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人参皂苷R 对人肺腺癌细胞株A549／DDP抑制 

转移及逆转耐药作用的研究 

王艳，刘静蕾，刘莉 ，赵红丽，李欣，杨茂鹏 

(黑龙江中医药大学，哈尔滨 150040) 

【实验研究】 

[摘要】 目的：探讨人参皂苷Rg3抑制人肺腺癌细胞株A549／DDP的浸润及转移和逆转其耐药作用及机制。方法：应用 

MTT法检测R 对A549／DDP细胞逆转耐药的作用；用细胞膜流动性实验检测 Rg3对A549／DDP细胞膜流动性的改变 

用穿膜实验检测RS3对A549／DDP细胞侵袭和转移的影响；用Western blotting实验检测Rg3对转移和耐药相关蛋白表达 

的影响。结果：R 作用后，A549／DDP细胞对顺铂的耐药性下降，Ic 明显降低(P<0．05)，细胞膜的流动性明显降低(P 

<0．05)，细胞的穿膜能力明显降低(P<0．05)，R 作用后，nm23及 caspase一3的表达明显上调，LRP的表达无明显改 

变。结论：Rg3可通过上调 nm23的表达抑制A549／DDP细胞的侵袭和转移能力，还可通过上调 easpas一3的表达，降低 

细胞膜的流动性达到逆转耐药的作用。 
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Studies of 20(R)一ginsenoside Rg3 on restraining metastasis and reversing multidrug re- 

sistance in A549／DDP cell line 

WANG Yan，LIU Jing—lei， ULi ，ZHAO丑_0ng—li，LI n，YANGMao～peng 

(Heilongjiang University of Chinese Medicine，Harbin 150040，China) 

[Abstract] Objective：To observe and study the mechanism of restraining the metastasis and reversing muhidrug resistance 

(MDR)of A549／DDP cell line by 20(R)一ginsenoside Rg3．Methods：MTT was印plied to determine the chemosensitivity of 

A549／DDP to cisplatin，cell membrane lipid fluidity was determ ined to observe the R effect to cell，cell invasion assay was ap— 

plied to determine the invasion change of Rg3 to cell，the protein expression levels of nm23，caspase一3 and LRP were deter- 

mined by Western blotting analyses．Results：R g3 could make the IC50 and drug—resistant index of cisplatin decrease；cell mem— 

brane lipid fluidity was decreased；cell invasion ability decreased；expression of nm23 and caspase一3 were upregulated，and 

LRP expression had no obvious change．Conclusion：Ginsenoside Rg3 can restrain A549／DDP cell invasion and metastasis，and 

it may have relationship with the upregulation of nm23；Rg3 can enhance the A549／DDP cell chemosensitivity to cisplatin，and it 

may have relationship with the upregulation of caspase一3 and the cell membrane lipid fluidity decreased． 

[Key words] 20(R)～ginsenoside Rg3；Metastasis；Muhidrug resistance 

肺癌为当前世界各地最常见的恶性肿瘤之一，是一种严 

重威胁人类健康和生命的疾病。目前，肺癌治疗失败的主要 

原因是化疗的毒副作用或化疗耐药使治疗中断，因此，肺癌的 

治疗已成为当前关注的热点。人参是我国传统的中草药，目 

前已从人参中分离出40多种人参皂苷单体成分，其中，2O(R) 
一 人参皂苷 Rg3抗肿瘤作用最显著⋯。该研究将通过体外实 

验进一步探讨 R 对人肺腺癌细胞A549／DDP的抑制肿瘤细 

胞转移及逆转耐药的机制。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

人肺腺癌细胞株 ?,549、A549／DDP，由哈尔滨医科大学肿 

瘤研究所惠赠；人参皂苷 Rg3由吉林亚泰制药有限公司提供， 

纯度为95．6％；胎牛血清购于杭州四季青生物工程材料有限 

公司；MTr购于 Sigma公司；Transwell小室购于 Corning公司； 

基质胶购于 BD公司；DPH探针购于 Sigma公司；nm23抗体、 

LRP抗体购于BD公司；caspase一3抗体购于Santa Cruz公司。 

1．2 方法 

1．2．1 MTT法检测 Rg3对 A549／DDP细胞 的半数抑制浓 

度 取对数生长期的 A549／DDP细胞，制备成浓度为 4× 

10 个／ml的细胞悬液，接种于96孔板中，每孔加 100 txl，每组 

接种3个复孔，常规培养24 h后，加入不同浓度的Rg3，分别为 

l0 g／ml、20 g／ml、40 ml、80 ml、160 ml，药物作用 
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48 h后，将每孔加20 MTT，37qc、孵箱中继续培养4 h，弃上 

清液，每~LJJJl 120 DMSO，酶标仪检测吸光度值，计算抑制 

50％肿瘤细胞生长的药物浓度 Ic 值。 

1．2．2 MTT法测定 Rg3对 A549／DDP细胞逆转耐药的检 

测 将对数生长期的A549及A549／DDP细胞，制备成浓度均 

为4 x 10 个／ml的细胞悬液，接种于 96孔板中，每孔加 

100 Ixl；共接种 3块板，分别为 A549细胞，A549／DDP细胞， 

A549／DDP细胞，每块板分生理盐水组及顺铂组，每组接种 3 

个复孔，其中一组A549／DDP细胞加入顺铂及 Rg3，药物作用 

48 h后，将每~t,／JIl 20 MTT，37oC、孵箱中继续培养4 h，弃上 

清液，每孔加120 DMSO，酶标仪检测吸光度值，计算抑制 

50％肿瘤细胞生长的药物浓度 Ic 。值，耐药指数 =耐药细胞 

IC50／亲本细胞 Ic5n。 

1．2．3 细胞膜流动性检测 取对数生长期A549／DDP细胞接 

种于25 cm。培养瓶中，使每瓶细胞为50×10 个／m1，细胞贴 

壁后，加入不同浓度的 R ，分别为 25 rnl、50 m1、 

100 g／ml，空白组加生理盐水，常规培养 24 h后，消化细胞 ， 

制备成 1 ml细胞悬液，加入 1 ml DPH液，37℃保温30 rain， 

PsS洗涤 2次，加人2 ml PBS后立即测定荧光偏振度，每个 P 

值测5次，取均值。激发光波长362 llm，带通10 rim，发射光波 

长432 rim，带通10 rim。细胞膜流动性计算公式：细胞膜流动 

性(F)：(Pmax／Pr一1)／Pr，Pr和Pmax分别代表荧光偏振值 P 

的测量值及理论值(Pmax=0．5)。 

1．2．4 细 胞 侵 袭 能力 检 测 将 稀 释 后 的 Matrigel胶 

(1 mg／m1)包被 Transwell小室的聚碳酸脂微孔滤膜 ，将小室放 

置在24孔板内，无菌台内自然风干。将培养瓶中的细胞加入 

不同浓度Rg3(25 g／ml、50 ml、100 g／m1)，空白组加生 

理盐水，作用24 h后，将A549／DDP细胞用无血清的1640液培 

养过夜，制备成无血清的5 x 10 ／ml细胞悬液，取 100 l加入 

Transwell小室上层，下层加入600 l含 12％胎牛血清的完全 

培养液，培养过夜，用棉签擦去小室上层未穿膜的细胞，4％甲 

醛固定2 rain，PBS洗涤 2次，结晶紫染色 20 min，PBS洗涤 3 

次，每张膜计数5个200倍光镜视野下侵袭细胞的数目，取其 

平均值，以侵袭细胞的相对数目来表示肿瘤细胞的侵袭能力。 

1．2．5 Western Blotting检测蛋白表达情况 将A549／DDP细 

胞接 种 于培 养 瓶 内，细 胞 贴 壁 后 ，用 不 同浓 度 的 Rg3 

(25 g／ml、50 ml、100 g／m1)，空白组加生理盐水，作用 

48 h后，收集细胞 ，提取蛋白，用紫外分光光度法测定蛋 白浓 

度，每个样品上样量50 g，经SDS—PAGE电泳分离后，将蛋 

白转移到PVDF膜上 ，1％BSA封闭过夜。加入 1：200稀释的 
一 抗(TBST稀释)或 B—actin抗体(稀释度 1：750)室温孵育 

2 h，TBST漂洗 3次 ，加入 1：500稀释的二抗(TBST稀释)，孵 

育 l h，用TBST液洗膜3次，TBS液洗膜2次，加入碱性磷酸酶 

显色缓冲液显色，以凝胶图像分析仪分析图像。 

1．2．6 统计学方法 本实验数据应用 SPSS 11．5统计软件处理， 

数据均以 ±s表示，采用t检验方法，P<O．05有显著性差异。 

2 结果 

2．1 R 对 A549／DDP细胞逆转耐药的作用 

为探讨Rg3作用后，A549／DDP细胞对顺铂耐药性的改 

变，应用 MTr法检测 IC 。。R 对 A549／DDP细胞的 Ic50为 

52．92 ml。Rg3作用后，A549／DDP细胞对顺铂的Ic50明显 

下降，Rg3与顺铂联合组与顺铂组相比较P<0．05，耐药指数 

也降低。 

表1 ~49／DDP细胞对顺铂的耐药性 

注：Rg3作用后，A549／DDP对顺铂的 IC50明显降低， P<0．05 

且耐药指数也明显降低。 

2．2 R 对 A549／DDP细胞膜流动性的影响 

R 作用后，A549／DDP细胞膜的流动度发生改变，随Rg3 

浓度的增加，细胞膜的流动度逐渐降低，与对照组 比较，中、高 

浓度 R 组细胞膜流动度明显降低(P<0．05)。 

表2 R 对 ~49／DDP细胞膜流动性的影响 

注：随R 浓度的增加，A549／DDP细胞膜的流动度逐渐降低，中、 

高浓度组与对照组比较，差异具有显著性， P<0．05，低浓度组与对 

照组比较无显著性差异，P>0．05。 

2．3 Rg3对A549／DDP细胞侵袭能力的影响 

Rg3作用后，A549／DDP细胞侵袭能力明显降低，高浓度 

Rg3组穿膜细胞数为11．23 4-1．05，中浓度为 15．37±1．43，低 

浓度为43．71±2．17，与空白组(45．68±2．46)相比较，中、高 

浓度 R 组穿膜的细胞数明显减少(P<0．05)，低浓度 R 组 

与空白组比较，细胞穿膜能力无明显差异(P>0．05)。 

与空白组比较，中、高浓度Rg3组细胞的穿膜能力明显减弱，穿膜的细 

胞数明显减少(P<0．05)，低浓度 Rg3组细胞的穿膜能力与空白组比 

较无明显差异(P>0．05)。 

图1 四组细胞穿膜情况 

2．4 Rg3对A549／DDP细胞相关蛋白表达的影响 

A549／DDP细胞各组 B—actin表达水平相似，中、高浓度 

Rg3组均可见转移相关蛋白 nm23表达上调，凋亡相关蛋 白 
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caspase一3表达上调，耐药相关蛋白LRP表达无明显改变。 

1 2 3 4 

l 懿 }懒 m2 

黼  

一  8 藤 。 謦 caspase一3 

1组为空白组，2组为低浓度 R 组，3组为中浓度 Rg3组 ，4组为高 

浓度 Rg3组。中、高浓度组 nm23及 easpase一3蛋白表达明显增强，4 

个组 LRP蛋白表达无明显差异。 

图2 Rg3对相关蛋白表达的影响 

3 讨论 

肿瘤细胞对化疗药物产生原发或继发性耐药，导致化疗失 

败，使肿瘤细胞转移和复发，仍然是肿瘤患者死亡的主要原因。 

肿瘤细胞的侵袭与转移是十分复杂的生物学现象，与基因的表 

达异常有关。近年来，人参皂苷 Rg3的抗肿瘤作用已备受关 

注，R 的抗肿瘤作用机制具有多靶点、多环节、多效应的特点， 

但对于不同的肿瘤细胞，Rg3作用机制及研究深度不同。本实 

验通过应用 Rg3作用于耐药细胞 A549／DDP，进一步研究其抑 

、 制肿瘤细胞转移及逆转耐药的作用，并探讨其相关机制。 

具有局部浸润和远处转移的能力是恶性肿瘤最重要的特 

点 ，也是恶性肿瘤致死的主要原因。Nm23是一个重要的肿瘤 

转移抑制基因，它定位于人 17号染色体长臂远端，可抑制参 

与细胞转移连锁反应中蛋白质或直接作用于转移相关基因的 

RNA或DNA。Nm23基因缺乏及其产物表达降低与疾病进展 

及高转移能力呈正相关，且预后也差。Nm23等位基因的突 

变、缺失及低表达与多种恶性肿瘤发生转移的潜能是密切相 

关的 J。该实验中，Transwell结果显示，中、高浓度 Rg3组 

A549／DDP的穿膜能力明显减弱，并呈剂量依赖性，说明Rg3 

可以抑制 A549／DDP细胞的侵袭和转移能力。Western blotting 

结果显示 ，中、高浓度 Rg3组转移抑制基因 nm23表达明显增 

加，说明Rg3抑制A549／DDP细胞转移可能是与上调nm23的 

表达有关。 

该实验中，MTr结果显示，A549／DDP细胞经 Rg3作用后 ， 

对顺铂的敏感性增加，Ic 值明显下降，且耐药指数也下降，耐 

药性明显降低。LRP可以介导肿瘤细胞产生P—gP和MRP机 

制以外的MDR，例如顺铂、卡铂和烷化剂等。Meschini等 证 

实，LRP可以将进入细胞核内的化疗药物转运到细胞质中的 

小囊泡内或直接转移到细胞外，从而避免化疗药物对细胞核 

DNA的损伤。顺铂所诱导的细胞耐药与 LRP密切相关。 

Kolfschoten等 对一组人卵巢癌的研究表明，肿瘤细胞中 LRP 

mRNA水平和肿瘤细胞的S期分数最有助于预测肿瘤对化疗 

药物的反应，尤其对顺铂的反应。Western blotting实验结果显 

示，4组之间耐药蛋白LRP表达无明显差异，说明 Rg3逆转 

A549／DDP细胞耐药可能不是通过改变LRP表达实现的。生 

物膜流动性是生物膜结构的基本特征之一 ，适宜的流动性是 

膜蛋白行使正常功能如物质转运和细胞免疫等的必要条件。 

一 些研究表明，肿瘤细胞膜的流动性高于正常细胞，这与细胞 

膜中胆固醇含量减少有关 J。细胞膜流动性实验显示，A549／ 

DDP细胞经中、高浓度Rg3作用后，细胞膜流动性发生明显变 

化，与空白组和低浓度 Rg3组相比较，细胞膜流动性明显降 

低。因而Rg3逆转 A549／DDP细胞耐药的作用可能是通过降 

低细胞膜的流动性，从而影响了细胞膜蛋白LRP的功能而达 

到的。有研究显示，在卵巢癌细胞株中，对顺铂敏感的A2780 

和对顺铂耐药的 CP30和 CP90研究中发现，敏感株是通过经 

典的 Fas／Fas—L途径激 活细胞的凋亡 ，而耐药株是通 过 

caspase一3的信号途径产生凋亡L6 ，而且，诱导肿瘤细胞凋亡 

是化疗药物发挥杀伤作用的主要机制之一，caspase一3表达上 

调使得顺铂通过caspase一3的信号途径诱导A549／DDP发生 

凋亡的细胞数量增加 ，这可能是 R 逆转细胞耐药的另一重 

要原因。 

最近研究发现，nm23一HI与化疗敏感性密切相关，nm23 
一 Hl低表达与顺铂耐药性有关，膀胱癌患者 nm23一H1的表 

达水平与顺铂等化疗药物的敏感性密切相关 。铂类药物主 

要与细胞内靶分子 DNA结合，导致 DNA损害，而发生经典的 

P53介导的细胞凋亡。Nm23过表达可以提高铂类药物 一DNA 

链内交联的形成，线粒体损害是细胞凋亡的早期事件，线粒体 

中铂类药物一DNA复合物清除率降低，使铂类药物对线粒体 

DNA的损害强于细胞核DNA的损害 ，线粒体膜电位明显降 

低，引起线粒体通透性转变孔的开启，导致细胞凋亡增加 。 

有研究显示，57例 胃癌组织 中 nm23一H1的表达阳性率为 

54．4％，经 8—10周期 FOLFOX4方案的化疗后，nm23一H1表 

达阳性的胃癌患者的中位无进展生存期明显长于 nm23一H1 

表达阴性的病人，表明胃癌患者nm23一HI的表达水平与铂类 

药物的敏感性密切相关。提示 nm23一H1蛋 白的表达可以作 

为判断胃癌对铂类药物化疗预后的指标之一 ⋯。因此，Rg3 

作用后，A549／DDP细胞中nm23表达增加，这可能是 Rg3逆转 

肿瘤细胞耐药的另一个原因。 

该研究显示，Rg3具有抑制肿瘤细胞转移和侵袭的能力，并 

可逆转肿瘤细胞耐药的作用，是一个具有良好应用前景的抗肿 

瘤药物。当然，肿瘤的转移和耐药是一个复杂的、多因素共同作 

用的结果，要完全了解其作用机制，还需要进一步的研究。 
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3 讨论 

本文研究结果表明：治疗组在心可舒治疗前与治疗8周 

后的血液流变学指标有好转趋势；并且治疗组较对照组在入 

组后的心可舒片治疗8周后也观察到患者的血液流变学指标 

有好转趋势。这说明心可舒有 明显改善血液流变性的作用 ， 

降低血黏滞度 ，从而能够改善微循环障碍，减少血栓的形成。 

II型糖尿病患者血液流变学的改变与持续型高血糖密切 

相关。持续性高血糖可使血浆渗透压升高，细胞处于脱水状 

态导致血细胞黏度增加，引起血流变指标的改变。II型糖尿病 

患者血流变学的异常改变，使血液处于高黏、高凝状态，导致 

慢性病并发症，尤其是血管性病变发生的主要原因L2j。由于 

长期持续高血糖状态改变了红细胞膜上的脂蛋白成分，红细 

胞内的血红蛋白糖基化、红细胞僵硬、变形能力下降以及红细 

胞和血小板聚集性增高、血浆纤维蛋白原增多，导致高黏滞血 

症，加重血管内皮损伤，降低微循环灌注，使糖尿病患者体内 

存在有广泛的微循环障碍，长期导致糖尿病大血管、微血管及 

神经并发症发生 ，4 J，所以II型糖尿病的治疗除了要控制血 

糖，还要降低患者的血脂，并改善患者的血流变学降低血液的 

黏滞度。 

心可舒主要成分山楂，丹参，葛根，三七，木香，具有活血 

化瘀、行气止痛的功能 J。现代药理研究证明，丹参可抑制冠 

心病患者全血黏度、血浆黏度、血沉 K值和血小板聚集性的升 

高，并可增加红细胞表面负电荷及胞膜机械强度 ；三七有降 

低红细胞聚集性、改变红细胞变形性、抑制血小板黏附聚集、 

抗凝及降低血浆纤维蛋白原含量的作用 ；葛根素可降低全 

血和血浆黏度、抑制血小板聚集、抗凝和促进纤溶酶的活性， 

降低血液的高黏滞度和高凝度 ，高胆固醇血症可促进游离 

胆固醇进入红细胞 ，诸药合用可以促使纤维蛋白溶解、抗血 

栓形成、降低血液黏度、降低血小板聚集、抗自由基损伤、降低 

血过氧化脂质含量的作用，进而改善内皮功能，降低血小板表 

面活性，抑制血小板黏附和聚集，从而改善微循环，减少血栓 

形成 ⋯。 

综上所述，心可舒片能够改善II型糖尿病患者血液流变 

学，进而降低血液黏滞度。因而对II型糖尿病患者应该在加 

强血糖、血脂监控的同时应定期检查血流变学，并同时给予降 

糖降脂及降低血液黏滞度的治疗(心可舒片)，如此可以有效 

地防止和减少糖尿病并发症的发生并能够提高患者的生活质 

量。 
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