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人参皂苷Ｒｇ１对血管紧张素Ⅱ诱导人脐静脉内皮细胞凋亡的影响

贺国洋１，李　巍
２，焦红丽３，千新来１△

（新乡医学院：１．病理学教研室；２．第二附属医院中心实验室；３．组织胚胎学教研室，河南４５３００３）

　　摘　要：目的　探讨人参皂苷Ｒｇ１对血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）诱导人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）凋亡的逆转作用。方法　体

外培养 ＨＵＶＥＣｓ，采用台盼蓝染色方法筛选人参皂苷Ｒｇ１最适浓度，采用琼脂糖凝胶电泳和末端脱氧核糖核苷酸转移酶介导的

缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）染色检测细胞凋亡情况。结果　台盼蓝染色显示人参皂苷Ｒｇ１的最适浓度为４０μｇ／ｍＬ。琼脂糖凝

胶电泳显示，对照组和Ｒｇ１组未见凋亡条带，ＡｎｇⅡ组可见清楚的细胞凋亡的“梯状”条带，而ＡｎｇⅡ＋Ｒｇ１组可见不明显的细胞

凋亡的“梯状”ＤＮＡ断裂条带。ＴＵＮＥＬ染色显示，与对照组和Ｒｇ１组相比，ＡｎｇⅡ组细胞凋亡数量增加，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）；与 ＡｎｇⅡ组相比，ＡｎｇⅡ＋Ｒｇ１组细胞凋亡数量减少，差异有统计学意义（犘＜０．０１），凋亡百分比由３８．６６７％下降到

１０．６６７％，但仍高于对照组和Ｒｇ１组（犘＜０．０１）。结论　４０μｇ／ｍＬ人参皂苷Ｒｇ１可一定程度逆转ＡｎｇⅡ诱导的ＨＵＶＥＣｓ凋亡。
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　　近年来对人参皂苷（ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ，ＧＳ）进行了深入研究，多

集中在减少缺血再灌注心肌细胞的凋亡、促进骨髓干细胞分化

和增强机体免疫功能等方面［１２］。已有研究表明，ＧＳ能对抗氧

自由基对心脏的损伤，保持心肌细胞膜的完整性，改善急性心

肌缺血时心肌舒张功能，还能对抗心肌缺血所致心肌不可逆坏

死［３４］。血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）是肾素血管紧

张素系统的主要效应因子，通过调节血管张力和细胞生长增

殖，引起高血压、动脉粥样硬化和充血性心力衰竭等。研究表

明，在生理情况下，低浓度的ＡｎｇⅡ能维持血管的构造和张力；

在病理情况下 ＡｎｇⅡ的浓度异常升高，可导致内皮细胞损

伤［５６］。但是，未见人参皂苷Ｒｇ１对 ＡｎｇⅡ诱导血管内皮细胞

凋亡的影响及其机制的相关报道。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与主要仪器　人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍ

ｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）由中国典型培养物保藏

中心提供，１００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒｓ、ＲＰＭＩ１６４０培养基试剂为美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，ＡｎｇⅡ为德国Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司产品，

人参皂苷Ｒｇ１购于中国药品生物制品检定所，台盼蓝为德国

Ｍｅｒｋ公司产品，凋亡试剂盒购自德国ＲＯＣＨＥ公司。

１．２　方法　细胞培养条件　ＨＵＶＥＣｓ培养条件为：含１０％胎

牛血清和青／链霉素（青霉素１００ｕ／ｍＬ，链霉素１００ｍｇ／Ｌ）的

ＲＰＭＩ１６４０培养基，于３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培养。

１．３　人参皂苷 Ｒｇ１最适浓度的筛选　取对数生长期 ＨＵ

ＶＥＣｓ细胞接种于２４孔板，接种细胞数为每孔２×１０４ 个，各浓

度均３个复孔，实验重复３次。常规培养细胞２４ｈ后，弃掉旧

培养基，加入新ＲＰＭＩ１６４０完全培养基，各组分别加人参皂苷

Ｒｇ１，终浓度分别为０、１０、２０、４０、８０、１００、１６０μｇ／ｍＬ，作用２４

ｈ，观察各组细胞的生长状况。用常规胰蛋白酶消化法收集细

胞，台盼蓝染色后在细胞计数板上进行活细胞计数。活细胞百

分数等于未着色细胞数／细胞总数（着色细胞数加未着色细胞

数）。以细胞生长不受影响而Ｒｇ１浓度达最高时的浓度作为

实验浓度。
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１．４　细胞凋亡检测　（１）琼脂糖凝胶电泳：用常规胰蛋白酶消

化法收集对数生长期对照组、１０μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ组（ＡｎｇⅡ组）、

１０μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ和４０μｇ／ｍＬＲｇ１组（ＡｎｇⅡ＋Ｒｇ１组）和４０

μｇ／ｍＬＲｇ１组（Ｒｇ１组）处理２４ｈ的ＨＵＶＥＣｓ细胞，按分子克

隆方法提取基因组ＤＮＡ。定量后ＤＮＡ样品与上样缓冲液５

∶１（ｖ／ｖ）混匀，加样１０μＬ在含有溴化乙锭的１５ｇ／Ｌ琼脂糖

凝胶电泳中电泳４ｈ，电压５０Ｖ，电泳缓冲液为１×ＴＡＥ，电泳

结束后在凝胶成像系统的紫外灯下观察并拍照分析细胞凋亡

情况；（２）ＴＵＮＥＬ染色观察凋亡细胞：常规胰酶消化 ＨＵ

ＶＥＣｓ，取用新鲜配制４０ｇ／Ｌ的多聚甲醛处理过的载玻片，室

温固定ＨＵＶＥＣｓ６０ｍｉｎ。然后滴加３％过氧化氢甲醇室温作

用１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次上摇床５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗滴加标记反应

混合物５０μＬ／片，于３７℃烤箱避光反应６０ｍｉｎ，阴性对照只

加５０μＬ分出的管２溶液。ＰＢＳ冲洗后放在湿盒中滴加管３

液体５０μＬ／片，于３７℃、避光反应３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色、复染、分

化、脱水、中性树胶封片、光镜观察并照相。

１．５　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计学数据

分析，多样本均数的比较采用单因素方差分析，检验水准为α

＝０．０５。

２　结　　果

２．１　人参皂苷Ｒｇ１最适浓度的确定　４０μｇ／ｍＬ组与０、１０、

２０μｇ／ｍＬ组相比，细胞百分数差异无统计学意义（犘＞０．０５）；

但与８０、１２０、１６０μｇ／ｍＬ组相比，细胞百分数差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。镜下观察Ｒｇ１浓度达４０μｇ／ｍＬ时，ＨＵＶＥＣｓ

生长状况与对照组相似，细胞贴壁良好，增殖快，仅见少数固缩

漂浮的细胞。故以４０μｇ／ｍＬ为Ｒｇ１的最适浓度，见表１。

表１　　ＨＵＶＥＣｓ经不同浓度Ｒｇ１作用后活细胞情况

组别 Ｒｇ１浓度（μｇ／ｍＬ） 活细胞百分数（狓±狊，％）

１ ０ ９８．０００±１．７３２

２ １０ ９７．０００±２．６４６

３ ２０ ９６．６６７±１．５２８

４ ４０ ９５．０００±２．６４６＃

５ ８０ ７７．０００±２．０００

６ １２０ ６４．０００±４．５８３

７ １６０ ５５．０００±１．０００

　　与１０、２０、４０μｇ／ｍＬ组比较，
＃：犘＞０．０５；与８０、１００、１６０μｇ／ｍＬ

组比较，：犘＜０．０５。

表２　　ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡情况

组别
细胞

总数（个）

凋亡细胞数

（狓±狊，个）

凋亡

百分比（％）

对照组 １０００ ２６．６６７±５．７７３ ２．６６７

Ｒｇ１组 １０００ ３３．３３３±５．７７４ ３．３３３

ＡｎｇⅡ组 １０００ ３８６．６７０±４０．４１５ ３８．６６７

ＡｎｇⅡ＋Ｒｇ１组 １０００ １０６．６７０±１５．２７５△ １０．６６７

　　与对照组、Ｒｇ１组和 ＡｎｇⅡ＋Ｒｇ１组比较，：犘＜０．０１；与对照组

和Ｒｇ１组比较，△：犘＜０．０１。

２．２　细胞凋亡检测　与对照组和Ｒｇ１组相比，ＡｎｇⅡ组可见

清楚的细胞凋亡特征性的“梯状”条带，而ＡｎｇⅡ＋Ｒｇ１组未见

明显的细胞凋亡特征性的“梯状”条带。ＴＵＮＥＬ染色检测结

果显示，与对照组和Ｒｇ１组相比，ＡｎｇⅡ组细胞凋亡数量增加，

差异有统计学意义（犘＜０．０１）；与 ＡｎｇⅡ组相比，ＡｎｇⅡ＋Ｒｇ１

组细胞凋亡数量减少，差异有统计学意义（犘＜０．０１），凋亡百

分比由３８．６６７％下降到１０．６６７％。但仍高于对照组和Ｒｇ１组

（犘＜０．０１），见表２。

３　讨　　论

已有研究表明，ＧＳ能对抗氧自由基对心脏的损伤，保持心

肌细胞膜的完整性，改善急性心肌缺血时心肌舒张功能，还能

对抗心肌缺血所致心肌不可逆坏死［７８］。在本研究中，为达到

人参皂苷Ｒｇ１最大作用效果，同时又保持细胞的正常生理活

性，通过台盼蓝染色筛选实验发现４０μｇ／ｍＬ人参皂苷Ｒｇ１组

与低浓度组相比，细胞百分数差异无统计学意义（犘＞０．０５）；

但与８０、１２０、１６０μｇ／ｍＬ组相比，细胞百分数差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。镜下观察结果亦提示浓度过高将影响 ＨＵ

ＶＥＣｓ的正常生长，故将４０μｇ／ｍＬ作为人参皂苷Ｒｇ１作用的

最适浓度。

研究表明，血管内皮细胞的损伤及功能紊乱与心血管疾病

的发生密切相关，是心血管疾病特别是动脉粥样硬化的关键环

节。ＡｎｇⅡ是肾素血管紧张素系统中主要的功能性成分，它

不仅存于血液循环中也存在于局部组织和细胞中，是体内维持

正常血压的重要活性物质。ＡｎｇⅡ本身是一种强烈的缩血管

因子，同时也可刺激ＶＥＣ产生和释放内皮素，从而对血管收缩

产生正反馈调节作用［９１０］。研究表明，在生理状态下，低浓度

的ＡｎｇⅡ对血管构造和张力的维持起重要作用；而１０μｍｏｌ／Ｌ

ＡｎｇⅡ能够诱导血管内皮细胞的凋亡
［１１］。因此，本实验采取

１０μｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ作为实验浓度。

细胞凋亡发生时，被激活的内源性核酸内切酶，在核小体

连接区切开ＤＮＡ时，即可形成１８０～２００ｂｐ整倍数的片段。

这些片段在琼脂糖凝胶电泳中可呈特征性的“梯状”条带，作为

判断凋亡发生的客观指标之一［１２１３］。本研究结果表明，对照

组和Ｒｇ１组未见凋亡条带，ＡｎｇⅡ组可见清楚的细胞凋亡特征

性的“梯状”条带。ＴＵＮＥＬ染色结果显示，ＡｎｇⅡ能够诱导

ＨＵＶＥＣｓ凋亡。本研究通过琼脂糖凝胶电泳发现 ＡｎｇⅡ＋

Ｒｇ１组可见不明显的细胞凋亡特征性的“梯状”条带，ＴＵＮＥＬ

染色结果显示，与 ＡｎｇⅡ组相比，ＡｎｇⅡ＋Ｒｇ１组细胞凋亡数

量显著减少，凋亡百分比由３８．６６７％下降到１０．６６７％，但仍高

于对照组和Ｒｇ１组，提示人参皂苷Ｒｇ１可一定程度逆转 Ａｎｇ

Ⅱ诱导的 ＨＵＶＥＣｓ凋亡。有关人参皂苷 Ｒｇ１对 ＡｎｇⅡ诱导

血管内皮细胞凋亡的逆转作用的分子机制尚待进一步研究。
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２．４　透射电子显微镜观察　１０μＭＳｕｎｉｔｉｎｉｂ作用于ＬｏＶｏ细

胞２４ｈ后，细胞发生凋亡，体积缩小，胞膜完整但发生皱缩，细

胞核固缩，核内染色质向核膜边缘凝聚、固缩、边聚（图２）。

３　讨　　论

受体酪氨酸激酶（ＲＴＫ）属于Ⅲ和Ⅴ类裂解激酶域家族成

员，它们的功能异常与多种实体瘤和造血系统恶性肿瘤的发生

和发展相关。ＲＴＫｓ由细胞外的配体结合域和细胞内的催化

结构域构成。ＲＴＫ受体与配体结合后，受体寡聚化，并且自磷

酸化而激活下游信号通路。该信号传导的级联反应最终促使

细胞存活和增殖，如肿瘤细胞通过分泌 ＶＥＧＦ和ＰＤＧＦ直接

作用于内皮细胞促进血管新生，使肿瘤生长、增殖和转移。

Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ能抑制体内多种受体ＲＴＫ的磷酸化作用，特别是对

与肿 瘤 相 关 的 受 体 ＲＴＫ、ＰＤＧＦＲ、ＲＥＴ、ＫＩＴ 等，以 及

ＰＤＧＦＲβ和ＶＥＧＦＲ２依赖的肿瘤血管生长因子显示很强的抑

制作用，对肿瘤生长和转移显示抑制作用［３４］。２００６年１月

ＦＤＡ批准舒尼替尼用于治疗转移性肾细胞癌和不能耐受或伊

马替尼（甲磺酸伊马替尼、ｉｍａｔｉｎｉｂｍｅｓｙｌａｔｅＧ、Ｇｌｅｅｖｅｃ）治疗失

败的胃肠道间质瘤（ＧＩＳＴ）患者。实验显示，在放、化疗同时加

用舒尼替尼有助于增强放、化疗的抗肿瘤效应［５］。

本实验应用Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ作用于人结肠癌细胞，观察其对Ｌｏ

Ｖｏ细胞的生长抑制作用。实验结果显示在１．２５～２０μＭ 的

浓度范围内对ＬｏＶｏ细胞有不同程度的抑制作用，体外实验药

物作用浓度范围对临床用药选择最佳给药浓度具有借鉴意义。

细胞生长曲线除了显示Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ有较明显的生长抑制作用

外，还较直接地反映了其对肿瘤细胞生长抑制的动态变化情

况。细胞凋亡是一个细胞主动参与的复杂的病理生理过程，近

年来的研究表明，许多抗肿瘤药物可以诱导肿瘤细胞凋亡，可

能是抗肿瘤药物抑制肿瘤细胞生长的机制之一。化疗药物主

要是通过诱导肿瘤细胞凋亡来达到治疗目的，肿瘤细胞对化疗

药物的敏感性决定了化疗的效果。本研究中Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ作用于

ＬｏＶｏ细胞后，电镜观察结果显示细胞体积缩小，胞膜完整但

发生皱缩，细胞核固缩，核内染色质向核膜边缘凝聚、固缩、边

聚等凋亡的特异性变化。流式细胞仪还观察到Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ对肿

瘤细胞ＤＮＡ合成期及Ｇ２／Ｍ期的阻滞。

细胞凋亡是基因导向的细胞自我消灭的过程，通过细胞内

的核酸内切酶，使核小体间的ＤＮＡ裂解成碎片，继而核裂解，

导致细胞死亡。它是通过外源性或内源性的凋亡信号，激活细

胞内编码的自杀程序而促发的［６７］。本实验观察到Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ

对结肠癌细胞的抑制作用可能是通过诱导细胞凋亡实现的。
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