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人参单体Rh2 诱导人肺腺癌A549/ DDP
细胞凋亡的体外研究

周东波 胡成平 苏晓丽 杨红忠

 摘要! 背景与目的 肺癌已成为人类癌症主要死亡原因之一。从植物中开发抗肿瘤药物是国内外抗

肿瘤新药开发的一个热点。本研究的目的是观察人参单体 Rh2 诱导人肺腺癌 A549/ DDP 细胞系凋亡的作

用,并探讨其可能的分子机制。方法 体外培养的人肺腺癌A549/ DDP 细胞经不同浓度梯度的人参单体 Rh2

干预,分别应用 M TT 实验观察其对细胞增殖的影响,用流式细胞术检测细胞周期、凋亡指数及相关基因表达

的改变,以及用双抗体夹心 ELISA 法测定细胞上清液 sApo 1/ Fas 浓度变化。结果 ∀ 人参单体 Rh2 可抑制

A549/ DDP 细胞的生长, 并呈剂量、时间依赖作用。 # 人参单体 Rh2 处理 A549/ DDP 细胞 24 h, 实验组凋亡

指数显著高于对照组(P < 0. 001) , G0 / G 1 期细胞比例显著高于对照组 ( P< 0. 01) , S 期细胞比例显著低于对

照组( P< 0. 01) , G2 / M 期细胞比例与对照组比较无显著性差异( P> 0. 05)。∃ 实验组 p53、Fas 阳性表达率

显著高于对照组( P< 0. 01, P< 0. 001) , Bcl 2 阳性表达率显著低于对照组(P < 0. 001)。%实验组 A549/ DDP

细胞培养上清液于不同时间 sApo 1/ Fas 含量均显著低于对照组( P< 0. 05)。结论 人参单体 Rh2 具有诱导

人肺腺癌 A549/ DDP 细胞凋亡的作用, 其分子机制可能是上调 p53 和 Fas及下调 Bcl 2 的表达、通过 Fas/

FasL 系统途径诱导细胞凋亡。
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 Abstract! Background and objective Lung cancer is one of the leading causes of cancer r elated death in

mankind. T o explo it antitumo r drug f rom plant has been a highlight at home and abroad. T he aim of this study

is to investigate the apoptosis of human lung adenocarcinoma cell line A549/ DDP induced by g insenoside Rh2

( G Rh2 ) and to explo re its po ssible mo lecular mechanism. Methods The g rowth inhibition effect o f G Rh2 on

A549/ DDP cells was evaluated by MT T assay . Cell cycle analysis, apoptosis index and t umo r related gene ex

pression w ere detected by flow cy tometr y. T he changes o f sApo 1/ Fas level in the cell cultur e supernatant

were determined by ELISA method. Results ∀ G Rh2 signif icantly inhibited the gr ow th of A549/ DDP cells

in a dose time de pendent manner. # After 24 hours& tr eat ment with G Rh2 , apoptosis index o f tr ial g roup

was significant ly higher than that of contr ol g roup ( P < 0. 001) . T he propo rtion o f cells in G0/ G1 phase in

tria l g roup was much higher than that in contr ol gr oup ( P< 0. 01) , w hile propo rtion in S phase in trial g roup

was markedly lower t han that in contro l gr oup (P < 0. 01) . Ther e w as no signif icant difference in pr opor tion in

G2/ M phase betw een tr ial g roup and contr ol g roup ( P> 0. 05) . ∃ T he positiv e expression rate o f p53 and Fas

in tr ial g roup was significant ly higher than that in contr ol g roup ( P< 0. 01, P < 0. 001) , while the positive ex

pression r ate of Bcl 2 in tr ial g roup w as significant ly low er than that in contro l gr oup ( P < 0. 001) . % The

level of sApo 1/ Fas in A549/ DDP cell cultur e supernatant in t rial gr oup w as r ema rkably low er than that in

cont rol g roup ( P < 0. 05) . Conclusion G Rh2 can induce the apopto sis of A549/ DDP cells. I ts mo lecular

mechanism may be up regulating expression o f p53 and Fas and down regulating expression o f Bcl 2.
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肺癌是我国乃至世界发病率最高的恶性肿瘤。随

着以铂类为一线药物的方案在晚期非小细胞肺癌化疗
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中的广泛应用, 肺癌对铂类的耐药已成为目前关注的

热点。大多数化疗药物, 无论单独还是联合, 对晚期非

小细胞肺癌疗效均不佳, 且毒副反应大,因此寻求新的

化疗药物和逆转耐药药物已成为目前研究的热点。从

植物中开发抗肿瘤药物, 是国内外抗肿瘤新药开发的

一个热点。现代医学研究发现人参单体皂甙 Rh2

( ginsenoside Rh2 , G Rh2 )具有较强的抗肿瘤生物活

性,研究表明它对卵巢癌、黑色素瘤、前列腺癌、神经胶

质瘤等肿瘤细胞的生长具有明显的抑制作用
[ 1~ 4]
。但

关于 G Rh2 对肺癌细胞的作用以及用于治疗肺癌的

研究国内外尚未见报道。本实验以人肺腺癌 A549/

DDP 细胞株为受试对象, 研究 G Rh2 的凋亡诱导作

用,旨在进一步阐明中药人参抗肿瘤作用的机制, 为其

应用于肿瘤的临床治疗提供更多的实验依据,报道如

下。

1 材料与方法

1. 1 材料 A549/ DDP 细胞为采用恒定药物浓度、周

期性作用的体外诱导法反复筛选建成的一株耐顺铂的

细胞系,由中科院生物所生物大分子国家重点实验室

提供。G Rh2 由吉林大学基础医学院生化研究室提

供。四甲基偶氮唑蓝( M TT )为美国 Sigma公司产品。

碘化丙啶( PI)购自华美生物制剂公司。流式细胞仪型

号为 Coulter Epics ALTRa H ppersort System (美

国)。CO2 细胞培养箱为美国 SHELLLAB公司产品。

人 Fas ELISA 试剂盒购于晶美生物(北京)有限公司。

1. 2 方法

1. 2. 1 细胞培养传代 将 A549/ DDP 细胞置于含

5% CO2、37 ∋ 的饱和湿度培养箱中, 在 RPMI1640培

养液(含有 12%胎牛血清、青霉素 100 U/ ml、链霉素

100 mg / L )中培养, 0. 25%胰蛋白酶消化传代, 取对数

生长期的细胞进行实验。

1. 2. 2 MT T 实验 分别接种 A549/ DDP 细胞悬液

于96孔板, 每孔 2 ( 104个细胞, 24 h后 A549/ DDP 细

胞中 加 入 G Rh2 , 药 物 浓 度 分 别 为 0. 1 ~

1 000 mol/ L; 并设对照组, 对照组中加入等体积的

RPM I1640标准培养液。每种浓度设 3 个复孔, 将 96

孔培养板在培养箱中培养 24、48、72 h, 观察细胞形态

变化。然后各孔分别加入 MT T 溶液( 5 g / L ) , 每孔

10 l,继续在培养箱中培养 4 h后弃去上清,每孔加入

DMSO (二甲基亚砜) 溶液 100 l, 震荡后室温静置

10 min, 使其充分溶解, 然后用酶标仪于 570 nm 处测

定吸光度 ( A) 值, 计算细胞生长抑制率。抑制率 )

50%为对该药物敏感

1. 2. 3 流式细胞仪检测细胞周期变化、凋亡指数及相

关基因蛋白表达 用 G Rh2 50 mol/ L 处理对数生长

期 A549/ DDP 细胞 24 h; 并设对照组, 对照组中加入

等体积的 RPM I1640 标准培养液。经 0. 25%胰蛋白

酶消化后, 收集 1 ( 10
6
个细胞, PBS 缓冲液洗涤,

5 min ( 3次。70%冷乙醇 4 ∋ 固定, 于碘化丙啶一步

染色液中染色后做流式细胞仪分析。激发波长为

488 nm,发射波长为 530 nm。实验重复 2次。通过相

关软件拟合出细胞周期各时相比例及凋亡指数。并用

PBS洗细胞 5 min ( 3 次, 分别加入兔或鼠抗人 p53、

Fas以及 Bcl 2 抗体, 37 ∋ 孵育 30 m in, PBS 洗细胞

5 min ( 3次, 加入羊抗兔或鼠 FITC IgG 100 l, 37 ∋
孵育30 min, PBS洗细胞 5 min ( 3次,离心过滤,用流

式细胞仪检测细胞 p53、Fas 以及 Bcl 2 蛋白的表达。

以荧光标记细胞为阳性细胞, 计算阳性率。

1. 2. 4 细胞培养上清液 sApo 1/ Fas检测 用 G Rh2

50 mol/ L 分别处理对数生长期 A549/ DDP 细胞 24、

48、72 h; 并设对照组, 对照组中加入等体积的

RPM I1640标准培养液。取细胞培养上清液, 双抗体

夹心 ELISA 法测定其 sApo 1/ Fas 水平, 严格按照试

剂盒说明步骤进行。主要步骤: 酶标板每孔(抗人 Fas

单抗已包被于酶标板上)加100 l标准品(浓度分别为

0、31. 25、62. 5、125、250、500、1 000、2 000 ng/ L )或样

品,室温孵育 120 min, 洗板 4次,再加入生物素化的抗

人 sApo 1/ Fas抗体和辣根氧化物酶标记的亲和素,室

温孵育 120 min,洗板 4 次, 加入显色剂 100 l/孔, 避

光室温 20 min, 加入终止液 100 l/孔后变黄, 在

450 nm处测 OD值, Fas浓度与 OD 450值之间呈正比,

通过绘制标准曲线求出标本中 Fas浓度。

1. 2. 5 统计学处理 统计学方法采用
2
检验、配对 t

检验及 one w ay ANOVA 方差分析, 用 SPSS10. 0统

计软件包处理。

2 结果

2. 1 G Rh2 对 A549/ DDP 细胞的细胞毒作用 不同

浓度的 G Rh2 干预 A549/ DDP 细胞 24、48、72 h 后,

倒置显微镜下观察。镜下可见对照组细胞呈梭形或多

边形生长, 细胞透亮, 折光性好, 状态佳。A549/ DDP

细胞系在 0. 1 mo l/ L 剂量组细胞形态无明显改变;而

在中剂量组( 1~ 50 mo l/ L )细胞数目减少, 细胞形态

欠规则,呈梭形或少许圆形贴壁生长,胞浆内变化不明

显或略有变化, 细胞形态变化随着药物浓度增加、作用

时间延长而更加明显;高剂量组( 100 mo l/ L 及以上)

细胞折光性差 明显增大 轮廓模糊 胞内空泡增多,部
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分细胞已坏死, 漂浮于培养液中。MT T 检测结果显

示其抑制作用随药物浓度增加、作用时间延长而增强,

呈现剂量、时间依赖作用,经统计学检验差异有显著性

( P< 0. 01) (表 1)。

表 1 不同浓度 G Rh2 对 A549/ DDP 细胞

的生长抑制率( n= 3, % , x ∗ s)

Tab 1 The g r owt h inhibit ion rate o f A549/ DDP cells induced

by G Rh2 of differ ent concent ration ( n= 3, % , x ∗ s)

Concent rat ion of

G Rh2( mol/ L)

T ime

24 h 48 h 72 h

0( Cont rol group) 0 0 0

0. 1 12. 38 ∗ 3. 68* 15. 45 ∗ 2. 33* 18. 78 ∗ 4. 34*

1 16. 45 ∗ 3. 21* + 23. 67 ∗ 6. 32* , 30. 46 ∗ 5. 11*

10 26. 35 ∗ 5. 24* + 30. 44 ∗ 4. 87* , 35. 56 ∗ 1. 78*

20 34. 57 ∗ 4. 36* + 40. 93 ∗ 5. 39* , 45. 45 ∗ 2. 66*

50 39. 68 ∗ 6. 23* + 50. 36 ∗ 3. 64* , 54. 86 ∗ 1. 89*

100 49. 44 ∗ 5. 48* + 57. 48 ∗ 4. 35* , 64. 39 ∗ 6. 22*

1000 60. 36 ∗ 7. 82* + 70. 37 ∗ 5. 30* , 78. 44 ∗ 3. 56*

* : P < 0. 01 v s cont rol gr ou p; + : 24 h group v s 48h group, P < 0. 05;

, : 48 h group v s 72 h group, P< 0. 05

2. 2 G Rh2 对 A549/ DDP细胞系凋亡水平和细胞周

期的影响 实验组 A549/ DDP 细胞凋亡指数 38. 51%

显著高于对照组 5. 76% ( P< 0. 001)。实验组 G0 / G1

期细胞比例 77. 6% 显著高于对照组 67. 3% ( P <

0. 01) , S 期细胞比例 11. 3%显著低于对照组 24. 5%

( P< 0. 01) , G 2 / M 期细胞比例 11. 1%与对照组 8. 2%

比较无显著性差异( P> 0. 05)。

2. 3 G Rh2 对 A549/ DDP细胞系凋亡相关基因阳性

表达率的影响 实验组 A549/ DDP 细胞 p53 阳性表

达率 35. 5%显著高于对照组 27. 8% ( P < 0. 01) , Fas

阳性表达率 70. 4% 显著高于对照组 20. 5% ( P <

0. 001) , Bcl 2 阳性表达率 36. 8% 显著低于对照组

55. 4%( P< 0. 001)。

2. 4 G Rh2 对 A549/ DDP 细胞系细胞培养上清液

sApo 1/ Fas含量的影响 实验组 A549/ DDP 细胞培

养上清液于不同时间的 sApo 1/ Fas 含量均显著低于

对照组( P< 0. 05) (表 2)。

3 讨论

研究发现, 虽然大多数化疗药物都具有诱导肿瘤

细胞凋亡的作用,但化疗药物的毒副作用限制了其临

床应用,而植物抗癌成份倍受人们关注。人参( Panax

ginseng C. A. M eyer)为五加科多年生草本植物, 现

代医学表明人参具有抗肿瘤、抗衰老、抗辐射等多种生

物学活性[ 5] G Rh2 属于二醇组皂甙 是由人参中提取

表 2 G Rh2 对 A549/ DDP 细胞系细胞培养上清液

sApo 1/ Fas含量的影响( ng / L )

Tab 2 The effect of G Rh2 on t he level o f sApo 1/ Fas

in A549/ DDP cell cultur e supernatant ( ng/ L)

Group
T ime

24 h 48 h 72 h

Cont rol group 15. 65 ∗ 2. 13 16. 37 ∗ 3. 45 18. 34 ∗ 1. 25

T rial group 8. 64 ∗ 1. 52 10. 66 ∗ 3. 24 12. 74 ∗ 2. 88

P value < 0. 05 < 0. 05 < 0. 05

的天然活性成分,近年来体内外实验证实,它可以通过

诱导分化或凋亡抑制肿瘤细胞的增殖与生长,如卵巢

癌、黑色素瘤、前列腺癌、神经胶质瘤等,并证明其对正

常组织毒性甚低,但 G Rh2 能否诱导人肺腺癌 A549/

DDP 细胞的凋亡,国内外尚未见报道。本研究结果提

示, G Rh2 可诱导细胞形态学发生改变, 诱导细胞凋

亡,影响细胞的增殖活力, 抑制其生长, 且这一变化在

实验范围内呈现剂量、时间依赖性作用。于广久等
[ 6]

观察了 G Rh2 对人喉癌细胞株 Hep 2 的抗增殖作用。

李殿友等[ 4] 在检测 Rh2 对 C6 胶质瘤细胞增殖率的实

验中,不同浓度( 2、4、8 mol/ L )的 Rh2 对 C6 细胞的

增殖抑制作用随剂量增加和时间延长而明显增强, 台

盼蓝排斥实验证实 C6 细胞存活百分率不论实验组还

是对照组均大于 90%, 实验结果说明 Rh2 可明显抑制

体外 C6 胶质瘤细胞的增殖,且在实验剂量范围内没有

明显毒性。我们的实验结果与其报道相一致。

近年来研究发现许多抗肿瘤药物作用于肿瘤细胞

的 G0 / G1 期。Lee 等
[ 7]
用流式细胞仪检测 G Rh2 体

外抑制肝癌细胞 SK HEP 1增殖的实验表明, G Rh2

能够使细胞阻滞于 G1 期, 滞留于 G 1 / S 关卡处, 阻止

其向 S期发展。Ota等
[ 8]
也报道 G Rh2 能够使黑色素

瘤细胞 B16发生 G1 期阻滞, 细胞周期的进行受阻。

本实验用流式细胞仪检测也显示, G Rh2 以细胞毒性

作用不明显的剂量作用于A549/ DDP 细胞 24 h以后,

实验组的凋亡指数明显高于对照组, G0 / G1 期细胞较

对照组明显增多, 而 S 期细胞数目减少, 提示 G Rh2

对 A549/ DDP 细胞的周期调控作用主要发生于 G1

期,阻止其向 S期发展, 可将细胞阻滞于 G 0 / G 1 期,从

而抑制其 DNA 合成。

目前研究表明, 诱导细胞凋亡的因素很多,不同的

因素诱导细胞凋亡的信号传导途径不同
[ 9]
, p53、Fas、

Bcl 2基因是较早确定的凋亡调节基因。肺癌的发生、

发展与多种凋亡基因相关, 如 p53 缺失或表达异常,

Fas、Bcl 2基因表达异常
[ 10]
。为了探讨 G Rh2 的作用

机制 我们检测了凋亡相关基因的阳性表达率 本研
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究实验组 A549/ DDP 细胞 p53、Fas基因阳性表达率

较对照组升高, Bcl 2基因阳性表达率较对照组下降。

因此我们推测 G Rh2 可能通过上调 p53和 Fas 基因

及下调 Bcl 2基因而诱导 A549/ DDP 细胞凋亡。

Apo 1/ Fas是一种细胞表面诱导凋亡的分子, 也

称为 CD95,相对分子量为 44 600, 系跨膜糖蛋白, 属于

肿瘤坏死因子受体 ( T NFR )与神经生长因子受体

( NGFR)超家族成员,是一个细胞凋亡信号受体,可以

诱导 Apo 1/ Fas 蛋白所在的细胞凋亡
[ 11]
。正常肺泡

细胞上皮及肺癌细胞中均有 Fas表达[ 12] ; Apo 1/ Fas

配体( Apo 1/ Fas ligand, Apo 1/ FasL)是一种 −型跨

膜蛋白,与 T NFR家族有同源性, A po 1/ FasL 主要表

达于活化的 T 细胞、NK 细胞表面。A po 1/ Fas 与

Apo 1/ FasL 结合是 Apo 1/ Fas在体内发挥作用的唯

一途径。Apo 1/ Fas 受体有两种形式: 膜型 Apo 1/

Fas ( mA po 1/ Fas) 和可溶型 Apo 1/ Fas ( sApo 1/

Fas)。细胞表面的 mApo 1/ Fas 通过与 Apo 1/ FasL

结合而激发 Apo 1/ Fas阳性细胞凋亡, sApo 1/ Fas通

过与 Apo 1/ FasL 竞争结合而抑制 mApo 1/ Fas途径

介导的细胞凋亡,因此可以认为 sApo 1/ Fas与肿瘤细

胞逃避免疫监视以及恶性肿瘤的演变有关[ 13]。梁启

廉等[ 14] 研究发现 58例肝癌患者化疗后有效患者血清

sApo 1/ Fas浓度明显低于化疗前。本实验应用 G

Rh2不同时间干预 A 549/ DDP 细胞后, 细胞培养上清

液 sApo 1/ Fas 含量均显著低于对照组, 说明 G Rh2

可通过 Fas/ FasL 系统途径诱导肺腺癌细胞凋亡。

综上所述, 人参单体 Rh2 具有诱导人肺腺癌

A549/ DDP 细胞凋亡的作用, 其分子机制可能是上调

p53和 Fas及下调 Bcl 2的表达、通过 Fas/ FasL 系统

途径诱导细胞凋亡。
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