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【摘要】目的  探讨肉苁蓉苯乙醇总苷（Cistanche phenylethanol glycosides，CPhGs）

对耐药骨肉瘤荷瘤小鼠固有免疫功能、肿瘤生长及肿瘤细胞凋亡的影响机制。方法  通过梯

度浓度法建立人骨肉瘤 MG-63 细胞耐药株，并构建耐药骨肉瘤荷瘤裸鼠模型（共 36 只，

每组 6 只）。模型组予以生理盐水灌胃；甲氨蝶呤（methotrexate，MTX）组每三日腹腔注

射 MTX（20  mg/ kg）；联合组每三日腹腔注射 MTX 的同时给予中剂量浓度 CPhGs（250  mg/ kg）

每日灌胃；CPhGs 高、中、低剂量组分别给予高（500 mg/kg）、中（250 mg/kg）、低（125  mg/ kg）

剂量浓度的 CPhGs 每日灌胃。观察裸鼠骨肉瘤瘤体大小变化，绘制各组肿瘤平均体积随时

间变化曲线图，计算抑瘤率；采用 ELISA 法检测裸鼠血清中 IL-2、TNF-α 含量；利用流式

细胞术检测肿瘤组织细胞凋亡的情况；Western blot 检测肿瘤组织中凋亡相关蛋白 Bcl-2、

Bax 表达及 p-AKT、p-mTOR、p-PI3K 表达变化。结果  与模型组相比，各实验组肿瘤组织

体积及重量显著减小（P ＜ 0.001）；与模型组和 MTX 组相比，各 CPhGs 组、联合组裸鼠

血清 IL-2、TNF-α 含量显著升高（P ＜ 0.01）；与模型组相比，各实验组 Bax 表达显著升

高（P ＜ 0.001），高、中剂量 CPhGs 组及联合组 Bcl-2 表达显著降低（P ＜ 0.001）；与

模型组和 MTX 组相比，各 CPhGs 组及联合组裸鼠瘤体组织凋亡率均显著升高，且 p-AKT、

p-mTOR、p-PI3K 含量显著减少（P ＜ 0.05）。结论  CPhGs 能显著改善耐药骨肉瘤荷瘤裸

鼠的免疫功能，并通过调控 PI3K/AKT/mTOR 信号通路及 Bax、Bcl-2 凋亡蛋白的表达促进

肿瘤细胞凋亡，从而有效抑制肿瘤生长。
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【Abstract】Objective  To investigate the mechanism of Cistanche phenylethanol glycosides (CPhGs) 
on innate immune function, tumor growth and tumor cell apoptosis in mice bearing drug-resistant osteosarcoma. 
Methods  A drug-resistant strain of human osteosarcoma MG-63 cell was established by the gradient concentration 
method, and a drug-resistant osteosarcoma loaded tumor model of nude mice were constructed (36  mice, 6 mice 
in each group). The model group was given daily gavage of saline; the methotrexate (MTX) group was injected 
intraperitoneally with MTX (20 mg/kg) every three days; the combined group was intraperitoneally injected with 
MTX every three days and given a medium-dose concentration of CPhGs (250  mg/ kg) by gavage daily; the CPhGs 
high-, medium- and low-dose groups were respectively given daily gavage of high (500 mg/kg), medium (250 mg/kg) 
and low (125 mg/kg) dose concentrations of CPhGs. The changes in the size of osteosarcoma tumors in nude mice 
were observed and the average tumor volume of each group was plotted over time to calculate the tumor inhibition 
rate. The serum levels of IL-2 and TNF-α in nude mice were measured by ELISA. The apoptosis of tumor tissue cells 
was detected by flow cytometry. The expression of apoptosis-related proteins Bcl-2 and Bax, as well as the expression 
changes of p-AKT, p-mTOR and p-PI3K were examined in tumor tissues by Western blot. Results  Compared 
with the model group, the tumor tissue volume and weight were significantly decreased in all experimental groups 
(P<0.001). The serum levels of IL-2 and TNF-α in nude mice were significantly higher in each CPhGs group and the 
combined group than those in both the model group and MTX group (P<0.01). The expression level of apoptosis 
protein Bax was significantly higher in each test group compared with Methotrexate (MTX) group (P<0.001), 
while the expression level of Bcl-2 was significantly reduced in the high- and medium- dose CPhGs groups and the 
combined group (P<0.001). Compared with the model group and the MTX group, the apoptosis rates of the tumor 
tissue were significantly increased in each CPhGs group and the combination group, and the levels of p-AKT, p-mTOR 
and p-PI3K were significantly decreased (P<0.05). Conclusion  CPhGs significantly improved the immune function 
in nude mice bearing drug-resistant osteosarcoma, and inhibited tumor growth by promoting tumor cell apoptosis, 
which was mediated by inhibiting the expression of PI3K/AKT/mTOR signaling pathway and modulating the 
expression of Bax and Bcl-2 apoptotic proteins.

【Keywords】Osteosarcoma; Cistanche phenylethanol glycosides; MG-63; Tumor cells; Apoptosis; 
Mechanism; PI3K/AKT/mTOR signaling pathway

骨肉瘤（osteosacoma，OS）是一种高度恶性

原发性骨肿瘤，其发病率在青少年原发性恶性骨

肿瘤中居首位，具有极高的致残率和致死率。目

前， 术 后 应 用 大 剂 量 甲 氨 蝶 呤（methotrexate，

MTX）单药或联合其他化疗药物，可有效提高 OS

患者的生存率 [1]。然而，部分 OS 患者因耐药对

化疗不敏感，导致肿瘤进展。此外，肿瘤患者体

内 T 淋巴细胞亚群常处于免疫失衡状态，化疗会

在短期内进一步加重免疫紊乱及免疫抑制 [2]。有

研究表明，从 OS 的生物学特征层面分析，增强

人体免疫反应可能改善 OS 患者的预后 [3]。化疗

耐药是 OS 患者治疗失败最常见且最难解决的问

题之一，免疫功能低下也是导致肿瘤快速进展的

关键因素之一 [4]。

磷 脂 酰 肌 醇 3- 激 酶（PI3K）/ 蛋 白 激 酶 B

（AKT）/ 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian 

target of rapamycin，mTOR）信号通路被认为是

人类癌症中最重要的致癌通路之一。该通路在
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OS 中常过度激活，可驱动 OS 细胞增殖、侵袭、

转移及血管生成，并抑制其凋亡，进而导致 OS

对化疗药物的耐药性 [5]。研究证实，肉苁蓉主要

成分肉苁蓉苯乙醇总苷（Cistanche phenylethanol 

glycosides，CPhGs）可增强肝癌荷瘤小鼠的免疫

功能，抑制肿瘤生长 [6]。体外研究表明，CPhGs

能显著抑制肝癌细胞 HepG2 的增殖，并诱导其凋

亡 [7]。诱导细胞凋亡是目前抗肿瘤药物的主要作

用机制，也是近年来 OS 治疗的研究热点之一。

裸鼠在解剖生理学、生物学等方面与人有较多相

似之处，且裸鼠对移植瘤的接受性较强，可以移

植某些异源肿瘤细胞，在肿瘤模型建立中应用范

围较广 [8-9]。本研究拟通过构建耐药骨肉瘤荷瘤

裸鼠模型，观察 CPhGs 对耐药骨肉瘤荷瘤裸鼠模

型免疫功能、PI3K/AKT/mTOR 通路的影响及其对

肿瘤生长的抑制作用和药理学机制，以期为拓宽

OS 的临床治疗思路和基础研究提供参考。

1  资料与方法

1.1  实验动物
SPF 级裸鼠 36 只（6~8 周龄，体重 19~25 g），

购自常州卡文斯实验动物有限公司，动物合格证

号：NO.202367524。本实验经西北民族大学实验

动物伦理委员会批准（Xbmu-3m-202306）。

1.2  细胞株 
MG-63 细胞，购自上海中科院细胞研究所。

1.3  药品与试剂 
胎 牛 血 清、 高 糖 DMEM 培 养 基、0.25% 

Trypsin-EDTA、MTX（大连美仑生物技术有限公

司，批号分别为 PWL001、MA0212、MA0233-1、

MB1156-1）；CPhGs（陕西森元生物科技有限公司，

批号：SY20231212605）；p-mTOR 抗体、p-PI3K

抗体、p-AKT 抗体、Bcl-2 抗体、Bax 抗体（杭州

华安生物技术有限公司，批号分别为 HA600094、

HA721673、ET1607-73、ET1702-53、ET1603-

34）；TNF-α、IL-2 的 ELISA 检 测 试 剂 盒（ 杭

州联科生物技术有限公司，批号分别为 EK282、

EK202）。

1.4  仪器 
CT14RD 台式高速冷冻离心机（上海天美生

化仪器有限公司）；SW-CJ-1 FD 超净台（苏州

净化股份有限公司）；CO-5AC 细胞培育箱（日

本三洋电机公司）；AE31 荧光倒置显微镜（厦门

麦克奥迪实业集团有限公司）；RT-6100 酶标仪

（深圳雷杜生命科学股份有限公司）；PowerPoc

凝胶电泳仪、ChemiDocTM 凝胶成像分析仪（美

国 Bio-rad 公司）。

1.5  实验方法
1.5.1  建立人骨肉瘤MG-63耐药株（MG-
63/MTX）

培养 MG-63 细胞至对数生长期，细胞融合

率 达 到 80%。 加 入 预 先 配 制 好 的 含 100 ng/mL 

MTX 的细胞培养液，48 h 后换液，待细胞重新

达到 80% 融合率后，继续加入含相同浓度 MTX

的培养液。重复上述步骤，使 MG-63 骨肉瘤细

胞能在含 100 ng/mL MTX 的培养液中稳定生长。

接着按照此法逐渐提高培养液中 MTX 的浓度，

依 次 采 用 200 ng/mL、500 ng/mL、1 000 ng/mL、

2  000  ng/mL、5 000 ng/mL 及 10 000 ng/mL 的浓度。

经过 5 个月的培养，最后选取 10 000 ng/mL MTX

中稳定生长的骨肉瘤耐药系（MG-63/MTX）进行

后续实验。

1.5.2  构建耐药骨肉瘤荷瘤裸鼠动物模型
骨肉瘤动物模型造模方法参考文献 [10]，将

MG-63/MTX 细胞制备成浓度为 4×106/100 μL 细

胞悬液，于裸鼠腋窝皮下注射 100 μL 造模，观察

成瘤情况。

1.5.3  动物分组与干预
将荷瘤模型裸鼠随机分为模型（Model）组、

MTX 组、MTX 联合 CPhGs（MTX-CPhGs）组、

高剂量 CPhGs（CPhGs-H）组、中剂量 CPhGs

（CPhGs-M） 组 和 低 剂 量 CPhGs（CPhGs-L）

组， 每 组 6 只。 造 模 后 第 6 天 开 始 灌 胃， 模

型组小鼠每日灌胃 10  μL/g 生理盐水；MTX 组

腹腔注射 20  mg/ kg MTX，每三天注射一次；

MTX-CPhGs 组 每 日 灌 胃 250 mg/kg CPhGs，

同 时 腹 腔 注 射 20mg/ kg MTX， 每 三 天 注 射 一

次；CPhGs-H 组 每 日 灌 胃 500  mg/ kg CPhGs ；

CPhGs-M 组 每 日 灌 胃 250  mg/ kg CPhGs ；

CPhGs-L 组 每 日 灌 胃 125  mg/ kg CPhGs。 各 组

裸鼠均连续处理 15 天。

1.5.4  测定耐药骨肉瘤荷瘤裸鼠肿瘤体积
及重量

观察并记录各组裸鼠的肿瘤体积，并绘制肿

瘤生长曲线。末次给药 24 h 后，采用颈椎脱臼法

处死小鼠，剥离肿瘤并称重，计算抑瘤率。抑瘤
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率计算方式如下：

瘤体体积 =1/2（肿瘤长径 × 肿瘤短径 2）

抑瘤率 =[（模型组平均瘤重－给药组平均瘤

重）/ 模型组平均瘤重 ]×100%

1.5.5  ELISA检测血清IL-2、TNF-α含量
提取各组裸鼠血清，利用 ELISA 法检测小鼠

血清 IL-2 与 TNF-α 的含量，具体操作按 ELISA

试剂盒说明书进行。

1.5.6  流式细胞术检测肿瘤组织细胞凋亡
情况

取各组裸鼠肿瘤组织剪碎、研磨、过滤、离

心、裂解红细胞，制备为单细胞悬液置于离心管。

并调整细胞浓度至 1×106/mL，100 μL 的 Binding 

Buffer 重悬细胞，加入 5 μL 的 AV-FITC 和 PI，

避光孵育 15 min，离心重悬后加入 400 μL Binding 

Buffer，振荡混匀后上机检测。

1.5.7  Western blot检测p-AKT、p-mTOR、
p-PI3K及凋亡蛋白Bcl-2、Bax表达

将 各 组 肿 瘤 组 织 块 剪 碎 后 置 于 匀 浆 器

中， 加 入 蛋 白 裂 解 液 裂 解 匀 浆， 裂 解 后 在

12  000  r/ min 条件下离心并提取上清。制备电泳

凝胶，电泳分离蛋白质，转膜和封闭。一抗 4 ℃

孵育过夜，洗膜后用二抗室温孵育 1 h。TBST

缓冲液摇床洗涤，加入 ECL 发光溶液显影，定

影后进行凝胶图像分析，并用 Image J 软件分析

蛋白条带灰度值。

1.6  统计分析
采 用 GraphPad Prism 7 和 SPSS 25.0 软 件 进 行

统计分析。计量资料以均数和标准差（ sx ± ）表

示，符合正态分布且方差齐者，组间比较采用单因

素方差分析（one-way ANOVA），不符合正态分

布采用非参数检验。采用配对 t 检验分析抑瘤率。

P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  骨肉瘤MG-63耐药系（MG-63/MTX）
细胞株

原始 MG-63 细胞贴壁生长，体积中等，多呈

梭形，偶见不规则形，核大，核仁清晰（图 1-A）。

MG-63/MTX 细胞体积变长，呈梭形或不规则形，

有明显伪足（图 1-B）。

2.2  各组小鼠肿瘤生长情况比较
从灌胃第 6 天开始，给药组小鼠肿瘤体积与

模型组相比明显缩小。灌胃第 21 天，各组取其

中 3 只裸鼠的肿瘤作比较（图 2-A），各给药组

瘤体体积与模型组相比均减小（P ＜ 0.001）。

CPhGs-H 组、CPhGs-M 组、CPhGs-L 组及 MTX-

CPhGs 组的肿瘤体积均小于 MTX 组（P ＜ 0.001）。

在 CPhGs 各组中，随着药物浓度的增加，肿瘤

体积逐渐减小，与模型组肿瘤体积的差异也越大

（图 2-B）。表明 CPhGs 可明显抑制耐药荷瘤小

鼠肿瘤组织的生长，且抑制作用与 CPhGs 浓度呈

正相关关系。

与 模 型 组 比 较，MTX 组、CPhGs-H 组、

CPhGs-M 组、CPhGs-L 组 及 MTX-CPhGs 组 平 均

瘤重均显著降低（P ＜ 0. 001）。与 MTX 组相比，

CPhGs-H 组、CPhGs-M 组、CPhGs-L 组 及 MTX-

CPhGs 组 抑 瘤 率 显 著 增 高， 且 在 CPhGs-H 组、

CPhGs-M 组、CPhGs-L 组中，抑瘤率随药物浓度

增加呈剂量依赖性升高，详见表 1。

图1  MG-63与MG-63/MTX细胞形态对比图（×200）

Figure 1. Morphological comparison of MG-63 and MG-63/MTX cells (×200)
注：A. MG-63细胞；B. MG-63/MTX细胞。

A B



数理医药学杂志  2026 年 2 月第 39 卷第 2 期  J.Math.Med.  Feb. 2026, Vol. 39, No.296

https://slyyx.whuznhmedj.com/

A B

图2  干预后各组荷瘤裸鼠肿瘤体积对比（ sx ± ，n=3，mm3）

Figure 2. Comparison of tumor volumes in nude mice with tumors in each group after intervention ( sx ± , n=3, mm3)
注：Model，模型组；MTX，甲氨蝶呤组；CPhGs-L，低剂量肉苁蓉苯乙醇总苷组；CPhGs-M，中剂量肉苁蓉苯乙醇总苷组；CPhGs-H，高剂
量肉苁蓉苯乙醇总苷组；MTX-CPhGs，甲氨蝶呤联合肉苁蓉苯乙醇总苷组；与模型（Model）组相比，***P＜0.001；与甲氨蝶呤（MTX）组相
比，###P＜0.001。

表1  肉苁蓉苯乙醇总苷对各组荷瘤裸鼠

肿瘤重量的影响（n=3）
Table 1. Effect of Cistanche phenylethanol glycosides 

on tumor weight in tumor-bearing nude mice in 

each group (n=3)
分组 平均瘤重（g） 抑瘤率（%）

Model 0.79±0.04

MTX 0.49±0.03### 35.73±4.61

CPhGs-L 0.33±0.01***### 58.55±4.02###

CPhGs-M 0.31±0.02***### 60.50±0.98###

CPhGs-H 0.28±0.01***### 64.58±1.77###

MTX-CPhGs 0.18±0.01***### 75.77±1.78###

注：Model，模型组；MTX，甲氨蝶呤组；CPhGs-L，低剂量肉
苁蓉苯乙醇总苷组；CPhGs-M，中剂量肉苁蓉苯乙醇总苷组；
CPhGs-H，高剂量肉苁蓉苯乙醇总苷组；MTX-CPhGs，甲氨蝶呤
联合肉苁蓉苯乙醇总苷组；与模型（Model）组相比，***P＜0.001；
与甲氨蝶呤（MTX）组相比，###P＜0.001。

2.3  CPhGs对耐药荷瘤裸鼠血清IL-2、
TNF-α含量的影响

与 模 型 组 比 较，MTX 组 模 型 小 鼠 血 清

TNF-α 含量显著增高（P ＜ 0.05），MTX-CPhGs

组模型小鼠血清 TNF-α 和 IL-2 含量明显增高

（P  ＜ 0.01）。 此 外，CPhGs-H 组、CPhGs-M

组与 CPhGs-L 组模型小鼠血清 TNF-α 含量较模

型组均显著增高（P ＜ 0.001），且 CPhGs-M 组

模型小鼠血清 IL-2 含量增高（P ＜ 0.01），而

CPhGs-H 组和 CPhGs-L 组模型小鼠血清 IL-2 含

量 增 高 更 为 显 著（P ＜ 0.001）。 与 MTX 组 比

较，CPhGs-H 组、CPhGs-M 组、CPhGs-L 组 及

MTX-CPhGs 组小鼠血清 TNF-α、IL-2 含量均显

著增高（P ＜ 0.001），详见表 2。这表明 CPhGs

可能通过调控 TNF-α 和 IL-2 表达水平改善耐药

OS 荷瘤小鼠固有免疫功能。

2.4  CPhGs对耐药荷瘤裸鼠肿瘤组织细胞
凋亡的影响

相较于模型组，MTX 组和 CPhGs-L 组肿瘤组

织凋亡率显著升高（P ＜ 0.05），CPhGs-H 组、

CPhGs-M 组及 MTX-CPhGs 组肿瘤组织凋亡率均

升高更为显著（P ＜ 0.001）。相较于 MTX 组，

CPhGs-H 组、CPhGs-M 组及 MTX-CPhGs 组肿瘤

组织凋亡率均升高（P ＜ 0.001），详见图 3、表 3。

以上表明 CPhGs 可促进耐药荷瘤裸鼠肿瘤组织细

胞的凋亡。

2 . 5   CPhGs对耐药荷瘤裸鼠肿瘤组织
p-AKT、p-mTOR、p-PI3K蛋白表达的影响

与模型组相比，MTX 组耐药裸鼠肿瘤组织中

p-AKT 表达水平显著降低（P ＜ 0.001）。MTX-

CPhGs 组、CPhGs-H 组及 CPhGs-M 组裸鼠肿瘤

组织中 p-AKT、p-mTOR、p-PI3K 表达水平显著

降低（P ＜ 0.001），CPhGs-L 组裸鼠肿瘤组织中

p-AKT 表达水平降低（P ＜ 0.01），p-mTOR、
表2  各组血清TNF-α、IL-2表达水平（n=3）

Table 2. Serum TNF-α and IL-2 expression levels in 
each group (n=3)

分组 TNF-α（pg/mL） IL-2（pg/mL）

Model   79.90±3.60 28.36±2.35

MTX   93.71±2.86* 28.87±1.60

MTX-CPhGs 118.00±3.78***### 40.92±1.54**###

CPhGs-H 122.76±2.97***### 45.03±4.95***###

CPhGs-M 117.52±3.60***### 41.44±3.87**###

CPhGs-L 124.19±8.37***### 44.77±2.31***###

注：Model，模型组；MTX，甲氨蝶呤组；CPhGs-L，低剂量肉苁蓉苯
乙醇总苷组；CPhGs-M，中剂量肉苁蓉苯乙醇总苷组；CPhGs-H，高剂
量肉苁蓉苯乙醇总苷组；MTX-CPhGs，甲氨蝶呤联合肉苁蓉苯乙醇总
苷组；与模型（Model）组相比，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001；与
甲氨蝶呤（MTX）组相比，###P＜0.001。
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p-PI3K 表达水平降低更为显著（P ＜ 0.001）。

与 MTX 组 比 较，MTX-CPhGs 组 及 CPhGs-H 组

裸鼠肿瘤组织中 p-AKT、p-mTOR、p-PI3K 表达

水平亦显著降低（P ＜ 0.001），CPhGs-M 组裸鼠

肿瘤组织中 p-AKT 的表达略有下降（P ＜ 0.05），

p-mTOR、p-PI3K 表 达 水 平 降 低 更 为 显 著

（P ＜ 0.001），CPhGs-L 组裸鼠肿瘤组织中 p-AKT

的 表 达 下 降（P ＜ 0.01），p-mTOR、p-PI3K 表

达水平降低更为显著（P ＜ 0.001），详见图 4-A

至图 4-D。

2.6  CPhGs对耐药荷瘤裸鼠肿瘤组织
Bcl-2、Bax蛋白表达的影响

与模型组相比，各药物组耐药裸鼠肿瘤组织

中 Bax 表达水平均显著增高（P ＜ 0.001），MTX

组肿瘤组织中 Bcl-2 表达水平增高（P ＜ 0.05），

MTX-CPhGs 组、CPhGs-H 组 及 CPhGs-M 组

肿 瘤 组 织 Bcl-2 表 达 显 著 降 低（P ＜ 0.001）。

与 MTX 组 比 较，CPhGs-H 组、CPhGs-M 组、

CPhGs-L 组及 MTX-CPhGs 组肿瘤组织 Bcl-2 表

达水平均显著降低（P ＜ 0.001），CPhGs-H 组

与 CPhGs-M 组肿瘤组织的 Bax 表达水平显著增

高（P ＜ 0.001），详见图 4-A、图 4-E、图 4-F。

进一步表明 CPhGs 可通过调控 Bcl-2、Bax 表达

水平促进耐药荷瘤裸鼠肿瘤组织细胞的凋亡。

3  讨论

OS 患者化疗耐药及免疫功能低下是 OS 临床

治疗面临的瓶颈问题。目前，抗肿瘤药物的作用

机制主要是促进肿瘤细胞凋亡，该过程是化疗有

效性的直接体现；另一方面，机体免疫力是患者

耐受化疗药物的有力保障。因此，研究如何有效

促进耐药 OS 细胞凋亡与减少化疗所致的免疫功

能损伤至关重要。

肉苁蓉具有温肾填精、润肠、抗氧化、提高

免疫力的药理作用。张洪泉等 [11] 于 1988 年报道

了肉苁蓉水提取物具有改善小鼠免疫能力、激发

图3  各组小鼠肿瘤组织细胞凋亡率（n=3，%）

Figure 3. The apoptosis rate of tumor tissue cells in each group of mice (n=3, %)
注：A. 模型（Model）组；B. 甲氨蝶呤（MTX）组；C. 甲氨蝶呤联合肉苁蓉苯乙醇总苷（MTX-CPhGs）组；D. 高剂量肉苁蓉苯乙醇总苷
（CPhGs-H）组；E. 中剂量肉苁蓉苯乙醇总苷（CPhGs-M）组；F. 低剂量肉苁蓉苯乙醇总苷（CPhGs-L）组。

A B C

D E F
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表3  各组肿瘤组织细胞凋亡率（n=3）
Table 3. The apoptosis rate of tumor tissue 

cells in each group (n=3)
分组 细胞凋亡率（%）

Model 14.47±1.10

MTX 19.77±1.32*

MTX-CPhGs 29.21±0.77***###

CPhGs-H 31.66±1.93***###

CPhGs-M 30.13±2.16***###

CPhGs-L 22.49±3.02**

注：Model，模型组；MTX，甲氨蝶呤组；MTX-CPhGs，甲氨蝶呤
联合肉苁蓉苯乙醇总苷组；CPhGs-L，低剂量肉苁蓉苯乙醇总苷组；
CPhGs-M，中剂量肉苁蓉苯乙醇总苷组；CPhGs-H，高剂量肉苁
蓉苯乙醇总苷组；与模型（Model）组相比，*P＜0.05，**P ＜0.01，
***P ＜0.001；与甲氨蝶呤（MTX）组相比，###P＜0.001。

图4  裸鼠肿瘤组织中p-mTOR、p-PI3K、p-AKT、Bcl-2、Bax蛋白电泳结果示意图（ sx ± ，n=3，mm3）

Figure 4. Electrophoresis result diagram of p-mTOR, p-PI3K, p-AKT, Bcl-2 and 

Bax proteins in tumor tissue of nude mice ( sx ± , n=3, mm3)
注：Model，模型组；MTX，甲氨蝶呤组；MTX-CPhGs，甲氨蝶呤联合肉苁蓉苯乙醇总苷组；CPhGs-L，低剂量肉苁蓉苯乙醇总苷组；
CPhGs-M，中剂量肉苁蓉苯乙醇总苷组；CPhGs-H，高剂量肉苁蓉苯乙醇总苷组；A. p-mTOR、p-PI3K、p-AKT、Bcl-2和Bax蛋白的Western 
Blot结果；B. p-mTOR；C. p-PI3K；D. p-AKT；E. Bcl-2；F. Bax；与模型组相比，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001；与MTX组相比，
#P ＜0.05，##P＜0.01，###P＜0.001。

A B

C D

E F

小鼠免疫功能器官，如胸腺的发育功能；后续的

体内研究进一步发现肉苁蓉多糖具有抗肺癌、

抗肉瘤的作用 [12]。研究发现，肉苁蓉的主要成

分 CPhGs 具有抗氧化、抗衰老、神经保护、提

高免疫力、保肝护肝和治疗生精障碍等药理学作

用 [13]，还对肝癌、肺癌、乳腺癌和卵巢癌等多种

恶性肿瘤具有抗肿瘤及促进免疫功能的作用 [14]。

课题组前期研究发现，肉苁蓉在体外水平可通过

降低 MRP1 及突变型 P53 蛋白的表达促进耐药 OS

细胞的凋亡 [15]。本研究发现，药物处理组肿瘤体

积及重量较模型组相比均减小，不同浓度 CPhGs
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组及 MTX-CPhGs 组的肿瘤体积较 MTX 组也有所

缩小，抑瘤率随之升高。这表明 CPhGs 可明显抑

制耐药 OS 荷瘤小鼠肿瘤组织的生长，且抑制作

用与 CPhGs 浓度呈正相关。此结果与候晓甜等 [16]

的 CPhGs 抑制 H22 肝癌小鼠皮下移植瘤生长研究

结果基本一致。

免疫功能与肿瘤的发生发展密切相关。IL-2

是免疫系统中的一类细胞生长因子，能通过促进

T 细胞增殖分化提高机体的免疫机能，并产生具

有抗肿瘤活性的免疫细胞 [17]。TNF-α 通过与受体

结合诱导肿瘤细胞凋亡、增强宿主免疫功能、作

用于肿瘤血管内皮细胞、增加血管通透性、诱发

程序性死亡，继而引起肿瘤出血坏死等发挥抗肿

瘤作用 [18]。通过分析各组小鼠血清 IL-2、TNF-α
的表达，发现不同浓度 CPhGs 组、MTX-CPhGs

组荷瘤模型小鼠血清 TNF-α、IL-2 表达水平均显

著增高。这提示 CPhGs 可能通过调控 TNF-α、

IL-2 表达水平改善耐药 OS 荷瘤小鼠免疫功能，

抑制耐药骨肉瘤细胞增殖，进而发挥抗肿瘤作用。

PI3K/AKT/mTOR 信号通路中 AKT 磷酸化可

直接或间接调控 Bcl-2 基因家族、X- 连锁凋亡抑

制 蛋 白（XIAP）、 鼠 双 微 基 因 2（MDM- 2）、

Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）等一系列凋亡相关因

子 [19]。 异 常 激 活 的 PI3K/AKT/mTOR 信 号 通 路

能 上 调 膜 转 运 蛋 白 ABCB1 和 ABCC1 的 表 达，

从而降低化疗疗效，介导 OS 细胞对化疗药物

耐药性的产生 [20]。多种中药单体均可通过抑制

PI3K/ AKT/ mTOR 信 号 通 路 促 进 OS 细 胞 凋 亡，

如原花青素 B2、槲皮素、犀草素、松乳菇多糖

等 [21]。本研究发现，在 MTX 单独作用下，p-AKT

蛋白表达也显著降低，而 p-mTOR、p-PI3K 蛋白

表达未见显著差异，说明 MTX 对耐药荷瘤裸鼠

肿瘤组织中 PI3K/AKT/mTOR 信号通路影响较小。

而不同浓度 CPhGs 组及 MTX-CPhGs 组耐药 OS

荷瘤裸鼠肿瘤组织中 p-AKT、p-mTOR、p-PI3K

蛋白表达较模型组均降低，相较于 MTX 组，

p-AKT、p-mTOR、p-PI3K 蛋 白 表 达 也 显 著 降

低，揭示了 CPhGs 对耐药 OS 细胞的 PI3K/ AKT/

mTOR 信号通路有显著抑制作用。通过流式细胞

术检测肿瘤组织的细胞凋亡情况，发现药物干预

后各组肿瘤组织凋亡率均显著升高。通过检测

Bax、Bcl-2 蛋白表达，发现不同浓度 CPhGs 组

及 MTX-CPhGs 组耐药 OS 荷瘤裸鼠肿瘤组织中

Bax 表达水平均显著增高，而 MTX-CPhGs 组、

CPhGs-H 组 及 CPhGs-M 组 模 型 小 鼠 肿 瘤 组 织

Bcl-2 表达显著降低。这提示一定浓度的 CPhGs

在体内可能通过抑制 PI3K/ AKT/ mTOR 信号通路，

下调 Bcl-2 表达并上调 Bax 表达促进耐药 OS 细

胞的凋亡。

综上，CPhGs 在体内可促进抑制耐药 OS 细

胞的凋亡、抑制肿瘤的生长，其机制可能是通过

抑 制 PI3K/AKT/mTOR 信 号 通 路， 调 控 Bcl- 2、

Bax 的 表 达 而 实 现。 同 时，CPhGs 可 通 过 上 调

TNF-α与 IL-2 的表达水平改善耐药 OS 荷瘤小鼠

的免疫功能，从而发挥协同抗肿瘤的作用，但其

临床应用潜力仍有待进一步探索研究。
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