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乳 腺 癌 是 女 性 高 发 肿 瘤 ， 流 行 性 病 学 调 查 显

示 ， 乳 腺 癌 是 女 性 首 位 恶 性 肿 瘤 ， 每 年 发 病 率 约

42/10万，并且逐年增高 [1]。放化疗是乳腺癌常用

治 疗 方 案 ， 但 传 统 的 放 化 疗 药 物 具 有 较 强 毒 副 作

用 ， 并 易 出 现 耐 药 。 在 这 种 情 况 下 ， 临 床 开 始 探

究 使 用 植 物 来 源 的 天 然 化 合 物 治 疗 乳 腺 癌 的 可 行

性 [ 2 ]。 已 有 研 究 [ 3 ]表 明 ， 人 参 皂 苷 r g 3 是 人 参 根 部

提 取 的 单 体 成 分 ， 对 多 种 肿 瘤 细 胞 生 长 、 浸 润 以

及 转 移 具 有 抑 制 作 用 ， 并 且 毒 副 作 用 较 低 。 重 组

人血管内皮抑素（rh -ES，恩度）则是临床常用的

非 小 细 胞 肺 癌 治 疗 药 物 ， 其 在 乳 腺 癌 中 的 价 值 如
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摘   要 目的：探讨人参皂苷 rg3 联合重组人血管内皮抑素（rh-ES，恩度）治疗乳腺癌荷瘤小鼠的效果及其作

用机制。

方法：选取 72 只 MCF-7 乳腺癌细胞移植小鼠，采用随机数字表法分为对照组（等量生理盐水注射）、

人参皂苷组（人参皂苷 rg3 5mg/kg）、恩度组（恩度 10 mg/kg）、联合组（恩度 10 mg/kg+ 人参皂苷

rg3 5 mg/kg）各 18 只，隔日 1 次给药，干预时间 3 周；观察各组小鼠肿瘤的生长情况，用流式细胞

仪技术检测各组肿瘤组织中细胞周期分布，用 RT-PCR、Western blot 技术检测各组肿瘤组织中 VEGF 

mRNA、蛋白的表达，用免疫组化检测肿瘤组织中 MMP-2、MMP-9 的表达。

结果：3 个治疗组小鼠的肿瘤质量、体积均明显低于对照组，但联合组肿瘤抑制率最大（均 P<0.05）。

与对照组比较，3 个治疗组小鼠肿瘤组织中 G0/G1 期、S 期细胞比例明显降低，G2/M 期细胞比例明显增加、

VEGF mRNA 与蛋白水平明显降低、MMP-2 与 MMP-9 蛋白表达率明显降低（均 P<0.05），但联合组上

述指标变化最为明显，与人参皂苷组、恩度组差异均有统计学意义（均 P<0.05），而上述指标在人参皂

苷组与恩度组间差异均无统计学意义（均 P>0.05）。

结论：人参皂苷 rg3 与恩度均能抑制乳腺癌细胞在小鼠体内的生长，机制均与抑制肿瘤生长、侵袭相

关因子的表达有关，两者联合应用具有相加或协同作用。
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何，临床研究较少。本研究分析了人参皂苷rg3及

人参皂苷rg3联合恩度对MCF -7乳腺癌细胞移植小

鼠的治疗作用。 

1　材料与方法

1.1  实验动物

购买72只雌性裸小鼠，SPF级，体质量15~20 g，

购买自中科院国家啮齿类上海实验分中心，3~4周龄。

1.2  实验仪器与药品

流式细胞仪由美国DD细胞公司生产；PCR仪

由美国MJ Research公司生产；紫外分光光度仪由

日本Shimadzu公司生产；凝胶图像分析系统由美

国PALL公司生产。恩度由山东先声麦得津生物制

药有限公司提供；人参皂苷rg3由辽宁生物医药科

技有限公司提供；VEGF兔抗人单克隆抗体由美国

eBiosc ience公司提供；BAD显色试剂盒由福州迈

新 生 物 技 术 有 限 公 司 提 供 ； 小 牛 血 清 由 杭 州 四 季

青生物工程材料有限公司提供。

1.3  模型制备与干预方法。

将 M C F - 7 细 胞 取 出 后 ， 于 无 菌 环 境 下 P B S 洗

点 3 次 ， 滴 入 0 . 2  m L 胰 蛋 白 酶 ， 置 于 温 箱 内 培 养

10 min，待细胞复苏后，置于100 mL 10%小牛血

清+100 IU/mL青霉素+0.03%L-谷氨酞胺溶液内，

室 温 环 境 培 养 ， 连 续 培 养 3 代 。 取 对 数 生 长 期 的

MCF-7细胞，选用30 mL胰蛋白酶消化，并选用台

盼 蓝 染 液 进 行 细 胞 计 数 ， 计 数 在 9 5 % 显 示 穿 代 成

功。于显微镜下将细胞数调整至5×10 7个/mL，并

其 接 种 至 小 鼠 右 侧 乳 房 ， 待 造 模 成 功 后 ， 采 用 随

机 数 字 表 法 分 为 对 照 组 （ 等 量 生 理 盐 水 注 射 ） 、

人 参 皂 苷 组 （ 静 注 人 参 皂 苷 r g 3  5  m g / k g ， 隔 日 

1次）、恩度组（静注10 mg/kg，隔日1次）、联合

组（静注恩度10 mg/kg+人参皂苷rg3 5 mg/kg，隔

日1次）各18只，干预时间3周。

1.4  指标检测方法

1.4.1  肿瘤质量、体积测量　 干 预 3 周 后， 脱 颈

处死小鼠，取出瘤体，计算瘤体质量及体积：肿瘤

体积 =1/12πab2，抑瘤率 =（1- 治疗组瘤重 / 对照

组瘤重）× 照组瘤重。

1.4.2  流式细胞术　取各组样本剪碎后制备成细

胞悬液，2 500 r/min 离心 10 min，沉淀后悬 PBS

洗 涤 2 次，70% 酒 精 固 定 25 min， 滴 入 15 mL 

10%Trition X-100 孵 化 15 min， 滴 入 0.2 mg/mL 

Rnase 孵化 10 min，选用碘化丙啶几 Annexin-V 进

行双染色，病选用流式细胞仪检测细胞周期情况。

1.4.3  RT-PCR　根据 TRIZol 法提取样本总 RNA，

收 集 沉 淀 下 来 的 核 酸， 并 选 用 冷 乙 醇 洗 涤 2 次，

干 燥 后 选 用 50 mL 0.2% DEPC 进 行 水 解， 选 用

DNA/RNA 紫外检测仪检测其含量。根据 MMLV 逆

转 录 酶 方 法 进 行 cDNA 制 备 操 作， 取 5 µL cDNA

选用 Taq 酶进行扩增，将样本 PCR 反应，条件为：

95 ℃，60 s；55 ℃，60 s；72 ℃，30 s，32 个循环。

将所得物置于 1.5% 琼脂糖凝胶上电泳 20 min，选

用凝胶成像系统进行定量分析。

1.4.4  Western blot　将样本剪碎后加入至 400 µL

裂解液内，碾碎组织，裂解 30 min 后，2 500 r/min

离心 10 min，取上清并冷藏待用。取 100 µg 样本，

滴 入 10 mL Tris2HCL，15 mL 二 硫 苏 糖 醇，10 mL 

PL，震荡均匀，于 100 ℃下变性 5 min，滴至不连续

聚丙烯酰胺凝胶样品孔内，电泳，VEGF 兔抗人单克

隆抗体一抗，山羊 IgG 二抗，ECL 显色，并镜检 [4]。

1.4.5  免疫组化　将样本常规包埋切片后， 脱蜡

水化，并选用 500 mL 柠檬酸盐缓冲液进行抗原修

复，PBS 洗 涤 3 次，MMP-2、MMP-9 兔 抗 人 单 克

隆 抗 体 一 抗， 羊 抗 兔 IgG 二 抗；DAB 显 色， 苏 木

素复染，镜检。

1.5  统计学处理

统计软件采用SPSS 16.0，采用均数±标准差

（x±s）进行统计描述，多组间比较采用单因素方

差分析法，组间两两比较采用LSD- t检验；P<0.05

为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  各组小鼠肿瘤质量、体积及抑制率比较

人 参 皂 苷 组 、 恩 度 组 、 联 合 组 组 小 鼠 的 肿 瘤

质量、体积均明显低于对照组（均P<0 .05）；联

合 组 的 肿 瘤 质 量 、 体 积 均 明 显 低 于 人 参 皂 苷 组 、

恩度组（均P<0 .05），抑制率明显大于人参皂苷

组、恩度组（均P<0 .05）；人参皂苷组与恩度组

间无统计学差异（P>0.05）（表1）。

表 1　各组小鼠肿瘤质量、体积及抑制率比较（n=18，
x±s）

组别 肿瘤质量（g） 肿瘤体积（mm3） 抑制率（%）
对照组 1.351±0.045 1766.9±97.1 —
人参皂苷组 1.070±0.0421), 2) 1320.1±83.91), 2) 20.80±1.902)

恩度组 1.014±0.0491), 2) 1281.7±90.01), 2) 24.94±1.862)

联合组 0.881±0.0391) 819.6±52.41) 34.79±2.11
F 26.135 25.007 34.198
P <0.001 <0.001 <0.001

注：1）与对照组比较，P<0.05；2）与联合组比较，P<0.05
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2.2  各组小鼠肿瘤组织中细胞周期分布情况比较

人 参 皂 苷 组 、 恩 度 组 、 联 合 组 3 组 小 鼠 的 G 0/

G 1期 、 S 期 细 胞 比 例 均 明 显 低 于 对 照 组 ， G 2/ M 期

细 胞 比 例 高 于 对 照 组 （ 均 P < 0 . 0 5 ） ； 联 合 组 的

G 0/G 1期、S期明显低于人参皂苷组、恩度组，G 2/

M 期 细 胞 比 例 明 显 高 于 人 参 皂 苷 组 、 恩 度 组 （ 均

P<0 .05）；人参皂苷组与恩度组间无统计学差异

（均P>0.05）（表2）。

2.3  各组小鼠肿瘤组织中 VEGF mRNA、蛋白的

表达率比较

人 参 皂 苷 组 、 恩 度 组 、 联 合 组 3 组 小 鼠 的

V E G F  m R N A 、 蛋 白 均 明 显 低 于 对 照 组 （ 均

P<0.05）；联合组的VEGF mRNA、蛋白均明显低

于人参皂苷组、恩度组（均P<0 .05）；人参皂苷

组与恩度组间无统计学差异（均P>0.05）（图1）

（表3）。

表 2　各组小鼠肿瘤组织中细胞周期分布情况比较（%，
n=18，x±s）

组别 G0/G1 期 S 期 G2/M 期
对照组 53.29 33.18 12.46 
人参皂苷组 41.171), 2) 29.111), 2) 27.411), 2)

恩度组 38.201), 2) 28.641), 2) 29.531), 2)

联合组 31.161) 24.131) 34.881)

F 42.180 21.694 49.807
P <0.001 <0.001 <0.001

注：1） 与 对 照 组 比 较，P<0.05；2） 与 联 合 组 比 较，
P<0.05

表 3　各组小鼠肿瘤组织中 VEGF mRNA、蛋白表达水平

比较（光密度值，n=18，x±s）
组别 VEGF mRNA VEGF 蛋白

对照组 1.294 0.562 
人参皂苷组 1.0441), 2) 0.4611), 2)

恩度组 0.9381), 2) 0.4451), 2)

联合组 0.7291) 0.2761)

F 22.008 14.796
P <0.001 <0.001

注：1） 与 对 照 组 比 较，P<0.05；2） 与 联 合 组 比 较，
P<0.05

2.4  各组小鼠肿瘤组织中 MMP-2、MMP-9 蛋白

的表达率比较

人参皂苷组、恩度组、联合组3组小鼠肿瘤组

织的MMP -2、MMP -9蛋白表达率明显低于对照组

（均P<0.05）；联合组的MMP -2、MMP -9蛋白明

显低于人参皂苷组、恩度组（P<0.05）；人参皂苷

组与恩度组间无统计学差异（均P>0.05）（表4）。

表 4　各组小鼠肿瘤组织中 MMP-2、MMP-9 蛋白表达率比

较（%，n=18，x±s）
组别 MMP-2 MMP-9

对照组 34.06 32.96 
人参皂苷组 31.841), 2) 28.501), 2) 
恩度组 30.771), 2) 28.111), 2)

联合组 27.091) 25.941)

F 20.085 24.462
P <0.001 <0.001

注：1） 与 对 照 组 比 较，P<0.05；2） 与 联 合 组 比 较，
P<0.05

3　讨　论

流行性病学研究[5]显示，乳腺癌与雌激素暴露

存 在 密 切 联 系 ， 而 我 国 日 益 增 长 的 工 业 污 染 则 进

一 步 加 剧 了 女 性 雌 激 素 实 际 负 荷 量 ， 最 终 导 致 我

国乳腺癌发病率逐年增高。MCF-7细胞是一组以雌

激 素 受 体 阳 性 为 特 征 的 人 乳 腺 癌 细 胞 ， 可 特 异 性

图 1 　肿瘤组织中 VEGF 表达检测　　A：VEGF mRNA 检测；B：VEGF 蛋白表达检测　　 1：对照组；2：人参皂苷组；3：恩度组；

4：联合组
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被 雌 激 素 及 雌 激 素 样 活 性 因 子 激 活 ， 并 增 殖 、 分

化 [5-7]，所以本研究选用MCF -7细胞进行乳腺癌小

鼠的造模并研究了人参皂苷rg3联合恩度对肿瘤细

胞的作用。

人参皂苷rg3是红参中提取的一种皂苷，对多

种 疾 病 具 有 改 善 、 预 防 作 用 ， 如 心 脑 血 管 疾 病 、

冠心病、记忆力衰退等 [8]。研究 [9]表明，人参皂苷

rg3对包括肺癌、胃癌等在内的多种肿瘤细胞具有

抑 制 作 用 。 本 研 究 中 ， 人 参 皂 苷 组 、 恩 度 组 、 联

合组3组小鼠的肿瘤质量、体积均显著的低于对照

组 ， 并 且 联 合 组 的 肿 瘤 质 量 、 体 积 均 显 著 的 低 于

人参皂苷组、恩度组，这表明人参皂苷rg3在抑制

小 鼠 肿 瘤 增 殖 上 具 有 显 著 疗 效 ， 如 与 恩 度 联 合 使

用，这一抑制效用可进一步增强。对比各组小鼠肿

瘤组织细胞周期发现，人参皂苷组、恩度组、联合

组3组小鼠的G 0/G 1期、S期均显著的低于对照组，

G 2/M期细胞比例高于对照组；联合组的G0/G 1期、

S期显著的低于人参皂苷组、恩度组，G2/M期细胞

比 例 显 著 的 高 于 人 参 皂 苷 组 、 恩 度 组 ， 这 表 明 人

参皂苷rg3可通过将肿瘤细胞周期阻滞在G2/M期来

抑 制 肿 瘤 细 胞 增 殖 、 侵 袭 ， 并 且 联 合 恩 度 使 用 ，

疗效更佳。

血 管 新 生 理 论 认 为 肿 瘤 增 殖 、 分 化 与 其 内 部

毛 细 血 管 异 常 增 生 有 关 ， 而 肿 瘤 新 生 血 管 生 成 影

响因素则可能与以下几方面有关：⑴ 促血管生成

因子与抑制因子平衡破坏；⑵ 内皮细胞与血管外

基质几间质细胞相互作用 [10]；⑶ 血管内皮细胞内

的 相 应 靶 点 被 激 活 ， 促 使 血 管 内 皮 基 底 膜 降 解 ，

并 诱 导 细 胞 外 基 质 重 塑 [ 1 1 ]。 V E G F 是 人 体 内 最 为

重 要 的 促 血 管 生 成 因 子 ， 可 与 血 管 内 皮 细 胞 上 的

特异受体结合， 并诱导血管生成 [ 12]。本研究中，

人 参 皂 苷 组 、 恩 度 组 、 联 合 组 3 组 小 鼠 的 V E G F 

m R N A 、 蛋 白 显 著 的 低 于 对 照 组 ， 提 示 人 参 皂 苷

rg3可通过抑制VEGF表达来降低肿瘤血管生成，

并 以 此 抑 制 肿 瘤 增 殖 、 分 化 。 此 外 ， 本 研 究 还 发

现 联 合 组 的 V E G F  m R N A 、 蛋 白 显 著 的 低 于 人 参

皂 苷 组 、 恩 度 组 ， 这 表 明 联 合 使 用 时 ， 小 鼠 肿 瘤

VEGF的抑制作用更强。

M M P s 是 中 性 肤 链 内 切 酶 家 族 ， 对 多 种 细 胞

外 基 质 具 有 降 解 作 用 。 被 破 坏 结 构 的 血 管 将 释

放 大 量 的 血 管 生 成 因 子 ， 诱 导 内 皮 细 胞 迁 移 ， 参

与 肿 瘤 发 生 、 发 展 [ 1 3 ]。 M M P - 9 是 M M P s 家 族 分 子

量 最 大 的 酶 ， 可 被 多 种 具 有 转 移 倾 向 的 肿 瘤 细 胞

合 成 ， 并 通 过 降 解 结 构 蛋 白 Ⅳ 型 胶 原 等 来 帮 助 肿

瘤 细 胞 突 破 各 种 屏 障 [ 1 4 ]。 M M P - 2 同 为 M M P s 家 族

成 员 ， 可 作 为 酶 原 、 糖 基 化 参 与 物 存 在 于 人 体 各

处 。 M M P - 2 对 明 胶 ， I 、 I V 以 及 V 型 胶 原 具 有 裂

解能力，并以此参与肿瘤侵袭过程 [ 15]。本组研究

中 ， 人 参 皂 苷 组 、 恩 度 组 、 联 合 组 三 组 小 鼠 的

MMP -2、MMP -9蛋白显著的低于对照组；联合组

的MMP -2、MMP -9蛋白显著的低于人参皂苷组、

恩 度 组 ， 这 表 明 人 参 皂 苷 r g 3 + 恩 度 对 M M P - 2 、

MMP -9的抑制效用最大，并以此降低肿瘤的侵袭

性。本研究通过动物实验，对人参皂苷rg 3+ 恩度

的 临 床 价 值 及 作 用 机 制 进 行 分 析 ， 发 现 人 参 皂 苷

rg3+恩度可通过抑制促血管生成因子、MMPs家族

表 达 ， 阻 滞 肿 瘤 细 胞 周 期 并 降 低 肿 瘤 的 侵 袭 性 。

但对于参皂苷rg3+恩度作用MCF-7乳腺癌细胞的信

号 路 径 以 及 具 体 靶 点 ， 我 们 尚 无 明 确 结 论 ， 这 有

待后续的研究。

综上所述，人参皂苷rg3联合恩度治疗MCF -7

乳 腺 癌 细 胞 移 植 小 鼠 ， 能 显 著 减 低 M M P - 2 、

MMP-9蛋白、VEGF mRNA、蛋白的表达，调节细

胞 周 期 分 布 ， 降 低 肿 瘤 侵 袭 性 ， 从 而 达 到 抑 制 肿

瘤的目的。
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