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人参皂试 R g 3 在小鼠肝癌淋巴结转移模型中
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摘要 目的
:
观察人参皂贰 R g 3 对小 鼠肝癌淋 巴 结 转移模型 中肿瘤细 胞凋 亡的诱导作用

,

探讨人参皂 武 R g3

杭肿瘤淋 巴结 转移的机制
。

方法
:
建立 小 鼠肝癌淋 巴 结转移模型 ; 光镜和透射电镜下 观察各组 (R g 3 预防组

、

R g 3 治 疗

组
、

R g 3 与顺铂联 合治 疗组
、

顺铂 治疗组及对照 组 ) 中原发瘤及转移瘤组 织的形态学结 构改 变
,

并通过流式细 胞仪 分

析肿瘤细 胞的 凋 亡
。

结果
: R g 3 预防组及 治疗组电镜 下 (5 份样品 ) 可见较 多细 胞凋 亡 小体 的形 成 ( 5/ 5

,

4/ 5 ) ; 顺 铂 治

疗组的形 态改 变 以 细 胞破坏 为主
,

凋 亡的 细 胞较 少 ; 联合治 疗组 细胞的 凋 亡和坏死程度相 当
。

流式细胞 学检测 分析

结 果为
:
R g 3 预防组

、

治疗组及联合 治 疗组均 见 细 胞凋 亡 的特征峰 (5/ 5 )
,

而 顺 铂 治 疗 组为 1/ 5
,

对照 组 未见凋 亡峰

(0/ 5 )
。

结论
:
人参皂贰 R g 3 抗肿瘤 细胞淋 巴 结转移的作用与诱导细胞 凋亡有关

。
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人参皂贰 R g3( 简称 R g 3) 是从红参中微量提取

的人参皂贰的一种化学成分
,

研究表明
,

R g 3 对血行

转移的肿瘤细胞的增殖
、

浸润及转移等具有抑制作

用〔‘刊
,

推测其可能与诱导肿瘤细胞的凋亡有关
。

淋

巴结转移是肿瘤转移 的另一重要途径
,

由于高特异

的淋巴结转移实验动物模型不易获得
,

因此
,

此方面

的研究和报道较少
。

本研究利用具有高转移潜能的

肝癌瘤株 H ca - F乃刀6 A
; 一F (F)

,

建立 了特异性高
、

稳

定性好的小鼠淋 巴结转移模型
,

并在已经观察到了

R g 3 对原发瘤和转移瘤 的抑制作用的前期工作基础

上
,

研究 R g3 的抗肿瘤作用与诱导肿瘤细胞 的凋亡

的相关性
,

以进一步探讨 R g3 抗肿瘤作用机制
。

, 材料及方法

1
.

1 实验材料

61 5 近交系小鼠
,

体重 22
~
24 9

,

雌雄兼有
。

小鼠

肝癌高淋 巴结转移 H ca 一F了/ 6 A
3一F(F) 瘤株 由大连

医科大学病理教研室建株并提供
。

R g3 纯品由大连

富生天然药物研究所提供
。

1
.

2 动物模型建立

将肝癌细胞 0. 2 m l (细胞存活率 > 95 %
,

浓度为

Z x 1) 个 / m l) 注射到小鼠腹腔内
。

收集腹水细胞
,

检

测细胞存活率和调整细胞浓度 (Z xl J 个 / m l) 后
,

取

0
.

2 m l接种于小鼠的右足垫
。

1
.

3 实验分组及处理

实验分为 5 个组
:
R g 3 预防组 (巧 只 ) ; R g 3 治疗

组 (13 只 ) ; R g 3 与顺铂联合组 (巧 只 ) ;顺铂治疗组

(14 只 ) ;对照组性理盐水
,

14 只 )
。

R g 3 经灌 胃给药

(O
,

lm l/ 只
,

3 m 岁k g
·

d ) ; 顺铂按 lm g / k g
·

d 经腹腔注

射给药
。

除 R g 3 预防组于接种肿瘤前 7 天开始给药

外
,

其余各组均于接种当 日起连续给药 24 天
。

于第

2 5 天处死小 鼠
,

取原发瘤及右胭窝
、

腹股沟处 的淋

巴结组织
。

1
.

4 光镜和电镜观察及流式细胞仪检测

瘤组织常规进行组织 固定
、

切片及染色
,

并在光

镜和电镜下观察细胞坏死 和细胞凋亡 的形态学变

化 ; 将待进行流式细胞学分析的原发瘤和转移瘤组

织 (每个实验组随机选择 5 个配对样 品 )研磨后
,

过

滤
,

滤液 37 ℃培养 lh
,

乙醇固定 2 4 h 后
,

用于流式细

胞仪 (D D 一B 公司
,

U SA )检测
。

L S 观察指标

l) 淋 巴结转移抑制率的计算根据光镜下 H E 切

片中转移淋巴结的计数
,

淋巴结转移抑制率 =( 同组

小 鼠数
一
同组 淋 巴结 转移 小 鼠数/ 同组小 鼠数 )x

10 0% ;淋 巴结转移程度分为 4 度
:

I
:

转移瘤局限于

边缘窦
,
< 总面积的 1/ 3 ; n

:

转移瘤 > 总面积的 1/ 3
,

< 1/ 2 ; l : 转移瘤 > 总面积的 2 / 3; W 有被膜外侵犯
。

2) 流式细胞仪检测各组凋亡峰比率
。

2 结果

2.l

纂黑览蒙瓢
,

淋已结窦内有瘤细

胞侵人的增多
,

有些瘤细胞 向纤维组织浸悯
,

肿瘤细

胞呈多核分裂相 ;其它 4 组淋已结转移均减少
,

淋巴

结的结构多清晰可见 (表 1
,

图 1 )
。

一 井

2. 2 原发瘤和转移瘤组织的光镜和电镜分析

各组中经 H E 染色后在光镜下选择有明确转移
_
尸 , 厂 -

的淋巴结组织块
,

.

制备透射电镜超薄切片样品并进

行分析
。

结果显示 : R g3 预防组及治疗组在多个视野

下可见染色质固缩
,

并向核周集聚
,

形成典型的细胞

凋亡小体
。

同时
,

可观察到部分细胞 内有线粒体结构

的改变
,

如线粒体皱缩等
;
顺铂治疗组的细胞形态改

变以细胞破坏为主
,

染色质向核中间集聚
,

肿胀的线

粒体较多
,

偶见细胞凋亡小体 ; R g 3 与顺铂联合治疗

组 的细胞则出现细胞 内的染色质既有 向中间集聚

的
,

也有向核周
·

集聚的 ; 阴性对照组含有较多细胞

核增大 的肿瘤细胞
,

基质弥散
,

偶见细胞凋亡小体

(图 2 )
。

表 1 淋 巴结
.

抑制率及转移程度 的比较 枚

找g j 坝防组

R g3 治疗组

联合 治疗 tIl

顺铂 治疗组

对照组

;;
l 5

l4

0 O U
.

UU

6 5 3名5

4 7 3 3 3

5 6 4 2 9

9 3 3 .7 1

图 1 淋巴结 中转移瘤细胞 的浸润 HE x 2 0 0

2. 3 流式细胞学分析
R g 3 预防组

、

R g 3 治疗组
、

联合治疗组在 5 份样

品中均可见特征性的细胞凋亡峰 (5 /5 )
,

顺铂治疗组

仅有 1 份样品出现细胞凋亡峰 (1/5 )
,

阴性对照组未

见细胞凋亡峰 (O/5 )
。

R g 3 抗肿瘤生长主要作用于细

胞 G
:

和 S 期 (图 3 )
。
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A
:
R g3 治疗组 (原发瘤 ) B

:
R g3 治疗组 (转移瘤 )

图 3 流式细胞学分析

3 讨论

中药治疗是肿瘤综合治疗的重要组成部分
。

人

参皂贰 R g 3 是具有我 国 自主知识产权的 中药单体

新药
,

它可通过多种分子机制抑制肿瘤细胞的生长
、

浸润和转移
,

研究和分析其抗肿瘤作用机制有重要

意义
。

细胞凋亡是指细胞的程序化死亡
,

是机体维持

细胞结构
、

功能正常及细胞数量动态平衡 的一种重

要调节机制 ; 而肿瘤细胞的异常变化之一是凋亡的

肿瘤细胞数量降低
。

判断细胞发生凋亡的形态学特

征为
:

染色质 固缩
,

向核周移动
,

核膜崩溃及形成凋

亡小体等 [7]
。

近年来 的研究表明降10j
,

凋亡细胞在被

诱导产生特征性 D N A 降解和形态学改变之前
,

有一

个不可逆的线粒体膜结构和功能改变
,

包括线粒体

皱缩
、

内膜跨膜 电位消失
、

通透性转换 (Pe
r m ea bi h ty

T ra ns iti o n ,

PT ) 孔打开和线粒体 内活性蛋 白酶产物

释放等
。

本实验所用的 H ca 一F25 / / 6 A 3一F( F) 肝癌瘤

株
,

对淋 巴管有极强的粘附力
,

无论经腋窝下
、

足垫
,

还是经血道接种于 6 巧 近交系小鼠
,

均可特异的向

淋巴结转移
,

而向血道转移的可能性小
、

且出现晚
。

因此
,

本实验 中采用足垫接种方法建立实验动物模

型
,

是研究肿瘤淋巴结转移行为的较理想的模型
〔”

,

’2 ,
。

本

结果显示
,

R g 3 预 防组
、

R g 3 治疗 组及联合治疗组

中
,

可抑制淋巴结转移
,

并发生凋亡的肿瘤细胞数 目

明显增多
,

说明人参皂贰 R g 3 具有诱导小鼠肝癌细

胞凋亡的作用
。

在原发瘤及转移瘤中均观察到细胞

凋亡的形态学变化并检测到细胞凋亡峰
,

提示人参

皂贰 R g 3 对肿瘤发生不 同阶段的细胞凋亡有促进

作用
,

其抗肿瘤作用与诱导肿瘤细胞凋亡具有相关

性
,

这对肿瘤的复发和转移的治疗有积极的意义
。

参考文献

1 高船舟
,

曲淑贤
,

吕广艳
,

等2 0( R) 一人参皂贰 R g3 对 K5 6 2 /A I〕M 细

胞凋亡诱导作用 的研究匹大连医科 大学学报
,

2 0 01
,

23 (3)
: 1 71 ~

1 73

2 陈大富
,

赵扬冰
,

白绍槐
,

等
.

人参皂贰 R g3 对乳腺浸润性导管癌 的

抗癌作用及其机制田
.

四 川大学学报
,

2 0 0 3
,

3 4(3) :5 4 6 ~ 5 4 8

3 寒川庆一
,

山下秀之
,

松 田秀秋
,

等
.

高速液体 夕 口 ? 卜夕于勺丫一

汇 东 马各 种药用 人参 中廿 术二 二 。 一齐 分析 田
.

蔚学 杂赫
,

1 99 5
,

11 5 (3 )
: 24 1 一 2 4 9

4 儿ta ga aw
a l

,

Ak
ed o H

,

Shio kai K
, e t al

.

L d lib id o n o f tu m o r e ell

in va
sio n ‘d m e ta s tas is 场 g u 1S e n o sis R g3 田

.

G il s e n g R ev
,

19 9 5
,

16 (1)
: 1 6 一 2 0

5 Shi ha ai K
,

A k e d o H
,

M u kai M
, e t al

.

b hibiti o n of in vi tr o tu m o r

c eu in v a sio n by脚
s e n o sid e R g3 田

.

加
n
J Canc er Re

s,

19 9 6
,

8 7 (4 )
:

3 5 7 ~ 3 6 2

6 赵 翌
,

刘基巍
.

2。(R) 一人参皂贰 R 岁抗肿瘤作用的研究进展田
.

临床肿瘤学
,

2 0 0 1
,

6(l)
: 8 1 一 8 2

7 彭黎明
,

王曾礼
,

主编
.

细胞凋亡 的基础与临床M
.

北京 :人 民卫生

出版社
,

2 0 00
.

1 一 2 8

8 K err JFR
,

、V in te rfo r d CM
,

H

armo
n B V

.

仰
o Pto sis : its sigIU fi

-

C
‘

c e in c
an

c e r
an d c

‘
Ce r th er ap y 田

.

C二
e r, 19 9 4

,

73 (8)
: 2 0 1 3 -

2 0 2 6

9 V ene
r

an d o R
,

Mio tto G
,

Piz z o P
, e t al

.

Mito Ch
o n d ri al al te r a tio n s

in d u e ed by a sp irlll in r a t h叩 a to cy te s e
即

re s sin g 而t och
o n

dri all y

tar 罗ted 歹e
en flu

o r e s c
en t Pr o tein (m tG Fp)田

.

FE B S L e tt ,

1 9 9 6
,

3 8 2(3 )
: 2 5 6 一2 60

10 朱海青
,

王振义
.

线粒体在细胞凋亡 中的作用田
.

国外 医学分子生

物学分册
,

2 0 0 0
,

2 2(1 )
:2 7 一 3 0

11 凌茂英
,

刘希风
,

关素琴
,

等
.

小 鼠肝癌为同转移力克隆 的分离及

其特性的研究田
一

中华医学杂志
,

1 9 9 0
,

7 0( 6)
:31 5 ~ 31 8

12 侯 力
,

凌茂英
,

吕 申
,

等
.

两株不同转移能力小鼠肝癌细胞对宿

主淋巴 系统 的影响田 实用肿瘤杂志
,

2 0 00
,

15( 2)
: 9 0 ~ 92

(2 0 04一 0 4一 15 收稿 )

(2 0 04一0 8一02 修 回 )

(董恒磊校对 )


