
中山医科大学学报 1 9 9 。年第 n 卷第 3 期

三七皂普对小鼠脾细胞抗瘤活性影响

宾 利
.

简志瀚
( 病理生理学教研室 )

提 要 用“ , C r 释放试验研究三七皂普诱导的小鼠脾细胞的抗瘤活 性
,

发 现 在有 C on A / P H A同

时存在时
,

诱导的细胞具有较强的抗瘤作用
。

进一步的实验表明
,

三 七 皂 若对脾细胞的增殖没有刺激

作用
,

但能改变脾细胞 内 c A M P 的含量
。

关抽词 三七皂普 植物凝集素 刀豆素 A 脾细胞 肿瘤 环核普酸

三七 〔aP
n a x n o t o g i n se n g (uB

r k )F
·

H
·

C h en 〕
,

又名田七
,

人参三 七
,

具 有 止血
、

散痕
、

消

肿及定痛的作用
。

近年来还发现其具有补益气

血的作用
￡̀ ’ ,

但其对免疫功能的影响报道较少
〔“ ’ ,

对抗瘤的作用未见报道
。

作者就三七皂昔

( PN s) 诱导的小 鼠脾细胞的抗瘤作用和其可能

机理进行了探讨
。

材 抖 和 方 法

动物和瘤株 D B A / 2 小 鼠 1 0~ 16 周龄
。

P 8 15 细胞株来源于 D B A / 2 小鼠肥大细胞瘤
。

脾细胞悬液制备 将小鼠脾脏无菌取出
,

加少许 H an r s
液

,

捣 碎
、

研匀
,

尼龙滤血网

过滤
, 1 o 0 0 rP m 离心 10 分钟

,

取沉淀加入蒸

馏水
, 1 0秒钟后力f!入 1 0倍 aH

n k
,
s液

, 1 0 0 0 rP m

离心 10 分钟
,

H a n k’ ” 液洗 1 次
,

用培养液调成

所需浓度
。

细胞诱导 将 2 0协g / m l刀豆素 A ( C o n A )
、

3 %植物凝集素 ( p H A )
、

2 5 0件g /m l
NP

S
、

1 0 0

林g / m l 三 七皂昔 R g ,

/ R b ; 、

或 c o n A / p H A 与

NP
S

、
R g ,或 R b

,

的混合液
,

分别与 5义 2 0 6
/m l

小鼠脾细胞共 同培养 72 小时得效应细胞
。

6 ’
C r 释放试验 p s z s细胞株 i一 2 x 1 0

6 ,

体积约 0
.

sm l
,

加入国产 N a 2 5 ’ c r o ` 2 0 0卜c i 3 7 ℃

孵育 1 小时
,

每 15 分钟振荡 1 次
,

aH
n k’ s 液洗

4 次
,

调至 5 x 10 4/ m l 备 用
。

将 上 述诱导的

效应细胞 o
.

l m l 及标记的靶细胞 0
.

l m l 加入 96

孔培养板
,

效应细胞与靶细胞之 比 为 20
,
1

。

最大释放组加入 1 0% T r i t o n X 一 1 0 0 o
.

zm l , 1 8

小时后
,

取上清 o
.

l m l 测 cP m
。

按以下公式计

算细胞毒性%
。

细胞毒性% 二

实验组上清 cP m一 自然释放组上清 cP m

最大释放组上清cP m一自然释放组上清 cP m

又 1 0 0%

脾细胞增殖反应 小鼠脾细胞 5 x l o叮m l

0
.

z m l 加入 9 6孔培养板
,

分别加入 C o n A Z o o g /

m l , P H A 3%
, P N S 1 5 C林g /m l ,

或 C o n A / p H A

与 P N s 的混合液 0
.

l m l ,

置 3 7 ℃
、

5 % C o ?

培

养 7 2小时
,

收获前 1 0小时
,

加 入
“
H 一 T d R I协c i /

孔
。

纸片闪液测 cP m
。

计算刺激指数 (sI )
。

实验组 cP m

对照组 cP m

c AM P 含 , 测定 诱导后的效应细胞置于

4 O
C

,

用预冷生理盐水洗 3 次
,

调 成 适 当 浓

度
,

置
一 4 00 C半小时

,

然后煮沸 5 分钟
, 3 5 00

rP m 离心 10 分钟
,

取上清用蛋白竞争结合法
,

按中国原子能研究所提 供 的 药 盒 说 明 书 测

e A M P 量
。

, 硕士
,

现在广东省老年医学研究所

实 验 结 果

三七皂普诱导的脾细胞的抗瘤活性

1
.

三七 总皂替 诱 导的小鼠D B A / 2小 鼠脾

细 胞的杭瘤活性 单纯 D N s不能提高 D B A / 2小

鼠脾细胞的杀伤活性
,

其对 P S巧细胞的细胞毒

性%为 3
.

6 5 士 3
.

7 2
,

与对照 4
.

7 3 土 6
.

9 7相比
,

统
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计学上差异无显 著 性
, P > 0

.

05
。

但 C O n A +

NP S与 p H A + p N S 组 分 别 为 2 3
.

5 7 士 1 3
.

G6

与 2 8
.

1 7 士 2 3
.

6 6 ,

与对照组
、

C o n A及 p H A 组相

比有明显增高
,

且差异在统计学上有显著性
,

P < 0
.

0 5 ( 表 1 )
。

2
.

三七皂普 R g : 、 R b : 诱 导的 D B A / 2小

鼠脾细胞的抗瘤活性 P N S 单 体 R g ,

和 R b *

本身诱导的 D B A / 2小 鼠脾细胞
,

对 P 81 5 细胞

不具有更高的杀伤活性
,

其细胞毒性%分别为

1 0
.

8 7 士 6
.

2 5及 7
.

9 3 士 3
.

3 5 ,

与正常对 照 8
.

0 8 土

4
.

88 相比
,

差异无显著性
。

但 R g ,

与 P H A 合

用后可提高至 2 2
.

73 士 1 .1 “ 与对照组
、

P H A组

及与 R g :

组相比
,

在统计学上差异有显著性
,

P < 0
.

0 5
。

R b ,

与 C O n A合用后
,

也能提高杀伤

活性至 17
.

95 土 10
.

7 3 ,

与对 照 组和 R b , 组相

比 升高具有统计学意义
, P < 0

.

0 5 ( 表 2 )
。

因此
,

在有植物血凝素 C O n A 或 P H A存在

时
,

NP
S 及其单体 R g , 、 R b

,

能提高小鼠脾细

胞的溶瘤作用
。

三七皂普对小鼠脾细胞增殖的影晌 结果

丧明
:

NP
S 本身不具有刺激 小 鼠脾细胞增殖

的能力
,

也不 增 加 C O n A 和 P H A 对小鼠脾

细胞的增殖作用
。

P N S 对 D B A / 2小鼠脾细胞

的 5 1 为 0
.

9 7 土 0
.

2 2 ,

与对照比 p > 0
.

0 5
,

即

差异不具有显 著 性
。

C O n A +

NP S 与 PH A +

p N S 刺激的 5 1 分别 为 3
.

9 8 士 1
.

5 3 , 2
.

2 5 土

2
.

4 5
,

与 C o n A 或 P H A 组相比
, p > 0

.

0 5
,

即差异不具有显著性 ( 表 3 )
。

表 1 三七皂昔等诱号的D B A / 2小鼠细胞的抗瘤活性

对 P 8 15 细胞的细胞毒性 ( % )

对照 C O n A P H A P N S
C o n A
+ P N S 爷

P H A +

P N S爷番

4
。
7 3 2 8

。
1 7

6
。
9 7

1 2
。

5 8

1 3
。
2 9

1 2
。

5 2

1 3
。
3 4 3

。
7 2

2 3
。
5 7

1 3
。
6 6 2 3

。

6 6

.
C o n A + P N S组与对照组

、
C o n A组

、
P N S组比较

, P < 0
.

05

二 P H A 十 P N S组与对照组
、

P H A组
、

P N S组比较
,

P < 0
.

05

n = 6

表 2 三七皂昔 R g , R b ,

等诱导的D B A / 2小鼠脾细胞 的抗瘤活性

对 P 8 1 5细胞的细胞毒性 (% )

对照 C o n A P H A R g
: R b i C O ll A

+ R g
i

P H A +

R g i签

C O n A +

R b i朴补

P H A +

R b i

王 8
。
0 8 1 0

。
4 8 1 2

。
0 3 1 0

。
8 7 7 2 2

。
7 3

1 1
。
6 6

1 0
。

3 8

S D 4
。

8 8 7
。

99 8
。
7 4 6

。
2 5 3

。
9 3 7

。

7 0

。
3 5 9

。

58

1 7
一
9 5

1 0
。
7 3 7

。
2 8

.
P H A + R S . 组与对照组

、
R g

一
组

,

P HA 组优较
,

P ( 0
.

0 5

朴 . C o n A + R b :
组与对照组

、
R b一组 比较

, P < 0
.

0 5

n = 6

三七皂昔对小限脾细胞内 c AM P含 t 的影 相比
,

差异有显著性
, P < 0

.

05
。

加入 NP S 后

响 在加入 NP S
、

COn A +

NP
S 或 P H A +

NP
S I 小时

,

脾细胞内
CA M P 仍 继续升高

, c A M P

30 分钟后
,

脾细胞内
c A M P 升 高

,

其
c A M P 含量为 5

.

72 士 5
.

17
,

与对照 3
.

51 士 3
.

38 相比
,

含量 ( P M / 5 x 10
“
细胞 ) 分 别为 3

.

98 士 2
.

79
,

P > 0
.

05
,

即差异无 显 著 性
,

与 C on A +

NP s

5
.

3 2 之3
.

7 5
, 3

.

9 0 土 2
.

2 7
,

与对照 1
.

4 2 土。
,

3 4 或 p H A + NP s 组比
, p ( O

·

05
,

差 异 有显著



.

3 6
·

表 3 C on A
、

p H A
、

三七皂昔对脾细胞刺激指数的影响
~ ~ . . . . . . . 加~ . . . ~ . . ~ . . ~ ~ . ~ . 门. . ~~ ~ ~ 目 , . . . . . . . . . .

刺 激 指 数

对照 C o n A

4
。

84件

2
。
0 0

P H A

2
。
5 5

补

1
。
1 8

P N S C o n A + P N S P H A 」
一

P N S

0
。
9 7

0
。
2 2

3
。

9 8肠 2
。
2 5朴

. 与对照组比较
,

P < o
.

05 n = 9

性
。

而 C O n A +

NP S 或 P H A +

NP
S 作用组脾

细胞内
c AM P 含 量开始下降

,

分别为 2
.

76 士

2
.

9 0
, 2

.

7 7 士 2
.

7 2 ( 表 选 )
。

表 4 三七皂昔对小鼠脾细胞内

c AM P 含量的影响

e A M P 含量 ( PM / 5
x 1 0

`
细胞 )

对 照

3 0分钟

1
。
4 2 士 0

。
3 4

1小时

3
。
5 1 土 3

。
3 8

P N S 3
。
9 8 士 2

。
7 9关 5

。

7 2 士 5
。
1 7爷签

C O n A + P N S 5
。
3 2 士 3

。
7 8苦 2

。
7 6 士 2

。

9 0

P H A + P N S 3
。

9 0 士 1
。
2 7关 2

。

7 7 士 2
。
7 3

赞 与对照组比较
,

P < 0
。

05

. 份 与 C o n A + P N S组
,

p H A + p N S组比较 p < 0
.

0 5

3 0分钟组 n = 6
,

1小时组 n =
12

讨 论
实验结果提示

,

三 七 皂贰在与 C o n A 或

PH A 同时存在时
,

能 增强小鼠脾细胞的抗瘤

活性
。

由于三七的化学成分与人参相似
〔” ’ ,

而人

参抗瘤的主要成分有人参皂贰 R b , 、 R b
Z 、 R 。 、

eR
、

R g l

及 R h
; 〔` 」 ,

为 此我们进一步用三七皂

贰 R g : 、
R b l
诱导小 鼠 脾 细胞进行实验

,

结果

发现
, R g :

与 R b ,
具 有 不 同 作 用

, R g ,
在

P H A 存在时
,

而 R b :

在 C O n A 存 在 时
,

诱

导的脾细胞的抗瘤作用强
。

我们称上述具
,

有较

强杀伤瘤细胞活性的细胞 为三七诱导的细胞毒

性细胞 ( n o t o g i n s e n g 一 i n d u c e e y t o t o x i e i t y e e l l s

简称N I C C )
。

杨贵贞等
〔” ’ 。 ’

报道
,

人参皂昔能增强正常

小鼠的 T 细胞功能
、

N K 细胞活性及 网状 内皮

系统的吞噬功能
,

促进 E 花 环 的 形成
,

提高

低剂量抗原的抗体水平及特异性抗原抗体的效

价
,

因此人参皂普具有激活多种免疫细胞的功

能
。

我们实验中所用小鼠脾细胞
,

其主要为淋

巴细胞
、

N K 细胞
、

巨噬细胞
,

实验中表现出

的具有杀伤活性的 N IC C 属 于 哪一细胞群
,

或是不 同细胞的共同作用
,

或诱导出的细胞是

一新的杀伤细胞
,

有待进 一步证明
。

P N S对小鼠脾细胞的作用尚未有报邀
,

我

们通过对 P N S 影响脾细胞增殖反应和细胞内
c A M P 含量的研究

,

对 NP S 作用机理进行了

初步研究
。

结果表明 P N S 本身不刺激小 鼠脾

细胞增殖
,

也不增加 C O n A 或 P H A 引起的脾

细胞 的增殖
。

在有 C O n A 或 P H A 存在时
,

能

增加单个细胞 的活性
。

因此我们推测
, P N S可

能是增加激活的免疫细胞 的杀伤能力
,

从而提

高细胞的抗瘤活性
,

而不通过刺激免疫细胞
,

引起杀伤细胞数量的 增 多
。

R g ,
与 R b ,

需与

不 同的植物血凝素合用
,

可能与它们作用于细

胞 的机理有关
。

三七皂昔对小 鼠脾细胞 内
c A M P 含量的

影响表现为加药后半小 时细 胞内
c A M P 含量

就较对照为高
,

以 后 继 续 上升
, 1小时时更

高
:
而与 C O n A 或 P H A 合 用 后

,

加药半小

时时细胞内
C A M P 含量较对照高

,

以后下降
,

到 1 小时已低于对照
,

其 变 化 类 似 P H A 或

C On A 引起的淋巴 细 胞内
c A M P 变 化

〔 7
,
日’ ,

但下降更迅速且快
, P H A 在 6 小时以后才降到

对 照以下
,

而 P N S 与 P H A 介用后 1 小时就

降到对照以下
。 c A M P 的短哲升高

,

可增加淋

巴细胞对抗原反应的细胞数
,

可激活细胞内的

许多蛋白激酶
,

引起 细胞 代谢 的改变
〔 “ ’ 。

而

c A M P 降低可增加细胞 毒 细 胞 的 溶 细 胞 作

用
〔’ 。 ’ 。

因此推测
,

P N S 对小鼠脾细胞功 能 留
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·

影响
,

可能通过细胞内
c A M P 含 量的变化

,

从而达到与 P H A 或 C O n A 的协同作用
,

提高

细胞的杀伤能力
。
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B i n L i J i a n Z h i ha n

( D e P a r tm en t o f P a th OP h y s i o l o g y )

I n t h e s e s t u d i e s n o t o g i n s e n g一 i n d u e e d c y t o t o x i e i t y c e l ls (N I C C ) w e r e g e en r a t e d i n

v i t r o e u l t u r e o f m u r i n e s P l e n o c y t e s i n aP n a x n o t o g i n s e n g s a P o n i n s (P N S ) o r R g l o r R b l

a n d C o n A o r p H A
.

N I C C w e r e e o m P a r e d w i t h t h e t h r e e o t h e r i n v i t r o e y t o t o x i e i t v

r e a e t i o n s u s i n g p s 了5 e e l l t a r g e t s i n a 1 8一 h o u r s e h r o m i u m 一 5 2一 r e l e a s e a s s a y : l y m P h o k i n e -

a e t i v a t e d k i l l e r e e l l s ( L A K e e l l s )
,

p H A
一 a e t i v a t e d k i l l e r c e l l s ( P A K e e l l s )

, a n d C o n A 一 a e t i v -

a t e d k i l l e r e e l l s ( C A K e e l l s )
·

T h e r a t e o f t a r g e t c e l l d a m a g e d u e t o N I C C w a s s i g n i f i e a n t l y

m o r e t h a n d u e t o L A K e e l l s
,

P A K e e l l s
,

o r C A K e e l l s
.

P N S d i d n o t e

ffe e t o n t h e t r a n s f o
-

r m a t i o n a n d P H A 一 i n d u e e d o r C o n A 一 i n d u e e d t r a n s f o r m a t i o n o f s P l e n o e y t es
.

T h e s e s u g g e s t

t h a t P N S e o u l d i n c r e a s e t h e e y t o t o x i c i t y o f a c t i v a t e d s P le n o e y t e s a n d h a v e n o a e t i v a t i n g

e f f e C t i n V i t r O
.

T h e e f f e e t o f P N S o r t h e e o m b i n a t i o n s o f P H A o r C o n A a n d P N S o n e A M P

l e v e l s w e r e i n v e s t i g a t e d i n m u r i n e s P l e n o e y t e s
.

T h e r e s Po n s i v e n e s s o f s P l en o e y t e e A M P

t o P N S a n d t h e e o m b i n a t i o n w e r e i n c r e a s e d a f t e r a d d i n g t h e m 3 0 m i n u t e s
.

B u t o n e h o u r

l a t e r PN S s t int u l a t i n g c A M P W a s s t i l l s i g n i f ic a n t l y i n c r e a se
,

w h e r e a s t he e o m b i n a t i o n s

s t im u l a t i n g s P l e n o e y t e e A M P b e g a n t o d e e r e a s e
.

T h i s r e s u l t s i n d i e a t e t h a t P N S i n f l u e n e e s

t h e r ge u l a t i o n o f s p l e n o e y t e e A M p a n d t il a t t h i s e f f e e t m a y b o r e s P o n s ib l e f o r PN S

i n e r e a s i n g e y t o t o X i e i t y o f s P l e n o e y t e s
·

K e y w o r d s aP n a x n o t o g i n s e n g s a P o n i n s PH A C o n A S P l e n o e y t e N e o P l a s m e A M P


