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扶正抗癌汤含药血清对人卵巢癌 HO-8910PM 细胞
增殖、凋亡与周期进程的影响

田　 璐,陈　 莹,张　 阳∗

(辽宁中医药大学附属医院,沈阳　 110032)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨扶正抗癌汤(Fuzheng
 

kangai
 

decoction,FZKAD)含药血清对人卵巢癌 HO-8910PM 细胞增

殖、凋亡与周期进程的影响。 方法　 SD 大鼠 40 只随机分为对照组及 FZKAD 低(4. 725
 

g / kg)、中(9. 45
 

g / kg)、高
(18. 9

 

g / kg)剂量组,灌胃给药 7
 

d 后制备含药血清,用于 HO-8910PM 细胞的培养。 分别采用噻唑蓝(MTT)实验检

测细胞增殖能力,平板克隆形成实验检测克隆形成能力,膜联蛋白 V( Annexin
 

V) -异硫氰酸荧光素 / 碘化丙啶

(FITC / PI)双染法流式细胞术检测细胞凋亡,PI 单染法流式细胞术检测细胞周期进程,Western
 

blot 法检测蛋白表

达水平。 结果　 与对照组比较,除低、中剂量组处理 24
 

h 后的细胞存活率无显著性降低外(P>0. 05),其余各组处

理 24、48 及 72
 

h 后的细胞存活率均显著性降低(P<0. 05 或 P<0. 01),且各剂量组细胞克隆形成能力也显著降低

(P<0. 01);与对照组比较,低、中、高剂量组的细胞凋亡率及 P53、Bcl-2 相关 X 蛋白( Bax)表达水平增加(P<0. 05
或 P<0. 01),而 B 淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)蛋白表达水平降低(P<0. 01);与对照组比较,低、中、高剂量组 G0 / G1 期细

胞百分比增加(P<0. 05 或 P<0. 01),而 S 期、G2 / M 期细胞百分比及细胞周期蛋白 D1(Cyclin
 

D1)、周期蛋白依赖性

激酶 4(CDK4)、CDK6 蛋白表达水平降低(P<0. 05 或 P<0. 01)。 结论　 FZKAD 含药血清对人卵巢癌 HO-8910PM
细胞的增殖具有抑制作用,该作用与诱导凋亡及周期进程阻滞有关。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

serum
 

containing
 

Fuzheng
 

Kangai
 

Decoction
 

(FZKAD)
 

on
 

the
 

proliferation,
 

apoptosis,
 

and
 

cell
 

cycle
 

progression
 

in
 

human
 

ovarian
 

carcinoma
 

HO-8910PM
 

cells.
 

Methods 　 Forty
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

control
 

and
 

low-dose
 

( 4. 725
 

g / kg),
 

medium-dose
 

( 9. 45
 

g / kg),
 

and
 

high-dose
 

(18. 9
 

g / kg)
 

FZKAD
 

groups.
 

After
 

7
 

days
 

of
 

intragastric
 

administration,
 

serum
 

containing
 

FZKAD
 

was
 

prepared
 

and
 

used
 

for
 

the
 

culture
 

of
 

HO-8910PM
 

cells.
 

Cell
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay,
 

colony-formation
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

clone
 

formation
 

assay,
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

using
 

Annexin
 

V-fluorescein
 

isothiocyanate /
propidium

 

iodide
 

double-staining,
 

cell
 

cycle
 

progression
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

using
 

propidium
 

iodide
 

single-



staining,
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results　 There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

cell
 

survival
 

rates
 

among
 

the
 

low-dose,
 

medium-dose,
 

and
 

control
 

groups
 

after
 

24
 

h
 

(P>0. 05).
 

However,
 

cell
 

survival
 

rates
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

were
 

significantly
 

decreased
 

after
 

24,
 

48
 

and
 

72
 

h
 

(P< 0. 05
 

or
 

P< 0. 01),
 

and
 

the
 

colony-formation
 

abilities
 

were
 

also
 

significantly
 

decreased
 

in
 

each
 

dosage
 

group
 

(P<0. 01).
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

apoptosis
 

rates
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

P53
 

and
 

Bax
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

low-dose,
 

medium-dose,
 

and
 

high-
dose

 

groups
 

(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01),
 

while
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

was
 

decreased
 

(P<0. 01).
 

The
 

percentage
 

of
 

cells
 

in
 

G0 / G1
 stage

 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

low-dose,
 

medium-dose,
 

and
 

high-dose
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01),
 

while
 

the
 

percentages
 

of
 

cells
 

in
 

S
 

and
 

G2 / M
 

stages
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

cyclin
 

D1
 

and
 

cyclin-dependent
 

kinases
 

4
 

and
 

6
 

were
 

decreased
 

(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01).
 

Conclusions　 Serum
 

containing
 

FZKAD
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

human
 

ovarian
 

cancer
 

HO-8910PM
 

cells,
 

related
 

to
 

the
 

induction
 

of
 

apoptosis
 

and
 

cell
 

cycle
 

arrest.
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　 　 卵巢癌为我国三大常见的妇科肿瘤之一,其死

亡率高居妇科肿瘤的首位[1] 。 卵巢癌发病隐匿,早
期诊断较困难,75%的患者确诊时即为晚期[2] 。 手

术治疗联合化疗是卵巢癌的标准治疗手段,但卵巢

癌晚期患者 5 年生存率目前仍低于 30%[3] 。 化疗

药物除可以清除癌细胞外,对增殖较快的骨髓细胞

等同样具有清除作用,毒副作用严重,且长时间使

用容易产生耐药性[4] 。 免疫治疗及生物治疗在卵

巢癌的治疗领域具有良好的应用前景,但其价格昂

贵,且广泛的使用及疗效的确认仍需时日[5] 。
目前,中医药治疗中晚期卵巢癌疗效确切,应

用广泛,正逐渐得到更多人的认可[6-7] 。 扶正抗癌

汤(Fuzheng
 

kangai
 

decoction,FZKAD)为辽宁中医药

大学附属医院院内制剂,本团队的前期研究工作已

证实,FZKAD 可以有效抑制大鼠卵巢癌移植瘤的生

长,调节免疫功能是 FZKAD 发挥抗卵巢癌作用的潜

在机制[8] 。 进一步的研究发现,FZKAD 含药血清可

以阻碍转移生长因子 β1 / Smad 同源物蛋白 3 信号

通路的激活,调节上皮间质转化进程,进而抑制人

卵巢癌 HO-8910PM 细胞的转移及侵袭[9] 。
大量研究表明,细胞凋亡受到抑制及周期进程

受阻是肿瘤发生、发展的重要因素[10-11] 。 因此,本
研究以人卵巢癌 HO-8910PM 细胞为研究对象,在
观察 FZKAD 含药血清抑制 HO-8910PM 细胞增殖作

用的基础上,着重探讨其对凋亡及周期进程的影

响,进一步阐明 FZKAD 治疗卵巢癌的分子机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 雄性 SD 大鼠,清洁级,40 只,6 ~ 8 周龄,体重

200 ~ 220
 

g,由辽宁长生生物技术股份有限公司提供

[SCXK(辽)2020-0002];实验动物在辽宁中医药大

学实验动物中心饲养[SYXK(辽)2019-0004],饲养

室湿度为 50% ~ 60%,温度为(23 ± 2)℃ ,自由饮水

和进食,12
 

h 光照和 12
 

h 黑暗交替循环。 本研究经

辽宁 中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准

(21000092018069),实验期间按照 3R 原则给予实

验动物人道关怀。
1. 1. 2　 细胞

　 　 人卵巢癌 HO-8910PM 细胞株,由上海美轩生

物科技公司提供,并在本实验室长期传代保存。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 扶正抗癌汤由白花蛇舌草 50
 

g、红人参 25
 

g、茯
苓 20

 

g、竹茹 20
 

g、陈皮 15
 

g、浙贝母 15
 

g、枳壳 15
 

g、半夏 15
 

g、半枝莲 10
 

g、甘草 10
 

g、白术 10
 

g 及生

姜 5
 

g 组成;水煎 2 次后,将药液合并,蒸发水分至

其浓度为 2
 

g / mL,过滤去除残余药渣,分装灭菌后

待用。 胰蛋白酶 ( 批号: T8802 )、 DMEM ( 批号:
D0822) 及胎牛血清 ( 批号: 12103C ), 购于美国

Mediatech 公司;噻唑蓝( methyl
 

thiazolyl
 

tetrazolium,
MTT)检测试剂盒(批号:M1020)及结晶紫染液(批

号:G1072),购于北京索莱宝科技有限公司;膜联蛋

白 V ( Annexin
 

V) - 异硫氰酸荧光素 ( fluorescein
 

isothiocyanate, FITC) / 碘化丙啶 ( propidium
 

iodide,
PI)凋亡检测试剂盒(批号:KGA107)及细胞周期检

测试剂盒(批号:KGA512),购于江苏凯基生物科技

发展有限公司;P53(批号:10442-1-AP)、B 淋巴细

胞瘤 - 2 ( B-cell
 

lymphoma-2, Bcl-2, 批号: 12789-1-
AP)、Bcl-2 相关 X 蛋白( Bcl-2

 

associated
 

X
 

protein,
Bax,批号:50599-2-AP)、细胞周期蛋白 D1 ( Cyclin

 

D1,批号: 26939-1-AP )、 周期蛋白依赖性激酶 4
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(cyclin
 

dependent
 

kinases
 

4, CDK4, 批号: 11026-1-
AP)、 CDK6 ( 批号: 4052-1-AP )、 β-肌动蛋白 ( β-
actin,批号:20536-1-AP)多克隆抗体及对应的二抗

(批号:SA00001-2),均购于武汉三鹰生物技术有限

公司。
DFC259 型倒置相差显微镜,德国 Leica 公司;

3111 型 CO2 培养箱,美国 Thermo 公司;ELX808 型

多功能酶标仪,美国 BioTek 公司;CytoFLEX 型流式

细胞仪,美国 Beckman 公司;DYCZ-24EN 型蛋白电

泳仪,北京六一仪器厂。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 含药血清的制备

　 　 参照文献[9] 中的方法及给药剂量制备含药血

清,SD 大鼠 40 只随机分为对照组及 FZKAD 低

(4. 725
 

g / kg)、中(9. 45
 

g / kg)、高(18. 9
 

g / kg)剂量

组,每组 10 只;灌胃给药,体积均为 1
 

mL / 100
 

g,频
率为每天 1 次,共 7

 

d。 末次给药结束后 2
 

h,乙醚麻

醉大鼠,腹主动脉取血,分离血清。 经 56℃ 灭活补

体,再用 0. 22
 

μm 滤膜过滤除菌后,存放于低温冰

箱中备用。
1. 3. 2　 MTT 实验检测细胞增殖能力

　 　 HO-8910PM 细胞在 5%
 

CO2、37℃ 条件下,用

DMEM 培养基(含 10%胎牛血清)培养,0. 25%胰蛋

白酶消化及传代,当培养至对数生长期时用于实

验。 通过 MTT 实验检测细胞增殖能力,将对数生长

期的 HO-8910PM 细胞调整至密度为 1×105 / mL,接
种于 96 孔细胞板中,用 DMEM 培养基(含 10%胎牛

血清)培养 24
 

h 后弃掉培养基。 更换为分别含 10%
对照组及 10%FZKAD 低、中、高剂量组含药血清的

DMEM 培养基,继续培养 24、48 及 72
 

h。 在额定时

间,每孔加入 20
 

μL 稀释好的 MTT 溶液 ( 5
 

mg /
mL),原条件再培养 4

 

h,弃去培养液。 加入 150
 

μL
 

DMSO,振荡 10
 

min 后,在 490
 

nm 处用酶标仪测吸

光度 A, 计算细胞存活率。 细胞存活率 (%) =
A药物组 / A对照组×100%。
1. 3. 3　 平板克隆形成实验检测细胞克隆形成能力

　 　 HO-8910PM 细胞加入 6 孔细胞培养版中(1 ×
103 / 孔),用 DMEM 培养基(含 10%胎牛血清)培养

24
 

h,细胞贴壁后,弃掉培养基。 加入 DMEM 培养

基(分别含 10%对照组及 10%
 

FZKAD 低、中、高剂

量组含药血清),继续培养 14
 

d,甲醛固定后用结晶

紫染液染色,计数细胞克隆形成数量。 细胞克隆形

成能力(%)= 药物组细胞克隆形成数量 / 对照组细

胞克隆形成数量×100%。
1. 3. 4　 Annexin

 

V-FITC / PI 双染法流式细胞术检测

细胞凋亡

　 　 人卵巢癌 HO-8910PM 细胞在 6 孔细胞板中培

养,先用 DMEM 培养基(含 10%胎牛血清)培养 24
 

h
后,再更换分别含 10% 对照组及 10%

 

FZKAD 低、
中、高剂量组含药血清的 DMEM 培养基,继续培养

48
 

h。 收集细胞(1×106 个),PBS 洗涤后,用孵育缓

冲液重悬,避光静置 15
 

min;再用孵育缓冲液重悬,
分别加入终浓度均为 1

 

μg / mL 的 FITC-Annexin
 

V
和 PI,在 4℃ 下避光孵育 15

 

min。 用流式细胞仪检

测 FZKAD 含药血清对细胞凋亡的影响。
1. 3. 5　 PI 单染法流式细胞术检测细胞周期进程

　 　 分组及处理方法同“1. 3. 4”,制备单细胞悬液,
缓慢滴入 70%冰乙醇中,在 4℃ 下固定过夜。 离心

(4500
 

r / min,10
 

min),用 PBS 漂洗去除残留乙醇,
收集细胞(1×106)于 EP 管中,加入 200

 

μL
 

PI 溶液,
重悬细胞,在 4℃ 下避光孵育 30

 

min。 用流式细胞

仪检测 FZKAD 含药血清对细胞周期进程的影响。
1. 3. 6　 Western

 

blot 检测蛋白表达水平

　 　 分组及处理方法同“1. 3. 4”,收集细胞后,加入

适量的 RIPA 细胞裂解液(含蛋白酶抑制剂),在

4℃下放置 30
 

min,充分裂解。 离心(12
 

000
 

r / min,
10

 

min),取上清液,二辛可酸法测蛋白含量。 计算

50 ~ 70
 

μg 样品的体积,与适量上样缓冲液混合后,
煮沸变性 10

 

min。 采用十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离蛋白,跑胶结束后将蛋白转印至聚

偏二氟乙烯膜,5% 脱脂奶粉封闭,加入一抗( 1 ∶
2000)并在 4℃下孵育过夜。 用 TBST 洗膜 3 次后,
加入二抗(1 ∶ 5000)并在常温下孵育 1

 

h。 TBST 再

次洗膜 3 次后,ECL 发光液显色后曝光,扫描仪扫描

目的条带并用 GraghPad 软件进行灰度值分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 所得数据用平均数±标准差( 􀭰x± s) 表示,通过

SPSS
 

19. 0 软件进行统计学分析。 SNK-q 法用于两

组数据比较,单因素方差分析用于多组数据比较,
P<0. 05 提示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 FZKAD 含药血清对人卵巢癌 HO-8910PM
细胞增殖的影响

2. 1. 1　 各组细胞存活率比较

　 　 细胞过度增殖是肿瘤形成的重要原因,本研究
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通过 MTT 实验检测了 FZKAD 含药血清处理 HO-
8910PM 细胞 24、48 及 72

 

h 后的存活率。 结果发

现,与对照组比较,除低、中剂量组处理 24
 

h 后的细

胞存活率无显著性降低外(P>0. 05),其余各组处理

24、48 及 72
 

h 后的细胞存活率均显著性降低(P<
0. 05 或 P<0. 01)。 结果见表 1。
2. 1. 2　 各组细胞克隆形成能力比较

　 　 本研究进一步通过平板克隆形成实验检测了

HO-8910PM 细胞经不同剂量的 FZKAD 含药血清处

理 14
 

d 后的克隆形成能力。 结果发现,对照组及

FZKAD 低、中、高剂量组的细胞克隆形成能力分别

为 100. 00%、(59. 12 ± 8. 63)%、(39. 89 ± 6. 58)%和

(26. 95±4. 24)%,各剂量组与对照组比较均显著降

低(P<0. 01)。 结果见图 1。
2. 2　 FZKAD 含药血清对人卵巢癌 HO-8910PM
细胞凋亡的影响

2. 2. 1　 各组细胞凋亡率比较

　 　 细胞凋亡受到抑制可以导致异常增殖,本研究

通过 Annexin
 

V-FITC / PI 双染法流式细胞术检测了

FZKAD 含药血清处理 HO-8910PM 细胞 48
 

h 的凋

亡率。 图 2 结果发现,对照组及 FZKAD 低、中、高剂

量组的细胞凋亡率分别为(4. 37±0. 55)%、(17. 56±
2. 48)%、(25. 23±4. 34)%和(41. 79±5. 16)%,各剂

量组与对照组比较均显著增加(P<0. 01)。
表 1　 各组细胞存活率比较( 􀭰x±s,n= 3)

Table
 

1　 Comparison
 

of
 

cell
 

survival
 

rate
 

in
 

each
 

group

组别
Groups

细胞存活率(%)
Cell

 

survival
 

rate
24

 

h 48
 

h 72
 

h
对照组

Control
 

group 100. 00 100. 00 100. 00

FZKAD 低剂量组
Low-dose

 

FZKAD
 

group 97. 01±3. 56 89. 57±4. 74∗ 83. 19±5. 66∗∗

FZKAD 中剂量组
Medium-dose

 

FZKAD
 

group 95. 69±4. 13 77. 08±5. 82∗∗ 60. 82±7. 38∗∗

FZKAD 高剂量组
High-dose

 

FZKAD
 

group 87. 93±6. 37∗ 62. 54±3. 29∗∗ 44. 76±4. 70∗∗

注:与对照组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

图 1　 平板克隆形成实验检测各组细胞克隆形成能力

Figure
 

1　 Cell
 

clone
 

formation
 

ability
 

of
 

each
 

group
 

detected
 

by
 

plane
 

clone
 

formation
 

experiment

图 2　 Annexin
 

V-FITC / PI 双染法流式细胞术检测各组细胞凋亡率

Figure
 

2　 Cell
 

apoptosis
 

rate
 

determined
 

by
 

flow
 

cytometry
 

using
 

Annexin
 

V-FITC / PI
 

double
 

staining
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2. 2. 2　 各组细胞凋亡相关蛋白表达水平比较

　 　 P53 蛋白及 Bcl-2 家族蛋白是决定细胞凋亡的

经典分子, 本 研 究 通 过 Western
 

blot 法 检 测 了

FZKAD 含药血清处理 HO-8910PM 细胞 48
 

h 后

P53、 Bcl-2 及 Bax 蛋 白 表 达 水 平。 结 果 发 现,
FZKAD 低、中、高剂量组 P53 及 Bax 蛋白表达水平

增加,而 Bcl-2 蛋白表达水平降低,与对照组比较,
差异具有统计学意义(P<0. 05 或 P<0. 01)。 结果

见图 3 及表 2。
2. 3　 FZKAD 含药血清对人卵巢癌 HO-8910PM
细胞周期进程的影响

2. 3. 1　 各组细胞周期进程比较

　 　 细胞周期进程受阻可以影响凋亡,进而导致细

胞异常增殖,本研究通过 PI 单染法流式细胞术检测

了 FZKAD 含药血清处理 HO-8910PM 细胞 48
 

h 后

的周期进程。 结果发现,与对照组比较,FZKAD 低、
中、高剂量组 G0 / G1 期细胞百分比增加(P<0. 05 或

P<0. 01),而 S 期及 G2 / M 期细胞百分比降低(P<
0. 05 或 P< 0. 01),表现出明显的 G0 / G1 期阻滞作

用。 结果见图 4 及表 3。

2. 3. 2　 各组细胞周期进程相关蛋白表达水平比较

通过 Western
 

blot 法检测了 FZKAD 含药血清处

理 HO-8910PM 细胞 48
 

h 后细胞周期进程相关蛋白

表达水平。 结果发现,与对照组比较,FZKAD 低、
中、高剂量组细胞周期进程相关蛋白 Cyclin

 

D1、
CDK4 及 CDK6 表达水平均显著降低(P<0. 01),且
该作用具有明显的剂量依赖性。 结果见图 5 及

表 4。

图 3　 Western
 

blot 法检测各组细胞

P53、Bcl-2 及 Bax 蛋白表达水平

Figure
 

3　 Protein
 

expression
 

levels
 

of
 

P53,
 

Bcl-2
 

and
 

Bax
 

in
 

each
 

group
 

detected
 

by
 

Western
 

blot

表 2　 各组细胞 P53、Bcl-2 及 Bax 蛋白表达水平比较( 􀭰x±s,n= 3)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

P53,
 

Bcl-2
 

and
 

Bax
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

each
 

group
组别 Groups P53 / β-actin Bcl-2 / β-actin Bax / β-actin

对照组
Control

 

group 0. 08±0. 01 0. 63±0. 04 0. 23±0. 02

FZKAD 低剂量组
Low-dose

 

FZKAD
 

group 0. 15±0. 02∗∗ 0. 36±0. 04∗∗ 0. 26±0. 03∗

FZKAD 中剂量组
Medium-dose

 

FZKAD
 

group 0. 27±0. 02∗∗ 0. 30±0. 03∗∗ 0. 41±0. 03∗∗

FZKAD 高剂量组
High-dose

 

FZKAD
 

group 0. 44±0. 05∗∗ 0. 25±0. 02∗∗ 0. 52±0. 06∗∗

注:与对照组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

图 4　 PI 单染法流式细胞术检测各组细胞周期进程

Figure
 

4　 Cell
 

cycle
 

process
 

determined
 

by
 

flow
 

cytometry
 

using
 

PI
 

single
 

staining
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表 3　 各组细胞 G0 / G1 期、S 期及 G2 / M 期百分比( 􀭰x±s,n= 3)
Table

 

3　 Cell
 

percentage
 

of
 

G0 / G1 ,
 

S
 

and
 

G2 / M
 

stages
 

in
 

each
 

group
组别 Groups G0 / G1 期 G0 / G1

 stage S 期 S
 

stage G2 / M 期 G2 / M
 

stage
对照组 Control

 

group 43. 26±3. 24 23. 19±3. 13 33. 25±4. 53
FZKAD 低剂量组 Low-dose

 

FZKAD
 

group 49. 51±6. 41∗ 20. 87±2. 71∗ 28. 08±2. 26∗∗

FZKAD 中剂量组 Medium-dose
 

FZKAD
 

group 67. 78±8. 75∗∗ 16. 22±1. 94∗∗ 14. 86±2. 11∗∗

FZKAD 高剂量组 High-dose
 

FZKAD
 

group 82. 17±7. 10∗∗ 9. 47±1. 46∗∗ 7. 72±0. 97∗∗

注:与对照组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

表 4　 各组细胞 Cyclin
 

D1、CDK4 及 CDK6 蛋白表达水平比较( 􀭰x±
 

s,n= 3)
Table

 

4　 Comparison
 

of
 

Cyclin
 

D1,
 

CDK4
 

and
 

CDK6
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

each
 

group
组别 Groups Cyclin

 

D1 / β-actin CDK4 / β-actin CDK6 / β-actin
对照组 Control

 

group 0. 78±0. 08 0. 64±0. 05 0. 92±0. 08
FZKAD 低剂量组 Low-dose

 

FZKAD
 

group 0. 59±0. 06∗∗ 0. 48±0. 04∗∗ 0. 71±0. 08∗∗

FZKAD 中剂量组 Medium-dose
 

FZKAD
 

group 0. 25±0. 02∗∗ 0. 36±0. 03∗∗ 0. 27±0. 03∗∗

FZKAD 高剂量组 High-dose
 

FZKAD
 

group 0. 10±0. 02∗∗ 0. 29±0. 03∗∗ 0. 09±0. 01∗∗

注:与对照组比较,
  ∗∗P<0. 01。

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

图 5　 Western
 

blot 法检测各组细胞 Cyclin
 

D1、
CDK4 及 CDK6 蛋白表达水平

Figure
 

5　 Protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Cyclin
 

D1,
 

CDK4
 

and
 

CDK6
 

in
 

each
 

group
 

detected
 

by
 

Western
 

blot

3　 讨论

　 　 FZKAD 为历代使用的中医抗癌验方,是治疗各

种恶性肿瘤的有效基础方。 FZKAD 具有扶正祛邪、
解毒消肿、化痰散结、调补气血的功效,可以补正气

以驱邪,尤其适用于正气亏损的患者,能改善抗癌

效果,不良反应少,现代中医药理学研究表明扶正

抗癌汤能明显提高患者的免疫力,减轻放、化疗的

毒副作用,并且可以明显改善恶性肿瘤术后患者的

生存质量[8-9] 。 FZKAD 现已广泛应用于联合放、化
疗治疗各系统恶性肿瘤的患者,临床疗效显著[12] 。
本研究用 FZKAD 含药血清处理 HO-8910PM 细胞后

发现,与对照组比较,除低、中剂量组处理 24
 

h 后的

细胞存活率无显著性降低外,其余各组处理 24、48
及 72

 

h 后的细胞存活率均显著性降低,且各剂量组

细胞克隆形成能力也显著降低,表明 FZKAD 含药血

清对 HO-8910PM 细胞的增殖具有抑制作用。
细胞凋亡是基因调控下的一种自发有序性死

亡过程,对机体各组织器官发育及内环境稳定起着

十分重要的作用;同时,细胞凋亡与肿瘤的发生、发
展密切相关,促进肿瘤细胞发生凋亡是抗肿瘤药物

发挥作用的主要机制[13-14] 。 P53 是重要的抑癌基

因,可以使受损的 DNA 得以修复,避免细胞凋亡,进
而影响肿瘤的发生和进展[15] 。 细胞色素 C 从线粒

体转移至细胞浆是内源性线粒体凋亡途径中的关

建步骤,该步骤首先需要线粒体膜透化,而 Bcl-2 主

要抵御线粒体膜的透化作用,进而限制细胞凋亡的

发生[16] 。 在凋亡刺激因子作用于肿瘤细胞后,使
Bax 活化后并与线粒体外膜连接,促进线粒体膜透

化及细胞色素 C 进入细胞浆,激活半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶凋亡途径,最终诱导细胞凋亡的发生[17] 。
P53 蛋白也能够特异的促进 Bax 的表达,降低 Bcl-2
的表达,从而影响肿瘤细胞凋亡[18] 。 本研究分别通

过 Annexin
 

V-FITC / PI 双染法流式细胞术及 Western
 

blot 法检测了 FZKAD 含药血清对 HO-8910PM 细胞

凋亡率及 P53、Bcl-2、Bax 蛋白表达水平的影响,发
现与对照组比较,FZKAD 低、中、高剂量组的细胞凋

亡率及 P53、Bax 蛋白表达水平增加,而 Bcl-2 蛋白

表达水平降低,从细胞及分子水平上证实了 FZKAD
含药血清具有诱导 HO-8910PM 细胞凋亡的作用。

细胞周期主要分为 DNA 合成前期 ( G1 期)、
DNA 合成期(S 期)、DNA 合成后期( G2 期)及有丝

分裂期( M 期),而 G0 期是停止分裂的一个阶段,
G0 / G1 期、S 期及 G2 / M 期是细胞周期进程中的三个

关键阶段[19] 。 肿瘤是在遗传因素和环境因素共同
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作用下引起的细胞失控性生长及细胞周期紊乱的

一类疾病,其分子机制除与细胞凋亡过少有关外,
细胞周期紊乱也是导致细胞增殖过多的主要原

因[20] 。 本研究通过 PI 单染法流式细胞术检测发

现,与对照组比较,FZKAD 低、中、高剂量组 G0 / G1

期细胞百分比增加,而 S 期及 G2 / M 期细胞百分比

降低,表现出明显的 G0 / G1 期阻滞作用。 细胞周期

进程的精密运作依赖于各级细胞因子的调控,调控

因子主要包括细胞周期蛋白(Cyclin)及周期蛋白依

赖性蛋白激酶(CDK)两类[21] 。 本研究通过 Western
 

blot 法检测了 FZKAD 含药血清对细胞周期进程相

关蛋白 Cyclin
 

D1、CDK4 及 CDK6 表达水平的影响,
发现与对照组比较,FZKAD 低、中、高剂量组 Cyclin

 

D1、CDK4 及 CDK6 蛋白表达水平均显著降低,进一

步明确了 FZKAD 含药血清具有诱导 HO-8910PM 细

胞周期进程阻滞作用。
综上, FZKAD 含 药 血 清 对 人 卵 巢 癌 HO-

8910PM 细胞的增殖具有抑制作用,该作用与诱导

凋亡及周期进程阻滞有关,但深入的机制还有待于

进一步研究。
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