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摘 要: 目的 探讨 20 O D 吡喃葡萄糖苷 20( S) 原人参二醇 (人参皂苷 IH901) 与医学上常用抗肝癌药物环磷

酰胺 ( CT X)、5 氟尿嘧啶 ( 5 FU )、顺铂 ( cDDP ) 单独用药及联合用药体外抗肝癌细胞 Bel 7402、SMMC 7721 的活

性。方法 应用 MTT 法检测人参皂苷 IH 901、CT X、5 FU、cDDP 分别在不同质量浓度下单独及联合用药对肝癌

细胞的增殖抑制率, 并根据金氏公式计算其协同指数( Q 值) , 进而评价两药联用的增敏效果。结果 IH901 与

CTX 联合用药后对 Bel 7402、SM MC 7721 抑制作用明显增强,且二者合用具有协同作用; 而 IH 901 与 5 FU 联合

用药后对 2 种细胞仅相加效果; IH901 与 cDDP 联合用药, 对 Bel 7402 仍然是相加的效果,对 SMM C 7721 则是具

有轻微的协同效果。结论 人参皂苷 IH 901 可增强 CTX 对肝癌细胞增殖的抑制作用, 具有化疗协同效果, 且具

有一定的广谱性, 可能成为一种潜在的抗肝癌药物。
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Sensitization of 20 O D glucopyranoside 20( S) protopanaxadiol on chemotherapy

in patients with hepatocellular carcinoma

MING Yan lin, ZHENG Zhi zhong, CHEN Liang hua, TONG Q ing xuan
( The Resea rch and Development Center for Medicine P lant and P lant Drug s, Xiamen Oversea Chinese

Subtropical P lant Introduct ion Garden, X iamen 361002, China)

Abstract: Objective In o rder to invest ig ate the sensit ization of 20 O D g lucopyrano side 20( S) pro

topanaxadio l ( g insenoside IH901) w ith several common drugs CT X, 5 FU, cDDP in hepato cellular carci

noma ( H CC) Bel 7402 and SMMC 7721. Methods The inhibito ry rates on HCC in IH901, CT X, 5 FU ,

cDDP, IH901 w ith CTX, IH901 w ith 5 FU , and IH901 w ith cDDP groups w ere detected by M TT assay.

T he synergism index, Q value, w as calculated to judge the sensit izat ion of combined drug s. Results T he

IH901 w ith CT X group could increase the inhibito ry ef fect on cell pro liferat ion of HCC significant ly w ith

the synerg ist ic ef fect . The inhibitory rate in IH901 w ith 5 FU group w as just superpo sit io n on tw o cell

lines. IH901 w ith cDDP gr oup w as st ill superpo sit io n on Bel 7402, but light ly had the synergistic ef fect on

SMMC 7721. Conclusion T he IH901 could incr ease the inhibitory ef fect o f CT X on cel l pro liferat ion o f

HCC and the sensit izasion on chemother apy and also have w ide adaptability .

Key words: 20 O D g lucopy rano side 20( S) protopanaxadiol ( ginsenoside IH901) ; chemother apeut ic

sensit izat ion; hepato cellular car cinoma ( H CC)

20 O D 吡喃葡萄糖苷 20( S ) 原人参二醇

(人参皂苷 IH901, 亦称 compound K、CK 或 M1,

下文均称为人参皂苷 IH901) 是天然二醇组人参皂

苷 (如 Rb1、Rb2等) 口服后由肠道细菌代谢形成的

最终主要代谢产物, 为二醇组人参皂苷的最终活性

形式[ 1~ 4]。目前国内外学者对人参皂苷 IH901 的

药理学活性进行了多方面的研究[ 5] ,主要集中在其

抗肿瘤方面, 发现它具有抗突变、抑制癌细胞转

移
[ 6]
、细胞毒、诱导细胞凋亡、逆转药物耐药

[ 7]
和抗

肿瘤诱导的血管新生
[ 8]
等多种药理活性。自 1997

年以来, Wakabayashi 等
[ 9]
日本学者陆续报道人参

皂苷 IH901 具有抗肿瘤细胞生长以及侵袭转移等

作用,但是在国内尚未见过人参皂苷 IH901 与其他

化疗药物联合用药的报道。因此本实验研究人参皂

苷 IH901 与化疗药物环磷酰胺 ( CT X)、5 氟尿嘧啶

( 5 FU)、顺铂 ( cDDP) 联合用药对人肝癌细胞 Bel

7402、SMMC 7721 的增殖抑制作用,旨在探讨人参

皂苷 IH901 在体外对常用抗肝癌药物的增敏效果
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以及增敏效果的广谱性,为其进一步应用于临床治

疗肝癌提供有力的实验依据。

1 材料

1 1 药品与主要试剂: 稀有人参皂苷 IH901 由厦

门华侨亚热带植物引种园药用植物与植物药研发中

心提供,经 HPLC 检测质量分数大于 98% ; 5 FU、

CTX、cDDP (美国 Sigma 公司)。新生胎牛血清

( FBS, 美国 Hyclone 公司 ) ; 细胞培养基 RPM I

1640 (美国 Gibco 公司) ; 胰蛋白酶、MT T、DMSO、

其他试剂均为国产分析纯试剂。

1 2 细胞株:人肝癌细胞株 Bel 7402、SMMC 7721

购自中国科学院上海细胞研究所。

1 3 主要仪器:生物安全柜 (日本 Airtech 公司) ;台

式离心机 (德国 Eppendorf公司) ;微孔板快速振荡器

(江苏海门其林贝尔) ; CO2培养箱、酶标自动分析仪

Mult iskan MK3 (美国 T hermo Electron公司)。

2 方法

2 1 细胞培养: 人肝癌细胞 Bel 7402 和 SMMC

7721 常规培养于含 10% 热灭活胎牛血清、100 U/

mL 青霉素、100 U / mL 链霉素的 RPM I 1640 完全

培养液中,于 37 ∀ 恒温、5% CO2及饱和湿度条件

下培养,每隔 1~ 2 天更换 1 次培养液, 取对数生长

期细胞进行各项实验。

2 2 MT T 试验:肝癌细胞 Bel 7402、SMMC 7721

经胰酶消化、PBS 洗涤后悬浮于培养基中, 台盼蓝

染色计数活细胞后, 调节细胞悬浮液密度至 5 #

104 / mL;在平底 96孔板中,每孔接种 100 L,使每

孔中细胞总数约为 5 000 个, 培养过夜;次日,向每

孔中加入 200 L 用培养基稀释的样品。实验采用

各药单独用药以及人参皂苷 IH901 与 CTX、5 FU、

cDDP 分别联合用药来处理肝癌细胞 Bel 7402、

SMMC 7721, 其中人参皂苷 IH901 反应终质量浓

度为 0、25、40 g / mL, CTX 反应终质量浓度为 0、

10、20、30、40、50 g / mL, 5 FU 与 cDDP 反应终质

量浓度均为 0、2、4、6、8、10 g/ mL; 另采用相应量

的 DMSO 加入未经药物处理的细胞中作为对照,未

经药物和 DMSO 处理的且不含细胞的孔作为空白

对照。培养 72 h 后, 向每孔中加入 100 L 的 1

mg/ mL MT T 溶液,继续培养 4~ 8 h; 将细胞培养

板于 1 000 r/ m in 离心 5 min,真空吸去培养液, 加

入 200 L PBS 洗涤后离心,并小心地吸去 PBS; 每

孔加入 200 L DM SO, 置于微孔振荡器上, 以 500

r/ min 震荡 20 m in, 在 492 nm 处测定吸光度 ( A )

值;计算药物对细胞的抑制率。每个质量浓度设 4

个复孔,重复 3遍。

抑制率= [ 1- (药物组 A 值- 空白对照 A 值) / ( DMSO

组 A 值- 空白对照 A 值) ] # 100%

体外两药联合应用时,用金正均法(即金氏公式

法)求协同指数 ( Q值) , 再进行判断拮抗、相加、协

同效果: Q= E ( a+ b) / ( Ea+ Eb - Ea # Eb ) , 其中 E ( a+ b)

为联合用药的抑制率,即实测合并效应; Ea和 Eb为

单独用药时的抑制率; ( E a+ Eb - E a # E b ) 为期望

合并效应; Q值< 0 85为拮抗; Q值在 0 85~ 1 15

时,两药合并效应为相加; Q值> 1 15时为协同。

2 3 统计学处理: 数据结果以 x ∃ s 表示, 分析采

用方差分析方法,用统计学软件 SPSS 13 0 进行统

计学分析。

3 结果

肝癌细胞 Bel 7402、SMMC 7721 对不同质量

浓度的 4种药物 ( IH901、CTX、5 FU、cDDP) 在一

定剂量范围内均敏感; 另外除 5 FU 外, 随着其他 3

个药物质量浓度的升高, 细胞的存活率也相应降低,

呈浓度依赖性; 而且联合用药对 2种肝癌细胞的抑

制率多数都比单独用药抑制率高。

3 1 IH901 与 CTX 联合用药效果: IH901 与 CTX

联合用药对 Bel 7402、SMMC 7721 抑制效果均强于

CTX单独用药, 并且 Q 值多数大于 1 15, 因此人参

皂苷 IH901 对 CTX 具有协同效果, 且随 IH901、

CTX质量浓度升高而增强,结果见表1和 2。

3 2 IH901 与 5 FU 联合用药效果: IH901 与 5

FU 联合用药其 Q 值主要在 0 85~ 1 15 的范围

内,因此判断其对 2种细胞都没有协同效果, 但也没

表 1 IH901、CTX 单药以及联合用药对 Bel 7402 细胞的抑制率及 Q值 (x ∃ s, n= 4)

Table 1 Inhibitory rate and Q value of IH901 and CTX single use and their combination on Bel 7402 cells ( x∃ s, n= 4)

IH901/

( g  mL- 1 )

不同质量浓度 CTX 的抑制率/ % ( Q值)

0 10 g mL- 1 20 g  mL- 1 30 g  mL- 1 40 g  mL- 1 50 g  mL- 1

0 0 0 ∃ 0 0 1 6 ∃ 1 1( Q= 1 00) 4 3 ∃ 1 2( Q= 1 00) 8 5 ∃ 0 4( Q= 1 00) 10 0 ∃ 2 5( Q= 1 00) 15 3 ∃ 1 9( Q= 1 00)

25 23 1 ∃ 1 8( Q= 1 00) * 15 7 ∃ 3 5( Q= 1 12) * 18 1 ∃ 2 7( Q= 1 11) * 22 1 ∃ 5 3( Q= 1 11) * 29 2 ∃ 2 6( Q= 1 37) * 32 7 ∃ 3 7( Q= 1 26) *

40 41 2 ∃ 1 0( Q= 1 00)
* *

49 7 ∃ 5 2( Q= 1 12)
* *

54 8 ∃ 3 5( Q= 1 26)
* *

63 4 ∃ 1 6( Q= 1 37)
* *

69 4 ∃ 2 8( Q= 1 47)
* *

73 4 ∃ 1 3( Q= 1 46)
* *

与 CTX 单独用药组比较: * P< 0 05 * * P< 0 01; 表 2同

* P < 0 05 * * P< 0 01 v s CTX s ingle us e group; Table 2 is same
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有拮抗效果, 处于相加效果,结果见表 3和 4。

3 3 IH901与 cDDP 联合用药效果: IH901 与 cD

DP 联合用药对 Bel 7402, Q 值主要在 0 85~ 1 15

范围内,呈相加效果, 但对 SMMC 7721, 则 Q 值多

数大于 1 15,有轻微的协同效果,结果见表 5和 6。

3 4 实验结果表明了人参皂苷 IH901 能够对

CTX 产生协同效果, 并且对 2 种肝癌细胞 Bel

7402、SMMC 7721 都有效果, 具有一定的抗肝癌广

谱性;另外人参皂苷 IH901 与其他药物联合用药虽

然不产生协同效果, 但也不产生拮抗效果,因此具有

很大的使用范围。

4 讨论

肝癌是一种常见先天性耐药的恶性肿瘤, 素以

%癌中之癌&著称,放疗、化疗仍然是其治疗的主要手

段。虽然近年来的医学发展使肝癌的治疗效果有了

很大的提高,但肝癌患者的死亡率仍是极高, 患者发

病后的 5 年生存率只有 2% ~ 10% ,平均生存期仅

4~ 6个月。因此, 寻找毒性较低、疗效好的药物来

表 2 IH901、CTX 单药以及联合用药对 SMMC 7721 的抑制率及 Q值 (x ∃ s, n= 4)

Table 2 Inhibitory rate and Q value of IH901 and CTX single use and their combination on SMMC 7721 cells ( x∃ s, n= 4)

IH901/

( g  mL- 1 )

不同质量浓度 CTX 的抑制率/ % ( Q值)

0 10 g mL- 1 20 g  mL- 1
30 g  mL- 1 40 g  mL- 1 50 g  mL- 1

0 0 0 ∃ 0 0 1 9 ∃ 0 5( Q= 1 00) 4 5 ∃ 1 1( Q= 1 00) 13 8 ∃ 2 4( Q= 1 00) 18 6 ∃ 2 0( Q= 1 00) 24 7 ∃ 2 1( Q= 1 00)

25 23 1 ∃ 0 1( Q= 1 00)
* *

29 1 ∃ 0 7( Q= 1 19)
* *

32 8 ∃ 1 9( Q= 1 24)
* *

42 8 ∃ 1 9( Q= 1 27)
* *

48 6 ∃ 2 9( Q= 1 30)
* *

56 6 ∃ 4 6( Q= 1 34)
* *

40 42 7 ∃ 1 5( Q= 1 00) * * 47 3 ∃ 2 2( Q= 1 08) * * 54 5 ∃ 3 2( Q= 1 20) * * 64 7 ∃ 0 4( Q= 1 28) * * 70 7 ∃ 0 8( Q= 1 32) * * 81 4 ∃ 3 4( Q= 1 43) * *

表 3 IH901、5 FU 单药以及联合用药对 Bel 7402 细胞的抑制率及 Q值 (x ∃ s, n= 4)

Table 3 Inhibitory rate and Q value of IH901 and 5 FU single use and their combination on Bel 7402 cells ( x∃ s, n= 4)

IH901/

( g  mL- 1 )

不同质量浓度 5 FU 的抑制率/ % ( Q值)

0 2 g  mL- 1 4 g  mL- 1 6 g  mL- 1 8 g mL- 1 10 g  mL- 1

0 0 0 ∃ 0 0 2 6 ∃ 5 3( Q= 1 00) 8 4 ∃ 0 6( Q= 1 00) 22 5 ∃ 1 8( Q= 1 00) 24 7 ∃ 1 3( Q= 1 00) 22 8 ∃ 1 9( Q= 1 00)

25 13 9 ∃ 6 7( Q= 1 00) * * 16 7 ∃ 1 5( Q= 1 04) * * 16 6 ∃ 6 0( Q= 0 79) * * 33 9 ∃ 5 3( Q= 1 02) * * 33 2 ∃ 0 3( Q= 0 95) * * 28 0 ∃ 1 6( Q= 0 84) * *

40 36 0 ∃ 4 5( Q= 1 00) * * 49 5 ∃ 1 5( Q= 1 34) * * 44 9 ∃ 0 9( Q= 1 09) * * 57 4 ∃ 0 1( Q= 1 14) * * 58 1 ∃ 1 5( Q= 1 12) * * 44 9 ∃ 1 5( Q= 0 89) * *

与 5 FU 单独用药组比较: * * P< 0 01; 表 4同

* * P < 0 01 v s 5 FU s ingle us e group; Table 4 is same

表 4 IH901、5 FU 单药以及联合用药对 SMMC 7721 细胞的抑制率及 Q值 (x ∃ s, n= 4)

Table 4 Inhibitory rate and Q value of IH901 and 5 FU single use and their combination on SMMC 7721 cells ( x∃ s, n= 4)

IH901/

( g  mL- 1 )

不同质量浓度 5 FU 的抑制率/ % ( Q值)

0 2 g  mL- 1 4 g  mL- 1 6 g  mL- 1 8 g mL- 1 10 g  mL- 1

0 0 0 ∃ 0 0 16 9 ∃ 3 9( Q= 1 00) 21 0 ∃ 4 1( Q= 1 00) 54 0 ∃ 1 2( Q= 1 00) 53 7 ∃ 2 3( Q= 1 00) 53 6 ∃ 2 3( Q= 1 00)

25 18 3 ∃ 1 4( Q= 1 00)
* *

30 5 ∃ 1 0( Q= 0 95)
* *

28 2 ∃ 1 7( Q= 0 79)
* *

55 0 ∃ 1 5( Q= 0 88)
* *

53 9 ∃ 1 5( Q= 0 87)
* *

54 0 ∃ 3 4( Q= 0 87)
* *

40 32 2 ∃ 2 1( Q= 1 00) * * 31 6 ∃ 3 3( Q= 0 72) * * 33 1 ∃ 0 6( Q= 0 71) * * 60 0 ∃ 1 3( Q= 0 87) * * 59 3 ∃ 1 2( Q= 0 86) * * 56 5 ∃ 2 2( Q= 0 83) * *

表 5 IH901、cDDP 单药以及联合用药对 Bel 7402 细胞的抑制率及 Q值 ( x∃ s, n= 4)

Table 5 Inhibitory rate and Q value of IH901 and cDDP single use and their combination on Bel 7402 cells ( x∃ s, n= 4)

IH901/

( g  mL- 1 )

不同质量浓度 cDDP 的抑制率/ % ( Q值)

0 2 g  mL- 1 4 g  mL- 1 6 g  mL- 1 8 g mL- 1 10 g  mL- 1

0 0 0 ∃ 0 0 5 9 ∃ 3 4( Q= 1 00) 7 8 ∃ 5 8( Q= 1 00) 37 4 ∃ 1 1( Q= 1 00) 44 3 ∃ 3 9( Q= 1 00) 52 8 ∃ 4 7( Q= 1 00)

25 12 5 ∃ 0 7( Q= 1 00) * * 20 0 ∃ 9 5( Q= 0 98) * * 30 0 ∃ 9 2( Q= 1 19) * * 53 0 ∃ 2 3( Q= 0 94) * * 68 0 ∃ 4 2( Q= 1 14) * * 71 3 ∃ 3 9( Q= 1 08) * *

40 29 1 ∃ 5 1( Q= 1 00) * * 38 8 ∃ 5 5( Q= 1 10) * * 41 8 ∃ 7 7( Q= 1 06) * * 60 4 ∃ 2 1( Q= 0 94) * * 57 5 ∃ 4 4( Q= 0 86) * * 56 2 ∃ 2 6( Q= 0 78) * *

与 cDDP 单独用药组比较: * * P< 0 01; 表 6同

* * P < 0 01 v s cDDP single u se group; Table 6 is same

表 6 IH901、cDDP 单药以及联合用药对 SMMC 7721 细胞的抑制率及 Q值 ( x∃ s, n= 4)

Table 6 Inhibitory rate and Q value of IH901 and cDDP single use and their combination on SMMC 7721 cells ( x ∃ s, n= 4)

IH901/

( g  mL- 1 )

不同质量浓度 cDDP 的抑制率/ % ( Q值)

0 2 g  mL- 1 4 g  mL- 1 6 g  mL- 1 8 g mL- 1 10 g  mL- 1

0 0 0 ∃ 0 0 2 6 ∃ 1 0( Q= 1 00) 4 2 ∃ 2 2( Q= 1 00) 24 7 ∃ 11 2( Q= 1 00) 28 0 ∃ 11 6( Q= 1 00) 29 3 ∃ 10 1( Q= 1 00)

25 19 6 ∃ 1 6( Q= 1 00)
* *

20 7 ∃ 1 7( Q= 0 95)
* *

22 5 ∃ 1 1( Q= 0 98)
* *

47 6 ∃ 4 9( Q= 1 21)
* *

55 2 ∃ 2 6( Q= 1 31)
* *

60 0 ∃ 3 1( Q= 1 39)
* *

40 40 7 ∃ 2 7( Q= 1 00) * * 42 6 ∃ 0 9( Q= 1 01) * * 42 4 ∃ 2 0( Q= 0 98) * * 67 0 ∃ 3 5( Q= 1 21) * * 69 2 ∃ 2 9( Q= 1 21) * * 69 7 ∃ 3 8( Q= 1 20) * *
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提高肝癌的疗效具有非常重要的临床意义。而

CTX、5 FU、cDDP 等药物是目前肝癌化疗的常用

药物,其对肝癌有明显的抑制作用,但由于其不良反

应和耐药性限制了其用量和疗效。

本研究结果显示联合用药组生长抑制率多数较

单用化疗药物组明显增高, 提示人参皂苷 IH901 可

增强 CT X 对肝癌细胞 Bel 7402、SMMC 7721的增

殖抑制作用, 提高两种细胞对 CTX 的敏感性,

IH901 与 CTX 合用有协同作用 ( Q> 1 15) , 另外

人参皂苷 IH901 与其他药物联合用药虽然不产生

协同效果, 但也不产生拮抗效果, 表明人参皂苷

IH901 具有化疗协同或相加作用, 且具有一定的抗

肝癌广谱性。

人参皂苷 IH901 对肿瘤细胞抑制作用为人参

皂苷抗肿瘤的研究提供了更多的实验依据 [ 10] ,其与

CTX 的联合应用也为肿瘤的临床联合用药拓宽了

思路,由于本研究是体外细胞学实验,与体内药物学

实验有一定的差距,化疗增敏的机制尚不清楚, 真正

应用于临床还需要进行更加深入的研究。
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当归苯酞类和萜类成分作用的虚拟评价

裴 媛
1, 2
,谭初兵

2
,徐为人

2
,刘 鹏

2
,刘冰妮

2
, 刘 巍

2
, 韩英梅

2
,汤立达

2

( 1 天津医科大学基础医学院,天津 300070; 2 天津药物研究院 天津市新药设计与药物发现重点实验室, 天津 300193)

摘 要:目的 利用理论对接方法对当归苯酞类和萜类成分可能的活性进行虚拟评价。方法 选取当归苯酞类和

萜类 11种成分作为配体,选取与疾病相关的靶标晶体结构作为受体, 利用 Schr dinger 软件进行对接计算。根据

对接得分 G scor e进行分级评价。结果 当归苯酞类和萜类除具有文献报道的药理作用外, 还可能用于肿瘤、糖尿

病、类风湿性关节炎、皮肤病、白血病、肝硬化、肾病综合征的治疗。对接结果显示当归苯酞类和萜类作用较弱。

结论 通过虚拟评价得到的结果与实验研究和临床报道一致,当归苯酞类和萜类挥发油成分可能的药效作用需要

从实验上进一步证实。计算机辅助药物筛选联合实验技术是一种快速有效的研究中药作用机制的方法。
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Virtual evaluation on activities of phthalides and terpenoids from Angelica sinensis
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Abstract: Objective T o evaluate the potent ial act ivit ies of phthalides and terpenoids f rom Angel ica
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