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【摘要】 目的 研究红芪多糖（sedysarum polybotys saccharides，HPS）和硒化红芪多糖（selenizated hedysarum
polybotys saccharides，SE⁃HPS）对口腔癌细胞 SCC25的影响。方法 取对数生长期的口腔癌细胞系 SCC25，分
别加入不同浓度（0、10、25、50、100、200、400 μg/mL）的HPS和 SE⁃HPS，CCK8法检测细胞增殖，流式细胞术检

测细胞凋亡，RT⁃qPCR及Western bloting 观察细胞凋亡相关的指标。结果 各浓度HPS和 SE⁃HPS均可抑制

SCC25增殖，50 μg/mL HPS和 SE⁃HPS抑制 SCC25增殖的效果最强，并呈现时间依赖性，48 h内抑制增殖效果

明显，48 h后效果达到平台期；SE⁃HPS抑制 SCC25细胞增殖的效果强于HPS（P < 0.05）。流式细胞术结果显

示 50 μg/mL HPS 和 SE⁃HPS 作用于 SCC25 48 h，凋亡率分别为 25.8%、30.8%，与对照组（0 μg/mL HPS 和 SE⁃
HPS）相比差异有统计学意义（P < 0.05）；RT⁃qPCR及Western bloting结果显示 50 μg/mL HPS和 SE⁃HPS作用

于 SCC25 48 h，凋亡基因 Fas/Fasl 的 mRNA 与蛋白表达均上调，与对照组相比差异有统计学意义（P <
0.05）。结论 HPS和 SE⁃HPS均可以抑制口腔癌细胞 SCC25的增殖，SE⁃HPS效果优于HPS，可能通过 Fas/Fasl
途径发挥诱导凋亡作用。
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【Abstract】 Objective To study the effects of hedysarum polybotys saccharides (HPS) and selenizated hedysarum
polybotys saccharides (SE⁃HPS) on the oral squamous cancer cell line SCC25. Methods Different concentrations (0,
10, 25, 50, 100, 200, 400 μg/ml) of HPS and SE⁃HPS were added to SCC25 cells in the logarithmic growth stage. Cell
proliferation was detected by the CCK⁃8 method, apoptosis was detected by flow cytometry, and apoptosis⁃related index⁃
es were observed by RT⁃qPCR and Western blotting. Results The concentrations of HPS and SE⁃HPS inhibited the
proliferation of SCC25 cells. The inhibitory effect of 50 μg/mL HPS and SE⁃HPS on the proliferation of SCC25 cells
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was the strongest and was time⁃dependent. The inhibition effect significantly increased within 48 h, and the effect was
achieved after 48 h. At the plateau stage, SE⁃HPS inhibited the proliferation of SCC25 cells more strongly than HPS
(P < 0.05). The results of flow cytometry showed that 50 μg/mL HPS and SE⁃HPS acted on SCC25 cells for 48 h, and
the apoptotic rates were 25.8% and 30.8% respectively. Compared with the control group (0 μg/mL HPS and SE⁃HPS),
the difference was statistically significant (P < 0.05). RT⁃qPCR and Western blotting showed that 50 μg/mL HPS and
SE⁃HPS acted on SCC25 cells for 48 h, and the mRNA and protein expression levels of the apoptosis gene Fas/FasL
were upregulated. The difference was statistically significant (P < 0.05). Conclusion Both HPS and SE⁃HPS can inhib⁃
it the proliferation of SCC25 oral cancer cells, but SE⁃HPS is superior to HPS and can induce apoptosis through the Fas/
Fasl pathway.
【Key words】 hedysarum polybotys saccharides; selenizated hedysarum polybotys saccharides; oral squamous cell
carcinoma SCC25; experiment in vitro； proliferation; apoptosis; Fas/Fasl gene
J Prev Treat Stomatol Dis, 2019, 27(12): 757⁃762.

红 芪 多 糖（hedysarum polybotys saccharides，
HPS）是红芪的主要活性成分，具有抑制肿瘤、调节

机体免疫功能、抗衰老、抗病毒、降血糖、降血脂、

抗氧化等多种生物活性［1⁃3］。硒元素是人体所必需

的微量元素，其在人类防癌抗癌、提高机体免疫

力、延缓衰老、预防和治疗心血管疾病及克山病等

方面均发挥着重要作用［4］。硒多糖结合了硒和多

糖的双重生物活性，有效降低无机硒毒性和副作

用的基础上，保留了多糖的药理活性，且有机硒有

效地提高了硒的生物可利用度［5］。硒化红芪多糖

（selenizated hedysarum polybotys saccharides，SE ⁃
HPS）为 HPS 经过一系列化学修饰后形成的硒多

糖。本实验通过分析HPS和 SE⁃HPS对口腔癌细胞

的影响，探讨可能的作用机制，为红芪的应用研究

提供一定实验依据。

1 材料和方法

1.1 试验药物和细胞株来源

红芪多糖、硒化红芪多糖由南方医科大学馈

赠，口腔癌细胞株 SCC25购自美国细胞生物研究

所细胞库。

1.2 主要试剂

DMEM/F12细胞培养基（Gibco公司，美国）；胎

牛血清（Gibco公司，美国）；胰蛋白酶（Gibco公司，

美国）；CCK8试剂（同仁化学研究所，日本）；二甲

基亚枫（MP 公司，美国）；PBS（博世德公司，武

汉）；青霉素、链霉素双抗（Gibco公司，美国）；An⁃
nexin V⁃FITC 凋亡检测试剂盒（BD公司，美国）；PI
/RNase Staining Buffer（BD公司，美国）；Trizol 裂解

液（Invitrogen公司，美国）；甲醇、乙醇、氯仿、异丙

醇（千瑞生物有限公司，广州）；SuperScript Ⅲ RT

（Invitrogen公司，美国）；RNase free water（同仁化学

研究所，日本）；PrimeScriptTM RT reagent Kit with
gDNA Eraser（Perfect Real Time）（TAKARA公司，日

本）；SYBR Premix Ex TaqTM（Til RNaseH Plus）
（TAKARA 公司，日本）；TEMED（Sigma 公司，美

国）；SDS（Sigma公司，美国）；甘氨酸（鼎国公司，北

京）；过硫酸铵（鼎国公司，北京）；Tris⁃HCL（鼎国公

司，北京）；30%丙烯酰胺（鼎国公司，北京）；20%
Tween20（鼎国公司，北京）；蛋白Marker（天根生化

科技有限公司，广州）；半干法转膜液（碧云天生物

技术有限公司，上海）；RIPA（碧云天生物技术有限

公司，上海）；脱脂奶粉（光明公司，中国）；ECL发

光剂（聚能生物有限公司，武汉）；显影粉、定影粉

（碧云天生物技术有限公司，上海）；RIPA裂解液

（碧云天生物技术有限公司，上海）；Fas抗体（Cell
Signaling Technology，美国）；Fasl 抗体（Cell Signal⁃
ing Technology，美国）；β⁃actin 抗体（Cell Signaling
Technology，美国）；二抗羊抗小鼠，羊抗兔（Cell
Signaling Technology，美国）。

1.3 细胞培养

SCC25 用含 10%胎牛血清的 DMEM/F12 细胞

培养液培养，置 37 ℃，95%相对湿度，含体积分数

为 5% CO2的培养箱中，每 2 d换液 1次，每周传代

2～3次。取对数生长期细胞用于实验。

1.4 HPS和 SE⁃HPS液的配制

取HPS和 SE⁃HPS 0.4 mg，溶解于 1 mL的磷酸

盐缓冲液PBS，配制成 400 μg/mL母液，再稀释配制

成 10、25、50、100、200、400 μg/mL 6个工作浓度。

1.5 CCK8法检测细胞活力

取对数生长期的细胞 SCC25，加入胰蛋白酶消

化，将细胞稀释密度为 5 × 103个/mL，加入 96孔板
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中，每孔 100 μL，培养 24 h后加入 6个浓度实验药

物，每孔 100 μL。试验药物浓度每个浓度药物设 3
个平行孔，设置 3个对照孔和 3个调零孔，对照孔

只加细胞和培养液，调零孔加细胞培养液不加细

胞和药物，分别培养 12、24、36、48、60、72 h，药物

作用终止时加入 10 μL CCK8试剂，再培养 2 h，在
酶标仪上 450 nm处测每孔的吸光度OD值，按下列

公式求出细胞活力。实验重复 3次，取平均值。细

胞活力＝（实验组平均OD值⁃调零组平均OD值）/
（对照组平均OD值⁃调零组平均OD值）× 100%。

1.6 流式细胞术检测凋亡率

取对数生长期密度为 1 × 106个/mL的口腔癌

细胞 SCC25 液 2 mL 接种于 6 孔培养板，培养 24 h
后加入不同浓度的HPS和 SE⁃HPS（终浓度分别为

0、10、25、50、100、200、400 μg/mL），培养 48 h，收
集对数期细胞，常规消化制成单细胞悬液，4 ℃
PBS清洗 2～3遍，1 000 rpm，5 min离心，按凋亡试

剂盒进行处理，避光染色 15～30 min，过细胞筛至

流式管中，使用细胞流式仪进行检测。

1.7 RT⁃qPCR检测 Fas、Fasl等凋亡基因的表达改

变量

取对数生长期密度为 1 × 106个/mL的口腔癌

细胞 SCC25 液 2 mL 接种于 6 孔培养板，培养 24 h
加入不同浓度的HPS和 SE⁃HPS溶液（终浓度为 0、
25、50 μg/mL），作用 48 h，用 TRIzol法提取各组总

RNA。加人 1 mL TRIzol试剂，按试剂盒说明书步

骤提取总RNA。每组取总RNA模板建立 20 μL逆

转录反应体系。每组各取 2 μL cDNA模板分别进

行 PCR 扩增。94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 30 s，
62 ℃退火 50 s，72 ℃延伸 1 min，39个循环，最后在

72 ℃延伸 5 min。经过RT⁃qPCR反应，得到各标本

目的基因和管家基因β⁃actin的表达量的有关数据

（Ct值），以 2⁃△△Ct法计算目的基因的相对表达量。

引物序列见表 1。

1.8 Western bloting检测 Fas、Fasl等凋亡基因的蛋

白表达改变量

取对数生长期密度为 1 × 106个/mL的口腔癌

细胞 SCC25 液 2 mL 接种于 6 孔培养板，培养 24 h
加入不同浓度的HPS和 SE⁃HPS溶液（终浓度为 0、
25、50 μg/mL），作用 48 h，PBS清洗 3次，加入细胞

裂解液提取蛋白，BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白

浓度，取 10 μL蛋白样品，SDS⁃PAGE电泳分离，将

蛋白转移至 PVDF膜上，用 5%脱脂奶粉室温摇床

封闭 2 h，一抗 4 ℃孵育过夜，PBST洗涤 3次，并在

摇床上振摇，加入二抗于 37 ℃下孵育 1 h，PBST洗

涤 3次，化学发光仪上显色，灰度扫描仪处理分析

结果，检测各组凋亡基因Fas、Fasl蛋白水平表达。

1.9 统计学分析

使用 SPSS 20.0统计软件进行统计分析，数据

以平均值 ± 标准差表示，对实验数据进行正态检

验与方差齐性分析，当数据符合正态分布及方差

齐性时，用 One⁃Way ANOVA分析，否则采用 Krus⁃
kal⁃WallisH 检验，使用 Bonferroni进行多组间两两

比较，P＜0.05表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 HPS和 SE⁃HPS对 SCC25活力的抑制作用

CCK8结果显示，HPS、SE⁃HPS各浓度（10、25、
50、100、200、400 μg/mL）均可抑制口腔癌细胞

SCC25的增殖（P < 0.05），50 μg/mL HPS、SE⁃HPS抑

制 SCC25增殖的效果最强，抑制效果呈现时间依

赖性，12～48 h效果明显，作用 48 h细胞活力分别

为 74.6%、73.7%；HPS作用 48、60、72 h后的细胞活

力分别为 74.6%、74.3%、74.0%，3个时间段间差异

无统计学意义（P＞0.05）；SE⁃HPS作用 48、60、72 h
后的细胞活力分别为 73.7%、72.8%、72.2%，3个时

间段间差异无统计学意义（P＞0.05），这提示 50
μg/mL HPS、SE⁃HPS抑制 SCC⁃9增殖的效果最优，

抑制作用呈时间依赖性，48 h为最佳作用时间；SE⁃
HPS抑制口腔癌细胞 SCC25增殖的效果优于HPS，
差异有统计学意义（P < 0.05）。

2.2 HPS和 SE⁃HPS诱导 SCC25凋亡的作用

流式凋亡结果显示，25、50、100 μg/mL的HPS
分别作用于 SCC⁃25 48 h后，凋亡率高于对照组（0
μg /mL），差异有统计学意义（P＜0.05），其中以 50
μg/mL 浓度组的细胞凋亡率最高（图 1）。25、50
μg/mL的 SE⁃HPS分别作用于 SCC⁃25 48 h后，凋亡

率高于对照组，差异有统计学意义（P＜0.05），其中

以 50 μg/mL浓度组的细胞凋亡率最高（图 2）。

2.3 HPS和 SE⁃HPS对Fas、Fasl表达的影响

RT⁃qPCR实验结果显示，25 μg/mL和 50 μg/mL

表 1 RT⁃qPCR引物序列

Table 1 Primer sequences
基因

β⁃actin
Fas
Fasl

前引物（5′⁃3′）
TGGCACCCAGACAATGAA
GGTGGCTTTGTCTTCTTCT
GGAGGGGAAGATGATGAG

后引物（5′⁃3′）
CCAGCCAAAGAAGAAACCAC
CCTTGGTTTTCCTTTCTGT
AGCACTGGTAAGATTGAACAC
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的HPS 和 SE⁃HPS作用于 SCC25 48 h均能使凋亡基

因 Fas、Fasl的表达量升高，与对照组相比差异有统

计学意义（P＜0.05）。HPS 和 SE⁃HPS为 50 μg/mL
时，Fas、Fasl的表达量升高较明显（图 3）。

Western Blot 结果显示，25 μg/mL 和 50 μg/mL
的 HPS和 SE⁃HPS作用于 SCC25 48 h，均能使凋亡

基因 Fas、Fasl蛋白水平上升，HPS 和 SE⁃HPS为 50
μg/mL时，Fas、Fasl的蛋白表达量升高较明显（图4）。

a c d

Specimen_001-0 μg/ml Specimen_001-25 μg/ml Specimen_001-50 μg/ml

Specimen_001-200 μg/ml Specimen_001-400 μg/ml
Annexin V⁃FIIC Annexin V⁃FIIC102 103 104 105 102 103 104 105 102 103 104 105

102
103

104
105

PI⁃
A
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104
105

102
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Annexin V⁃FIIC
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Annexin V⁃FIIC102 103 104 105
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Specimen_001-100 μg/ml

Annexin V⁃FIIC Annexin V⁃FIIC102 103 104 105 102 103 104 105
Annexin V⁃FIIC102 103 104 105
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PI⁃
A

102
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105

PI⁃
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h400
μg/m
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0.0
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调
亡

率

e f g

a：0 μg/mLHPS；b：10 μg/mLHPS；c：25 μg/mLHPS；d：50 μg/mLHPS；e：100 μg/mLHPS；f：200 μg/mLHPS；g：400 μg/mLHPS；h：各浓度

HPS对 SCC25凋亡情况比较；***P < 0.001
图 1 不同浓度HPS对 SCC25凋亡情况的比较

Figure 1 Comparison of different concentrations of HPS on SCC25 apoptosis

a c d

f g
h

Specimen_001-0 μg/ml Specimen_001-25 μg/ml Specimen_001-50 μg/ml

Specimen_001-200 μg/ml Specimen_001-400 μg/ml
Annexin V⁃FIIC Annexin V⁃FIIC

Annexin V⁃FIIC Annexin V⁃FIIC

102 103 104 105 102 103 104 105 102 103 104 105

102 103 104 105 102 103 104 105

102
103

104
105

PI⁃
A
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104
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105
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***
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调
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率
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μg/m

L
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μg/m

L

100
μg/m

L
50 μ

g/mL
25 μ

g/mL
10 μ

g/mL0 μg
/mL

HPS浓度

b

Specimen_001-10 μg/ml

Annexin V⁃FIIC102 103 104 105

102
103

104
105

PI⁃
A

PI⁃
A

e

Specimen_001-100 μg/ml

Annexin V⁃FIIC102 103 104 105

102
103

104
105

PI⁃
A

a: 0 μg/mL SE⁃HPS；b：10 μg/mL SE⁃HPS；c：25 μg/mL SE⁃HPS；d：50 μg/mL SE⁃HPS；e：100 μg/mL SE⁃HPS；f：200 μg/mL SE⁃HPS；g：
400 μg/mL SE⁃HPS；h：各浓度 SE⁃HPS对 SCC25凋亡情况比较；***P < 0.001

图 2 不同浓度 SE⁃HPS对 SCC25凋亡情况的比较

Figure 2 Comparison of different concentrations of SE⁃HPS on SCC25 apoptosis
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3 讨 论

红芪具有补气固表、利尿排毒、排脓、敛疮生

肌等作用；红芪多糖是红芪的主要活性成分之一，

具有抗肿瘤、调节机体免疫、抗衰老、抗氧化以及

降血糖等多种生物作用［6］；硒元素是人体所必需的

微量元素，其在人类防癌抗癌、延缓衰老、提高机

体免疫力、预防和治疗心血管疾病等方面都发挥

着及其重要的作用［7⁃8］；硒元素存在形式有无机硒

和有机硒两种，无机硒有高毒性，有机硒具备硒的

生物活性，但比无机硒具有更低的毒性，能够更好

地发挥硒的生理活性，因此多糖的硒化成为一种

新的研究领域［9］。硒多糖是一种有机硒化合物，具

有硒与多糖的双重活性，它的副作用极小，生物活

性高于硒和多糖，更易被机体吸收和利用［5］；红芪

多糖经过硒化成为硒化红芪多糖。晚期口腔癌患

者通常采用综合序列治疗，中医中药治疗是多种

癌症综合序列治疗的组成部分，中医中药有助于

增强免疫系统［10］、增进食欲［11］、促进身体的康复，

预防肿瘤的再生或转移［12］，部分中草药甚至能有

效地控制肿瘤恶化［13］。有研究报道硒化多糖对多

种癌症有一定的预防和协助治疗效果，如食道癌、

胃癌、结肠癌、肝癌、淋巴癌等［14⁃15］。研究发现 SE⁃
HPS比HPS具有更强的抗氧化作用，对 β⁃淀粉样

蛋白所引起的 SH⁃SY5Y人神经母细胞瘤的氧化和

凋亡具有拮抗作用［16］，目前未发现 SE⁃HPS在肿瘤

方面研究报道。

本实验发现HPS、SE⁃HPS各浓度均可在一定

程度抑制口腔癌细胞 SCC25的增殖，并呈现时间

依赖性；HPS 和 SE⁃HPS均是浓度为 50 μg/mL时作

用效果最强；48 h SE⁃HPS 的作用效果比 HPS 强。

可能因为口腔癌细胞 SCC25在 50 μg/mL时，细胞

表面和物质转运有关的位点或受体等已达到饱

和，当继续增加药物浓度时，对细胞内外物质的正

常转运或信号转导没有太大影响。李世刚等［17］还

发现HPS对MGC⁃803、HEP⁃G 2癌细胞均有一定抑

制作用，但对人胃腺癌细胞MGC⁃803的体外抑制

作用不呈单纯的剂量效应关系，对人肝癌细胞的

生长抑制作用具有剂量依赖关系。本实验结果还

显示 SE⁃HPS的作用效果优于HPS，这与以往研究

一致，当多糖经过硒元素化学修饰后，抗肿瘤作用

提高。同时，从实验结果可以看出，随着时间的延

长，口腔癌细胞 SCC25活力逐渐降低，说明HPS和

SE⁃HPS抑制肿瘤细胞的生长具有一定的时间依赖

性，在 12～48 h，抑制口腔癌细胞 SCC25增殖的效

果增强，在 48 h后达到平台期。由此推测 48 h为

HPS与 SE⁃HPS最佳时间作用点。

流式凋亡结果显示，口腔癌细胞 SCC25的凋亡

结果与 CCK8实验一致；以 50 μg/mL为最佳浓度，

故后续的实验以 25 μg/mL 和 50 μg/mL 为实验浓

度。HPS和 SE⁃HPS的浓度为 10 μg/mL时，凋亡率

与 0 μg/mL基本一致，没有起到诱导凋亡的作用，
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图 3 不同浓度HPS和 SE⁃HPS对Fas和Fasl表达的影响

Figure 3 Effects of different concentrations of HPS and SE⁃HPS on Fas and Fasl expression
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Figure 4 Changes in Fas and Fasl protein expression in
SCC25 cells treated with different concentrations of HPS

and SE⁃HPS
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推测为浓度太低所致。

HPS和 SE⁃HPS诱导凋亡的途径和机制尚不明

确。本实验的RT⁃qPCR显示，50 μg/mL的HPS与SE⁃
HPS作用 48 h后，SCC25的凋亡相关基因Fas和Fasl
的mRNA表达水平上升，同时Western Blot结果显示

Fas、Fasl蛋白表达水平上升。这表明HPS和SE⁃HPS
有可能通过Fas、Fasl途径诱导SCC25的凋亡。

本研究发现HPS和 SE⁃HPS可在一定程度上抑

制 SCC25的增殖，诱导其凋亡，可能通过 Fas、Fasl
途径发挥作用，并发现 SE⁃HPS抑制增殖及诱导凋

亡的作用强于HPS。本实验对 Fas、Fasl凋亡途径

进行了初步的研究，后续需进一步探索硒化红芪

多糖诱导癌细胞凋亡的作用机制，并更深入对比

研究HPS与 SE⁃HPS的作用差异。
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