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芜菁酸性多糖体内抗肿瘤活性研究
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摘要:目的:探究芜菁酸性多糖一组分(BRAPＧ１)对非小

细胞肺癌 H２２６细胞荷瘤小鼠的影响.方法:将６０只小

鼠 分 为 模 型 组 (０．１ mL/１０ g)、阳 性 药 物 顺 铂 组

[３mg/(kg２d)]、BRAPＧ１低剂量组[５０mg/(kgd)]、

BRAPＧ１中剂量组[１００mg/(kgd)]和 BRAPＧ１高剂量

组[２００mg/(kgd)].试 验 期 间 观 察 小 鼠 肿 瘤 生 长 情

况,计算抑瘤率、脏器指数;酶联免疫法检测各组小鼠血

清中的白细胞介素１８(ILＧ１８)、ILＧ１β 和肿瘤坏死因子α
(TNFＧα)含量;实时荧光定量核酸扩增法(qＧPCR)、免疫

印迹试验 检 测ILＧ１８、ILＧ１β、受 体 相 互 作 用 蛋 白 １(RIPＧ
１)、RIP３、混合谱系激酶结构域样蛋白(MLKL)基因表达

情况.结果:与模型组相比较,BRAPＧ１低、中剂量组抑瘤

效果明显(P＜０．０５),阳性组和 BRAPＧ１高剂量组抑瘤率

效果显著(P＜０．０１);模型组与其他各组相比较,阳性组

和BRAPＧ１高 剂 量 组 小 鼠 血 清 中ILＧ１β 含 量 显 著 增 加

(P＜０．０１),ILＧ１８、TNFＧɑ 在 阳 性 组 中 明 显 降 低 (P＜
０．０５),BRAPＧ１各剂量组中显著增加(P＜０．０１);qＧPCR、
免疫印迹试验结果显示,与模型组相比ILＧ１β 随给药剂

量增加 mRNA 相 对 表 达 量 减 少(P＜０．０１),而ILＧ１８、

MLKL、RIP１、RIP３ 的 mRNA 及蛋白相对表达量增加

(P＜０．０１).结论:BRAPＧ１可以通过调节免疫细胞因子

水平,上调坏死性凋亡相关蛋白 MLKL、RIP１、RIP３抑制

肺鳞癌 H２２６细胞体内生长.
关键词:芜菁;多糖;非小细胞肺癌;H２２６细胞;荷瘤小鼠

Abstract:Objective:ToexploretheeffectsofBrassicarapa L．

acidpolysaccharide１ (BRAPＧ１)on H２２６celltumorＧbearing
mice．Methods:６０ mice weredividedintothe modelgroup
(０．１mL/１０g),positivecisplatin[３mg/(kg２d)],BRAPＧ１low

dose[５０mg/(kgd)],BRAPＧ１mediumdose[１００mg/(kgd)]

and BRAPＧ１ high dose [２００ mg/(kg  d)]．During the

experiment,thetumorgrowthofmicewasobserved,andthe

tumorinhibitionrateandorganindexwerecalculated;Thelevels

ofinterleukinＧ１８ (ILＧ１８),interleukinＧ１β (ILＧ１β)andtumor

necrosisfactorＧα (TNFＧα)inserum weredetectedbyenzymeＧ

linkedimmunosorbentassay．ThegeneexpressionsofILＧ１８,ILＧ

１β,RIPＧ１(receptorＧinteracting proteinＧ１),RIP３ and MLKL
(mixedＧlineagekinasedomainＧlikeprotein３)weredetectedby
RealＧtimeQuantitativePCR (qＧPCR)and Westernblot(WB)．

Results:Comparedwiththemodelgroup,thelowand middle

doseofBRAPＧ１groupshadsignificanttumorinhibitioneffects
(P＜０．０５),andthepositivegroupandthehighdoseofBRAPＧ１

grouphad significanttumorinhibition effects (P ＜０．０１)．

Comparedwithothergroupsinthe modelgroup,theserum

levelsofILＧ１βinthepositivegroupandthehighdoseofBRAPＧ１

groupweresignificantlyincreased(P＜０．０１),ILＧ１８andTNFＧα
weresignificantlydecreasedinthepositivegroup(P ＜ ０．０５),

andweresignificantlyincreasedineachdoseofBRAPＧ１group
(P ＜０．０１)．TheresultsofqＧPCRandWesternblotshowedthat
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comparedwiththemodelgroup,therelativeexpressionofILＧ１β
mRNAdecreasedwiththeincreaseofBRAPＧ１dose(P＜０．０１),

whiletherelativeexpressionofILＧ１８,MLKL,RIP１,and

RIP３ mRNA andproteinincreased (P ＜０．０１)．Conclusion:

BRAPＧ１caninhibitthegrowthoflungsquamouscarcinoma

H２２６ cells by regulating the necrotizing apoptosisＧrelated

proteins MLKL, RIP１,and RIP３ and regulating immune

cytokinelevels．

Keywords:BrassicarapaL．;polysaccharide;nonsmallＧcelllung
cancer;H２２６cells;tumorＧbearingmice

芜菁(BrassicarapaL．)又名恰麻古、蔓菁,属于十字

花科芸薹属植物,以块根入药,富含多糖[１].芜菁多糖具

有润肺、开 胸 理 气 的 功 效[１],还 具 有 抗 氧 化[２－３]、抗 衰

老[４]、抗肿瘤[５]、抗疲劳[６]等作用.已有研究表明,芜菁

酸性多糖在体内具有抗 Lewis肺癌活性[７];芜菁多糖有

降血糖作用[８],对 LPS/ATP诱导的 RAW２６４．７细胞焦

亡具有抑制作用[９];芜菁中性多糖能够抑制 LDH 的生

成、提高抗氧化酶活性、上调凋亡蛋白表达水平,改善

PC１２细胞氧化应激损伤[１０],能有效提高 DＧ半乳糖致衰

老小鼠模型抗氧化能力,达到延缓衰老的作用[１１].
非小 细 胞 肺 癌 是 常 见 的 一 种 肺 癌 类 型. 据 调

查[１２－１４],非小细胞肺癌的发病率和致死率均占恶性肿瘤

的首位,传统治疗效果不理想、不良反应多,严重影响患

者的生活质量.研究[１５]表明,细胞坏死性凋亡可能在癌

症中发挥重要作用,作为一种肿瘤抑制效应,坏死性凋亡

可作为一种“故障安全”机制,在细胞凋亡受到损害时防

止肿瘤发展.在坏死性细胞死亡过程中,坏死性凋亡导

致细胞器肿胀、细胞膜破裂及其内容物渗漏到细胞间隙

中[１６－１７].但与坏死不同的是,坏死性凋亡中的细胞裂解

受到严格调控,其关键调控分子包括受体相互作用蛋白

激酶 １(receptorＧinteractingproteinkinase１,RIPK１)、

RIPK３和混合谱系激酶域样蛋白(mixedＧlineagekinase
domainＧlikeproteins,MLKL),它们共同形成一个复合物

激活坏死性凋亡通路[１８].
研究拟采用人 H２２６细胞建立荷瘤小鼠模型,通过体

内试验分析芜菁酸性均一多糖对荷瘤小鼠血清中白细胞

介素１８(interleukinＧ１８,ILＧ１８)、ILＧ１β 和肿瘤坏死因子α
(tumornecrosisfactor,TNFＧα)细胞因子水平、肿瘤组织

中坏死性凋亡相关基因表达情况的影响,进一步阐明芜

菁酸性均一多糖体内抗肿瘤活性及其作用机制.

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器

芜菁:采自新疆阿克苏柯坪县;

４~６周龄 BALB/c裸鼠:湖南斯莱克景达实验动物

有限公司;

H２２６细 胞 株、细 胞 增 殖 毒 性 检 测 试 剂 盒 (cell

countingKitＧ８,CCKＧ８)、缓冲液(PBS):武汉普诺赛生命

科技有限公司;

顺铂:北京索莱宝科技有限公司;

DMEM 培养基:美国 Gibco公司;

０．２５％胰蛋白酶:美国 Gibco公司;

胎牛血清(FBS):南京生航生物技术有限公司;

TBGreenqPCR试剂盒:日本 TakaraBio公司;

酶联免疫试剂盒:武汉伊莱瑞特生物科技股份有限

公司;

氯化钠注射液:四川科伦药业股份有限公司;

二抗:美国 Affinity公司;

MLKL、RIP１、RIP３抗体:兔抗,英国 Abcam 公司;

GAPDH 抗体:兔抗,武汉赛维尔生物科技有限公司;

倒置 显 微 镜:IX７１Ｇ１２FL/PH 型,赛 默 飞 世 尔 科 技

公司;

离心机:５４２４R型,德国Eppendorf公司;

二氧化碳培养箱:Galaxy１７０R型,赛默飞世尔科技

公司;

荧光定量PCR仪:QuantStudio６Fle型,美国ABI公司;

电热恒温水槽:SSWＧ６００Ｇ２S型,上海博讯实业有限

公司医疗设备厂;

电热恒温鼓风干燥箱:DHGＧ９０２３A 型,上海精宏实

验设备有限公司;

全波长酶标仪:TECAN F５０ 型,赛 默 飞 世 尔 科 技

公司.

１．２　试验方法

１．２．１　 芜 菁 酸 性 多 糖 提 取 物 制 备 　 芜 菁 酸 性 多 糖

(BrassicarapaL．acidpolysaccharides,BRAP)一组分和

二组分(BRAPＧ１、BRAPＧ２)按课题组前期优化条件提取、

分离、纯化、除蛋白后得到[９],BRAPＧ１平均相对分子质量

为６０８０,糖醛酸含量为２８．１３％,由阿拉伯糖、葡萄糖、半
乳糖和半乳糖醛酸组成,摩尔比为２．０７∶４．５３∶２．２０∶
１．００;BRAPＧ２平均相对分子质量为７５９０,糖醛酸含量为

２０．８０％,由鼠李糖、阿拉伯糖、葡萄糖、半乳糖和半乳糖醛

酸组成,摩尔比为１．０６∶１．００∶５．０３∶２．２２∶１．５０[４].

１．２．２　CCKＧ８法检测芜菁酸性多糖对 H２２６细胞增殖情

况的影响　取对数生长期的 H２２６细胞,调整细胞密度为

５×１０４个/mL,将细胞１００μL/孔接种于９６孔细胞培养

板中,设置空白组、对照组、BRAPＧ１/BRAPＧ２各剂量给药

组.３７℃恒温培养箱培养细胞２４h至细胞贴壁,给药

２４h后吸弃上清液,每组加１００μL完全培养液和１０μL
CCKＧ８试剂,在３７℃恒温培养箱中孵育１~２h后用酶标

仪于４５０nm 处测定其 OD值[５].

１．２．３　H２２６细胞荷瘤小鼠模型的建立、分组及给药情况

取对数生长的人肺鳞癌 H２２６细胞,调整细胞浓度为

１×１０７个/mL,将细胞悬液１５０μL/只皮下注入到小鼠右

０５１
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腋上侧.造模成功后进行分组,分组情况:正常对照组、
模型组,阳性药物顺铂组[３mg/(kg２d)],BRAPＧ１低

剂 量 组 [５０ mg/(kg  d)],BRAPＧ１ 中 剂 量 组

[１００mg/(kgd)] 和 BRAPＧ１ 高 剂 量 组

[２００mg/(kgd)],每组１０只,腹腔注射给药[１９－２０].

１．２．４　肿瘤体积、抑瘤率及脾脏指数的计算　给药当天

开始每隔１d测量活体肿瘤的大小(肿瘤的最大长径a和

最小短径b),给药结束第２天处理小鼠,眼球采血收集血

清、肿瘤、脾 脏 等,肿 瘤 体 积、抑 瘤 率 及 脾 脏 指 数 计 算

公式:

v＝a×b２/２, (１)

c１＝
m２－m１

m２
×１００％[２１], (２)

s＝
m３

m４
, (３)

式中:

v———肿瘤体积,cm３;

a———肿瘤最大长径,cm;

b———肿瘤最小短径,cm;

c１———抑瘤率,％;

s———脾脏指数,mg/g;

m１———给药组平均瘤重,g;

m２———模型组平均瘤重,g;

m３———脾脏质量,mg;

m４———小鼠体质量,g.

１．２．５　ELISA法检测小鼠血清中ILＧ１８、ILＧ１β、TNFＧɑ 含

量　小鼠全血静置２h,离心分离血清(４℃,１２００r/min,

２０min)－８０℃的冰箱保存.根据试剂盒说明书检测荷

瘤小鼠血清中ILＧ１８、ILＧ１β、TNFＧɑ 的含量.

１．２．６　RTＧRCR 法检测小鼠肿瘤组织中ILＧ１８、ILＧ１β、

MLKL、RIP１、RIP３ RNA 表达量　提取各组小鼠肿瘤

中的 RNA[２２－２４],按 TBGreenqＧPCR 试剂盒说明书操

作.引物设计如表１所示.

表１　引物序列

Table１　Primersequences

基因名称 引物名称 序列(５′to３′)

ILＧ１８ 引物ＧF AAAGTGCCAGTGAACCCCAGAC

引物ＧR GGTCACAGCCAGTCCTCTTACTTC

ILＧ１β 引物ＧF CTCGCAGCAGCACATCAACAAG

引物ＧR CCACGGGAAAGACACAGGTAGC

MLKL 引物ＧF AGAACCTGCCCGATGACATTACTG

引物ＧR CATTGCCCACACTCACAAACTTCC

RIP１ 引物ＧF TTTGGCACCGTGGTCCTGAAG

引物ＧR TCCTGTCTCCTGATCTCCTCCTTG

RIP３ 引物ＧF GACACGGCACTCCTTGGTATCC

引物ＧR TTGAGGCAGTAGTTCTTGGTGGTG

１．２．７　 WesternBlot法 检 测 小 鼠 肿 瘤 组 织 中 MLKL、

RIP１、RIP３ 蛋 白 表 达 量 　 提 取 各 组 小 鼠 肿 瘤 中 的 蛋

白[２５－２８],经蛋白定量、制胶并上样、电泳、电转后,将涂布

显影液的PDVF膜曝光后保存图片.

１．２．８　统计分析　采用SPSS、Origin２０２２软件进行数据

分析与绘图.

２　结果与分析

２．１　BRAPＧ１、BRAPＧ２对 H２２６细胞增殖率的影响

如图１所示,BRAPＧ１对 H２２６细胞增殖率的影响显

著,随着给药质量浓度从１μg/mL增加到５０００μg/mL,

H２２６细 胞 增 殖 率 逐 渐 降 低,呈 剂 量 依 赖 性[７].相 比

BRAPＧ１,BRAPＧ２ 对 H２２６ 细 胞 增 殖 率 的 影 响 较 小,

１μg/mL干 预 细 胞 后 增 殖 率 仍 较 高,而 在 ５０ ~
５０００μg/mL的质量浓度范围内,各组干预浓度虽有明显

差别,但对 H２２６细胞增殖率的影响相近.BRAPＧ１对

H２２６细胞的增殖有更显著的抑制作用,可能是 BRAPＧ１
糖醛酸含量较高相对分子质量较小,有利于其发挥抗炎

抗肿瘤作用[２９],因此后续动物试验以BRAPＧ１给药.

图１　BRAPＧ１、BRAPＧ２质量浓度对 H２２６细胞增殖率的影响

Figure１　EffectsofdifferentconcentrationsofBRAPＧ１andBRAPＧ２ontheproliferationrateofH２２６cells

１５１
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２．２　BRAPＧ１对 H２２６细胞荷瘤小鼠肿瘤质量的影响

各组荷瘤小鼠抑瘤率从高到低依次为:阳性组 ＞

BRAPＧ１高剂量组＞BRAPＧ１中剂量组＞BRAPＧ１低剂量

组.如图２所示,随着 BRAPＧ１给药剂量的增加,小鼠肿

瘤生长出现迟缓现象,相比模型组,阳性组抑瘤效果显著

(P＜０．０１)、BRAPＧ１中、高剂量组均可减缓肿瘤生长速

度,差别有统计学意义(P＜０．０５).BRAPＧ１可能通过破

坏肿瘤生长微环境、免疫细胞胞间复杂的相互作用网络

发挥抗肿瘤作用,抗肿瘤作用呈剂量依赖性[３０－３１].

与模型组比较,∗表示P＜０．０５,∗∗表示P＜０．０１

图２　各组荷瘤小鼠瘤重及抑瘤率

Figure２　Tumorweightandtumorsuppressionratein

tumorＧbearingmiceineachgroup

２．３　BRAPＧ１对 H２２６细胞荷瘤小鼠体重的影响

阳性组小鼠体重下降,可能是化疗药物顺铂在抑制

肿瘤的过程中使荷瘤小鼠的食欲减退等毒副作用引起

的.与阳性组相比,BRAPＧ１各剂量组荷瘤小鼠的体重前

后变化较小,说明BRAPＧ１对小鼠毒副作用甚少,可在尽

量不损伤机体正常组织的情况下防治肿瘤进一步发展,

这便是植物多糖BRAPＧ１优势所在(图３).

图３　BRAPＧ１对 H２２６细胞荷瘤小鼠体重的影响

Figure３　BRAPＧ１forH２２６tumorＧburdened

effectofweightmice

２．４　BRAPＧ１对 H２２６细胞荷瘤小鼠脾脏指数的影响

与对照组相比,阳性药顺铂组小鼠脾脏指数均降低

显著(P＜０．０１),BRAPＧ１各剂量给药组的脾脏指数均有

所增加,差异有统计学意义(P＜０．０５),其中低、中、高剂

量组间无显著差异(图４).脾脏是免疫细胞居住的场所,
属于外周免疫器官,也是血液循环系统中重要的过滤器

官,可清除血液内的病原体、衰亡的血细胞等[３２－３３].机

体免疫功能表现亢进或抑制时,脾脏细胞也相应的增殖

或萎缩,因此,脾脏指数可在一定程度上体现 BRAPＧ１对

机体免疫功能的影响[３４].

与对照组比较,∗表示P＜０．０５,∗∗表示P＜０．０１

图４　H２２６细胞荷瘤小鼠脾脏指数

Figure４　H２２６tumorＧburdenedmicespleenindex

２．５　H２２６细胞荷瘤小鼠血清中ILＧ１８、ILＧ１β、TNFＧɑ含量

模型组小鼠血清中ILＧ１８、ILＧ１β、TNFＧɑ 的含量均显

著增加,阳性组小鼠血清中ILＧ１８、TNFＧɑ 的含量与模型

组相比有降低趋势,而 BRAPＧ１各组血清中细胞因子水

平具有增长趋势.阳性组和 BRAPＧ１高剂量组的ILＧ１β
明显增加(P＜０．０５),而 BRAPＧ１低、中剂量组小鼠血清

中ILＧ１β含量均比模型组低(表２).
有研究[２９]表明,肿瘤坏死因子、白介素对肿瘤的增

殖、发展具有重要作用.当ILＧ１β、ILＧ１８被消除时,肿瘤

生长会延迟.但ILＧ１β、ILＧ１８在肿瘤发生中既可以是协

作关系,也可以是对立关系,具体取决于肿瘤类型和背

景.在一项肺癌细胞系研究[３０]中,ILＧ１β可通过刺激炎症

介质(如ILＧ６、ILＧ８等)促进肿瘤转移,还会增加乳腺癌细

胞的侵袭性;TNFＧα主要由活化的巨噬细胞、T淋巴细胞

和自然杀伤细胞产生,其在一些细胞中的表达较低,包括

成纤维细胞、平滑肌细胞和肿瘤细胞.综上,BRAPＧ１可

通过调节肿瘤相关细胞因子水平发挥抗肿瘤作用.

２．６　H２２６细胞荷瘤小鼠肿瘤中ILＧ１８、ILＧ１β、MLKL、

RIP１、RIP３ mRNA表达量

与模型组比较,阳性药顺铂组小鼠肿瘤组织中ILＧ
１８、MLKL、RIP１、RIP３ mRNA表达水平显著升高(P＜
０．０１),ILＧ１βmRNA表达量减小(P＜０．０５);BRAPＧ１组
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表２　BRAPＧ１对 H２２６细胞荷瘤小鼠血清中ILＧ１８、ILＧ１β、TNFＧɑ 含量的影响†

Table２　BRAPＧ１forH２２６tumorＧburdenedmiceserumILＧ１８,ILＧ１β,theinfluenceofthecontentofTNFＧɑ

组别 剂量/(mgkg－１) ILＧ１８/(pgmL－１) ILＧ１β/(pgmL－１) TNFＧɑ/(pgmL－１)

对照组　 — ９６．５３±３１．２１ ２６２．８８±１４．５２ ９３．１３±１０．６０

模型组　 — １４３．９４±９３．１０ ２６５．６３±３６．３４ １０１．７２±２５．９４

阳性组　 ３ ８７．３４±４１．２２∗∗ ２９１．７２±４０．５９∗ ９４．９１±３．７０

低剂量组 ５０ １７６．５７±７２．３５∗ ２３１．５０±２０．６７∗ １３６．３６±５２．５７∗∗

中剂量组 １００ １７０．７６±５０．０１∗ ２３５．７２±３６．９２∗ １１５．７３±１８．５２∗

高剂量组 ２００ ３９３．４７±９０．１２∗∗ ３０５．５７±８６．４２∗ １８０．７８±６８．４０∗∗

　　　　　　†　与模型组比较,∗表示P＜０．０５,∗∗表示P＜０．０１.

小鼠肿瘤组织中 MLKL、RIP１、RIP３ mRNA 表达水平

显著升高(P＜０．０１),表明 BRAPＧ１可激活坏死性凋亡

通路,导致其关键因子基因转录水平升高(图５).坏死

性凋亡受 MLKL、RIP１、RIP３ 的调控,研究[３５－３６]表明,
癌组织中RIPK１ 和RIPK３ 的表达量显著低于周围正

常组织,此外,肿瘤中RIPK３ 和 MLKL 表达的降低与

较差 的 总 体 生 存 率 显 著 相 关.BRAPＧ１ 可 通 过 上 调

MLKL、RIP１、RIP３ 基因的表达,促进肿瘤细胞发生坏

死性凋亡,从而阻遏肿瘤细胞的进一步增殖及癌症的继

续发展.

２．７　 H２２６ 细胞荷瘤小鼠肿瘤中 MLKL、RIP１、RIP３
蛋白表达量

感染、组织损伤、炎症和癌症都会导致 MLKL、RIP３
表达升高,虽然 RIP１、RIP３是 MLKL的上游蛋白,但在

许多细胞系和组织中 MLKL可在缺乏 RIP３的情况下表

达[３７].与模型组比较,阳性药顺铂组小鼠肿瘤组织中

MLKL、RIP１蛋白表达水平显著升高,RIP３蛋白表达量

无明显差别;BRAPＧ１组小鼠肿瘤组织中 MLKL、RIP１、

RIP３蛋白表达水平显著升高,可见 BRAPＧ１通过激活坏

死性凋亡通路发挥抗肿瘤作用(图６).

与模型组比较,∗表示P＜０．０５,∗∗表示P＜０．０１

图５　小鼠肿瘤中ILＧ１８、ILＧ１β、MLKL、RIP１、RIP３ mRNA表达量

Figure５　ExpressionlevelsofILＧ１８,ILＧ１β,MLKL,RIP１,andRIP３ mRNAinthemousetumors
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从左到右分别为模型组、阳性药组、BRAPＧ１低剂量组、BRAPＧ１
中剂量组、BRAPＧ１高剂量组

图６　小鼠肿瘤中 MLKL、RIP１、RIP３蛋白表达量

Figure６　ExpressionlevelsofMLKL,RIP１,andRIP３

proteininthemousetumors

３　结论
芜菁酸性多糖一组分可控制 H２２６细胞荷瘤小鼠肿

瘤生长,升高脾脏指数及荷瘤小鼠血清中的白细胞介素

１８、白细胞介素Ｇ１β、肿瘤坏死因子α 细胞因子水平,上调

MLKL、RIP１、RIP３ 基因及其蛋白的表达.通过调控

MLKL/RIP１/RIP３坏死性凋亡通路,促进肿瘤细胞发生

坏死性凋亡,从而抑制癌细胞增殖发挥抗肿瘤作用.
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