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Abstract： The aim of this manuscript was to check the antitumor activity of IOP3a and to elucidate
the anticancer mechanism in vivo with cancer nude mice transplanted jurkat tumor as model.. it was
found that tumor weight of high-dose and middle -dose had significant differences （p<0.05），when
compared with the control group. Inhibition rate of tumor was 69.28% and 57.62% ，respectively，
which had an excellent dose-response relationship. IOP3a could increase the spleen index，white
blood cell and lymphocyte with the increase of dosage. IOP3a promoted generation of TNF-α and
L-1β from macrophage of nude mouse obviously. The histopathology of tumors indicated that the
tumor cells from the different IOP3a-treated groups had clear necrosis areas in tumor tissues.The
anti-tumor mechanism of IOP3a in vivo was that IOP3a could improve the expression of tumor gene
Bax and inhibit the the expression of tumor gene Bcl-2 with immuno-histochemistry.
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摘要： 通过建立裸鼠淋巴瘤细胞 Jurkat 模型，对桦褐孔菌多糖 IOP3a 的体内抗肿瘤活性及其机
制进行了研究。 实验结果表明，IOP3a 高、中剂量组瘤重与阴性对照组相比均有显著性差异（p<
0.05），肿瘤抑制率分别为 69.28%和 57.62%，具有明显的剂量-效应关系。随着剂量的增加，脾脏
指数有逐步增加的趋势，具有升高裸鼠 WBC和淋巴细胞的功能，同时对巨噬细胞产生的细胞因
子 TNF-α和 L-1β均有明显的促进作用。 组织病理学观察表明，IOP3a 可使肿瘤组织中呈现明
显的肿瘤坏死灶，瘤组织出现坏死的现象。 免疫组化表明，IOP3a 通过促进肿瘤组织细胞中 Bax
蛋白表达、抑制 Bcl-2表达起到抗肿瘤作用。
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桦褐孔菌（Inonotus obliquus）是一种生长在寒
带的药用真菌，寄生于白桦树、银桦等树干或树皮
下，主要生长区域为北美、波兰、俄罗斯、中国的黑
龙江和吉林、日本北海道等国家和地区[1]。 国内陈义
勇等[2-3]研究表明，桦褐孔菌多糖对 Jurkat 荷瘤具有
抗肿瘤活性；金光等 [4]研究表明，桦褐孔菌多糖对小
鼠 S180肉瘤具有较强的抑制作用；张慧丽等[5]研究发

现，桦褐孔菌多糖对肝癌 SMMC7721 细胞株增殖具
有抑制作用，且表现出浓度相关性。 国外 Kim 等[6-7]

认为， 桦褐孔菌多糖对 BDF1 鼠黑色素瘤生长有明
显抑制作用，桦褐孔菌菌核多糖直接通过抑制肿瘤
细胞生长和蛋白质合成而产生抗癌作用。 通过查阅
文献发现，桦褐孔菌多糖的抗肿瘤活性主要停留在
粗多糖研究层面，而桦褐孔菌多糖单一组分的抗肿
瘤活性及其作用机制还未见报道。
笔者前期分离得到一个桦褐孔菌多糖单一组

分 IOP3a，经过活性筛选，发现 IOP3a 具有较强的体
外抗肿瘤活性，但是体内抗肿瘤活性及其作用机制
还需进一步研究。 所以作者以 IOP3a 为研究对象，
通过建立移植型裸鼠淋巴瘤细胞 Jurkat 模型，通过
研究荷瘤裸鼠的指标（如移植瘤体积变化、抑瘤率、
脾指数、外周血白细胞和淋巴细胞、巨噬细胞产生
细胞因子 TNF-α和 L-1β） 以及裸鼠瘤块组织病理
学观察，探讨 IOP3a 的体内抗肿瘤活性，通过蛋白
质印迹技术检测 IOP3a 处理后不同组荷瘤裸鼠的
肿瘤组织中抑癌基因 Bcl-2蛋白和促癌基因 Bax 蛋
白的表达情况，分析桦褐孔菌多糖 IOP3a 可能的体
内抗肿瘤作用机制，旨在为其治疗肿瘤及其开发利
用提供理论依据。

1.1 试验材料
1.1.1 桦褐孔菌多糖 IOP3a 样品 本实验室前期
分离纯化自制， 经 HPLC测定 IOP3a相对分子质量
为 44265 Da，单糖由鼠李糖、阿拉伯糖、葡萄糖和半
乳糖组成，其摩尔比为 2.5∶4.6∶1∶2.6。
1.1.2 Jurkat 细胞 人 T 淋巴细胞白血病细胞株，
购自中国人民解放军军事医学科学院。
1.1.3 Balb/c-nu/nu 裸鼠 购自中国人民解放军军
事医学科学院实验动物中心， 许可证号：SCXK-
（军）2002-001。

1.2 主要试剂
5-氟尿嘧啶（5-Fu），上海利铂化学技术有限公

司提供；RPMI1640 培养液，北京万域美澜科技有限
公司提供；白细胞介素-1β（L-1β）、肿瘤坏死因子-
α（TNF-α）检测试剂盒，上海酶联生物科技有限公
司提供；鼠抗人 Bcl-2，上海亿欣生物科技有限公司
提供；Bax 单克隆免疫组化试剂盒，上海谷研科技有
限公司提供；辣根酶标记的山羊抗兔 IgG，杰兰尔试
剂上海分公司提供； 羊抗人 β-肌动蛋白多克隆抗
体，上海今迈生物科技有限公司提供；二氨基联苯
胺（DAB）显色试剂盒，天津百浩生物科技有限公司
提供；其它试剂均为国产分析纯。
1.3 主要仪器

RM2135 石蜡切片机， 德国 Leica 公司产品；
DYCZ-25D型电泳仪，北京市六一仪器厂产品；36XB
光学显微镜，上海光学仪器厂产品；LH750 全自动血
细胞分析仪 ， 美国 Beckman Coulter 公司产品 ；
GelDoc-IT TS2 凝胶成像系统，美国 UVP公司产品。
1.4 实验方法
1.4.1 Jurkat 裸鼠荷瘤模型的建立 Balb/c-nu/nu
裸鼠，雄性，3~5 周龄，体质量（20±2） g，放置在空气
净化室饲养，室度（25±2） ℃，实验过程达到无特定
病原体（Specific Pathogen Free，SPF）条件，自由摄入
无菌水和灭菌标准饲料一周后， 裸鼠经 Co60 照射
（剂量 250 Gcy）3 d 后， 在每只裸鼠背部皮下接种
0.2 mL Jurkat 细胞（1×107 cells/mL），每只裸鼠两个
注射点，每天观察裸鼠肿瘤形成情况，裸鼠皮下 5 d
后出现结节隆起约 5 mm，成瘤率达到 100%。 成功
建立的 Jurkat裸鼠荷瘤模型见图 1。

图 1 Jurkat 裸鼠荷瘤模型
Fig. 1 Cancer nude mice transplanted jurkat tumor

1.4.2 动物分组及给药 造模后的 Balb/c-nu/nu 裸
鼠随机分为 5 组， 包括空白对照组、5-Fu 阳性对照
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组（20 mg/（kg·d）、IOP3a 大剂量组（30 mg/（kg·d）、
中剂量组（20 mg/（kg·d）和小剂量组（10 mg/（kg·d），
每组5只。 空白对照组每只裸鼠注射 0.2 mL生理盐
水，5-Fu阳性对照组每只裸鼠注射 0.2 mL 5-Fu，调
节药物浓度使药量达到 20 mg/kg， 采用灌胃法给
药，每天一次，连续 28 d。
1.4.3 荷瘤裸鼠移植瘤体积变化 每组裸鼠从给
样品后开始，用游标卡尺分别在第 7、14、28 天作一
次活体肿瘤大小（包括最大长径 a 和横径 b）测量，
根据公式

V（mm3）=（a×b2）/2
计算肿瘤体积（V），以每组裸鼠瘤体积平均值为纵
坐标，处理时间为横坐标，绘制移植瘤生长曲线。 参
见文献[8]。
1.4.4 IOP3a 对荷瘤裸鼠的抑瘤作用 实验第 29
天后处死裸鼠后称重，摘取瘤块，用生理盐水洗涤，
然后用滤纸吸干称重，根据公式

抑瘤率=
对照组平均瘤质量-给药组平均瘤质量

对照组平均瘤质量
×100%，

计算抑瘤率。
1.4.5 IOP3a 对荷瘤裸鼠脾脏的影响 实验第 29
天后处死裸鼠，摘取脾脏，用生理盐水洗涤，然后用
滤纸吸干称重，根据公式
脾脏指数=脾质量（mg）/体质量（g），

计算脾脏指数。
1.4.6 IOP3a 对荷瘤裸鼠外周血白细胞和淋巴细胞
的影响 实验第 29 天后通过裸鼠眼眶取血， 经全
自动血细胞分析仪计算白细胞和淋巴细胞数。
1.4.7 IOP3a 对裸鼠巨噬细胞产生细胞因子的影响
详见文献[9]。

1）小鼠腹腔巨噬细胞的制备：裸鼠颈椎脱臼处
死，酒精消毒，腹腔注射 5 mL RPMI1640 培养液，轻
揉腹腔 3 min，收集腹腔液，2 000 r/min 离心 5 min，
弃上清液，用 RPMI1640 培养液调整细胞浓度至 2×
109/L。 将巨噬细胞悬液接种于 96孔细胞培养板中，
每孔 100 μL，37 ℃条件下在 5% CO2培养箱中孵育

3 h，吸弃培养液，用 RPMI1640 培养液洗去未贴壁
的细胞，即得纯化的裸鼠腹腔巨噬细胞。

2）L-1β和 TNF-α含量的测定：将 96 孔培养板
中的裸鼠腹腔巨噬细胞分为阴性对照组、阳性对照
组和不同剂量的 IOP3a 多糖给药组， 吸弃上清液，

阴性对照组加入 150 μL的 RPMI1640培养液，阳性
对照组加入 150 μL 含 5-Fu 的 RPMI1640 培养液
（质量浓度 10 mg/L）， 给药组每孔分别加入 150 μL
含 IOP3a多糖的 RPMI1640 培养液 （质量浓度分别
为 50、100、200 mg/L）， 每组设 6 个复孔，37 ℃培养
48 h 后，吸取上清液，用双抗夹心 ELISA 法测定培
养上清液中 L-1β 和 TNF-α 的水平，操作步骤按检
测试剂盒中的说明书进行。
1.4.8 瘤块组织切片病理学观察 取裸鼠 Jurkat
瘤块组织，用体积分数 10%甲醛固定 24 h，通过常
规脱水、石蜡包埋、切片（厚度 4 μm）、苏木精-伊红
染色，对裸鼠 Jurkat瘤块组织进行病理学观察。
1.4.9 蛋白质印迹法检测 Jurkat 肿瘤组织中 Bcl-2
和 Bax 蛋白表达 称取肿瘤组织 0.3 g，4 ℃条件下
用磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤 4 次，将组织剪碎后加
入 5 mL 预冷组织裂解液，冰上裂解 60 min，裂解产
物在 4 ℃条件下 5 000 r/min 离心 20 min）后得到细
胞蛋白上清液， 采用 Bradford 法测定蛋白质浓度，
根据蛋白质含量测定结果每孔加入 20 μg 蛋白质，
在待测细胞蛋白上清液中加入等体积的加样缓冲

液，然后混合，在沸水浴中加热 5 min，进行 SDS-
PAGE 凝胶电泳分离， 电泳结束后用去离子水漂洗
凝胶， 冰浴条件下将蛋白电转移至硝酸纤维素膜
上，用 PBST（质量分数 0.02% Tween-PBS）配制的质
量分数 5%脱脂奶粉溶液在 37℃条件下膜封闭 2 h，
然后分别加入一抗（1∶200 稀释）鼠抗人 Bax、Bcl-2
和 β-Actin（β-肌动蛋白），确定上样量的一致性，室
温下反应 2 h 后用 PBST 清洗 3 次，每次 15 min，再
与辣根酶标记的山羊抗兔 IgG 二抗（1∶800 稀释）室
温下反应 1 h，用 PBST 充分洗涤后，DAB 室温下显
色，利用凝胶成像系统分析免疫组化图片。
1.4.10 数据统计分析 采用 SAS 软件 AVOVA 程
序进行显著性分析，Duncan程序进行多重比较。

2.1 荷瘤裸鼠移植瘤生长曲线
荷瘤裸鼠移植瘤生长曲线如图 2 所示。 可知，

与对照组比较，IOP3a 大剂量组瘤体积增长最慢，而
对照组裸鼠移植瘤体积持续增长，说明 IOP3a 具有
较好的抑制荷瘤裸鼠肿瘤生长的作用。
2.2 IOP3a对裸鼠 Jurkat肉瘤的抑制作用
裸鼠连续给药 28 d 后， 各组荷瘤裸鼠的瘤质

结果与讨论2
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量、抑瘤率等见表 1。 统计学分析表明：与阴性对照
组的瘤质量相比，IOP3a 高、中剂量组瘤质量均有显
著性差异 （p <0.05）， 抑瘤率分别为 69.28%和
57.62%，随着多糖剂量的增加，裸鼠移植性肿瘤质
量下降显著， 并存在明显的剂量—效应关系，5-Fu
阳性对照组瘤质量与阴性对照组的瘤质量相比差

异显著（p<0.05），发现裸鼠的进食量、行为状态等状
况明显差于 IOP3a 组， 这主要是因为 5-Fu 会对裸
鼠的免疫器官造成一定的损害， 而桦褐孔菌多糖
IOP3a对裸鼠的免疫没有损害。

图 2 荷瘤裸鼠移植瘤生长曲线
Fig. 2 Growth curve of nude mice transplanted jurkat

tumor
表 1 IOP3a 对裸鼠 Jurkat 肉瘤的抑制作用（x±s，n=5）

Table 1 Anti-tumor activities of IOP3a against tumor-
bearing nude mice（x±s，n=5）

注：与阴性对照组比较，a： p<0.05。

2.3 IOP3a对荷瘤裸鼠免疫器官的影响
桦褐孔菌多糖 IOP3a 对荷瘤裸鼠免疫器官脾

脏的影响见表 2，可知：与阴性对照组相比，5-Fu 阳
性组脾脏指数明显降低（p<0.05），表现出一定的毒
副作用，IOP3a 治疗组的脾脏指数与阴性对照组均
无显著性差异，无明显毒副作用，并且明显高于 5-
Fu 组（p<0.01），随着剂量的增加，脾脏指数有逐步
增加的趋势。

表 2 IOP3a 对荷瘤裸鼠脾脏指数的影响
Table 2 Effect of IOP3a on spleen index of tumor -

bearing nude mice（x±s，n=5）

注：与阴性对照组比较，a： p<0.05；与阳性对照组比较
b： p<0.01。

2.4 IOP3a 对荷瘤裸鼠外周血白细胞和淋巴细胞
的影响

桦褐孔菌多糖 IOP3a 对荷瘤裸鼠外周血白细
胞和淋巴细胞的影响见表 3，可知：与阴性对照组相
比，5-Fu 组白细胞和淋巴细胞数均明显降低 （p<
0.05）；与 5-Fu 阳性对照组相比，IOP3a 作用的荷瘤
裸鼠的白细胞和淋巴细胞数高于阳性对照组 （p<
0.01），说明 IOP3a 具有一定的升高裸鼠白细胞和淋
巴细胞的功能。
表 3 IOP3a 对荷瘤裸鼠外周血白细胞和淋巴细胞的影响

（x±s，n=5）
Table 3 Effect of IOP3a on white blood cell and

Lymphocyte of nude mice（x±s，n=5）

注：与阴性对照组比较，a： p<0.05；与阳性对照组比较
b： p<0.01。

2.5 IOP3a对裸鼠巨噬细胞产生细胞因子的影响
IOP3a 对裸鼠巨噬细胞产生细胞因子 L-1β 和

TNF-α的影响见表 4。 可以看出， 与阴性对照组相
比，IOP3a 多糖对巨噬细胞产生的细胞因子 TNF-α
和 L-1β均有明显的促进作用 （P<0.01，P<0.05），且
IOP3a 多糖对 TNF-α 的促进作用具有剂量依赖关
系， 在 IOP3a 多糖质量浓度为 200 mg/L 时最为显
著， 培养上清液中 TNF-α 的质量浓度达 （279.35±

组别 剂量/（mg/kg） 脾脏指数/（mg/g）

阴性对照组 — 10.41±1.05

5-Fu 20 7.62±0.59a

IOP3a

10 10.52±1.08b

20 10.68±1.31b

30 11.19±1.26b

组别 剂量/（mg/kg） 瘤重/g（x±s） 抑制率/%

阴性对照组 — 8.66 ±1.25 —

5-Fu 20 3.09±0.166a 64.32

IOP3a

10 5.22±0.889 39.72

20 3.67±0.358a 57.62

30 2.66±0.437a 69.28

组别
剂量/

（mg/kg）
白细胞数/

（1×109 cells/L）
淋巴细胞数/

（1×109 cells /L）

阴性对照组 — 9.31±1.18 5.74±1.13

5-Fu 20 5.21±1.02a 3.38±1.03a

IOP3a

10 8.94±0.56b 5.07±0.57b

20 9.05±1.13b 6.35±1.63b

30 9.25±1.02b 6.82±1.46b
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36.24） ng/L，而IOP3a 多糖对 L-1β 的促进作用无剂
量依赖关系，在 IOP3a 多糖质量浓度为 100 mg/L 时
最为显著 ， 培养上清液中 L-1β 的质量浓度达
（49.32±12.09） ng/L， 与阳性对照 5-Fu 相比无明显
差异。
表 4 IOP3a 对裸鼠巨噬细胞产生细胞因子的影响

Table 4 Effect of IOP3a on generation of cytokines from
macrophage of nude mouse

注：与阴性对照组相比，a： P<0.05；b： P<0.01。 与 5-Fu
组相比，c： P<0.05；d： P<0.01。

2.6 组织病理学观察
裸鼠连续给药 28 d 后，裸鼠 Jurkat 肉瘤病理组

织学观察见图 3。可以看出：阴性对照组肿瘤结构无
明显改变，生长旺盛，IOP3a 组、5-Fu 组肿瘤体积明
显小于阴性对照组，瘤块组织松脆，IOP3a 组瘤组织
出现坏死， 有明显的肿瘤坏死灶，5-Fu 阳性组瘤组
织大面积坏死，结构不清。

图 3 裸鼠 Jurkat 肉瘤病理组织学（400×）
Fig. 3 Histopathology of tumors from transplanted tumor

nude mice（400×）

2.7 IOP3a 对裸鼠 Jurkat 肿瘤组织中 Bax 和
Bcl-2基因蛋白表达的影响

Bcl-2 家族蛋白根据其功能分为两类： 一类以
Bax、Bad、Bak、Bid 为代表，促进细胞凋亡；另一类以
Bcl-2、Bcl- xl 为代表，抑制细胞凋亡，Bcl-2 家族蛋
白通过二聚体网络形式相互作用，调控细胞的凋
亡 [10-11]。 IOP3a 对裸鼠 Jurkat 肿瘤组织中 Bax 和
Bcl-2基因蛋白表达的影响结果见图 4和表5。
由图 4 可知：β-Actin（β-肌动蛋白）基因表达

量不随药物处理变化，呈现稳定的表达，随着 IOP3a
处理浓度的增大，Jurkat 肿瘤组织细胞中 Bax 基因
表达条带变宽、变深，光密度值与阴性对照组相比
不断增大 ，差异显著 （p<0.05），见表 5，明显抑制
Bcl-2基因的表达（p<0.05）。 5-FU组显著地促进肿
瘤组织细胞中 Bax 基因蛋白的表达，同样明显抑制
Bcl-2基因的表达（p<0.05）。表明 IOP3a通过促进肿
瘤组织细胞中 Bax蛋白表达、 抑制 Bcl-2 表达起到
抗肿瘤作用。

图 4 IOP3a 对裸鼠 Jurkat 肿瘤组织中 Bax 和 Bcl-2 基因
蛋白表达的影响

Fig. 4 Effect of IOP3a on expression of Bax and Bcl-2 in
Jurkat tumors from the transplanted tumor nude
mice through immunohistochemical analysis

组别
质量浓度/
（mg/L）

L-1β/
（ng/L）

TNF-α/
（ng/L）

阴性对照组 — 19.26±5.18 99.06±8.38

5-Fu 10 48.47±11.21b 265.61±35.79b

IOP3a

50 35.15±9.29a，c 165.28±32.18a，d

100 49.32±12.09b 215.79±40.28b

200 47.78±11.42b 279.35±36.24b
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表 5 不同组 Bax、Bcl-2 基因蛋白表达定性分析
Table 5 Quantitative analysis of the expression of Bax

and Bcl-2 proteins

注：与阴性对照组相比，a： p<0.05。

通过对 IOP3a 体内抗肿瘤作用及其机制进行
研究，得出如下结论：

1）通过建立裸鼠 Jurkat模型评价 IOP3a的体内
抗肿瘤效果，IOP3a 可以明显地抑制荷瘤裸鼠肿瘤
体积，具有很好的抑制肿瘤生长的作用。 IOP3a 高、
中剂量组瘤质量与阴性对照组的瘤质量相比均有

显著性差异（p<0.05），肿瘤抑制率分别为 69.28%和
57.62%，有明显的剂量—效应关系，随着剂量的增
加，脾脏指数有逐步增加的趋势，具有升高裸鼠白
细胞和淋巴细胞的功能，IOP3a 多糖对巨噬细胞产
生的细胞因子 TNF-α 和 L-1β 均有明显的促进作
用，组织病理学观察表明，IOP3a 可使肿瘤组织中呈
现明显肿瘤坏死灶、瘤组织出现坏死的现象。

2） 免疫组化表明，IOP3a 通过促进肿瘤组织细
胞中 Bax蛋白表达、 抑制 Bcl-2表达起到抗肿瘤的
作用。

组别
剂量/

（mg/kg）

对照组 0 0.092±0.022 0.536±0.037

5-Fu 20 0.151±0.072a 0.412±0.028a

20 0.199±0.037a 0.307±0.012a

30 0.259±0.042a 0.199±0.018a

平均光密度值

Bax 基因蛋白 Bcl-2 基因蛋白

IOP3a
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