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摘要 目的：在基因组水平上探讨乌三颗粒抗肿瘤的分子生物学机制。方法：抽提经乌三颗粒治疗的

A-B4C肺癌组织和未经治疗的对照组瘤组织总D8&并纯化2D8&，分别逆转录并进行荧光标记，制作成@E%
8&探针，与小鼠F91G/#$;型基因芯片杂交，筛选出两组间差异表达基因。结果：两组间存在差异性表

达基因H0条，与对照组比较，中药组与恶性肿瘤浸润、转移相关的基因表达下调，与促进细胞凋亡的相关基

因表达上调。结论：基因芯片技术能高通量分析中药乌三颗粒防治A-B4C肺癌的相关靶基因，为进一步揭示

中药抗肿瘤机制提供了新的思路和前沿性生物技术手段。
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基因表达谱芯片技术能在基因组水平上并行分析大

量基因，从而迅速获得丰富、全面的生物学信息，这使进

一步揭示肿瘤的发生机制，探索抗肿瘤药物的基因治疗

机制成为可能。乌三颗粒为复方三类（中药）新药，于

#$$!年获国家药品监督局新药临床研究批文。本课题采

用基因芯片技术，对经该药治疗后的A-B4C肺癌组织和对

照组瘤组织进行了差异基因表达的筛选，以期在基因组

水平上研究该药抗肿瘤的分子生物学机制。

材料与方法

! 材料

!(! A-B4C肺癌瘤株 四川省抗菌素工业研究

所药理研究室提供。

!(# 药物 0%氟脲嘧啶（0%[Q，!$$2>／支，批号

""$0$#，上 海 海 普 制 药 厂 产 品）；环 磷 酰 胺（G,M，

*$2>／支，批号$!$’!!，上海华联制药有限公司产品）；

乌三颗粒（由制首乌、三七、红参、 虫、大青叶组成，各

药在方中比例为#\!\!\!\!(0，每袋含生药">，批号

$!$)+#，重庆华森制药有限公司产品）。

!(+ 动物 G0’:A／)纯种小鼠，一级动物，雌性，

体重!*"##>，鼠龄)"*周，四川省抗菌素工业研究

所实验动物中心提供（动物合格证号：川实动管质第

""—+$号）。
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! 方法

!"# 抑瘤实验 取小鼠$%只，随机分为$组，即

对照组、阳性药组、中药大剂量组（中药大组）、中药中

剂量组（中药中组）和中药小剂量组（中药小组），每组

#%只，每只小鼠右前腋皮下接种%"!&’()*+,肺癌瘤

株。接种后!-.，阳性药组腹腔注射$/01（!$&2／32），

隔天#次，共$次；中药大、中、小剂量组小鼠按#4"!、

5"#、!"62／32体重等体积（%"-&’／次）给中药灌胃，每

天#次，连续#%天；末次给药后!-.处死动物，剥离瘤

块称重，计算肿瘤抑制率（实验重复-批）。第-批实

验阳性药组为789（:%&2／32），给药方法同中药组（考

虑到第-批实验用做机理探讨，而前:批实验中药小

剂量组未完全达到:%;抑制率，故在第-批实验中未

设中药小剂量组）。

!"! 基因表达谱芯片样本收集 在第-批动物

抑瘤实验中，随机选择中药大剂量组和对照组荷瘤小

鼠各:只，脱颈处死，在超净台冰盘上，快速剥离肿瘤

组织，<=>,)/?@))液洗涤两次，迅速液氮冻存备用。

!": 总<=A抽提及检测 按改良的一步法〔#〕抽

提上述两组瘤组织总<=A，用(+BC沉淀方法纯化后，

紫外分析及电泳检测显示获得高质量的总<=A。

!"- &<=A纯 化 及 探 针 标 记 用 D’+2EF)GA
H+C+3+F纯化&<=A。参照IB.)J>等〔!〕方法逆转录标

记BK=A及纯化&<=A。用7L$/C18M标记中药大剂

量组，7L:/C18M标记对照组。经乙醇沉淀后将7L$/
C18M和7L:/C18M标记的探针混合溶解在杂交液中。

!"$ 芯片杂交和荧光扫描 基因表达谱芯片为

小鼠HNO7/!%I类型（由上海博星基因芯片有限责任

公司提供，芯片含!%-5基因点）。在暗室条件下，将基

因表达谱芯片和杂交探针分别在P$Q水溶液中变性

$&+J后，置于杂交舱内，加入混合探针，用杂交密封舱

加以密闭（不留气泡）。恒温杂交箱内4%Q杂交#4.。

依次用!R标准柠檬酸盐水（II7）S%"!;十二烷基硫

酸钠（IKI），%"#;RII7S%"!;IKI，%"#;RII7洗

涤#%&+J，室温晾干。用N)J)@>’IB>JJ+J2公司IB>/
JA@@>L:%%%扫 描 仪 扫 描 芯 片，用T+EC+,BEU)@L公 司

V&>N)J):"%软件分析7L:和7L$两种荧光信号强度

和比值（<>F+EW7L$／7L:）。

: 统计学方法 采用IMII##"%?E@X+JCE*,统

计软件进行，多组间比较用DJ)/*>LA=DYA检验。

基因表达谱芯片结果分析，经内参照基因标准化，基因

显著性差异表达的判定标准为：<>F+E!!或<>F+E"
%"$有显著性意义，其中<>F+E!!表示基因表达水平

上调，<>F+E"%"$表示基因水平下调〔:〕。

结 果

# 乌三颗粒对()*+,肺癌的抑瘤作用 见表#。

中药大、中剂量组对小鼠()*+,肺癌均有明显抑制作

用，其抑瘤率为:P;!$6;，符合国家药品监督管理

局抗肿瘤新药的研究要求（抑瘤率!:%;），但在:批

中药小剂量组实验中，有!批基本符合国家要求，#批

抑瘤率未达到:%;（仅!5;）。

! 基因差异性表达结果 见表!。中药组与对

照组两组间有基因差异性表达-$条，其中表达下调有

!$条，表达上调有!%条；未知基因!5条，已知基因#6
条。初步对#6条已知基因进行功能分析，发现与肿瘤

发生、发展关系密切的基因差异性表达如下：（#）与细

胞骨架相关的基因（H#:---，比值为%"-4$；(-P-46，

比值为%"-P-；9%:46!，比值为%"-6:）表达下调；（!）

与肿 瘤 细 胞 快 速 增 殖 相 关 基 因（Z:#:PP，比 值 为

%"-$#）表达下调；（:）与恶性肿瘤细胞浸润转移相关基

因（9$!554，比值为%"-45）表达下调；（-）与激活死亡

蛋 白 酶（B>,[>,)/:），促 进 细 胞 凋 亡 的 相 关 基 因

（9%#6$4，比值为!"%6$）表达上调；（$）与刺激V(/!和

8=0分泌相关基因（\:5P46，比值为!"%P6）表达上

调；（4）与肿瘤发生呈负相关标志的基因（H#4:$4，比

值为##"6%P，H!64%5，比值为#!"$P6）表达上调。

讨 论

本研究表明乌三颗粒大、中剂量组有明显抑制

()*+,肺癌的作用，抑制率达到了国家药品监督管理

局抗肿瘤新药的研究要求，中药小剂量组基本符合国

家要求。然而，该方药抗肿瘤的分子生物学机理尚需

深入研究。本课题通过对#6条已知基因的功能分析，

表! 乌三颗粒对()*+,肺癌的抑瘤作用

组别
剂量

（2／32）
鼠数

第#批

瘤重（2，#!]"）抑瘤率（;）

第!批

瘤重（2，#!]"）抑瘤率（;）

第:批

瘤重（2，#!]"）抑瘤率（;）

第-批

瘤重（2，#!]"）抑瘤率（;）

对照 — #% !"%$]%"4# — #"6P]%"44 — #"5:]%"4% — #"#$]%":6 —

$/01 %"%!$ #% %"$5]%"-%$$ 6! %"-4]%"!P$$ 6- %"-5]%":%$$ 6- — —

789 %"%:% #% — — — — — — %":6]%"#$$$ 5:
中药大 #4"! #% %"56]%"$:$$ $6 %"5#]%":4$$ $$ %"6P]%":6$$ $4 %"$#]%"!-$$ $:

中 5"# #% #"#-]%"-6$ -- #"%$]%"$%$ -# #"#%]%"#P$ :P %"4P]%":%$ :P
小 !"6 #% #"-P]%"$$$ !5 #"!-]%"$-$ :% #"!4]%"$#$ :# — —

注：与对照组比较，$#"%"%$，$$#"%"%#
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初步认为乌三颗粒抗肿瘤的基因途径可能是多环节、

多层次的结果。主要体现在以下几方面：（!）该方药有

下调与细胞骨架有关的基因表达：构成细胞骨架的主

要成分为微管，它除了维持细胞形状外，更为重要的是

参与细胞有丝分裂和肿瘤细胞的粘附、侵袭过程〔"〕；微

管干扰剂已成为抗肿瘤化疗药物的筛选靶标，如长春

新碱、秋水仙素、紫杉醇均是通过干扰微管蛋白结构和

功能发挥抗肿瘤作用〔#〕。（$）下调与肿瘤细胞快速增

殖相关基因（%&’()*+,-.%+./’-.-.01，221）的表达：

221是一种辅助蛋白质正确折叠的低聚物伴随分子，

3+4+/’等〔5〕比较了正常肝组织与肝癌、结肠癌组织中

221的表达，发现在肿瘤组织中的表达显著高于正常

肝组织，认为221在快速增殖的肿瘤细胞中的表达上

调利于满足肿瘤增殖所需的蛋白质供给，221可以作

为肿瘤的标志物。（6）下调与恶性肿瘤细胞浸润、转移

相关的蛋白水解酶，即组织蛋白酶7（2’/&)(8-.7，

27）基因表达：27除了有助于肿瘤细胞碱性纤维母细

胞生长因子（9:;:）的释放和刺激新生血管形成〔<〕外，

更为重要的是27作为蛋白水解酶，可降解细胞外基

质、基底膜的多种组织成分，从而促进恶性肿瘤的浸润

和转移。因此，27已作为多种恶性肿瘤预后判断的

独立指标〔=〕。（"）上调促进细胞凋亡的相关基因细胞

色素2的表达：近年发现细胞色素2与细胞凋亡密切

有关，能使凋亡蛋白家族中系列死亡蛋白酶（%’8(’8)）

激活，最终导致整个细胞结构破坏，凋亡小体产生，细

胞死亡〔>〕。（#）上调与免疫相关的基因胸腺素（原）?!"
的表达：胸腺素?!"主要功能是调节胸腺1淋巴细胞

分化，刺激@A?$和1B:分泌，是免疫细胞的分化标志

物。A+C1A等发现胸腺素?!"在胸腺癌低表达，甚至

无表达，他认为可将胸腺素?!"作为胸腺癌的病因病理

诊断的新参数〔!D〕。然而，2E’*4FG等在研究肿瘤转移

基因中发现胸腺素?!"与肿瘤转移密切相关〔!!〕，对这

种既参与机体免疫又促进肿瘤转移的因子，在肿瘤中

的不协调性如何评价，尚需进一步探索。（5）最为值得

注意的是乌三颗粒能显著上调,’H+*I*-.’*J(*+/)-.
（KLM）基因表达：目前KLM功能尚不清楚，A-.A等

研究发现肺癌组织中 KLM过低表达，甚至缺失表

达〔!$〕。7*+0’.-1G等研究发现KLM在肝癌早期阶段

就出现低表达，认为KLM可以作为肝癌负相关标记

物〔!6〕。似乎可以推测，KLM可能是一个抑癌基因，在

恶性肿瘤发生发展过程中处于失活状态。乌三颗粒通

过治疗小鼠A)C-8肺癌，能显著激活KLM基因表达，

这可能是该方药抗肿瘤中最引人注目的重要靶基因。
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