH与J<)#联用后对/.’<MILG细胞作用的/值

K&6FJ!K1./?&’#.8"(J<)#,"56-%.*;-01BK+LH"%01.:$"’-(.$&0-"%-%/.’<MILG,.’’8

质量浓度"
$"G"X;%

!值

!"N

%/45
$$<!%%

%/45
$$<%$%

%/45
$$<-%%

!& !! !.

"0N

%/45
$$<!%%

%/45
$$<%$%

%/45
$$<-%%

!& !! !.

-!N

%/45
$$<!%%

%/45
$$<%$%

%/45
$$<-%%

!& !! !.
&<!% &<$%% &<$"% &<$#0 $<1%# $<01$ &<!.0 $<1!# $<0!# $<0-%
!<% &<.&! &<!"- &<&10 $<1"% &<&%% &<"$$ $<0#0 $<1.$ $<001
% .<"&0 !<0." !<$$" !<&&0 !<$!! !<$1& &<"$# &<!01 &<!"-
&$ &<.#& &<0-! &<.&1 &<#%% &<#$" &<%1# &<!#$ &<!$. &<&##

图E!扫描电镜观察 BK+LH对/.’<MILG细胞形态的影响

)-2FE!K1.5"$:1"’"2-,&’,1&%2."(/.’<MILG,.’’8#%*.$8,&%%-%2.’.,0$"5-,$"8,":.
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H!结!论

松口蘑是一种珍贵的野生食用菌!采用深层发
酵技术获得的菌丝体提取出一种抗肿瘤糖蛋白!经
体外的抗肿瘤实验表明!对肝癌细胞有一定的抑制
作用!而对正常细胞毒副性较小*%/45是临床上广
泛使用于肿瘤治疗的药物!在细胞内转变为%/氟尿
嘧啶脱氧核苷酸"%4/VK8[#而抑制脱氧胸苷酸合
成酶!阻止脱氧尿苷酸"VK8[#甲基化为脱氧胸苷
酸"V98[#!从而影响 +̂>的合成!然而其毒副反
应也限制了它的大剂量使用!常时间使用也存在抗
药和耐药性!因此多采用几种药物联合使用的方案
对患者进行治疗*基于两者的特点!作者研究了

89:$.与%/45!观察两者单独使用及联用对67)/
-"$!细胞的抑制作用及对正常细胞;/$!的毒性
反应*

实验 结 果 表 明!在 两 者 低 剂 量 范 围 内 即

89:$.小于!<%"G$X;%%/45小于$<%"G$X;
时!单独使用或联合使用-!N均无细胞毒性!增大
剂量会出现一定的毒副作用*89:$.低剂量单独
使用对67)/-"$!细胞的作用不显著!而与%/45合
用时!对肿瘤细胞的抑制率与空白对照比较具有显
著差异!两者合用的!值均大于$<0%!说明两者不存
在拮抗作用!89:$.明显增加了%/45对肝癌细胞的
敏感性*因此可以采用低剂量的两者合用来增加对
肿瘤细胞的杀伤率!同时又降低了单独使用高剂量

%/45引起的对正常细胞的毒性!有一定的增效减毒
作用*
通过扫描电镜观察 89:$.作用后的 67)!

-"$!细胞形态!发现有凋亡小体的形成!随剂量加
大凋亡小体也增多!初步说明 89:$.可能引起67)
!-"$!肿瘤细胞的凋亡*
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