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［摘　要］　目的　观察克瘤丸对人结肠癌细胞生长的影响及其作用机制。 方法　将４ｍｇ／ｍｌ、２ｍｇ／ｍｌ、１ｍｇ／ｍｌ、０．５ｍｇ／ｍｌ、

０．２５ｍｇ／ｍｌ浓度克瘤丸作用于 ＨＴ－２９细胞２４～４８ｈ后，用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法检测克瘤丸对 ＨＴ－２９细胞增殖的影响，

ＡｎｎｅｘｉｎⅤ单染法检测克瘤丸对 ＨＴ－２９细胞凋亡的影响，流式细胞仪检测细胞周期的分布情况。 结果　与对照组比较，浓度

为４、２、１、０．５ｍｇ／ｍｌ克瘤丸作用 ＨＴ－２９细胞４８ｈ，ＯＤ值、４８ｈ抑制率差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；４、２、１ｍｇ／ｍｌ浓度克瘤

丸作用 ＨＴ－２９细胞４８ｈ，ＯＤ值、４８ｈ抑制率均明显优于０．２５ｍｇ／ｍｌ及０．５ｍｇ／ｍｌ浓度克瘤丸（Ｐ＜０．０１）。与１ｍｇ／ｍｌ浓度比

较，２ｍｇ／ｍｌ、４ｍｇ／ｍｌ组凋亡率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。４ｍｇ／ｍｌ时 Ｇ０／Ｇ１期前出现明显的亚二倍体区，与１ｍｇ／ｍｌ、

２ｍｇ／ｍｌ组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 结论　克瘤丸对人结肠癌细胞 ＨＴ－２９的增殖具有抑制作用并能够引起该

细胞的凋亡。
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　　大肠癌包括结肠癌和直肠癌，是常见的消化道
恶性肿瘤之一，为世界范围内发病率居于第４位的
恶性肿瘤［１］。在我国，大肠癌近年来的发生率呈上
升趋势，已成为严重威胁我国人民身体健康的主要
恶性肿瘤。克瘤丸为江苏省中医院肿瘤内科研制出
的抗肿瘤制剂，由斑蝥、壁虎、水蛭等７味中药组
成［２］。鉴于前期对其进行的临床及实验研究，我们
已明确其具有抑制瘤体生长及抗肿瘤转移等功效，
与化疗药物同用可起到减毒增效的作用，并改善肿
瘤患者生活质量［３－７］。本实验将克瘤丸作用于人结

肠癌细胞 ＨＴ－２９细胞，观察其对 ＨＴ－２９细胞生长、
细胞凋亡及细胞周期的影响，旨在探索克瘤丸对结
肠癌细胞生长的影响及其作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　细胞株　人结肠癌细胞株 ＨＴ－２９由江苏省
南京市鼓楼医院肿瘤科实验室惠赠，江苏省中医院
肿瘤科实验室常规培养。用含１０％小牛血清的

１６４０培养基，在３７℃、５％ＣＯ２、完全饱和湿度条件
下常规培养，取对数生长期细胞进行实验。
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１．１．２　药物及试剂　克瘤丸购自江苏省中医院药
房（苏药制字Ｚ０４０００５３１，批号：２０１０１２０１），采用组
合提取法，取２００ｇ粗粉ＣＯ２ 超临界萃取后，药渣醇
提（７０％乙醇）后合并提取液，微波真空干燥［５］，将上
药用生理盐水于实验前稀释后得终浓度为１ｇ／ｍｌ，
实验前用完全培养液稀释后得５种终浓度：４ｍｇ／

ｍｌ、２ｍｇ／ｍｌ、１ｍｇ／ｍｌ、０．５ｍｇ／ｍｌ、０．２５ｍｇ／ｍｌ供实
验用；１６４０培养液购自 Ｇｉｂｃｏ公司；小牛血清购自
杭州四季青公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、四甲基偶氮
唑蓝（ＭＴＴ）购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－ＦＩＴＣ
染料、溴化乙锭（ＰＩ）染料均为凯基公司产品。

１．２　方法

１．２．１　ＭＴＴ法检测克瘤丸对 ＨＴ－２９细胞增殖的
影响　取对数生长期细胞接种于９６孔板中，５×
１０３／孔，培养２４ｈ后，实验组加入含不同浓度克瘤丸
（４ｍｇ／ｍｌ、２ｍｇ／ｍｌ、１ｍｇ／ｍｌ、０．５ｍｇ／ｍｌ、０．２５ｍｇ／

ｍｌ）的１６４０培养液，共设５组，每组６个复孔；对照
组加入无药物的１６４０培养液，继续培养４８ｈ后，倾
倒培养液，ＰＢＳ洗２次，每孔加入１００μｌ　１６４０培养
液＋２０μｌ　ＭＴＴ溶液，继续培养４ｈ。倒掉上清，每孔
加入１５０μｌ　ＤＭＳＯ，置摇床上低速振荡１０ｍｉｎ，使结
晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪４９０ｎｍ处测量
各孔的吸光值。抑制率＝（１－实验组值／对照组
值）×１００％，重复３次计算。

１．２．２　Ａｎｎｅｘｉｎⅴ单染法检测克瘤丸对 ＨＴ－２９细
胞凋亡的影响　将 ＨＴ－２９细胞用１６４０培养液稀释
细胞浓度为２×１０５／ｍｌ，每３ｍｌ细胞悬液接种于

６０ｍｍ培养皿中，贴壁１２ｈ后吸弃培养基，分别加入
浓度为４ｍｇ／ｍｌ、２ｍｇ／ｍｌ、１ｍｇ／ｍｌ的克瘤丸（用含

１０％小牛血清１６４０配制），继续培养２４ｈ后以不含

ＥＤＴＡ的胰酶消化并收集细胞于流式管，１　０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，４℃预冷ＰＢＳ洗涤细胞２
次，离心弃上清，用结合缓冲液（Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ）

５００μｌ重悬细胞，加入５μｌ　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－ＦＩＴＣ混匀
后，室温、避光、震荡１５ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞凋
亡情况，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ染色阳性的细胞被认为是凋亡
的细胞，所占的百分比即为凋亡率。

１．２．３　细胞周期检测［８］　将 ＨＴ－２９细胞用１６４０
培养液稀释细胞浓度为２×１０５／ｍｌ，每９ｍｌ细胞悬
液接种于１０ｃｍ培养皿中，贴壁１２ｈ后将含１０％小
牛血清的１６４０培养液换成无血清的培养基，继续培
养２４ｈ，然后吸去培养基，分别加入浓度为４ｍｇ／ｍｌ、

２ｍｇ／ｍｌ、１ｍｇ／ｍｌ克瘤丸（用含１０％小牛血清１６４０

配制）培养，于２４ｈ后以不含ＥＤＴＡ的胰酶消化并
收集细胞于流式管，１　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，
冷ＰＢＳ洗涤细胞３次，离心弃上清，加入预冷７５％
乙醇，于４℃固定过夜。离心收集细胞，冷ＰＢＳ洗涤
细胞３次，加入１００μｇ／ｍｌ　ＲＮＡ酶（Ｒｎａｓｅ　１５ｕｌ），涡
旋振荡混合均匀，４℃ 避光放置 １５ｍｉｎ，加入含

５０μｇ／ｍｌ　ＰＩ的ＰＢＳ共５００μｌ，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，
流式细胞仪检测细胞周期分布情况。在二倍体细胞
峰前出现一个亚二倍体峰判定为凋亡细胞峰，以凋
亡率（ＡＰ）表示凋亡状态。

１．３　统计学方法
所有数据采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件分析，以均

数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，两组之间比较采用ｔ检验，
多组之间的比较采用方差分析。

２　结果

２．１　不同浓度克瘤丸对 ＨＴ－２９细胞增殖的影响
表１示，与对照组比较，实验组浓度为４、２、１、

０．５ｍｇ／ｍｌ的克瘤丸作用 ＨＴ－２９细胞４８ｈ，ＯＤ值、

４８ｈ抑制率差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；实验组
中浓度为４、２、１ｍｇ／ｍｌ克瘤丸作用 ＨＴ－２９细胞

４８ｈ，ＯＤ值、４８ｈ抑制率均明显优于浓度为０．２５、

０．５ｍｇ／ｍｌ的克瘤丸，差异有统计学意义 （Ｐ＜
０．０１）。

表１　不同浓度克瘤丸对 ＨＴ－２９细胞增殖的影响

组别 浓度（ｍｇ／ｍｌ） ＯＤ值　 ４８ｈ抑制率（％）

实验组 ４　 ０．５２１±０．０２４＊△ ８１＊△

２　 ０．４６１±０．０３８＊△ ８４＊△

１　 ０．３９８±０．０４３＊△ ８６＊△

０．５　 １．３４６±０．１７９＊ ５２＊

０．２５　 ２．５３６±０．０５９　 １０
对照组 ０　 ２．８０４±０．０３２ －

　　注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与０．２５ｍｇ／ｍｌ及０．５ｍｇ／ｍｌ组

比较，△Ｐ＜０．０１

２．２　不同浓度克瘤丸对 ＨＴ－２９细胞凋亡的影响

１、２、４ｍｇ／ｍｌ浓度克瘤丸作用于 ＨＴ－２９细胞

２４ｈ后，实验组凋亡率由 ５．８２％，分别上升为

１３．０４％、２８．７７％和３０．９３％；与１ｍｇ／ｍｌ浓度比
较，２ｍｇ／ｍｌ、４ｍｇ／ｍｌ组凋亡率差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　不同浓度克瘤丸对 ＨＴ－２９细胞周期的影响
与对照组比较，４、２、１ｍｇ／ｍｌ浓度克瘤丸作用

ＨＴ－２９细胞２４ｈ后，Ｓ期细胞比例下降，而 Ｇ０／Ｇ１
期及凋亡细胞比例明显增加（Ｐ＜０．０５），Ｇ２／Ｍ 期
则变化不明显（Ｐ＞０．０５）。当药物浓度达４ｍｇ／ｍｌ
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空白组 １ｍｇ／ｍｌ组

２ｍｇ／ｍｌ组 ４ｍｇ／ｍｌ组

图１　不同浓度克瘤丸作用后流式细胞周期检测图

时Ｇ０／Ｇ１期前出现明显的亚二倍体区，与１ｍｇ／

ｍｌ、２ｍｇ／ｍｌ组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结果见图１、表２。

表２　不同浓度克瘤丸对 ＨＴ－２９细胞周期的影响（％）

组别
浓度

（ｍｇ／ｍｌ）
Ｇ０／Ｇ１期 Ｇ２／Ｍ期 Ｓ期 ＡＰ

实验组 ４　 ６５．０８＊ ２．８０　 ３２．１２＊ ２８．４４
２　 ７４．３２＊△ ３．９６　 ２１．７１＊ ３．０４△

１　 ７２．３２＊△ ３．２１　 ２４．４７＊ ２．０７△

对照组 ０　 ６５．２７　 ３．２１　 ３１．５２　 ０．２５

　　注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与４ｍｇ／ｍｌ比较，△Ｐ＜０．０５

３　讨论
克瘤丸为江苏省中医院院内制剂，由莪术、斑

蝥、壁虎、山豆根、水蛭、土鳖虫、黄芪组成。方中莪
术、水蛭、土鳖虫活血祛瘀、破积通络；斑蝥、壁虎、山

豆根消癥散结、解毒抗癌；重用黄芪以益气扶正，使
祛邪不伤正，助正以祛邪。诸药合用，共奏活血祛
瘀、软坚散结、解毒抗癌、益气扶正之功效。临床实
践证明，克瘤丸具有一定的稳定瘤体、抑制肿瘤生长
的效果，与化疗合用具有提高疾病控制率的作
用［２－３］。实验研究显示，克瘤丸对动物移植性肿瘤
有明显的抑制作用［４－５］。克瘤丸对人肺癌细胞株

Ａ５４９有明显的抑制作用；具有显著抑制鸡胚尿囊膜
血管生成作用；能抑制Ｌｅｗｉｓ肺癌小鼠的肿瘤生长及
肺转移，下调Ｌｅｗｉｓ肺癌小鼠微血管密度（ＭＶＤ）、血
管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的表达［９］。提示克瘤丸可能
通过抑制肿瘤血管生成而发挥抑瘤抗转移作用。我
们在临床观察中发现，克瘤丸对于大肠癌也有明显的
疗效，故而我们对于其机制进行了研究。
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包括结肠癌在内的恶性肿瘤的特征之一就是肿

瘤细胞的失控性生长，其可能与细胞周期紊乱、增殖
过快及凋亡减少有关。如何诱导肿瘤细胞的凋亡在
新药的研发及肿瘤的治疗中已受到重视。然而，凋
亡是多基因严格控制的过程，迄今为止凋亡过程确
切机制尚不完全清楚。从分子生物学角度看，几乎
所有的癌基因、抑癌基因的功能效应，最终都是从不
同的途径汇聚到细胞周期机制上来。本实验通过将
不同浓度克瘤丸处理 ＨＴ－２９细胞后，运用流式细胞
技术分别通过ＡｎｎｅｘｉｎＶ单染及细胞周期的检测证
明了克瘤丸具有诱导细胞凋亡的作用，并且具有浓
度依赖性，当药物浓度达到４ｍｇ／ｍｌ时，ＨＴ－２９细
胞的凋亡达到高峰，通过细胞周期的检测证实克瘤
丸可将 ＨＴ－２９细胞阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期，本实验仅初
步证实了克瘤丸有抑制结肠癌细胞增殖、诱导该细
胞凋亡的作用，具体通过何种机制诱导凋亡有待进
一步研究。
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