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内容提要 目的：观察消瘤平移合剂含药血清对肝癌*+,-&)细胞凋亡的诱导作用。方法：运用血清药

理学方法，选择不同浓度的含药血清与人肝癌*+,-&)细胞共同孵育，于不同时间观察，并与空白血清作对

照。结果：消瘤平移合剂含药血清可显著抑制*+,-&)细胞的增长；*+,-&)细胞在显微镜下呈现典型的凋亡

形态学改变，流式细胞仪检测可见亚.’峰，凋亡呈含药血清浓度、时间依赖性特点，对照组及%/、’&/含药

血清作用)-0，其凋亡率分别为&(-$/、%(%1/、1(-2/，-10凋亡率分别为&(13/、’’(%1/、’-()%/；456+)
基因检测显示456+)基因表达受抑。结论：消瘤平移合剂可通过诱导肿瘤细胞凋亡，发挥其临床抗肿瘤、抗转移

的作用。
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根据肿瘤术后患者正虚血瘀、余毒未清之病机特

点，拟定益气活血、解毒散结之消瘤平移合剂，临床与

化疗配合应用，表明消瘤平移合剂具有一定的抑瘤抗

转移作用（’）。本研究运用血清药理学方法，进行了消

瘤平移合剂含药血清体外诱导肝癌*+,-&)细胞凋亡

的实验，以进一步从细胞分子生物学角度探讨其抑癌

抗转移的作用机制。

材料和方法

’ 材料和含药血清的制备

’(’ 消瘤平移合剂由人参、黄芪、女贞子、补骨

脂、山慈菇、莪术、大黄、 虫、土茯苓、土贝母、生水蛭、

蜈蚣等中药组成，每支’&Q6，每毫升含生药’>，由山东

中医药大学附属医院制剂室加工生产（批号$1&-&2），

实验时再低温浓缩到每毫升含生药)>，置-W冰箱保

存。

’() 细胞系 肝癌*+,-&)细胞株，购自山东省

医学科学院免疫室。

’(3 主要试剂及仪器 XLM8’2-&培养液、胰蛋

白酶为.8URY公司分装；小牛血清为杭州四季青生物

工程材料研究所产品；吖啶橙由上海化学试剂采购供应

站提供；兔抗人U56+)蛋白多克隆抗体免疫组化染色试

剂盒购自广州中山生物技术有限公司。流式细胞仪
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!"#$%&’，美国()#*+,-.#/.,$+,公司；#+0细胞培

养箱，美国!123&公司；倒置显微镜，+453678公司；荧光

显微镜，万能显微镜，美国"+公司。

9:; 含药血清的制备 参考文献（0，<）方法。=>8?
@&2大鼠0A只，雄性，体重0AAB左右（由山东中医药大

学动物室提供），随机分为C、9A天血清制备鼠各9A只

（其中含药血清制备鼠C只，空白血清制备鼠C只）。

含药血清制备鼠给予浓缩消瘤平移合剂;34／D灌胃，

空白血清制备鼠给予等量生理盐水灌胃，分别于给药

第C天和第9A天，于最后一次灌胃后9E（灌药前禁食

90E），乙 醚 麻 醉，腹 主 动 脉 采 血，无 菌 分 离 血 清，经

CFG、<A3>’灭活处理，置H0AG冰箱保存备用。

0 方法

0:9 实验分组

0:9:9 C天血清组（由C天血清制备鼠制备）

（9）对照组：空白血清，（0）CI含药血清组：CI含药血

清加CI空白血清，（<）9AI含药血清组：9AI含药血

清。

0:9:0 9A天血清组（由9A天血清制备鼠制备）

分组同C天血清组。

0:0 细胞培养 J?K;A0细胞0L9AC／34接种于

含9AI小牛血清和9I的青霉素、链霉素MNO.9F;A
培养液中，<KG，CI饱和湿度下培养，细胞贴壁生长，

隔日传代9次，培养0;E，至细胞生长旺盛后进行实

验。

0:< 倒置显微镜下生长状态观察 上述培养细

胞，去 掉 培 养 液，分 别 加 入 以 上 各 组 血 清 于MNO.
9F;A培养液中，在#+0培养箱中继续培养0;、;PE，将

培养瓶在倒置显微镜下作生长状态观察。

0:; 细胞形态学观察

0:;:9 光学显微镜观察 经上述不同血清浓度、

不同培养时间处理的各组细胞分别离心；用M($洗涤

0次，收集细胞制成细胞悬液后涂片，室温凉干；以甲

醇、醋酸固定<A3>’；Q>R38&染液与$12R’8R’磷酸缓

冲液 以9ST混 合 成 工 作 液（新 鲜 配 制）染 色9A!
0A3>’，冲净多余染液，晾干后用普通光学显微镜观

察，并于高倍视野下，计数0AA个细胞，计算凋亡率（;）：

凋亡率（I）U凋亡细胞数／0AAL9AAI。

0:;:0 荧光显微镜观察 参考文献（C，F）方法。取

经TCI乙醇、9I醋酸处理的各组细胞涂片，A:A9I吖

啶橙磷酸缓冲液（6JF:A）染色<!C3>’；M(缓冲液冲

洗；A:9I#&#40分化<A8；M(缓冲液冲洗；以M(缓冲

液为介质加盖玻片，荧光显微镜观察。并各组分别计

数0AA个细胞，计算凋亡率，计算方法同上。

0:C V%4?0基因表达检测———(%4?0蛋白免疫组

化染色 参考文献（K）方法并有改进。同上制备细胞涂

片，甲醇S醋酸（<S9）固定<A3>’；A:<IJ0+0甲醇液室

温孵育9A3>’，M($冲洗，03>’L<次；滴加CI正常山

羊血清（封闭液），室温封闭9C3>’，倾去多余血清；滴

加兔抗人(%4?0蛋白多克隆抗体，<KG孵育0E，M($冲

洗<次；滴加生物素化羊抗兔.BQ，<KG孵育9C3>’，

M($冲洗<次；滴加三抗（$"?JNM），<KG孵育9C3>’，

M($冲洗<次；-"(显色：滴加-"(液，镜下控制反

应时间，蒸馏水冲洗，终止显色。阳性细胞着色呈棕黄

色颗粒，位于胞浆和核膜。

0:F 流式细胞仪检测 每组取细胞9L9AF个，

M($冲洗0次，KAI冷乙醇;G固定90E以上，M($清

洗细胞，与含9I的N,"酶的*2>8J#4缓冲液（6J
K:;）<KG孵育<A3>’，碘化丙啶（M.）-,"染色，以流

式细胞仪检测凋亡细胞并分析不同-,"含量的细胞

周期分布。所用软件为O1D!.*和#)WWXY)$*。

0:K 统计学方法 采用!检验和"#$#!分析。

结 果

9 肝癌J?K;A0细胞生长状况观察 于倒置显

微镜下观察，对照组的肝癌细胞在镜下见其贴壁生长，

胞浆饱满，相邻细胞生长晕融合成片；经含药血清处理

的各组细胞，0;E后观察见其细胞逐渐由贴壁而脱落，

至;PE脱落更明显，脱落细胞悬浮于培养液中，细胞形

态变圆，胞膜完整，颜色加深，折光性增强。比较含药

血清各组细胞生长状况，以9AI含药血清组作用;PE
脱落最明显，而C天与9A天血清组各相应组之间无明

显差异（图略）。

0 形态学观察

0:9 光学显微镜下观察 对照组血清与J?K;A0
细胞共同培养0;、;PE，细胞形态学上无明显变化。

CI及9AI含药血清与J?K;A0细胞共同培养0;E后，

即出现具有典型凋亡特征的细胞，光镜下见部分细胞

膜皱缩，核染色质浓集，核固缩，胞浆内有空泡变性，核

碎裂，继续培养;PE，光镜下见凋亡细胞、凋亡小体增

多。分别计算各组凋亡率，结果见表9。凋亡率随含

药血清浓度增加、作用时间延长而提高：相同培养时

间，9AI较CI含药血清作用明显，同一血清浓度;PE
较0;E作用明显（%!A:AC），各含药血清组与相应对

照组比较差异均有显著性（%!A:A9），但C天血清组

与9A天血清组各相应组之间凋亡率差异无显著性（%
"A:AC）。

0:0 荧光显微镜下观察 油镜下见空白对照组

·CPF·中国中西医结合杂志0AA9年T月第09卷第T期

万方数据



表! 光学显微镜下各组凋亡率的变化 （!，!!""）

组别
凋亡率

培养时间#$% $&%
’天血清 ’!含药血清 $($$")(*&" +)(+,"+(--"#

+)!含药血清 ,(++"+()+" +.(*+"+(-&"$#
对照 )(#’")(). )($&")()&

+)天血清 ’!含药血清 ’()’")(’’" +)(#-"+(’-"#

+)!含药血清 &(’’"+(+’"$ +$(’)"+(&+"$#
对照 )(’+")(++ )(-$")(+#

注：与 相 应 对 照 组 比 较，"#%)()+；与 相 应’!含 药 血 清 组 比

较，$#%)()’；与同组别培养#$%比较，##%)()’；$/,；下表同

01-$)#细胞核完整，呈圆形饱满，晶莹发光。经含药

血清处理的01-$)#细胞分别于#$、$&%观察，镜下见

核有部分碎裂，呈大小不等，形态不规则的碎片，或呈

花瓣状细胞核，此即为凋亡细胞中的凋亡小体。镜下

计算各组凋亡率，其结果与光学显微镜下结果基本相

符，以+)!含药血清作用$&%凋亡率最高，但+)天血

清组与’天血清组各相应组之间差异无显著性（#&
)()’）。

. 免疫荧光检测结果 2341#蛋白阳性表达为细

胞浆或核膜呈棕黄色颗粒。判断标准（-）：阴性（5）：标

本中无阳性细胞着色；阳性（6）：标本中阳性细胞数%
’)!；强阳性（66）：标本中阳性细胞数’’)!。镜下

观察对照组2341#蛋白呈阳性或强阳性表达，含药血

清组阳性表达明显降低，结果见表#。统计学结果显

示：01-$)#细胞经含药血清作用后，2341#阳性表达率

明显降低，与相应对照组比较，差异有显著性（#%
)()’，#%)()+）。

表" 各组2341#免疫荧光阳性表达比较

组别
培养时间

（%）

2341#
66 6 5

% #

’天血清 #$ ’!含药血清 + $ $
+(’$#. &)()’对照 . ’ +
+(,)’# %)()’

+)!含药血清 ) ’ $
$& ’!含药血清 ) . *

+(,)’# %)()’对照 # ’ #
#(##- %)()’

+)!含药血清 ) # -
+)天血清 #$ ’!含药血清 ) $ ’

+(,,’* %)()’对照 # * +
#(.+.$ %)()’

+)!含药血清 ) . *
$& ’!含药血清 + # *

#($$,’ %)()’对照 . * )
.(+#,, %)()+

+)!含药血清 ) # -

$ 流式细胞仪检测结果 ’天血清组’!及+)!
的含药血清作用于01-$)#细胞#$%后凋亡细胞开始增

多，在789直方图上表现为亚二倍体细胞增多，并出现

:;<5=+峰，此一低789含量的亚二倍体峰的百分比，

即为凋亡细胞的凋亡率。结果提示凋亡率随含药血清

浓度增加、作用时间延长而提高。流式细胞仪检测凋亡

率结果与显微镜下计算结果基本相符。

细胞周期分析，含药血清作用后，>期细胞明显减

少，=#1?期细胞较对照组明显增多，提示’!、+)!的含

药血清即可使细胞阻滞于=#1?期，并通过启动凋亡机

制阻止肿瘤细胞恶性增殖。其细胞周期变化见表.。

表# 含药血清（’天血清组）对01-$)#
细胞周期的影响 （!）

组别 作用时间（%） 凋亡率 =)5=+ > =#5?
’!含药血清 #$ ’(’& ’’(’- +.(*’ .)(-&

$& ++(’& *+(-& *(.) .+(,#
+)!含药血清 #$ &($* *.(** -(+, #,(+’

$& +$(#’ *.(#& +,($$ +-(#&
对照 #$ )($, *#(-) #*(#. ++()&

$& )(&. *)(+) #&(.) ++(*)

讨 论

诱导凋亡是肿瘤治疗的新战略。近年来研究发

现（&），一些中药具有诱导癌细胞凋亡的作用，尤以单味

中药或其提取物或中药单体成分研究为多（,），中药复

方具有“天然组合化学库”之称，作用机理可能是“多靶

作用”（@A3%BCD:@EF@;4GDGBHIAG）（+)），而细胞凋亡的发

生又具有多因素、多基因、多层次级联作用特点，故复

方中药较单一成分药物更有可能对基因表达的调控进

行干预、影响，以调节基因代谢水平。中药复方煎液成

分复杂而理化性质较难控制，且以口服药为多，一般不

便直接加到细胞培养液中进行体外实验。而血清药理

学方法则在研究中显示了明显的优势，其特点是实验

结果与在体实验有较好的一致性，不但能反映中药及

其可能的代谢产物的药理（效）作用，而且还能反映有

可能由药物诱导的机体内源性成分所产生的作用，且

可在某种程度上克服中药本身理化性质不确定因素对

实验的干扰，从而使研究结果可信度大大提高。

中药复方消瘤平移合剂全方，扶正与祛邪并用，使

补而不助邪，攻而不伤正，即能调整气血阴阳和脏腑功

能以调动体内免疫功能，又能活血祛瘀、解毒散结以消

灭体内的肿瘤细胞。其含药血清的制备有以下特点：

（+）采用成年大鼠，体重均匀，并分别将各组大鼠血清

相混，这样既能适应实验需要，也减少了动物的个体差

异；（#）为避免麻醉剂和抗凝剂的干扰，采集含药血清

而不用血浆，并采用乙醚吸入麻醉；（.）以末次灌药后

+%采集血清，血清制备后冷存于5#)J备用。由于细

胞培养液中多包含有较多的营养物质以及含药血清的

细胞毒性作用，因此加入的含药血清浓度不宜过高，以

+)!左右为宜（#），实验中采用’!、+)!两种含药血清

浓度。本实验结果显示：经’!、+)!含药血清作用于
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!"#$%&细胞&$’，镜下观察到典型的凋亡细胞出现；

继续作用至$(’，凋亡细胞及凋亡小体比例明显增多。

计算各组凋亡率显示：凋亡率随含药血清浓度增加及

作用时间的延长而增加，以)%*含药血清组$(’作用

最明显。但+天取血与)%天取血各相应组之间镜下

观察差异不明显。流式细胞仪检测结果与形态学观察

相一致。细胞周期,-.含量分析表明含药血清作用

&$、$(’均见/期细胞较对照组明显减少，而0&"1期

细胞较对照组增高，结果提示消瘤平移合剂能使肿瘤

细胞阻滞于0&"1期，阻止细胞进入下一分裂周期，并

通过启动凋亡机制抑制肿瘤细胞的恶性增殖。234"&
是细胞凋亡的抵抗基因（))），本研究初步证实消瘤平移

合剂可能通过降低234"&基因表达水平，启动细胞凋亡

机制以诱导肿瘤细胞凋亡。

本研究结果显示，+天与)%天血清制备组诱导凋

亡作用相近。表明用药+天与用药)%天含药血清之

药理作用强度基本一致。究其原因可能系用药+天，

含药血清已达药代动力学之稳态血药浓度，此时含药

血清有较高且稳定的中药活性成分，继续用药，得以血

清中活性有效成分含量保持在稳态水平，以利于发挥

其诱导肿瘤细胞凋亡之作用。

本研究运用血清药理学方法从细胞、分子水平证

实，消瘤平移合剂之抑瘤抗转移作用与诱导肿瘤细胞

凋亡有关，并且这种诱导肿瘤细胞凋亡的作用可以经

口服药物在体内实现。但诱导人肝癌细胞凋亡的药物

有效成分是药物原型还是口服进入机体后的代谢产物

所产生的活性成分，还有待深入研究。
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