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人参总皂苷增强小鼠黑色素瘤 B16细胞缝隙连接功能的实验研究
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摘要：目的 探讨人参总皂苷（total ginsenosides，TGs）对小鼠黑色素瘤 B16细胞缝隙连接（Gap junction，GJ）
功能的影响及其作用机制。方法 MTT法测 TGs对 B16细胞生长的影响，荧光显微镜结合荧光示踪法分析 GJ
功能变化，以各试验组受体细胞均数与对照组的比值作为评价 GJ功能的指标，流式细胞仪检测对照组和实验
组的绿色荧光供体细胞（G4）与双阴性受体细胞（G3）比值（G4/G3）变化分析 GJ功能改变，Western blot分析连接
蛋白（Connexin，Cx）表达。结果 1~8 滋mol·L-1 TGs 处理 B16 细胞 48 h 对其生长状态无明显影响；用
1，2，4，8 滋mol·L-1 TGs处理细胞 48 h后，荧光显微镜下观察，TGs能明显提高 B16细胞荧光染料 Calcein传
递，对照组和实验组 G4/G3比值分别是 0.06依0.01，0.09依0.02，0.10依0.01，0.12依0.03和 0.13依0.02，各实验组 G4/
G3值明显高于对照组（P < 0.01）；Western blot分析结果显示，用 1，2，4，8 滋mol·L-1 TGs处理 B16细胞 48
h对其连接蛋白 Cx32表达有明显的增强作用，但对 Cx43和 Cx26表达无影响。结论 体外较低浓度 TGs能够
有效促进 B16细胞 GJ功能，并具有一定的剂量-效应关系。1~8 滋mol·L-1 TGs虽能显著促进 B16细胞 Cx32蛋
白的表达，但在本试验浓度范围内并无明显的量效关系，且对 Cx43和 Cx26表达无明显影响。
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Abstract：Objective To investigate the effects of total ginsenosides（TGs）on the gap junction（GJ） function in

melanoma B16 cells，and to explore the possible mechanism. Methods Effects of TGs on the proliferation of B16

cells were determined by MTT. The gap junction function was analyzed by fluorescent tracer method under fluorescent

microscope. The ratio of average count of the receptor cells in each test group to that in the control group was used as

an evaluation index of GJ function，and flow cytometry was used to detect the ratio of G4 to G3 in Calcein labeled cells

（G4）group and double negative cells（G3）group for the analysis of the changes of the gap junction function. The

expression of connexins（Cx）was detected by Western blotting method. Results TGs at 1~8 滋mol·L-1 had no effect on

the growth of B16 cells after co-culture for 48 h. After co-culture with 0，1，2，4 and 8 滋mol·L-1 of TGs for 48 h，

the transfer of the Calcein in B16 cells was obviously enhanced under fluorescence microscope，and the G4/G3 ratio

was 0.06±0.01 in the control group，and was 0.09±0.02，0.10±0.01，0.12±0.03 and 0.13±0.02 in 1，2，4 and
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缝隙连接（Gap junction，GJ）是细胞间直接相互

作用的主要方式，它是一种独特的细胞间通道，连

接了两个相邻细胞的胞质，使两个细胞成为代谢共

同体。其生理功能是协调细胞间活动的一致性，参

与信息的传递和神经冲动的传导以及细胞的分化、

生长与发育。GJ 由六个多边形亚单位 - 连接蛋白

（Cx）组成，邻细胞膜对应面上的一对 Cx接合体构成

缝隙连接通道，通过其开闭调节细胞内活性分子的

分布，从而维持机体的动态平衡 [1-2]。但是，肿瘤细

胞普遍存在 GJ功能低下 [3]，影响自杀基因治疗的旁

杀伤效应，因此，提高和改善细胞 GJ功能对肿瘤的

自杀基因治疗非常重要。

人参总皂苷（total ginsenosides，TGs）是人参的主

要活性成分，富含几十种人参单体皂苷，药理作用

甚广，不仅能提高肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，

还能提高机体抗肿瘤的免疫力 [4-7]。研究发现自杀基

因联合 TGs可抑制小鼠黑色素瘤的生长[8]，为进一步

研究这种效应的作用机制，本文探讨 TGs对 B16 细

胞缝隙连接功能的作用及其机制。

1 材料与方法
1.1 细胞株及培养方法 小鼠黑色素瘤 B16细胞，购

自中山大学细胞库，培养于含体积分数为 10 %胎牛

血清的 RPMI1640培养液中，置于 37 ℃，体积分数

为 5 % CO2培养箱中培养至对数生长期，用胰酶消

化传代培养。

1.2 药品和试剂 TGs，南京泽郎医药公司，批号：

ZL20100716，纯度为 80 %，溶于无水乙醇中配成 40

mmol·L-1母液，分装，冻存备用；RPMI1640、胰酶，

Gibco 公司；胎牛血清，PAA 公司；二甲基亚枫

（DMSO）、噻唑蓝（MTT）， Sigma 公司；荧光染料

Calcein-AM（C3099）和 DiI（V22885），Invitrogen公司；

兔抗人 β-actin、 Cx26、 Cx32 和 Cx43 单抗， Bio

Vision公司。

1.3 仪器 细胞培养箱（BNA-321D，Espec）；倒置显

微镜（XDS-1B 型，重庆 COIC 公司）；超净工作台

（JH 型，苏州净化设备厂）；电动离心机（XYJ-801

型，江苏省金坛市医疗仪器厂）；酶标仪（680型，Bio

Rad）；流式细胞仪（EPICS XL，Beckman Coulter）；荧

光显微镜（IX71，Olympus）；PowerPac300电泳仪及免

疫印迹相关设备（Bio Rad）；影像工作站 4000R

（Carestream Molecular Imaging，New Haven，USA）。

1.4 MTT法测定 TGs对 B16 细胞生长的影响[9] 用

MTT 法测定不同浓度 TGs 对 B16 细胞增殖的影响，

以确定用于研究细胞间缝隙连接（Gap junctional

intercellular communication，GJIC）功能的 TGs浓度。

1.5 荧光示踪法测定 GJ功能 [9] 采取荧光示踪法测

定 GJ通讯功能。用 0，1，2，4，8 滋mol·L-1 TGs处

理细胞 48 h后，供体细胞用 DiI和 Calcein- AM在培

养箱共孵育 30 min。将供体细胞按 1∶50比例接种到

TGs处理的各组受体细胞上，在培养箱继续培养 8 h，

用荧光显微镜观察记录。每次试验，以各试验组受体

细胞均数与对照组的比值作为评价 GJ功能的指标。

1.6 流式细胞仪分析 GJ 功能 [9] TGs 处理 B16 细胞

48 h后，将供体细胞按 1∶50 比例接种到 TGs处理

的各组受体细胞上，继续培养 8 h，用流式细胞仪分

析 GJ功能。以绿色荧光供体细胞（G4）与双阴性受体

细胞（G3）的比值作为评价 GJ 功能的指标，比值越

大，表示细胞间的 GJ通讯功能越强。每组实验重复

3次。

1.7 Western blot检测 Cx表达 TGs处理 B16细胞

48 h 后，加细胞裂解液，裂解后提取蛋白，经

SDS-PAGE电泳分离后转印。转印好的 PVDF膜封闭

后依次加入相应一抗和二抗，膜放入发光液中孵育

后用 X光片曝光显影，用影像工作站 4000R对图像

8 滋mol·L-1 TGs experimental groups，respectively，the G4/G3 ratio in the experimental groups was significantly higher

than that in the control group（P < 0.01）. The results of Western blotting showed that the expression of Cx32 in B16

cells was obviously increased after co-culture within 0，1，2，4 and 8 μmol·L-1 of TGs for 48 h，but TGs at the

above concentrations had no effect on the expression of Cx43 and Cx26. Conclusion Low concentrations of TGs can

effectively promote the gap junction function of B16 cells in a dose-dependent way in vitro. TGs at 1-8 滋mol·L-1 can

significantly improve Cx32 protein expression in B16 cells，but show no obvious concentration-response relationship，

and has no obvious influence on the expression of Cx43 and Cx26.

Keywords：Total ginsenosides；Fluorescent tracer；B16 cells；Gap junction；connexin；Flow cytometry
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表 1 不同时间点和不同浓度 TGs 对 B16 细胞生长的影响
（x依 s，n=6）

Table 1 Effects of different concentrations of TGs on cell growth of

B16 cell in different time

注：与对照组（0 滋mol·L-1）比较， *P＜0.05， **P＜0.01。

进行扫描和分析，以条带灰度值与β-action的相对

比值表示蛋白的表达水平[10]。

1.8 统计学处理方法 所有数据用均数±标准差（x依s）表
示，用 SPSS13.0软件进行统计学处理。多组间比较采

用方差分析，两组间比较采用两样本均数的 t检验。

2 结果
2.1 TGs对 B16 细胞生长的影响 1~8 滋mol·L-1 TGs

处理 B16细胞 48 h对其生长无明显影响，即 TGs在

此浓度范围内对 B16细胞既无细胞毒作用，也无促

增殖作用，见表 1。但随 TGs浓度的增加和作用时间

的延长，TGs对 B16细胞抑制率增强，因此在 GJ机

制实验研究中，把 TGs 作用浓度控制在 8 滋mol·L-1

以内，作用时间为 48 h。

2.2 荧光示踪法测定 GJ 功能 用 0，1，2，4，8

滋mol·L-1 TGs处理细胞 48 h 后，与对照组比较，各

浓度 TGs处理组均可明显促进 B16 细胞间荧光染料

Calcein的传递（P < 0.01），见图 1。

浓度 /滋mol·L-1

0

1

2

4

8

16

32

64

24 h

1

1.04±0.02**

1.06±0.03**

1.03±0.02*

1.00±0.03

0.99±0.02

0.02±0.00**

0.90±0.03**

48 h

1

0.99±0.02

0.98±0.03

0.98±0.01

0.99±0.02

0.87±0.02**

0.83±0.02**

0.78±0.01**

72 h

1

0.99±0.00

0.96±0.04

0.89±0.04**

0.89±0.04**

0.88±0.03**

0.84±0.02**

0.89±0.01**

作用时间

TGs/μmol·L-1

A. 对照组 B16细胞 Calcein传递（200倍）；B~E. TGs处理组 B16细胞 Calcein传递（其浓度分别为 1，2，4，8 滋mol·L-1 TGs；200倍）；F. TGs促进

GJ介导的 B16细胞间 Calcein传递，每个数据点代表各试验组受体细胞均数与对照组的比值（n=3）。与对照组（0 滋mol·L-1）比较， **P < 0.01。

图 1 荧光显微镜观察 TGs对 B16细胞间 GJ介导的荧光染料 Calcein传递的影响
Figure 1 Effects of TGs on Calcein spread through GJ in B16 cells observed under a fluorescence microscope

TGs/滋mol·L-1

G1：DiI标记细胞；G2：DiI和 Calcein双标记细胞；G3：双阴性细胞；G4：Calcein标记细胞。与对照组（0 滋mol·L-1）比较， **P<0.01；n=3。

图 2 流式细胞仪分析 TGs对 B16细胞间缝隙连接通讯功能的影响
Figure 2 Effects of TGs on the GJIC function in B16 cells by flow cytometry

2.3 流式细胞仪测定 GJ 功能 用 0，1，2，4，8

滋mol·L-1 TGs处理细胞 48 h后，对照组（0 滋mol·L-1）

和各实验组 G4/G3 比值分别是 0.06±0.01，0.09±

0.02，0.10±0.01，0.12±0.03，0.13±0.02，结果显示，

各实验组 G4/G3值均高于对照组（P＜0.01）；随着处

理浓度增加，双阴性受体细胞通过 GJ逐渐被 Calcein

标记为绿色荧光，G4比例逐渐升高（图 2），相应双

阴性细胞减少，说明体外 TGs能促进 B16细胞 GJ功

能，并与荧光显微镜观察结果基本一致。

2.4 TGs 对 Cx 表达影响 Western blot 检测结果显

示，TGs处理前 Cx32表达较低，处理后 Cx32有较高

表达，但表达水平与 TGs 浓度无明显依赖关系（图

3）。由于黑色素瘤 B16 细胞 Cx32 蛋白表达水平较

低，TGs 可能通过上调 Cx32 蛋白表达促进其 GJ 功

能。然而，TGs 对 B16 细胞 Cx43 和 Cx26 的表达未

检测出。

3 讨论
GJ 为细胞间通讯连接的主要通道，只能允许

1000-1600 Da以下的小分子通过。GJ与自杀基因的
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图 3 Western blot分析 TGs对 B16细胞 Cx32蛋白表达的影响
Figure 3 Effects of TGs on the expression of Cx32 in B16 cells by

Western blot

Cx32

β-action

0 1 2 4 8

TGs/滋mol·L-1

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0 2 4 6 8 10

TGs/滋mol·L-1

旁杀伤效应密切相关。自杀基因是指在一定条件下

可以引起细胞自动死亡的基因，自杀基因治疗的一

个显著优势是存在旁杀伤效应。旁杀伤效应即为导

入了自杀基因的细胞不仅自身被杀死，其邻近未导

入自杀基因的细胞也被杀死的现象。其机制是转染

自杀基因细胞转化产生的毒性代谢产物，通过 GJ传

输到未转染自杀基因的细胞，并导致其死亡。因此，

我们可通过中药提高自杀基因的 GJ功能来增强旁杀

伤效应。

前期工作[11]显示，TGs 对接种转染 tk 的 B16 肿

瘤细胞的 C57 小鼠肿瘤自杀基因治疗具有协同作

用。为了解其协同作用的分子机制，本实验利用 DiI

荧光染料区分受体细胞和供体细胞，用 Calcein荧光

染料在 B16细胞间传递，观察 TGs对 B16细胞 GJ功

能的提高作用，结果发现 TGs能够有效地改善 B16

细胞 GJ功能，从而提高自杀基因的旁杀伤效应。连

接蛋白（Cx）是构成 GJ的基本结构蛋白，是由多基因

家族编码的一类结构相似而相对分子质量不同的蛋

白质，也是一群具有相对特异性的肿瘤抑制因子[12]。

这种抑瘤效应依赖于细胞类型，即细胞在生理条件

下有 Cx的固有表达[13]，Cx蛋白表达减少或定位异常

可引起 GJIC功能的下降，导致细胞异常生长或肿瘤

的发生。益气补肾中药方能改善机体免疫微环境，

通过神经递质、淋巴因子、激素等免疫活性物质

介导 GJ 机制，增强肿瘤自杀基因系统的旁杀伤效

应 [14-15]。因此，TGs 能明显促进 B16 细胞 Cx32 基因

的表达可能也是 TGs改善 GJ功能的分子基础。本试

验浓度范围内各组均没有检测到 B16细胞的 Cx43和

Cx26的表达，可能是 B16细胞 Cx43和 Cx26基因表

达水平远低于 Cx32所致。至于 GJ功能与 Cx32的表

达并不完全匹配，这可能是 TGs作用于 Cx家族的其

他蛋白所致。
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