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灵芝复合剂乙酸乙酯提取物的化学组成

及其抗肿瘤活性

林晓亮1，李嘉辉2，龙洁怡1，梁明1，林洪宇2，张慧婷2，安泗谕2，刘果2，曹庸2*

（1.无限极(中国)有限公司，广东广州 510403）(2.华南农业大学食品学院，广东省功能食品活性物重点实

验室，广东省天然活性物工程技术研究中心，广东广州 510642)

摘要：该文研究了灵芝复合剂乙酸乙酯提取物（Ganoderma lucidum Complex Ethyl Acetate Extract，GCE）的化

学组成及抗肿瘤活性。GCE 由灵芝、菟丝子、五味子、党参（质量比 50.3:25.2:15.7:8.8）组成复合剂后再经乙酸乙

酯萃取所得。试验采用超高压液相色谱飞行时间质谱联用仪（UPLC-Q-TOF-MS）分析其物质组成；设空白组、模型

组、阳性对照组、GCE 低、中、高剂量组。检测其抑瘤率，脏器指数，脾淋巴细胞增殖能力，血清细胞因子。结果

表明：GCE 主要由 11 种化合物组成：L- 焦谷氨酸、DL- 亮氨酸腺苷、D- 赤酮酸内酯、L- 正亮氨酸、邻苯三酚、

2- 羟基 -3- 甲基吡喃 -4- 酮、绿原酸、3-（3,4,5- 三甲氧基苯基）丙酸、槲皮素、五味子素；GCE 低、中、高剂量组（50、

100、200 mg/kg）H22 荷瘤小鼠的抑瘤率分别为 35.14%、38.25%、50.87% ；与模型组相比，GCE 低、中、高剂量

均能显著促进小鼠脾淋巴细胞的增殖（P<0.01）；GCE 高剂量能显著促进小鼠的 IL-6、TNF-α 和 IL-12 分泌（P<0.05）。

结论，GCE 对 H22 荷瘤小鼠肿瘤有一定抑制作用，该研究结果可为抗肿瘤功能的产品研发提供新思路。

  关键词：灵芝复合剂乙酸乙酯提取物；化学组成；小鼠模型；抗肿瘤

    文章编号：1673-9078(2024)05-15-23                                                        DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2024.5.0468

Chemical Composition and Antitumor Activity of Ethyl Acetate Extracts 

from Ganoderma lucidum Compounds

LIN Xiaoliang1, LI Jiahui2, LONG Jieyi1, LIANG Ming1, LIN Hongyu2, ZHANG Huiting2, AN Siyu2, LIU Guo2, CAO Yong2*

(1.Infinitus China Co. Ltd., Guangzhou 510403, China)(2.College of Food Science, South China Agricultural 
University, Guangdong Provincial Key Laboratory of Nutraceuticals and Functional Foods, Guangdong Natural 

Active Object Engineering Technology Research Center, Guangzhou 510642, China)

Abstract: The chemical composition and antitumor activity of ethyl acetate extracts from Ganoderma lucidum 

compounds (GCE) were investigated. GCE was extracted using ethyl acetate from compounds of Ganoderma lucidum, 

Cuscuta chinensis Lam, Schisandra chinensis, and Codonopsis pilosula (at a mass ratio of 50.3:25.2:15.7:8.8). Ultra-
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灵芝是灵芝科、灵芝属真菌，具有增强免疫

力、抗肿瘤、护肝、抗氧化等多种生物活性 [1] 。多

糖、三萜类化合物是灵芝的主要活性成分，国内外

学者对灵芝活性研究已深入到分子水平 [2-4] 。菟丝

子的活性成分主要是黄酮、酚酸、多糖类物质，具

有免疫调节、抗衰老、改善内分泌及雌激素样等作

用 [5,6] ，目前菟丝子的抗肿瘤活性鲜有报道。五味

子具有改善心血管、加强免疫力、抗菌抑菌等方面

的活性作用，主要活性成分为木脂素、多糖类物

质 [7] 。党参的活性研究多报道于多糖类物质，陈嘉

屿等 [8] 研究表明党参多糖对小鼠移植性肿瘤 S180 的

生长具有显著的抑制作用。大量研究表明，香菇多

糖（Lentinan, LEN）对鼠肝癌细胞 H22、鼠肉瘤细

胞 S180、人乳腺癌细胞 MCF-7 等癌细胞的生长具

有显著的抑制作用 [9-12] 。

研究表明，多种植物乙酸乙酯提取物有较好的

抗肿瘤活性。张春梅 [13] 的体外细胞活性研究表明，

木贼干燥地上部分的乙酸乙酯萃取部分对人宫颈癌

细胞（Hela）与人肝癌细胞（Hep G2）显示了较强

抗肿瘤活性。崔玮等 [14] 用甘青虎耳草乙酸乙酯提取

物研究体内抗癌试验，结果表明提取物对小鼠 H22
肝癌原位移植瘤具有显著的抑制作用。现代药理研

究表明，单一品种的天然产物可能对某一生理效应

有明显作用，而多种天然产物的复合物在发挥活性

作用时可能呈现协同性。张志超等 [15] 测定了食用菌

复合多糖和单一多糖清除DPPH自由基及还原能力，

结果显示，复合多糖（猴头菇多糖 : 平菇多糖 : 香
菇多糖 : 杏鲍菇多糖 =4:3:2:1）抗氧化能力大于其他

复合多糖组和猴头菇单一多糖组。复合型天然产物

的抗肿瘤活性研究是目前的研究热点，彭樱 [16] 研究

发现参苓白术散能有效调节肿瘤凋亡的促进或抑制

因子的表达，进而减缓 H22 肝癌移植瘤化疗模型小

鼠肿瘤的生长。不同品种不同剂量天然产物配伍呈

现的药理活性会有所差异，发挥活性作用的有效成

分和协同增效机制还有待进一步明确。同时，国内

外学者对灵芝、菟丝子、五味子、党参的多糖研究

较多，但对乙酸乙酯提取物的研究未见报道，因此

GCE 的物质组成和抗肿瘤活性研究具有重要意义。

本试验通过超高压液相色谱飞行时间质谱联用

仪（UPLC-Q-TOF-MS）技术对 GCE 的化学组成进

行定性分析，建立 H22 荷瘤小鼠模型，研究 GCE
对 H22 荷瘤小鼠抑瘤率、免疫器官指数、脾淋巴细

胞增殖能力、免疫细胞因子表达的影响。为 GCE
有效成分、功能活性的药食同源开发利用提供理论

基础和科学依据。

1  材料与方法

1.1 试验材料与仪器

乙腈（质谱级）、甲酸（质谱级），赛默飞世尔；

肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）试剂盒、白介素 -6（IL-6）
试剂盒、白介素 -12（IL-12）试剂盒，深圳欣博盛

生物科技公司。

灵芝、菟丝子、五味子、党参、香菇多糖，无

限极（中国）有限公司。SPF级Balb/C雄性小鼠（6~8
周龄），体质量 18~22 g，浙江维通利华实验动物技

术有限公司（生产许可证号：SCXK(浙 )2019-0001）。
试验小鼠饲养于华南农业大学动物中心（实验动物

使用许可证：SYXK( 粤 )2019-0136），试验方案均通

过华南农业大学动物伦理委员会批准（审批编号：

high pressure liquid chromatography coupled with time-of-flight mass spectrometry  (UPLC-Q-TOF-MS) was used to 

analyze its composition. Blank, model, positive control, and GCE-treated groups (low, medium, and high dosages) were 

established. The tumor inhibition rate, organ index, splenic lymphocyte proliferation capacity, and serum cytokine levels were 

measured. The results showed that GCE is mainly composed of 11 compounds: L-pyroglutamic acid, DL-leucine adenosine, 

D-erythronolactone, L-norleucine, pyrogallol, 2-hydroxy-3-methylpyran-4-one, chlorogenic acid, 3-(3,4,5-trimethoxyphenyl) 

propionic acid, quercetin, and schisandrin. The tumor inhibition rates of H22 tumor-bearing mice in low-, medium-, and high-

dose GCE-treated groups (at 50, 100 and 200 mg/kg) H22 were 35.14%, 38.25%, and 50.87%, respectively. Comparison of 

the model and treated groups revealed that low-, medium-, and high-dose GCE significantly promoted the proliferation of 

splenic lymphocytes (P<0.01). A high dose of GCE could significantly promote the secretion of IL-6, TNF-α, and IL-12 in 

mice (P<0.05). In short, GCE has certain inhibitory effects on the tumor of H22 tumor-bearing mice. The results of this study 

can provide insights into the development of antitumor products.

Key words: ethyl acetate extracts from Ganoderma lucidum compounds; chemical composition; mouse model; antitumor
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2021B074）。小鼠 H22 肝癌细胞，武汉大学中国典

型培养物保藏中心。

UPLC-Q-TOF-MS，安捷伦科技（中国）有限

公司；Enspire2003 多功能酶标仪，珀金埃尔默仪器

有限公司；FD-1PF 真空冷冻干燥机，美国赛默飞科

技有限公司。

1.2 试验方法

1.2.1 灵芝复合剂乙酸乙酯提取

灵芝复合剂由灵芝、菟丝子、五味子、党参按

质量比 50.3:25.2:15.7:8.8 组成，称取灵芝复合剂加

入乙酸乙酯超声萃取 1 h，多次萃取后混合萃取液，

减压旋蒸挥干上清液，冻干后得到的 GCE 于 4 ℃
冰箱保存。

1.2.2 GCE化学组成分析

采用 UPLC-Q-TOF-MS 鉴定 GCE 化学组成 [17] 。

取 10 mg GCE 样品溶于 1 mL 80%（体积分数）甲醇

溶液，14 000 r/min 下离心 15 min，上清液过 0.22 μm
滤膜后进行质谱检测和分析。

利用 Compound Discoverer 软件对 GCE 定性数

据进行数据库信息搜索和物质匹配，并通过 mzCloud
在线数据库进行确认。

色谱条件：色谱柱为 Shim-packScepterC18-120
（150 mm×2.1 mm，1.9 μm，日本岛津公司）。流动

相 A 为 0.1%（体积分数，以下同）甲酸水溶液；流

动相 B 为 0.1% 甲酸乙腈溶液。流动相洗脱梯度：

0~2 min，保持 5% 浓度 B 流动相；2~30 min 内升至

95% 浓度 B 流动相；30~35 min，保持 95% B 流动相；

35~40 min，5% B 流动相平衡 5 min。流动相流

速 0.4 mL/min，色谱柱温度 35 ℃，自动进样器温

度 4 ℃，进样 5 µL。
质谱条件：电喷雾离子源，正离子模式质谱扫描

范围 m/z 70~1 050，鞘气流速 35 arb，喷针电压 4.5 kV，
毛细管电压 49 V，毛细管温度 350 ℃。

1.2.3 动物试验

1.2.3.1 动物试验分组及灌胃剂量 
H22 荷瘤小鼠模型及灌胃剂量参照已报道方

法 [18] 。试验小鼠在适应实验室环境一周后，按体重

随机分配，每组 8 只，每只小鼠在右后肢皮下窝进

行皮下注射接种 0.2 mL 肿瘤细胞悬液，每只接种约

2×106 个肿瘤细胞，接种 7~14 d 左右后肢皮下有米

粒状突起。当 ab2/2 大于 50 mm3（a ：肿瘤长径；b ：

肿瘤短径），即小鼠建模成功。阳性对照组采用香

菇多糖，低、中、高各剂量样品组灌胃均使用蒸馏

水配制成适当浓度。空白组和模型组小鼠均灌胃等

体积的蒸馏水。动物试验连续 10 d 对试验建模成功

小鼠进行灌胃，每天一次（早上 8:00）。小鼠分组

和灌胃量具体见表 1。

表 1  动物实验组别和灌胃剂量

Table 1 Animal experimentgroup and gavage dose

组别 灌胃剂量

空白组 (Normal) 蒸馏水

模型组 (Model) 蒸馏水

阳性对照组 (LEN) 100 mg/(kg·d)

灵芝复合剂乙酸乙酯提取物低剂量 (GCEL) 50 mg/(kg·d)

灵芝复合剂乙酸乙酯提取物中剂量 (GCEM) 100 mg/(kg·d)

灵芝复合剂乙酸乙酯提取物高剂量 (GCEH) 200 mg/(kg·d)

1.2.3.2 体重测定

小鼠建模成功后，依次记录各组别小鼠灌胃的

第 1、3、5、7、9、10 天的体质量。

1.2.3.3 小鼠抑瘤率测定

末次灌胃 24 h 后（第 11 天），小鼠称重后 CO2

麻醉处死，剥离肿瘤组织，按（1）公式计算抑瘤率。

A =       
B-C

B
×100%                                               （1）

式中：

A——抑瘤率；

B——模型组肿瘤质量，g ；

C——干预组肿瘤质量，g。

1.2.3.4 小鼠脏器指数测定

末次灌胃 24 h 后（第 11 天），取小鼠胸腺、脾

脏，分别称量湿重并记录。按（2）、（3）公式分别

计算胸腺指数和脾脏指数。

Ta  = 
M胸

M鼠

×100%                                               （2）

Tb  = 

M脾

M鼠

×100%                                               （3）

式中：

Ta——胸腺指数，% ；

Tb——脾脏指数，% ；

M 胸——胸腺质量，g ；

M 脾——脾脏质量，g ；

M 鼠——小鼠质量，g。

1.2.3.5 肿瘤组织和肝脏组织病理学观察

将肿瘤组织和肝脏组织剥离后固定于多聚甲醛

溶液，包埋、切片、脱蜡后 HE 染色，完成镜检。
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1.2.3.6 H22荷瘤小鼠脾淋巴细胞增殖能力测定

参照《允许保健食品声称的保健功能目录 非营

养素补充剂（2020 年版）（征求意见稿）》 [19] 中脾淋

巴细胞增殖 MTT 法测定的方法。无菌条件下收集

各组 H22 荷瘤小鼠脾淋巴细胞配制脾淋巴细胞悬液，

进行细胞计数，调整细胞密度为每毫升 2×106 个。使

用 24 孔细胞培养板，细胞培养箱培养后加入 MTT
液，用酶标仪测定波长在 570 nm 条件下吸光度，

得到小鼠脾淋巴细胞增殖能力结果。

1.2.3.7 细胞因子含量检测

按照试剂盒说明书步骤，采用酶联免疫吸附试

验检测小鼠血清上清中肿瘤坏死因子（TNF） -α，白

介素（IL） -6、白介素（IL） -12 的质量浓度。

1.3 数据处理与分析

SPSS 22.0 软件被用来分析多组数据间在统计

学上的数据统计和显著性，采用单因素方差分析，

数据以“平均值 ± 标准差”表示，以 P＜0.05 为

差异具有统计学意义，并以 Origin 2022 制作图表。

与 Model 组比较 *P＜0.05，**P＜0.01 ；与 Normol
组比较 #P＜0.05，##P＜0.01，并以 Origin 2022 制作

图表。

2  结果与讨论

2.1 GCE液质联用分析结果

采用本研究所建立的色谱条件对 GCE 溶液进

行分析，GCE 正离子模式下的 UPLC-Q-TOF-MS
总离子流见图 1。通过数据库匹配到的物质数量为

12 697 个，进一步对 GCE 定性数据进行数据库信

息搜索和物质匹配，最终得到 11 种主要的小分子

化合物：L- 焦谷氨酸、DL- 亮氨酸腺苷、D- 赤酮

酸内酯、L- 正亮氨酸、邻苯三酚、2- 羟基 -3- 甲基

吡喃 -4- 酮、绿原酸、3-（3,4,5- 三甲氧基苯基）丙酸、

槲皮素、五味子素。具体结果见表 2。
五味子素（Schisandrin）是五味子的主要成分

之一，有研究报道五味子素具有抗氧化、抗炎、保

护肝脏细胞等多种药理活性 [20] ；五味子素可通过调

节 JAK/STA T 和凋亡途径预防癌症，也可在荷瘤小

鼠中抑制癌细胞的迁移 [21] 。L- 正亮氨酸及其衍生物

与 hnRNPA2/B1 蛋白相互作用，抑制 E- 钙粘蛋白两

种抑制剂 Twist1 和 Snail 的表达，促进 E- 钙粘蛋白

的表达，从而抑制胃癌和乳腺癌细胞的转移 [22] 。有

研究报道槲皮素具有抗氧化、抗肿瘤、抗炎症、抗

菌和预防心脑血管疾病等作用 [23] ，槲皮素和绿原酸

是菟丝子的活性功效成分 [24] ，槲皮素可通过调节多

种细胞信号传导通路，如 NFkappaB 途径、MAPK
途径、PI3K-AKT 途径和 mTOR 抑制致癌物质活化

酶的活性 [25,26] 。结合以往文献报道，灵芝、五味子、

菟丝子、党参水提物或醇提物的抗肿瘤活性有较多

研究，其抗肿瘤作用的活性成分主要为多糖类等

大分子物质，而灵芝、五味子、菟丝子、党参乙

酸乙酯提取物的抗肿瘤活性还未见报道，五味子

素、L- 正亮氨酸、槲皮素、绿原酸等具有抗肿瘤

活性的小分子物质在本试验中可能发挥主要抗肿

瘤作用。

图 1 GCE 正离子模式下的总离子流图

Fig.1 Total ion flow diagram in the positive ion mode of 

ethyl acetate extract

2.2 GCE对H22荷瘤小鼠肿瘤生长的影响

2.2.1 试验小鼠体质量变化

试验期间，小鼠饮食、排泄等生理活动未见异

常情况，各组分小鼠 1~10 d 体质量变化如图 2 所

示。干预期间各组小鼠体质量均无显著性差异变化

（P＞0.05），说明 GCE 可在不影响小鼠体质量的前

提下抑制肿瘤的生长。

图 2 小鼠体质量趋势图

Fig.2 Mouse body weight trend chart of mice
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表 2  GCE化学成分的高分辨液质分析结果

Table 2 Results of high resolution liquid quality analysis of the chemical composition of ethyl acetate extract of 
Ganoderma lucidum compound

No. Name Formula Calc Mw m/z RT/min Area(Max)

1 L- 焦谷氨酸 C5H7NO3 129.042 47 130.049 74 1.586 138 512 630.5

2 DL- 亮氨酸 C6H13NO2 131.094 58 132.101 85 2.383 69 175 029.39

3 腺苷 C10H13N5O4 267.096 73 268.104 2.456 102 682 038.3

4 D- 赤酮酸内酯 C4H6O4 118.027 89 136.061 74 2.46 57 043 385.84

5 L- 正亮氨酸 C6H13NO2 131.094 56 132.101 84 2.62 107 308 890.5

6 邻苯三酚 C6H6O3 126.031 47 127.038 76 5.493 381 626 636.2

7 2- 羟基 -3- 甲基吡喃 -4- 酮 C6H6O3 126.031 49 127.038 76 7.334 146 839 951.1

8 绿原酸 C16H18O9 354.094 62 355.101 9 9.762 53 445 846.96

9 3-(3,4,5- 三甲氧基苯基 ) 丙酸 C12H16O5 240.089 71 241.096 98 11.666 133 213 606.4

10 槲皮素 C15H10O7 302.042 19 303.049 47 12.279 74 612 718.31

11 五味子素 C24H32O7 432.214 33 415.211 20.476 379 569 618.7

2.2.2 抑瘤率

图 3 小鼠抑瘤率

Fig.3 The tumor suppressor rate

图 3 是不同剂量 GCE 对 H22 荷瘤小鼠抑瘤率

的影响结果，LEN、GCE 低、中、高剂量处理小鼠

抑瘤率分别为 34.11%、35.14%、38.25%、50.87%，

同等剂量（100 mg/kg）干预下 GCE 处理小鼠抑瘤

率较阳性对照组高，抑瘤率随 GCE 剂量增加而增

大，呈剂量效应。张琪琳等 [18] 在 100 mg/kg 剂量的

香菇多糖干预下，H22 荷瘤小鼠抑瘤率为 39.85%，

本试验的香菇多糖干预组小鼠抑瘤率与张的研究无

较大差异。在以往的报道中，灵芝提取物具有较好

的抗肿瘤活性，南婷婷 [27] 研究发现，灵芝中性三萜

低、中、高剂量（125、250、500 mg/kg）处理 H22
荷瘤小鼠抑瘤率分别为 22.50%、35.25%、55.73%。

张莘莘 [28] 研究发现，低、中、高剂量黑灵芝多糖（50、
100、200 mg/kg）对 S180 荷瘤小鼠抑瘤率分别为

26.56%、37.68%、48.06%，根据中草药抗肿瘤有效

性的标准（抑瘤率＞30%） [29] ，再对比以往灵芝提取

物抗肿瘤活性研究，表明低、中、高剂量 GCE 均

具有较好的抑制肿瘤生长的作用，抑瘤率最高的小

鼠组别为 GCE 高剂量干预组，现代药理研究表明，

天然产物的抗肿瘤活性往往与多种成分相关，再结

合抗肿瘤作用机制多靶点多通路的特点，故推测

GCE 在发挥抗肿瘤作用时呈现协同作用。

2.2.3 胸腺指数与脾脏指数

脏器指数能够直接反映试验动物的机体健康情

况，胸腺和脾脏的萎缩变化表明免疫系统和脏器功

能衰退。对不同试验分组动物的胸腺指数和脾脏

指数的测定研究，结果如图 4 所示。与空白对照

组相比，模型组胸腺指数、脾脏指数均极显著降

低（P＜0.01），表明小鼠接种 H22 肿瘤细胞后，胸腺、

脾脏显著萎缩，机体免疫功能紊乱。与模型对照组

相比，GCE 低、中、高剂量组胸腺指数、脾脏指数

均有不同程度地提高，说明 GCE 对 H22 荷瘤小鼠

脾脏、胸腺器官具有一定的保护作用。

经 GCE 高剂量干预后，胸腺指数较模型组极

显著性提高（P＜0.01），胸腺指数的恢复可促进小

鼠 T 淋巴细胞的发育、分化进而提升机体的抗肿瘤

能力。GCE 低、中、高剂量组较模型组脾脏指数极

显著性提高（P＜0.01），且显著性高于正常组小鼠

组（P＜0.05）。以往研究报道，200 mg/kg 黑灵芝多

糖对 S180 荷瘤小鼠胸腺和脾脏的损伤不但有显著

的恢复作用，而且还可促进胸腺和脾脏的发育，使

胸腺和脾脏指数显著超过正常组小鼠水平
 [28] 。相较
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正常组小鼠，白术多糖在 200 mg/kg 浓度干预下可

显著促进脾脏发育、改善免疫器官的结构与功能，

提高机体的免疫应答能力 [30] 。表明 H22 荷瘤小鼠经

GCE 干预后，不但使脾脏指数恢复到正常组小鼠

水平，而且还可促进脾脏生长发育，使其结构功能

更完善。因此 GCE 可通过降低癌细胞对胸腺、脾

脏脏器的影响，促进脾脏、胸腺脏器指数恢复进而

发挥抗肿瘤作用。其中脏器指数恢复效果最好的是

GCE 高剂量组小鼠。

图 4 小鼠胸腺指数和脾脏指数

Fig.4 Thymus index and spleen index

注：与 Model 组比较 *P＜0.05，**P＜0.01 ；与 Normol

组比较
#P＜0.05，##P＜0.01，下同。

2.2.4 肿瘤组织和肝脏HE染色结果

H22 荷瘤小鼠各组肿瘤组织切片结果如图 5 所

示，模型组肿瘤组织中的 H22 肝癌细胞排列密集，

生长旺盛，细胞核大且清晰。而各干预组肿瘤组织

的细胞生长受到明显抑制，异核明显，排列疏松无

规则，有大面积坏死区域，细胞数量较模型组明显

减少，肿瘤 HE 染色图直观的反映了 H22 荷瘤小鼠

各组别的抗肿瘤效果，其中抑瘤效果最好的是 GCE
高剂量组。五味子提取物干预高剂量组（40 mg/kg）
H22 荷瘤小鼠肿瘤组织 HE 染色结果显示，大部分

细胞膜损坏或融合，形态不完整，表明五味子提取

物对肿瘤细胞可能伴有杀伤作用 [31] ，这与 GCE 干

预荷瘤小鼠 HE 染色结果相似。

             Model                        LEN                         GCEL

                              GCEM                      GCEH

图 5 各组别 H22 荷瘤小鼠肿瘤组织病理形态图

Fig.5 Histopathological morphology pattern of H22 

tumor-bearing mice in each group (HE staining, ×40)

           Normal                        Model                         LEN                                     

               GCEL                    GCEM                         GCEH

图 6 小鼠肝组织学改变

Fig.6 Histological changes of mouse liver (HE staining, ×40)

各试验组小鼠肝脏切片结果如图 6 所示，空白

对照组、模型组、阳性对照组、GCE 干预组小鼠肝

组织结构状态正常，细胞核、细胞边界清晰排列有

序，未见组织破坏、细胞坏死，炎症细胞因子浸润

等病理学改变，肝脏 HE 染色结果表明 H22 肝癌细

胞的生长增殖和 GCE 干预并未对小鼠肝脏产生显

著影响。

2.2.5 H22荷瘤小鼠脾淋巴细胞增殖能力测定

当 T 淋巴细胞受 ConA 刺激后发生母细胞增殖

反应，增殖细胞中的线粒体水解酶可将 MTT 分解

为兰紫色结晶，其光密度值能反映细胞的增殖情

况 [32] 。GCE 对脾淋巴细胞增殖的影响结果如图 7 所

示。与空白组相比，模型对照组极显著抑制小鼠脾

淋巴细胞的增殖（P＜0.01），表明小鼠接种 H22 肝

癌后，癌细胞会显著影响脾淋巴细胞增殖从而破坏

小鼠免疫功能。而经 GCE 干预后，GCE 低、中、
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高剂量组相较于模型组均能极显著促进小鼠脾淋巴

细胞的增殖（P＜0.01），并显著高于正常组小鼠脾

淋巴细胞增殖 OD 值（P＜0.05），淋巴细胞增殖趋

势随 GCE 浓度的升高而升高，两者之间呈良好的

量效关系。研究表明，黑灵芝多糖低、中、高剂量

（50、100、200 mg/kg）均能显著促进 S180 荷瘤小

鼠脾淋巴细胞的增殖（P＜0.05），进而发挥抗肿瘤

作用 [28] 。三种不同五味子炮制品低、中、高浓度（50、
100、200 mg/L）均能促进小鼠脾淋巴细胞增殖，使

脾淋巴细胞增值 OD 值高于正常组小鼠水平 [33] 。说

明 GCE 能有效恢复并促进脾淋巴细胞增殖进而提

高 H22 荷瘤小鼠抗肿瘤能力，其中脾淋巴细胞增殖

能力最强的是 GCE 高剂量组。

图 7 脾淋巴细胞增殖 OD 值

Fig.7 Splic lymphocytes OD value

2.2.6 细胞因子含量检测

IL-6 可促进 T 细胞生长、T 辅助细胞分化，以

及由 T 细胞介导的细胞毒性的发展 [34] 。TNF-α 是直

接参与巨噬细胞肿瘤细胞杀伤的最重要介质，可诱

导程序性细胞死亡，同时使正常细胞不受损伤 [35] 。

IL-12又名自然杀伤细胞刺激因子，主要由巨噬细胞、

B细胞产生，能促进T细胞和NK细胞的分化和增殖，

IL-12 细胞因子被认为是最有效的抗肿瘤细胞因子

之一，在抗肿瘤方面发挥着重要作用 [36] 。

各组别小鼠血清细胞因子浓度结果如图 8 所示，

模型对照组小鼠血清中 TNF-α 和 IL-6 水平相较于

空白对照组均极显著降低（P＜0.01）。相较于模型

组，GCE 中、高剂量组血清中 TNF-α 水平极显著

升高（P＜0.01），TNF-α 分泌增加可导致肿瘤细胞

相关蛋白失活，从而抑制肿瘤细胞的生长和促进肿

瘤细胞凋亡 [37] 。经 GCE 干预后，GCE 低、中、高

剂量组相较于模型组 IL-6 水平显著升高（P＜0.05），
其中、高剂量组 IL-6 水平极显著升高（P＜0.01）。
研究发现，TNT-α 的分泌可有效促进相关免疫细胞

分泌 IL-6，进而协同促进细胞凋亡，可以减轻炎症，

提高 H22 荷瘤小鼠的抗肿瘤能力 [38] 。相较于空白组，

模型组 IL-12 水平显著降低（P＜0.05）。经 GCE 干

预后荷瘤小鼠 IL-12 水平有一定提高，呈剂量效

应，GCE 高剂量组 IL-12 水平相较模型组有显著

提升（P＜0.05）。党参多糖干预可显著促进 S180
荷瘤小鼠外周血中 IL-6 和 TNF-α 分泌，刺激免疫

细胞增殖分化，增加抗肿瘤作用 [39] 。参芪五味子颗

粒可调节 H22 肝癌荷瘤小鼠血清 TNF-α 含量并发

挥抗肿瘤作用 [40] 。结合以往研究，GCE 可能通过促

进免疫细胞分泌细胞因子直接或间接发挥抗肿瘤作

用。其中三种细胞因子提升最显著的是 GCE 高剂

量组小鼠。

图 8 小鼠血清肿瘤坏死因子、白细胞介素 6 和白细胞介素 12

Fig.8 Mouse serum TNF-α、IL-6 and IL-12
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3  结论

本试验采用 UPLC-Q-TOF-MS 技术对 GCE 进

行物质组成鉴定，得到 11 种主要的小分子化合物：

L- 焦谷氨酸、DL- 亮氨酸腺苷、D- 赤酮酸内酯、

L- 正亮氨酸、邻苯三酚、2- 羟基 -3- 甲基吡喃 -4-
酮、绿原酸、3-（3,4,5- 三甲氧基苯基）丙酸、槲皮

素、五味子素。根据已报道文献，五味子素、L- 正
亮氨酸、槲皮素、绿原酸是植物重要的抗肿瘤活性

成分，可能对 GCE 抗肿瘤作用有积极贡献，而其

他小分子化合物是否具有抗肿瘤活性有待进一步研

究；小鼠体内试验表明，GCE 低、中、高剂量组（50、
100、200 mg/kg）H22 荷瘤小鼠抑瘤率分别为 35.14%、

38.25%、50.87%，同等剂量处理下（100 mg/kg）GCE
组小鼠抑瘤率为 38.25%，高于阳性对照香菇多糖

组小鼠的 34.11%，根据中草药抗肿瘤有效性的标准

（抑瘤率＞30%），表明 GCE 具有较好的抗肿瘤作用；

胸腺和脾脏是生物体内重要的免疫器官，GCE 高剂

量组可极显著提升 H22 荷瘤小鼠的胸腺指数和脾脏

指数（P＜0.01），表明 GCE 可促进 H22 肝癌细胞

干扰下的免疫器官恢复，该结果与以往报道的灵芝

提取物抗肿瘤试验一致；脾淋巴细胞是参与机体体

液免疫的重要细胞，IL-6、TNF-α 和 IL-12 是参与

体液免疫和抗肿瘤作用的细胞因子，GCE 各剂量组

能极显著促进小鼠脾淋巴细胞的增殖（P＜0.01），
GCE 各剂量组可有效促进 H22 荷瘤小鼠的免疫细

胞分泌 IL-6、TNF-α 和 IL-12，表明 GCE 可能通

过促进小鼠脾淋巴细胞增殖和调节 IL-6、TNF-α、
IL-12 分泌直接或间接抑制 H22 肝癌细胞的生长。

低、中、高三个剂量相比，GCE 高剂量组具有更

强的抗肿瘤活性。

天然产物复配物的活性研究已成为目前的研究

热点，在实际生产应用中，多种天然产物的复配可

发挥更全面的生物活性，降低生产成本，备受市场

青睐，本试验研究结果可为灵芝、五味子、菟丝子、

党参的抗肿瘤作用提供科学依据，但植物提取物成

分复杂，抗肿瘤作用通路和靶点众多，关键活性成

分和抗肿瘤作用机制还有待进一步深入研究。
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