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■背景资料
胃癌(gastric cancer, 
GC)是我国最常
见的恶性肿瘤之
一, 2005年GC已
经成为中国癌症
发病率和死亡率
首位的恶性肿瘤, 
严重威胁人类的
健康, 因此寻求有
效合理的干预GC
的方法具有重要
的意义. 而中医药
在肿瘤临床治疗
方面具有其独特
的优势和广阔的
研究前景.
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Abstract
AIM
To evaluate the influence of high-, medium- 
and low-dosage Ningxia Eremias multiocellata 
on human gastr ic cancer BCG-823 ce l l 
proliferation and apoptosis, and to clarify 
the interventional action and mechanism of 
Ningxia Eremias multiocellata on gastric cancer 
cells.

METHODS
Fifty SPF grade male SD rats were randomly 
divided into five groups: normal saline control 
group (group S), high-dosage Ningxia Eremias 
multiocellata group (group XH), mediun-
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及E-cad蛋白表达水平, 阐明宁夏密点麻蜥对
GC细胞的干预作用及其机制. 

方法
50只SPF级♂SD大鼠, 随机分为生理盐水
对照组(S组), 宁夏密点麻蜥高(XH组)、中
(XM组)、低(XL组)剂量组、华蟾素片对照
组(HC组), 共5组, 每组10只. 各组用生理盐
水及相应浓度宁夏密点麻蜥药物灌胃1 wk
后处死, 腹主动脉取血, 离心, 制备含药血清. 
用MTT法检测药物血清对人GC BCG-823细
胞增殖活性的影响; 用Western blot检测方法
测定GC细胞P53、Bax、MMP-9及E-cad蛋
白表达水平, 并进行统计分析. 

结果
含药大鼠血清各干预组OD均值小于生理盐
水对照组; 宁夏密点麻蜥高、中、低剂量组
之间比较, P<0.05; P53、Bax以及E-cad蛋白表
达水平与生理盐水组比显著升高, MMP-9蛋
白表达水平与生理盐水组比降低. 随着血清
药物浓度的增高, MMP-9的表达呈依赖性降
低, P53、Bax以及E-cad的表达呈依赖性增强.

结论
宁夏密点麻蜥能影响P53、Bax、MMP-9及
E-cad蛋白表达水平, 抑制人GC BCG-823细
胞增殖, 并诱导细胞凋亡, 具有良好的抗癌
作用. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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细胞凋亡

核心提要: 本文采用MTT法测含药血清抗肿瘤

活性及Western blot法检测相关因子P53、Bax、
基质金属蛋白酶-9(matrixmetalloproteinase-9, 
MMP-9)及E-cad的表达, 以观察宁夏密点麻蜥

高、中、低剂量含药血清对人胃癌BCG-823细

胞增殖凋亡的影响, 以及测定细胞P53、Bax、
MMP-9及E-cad蛋白表达水平, 提示宁夏密点麻

蜥药物能有效诱导人胃癌BCG823细胞的凋亡

的机制可能与促进p53、Bax、E-cad 基因和抑

制MMP9基因蛋白表达有关.
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■研发前沿
宁 夏 密 点 麻 蜥
(Ningxia Eremias 
multiocellata )具
有养血活血、消
瘿 散 结 的 作 用 , 
含蛋白质、氨基
酸及Fe、Zn等多
种微量元素 ,  可
提 高 机 体 免 疫
力 ,  有较好的抗
癌作用 .  细胞凋
亡是一种由基因
所控制的细胞自
主 的 有 序 的 死
亡 ,  是机体内细
胞死亡的重要途
径 .  药物宁夏密
点麻蜥在诱导人
GC BCG823细胞
的凋亡的机制方
面尚未见有报道, 
因此此次研究其
能填补此方向一
定的内容.

dosage group (group XM), low-dosage group 
(group XL), and cinobufagin tablet control 
group (group HC), with 10 rats in each 
group. All these rats were killed after gavage 
of normal saline or corresponding drug for 
1 wk. Blood samples were taken from the 
aorta abdominalis, and then drug-containing 
serum was prepared after centrifugation. 
The influence of drug-containing serum on 
BCG-823 cell proliferation was detected by 
MTT method. The protein expression of 
P53, Bax, matrixmetalloproteinase-9, and 
E-cadherin was measured by Western blot.

RESULTS
MTT assay showed that cell proliferation 
was inhibited in all intervention groups 
compared with group S, and there was a 
significant difference among groups XH, XM 
and XL (P < 0.05). Compared with group 
S, P53, Bax and E-card protein expression 
levels were obviously increased, and MMP-9 
protein expression level was reduced in all 
intervention groups. With the increase in 
drug-containing serum concentration, MMP-9 
expression was gradually decreased, but P53, 
Bax and E-cad expression gradually increased. 

CONCLUSION
Ningxia Eremias multiocellata can alter the 
expression of P53, Bax, MMP-9, and E-cad 
proteins, inhibit gastric cell proliferation, 
and induce cell apoptosis, thus having good 
anticancer effects. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
研究宁夏密点麻蜥高、中、低剂量对人胃
癌(gastric cancer, GC)BCG-823细胞增殖凋亡
的影响, 同时测定细胞P53、Bax、基质金属
蛋白酶-9(matrixmetalloproteinase-9, MMP-9)

■相关报道
一 些 研 究 发 现 , 
复 方 蜥 蜴 散 能
够 进 一 步 降 低
凋 亡 促 进 基 因
p53 的突变, 下调
凋 亡 抑 制 基 因
Survivin 的表达, 
也 能 抑 制 凋 亡
相关蛋白P65、
IkB-a的表达, 从
而实现有效干预
PLGC和延缓癌
变进程的作用.
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0  引言

胃癌(gastric cancer, GC)是我国最常见的恶性

肿瘤之一, 其发病率约为36.21/10万, 死亡率为

25.88/10万[1], 严重威胁人类的健康. 有研究[2]

认为胃黏膜癌变过程中存在细胞凋亡的异常. 
细胞凋亡是一种由基因所控制的细胞自主的

有序的死亡, 是机体内细胞死亡的重要途径, 
能够及时清除机体内多余和受损伤的细胞, 维
持组织器官的稳定性[3]. 目前来说, 诱导细胞凋

亡已经能够成为评估抗癌药物作用的重要指

标之一[4]. 若能抑制肿瘤细胞增殖并诱导其发

生凋亡, 肿瘤就有可能停止生长[5]. 
近年来, 中医药在肿瘤临床治疗中有较多

地应用, 其优势主要体现在多靶点、不良反应

小、不易产生耐药性等方面, 能够有效缓解患

者的症状, 减轻放疗及化疗的不良反应[6]. 导师

李卫强副教授开展以宁夏密点麻蜥为主的蜥

蜴胃康方治疗GC前病变及GC的相关临床和

实验研究, 取得了较好的效果[7,8]. 本研究在以

往研究的基础上, 进一步采用血清药理学研究

方法, 观察宁夏密点麻蜥高、中、低剂量含药

血清对人GC BCG-823细胞增殖凋亡的影响, 
同时测定细胞P53、Bax、基质金属蛋白酶-9 
(matrixmetalloproteinase-9, MMP-9)及E-cad蛋
白表达水平, 阐明宁夏密点麻蜥对GC细胞的

干预作用及其机制. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物: SPF级SD大鼠50只, ♂, 6-7
周龄 ,  体质量140-180 g(动物合格证编号 : 
SCXX(宁)2011-0001). SPF大鼠生长繁殖饲料

(北京科澳协力有限公司). 大鼠及饲料均由宁

夏医科大学实验动物中心提供. 
1.1.2 药物及配置剂量: 将宁夏密点麻蜥根据浓

度不同分为高、中、低3个剂量组, 其中高剂量

组浓度为0.17 g/mL; 中剂量组浓度为0.08 g/mL; 
低剂量组浓度为0.04 g/mL, 以上各组煎液装瓶

备用. 以上药物由宁夏医科大学附属回医中

医医院制剂室提供. 中药给药量为每只大鼠

2.5 mL/100 g. 华蟾素片, 0.3 g×20片/瓶, 安徽

金蟾生化有限公司. 华蟾素片用蒸馏水配成

浓度为9 mg/mL的混悬液, 给药量为每只大鼠

1 mL/100 g. 阴性对照组给予等量生理盐水. 
1.1.3 主要试剂和仪器: 人GC细胞BCG-823(中

国科学院上海生科院细胞资源中心); DMEM
高糖培养基、胎牛血清(Gibco公司); 0.25g/L
胰蛋白酶(Hyclone公司); 总蛋白提取及定量

试剂盒(南京凯基生物科技发展有限公司); 兔
抗MMP-9多克隆抗体; 兔抗P53多克隆抗体; 
兔抗BAX多克隆抗体;(武汉三鹰生物技术有

限公司). 超净工作台(美国NUAIR公司); 恒
温水浴锅、微型离心机(其林贝儿仪器制造

有限公司), HealForce二氧化碳培养箱(香港

力康公司); 显微镜BH2-RFCA(OLYMPUS
公司); 微量移液器(Germany); 超低温冰箱

BCD-201/HC(广东科龙电器公司); C400曝光

仪(AZURE). 
1.2 方法

1.2.1 含药血清的制备: 将实验大鼠正常饲养

1 wk后, 随机分为宁夏密点麻蜥高、中、低剂

量组、生理盐水对照组和华蟾素片对照组. 其
中宁夏密点麻蜥高剂量组给予宁夏密点麻蜥

熬制滤取浓度为0.17 g/m L的煎液灌胃; 中
剂量组给予宁夏密点麻蜥熬制滤取浓度为

0.08 g/mL的煎液灌胃; 低剂量组给予宁夏密点

麻蜥熬制滤取浓度为0.04 g/mL的煎液灌胃. 华
蟾素片组用蒸馏水配成浓度为9 mg/mL的混悬

液灌胃. 阴性对照组给予等量生理盐水. 给药

量为每只大鼠1 mL/100 g, 灌胃1次/d, 连续7 d. 
各组末次给药后1 h, 腹腔麻醉, 无菌条件下腹

主动脉取血, 3000 r/min, 离心15 min, 血清于

56 ℃水浴下30 min灭活, 于3000 r/min, 离心

15 min, 转移至新的无菌管中经0.22 μm的滤器

过滤, 封装, -20 ℃环境下冷藏备用. 
1.2.2 MTT法测含药血清抗肿瘤活性: 人GC细
胞BCG-823于实验室中进行常规培养, 将其接

种于含10%小牛血清的RPMI 1640完全培养液

中培养, 并置于恒温培养箱中培养48-72 h, 其
中恒温培养箱为37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿

度. 每24 h更换1次培养液. 等GC细胞铺满培养

瓶底后, 弃去培养液, 用PBS洗2次, 并用0.25%
的胰蛋白酶消化GC细胞, 含10%小牛血清的

RPMI 1640培养液调整细胞浓度为1.4×106/mL
分别接种于60 mm培养皿中. 生理盐水组及宁

夏密点麻蜥高、中、低剂量组、华蟾素片组

予常规培养液的同时, 分别加用相应的含药大

鼠血清, 各组所加大鼠血清占总培养液体积的

10%. 继续培养48 h, 更换不含血清培养液每孔

100 μL, 加入10 μL的CCK-8, 4 h后测定吸光度

■创新盘点
本文是在前阶段
对 G C 前 病 变 研
究的基础上 ,  阐
明 宁 夏 密 点 麻
蜥 对 G C 细 胞 的
干预作用及其机
制 .  研究结果提
示宁夏密点麻蜥
药物可诱导人GC 
BCG823细胞的
凋亡 ,  表明其能
够抑制GC细胞的
增殖 .  目前此方
面研究较少 ,  具
有一定的创新性.
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(optical density, OD值). 实验共重复3次. 
1.2.3 Western b lo t检测相关因子MMP-9、
E-cad、Bax及P53的表达: 各实验组大鼠分别

加用生理盐水、宁夏密点麻蜥高、中、低剂

量及华蟾素片含药血清. 继续培养48 h后收集

细胞后提取蛋白, 用BCA试剂盒测定蛋白浓

度. 取20 μL样品上样于十二烷基硫酸钠-上样

缓冲液, 电泳至溴酚蓝跑到胶底部. 将其转至

硝酸纤维脂膜上, 以5%脱脂奶粉于4 ℃封闭

1 h; 分别加入MMP-9、E-cad、Bax及P53一抗

(稀释比例MMP-9为1∶1000, E-cad为1∶300, 
Bax、P53为1∶400), 摇床孵育3 h, 洗膜3次, 每
次10 min; 分别加入辣根过氧化物酶标记的二

抗(稀释比例均为1∶4000), 摇床孵育1 h, 洗膜

3次, 每次10 min; 加入发光液, 进行图像采集, 
分别计P53、Bax、MMP-9及E-cad及灰度值的

比值. 
统计学处理 采用SPSS19.0统计学软件进

行数据处理. 实验数据以mean±SD表示, 采用

完全随机设计资料的方差分析, 检验水准为α 
＝ 0.05, 其中以P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 宁夏密点麻蜥不同剂量含药血清对人GC 
BCG-823细胞凋亡的影响 不同药物含药血清

干预48 h后各组OD如表1, 2及图1.
2.2 宁夏密点麻蜥不同剂量含药血清对人GC 
BCG-823细胞凋亡的影响

2.2.1 对GC细胞凋亡相关蛋白P53、Bax的影

响: Western blot检测结果显示: 宁夏密点麻蜥

不同浓度含药血清作用于人GC BCG-823细胞

48 h后, 凋亡相关蛋白P53和Bax蛋白表达水平

与生理盐水组比较显著升高. 随着药物浓度的

升高, P53和Bax蛋白的表达变化也具有明显的

剂量依赖性(图2). 

2.2.2 对人GC BCG823细胞中MMP-9、E-cad
表达的影响: Western blot检测结果显示: 不同

浓度宁夏密点麻蜥血清作用于人GC BCG-823
细胞48 h后, 细胞内MMP-9的表达较生理盐

水组显著减弱 ,  随着血清药物浓度的增高 , 
MMP-9的表达呈依赖性降低. 细胞内E-cad的
表达较生理盐水组显著增高, 随着血清药物浓

度的增高, E-cad的表达呈依赖性增强. 差异有

统计学意义(F >0.05, P <0.05)(图3). 

3  讨论

研究[9]表明, GC的发生主要与饮食不当、情绪

失调、HP湿热“虫”毒感染等相关, 此类因素

可引起脾胃运化失调, 气血生化乏源, 加之浊

毒内留, 血络瘀阻, 胃燥失养而致胃络癥瘕形

成, 热毒血瘀积聚[10,11]. 因此, 气阴不足、毒瘀

交阻是GC的主要病机, 而益气养阴、解毒通

络是其主要治法. 基于此, 我们组成了蜥蜴胃

康基本方等治疗PLGC等病症取得较好疗效. 
胃黏膜细胞在缺血缺氧状态下, 激活缺氧

诱导因子HIF-1α等[12], 引起细胞异常凋亡、

增殖, 黏膜增生肠化, 继而发生癌变. 此与中医

学认为气阴不足、毒瘀交阻, 致使胃黏膜失却

濡养、胃络癥瘕形成的GC病机相一致. 我们

在以往以宁夏密点麻蜥为主的复方进行干预

PLGC研究[7,8]的基础上, 采用中药血清药理学

研究方法, 进一步观察宁夏密点麻蜥对GC细

胞的干预作用. 中药血清药理学是近些年新发

展起来的方法, 该方法将体外实验和体内实验

相结合, 可更深入地揭示药物作用机制, 使结

果具有真实性和科学性[13]. 能反映中药母体药

物及其代谢产物及由药物诱导机体内源性成

分所产生的作用[14], 适合中药及中药复方制剂

的研究, 其中在诱导肿瘤细胞凋亡研究方面发

表  1  干预后药物血清不同浓度组OD值 (mean±SD)

     分组 OD值

华蟾素对照组(HC) 0.79±0.05 

生理盐水组(S) 1.47±0.03 

宁夏密点麻蜥高剂量组(XH)   0.49±0.04ac

宁夏密点麻蜥中剂量(XM)   0.65±0.04ac

宁夏密点麻蜥低剂量组(XL)   0.80±0.06ac

aP<0.05 vs  S组比较; cP<0.05 vs  HC组.

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
HC           S            XL          XM          XH

图  1  干预后药物血清不同浓度组OD值. HC: 华蟾素对照

组; S: 生理盐水组; XL: 宁夏密点麻蜥低剂量组; XM: 宁夏

密点麻蜥中剂量; XH: 宁夏密点麻蜥高剂量组.

■应用要点
采用血清药理学
研究方法 ,  观察
宁夏密点麻蜥含
药 血 清 对 人 G C 
BCG-823细胞增
殖 凋 亡 的 影 响 , 
可较好地克服了
中药粗制剂直接
进入体外实验的
缺点 ,  适合中药
及中药复方制剂
的研究. 在将来, 
会有更多的中药
被引入抗肿瘤细
胞凋亡及诱导细
胞凋亡方面的研
究 ,  以更好地服
务于临床 ,  让中
医 在 治 疗 G C 上
体现出其自身独
特的优势.
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挥着重要的作用[15]. 大鼠与人类生物特性尽量

相似[16], 可作为实验动物. 给药途径一般采用

灌胃方式[17]. 连续用药5-10 d后, 其制备含药血

清的生物学效应是相似的[18]. 孙莉等[19]运用血

清药理学方法, 发现六神丸含药血清能够有效

抑制MCF-7细胞血管内皮生长因子、MMP-9
的表达, 并且血清浓度升高, 其抑制作用增强. 
从而认为六神丸可以通过抗肿瘤血管生成途

径实现抗肿瘤作用. 李东峰等[20]通过采用血清

药理学方法通过观察半夏泻心汤对人GC腹膜

转移细胞GC9811-P的作用, 发现半夏泻心汤含

药血清对其较为敏感, 而且对其增殖有明显的

抑制作用. 
p53是一类重要的抑癌基因, 属细胞生长

周期中的负调节因子, 与细胞周期的调控、细

胞分化、凋亡等重要生物学功能有关, 当其缺

失或者突变能导致肿瘤的发生[21]. 目前诸多研

究[22,23]表明其与GC的发生发展密切相关. Bax
是Bcl-2基因家族的细胞凋亡促进基因, 他可

以直接促进细胞凋亡[24], 在高中分化GC的表

达率高[25]. MMP-9属于基质金属蛋白酶家, 能
够破坏肿瘤基底膜的完整性, 降解基底膜及周

围基质, MMP-9的过度表达可促进肿瘤血管生

成, 癌细胞快速增殖[26]. 有研究发现[27], MMP-9

     

表  2  干预后药物血清不同浓度组OD值 (原始数据)

生理盐水 蜥蜴低剂量 蜥蜴中剂量 蜥蜴高剂量 华蟾素

1.4962 0.8869 0.6653 0.5263 0.8385

1.5076 0.7213 0.6168 0.4683 0.7484

1.4803 0.8229 0.7107 0.4453 0.7578

1.4452 0.7792 0.6388 0.5013 0.8489

华蟾素 蜥蜴高 蜥蜴中 蜥蜴低 生理盐水

P53

Bax

actin

53 kDa

21 kDa

43 kDa

MMP-9

E-cad

actin

92 kDa
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43 kDa

华蟾素 蜥蜴高 蜥蜴中 蜥蜴低 生理盐水
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图  2  各组人胃癌BCG823细胞P53、Bax蛋白表达比较. 
A: Western blot检测各组细胞中P53、Bax的相对水平; B: 

各组P53蛋白的相对表达量; C: 各组Bax蛋白的相对表达

量. aP<0.05 vs  S组. HC: 华蟾素对照组; XH: 宁夏密点麻蜥

高剂量组; XM: 宁夏密点麻蜥中剂量; XL: 宁夏密点麻蜥

低剂量组; S: 生理盐水组.

图  3  各组人胃癌BCG823细胞MMP-9、E-cad蛋白表
达比较. A: Western blot检测各组细胞中MMP-9、E-cad

的相对水平; B: 各组MMP-9蛋白的相对表达量; C: 各组

E-cad蛋白的相对表达量. aP<0.05 vs  S组. HC: 华蟾素对照

组; XH: 宁夏密点麻蜥高剂量组; XM: 宁夏密点麻蜥中剂

量; XL: 宁夏密点麻蜥低剂量组; S: 生理盐水组.

■名词解释
宁 夏 密 点 麻 蜥
是 典 型 的 荒 漠
草原蜥种 ,  含蛋
白质、氨基酸及
Fe、Zn等多种微
量元素 ,  可提高
机体免疫力 ,  有
较好的抗癌作用. 
中药血清药理学
是以含药血清代
替中药粗提物作
为药物源加入离
体反应系统中从
而研究其药理作
用的一种半体内
实验方法.

a
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在GC中过表达与GC临床分期及淋巴结转移有

关. 上皮钙依赖黏附蛋白(E-cadherin, E-cad)是
一种跨膜糖蛋白, 是细胞膜上重要的黏附分子. 
其表达异常可使得黏附功能丧失, 导致肿瘤细

胞的浸润转移[28,29]. 
宁夏密点麻蜥是典型的荒漠草原蜥种, 始

载于《中国药用动物志》, 《本草纲目》言其

可“消水饮阴癀, 滑窍破血”, 《全国中草药

汇编》载, 蜥蜴性寒味咸, 归肾、肝、肺经, 可
养血活血、消瘿散结, 亦为动物类血肉有情之

品. 现代研究[30]表明, 蜥蜴含蛋白质、氨基酸

及Fe、Zn等多种微量元素, 可提高机体免疫

力, 有较好的抗癌作用. 
本实验通过MTT法比较结果及Western 

blot结果提示宁夏密点麻蜥药物能有效诱导人

GC BCG823细胞的凋亡, 并且含药血清浓度升

高, 其抑制作用增强, 从而抑制GC细胞的增殖, 
其机制可能与促进p53、Bax、E-cad基因和抑

制MMP9基因蛋白表达有关. 
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■同行评价
本文采用血清药
理 学 研 究 方 法 , 
观察到宁夏密点
麻蜥含药血清对
人GC BCG-823
细胞增殖凋亡的
影 响 及 其 机 制 . 
具有一定的科学
性 ,  为宁夏密点
麻蜥能否用于临
床为患者服务提
供了实验基础. 
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