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人参水提液对
)E+F

与肿瘤细胞共培养体系

肺癌
E67<

细胞生物学行为的影响

高$静$毕$蕾$江玉翠$杨$烨$李变英$陈卫平

摘要$目的$探讨人参水提液!

@,G;- ;HG-,.G 1I J?KF;KJ

"

*=L

#对肿瘤相关巨噬细胞!

GM>1- ,FF1

#

.?,G;N >,.-1A/,J;F

"

)E+F

#与肺癌
E67<

细胞共培养体系肺癌
E67<

细胞增殖$迁移及骨架蛋白
O

#

,.G?K

表达等生物学行为影响% 方法$采用佛波酯!

P+E

#联合
(Q

#

7

及
(Q

#

#%

诱导人急性白血病单核细胞株

!

)RP

#

#

#成为
)E+F

% 以
)E+F

细胞上清与肺癌
E67<

细胞共培养"模拟肿瘤微环境构建共培养模型% 将

细胞分为空白组!

E67<

#$共培养组!

)E+F S E67<

#$

*=L

高$中$低剂量组!

)E+F S E67< S*=L

#% 分

别采用
+))

法$实时细胞分析技术及高内涵细胞成像系统检测分析不同条件下
E67<

细胞增殖$迁移和骨

架蛋白
O

#

,.G?K

表达情况% 结果$与空白组比较"共培养组
E67<

细胞增殖明显增加"细胞迁移能力和细胞骨

架面积均明显升高"差异有统计学意义!

P T"

!

"6

#&与共培养组比较"

*=L

高$中$低剂量组
E67<

细胞增殖

和迁移能力受抑制"细胞骨架面积和微丝条数减少"且呈剂量依赖性!

P T"

!

"6

#% 结论$人参水提液在共培

养体系中能有效抑制
E67<

细胞增殖迁移能力"可能通过调节
)E+F

免疫活性而影响肿瘤细胞的生物学

行为%

关键词$人参水提液&肿瘤相关巨噬细胞&肺癌
E67<

细胞&共培养体系

=II;.G 1I *,G;- =HG-,.G 1I L?KF;KJ 1K U?121J?.,2 U;./,V?1-F 1I QMKJ &,K.;- E67< &;22F ,KN G/;

=HA-;FF?1K 1I O

#

,.G?K ?K &1

#

.M2GM-; WXFG;> 1I )E+F ,KN E67< &;22F

$

LEC '?KJ

!

U( Q;?

!

'(E4L

YM

#

.M?

!

YE4L Y;

!

Q( U?,K

#

X?KJ

!

,KN &R=4 *;?

#

A?KJ

$

&122;J; 1I P-;.2?K?.,2 +;N?.?K;

!

4,KZ?KJ [K?

#

V;-F?GX 1I &/?K;F; +;N?.?K;

!

4,KZ?KJ

$

!#""!%

%

EUW)\E&)

$

C]Z;.G?V;

$

)1 FGMNX G/; ;II;.G 1I *,G;- =HG-,.G 1I L?KF;KJ

$

*=L

%

1K G/; A-12?I;-,

#

G?1KD>;G,FG,F?F 1I 2MKJ .,K.;- E67< .;22F ,KN G/; ;HA-;FF?1K 1I O

#

,.G?K ?K .1

#

.M2GM-; FXFG;> 1I GM>1- ,F

#

F1.?,G;N >,.-1A/,J;F

$

)E+F

%

,KN E67< .;22F 3 +;G/1NF

$

RM>,K ,.MG; 2;M^;>?, >1K1KM.2;,- FG-,?K

)RP

#

# @,F ?KNM.;N G1 ];.1>; )E+F MF?KJ P/1-]12

#

#!

#

>X-?FG,G;

#

#%

#

,.;G,G;

$

P+E

%

.1>]?K;N (Q

#

7 ,KN (Q

#

#%3 )/; FMA;-K,KG 1I )E+F ,KN E67< .;22F @;-; .1

#

.M2GM-;N3 E .1

#

.M2GM-; >1N;2 @,F F;G MA ]X F?>M2,G?KJ

>?.-1;KV?-1K>;KG 1I 2MKJ .,K.;-3 )/;K .;22F @;-; N?V?N;N ?KG1 G/; ]2,K^ .1KG-12 J-1MA

$

E67<

%!

G/; .1

#

.M2GM-; J-1MA

$

E67< S )E+F

%!

/?J/

!

>?NN2;

!

,KN 21@ N1F; *=L J-1MAF

$

)E+F S E67< S /?J/

!

>?NN2;

!

,KN 21@ N1F; *=L

%

3 )/; ;II;.GF 1I *=L 1K G/; A-12?I;-,G?1KD>;G,FG,F?F 1I 2MKJ .,K.;- E67< .;22F ,KN G/;

;HA-;FF?1K 1I O

#

,.G?K MKN;- V,-?1MF .1KN?G?1KF @;-; N;G;.G;N MF?KJ +)) >;G/1N

!

\;,2 G?>; .;22 ,K,2XF?F

$

\)&E

%!

,KN /?J/ .1KG;KG F.-;;K?KJ

$

R&W

%

3 \;FM2GF

$

&1>A,-;N @?G/ G/; ]2,K^ .1KG-12 J-1MA

!

G/; A-1

#

2?I;-,G?1K 1I E67< .;22F @,F 1]V?1MF2X ?K.-;,F;N

!

.;22 >?J-,G?1K @,F 1]V?1MF2X ;2;V,G;N

!

,KN G/; ,-;, 1I

.;22 F^;2;G1K @,F >,-^;N2X ;K2,-J;N ?K G/; )E+F S E67< J-1MA

!

@?G/ FG,G?FG?.,2 N?II;-;K.;

$

P T "

%

"6

%

3

&1>A,-;N @?G/ G/; )E+F S E67< J-1MA

!

G/; A-12?I;-,G?1K ,KN >?J-,G?1K 1I E67< .;22F @;-; ?K/?]?G;N

!

G/;

,-;, 1I .;22 F^;2;G1K ,KN G/; KM>];- 1I >?.-1I?2,>;KGF @;-; -;NM.;N N1F;

#

N;A;KN;KG2X

$

P T"

%

"6

%

3 &1K

#

.2MF?1K

$

*=L .1M2N ;II;.G?V;2X ?K/?]?G G/; A-12?I;-,G?1K ,KN >?J-,G?1K 1I E67< .;22F

!

@/?./ >?J/G ]; ,

#
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./?;V;N ]X ,NZMFG?KJ ?>>MK1,.G?V?G?;F 1I )E+F

!

,KN IM-G/;- ?G ,II;.G;N ]?121J?.,2 ];/,V?1-F 1I GM>1- .;22F 3

9=Y*C\:W

$

*,G;- =HG-,.G 1I L?KF;KJ

&

GM>1- ,FF1.?,G;N >,.-1A/,J;F

&

2MKJ .,K.;- E67< .;22

&

.1

#

.M2GM-; FXFG;>

$$中医药是我国治疗恶性肿瘤独特的手段之一!在改

善患者生活质量'延长生存期'缓解药物不良反应等方

面具有优势!其疗效和安全性得到广泛认同(

#

!

!

)

* 益气

扶正法是中医临床治疗恶性肿瘤重要法则之一!人参作

为益气扶正代表药在临床广泛应用* 研究发现!人参可

调节免疫细胞!改善机体免疫功能(

%

)

* 肿瘤相关巨噬细

胞$

GM>1- ,FF1.?,G;N >,.-1A/,J;F

!

)E+F

%是肿瘤

微环境中的主要免疫细胞!参与肿瘤的发生'生长'侵袭

和转移过程!是连接肿瘤免疫抑制状态和肿瘤进展的关

键环节(

7

)

* 目前!关于人参对
)E+F

的作用研究尚少!

为进一步探讨人参在肿瘤治疗中的作用及机制!本实验

采用共培养模型模拟肿瘤微环境!观察人参水提液

$

@,G;- ;HG-,.G 1I L?KF;KJ

!

*=L

%对共培养体系的影

响!以研究肿瘤细胞的生物学行为*

材料与方法

#

$细胞株$人急性白血病单核细胞株
)RP

#

#

和

人肺癌细胞株
E67<

均购自中国科学院上海生命科学

研究院细胞资源中心*

!

$药物$人参饮片购自铜陵禾田中药饮片公司

$批号#

#%"<"#

%&人参皂苷
\J#

$批号#

!"#6"<

%'人

参皂苷
\;

$批号#

!"#6!6

%及人参皂苷
\]#

$批号#

!"#7!7

% 均购自中国食品药品鉴定研究院*

%

$试剂与仪器$主要试剂#

\P+(

#

#87"

培养液

$批号#

5##7!5#

%及胎牛血清$批号#

#!!###<

%均购

自美国
L?].1

公司&

:+WC

$批号#

%"!E"%!7

%及
7_

多聚甲醛 $批号#

!"#!"7!#

%均购自
W?J>,

公司&

+))

$批号#

%!#="67

!

W12,-]?1

公司!中国%&

&(+

#

A2,G;#8

细胞迁移检测板$批号#

!"##"$!#

!

\1./;

公

司!瑞士%&细胞骨架分析试剂盒$批号#

CE#5%"<<

!

)/;->1 W.?;KG?I?.

公司!美国%&

(Q

#

#!

'

(Q

#

#" =Q(WE

试

剂盒$批号#

R!"#6"<##

'

R!"#6"<#"

!南京建成生物工

程研究所有限公司%&佛波酯$

P-1AX2;K; J2X.12 >;G/

#

X2 ;G/;- ,.;G,G;

!

P+E

!批号#

P5#%<

!

W?J>,

公司%&

(Q

#

#%

'

(Q

#

7

蛋白$批号#

"#"8!%

'

#""7#7

!美国
P;A-1

#

);./

公司%* 主要仪器#

WA;.G-,+,H +

多功能酶标仪

$美国
+12;.M2,- :;V?.;F

公司%&

E--,XW.,K 0)(

高

内涵细胞成像系统$

$""

系列!美国
)/;->1 W.?;KG?I?.

公司%&

\)&E :P

实时细胞分析仪$美国
\1./;

公

司%&

[

#

%"""

超高效液相色谱仪$美国
:(C4=`

公司%&

:O&

#

!6<

倒置显微镜$德国
Q;?.,

公司%*

7

$人参质量鉴定$依据
!"#"

版中国药典制备

对照品溶液'供试品溶液!精密吸取对照品溶液
#" !Q

与供试品溶液
#" a !" !Q

!注入液相色谱仪!测定

分析*

6

$人参水提液制备$参照参考文献(

6

)!采用水

煎方式制备人参水提液* 煎煮方法流程参考文献(

7

)

优选!称取人参饮片
!" J

!加入
#8" >Q

蒸馏水煎煮

# /

!重复煎煮
#

次!将两次水提液水浴浓缩至
!" >Q

!

得到
# JD>Q

人参水提原液!离心
#! """ - D>?K

!

#" >?K

取上清!过滤除菌分装后 "

!"

%保存* 通过

+))

实验求得
*=L

对
)E+F

作用
75 / (&

6"

为

!8

!

"8 >JD>Q

!实验前配制
*=L

浓度为
6

'

#"

'

!" >JD>Q

$分别为低'中'高剂量%*

8

$

)E+F

体外模型建立$参照参考文献(

8

!

$

)!

取对数生长期的
)RP

#

#

细胞!

# """ - D>?K

离心

6 >?K

!以
#

&

#"

<

.;22F DQ

密度重悬!接种于
8

孔板中*

加
%!" K>12DQ

的
P+E

诱导细胞
75 /

!期间
8 /

贴壁

后以
!" KJD>Q

浓度的
P+E

加入
(Q

#

7

和
(Q

#

#%

!即可

得到诱导的
)E+F

细胞*

)E+F

细胞主要分
+#

和

+!

两种表型!在肿瘤微环境中以
+!

型居多!

(Q

#

#!

'

(Q

#

#"

分别为
+#

和
+!

标志物* 倒置显微镜观察细

胞形态!采用
=Q(WE

技术检测细胞上清中
(Q

#

#!

'

(Q

#

#"

含量!对体外模型进行鉴定*

$

$上清共培养模型建立$参照参考文献(

5

)!

PUW

冲洗
%

次诱导后的
)E+F

细胞!加入用无血清

\P+(

#

#87"

培养基配制的低'中'高不同浓度的

*=L

!共培养组的
)E+F

用等体积的无血清培养基!

处理
75 /

后收集上清!离心
! """ - D>?K

!

6 >?K

备

用* 胰酶消化
E67<

细胞!接种于
<8

孔板中
!7 /

贴

壁后!空白组用无血清培养基!共培养组用
)E+F

上

清培养!

*=L

组用含药
)E+F

上清
%$

%

6_ &C

!

培

养
E67<

细胞
75 /

评价
E67<

的生物学特性*

5

$

+))

法检测
E67<

细胞增殖水平$取对数生

长期
E67<

细胞!

"

!

!6_

胰酶消化!调整浓度为
#

&

#"

$

.;22F DQ

接种于
<8

孔板!每孔
#"" !Q

!

%$

%'

6_

&C

!

恒温培养箱培养
!7 /

贴壁* 吸去培养液!直接给

药组$

E67< S*=L

%加入
#"" !Q

无血清培养基配制

浓度为
6

'

#"

'

!" >JD>Q

的
*=L

&空白组加入无血清

培养基&共培养组加入
)E+F

上清&

E67< S )E+F S
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"!"'$$"

*=L

加入不同浓度的
*=L

处理
)E+F

细胞上清各

#"" !Q

*

75 /

后每孔加入
!" !Q +))

!

%$

%

6_

&C

!

孵育
7 /

!吸去上清液!加入
#6" !Q :+WC

!摇床

振荡
#" >?K

!使结晶完全溶解* 酶标仪
7<" K>

检测

吸光值!并计算抑制率$

(\

%!

(\ b

$

#

"

E 实验组DE 对照组% &

#""_

!各组设置
6

个复孔!重复试验
%

次取平均值*

<

$实时细胞分析技术检测
E67<

细胞迁移$参照

参考文献(

<

!

#"

)! 取出
&(+

#

P2,G; #8

孔板!在下板中

加入
#86 !Q

含血清培养基!组装上板并于上板内加入

无血清培养基
%" !Q

!将
&(+

#

P2,G;

放入培养箱平衡

%" >?K

测基线* 消化
E67<

细胞!调整浓度为
#

&

#"

5

.;22FDQ

!

#"" !Q

接种于各孔中!

8 /

贴壁后吸去上

层培养液
#"" !Q

!分别于空白组加入无血清培养基&共

培养组加入
)E+F

上清&

*=L

各剂量组加入不同

*=L

药物浓度处理
)E+F

上清各
#"" !Q

* 每组设
%

个复孔!

%$

%

6_ &C

!

恒温培养箱培养!

\)&E

#

:P

仪

器实时监测
$! /

*

#"

$高内涵细胞成像系统分析
E67<

细胞骨架蛋

白
O

#

,.G?K

水平$

"

!

!6_

胰酶消化
E67<

细胞!调整

细胞浓度为
#

&

#"

$

.;22F DQ

接种于
<8

孔板!每孔接种

#"" !Q

细胞悬液!

%$

%

6_ &C

!

恒温培养箱培养

!7 /

贴壁* 吸去培养液!分别于空白组加入无血清培

养基&共培养组加入
)E+F

上清&

*=L

各剂量组加入

不同浓度的
*=L

处理
)E+F

上清各
#"" !Q

* 每组

设
6

个复孔!

%$

%

6_ &C

!

恒温培养箱培养
75 /

后

弃去上清!加多聚甲醛
!"" !Q

!常温孵育
%" >?K

固

定!弃去固定液后每孔加入
#"" !Q

的
#

&

*,F/

UMII;-

重复清洗
!

次!弃去
*,F/ UMII;-

加入

#"" !Q

的
#

&

A;->;,]?2?GX UMII;-

室 温 孵 育

#6 >?K

!弃去
A;->;,]?2?GX UMII;-

加入
#"" !Q

的

#

&

U21.^?KJ UMII;-

室温孵育
#6 >?K

!弃去
U21.

#

^?KJ UMII;-

每孔加入
6" !Q

的一抗
O

#

,.G?K

探针和

:EP(

溶液室温孵育
# /

!弃去溶液每孔加入
#"" !Q

的
#

&

*,F/ UMII;-

重复清洗
%

次!每孔加入
#6" !Q

#

&

*,F/ UMII;-

待测! 高内涵筛选$

/?J/ .1KG;KG

F.-;;K?KJ

!

R&W

%拍摄细胞荧光图!应用
R&W

分析

系统对细胞骨架面积和微丝数进行统计*

##

$统计学方法$采用
WPWW #8

!

"

统计学软件

进行数据分析* 计量资料以
H

'

F

表示!两组间比较采

用
G

检验&多组间比较采用单因素方差分析*

P T

"

!

"6

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$人参质量鉴定+高效液相色谱图 $图
#

%

RPQ&

检测人参皂苷
\J#

'人参皂苷
\;

及人参皂苷

\]#

含量* 标准品含量峰尖锐无其他杂峰!表明标准

$$注#

E

为标准品&

U

为供试品&

,

为人参皂苷
\J#

&

]

为人参皂苷
\;

&

.

为人参皂苷
\]#

图
#

$标准品与供试品高效液相色谱图
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%

品纯度高无杂物* 供试品的含量峰较标准品低且于同

一时间出现!周围有较少小杂峰* 计算得
\J#

'

\;

'

\]#

含量为
#

!

"_

'

#

!

7_

'

#

!

!_

!均符合药典标准*

!

$

)E+F

模型鉴定$图
!

%$利用倒置显微镜观

察细胞形态!

)RP

#

#

细胞为悬浮细胞!经诱导贴壁后

为
)E+F

细胞* 与
)RP

#

#

细胞比较!诱导后的
)E+F

细胞
(Q

#

#"

表达水平明显升高!

(Q

#

#!

表达水平降低!

差异均有统计学意义$

P T"

!

"#

%!表明模型诱导成功*

$$注#

E

为细胞形态图$ &

!"

%&上图为
)RP

#

#

悬浮细胞!下图

为诱导后
)E+F

细胞&

U

为两组
(Q

#

#"

及
(Q

#

#!

表达水平!

K b6

& 与
)RP

#

#

细胞比较!

!

P T"

!

"#

图
!

$

)E+F

模型细胞形态图及各组细胞因子含量比较

%

$各组
E67<

细胞增殖抑制率比较$表
#

%$与

空白组比较!

E67< S*=L

组细胞增殖抑制率降低!且

呈剂量依赖性$

P T"

!

"#

%* 与空白组比较!共培养组

E67<

细胞增殖水平增加$

P T "

!

"#

%&与共培养组比

较!

E67< S )E+F S*=L E67<

组细胞增殖受抑制!

且呈量效关系$

P T"

!

"#

%*

7

$各组
E67<

细胞迁移水平比较$图
%

'

7

%$与

空白组比较!共培养组
E67<

细胞迁移能力明显升高!

#!

'

!7

'

75 /

各时间点比较差异有统计学意义$

P T

"

!

"6

%* 与共培养组比较!

*=L

各剂量组
E67<

细胞

迁移能力明显降低!于
!7 /

后有明显差异!且呈量效

关系$

P T"

!

"#

%*

表
#

$各组
E67<

细胞增殖抑制率比较$$

H

'

F

%

组别
K

*=L

浓度

$

>JD>Q

%

抑制率$

_

%

空白组
6 " "

'

"

(

#"<

E67< S*=L 6 6 "

8

(

%6<

'

"

(

"%5

!

6 #" "

<

(

$#<

'

"

(

"#<

!

6 !" "

#$

(

"8<

'

"

(

"87

!

共培养
6 " "

<

(

8#%

'

#

(

%56

!

E67< S )E+F S*=L 6 6

#"

(

$!%

'

"

(

"!"

"

6 #"

!#

(

!5<

'

"

(

""<

"

6 !"

76

(

6"!

'

"

(

"8!

"

$$注#与空白组比较!

!

P T"

!

"#

&与共培养组比较!

"

P T"

!

"#

$$注#与空白组比较!

!

P T"

!

"6

图
%

$共培养体系对
E67<

细胞迁移影响的

时效关系图$$

K b%

%

$$注#与共培养组比较!

"

P T"

!

"#

图
7

$

*=L

对共培养体系中
E67<

细胞迁移的

时效关系图$$

K b%

%

6

$各组
E67<

细胞骨架蛋白
O

#

,.G?K

表达水平

比较$图
6

'

8

%$与空白组比较!共培养组
E67<

细

胞骨架微丝数量增加且结构发生重排!骨架面积增大
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%

"!")$$"

图
6

$各组
E67<

细胞骨架蛋白
O

#

,.G?K

表达荧光图$$ &

#""

%

$$注#与空白组比较!

!

P T"

!

"#

&与共培养组比较!

"

P T"

!

"6

!

""

P T"

!

"#

图
8

$各组
E67<

细胞骨架面积及微丝数比较 $

K b6

%
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%

$

P T"

!

"#

%* 与共培养组比较!

*=L

各剂量组
E67<

细胞微丝肌动蛋白
O

#

,.G?K

表达减少!骨架结构重排

且面积明显减少!微丝条数亦减少$

P T "

!

"6

!

P T

"

!

"#

%*

讨$$论

肿瘤的发生多因正气不足'脏腑阴阳失调!再受外

邪致病!最终气血阴阳紊乱'正气亏虚!从而形成有利于

肿瘤发生'发展的微环境!因而益气扶正法成为中医治

疗恶性肿瘤的主要法则之一(

##

!

#!

)

* 人参作为益气扶正

代表药且在临床肿瘤治疗中常用* 郭玉明等(

#%

)采用一

维敏感字频数统计分析常用中药的用药频率!结果显

示!人参'黄芪等补益药为治疗肺癌的首要核心药物*

目前研究表明!人参主要通过调节机体免疫系统在肿瘤

治疗中发挥重要作用(

#

)

*

)E+F

作为肿瘤免疫微环境

中主要免疫细胞!在肿瘤的发生'发展中起着重要的促

进作用* 与此同时!肿瘤细胞通过表达免疫抑制因子调

节免疫细胞!使其表型改变免疫功能降低!从而形成肿

瘤免疫微环境的稳态* 本文采用上清共培养方法!构建

)E+F

与
E67<

细胞共培养模型!模拟肿瘤免疫微环

境!从而进一步研究人参抗肿瘤作用机制*

本实验结果显示!共培养组
E67<

细胞明显增殖!

迁移能力增强!骨架微丝蛋白
O

#

,.G?K

发生重排!细胞骨

架结构改变!提示
)E+F

分泌于上清的细胞因子刺激

E67<

细胞增殖和转移!表明在模拟的肿瘤免疫微环境

中促进了肿瘤细胞生物学行为*

*=L

各剂量组
E67<

细胞增殖明显抑制!迁移能力显著降低!骨架面积微丝条

数减少!提示
*=L

可能通过调节
)E+F

细胞因子改变

其表型!使其炎症因子分泌增多!从而抑制
E67<

细胞增

殖迁移*

+))

实验中将
*=L

直接作用于
E67<

细胞表

现为促增殖!可能与
*=L

中含有大量多糖成分有关!肿

瘤细胞可能通过转化多糖作为能量促进生长!也可能与

水提液中某些物质刺激了肿瘤相关的细胞生长因子有

关!进一步说明
*=L

对肿瘤细胞无直接细胞毒性作用!

而是通过调节模拟的免疫微环境发挥肿瘤治疗作用*

以上结果表明!人参可能是通过调节
)E+F

影响肿

瘤细胞的生物学行为* 研究提示!人参水提液中主要成

分为多糖和皂苷!但在肿瘤的治疗过程中其各自对免疫

微环境的调节机制尚不明确!有待进一步研究证实*
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