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蛹虫草水提物影响人胃癌细胞 BGC-823
不同 RCD通路的转录组分析

崔明琦1,2,3，于凯雯1,2,3，宋　扬1,2,3，徐方旭2,3，王升厚2，王　泽1,2,3, *

（1.沈阳师范大学生命科学学院，辽宁沈阳 110034；
2.辽宁省功能性蛹虫草重点实验室，辽宁沈阳 110034；
3.沈阳师范大学实验教学中心，辽宁沈阳 110034）

摘　要：目的：基于转录组测序技术，分析预测蛹虫草（XG）水提物影响人胃癌细胞 BGC-823生长活性的主要调

节性细胞死亡（Regulated Cell Death，RCD）信号通路。方法：MTT法测定 XG水提物对胃癌细胞增殖能力的影

响，转录组测序分析显著差异基因及其京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，
KEGG）通路富集情况，获得凋亡、自噬、坏死性凋亡及铁死亡信号通路的 hub基因（10个）。通过激光共聚

焦、流式细胞术、实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）进一步验证 XG水提物对胃癌细胞凋亡的诱导情况。结果：

XG水提物对人胃癌细胞 BGC-823生长活性的抑制作用具有剂量依赖特征。转录组测序共筛选到 5885个差异表达

基因，并在凋亡（P=0.001）及自噬（P=0.008）信号通路存在显著性富集，除铁死亡外，其它信号通路的 hub基
因的表达量均被显著性抑制，包括 caspase依赖性凋亡信号通路的关键因子 CASP3、CASP9、CASP7 和 APAF1，
自噬小体形成相关的基因 ULK1、ULK2、UVRAG、Atg14 及 Atg5。细胞学检测结果显示，胃癌细胞经 XG水提物

处理后呈典型的凋亡形态学特征，早期凋亡率为 24.8%，细胞周期阻滞于 G2/M期。qRT-PCR检测显示，BCL2、
BCL2L1、CASP3、CASP9 及 XIAP 的表达受到显著抑制（P<0.01），ENDOG 和 AIF 表达量显著上调（P<0.01），

与转录组测序结果一致。结论：蛹虫草主要通过 caspase非依赖性线粒体凋亡途径抑制人胃癌细胞 BGC-823的生

长活性，同时可以影响自噬等信号通路的激活，为蛹虫草在功能性食品的开发提供理论支持。
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Abstract：Objective:  The  main  regulated  cell  death  (RCD)  signaling  pathway  of Cordyceps  militaris  (XG)  water  extract
that  affects  the  growth  activity  of  the  human  gastric  cancer  cell  line  BGC-823  was  analyzed  and  predicted  using  
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transcriptome sequencing technology. Methods: The effect of XG aqueous extract on the proliferation of gastric cancer cells
was determined using the MTT method. Transcriptome analysis revealed significant differentially expressed genes (DEGs)
and their Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment, resulting in the identification of 10 hub genes
involved  in  the  apoptosis,  autophagy,  necroptosis,  and  ferroptosis  signaling  pathways.  Laser  confocal  microscopy,  flow
cytometry, and quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR) were employed to further validate the induction
of  apoptosis  in  gastric  cancer  cells  by the XG aqueous extract.  Results:  The inhibitory effect  of  XG water  extract  on the
growth of the human gastric cancer cell line BGC-823 was dose-dependent. A total of 5885 differentially expressed genes
were  identified  through  transcriptome  sequencing  analysis,  with  significant  enrichment  in  the  apoptosis  (P=0.001)  and
autophagy (P=0.008) signaling pathways. In addition to ferroptosis, the expression levels of hub genes associated with other
signaling pathways were significantly inhibited, including the key factor of caspase-dependent apoptosis (CASP3, CASP9,
CASP7,  APAF1)  as  well  as ULK1, ULK2, UVRAG,  Atg14,  and  Atg5  related  to  autophagosome  formation.  Cytological
examination  revealed  typical  apoptotic  morphological  characteristics  in  gastric  cancer  cells  treated  with  the  XG  water
extract, with an early apoptotic rate reaching 24.8%, while cell cycle arrest occurred at the G2/M stage. qRT-PCR showed
that  the  expression  of BCL2, BCL2L1, CASP3, CASP9,  and XIAP was  significantly  inhibited  (P<0.01),  whereas  that  of
ENDOG  and  AIF  was  significantly  upregulated  (P<0.01),  consistent  with  the  results  of  transcriptome  sequencing.
Conclusion: C.  militaris primarily  inhibits  the  growth  of  the  human gastric  cancer  cell  line  BGC-823 through a  caspase-
independent  mitochondrial  apoptosis  pathway  while  also  influencing  the  activation  of  autophagy  and  other  signaling
pathways. These findings provide theoretical support for using C. militaris in functional foods.

Key words：Cordyceps militaris；apoptosis；autophagy；necroptosis；ferroptosis

蛹虫草（Cordyceps militaris）作为新资源食品[1]，

不仅具有传统食物的安全性，同时由于富含虫草素、

喷司他丁、多糖等生物活性成分，具有抗肿瘤、抗氧

化、调节免疫、降血糖、降血脂等多种生物学功

能[2−3]，在东南亚具有十分悠久的药用使用历史。研

究者们先后利用肺癌[4]、肝癌[5]、肠癌[6]、胰腺癌[7]、

乳腺癌[8]、宫颈癌[9] 等人类细胞株，证明蛹虫草及其

多种生物活性成分可以通过诱导凋亡的方式发挥抗

肿瘤活性。蛹虫草醇提物可以通过影响 TNFR 表达

量，反向调控 NF-κB活化，下调 Bcl-xL 和 BCL2 的

表达，激活卵巢癌细胞的外源性凋亡途径[10]。通过

抑制 SMO/PTCH1信号通路，诱导非小细胞肺癌

A549发生凋亡[11]。同时，虫草素作为蛹虫草抗肿瘤

活性的核心成分，可以通过诱导细胞凋亡[12−13]、抑制

细胞转移[14−15]、影响信号传导[16−17] 等多种途径发挥

抗肿瘤作用。蛹虫草多糖对人肿瘤细胞 SMMC-

7721，BGC-823和 MCF-7的生长活性具有明显的抑

制作用，主要通过阻滞 G0/G1细胞周期、减少 DNA

合成等方式诱导细胞凋亡[18]。蛹虫草已经成为天然

抗肿瘤功能性食品筛选的重要真菌资源。

调节性细胞死亡（Regulated Cell Death，RCD）是

受特定信号转导途径控制，可通过遗传信号或药物干

预进行调控的一类死亡方式。作为 RCD途径中研

究最深入的细胞死亡方式，诱导凋亡被广泛应用于临

床的抗肿瘤策略[19]。通过某些药物或基因同时调控

多个 RCD信号通路，可避免肿瘤细胞对某一特定类

型 RCD耐药性的发生[20]，已成为未来癌症药物研发

的新方向。研究显示，蛹虫草除了可以激活多种肿瘤

细胞凋亡信号通路外[21]，对 RCD途径亦具有复杂的

调节作用，Hu等[22] 发现 200 μg/mL蛹虫草提取物能

够通过 CASP3/PARP/GSDME通路诱导人肺癌细胞

A549发生凋亡和焦亡。虫草素可以通过调节 Dkk1/
β-catenin信号通路，上调自噬相关基因 Atg8、beclin、
LC3 的表达，抑制卵巢癌细胞的生长[23]。0.75 mg/
kg蛹虫草能够提高正常心脏细胞的 GPX4酶活性，

抑制阿霉素诱导的细胞铁死亡，有效率达 90%，远远

高于临床药物右丙亚胺（50%）[24]。坏死性凋亡、自

噬和铁死亡是近年来关注度较高的 3种 RCD形式，

同时与凋亡信号通路存在着密切的关联关系。本课

题组前期研究结果证实，蛹虫草水提物中富含虫草

素、腺苷、喷司他丁、麦角甾醇、多糖以及无机元素

等多种生物活性成分，并能有效抑制人肺癌细胞

A549、人肝癌细胞 HepG2、人乳腺癌细胞 MCF-7、
小鼠黑色素瘤细胞 B16的增殖活性[25]，但是具体机

制尚不明晰。因此，在此基础之上，本论文依托转录

组测序技术，分析预测蛹虫草的抗肿瘤活性是否存在

多靶向调控 RCD信号通路的情况，相关研究尚无报

道，本研究结果将为蛹虫草在抗肿瘤功能性食品方面

的深入开发提供新思路。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

人胃癌细胞 BGC-823　购自武汉普诺赛生命科

技有限公司，实验室液氮长期保藏；蛹虫草子实体为

功能性蛹虫草品系　由辽宁省功能性蛹虫草重点实

验室栽培提供；培养基 RPMI-1640　购自美国 Hyc-
lone公司；胎牛血清　购自杭州四季青公司；DMSO
（二甲基亚砜）　购自 Sigma公司；TRIzol　购自美

国 Invitrogen公司；Prime Script RT reagent Kit with
gDNA Eraser逆转录试剂盒　购自日本 TaKaRa公
司；Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒　购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司；MTT、4%多聚甲醛

　购自上海碧云天公司。
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D50-UVIPURE型凝胶成像仪　英国 UVItec
Limited公司；JC-6000超净工作台　上海博迅医疗

生物仪器股份有限公司；ETC811型 PCR扩增仪

　北京东胜创新生物科技有限公司；QuantShudio™
3实时荧光定量 PCR仪　美国 Applied Biosystems
公司；IMPLEN-N50超微量紫外分光光度计　美国

Thermo公司 ；EPS300电泳仪　上海天能公司 ；

Infinite F50酶标仪　上海帝肯实验器材有限公司；

BD CantoⅡ流式细胞分析仪　美国 BD公司；A1R
型激光共聚焦扫描显微镜　上海尼康仪器有限公司；

HHCP-7型恒温 CO2 细胞培养箱　上海博迅医疗生

物仪器股份有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   蛹虫草水提物的制备　蛹虫草子实体（XG）

60 ℃ 烘干至恒重，机械粉碎后过 80目筛网，获得蛹

虫草干粉。取 2.5 g蛹虫草干粉，80 mL去离子水，

85 ℃ 水浴浸提 3.5 h，4000 r/min离心 10 min，上清

液真空冷冻干燥过夜，获得冻干粉。使用前以 RPMI-
1640完全培养基溶解，0.22 μm微孔滤膜过滤，4 ℃
密封保存。 

1.2.2   MTT法检测细胞抑制率　人胃癌细胞 BGC-
823以含 10%胎牛血清的 RPMI-1640完全培养液，

37 ℃、5%CO2 常规培养。调整细胞密度为 5×105 个/
mL接种于 96孔板，培养 8  h。实验孔分别加入

200 μL XG水提物（0.05、0.1、0.2、0.5、1、2和 5 mg/
mL），对照孔加入等体积的完全培养基，n=5，常规培

养 24 h。加入 5 mg/mL的 MTT溶液 20 μL/孔，孵

育 4 h，加入 DMSO 150 μL/孔，酶标仪检测各孔的

OD492 值，计算 XG水提物对人胃癌细胞 BGC-823
生长活性的抑制率[26]，计算公式如下：抑制率（%）=
（OD对照孔−OD实验孔）/OD对照孔×100。 

1.2.3   转录组测序与分析　以 5×105 个/mL的细胞

密度将细胞接种于 6孔板中，培养 8 h后，去上清，实

验组（XG组）加入 4 mg/mL XG水溶液，2 mL/孔，对

照组（CK组）加入等体积的完全培养基，培养 24 h后

分别收集 XG组和 CK组细胞，责成广州基迪奥生物

科技有限公司通过 Illumina HiSeqTM 4000测序平

台进行 RNA-seq测序分析，获取转录组原始数据。

从原始数据中去除适配器序列和低质量的 reads后，

应用 HISAT2软件将 Clean  Reads与参考基因组

（OryzasativaIRGSP1.0.51genomefa）进行快速精确的

比对，获取 Reads在参考基因组上的定位信息。随

后使用 String Tie软件获得反映基因表达水平的每千

碱基片段（Fragments Per Kilobase Million，FPKM）。

使用 DESeq2软件对 RNA-seq进行了差异表达

分析。参照 CK组基因表达情况，以 P<0.05且

|log2（fold-change）|>1作为筛选标准，筛选 XG组的

显著差异表达基因（Differentially Expressed Genes，
DEGs），进行表达量分析和 KEGG富集（https://
www.kegg.jp/）分析。 

1.2.4   蛋白互作网络构建及 hub基因的筛选　根据

京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes，KEGG）数据库信息，分别获得

凋亡 （ ko04210）、坏死性凋亡 （ ko04217）、自噬

（ko04140）和铁死亡（ko04216）信号通路的 DEGs。
通 过 STRING数 据 库 （ https://cn.string-db.org/，
V.12.0）分别构建上述信号通路 DEGs的蛋白质相互

作用（Protein-Protein Interaction，PPI）网络图，置信

度 >4被 认 为 具 有 统 计 学 意 义 。 经 Cytoscape
（V.3.9.1）软件的 MCODE插件对 PPI得分最高模块

的 DEGs进行标记，基于 CytoHubba插件 MCC算

法将排名前 10的 DEGs确定为该信号通路的核心

基因（hub gene）。 

1.2.5   细胞凋亡形态的共聚焦显微镜观察　分别收

集 XG组和 CK组细胞，依次加入 500 μL 1×Binding
Buffer、5 μL Annexin V-FITC和 5 μL PI染液，室温

避光孵育 10 min。4%多聚甲醛固定 10 min，加入适

量 PBS，激光共聚焦扫描显微镜进行观察，并采集

图像。 

1.2.6   细胞凋亡率的流式细胞术检测　分别收集

XG组和 CK组细胞，经 1×Binding Buffer重悬，根

据 Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒操作说明，加

入 5 μL Annexin V-FITC和 5 μL PI溶液，避光染色

15 min，流式仪检测细胞凋亡率[27]。 

1.2.7   细胞周期的流式细胞术检测　分别收集 XG
组和 CK组细胞，加入 4 ℃ 预冷的 70%乙醇 1 mL，
4 ℃ 过夜。PBS清洗，PI染液重悬细胞，37 ℃ 避光

孵育 30 min，流式细胞仪检测细胞周期。 

1.2.8   凋亡相关基因的实时荧光定量 PCR（qRT-

PCR）检测　根据转录组数据分析结果，选取 8个凋

亡信号通路的 DEGs（表 1），以 β-actin为内参基因，

进行 qRT-PCR检测。具体操作如下：转录组测序同
 

表 1    qRT-PCR 引物

Table 1    Primers for qRT-PCR

引物名称 引物序列（5'-3'）

BCL2-F GTGAAGTCAACATGCCTGCC
BCL2-R ACAGCCTGCAGCTTTGTTTC
BCL2L1-F TGGTTCCTGAGCTTCGCAAT
BCL2L1-R TATCACAGGTCGGGAGAGGA
CASP-9-F GCCCCATATGATCGAGGACA
CASP-9-R GTTCGCAGAAACGAAGCCAG
CASP-3-F TACCTGTGGCTGTGTATCCG
CASP-3-R TCAGTGTTCTCCATGGATACCT
XIAP-F ATATACCCGAGGAACCCTGCC
XIAP-R TTCCGGCCCAAAACAAAGA
BAK-F TCTCTGGGACCTCCTTAGCC
BAK-R CAGTCTCTTGCCTCCCCAAG
AIF-F CCTCTACCCTCTATGCCAGGA
AIF-R GCAGCAGTTCAAAGACACCC

ENDOG-F GCCACCAACGCCGACTAC
ENDOG-R AGGTAGAACGTGTCGTCCAT
actin-F TCCAGCCTTCCTTCTTGGGT
actin-R GCACTGTGTTGGCATAGAGGT

 · 12 · 食品工业科技 2025年  2 月



批次样本的总 RNA，按试剂盒说明逆转录成 cDNA
后测定 DNA浓度。使用 Primer Premier（V.5.0）设计

特异性扩增引物。采用 QuantShudio™ 3荧光定量

PCR仪进行 qRT-PCR扩增（n=3）：预变性 95 ℃
10 min，解链 95 ℃ 15 s，退火 60 ℃ 1 min，共 40个

循环。采用 2−△△Ct 计算各基因的表达量，并与转录

组数据进行比较。 

1.3　数据处理

使用 IBM SPSS（V.23.0）软件进行数据统计分

析，P<0.05被认为具有统计学意义，采用 Grahph pri-
sm（V.8.4.3.686）软件进行绘图。 

2　结果与分析 

2.1　XG水提物对人胃癌细胞生长活性的影响

MTT检测结果显示，经过 24 h的处理，0.05~
5 mg/mL XG水溶液对人胃癌细胞 BGC-823的生长

活性均具有抑制作用（P<0.05），并呈剂量依赖特征

（图 1）。通过线性回归计算，当 XG水提物处理浓度

为 4 mg/mL时，XG水提物对细胞的生长抑制率达

到 50%，因此，选取 4  mg/mL处理浓度进行后续

实验。
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图 1    XG水提物对人胃癌细胞 BGC-823细胞生长
活性的抑制作用

Fig.1    Inhibitory effect of XG aqueous extract on the growth
activity of human gastric cancer cell BGC-823

  

2.2　XG水提物对人胃癌细胞转录组的影响

基于 CK组基因表达量，XG组共筛选到 5885
个 DEGs，其中有 943个 DEGs上调表达，4942个

DEGs下调表达。火山图显示了差异表达基因的分

布情况，表达量差异倍数主要集中在−10~10之间，且

下调表达 DEGs多于上调表达 DEGs。KEGG富集

结果显示，DEGs主要被注释到 339条信号通路，以

错误检出率（False discovery rate，FDR）<0.05为标

准，前 20条显著富集的通路见图 2b，除疾病相关通

路如单纯疱疹感染（Herps simplex infection）、阿尔

茨海默病（Alzheimer disease）、非酒精性脂肪性肝病

（Non-alcoholic  Fatty  Liver  Disease，NAFLD）外，主

要为与细胞生长、增殖调控密切相关的信号通路，如

转化生长因子 β 信号通路（TGF-beta signaling path-
way）、P53信号通路（P53 signaling pathway）、肿瘤

坏死因子信号通路（TNF signaling pathway）。同时，

凋亡（P=0.001）、自噬（P=0.008）信号通路存在显著

富集，坏死性凋亡（P=0.178）和铁死亡（P=0.111）信号

通路富集不显著。 

2.3　4个 RCD信号通路 DEGs的分析

为了进一步探讨 XG水提物抑制人胃癌细胞生

长活性的机制，对凋亡、自噬、坏死性凋亡和铁死亡

4个 RCD信号通路的 DEGs进行了分析及验证。

凋亡、自噬及坏死性凋亡信号通路分别筛选到 DEGs

56个、55个和 52个，且下调 DEGs数量均高于上

调 DEGs。铁死亡信号通路的 DEGs数量最少，仅

有 16个，上调 DEGs与下调 DEGs均为 8个（图 3）。

将 4个 RCD信号途径的 DEGs分别导入 STRING

数据库，构建其 PPI网络图，得分最高模块中的

DEGs以黄色标记（图 4）。凋亡信号通路 DEGs的

PPI网络最为复杂，包括 55个节点和 588条边，铁死

亡信号通路最为简单，包括 15个节点和 49条边。

各信号通路分别筛选到 10个 hub基因（图 5），其中，

凋亡、自噬及坏死性凋亡信号通路的 hub基因均位

于得分最高的 PPI模块中，且各 hub基因表达量受

到显著抑制。hub基因如 CASP3、CASP9、CASP7
和 APAF1 是 caspase依赖性凋亡启动和执行的关键

蛋白。ULK1、ULK2、UVRAG、Atg14 及 Atg5 主要

参与了自噬小体的形成过程。同时，XG水提物促进

了铁死亡信号通路 hub基因 GPX4、MAP1LC3B、
FTH1、FTL 和 SAT1 的表达。 
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图 2    DEGs表达情况（a）及其 KEGG富集前 20的
信号通路（b）

Fig.2    Expression of DEGs (a) and the top 20 signaling
pathways of KEGG enrichment (b)
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图 3    RCD信号通路 DEGs表达情况统计

Fig.3    Statistics of DEGs expression in RCD signaling pathways
注：a：凋亡；b：自噬；c：坏死性凋亡；d：铁死亡，图 4~图 5同。
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图 4    RCD信号通路 DEGs的 PPI网络图

Fig.4    PPI network of DEGs in RCD signaling pathway
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2.4　XG水提物对人胃癌细胞凋亡的诱导

采用激光共聚焦显微镜记录了 XG水提物对人

胃癌细胞 BGC-823细胞形态的影响（图 6a）。CK组

细胞 Annexin  V-FITC和 PI无荧光信号，均为低

染。XG水提物处理可以引起人胃癌细胞出现典型

的细胞凋亡形态特征，凋亡早期仅细胞膜呈绿色荧

光，同时出现细胞核红色荧光则为晚期凋亡细胞。流

式细胞术检测结果显示，4 mg/mL XG水提物处理人

胃癌细胞 24 h，诱导的总凋亡率达 54.6%，其中，早期

凋亡率为 24.8%，晚期凋亡细胞略多于早期凋亡

（图 6b）。同时，相对于 CK组，XG组 S期细胞群比

例由 50.01%下降至 47.10%，G2/M上升至 17.25%，

出现 G2/M期阻滞的状况（图 6c），具有典型的细胞

凋亡特征。
 

2.5　凋亡信号通路 DEGs表达量变化

根据转录组数据分析结果及文献调研，选取了

凋亡信号通路上的 CASP3、CASP9 及 BCL2 等 8个

关键基因，对其相对表达量进行了检测。结果显

示，相对于 CK组，蛹虫草显著抑制了 hub基因

BCL2、 BCL2L1、 CASP3、 CASP9 及 XIAP 的表达

（P<0.01），非 hub基因 ENDOG 和 AIF 表达量显著

上调（P<0.01），BAK 基因的表达量被显著抑制

（P<0.01）（图 7）。同时，上述基因相对表达量变化趋

势与 RNA-seq测序分析结果基本一致，说明本转录

组数据具有良好的准确性和可重复性。
 

 

CK

50 μm

105

104

103

102

0

1051041031020
−152

−131

PE
-A

FITC-A

CK group CK group600

0

500

20

400

40

300

60

200

80

100

100
0

120
N

um
be

r
PI-A

Dip G0-G1
Dip G2-M
Dip S

G0/G1: 49.99%
S: 50.01%
G2/M: 0%

XG

50 μm

a

−111

105

104

103

102

0

PE
-A

1051041031020−81
FITC-A

XG group XG group

b

400

300

200

100

0
0 20 40 60 80 100 120

PI-A

Dip G0-G1
Dip G2-M
Dip S G0/G1: 36.65%

S: 47.10%
G2/M: 17.25%

N
um

be
r

c

图 6    XG水提物诱导人胃癌细胞 BGC-823细胞凋亡

Fig.6    XG aqueous extract induced apoptosis of human gastric cancer cell BGC-823
注：a：细胞的凋亡形态；b：细胞凋亡时期分布；c：细胞周期的改变。
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图 7    凋亡信号通路 DEGs表达量的 qRT-PCR检测

Fig.7    Detection of DEGs expression in apoptosis signaling pathway by qRT-PCR
注：**代表 P<0.01。
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3　讨论与结论
凋亡作为细胞调节性死亡的主要机制之一，被

广泛用于癌症靶向治疗的开发和临床应用。转录组

测序结果显示，凋亡是蛹虫草水提物影响人胃癌细胞

生长活性最显著的 RCD信号通路。作为一种具有

特殊形态的食药两用真菌，诱导肿瘤细胞凋亡一直是

蛹虫草抗肿瘤活性研究的热点。本研究转录组结果

显示，BCL2 与 XIAP 是凋亡通路的 hub基因，其表

达量受到 XG水提物的显著抑制，且 XG组 BAX/
BCL2 比值从 8.49上升至 24.62。线粒体凋亡途径

受到 Bcl-2家族蛋白互作网络的严格控制。BAX/
BCL2 比值的上调将促进细胞凋亡的发生 [28]，当

BCL2 被抑制时，细胞进入凋亡效应期[29]；XIAP 是

IAP家族中最强的凋亡抑制因子，主要通过阻遏线粒

体途径抑制细胞凋亡的发生 [30]。蛹虫草提取物

（IC50=73.48 µg/mL）和虫草素（IC50=9.58 µmol/L）能
通过增加 BAX/BCL2 蛋白的比例，下调 XIAP 的表

达，有效诱导人乳腺癌细胞 MCF-7凋亡的发生[31]。

抗凋亡蛋白 XIAP 和 BCL2 的双重下调，会强化细胞

凋亡及化疗敏感性，并克服癌细胞的耐药性[32]。蛹虫

草水提物可引起 MCF-7和 HepG2细胞 CASP3 表达

量的增加，通过 caspase酶依赖性线粒体凋亡通路诱

导凋亡[21]。蛹虫草可通过抑制 CASP3、CASP8 表

达，下调 bcl-2 表达量来诱导耐卡铂 SKOV-3细胞凋

亡 [33]。但是，本实验中 hub基因 CASP3、CASP7、
CASP9 及 APAF1 的表达均被显著抑制，非 hub基

因 AIFM1、 AIFM2 和 ENDOG 表达量显著上调

（P<0.01）。ENDOG 和 AIF 是 caspase酶非依赖性凋

亡途径中的重要蛋白分子[34]，线粒体外膜通透化发生

的前提下，两者均可以通过细胞核转位，引起细胞核

染色质聚集和 DNA片断化，进而诱导 Caspases非
依赖性凋亡 [35]。进一步的细胞学检测结果显示，

0.05~5 mg/mL XG水溶液对人胃癌细胞 BGC-823
的增殖能力具有剂量依赖性抑制作用，24 h处理后，

出现典型的细胞凋亡形态学特征及 G2/M细胞周期

阻滞的状态。G2/M期检查点是肿瘤治疗的重要切

入点，绝大部分肿瘤细胞 DNA损伤后，会指向性的

滞留于 G2/M期，进一步触发凋亡[36]。qRT-PCR检

测进一步证实，上述凋亡相关 DEGs的相对表达量

变化与 RNA-seq测序分析结果基本一致。因此，

XG水提物诱导人胃癌细胞 BGC-823的凋亡主要与

线粒体途径有关，且不依赖 caspases酶的激活。

此外，自噬信号通路也存在显著富集的情况。

研究显示，肿瘤中心缺氧部位具有更高的自噬活性，

为肿瘤细胞生长提供能量，从而促进肿瘤存活[37]。

“离巢”肿瘤细胞的自噬作用可以促进转移细胞的存

活和扩增[38−40]。自噬小体的形成是启动自噬的第一

步骤，涉及多蛋白复合物的顺序激活，该过程始于

ULK1 激酶复合物（ULK1、ULK2、G13、FIP200 和

Atg101 组成）激活 III型 PI3KC3复合物，Atg14 是

PI3K-CI的核心成分，启动自噬体形成，UVRAG 是

PI3KC3 复合物招募的可变组分[41]，该基因可以通过

UVRAG-Beclin1 或 UVRAG-BAX 两种复合体分别促

发细胞自噬或凋亡[42]。UVRAG 的抑制表达可以促

进肿瘤细胞发生 BAX 诱导的线粒体凋亡[43]，UVRAG
通过结合和激活 Beclin1-PI3KC3 复合物，促进自噬

体的形成，进而诱导细胞自噬[44]。而 Atg8-II 复合物

（Atg12、Atg5 及 Atg16 等组成）可以促进早期吞噬膜

的构建和其曲率的形成，Atg5 则是吞噬膜延伸的关

键蛋白 [45]。ULK1、ULK2、UVRAG、Atg14 及 Atg5
均为自噬信号通路的 hub基因，表达量显著下调，说

明 XG水提物对人胃癌细胞 BGC-823细胞自噬小

体的形成过程可能具有一定的抑制作用。

为了更加全面的了解蛹虫草抑制人胃癌细胞生

长活性的机制，本研究通过转录组对铁死亡及坏死性

凋亡信号通路的 hub基因进行了筛选。GPx4蛋白

是经典铁死亡模型的核心。GPx4以 GSH为还原

剂，催化脂质过氧化物还原成对应的醇，被认为是保

护细胞免受脂质过氧化损伤的重要机制。抗氧化体

系 System Xc-是由 SLC7A11 和 SLC3A2 两个亚基

组成的异二聚体，大多数肿瘤细胞主要通过该体系获

取足够的胱氨酸和谷氨酸以合成还原性 GSH[46−47]。

虽然 XG水提物激活了 GPx4 的表达，但是由于

hub基因 SLC7A11 和 SLC3A2 表达量的显著抑制，

将直接形成 GSH 的合成障碍，进而抑制 GPx4 形成

的抗氧化防御，因此，XG水提物可能对胃癌细胞内

的脂质过氧化物堆积及内源性细胞铁死亡具有诱导

作用。

坏死性凋亡是在凋亡不足条件下激活的细胞防

御途径。TNF家族成员及其配体结合后，RIPK1/
RIPK3 介导了典型的坏死性凋亡信号转导。本研究

中，该信号通路共获得包括 FADD、TRADD、BIRC3、
TNFRSF1A、TNFRSF10B、TRAF2 在内的 6个 hub
基因，均为死亡受体及其相关配体基因[48−49]，同时表

达量被显著抑制。同时，hub基因 RIPK1 是凋亡和

坏死性凋亡途径关键的上游调节因子[50]，遗传和临床

研究表明，CASP8 对 RIPK1 的切割在防止 RIPK1 激

酶介导的细胞凋亡和坏死中具有重要作用，若

CASP8 活化，启动细胞凋亡；若 CASP8 被抑制，

RIPK1 募集 RIPK3 通过磷酸化形成“坏死小体”复

合物[51]。人胃癌细胞 BGC-823的 RIPK1 及 CASP8
的表达量被 XG水提物显著抑制（P<0.01）。因此，

XG水提物对 TNF家族介导的坏死性凋亡信号途径

存在抑制的可能性。

综上所述，本研究通过细胞生物学手段和转录

组测序分析，验证了蛹虫草主要通过诱导人胃癌细

胞 BGC-823凋亡发挥抗肿瘤活性，主要激活了人胃

癌细胞 BGC-823的 Caspase酶非依赖性线粒体凋亡

信号通路，同时，可以影响自噬信号通路的激活。鉴

于 RCD信号通路的多靶向性和抗肿瘤机制的复杂
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性，某条信号通路的激活或抑制是否实质性影响了肿

瘤细胞的生长活性，还有待深入的实验研究加以研究

和证实。

© The Author(s)  2025.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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