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胃复方对人胃癌 ＢＧＣ８２３细胞移植瘤裸鼠作用及其
对 ｃＭｙｃ、人端粒酶逆转录酶基因表达的影响
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摘要　目的：观察胃复方对人胃癌ＢＧＣ８２３裸鼠的抑瘤作用及ｃＭｙｃ、人端粒酶逆转录酶（ｈＴＥＲＴ）基因表达的影响，评估
胃复方作用及其可能的作用机制。方法：建立人胃癌ＢＧＣ８２３裸鼠模型；将成功建立的裸鼠胃癌皮下移植瘤模型的４０只
荷瘤鼠随机分为５组（ｎ＝８）：模型对照组、胃复方低剂量组、胃复方高剂量组、氟尿嘧啶组、氟尿嘧啶联合中药组，连续给
药４周。每７天记录肿瘤长径、短径，计算瘤体体积并绘制肿瘤生长曲线图；给药４周后处死所有荷瘤鼠，剥离皮下移植
瘤，称瘤重、计算抑瘤率；免疫组织化学法检测瘤体组织ｃＭｙｃ、ｈＴＥＲＴ蛋白表达。结果：１）胃复方对人胃癌ＢＧＣ８２３裸鼠
移植瘤具有明显抑制作用，各剂量间有量效关系。其中胃复方低剂量组、胃复方高剂量组、氟尿嘧啶组、氟尿嘧啶联合中

药组的抑瘤率分别为２１０６％、４５８９％、３０６５％、５９４２％。氟尿嘧啶联合中药组效果最好。２）瘤重显示与模型组比较，
各药物组瘤重均有不同程度的减轻，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；其中氟尿嘧啶联合中药组降低明显。３）肿瘤生长曲
线图显示与模型组比较，各药物组瘤体积均有一定程度缩小，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。４）与模型组比较，药物组均
能下调ｃＭｙｃ、ｈＴＥＲＴ蛋白表达量，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），其中氟尿嘧啶联合中药组下降最明显。结论：胃复方能
够抑制人胃癌ＢＧＣ８２３细胞ＢＡＬＢ／ｃｎｕ裸鼠皮下移植瘤生长，可能与下调ｃＭｙｃ、ｈＴＥＲＴ蛋白表达有关，并且与氟尿嘧啶
联合用药有增效作用。

关键词　胃复方；胃癌ＢＧＣ８２３细胞；移植瘤；ｃＭｙｃ基因；人端粒酶逆转录酶基因
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　　据最新流行病学统计显示，２０１５年我国胃癌估
计发病率为 ６７９１／１０万，估计死亡率为 ４９８０／１０
万，高居恶性肿瘤发病率和死亡率的第２位［１］。鉴

于胃癌早期症状隐匿，诊断较困难，导致国内胃癌的

早期确诊率低于１０％［２］，就诊时超过８Ｏ％的胃癌患
者为进展期胃癌［３］。常规化疗不良反应大，长期治

疗会导致患者耐受性下降，影响临床疗效［４］。近年

来国内外研究者一直致力于靶向及中草药治疗胃癌

途径的探索，为临床治疗胃癌开辟新的思路。胃复

方作为湖南省肿瘤医院中医科经验方，临床运用治

疗胃癌患者取得较好疗效，故探讨其作用机制具有

重要临床指导意义。我们课题组在一前期体外实验

中证实胃复方有抑制胃癌细胞增殖，诱导凋亡作

用［５］，本研究采用动物实验，进一步探讨胃复方的抑

瘤作用及可能的作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物与细胞株　ＢＡＬＢ／ｃｎｕ裸鼠 ５０只，
４～６周龄，体质量 （１８±２）ｇ，雄性，ＳＰＦ级，
购自湖南省肿瘤医院动物实验中心 ［使用许可证

号：ＳＹＸＫ （湘）２０１４００１６、生 产 许 可 证 号：
ＳＣＸＫ（湘）２０１１０００３）］，饲养于恒温 （２２～
２４℃）、恒湿 （４０％～６０％）、足量光照 （１２ｈ）
的ＩＶＣ笼具中，自由摄入标准的裸鼠饲料及蒸馏
水，通过检疫期１周后开始实验。人胃癌 ＢＧＣ８２３
细胞株 （武汉博士德公司）。

１１２　药物　胃复方主要组成有黄芪、党参、白术、
茯苓、香附、郁金、苏木、莪术、蚤休、半枝莲、女贞子、

菟丝子、白花蛇舌草等。所有生药购自湖南省肿瘤

医院中药房，并经湖南中医药大学药学院教研室鉴

定并制成含生药浓度为１３ｇ／ｍＬ的汤剂，灌装灭菌
后置于４℃冰箱中备用。
１１３　试剂与仪器　尿嘧啶注射液（上海旭东海普
药业有限公司，产品批号 Ｈ３１０２０５９３），ＲＰＭＩ１６４０
培养基、ＦＢＳ、胰蛋白酶（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；二步法试剂
盒、ＤＡＢ试剂盒（中衫金桥）、中性树胶（Ｓｉｇｍａ）；苏
木素、磷酸缓冲盐溶液（ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒＳａｌｉｎｅ，

ＰＢＳ）、枸橼酸盐缓冲液（Ｗｅｌｌｂｉｏ）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　１）分组：筛选瘤体积均一
的成瘤裸鼠４０只，按随机数字表随机分为模型对照
组、胃复方低、高剂量组、氟尿嘧啶组、氟尿嘧啶联合

中药组，每组８只。２）细胞培养：将人胃癌 ＢＧＣ８２３
细胞复苏后，用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养
液，于饱和湿度培养箱中培养（３７℃，５％ＣＯ２）。２～
３ｄ更换培养液，按１：２进行传代培养。取对数生长
期的细胞（２×１０７／Ｌ浓度细胞悬液）用于实验。３）
肺癌皮下移植瘤模型建立：裸鼠皮下接种在超净工

作台内进行，将配置好的浓度为２×１０７个／ｍＬ的人
胃癌ＢＧＣ８２３单细胞悬液以０２ｍＬ／只接种于４只
裸鼠右侧腋窝皮下。裸鼠接种后每天观察，取２只
皮下游标卡尺可测长径约１５ｃｍ且肿瘤生长良好
的荷瘤鼠。予以１０％水合氯醛麻醉后断髓安乐死，
剥离瘤块，制备成１ｍｍ３左右小块，作鼠间传代至第
３代（２只／代）。然后用套针将肿瘤组织接种于裸鼠
右侧腋窝皮下，建立移植瘤模型。接种后观察肿瘤

生长情况，约７ｄ，再按荷瘤鼠精神状态及瘤体积大
小进行筛选，精神状态差、瘤体积过大及未成瘤者不

予入选。

１２２　给药方法　根据人与小鼠体表面积换算法，
小鼠生药剂量为０５２ｇ（临床剂量）作为高剂量
组，低剂量组为 ０２６ｇ。模型组予以生理盐水灌
胃，０２ｍＬ／次，２次／ｄ，５次／周，并与生理盐水
腹腔注射，０２ｍＬ／次，２次／周，连续 ４周。低、
高剂量组分别以胃复方 ０２６ｇ／２０ｇ、０５２ｇ／２０ｇ
灌胃，并与生理盐水腹腔注射；氟尿嘧啶组肠以生

理盐水灌胃，并给予氟尿嘧啶２０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射；
氟尿嘧啶联合中药组予以胃复方０５２ｇ／２０ｇ灌胃，
并予以氟尿嘧啶２０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，以上给药方
法及时间均同前。

１２３　检测指标与方法　荷瘤鼠的一般情况观察：
每日上午９点和下午４点观察荷瘤鼠的饮食、精神
状态、活动度、反应度、皮肤及二便情况。同时每隔

７ｄ称量荷瘤鼠体质量观察体质量变化。
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表１　胃复方对裸鼠皮下移植瘤瘤体积的影响（珋ｘ±ｓ，ｍｍ３）

组别 第７天 第１４天 第２１天 第２８天 第３５天

模型对照组（ｎ＝８） ５３０４±２３６８ ９４７４±３３８３ ２７７４６±５９９７ ５３７５３±７７６７ ７３４８６±１０６３３

胃复方低剂量组（ｎ＝８） ７３１±３３００ １２３５０±２９５８ １８１５０±３３４２ ３６４８５±１７６１２ ５７９６８±１０１９４

胃复方高剂量组（ｎ＝８） ３７３０±２４６４ ６５５９±１５０３ １５３６８±７２７１ ２８６０５±５９４３ ３８６１５±７６７３

氟尿嘧啶组（ｎ＝８） ４１６４±２１６９ １１６２９±４６１３ １８４８６±１０１３９ ３１９０３±６１０５ ５１４０５±９６０６

氟尿嘧啶联合中药组（ｎ＝８） ３４７５±２５８９ ９０８０±２６３８ １１９８９±５９４７ ２０７７４±６８５２ ２９２０８±９４３１△

　　注：与模型对照组比较，Ｐ＜００５；与氟尿嘧啶组比较，△Ｐ＜００５

　　荷瘤鼠瘤体积的测定：实验过程中，每隔７ｄ测
一次裸鼠瘤体的长径（ａ）、短径（ｂ），计算肿瘤体积
（Ｖ），绘制肿瘤生长变化曲线图。肿瘤体积具体计
算公式：Ｖ＝１／２ａｂ２。

测量瘤体质量及计算抑瘤率：末次用药２４ｈ后
对荷瘤鼠实施安乐死，无菌环境剥离瘤体，称量瘤质

量。计算抑瘤率ＩＲＴＷ，计算公式为 ＩＲＴＷ ＝（Ｗ生理
盐水组－Ｗ给药组）／Ｗ生理盐水组×１００％。

免疫组织化学ＳＰ法检测各组荷瘤鼠ＣＭｙｃ、人
端粒酶逆转录酶（ｈＴＥＲＴ）基因的表达，具体步骤按
试剂盒说明进行，样本用１０％中性甲醛固定过夜，
石蜡包埋、切片，切片常规脱蜡和水化，滴加山羊血

清封闭，室温孵育２０ｍｉｎ，倾去。滴加一抗，稀释 ｃ
Ｍｙｃ或 ｈＴＥＲＴ单克隆抗体，４℃过夜。滴加生物素
化二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木素复染，
脱水、透明、封片镜检。判定标准：镜下观察细胞核

（或胞质）内出现深浅不一的棕色颗粒的细胞为阳

性细胞。普通电脑采像；采用 ＩＰＰ（ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ）
软件分析，目标观测值为平均ＩＯＤ［视野下的阳性表
达部位的累积吸光度和视野下样品面积的比值（针

对４００倍视野的图）］。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１０统计软件进行
实验数据处理，计量资料采用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示。组间比较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果
２１　荷瘤鼠一般情况观察　干预前，选取接种７ｄ
后体质量及瘤体体积比较无明显差异的荷瘤鼠随机

分组，保证各组基线水平一致，具有可比性。干预后

观察荷瘤鼠，模型组荷瘤鼠精神稍差、皮肤褶皱、活

动欠佳，明显消瘦。用药组荷瘤鼠，精神状态、饮食、

饮水、二便、皮肤及活动均良好，体质量虽有不同程

度下降，但较模型组维持较好。整个实验过程未出

现荷瘤鼠死亡，后期各组均有１只或者２只荷瘤鼠
瘤体轻度破溃，但不影响瘤体体积。

２２　药物干预对荷瘤鼠瘤体积变化的影响　依据

肿瘤生长曲线可看出，药物干预２周内，肿瘤生长速
度相当，之后肿瘤生长出现不同趋势，其中模型对照

组瘤体体积增长速度最快，其次是胃复方低剂量组、

氟尿嘧啶组、高剂量组、氟尿嘧啶联合中药组。见图

１；接种３５ｄ（灌胃２８ｄ）与模型组比较，各药物组瘤
体积均有不同程度缩小，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），氟尿嘧啶组与氟尿嘧啶联合中药组比较，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。

图１　各组平均肿瘤体积增长趋势
　　注：与模型对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与氟尿嘧啶组

比较，△△Ｐ＜００１

２３　药物干预对荷瘤鼠瘤体质量及抑制率的影响
　　各药物组与模型组比较，平均瘤重有一定程度
减轻，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），氟尿嘧啶组与
氟尿嘧啶联合中药组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），其中瘤重大小按顺序排列：模型组 ＞胃复方
低剂量组＞氟尿嘧啶组＞胃复方高剂量组＞氟尿嘧
啶联合中药组；抑瘤率方面，氟尿嘧啶联合中药组＞
胃复方高剂量组＞氟尿嘧啶组 ＞胃复方低剂量组。
见表２，图２。
２４　药物干预后各组荷瘤鼠ＣＭｙｃ、ｈＴＥＲＴ蛋白的
表达　镜下观察ｃＭｙｃ蛋白表达产物呈棕黄色或者
淡黄色颗粒定位于细胞质中；ｈＴＥＲＴ蛋白呈棕黄色
或淡黄色颗粒定位于细胞质或细胞核中。见图３。
与模型对照组比较，胃复方低剂量组、胃复方高剂量
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组、氟尿嘧啶组、氟尿嘧啶联合中药组ｃＭｙｃ、ｈＴＥＲＴ
蛋白表达的ＩＯＤ值均降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；氟尿嘧啶联合中药组与氟尿嘧啶组比较，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）；按 ＩＯＤ值得大小排列
顺序为模型对照组 ＞胃复方低剂量组 ＞氟尿嘧啶
组＞胃复方高剂量组＞氟尿嘧啶联合中药组。药物
组能下调ＣＭｙｃ、ｈＴＥＲＴ蛋白表达，以氟尿嘧啶联合
中药组降低最明显。见表３。

表２　胃复方各组及联合氟尿嘧啶对移植瘤的
抑制作用（珋ｘ±ｓ）

组别 平均瘤重（ｍｇ） 抑制率（％）

模型对照组（ｎ＝８） ０７３±０１１ －
胃复方低剂量组（ｎ＝８） ０５８±０１１ ２１０６
胃复方高剂量组（ｎ＝８） ０４０±０１０ ４５８９
氟尿嘧啶组（ｎ＝８） ０５１±０１０ ３０６５

氟尿嘧啶联合中药组（ｎ＝８） ０３０±０１０△ ５９４２

　　注：与模型对照组比较，Ｐ＜００５；与氟尿嘧啶组比较，△Ｐ＜

００５；－为无数据

图２　药物组对移植瘤瘤重的影响
　　注：与模型对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与氟尿嘧啶组

比较，△△Ｐ＜００１

表３　胃复方各组及联合氟尿嘧啶对荷瘤鼠ＣＭｙｃ、
ｈＴＥＲＴ蛋白表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ＣＭｙｃ ｈＴＥＲＴ

模型对照组（ｎ＝８） ０３１８±００４８ ０３３４±００３３
胃复方低剂量组（ｎ＝８） ０２６５±００２８ ０２６２±００３２

胃复方高剂量组（ｎ＝８） ０１６４±００３９ ０２０４±００３９

氟尿嘧啶组（ｎ＝８） ０２４２±００５０ ０２４１±００４０

氟尿嘧啶联合中药组（ｎ＝８） ０１３４±００３４△ ０１２０±００５４△

　　注：与模型对照组比较，Ｐ＜００５；与氟尿嘧啶组比较，△Ｐ＜
００５

３　讨论
胃癌是常见恶性消化道肿瘤之一，其早期诊断

率低，大部分错失最佳手术时机，加之Ⅱ期以上术后
患者复发率高，总生存率未有明显突破［６］，需要寻

找新的临床解决思路。而中药在改善患者临床症

状、延长生存期、提高生命质量等方面具有独到优

势［７］。胃复方为湖南省肿瘤医院中医科经验方，经

过３０余年的临床实践，其对胃癌患者具有较好的临
床疗效［８９］，本课题组前期也研究证实胃复方含药血

浆能抑制胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞增殖，诱导凋亡。对
其抗癌机制进一步探索，为临床提供理论依据具有

重大意义。

本研究建立人胃癌 ＢＧＣ８２３细胞 ＢＡＬＢ／ｃｎｕ
裸鼠移植瘤模型，通过药物干预后观察荷瘤鼠一般

情况及瘤体体积的变化，结合免疫组织化学检测瘤

体组织ｃＭｙｃ、ｈＴＥＲＴ基因表达水平，探索胃复方对
人胃癌抑制作用的可能机制。实验结果表明，瘤重

方面，与模型对照组比较，药物组荷瘤鼠的瘤重均有

不同程度降低，组间差异有统计学意义；抑瘤率按大

小顺序排列：氟尿嘧啶联合中药组 ＞胃复方高剂量
组＞氟尿嘧啶组＞胃复方低剂量组；依据肿瘤生长
曲线图，我们发现胃复方组的瘤体体积小于模型对

照组，并随着浓度的增加，肿瘤抑瘤率也随之提高，

组间比较差异有统计学意义，胃复方高剂量组与氟

尿嘧啶组及联合组的瘤体体积比较，差异无统计学

意义，其中氟尿嘧啶联合中药组的瘤体积明显减小，

说明胃复方在体内能够抑制人胃癌细胞的生长，且

呈剂量依赖性。免疫组织化学结果表明与模型对照

组比较，药物组均能够下调 ｃＭｙｃ、ｈＴＥＲＴ基因表
达，以氟尿嘧啶联合中药组下调最明显，说明胃复方

的抑瘤作用可能与下调 ｃＭｙｃ、ｈＴＥＲＴ基因表达有
关，胃复方对氟尿嘧啶有增效作用。

ｃＭｙｃ是由原癌基因 ｍｙｃ编码的一种转录因
子，既能促进细胞增殖，又能促进细胞凋亡，是多个

细胞信号通路的靶基因。在体内外实验中发现，下

调ｃＭｙｃ蛋白表达可抑制胃癌增殖，诱导凋亡［１０１４］。

ｃＭｙｃ还可调控端粒酶活性，其水平升高将诱导端
粒酶的活化进而导致肿瘤的发生［１５］，而 ｈＴＥＲＴ是
端粒酶催化亚单位，其表达与端粒酶活性相平行，是

端粒酶活性的决定因素。研究发现，ｈＴＥＲＴ的异常
表达与多种肿瘤密切相关［１６］。研究发现，ｈＴＥＲＴ
ｍＲＮＡ及蛋白在胃癌组织及癌旁组织中高表
达［１７１９］，说明其与胃癌发生发展密切相关。研究发

现，ｈＴＥＲＴ可能通过提高ＦＯＸＯ３ａ泛素化和上调ＩＴ
ＧＢ１即 ｈＴＥＲＴ／ＭＤＭ２ＦＯＸＯ３ａＩＴＧＢ１细胞信号通
路的调控抑制胃癌细胞增殖及侵袭［２０］。说明ｃＭｙｃ
及ｈＴＥＲＴ基因表达水平可以预测治疗胃癌的疗效
及预后指标。本研究发现，胃复方干预后有抑瘤作

用，呈剂量依赖性，联合氟尿嘧啶后，其抑制作用明
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图３　胃复方各组及联合５Ｆｕ组对荷瘤鼠ＣＭｙｃ、
ｈＴＥＲＴ蛋白表达的影响

显得到增强，与模型对照组比较下调 ＣＭｙｃ、ｈＴＥＲＴ
基因表达，推测机制可能与其下调 ｃＭｙｃ、ｈＴＥＲＴ基
因表达，调控相关肿瘤细胞通路有关，有待进一步

探索。
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