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摘要：目的 通过构建稳定沉默 ｍｉＲ － １５５ 人胃腺癌 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞系，探讨 ｍｉＲ － １５５ 参与胃癌的生物学行为。 观察清

热化湿方对胃癌细胞的增殖、周期、侵袭和迁徙，以及 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的表达水平变化，分析清热化湿方防治

胃癌的机制。 方法 应用基因转染技术构建稳定沉默 ｍｉＲ － １５５ 胃癌 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞系，观察胃癌细胞的生物学行为变

化。 应用血清药理学的方法制备含药血清，分为空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）、阴性对照组（ ｓｈ － ＮＣ）、ｓｈ － ｍｉＲ － １５５ 组、治疗组

（低、中、高剂量）即 ｓｈ － ｍｉＲ － １５５ ＋ （５％ 、１０％ 、２０％含药血清），ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖，流式细胞仪检测细胞周期和凋

亡，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测细胞的迁徙和侵袭，ｑＲＴ － ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测细胞 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 及蛋白

表达水平。 结果 沉默 ｍｉＲ － １５５ 可促进胃癌 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞增殖、迁徙和侵袭（Ｐ ＜ ０． ０５），促进 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤ２、Ｃｙ⁃
ｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表达（Ｐ ＜ ０． ０５）；清热化湿方通过上调 ｍｉＲ － １５５ 表达，诱导胃癌 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞的凋亡，抑制胃癌

ＳＧＣ － ７９０１ 细胞增殖、迁徙和侵袭（Ｐ ＜ ０． ０５）；并且抑制胃癌 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 及蛋白表

达（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论 稳定沉默 ｍｉＲ － １５５ 可上调 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 表达，促进胃癌进展。 清热化湿方可上调

ｍｉＲＮＡ１５５ 的表达，抑制 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的表达，诱导细胞凋亡，抑制细胞增殖、迁徙和侵袭，达到协同防治胃

癌的效用。
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　 　 胃癌（Ｇａｓｔｒｉｃ Ｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）作为最常见的恶性肿瘤之一，在全

球发病率排名第五，癌症相关死亡原因排第三［１］ 。 手术和化疗

仍是胃癌治疗的主要手段，手术复发率高，化疗耐受差，导致胃癌

的总体预后差［２］ 。 中药已被广泛认可在肿瘤治疗中发挥减轻毒

副作用，增强疗效的作用［３］ 。 但中药治疗肿瘤的机制，仍需不断

研究。 课题组前期研究证实清热化湿方通过抑制 ＣＤ１４ 过度活

化调节下游炎症因子的表达从而发挥防治胃癌的效用［４ ～ ６］ 。 并

通过收集 １２ 例手术后胃癌病理标本，采用基因芯片分析证实

ｍｉＲ － １５５ 在胃癌组织中明显下调，通过生物信息学分析发现
ｍｉＲ１５５ 负性调控胃癌，尤其在调控 ＴＧＦ － β 信号通路中的作

用［７］ 。 因此，本研究拟通过基因转染及离体细胞培养实验，深入

探讨清热化湿方多靶点防治胃癌的机制， 旨在进一步为清热化

湿方治疗胃癌提供依据。
１　 材料与仪器

１． １　 细胞株及试剂 人胃癌细胞系 ＳＧＣ － ７９０１、慢病毒包装专用

２９３Ｔ 细胞株由中国科学院上海生命科学研究院提供。 干扰慢病

毒载体和慢病毒空载体来源于上海吉凯基因技术有限公司。
１． ２　 试剂和仪器 ＤＭＳＯ 购置于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，Ｄ － Ｈａｎｋ’ ｓ 溶

液、ＴｒｙＰｓｉｎ － ＥＤＴＡ 溶液由上海吉凯基因技术有限公司提供，
ＲＮＡｉ － Ｍａｔｅ 由上海吉凯基因技术有限公司提供，慢病毒包装质

粒（ＰＧａｇ ／ Ｐｏｌ、ＰＲｅｖ、ＰＶＳＶ － Ｇ）、慢病毒载体质粒（ＰＣＤＮＡ３． １）购
置于上海吉凯基因技术有限公司；ＣＣＫ８ 试剂盒购置于日本同仁

公司； 细胞周期检测试剂盒购置于 Ｋｅｙｇｅｎ 公司； Ａｎｔｉ － ＣｙｃｌｉｎＤ１
抗体 （ ａｂ４０７５４， Ａｂｃａｍ 公司） １ ∶ ２０００； Ａｎｔｉ － ＳＭＡＤ２ 抗体
（ａｂ３３８７５，Ａｂｃａｍ 公司）１ ∶ １０００ ；Ａｎｔｉ － ＧＡＰＤＨ 抗体 （ ａｂ９４８２，
Ａｂｃａｍ 公司）１∶ ５０００。 ＥｃｌｉＰｓｅ ＴＥ － ２０００Ｕ 倒置显微镜购自 Ｎｉ⁃
ｋｏｎ 公司，离心机购自卢湘仪公司，荧光 ＰＣＲ 仪购自 ＡＢＩ 公司，
流式细胞仪购自 ＢＤ 公司。
１． ３　 实验药物 清热化湿方购置于广西中医药大学附属瑞康医

院，组成成分：藿香 ６ ｇ， 川厚朴 ３ ｇ， 姜半夏 ４． ５ ｇ， 淡豆豉 ９ ｇ，
泽泻 ４． ５ ｇ， 黄连 １２ ｇ， 栀子 １２ ｇ， 赤茯苓 ９ ｇ， 杏仁 ９ ｇ， 生薏苡

仁 １２ ｇ， 白豆蔻 １． ８ ｇ， 猪茯苓 ４． ５ ｇ。 用蒸馏水煎成清热化湿方
药液， 浓缩配制成 １ｇ 原生药 ／ １ｍｌ 的药液， 过滤分装于 ４℃冰箱

保存。
２　 方法
２． １　 含药血清制备 采用血清药理学的方法制备含药学清。 具

体操作：选择 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠，给予清热化湿方水提液灌胃，
参照公式 ＝ 临床常用量 × 动物等剂量系数 × 培养液内稀释度

（动物等效剂量 ×培养基内稀释浓度）。 置 － ２０℃保存备用。
２． ２　 细胞转染 课题组前期实验已证实 ｍｉＲ － １５５ 在胃癌 ＳＧＣ －
７９０１ 细胞表达最高，并通过慢病毒构建，成功构建稳定沉默 ｍｉＲ
－ １５５ 胃癌 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞系模型。 具体方法：应用 Ｔｕ Ｄ ＲＮＡ
（Ｔｏｕｇｈ Ｄｅｃｏｙ ＲＮＡ）的设计方法构建 ｍｉ ＲＮＡ 的抑制慢病毒载
体，将 ＬｉＰｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 转染 ２９３Ｔ 细胞包装编码慢病毒颗粒

的重组病毒质粒及其三种辅助包装原件载体质粒（Ｐ Ｇａｇ ／ Ｐｏｌ、Ｐ
Ｒｅｖ、Ｐ ＶＳＶ － Ｇ），在荧光显微镜下观察，计算病毒滴度 ＭＯＩ 值，
判断慢病毒载体是否成功转染 ２９３Ｔ 细胞；然后用慢病毒成功感

染的胃癌 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞用于实验，采用 ＲＴ － ＰＣＲ 验证 ｍｉＲ⁃
ＮＡ１５５ 的表达。
２． ３　 细胞培养及分组 将成功构建的稳定沉默 ｍｉＲ － １５５ 胃癌
ＳＧＣ － ７９０１ 细胞系为实验对象。 分为空白对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ）、阴性

对照组（ｓｈ － ＮＣ）、ｓｈ － ｍｉＲ － １５５ 组、治疗组（低剂量组、中剂量

组、高剂量组）即 ｓｈ － ｍｉＲ － １５５ ＋ （５％ 、１０％ 、２０％ 含药血清）。
空白对照组为未作感染处理的 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞，阴性对照组为
空转染的 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞，除空白对照组及阴性对照组外，其余

各组均转染稳定沉默 ｍｉＲ － １５５ 慢病毒载体。 治疗组（低剂量
组、中剂量组、高剂量组）分别加用 ５％ 、１０％ 、２０％浓度的清热化

湿方含药学清。 所有细胞均在 ＲＰＭＩ － １６４０ 培养基，３７℃，５％
ＣＯ２ 下常规培养细胞。 ｓｈ － ｍｉＲ － １５５ 转染序列：５’ － ＧＧＡＡＡＧ⁃
ＧＡＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧＧＧＧＧＴＧＴＧＡＣＴＴＣＡＴＣＡＴＴＣ － ３ ’； ３ ’ －
ＴＧＴＣＴＣＧＡＧＧＴＣＧＡＧＡＡＴＴＡＡＡＡＡＡＧＡＧＡＡＣＴＴＧＧＴＧＣ － ５’。
２． ４　 指标检测

２． ４． １　 ＣＣＫ － ８ 法检测细胞的增殖 分别收集各组细胞铺在 ９６
孔板的每个孔中，在指定的时间，将 １０μＬ ＣＣＫ － ８ 试剂直接添加

到培养基中，而后，将细胞在 ３７°Ｃ 下孵育 ２ｈ，并使用酶标仪测量

在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度。
２． ４． ２　 流式细胞仪检测细胞的周期和凋亡 分别收集各组细胞，
用乙醇进行细胞固定，加入溴化丙锭、１００μｇ ／ ｍＬ ＲＮａｓｅ Ａ，０． ２％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ － １００，４℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ，进行细胞染色。 以流式细胞

仪标准程序检测，计数细胞，检测细胞凋亡情况，并用 Ｍｏｄ Ｆｉｔ 分
析细胞周期结果。
２． ４． ３　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测细胞的迁徙和侵袭 分别收集各组细胞，
无血清培养基重悬至密度为 １ × １０５ ／ ｍＬ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室加入

２００μＬ 细胞悬液，下室加入 ６００μＬ 的完全培养液，于 ５％ ＣＯ２、
３７℃恒温培养箱中培养 ４８ｈ。 取出小室，晾干，用结晶紫溶液染

色，于倒置显微镜下观察并拍照，随机选取 ５ 个视野计数，每个样

本均设置 ３ 个复孔，实验结果取均值。
２． ４． ４　 ｑＲＴ － ＰＣＲ 检测细胞的 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ
表达变化 分别收集各组细胞，待细胞生长进入对数期时，分别取

１ × １０６ 个细胞放入 １ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 的匀浆管中，严格按照说明书的操

作流程，以 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ；取适量将其反转录成 ｃ
ＤＮＡ，进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应，检测 ｍｉ ＲＮＡ － １５５、ＴＧＦ － β、
ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 在各组胃癌细胞中的表达。 Ｕ６ 作为对照。 每

个样品重复 ３ 次，２ － ΔΔＣＴ法计算相对 ｍＲＮＡ 表达量，ｑ ＲＴ － ＰＣＲ
引物序列见表 １。

表 １　 ＲＴ － ＰＣＲ 反应引物

序列名称 引物序列

ｍｉＲ －１５５ ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ
５’ － ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡ

ＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣ ＡＣＣＣＣＴ －３’
ｍｉＲ －１５５ ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ５’ － ＧＧＡＴＴＡＡＴＧＣＴＡＡＴＣＧＴＧＡＴ －３’
ｍｉＲ －１５５ ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５’ － ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ －３’

Ｕ６ ＲＴ Ｐｒｉｍｅｒ ５’ － ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ －３’
Ｕ６ ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ５’ － ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ －３’
Ｕ６ ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５’ － ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ －３’

ＴＧＦ － β１ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ５’ － ＴＧＧＡＣＡＴＣＡＡＣＧＧＧＴＴＣＡＣＴ －３’
ＴＧＦ － β１ ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５’ － ＧＡＡＧＴＴＧＧＣＡＴＧＧＴＡＧＣＣＣＴ －３’
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ５’ － ＧＡＴＧＣＣＡＡＣＣＴＣＣＴＣＡＡＣＧＡ －３’
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５’ － ＧＧＡＡＧＣＧＧＴＣＣＡＧＧＴＡＧＴＴＣ －３’
ＳＭＡＤ２ ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ ５’ － ＡＧＧＣＴＣＴＣＣＡＧＣＡＧＡＡＣＴＡＴＣ －３’
ＳＭＡＤ２ ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５’ － ＧＣＣＡＴＣＴＡＣＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＧＧ －３’

２． ４． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测细胞 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋

白变化 分别培养各组细胞，待细胞生长进入对数期时，胰酶消化

后收集细胞，加入 ＲＩＰＡ 裂解液抽提总蛋白后，ＢＣＡ 法测定蛋白

浓度，以等量的蛋白进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 凝胶电泳，经“转模→封闭

→一抗孵育→二抗孵育” 过程，一抗抗体： Ａｎｔｉ － ＴＧＦ － β１
（ａｂ２７９６９，Ａｂｃａｍ）１：２０００；Ａｎｔｉ － ＣｙｃｌｉｎＤ１（ ａｂ４０７５４，Ａｂｃａｍ）１∶
２０００；Ａｎｔｉ － ＳＭＡＤ２ （ ａｂ３３８７５， Ａｂｃａｍ） １ ∶ １０００； Ａｎｔｉ － ＧＡＰＤＨ
（ａｂ９４８２，Ａｂｃａｍ）１ ∶ ５０００。 ＥＣＬ 显影，使用化学发光仪扫描拍
照，以 ＧＡＰＤＨ 为内参。
２． ５　 统计学方法 数据结果采用 ＳＰＳＳ ２６． ０ 软件包进行统计学

分析，计量资料采用 �ｘ ± ｓ 来表示，进行多样本均数间比较采用单

因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），方差齐时，采用 ＬＳＤ 法，方差不齐时，
采用 Ｇａｍｅｓ － Ｈｏｗｅｌｌ 法；多因素比较采用析因分析。 Ｐ ＜ ０． ０５ 表
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示差异有统计学意义。
３　 结果
３． １　 成功构建稳定沉默慢病毒 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞株 荧光显微镜
下显示，荧光细胞数清晰可见，病毒滴度为 １ × １０８ＴＵ ／ ｍＬ，ＭＯＩ 值
＝８０，即转染效率峰值，标志着慢病毒载体成功转染 ２９３Ｔ 细胞（见
图 １）。 将转染的慢病毒细胞用 ＰＣＲ 验证显示：与阴性对照组比
较，ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组细胞的 ｍｉＲＮＡ１５５ 表达降低，差异有统计学意义
（Ｐ ＜０． ０５）（见图 ２）。 说明 ｍｉＲＮＡ － １５５ － ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体成
功感染 ＳＧＣ －７９０１ 细胞后有效沉默了 ｍｉＲＮＡ －１５５ 表达。

滴度（ＴＵ ／ ｍｌ） ＝ 细胞数 × 荧光百分比 × １０３ ／ 病毒原液体积（μｌ）
图 １　 转染 ２９３Ｔ 细胞的慢病毒荧光表达（２００ × ）

两组间比较，∗Ｐ ＜ ０． ０５
图 ２　 成功转染慢病毒细胞

３． ２　 清热化湿方对细胞增殖的影响 如图 ３ 所示，与空白对照组
相比，ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组的 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞活力明显增加，差异有统
计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组比较，治疗组中的中剂量
及高剂量组 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞活力明显降低，差异有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５）。 说明清热化湿方抑制人胃腺癌 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞的
增殖。

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，∗Ｐ ＜ ０． ０５，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１；
与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组比，＃Ｐ ＜ ０． ０５；＃＃Ｐ ＜ ０． ０１
图 ３　 清热化湿方对细胞增殖的影响

３． ３　 清热化湿方对各组细胞周期的影响 如图 ４ 所示，与对照组
相比，ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组在 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞比例明显减少，差异有统计
学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组比较，治疗组中剂量组及高
剂量组在 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞比例明显增加，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０． ０５）。 表明清热化湿方主要作用于 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞周期的
Ｇ２ ／ Ｍ期。

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ 分别为 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｈ － ＮＣ 组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组、
ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ ５％组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ １０％组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ ２０％组。

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，∗Ｐ ＜ ０． ０５；与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组比，＃Ｐ ＜ ０． ０５
图 ４　 清热化湿方对细胞周期的影响

３． ４　 清热化湿方对各组细胞凋亡的影响 如图 ５ 所示，与空白对
照组相比，ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组的细胞凋亡率减少，差异有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５）；与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组比较，治疗组中剂量及高剂量组细
胞凋亡率明显增加，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 表明清热化
湿方促进人胃腺癌 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞的凋亡。

·５１６２·

ＬＩＳＨＩＺＨＥＮ ＭＥＤＩＣＩＮＥ ＡＮＤ ＭＡＴＥＲＩＡ ＭＥＤＩＣＡ ＲＥＳＥＡＲＣＨ ２０２１ ＶＯＬ． ３２ ＮＯ． １１ 时珍国医国药 ２０２１ 年第 ３２ 卷第 １１ 期



Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ 分别为 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｈ － ＮＣ 组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组、
ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ ５％组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ １０％组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ ２０％组。

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，∗Ｐ ＜ ０． ０５；与 ｓｈ － ｍｉＲ － １５５ 组比，＃Ｐ ＜ ０． ０５；＃＃Ｐ ＜ ０． ０１
图 ５　 清热化湿方对细胞凋亡的影响

３． ５　 清热化湿方对各组细胞迁徙的影响 如图 ６ 所示，与对照组
相比，ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组细胞迁徙数增加，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０． ０５）；与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组相比，治疗组中剂量及高剂量治疗组细
胞迁徙数下降，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 说明清热化湿方
可抑制胃癌细胞的迁徙。

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ 分别为 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｈ － ＮＣ 组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组、
ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ ５％组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ １０％组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ ２０％组。

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，∗Ｐ ＜ ０． ０５；与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组比，＃Ｐ ＜ ０． ０５；＃＃Ｐ ＜ ０． ０１
图 ６　 清热化湿方对细胞迁徙的影响

３． ６　 清热化湿方对各组细胞侵袭的影响 如图 ７ 所示，与对照组
相比，ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组细胞侵袭数增加，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０． ０５）；与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组相比，清热化湿方中剂量及高剂量治疗
组细胞侵袭数量明显下降，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 说明
清热化湿方可抑制胃癌细胞的侵袭。

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ 分别为 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｈ － ＮＣ 组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组、
ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ ５％组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ １０％组、ｓｈ － ｍｉＲ１５５ ＋ ２０％组。

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，∗Ｐ ＜ ０． ０５；与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组比，＃Ｐ ＜ ０． ０５；＃＃Ｐ ＜ ０． ０１
图 ７　 清热化湿方对细胞侵袭的影响

３． ７　 ｑＲＴ － ＰＣＲ 检测清热化湿方对各组细胞 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤ２、
ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 表达水平的影响 如图 ８ 所示，与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组
比较，清热化湿方治疗组的 ｍｉＲＮＡ１５５ 表达增加，差异有统计学
意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与对照组比较，ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组的 ＴＧＦ － β１、
ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 表达明显升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０． ０５）；与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组比较，清热化湿方组 ＴＧＦ － β１、ＳＭＡＤ２、
ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ 表达明显下降，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。

·６１６２·
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与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，∗Ｐ ＜ ０． ０５；与 ｓｈ － ｍｉＲ － １５５ 组比，＃Ｐ ＜ ０． ０５
图 ８　 ＲＴ － ＰＣＲ 检测各组细胞的

ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 表达

３． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ 检测清热化湿方对各组细胞 ＴＧＦ － β ／ ＳＭＡＤ２
蛋白表达水平的影响 与对照组相比，ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组的 ＴＧＦ －
β１、ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达明显升高，差异具有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５）；与 ｓｈ － ｍｉＲ１５５ 组比较，清热化湿方低、中、高剂量治
疗组的 ＴＧＦ － β１、ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达明显下降，差异有统
计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。 见图 ９。

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，∗Ｐ ＜ ０． ０５；
与 ｓｈ － ｍｉＲ － １５５ 组比，＃Ｐ ＜ ０． ０５；＃＃Ｐ ＜ ０． ０１． ＃＃＃Ｐ ＜ ０． ００１

图 ９　 ＷＢ 检测各组细胞的 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达

４　 讨论
祖国医学认为，胃癌的治疗以健脾为基础，辅之以理气、化

瘀、解毒、消痰等法。 课题组选用清热化湿方为经典方“藿朴夏
苓汤”加黄连、栀子化裁而成。 诸药合用， 共奏宣通气机、燥湿利
水、清热解毒之效，从而促进术后恢复、减少毒副反应、防止转移
复发、提高患者生活质量［８］ 。 本研究采用基因转染及血清药理
学方法，探讨不同浓度含药学清防治胃癌的效用机制，结果表明，
清热化湿方可以调控 ｍｉＲＮＡ１５５ 的表达，导致 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤｓ、
ＣｙｃｌｉｎＤ１ 变化，抑制 ＳＧＣ － ７９０１ 细胞周期 Ｇ２ ／ Ｍ 期，诱导细胞凋
亡，抑制细胞增殖、侵袭和迁徙，阐释了清热化湿方防治胃癌的效
用机制。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ 是一种短的非编码 ＲＮＡ，长度由 １８ ～ ２５ 个核苷酸
组成，可抑制靶基因的表达，是许多生物过程中关键调节因
子［９，１０］ 。 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 被证实是胃癌诊断和预后的潜在重要生物标

志物［１１］ 。 ＭｉｃｒｏＲＮＡ － １５５ 涉及细胞分裂和免疫调节的多种途径
的调节，在多种癌症中异常表达，常被作为是治疗的关键［１２，１３］ 。
研究者发现 ｍｉＲ － １５５ － ５Ｐ 抑制通过 ＮＦ － κＢ Ｐ６５ 激活促进胃黏
膜上皮间质转化，促进胃癌的发生［１４，１５］ 。 后来的研究者证实 Ｍｉ⁃
ｃｒｏＲＮＡ － １５５ 表达与胃癌的病理阶段呈负相关，且通过靶向细胞
周期蛋白 Ｄ１ 抑制胃癌细胞的生长［１６］ 。 细胞周期蛋白 Ｄ１（Ｃｙ⁃
ｃｌｉｎＤ１）在调节许多细胞生物活动中至关重要。 正常情况下，Ｃｙ⁃
ｃｌｉｎＤ１ 在 Ｇ０ 相中合成，Ｇ１ 期达到最高水平，在 Ｓ 期降低，在细胞
周期的其他阶段均处于较低水平。 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的过度表达可能导
致 Ｇ１ ／ Ｓ 期延长，细胞周期异常调节，细胞快速增殖，最终导致肿

瘤的形成［１７］ 。 Ｒｕ 等研究者证实 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的表达在转移性疾病
的肿瘤分化程度及侵袭性相关，可能是潜在的预后因素［１８］ 。 近
来的研究者通过收集胃贲门腺癌组织，发现 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 表达越高，
癌细胞的转移和侵袭能力越强［１９］ 。 本研究证实，清热化湿方通
过上调 ｍｉＲＮＡ１５５ 的表达，抑制胃癌细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的表达，阻滞
细胞周期 Ｇ２ ／ Ｍ 期，诱导细胞凋亡。 转化生长因子 － β（ＴＧＦ － β）
是一种涉及许多生物学过程的细胞因子，具有促进肿瘤或抑制肿
瘤的能力［２０］ 。 ＴＧＦ － β 被证实参与肿瘤、纤维化疾病、免疫功能
障碍和各种先天性疾病的发生［２１］ 。 ＴＧＦ － β 通过 ＴＧＦ － β 与
ＴＧＦ － β 受体 ＩＩ 的结合而启动，激活 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 磷酸化并形成
Ｓｍａｄ２ ／ ３ ／ ４ 复合物［２２］ ，然后与转录调节因子相互作用来控制靶
基因的活性，从而对细胞生物学产生广泛的影响［２３］ 。 本研究证
实清热化湿方通过上调 ｍｉＲ１５５ 的表达，抑制 ＴＧＦ － β ／ ＳＭＡＤ２ 信
号的表达，诱导胃癌细胞凋亡，抑制细胞增殖、侵袭和迁徙，表明
清热化湿方治疗胃癌的机制。

本研究结果显示，沉默 ｍｉＲ － １５５ 促进胃癌细胞增殖和侵
袭，这与课题组前期的研究结果一致［７］ 。 清热化湿方通过上调
ｍｉＲＮＡ１５５，抑制 ＴＧＦ － β、ＳＭＡＤｓ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 的表达，阻滞 Ｇ２ ／ Ｍ
期，诱导胃癌细胞凋亡，抑制细胞增殖，迁移和侵袭，从而阐释清
热化湿方防治胃癌的效用，为中药治疗胃癌的效用机制提供理论
基础，也能为未来的治疗提供新的思路。
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解毒活血方通过调控 ＣＤ４０Ｌ － ＮＦ － κＢ 信号通路
对 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠斑块稳定性的影响

张　 洁１，尹丽梅１，袁　 建１，陈　 楷１，张海泉１，刘小聪１，刘林坤１，邹国辉２∗

（１． 江西中医药大学，江西 南昌　 ３３０００６；　 ２． 江西中医药大学附属医院，江西 南昌　 ３３０００６）

摘要：目的 本研究拟从抑制易损斑块炎症反应入手，以 ＣＤ４０Ｌ ／ ＮＦ － κＢ 信号通路为切入点，观察解毒活血方对

ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠易损斑块炎症反应的影响，为探讨 ＡＣＳ 的发病机制提供新的思路和治疗方向。 方法 高脂饲料喂养

ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠建立动脉粥样硬化模型，给予解毒活血方进行干预。 给药结束后采集血液标本，分别测血清血脂、炎症指标

ＩＬ － １β、ＩＣＡＭ －１ 水平；显微镜下解剖分离出心脏及主动脉组织，全长主动脉用油红染色后，运用 ＩｍａｇｅＪ 图像分析系统计

算血管内斑块面积与全长主动脉面积的占比；利用免疫组织化学技术检测主动脉根部中 ＣＤ４０Ｌ、ＮＦ － κＢ 蛋白的表达水

平。 结果 与模型组相比，中、高剂量中药组具有显著降脂效果（Ｐ ＜ ０． ０５）；与模型组相比，中、高剂量组的 ＩＣＡＭ － １ 水平

显著下降（Ｐ ＜ ０． ０５），各中药组的 ＩＬ － １β 水平显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。 与模型组相比，各中药组斑块面积占比减小（Ｐ ＜
０． ０５）。 与模型组相比，中、高剂量组 ＣＤ４０Ｌ 蛋白表达下降明显（Ｐ ＜ ０． ０５）。 低、中、高剂量组 ＮＦ － κＢ 蛋白表达明显下降

（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论 解毒活血方可以降低 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠血脂水平，拮抗 ＣＤ４０Ｌ ／ ＮＦ － κＢ 信号通路的激活与传导，抑制

ＩＣＡＭ －１、ＩＬ － １β 等下游炎症因子的释放，减轻炎症反应，从而达到稳定斑块的目的。
关键词：解毒活血方；　 动脉粥样硬化；　 ＣＤ４０Ｌ ／ ＮＦ － κＢ
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　 　 动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是心血管疾病中最普遍的 病变基础，随着病情进展，其表现的临床症状及最终导致的疾病
也不一样，主要包括缺血性心脏病、缺血性中风及外周动脉疾
病［１］ 。 ＡＳ 病变的主要特征是脂质沉积在动脉内壁，并伴有平滑
肌细胞和纤维基质增生，逐渐发展成动脉粥样硬化斑块的形成。
ＡＳ 病变本身是一个良性病变，斑块并不可怕，但是斑块形成的位
置和斑块的最终结果对病情发展很关键，危急病证主要在于不稳
定的 ＡＳ 斑块破裂，血小板聚集和血栓形成引起的狭窄或闭塞血
管导致急性心血管疾病，临床上把这些病情危急的病变统称为动
脉粥样硬化性心血管疾病（ ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＡＳＣＶＤ） ［２］ 。 目前药物治疗主要以他汀类药物稳斑调脂，氯吡格
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