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巴豆，系大戟科植物巴豆的种子，味辛 ，性热 。 巴豆从

很早之前就被用于抗肿瘤治疗 ， 巴豆制剂及其复方对胃

癌 、肝癌 、乳腺癌 、卵巢癌 、宫颈癌等多种肿瘤的治疗作用

已从化学 、药理 、临床等多方面研究确定 。 有实验研究证

实 ，巴豆生物碱 （

CA

）能诱导

SGC-7901

细胞分化 ，抑制细

胞增殖，并诱导其凋亡

[1-4]

。本文即从体外实验的角度，初步

探讨巴豆生物碱抑制

SGC-7901

细胞增殖及诱导其凋亡的

分子机制。

1

实验材料

1.1

细胞株 人胃癌

SGC-7901

细胞株购自南京凯基生物

科技发展有限公司。

1.2

药物与试剂 巴豆生物碱由中国药科大学药理室制备；

RPMI 1640

培养基、小牛血清、胰蛋白酶购自南京凯基生物

科技发展有限公司； 免疫组化相关抗体试剂盒购自

Bioworld

公司； 免疫组化

MaxVisionTM

试剂盒、

DAB

显色试剂盒购自

福州迈新生物公司。

1.3

实验仪器 细胞培养瓶、 培养板：

Fisher Scientific

公司

（美国）；微量加样器：

Eppendorf

公司（德国）；二氧化碳培养箱：

3111

型，

Thermo

公司（美国）；台式离心机：

80-2

型，上海医疗

器械 （集团） 有限公司； 光学显微镜：

LEICA DM-1000

型，

LEICA

公司（德国）；

MiniSee

图像采集系统：康克新柏图文分析

软件。

2

实验方法

2.1

细胞培养

SGC -7901

细 胞 接 种 于 含

10%

灭 活 小

牛 血 清 的

RPMI 1640

培 养 液 中 ，置

37℃

、

5%CO

2

培 养

箱 中 培 养 ， 每 日 显 微 镜 下 观 察 ， 待 细 胞 生 长 状 态 良

好 ， 铺 满 瓶 底 时 ， 用

0 . 25%

胰 蛋 白 酶 溶 液 常 规 消 化 、

传代 。

2.2

免疫组化法检测巴豆生物碱对

SGC-7901

细胞

PCNA

、

Ki-67

、

Bax

及

Fas

表达的影响 取处于对数生长期细胞，调

整细胞浓度为

1×10

5

/mL

， 以

2000μL

每孔接种于

6

孔塑料

板 ，

6

孔塑料板每孔底部交错放置两块

24mm×24mm

经多

聚赖氨酸处理的无菌盖玻片， 置

37℃

、

5%CO

2

培养箱中培

养 。 待培养

24h

细胞贴壁后 ， 吸弃旧培养液 ， 每孔加入

1000μL

不同浓度的巴豆生物碱， 使终浓度为

25

、

50

、

100

、

200

、

400μg/mL

，并设

0μg/mL

的空白对照，每个浓度设

3

个

复孔。 继续培养

72h

后，取出盖玻片，

PBS

冲洗，

4%

多聚甲

醛

4℃

固定过夜，

3%H

2

O

2

室温孵育

20min

， 滴加一抗

4℃

过

夜 ，次日滴加二抗 ，最后

DAB

显色 ，苏木素轻染 ，脱水 ，透

明，封片。

每张细胞片选取

6

个不同视野在高倍镜下观察，以此来

判断细胞染色的着色率。

PCNA

和

Ki-67

阳性判断标准是以

细胞核出现淡黄色至棕黄色颗粒沉着为阳性细胞，而

Bax

和

Fas

主要以胞浆出现淡黄色至棕黄色颗粒沉着为阳性细胞。

染色结果以染色阳性细胞数百分比计算，即在观察的高倍视

野中，计数

100

个细胞中阳性细胞所占百分比，并取

6

个视

野的平均值。

2.3

统计学方法 实验重复

3

次，结果以（

x±s

）表示。 所有数

据均采用

SPSS16.0

统计分析软件进行方差分析，

P＜0.05

表

示差异有统计学意义。

3

实验结果

如图

1

和图

2

中所见，

PCNA

、

Ki-67

蛋白主要在胞核中

表达，并随着巴豆生物碱浓度的升高，

PCNA

和

Ki-67

蛋白表

达阳性率降低。 如图

3

和图

4

中所见，

Bax

和

Fas

蛋白表达主

要在胞浆中，随着巴豆生物碱浓度的升高，

Bax

及

Fas

表达显

著增多。 见表

1

。

摘 要 目的：观察巴豆生物碱（

Croton Alkaloid

，

CA

）对人胃癌

SGC-7901

细胞

PCNA

、

Ki-67

及

Bax

、

Fas

表达的影

响，初步探讨其抗肿瘤的分子机制。 方法：体外培养

SGC-7901

细胞，给予不同浓度的巴豆生物碱干预。 免疫组化法检测不

同浓度

CA

作用于

SGC-7901

细胞后，

PCNA

、

Ki-67

、

Bax

、

Fas

蛋白表达的情况。 结果： 随着巴豆生物碱浓度的升高，

SGC-

7901

细胞中

PCNA

、

Ki-67

表达逐渐下降，

Bax

、

Fas

表达逐渐上升，具有剂量依赖性。结论：巴豆生物碱抑制

SGC-7901

细胞

增殖的作用机制可能与其下调

PCNA

、

Ki-67

表达相关， 而其上调

Bax

、

Fas

表达可能是其诱导

SGC-7901

细胞凋亡的机制

之一。
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图

1

免疫组化

SGC-7901

细胞中

PCNA

蛋白的表达（

10×40

）

图

2

免疫组化

SGC-7901

细胞中

Ki-67

蛋白的表达（

10×40

）

图

3

免疫组化

SGC-7901

细胞中

Bax

蛋白的表达（

10×40

）

图

4

免疫组化

SGC-7901

细胞中

Fas

蛋白的表达（

10×40

）

表

1

各组

SGC-7901

细胞中

PCNA

、

Ki-67

、

Bax

、

Fas

蛋白表达阳性率（

x±s

）

%

空白对照组

组别

3 12.97±1.23 13.30±0.80

样本数

PCNA Fas

23.80±1.10 3.90±0.43

Ki-67 Bax

CA25μg/mL

组

3 11.80±1.28 20.70±0.84

*

21.30±1.00

*

9.70±0.80

*

CA50μg/mL

组

3 9.50±1.40

*

17.60±1.20

**

14.90±0.35

*

28.30±0.89

**

CA100μg/mL

组

3 6.73±0.95

**

13.70±1.23

**

26.70±3.28

**

38.70±2.34

**

CA200μg/mL

组

3 4.33±0.80

**

9.50±0.23

**

39.80±2.51

**

51.30±2.02

**

CA400μg/mL

组

3 2.03±1.05

**

4.90±0.41

**

56.70±2.17

**

65.30±2.37

**

注：与空白对照组比较，

*P＜0.05

，

**P＜0.01

。

4

讨论

目前，胃癌的治疗仍以手术治疗为主，联合放化疗，然而

仍有部分患者不适宜手术，传统化疗药物有严重的不良反应

和化疗耐药， 多药耐药是造成肿瘤化疗失败的重要原因之

一。 因此，研究中药对于肿瘤的作用，开发新型有效的抗肿瘤

药物具有广阔的前景。 近年来，生物碱类药物在肿瘤防治方

面的作用越来越受到人们的重视。

目前认为肿瘤的发生发展与细胞增殖失控和细胞凋亡

失衡有关。

PCNA

、

Ki-67

是与细胞增殖相关的核抗原，在增

殖的细胞中呈阳性表达，反映细胞的增殖活性，是细胞增殖

的重要标记物

[5-6]

。

PCNA

为

S

期广泛表达的酸性蛋白，定位

于细胞核，

S

期高水平表达，而在

M

期和

G

0

期不表达。 因此

PCNA

的阳性程度可直接反映

DNA

复制的活跃程度。

Ki-67

表达在

G

0

期和

G

1

早期缺如，在

S

、

G

2

和

M

期等细胞中均有

表达，其表达活性随细胞周期进展而增加，可准确地反映细

胞增殖活性。 本研究免疫组化结果显示，随着巴豆生物碱作

用浓度的升高 ，

SGC-7901

细胞中

PCNA

、

Ki-67

表达下降 ，

表明巴豆生物碱抑制

SGC-7901

细胞增殖的作用机制与其

下调

PCNA

、

Ki-67

表达相关，并呈浓度依赖性。 肿瘤恶性程

度与其细胞的增殖速度密切相关，细胞增殖活跃者，其生物

学行为不佳，预后不良。 巴豆生物碱可抑制

SGC-7901

细胞

的增殖，表明其可一定程度地抑制胃癌的分化和转移，改善

预后。

细胞凋亡 ，又称程序性细胞死亡 ，是一种细胞自主的

生理性死亡。 细胞凋亡与机体清除病毒、抗肿瘤及肿瘤形

成均有密切关系 ，

Bcl-2

家族蛋白和

Fas/FasL

系统是重要

的凋亡调节因子 。 根据在细胞凋亡调控中的不同作用 ，

Bcl-2

蛋白家族分为抗凋亡蛋白和促凋亡蛋白两大类。

bax

是

bcl-2

家族中主要的促凋亡蛋白 ，

bax

定位于细胞浆 ，自

身可形成同源二聚体或与

bcl-2

形成异源二聚体 。 当

bax

过度表达时，

bax

本身形成的同源二聚体占主导，则易于发

生凋亡

[7]

。 很多细胞凋亡中有

bax

表达升高，其能通过直接

影响线粒体功能和膜的完整性而调节凋亡，并降低细胞凋

亡的阈值

[8]

。

bax

促进细胞凋亡的机理主要有线粒体渗透性

转换 、氧化磷酸化和

ATP

的合成功能被破坏 ；细胞氧化还

原作用改变；线粒体中的凋亡相关分子

Apaf-1

释放出来 ，

与细胞色素

C

相互作用，激活胱冬肽酶（

caspase

）信号转导

途径 。 有研究表明

bax

表达与肿瘤发生发展过程呈负相

关，

bax

在癌组织中的表达随着病理分级、临床分期的增高

而降低 ，且

bax

在淋巴结转移的患者中低表达

[7]

。 本研究

免疫组化结果显示 ， 巴豆生物碱可调高

SGC-7901

细胞

bax

蛋白的表达，并呈浓度依赖性，表明巴豆生物碱可能通

过上调

bax

的表达，促进

SGC-7901

细胞凋亡，从而抑制胃

癌的发生与发展。

Fas

是有关细胞凋亡的膜表面分子， 是

Ⅰ

型跨膜糖蛋

白，属于肿瘤坏死因子受体超家族成员。

FasL

是

Fas

配体，

属于

TNF

家族

Ⅱ

型跨膜蛋白 。

Fas

一旦和其配体

FasL

结

合，诱导

Fas

形成能传递信号的活性形式

Fas

三聚体 ，其中

的死亡域可与一种死亡结构域相关蛋白结合， 并将凋亡信

号传递给

caspase-8

，

caspase-8

的激活将产生一系列连锁

反应，诱导细胞凋亡

[9]

。 本实验结果表明，随着巴豆生物碱
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浓度的升高，

SGC-7901

细胞中

Fas

表达增多， 表明巴豆生

物碱能上调

SGC-7901

细胞

Fas

的表达，并呈浓度依赖性，

说明巴豆生物碱诱导

SGC-7901

细胞凋亡的作用机制可能

与此相关。

胃癌的发生与发展受多基因、多途径的调控，各种因素

可协同或拮抗发挥调节作用。 本研究从体外角度发现巴豆生

物碱对

SGC-7901

细胞的增殖抑制及诱导凋亡作用与其下调

PCNA

、

Ki-67

表达及上调

bax

、

Fas

表达相关。 这为我们进一

步研究巴豆生物碱抗肿瘤的分子机制打下基础，并为临床应

用提供了一定的依据，在胃癌的治疗方面，巴豆生物碱可能

成为一种有潜在应用前景的抗肿瘤药物。

5
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慢性肾小球肾炎（

CGN

）是一组起病隐匿，病程迁延，伴

有不同程度蛋白尿、血尿、高血压和进行性肾功能减退的肾

小球疾病综合征。 中医学属“水肿”、“腰痛”、“虚劳”、“血尿”、

“淋证”等范畴，该病临床表现多种多样，轻重程度悬殊，病程

长且多以缓慢进行为特点， 有时亦可无明显的自觉症状，只

是尿常规检查时偶然发现有异常 ， 是导致终末期肾病

（

ESRD

）最常见的原因，积极预防和治疗本病可以有效延缓

其进展。 目前西医治疗本病疗效不甚理想，中医药或中西医

结合治疗有望提高疗效。 现将近年来中医针对慢性肾炎主要

临床表现的诊治情况概述如下。

1

蛋白尿

麻金木认为蛋白尿的形成与脾肾两虚有关：脾虚则健运

失司，清浊不分；肾虚则气化无权，封藏失司，以致精微下泄。

故其临床将健脾益气、活血清利作为蛋白尿根本治法

[1]

。 任云

城等

[2]

则认为正虚邪实是导致蛋白尿的根本原因。 其中以湿

热、瘀血证型最为常见。 王亿平等

[3]

用人参汤（方用红参、茯

苓、熟地、五味子、桑螵蛸、鸡内金、川芎等）治疗蛋白尿，总有

效率为

85.7%

。胡顺金等

[4]

认为“脾虚、湿停、血瘀”为该病中医

基本病机的特点，使用肾康冲剂（黄芪、薏苡仁、白花蛇舌草、

白茅根、益母草等）治疗该病，结果显示患者

24h

尿蛋白定量

可明显下降，降尿蛋白有效率为

86.67%

。杨保成

[5]

在相对固定

组方（黄芪

12g

，白术、茯苓、山萸肉、生山楂、芡实、五味子、女

贞子各

10g

，生山药

15g

，玉米须

15～20g

，乌梅炭

3～5g

）的基

础上，将慢性肾炎蛋白尿分为脾虚湿困、脾肾阳虚、肝肾阴虚

3

型进行辨证论治，结果疗效显著。 邵燕燕

[6]

采用健脾利湿益

肾固涩法治疗慢性肾炎蛋白尿

42

例，药用益智仁、川牛膝、

摘 要 慢性肾小球肾炎起病隐匿，临床表现多样，轻重程度悬殊，病程长且进展缓慢，最致导致终末期肾病。 本病

的四大临床表现为血尿、蛋白尿、水肿、高血压，控制此四大症状为治病之关键。综合文献分析，大都认为本病蛋白尿与脾

肾两虚有关，脾虚清浊不分，肾虚精微下泄；肾性血尿以脾肾亏虚为本，湿热蕴结下焦，热伤肾络或瘀血阻于肾络为标；水

肿与肺脾肾三脏有关，以肾脏为主；高血压病变在肝，根源在肾，关键在脾。 中医在临床辨证分型论治方面取得了较为满

意的疗效，但在多样本研究、实验造模、中药有效成分等方面尚存不足，亟待解决。

关键词 慢性肾炎 中医病机 中医药疗法 综述
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