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摘 要 目的：研究黄芪多糖（APS）对人神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞增殖的抑制作用。方法：以0（空白对照）、25、50、100 mg/ml
APS培养细胞6、12、24 h后，MTT法测定细胞活力并计算抑制率。0（空白对照）、25、50、100 mg/ml APS培养细胞24 h后，Hoechst
33258荧光染色，荧光显微镜下观察细胞核形态；流式细胞仪检测细胞周期分布与凋亡情况；Western blot法检测细胞磷酸化丝裂

原活化蛋白激酶（ERK）1/2蛋白表达；酶联免疫吸附（ELISA）法测定细胞白细胞介素2（IL-2）、IL-6、IL-12含量。结果：与空白对

照比较，100 mg/ml APS 培养细胞 6 h，50、100 mg/ml APS 培养细胞 12 h 与 25、50、100 mg/ml APS 培养细胞 24 h 后细胞抑制率升

高。50、100 mg/ml APS培养细胞24 h后，G0/G1期比例升高，G2/M、S期比例降低；IL-2、IL-6含量增加。25、50、100 mg/ml APS培养

细胞24 h后细胞凋亡率升高；细胞核出现碎块状致密浓染，并有凋亡小体出现；细胞ERK1/2蛋白磷酸化水平降低，IL-12含量增

加。以上差异均具有统计学意义（P＜0.01或 P＜0.05）。结论：APS 能抑制 SH-SY5Y 细胞增殖，阻滞细胞周期进程，诱导细胞凋

亡，其机制可能与降低ERK蛋白磷酸化水平和升高细胞因子水平有关。
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Study on the Effect of Astragalus Polysaccharide on the Proliferation of Human Neuroblastoma SH-SY5Y
Cells
GAO Xiao-hong，JIAO Hai-sheng，ZHANG Xue-chen（Lanzhou University Second Hospital，Lanzhou 730030，
China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the inhibitory effect of astragalus polysaccharide（APS）on the proliferation of human
neuroblastoma SH-SY5Y cells. METHODS：After the cells were cultured with 0（blank control），25，50 and 100 mg/ml APS for
6，12 and 24 h，MTT method was used to determine cell viability and calculate inhibition rate. Following cell cultured with 0

（blank control），25，50 and 100 mg/ml APS for 24 h，Hoechst 33258 fluorescent staining was performed，and then cell nucleus
morphology was observed under the fluorescence microscope；flow cytometer was used to detect the distribution of cell cycles and
apoptosis；western blot was employed to determine the expression of extracellular regulated protein kinases（ERK）1/2 protein in
cells. Enzyme linked immunosorbent assay（ELISA）was conducted to determine the contents of interleukin 2（IL-2），IL-6 and
IL-12 in the cells. RESULTS：Compared to the blank control，those cultured with 100 mg/ml APS for 6 h，50 and 100 mg/ml APS
for 12 h and 25，50 and 100 mg/ml APS for 24 h demonstrated higher inhibition rate. After the cells were cultured with 50 and 100

mg/ml APS for 24 h，those in G0/G1 phase increased and those in G2/M and S phases decreased，and the contents of IL-2 and IL-6
increased. After cells were cultured with 25，50 and 100 mg/ml APS for 24 h，the apoptosis rate was higher，densely hyperchromat-
ic fragments in cell nuclei and apoptotic bodies appeared，the phosphorylation level of ERK1/2 protein in the cells was lower，and
the content of IL-12 was higher. There was statistically significance（P＜0.01 or P＜0.05）. CONCLUSIONS：APS can inhibit the
proliferation of SH-SY5Y cells by arresting cell cycle and inducing cell apoptosis through a mechanism which may be correlated to
the decrease in the phosphorylation of ERK1/2 and increase in cytokine.
KEYWORDS Astragalus polysaccharide；Human neuroblastoma SH-SY5Y cell；Cell cycle；Extracellular regulated protein kinas-
es 1/2；Cytokine
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黄芪多糖（Astragalus polysaccharide，APS）是从黄芪根中
提取的重要活性成分之一，具有降低血糖、抗病毒、延缓衰老、

调节机体免疫功能等多种药理学作用[1-2]，尤其是近年来发现
其具有显著的抗肿瘤作用[3]，但其抗肿瘤机制目前尚不明确。

研究显示，中药多糖通常通过干预细胞外调节蛋白激酶（Ex-

tracellular regulated protein kinases，ERK）和/或多种细胞因子
[白细胞介素2（IL-2）、IL-6、IL-12]的表达而广泛参与肿瘤细胞
的增殖及凋亡的调控过程 [4]，并已成为中药抗肿瘤研究的热
点。 本研究拟通过观察APS对人神经母细胞瘤SH-SY5Y细
胞增殖和凋亡的影响，对其作用机制进行分析，以期为探讨治
疗人神经母细胞瘤新思路提供试验基础。

1 材料
1.1 仪器

80i型荧光显微镜（日本Nikon公司）；EPICS XL型流式细胞
仪（美国Beckman公司）；ELx800型酶标仪（美国Bio-Tek公司）。

1.2 药品与试剂

注射用 APS（天津赛诺制药有限公司，批号：220040086，

规格：250 mg/支）；DMEM/F12（1 ∶ 1）培养基、胎牛血清（美国
Gibco公司）；细胞凋亡荧光Hoechst 33258检测盒、RIPA裂解
液（含蛋白酶及磷酸酶抑制剂）、青霉素（10万 u/L）、链霉素
（100 mg/L）、IL-2酶联免疫吸附（ELISA）试剂盒 、IL-6 ELISA

试剂盒、IL-12 ELISA试剂盒均购自碧云天生物技术研究所；

流式细胞检测试剂盒（南京凯基生物科技有限公司）；p-ERK1/2

兔抗人单克隆抗体、β-actin（美国Santa Cruz公司）。

1.3 细胞

SH-SY5Y细胞购自美国标准生物品收藏中心（ATCC）。

2 方法
2.1 细胞的培养

以含 10％胎牛血清、10万 u/L青霉素和 100 mg/L链霉素
的DMEM/F12（1 ∶ 1）培养基，于37 ℃、5％CO2培养箱中常规传
代培养SH-SY5Y细胞。

2.2 细胞抑制率测定

取对数生长期 SH-SY5Y 细胞，制成细胞悬液，以 40 000

ml－1细胞密度接种于 96孔板[边缘孔用无菌磷酸盐缓冲液
（PBS）填充]，于 5％CO2、37 ℃孵育。当细胞融合至 80％～

90％时以血清饥饿培养 5 h，以含 25、50、100 mg/ml APS[5]的无
血清培养基继续培养细胞 6、12、24 h后，每孔加入 0.5％MTT

溶液 20 μl，继续培养4 h。终止培养，小心吸去孔内培养液，每
孔加入 150 μl 二甲基亚砜（DMSO），置于摇床上低速振荡 10

min，使结晶物充分溶解。以酶标仪在490 nm波长处测定光密
度（OD），计算药物抑制率[（空白对照OD－用药OD）/空白对
照OD×100％]及半数抑制浓度（IC50）。空白对照以新鲜无血
清培养基替换，每一质量浓度设置6个复孔。

2.3 细胞核形态观察

取对数生长期SH-SY5Y细胞以2×105个/孔接种于细胞培
养瓶中，于37 ℃、5％ CO2条件下培养，待细胞融合80％～90％
时以血清饥饿培养 5 h，以含 0（空白对照）、25、50、100 mg/ml

APS[5]的无血清培养基培养细胞，继续培养24 h。收集细胞，制
成细胞涂片，根据Hoechst 33258试剂盒说明书进行操作，室温
下染色 15 min，吸除染色液，PBS洗涤 2～3次，荧光显微镜下
观察细胞核形态，采集图像。所有试验均重复 3次，每次设 3

个平行样本。空白对照以新鲜无血清培养基替换。

2.4 细胞周期分布和凋亡情况测定

细胞接种处理与药物质量浓度同“2.3”项下方法。用4 ℃

预冷PBS洗细胞 2次，收集细胞，根据细胞周期与细胞凋亡检

测试剂盒说明书步骤进行操作，采用流式细胞仪检测细胞周

期分布和凋亡情况。空白对照以新鲜无血清培养基替换，每

一质量浓度设3个复孔。

2.5 细胞中ERK1/2蛋白磷酸化水平测定

Western blot法测定细胞中蛋白表达。细胞接种处理与药

物质量浓度同“2.3”项下方法。收集细胞，加入适量RIPA裂解

液（每 100 μl RIPA中含 4 μl蛋白酶抑制剂、10 μl磷酸酶抑制

剂）冰上裂解 30 min，4 ℃下、12 000 r/min离心20 min，取上清

液，二喹啉甲酸（BCA）法测定总蛋白含量，试验时调整上样量

为 30～40 μg。加入一抗（兔抗人p-ERK1/2抗体1 ∶500稀释），

4 ℃过夜后，加入二抗（1 ∶1 000稀释，辣根过氧化物酶标记）室

温孵育2 h，电化学发光法（ECL）曝光液显色。应用 Image pro

plus V7.0 软件分析条带的积分光密度以评定细胞中ERK1/2

蛋白磷酸化水平。

2.6 细胞中 IL-2、IL-6、IL-12含量测定

取对数生长期 SH-SY5Y 细胞，制成细胞悬液，以 3×105

ml－1细胞密度接种于96孔板（边缘孔用无菌PBS填充），于5％

CO2、37 ℃孵育。当细胞融合至 80％～90％时以血清饥饿培

养5 h，以含25、50、100 mg/ml APS[5]的无血清培养基继续培养

细胞24 h。采用反复冻融法，破坏细胞并释放出细胞内成分。

室温下，以离心半径为7.5 cm、2 000～3000 r/min离心15 min。

取上清液，按 ELISA 试剂盒说明书要求进行操作，以酶标仪

在 490 nm波长处测各孔OD，并按标准曲线方程计算出 IL-2、

IL-6、IL-12含量。

2.7 统计学方法

采用 SPSS 15.0软件处理试验数据。各组数据均为计量

资料，以x±s表示，采用 LSD检验进行分析。P＜0.05为差异

有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞抑制率测定结果

与空白对照比较，100 mg/ml APS 培养细胞 6 h，50、100

mg/ml APS 培养细胞 12 h 与 25、50、100 mg/ml APS 培养细胞

24 h后抑制率升高，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05），

且呈明显的时间和浓度依赖性。细胞抑制率测定结果见表1。

表1 各组细胞抑制率测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 1 Determination results of cell inhibition rates of cells

of all groups（x±±s，n＝6）

质量浓度，mg/ml

0（空白对照）

25

50

100

抑制率，％
6 h

0

18.41±3.04

26.81±6.84

37.61±8.79＊

12 h

0

28.79±10.02

35.36±7.62＊

50.68±11.87＊

24 h

0

41.47±9.19＊

50.46±12.63＊＊

65.25±10.48＊＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.2 细胞核形态观察结果

荧光显微镜下可以看到空白对照细胞核形态均一完整，

有微弱蓝色荧光。25、50、100 mg/ml APS培养细胞24 h后，细

胞核则出现碎块状致密浓染，并有凋亡小体的出现；随着APS

质量浓度的增加，凋亡小体增加，即细胞凋亡愈加明显。细胞

核形态观察结果见图1。
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3.3 细胞周期分布和凋亡情况测定结果

与空白对照比较，50、100 mg/ml APS培养细胞 24 h后G0/

G1期比例升高，G2/M、S期比例降低；25、50、100 mg/ml APS培

养细胞24 h后凋亡率升高，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜

0.05）。细胞周期分布和凋亡率测定结果见表2。

表2 各组细胞周期分布和凋亡率测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Determination results of cell cycle distribution and

apoptosis rate of cells of all groups（x±±s，n＝3）

质量浓度，mg/ml

0（空白对照）

25

50

100

细胞周期分布，％
G0/G1

49.02±2.35

55.12±2.22

65.38±1.25＊

72.64±2.31＊

S

13.62±1.26

12.57±0.99

11.37±2.36＊

10.64±1.38＊

G2/M

15.20±1.08

16.04±1.27

14.41±2.26＊＊

12.29±1.35＊＊

凋亡率，％

5.62±0.91

15.38±3.45＊

32.56±4.21＊＊

67.88±3.68＊＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.4 细胞中ERK1/2蛋白磷酸化水平测定结果

与空白对照比较，25、50、100 mg/ml APS 培养细胞 24 h

后，细胞中ERK1/2蛋白磷酸化水平下降，差异有统计学意义

（P＜0.01），并呈质量浓度依赖性。细胞中p-ERK1/2蛋白表达

测定结果见图2、表3。

3.5 细胞中 IL-2、IL-6、IL-12含量测定结果

与空白对照比较，50、00 mg/ml APS培养细胞 24 h后，细

胞中 IL-2、IL-6、IL-12含量增加；25 mg/ml APS 培养细胞 24 h

后，细胞中 IL-12含量增加，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜

0.05）。细胞中 IL-2、IL-6、IL-12含量测定结果见表4。

表3 各组细胞p-ERK1/2蛋白表达测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 Determination results of the expression of ERK1/2

protein of cells of all groups（x±±s，n＝3）

质量浓度，mg/ml

0（空白对照）

25

50

100

p-ERK1/2 / β-actin

9.75±2.21

7.63±1.43＊

3.98±1.07＊＊

1.05±0.45＊＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

表4 各组细胞中IL-2、IL-6、IL-12含量测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 4 Determination results of the contents of IL-2，IL-6

and IL-12 in the cells of all groups（x±±s，n＝3）

质量浓度，mg/ml

0（空白对照）

25

50

100

细胞因子含量，pg/ml

IL-2

13.98±2.01

15.64±1.29

20.38±2.25＊

31.26±3.37＊＊

IL-6

19.11±2.30

22.62±2.88

35.67±4.60＊

49.64±7.20＊

IL-12

10.77±1.98

15.62±2.10＊

25.39±3.11＊＊

45.69±5.70＊＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

4 讨论
大量证据表明，细胞凋亡与肿瘤的发生、发展及预后密切

相关 [6]。APS 能够诱导多种肿瘤细胞的凋亡 [2-4，7]。在本研究

中，采用Hoechst 33258荧光染色后，显微镜下观察到100 mg/ml

APS能够诱导细胞凋亡，视野中看到细胞核明亮的蓝色荧光，

细胞核碎裂，出现大量的凋亡小体；同时流式细胞术测定结果

显示，此质量浓度下细胞的凋亡率可达到（67.88±3.68）％，最

低质量浓度的APS（25 mg/ml）作用后细胞凋亡率为（15.38±

3.45）％。50～100 mg/ml的APS作用24 h后，流式细胞术检测

细胞周期的分布，发现G0/G1期细胞所占比例增加，G2/M、S期

细胞比例降低，提示黄芪多糖抑制SH-SY5Y细胞增殖的原因

可能是阻滞细胞由G1期进入S期，延缓肿瘤细胞周期进程，从

而达到抑制肿瘤细胞增殖的目的。

在肿瘤细胞的增殖、分化及凋亡的调控过程中，ERK发挥

着重要的作用，磷酸化激活的ERK1/2由胞质转位到核内，进

而介导一系列信号转导，参与细胞增殖与分化、形态维持、细

胞骨架的构建、细胞凋亡等多种生物学反应[8-9]。本研究发现，

不同质量浓度的APS作用24 h后，SH-SY5Y细胞中ERK蛋白

磷酸化水平下降，表明APS可能是通过信号通路抑制细胞增

殖而发挥抗肿瘤作用的。

众所周知，机体内细胞因子形成了十分复杂的细胞因子

调节网络，参与免疫反应，直接或间接调节细胞增殖、分化、迁

移、凋亡等以及血管生成、损伤组织修复等多种功能。细胞因

子在肿瘤的发生、发展过程中发挥着重要作用[10-12]，目前 IL-2、

IL-6、IL-12已成为肿瘤免疫治疗的关键分子。近年来，大量研

究提示APS的抗肿瘤作用与其调节机体免疫功能有关，如肖

顺汉等[5]认为APS能够提高荷瘤小鼠脾指数、胸腺指数及血清

中细胞因子 IL-2、IL-6、IL-12、TNF-α的水平。此外，APS能够

促进抗体的形成，刺激自然杀伤（NK）细胞增殖，增加巨噬细胞

图1 各组细胞核形态观察结果（×200）
A.空白对照；B. APS 25 mg/ml；C. APS 50 mg/ml；D. APS 100 mg/ml

Fig 1 The observation results of cell nucleus morphology of

cells of all groups（×200）
A. blank control；B. APS 25 mg/ml；C. APS 50 mg/ml；D. APS 100 mg/ml

A B

C D

图2 各组细胞中ERK1/2蛋白电泳结果

Fig 2 Electrophoresis results of the expression of ERK1/2

protein of cells of all groups

p-ERK1/2

β-actin

空白对照 25 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml
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的数量等[6，13]。本研究发现，50～100 mg/ml的APS能够升高细

胞中 IL-2、IL-6、IL-12 水平，表明 APS 能够在直接抑制 SH-

SY5Y细胞增殖的基础上增加细胞内 IL-2等细胞因子的水平，

通过调节免疫功能从而发挥抗肿瘤作用。

综上，APS 能抑制 SH-SY5Y 细胞增殖，阻滞细胞周期进

程，诱导细胞凋亡，其机制可能与降低ERK蛋白磷酸化水平和

升高细胞因子水平有关。
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本刊讯 感冒清片（胶囊）为中西药复方制剂，由对乙酰
氨基酚、马来酸氯苯那敏、盐酸吗啉胍 3种化药成分及南板蓝
根、大青叶、金盏银盘、岗梅、山芝麻、穿心莲叶6味中药组方而
成。功能主治为：疏风解表，清热解毒，用于风热感冒、发烧、

头痛、鼻塞流涕、喷嚏、咽喉肿痛、全身酸痛等症。

2004年 1月 1日－12月 31日，国家药品不良反应监测系
统数据库共收到感冒清片（胶囊）致血尿不良反应报告 98例，

占总报告数的3.6％。

（1）血尿不良反应特点：①一般症状较轻，停药后痊愈或
好转；②涉及片剂的血尿报告占总报告数的比例（10.1％）大于
胶囊剂（1.3％），原因可能在于片剂起始剂量较胶囊剂高50％。

典型病例1：患者男，44岁，因患感冒服用感冒清片，4片，

tid。连续用药3 d后患者出现肉眼血尿及尿频、尿痛等尿路刺
激征，即入院就诊。查尿常规，镜检见红细胞满视野。嘱立即
停用感冒清片，给予对症治疗后，患者血尿及尿路刺激征缓
解，好转出院。

（2）严重不良反应特点：感冒清片（胶囊）为中西药复方制
剂，在临床应用过程中，常与含有相同成分或功效类似的药品
联合使用，造成组方成分超剂量使用或引起毒性协同作用，可
能导致严重不良反应风险增加。国家药品不良反应监测系统
数据库数据分析显示，合并用药的不良反应中严重病例所占
比例（11.9％）大于单独用药（2.0％）。

典型病例 2：患者男，18岁，因“会阴部及口唇皮肤黏膜损
伤”就诊。患者因“感冒”自行服用多种药物：感冒清片、维C银
翘片、扑尔敏片、麻杏止咳糖浆、清火栀麦片等。服药1周后会
阴部感瘙痒，局部出现红斑及大小不等水疱、溃烂伴渗液；其

后口唇处亦出现局部肿胀、水疱、糜烂，伴局部疼痛，入院就
诊。问诊：患者自发病以来，无畏寒发热，无胸闷气促，二便、

睡眠良好；查体：体温 36.8 ℃，心率 84次/min，呼吸 20次/min，
血压 120/80 mmHg。考虑药物过敏所致，给予维生素C、葡萄
糖酸钙、酮替芬、皿治林抗过敏治疗。患者好转出院。

典型病例 3：患者男，65岁，因“斜颈伴肩部肌肉痉挛”就
诊。患者因“感冒”自行服用感冒灵冲剂（颗粒）及感冒清片，

次晨自感颈部不适，头颈歪斜，肩部肌肉痉挛，遂就诊。经问
诊，患者发病前同时服用感冒灵冲剂及感冒清片，考虑为药物
所致，门诊给予停药、盐酸苯海索口服治疗。2日后患者症状
消失，痊愈。

分析：典型病例 2患者同时服用感冒清片（含马来酸氯苯
那敏、对乙酰氨基酚、穿心莲叶）、维C银翘片（含马来酸氯苯那
敏、对乙酰氨基酚）、扑尔敏片（含马来酸氯苯那敏）、清火栀麦
片（含穿心莲）；典型病例3患者同时服用感冒灵冲剂及感冒清
片（组方中均含中药金盏银盘、岗梅及化药成分对乙酰氨基
酚、马来酸氯苯那敏）。患者合并使用多种含有相同成分或功
效类似的药品，造成组方成分超剂量使用或引起毒性协同作用。

（3）相关建议：①广大医务人员及患者在使用感冒清片
（胶囊）前，应仔细阅读药品说明书，注意其血尿不良反应风
险，并尽量避免与含有对乙酰氨基酚、马来酸氯苯那敏、盐酸
吗啉胍等成分的药品联合使用。②相关生产企业应尽快完善
药品说明书的安全性信息，增加或修订警示语、不良反应、注
意事项、禁忌、特殊人群用药及药物相互作用等项内容；同时
应加强药品不良反应监测和临床合理用药的宣传，采取有效
措施，降低用药风险。

关注感冒清片（胶囊）致血尿等不良反应风险
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