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■背景资料
20(R)-人参皂苷
Rg3 (20(R)-Gins-
enodide-Rg3)属原
人参二醇型皂苷, 
为五加科植物人
参的主要有效成
分之一, 在体内外
具有很高的抗肿
瘤活性. 

郭刚, 许建华, 孙珏, 范忠泽, 上海中医药大学附属普陀医院
肿瘤科 上海市 200062
郭刚, 在读硕士, 主要从事中西医结合防治肿瘤转移的研究. 
作者贡献分布: 此课题由许建华、孙珏及范忠泽设计; 研究过程
由郭刚与许建华完成; 数据分析由郭刚完成; 本论文写作由郭刚
完成. 
通讯作者: 许建华, 主任医师, 博士生导师, 200062, 上海市, 上海
中医药大学附属普陀医院肿瘤科. xujianhua50@yahoo.com.cn 
电话: 021-62572723-8173
收稿日期: 2011-11-29   修回日期: 2012-01-10
接受日期: 2012-03-15   在线出版日期: 2012-04-28

Ginsenoside Rg3 inhibits 
growth of liver metastases 
in nude mice after surgical 
removal of primary tumor

Gang Guo, Jian-Hua Xu, Jun Sun, Zhong-Ze Fan

 
Gang Guo, Jian-Hua Xu, Jun Sun, Zhong-Ze Fan, De-
partment of Oncology, Putuo Hospital Affiliated to Shang-
hai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 
200062, China
Correspondence to: Jian-Hua Xu, Chief Physician, De-
partment of Oncology, Putuo Hospital Affiliated to Shang-
hai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 
200062, China. xujianhua50@yahoo.com.cn
Received: 2011-11-29    Revised: 2012-01-10 
Accepted: 2012-03-15    Published online: 2012-04-28

Abstract
AIM: To investigate the effect of 20(R)-Ginsenoside 
Rg3 on the growth of hepatic metastasis in nude 
mice after surgical removal of primary tumor. 

METHODS: BALB/c mouse colon adenocarci-
noma CT-26-GFP cell line was established by 
transfection of CT-26 cells with a lentiviral vec-
tor containing the enhanced green fluorescent 
protein (eGFP) gene. A nude mouse model of 
hepatic metastasis was then developed, and the 
mice were randomly divided into three groups: 
primary tumor resection group, primary tumor 
preservation group and Ginsenoside Rg3 group. 
After resection of the primary tumor and treat-
ment with Ginsenoside Rg3 for 10 days, micro-
vascular density (MVD) and cell multiplication 
of liver metastases were detected by immuno-
histochemistry, and tumor apoptosis was de-

tected by TUNEL assay. The green fluorescence 
was observed using a fluorescence in vivo imag-
ing system. 

RESULTS: The average fluorescence intensity of 
liver metastases in the Ginsenoside Rg3 group 
was significantly lower than that in the primary 
tumor preservation group and primary tumor 
resection group (314.17 ± 54.23 vs 388.82 ± 25.97, 
427.18 ± 44.31). The incidences of metastases 
in the Ginsenoside Rg3 group, primary tumor 
preservation group and primary tumor resection 
group were 40%, 50% and 100%, respectively. 
The average weight of the liver, MVD, and la-
beling index of Ki67 were lower and TUNEL 
apoptotic index was higher in the Ginsenoside 
Rg3 group than in the primary tumor preserva-
tion group and primary tumor resection group 
(liver weight: 2.92 ± 0.60 vs 3.80 ± 0.33, 3.98 ± 
0.52; MVD: 27.10 ± 3.41 vs 42.60 ± 8.42, 62.40 ± 
5.08; labeling index of Ki67: 34.70 ± 6.46 vs 54.30 
± 8.98, 65.20 ± 3.82; apoptotic index: 28.37 ± 3.86 
vs 12.50 ± 2.99, 9.90 ± 2.88).

CONCLUSION: 20(R)-Ginsenoside-Rg3 could 
inhibit metastatic tumor growth, angiogenesis, 
proliferation and promote apoptosis in mice af-
ter surgical removal of primary tumor.

Key Words: 20(R)-Ginsenoside-Rg3; CT-26 cells; 
Liver metastasis; Surgical removal; Green fluores-
cence protein; Fluorescent antibody technique

Guo G, Xu JH, Sun J, Fan ZZ. Ginsenoside Rg3 inhibits 
growth of liver metastases in nude mice after surgical 
removal of primary tumor. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(12): 1004-1011

摘要

目的: 探讨人参皂苷Rg3对小鼠原发瘤切除后
肝内转移瘤生长的荧光成像及血管生成的影
响, 阐明人参皂苷Rg3抑制原发瘤切除促进转
移瘤生长的内在机制.

方法: 慢病毒转染建立稳定表达绿色荧光
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■研发前沿
手术治疗是结直
肠 癌 的 首 选 ,  但
临 床 研 究 表 明 , 
手术切除可能并
不 总 是 有 益 的 , 
对部分患者来说, 
手术也可触发肿
瘤 的 生 长 ,  促 进
转 移 的 发 生 ,  对
已有可见或不可
见转移灶的结肠
癌 患 者 ,  原 发 瘤
的切除也可加速
转移灶的发展. 

蛋白(green fluorescent protein, GFP)基因的
BALB/c小鼠结肠腺癌细胞株(BALB/c mice 
colon adenocarcinoma cell line, CT-26), 用细胞
悬液法构建结肠癌肝转移瘤模型, 分为原发瘤
切除组、原发瘤未切除组、人参皂苷Rg3组. 
采用切除原发瘤及人参皂苷Rg3治疗10 d, 通
过小动物活体成像系统观察肝转移瘤的生长
情况. 应用组织切片苏木素-伊红染色法, 观察
肿瘤转移灶情况. SP免疫组织化学法检测转
移瘤MVD及细胞增殖, TUNEL技术检测转移
瘤细胞凋亡.

结果: 应用慢病毒转染获得稳定表达高强度
绿色荧光的CT-26-GFP细胞株. 结肠癌肝转移
模型治疗结束后, 用波长470 nm的蓝光激发, 
通过荧光活体成像系统观察剖离肝脏转移灶
发出绿色荧光. 原发瘤切除后, 人参皂苷Rg3
组平均肝转移灶荧光值较原发瘤未切除组及
原发瘤切除组有明显的下降(314.17±54.23, 
388.82±25.97, 427.18±44.31); 人参皂苷Rg3
组、原发瘤未切除组和原发瘤切除组转移瘤
发生率分别为40%, 50%, 100%; 平均肝脏质
量分别为2.92 g±0.60 g, 3.80 g±0.33 g, 3.98 g
±0.52 g; 转移瘤血管密度分别为27.10±3.41, 
42.60±8.42, 62.40±5.08; 转移瘤细胞Ki67的
表达分别为34.70±6.46, 54.30±8.98, 65.20
±3.82; 转移瘤细胞凋亡指数分别为28.37±
3.86, 12.50±2.99, 9.90±2.88.

结论: 稳定表达绿色荧光蛋白的CT-26-GFP细
胞系及其动物模型可以为原发瘤切除研究提
供理想的实验材料, 应用小动物活体成像系统
能够客观定量评价肿瘤在小鼠肝脏的生长情
况. 人参皂苷Rg3明显抑制小鼠原发瘤切除后
肝内转移瘤的生长, 明显抑制转移瘤的血管生
成及细胞增殖, 促进细胞凋亡.

关键词: 20(R)-人参皂苷Rg3; 小鼠结肠腺癌细胞

株CT-26; 肝转移; 手术切除; 绿色荧光蛋白质; 荧

光抗体技术
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0  引言

结直肠癌在发达国家是最常见的恶性实体肿瘤

之一, 全世界每年有一百万新登记患者, 结直肠

癌的发病率和死亡率逐年升高. 手术切除是结

直肠癌首选的治疗方法, 但不幸的是首诊时大

约有25%-33%已发生转移, 还有25%-30%根治

性手术时, 虽没有可见的转移证据, 但将在5年
内发生转移[1]. 虽然手术是结直肠癌的首选治疗, 
但临床研究表明, 手术切除可能并不总是有益, 
对部分患者来说, 对已有可见或不可见转移灶, 
原发瘤的切除可加速转移灶的发展[2]. 荧光成像

技术是利用激发光使得荧光基团达到较高的能

量水平, 然后发射出波长较长的光进行检测[3]. 
绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)基
因是目前在光学分子成像中应用较多的一种报

告基因, 广泛应用于各种蛋白质和细胞的标记

以及特定基因表达的研究[4,5]. 利用光学成像对

GFP标记细胞的组织分布进行定位, 能够提供高

灵敏度、特意、便捷的观测手段. 

1  材料和方法

1.1 材料 小动物荧光成像系统购自日本NIKON
公司, MA200型, 分析软件为WinLight32. 荧光

倒置显微镜(日本Olympus公司CKX41SF), CO2

恒温培养箱(英国Galaxy公司170200 PLUS), 手
术显微镜(苏州医疗器械厂YZ-20T4), 电动升降

手术台(苏州医疗器械厂YT-2A), 显微外科手

术器械包(上海手术器械厂SSW-3), 慢病毒载

体系统包装质粒PLV120-EGFP-Neo、PCMV-
delta8.91、PMD.G及新霉素(G418)抗性基因购

自Trono lab公司, RPMI-1640培养基和DMEM培

养基(美国GIBCO公司), 胎牛血清(美国GIBCO
公司). 山羊抗小鼠CD34mAb、Ki67单克隆抗

体工作液(美国R&D公司), 超敏SP鼠试剂盒(美
国R&D公司), TUNEL试剂盒(德国Boehringer 
Mannheim公司), 20(R)-人参皂苷Rg3纯品由吉

林亚泰制药股份有限公司惠赠(批号: 200075), 
按20 g/kg体质量给药. 
1.2  方法

1.2.1 细胞株培养: 小鼠结肠癌CT-26细胞株, 购
自中国医学科学院实验动物研究所, 合格证号: 
(SCXK(京)2004-0001), 液氮冷冻保存. 细胞培

养于含100 mL/L胎牛血清(FBS, 美国Gibco公
司)、青霉素100 U/mL、链霉素100 μg/mL的
RPMI-1640培养基中, 在37 ℃、含50 mL/L CO2

饱和湿度培养箱中培养. SPF级BALB/c nu/nu
裸鼠30只, 均为4-6周龄, ♂, 体质量18-22 g, 
由上海西普尔 -必凯实验动物有限公司提供

(SCXK(沪)2008-0016), 裸鼠实验操作及动物饲

养严格按照SPF级标准进行. 
1.2.2 细胞转染与筛选: 病毒包装细胞293T于含
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■相关报道
M o c h i z u k i研究
显 示 人 参 皂 苷
R g 3 对 高 转 移 性
的小鼠黑色素瘤
细胞(B16FE7)肺
转 移 及 B A L B / c
小鼠结肠癌细胞
(26-M3.1)肺转移
具有抑制作用. 

100 mL/L胎牛血清DMEM培养基中培养. 病毒

包装: 将293T细胞铺板于10 cm培养皿, 每10 cm
培养皿含(2-2.5)×106个细胞, 第2天进行细胞转

染. 3种质粒PLV120-EGFP-Neo 10 μg、PCMV-
delta8.91 7.5 μg、PMD.G 5 μg分别加水至500 
μg, 加入500 μg 2×HBS混匀. 加入50 μL 2 mol/L 
CaCl2轻轻混匀, 室温放置15-25 min后, 滴加培

养液中. 6-8 min后, 更换培养液. 48 h和72 h分
别收集病毒, 利用超滤浓缩管浓缩病毒, 分装后

置于-80 ℃保存. 病毒感染: 将CT-26细胞平铺

于24孔板, 每孔1×104个细胞, 待细胞汇合度达

到70%-80%时, 移去培养液, 加入慢病毒PLV-
EGFP-neo, MOI = 1 000. 荧光显微镜观察细胞

GFP表达, 转染符合要求, 换用正常CT-26细胞

培养液培养传代. 经有限稀释法获得细胞单克

隆并扩增培养, 经观察倍增时间等细胞生物学

行为和流式细胞仪检测后, 挑选出荧光强度最

强, 细胞生物学行为无明显改变的一株用于动

物实验. 
1.2.3 细胞株阳性率的检测: 利用流式细胞仪

(FACSCAL IBAR, Becton Dickinson Company)
计数样品细胞群中阳性细胞所占比例. 将上述

完成基因转染的肿瘤细胞制备成2×106/mL的细

胞悬液, 调整流式细胞仪的工作条件: 激发光波

长488 nm, 发射波长510 nm, 将所获得的5个阳

性细胞株进行测定, 同样的细胞株进行正常传

代, 传代后再次检测, 共检测3代, 每次每个样品

获取细胞总数为10 000个. 
1.2.4 小鼠结肠癌肝转移瘤模型的制作及剖离肝

脏成像: 取对数生长期的小鼠结肠癌细胞CT-26, 
以适当的浓度混悬在PBS中, 制成单细胞悬液, 
台盼蓝检测活细胞数>95%. 取0.2 mL悬液(约含

5×106个细胞)接种于BALB/c裸小鼠右腋部皮

下视作原发瘤. 当皮下肿瘤生长至500 mm3左右

时, 1%戊巴比妥钠(40 mg/kg)腹腔内注射麻醉

后, 取仰卧位固定四肢, 无菌条件下中线切口部

位行剖腹术, 切开腹壁和腹膜, 暴露十二指肠, 
用1 m L注射器(接29号针头)经门静脉注射小

鼠结肠癌细胞CT-26, 浓度为3×106/mL, 每只

0.1 mL, 针头取出后用无菌可吸收棉条置于注

射位置, 防止出血和肿瘤细胞溢出[6]. 3 d后, 随
机选取20只小鼠切除原发瘤, 分为原发瘤切除

组及人参皂苷Rg3组, 每组10只, 另取10只作为

原发瘤未切除组. 原发瘤切除组和原发瘤未切

除组分别灌注生理盐水0.4 mL/d, 人参皂苷Rg3
组灌注人参皂苷Rg3 0.4 mL/d, 连续治疗10 d, 第

11天摘除眼球取血, 处死小鼠, 剥出肝脏, 由488 
nm氩离子激光(INNOVA70, Coherent Corp.)激
发, 经520 nm长通滤光片滤光, Nikon活体成像

仪下进行荧光成像. 将小鼠肝脏固定于40 g/L甲
醛液, 48 h常规石蜡包埋切片, 倒置显微镜(日本

Olympus公司)观察病理变化. 
1.2.5 肿瘤组织苏木素-伊红染色: 取材组织块, 
经40 g/L甲醛溶液固定后, 常规石蜡包埋, 取完

整的组织蜡块以最大面积5 μm厚切片. 在100倍
光镜下随机选择3个高倍视野进行拍照, 在专业

图像处理软件Image Pro Plus6.0的辅助下观察肿

瘤组织及血管形态学. 
1.2.6 SP免疫组织化学染色观察CD34、Ki67表

达: 取存档蜡块制成4 μm连续切片, 二甲苯、梯

度乙醇脱蜡水化, 将切片依次经阻断灭活内源

性过氧化物酶清除、0.01 mol/L枸橼酸缓冲液抗

原修复、正常血清封闭、抗体结合、3, 3'-二氨

基联苯胺(3, 3'-diaminobenzidine, DAB)染色、蒸

馏水洗涤, 再经苏木素衬染, 盐酸酒精分化, 稀
氨水蓝化, 递增梯度乙醇脱水, 二甲苯透明, 常
规树脂封片. 所用一抗为1∶50稀释的山羊抗小

鼠CD34mAb、Ki67单克隆抗体工作液, 二抗为

1∶200生物素标记(针对Ki67二抗为1∶100快捷

型酶标羊抗鼠IgG聚合物), 显色时加入1∶200
辣根过氧化物酶标记的链霉卵白素工作液. 微
血管密度(microvascular density, MVD)的检测

方法按Weidner等的方法进行. CD34阳性以血

管内皮细胞呈棕色或棕黄色染色为标准; 切片

在100倍光镜下观察整张切片的血管分布情况, 
确定肿瘤区域内微血管分布最高密度的5个区

域, 在200倍光镜下计数不重复视野中被CD34染
成棕黄色的微血管数, 取5个区域的平均值作为

MVD. 每个与邻近微血管明显分离的阳性染色

的血管内皮细胞或血管内皮细胞簇都视为独立

的微血管; 只要结构不相连, 其分支结构也计作

一个血管计数. Ki67以细胞核染色呈棕褐色或棕

黄色颗粒为阳性, 每例标本观察10个高倍视野, 
计算其中Ki67标记指数(labeling index, Ki67-LI). 
1.2.7 TUNEL法检测肿瘤凋亡: 取存档蜡块制成

4 μm连续切片, 采用TUNEL法检测细胞凋亡指

数. 光镜下观察切片的染色反应, 结果判断标

准为以细胞核有明显棕黄色为阳性细胞, 计数

细胞数不少于1 000个, 计算TUNEL阳性标记

指数(TUNEL labeling index, TUNEL-LI), 即凋

亡指数, TUNEL-LI = (表达阳性细胞数/总细胞

数)×100%. 
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统计学处理 将所有数据用SAS8.2软件进行

处理, 荧光值按公式进行计算: 平均荧光光子数 
= 总光子数/荧光面积, 相关性采用Spearman等
级相关进行分析. 计量资料以mean±SD表示, 先
采用方差分析比较各组均数, 再用最小显著性

差异法分析每2组之间差异, 以P <0.05为具有统

计学显著性差异. 

2  结果

2.1 稳定表达GFP的CT-26细胞株 将表达GFP的
慢病毒表达载体转染病毒包装细胞293T后, 通
过筛选培养收集上清液获得病毒并用来感染

CT-26细胞, 在含有G418 800 mg/L的RPMI-1640
培养基中筛选培养, 获得了稳定表达亮绿色荧

光的CT-26细胞株, 并在撤除G418筛选压力后继

续培养2 mo, 细胞仍能稳定表达GFP. 细胞贴壁

生长, 荧光显微镜观察可见细胞表达的荧光信

号较强, 荧光较为均匀地分布于整个细胞内, 转
染率接近100%, 细胞在体外能够稳定表达绿色

荧光蛋白, 并且随体外长期传代培养无明显消

退(图1, 2). 
2.2 GFP在裸鼠剖离肝脏中的表达 转移瘤组织

发出强烈的绿色荧光, 说明肿瘤细胞在体内增

殖过程中有GFP稳定、高水平的表达. 应用小动

物荧光成像系统可监测到GFP在裸小鼠剥离肝

脏的稳定表达, 转移瘤面积与荧光光子数成正

相关. 各组小鼠治疗后平均转移灶荧光值经方

差分析有显著性差异, 人参皂苷Rg3组较原发瘤

切除组及原发瘤未切除组平均肝转移灶荧光值

明显降低(P <0.01), 原发瘤未切除组平均肝转移

灶荧光值明显低于原发瘤切除组(P <0.01, 表1, 
图3, 4). 
2.3 裸小鼠模型治疗后的一般情况 各组裸小鼠

初次接种CT-26细胞后7-11 d皮下全部成瘤, 肿
瘤大小无统计学差异. 各组小鼠治疗10 d后, 原
发瘤切除组10只小鼠均出现肝转移灶, 转移瘤

发生率100%, 平均肝脏质量为3.98 g±0.52 g, 腹
水2例(20%); 原发瘤未切除组10只小鼠中, 有5
只出现肝转移灶, 转移瘤发生率50%, 平均肝脏

质量为3.80 g±0.33 g, 腹水3例(30%); 人参皂苷

Rg3组10只小鼠中, 有4只出现肝转移灶, 转移瘤

发生率40%, 平均肝脏质量为2.92 g±0.60 g, 无
腹水. 第11天, 处死小鼠, 肝脏称质量, 人参皂

苷Rg3组平均肝脏质量明显低于原发瘤切除组

(P <0.01)及原发瘤未切除组(P <0.01), 原发瘤未

切除组平均肝脏质量明显低于原发瘤切除组

(P <0.01, 表1). 
2.4 HE染色 原发瘤切除组及原发瘤未切除组肿

瘤组织中细胞排列紧密, 核质比增大, 肿瘤实质

和间质分界不清, 细胞形状不规则, 病理性核分

裂象多见. 肿瘤间质内可见新生血管, 但基底膜

不完整, 偶见肿瘤细胞侵入血管形成癌栓. 人参

皂苷Rg3组肿瘤组织排列疏松, 瘤灶内出现片状

坏死, 位于组织中心有许多空隙, 其间可见蛋白

样物质及细胞碎片, 并可见血管轮廓被破坏(图5). 
2.5 人参皂苷Rg3对原发瘤切除后转移瘤血管密

度的影响 各组小鼠治疗后转移瘤微血管密度经

方差分析有显著性差异. 镜下可见肿瘤组织血

管内皮细胞呈棕色或棕黄色染色. 治疗后人参

皂苷Rg3组微血管新生抑制作用明显高于原发

瘤切除组(P <0.01), 且微血管分布较稀疏, 原发

图  1  BALB/c小鼠结肠癌CT-26细胞株(×40). 图  2  稳定高表达GFP的CT-26-GFP细胞株(×200). 

表  1  各组BALB/c nu nu 裸鼠治疗后肝脏转移瘤数及肝
脏质量 (mean±SD, n  = 10)

     分组       荧光值 肝脏质量(g)

原发瘤切除组 427.18±44.31 3.98±0.52

原发瘤未切除组 388.82±25.97b 3.80±0.33b

人参皂苷Rg3组 314.17±54.23bc 2.92±0.60bc

bP<0.01 vs  原发瘤切除组; cP<0.05 vs 原发瘤未切除组.

■应用要点
结肠癌患者在原
发 瘤 切 除 后 ,  及
时应用人参皂苷
R g 3 对 抑 制 临 床
或亚临床转移灶
生长具有潜在的
临床价值. 
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瘤未切除组微血管新生抑制作用明显高于原发

瘤切除组(P <0.01), 抑制作用不及人参皂苷Rg3
显著(表2, 图5). 
2.6 人参皂苷Rg3对原发瘤切除后转移瘤细胞增

殖的影响 各组小鼠治疗后转移瘤Ki67表达经方

差分析有显著性差异. Ki67主要在细胞核内表

达, 染色阳性呈棕褐色或棕黄色颗粒. 治疗后人

参皂苷Rg3组与原发瘤切除组比较转移瘤细胞

核Ki67的表达水平明显降低(P <0.01), 原发瘤未

切除组细胞核Ki67的表达水平明显低于原发瘤

切除组(P <0.01, 表2, 图5). 
2.7 人参皂苷Rg3对原发瘤切除后转移瘤细胞凋

亡的影响 各组小鼠治疗后转移瘤细胞凋亡经方

差分析有显著性差异. 镜下可见凋亡细胞体积

缩小, 核固缩呈棕色, 为新月形、类圆形或不规

则形, 固缩核分解碎裂形成凋亡小体. 治疗后人

参皂苷Rg3组细胞凋亡指数较原发瘤切除组和原

发瘤未切除组有明显的升高(P<0.01, 表2, 图5).

3  讨论

转移瘤从形态上是一个孤立的病灶, 其实原发

瘤与转移瘤之间存在着复杂的调控关系. 原发

性肿瘤(先前接种)抑制或减缓继发肿瘤(次后接

种)生长的现象称作伴发性肿瘤抵抗(concomi-
tant tumor resistance, CR), 1906年由Ehrlich等[7]

首先提出在双侧接种肉瘤的大鼠模型中, 次后

接种的肿瘤生长明显滞后于先前接种(原发)的
肿瘤. 这种现象被忽视了将近60年[8], 在随后的

临床实践及基础研究中发现, 对人类及小鼠的

原发瘤切除后, 常导致转移瘤的发生[9-15]. 一个世

A B

图  3  治疗10 d后BALB/c nu nu 裸鼠结肠癌肝转移模型剖离肝脏情况. A: 原发瘤切除组; B: 原发瘤未切除组; C: 人参皂苷Rg3组. 

C

48

16419.75

32791.50

49163.25

65535.00

A

B

C

图  4  荧光活体成像法观察治疗后结肠癌肝转移模型裸小鼠剖离肝脏GFP基因的表达. A: 原发瘤切除组; B: 原发瘤未切除

组; C:人参皂苷Rg3组.

■名词解释
伴发性肿瘤抵抗
(concomitant tumor 
resistance, CR): 原
发瘤抑制转移瘤
生长的现象. 
绿色荧光蛋白基
因 蛋 白 :  维 多 利
亚水母(Aequorea 
Victoria)发光现象
中分离纯化出绿
色荧光蛋白基因, 
荧光稳定, 检测方
便, 对活细胞无伤
害等优点, 作为一
种标记基因已经
广泛应用到生物
学研究的各个领
域, 是目前细胞生
物学示踪研究中
的一种重要手段. 
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纪前, 临床及实验研究均发现人类和小鼠肿瘤

切除后加快转移肿瘤的生长[16,17]. Peeters等[18-20]

发现结直肠癌患者原发瘤切除后, 之前较稳定的

肝转移灶活性增加, 肝脏转移灶血管密度增加, 
肿瘤细胞凋亡减少, 肿瘤增大. Bashford等[21]提出

“伴随免疫”的假说, 肿瘤生长产生特异的免疫

反应, 抑制次后接种的继发肿瘤生长. 我们应用

免疫缺陷的裸鼠建立模型, 发现原发肿瘤切除后

肝转移瘤发生率增高且转移灶较原发瘤未切除

组增大, 说明免疫反应并非主要影响因素. 
Naylor等[22,23]研究维多利亚水母(Aequorea 

Victoria)发光现象中分离纯化出GFP基因, 由于

荧光稳定, 检测方便, 对活细胞无伤害等优点, 
作为一种标记基因已经广泛应用到生物学研究

的各个领域, 是目前细胞生物学示踪研究中的

一种重要手段. 研究表明, 这种荧光蛋白在接受

蓝光或紫外辐射时引发生物发光反应(biolumi-
nescence reaction)并辐射出绿光, 其吸收峰为λmax 

表  2  各组BALB/c nu nu 裸鼠结肠癌肝转移模型治疗后转移瘤MVD, Ki67及TUNEL表达水平 (mean±SD, n  = 10)

     分组        MVD     Ki67-LI     TUNEL-LI

原发瘤切除组 62.40±5.08 65.20±3.82   9.90±2.88

原发瘤未切除组 42.60±8.42b 54.30±8.98 12.50±2.99

人参皂苷Rg3组 27.10±3.41bd 34.70±6.46bd 28.37±3.86bd

bP<0.01 vs 原发瘤切除组; dP<0.01 vs  原发瘤未切除组.

HE

CD34

Ki67

TUNEL

图  5  结肠癌肝转移模型中各组小鼠肝脏病理切片转移瘤情况(HE×100), Ki67, CD34及TUNEL表达水平(SP染色×200, TUNEL
染色×400). A: 原发瘤切除组; B: 原发瘤未切除组; C: 人参皂苷Rg3组.

A B C

■同行评价
本文主题明确, 实
验方法科学合理, 
结果可靠, 论述详
细, 有一定的科学
应用价值. 
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= 395 nm和λmin = 470 nm, 发射峰为λ = 509 nm. 
光激发GFP荧光是一种特异性的独立过程, 不
需要任何的协同因子、底物或其他的基因表达

产物. 当能量由Ca2+激活光蛋白(aequorin)传递

给GFP时引发荧光. GFP的克隆及其在异源系统

中的表达使其成为一种新的遗传标记系统[24,25]. 
GFP与β-半乳糖苷酶(LacZ)、萤火虫荧光素酶

(Luc)等报告基因相比, GFP基因表达的绿色荧

光蛋白受到蓝光或紫光照射时可自发出高强度

的绿色荧光信号, 易于捕获, 无需辅助因子或其

他底物的协助, 直接通过活体成像系统、激光共

聚焦显微镜或流式细胞仪等检测, 观察简便[26]. 
此外, 他还具有稳定性好、耐受性强、对组织

或细胞无毒性和易于构建载体等优势. 活体成

像系统具有较高的灵敏性, 能够客观评价CT-26-
GFP细胞在裸小鼠原发瘤切除后肝转移情况, 为
成像系统在肠癌发展机制、药物治疗等方便研

究提供重要的参考依据. 
本实验应用慢病毒将携带GFP基因的质粒

转染到小鼠肠癌细胞株中, 在体内和体外均能

表达GFP, 通过活体成像系统检测证实该细胞能

够稳定、持续、高效地表达绿色荧光, 但由于

GFP的发射波长较短且穿透力较差, 对深部组织

的原发与远处转移瘤灶的研究存在一定局限性. 
因此我们将治疗结束的裸小鼠剖离肝脏成像, 
成像系统测得荧光光子数客观准确反应转移瘤

的大小, 有利于减少人为误差, 获得的实验结果

较直观可靠. 本实验建立的荧光成像技术是一

个初步模型, 为深入研究肿瘤的发生、迁移及

早期诊断奠定基础. 
基础医学及流行病学研究结果显示, 20(R)-

人参皂苷Rg3属原人参二醇型皂苷, 为五加科

植物人参(Panax ginseng C.A.Meyer)的主要有

效成分之一 ,  在体内外具有很高的抗肿瘤活

性, 对多种肿瘤均有抑制作用, 其抗癌活性引

起广泛关注[27]. 人参皂苷Rg3可选择性抑制癌

细胞的浸润[28], 并对高转移性的小鼠黑色素瘤

细胞(B16FE7)肺转移及BALB/c小鼠结肠癌细

胞(26-M3.1)肺转移具有抑制作用[29]. 当肿瘤细

胞进入靶器官后, 可以长期处于静息状态, 保持

细胞生长和凋亡的相对平衡. 研究表明, 当转移

瘤超过数毫米后进一步生长就必须依赖新生血

管, 根据转移瘤新生血管形成情况, 可以将其分

为无血管期(avascular phase)和血管期(vascular 
phase), 无血管期肿瘤为隐匿的亚临床病变, 直
径<1-2 mm, 保持增生和凋亡的动态平衡, 转移

瘤一旦引入血管期, 肿瘤呈对数生长. 原发瘤切

除可以激活无血管期转移瘤进入血管期. 血管

生成(Angiogenesis)是指在已存在的血管床产生

新血管的过程. 血管能携带氧气、营养物质(如
氨基酸、电解质)、激素及血细胞到机体各个组

织器官维持代谢、更新和生长, 对胚胎器官发

育和成人伤口愈合等非常重要. 本研究发现结

肠癌原发瘤切除后肝转移瘤发生率及大小均较

未切除组明显增大, 血管密度也明显增加, 提示

结肠癌原发瘤的切除可触发转移瘤的生长. 我
们发现人参皂苷Rg3在原发瘤切除模型中均有

明显下调CD34的表达继而降低血管密度的作

用. 本研究采用TUNEL技术, 通过DNA末端转移

酶将带标记的dNTP(多为dUTP)间接(通过地高

辛)或直接连接到DNA片段的3'-OH端, 再通过

酶联显色或荧光检测定量分析结果. 判断细胞

发生凋亡的形态学特征为: 染色质固缩, 向核周

移动, 核膜崩溃及形成凋亡小体等[30]. Ki67是反

映肿瘤细胞增殖活性的良好指标, 是判断肿瘤

侵袭力及肿瘤预后的有效指标[31]. 本研究还发

现凋亡指数表达与Ki67表达呈负相关趋势. 实
验结果发现人参皂苷Rg3治疗后转移瘤细胞增

殖抑制, 同时出现凋亡指数上升、Ki67表达下

降, 提示肿瘤细胞增殖减少, 细胞凋亡增加是人

参皂苷Rg3抑制原发瘤切除后转移瘤生长的部

分机制. 
总之, 人参皂苷Rg3对小鼠结肠癌原发瘤切

除后转移瘤生长有明显的抑制作用, 其机制可

能是通过直接或间接的作用, 减少血管生成, 诱
导细胞凋亡, 抑制细胞增殖. 结合实验结果, 我
们认为结肠癌患者在原发瘤切除后, 及时应用

人参皂苷Rg3对抑制临床或亚临床转移灶生长

具有潜在的临床价值. 
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