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摘要：综述近5年来黄芪的抗肿瘤作用机制研究进展。结果显示，黄芪的活性成分可调节免疫细胞及细胞因子以增强机体免疫功能；影响细胞周期蛋白及基因表达抑制肿瘤细胞增殖；从阻滞细胞增殖周期影响细胞凋亡信号转导途径和调控癌基因与抑癌基因的表达等促进肿瘤细胞凋亡；通过抑制基质金属蛋白酶活性和血管生长因子等表达抑制肿瘤细胞转移；其抗氧化应激作用能清除、抑制自由基、并通过逆转耐药及辅助化疗药物等达到抗肿瘤作用。
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 Advances on Studies of Antitumor Mechanisms by Radix Astragali 
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Abstract：To summarize the advances on antitumor mechanisms of Radix Astragalus in the recent five years. The results showed that the chemical composition of Radix Astragalus could enhance immune function by regulating the immune cells and cytokines; inhibit tumor cell proliferation by affecting cell cycle proteins and gene expression; promote tumor cell apoptosis by affecting cell cycle arrest, apoptotic signal transduction pathways and regulation the expression of cancer genes and other tumor suppressor genes; inhibit the metastasis of tumor cell by inhibiting the activity of matrix metallo proteinase and the expression of vascular endothelial growth factor; their anti-oxidative stress effect can suppress、remove free radicals; suppress the tumor by revering drug resistance and assisting the chemotherapy drugs.
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肿瘤是机体在各种致癌因素作用下，局部组织细胞在基因水平上失去对其生长的正常调控，导致其克隆性异常增生而形成的。中医认为肿瘤的形成是由于正气不足，脏腑失调，留滞客邪而致气滞血瘀，痰凝毒聚互相胶结，形成肿块。《诸病源候论》指出：“积聚者，乃阴阳不和，脏腑虚弱，受于风邪，搏于脏之气所为也。”《杂病源流犀烛》又言：“壮盛之人，必无积聚。必其人正气不足，邪气留着，而后患此。”黄芪具补气升阳、益卫固表、托毒生肌、利水消肿功效。黄芪含有多种活性成分，包括多糖类、皂苷类、黄酮类化合物，以及氨基酸和多种微量元素[1-3]。大量研究表明黄芪具有显著地抗肿瘤作用，其作用机制包括增强机体免疫功能、抑制肿瘤细胞增殖、促进肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞转移、清除自由基等。现将近5年来黄芪的抗肿瘤作用机制研究综述如下。
1 对机体免疫功能的调节
恶性肿瘤的发生、发展与机体防御功能减退，尤其是细胞免疫功能及其相关细胞因子表达有着密切关系，如树突细胞（DC）、辅助性T细胞（Th1、Th2等）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素（IL-12、IL-1β等）和干扰素（IFN）等，其异常表达对肿瘤发生、发展有显著影响，而肿瘤的持续生长又抑制机体的免疫功能，致使肿瘤进一步发展。研究表明，黄芪及其化学成分可通过调节免疫细胞及细胞因子以提高机体免疫功能。
1.1 对免疫细胞的影响  正常机体中，Th1与Th2细胞处于相对平衡状态，而在肿瘤组织中Th1细胞下降，巨噬细胞及T细胞的免疫功能降低。荆雪宁[4]等发现经黄芪多糖诱导的DC疫苗可以增加S180荷瘤小鼠T细胞增殖能力和诱导Th1/Th2向Th1转化，进而增强机体抗肿瘤免疫功能，延长生存期。胡雅君等[5]也发现黄芪注射液通过上调转录因子T-bet mRNA的表达能诱导Th1/Th2向Th1转化达到抗宫颈癌的作用。
调节性T细胞(Treg)通过分泌转化生长因子（TGF-β）和IL-10或与T细胞直接接触能抑制T细胞的活化和增殖。孙舒玉等[6]用不同剂量的黄芪多糖干预黑色素瘤小鼠，用流式细胞术检测脾脏中Treg比例，结果表明黄芪多糖可通过降低脾脏中Treg数量达到抑瘤作用。Anle Zhang等[7]亦用流式细胞术检测了经黄芪甲苷口服处理的肺癌小鼠脾脏中Treg及L淋巴细胞比例，结果发现脾脏中Treg比例下降，L淋巴细胞比例增加，提示黄芪甲苷通过增强机体免疫功能抑制肿瘤的生长。张安乐[8]研究肺积方和黄芪甲苷对吲哚胺-2,3双加氧酶（IDO）及肿瘤免疫逃逸的影响，构建了IDO过表达的Lewis小鼠肺癌（3LL)细胞株和肿瘤细胞-T细胞体外共培养模型，结果发现黄芪甲苷能使荷瘤小鼠体内Treg减少、细胞毒性T细胞增加；体外实验中IDO表达减少。推测黄芪甲苷可通过下调IDO表达抑制IDO介导的癌症免疫逃逸。
1.2 对细胞因子的影响  由于肿瘤患者的免疫功能下降，致机体免疫细胞功能受阻，可引起IL-2、IL-12、IFN-γ、TNF-α等细胞因子表达减少和IL-10、TGF-β等细胞因子表达增加。孙舒玉等[9]发现黄芪多糖既能降低TGF-β mRNA和IL-10mRNA 的表达及其介导的免疫抑制作用，又能促进荷瘤小鼠肠道黏膜γδT细胞分泌IL-2、IFN-γ和TNF-α以增强其免疫功能。荆雪宁等[10]用ELISA检测了DC-T细胞共培养上清液中IL-12、IFN-γ水平，结果发现IL-12、IFN-γ的表达水平升高，表明黄芪多糖诱导的DC疫苗可显著发挥体内抑瘤作用，减缓肿瘤生长速度，延长生存期。柴旺[11]发现黄芪多糖能显著降B16-F10黑色素荷瘤小鼠中IL-10、TGF -β水平，提高IFN-γ和TNF-α水平，提示黄芪多糖通过调节上述细胞因子可增强机体免疫功能，达到抗瘤作用。王洁茹[12]等发现黄芪多糖能抑制程序性死亡受体（PD）-1、PD-2 mRNA及其蛋白的表达，并猜测黄芪多糖的抗肿瘤作用机制与下调PD-1/PD-Ls分子水平相关。
2 抑制肿瘤细胞增殖  

抑制肿瘤细胞增殖在肿瘤治疗中占有非常重要的地位，其相关蛋白主要有细胞周期蛋白（Cyclin A、Cyclin B、Cyclin D、Cyclin E）及p21基因等。李超[13]研究黄芪多糖对人红白血病K562细胞增殖和凋亡的影响及其作用机制，用RT-PCR和Western blot等方法检测黄芪多糖对细胞周期蛋白（Cyclin A、Cyclin B、Cyclin E）及p21基因在mRNA和蛋白水平的表达，结果发现cyclin B和cyclin E在mRNA水平和蛋白水平的表达均显著降低、p21基因表达升高，而cyclin A表达无显著性差异，推测黄芪多糖可能是通过下调Cyclin B和Cyclin E的表达以及上调p21的表达而抑制K562细胞的增殖，且该作用可能与Cyclin A没有明显关系。此外，张冬青等[14]发现黄芪总黄酮或毛蕊异黄酮能降低白血病K562细胞Cyclin D1 mRNA水平，提示黄芪总黄酮和毛蕊异黄酮具抑制肿瘤细胞增殖的作用。
3 诱导肿瘤细胞凋亡
细胞凋亡是一种受多种基因调控的细胞程序性死亡，在肿瘤发生、发展中占有重要地位，诱导肿瘤细胞凋亡已成为肿瘤治疗的研究热点之一[15]。其途径主要有两条：一条是通过细胞膜上的死亡受体激活半胱氨酸蛋白酶(Caspase)；另一条是通过胞质内的线粒体途径释放细胞凋亡因子激活Caspase，这些活化的Caspase 可将细胞内的重要蛋白降解，引起细胞凋亡。研究较多的基因和蛋白有：野生型p53、Caspase（Caspase-3、Caspase-8、Caspase-9）、Bcl-2家族及环氧合酶-2(COX-2)等。研究表明，黄芪可通过调节这些基因和蛋白的表达诱导肿瘤细胞凋亡，进而抑制肿瘤生长。目前的研究认为黄芪促进肿瘤细胞凋亡的作用机制有：①阻滞肿瘤细胞增殖周期；②影响细胞凋亡信号转导途径；③调控癌基因和抑癌基因的表达[16]。

3.1 阻滞肿瘤细胞增殖周期  黄芪能够阻滞肿瘤细胞增殖周期，诱导其凋亡。冯涛等[17]研究发现黄芪多糖能使S期肝癌HepG2细胞数目减少，促进细胞分化为G0-G1和G2-M期，阻止肿瘤细胞增殖周期，诱使其凋亡。Wang T等[18]用流式细胞术观察了经黄芪总黄酮干预的BGC-823细胞的细胞周期及凋亡率，结果发现黄芪总黄酮使BGC-823细胞的细胞周期停滞于G0/G1期，且凋亡率随剂量增加而显著升高。张冬青[14]等用碘化丙啶（PI）单染法检测了经黄芪总黄酮或毛蕊异黄酮处理24h的白血病K462细胞的细胞周期。结果发现G0/G期细胞显著增多，而S期细胞显著减少。将细胞阻滞于G0/G1期可能是促进细胞凋亡的主要机制之一。同时还有研究表明芒柄花黄素可通过调节细胞周期蛋白能将细胞周期停滞在G1期[19]。
3.2 影响细胞凋亡信号转导途径  Caspases的活化是目前公认的诱导细胞凋亡信号转导的共同通路，它们通过一系列的酶解反应致细胞的DNA修复功能丧失，间接促使细胞凋亡。赵飞[20]分别用分光光度法和荧光定量PCR法检测经山奈酚、鹤草酚B作用24h的MGC-803细胞中Caspase-9蛋白活性和端粒酶活性，结果发现二药单用或合用均可通过活化Caspase-9、抑制端粒酶活性以促进细胞凋亡；且作用强度为山奈酚+鹤草酚B>山奈酚>鹤草酚B。另有研究表明[19]，芒柄花黄素亦可通过增强Caspase-3活性促进肿瘤细胞凋亡，且呈剂量依赖关系。尹波等[21]用黄芪提取物研究人胃癌SGC-7901细胞凋亡的机制时发现Caspase-3、Caspase-9活性均增强，由此认为黄芪提取物可通过线粒体途径诱导凋亡。Zhou Y等[22]研究发现毛蕊异黄酮可诱导人卵巢癌SKOV3细胞凋亡，其作用机制亦与增强Caspase-3和Caspase-9活性有关。王宏艳[23]研究ERK1/2在黄芪多糖促进HepG2细胞凋亡中的作用时，发现Caspase-3活性增加，ERK1/2表达下降，提示黄芪多糖促进肿瘤细胞凋亡与抑制ERK1/2信号通路有关。
3.3 调控癌基因和抑癌基因的表达  在线粒体途径中，Bcl-2 家族蛋白通过改变线粒体膜的通透性而调节细胞色素C的释放，从而调控细胞凋亡过程[24]。Bax与Bcl-2同属于Bcl-2 超家族成员，是细胞凋亡途径中一组重要的调节基因，在正常机体中两者处于平衡状态，如果凋亡抑制蛋白Bcl-2表达的减少以及凋亡促进蛋白Bax表达增加均会导致肿瘤细胞凋亡[25]。

    李连琨[26]等用流式细胞术和免疫组化法分别检测了黄芪注射液对H22荷瘤小鼠细胞凋亡率、Bax 及Bcl-2的蛋白表达的影响，结果发现肿瘤细胞凋亡率增加、Bax 蛋白表达增强、Bcl-2蛋白表达降低，认为黄芪注射液通过调控Bax、Bcl-2蛋白表达诱导H22 肿瘤细胞凋亡，进而发挥抑瘤效应。张秀云等[27]研究黄芪总黄酮对肝癌HepG-2细胞凋亡的诱导作用机制时，用Western blot检测Survivin、Bax与Bcl-2水平，结果发现细胞Survivin和Bcl-2的表达量明显降低，而Bax的表达量显著增加，且呈浓度依赖关系，并猜测黄芪总黄酮诱导HepG-2细胞的凋亡机制与下调Survivin、Bcl-2表达和上调Bax表达相关。Tian J等[28]研究发现毛蕊异黄酮可以下调Bcl-2表达、上调Bax表达，促进乳腺癌MCF-7细胞细胞凋亡。此外，聂超[29]的研究表明黄芪多糖能影响P53下游基因Bax与Bcl-2表达进而调控肿瘤细胞凋亡。还有研究表明[19]，芒柄花黄素诱导细胞凋亡，除与阻滞肿瘤细胞增殖周期和活化Caspase-3有关外，还与调控癌基因（Bcl-2）和抑癌基因（Bax）表达密切相关。

4 抑制肿瘤细胞转移

4.1 抑制基质金属蛋白酶  基质金属蛋白酶( MMPs)几乎能降解所有细胞外基质(ECM)成分，是与肿瘤侵袭、转移关系最密切的酶。抑制MMPs活性能抑制肿瘤细胞的侵袭转移。Auyeung KK等[30]研究发现经黄芪皂苷（AST）处理过的人胃腺癌细胞（AGS）通过基底膜基质层浸润侵袭的细胞数显著降低，同时可见MMP-2和MMP-9的表达下调。Cheng Xudong等[31]的实验结果表明黄芪甲苷通过蛋白激酶（PKC）-α-细胞外调节蛋白激酶（ERK1）/2 -NF-κB通路降低MMP-2和MMP-9的表达，从而抑制肺癌细胞A549的转移。石瑞芳[32]研究发现黄芪多糖通过降低MMP-2显著抑制宫颈癌C-33A的转移。尹刚等[33]用黄芪配伍莪术治疗人卵巢癌HO-8910时检测了瘤组织中MMP-2表达情况，结果发现其表达水平显著下降。

4.2 抑制血管生成  肿瘤血管生成在肿瘤从良性向恶性的转变、癌细胞进入血液循环、转移灶的发展和破裂中起着重要作用，涉及肿瘤从形成到转移的全过程。因此，抗血管生成机制的研究和抗血管生成药物的开发给肿瘤治疗带来了新的希望。研究发现，血管内皮生长因子（VEGF-A、VEGF-C、VEGF-D等）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、COX-2等与肿瘤血管生成有密切的关系。

Yin G[34]等在研究黄芪提取液对血管生成影响时发现，能显著降低Ⅰ期肿瘤中COX-2和VEGF的表达，提示黄芪提取液可抑制肿瘤细胞的转移。臧文华等[35]研究发现黄芪能显著的抑制肿瘤血管生成，其作用机制与降低肿瘤组织中VEGF的表达密切相关。同时，Auyeung KK[36]等发现芒柄花黄素对人类结肠癌亦有此功效。此外，Woo SM等[37]发现黄芪与当归以3:2比例的混合提取液能抑制乳腺癌的转移，其作用机制与影响NF-κB途径中TNF-α的表达有关。骆殊等[38]发现经黄芪处理后的人胃癌细胞中COX-2基因及其蛋白的表达均下降，且肿瘤的生长明显受阻，与莪术联用后效果更为显著；并猜测其作用机制是通过抑制肿瘤血管生成而影响肿瘤的生长与转移的。

5 清除、抑制自由基  

    在生理条件下，自由基可一定程度上增强机体免疫功能；而在病理条件下，自由基可对正常组织和细胞产生损伤，从而导致疾病发生，如衰老，肿瘤等[39]。因此清除体内的自由基是肿瘤预防、治疗的又一重要手段。肿瘤患者体内的超氧化自由基清除酶，如过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）的活性显著下降，而脂质过氧化物（LPD）和脂质过氧化产物丙二醛（MDA）含量升高，且机体的抗氧化应激功能下降。大量研究发现[40-42]，黄芪皂苷、黄芪毛蕊异黄酮和芒柄花黄素均有抗氧化应激的作用，以清除自由基。此外，黄芪注射液及其多糖不仅能够提高SOD活性，降低MDA含量，清除细胞内氧化应激产生的活性氧（ROS）和活性氮(RNS)，而且还能减少自由基生成，多糖与当归联用效果更加显著[43]。
6 辅助化疗药物，逆转耐药

    黄芪及其化学成分除直接作用于肿瘤细胞发挥抑瘤作用外，还可通过辅助抗癌和逆转耐药等发挥抗癌作用。田庆锷[44]以H22肝癌小鼠为研究对象，研究黄芪多糖辅助化疗药多药耐药（ADM）的抗癌作用机制，结果发现IL-6、TNF-α表达增加，IL-10、P-GP、MDR1 mRNA表达减少，表明黄芪多糖具有辅助ADM抗瘤作用和化疗药物增敏作用，其机制与上调IL-6、TNF-α表达，下调IL-10、P-GP、MDR1mRNA表达相关。赵耀[45]研究黄芪提取物对食管癌细胞（Ec9706/cDDPGST）的作用，发现化疗药组的细胞存活率小于联合黄芪组，谷胱甘肽转移酶（GST-π）的表达却高于联合黄芪组，提示黄芪提取物可逆Ec9706/cDDP细胞对顺铂耐药，其机制可能与GST-π表达降低有关。赵惠祥[46]同样也做了黄芪提取物对Ec9706/cDDP细胞对顺铂的耐药性研究，结果发现黄芪提取物亦可通过下调Ec9706/cDDP DNA聚合酶β（polβ）基因表达改善Ec9706/cDDP细胞对顺铂的耐药性。

7小结与展望

临床观察发现黄芪及其多种化学成分具有增强肿瘤患者免疫力，延长生存期的作用。人们开展了大量的实验研究探求黄芪及其多种化学成分的抗肿瘤作用及其机制，综上所述，目前研究主要集中在增强免疫功能、抑制肿瘤细胞增殖、促进肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤血管生成、清除和抑制自由基、逆转耐药肿瘤细胞耐药等方面，并取得了大量的研究成果。由于中药成分的多样性，中药的防治作用亦常常表现为多靶点，多途径。目前的研究必然不能全面、深入阐释黄芪抗肿瘤机制，如：从能量代谢出发对黄芪的抗肿瘤作用研究甚少，截止目前以肿瘤、黄芪及能量为主题词，知网上只有19篇相关文献。因此，从能量代谢出发研究黄芪的抗肿瘤作用机制可能是未来的主要研究方向之一。随着更多深入的实验研究的进行，期待更多的实验证据从多层次、多方面探讨黄芪的抗肿瘤机制。
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