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摘要： 

肿瘤干细胞(Cancer Stem Cell，CSC)是导致恶性肿瘤发生、转移、

复发及治疗抵抗的主要根源之一。该研究评估槐耳浸膏是否具有抗大

肠癌 CSC 作用，及探讨相关抗癌机制。结果显示，槐耳浸膏有效抑

制原代大肠癌细胞球的形成（P <0.05），并减少 ALDH 阳性肿瘤细胞

群比率。Western blot 和 WNT/β-catenin 报告基因表明，槐耳浸膏下

调 Wnt/β-catenin 自我更新信号。该文第一次报道槐耳浸膏是一种有

效抗大肠癌 CSC 的药物，并且明确 Wnt /β-catenin 信号是其靶点，

为大肠癌的治疗提供了一种新的选择。 
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前言 

大肠癌是最常见的恶性肿瘤之一，近年来我国的大肠癌发病率及

死亡率呈明显的上升趋势。大肠癌的发生是复杂的过程，包括上皮细

胞增殖，分化和凋亡的调控异常。最近的证据显示肿瘤干细胞(Cancer 

Stem Cell，CSC)是导致恶性肿瘤发生、转移、复发及治疗抵抗的主

要根源。CSC 是肿瘤内一小群具有强致瘤性、自我更新(Self-renewal)

能力及多向分化潜能的细胞亚群 [1; 2; 3; 4; 5; 6]。目前许多癌症治疗

方法失败，包括化疗和放射治疗，主是原因是其由于不能有效的完全

杀灭 CSC，残存的细胞将重新生成肿瘤 [7; 8; 9; 10]。因此，寻找高

效、低毒的选择性杀伤 CSC 药物已是目前抗肿瘤治疗的一个主要的

研究方向。目前有几种天然产物可能对 CSC 有效如姜黄素、萝卜硫

素和 epigallocatechin-3-gallate [11; 12; 13]。  

槐耳浸膏（槐耳提取物）在中国被用于治疗多种疾病[14]。它是

一种药用真菌提取物，其有效成分为蛋白聚糖（含 8.72％水，12.93％

氨基酸和 41.53％多糖）[15; 16]。最近报道，槐耳浸膏通过抑制肿瘤

生长，诱导细胞凋亡，与抗血管生成，从而取到抗癌的效果 [15; 17; 

18]。然而，目前仍然没有其相关抗大肠癌 CSC 方面的研究。 

Wnt 通路在调控干细胞的自我更新中具有重要作用。Wnt 靶基因

的激活依赖于β-catenin 入核，进而与转录因子 TCF/LEF 结合形成复

合物，共同起始下游调控基因的转录 [19; 20]。β-catenin 在核内量受

APC 复合物调节 [21; 22]。肿瘤细胞的 Wnt 通路的过度激活导致化疗

和放疗的耐受 [23; 24]。这意味着去β-catenin 调节对抑制 CSC 起着



重要的作用。如果下调β-catenin 的转录活性，肿瘤生长会被抑制。

因此，寻找药物能靶向该通路及其下游分子显得非常重要的。  

在本课题中，我们研究了槐耳浸膏对大肠癌干细胞的影响。结果

表明，槐耳通过下调β-catenin 和 Wnt 信号通路从而抑制 CSC，为明

确槐耳浸膏的作用机理及临床应用提供实验依据。 

 

材料与方法 

材料 

槐耳浸膏来自启东盖天力制药有限公司（中国）。DMEM/F12 购

自 Invitrogen 公司。胎牛血清（FBS）购自四季青生物公司（中国杭

州）。抗β-catenin（1:3000），抗 cyclin D1 (1:3000) 和抗β-actin (1:1000)

抗体购自 Cell Signaling 公司。胶原酶和透明质酸购自 Sigma 公司。 

细胞培养 

按照浙江大学附属浙二医院人体试验委员会试验标准，并于术前

经患者本人及家属同意，取结肠癌组织，剪碎癌组织，用胶原酶（1.25 

mg/ml）和透明质酸（1.5 mg/ml）在 37°C 消化 1 小时后，将细胞接

种置于含 DMEM/F12 完全培养液的培养瓶中培养。根据细胞的状态

及培养液颜色的变化，每隔 3~4 天更换培养液，并反复用酶消化法与

机械法去除成纤维细胞。 

细胞活性分析 

用 MTS 试剂盒评估槐耳浸膏对肿瘤细胞的活性影响。收集长势形

态良好的处于对数生长期的原代大肠癌细胞（T1 与 T2），将 2-5×104



的细胞接种于每孔含 100μl 培养基 96 孔板中，加入不同浓度的药物，

培养 48 小时后，加入 10 μl MTS 试剂，继续 37℃孵育 2 小时。酶

标检测仪 490 nm 波长下检测 OD 值，计算各浓度药物作用后细胞的

存活率。 

细胞形态的观察 

原代大肠癌细胞接种在 24 孔培养板中，每孔 10,000 个细胞，待

其粘附生长，加入终浓度为 8mg/ml 槐耳浸膏共培养 48 小时后。观察

细胞的形态，并在 Olympus 显微镜下拍照。 

细胞球形成实验 

原代大肠癌细胞培养在无血清 DMEM/F12 培养液内：DMEM/F12

培养液、100 unit/ml 青霉素和 100 μg/ml 链霉素，2%（v/v）B27 添

加剂（50×），20 ng/ml EGF，20 ng/ml bFGF，4 mg/ml BSA，4 μg/ml

胰岛素。原代大肠癌细胞用胰酶消化成单细胞后，以较低密度接种于

96 孔低粘附件板内（100~200 细胞/孔）。加药或不加药培养 10~14 天，

显微镜下观察细胞球大小及数量。 

ALDEFLUOR 分析 

ALDH 阳性肿瘤细胞中富含大肠癌 CSC。利用 Aldefluor 试剂盒

检测肿瘤细胞的 ALDEFLUOR 活性。收集胰酶消化后的单细胞，与

含有乙醛脱氢酶的底物试剂在 37℃下温育 40 分钟；在相同的条件下，

一小部分细胞与乙醛脱氢酶抑制剂二乙基氨基温育作为阴性对照。然

后上流式细胞仪检测细胞 ALDH 活性。 

Western blot 分析 



大肠癌细胞用槐耳浸膏（2，4mg/ml）处理 48 小时后，收取细胞，

加入含蛋白酶抑制剂的蛋白裂解液 [20 mmol/l Tris‑HCl, 150 mmol/l 

NaCl, 1% NP‑40, 5 mmol/l EDTA and 1 mmol/l Na3VO4 (pH 7.5)]。用

抗 β‑catenin, 抗 cyclin D1 and 抗 β‑actin 抗体进行免疫印迹分析，山

羊抗兔 IgG-HRP 作为二抗，免疫反应条带用化学发光底物显色。 

TOP / FOP 报告基因分析 

TOP/FOP flash 双报告系统用来评估 β‑catenin 诱导的 TCF/LEF 转

录活性。TOP/FOP flash 质粒赠自朱永良博士（浙江大学医学院）。细

胞转染 TOP flash 质粒(10 μg/100 μl) 或 FOP flash 质粒 (10 μg/100 

μl)，24 小时后，加入不同浓度的槐耳，继续培养 24 小时。PBS 洗涤

细胞，双荧光素酶报告基因检测系统测量荧光素酶活性。 

统计分析 

统计学差异采用单因素方差分析。数据表示为三次独立的实验手

段，P 值<0.05 被认为有统计学意义。 

 

结果 

槐耳浸膏抑制大肠癌细胞的生长 

利用 MTS 法检测不同浓度槐耳浸膏对大肠癌细胞的细胞毒性。

随着槐耳浓度的增加，细胞的存活减少，其 IC50 为约 8mg/ml（图 1A）。

结果表明槐耳具有抗大肠癌细胞增殖活性作用。 

除了研究槐耳的抗增殖作用，我们还探讨了槐耳对大肠癌细胞的

形态学影响。作为对照的大肠癌细胞呈典型的上皮细胞形态（图 1B）。



加入槐耳后，显著的改变了细胞形态。处理后的大肠癌细胞膜收缩，

细胞变得不规则形或圆形，并伴有细胞数量减少。 

 

图 2. 槐耳浸膏抑制大肠癌细胞的活性。（A）大肠癌细胞与不同

浓度的槐耳共孵育 48 小时后的 MTS 结果；（B）槐耳影响肿瘤细胞

形态。 

槐耳浸膏抑制细胞球的形成 

为评估槐耳浸膏是否可以影响大肠癌细胞球的形成，原代大肠癌



细胞与不同浓度的槐耳浸膏在无血清条件培养基下共培养 14 天。结

果表明，与那些未经处理比较，不仅肿瘤细胞球的数目显著下降，球

的大小也显著的缩小（P <0.05）。值得注意的是，槐耳能够抑制细胞

球形成的浓度是其 IC50 的-15 倍。 

 
图 2. 槐耳浸膏抑制大肠癌细胞球的形成。（A）大肠癌细胞与槐耳共

孵育 14 天后，显微镜下观察大肠癌细胞球的大小；（B）药物影响细

胞球形成的定量研究 

 

槐耳浸膏可有效地清除 ALDH 阳性细胞 

ALDH 阳性细胞是 CSC 标志物之一，高表达 ALDH 活性被认为



CSC 的特征。为评估槐耳是否可以杀伤 CSC，我们加入不同浓度的

槐耳与原代大肠癌细胞共培养 7 天。研究发现槐耳治疗组中 ALDH

阳性细胞比例较对照组显著降低（图 3）（P <0.05）。这一发现提供了

一个事实，槐耳能够在体外有效的消灭肿瘤干细胞，而其浓度仅为

0.25-0.5mg/ml。此外，有证据显示，如奥沙利铂等常规治疗失败主要

原因与化疗后 CSC 的富集密切相关。我们的研究结果表明，槐耳能

够克服这些问题。 

 

图 3. 槐耳浸膏减少 ALDH 阳性细胞比率。(A)ALDH 阳性细胞亚

群在总肿瘤细胞中的比率。（B）流式实验代表图。 

 

槐耳浸膏下调 Wnt/β-catenin 信号 

通过β-catenin 激活 Wnt 信号通路，导致大量下游分子的磷酸化，



是 CSC 实现自我更新的一个关键途径，β-catenin 在肿瘤细胞中组成

性表达。图中显示大肠癌细胞对不同浓度的槐耳具有剂量依赖性，细

胞内总β-catenin表达下调，导致下游靶蛋白 cyclin D1表达的下降（图

4A）。我们用 TOP/FOP flash 报告基因，进一步研究β-catenin 下调对

下游分子的活性影响。通过 TCF/LEF 荧光素酶检测，观察到槐耳处

理后大肠癌细胞 TOP 活性显著下降（图 4B）（P <0.05）。总之，这些

数据表明，槐耳下调 Wnt/β-catenin 信号，进而可能影响 CSC 的自我

更新。 

 

图 4. 槐耳浸膏下调 Wnt/β-catenin 信号.（A）western blot 检测槐耳

处理后大肠癌细胞β-catenin 和 cyclin D1 蛋白的表达。（B）槐耳处

理大肠癌细胞 24 小时后，TOP/FOP Flash 报告基因检测萤光素酶的

活性，槐耳可减少 TOP 报告基因的表达。 

 

讨论 



槐耳浸膏，来自中国传统中药的药用真菌提取物，已被用于多种

癌症的抗癌疗效的研究。比如，槐耳已发现可抑制乳腺癌细胞的增殖，

诱导细胞凋亡。此外，槐耳还具有多种生物活性，如激活免疫系统，

抗肿瘤转移，和逆转耐药，这些发现让研究者对槐耳治疗与预防肿瘤

产生期望。其实，在中国，应用于原发性肝癌的治疗已多年 [25]。

然而，其对大肠癌干细胞的影响及作用机制尚待研究。 

在本课题中，我们观察到槐耳具有较强的抗大肠癌 CSC 作用。

虽然目前还没有确切的标准定义 CSC，现在仍然有几种方法分离和鉴

定大肠癌CSC。方法之一是利用特定的CSC标志物如 ALDH1 [26; 27; 

28]，ALDH1 是一种新的 CSC 标志物，特异性优于已经报道的 CD133

及 CD44 等标志物 [29]。研究表明肠道内的 ALDH 阳性细胞数目较

少，位于粘膜隐窝底部。从正常上皮向肿瘤在转变过程中，ALDH 阳

性细胞的数量增加，只要 25 个细胞就可在 NOD/SCID 鼠形成肿瘤。

因此，我们采用 ALDH 标记肿瘤细胞，用来评估槐耳抑制 CSC 的能

力。结果显示，槐耳可以有效的清除 ALDH 阳性细胞。另一种方法

就是判断肿瘤细胞是否形成细胞球，大肠癌 CSC 能在无血清的特殊

培养基下的低黏附板成球，而普通细胞则不能存活 [30; 31]。我们的

结果显示，槐耳能够有效的抑制肿瘤细胞球形成。 

我们研究表明，槐耳靶向抑制 Wnt /β-catenin 通路，及β-catenin

表达降低，从而阐明了其抗癌机制。值得注意的是，在 48 小时内，

在所有肿瘤细胞中β-catenin 和 Cyclin D1 的水平下调，结果提示，槐

耳可能通过 Wnt 信号通路抑制大肠癌，可作为癌症治疗的理想药物。 



 

结论 

在本研究中，我们清楚地表明，槐耳浸膏能够有效的抑制肿瘤细

胞球形成和 ALDH 阳性细胞比率。其机制可能是下调 Wnt /β-catenin

信号的自我更新途径有关。这项研究表明，槐耳对癌症治疗可能是非

常有益。 
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