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香龙散诱导人胃癌细胞凋亡的机理探讨
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摘典 应用荧光染色法
、

电镜
、

流式细胞术
、
��� 凝胶电泳和

免疫组化法研究中药香龙散含药血清诱导人胃癌细胞���一

�����的凋亡和对 ���一 �
、
���

、
��� 基因表达的影响

。

结果香

龙散含药血清在 ��的浓度剂量时
，

作用细胞 �� 小时
，

去含药

血清
，

再加入无含药血清的培养液培养 �� 小时
，

细胞凋亡达到

高峰
，

凋亡率为 ��
�

���
，

大部分细胞阻滞在 �期
�
可使 �。 �一 �

基因表达减弱
，

��
� 、

���基因表达增强
。

结果表明
，

香龙散含药

血清可诱导人胃癌细胞凋亡
，

并影响凋亡相关基因的表达
。

主翅词 胃肿瘤�中医药疗法 � 香龙散

细胞凋亡�又称程序性细胞死亡�是在体内
、

体外

因素作用下
，

由多基因参与调控的一种生理现象
。

近年

来研究表明
，

肿瘤的发生
、

发展与细胞凋亡的调控异常

有关
。

本研究在中医理论指导下
，

选用中药复方香龙

散
，

通过血清药理学方法和分子生物学实验技术
，

从分

子水平观察了其对人胃癌细胞的诱导凋亡作用以及对

凋亡相关基因表达的影响
，

探讨其作用机理
。

结果报告

如下
。

� 材料与方法

�
�

� 含药血清的制备
�

中药香龙散
�

由炒白术
、

半夏
、

天龙�壁虎�
、

九香虫等 �� 余味中药组成
，

生药由湖北

省药材公司饮片厂提供
。

动物
�
日本大耳白兔

，

雄性
，

体

重 �
�

�����
，

由同济医科大学实验动物学部提供
。

用

日本大耳白兔 �只
，

每 日给予含香龙散浸膏 ������灌

胃
，
�� 日后

，
于最后 �次灌药后 �小时�灌药前禁食不

禁水 �� 小时�
，

乙醚麻醉
，

颈动脉取血
，

无菌分离血清
，

经 ��℃ 、

�� 分钟灭活处理后
，

置一��℃冰箱保存备用
。

空白兔血清
�

用生理盐水灌胃 �� 日
，

血清取法同上
。

�
�

� 人 胃癌细胞培养
�

人细胞细胞株���一 �����
，

由武汉大学中国典型培养物保藏中心提供
。

���� 培

养基
、

胎牛血清
、

胰蛋白酶购 自美国 ����� 公司
�二苯

酷胺 ������� �����
、

硫 柳 汞 ��������� 购 自美 国

�����
公司 ��� 染色剂购 自美国 �� 公司 ��一�免疫

组化试剂�含 ���一 �单抗
、

��� 多抗
、

���多抗
、

���

基金项目
�

湖北省教委科研基金���������

� 湖北中医学院
，

湖北省武汉市武昌区云架桥 � 。 号���。 。 ���

� 武汉大学

收稿日期
�����一 ��一 ��

酶底物显色剂盒等�购 自福建迈新公司
。

电镜标本由广

州军区武汉总医院电镜室协助制作
。

将传代的人胃癌

细 胞接种于 �������青霉 素
、

���拌����链霉 素和

���胎牛血清的 ���� 培养液中�简称单纯培养液
，

下同�
，

置 ����
� 、

��℃培养箱中培养至对数生长期
，

再分别按实验要求接种
。

�
�

� 荧光染色细胞制备
�

将人 胃癌细胞接种�调整细

胞浓度为 �� �少����于直径为 ��� 培养皿中
，

置培养

箱培养 �� 小时至细胞生长旺盛
，

去原培养液
，

分别加

入 ��
、

���
，

含药血清浓度的培养液
，

另设无含药兔

血清和单纯培养液组作对照
，

置培养箱中按细胞常规

培养方法培养 �� 小时
，

去含药血清培养液
，

加入单纯

培养液 �此方法下同�
，

分别培养 �� 小时
、

�� 小时
、

��

小时
。

将上清液收集
，

培养皿中加胰酶消化
，

二者合并
，

离心
，

去上清 �加入含甲醇
、

冰乙酸的固定液固定
，

反复

�次 �离心
，

去固定液
，

取细胞沉淀液玻片滴片
，

置室温

下干燥
。

加入二苯酞胺
、

硫柳汞荧光染色液染色 �小时

�避光�
。

三蒸水反复冲洗 �次
，

常温下自然干燥
，

甘油

封片
，
������� 荧光显微镜下��� � �� 倍�作细胞凋亡

的形态学观察
。

�
，

� 透射电镜观察凋亡细胞标本制备
�

用培养皿接种

细胞�细胞浓度 �� �护����
，

含药血清浓度和培养方

法同 �
�

�
。

加单纯培养液培养 �� 小时刮片收集细胞
，

分别离心
，

去上清
，

用 �
�

��的戊二醛液固定
，
��饿酸

后固定
，

梯度乙醇脱水
，
�������浸泡

、

包埋
、

聚合
，

超

薄切片
，

硝酸铀
、

柠檬酸铅染色
、

晾干
，

透射电镜下作凋

亡细胞的超微结构观察
。

�
�

� 流式细胞仪检测标本制备
�

用培养瓶接种细胞

�细胞浓度 �� �护����
，

含药血清浓度和培养方法同

�
�

�
。

将分别培养 �� 小时
、

�� 小时
、

�� 小时的细胞上清

收集
，

用胰酶消化培养瓶中的贴壁细胞
，

将上清和胰酶

消化的细胞合并
，

离心
、

去上清
，

沉淀物用 ���洗 �

次
，

在震荡状态下缓慢滴入 ���乙醇 ���左右
，

过夜
，

再用 ���冲洗 �次
，

调至终浓度为 ���
，

加入 。 �

���

��� 酶 ��拌�
，
��℃水浴 ��分钟

，

加 �
�

�����染色�避

光��� 分钟
，

作流式细胞仪检测
。

汞激发波长 �����
，

分析软件为 �
�����

。
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�� � ��� 提取及琼脂糖凝胶电泳
�

在培养瓶中接种

细胞�细胞浓度 �� �。 ‘
����

，

含药血清浓度和培养方

法同 �
�

�
。

将细胞培养 �� 小时
，

收集上清
，

用胰酶消化

瓶中贴壁细胞 �将二者合并
，

离心
，

去上清 �按文献�〕
�

〕
方法提取 ���

，

真空抽干后
，

溶于 ��川��
，

缓冲液中

加入 �川����
� ，
反复颠倒混匀

，

��℃水浴 �� 分钟
，

取

所制备的样品在含澳化乙咤 �
�

��琼脂糖凝胶中电泳

�小时�电压 �
�

������
，

用
�������� ������� 染色

，

紫

外线检测仪下观察
，

摄影
。

�� � ���一 �
、
���

、

���基因表达标本制备
�

在直径为

��� 培养皿中放置 �小块消毒的盖玻片
，

再将人胃癌

细胞接种于培养皿中�细胞浓度 �� ������
，

含药血清

浓度和培养方法同 �
�

�
。

分别将培养 �� 小时
、

�� 小时
、

�� 小时细胞贴壁生长的玻片取出
，

每张玻片分别用

���洗 �次
，

滴入 ��多聚 甲醛液
，
�℃温度下固定 ��

分钟
，

室温下干燥
，
���洗 �次

，

按文献 〔�，
�」�一�免

疫组化法染色制备标本
，

在光学显微镜下观察显色效

果
，
显色完后 自来水冲洗

，

苏木素复染
，

中性树胶封固
，

摄影
。

� 结果

�
�

� 含药血清诱导的凋亡细胞形态学观察

�
�

�
�

� 荧光显微镜观察
�

镜下见不同浓度含药血清孵

育 �� 小时
、

�� 小时
、

�� 小时的人胃癌细胞均有部分细

胞核碎裂
，

呈大小不等
、

形态不规则的碎片状或梅花

状
。

此即为细胞凋亡的形态
，

其中以 ��含药血清浓度

孵育 �� 小时的细胞在镜下显现的凋亡细胞数较多
，

单

纯培养液培养和空白兔血清培养的人胃癌细胞的细胞

核圆而完整
，

未见有凋亡细胞的形态特征�图略�
。

�
�

�
�

� 透射电镜的超微结构观察
�

在 ����������倍

的镜下观察可见凋亡细胞的核染色质浓聚成颗粒状或

条索状
，

聚集在核膜下
，

内质网扩张
，

出现空泡
，

有典型

的凋亡小体形成�图略�
。

�
�

� 凋亡细胞的流式细胞仪检测
�

不同含药血清浓度

处理 �� 小时
、

�� 小时的人胃癌细胞在 ��� 直方图上

的 ��期峰前均显现明显的细胞凋亡峰
，

其中 ����

小时组 细 胞 凋 亡 率 为 ��
�

���
，

����� 小 时组 为

��
�

���
，
����小时组 为 ��

�

��
，
�����小时组为

��
�

���单纯培养液培养 �� 小时组和 ��
、

����� 小

时未见明显凋亡峰�图略�
。
��含药血清孵育 �� 小时

的人 胃癌细胞
，

在 ��期细胞为 ��
�

���
，
�期细胞

��
�

���
，
��期细胞 ��

�

��� �而单纯培养液组 ��期
、

�期
、
��期细胞分别为 ��

�

���
、

��
�

���
、
��

�

���
。

可

见含药血清组 ��期细胞数明显减少
，
�期一��期细

胞数逐渐增多
，

大部分细胞阻滞在 �一��期
。

�
�

� ��� 凝胶电泳
�

从图中可见 ��
、

���含药血清

浓度孵育 �� 小时组均有明显的典型 ��� 梯形条带

形成
，
��组 ��� 梯带长度明显长于 ���组 �单纯培

养液组 ��� 电泳未见梯形条带形成�图略�
。

�
�

� ���一 �
、
���

、
���基因表达

�

显色结果示
，
���一�

在单纯培养液组呈高表达�显色深�
，

在含药血清组呈

低表达�显色淡�
，
而 ���

、
��� 基因在含药血清处理 ��

小时
、

�� 小时呈高表达�显色深�
，
以 ����� 小时组显

色最明显
，

在 �� 小时组表达稍弱
，

单纯培养液组亦呈

低表达
，

显色淡�图略�
。

� 讨论

����年
，

日本学者提出了给动物灌服中药一定时

间后
，

取出血清进行体外实验的药理学新方法
。
����

年
，
田代真一正式提出了

“
中药血清药理学

”
这一新概

念�’� ，

使中药的药理学实验能较客观地反映药物进入

机体后
，

经过消化
、

吸收
、

代谢等而发挥药物效应的过

程
，

排除了传统的中药粗提取物在体外实验中各种干

扰因素的影响
，

能较为清楚地认识中药药理实验中发

挥作用的主要有效成分及活性部位
，

也为中医药研究

与现代分子生物学等现代科学技术的结合奠定了可行

的基础
，

提高了中药体外实验的可信性
、

可靠性
。

本实

验采用血清药理学的研究方法
，

观察中药复方香龙散

诱导人胃癌细胞的凋亡及其对凋亡相关基因表达的影

响
，

从形态学
、

生化特征
、

流式细胞术
、

免疫组化等方面

得到验证
，

表明了香龙散诱导人胃癌细胞凋亡作用的

真实性
。

香龙散是基于中医对胃癌病症病机为脾虚
，

痰察

浊气凝结中焦的认识
，

选用具有健脾化痰
、

理气散结等

作用的白术
、

半夏
、

天龙
、

九香虫等组方而成
。

方中半

夏
、

天龙虽有抗肿瘤作用���
，

但对其作用机理尚无深入

研究
。

本实验中发现
，

由半夏
、

天龙等组方的香龙散具

有诱导人 胃癌细胞凋亡作用
，

并影响凋亡相关基因

���一 �
、

���
、
���的表达

，

这可能与其抗肿瘤的作用密

切相关
。

本实验中发现
，

香龙散含药血清诱导的人胃癌

细胞凋亡
，
主要是作用于人胃癌细胞的 ��� 复制期

，

即大部分细胞阻滞于 �期���期
，

抑制了癌细胞的分

裂增殖
。

同时还发现香龙散含药血清对人胃癌细胞诱

导的凋亡并非是直接而持续的作用
，

用 ��的含药血

清处理 �� 小时后再更换单纯培养液培养 �� 小时
，

细

胞凋亡形态特征更为明显
，

提示香龙散含药血清诱导

的人胃癌细胞凋亡与药物浓度和药物作用时间呈非正

比关系
，

这对临床应用香龙散是一个有益的启发
，

也表

明香龙散含药血清诱导的人胃癌细胞凋亡并非是单一

的药物直接作用
，

可能还与中药诱导其它因子的参与



�

���
�

有关
。

肿瘤发生
、

发展的根本原因是基因的改变
，

表现为

许多基因的丢失
、

失活
、

突变或过度表达等
。

如 ��一�

基因家族是细胞凋亡的关键性调节者���
，

���一 �基因

高表达
，

可提高细胞凋亡的阀值
，

抑制细胞的凋亡
，

并

可产生治疗抗性
，

而 ��� 的高表达则可促进细胞凋

亡
。

本研究结果表明
，

香龙散含药血清作用于人胃癌

细胞
，

可使 ���一 �表达下降而使 ���
、
��� 基因表达

增强
。

我们推测这是中药香龙散抗肿瘤的作用机理之

一
。

本实验研究为中药治疗肿瘤研究提供了新的思路

和方法
。
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��例 �年龄 ��� ��岁
，

平均 ��岁
，

超过 ��岁者 ��例
，

占 ��
�

��� �发病时间
��一���小时 �并发症

�

脑心综合征 �� 例
，

继发

性嫩痛 �� 例
，

肺部感染 �� 例
，

上消化道出血 �例
，

糖尿病 ��

例
，
肺气肿 �� 例

，
风心病 �例

，

肾功能不全 �例
，
多脏器功能衰

蝎 �例
，

高渗性非酮症糖尿病昏迷 �例
，
����例

。

中医辨证分型
�

中经络者 �� 例
，

其中脉络空虚
、

经脉疲阻

型 �� 例 �风痰上扰
、

痰热腑实型 �例 �肝肾阴虚
、

肝阳上亢型 ��

例 ，
气虚血癣型 �� 例

�
肾阴不足

、

风痰上扰型 �例
。

中脏腑者 ��

例
，
其中肝阳暴亢

、

风火挟痰
、

蒙闭清窍型�阳闭�� 例
，
痰湿蒙塞

心神型�阴闭�� 例
，元气败脱

、

心神散乱证�脱症�� 例
。

西医诊断
�

脑梗塞 �� 例
，

其中大面积脑梗塞 �例
，

多发性

脑梗塞 �� 例 �部位分别为基底节 �� 例
，

颖叶 �例
，

放射冠区 �

例
，

脑干 �例
，
腔隙性 �� 例

。

脑出血 �� 例
，

其中多发性 �例
，

部

位分别为基底节 �� 例
，

丘脑 �� 例
，

脑叶 �例
，
小脑 �例

，

桥脑和

脑室各 �例
。

出血量最小者 ���
，
最大者 �����破入脑室者 �

例
，

中线移位者 �� 例
，
脑室受压 �例

�混合性中风 �例
。

以上急

性缺血性中风 �� 例
，

其中中脏腑者 �例
，

出血性中风 �� 例
，

其

中中脏腑者 �例
。

� 治疗及观察方法

�
�

� 中医治疗
�

中脏腑属阳闭者首选清开灵
、

醒脑静注射液足

量静脉滴注
，
同时鼻饲 自拟阳闭汤�羚羊角粉 ��

，
醋龟甲 ���

，

生地黄 �鲍
，

牡丹皮 ���
，

竹茹 ���
，

天竺黄 ���
，

玄参 ���
，

节曹

蒲 ����和北京同仁堂安宫牛黄丸
�阴闭者鼻饲 自拟阴闭汤 �半

夏 ���
，
胆南星 ���

，

全蝎 ���
，

娱蛤 �条
，
节营蒲 ����和苏合香

河南省新蔡县中医院��������

收稿日期
�����一 ��一 ��

丸
�
脱证者用参附注射液静脉注射

，
继以 ���������静脉滴注

维持
。

视病情改善情况
，

于抢救 ���天给予活血化窟注射剂如

脉络宁
、

复方丹参
、

川芍嗦注射液等静脉滴注
。

中经络者除选用

上述活血化察
、

益气通络药物静脉滴注外
，

尚根据中医辨证分

型论治
，
同时服用本院制剂

“
中风回春丹

” 口服
，

每 日 �次
，

每次

���� �由全蝎
、

娱蛤
、

小白花蛇
、

郁金
、

天麻
、

钩藤
、

节曹蒲
、

丹

参
、

红花等 �� 余味中药组成�
。

�
�

� 西医治疗
�

限于颅脑 �� 证实和临床主症有脑水肿现象
、

颅内高压
、

重度高血压
、

癫痛大发作
、

严重肺部感染
、

上消化道

出血
、

肾功能不全
、

严重心力衰竭等并发症
，
分别采取迅速降低

颅压
、

抗感染
、

止血
、

止痉等综合治疗措施
。

�
�

� 针灸治疗
�

辨证取穴
，

一般采取头针和体针结合
，

配合理

疗
，

疗程一般为 �� 天
，

通常观察 �个疗程
。

� 治疗结果

参照中风病中医诊疗标准评定
。

统计学处理采用 刃和 �检

验
。

本组总有效率为 ��
�

���
，
以中医诊断评价中经络者为 ��

�

���
，

中脏腑者为 ��
�

���
。

总病死率为 �
�

���
，
以中脏腑为

主
，

占���
。

颅脑 �� 改善情况
�

对脑出血
、

大面积或多发性脑

梗塞者作了颅脑 �� 治疗前后对照观察
，

部分病例尚进行了动

态 ��分析�� 次以上�
，

结果脑出血组治疗有效者
，

血肿吸收或

液化最快者 �天
，

最慢者 �� 天
，
平均 �� 天

。

脑梗塞治疗组有效

者
，

梗塞面积缩小者与治疗时间密切相关
，

治疗时间越早
、

面积

缩小所需时间越短
，

本组平均所需时间为 �� 天
。

� 讨论

活血化癖用于出血性中风早期治疗上
，

令人瞩目
。

例如对

�� 例中经络脑出血患者
，

入院时即积极
、

稳妥地采取包括静脉

给药在内的活血化痪辨证中药治疗
，
结果治愈和显效率高达

��
�

���
，

颅脑 �� 复查出血病灶完全吸收最快者 �天
，

平均 ��

天左右
。

比我们既往单纯使用西药对症处理所需时间要迅速得

多
，

且无 �例出现再出血或恶化现象
。

由此证明
，

中医药对中风

病的抢救和治疗已成为整个医学在这方面不可缺少的重要组

成部分
，

并且有其独特优势
。


