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化瘀解毒方对胃癌细胞凋亡的作用及机制
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［摘要］ 目的：观察化瘀解毒方（Huayu Jiedu recipe，HYJDR）对胃癌细胞凋亡的影响，探讨 HYJDR 对胃癌细胞凋亡的作

用机制，为 HYJDR 的临床运用提供实验依据。方法：运用噻唑蓝（thiazolyl blue tetrazolium bromide，MTT）比色法检测 HYJDR

（5，10，15，20，25，30 g·L-1）对胃癌 SGC-7901 细胞活力影响，测定 HYJDR 对 SGC-7901 细胞的半数抑制浓度（median inhibition

concentration，IC50）。利用碘化丙啶（propidium iodide，PI）和 hoechst 双荧光染色检测 HYJDR 对胃癌 SGC-7901 细胞的凋亡影

响情况。蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 HYJDR 对胃癌凋亡相关蛋白表达情况的影响。实时荧光聚合酶链反应（Real-

time-polymerase chain reaction，Real-time PCR）检测 HYJDR 对胃癌细胞凋亡相关蛋白信使 RNA（mRNA）表达水平的影响。结

果：与空白组比较，HYJDR 质量浓度>10 g·L-1时可以明显抑制胃癌细胞的增殖活力，随着 HYJDR 浓度的增加，细胞活力下降

明显（P<0.05），呈明显的浓度依赖性。HYJDR 可以促进胃癌细胞的凋亡，随着 HYJDR 浓度的增加，细胞的凋亡逐渐增多。与

空白组比较，HYJDR 可以明显抑制胃癌细胞凋亡相关蛋白 B 淋巴细胞瘤 -2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）表达（P<0.05），同时提

高 Bcl-2 细胞凋亡抵抗蛋白（Bcl-2 antagonist of cell death，Bad）和 Bcl-2 相关蛋白 X（Bcl-2-associated X，Bax）等促凋亡蛋白表

达（P<0.05）。PCR 结果显示，与空白组比较，HYJDR（5，10 g·L-1）组可以有效抑制胃癌细胞中 Bcl-2 mRNA 表达（P<0.05），
HYJDR 各组促进 Bad mRNA 表达（P<0.05）。结论：HYJDR 可以明显促进胃癌细胞 SGC-7901 的凋亡，其作用很可能是通过提

高 Bad mRNA 表达，抑制 Bcl-2 蛋白表达来实现的。
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Study on Effect and Mechanism of Huayu Jiedu Recipe on Apoptosis of Gastric Cancer Cells
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［Abstract］ Objective： To observe the effect of Huayu Jiedu recipe（HYJDR）on apoptosis of gastric

cancer cells，explore the mechanism of HYJDR on apoptosis of gastric cancer cells and provide experimental

basis for clinical application of HYJDR. Method：Thiazolyl blue tetrazolium bromide（MTT）method was used

to detect the effect of HYJDR（5，10，15，20，25，30 g·L-1）on the activity of SGC-7901 cells and the median

inhibition concentration（IC50）of HYJDR on SGC-7901 cells. Propidium iodide（PI）and Hoechst double

fluorescence staining were used to detect the effect of HYJDR on the apoptosis of gastric cancer SGC-7901 cells.

Western blot was used to detect the effect of HYJDR on the expression of apoptosis related proteins in gastric
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cancer cells. Real-time polymerase chain reaction（Real-time PCR）was used to detect the effect of HYJDR on

the expression of apoptosis related protein mRNA in gastric cancer cells. Result： As compared with blank

group，HYJDR（>10 g·L-1）can significantly inhibit the proliferation of gastric cancer cells. With the increase of

the concentration of HYJDR，the cell viability decreased significantly obviously in a concentration-dependent

manner（P<0.05）. HYJDR can significantly promote the apoptosis of gastric cancer cells. With the increase of the

concentration of HYJDR，the apoptosis of gastric cancer cells gradually increased. As compared with blank

group，HYJDR can obviously inhibit the expression of apoptosis-related B -cell lymphoma-2（Bcl-2）（P<0.05），
and increase the expression of apoptosis-promoting proteins such as Bcl-2 antagonist of cell death（Bad）and Bcl-

2-associated X（Bax）（P<0.05）. Real-time PCR results showed that as compared with blank group，HYJDR（5，

10 g·L-1）could effectively inhibit the expression of Bcl-2 protein mRNA in gastric cancer cells（P<0.05），and all

HYJDR groups could promote the expression level of Bad mRNA（P<0.05）. Conclusions： HYJDR can

obviously promote the apoptosis of SGC-7901，and its effect is probably achieved by increasing the expression

of Bad mRNA and inhibiting the expression of Bcl-2 protein.

［Key words］ Huayu Jiedu recipe；gastric cancer；apoptosis；mechanism

胃癌是世界上与癌症相关的主要死亡原因之

一，到 2020 年将威胁近 1 200 万人的生命［1-3］。根据

2015 年中国癌症统计数据，胃癌在中国的发病率和

死亡率均居高不下，仅次于肺癌［4］。由于经济状况

和医疗设施落后于城市地区，中国农村地区胃癌的

发病率和死亡率大大高于城市地区［4］。大多数肿瘤

侵袭和转移病例只有在患者住院时才能确诊，许多

患者在就诊时已处于中晚期［5］。化疗和放疗是本病

最常见的治疗方法，在大多数中亚国家传统的民间

药物治疗也是一种不可分割的方法［6-8］。因此，寻找

和开发新型、廉价、有效的抗肿瘤中药候选药物具

有重要意义。化瘀解毒方（HYJDR）是在临床经过

长期实践选定的有效经验方，临床使用结果显示了

其较好的抗肿瘤活性及应用前景。另外，前期细胞

实验研究发现，HYJDR 能有效抑制胃癌，肺癌等细

胞的增殖、侵袭和转移，同时动物实验也给出了相

同的实验结果［9］。通过促凋亡是杀死肿瘤细胞的主

要途径之一，HYJDR 能否促进胃癌细胞的凋亡，其

机制是什么都尚不清楚。因此，探明 HYJDR 是如

何促进胃癌细胞凋亡，从而达到抑制肿瘤生长乃至

杀死肿瘤的作用及分子机制，对于寻找和开发新的

抗肿瘤中药意义重大。本实验在课题组前期研究

基础上，将进一步对 HYJDR 在胃癌细胞凋亡过程

中的作用进行研究。阐明 HYJDR 促进胃癌凋亡以

及在此过程中的作用机制，可以为 HYJDR 在临床

广泛应用提供一定的实验基础和依据。

1 材料

1.1 试剂及抗体 1640 培养基（Hyclone 公司，批号

SH30809.01）；胎 牛 血 清（FBS，Gibco 公 司 ，批 号

10270106）；核酸提取裂解液，聚氰基丙烯酸正丁酯

（BCA）定量试剂盒，赫克斯特 33342 溶液（Hoechst

33342 Solution），蛋白免疫印迹法（Western blot）发
光液，辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔和羊抗

小 鼠 二 抗（Thermo 公 司 ，批 号 分 别 为 15596026，

23227，62249，34580，32460，31430）；4 倍蛋白上样

缓 冲 液（4× Loading buffer，Bio-Rad 公 司 ，批 号

1610747）；胰蛋白酶消化液，细胞裂解液和噻唑蓝

（MTT）粉 剂（碧 云 天 公 司 ，批 号 分 别 为 C0201，

P0013B，ST316）；β-肌动蛋白（β-actin），B 淋巴细胞

瘤 -2（Bcl-2），B 淋巴细胞瘤 -2 细胞凋亡抵抗蛋白

（Bad）和 B 淋巴细胞瘤 -2 相关 X 蛋白（Bax）抗体

（Cell Signaling 公司，批号分别为 3700S，15071S，

9268S，2774S）；碘化丙啶（PI）染液（Sigma 公司，批

号 P4170）；全基因反转录试剂盒（TaKaRa 公司，批

号 R036A-1）；实时荧光定量聚合酶链反应（Real-

time PCR）混 合 酶 反 应 试 剂 盒（罗 氏 公 司 ，批 号

32597600）。
1.2 细胞 人胃癌 SGC-7901 细胞株购自中国科学

院上海细胞库（编号 TCHu 46），课题相关实验通过

河南省中医药研究院伦理委员会审查通过（伦理编

号 HNZYYYJ2018-0012）。
1.3 HYJDR 方组成及溶液制备 为了保证药效的

一致性，药物来源使用配方颗粒剂，确保指纹图谱

的一致性。化瘀解毒方：全蝎 3 g，天龙 3 g，三七粉

3 g，半枝莲 15 g。将配方颗粒剂全蝎、天龙、三七

粉、半枝莲（广东一方制药有限公司，批号分别为

6125422，6117692，7050862，5093142）换算成等效

生药量配伍比例后，溶于不含血清的 1640 培养基
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240 mL 中。用孔径为 0.22 微米的无菌滤膜过滤除

菌，配置成含生药量为 100 g·L-1的母液待用。

1.4 仪器 ERIES 8000 WJ 型恒温培养箱（美国

Thermo 公 司）；EnSpire 型 全 自 动 酶 标 仪（美 国

PerkinElmer 公司）；Mini X25 型蛋白质凝胶垂直电

泳仪，Universar Hood Ⅲ型蛋白凝胶分析系统（美国

Bio-Rad 公司）；X72 型倒置荧光显微镜（日本奥林巴

斯公司）；LightCycler 96 型实时荧光定量 PCR 仪（瑞

士罗氏公司）。
2 方法

2.1 细胞培养 人胃癌细胞株 SGC-7901 细胞用完

全培养基（含有 10% FBS，1% 青链霉素的 1640 培养

基）贴壁培养，培养皿置于恒温细胞培养箱中。细

胞培养箱条件设置为（37 ℃，5%CO2）。细胞生长到

80%~90%，1∶4 传代培养，待细胞生长到 75% 左右

时，用胰蛋白酶消化细胞，重悬成单细胞悬液备用。

2.2 细胞活力测定 取对数生长期胃癌 SGC-7901

细胞，用胰蛋白酶消化细胞，重悬成单细胞悬液使

细胞密度约为 5×104 个/L，用移液器将重悬后的细

胞均匀地接种到 96 孔板中，每孔加 100 μL。继续在

培养箱中培育过夜。待细胞贴壁以后将板上的细

胞分为空白组（等量的空白 1640 培养液）和（5，10，

15，20，25，30 g·L-1）的 HYJDR 组。按不同分组对每

孔进行相应的加药处理。96 孔板继续孵育 24 h，每

孔加入 MTT 20 μL，37 ℃恒温继续孵育 4 h，轻轻移

除上清，每孔立刻加入二甲基亚砜（DMSO）150 µL。

全自动酶标仪检测，设置波长为 490 nm，读取吸光

度 A，计算出每组抑制率和 24 h 的半数抑制浓度。

2.3 Hoechst 和 PI 双荧光染色 细胞接种到 6 孔

板，培养箱孵育过夜，待细胞贴壁生长以后进行相

应的处理。空白组加入等量空白 1640 培养液，

HYJDR 组分别加入含有 HYJDR（2.5，5，10 g·L-1）的
培养基。继续培养 24 h，利用 PI 联合 Hoechst 双荧

光染色，直接向培养板中加入 Hoechst，终质量浓度

5 mg·L-1，室温避光孵育 5~10 min。继续加入 PI 染

色液，终质量浓度为 10 mg·L-1，室温避光孵育 3~

5 min，荧光显微镜下观察，拍照。

2.4 细胞总蛋白提取 细胞接种与培养同 2.3 项，

培养 24 h，去除培养基，磷酸缓冲液（PBS）轻轻洗 2

遍，每孔加入裂解液 100 μL。冰上裂解 20 min，用细

胞刮刮下细胞，转移到 1.5 mL 指型管。12 000 r·min-1

离心 15 min 取上清，进行蛋白质浓度测定。

2.5 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测凋亡相关

蛋白 根据总蛋白的浓度，用 PBS 对蛋白进行浓度

平衡，然后加入 4× loading buffer 充分混匀。将蛋白

在热浴锅上进行加热变性。变性后的蛋白在 10%

聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）上进行电泳，电

泳 90 min，将 SDS-PAGE 胶中的蛋白电转移到聚偏

二氟乙烯（PVDF）膜上，转膜，取下 PVDF 膜，用 5%

脱脂奶粉常温封闭 2 h，TBST 溶液洗 3 次，一抗

（Bcl-2，Bad，Bax 1∶1 000）4 ℃孵育过夜。然后用洗

膜缓冲溶液（TBST）洗 3 次，二抗（1∶1 000）室温孵育

2 h。将 PVDF 膜加上化学发光液后，利用蛋白质凝

胶成像系统拍照并分析。

2.6 RNA 提取 细胞接种与培养同 2.3 项，培养

24 h，每 孔 加 入 1 mL 裂 解 液 ，室 温 放 置 5 min。

12 000 r·min-1离心 5 min，去上清。每管加入三氯甲

烷 200 μL，充 分 振 荡 混 匀 后 静 置 15 min。 4 ℃，

12 000 r·min-1离心 15 min。吸取上层水相至另一离

心管中，加入异丙醇 0.5 mL 充分混匀，静置 4 ℃，

12 000 r·min-1 离心 10 min，弃上清，沉淀即为 RNA。

乙醇洗涤并悬浮沉淀。离心，弃上清，室温晾干。

去离子水溶解备用。

2.7 Real-time PCR 检测凋亡相关蛋白 mRNA 表

达 用提取好各组 RNA，反转录为 cDNA，备用。

Bad，Bcl-2，Bax 和 β -actin 引物由生工生物工程（上

海）股 份 有 限 公 司 合 成 。 Bad（249 bp）：上 游 5'-

CCCAGAGTTTGAGCCGAGTG-3'，下 游 5'- CCC

ATCCCTTCGTCGTCCT-3'。Bcl-2（88 bp）：上游 5'-

TTGCCAGCCGGAACCTATG-3'，下 游 5'- CGAA

GGCGACCAGCAATGATA-3'。 Bax（155 bp）：上游

F5'-CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG-3'，下游 5'-CC

AGCCCATGATGGTTCTGAT-3'。β -actin（250 bp）：
上游 5'- CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3'，下游 5'-

CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3'。 PCR 反 应 条

件：预变性 95 ℃ 6 min；解链 95 ℃ 10 s，65 ℃ 60 s，

97 ℃ 1 s；扩增 95 ℃ 10 s，Bcl-2，Bad，Bax（62 ℃），
β -actin（60 ℃）10 s，72 ℃ 10 s，40 个循环。最终用

获得的 Ct并计算 2-ΔΔCt值进行计算分析。

2.8 统计学分析 所有实验数据用 SPSS 19.0 软件

进行分析，计量数据以 x̄ ± s 表示，单个比较采用 t检

验，多组数据差异比较采用单因素方差分析，以 P<

0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 HYJDR 对细胞增殖的影响 空白组人胃癌

SGC-7901 细胞生长状态良好，呈现自然分裂增殖

状态。与空白组细胞比较，经不同浓度 HYJDR 分

别 处 理 24 h，与 空 白 组 比 较 ，质 量 浓 度 >
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10 g·L-1 HYJDR 处理 SGC-7901 细胞的增殖数量明

显减少（P<0.05），说明细胞的活力在下降；HYJDR

质量浓度<5 g·L-1时对细胞的增殖影响差异无统计

学意义。随着 HYJDR 浓度的增加，SGC-7901 细胞

的抑制率在不断增强。见表 1。HYJDR>10 g·L-1时

对胃癌细胞 SGC0-7901 具有明显的抑制作用。同

时计算出 HYJDR 对胃癌 SGC-7901 细胞的 24 h 半

数抑制浓度为 11.4 g·L-1。为排除药物细胞毒作用

对 实 验 的 影 响 ，后 续 实 验 选 用 质 量 浓 度 2.5，5，

10 g·L-1HYJDR 作用胃癌细胞 24 h 做进一步研究。

3.2 HYJDR 对胃癌细胞凋亡的影响 为了排除细

胞生长过程中自然凋亡对实验的影响，以空白组细

胞生长状态作为对照，只计数健康存活细胞。与空

白组比较，HYJDR 处理组健康存活的细胞数量明显

减少（P<0.05）。且随着药物浓度的增高，细胞的数

量减少呈一定的正相关性，结果说明，HYJDR 可以

显著促进胃癌细胞的凋亡，并呈一定的浓度依赖

性。见图 1。

3.3 HYJDR 对胃癌凋亡相关蛋白的影响 与空白

组比较，HYJDR 各组 Bad，Bax 蛋白表达明显增高

（P<0.05），Bcl-2 蛋白表达明显降低（P<0.05），说明

HYJDR 可以显著促进胃癌细胞的凋亡，而且具有明

显浓度相关性。见图 2，表 2。

3.4 HYJDR 对胃癌凋亡相关 mRNA 的影响 与空

白组比较，HYJDR 各组胃癌细胞中 Bad mRNA 表达

水 平 明 显 增 高（P<0.05），HYJDR（5，10 g·L-1）组
Bcl-2 mRNA 表达水平明显降低（P<0.05）。说明

HYJDR 能通过调控凋亡相关蛋白 Bcl-2，Bad mRNA

水平来促进胃癌细胞的凋亡。见表 3。

4 讨论

中医药被誉为“全人类的瑰宝”［10］，随着科学技

术的发展，从中医学中逐渐发现了许多有价值的

“宝藏”［11-12］。中草药产品在我国已作为抗肿瘤药物

使用数千年，一些中药具有抗癌特性，且没有副作

用［13］。中医药已成为抗肿瘤药物研究的热点和候

选物质的来源。一种理想的抗癌药物应该可以引

起癌细胞的死亡［14］。

本实验研究发现，HYJDR 可增加 SGC-7901 细

表 1 HYJDR对 SGC-7901细胞生长抑制作用的影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Inhibitory effect of HYJDR on growth of SGC-7901 cells

（x̄± s，n=3）

组别

空白

HYJDR

质量浓度/g·L-1

-

5

10

15

20

25

30

抑制率/%

0

8.886±2.668

23.35±3.0461)

69.27±0.3921)

87.28±0.7661)

95.47±0.4271)

98.51±0.4601)

注：与空白组比较 1）P<0.05（表 2，3 同）。

A.空白组；B~D.HYJDR（2.5，5，10 g·L-1）组（图 2 同）
图 1 HYJDR对胃癌细胞凋亡的影响（×50）
Fig. 1 Effect of HYJDR on apoptosis of gastric cancer cells（×50）

图 2 HYJDR对胃癌细胞凋亡相关蛋白的影响

Fig. 2 Effect of HYJDR on apoptosis-related proteins in gastric

cancer cells
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胞的凋亡。MTT 比色法显示 HYJDR 对胃癌细胞有

浓度依赖性的生长抑制作用。结果进一步表明

HYJDR 能明显促进胃癌细胞凋亡。Hoechst和 PI双

荧光染色法发现 HYJDR 明显促进细胞凋亡。随着

HYJDR 浓度的增加，活细胞数减少，凋亡细胞数增

加。表明 HYJDR 的抗肿瘤作用主要是通过促进细

胞凋亡来实现的。已知肿瘤细胞凋亡主要涉及细

胞表面死亡受体介导和线粒体凋亡途径［15-17］。因

此，本研究推测 HYJDR 的促凋亡作用可能是通过

线粒体途径介导的。为了进一步阐明 HYJDR 促进

细胞凋亡的分子机制，本研究检测了 Bcl-2 家族的

凋亡相关蛋白（Bad，Bcl-2 和 Bax）。Bcl-2 是线粒体

相关调控蛋白，可以抑制细胞凋亡，Bad 和 Bax 是诱

导细胞凋亡的蛋白。 Western blot 结果分析显示

HYJDR 抑制 Bcl-2 蛋白表达，上调 Bad 和 Bax 蛋白

表达，促进细胞凋亡。这些数据共同表明 HYJDR

可能是激活了线粒体介导的凋亡途径。这一结论

与 MTT 比色法，Hoechst 和 PI 检测结果完全一致。

与众多研究结果相似，这些数据表明，大部分中药

天然产物是通过线粒体途径诱导细胞凋亡的［18-19］。

PCR 结果发现 HYJDR 对 Bad mRNA 具有明显的增

加表达作用，对于 Bcl-2 mRNA 有明显的抑制作用。

Bad 蛋 白 表 达 可 以 直 接 抑 制 Bcl-2 蛋 白 表 达 ，而

HYJDR 可以直接增加 Bad mRNA 表达，从而增加

Bad 蛋白表达量，抑制 Bcl-2 蛋白，促进胃癌凋亡。

综上所述，HYJDR 很可能是通过线粒体凋亡途

径，通过促进 Bad 蛋白表达，从而降低 Bcl-2 表达，

Bcl-2 被抑制后会上调 Bax 表达，而 Bax 表达在体外

具 有 明 显 的 凋 亡 诱 导 作 用 。 其 机 制 很 可 能 是

HYJDR 增强了 Bad mRNA 表达丰度，直接促进 Bad

蛋白表达，抑制 Bcl-2 蛋白的抗凋亡作用，从而促进

胃癌的凋亡的。但是 HYJDR 是如何使 Bad mRNA

表达丰度增高的，有待本研究进一步研究。
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