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利用构建的8505C-EGFP细胞研究蛹虫草

对甲状腺癌化疗的辅助治疗作用
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2嘉兴大学生物与化学工程学院, 嘉兴 314001; 3嘉兴爱博生物科技有限公司, 嘉兴 314050)

摘要      该文构建了带有绿色荧光蛋白标记的甲状腺癌细胞系8505C-EGFP, 以用于探究蛹

虫草辅助化疗药物顺铂治疗甲状腺癌的作用。首先, 将带有增强绿色荧光蛋白基因(EGFP)的质

粒pEGFP-N2导入甲状腺癌细胞8505C, 通过G418筛选结合细胞流式分选, 获得稳定表达EGFP的
甲状腺癌细胞系8505C-EGFP; 然后, 对比分析8505C和8505C-EGFP细胞的增殖能力、克隆形成

能力和迁移能力, 明确8505C-EGFP细胞特性; 用8505C-EGFP评估顺铂(Cisplatin)和蛹虫草水提

物(CM)联合用药对甲状腺癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响; 最后利用8505C-EGFP细胞注

射构建裸鼠皮下移植瘤模型, 在活体内验证顺铂和蛹虫草联合用药对甲状腺瘤的治疗效果。结

果显示了8505C-EGFP细胞株的增殖、克隆形成和迁移能力与原始8505C细胞株相比无显著差异; 
顺铂和蛹虫草均能抑制8505C-EGFP细胞在体外的增殖、迁移及侵袭, 但二者联合用药抑制作用

显著优于二者单独使用; 利用裸鼠皮下移植瘤模型证明了8505C-EGFP细胞在活体内具有示踪作

用, 并验证了在活体内顺铂和蛹虫草联合用药也能够显著抑制肿瘤的生长。综上所述, 该研究成

功构建了8505C-EGFP甲状腺癌细胞, 利用该工具细胞证明了蛹虫草与顺铂联合用药对甲状腺瘤

的显著抑制作用。

关键词      甲状腺癌; 8505C; 绿色荧光蛋白; 蛹虫草; 顺铂

Study on the Adjuvant Therapeutic Effects of Cordyceps militaris on Thyroid 
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Abstract       This study established the 8505C-EGFP thyroid cancer cell line, labeled with EGFP (enhanced 
green fluorescent protein), to investigate the effects of Cordyceps militaris-assisted chemotherapy with Cisplatin 
in thyroid cancer treatment. The pEGFP-N2 plasmid carrying the EGFP gene was introduced into 8505C thyroid 
cancer cells. After selection with G418 and FACS (fluorescence-activated cell sorting), a stable 8505C-EGFP cell 
line with consistent EGFP expression was successfully generated. Next, the article conducted a comparative analy-
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sis of the proliferation, colony formation, and migration abilities of 8505C and 8505C-EGFP cells to characterize 
the properties of the 8505C-EGFP cell line. The 8505C-EGFP cells was used to evaluate the effects of combined 
treatment with Cisplatin and water extract of CM (Cordyceps militaris) on the proliferation, migration, and inva-
sion of thyroid cancer cells. Finally, the subcutaneous xenograft model of nude mice was established by injecting 
8505C-EGFP cells to validate the therapeutic efficacy of Cisplatin and Cordyceps militaris combination treatment 
on thyroid tumors in vivo. The results showed that the proliferation, colony formation, and migration abilities of 
the 8505C-EGFP cell line were not significantly different from those of the original 8505C cell line. Both Cisplatin 
and Cordyceps militaris inhibited the proliferation, migration, and invasion of 8505C-EGFP cells in vitro, but the 
combined treatment exhibited significantly stronger inhibitory effects compared with either treatment alone. Us-
ing the subcutaneous xenograft model in nude mice, 8505C-EGFP cells was demonstrated to have a tracer effect in 
vivo and the combined treatment of Cisplatin and Cordyceps militaris also significantly suppressed tumor growth in 
vivo. In conclusion, this study successfully established the 8505C-EGFP thyroid cancer cell line and used this tool 
to demonstrate that the combination of Cordyceps militaris and Cisplatin has a pronounced inhibitory effect on thy-
roid tumors.

Keywords       thyroid cancer; 8505C; green fluorescent protein; Cordyceps militaris; Cisplatin

甲状腺癌是一种常见的内分泌系统恶性肿瘤[1], 
根据世界卫生组织的病理分型可分为4种类型: 乳头

状甲状腺癌 (papillary thyroid carcinoma, PTC, 约占

85%)、滤泡性甲状腺癌(follicular thyroid carcinoma, 
FTC, 约占15%)、低分化甲状腺癌 (poorly differenti-
ated thyroid carcinoma, 占比小于2%)和间变性甲状

腺癌 (anaplastic thyroid carcinoma, 占比小于2%)[2]。

据国家癌症中心发布的2024年全国癌症报告 , 甲状

腺癌发病数位列各癌种第3, 但死亡人数位列第21, 
因为大多数患者可通过手术切除 , 较少危及生命 [3]。

然而间变性甲状腺癌具有发展迅速、侵袭性强等

特点 , 占甲状腺癌致死人数的近50%[4-5]。研究表明

间变性甲状腺癌患者中约有75%出现转移 , 包括肺、

骨或脑等部位 [6]。人源8505C细胞系属于间变性甲

状腺癌 [7], 恶性程度高 , 易转移 , 具有较好的裸鼠成

瘤性 , 是深入研究甲状腺癌的发生、转移、药物敏

感性及治疗策略的重要细胞模型[8]。

绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein, GFP)
是由SHIMOMURA等 [9]发现的水母发光蛋白的伴生

蛋白 , 用于细胞示踪、细胞器定位、蛋白表达标签

等多方面研究 [9-11]。增强型绿色荧光蛋白 (enhanced 
green fluorescent protein, EGFP)是经过改良优化的

GFP变体 , 具有荧光强度更高、光稳定性更好、成

熟时间更短等特点 , 作为分子标签已广泛应用于生

命科学相关研究中 [12]。早在1999年就有了通过构建

带有荧光的肿瘤细胞进行癌症转移的研究 [13], 但迄

今为止 , 尚未见到带有绿色荧光蛋白标记的甲状腺

癌细胞的构建。

顺铂 (Cisplatin)是一种应用于多种恶性肿瘤化

疗的铂类药物 , 尤其在卵巢癌、肺癌和睾丸癌的治

疗中显示出了显著的疗效。其主要作用机制是与肿

瘤细胞基因组DNA的碱基发生交联, 影响DNA转录

和复制等重要过程 [14]。虽然临床上顺铂尚未应用于

甲状腺癌的治疗 , 但多篇文献报道了顺铂在恶性甲

状腺癌中的效应和潜在的治疗作用 [15-18]。顺铂作为

化疗药物的另一个问题是伴随着一定的副作用 , 如
肾毒性、恶心呕吐和耳毒性等 [19]。因此 , 探索联合

用药、减轻副作用是顺铂抗肿瘤治疗的重要研究方

向。蛹虫草 (Cordyceps militaris)又称北冬虫夏草或

北虫草, 是隶属于麦角菌科虫草属的药用真菌, 富含

多种活性成分 , 如虫草素、虫草酸、甾醇、核苷和

多糖等[20], 大量验证表明, 蛹虫草具有抗氧化[21]、抗

炎症 [22]、免疫调节 [23]以及对某些肿瘤的抑制作用 , 
有学者认为蛹虫草的免疫调节作用 , 可增强化疗效

果[24]。

为了深入研究间变性甲状腺癌转移规律及机

制 , 本文构建了带有绿色荧光蛋白标记的甲状腺癌

细胞8505C-EGFP, 明确了此细胞增殖、克隆形成和

迁移特性 , 并探讨了顺铂与蛹虫草联合用药对该细

胞增殖、迁移、侵袭的抑制作用 ; 最后 , 我们利用

8505C-EGFP细胞构建了皮下移植瘤的小鼠模型 , 确
认了该细胞在小鼠体内具有较好的示踪性 , 并验证
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了顺铂与蛹虫草联合用药对肿瘤生长的抑制作用。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

1.1.1   细胞及质粒      人甲状腺癌细胞株8505C购自

浙江百迪生物科技有限公司 ; 增强型绿色荧光蛋白

(EGFP)的表达质粒pEGFP-N2购自TaKaRa公司。

1.1.2   动物来源      雄性Nude裸小鼠8只, SPF级, 年
龄6周, 体质量20~22 g, 购自江苏集萃药康生物科技

股份有限公司。本实验经嘉兴大学实验动物伦理委

员会审查通过, 伦理审查批准号JUMC2024-125。
1.1.3   主要试剂      DMEM基础培养基、转染试剂

LipofectamineTM2000购自ThermoFisher Scientific公
司; 磷酸盐缓冲液(PBS)购自塞维尔生物科技有限公

司; 胎牛血清(FBS)购自Biological Industries公司; 胰
蛋白酶、4%多聚甲醛购自北京索莱宝生物科技有

限公司 ; CCK-8试剂盒购自碧云天生物技术股份有

限公司; 顺铂购自Selleck公司。

1.2   8505C-EGFP细胞系建立

1.2.1   8505C细胞药物浓度筛选      将8505C细胞接种

至6孔板中, 每孔1×105个细胞, 细胞贴壁后分别加入浓

度为300 μg/mL、400 μg mL、500 μg/mL、600 μg/mL、
700 μg/mL、800 μg/mL的含G418的DMEM培养基 , 
于37 °C、5% CO2细胞培养箱中连续培养7天 , 观察

细胞生长状态 , 以细胞全部死亡的最低G418浓度为

8505C细胞的筛选浓度。

1.2.2   构建8505C-EGFP细胞株      将8505C细胞培

养于含10%血清的DMEM培养基中 , 待细胞生长汇

合率达到 60%~80%时 , 通过转染试剂Lipofectami-
neTM2000将pEGFP-N2加入细胞 , 4~6 h后弃去培养

基 , 换为正常细胞培养基。24~48 h后于荧光显微

镜下观察细胞中绿色荧光蛋白的表达情况。利用

G418进行阳性细胞筛选以及细胞流式分选 , 最终得

到8505C-EGFP细胞稳转株。

1.2.3   细胞增殖曲线      将 8505C细胞和 8505C-
EGFP细胞分别接种至 24孔细胞培养板中 , 每孔约

5 000个细胞, 并设计3个复孔, 细胞贴壁后利用细胞

计数板计算得出每天细胞数目 , 连续计数8天 , 获得

细胞增殖曲线。

1.2.4   CCK-8细胞增殖实验      将 8505C细胞和

8505C-EGFP细胞分别接种至96孔细胞培养板中, 细
胞接种量为5 000个/孔, 并设计3~6个复孔, 待细胞贴

壁后向每孔中加入10 μL CCK-8溶液, 放入37 °C、5% 
CO2细胞培养箱中孵育1~4 h, 用酶标仪测定波长为

450 nm处的吸光度(D)值, 连续计数5天, 获得CCK-8
细胞增殖曲线。

1.2.5   平板克隆形成实验      取8505C细胞和8505C-
EGFP细胞接种于6孔细胞培养板中 , 各实验组接种

700个细胞/孔, 置于37 °C、5% CO2细胞培养箱中连

续培养到14天或绝大多数单个克隆中细胞数大于50
个为止, 中途每隔3天进行换液并观察细胞状态。克

隆完成后, 用PBS洗涤2次, 每孔加入1 mL 4%多聚甲

醛室温固定30 min, PBS洗涤2次; 再向每孔加入结晶

紫染液1 mL, 室温下染细胞15 min, PBS洗涤细胞数

次, 晾干。

1.2.6   细胞平板划痕实验      用马克笔在6孔板背后

画标记线 , 接着将8505C细胞和8505C-EGFP细胞分

别接种至6孔板中 , 每孔5×105个细胞 , 第2天细胞长

满后用200 μL枪头垂直标记线划线, 划线完成后, 将
细胞放入培养箱中培养 , 在适当的时间点记录细胞

图像。

1.3   蛹虫草水提物(CM)联合顺铂药物处理

1.3.1   蛹虫草核苷类物质含量测定      称量腺苷、

尿苷、肌苷、鸟苷、胸苷、腺苷、虫草素标准品

各0.005 g, 去离子水定容至50 mL, 制成浓度为

0.1 mg/mL的母液; 取1 mL、2 mL、4 mL、6 mL、7 mL
上述各标准母液定容至 5 0  m L ,  分别配制成

0.002 mg/mL、0.004 mg/mL、0.008 mg/mL、

0.012 mg/mL、0.014 mg/mL的各标准品溶液。过

0.22 μm滤膜 , 再用高效液相色谱仪分别测定胞苷、

尿苷、肌苷、鸟苷、胸苷、腺苷、虫草素含量。

1.3.2   CCK-8      将8505C-EGFP细胞接种至96孔细

胞培养板中, 细胞接种量为1 000个/孔, 培养24 h, 分
组加药, 分别为NC组、Cisplatin组(3 μg/mL)、CM
组(600 μg/mL)、Cisplatin+CM组(3 μg/mL Cispla-
tin+600 μg/mL CM), 继续培养24 h; 随后利用CCK-8
试剂盒参照产品说明书进行D值检测。

1.3.3   细胞平板划痕实验      用马克笔在6孔板背后

画标记线 , 接着将8505C-EGFP细胞接种至6孔板中 , 
每孔约5×105个细胞 , 培养24 h后 , 按照NC组、Cis-
platin组、CM组、Cisplatin+CM组分别加药, 继续培

养24 h, 待细胞长满后用200 μL枪头垂直标记线划

线 , 划线完成后 , 将细胞放入培养箱中培养 , 在适当

的时间点记录细胞图像。
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1.3.4   Transwell侵袭实验      将8505C-EGFP细胞用

无血清培养基重悬。调整细胞密度至1×105个 /mL。
取细胞悬液200 μL加入Transwel小室中 , 24孔板下

室加入700 μL含10% FBS的培养基, 培养6~8 h, 按照

NC组、Cisplatin组、CM组、Cisplatin+CM组分别加药, 
继续培养24 h, 取出Transwell小室, 弃去孔中培养液, 
PBS清洗细胞 , 室温下用4%多聚甲醛固定15 min后 , 
0.1%结晶紫染色20 min, 用棉签轻轻擦掉上层未迁

移细胞, PBS洗3次后, 显微镜观察细胞, 记数。

1.4   小鼠肿瘤模型构建

将处于对数生长期的8505C-EGFP细胞用胰酶

消化、计数, 再用PBS重悬细胞。按5×106个/200 μL接
种于裸小鼠后肢腹股沟皮下 , 饲养28天 , 观察8505C-
EGFP细胞的成瘤能力。当肿瘤直径增大到5 mm后, 
小鼠被随机分为生理盐水组和Cisplatin+CM组, 每组

4只 , 每5天通过腹腔注射生理盐水或Cisplatin+CM 
(3 μg/mL Cisplatin+600 μg/mL CM), 共治疗2次, 初
次注射10天后, 处死小鼠, 剥离肿瘤组织并称重。

1.5   数据处理

数据分析主要通过GraphPad prism 9.5和lmageJ 
8.0软件进行。数据以平均值±标准差 (x

_
±s)表示 , 使

用 t检验或单因素方差分析 (ANOVA)方法来比较不

同组之间的差异 , 使用Pearson相关分析确定相关程

度, P<0.05认为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   8505C-EGFP细胞的构建

利用300~800 μg/mL的G418处理8505C细胞 , 7
天后显微镜观察发现 , 700 μg/mL处理导致无活细胞

存活。因此 , 利用700 μg/mL G418筛选pEGFP-N2转
染后的细胞 , 获得存活的细胞克隆后 , 通过DAPI染
色并在激光共聚焦显微镜下观察发现 , 细胞呈现出

强烈的荧光信号 (图 1A), 即获得了 8505C-EGFP细
胞。

为了明确8505C-EGFP与原始株8505C细胞特

性有无差别 , 通过细胞计数法、CCK-8细胞增殖实

验、平板划痕实验和平板克隆形成实验等分析 , 发
现二者在增殖 (图1B和图1C)、克隆形成 (图1D和图

1E)和迁移(图1F和图1G)等方面, 均无显著差异。

2.2   顺铂与蛹虫草对8505C-EGFP细胞的影响

通过向体外培养的细胞分别添加顺铂、蛹虫

草水提物或二者联用 , 明确构建的 8505C-EGFP细

胞的药物反应以及两种药物对甲状腺癌细胞的作

用。

通过对蛹虫草水提物进行分析 , 发现蛹虫草

(CM)中含有多种生物活性成分 , 如核苷、虫草素和

多糖。为评估CM样品的质量, 我们采用高效液相色

谱法(high-performance liquid chromatography, HPLC)
对核苷和虫草素的含量进行定量分析。分别确定了

胞苷(7.1 min)、尿苷(8.1 min)、肌苷(9.6 min)、鸟

苷 (10.2 min)、胸苷 (13.3 min)、腺苷 (17.6 min)、虫

草素 (21.3 min)的标准峰 (图2)。在样品中, 除肌苷外

的其他成分均被检测到, 其浓度如下: 尿苷(845.67 mg/kg)、
胞苷(9 445.87 mg/kg)、鸟苷(1 828.88 mg/kg)、胸

苷 (636 mg/kg)、腺苷 (2 178.05 mg/kg)和虫草素

(15 904.70 mg/kg)。
利用CCK-8试剂盒检测联合用药对细胞活性的

影响 , 检测结果显示 , 与空白对照相比 , 单独使用顺

铂 (Cisplatin)和CM均能降低细胞活力 , 而联合使用

顺铂 (Cisplatin)和CM对8505C-EGFP细胞增殖活性

的抑制作用更为显著(图3A)。
细胞平板划痕实验结果显示 , 与对照组相比 , 

单独使用顺铂(Cisplatin)或CM处理后 , 8505C-EGFP
细胞的迁移距离显著减小。此外 , 联合用药对细胞

迁移的抑制作用更为明显(图3B和图3C)。
Transwell侵袭实验结果表明 , 单独使用顺铂

(Cisplatin)或CM均能减弱细胞的侵袭能力 , 而联合

用药后 , 8505C-EGFP细胞穿过基质胶的数量显著减

少, 显示出更强的侵袭抑制效果(图3D和图3E)。
2.3   裸鼠成瘤及荧光成像情况

根据药物处理结果 , 顺铂 (Cisplatin)和CM联合

用药显著抑制了 8505C-EGFP细胞在体外的增殖、

迁移和侵袭。为了验证联合治疗在体内的效果 , 我
们在构建小鼠皮下移植瘤模型时 , 将小鼠随机分为

Cisplatin+CM组和生理盐水组。

初次药物注射10天后 , 通过颈椎脱臼法处死裸

鼠 , Cisplatin+CM组皮下移植瘤的生长速度、肿瘤

大小明显小于生理盐水组(图4A和图4B)。荧光成像

显示 , Cisplatin+CM组的肿瘤组织荧光强度低于生

理盐水组(图4C)。从裸鼠皮下取出的肿瘤组织经HE
染色后 , 观察到细胞核大且染色深 , 细胞形态多样

(图4D)。另外 , 裸鼠皮下移植瘤的荧光强度与肿瘤

实际重量的相关性高于与直尺测量计算出的肿瘤体

积的相关性(图4E和图4F)。
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图1   8505C-EGFP细胞与8505C细胞生长增殖特性

Fig.1   Growth and proliferation characteristics of 8505C-EGFP cells and 8505C cells

图2   采用高效液相色谱法分析蛹虫草生物活性成分

Fig.2   Analysis of bioactive constituents in Cordyceps militaris using HPLC
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图3   联合用药抑制8505C-EGFP细胞的增殖、迁移及侵袭

Fig.3   Combination of drugs inhibited the proliferation, migration and invasion of 8505C-EGFP cells

3   分析与讨论
甲状腺癌是一种相对少见但愈发引起关注的

恶性肿瘤, 根据全球癌症统计数据, 甲状腺癌的年发

病率约为3.6/10万人, 并呈现逐年上升的趋势[25]。这

一趋势促使研究者们积极探索更加有效的治疗手

段。

顺铂(Cisplatin)作为一种常用的化疗药物, 尽管

在多种肿瘤的治疗中表现出良好的疗效 , 但其抗肿

瘤效果常受到药物耐受性的影响。因此 , 探索其他

辅助治疗方式 , 以提高顺铂的疗效显得尤为重要。

蛹虫草作为一种传统中药 , 近年来受到越来越多的

关注 , 研究表明其具备抗肿瘤、免疫调节等多重生

物学活性 [26]。在本研究中 , 我们结合蛹虫草水提物

(CM)与顺铂进行联合治疗, 并通过腹腔注射的方法, 
探讨这种联合治疗对肿瘤的治疗效果及其作用机

制。

通过细胞稳定转染以及G418药物压力筛选和

细胞流式分选, 本研究成功构建了稳定表达EGFP绿
色荧光蛋白的8505C细胞株。8505C-EGFP细胞株在

细胞形态、生长增殖速度、细胞周期、细胞克隆形

成率及细胞迁移能力等方面 , 与亲本 8505C细胞株

无显著差异 , 显示EGFP作为外源蛋白能够在8505C
细胞中稳定表达且不影响细胞活性。该细胞系的建

立不仅为研究甲状腺癌细胞的生物学特性提供了便

利, 也为后续的实验提供了重要工具。

药物处理实验结果表明 , 联合用药组在抑制肿

瘤细胞的增殖、迁移和侵袭能力方面 , 比单独使用

顺铂或蛹虫草水提物的效果更为显著。这提示顺铂

与蛹虫草联合使用能够克服单一药物治疗带来的耐

药问题 , 提高疗效。顺铂作为传统化疗药物通过损

伤DNA发挥强大疗效 , 而蛹虫草的多种生物活性成

分可能促进细胞的凋亡或抑制肿瘤微环境中的促进

因素, 从而提高抗肿瘤效果。

建立8505C-EGFP甲状腺癌细胞的裸鼠皮下移

植瘤模型 , 使得肿瘤组织能够在荧光成像系统下自

发荧光。值得注意的是 , 皮下肿瘤的位置可能影响

卡尺测量的准确性, 实际大小与测量结果有所偏差。

荧光成像系统成像后 , 肿瘤组织荧光强度与肿瘤实

际大小之间的相关性较强。荧光强度作为评估肿瘤

大小的一种更精准的手段 , 使得我们在监测肿瘤生
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长和治疗效果时 , 能够更加真实地反映肿瘤的实际

状况。另外 , 联合治疗组显示出显著的肿瘤生长抑

制, 说明联合用药在体内环境中同样有效, 这些结果

提示顺铂与蛹虫草水提物的联合使用可能成为甲状

腺癌治疗的一种有效策略 , 为未来的临床应用提供

理论基础。

综上所述 , 本研究通过构建 8505C-EGFP细胞

系 , 为动物移植瘤模型的研究提供了新的工具。同

时探讨了蛹虫草在甲状腺癌化疗中的辅助作用 , 并
且评估了其与顺铂联合使用的潜力。联合使用蛹虫

草与传统化疗药物顺铂能够促进肿瘤细胞凋亡、抑

制细胞增殖及降低其迁移能力 , 具有显著增强抗肿

瘤的效果, 这种组合疗法不仅能够提高治疗效果, 还
可能通过降低顺铂的用量, 从而减轻其毒副作用, 为
患者提供更为安全的治疗方案。

本研究不仅为观察甲状腺癌细胞的生长提供

了新的视角 , 还探讨了蛹虫草在化疗中的辅助作用, 

为进一步探索蛹虫草与传统化疗药物结合的治疗方

案奠定了基础。未来的研究可以考虑更大规模的动

物实验 , 评估长期联合治疗对肿瘤复发率和生存率

的影响。此外 , 深入探讨联合治疗的分子机制将有

助于阐明其对肿瘤细胞生物学行为的调控作用 , 从
而为甲状腺癌患者提供更有效的个性化治疗方案。
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