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摘要： 目的　 探讨虎蝎化积膏对裸鼠 ＨｅｐＧ２ 细胞移植性肝癌的抑制作用。 方法　 建立 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠 ＨｅｐＧ２ 细胞移植

性肿瘤模型， 造模成功后随机分为模型组、 虎蝎化积膏组 （２０ ｍＬ ／ ｋｇ）、 阳性组 （顺铂， ４ ｍｇ ／ ｋｇ）， 各组给予相应药

物干预， １４ ｄ 后记录各组裸鼠体质量及生存状况， ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， ＨＥ 染色观察肿瘤组

织细胞形态的变化， 免疫组化法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肿瘤组织 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ｐ５３ 蛋白表达。 结果　 与模

型组比较， 阳性组与虎蝎化积膏组裸鼠肿瘤生长受到抑制， 肿癌组织 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低， Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ｐ５３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 虎蝎化积膏组裸鼠血清 ＴＮＦα、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　
虎蝎化积膏能抑制裸鼠 ＨｅｐＧ２ 细胞移植性肿瘤生长， 其机制可能与降低血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， 升高 Ｃｙｔ⁃Ｃ、
ｐ５３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达， 降低 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 进而诱导肝癌细胞凋亡有关。
关键词： 虎蝎化积膏； 肝癌； ＨｅｐＧ２ 细胞； 凋亡

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２２）１２⁃４０１９⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２２􀆰 １２􀆰 ０４７

　 　 肝癌是我国常见的高发病率、 高致死率恶性肿瘤之一，
因其在临床诊疗中具有发病隐匿、 晚期病势迅猛、 预后差

等特点， 致使临床患者生存质量低下［１］ 。 中医药从整体布

局， 调节阴阳平衡， 又辨证论治有的放矢， 特别是中药复

方通过精准配伍而成， 具有多活性组分、 多环节、 多靶点

的抗肿瘤特点， 显示出其独特的治疗优势［２⁃３］ 。 研究发现，
肝癌的发生发展与癌基因、 抑癌基因及细胞的增殖与凋亡

速度平衡失调有关， 诱导肝癌细胞凋亡可能成为临床上治

疗肝癌的有效途径之一［４］ 。 虎蝎化积膏是抗肿瘤中药创制

湖南省级工程研究中心自制的中药复方制剂， 是多年来根

据肝癌等常见消化道肿瘤 “虚、 瘀、 毒” 的基本病机， 经

病证结合、 精准配伍而成的临床效验方， 该方辅助临床化

疗以及单独给药均对肝癌具有显著的疗效。 课题组前期采

用虎蝎化积膏联合顺铂对 Ｈ２２ 细胞进行干预， 探讨其对体

外肝癌细胞增殖、 凋亡形态及凋亡相关蛋白的影响［５］ ， 但

其在体内的药效及相关作用机制尚未明确。 本实验旨在研

究虎蝎化积膏对 ＨｅｐＧ２ 细胞移植性肿瘤的药效， 并从调控

凋亡为切入点探讨其分子机制， 以期为虎蝎化积膏的临床

治疗提供理论及实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物与细胞株 　 雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠 １８ 只， ４ 周龄，
ＳＰＦ 级， 体质量 １８～２２ ｇ， 购自湖南斯莱克景达实验动物有

限公司， 饲养于湖南安生美动物研究院， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交

替， 自由摄食饮水， 实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘）
２０１９⁃０００４。 本实验经湖南安生美动物研究院实验动物福利

伦理委员会审核通过 （编号 ＡＳＭ２０１９０４３）。 ＨｅｐＧ２ 细胞株

购自中国科学院上海细胞库。
１􀆰 ２　 药物　 虎蝎化积膏由党参 ２０ ｇ、 黄芪 ３０ ｇ、 白术１５ ｇ、
女贞子 ２０ ｇ、 仙鹤草 ３０ ｇ、 茯苓 １５ ｇ、 枸杞 １０ ｇ、 蚤休

１５ ｇ、 半枝莲 ３０ ｇ、 莪术 １５ ｇ、 鳖甲 ３０ ｇ、 八月札 １５ ｇ、 石

见穿 ３０ ｇ、 土贝母 １５ ｇ、 虎杖 １５ ｇ、 菝葜 ３０ ｇ、 蛇舌草

３０ ｇ、 全蝎 ６ ｇ、 壁虎 １０ ｇ、 土鳖虫 ５ ｇ 组成， 药材均购自

湖南省中医药研究院附属医院， 由湖南省中医药研究院中

药研究所刘浩副研究员鉴定为正品。 注射用顺铂， 规格

１０ ｍｇ ／瓶， 批号 ８Ｈ２５９Ａ， 购自美国百特国际有限公司。
１􀆰 ３　 试剂　 ＤＭＥＭ 高糖培养基 （批号 ８１１９２２１）、 胎牛血

清 （批号 ４２Ｆ０２６６Ｋ）、 胰蛋白酶 （批号 ２０４２３０３）， 购自美

国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 兔抗小鼠 Ｂ 细胞淋巴瘤 ２ （Ｂｃｌ⁃２） 抗体

（批号 ２６５９３⁃１⁃ＡＰ）、 细胞色素 Ｃ （ Ｃｙｔ⁃Ｃ） 抗体 （批号

１０９９３⁃１⁃ＡＰ）、 肿瘤阻抑蛋白 （ｐ５３） 抗体 （批号 ２１８９１⁃１⁃
ＡＰ）、 天冬氨酸蛋白水解酶⁃３ （ ｃａｓｐａｓｅ⁃３） 抗体 （批号

１９６７７⁃１⁃ＡＰ）， 购自武汉三鹰生物技术有限公司； 甘油醛⁃３⁃
磷酸 脱 氢 酶 （ ＧＡＰＤＨ， 批 号 ＹＭ３０２９ ）， 购 自 美 国

ＩｍｍｕｎｏＷａｙ 公司； 磷酸酯酶抑制剂 （批号 Ｐ０２１Ａ）、 蛋白
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印迹膜再生液 （批号 Ｐ０１４ＷＢ⁃１）、 蛋白酶抑制剂混合物

（批号 Ｐ０２１Ａ）、 羊抗鼠二抗 （批号 ＳＡ００１）、 羊抗兔二抗

（批号 ＳＡ００９）， 购自湖南艾佳生物科技股份有限公司；
ＤＡＢ 显色试剂盒 （批号 Ｋ１９６７２１Ｄ）、 白细胞介素⁃１β （ ＩＬ⁃
１β） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 ２０２００６００６）、 肿瘤坏死因子⁃α
（ＴＮＦ⁃α） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 ２０２００６００６）、 白细胞介素⁃６
（ＩＬ⁃６） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 ２０２００６００６）， 购自北京中杉金

桥生物技术有限公司。
１􀆰 ４　 仪器　 生物组织切片机、 ＨＥＲＡｃｅ１１２４０１ 型二氧化碳

细胞培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＢＸ５３ 型生物显微镜、
ＩＸ⁃７１ 型倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＴＳ⁃２ 型水平脱

色摇 床 （ 海 门 市 其 林 贝 尔 仪 器 制 造 有 限 公 司 ）；
ｅｎｖｉｓｉｏｎ２１０５ 型酶标仪 （美国 Ｐｅｒｋｉｎｅｌｍｅｒ 公司）； 全自动化

学发光系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＥＸＰＥＲＴ １６Ｋ⁃Ｒ 型台式

高速冷冻离心机 （长沙市鑫奥仪器仪表有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 虎蝎化积膏制备　 按照组方配比称取各药材， 第 １ 次

加 １０ 倍量水煎煮 １􀆰 ５ ｈ， 第 ２ 次加 ８ 倍量水煎煮 １ ｈ， 合并

２ 次煎液并浓缩， 制备成生药量 １􀆰 ３４ ｇ ／ ｍＬ 的中药提取液

（含黄芪甲苷 ２􀆰 ３５ ｍｇ ／ ｍＬ、 毛蕊异黄酮苷 １􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ、 槲

皮苷 ０􀆰 ８８ ｍｇ ／ ｍＬ、 木犀草素 ０􀆰 ６７ ｍｇ ／ ｍＬ、 二氢山柰酚

０􀆰 ５７ ｍｇ ／ ｍＬ、 女贞子苷 ０􀆰 ７９ ｍｇ ／ ｍＬ、 琥珀酸 ０􀆰 ９２ ｍｇ ／ ｍＬ），
该处方的临床剂量为每天 ４１２ ｇ， 按照体表面积换算成裸鼠

等效剂量为 ５３􀆰 ５６ ｇ ／ ｋｇ。
２􀆰 ２　 细胞培养 　 ＨｅｐＧ２ 细胞株常规培养于 ＤＭＥＭ 高糖培

养基中 （含 １０％ 胎牛血清、 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素、 １００ ｍｇ ／ Ｌ
链霉素）， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。 取对数生长期

细胞进行实验。
２􀆰 ３　 裸鼠 ＨｅｐＧ２ 细胞移植性肿瘤模型建立及分组给药 　
取 “２􀆰 ２” 项下细胞， ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶消化后用无血清培养

液离心洗涤 ２ 次， 调整细胞密度为 ５×１０７ ／ ｍＬ， 无菌条件下

用注射器抽取 ０􀆰 ２ ｍＬ 接种于经 ７５％ 乙醇消毒的裸鼠右侧腋

窝皮下， 约 １０ ｄ 后瘤块长至约 ５ ｍｍ×５ ｍｍ×５ ｍｍ， 即造模

成功。 将造模成功的裸鼠随机分为模型组、 阳性组、 虎蝎

化积膏组， 每组 ６ 只。 阳性组裸鼠腹腔注射顺铂 ４ ｍｇ ／ ｋｇ，
每 ３ ｄ 给药 １ 次； 虎蝎化积膏组裸鼠灌胃给予 ２０ ｍＬ ／ ｋｇ 虎

蝎化积膏药液， 给药剂量为临床等效剂量 ２􀆰 ６８ ｇ ／ ｍＬ， 由

于等效剂量稠度过高， 实际配制剂量为 １􀆰 ３４ ｇ ／ ｍＬ， 按每

天给药 ２ 次； 模型组裸鼠每天灌胃给予等体积纯净水， 连

续给药 １４ ｄ。
２􀆰 ４　 肿瘤体积和质量检测　 每天观察各组裸鼠一般状况，
并称定体质量。 每 ２ ｄ 测量肿瘤长、 短径， 计算肿瘤体积。
末次给药后， 各组裸鼠眼眶取血， 颈椎脱臼处死， 剥离肿

瘤， 称定瘤质量， 计算肿瘤抑制率。 取部分肿瘤于 １０％ 中

性甲醛溶液中固定， 剩余部分液氮冻存， 用于后续检测。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平　 各组裸

鼠眼眶取血， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 严格按

照相关试剂盒说明书操作， 于 ４５０ ｎｍ 波长处检测光密度值

（ＯＤ）， 计算裸鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察肿瘤组织形态　 取 １０％ 中性甲醛溶液固

定的肿瘤组织， 石蜡包埋， 切片 （４ μｍ） 并进行 ＨＥ 染色，
光学显微镜下观察并拍照。
２􀆰 ７　 免疫组化法检测裸鼠肿瘤组织 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｃｙｔ⁃
Ｃ、 ｐ５３ 蛋白表达　 取 “２􀆰 ６” 项下组织切片， 用磷酸盐缓

冲液轻轻洗涤， 于 Ｂｃｌ⁃２ （１ ∶ ５００）、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （１ ∶ ３００）、
Ｃｙｔ⁃Ｃ （１ ∶ ５００）、 ｐ５３ （１ ∶ ５００） 兔抗小鼠多克隆抗体溶液

中 ４ ℃孵育过夜， 次日将切片与二抗孵育， 用苏木精复染。
随机选择 ５ 个视野， 在显微镜 （×２００） 下观察并拍照， 计

算平均光密度 （ＯＤ） 值。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肿瘤组织 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、
ｐ５３ 蛋白表达　 取各组裸鼠肿瘤组织， 加入裂解液和磷酸

酶抑制剂， 充分研磨提取组织总蛋白。 ＢＣＡ 法进行蛋白定

量， 根据目的蛋白分子量， 配制 １０％ 分离胶和 ５％ 浓缩胶，
１００ Ｖ 恒压转膜， ５％ 脱脂牛奶⁃ＴＢＳＴ 封闭 １ ｈ， 加入一抗多

克隆兔抗小鼠抗体 Ｂｃｌ⁃２ （ １ ∶ １ ０００）、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （ １ ∶
１ ０００）、 Ｃｙｔ⁃Ｃ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ５３ （１ ∶ １ ０００） ４ ℃ 孵育过

夜， 次日洗膜后加入二抗， 室温孵育 １ ｈ， ＥＣＬ 显色， 定

影， 将胶片进行扫描， 用 ＩＰＰ ６􀆰 ０ 图像分析软件对图像进

行灰度分析， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 计算目的蛋白相对

表达。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 进行处理， 计量资料以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间两两

比较采用 ＬＳＤ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 虎蝎化积膏对 ＨｅｐＧ２ 细胞移植性肝癌裸鼠肿瘤抑制

的影响　 如图 １ 所示， 随着时间延长， 裸鼠体质量均下降，
下降幅度从大到小依次为阳性组、 模型组、 虎蝎化积膏组。
与模型组比较， 阳性组和虎蝎化积膏组裸鼠肿瘤体积与质

量均减小 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 阳性组抑瘤率为 ５３􀆰 ７０％ ，
虎蝎化积膏组抑瘤率为 ４１􀆰 ０７％ ， 见表 １～２。

图 １　 各组裸鼠体质量变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 虎蝎化积膏对 ＨｅｐＧ２ 细胞移植性肝癌裸鼠血清 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平的影响 　 与模型组比较， 虎蝎化积膏

组裸鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 阳性组裸鼠血清 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 见

表 ３。
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表 １　 虎蝎化积膏对裸鼠肿瘤体积的影响（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

喂养天数 ／ ｄ 模型组 ／ ｍｍ３ 阳性组 ／ ｍｍ３ 虎蝎化积膏组 ／ ｍｍ３

０ ２０１􀆰 ０±２２􀆰 ４ ２３１􀆰 ８±２４􀆰 ６ ２１６􀆰 ７±４９􀆰 １
２ ２１９􀆰 ２±３２􀆰 ５ ２５９􀆰 ２±１７􀆰 ６ ２６１􀆰 ４±６４􀆰 ９
４ ２５６􀆰 ４±６􀆰 ０ ２７５􀆰 ０±２８􀆰 １ ３２０􀆰 ６±１００􀆰 ６
６ ２９５􀆰 ６±４１􀆰 ３ ２８４􀆰 １±２３􀆰 ３ ３４４􀆰 ８±８６􀆰 ８
８ ３４３􀆰 ９±４８􀆰 ４ ２８９􀆰 ６±２１􀆰 ２ ３４９􀆰 ０±７２􀆰 ５
１０ ３７７􀆰 ０±６３􀆰 ３ ２９１􀆰 ３±１３􀆰 ５ ３５５􀆰 ７±７２􀆰 ４
１２ ４１８􀆰 ４±８７􀆰 ７ ３００􀆰 ２±３􀆰 ２ ３６０􀆰 ４±６３􀆰 ０
１４ ４３３􀆰 ６±８３􀆰 ０ ３１１􀆰 ７±１０􀆰 ５∗∗ ３４６􀆰 ２±６２􀆰 ３∗∗

　 　 注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ２　 各组裸鼠体瘤肿瘤质量与抑瘤率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 肿瘤质量 ／ ｇ 抑瘤率 ／ ％

模型组 ０􀆰 ８０６±０􀆰 ０２９ —
阳性组 ０􀆰 ３７３±０􀆰 １９１∗ ５３􀆰 ７０

虎蝎化积膏组 ０􀆰 ４７５±０􀆰 １５３∗ ４１􀆰 ０７

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ３　 各组裸鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平比较 （ｎｇ ／
Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６

模型组 ７８３􀆰 ８±４３􀆰 ０ ９６􀆰 ０±５􀆰 ０ １２７􀆰 １±２０􀆰 ８
阳性组 ６８３􀆰 ２±１１５􀆰 ４ ７８􀆰 ６±８􀆰 ２∗ １０３􀆰 ３±９􀆰 ４

虎蝎化积膏组 ５６９􀆰 ９±３１􀆰 １∗∗ ５５􀆰 ５±６􀆰 ５∗∗ ８８􀆰 ８±８􀆰 ０∗

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 虎蝎化积膏对 ＨｅｐＧ２ 细胞移植性肝癌裸鼠肿瘤组织

病理学变化的影响　 各组裸鼠肿瘤组织均存在异质性及明

显的肿瘤结节结构， 细胞排列不规则， 且其中细胞的核质

比增加， 细胞核大小不一， 表现出肿瘤细胞的特征， 还可

以看到明显的肿瘤坏死区， 见图 ２。
３􀆰 ４　 虎蝎化积膏对 ＨｅｐＧ２ 细胞移植性肝癌裸鼠肿瘤组织

Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ｐ５３ 蛋白表达的影响 　 与模型组

比较， 阳性组与虎蝎化积膏组裸鼠肿瘤组织 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

　 　 　 　 　

图 ２　 各组裸鼠肿瘤组织 ＨＥ 染色

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｐ５３、 Ｃｙｔ⁃Ｃ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３～４、 表 ４～５。

图 ３ 　 各组裸鼠肿瘤组织 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、
ｐ５３ 蛋白免疫组化染色 （×２００）

表 ４　 各组裸鼠肿瘤组织 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ｐ５３ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｂｃｌ⁃２ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｃｙｔ⁃Ｃ ｐ５３

模型组 ４８ ７９０±６ ０２１ ３ ９７０±４１４ ３ ５８０±５７５ ４ ５９３±１５７
阳性组 ５ ３９２±９５８∗∗ ６ ４５０±４８１∗∗ ６ ７５９±１６７∗∗ ６ ７３８±２６０∗∗

虎蝎化积膏组 ４ １２２±１ ０４０∗ ６ ２７８±２２１∗∗ ５ ５８２±１１２∗ ６ ３１１±５８０∗∗

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ５　 各组裸鼠肿瘤组织中 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ｐ５３ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｂｃｌ⁃２ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｃｙｔ⁃Ｃ ｐ５３

模型组 ０􀆰 ５０±０􀆰 １７ ０􀆰 ０９±０􀆰 １０ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０７ ０􀆰 １６±０􀆰 １２
阳性组 ０􀆰 １７±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０９∗∗ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ７５±０􀆰 １０∗∗

虎蝎化积膏组 ０􀆰 ３６±０􀆰 １２ ０􀆰 ７５±０􀆰 １８∗∗ ０􀆰 ４４±０􀆰 １５∗ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０５∗∗

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

肝癌是目前危害人类生命健康的严重疾病之一， 其发

病率位居恶性肿瘤发病率的第 ４ 位， 占比 ８􀆰 ２％ ［６］ 。 目前，
对于恶性肝癌， 放化疗是最常用的治疗手段， 该方法见效

快， 对肿瘤细胞杀伤力强， 在临床治疗中占有较大优势，
然而患者在医治过程中生存质量低下。 传统中医理论认为，

肿瘤的形成是由于外感邪气、 情志郁结等因素导致机体阴

阳失衡， 从而使脏腑失和、 正气亏虚、 气机阻滞、 瘀血内

停或兼痰湿凝聚而成 “积聚” ［７］ 。 肝癌归属于中医学中

“鼓胀” “癥瘕” 等范畴［８］ 。 因此， 中医抗肿瘤治疗法则一

直秉持扶正祛邪， 使用具有清热解毒、 软坚散结、 活血化

瘀、 化痰祛湿等功效的中药［９⁃１０］ 。 本实验采用的虎蝎化积
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图 ４　 各组裸鼠肿瘤组织中 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ｐ５３ 蛋白条带图

膏以 “扶正祛邪、 清热解毒” 为组方原则， 全方药物配伍

得当， 扶正抗癌， 标本兼治， 共奏 “益气健脾、 补益肝肾、
行气化瘀、 清热解毒、 攻毒散结” 之功效， 该方虽在临床

已广泛开展应用， 但其具体的抗癌作用机制有待进一步

探索。
肝癌发生、 发展与癌基因和抑癌基因及细胞增殖与凋

亡的速度平衡失调有关［１１⁃１２］ 。 细胞凋亡途径的紊乱将会导

致细胞发育异常， 从而加速肿瘤的发生和恶化［１３］ 。 细胞凋

亡的过程受多种促凋亡和抗凋亡蛋白调节［１４］ 。 Ｂｃｌ⁃２ 是迄

今为止功能最明确的细胞凋亡拮抗基因， 其能够阻止细胞

色素 Ｃ （Ｃｙｔ⁃Ｃ） 从线粒体释放到细胞质， 从而抑制细胞凋

亡［１５⁃１６］ 。 在人类肿瘤发生中， 约 ５０％ 以上与 ｐ５３ 突变相关，
ｐ５３ 是迄今发现与人类肿瘤相关性最高的基因［１７⁃１８］ 。 Ｂｃｌ⁃２、
ｐ５３、 Ｃｙｔ⁃Ｃ 处于凋亡途径的上游阶段， 其最终激活共同的

凋亡效应物⁃特异的胱冬酶。 在正常的细胞中， 胱冬酶处于

非活化的酶原状态， 凋亡程序一旦开始， 胱冬酶被活化，
随后发生凋亡蛋白酶的层叠级联反应， 引发不可逆的凋

亡［１９⁃２０］ 。 故本实验选取 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ｐ５３ 这 ３ 个凋亡相关

上游基因和 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 最终效应蛋白作为虎蝎化积膏抗凋亡

的药效评价靶点。 研究显示， 虎蝎化积膏能够抑制 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达， 升高 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ｐ５３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达， 具有良好

的抗凋亡作用。 细胞凋亡过程涉及到免疫系统对衰老、 损

伤细胞的清除过程， ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃２、 ＩＬ⁃６ 等与细胞膜受体识

别， 激活各种酶类， 使 ＤＮＡ 暴露给胞质中的内切酶而被裂

解［２１⁃２４］ 。 本实验发现， 虎蝎化积膏能够降低 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃６ 水平， 使裸鼠体质量维持在比较稳定的水平， 且

整体生活状况较模型组和阳性组好。
综上所述， 虎蝎化积膏具有抗肿瘤作用， 其机制可能

与调节机体免疫和诱导肿瘤细胞凋亡有关。
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Ｃａｎｃｅｒ Ｊ Ｃｌｉｎ， ２０１８， ６８（６）： ３９４⁃４２４．

［ ７ ］ 　 李维忠， 任明名， 魏小曼， 等． 癌毒病机理论辨治肝癌探

析［Ｊ］ ． 中医肿瘤学杂志， ２０２０， ２（１）： ２０⁃２３．
［ ８ ］ 　 华　 雯， 高鸿彬． 基于网络药理学探讨三棱⁃莪术药对治疗

肝癌 的 作 用 机 制 ［ Ｊ ］ ． 世 界 中 医 药， ２０２２， １７ （ ５ ）：
６８７⁃６９１．

［ ９ ］ 　 林丽珠， 肖志伟， 黄学武， 等． 原发性肝癌中西医结合诊

疗实践回眸［Ｊ］ ． 中医肿瘤学杂志， ２０２０， ２（１）： ５⁃９．
［１０］ 　 Ｘｉａ Ｌ， Ｂｕ Ｙ， Ｊｉａ Ｑ Ｑ． Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｓ

ｓｕｐｐｏｒｔｉｖｅ ｃａｒｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ： ｐａｓｔ，
ｐｒｅｓｅｎｔ， ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｓ Ｄｉｓ， ２０１９， ７（３）： ３７０⁃３７９．

［１１］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｚ Ｙ， Ｈｏｎｇ Ｄ， Ｎａｍ Ｓ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＳＩＲＴ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｏｎｃｏｇｅｎｅｓｉｓ ｖｉａ ａ ｍｕｔａｎｔ ｐ５３⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｈｅｐａｔｏｌ， ２０１５， ６２ （ １ ）：
１２１⁃１３０．

［１２］ 　 Ｙｏｕｎｉｓ Ｎ Ｓ， Ｇｈａｎｉｍ Ａ Ｍ Ｈ， Ｓａｂｅｒ Ｓ． Ｍｅｂｅｎｄａｚｏｌｅ ａｕｇｍｅｎｔｓ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｓｏｒａｆｅｎｉｂ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＭＡＰＫ ａｎｄ ＢＣＬ⁃２ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ
ｉｎ Ｎ⁃ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｕｒｉｎｅ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１９， ９（１）： １９０９５．

［１３］ 　 Ｐｉｓｔｒｉｔｔｏ Ｇ， Ｔｒｉｓｃｉｕｏｇｌｉｏ Ｄ， Ｃｅｃｉ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｓ
ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ： ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ
ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ａｇｉｎｇ
（Ａｌｂａｎｙ ＮＹ）， ２０１６， ８（４）： ６０３⁃６１９．

［１４］ 　 Ｏｕｙａｎｇ Ｌ， Ｓｈｉ Ｚ， Ｚｈａｏ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ
ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆ， ２０１２， ４５ （ ６ ）：
４８７⁃４９８．

［１５］ 　 Ｅｄｌｉｃｈ Ｆ． ＢＣＬ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ： ｒｅｃｅｎｔ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ａｎｄ
ｕｎｋｎｏｗｎｓ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１８， ５００
（１）： ２６⁃３４．

［１６］ 　 Ｋｎｉｇｈｔ Ｔ， Ｌｕｅｄｔｋｅ Ｄ， Ｅｄｗａｒｄｓ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｄｅｌｉｃａｔｅ ｂａｌａｎｃｅ⁃
ｔｈｅ ＢＣＬ⁃２ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ｏｎｃｏｇｅｎｅｓｉｓ， ａｎｄ
ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１９， １６２：

２２０４
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Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２２
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２５０⁃２６１．
［１７］ 　 Ｋｗａｋ Ｓ， Ｌｅｅ Ｓ Ｈ， Ｈａｎ Ｅ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ３１

ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＰＤＣＤ５⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｐ５３⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｈｕｍａｎ
ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０１９， ２３４ （ ３ ）：
２６４９⁃２６５８．

［１８］ 　 Ｓｈｅｉｋｈ Ｍ Ｓ， Ｆｏｒｎａｃｅ Ａ Ｊ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｐ５３ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ２０００， １８２（２）： １７１⁃１８１．

［１９］ 　 Ｆａｎ Ｔ Ｊ， Ｈａｎ Ｌ Ｈ， Ｃｏｎｇ Ｒ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｓｐａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅａｓｅｓ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． Ａｃｔａ Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｓｉｎ （ Ｓｈａｎｇｈａｉ），
２００５， ３７（１１）： ７１９⁃７２７．

［２０］ 　 Ｍａｒｋｓ Ｎ， Ｂｅｒｇ Ｍ Ｊ， Ｇｕｉｄｏｔｔｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ ｇｒａｎｕｌｅ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｒｅｓ，
１９９８， ５２（３）： ３３４⁃３４１．

［２１］ 　 Ｗｏｌｅｎｓｋｉ Ｆ Ｓ， Ｆｉｓｈｅｒ Ｃ Ｄ， Ｓａｎｏ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＮＡＥ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｐｅｖｏｎｅｄｉｓｔａｔ （ ＭＬＮ４９２４） ｓｙｎｅｒｇｉｚｅｓ ｗｉｔｈ ＴＮＦ⁃α ｔｏ ａｃｔｉｖａｔｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０１５， １： １５０３４．

［２２］ 　 Ｓｈｕ Ｚ Ｈ， Ｓｈｉ Ｘ Ｚ， Ｎｉｅ Ｄ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｗ⁃ｍｏｌｅｃｕｌａｒ⁃ｗｅｉｇｈｔ
ｆｕｃｏｉｄａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ ａｎｄ ｔｒｉｇｇｅｒｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＩＬ⁃１β⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｈｕｍａｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ２０１５， ３８（５）： １７７７⁃１７８６．

［２３］ 　 Ｔａｋｅｄａ Ｋ， Ｋａｉｓｈｏ Ｔ， Ｙｏｓｈｉｄａ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ： Ｓｔａｔ３
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ＩＬ⁃６⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ： ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｔ ｃｅｌｌ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｓｔａｔ３⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｃｅ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１５， １９４
（７）： ４６５２⁃４６６０．

［２４］ 　 Ｔａｎ Ｓ Ｗ， Ｘｕ Ｍ Ｙ， Ｋｅ Ｂ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＩＬ⁃６⁃ｄｒｉｖｅｎ ＦａｓＬ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ＮＦ⁃κＢｐ６５ ／ ＰＵＭＡ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｐｏｒｔａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ
ｇａｓｔｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ， ２０１９， １０（１０）： ７４８．

姜黄素通过调控 ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ 表达对肾癌 Ｃａｋｉ⁃１细胞增殖和凋亡的作用

张　 黎１， 　 李　 青１， 　 姜　 姗１， 　 干银弟１， 　 李慧娟１， 　 陈新元１，３， 　 刘　 淼２∗

（１． 湖北省第三人民医院病理科， 湖北 武汉 ４３００００； ２． 湖北省第三人民医院检验科， 湖北 武汉 ４３００００；
３． 湖北省第三人民医院阳逻院区病理科， 湖北 武汉 ４３００００）

收稿日期： ２０２１⁃１２⁃０１
基金项目： 武汉市医学科研项目 （ＷＸ１９Ｄ３３）
作者简介： 张　 黎 （１９７０—）， 女， 副主任医师， 研究方向为病理肿瘤。 Ｔｅｌ： （０２７） ８３７４３１９０， Ｅ⁃ｍａｉｌ： Ｚ８３７４３１９０＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 刘　 淼 （１９８６—）， 男， 硕士， 副主任技师， 研究方向为肿瘤与炎症。 Ｔｅｌ： （０２７） ８９１７９９８２， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ２７９８２５４２８＠ ｑｑ．ｃｏｍ

摘要： 目的　 研究姜黄素通过调控 ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ 表达对肾癌 Ｃａｋｉ⁃１ 细胞增殖和凋亡的影响。 方法　 将人肾癌 Ｃａｋｉ⁃１ 细

胞分为对照组、 ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 组 （转染 ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ）、 ｍｉｍｉｃｓ⁃ＮＣ 组 （转染 ｍｉｍｉｃｓ 阴性对照序列）、
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ姜黄素组 （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素处理）、 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素＋ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 组 （转染 ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ， 并

用 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素处理）。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测各组胃癌细胞 ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ ｍＲＮＡ 表达， ＣＣＫ⁃８ 试剂盒检测细胞增殖率，
流式细胞仪检测细胞凋亡率， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞上皮细胞⁃间质细胞转化 （ＥＭＴ） 标志蛋白 Ｅ 钙粘蛋白 （Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ）、 Ｎ 型钙粘蛋白 （Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ） 和间质标志物波形蛋白 （Ｖｉｍｅｎｔｉｎ） 表达。 结果　 与对照组比较， ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 组和 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组细胞增殖率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞凋亡率、 ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ ｍＲＮＡ 表达、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组比较， ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素＋
ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 组细胞增殖率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞凋亡率、 ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ ｍＲＮＡ 表达、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 姜黄素可上调 ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ ｍＲＮＡ 表达， 并与高表

达 ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ 协同作用抑制肾癌细胞增殖， 促进细胞凋亡， 其机制可能与 ＥＭＴ 标志蛋白表达相关。
关键词： 姜黄素； 肾癌 Ｃａｋｉ⁃１ 细胞； ｍｉＲ⁃１４１⁃３ｐ； 细胞增殖； 细胞凋亡； 上皮细胞⁃间质细胞转化 （ＥＭＴ）
中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２２）１２⁃４０２３⁃０７
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２２􀆰 １２􀆰 ０４８

　 　 肾细胞癌是全球常见泌尿系癌症之一， 其发病率和死

亡率呈上升趋势［１⁃２］ ， 目前主要治疗手段为外科切除手术，
但肾癌细胞的复发及转移仍是彻底治愈的阻力［３］ 。 研究表

明， 不同内源编码小分子 ＲＮＡ （ｍｉＲＮＡ） 在多数泌尿系癌

症中表达不同［４］ ， 其中 ｍｉＲ⁃１４１ 为 ｍｉＲ⁃２００ 家族成员之一，
在肿瘤方向研究广泛， 作为一种生物标志物与不同靶点结

合， 参与多个信号通路， 影响癌细胞增殖、 凋亡、 迁移及

侵袭等［５⁃７］ 。 姜黄素是从姜科植物姜黄等的根茎中提取的一

种天然多酚类化合物， 具有抗炎、 抗氧化和抗肿瘤活性等

作用［８⁃９］ ， 可调控基因表达或分子间相互作用， 影响生理及

病理条件下的一系列反应［１０］ ， 包括细胞增殖、 凋亡， 相关

癌症炎症反应和信号通路、 癌症血管生成和转移等［１１］ 。 李

刚等［１２］研究发现， 姜黄素可调控或协助多种 ｍｉＲＮＡ 抑制

肿瘤细胞增殖， 促进凋亡等。 姜黄素与抑制肾癌的发展密
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