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黄芪甲苷对人参皂苷 CK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（AS-IV）对人参皂苷 CK（GCK）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A549作为肿瘤细胞模型，通过MTT法比较两者配伍与单用GCK的细胞毒性；用荧光法和HPLC法考察了 AS-IV
与配伍 GCK后细胞对 GCK的摄取率变化，建立裸鼠荷瘤模型考察 AS-IV对 GCK的体内增效作用。结果  配伍 AS-IV后，

GCK对 A549细胞的生长抑制作用增强，肿瘤细胞对 GCK的摄取增加，且随着 AS-IV比例的升高，效果更加显著。荷瘤小

鼠实验表明，AS-IV增加了 GCK的体内抗肿瘤作用。结论  AS-IV配伍 GCK具有增强 GCK抗肿瘤药效的作用。 
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Effect of astragaloside IV on tumor cellular uptake and antitumor efficacy by 
ginsenoside compound K 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of astragaloside IV on tumor cellular uptake and antitumor efficacy by ginsenoside 
compound K (GCK). Methods  The human lung adenocarcinoma cell line A549 was prepared as an antitumor model, the 
cytotoxicity of the mixtures of GCK and astragaloside IV to A549 cells was determined by MTT assay, the cellular uptake of GCK 
was detected by fluorescence microscopy, and the intracellular GCK was determined by HPLC. The enhancement of astragaloside 
IV in vivo efficacy by GCK was evaluated by nude mice bearing tumor model. Results  The effect of GCK on the inhibition of 
A549 cell proliferation was enhanced in the presence of astragaloside IV and astragaloside IV could increase the uptake rate of GCK 
in A549 cells, with the proportion of astragaloside IV increasing, the cytotoxicity was significantly stronger than GCK and the 
uptake rate was improved. In vivo antitumor assay of mice bearing tumor indicated that astragaloside IV could enhance the 
antitumor efficacy of GCK. Conclusion  Preliminary results indicate that the mixture of GCK and astragaloside IV have the effect 
of enhancing antitumor efficacy. 
Key words: astragaloside IV; ginsenoside compound K; human lung adenocarcinoma cell line A549; cell uptake; cytotoxicity 
 

黄芪甲苷（astragaloside IV，AS-IV）为黄芪的

主要活性成分之一，现代药理研究表明，AS-IV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[1-3]。人参皂苷 CK
（ginsenoside compound K，GCK）为人参皂苷 Rb1

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[4-6]。研究[7-8]表明

AS-IV 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 GCK 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

AS-IV通过减少 P-糖蛋白（P-gp）的表达，抑制 P-gp
介导的药物外排，从而提高所配伍药物的抗肿瘤作

用[9]。为进一步提高 GCK的药效，本实验在肺癌细

胞 A549 模型上考察 AS-IV 对 GCK 药效及细胞摄

取的影响，并采用裸鼠荷瘤模型初步证明 AS-IV和

GCK的配伍增效作用，为 AS-IV与 GCK的配伍增

效及其临床应用提供理论依据。 
1  材料 
1.1  仪器 

Agilent 1200高效液相色谱仪（美国 Agilent公
司）；Millipore超纯水仪（Millipore，Bedford，MA，
美国）；KQ5200型超声波清洗器（昆山市超声仪器

有限公司）；BP-211D分析电子天平（德国 Sartorius
公司）；CO2细胞培养箱（美国Thermo公司）；H-7650
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）；85-2 恒温磁力加热搅拌器（金坛市

奥瑞电器厂）；酶标仪（美国 Bio-rad 公司）；荧光

显微镜（Olympus公司）。 
1.2  药品与试剂 

AS-IV原料药（大连美仑生物技术有限公司，

质量分数＞98%，批号 O1106A）；GCK原料药（自

制，质量分数 90%）；GCK对照品（景竹生物科技

有限公司，质量分数 98%，批号 JZ15010202）；DAPI
（全称？）（Sigma 公司，批号 083M4157V）；DiR
染料（上海哥兰低温设备有限公司，批号 D60017）；
香豆素-6（Aldrich，批号 1001283600）；四甲基偶

氮唑蓝（MTT，南京生兴生物技术有限公司）；

DMEM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（Gibco）；乙腈为色谱纯，

水为高纯水，其余试剂均为分析纯。 
1.3  细胞与动物 

人非小细胞肺癌 A549 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 SCXK（苏）2011-0003。 
2  方法与结果 
2.1  统计学方法 

结果均以 ±x s表示，采用 SPSS 16.0软件处理

数据，组间比较采用单因素方差分析。 
2.2  细胞毒性实验 

取状态良好并处于对数生长期的肺癌细胞

A549，胰酶消化后，用含 10% FBS的 DMEM培养

基稀释并吹散，细胞以 1×105个/mL的密度接种于

96孔板，100 μL/孔，置 37 ℃培养箱培养 24 h使其

贴壁。将GCK与AS-IV于少量二甲基亚砜（DMSO）
中溶解，以无血清 DMEM 培养基分别稀释，GCK
的终浓度为 42 μmol/L，GCK与 AS-IV的物质的量

比为 1∶1、1∶2、1∶4（DMSO 体积分数均低于

0.1%），每孔加 100 μL；同时设对照孔，加入等量

空白培养基；设 AS-IV单用组，加入 AS-IV终浓度

为 160 μmol/L，每个浓度 6个复孔，继续于培养箱

中培养 24 h后，每孔加入 5 mg/mL的MTT溶液 10 
μL，置培养箱中孵育 4 h。甩板，小心吸去孔内剩

余液体，每孔加入 100 μL DMSO，于振荡器上震荡

10 min后，于酶联免疫检测仪 570 nm处检测各孔

的吸光度（A）值，计算细胞生长抑制率。 
抑制率＝1－A 药物/A 对照 

GCK、GCK与 AS-IV（1∶2）分别孵育 24 h，
对 A549 细胞生长的半数抑制浓度（IC50）值分别

为（42.28±0.36）、（36.45±0.21）μmol/L，发现与

AS-IV 配伍后 GCK对 A549细胞的 IC50值降低，

差异具有显著性（P＜0.05）。GCK（42 μmol/L）、
GCK与 AS-IV配比分别为 1∶1、1∶2、1∶4孵育

A549细胞 24 h的细胞生长抑制率见图 1。可见，

GCK 与不同比例 AS-IV 配伍对 A549 细胞生长的

抑制率高于GCK组，且差异显著（P＜0.05、0.001）。
AS-IV以近 4倍于 GCK浓度给药对细胞的抑制率

为 8.72%，说明 AS-IV体外对 A549细胞的生长无

明显抑制作用。 
 

      
 
 

与 GCK组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001 
*P < 0.05  ***P < 0.001 vs GCK group 

图 1  GCK、AS-IV与两者不同比例配伍对 A549细胞生长 
的抑制作用 ( x±s, n = 6) 
Fig. 1  Inhibition of GCK, AS-IV, and mixture of GCK and 
AS-IV in different ratios on proliferation of A549 cells 
( x±s, n = 6) 
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2.3  细胞荧光摄取实验 
香豆素-6自身是一种荧光染料，由于存在跟人

参皂苷一样的 P-糖蛋白（P-gp）外排作用，细胞摄

取不佳，故选择香豆素-6作为替代物先行进行细胞

荧光摄取实验。将 A549细胞以 1×105个/孔的密度

接种于 24孔培养板，孵育 24 h使其贴壁，弃去旧

培养基，给予经无血清的 DMEM 培养基稀释的香

豆素-6和加入不同比例 AS-IV的香豆素-6溶液（香

豆素-6与 AS-IV的物质的量比 1∶1、1∶2、1∶4），
分别继续培养 2 h。孵育结束后，快速弃去培养液，

加入冷的 PBS终止细胞摄取，并冲洗细胞 3次后，

4 ℃下用无水乙醇固定 30 min，加 DAPI染料进行

染色（5 μg/mL），继续孵育 10 min，适量 PBS冲洗，

于荧光显微镜下观察细胞摄取情况。图 2反映了香

豆素-6、不同比例 AS-IV和香豆素-6的混合溶液的

细胞摄取能力，图中蓝色荧光为 DAPI染色的细胞

核，绿色荧光为进入细胞的香豆素-6。单用香豆素- 
6组的细胞绿色荧光较弱，随着 AS-IV的加入及配

比的提高，细胞内绿色荧光逐渐增强，说明 AS-IV
的加入能使更多的香豆素-6进入肿瘤细胞。 
2.4  细胞摄取 GCK实验   
2.4.1  供试品溶液的制备  将 A549 细胞接种于 6
孔板上，于细胞培养箱中培养 24 h，弃去原培养基，

分别加入经无血清培养基稀释的 GCK（42 μmol/L） 
 

 
DAPI          香豆素-6           叠加 

图 2  AS-IV对香豆素-6细胞摄取的影响 
Fig. 2  Effect of AS-IV on cell uptake of coumarin-6  

或 GCK与 AS-IV配比为 1∶1、1∶2、1∶4的混合

物，孵育 4 h后，弃去培养基，加入冷的 PBS终止

细胞摄取，并冲洗细胞以除去未摄取药物。加入 1 
mL 裂解液，−20 ℃下冷冻 30 min 后刮取细胞，

37 ℃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 0.45 
μm的微孔滤膜，定容，即得供 HPLC测定 GCK供

试品溶液。 
2.4.2  对照品溶液的配制  精密称取 GCK 对照品

11.60 mg，置于 10 mL量瓶中，甲醇溶解并稀释至

刻度，摇匀，制得 1.16 mg/mL 对照品储备液。精

密吸取 GCK 对照品储备液分别加甲醇稀释成

124.00、62.00、31.00、15.50、7.75、3.87、1.94 μg/mL
对照品溶液，备用。 
2.4.3  色谱条件  色谱柱为 Agilent C18（150 mm×
4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-水（60∶40）；检

测波长为 203 nm；体积流量为 1 mL/min；柱温

30 ℃；进样量为 20 μL。 
2.4.4  线性关系考察  取“2.4.2”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＝3.035 3 C＋9.988 3，
r2＝0.999 7，结果显示，GCK在 1.94～124.00 μg/mL
线性关系良好。 
2.4.5  精密度试验  精密吸取 GCK 31 μg/mL对照

品溶液，连续进样 6 针，记录 GCK 峰面积，结果

峰面积 RSD值为 1.35%，表明仪器精密度良好。 
2.4.6  稳定性试验  精密称取 GCK 供试品溶液，

分别于 0、2、4、8、12 h进样 20 μL，测定 GCK
的峰面积，考察 GCK溶液的稳定性。结果 GCK在

12 h内保持稳定，RSD值为 0.93%。 
2.4.7  重复性试验  平行制备 6 份 GCK 供试品溶

液，进行测定，结果GCK质量浓度的平均值为 26.43 
μg/mL，RSD为 1.02%，表明此方法重复性良好。 
2.4.8  加样回收率试验  根据《中国药典》2010年
版第二部附录 XIXA 项下方法，设计高、中、低

（18.6、24.8、31.0 μg/mL）3 个质量浓度，且每个

质量浓度平行制备 3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 98.95%，RSD 为

1.28%，表明此测定方法回收率良好。 
2.4.9  细胞对GCK的摄取率  细胞对GCK的摄取

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

香豆素-6 
 
 
 
 
香豆素-6＋
AS-IV (1∶1) 
 
 
 
香豆素-6＋
AS-IV (1∶2) 
 
 
 
香豆素-6＋
AS-IV (1∶4) 
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结果见表 1。相比 GCK 组，不同比例的 AS-IV 和

GCK 配伍，A549 细胞对 GCK 的摄取率均有所提

高，且随着 AS-IV比例的增加而摄取率增加明显，

GCK也更容易被 A549细胞摄取。 
2.5  体内抗肿瘤活性实验 

收集对数期生长的 A549细胞，调整细胞浓度 

表 1  GCK、GCK与不同比例 AS-IV配伍作用 A549细胞 
4 h后细胞对 GCK的摄取率 ( x±s, n = 3) 
Table 1  Uptake rates of GCK in A549 cells treated with GCK 
and mixture of GCK and AS-IV in different ratios for 4 h 
( x±s, n = 3) 

样品 配比 GCK摄取率/% 提高率/% 

GCK — 26.97±0.27 — 

GCK＋AS-IV 

 

1∶1 32.89±0.62* 21.95 

1∶2 38.24±0.33* 41.78 

 1∶4 44.14±0.46** 63.66 

与 GCK组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs GCK group 

为 2×107 个/mL，接种于小鼠背部靠近右前肢处

（0.2 mL/只）。待荷瘤体积达到 50 mm3左右，随机

分为以下 4组：模型组（生理盐水 0.2 mL/只）、GCK
组（GCK溶液 0.2 mL/只，30 mg/kg[6,10]）、AS-IV
（AS-IV溶液 0.2 mL/只，30 mg/kg）、GCK与 AS-IV
配伍组（GCK 与 AS-IV 混合溶液 0.4 mL/只，30 
mg/kg＋30 mg/kg）。各组每隔 2 d ip给药 1次，给

药 4次，每天监测肿瘤体积变化及裸鼠体质量变化。

肿瘤体积＝(a×b2)/2，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 3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 2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，

AS-IV 组肿瘤体积与模型组有一定的差异，说明

AS-IV 具有一定的抗肿瘤活性；配伍组及 GCK 组

肿瘤体积与模型组均有明显的差异，且配伍组抑瘤

率较 GCK组高，说明 AS-IV对 GCK有增效作用。 
 

                       

 
与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 
#P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group 

图 3  GCK、AS-IV、GCK和 AS-IV配伍对肿瘤体积 (A) 和裸鼠体质量 (B) 的影响 ( x±s, n = 5) 
Fig. 3  Effect of GCK, AS-IV, and mixture of GCK and AS-IV on tumor volumes (A) and body weight (B) ( x±s, n = 5) 

表 2  不同给药组抑瘤率 ( x±s, n = 5) 
Table 2  Tumor inhibitory ratio of different drug treatment 
groups ( x±s, n = 5) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 平均瘤质量/g 抑瘤率/% 

模型 — 0.787 ±0.327 — 

GCK 30 0.448±0.262## 43.14 

AS-IV 30 0.596±0.337 24.34 

GCK＋AS-IV 30＋30 0.385±0.214##* 51.11 

与模型组比较：##P＜0.01；与 GCK组比较：*P＜0.05 
##P < 0.01 vs model group; *P < 0.05 vs GCK group 

3  讨论 
黄芪在传统中医治疗中常用于肿瘤治疗的辅 

助药物[11-12]，其主要活性成分AS-IV可下调Vav3.1，
MMP-2、9 等多种与肿瘤细胞增殖有关基因的表

达[13-14]，还可以通过免疫调节作用，上调细胞毒性

T淋巴细胞的数量，下调调节性 T细胞的数量，增

强机体对肿瘤的自身免疫[15]。与其他药物配伍时，

可通过抑制 P-糖蛋白的外排作用，提高受 P-gp 阻

滞的药物的生物利用度[9]。 
本研究通过建立体内外抗肿瘤模型，考察
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AS-IV 对 GCK 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 AS-IV 对

GCK 抑制 A549 细胞增殖的影响。MTT 实验结果

表明，两者配伍后对 A549 细胞增殖的抑制作用较

单用 GCK 增强。肿瘤细胞摄取实验结果表明，配

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

AS-IV可逆转MDR1基因编码 P-gp，从而减少细胞

对 GCK的外排作用，而且 AS-IV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AS-IV与GCK配伍可增加GCK的肿瘤细

胞摄取，其具体机制有待于进一步研究。 
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