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黄芪甲苷对人参皂苷 Ch肿瘤细胞摄取及抗肿瘤作用的影响=
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摘= =要：目的= =考察黄芪甲苷（ApJfs）对人参皂苷 Ch（dCh）肿瘤细胞摄取和抗肿瘤药效的影响。方法= =采用人非小细

胞肺癌细胞ARQV作为肿瘤细胞模型，通过jqq法比较两者配伍与单用dCh的细胞毒性；用荧光法和emiC法考察了 ApJfs
与配伍 dCh后细胞对 dCh的摄取率变化，建立裸鼠荷瘤模型考察 ApJfs对 dCh的体内增效作用。结果= =配伍 ApJfs后，

dCh对 ARQV细胞的生长抑制作用增强，肿瘤细胞对 dCh的摄取增加，且随着 ApJfs比例的升高，效果更加显著。荷瘤小

鼠实验表明，ApJfs增加了 dCh的体内抗肿瘤作用。结论= = ApJfs配伍 dCh具有增强 dCh抗肿瘤药效的作用。=
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黄芪甲苷（asíragaloside= fs，ApJfs）为黄芪的

主要活性成分之一，现代药理研究表明，ApJfs具有

抗肿瘤、增强机体免疫功能、强心、降压、降血糖、

抗疲劳、利尿、抗衰老等作用xNJPz。人参皂苷 Ch
（ginsenoside=coméound=h，dCh）为人参皂苷 obN

经肠道细菌作用转化而来，具有抗过敏、抗肿瘤、

抗炎、抗衰老、保肝等药理作用xQJSz。研究xTJUz表明

ApJfs 和人参皂苷配伍用于心脑血管疾病的治疗，

可增加药效，减少心脏毒性。尽管 dCh 具有较好

的抗肿瘤作用，但其水溶性及膜渗透性较差，存在=
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细胞外排现象，限制了其药效的发挥。研究发现

ApJfs通过减少 mJ糖蛋白（mJgé）的表达，抑制 mJgé
介导的药物外排，从而提高所配伍药物的抗肿瘤作

用xVz。为进一步提高 dCh的药效，本实验在肺癌细

胞 ARQV 模型上考察 ApJfs 对 dCh 药效及细胞摄

取的影响，并采用裸鼠荷瘤模型初步证明 ApJfs和

dCh的配伍增效作用，为 ApJfs与 dCh的配伍增

效及其临床应用提供理论依据。=
N= =材料=
NKN= =仪器=

Agilení=NOMM高效液相色谱仪（美国 Agilení公
司）；jilliéore超纯水仪（jilliéore，_edford，jA，
美国）；hnROMM型超声波清洗器（昆山市超声仪器

有限公司）；_mJONNa分析电子天平（德国 paríorius
公司）；ClO细胞培养箱（美国qhermo公司）；eJTSRM
日立透射电子显微镜（日立高新技术国际贸易有限

公司，日本）；URJO 恒温磁力加热搅拌器（金坛市

奥瑞电器厂）；酶标仪（美国 _ioJrad 公司）；荧光

显微镜（llóméus公司）。=
NKO= =药品与试剂=

ApJfs原料药（大连美仑生物技术有限公司，

质量分数＞VUB，批号 lNNMSA）；dCh原料药（自

制，质量分数 VMB）；dCh对照品（景竹生物科技

有限公司，质量分数 VUB，批号 gwNRMNMOMO）；aAmf
（全称？）（pigma 公司，批号 MUPjQNRTs）；aio
染料（上海哥兰低温设备有限公司，批号 aSMMNT）；
香豆素JS（Aldrich，批号 NMMNOUPSMM）；四甲基偶

氮唑蓝（jqq，南京生兴生物技术有限公司）；

ajbj不完全高糖培养基（南京凯基生物科技发展

有限公司）；胎牛血清（dibco）；乙腈为色谱纯，

水为高纯水，其余试剂均为分析纯。=
NKP= =细胞与动物=

人非小细胞肺癌 ARQV 细胞株购自南京凯基生

物科技发展有限公司；裸鼠由常州卡文斯实验动物

有限公司提供，合格证号 pCuh（苏）OMNNJMMMP。=
O= =方法与结果=
OKN= =统计学方法=

结果均以 ±x s表示，采用 pmpp=NSKM软件处理

数据，组间比较采用单因素方差分析。=
OKO= =细胞毒性实验=

取状态良好并处于对数生长期的肺癌细胞

ARQV，胰酶消化后，用含 NMB=c_p的 ajbj培养

基稀释并吹散，细胞以 N×NMR个Lmi的密度接种于

VS孔板，NMM=μiL孔，置 PT=℃培养箱培养 OQ=h使其

贴壁。将dCh与ApJfs于少量二甲基亚砜（ajpl）
中溶解，以无血清 ajbj 培养基分别稀释，dCh
的终浓度为 QO=μmolLi，dCh与 ApJfs的物质的量

比为 N∶N、N∶O、N∶Q（ajpl 体积分数均低于

MKNB），每孔加 NMM= μi；同时设对照孔，加入等量

空白培养基；设 ApJfs单用组，加入 ApJfs终浓度

为 NSM=μmolLi，每个浓度 S个复孔，继续于培养箱

中培养 OQ=h后，每孔加入 R=mgLmi的jqq溶液 NM=
μi，置培养箱中孵育 Q= h。甩板，小心吸去孔内剩

余液体，每孔加入 NMM=μi=ajpl，于振荡器上震荡

NM= min后，于酶联免疫检测仪 RTM= nm处检测各孔

的吸光度（A）值，计算细胞生长抑制率。=
抑制率＝N－A 药物LA 对照=

dCh、dCh与 ApJfs（N∶O）分别孵育 OQ=h，
对 ARQV 细胞生长的半数抑制浓度（fCRM）值分别

为（QOKOU±MKPS）、（PSKQR±MKON）μmolLi，发现与

ApJfs 配伍后 dCh对 ARQV细胞的 fCRM值降低，

差异具有显著性（m＜MKMR）。dCh（QO=μmolLi）、
dCh与 ApJfs配比分别为 N∶N、N∶O、N∶Q孵育

ARQV细胞 OQ=h的细胞生长抑制率见图 N。可见，

dCh 与不同比例 ApJfs 配伍对 ARQV 细胞生长的

抑制率高于dCh组，且差异显著（m＜MKMR、MKMMN）。
ApJfs以近 Q倍于 dCh浓度给药对细胞的抑制率

为 UKTOB，说明 ApJfs体外对 ARQV细胞的生长无

明显抑制作用。=
=

= = = = = =
=
=

与 dCh组比较：Gm＜MKMR= = GGGm＜MKMMN=
Gm=Y=MKMR= = GGGm=Y=MKMMN=vs=dCh=groué=

图 N= = dCh、ApJfs与两者不同比例配伍对 ARQV细胞生长=
的抑制作用= E x±sI=n=Z=SF=
cigK=N= = fnhibition=of=dChI=ApJfsI=and=mixture=of=dCh=and=
ApJfs= in= different= ratios= on= proliferation= of= ARQV= cells=
E x±sI=n=Z=SF=
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OKP= =细胞荧光摄取实验=
香豆素JS自身是一种荧光染料，由于存在跟人

参皂苷一样的 mJ糖蛋白（mJgé）外排作用，细胞摄

取不佳，故选择香豆素JS作为替代物先行进行细胞

荧光摄取实验。将 ARQV细胞以 N×NMR个L孔的密度

接种于 OQ孔培养板，孵育 OQ= h使其贴壁，弃去旧

培养基，给予经无血清的 ajbj 培养基稀释的香

豆素JS和加入不同比例 ApJfs的香豆素JS溶液（香

豆素JS与 ApJfs的物质的量比 N∶N、N∶O、N∶Q），
分别继续培养 O=h。孵育结束后，快速弃去培养液，

加入冷的 m_p终止细胞摄取，并冲洗细胞 P次后，

Q=℃下用无水乙醇固定 PM=min，加 aAmf染料进行

染色（R=μgLmi），继续孵育 NM=min，适量 m_p冲洗，

于荧光显微镜下观察细胞摄取情况。图 O反映了香

豆素JS、不同比例 ApJfs和香豆素JS的混合溶液的

细胞摄取能力，图中蓝色荧光为 aAmf染色的细胞

核，绿色荧光为进入细胞的香豆素JS。单用香豆素J=
S组的细胞绿色荧光较弱，随着 ApJfs的加入及配

比的提高，细胞内绿色荧光逐渐增强，说明 ApJfs
的加入能使更多的香豆素JS进入肿瘤细胞。=
OKQ= =细胞摄取 dCh实验= = =
OKQKN= =供试品溶液的制备= =将 ARQV 细胞接种于 S
孔板上，于细胞培养箱中培养 OQ=h，弃去原培养基，

分别加入经无血清培养基稀释的 dCh（QO=μmolLi）=
=

=
aAmf= = = = = = = = = =香豆素JS= = = = = = = = = = =叠加=

图 O= = ApJfs对香豆素JS细胞摄取的影响=
cigK=O= =bffect=of=ApJfs=on=cell=uptake=of=coumarinJS= =

或 dCh与 ApJfs配比为 N∶N、N∶O、N∶Q的混合

物，孵育 Q=h后，弃去培养基，加入冷的 m_p终止

细胞摄取，并冲洗细胞以除去未摄取药物。加入 N=
mi 裂解液，−OM=℃下冷冻 PM= min 后刮取细胞，

PT=℃下融化并收集细胞悬液，离心，吸取上清液

置于另一离心管中，氮气吹干，甲醇复溶，过 MKQR=
μm的微孔滤膜，定容，即得供 emiC测定 dCh供

试品溶液。=
OKQKO= =对照品溶液的配制= =精密称取 dCh 对照品

NNKSM=mg，置于 NM=mi量瓶中，甲醇溶解并稀释至

刻度，摇匀，制得 NKNS= mgLmi 对照品储备液。精

密吸取 dCh 对照品储备液分别加甲醇稀释成

NOQKMM、SOKMM、PNKMM、NRKRM、TKTR、PKUT、NKVQ=μgLmi
对照品溶液，备用。=
OKQKP= =色谱条件= =色谱柱为 Agilení=CNU（NRM=mm×
QKS= mm，R= μm）；流动相为乙腈J水（SM∶QM）；检

测波长为 OMP= nm；体积流量为 N= miLmin；柱温

PM=℃；进样量为 OM=μL。=
OKQKQ= =线性关系考察= =取“OKQKO”项中配制的系列

对照品溶液，按上述色谱条件进样，以对照品溶液

的进样质量浓度（C）为横坐标，峰面积积分值（A）
为纵坐标，得到标准曲线：A＝PKMPR=P=C＋VKVUU=P，
rO＝MKVVV=T，结果显示，dCh在 NKVQ～NOQKMM=μgLmi
线性关系良好。=
OKQKR= =精密度试验= =精密吸取 dCh=PN=μgLmi对照

品溶液，连续进样 S 针，记录 dCh 峰面积，结果

峰面积 opa值为 NKPRB，表明仪器精密度良好。=
OKQKS= =稳定性试验= =精密称取 dCh 供试品溶液，

分别于 M、O、Q、U、NO= h进样 OM= μi，测定 dCh
的峰面积，考察 dCh溶液的稳定性。结果 dCh在

NO=h内保持稳定，opa值为 MKVPB。=
OKQKT= =重复性试验= =平行制备 S 份 dCh 供试品溶

液，进行测定，结果dCh质量浓度的平均值为 OSKQP=
μgLmi，opa为 NKMOB，表明此方法重复性良好。=
OKQKU= =加样回收率试验= =根据《中国药典》OMNM年
版第二部附录 ufuA 项下方法，设计高、中、低

（NUKS、OQKU、PNKM= μgLmi）P 个质量浓度，且每个

质量浓度平行制备 P份供试品溶液，进行加样回收

率试验。结果平均加样回收率为 VUKVRB，opa 为

NKOUB，表明此测定方法回收率良好。=
OKQKV= =细胞对dCh的摄取率= =细胞对dCh的摄取

率按照公式计算：摄取率＝细胞摄取 dCh药物量L
初始 dCh 加药量。各组药物作用后细胞的摄取率

香豆素JS=
=
=
=
=
香豆素JS＋
ApJfs=EN∶NF=
=
=
=
香豆素JS＋
ApJfs=EN∶OF=
=
=
=
香豆素JS＋
ApJfs=EN∶QF=
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结果见表 N。相比 dCh 组，不同比例的 ApJfs 和

dCh 配伍，ARQV 细胞对 dCh 的摄取率均有所提

高，且随着 ApJfs比例的增加而摄取率增加明显，

dCh也更容易被 ARQV细胞摄取。=
OKR= =体内抗肿瘤活性实验=

收集对数期生长的 ARQV细胞，调整细胞浓度=

表 N= = dCh、dCh与不同比例 ApJfs配伍作用 ARQV细胞=
Q=h后细胞对 dCh的摄取率= E x±sI=n=Z=PF=
qable=N= =rptake=rates=of=dCh=in=ARQV=cells=treated=with=dCh=
and=mixture=of=dCh=and=ApJfs= in=different=ratios= for=Q=h=
E x±sI=n=Z=PF=

样品= 配比= dCh摄取率/B= 提高率/B=

dCh= —= OSKVT±MKOT —=

dCh＋ApJfs 

=

N∶N= POKUV±MKSOG ONKVR=

N∶O= PUKOQ±MKPPG QNKTU=

= N∶Q= QQKNQ±MKQSGG SPKSS=

与 dCh组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs=dCh=groué=

为 O×NMT 个Lmi，接种于小鼠背部靠近右前肢处

（MKO=miL只）。待荷瘤体积达到 RM=mmP左右，随机

分为以下 Q组：模型组（生理盐水 MKO=miL只）、dCh
组（dCh溶液 MKO= miL只，PM= mgLkgxSINMz）、ApJfs
（ApJfs溶液 MKO=miL只，PM=mgLkg）、dCh与 ApJfs
配伍组（dCh 与 ApJfs 混合溶液 MKQ= miL只，PM=
mgLkg＋PM=mgLkg）。各组每隔 O=d= ié给药 N次，给

药 Q次，每天监测肿瘤体积变化及裸鼠体质量变化。

肿瘤体积＝Ea×bOFLO，其中 a代表瘤体最长直径，b
表示垂直于 a的最短直径。在实验结束时，将动物

处死，获取肿瘤，并称质量。=
图 P反映了给予小鼠不同的药物，肿瘤的生长

情况及小鼠体质量变化。表 O反映了给药后各组小

鼠肿瘤质量的变化。结果表明，随时间的变化，

ApJfs 组肿瘤体积与模型组有一定的差异，说明

ApJfs 具有一定的抗肿瘤活性；配伍组及 dCh 组

肿瘤体积与模型组均有明显的差异，且配伍组抑瘤

率较 dCh组高，说明 ApJfs对 dCh有增效作用。=
=

= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

=
与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN=
@m=Y=MKMR= = @@m=Y=MKMN=vs=model=groué=

图 P= = dCh、ApJfs、dCh和 ApJfs配伍对肿瘤体积= EAF=和裸鼠体质量= EBF=的影响= E x±sI=n=Z=RF=
cigK=P= =bffect=of=dChI=ApJfsI=and=mixture=of=dCh=and=ApJfs=on=tumor=volumes=EAF=and=body=weight=EBF=E x±sI=n=Z=RF=

表 O= =不同给药组抑瘤率= E x±sI=n=Z=RF=
qable=O= =qumor=inhibitory=ratio=of=different=drug=treatment=
groups=E x±sI=n=Z=RF=

组别= 剂量LEmg·kg−NF= 平均瘤质量/g= 抑瘤率/B=

模型= —= MKTUT=±MKPOT —=

dCh= PM= MKQQU±MKOSO@@ QPKNQ=

ApJfs= PM= MKRVS±MKPPT OQKPQ=

dCh＋ApJfs= PM＋PM= MKPUR±MKONQ@@G RNKNN=

与模型组比较：@@m＜MKMN；与 dCh组比较：Gm＜MKMR=
@@m=Y=MKMN=vs=model=grouéX=Gm=Y=MKMR=vs=dCh=groué=

P= =讨论=
黄芪在传统中医治疗中常用于肿瘤治疗的辅=

助药物xNNJNOz，其主要活性成分ApJfs可下调savPKN，
jjmJO、V 等多种与肿瘤细胞增殖有关基因的表

达xNPJNQz，还可以通过免疫调节作用，上调细胞毒性

q淋巴细胞的数量，下调调节性 q细胞的数量，增

强机体对肿瘤的自身免疫xNRz。与其他药物配伍时，

可通过抑制 mJ糖蛋白的外排作用，提高受 mJgé 阻

滞的药物的生物利用度xVz。=
本研究通过建立体内外抗肿瘤模型，考察
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ApJfs 对 dCh 的增效作用。在细胞模型上，通过

细胞毒性实验和细胞摄取实验考察了 ApJfs 对

dCh 抑制 ARQV 细胞增殖的影响。jqq 实验结果

表明，两者配伍后对 ARQV 细胞增殖的抑制作用较

单用 dCh 增强。肿瘤细胞摄取实验结果表明，配

伍 ApJfs后，dCh的细胞摄取量增加，增强了 dCh
的细胞毒性。在裸鼠荷瘤模型上，ApJfs 与 dCh
配伍后，肿瘤抑制效果显著提高。可能的原因是

ApJfs可逆转jaoN基因编码 mJgé，从而减少细胞

对 dCh的外排作用，而且 ApJfs自身也具有一定

的抗肿瘤作用，两者配伍可以达到增效的作用。本

研究发现ApJfs与dCh配伍可增加dCh的肿瘤细

胞摄取，其具体机制有待于进一步研究。=
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