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黄芪多糖调控细胞DNA损伤修复发挥抗非小细胞肺癌活性的机制研究
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摘 要：目的 探讨黄芪多糖通过DNA损伤修复发挥抗非小细胞肺癌（NSCLC）活性的作用及机制。方法 通过 ip氨基甲

酸酯（0.8 mg/g）建立NSCLC小鼠模型，观察肺组织表面结节的数量及形态在体评价黄芪多糖（300 mg/kg）的抗肿瘤活

性；CCK8法评价黄芪多糖体外抗人NSCLC细胞系A549（40.00、20.00、10.00、5.00、2.50、1.25 μmol/L）和HCC827（100、50、

25 μmol/L）增殖活性；并通过单细胞凝胶电泳测定（彗星试验）评价黄芪多糖对A549（40 μmol/L）和HCC827（50 μmol/L）

细胞DNA损伤的影响；通过实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）、Western blotting、RNA干扰、免疫荧光染色实验研究黄芪多

糖对 VRK1/P53BP1信号通路的作用。结果 与模型组小鼠比较，黄芪多糖和吉非替尼（阳性药）组的结节数目显著减

少（P＜0.05、0.01）；黄芪多糖组的肿瘤结节呈近似圆形，与紧密排列的肿瘤结节边界清晰，模型和吉非替尼组的结节呈

现不规则结构，细胞排列松散，更具侵略性。黄芪多糖呈剂量相关性地抑制A549和HCC827细胞增殖，显著缩短的彗尾和

橄榄炬（P＜0.05、0.001），保护 DNA 完整性；显著增加 NSCLC细胞中 VRK1 mRNA 和蛋白表达水平（P＜0.05、0.01），

同时免疫荧光分析发现P53BP1和VRK1蛋白表达水平升高，且VRK1蛋白可在细胞核和细胞质之间移位；通过VRK1敲低

反向验证上述结果。结论 黄芪多糖通过激活VRK1/P53BP1信号转导途径增强DNA损伤修复，进而抑制NSCLC细胞增殖。
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Abstract: Objective To investigate the effect and mechanism of the anti-non-small cell lung cancer activity of Astragalus

polysaccharides (APS) through DNA damage repair. Methods NSCLC mouse model was established by ip carbamate (0.8 mg/g).

The number and morphology of pulmonary surface nodules were observed to evaluate the antitumor activity of APS (300 mg/kg) in

vivo. CCK8 method was used to evaluate the proliferation activity of APS against human NSCLC cell lines A549 (40.00, 20.00,

10.00, 5.00, 2.50, 1.25 μmol/L) and HCC827 (100, 50, 25 μmol/L) and the effect of APS on DNA damage of NSCLC cells lines

A549 (40.00 μmol/L) and HCC827 (50 μmol/L) was evaluated by single cell gel electrophoresis (comet assay). The effects of APS

on VRK1/P53BP1 signaling pathway were verified by experiments such as RT-qPCR, western blotting, siRNA, and

immunofluorescence staining. Results Compared with the model group, the number of nodules in APS and gefitinib group decreased

significantly (P < 0.05, 0.01). In Astragalus polysaccharide group, the tumor nodule was round, with clear boundary with closely

arranged tumor nodule. In model group and gefitinib group, the nodule presented irregular structure, loose cell arrangement and

more aggressive. APS inhibited the proliferation of A549 and HCC827 cells in a dose-dependent manner, significantly shortened

coma tail and olive torch (P < 0.05, 0.001), and protected DNA integrity. It can significantly increase the expression level of VRK1

mRNA and protein in NSCLC cells (P < 0.05, 0.01), and it was found that the expression levels of P53BP1 and VRK1 proteins were
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increased through immunofluorescence analysis. Besides, VRK1 protein could be shifted between the nucleus and the cytoplasm.

Finally, the above results were verified by VRK1 knockdown. Conclusion APS can enhance the DNA damage repair by activating

VRK1/P53BP1 signal transduction pathway, and then inhibit the proliferation of NSCLC cells.

Key words: Astragalus polysaccharide; non-small cell lung cancer; VRK1; P53BP1; DNA damage repair

在恶性肿瘤死亡中，男性、女性排在第一位的

都是肺癌，非小细胞肺癌（NSCLC）约占所有肺癌病

例的 85%［1-2］。除了传统的化疗药物外，近年来还发

现了针对表皮生长因子受体（EGFR）的药物，如吉

非替尼［3-4］。尽管这些化疗药物在改善生活质量和

提高患者生存率方面显示出良好的性能，但治疗效

果受到适应症、毒性、副作用和耐药性的限制［5-7］。

此外，最近的证据表明，化疗药物与肿瘤转移和侵

袭等相关［8-9］。DNA损伤修复在肿瘤中发挥重要作

用，有研究报道，增加DNA修复活性可抑制肿瘤发

生或发挥促进细胞凋亡的作用［10］。黄芪多糖具有

广泛的生物活性，包括抗 NSCLC 活性［11-14］，本研究

旨在探索黄芪多糖作用于NSCLC对DNA损伤修复

的作用，并明确其潜在作用机制，为黄芪多糖作为

抗NSCLC药物的开发提供理论参考。

1 材料

1.1 药物和主要试剂

黄芪多糖（批号 1122A023，质量分数≥90.0%）、

吉非替尼（批号 20170825，质量分数≥98.0%），购自

北京索莱宝科技有限公司；氨基甲酸酯（氨基甲酸

乙酯，批号 94300，质量分数≥99.0%），购自 Sigma；

兔属 VRK1 和抗 P53BP1 一抗，购自 Biosynthesis；

HRP 标记和 FITC 标记的二抗，购自 Servicebio；

VRK1 siRNA（VRK1 siRNA）和 阴 性 对 照

siRNA（NC siRNA）购自 GenePharm；Lipofectamine

2000试剂（Invitrogen）。

1.2 实验动物和细胞

C57BL/6小鼠，4～5周龄，雄性，上海斯莱克实

验 动 物 有 限 公 司 ，实 验 动 物 生 产 许 可 证 号

SCXK（沪）2019-0032。

人 NSCLC 细胞系 A549 和 HCC827，购自北京

协和医院细胞资源中心。细胞系不含支原体。通

过 PCR 确认细胞的物种起源，并用 STR 谱分析平

台（FBI，CODIS）鉴定。

2 方法

2.1 动物实验

所有动物实验均经我院实验委员会批准，非小

细胞肺癌模型制备参考文献方法［15］，C57BL/6小鼠

购买后于实验环境中适应 5 d后，ip 溶于 0.9%NaCl

的氨基甲酸酯（0.8 mg/g），每周 2次，每次间隔 72 h，

持续 5 周，观察肺结节出现情况评价造模成功性。

将模型成功小鼠随机分为 3 组：模型组、黄芪多

糖（300 mg/kg，剂量来自参考文献［13］）组、吉非替

尼（45 mg/kg）组，每组 7只。ig给药，每天 1次，持续

13周，模型组以 0.7%DMSO的生理盐水代替治疗。

每周称体质量 1次，实验结束时，所有小鼠均被人道

处死，并立即切除肺组织，拍照并浸入 4%多聚甲醛

中以进行外部结节计数和组织化学检查分析。

2.2 组织病理分析

将来自“2.1”项的小鼠肺组织固定于 4%多聚甲

醛中，包埋于石蜡中，切成 5 μm厚的标本，HE染色，

在显微镜下观察。

2.3 细胞培养和转染

人NSCLC细胞系A549和HCC827细胞培养于

含 10%胎牛血清和 1%抗生素的DMEM培养基，并

于37 ℃、5%CO2培养箱中生长。

对于 RNA 干扰实验，细胞密度至 70%～80%

时 ，通 过 Lipofectamine 2 000 试 剂 转 染 VRK1

siRNA（VRK1-KD组）或NC siRNA（NC组），转染成

功后，进行后续实验。

2.4 细胞增殖测定［［16］］

①评估黄芪多糖对所用细胞系抗增殖活性：将

细胞以每孔 4×104个的密度接种到 96孔板中，培养

24 h 贴壁后，使用黄芪多糖（A549 细胞：40.00、

20.00、10.00、5.00、2.50、1.25 μmol/L；HCC827细胞：

100、50、25 μmol/L）处理 72 h；②观察VRK1敲减对

黄芪多糖抗增殖活性的影响：细胞转染 VRK1

siRNA（VRK1-KD组）或NC siRNA（NC组）后，加入

黄芪多糖（A549 细胞：40 μmol/L；HCC827 细胞：

50 μmol/L）处理 72 h；加入 10%的 CCK8溶液并温

育1 h，使用酶标仪读取数据。

2.5 彗星实验

将细胞以每孔 1×105 个的密度接种到 6 孔板

中培养 24 h 贴壁后，使用黄芪多糖（A549 细胞：

40 μmol/L；HCC827细胞：50 μmol/L）处理 96 h，收

集细胞悬液，并细胞计数。根据文献报道［17］，通过

碱性单细胞凝胶电泳分析（彗星实验）评估核DNA

的损伤。将所有载玻片快速浸入 0.04%氮羟甲基丙

烯酰胺（NMA）溶液中，并在使用前风干成超薄薄

膜，以免脱胶。第一层凝胶由 200 μL 0.5% NMA形
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成，第二层由 20 μL 4×104/mL 细胞悬液与 100 μL

0.7%低熔点琼脂糖（LMA）混合形成。1 V/cm电泳

20 min 后 ，浸入中和缓冲液（0.4 mol/L Tris pH

7.5）中 10 min，该步骤重复 2 次后，将载玻片用

2 μg/mL DAPI染色 5 min，并在荧光显微镜下观察。

从细胞核释放的DNA片段迁移形成彗尾，较长的彗

尾长度和彗尾橄榄矩表示严重损坏。

2.6 免疫组化

将细胞以每孔 1×105个的密度接种到 6孔板中

培养24 h贴壁后，使用黄芪多糖（A549细胞：40 μmol/L；

HCC827细胞：50 μmol/L）处理 72 h，细胞用 4%多聚

甲醛固定 15 min，PBS浸洗 3次后，使用 0.5% Triton-

X100室温通透 20 min，PBS洗涤后滴加正常山羊血

清，室温封闭 30 min，取出封闭液，加入一抗 4 ℃孵

育过夜后，PBST洗涤 3次，加入荧光二抗，室温孵育

1 h，PBST 洗涤后，滴加 DAPI/FITC/TRITC 避光孵

育5 min，PBST洗涤后，使用含抗荧光淬灭剂的封片

液封片，在荧光显微镜下观察细胞。使用 Echo

revolve软件来获取图像。

2.7 VRK1 mRNA定量实验

细胞接种及给药操作同“2.6”项，Trizol法从细

胞中提取总RNA，根据试剂盒说明进行逆转录；以

SYBR-Green在 Step-One Plus RT-qPCR系统中进行

反应，反应条件设定为：94 ℃、60 s；98 ℃、10 s；

60 ℃、40 s；68 ℃ 30 s，循环 25次，随后 72°C下延伸

10 min。引物序列如下 ：VRK1，forward 5'-CTA

CCAACGAGCTGCAAAACC-3'，reverse 5'- TCA

CTCCCAAAGCGATCCATTA-3'；GAPDH，forward

5'-ATCAGCAATGCCTCCTGCAC-3'， reverse 5'-

CGTCAAAGGTGGAGGAGTGG-3'。GAPDH 作为

内参。结果采用2−∆∆Ct计算。

2.8 蛋白质免疫印迹

细胞接种及给药操作同“2.6”项，参照文献方法

进行蛋白质印迹分析［18］，使用P53BP1或VRK1兔多

克隆一抗和适当的 HBP 标记二抗检测蛋白表达。

β-actin作为内参。

2.9 统计学分析

数据均用 x
—

±s表示，并通过GraphPad Prism 7进

行统计分析。统计学分析通过 2-tailed student t 检

验，one-wayANOVA检验或Newman-Keuls检验进行。

3 结果

3.1 黄芪多糖对氨基甲酸酯诱导的NSCLC小鼠模

型的影响

图 1A结果表明，与模型和吉非替尼组比较，黄
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图1 黄芪多糖对NSCLC模型小鼠的影响（x
—

± s，n=7）

Fig. 1 Effect of Astragalus Polysaccharide on NSCLC mice model (x
—

± s，n=7)
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芪多糖组的小鼠的平均体质量无显著性差异。解

剖后每组的肺组织中结节数量存在差异（图 1B），对

肺组织表面结节进行计数发现（图 1C），与模型组比

较，黄芪多糖和吉非替尼组的结节数目显著减少（P＜

0.05、0.01）。进一步的组织病理学检查表明（图

1D），与黄芪多糖组比较，模型组和吉非替尼组中被

癌症侵蚀的肺组织具有更多的肿瘤结节，并伴有更

广泛严重的炎症、坏死和纤维化。同时黄芪多糖组

的肿瘤结节呈近似圆形，与紧密排列的肿瘤结节边

界清晰。而其他组的结节则呈现出不规则的结构，

细胞排列松散，表明它们更具侵略性。

3.2 黄芪多糖对 NSCLC细胞增殖和 DNA完整性

的影响

如图 2A和 2B所示，黄芪多糖呈剂量相关性地

抑制A549和HCC827细胞增殖，表明黄芪多糖可有

效抑制NSCLC细胞的生长。通过单细胞凝胶电泳

测定（彗星实验）评估黄芪多糖处理后 A549 和

HCC827 细胞的 DNA 损伤。如图 2C、D 和 E 所示，

与对照组比较，黄芪多糖组在A549和HCC827细胞

中均显示出显著缩短的彗尾和橄榄炬（P＜0.05、

0.001），表明黄芪多糖可维持细胞DNA的完整性。

3.3 黄芪多糖对VRK1/P53BP1信号通路的影响

如图 3A、B所示，与对照组比较，黄芪多糖处理

后，在 A549 细胞和 HCC827 细胞中，VRK1 mRNA

水平均显著增加（P＜0.05、0.01），VRK1 和 P53BP1

蛋白表达显著升高。通过免疫荧光染色进一步研

究VRK1和P53BP1蛋白在细胞中的表达和定位，图

3C显示，处理后 72 h，与对照组比较，黄芪多糖组中

VRK1 蛋白表达在 A549 和 HCC827 细胞核中显著

降低，但在细胞的细胞质中显著增加。图 3D显示，

黄芪多糖组中磷酸化的 P53BP1蛋白的表达显著高

于对照组，并且黄芪多糖处理后磷酸化的 P53BP1

蛋白集中于细胞核中（图3E）。

通过 siRNA干扰降低HCC827细胞中VRK1表

达，明确黄芪多糖对 VRK1的潜在影响。RT-qPCR

结果表明（图 4A），与 NC 组比较，黄芪多糖可显著

增加 VRK1 mRNA 表达水平（P＜0.01）；而 VRK1-

KD组和VRK1-KD+黄芪多糖组之间VRK1 mRNA

水平无显著差异。Western blotting分析得出相似的

结果（图 4B）。CCK8测定表明（图 4C），VRK1敲低

后，黄芪多糖对 HCC827 细胞的抑制率显著降

低（P ＜0.05）。结果表明，黄芪多糖可通过上调
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(D)；comet tail olive moment (E) after 96 h of Astragalus polysaccharide (A549 cell: 40 μmol/L；HCC827 cell: 50 μmol/L) treatment, *P < 0.05
*** P < 0.001 vs control group

图2 黄芪多糖对细胞增殖和DNA完整性的影响（x
—

± s，n=3）

Fig. 2 Effect of APS on cell proliferation and DNA stability (x
—

± s，n=3)
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VRK1表达抑制HCC827细胞的增殖。

彗星实验（图 4D、E、F）表明，与NC组和VRK1-

KD组比较，黄芪多糖处理后，彗尾长度和彗星橄榄

炬均显著减小（P＜0.001）。与VRK1-KD+黄芪多糖

组比较，NC+黄芪多糖组的彗尾长度（P＜0.001）和

彗星橄榄炬（P＜0.05）均显著减小，进一步证实黄芪

多糖可保护 DNA 完整性，而 VRK1 敲低后作用

下降。

为了研究VRK1蛋白表达和细胞内定位的动态

变化，在黄芪多糖处理 24、48和 72 h后，进行免疫荧

光染色以追踪HCC827细胞中的VRK1蛋白。如图

5 所示，黄芪多糖在处理后 24 h 显著增强 VRK1 蛋

白的表达。48和 72 h后，VRK1蛋白表达的增加更

为显著。通过 FITC 标记 VRK1 蛋白和 DAPI-标记

细胞核共定位，发现对照组中VRK1蛋白主要在细

胞核中表达，而黄芪多糖组在 24 h 时，细胞质中

VRK1的表达显著增加，48 h时，VRK1蛋白在细胞

核中的表达显著增加，但 72 h 时在细胞质中高表

达。结果表明黄芪多糖不仅可改变VRK1蛋白的表

达数量，同时可改变其位置。此外，VRK1 siRNA转

染 48 h后，VRK1蛋白的表达降低了约 60%。黄芪

多糖通过增加 VRK1蛋白表达来修复 DNA的能力

可被VRK1敲除所阻断，表明黄芪多糖的作用确实

是由VRK1介导的。

4 讨论

NSCLC的发生是一个复杂的过程，涉及多个因

 

 

 

 
 

 A549细胞   HCC827细胞 

 

* 

**       黄芪多糖          黄芪多糖 

对照 40 μmol·L
−1   对照  50 μmol·L

−1
 

VRK1 

P53BP1 

β-actin 

A549细胞      HCC827细胞 

 10 

8 

6 

4 

2 

0 

V
R

K
1

 m
R

N
A
水
平

 

DAPI        VRK1-FITC     MERGE 

 

DAPI        P53BP1-TRITC      MERGE 

 

DAPI       P53BP1-FITC      MERGE 

 

对照 

 

 

 

黄芪多糖 

40 μmol·L
−1

 

A
5

4
9
细
胞

 
H

C
C

8
2

7
细
胞

 

A
5

4
9
细
胞

 
H

C
C

8
2

7
细
胞

 

H
C

C
8

2
7
细
胞

 

A B 

C 
D 

E 

对照 黄芪多糖 对照 黄芪多糖 

40 μmol·L
−1

    50 μmol·L
−1

 

对照 

 

 

 

黄芪多糖 

40 μmol·L
−1

 

对照 

 

 

 

黄芪多糖 

50 μmol·L
−1

 

对照 

 

 

 

黄芪多糖 

50 μmol·L
−1

 

对照 

 

 

 

黄芪多糖 

50 μmol·L
−1

 

A-黄芪多糖对A549及HCC827细胞中VRK1 mRNA水平的影响，与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01；B-western blotting检测VRK1和磷酸化

P53BP1蛋白的表达；C-免疫荧光染色检测VRK1蛋白表达及定位；D、E-免疫荧光染色检测HCC827中磷酸化P53BP1蛋白的定位

A - RT-qPCR detection of VRK1 mRNA levels in A549 and HCC827 cells，*P < 0.05 ** P < 0.01 vs control group；B - Western blotting detection of

VRK1 and phosphorylated P53BP1 protein expression；C - immunofluorescence staining to detect VRK1 protein expression and localization；D，E -

immunofluorescence staining to detect location of phosphorylated P53BP1 protein in HCC827

图3 黄芪多糖对VRK1和P53BP1 mRNA和蛋白表达水平的影响（x
—

± s，n=3）

Fig. 3 Effect of APS on VRK1 and P53BP1 mRNA and protein expression levels (x
—

± s，n=3)
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素、阶段和步骤，其主要致病机制是由于各种因素

所致的原癌基因的激活或抗癌基因的失活，包括

DNA损伤修复能力受损。由DNA损伤引起的压力

的细胞反应对于维持遗传物质的稳定性、防止基因

突变和维持细胞功能尤为重要［9］。环境因素引起的

DNA损伤是正常细胞转化为癌细胞的关键因素之

一，而细胞对DNA损伤的反应可预防肿瘤发生。大

量研究表明，DNA修复系统的过度激活可以促进癌

细胞的侵袭和转移［19-20］。因此，DNA损伤修复活性

在肿瘤中具有双重作用。由于植物来源的天然产

物可提供大量候选药物，因此一直是人们研究的焦

点。而且，大多数抗癌中药不会像化学治疗药物一

样引发DNA损伤或致癌作用。黄芪作为传统中草

药，具益气固表、利水消肿等功效，其所包含的黄芪

多糖成分具有多重活性，包括免疫调节、抗氧化、抗

肿瘤等作用，已有研究表明，黄芪多糖具有抗非小

细胞肺癌作用，然而其在非小细胞肺癌的DNA损伤

和修复活性中的关系尚不清楚。本研究通过一系

列实验明确黄芪多糖可增强DNA损伤修复以保护

DNA完整性。

DNA损伤反应受VRK1/P53BP1信号转导途径

调控［21］，VRK1参与 DNA 损伤后的早期细胞反应，

它可以激活 P53BP1 来微调 DNA 的检测和修复过

程。同时有研究表明VRK1参与细胞分裂，并在细

胞周期G0-G1/S阶段起着重要作用，VRK1表达降低

可抑制细胞周期进程［22］。此外，VRK1可调节染色

体浓度和 DNA 损伤反应，与正常细胞相比，VRK1

与肺腺癌细胞基因网络中的有丝分裂基因显著相

关［23］。VRK1的底物包括酪蛋白、组蛋白、转录因子

和端粒维持蛋白，VRK1 还可与 DNA 修复相关蛋

白（如P53BP1和P53）形成稳定的复合物，进而在细

胞核中包围所有 DNA［24］。因此，由 DNA损伤引起

的染色质局部变形可能被VRK1捕获。本研究通过

体内和体外实验，探讨黄芪多糖在非小细胞肺癌发
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图4 黄芪多糖对VRK1-KD的HCC827细胞的影响（x
—

± s，n=3）

Fig. 4 Effect of APS on VRK1-KD HCC827 cells (x
—

± s，n=3)
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生和发展过程中对DNA损伤和修复活性的调节作

用和机制。对肿瘤的发生率和病理学特征的分析

表明，黄芪多糖可以减少DNA损伤并抑制肿瘤细胞

的侵袭性，抑制肿瘤进展，并使用专门评估DNA损

伤的彗星试验证实了这一现象。尽管许多化学治

疗药物通过破坏DNA来杀死和抑制肿瘤细胞，但是

通过增加特异性DNA保护并不会促进肿瘤的发展，

相反，其可抑制肿瘤活性，并减缓肿瘤的发展和侵

袭性。黄芪多糖可显著增加VRK1表达，这可能是

黄芪多糖对 DNA 损伤修复的影响的关键因素。

P53bp1 作为下游蛋白，与 VRK1 介导的 DNA 损伤

和修复过程相关，Western blotting和免疫荧光测定

验证黄芪多糖可上调该蛋白表达，表明黄芪多糖通

过上调 VRK1 的表达和 P53BP1 灶的形成来促进

DNA修复，并通过细胞中VRK1敲低实验进一步验

证上述结果。

VRK1是一种可以磷酸化其他蛋白及自身的丝

氨酸激酶，是一种涉及多种过程和信号通路的上游

蛋白质。为防止 VRK1 过度激活，其下游蛋白 P53

被依赖于 P53的DRAM［25］（与死亡相关的自噬调节

剂，可促进VRK1与Beclin1一起从核向溶酶体的转

运）介导的自噬激活诱导或抑制。因此，可以通过

类似的负反馈方法自动下调VRK1的表达，并且可

以根据其在细胞中定位进行评估。VRK1蛋白表达

和细胞内定位的动态变化可能反映出黄芪多糖调

控的下游过程的状态。首先，黄芪多糖上调了

VRK1的表达，特别是在RNA水平（转录）和胞浆内

蛋白水平。随后，VRK1蛋白被转运到细胞核以激

活下游蛋白，例如 P53BP1。最终，下游级联蛋白将

VRK1转运回细胞质进行降解。通过免疫荧光确定

VRK1的核易位，初步证实了以下假设：VRK1蛋白

可以以自噬小体的形式从细胞核易位，仍需进一步

的研究来验证这一假设。

黄芪多糖通过在体内和体外激活 VRK1/

P53BP1信号转导途径，可显著抑制NSCLC细胞的

增殖并保护DNA完整性，为黄芪多糖在NSCLC中

的作用提供更深入的理论依据，并为开发新型抗肿

瘤药物提供基础。
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—

± s，n=3）
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