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　　摘　要：目的　观察２０（Ｓ）人参皂苷Ｒｇ３（ＳＰＧＲｇ３）对人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞增殖及凋亡的作用及其可能作用机制。方法　采

用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法观察ＳＰＧＲｇ３对 Ｈｅｌａ细胞的杀伤作用，并计算其半抑制浓度（ＩＣ５０）。采用流式细胞术检测ＳＰＧ

Ｒｇ３作用后 Ｈｅｌａ细胞的细胞周期及细胞凋亡情况。结果　ＳＰＧＲｇ３浓度为２０～４００μｇ／ｍＬ时，ＳＰＧＲｇ３对细胞增殖的抑制率

随其浓度的增高而增大，作用强度呈浓度依赖性，二者呈正相关（狉＝０．９２２５，犘＜０．０５）。ＳＰＧＲｇ３对 Ｈｅｌａ细胞的ＩＣ５０为

８５．１μｇ／ｍＬ。经ＳＰＧＲｇ３作用４８ｈ后，ＳＰＧＲｇ３实验组 Ｈｅｌａ细胞处于Ｓ期的细胞数与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）；ＳＰＧＲｇ３实验组处于Ｇ２／Ｍ期的细胞数明显少于对照组（犘＜０．０１）。ＳＰＧＲｇ３实验组 Ｈｅｌａ细胞于Ｇ１ 期峰前出现显著的

凋亡峰，且凋亡细胞数与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　ＳＰＧＲｇ３能杀伤体外生长的Ｈｅｌａ细胞，并诱导其凋亡。
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　　宫颈癌是常见的妇科恶性肿瘤之一，占女性生殖系统恶性

肿瘤的半数以上，是东亚地区常见的八大癌症之一［１］。据

２０１２年《中国肿瘤登记年报》显示，目前中国每年新发宫颈癌

病例有１０万人，占全球病例的１／５，严重威胁广大妇女的生命

健康［２］。近年研究发现，２０（Ｓ）人参皂苷 Ｒｇ３［２０（Ｓ）ｇｉｎｓｅｎ

ｏｓｉｄｅＲｇ３，ＳＰＧＲｇ３］有明显的抗肿瘤作用
［３４］。本研究观察了

ＳＰＧＲｇ３对人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的体外杀伤作用，并初步探讨

其作用机制，为ＳＰＧＲｇ３在宫颈癌临床治疗方面积累一些实

验数据。

１　材料与方法

１．１　细胞及细胞培养　人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株购于武汉大学

中国典型培养物保藏中心（ＣｈｉｎａＣｅｎｔｅｒｆｏｒＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌ

ｌｅｃｔｉｏｎ，ＣＣＴＣＣ）。将其用 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养，各培养基

中均常规加入１０％胎牛血清、青霉素（１００Ｕ／ｍＬ）及链霉素

（１００ｍｇ／ｍＬ）。

１．２　主要试剂　ＳＰＧＲｇ３购自上海纯优生物科技有限公司

（纯度：≥９７％）；胎牛血清和ＲＰＭＩ１６４０培养基为美国 Ｇｉｂｃｏ

ＢＲＬ公司产品；二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）为美

国Ｓｉｇｍａ公司产品；四甲基偶氮唑盐（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏ

ｌｉｕｍ，ＭＴＴ）及碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）为荷兰Ｐｈａｒｍ

ｉｎｇ公司产品，用磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，

ＰＢＳ）将其溶解，其溶液浓度分别为５ｇ／Ｌ和６５ｇ／Ｌ，避光储存
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于４℃；其余试剂均为市售分析纯。

１．３　主要仪器　主要仪器为ＢＳ１１０Ｓ型电子天平（德国Ｓａｒ

ｔｏｒｉｕｓ公司）、ＭＭ１微型振荡器（上海精密生化仪器厂），ＣＯ２

培养箱（日本ＳＡＮＹＯ公司）、美国 Ｂｉｏｒａｄ５５０酶标仪、ＦＡＣＳ

Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）。

１．４　ＳＰＧＲｇ３的配制　将ＳＰＧＲｇ３粉末用ＤＭＳＯ溶解，用

ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释成实验所需的不同浓度，ＤＭＳＯ终浓

度小于０．０１％。

１．５　ＭＴＴ 检测　将 Ｈｅｌａ细胞接种于９６孔细胞培养板

（１．５×１０４ 个／孔），置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养；２４ｈ后，待

细胞贴壁生长良好时，各孔加入ＳＰＧＲｇ３溶液，使其终浓度分

别为０、２０、４０、８０、１６０、３２０、４００μｇ／ｍＬ，每个浓度级设４个复

孔，于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱内静置培养；４８ｈ后，每孔加入

ＭＴＴ溶液５０μＬ（１ｍｇ／ｍＬ），继续培养４ｈ；加入 ＤＭＳＯ

（１５０μＬ／孔）溶解沉淀，用微型振荡仪振荡１０ｍｉｎ，混匀；酶标

仪测定４９０ｎｍ波长处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，取３

孔平均ＯＤ值。以不加任何细胞的一孔为空白调零，以不加

ＳＰＧＲｇ３的 Ｈｅｌａ细胞为对照，计算细胞生长抑制率，细胞生

长抑制率（％）＝（１－实验组 ＯＤ值／对照组 ＯＤ值）×１００％。

以细胞生长抑制率和药物浓度进行回归分析，计算药物半抑制

浓度（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）值。

１．６　流式细胞术检测　将处于对数生长期的 Ｈｅｌａ细胞采用

胰酶消化，调整细胞密度，将其接种于６孔细胞板，使孔内细胞

密度为５×１０３ 个／孔，待细胞生长至７５％融合状态时，将细胞

按处理方式分为阴性对照组（仅加入ＤＭＳＯ）及ＳＰＧＲｇ３实验

组（加入ＳＰＧＲｇ３，终浓度为８０μｇ／ｍＬ）。阴性对照组及ＳＰＧ

Ｒｇ３实验组 Ｈｅｌａ细胞分别继续培养４８ｈ后，收集 Ｈｅｌａ细胞，

用ＰＢＳ溶液洗涤１次，用预冷的乙醇固定，－２０℃过夜。固

定后细胞用ＰＢＳ洗涤２次，调整细胞密度为１×１０６／ｍＬ。然

后，加入含终浓度为０．２５ｍｇ／ｍＬ的核糖核酸酶Ａ（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ，

ＲＮａｓｅＡ）及ＰＩ染色液（终浓度为５０μｇ／ｍＬ），室温下避光进行

ＤＮＡ染色３０ｍｉｎ。最后，采用流式细胞仪检测ＤＮＡ含量，计算

各期细胞所占比例，数据采用 ＷｉｎＭＤＩ软件进行统计分析。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量

资料用狓±狊表示，细胞生长抑制率与药物浓度的关系采用直

线回归与Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，多个样本均数间的两两比较采用

方差分析狇检验，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＳＰＧＲｇ３对 Ｈｅｌａ细胞的杀伤作用　ＳＰＧＲｇ３浓度为

２０μｇ／ｍＬ时，Ｈｅｌａ细胞的生长受到轻度抑制；ＳＰＧＲｇ３浓度

为１６０μｇ／ｍＬ时，Ｈｅｌａ细胞的生长受到明显抑制（抑制率为

７９．２％）。ＳＰＧＲｇ３浓度为２０～４００μｇ／ｍＬ时，ＳＰＧＲｇ３对细

胞增殖的抑制率随其浓度的增高而增大，作用强度呈浓度依赖

性，二者呈正相关（狉＝０．９２２５，犘＜０．０５）。ＳＰＧＲｇ３对 Ｈｅｌａ

细胞的ＩＣ５０为８５．１μｇ／ｍＬ，见图１。

２．２　ＳＰＧＲｇ３对 Ｈｅｌａ细胞的细胞周期和凋亡的影响　经

ＳＰＧＲｇ３作用４８ｈ后，ＳＰＧＲｇ３实验组Ｈｅｌａ细胞处于Ｓ期的

细胞数与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；而处于

Ｇ２／Ｍ期的细胞数明显少于对照组（犘＜０．０１），见表１。ＳＰＧ

Ｒｇ３实验组 Ｈｅｌａ细胞于 Ｇ１期峰前出现显著的凋亡峰，且凋

亡细胞数与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），这表

明ＳＰＧＲｇ３能够抑制宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞ＤＮＡ合成，将其阻滞

于Ｓ期，使进入分裂期的细胞数量减少，促进细胞凋亡。

图１　　不同浓度ＳＰＧＲｇ３作用于 Ｈｅｌａ细胞后的生长曲线

表１　　ＳＰＧＲｇ３对 Ｈｅｌａ细胞细胞周期及

　　　其凋亡率的影响（％）

组别 Ｇ０～Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期 细胞凋亡率

对照组 ７１．２３±４．５３ ０．４７±０．６３ ２８．３１±３．２６ ０．５７±０．６８

ＳＰＧＲｇ３实验组 ４８．６１±５．１３５０．３６±３．２１ １．０３±０．４６３１．７５±３．２１

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

３　讨　　论

人参皂苷是人参的主要有效成分，现已明确的人参皂苷单

体约有４０余种
［５］，在人参中的含量为４％左右

［６］，其中，研究

最多且与肿瘤细胞凋亡密切相关的为人参皂苷Ｒｇ３
［７］。人参

皂苷Ｒｇ３属原人参二醇型皂苷，存在２种同型异构体，分别为

ＳＰＧＲｇ３和ＲＰＧＲｇ３。目前ＲＰＧＲｇ３已被应用于临床抗肿

瘤治疗［８］。与ＲＰＧＲｇ３相比，ＳＰＧＲｇ３水溶性好，生物利用

率高且毒性小，具有更广泛的应用前景［９］。很多研究表明，人

参皂苷Ｒｇ３具有较高的抗肿瘤活性，能通过调控肿瘤细胞增

殖周期、诱导细胞分化和凋亡来发挥抗肿瘤作用。本研究中，

体外实验选取不同浓度的ＳＰＧＲｇ３分别作用于 Ｈｅｌａ细胞，结

果显示ＳＰＧＲｇ３对 Ｈｅｌａ细胞的生长有明显抑制作用，并且，

随着ＳＰＧＲｇ３作用浓度的增加，抑制作用明显增大，ＳＰＧＲｇ３

对 Ｈｅｌａ细胞的作用强度呈明显的浓度依赖性
［１０１２］。

研究表明，细胞周期的阻滞和细胞凋亡的诱导是一致

的［１３］。肿瘤细胞的凋亡与其发生、发展及消退等存在密切的

关系［１４１５］。本研究发现，Ｈｅｌａ细胞经ＳＰＧＲｇ３作用４８ｈ后，

ＳＰＧＲｇ３实验组中凋亡细胞数显著增加。流式细胞术检测也

发现，ＳＰＧＲｇ３实验组 Ｈｅｌａ细胞在Ｇ１ 期前出现了凋亡峰，显

示凋亡细胞数增多，而该凋亡峰未出现在对照组的 Ｈｅｌａ细胞，

这表明ＳＰＧＲｇ３具有诱导 Ｈｅｌａ细胞凋亡的作用。由此可见，

ＳＰＧＲｇ３作为一种高效抗肿瘤药物，其抑制肿瘤的作用可能

与其诱导肿瘤细胞的凋亡密切相关。

本研究结果显示，ＳＰＧＲｇ３对 Ｈｅｌａ细胞的生长有抑制作

用。这为ＳＰＧＲｇ３的临床应用提供了实验依据。
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常家兔血清为一抗则无阳性着色，见图３，说明所制备的兔抗

人ＫｉＳＳ１抗体可特异性识别天然状态下的ＫｉＳＳ１分子，抗体

具有高特异性及良好的活性。

３　讨　　论

卵巢癌在妇科恶性肿瘤中的病死率居首位，尽管目前手

术、化疗和放疗技术不断改进，但５年生存率仍无明显提高。

若能提高早期卵巢癌的诊断率，即可明显提高卵巢癌的总体治

疗效果。因此，目前国内、外许多有关肿瘤标记物，免疫组织化

学水平，基因水平的癌基因与抑癌基因的研究正在进行［４］。

本实验采用手术切除的卵巢癌组织提取总ＲＮＡ，所用组

织选择合理，用ＲＴＰＣＲ技术扩增出４５２ｂｐ的ＫｉＳＳ１编码区

基因片段，序列与 ＧｅｎＢａｎｋ上登录序列完全一致。为便于纯

化，本实验选用了含６×Ｈｉｓ的ｐＥＴ２８载体。通过 Ｎｉ
２＋ＮＴＡ

凝胶亲和层析，获得纯化的目的蛋白，经凝胶扫描分析显示，所

得的蛋白纯度为９３％，纯度较高，能用于进一步的相关研究

工作。

ＫｉＳＳ１蛋白可与Ｓｒｃ癌蛋白结合，从而抑制肿瘤转移。

ＫｉＳＳ１基因还可与ＧＰＲ５４结合，激活ＰＬＣ，ＰＬＣ的激活引起

细胞内钙离子的增加从而抑制肿瘤细胞增生，诱导肿瘤细胞分

化和凋亡［５］。国内、外研究发现，ＫｉＳＳ１的缺失是淋巴结转移

的重要指标［６９］。目前，有多种学说可以解释ＫｉＳＳ１抑制肿瘤

转移的现象，但更多学者认为 ＫｉＳＳ１可能对基质金属蛋白酶

（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）９的表达存在着明显的负调

控作用，后者可以降解细胞外基质和基底膜上的胶原、层黏连

蛋白和纤维结合蛋白等主要结构。但在卵巢癌发生、发展中

ＫｉＳＳ１基因的表达机制还未阐明，因此，深入研究ＫｉＳＳ１基因

的表达与卵巢癌的侵袭、转移及预后的关系具有重要意义。

肿瘤的发生、发展是多基因、多因素的综合作用，而每种基

因在肿瘤中的作用表型亦受多个因素的调控，从而表现出组织

特异性。目前研究认为，ＫＩＳＳ１基因的表达缺失与６ｑ１６ｑ２３

区杂合性缺失（ＬＯＨ）有关
［１０］，该项检测在临床上的研究也还

未广泛展开。因此，笔者下一步的研究工作，一方面着手构建

ＫｉＳＳ１真核表达质粒，将质粒转染至卵巢癌细胞株，探讨

ＫｉＳＳ１基因在卵巢癌发生、发展和淋巴结转移中的机制；另一

方面利用已经制备的抗人ＫｉＳＳ１抗体，为进一步建立 ＫｉＳＳ１

的的ＥＬＩＳＡ检测方法奠定了坚实的基础，为卵巢癌的免疫学

诊断提供理论依据。
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与凋亡作用的影响［Ｊ］．疑难病杂志，２０１２，１１（１０）：７６２７６５．

［１２］牛珂，鲁永鲜，李宁，等．人参皂苷 Ｒｇ３对人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的

诱导凋亡作用［Ｊ］．现代肿瘤医学，２０１２，２０（７）：１３４５１３４７．

［１３］ＨｅＢＣ，ＧａｏＪＬ，ＬｕｏＸ，ｅｔａｌ．ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ３ｉｎｈｉｂｉｔｓｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇ

ｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，２０１１，３８（２）：４３７４４５．

［１４］Ｋｉｍ ＢＪ，ＮａｈＳＹ，ＪｅｏｎＪＨ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｍｅｌａｓｔａｔｉｎ７ｃｈａｎｎｅｌｓａｒｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ３ｉｎｄｕｃｅｄａｐ

ｏｐｔｏｓｉｓｉｎｇａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢａｓｉｃＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，

２０１１，１０９（４）：２３３２３９．

［１５］ＣｈｗｉｋｏｗｓｋａＡ，ＫｕｌｂａｃｋａＪ，ＳａｃｚｋｏＪ．Ｄｅａｔｈｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ．Ｐｈｏ

ｔｏｄｙｎａｍｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｐｏｌ

ＭｅｒｋｕｒＬｅｋａｒｓｋｉ，２０１１，３０（１７５）：４５４８．

（收稿日期：２０１３０５２４）
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