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肿瘤相关巨噬细胞共培养体系中人参及其主要成分

对肺癌 Ａ５４９细胞的作用

毕　蕾，高　静，江玉翠，陈鹰娜，陈卫平

（南京中医药大学基础医学院，南京 ２１００２３）

摘　要　通过人参水提液（ｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｏｆＧｉｎｓｅｎｇ，ＷＥＧ）、人参多糖（Ｇｉｎｓｅｎｇｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＧＰＳ）、人参皂苷（Ｇｉｎｓｅｎｇｔｏｔａｌ
ｓａｐｏｎｉｎｓ，ＧＴＳ）对肿瘤相关巨噬细胞（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭｓ）与肿瘤细胞共培养体系中肺癌Ａ５４９细胞增殖、迁
移和细胞骨架的影响研究，探讨人参抗肿瘤的作用机制。建立 ＴＨＰ１诱导的 ＴＡＭｓ体外模型，采用上清液共培养体系，以
肺癌Ａ５４９细胞为研究对象，并采用ＭＴＴ法观察不同浓度的ＷＥＧ、ＧＰＳ、ＧＴＳ作用于共培养体系中对肺癌Ａ５４９细胞增殖的
影响及量效关系；通过实时细胞分析技术（ＲＴＣＡ）检测ＷＥＧ、ＧＰＳ、ＧＴＳ对共培养体系中肺癌Ａ５４９细胞迁移能力的影响，免
疫荧光高内涵细胞分析系统（ＨＣＳ）检测细胞骨架蛋白Ｆａｃｔｉｎ的表达。结果显示：ＷＥＧ能明显抑制共培养体系中 Ａ５４９细
胞的增殖、迁移能力和减少骨架面积及微丝数量（Ｐ＜００１）；ＧＰＳ能明显抑制共培养体系中 Ａ５４９细胞迁移能力、骨架面积
和微丝数量（Ｐ＜００１），但对 Ａ５４９细胞的增殖作用无明显影响；ＧＴＳ能明显抑制共培养体系中 Ａ５４９细胞的增殖（Ｐ＜
００１），而对Ａ５４９细胞的迁移能力、骨架面积和微丝无影响。通过对 ＷＥＧ、ＧＰＳ、ＧＴＳ的研究对比，发现人参及两种主要成
分对ＴＡＭｓ共培养体系中肺癌Ａ５４９细胞都有影响，但作用存在差异，提示人参抗肿瘤作用与其多成分对肿瘤免疫微环境
调控相关，且不同成分间可能存在协同关系。
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　　扶正固本是中医治疗肿瘤的基本大法。据统
计，在治疗肿瘤中药处方中用药频度最高的为补益

扶正类药［１］，其中位居首位的为补气药，作为补气

代表药的人参为临床常用。人参（Ｐａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇ
ＣＡＭｅｙ）为五加科多年生草本植物，主要活性成
分为人参皂苷（Ｇｉｎｓｅｎｇｔｏｔａｌｓａｐｏｎｉｎｓ，ＧＴＳ）和人参
多糖（Ｇｉｎｓｅｎｇｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＧＰＳ）。研究表明，人
参的抗肿瘤作用机制广泛［２－５］，但对肿瘤相关巨噬

细胞（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭｓ）的作用
尚缺乏研究。

ＴＡＭｓ存在于肿瘤间质中，是肿瘤免疫微环境
中的主要成分，最多可以占据肿瘤的５０％［６］。本

课题组前期研究已建立了共培养模型，可模拟肿瘤

免疫微环境，并发现人参能调节 ＴＡＭｓ表型，改善
肿瘤免疫微环境［７］。本研究拟通过观察人参水提

液（ＷＥＧ）、人参多糖（ＧＰＳ）、人参皂苷（ＧＴＳ）对肿
瘤相关巨噬细胞（ＴＡＭｓ）共培养体系中肺癌 Ａ５４９
细胞增殖、迁移能力和细胞骨架的影响，研究人参

及其不同成分通过 ＴＡＭｓ对肺癌 Ａ５４９细胞的作
用，探讨其抗肿瘤免疫机制。

!

　材　料

１１　药品与试剂
人参饮片（铜陵禾田中药饮片公司）；人参总皂

苷（南京泽朗医药科技有限公司，纯度８０％）；人参
总多糖（南京泽朗医药科技有限公司，纯度７０％）。

人参水提液（ＷＥＧ）：称取人参饮片２０ｇ，加入
蒸馏水煎煮１ｈ，重复煎煮１次，水浴浓缩至２０ｍＬ，
得到１ｇ／ｍＬ人参水提原液，离心 １２０００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ取上清液，过滤除菌分装后－２０℃保存，高
效液相色谱法检测水提液中人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｅ、

Ｒｂ１的含量符合药典要求。
ＲＰＭＩ１６４０培养液，胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公

司）；ＤＭＳＯ，佛波酯（ＰＭＡ），４％多聚甲醛（美国
Ｓｉｇｍａ公司）；ＭＴＴ（中国 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；ＣＩＭ
ｐｌａｔｅ１６细胞迁移检测板（瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司）；免疫
荧光细胞骨架分析试剂盒（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）。

１２　细胞株
人急性白血病单核细胞株 ＴＨＰ１和人肺癌细

胞株 Ａ５４９均购自中国科学院上海生命科学研究
院细胞资源中心。

１３　仪　器
实时细胞分析仪（美国 Ｒｏｃｈｅ公司）；高内涵

细胞分析系统，多功能冷冻离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；倒置相差显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公
司）；多功能酶标仪（美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司）。

"

　方　法

２１　ＴＡＭｓ体外模型建立
取对数生长期的 ＴＨＰ１细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ，

５ｍｉｎ离心，以每升１×１０９个细胞的密度重悬，接
种于 ６孔板中。加 ３２０ｎｍｏｌ／ＬＰＭＡ诱导细胞
４８ｈ，期间６ｈ贴壁后以２０ｎｇ／ｍＬ质量浓度加入
ＩＬ４和ＩＬ１３，模型鉴定采用 ｑＰＣＲ技术测定 ＴＡＭｓ
细胞中Ｍ１、Ｍ２型主要标志物表达。
２２　ＴＡＭｓ与Ａ５４９细胞上清液共培养模型建立

用ＰＢＳ冲洗３次诱导后的ＴＡＭｓ细胞，用无血
清ＲＰＭＩ１６４０培养基配制 ＷＥＧ、ＧＰＳ、ＧＴＳ高、中、
低３个浓度的药物样品，给药处理，模型组用等体
积的无血清培养基，处理４８ｈ后收集上清液，进行
以下实验。
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２３　ＭＴＴ法观察不同浓度的 ＷＥＧ、ＧＰＳ、ＧＴＳ作
用于共培养体系中肺癌Ａ５４９细胞增殖的影响

取对数生长肺癌 Ａ５４９细胞，０２５％胰酶消
化，调整细胞密度为每毫升５×１０４个，每孔１００μＬ
接种于９６孔板中，设给药组、模型对照组，各组均
设５个复孔，置３７℃，５％ ＣＯ２的饱和湿度培养箱
中培养。孵育２４ｈ后，然后每孔加入不同浓度的
药物样品１００μＬ，根据前期实验结果，给药组设置
ＷＥＧ终浓度为 ５，１０，２０ｍｇ／ｍＬ；ＧＰＳ终浓度为
００５，０１，０２ｍｇ／ｍＬ；ＧＴＳ终浓度为 ００１，００２，
００４ｍｇ／ｍＬ，模型对照组用 ＴＡＭｓ上清液培养，置
于３７℃，５％ ＣＯ２的饱和湿度培养箱中培养４８ｈ
后，加５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液２０μＬ继续培养４ｈ；轻
轻吸弃上清液，每孔加入ＤＭＳＯ溶液１５０μＬ，置于
摇床上低速振荡１０ｍｉｎ；酶标仪于４５０ｎｍ波长处
测定吸收度（Ａ）。计算给药前后对肿瘤细胞生长
的抑制率和半数抑制率ＩＣ５０。实验重复３次。
２４　实时细胞分析技术（ＲＴＣＡ）检测 ＷＥＧ、ＧＰＳ、
ＧＴＳ对共培养体系中肺癌Ａ５４９细胞迁移的影响

取出ＣＩＭＰｌａｔｅ１６孔板，在下板中加入含血清
培养基１６５μＬ，将Ｔｏｏｌ逆时针旋转９０°，快速扣压
组装上板，并于上板内加入无血清培养基３０μＬ，
将ＣＩＭＰｌａｔｅ放入培养箱平衡３０ｍｉｎ测基线。消
化Ａ５４９细胞，调整浓度为每毫升１×１０５个，１００μＬ
接种于各孔中，６ｈ贴壁后吸去上层培养液１００μＬ。
实验分组：模型对照组加入 ＴＡＭｓ上清液；给药组
加入ＷＥＧ、ＧＰＳ、ＧＴＳ处理ＴＡＭｓ４８ｈ后的上清液。
每组设３个复孔，３７℃、５％ ＣＯ２恒温培养箱培养，
ＲＴＣＡＤＰ仪器实时监测７２ｈ。
２５　免疫荧光高内涵细胞分析系统（ＨＣＳ）检测细
胞骨架蛋白Ｆａｃｔｉｎ的表达

配制免疫荧光细胞骨架试剂盒，取对数生长期

Ａ５４９细胞，胰酶消化，调整浓度为每毫升１×１０７

个接种于 ９６孔板，每孔接种细胞悬液 １００μＬ，
３７℃ 、５％ ＣＯ２恒温培养箱培养２４ｈ贴壁后弃培
养液，设模型对照组和给药组，给药组加入不同药

物浓度处理ＴＡＭｓ上清液各１００μＬ，每组设５个复
孔。３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱培养４８ｈ后弃去上
清液，加多聚甲醛２００μＬ，常温孵育３０ｍｉｎ固定，
弃多聚甲醛，每孔加入洗液洗涤两次并弃去，再加

入１００μＬ的渗透液常温孵育１５ｍｉｎ，弃去液体加
入封闭液 １００μＬ孵育１５ｍｉｎ，弃去细胞培养上清

液，每孔加入５０μＬ的一抗Ｆａｃｔｉｎ探针和ＤＡＰＩ溶
液孵育１ｈ，弃去溶液，洗液清洗３次后待测，ＨＣＳ
仪器读板并应用ＴｈｅｒｍｏＨＣＳＳｔｕｄｉｏ软件中的形态
生物学模块进行系统分析。

２６　数据分析
实验数据采用ＳＰＳＳ１７０软件进行统计分析，

各组定量检测数据均采用 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较
采用 ｔ检验，多组间比较采用单因素方差（Ｏｎｅ
ＷａｙＡＮＯＶＡ）分析，组间比较采用 ＬＳＤ检验，Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。半数抑制率 ＩＣ５０采用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５０软件进行计算。

&

　结　果

３１　ＭＴＴ法检测人参及其主要成分对共培养体
系中肺癌Ａ５４９细胞增殖的影响

人参及其主要成分对上清液共培养体系中肺

癌Ａ５４９细胞 ＭＴＴ实验结果如图 １所示：ＷＥＧ、
ＧＴＳ组明显抑制共培养体系中 Ａ５４９细胞的增殖，
较对照组有统计学意义（Ｐ＜００１）；而ＧＰＳ组对肺
癌Ａ５４９增殖作用无明显影响。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＷＥＧ，ＧＰＳａｎｄＧＴＳｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒＡ５４９ｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ

３２　人参及其主要成分对共培养体系中肺癌
Ａ５４９细胞迁移能力的影响

ＷＥＧ、ＧＰＳ、ＧＴＳ对共培养体系中肺癌 Ａ５４９
细胞迁移能力的影响如图２所示，ＧＴＳ给药后穿
过上室膜的细胞数量与对照组比较无明显差异，

而 ＷＥＧ、ＧＰＳ给药后穿过上室膜的细胞数量与对
照组比较均明显减少，结果显示 ＧＴＳ对共培养体
系中 Ａ５４９细胞的迁移能力无明显的抑制作用，
而 ＷＥＧ和 ＧＰＳ可显著抑制 Ａ５４９细胞的迁移
能力。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＷＥＧ，ＧＰＳａｎｄＧＴＳｏｎｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒＡ５４９ｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｌｉｎｅｃｈａｒｔ；Ｂ：Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ

３３　人参及其主要成分对共培养体系中肺癌
Ａ５４９细胞骨架的影响

ＨＣＳ检测 ＷＥＧ、ＧＰＳ、ＧＴＳ对共培养体系中肺
癌Ａ５４９细胞骨架的影响，结果显示（图３～４），与
共培养模型对照组比较，ＷＥＧ给药组Ａ５４９细胞骨
架面积明显降低，且有一定的浓度依赖性，高、中浓

度组有统计学差异（Ｐ＜００５）；ＧＰＳ给药组 Ａ５４９
细胞骨架面积显著降低，高、中、低浓度均有统计学

意义（Ｐ＜００１）；ＧＴＳ使共培养体系下的 Ａ５４９细
胞骨架结构排列紊乱，但骨架面积无明显影响。人

参及主要成分对共培养体系中肺癌 Ａ５４９细胞骨

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＷＥＧ，ＧＰＳａｎｄＧＴＳｏｎＦａｃｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒＡ５４９ｉｎｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｒｅｎｃｅＨＣＳｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ（×１００）

架微丝条数影响的荧光值结果如图３和图５所示，
与共培养模型组比较，ＷＥＧ给药组Ａ５４９细胞骨架

微丝条数降低，且有一定的浓度依赖性，其中高浓

度组有统计学差异（Ｐ＜００１）；ＧＰＳ给药组 Ａ５４９
细胞骨架微丝显著降低，高、中、低浓度均有统计学

意义（Ｐ＜００１）；而 ＧＴＳ对共培养体系下的 Ａ５４９
细胞骨架微丝无明显影响。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＷＥＧ，ＧＰＳａｎｄＧＴＳｏｎｃｅｌｌｍｉｃｒｏｆｌａｍｅｎｔａｒｅａｏｆ
ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒＡ５４９ｉｎｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｒｅｎｃｅＨＣＳｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＷＥＧ，ＧＰＳａｎｄＧＴＳｏｎｃｅｌｌｍｉｃｒｏｆｌａｍｅｎｔｎｕｍｂｅｒ
ｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒＡ５４９ｉｎｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｒｅｎｃｅＨＣＳｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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)

　讨　论

中医药是我国治疗恶性肿瘤的独特手段之一，

中医药治疗不仅针对肿瘤本身，更重视调整机体整

体状态，包括肿瘤微环境。调整机体的免疫功能是

人参抗肿瘤作用的重要机制，也是中医治疗恶性肿

瘤的重要法则———益气扶正法的主要内涵。

ＴＡＭｓ通过分泌特殊的细胞因子、生长因子等
作用于肿瘤相关基质和细胞，促进肿瘤细胞的增

殖、诱导肿瘤血管的新生以及增强肿瘤细胞的迁移

及侵袭能力等［８－９］。

本研究在前期实验表明人参能调节 ＴＡＭＳ功
能、改善免疫微环境的基础上，进一步研究人参及

其主要成分对在与ＴＡＭｓ共培养环境下肺癌 Ａ５４９
细胞生物行为的影响。实验结果显示：ＷＥＧ能明
显抑制共培养体系中 Ａ５４９细胞的增殖、迁移能
力；ＧＰＳ能明显抑制共培养体系中 Ａ５４９细胞迁移
能力，但对Ａ５４９细胞的增殖作用无明显影响；ＧＴＳ
能明显抑制共培养体系中 Ａ５４９细胞的增殖，而对
Ａ５４９细胞的迁移能力无影响。ＷＥＧ通过调节模
拟的微环境有效抑制肿瘤细胞增殖、迁移，其主要

成分多糖ＧＰＳ对增殖无影响，皂苷 ＧＴＳ对肿瘤细
胞迁移无明显作用，提示水提液 ＷＥＧ中除了多糖
和皂苷成分，可能还有其它有效成分通过调节微环

境而发挥作用，以及不同成分间可能存在协同关

系。为了探讨其相关的分子机制，本文同时检测了

细胞迁移的关键分子细胞骨架蛋白Ｆａｃｔｉｎ，Ｆａｃｔｉｎ
是微丝的结构蛋白。结果表明ＷＥＧ、ＧＰＳ在ＴＡＭｓ
共培养环境中可使肺癌 Ａ５４９细胞骨架面积减小
结构重排，抑制细胞的侵袭转移能力；ＧＴＳ使肺癌
Ａ５４９细胞骨架结构排列紊乱，有较多细长微丝生
成，对细胞侵袭转移的能力无明显影响，提示人参

及其不同成分对 ＴＡＭｓ相关的肿瘤免疫微环境有
不同的调控机制。

综上所述，通过ＷＥＧ、ＧＰＳ、ＧＴＳ之间的比较发
现，人参两种主要成分均为有效成分，且调控机制

各有差异，对ＴＡＭｓ共培养环境中肿瘤细胞生物学
行为的抑制以ＷＥＧ效果最佳，从而提示人参抗肿
瘤作用与其多成分对肿瘤免疫微环境调控相关，且

不同成分间可能存在协同关系。

致　谢　本实验在南京中医药大学中药性效研究重
点实验室完成。
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