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苦白蹄石油醚提取物对肿瘤细胞增殖 

与细胞周期的影响 
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摘要：以磺酰罗丹明染色法（SRB）法研究苦白蹄石油醚提取物（PEFO）体外对人肝癌细胞 SMMC-7721、人胃癌细胞 SGC-7901、

人喉癌上皮细胞 Hep-2 三种人恶性肿瘤细胞增殖的影响。实验结果显示 PEFO 对三种肿瘤细胞都具有抑制作用，且呈剂量效应关系；

其半数抑制浓度（IC50）分别为 58.74、74.13、83.18 μg/mL，对人肝癌细胞 SMMC-7721 表现出较强的抑制作用。通过倒置相差显微

镜、透射电镜观察到 SMMC-7721 细胞经 PEFO 处理后，其形态和细胞超微结构发生较大改变，细胞出现核皱缩、贴壁性差、细胞裂

解等现象；且细胞线粒体发生肿胀，胞质内出现大量空泡化结构。流式细胞术检测结果发现 SMMC-7721细胞经 PEFO 处理后，S 期

细胞减少，G0/G1期细胞增多，出现了 G0/G1期阻滞。研究结果显示 PEFO 在体外能够抑制肿瘤细胞的增殖，并初步推断有可能是通

过抑制肿瘤细胞有氧代谢和干预细胞周期来实现抗肿瘤作用的。 
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Abstract: The sulforhodamine B (SRB) assay was employed to evaluate the anti-tumor effect of petroleum ether extracts from Fomitopsis 

officinalis (Vill.:Fr.) Bond (PEFO) on SMCC- 7721,SGC-7901,and Hep-2 cell lines in vitro. The results showed PEFO inhibited the growth of 

three kinds of cells in dose-dependent manner with the IC50 values on SMCC-7721,SGC-7901,and Hep-2 cells being of 58.74,74.13 and 83.18 

μg/mL, respectively. The SMCC-7721 cells exposed to PEFO obviously changed cell morphology and cellular ultrastructure. The SMCC-7721 

cell presented wrinkled nuclei, poor cell adherent growth and cell lysis, while mitochondria swell and a large number of vacuoles in cytoplasm 

were observed by transmission electron microscope. The flow cytometry results revealed that SMCC-7721cell decreased in S-phase and 

increased in G0/G1-phase, which arrested in G0/G1 phase. The study demonstrated that PEFO could inhibit cell proliferation in vitro, and the 

anti-tumor activity of PEPO might be achieved by inhibition of tumor cellular aerobic metabolism and intervention cell cycle.  
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苦白蹄（Fomitopsis officinalis (Vill. :Fr.) Bond.）

是一种大型药用真菌，又名落叶松茸、药用层孔菌， 
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为多孔菌科真菌药用拟层孔菌的子实体，具有止咳平

喘，祛风除湿，消肿止疼，利尿，解蛇毒等作用[1]。

在维吾尔族地区苦白蹄名为阿里红，维吾尔医常用其

治疗慢性支气管炎、腹痛、感冒、肺结核和各种癌症。

以阿里红为主药的复方阿里红片和以阿里红为辅药的

几种维吾尔复方制剂(止痛努加蜜膏、驱白派父甫云

片、舒肢巴亚待都司片)均已收载到中华人民共和国药

品标准维吾尔药分册[2]。据国外文献报道，苦白蹄具

有抑菌[3]、消炎的作用[4]，而在俄罗斯等地区苦白蹄常
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被用于治疗肠胃疾病、癌症、支气管哮喘、盗汗等疾

病[5]。国内对苦白蹄的研究多集中于苦白蹄的化学成

分及其活性成分的筛选研究。资料显示苦白蹄的主要

化学成分有多糖、萜烯类及皂苷类等。其中，苦白蹄

多糖具有增强免疫力[6~7]、清除氧自由基[8]、抗氧化[9]

的作用，并且能显著增强 S180 荷瘤小鼠免疫功能，

抑制 S180 肿瘤的增长[10]。此外，冯薇[11]利用现代制

备色谱技术和分离方法从苦白蹄中获得了 34 个化合

物，大多为萜类化合物，并通过体外实验筛选出具有

抗肿瘤活性以及乙酸胆碱酯酶抑制活性的化合物。为

了更好地开发利用这一药用真菌，本课题组着重于苦

白蹄脂溶性成分在体外抑制肿瘤细胞增殖的研究，已

于前期报道了苦白蹄乙醇提取物对人肝癌细胞

BEL-7404 具有明显的抑制作用[12]。后期工作中，课

题组继续以苦白蹄为研究对象，发现苦白蹄石油醚提

取物对某些肿瘤细胞具有抑制作用，并从细胞周期和

超微结构等角度探讨其作用机制，为苦白蹄的开发利

用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与仪器 

1.1.1  实验材料 

人肝癌细胞SMMC-7721、人胃癌细胞SGC-7901、

人喉癌上皮细胞 Hep-2 由遵义医学院医学与生物学

研究中心馈赠；苦白蹄采自吉林省敦化市。 

1.1.2  实验试剂与仪器 

胎牛血清，RPMI-1640 培养基，美国Gibco公司；

胰蛋白酶、DMSO、Tris，美国 Amresco 公司；磺酰

罗丹明，美国 Sigma 公司；GenMed 细胞周期流式细

胞分析试剂盒，上海杰美基因医药科技有限公司；链

霉素，青霉素，哈药集团制药总厂；其余试剂均为国

产分析纯。 

R-210 型旋转蒸发仪，瑞士 Buchi 公司；3131 型

CO2 培养箱，全波长酶标仪，高速冷冻离心机，美国

Thermo 公司；倒置相差显微镜，日本 Nikon 公司；操

净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；电镜，日本

日立公司；FACS Calibur 流式细胞仪，美国 BD 公司。

96 孔板、25 cm2培养瓶，美国 Coring 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  细胞培养 

人肝癌细胞SMMC-7721、人胃癌细胞SGC-7901、

人喉癌上皮细胞 Hep-2 用含 10%胎牛血清、100 U/mL

青霉素和 100 U/mL链霉素的 RPMI-1640 完全培养基

于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养。待细胞长满培养瓶底

部，弃去培养液，PBS 冲洗，0.25%胰蛋白酶消化，

以 1:3 传代培养。取对数生长期细胞进行实验。 

1.2.2  苦白蹄石油醚提取物的制备 

苦白蹄子实体风干、粉碎、过 60 目筛。称取其粉

末 100 g，以 1:10 的料液比加入石油醚 60 ℃连续回流

提取两次，每次3 h。合并提取液，减压旋转蒸发除去

溶剂，自然干燥至恒重得苦白蹄石油醚提取物（以下

简称 PEFO），实验前精密称取PEFO 10 mg，200 μL 

DMSO 溶解，临用前用完全培养基稀释成所需浓度。

室温保存，临用前用完全培养基稀释成所需浓度。 

1.2.3  SRB 法测定 PEFO 对肿瘤细胞增殖的影

响[13] 

取 SMMC-7721、SGC-7901、Hep-2 细胞，以8000

个/孔接种于 96 孔板中，每种细胞接种两块，一块为

实验板（T），一块为对照板（T0）。培养 20 h后，

对照板立即用预冷的 50% TCA 固定，待测；实验板

加入终浓度分别为 10、20、40、60、80、100 μg/mL

的 PEFO，每种浓度设 5 个重复，另设置阴性对照组

（C），继续培养 48 h。根据文献方法继续操作[8]，530 

nm 处测定各孔吸光度值，按下列公式计算肿瘤细胞

生长抑制率。采用改良寇氏法计算半数抑制浓度

（IC50）。 

0

0

OD(T)-OD(T )
100%

OD(C)-OD(T )
肿瘤细胞生长抑制率=[1- ]  

改良寇氏法计算公式：lgIC50=Xm-I(P-(3-Pm-Pn)/4) 

注：Xm：lg最大剂量；I：lg(最大剂量/相临剂量)；P：阳

性反应率之和；Pm：最大阳性反应率；Pn：最小阳性反应率。 

1.2.4  倒置相差显微镜观察 PEFO 对 SMMC- 

7721 细胞形态结构的影响 

取 SMMC-7721细胞以 20000个/瓶接种到 25 cm2

培养瓶中，培养 20 h后，弃去培养液，加入终浓度为

IC50的 PEFO 4 mL，并设置阴性对照组。48 h 后倒置

相差显微镜观察SMMC-7721 细胞形态结构的变化情

况。 

1.2.5  透射电镜观察 PEFO 对 SMMC-7721 细

胞超微结构的影响 

取 SMMC-7721细胞以 20000个/瓶接种到 25 cm2

培养瓶中，培养 20 h后，弃去培养液，加入终浓度为

1/2 IC50 的PEFO 4 mL，并设置阴性对照组。继续培养

48 h 后，4%戊二醛固定，透射电镜待检。 

1.2.6  流式细胞仪分析 PEFO 对 SMMC-7721 

细胞周期分布的影响 

取 SMMC-7721细胞以 20000个/瓶接种到 25 cm2

培养瓶中，培养 20 h后，弃去培养液，分别加入终浓
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度为 1/2 IC50、IC50的 PEFO 4 mL，并设置阴性对照组，

每组三个重复。继续培养 48 h，随后按 GenMed 细胞

周期试剂盒说明书操作，收集所有细胞，加入 1 mL 

GenMed 清理液，300 g离心，弃上清液。加入500 μL

的 GenMed 染色工作液1，混匀，37 ℃避光孵育 1 h，

再加入 500 μL GenMed 染色工作液 2，混匀，流式细

胞仪检测细胞周期。 

1.2.7  统计方法 

实验结果以 x s 表示，采用 SPSS 19.0软件进行

统计分析，组间比较采用单因素方差分析，P<0.05 表

示差异有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  PEFO对三种肿瘤细胞增殖的影响 

PEFO 对 SMMC-7721、SGC-7901、Hep-2 三种肿

瘤细胞增殖的抑制作用如表 1 所示，均表现出一定的

抑制作用。当PEFO 浓度分别为 10、20 μg/mL，对三

种细胞的抑制作用都较弱；当浓度逐渐升高时，抑制

作用也逐渐增强，呈剂量效应关系。当 PEFO 浓度为

100 μg/mL时，对SGC-7901、Hep-2 的抑制率分别为

64.89%、41.81%，而对 SMMC-7721 的抑制率高达

99.13%。经改良寇氏法计算其 IC50 分别为 58.74、

74.13、83.18 μg/mL。PEFO对人肝癌细胞 SMMC-7721

的抑制作用最为明显。 

表 1 PEFO 对 3 种肿瘤细胞增殖的影响 

Table 1 The effect of PEFO on the proliferation of 3 kinds of tumour cells 

组别 
PEFO 浓度

/(μg/mL) 

SMMC-7721  SGC-7901  Hep-2 

OD 值 抑制率/% OD 值 抑制率/% OD 值 抑制率/% 

对照板 - 0.26±0.00 -  0.31±0.00 -  0.25±0.00 - 

阴性对照组 - 1.41±0.05 -  1.62±0.02 -  1.90±0.05 - 

实验组 

10 1.32±0.02* 7.83  1.54±0.07* 6.11  1.82±0.03* 4.85 

20 1.26±0.09* 13.04  1.47±0.04* 11.45  1.68±0.03* 13.25 

40 1.05±0.07* 31.3  1.35±0.03* 20.61  1.58±0.04* 19.4 

60 0.74±0.03* 59.26  1.13±0.07* 37.4  1.44±0.04* 27.88 

80 0.62±0.08* 68.7  0.97±0.04* 49.23  1.31±0.07* 35.76 

100 0.27±0.02* 99.13  0.77±0.05* 64.89  1.21±0.06* 41.81 

注：“-”表示无，“*”表示与阴性对照组比较，P<0.05。 

2.2  对 SMMC-7721细胞形态的影响 

   
图 1 PEFO 对 SMCC-7721 细胞形态结构的影响（100） 

Fig.1 The effect of PEFO on the cell morphology of 

SMCC-7721 

注：A-阴性对照组；B-实验组（58.74 μg/mL） 

如图 1A所示，未经PEFO 处理的细胞折光性好，

细胞贴壁好，形态完整。而经 IC50 浓度处理 48 h后的

细胞出现细胞核皱缩，细胞变圆变亮，细胞贴壁性变

差或悬浮在培养液中的现象，还有部分细胞裂解，在

培养液中可以见到细胞碎片，与凋亡的细胞形态类似，

如图 1B所示。 

 

 

2.3  对 SMMC-7721细胞超微结构的影响 

   
图 2 PEFO 对 SMCC-7721 细胞超微结构的影响 

Fig.2 The effect of PEFO on the cellular ultrastructure of 

SMCC-7721 

注：A-阴性对照组；B-实验组（29.37 μg/mL）。 

透射电镜结果显示，对照组细胞（图 2A）具有肝

癌细胞的一般特性，表面微绒毛丰富，加药组细胞（图

2B）的细胞核形态不规则，线粒体肿胀，嵴断裂，胞

质内出现大量空泡化结构，细胞表面绒毛消失。由于

线粒体是细胞赖以生存的“动力工厂”，线粒体的肿胀、

嵴断裂和空泡化会严重影响到线粒体功能，使癌细胞 
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能量代谢直接被破坏或抑制，进而促使肿瘤细胞朝坏

死或凋亡的方向发生。提示 PEFO 抑制癌细胞的生长

有可能与抑制肿瘤细胞有氧代谢有关。 

2.4  对 SMMC-7721 细胞周期分布的影响 

表 2 PEFO 对人肝癌细胞 SMCC-7721 细胞周期的影响 

Table 2 The effect of PEFO on the cell cycle of SMCC-7721 

组别 
PEFO 浓度 

/(μg/mL) 
G0/G1/% S/% G2/M/% 

阴性对照组 0 60.95±2.00 30.96±1.22 8.09±1.01 

实验组 
29.37 59.03±1.65 31.57±1.34 9.13±0.39 

58.74 71.15±1.28* 18.39±1.39* 10.45±0.63* 

注：“*”表示与阴性对照组比较，P<0.05。 

 

 

 
图 3 PEFO 对 SMCC-7721 细胞 DNA 含量的影响 

Fig.3 The effect of PEFO on the DNA content of SMCC-7721 

注：a-阴性对照组；b-实验组（29.37 μg/mL）；c-实验组

（58.74 μg/mL） 

如表2所示，SMMC-7721细胞经1/2 IC50浓度的

PEFO处理48 h后，细胞周期改变不明显，但经IC50浓度

的PEFO处理48 h后，细胞周期具有较大的改变，G0/G1

期的细胞增加，S期的细胞减少，降幅达41.44%，细胞

阻滞于G0/G1期。 

肿瘤细胞的产生通常是因为逃逸了正常细胞增殖

的调控体系而自主地无限生长，大多数抗肿瘤药物为

细胞周期特异性药物，主要杀伤处于增殖期的肿瘤细

胞。本实验通过流式细胞技术揭示了PEFO作用

SMMC-7721后，G0/G1期细胞增加，S期细胞减少，G2/M

期细胞无明显变化，PEFO可引起SMMC-7721细胞

G0/G1期阻滞。此外，肿瘤的发生和发展不仅是肿瘤增

殖和分化异常所致，而且还是肿瘤细胞凋亡异常的结

果。从PEFO处理SMMC-7721后的DNA含量直方图（图 

3）可以看到，G0-G1期峰前有一定亚二倍体峰的出现，

即凋亡峰。此现象提示经PEFO处理后的SMMC-7721

细胞可能发生了少量的凋亡，而诱导肿瘤细胞凋亡已

成为肿瘤治疗的一个新热点 [14]。但是，PEFO可引起

SMMC-7721细胞周期阻滞、细胞凋亡的具体机制还有

待进一步研究。 

3  结论 

3.1  本次实验通过回流提取法获得苦白蹄石油醚提取

物（PEFO），采用SRB法进行体外抗肿瘤活性筛选，发

现 PEFO对人肝癌细胞 SMMC-7721、人胃癌细胞

SGC-7901和人喉癌上皮细胞Hep-2三种肿瘤细胞均有

明显抑制作用，且抑制作用呈剂量效应关系，其IC50

分别为58.74、74.13、83.18 μg/mL。其中，PEFO 对人

肝癌细胞SMMC-7721的抑制作用最为明显。因此选取

SMMC-7721细胞株作为研究对象，从细胞形态、超微

结构以及细胞周期的改变情况来观察PEFO可能存在

的抗肿瘤作用机制。通过显微镜观察发现，经PEFO作

用后的SMMC-7721细胞出现细胞核皱缩、细胞贴壁性

差、细胞裂解等现象。透射电镜观察结果显示

SMMC-7721细胞的线粒体发生肿胀，胞质内出现大量

空泡化结构。流式细胞技术显示PEFO作用SMMC-7721

后，G0/G1期细胞增加，S期细胞减少，G2/M期细胞无

明显变化，G0-G1期峰前有一个小的亚二倍体峰（凋亡

峰）出现。上述实验结果表明PEFO在体外能够抑制肿

瘤细胞的增殖，并初步推断其机制有可能是通过抑制

肿瘤细胞有氧代谢和干预细胞周期来实现抑制肿瘤细

胞增殖的效果。 

3.2  课题组前期已报道了苦白蹄的乙醇提取物可以

抑制多种肿瘤细胞的增殖，尤其是对肝癌细胞

BEL-7404 的体外增殖表现出较强的抑制作用[12]。此

次实验发现极性更小的苦白蹄石油醚提取物对肝癌细
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胞 SMMC-7721 具有非常明显的抑制作用，推测苦白

蹄可能会在肝癌防治方面具有一定的开发潜力。 
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