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Abstract
AIM: To investigate the possible synergistic 
effects of Fufangkushen Injection, oxaliplatin 
and recombinant human endostatin (Endo-
star) on apoptosis in human hepatoma cell line 
SMMC-7721.

METHODS: Fluorescence microscopy and TU-
NEL assay were employed to evaluate apoptosis 
of SMMC-7721 cells. Immunohistochemistry 

was used to detect the expression of apoptosis-
associated proteins survivin, Bcl-2 and caspase-3 
in SMMC-7721 cells.

RESULTS: Fluorescence microscopy analysis 
showed that the apoptosis index (AI) of cells 
treated with Fufangkushen Injection and oxali-
platin and those treated with Fufangkushen In-
jection, oxaliplatin and Endostar was 44.33% and 
46.33%, respectively, with no significant differ-
ence between the two groups (P > 0. 05). TUNEL 
analysis showed that the AI of the above two 
groups of cells were 36.3% and 34.2%, respec-
tively, with no significant difference between the 
two groups (P > 0. 05). Immunohistochemistry 
analysis demonstrated that, although the expres-
sion of survivin and Bcl-2 decreased and the 
expression of caspase-3 increased in the above 
two groups of cells (1.426 ± 0.007, 1.442 ± 0.011 
vs 2.485 ± 0.013; 1.308 ± 0.012, 1.298 ± 0.008 vs 
2.195 ± 0.021; 2.503 ± 0.017, 2.526 ± 0.013 vs 1.536 
± 0.007, all P < 0.01), there was no significant dif-
ference in the expression levels of these proteins 
between the two groups.

CONCLUSION: Combined Fufangkushen Injec-
tion, oxaliplatin and Endostar have comparable 
apoptosis-inducing ability to combined Fufang-
kushen Injection and oxaliplatin in SMMC-7721 
cells. The above drugs induce SMMC-7721 cell 
apoptosis possibly by altering the expression of 
survivin, Bcl-2 and caspase-3.

Key Words: Fufangkushen Injection; Oxaliplatin; 
Endostar; Recombinant human endostatin injec-
tion; Human hepatoma cell; Apoptosis
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摘要
目的: 探讨中药、化疗药物以及抗血管生成
药物联合应用对人肝癌SMMC-7721细胞的协
同增效作用及其相关机制.

®

■背景资料
临床上早期肝细
胞癌的治疗以手
术为主, 然而由于
其恶性程度高, 起
病隐匿, 早期诊断
困难, 大多数患者
确诊时已发展到
晚期, 失去了手术
及局部治疗的机
会, 因此, 化疗、
中药、免疫调节
以及近年来兴起
的分子靶向药物
等成为肝癌的主
要治疗方法.

■同行评议者
荚卫东, 教授, 安
徽省立医院肝胆
外科
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方法: 采用荧光显微镜、原位末端标记技术
(TUNEL)观察两药组(复方苦参联合奥沙利铂)
及三药组[复方苦参联合奥沙利铂和重组人血
管内皮抑素(恩度)]对SMMC-7721细胞的诱导
凋亡作用; 应用免疫组织化学法观察药物作用
后对凋亡相关基因Survivin、Bcl-2和caspase-3
蛋白表达的影响.

结果: 荧光显微镜观察发现, 复方苦参注射
液(50 mL/L)和奥沙利铂(1 mg/L)两药组以
及同时联合恩度(12.5 m g/L)的三药组作用
于S M M C-7721细胞后, 凋亡指数(A I)分别
为44.33%和46.33%, 两组间未见明显差异
(P >0.05); TUNEL检测结果亦显示, 两药组与
三药组比较, AI分别为36.3%和34.2%, 无明显
差异(P >0.05); 免疫组织化学法观察显示, 两
药组与三药组均可使Survivin、Bcl-2蛋白表
达减弱, caspase-3蛋白表达增强(1.426±0.007, 
1.442±0.011 vs  2.485±0.013; 1.308±0.012, 
1.298±0.008 vs  2.195±0.021; 2.503±0.017, 
2.526±0.013 vs  1.536±0.007, 均P <0.01), 但
两组之间亦无明显差异.

结论: 复方苦参注射液、奥沙利铂两药联合
以及再与恩度的三药联合均能诱导人肝癌
SMMC-7721细胞的凋亡, 但三药联合并未能
增加诱导凋亡的作用; 其诱导凋亡的机制可
能与调节细胞Survivin、Bcl-2、caspase-3蛋
白的表达有关.

关键词: 复方苦参注射液; 奥沙利铂; 恩度; 重组人

血管内皮抑素; 人肝癌细胞; 细胞凋亡
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0  引言

临床上早期肝细胞癌(以下简称肝癌)的治疗

以手术为主, 然而由于其恶性程度高, 起病隐

匿, 早期诊断困难, 大多数患者确诊时已发展到

晚期, 失去了手术及局部治疗的机会, 因此, 化
疗、中药、免疫调节以及近年来兴起的分子靶

向药物等成为肝癌的主要治疗方法. 我们前期

的研究发现, 复方苦参注射液和奥沙利铂均可

抑制肝癌SMMC-7721细胞的增殖并诱导其凋

亡, 当两药联合时复方苦参对奥沙利铂有增效

作用[1]. 恩度(endostar, YH-16)是我国自主开发

的重组人血管内皮抑素, 他以血管内皮细胞为

靶点抑制肿瘤新生血管生成, 已有Ⅲ期临床研

究证实, 与化疗联用可以提高晚期肺癌的疗效. 
为了进一步探索提高肝癌疗效的综合治疗方案, 
我们在复方苦参联合奥沙利铂的基础上加用恩

度, 进行了两药联合与三药联合的比较研究, 现
将其结果报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌SMMC-7721细胞株购自中科院

上海细胞生物研究所. 复方苦参注射液(简称复

方苦参, 商品名岩舒): 山西振东金晶制药公司生

产, 批号: 20080520; 注射用奥沙利铂: 南京制药

厂生产, 批号: 20080505; 恩度: 山东先声麦得津

生物制药有限公司生产, 批号: 20080901; Roche
原位细胞凋亡检测(TUNEL)试剂盒、Survivin
兔抗人多克隆抗体、Bcl-2鼠抗人单克隆抗体、

caspase-3兔抗人单克隆抗体: 北京中杉生物技术

有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 荧光显微镜观察细胞形态变化: 取对数生

长期的SMMC-7721细胞, 消化制成单细胞悬液

后, 以5×104/mL浓度接种于培养瓶中, 每瓶加培

养液8 mL, 在37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿度条件

下培养24 h后, 两药组予50 mL/L的复方苦参和

1 mg/L的奥沙利铂联合处理, 三药组在两药组的

基础上加用12.5 mg/L的恩度联合处理, 阴性对

照组加等量普通培养液, 于37 ℃、50 mL/L CO2

条件下继续培养48 h, 0.25%胰蛋白酶消化后, 收
集上清细胞及贴壁细胞, 细胞离心1 000 r/min×
10 min, 弃上清液, 离心出的细胞用PBS洗涤2次, 
1 000 r/min×10 min再次离心后, 吸尽上清液. 离
心出的细胞中加入200 μL培养液, 8 μL AO/EB
染液, 制成细胞悬液, 取1滴于载玻片上, 盖以玻

片, 在荧光显微镜下观察300个细胞, 分别计数

活细胞(VN)、早期凋亡细胞(VA)、晚期凋亡细

胞(NVA)和死细胞(NVM), 按照公式计算凋亡

率: 凋亡率 = (VA+NVA)/(VA+NVA+NVM+VN).
1.2.2 原位末端标记法(TUNEL): 按试剂盒说明

书TUNEL法染色后, 在光镜下观察, 凋亡细胞的

细胞核呈黄褐色. 10×10低倍镜下随机选取5个
细胞均匀分布的视野, 10×20中倍镜下每个视

野随机选50个细胞计数凋亡细胞数目和总的细

胞数目, 计算凋亡指数(apoptosis index, AI) = 凋
亡细胞数/总细胞数×100%.
1.2.3 免疫组织化学法(PV法): 按PV免疫试剂盒

说明书步骤检测Survivin、Bcl-2、caspase-3蛋
白的表达. 10×10低倍镜下随机选取10个细胞

均匀分布的视野, 10×20中倍镜下每个视野随

■研发前沿
在 体 外 实 验 中 , 
复方苦参、奥沙
利铂两药或与恩
度三药联用均可
诱导肝癌细胞凋
亡 ,  但 三 药 联 用
未能明显提高疗
效; 其诱导凋亡的
机制可能与抑制
Survivin和Bcl-2蛋
白的表达以及促
进caspase-3蛋白
的表达有关, 但是
否还存在其他机
制, 尚需进一步的
探讨.
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机选50个细胞. 按着色强弱分为4个等级: 无着

色0分, 淡黄色1分, 棕黄色2分, 棕褐色3分. 按公

式HSCORE = ∑Pi(i+1)(i = 0、1、2、3: Pi表示

评分为i的比例), 计算HSCORE得分. 
统计学处理 采用统计学软件SPSS16.0对相

关数据进行分析, 两样本均数比较采用配对t检
验, 计数资料比较采用χ2检验, 以P <0.05为有统

计学意义.

2  结果

2.1 荧光显微镜观察结果 VN核染色质着绿色呈

正常结构, VA核染色质着绿色呈固缩状或碎裂

状, NVA核染色质着橘红色呈固缩状或碎裂状, 
NVM核染色质着橘红色呈正常结构(图1). 细胞

凋亡率计算结果显示, 复方苦参、奥沙利铂和

恩度三药联合组与复方苦参和奥沙利铂两药组

比较凋亡率未见明显差异(P >0.05, 表1).

2.2 TUNEL观察结果 药物作用于SMMC-7721
细胞后, 用TUNEL检测细胞核的染色情况, 凋亡

细胞的细胞核塌陷固缩, 被染上深褐色(图2). 在
阳性对照组, 经过脱氧核糖核酸酶Ⅰ(deoxyri-
bonucleaseⅠ, DNaseⅠ)处理后, 染色体DNA双

链断裂较充分, 视野中细胞核几乎全部染成深

褐色. 而在阴性对照组, 几乎没有细胞核被染上

深褐色, 因此在苏木精复染时被染上了淡紫色. 

A B

a

a

b

a

b

c

图  1  荧光显微镜
观察两药组和三药
组 处 理 后 的 细 胞
形态. A: 两药组, a: 

NVA; b: NVM; B: 

三药组, a: VN; b: 

VA; c: NVA.

A B

C D

图  2  TUNEL示各组细胞凋亡情况(×200). A: 阳性对照组; B: 阴性对照组; C: 两药组; D: 三药组.

表  1  药物作用48 h后的细胞凋亡率 (细胞总数, n  = 300)

     
分组   VA NVA VN NVM 凋亡率(%)

对照组     2    3 259   36      1.67

两药组   82  51   83   84    44.33b

三药组 102  37   90   71    46.33b

bP<0.01 vs  对照组. VN: 活细胞; VA: 早期凋亡细胞; NVA:晚期

凋亡细胞; NVM: 死细胞. 

■相关报道
Yen等报道了奥沙
利铂单药治疗晚
期肝癌的Ⅱ期临
床研究, 随后本课
题组及国内外的
一些学者开展的
奥沙利铂联合氟
尿嘧啶、卡培他
滨、吉西他滨等
治疗肝癌的临床
研究, 均显示了一
定的疗效.



www.wjgnet.com

姜子瑜, 等. 复方苦参、奥沙利铂及重组人血管内皮抑素联合对人肝癌细胞株SMMC-7721凋亡的影响	           3399

在药物组中, 因为非特异性吸附, 也有较多细胞

被染上褐色, 但是仔细鉴别, 只有凋亡的细胞核

不但染成深褐色, 而且颜色浓重, 体积较小, 符
合凋亡时细胞核固缩的特征. 两药组凋亡率为

36.3%, 而三药组为34.2%, 两组间差异无统计学

意义(P >0.05). 
2.3 药物对SMMC-7721细胞凋亡相关蛋白Sur-
vivin、Bcl-2、caspase-3表达的影响 药物作用

于SMMC-7721细胞48 h后, 用免疫组织化学法

检测细胞凋亡相关基因蛋白Survivin、Bcl-2、
caspase-3的表达, Survivin表达定位在细胞质中, 
Bcl-2表达定位在细胞膜或细胞质中, caspase-3
的阳性表达可见于细胞质和细胞核 .  免疫组

织化学检测结果显示, 两药组与三药组中Sur-
vivin、Bcl-2表达均减弱(P <0.01), caspase-3表达

增强(P <0.01), 但两组之间差异不明显(P >0.05, 
图3-5, 表2).

3  讨论

复方苦参是由苦参、白茯苓等提取制成的现代

中药制剂, 研究表明, 该药可有效缩小或稳定瘤

体, 改善患者疼痛、发热、出血、乏力等临床症

状, 配合放化疗可减毒增效、抑制肿瘤生长[2]. 实验

研究发现, 复方苦参对肝癌SGC-7901、HepG2
和BEL-7402细胞具有明显的体外杀伤作用, 影
响SGC-7901及HepG2的细胞周期, 促进凋亡[3]; 

图  3  免疫组织化学示各组Survivin蛋白的表达(×200). A: 对照组强阳性; B: 两药组弱阳性; C: 三药组弱阳性.

A B C

图  4  免疫组织化学示各组Bcl-2蛋白的表达(×200). A: 对照组强阳性; B: 两药组弱阳性; C: 三药组弱阳性.

A B C

图  5  免疫组织化学示各组caspase-3蛋白的表达(×200). A: 对照组弱阳性; B: 两药组强阳性; C: 三药组强阳性.

A B C

■应用要点
复方苦参对肝癌
SGC-7901、HepG2
和BEL-7402细胞
具有明显的体外
杀 伤 作 用 ,  影 响
SGC-7901及HepG2
的细胞周期, 促进
凋亡.
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对人肝癌细胞SMMC-7721[4]、人结肠癌细胞

SW480[5]、人前列腺癌细胞PC-3[6]等也均有诱

导凋亡的作用. 第4代铂类药物奥沙利铂是临床

常用的化疗药物, 他以DNA为作用部位, 铂原子

与DNA结合后形成链内与链间交联, 抑制DNA
的合成与复制, 起到抗肿瘤的作用. 实验研究显

示, 奥沙利铂对多种肝癌细胞的抑制作用均较

其他铂类显著, 且毒性较低[7]. 2004年ASCO会议

上, Yen等[8]报道了奥沙利铂单药治疗晚期肝癌

的Ⅱ期临床研究, 随后我们及国内外的一些学

者开展的奥沙利铂联合氟尿嘧啶、卡培他滨、

吉西他滨等治疗肝癌的临床研究[9-12], 均显示了

一定的疗效. 在此基础上, 由秦叔逵等牵头在亚

太地区开展了FOLFOX4方案(奥沙利铂+氟尿嘧

啶+亚叶酸钙)与阿霉素对照治疗晚期原发性肝

细胞肝癌的Ⅲ期临床研究, 在今年的ASCO年会

上报告了最终研究结果, 显示FOLFOX4组在中

位无进展生存期、中位总生存等方面优于阿霉

素, 首次证明了以奥沙利铂为主的系统性化疗

可以延长肝癌患者生存[13]. 内皮抑素(endostatin, 
ES)是一种广谱的内源性血管形成抑制因子, 具
有强效和选择性抗血管生成作用. 血管内皮抑素

通过特异性作用于新生血管的内皮细胞并抑制

内皮细胞迁移, 诱导其凋亡而直接发挥抗血管生

成作用; 还可通过调节肿瘤细胞表面血管内皮生

长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)
的表达及蛋白水解酶的活性, 多靶点地发挥抗血

管生成作用, 间接导致肿瘤休眠或退缩[14]. 恩度

是我国自主开发的重组人血管ES, 其Ⅲ期和Ⅳ

期临床研究显示, 恩度联合一线化疗方案治疗

晚期非小细胞肺癌可显著提高客观有效率和疾

病控制率, 且没有显著增加化疗的不良反应[15,16]. 
受此启发, 我们开展了恩度联合化疗治疗多种

恶性肿瘤的临床研究, 并取得了一定的疗效, 且
安全性和耐受性较好[17]. 肝癌是典型的富血管肿

瘤, 肝内丰富的血管为肝癌细胞产生的VEGF发
挥诱导血管内皮细胞迁移、增殖及肿瘤血管生

成提供了良好的基础, 因此, 抗肿瘤血管生成治

疗对于肝癌具有重要意义. 
一般认为, 中药与化疗药物联合应用, 可减

少患者的不良反应, 提高机体免疫功能和改善

生活质量, 起到减毒增效作用[18]. 我们前期研究

发现[1], 复方苦参、奥沙利铂均有诱导肝癌细胞

株SMMC-7721凋亡的作用, 当两者联合后, 这种

作用得到明显加强, 提示中药与化疗药物联合

有协同增效作用, 那么在此基础上增加抗血管

生成药物恩度能否进一步提高疗效? 为此开展

了进一步的研究. 体外研究结果表明, 无论是荧

光显微镜观察法还是TUNEL均发现复方苦参和

奥沙利铂联合应用对肝癌细胞株SMMC-7721有
显著的诱导凋亡作用, 但当在此基础上联合恩

度后, 这种作用却未能进一步提高. 
Survivin是迄今发现的最强的凋亡抑制因

子, 其主要功能就是抗凋亡, 在肝癌组织和几乎

所有肝癌细胞株中均有高表达[19]. Bcl-2蛋白表

达在多种肿瘤中均出现异常, 特别是他与Sur-
vivin蛋白在肝癌组织中的表达呈显著正相关, 
二者在肝癌的发展中起到协同作用[20]. caspase-3
是细胞蛋白酶级联反应的必经之路, 有研究发

现, Survivin表达阳性的肝癌组织中caspase-3的
表达显著增高, 推测Survivin对凋亡的抑制可

能由caspase-3介导[21]. 因此, 我们检测了复方苦

参与奥沙利铂两药联合及其与恩度三药联合

对Survivin、Bcl-2和caspase-3蛋白表达的影响, 
与对照组相比, 两药组与三药组均下调了Sur-
vivin、Bcl-2蛋白的表达, 上调了caspase-3蛋白

的表达(P <0.05), 因此推测两药联合及三药联合

诱导肝癌细胞凋亡的作用可能是通过调节Sur-
vivin、Bcl-2、caspase-3蛋白的表达来实现的. 
但是与两药组比较, 三药组对诱导肝癌细胞凋

亡及蛋白表达的影响未见显著性差异(P >0.05), 
我们推测其原因主要是由于目前所知恩度的作

用靶点在VEGF, 通过抑制肿瘤新生血管的形

成、切断肿瘤的营养供应起到抗肿瘤的作用, 
而体外培养的肿瘤细胞主要依赖于弥散获得营

养, 不像体内那样主要依靠新生血管供应养分, 
故在体外实验中复方苦参、奥沙利铂联合恩度

未见效果增强. 
总之, 在体外实验中, 复方苦参、奥沙利铂

两药或与恩度三药联用均可诱导肝癌细胞凋亡, 
但三药联用未能明显提高疗效; 其诱导凋亡的

机制可能与抑制Survivin和Bcl-2蛋白的表达以

及促进caspase-3蛋白的表达有关, 但是否还存在

表  2  药物作用48 h后细胞凋亡相关蛋白的表达变化
(mean±SD, 分)

     
分组

HSCORE得分

       Survivin        Bcl-2   caspase-3

对照组 2.485±0.013 2.195±0.021 1.536±0.007

两药组 1.426±0.007b 1.308±0.012b 2.503±0.017b

三药组 1.442±0.011b 1.298±0.008b 2.526±0.013b

bP<0.01 vs  对照组.

■同行评价
本文新颖性较好, 
设计合理, 讨论全
面, 为进一步探讨
提高肝癌疗效的
综合治疗方案提
供了新思路.
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其他机制, 尚需进一步的探讨. 
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