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肿瘤和抑制蛋白激酶活性，且在人的肿瘤细胞中能

选择性地抑制表皮生长因子受体(EGFR)[3]。蒲葵

果实水提取物和乙醇提取物体外有抑制细胞增殖，

抗氧化作用，在非特异性酯酶实验中，乙醇提取物还

能诱导HL一60细胞的单核细胞或巨噬细胞分化且

有剂量依赖性n引。

本实验通过对蒲葵籽的4个提取物进行初筛，

表明蒲葵籽的醋酸乙酯提取部分(P3)具有体外抗

HIV一1活性。P3能阻断HIV一1慢性感染细胞与正

常细胞的融合，提示其作用靶点或靶点之一可能为

阻断病毒进入细胞。通过基因工程重组HIV—l蛋白

酶和逆转酶的体外活性抑制实验，发现提取物P3

能有效的抑制蛋白酶活性，也有微弱的抑制逆转录

酶活性。由此可见，蒲葵籽的醋酸乙酯提取物具有较

强的体外抗HIV一1活性，其作用机制可能主要为阻

断病毒进入和抑制HIV一1蛋白酶活性。目前本课题

组正在对蒲葵籽的醋酸乙酯提取物P3进行进一步

的分离纯化，希望从中筛选出具有抗HIV活性的化

合物，明确其作用机制。
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20(S)一原人参二醇对肺癌A549细胞增殖和荷瘤裸小鼠

肿瘤生长的抑制作用

张锐，徐华丽，曲绍春，于小风，陈明侠，睢大贫+

(吉林大学药学院药理教研室，吉林长春130021)

摘 要：目的 研究20(S)一原人参二醇对小细胞肺癌A549细胞增殖和荷瘤裸小鼠肿瘤生长抑制作用。方法 采

用噻唑蓝(MTT)法观察20(S)一原人参二醇对小细胞肺癌A549细胞增殖的抑制作用，流式细胞术测定20(S)一原

人参二醇对小细胞肺癌A549细胞凋亡及周期的影响，并在裸小鼠人肺癌模型E观察20(5)一原人参二醇对荷瘤裸

小鼠肿瘤生长的抑制作用。结果20(S)一原人参二醇对A549细胞具有明显的抑制作用并有剂量时间依赖关系，并

且流式细胞仪检测时均出现典型凋亡峰，24小时凋亡率分别为32．47％、32．75％、33．51％。荷瘤裸小鼠动物实验

表明，20(S)一原人参二醇对裸小鼠的肿瘤生长也具有明显的抑制作用，抑瘤率分别为18．78％、34．37％、50．02％。

结论20(S)一原人参二醇对A549细胞的增殖和荷瘤裸小鼠肿瘤的生长具有明显的抑制作用。
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Inhibition of 20(S)一protopanaxadiol on proliferation of lung cancer

A549 cells and tumor growth of nude mice

ZHANG Rui，XU Hua—li，QU Shao—chun，YU Xiao—feng，CHEN Ming—xia，SUI Da—yuan

(Department of Pharmacology。School of Pharmacy。Jilin University，Changchun 130021。China)

Abstract：Objective To study the effects of 20(5)一protopanaxadiol(PPD)on the proliferation of

human lung carcinoma A549 cell line and the tumor growth of nude mice．Methods Human lung

carcinoma A549 cell line was treated with PPD．Cell growth rate was determined with MTT assay．The

effects of PPD on apoptosis rate and eell cycle were observed by the flow cytometer．The subcutaneous

transDlantable tumor model of human lung cancer in nude mice was established．The tumor inhibitory rate

was calculated to evaluate the anti—tumor effect．Results PPD could inhibit the proliferation of human

lung carcinoma A549 cell in a time—and dose—dependent manner．The apoptotic peak was observed in the

PPD groups with the apoptosis rate of 32．47％，32．75％，and 33．5 1％in 24 h，respectively．And PPD

inhibited the growth of human lung carcinoma A549 cells in nude mice with the tumor inhibitory rate of

18．78％，34．37％，and 50．02％．Conclusion 20(S)一Protopanaxadiol could inhibit the proliferation of

lung cancer A549 cell and the tumor growth of nude mice．

Key words：20(S)一protopanaxadiol(PPD)；A549 cell；lung cancer；nude mice

20(S)一原人参二醇(protopanaxadiol，PPD)

是从西洋参Panax quinquefolium L．的茎叶中提

取并开发利用的天然抗癌新药，具有广谱的抗肿瘤

作用n]。20(S)一原人参二醇对动物移植性肿瘤B16、

Lewis、H：。肿瘤、HepG2和HeI。a等癌细胞有较强

抑制生长作用，对HeLa细胞集落形成的抑制强度

超过原人参二醇Rg。[2。3；还能使乳腺癌、白血病、淋

巴癌等癌细胞发生程序性死亡，且癌细胞株凋亡率

随20(S)一原人参二醇浓度升高而增加【4’5]。近年来

研究表明20(S)一原人参二醇对非小细胞型肺癌有

显著疗效，且对多药耐药性及晚期癌症有明显抑制

作用L63；本实验采用20(S)一原人参二醇直接作用于

人肺癌A549细胞和荷瘤裸小鼠，观察20(S)一原人

参二醇对肺癌细胞和荷瘤裸小鼠肿瘤组织的生长抑

制作用。

1材料

1．1试剂与仪器：20(S)一原人参二醇(质量分数

98．5％)由浙江亚克药业有限公司提供，批号

020115。羧甲基纤维素钠(CMC，上海化学试剂公司

提供)；注射用环磷酰胺(CTX，上海华联制药有限

公司提供，批号20040205，规格为200 mg／支)；人

肺癌A549细胞(中国科学院上海细胞生物研究所

提供)，RPMI 1640培养基(Gibcol BRI。公司)，胎

牛血清、二甲基亚砜(DMSO)、噻唑蓝(MTT)、胰

蛋白酶(上海生物工程有限公司)；碘化丙啶(PI)

购于北京鼎国生物有限公司；Rnase A为Sigma产

品；超净工作台，C0：孵育箱，酶标仪(El×800

Bi02TEK Instruments)。

1．2 动物和细胞株：BALB／C裸小鼠，6～8周龄，

体质量18～22 g，雌雄兼用，每批实验采用同一性

别，由中国医学科学院实验动物繁育场提供，合格证

号：SCXKll—00—0006，饲养于SPF级动物实验室。

人小细胞肺癌细胞株A549，购自中国科学院上海

细胞生物研究所。

2方法

2．1对A549细胞生长的抑制作用：取对数生长期

的A549细胞，调整细胞浓度为4×105／mI。，接种于

96孔培养板，细胞对照组(1％DMSO)和药物处

理组加入100肛I。细胞悬液，每组设3个复孑L，空白

对照组加入RPMI 1640全培养基，每孑L 100肛L。细

胞贴壁24 h后，药物处理组分别加入终浓度为

12．5、25、50、100、200／J￡mol／L 20(S)一原人参二醇，

100 ttL／孔，细胞对照组加入含l％DMSO的

RPMI 1640培养液i00 tLL／孑L，空白对照组只加入

RPMI 1640培养液100 tLL／孑L。将96孔培养板置于

37‘C、5％CO：培养箱分别培养12、24、36、48、72 h

后，加入5 mg／mL MTT 10弘L，继续培养4 h，弃上

清液，加入DMSO 100 ttL／孑L，溶解紫色结晶体，振

摇10 min，待结晶溶解后置于酶标仪，测定570 nm

的吸光度(A)值，计算抑制率[抑制率一(I一实验

组A值／对照组A值)×100％]。实验重复3次，将

作用时间和抑制率经一定变换后用非线性回归拟合

计算，求得作用24 h的半数抑制浓度-In。)。

2．2对A549细胞凋亡及周期的影响：取对数生长

期的A549细胞，调整细胞数为5×105个，接种于6

孔培养板内，贴壁24 h，分别加入终浓度为100、50、
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25／-mol／L的20(S)一原人参二醇，终质量浓度为

1肛g／mL的CTX。作用24 h后，用胰酶消化细胞，

收集1×105个细胞于70％冰乙醇固定过夜，离心

弃掉乙醇，用PBS洗涤1次，将细胞重悬于300弘L

PBS中，加入Rnase A和PI室温避光染色30 min，

流式细胞仪激发波长488 nm检测凋亡率及各周期

细胞比例。每批实验重复3次。

2．3 裸小鼠人肺癌模型的建立：A549细胞在

37℃、5％C02，含10％胎牛血清的RPMI 1640培

养基中培养，将处于对数生长期的细胞用0．25％胰

蛋白酶消化，用无菌PBS液重悬制成5×107／mL的

单细胞悬液，每只裸小鼠于右侧腹股沟区皮下接种

0．2 mL细胞悬液，每天观察各注射点有无红肿破溃。

2．4抑瘤实验：造模7 d后，注射局部出现明显皮

丘，所有裸鼠均出现直径8～10 mm的皮下结节，移

植瘤模型建立。将40只裸小鼠随机分为5组，每组

8只，分为模型组，给予1％羧甲基纤维素钠；阳性

药对照组，给予CTX 30 mg／kg；20(S)一原人参二醇

大、中、小剂量组，分别给予20(5)一原人参二醇

100、50、25 mg／kg。分组当日开始给药，1％羧甲基

纤维素钠和20(S)一原人参二醇每日ig给药，连续

15 d，CTX隔日ip给药，共7次。观察肿瘤体积和生

长速度，停药后第2天处死裸鼠，称体质量，剥离瘤

组织，称取瘤质量，计算抑瘤率[抑瘤率一(1一实验

组平均瘤质量／对照组平均瘤质量)×100％]。

2．5 统计学处理：数据以z±5表示，采用SPSS

12．0统计学软件进行分析。

3 结果

3．1对A549细胞增殖的抑制作用：由图1可见随

着20(S)一原人参二醇浓度的升高，对细胞增殖的抑

制率也逐渐升高，不同浓度的20(S)一原人参二醇对

细胞均有抑制作用。同时，在显微镜下观察细胞的形

态变化，结果发现，在给药组中细胞皱缩、破裂、聚集

成团，培养液中散在细胞碎片，其24 h的IC。。值为

39．75／比mol／L，说明20(S)一原人参二醇对A549细

胞增殖具有明显的抑制作用，且随着时间的增加抑

制作用加强，存在时间剂量关系。

3．2对A549细胞凋亡及周期的影响：流式细胞仪

分析显示，20(S)一原人参二醇组及CTX组均出现典

型的亚G。期凋亡峰，CTX组及100、50、25 tL￡mol／L

20(S)一原人参二醇组凋亡率分别为10．51％、

32．47％、32．75％、33．51％，各剂量20(S)一原人参

二醇组凋亡率均高于对照组及CTX组(P<0．05)。

20(S)一原人参二醇组细胞处于G。／G。期的比率明显

120

芝80
需
磊

嚣40

0

t，h

1～6-0．12．5、25、50、100、200 pmol-L-1 20(S)一原人参二醇

1—6—0，12．5，25，50。100，200 pmol·L一1 20(S)一protopanxadiol

图1 20(S)一原人参二醇对A549细胞的生长抑制作用

(i土s，n一3)

Fig．1 Inhibition of 20(S)一protopanxadiol on proli—

feration of A549 cells G土s，n一3)

高于对照组(P<O．05、0．01)，处于S期的细胞的比

率则明显低于对照组(P<O．05、0．01)，而Gz+M

期相对稳定，说明20(5)一原人参二醇组肿瘤细胞增

殖指数下降，细胞生长受阻于G。／G，期，细胞趋于成

熟，见表1。

表1 20(S)一原人参二醇对A549细胞凋亡和周期的影响

(；士s，开一3)

Table 1 Effect of 20(S)一protopanaxadiol on apoptosis

and cycle of A549 cells(工±s，n一3)

与对照组比较：‘尸<O．05 一尸<O．01 ⋯尸<O·001
。P<O．05。。P<O．01⋯P<0．001 w control group

3．3荷瘤裸小鼠人肺癌模型的建立情况：所有40

只裸小鼠在实验过程中均成活，各个细胞悬液接种

点未见红肿破溃及出血表现。在细胞悬液接种的第

7天，各个接种点均可见肿瘤结节，直径8～10 mm。

在实验中观察到裸小鼠在给予20(5)一原人参二醇

后无异常表现。肿瘤组织从裸小鼠上剥离下来进行

肉眼观察，呈结节状，灰白色，质地偏硬，表面有假包

膜，容易与周围组织剥离，用药组肿瘤横断面大部分

可见中央出现明显的坏死灶，模型组则少见坏死灶。

3．4抑瘤实验：由表2可见，除CTX组外，20(S)一

原人参二醇各组裸小鼠实验前后体质量没有明显的

差异，在15 d给药后，可明显抑制人小细胞肺癌在

裸鼠体内的生长，其抑瘤率为18．78％～50．02％

(P<O．001)，并呈现正相剂量依赖型药效关系。
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表2 20(S)一原人参二醇对人肺癌A549裸小鼠肿瘤生长

的抑制作用(；土s)

Table 2 Inhibition of 20(S)一protopanaxadioI

on growth of human lung tumor

A549 cells in nude mice(；±s)

与模型组比较：‘尸<O．05 一P<O．01 ⋯j’<O．001
’P<0．05’。P<O．01⋯P<0．001 w model group

4讨论

人参作为高档滋补珍品已有几千年的历史，人

参的主要活性成分是人参皂苷，人参皂苷具有抗疲

劳、延缓衰老、抑制肿瘤细胞生长、调节中枢神经系

统、提高机体免疫力、改善心脑血管供血不足等作

用L7]。关于抗肿瘤作用方面研究最多的是二醇组人

参皂苷20(S)一人参皂苷Rg。和Rh：，它们在抑制肿

瘤血管生成、降低肿瘤微血管密度、诱导肿瘤细胞凋

亡、抗肿瘤转移、对化疗药物减毒增效等方面具有较

广泛的抗肿瘤功效[8’9]。将人参皂苷Rg。的3位上的

末端葡萄糖水解掉可得到人参皂苷Rh：，再把人参

皂苷Rh：的3位上的最后一个葡萄糖水解掉就得到

20(S)一原人参二醇，20(S)一原人参二醇作为人参二‘

醇组皂苷化学水解及人肠道菌代谢的最终产物，有

可能比人参皂苷Rg。和人参皂苷Rh：具有更强的抗

癌活性、抗癌增效减毒作用以及增强机体免疫功能

的作用，而且生物利用度可能更高Ll⋯。利用高沸点

有机溶剂及碱催化降解方法制备了具有天然构型而

且产率较高的20(S)一原人参二醇，基本解决了常规

方法过程复杂、产率低、成本高的问题，并对其抗肿

瘤的作用进行了初步的研究。

本研究采用MTT法观察20(5)一原人参二醇

对人小细胞肺癌A549细胞增殖的影响，结果表明

20(S)一原人参二醇对A549细胞的增殖具有明显的

抑制作用，随着药物浓度的增加，这种抑制作用也逐

渐增强，并且呈现一定的剂量依赖关系；此外，流式

细胞仪结果显示，经20(S)一原人参二醇处理24 h

后的A549细胞出现典型的亚G，期凋亡峰，且20

(S)一原人参二醇阻止肿瘤细胞生长于G。／G。期，初

步结果表明20(5)一原人参二醇对A549细胞的杀

伤作用可能由于其对A549细胞凋亡的诱导；在动

物实验中，可以看到20(S)一原人参二醇组肿瘤质量

和模型组的肿瘤质量相比具有显著性差异(P<

0．001)，说明20(S)一原人参二醇对荷瘤裸鼠的肿瘤

生长具有明显的抑制作用。

肺癌的发生是多因素综合作用的结果，很难从

单一因素变化来确定其发病机制。本实验只说明了

20(S)一原人参二醇对A549细胞的增殖和荷瘤裸鼠

肿瘤生长具有抑制作用，其具体的作用机制仍有待

深入研究。但20(S)一原人参二醇作为具有抗肿瘤作

用的单体皂苷，其抗肿瘤生长的作用机制可能与其

诱导肿瘤细胞凋亡、抗肿瘤转移、清除肿瘤细胞和组

织内的自由基、提高抗氧化水平、通过调控基因表达

和信号传导通路来调控肿瘤细胞生长的作用有关。
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