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摘要　目的：观察加味四君子汤对宫颈癌模型癌组织Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的影响，以探明加味四君子汤治疗
宫颈癌的机制。方法：将３０只Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠随机分为空白组、模型组及干预组，其中空白组１０只，模型组及干预组各９
只。其中空白组大鼠不接受造模及干预，模型组大鼠仅接受模型制备，干预组大鼠接受模型制备及加味四君子汤灌胃，连

续治疗８周，疗程结束后比较各组宫颈癌病灶大小，同时用免疫组化法检测各组宫颈癌组织Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
的水平表达变化。结果：１）空白组未出现宫颈癌病灶，模型组病灶体积（１５７３４８±１１２４）ｍｍ３，干预组病灶体积（６８３２３
±４８１）ｍｍ３，各组宫颈癌病灶大小差异有统计学意义（Ｐ＜００５），干预组明显较模型组小。２）２组接受造模术大鼠
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７浓度均有不同程度下调，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达升高，其中干预组大鼠经过为期 ８周的干预后 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ７浓度上调，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ浓度下降，干预组改善明显优于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。３）经过相关分析显
示，癌灶体积与Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７呈负相关关系，与Ｓｕｒｖｉｖｉｎ有正相关关系。结论：加味四君子可明显缩小宫颈癌病灶
体积，其作用机制可能与调节Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达有关。
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　　宫颈癌是妇科常见的恶性肿瘤之一，仅有少数
患者早期出现阴道分泌物异常、阴道接触性出血等

症状，大部分患者并未出现任何临床症状，直至晚期

因癌组织浸润其他组织器官出现继发性症状时疾病
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才被发现，具有极强的隐匿性［１］。因此探寻特异性

指标做到尽早发现疾病是目前临床研究的重点。中

医药的抗癌效果逐渐得到认可，四君子汤有益气健

脾之功，首载自《太平惠民和剂局方》，临床不乏四

君子汤加减有效抗肿瘤的报道［２４］，但其作用机制目

前尚无统一定论，一定程度限制了其临床的推广应

用。基于此，我们亦宫颈癌模型大鼠为研究对象，进

行加味四君子汤干预，临床应用提供数据参考，具体

报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠３０只均购自湖南斯
莱克景达实验动物有限公司（合格证：Ｓ２００８９３８２），
平均值中（１５５±１５）ｇ，鼠龄均为６周。饲养于兰州
生物制品研究所ＳＰＦ动物房中心，饲养环境设置：温
度２２～２４℃，平均温度（２２±１２８）℃，湿度５３％～
５５％，平均湿度（５４±０２７）％。所有 Ｗｉｓｔａｒ进行为
期３ｄ的适应性喂养，随后将３０只大鼠随机分为空
白组１０只，造模组２０只，其中造模组大鼠接受宫颈
癌模型制备，造模后随机分为模型组和干预组。３
组大鼠在鼠龄、体重方面比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞００５），具有可比性。
１１２　药物　加味四君子汤详方如下：人参１２ｇ、
白术９ｇ、茯苓９ｇ、半枝莲９ｇ、金银花９ｇ、香附６ｇ、
黄柏６ｇ、凤尾草６ｇ、甘草３ｇ，所有中药均购自四川
拓荒牛中药材种植有限公司，水煎备用。

１１３　试剂与仪器　人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株（购自
中国医学科学院基础研究所），１０％水合氯醛（购自
青岛宇龙海藻有限公司，国药准字Ｈ３７０２２６７３），４％
多聚甲醛（购自武汉百浩天生物科技有限公司），－
ａｃｔｉｎ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ一抗抗体（均购
自美国ＣＳＴ公司），ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（购自碧云
天生物有限公司），ＤＡＢ试剂盒（购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公
司），ＲＰＭＩ１６４０培养液（购自江莱生物有限公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株
置于ＲＰＭＩ１６４０培养液进行培育，将培养瓶置于３７
℃体积分数为５％的 ＣＯ２饱和湿度环境中，当细胞
生长至对数期时加入适量的０２５％的胰酶进行消
化，充分消化后用小牛血清培养基终止消化，将细胞

液置于４℃离心机中１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，充分
洗涤后将细胞计数调整为１０７个／ｍＬ。将大鼠置于
无菌手术操作台，在大鼠腋窝皮下组织注射０５ｍＬ
人宫颈癌Ｈｅｌａ细胞悬液，常规饲养７ｄ后大鼠出现

明显的肿瘤结节提示造模成功，反之则提示造模失

败［５］。本研究对２０只大鼠进行模型制备，其中２只
大鼠未出现肿瘤结节，提示造模失败，将１８只造模
成功大鼠随机分为模型组及干预组，每组９只。
１２２　干预方法　干预组大鼠每天接受加味四君
子汤灌胃，以１５０ｍｇ／ｋｇ·ｄ剂量进行干预，所有大
鼠均只有饮食且术后饲养环境相同。１剂／ｄ，空白
组及模型组大鼠仅每天接受模拟抓取，并用等体积

的生理盐水灌胃。各组大鼠均连续干预８周。
１２３　检测指标与方法
１２３１　宫颈癌病灶大小　对模型组及干预组大
鼠的宫颈癌病灶大小进行测量，记录长、宽、高的数

据，并计算出体积。

１２３２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ法 检 测 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ７浓度变化　干预结束后各取模型组及干
预组各３只大鼠的肿瘤组织５０ｍｇ，空白组３只大鼠
腋窝皮下组织５０ｍｇ。分别加入蛋白裂解液将组织
的充分裂解匀浆，用ＢＣＡ试剂盒对各样本的蛋白浓
度进行测定，随后将样本在水浴中进行蛋白变性，取

出适量样本进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳跑胶，随后进行转
膜、内参及Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７抗体孵育，随后将目
标ＰＶＤＦ膜充分洗涤后进行二抗孵育，加入 ＥＣＬ显
影液后进行图片显影，读取ＯＤ值，并用Ｉｍａｇｅ（ＢＩＯ
ＲＡＤ公司）的图像处理软件进行数据处理。
１２３３　免疫组化法检测Ｓｕｒｖｉｖｉｎ水平变化　干预
结束后随机抓取各组３只大鼠腹腔注入１０％水合氯
醛充分麻醉后腹主动脉灌注４％多聚甲醛进行组织
固定，模型组及干预组取出肿瘤组织，空白组取腋窝

皮下组织，进行组织脱水、包埋、切片、固定，随后将

切好的组织片进行脱蜡，在进行抗原修复、加入内源

性过氧化物酶阻断剂，随后用ＰＢＳ冲洗，避光环境下
加入ＤＢＡ溶液进行显色，调整显色时间后用自来水
将ＤＡＢ冲洗干净，封片，显微镜下读片，每张载玻片
片随机选择５个视野进行观察并计算。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１８０统计软件进行
数据分析，计数资料比较采用 χ２检验，计量资料采
用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用 ｔ检验，
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　宫颈癌病灶大小的变化　空白组未出现宫颈
癌病灶，模型组病灶体积（１５７３４８±１１２４）ｍｍ３，
干预组病灶体积（６８３２３±４８１）ｍｍ３，各组宫颈癌
病灶大小差异有统计学意义（Ｐ＜００５），干预组明
显较模型组小。见表１。
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表１　各组宫颈癌病灶大小（珋ｘ±ｓ）

组别 长（ｍｍ） 宽（ｍｍ） 高（ｍｍ） 体积（ｍｍ３）

空白组（ｎ＝１０） ０ ０ ０ ０
模型组（ｎ＝９） ３２１８±１３９ １０９８±１８９ ４２７±０２８ １５７３４８±１１２４
干预组（ｎ＝９） １１９２±０２８ ３１９±０８９ ０３８±００３ ６８３２３±４８１

Ｚ １８５７ ５３４ ４９８ ８２８３
Ｐ ００１８ ００２４ ００１６ ０００２

图１　各组Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳结果

表２　Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７／内参（ＩＯＤ比值）的情况
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 Ｃａｓｐａｓｅ３／内参ＩＯＤ比值 Ｃａｓｐａｓｅ７／内参ＩＯＤ比值

空白组 ４７２３±１０２１ ３６３４±００３５
模型组 １１６２±０１３７ ０４７９±０２２３
干预组 ２５７１±１１２６ １９８４±０１２１
Ｚ ８２８７ ４３２３
Ｐ ０００３ ０００２

图２　各组Ｓｕｒｖｉｖｉｎ浓度的变化

表３　Ｓｕｒｖｉｖｉｎ光密度情况（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ光密度

空白组 ３４３８２±１２８１
模型组 ５０２１３２±０９３２
干预组 ２１２５３１±１２８１
Ｚ ７２４３
Ｐ ００２５

２２　各组大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ浓度
变化　２组接受造模术大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７浓
度均有不同程度下调，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达升高，其中干预

组大鼠经过为期８周的干预后 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７
浓度上调，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ浓度下降，干预组改善明显优于
模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图１、图
２及表２、表３。
３　讨论

宫颈癌是目前临床常见的妇科恶性肿瘤，手术

在早期介入有较理想的临床疗效，但该病发生发展

隐匿，多数患者发现疾病时依然处于中晚期，丧失了

手术最佳时间窗，由此新辅助化疗成为中晚期宫颈

癌的主要治疗手段［６］，然而通过长期的临床观察我

们发现，虽然化疗药物可直接作用于瘤体抑制其生

长，但与此同时带来的不良反应亦给患者造成了严

重的影响，阻碍了治疗依从性。中医药以其疗效显

著，安全性高等诸多优势被逐渐运用于抗癌临床治

疗中，中医认为宫颈癌属于“崩漏”“带下”“瘕”

等范畴，《黄帝内经》云：“正气存内、邪不可干”“盖

冲任失调，督脉失司，带脉不固，因而带下”。宋代

医学家陈自明在其代表作《妇人大全良方》写道：

“产后血气伤于脏腑，脏腑虚弱为风冷所乘，搏于脏

腑，与气血相结，故成积聚瘢块也”。由此不难看出

气血亏虚是宫颈癌发生发展的主要病因，妇人机体

正气亏虚，脏腑功能失调，外邪趁虚而入，或因寒湿，

或因痰瘀，侵袭胞宫，脉络阻滞，郁久化热，热瘀毒郁

结于宫颈而成此病，故健脾益气，清热解毒，化瘀散

结是治疗本病的关键［７］。本研究在四君子汤基础

上加用清热解毒散瘀之品，方中人参益气健脾养胃，

气血生这正气充盈；白术健脾燥湿，加强人参的益气

之功；茯苓甘淡渗湿，白术、茯苓合用促使健脾祛湿

之功倍增；方中半枝莲、金银花以清热解毒，香附首

载于陶弘景的《名医别录》，有理气之功，是气病之

总司，女科之主帅。黄柏有清热解毒的功效，如膀

胱、大肠经，可清除下焦湿热，《神农本草经》描述

到：“主五脏肠胃中结热，女子漏下赤白，阴伤性

疾”。凤尾草味淡微苦，主入大肠经及心经，《分类

草药性》曰：“凤尾草，可主一切热毒之疾，可消肿清

火也”，是专治妇人疾病之良品。甘草可调和诸药

药性，又可健脾胃以固中气之虚羸，调和阴阳以平衡
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营卫之势。整方共奏益气健脾，扶正固本，清热解毒

散瘀之功。

在对加味四君子汤作用机制的进一步研究中我

们发现其可影响 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的浓
度变化，可上调宫颈癌模型大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ
７的浓度，抑制Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达。宫颈癌病情的进展
与肿瘤细胞的过度增殖及凋亡减弱有关［６１０］，诱导

肿瘤细胞的凋亡是抗癌的主要方向，肿瘤细胞的凋

亡减弱，导致机体原本细胞增殖／凋亡平衡受破坏，
导致大量的肿瘤细胞无法正常凋亡而出现异常增

殖，病情日久则肿瘤病灶日趋增大，并逐渐向其他组

织或器官侵润扩散，因此抑制肿瘤细胞的过度增殖，

促进其凋亡是抗癌的靶向［１１１４］。Ｃａｓｐａｓｅ家族是介
导肿瘤生长周期的重要因子，其中 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ７是其关键成员，其浓度升高可促进肿瘤细
胞的凋亡。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ［１５１７］是目前公认的抑制细胞凋
亡的因子，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ可通过激活因子酶原的活性而产
生抑癌效应，有研究发现健康肌体 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ几乎无
表达，而宫颈癌肿瘤组织中的 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ呈现高表达
状态［１８］，因此有研究人员［１９２０］认为 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ可作为
诊断及评估恶性肿瘤治疗疗效的独立因子。在本研

究中我们认为加用加味四君子汤的大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ７表达上调，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ水平减弱，由此我们认
为加味四君子汤可通过诱导促凋亡抑制的表达，从

而实现抑制肿瘤细胞的凋亡，重新维护增殖与凋亡

间的平衡，抑制肿块的生长，缩小肿瘤组织体积。

由此，我们认为加味四君子汤有明显的抗癌功

效，可显著缩小宫颈癌病灶体积，其作用机制可能是

通过调节Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达而实现
促进肿瘤细胞凋亡有关，临床建议推广运用。
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