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酸值均明显下降。其中，茯萆通胶囊高、中剂量

组与空白对照组相比差异均具有显著统计学意义

(P<0.01)，茯萆通胶囊低剂量组与空白对照组比较

差异具有统计学意义(P<0.05)。别嘌呤醇组血尿酸

明显升高，与空白对照组比较差异具有统计学意

义(P<0.05)。结果见表 5。 

3.5.2  茯萆通胶囊对氧嗪酸钾盐致小鼠高尿酸血

症模型黄嘌呤氧化酶的影响  空白对照组黄嘌呤

氧化酶水平明显升高，茯萆通胶囊高、中、低剂

量组血黄嘌呤氧化酶水平均有所下降。与空白对

照组相比，茯萆通胶囊高剂量组与空白对照组比

较差异具有统计学意义(P<0.01)，茯萆通胶囊中、

低剂量组与空白对照组比较差异具有统计学意义

(P<0.05)，别嘌呤醇组血黄嘌呤氧化酶水平明显降

低，与空白对照组比较差异具有统计学意义

(P<0.01)。结果见表 5。 

表 5  茯萆通胶囊对氧嗪酸钾盐致小鼠高尿酸血症模型血

尿酸及黄嘌呤氧化酶的影响(n=10, sx  ) 

Tab 5  Effects of Fubitong capsules on serum uric acid and 
xanthine oxidase in hyperuricemia mouse model induced by 
oxonic acid potassium(n=10, sx  ) 

组 别 
剂量/ 

g·kg1 

尿酸含量/ 

μmol·L1 

黄嘌呤氧化酶活力/

μmol·L1 

正常组  10.56±6.38 8.52±5.21 

空白对照组  89.74±45.66 20.58±6.21 

胶囊低剂量组 0.735 49.29±27.551) 13.83±7.951) 

胶囊中剂量组 1.471 36.92±22.442) 12.86±6.091) 

胶囊高剂量组 2.945 23.57±17.562) 10.44±7.092) 

别嘌呤醇组 0.005 46.92±32.811) 12.49±6.282) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01 

Note: Compared with the control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01 

4  讨论 

痛风是由于长期嘌呤代谢紊乱及(或)尿酸排

泄减少引起的一组代谢性疾病，发病机理复杂，

病程冗长。对于痛风的治疗控制容易，但是复发

率较高[3-6]。本研究所采用的茯萆通胶囊，临床治

疗痛风效果显著，疗效确切。实验所用造模方法

均为公认的痛风性关节炎的动物模型造模方法。

通过实验证明，茯萆通胶囊对高尿酸血症模型有

显著的降尿酸作用；茯萆通胶囊不仅能使小鼠高

尿酸血症血尿酸水平明显降低，抑制黄嘌呤氧化

酶活性；对尿酸盐结晶导致大鼠急性痛风性关节

炎模型亦有很好的防治作用。茯萆通胶囊可能是

通过抑制黄嘌呤氧化酶或炎性细胞因子等来治疗

痛风的。 
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摘要：目的  研究抗癌药达沙替尼对自然杀伤细胞(NK 细胞)杀伤卵巢癌细胞的抑制效应，并探讨人参皂苷 Rb1 拮抗这种

免疫抑制效应的作用及其分子机制。方法  分别用达沙替尼、人参皂苷 Rb1 以及达沙替尼联合人参皂苷 Rb1 预处理 NK

细胞，未经药物处理的 NK 细胞设为对照。采用 CFSE/PI 双染色法，经流式细胞仪检测与 NK 细胞混合培养的卵巢癌

HO-8910 细胞的死亡率来明确 NK 细胞的杀伤功能；采用 Annexin V-FITC/PI 双染色法测定 NK 细胞的凋亡率来明确其生

存活力；采用 real-time PCR 法测定 NK 细胞颗粒酶 B 的 mRNA 表达量；采用免疫印迹法检测 NK 细胞 ERK 的蛋白水平。
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结果  与对照组相比，达沙替尼处理组的 NK 细胞对卵巢癌 HO-8910 细胞的杀伤率显著下降(P<0.01)，NK 细胞的颗粒酶

B 的 mRNA 水平和磷酸化 ERK(pERK)表达均下调；达沙替尼合并人参皂苷 Rb1 处理组的 NK 细胞对卵巢癌 HO-8910 细

胞的杀伤率较达沙替尼组升高(P<0.05)，而且颗粒酶 B 的 mRNA 水平、pERK 表达均较达沙替尼组有所恢复；与对照组

相比，人参皂苷 Rb1 单独处理组的 NK 细胞的生存活力、颗粒酶 B 水平、pERK 表达量以及杀伤功能均无显著差异(P<0.05)。

结论  达沙替尼对 NK 细胞杀伤卵巢癌细胞有抑制效应，可能与下调 NK 细胞的杀伤介质颗粒酶 B 和抑制 ERK 磷酸化有

关。人参皂苷 Rb1 虽然不能直接活化 NK 细胞，但是能拮抗达沙替尼对 NK 细胞的上述抑制效应，提示联用人参皂苷 Rb1

能减少抗癌药物达沙替尼对免疫效应细胞的抑制作用。 

关键词：达沙替尼；人参皂苷 Rb1；自然杀伤细胞；卵巢癌细胞；杀伤功能 
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Ginsenoside Rb1 Antagonist Dasatinib-induced Inhibition on NK Cells Cytotoxicity to Ovarian Cancer Cells  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To analyze the inhibiting effects of dasatinib on natural killer(NK) cells cytotoxicity on ovarian 
cancer cell and explore the antagonistic effects of ginsenoside Rb1 on dasatinib-induced immunosuppression effects. 
METHODS  The NK cells were pre-treated with dasatinib, ginsenoside Rb1 and dasatinib combined with ginsenoside Rb1, 
respectively. The NK cells with no drug pretreatment were carried out as control. CFSE/PI double staining was used to measure 
the death rate of ovarian cancer cell HO-8910 cells after co-culturing with NK cells; Annexin V-FITC/PI staining was used to 
detect the vitality of NK cells; real-time PCR was applied to evaluate the mRNA level of granzyme B and Western-blotting was 
used to detect the phosphorylation levels of ERK. RESULTS  Compared with the non-pretreated NK cells, the transcription 
levels of granzyme B, phosphorylation levels of ERK and the cytotoxicity were significantly down-regulated in dasatinib-treated 
NK cells (P<0.01). Compared with dasatinib treated NK cells, pre-treated in the combination of dasatinib and ginsenoside Rb1, 
the transcriptional levels of granzyme B, pERK and cytotoxicity of NK cells were elevated(P<0.05). However, the levels of 
transcriptional granzyme B, pERK and cytotoxicity of NK cells between ginsenoside Rb1 treated group and control group 
showed no significant difference(P<0.05). CONCLUSION  Dasatinib has inhibiting effects on the cytotoxicity of NK cells by 
decreasing the amount of granzyme B, one of the crucial cytotoxic molecules in NK cells and inhibiting phosphorylation of ERK 
which is crucial for NK cells reactivity. Though ginsenoside Rb1 can’t activate NK cells directly, it has antagonistic effects on 
dasatinib-induced immunosuppression of NK cells. It suggests that the combination use of ginsenoside Rb1 and dasatinib can 
decrease the suppression effects of dasatinib on NK cells. 
KEY WORDS: dasatinib; ginsenoside Rb1; natural killer cell; ovarian cancer cell; cytotoxicity 

 

卵巢癌是女性生殖系统预后较差的恶性肿

瘤。以顺铂为基础的化疗方案中，有近半数的患

者出现耐药和复发。达沙替尼是第 2 代 Src 家族酪

氨酸激酶抑制剂，靶向抑制 Src 相关的肿瘤信号转

导，能显著增加顺铂对卵巢癌细胞的毒性[1]。但研

究表明达沙替尼对自然杀伤细胞 (natural killer 

cell，NK 细胞)等免疫效应细胞有抑制效应，由此

可能下调抗肿瘤免疫[2-3]。因此深入研究达沙替尼

抑制 NK 细胞的机制并寻找相关的拮抗药物有助

于减少不良反应。传统中药提取物人参皂苷 Rb1

能提高机体的免疫功能[4]，但能否拮抗达沙替尼的

免疫抑制未见报道。本研究选择卵巢癌细胞系

HO-8910 和人 NK 细胞系 NK92 作为研究对象，探

讨达沙替尼抑制 NK 细胞杀伤卵巢癌细胞的作用

以及人参皂苷 Rb1 对此的拮抗效应和机制。 

1  材料和方法 

1.1  试剂、细胞系和仪器 

胎牛血清(FCS，杭州四季青生物工程材料有

限公司)；马血清(HS，美国 Sigma 公司)；人重组

IL-2(北京双鹭药业股份有限公司)；CFSE 和 PI 均

购自 Sigma 公司。RIPA 裂解液和蛋白浓度测定

BCA 试剂盒均购自碧云天生物技术有限公司。达

沙替尼(百时美施贵宝公司，批号：HO1235242，

规格：70 mg·片1)；人参皂苷 Rb1 对照品(天津马

克生物技术有限公司，批号：41753-43-9)。针对

ERK(4695)和 pERK 的抗体(批号：3179S)均购自

Cell signaling；actin 抗体(批号：sc7210)以及 PVDF

膜(批号：sc358814)均购自 Sant cruz 公司。凋亡检

测试剂盒(AnnexinⅤ-FITC/PI，南京凯基生物科技

发展有限公司，批号：KGA107)。卵巢癌 HO-8910
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由湖北科技学院基础医学院冻存，NK92 细胞为

ATCC 细胞株，均购自上海复祥生物科技有限公

司。CO2 培养箱(Forma Scientific)；流式细胞仪(BD 

LSR-Ⅱ)。 

1.2  方法 

1.2.1  卵巢癌 HO-8910 和 NK92 的培养  细胞在

37 ℃含 5%CO2 的空气培养箱内培养。卵巢癌

HO-8910 的培养液为含 10%FCS 的 1640 培养液，

NK92 的培养 液为 α-MEM 完 全培 养 液 ( 含

10%FCS，10%HS 和 100 U·mL1 IL-2)。取处于生

长对数期的细胞用于实验。 

1.2.2  药物预处理 NK92  NK92 以 1×106 ·mL1

的密度接种于 6 孔板，每孔加入 α-MEM 完全培养

基 3 mL。实验分为达沙替尼组、人参皂苷 Rb1 组、

联用组(达沙替尼联用人参皂苷 Rb1)以及未加入

药物的对照组。达沙替尼先用 DMSO 溶解，然后

用培养基稀释至终浓度。培养体系中达沙替尼的

浓度为 20 µmol·L1，此时DMSO的终浓度为 0.1%；

人参皂苷 Rb1 为 80 mg·mL1；各组中皆含有 0.1%

的 DMSO。6 h 后收集细胞悬液以 1 000 r·min1 离

心 5 min 收集细胞并用 PBS清洗 1 次用于后续实验。 

1.2.3  杀伤实验   检测 NK92 细胞对卵巢癌

HO-8910 细胞的杀伤率，方法采用流式检测法，

先用 CFSE(450 nmol·L1)标记靶细胞卵巢癌 HO- 

8910 细胞 15 min，然后加入胎牛血清终浓度为 5%

以终止染色反应，并用 PBS 洗涤细胞 3 次。在 24

孔板中 1×106 NK92 细胞与卵巢癌 HO-8910 按照

10∶1的细胞数量比混合。3 h后加入 PI(4 μg·mL1)

染色死亡的细胞，30 min 后上机检测，CFSE 和

PI 双阳性的细胞为死亡的卵巢癌 HO-8910，卵巢

癌 HO-8910死亡率=[(卵巢癌 HO-8910的死亡率－

卵巢癌 HO-8910 自发的死亡率 )/(1－卵巢癌

HO-8910 自发死亡率)]×100%。 

1.2.4  检测 NK92 细胞的生存活力  收集经药物

处理过的 NK92 细胞，以 5×105·mL1 的浓度重悬

500 μL 的 Binding Buffer 悬浮细胞，加入 10 μL 

Annexin V-FITC 和 5 μL PI 混匀，室温下避光反应

15 min，随后应用流式细胞仪检测细胞凋亡率，

Annexin V单阳性和Annexin V以及 PI双阳性的细

胞占所有细胞的比例即为无活力细胞比例。 

1.2.5  检测 NK92 细胞内颗粒酶 B 的 mRNA 水平   

收集各组细胞，提取 mRNA 并按试剂盒说明书逆

转录生成 cDNA 并进行实时荧光定量 PCR。引物

具体如下：GZM-B，上游引物： 5'-AACCAATCCT 

GCTTCTGC-3'，下游引物：5'-GTCGGCTCCTGT 

TCTTTG-3'。GAPDH，上游引物: 5'-TTCACCAC 

CATGGAGAAGGC-3'，下游引物：5'-GGCATGGA 

CTGTGGTCATGA-3'；反应体系为 50 μL，含有上

下游引物(10 μmol·L1)各 1 μL、cDNA5 μL、SYBR 

green real time PCR master MIX 25 μL、双蒸水

18 μL。反应采用一步法，95 ℃变性 10 min，之后

40 次循环：95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 1 min，循

环结束后 72 ℃延伸 5 min。反应完成后分析扩增

曲线和溶解曲线，计算出各扩增产物的相对表达量。 

1.2.6  Western blot 检测  NK92 细胞 ERK 和

pERK 的水平  收集各组 NK92 细胞后加入 RIPA

裂解液，用 BCA 法测量蛋白浓度后取 60 µg 总蛋

白，经 10% SDS-PAGE 电泳，然后在 150 mA 条

件下电转移 1.5 h，随后对 PVDF 膜进行封闭、孵

育一抗和二抗检测 ERK、pERK 和 actin 的表达。 

1.3  统计学处理 

应用统计软件 SPSS 13.0 进行数据的统计分

析，实验数据以 sx  表示，2 组间均数比较用 t

检验，P<0.05 表示差异有显著性。 

2  结果 

2.1  药物对 NK92 杀伤功能的影响 

达沙替尼干预过的 NK92 细胞与未经过任何

干预的 NK92 细胞(对照组)相比，杀伤率明显降低

(P<0.01)；达沙替尼联用人参皂苷 Rb1 干预 NK92

细胞后，NK92 细胞杀伤率较单用达沙替尼组上升

(P<0.05)，但仍然低于对照组(P<0.01)；人参皂苷

Rb1 干预组，NK92 细胞的杀伤率与对照组相比无

统计学差异(P>0.05)，结果见图 1。说明人参皂苷

Rb1 不能选择性直接增强 NK92 细胞的杀伤功能，

但是能减少达沙替尼对 NK92 细胞杀伤功能的抑

制作用。  

2.2  药物对 NK92 细胞生存活力以及颗粒酶 B 表

达水平的影响 

本实验中达沙替尼和人参皂苷 Rb1 的浓度分

别为 20 µmol·L1 和 80 mg·mL1，与对照组相比，

此浓度的2种药物对NK92细胞的生存活力皆无影

响，见图 2。达沙替尼干预组与未经过任何干预的

对照组相比，NK92 细胞的颗粒酶 B 的 mRNA 表

达水平明显降低(P<0.01)；达沙替尼联用人参皂苷

Rb1 组与单用达沙替尼组相比，NK92 细胞内颗粒

酶 B 的 mRNA 水平显著上升(P<0.05)，但联用人 
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图 1  NK92 细胞杀伤卵巢癌 HO-8910 的杀伤率 
A对照组；B人参皂苷 Rb1 组；C达沙替尼组；D联用组 

与对照组比较，1)P<0.01；与联用组比较，2)P<0.05 

Fig 1  Cytotoxicity of NK92 cells to ovarian cancer cell 
HO-8910 cells 
Acontrol group; Bginsenoside Rb1; Cdasatinib; Dcombination group 
Comapred with control group, 1)P<0.01; compared with combination 
group, 2)P<0.05 

 
图 2  药物对 NK92 细胞生存活力的影响 

Fig 2  Effect of medicines on the vitality of NK92 cells 

参皂苷 Rb1 后颗粒酶 B 的表达水平仍低于对照组

(P<0.01)；人参皂苷 Rb1 干预组与对照组比较，颗

粒酶 B 的 mRNA 表达水平无统计学差异(P>0.05)，

结果见图 3。上述结果表明人参皂苷 Rb 对 NK92

细胞的生存活力没有影响，亦无法直接上调其杀

伤介质颗粒酶 B 的水平，但是能在一定程度上拮抗

达沙替尼对 NK92 细胞合成颗粒酶 B 的抑制作用。 

 

 
图 3  NK92 细胞内颗粒酶 B 的 mRNA 表达水平 
A对照组；B人参皂苷 Rb1 组；C达沙替尼组；D联用组 

与对照组比较，1)P<0.01；与联用组比较，2)P<0.05 

Fig 3  Transcription level of granzyme B in NK92 cells 
Acontrol group; Bginsenoside Rb1; Cdasatinib; Dcombination group 
Comapred with control group, 1)P<0.01; compared with combination 
group, 2)P<0.05 

2.3  不同药物对 NK92 细胞内原型 ERK 和磷酸化

ERK 的影响 

与对照组相比，达沙替尼抑制 NK92 细胞

pERK 的表达；达沙替尼联用人参皂苷 Rb1 组，

NK92细胞内的pERK较单用达沙替尼组有所恢复，

但仍然低于对照组；人参皂苷 Rb1 处理组与对照组

相比，NK92 细胞内的 pERK 水平无明显变化；同

时，各组之间原型的 ERK 表达无明显差异，见图 4。 

 
图 4  药物对 NK92 细胞内 ERK 和 pERK 的影响 
A对照组；B人参皂苷 Rb1 组；C达沙替尼组；D联用组 

Fig 4  Effect of medicines on the pERK expression of NK92 
cells 
Acontrol group; Bginsenoside Rb1; Cdasatinib; Dcombination group 

3  讨论 

达沙替尼是第 2 代 Src 家族酪氨酸激酶抑制

剂，最初应用于治疗慢性粒细胞性白血病[5]。Src

途径的激活广泛参与了细胞的迁移、增殖以及血

管生成，在多种实体肿瘤中存在过度活化现象[6-7]。

关于卵巢癌的前期研究发现铂类联用达沙替尼具

有更强的杀瘤作用[1]。但研究也提示达沙替尼具有

免疫负调节效应[5]，可能削弱杀伤性淋巴细胞的免

疫监视功能。NK 细胞是杀伤性淋巴细胞，在本实

验中亦发现达沙替尼显著抑制了 NK92 细胞对卵

巢癌细胞的杀伤作用，而人参皂苷 Rb1 能在很大

程度上逆转这种抑制效应。 

本研究在前期实验中发现达沙替尼对于卵巢

癌 HO-8910 细胞的生长抑制率呈浓度依赖性，其

半数抑制浓度为 20 µmol·L1。因此在后续实验中

探讨达沙替尼在此浓度下对于 NK92 细胞的影响。

与其他研究结果一致，在半数抑制浓度下达沙替

尼能下调 NK92 细胞的杀伤功能。但是在 6 h 的预

处理中，人参皂苷 Rb1 和达沙替尼均未对 NK92

细胞的生存活力产生影响。提示人参皂苷 Rb1 对

于达沙替尼的短期拮抗作用与保护 NK 细胞的生

存无关。同时，本实验观察了药物对于 NK 合成颗

粒酶 B 的影响。颗粒酶 B 是 NK 细胞重要的杀伤



 

中国现代应用药学 2014 年 3 月第 31 卷第 3 期                         Chin J Mod Appl Pharm, 2014 March, Vol.31 No.3       ·297· 

介质，通过剪切 caspase3 等诱导靶细胞凋亡[8]。人

参皂苷 Rb1 在 6 h 的处理中对于 NK 细胞合成颗粒

酶 B 的能力和生存活力均未产生显著影响。表明

人参皂苷 Rb1 拮抗达沙替尼并非通过选择性直接

增强 NK 细胞的杀伤作用。 

NK 细胞的杀伤功能与杀伤介质的合成、运输

和释放等多个环节密切相关。本实验发现达沙替

尼抑制颗粒酶 B 的合成，提示达沙替尼抑制 NK

细胞杀伤的机制之一是减少杀伤介质。在信号网

络中，与 NK 细胞合成杀伤介质密切相关的信号途

径主要是 ERK 途径[9]。原型 ERK 磷酸化后进一步

活化下游核因子 NF-кB，启动颗粒酶 B 等杀伤介

质的基因转导[10]。本实验发现 6 h 内，各处理组

NK 细胞原型的 ERK 没有显著差异，而达沙替尼

组 NK细胞的 ERK磷酸化受到抑制。人参皂苷 Rb1

可以拮抗达沙替尼对 ERK 磷酸化的抑制作用，与

之相应的是达沙替尼联用人参皂苷 Rb1 后，对

NK92 合成颗粒酶 B 的抑制效应减轻。但是人参皂

苷并不能直接诱导 ERK 的激活，增加 pERK 含

量，上调颗粒酶 B 的生成。提示人参皂苷 Rb1 可

能是通过其它的途径起到了平衡细胞内 pERK 水

平的作用，具体作用点位于一个或几个调节 ERK 

的上游激酶有待进一步研究。 

总之，本实验发现人参皂苷 Rb1 能显著拮抗

达沙替尼对于 NK 细胞杀伤卵巢癌的抑制作用。因

此在治疗卵巢癌的同时，联用人参皂苷 Rb1 对于

维持放化疗过程中 NK 细胞等的杀瘤效应，减少肿

瘤复发有重要意义。 
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不同产地蜂胶中元素分布特征及相关性分析 
  

李樱红 1，罗镭 1，颜琳琦 1，周萍 2，应胜法 1，陶巧凤 1
(1.浙江省食品药品检验研究院，杭州 310004；2.杭州蜂之语蜂业股

份有限公司，浙江 桐庐 311500) 
 
摘要：目的  研究不同产地蜂胶中元素分布特征及相关性。方法  采用 ICP-MS 电感耦合等离子体质谱仪，辅以原子荧

光和原子吸收分析方法，对不同国家、省份的蜂胶样本中可能存在的元素进行测定和分析，应用 SPSS 统计分析软件分

析蜂胶中元素间的相关性。结果  ①不同产地蜂胶中金属元素从高到低依次为钾、钙、钠、铁，7 种金属元素中，共有 7

对元素呈现相关(P<0.05)或显著相关(P<0.01)，尤其是钙和铁、钙和镁、镁和钾显著相关。②不同产地蜂胶中长寿元素含

量从高到低顺序一般为钴、钼、硒、锰，仅硒和锰呈现显著相关(P<0.01)。③不同产地蜂胶砷、镉的含量都很低，而铅、

汞、铬、镍有较大差异。结论  由于受土壤、气候以及自然环境的影响，不同产地蜂胶中元素的绝对含量呈现地域性差

异，部分元素呈现一定的相关性。 
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