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  [ 摘要]  目的: 观察益气复元汤是否增加化疗药诱导大肠癌 Lovo细胞凋亡的影响以及其分子水平作用机制。方法: 试

验分为益气复原汤、化疗药、益气复原汤 +化疗药各自含药血清、血清对照组、空白对照组等 5组, 人吖�橙 /溴乙� ( AO/EB)

双荧光染色法、Annexin V-FITC( FITC, 异硫氰酸荧光素) 单染法检测各组对大肠癌 Lovo 细胞凋亡诱导作用, Western blot( 蛋白

免疫印迹) 法检测 Lovo细胞凋亡蛋白 B细胞淋巴瘤 /白血病-2( Bcl-2) ,多肽抗原( Bax)的表达。结果: 细胞形态学及流式细胞

检测都表明益气复原汤含药血清对大肠癌 Lovo细胞有诱导凋亡作用,并增强化疗药诱导癌细胞凋亡效应; Western blot法检测

显示①血清对照组与空白对照组中 Bcl-2, Bax蛋白表达无明显差异;②益气复元汤联合化疗组、化疗组、益气复元汤组、血清对

照组各组 Bcl-2, Bax蛋白表达组间两两比较具有显著差异, P < 0. 01; 益气复元汤联合化疗组 Bcl-2表达最弱,其次是化疗组, 再

次是益气复元汤组,血清对照组最强。③益气复元汤联合化疗组 Bax表达最强, 其次是化疗组,再次是益气复元汤组, 血清对

照组最弱。结论:益气复元汤对 Lovo肠癌细胞有诱导细胞凋亡作用,并增强化疗药诱导癌细胞凋亡效应;下调 Bcl-2 蛋白及上

调 Bax蛋白的表达是诱导 Lovo肠癌细胞凋亡的主要机制之一。
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[ Abstract]  Objective: To observe influence of Yiqi Fuyuan Tang( YQFYT) combined with chemotherapy on

apoptosis of colorectal cancer Lovo cells and the related molecular mechanism. Method: Experiment was divided

into 5 groups: YQFYT-containing serum group, chemotherapeutic drugs-containing serum group, YQFYT +

chemotherapeutic drugs-containing serum group, serum control group and blank control group. Apoptosis of

colorectal cancer Lovo cells was investigated with AO/ EB double fluorescent staining and single staining of Annexin

V-FITC for each group. Expression of apoptosis proteins Bcl-2 and Bax of Lovo cell was determined. Result: The

results indicated that YQFYT-containing serum had action of inducing apoptosis in colorectal cancer Lovo cells, and

enhanced the effects of induced apoptosis of chemotherapeutic drugs. Western blot assay showed that:①Bcl-2, Bax

protein expression was not significantly different between serum control group and blank control group; ②There was

significant difference between treatment groups ( P < 0. 01) . The order from weak to strong of the Bcl-2 protein

expression was as follows: YQFYT + chemotherapeutic drugs-containing serum group, chemotherapeutic drugs-

containing serum group, YQFYT-containing serum group, serum control group. The order for bax protein expression

·851·

第 16卷第 17期
2010年 12月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 16, No. 17
Dec. , 2010



was just the opposite. Conclusion: Serum YQFYT-containing serum has action of inducing apoptosis in colorectal

cancer Lovo cells, and can enhance the effects of chemotherapeutic drugs for inducing apoptosis. Down-regulation of

Bcl-2 protein expression and up-regulation of Bax protein expression might be one of the main mechanisms for

apoptosis of Lovo colon cancer cells.

[ Key words]  Yiqi Fuyuan Tang; Chinese medicine-containing serum; apoptosis; Bcl-2, Bax expression

  益气复原汤是以补中益气汤为基础方拟成的药

膳方,临床应用对大肠癌术后化疗具有较好的减轻

化疗毒副反应及提高机体免疫力作用, 并经体外血

清药理学试验证实对大肠癌 Lovo细胞增殖有抑制

作用,同时可使 Lovo 细胞周期阻滞于 G0 /G1 期,能

加强化疗药抑癌作用。本试验将进一步探讨该方对

人大肠癌 Lovo细胞凋亡的影响,了解其是否增强化

疗药诱导细胞凋亡作用,并从分子水平探讨其作用

机制。

1 材料

1.1 制剂及试剂 人大肠癌 Lovo细胞,胎牛血清,

由湘雅医学院试验中心提供, 批号 2009918; DMEM

(改良 Eagle 培养基) 为美国 GIBCOL 公司产品,批

号 1459076; 胰蛋白酶, 批号 1118394; Annexin V-

FITC ( 批 号 20090515 ) 、人 吖 � 橙 ( AO, 批 号

A6025) 、溴乙� ( EB,批号 E7186) 、bax 抗体 ( 批号

H0105) 、Bcl-2抗体( 批号 10205) 等均为武汉博士德

生物制品公司产品。

1.2 主要仪器  DFM-20 荧光显微镜( 上海蔡康光

学仪器有限公司 ) , Epics-XLⅡ型流式细胞仪 ( 美国

BC公司) 。

2 方法

2.1 含药血清制备  益气复元汤由鸡肉 200 g,黄

芪 30 g,党参 30 g,薏米 30 g,香菇 30 g,山药 20 g,枸

杞 20 g,龙眼肉 15 g,陈皮 15 g,升麻 15 g,生姜 5 片,

大枣 5 枚等组成。药物购于湖南中医药大学附属一

附院,传统方法煎制,浓缩为 10. 5 g·mL - 1
。健康 SD

大鼠 40 只( 由湖南中医药大学动物中心提供) ,雌雄

各半,体重 200 g,随机分为 4 组。中药组以 20 mL·

kg
- 1

ig, 2 次 / d,连续 2 d;化疗组第 1 天用奥沙利铂

的 0. 031 g·kg - 1 , CF 0. 046 g·kg - 1 , 5-FU 0. 15 g·

kg
- 1

ip;第 2 天 CF 0. 046 g·kg
- 1

, 5-FU 0. 15 g·kg
- 1

ip。中药 +化疗组用药为以上中药联合化疗, 空白

对照组以生理盐水 ig + ip,用量等同中药 +化疗组。

参照按制备含药血清通法
[ 1]
于末次给药后 1 h,经右

心室取血,通过离心取得含药血清,置 56 ℃水浴中

灭活 30 min,用 0. 22 μm的微孔滤膜过滤除菌;置

- 20 ℃保存备用。

2.2 细胞凋亡的形态学观察 ( AO/ EB双荧光染色

法)  将肠癌细胞接种于培养瓶中,待贴壁后用无血

清 DMEM液培养 24 h,换含 10%各组大鼠血清浓度

培养液培养( 空白对照组继续用无大鼠血清 DMEM

液培养) 48 h,胰蛋白酶消化收集细胞, PBS液调整

细胞悬液密度为 2 ×106 / mL。取细胞悬液 100 μL,

各加 5 μL AO和 EB;取上述染色液 1 滴, 滴在洁净

玻片上,加盖玻片后立即置荧光显微镜下观察。

2.3 Annexin V-FITC单染法检测 细胞收集同上,

按 Annexin V-FITC染色说明操作,上流式细胞仪进

行细胞凋亡检测。

2.4 Western blot法检测凋亡蛋白 Bcl-2, Bax的表

达 将大肠癌 Lovo细胞接种于培养瓶中,待贴壁后

用无血清 DMEM液培养 24 h,换含 10%各组大鼠血

清浓度的培养液继续培养 ( 空白对照组继续用无大

鼠血清 DMEM液培养 ) 48 h, 温 PBS 冲洗, 收集细

胞,充分混合沉淀后加 loading buffer,经电泳、取胶、

转膜、封闭及杂交、发光鉴定等程序等到底片, 进行

扫描与分析。

2.5 数据处理 采用 SPSS 11. 5 统计软件,测定值

用 珋x ±s 表示, 进行单因素方差分析, 组间比较用

LSD法检验。以 P < 0. 05 为有差异性测定。药物联

合作用判断以金正均 Q值法判断: Q = Ea + b/ ( Ea +

Eb-Ea×Eb) , Ea + b 为合并用药的药效, Ea、Eb 分别

为 A 药和 B药单独用药时的药效, 式中分子代表

“实测合并效应”,分母代表“期望合并效应”, Q值

即 2 者比值。Q <0. 85 为拮抗( - ) ; 0. 85≤Q <1. 15

为相加( + ) ; Q≥1. 15 为协同( ++ ) 。

3 结果与分析

3.1 细胞形态观察 荧光显微镜观察,见图 1。血

清对照组与空白对照组细胞形态无明显差异, 未见

凋亡细胞;而益气复元汤组细胞部分染成棕红色,透

亮度下降,折光性增强,提示有细胞凋亡。化疗组细

胞形态较益气复元汤明显,凋亡细胞增多,还可见少
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图 1 含药血清作用 48 h人肠癌细胞形态学观察 ( AO /EB染色 , ×40)

A. 空白对照组 ; B. 血清对照组 ; C. 益气复元汤生药 201 g·kg - 1含药血清组 ; D. 化疗组 ; E. 益气复元汤生药 201 g·kg - 1含药血清 +化疗组

量凋亡小体,而益气复元汤联合化疗组凋亡细胞、凋

亡小体均最多。

3.2 流式细胞分析检测  通过流式细胞分析检测

结果显示(表 1) :①血清对照组与空白对照组 M1 区

阳性细胞较少,无明显凋亡现象, 2 组之间无统计学差

异, P >0. 05;②益气复元汤组、化疗组、益气复元汤 +

化疗组 M1 区阳性细胞比例( 凋亡率) 两两比较有统

计学差异, P < 0. 05。益气复元汤 +化疗组凋亡现象

最为明显,其次是化疗组,再次是益气复原汤组。经

金正均 Q值法判断表明 Q值≥1. 15 为协同,益气复

元汤 +化疗药联用 Q值为 1. 27,具有协同作用。
表 1 试验各组对大肠癌 Lovo细胞凋亡率比较 ( 珋x±s, n = 4)

组别
血清浓度

/%

凋亡率

/%
Q
药物组合

协同性

益气复元汤 +化疗7) 10 54. 53±3. 611, 2, 3, 4) 1. 27 ++

化疗6) 10 45. 39±1. 891, 2, 3)

益气复元汤5) 10 25. 58±2. 611, 2)

血清对照 10 3. 78±0. 53

空白对照 0 3. 65±1. 01

  注:与空白对照组比较1) P <0. 01; 与血清对照组比较2) P < 0. 01;与益气

复原汤组比较3) P <0. 01; 与化疗组比较4) P < 0. 01; 5)益气复元汤按生药量

201 g·kg - 1 ig2 d制备含药血清; 6)化疗组第1天按奥沙利铂0. 031 g·kg - 1 CF

0. 046 g·kg - 1, 5-FU 0. 15 g·kg - 1 ip,第 2 天 CF0. 046 g·kg - 1, 5-FU 0. 15 g·

kg - 1; 7)给药方法为 5) +6) (表 2同)。

3.3 各组含药血清对大肠癌 Lovo 细胞凋亡蛋白

Bcl-2, Bax表达的影响  Western Blot 法检测并经 A

值与内参比值统计比较,结果表明 ( 表 2) :①血清对

照组与空白对照组中 Bcl-2, Bax蛋白表达无明显差

异。②益气复元汤联合化疗组、化疗组、益气复元汤

组、血清对照组各组 Bcl-2, Bax蛋白表达组间两两比

较具有显著差异, P < 0. 01;益气复元汤联合化疗组

Bcl-2 表达最弱,其次是化疗组, 再次是益气复元汤

组,血清对照组最强。③益气复元汤联合化疗组

Bax表达最强, 其次是化疗组, 再次是益气复元汤

组,血清对照组最弱。

表 2 试验各组凋亡蛋白 Bcl-2, bax

与内参比值的比较 ( % , 珋x±s, n = 4)

组别
血清浓度

/%
Bcl-2 Bax

益气复元汤 +化疗7) 10 0. 486±0. 0231, 2, 3, 4) 0. 831±0. 0111, 2, 3, 4)

化疗6) 10 0. 564±0. 0151, 2, 3) 0. 756±0. 0291, 2, 3)

益气复元汤5) 10 0. 784±0. 0171, 2) 0. 612±0. 0251, 2)

血清对照 10 0. 851±0. 045 0. 557±0. 063

空白对照 0 0. 863±0. 036 0. 569±0. 044

4 讨论

“中药血清药理学”是近 10 余年中新兴的一种

中药试验方法,也是中药药理学研究方法和思维的

新突破
[ 1 ]
。本试验利用益气复原汤大鼠含药血清干

预大肠癌 Lovo细胞,细胞形态学及流式细胞检测都

表明其具有诱导癌细胞凋亡作用,并能增强化疗药

诱导癌细胞凋亡效应。

细胞凋亡涉及多基因、多因素的调控,其中 Bcl-

2, Bax 是目前研究较多涉及的基因, 并且证实了其

导致细胞死亡的复杂信号通路
[ 2]
。Bcl-2, Bax蛋白

都定位于线粒体膜、内质网膜和核膜上。Bcl-2 可延

长细胞寿命,增加细胞对多种凋亡刺激因素的抗性,

是抑制细胞的凋亡蛋白; 而 Bax是凋亡基因家族的

核心成员之一, 由 p53 直接激活, 可提高凋亡敏感

性,促进 p53 介导的细胞凋亡 [ 3 ]
。研究表明

[ 4 ]
如

Bax过表达,而 Bcl-2 的表达不相应增加, 使形成的

Bax/Bax同二聚体占优势, 则诱发细胞凋亡。本试

验用 Western Blot法检测并经 A值与内参比值比较

发现:益气复原汤含药血清可下调 Lovo肠癌细胞的

Bcl-2蛋白,并上调其 Bax 蛋白的表达; 化疗药也有

类似作用,与益气复原汤联用作用更明显。由此可

知益气复元汤通过干预 Bcl-2 和 Bax表达的平衡,减

少 Bcl-2 / Bcl-2 同二聚体并使形成的 Bax/ Bax 同二

聚体占优势,最终导致肠癌细胞的凋亡,这可能是其

诱导大肠癌 Lovo细胞凋亡的作用机制之一。

( 下转第 163页)
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4 讨论

癌症患者多有不同程度的疼痛和免疫力低下,

本试验结果显示,从薏苡仁中提取的薏苡仁油具有

明显的镇痛和止血作用,并能促进小鼠免疫器官胸

腺、脾脏发育,提示可能促进免疫功能的提高, 这也

为薏苡仁以及薏苡仁油的相关应用提供了必要的试

验依据。痔疮患者也多有直肠出血和疼痛等现象,

因此,对于薏苡仁油的镇痛、止血作用机制以及新的

临床应用尚需进一步深入研究。
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近年来国内外学者对中药诱导凋亡可行性进行

了广泛的研究,也证实许多中草药具有诱导细胞凋

亡的作用
[ 5]
。抗癌中药与化疗药物相比,其优势之

一是不良反应小,易被患者接受,如果在临床应用还

具有明显减轻化疗毒副反应、提高机体免疫力作用

的中药将会更适合应用于广大的肿瘤化疗患者。
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