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摘要# 目的!评价姜黄素联合雷公藤红素体内外抗胃癌作用及联用优势) 方法!++G*) 法和流式细胞仪法检测姜黄
素* 雷公藤红素* 姜黄素i雷公藤红素对人胃癌细胞/O+)#0 细胞增殖的抑制及诱导凋亡作用$ 建立裸鼠 /O+)#0 细
胞胃癌皮下移植模型( 评价姜黄素* 雷公藤红素* 姜黄素i雷公藤红素给药后的抑瘤率* 安全性及荷瘤裸鼠生存时间
等指标) 结果!姜黄素* 雷公藤红素* 姜黄素i雷公藤红素均可抑制/O+)#0 细胞增殖( S+7&分别为 "7%X’% d7X###*
"#X"" d&X&%#* "&X## d&X&"# #9?6J\) 姜黄素i雷公藤红素 ""& #9?6J\i# #9?6J\# 可以诱导 "%0X&% d0X)##!的
/O+)#0 细胞凋亡) 姜黄素i雷公藤红素联合灌胃给药对 /O+)#0 细胞荷瘤裸鼠的抑瘤率为 "(’X)% d’X"(#!* 中位
生存时间为 7&X7 ]( 对体质量* 肝指数和脾指数无显著毒副作用( 血清中 -NR*&和 S\*( 的水平显著升高) 结论!姜
黄素联合雷公藤红素在体内和体外均有显著协同抗胃癌作用)
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!!胃癌是发生于消化道的三大恶性肿瘤之一( 胃
癌发病率在所有恶性肿瘤中排名第四位( 死亡率占
据第二位) 我国是胃癌高发区( 每年新发病例约为
’& 万例( 占全球总发病例数的 ’#!+", ) 胃癌以手
术切除结合化疗的治疗方案能够延长胃癌患者的生
存期( 但是患者的复发和转移率高达 )&!( 7 年生
存率仅为 0&! j’&!( 较保守治疗方案没有显著
改善) 因此( 如何根据肿瘤细胞特性建立一种高效
低毒的联合给药方案显得尤为重要)

雷公藤红素 ">56:EUL?6# 主要来源于雷公藤根
皮( 属于醌甲基三萜类( 是具有广泛药理活性的天
然活性产物之一) 近来随着雷公藤红素抗癌活性及
机制的明确+#*0, ( 其在肿瘤治疗中的作用受到广泛
关注+’, ) 雷公藤红素具有较高的抗肿瘤活性( 诱
发癌细胞凋亡的有效率高达 (7! j40!( 甚至高
于紫杉醇+7, ( 尽管它活性好( 但其毒性较大且溶
解度较低( 因而提高其药理活性并降低其毒性是其
研究的重要方向) 姜黄素 ">DL>D9;A# 是来源于姜
黄根茎的一种多酚物质( 其抗肿瘤作用具广谱性和
多靶点( 美国已将其列入第三代防癌药进行研
究+(, ) 其次( 姜黄素能够联合化疗药物( 增强抗
肿瘤疗效+%, ( 并且能够逆转耐药+), ) 因此( 本课
题拟通过本实验系统研究姜黄素与雷公藤红素联合
治疗胃癌的优势( 为两种或多种抗肿瘤中药单体联
合治疗提供翔实的实验数据和前期探索)
GH材料与方法
"X"!材料
"X"X"!药物与试剂!姜黄素 "上海国药试剂有限
公司( 批号 R#&"&&7&( #$ 雷公藤红素 "纯度 n
4)!( 美国 E;I9:公司( 批号 0’"7%*)0*& #$ Wb*
TS"(’& 培养液 "美国 OS/+Z公司#$ 胎牛血清
"美国 OS/+Z公司#$ 胰酶 "美国 1;I9:公司#$
++G*) "美国 1DA1F;A5公司 #$ -NR*&和 S\*(
8\S1Q试剂盒 "上海朗顿生物技术有限公司#)
"X"X#!实验动物!’ 周龄/Q\/J>"ADJAD# 裸鼠(
雄性( 体质量 ") j## I) 购于上海斯莱克实验动物
有限责任公司 +生产许可证号! 1+,G "沪 #
#&&%#&&&7,$ 饲养于恒温恒湿 " #7 g( ’7!#
1bR级饲养室)
"X"X0!实验细胞人胃癌 /O+)#0 细胞株购自于协
和细胞库)
"X"X’!仪器!T5UU65LQ\#&’ 十万分之一天平 "上
海梅特勒*托利多仪器有限公司#$ +Z# 细胞培养箱
"美国 -F5L9?R?L9:公司#$ H8S11 倒置显微镜

"德国蔡司集团#$ 全自动酶标仪 "美国 -F5L9?公
司#$ 流式细胞仪 "美国 /5>U?A .;>KAE?A 公司#$
低温超速离心机 "美国/5>K9:A公司#)
"X"X7!药物配制!体外用药物( 首先在含血清
WbTS"(’& 培养液中加入吐温l)&( 使吐温l)& 质
量分数为 &X"!( 混合均匀( 作为溶剂用于配制各
给药溶液) 姜黄素配制为 &X"* "* "&* 7&* "&&*
#&& #9?6J\系列浓度$ 雷公藤红素配制为 &X"*
&X7* "* #* 7* "&* #& #9?6J\系列浓度$ 联合用
药组姜黄素 i雷公藤红素浓度设定为 "&X&7 i
&X&"#* "&X7 i&X"#* "#X7 i&X7#* "7 i"#*
""& i##* "#7 i7#* "7& i"&# #9?6J\) 对照组
给予含有吐温*)& 的 WbTS"(’& 培养液) 体内用
药( 用含 &X"!吐温*)& 的生理盐水作为溶解介质(
雷公藤红素配制为 &X) 9IJ9\贮备液( 姜黄素配
制为 ’ 9IJ9\贮备液( 姜黄素 i雷公藤红素配制
为 "&X) 9IJ96雷公藤红素 i’ 9IJ96姜黄素#(
以 #& I体质量给药 &X# 9\为度)
"X#!方法
"X#X"!细胞培养!人胃癌 /O+)#0 细胞株置于含
"&!胎牛血清的 WbTS"(’& 培养液中( 在 0% g*
7!+Z# 的饱和湿度孵育箱中静置培养) 每 #’ j
’) F换液 " 次( 待细胞覆盖率达到 )&!左右时胰酶
消化( 传代)
"X#X#!++G*) 法测定药物的抗肿瘤作用!分别收
集对数生长期的 /O+)#0 细胞( 用 &X#7!胰酶消
化( 调整细胞数 7 p"&0 9\l"( 以每孔 "&& #\接种
于 4( 孔板( 0% g* 7! +Z# 培养箱中培养 #’ F
后( 吸弃孔内原培养液( 分别加入含不同浓度姜黄
素* 雷公藤红素* 姜黄素 i雷公藤红素 "7J"( 质
量比( 浓度以雷公藤红素计算# 的培养基( 每孔
"&& #\( 每个浓度设 ( 个复孔( 继续培养 ’) F 后(
每孔加入 #& #\++G*)( 孵育 ’ F 后( 采用多功能
酶标仪检测 ’4& A9处吸光度) 计算细胞的存活率
和S+7&( 细胞存活率 "!# h给药组吸光度J对照
组吸光度p"&&!) 为确保各治疗组无明显不溶物
析出( 本研究均在溶解介质中提前加入 &X"!的吐
温 )&)
"X#X0!流式细胞仪法 "QAA5C;Ac*RS-+JbS双染法#
检测药物诱导细胞凋亡作用!收集对数生长期
/O+)#0细胞( 离心后计数( 调整细胞数 " p"&7 9\(
以每孔 # 9\分别接种于 ( 孔板( 在 0% g* 7!
+Z# 培养箱中孵育 #’ F 后取出培养板( 吸弃孔内
原培养液( 分别加入含姜黄素 ""& #9?6J\#* 雷
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公藤红素 " # #9?6J\#* 雷公藤红素 i姜黄素
"# #9?6J\i"& #9?6J\# 的不完全培养基( 每孔
# 9\( 每个药物组设 ’ 个复孔( 空白对照组加入
不完全培养基) 移入培养箱继续培养 "# F 后( 用
冰b/1洗涤 0 次( 每孔加入 " 9\胰酶消化后离心
收集细胞( 加入含 "&! R/1 的 b/1 终止消化* 重
悬* 细胞计数( 保证每组细胞数大于 " p"&( 个)
细胞悬液离心后加入 #&& #\结合缓冲液再次重悬(
加入 "4& #\QAA5C;A c*RS-+液和 "& #\bS溶液轻
轻混匀( 避光孵育 "7 j0& 9;A 后( 立即用流式细
胞仪定量凋亡细胞数量)
"X#X’!体内抗肿瘤活性考察+4,!取对数生长期
/O+)#0 细胞( 消化* 计数* 制备成浓度为 # p
"&% 9\的单细胞悬液) /Q\/J>"ADJAD# 裸鼠臀部
右侧皮下注射 &X# 9\单细胞悬液) 将 (’ 只接种小
鼠随机分成 ’ 组! 模型组* 雷公藤红素组* 姜黄素
组* 姜黄素i雷公藤红素组( 每组 "( 只 "每组以
肿瘤体积大小随机选取 ) 只记录死亡情况* 绘制生
存曲线( 其余 ) 只用于给药治疗期间的各指标检
查#) 待裸鼠平均肿瘤体积长至 (& j)& 990 时给药(
模型组每天灌胃含 &X"!吐温*)& 的生理盐水 &X# 9\
"以 #& I体质量计#$ 雷公藤红素组每天灌胃) 9IJKI
体质量( 姜黄素组每天灌胃 ’& 9IJKI+"&, ( 姜黄素 i
雷公藤红素组每天灌胃 ") 9I雷公藤红素i’& 9I
姜黄素# JKI( 各给药组以 #& I体质量计给药
&X# 9\( 每天给药 " 次( 连续给药 ’ 周) 给药期间
每天称重( 并测量瘤体的长径和短径( 根据公式计
算瘤体积! 肿瘤体积 ">90 # h长径 ">9# p短
径# ">9# # J#) 给药结束 0 ] 后( 眼球取血(
0 &&& LJ9;A离心 7 9;A制备血清( 根据相关试剂盒
说明书检测血清中-NR*&及 S\*( 水平+"", ) 动物断
颈处死后( 剥离肿瘤组织* 肝脏和脾脏( 分别称
重( 计算肿瘤抑制率* 肿瘤指数* 肝指数及脾指
数) 相关计算公式如下!抑瘤率"!# h"模型组肿
瘤指数 l给药组肿瘤指数# J模型组肿瘤指数 p
"&&!$ 肿瘤指数 h瘤重 "9I# J体质量 "I#$ 肝
指数 h肝重 "9I# J体质量 "I#$ 脾指数h脾重
"9I# J体质量 "I#)
"X#X7!统计学分析!采用 1b11 "%X& 统计软件进
行数据处理( 计量实验数据采用 ’d-表示( 组间
比较采用.检验( Gk&X&7 表示显著性差异( Gk
&X&" 表示极显著性差异)
IH结果
#X"!对 /O+)#0 细胞增殖活性的影响!姜黄素*

雷公藤红素* 姜黄素 i雷公藤红素均能抑制胃癌
/O+)#0 细胞的活性( 且呈明显的剂量依赖性) 雷
公藤红素抑制 /O+)#0 细胞增殖的半数抑制浓度
"S+7&# 为 "#X"" d&X&%# #9?6J\( 姜黄素 S+7&为
"7%X’% d7X### #9?6J\( 姜黄素i雷公藤红素组的
S+7&以雷公藤红素和姜黄素计算分别为 "&X## d
&X&"# #9?6J\和 ""X"% d&X&4# #9?6J\( 与两个单
药组相比有极显著性差异( 表明两药联合应用对
/O+)#0细胞的抑制作用显著强于两药单独应用)
#X#!对细胞凋亡指数的影响!根据表 " 中各组凋
亡率结果( 姜黄素* 雷公藤红素* 姜黄素i雷公藤
红素组均能诱导 /O+*)#0 细胞凋亡 "Gk&X&7(
Gk&X&"#) 与雷公藤红素组和姜黄素组比较( 姜
黄素 i雷公藤红素组诱导 /+O*)#0 细胞凋亡作用
显著增强 "Gk&X&"#( 诱导胃癌细胞凋亡的作用
增强( 具有显著性差异 "Gk&X&7#) 表明两药联
合应用诱导胃癌 /O+*)#0 细胞的凋亡作用强于两
药单独应用)
表 GH姜黄素$ 雷公藤红素$ 姜黄素e雷公藤红素促9R;6

]IJ 细胞凋亡 %!K"& #LT’
"10NG H 9R;6]IJ +*3317%7)%O&O&,$/+*$05 +/(+/2&,&

+*31O)(%3& +/(+/2&,e+*31O)(%3%!K"& #LT’

组别 剂量J"#9?6-\l"# 凋亡率!
空白对照 l #X&( d&X&4
雷公藤红素 # 4X#7 d&X"0!mm

姜黄素 "& 0)X)% d"X&)!!mm

姜黄素i雷公藤红素 "& i# %0X&% d0X)#!!

!!注!各给药组分别与空白对照组比较(!Gk&X&7(!!Gk&X&"$

姜黄素组和雷公藤红素组分别与姜黄素 i雷公藤红素联合给药组

比较(mmGk&X&"

#X0!对荷瘤裸鼠肿瘤体积! 体质量! 瘤重及生存
期的影响!荷瘤裸鼠肿瘤体积长至 (& j)& 990 后(
进行 #) 天的预设剂量灌胃给药治疗) 肿瘤体积变
化情况见表 #( 给药各组肿瘤增长趋势均较模型组
缓慢( 并具有显著性差异 "Gk&X&"#( 提示雷公
藤红素* 姜黄素* 姜黄素i雷公藤红素组均具有抑
制肿瘤生长的作用) 姜黄素i雷公藤红素组的肿瘤
抑制作用均强于雷公藤红素* 姜黄素单用组( 呈显
著性差异 "Gk&X&"#) 裸鼠体质量的变化情况见
表 #( 结果显示给药组同生理盐水组均没有显著性
变化 "Gn&X&7#( 表明雷公藤红素组* 姜黄素组*
姜黄素i雷公藤红素组对体重无明显毒副作用) 各
治疗组在最后一次给药后 %# F 剥离肿瘤组织并称
重( 结果如表 # 所示( 联合组的瘤重显著低于给单
药治疗组( 进一步提示两药联合应用抗肿瘤作用强
于单药应用)
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治疗后裸鼠中位生存时间见表 #( 结果显示给
药组生存时间较模型组均有所延长( 表明雷公藤红
素组* 姜黄素组* 姜黄素i雷公藤红素组均具有延

长生存时间的作用) 其中( 经姜黄素i雷公藤红素
组治疗后( 荷瘤小鼠的中位生存时间为 7& ]( 显著
长于单药组( 体现出两药联用的合理性和有效性)

表 IH姜黄素$ 雷公藤红素$ 姜黄素e雷公藤红素对 9R;6]IJ 荷瘤裸鼠肿瘤体积$ 体质量$ 瘤重及生存期的影响 %! K"&
#L]’

"10NIH>--*+)O%-+/(+/2&,& +*31O)(%3& +/(+/2&,e+*31O)(%3%,)/2%(Z%3/2*& 0%$5 _*&QW)& )/2%(_*&QW)& O/(Z&Z137*(&%$
%-9R;6]IJ )/2%(60*1(&,Q ,/$*2&+*%!K"& #L]’

组别 剂量J"9I-KIl"# 体质量JI 肿瘤体积J>90 瘤重JI 中位生存期J]
模型组 ’ "(X07 d&X0’ #X7& d&X&% #X77 d&X"7 #%X&
雷公藤红素组 ) ")X77 d&X0&!! &X44 d&X&)!! "X’% d&X"(!! ’&X7!!

姜黄素组 ’& ")X0’ d&X’%!! "X74 d&X""!! "X4" d&X0#!! 0(X7!!

姜黄素i雷公藤红素组 ’& i) "4X&" d&X’7!!mm &X70 d&X&’!!mm &X)0 d&X&%!!mm 7&X7!!mm

!!注!与模型组比较(!!Gk&X&"$与姜黄素*雷公藤红素组比较(mmGk&X&"

#X’!不同给药组抑瘤率比较!0 个给药组肿瘤重
量均比对照组比显著性降低( 表明姜黄素组* 雷公
藤红素组* 姜黄素i雷公藤红素组均具有抑制肿瘤
生长的作用) 经计算( 姜黄素组* 雷公藤红素组*
姜黄素i雷公藤红素组的抑瘤率分别为 "00X## d
#X)7#!* "0’X4& d#X(0#! 和 "(’X)% d’X"(#!)
与姜黄素组和雷公藤红素组相比( 姜黄素i雷公藤
红素组抑瘤率分别提高了 "X47 和 "X)( 倍( 表明两
药联合应用有明显的协同抗肿瘤作用)
#X7!对荷瘤裸鼠肝! 脾指数及血清中 -NR*&和

S\*( 水平的影响!与生理盐水组比( 姜黄素* 雷公
藤红素* 姜黄素雷公藤红素组对荷瘤裸鼠脏器指数
包括肝指数及脾指数均无显著性影响 "Gn&X&7(
图 "Q* /#) 雷公藤红素组对-NR*&和S\*( 含有量
无显著性影响) 尽管未出现文献报道的免疫抑制现
象( 但是姜黄素和姜黄素i雷公藤红素组均能显著
升高血清中两细胞因子水平 "Gk&X&7#( 提示具
有潜在的增强机体的免疫功能( 姜黄素可能有促雷
公藤红素 %增效减毒& 的作用) 见图 ")

注! 与模型组比较(!Gk&X&7(!!Gk&X&"

图 GH姜黄素$ 雷公藤红素$ 姜黄素e雷公藤红素对9R;]IJ细胞荷瘤裸鼠脾指数$ 肝指数$ "CS6$$ <B6\ 的影响 %#L]’
S&QNGH>--*+)O%-+/(+/2&,& +*31O)(%3& +/(+/2&,e+*31O)(%3%,O73**,&,$*P& 3&Z*(&,$*P& "CS6$& <B6\ %-9R;]IJ )/2%(6

0*1(&,Q ,/$*2&+*%#L]’
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JH讨论
姜黄素来源于日常膳食食物( 本身无毒( 大量

研究发现( 姜黄素既具有体内外抗肿瘤活性+"#, (
又能协同化疗药物增加抗癌效果+"0, ) 雷公藤红素
是一种广谱的抗肿瘤天然成分( 但毒性较大( 尚未
出现可实际应用的市售制剂+"’, ) 本研究结果表明
姜黄素* 雷公藤红素* 姜黄素i雷公藤红素均能有
效抑制人胃癌 /O+*)#0 细胞生长并诱导其凋亡(
并且雷公藤红素与姜黄素联合应用抑制 /O+*)#0
细胞生长及诱导细胞凋亡作用显著优于两药单用)
其机制可能与雷公藤红素通过抑制 P#% 的表达导致
/O+*)#0 细胞发生O#JT期阻滞( 由此诱导细胞凋
亡+"7, $ 姜黄素同样能够使 /O+*)#0 细胞阻滞于
O#JT期( 并呈现时间*剂量依赖性+"(, ) 因此( 两
药物联合作用于 /O+细胞可能具有周期阻滞叠加
作用而导致细胞增殖抑制作用增强)

本研究成功建立了裸鼠 /O+*)#0 胃癌皮下移
植模型( 结合以往文献以及体外实验给药剂量( 验
证体外实验的抗肿瘤结果能否较好地反映于动物水
平( 采用两药联用进行体内抗肿瘤考察( 结果与体
外结果趋势基本一致) 两药联合应用抑瘤率为
"(’X)% d’X"(#!( 中位生存时间为 7& ]( 说明联
合用药能够显著抑制肿瘤生长( 延长荷瘤裸鼠的生
存时间( 从有效性上验证了联合治疗的优势) 以往
文献报道雷公藤红素有免疫抑制的毒副作用( 当其
与姜黄素联用时( 能够显著升高荷瘤小鼠血清中细
胞因子-NR*&和 S\*( 的水平) -NR*&含有量升高
表明受侵袭组织的生理功能以及机体免疫调节获得
改善$ S\*( 可以促进 /细胞分化并分泌免疫球蛋
白( 其表达促进机体免疫功能改善) 结合肝脾指数
和体质量结果( 联合给药可一定程度地改善模型动
物免疫缺陷( 从安全性上进一步证实了其合理性和
科学性)

综上( 本研究提出了一种有效的姜黄素和雷公
藤红素联用的方案( 为中药多组分协同治疗胃癌提
供了一种新的思路和策略)
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