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摘要： 目的　 探讨单用人参皂苷或人参多糖及两者联用对乳腺癌的抑制作用。 方法　 筛选 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、 ＭＣＦ⁃７
乳腺癌细胞活性， ＣＣＫ⁃８、 细胞克隆、 细胞划痕、 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室迁移实验评价人参皂苷、 人参多糖及两者联用对 ４Ｔ１
细胞增殖和迁移的影响。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠原位皮下接种 ４Ｔ１ 细胞， 建立乳腺癌模型， 每天灌胃给予人参皂苷 （８００
ｍｇ ／ ｋｇ）、 人参多糖 （８００ ｍｇ ／ ｋｇ） 及两者联合 （８００ ｍｇ ／ ｋｇ 皂苷＋８００ ｍｇ ／ ｋｇ 多糖）， 持续 ３ 周。 ＨＥ 染色观察肺组织病

理学变化， 免疫组化法检测肿瘤组织 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＣＤ４、 ＣＤ８、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测肿瘤组织 ＥＭＴ 相关蛋白表达。 收集小鼠粪便， 利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序和气相色谱法分析肠道微生物、 短链脂

肪酸 （乙酸、 丙酸、 丁酸） 变化。 体外细胞实验验证短链脂肪酸是否具有抑制乳腺癌细胞生长、 迁移的作用。 结果

１００ μｇ ／ ｍＬ人参皂苷可抑制 ４Ｔ１ 乳腺癌细胞增殖和迁移 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而人参多糖剂量达到 ８００ μｇ ／ ｍＬ 才具有一定的抑

制作用， 并且两者联用在体外并不能产生更强的抑制效果。 在小鼠体内， 人参皂苷、 人参多糖及两者联用均可抑制肿

瘤的生长， 而且两者联用抑瘤率最高。 与模型组比较， 给药组小鼠体质量和瘤体积增长减缓 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肿瘤质量减

少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肿瘤肺转移情况得到改善， 肿瘤组织 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｓｎａｉｌ 蛋白表达和 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、
ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 ＣＤ４、 ＣＤ８、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以

皂苷联合多糖组更显著。 人参多糖可改善荷瘤小鼠菌群的结构失调， 升高粪便中产短链脂肪酸菌属相对丰度， 包括

Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 等。 在灌胃多糖小鼠的粪便中， 以丁酸为代表的短链脂肪酸水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 １～ ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 丁酸盐可抑制 ４Ｔ１ 乳腺癌细胞的增殖、 迁移及 ＥＭＴ 过程 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 人参皂苷在体内外均可抑制乳腺

癌的生长和转移， 其机制与下调 Ｓｍａｄ２ ／ ３ ／ Ｓｎａｉｌ、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路相关蛋白表达， 进而抑制上皮间充质转化 （ＥＭＴ）
过程有关。 人参多糖体外抗肿瘤活性较低， 但在体内可观察到较强的抑癌效果， 可能与其上调 Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ 和

Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 相对丰度、 升高丁酸水平、 增强免疫功能有关。 当皂苷和多糖联用时抑瘤作用增强， 可能与两者通过

不同作用途径共同抑制乳腺癌的生长和转移有关。
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　 　 乳腺癌是全世界范围内女性最常见的恶性肿瘤， 约

９０％ 的相关死亡都是由转移引起的［１］ 。 上皮间充质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ） 是乳腺癌启动转

移的关键步骤［２］ ， 其特征是上皮标志物 Ｅ⁃钙黏蛋白 （Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ） 表达降低， 间充质标志物 Ｎ⁃钙黏 蛋 白 （ Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ）、 波 形 蛋 白 （ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ） 表 达 升 高［３］ 。 此 外，
Ｓｍａｄ２ ／ ３ ／ Ｓｎａｉｌ、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的异常激活往往会启动

ＥＭＴ 过程， 促进乳腺癌细胞的增殖和迁移［４⁃５］ 。

人参皂苷在治疗乳腺癌方面具有巨大的潜力， 可通过

调节 ＥＭＴ 相关蛋白表达、 抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路转导等

途径发挥抑制肿瘤转移的作用［６⁃７］ ， 而人参多糖可改善肠道

微生物群生态系统， 增加肠道中乙酸、 丁酸水平， 发挥抗

黑色素瘤活性［８］ ， 两者联合应用对肺癌、 肝癌发生发展具

有更强的抑制作用［９⁃１０］ ， 但是否会产生更显著的抗乳腺癌

活性有待进一步研究。
本研究借助体外乳腺癌细胞和体内荷瘤小鼠模型， 评
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价人参皂苷或人参多糖单用及两者联合应用的抗乳腺癌作

用， 并进一步围绕其抑制乳腺癌转移、 经肠道菌群调节免

疫抗肿瘤的机制进行探索， 以期为相关防治提供实验数据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＸＰ ２０５ 型电子分析天平 （瑞士梅特勒⁃托利多

公司）； Ｇａｌａｘｙ １７０Ｓ 型细胞培养箱 （德国艾本德公司）；
ＩＸ５１ 型倒置显微镜 （日本奥林巴斯株式会社）； Ｅｐｏｃｈ２ 型

酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ５５００ 型台式冷冻离心机 （日
本久保田株式会社）； Ｔｉｓｓｕｅｌｙｓｅｒ⁃１９２ 型快速研磨仪 （上海

净信实业发展有限公司）； ＥＰＳ３００ 型电泳仪、 ４２００ＳＦ 型显

影仪 （上海天能科技有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 人参根茎由上海上药神象健康药业有限

公司提供， 经上海上药神象健康药业有限公司李跃雄高级

工程师鉴定为正品。 环磷酰胺 （批号 ０Ｋ４２３Ａ） 购自美国

百特国际有限公司； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （批号 ＭＡ０２１８⁃Ｆｅｂ⁃
２８１） 购自大连美仑生物技术有限公司； 辣根过氧化酶标记

山羊抗兔二抗 （批号 Ｐ２６６００７５） 购自上海碧云天生物技术

股份有限公司； Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体 （批号 １０００６５０⁃１３） 购自

英国 Ａｂｃａｍ 公司； Ｓｍａｄ２ ／ ３ 抗体 （批号 Ｍ２２ＭＹ０３）、 Ｓｎａｉｌ
抗体 （批号 Ｍ０３ＪＬ０１） 均购自成都正能生物技术有限责任

公司； Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体 （批号 ３２ｐ９９４２）、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体

（批号 ６６ｉ９５１１）、 ＰＩ３Ｋ 抗体 （批号 ５４ｆ８５１２）、 磷酸化⁃ＰＩ３Ｋ
抗体 （ｐ⁃ＰＩ３Ｋ， 批号 ２８ｏ６４０８） 均购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司；
Ａｋｔ 抗体 （批号 ９２７２）、 ｐ⁃Ａｋｔ 抗体 （批号 ９２７１ｓ） 均购自

美国 ＣＳＴ 公司； ＣＤ４ 抗体 （批号 ＧＢ１５０６４）、 ＣＤ８ 抗体

（批号 ＧＢ１５０６８）、 肿瘤坏死因子 （ ＴＮＦ⁃α） 抗体 （批号

ＧＢ１１１８８）、 干扰素⁃γ （ ＩＦＮ⁃γ） 抗体 （批号 ＧＢ１１１７９） 均

购自武汉赛维尔生物科技有限公司； 丁酸钠 （ 批 号

Ｉ２３１３５６３） 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。
１􀆰 ３　 细胞 　 乳腺癌细胞 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、 ＭＣＦ⁃７ 均购

自大连美仑生物技术有限公司。
１􀆰 ４　 动物　 ４８ 只雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， ５ 周龄， 购自上海必

凯科翼生物科技有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（沪） ２０１８⁃０００６， 合格证编号 ２０１８０００６０４８９００］， 饲养于上

海中医药大学实验动物中心 ［实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （沪） ２０２０⁃０００９］， 温度（２３±１）℃， 相对湿度 ４０％ ～
６０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替。 动物实验经上海中医药大学实

验动物伦理委员会批准 （伦理号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３０２０６００１１）。
２　 方法

２􀆰 １　 人参皂苷、 人参多糖制备　 药材粉末水提醇沉， 上清

液浓缩， 过 Ｄ１０１ 大孔吸附树脂柱， 收集 ６０％ 乙醇洗脱液，
干燥后得含量为 ７６％ 的皂苷； 沉淀经 Ｓｅｖａｇｅ 法除蛋白， 冷

冻干燥后得含量为 ７９％ 的多糖。
２􀆰 ２　 细胞活性实验 　 收集 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、 ＭＣＦ⁃７ 细

胞， 以每孔 ５×１０３ 个的密度接种于 ９６ 孔板中， 贴壁后分别

加入含 ０、 １００、 ２００、 ４００、 ８００、 １ ２００ μｇ ／ ｍＬ 人参皂苷或

人参多糖或两者联用的培养基， 另设空白组， 培养４８ ｈ，
加入 ＣＣＫ⁃８ 溶液再培养 ２ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长处检测光密度

（ＯＤ）， 重复 ３ 次， 计算细胞存活率， 公式为存活率 ＝
［ （ＯＤ药物组－ＯＤ空白组） ／ （ＯＤ对照组－ＯＤ空白组） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ３　 细胞克隆实验　 收集 ４Ｔ１ 细胞， 以每孔 １×１０３ 个的密

度接种于 ６ 孔板中， 贴壁后 ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 分别加入含

１００ μｇ ／ ｍＬ人参皂苷或 ４００、 ８００ μｇ ／ ｍＬ 人参多糖或两者联

用的培养基， 培养 ４８ ｈ， 更换不含药的普通培养基， 继续

培养 ８ ｄ， 甲醇固定 ２５ ｍｉｎ， 吉姆萨染液染色 １０ ｍｉｎ， 拍

照， 重复 ３ 次， 采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件分析克隆集

落数。
２􀆰 ４　 细胞划痕实验　 收集 ４Ｔ１ 细胞， 以每孔 １×１０３ 个的密

度接种于 ６ 孔板中， 贴壁融合成单层后用 ２００ μＬ 枪头于每

孔最大直径处划线， ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 加入含 １００ μｇ ／ ｍＬ 人

参皂苷或 ４００、 ８００ μｇ ／ ｍＬ 人参多糖或两者联用的培养基，
拍照， 培养 ２４ ｈ， 重复 ３ 次， 采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件

对划痕面积进行半定量分析， 计算划痕愈合率， 公式为愈

合率＝ ［ （初始划痕面积－给药 ２４ ｈ 划痕面积） ／初始划痕

面积］ ×１００％ 。
２􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验　 收集 ４Ｔ１ 细胞， 加入 ＰＢＳ 吹打均

匀， 离心后收集， 用不含血清的培养基重悬并计数， 制成

每 ２００ μＬ 含 ３ × １０５ 个细胞的含药无血清混悬液， 加入

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上层， 每个小室 ２００ μＬ， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室下层

加入 ５００ μＬ 含 １０％ 血清的培养基， 培养 ２４ ｈ， 固定染色结

束后拍照， 重复 ３ 次， 采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件分析迁

移到小室下表面的细胞数。
２􀆰 ６　 动物造模、 分组与干预　 小鼠适应性饲养 １ 周后， 随

机选取 ８ 只作为正常组， 剩余 ４０ 只作为荷瘤组。 收集处于

对数生长期的 ４Ｔ１ 细胞， ＰＢＳ 稀释至 １×１０５ ／ ｍＬ， 皮下进针

至小鼠右侧第二乳房位置， 注射 １００ μＬ 肿瘤细胞悬液， 正

常组注射等体积 ＰＢＳ， 而荷瘤组注射 ４Ｔ１ 细胞， 按照体质

量随机分为模型组、 人参皂苷组 （８００ ｍｇ ／ ｋｇ）、 人参多糖

组 （ ８００ ｍｇ ／ ｋｇ）、 皂 苷 联 合 多 糖 组 （ ８００ ｍｇ ／ ｋｇ ＋ ８００
ｍｇ ／ ｋｇ）、 环磷酰胺组 （２０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只。 人参皂苷

组、 人参多糖组、 皂苷联合多糖组注射 ４Ｔ１ 细胞当天开始

灌胃给予相应药物， 剂量为 １０ ｍＬ ／ ｋｇ， 而正常组灌胃给予

蒸馏水， 每天 １ 次， 连续 ３ 周； 环磷酰胺组小鼠待瘤体出

现后开始腹腔注射给药， 每天 １ 次， 直至实验结束。
２􀆰 ７　 样本收集 　 记录小鼠体质量， 测量皮下瘤长 （ａ）、
宽 （ｂ）， 计算瘤体积， 公式为瘤体积 ＝ １ ／ ２× （ａ×ｂ２）。 实

验结束前小鼠禁食 １２ ｈ， 异氟烷麻醉， 脱颈椎处死， 剥取

瘤体和肺组织， 称定质量， 计算抑瘤率， 公式为抑瘤率＝
［ （模型组平均瘤重－给药组平均瘤重） ／模型组平均瘤

重］ ×１００％ 。
２􀆰 ８　 ＨＥ 染色观察肺组织病理学变化　 ４％ 多聚甲醛固定小

鼠肺组织， 修整， 脱水， 浸蜡， 石蜡包埋， 切取 ４ ～ ５ μｍ
切片， 经常规脱蜡、 水化、 苏木素染色、 返蓝、 伊红染色、
脱水封片后在显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ９　 免 疫 组 化 法 检 测 小 鼠 肿 瘤 组 织 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＣＤ４、 ＣＤ８、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ 表达 　 肿
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瘤组织切片进行抗原修复， ３％ 过氧化氢溶液处理， 用于阻

断内源性过氧化物酶， ３％ ＢＳＡ 室温封闭 ３０ ｍｉｎ， 加入 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＣＤ４、 ＣＤ８、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃
γ 抗体， ４ ℃孵育过夜， 加入二抗， 室温孵育 ５０ ｍｉｎ， 依次

进行 ＤＡＢ 显色和 Ｈａｒｒｉｓ 苏木素复染细胞核， 脱水后封片，
在显微镜下观察并拍照， 采用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件对棕

黄色阳性表达进行半定量分析。
２􀆰 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肿瘤组织或 ４Ｔ１ 细胞 ＥＭＴ 相关蛋

白表达　 称取肿瘤组织 ２０ ｍｇ， 用含蛋白酶和磷酸酶抑制

剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解提取蛋白， ＢＣＡ 法检测含量， 加热

变性， 电泳分离， 湿转法转移至 ＰＶＤＦ 膜， 用含 ５％ 脱脂奶

粉的 ＴＢＳＴ 室温封闭 ２ ｈ， 分别加入 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｓｍａｄ２ ／ ３、
Ｓｎａｉｌ、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ
一抗， ４ ℃摇床上孵育过夜， 次日加入二抗， 室温孵育２ ｈ，
ＥＣＬ 显影液显影， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计

算蛋白相对表达量。 ４Ｔ１ 细胞给药处理 ２４ ｈ， 预冷的 ＰＢＳ
清洗 ２ 次， 每孔加入 ６０ μＬ 裂解液， 冰上裂解 ２０ ｍｉｎ， 用

刮刀将细胞刮下， 转移至 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， 冰上继续裂解

３０ ｍｉｎ， 离心， 取上清液， 即得细胞蛋白原液， 后续检测

方法同肿瘤组织。
２􀆰 １１　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 肠道菌群多样性分析　 实验终点采集小鼠

粪便， 按照 ＦａｓｔＤＮＡ􀅺 Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ 说明书提取总 ＤＮＡ， 测定

浓度和纯度。 对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｖ３⁃Ｖ４ 可变区进行 ＰＣＲ 扩

增， ２％ 琼脂糖凝胶电泳检测产物， ＱｕａｎｔｕｓＴＭ Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｅｒ 进
行定量分析， ＮＥＸＴＦＬＥＸ Ｒａｐｉｄ ＤＮＡ⁃Ｓｅｑ Ｋｉｔ 进行建库， ＰＥ
３００ 平台 （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司） 进行测序。
２􀆰 １２　 短链脂肪酸水平检测　 小鼠粪便在低温下匀浆并离

心， 取上清液， 加入盐酸酸化， 无水乙醚萃取 ３ 次， 取

２００ μＬ萃取液， 加入 １０ μＬ 衍生化试剂 Ｎ， Ｏ⁃双 （三甲基

硅烷基） 三氟乙酰胺振荡混匀， 室温静置过夜， 采用气相

色谱法检测， 条件为进样口温度 ２６０ ℃； 火焰离子化检测

器温度 ３００ ℃； 程序升温 （４０ ℃ ２ ｍｉｎ； 以 １５ ℃ ／ ｍｉｎ 升至

１５０ ℃， １ ｍｉｎ； 以 ３０ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 ３００ ℃， ５ ｍｉｎ）； 进样量

１ μＬ； 延迟时间 ３ ｍｉｎ； 分流比 １０ ∶ １， 构建标准曲线， 计

算乙酸、 丙酸、 丁酸水平［１１］ 。
２􀆰 １３　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处理， 计量

资料以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用 ｔ 检验， 若正态分布

且方差齐， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间两两比

较采 用 ＬＳＤ 检 验； 若 方 差 不 齐， 多 组 间 比 较 采 用

Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ Ｔ２ 检验。 Ｐ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
１６Ｓ 多 样 性 分 析 在 美 吉 生 物 云 平 台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｌｏｕｄ．
ｍａｊｏｒｂｉｏ．ｃｏｍ） 上进行。
３　 结果

３􀆰 １　 人参皂苷和人参多糖对乳腺癌细胞活性的影响　 人参

皂苷能抑制 ４Ｔ１、 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１、 ＭＣＦ⁃７ 细胞活性， 并呈剂

量依赖性， 其中对 ４Ｔ１ 细胞的作用最强， 故后续体内外研

究选用 ４Ｔ１ 细胞， 而人参多糖对 ３ 种乳腺癌细胞活性的抑

制作用比人参皂苷弱。 为评价两者联合使用对乳腺癌细胞

的影响， 选用抑制效果较弱的 １００ μｇ ／ ｍＬ 人参皂苷和 ４００
μｇ ／ ｍＬ 人参多糖， 以及抑制效果较强的 ２００ μｇ ／ ｍＬ 人参皂

苷和 ８００ μｇ ／ ｍＬ 人参多糖进行联合给药， 结果表明， 两者

联用的抑制作用比单用人参皂苷强， 但只有 ８００ μｇ ／ ｍＬ人
参多糖与人参皂苷联用具有显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 １。 最终， 选择对细胞活性抑制作用较弱的 １００ μｇ ／ ｍＬ
人参皂苷及 ４００、 ８００ μｇ ／ ｍＬ 人参多糖用于后续实验。

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与人参皂苷组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 人参皂苷和人参多糖对乳腺癌细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 人参皂苷和人参多糖对乳腺癌细胞增殖和迁移的影

响　 与空白组比较， 人参皂苷可抑制 ４Ｔ１ 细胞集落的形成

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而人参多糖未产生明显抑制作用 （Ｐ＞０􀆰 ０５）；
与单用人参皂苷比较， 人参皂苷和人参多糖联用没有产生

更强的效果 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ２Ａ～ ２Ｂ。 与空白组比较， 人

参皂苷可抑制乳腺癌细胞划痕面积的愈合和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室

穿过的细胞数目 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而人参多糖未产生明显抑制

作用 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与单用人参皂苷比较， 人参皂苷和人参

多糖联用未产生更强的效果 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ２Ｃ～２Ｆ。
３􀆰 ３　 人参皂苷和人参多糖对乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤生长的影
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注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 人参皂苷和人参多糖对 ４Ｔ１ 乳腺癌细胞增殖和迁移的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

响　 与模型组比较， 各给药组小鼠体质量和瘤体积增长减缓

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３Ａ～ ３Ｂ； 与模型组比较， 人参皂苷组、 人

参多糖组、 皂苷联合多糖组小鼠肿瘤质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
　 　 　

见图３Ｃ～３Ｄ。 人参皂苷组、 人参多糖组、 皂苷联合多糖组、
环磷酰胺组平均抑瘤率分别为 ４１％ 、 ３４％ 、 ４８％ 、 ５４％ 。

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 人参皂苷和人参多糖对乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤生长的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ４　 人参皂苷和人参多糖对乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤转移的

影响　 模型组小鼠肺组织结构明显被破坏， 肺泡减少， 实

体肿瘤侵占严重， 而各给药组小鼠肿瘤肺转移的情况得到

改善， 见图 ４Ａ。 与模型组比较， 各给药组小鼠肿瘤组织 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４Ｂ～４Ｇ。
３􀆰 ５　 人参皂苷和人参多糖对乳腺癌荷瘤小鼠肿瘤 Ｓｍａｄ２ ／
３ ／ Ｓｎａｉｌ、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的影响　 与模型组比较， 人参

皂苷组与皂苷联合多糖组小鼠肿瘤组织 Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｓｎａｉｌ 蛋
白表达和 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ５。
３􀆰 ６　 人参皂苷和人参多糖对乳腺癌荷瘤小鼠免疫细胞因子

的影响　 与模型组比较， 人参多糖组、 皂苷联合多糖组小

鼠肿瘤组织 ＣＤ４、 ＣＤ８、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ 阳性表达占比升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 人参皂苷组小鼠肿瘤组织 ＴＮＦ⁃α 阳性表达占比

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以皂苷联合多糖组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ６。
３􀆰 ７　 人参皂苷和人参多糖对乳腺癌荷瘤小鼠肠道菌群及其

代谢产物短链脂肪酸的影响 　 人参多糖可一定程度恢复乳

腺癌小鼠肠道微生物的丰富度和多样性， 见图 ７Ａ～ ７Ｃ。 环

磷酰胺组和模型组距离正常组较远， 人参多糖组菌群整体

轮廓与正常组重合， 皂苷联合多糖组处于人参多糖组和人

参皂苷组中间位置， 见图 ７Ｄ。 与正常组比较， 模型组拟杆

菌门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ 相对丰度降低， 厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 相对丰

度大幅度升高； 与模型组比较， 人参皂苷组、 人参多糖组

和皂苷联合多糖组厚壁菌门相对丰度降低， 见图 ７Ｅ。 与模

型组比较， 人参皂苷组、 人参多糖组和皂苷联合多糖组拟

杆菌门 Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ 相对丰度升高， 人参多糖组和皂苷联
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注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 人参皂苷和人参多糖对乳腺癌转移的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 人参皂苷和人参多糖对 Ｓｍａｄ２ ／ ３ ／ Ｓｎａｉｌ、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与人参皂苷组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 人参皂苷和人参多糖对免疫细胞因子的影响 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 各组小鼠肠道菌群变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

合多糖组拟杆菌门 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 相对丰度升高， 见图 ７Ｆ。
　 　 与 模 型 组 比 较， 人 参 多 糖 组 Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、
Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 相对丰度差异明显， 见 ８Ａ～ ８Ｃ。 临床因子关

联分析发现， Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ 和 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 与 ＴＮＦ⁃α、
ＩＦＮ⁃γ 等免疫指标呈正相关， 与 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 等 ＥＭＴ 标志物

也具有相关性， 见图 ８Ｄ。 与模型组比较， 人参多糖组、 皂

苷联合多糖组小鼠粪便丁酸水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以皂苷

联合多糖组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ８Ｅ～８Ｇ。
３􀆰 ８　 丁酸钠和人参皂苷对４Ｔ１细胞增殖和迁移的影响　 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
丁酸钠可促使 ４Ｔ１ 细胞活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依

赖性， 见图 ９Ａ。 与单用人参皂苷比较， 丁酸钠和人参皂苷

联用能降低细胞活性 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 增加对 ４Ｔ１ 细胞集落形

成和迁移的抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 升高 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ９Ｂ～９Ｊ。
４　 讨论

多项研究报道， 人参皂苷在体外可抑制乳腺癌细胞的

增殖、 迁移和侵袭［１２⁃１３］ 。 体外实验结果显示， 人参皂苷可

抑制乳腺癌 ４Ｔ１ 细胞的集落形成和迁移， 而人参多糖作用

较弱， 并且两者联用时并不能产生更强的抗乳腺癌作用。
体内实验结果显示， 人参皂苷、 人参多糖及两者联用

均可抑制乳腺癌的生长， 并且两者联用时抑瘤率最高； 人

参皂 苷 和 人 参 多 糖 能 升 高 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表 达， 降 低 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达； 给予人参皂苷后， 肿瘤组织

Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｓｎａｉｌ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达降低， 与 Ｚｈａｎｇ
７２４３
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注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与人参皂苷组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 各组小鼠肠道菌群及其代谢产物短链脂肪酸变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与单用人参皂苷组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 丁酸钠和人参皂苷对 ４Ｔ１ 乳腺癌增殖和迁移的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
８２４３
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等［１４］研究一致， 提示人参皂苷可通过抑制诱导 ＥＭＴ 发生的

Ｓｍａｄ２ ／ ３ ／ Ｓｎａｉｌ 及 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路阻止乳腺癌的生长和转

移。 ＣＤ８＋Ｔ 和 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞可通过分泌 ＩＦＮ⁃γ 等细胞因子，
抑制肿瘤细胞的生长［１５⁃１６］ ， 本研究发现， 人参多糖的干预

可增加免疫细胞因子 ＣＤ４、 ＣＤ８、 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α 表达， 提

示它在体内可通过调节免疫水平发挥抗乳腺癌的效果。
乳腺癌患者肠道微生物多样性降低， 菌群组成明显变

化［１７⁃１８］ 。 本研究发现， 人参多糖可提高肠道微生物的多样

性和丰富度， 并改善荷瘤小鼠肠道菌群的结构性失调， 它

属于益生元类大分子物质， 是肠道微生物群发酵产生短链

脂肪酸的主要底物［１９］ 。 属水平的微生物变化发现， 人参多

糖干预后小鼠肠道内 Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 的相对

丰度升高， 其中 Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ 是维持肠道稳态的重要功能

菌， 可分解多糖类物质， 产生乙酸、 丙酸、 丁酸等短链脂

肪酸［２０］ ； Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 表达的 ｐｏｒＡ 基因可将氨基酸降解

为短链脂肪酸， 肠道中其相对丰度的增加与丁酸的产生呈

正相关［２１］ 。 人参多糖与人参皂苷联用后， 样本中丁酸水平

升高， 由于肠道中产生的丁酸可进入血液循环， 直接增强

ＣＤ８＋Ｔ 细胞的毒性及 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α 等免疫效应因子的分

泌， 促进对肿瘤的干预作用［２２］ ， 因此它可能是人参多糖在

肠道中代谢产生的主要药效物质。 随后在体外对丁酸钠抑

制乳腺癌的活性进行验证， 发现在 １～２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下可抑

制 ４Ｔ１ 细胞的增殖、 迁移及 ＥＭＴ 过程。 由此提示， 人参多

糖通过调节宿主免疫来发挥抗乳腺癌生长和转移的作用，
并与增加丁酸产生有关。
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