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人参皂苷Rg3与5-氟尿嘧啶联用对结肠癌小鼠肿瘤的血管生成与
肿瘤生长抑制效果的实验研究
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【摘要】  目的　评价人参皂苷Rg3和5-氟尿嘧啶（5-fluorouracil, 5-FU）联用对结肠癌小鼠肿瘤的血管生成与肿瘤生长

的抑制作用。方法　建立CT26结肠癌荷瘤小鼠模型，建模成功后将40只荷瘤小鼠随机分为对照组、人参皂苷Rg3组、5-
FU组及Rg3与5-FU联用组。5-FU组按20 mg/kg剂量腹腔注射，0.2 mL/只，每天1次，连续注射10 d；Rg3组，按20 mg/kg剂量灌胃，

0.2 mL/只，每天1次，连续灌胃21 d；Rg3+5-FU联合组用药剂量和方式同5-FU组和Rg3组；对照组腹腔注射生理盐水

0.2 mL/d，连续注射10 d。通过免疫组化检测血管内皮细胞生长因子（VEGF）和CD31的表达，检测肿瘤组织微血管密度

（MVD），彩色多普勒血流成像（CDFI）检测血流信号及肿瘤坏死情况；观测小鼠的生活质量、存活率、肿瘤体积、肿瘤质量

及抑瘤率。结果　治疗21 d后，与对照组相比，各治疗组肿瘤体积、肿瘤质量均明显减少，联合组减少最为明显。Rg3组、

5-FU组及联合组抑瘤率分别为29.96%、68.78%及73.42%，单用Rg3对肿瘤生长具有一定的抑制作用，但5-FU单用或与

Rg3联用对肿瘤的抑制作用更强，联合组抑瘤率虽然高于5-FU组水平，但差异无统计学意义（P>0.05）。彩色多普勒检测显

示，Rg3组和联合组小鼠肿瘤内部可见明显的多局部、较大的肿瘤坏死区域，而5-FU组和对照组仅有较小的肿瘤坏死区域，

联合组的肿瘤坏死率为（55.63±3.12）%，高于其他各组水平（P<0.05）。CDFI检测小鼠肿瘤内血流情况显示，联合组肿瘤内

血流信号多为0-Ⅰ级，对照组血流信号最丰富，多为Ⅱ-Ⅲ级，Rg3组和5-FU组肿瘤内血流信号丰富程度介于对照组和联合

组之间。与对照组相比，Rg3组、5-FU组和联合组肿瘤组织MVD和VEGF表达水平均降低，其中联合组降低最为显著

（P<0.05）。HE染色结果提示，对照组小鼠肿瘤的坏死情况明显，血管较多；Rg3组、5-FU组血管较少，肿瘤内出现空隙状坏

死；联合组的肿瘤组织血管最少，可见条索状坏死。自治疗开始后18 d小鼠开始出现死亡，对照组小鼠在42 d全部死亡，此

时Rg3组、5-FU组和联合组分别还有3只、5只、7只小鼠存活，存活率分别为30%、50%、70%。治疗开始后60 d时，各组小鼠

全部死亡。结论　人参皂苷Rg3与5-FU联用不仅能够显著抑制结肠癌小鼠肿瘤的血管生成，并且显著抑制了肿瘤生长，提

高了荷瘤小鼠的生活质量、延长了生存期。
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【Abstract】   Objective　To  evaluate  the  inhibitory  effect  of  ginsenoside  Rg3  combined  with  5-fluorouracil   (5-
FU) on tumor angiogenesis  and tumor growth in colon cancer in mice. Methods　CT26 mouse model of  colon cancer
was established and the mice were randomly assigned to the control group, the ginsenoside Rg3 group, the 5-FU group,
and  the  Rg3  combined  with  5-FU  group.  The  5-FU  group  was  injected  intraperitoneally  at  the  dose  of  20  mg/kg,  0.2
mL/animal, and once a day for 10 days. Treatment for the Rg3 group was given at the dose of 20 mg/kg, 0.2 mL/animal,
and once a day for 21 days via gastric gavage. The dose and the mode of treatment for the Rg3+5-FU combination group
were the same as those for the 5-FU and the Rg3 group. The control group was intraperitoneally injected with 0.2 mL/d of
normal saline for 10 days. The expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) and CD31 and the microvascular
density (MVD) of the tumor tissues were examined by immunohistochemistry. The blood flow signals and tumor necrosis
were examined by color Doppler flow imaging (CDFI). The quality of life, survival rate, tumor volume, tumor mass, and
tumor inhibition rate of the mice were monitored. Results　After 21 days of treatment, the tumor volume and the tumor
mass of all treatment groups were significantly decreased compared with those the control group, with the combination
treatment group exhibiting the most significant decrease. The tumor inhibition rates of the Rg3 group, the 5-FU group,
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and the combination group were 29.96%, 68.78%, and 73.42%, respectively. Rg3 treatment alone had inhibitory effect on
tumor growth to a certain degree, while 5-FU treatment alone or 5-FU combined with Rg3 had a stronger inhibitory effect
on tumor growth. The tumor inhibition rate of the combination group was higher than that of the 5-FU group, but the
difference was not statistically significant (P>0.05). Color Doppler ultrasound showed that there were multiple localized
and large tumor necrotic areas that were obvious and observable in the Rg3 group and the combination group, and that
there  were  only  small  tumor  necrotic  areas  in  the  5-FU  group  and  the  control  group.  The  tumor  necrosis  rate  of  the
combination  group  was  (55.63±3.12)%,  which  was  significantly  higher  than  those  of  the  other  groups  (P<0.05).  CDFI
examination  of  the  blood  flow  inside  of  the  tumor  of  the  mice  showed  that  the  blood  flow  signals  in  the  combination
group were mostly grade 0-Ⅰ, and that the blood flow signals in the control group were the most abundant, being mostly
grade Ⅱ-Ⅲ.  The  abundance  of  the  blood  flow  signals  in  the  Rg3  and  5-FU  groups  were  between  those  of  the  control
group and the combination group. Compared with those of the control group, the expression levels of MVD and VEGF in
the  tumor  tissues  of  the  Rg3  group,  the  5-FU group,  and the  combination group were  significantly  decreased,  with  the
combination  group  showing  the  most  significant  decrease  (P<0.05).  HE  staining  results  indicated  that  there  was
significant tumor necrosis in mice in the control group and that there were more blood vessels. In contrast, in the tumor
of the Rg3 group and the 5-FU group, there were fewer blood vessels and necrotic gaps appeared within the tumors. In the
combination group, the tumor tissues had the fewest blood vessels and rope-like necrosis was observed. The mice started
dying on the 18th day after treatment started, and all  the mice in the control group died on the 42nd day. By this time,
there  were  3,  5,  and  7  mice  still  alive  in  the  Rg3  group,  the  5-FU  group,  and  the  combination  group,  respectively,
presenting a survival rate of 30%,  50%,  and 70%,  respectively. All mice in all  the groups died on day 60 after treatment
started. Conclusion　Ginsenoside  Rg3  combined  with  5-FU  can  significantly  inhibit  tumor  angiogenesis  and  tumor
growth of colon cancer in mice and improve the survival and quality of life of tumor-bearing mice.

【Key words】　　Ginsenoside Rg3　　5-fluorouracil　　Colon cancer　　Tumor growth　　Tumor
angiogenesis

  

结肠癌是一种常见的消化道恶性肿瘤，其发病率及死

亡率居全球癌谱前列且呈上升趋势[1-2]。2020年全球结肠

癌发病率为11.4/10万，死亡率为5.4/10万；中国结肠癌发病

率为13.1/10万，死亡率为6.8/10万[2]。目前，结肠癌的主要

治疗方法包括手术、放化疗、免疫疗法等。5-氟尿嘧啶（5-

fluorouracil, 5-FU）是治疗结肠癌的一线化疗药物，在晚期

和转移性结肠癌的治疗中有着公认的疗效，可明显延长患

者的生存期，但由于其能够引发严重的不良反应，因此，5-

FU在临床上的应用受到了一定的限制[3]。抗血管生成是

肿瘤治疗的研究热点之一，肿瘤的血管生成与结肠癌进

展、转移有显著的相关性[4]。目前，已有药物被用于肿瘤

的抗血管生成治疗，包括抗血管内皮生长因子（vascular

endothelial growth factor, VEGF）/VEGFR抗体，如贝伐珠

单抗、阿帕替尼等[5]。人参皂苷Rg3是一种从红参中提取

出来的中药单体成分，已明确其具有显著的抑制肿瘤新生

血管生成等作用，它能够靶向多条与肿瘤有关的信号通

路，如MAP、JNK及NF-κB等。此外，人参皂苷Rg3还与细

胞凋亡、免疫、逆转化疗药物的耐药性等有关，其在临床

上已被证明可通过抑制肿瘤血管生成从而提高患者的生

存期[6]。本实验检测了VEGF和CD31的表达、肿瘤组织微

血管密度（MVD）以及血流信号，观测了小鼠的生活质量、

存活率、肿瘤体积、肿瘤质量及抑瘤率和肿瘤坏死情况等

指标。本实验旨在观察人参皂苷Rg3和5-FU联用对小鼠

CT26结肠癌模型是否具有比单药更显著的抑制肿瘤血管

生成和肿瘤生长的效果，并同时观察荷瘤小鼠的生存质量

和生存期，以期为结肠癌的中西医结合治疗提供一定的实

验依据，并进一步扩大人参皂苷Rg3的临床使用范围。

 1     材料与方法

 1.1    材料

CT26结肠癌细胞株来源于四川大学国家重点实验

室；雄性BALB/c小鼠（6～8周龄，体质量18～22 g）购自成

都达硕实验动物有限公司；彩色多普勒血流显像（color

Doppler flow imaging, CDFI）超声仪（Philips IU22,

Holland）；5-FU购自天津金耀氨基酸有限公司，国药准字

号为H12020959；人参皂苷Rg3提取于我国东北红参，纯度

不低于95%，由中国亚泰药业公司提供，批号：R20100101；

小鼠VEGF单克隆抗体购自美国Santa Cruz，稀释比例为

1∶200；小鼠CD31单克隆抗体和LSAB试剂盒购自日本

Dako公司，CD31单克隆抗体稀释比例为1∶100。

 1.2    模型建立、分组及给药

将CT26结肠癌细胞悬液以0.1 mL/只（2×106 mL－1细

胞）接种于BALB/c小鼠右臀部皮下，接种7 d后，接种部位

可扪及直径约2～3 mm大小的瘤块，即小鼠CT26结肠癌模

型造模成功。取40只荷瘤小鼠随机分为4组（每组10只）进

行实验室取材及检测：5-FU组按20 mg/kg剂量腹腔注射，

 112 四川大学学报（医学版） 第 55卷



0.2 mL/只，每天1次，连续注射10 d后，休息至第21天处死

取材；Rg3组，按20 mg/kg剂量灌胃，0.2 mL/只，每天1次，连

续灌胃21 d后处死取材；Rg3+5-FU联合组用药剂量和方式

同5-FU组和Rg3组；对照组腹腔注射生理盐水0.2 mL/d，

连续注射10 d，休息至第21天处死取材。另取40只荷瘤小

鼠随机分为4组（n=10），分组及用药处理同上，但不进行人

为处死，观察各组小鼠用药后毒副反应和生存情况。本实

验按照我国《实验动物福利伦理审查指南（GB/T 35892-

2018）》要求，规范落实实验动物福利伦理。

 1.3    免疫组织化学染色

肿瘤标本用体积分数10%中性福尔马林液固定，石

蜡包埋和切片。采用EnVision二步法进行免疫组化染色

（一抗分别为抗小鼠VEGF单克隆抗体和抗小鼠CD31单

克隆抗体）。并对肿瘤标本进行HE染色。

 1.4    VEGF染色结果的判定

细胞浆/膜出现棕黄色颗粒则视为VEGF染色呈阳

性。每个标本在200倍镜下选取5个视野进行计数，分别

计数每个视野中阳性细胞所占的百分率，取其平均值进

行半定量计数分级：阳性细胞>10%即判定为阳性[7]。

 1.5    微血管密度（MVD）检测

CD31阳性染色表现为血管内皮细胞胞浆呈现棕黄

色。参照WEIDNER等[8]计数方法，被CD31单抗染为棕黄

色的内皮细胞或幼稚内皮细胞被判定为可计数的血管。

先在低倍镜下找出血管高度密集区域即“热点”，再在

200倍镜下选择3个血管数目多的视野。由3位人员对这

3个视野微血管分别计数，取其平均值为该标本MVD值。

 1.6    肿瘤血流情况

CDFI是利用超声多普勒效应检测肿瘤内血流的速

度、方向、分布状态等，其产生的血流图包含丰富的血流

信号信息。CDFI血流信号的分级参照ADLER等的方法[9]：

0级，肿瘤块未发现血流信号；Ⅰ级，少量血流，肿瘤块可

见1～2个点状或细短棒状血管；Ⅱ级，中量血流，肿瘤块

可见3～4个点状血管或一个较长的血管（其长度可接近

或超过肿块半径）；Ⅲ级，多量血流，肿瘤块可见5个以上

点状血管或2个较长的血管。

 1.7    毒副反应和生存质量观察

观察用药后小鼠的皮毛光泽度、食欲、腹泻情况、活

动状况、精神状态、对刺激的反应和体质量（以g为单

位），每3 d称重一次。用药后每3 d测量小鼠肿瘤体积（以

mm3为单位），取每组的平均值绘制肿瘤生长曲线。

 1.8    抑瘤率

治疗结束后，各组小鼠行彩色多普勒检查，处死后记

录肿瘤质量。以对照组平均肿瘤质量为M1，治疗组平均

肿瘤质量为M2，通过（M1－M2）/M1×100%计算出抑瘤率。

 1.9    瘤内坏死情况

在治疗用药全部结束后，对小鼠肿瘤内坏死及血流

情况行彩超检测。使用设备为Philips IU22型彩色多谱勒

血流显像超声仪，探头频率为5 MHZ。先使用二维超声观

察小鼠肿瘤的大小、形状及瘤内坏死情况，然后检测各组

小鼠瘤内血流信号。肿瘤坏死率的计算参照Cavalieri法[10]。

 1.10    统计学方法

x̄± s

除抑瘤率、VEGF评分和CDFI血流信号分级外，其余

数据均用 表示。小鼠体质量、肿瘤体积、肿瘤质量、

肿瘤坏死率、MVD组间比较采用ANOVA方差分析，若上

述指标总体均数不全相等，则采用S-N-K检验；抑瘤率和

VEGF阳性率分析采用卡方检验；CDFI等级比较采用秩

和检验。采用GraphPad Prism 5 Demo绘制生存曲线，生

存分析采用log-rank检验。P<0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    肿瘤体积、肿瘤质量及抑瘤率

由图1可见，与对照组相比，各治疗组肿瘤体积、肿瘤

质量均减少，联合组减少最为明显。Rg3组、5-FU组及联

合组抑瘤率分别为29.96%、68.78%及73.42%，单用Rg3对
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图 1  人参皂苷Rg3和5-FU对小鼠肿瘤体积生长曲线、肿瘤质量及抑瘤率的影响

Fig 1  Effect of ginsenoside Rg3 and 5-FU on the growth curves of tumor volume, the tumor mass, and the inhibition rate of tumor in mice

A, Control; B, Rg3; C, 5-FU ; D, combination. ＃P<0.05, vs. control group; * P<0.05, vs. Rg3 group. n=10.
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肿瘤生长具有一定的抑制作用，但5-FU单用或与Rg3联用

对肿瘤的抑制作用更强，联合组抑瘤率虽然高于5-FU组

水平，但差异无统计学意义（P>0.05）。

 2.2    肿瘤坏死率

在治疗用药21 d结束后，使用彩色多普勒检测小鼠

肿瘤内部回声状况，肿瘤坏死区域呈低回声或无回声。

如图2A所示，Rg3组和联合组小鼠肿瘤内部可见明显的

多局部、较大的肿瘤坏死区域，而5-FU组和对照组仅有

较小的肿瘤坏死区域，联合组的肿瘤坏死率为（55.63±

3.12）%，高于其他各组水平（P<0.05）（图2B）。
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图 2  彩色多普勒超声观察用药21 d后各组小鼠肿瘤坏死情况

Fig 2  Observation of tumor necrosis in the mice by color Doppler ultrasound after treatement for 21 d

A, Areas of tumor necrosis; B, necrosis rate of tumor; a: control; b: Rg3; c: 5-FU; d: combination. ＃P<0.05, vs. control group; * P<0.05, vs. Rg3 group; △ P<0.05, vs. 5-

FU group. n=10.
 

 2.3    肿瘤内血流信号

采用CDFI检测小鼠肿瘤内血流情况（图3，表1），结果

显示联合组肿瘤内血流信号多为0～Ⅰ级，对照组血流信

号最丰富，多为Ⅱ～Ⅲ级，Rg3组和5-FU组肿瘤内血流信

号丰富程度介于对照组和联合组之间。联合组小鼠肿瘤

内血流信号丰富程度与Rg3组、5-FU组及对照组相比，差

异均有统计学意义（P<0.05）。表明Rg3与5-FU联用比两

者单用具有更强抑制肿瘤血管生成的作用。
  

A B

C D

 
图 3  用药21 d后CDFI检测各组小鼠肿瘤内部血流信号

Fig 3  Observation of blood flow signals in the tumors by color Doppler
flow imaging (CDFI) after treatement for 21 d

A, Control group; B, Rg3 group; C, 5-FU group; D, combination group.
 

 2.4    CD31和MVD

CD31免疫组化结果见图4A。MVD结果见图4B，与

对照组MVD（37.25±1.71）相比，Rg3组（17.50±1.29）、5-

FU组（28.25±0.96）和联合组（11.75±1.71）肿瘤组织

MVD均降低，其中联合组降低最为显著（P<0.05）。提示

Rg3与5-FU联用具有更明显的抗肿瘤血管生成作用。
 

表 1    治疗21 d后各组小鼠血流信号水平

Table 1    Blood flow signal levels in each group after 21 days of treatment
 

Group n
Classification of blood flow by CDFI

0 Ⅰ  Ⅱ  Ⅲ 

Control 9 0 1 2 6

Rg3 10 2 3 3 2

5-FU 9 1 2 3 3

Combination*
9 4 4 1 0

　* P<0.05, the abundance of blood flow signals in the combination group
was compared with those in the Rg3 group, 5-FU group, and control group.
 

 2.5    VEGF

VEGF免疫组化结果见图5。VEGF评分结果见表2，

与对照组（88.89%）相比，Rg3组（40.00%）、5-FU组

（66.67%）和联合组（11.11%）肿瘤VEGF阳性表达均降低

（P<0.05），尤以联合组降低最为明显（P<0.05），提示

Rg3与5-FU联用可明显抑制肿瘤VEGF表达从而发挥抗肿

瘤血管生成作用。

 2.6    肿瘤标本的HE染色

HE染色结果（图6）表明，治疗21 d后，对照组小鼠肿
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瘤的坏死情况明显，血管较多；Rg3组、5-FU组血管较少，

肿瘤内出现空隙状坏死；联合组的肿瘤组织血管最少，可

见条索状坏死。
  

A B

C D

 
图 6  各组小鼠肿瘤组织HE染色 (×200)

Fig 6  HE staining of the tumor tissues (original magnification×200)
A: Control group; B: Rg3 group; C: 5-FU group; D: combination group.

 

 2.7    小鼠的生活质量及生存分析

通过对用药后小鼠的精神状态、活动状况、食欲、腹

泻、体质量减轻幅度、脱毛情况和对刺激的反应等观察，

发现Rg3组和联合治疗组小鼠的生存质量较好，明显优于

5-FU组和对照组。

自治疗开始后第18天小鼠开始出现死亡，对照组小

鼠在42 d全部死亡，此时Rg3组、5-FU组和联合组分别还

有3只、5只、7只小鼠存活，存活率分别为30%、50%、

70%。治疗开始后第60天时，其余各组小鼠全部死亡

（图7）。各治疗组小鼠存活率高于对照组水平（P<0.05），

联合组存活率高于Rg3组、5-FU单药组水平（P<0.05）。
 

表 2    各组小鼠肿瘤的VEGF评分

Table 2    VEGF scores of the tumors in mice in each group

Group n
VEGF

Positive rate/%
− + ++ +++

Control 9 1 1 2 5 88.89

Rg3 10 6 2 1 1 40.00#

5-FU 9 3 1 2 3 66.67＃, *

Combination 9 8 1 0 0 11.11＃, *, ▲

　VEGF staining  was  scored  semiquantitatively  as  the  intensity  of  the
immunoreactive reaction and the positive rate of tumor cells. Score 0 to 1
was represented as negative (−), 2 to 3 as weak expression (+), 3 to 4 as
moderate expression (++), and above 5 as strong expression (+++). # P<0.05,
vs. control group; * P<0.05, vs. Rg3 group; ▲ P<0.05, vs. 5-FU group.
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图 4  各组小鼠肿瘤组织中CD31表达情况和微血管密度

Fig 4  CD31 expression and microvessel density in the tumor tissues of the mice in each group

A, Immunohistochemical staining of  CD31 (original magnification ×200); B, microvessel density; a, control; b, Rg3; c, 5-FU; d, combination. ＃P<0.05, vs. control

group; * P<0.05, vs. Rg3 group; △ P<0.05, vs. 5-FU group.  n=10.

 

A B

C D

 
图 5  各组小鼠肿瘤组织中VEGF表达情况（免疫组化染色 ×400）

Fig 5  VEGF expression in tumor tissue of the mice in each group
(immunohistochemical staining, original magnification×400)

A, Control group; B, Rg3 group; C, 5-FU group; D, combination group.
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图 7  荷瘤小鼠生存曲线

Fig 7  Effect of ginsenoside Rg3 and 5-FU on the survival curves of the

tumor-bearing mice
＃P<0.05, vs. control group; * P<0.05, vs. Rg3 group; △ P<0.05, vs. 5-FU

group. n=10.
 

3     讨论

人参皂苷Rg3是一种从人参中微量提取的中药单体

成分，目前已证实Rg3不仅是一种具有明显效果的血管生

成抑制剂，且能够降低化疗药物带来的巨大毒副反应、增

强机体的免疫力等[11-13]。

本研究结果显示：单用Rg3对肿瘤生长具有一定的抑

制作用，而5-FU单用或与Rg3联用对肿瘤抑制作用更强。

彩色多普勒数据显示，联合治疗导致多局部、较大范围的

肿瘤坏死，而5-FU组仅出现小范围的肿瘤坏死，Rg3组和

联合组肿瘤坏死率均明显高于5-FU组，提示Rg3单用或联

合5-FU均能更有效促进肿瘤坏死。CDFI、MVD及

VEGF结果表明人参皂苷Rg3与5-FU联用具有更明显的抗

肿瘤血管生成作用，而其抗肿瘤血管生成作用与其明显

抑制肿瘤VEGF表达有关。

人参皂苷Rg3联合化疗药物不仅有增加疗效的作用，

还能够明显降低化疗带来的毒副反应[14-15]。本实验结果

也证实，人参皂苷Rg3与5-FU联用可明显减轻荷瘤鼠毒副

反应，提高荷瘤鼠生存质量。因此，中药人参皂苷Rg3与

化疗药5-FU联用不仅在抑制肿瘤生长、致肿瘤坏死和抑

制肿瘤新生血管生成等方面均表现出较好的抗瘤效果，

同时还具有显著的减轻毒性的效果。笔者推测可能与

Rg3广泛的药物作用如免疫调节[16-18]、抗氧化[19]、抗应激[19]

等有关，这也赋予了Rg3不同于其他血管生成抑制剂的

优势。

肿瘤的血管形成是一个与多因素相关的复杂的生物

过程，Rg3被发现对肿瘤的增殖、迁移等都有抑制作用，

其能够抑制与肿瘤增殖相关的Eph/ephrin通路，以及阻断

细胞周期从而抑制肿瘤。研究表明，Rg3在多个体内外模

型中对肿瘤细胞的血管生成均有抑制作用，其可能通过

下调基质金属蛋白酶9（MMP-9）、上皮细胞激酶（Epha2）

以及血管内皮细胞钙黏蛋白（VE-cadherin）抑制肿瘤血管

的形成，并且它与5-FU联用能够增强抗肿瘤作用，更有效

地降低关键因子VEGF的表达，并且能够降低细胞的耐药

性[20-21]。由此可见，Rg3与5-FU联用能够更好地发挥抗肿

瘤作用，在肿瘤治疗领域具有一定的临床应用前景。

综上所述，本研究结果为结肠癌的中西医结合治疗

提供了一定的实验依据，并为扩大人参皂苷Rg3的临床使

用奠定了基础。但有关人参皂苷Rg3与化疗药物联用增

效减毒的确切机制尚有待于进一步深入研究。
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