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新加良附方抑制人胃癌细胞增殖的分子机制
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摘要　目的：探讨新加良附方及其主要成分薯蓣皂苷药物血清对人胃癌细胞 ＢＧＣ８２３的增殖抑制作用及可能的作用机
制。方法：制备新加良附方及薯蓣皂苷药物血清，并作用于胃癌细胞株ＢＧＣ８２３，使用ＭＴＳ方法检测细胞增殖抑制率；采
取实时ＰＣＲ方法观察新加良附方及薯蓣皂苷药物血清对人胃癌细胞ＢＧＣ８２３中ｃａｓｐａｓｅ３及ｐ５３表达的影响；采取实时
ＰＣＲ方法检测胃癌细胞中ｍｉＲ３４ａ表达水平。结果：新加良附方药物血清及薯蓣皂苷药物血清对胃癌细胞ＢＧＣ８２３有明
显的增殖抑制作用，并且其作用与时间正相关。新加良附方对胃癌细胞的增殖抑制作用在４８ｈ、７２ｈ高于其主要成分薯
蓣皂苷；人胃癌ＢＧＣ８２３细胞中ｃａｓｐａｓｅ３的表达明显低于其在正常胃黏膜上皮细胞ＧＥＳ１中的水平，ｐ５３基因表达水平
高于正常ＧＥＳ１细胞中的ｐ５３表达水平。新加良附方药物血清及薯蓣皂苷药物血清作用于ＢＧＣ８２３细胞后其 ｃａｓｐａｓｅ３
表达水平均明显上升，且随着时间增加其表达量升高；ｐ５３基因表达水平下降，并且与时间负相关。新加良附方与其主要
成分薯蓣皂苷相比较，两者对ｃａｓｐａｓｅ３、ｐ５３的调控作用无明显差异；胃癌细胞中ｍｉＲ３４ａ表达水平高于正常胃黏膜上皮
细胞ＧＥＳ１。结论：新加良附方及其主要成分薯蓣皂苷可以显著抑制胃癌 ＢＧＣ８２３细胞的生长，新加良附方对胃癌细胞
的抑制作用高于其主要成分薯蓣皂苷。新加良附方及薯蓣皂苷抑制胃癌细胞增殖作用可能与增加凋亡相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ
３表达，抑制突变型ｐ５３表达相关。ｍｉＲ３４ａ可能发挥癌基因的作用，应明确其作用并进行下一步研究。
关键词　新加良附方；胃癌；ｃａｓｐａｓｅ３；ｐ５３；ｍｉＲ３４ａ
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　　我国是一个胃癌大国，多数患者就诊时已属中
晚期，丧失手术根治可能。化疗是中晚期胃癌主要

的治疗措施，但疗效不容乐观，且伴有显著的治疗相

关毒性。中医药在胃癌治疗中扮演着重要角色，可

以改善患者生命质量、控制临床症状、提高缓解率、

减低治疗相关并发症、延长生存时间等，让患者从治

疗中受益，具有多角度多靶点的综合疗效优势。课

题组前期对１６７例进展期胃癌研究分析显示脾胃虚
寒、气滞血瘀型是本病最基本的证型，因此陈信义教

授结合研究发现及长期临床实践经验提出胃癌发病

的关键病机是为“脾阳不振、聚湿生痰”，进而导致

寒痰凝滞胃脘、阻滞气机，气机不畅，气滞血瘀，终至

形成积聚瘕，并确立胃癌的基本治疗法则“温中散

寒、行气活血”，在经典名方良附丸基础上加穿山龙

组成“新加良附方”（高良姜：香附：穿山龙为１∶１∶２）
用于治疗胃癌［１２］。

前期研究发现新加良附方的抑瘤作用可能与其

调节ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ａｋｔ、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｆａｓ／ＦａｓＬ等表达
有关［３９］，但是关于 ｃａｓｐａｓｅ３上游基因在胃癌细胞
中的表达情况及与新加良附方、主要成分薯蓣皂苷

的关系并未涉及，作用机制和靶点尚未明确。因此

为进一步明确新加良附方抗胃癌的效应机制，我们

将从凋亡入手进一步研究其对 ｃａｓｐａｓｅ３、ｐ５３及与
ｍｉＲ３４ａ相关的通路的影响，探讨可能的机制，为临
床治疗胃癌提供依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物与细胞　６周龄 ＳＤ雄性大鼠１０只，体
重（３００±２０）ｇ，购自中国医学科学院肿瘤医院实验
动物中心。实验前动物于国家药物安全评价中心

ＳＰＦ级别实验室适应１周，饲养条件为（２２±３）℃，
光暗周期１２ｈ／１２ｈ，自由摄食饮水。人胃癌细胞株
ＢＧＣ８２３及人胃黏膜上皮细胞株ＧＥＳ１细胞购自中
国医学科学院肿瘤医院肿瘤细胞库。

１１２　药物　新加良附方由北京中医药大学东直
门医院制剂室提供，实验用药采用同一批号药物，薯

蓣皂苷购于成都普菲德生物技术有限公司（２０ｍｇ／
支，批号：１５１１０６）。
１１３　试剂与仪器　ＲＰＭＩ１６４０、ＤＭＥＭ培养基购
自ＨｙＣｌｏｎｅ公司，胎牛血清购自天津康源公司，胰蛋
白酶、Ｔｒｉｚｏｌ购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＭＴＳ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司，氯仿、异丙醇、无水乙醇购自北京化工厂，

ＤＥＰＣ水购自 ＧｅｎＳｔａｒ公司，ｍｉＲ３４ａ茎环引物及
ｐ５３、ｃａｓｐａｓｅ３、βａｃｔｉｎ、ｍｉＲ３４ａ、Ｕ６的实时 ＰＣＲ引

物购自北京擎科新业公司，ＯｌｉｇｏＤＴ、ＡＭＶＢｕｆｆｅｒ、
５×ＡＭＶＢｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰ、ＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑ购自大连宝生物工程公司。
１２　方法
１２１　分组　将１０只６周龄 ＳＤ雄性大鼠随机分
为新加良附方组（新加良附方颗粒剂）、薯蓣皂苷

组，每组５只。
１２２　给药方法　参考前期实验结果，新加良附方
组大鼠以新加良附方每天５ｇ／（ｋｇ鼠重）灌胃，薯蓣
皂苷组以薯蓣皂苷每天 ０４５ｇ／９ｋｇ鼠重）灌胃，
１次／ｄ，连续５ｄ。
１２３　检测指标与方法　１）药物血清的制备：
１０只６周龄ＳＤ雄性大鼠于末次给药次日无菌条件
下腹主动脉取血，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ、４℃离心
分离血清，５６℃灭活３０ｍｉｎ，用０２２μｍ针头滤器
灭菌后分装，置于 －２０℃冰箱保存，备用。２）ＭＴＳ
实验：细胞常规培养于含１０％血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基，３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下培养箱常规传
代培养。取对数生长期的 ＢＧＣ８２３细胞，以含１０％
血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基调节细胞浓度至 ２×１０５

细胞／ｍＬ，接种于 ９６孔细胞培养板，１００μＬ／孔，设
置调零组、对照组、新加良附方组和薯蓣皂苷组，每

组设３个复孔，培养过夜后换为无血清培养基，按实
验药物分组向每孔加入受试血清１０μＬ，药物作用
于细胞２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后，每孔加ＭＴＳ溶液２０μＬ，
置于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下培养箱培养１
～４ｈ后，用全自动酶标仪在波长４９０ｎｍ处读取吸
光度（Ａ值。按公式计算细胞抑制率：细胞抑制率
（ＩＲ）＝［１－（实验组Ａ４９０ｎｍ值－空白组Ａ４９０ｎｍ
值）／（对照组Ａ４９０ｎｍ值－空白组Ａ４９０ｎｍ值）］×
１００％。３）实时 ＰＣＲ检测方法：检测新加良附方及
薯蓣皂苷药物血清对 ｃａｓｐａｓｅ３及 ｐ５３表达的影响：
首先检测未经药物作用的细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３及 ｐ５３
表达水平。收集对数生长的 ＢＧＣ８２３及 ＧＥＳ１细
胞５×１０５个，提取总 ＲＮＡ，反转为 ｃＤＮＡ，在包含上
下游引物、ｃＤＮＡ、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ等的反应体
系中，以βａｃｔｉｎ为内参，每组设３个复孔，进行实时
ＰＣＲ扩增。ｃａｓｐａｓｅ３引物序列如下：Ｆ：ＴＴＣＡ
ＧＡＧＧＧＧＡＴＧＴＴＧＴＡＧＡ，Ｒ：ＡＡＴＡＡＣＣＡＧＧＴＧＣＴＧＴ
ＧＧＡＧＴＡ；ｐ５３引物序列如下：Ｆ：ＣＴＣＴＧＡＣＴＧＴＡＣ
ＣＡＣＣＡＴＣＣＡＣ，Ｒ：ＣＡＡＡＣＡＴＧＣＡＣＣＴＣＡＡＡＧＣＴ；β
ａｃｔｉｎ引物序列如下：Ｆ：ＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧＡＣＣＴＧ，
Ｒ：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ。进一步检测药物
作用后胃癌细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３及 ｐ５３表达变化。实
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验药物分为３组：对照组、新加良附方药物血清组和
薯蓣皂苷药物血清组。取对数生长期的ＢＧＣ８２３细
胞，以含１０％血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基调节细胞浓
度至５×１０５细胞／２ｍＬ，接种于６孔细胞培养板，２
ｍＬ／孔。置于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下培养
箱培养过夜后弃掉旧培养基，将无血清的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基１８００μＬ加入细胞中，按实验药物分组
向每孔加入受试血清２００μＬ，分别收集药物作用２４
ｈ、４８ｈ前后细胞，检测ｃａｓｐａｓｅ３及 ｐ５３在胃癌细胞
中的表达水平，方法同前。进一步我们检测胃癌细

胞中 ｍｉＲ３４ａ表达水平：收集对数生长的 ＢＧＣ８２３
及ＧＥＳ１细胞５×１０５个，提取总 ＲＮＡ，反转为 ｃＤ
ＮＡ，在包含上下游引物、ｃＤＮＡ、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
等的反应体系中，以Ｕ６为内参，每组设３个复孔，进
行实时 ＰＣＲ扩增。ｍｉＲ３４ａ引物序列如下：Ｆ：
ＧＣＧＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＴＴＡＧＣＴ，Ｒ：ＴＧＧＧＴＴＣＡＴＴＴＣＴ
ＧＧＧＴＣＴＴ；Ｕ６引物序列如下：Ｆ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧ
ＣＡＣＡ，Ｒ：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ。实时 ＰＣＲ
产物的定量校正和判定分析：采用比较Ｃｔ值方法来
定量 ｃａｓｐａｓｅ３、ｐ５３及 ｍｉＲ３４ａ表达水平，用 βａｃ
ｔｉｎ／Ｕ６作为内参，将每个样本的Ｃｔ值与内参照的Ｃｔ
值相减，即△Ｃｔ＝检测基因△Ｃｔ值内参基因△Ｃｔ值，
计算其相对表达量２－△△ＣＴ值。
１３　统计学方法　应用 ＳＰＳＳ１７０统计软件进行
数据处理，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２
组资料的比较采用独立样本的 ｔ检验，多组资料的
比较采用单因素方差分析及 ＬＳＤｔ检验，若不符合
正态分布，采用非参数 Ｈ检验，以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果
２１　新加良附方及薯蓣皂苷药物血清对胃癌细胞
的增殖抑制作用　通过 ＭＴＳ方法检测新加良附方
及其主要成分薯蓣皂苷对ＢＧＣ８２３细胞的增殖抑制
影响，结果显示新加良附方及薯蓣皂苷药物血清对

细胞增殖抑制率在２４ｈ（２３６７±０７９）％、（２１１２±
２８８）％；４８ｈ（４５５０±１４３）％、（３５７９±５１３）％；
７２ｈ（６５９１±２３５）％、（４４２８±３４１）％；明显高于
对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；新加良附方
对胃癌细胞的增殖抑制率在２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ各时间
点比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），新加良附方
对胃癌细胞增殖抑制率随时间的增加而升高；薯蓣

皂苷对胃癌细胞的增殖抑制率在３个时间点比较，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５），薯蓣皂苷对胃癌细
胞的增殖抑制率与时间正相关。新加良附方药物血

清对细胞增殖抑制率在４８ｈ、７２ｈ高于薯蓣皂苷药
物血清，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图１。

图１　药物对胃癌细胞增殖抑制率
　　注：Ｐ＜００５表示差异有统计学意义

２２　胃癌细胞中 ｃａｓｐａｓｅ３及 ｐ５３表达水平　实时
ＰＣＲ结果显示胃癌细胞 ＢＧＣ８２３中 ｃａｓｐａｓｅ３相对
表达量约为人胃黏膜上皮细胞 ＧＥＳ１细胞的
（０２８９５±００５４７）倍，显著低于其在 ＧＥＳ１细胞
中的表达水平，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；ｐ５３
在胃癌细胞 ＢＧＣ８２３中相对表达量为 ＧＥＳ１细胞
的（１１７６９±００４００）倍，高于其在人胃黏膜上皮细
胞ＧＥＳ１中的表达水平，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。
２３　药物作用后胃癌细胞 ｃａｓｐａｓｅ３表达水平变化
　　新加良附方药物血清作用于 ＢＧＣ８２３细胞２４
ｈ、４８ｈ后ｃａｓｐａｓｅ３相对表达量约为对照组（３８８６３
±０７５９９）倍、（１５００２７±０８１６６）倍，２４ｈ与４８ｈ
比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５），提示新加良
附方可上调 ｃａｓｐａｓｅ３的表达，与时间正相关；薯蓣
皂苷药物血清作用于 ＢＧＣ８２３细胞 ２４ｈ、４８ｈ后
ｃａｓｐａｓｅ３相对表达量为对照组（３４５５３±０５５５４）
倍、（１１９６８５±１９００８）倍，２４ｈ与４８ｈ比较，差异
均有统计学意义（Ｐ＜００５）。提示薯蓣皂苷可上调
ｃａｓｐａｓｅ３表达水平，与时间正相关；２组比较，差异
无统计学意义（Ｐ＞００５）。但新加良附方对
ｃａｓｐａｓｅ３表达水平的调控显示出优于其主要成分薯
蓣皂苷的趋势。见图２。
２４　药物作用后胃癌细胞 ｐ５３表达水平变化　新
加良附方药物血清作用于 ＢＧＣ８２３细胞２４ｈ、４８ｈ
后ｐ５３相对表达量为对照组（０５８０７±０１１２３）倍、
（０２７１２±００７７５）倍，２４ｈ与４８ｈ比较，差异均有
统计学意义（Ｐ＜００５）。提示新加良附方可下调
ｐ５３表达水平，作用与时间负相关。薯蓣皂苷药物
血清作用于ＢＧＣ８２３细胞２４ｈ、４８ｈ后 ｐ５３相对表
达量为对照组（０６００３±０１８１３）倍、（０２９９９±
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０００７１）倍，２４ｈ与４８ｈ比较，差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５），提示薯蓣皂苷可下调 ｐ５３表达水平，作
用与时间负相关。２组之间比较，差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）。但新加良附方对 ｐ５３表达调控显示
出优于其主要成分薯蓣皂苷的趋势。见图３。

图２　药物作用后ｃａｓｐａｓｅ３表达水平

图３　药物作用后ｐ５３表达水平

２５　胃癌细胞中 ｍｉＲ３４ａ表达水平　实时 ＰＣＲ方
法检测胃癌细胞系ＢＧＣ８２３和正常胃黏膜上皮细胞
ＧＥＳ１中 ｍｉＲ３４ａ的表达情况，ＢＧＣ８２３细胞中
ｍｉＲ３４ａ相对表达量约为 ＧＥＳ１细胞中 ｍｉＲ３４ａ表
达水平的（３０７１±７９３４４）倍，较 ＧＥＳ１细胞 ｍｉＲ
３４ａ表达显著增高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见图４。

图４　ｍｉＲ３４ａ表达水平

３　讨论
新加良附方药物血清可显著抑制细胞增殖，作

用呈时间依赖性，这与课题组前期基础研究结果一

致。方中主要成分薯蓣皂苷是穿山龙的提取物，亦

可明显抑制细胞增殖，但是其对细胞的增殖抑制率

在４８ｈ、７２ｈ均低于新加良附方药物血清。这提示
我们新加良附方中除了薯蓣皂苷外尚有其他有效成

分可以起到抗肿瘤的作用，如有学者报道高良姜及

香附的提取物可以抑制肿瘤细胞的生长。新加良附

方作为中药复方，成分复杂，在今后的研究中我们可

以进一步明确新加良附方中其他有效成分。

半胱天冬酶（ｃａｓｐａｓｅ）又称凋亡蛋白酶，是细胞
凋亡执行者，是一组对底物天冬氨酸部位有特异水

解作用的蛋白酶，其中心富含半胱氨酸，可以分为启

动型和效应型，其中后者主要包括ｃａｓｐａｓｅ３、６和７。
ｃａｓｐａｓｅ３是ｃａｓｐａｓｅ家族最重要的凋亡执行者之一，
被认为是整个凋亡级联反应的一个关键调节点［１０］，

受ｐ５３及其靶基因的调控，可诱发并加速凋亡的进
行［１１］。本实验显示 ｃａｓｐａｓｅ３表达水平在胃癌细胞
中较正常人胃黏膜上皮细胞中低，提示 ｃａｓｐａｓｅ３表
达的降低与胃癌的发生发展密切相关，新加良附方

及主要成分薯蓣皂苷药物血清作用于胃癌细胞后其

ｃａｓｐａｓｅ３水平均升高，提示两者可提高 ｃａｓｐａｓｅ３蛋
白表达水平，参与调控细胞的凋亡过程。ｐ５３基因
有野生型和突变型２种，野生型 ｐ５３是肿瘤抑制基
因，它与细胞的生长阻滞和凋亡有关。在许多肿瘤

细胞中，有ｐ５３的缺失和突变则凋亡过程减弱。突
变的ｐ５３基因失去正常生物学活性，不能诱导受损
细胞的凋亡，这些细胞就成为癌细胞的前身，通过其

靶基因发挥作用，从而影响细胞的细胞周期及凋亡

过程，促进肿瘤的发生发展［１２］。本实验显示胃癌细

胞ＢＧＣ８２３中突变ｐ５３表达水平较正常细胞ＧＥＳ１
水平增高。新加良附方药物血清和薯蓣皂苷药物血

清作用于胃癌细胞后其 ｐ５３表达水平降低，提示两
者抑癌作用可能与抑制突变型 ｐ５３表达水平有关。
但是对于 ｃａｓｐａｓｅ３及 ｐ５３表达水平的调控，新加良
附方与薯蓣皂苷相比较并无明显差异，这提示我们

新加良附方对胃癌细胞的增殖抑制作用除了参与凋

亡的调控，可能仍与细胞周期及衰老等其他途径相

关，这也显示了中药抗肿瘤的多靶点多途径作用，因

此今后我们将从细胞周期等多方面进行研究。

微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长度约２２个核苷酸
的非编码单链小分子 ＲＮＡ，在转录后水平沉默基因
的表达，为近年的研究热点，研究发现 ｍｉＲ３４ａ受
ｐ５３直接调控，是ｐ５３重要的靶基因，其可以通过调
控ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２等凋亡相关蛋白表达来调控细胞
的凋亡过程［１３１６］，能够直接抑制 ＳＩＲＴ１从而调控
ｐ５３的转录活性，因此ｍｉＲ３４ａ在ｐ５３基因的调控通
路中发挥着重要作用［１７］。ｍｉＲ３４ａ作为抑癌基因，
在不同肿瘤中呈低表达［１８］，而本实验发现胃癌细胞

ＢＧＣ８２３中ｍｉＲ３４ａ表达较ＧＥＳ１细胞中表达水平
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升高，这与部分报道不符。有学者研究发现ｍｉＲ３４ａ
作为抑癌基因在肿瘤发生发展中起着重要的调控作

用，但另有一些学者关于 ｍｉＲ３４ａ起到癌基因还是
抑癌基因的作用存在不同意见，如研究发现在非小

细胞肺癌患者肿瘤组织中ｍｉＲ３４ａ的表达明显高于
正常组织［１９］，Ｏｓａｗａ等［２０］分析手术后３０例胃癌患
者肿瘤组织ｍｉＲＮＡ表达，发现 ｍｉＲ３４ａ表达水平高
于正常组，有学者发现在肝癌组织中 ｍｉＲ３４ａ高表
达［２１］，并提示可能与机体增殖与凋亡不平衡有关，

这些研究均提示 ｍｉＲ３４ａ可能发挥癌基因作用，故
ｍｉＲ３４ａ作用及其机制有待进一步研究。结合文献
报道，分析所得结果，考虑除了 ｍｉＲ３４ａ可能发挥癌
基因作用外，还可能存在以下原因：实验所需的

ｍｉＲ３４ａ茎环引物及 ＰＣＲ引物存在非特异性可能，
因此应继续查阅文献寻找可靠的引物序列进行实

验；Ｃａｏ等［２２］、陈艳辉［２３］及 Ｙａｎｇ等［２４］发现在不同

胃癌细胞系中其 ｍｉＲ３４ａ表达亦不同，分析其结果
可能与细胞株分化程度、有无淋巴结转移及能否分

泌粘液素相关，因此我们将检测多种细胞系中 ｍｉＲ
３４ａ表达以明确不同细胞系中其差异性表达情况。
同时检测高表达ｍｉＲ３４ａ细胞对细胞增殖及凋亡的
影响以明确其作用。明确 ｍｉＲ３４ａ作用后，我们将
继续检测新加良附方及薯蓣皂苷对胃癌细胞 ｍｉＲ
３４ａ表达水平及甲基化的影响，明确新加良附方及
薯蓣皂苷如何从表观遗传学方面调控肿瘤发生发展

并启动细胞增殖、细胞凋亡、血管生成等过程，进行

体外、体内实验观察其作用机理，为临床治疗胃癌提

供依据。
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