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［摘要］ 目的 探讨当归红芪超滤物是否对 TM40D人乳腺癌荷瘤小鼠具有放射增敏效应，并探讨其效应的
可能机制。 方法 40 只 TM40D 人乳腺癌荷瘤小鼠随机分为对照组、药物组、放射组和联合组，每组 10
只。各组小鼠待肿瘤体积为 120 mm3 时，对照组给予 0. 9%NaCl溶液 0. 3 ml /d灌胃; 药物组给予当归红芪超
滤物 1. 44 g /kg灌胃; 放射组给予一次性 6Gy射线照射; 联合组给予当归红芪超滤物 1. 44 g /kg灌胃和一次性
6Gy射线照射。各组连续灌胃 30 d后，观察小鼠移植瘤重量和抑瘤率、肿瘤生长延迟时间 ( TGD) 、肿瘤体
积生长至放射治疗前 3 倍所需时间 ( TGT3 ) 及联合组的增敏系数 ( EF) ，检测各组小鼠肿瘤组织中 p53
mＲNA及其蛋白的表达。 结果 联合组小鼠移植瘤重量显著低于对照组、药物组、放射组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) ; 联合组的抑瘤率显著高于药物组和放射组 ( P ＜ 0. 01) 。联合组小鼠 TGT3、TGD 较药物组和放射组
明显增加 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，EF 为 1. 95。联合组 p53 mＲNA 及蛋白表达亦明显高于药物组、放射组
( P ＜ 0. 05) 。 结论 当归红芪超滤物可以增强 TM40D人乳腺癌荷瘤小鼠的放射敏感性，其机制可能是通过
上调 p53 蛋白及其 mＲNA表达而发挥作用。
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乳腺癌是严重威胁女性健康的恶性肿瘤之一，

放疗是早期乳腺癌治疗的重要手段，但患者在接受

放疗时可能出现乏氧性的放射抗拒、肿瘤复发、细
胞周期再分布等因素影响了放疗疗效，因此，寻找

一种高效低毒的放疗增敏剂成为研究的热点。放射
增敏药与放疗的联合使用可以更好地提高疗效，同

时降低放射剂量，从而减轻高剂量放射引起的副作

用。有研究显示，部分中药有效部位具有肯定的增
强机体免疫功能及抗肿瘤、增加放射敏感性的作
用［1］。当归、红芪为甘肃道地药材，具有扶正祛
邪、益气固本的功效。本研究探讨了当归红芪超滤
物对 TM40D人乳腺癌荷瘤小鼠放射敏感性的影响
及其可能作用机制，报道如下。

1 材料与方法

1. 1 动物与细胞株
SPF 级昆明种小鼠 40 只，雌性，体重 18 ～

22 g，5 ～ 6 周龄，购于兰州大学实验动物中心，实

验动物许可证号: SCXK ( 甘) 2010-0006; 人乳腺
癌 TM40D细胞株购自中国科学院上海细胞生物研
究所。
1. 2 药品、试剂与仪器
当归、红芪均购自甘肃岩昌，经甘肃中医学院

生药学教研室鉴定当归为伞形科植物的干燥根，红

芪为多序岩黄芪的干燥根茎，当归红芪超滤物

( 1 ∶ 5) 由甘肃省膜科学研究院与甘肃中医学院科
研实验中心联合制备［2 － 3］。0. 9% NaCl 溶液 ( 批
号: 09123102) 购于广东艾希德药业有限公司，
DMEM ( 批号: NXB0528 ) 、胎牛血清 ( 批号:
110809) 购自杭州四季青生物工程公司，Trizol
( 批号: 15573-036 ) 购自美国 Invitrogen 公司，
HＲP标记的羊抗兔抗体 ( 批号: MO822-12 ) 、SP-
9000 及 DAB染色试剂 ( 批号: 60882725 ) 购于北
京中杉金桥生物技术有限公司，PVDF 膜 ( 批号:
FFP30) 、ＲNA PCＲ Kit ( AMV ) Ver. 3. 0 ( 批号:
DＲＲ012A) 购自美国 Takara 公司，ECL 发光试剂
盒 ( 批号: P0012A) 购于上海碧云天生物技术有
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限公司，ＲNA引物由上海生工生物工程有限公司
合成。蛋白质印迹法 ( Western blot) 试剂盒 ( 批
号: BS392-MS) 购自北京中杉金桥生物技术有限
公司。二氧化碳培养箱 ( 日本 Sanyo公司) ，P1303
电子天平 ( 上海越平科学仪器有限公司) ，PCＲ 仪
( 美国 Bio-Ｒad公司) ，PＲIMUS 型医用电子直线加
速器 ( 德国 Siemens公司) 。
1. 3 细胞培养及荷瘤小鼠模型建立［4］

人乳腺癌 TM40D 细胞用含 10% 小牛血清、
10g /L双抗 ( 100 mg /L青霉素和 100 mg /L链霉素)
的 DMEM全培养液置于 37℃含 50 ml /L CO2 温箱内

中培养，48 ～ 72 h换液 1 次，取对数生长期细胞进
行实验。将培养的 TM40D 细胞配成单细胞悬液，
每只裸鼠背部皮下按 0. 2 ml 接种，每只小鼠平均
接种 2 × 107 个细胞，共 40 只。移植瘤长至直径为
5 mm时认为接种成功。
1. 4 动物分组及处理
将 TM40D荷瘤小鼠按照体重简单随机分成对

照组、药物组、放射组和联合组，每组 10 只。各
组小鼠待肿瘤体积为 120 mm3 时，对照组给予
0. 9%NaCl溶液 0. 3 ml /d灌胃，药物组给予当归红
芪超滤物 1. 44 g /kg 灌胃，放射组给予一次性 6Gy
射线照射，联合组给予当归红芪超滤物 1. 44 g /kg
灌胃和一次性 6Gy 射线照射。连续灌胃 30 天后采
用断颈法处死荷瘤小鼠，进行指标检测。
1. 5 观察指标及方法

①观察各组小鼠一般情况，如活动、进食; ②
停药次日称重并处死小鼠，剥离瘤块，称瘤重和测

量肿瘤体积，计算抑瘤率。肿瘤体积 = π /6 ( 长
径 ×短径2 ) ，抑瘤率 = ( 1 － 实验组移植瘤体积 /
对照组移植瘤体积) × 100% ; ③肿瘤生长延迟时
间 ( TGD) : 肿瘤体积生长至放射治疗前 3 倍所需
时间为肿瘤 3 倍倍增时间 ( TGT3 ) ，实验组的
TGT3 与对照组的 TGT3 之差为 TGD; ④增敏系数
( EF) =联合组 TGD /放射组 TGD，EF ＞ 1 提示有
放射增敏效应; ⑤ＲT-PCＲ 法检测肿瘤组织 p53
mＲNA的表达，p53 的上游引物为 5'-CCACCATC-
CACTACAACTACAT-3'，下游引物为 5'-AGGACAG-
GCACAAACACG-3'，内参照 β-actin的上游引物 5'-
AGCCATGTACGTAGCCATCC-3'，下 游 引 物 5'-
CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA3'，反应条件: 95℃预
变性 5 min，然后 94℃ 30 s、56℃ 30 s、72℃ 1 min
扩增 32 个循环，最后 72℃延伸 10 min。UVP 凝胶
图像分析系统摄片并测定分析其光密度，计算各个

样本 p53 mＲNA表达水平，表达量的相对值 =待测

基因扩增条带的灰度值 /β-actin 基因扩增条带的灰
度值; ⑥Western blot 检测 p53 蛋白的表达，为消
除组内差异，组内各例样品等量混合。剪碎组织，
加入蛋白提取液，于冰上充分裂解，用考马斯亮蓝

试剂盒提取总蛋白，BCA 法测蛋白浓度后。取
40μg蛋白样品进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，将电泳
后的蛋白转移至 PVDF 膜，5%脱脂牛奶封闭后，
分别用抗 Cap43 和 β-actin 的一抗孵育 ( 1 ∶
1 000) ，4℃冰箱过夜，HＲP标记的羊抗兔二抗 ( 1
∶ 1 000) 孵育，ECL化学发光显色，由 Bio-Ｒad 凝
胶成像仪摄取凝胶图像，测定其结果的面积及灰密

度值，每项实验重复 3 次。以 Marker 指示目的蛋
白分子量部位出现特异性蛋白条带且该条带半定量

结果大于其癌旁正常对照为阳性判断标准。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 11. 5 软件进行统计分析，计量数据

均以均值 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，采用单因素方差
分析。

2 结果

2. 1 各组小鼠一般情况
移植性实体瘤接种成功率为 100%，实验结束

时荷瘤小鼠均全部成活。小鼠在接种肿瘤细胞的
5 d内，活动饮食正常，外观无明显变化，第 5 日
后可在皮下触及米粒样肿块，后肿瘤逐日增大。对
照组肿瘤生长较快，并且小鼠饮食减少，活动减

少，毛发杂乱、无光泽，竖毛现象明显; 其他各组
肿瘤生长相对缓慢，联合组小鼠比药物组、放射组
的小鼠活泼，皮毛有光泽，竖毛现象不明显。
2. 2 各组小鼠移植瘤重量及抑瘤率比较
表 1 示，药物组、放射组及联合组的移植瘤重

量明显低于对照组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 联合
组小鼠移植瘤重量较药物组、放射组亦明显降低
( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。放射组和联合组小鼠抑瘤
率高于药物组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ，并且联合
组小鼠抑瘤率亦高于放射组 ( P ＜ 0. 01) 。图 1 示，
各组小鼠移植瘤的体积随时间延长均呈增大变化，

对照组的增长幅度最大，联合组增长幅度最小。
表 1 各组小鼠移植瘤重量及抑瘤率的比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 重量 ( g) 抑瘤率 ( % )

对照组 10 1. 782 ± 0. 298 —
药物组 10 1. 415 ± 0. 217* 28. 84 ± 3. 12
放射组 10 1. 120 ± 0. 192* 39. 76 ± 5. 31△

联合组 10 0. 598 ± 0. 113＊＊△△▲ 70. 62 ± 6. 24△△▲▲

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与药物组比
较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01; 与放射组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲
P ＜ 0. 01
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图 1 各组小鼠移植瘤生长体积曲线图

2. 3 各组小鼠 TGT3、TGD比较
表 2 示，药物组、放射组、联合组小鼠 TGT3

较对照组明显延长 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 联合
组小鼠 TGT3、TGD 较药物组和放射组明显增加
( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。联合组的 EF = 1. 95，表
明当归红芪超滤物能抑制肿瘤生长，能增加荷瘤小

鼠对放射线的敏感性。

表 2 各组小鼠 TGT3、TGD比较 ( d，珋x ± s)

组别 鼠数 TGT3 TGD

对照组 10 7. 5 ± 0. 21 —
药物组 10 14. 2 ± 0. 26* 7. 0 ± 0. 17
放射组 10 17. 2 ± 0. 34* 9. 7 ± 0. 20
联合组 10 26. 5 ± 0. 43＊＊△▲▲ 19. 0 ± 0. 31△▲

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与药物组比

较，△P ＜ 0. 01; 与放射组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01

2. 4 各组小鼠肿瘤组织 p53 mＲNA 及其蛋白表达
比较

表 3 示，与对照组比较，药物组、放射组和联
合组 p53 mＲNA及其蛋白表达逐渐升高 ( P ＜ 0. 05
或 P ＜ 0. 01) 。联合组 p53 mＲNA 及其蛋白表达亦
明显高于药物组、放射组 ( P ＜ 0. 05 ) 。各组小鼠
p53 mＲNA及其蛋白电泳图见图 2、图 3。

表 3 各组小鼠肿瘤组织 p53 mＲNA及其
蛋白表达比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 p53 mＲNA p53 蛋白

对照组 10 0. 23 ± 0. 02 0. 21 ± 0. 02
药物组 10 0. 58 ± 0. 04* 0. 39 ± 0. 04*

放射组 10 0. 63 ± 0. 05＊＊ 0. 43 ± 0. 04*

联合组 10 0. 87 ± 0. 06＊＊△▲ 0. 67 ± 0. 05＊＊△▲

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与药物组比

较，△P ＜ 0. 05; 与放射组比较，▲P ＜ 0. 05

3 讨论

当归为甘肃道地药材，其主要活性组分为多

糖、阿魏酸、挥发油等，现代药理研究表明，当归

注: M: marker; 1: 对照组; 2: 药物组; 3: 放射组;
4:联合组
图 2 各组小鼠肿瘤组织 p53 mＲNA电泳图

注: 1: 对照组; 2: 药物组; 3: 放射组; 4: 联合组
图 3 各组小鼠肿瘤组织 p53 蛋白电泳图

具有提高免疫力、抗肿瘤、抗辐射和清除自由基等
功效［5 － 7］。曹蔚等［8］研究发现，当归多糖可明显抑
制肿瘤细胞增殖，呈现明显的时—效与量—效关
系，当归多糖还可通过调节细胞周期的关键点来达

到辐射保护的目的。红芪为豆科岩黄芪属植物，
《中华人民共和国药典》［9］2010 年版收载的常用中
药红芪为多序岩黄芪的根，因与黄芪药效相近，所

以在我国很多地区以红芪代黄芪入药，红芪具有扶

正祛邪、益气固本的功效，其主要成分有红芪多
糖、黄芪总黄酮 ( TFA ) 等活性组分。李云志
等［10］采用硅胶柱色谱及 Sephadex LH-20 等方法分
离其成分，其中首次研究并确定的化合物Ⅸ为紫檀
烷类化合物，结果显示，其对 HepG2 具有一定的
抗肿瘤活性。我们前期研究发现，红芪超滤物对人
肝癌 HepG2 细胞具有辐射增敏作用，其辐射增敏
机制可能通过下调 SurvivinmＲNA 表达与促进细胞
凋亡有关［11］。
较为理想的放射增敏剂除了要求有较高的放射

增敏系数和抑瘤率外，其治疗剂量下的不良反应越

低越好［12］。本研究结果显示，各组移植瘤的体积
随时间延长均呈增大变化，但对照组的增长幅度最

大，联合组增长幅度最小，联合组的抑瘤率显著高

于药物组和放射组 ( P ＜ 0. 01 ) 。联合组能增加辐
射敏感性，增敏系数 EF为 1. 95，表明当归红芪超
滤物能抑制肿瘤生长，能增加 TM40D 人乳腺癌荷
瘤小鼠对放射线的敏感性。

p53 是一类转录调节因子，是过去 20 年里被
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研究得最为频繁的肿瘤抑制因子之一［13］，定位于

17q13. 1 上，编码由 393 个氨基酸残基组成的 p53
蛋白，细胞凋亡过程被认为依赖于 p53 基因［14］。
本研究结果显示，药物组和放射组均能上调 p53 蛋
白及其 mＲNA 表达 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，而联
合组上调 p53 蛋白及其 mＲNA 表达效果较药物组
和放射组更加显著 ( P ＜ 0. 05 ) 。由此可见，我们
认为当归红芪超滤物可以增加 TM40D 人乳腺癌荷
瘤小鼠的辐射敏感性，其机制可能是通过上调肿瘤

抑制因子 p53 蛋白及其 mＲNA 表达，加强诱导凋
亡而发挥作用，但是否还通过其他途径提高辐射敏

感性，尚有待于进一步研究。
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Ｒadiosensitization Effect of Angelica-Ｒadix Hedysari Ultrafiltration Membrane Extract in TM40D Human
Breast Tumor-Bearing Mice
KOU Wei1，MA Weihong1，YUE Yiping1，LIU Kai2，LEI Liyi1，ZHOU Yunsong1，ZENG Maolan1

( 1． Medical School of Northwest University for Nationalities，Gansu Province 730030; 2． Gansu University of Traditional Chinese Medicine)
ABSTＲACT Objective To study the radiosensitization effect of Angelica-Ｒadix Hedysari ultrafiltration membrane
extract in TM40D human breast tumor-bearing mice and its possible mechanism． Methods Forty TM40D human
breast tumor-bearing mice were randomized into the control group，drug group，radiation group and combination
group，with 10 in each． The control group was gavaged with 0. 3 ml /d of normal saline，drug group was gavaged with
1. 44 g /kg of Angelica-Ｒadix Hedysari ultrafiltration membrane extract，radiation group was given a one-time 6Gy ray，
and combination group was given 1. 44 g /kg of Angelica-Ｒadix Hedysari ultrafiltration membrane extract and a one-
time 6Gy ray when the tumor volume in mice was 120mm3． The tumor weight，tumor-inhibition rate，tumor-growth
delay ( TGD) ，time required for tumor volume growth to 3 times as before radiation ( TGT3) and enhancement factor
( EF) in the combination group was observed after 30 days of administration． The expressions of p53 mＲNA and its
protein were detected． Ｒesults The tumor weight in the combination group was significantly lower than that in the
control group，drug group and radiation group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． The tumor-inhibition rate in the combination
group was significantly higher than that in the drug group and radiation group ( P ＜ 0. 01) ． The TGT3 and TGD in the
combination group was significantly increased as compared with the drug group and radiation group ( P ＜ 0. 05 or P ＜
0. 01 ) ． The EF in the combination group was 1. 95． The expressions of p53 mＲNA and its protein in the combination
group were significantly higher than those in the drug group and radiation group ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion
Angelica-Ｒadix Hedysari ultrafiltration membrane extract can enhance the radiosensitivity of TM40D human breast
tumor-bearing mice probably by upregulating the expression of p53 mＲNA and its protein．
Keywords Angelica-Ｒadix Hedysari ultrafiltration membrane extract; breast cancer; radiosensitization; tumor-
inhibition rate; p53
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