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摘要： 目的　 研究复方丹皮酚纳米乳对人肺腺癌 Ａ５４９ 细胞裸鼠移植瘤生长的影响。 方法　 建立 Ａ５４９ 细胞裸鼠移植瘤

模型， 将小鼠随机分为模型组， 康莱特注射液组 （１ ４００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 复方丹皮酚纳米乳低、 中、 高剂量组 （４８、 ９６、
１９２ ｍｇ ／ ｋｇ）。 从给药当天开始， 每 ５ ｄ 测量移植瘤最长径和最短径， 计算肿瘤体积， 绘制生长曲线。 给药结束后取肿

瘤组织， ＨＥ 染色观察其细胞形态变化， 免疫组化法检测 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 复方

丹皮酚纳米乳高剂量组能抑制肿瘤体积的增长； 中、 高剂量组肿瘤细胞核分裂相减少， 细胞坏死和凋亡增多， Ｂａｘ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 复方丹皮酚纳米乳能促

进 Ａ５４９ 裸鼠移植瘤细胞坏死和凋亡， 抑制细胞生长， 其作用机制可能是促进 Ｂａｘ 蛋白表达， 抑制 ＣＯＸ⁃２、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

表达。
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　 　 据报道， ２０１８ 年全球新增癌症患者 １ ８１０ 万， 有 ９６０
万人因癌症死亡， 其中肺癌发病人数和死亡人数均居恶性

肿瘤首位［１］ 。 因肺癌早期症状体征不典型， 大部分肺癌患

者首诊时已处于中晚期［２］ 。 目前， 放、 化疗仍为肺癌的主

要治疗手段， 但通常会产生严重的副作用， 近年来出现的

新型靶向药物因价格昂贵而大大限制了其在临床的推广应

用。 现代研究表明中医药在治疗肺癌方面具有多环节、 多

靶点的作用特点， 可有效改善患者的临床症状， 提高患者

的生活质量， 延长生存期［３⁃５］ 。
丹皮酚是毛莨科植物牡丹根皮和萝摩科植物徐长卿干

燥根或全草的主要活性成分， 可有效对抗各种消化道恶性

肿瘤［６］ ， 并在体外抑制肺癌细胞增殖， 诱导肺癌细胞凋

亡［７］ 。 灵芝多糖是多孔菌科灵芝属真菌菌丝体的次生代谢

产物， 具有抗肿瘤和免疫调节作用［８⁃１０］ ， 可有效抑制非小

细胞肺癌 Ａ５４９ 和 ＮＣＩ⁃Ｈ１２９９ 细胞的增殖、 迁移和侵袭能

力。 目前丹皮酚在临床应用的制剂主要为丹皮酚片、 丹皮

酚乳膏和丹皮酚注射剂， 但是丹皮酚为脂溶性药物， 口服

给药生物利用度低， 而注射剂稳定性差且用药剂量大。 课

题组前期将脂溶性丹皮酚和水溶性灵芝多糖作为有效成分，
制成复方丹皮酚纳米乳， 发现此乳剂药物含量高、 稳定性

好、 分散均匀、 生物利用度高。 药效学实验显示， 复方丹

皮酚纳米乳对人源肺癌 Ａ５４９ 细胞裸鼠移植瘤具有一定的

抑制作用［１１］ ， 体外可抑制 Ａ５４９ 细胞的增殖， 诱导细胞周

期阻滞和细胞凋亡［１２］ 。 但是， 复方丹皮酚纳米乳对肿瘤相
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关癌基因与抑癌基因的表达是否有影响还需要进一步探讨。
本研究以人非小细胞肺腺癌 Ａ５４９ 细胞裸鼠移植瘤为研究

对象， 探讨复方丹皮酚纳米乳对促凋亡因子 Ｂａｘ、 抗凋亡

因子 Ｂｃｌ⁃２ 和潜在癌基因 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达的影响， 以期为

相关抗肿瘤新药研发提供实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物　 复方丹皮酚纳米乳 （由山东省中医药研

究院制剂室提供， 含丹皮酚 ７􀆰 ６１２ ｍｇ ／ ｍＬ、 灵芝多糖 ６􀆰 １２７
ｍｇ ／ ｍＬ）。 康莱特注射液 （浙江康莱特药业有限公司， 批

号 １７０６２４７⁃２， ０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ）。 高浓度基底膜基质胶 （ ＢＤ
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶， 美国康宁公司）； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液 （美
国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司）； 胎牛血清 （杭州四季青生物工程材料公

司）； 四甲基偶氮唑蓝 （美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司）； 兔抗小鼠

Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃２ 单克隆抗体、 ＳＡＢＣ 试剂盒、 ＤＡＢ 显色

试剂盒 （武汉赛维尔生物科技有限公司）。
１􀆰 ２　 动物与细胞株　 ＢＡＬＢ ／ ｃ Ｎｕｄｅ 裸鼠 ５０ 只， ４ 周龄， 体

质量 １０～１６ ｇ， 雌雄各半， 购自北京维通利华实验动物技

术有限公司， 实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１６⁃
０００６。 人非小细胞肺癌细胞株 （Ａ５４９ 细胞）， 国家实验细

胞资源共享平台提供。 所有涉及动物的实验程序均经山东

省中医药研究院实验动物福利与伦理委员会批准， 伦理号

ＳＤＺＹＹ２０１６０６１７００３。
１􀆰 ３　 仪器　 ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＤ 超净工作台 （苏州安泰空气技术有

限公司）； ＢＤＳ２００⁃ＰＨ 倒置显微镜 （重庆奥特光学仪器有

限责任公司）； ＩＬ⁃１６ＣＩ 二氧化碳培养箱 （美国 ＳＴＩＫ 公

司）； 细胞计数板 （上海光学仪器厂）； ＦＡ１２０４Ｂ 电子天平

（上海精科天美科学仪器有限公司）； Ｐ７０Ｄ２０Ｐ⁃Ｎ⁃ （ｗｏ） 微

波炉 （广东格兰仕微波生活电器制造有限公司）； 莱卡

ＲＭ２２３５ 病理石蜡切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； Ｅｘｃｅｌｓｉｏｒ ＡＳ
病理全自动组织脱水机、 ＣＴＭ６ 全自动封片机、 Ｇｅｍｉｎｉ ＡＳ
全自动染色机、 Ｈｉｓｔｏｓｔａｒ 包埋机、 ＰｒｉｎｔＭａｔｅ １５０ 包埋盒打号

机、 ＳｌｉｄｅＭａｔｅ 玻片打号机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司）； 生物组织摊烤片机 （孝感市亚光医用电子技术有限

公司）； ＣＸ３１ 生物显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 模型制备　 参考文献 ［１１］ 报道方法， 将 Ａ５４９ 细胞

传代培养至对数生长期， 用生理盐水调整细胞密度为 ２×
１０７ ／ ｍＬ， 加入 ＢＤ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶 （１ ∶ １）， 每只裸鼠右侧

腋窝皮下注射 ０􀆰 ２ ｍＬ。 接种后， 每天观察移植瘤生长情

况， 采用游标卡尺测量其最长直径 （ａ）、 最短直径 （ ｂ），
计算肿瘤体积 （Ｖ）， 公式为 Ｖ＝ａ×ｂ２ ／ ２［１３］ 。
２􀆰 ２　 分组与给药　 以裸鼠移植瘤体积长至 １００ ｍｍ３ 以上为

造模成 功， 将 其 随 机 分 为 模 型 组， 康 莱 特 注 射 液 组

（１ ４００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 复方丹皮酚纳米乳低、 中、 高剂量组

（４８、 ９６、 １９２ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只， 康莱特注射液组、 复方

丹皮酚纳米乳各剂量组裸鼠腹腔注射给予相应药物 １４
ｍＬ ／ ｋｇ， 模型组裸鼠腹腔注射等体积生理盐水， 每天 １ 次，
连续 １５ ｄ。

２􀆰 ３　 指标检测

２􀆰 ３􀆰 １　 肿瘤生长情况　 从给药当天开始， 每 ５ ｄ 称定裸鼠

体质量， 按 “２􀆰 １” 项下方法计算肿瘤体积， 绘制生长

曲线。
２􀆰 ３􀆰 ２　 病理组织学　 处死裸鼠， 完整剥离肿瘤组织， 生理

盐水清洗表面， 滤纸吸干水分， １０％ 中性福尔马林固定，
常规石蜡包埋制片， ＨＥ 染色， 在光学显微镜下观察肿瘤组

织形态学变化并拍照。
２􀆰 ３􀆰 ３　 肿瘤组织 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达　 将裸鼠肿

瘤组织切片脱蜡、 水化， 使用血清封闭， 加一抗 ４ ℃孵育

过夜， 复温， 加二抗常温下孵育， 加入链霉亲和素⁃生物素

复合物， ＤＡＢ 法显色， 苏木精复染， 脱水， 封片进行免疫

组化染色， 采用 Ｏｌｙｍｐｕｓ ｃｅｌｌＳｅｎｓ ｖｅｒ． １􀆰 １８ 成像分析系统，
在高倍镜下随机选取 ５ 个视野， 计算阳性细胞面积占总视

野面积的百分比， 测定 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用 ｔ 检验， 多组间比较采用单因

素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 复方丹皮酚纳米乳对裸鼠肿瘤体积的影响 　 实验期

间， 各组裸鼠移植瘤体积均有不同程度的增加， 其中模型

组生长迅速， 而复方丹皮酚纳米乳各剂量组、 康莱特注射

液组相对缓慢。 给药第 １５ 天， 与模型组比较， 复方丹皮酚

纳米乳高剂量组、 康莱特注射液组裸鼠肿瘤体积减小 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 见图 １～２。

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 复方丹皮酚纳米乳对裸鼠肿瘤体积的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ２　 复方丹皮酚纳米乳对裸鼠肿瘤组织形态学的影响　 模

型组裸鼠肿瘤细胞体积大， 形态多样， 呈圆形、 椭圆形或

不规则形状， 细胞排列紊乱紧密， 片块状弥散分布， 细胞

胞浆丰富， 细胞核增大、 深染， 核分裂相多见； 康莱特注

射液组裸鼠肿瘤细胞体积缩小， 细胞分布较疏松， 核分裂

相少于模型组， 肿瘤组织可见片状坏死区； 复方丹皮酚纳

米乳低剂量组裸鼠肿瘤细胞体积较大， 形态多样， 细胞排

列较紧密， 核膜完整， 胞浆丰富， 核分裂相较多见， 偶见

个别坏死区； 复方丹皮酚纳米乳中剂量组裸鼠肿瘤细胞体

积缩小， 肿瘤细胞界限模糊， 核固缩， 核分裂少于模型组，
肿瘤组织可见片状坏死区； 复方丹皮酚纳米乳高剂量组裸

鼠肿瘤细胞体积减小， 细胞间隙增大， 核固缩， 核浆比例

缩小， 肿瘤细胞核分裂很少， 肿瘤组织可见大片坏死区域，
见图 ３。
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图 ２　 各组裸鼠肿瘤体积

图 ３　 各组裸鼠肿瘤细胞形态学 （×４００）

３􀆰 ３　 复方丹皮酚纳米乳对裸鼠肿瘤组织 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃
２ 蛋白表达的影响　 与模型组比较， 复方丹皮酚纳米乳中、
高剂量组和康莱特注射液组裸鼠肿瘤组织 Ｂａｘ 蛋白表达、
Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与复方丹皮酚纳米乳低

剂量组比较， 康莱特注射液组、 复方丹皮酚纳米乳高剂量

组裸鼠 Ｂａｘ 蛋白表达、 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 １、 图 ４～６。

表 １　 复方丹皮酚纳米乳对裸鼠肿瘤组织 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃２蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１）
阳性率 ／ ％

Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ ＣＯＸ⁃２
Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２

模型组 — ３２􀆰 ４±８􀆰 １ ６７􀆰 ２±１３􀆰 ７ ５７􀆰 ３±１４􀆰 ９ ０􀆰 ５２±０􀆰 ２３
康莱特注射液组 １ ４００ ８０􀆰 ５±９􀆰 ６∗∗△△ ３９􀆰 ５±１１􀆰 ４∗∗ ３１􀆰 ２±７􀆰 １∗∗△△ ２􀆰 ２０±０􀆰 ６０∗∗△△

复方丹皮酚纳米乳低剂量组 ４８ ３７􀆰 ３±９􀆰 ４ ５２􀆰 ５±１７􀆰 ７ ４９􀆰 ４±１５􀆰 ２ ０􀆰 ８２±０􀆰 ４４
复方丹皮酚纳米乳中剂量组 ９６ ４４􀆰 ６±１３􀆰 １∗ ４８􀆰 ７±１５􀆰 ７∗ ４１􀆰 ３±１１􀆰 ５∗ １􀆰 ０７±０􀆰 ６２∗

复方丹皮酚纳米乳高剂量组 １９２ ５３􀆰 ７±１０􀆰 ３∗∗△△ ２５􀆰 ３±９􀆰 ８∗∗△△ ２０􀆰 ７±１１􀆰 ２∗∗△△ ２􀆰 ３８±０􀆰 ８６∗∗△△

　 　 注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与复方丹皮酚纳米乳低剂量组比较，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

近年来研究表明， 诱导肿瘤细胞凋亡是肿瘤治疗重要

的途径之一， 内源性线粒体介导和外源性死亡受体介导的

细胞凋亡是 ２ 个较为清楚和研究较多的细胞凋亡途径［１４］ 。
线粒体途径中， 细胞凋亡途径受 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ （Ｂｃｌ⁃２）
基因家族的调控， 其家族中抗凋亡基因 Ｂｃｌ⁃２ 和促凋亡基因

Ｂａｘ 是关键的调节因子， 两者的比值决定了细胞走向生存还

是死亡的命运［１５⁃１８］ ， Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值下降可使线粒体膜的通

透性升高， 从而促进细胞色素 Ｃ 的释放， 诱导凋亡体复合

物形成［１９］ 。 前期体外实验表明， 应用复方丹皮酚纳米乳处

理 Ａ５４９ 细胞后， Ｇ０ ／ Ｇ１ 期所占百分比逐渐增多， 细胞凋亡

率升高［１２］ ； 体内抑瘤实验表明， 复方丹皮酚纳米乳对人肺

腺癌 Ａ５４９ 细胞裸鼠移植瘤生长具有抑制作用， 可以促进裸

鼠肿瘤组织促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达， 抑制抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表

达， 升高 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值， 提示复方丹皮酚纳米乳可使

Ａ５４９ 细胞周期阻滞和细胞凋亡， 其诱导肿瘤细胞凋亡的机

制与促进肿瘤组织 Ｂａｘ 蛋白表达， 抑制 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

有关。
ＣＯＸ⁃２ 是体内花生四烯酸合成和释放前列腺素过程中

的重要限速酶， 具有调控肿瘤细胞增殖、 凋亡， 诱导肿瘤

新生血管形成， 介导细胞之间粘附作用以及促进肿瘤细胞

免疫逃逸等多种生物学功能， 在增强肿瘤细胞周围组织浸
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图 ４　 各组裸鼠肿瘤组织 Ｂａｘ 蛋白表达 （×４００）

图 ５　 各组裸鼠肿瘤组织 Ｂｃｌ⁃２表达 （×４００）

图 ６　 各组裸鼠肿瘤组织 ＣＯＸ⁃２表达 （×４００）

润、 远处脏器组织转移等方面起关键作用［２０］ 。 近年来， 许

多研究发现 ＣＯＸ⁃２ 在癌前组织、 肺癌组织中均有表达， 靶

向敲除 ＣＯＸ⁃２ 基因， 可抑制非小细胞肺癌生长， 并诱导癌

细胞生长周期停滞［２１⁃２２］ ， 而联合 ＣＯＸ⁃２ 抑制剂治疗肺癌可

以消除内源性 ＣＯＸ⁃２， 抑制体外 Ａ５４９ 肺癌细胞的增殖、 转

移和扩散［２３］ ， 提示 ＣＯＸ⁃２ 基因可能是潜在的癌基因， 与肺

癌的发生发展密切相关。 本实验结果表明， 复方丹皮酚纳

米乳可降低 Ａ５４９ 细胞裸鼠肿瘤组织 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达， 提示

抑制肿瘤组织 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表达可能是复方丹皮酚纳米乳发

挥抑瘤作用的机制之一。
复方丹皮酚纳米乳可抑制人肺腺癌 Ａ５４９ 细胞裸鼠移植

瘤体积增长， 减少肿瘤细胞核分裂相， 使肿瘤细胞坏死和凋

亡增多， 肿瘤组织 Ｂａｘ 蛋白表达升高， Ｂｃｌ⁃２、 ＣＯＸ⁃２ 蛋白表

达降低， 提示复方丹皮酚纳米乳可能通过促进促凋亡因子

Ｂａｘ 蛋白表达， 抑制 ＣＯＸ⁃２ 蛋白和抗凋亡因子 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达而发挥抗肺癌作用， 为相关抗肿瘤新药研发提供参考。
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