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摘要# 目的!探讨人参水提液 "" RM4J人参水提液中KR"’ K1’ K[" 的量分别为 "L’’ "L"%’ "L’# 4RM4J# 对肿瘤相
关巨噬细胞 "YU4<X5NN<;65Y1@ 45;X<QW5R1N% .E‘N# 的表型调节进而间接抑制肺癌细胞E)’/ 的增殖& 方法!采用佛波
酯’ IJ*’’ IJ*"+ 联合处理人急性单核细胞白血病细胞.DG*" 来建立.E‘N的体外模型( K.*G-K技术’ 流式细胞技术’
3JI>E用于分析 #L)’ )’ "&’ #&’ ’& 4RM4J人参水提液及药物处理 (’ "#’ #’’ ’0 W对 .E‘N的表型调节( 用 .X58N*
7122上下室共培养体系和上清共培养体系观察.E‘N对E)’/ 增殖的抑制& 结果!人参水提液能显著上调.E‘N中 ‘"
型标志物IJ*"# 及6CA>的表达水平( 人参水提液双向调控‘# 型标志物 "下调甘露糖受体-?#&( 和上调IJ*"&# 的表
达水平& 经人参水提液调节的.E‘N能够显著抑制E)’/ 增殖且呈剂量依赖性& 结论!人参水提液能调节肿瘤微环境
中.E‘N的表型进而抑制E)’/ 的增殖% 这可能与人参水提液提高了.E‘N中‘" 型巨噬细胞的比例有关&
关键词! 人参水提液( 肿瘤相关巨噬细胞( 免疫调节( 肺癌E)’/ 细胞
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!!肿瘤微环境 "YU4<X46;X<18_6X<8418Y% .‘3#
是指与肿瘤生长过程密切相关的局部内环境% 主
要由肿瘤细胞’ 非肿瘤细胞’ 细胞外基质及多种
细胞因子构成)"*#* & .E‘N作为肿瘤微环境中最主
要的免疫细胞% 在肿瘤的发生发展过程中起着重
要作用)+*)* & 近年来 .E‘N成为肿瘤治疗新靶点%
主要是通过改变 .E‘N分化方向’ 阻断 .E‘N招
募及杀伤 .E‘N等)(*%* & 扶正益气是中医治疗肿瘤
的基本治法% 人参 ")+1+2’316&1’ # 作为其代表
性药物% 在临床上使用广泛& 已有研究表明人参
可以通过调节巨噬细胞的免疫功能抑制肿瘤% 但
其是否能通过免疫调节 .E‘N进行抗肿瘤尚未有
报道& 为了进一步探究人参的抗肿瘤机制% 本研
究通过建立 .DG*" 细胞诱导的 .E‘N体外模型%
研究人参水提液在不同剂量及用药时间的条件下
对 .E‘N的调节( 并进一步考察了该调节对 E)’/
增殖的影响% 以期为人参在抗肿瘤临床应用中提
供理论依据&
FG材料与仪器
"L"!实验药物!人参 "铜陵禾田中药饮片有限公
司% 批号 "+&/&"#( 人参皂苷 KR"’ 人参皂苷 K1’
人参皂苷 K[" 均购自江苏省康华医药科技实业中
心% 批号分别为 #&"’#’’ #&")#)’ #&")&/% 纯度
均$/0!( G‘E "美国 >6R45公司% 批号 G0"+/#(
IJ*"+’ IJ*’ "美国 G1QX<Y1;W 公司% 批号分别为
&)"&#+’ &)"#"’#&
"L#!细胞株!人急性单核细胞白血病细胞 .DG*"
和人肺癌细胞株 E)’/ 均购于中国科学院上海生命
科学研究院细胞资源中心&
"L+!实验试剂及耗材!.X6j<2"日本.5,5K5公司%
批号 E/)&"*"#( 逆转录试剂盒 "日本 .5,5K5公
司% 批号 E,#0&"#( K.*G-K试剂盒 "日本 .5,5*
K5公司% 批号 KK0#&E#( IJ*"#’ IJ*"& 3JI>E试
剂盒 "南京建成生物科技有限公司% 批号分别为
D#&")&/""’ D#&")&/"&#( -?#&(*G3抗体 "美国
1F6<N;618;1公司% 批号 "#*#&(/#( IRS" ,*G3抗体
"美国 1F6<N;618;1公司% 批号 "#*’%"’#( &L’ #4
.X58N*7122共培养小室 "美国 -<X868R公司% 批号
##("’&#)#&
"L’!实验仪器!多功能酶标仪 ">Q1;YX545\‘)%
美国 ‘<21;U25X?1_6;1N公司#( 倒置相差显微镜
"?H-*#)/% 德国J16;5公司#( 实时定量荧光 G-K
">Y1Q <81% 美国 EFI公司#( 流式细胞仪 "HE->
a1XN1% 美国F?公司#

HG实验方法
#L"!人参水提液的制备!根据传统中药的服用方
法% 选取人参水提液作为实验药物( 经DGJ-检测
得人参饮片中 KR"’ K1’ K[" 含有量为 "L&!’
"L’!’ "L#!% 均符合 #&") 年药典标准& 取干燥
的人参饮片% 加 "& 倍量蒸馏水浸泡过夜后回流提
取 ) W% 药渣重复提取 + 次% 将收集的提取液合并%
在 (& i0& c条件下减压浓缩% 离心过滤除菌后配
置成不同的质量浓度进行试验( 经 DGJ-检测%
" RM4J的受试人参水提液中 KR"’ K1’ K[" 的量分
别为 "L’’ "L"%’ "L’# 4RM4J&
#L#!.E‘N体外模型建立!参照以往文献报
道)0*/* % 取对数生长期的 .DG*" 细胞% 接种于 ( 孔
板中% 细胞密度为 " f"&( M4J( 以 +#& 84<2MJ的
G‘E刺激细胞% ( W后加入 #& 8RM4J的IJ*’ 及IJ*
"+( G‘E诱导 ’0 W 后观察细胞形态变化% 收集细
胞与上清% 分别从基因和蛋白水平检测 .E‘N相关
标志物的表达水平% 验证模型是否建造成功&
#L+!不同质量浓度人参水提液处理 .E‘N!.E‘N
诱导成功后利用不同质量浓度的人参水提液进行处
理& 根据预实验的结果发现当人参水提液质量浓度
达到 ’& 4RM4J时% 对 .E‘N的抑制率已过半% 因
此实验分组如下! 对照组为 .E‘N% 实验组分别用
#L)’ )’ "&’ #&’ ’& 4RM4J的人参水提液处理
.E‘N% 每组设置 + 个复孔& 处理 #’ W 后检测各组
.E‘N中 ‘" 型与 ‘# 型相关标志物基因相对表达
水平% ’0 W后检测各组.E‘N上清中相关蛋白因子
的表达水平&
#L’!不同用药时间处理 .E‘N!根据预实验结果
发现 #& 4RM4J的人参水提液处理 ’0 W 后对 .E‘N
的抑制率已过半% 因此用药时间选取 (’ "#’ #’’
’0 W( 人参水提液处理后检测各组 .E‘N中 ‘" 型
与‘# 型相关标志物基因相对表达水平及相关蛋白
因子的表达水平&
#L)!K.*G-K检测 4KCE表达!收集各组细胞%
采用传统的 .X6j<2法提取细胞的总 KCE( 按照
.5,5K5公司提供的逆转录试剂盒说明书及K.*G-K
试剂盒说明书% 将 KCE逆转录成 ;?CE% 在实时
荧光定量 G-K仪上进行目标基因的检测% 其中引
物是GX641XGX1461X)L& 软件设计并由南京金斯瑞
生物有限公司合成% 引物序列见表 "&
#L(!流式细胞技术检测细胞表面标志物!收集对
数生长期细胞% 制备成单细胞悬液( 台盼蓝染色进
行活细胞计数% 活细胞数大于 /&!方可使用( 取
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出 " f"&( 个细胞置于试管中% 加入鼠抗人的
-?#&(*G3抗体 "藻红蛋白标记的甘露糖受体抗
体# ) #J% 同型对照组加入IRS" ,*G3 "藻红蛋白
标记的免疫球蛋白 ",5QQ5轻链# 抗体 ) #J( 孵育
+& i(& 468 后 GF> 洗涤% 弃上清% 用 +&& #JGF>
重悬后进行流式细胞仪检测&

表 FG引物序列
9+1MFG8)b()%*)4"&.,)3/#N)/4

基因名称 引物序列 产物M[Q
#E<=? 正向 )o*E..--SE.SSS.S.--S*+o +#&

反向 )o*.SS-E..S--.ES.ES-S*+o
OL!= 正向 )o*-EE--.S--.EE-E.S-..-S*+o ++"

反向 )o*SS-E..-..-E--.S-.--E-*+o
KAV! 正向 )o*SSSE--.S---...S-.*+o "##

反向 )o*.--S..-..-..SE-..-.S-*+o
UVTI 正向 )o*-ES-EE-EE..--.SS-SE.E--.*+o "’&

反向 )o*-S-.EESS-SEEES---.-EE.*+o
OL!< 正向 )o*SE.S.E--ESS.SSES..-EESE-*+o #+0

反向 )o*.-.E.-EE.ES.-E-.S---SEE.*+o
3RG0 正向 )o*-EE.SS-S.---SES.-ESE*+o +"(

反向 )o*EESS-S-ESEE--SESSS.*+o
!@K.731 正向 )o*---E.S--E.--.--S.-.S*+o "&#

反向 )o*.-.-SS-.S.SS.SS.SEES*+o

#L%!3JI>E检测细胞因子表达!收集各组细胞上
清% 按照南京建成生物有限公司提供的 3JI>E试
剂盒说明书操作% 依次进行样品孵育% 一抗工作液
孵育% 二抗工作液孵育及发光液孵育% 孵育完成后
立即终止实验% 利用多功能酶标仪检测各孔的吸光
度 "K# 值& 依据标准曲线及吸光度 "K# 值可计
算出各组所测细胞因子的质量浓度&
#L0!‘..法检测细胞增殖!收集对数生长期细
胞% 调整细胞密度至 ) f"&’ M4J后铺板( 孵育培
养 "# W 进行加药处理% 药物作用结束后% 加
) 4RM4J的‘..溶液 #& #J继续培养 ’ W( 吸去培
养液% 每孔加入 ")& #J的 ?‘>A% 将板子置于摇
床上低速振荡 "& 468( 多功能酶标仪检测各孔的吸
光度 "K# 值& 按照公式计算出各组细胞的抑制率
"IK#% IKm " " eK药物组均值MK对照组均
值# f"&&!&
#L/!上清共培养体系的建立!依据不同质量浓度
对.E‘N调节作用的结果% 选择 )’ "&’ #& 4RM4J
的人参水提液作为上清共培养体系的用药质量浓
度& .E‘N模型建造成功% 分别加入以上 + 个质量
浓度的人参水提液进行处理% #’ W 后收集上清备
用( 采用上清处理 E)’/ 细胞% 在对照组中加入
.E‘N的上清% 在实验组中分别加入不同质量浓度
药物处理的.E‘N上清% 每组设置 ) 个复孔& 上清

处理 ’0 W后进行E)’/ 细胞增殖实验检测&
#L"&!.X58N*7122上下室共培养体系的建立!
&L’ #4的.X58N*7122共培养小室% 仅允许细胞因子
通过% 因此可用作细胞共培养体系的建立& 在上室
中接种 .DG*" 细胞% 经 G‘E等药物诱导成 .E‘N
后吸去培养液放入共培养体系中% 同时在下室中接
种E)’/ 细胞( 在对照组中加入无血清的 "(’& 培养
液% 实验组中分别加入含有 )’ "&’ #& 4RM4J人
参水提液的 "(’& 培养液& 共培养 ’0 W后进行E)’/
细胞增殖实验检测&
#L""!数据分析!利用 >G>> ")L& 统计软件对实验
数据进行统计学处理% 计量资料采用 \‘6表示%
两组间比较采用7检验% 多组间比较采用单因素方
差分析% 组间比较采用J>?检验% )g&L&) 表示差
异具有统计学意义&
IG实验结果
+L"!.DG*" 细胞诱导 .E‘N体外模型的验证!体
外诱导.DG*" ’0 W 后% 细胞形态及相关基因表达
变化见图 "& 由图 "E可以看出% 细胞体积变大%
由悬浮变为贴壁% 且有触角形成( 图 "F说明相对
于对照组% 模型组的‘" 型标志物基因表达水平降
低且具有统计学意义 ")g&L&)% )g&L&"#( ‘#
型标志物基因表达水平显著性提高 ")g&L&"#%
这与.E‘N是偏向‘# 型的表型相符合& 流式结果
表明诱导后的细胞‘# 型特异标志物表达显著提高
")g&L&"#% 见图 #& 3JI>E检测相关因子表达结
果如图 + 所示% 与对照组比较% 模型组细胞具有高
表达IJ*"& ")g&L&"#’ 低表达 IJ*"# ")g&L&"#
的特点% 说明诱导后的细胞表型偏向 ‘# 型& 综上
实验说明.E‘N体外模型建造成功&
+L#!不同质量浓度人参水提液对 .E‘N的影响!
采用不同质量浓度人参水提液处理 .E‘N#’ W 后%
K.*G-K检测各组细胞 ‘" 型及 ‘# 型标志基因%
结果如图 ’ 所示& 一定质量浓度人参水提液能上调
.E‘N中 ‘" 型标志基因 OL!< 及 3RG0 的表达水平
")g&L&)% )g&L&"#% 而对于.E‘N中‘# 型标志
基因则是双向调节% 不仅下调 #E<=? 表达% 同时
也上调OL!= 表达 ")g&L&)% )g&L&"#% 以上调
节均具有一定的剂量依赖性% 综合各基因的表达变
化发现 )’ "&’ #& 4RM4J人参水提液调节作用较
好& 由图 ) 可以看出% ) 4RM4J与 "& 4RM4J的人
参水提液处理.E‘N能下调-?#&( 表达水平且具有
一定的剂量依赖性& 图 ( 3JI>E结果表明一定质量
浓度的人参水提液能明显上调细胞因子 IJ*"# 的表
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注! 与对照组比较%!)g&L&)%!!)g&L&"

图 FG模型组与对照组细胞形态及相关基因表达的结果
%#\I&

U#VMFG2)’’N"/3,"’"VR +%!.,)/)’+.#Q)’)Q)’"&N:B6
)-3/)44#"%"&.,)*"%./"’V/"(3+%!.,)N"!)’
V/"(3%#\I&

注! 与对照组比较%!!)g&L&"

图 HG2?HSc 蛋白表达的流式结果 %#\I&
U#VMHGU’"5*R."N)./R /)4(’.4"&3/".)#%2?HSc %#\I&

达 ")g&L&"#% 也能显著提高 IJ*"& 的表达 ")g
&L&"#&
+L+!不同用药时间对 .E‘N的影响 ! 采用
#& 4RM4J人参水提液 处理 .E‘N% 不同时间点收
集细胞% K.*G-K检测各组细胞的 ‘" 型及 ‘# 型
标志基因% 如图 % 所示% 结果表明% 标志基因表达

注! 与对照组比较%!!)g&L&"

图 IG细胞因子$AKFS 及$AKFH 的<A$86结果 %#\I&
U#VMIG<A$86/)4(’.4"&*R."O#%)4$AKFS +%!$AKFH %#\I&

注! 与对照组比较%!)g&L&)%!!)g&L&"

图 XG不同质量浓度的人参水提液对 96;4相关基因表达
的调节 %#\I&

U#VMXG:)V(’+.#"%"&.,)/)’+.)!V)%))-3/)44#"%’)Q)’4#%
96;41R !#&&)/)%.*"%*)%./+.#"%4"&E<̂ %#\I&

注! 与对照组比较%!)g&L&)%!!)g&L&"

图 YG2?HSc 蛋白表达的流式结果 %#\I&
U#VMYGU’"5*R."N)./R /)4(’.4"&3/".)#%2?HSc %#\I&

水平的变化具有一定的时间依赖性% OL!< 及 OL!=
的表达水平在药物处理 ( W 后变化明显 ")g
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注! 与对照组比较%!!)g&L&"

图 cG细胞因子$AKFS 及$AKFH 的<A$86结果 %#\I&
U#VMcG<A$86/)4(’.4"&*R."O#%)4$AKFS +%!$AKFH %#\I&

注! 与对照组比较%!)g&L&)%!!)g&L&"

图 ‘G不同用药时间对96;4相关基因表达的影响 %#\I&
U#VM‘G<&&)*.4"&!#&&)/)%.N)!#*+.#"%.#N)"%.,))-3/)4K

4#"%’)Q)’"&$AKFS +%!$AKFH #%96;4%#\I&

&L&"#% 而3RG0 及 #E<=? 的表达水平在药物处理
#’ W 后变化明显 ")g&L&"#( 3JI>E结果发现
!!

OL!< 及OL!= 的表达量在药物处理 ( W 后有所增加
")g&L&)#% 在 #’ W后 OL!< 及 OL!= 表达量变化显
著 ")g&L&"#% 见图 0&

注! 与对照组比较%!)g&L&)%!!)g&L&"

图 ]G不同用药时间对 96;4中 $AKFS 及 $AKFH 表达量的
影响 %#\I&

U#VM]G<&&)*.4"&!#&&)/)%.N)!#*+.#"%.#N)"%.,))-3/)4K
4#"%’)Q)’"&$AKFS +%!$AKFH #%96;4%#\I&

+L’!人参水提液对上清共培养体系中 E)’/ 增殖
的影响 !经 )’ "&’ #& 4RM4J人参水提液处理的
.E‘N% 其上清对E)’/ 细胞形态及增殖的影响结果
见图 /& 可以看出% 与上清共培养组相比% 人参水
提液处理后的 .E‘N上清培养液能显著抑制 E)’/
的增殖 ")g&L&"#% 且具有一定的剂量依赖性%
说明人参水提液对 .E‘N的调节可以进一步抑制
E)’/ 的增殖&

注! 与对照组比较%!!)g&L&"

图 aG不同质量浓度人参水提液对上清共培养体系中6YXa 细胞形态及增殖的影响 %#\Y&
U#VMaG<&&)*.4"&!#&&)/)%.*"%*)%./+.#"%4E<̂ "%.,)*)’’N"/3,"’"VR +%!.,)*)’’3/"’#&)/+.#"%"&6YXa #%.,)4(3)/K

%+.+%.*"K*(’.(/)4R4.)N %#\Y&

+L)!人参水提液对 .X58N*7122上下室共培养体系
中E)’/ 增殖的影响! )’ "&’ #& 4RM4J人参水提
液对.X58N*7122上下室共培养体系及单独培养体系
中E)’/ 细胞的影响如图 "& 所示& 由图可以看出%
在上下室共培养体系下% .E‘N对 E)’/ 细胞的生
长具有明显的促进作用 ")g&L&"#% 经人参水提

液处理后% 体系中 E)’/ 细胞增殖显著性地被抑制
")g&L&)% )g&L&"#% 并且表现出一定的剂量依
赖性( 而同等质量浓度的人参水提液对单独培养的
E)’/ 细胞增殖具有一定的促进作用% 综合以上结
果说明人参水提液能够通过调节 .E‘N进而抑制
E)’/ 细胞增殖&
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注! 与对照组比较%!)g&L&)%!!)g&L&"

图 FSG人参水提液对9/+%4K5)’’上下室共培养体系与单独培养体系中6YXa 细胞的不同影响 %#\Y&
U#VMFSG?#&&)/)%.)&&)*.4"&E<̂ "%6YXa #%.,)9/+%4K5)’’*"K*(’.(/)4R4.)N+%!.,)4#%V’)*(’.(/)4R4.)N %#\Y&

XG讨论
目前% 大量研究表明 .‘3在维持和促进肿瘤

发生’ 发展’ 转移及复发中发挥着重要作用)"&*""* &
.E‘N是.‘3中最主要的免疫细胞% 在微环境信号
因子的刺激影响下其表现出独特的表型与功能& 近
期研究表明% .E‘N的表型会随着肿瘤的发生发展
过程而变化% 慢性炎症阶段其表型偏向 ‘" 型% 而
在肿瘤浸润’ 血管新生阶段% 其表型则偏向 ‘#
型)"#* & 不同表型表现出不同功能% 多数研究表明
浸润的.E‘N可以通过分泌相关细胞因子’ 生长因
子及趋化因子等促进肿瘤的发展及转移& 因此干预
.E‘N成为近年来肿瘤治疗研究的新方向% 改变
.E‘N的功能’ 减少 .E‘N数量对肿瘤的生长均有
抑制效果)"+*"’* &

中医药是治疗肿瘤的特色医学% 尤其在肿瘤免
疫治疗方面起着举足轻重的作用% 而目前中医药与
肿瘤微环境之间的免疫调节关系研究还尚未成熟%
对.E‘N的表型逆转及功能调节也尚未有明确报
道& 人参在肿瘤治疗中具有重要作用% 其抗肿瘤机

制广泛% 主要包括调节免疫功能抑制肿瘤细胞生
长% 抑制肿瘤细胞的浸润与转移% 诱导细胞凋亡
等& 其中人参的免疫调节抗肿瘤机制可以通过调节
巨噬细胞及树突状细胞的免疫功能等)")* & 而.E‘N
作为一类特殊的免疫细胞% 人参是否可以调节其表
型与功能仍有待研究&

本实验对人参是否调节.E‘N进行了探究% 结
果表明% 一定质量浓度的人参水提液可以明显上调
体外诱导的 .E‘N中 ‘" 型标志物% 如 IJ*"#’ 6C*
A>( 而人参水提液对‘# 型标志物的调节却具有双
向性% 既可以下调 -?#&(% 也可以上调 IJ*"&% 这
可能与人参水提液的成分复杂相关联% 该机制还有
待进一步研究& 另外% 通过上清共培养体系和
.X58N*7122共培养体系研究人参水提液对 .E‘N的
调节是否影响 E)’/ 的增殖% 结果发现% 上清共培
养体系中% 经人参水提液处理过的 .E‘N上清能明
显抑制E)’/ 细胞的增殖( 同时% .X58N*7122共培养
条件下% 采用 人参水提液处理的体系中E)’/ 的增
殖明显被抑制% 结合同等质量浓度人参水提液促进
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正常培养条件下 E)’/ 增殖的结果% 说明人参水提
液可以通过调节.E‘N进而抑制E)’/ 细胞的增殖&
另外% 本研究中发现 )’ "&’ #& 4RM4J人参水提液
对正常培养条件下 E)’/ 细胞增殖具有一定的促进
作用% 并未有抑制作用% 这可能与本研究中选用的
人参水提液质量浓度有关&

本研究提示% 一定质量浓度的人参水提液可以
重塑.E‘N% 表现在既可上调 ‘" 型标志物% 又可
双向调节‘# 型标志物& 同时% 该重塑可以进一步
显著抑制肺癌E)’/ 细胞的增殖% 这可能主要与人
参水提液可以明显提高 .E‘N中 ‘" 型巨噬细胞的
比例有关% 其内在机制我们将进行进一步研究( 人
参水提液是否也可以通过重塑 .E‘N影响 E)’/ 其
他的肿瘤学行为仍待研究& 综上我们初步推断人参
调节并重塑.E‘N表型可能是其抗肿瘤机制研究的
新方向&
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