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Abstract :Objective　 To explore the effect and mechanism of“Niuhuangtianlong cap sule”whether can in2
duce apoptosis on human endometrial cancer cell line H EC2B. Methods　The test group s were respective2
ly divided into three dose groups’ low2dose , middle2dose and high2dose group including control group and

positive group for medical serum. The cell p roliferation inhibition was measured by M TT as well as by

the cell refusing stain test . Additionally , H EC2B cell morphology changes of apoptosis were observed by

AO/ EB double fluorescent dye staining and by TEM. Finally , the cell apoptosis rates , cell cycle as well

as the expression of survivin , caspase23 were also measured by FCM. Results　M TT : Endometrial canc2
er line was significantly inhibited by medical serum and show the low2dose group was the best effect . The

assay of cell refusing stain : The result s in the same or different period were the same as M TT. AO/ EB

double fluorescent dye staining : the early apoptosis cells stained in yellow2green and the later apoptosis

cells stained in orange in the medical serum group s. TEM : the cell apoptotic morphology changes of

H EC2B cells could be observed by TEM : marked condensation , Margination and acute angle project of

nuclear chromatins as well as formation of vacuoles in cell cytoplasm. FCM : the apoptotic rate in medical

serum groups was significantly different compared with control group ( P < 0 . 01) . The cell apoptotic rate

of low2dose group was also the highest as compared with the middle2dose , high2dose group ( P < 0 . 01) .

The result of cell cycle show : in the test group cells in S phase were reduced and G1 / G0 phase were en2
hanced obviously compared with control group ( P < 0 . 01) . The expression of surviving was decreased ev2
idently , on the contrary caspase23 was increased obviously compared with control group ( P < 0 . 01) . Con2
clusion　(1) Human endometrial cancer cell H EC2B could be induced apoptosis and inhibited at G0 / G1 pe2
riod by herbal complex prescription“Niuhuangtianlong capsule”. (2)“Niuhuangtianlong capsule”could

reduce the expression of surviving and enhance the expression of caspase23 , which may be one of the

H EC2B cell inducing apoptotic mechanism. (3)“Niuhuangtianlong capsule”inducing H EC2B cell apopto2
sis do not display the better result with increasing dose ,the low dose has the best effect in this experi2
ment .

Key words :Pharmacology ; Cell apoptosis ; AO/ EB double fluorescent dye staining ; Transmission elect ron

microscope ; Flow cytometry

摘　要 :目的　观察牛黄天龙胶囊 (含药血清)对人子宫内膜癌 H EC2B细胞能否诱导凋亡并对其抗癌机

制进行探讨。方法　实验组分低、中、高 3 个剂量组并设空白组和阳性对照组进行含药血清的制备 ;

M TT法观察细胞毒作用 ;细胞排染法观察瘤细胞直接损害实验 ;吖啶橙/溴化乙锭 (AO/ EB)双荧光染

色法及电镜 ( TEM)下观察细胞凋亡的形态学变化 ;流式细胞术 ( FCM)测定细胞凋亡率并进行细胞周期

分析 ,测定凋亡抑制蛋白 survivin和凋

亡效应蛋白 Caspase23 的表达。结果

　M TT 法 :人子宫内膜癌 H EC2B 细

胞经含药血清作用后细胞生长受到明

显抑制且以低剂量组抑制率最高。细

胞排染法 :同一时间段内以低剂量组
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效果最好 ,不同时间段内 (24、48h)细胞抑制率显著提高 ( P

< 0 . 01)。AO/ EB和 TEM :实验组均可见到典型细胞凋亡

的形态学变化。FCM :实验组各组细胞凋亡率与空白组相

比差异有显著性 ( P < 0 . 01)且以低剂量组最高 ,细胞周期分

析显示实验组 G0 / G1期细胞明显增多而 S期细胞明显减少

与空白组相比差异有显著性 ( P < 0 . 01) ,Survivin蛋白表达

在空白组最高 ,在实验组表达降低与空白组相比差异有显著

性 ( P < 0 . 01) ,Caspase23表达则相反 ,在实验组表达最高与

空白组相比差异有显著性 ( P < 0 . 01)。结论　复方中药“牛

黄天龙胶囊”(含药血清)能够使人子宫内膜癌 H EC2B细胞

生长阻滞在 G0 / G1期并可诱导人子宫内膜癌 H EC2B细胞凋

亡 ;并可降低凋亡抑制蛋白 survivin表达同时可提高凋亡效

应蛋白 Caspase23 表达 ,这可能是其诱导人子宫内膜癌

H EC2B细胞凋亡的机制之一 ;对人子宫内膜癌 H EC2B细胞

的抗肿瘤作用并非浓度越大效果越好而有一最适剂量。

关键词 :血清药理学 ;细胞凋亡 ; AO/ EB 双荧光染色法 ;

TEM ; FCM
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0　引言

大量研究表明 ,复方中药制剂可通过阻滞肿瘤

细胞生长周期 ,影响癌基因和抑癌基因表达等途径

发挥抗癌活性[ 1 ]。我们所用方剂“牛黄天龙胶囊”,

是在传统抗肿瘤中药方剂“犀黄丸”[ 2 ]基础上添加了

新的抗肿瘤中药成分 ,针对妇科肿瘤而研制的新的

抗癌组方。本研究运用血清药理学方法从细胞、分

子和基因水平对牛黄天龙胶囊 (含药血清)诱导人子

宫内膜癌 H EC2B 凋亡的作用机制进行了初步探

讨 ,旨在为筛选有效的抗妇科肿瘤的中药方剂提供

理论依据。

1　材料与方法

1 . 1　实验动物 　Waster 大鼠 40 只 ,雌性 ,清洁级

动物 ,体重 (280±30) g ,合格证号 :D K040220086 ,由

河北医科大学动物实验中心提供。

1 . 2　实验药物　复方中药牛黄天龙胶囊主要由牛

黄、麝香、乳香、没药等十几味中药组方 (生药购自河

北省石家庄乐仁堂中药饮片厂)由河北医科大学第

四医院药剂室按工艺制成 ,相当于含生药量每胶囊

2 . 5g。

1 . 3　细胞株　人子宫内膜癌中分化细胞系 H EC2B

细胞由北京医科大学附属第一医院北京医院妇科科

研室提供。

1 . 4　主要仪器和试剂　PRMI21640 培养基为美国

Gibco公司产品 ;胰蛋白酶 ,丫啶橙 (AO) ,溴化乙啶

( EB)由美国 Sigma公司提供 ;胎牛血清由河北医科

大学第四医院科研中心提供 ;顺铂 (冻干型)购自山

东省德州制药厂 ,产品批号 031001 ; CO2培养箱 ,美

国 Forma Scientific 公司产品 ;倒置相差显微镜

(XS22D2型) ,荧光显微镜 (Nikon U FX2Ⅱ型)均购自

日本 Olymp us 公司 ;透射电子显微镜为日本日立

H27500 ;流式细胞仪 420为美国 B. D公司产品。

1 . 5　方法

1 . 5 . 1　含药血清的制备[ 3 ,4 ] 　将 40 只 Wistar 大鼠

随机分成 5组 :阴性对照组 (空白组) ,实验组 (分高、

中、低剂量组)和阳性对照组 (顺铂组) 。实验组高、

中、低三组每日用药剂量分别按 1/ 10LD50、1/

20LD50、1/ 40LD50给药 ,以每只 2ml /次灌胃 ,阳性

对照组采用腹腔注射每只 1ml /次 (剂量按每只

5mg/ kg /天计算) 。采用李仪奎“通法原则”方案 ,

即每日剂量分 2次灌胃 (灌胃前禁食 12h不禁水)连

续 3d ,于第 3d第 1 次给药 2h 后再给药一次 ,间隔

1h以乌来糖腹腔注射麻醉 ,背位固定 ,无菌条件下

腹主动脉取血 ,分离血清 ,56℃,30min灭活 ,0 . 2μm

过滤除菌 ,分装 , - 20℃冰箱保存备用。

1 . 5 . 2 　细胞培养 　将人子宫内膜癌 H EC2B 细胞

置于含 10 %胎牛血清的 PRMI21640 培养基中 ,在

37 ℃,5 % CO2 ,95 %湿度条件下的培养箱中贴壁生

长 ,以按0 . 25 %胰蛋白酶和0 . 02 % ED TA 1∶1比例

配置的消化酶消化 ,3d 传一代。实验分组 :将制得

的 5组含药血清即空白组、高、中、低实验组和阳性

对照顺铂组分别加入 PRMI培养基中 ,使各培养基

的血清终浓度为 10 %[ 5 ]。

1 . 5 . 3 　细胞抑制率的检测 ( M T T 法) [ 6 ] 　取对数

生长期的细胞 ,以 1∶1 0 . 25 %胰蛋白酶和0 . 02 %

ED TA消化 ,制成单细胞悬液 ,再以2 . 0 ×104 / ml 浓

度接种于 96孔板 ,每孔 200μl ,实验分 5 组 ,即空白

组、高、中、低实验组和阳性对照 (顺铂)组 ,每组设 4

个复孔并设空白调零孔 (除不加细胞外 ,余处理与其

他各组相同) 。将已接种 H EC2B 细胞的培养板置

于 37℃、5 % CO2、95 %湿度的培养箱中培养 24h ,待

细胞进入对数生长期 ,弃去原培养基以 PBS液洗两

遍 ,然后依次更换含 10 %药物血清的 PRMI21640

培养基 ,置培养箱中分别培养 24h 和 48h。取出培

养板 ,向每孔加入 M T T20μl ,继续培养 4h后终止培

养 ,小心吸去孔内上清液 ,每孔加入 DMSO 150μl ,

在微量震荡器震荡 15min ,使结晶物充分溶解之后

在酶联免疫检测仪 490nm 处读取各孔光密度值

(OD值) 。瘤细胞抑制率 =空白组平均光密度值 -

实验组平均光密度值/空白组平均光密度值。

1 . 5 . 4 　吖啶橙/溴化乙锭 ( AO/ EB) 染色法观察

H EC2B细胞凋亡的形态学变化[ 8 ] 　取对数生长期

的细胞消化制成单细胞悬液以 2 ×105 / ml 接种于 6
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孔板 ,每孔 2ml ,每组设 4 个复孔。将培养板置于

37 ℃、5 % CO2、95 %湿度的培养箱中培养 24h ,细胞

贴壁后弃原培养基 ,更换含 10 %药物血清的 PRMI2
1640培养基 ,继续培养 48h。分别消化制成1 . 0 ×

106 / ml的细胞悬液 ,取 100μl 受检细胞悬液加入

4 . 0μl上述染液轻轻吹打均匀后取细胞悬液一滴滴

在洁净的载波片上 ,加盖玻片后立即置于荧光显微

镜下观察凋亡细胞的形态学变化并摄片。

1 . 5 . 5 　透射电镜 ( TEM)观察 H EC2B 细胞凋亡的

超微结构变化　收集含药血清 (空白组、实验组)培

养 48h 的 H EC2B 细胞 ,离心 (1 000转/分 15min) ,

PBS洗涤 3 遍 ,沉淀细胞以2 . 5 %戊二醛溶液前固

定 ,1 %锇酸后固定 ,梯度乙醇脱水 , Epon812 浸透、

包埋、聚合、超薄切片、硝酸油柠檬酸铅着色 ,凉干 ,

在透射电镜下观察凋亡细胞的超微结构特征并摄

片。

1 . 5 . 6 　细胞凋亡率及细胞周期的测定 　取 1 ×

105 / ml单细胞悬液0 . 1 ml 加入 10 %的鸡红细胞作

为内参标准 ,调整仪器 CV 值在 5 %以内。加入碘

化丙锭 ( PI) ( PI :50mg/ L ,t riton2×100 1 . 0 %) 1 ml ,

在 4 ℃冰箱染色 30min ,以 500目铜网过滤使样品成

为合格的单细胞悬液上机检测。

1 . 5 . 7 　H EC2B 细胞凋亡相关基因 Survivin 和

Caspase23的定量检测　取单细胞悬液 1 ×106 / ml ,

分别加入鼠抗人 survivin 单克隆抗体和鼠抗人

Caspase23单克隆抗体0 . 1ml ,室温孵育 30min ,加入

PBS 10ml洗涤一次 ,弃上清 ,加入羊抗鼠 FITC2Ig G

二抗工作液 100μl ,避光室温孵育 30min ,加入

PBS10ml离心同上 ,弃上清以除去未结合的荧光二

抗 ,上机检测前加入 PBS 0 . 1ml ,经 500目铜网过滤

后上机检测。检测结果用荧光指数 (fluorescence

index ,FI)或 X2mode值表示。

1 . 6　统计学处理 　统计学处理在 SPSS 12 . 0软件

包内进行。方法采用单因素方差分析和 t检验。检

验水准α= 0 . 05 , P < 0 . 05表示差异有统计学意义。

2　结果

2 . 1 　M T T法 　检测牛黄天龙胶囊含药血清对人

子宫内膜癌 H EC2B细胞作用 24h、48h后 , 细胞增

殖受到明显抑制 , 与空白组相比差异均有显著性

( P < 0 . 01) ,但并非浓度越高抑制率越高而以低浓

度组抑制率最好。同一剂量组 24、48h 细胞抑制率

相比差异有显著性 ( P < 0 . 01) , 见表 1。

2 . 2　AO/ EB 双荧光染色法 　镜下可见到空白对

照组细胞以正常细胞为主 ,表现为细胞结构完整 ,大

小正常。细胞被AO染色呈均匀一致的绿色 ,并可

表 1　含药血清对 HEC2B细胞的生长抑制作用 MTT法

组别

24h

光密度值
( �x ±s)

抑制率
( %)

48h

光密度值
( �x ±s)

抑制率
( %)

空白对照 0 . 27±0 . 10 0 . 57±0 . 02

低剂量组 0 . 20±0 . 06 27 . 13 σ 0 . 29±0 . 01 50 . 03 σ

中剂量组 0 . 25±0 . 06 5 . 67 0 . 51±0 . 01 11 . 03

高剂量组 0 . 26±0 . 10 3 . 70 0 . 50±0 . 01 12 . 20

阳性对照 0 . 16±0 . 10 40 . 77 0 . 26±0 . 01 54 . 63

　　σ在同一时间段 ,细胞生长抑制率与中、高组相比 P <

0 . 01

见到少量早期凋亡细胞 ,表现为细胞染色增强 ,荧光

亢进 ,细胞被染色呈黄绿色2黄色荧光。实验组中、
高剂量组正常细胞减少 ,凋亡细胞增多并可见到晚

期凋亡细胞 ,表现为细胞被 EB染色呈橙红色 ,细胞

体积缩小 ,部分细胞核破裂 ,呈现为大小不等、形态

不规则的荧光染色碎片或梅花状核形。低剂量组和

阳性对照顺铂组正常细胞明显减少 ,晚期凋亡细胞

更多并可见到凋亡小体及细胞肿胀 ,体积增大 ,边缘

模糊 ,被染成桔红色的坏死细胞见图 1。

2 . 3　实验组人子宫内膜癌细胞 ,在电镜下均可见到

凋亡的早期信号 ,表现为凋亡细胞的部分核膜向外

呈锐角凸起 ,凋亡征象表现为核染色质浓缩并凝结

成块 ,呈半月或新月状聚集在核膜周边 ,细胞浆浓

缩 ,内质网变疏松并与胞膜融合形成一个个空泡及

凋亡小体。空白对照组则很少见到凋亡细胞征象

(图略) 。

2 . 4　实验各组含药血清作用人子宫内膜癌 H EC2B

细胞 48h后 ,在 DNA 直方图上均出现 G1期前明显

的细胞凋亡峰。各组凋亡率与空白组相比差异均有

显著性 ( P < 0 . 01) 。实验各组对细胞周期亦有明显

影响 ,表现为 S期细胞减少、G1期细胞增多 ,与空白

组相比差异均有显著性 ( P < 0 . 01) ,见图 4、表 2。

表 2　含药血清对 HEC2B细胞增殖( 48h)的

影响 FCM ( �x±s)

组别 细胞凋亡率 ( %) G1 期细胞 ( %) S期细胞 ( %)

空白组 3 . 25±0 . 84 49 . 30±0 . 75 40 . 53±0 . 95

低剂量组 12 . 54±1 . 19 3 # 59 . 53±0 . 74 3 # 29 . 37±0 . 64 3 #

中剂量组 8 . 53±0 . 96 3 54 . 33±2 . 15 3 34 . 67±0 . 96 3

高剂量组 7 . 02±1 . 51 3 53 . 53±3 . 02 3 35 . 50±0 . 70 3

阳性对照 14 . 46±0 . 80 62 . 37±1 . 65 28 . 37±0 . 85

　　3各组与空白组相比 P < 0 . 01 , # P < 0 . 01与中 ,高剂量
组相比 P < 0 . 01

2 . 5 　各组含药血清作用人子宫内膜癌 H EC2B 细

胞 48h后 , 流式细胞仪测得凋亡相关基因蛋白 sur2
vivin和Caspase23的定量表达 ,结果显示 survivin
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阴性对照组 低剂量组 中剂量组 高剂量组 阳性对照组

图 4　含药血清作用 HEC2B细胞 48h的凋亡测定 FCM

蛋白在空白组的表达量最高 ,而在实验组和顺铂组

的表达则降低 , 各组与空白组相比差异均有显著性

( P < 0 . 01) , 但中、高浓度组相比差异无显著性 ( P

> 0 . 05) , 低浓度组与中、高浓度组相比差异均有

显著性 ( P < 0 . 01) 。Caspase23蛋白表达则相反 , 在

空白组表达量最低 ,而在顺铂组最高 , 实验组中以

低浓度组表达较高 , 与中、高组相比差异均有显著

性 ( P < 0 . 01) , 而中、高组相比差异无显著性 ( P >

0 . 05) ,并且显示在空白组 survivin 蛋白表达最高 ,

Caspase23蛋白表达最低 , 此时细胞凋亡率也最低 ,

细胞增殖指数最高。在顺铂组则相反 , 此时细胞凋

亡率也最高 , 细胞增殖指数最低为39 . 40 ±0 . 75 ,

见表 3。

表 3　含药血清作用 HEC2B 48h对基因的影响 FCM( �x±s)

组别 survivin Caspase23 凋亡率( %) 增殖指数( PI)

空白组 3. 10±1. 52 0. 47±0. 06 3. 25±0. 84 50. 43±1. 43

低剂量组 0. 43±0. 06 3 1. 47±0. 21 3 12. 54±1. 19 3 37. 07±1. 33 3

中剂量组 1. 01±0. 06 0. 97±0. 06 8. 53±0. 96 44. 47±1. 09

高剂量组 1. 02±0. 10 1. 10±0. 10 7. 02±1. 51 44. 77±1. 37

阳性对照 0. 37±0. 06 2. 00±0. 15 14. 46±0. 80 39. 40±0. 75

　　实验各组与空白组相比 P < 0 . 01 ; 3 P < 0 . 01与中、高
剂量组相比 P < 0 . 01

3　讨论

血清药理学已成为中药药理研究的热点并逐渐

被人们所认同。既往研究中药药理的离体实验多采

用中药粗制剂直接体外给药 ,但由于中药粗提物并

不能代表在体内真正发挥作用的有效成分 ,加之中

药本身的理化性质也会干扰实验结果 ,因此对其可

信度难于进行客观的评定。1998 年由日本田代真

一正式提出了“血清药理学”这一概念[ 9 ]。血清药理

学是将中药或复方经口给动物灌服一定时间后 ,采

集动物血液 ,分离血清 ,用含药物成分的血清进行体

外实验的一种方法和技术 (ex vivo method) [ 10 ]。优

点是 : (1)排除了通常体外实验中复方粗制剂的各种

杂质成分 ,电解质以及 P H 等因素对实验结果干扰

的不利影响。(2)客观地模拟了药物与机体相互作

用的过程 ,其血清所含的药物成分也是经过体内一

系列生物转化后真正发挥作用的有效成分及药物作

用于机体所产生的内生性有效成分 ,并且血清的理

化性质与细胞所处的内环境相似。(3)实验结果与

在体实验有较好的一致性 ,不但能反映中药 (母体药

物)及其可能的代谢产物的药理 (效)作用 ,而且还能

反映可能由药物诱导机体内源性成分所产生的作

用 ,比较客观和真实地阐明了中药的药效和作用机

理 ,为从细胞、亚细胞和基因水平研究中药的抗癌机

制提供了一个更加科学、客观的新手段。本实验正

是采用了血清药理学方法研究牛黄天龙胶囊 (含药

血清)诱导人子宫内膜癌 H EC2B 细胞凋亡极其凋

亡相关基因表达情况并分别从细胞形态学、流式细

胞术及分子生物学等方面对其诱导凋亡的机理进行

了初步探讨。

复方中药2牛黄天龙胶囊以牛黄清心、退热、化
痰、通窍、散结肿为主药 ;以麝香通经络、散结滞、辟

恶毒、除秽浊为辅药 ;并配以水蛭、天龙、巴豆等消

症、化结 ;佐以乳香、没药等活血、化瘀、消肿、定痛。

君臣佐使 ,各有所司 ,从而起到有主次、多靶点、多环

节的整体协同的抗癌治疗效果。本研究结果也显示

牛黄天龙胶囊可显著抑制人 H EC2B生长并能诱导

其发生凋亡 , 通过荧光显微镜和电子显微镜对人

H EC2B细胞的形态学观察和流式细胞仪的 DNA

含量分析 ,证实牛黄天龙胶囊含药血清具有使人子

宫内膜癌 H EC2B细胞发生凋亡的作用并可使其生

长阻滞在 G0 / G1期。

目前观点认为恶性肿瘤是一种多基因异常的疾

病 ,它发生的分子基础是原癌基因的激活或抑癌基

因的突变失活或缺失 ,导致某些细胞分化不良、凋亡

受阻、增殖失控而形成肿瘤。研究显示细胞凋亡的

核心成分是半胱氨酸蛋白酶家族 (cysteinyl aspar2
tate specific p roteinase ,Caspase) 。其中研究最多 ,

功能相对较明确的为 Caspase23 , Caspase23 被发现

是哺乳动物细胞凋亡的关键蛋白酶之一 ,为凋亡的

效应分子 ,被称为凋亡的“执行者”[ 11213 ]。survivin

是凋亡抑制蛋白家族 ( IA Ps) 结构独特的新成员

1997年由耶鲁大学的 Altieri 等[ 14 ]首先分离出来。

survivin只在胚胎和肿瘤组织中表达在正常成人分
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化组织中 (胸腺 ,生殖器除外)检测不到。survivin

能抑制细胞凋亡 ,促进细胞增殖 ,参与调节细胞的有

丝分裂并可能参与血管形成 ,是至今发现最强的凋

亡抑制因子[ 15 ,16 ]。研究发现 survivin可强烈抑制由

Caspase23和 Caspase27 过度表达诱导的凋亡。另

有研究显示[ 17219 ]在食管小细胞癌、肝癌和胃癌中

survivin和 Caspase23 的表达呈负相关 ,提示 sur2
vivin基因对 Caspase23 的表达可能是负反馈调节 ,

survivin直接或间接抑制 Caspase23 的表达从而促

进肿瘤的发生、发展及恶性增殖 ,但二者在子宫内膜

癌组织中的表达关系如何 ,目前国内外尚未见报道。

本实验运用流式细胞技术检测了 survivin 和

Caspase23这两个基因 ,对牛黄天龙胶囊 (含药血清)

能否诱导人子宫内膜癌 H EC2B细胞凋亡方面进行

了初步研究。结果显示 ,在实验组中 survivin 的表

达降低 ,Caspase23的表达升高 ,二者与空白组相比

差异均有显著性 ( P < 0 . 01) ,且显示以低剂量组表

现最明显 ( P < 0 . 01) 。本研究 survivin 和 Caspase2
3的表达也证实了以上观点。表明牛黄天龙胶囊

(含药血清)能降低人子宫内膜癌 H EC2B 细胞 sur2
vivin的表达同时可升高 Caspase23 表达 ,而使人子

宫内膜癌 H EC2B 细胞凋亡增加 ,进而使肿瘤细胞

生长受到抑制。由此推测 ,牛黄天龙胶囊 (含药血

清)诱导人子宫内膜癌 H EC2B 细胞凋亡的机制之

一 ,可能是干扰了肿瘤细胞代谢 ,并使其基因蛋白表

达发生改变 ,从而抑制了人子宫内膜癌 H EC2B 细

胞的生长。

本实验为复方中药治疗妇科恶性肿瘤提供了新

依据。虽然本研究在多方面证明了牛黄天龙胶囊的

抗肿瘤效果 ,但有关该中药抗肿瘤作用的研究尚处

于起步阶段 ,且由于条件的限制本实验未能对含药

血清的有效成分进行定量和分析 ,所以有关复方中

药牛黄天龙胶囊抗肿瘤作用的其他机制及其活性成

分如何尚有待深入研究。

(本文图 1见第 475页)
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