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运载体的介导。主要证据有二：首先，矢车菊黄

素的吸收随药物浓度呈线性增加，未表现出达到

饱和状态的特性。如果 Caco-2 细胞对该药物的摄

取是经过某种载体介导的，则药物的摄取应随着

药物浓度的增加呈非线性增加，且在高浓度时达

饱和状态。其次，细胞对药物的摄取不受 DNP 的

影响。DNP 为代谢抑制剂，需要消耗能量的主动

运输过程易受该抑制剂的影响；但实验结果显示

该抑制剂不影响细胞对矢车菊黄素摄取的影响，

排除了矢车菊黄素主动转运的可能性。研究结果

还表明矢车菊黄素的吸收受 P-糖蛋白的外排作

用。P-糖蛋白广泛分布在人体的胃肠道上皮细胞、

肝细胞、肾、血脑屏障的内皮细胞等，主要功能

是外排各种异物，保护机体不受外来异物的侵袭。

在小肠上皮细胞中，P-糖蛋白分布在 AP 侧的细胞

膜上。常用的 P-糖蛋白抑制剂有两种：环孢霉素

A(cyclosporine A)和异搏定。本研究中异博定的使

用能明显增加细胞对矢车菊黄素的摄取，药物浓

度较低时可增加约 60%的摄取，证明存在着 P-糖

蛋白对矢车菊黄素的外排作用。研究结果还表明

Caco-2 细胞对矢车菊黄素的吸收受肠腔侧介质酸

碱度的影响，偏酸性环境利于药物的摄取。这可

能是由于矢车菊黄素分子中存在着酸性的酚羟

基，偏酸性环境有利于保持药物的分子状态，偏

碱性环境则易使酚羟基解离，携带一定的电荷，

不易透过细胞膜进入细胞。 

本模型中矢车菊黄素从 AP 侧到 BL 侧的 Papp

为(0.584±0.106)×106 cm·s1，按照 Papp＜1×106 

cm·s1 为不易透过细胞单层的标准 (不易透过

Caco-2 细胞单层的阳性对照药物阿替洛尔的 Papp

为 0.277×106 cm·s1)，推测该药物在肠道内的吸收

较差，生物利用度较低。 
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芦荟多糖增强顺铂对肺腺癌裸鼠移植瘤生长的抑制作用 
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阳 421001) 
 

摘要：目的  观察芦荟多糖(Aloe polysaccharide，AP)和顺铂(DDP)合用对人肺腺癌 A549 细胞裸小鼠移植瘤生长的抑制作

用，并初步探讨其作用机制。方法  采用 A549 细胞株建立人肺腺癌裸鼠模型，将 35 只，♀，成瘤裸小鼠随机分为 7 组：

对照组(生理盐水 0.2 mL)；DDP 低剂量组(1.0 mg·kg1)；DDP 高剂量组(5 mg·kg1)；AP 低剂量组(10 mg·kg1)；AP 高剂量

组(30 mg·kg1)；DDP 低剂量组+AP 低剂量组；DDP 低剂量组+AP 高剂量组，隔天腹腔注射给药，共 8 次。于最后 1 次
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给药后 48 h 处死各组小鼠，收集瘤标本行光镜观察，免疫组化检测 p53 和 bcl-2 蛋白表达情况。结果  各实验组肿瘤的

生长明显受到抑制，瘤质量明显低于对照组(P<0.01)。低、高剂量 AP 联合用药组较低剂量 DDP 组抑瘤作用明显增强

(P<0.05)，其瘤重抑制率分别为 49.34%和 82.61%。高剂量 AP 组与对照组比较，p53 和 bcl-2 的表达均下调，差异具有

统计学意义(P<0.05)，联合用药组该调节作用进一步增强。高剂量 DDP 组出现不良反应，其余各组无明显不良反应。结

论  AP 能够增强 DDP 对人肺腺癌 A549 细胞裸鼠移植瘤生长的抑制作用，其作用机制可能与 AP 抑制 p53 和 bcl-2 的表

达有关。 

关键词：肺肿瘤；芦荟多糖；顺铂；裸鼠移植瘤 
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Enhancement of Aloe Polysaccharide on Inhibitory Effects of Cisplatin on Growth of Lung 
Adenocarcinoma in Nude Mice 
 
LIU Xuehua1, DONG Lin2, HOU Xiaoyan1, ZHUANG Yingzhi1*(1.Department of Oncology, the First Affiliated 
Hospital, University of South China, Hengyang 421001, China; 2.Institute of Oncology, University of South China, Hengyang 
421001, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effects of Aloe polysaccharide (AP) combined with cisplatin(DDP) on the 
growth of transplanted lung adenocarcinoma in mice and the corresponding mechanism. METHODS  The human lung 
adenocarcinoma mode was established with A549 cell in nude mice. Thirty five female Balb/c-nu mice with lung 

adenocarcinoma were randomly divided into seven groups: control group; low-dose DDP group (1.0 mg·kg1); high-dose DDP 

group (4 mg·kg1); low-dose AP group (10 mg·kg1); high-dose AP group(30 m mg·kg1); low-dose DDP plus low-dose AP 
group; low-dose DDP plus high-dose AP group. All the mice were sacrificed at 48 h after the last injection. Subcutaneous tumor 
was subjected to histological examination. Expressions of p53 and bcl-2 in tumor tissues were detected by 
immunohistochemistry. RESULTS  In every treatment group, tumor growth was suppressed significantly. Compared with 
control group, intraperitoneal injection of other groups resulted in a significant inhibition of the growth of A549 cells in vivo 
(P<0.01). The anti-tumor effect of DDP plus AP was significantly enhanced compared with low-dose DDP group(P<0.05), the 
inhibitory rate was 49.34% and 82.61%, respectively. Compared with control group, expression of both p53 and bcl-2 
significantly increased in high-dose AP group (P<0.05), and in DDP plus AP groups it was much more enhanced. High dose 
DDP group showed some adverse reaction, while other groups did not. CONCLUSION  DDP combines with AP can 
significantly inhibit the growth of transplanted lung adenocarcinoma in mice in vivo, the mechanism is associated with the 
down-regulation of p53 and bcl-2.  
KEY WORDS: lung neoplasm; Aloe polysaccharide; cisplatin; xenograft 

 

芦荟多糖(Aloe polysaccharide，AP)是芦荟凝

胶中除去水分以外的主要成分。现代药理学研究

发现，AP 具有抗肿瘤、抗衰老、抗溃疡，抗内毒

素以及抗艾滋病毒等作用。近年来，AP 的抗肿瘤

作用逐渐受到众多学者的关注。研究显示，芦荟

具有抑制心肌细胞凋亡，促进伤口愈合的作用[1-2]，

芦荟提取物对 Heps、EAC、S180 及黑色素瘤等移

植性肿瘤均有效[3-5]，而 AP 对肺腺癌的作用尚无

报道。王宗伟等[6]研究发现 AP 能够下调细胞 p53

的表达，而抑制 p53的表达有可能提高癌细胞对化

疗药的敏感性[7]。因此，本研究采用 Balb/c-nu 裸

小鼠移植瘤模型，观察 AP 在体内联合顺铂(DDP)

对肺腺癌移植瘤生长的影响并探讨其可能机制。 

1 材料与方法 

1.1 材料及试剂   

Balb/c-nu 裸小鼠35只，♀，6周龄，体重16~18 

g，购于中科院上海实验动物中心，试验动物合格证

号：SCXK(湘)2009-0004，由南华大学肿瘤研究

所提供 SPF 级饲养环境。人肺腺癌 A549细胞株

由本所保存提供 。AP 是按照文献[8]从中华芦荟

(Aloe vera var.chinensis)中提取，并用紫外分光

光度法鉴定纯度为99.8%。DDP(山东齐鲁制药

厂 )；兔抗人 p53、bcl-2 多克隆抗体 (武汉博士德生

物工程有限公司)；SP 试剂盒、DAB 显色剂均购

于北京中杉金桥生物技术有限公司 。RPMI-1640

培养基(广州英韦创津公司)。  

1.2 动物模型的建立  

将已培养好基本长满瓶壁的 A549 肺腺癌细胞

瓶内培养基吸弃，用 PBS 液洗涤细胞 2 次，加入浓

度为0.25%的胰蛋白酶数滴消化，将消化好的细胞

吸入离心管内，900 r·min1的离心机离心 5 min，弃

上清，加入不含小牛血清的  RPMI-1640 培养
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基 3 mL，吸管吹打混匀(取适量计数细胞)，再离

心，弃上清，按每只裸小鼠皮下接种细胞数 2.5×

107个，再加入无血清 RPMI-1640 培养基，供裸小

鼠皮下接种用。准备好的 A549 细胞悬液经台盼蓝

染色活细胞数占  95% 以上，按每只  0.2 mL 

A549 细胞悬液注射于消毒后的裸小鼠皮下，观察

肿瘤移植成功率。 

1.3  实验分组 

35 只小鼠皮下移植处均成瘤，接种 7 d 后随

机分成 7 组，每组 5 只：对照组(生理盐水 0.2 mL)、

DDP 低 剂 量 组 (1 mg·kg1) 、 DDP 高剂量组 (5 

mg·kg1)、AP低剂量组(10 mg·kg1)、AP 高剂量组

(30 mg·kg1) 、 DDP 低剂 量 组 + AP 低 剂 量 组

和 DDP 低剂量组+ AP 高剂量组。各组均采用隔

天腹腔注射给药，共 8 次。末次给药后48 h后脱

颈臼处死裸小鼠，切除移植瘤。所有动物实验均

遵循中华人民共和国动物实验管理规定操作。 

1.4 观察指标及方法  

用游标卡尺测量皮下移植瘤长径(L)和短径

(W)，按通用公式[V(mm3)=L×W2×0.52]计算肿瘤

体积V。计算瘤重抑瘤率，瘤重抑制率 E(%)=[1(实

验组平均瘤重/对照组平均瘤重)]×100%。合并用

药效果根据文献提供的金氏公式求出Q值进行判

断：Q =Ea+b/[ Ea+(1-Ea)×Eb]，Ea+b为二药合用的抑

制率，Ea 和 Eb 为各药单用的抑制率，若Q<0.85 说

明二药合用有拮抗作用，若0.85<Q<1.15 说明二药

合用有相加作用，若Q>1.15说明二药合用有协同

作用。 

1.5 光镜观察及免疫组化  

肿瘤标本用 4% 中性甲醛溶液固定、石蜡包

埋、组织切片(5 μm)，HE染色，光镜观察。组织

切片免疫组化染色检测 p53、bcl-2 的表达。采用

免疫组化 SP 法检测，操作步骤严格按照试剂盒说

明书进行(皆为 1∶50 稀释工作液)，用 PBS 缓冲

液代替p53作阴性对照。免疫组化的判定标准：

p53 蛋白以癌细胞核显棕黄色颗粒，间质清晰，无

背景着色，同时阳性细胞要在 5% 以上，才能定为

阳性。高倍镜下计数 100 个细胞，呈棕黄色颗粒

的阳性细胞< 10% 为阴性，≥10%为阳性。bcl-2

以胞质，部分胞核及核膜着色，结果判断同 p53。

应用 Image Pro Plus5.0 专业图像分析软件对免疫

组化结果进行定量分析，测出阳性细胞的积分光

密度(integrated optical density，IOD)，积分光密度

是阳性细胞的平均光密度和其面积的乘积，可以反

映蛋白表达量( IOD 值越高，表明蛋白含量越高)。 

1.6 Western blot 检测  

取重约 100 mg 新鲜移植瘤，尽量剪碎，加入

细胞裂解液，置于玻璃匀浆器中匀浆，直至组织充

分裂解。用玻璃匀浆器匀浆，直至充分裂解。将所

得细胞提取液 4 ℃ 放置 30 min，11 000 r·min1离心

5 min，取上清；BCA 法测定蛋白并用裂解液调整

蛋白浓度。取等量蛋白样品，在 90~120 V 电压下

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)；将蛋白转

移至 PVDF 膜上，用含 5% 脱脂奶粉的缓冲液封闭

过夜(4 ℃)；加入p53，室温孵育 2 h，洗膜；加入

bcl-2，室温孵育 1 h，洗膜；ECL 化学发光，X 光

片曝光并显影、定影、分析结果。 

1.7  统计学处理 

计量资料数据采用 SPSS 11.0，单因素方差分

析(One-way ANOVA)进行样本均数间多重比较。 

2 结果 

2.1 裸小鼠体内成瘤情况 

自接种后 5 d，可见接种部位小结节，约 5 mm

×5 mm 大小，随后结节逐渐增大，至第 10 天，

约 7 mm×7 mm 大小。35 只裸小鼠全部成瘤，成

瘤率达 100%。 

2.2 移植瘤组织的病理形态学观察 

 实验结束后，进行移植瘤组织病理切片，光

镜下均可见癌组织，癌细胞圆形或椭圆形，核大，

核仁明显，胞质稍呈透明微嗜碱，细胞大小不等，

癌细胞被纤维组织分隔成大小不等的癌巢，其间

可见腺管、腺腔样结构。 

2.3 各组药物对裸小鼠皮下移植瘤生长的影响  

实验结束后，各用药组瘤质量及瘤体积明显

低于对照组(P<0.01)，DDP 低剂量+AP 低剂量组和

DDP 低剂量组+ AP 高剂量组抑瘤作用进一步增

强，抑瘤率分别为49.34%，82.61%，Q 值分别为

0.861 和 1.204。结果见图 1和表 1 。 

2.4  各组药物对裸小鼠化疗毒性的影响 

用药期间，DDP 5 mg·kg1组小鼠逐渐出现精

神不振、活动减少、食量下降、消瘦等表现，其

余各组一般情况较好，未见明显不良反应或死亡。 

2.5  AP、DDP 对肿瘤细胞 p53、bcl-2 表达的影响 

2.5.1  免疫组织化学检测  AP 组与对照组比较，

p53 和bcl-2 表达均减小，与阴性对照组比较差异
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显著(P<0.05)，联合用药组进一步增强(P<0.01)，

结果见图 2和表 2。 

 
图 1 裸鼠移植瘤体积生长曲线 

Fig 1 The transplant tumor growth curve in each group 

表 1  不同药物对裸鼠移植瘤瘤重的影响 

Tab 1 The effect of different drugs on the transplantation 
tumor weight 

分组 瘤质量/mg 抑制率/% Q 

对照组 312.30±35.37   

DDP 1 mg·kg1 组 211.20±34.6 32.37  

DDP 5 mg·kg1 组 116.14±32.31) 62.81  

AP 10 mg·kg1 组 197.25±12.82) 36.84  

AP 30 mg·kg1 组 170.35±23.12) 45.45  

DDP 1 mg·kg1+AP 10 mg·kg1 组 158.22±30.11)2) 49.34 0.861

DDP 1 mg·kg1+AP 30 mg·kg1 组 54.32±7.421)2) 82.61 1.204

注：与对照组相比，1)P<0.01；与DDP 1 mg·kg-1组相比，2)P<0.05 

Note: Compared with control group, 1)P<0.01; compared with DDP 

1 mg·kg1group, 2)P<0.05 

 
图2  免疫组织化学法检测p53和bcl-2的表达 
Fig 2  Immunohistochemical result of p53 and bcl-2 
expressions in different groups 

表2  各组裸鼠移植瘤内p53和bcl-2的表达量( sx  ) 

Tab 2  Expressions of p53 and bcl-2 by immunohisto- 

chemical in the transplant tumors in each group( sx  ) 

IOD 
分组 

p53 bcl-2 

对照组 55 578.64±9 742.39 38 520.42±4 017.13

AP 10 mg·kg1 组 49 836.25±9 412.13 31 469.29±4 623.04

AP 30 mg·kg1 组 43 125.22±4 916.961) 29 518.33±3 682.611)

DDP 1 mg·kg1+AP 10 mg·kg1 组 22 947.03±1 212.462) 11 571.78±1 832.132)

DDP 1 mg·kg1+AP 30 mg·kg1 组 20 275.16±1 187.582) 7 243.65±1 136.222)

注：与对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.01 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01 

2.5.2  Western blot 检测  未经处理的 A549 细胞

p53 和 bcl-2 蛋白表达水平较高，AP 单用及联合

DDP 应用后，p53 和bcl-2 蛋白表达均减弱，灰度

值扫描显示差异显著(P<0.01)，见图3。 

 
图 3  Western blot检测p53和bcl-2的表达 
Fig 3  Western blot result of p53 and bcl-2 expressions  

3  讨论 

非小细胞肺癌是一种常见恶性肿瘤，对化疗、

放疗的敏感性差，寻找有效的治疗方法是当前非

小细胞肺癌治疗亟需解决的问题。铂类药物是肺

癌联合化疗方案中 常用的药物，其中 DDP 在联

合化疗方案中占据着重要地位。然而 DDP 的毒副

作用和耐药性是化疗方案发挥作用的主要障碍。

近年来国内外研究发现 AP 可增强肿瘤细胞对化

疗的敏感性[2, 5, 9-10]。本实验研究结果显示：各实

验组对移植瘤肿瘤细胞的生长有一定的抑制作

用，而联合用药组抑瘤作用明显增强(P<0.01)。

DDP 低剂量组+ AP 高剂量组 Q 值大于 1.15，说明

两药物联合应用有确切增效作用，而 DDP 低剂量

组+ AP 低剂量组 Q 值等于 0.861，说明二药合用

有相加作用，表明两者联合应用的效果跟 AP 的剂

量有关，这对指导临床用药有一定的参考价值。

本实验过程中，观察到高剂量单用 DDP 组有不良

反应，与大剂量 DDP 的不良反应相关，这也与临
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床上应用 DDP 不良反应大、病人难以耐受相吻

合。而其余组裸鼠均未出现明显不良反应，表明

两药物联合应用，并未增加其毒副作用。 

p53 是一个抑癌基因，它在调控细胞的生长增

殖、运动性和凋亡的过程中都扮演了一个相当重

要的角色。野生型 p53 蛋白能抑制细胞转化，突

变型 p53 蛋白则促进细胞转化和肿瘤增殖。研究

发现，人肺腺癌细胞株中突变型 p53 呈强阳性表

达  

[11]。Duarte 等采 siRNA 技术发现缺乏 p53 的人

肺腺癌 A549 细胞对 cisplatin 的作用比较敏感，其

存活率相较于正常  A549 细胞明显降低，表

明  DDP 对  p53 RNAi/A549 的 细 胞 毒 性 比 较

强  

[12-13]。bcl-2 基因有很强的抑制细胞凋亡作

用  

[14]，能抑制多种细胞的凋亡，有助于肿瘤生长。

bcl-2 的过度表达出现在许多实体肿瘤中，如鼻咽

癌、前列腺癌、乳腺癌、非小细胞肺癌等[15-18]。

抑 制  bcl-2 的 表 达 同 样 能 增 强  A549 细 胞

对 DDP 的敏感性，抑制 A549 细胞的增殖并诱导

其凋亡[19-20]。同时，p53 也能够通过调节 bcl-2 的

表达来影响肿瘤细胞对化疗药物的敏感性  

[21]。 

本实验通过免疫组化和 Western blot 技术证

实 p53 在人肺腺癌裸鼠移植瘤中呈现高表达，低、

高剂量 AP 组和联合用药组较对照组比较，p53 和

bcl-2 的表达均呈现下调。低、高剂量 AP 与低剂

量 DDP 组合后，该调节作用较单独使用组明显增

强。表明 AP 与 DDP 联合应用具有协同增效作用，

其机制可能是 AP 通过多种途径下调 p53 与 bcl-2

的表达，促进肿瘤细胞发生凋亡，即增强了肿瘤

细胞对 DDP 的敏感性，提示 AP 有望成为一种非小

细胞肺癌治疗的化疗增敏剂，但其在肿瘤中的作用

及对化疗药物的增敏机制有待于进一步探讨。 
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