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异鼠李素与索拉非尼联合对肾癌的抑制作用及作用机制

杜倩倩, 黄璐璐, 刘春霞, 唐 梅, 闫 辰, 李 燕*

(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 新药作用机制与药效评价北京市重点实验室, 北京 100050)

摘要: 本研究主要探讨黄芪成分异鼠李素与索拉非尼联合使用后对肾癌的生长抑制作用及其作用机制。MTT

法检测异鼠李素及与索拉非尼联合后的抗肿瘤活性; 采用小鼠Renca移植瘤模型观察其对肾癌生长的抑制作用。

Western blot初步探讨异鼠李素及与索拉非尼联合后抗肾癌作用机制。淋巴细胞增殖实验检测体内异鼠李素及与

索拉非尼联合后对小鼠脾淋巴细胞增殖影响。结果显示, 异鼠李素对不同肾癌细胞增殖有较弱的抑制作用, 其作用

于A498细胞、786-O细胞和Renca细胞 120 h后的半数抑制浓度 (IC50) 分别是 31.7、28.8和 106.0 μmol·L-1, 异鼠李素

联合索拉非尼可增加索拉非尼对Renca细胞的生长抑制作用, 索拉非尼的 IC50由 26.1 μmol·L-1降至 12.0 μmol·L-1;

单独使用 50.0 mg·kg-1异鼠李素能较弱地抑制小鼠Renca肾癌的生长, 抑制率仅为 26.9%, 而此剂量的异鼠李素和

20.0 mg·kg-1索拉非尼联合使用时抑制率可达 60.7%, 提示异鼠李素可增加索拉非尼的抗肾癌活性。Western blot结

果表明, 异鼠李素可通过抑制 c-Raf/MEK/ERK、AKT/mTOR等信号通路发挥抑制肾癌生长的作用。与对照组相比,

异鼠李素与索拉非尼体内联合后能促进未活化的脾淋巴细胞增殖及刀豆蛋白A和脂多糖刺激后的淋巴细胞增殖。

综上所述, 异鼠李素与索拉非尼联合可增强索拉非尼的抗肾癌活性, 其作用机制可能与抑制 c-Raf/MEK/ERK和

AKT/mTOR信号通路有关。动物实验中对动物的处理均遵循中国医学科学院药物研究所动物实验中心标准操作

规程。
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Abstract: This study aimed to explore the anti-tumor activity and mechanisms of action of isorhamnetin, a

compound isolated from Astragalus membranaceus, in combination with sorafenib for treatment of renal cell

carcinoma (RCC). The anti-tumor activity of isorhamnetin in combination with sorafenib was detected by MTT

assay with cells in culture or Renca xenograft model in mice. Western blot was used to study the mechanisms

of isorhamnetin in combination with sorafenib. Lymphocyte proliferation assay was also used to investigate the

effects of the two drugs in combination. The results indicated that isorhamnetin inhibited the proliferation of

RCC cells, with IC50 for A498, 786-O and Renca cell lines with being 31.7, 28.8 and 106.0 μmol·L-1, respectively.

Isorhamnetin in combination with sorafenib improved the anti-lymphocyte proliferation activity of sorafenib with

the IC50 down to 12.0 μmol · L-1. Isorhamnetin inhibited the growth of RCC in mice slightly with the inhibition

efficiency at 26.9%. With 50.0 mg·kg-1 isorhamnetin in combination with 20.0 mg·kg-1 sorafenib, the anti-tumor
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activity of sorafenib was enhanced, with inhibition of growth rate increased to 60.7%. Meanwhile, isorhamnetin in

combination with sorafenib could promote the lymphocytes proliferation in Renca xenograft model. Western blot

results showed that combination of isorhamnetin and sorafenib could inhibit c-Raf/MEK/ERK and AKT/mTOR

signaling pathways. In conclusion, the combination of isorhamnetin with sorafenib could increase the anti-tumor

activity of sorafenib in RCC in vitro and in vivo. The mechanisms may be related to the inhibition of c-Raf/MEK/

ERK and AKT/mTOR signaling pathways. Procedures for animal study were performed with approval of the

Animal Care and Use Committee of the Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College.
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目前癌症已成为影响公众健康的主要因素[1], 其

中肾癌位居世界上泌尿系统恶性肿瘤第三位, 约占人

类癌症的 3%, 其转移率及死亡率高, 严重威胁人类生

命[2]。由于肾癌对化疗、放疗等治疗措施不敏感, 目前

临床上的治疗药物多为索拉非尼 (sorafenib)、依维莫

司等小分子靶向药物, 但由于随之产生的耐药性和不

良反应, 常影响这些药物的治疗效果[3]。中药作为中

国传统药物与化疗药物联合使用后, 可同时作用于多

个通路, 在增强化疗药的抗肿瘤药效的同时, 还可减轻

化疗药物的不良反应及避免耐药性的产生, 因此中药

联合索拉非尼等靶向药物治疗癌症具有广阔的应用前

景[4]。黄芪包含黄芪皂苷、黄芪总黄酮和黄芪多糖等

多种成分, 其中异鼠李素是黄芪总黄酮的成分之一[5,6],

目前关于异鼠李素 (isorhsmnetin) 治疗肿瘤的研究较

少, 本文主要是探讨异鼠李素与索拉非尼联合后对小

鼠肾癌的抑制作用及作用机制。

材料与方法

细胞 人肾癌细胞株A498、人肾癌细胞株Caki-1、

人肾癌细胞株 786-O、人肾癌细胞株 786-P和小鼠肾癌

Renca 细胞由 Teh Bin Tean 教授 (DUKE-NUS Medical

School Singapore) 馈赠。

动物 雄性BABL/c小鼠, 体重 16.0～18.0 g, 购自

北京华阜康生物科技股份有限公司, 许可证号: SCXK

(京) 2014-0004。

药物 异鼠李素 (成都克洛玛生物科技有限公司,

批号: CHB160712), 索拉非尼 (上海蓓琅生物科技有限

公司, 批号: 284461-73-0)。

试剂与仪器 DMEM培养基、胰酶购自Gibco公

司, RPMI-1640培养基由北京钮因华信科技发展有限

公司提供, 胎牛血清购自北京元享圣马生物技术研究

所。青霉素钠盐及硫酸链霉素购自华北制药股份有限

公司。乙二胺四乙酸钠 (EDTA)、二甲基亚砜 (DMSO)、

无水甲醇、异丙醇由北京化工厂生产。十二烷基磺酸

钠 (SDS)、过硫酸铵、聚丙烯酰胺、Tween-20、焦碳酸二

乙酯、苯甲基磺酰氟 (PMSF)、琼脂糖、甘氨酸购自美国

Sigma公司。溴化四氮唑蓝 (MTT)、RIPA组织/细胞裂

解液、BCA蛋白浓度测定试剂盒及溴酚兰购自北京索

莱宝科技有限公司。牛血清白蛋白 (BSA) 购自美国

Amresco公司。抗体购于美国Cell Signaling Technology

公司; 辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔和山羊抗鼠二

抗由中杉金桥生物技术有限公司提供。ECL超敏显色

剂由北京普利莱公司提供。WD-2102A型酶标仪购自

北京六一仪器厂; IX70倒置显微镜购自OLYMPUS公

司; 生物分子成像仪LAS4000购自美国GE公司。

分组与模型制备 无菌条件下剥离接种于小鼠腋

下的Renca肿瘤, 剔除筋膜, 匀浆研磨, 按1∶5比例用无

菌生理盐水稀释成每毫升 5.0×107个的细胞悬液, 每只

小鼠腋下注射 0.2 mL, 次日进行称重分组[5]。实验共

分为 16组, 分别为溶剂对照组、索拉非尼给药组 (20.0

mg·kg-1)、黄芪各成分 (芒柄花素、异鼠李素、山奈酚、

紫云英苷、黄芪甲苷、环黄芪醇和黄芪多糖) 给药组 ,

剂量均为 50.0 mg·kg-1; 以及 7个成分 (50.0 mg·kg-1)分

别与索拉非尼 (20.0 mg·kg-1) 联合给药组。

给药方法 溶剂对照组小鼠灌胃 20% PEG400

0.4 mL/20.0 g, 每天 1次; 索拉非尼组、单药组小鼠灌胃

药物 0.4 mL/20.0 g, 每天 1次; 联合给药组小鼠分别灌

胃索拉非尼和单药各 0.4 mL/20.0 g, 每天 1次, 接种后

给药 12天。索拉非尼用水、蓖麻油、无水乙醇按 1∶1∶6

比例配制, 黄芪各成分用20% PEG400配制。

MTT法测定肿瘤细胞增殖变化 取对数生长期

的肿瘤细胞用胰酶消化, 配成每毫升 3×104个的细胞

悬液, 每孔 100 μL加入 96孔板中, 24 h后每孔分别加

入100 μL不同浓度的异鼠李素或索拉非尼及合用药物,

溶剂对照组加入对应的培养基, 每个浓度设置 3个平

行孔, 37 ℃培养 120 h后弃上清, 每孔加入 0.5 mg·mL-1

MTT 溶液 100 μL, 37 ℃培养 4 h 后弃上清 , 每孔加

入 200 μL DMSO, 震荡均匀后 570 nm 测定吸光度值

(OD570)。以加入培养基的肿瘤细胞为溶剂对照组, 按

以下公式计算异鼠李素和索拉非尼对肿瘤细胞增殖

的抑制作用, 并计算 IC50。抑制率 (%) = (OD溶剂对照组−
OD给药组)/ OD溶剂对照组×100%。以上实验重复 3次。联
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合效应采用“一带一线法”的联合指数 (CI) 方法进行

评价[6]。

小鼠Renca肾癌移植瘤实验 实验结束后处死小

鼠, 称体重, 剥离肿瘤组织并称重, 根据肿瘤重量计算

肿瘤生长抑制率 (%), 用均值±标准差 (
-
x ± s) 表示, 并

进行各给药组与溶剂对照组之间、联合给药组与索拉

非尼组之间的 t检验, 肿瘤组织置于-80 ℃保存用于后

续实验需要[7]。所有的动物实验均严格遵循中国医学

科学院药物研究所动物实验中心标准操作规程, 减少

动物实验对动物造成的伤害。

Western blot 实验检测蛋白变化 取小鼠 Renca

肾癌移植瘤实验中-80 ℃冰箱保存的肿瘤组织, 每组

3 只 (溶剂对照组、索拉非尼给药组、异鼠李素给药

组、异鼠李素和索拉非尼联合给药组), 匀浆研磨 , 称

重后按 1∶10 比例加入组织裂解液 , 冰上裂解 1 h 后

12 000 r ·min-1离心 15 min, 取上清于-80 ℃保存备用。

蛋白按 4∶1 体积比例加入 loading buffer于 95 ℃加热

25 min后进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳及蛋白电转

移。将含有蛋白的 PVDF 膜在含有 5% 脱脂奶粉的

TBST (0.1% Tween-20, 10 mmol·L-1 Tris-HCl, pH 7.5,

150 mmol·L-1 NaCl) 中室温封闭非特异结合位点 1 h。

将膜与稀释的指定的一抗 4 ℃孵育过夜 , 次日 TBST

洗膜 3次, 每次 10 min。将膜转入二抗中 (用TBST液

按 1∶5 000 稀释 HRP 标记的二抗), 室温反应 1 h。

TBST洗膜 3次, 每次 10 min, 加入化学发光底物反应

液, ECL照相系统中显影照相。

小鼠体内淋巴细胞增殖实验 将各药物处理组小

鼠颈椎脱位处死后, 无菌取出小鼠脾脏, 将脾在研钵中

磨碎, 将细胞悬液移入塑料离心管; 2 000 r·min-1离心

5 min, 用 1 mL RPMI-1640培养基混匀后计数; 调整细

胞浓度至每毫升 1×107个, 以每孔 100 μL加入 96孔细

胞培养板中 [含刀豆蛋白A (ConA) 3.0 μg·mL-1, 或者

脂多糖 (LPS) 5.0 μg·mL-1]。将 96孔细胞培养板放入

细胞培养箱, 37 ℃、5% CO2继续培养 48 h。培养结束

前 4 h, 以每孔 50 μL 加入 MTT 稀释液 (2.0 mg·mL-1),

继续培养至48 h。3 000 r·min-1, 离心10 min使淋巴细胞

沉淀, 轻轻倾去细胞培养液。加入DMSO, 每孔150 μL。

充分振荡后, 在检测波长 570 nm条件下测定光密度值

(OD)。

统计学方法 采用Excel 2010软件分析处理实验

数据, 计量资料用均值±标准差 (
-
x ± s) 表示, 进行单因

素方差分析, 以P<0.05为差异有统计学意义。

结果

1 黄芪各成分及联合索拉非尼对小鼠肾癌移植瘤

Renca的生长抑制作用

采用小鼠移植瘤模型研究黄芪各成分及联合索

拉非尼后对Renca肾癌的生长抑制作用, 结果表明黄

芪各成分可较弱地抑制小鼠 Renca 肾癌生长 ; 其中

50.0 mg·kg-1异鼠李素对 Renca 肾癌抑制率为 26.9%,

20.0 mg·kg-1索拉非尼对小鼠 Renca 肾癌生长抑制率

为 40.0% (P<0.05), 而 50.0 mg·kg-1 异鼠李素与 20.0

mg·kg-1 索拉非尼联合时抑制率达到 60.7% (P<0.05,

与单独使用索拉非尼组相比), 表明异鼠李素与索拉非

尼具有协同作用 , 异鼠李素可增强索拉非尼对小鼠

Renca肾癌的生长抑制作用, 而黄芪中其他成分与索

拉非尼联合使用后对肾癌生长抑制作用不如异鼠李素

明显。见图1, 表1。

2 异鼠李素及联合索拉非尼对肾癌细胞增殖的影响

鉴于异鼠李素联合索拉非尼抑制小鼠肾癌移植

瘤生长的作用强于其他成分, 故本研究将对异鼠李素

及异鼠李素与索拉非尼联合应用抗肾癌的作用及机制

进行研究。采用MTT检测 120 h后异鼠李素对肾癌细

胞的生长抑制作用 , 结果显示异鼠李素对肾癌细胞

Figure 1 Antitumor activity of compounds of Astragalus combined with sorafenib on the tumor growth in mouse Renca xenograft model
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A498、786-O 和 Renca细胞株的生长具有一定的抑制

作用 , IC50 分别是 (31.7 ± 15.2)、(28.8 ± 2.8)、(106.0 ±

5.7) μmol·L-1, 而对 Caki-1 和 786-P 的抑制作用较弱。

见表2。

用异鼠李素、索拉非尼及不同浓度的二者联合作

用于将 Renca 细胞 , 用 Origin 8.5 软件中的 Logistic 程

序拟合单药和联合用药生长曲线, 并用“一带一线法”

进行分析[8], 发现异鼠李素与索拉非尼联合时会增加

索拉非尼对Renca细胞株的增殖抑制作用, 索拉非尼

对 Renca 细胞株的 IC50 由 (26.1 ± 4.6) μmol·L-1 降至

(12.0 ± 0.6) μmol·L-1。从图 2可以看出在低剂量范围

内曲线低于曲带, 表明异鼠李素与索拉非尼呈现拮抗

效应; 在中剂量范围内曲线在曲带内, 表明两化合物呈

现相加效应; 在高剂量范围内曲线高于曲带, 表明两化

合物呈现协同效应。具体计算见表 3, [f (S+SI) 表示以

索拉非尼为目标药时通过等效剂量兑换得到的索拉非

尼与异鼠李素联合的预期相加效应, g (I+IS) 表示以异

鼠李素为目标药时通过等效剂量兑换得到的索拉非尼

与异鼠李素联合的预期相加效应]。

3 异鼠李素及联合索拉非尼后对小鼠Renca肾癌组

织中蛋白表达水平的影响

索拉非尼作为多靶点抑制剂, 主要通过抑制AKT/

mTOR 和 c-Raf/MEK/ERK 信号通路来影响肿瘤细胞

增殖和侵袭[9]。为探讨异鼠李素联合索拉非尼后对肾

癌的作用机制, 本文采用Western blot方法检测药物作

用后组织中蛋白水平的变化。AKT/mTOR信号通路

在肿瘤的发展过程中与细胞的增殖代谢和血管生成密

切相关[10], 因此先检测该通路中相关蛋白变化, 结果表

明50.0 mg·kg-1异鼠李素可显著降低肿瘤组织中AKT、

mTOR和S6K的磷酸化水平, 对AKT总蛋白水平影响

不明显, 但显著降低mTOR总蛋白的表达, 且对AKT、

mTOR、S6K 蛋白表达的影响强于索拉非尼组 ; 50.0

mg·kg-1异鼠李素和 20.0 mg·kg-1索拉非尼联合使用时

可增强索拉非尼对蛋白表达的抑制作用, 联合给药组

中 p-AKT、p-mTOR 和 p-S6K 的表达都低于单独使用

索拉非尼组。进一步检测肾癌组织中HIF-1α和VEGF

的变化[11], 结果显示异鼠李素降低 HIF-1α蛋白水平 ,

Table 2 The effect of isorhamnetin and sorafenib on the prolife-

ration of renal cancer cells

Compound

Isorhamnetin

Sorafenib

IC50/μmol·L-1

A498

31.7 ± 15.2

12.7 ± 2.8

Caki-1

>100

24.0 ± 0.5

786-O

28.8 ± 2.8

18.9 ± 6.4

786-P

>100

17.2 ± 7.0

Renca

106.0 ± 5.7

26.1 ± 4.6

Figure 2 Expected additive effect curve and actual effect curve

of isorhamnetin combined with sorafenib on Renca cells

Table 1 The effect of compounds of Astragalus combined with sorafenib on the tumor growth in mouse Renca xenograft model. *P<0.05,
**P<0.01 vs control; △P<0.05 vs sorafenib. IR: Inhibition rate

Group

Control

Sorafenib

Formononetin

Isorhamnetin

Kaempferol

Astragalin

Astragaloside IV

Cycloastragenol

Astragalus polysacharin

Formononetin + Sorafenib

Isorhamnetin + Sorafenib

Kaempferol + Sorafenib

Astragalin + Sorafenib

Astragaloside IV + Sorafenib

Cycloastragenol + Sorafenib

Astragalus polysacharin + Sorafenib

Dose/mg·kg-1

20.0

50.0

50.0

50.0

50.0

50.0

50.0

50.0

50.0+20.0

50.0+20.0

50.0+20.0

50.0+20.0

50.0+20.0

50.0+20.0

50.0+20.0

Weight/g

Begin

15.5 ± 0.3

15.0 ± 0.8

15.7 ± 0.4

15.4 ± 0.5

15.6 ± 0.4

15.3 ± 0.3

15.5 ± 0.3

15.2 ± 0.3

15.9 ± 0.7

15.4 ± 0.3

15.4 ± 0.5

15.3 ± 0.6

15.8 ± 0.3

15.3 ± 0.5

15.3 ± 0.6

15.3 ± 0.4

End

15.0 ± 0.6

12.1 ± 0.4

14.3 ± 0.9

13.6 ± 1.0

13.8 ± 1.8

12.9 ± 0.4

14.8 ± 2.4

14.6 ± 1.3

15.3 ± 1.6

12.3 ± 0.8

12.1 ± 1.5

12.9 ± 1.2

12.2 ± 0.8

11.3 ± 0.6

11.8 ± 0.6

11.9 ± 0.5

Tumor weight

/g

1.35 ± 0.37

0.81 ± 0.08*

1.26 ± 0.13

0.99 ± 0.19

0.92 ± 0.16*

0.94 ± 0.15*

1.14 ± 0.29

0.98 ± 0.32

1.16 ± 0.39

0.84 ± 0.08*

0.53 ± 0.14**△

0.70 ± 0.14**

0.71 ± 0.10**

0.63 ± 0.09**△

0.85 ± 0.10*

0.75 ± 0.19*

IR/%

40.0

6.9

26.9

32.3

30.9

16.0

27.3

14.2

38.1

60.7

48.6

47.4

53.5

37.5

44.9
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且降低程度强于索拉非尼组, 与索拉非尼联合后可增

加索拉非尼对 HIF-1α的抑制作用 , 而异鼠李素对

VEGF的抑制作用与索拉非尼相当, 联合后抑制作用

并未增加, 提示异鼠李素与索拉非尼联合后通过增加

对AKT/mTOR信号通路的抑制作用来加强索拉非尼

对肾癌细胞增殖抑制作用 , 并通过抑制 HIF-1α和

VEGF的表达抑制肿瘤血管生成, 见图3。

c-Raf/MEK/ERK 信号通路影响肿瘤细胞增殖和

细胞凋亡, 在肿瘤的发展中发挥至关重要作用[12], 因此

进一步检测异鼠李素及与索拉非尼联合后肾癌组织中

此通路相关蛋白变化。异鼠李素可抑制 c-Raf、MEK

的磷酸化, 作用强于索拉非尼, 且 c-Raf和MEK总蛋白

水平也降低 , 异鼠李素与索拉非尼联合后对 p-c-Raf,

p-MEK和 p-ERK均具有一定的抑制作用。进一步检

测Bcl-2和 c-PARP等凋亡相关蛋白变化[13], 异鼠李素

不引起凋亡蛋白的明显变化, 索拉非尼可降低Bcl-2水

平, 上调 c-PARP水平, 而异鼠李素与索拉非尼联合后

蛋白表达的趋势与索拉非尼相似, 即Bcl-2表达降低,

c-PARP表达升高, 表明异鼠李素与索拉非尼联合后协

同索拉非尼抑制 c-Raf/MEK/ERK信号通路的作用, 影

响凋亡蛋白表达, 抑制肾癌细胞增殖。见图3。

4 异鼠李素及联合索拉非尼对小鼠Renca肾癌中淋

巴细胞增殖影响

采用淋巴细胞增殖实验观察异鼠李素及联合后对

肾癌中淋巴细胞增殖影响[14]。实验结束时无菌取出异

鼠李素、索拉非尼及二者联合给药组小鼠的脾脏, 进行

体内淋巴细胞增殖实验。未刺激时, 与溶剂对照组相

比, 异鼠李素组脾细胞增殖增加 (P<0.001), 异鼠李素

与索拉非尼联合给药组缓解索拉非尼对淋巴细胞增殖

的抑制作用 (P<0.001, 与索拉非尼组相比); 对于ConA

刺激后的脾淋巴细胞, 与溶剂对照组相比, 异鼠李素组

小鼠脾淋巴细胞增殖增加 (P<0.001), 异鼠李素与索拉

非尼联合给药组仍显示出促进其细胞增殖的作用 (P<

0.001, 与索拉非尼组相比); 对于LPS刺激的脾淋巴细

胞, 与溶剂对照组相比, 异鼠李素组刺激后的脾淋巴细

胞增殖增多 (P<0.001), 异鼠李素与索拉非尼联合给药

组可减缓索拉非尼对 LPS刺激后的脾淋巴细胞的抑

制 (P<0.001, 与索拉非尼组相比)。结果表明, 异鼠李

素可促进脾淋巴细胞增殖, 与索拉非尼联合后改善索

拉非尼对脾淋巴细胞增殖的抑制作用。见图4。

讨论

肾癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤, 大部分肾癌

易发生转移且存活率低, 手术切除是治疗肾癌的常用

手段, 但切除术对大多数转移型肾癌无效[13]。目前临

床上使用索拉非尼治疗肾癌取得一定成果, 但索拉非

Figure 3 The effect of isorhamnetin combined with sorafenib on

the related protein expression in Renca cells xenograft tumors

by Western blot analysis. A: AKT/mTOR signaling pathway; B:

c-Raf / MEK / ERK signaling pathway; C: The proteins related to

the cell apoptosis and angiogenesis

Table 3 Combination index (CI) of isorhamnetin combined with sorafenib. (3) and (4) was calculated by“One Belt and One Line Method”[8],

(5) was observed by the MTT assay, (6): (5)/(3); (7): (5)/(4);“-”represented no value. f (S+SI ): The expected addictive effect of isorhamnetin

combined with sorafenib by the equivalent dose conversion when the sorafenib was the target drug; g (I+IS): The expected addictive effect of

isorhamnetin combined with sorafenib by the equivalent dose conversion when the isorhamnetin was the target drug

Sorafenib

/μmol·L-1

(1)

1.6

3.1

6.3

12.5

25.0

50.0

Isorhamnetin

/μmol·L-1

(2)

50.0

f (S+SI)/%

(3)

36.7

42.2

52.0

65.8

79.0

86.2

g (I+IS)/%

(4)

38.4

38.8

41.2

51.5

71.0

-

Actual

effect/%

(5)

9.8

12.5

17.4

44.5

82.9

87.6

CId1

(6)

0.3<1

0.3<1

0.3<1

0.7<1

1.0>1

1.0>1

CId2

(7)

0.3<1

0.3<1

0.4<1

0.9<1

1.2>1

-

Judgement

(8)

Antagonism

Antagonism

Antagonism

Antagonism

Synergism

Synergism
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尼容易产生耐药性, 加大用药剂量患者又会出现不良

反应, 为了提高肾癌患者的生活质量和存活率, 采用药

物与索拉非尼联合治疗可能是更有效的选择[15]。中药

具有免疫调节作用和抗肿瘤活性, 不良反应少, 与抗肿

瘤药物联合使用会降低肿瘤治疗过程中的毒性反

应[16], 黄芪作为传统中药治疗疾病具有两千多年历史,

其中的黄芪皂苷、总黄酮和多糖成分抗肿瘤活性强, 近

几年用于治疗各种癌症[17], 异鼠李素是黄芪的总黄酮

成分之一, 该成分的抗肾癌作用研究较少, 因此研究异

鼠李素及联合索拉非尼对肾癌的作用机制具有重要

价值。

异鼠李素与索拉非尼联合后能够增加索拉非尼对

小鼠肾癌的抑制作用, 且其增效作用强于黄芪中的其

他成分。而异鼠李素单独使用时抗肿瘤活性均较弱。

其与索拉非尼联合使用时可降低索拉非尼的 IC50, 在

高浓度时与索拉非尼产生协同效应。本研究的结果提

示, 异鼠李素能促进淋巴细胞增殖, 与索拉非尼联合后

减少索拉非尼对淋巴细胞增殖的抑制作用, 因此推断

在肾癌中, 异鼠李素在增加索拉非尼抗肿瘤活性的同

时, 可减弱索拉非尼所造成的免疫抑制[18,19]。

异鼠李素可降低肾癌组织中AKT的磷酸化水平,

进而抑制mTOR磷酸化, 抑制作用强于索拉非尼, 并且

与索拉非尼联合后会抑制AKT及mTOR磷酸化, 进而

抑制下游HIF和VEGF的表达。AKT/mTOR信号通路

与细胞增殖代谢及血管生成相关, 因此异鼠李素可能

是通过抑制 AKT 磷酸化 , 协同索拉非尼阻滞 AKT/

mTOR信号转导通路, 下调血管生成相关蛋白水平, 起

到抑制肿瘤细胞增殖与肿瘤血管生成的作用, 与索拉

非尼联合后协同索拉非尼抑制此通路发挥抗肿瘤活

性。异鼠李素可降低肾癌组织中 p-c-Raf水平, 进一步

抑制MEK和ERK磷酸化, 作用较索拉非尼明显, 但对

c-PARP和Bcl-2等凋亡相关蛋白无明显影响。异鼠李

素与索拉非尼联合后加强索拉非尼对 c-Raf/MEK/

ERK信号转导通路的抑制作用, 且联合后促进 c-PARP

表达, 降低Bcl-2水平, 推断异鼠李素协同索拉非尼抑

制 c-Raf/MEK/ERK信号通路, 进而影响凋亡相关蛋白

的表达, 促进肿瘤细胞凋亡, 抑制肿瘤细胞增殖。

本研究初步表明 , 异鼠李素可通过影响 AKT/

mTOR和 c-Raf/MEK/ERK信号转导通路, 与索拉非尼

联合后协同增强对两条通路的抑制作用, 最终抑制肿

瘤血管生成和细胞增殖, 促进肿瘤细胞凋亡。异鼠李

素与索拉非尼联合使用显著抑制肾癌生长的同时改善

索拉非尼对淋巴细胞增殖的抑制作用。索拉非尼作为

多激酶抑制剂 , 主要通过影响 AKT/mTOR 和 c-Raf/

MEK/ERK 信号通路来影响肿瘤细胞增殖和转移[20]。

这两条通路是肿瘤发生过程中最容易突变的信号通

路, 持续抑制mTOR磷酸化会引起AKT和 c-Raf/MEK/

ERK信号通路激活, 也是索拉非尼易产生耐药性的原

因之一 , 因此 c-Raf/MEK/ERK 信号通路抑制剂和

mTOR 抑制剂联合使用在肿瘤治疗中是更合理的选

择[21]。异鼠李素能同时阻滞AKT/mTOR和c-Raf/MEK/

ERK信号通路, 其与索拉非尼联合使用能减弱索拉非

尼对AKT/mTOR信号通路的激活, 因此异鼠李素可能

会减少索拉非尼因激活AKT/mTOR通路而产生的耐

药, 且异鼠李素协同增强索拉非尼对肾癌的生长抑制

作用, 但其免疫调节机制还有待进一步研究, 期望经过

课题组的努力使异鼠李素或其衍生物可应用于临床治

疗, 尽早造福肿瘤患者。
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