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实验研究

云南藤黄提取物对人结肠癌裸鼠皮下移植瘤的

抑制作用及其机制研究
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摘要　目的：探讨云南藤黄提取物抑制裸鼠大肠癌植性实体瘤的作用机制。方法：建立裸鼠人结肠癌皮下移植瘤模型，随
机分为：模型对照组、阳性对照组（５氟脲嘧啶）、云南藤黄提取物低、中、高剂量组。连续治疗２８ｄ，于末次给药后１２ｈ，剥
取肿瘤，称重，计算抑瘤率；并检测肿瘤细胞凋亡情况；免疫组化法检测肿瘤组织中ｃｙｃｌｉｎＥ１，ｃＭｅｔ和ｈｎＲＮＰＫ的表达。结
果：云南藤黄提取物低、中、高剂量对肿瘤的抑瘤率分别为１２５％、２０８３％和２９１７％，与空白对照组相比，差异有统计学
意义（Ｐ＜００１）。肿瘤细胞凋亡率增加，并且随着云南藤黄提取物浓度的增加而增加，具有剂量依赖性（Ｐ＜００５）。云南
藤黄提取物能明显降低肿瘤组织中ｃｙｃｌｉｎＥ１，ｃＭｅｔ和ｈｎＲＮＰＫ的表达，具有剂量依赖性（Ｐ＜００１）。结论：云南藤黄具有
较好的体内抗肿瘤作用，可能是通过降低ｃｙｃｌｉｎＥ１，ｃＭｅｔ和ｈｎＲＮＰＫ的表达，抑制肿瘤细胞在体内增殖。
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　　大肠癌是我国常见的恶性肿瘤之一，发病率和
病死率逐年上升［１２］。目前，大肠癌的治疗多以手术

治疗为主，但大多数患者发病时已属晚期，治疗及预

后不佳。中医药在防治大肠癌的复发转移及改善患

者生存质量方面具有较好的治疗优势［３４］，但临床治

疗效果个体差异较大，作用机制和作用靶点仍有待

进一步明确。我们前期研究表明云南藤黄及其提取

的单体成分具有对大肠癌抗凋亡作用［５］，但是云南

藤黄抗大肠癌的作用机制仍不明确。因此，我们建

立裸鼠人结肠癌皮下移植瘤耐药模型，采用云南藤

黄提取物进行治疗，观察其对裸鼠人结肠癌的治疗

效果，旨在探讨云南藤黄提取物体内抑制大肠癌的

作用机制，为其在临床应用提供实验依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株　人肠癌 ＳＷ６２０细胞购自上海细胞
研究所。

１１２　动物　Ｂａｂｌ／ｃ／ｎｕ代小鼠３０只，雄性，体质
量（１８±２）ｇ，ＳＰＦ级，购自中科院动物实验中心，合
格证编号：ＳＣＨＫ（新）２０１００００５。实验前在实验室
常规饲养１周。
１１３　药物　云南藤黄（Ｇａｒｃｉｎｉａｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）采集
于中国云南省，由中国科学院西双版纳热带植物园

王洪教授鉴定，样品保存在上海中医药大学创新中

药实验室。云南藤黄的果皮经剥离粉碎成粗粉，取

１００ｇ果皮粗粉，用５００ｍＬ９５％乙醇于室温浸泡２４
ｈ后，９０℃加热回流３次，第２次与第３次均为５００
ｍＬ，每次１ｈ。合并３次滤液，浓缩至浸膏。实验前
定量称取，紫外线照射灭菌，无菌蒸馏水溶解，４℃
冰箱保存备用。

１１４　试剂　５氟脲嘧啶（５ＦＵ）为上海旭东海普
药业有限公司生产（批号：２００７０８０２），抗体，四甲基
偶氮唑盐ＭＴＴ购自Ｓｉｇｍａ公司。
１２　方法
１２１　细胞培养　人肠癌ＳＷ６２０细胞于含１０％胎
牛血清的Ｌ１５培养液（含青霉素、链霉素各１００（Ｕ／
ｍＬ）中，３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度培养箱中常规培养。
每２～３ｄ传代１次，取对数生长期细胞用于实验。
１２２　模型制备与分组　取对数生长的人肠癌
ＳＷ６２０细胞，以５×１０６／只数量接种于小鼠腋下。７
～１０ｄ后形成肿瘤，生长旺盛期的瘤组织剪切成１
ｍｍ３左右，在无菌条件下，接种于小鼠右侧腋窝皮
下，如此传３代后，大批接种裸鼠腋下，待瘤体生长
约１００ｍｍ３随机分为５组。

１２３　给药方法　每组６只，分别为模型组，阳性
对照（５ＦＵ）组，云南藤黄提取物低、中、高剂量联合
５ＦＵ组。云南藤黄提取物低２５６ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、中
５１２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）、高１０２４ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量组分
别每只灌胃，５ＦＵ组尾静脉注射０５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）的
５ＦＵ，模型组每天注射等量的生理盐水，连续给药
２８ｄ后，每组中随机取６只荷瘤裸鼠以颈椎脱臼法
处死，剥离肿瘤组织，称重，测量肿瘤长、宽及质量。

计算抑瘤率：抑瘤率（％）＝（对照组平均瘤质量给
药组平均瘤质量）／对照组平均瘤质量×１００％。
１２４　检测指标与方法　免疫细胞化学法检测 Ｋｉ
６７蛋白的表达水平在 ＬＮＣａＰ。组织采用中性福尔
马林４℃过夜固定，进行常规的石蜡包埋并切片。
表面抗原修复后孵育一抗 ｈｎＲＮＰＫ，ｃｙｃｌｉｎＥ１和 ｃ
Ｍｅｔ（１∶５００）并在４℃过夜；室温放置１０ｍｉｎ，孵育二
抗３０ｍｉｎ后，与ＨＲＰ生物标志链反应；苏木素染色
５～２０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗２ｍｉｎ，盐酸乙醇分化１５ｓ后
蒸馏水冲洗泛蓝５ｍｉｎ；脱水后以中性树脂封片，晾
干，置于显微镜下拍照观察。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３０统计软件包处
理数据。各组数据采用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
两独立样本均数比较，采用 ＩｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＳａｍｐｌｅｓＴ
Ｔｅｓｔ，多样本均数比较采用单因素方差分析，均数间
两两比较采用 ＳＮＫｑ检验（ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ
法），求出组间差异。以 Ｐ＜００５为有统计学意义，
Ｐ＜００１为有显著统计学意义。
２　结果
２１　云南藤黄提取物对大肠癌 ＨＣＴ１１６细胞裸鼠
移植瘤生长情况的影响　给药前用游标卡尺测量给
药前各组小鼠肿瘤体积大小，各组之间差异无统计

学意义（Ｐ＞００５）。给药 １周各组瘤体差别不明
显，进食饮水如常，随给药时间延长，各组瘤体大小

逐渐出现差距，在用药２４ｄ开始，各组瘤体体积差
异有统计学意义。其中，阳性对照组和云南藤黄提

取物高剂量组的瘤体体积相比，有明显的缩小，差异

有统计学意义（Ｐ＜００１）。但是云南藤黄提取物各
剂量组对肿瘤的抑制作用不如阳性对照组。提示云

南藤黄提取物可以抑制裸鼠肠癌皮下移植瘤的生

长，且呈剂量依赖性。

２２　云南藤黄提取物对大肠癌裸鼠皮下移植瘤抑
制率的影响　依表１可见，云南藤黄提取物各个剂
量组和５ＦＵ组的皮下移植瘤质量均低于模型对照
组（Ｐ＜００５），５ＦＵ组的抑瘤率最高，云南藤黄提取
物剂量组随云南藤黄取物剂量的升高，抑瘤率逐渐
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升高，呈剂量依赖性。

图１　云南藤黄提取物对瘤体大小的影响

表１　云南藤黄提取物对各组大肠癌裸鼠皮下移植
瘤质量及抑瘤率的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 瘤质量（ｇ） 抑瘤率（％）

模型组 ０７２±０１３ －
云南藤黄提取物低剂量组 ０６３±００８ １２５
云南藤黄提取物中剂量组 ０５７±００９ ２０８３
云南藤黄提取物高剂量组 ０５１±０１０ ２９１７
阳性对照组（５ＦＵ） ０３２±００７ ５５５６

　　注：与模型组比较Ｐ＜００５Ｐ＜００１。

２３　云南藤黄提取物对大肠癌裸鼠移植瘤组织中
细胞凋亡的影响　ＴＵＮＥＬ检测显示：与模型组相
比，阳性对照组中肠癌组织细胞凋亡率最高（Ｐ＜
００１）；云南藤黄提取物剂量组肿瘤组织中肠癌组织
细胞凋亡率明显高于模型组（Ｐ＜００５）。见图２、图
３。图２结果显示，云南藤黄提取物治疗的裸鼠，其
肿瘤内凋亡的细胞明显增加（Ｐ＜００１）；云南藤黄
提取物低、中、高剂量组与阳性对照组（５ＦＵ）相比
凋亡细胞均明显减少，且具有剂量依赖性，云南藤黄

提取物低剂量组与高剂量组相比，差异有统计学意

义（Ｐ＜００５）。

图２　各组裸鼠肿瘤细胞凋亡率的影响（×２００）

图３　云南藤黄提取物对各组大肠癌裸鼠
　　皮下移植瘤细胞凋亡率的影响

２４　云南藤黄提取物对裸鼠移植瘤组织细胞内 ｃｙ
ｃｌｉｎＥ１，ｃＭｅｔ和ｈｎＲＮＰＫ的影响　治疗后，模型对照
组肿瘤组织中 ｃｙｃｌｉｎＥ１，ｃＭｅｔ和 ｈｎＲＮＰＫ的表达阳
性率均高于治疗组（Ｐ＜００５），阳性对照组中ｈｎＲＮ
ＰＫ，ｃｙｃｌｉｎＥ１和ｃＭｅｔ的表达与模型对照组无统计学
意义，提示５ＦＵ对大肠癌 ＳＷ６２０裸鼠皮下移植瘤
的抑制作用可能与ｈｎＲＮＰＫ，ｃｙｃｌｉｎＥ１和ｃＭｅｔ无关。
但是与对照组相比，云南藤黄提取物各剂量组的

ｈｎＲＮＰＫ，ｃｙｃｌｉｎＥ１和 ｃＭｅｔ的表达明显低于模型对
照组，且成剂量依赖性（Ｐ＜００５），提示云南藤黄提
取物能够降低大肠癌 ＳＷ６２０裸鼠皮下移植瘤组织
内ｃｙｃｌｉｎＥ１，ｃＭｅｔ和ｈｎＲＮＰＫ的表达。结果见图４、
表２、表３、表４。

图４　免疫细胞化学法检测ｃｙｃｌｉｎＥ１，ｃＭｅｔ
　　和ｈｎＲＮＰＫ蛋白的表达水平（２００×）

３　讨论
目前，在多种肿瘤中均可发现细胞周期素 Ｅ

（ＣｙｃｌｉｎＥ）的基因扩增和蛋白表达失调，ＣｙｃｌｉｎＥ的
异常表达可促进肿瘤的发展，该基因已经被证实是

一种癌基因［６］。有报道称，ＣｙｃｌｉｎＥ的过度表达与大
肠癌的恶性程度和预后密切相关［７］；抑制ＣｙｃｌｉｎＥ的
表达可以通过抑制细胞周期在 Ｇ１Ｓ期限制点的转
化，阻滞细胞周期，控制肿瘤发生发展［８］。

原癌基因ｃＭｅｔ属于具有酪氨酸激酶活性的生
长因子受体类，编码肝细胞生长因子（Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）受体，它参与细胞信息传导、细
胞骨架重排的调控，是细胞增殖、分化和运动的重要

因素［９，１０］。目前研究表明，ｃＭｅｔ基因在大肠癌组织
中的表达明显高于大肠腺瘤组织和正常大肠黏膜组

织，且与肿瘤的浸润深度、Ｄｕｋｅｓ分期、淋巴转移及
远处转移密切相关，提示 ｃＭｅｔ的过度表达在大肠
腺瘤发展至大肠腺癌的过程中可能发挥一定作

用［１１］。
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表２　ｃｙｃｌｉｎＥ１蛋白在各组大肠癌裸鼠皮下移植瘤阳性表达情况［ｎ（％）］

组别 例数（只） 阳性率（＋＋＋）％ 阳性率（＋＋）％ 阳性率（＋）％ 阴性率（－）％

模型组 ６ １００ ０ ０ ０
云南藤黄提取物低剂量组 ６ １６６７ １６６７ ３３３３ ３３３３

云南藤黄提取物中剂量组 ６ ０ １６６７ ３３３３ ５０

云南藤黄提取物高剂量组 ６ ０ １６６７ １６６７ ６６６７

阳性对照组（５ＦＵ） ６ ６６６７ ３３３３ ０ ０

　　注：与模型组和阳性对照组比较Ｐ＜００１。

表３　ｃＭｅｔ蛋白在各组大肠癌裸鼠皮下移植瘤阳性表达情况［ｎ（％）］

组别 例数（只） 阳性率（＋＋＋）％ 阳性率（＋＋）％ 阳性率（＋）％ 阴性率（－）％

模型组 ６ ６６６７ ３３３３ ０ ０
云南藤黄提取物低剂量组 ６ ０ ３３３３ １６６７ ５０

云南藤黄提取物中剂量组 ６ ０１６６７ １６６７ １６６７ ５０

云南藤黄提取物高剂量组 ６ ０ １６６７ １６６７ ６６６７

阳性对照组（５ＦＵ） ６ ３３３３ ６６６７ １６６７ ０

　　注：与模型组和阳性对照组比较Ｐ＜００１。

表４　ｈｎＲＮＰＫ蛋白在各组大肠癌裸鼠皮下移植瘤阳性表达情况［ｎ（％）］

组别 例数（只） 阳性率（＋＋＋）％ 阳性率（＋＋）％ 阳性率（＋）％ 阴性率（－）％

模型组 ６ １００ ０ ０ ０
云南藤黄提取物低剂量组 ６ １６６７ １６６７ ３３３３ ３３３３

云南藤黄提取物中剂量组 ６ ０ １６６７ ３３３３ ５０

云南藤黄提取物高剂量组 ６ ０ １６６７ １６６７ ６６６７

阳性对照组（５ＦＵ） ６ ５０ ３３３３ ０ ０

　　注：与模型组和阳性对照组比较Ｐ＜００１。

　　ｈｎＲＮＰｓ是存在于细胞核中，由３０多个蛋白质
小分子组成的一种ＲＮＡ结合蛋白族［１２］。在调节转

录、前体 ｍＲＮＡ剪切、ｍＲＮＡ输出和降解等方面起
着重要的作用［１３］。ｈｎＲＮＰＫ是该家族中的一员，与
多种癌基因及生长因子有密切的关系［１４］。课题组

前期研究发现：从中国藤黄属植物怒江藤黄（Ｇａｒ
ｃｉｎｉａｎｕｊｉａｎｇｅｎｓｉｓＣＹＷｕｅｔＹＨＬｉ）中分离的化合
物ＮｕｊｉａｎｇｅｘａｎｔｈｏｎｅＡ（ＮＪＸＡ）通过下调宫颈癌细胞
ＨｅＬａ中 ｈｎＲＮＰＫ和 ＣｙｃｌｉｎＥ的表达，从而抑制肿瘤
细胞的合成、死亡以及细胞周期的改变［１５］。云南藤

黄为其同属植物，且已证实云南藤黄及其提取的单

体成分具有对大肠癌抗凋亡作用［５］，其单体成分

ＯｂｌｏｎｇｉｆｏｌｉｎＣ对ｃＭｅｔ蛋白激酶具有较好的抑制活
性［１６］，但对大肠癌体内的研究目前尚未开展，因此

本实验旨在探索云南藤黄对大肠癌裸鼠实体瘤的抑

制效果以及具体的作用机制。

云南藤黄（ＧａｒｃｉｎｉａｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓＨｕ）为中国藤黄
属植物，又名小姑娘果，是我国特有种，分布于云南

省西南部，生于海拔１３００～１６００ｍ丘陵、坡地的杂
木林中。其果实成熟后味酸甜，当地民族喜食

用［１７］。现代研究表明，云南藤黄所含化合物具有抗

肿瘤和抗炎活性［１８１９］。近年来，本课题组对云南藤

黄进行了系统的抗肿瘤活性成分研究，提取并发现

了多个具有显著抗肿瘤活性的化合物。体外实验表

明，云南藤黄中的有效成分对多种肿瘤细胞具有抗

癌活性，包括人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２细胞）、人结肠癌
细胞株（ＨＣＴ１１６细胞）、人乳腺癌细胞株（ＭＣＦ７）
以及小鼠胚胎成纤维细胞（ＭＥＦ）［２０２７］。本研究旨
在建立大肠癌裸鼠皮下移植瘤动物模型的基础上，

探讨云南藤黄对大肠癌的抑制效果及其作用机制。

本实验结果显示，模型对照组与治疗组在裸鼠

体重、生活质量方面无明显差异。治疗前３周，模型
对照组与云南藤黄各剂量组瘤体大小差异不明显，

无统计学意义。进入第４周后，随给药时间延长，各
组瘤体大小逐渐出现差距，在用药２８ｄ时，云南藤
黄各组呈现剂量依赖性的抑制肿瘤的生长（Ｐ＜
００１）。该结果与课题组前期的体外实验结果一
致，说明云南藤黄能够抑制人大肠癌肿瘤细胞的生

长。ＴＵＮＥＬ结果显示，云南藤黄对裸鼠肿瘤细胞的
凋亡也具有抑制作用，且成剂量依赖性。此外，本研

究结果还显示，大肠癌ＳＷ６２０裸鼠皮下移植瘤组织
内ｃｙｃｌｉｎＥ１，ｃＭｅｔ和 ｈｎＲＮＰＫ的表达较高，给予云
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南藤黄治疗后，其表达明显下降（Ｐ＜００１）。提示
云南藤黄抑制大肠癌的生长可能与调节ｃｙｃｌｉｎＥ１，ｃ
Ｍｅｔ和ｈｎＲＮＰＫ三者相关。说明云南藤黄可能是通
过下降ｃｙｃｌｉｎＥ１，ｃＭｅｔ和 ｈｎＲＮＰＫ等蛋白的表达抑
制大肠癌的生长。

综上所述，本研究在前期证实云南藤黄及其有

效成分具有抗肿瘤的基础上，发现云南藤黄提取物

可以抑制人肠癌皮下移植瘤的生长，增加肿瘤抑制

率，诱导肿瘤细胞凋亡。并且，以剂量依赖的方式降

低ｃｙｃｌｉｎＥ１，ｃＭｅｔ和 ｈｎＲＮＰＫ蛋白的表达。因此，
明确云南藤黄在人肠癌中的作用及具体机制，将是

我们今后需要深入研究的方向，鉴于其来源于植物，

在当地具有可食用、不良反应小的临床使用价值。

后期研究云南藤黄抗肿瘤活性的靶向性将是我们进

一步需要深入探讨的课题。
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