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基于 Ｗｎｔ通路加味乌梅丸对结肠癌的抑制机制
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摘要　目的：探讨加味乌梅丸抑制结肠癌的效果并分析其作用机制。方法：选取 ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠３０只，随机分为空白
组、模型组和乌梅丸组，每组１０只。其中空白组小鼠不接受干预措施，乌梅丸组进行乌梅丸煎剂灌胃处理，空白组及模型
组接受等剂量生理盐水灌胃，均干预２８ｄ，观察肿瘤体积的变化、小鼠的体重及存活率、肿瘤组织Ｗｎｔ、ＪＮＫ水平变化。结
果：模型组与乌梅丸组小鼠肿瘤体积较干预前均有增加的趋势，其中乌梅丸组增加的速度较慢，并在干预２８ｄ后肿瘤组
织有减小的趋势；干预２８ｄ空白组小鼠体重与初始体重相近，模型组及乌梅丸组小鼠体重明显下降，其中模型组较乌梅
丸组下降明显，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；干预结束后模型组仅有４只小鼠存活，而乌梅丸组有７只小鼠存活，存活率
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。模型组及乌梅丸组小鼠肿瘤组织Ｗｎｔ、ＪＮＫ蛋白及ｍＲＮＡ均过表达，其中模型组Ｗｎｔ、ＪＮＫ
表达水平明显高于乌梅丸组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：加味乌梅丸具有明显抑制结肠腺瘤恶化作用，其抗肿
瘤机制可能与抑制Ｗｎｔ通路表达有关。
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　　结肠癌是临床常见的消化道恶性肿瘤，随着人
们生活方式以及饮食结构的改变，结肠癌的发病率

日益增加，发病年龄亦有年轻化趋势［１２］。有研究显

示结肠癌从良性病变转变成癌前病变，最终发展成

恶性病变过程中 Ｍｎｔ信号通路被异常激活［３］。Ｍｎｔ
信号通路与机体正常胚胎发育密切相关，该通路的

标志蛋白相互影响，从而介导相关基因转录，是结肠

癌发生的关键因素之一，因此，抑制Ｍｎｔ通路的活化
是治疗结肠癌的靶方向。乌梅丸源自《伤寒论》，既

往该方被视为此方为止痛安蛔的要方，随着医药研

究的逐渐深入，有临床观察显示乌梅丸可明显改善

结肠癌患者腹泻、便秘等症状，也有研究人员利用乌

梅丸治疗胰腺癌后临床获益理想，生存期得到延

长［４］，认为乌梅丸对消化道肿瘤的临床疗效值得肯
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定。本研究探讨乌梅丸治疗消化道恶性肿瘤的作用

机制是否是通过Ｍｎｔ信号通路进行桥接。我们制备
结肠癌动物模型，利用乌梅丸进行干预，通过 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ及ＰＣＲ法对Ｍｎｔ信号通路上的标志蛋白
进行检测，探析乌梅丸治疗结肠癌的作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取 ＳＰＦ级昆明雄性小鼠３０只，体
重１８～２４ｇ，平均体重（１７２６±１５２）ｇ，鼠龄
２～４个月，平均鼠龄（２４８±０３６）个月，由本院附
属中医药大学实验动物中心提供，并在该动物中心

ＳＰＦ级饲养，饲养温度 ２３～２５℃，平均饲养温度
（１４４１±１４１）℃。将３０只小鼠随机分为空白组、
模型组及乌梅丸组，每组１０只。３组小鼠在体重、
鼠龄等一般情况比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），具有可比性。
１１２　药物　加味乌梅丸，药物组成：乌梅５０ｇ、当
归２０ｇ、细辛３ｇ、川椒６ｇ、桂枝１０ｇ、黄连３ｇ、黄柏
１０ｇ、党参１０ｇ、干姜１０ｇ、制附片１０ｇ、白芍３０ｇ、生
黄芪３０ｇ、炒枳壳１０ｇ、木香１０ｇ。上述中药饮品购
自北京华邈中药工程技术开发中心，本院药剂科制

备，常规水煎煮后用水浴浓缩并置于４℃环境保存
备用。

１１３　试剂与仪器　１０％水合氯醛（天津市光复精
细化工研究所），ＳＤＳＰＡＧＥ电泳胶（北京碧云天生
物技术研究所），Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），逆转
录试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），－ａｃｔｉｎ、Ｗｎｔ、ＪＮＫ一
抗和碱性磷酸酶标记山羊抗兔（美国 ＣＳＴ公司），
ＰＣＲ引物（上海生工生物工程有限公司），ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒、超敏 ＥＣＬ
化学发光试剂盒（北京碧云天生物技术研究所），聚

偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），ＲＰ
ＭＩ１６４０完全培养液（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠来源的 ＣＴ２６细胞株（韩国 ｈｅＫｏｒｅａｎＣｅｌｌＬｉｎｅ
Ｂａｎｋ）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将购买的 ＣＴ２６细胞于
ＲＰＭＩ１６４０完全培养液中培养并调整密度为２×１０３

μ／Ｌ，后将ＣＴ２６细胞注射于小鼠右前腋下部位。空
白组小鼠不接受模型制备，当小鼠肿瘤直径 ４～５
ｍｍ时随机分为模型组及乌梅丸组，每组１０只［５］。

１２２　干预方法　乌梅丸组小鼠予１０ｍｇ／（ｋｇ·
ｄ）乌梅丸汤剂进行灌胃，１次／ｄ。空白组及模型组小
鼠接受相同剂量生理盐水进行灌胃，连续灌胃２８ｄ。

１２３　检测指标与方法
１）肿瘤体积、体重及存活率的变化：注射前、注

射后每隔３ｄ测量一次肿瘤体积，利用游标尺作为
测量工具，以（长 ×宽２）×２视为肿瘤体积计算公
式。小鼠的体重变化率 ＝（当前质量 －初始
质量）×１００％。存活率＝（当前小鼠数量／初始小鼠
数量）×１００％。
２）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测肿瘤组织Ｗｎｔ、ＪＮＫ的蛋

白水平：每组随机选择３只小鼠脱颈处死后，剪取肿
瘤组织１００ｍｇ置于离心管中，空白组小鼠取相同部
位组织相同质量进行观察，根据不同组织质量加入

相应的裂解液，放置于 ４℃进行匀浆处理后设置
１５０００ｒ／ｍｉｎ转速进行离心，用移液枪抽吸上清液，
使用ＢＣＡ试剂盒对２５μＬ上清液进行蛋白浓度测
定，同时计算上样量。完成上述步骤后以４∶１的比
例往上清液中样缓冲液，将混合液置于１００℃金属
浴锅中进行蛋白变性７ｍｉｎ。根据碧云天 ＢＣＡ试剂
盒说明书配制胶体（６％浓缩胶，１２％分离胶），将事
先计算好每组上样量将标本加入胶体中６０Ｖ进行
电１４５ｍｉｎ后将胶体上的蛋白转印至 ＰＶＤＦ膜中，再
用丽春红进行ＰＶＤＦ膜染色观察蛋白是否顺利转印
至ＰＶＤＦ膜中。用 ＴＢＳＴ将脱脂奶粉配制成５％浓
度，将转印后目的蛋白的 ＰＶＤＦ膜进行封闭２ｈ，随
后用ＴＢＳＴ进行洗涤３次，１ｍｉｎ／次。将 ＰＣＤＦ膜置
于化学发光成像仪上，滴入 ＥＣＬ发光液显影，随后
进行数据读取。

３）ＰＣＲ法检测肿瘤组织 Ｗｎｔ、ＪＮＫ的 ｍＲＮＡ水
平变化：每组随机选择３只小鼠脱颈处死后，剪取肿
瘤组织１００ｍｇ置于离心管中，加用液氮后研磨成碎
块，加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ充分反应后按照说明书进行总
ＲＮＡ的提取，并测定总 ＲＮＡ水平，利用 ＰＴＲＮＡ两
步法的操作说明将 ｍＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，以该
ｃＤＮＡ为扩增模板进行 Ｗｎｔ、ＪＮＫ、ＧＡＰＤＨ指标的扩
增。转录过程：５℃（６ｍｉｎ）－５５℃（９０ｓ）－７２℃
（９０ｓ）－７２℃（１０ｍｉｎ）－５℃（１ｈ）。具体引物序
列参见表１。

表１　指标引物序列

引物 序列（５′→３′）

Ｗｎｔ 上游ＧＧＡＡＧＡＣＣＡＴＧＴＧＧＡＣＣＴＧＴ
下游ＧＧＡＴＴＡＧＧＧＣＴＴＣＣＴＣＴＴＧＧ

ＪＮＫ 上游ＧＣＴＧＧＡＧＡＧＧＣＴＧＣＣＡＡＧＧＴＴＴ
下游ＡＧＧＴＣＣＣＧＣＴＧＴＴＧＣＴＧＧＴＧＴＡ

ＧＡＰＤＨ 上游ＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧ
下游ＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣ
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表２　２组小鼠肿瘤体积比较（珋ｘ±ｓ，ｍｍ３）

组别 ０ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ

模型组 ０ ３８１４±４２６ １６９２８±１２８４ ８９３４１±２１４２ １６２４２４±４５２３
乌梅丸组 ０ ４０２６±３９８ ９０２８±９２４ ３３２４９±１２４２ ２０１３５±８７８

　　注：与模型组同期比较，Ｐ＜００５

表３　３组小鼠肿瘤体积比较（珋ｘ±ｓ，ｍｍ３）

组别 ０ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ

模型组 ２０３１±０７６ １６２７±０１６ １２０２±０８３ １０２５±０４２ ８２２±０２７

乌梅丸组 １９８８±０８９ １７０２±０１１ １５４２±０３４△ １３４４±０６１△ １５２７±０７８△

空白组 ２０１４±０８３ １９９２±０９１ ２０２２±０７９ １９９８±０２８ １９９５±０３６

　　注：与空白组同期比较，Ｐ＜００５；与模型组同期比较，Ｐ＜００５

图１　３组Ｗｎｔ及ＪＮＫ的蛋白表达

图２　３组Ｗｎｔ及ＪＮＫ的ｍＲＮＡ表达

１３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ９０统计软件进行数
据处理。其中呈正态分布的计量数据以均数±标准
差（珋ｘ±ｓ）表示，２组比较用 ｔ检验，多组采用多因素
方差分析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　２组肿瘤体积比较　模型组与乌梅丸组小鼠
肿瘤体积较干预前均有增加的趋势，其中乌梅丸组

增加的速度较慢，并在干预２８ｄ后肿瘤组织有减小
的趋势。见表２。
２２　３组小鼠体重比较　干预２８ｄ空白组小鼠体
重与初始体重相近，模型组及乌梅丸组小鼠体重明

显下降，其中模型组较乌梅丸组下降明显（Ｐ＜
００５）。见表３。
２３　３组存活率比较　干预结束后空白组所有小
鼠均存活，模型组仅有４只小鼠存活，存活率４０％，
而乌梅丸组有７只小鼠存活，存活率７０％，差异有

统计学意义（χ２＝３２４，Ｐ＜００５）。
２４　３组大鼠Ｗｎｔ、ＪＮＫ蛋白比较　模型组及乌梅
丸组小鼠肿瘤组织 Ｗｎｔ、ＪＮＫ蛋白及 ｍＲＮＡ均出现
过表达，其中模型组Ｗｎｔ、ＪＮＫ表达水平明显高于乌
梅丸组（Ｐ＜００５）。见图１、图２。
３　讨论

结肠癌最为临床常见的恶性消化道肿瘤，结肠

癌在我国的发病率逐年上升，且发病年龄呈年轻化

趋势，其中位发病年龄较欧美国家提前了近１０年之
多，这一数据引起了我国相关医务工作者及科研人

员的广泛关注［６］。随着结肠镜在临床的普遍使用，

结肠癌的发现率较前远远提高，但其死亡率仍远远

高于其他种类的肿瘤，其中转移性结肠癌虽然在一

定时间段内可进行切除治疗，但是术后复发、转移仍

是治疗失败的主要原因。目前多数抗癌药物主要是

延缓肿瘤的生长，无法抑制其增长，当肿瘤体积逐渐
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增大导致肠道梗阻后临床多数无更为有效的办法，

最终导致患者死亡。有研究人员曾经利用肠管内支

架植入以期缓解肠道局部梗阻，但此方法将影响肠

道蠕动，难以达到治疗期望值。因此，探索新的有效

的临床方法，减轻结肠癌的病情，延长患者生存时间

是目前临床探索的需求。

乌梅丸源自医圣张仲景之《伤寒论·辨厥阴病

脉证并治》，主要用于治疗蛔厥证，书中认为“厥阴

之为病，消渴，气上撞心，心中疼热，饥而不欲食，食

则吐蛲。下之利不止”，而结肠癌存在的腹胀、消化

不良、腹痛、乏力、消瘦均与蛔厥证的临床表现符合，

故使用乌梅丸治疗结肠癌具有一定的理论依据。本

研究在清上热温下寒的乌梅丸基础上加用白芍、生

黄芪、炒枳壳、木香。方中乌梅为君药，取酸能安蛔

之功，肠寒则蛔动更甚，腹痛加剧，加川椒、细辛辛温

伏蛔，并驱寒温下；黄连、黄柏苦寒，清解因蛔虫上

扰，气机逆乱所致之内热；附子、干姜、桂枝皆为温热

之品，可增强散寒温脏之功；当归、党参补益气血，白

芍与当归合用可敛阴缓中止痛，加黄芪可助党参益

气生血，枳壳、木香加强理气以止痛。中医学认为肿

瘤的发生发展虽病因多样，但正气的盛衰是取决于

肿瘤转归的主导因素，正气盛则机体可有力抵御病

邪，具有正常的自然修复力。现代药理证实黄芪、党

参药用成分具有极强的抗肿瘤效应，桂枝提取物亦

在动物实验中被证实具有抑制癌细胞增殖的效

果［７８］。故我们认为加味乌梅丸用于结肠癌有一定

的临床基础。本研究数据显示，加味乌梅丸不论是

在抑制小鼠肿瘤体积方面，还是提高体重及存活率

方面均有明显的优势，这证实了加味乌梅丸确有理

想的抗肿瘤效果。

在对其作用机理进一步探讨时我们检测了小鼠

肿瘤组织Ｗｎｔ信号通路的标志性因子，Ｗｎｔ／ＪＮＫ通
路在机体胚胎阶段已参与细胞骨架的重排过程，与

原肠胚的形成关系密切［９１２］。ＪＮＫ是一类丝氨酸／
苏氨酸蛋白激酶，广泛分布于哺乳动物全身组织，对

细胞生长、分化、凋亡以及癌基因的转化都有参与调

控［１３１６］，ＪＮＫ在多类恶性肿瘤组织中均过表达，通过
干扰ＪＮＫ或沉默 ＪＮＫ基因可明显减弱癌细胞的体
外迁移及侵袭力，因此抑制 ＪＮＫ的表达是抑制癌细
胞运动及侵袭力的靶方向。本研究数据显示，加味

乌梅丸可明显抑制结肠癌模型小鼠 Ｗｎｔ、ＪＮＫ表达，

我们认为这是加味乌梅丸抗癌的主要机制之一。此

外，本研究利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测肿瘤组织相关
蛋白因子的变化，仅仅是半定量观察，且无法观察各

因子在细胞或组织内的定位变化，下阶段将增加形

态学的检查进一步研究加味乌梅丸的作用机制。
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