
2 0 0 9 ；2 9 (9 ) 南 方 医 科 大 学 学 报 (J S o u t h M e d U n i v )
� 1 8 2 3 �

人 参皂甙 R g 3 对 人肺 鳞 癌 S K — M E S 一 1 细 胞 凋 亡 的影 响
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摘 要 ： 目 的 探 讨人 参 皂 甙 R g 3 对 人 肺 鳞 癌 S K — M E S 。 l 细 胞 的 诱 凋 亡 作 用 及 其 对 凋 亡 相 关 基 因 s u r v i v i n 的 影 响 。 方 法

人 肺 鳞 癌 S K ． M E S — l 细 胞 分 为 R g 3 实 验 组 、 空 白 对 照 组 和 阳 性 对 照 组 ． 阳 性 对 照 药 物 为 j 三氧 化 二 砷 。 流 式 细 胞 仪 检 测

各 组 细 胞 的 凋 亡 率 ：免 疫 细 胞 化 学 法 和 R T ． P C R 法 检 测 s u r v i v i n 蛋 白 和 m R N A 的 表 达 。 结 果 不 同 浓 度 的 人 参 皂 甙 R g 3

处 理 S K — M E S ． 1 细 胞 4 8 h 后 ， 细 胞 凋 亡 率 增 加 ， 作 用 呈 剂 量 依 赖 关 系 。 人 参 皂 甙 R g 3 能 够 下 调 s u r v i v i n 蛋 白 和 m R N A

的 表 达 ， 各 实 验 组 与 空 白 对 照 组 间 比 较 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) 。 结 论 人 参 皂 甙 R g 3 对 人 肺 鳞 癌 S K — M E S ． 1 细 胞 具 有

诱 导 凋 f 的 作 用 ， 其 机 制 可 能 与其 抑 制 s u r v i v i n 基 因 的 表 达 有 关 。

关 键 词 ：人 参 皂 甙 R g 3 ：肺 鳞 癌 ；凋 1l = ；s u r v i v i n
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A b s t r a c t ： O b j e c t i v e T o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t o f g i n s e n o s i d e R g 3 o n t h e a p o p t o s i s a n d s u r v i v i n e x p r e s s i o n i n h u m a n l u n g

s q u a m o u s c e l l c a r c i n o m a c e l l l i n e S K — M E S 一 1 ． M e t h o d s S K — M E S 一 1 c e l l s w e r e d i v i d e d i n t o R g 3 t r e a t m e n t g r o u p ，
b l a n k

c o n t r o l g r o u p a n d p o s i t i v e c o n t r o l (a r s e n i c t r i o x i d e ) g r o u p ． T h e a p o p t o t i c r a t e o f t h e c e l l s in e a c h g r o u p w a s d e t e r m i n e d u s i n g

fl o w c y t o m e t r y ， a n d t h e e x p r e s s i o n o f s u r v i v i n p r o t e i n a n d m R N A w a s d e t e c t e d b y i m m u n o c y t o c h e m i s t r y a n d R T — P C R ，

r e s p e c t i v e l y ． R e s u l t s A 4 8 一 h t r e a t m e n t w i t h G i n s e n o s i d e R g 3 in d u c e d i n c r e a s e d a p o p t o t i c r a t e o f S K — M E S — I c e l l s in a

d o s e — d e p e n d e n t m a n n e r ． G i n s e n o s i d e R g 3 s i g n i fi c a n t l y d o w n r e g u l a t e d t h e e x p r e s s i o n s o f s u r v i v i n p r o t e i n a n d m R N A a s

c o m p a r e d w i t h t h e e x p r e s s i o n l e v e l s i n t h e b l a n k c o n t r o l g r o u p (P < 0 ． 0 5 )． C o n c l u s i o n G i n s e n o s i d e R g 3 c a n i n d u c e t h e

a p o p t o s i s o f S K � M E S 一 1 c e l l s
，

t h e m e c h a n i s m o f w h i c h m a y i n v o l v e i n h ib i t e d s u r v i v i n e x p r e s s i o n ．

K e y w o r d s ：g i n s e n o s i d e s R g 3 ；l u n g s q u a m o u s c a n c e r ；a p o p t o s i s ；s u r v i v i n

人 参 为 五 加 科 多 年 生 草 本 植 物 ， 主 要 活 性 成 分 为

人 参 皂 苷 和 人 参 多 糖 。 目前 已 从 人 参 巾分 离 出 4 0 余

种 人 参 皂 甙 单 体 成 分 ⋯
， 其 中 重 要 成 分 人 参 皂 甙 R g 3

的 研 究 仅 有 2 0 余 年 历 史 ， 其 抗 肿 瘤 作 用 却 广 受 重 视 。

人 参 皂 苷 R g 3 对 宫 颈 癌 、 白 血 病 、 视 网 膜 母 细 胞 瘤 、

乳 腺 癌 等 细 胞 12．’’具 有 诱 导 凋 亡 作 用 。 本 研 究 观 察 了

人 参 皂 苷 R g 3 对 人 肺 鳞 癌 S K — M E S 一 1 细 胞 凋 亡 的 影

响 ， 并 初 步 探 讨 其 分 子 机 制 ， 为 人 参 皂 苷 R g 3 的 进 一

步 临 床 应 用 提 供 实 验 基 础 和 理 论 依 据 。

l 材 料 和 方 法

1 ． 1 材 料

1 ． 1 ． 1 细 胞 株 人 肺 鳞 癌 细 胞 株 S K ． M E S ． 1 由 河 南 省

医 学 科 学 研 究 所 提 供 ， 在 含 10 ％ 胎 牛 血 清 的 R P M I
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1 6 4 0 细 胞 培 养 液 中 培 养 ， 其 内 加 入 青 霉 素 ( 1 0 0 k U ／L )

及 链 霉 素 ( 1 0 0 k u ／L ) ， 置 于 5 ％ C O ， 、 饱 和 湿 度 、 3 7 ℃

的 培 养 箱 内 。

1 ． 1 ． 2 药 品 及 主 要 试 剂 人 参 皂 甙 R g 3 由 吉 林 亚 泰 天

然 药 物 研 究 所 馈 赠 ， 用 0 ． 0 1 m o l ／L P B S 溶 解 后 ． 调 整

其 浓 度 为 5 0 0 Ix m o l ／L
，

一 2 0 ℃ 保 存 备 用 。 三 氧 化 二 砷

(A s ，0 1 ) 为 S i g m a 产 品 ：A n n e x i n V — F I T C 细 胞 凋 亡 检

测 试 剂 盒 购 自上 海 碧 云 天 公 司 ：鼠抗 人 s u r v i v i n 抗 体

购 自 S a n t a C r u z ；P V 9 0 0 0 免 疫 组 化 试 剂 盒 购 自北 京

中 衫 金 桥 公 司 ：T R I z o l 试 剂 购 自 l n v i t r o g e n ：
一 步 法

R T ． P C R 扩 增 试 剂 盒 购 自大 连 宝 生 物 工 程 有 限 公 司 ：

引 物 由 上 海 生 物 工 程 技 术 有 限 公 司 合 成 。

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 A n n e x i n V — F I T C ／P I 双 染 色 法 检 测 细 胞 凋 亡 率

常 规 培 养 S K — M E S ． 1 细 胞 处 于 对 数 生 长 期 ， 分 别 以 浓

度 为 0 ( 空 白 对 照 组 ) 、 5 、
1 0 和 2 0 p ~ m o l／L 的 R g 3 及

1 0 ~ m o l／L A s 2 0 ， ( 阳 性 对 照 组 ) 处 理 S K ． M E S ． 1 细 胞

4 8 h 后 ， 收 集 细 胞 5 x 1 0 6
。 依 据 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒

说 明 书 操 作 ， 分 别 加 入 A n n e x i n V ． F I T C 5 灿 1 及 碘 化

丙 啶 染 色 液 ( P I ) 1 0 斗 1
， 轻 轻 混 匀 ， 冰 浴 避 光 放 置 1 5
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表 1 各 组 细 胞 中 S u r v i v i n 蛋 白 的 表 达 情 况 (面蜘 )

‘ 与 对 照 组 比 较 ．
P < 0 ． 0 5

示 s u r v i v i n m R N A 的 相 对 表 达 水 平 ( 以 5 次 重 复 实 验

的 面批 表 示 ) ， 随 着 R g 3 浓 度 的 增 加 ，
s u r v i v i n ／13 一 a c t in

比 值 逐 渐 减 小 。 空 白对 照 组 、 5 、 1 0
、 2 0 p ~ m o l／L R g 3 组

及 A s 2 0 3 组 的 s u r v i v i n ／13 一 a c t i n 比 值 分 别 为 0 ． 8 2 2 5-

0 ． 0 7 8 、 0 ． 5 9 1 ±O． 0 4 2 、 0 ． 3 4 1 ± 0 ． 0 6 1 、 0 ． 1 7 1 5- 0 ． 0 4 8 、
0 ． 1 8 2 5 -

0 ． 0 4 6 。 各 实 验 组 与 空 白 对 照 组 比 较 ，
P < 0 ． 0 5

， 有 统 计

学 意 义 。 2 0 ix m o l ／L R g 3 组 与 A s 2 0 3 组 比 较 ，
P > 0 ． 0 5

，

没 有 统 计 学 意 义 ( 图 1 1) 。

图 6 S u r v i v i n 蛋 白在 空 白 对 照 组 的 表 达 情 况 ( I C C ， 原 放 大 倍 数 ：x 2 0 0 )
。

图 7 S u r v i v i n 蛋 白 在 5 i~ m o l／L R g 3 组 的 表 达 情 况 ( I C C ， 原 放 大 倍 数 ：x 2 0 0 )

图 8 S u r v i v i n 蛋 白 在 1 0 ix m o l ／L R g 3 组 的 表 达 情 况 ( I C C ， 原 放 大 倍 数 ： ~ 2 0 0 )

图 9 S u r v i v in 蛋 白在 2 0 p ． m o l／L R g 3 组 的 表 达 情 况 ( I C C
， 原 放 大 倍 数 ：x 2 0 0 )

图 1 0 S u r v i v i n 蛋 白在 A s 2 0 3 组 的 表 达 情 况 ( I C C ， 原 放 大 倍 数 ：x 2 0 0 )

M 1 2 3 4 5

图 l l R g 3 对 S K — M E S 一 1 细 胞 s u r v i v i n

m R N A 表 达 的 影 响 ( R T ． P C R )

M ： D N A 标 准 ；1 ：空 白 对 照 组 ；2 ：5 tx m o l／L 组 ；

3 ： 1 0 ／z m o l／L 组 ；4 ：2 0 ~ m o ／／L 组 ；5 ：A s 2 0 3 组

3 讨 论

细 胞 凋 亡 失 调 与 肿 瘤 等 多 种 疾 病 有 关 r6 _
。

S u r v i v i n 是 至 今 发 现 作 用 最 强 的 凋 亡 抑 制 蛋 白之 一

，

其 抗 凋 亡 机 制 可 能 为 s u r v i v n 通 过 结 合 s m a c ／d i a b l o

对 抗 其 协 助 凋 亡 功 能 _8 ]
。 s m a c ／d i a b l o 作 为 一 种 前 凋

亡 蛋 白 参 与 激 活 c a s p a s e 一 9 ， 启 动 后 继 的 凋 亡 程 序 ，

s u r v i v i n 同 它 的 结 合 拮 抗 凋 亡 程 序 的 启 动 ． 抑 制

c a s p a s e 系 列 酶 的 激 活 19。⋯
。 有 研 究 表 明 s u r v i v i n 能 直

接 抑 制 c a s p a s e 一 3 和 c a s p a s e 一 7 的 活 性 ， 阻 断 各 种 凋 亡

信 号 诱 发 的 细 胞 凋 亡 。

人 参 皂 甙 R g 3 是 存 在 于 中 药 人 参 中 的 四 环 三 萜

皂 甙 。 人 参 皂 甙 R g 3 对 高转 移 性 的 小 鼠 黑 色 素 瘤 细

胞 0 3 1 6 F E l 7 1 肺 转 移 及 B A L B ／c 小 鼠 结 肠 癌 细 胞

(2 6 一 M 3 ． 1 )肺 转 移 具 有 抑 制 作 用 [ H - 12 ]
， 其 毒 理 学 研 究 未

显 示 明 显 毒 性 。 高 勇 等 ¨，’研 究 结 果 表 明 ， 人 参 皂 甙

R g 3 可 明 显 抑 制 l e w i s 肺 癌 的 生 长 ， 其 抑 瘤 作 用 部 分

是 因 为 抑 制 了 肿 瘤 的 新 生 血 管 形 成 。 王 兵 等 ⋯ ]报 道 人

参 皂 甙 R g 3 对 肺 癌 细 胞 条 件 培 养 液 诱 导 的 血 管 内 皮

细 胞 增 殖 具 有 抑 制 作 用 。 高 船 舟 等 0 5 ]通 过 人 参 皂 甙

R g 3 对 K 5 6 2 细 胞 凋 亡 诱 导 的 研 究 发 现 低 毒 剂 量 的

R g 3 具 有 较 强 的 诱 导 细 胞 凋 亡 的 能 力 ， 提 示 R g 3 是

一 种 有 效 地 通 过 诱 导 细 胞 凋 亡 而 杀 死 肿 瘤 细 胞 的 抗

肿 瘤 药 116 ]
。 李 肖等 m ’通 过 对 大 鼠 肝 癌 细 胞 的 研 究 证

实 ， R g 3 能 明 显 抑 制 肿 瘤 细 胞 增 殖 ， 有 效 诱 导 肿 瘤 细
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胞 凋 亡 ， 促 进 肿 瘤 组 织 坏 死 ， 并 有 剂 量 依 赖 性 。 人 参 皂

甙 R g 3 诱 导 人 肺 鳞 癌 细 胞 凋 亡 的 研 究 国 内外 尚未 见

文 献 报 道 。 本 研 究 结 果 表 明 ， 经 R g 3 作 用 后 ， 实 验 组

中 凋 亡 细 胞 数 显 著 增 加 ， 且 具 有 剂 量 依 赖 性 ， 这 与

R g 3 诱 导 其 他 肿 瘤 细 胞 的 细 胞 凋 亡 结 论 相 一 致 ， 其 机

制 可 能 与 下 调 S K — M E S 一 1 细 胞 S u r v i v i n 蛋 白 和

m R N A 表 达 有 关 。

综 上 所 述 ， 人 参 皂 甙 R g 3 对 人 肺 鳞 癌 S K — M E S ． 1

细 胞 具 有 显 著 的 诱 凋 亡 作 用 。 随 着 其 作 爿j 机 制 的 进 一

步 阐 明 ， 人 参 皂 甙 R g 3 有 望 成 为 肺 鳞 癌 重 要 的 辅 助

治 疗 药 物 之 一

．．
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