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摘要　目的：探讨臭牡丹总黄酮对Ｌｅｗｉｓ肺癌小鼠的抑瘤作用及其与ｐ５３、ｂｃｌ２、ｂａｘ基因表达的相关性。方法：取近交系
雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠５０只，造模，将造模成功的Ｌｅｗｉｓ肺癌小鼠４０只随机分成模型组，顺铂组，臭牡丹总黄酮高、低剂量组；
另取１０只无瘤小鼠作为空白对照组。腹腔注射给药，模型组给予生理盐水００１ｍＬ／ｇ，连续１４ｄ；顺铂组给予顺铂０４
ｍｇ／ｋｇ连续５ｄ；臭牡丹高、低剂量组分别予臭牡丹总黄酮提取物０６ｇ／ｋｇ、０３ｇ／（ｋｇ·ｄ），连续１４ｄ。给药结束后次日处
死小鼠，称取瘤重，计算肿瘤抑制率，采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测 ｐ５３、ｂｃｌ２及 ｂａｘｍＲＮＡ的表达水平。结果：１）对瘤重影
响：４组瘤重结果如下（珋ｘ±ｓ）：模型组（４７０＋１２９）ｇ、顺铂组（２２４＋０６８）ｇ、总黄酮高剂量组（３２６±１０６）ｇ、总黄酮低
剂量组（３９９±１３１）ｇ；其中顺铂组、总黄酮高剂量组瘤重低于模型组（Ｐ＜００５），并且该２组瘤重无统计学意义（Ｐ＞
００５）。２）肿瘤抑制率：顺铂组：５３４％；臭牡丹总黄酮高剂量组：３０６％，臭牡丹总黄酮低剂量组：１５１％。３）对基因表达
影响：臭牡丹总黄酮高、低剂量组皆能上调ｐ５３和ｂａｘｍＲＮＡ表达（高剂量组Ｐ＜００１，低剂量组Ｐ＜００５）；顺铂组能下调
ｂｃｌ２（Ｐ＜００５）及上调ｂａｘｍＲＮＡ表达（Ｐ＜００１）。结论：臭牡丹总黄酮能够改善 Ｌｅｗｉｓ肺癌小鼠生存状况，能有效抑制
肿瘤生长；并且其抑制肿瘤生长的分子机制可能与上调ｐ５３和ｂａｘｍＲＮＡ的表达以诱导肿瘤细胞凋亡有关。
关键词　臭牡丹；黄酮；Ｌｅｗｉｓ肺癌；ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ
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　　臭牡丹（ＣｌｅｒｏｄｅｎｄｒｕｍＢｕｎｇｅｉＳｔｅｕｄ）性平，味
辛、苦，功能祛风除湿、解毒散瘀［１］。作为治疗肿瘤

的常用中药，临床多年来广泛用于多种肿瘤尤其是

肺部肿瘤的治疗，取得了较好的临床疗效［２～５］，为

·６４９· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊｕｎｅ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．６



此，笔者采用动物实验对其总黄酮提取物抗实体瘤

作用进行了初步研究，结果报道如下。

１　材料
１１　细胞株及动物　Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞株；近交系
Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠６０只，体重（１８±２）ｇ，４周周龄。
１２　主要试剂及药物　ＴＲＩＺＯＬ试剂：Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭｉｘ：ＴＯＹＯＢＯ；ＤＥＰＣ：Ａｍｒｅｓｃｏ；反
转录试剂盒：美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ公司；三氯甲烷：上海
化学试剂公司；异丙醇：上海化学试剂公司；无水乙

醇：上海化学试剂公司；顺铂：规格：１０ｍｇ，山东齐鲁
制药，批 文 号：国 药 准 字 Ｈ２００２３４６０，批 号：
１１１０３８１ＤＢ。

臭牡丹总黄酮：由湖南省中医药研究院附属医

院中药房提供臭牡丹生药，经湖南省中医药研究院

中药研究所提取，总黄酮含量６５％，１ｇ相当于生药
３０ｇ，批号：２０１３０７２０。
２　实验方法
２１　Ｌｅｗｉｓ肺癌模型建立　将细胞浓度已调整至１
×１０７／ｍＬ的Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞悬液摇匀，接种至５只
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠右侧腋下皮下，每只０２ｍＬ。１４ｄ待
肿瘤充分生长后（约 ２５ｃｍ×２５ｃｍ大小）处死小
鼠，在超净工作台上完整剥离右侧腋下瘤体，放置于

培养皿内，用无菌生理盐水冲洗２遍后用 ＰＢＳ液冲
洗２遍，取生长较好的鱼肉样组织约４ｇ，放入２００
目过滤筛中，加少量 ＰＢＳ液，充分研磨３遍，将细胞
悬液浓度调整至１×１０７／ｍＬ，使用台盼蓝染色观察，
用细胞计数板记录活细胞数量（活细胞数量须大于

９５％），并迅速接种至５０只 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠右侧腋下
皮下，每只０２ｍＬ，造模过程要求在１ｈ之内完成。
２２　分组及给药　接种肿瘤７ｄ后，观察并选择接
种肿瘤成功小鼠４０只，随机分为模型组，顺铂阳性
对照组，臭牡丹高剂量组和臭牡丹低剂量组４组，每
组１０只，另取正常小鼠１０只作为空白对照组。分
组后开始腹腔注射给药，给药剂量根据人体表面积

折合法计算。模型组：生理盐水００１ｍＬ／ｇ，连续１４
ｄ；顺铂组：顺铂０４ｍｇ／ｋｇ连续５ｄ；臭牡丹高剂量
组：总黄酮提取物０６ｇ／ｋｇ（相当于成人１日口服量
３０ｇ臭牡丹生药的５倍剂量，用生理盐水稀释），连
续１４ｄ；臭牡丹低剂量组：总黄酮提取物 ０６ｇ／ｋｇ
（相当于成人１日口服剂量３０ｇ臭牡丹生药的２倍
剂量，用生理盐水稀释），连续１４ｄ。
２３　观察指标与检测
２３１　肿瘤抑制率　给药完毕２４ｈ后处死小鼠，
在无菌操作下，完整剥离肿瘤瘤体，称取瘤重，肿瘤

生长抑制率（ＩＲ）＝（１－实验组平均瘤重／对照组平
均瘤重）×１００％。
２３２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测肿瘤 ｂｃｌ２、ｂａｘ和 ｐ５３
ｍＲＮＡ的表达　ＲＮＡ提取：取生长良好的肿瘤组织
１００ｍｇ入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ试剂，将组织置于冰上充分匀
浆，细胞用移液枪轻轻吹打；将匀浆组织标本加入

ＥＰ管中，剧烈震荡３０ｓ，静置５ｍｉｎ；加入０２ｍＬ氯
仿，充分混匀，室温静置５ｍｉｎ；离心：４℃，１２０００ｒ／
ｍｉｎ，１５ｍｉｎ；吸去上清液，转入新的 １５ｍＬＥＰ管
中，加入０５ｍＬ异丙醇，混匀，放置于４℃冰箱１０
ｍｉｎ；离心：４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ；去上清液，留
取沉淀，加入１ｍＬ７５％乙醇（预冷），震荡洗涤ＲＮＡ
沉淀；离心：７５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ；尽量吸去上清液，空
气干燥１０ｍｉｎ；加入２０μＬ的ＤＥＰＣ水溶解。

检测ＲＮＡ的完整性：１５％琼脂糖电泳：将琼脂
糖０４５ｇ＋０５×ＴＢＥ３０ｍＬ，用微波炉中火沸腾２
次，防止挥发，融化的琼脂糖常温冷却至６０℃时加
入１０ｍｇ／ｍＬ溴化乙锭（ＥＢ）１５μＬ（含量为 ０５
μｇ／ｍＬ），充分混匀，将温热的凝胶倒入已置好梳子
的胶膜中，在室温下放置３０～４５ｍｉｎ；电泳槽中加入
足量的０５×ＴＢＥ，垂直拔除梳子，琼脂糖凝胶放入
电泳槽中，液面浸过胶 １～２ｍｍ，点样，取 ３μＬ
ＲＮＡ，１μＬ６×溴酚蓝 ｂｕｆｆｅｒ在透明胶上混匀点样，
开启电源，电压为１００Ｖ，电泳时间１５ｍｉｎ，后置于凝
胶图像成像分析仪下扫描，若可见２８ｓ，１８ｓ条带，
表示ＲＮＡ完整。

消化ＲＮＡ中的 ＤＮＡ：总体积 １００μＬ（ＲＮＡ１７
μＬ、ＤＮａｓｅ３μＬ、Ｒｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ３μＬ、１０×ＰＣＲＢｕｆｆ
ｅｒ１０μＬ、２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２３３μＬ），步骤如下：３７℃
水浴１ｈ；加等体积苯酚５０μＬ和氯仿５０μＬ抽提一
次；４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ；取上清液，置于
小ＥＰ管中，加 ２００μＬ异丙醇，充分混匀，放置 １０
ｍｉｎ；４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ；弃上清液，加
７５％乙醇０５ｍＬ，充分溶解；４℃，７５００ｒ／ｍｉｎ，离心
５ｍｉｎ，弃乙醇，室温干燥１０ｍｉｎ，加入２０μＬＤＥＰＣ
水，冰上放置３０ｍｉｎ，－２０℃保存。

逆转录反应（ｃＤＮＡ合成）：将 １μＬＯｌｉｇｏｄＴ
（０５μｇ／μＬ）和５０μｇＴｏｔａｌＲＮＡ加入到ＰＣＲ小管
中，补充 ＤＥＰＣ处理水至１２μＬ；混匀后离心，６５℃
温浴５ｍｉｎ，立即置于冰上；比例设置：５×Ｒｅａｃｔｉｏｎ
Ｂｕｆｆｅｒ１μＬ、ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ１μＬ、Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ１μＬ、１０
ｍＭｄＮＴＰｓ１０μＬ、ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ７μＬ、Ｔｏｔａｌ
ｖｏｌｕｍｅ２０μＬ（在４２℃反应１ｈ，后在７０℃水浴锅中
水浴１０ｍｉｎ使 ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ失活）混匀，短
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暂离心；ｃＤＮＡ置于－２０℃保存备用。
ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ扩增：引物合成与设计：参照

ＧｅｎＢａｎｋ上的 ｂａｘ、ｂｃｌ２、ｐ５３及 ＧＡＰＨＤ基因序列，
使用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０软件设计ＰＣＲ扩增引物，并
在ＧｅｎＢａｎｋ上进行 ＢＬＡＳＴ比对检测其特异性。如
表１。

表１　引物设计表

名称 引物设计 片段长度

ｐ５３ Ｓｅｎｓｅ５′ＧＣＡＣＡＴＧＡＣＧＧＡＧＧＴＣＧＴＧＡＧＡ３′ ２６０ｂｐ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＧＧＴＡＡＧＧＡＴＡＧＧＴＣＧＧＣＧＧＴＴＣ３′

ｂｃｌ２ Ｓｅｎｓｅ５′ＴＣＧＣＴＡＣＣＧＴＣＧＴＧＡＣＴＴＣＧＣ３′ ２７３ｂｐ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＧＣＡＴＣＣＣＡＧＣＣＴＣＣＧＴＴＡＴＣＣ３′

ｂａｘ Ｓｅｎｓｅ５′ＣＣＡＧＧＡＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡ３′ １９７ｂｐ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＣＡＡＡＧＴＡＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＡＣＣＡＣ３′

ＧＡＰＤＨＳｅｎｓｅ５′ＣＣＴＣＡＡＣＣＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧ３′ ２３３ｂｐ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧ３′

　　反应体系：ｃＤＮＡ１μＬ、Ｓｅｎｓｅ１μＬ、Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ１
μＬ、２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭｉｘ１０μＬ、Ｈ２Ｏ７μＬ、Ｔｏ
ｔａｌ２０μＬ。

反应条件：９５℃，３ｍｉｎ一个循环，（９５℃ １５ｓ，
６２℃（ｐ５３）、６０℃（ｂｃｌ２）、５６℃（ｂａｘ）３０ｓ，ＰＣＲ仪
采集荧光信号）４０个循环。

数据分析：采用２△△Ｃｔ法对 ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ结果
进行数据分析：△Ｃｔ＝Ｃｔ目的基因Ｃｔ内参基因；△△Ｃｔ
＝△Ｃｔ给药组△Ｃｔ对照组；差别倍数 ＝２

△△Ｃｔ，其中模型

组的数值均为１；２△△Ｃｔ数值若大于１则说明该目的
基因较模型组上调，若小于１则说明该目的基因较
模型组下调。

２４　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ１７０统计软件对数
据进行统计分析，计量资料用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，组间比较若方差齐则用单因素方差分析，方差

不齐则用秩和检验。

３　结果
３１　臭牡丹总黄酮对 Ｌｅｗｉｓ肺癌实体瘤小鼠肿瘤
生长抑制作用　顺铂组、臭牡丹总黄酮高剂量组瘤
体重量均低于模型组（Ｐ＜００５），其中顺铂组较模
型组瘤重差异最为明显（Ｐ＜００１）；臭牡丹低剂量
瘤重较模型组稍低，但Ｐ＞００５；多重比较中臭牡丹
总黄酮高剂量瘤重组较顺铂组无统计学意义（Ｐ＝
０２５９），提示两药抑制肿瘤效果近似，臭牡丹总黄酮
对Ｌｅｗｉｓ肺癌移植瘤具有明显抑制作用，其中高剂
量组抑瘤率为３０６％。见表２。
３２　臭牡丹总黄酮对 Ｌｅｗｉｓ肺癌小鼠 ｐ５３、ｂｃｌ２和
ｂａｘｍＲＮＡ表达的影响　如表３所示，相较模型组，
臭牡丹总黄酮高剂量组 ｐ５３、ｂａｘｍＲＮＡ的表达水平

显著上调，并且低剂量组 ｐ５３、ｂａｘｍＲＮＡ的表达水
平明显上调，而这２组的ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平有下
调趋势，但Ｐ＞００５；顺铂组 ｂａｘｍＲＮＡ的表达水平
显著下调，ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平也明显下调，但ｐ５３
ｍＲＮＡ的表达水平下调趋势不明显。

表２　各组Ｌｅｗｉｓ肺癌实体瘤小鼠瘤重及肿瘤抑制率（珋ｘ±ｓ）

组别 动物数（ｎ） 瘤重（ｇ） 抑瘤率（％）

模型组 ８ ４７０±１２９
顺铂组 ８ ２２４±０６８ ５３４％

总黄酮高剂量组 ９ ３２６±１０６ ３０６％
总黄酮低剂量组 ８ ３９９±１３１ １５１％

　　注：与模型组相比：Ｐ＜００１，Ｐ＜００５。

表３　各组Ｌｅｗｉｓ肺癌小鼠ｐ５３、ｂｃｌ２、ｂａｘｍＲＮＡ含量（珋ｘ±ｓ）

组别 ｐ５３２△△Ｃｔ ｂｃｌ２２△△Ｃｔ ｂａｘ２△△Ｃｔ

模型组 １ １ １
顺铂组 １０９４±０１６ ０６５７±０１９ １５１３±０２２

总黄酮高剂量组２３６３±０３３０８３５±０１２ ２３１５±０１７

总黄酮低剂量组１５５６±０３５ ０９７２±０１１ １３９８±０２５

　　注：与模型组相比Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

４　讨论
原发性支气管肺癌（肺癌），是目前恶性肿瘤肿

瘤死亡的主要原因。其中，非小细胞肺癌占肺癌总

人数的７５％ ～８０％。２０１０年美国的肺癌新发病例
估计有２２２５００例，因肺癌死亡的有１５７３００例［６］。

中医药治疗是目前中晚期非小细胞肺癌患者的主要

方法之一。与化疗相比，中医药治疗对实体瘤的疗

效不及化疗，但在症状改善和中位生存期方面较化

疗有明显优势［７］。

细胞凋亡是一种细胞内在的程序性自杀机制，

导致细胞可控制的崩解为凋亡小体，后被周围细胞

和吞噬细胞识别并且吞噬。细胞凋亡失调、细胞凋

亡机制出现异常，则细胞无限增殖化而无法坏死凋

亡，导致肿瘤的形成。并且放化疗及生物治疗等亦

能通过诱导细胞凋亡以达到治疗肿瘤的目的［８］。细

胞凋亡相关基因包括：Ｆａｓ受体与 Ｆａｓ配体、Ｃａｓｐａｓｅ
家族、Ａｐａｆ１、ｂｃｌ２家族、ｐ５３等。ｂｃｌ２基因是１９８５
年Ｔｓｕｊｉｍｏｔｏ等从大多数滤泡型非霍奇金 Ｂ淋巴细
胞瘤中发现的原癌基因，１９８８年 Ｖａｕｘ证实 ｂｃｌ２基
因高表达可明显维持细胞存活，而不影响细胞增殖。

其高表达会抑制放、化疗诱导的凋亡；抑制其表达则

可能增加放、化疗敏感性［９１０］。ｂａｘ基因是１９９３年
Ｏｌｔｖａｉ等从表达 ｂｃｌ２的人 Ｂ细胞系 ＲＬＴ中分离出
的蛋白质分子，有研究表明［１１１２］ｂａｘ基因表达下调
或缺失可导致肿瘤发生，并与肿瘤放化疗疗效不好

相关。ｐ５３基因是定位于 １７号染色体短臂
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（１７ｐ１３１），编码分子量５３ｋｄ的和磷酸蛋白。在正
常情况下，细胞中 ｐ５３的含量很低，在 ＤＮＡ损伤或
其他条件的刺激下，细胞中的 ｐ５３含量会增加。当
ｐ５３发生突变后，则丧失抑癌功能，转为促进细胞恶
变的癌基因。现明确ｐ５３是细胞生长周期中的负调
控因子，与细胞周期的调控、ＤＮＡ修复、细胞分化、
细胞凋亡等重要的生物学功能有关，在抑制癌细胞

生长过程中有重要作用［１３］。ｐ５３为 ｂｃｌ２和 ｂａｘ的
上游调控基因，可与ｂｃｌ２、Ｂａｘ共同作用完成对细胞
凋亡的调控，野生型ｐ５３可下调ｂｃｌ２和上调 ｂａｘ基
因的表达，从而调控细胞凋亡［１４］。

中医认为，肺癌的病因主要有外邪侵淫、邪毒壅

滞、正气虚弱、脏腑失调、痰湿内结、瘀毒内蕴等。痰

瘀邪毒内结，气阴耗伤，肺失宣降为其主要病机。故

临床多以化瘀祛痰，解毒散结，益气养阴为治疗原

则。欧阳
!

研究员［１５］通过长期临床经验和科研实

践，所订制以“解毒抗癌”为主的通用方中，用于肺

癌之清肺解毒方即重用臭牡丹以清热解毒抗癌。潘

敏求教授治疗肺癌常用之肺复方中重用臭牡丹，与

白花蛇舌草相配伍清热解毒、散瘀止痛，以抗癌，并

获得了很好的临床疗效［１６］。有研究［１７１８］对欧阳
!

经验方“保肺饮”（重用臭牡丹为君药）进行体内外

的抗肿瘤实验观察中，发现该方剂对新鲜肺鳞癌、恶

性淋巴瘤组织细胞具有明显抑制作用；在体内实验

中，发现该方可以明显减轻三甲基胆蒽诱生大鼠肺

癌模型的癌性病变程度、炎症并发及体重下降。

本实验结果说明，臭牡丹总黄酮能够抑制 Ｌｅｗｉｓ
肺癌小鼠实体瘤生长，改善实验动物生存状态，可能

是臭牡丹抗肿瘤有效部位之一。其机制可能与上调

促细胞凋亡基因ｐ５３和 ｂａｘｍＲＮＡ的表达有关。该
结果为臭牡丹作为临床应用提供了一定实验实依

据。
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