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黄药子配伍甘草对胃癌细胞增殖及侵袭的影响

陆宝华，陈 翔△

（上海中医药大学附属曙光医院宝山分院·上海市宝山区中西医结合医院普外科，上海 ２０１９００）
摘要：目的 探讨黄药子配伍甘草对人胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１增殖及侵袭的影响。方法 体外培养胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１，以黄药子配伍甘草含
药血清处理，采用 ＣＣＫ－８法检测细胞增殖，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检测细胞侵袭性，实时荧光定量牗ｑＲＴ－ＰＣＲ牘检测上皮间质转化（ＥＭＴ）相关
基因的表达。结果 中药含药血清能抑制胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１增殖，且抑制作用随着药物浓度的增加而加强（Ｐ＜０．０５）；中药组 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室穿膜细胞数随着浓度的增加而减少（Ｐ＜０．０５）；ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，空白组 Ｅ钙黏蛋白表达较其他组低，不同浓度中药组 Ｅ
钙黏蛋白表达随着浓度的增加而增加；中药组较空白组 Ｎ钙黏蛋白和金属基质蛋白酶（ＭＭＰ）－９的表达均降低，随着中药浓度的增加
而显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论 黄药子配伍甘草能抑制胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１的增殖，并通过抑制 ＥＭＴ而降低癌细胞的侵袭性。
关键词：胃癌；黄药子；甘草；细胞增殖；侵袭；上皮间质转化
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胃癌的治疗目前主要是以手术为基础的多学科治

疗，如辅助放化疗、分子靶向治疗等，但由于效率低、易

产生耐药性、毒副反应大、易复发等弊端常造成患者生

活质量差、预后不佳犤１犦。中医药治疗胃癌历史悠久，具有

一定疗效。前期研究显示，黄药子醇提物有增加胃癌细

胞氧化、抑制增殖和诱导凋亡的作用，且能抑制胃癌动

物移植瘤模型的瘤体生长犤２－５犦。本试验中以胃癌细胞

ＳＧＣ７９０１细胞株为研究对象，予以中药黄药子配伍甘
草含药血清处理，观察中药对肿瘤细胞增殖和侵袭转移

的影响，以探讨其潜在的分子机制。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器与材料
仪器：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（＃ＥＣＭ５５４，美国 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公

司）；ＴＲＩｚｏｌ（＃１５５９６０１８，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；５８１０／
５８１０Ｒ型低温离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＶｉｃｔｏｒＸ型
酶标仪（美国Ｐｅｒｋｉｎｅｌｍｅｒ公司）。

瘤株：人胃癌细胞ＳＧＣ７９０１（上海市肿瘤研究所）。
药物与试剂：黄药子及甘草均购自安徽省亳州市药

材市场，经上海中医药大学附属曙光医院宝山分院中药

房苟小军教授鉴定为正品。ＤＭＥＭ培养基、胰蛋白酶、胎
牛血清、磷酸缓冲盐溶液牗ＰＢＳ牘等均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司；ＣＣＫ－８试剂盒（＃ＡＲ１１６０，武汉博士德生物科技有
限公司）。

动物：２０只 ＳＤ大鼠，ＳＰＦ级，雄性，体质量（２５０±
２０）ｇ，购自上海斯莱克动物有限公司，许可证号为
ＳＣＸＫ（沪）２０１７－０００５，饲养于上海中医药大学实验动

·实验研究·
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组别

空白组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

Ｅ钙黏蛋白

０．３９７±０．１０３
０．５５０±０．１２６
０．８１３±０．１６５

１．１１８±０．１５５△

Ｎ钙黏蛋白

０．８７３±０．１１２
０．６４８±０．１７４
０．４６７±０．１２３

０．３８２±０．０９５△

ＭＭＰ－９
１．０９３±０．１８４
０．８５０±０．１１６
０．６９８±０．１０５

０．４８８±０．１０８△

组别

空白组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

２４ｈ
０．４１２±０．０１７
０．４０１±０．０１９
０．３７０±０．００９

０．３５７±０．００９△

４８ｈ
０．４２８±０．０２２
０．４０９±０．０２４
０．３５１±０．０１１

０．３４０±０．００８△

穿膜细胞数

（个）

３４９±１６．０１
２９８±１５．９３

２２４±１３．３６

１９１±１７．１５Δ

物中心，室温２２～２５℃，相对湿度４５％～７０％。所有动
物试验操作过程严格按试验动物管理与保护相关规定

进行。

１．２ 含药血清的制备及分组
将黄药子及甘草加 １０倍量蒸馏水浸泡 ３０ｍｉｎ后

武火煮沸，文火煎 ３０ｍｉｎ，过滤；再加 ８倍量蒸馏水复
煎。取２次煎煮液进行浓缩后，放入－８０℃冰箱内制成
冰，干燥获得浸膏粉，备用。

将 ２０只 ＳＤ大鼠随机分为 ４组，各 ５只，采用药
物灌胃制备含药血清，分为高、中、低剂量组（２０，１０，
５ｍＬ／ｋｇ），空白组（生理盐水５ｍＬ），连续７ｄ，最后１次
灌胃 １ｈ后，麻醉并剖腹于腹主动脉抽取血液，离心过
滤后置－８０℃冰箱保存，备用，即得含药血清。
１．３ 检测指标

细胞培养及ＣＣＫ－８法检测细胞增殖：将细胞接种
于培养器皿中，在环境条件 ３７℃及 ５％ ＣＯ２的 ＤＭＥＭ
高糖培养基中培养，当细胞爬壁达８５％时按１∶５传代，
取对数生长期细胞进行试验。制成单细胞悬液，并调整

密度为 ５×１０４个／ｍＬ，在 ９６孔培养板接种细胞悬液，
每组６复孔，每孔接种量约２００μＬ，不同组分别加入各
组含药血清１０μＬ，培养２４ｈ和４８ｈ后，各加入 ＣＣＫ－
８试剂１０μＬ，３７℃、５％ＣＯ２孵育２ｈ后，利用酶标仪测
定各组光密度值（ＯＤ值），测定波长为４５０ｎｍ。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭试验：细胞消化后调整浓度为２×１０５

个／ｍＬ，将各组含药血清与悬浮细胞混合培养，以每孔
２００μＬ细胞悬液加入上室，下室加入ＤＭＥＭ５００μＬ，每
组设６复孔。培养２４ｈ后抽除上室中的培养基，并拭去
未破膜的细胞；将小室浸渍于多聚甲醛中固定 ３０ｍｉｎ，
０．１％结晶紫在室温下染色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗２次。倒置
显微镜下检测，并计数破膜细胞数，各组随机挑选３个
不同高倍（×２００）视野。

实时荧光定量牗ｑＲＴ－ＰＣＲ牘检测：参照 Ｔｒｉｚｏｌ使用
说明书提取细胞总ＲＮＡ，进行逆转录，生成 ｃＤＮＡ。依照
ＰＣＲ试剂盒使用步骤进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ反应。在线在
ＧｅｎＢａｎｋ中搜索相关基因序列，以 ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ软件
设计ＰＣＲ引物，由上海生工公司合成。引物序列包括，

β－ａｃｔｉｎ，上游 ５′－ＧＡＧＡＡＡＡＴＣＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣ
Ｃ－３′，下游 ５′－ＧＧＡＴＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡ－
３′；Ｅ钙黏蛋白，上游 ５′－ＣＧＡＧＡＧＣＴＡＣＡＣＧＴＴＣＡＣＧ
Ｇ－３′；下游５′－ＧＧＧＴＧＴＣＧＡＧＧＧＡＡＡＡＡＴＡＧＧ－３′；Ｎ
钙黏蛋白，上游 ５′－ＴＣＡＧＧＣＧＴＣＴＧＴＡＧＡＧＧＣＴＴ－３′；
下游 ５′－ＡＴＧＣＡＣＡＴＣＣＴＴＣＧＡＴＡＡＧＡＣＴＧ－３′；金属
基质蛋白酶（ＭＭＰ牘－９，上游 ５′－ＴＧＴＡＣＣＧＣＴＡＴＧ
ＧＴＴＡＣＡＣＴＣＧ－３′，下游 ５′－ＧＧＣＡＧＧＧＡＣＡＧＴＴＧＣＴＴ
ＣＴ－３′。

１．４ 统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件处理。计量资料以均

数 ±标准差牗Ｘ±ｓ牘表示，多组间的均数比较采用单因
素方差分析，两两比较采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２ 结果

２．１ 对胃癌细胞ＳＧＣ７９０１增殖与侵袭的影响
结果见表１。中药组２４，４８ｈ的 ＯＤ值低于空白组，

中、高剂量组下降更显著（Ｐ＜０．０５），表明中药含药血
清作用能抑制胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１增殖，且随着药物浓
度的增加，抑制作用更强。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验结果表明，空白
组的穿膜细胞数较中药组多，且不同浓度中药组穿膜细

胞数随着浓度的增加而减少。

２．２ 对胃癌细胞ＳＧＣ７９０１ＥＭＴ相关基因表达的影响
ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，空白组 Ｅ钙黏蛋白表达较其

他组低，不同浓度中药组其表达随着浓度的增加而增

加；中药组较空白组 Ｎ钙黏蛋白和 ＭＭＰ－９的表达均
降低，随着中药浓度的增加而下降显著（Ｐ＜０．０５）。详
见表２。

３ 讨论

中医药治疗胃癌历史悠久、应用普遍，疗效越来越

被认可。但中药及组方包含多组分，具有多靶点作用的

特点，作用机制复杂。现代医学研究发现，中药抗癌的分

子机制包括抑制增殖、诱导凋亡、下调侵袭转移能力等。

体外胃癌细胞株研究表明，中药化瘀解毒方可抑制人胃

癌 ＳＧＣ－７９０１细胞的增殖犤６犦。体内试验还证实犤７犦，中药

汤剂可抑制胃癌皮下移植瘤的生长。前期研究发现，黄

药子能抑制胃癌细胞增殖和诱导凋亡，并能抑制动物模

型的皮下移植瘤生长犤２－３犦。甘草有中药国老之美名，有

表 ２ 不同组 ＳＧＣ７９０１细胞中 Ｅ钙黏蛋白、Ｎ钙黏蛋白和

ＭＭＰ－９的变化比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝６）

表１ 不同组别胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１增殖情况比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝６）

增殖情况（ＯＤ值）

注：与空白组比较，Ｐ＜０．０５；与其他组比较，△Ｐ＜０．０５。下
表同。

·实验研究·
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调和、减毒等功效，还具有抗炎、抗病毒和抗癌等作

用 犤６－８犦。体外试验证实犤９犦，甘草中的组分不但能抗肿瘤

增殖，还可诱导细胞凋亡，甚至可通过间接下调ＭＭＰ－９
的表达降低肿瘤细胞的迁移／侵袭能力犤１０犦。本研究结果

显示，黄药子配伍甘草能显著抑制体外培养的胃癌细胞

的增殖，随着中药浓度的升高，抑制效果更明显。

肿瘤的侵袭与转移是临床预后不佳的重要因素。上

皮间质转化牗ＥＭＴ牘被认为是癌细胞侵袭和转移扩散的
根源犤１１－１２犦。其发生的显著标志为上皮细胞代表性蛋白

Ｅ钙黏蛋白表达下降，以及间质细胞代表性蛋白Ｎ钙黏
蛋白、波形蛋白和 ＭＭＰ－９表达增加犤１３犦。Ｅ钙黏蛋白属
钙黏蛋白家族成员，主要介导细胞连接与黏附，其表达

缺失与多种上皮恶性肿瘤的侵袭和转移密切相关，且与

不良预后密切相关犤１４犦。Ｎ钙黏蛋白是反映间质细胞的重
要标记蛋白，其高表达提示恶性肿瘤的预后较差犤１５犦。

ＭＭＰ在降解细胞外基质和基底膜中有重要作用犤１６犦。其

中 ＭＭＰ－２和 ＭＭＰ－９是目前常研究的基质金属蛋白
酶，可降解细胞外基质牗ＥＣＭ牘，极大改变肿瘤的黏性、移
动性，促进侵袭转移。体外研究发现，中药软坚散结，方

能抑制胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１的增殖及侵袭，其作用机制
与增加 Ｅ钙黏蛋白表达进而阻碍 ＥＭＴ进程有关犤１７犦。甘

草中的成分 １８β－甘草酸对胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１的侵袭
转移有阻碍作用，相关机制可能通过调控 ＲＯＳ／ＰＫＣ／
ＥＲＫ通路，抑制 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９表达和 ＥＭＴ的发
生 犤１８犦。本研究结果显示，与空白组相比，中药组细胞破

膜数显著下降，且随着中药剂量的升高，细胞破膜数更

趋减少，表明中药可抑制胃癌细胞的侵袭，在肿瘤的生

长过程中有重要调节作用。为了初步探究中药抑制胃癌

细胞侵袭的具体分子机制，检测了 ＥＭＴ过程中关键基
因表达的变化。结果发现，与对照组相比，中药组细胞Ｅ
钙黏蛋白的表达增加，Ｎ钙黏蛋白和ＭＭＰ－９的表达水
平显著下调，提示中药黄药子配伍甘草可通过调控胃癌

细胞的ＥＭＴ进程，进而抑制肿瘤细胞的侵袭和转移。
综上所述，黄药子配伍甘草能抑制胃癌细胞的增

殖，并可通过调节胃癌细胞ＥＭＴ过程中的关键基因，从而
降低其侵袭转移能力，但中药组分中是何种具体的分子活

性物质参与调控ＥＭＴ的具体分子机理尚待深入研究。
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