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摘要：目的　探索人参皂苷Ｒｇ５对人食管癌细胞Ｅｃａ－１０９的作用及机制。方法　利用不同浓度人参皂苷Ｒｇ５在

体外对人食管癌Ｅｃａ１０９细胞作用不同时间，采用ＣＣＫ－８法检测细胞抑制率，Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染色后流式细胞

仪检测细胞凋亡率，ＰＩ单染法检测细胞周期。结果　在浓度分别为５０、１００μｍｏｌ／Ｌ的人参皂苷Ｒｇ５作用人食管癌细

胞２４ｈ后出现明显形态学变化，同时处于Ｓ期及 Ｇ２／Ｍ 期细胞较对照组明显增多，分别为５３．０８％、２５．８４％和

５８．４４％、３１．４８％，流式细胞仪检测早期凋亡率分别为１１．４５％、３０．１３％。结论　人参皂苷Ｒｇ５能抑制食管癌Ｅｃａ－
１０９细胞增殖，其机制可能为增加细胞早期凋亡，引起细胞周期滞留。
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　　食管癌是常见的消化道肿瘤，２００８年其全世界
平均发病率居所有恶性肿瘤第９位；死亡率居第８
位，而中国大陆食管癌发病率居全国各类恶性肿瘤
第５位，死亡率高居第４位，显著高于国际平均水
平［１］。居高不下的发病率及死亡率严重威胁人类的
健康。目前食管癌的治疗手段主要是手术及放化疗
治疗。因其解剖位置特殊，治疗效果一般，预后较
差，应用新型药物延缓其复发和转移是提高其治疗
疗效的手段之一。
人参皂苷Ｒｇ５是从人参中提取的稀有人参皂

苷，Ｒｇ５ 能 诱 导 多 种 肿 瘤 细 胞 凋 亡，Ｓｈｉｎ－ｊｕｎｇ
Ｋｉｍ［２］等人从细黑参中提取的Ｒｇ５已验证在人乳腺
癌细胞（ＭＣＦ－７、ＭＤＡ－ＭＢ－４５３）、Ｌｉ－ｄａｎ　Ｌｉａｎｇ［３］等
报道Ｒｇ５能诱导多种宫颈癌细胞凋亡和 ＤＮＡ 损

伤，然而在该人参单体对食管癌细胞的作用未见报
道。本研究通过体外细胞实验证实人参皂苷 Ｒｇ５
对食管癌细胞具有抑制增殖作用，为临床治疗肿瘤
开发新型中药提供一定的实验数据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞株
该实验采用的食管癌细胞株Ｅｃａ１０９细胞由吉

林大学第二医院中心实验室保存。

１．１．２　人参皂苷Ｒｇ５
该实验所用人参皂苷 Ｒｇ５单体由吉林大学生

命科学院从人参中分离及提供本次实验。

１．１．３　主要试剂及实验耗材

ＲＰＭＩ－１６４０培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；胎牛血
清（ＦＢＳ）购自由 ＮＱＢＢ公司；青－链霉素双抗购自

Ｇｉｂｃｏ公司；凋亡检测试剂盒 Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ
为ＢＤ公司产品，周期检测试剂盒购自南京凯基生
物公司，ＣＣＫ－８为日本同仁产品。３７℃恒温培养
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箱、酶标仪为 Ｔｈｅｒｍｏ公司设备，流式细胞仪为

Ｂｅｃｋｍａｎ公司仪器。

１．２　方法

１．２．１　食管癌细胞抑制率检测
采用ｃｃｋ－８法检测细胞抑制率。取对数生长期

的食管癌ＥＣａ１０９细胞４×１０４／ｍｌ，种于９６孔板中，
每孔１００μｌ，３７℃孵育箱中培养２４ｈ，并将Ｒｇ５稀
释于不含血清的ＲＰＭＩ－１６４０培养基中，浓度分别为

６．２５、１２．５、２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ共５个浓度梯度，每
组５个复孔，同时每组设置对照组（不加药物），空白
组（只含培养基），细胞种于９６孔板培养２４ｈ后吸
去完全培养基，每孔加入１００μｌ上诉含有不同药物
浓度的培养基，空白组及对照组也相应加入不含血
清培养基，３７℃孵育箱继续培养２４ｈ后每孔加入１０

μｌ　ＣＣＫ－８，２ｈ后酶标仪检测４５０ｎｍ处吸光度。全
部细胞抑制率＝（对照组－加药组）／（对照组－空白
组）×１００％。

１．２．２　细胞生长状态观察
取对数生长期的Ｅｃａ１０９细胞消化后种于６孔

板中，每孔约３×１０５ 个。以每孔２ｍｌ完全培养基
下３７℃培养箱中培育２４ｈ，根据药物的浓度曲线及
时间曲线，更换含有５０、１００μｍｏｌ／Ｌ药物浓度的不
含血清培养基２ｍｌ恒温箱培养２４ｈ，同时设立对照
组（不含药物），倒置显微镜下观察其形态。

１．２．３　细胞凋亡检测
以Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ　ＦＩＴＣ／ＰＩ双染色法检测。取对

数生长期的Ｅｃａ１０９细胞消化后种于６孔板中，每孔
约３×１０５ 个。以每孔２ｍｌ完全培养基下３７℃培养
箱中培育２４ｈ，根据药物的浓度曲线及时间曲线，
更换含有５０、１００μｍｏｌ／Ｌ药物浓度的不含血清培
养基２ｍｌ恒温箱培养２４ｈ，同时设立对照组（不含
药物）。收集上述细胞及上清，１　０００ｒｐｍ 离心５

ｍｉｎ后弃去上清，预冷的ＰＢＳ洗２次，用１×缓冲液
重新悬浮细胞，调节其浓度为１－５×１０６／ｍｌ，取１００
ｕｌ上诉细胞悬液于５ｍｌ流式管中，分别加入５μｌ
Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ／ＦＩＴＣ和５μｌ　ＰＩ，室温避光１５ｍｉｎ，流式
细胞仪测定细胞凋亡，实验重复３次。

１．２．４　细胞周期检测
以ＰＩ（碘化丙啶）单染法检测。取对数生长期

的细胞种于６孔板中，每孔３×１０５ 个，２ｍｌ完全培
养基３７℃孵育２４ｈ，更换含有Ｒｇ５浓度为５０、１００

μｍｏｌ／Ｌ的培养基２ｍｌ培养２４ｈ，同时设对照组。
收集培养基，每孔 １ ｍｌ胰酶消化收集后离心

１　０００ｒｐｍ、５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤１次离心，弃去上清后
加入预冷的体积分数为７０％乙醇５ｍｌ固定，４℃过
夜，８００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ后ＰＢＳ洗去固定液，加入配
好的含有染色缓冲液、Ｒｎａｓｅ、ＰＩ的染色液４００μｌ，

３７℃避光水浴３０ｍｉｎ后进行流式细胞检测，Ｍｏｄｆｉｔ
软件分析细胞周期，实验重复３次。

１．２．５　统计学分析
应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行处理。实验数据用均

数±标准差（ｘ—±ｓ）表示，ｔ检验比较组间差异，Ｐ＜
０．０５表示有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｒｇ５对细胞增殖的抑制作用　不同浓度的

Ｒｇ５对Ｅｃａ－１０９细胞作用后抑制其增殖，且随着浓
度和时间的增加，其抑制率相应增加，经过ＳＰＳＳ软
件分析，其２４ｈ的ＩＣ５０为４２．９５μｍｏｌ／Ｌ，４８ｈ的

ＩＣ５０为３１．６１μｍｏｌ／Ｌ，我们选择近５０、１００μｍｏｌ／Ｌ
浓度进行以下实验。如表１。

Ｒｇ５作用Ｅｃａ１０９细胞的时间不同，其细胞抑制
率不同，随时间延长其抑制率增加，以５０μｍｏｌ／Ｌ
浓度的Ｒｇ５观察不同时间对Ｅｃａ１０９的抑制率，见
表２。

表１　不同浓度Ｒｇ５作用不同时间后细胞抑制率（ｘ—±ｓ，％）

　　　浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

抑制率（％）　　　
６．２５　 １２．５　 ２５　 ５０　 １００

２４ｈ ６．３４±１．３７　 １０．９７±０．９３　 ２０．３２±２．９６　 ５３．４３±１．０１　 ８０．８９±１．８３
４８ｈ １０．０８±２．１３　 １７．０９±２．２５　 ３０．４６±２．１２　 ６５．４８±３．２６　 ９７．６８±１．６２

表２　５０μｍｏｌ／Ｌ的Ｒｇ５与食管癌细胞作用不同时间抑制率（ｘ
—±ｓ，％）

时间（ｈ） ３　 ６　 １２　 １８　 ２４
抑制率（％） ２５．４１±１．３２　 ３８．４７±１．２６　 ４５．２５±２．０４　 ４９．２８±２．０８　 ５１．７１±３．３５

２．２　不同浓度与Ｅｃａ－１０９细胞作用后生长情况　
镜下可见，随浓度增加，细胞形态发生明显变化，其
体积变小，部分出现皱缩、变圆、脱落（图１）。

２．３　Ｒｇ５对Ｅｃａ１０９细胞周期的影响　食管癌细胞
的周期受到Ｒｇ５的影响，随着浓度的增加，其周期主
要阻滞在Ｇ２／Ｍ、Ｓ期，而Ｇ０／Ｇ１比例相对减低。当
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以５０、１００ｍｏｌ／Ｌ浓度作用细胞２４ｈ后，其Ｓ期、Ｇ２
期与对照组相比，有明显的差异性，具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。见表３。

图１　不同浓度Ｒｇ５作用Ｅｃａ－１０９细胞２４ｈ后形态观察

表３　不同浓度Ｒｇ５与Ｅｃａ－１０９细胞作用２４ｈ
后细胞周期变化（ｘ—±ｓ，％）

组别 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ
对照组 ５１．６４±３．２２　 ３８．２２±２．８５　 １２．１４±２．４６

５０μｍｏｌ／Ｌ组 ２１．０８±２．１８＊ ５３．０８±３．３４＊ ２５．８４±３．０８＊

１００μｏｍｌ／Ｌ组 １０．０８±２．４１＊ ５８．４４±４．０５＊ ３１．４８±４．５４＊

　　注：＊与对照组相比，Ｐ＜０．０５

２．４　Ｒｇ５对Ｅｃａ１０９细胞增殖的影响　分别用５０、

１００μｍｏｌ／Ｌ浓度Ｒｇ５作用Ｅｃａ１０９细胞后可见细胞
凋亡率增加，且随浓度增加其早期凋亡率也增加。
当以５０、１００μｍｏｌ／Ｌ浓度作用细胞２４ｈ后，其早期
凋亡率与对照组相比，有明显的差异性，具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。见表４。

表４　不同浓度Ｒｇ５作用Ｅｃａ１０９细胞２４ｈ凋亡情况（ｘ—±ｓ，％）

组别 Ｃ１ Ｃ２ Ｃ３ Ｃ４
对照组 ０．４６±０．４８　 ０．０２±０．０１　 ９８．７９±０．６９　 ０．７２±０．４８

５０μｍｏｌ／Ｌ组 １．８２±１．１３　 １．０６±１．４０　 ８５．６５±３．６１　 １１．４５±２．３９＊

１００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．３９±０．１９　 ０．３０±０．２５　 ６９．１７±４．７２　 ３０．１３±４．９６＊

　　注：Ｃ１：坏死细胞；Ｃ２：晚期凋亡细胞；Ｃ３：正常细胞；Ｃ４：早期凋亡细胞；与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５

３　讨论
肿瘤的生长是一个复杂的过程，因其不能像正

常细胞一样进行程序化凋亡而进行无限增殖，因此，
如何诱导肿瘤细胞凋亡或产生细胞周期滞留致使细

胞停止分裂或延迟分裂，是药物治疗肿瘤的最基本
的几种作用方式。
人参是祖国传统医学中重要的药物，随着医学

科技的发展，其多种成分已被分离出来形成单体［４］，
其中人参皂苷Ｒｇ３，已被制成抗肿瘤中药应用于临
床。Ｒｇ５作为一种新型人参单体，目前正被用于多
种研究，Ｌｅｅ　ＹＹ［５］等研究了 Ｒｇ５在ＢＶ２小胶质细
胞中的抗炎作用，Ｓｉｄｄｉｑｉ［６］等报道了其在小鼠成骨
细胞中的刺激作用，Ｃｈｕ［７］等人研究了人参皂甙Ｒｇ５
通过减弱神经炎症反应改善ＳＴＺ诱导记忆受损大
鼠的认知功能障碍和β－淀粉样蛋白沉积等。本实验
通过体外细胞实验证明其对食管癌细胞具有增殖抑

制作用，这与之前报道的Ｒｇ５能诱导其他肿瘤细胞
凋亡一致。本实验发现其抑制肿瘤细胞增殖通过影
响细胞周期，主要是将细胞周期阻滞在Ｓ期和 Ｇ２

期，从而表现出其细胞毒作用，同时引发肿瘤细胞凋
亡，并随着浓度增加，其凋亡率也相应增加。目前已
有多项研究证实细胞周期阻滞与细胞周期蛋白的表

达有关，而细胞凋亡途径主要有细胞膜途径，线粒体
途径和内质网途径三种。当细胞经过药物作用后，
经过某一种途径使细胞接受凋亡信号，会使凋亡调
控分子进行相互作用，继而诱发细胞凋亡相关蛋白
的活化，致使细胞凋亡。Ｒｇ５诱导的细胞周期改变
和早期凋亡的发生是否与上诉因素有关，还有待进
一步研究。总体说来，本次实验证实人参皂苷Ｒｇ５
能在体外实验中抑制食管癌细胞增殖，为临床开发
治疗食管癌新药提供一定的实验基础。
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大鼠ＳＡＭＶＴ模型中相关实验室指标的检测分析
厉双安１，赵金伟２＊，吴　杰３，田维军３，马　震３，张振文４

（１．长春市中心医院，吉林 长春１３００２１；２．吉林大学第二医院；３．吉林省人民医院；４．武警吉林省总队医院）

　　急性肠系膜上静脉血栓形成（ＳＡＭＶＴ）是一种
罕见的急腹症，约占急性肠系膜缺血性疾病的６％－
９％，占急诊入院病人的１／１０００左右［１］随着影像学
技术的发展，特别是ＣＴ门静脉造影术的广泛应用，
使ＳＡＭＶＴ的早期确诊率明显提高，敏感性可达

９０％以上，但对病情的严重性评估价值有限［２］，寻求
合适的血清学标记物有助于疾病的诊断及病情的评

估。
为此，我们采用Ｆｅｃｌ３溶液包裹肠系膜的方法

建立大鼠ＳＡＭＶＴ动物模型［３］，同时对其发生发展
过程中的相关实验室指标进行检测分析，现报告如
下。

１　材料与方法

１．１　大鼠ＳＡＭＶＴ模型的建立
具体实验方法参见文献［３］。

１．２　标本的收集
根据文献实验方法，在不同的时相点，即在不同

的分期内，分别抽取大鼠静脉血，并解剖大鼠，切除
病变的肠管及肠系膜，福尔马林溶液固定后行病理
检查，根据病理检查结果确定分期。每组大鼠３０
只，结果，成功抽取静脉血、切除病变组织及抽取腹
水进行细菌涂片检查的大鼠如下：对照组２５例；血
栓形成组２１例；粘膜坏死脱落组２４例；肠管坏死、
穿孔组２６例。

１．３　检测指标和方法
外周血血浆肠脂肪酸结合蛋白（Ｉ－ＦＡＢＰ）及二

胺氧化酶 （ＤＡＯ）均采用美国 ＲＤ 公司生产的

ＥＬＩＳＡ试剂盒进行检测，严格按照试剂盒说明书进
行。

１．４　统计学分析
所有数据采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件包分析。

２　结果

１组分别与２、３、４组相对比，Ｐ值均小于０．０５；

２、３组相对比，Ｐ值大于０．０５；２组、３组分别与４组
相对比，Ｐ值均小于０．０５。如表１所示。

表１　外周血肠脂肪酸结合蛋白（Ｉ－ＦＡＢＰ）和二胺氧化酶

（ＤＡＯ）的检测

Ｉ－ＦＡＢＰ（ｎｇ／Ｌ）
例数

（Ｎ）

Ｉ－ＦＡＢＰ（ｎｇ／Ｌ）

ｘ—±ｓ

ＤＡＯ（ｕ／Ｌ）

ｘ—±ｓ
１正常对照组 ２５　 ４４７．１１±１０８．７３　 １４．６７±１．４１
２血栓形成组 ２１　 ５２３．８２±９３．８４　 １６．０７±１．５９

３粘膜坏死脱落组 ２４　 ５４５．８２±１２１．３１　 １７．５２±１．４３
４肠壁坏死穿孔组 ２６　 ６４５．４２±１０１．３３　 １７．５３±２．０８

　　外周血肠脂肪酸结合蛋白（Ｉ－ＦＡＢＰ）的检测结果：１组分别与２、

３、４组相对比，Ｐ值均小于０．０５；２、３组相对比，Ｐ值大于０．０５；

２组、３组分别与４组相对比，Ｐ 值均小于０．０５。二胺氧化酶

（ＤＡＯ）的检测结果：１组与２、３、４组相对比，Ｐ值均小于０．０５；

２、３、４组两两组相对比，Ｐ值均大于０．０５。

３　讨论
目前，正在探索一些对诊断具有特异性或相对

特异的指标，比如，Ｄ－二聚体是一个敏感但不特异的
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